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ABSTRAK

Ampas tahu mengandung protein sebesar 23,7 % dan kemungkinan terdapat bakteri proteolitik.
Bakteri proteolitik dapat meningkatkan efisiensi penggunaan pakan ternak. Penelitian ini bertujuan
untuk memperoleh isolat bakteri proteolitik asal ampas tahu dan mempelgjari aktivitas protease yang
dihasilkan pada substrat bekatul. Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Kelompok (RAK)
dengan tiga ulangan. Tahapan penelitian meliputi isolasi bakteri proteolitik dari ampas tahu, pengujian
aktivitas bakteri proteolitik pada media calcium casseinate agar (CCA), karakterisasi bakteri, uji
patogenisitas, pembuatan kurva pertumbuhan dan pengujian aktivitas proteolitik bakteri pada media
bekatul 2 %. Dataluas zona bening pada media CCA dianalisis ragam (Anova) dan dilanjutkan dengan
uji Tukey, sedangkan aktivitas protease isolat bakteri pada media bekatul 2 % dianalisis dengan uji
Independent Sample T (o = 0,05). Sepuluh isolat bakteri proteolitik diperoleh dari ampas tahu dengan
isolat TP5K1 dan TP6K5 memiliki aktivitas proteolitik (zona bening) terbesar serta tidak patogen.
Aktivitas protease tertinggi pada media bekatul 2 % untuk isolat TP5K 1 sebesar 2,24 Unit/mL dengan
jumlah sel bakteri 5,13 x 10" sel/mL, sedangkan isolat TP6K 5 sebesar 2,37 Unit/mL dengan jumlah sdl
bakteri 5,26 x 107 sel/mL.

Kata kunci: aktivitas protease, ampastahu, bakteri, bekatul

ABSTRACT

Tofu waste contains 23.7 % of protein and possible containing proteolytic bacteria. Proteolytic activity
of bacteria could increase the efficiency of feed utilization. This research was carried out in order to
get isolates bacteria in tofu waste having proteolytic activity and to study proteolitic activity that
produced in rice bran substrate. Methods used in this research were isolation of proteolytic bacteria
from tofu waste, assay of bacterial protease activity on the calcium casseinate agar (CCA) medium,
characterization of pathogenicity, preparation of bacterial growth curve and protease activity assay
was performed in 2 % of rice bran medium. The wide of clear zone data of isolates bacteria were
analyzed using Anaysis of Variance (Anova) and continued by Tukey’s Test (a = 0.05), whereas
protease activity of isolates bacteria on 2 % rice bran medium were analyzed using Independent
Sample T-Test (o = 0.05). Ten isolates of proteolytic bacteria obtained from tofu waste and isolates
TP5K 1 and TPEK5 have the greatest proteolytic activity (clear zone) and no pathogens. The highest
protease activity of isolate TP5K1 was 2.24 Unit/mL with the cell number of bacteria is 5.13 x 10’
cell/mL, whereas the highest protease activity of isolate TP6K5 was 2.37 Unit/mL with the cell
number was 5.26 x 10” cell/mL.
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PENDAHULUAN [2]. Enzim memegang peranan penting dalam
dunia industri, salah satu di antaranya yaitu

Eksplorasi bakteri yang potensia untuk

digplikaskan dalam bidang industri perlu
dilakukan secara terus menerus [1]. Salah satu
produk industri yang penting dan bernilai tinggi
yang dihasilkan oleh bakteri adalah enzim.
Adanya bakteri yang unggul merupakan salah
satu faktor penting dalam usaha produks enzim

protease[3].

Protease merupakan enzim yang
digunakan secara luas pada industri pakan
ternak dan telah hampir mencapai 65 % dari
total penjualan enzim di dunia [4]. Sdah satu
fungsi protease yaitu berperan dalam degradasi
protein  menjadi asam amino, sehingga
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menjadikan pakan ternak lebih mudah diserap
oleh pencernaan hewan ternak [5]. Penggunaan
enzim pada pakan ternak ditujukan untuk
mengurangi  faktor-faktor antinutris dalam
pakan, meningkatkan daya cerna pakan,
meningkatkan ketersediaan zat-zat gizi tertentu,
serta mengurangi masalah polus kotoran ternak

[6].

Salah satu  sumber bakteri  yang
berpotensi memiliki aktivitas proteolitik yaitu
ampas tahu yang mengandung protein sebesar
23,7 % [7]. Bakteri asal ampas tahu perlu
diketahui potensi aktivitas proteasenya karena
dapat diaplikasikan pada industri pakan ternak
sebagai campuran bekatul. Bekatul mengadung
protein 11,5-17,2 % [8]. Médihat potens
aplikasi bakteri proteolitik yang menjanjikan
pada bidang industri pakan ternak, maka
pendlitian ini penting untuk dilakukan. Hal ini
dilakukan agar diperoleh isolat bakteri yang
berpotensi tinggi dalam menghasilkan aktivitas
proteolitik dan dapat diaplikasikan pada pakan
ternak (bekatul).

METODE PENELITIAN

Isolasi, Pemurnian, dan Karakterisas
Bakteri Proteolitik dari Ampas Tahu. Ampas
tahu diperoleh dari Pabrik Tahu 73 Sukun-
Malang. Bakteri poteolitik diisolas
menggunakan media calsium casseinate agar
(CCA) dengan metode pour plate. Isolat bakteri
proteolitik yang menghasilkan zona bening
dimurnikan hingga diperoleh koloni tungga
dan ditumbuhkan pada media agar miring
sebagai stok [9]. Isolat bakteri proteolitik
dikaraterisasi secara makroskopis  yaitu
pengamatan  karakter  morfologi serta
dikarakterisas secara mikroskopis dengan
pewarnaan Gram dan endospora, uji katalase
dan uji oksidase.

Uji Kualitatif Aktivitas Protease | solat
Bakteri. Uji aktivitas protease isolat bakteri
proteolitik pada media CCA menggunakan
Rancangan Acak Kelompok (RAK) dengan tiga
ulangan. Data luas zona bening dianalisis ragam
(Anova) dan dilanjutkan dengan uji Tukey.
Luas zona bening yang terbentuk di sekitar
koloni diukur menggunakan jangka sorong
digital [10].

Uji Patogenisitas. Satu oose kultur
murni  bakteri berumur 24 jam digores pada
media blood agar dengan metode streak plate.

Isolat bakteri diinkubas pada suhu 37 °C
selama 48 jam [11]. Medium di sekitar koloni
diamati ada atau tidak zona bening yang
menunjukkan aktivitas hemolis/patogen.

Starter Isolat Bakteri Proteolitik pada
Media Bekatul. Satu oose isolat bakteri
proteolitik diinokulasikan ke dadam 10 mL
media calsum casseinate broth (CCB) dan
diinkubasi pada suhu 37 °C, 120 rpm, dan 24
jam. Lima  mililiter  kultur  bakteri
diinokulasikan ke dalam 45 mL media bekatul
sebagal stok inokulum dan diinkubasi pada
suhu 37 °C, 120 rpm, selama 24 jam. Lima
belas mililiter kultur dengan densitas 10’
sel/mL bakteri diinokulasikan ke dalam 135 mL
media bekatul 2 % dan diinkubasi pada suhu 37
°C, 120 rpm, 48 jam. Suspensi kultur bakteri
pada jam ke 0, 1, 2, 4, 6, 12, 18, 24 dan 48
dihitung menggunakan hemositometer.
Suspensi kultur bakteri pada fase pertumbuhan
logaritmik dengan densitas yang diharapkan
digunakan sebagai starter [12].

Deteks: Aktivitas Protease |solat
Bakteri pada Substrat Bekatul 2 %. Uji
aktivitas protease dilakukan menggunakan
Rancangan Acak Kelompok (RAK) dengan tiga
ulangan. Data aktivitas proteolitik diandisis
dengan uji Independent Sample T. Aktivitas
protease dideteks dengan cara lima mililiter
sampel bakteri dalam media produksi yaitu jam
keO, 1, 2, 4, 6, 12, 18, 24 dan 48 disentrifugas
pada 10.000 rpm, 15 menit, 4 °C. Supernatan
sebanyak 500 pL ditambahkan dengan 500 pL
0,05 M buffer fosfaa pH 7. Suspens
dipreinkubas pada suhu 37 °C selama lima
menit dan ditambahkan substrat sebanyak 500
ML (dua persen kasein dalam 0,05 M buffer
fosfat pH 7). Larutan enzim diinkubas pada
suhu 37 °C sdama 10 menit kemudian
ditambah satu mililiter 04 M asam
trikhloroasetat (TCA) dan didiamkan selama 30
menit pada suhu ruang. Larutan disentrifugas
dengan kecepatan 4000 rpm, selama 15 menit,
pada suhu 4 °C. Supernatan (crude enzyme)
diambil satu mililiter kemudian dimasukkan ke
dalam tabung resks dan diencerkan dengan
Tris HCI hingga totad volume menjadi dua
mililiter. Larutan diukur absorbansinya pada
panjang gelombang 275 nm. Nilai aktivitas
protease diukur dari kadar tirosin yang
diperoleh pada kurva baku tirosin menurut
rumus [13].
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Aktivitasenzim = [tirosin) x v xfp
pxq
v : volume total sampel percobaan pada tiap
tabung (mL); p : jumlah enzim (mL); g: waktu
inkubasi (menit) dan fp: faktor pengenceran.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Limaisolat bakteri dari ampas tahu yang
memiliki aktivitas proteolitik yaitu TP5K1,
TP6K4, TP6K5, TP6K8, dan TP6K9 (Gambar
1). Adanya aktivitas protease ekstraselular
bakteri menyebabkan kasein pada media CCA
terhidrolisis menjadi peptida dan asam amino.
Zona bening merupakan indikator bahwa isolat
bakteri mampu memanfaatkan kasein pada
media sebagai sumber nutrisinya[14].

Dua isolat TP5K1 dan TP6K5 dipilih
karena tidak patogen yang ditunjukkan tidak
menghasilkan aktivitas hemolisis (tidak ada
zonabening) di sekitar koloni pada media blood
agar. Kedua isolat bakteri termasuk dalam
hemolisis y, yaitu tidak mampu menghemolisis
darah [15]. Isolat TP5K1 berbentuk batang (p =
1,5 pm) sedangkan TP6K5 berbentuk bulat (p =
1 pym), tetapi keduanya Gram positif dan tidak
membentuk endospora (Tabel 1). Kedua isolat
menunjukkan katalase positif dan oksidase
negatif yang menunjukkan bersifat aerob [16].
Tabel 1. Karakter pertumbuhan isolat bakteri
proteolitik asal ampas tahu

Koloni
Karakter TP5
K1 TP6K5

Bentuk koloni: - Bulat + -

- Tidak teratur - +

- Menyeluruh + -

- Lobate - +
Permukaan koloni: - Smooth + -
Konfigurasi koloni: - Lobate - +
Elevas: - Raised + -

- Flat - +
Konsistens koloni: + +
- Seperti mentega

Ciri optik koloni: - Berkilat + +
Warna koloni: - Kuning + +
Gram + +
Membentuk Endospora - -
Katalase + +
Oksidase - -
Patogenisitas -
Hidrolisis protein + +
Keterangan: (+) memiliki dan (-) tidak memiliki

karakter yang disebutkan

30.00
25.00 ab
20.00 T
15.00
10.00

5.00 -

0.00 -

LuasZona Bening
(mm?)

TP5K1 TP6K4 TP6K5 TP6K8  TP6K9

I solat

Gambar 1. Luas zona bening isolat bakteri
proteolitik pada media CCA

Aktivitas protease isolat bakteri TP5K1
dan TP6KS5 tidak berbeda selama masa inkubasi
(p>0,05). Aktivitas protease tertinggi pada
isolat TP5K1 sebesar 2,24 Unit/mL dan isolat
TP6K5 sebesar 2,37 Unit/mL yang terjadi pada
jam kedua (awal fase logaritmik) dengan
jumlah sl secara berturut-turut sebanyak 7,64 x
10" sel/mL dan 7,68 x 10" sd/mL (Gambar 2).
Bakteri memiliki aktivitas proteolitik yang
tinggi pada fase logaritmik karena sel berada
daam kondis optimum untuk metabolisme dan
perkembangbiakan [17].
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Gambar 2. Kurva pertumbuhan dan aktivitas
protease isolat bakteri proteolitik pada
media bekatul 2 %

Protease dari mikroba merupakan enzim
kongtitutif atau indusibel parsid. Enzim
kongtitutif selalu tersedia di dalam sel mikroba




dalam jumlah yang relatif konstan, sedangkan
enzim induktif disintess bila ada induks
substrat dalam medium. Sintesis enzim induktif
meningkat seiring peningkatan konsentras
substrat terutama bila substratnya merupakan
satu-satunya sumber karbon [18].

Komposiss media, pH, dan aeras
merupakan variabel penting yang memengaruhi
produks enzim pada submerged fermentation
[19]. Penurunan aktivitas proteolitik bakteri
dapat terjadi karena berkurangnya jumlah
substrat [20]. Penurunan aktivitas protease yang
ditunjukkan oleh isolat TP5K1 dan TP6K5
kemungkinan akibat konsentrasi protein yang
terkandung pada media bekatul 2 % terlalu
sedikit sehingga cepat habis. Jika konsentrasi
substrat rendah maka enzim tidak mencapai
aktivitas maksimum akibat sulitnya enzim
menemukan substrat yang akan direaksikan
[21]. Aktivitas protease meningkat seiring
dengan meningkatnya konsentrasi substrat
sampai pada konsentras maksimum. K ecepatan
reeks juga akan meningkat dengan makin
cepatnya substrat terikat pada enzim [22].

KESIMPULAN

Dua isolat TP5K1 dan TP6K5 diantara
lima isolat bakteri dari ampas tahu memiliki
aktivitas proteolitik tertinggi pada media CCA
dan tidak patogen. Isolat TP5K1 dan TP6K5
memiliki aktivitas protease secara berturut-turut
2,24 UnitmL dengan jumlah sd 5,13 x 10’
sal/mL dan 2,37 Unit/mL dengan jumlah sd
5,26 x 10" sel/mL.
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