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ABSTRAK

L-asparagianse (L-aspargin amino hydrolase, E.C.3.5.1.1) adalah enzim
yang mengkatalisis L-asparagin menjadi asam L-aspartat dan amonia. Penelitian
ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas enzim L-asparaginase yang berasal dari
mikroba simbion spons dan berpotensi sebagai bahan antimikroba. L-asparaginase
diisolasi dari bakteri simbion spons menggunakan metode tuang dan gores. Isolat
bakteri simbion spons penghasil L-asparaginase diidentifikasi dengan pewarnaan
gram dan uji biokimia. Pemurnian awal L-asparaginase dari bakteri simbion spons
yaitu metode fraksinasi dengan amonium sulfat pada tingkat kejenuhan 0-20%,
20-40%, 40-60%, 60-80%, dan 80-100%, selanjutnya L-asparaginase tersebut
didialisis dengan membran selofan. Uji aktivitas antimikroba dilakukan dengan
metode difusi agar menggunakan paper disc. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa isolat bakteri simbion spons DA51(3) penghasil L-asparaginase memiliki
karakteristik yang mirip dengan bakteri Klebsiella sp yang merupakan bakteri
gram negatif. Waktu produksi optimum L-asparaginase yaitu pada jam ke-72
dengan aktivitas sebesar 30,374 U/mL. L-asparaginase menghasilkan aktivitas
tertinggi pada konsentrasi substrat L-asparagin 0,015ug/mL sebesar 19,208 U/mL
pada suhu inkubasi 37 °C dan pH 8. Aktivitas antimikroba terbesar pada fraksi
40-60% terhadap Staphylococcus aureus sebesar 5,6 mm.

Kata kunci : Antimikroba, Klebsiella sp, L-asparaginase, Spons
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ABSTRACT

L-asparagianse (L-amino aspargin hydrolase, E.C. 3.5.1. 1) is an enzyme
that catalyzes of L-asparagine into L-aspartic acid and ammonia. This study aims
to determine the L-asparaginase enzymes derived from microbial symbionts
sponge potential as antimicrobial materials. L-asparaginase was isolated from
bacterial symbionts sponge method and scratch resistant castings. Bacterial
isolates sponge symbiont largest producer of L-asparaginase identified by gram
staining and biochemical tests. Initial L-asparaginase that has been isolated from
bacterial symbionts sponge fractionated with ammonium sulphate at saturation
levels of 0-20%, 20-40%, 40-60%, 60-80% and 80-100%, then the L-asparaginase
subsequently dialysis with a cellophane membrane.Antimicrobial activity test was
carried out by the agar diffusion method using a paper disc. The results of gram
staining and biochemical tests have been performed on a sponge symbiont
bacteria DA51(3) producing L-asparaginase and greatest antimicrobial activity
showed characteristics similar to Klebsiella sp bacteria that are gram-negative
bacteria. Optimum production time of L-asparaginase was on hour-72 which is
resulted in the activity of 30.374 U/mL. The highest activity of L-asparaginase
was generated at substrate concentrations of L-asparagine 0.015 pg/mL at
19.208 U/mL at an incubation temperature of 37 °C and pH 8. The Largest
antimicrobial activity of the fraction of 40-60% against Staphylococcus aureus at
5.6 mm.

Keywords: Antimicrobial, Klebsiella sp, L-asparaginase, Sponge

vii



DAFTAR ISI

Halaman
PRAIK A T A e e et e s a e anraaeean Vi
ABSTRAK . .o Vi
ABSTRACT ..t vii
[ I B ) RS viii
DAFTAR TABEL.......c.oeiiii et Xii
DAFTAR GAMBAR. ...t Xiil
DAFTAR SINGKATAN. ..ottt Xiv
DAFTAR LAMPIRAN. ...ciiiiie ettt sraee e XV
BAB | PENDAHULUAN. ... 1
1.1 Latar Belakang .........ccoooeieiiiiieciie e 1
1.2 Rumusan Masalah ..o 3
1.3 Maksud dan Tujuan Penelitian...........cccocoveveniiiniininiieens 4
1.3.1 Maksud Penelitian..........ccocouerveviiiieiies cveriesieseeseeseeseeaneens 4
1.3.2 Tujuan Penelitian........ccocoiiiiiiiiiiiins s 4
1.4 Manfaat Penelitian .........ccccceeveiveiieiieies cevieseee e 4
BAB Il TINJAUAN PUSTAKA ...t 5
2.1 Tinjauan Umum ENZIM........cccooiiiiininiieee e 5
2.1.1 Klasifikasi ENZIM........cccooiiiiiiiiee e 5
2.1.2 ENZiM L-aSParagiNase..........cccerveruererieresenienreneesresiesiesiesnens 6
2.2 Tinjauan Umum BakKteri..........ccooeiienieiiiie e 10
2.2.1 Morfologi BaKLeri.........c.ccveriiieiieesiesiee e 10

viii



2.3 Tinjauan UmuUm SPONS........cccueiverieieesieeieseeseseeseessesseesseeeens

2.4 Hubungan spons dan bakteri Simbion...........c.c.cccevevvvveriennnnnn,
2.5 Penyakit yang disebabkan oleh bakteri.............ccccoeviiveiviinnnnn
2.6 Tinjauan Umum Antimikroba...........ccccoovvinininiiiiiees

A A o G o T: S B = 0 VAT 1 P

BAB 11l METODE PENELITIAN......cooiiiiiiii e

3.1 Bahan Penelitian.......cccccooviiieiviie e
3.2 Alat PENEITIAN. ..o
3.3 Waktu dan Tempat Penelitian............ccooooriiininininic e
3.4 Prosedur Penelitian .........ccoccevviiriienenie e
3.4.1 Preparasi SamMpPel........ccccoeiiiiiiiiiiie e
3.4.2 Pembuatan Media..........ccoooeiiiiiiiiiieee e
3.4.2.1 Media Nutrient Broth (NB) ........cccooviiiienieeeeieee e
3.4.2.2 Media Agar (Media Padat) ..........cccccevvereiiiniiiene e,
3.4.2.3 Pembuatan Media Inokulum...........cccccevvriniiniinniesncee
3.4.2.4 Pembuatan Media Produksi..........cccccevvverviieiivenesiesnennnnn
3.4.2.5 Penyegaran Sampel Dalam Media Nutrient Broth..............

3.4.3 Isolasi Bakteri Simbion Penghasil L-asparaginase dari

3.4.4 Seleksi Isolat Penghasil Senyawa Antimikroba....................
3.4.5 Identifikasi Isolat Penghasil Senyawa Antimikroba..............
3.4.6 Penyiapan INOKUIUM...........cccooieiiiiiiic e
3.4.7 Penentuan waktu produksi optimum Enzim L-asparaginase..

3.4.8 Pengaruh Konsentrasi Substrat Enzim L-asparaginase
Optimum dalam Produksi L-asparaginase.............ccc.coeue..



3.4.9 Produksi L-asparaginase...........cceeververeereereeesiesessneeseesseenns 24
3.5 Penentuan Kadar Protein...........ccovvviinieieienese e 24
3.6 Pengukuran Aktivitas L-asparaginase...........ccceeeeveereervesieernnns 25

3.6.1 Pengaruh pH terhadap Aktivitas Ekstrak Kasar Enzim
L-aSParagiNase......cveveruerierieaeeieiesiesie e steseesresresreeneeseeseenes 26

3.6.2 Pengaruh Suhu Inkubasi terhadap Aktivitas Ekstrak Kasar

ENzim L-asparaginase..........cccoeverereneneneseneeeeeennns 26
3.7 FraKSINGSI...cccvviiieiiiie ettt ste s e s nre e s e e areas 26
3.8 DHAlISIS....oeciiieiie e s 26
3.9 Pengujian Aktivitas Antimikroba............cccocviiiiiiiiene, 27
3.9.1 Pembuatan Media Pertumbuhan Bakteri.............ccccccevevueenen. 27
3.9.1.1 Media Nutrient Agar ( NA)......ccooeiiiirinieeee e 27
3.9.1.2 Media Muller Hilton Agar ( MHA).......cccoiiiiiiee 27
3.9.2 Penyiapan Bakteri Uji........ccccooeiiiieiieiiie e 27
3.9.2.1 Peremajaan BaKteri Uji.........ccccovveveiieniiiieseeie e 27
3.9.2.2 Pembuatan Suspensi Bakteri Uji.........cccccoovrineniiinniinienn, 27
3.9.3 Pembuatan Larutan Kontrol............cccooevveieniienieeie e 28
3.9.4 Pengujian Aktivitas Antimikroba...........ccooeveiiiencicnienne 28
BAB IV HASIL DAN PEMBAHASAN.......cooii it 29
4.1 Isolasi Bakteri Simbion Spons Penghasil Enzim
L-aSParagiNast. ........ccvevveviiieieeere ettt se et 30
4.2 Seleksi Isolat Penghasil Senyawa Antimikroba........................ 31
4.3 ldentifikasi Isolat Penghasil Senyawa Antimikroba................. 32
4.4 Penentuan Waktu Produksi Optimum L-asparaginase............ 35

4.5 Pengaruh Konsentrasi Substrat Terhadap Aktivitas Ekstrak
Kasar L-asparagiNas..........ccooviveieeierieriesieniesiesiesiessessessnssesseens 37



4.6 Pengaruh Suhu Inkubasi Terhadap Aktivitas Ekstrak Kasar
L-aSPAIAgINGSE. ...c.veeveeiveerieeieeieesiee e stee sttt nre e 38

4.7 Pengaruh pH Terhadap Aktivitas Ekstrak Kasar
L-aSPAragiNaSe. .......ccveeeeererieerieeieseesieeseeseesraeseesreesreeeens 39

4.8 Aktivitas dan Kadar Protein L-asparaginase Hasil Fraksinasi

AAN DHALISIS. ... 40

4.9 Pengujian Aktivitas Antimikroba Ekstrak Kasar dan Fraksi..... 42

BAB V KESIMPULAN DAN SARAN......coiiiieeie e 45
5.1 KeSIMPUIAN.....coiiiiie e 45

0.2 SAIAN.....ciiiiiie it 45
DAFTAR PUSTAKA . ..ttt 46
LAMPIRAN. ...t 50

Xi



DAFTAR TABEL

Tabel Halaman
1. Berbagai Mikroorganisme Penghasil Enzim L-asparaginase............... 8
2. Perbedaan Suhu Aktivitas Enzim L-asparaginase...........cc.ccoovevreenen. 10
3. ldentifikasi Bakteri yang Berasal dari SPons..........c.ccocevvvnviiniienenn. 15
4. lIsolat Bakteri Hasil INOKUIASI...........cccovveveiiiiieic e 31
5. Hasil Uji Daya Hambat Isolat Bakteri Simbion terhadap E.coli dan

S AUTBUS. ...ttt et 32
6. Hasil Pewarnaan Gram dan Uji Biokimia Isolat DA51(3)..........cc....... 34
7. Data Hasil Penentuan Wakt Produksi Optimum L-asparaginase dari

Bakteri Klebsiella Sp DASL(3)......cooveiiiiiiieieiie e 36
8. Data Pengukuran Aktivitas L-asparaginase masing-masing Fraksi

dan Ekstrak Kasar pada [S] yaitu 0,015ug/mL; suhu 37 °C; dan pH 8 42
9. Pengukuran Zona Hambatan Ekstrak Kasar L-asparaginase dan

Hasil Fraksinasi (FL-F5).......ccccieiiiiieiiiie e 44

Xii



DAFTAR GAMBAR

Gambar Halaman
1. Mekanisme Pemecahan L-asparagin oleh L-asparaginase.................. 7
2. Bakteri Gram Negatif dan Bakteri Gram POSItif..........ccccocevivinnnnnn 11
3. Struktr Morfologi SPONS.........cccoiiiiiiiiieeee 13
4. Hasil Uji Daya Hambat Isolat Bakteri Simbion Terhadap E.coli dan

S AUTBUS. ...ttt 33
5. Hasil Pewarnaan Gram Bakteri Klebsiella sp..........ccccocoovviiiiiinnnnn. 35
6. Pengaruh Waktu Fermentasi Terhadap Aktivitas L-asparaginase

yang Diproduksi oleh Bakteri Klebsiella sp DASL(3) ......ccocevvvvninnne. 37
7. Grafik Aktivitas L-asparaginase pada Penentuan Konsentrasi

Substrat L-asparagin OptimuUM..........ccccevivivieiiieiiese e 39
8. Grafik Pengaruh Suhu Inkubasi terhadap Aktivitas Ekstrak Kasar

[ o L= To g o L= SRS 40
9. Grafik Pengaruh pH terhadap Aktivitas Ekstrak Kasar

[ 0 L= To L o - SRS 41

Xiil



BSA
Butt

Uji Indol

Uji Motility
MRVP

OD

SIM

Slant

TSIA

DAFTAR SINGKATAN

: Bovine Serum Albumin

: Bagian bawah media (letaknya pada dasar tabung)

amino triptofan

- uji untuk mengetahui gerak bakteri

: Methyl Red-Voger Proskaur

: Optical Density

: Sulfit Indol Motility

: Bagian atas media ( permukaan media)
: Triple Sugar Iron Agar

: Unit

. Untuk menentukan kemampuan bakteri dalam memecah asam

Xiv



DAFTAR LAMPIRAN

Lampiran halaman
1. Bagan Kerja Penyegaran Sampel dalam Media Nutrient Broth............. 52
2. Bagan Kerja Isolasi Bakteri dari SPONS..........cccoovvveienenenenencnen 52
3. Bagan Kerja Identifikasi Isolat Penghasil Senyawa Antimikroba....... 53
4. Pembuatan Media INOKUIUM..........ccoiiiiiiiiee e 54
5. Pembuatan Media ProdukSi............ccerviiiiienniieneee e 54
6. Penentuan Waktu Inkubasi Optimum dan Produksi L-asparaginase.. 55
7. Pengukuran Aktivitas L-asparaginase...........ccocveerieereenienenenenenennens 58
8. Penentuan Kadar Protein..........ccoceiiriiiii e 58
9. Penentuan Protein dengan Metode LOWIY .........cccooeveiiiencneneninnns 59
10. Bagan Kerja Pengaruh Konsentrasi Substrat terhadap Aktivitas

Ekstrak Kasar L-asparaginase dari Isolat Bakteri Klebsiella sp.
DASL (B)viiuieuieieieie e se e ettt sttt ettt r et neeneenes 60

11. Bagan Kerja Pengaruh Suhu Inkubasi terhadap Aktivitas Ekstrak

Kasar L-aSParagiNase.........ccceouerueruerueriesiesienieseeeeeessesse i sieseesneeneens 61

12. Bagan Kerja Pengaruh pH terhadap Aktivitas Ekstrak Enzim

L= ASPAIAGINGASE. ... veeivve ettt ciee ettt e e et 61

13. Bagan Kerja Fraksinasi dengan Amonium Sulfat............cccccceviiiinnnne 62
14, Bagan Kerja DialiSiS........cccveiiiiiiiiiiiii i 63
15. Pengujian Aktivitas Antimikroba............cccoeevviiiiiiiciccecc e 64
16. Data Nilai Optical Density (OD) Penentuan Waktu Produksi

OPLIMUM ... bbbt 65

17. Data Uji Aktivitas Ekstrak Kasar L-asparaginase dan Kadar

Proteinnya untuk Penentuan Waktu Produksi Optimum...................... 65
18. Data Uji Aktvitas Ekstrak Kasar L-asparaginase untuk Penentuan
Suhu Inkubasi OPtIMUM.......ccooiiiii e 70

XV



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

Data Uji Aktvitas Ekstrak Kasar L-asparaginase untuk Penentuan
Suhu Inkubasi OPtIMUM.......ccooiiiiee e

Data Uji Aktvitas Ekstrak Kasar L-asparaginase untuk Penentuan
PH OPUMUML ..ot e

Data Aktivitas Ekstrak Kasar dan Hasil Fraksinasi..........ccoeeeeeeeeeennn.
Data Penentuan Kadar Protein Ekstrak Kasar dan Hasil Fraksinasi...

Penentuan Total Protein pada Fraksinasi berbagai Tingkat
KEJENUNAN. ... s

Isolat Bakteri Penghasil Senyawa Antimikroba pada Berbagai
PENGENCETAN. .....eveetiietesiete sttt ettt sttt b e se ettt sn et e sbenas

Hasil Uji BIOKIMIA........ccccciiiieiicecie e
Hasil Uji Aktivitas L-asparaginase dari Klebsiella sp. ......................
Hasil Uji Aktivitas L-asparaginase dari Klebsiella sp. ......................

Hasil Uji Daya Hambatan Masing-masing Fraksi dan Ekstrak Kasar

72

72

72

73

73

74

74

75

75

75

XVi



BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia memiliki wilayah laut yang sangat luas dan memiliki sumber
daya alam hayati laut yang besar. Satu diantara sumber daya alam hayati laut
adalah spons yang dapat berpotensi menghasilkan senyawa bioaktif. Spons
merupakan salah satu invertebrata laut yang hidup pada terumbu karang. Selain
itu, spons memiliki potensi bioaktif yang belum banyak dimanfaatkan dalam
berbagai keperluan, terutama obat-obatan. Spons laut tergolong ke dalam filum
Porifera yang merupakan hewan multiseluler paling sederhana dengan bentuk
tubuh dan warna yang beraneka ragam (Asro dkk., 2013).

Kemampuan spons dalam menghasilkan senyawa bioaktif disebabkan oleh
hubungan simbiotik dengan mikroorganisme dalam hal ini bakteri. Hubungan ini
mencakup penyediaan nutrisi dengan membantu translokasi metabolisme
termasuk nitrifikasi, fiksasi nitrogen, fotosintesis dan membantu pertahanan
kimiawi serta berperan dalam biofouling. Berdasarkan peranan ini maka bakteri
yang bersimbiosis dengan spons diduga memiliki potensi yang besar dalam
menghasilkan senyawa-senyawa bioaktif yang selama ini diisolasi dari spons
(Lee dkk., 2001). Berkaitan dengan pemanfaatannya, spons menghasilkan
senyawa bioaktif yang mempunyai peranan sebagai bahan antibiotik, antijamur,
antitumor, dan lain-lain (Rani dan Haris, 2004).

Di antara organisme laut, jumlah terbesar dari metabolit sekunder yang
terisolasi sejak tahun 1965 berasal dari spons dan spons juga telah menjadi

sumber utama dari molekul biologis aktif. Kegiatan biologis utama metabolit



sekunder dari spons sebagai agen sitotoksik dan antimikroba (Pedradap dkk.,
2010).

Organisme laut seperti spons, seringkali hidup berasosiasi dengan bakteri
yang menghasilkan senyawa antimikroba. Eksplorasi spons sebagai penghasil
senyawa bioaktif juga telah banyak dipublikasikan namun penggunaan produk
alami laut yang bersifat antibiotik dan antifungi sebagai hasil metabolit sekunder
dari bakteri simbion spons, lebih menguntungkan dibandingkan dengan
mengisolasi dari inangnya. Pertumbuhan spons yang relatif lamban, selanjutnya
membawa implikasi pada keterbatasan pasokan biomassa untuk mengekstraksi
senyawa metabolit sekundernya. Penggunaan bakteri yang hidupnya berasosiasi
dengan spons dalam bentuk simbion lebih baik karena dapat dimurnikan dan
dikultur dalam skala laboratorium sehingga tidak perlu mengoleksinya dari alam,
dapat diperbanyak dalam waktu yang cepat dan mudah dimanipulasi dengan
menggunakan teknologi molekuler (Abubakar dkk., 2011).

L-asparaginase adalah enzim yang mengakatalisis hidrolisis dari asam
amino non esensial L-asparagin menjadi L-aspartat dan amonia yang penting
untuk menghambat perumbuhan sel-sel tumor. Dengan adanya L-asparaginase,
sel-sel tumor bisa kehilangan pola pertumbuhan yang merupakan faktor penting
sehingga tidak dapat bertahan hidup. Hal ini menunjukkan bahwa perkembangan
enzim L-asparaginase berguna sebagai anti tumor atau anti leukimia (Shinha
dkk., 2013).

Beberapa senyawa aktif seperti enzim yang diisolasi dalam spons juga
ditemukan dalam bakteri simbion spons. Oleh sebab itu, beberapa peneliti
berpendapat bahwa bakteri terlibat dalam biosintesa senyawa aktif tertentu dalam

spons. Adanya hubungan antara produksi senyawa aktif oleh mikroba simbion



dengan spons telah diteliti oleh Narshina dan Anil (2000), yang melaporkan
bahwa senyawa antibakteri yang dihasilkan oeh bakteri simbion spons
(proteobacterium MBIC 3368, Idiomarina sp, dan Pseudomonas sp) sangat
dipengaruhi oleh protein rekombinan yang terikat dan terdapat pada biota inang
Suberitas domunculla. Penelitian tersebut memperkuat adanya hubungan
kerjasama dalam biosintesa metabolit sekunder antara mikroba simbion dan
spons (Murniasih dan Rasyid, 2010).

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan oleh Murniasih dan Rasyid
(2010) tentang potensi bakteri yang berasosiasi dengan spons sebagai sumber
bahan antibakteri, dapat disimpulkan bahwa persentase jumlah koloni tertinggi
(100%) bakteri penghambat bakteri patogen diperoleh dari spons Aaptos sp.,
Melophlus sarassinorum dan Callyspongia sp., selanjutnya sebesar 90% dari
spons Clathria sp.

Penelitian yang dilakukan oleh Abubakar dkk (2011) menunjukkan bahwa
bakteri simbion spons Jaspis sp. menghasilkan senyawa antimikroba terhadap
bakteri Staphylococcus aureus, Vibrio harveyi, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa dan EPEC K-11 serta khamir Candida albicans dan C. tropicalis.

Berdasarkan beberapa hasil penelitian tersebut, penelitian ini dimaksudkan
untuk mengisolasi senyawa bioaktif yaitu L-asparaginase yang berasal dari bakteri

simbion spons yang berpotensi sebagai bahan antimikroba.

1.2 Perumusan Masalah
Adapun rumusan masalah dalam penelitian ini, yaitu:
1. Spesies bakteri apa yang dapat menghasilkan L-asparaginase ?

2. Berapa waktu produksi optimum L-asparaginase ?



3. Bagaimana karakteristik L-asparaginase yang diisolasi dari bakteri simbion
spons ?
4. Bagaimana aktivitas L-asparaginase dalam menghambat pertumbuhan

mikroba ?

1.3 Maksud dan Tujuan Penelitian
1.3.1 Maksud Penelitian
Penelitian ini dimaksudkan untuk mengisolasi, mengidentifikasi, dan
mengkarakterisasi bakteri simbion spons sebagai penghasil L-asparaginase
ekstrakseluler yang berpotensi sebagai antimikroba.
1.3.2 Tujuan Penelitian
Adapun yang menjadi tujuan dalam penelitian ini adalah :
1. Mengisolasi dan mengidentifikasi bakteri simbion spons penghasil
L-asparaginase.
2. Menentukan waktu produksi optimum L-asparaginase.
3. Mengkarakterisasi kondisi optimum produksi L-asparaginase seperti suhu,
pH, dan konsentrasi substrat.
4. Mengukur aktivitas dari L-asparaginase yang menghambat pertumbuhan

mikroba.

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah memberikan informasi mengenai
L-asparaginase yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri secara optimal
dan efektif, sehingga dapat dikembangkan sebagai bahan dasar obat antimikroba

yang baru.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tinjauan Umum Enzim

Enzim adalah biokatalisator organik yang dihasilkan organisme hidup di
dalam protoplasma, yang terdiri atas protein atau suatu senyawa yang berikatan
dengan protein. Apabila enzim dipisahkan satu sama lainnya menyebabkan enzim
tidak aktif. Namun keduanya dapat digabungkan menjadi satu, yang disebut
holoenzim. Kedua bagian enzim tersebut yaitu apoenzim dan koenzim (Poedjiadi
dan Supriyanti, 2005).

Substrat adalah senyawa yang bereaksi dengan bantuan enzim. Contoh
enzim yang menguraikan urea (substrat) dinamakan urease. Kelompok enzim
yang mempunyai fungsi sejenis diberi nama menurut fungsinya, misalnya
hidrolase adalah kelompok enzim yang mempunyai fungsi sebagai katalis dalam
reaksi hidrolisis. Oleh sebab itu, Commision on Enzymes of the International
Union of Biochemistry telah menetapkan tata nama yang sistematik, disesuaikan
dengan pembagian atau penggolongan enzim berdasarkan fungsi enzim (Poedjiadi

dan Supriyanti, 2005).

2.1.1 Klasifikasi Enzim

Enzim diklasifikasikan berdasakan tipe reaksi katalisnya, sedangkan
masing-masing enzim diberi nama menurut nama substratnya. Commision on
Enzymes of the International Union of Biochemistry membagi enzim menjadi

enam golongan yaitu oksideruktase (reaksi redoks), transferase (transfer atom atau



gugus), hidrolase (hidrolisis), liase (pengeluaran atom atau gugus), isomerase

(isomerasi), ligase (penggabungan dua molekul) (Poedjiadi dan Supriyanti, 2005).

2.1.2 Enzim L-asparaginase

L-asparagianse (L-aspargin amino hydrolase, E.C. 3.5.1.1) adalah enzim
yang mengkatalisis hidrolisis L-asparagin menjadi asam L-aspartat dan amonia
(Savitri dkk., 2003). Enzim L-asparaginase memiliki peran yang penting dalam
bidang industri farmasi dan industri makanan (Kumar dkk., 2014). L-asparaginase
memiliki potensi sebagai enzim terapi untuk leukimia limfoblastik akut (Didik,
2007). Fungsi lain dari enzim L-asparaginase juga terbukti dapat menurunkan
kandungan akrilamida di dalam makanan. L-asparaginase mencegah pembentukan
pembentukan akrilamida dengan mengkonversi asam amino L-aspargin sebagai
prekursornya menjadi bentuk asam amino lain yaitu asam aspartat yang umum

terdapat dalam makanan (Antara, 2009).

(0]

NHz + H,0 L-asparaginase

NH, O
L-asparagin L-aspartat

Gambar 1. Mekanisme Pemecahan L-asparagin oleh L-asparaginase (Sumber :
Shinha dkk., 2013)

L-asparaginase dapat ditemukan pada berbagai hewan, tanaman, dan
mikroorganisme. Menurut Savitri dkk (2003), organisme seperti bakteri, jamur,
ragi dan actinomycetes merupakan produsen penghasil enzim L-asparaginase
yang sangat efisien. Tabel 1 memperlihatkan berbagai mikroorganisme penghasil

enzim L-asparaginase.



Tabel 1. Berbagai mikroorganisme penghasil enzim L-asparaginase

(Sumber : Shinha dkk., 2013)

ORGANISME REFERENSI
BAKTERI
Acinetobacter calcoaceticus Joner.,1976
Bacillus sp. Mohapatra et al., 1995
B.mesentericus Tiul Panova et al., 1972
B.polymyxa Nefelova., 1977

Corynebacterium glutamicum
Escherichia coli
Enterobacter aerogenes
E.cloaceae

Erwinia aroideae
E.cartovora

Serratia marcescens
Staphylococcus sp.
S.aureus

Streptococcus albus
Tetrahymena pyriformis
Thermus thermophilus
T.aquaticus

P.stutzeri
E.chrysanthemi

Helicobacter pylori
Klebsiella pneumoniae
Mycobacterium phlei
Bacillus licheniformis

Mesas et al., 1990
Netrval., 1977
Mukherjee., 2000

Nawaz et al., 1988

Tiwari and Dua., 1996
Maladkar et al., 1993
Rowly and Wriston., 1967
Mikucki et al., 1977
Rozalska and Mikucki., 1992
Reddy and Reddy., 1990
Tsirka., 1990

Pritsa et al., 2001

Curran et al., 1986

Manna et al., 1995

Moola et al., 1994

Stark et al., 1997

Reddy and Reddy.,1990
Pasterzak & Szymona.,1976
Patta dkk., 2013

YEAST

Candida utilis
C.guilliermondii

Pichio polymorpha
Saccharomyces cerevisiae

Kil et al., 1995

Stepanyan & Davtyan., 1988
Foda et al., 1980

Bon et al., 1997

ACTINOMYCETES

Streptomyces karnatakensis
S.venezuelae

S.collinus
Thermoactinomyces vulgaris

Mostafa., 1979

Mostafa., 1979

Mostafa and Salama., 1979
Mostafa and Ali., 1983

FUNGI

Aspergillus nidulans

A. terreus

Cylidrocapron obtusisporum
Mucor sp.

Drainas & Drainas., 1985
Alietal., 1994

Raha et al., 1990
Mohapatra et al., 1997




Sumber yang paling baik untuk memproduksi L-asparaginase adalah
mikroba. Mikroba merupakan sumber yang paling mudah untuk dikultur,
diekstraksi, dan dimurnikan dalam produksi skala besar. Mikroorganisme paling
ekonomis dan umum yang digunakan untuk memproduksi L-asparaginase adalah
Erwinia caratova, Bacillus sp., Corynebacterium glutamicum, Pseudomonas
stutzeri, dan Escheria coli (Savitri dkk., 2003).

Savitri dkk (2003) melaporkan bahwa L-asparaginase dari E. Coli
memiliki efektifitas sebagai penghambat pertumbuhan tumor. Selain dapat
menghambat pertumbuhan tumor, penelitian yang dilakukan oleh Patro dan Gupta
(2012) menunjukkan L-asparaginase dari Penicillium sp. memiliki efektifitas
sebagai antioksidan dan memiliki aktivitas sitotoksik.

L-asparaginase telah dilaporkan dari berbagai sumber mikroba. Produksi
L-asparaginase dari berbagai mikroba menggunakan media fermentasi sebagai
sumber karbon dan nitrogennya (Shina dkk., 2007). Berdasarkan penelitian yang
dilakukan oleh Sivasankar dkk (2013) untuk produksi L-asparagianse dari isolat
Streptomyces sp., sumber karbon yang paling baik untuk produksi enzim adalah
maltosa, yang menghasilkan 22 IU enzim. Selain itu, sumber nitrogen yang paling
baik adalah kedelai yang menghasilkan 25,7 1U enzim.

L-asparaginase memiliki berbagai variasi berat molekul dari berbagi
mikroba. Zhang dkk (2004) melaporkan berat molekul L-asparaginase yang
diisolasi dari Escherichia coli adalah 138 kD. Sedangkan berat molekul
L-asparaginase dari Helicobacter Pylori adalah 140 kD (Cappelletti dkk., 2008)

L-asparaginase dari berbagai sumber menunjukkan stabilitas pH yang
berbeda. L-asparaginase ekstraseluler dari Cyberlindnera jadinii stabil pada pH 4

dengan suhu 50 °C selama 10 menit dan tetap stabil sampai 20 jam pada suhu
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37 °C (Sakamoto dkk., 1997). Enzim murni dari Pseudomonas stutzeri MB 405
memiliki aktivitas optimum pada pH 9 dan pada suhu 37 °C menunjukkan
stabilitas maksimum pada kisaran pH 7,5-9,5 (Manna dkk., 1995). Sedangkan
enzim berasal dari Helicobaterium pylori J99 stabil pada pH 10 tetapi cepat
kehilangan aktivitas ireversibelnya pada pH diatas 10 (Gladilina dkk., 2009).
Amena dkk (2010) melaporkan enzim dari Streptomyces gulbargensis lebih stabil
pada pH basa dan mempertahankan 80% aktivitasnya di pH kisaran 7-10.

Enzim L-asparaginase memiliki pengaruh suhu yang berbeda-beda
tergantung dari organismenya. Tabel 2 menunjukkan perbedaan suhu dari
berbagai organisme.

Tabel 2. Perbedaan Suhu Aktifitas Enzim L-asparaginase

Organisme Rentang Suhu Referensi
suhu optimum
Bacillus coagulans - 55 Law et al., 1972
Escherichia coli 30-60 60 Li et al, 2007;

Zhang et al., 2004

Erwinia aroidea 41-50 41 Liuetal., 1972
Pectobacterium carotovorum - 37 Kumar et al., 2007

Proteus vulgaris 32-62 57 Tosaetal., 1972

Pseudomonas aeruginosa 25-60 35 E-1 Bessoumy et al.,
2004

Pyrococcus furiosus 55-85 80 Bansal et al., 2011
Streptomyces sp. 30-75 50 Basha et al., 2009




2.2 Tinjauan Umum Bakteri
2.2.1 Morfologi Bakteri

Bakteri adalah sebuah kelompok mikroorganisme bersel tunggal dengan
konfigurasi selular prokariotik (tidak mempunyai selubung inti). Bakteri memiliki
informasi genetik berupa DNA, tapi tidak terlokalisasi dalam tempat khusus
(nukleus) dan tidak ada membran inti. Bakteri berukuran antara 0,5-1,0 pum dan
lebar 0,5-2,5 pum (Irianto, 2006).

Bakteri memiliki struktur dasar yang meliputi dinding sel, membran
plasma, sitoplasma, ribosom dan granula penyimpanan. Tetapi beberapa bakteri
dengan jenis tertentu memiliki struktur tambahan yang meliputi kapsul (lapisan
lendir), flagelum (bulu cambuk), pilus, fimbria, klorosom, vakuola gas dan
endospora (Pelczar, 2007).

Bakteri dapat diklasifikasikan dengan berbagai cara. Berdasarkan
bentuknya, sel bakteri memiliki berbagai macam bentuk seperti bulat (kokus),
batang (basil), dan spiral (spirilia) serta terdapat bentuk antara kokus dan basil
yang biasa disebut kokobasil. Salah satu klasifikasi yang sering digunakan adalah
pewarnaan gram. Berdasarkan pewarnaan gram bakteri dibagi menjadi dua yaitu
bakteri gram positif dan bakteri gram negatif. Hasil pewarnaan pada gram negatif
adalah merah. Sedangkan pada gram positif akan menunjukkan warna ungu

(Dwidjoseputro, 1998).
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Gambar 2. (a) Bakteri Gram Negatif, (b) Bakteri Gram Positif (Jewyner, 2013)
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Karakteristik bakteri laut ialah untuk pertumbuhannya memerlukan air laut
atau kadar garam, sehingga bakteri laut digolongkan ke dalam kelompok bakteri
halofilik (NaCl). Berdasarkan toleransi kadar garamnya, bakteri laut hanya dibagi
dua yaitu bakteri halofilik moderat yaitu bakteri yang untuk pertumbuhannya
memerlukan 1% hingga 20% NaCl sedangkan bakteri halofilik ekstrim yaitu
bakteri yang memerlukan konsentrasi NaCl lebih dari 15% hingga 31%
(Lisdayanti, 2013).

Bakteri mampu berinteraksi dengan berbagai organisme laut, sehingga
tidak ada satupun organisme laut yang bebas dari interaksi dengan bakteri. Salah
satu bentuk interaksi bakteri ialah interaksi hubungan trofik yaitu interaksi bakteri
baik yang hidup bebas maupun yang berada dalam partikel merupakan sumber
makanan organisme laut mulai dari ciliata, spons, coelenterata hingga polychaeta,

moluska, crustacea, holothuria dan tunicata (Rizka, 2013).

2.3 Tinjauan Umum Spons

Salah satu jenis organisme yang berpotensi cukup besar dan berpeluang
mengandung senyawa aktif adalah spons. Spons merupakan binatang laut yang
hidup di kedalaman sampai dengan 50 meter di bawah permukan laut. Di dunia
diduga terdapat sekitar 10.000 spesies spons dan diperkirakan sekitar 200 spesies
hidup di ekosistem terumbu karang Asia Tenggara (Dahuri, 2003). Jumlah spesies
spons di Indonesia diperkirakan sebanyak 830 spesies (Sujatmiko, 2000).

Spons termasuk dalam filum porifera yang dibagi dalam tiga kelas yaitu :
kelas Hexactinellida, kelas Calcarea, dan kelas Demospongiae. Morfologi luar
spons laut dipengaruhi oleh faktor fisik, kimiawi dan biologis lingkungannya.

Spesimen yang berada dilingkungan yang terbuka dan berombak besar cenderung
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pendek pertumbuhannya atau juga merambat. Sebaliknya spesimen dan jenis yang
sama pada lingkungan yang terlindung atau pada perairan yang lebih dalam dan
berarus tenang, pertumbuhannya cenderung tegak dan tinggi. Pada perairan yang
lebih dalam, spons cenderung memiliki bentuk tubuh yang lebih simetris dan lebih
besar sebagai akibat dari lingkungan yang stabil apabila dibandingkan dengan
jenis yang sama yang hidup pada perairan yang dangkal. Secara fisiologis, proses
metabolisme hewan spons juga dipengaruhi oleh beberapa faktor lingkungan
seperti temperatur, kekeruhan, kekuatan arus, cahaya, salinatas serta faktor-faktor

kimiawi lainnya (Amir dan Budiyanto, 1996).

Porocytes

i—Choanocytes

Incoming

water Choanoflagellida

{protist)

Gambar 3. Struktur Morfologi Spons (Farabee, 2007)

Spons sebagaimana organisme hidup lainnya menghasilkan berbagai
metabolit sekunder yang berfungsi sebagai pertahanan tubuhnya terhadap
pengaruh buruk lingkungannya. Metabolit-metabolit sekunder yang dihasilkan
antara lain berupa senyawa terpen, peptida, dan lain-lain serta memiliki aktivitas
biologis dan farmakologis. Penelitian umumnya dilakukan untuk mencari
substansi aktif yang memiliki aktivitas antikanker, antivirus, anti-HIV, antibakteri
serta bioaktivitas lainnya (Rachmaniar, 2003).

Aktivitas biologis diperiksa dalam 36 ekstrak spons yang dikumpulkan

dari Laut Andaman. Hasil penelitian menunjukkan aktivitas biologis selektif
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terhadap M. tuberculosis (11,1%), aktivitas sitotoksik terhadap sel Vero (2,8%),
anti-malaria (2,8%) dan aktivitas antimikroba (66,7%), sehingga menunjukkan
bahwa spons Laut Andaman menyediakan sumber penting dari metabolit
sekunder biologis aktif. Beberapa ekstrak spons yang menjanjikan untuk diisolasi
lebih lanjut sebagai anti-infeksi dan metabolit sekunder sitotoksik, terutama
Axinyssa sp., Halichondria sp., Phakellia ventilabrum dan Chondrosia reticulata
(pedpradab dkk., 2010).

Hasil metabolit sekunder dari beberapa spons terbukti mengandung
senyawa-senyawa aktif sebagai "lead compound” dalam pengembangan obat
antibiotik, antikanker, antivirus dan lain-lain. Hal ini membuktikan bahwa spons
sangat potensial dalam pengembangan industri farmasi, mengingat senyawa-
senyawa aktif yang dihasilkan mempunyai perbedaan dengan senyawa yang
dihasilkan oleh tumbuh-tumbuhan darat yang selama ini merupakan sumber

utama bahan obat-obatan (Muniasih, 2003).

2.4 Hubungan Spons dan Bakteri yang Bersimbiosis

Perairan laut merupakan salah satu tempat hidup berbagai mikroorganisme
dan makroorganisme. Antara mikroorganisme dan makroorganisme akan terjadi
interaksi seperti bakteri yang bersimbiosis dengan organisme yang hidup di
perairan seperti plankton, ikan, tunikata dan lain sebagainya (Alcamo,1995).

Beberapa senyawa aktif yang diisolasi dalam spons ditemukan dalam
bakteri yang bersimbiosis dengannya, oleh sebab itu beberapa peneliti
berpendapat bahwa bakteri terlibat sebagian maupun keseluruhan dalam
biosintesa senyawa aktif tertentu dalam spons. Beberapa senyawa baru yang

mempunyai aktivitas farmakologi telah ditemukan. Salah satu senyawa
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antimikroba norharman telah diisolasi dari bakteri Pseudoalteromonas piscicida
yang berasosiasi dengan spons Hymeniacida perleve. Komunitas bakteri yang
berasosiasi dengan spons sebagian besar adalah Proteobacteria, Bacteroidetes,
Firmicutes dan Actinomycetes (Murniasih dan Rasyid, 2010).

Kelimpahan jenis bakteri yang bersimbiosis pada spons diperlihatkan pada
Tabel 3.

Tabel 3. Identifikasi Bakteri yang Berasal dari Spons

Nama Spons Spesies Bakteri Referensi

Pseudomonas sp.,
Aeromonas, Vibrio sp., Rheinhemer, 1991
Microcionia prolifera Achoromobacter,

Flavobacterium,

Corynebakterium

Callyspongia sp Pseudomonas sp
Jaspis sp Flavobacterium Murniasih, 2010
Aplisina sp Aeromonas sp

Spons Aaptos aaptos dan Petrosia sp. diketahui memiliki kemampuan
menghasilkan senyawa bioaktif yang potensial. Sebagai hewan metazoan dengan
struktur tubuh yang sederhana, morfologi dan asosiasi yang dibentuk oleh spons
dengan bakteri simbion dapat mempengaruhi tipe dan aktivitas senyawa
bioaktifnya, seperti halnya adaptasi spons terhadap habitatnya (Ismet dkk., 2011).

Penelitian yang dilakukan oleh Tinambunan (2012), membuktikan bahwa
bakteri yang berasosiasi dengan spons berpotensi sebagai antibakteri terhadap

bakteri E.coli dan S. aureus.
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2.5 Penyakit yang Disebabkan oleh Bakteri

Bakteri patogen merupakan bakteri yang menyebabkan penyakit pada
manusia, hewan, dan juga pada tumbuhan (Pelczar dan Chan, 1988). Beberapa
Jenis bakteri patogen yang umum menjadi penyebab masalah kesehatan manusia,
yaitu Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis dan Escherichia coli (Nurhayati
dkk., 2006). Resistensi bakteri patogen terhadap antibiotik-antibiotik yang
ditemukan telah menjadi masalah besar bagi kesehatan. Pencarian suatu
antibakteri sangat perlu dilakukan untuk menghambat dan membunuh bakteri-
bakteri patogen (Tinambunan dkk., 2012).

Infeksi Staphylococcus aureus pada manusia dapat ditularkan secara
langsung melalui selaput mukosa yang bertemu dengan kulit. Bakteri ini dapat
menyebabkan endokarditis, osteomielitis akut hematogen, meningitis, ataupun
infeksi paru-paru. Sedangkan bakteri Escherichia coli adalah bagian flora normal
gastrointestinal manusia (Jawetz dkk., 2005). Pada kondisi tertentu bakteri
Escherichia coli menyebabkan penyakit diare, infeksi saluran kemih, pneumonia
dan meningitis pada bayi baru lahir serta infeksi luka dalam (Josodiwondo
dkk.,1993). Pseudomonas aeruginosa menginfeksi darah, kulit, telinga, mata,
saluran kemih, pada luka bakar akan menyerang darahnya menghasilkan nanah,
sedangkan Streptococcus epidermidis dan Shigellaflexneri penyebab infeksi kulit
dan usus (Karsinah dkk., 1994).

Widoranti  (2008) melakukan penelitian mengenai udang yang
terkontaminasi bakteri Vibrio parahaemolyticus. Bakteri Vibrio parahaemolyticus
bila masuk dalam tubuh manusia dapat menyebabkan infeksi gastrointestinal,

yang ditandai dengan muntah-muntah, diare dan rusaknya pembuluh darah.
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2.6 Tinjauan Umum Antimikroba

Antimikroba adalah suatu bahan yang dapat mengganggu pertumbuhan
dan metabolisme mikroorganisme. Pemakaian bahan antimikroba merupakan
suatu usaha untuk mengendalikan bakteri maupun jamur, yaitu segala kegiatan
yang dapat menghambat, membasmi, atau menyingkirkan mikroorganisme.
Tujuan utama pengendalian mikroorganisme untuk mencegah penyebaran
penyakit dan infeksi, membasmi mikroorganisme pada inang yang terinfeksi, dan
mencegah pembusukan dan perusakan oleh mikroorganisme (Pelczar & Chan,
1988).

Antimikroba menghambat  pertumbuhan  mikroba dengan cara
bakteriostatik atau bakterisida. Hambatan ini terjadi sebagai akibat gangguan
reaksi yang esensial untuk pertumbuhan. Reaksi tersebut merupakan satu-satunya
jalan untuk mensintesis makromolekul seperti protein atau asam nukleat, sintesis
struktur sel seperti dinding sel atau membran sel dan sebagainya. Antibiotik
tertentu dapat menghambat beberapa reaksi, reaksi tersebut ada yang esensial
untuk pertumbuhan dan ada yang kurang esensial (Suwandi, 1992).

Pengujian aktivitas bahan antimikroba secara in vitro dapat dilakukan
melalui dua cara. Cara pertama yaitu metode dilusi, cara ini digunakan untuk
menentukan kadar hambat minimum dan kadar bunuh minimum dari bahan
antimikroba. Prinsip dari metode dilusi menggunakan satu seri tabung reaksi yang
diisi medium cair dan sejumlah tertentu sel mikroba yang diuji. Selanjutnya
masing-masing tabung diisi dengan bahan antimikroba yang telah diencerkan
secara serial, kemudian seri tabung diinkubasi pada suhu 37 °C selama 18-24 jam
dan diamati terjadinya kekeruhan konsentrasi terendah bahan antimikroba pada

tabung yang ditunjukkan dengan hasil biakan yang mulai tampak jernih (tidak ada
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pertumbuhan jamur merupakan konsentrasi hambat minimum). Biakan dari
semua tabung yang jernih ditumbuhkan pada medium agar padat, diinkubasi
selama 24 jam, dan diamati ada tidaknya koloni jamur yang tumbuh. Konsentrasi
terendah obat pada biakan pada medium padat yang ditunjukan dengan tidak
adanya pertumbuhan jamur adalah merupakan konsentrasi bunuh minimum bahan
antimikroba terhadap jamur uji (Tortora dkk., 2001).

Cara kedua yaitu metode difusi cakram (Uji Kirby-Bauer). Prinsip dari
metode difusi cakram adalah menempatkan kertas cakram yang sudah
mengandung bahan antimikoba tertentu pada medium lempeng padat yang telah
dicampur dengan jamur yang akan diuji. Medium ini kemudian diinkubasi pada
suhu 37 °C selama 18-24 jam, selanjutnya diamati adanya zona jernih disekitar
kertas cakram. Daerah jernih yang tampak di sekeliling kertas cakram
menunjukkan tidak adanya pertumbuhan mikroba. Jamur yang sensitif terhadap
bahan antimikroba akan ditandai dengan adanya daerah hambatan disekitar
cakram, sedangkan jamur yang resisten terlihat tetap tumbuh pada tepi kertas

cakram (Tortora dkk., 2001).

2.7 Fraksinasi Enzim

Pada umumnya ada beberapa langkah yang dilakukan dalam pemurnian
enzim vyaitu fraksinasi dengan garam atau pelarut organik dan dialisis.
Pengendapan dengan garam anorganik atau pelarut organik bertujuan untuk
meningkatkan konsentrasi enzim. Amonium sulfat merupakan garam yang
umumnya digunakan dalam fraksinasi karena memiliki daya larut yang tinggi
dalam air, tidak mengandung zat yang bersifat toksik, protein stabil di dalam

larutan amonium sulfat 2-4 M, protein terlindungi dari denaturasi, dan membatasi
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pertumbuhan bakteri serta relatif tidak mahal (Scope, 1987 dalam Natsir dkk,
2010).

Prinsip pengendapan dengan amonium sulfat berdasarkan pada kelarutan
protein yang merupakan interaksi antara gugus polar dengan molekul air, interaksi
ionik protein dengan garam dan daya tolak menolak protein yang bermuatan
sama. Kelarutan pH dan suhu tertentu akan meningkat saat konsentrasi garam
meningkat sampai pada konsentrasi tertentu (salting in). Penambahan garam
dengan konsentrasi tertentu menyebabkan kelarutan protein akan menurun
(salting out). Molekul air yang berikatan dengan ion-ion garam semakin banyak
sehingga terjadi penarikan air yang mengelilingi permukaan protein. Pengendapan
ini mengakibatkan protein saling berinteraksi, beragregasi, dan mengendap
(Scope, 1987 dalam Natsir, 2010).

Dialisis dilakukan bertujuan untuk menghilangkan senyawa kecil dan
kelebihan garam amonium sulfat yang turut mengendap bersama dengan protein.
Proses dialisis terjadi karena konsentrasi garam lebih tinggi di dalam membran
dialisis daripada di luar membran, sehingga menyebabkan larutan penyangga atau
air masuk ke dalam dialisat. Hal ini terjadi pada proses awal dialisis. Selanjutnya
garam akan keluar melalui membran hingga tercapai kondisi keseimbangan.
Tetapi setelah proses dialisis biasanya terjadi penurunan aktivitas enzim yang
kemungkinan disebabkan oleh hilangnya ion penting yang dapat berfungsi
mengaktifkan enzim atau disebut sebagai kofaktor (Plummer, 1979 dalam Natsir,

2010).
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BAB Il

METODE PENELITIAN

3.1 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sampel spons, biakan
murni bakteri Escherichia coli (Bakteri Gram Negatif) dan Staphylococcus aureus
(Bakteri Gram Positif) (Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran
Universitas Hasanuddin), media Nutrien Broth (NB), media Nutrien Agar (NA),
media Muller Hilton Agar (MHA), ekstrak yeast, pepton, glukosa, L-asparagin
p.a, Na;HPO4.2H,0 p.a, KH,PO,4 p.a, MgS0,4.7H,0 p.a, NaCl fisiologis, alkohol
70%, klorampenikol, buffer A (Tris (hydroksimetil) amino metana 0,1 M pH 8.4,
NaCl 2 M, CaCl; 0,01 M, B-merkaptoetanol 1%, Triton X-100 0,5%), buffer B
(Tris (hydroksilmetil) amino metana 0,1 M pH 8.4, NaCl 0,2 M, CaCl;, 0,01 M),
buffer C (Tris (hydroksilmetil) amino metana 0,01 M pH 8.4, NaCl 0,2 M, CaCl,
0,01 M), lowry A (Larutan asam folin-ciocalteus dengan akuades 1:1), lowry B
(Na;CO3 2%; NaOH 0,1 N CaCl,. 2H,O 1%, Natrium kalium tartrat 2%),
indikator fenol merah, akuades, TCA 1,5 M, reagen Nessler, BSA (Bovine serum
albumin), bakto agar, NH,4CI, tris(hidroksimetil)-aminometan p.a, KI, MgCl; p.a,
NaOH p.a, kertas pH universal, air laut, kapas, spiritus, aluminium foil, cling

wrap, dan kertas saring.

3.2 Alat Penelitian
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah blender, sentrifuse
dingin, spektronik 20D+, neraca analitik, hotplate, magnetic stirrer, termometer,

shaker incubator, inkubator, autoklaf, oven,vortex, enkas, mikropipet, pinset,
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cawan petri, jarum ose, pH meter, lemari pendingin, penangas air, mistar geser,

botol gelas, dan alat gelas lainnya yang umum di laboratorium.

3.3  Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian akan dilaksanakan pada bulan Mei 2015 di Laboratoium
Biokimia, jurusan Kimia FMIPA, Laboratorium Mikrobiologi Fakultas
Kedokteran Universitas Hasanuddin. Sedangkan pengambilan sampel penelitian

dilakukan di perairan Pulau Barang Lompo, Sulawesi Selatan.

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Pengambilan Sampel

Sampel spons diambil di perairan Pulau Barang Lompo Makassar
Sulawesi Selatan pada kedalaman sekitar £ 10-20 M. Spons kemudian dicuci
dengan air laut steril dan disimpan di dalam ice box dan dibawa ke laboratorium
(Pastra dkk, 2012 dan Rizka, 2013).

3.4.2 Pembuatan Media
3.4.2.1 Media Nutrient Broth (NB)

Media Nutrient Broth dibuat dengan melarutkan Nutrient Broth 8 g/L
dalam 60 mL air laut. Selanjutnya media diatur pH-nya hingga 7,0 dan disterilkan
di dalam autoklaf pada suhu 121 °C dengan tekanan 2 atm selama + 15 menit
(Sartika, 2014).
3.4.2.2 Media Agar (Media Padat)

Media agar atau media padat yang digunakan sebagai wadah tempat
pertumbuhan bakteri yang akan diisolasi dibuat dengan melarutkan 3 g/L pepton,
5 g/L L-asparagin, 0,75 g/L KH,PO,, 20 g/L bakto agar, 0,8 g/L MgSO,.7H,0,

0,15 g/L gram NacCl, 1,0 g/L CaCl,.H,0, dan 0,05 g/L fenol red dalam 100 mL
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akuades. Selanjutnya larutan dipanaskan dan disterilkan di dalam autoklaf pada
suhu 121 °C dengan tekanan 2 atm selama + 15 menit (Yulianti dkk, 2012 dan
Natsir dkk, 2010).
3.4.2.3 Pembuatan Media Inokulum

Medium inokulum dibuat dengan melarutkan 3,0 g/L pepton, 5,0 g/L
L-asparagin, 1,0 g/L ekstrak yeast, 6,0 g/L Na,HPO,4.2H,0, 3,0 g/L KH,POy,
0,49 g/L MgSQq, 0,05 g/L NaCl, 0,002 g/L CaCl, dalam akuades. Selanjutnya
larutan dipanaskan dan disterilkan selama 30 menit di dalam autoklaf, media
yang telah disterilkan disimpan dalam erlenmeyer untuk proses selanjutnya
(Yulianti dkk, 2012).
3.4.2.4 Pembuatan Media Produksi

Medium produksi dibuat dengan melarutkan 3,0 g/L pepton, 5.0 g/L
L-asparagin, 1,0 g/L ekstrak yeast, 6,0 g/L Na,HPO,.2H,0, 3.0 g/L KH,PO,,
0,49 g/L MgS0O,, 0,05 g/L NaCl, 0,002 g/L CaCl,, dilarutkan dalam akuades.
Selanjutnya larutan dipanaskan dan disterilkan selama 30 menit ke dalam
autoklaf, didinginkan kemudian dituang ke dalam erlenmeyer steril (Yulianti dkk,
2012).
3.4.2.5 Penyegaran Sampel Dalam Media Nutrient Broth

Sebanyak 15 gram sampel spons dibilas dengan 30 mL air laut steril.
Kemudian air bilasan dimasukkan ke dalam 30 mL media NB lalu dikocok
menggunakan shaker pada suhu kamar selama 24 jam. Sedangkan bagian utuh
spons dihaluskan menggunakan blender dan dimasukkan ke dalam 20 mL media
NB lalu dikocok menggunakan shaker pada suhu kamar selama 24 jam (Sartika,

2014).
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3.4.3 Isolasi Bakteri penghasil L-asparaginase dari Spons

Sampel yang telah disegarkan pada media NB diambil 1 mL dan
dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi 9 mL air laut kemudian dilakukan
pengenceran bertingkat hingga 10™. Setelah itu masing-masing pengenceran
dimasukkan ke dalam 20 mL medium pertumbuhan dan kemudian diaduk
menggunakan waterbath shaker pada 100 rpm selama 24 jam pada suhu 37 °C.
Sampel selanjutnya diinokulasikan dalam cawan petri sebanyak 50 pL secara
aseptik dan kemudian diinkubasi pada suhu 37 °C dalam inkubator selama
1-3 hari dan dilakukan pengamatan setiap hari. Produksi L-asparaginase oleh
bakteri akan melepaskan amoniak sehingga meningkatkan pH medium
pembiakan. Perubahan pH membentuk warna pink dan diameter zona merah
muda di sekitar koloni yang memproduksi L-asparaginase (Sartika, 2014;
Rizka, 2013; Pastra dkk, 2012; Patta dkk, 2013; Nathiya dkk, 2011).
3.4.4 Seleksi Isolat Penghasil Senyawa Antimikroba

Seleksi isolat yang menghasilkan senyawa antimikroba dilakukan secara
kualitatif, dengan menggores atau menotolkan isolat pada permukaan media yang
telah disebar dengan bakteri uji (Escherichia coli dan Staphylococcus aerus).
Selanjutnya diinkubasi selama 2 x 24 jam pada suhu 37 °C. Isolat yang
menghasilkan senyawa antimikroba ditandai dengan adanya zona bening dan
isolat yang membentuk zona bening dengan aktivitas tertinggi setelah tiga kali
pengulangan dipilih untuk penelitian selanjutnya (Sartika, 2014).
3.4.5 ldentifikasi Isolat Penghasil Senyawa Antimikroba

Isolat yang memiliki aktivitas antimikroba terbesar diidentifikasi.
Identifikasi yang dilakukan meliputi pewarnaan gram dan pengujian biokimia.

Pewarnaan gram dimulai dengan isolat bakteri diletakkan di atas kaca preparat
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kemudian ditambahkan NaCl fisiologis. Preparat diangin-anginkan pada suhu
kamar dilanjutkan dengan fiksasi panas. Setelah itu, ditambahkan kristal violet,
didiamkan selama 1 menit. Kaca preparat dibilas dengan air mengalir, lalu
ditambahkan dengan larutan lugol dan didiamkan selama 30 detik, kemudian
dibilas kembali dengan air mengalir. Selanjutnya, preparat ditambahkan dengan
alkohol selama 2 detik dan dibilas kembali dengan air mengalir. Kemudian
ditambahkan larutan safranin lalu didiamkan selama 30 detik dan dibilas dengan
air mengalir lalu preparat dikeringkan. Setelah kering, preparat ditetesi dengan
minyak imersi kemudian diamati dengan mikroskop (Sartika, 2014).

Uji Biokimia terdiri dari uji TSIA (Triple Sugar Iron Agar), SIM (Sulfit
Indol Motility), uji fermentasi gula-gula, sitrat, urea, VP-MR (Methyl Red-Voger
Proskaur) (Sartika, 2014).
3.4.6 Penyiapan Inokulum

Isolat mikroba yang telah ditumbuhkan diambil 2-3 ose kemudian
dimasukkan ke dalam medium inokulum yang telah disiapkan sebelumnya.
Biakan mikroba tersebut dishaker panas dengan kecepatan 100 rpm selama
24 jam pada suhu 37 °C (Limbu, 2013).
3.4.7 Penentuan Waktu Produksi Optimum Enzim L-asparaginase

Penentuan waktu produksi optimum dilakukan pada proses fermentasi
dalam medium yang mengandung L-asparagin sebagai substrat. Inokulum yang
telah diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C, diambil sebanyak 10 % untuk
diinokulasikan ke dalam medium produksi dengan volume total sebanyak
150 mL. Sampel dikocok menggunakan shaker pada suhu 37 °C selama 1-4 hari
untuk mengetahui waktu produksi optimum enzim L-asparaginase. dan setiap

24 jam dilakukan sampling untuk pengukuran pertumbuhan mikroba yang dikenal
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dengan pengukuran OD (Optical Density) pada panjang gelombang maksimum.
Kemudian diukur aktivitasnya serta ditentukan kadar proteinnya (Sartika, 2014
dan Limbu, 2013).

3.4.8 Pengaruh Konsentrasi Substrat L-asparagin Optimum dalam
Produksi L-asparaginase

Penentuan konsentrasi substrat L-asparagin optimum dilakukan setelah
didapatkan waktu produksi optimum. Penentuan konsentrasi substrat L-asparagin
optimum dilakukan dengan menggunakan variasi konsentrasi substrat L-asparagin
yaitu 0,005 pg/mL; 0,010 pug/mL; 0,015 pg/mL; 0,020 pg/mL; dan 0,025 pg/mL
(Yulianti dkk, 2012).

3.4.9 Produksi L-asparaginase

Apabila waktu produksi optimum enzim telah diketahui, maka dilakukan
produksi L-Asparaginase dalam jumlah (volume) yang besar sekitar 250 mL pada
kondisi optimal tersebut. Media produksi yang mengandung kultur disentrifugasi
pada kecepatan 5000 rpm pada suhu 4 °C selama 30 menit untuk memisahkan
filtrat dan sel. Filtrat yang merupakan ekstrak kasar enzim disimpan dalam lemari

es untuk proses selanjutnya (Sartika, 2014 dan Limbu, 2013).

3.5  Penentuan Kadar Protein

Kadar protein diukur dengan menggunakan BSA (Bovine Serum Albumin)
sebagai standar dan diukur dengan menggunakan spektrofotometer pada panjang
gelombang maksimal. Sebanyak 1 mL larutan sampel (ekstrak kasar enzim
L-asparaginase), 1 mL larutan standar dan 1 mL akuades sebagai blanko
dimasukkan ke dalam masing-masing tabung reaksi, kemudian ditambahkan
2,75 mL reagen Lowry B lalu campuran dihomogenkan dan didiamkan selama

10-15 menit. Setelah itu ditambahkan 0,25 mL reagen Lowry A, lalu didiamkan
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pada suhu kamar selama 30 menit. Absorbansinya diukur pada panjang
gelombang maksimal (Limbu, 2013).
3.6  Pengukuran Aktivitas L-asparaginase

L-asparaginase yang diproduksi pada fermentasi yang mengubah
L-asparagin menjadi asam L-aspartat dan melepaskan amoniak. Amoniak ini
kemudian diukur dengan spektrofotometer UV-Vis menggunakan reagen Nessler.
Campuran reaksi terdiri dari 0,05 mL ekstrak kasar enzim, 0,85 mL L-asparagin,
0,1 mL buffer tris-Cl 0,1 M pH 8, diinkubasi pada suhu 37 °C selama 30 menit.
Reaksi selanjutnya ditambahkan 0,25 mL TCA 1,5 M. Kemudian campuran
disentrifuge pada kecepatan 3000 rpm 0,25 mL supernatan diencerkan hingga
4,25 mL menggunakan akuabides kemudian ditambahkan 0,5 mL reagen Nessler.
Amonia yang dilepaskan oleh hidrolisis enzim L-asparaginase bereaksi dengan
reagen Nessler. Lalu ditentukan kadarnya menggunakan standar amonium klorida
pada panjang gelombang 400 nm. Satu unit L-asparaginase didefinisikan sebagai
jumlah enzim yang diperlukan untuk melepaskan atau mengkatalisis 1,0 pmol
amoniak per menit pada kondisi pengujian (Patta dkk, 2013; Nathiya dkk, 2011;
Yulianti dkk, 2012).

.. . -b V. Total 1 1
Aktivitas Enzim (U/mL) = 2= x — — X ,
a V. Analisis V. Enzim t. Inkubasi

Dimana :

y = Absorbansi

a = Slope

b = intersept

V. Total = Volume enzim + substrat + buffer + TCA (1,25 mL)
V. Analisis = Volume total yang di analisis (0,25 mL)

V. Enzim = Volume enzim yang dianalisis (0,05 mL)

t. inkubasi = 30 menit
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3.6.1 Pengaruh pH terhadap Aktivitas Ekstrak Kasar Enzim
L-asparaginase

Aktivitas L-asparaginase dievaluasi pada pH yang beragam. Penentuan pH
optimal dilakukan dengan menginkubasi ekstrak kasar enzim menggunakan
larutan buffer fosfat dan bufer tris-Cl berkisar 6 sampai 10 (Yulianti dkk, 2012).

3.6.2 Pengaruh Suhu Inkubasi terhadap Aktivitas Ekstrak Kasar Enzim
L-asparaginase

Aktivitas L-asparaginase dievaluasi pada temperatur yang beragam pada
suhu optimum. Ekstrak kasar enzim diinkubasi pada rentang suhu 30 sampai
60 °C dengan interval 10 °C (Yulianti dkk, 2012).

3.7 Fraksinasi

Ekstrak kasar enzim difraksinasi dengan menggukan amonium sulfat pada

tingkat kejenuhan masing-masing: 0-20 %, 20-40 %, 40-60 %, 60-80 %,

80-100 %.

3.8 Dialisis

Endapan-endapan yang diperoleh setelah fraksinasi dari masing-masing
tingkat kejenuhan amonium sulfat dilarutkan dalam sejumlah buffer (Tris-Hcl
0,1 M pH 8,3; NaCl 0,2 M; CaCl, 0,01 M) dan selanjutnya didialisis dalam
sejumlah buffer C. Masing-masing fraksi protein tersebut dimasukkan dalam
kantong selofan dengan dipastikan bahwa kantong selofan itu tidak bocor atau
rusak. Selofan yang telah diisi dengan fraksi protein dimasukkan ke dalam gelas
kimia yang berisi larutan buffer (Tris-Hcl 0,01 M pH 8,3; NaCl 0,2 M; CaCl,
0,01 M) lalu diaduk dengan magnetic stirrer. Dialisis terus dilakuakn sampai

larutan buffer tidak berwarna lagi.
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3.9  Pengujian Aktivitas Antimikroba
3.9.1 Pembuatan Media Pertumbuhan Bakteri
3.9.1.1 Media Nutrient Agar (NA)

Media nutrient Agar dibuat dengan melarutkan 0,46 mg media NA dengan
20 mL akuades sambil dipanaskan di atas penangas air hingga mendidih.
Kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan disterilkan di dalam autoklaf
pada suhu 121 °C, tekanan 2 atm selama + 15 menit. Selanjutnya media tersebut
didinginkan pada suhu kamar dan dimiringkan kurang lebih 45 ° (Sartika, 2014).
3.9.1.2 Media Muller Hilton Agar (MHA)

Media Muller Hilton Agar (MHA) dibuat dengan melarutkan 7,8 g media
MHA dengan 200 mL akuades. Setelah larut media disterilkan di dalam autoklaf

pada suhu 121 °C, tekanan 2 atm selama = 15 menit (Sartika, 2014).

3.9.2 Penyiapan Bakteri Uji
3.9.2.1 Peremajaan Bakteri Uji

Bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus yang berasal dari
biakan murninya, masing-masing diambil sebanyak 1 ose lalu diinokulasikan
dengan cara digores pada media NA miring. Kultur bakteri pada masing-masing
agar miring diinkubasi pada suhu 37 °C selama 18-24 jam (Sartika, 2014).
3.9.2.2 Pembuatan Suspensi Bakteri Uji

Bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus yang telah
diremajakan selama 18-24 jam, masing-masing diambil satu ose lalu
disuspensikan ke dalam larutan NaCl fisiologis 0,9% steril kemudian dilakukan
pengenceran suspensi bakteri uji hingga diperoleh transmitan 25% terhadap

blanko larutan NaCl fisiologis 0,9% steril (Sartika, 2014).
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3.9.3 Pembuatan Larutan Kontrol

Larutan kontrol positif digunakan kloramfenikol dengan konsentrasi
300 ppm, dibuat dengan cara melarutkan 0,03 g klorampenikol dalam 100 mL
akuades (diperoleh larutan klorampenikol dengan konsentrasi 300 ppm). Larutan
tersebut dipipet sebanyak 1 mL kemudian ditambahkan akuades hingga volume
larutan 10 mL. Sedangkan larutan kontrol negatif digunakan Bovine Serum
Albumin (BSA) sebanyak 1 mg/ml (Sartika, 2014).
3.9.4 Pengujian Aktivitas Antimikroba

Pengujian aktivitas antimikroba dilakukan dengan menggunakan metode
penapisan difusi agar paper disc ukuran 6 mm. Media MHA steril didinginkan
pada suhu 40-45 °C. Kemudian dituangkan secara aseptis ke dalam cawan petri
sebanyak 15 mL dan dimasukkan suspensi bakteri uji sebanyak 0,5 mL. Setelah
itu, Sebanyak 15 pL sampel, kontrol (+), dan kontrol (-) diteteskan di atas paper
disc 6 mm, kemudian diletakkan di atas permukaan media nutrien agar yang
sebelumnya sudah diinokulasi bakteri bioindikator (Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli). Inkubasi dilakukan pada suhu 30 °C selama 24-48 jam lalu
diamati dan diukur zona hambatannya dengan mistar geser. Aktivitas antibakteri
ditunjukkan dengan adanya zona bening di sekitar paper disc (Murniasih dan

Rasyid, 2010).
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Isolasi Bakteri Simbion Spons Penghasil Enzim L-asparaginase

Penelitian ini dilakukan isolasi bakteri simbion spons Callyspongia sp yang
diambil dari pulau Barang Lompo, Sulawesi Selatan. Bakteri simbion spons yang
diisolasi baik dari bagian luar dan bagian dalamnya bertujuan untuk mengetahui
bagian mana pada bakteri simbion yang memiliki kemampuan yang baik dalam
menghasilkan senyawa antimikroba. Selanjutnya, dilakukan pengenceran
bertingkat dari 10" hingga 10®, hal ini didasarkan pada perkiraan jumlah
mikroba yang tersuspensi dalam cairan.

Hasil inokulasi dengan metode agar tuang sangat bervariasi pada setiap
pengenceran setelah pengamatan selama 3 hari. Koloni bakteri hasil inokulasi
pada pengenceran 10, 10, dan 10 baik dari air bilasan spons dan spons sangat
padat dan berbentuk gerombolan, Sedangkan pada pengenceran 10 dan 10°
tidak begitu padat dan bentuk koloninya tunggal besar. al ini menunjukkan
pengenceran 10™ dan 10 memiliki kriteria paling ideal untuk mewakili hasil
inokulasi.

Hasil inokulasi diberi kode LA untuk bakteri yang diisolasi dari air bilasan
spons dan DA untuk bakteri yang diisolasi dari spons tersebut. Berdasarkan hasil
inokulasi bakteri pada Tabel 4, DA4 dan DAS akan dilanjutkan untuk pemurnian
koloni bakteri. Pemurnian koloni bakteri hasil inokulasi diberi kode DA41(1),
DA41(2), DA41(3), DA42(1), DA42(2), DA42(3), DA51(1), DA51(2), DA51(3),

DA52(1), DA52(2), DA52(3).
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Tabel 4. Isolat Bakteri Hasil Inokulasi

Kode Isolat Hari ke-1 Hari ke-2 Hari ke-3
LAL(L) ++ +++ +++
LAL(2) ++ +++ +++
LA2(1) + + +
LA2(2) + + +
LA3(1) + + +
LA3(2) ++ ++ ++
LA4(1) - - -
LA4(2) - - -
LA5(1) - - -
LA5(1) - - -
DA1(1) +++ +++ +++
DAL(2) +++ +++ +++
DA2(1) +++ +++ +++
DA2(2) +++ +++ +++
DA3(1) +++ +++ +++
DA3(2) +++ +++ +++
DA4(1) ++ ++ ++
DA4(2) ++ ++ ++
DA5(1) + + +
DA5(2) + + +

Keterangan: . Tidakada  +  Sedikit
++ Banyak +++  Sangat Banyak

Bakteri simbion spons yang dapat menghasilkan enzim L-asparaginase
dapat diketahui dengan mengamati perubahan warna yang terjadi pada media
padat pertumbuhan bakteri. Bakteri yang memproduksi L-asparaginase akan
melepaskan amoniak sehingga meningkatkan pH medium yang ditandai dengan
perubahan warna dari kuning menjadi merah muda dan terbentuk koloni bakteri.
(Lampiran 23).

Berdasarkan Tabel 4 dapat diketahui bahwa terdapat 4 isolat dengan
aktivitas pertumbuhan yang baik dalam menghasilkan L-asparaginase, keempat
isolat tersebut yaitu DA4(1), DA4(2), DA5(1), dan DA5(2). Sehingga keempat

isolat tersebut digunakan untuk seleksi isolat penghasil senyawa antimikroba.
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4.2  Seleksi Isolat Penghasil Senyawa Antimikroba

Kemampuan isolat bakteri dalam menghasilkan senyawa antimikroba dapat
diketahui dengan melakukan uji aktivitas antimikroba secara kualitatif dengan
cara menggores atau menotolkan isolat bakteri uji (Escherichia coli dan
Staphylococcus aureus) pada permukaan media yang telah mengandung bakteri
hasil inokulasi dan pemurnian kemudian diinkubasi selama 2 x 24 jam pada suhu
37 °C. Pemilihan Escherichia coli dan Staphylococcus aureus sebagai bakteri uji
karena masing-masing bakteri mewakili sifat dari bakteri Gram negatif (E. coli)
maupun bakteri Gram positif (S.aureus).

Tabel 5. Hasil Uji Daya Hambat Isolat Bakteri Simbion terhadap E. coli dan

S. aureus
Diameter Hambat Bakteri uji
Kode Isolat E. coli S. aureus

24 jam 48 jam 24 jam 48 jam
DA41 (1) - - - -
DA41 (2) - - - -
DA41 (3) - 45 mm - 1,35 mm
DA42 (1) - - - -
DA42 (2) - 3,5mm - 4,4 mm
DA42 (3) - - - -
DA51 (1) 0,75 mm 5,2 mm 1,55 mm 2,6 mm
DA51 (2) 0,6 mm 2,5 mm 0,45 mm 3,1 mm
DA51 (3) 3mm 6,4 mm 3,05 mm 9,2 mm
DA52 (1) 0,6 mm 6,2 mm 1,3mm 4,1 mm
DA52 (2) 1 mm 3,5 mm 0,7 mm 4,2 mm
DA52 (3) 2 mm 55 mm 0,4 mm 4,2 mm
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Gambar 4. Hasil uji daya hambat isolat bakteri simbion terhadap E. coli (B) dan
S. aureus (A)

Menurut Nofiani dkk (2009) terbentuknya zona hambat (bening) pada
koloni isolat bakteri yang diuji menandakan bahwa isolat bakteri yang diuji
memiliki aktivitas antimikroba. Berdasarkan ukuran zona bening yang terbentuk
dari keempat isolat ternyata yang menghasilkan zona bening yang terbesar yaitu
isolat DA51(3) sebesar 3,5 mm selama 24 jam dan 9,2 mm selama 48 jam untuk
bakteri uji S. aureus dan 3 mm selama 24 jam dan 6,4 mm selama 48 jam untuk
bakteri uji E. coli, sehingga isolat DA51(3) yang diisolasi dari spons digunakan
sebagai isolat terpilih untuk diidentifikasi dan produksi ekstrak kasar enzim

L-asparaginase.

4.3 ldentifikasi Isolat Penghasil Senyawa Antimikroba

Isolat DA51(3) yang memiliki aktivitas antimikroba terbesar diidentifikasi
dengan cara pewarnaan Gram dan uji biokimia sederhana meliputi uji TSIA
(Triple Sugar Iron Agar), SIM (Sulfit Indol Motility), MRVP (Methyl Red-Voger
Proskaur), sitrat, urea, dan uji fermentasi gula-gula (glukosa, laktosa, sukrosa, dan

manitol). Hasil identifikasi dapat dilihat pada Tabel 6.
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Hasil pewarnaan Gram yang diamati secara mikroskopis memperlihatkan
bahwa isolat bakteri DA51(3) merupakan bakteri Gram negatif yang ditunjukkan
dengan sel yang berwarna merah dan berbentuk basil atau batang saat pengamatan

dengan menggunakan mikroskop.

Tabel 6. Hasil Pewarnaan Gram dan Uji Biokimia Sederhana Isolat DA51(3)

Pengujian Hasil
Pewarnaan Gram Bentuk Basil (Batang) kokoh
Gram Negatif
TSIA Slant + (Acid)
Butt + (Acid)
H,S -
Gas +
SIM Indol -
Motility -
H,S -
MR-VP MR +
VP -
Sitrat +
Urea +
Uji Gula-gula Glukosa +
Laktosa +
Sukrosa +
Mannitol +

Dari Tabel 6, hasil uji biokimia sederhana dengan media TSIA
menunjukkan hasil positif. Media TSIA merupakan media yang mengandung tiga
jenis gula yaitu glukosa, laktosa, dan sukrosa. Hasil inkubasi menunjukkan bahwa
karbohidrat dalam medium mengalami fermentasi. Hal ini ditunjukkan dari
perubahan warna media dari merah muda menjadi kuning, yang berarti kondisi

media dalam lingkungan asam.
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Isolat bakteri tersebut tidak menghasilkan H,S karena tidak terbentuk
endapan hitam tetapi menghasilkan gas yang ditandai dengan timbulnya retakan di
media pada bagian ujung tabung reaksi. Uji SIM (Sulfit Indol Motility)
memberikan hasil bahwa isolat bakteri tersebut tidak bersifat motil.

Hasil uji sitrat menunjukkan bahwa bakteri memiliki kemampuan dalam
memfermentasi sitrat yang ditandai adanya perubahan warna media dari hijau
menjadi biru. Sedangkan uji urea menunjukkan bahwa bakteri menghasilkan
urease yang dapat menghidrolisis urea yang ditandai terbentuknya warna merah
muda.

Asam yang dihasilkan dari hasil fermentasi berupa asam campuran
(metilen glikon) yang ditandai dengan warna kuning menjadi merah pada uji
Methyl Red. Isolat bakteri ini tidak mampu menggunakan fermentasi butanadiol
melalui uji Voges-Proskauer karena tidak membentuk cincin yang berwarna

merah.

~

Gambar 5. Hasil Pewarnaan Gram bakteri Klebsiella sp
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Berdasarkan beberapa pengujian yang telah dilakukan baik pewarnaan
Gram dan Uji biokimia sederhana serta didukung oleh ciri morfologi dan fisiologi,
isolat DA51(3) yang diisolasi dari spons menunjukkan karakteristik yang mirip
pada bakteri Klebsiella sp, oleh karena itu isolat bakteri simbion DA51(3)

selanjutnya diberi nama Klebsiella sp DA51(3).

4.4 Penentuan Waktu Produksi Optimum L-asparaginase

Tahap awal produksi L-asparaginase adalah menyiapkan inokulum aktif
yang mengandung L-asparagin sebagai substrat dari bakteri Klebsiella sp
DA51(3). Inokulum tersebut difermentasi pada suhu 37 °C selama 1-5 hari. Setiap
12 jam dilakukan sampling untuk menentukan waktu produksi optimum
L-asparaginase dengan mengukur kurva pertumbuhan bakteri (OD) pada panjang
gelombang 660 nm, mengukur aktivitas enzim pada panjang gelombang 460 nm,
dan menentukan kadar protein pada panjang gelombang 640 nm.

Tabel 7. Data Hasil Penentuan Waktu Produksi Optimum L-asparaginase dari
Bakteri Klebsiella sp DA51(3)

Waktu Fermentasi oD Kadar Protein Aktivitas Enzim
(Jam) (mg/mL) (U/mL)
0 0,318 0,119 3,939
12 0,461 0,113 4,976
24 0,682 0,131 8,604
36 0,752 0,136 12,751
48 0,784 0,140 15,169
60 0,885 0,144 25,018
72 0,908 0,184 30,374
84 0,905 0,174 28,991
96 0,674 0,123 13,096
108 0,452 0,105 11,800
120 0,438 0,074 4,026
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Berdasarkan data yang diperoleh pada Tabel 7, pada jam ke-O sampai jam

ke-48 terjadi fase lamban (lag) dimana pada fase ini bakteri masih beradaptasi

dengan lingkungannya, pada fase ini diperoleh nilai OD yang tidak beraturan.

Pada jam ke-48 sampai jam ke-60 merupakan fase logaritma (eksponensial),

dimana pada fase ini terjadi peningkatan jumlah bakteri disebabkan dari

pembelahan bakteri yang meningkat karena

telah beradaptasi dengan

lingkungannya serta nutrisi yang dibutuhkan tersedia dalam media dan mencukupi

untuk kelangsungan hidup dan perkembangbiakan bakteri. pada jam ke-60 sampai

jam ke-72 terjadi fase stasioner, dimana pada akhir fase tersebut kadar protein dan

aktivitas enzim yang dihasilkan merupakan yang paling tinggi jika dibandingkan

dengan waktu fermentasi lainnya. Pada jam ke-84 sampai jam ke-120 terjadi fase

kematian yang ditandai dengan menurunnya jumlah bakteri akibat dari

berkurangnya jumlah nutrisi dalam media.

Aktivitas Enzim (U/mL)

0 12 24 36 48 60 72
Waktu Fermentasi (Jam)

o+ 4+ Aktivitas Enzim (U/mL)

=—— 0D

Kurva Pertumbuhan

Gambar 5. Pengaruh Waktu Fermentasi terhadap Aktivitas L-asparaginase yang
diproduksi oleh bakteri Klebsiella sp DA51(3)

Aktivitas L-asparaginase menunjukkan peningkatan seiring dengan

lamanya waktu fermentasi dan jumlah bakteri dalam media. Pada jam ke-0 sampai
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jam ke-72, jumlah L-asparaginase yang diperlukan untuk mengkatalisis 1 pmol
amoniak per menit mengalami peningkatan. Pada jam ke-72 aktivitas enzim yang
diperoleh merupakan aktivitas tertinggi, dimana aktivitas enzim yang didapatkan
yaitu sebesar 30,3738 U/mL. Pada jam ke-84 sampai jam ke-120, aktivitas enzim
mengalami penurunan. Hal tersebut sesuai dengan laju pertumbuhan bakteri.
Pengukuran aktivitas L-asparaginase dilakukan dengan menggunakan reagen
Nessler dengan amonium Klorida (NH4CI) sebagai larutan standar (Lampiran 7).
Berdasarkan Gambar 5 diketahui bahwa pada jam ke-72 didapatkan aktivitas
tertinggi oleh karena itu, waktu produksi yang digunakan untuk tahap produksi
enzim yaitu selama 72 jam.

Adapun reaksi antara reagen Nessler dengan amoniak yang terlepas

sebagai berikut (Bassett dkk., 2002):

2K,[Hgl,] + 2NH; ——  NH,Hgls + 4Kl + NH,|

(Kuning/Jingga)

Sehingga reaksi ini dapat digunakan untuk mendeteksi amoniak yang terlepas

sebagai hasil samping dari rekasi hidrolis substrat L-asparagin.

4.5 Pengaruh Konsentrasi Substrat terhadap Aktivitas Ekstrak Kasar
L-asparaginase

Berdasarkan data yang diperoleh dapat diketahui bahwa pada konsentrasi
substrat L-asparagin 0,005 pg/mL hingga 0,015 pg/mL terjadi peningkatan
aktivitas L-asparaginase dalam menghidrolisis substrat L-asparagin yaitu dari
6,768 U/mL menjadi 19,208 U/mL. Sedangkan pada konsentrasi substrat
0,02 pg/mL dan 0,025 pg/mL terjadi penurunan aktivitas L-asparaginase, yaitu

dari 18,439 U/mL menjadi 18,293 U/mL.
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Gambar 8. Grafik Aktivitas L-asparaginase pada Penentuan Konsentrasi Substrat
L-asparagin Optimum

Hal ini disebabkan pada batas konsentrasi substrat tertentu, semua bagian
aktif enzim telah jenuh dengan substrat. Oleh karena itu, walaupun konsentrasi
substrat semakin diperbesar tidak menyebabkan bertambah besarnya aktivitas
yang dihasilkan. Berdasarkan dari Gambar 8, dapat diketahui bahwa konsentrasi
substrat L-asparagin optimum vyaitu 0,015 pg/mL sehingga konsentrasi

L-asparagin dengan nilai tersebut digunakan dalam produksi enzim berikutnya.

4.6 Pengaruh Suhu Inkubasi terhadap Aktivitas Ekstrak Kasar
L-asparaginase

Karakterisasi suhu inkubasi terhadap aktivitas ekstrak kasar enzim
L-asparaginase dilakukan dengan menggunakan variasi suhu yaitu 30 °C, 35 °C,

37°C, 40 °C, 45 °C, dan 50 °C selama 30 menit inkubasi.
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Gambar 9. Grafik Pengaruh Suhu Inkubasi terhadap Aktivitas Ekstrak Kasar
L-asparaginase pada [S] yaitu 0,015 pg/mL

Berdasarkan grafik pada Gambar 9 dapat diketahui bahwa suhu inkubasi
optimum ekstrak kasar L-asparaginase VYyaitu pada suhu 37 °C dengan
menghasilkan aktivitas tertinggi sebesar 18,513 U/mL. Hal ini disebabkan pada
suhu rendah reaksi kimia berlangsung lambat, sedangkan pada suhu yang lebih
tinggi reaksi enzimatis berlangsung lebih cepat hingga tercapai kondisi optimum.
Kenaikan suhu suatu protein atau enzim dapat menyebabkan terjadinya proses
denaturasi, jika terjadi proses denaturasi, maka bagian aktif enzim menjadi
terganggu dan dengan demikian konsentrasi efektif enzim menjadi berkurang dan

kecepatan reaksinya pun akan mengalami penurunan.

4.7 Pengaruh pH terhadap Aktivitas Ekstrak Kasar L-asparaginase
Karakterisasi pH terhadap aktivitas ekstrak kasar enzim L-asparaginase
dilakukan dengan menggunakan variasi pH vyaitu 5, 6, 7, 8, 9, dan 10 selama

30 menit waktu inkubasi pada suhu optimum.
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Gambar 10. Grafik Pengaruh pH terhadap Aktivitas Ekstrak Kasar
L-asparaginase pada Kondisi Suhu 37 °C dan [S] vyaitu
0,015 pg/mL,

Berdasarkan grafik pada Gambar 10 dapat diketahui bahwa pH optimum
ekstrak kasar enzim L-asparaginase yaitu pada pH 8 dengan menghasilkan
aktivitas tertinggi sebesar 16,156 U/mL. Hal ini disebabkan struktur ion enzim
tergantung pada pH lingkungannya. Suatu enzim dapat berbentuk ion positif, ion
negatif, atau ion bermuatan ganda (zwitter ion), sehingga perubahan pH
lingkungan akan memberikan pengaruh terhadap efektifitas bagian aktif enzim
dalam membentuk kompleks enzim substrat. Selain itu, pH rendah atau pH tinggi
dapat menyebabkan terjadinya proses denaturasi sehingga mengakibatkan

turunnya aktivitas enzim.

4.8  Aktivitas dan Kadar Protein L-asparaginase Hasil Fraksinasi dan
Dialisis

Ekstrak kasar L-asparaginase difraksinasi menggunakan amonium sulfat
pada tingkat kejenuhan : 0-20 % (F1), 20-40 % (F2), 40-60 % (F3), 60-80 % (F4),
80-100 % (F5). Fraksinasi bertujuan untuk memisahkan protein berdasarkan
perbedaan kelarutannya di dalam air. Penambahan garam amonium sulfat pada

konsentrasi rendah ke konsentrasi tinggi pada setiap tingkat fraksi, menyebabkan
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jenis protein yang mengendap pada tiap fraksi berbeda. Hal ini sesuai dengan teori
yang menyatakan bahwa setiap jenis protein memiliki kelarutan yang berbeda
dalam air sehingga penambahan garam dengan kejenuhan tertentu dapat
menyebabkan terjadinya pengendapan protein tertentu dengan tidak
mengendapkan protein yang lainnya (Poedjiadi, 1994).

Endapan protein dari masing-masing fraksi F1, F2, F3, F4 dan F5 yang
diperoleh kemudian dilarutkan dengan buffer B yang volumenya sama tiap fraksi,
kemudian dimasukkan ke dalam kantong selofan. Selofan yang telah diisi fraksi
protein dimasukkan ke dalam gelas kimia yang berisi larutan buffer C lalu diaduk
dengan pengaduk magnetik stirer untuk mempercepat proses pemurnian protein.
Dialisis  bertujuan untuk menghilangkan senyawa kecil dan kelebihan garam
amonium sulfat yang turut mengendap bersama dengan protein. Proses dialisis
terjadi berdasarkan prinsip osmosis dan dilakukan pada suhu rendah agar protein
tidak rusak dan tetap dalam keadaan stabil (Lehninger, 1993).

Adapun aktivitas L-asparaginase yang diperoleh dari ekstrak kasar dan
masing-masing fraksi dan kadar protein serta aktivitas spesifiknya terdapat dalam
Tabel 11:

Tabel 11. Data Pengukuran Aktivitas L-asparaginase masing-masing Fraksi dan
Ekstrak Kasar pada [S] yaitu 0,015 pg/mL; suhu 37 °C; dan pH 7

Ekstrak Kasar  Aktivitas Enzim Kadar Protein  Aktivitas Spesifik

dan Fraksi (U/mL) (mg/mL) (U/mg)
EK 22,417 0,085 263,735
F1 14,406 0,067 215,021
F2 16,089 0,025 643,576
F3 9,896 0,014 706,857
F4 16,224 0,020 811,205
F5 12,791 0,016 799,425
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Berdasarkan Tabel 11 terlihat bahwa aktivitas yang diperoleh dari masing-
masing fraksi dan ekstrak kasar berbeda-beda. Aktivitas spesifik L-asparaginase
tertinggi dari masing-masing fraksi dan ekstrak kasar didapatkan F3 sebesar
643,576 U/mg.

Aktivitas spesifik L-asparaginase didapatkan dengan membandingkan
aktivitas yang di dapatkan terhadap kadar proteinnya. Berdasarkan Tabel 11,
fraksi 60-80 % (F3) memiliki aktivitas spesifik tertinggi, hal ini dikarenakan
perbedaan tingkat kelarutan protein dalam air sehingga protein yang mengendap
juga berbeda. Protein yang memiliki tingkat kelarutan lebih rendah akan lebih
dahulu mengendap jika dibandingkan dengan protein yang memiliki tingkat
kelarutan lebih tinggi di dalam air. Kadar protein tertinggi yang didapatkan yaitu

terdapat pada ekstrak kasar sebesar 0,85 mg/mL.

4.9 Pengujian Aktivitas Antimikroba Ekstrak Kasar dan Fraksi

Pengujian aktivitas antimikroba ekstrak kasar dan fraksi dilakukan dengan
menggunakan metode difusi agar. Metode ini merupakan metode yang relatif
mudah, biaya murah dan sangat cocok untuk bakteri dengan pertumbuhan cepat.
Bakteri yang digunakan terdiri dari bakteri gram negatif yaitu Escherichia coli
dan bakteri gram positif yaitu Staphylococcus aureus. Pada pengujian daya
hambat digunakan kontrol positif dan kontrol negatif. Kontrol positif yang
digunakan adalah kloramfenikol yang berfungsi sebagai pembanding aktivitas
antimikroba dari sampel. Klorampenikol mengandung senyawa antimikroba
berspekterum luas yang dapat digunakan untuk bakteri gram positif dan negatif.
Oleh karenanya sangat ideal penggunaanya sebagai kontrol positif (Brooks dkk.,

2005). Sedangkan kontrol negatif digunakan BSA, yaitu suatu protein murni yang
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diketahui tidak memiliki aktivitas antimikroba sehingga dapat digunakan untuk
mengetahui apakah respon penghambatan benar-benar berasal dari sampel bukan
disebabkan oleh faktor teknis perlakuan

Ekstrak kasar dan hasil fraksinasi (F1-F5) selanjutnya diuji aktivitas
antimikrobanya. Aktivitas antimikroba tiap fraksi protein ditandai dengan adanya
zona bening disekitar paper disc. Hasil pengukuran diameter paper disc dan zona
hambatan dari ekstrak kasar dan hasil fraksinasi L-asparaginase DA51(3) dapat
dilihat pada Tabel 12.

Tabel 12. Data Pengukuran Zona Hambatan Ekstrak kasar L-asparaginase dan
hasil Fraksinasi (F1-F5)
Diameter Hambat Bakteri Uji

Fraksi

E. coli (48jam) S. aureus (48 jam)

EK - 1,45 mm

F1 - -

F2 - 2,9 mm

F3 - 5,6 mm

F4 - 0,6 mm

F5 - -
Kontrol + 26,9 mm 12,1 mm
kontrol - - -

Berdasarkan data yang diperoleh dari Tabel 12 bahwa F3 (fraksi 60-80%)
memiliki aktivitas antimikroba terbesar terhadap bakteri S. aureus dengan zona
hambatan sebesar 5,6 mm. Sedangkan Aktivitas antimikroba terhadap bakteri
S. aureus yang terdapat pada F1 (fraksi 0-20%) dan F5 (fraksi 80-100%) tidak
dapat diukur karena terkontaminasi. Aktivitas antimikroba pada ekstrak kasar dan
hasil fraksinasi terhadap E. coli juga tidak dapat diukur. Hal ini disebabkan karena
adanya kontaminasi atau bakteri uji telah resisten terhadap sifat bakteriostatik

enzim L-asparaginase.

43



Menurut Wattimena (1991), suatu antimikroba dikatakan bakteriostatik
jika antimikroba tersebut mampu untuk menghambat pertumbuhan bakteri uji dan
tidak mematikan kuman hingga dalam waktu 48 jam daerah hambatan kembali
ditumbuhi bakteri. Kriteria antimikroba menurut David dan Stout dalam Rokhman
(2007) adalah < 5 mm (lemah), 5-10 mm (sedang), 10-20 (kuat), dan > 20 (sangat
kuat).

Fraksi-fraksi protein memiliki kemampuan yang berbeda-beda dalam
menghambat pertumbuhan bakteri, bahkan ada fraksi yang tidak memiliki
kemampuan dalam menghambat pertumbuhan bakteri. Hal ini disebabkan oleh
resistensi bakteri terhadap substansi bioaktif, kadar substansi aktif, serta jumlah
inokulum bakteri atau kepadatan bakteri uji (Putri, 2015). Selain itu, hal ini
mungkin terjadi karena difusi bahan aktif pada medium yang berlangsung lambat
dan rendahnya konsentrasi kandungan zat aktif, sehingga fraksi tersebut tidak

dapat menghambat bakteri secara optimal (Cappucino dan Sherman, 1992).
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BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan maka dapat
disimpulkan :

1. Isolat yang menghasilkan L-asparaginase berasal dari isolat bakteri
simbion spons yang merupakan salah satu jenis bakteri Gram negatif yaitu
jenis Klebsiella sp.

2. Waktu produksi optimum L-asparaginase yaitu pada jam ke-72, dimana
pada jam tersebut dihasilkan aktivitas sebesar 30,374 U/mL.

3. L-asparaginase menghasilkan aktivitas tertinggi pada konsentrasi substrat
L-asparagin 0,015ug/mL sebesar 19,208 U/mL; pada suhu inkubasi 37 °C
sebesar 18,513 U/mL; dan pada pH 8 sebesar 16, 157 U/mL.

4. Aktivitas antimikroba terbesar dari L-asparaginase setelah waktu inkubasi
48 jam terdapat pada fraksi 40-60 % terhadap Staphylococcus aureus
sebesar 5,6 mm (kategori sedang).

5.2 Saran
Untuk penelitian selanjutnya, sebaiknya dilakukan identifikasi isolat
bakteri berbagai simbion spons sehingga dapat diketahui jenis-jenis bakteri lain

yang dapat menghasilkan L-asparaginase dan berpotensi sebagai antimikroba.
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Lampiran 1. Bagan Kerja Penyegaran Sampel dalam Media Nutrient Broth
(Sartika, 2014)

15 gram Spons

- dibilas dengan 30 mL air laut steril

Air bilasan Spons
- dimasukkan ke dalam erlenmeyer | - dihaluskan dengan mortar.
berisi 30 mL Nutrient Broth. - ditambahkan air laut steril.
- dikocok menggunakan shaker - dimasukkan ke dalam erlenmeyer
selama 24 jam. berisi 30 mL Nutrient Broth.
- dikocok menggunakan shaker
Suspensi selama 24 jam.

Suspensi

Lampiran 2. Bagan Kerja Isolasi Bakteri dari Spons (Pastra dkk, 2012 dan
Yulianti dkk, 2012)

Suspensi bakteri

- Diambil sebanyak 1 mL dan dimasukkan kedalam
tabung reaksi yang berisi 9 mL air laut steril

" Dilakukan pengenceran bertingkat 10-107

" Dimasukkan ke dalam 20 mL medium pertumbuhan

" Diaduk menggunakan waterbath shaker pada 100 rpm
selama 24 jam pada suhu 37C

- Diinokulasi ke dalam cawan petri sebanyak 50 uL
secara aseptik

- Diinkubasi pada suhu 37 ‘C selama 1-3 hari

- Dilakukan pengamatan setiap hari

- Koloni dengan zona bening yang stabil dimurnikan
dengan metode gores hingga diperoleh isolat murni.

Isolat murni
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Lampiran 3. Bagan Kerja Identifikasi Isolat Penghasil Senyawa Antimikroba

Isolat Bakteri Murni

Digores atau ditotolkan pada media bakteri uji
Diinkubasi selama 2x24 jam pada suhu 37°C
Diamati zona bening yang terbentuk
Dilakukan secara triplo

Isolat Bakteri Penghasil Senyawa Antimikroba

- Isolat bakteri dengan aktivitas antimikroba terbesar
diidentifikasi

Pewarnaan gram Uji biokimia

=» Pewarnaan gram

Isolat penghasil senyawa antimikroba

- dibuat ulasan pada kaca preparat
- ditambahkan setetes NaCl fisiologis
- diangin-anginkan

- difiksasi panas

- ditambahkan kristal violet

- didiamkan 1 menit

- dibilas dengan air mengalir

- ditambahkan lugol

- dibiarkan selama 30 detik

- dibilas dengan air mengalir

- ditambahkan alcohol

- didiamkan selama 2 detik

- dibilas dengan air mengalir

- ditambahkan dengan safranin

- didiamkan selama 30 detik

preparat bakteri

- ditetesi dengan minyak imersi
- diamati dengan mikroskop
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=>» Uji Biokimia

Isolat penghasil senyawa antimikroba

Uji Uji
SIM TSIA Sitrat Urea VP-MR

Uji
Gula-gula

Lampiran 4. Pembuatan Media Inokulum (Yulianti dkk, 2011 dan Natsir dkKk,

2010)

3 g/L pepton, 5 g/L L-Asparagin, 1 g¢/L ekstrak yeast,
6 g/L Na;HPO,4.2H,0, 3 g/L KH,PO4, 2 g/L MgSO,, 0,5 g/L
NaCl, dan 0,02 g/L CaCl,

- Didinginkan

Medium Inokulum

- Dilarutkan dalam 100 mL akuades dalam erlenmeyer steril
- Dipanaskan dan disterilkan selama 30 menit dalam autoklaf

Lampiran 5. Pembuatan Media Produksi (Yulianti dkk, 2011 dan Natsir dkk,

2010)

3 g¢/L pepton, 5 g/L L-Asparagin, 1 g/L ekstrak yeast,
6 g/L NayHPO4,2H,0, 3 g/L KH,PO4 2 g/L MgSO,
0,5 g/L NaCl, dan 0,02 g/L CacCl,

- Didinginkan

Medium Produksi

- Dilarutkan dalam 100 mL akuades dalam erlenmeyer steril
- Dipanaskan dan disterilkan selama 30 menit dalam autoklaf
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Lampiran 6. Penentuan Waktu Inkubasi Optimum dan Produksi L-asparaginase
(Limbu, 2013 dan Sartika, 2014)

Isolat Bakteri Murni

- diambil 2-3 ose dan dimasukkan ke dalam media
inokulum.

- dishaker dengan kecepatan 150 rpm selama 24 jam pada
suhu 37 °C

- diambil sebanyak 10 mL dan diinokulasikan ke dalam
medium produksi sebanyak 100mL

- dishaker pada suhu 37 °C selama 1-4 hari dan setiap 24
jam dilakukan sampling untuk pengukuran OD (Optical
Density) pada panjang gelombang maksimum dan waktu

produksi optimumnya

Kultur bakteri
- disentrifugasi pada 3500 rpm dan suhu 4 °C selama 30
menit.
Filtrat Sel
(Ekstrak Kasar
Enzim)
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Lampiran 7. Pengukuran Aktivitas L-asparaginase (Patta dkk, 2013; Yulianti
dkk, 2012; dan Nathiya dkk, 2011)

0,05 mL Ekstrak kasar enzim

- ditambahkan 0,1 mL buffer tris-Cl 0,05 M pH 8; dan
0,85 mL L-asparagin 0,01 M;

- diinkubasi pada suhu 37 °C selama 30 menit

- ditambahkan 0,25 mL TCA15M

- disentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm selama
10 menit.

Pelet Supernatan

Diambil sebanyak 0,5 mL
Diencerkan hingga 8,5 mL
menggunakan akuabides
Ditambahkan 1 mL reagen Nessler
Diukur absorbansinya
menggunakan spektrofotometer
UV-Vis

- Ditentukan kadar amonia yang
dilepaskan

Hasil

1 unit Aktivitas L-asparaginase = jumlah enzim L-asparaginase Yyang
mengkatalisis pelepasan satu pumol permenit pada kondisi pengujian

95



a. Bagan kerja pembuatan Reagen Nessler

Kristal Kl

Ditimbang 35 gram kemudian dilarutkan dalam 100 mL
akuabides

Ditambahkan HgCl2 4% sambil diaduk dengan
magnetic stirrer hingga mulai terbentuk endapan
kemerahan (sekitar 320 mL)

Ditambahkan NaOH 120 g/250 mL

Ditambahkan akuabides hingga volumenya 1000 mL
dalam labu ukur

Didiamkan semalamuntuk mendekantasi endapannya

Residu

Supernatan

- Disimpan dalam botol coklat berlabel

Reagen Nessler
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b. Bagan Kerja Pembuatan Larutan Standar Amonium Klorida

Kristal NH4CI

A 4

- Dikeringkan dalam oven suhu 100°C hingga bobot
konstan

- Ditimbang 0,1684 gram

- Dilarutkan dalam akuabides hingga 10 mL

Larutan Standar NH; 0,1 M
(100 pmol/mL)

Dilakukan pengenceran dengan memipet larutan
standar NH3 0,1 M (100 umol/mL) sebanyak 10 mL
Ditambahkan masing-masing akuabides hingga garis
batas kalibrasi

dihomogenkan

Larutan Standar 10 pmol/mL

Dilakukan pengenceran dengan memipet larutan
standar NH3 0,1 M (10 umol/mL) berturut-turut 0,05;
0,1; 0,15; 0,2; dan 0,25 mL

Ditambahkan masing-masing akuabides hingga garis
batas kalibrasi

dihomogenkan

10 umol/mL

Larutan Standar 2,4,6,8, dan

c. Bagan Kerja Pembuatan Larutan Buffer Tris-HCI 0,05 M pH 8

6,057 g Tris-HCI

- Dilarutkan dalam akuades secukupnya

- Dimasukkan ke dalam labu ukur 1 liter

- Ditambahkan akuads hingga mendekati garis
batas kalibrasi

- pH larutan diatur dengan menambahkan HCI 4 N
hingga pH larutan mencapai 8

- ditambahkan akuades hingga garis batas kalibrasi

- dihomogenkan

Larutan buffer tris-HCI
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Perhitungan :
Mr tris HCI = 121,14 g/mol

g =M x Mr xV/(liter)
=0,05x121,14x 1
= 6,057 gram
Tris HCI = Tris(hidroksimetil)-aminometan (NH,-C-(CH,OH)3)

Lampiran 8. Penentuan Kadar Protein (patta dkk, 2013 dan Nathiya dkk, 2011)

Ekstrak Kasar Enzim

- Dipipet sebanyak 1 mL

- Ditambahkan 2,75 mL reagen Lowry B dan dihomogenkan

- Didiamkan selama 10-15 menit

- Ditambahkan 0,25 mL Lowry A dan didiamkan pada suhu
kamar selama 30 menit

- Diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimum

Hasil

Keterangan : Perlakuan yang sama untuk larutan blanko dan larutan standar BSA
Lampiran 9. Penentuan Protein dengan Metode Lowry
Pereaksi:
1. Pereaksi Lowry A
Pada pembuatan Lowry A yakni dengan pencampuran antara folin
clocalteus dan akuades dengan perbandingan 1 : 1 dan dibuat sebanyak
4 mL.
2. Pereaksi Lowry B
Pada pembuatan Lowry B yakni dengan pencampuran antara Na,CO3; 2 %

dalam NaOH 0,1 N, Na-K-Tartat 2 %, CuSO45H,0 1 %. Dengan
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perbandingan 100 : 1 :1, dimana diambil larutan Na,CO3; 2 % dalam
NaOH 0,1 N sebanyak 100 mL, Na-K-Tartat 2 % sebanyak 1 mL, dan
CuSOQ, . 5 H,0 1 % 1 mL. Kemudian dihomogenkan.
Larutan baku:
- Ditimbang dengan teliti BSA untuk membuat sediaan 1 mg/mL dan
diencerkan dengan variasi konsentrasi: 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,10 dan
0,12 mg/mL.

- Perlakukan larutan standar tersebut seperti pada larutan contoh.

BSA (mg/mL)  Volume BSA (mL)  Volume Akuades Volume total mL

0.02 0.04 1.96 2
0.04 0.08 1.92 2
0.06 0.12 1.88 2
0.08 0.16 1.84 2
0.10 0.2 1.8 2

Lampiran 10. Bagan Kerja Pengaruh Konsentrasi Substrat terhadap Aktivitas
Ekstrak Kasar L-asparaginase dari Isolat Bakteri Klebsiella sp.
DA51 (3) (Yulianti dkk, 2012)

Ekstrak Kasar Enzim

- Dilakukan variasi konsentrasi substrat L-asparagin yaitu
1%, 1,5%, 2%, 2,5%, dan 3% terhadap volume medium
produksi pada pH dan suhu optimum

- Diukur aktivitasnya

Hasil
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Lampiran 11. Bagan Kerja Pengaruh Suhu Inkubasi terhadap Aktivitas Ekstrak
Kasar L-asparaginase (Yulianti dkk, 2012)

Ekstrak Kasar Enzim

- Diinkubasi pada rentang suhu 30, 35, 37, 40, 45, dan 50 C
selama 30 menit
- Diukur aktivitasnya

Hasil

Lampiran 12. Bagan Kerja Pengaruh pH terhadap Aktivitas Ekstrak Enzim
L-asparaginase (Yulianti dkk, 2012)

Ekstrak Kasar Enzim

- Dilakukan variasi pH berkisar 5 sampai 10
- Diinkubasi pada suhu 37 C selama 30 menit
- Diukur aktivitasnya

Hasil
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Lampiran 13. Bagan Kerja Fraksinasi dengan Amonium Sulfat

Ekstrak kasar

kejenuhan.

pada suhu 4 °C selama 20 menit.

A 4 A 4

Supernatan (S1) Fraksi protein (F1)

- ditambahkan ammonium sulfat 0-20

%

- disentrifugasi dengan kecepatan 12000 rpm

- ditambahkan amonium sulfat 20- 40 % kejenuhan.
- disentrifugasi dengan kecepatan 12000 rpm pada suhu 4 °C
selama 20 menit.

A 4 \ 4

Supernatan (S2) Fraksi protein (F2)

- ditambahkan amonium sulfat 40- 60 % kejenuhan.
- disentrifugasi dengan kecepatan 12000 rpm pada suhu 4 °C
selama 20 menit.

A 4 Y

Supernatan (S3) Fraksi protein (F3)

- ditambahkan amonium sulfat 60- 80 % kejenuhan.
- disentrifugasi dengan kecepatan 12000 rpm pada suhu 4 °C
selama 20 menit.

A 4 A\ 4

Supernatan (S4) Fraksi protein (F4)

- ditambahkan amonium sulfat 80- 100 % kejenuhan.

selama 20 menit.

\ 4 A 4

Supernatan (S5) Fraksi protein (F5)

A 4 y

- disentrifugasi dengan kecepatan 12000 rpm pada suhu 4 °C

Masing-masing fraksi:

- ditambahkan buffer B.

- didialisis dalam kantong selofan dengan mengguakan buffer C.
- dihitung kadar protein dan diuji aktivitas antimikroba.
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Lampiran 14. Bagan Kerja Dialisis

Fraksi 0-20 % kejenuhan (F1)

- ditambahkan buffer B.
- dimasukkan kedalam kantong selofan.

Fraksi protein dalam kantong selofan

- direndam dalam 500 mL Buffer C, diaduk dengan
magnetik stirrer selama 3 jam.

- dialisis berakhir jika Buffer C sudah tidak berwarna
lagi.

- kantong selofan dikeluarkan dari buffer.

- fraksi protein dikeluarkan dari kantong selofan lalu
dimasukkan ke dalam vial.

Dialisat protein

- diukur kadar protein.
- diuji aktivitas antimikroba.

Data

Keterangan: Perlakuan yang sama untuk F2, F3,F4, dan F5
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Lampiran 15. Pengujian Aktivitas Antimikroba (Murniasih dan Rasyid, 2010)

Bakteri (Escherichia coli dan Staphylococus auerus)

- diremajakan pada media NA miring dalam tabung reaksi selama
1 x 24 jam pada suhu 37 °C.

Koloni Bakteri

- diambil 1 ose dan dihomogenkan dalam larutan NaCl 0,9 %.

- dilakukan pengenceran suspensi bakteri uji hingga diperoleh
transmitan 25 % terhadap blanko NaCl 0,9 %.

- disamakan kekeruhannya dengan tabung 0,5 Mac Farland.

- sebanyak 0,5 mL suspensi dicampurkan dengan 15 mL media
MHA.

Media Uji

- sebanyak 6 paper disc yang telah ditetesi 15 uL ekstrak kasar
enzim, kontrol (+) dan kontrol (-) diletakkan di atas media
MHA.

- diinkubasi selama 3 x 24 jam pada suhu 37 °C.

- diamati dan diukur zona hambatan munggunakan mistar geser

dalam satuan millimeter.

Data
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Lampiran 16. Data Nilai Optical Density (OD) Penentuan Waktu Produksi

Optimum
Waktu

No Produksi (Jam) oD
1 0 0,318
2 12 0,461
3 24 0,682
4 36 0,752
5 48 0,784
6 60 0,885
7 72 0,908
8 84 0,905
9 96 0,674
10 108 0,452
11 120 0,438

Lampiran 17. Data Uji Aktivitas Ekstrak Kasar L-asparaginase dan Kadar
Proteinnya untuk Penentuan Waktu Produksi Optimum

a. Tabel Penentuan Panjang Gelombang Maksimum Larutan Standar
Amonium Klorida

No GeIoFr)r(:Ikr)] ; igg(nm) Absorbansi (A)

1 410 0,237
2 420 0,276
3 430 0,32

4 440 0,344
5 450 0,366
6 460 0,554
7 470 0,53

8 480 0,373
9 490 0,327
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b. Grafik Penentuan Panjang Gelombang Optimum Larutan Standar
Amonium Klorida

0,6 -

Absorbansi (A)
o
w

0 T T T
400 420 440 460 480 500

Panjang Gelombang (nm)

c. Tabel Kurva Standar Amonium Klorida pada A = 460 nm

No I?S:%ﬁ?gﬁ;' Absorbansi (A)
1 2 0,366

2 4 0,462

3 6 0,576

4 8 0,590

5 10 0,684

d. Grafik Kurva Standar Amonium Klorida pada A = 460 nm

y =0,0382x + 0,3064
R?=0,9601

Absorbansi (A)
o
>

0 2 4 6 8 10 12
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e. Data Uji Aktivitas Ekstrak Kasar Enzim L-asparaginase untuk Variasi
Waktu Fermentasi dari Isolat Bakteri Klebsiella spp. DA51 (3)

Waktu Fermentasi Absorbansi Aktivitas Enzim

(Jam) (U/mL)
0 0,352 3,9393
12 0,364 4,9759
24 0,406 8,6042
36 0,454 12,7508
48 0,482 15,1696
60 0,596 25,0178
72 0,658 30,3738
84 0,642 28,9916
96 0,458 13,0963
108 0,443 11,8005
120 0,353 4,0257

Nilai ~ Aktivitas L-asparaginase dapat diperolen dengan

menggunakan persamaan :

Aktivitas Enzim (U/mL) = X=2x-rotal 1 L—
a V.Analisis V.Enzim t.Inkubasi
Dimana :
y = Absorbansi
a = Slope
b = intersept
V. Total = Volume enzim + substrat + buffer + TCA (1,25 mL)
V. Analisis = Volume total yang di analisis (0,25 mL)
V. Enzim = Volume enzim yang dianalisis (0,05 mL)
t. inkubasi = 30 menit

Contoh perhitungan penentuan aktivitas enzim :
Data absorban yang diperoleh disubstitusikan ke dalam persamaan
standar y = 0,0382x + 0,3064 dimana y = 0,658 adalah absorbansi

aktivitas dari enzim L- asparaginase.

V.Total 1 1
V.Analisis V.Enzim t.Inkubasi

Aktivitas Enzim (U/mL) = 2="x

0.038 0.25 0.05 30

_0.658-0.306 1.25 1 1

= 30,3738 U/mL
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f. Tabel penentuan Panjang Gelombang Maksimum Larutan Standar Bovine
Serum Albumin (BSA)

No

panjang
gelombang (nm)

Absorbansi (A)

~NOo Ok, WwN -

630
640
650
660
670
680
690

0,580
0,584
0,582
0,578
0,576
0,568
0,56

g. Grafik Penentuan Panjang Gelombang Maksimum Larutan Standar Bovine
Serum Albumin (BSA)

0,59 -
0,585 -

0,58 -

o

(6]

~

(0]
1

Absorbansi

0,57 -
0,565 -

0,56 -

0,555

620

630

640

650 660 670 680 690 700

Panjang Gelombang (nm)

h. Tabel Kurva Larutan Standar Bovine Serum Albumin (BSA) A = 640 nm

No K?rgze/::]nt[z)m Absorbansi (A)
1 0,02 0,165
2 0,04 0,360
3 0,06 0,468
4 0,08 0,558
5 0,1 0,654
6 0,12 0,788
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i. Grafik Kurva Standar Bovine Serum Albumin (BSA) A = 640 nm

0,9 -

08 - y = 5,8386x + 0,0901
R? = 0,9825

0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

O T T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14

Konsentrasi BSA (mg/mL)

Absorbansi

j. Data Pengukuran Kadar Protein Ekstrak Kasar Enzim L-asparaginase
untuk Penentuan Waktu Produksi Optimum

Waktu )
] ) Kadar Protein
Fermentasi Absorbansi (A)
(mg/mL)
(Jam)
0 0,461 0,1188
12 0,4405 0,1126
24 0,502 0,1312
36 0,518 0,1359
48 0,533 0,1403
60 0,544 0,1438
72 0,578 0,1836
84 0,562 0,1736
96 0,475 0,1230
108 0,417 0,1055
120 0,312 0,0742
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k. Data Aktivitas Spesifik Ekstrak Kasar Enzim L-asparaginase pada

Penentuan Waktu Produksi Optimum

Waktu Fermentasi

Aktivitas Enzim

Kadar Protein

Aktivitas Spesifik

(Jam) (U/mL) (mg/mL) (U/mg)

0 3,9393 0,1188 33,1591
12 4,9759 0,1126 44,1909
24 8,6042 0,1312 65,5808
36 12,7508 0,1359 93,8249
48 15,1696 0,1403 108,1226
60 25,0178 0,1438 173,9764
72 30,3738 0,1836 165,4346
84 28,9916 0,1736 167,0023
96 13,0963 0,1230 106,4740
108 11,8005 0,1055 111,8531
120 4,0257 0,0742 54,2547

Lampiran 18. Data Uji Aktvitas Ekstrak Kasar L-asparaginase untuk Penentuan

a. Tabel

Konsentrasi Substrat Optimum

Amonium Klorida

No Panjang Gelombang Absorbansi
(nm) (A)
1 410 0,325
2 420 0,398
3 430 0,428
4 440 0,568
5 450 0,668
6 460 0,703
7 470 0,59
8 480 0,465
9 490 0,358

Penentuan Panjang Gelombang Maksimum Larutan Standar

b. Grafik Penentuan Panjang Gelombang Maksimum Larutan Standar
Amonium Klorida

Absorbansi (A)

0,8 -

o
[e)}
1

440

460

Panjang Gelombang (nm)

480

500




c. Tabel Kurva Standar Amonium Klorida pada A = 460 nm

No Larutan Standar Absorbansi
(umol/mL) (A)
1 2 0,233
2 4 0,35
3 6 0,58
4 8 0,775
5 10 0,94
d. Grafik Kurva Standar Amonium Klorida pada A = 460 nm
1 -
0,8 -
<
2 0,6 -
8
5 04 -
Ne]
<
0,2 -
O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Panjang Gelombang (nm) y =0,092x +0,0239
R2=0,9922

e. Data Uji Aktivitas Ekstrak Kasar Enzim L-asparaginase untuk Variasi
Konsentrasi Substrat dari Isolat Bakteri Klebsiella spp. DA51 (3)

Konsentrasi Absorbansi (A o
L-asparagin Simplo liui)lo Rata-Rata A(‘lljt/'r\gta)ls
(ng/mL)
0,005 0,214 0,201 0,208 6,7683
0,01 0,355 0,355 0,345 11,781
0,015 0,594 0,502 0,548 19,208
0,02 0,56 0,494 0,527 18,4396
0,025 0,523 0,455 0,523 18,2932
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Lampiran 19. Data Uji Aktvitas Ekstrak Kasar L-asparaginase untuk Penentuan
Suhu Inkubasi Optimum

Suhu - Absorbansi Rata-Rata  Aktivitas (1U/mL)
Simplo Duplo
30 0,456 0,46 0,458 17,0656
35 0,478 0,476 0,477 18,0081
37 0,486 0,488 0,487 18,5130
40 0,474 0,484 0,479 17,8398
45 0,466 0,48 0,473 17,5032
50 0,416 0,414 0,415 14,8104

Lampiran 20. Data Uji Aktvitas Ekstrak Kasar L-asparaginase untuk Penentuan

pH Optimum
pH Simp'lb;bsorbagsljplo Rata-Rata Aktivitas (IU/mL)
5 0,348 0,352 0,35 11,4444
6 0,346 0,357 0,3515 11,6463
7 0,36 0,384 0,372 12,7908
8 0,472 0,416 0,444 16,1568
9 0,256 0,26 0,258 7,1022
10 0,246 0,249 0,2475 6,5637

Lampiran 21. Data Aktivitas Ekstrak Kasar dan Hasil Fraksinasi

Ekstrak Kasar dan Absorbansi Aktivitas Enzim
Fraksi (U/mL)
EK 0,708 22,4175
F1 0,578 14,4064
F2 0,612 16,0894
F3 0,518 9,896
F4 0,614 16,2241
F5 0,562 12,7908
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Lampiran 22. Data Penentuan Kadar Protein Ekstrak Kasar dan Hasil Fraksinasi

Ekstrak Kasar dan

Kadar Protein

Fraksi Absorbansi (mg/mL)
EK 0,349 0,085
F1 0,291 0,067
F2 0,15 0,025
F3 0,115 0,014
F4 0,134 0,02
F5 0,12 0,016

Lampiran 22. Penentuan Total Protein pada Fraksinasi berbagai Tingkat

Kejenuhan
Ekstrak Kasar dan Volume tiap Kadar Protein Total
Fraksi Fraksi (mg/mL) protein (mg)
0-20 % 10 0,067 0,67
20-40 % 10 0,025 0,25
40-60 % 10 0,014 0,14
60-80 % 10 0,02 0,2
80-100 % 10 0,016 0,16
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Lampiran 23. Isolat Bakteri pada Berbagai Pengenceran

4l

| s e
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DA51(3).2
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Lampiran 25. Hasil Uji Biokimia
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Lampiran 28. Hasil Uji Daya Hambat Masing-masing Fraksi dan Ekstrak Kasar
selama 2x24 jam inkubasi

Keterangan :
E. coli : Escherichia coli
SA  : Staphylococcus aureus

A :F1(0-20%)

B ' F2 (20-40 %)

C : F3 (40-60 %)

D : F4 (60-80 %)

E : F5 (80-100 %)

F - kontrol negatif (BSA)

+ : kontrol positif ( klorampenikol)
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