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Info Article Abstract

Protease enzyme has function to hydrolyze
peptide wbonds in proteins into simpler
molecules to digest by the body which
important to feod industry. One of effort to
increase the production of protease enzymes is
looking ~for new sources of protease
particularly - from bacterial groups. The
purpose of this study was to obtain an isolate
of protease-producing bacteria found on post-
fermentation oncom 72 hours, and to identify
the protease-producing bacteria based on the
analysis of 16S rRNA gene. Isolation and
purification process of bacterial colony was
carried out on Nutrient Agar medium with
spread technique, production test of protease
enzyme was performed using Selective Skim
Milk- Agar. The process of Molecular
identification process was carried out through
analysis of 16S rRNA gene fragment
sequences which were amplified using
Polymerase Chain Reaction (PCR) method,
and continued by sequencing. The result of
bacteria isolation was found one isolate which
has proteolytic activity in Skim Milk Agar
medium which has clear zone diameter of
78.00 mm. A similarity analysis based on the
16S rRNA gene sequence showed that IROD3
(Indonesian Red Oncom Day-3) has 99%
similarity level with the 16S rRNA gene
fragment of Bacillus megaterium strain CS17
(access code Genbank: MG430224.1).

Keyword:

Identifikasi molekuler, bakteri proteolitik, gen
16S rRNA, Bacillus megaterium
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Pendahuluan

Enzim adalah molekul protein kompleks
yang dihasilkan oleh sel hidup dan bekerja
sebagai katalisator dalam berbagai proses
kimia di dalam tubuh. Salah satu kelompok
enzim yang banyak digunakan dalam industri
pangan adalah enzim protease yang berfungsi
menghidrolisis ikatan peptida pada protein
menjadi molekul lebih sederhana seperti
oligopeptida dan asam amino (Fatoni dan
Lestari, 2008).

Kebutuhan protease mencapai 60-65%
dari pasar dunia enzim, hal ini menunjukkan
pentingnya industri enzim tersebut, (Melliawati
dan Rahmani, 2016; Firlani dkk., 2015). Di
Indonesia kebutuhan akan enzim proteasé juga
semakin meningkat namun kebutuhan ini
masih tergantung pada produksi impor. Salah
satu cara usaha untuk  mengantisipasi
ketergantungan terhadap. produksi- impor
tersebut  perlu  adanya usaha- ‘untuk
memproduksi enzim | protease.(Naiola dkk.,
2011; Akhdiya, 2017).

Enzim protease dapat diisolasi dari hewan,
tanaman serta mikroorganisme Seperti bakteri
dan jamur. Penggunaan 'mikroorganisme untuk
produksi enzim, Khususnya, = protease
mempunyai beberapa kelebihan, diantaranya
mudah diproduksi dalam ‘skala besar; waktu
produksi relatif pendek serta dapat diproduksi
secara berkesinambungan dehgan biaya yang
relatif rendah.(Naiola dan Widhyastuti, 2002).

Pentingnya protease dan tingginya daya
jual enzim ini membuat pencarian sumber-
sumber protease yang baru sangat diperlukan
salah satunya melalui proses fermentasi. Salah
satu pemanfaatan teknologi fermentasi adalah
dalam industri pangan diantaranya adalah
oncom (Afifah, 2014).

Salah satu metode yang dapat digunakan
untuk analisis deteksi  bakteri  dengan
menggunakan teknik PCR. Teknik ini
digunakan untuk menelaah profil DNA gen
16S rRNA (Aris dkk., 2011). Penggunaan
analisis gen penyandi 16S rRNA dapat sebagai
penanda molekuler yang identik pada semua
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bakteri. Sifat spesifik dari 16S rRNA yang
khas ini dimiliki oleh setiap spesies bakteri.
Oleh karena itu, gen yang mengkode
pembentukan 16S rRNA bisa dijadikan alat
identifikasi species bakteri tertentu.
Penggunaan metode analisis gen 16S rRNA
sebagai acuan identifikasi bakteri secara
molekuler memiliki keunggulan, dimana gen
ini relative konstan dan tidak berubah dalam
jangka waktu yang sangat lama atau dengan
kata lain laju mutasinya sangat kecil
(Faradiska, 2012).

Penelitian Afifah 2014 tentang Protease
Fibrinolitik dari Mikroba Pangan Fermentasi
Oncom Merah dan tempe Gembus diperoleh
hasil 16 isolat yang berasal dari oncom merah
segarsll isolat berasal dari oncom merah yang
telah mengalami perlakuan pemanasan 80°C
selama 15 menit isolat tumbuh pada media
skim ‘milk “agar (SMA) vyang berpotensi
menghasilkan protease, lalu didapatkan 2 isolat
terbaik dan = dilakukan uji identifikasi
molekuler- berdasarkan gen 16S rRNA dan
isolat dari oncom merah teridentifikasi sebagai
Bacillus. licheniformis (96%) dan isolat tempe
gembus sebagai Bacillus pumilus (97%).

Penelitian ini perlu dilakukan karena pada
penelitian sebelumnya isolasi bakteri pada
oncom segar, sedangkan pada kondisi pasca
fermentasi  belum  pernah  dilaporkan.
Berdasarkan hal tersebut, maka perlu dilakukan
penelitian tentang lIsolasi Bakteri Penghasil
Enzim Protease Pada Oncom Merah Pasca
Fermentasi 72 Jam dan Identifikasi Molekuler
Bakteri Berbasis Gen 16S rRNA. Hal ini
dimakudkan untuk mengetahui adanya bakteri
penghasil protease dan jenis bakteri apa yang
terdapat pada oncom pasca fermentasi 72 jam.

Bahan dan Metode

Desain  penelitian ~ ini  merupakan
penelitian deskriptif dengan objek penelitian
adalah Isolat bakteri pada oncom merah pasca
fermentasi 72 jam Laboratorium Fakultas
Perikanan dan Ilmu Kelautan Universitas
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Diponogoro Semarang pada bulan April-Mei
2018.

Alat dan bahan yang digunakan yaitu:
adalah cawan petri, tabung reaksi, jarum ose,
autoklaf, inkubator, gelas ukur, beker glass,
spatula, timbangan analitik, pipet tetes, lampu
spritus, mikropipet, mesin PCR
(thermalcycler), Electrophoresis chamber, UV
transiluminator, Nano Drop, rotator,
sentrifugator, vortex dan tabung, media Brain
Heart Infusion (BHI), media Nutrient Agar,
media Skim Milk Agar, buffer lysis, Chelex
(Biorad), aquades steril, phenol, kloroform,
Phosphate-buffered saline (PBS), ddH20,
NaCl, Kit isolasi DNA bakterisaponin 0,5 %;
gel agarosa, dan loading dye, Primer_set (27F
(5>-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3) dan
1492R (5’- GGTTACCTTGTTACGACTT-3"),

Data yang digunakan dalam_penelitian-ini
merupakan data primer. Data hasil penelitian
diolah secara tabulasi’ dan disajikan dalam
bentuk narasi deskriptif.

Hasil dan Pembahasan

Oncom merah paséa fermentasi selama 72
jam dimana Oncom merah. yang dibeli dari
penjual di pasar lalu difermentasi dengan cara
dipotong dengan pisau yang telah disterilkan
dan dibungkus dengan % plastik - wrapping
kemudian didiamkan selama’72 jam pada suhu
ruangan. Diperoleh bahwa warna oncom yang
awalnya orange berubah menjadi orange
kecoklatan dan oncom merah pasca fermentasi
72 menjadi lebih bau dan lebih menyengat.

Oncom Merah segar Oncom merah pasca
Fermentasi 72 jam
Gambar 1. Tampilan Oncom

Merah pasca fermentasi 72 jam
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4.2. Isolasi Bakteri

4.2.1 Morfologi Koloni Bakteri

Hasil Morfologi koloni ini di dapatkan dari
oncom merah pasca di fermentasi 72 jam
diperoleh sebanyak 6 isolat bakteri murni yang
memiliki morfologi koloni yang berbeda satu
sama lain ditunjukkan oleh Gambar 2.

Gambar 2. Morfologi koloni bakteri

yang teramati pada berbagai pengenceran.

(A).IROD3 1(B).IROD3 2 (C). IROD3 3

(D). IRODS 4(E). IROD3 5 (F).IROD3 6

Koloni = yang diperoleh mempunyai
bentuk “,berbeda vyaitu bulat, oval/lonjong,
dengan ukuran besar, sedang dan kecil. Bentuk
tepian koloni rata. Karakteristik elevasi semua
bakteri -cembung dengan konsistensi tidak
berlendir dan berlendir. Sebanyak 6 koloni
bakteri dengan bentuk koloni yang berbeda lalu
dilakukan purifikasi yang bertujuan agar
didapatkannya isolat murni dengan bentuk sel
yang seragam.

Populasi bakteri tumbuh dengan cepat
ketika mereka disertakan dengan gizi dan
kondisi lingkungan yang memungkinkan
mereka untuk berkembang. Melalui
pertumbuhan ini, berbagai jenis bakteri
kadang-kadang menghasilkan koloni yang khas
dalam  penampilan.  Morfologi  koloni
merupakan salah satu cara untuk dapat
mengidentifikasi ~ bakteri ~ dengan  cara
mengamati ciri ciri koloni yang
tumbuh.(Mastang, 2016)
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4.2.2 Pewarnaan Gram

Uji selanjutnya dilakukan pewarnaan
gram terhadap sel sel bakteri yang telah
diisolasi dan  diamati menggunakan
mikroskop, tertera pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil Mikroskopik Koloni Bakteri dengan
Pewarnaan Gram

Kode Isolat Hasil Pewarnaan
Bakteri Gram
IROD3 1 Basil Gram Positif
IROD3 2 Coccus Gram Negatif
IROD3 3 Coccus Gram Positif
IROD3 4 Coccus Gram Positif
IROD3 5 Coccus Gram Positif
IROD3 6 Basil Gram Negatif

Berdasarkan Tabel 1" hasil pewarnaan
bakteri pada 6 koloni memiliki beniuk yang
berbeda yaitu coccus dan basil lalu/diperoleh 4
koloni Gram positif yaitu IROD3 1, IRODS 3,
IROD3 4 dan IROD3 5 serta diperoleh 2
koloni Gram negatif (3) yaitu IROD3 2 dan
IROD3 6 Dari pengamatan morfologi dan
pewarnaan gram dipilih " satu isolat™ terunik
yaitu isolat IROD3 1 dengan kreteria bakteri
telah murni dan tidak ‘bercampur. dengan
bakteri lain, Basil Gram 'Positif, berbentuk
bulat, berwarna putih, tepian. rata, elevansi
cembung, berlendir dan berukliran besar untuk
dilanjutkan ke uji enzimatis.

Ketika sel bakteri ditambahkan dengan
pewarna kristal violet yang bewarna ungu,
maka sel bakteri akan menyerap pewarna
tersebut. Interaksi antara sel bakteri dengan
kristal violet akan semakin kuat dengan
ditambahkan lugol. Ketika dicuci dengan
alkohol, bakteri Gram positif akan tetap
mengikat  kompleks  kristal  violet-lugol
sehingga menjadi bewarna ungu. Sedangkan
bakteri Gram negatif akan kehilangan
kompleks kristal violet lugol karena lapisan
peptidoglikan pada bakteri Gram negatif lebih
tipis sehingga menjadi tidak bewarna. Ketika
ditambahkan dengan safranin yang bewarna
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merah maka bakteri Gram negatif akan
menyerapnya sedangkan bakteri Gram positif
tidak akan menyerap pewarna lagi. Pewarnaan
Gram pada bakteri ini didasarkan pada tebal
atau tipisnya lapisan peptidoglikan di dinding
sel dan banyak sedikitnya lemak pada
membran sel bakteri. (Hidayat, 2011).

Koloni bakteri hasil purifikasi kemudian
dilakukan pewarnaan Gram untuk diamati
morfologi  sel-sel  bakteri  penyusunnya
menggunakan mikroskop optik yang bertujuan
untuk mengetahui apakah bakteri merupakan
kelompok Gram-positif dan Gram-negatif.
Pada penelitian ini dipilih 1 isolat terunik yaitu
IROD3 1 yang merupakan bakteri basil Gram-
positif, berbentuk bulat dengan ukuran sel
relatif besar.

4.2.3 UjiEnzimatis

Hasil  uji penghasilan enzim proteolitik
pada media skim milk agar pada oncom pasca
fermentasi 72 jam, ditunjukkan pada Gambar
10.

Gambar 3. Aktivitas proteolitik
Isolat bakteri (A).Media Skim Milk
Agar Steril, (B). Isolat IROD3 1
Berdasarkan penelitian ini dari satu isolat
terunik yaitu IROD3 1 yang dapat tumbuh
dalam media Skim Milk Agar dan memiliki
potensi menghasilkan protease yang ditandai
dengan kemampuannya dalam menghasilkan
zona bening 78,00 mm pada media Skim Milk
Agar. Media SMA akan mengukur kadar asam
amino sebagai produk hidrolisis protein dari
susu skim karena mengandung kasein yang
merupakan substrat yang baik untuk
mengisolasi bakteri enzim protease.
Kemampuan bakteri dalam menghidrolisis
protein yang membentuk zona jernih
merupakan penghasil protease yang dihasilkan
oleh bakteri proteolitik terjadi karena adanya
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aktivitas protease yang memutuskan ikatan
peptida dari kasein dalam susu skim.
(Mahdiyah, 2015).

Adanya kemampuan dalam menghasilkan
zona bening pada media SMA sebesar 78,00
mm menunjukkan aktivitas proteolitik bakteri
yang baik. Berdasarkan penelitian jika bakteri
menghasilkan zona bening sebesar 12,00 mm
atau lebih, berarti bakteri tersebut mempunyai
kemampuan menghasilkan enzim protease
yang besar (Ethica dkk., 2014).

Berdasarkan Morfologi Koloni,
Pewarnaan bakteri dan uji enzimatis diperoleh
isolat bakteri Gram Basil-positif,berbentuk
bulat dan besar dan dapat menghasilkan
protease yaitu isolat IROD3 1.

4.3 ldentifikasi Molekuler Bakteri
4.3.1 Ekstraksi DNA Bakteri

Hasil uji ekstraksi DNA bakteri difakukan
dari kultur bakteri IROD3 1 sebagai cetakan
untuk tahap amplifikasi PCR. DNA. genom
isolat bakteri dari isQlat -terpilih. yang telah
terbukti  mempunyai |  aktivitas' _proteolitik
diisolasi langkah awal 'untuk mengidentifikasi
bakteri tersebut secara molekuler. ~Analisis
secara molekuler yang melibatkan' DNA genom
bakteri diperlukan untuk ‘mengkaji lebih jauh
tentang keberadaan dan® regulasi ‘gen-gen
tersebut. Hasil yang diperoleh dari isolasi DNA
genom pada isolat IROD3 1 dilakukan  Uji
Kuantitas DNA menggunakan. Nano Drop
spektrofotometer (Thermo Scientific) dan uji
Kualitas DNA dengan menggunakan teknik
elektroforesis.
4.3.2 Uji Kuantitas dan Uji Kualitas Ekstrak
DNA

Uji Kuantitas DNA dilakukan secara
spektrofotometri pada panjang gelombang 260
nm dan 280 nm sehingga diperoleh nilai
kemurnian dan konsentrasi DNA hasil isolasi.
Hasil pengukuran dapat dilihat pada Tabel 2.

*Corresponding Author:
Dhea Ayu Lestari

Tabel 2. Hasil Pengukuran Konsentrasi DNA
Genom

Sampel
D A260 A280 A260/A280 Unit Factor

IROD3  -0.182 -0.136 1,34 ngul 30

Berdasarkan hasil uji kuantitas DNA yang
diperoleh ekstrak DNA dari sampel DNA
IROD3 1 dengan konsentrasi 1.34 ng/pl. Uji
kualitas ekstrak DNA dilakukan untuk
mengukur  kemurnian  DNA  terhadap
kontaminan. Nilai maksimal DNA dapat
diserap dengan panjang gelombang 260 nm
sedangkan nilai maksimal residu protein atau
fenol dapat diserap dengan panjang gelombang
280 nm. DNA dikatakan murni jika memiliki
rasio OD260/0D280 antara 1,8 sampai 2,0
(Sambrook dan Russel, 2001).

Pada, penelitian ini didapatkan nilai 1,34
ng/pl dimana jika rasio OD 260/280 nm kurang
dari 1.8 menunjukkan adanya kemungkinan
ekstrak- DNA masih terkontaminasi protein.
Namun, visualisasi pada ekstrak DNA masih
menunjukkan pita yang tebal, maka isolat DNA
dapat digunakan sebagai templat. (Nicholl,
1996).

Ujiv Visualisasi terhadap ekstrak DNA
genoem sampel bakteri IROD3 1 dilakukan
dengan metode elektroforesis gel agaros 1%.
Uji ini dilakukan untuk mengetahui kualitas
DNA yang diperoleh. Berdasarkan uji kualitas
DNA " terlihat adanya genom DNA bakteri
yang ditunjukkan dengan adanya pita yang
berpendar dengan menggunakan sinar UV
dengan demikian diperoleh isolat genom DNA.

Program Studi D 1V Analis Kesehatan Fakultas llmu Keperawatan dan Kesehatan Universitas

Muhammadiyah Semarang, Semarang / donesiat50273 ) id
repository.unimus.ac.l

E-mail : dheaayu211@gmail.corftlp:



http://repository.unimus.ac.id

4.3.4 Amplifikasi Fragmen Gen 16S rRNA
dengan Metode PCR

Hasil amplifikasi gen 16S rRNA dari
isolat bakteri yang diuji dengan elektroforesis
ditunjukkan pada Gambar 4.

1500 bp

Gambar 4. Hasil amplifikasi PGR
fragmen 16S rRNA isolat IROD3 1
(a) Marker = 1500 bp, (b) IROD3 1

DNA genomik yang telah diisolasi dan
diekstraksi dari isolat IROD3 1 kemudian
dianalisis dengan [metode PCR  untuk
mengamplifikasi gen 16S rRNA menggunakan
Go Taq green mastermix (Promega) dan
primer universal 27 F dan 1492 R untuk gen
16S rRNA yang dapat mengamplifikasi gen
16S rRNA sepanjang’ 1500 - bp. Hasil
amplifikasi dilakukan elektroforesis dengan
agarosa 1% dan divisualisasiidengan sinar UV.

Hasil uji amplifikasi ‘gen 16S rRNA
(Gambar 13) menunjukkan pita- DNA marker
dengan ukuran + 1500 bp sejajar~dengan
produk amplifikasi gen 16S rRNA isolat
bakteri IROD3 1 dengan demikian dapat
dikatakan gen 16S rRNA bakteri hasil isolasi
dapat diamplifikasi. Hal ini juga menunjukkan
bahwa primer yang digunakan untuk
mengamplifikasi DNA sudah spesifik untuk
mengamplifikasi gen 16S rRNA. Primer 27F
dan 1492R merupakan dua primer yang biasa
digunakan untuk identifikasi gen 16S rRNA
bakteri, untuk menentukan spesies bakteri,
maka hasil produk amplifikasi DNA yang
diperoleh perlu disekuensing untuk mengetahui
urutan nukleotida penyusunnya (Akhdiya,
2017).
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4.1.8 Hasil Sekuensing

Uji  Sekuensing  dilakukan  untuk
menentukan urutan nukleotida pada fragmen
DNA vyang terdeteksi dari hasil visualisasi
DNA yang teramplifikasi dalam proses PCR
menggunakan mesin sekuensing DNA otomatis
(Fatimawali, 2013). Penentuan urutan DNA
(sekuensing) dilakukan melalui jasa komersial
1st Base DNA Sequencing, Malaysia.
Pemeriksaan hasil sekuens dilakukan dengan
menggunakan MEGA 7.0, kemudian hasil
dimasukkan ke program BLAST untuk
membuat homologi dari bakteri yang terkait
erat dalam database bank gen National Center
Biotechnology Information (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (Ethica dkk.,
2014):

Pada,penelitian ini, hasil sekuensing yang
diperalah dari 1st Base DNA Sequencing
ditampilkan pada lampiran 2. Urutan basa
nitrogen yang diperoleh oleh sekuensing di
dengan program BLAST memiliki tingkat
kemiripan99% dengan fragmen gen 16S rRNA
isolat bakteri Bacillus megaterium strain CS17
yang terdaftar di Genbank (Kode akses
Genbank: MG430224.1). Sehingga isolat diberi
nama Bacillus megaterium IROD3 (Indonesian
Red Oncom Day-3).

Nama spesies Bacillus megaterium berasal
dari nama latin untuk binatang besar dan
spesies tersebut salah satu dari golongan
Eubacteria terbesar karena ukurannya yang
sangat besar, sekitar 100 kali lebih besar E.
coli. B. megaterium termasuk dalam bakteri
Gram-positif, bakteri berbentuk batang dan
membentuk endospora. Bakteri ini memiliki
ciri-ciri spora oval/ slindris, fakultatif anaerob,
menghidrolisis gula dan kasein  serta
mempunyai dinding spora yang tipis. B.
megaterium ditemukan dalam tanah dan
dianggap saprofit. Pada penelitian ini bakteri B.
megaterium dapat ditemukan pada sampel
oncom salah satunya bisa terjadi karena
kontaminasi atau pencemaran (Heryani, 2012).
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B. megaterium digolongkan bakteri
mesofilik yaitu memiliki temperatur optimum
untuk pertumbuhan berkisar antara 25- 37°C.
B. megaterium juga diketahui mampu bertahan
dalam beberapa kondisi lingkungan yang
ekstrim seperti gurun karena kemampuannya
membentuk spora (Madigan, 2000; Vary
dkk.,2007).

Adapun Kklasifikasi taksonomi Bacillus
megaterium adalah sebagai berikut
Kingdom : Bacteria
Filum : Firmicutes
Kelas : Bacilli
Ordo : Bacillales
Famili : Bacillaceae
Genus : Bacillus
Spesies : Bacillus megaterium (Honig dalam
Madigan, 2000).

B. megaterium dianggap . bakteri non-
patogenik. Bakteri ini telah sering digunakan
di laboratorium dan = digunakan - sebagali
organisme industri yang mampu menghasilkan
berbagai protein dan sumber bioremediasi. B.
megaterium merupakan' bakteri' yang penting
dalam karena merupakan sebuah kloning host
dan diinginkan menghasilkan . variasi besar
enzim (Vary dkk., 2007).

Menurut  penelitian, . yang.  dilakukan
Heryani (2012) berdasarkan analisis indeks
proteolitik diketahui bakteri ‘B. Megaterium ini
mampu  menghidrolisis media SMA  dan
menghasilkan protease. Indeks proteolitik yang
dihasilkan B. Megaterium lebih tinggi dari
yang di hasilkan oleh Micrococcus Luteus.
Indeks proteolitik dan jumlah sel yang lebih
tinggi akan menghasilkan aktivitas enzim yang
lebih baik. Dengan demikian, bila jumlah sel
bakteri B. megaterium diperbanyak, maka
aktivitas protease yang dihasilkannya akan
semakin meningkat, sehingga diharapkan dapat
memenuhi kebutuhan enzim protease dalam
skala yang besar.

KESIMPULAN DAN SARAN
5.1 Kesimpulan
Berdasarkan  penelitian  isolasi dan
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identifikasi molekuler bakteri penghasil enzim

protease pada oncom merah pasca Ffermentasi

72 jam berdasarkan analisis gen 16S rRNA,

dapat disimpulkan sebagai berikut:

1. Dari keenam isolat bakteri yang diisolasi
dari sampel oncom merah pasca fermentasi
72 jam, terdapat satu isolat bakteri yaitu
isolat IROD3 1, yang memiliki aktivitas
protease ditandai dengan terbentuknya zona
bening berdiameter 78 mm di sekeliling
koloni bakteri pada media Skim Milk Agar.

2. Proses identifikasi molekuler fragmen gen
16S rRNA bakteri strain IROD3  hasil
isolasi memiliki kemiripan 99% dengan
fragmen gen 16S rRNA bakteri Bacillus
megaterium. Dengan demikian strain
IROD3 1teridentifikasi secara molekuler
sebagai Bacillus megaterium IROD3
(Indonesian Red Oncom Day-3).

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang telah
dikemukakan, maka  untuk  penelitian
selanjutnya perlu dilakukan isolasi dan
identifikasi bakteri penghasil enzim protease
pada, produk makanan fermentasi indonesia
lainnya, ‘seperti tapai, pekasam dan rusip untuk
memperbanyak sumber penghasil enzim
protease baru.
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