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Fibrin merupakan suatu protein yang membentuk gumpalan darah untuk

manghentikan kehilangan darah. Akumulasi dari fibrin yang berlebihan dalam

pembuluh darah biasanya menghasilkan trombosis. Salah satu terapi penyakit

trombosis dengan menggunakan agen fibrinolitik. Mikroorganisme khususnya bakteri

adalah sumber penting bagi zat fibrinolitik. Isolasi dan seleksi bakteri fibrinolitik

dapat berasal dari tanah tempat pembuangan limbah yang mengandung protein seperti

tanah tempat pembuangan limbah tahu. Kandungan protein yang tinggi pada limbah

tahu sebesar 40%– 60% menyebabkan tanah yang dialiri limbah tahu diasumsikan

mempunyai kandungan protein yang tinggi pula, sehingga dapat digunakan sebagai

sumber isolat bakteri fibrinolitik. Dari permasalahan diatas, maka penelitian ini

bertujuan untuk mendapatkan bakteri fibrinolitik asal tanah pembuangan limbah tahu.

Hasil penelitian ini diharapkan bermanfaat sebagai data awal mengenai bakteri tanah

yang memiliki aktivitas fibrinolitik dan dapat dikarakterisasi lebih lanjut sebagai agen

fibrinolitik untuk alternatif pengobatan trombosis.

Penelitian ini menggunakan rancangan penelitian deskriptif. Metode yang

digunakan antara lain: 1) Pengambilan sampel tanah; 2) Isolasi bakteri tanah; 3)

Identifikasi isolat yang diperoleh; 4) Uji aktivitas proteolitik; 5) Uji aktivitas

fibrinolitik; 6) Produksi ekstrak kasar protein; 7) Pemekatan enzim menggunakan

teknik ultrafiltrasi; 8) Penentuan kadar protein; dan 10) Uji Fibrin Plate Assay.

Hasil penelitian diperoleh 12 isolat bakteri tanah yang kemudian diidentifikasi

secara makroskopis dan mikroskopis. Dua belas isolat bakteri tanah hasil isolasi,

berdasarkan morfologi makroskopisnya memiliki bentuk koloni, tepi koloni, dan

elevasi koloni yang bervariasi, sedangkan morfologi mikroskopisnya menunjukkan
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bentuk yang seragam yaitu berbentuk batang Gram positif. Sebanyak 10 isolat dari 12

isolat bakteri tanah memiliki aktivitas proteolitik. Isolat GLT 150342 mempunyai

indeks aktivitas proteolitik tertinggi sebesar 2.26 dibandingkan dengan isolat lain

yang mempunyai indeks antara 1.00 sampai 1.80. Hasil uji aktivitas fibrinolitik

diperoleh 9 isolat bakteri tanah mempunyai aktivitas fibrinolitik dengan indeks

aktivitas fibrinolitik tertinggi pada isolat GLT 150305 sebesar 5.2. Hasil kurva

pertumbuhan menunjukkan bahwa isolat bakteri GLT 150305 tumbuh mencapai fase

eksponensial pada jam ke-6 sampai jam ke-15 dengan jumlah sel mencapai 3.04 x 108

sel/ml pada jam ke-15. Hasil pengujian dari retentate (>10 kDa), permeate (<10

kDa), dan Supernatan Bebas Sel (SBS) dengan fibrin plate assay menunjukkan

bahwa retentate dan SBS mampu memecah substrat fibrin dengan hasil perhitungan

diameter zona bening sebesar 1.74 cm dan 1.10 cm. Sedangkan permeate tidak

menunjukkan adanya zona bening pada pengujian tersebut. Hasil pengukuran

konsentrasi protein pada retentate didapatkan konsentrasi protein sebesar 0.0039

mg/ml, sedangkan permeate memiliki konsentrasi protein sebesar 0.0018 mg/ml.

Kesimpulan pada penilitian ini bahwa skrining terhadap bakteri asal tanah

pembuangan limbah tahu diperoleh 1 isolat bakteri yang memiliki aktivitas proteolitik

saja dan 9 isolat bakteri yang memiliki aktivitas proteolitik dan fibrinolitik. Isolat

bakteri yang potensial sebagai penghasil agen fibrinolitik adalah isolat GLT 150305.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Fibrin merupakan suatu protein yang membentuk gumpalan darah setelah

terjadi luka atau trauma untuk menghentikan kehilangan darah (Sumi et al., 1990).

Akumulasi dari fibrin yang berlebihan dalam pembuluh darah biasanya menghasilkan

trombosis, yang mengarah ke kelainan miokardal dan penyakit kardiovaskular

lainnya (Kim dan Choi, 2000).

Obat trombolitik yang telah disetujui oleh FDA untuk terapi penyakit yang

disebabkan oleh trombosis adalah tissue plasminogen aktivator (tPA) dan

streptokinase (SK) (Baruah et al., 2006). Penggunaan klinis tPA dan SK memiliki

keterbatasan berupa waktu paruh yang singkat, membutuhkan dosis terapi yang besar,

spesifitas terhadap fibrin rendah bersifat reoklusi, dan bersifat imunogenik untuk SK

(Reddy, 1998). Selain obat-obat trombolitik diatas, terdapat satu enzim yang dapat

memecah gumpalan darah yaitu enzim fibrinolitik (Sumi et al., 1990). Enzim

fibrinolitik merupakan kelompok enzim protease yang mampu mendegradasi fibrin

menjadi fragmen-fragmen terlarut (Suhartono, 1992). Enzim fibrinolitik dapat

diperoleh dari tanaman, hewan, ataupun mikroba termasuk bakteri (Peng et al., 2005).

Berbagai enzim fibrinolitik telah dimurnikan dari berbagai bakteri (Peng et al.,

2005). Salah satu bakteri penghasil enzim fibrinolitik yang telah diketahui adalah

Bacillus. Berbagai jenis Bacillus yang memiliki aktivitas fibrinolitik diantaranya

adalah diperoleh dari B. subtilis BK-17 (Jeong et al., 2001), B. subtilis DC33 (Wang

et al., 2006), B. amyloliquefaciens DC-4 (Peng et al., 2003), B. subtilis IMR-NKI

(Chang et al., 2000), dan Bacillus sp. K-1 (Yang et al., 2006).

Eksplorasi bakteri penghasil enzim fibrinolitik dari golongan Bacillus telah

berhasil diperoleh dari berbagai produk pangan. Produk pangan yang telah berhasil

diisolasi bakteri penghasil enzim fibrinolitiknya yaitu chungkook-jang, pangan
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fermentasi tradisional korea, dengan bahan pokok kacang kedelai (Kim et al., 1996),

tempe (Kim et al., 2006), pangan fermentasi kedelai dari Thailand (Chantawannakul

et al, 2001), dan Natto, pangan tradisional jepang (Sumi et al., 1987). Selain itu,

bakteri fibrinolitik telah banyak dieksplorasi asal dari tanah tempat pembuangan

limbah. Contoh tanah tersebut adalah tanah pembuangan susu rusak di Boyolali, Jawa

Tengah (Akhdiya, 2003) serta tanah pembuangan limbah industri tempe (Retnosari,

2008). Limbah lainnya yang melimpah adalah limbah tahu. Limbah tahu merupakan

limbah dengan kandungan bahan organik yang tinggi yaitu terdiri dari protein, lemak,

dan karbohidrat yang masing-masing mencapai 40% - 60%, 10%, dan 25% - 50%

(Sugiharto, 1994). Tingginya kandungan protein dalam limbah tahu diduga menarik

berbagai jenis bakteri yang mempunyai aktifitas proteolitik dan fibrinolitik yang

tinggi tumbuh dan berkembang didalamnya. Oleh karena itu, limbah tahu merupakan

sumber potensial untuk penggalian bakteri endogenous penghasil enzim protease

fibrinolitik.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang diatas, maka pemasalahan pada penelitian ini

adalah:

a. Apakah pada tanah pembuangan limbah tahu terdapat bakteri penghasil enzim

proteolitik dan fibrinolitik?

a. Bagaimana aktivitas proteolitik dan fibrinolitik isolat bakteri asal tanah

pembuangan limbah tahu?

1.3 Batasan Masalah

Batasan masalah pada penelitian ini yaitu :

a. Skrining aktivitas fibrinolitik secara semikuantitatif dengan Metode Fibrin

Plate Assay.

b. Pemisahan ekstrak kasar protein dengan teknik ultrafiltrasi.
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1.4 Tujuan dan Manfaat

Tujuan dari penelitian ini adalah skrining bakteri fibrinolitik asal tanah

pembuangan limbah tahu. Data yang diperoleh dari penelitian ini diharapkan

bermanfaat sebagai data awal mengenai bakteri tanah yang diisolasi dari tanah

pembuangan limbah tahu yang memiliki aktivitas fibrinolitik. Selain itu, dari

penelitian ini isolat bakteri terpilih dapat dikarakterisasi lebih lanjut sebagai agen

fibrinolitik untuk alternatif pengobatan trombosis.



BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Peranan Enzim Fibrinolitik dalam Pengobatan Trombosis

2.1.1 Trombosis

Trombosis adalah keadaan patologis berupa pembentukan bekuan darah

(trombus) berlebihan dan abnormal yang menyebabkan terganggunya aliran darah

(Philip et al., 2001). Trombosis berlebihan dapat disebabkan oleh kelainan genetis

dan aterosklerosis. Aterosklerosis adalah kondisi pembuluh darah arteri yang

mengalami penyempitan akibat timbunan kolesterol, debris sel, dan matriks jaringan

ikat dalam arteri koronaria. Timbunan tersebut berkumpul membentuk plak

aterosklerosis. Plak aterosklerosis dapat mengalami ruptur yang menyebabkan luka

pada dinding pembuluh darah dan akhirnya memicu terbentuknya trombus. Trombus

yang terbentuk dapat menempel pada endotelium. Akumulasi trombus pada

pembuluh darah arteri koroner ini menyebabkan terjadinya ketidakseimbangan antara

penyediaan dan kebutuhan oksigen (Price dan Wilson, 2005), sehingga menyebabkan

suplai nutrisi dan oksigen ke jaringan terhambat (iskemi) dan bahkan kematian

jaringan (infark). Hambatan aliran darah dan kematian jaringan akan memicu

berbagai penyakit yang mematikan seperti: infark miokard akut, stroke iskemik,

emboli paru dan trombosis vena dalam (Banerjee dan Chisti, 2003; Martini, 2006).

Berdasarkan laporan WHO, pada tahun 2004, penyakit infark miokard akut

merupakan penyebab kematian utama di dunia. Sebanyak 12.2% kematian di seluruh

dunia terjadi akibat penyakit infark miokard akut (WHO, 2008).

Trombosis disebabkan oleh abnormalitas sistem hemostasis. Hemostasis adalah

serangkaian mekanisme yang memastikan darah tidak terlalu encer dan tidak terlalu

pekat (Escobar et al., 2002). Hemostasis merupakan proses yang berlangsung secara

terus menerus dalam mencegah kehilangan darah secara spontan, serta menghentikan

pendarahan akibat kerusakan pembuluh darah (Khalilullah, 2011).
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Hemostasis terdiri atas dua proses yang saling setimbang, yaitu prokoagulasi

dan fibrinolisis. Prokoagulasi atau penggumpalan darah terjadi apabila ada kerusakan

pada jaringan kulit atau ketika sel darah bertemu dengan sel-sel endotelial yang

robek. Sel endotelial sebenarnya bersifat antikoagulan (Escobar et al., 2002). Namun

adanya luka dapat mengubah sifat sel endotelial menjadi sangat prokoagulan,

sehingga menyebabkan penempelan trombosit atau keping darah pada dinding

pembuluh darah (Katzung, 2006) yang pada akhirnya akan menyumbat lubang pada

pembuluh darah yang koyak (Escobar et al., 2002).

Akhir pembekuan darah adalah pembentukan fibrin melalui dua jalur, yaitu

jalur ekstrinsik dan jalur intrinsik yang keduanya akan mengaktifkan jalur normal.

Secara singkat mekanisme pembekuan darah dapat dilihat pada Gambar 2.1. Jalur

pembentukan bekuan darah dimulai dengan pengaktifan jalur ekstrinsik yaitu aktivasi

faktor pembekuan darah yang dipicu oleh kerusakan dinding endotelial pembuluh

darah. Jalur ini disebut ekstrinsik karena masuknya faktor jaringan yang juga dikenal

sebagai tromboplastin jaringan atau faktor III, senyawa yang tidak ditemukan di

dalam darah, dilepaskan oleh jaringan pembuluh yang terluka. Faktor III bersama

dengan ion kalsium akan mengaktifkan faktor VII menjadi faktor VIIa. Faktor VIIa,

bersama dengan faktor III dan ion kalsium dapat memproduksi trombin dalam jumlah

kecil dengan sangat cepat (Guyton dan Hall, 1997). Sedangkan jalur intrinsik

diinisiasi adanya paparan senyawa asing bermuatan negatif seperti kolagen, dinding

subendotelial, atau fosfolipida sehingga mengaktifkan faktor XII menjadi XIIa.

Faktor XIIa bersama dengan faktor Fitzgerald (high-molecular-weight kininogen

(HMWK)) dan faktor Fletcher (prekallikrein) akan mengaktifkan faktor XI menjadi

XIa. Selanjutnya, faktor XIa dengan ion kalsium akan mengaktifkan faktor IX

menjadi IXa. (Escobar et al., 2002).

Pertemuan jalur intrinsik dan ekstrinsik adalah pembentukan faktor Xa. Fungsi

faktor Xa yaitu mengkatalis perubahan protrombin menjadi trombin (faktor IIa)

dengan bantuan faktor Va, fosfolipida faktor keping darah 3 (platelet factor 3 (PF3)),

dan ion kalsium (Escobar et al., 2002). Trombin memotong fibrinopeptida dari
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fibrinogen yang larut air menjadi monomer fibrin yang akhirnya menjadi polimer

fibrin yang tidak larut (Jackson, 1988). Selain itu, trombin memiliki beberapa peranan

yaitu peranan pertama adalah kembali ke siklus sebelumnya untuk mempercepat

aktivasi faktor V dan VIII. Peranan kedua adalah mengubah fibrinogen menjadi

monomer fibrin yang masih larut air. Peranan ketiga adalah membuat ikatan silang

polimer fibrin dengan mengaktifkan faktor XIII menjadi XIIIa. Peranan trombin yang

terakhir adalah sebagai bioregulator hemostasis darah dalam keadaan normal dan

patologis (Escobar et al., 2002).

Gambar 2.1 Mekanisme pembekuan darah (Sumber: Price dan Wilson, 2005)

Proses hemostasis yang kedua yaitu fibrinolisis. Fibrinolisis adalah proses

degradasi fibrin secara enzimatis. Proses ini secara otomatis diaktifkan bersamaan

dengan pembekuan darah, yaitu ketika terjadi luka pada dinding endotelial. Proses

fisiologis ini akan menghilangkan deposit polimer fibrin secara bertahap hingga

menjadi produk degradasi yang larut air. Produk degradasi yang dihasilkan kemudian

akan dibuang dari peredaran darah oleh makrofag-makrofag yang ada pada sistem

retikuloendotelial. Fungsi penting proses ini adalah untuk membebaskan pembuluh
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dari bekuan darah dan memulai proses penyembuhan dinding pembuluh (Escobar et

al., 2002).

2.2.2 Enzim Fibrinolitik sebagai Obat Trombolitik

Terapi untuk penderita trombosis diantaranya dengan operasi yang bertujuan

untuk menghilangkan sumbatan atau dengan obat-obat fibrinolitik (trombolitik) yang

bekerja dengan cara mendegradasi gumpalan darah (Kunamneni et al., 2007). Obat

trombolitik adalah obat yang bekerja menghancurkan bekuan darah yang telah

terbentuk dengan mengaktifkan plasminogen. Agregat fibrin yang terbentuk dan

menyumbat pembuluh darah akan dihancurkan oleh plasmin dan menghasilkan

produk degradasi berupa cuplikan-cuplikan protein yang larut air (Olson, 2004).

Secara umum obat trombolitik dibagi menjadi dua golongan yaitu aktivator

plasminogen dan fibrinolisin (enzim mirip plasmin/plasmin like protein) (Tjay dan

Rahardja, 2002). Aktivator plasminogen adalah enzim yang mengaktivasi

plasminogen untuk menghasilkan plasmin yang selanjutnya akan mendegradasi

bekuan darah menjadi produk terlarut yang dapat dihilangkan oleh fagosit

(Kunamneni et al., 2006). Obat trombolitik yang digunakan sebagai aktivator

plasminogen diantaranya adalah tPA, rekombinan reteplase (retavase), SK dan

urokinase (UK). Mekanisme dari obat-obat tersebut adalah mengaktifkan sistem

fibrinolitik dengan cara memicu konversi plasminogen menjadi plasmin yang mampu

melisiskan bekuan fibrin sehingga aliran darah kembali mengalir ke arteria koronaria

(Rosmiati dan Gan, 1995). Berdasarkan sumbernya aktivator plasminogen dibagi

menjadi dua yaitu berasal dari manusia (tPA dan UK) dan berasal dari organisme

selain manusia (SK dan stafilokinase).

Enzim mirip plasmin adalah enzim yang secara langsung mampu mendegradasi

bekuan darah tanpa melalui aktivasi plasminogen. Salah satu enzim mirip plasmin

yaitu enzim fibrinolitik. Enzim fibrinolitik merupakan kelompok enzim protease

yang mampu mendegradasi fibrin atau fibrinogen menjadi fragmen-fragmen terlarut

(Suhartono, 1992). Enzim yang mampu mendegradasi fibrin secara spesifik adalah
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plasmin. Plasmin termasuk dalam kelompok protease serin dan bersirkulasi dalam

bentuk inaktifnya, yaitu plasminogen. Plasmin dapat mempengaruhi bentuk koagulasi

darah dan mengurangi kecepatan pembentukan bekuan trombosit karena kemampuan

spesifiknya mendegradasi fibrin (Katzung, 2006). Contoh enzim fibrinolitik (enzim

mirip plasmin) yaitu lumbrokinase. Lumbrokinase memiliki kemampuan untuk

mengaktivasi plasminogen dan juga mendegradasi langsung fibrin (Mihara et al.,

1991). Selain lumbrokinase, enzim fibrinolitik yang sudah diteliti adalah yang berasal

dari bisa ular dan saliva kelelawar. Enzim fibrinolitik yang bekerja secara langsung

tanpa melalui aktivasi plasminogen yaitu dari bisa ular yang memiliki nama

tergantung pada sumbernya, seperti fibrolase (Chen et al., 1991) yang dihasilkan oleh

bisa ular tembaga dan atroxase dihasilkan dari bisa ular derik.

2.2 Bakteri sebagai Sumber Enzim Fibrinolitik

Bakteri merupakan sumber penghasil enzim yang mudah diisolasi,

dikembangkan, dan diproduksi. Sebagai sumber enzim, bakteri lebih menguntungkan

karena kemudahan sel bakteri untuk ditumbuhkan, skala produksi sel lebih mudah

ditingkatkan, proses produksinya yang tidak tergantung pada musim, waktu yang

dibutuhkan relatif tidak lama (Meyrath dan Volavseck, 1975), dapat tumbuh pada

substrat yang murah, mudah di kontrol, mampu menghasilkan enzim yang ekstrim

(Akhdiya, 2003), dan biaya produksi enzim yang relatif murah (Yuningsih, 2006).

Bakteri merupakan salah satu sumber enzim fibrinolitik. Contoh bakteri yang

telah menghasilkan enzim fibrinolitik antara lain adalah Streptococcus β-hemolyticus

menghasilkan enzim SK dan Staphylococcus aureus yang menghasilkan enzim

stafilokinase. Kedua enzim yang dihasilkan oleh bakteri tersebut merupakan dua agen

fibrinolitik yang diketahui efektif untuk terapi trombolitik (Collen dan Lijnen, 1994).

Dalam perkembangannya telah ditemukan berbagai bakteri yang mampu

menghasilkan enzim fibrinolitik. Salah satu bakteri penghasil enzim fibrinolitik yang

telah diketahui adalah Bacillus. Berbagai jenis Bacillus yang memiliki aktivitas

fibrinolitik diantaranya adalah B. subtilis BK-17 (Jeong et al., 2001), B.subtilis A1
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(Jeong et al., 2004), B.subtilis 168 (Kho et al., 2005), B.subtilis DC33 (Wang et al.,

2006), B.amyloliquefaciens DC-4 (Peng et al., 2003), B.subtilis IMR-NKI (Chang et

al., 2000), Bacillus sp. DJ-2 (Choi et al., 2005), dan Bacillus sp. K-1 (Yang et al.,

2006).

2.3. Limbah Tahu

Dalam proses pembuatan tahu, air banyak digunakan sebagai bahan pencuci

dan merebus kedelai dalam proses produksinya. Akibat dari besarnya pemakaian air

pada proses pembuatan tahu maka limbah yang dihasilkan juga cukup besar. Limbah

industri tahu terdiri dari 2 jenis yaitu limbah cair dan padat. Dari kedua jenis limbah

tersebut, limbah cair merupakan bagian yang terbesar. Sebagian besar jumlah limbah

cair yang dihasilkan bersumber dari cairan kental yang berpisah dari gumpalan tahu

pada proses penggumpalan dan penyaringan yang disebut air dadih atau whey.

Limbah cair tahu lainnya berasal dari proses sortasi dan pembersihan, pengupasan

kulit, pencucian, penyaringan, dan proses pembersihan peralatan (Pohan, 2008).

Limbah dari proses pembuatan tahu ini termasuk dalam limbah yang

biodegradable yaitu merupakan limbah atau bahan buangan yang dapat dihancurkan

oleh mikroorganisme. Mikroorganisme khususnya bakteri mempunyai peranan dalam

penguraian limbah tahu. Limbah cair dari industri tahu mengandung bahan organik

yang tinggi terutama protein dan asam-asam amino (EMDI-Bapedal, 1994), baik

dalam bentuk padatan tersuspensi maupun terlarut (BPPT, 1997). Kandungan Protein

dalam limbah cair tahu mencapai 40%-60% (Sugiharto, 1994). Selain mengandung

protein, limbah cair tahu juga mengandung senyawa organik lainnya yang berupa

karbohidrat dan lemak (Nurhasan dan Pramudyanto, 1991) dengan total kandungan

25%-50% karbohidrat dan 10% lemak (Sugiharto, 1994). Tingginya kandungan

protein dalam limbah cair tahu memungkinkan terdapat bakteri yang

memanfaatkannya sebagai sumber nutrien. Selain itu, kompleknya kandungan limbah

cair tahu berperan dalam variasi jenis bakteri yang ada di limbah tahu sehingga

keanekaragaman bakteri di limbah tahu tinggi. Bakteri terlibat dalam transformasi
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senyawa komplek organik menjadi molekul yang sederhana. Lebih jauh lagi, terdapat

reaksi sinergis antara bermacam-macam kelompok bakteri yang berperan dalam

penguraian limbah. Menurut Archer dan Kirsop (Dalam  Said dan Wahjono, 1999)

ada 4 kelompok bakteri yang terlibat dalam transformasi material komplek menjadi

molekul yang sederhana dan bekerja secara sinergis yaitu bakteri hidrolitik, bakteri

asidogenik fermentatif, bakteri asetogenik dan bakteri metanogen. Dari keempat

kelompok bakteri tersebut yang sangat berperan dalam pemecahan senyawa komplek

organik menjadi molekul yang sederhana adalah bakteri hidrolitik. Bakteri hidrolitik

merupakan kelompok bakteri anaerobik yang mampu memecah molekul organik

komplek seperti protein menjadi molekul monomer yang terlarut seperti asam amino.

Hidrolisis molekul komplek dikatalisasi oleh enzim ekstraselluler seperti protease,

sellulase, dan lipase (Polprasert Dalam  Said dan Wahjono, 1999).



BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi dan Laboratorium

Biologi Dasar Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam

Universitas Jember. Sampel tanah yang digunakan pada penelitian ini diambil dari

pabrik tahu di Kecamatan Gebang Kabupaten Jember. Penelitian ini dilaksanakan

pada bulan Mei sampai Desember 2012.

3.2 Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan rancangan penelitian deskriptif. Sampel yang

didapat diteliti di laboratorium dan hasil data yang diperoleh adalah data kuantitatif

yang dijelaskan secara deskriptif. Diagram alir penelitian disajikan pada Gambar 3.1.

Gambar 3.1 Diagram alir skrining bakteri fibrinolitik asal tanah pembuangan limbah tahu.

Uji Aktivitas Proteolitik

Produksi ekstrak kasar potein 1 isolat terpilih.
a. Pembuatan kurva pertumbuhan
b. Pemekatan enzim dengan teknik ultrafiltrasi

dengan membran 10 kDa
c. Karakterisasi: uji fibrin plate assay, penentuan

kadar protein dan analisis SDS-PAGE

Pengambilan Sampel Tanah

Isolasi Bakteri Tanah

Identifikasi Isolat

Uji Aktivitas Fibrinolitik
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3.3 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan untuk pengambilan sampel terdiri atas sekop kecil, botol

selai dan alumunium foil. Peralatan yang digunakan di laboratorium meliputi

peralatan isolasi, peralatan gelas, dan peralatan uji dan analisis. Peralatan isolasi

terdiri atas jarum ose, tusuk gigi, spatula, penggaris, pinset, pipet tetes, lampu bunsen,

kertas dorslag, kapas, bak plastik, kertas label, spidol marker, tisu gulung, rak tabung

reaksi, laminar air flow cabinet (LAF), oven, autoclave, timbangan digital, hotplate

stirrer, dan inkubator 30° C. Adapun peralatan gelas terdiri atas gelas objek, gelas

penutup, cawan petri, tabung reaksi, gelas ukur, erlenmeyer Glass (IWAKI), dan

beaker Glass (PYREX). Peralatan uji dan analisis meliputi: eppendorf, kertas saring

Whatman, mikrotip (Sorensen), mikropipet (socorex), botol schott (DURAN), tabung

mikrosentrifuga membran Corning® Spin-X® 10 k-MWCO (Molecular Weight Cut

Off), freezer –20°C dan -80oC (Denpoo), pH meter, lemari es 4C, sentrifuga (Hettich

Zentrifugen), inkubator shaker dan buku Mikrobiologi: A Laboratory Manual

(Cappucino dan Sherman, 1996).

Adapun bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini sebagai berikut. Tanah

diperoleh dari aliran pembuangan limbah tahu pabrik tahu Daerah Gebang,

Kabupaten Jember. Bahan-bahan yang digunakan dilaboratorium meliputi media

pertumbuhan dan media skrining, larutan, dan bahan Elektroforesis. Media

pertumbuhan dan media skrining yang digunakan meliputi media Nutrien Agar (NA)

(Lampiran B), media Nutrien Broth (NB) (Lampiran B), media Skim Milk Agar

(SMA) (Lampiran B), media Luria Borth (LB) cair (Lampiran B), dan Media Fibrin

(Lampiran B). Adapun larutan yang digunakan meliputi garam fisiologis (0,85%

NaCl), larutan formaldehyde 10% (v/v), gliserol steril, spirtus, alkohol 70%, akuades,

Bovine Serum Albumin (BSA), pewarna Bradford, dan asam asetat glasial 10% (v/v)).
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3.4 Prosedur Penelitian

3.4.1 Pengambilan Sampel

Sampel tanah diambil dari aliran pembuangan limbah tahu di pabrik tahu

Kecamatan Gebang Kabupaten Jember. Pengambilan tanah diambil pada 4 titik lokasi

pengambilan pada tanah aliran pembuangan limbah tahu, kemudian sampel tanah

yang diperoleh dikompositkan dan disimpan dalam botol steril. Sampel tanah yang

didapatkan selanjutnya disterilisasi pada suhu 121º C dengan tekanan 2 atm selama

15 menit yang bertujuan untuk skrining bakteri yang menghasilkan endospora saja.

3.4.2 Isolasi Bakteri Tanah

Sebanyak 10 gr sampel tanah yang telah disterilisasi dimasukkan kedalam 90

ml garam fisiologis (0,85% NaCl) lalu divortek sehingga diperoleh pengenceran 10-1.

Selanjutnya dibuat pengenceran 10-2 dengan cara mengambil 1 mL dari pengenceran

10-1 dan dimasukkan ke dalam 9 ml garam fisiologis. Pengenceran dilakukan secara

berseri sampai pengenceran 10-5.

Sebanyak 100 µL dari larutan pengenceran 10-1 sampai 10-5 diinokulasikan ke

dalam media NA dengan metode sebaran, kemudian diinkubasi dalam inkubator pada

suhu 300 C selama 24 - 48 jam. Koloni-koloni bakteri yang tumbuh kemudian dipilih

beberapa isolat yang mempunyai koloni dan morfologi yang berbeda dan dilakukan

pemurnian dengan cara menginokulasikan isolat terpilih pada media NA padat

dengan cara metode goresan 4 kuadran. Kemudian diinkubasi pada inkubator dengan

suhu 30°C selama 24-48 jam. Pemurnian dilakukan sebanyak 3 kali sehingga

didapatkan isolat murni. Setelah diperoleh koloni tunggal, kemudian isolat disimpan

dalam lemari es (4° C).

3.4.3 Identifikasi Morfologi Bakteri Secara Makroskopis dan Mikroskopis

Isolat bakteri yang telah diisolasi diamati secara makroskopis dengan cara

koloni bakteri umur 24 jam diamati penampakan luarnya meliputi warna koloni yang

diidentifikasi menurut Tabel Panduan Warna Castell-Polychromos 9216, bentuk
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koloni, elevasi, tepi, dan struktur dalam koloni berdasarkan buku Mikrobiologi: A

Laboratory Manual (Cappucino dan Sherman, 1996).

Pengamatan morfologi sel secara mikroskopis dilakukan dengan pengecatan

Gram, dengan cara bagian koloni isolat bakteri diambil 1 ose dari media NA

kemudian diulaskan di atas gelas objek lalu difiksasi di atas lampu Bunsen.

Kemudian tuang cat crystal violet (Gram A) 1-2 tetes pada preparat, biarkan selama 1

menit dan dicuci dengan air mengalir. Preparat ditetesi dengan cat iodine (Gram B)

selama 1 menit, dibersihkan dengan air mengalir dan dikering anginkan, lalu ditetesi

preparat dengan alkohol asam (Gram C) sebanyak 1-2 tetes sambil digoyang-goyang

lalu dicuci dengan air mengalir. Kemudian cat safranin (Gram D) diteteskan sebanyak

1-2 tetes selama 2 menit, lalu cuci cat dengan air mengalir sesudah itu dikering

anginkan. Kemudian preparat diamati di bawah mikroskop Olympus CX21 dengan

perbesaran 400 kali. Bakteri Gram Positif (+) akan menunjukkan warna ungu dan

bakteri Gram Negatif (-) akan menunjukkan warna merah.

3.4.4 Uji Aktivitas Proteolitik

Isolat bakteri yang telah diperoleh koloni tunggal diambil sebanyak 1 ose

menggunakan tusuk gigi lalu diinokulasikan dengan metode titik pada media SMA.

Inkubasi dilakukan pada suhu 30º C selama ± 48 jam. Bakteri yang menghasilkan

enzim proteolitik secara ekstraselular adalah bakteri yang membentuk zona bening

disekitar koloni bakteri. Aktivitas enzim proteolitik isolat ditentukan dengan

menghitung Indeks Aktivitas Enzim (IAE) dengan cara menghitung rasio ukuran

diameter zona bening dan diameter koloni.

Rumus IAE = diameter zona bening (cm)

diameter Koloni (cm)

3.4.5 Uji Aktivitas Fibrinolitik

Semua isolat bakteri yang memberikan hasil positif pada uji aktivitas proteolitik

selanjutnya ditumbuhkan pada media Fibrin untuk uji aktivitas fibrinolitik. Sebanyak
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1 ose isolat bakteri diinokulasikan pada media Fibrin dan diinkubasi pada suhu 30º C

selama ± 48 jam. Isolat bakteri yang menunjukkan aktivitas fibrinolitik akan

menghasilkan zona bening disekitar koloni. Pengukuran indeks aktivitas enzim

fibrinolitik sama dengan pengukuran indeks aktivitas proteolitik. Sebanyak 1 isolat

terpilih yang mempunyai aktivitas fibrinolitik tertinggi kemudian dikarakterisasi

aktivitas enzimnya.

3.4.6 Pembuatan Kurva Pertumbuhan

Satu isolat bakteri terpilih yang memiliki aktivitas fibrinolitik tertinggi, terlebih

dahulu ditumbuhkan pada media cair untuk diamati pola pertumbuhannya. Satu

koloni tunggal ditumbuhkan pada media LB cair 10 ml (sebagai starter) pada suhu

30º C selama ± 12 jam. Sebanyak 500 µl starter ditumbuhkan pada 50 ml LB cair.

Selanjutnya setiap 3 jam sekali isolat bakteri difiksasi dengan mengambil 900 µl

kultur dan dimasukkan ke dalam ependorf 1,5 ml yang sudah berisi 100 µl

formaldehyde. Kemudian jumlah bakteri dihitung dengan menggunakan

hemacytometer sampai jam ke-30. Pembuatan kurva pertumbuhan bakteri

berdasarkan rumus menurut Schlegel (1995):
0
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Keterangan :
t = waktu ke-t N0 = Jumlah sel pada waktu t0

t0 = waktu ke 0
µ = kecepatan pertumbuhan Nt = Jumlah sel pada waktu ke t

Analisis untuk mendapatkan kurva dilakukan dengan menggunakan aplikasi

SOLVER pada program microsoft office excel 2003 (Arifin dan Utami, 2012). Setelah

pola pertumbuhan bakteri diketahui, kemudian bakteri siap dikultur untuk produksi

enzim.
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3.4.7 Produksi Ekstrak Kasar Protein

Satu isolat terpilih yang sudah diketahui waktu eksponensialnya diambil 1 ose

dan ditanam pada 10 ml media LB cair dan diinkubasi dalam inkubator shaker

dengan kecepatan 120 rpm sesuai waktu eksponensialnya untuk digunakan sebagai

starter. Sebanyak 3-5% biakan bakteri dari starter ditumbuhkan ke media LB baru

dan diinkubasi 30ºC sesuai waktu eksponensialnya. Kultur bakteri selanjutnya

disentrifugasi dengan kecepatan 9305 x g selama 15 menit pada suhu 4ºC.

Sentrifugasi bertujuan untuk memisahkan enzim dengan sel bakteri. Supernatan

diambil dan pelet dibuang, supernatan yang dihasilkan sama dengan ekstrak kasar

protein sedangkan pelet sama dengan debris sel.

3.4.8 Pemisahan Ekstrak Kasar Protein Menggunakan Membran Ultra filtrasi

Ekstrak Kasar Protein yang selanjutnya disebut dengan Supernatan Bebas Sel

(SBS) diperoleh dengan penggunaan teknik ultrafiltrasi dengan membran Corning

spin-X UF Concentrator 10 K-MWCO (Molecul Weight Cut Off) atau 10 kDa. Teknik

ultrafiltrasi adalah proses pemisahan komponen berdasarkan perbedaan berat dan

ukuran molekul melalui suatu membran semipermeabel, dimana akan diperoleh

komponen dengan ukuran molekul besar yang akan tertahan (retentate) dan

komponen yang melewati membran (permeate) (Muchtadi, Tanpa Tahun). Pemisahan

SBS dilakukan dengan cara sentrifugasi dengan kecepatan 9305 x g selama 2-3 menit

pada suhu 4ºC. Hasil pemisahan diperoleh 2 fase yaitu fase atas (rentetate) ± 75 µl.

Rentetate adalah molekul protein yang memiliki berat molekul diatas 10 KDa dan

tidak bisa lolos dari membran filtrasi sedangkan berat molekul dibawah 10 KDa akan

lolos dari membran filtrasi dan disebut fase bawah (permeate).

3.4.9 Analisis Konsentrasi Protein

Konsentrasi protein ditentukan menggunakan metode Bradford dengan

membandingkan hasil pengukuran kurva standar protein BSA dan sampel protein
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yang diinginkan (Bollag et al., 1996). Total volume reaksi untuk pengukuran serapan

sampel maupun protein standar adalah 1000 µl. Komposisi larutan tersebut terdiri

dari 5 µl sampel yang dilarutkan dalam 95 µl dan 900 µl pewarna Bradford.

Kemudian larutan diukur absorbannya menggunakan spektrofotometer UV-Vis

dengan panjang gelombang 595 nm. Blanko yang digunakan adalah buffer fosfat 50

mM pH 6,5.

Pembuatan kurva standar protein diawali dengan pembuatan larutan standar

BSA. Larutan standar dibuat dengan menimbang 0,01 gr BSA yang dilarutkan dengan

10 ml aquades sehingga diperoleh larutan stok BSA dengan konsentrasi 1 mg/ml.

Dibuat seri pengenceran dengan konsentrasi 0, 0.15, 0.20, 0.30, dan 0.35 (mg/ml).

Kemudian dilakukan pengukuran terhadap standar protein dengan menambahkan 100

µl seri larutan standar dengan 900 µl pewarna Bradford dan diinkubasi pada suhu

ruang selama 15 menit. Larutan ini memberikan warna biru dan dibaca pada panjang

gelombang 595 nm. Hasil pengukuran serapan protein pada panjang gelombang

tersebut akan didapatkan persamaan matematika untuk larutan standar protein yang

diperoleh dari nilai absorbansi standar yang digunakan untuk pengukuran konsentrasi

protein sampel.

3.4.10 Analisis Aktivitas Enzim Kasar dengan Fibrin Plate Assay

Analisis aktivitas enzim fibrinolitik dilakukan menggunakan metode Astrup dan

Mullertz (1952). Sebanyak 5 µL retentate, permeate, dan SBS hasil ultra filtrasi

masing-masing diteteskan pada membran cakram yang diletakkan di atas media fibrin

dan diinkubasi pada 30°C selama 24 jam. Uji positif ditunjukkan dengan

terbentuknya zona bening di sekeliling membran cakram. Diameter zona bening (cm)

merupakan uji positif yang menunjukkan aktivitas fibrinolitik dari ekstrak kasar

protein.
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3.5 Analisis Data

Data yang diperoleh dari hasil penelitian merupakan data kuantitatif yang

dijelaskan secara deskriptif dan disajikan dalam bentuk grafik, tabel, dan foto.

Analisis data dilakukan terhadap :

a. Data isolasi dan identifikasi morfologi makroskopis dan mikroskopis yang

hasilnya disajikan dalam bentuk tabel dan sebagai data awal penelitian.

b. Analisis positif terhadap isolat bakteri yang menghasilkan agen fibrinolitik selama

tahapan skrining ditunjukkan dengan terbentuknya zona bening disekitar koloni.

Hasil pengukuran rasio antara zona bening dan diameter koloni diperoleh indeks

aktivitas enzim, semakin besar nilai indeks aktivitas menunjukkan semakin

berpotensi sebagai agen fibrinolitik.

c. Untuk menduga tentang ukuran protein ekstrak kasar setelah dilakukan pemisahan

terhadap SBS, dengan menggunakan teknik ultrafiltrasi. Didasarkan pada

pengujian protein, yang masih menunjukkan aktifitas fibrinolitiknya yaitu fase

retentate (diduga berukuran lebih dari 10 kDa) dan pada fase permeate (kurang

dari 10 kDa).



BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Isolasi Bakteri dari Tanah pada Pembuangan Limbah Tahu

Pada penelitian ini berhasil diperoleh 12 isolat bakteri asal tanah pembuangan

limbah tahu. Isolat-isolat tersebut merupakan isolat bakteri yang mampu membentuk

endospora. Hal ini dibuktikan dengan kemampuan isolat tersebut untuk tumbuh

setelah sampel tanah disterilisasi pada suhu 1210 C dengan tekanan 2 atm selama 15

menit. Secara umum bakteri yang tidak memiliki endospora akan mengalami

kematian setelah disterilisasi. Endospora dibentuk oleh sel bakteri sebagai bentuk

pertahanan terhadap kondisi lingkungan yang ekstrim seperti suhu yang tinggi,

kekeringan, senyawa kimia beracun (desinfektan, antibiotik), dan radiasi UV

(Heryanto, 2012). Endospora banyak dimiliki oleh bakteri dari genus Bacillus

(Hatmanti, 2000).

Dua belas isolat bakteri tanah hasil isolasi, berdasarkan morfologi

makroskopisnya memiliki bentuk koloni, tepi koloni dan elevasi koloni yang

bervariasi (Tabel 4.1 dan Lampiran A). Bentuk koloni dari 12 isolat bakteri tanah

menunjukkan bahwa 7 isolat berbentuk circulair, 4 isolat berbentuk irregulair, dan 1

isolat berbentuk curled yang diidentifikasi berdasarkan Cappucino dan Sherman

(1996). Tepi koloni dari 12 isolat bakteri tanah menunjukkan 9 koloni memiliki tepi

koloni Entire, 2 koloni Undulate, dan 1 koloni memiliki tepi Erose. Sedangkan

elevasi koloni dari 12 isolat bakteri tanah menunjukkan 6 koloni memiliki elevasi

Effuse, 5 koloni Low Convex, dan 1 koloni berelevasi Convex. Sebanyak 10 dari 12

isolat bakteri tanah menunjukkan struktur dalam koloni opaque atau tidak tembus

cahaya. Sedangkan 2 isolat lainnya memiliki struktur dalam Transparent dan

Transculent. Semua koloni bakteri berwarna putih berdasarkan tabel Panduan Warna

Castell-Polychromos 9216. Menurut Hatmanti (2000) jenis Bacillus sp. menunjukkan

bentuk koloni yang berbeda



Tabel 4.1.  Data morfologi isolat bakteri dari tanah aliran pembuangan limbah tahu suhu 30o C

No. Nama Isolat

Morfologi
Makroskopis (umur 24 jam pada media NA) Mikroskopis

Bentuk koloni Warna koloni elevasi Tepi koloni Struktur Dalam
koloni

Bentuk sel Sifat Gram

1. GLT 150302 Irregulair Putih Low convex Entire Opaque Basil Positif
2. GLT 150303 Circulair Putih Low convex Entire Opaque Basil Positif
3. GLT 150304 Irregulair Putih Effuse Erose Opaque Basil Positif
4. GLT 150305 Circulair Putih Low convex Entire Transculent Basil Positif
5. GLT 150311 Irregulair Putih Effuse Undulate Opaque Basil Positif
6. GLT 150317 Curled Putih Effuse Undulate Opaque Basil Positif
7. GLT 150318 Circulair Putih Effuse Entire Opaque Basil Positif
8. GLT 150321 Circulair Putih Effuse Entire Opaque Basil Positif
9. GLT 150333 Irregulair Putih Effuse Entire Opaque Basil Positif
10. GLT 150336 Circulair Putih Low convex Entire Opaque Basil Positif
11. GLT 150342 Circulair Putih Convex Entire Opaque Basil Positif
12. GLT 150346 Circulair Putih Low convex Entire Transparent Basil Positif

1. Warna koloni diamati dengan menggunakan tabel Panduan Warna Castell-Polychromos 9216.
2. Bentuk koloni, elevasi, tepi koloni dan struktur dalam koloni diidentifikasi berdasarkan Cappucino dan Sherman (1996)

20
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pada media NA. Warna koloni pada umumnya putih sampai putih kekuningan. Tepi

koloni bermacam-macam tetapi pada umumnya tidak rata. Permukaannya rata dan

tidak berlendir dan cenderung berbubuk, koloni besar dan tidak mengkilat.

Meskipun karakter morfologi makroskopis 12 isolat bakteri menunjukkan

bentuk yang bervariasi, ternyata memiliki karakter morfologi mikroskopis yang

seragam yaitu selnya berbentuk batang dan Gram Positif. Menurut Madigan et al.,

(1997) marga Bacillus merupakan bakteri yang berbentuk batang, merupakan Gram

hjmemiliki lapisan peptidoglikan yang lebih tebal jika dibandingkan dengan bakteri

Gram negatif. Menurut Brooks et al., (2005) bakteri Gram positif memiliki asam

teichoic sebanyak 50% dari berat kering dinding sel. Asam teichoic ini memiliki

fungsi untuk menjaga transportasi ion, integritas dinding sel, penggantian choline

oleh ethanolamine sehingga resisten terhadap autolisis dan menjaga permeabilitas

eksternal.

4.2 Kemampuan Aktivitas Proteolitik isolat

Hasil uji aktivitas proteolitik 12 isolat bakteri tanah aliran pembuangan limbah

tahu didapatkan 10 isolat bakteri memiliki aktivitas proteolitik dan 2 isolat lainnya

tidak memiliki aktivitas proteolitik. Aktivitas proteolitik ditunjukkan dengan

terbentuknya zona bening disekitar koloni pada medium Skim Milk Agar (SMA) yang

mengandung kasein (Gambar 4.2). Ward (1983) dan Fujiwara dan  Yamamoto (1987)

menyatakan bahwa medium yang mengandung kasein, merupakan substrat yang baik

untuk mengisolasi bakteri penghasil enzim protease ekstraseluler. Menurut Pakpahan

(2009) kasein merupakan protein susu yang terdiri dari fosfoprotein yang berikatan

dengan kalsium membentuk garam kalsium yang disebut kalsiun kalseinat. Molekul

ini sangat besar dan tidak larut dalam air serta membentuk koloid. Dengan adanya

enzim protease ekstraseluler bakteri, kasein ini akan dihidrolisis menjadi peptida-

peptida dan asam amino yang larut. Hilangnya partikel kasein dalam media SMA

ditandai dengan terbentuknya zona bening disekitar koloni.
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Gambar 4.2 Zona bening isolat bakteri dari tanah aliran pembuangan limbah tahu (a) GLT
150303; (b) GLT 150304; (c) GLT 150305; (d) GLT 150317; (e) GLT
150321;  (f) GLT 150318; (g) GLT 150333; (h) GLT 150311; (i) GLT
150302; (j) GLT 150346; (k) GLT 150336; (l) GLT 150342 umur 48 jam
suhu 30o c pada media SMA

Dua isolat bakteri yang tidak mempunyai aktivitas proteolitik yaitu isolat GLT

150321 (Gambar 4.2 e) dan GLT 150346 (Gambar 4.2 j). Kedua isolat tersebut

mampu tumbuh pada media SMA tetapi tidak mampu membentuk zona bening. Hal

ini diduga bahwa enzim protease yang dihasilkan oleh kedua isolat tersebut

merupakan enzim protease intraseluler. Menurut Fardiaz (1987) mikroba yang

memproduksi enzim ekstraseluler jika ditumbuhkan pada media yang mengandung

substrat yang dapat dihidrolisis akan mengeluarkan enzim tersebut disekitar

koloninya dan akan menghidrolisa subtrat disekeliling koloni. Semakin besar zona

bening yang dihasilkan berarti semakin besar pula kemampuan isolat tersebut untuk

menghasilkan enzim protease ekstraseluler (Yusmarini et al., 2009).
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Sebanyak 10 isolat bakteri tanah pembuangan limbah tahu memiliki aktivitas

proteolitik. Secara umum indeks aktivitas proteolitik isolat bakteri berkisar dari 1.00 -

2.26 (Tabel 4.2). isolat bakteri tanah yang memiliki indeks aktivitas proteolitik

tertinggi adalah isolat GLT 150342 dengan indeks aktivitas proteolitik sebesar 2.26.

Isolat GLT 150342 memiliki indeks aktivitas proteolitik yang lebih tinggi jika

dibandingkan dengan indeks aktivitas proteolitik isolat bakteri asal tanah rawa

Indralaya yang berkisar antara 1.00 sampai 2.00 (Baehaki et al., 2011).

Tabel 4.2 Indeks aktivitas proteolitik isolat bakteri dari tanah aliran pembuangan limbah
tahu umur 48 jam suhu 30o C pada media SMA

No. Nama Isolat Indeks aktivitas Enzim Proteolitik Keterangan
1. GLT 150342 2.26 +
2. GLT 150336 1.80 +
3. GLT 150303 1.60 +
4. GLT 150302 1.57 +
5. GLT 150304 1.38 +
6. GLT 150333 1.20 +
7. GLT 150305 1.15 +
8. GLT 150318 1.15 +
9. GLT 150311 1.14 +

10. GLT 150317 1.11 +
11. GLT 150321 1.00 -
12. GLT 150346 1.00 -

Tanda + menunjukkan bahwa isolat bakteri mampu membentuk zona bening.
Tanda – menunjukkan bahwa isolat bakteri tidak mampu membentuk zona bening.

Perbedaan indeks aktivitas protease pada setiap isolat diduga masing-masing

isolat berbeda spesiesnya yang ditunjukkan dengan pebedaan makroskopis setiap

isolat, sehingga potensi masing-masing isolat untuk mrnguraikan substrat yang

terdapat didalam media juga berbeda (Sudiyana et al., dalam Haniyah, 2008).

4.3 Kemampuan Aktivitas Fibrinolitik Isolat

Hasil uji aktivitas fibrinolitik terhadap 10 isolat bakteri yang mempunyai

aktivitas proteolitik menunjukkan bahwa 9 isolat yang di uji mempunyai aktivitas

fibrinolitik dan 1 isolat yaitu isolat GLT 150318 tidak mempunyai aktivitas
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fibrinolitik. Isolat GLT 150318 mampu tumbuh tetapi tidak mampu membentuk zona

bening pada media fibrin (Gambar 4.3).

Gambar 4.3 Zona bening  Isolat Bakteri dari Tanah Aliran Pembuangan Limbah Tahu (a)
GLT 150302; (b) GLT 150303; (c) GLT 150304; (d) GLT 150305; (e) GLT
150311; (f) GLT 150317; (g) GLT 150318; (h) GLT 150333; (i) GLT
150321; (j) GLT 150336; (k) GLT 150342; (l) GLT 150346 Umur 48 Jam
Suhu 30o C pada Media Fibrin

Hasil pengukuran aktivitas fibrinolitik terhadap 10 isolat bakteri tanah secara

umum menunjukkan indeks aktivitas fibrinolitik berkisar dari 1.00 sampai 5.20

(Tabel 4.3). Tiga isolat bakteri menunjukkan aktivitas proteolitik lebih besar dari 2

yaitu isolat GLT 150311, GLT 150342 dan GLT 150305 dengan indeks aktivitas

berturut turut sebesar 3.66, 5.00 dan 5.20.  Isolat GLT 150305 mempunyai  nilai

indeks aktivitas enzim fibrinolitik tertinggi. Hal ini menunjukkan bahwa isolat GLT
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150305 memiliki spesifitas terhadap substrat fibrin yang tinggi daripada isolat

lainnya. Indeks aktivitas enzim yang dihasilkan oleh GLT 150305 yaitu sebesar 5.2

lebih besar jika dibandingkan dengan indeks aktivitas fibrinolitik isolat Bacillus

licheneformis KJ-31 yaitu sebesar 2.15 yang diisolasi dari makanan fermentasi

tradisional korea, Jeot-gal (Hwang et al., 2007).

Tabel 4.3 Indeks aktivitas fibrinolitik isolat bakteri dari tanah aliran pembuangan limbah
tahu umur 24 jam suhu 30o c pada Media Fibrin

No. Nama Isolat Indeks aktivitas Enzim Fibrinolitik Keterangan
1. GLT 150305 5.20 +
2. GLT 150342 5.00 +
3. GLT 150311 3.66 +
4. GLT 150302 2.00 +
5. GLT 150303 2.00 +
6. GLT 150304 2.00 +
7. GLT 150336 2.00 +
8. GLT 150333 1.66 +
9. GLT 150317 1.50 +

10. GLT 150318 1.00 -
1. Isolat nomor 1 merupakan isolat dengan indeks aktivitas enzim tertinggi dan isolat yang di

uji lebih lanjut untuk produksi ekstrak kasar protein fibrinolitik.
2. Tanda + menunjukkan bahwa isolat bakteri mampu membentuk zona bening.
3. Tanda – menunjukkan bahwa isolat bakteri tidak mampu membentuk zona bening.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa kemampuan proteolitik tinggi tidak diikuti

oleh kemampuan fibrinolitik yang tinggi pula. Isolat bakteri GLT 150318 yang

memiliki aktivitas proteolitik sebesar 1.15 (Tabel 4.2) ternyata tidak memiliki

aktivitas fibrinolitik (Tabel 4.3). Isolat GLT 150342 yang memiliki indeks proteolitik

tertinggi yaitu sebesar 2.26 ternyata memiliki aktivitas fibrinolitik sebesar 5.00.

Sedangkan isolat GLT 150305 yang memiliki aktivitas proteolitik yang rata-rata

rendah yaitu memiliki indeks aktivitas proteolitik sebesar 1.15 ternyata memiliki

aktivitas fibrinolitik yang paling tinggi yaitu sebesar 5.20. Hal tersebut dapat terjadi

dikarenakan enzim protease memiliki spesifitas aktivitas proteolitik yang berbeda

terhadap berbagai substrat. Substrat kasein pada media SMA merupakan protein

umum yang mampu dipecah oleh bakteri sehingga bakteri yang mampu memecah
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kasein belum tentu spesifik mampu memecah protein fibrin. Penelitian yang

dilakukan oleh Hwang et al., (2007) terhadap ektrak enzim dari isolat Bacillus

licheneformis KJ-31 yang diperoleh dari makanan fermentasi tradisional korea, Jeot-

gal, menunjukkan bahwa mampu menghidrolisis substrat fibrin dan fibrinogen

dengan sangat baik tetapi tidak mampu menghidrolisis substrat kasein dan skim milk.

Kespesifikan suatu enzim terhadap substrat terlihat dari substrat yang mampu

didegradasi oleh enzim tersebut. Semakin sedikit jenis substrat yang dapat

didegradasi semakin spesifik pula enzim tersebut (Sajuthi et al., 2010 )

4.4 Kurva Pertumbuhan Isolat GLT 150305

Pembuatan kurva pertumbuhan bakteri bertujuan untuk mengetahui fase-fase

pertumbuhan bakteri yaitu fase adaptasi, fase eksponensial, fase stasioner dan fase

kematian. Kurva pertumbuhan isolat bakteri GLT 150305 disajikan pada Gambar 4.4.

Kurva tersebut menunjukkan bahwa hanya ada 3 fase pertumbuhan yaitu fase

adaptasi, fase eksponensial dan fase stasioner. Isolat GLT150305 berada dalam fase

adaptasi selama ± 6 jam. Jumlah sel isolat GLT 150305 pada jam ke-0 sebesar

4.5x105 sel/ml dan pada jam ke-6 mencapai 3.18 x 107 sel/ml. Waktu adaptasi dari

GLT150305 termasuk singkat. Menurut Volk dan Wheeler (1993) bahwa pada fase

adaptasi (lag) ini berlangsung selama 1 jam hingga beberapa hari bergantung pada

jenis bakteri, umur biakan dan nutrien yang terdapat dalam medium. Waktu inkubasi

yang singkat disebabkan karena medium yang digunakan sebagai inokulum (starter)

untuk pertumbuhan awal bakteri sama dengan medium produksi, oleh karena itu usia

sel relatif homogen sehingga fase adaptasi relatif lebih singkat.
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Gambar 4.4 Kurva pertumbuhan isolat bakteri GLT 150305 dari tanah aliran
pembuangan limbah tahu

Isolat bakteri GLT 150305 memasuki fase eksponensial pada jam ke-6 sampai

jam ke-15 dan memasuki fase stasioner pada jam ke-18 (Gambar 4.4 dan Lampiran

C). Pada fase eksponensial sel mulai aktif membelah dengan kecepatan yang sangat

cepat dan sel banyak menghasilkan zat-zat metabolit yang dibutuhkan dalam

memenuhi kebutuhannya. Waktu panen produksi ekstrak kasar protein isolat GLT

150305 dipilih pada jam ke-9 dengan jumlah sel mencapai 1,83 x 108 sel/ml.

Pemilihan waktu panen produksi ekstrak kasar protein selama 9 jam dikarenakan

pada jam ke-9 sel berada pada pertengahan fase eksponensial sehingga sel berada

pada kecepatan maksimum untuk membelah dan menghasilkan metabolit sekunder

yang tidak terlalu banyak. Produksi enzim hampir maksimal sebelum fase stasioner

awal (Kuberan et al., 2010)
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4.5 Produksi Ekstrak Kasar Protein dan Uji Aktivitas Fibrinolitik

Hasil produksi ekstrak protein kasar fibrinolitik setelah ditumbuhkan selama 9

jam dengan suhu 30o C pada 10 ml media LB dan dipekatkan menggunakan membran

ultrafiltrasi didapatkan dua fase cairan yaitu retentate (berat molekul >10 kDa)

sebanyak 100 µL dengan konsentrasi protein sebesar 0.0039 mg/ml dan permeate

(berat molekul <10 kDa) sebanyak ± 7 mL dengan konsentrasi protein sebesar 0.0018

mg/ml. Kurva standar protein disajikan pada Lampiran D.

Gambar 4.5 Aktivitas fibrinolitik ekstrak protein kasar bakteri GLT 150305 dari
sampel, (a) retentate; (b) permeate; dan (c) supernatan bebas sel pada
Media Fibrin Agar (Fibrin Plate Assay)

Gambar 4.5 menyajikan hasil analisis aktivitas fibrinolitik secara

semikuantitatif pada retentate, permeate dan supernatan bebas sel (SBS). Gambar

tersebut menunjukkan bahwa retentate yang diteteskan keatas membran cakram

berdiameter 0.55 cm sebanyak 5 µL memiliki aktivitas enzim sebesar 1.74 cm dan

pada SBS sebesar 1.1 cm, sedangkan permeate tidak memiliki aktivitas fibrinolitik.

Enzim fibrinolitik terutama dari mikroba khususnya bakteri memiliki berat molekul

lebih besar dari 10 kDa sesuai dengan hasil penelitian Wang et al,. (2006) Bacillus

substilis DC33 memiliki berat molekul 30 kDa, Bacillus substilis YF38 (28kDa)

(Liang et al., 2007), Bacillus substilis BK17 (31 kDa) (Jeong et al., 2001), dan

Bacillus substilis IMR-NK1 (31.5 kDa) (Chang et al., 2000). Pada SBS mampu
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menghidrolisis fibrin dikarenakan masih mengandung retentate dan permeate yang

mampu menghidrolisis fibrin, sedangkan pada retentate memiliki aktivitas tertinggi

karena protein yang terdapat di retentate memiliki berat molekul diatas 10 kDa yang

dimungkinkan terdapat enzim protease fibrinolitik yang mampu memecah fibrin.

Pada permeate tidak memiliki aktivitas fibrinolitik dikarenakan berat molekul protein

yang terkandung didalamnya lebih kecil dari 10 kDa.



BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

1. Hasil skrining terhadap 12 isolat bakteri asal tanah aliran pembuangan

limbah tahu diperoleh 1 isolat bakteri hanya memiliki aktivitas proteolitik

saja dan 9 isolat memiliki aktivitas proteolitik dan fibrinolitik.

2. Isolat GLT 150342 memiliki aktivitas proteolitik tertinggi sebesar 2.26 dan

aktivitas fibrinolitik sebesar 5.00. Sedangkan isolat GLT 150305

merupakan isolat yaang mempunyai aktivitas proteolitik sebesar 1.15 tetapi

mempunyai aktivitas fibrinolitik tertinggi sebesar 5.2.

3. Protein ekstrak kasar fibrinolitik isolat GLT 150305 hanya terdapat pada

fase retentate dan SBS dengan aktivitas enzim fibrinolitik berdasarkan

diameter zona bening berturut-turut sebesar 1.74 cm dan 1.1 cm.

5.2 Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut isolat yang telah berhasil diisolasi

dengan pemurnian enzim lebih lanjut untuk memperoleh enzim fibrinolitik murni

dengan metode analisis zimografi dan kromatografi kolom.
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LAMPIRAN A. MORFOLOGI KOLONI ISOLAT BAKTERI ASAL
TANAH PEMBUANGAN LIMBAH TAHU UMUR 24
JAM INKUBASI 30º C PADA MEDIA NA
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Keterangan :

A : GLT 150302; G : GLT 150318;
B : GLT 150303; H : GLT 150321;
C : GLT 150304; I : GLT 150333;
D : GLT 150305; J : GLT 150336;

E : GLT 150311; K : GLT 150342;
F : GLT 150317 L : GLT 150346

G

I J

L

H

K
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LAMPIRAN B. KOMPOSISI BAHAN KIMIA

B.1 Komposisi Bahan Kimia untuk Pembuatan Media

Media Bahan Komposisi
Nutrient Agar padat Bacto peptone 0,5% (b/v)

Meat extract 0,3% (b/v)
Bacto agar 2% (b/v)
Akuades

5 gr
3 gr

20 gr
1000 ml

Nutrient Broth cair Bacto peptone 0,5% (b/v)
Meat extract 0,3% (b/v)
Akuades

5 gr
3 gr

1000 ml
Skim Milk Agar padat Susu skim 10% (b/v)

Bacto agar 2% (b/v)
Akuades

100 gr
20 gr

1000 ml
Luria Bertani cair Yeast extract 0,5% (b/v)

Tryptone 1% (b/v)
NaCl 1% (b/v)
Akuades

5 gr
10 gr
10 gr

1000 ml
Media Fibrin Agar Padat Bovine fibrinogen 0,1% dalam 0,05

M PBS pH 7,4 (b/v)
Bovine trhombine dalam 0,5 M
CaCl2 (b/v)
Bacto agar 2% (b/v)

0,01 gr/10 ml

0,2 mg/0,2 ml

0,2 gr

B.2 Komposisi Larutan

Larutan Bahan Komposisi
larutan  0,5 M CaCl2 (b/v) CaCl2

Aquadest
5,549 gr
100 ml

larutan  50 mM PBS pH 7,4
(b/v)

KCl
NaCl
KH2PO4

NaHPO4

Aquadest

0,373 gr
0,267 gr
0,68 gr
0,71 gr
100 ml

larutan buffer phospat 50 mM
pH 6,5 (v/v)

NaH2PO4.H20 (b/v)

Na2HPO4.12H20 (b/v)

NaH2PO4.H20
Na2HPO4.12H20.

0,959 gr dilarutkan
dalam 140 ml akuades
1,253 gr dilarutkan
dalam 70 ml akuades.
137 ml
63 ml : adjust pH 6.5

larutan garam fisiologis 0,85% Aquades
NaCl

1000 ml
8.5 gr



LAMPIRAN C. PERHITUNGAN JUMLAH SEL ISOLAT BAKTERI GLT 150305

Kepadatan Sel
*105ml

Nt dihitung
berdasarkan rumus

Nt-Jumlah real
dikuadratkanJam Jumlah Rerata SD %kesalahan

0.10000 13.5 4.5 2.65 58.79 4.5 4.5000 0.0
3.20000 110.5 36.8 11.90 32.30 36.8 7.9657 833.34
5.96666 956.5 318.8 133.52 41.88 318.8 13.2607 93374.62
9.16666 4002.3 1334.1 124.60 9.34 1334.1 23.9100 1716597.87
11.96666 5510.0 1836.7 455.45 24.80 1836.7 40.0488 3227835.64
15.06666 9120.0 3040.0 446.85 14.70 3040.0 70.8927 8815598.16
18.01666 10655.0 3551.7 1951.48 54.95 3551.7 122.0710 35795439.13
21.05000 12025.0 4008.3 980.06 24.45 4008.3 213.4476 14401158.09
24.16666 11000.0 3666.7 1136.15 30.99 3666.7 378.9969 10808772.36
27.01666 10750.0 3583.3 321.46 8.97 3583.3 640.6877 8659163.35
29.96666 9500.0 3166.7 857.81 27.09 3166.7 1103.2081 4257861.06
32.96666 7580.0 2526.7 498.56 19.73 2526.7 1917.2058 371442.60

µ 0.18
K 3397.3 Summe 89216811.384

td (d) 3.76
td (h) 90.3

Satu koloni tungggal bakteri ditumbuhkan pada media LB cair 10 ml (sebagai starter) dan di inkubasi 12 Jam 500 µL
kultur yang dimasukkan ke dalam 50 mL media LB cair.

 Sel bakteri diamati dengan menggunakan mikroskop Olympus CX21 dengan perbesaran 1000X
 Jumlah sel bakteri di hitung dengan menggunakan heamacytometer
 Kurva pertumbuhan bakteri dibuat dengan menggunakan rumus:

0

0t

0

0t

tt

NlnNln

)tt(elg

NNlg










Keterangan :
T= waktu ke t N0 = Jumlah sel pada waktu t0
µ= kecepatan pertumbuhan t0 = waktu ke 0 Nt = Jumlah sel pada waktu ke t

t
0t eNN 
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LAMPIRAN D. PENENTUAN KONSENTRASI PROTEIN

D.1 Penentuan Kurva  Standar Protein Menggunakan Metode Bradford
Konsentrasi BSA (mg/ml) Absorbansi

0 0,00
0,15 0,409
0,20 0,560
0,30 0,806
0,35 0,875

D.2 Kurva  Standar Protein

Keterangan:

Didapatkan Persamaan Linear Y = 2,552x + 0,019

Y = Absorbansi pada panjang gelombang 595 nm

X = konsentrasi protein (mg/ml)

D.3 Penentuan Konsentrasi Protein Sampel

Sampel Absorbansi Konsentrasi protein
(mg/ml)

fase permeate 0,249 0,0018
fase retentate 0,515 0,0039

y = 2.552x + 0.0196
R² = 0.9935

0.00

0.20

0.40

0.60
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