
 

 

 BAB I 

PENDAHULUAN UMUM 

1.1 Latar belakang 

Resistensi antimikroba telah menjadi salah satu tantangan kesehatan global yang 

paling mengancam dalam era modern. Berdasarkan data World Health Organization 

(WHO) pada tahun 2024, infeksi yang disebabkan oleh bakteri resisten antibiotik 

menyebabkan sekitar 700.000 kematian per tahun di seluruh dunia (Sati et al., 2025). 

Angka ini akan meningkat secara drastis hingga mencapai 10 juta kematian per tahun 

pada tahun 2050 jika tidak ada solusi yang efektif (O’Neill, 2016). Permasalahan ini 

tidak hanya berdampak pada aspek kesehatan, tetapi juga mengancam stabilitas 

ekonomi global dengan potensi kerugian mencapai 100 triliun dolar AS. Methicillin 

Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) merupakan salah satu patogen yang paling 

mengkhawatirkan dalam krisis resistensi antimikroba, dengan tingkat mortalitas yang 

mencapai 20-40% pada kasus bakteremia, jauh lebih tinggi dibandingkan infeksi 

Staphylococcus aureus yang masih sensitif terhadap antibiotik konvensional 

(Hasanpour et al., 2023; Hassoun et al., 2017). 

     MRSA merupakan bakteri Gram positif yang menunjukkan resistensi terhadap 

hampir semua antibiotik β-laktam (Abebe & Birhanu 2023), termasuk metisilin, 

penisilin, ampisilin, makrolida, aminoglikosida, fluorokuinolon, vankomisin, teicoplanin, 

dan sebagian besar sefalosporin generasi pertama hingga ketiga (Jubeh et al., 2020; 

Maddiboyina et al., 2023). Kemampuan MRSA untuk membentuk biofilm yang resisten, 

mentransfer gen resistensi melalui plasmid, dan mengembangkan mekanisme 

pertahanan yang kompleks telah menjadikannya sebagai patogen nosokomial utama 

yang sulit dimusnahkan dari lingkungan rumah sakit maupun komunitas (Brdová et al., 

2024; Kaushik et al., 2024; Uddin etal., 2021). Keterbatasan efektivitas antibiotik 

konvensional dalam mengatasi infeksi MRSA telah mendorong kebutuhan mendesak 

untuk mengembangkan strategi terapi alternatif yang inovatif dan berkelanjutan. 

Saat ini, sebagian besar penelitian masih berfokus pada modifikasi struktur 

antibiotik konvensional atau penggunaan kombinasi antibiotik untuk meningkatkan 

efektivitas terhadap MRSA. Namun, pendekatan ini memiliki keterbatasan dari aspek 

waktu pengembangan yang lama, biaya yang tinggi, dan potensi munculnya resistensi 

baru yang lebih cepat. Selain itu, mayoritas antibiotik yang tersedia saat ini berasal 

dari sumber terestrial yang telah dieksplorasi secara intensif, sehingga penemuan 

kandidat antibiotik baru dari sumber ini semakin terbatas. Oleh karena itu, eksplorasi 

sumber daya alam yang belum tergali secara optimal, khususnya dari lingkungan laut, 

menjadi strategi yang menjanjikan dan sangat penting untuk dikaji lebih lanjut dalam 

pengembangan agen antimikroba baru yang efektif terhadap MRSA. 

Lingkungan laut yang meliputi 70% permukaan bumi memiliki keragaman 

filogenetik yang jauh lebih besar dibandingkan lingkungan terestrial (Cantonati et al., 

2020; Srinivasan et al., 2021). Berbagai jenis bakteri laut telah berevolusi untuk 

bertahan hidup dalam kondisi lingkungan ekstrem, seperti intensitas cahaya rendah, 

tekanan tinggi, pH asam, suhu rendah, serta variasi kandungan oksigen dan salinitas 
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(Martínez et al., 2022). Adaptasi terhadap kondisi ekstrem ini mendorong bakteri laut 

dalam menghasilkan metabolit primer dan sekunder dengan struktur kimia unik serta 

bioaktivitas yang kompleks sebagai mekanisme pertahanan terhadap predator (Perera 

et al., 2025) dan strategi kompetisi untuk memperoleh nutrisi  (Barzkar et al. ,  2023). 

Kondisi lingkungan laut yang ekstrem tersebut telah memaksa mikroorganisme laut 

untuk menghasilkan enzim dan senyawa bioaktif dengan stabilitas dan aktivitas yang 

superior dibandingkan dengan mikroorganisme terrestrial (Alves & Kijjoa 2020; 

Dalmaso et al., 2015). 

     Ekosistem laut Indonesia mencakup berbagai habitat unik seperti terumbu karang, 

laut dalam, zona hidrothermal, dan sedimen laut yang menjadi rumah bagi jutaan 

mikroorganisme dengan potensi bioaktif yang tinggi (Corinaldesi, 2015). Senyawa 

bioaktif yang diproduksi oleh mikroorganisme laut, khususnya bakteri, menarik 

perhatian peneliti karena keragaman struktural dan potensi farmakologisnya yang 

tinggi (Alves & Kijjoa 2020; Barzkar et al., 2023). Meskipun potensi biodiversitas laut 

Indonesia sangat besar, pemanfaatannya untuk pengembangan agen antimikroba, 

khususnya yang efektif terhadap MRSA, masih sangat terbatas dan belum optimal, 

termasuk enzim. 

Enzim yang dihasilkan oleh bakteri laut memiliki banyak aplikasi dalam bioindustri 

(Rao et al.,  2017), termasuk amilase, lipase, protease, gelatinase, selulase, dan 

kitinase  (Beygmoradi & Homaei 2017). Enzim-enzim ini stabil secara termal, tahan 

terhadap berbagai nilai pH dan kondisi ekstrim lainnya yang diperlukan untuk aplikasi 

industri dan memiliki aplikasi biologis yang terkait dengan kesehatan manusia 

(Ashaolu et al., 2025). Protease, sebagai salah satu kelompok enzim terbesar yang 

dihasilkan oleh bakteri laut, menunjukkan potensi yang sangat menjanjikan sebagai 

agen antimikroba terbaru (Solanki et al., 2021). Enzim proteolitik ini memiliki 

kemampuan untuk menghidrolisis ikatan peptida pada protein target secara spesifik, 

yang dapat dimanfaatkan untuk mendegradasi komponen protein esensial pada 

patogen bakteri (Culp & Wright 2017). Keunggulan protease sebagai agen antimikroba 

terletak pada mekanisme kerjanya yang berbeda dengan antibiotik konvensional, di 

mana protease dapat menyerang beberapa protein target secara bersamaan, seperti 

protein dinding sel, protein matriks biofilm, dan protein virulensi bakteri, sehingga 

mengurangi kemungkinan terbentuknya resistensi (Balenahalli  et al.,  2024). 

Beberapa penelitian telah menunjukkan potensi protease dari bakteri laut sebagai 

agen antimikroba. Rachanamol et al., (2017) mengisolasi protease Bacillus subtilis 

VCDA dari pantai barat daya India pada kedalaman berkisar 6–7 meter yang memiliki 

kemampuan menghambat S. aureus. Kabeer et al., (2018) mengisolasi bakteri laut dari 

sedimen lereng benua di Laut Arab menghasilkan protease antara lain dari filum 

Firmicutes dan Proteobacteria, dan tergolong dalam genus Bacillus, Planococcus, 

Staphylococcus, Chryseomicrobium, Exiguobacterium, dan Halomonas. Anteneh et 

al., (2021) mengisolasi Streptomyces sp. yang berasosiasi dengan spons laut Australia 

Selatan yang menghasilkan protease dengan aktivitas penghambatan pertumbuhan 

bakteri patogen S. aureus dan termasuk strain yang resisten terhadap metisilin. Al 

Aboghaubar et al., (2025) berhasil mengisolasi dan mengkarakterisasi protease strain 

MB3 dan MB8 yang berasosiasi dengan spons laut yang dikumpulkan dari wilayah 
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NEOM, Arab Saudi dan menunjukkan aktivitas antimikroba terhadap Staphylococcus 

aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, 

dan Candida albicans.  

Meskipun penelitian-penelitian tersebut menunjukkan hasil yang menjanjikan, 

terdapat beberapa keterbatasan yang perlu diatasi. Pertama, sebagian besar 

penelitian masih terbatas pada skrining aktivitas antimikroba tanpa analisis mekanisme 

kerja yang mendalam, khususnya terhadap MRSA. Kedua, fokus penelitian lebih 

banyak pada karakterisasi biokimia protease untuk aplikasi industri seperti pembuatan 

deterjen, tekstil, dan pengolahan makanan (Hamid et al., 2022; Solanki et al., 2021), 

karena protease bakteri laut memiliki stabilitas yang lebih baik terhadap kondisi 

lingkungan ekstrim seperti suhu tinggi, pH ekstrim, salinitas tinggi  (Kochhar et al., 

2022), spesifisitas substrat yang berbeda dan aktivitas katalitik lebih tinggi 

dibandingkan protease dari sumber lainnya (Razzaq et al., 2019). Ketiga, evaluasi 

sistematis terhadap MRSA dengan berbagai profil resistensi dan analisis mekanisme 

kerja yang komprehensif masih sangat jarang dilakukan. Keempat, meskipun 

beberapa protease menunjukkan aktivitas antimikroba yang tinggi secara in vitro, 

konfirmasi efektivitasnya pada sistem biologis yang kompleks belum dapat dipastikan 

tanpa evaluasi in vivo yang komprehensif. 

Pendekatan konvensional yang hanya melakukan skrining aktivitas antimikroba 

melalui uji zona hambat, penentuan konsentrasi hambat minimum (KHM), dan analisis 

mikroskopik memiliki keterbatasan dalam menjelaskan mekanisme kerja protease 

pada tingkat molekuler, khususnya dalam mengidentifikasi protein target spesifik pada 

MRSA. Keterbatasan ini disebabkan oleh kompleksitas analisis yang memerlukan 

kombinasi pendekatan komputasional dan eksperimental. Untuk memperoleh 

pemahaman yang komprehensif mengenai mekanisme kerja protease sebagai agen 

anti-MRSA, diperlukan pendekatan integratif yang menggabungkan analisis in silico, 

in vitro, dan in vivo.  

Pendekatan in silico, in vitro, dan in vivo memiliki beberapa keunggulan strategis. 

Pertama, studi in silico menggunakan teknik molekular docking  dapat memprediksi 

interaksi antara protease dengan protein target pada MRSA (Santos et al.,  2019). 

Perihal konteks ini, protein-protein esensial pada MRSA seperti protein pengikat 

penisilin (PBP2a), protein dinding sel, protein membran, dan faktor virulensi dapat 

menjadi target potensial yang perlu dianalisis. Penelitian ini diharapkan dapat 

memberikan gambaran mekanisme degradasi protein target oleh protease pada 

tingkat molekuler dengan visualisasi interaksi yang detail. Selain itu, analisis in silico 

juga dapat mengidentifikasi residu asam amino yang berperan penting dalam aktivitas 

katalitik dan spesifisitas substrat protease (Barnsley & Ondrechen 2022; Romsuk et 

al., 2022). 

Karakterisasi in vitro protease dari bakteri laut telah menunjukkan hasil yang 

beragam bergantung pada sumber isolat dan kondisi kultivasi. Beberapa penelitian 

menunjukkan bahwa protease dengan aktivitas antimikroba yang tinggi dapat 

diperoleh melalui optimasi kondisi produksi dan pemurnian yang tepat (Saubenova et 

al.,  2025; Xu et al., 2023). Namun, evaluasi sistematis terhadap spektrum aktivitas 

antimikroba protease, khususnya terhadap MRSA, masih sangat terbatas. Hal ini 
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mengindikasikan bahwa karakterisasi in vitro yang komprehensif sangat penting untuk 

memahami potensi protease sebagai agen anti-MRSA.  

Evaluasi in vivo menggunakan model hewan uji merupakan tahapan penting 

dalam validasi efektivitas protease sebagai agen anti-MRSA (Martinez et al., 2025; 

Mukherjee et al., 2022). Meskipun beberapa penelitian telah melaporkan aktivitas 

antimikroba protease secara in vitro, namun konfirmasi efektivitasnya pada sistem 

biologis yang kompleks masih sangat jarang dilakukan. Hal ini menjadi penting 

mengingat kondisi in vivo yang melibatkan sistem imun, distribusi obat, dan 

metabolisme enzim dapat mempengaruhi efektivitas protease.  

Berdasarkan latar belakang yang telah dijabarkan, penelitian sebelumnya 

menggunakan pendekatan konvensional yang hanya berfokus pada satu aspek 

karakterisasi tidak menunjukkan hasil yang komprehensif dibandingkan dengan 

pendekatan integratif yang menggabungkan analisis in silico, in vitro, dan in vivo. Hal 

ini mengindikasikan bahwa pendekatan integratif dapat menjadi pilihan yang tepat 

dalam mengeksplorasi potensi protease dari bakteri laut sebagai agen anti-MRSA. 

Oleh karena itu, penelitian ini dirancang untuk menjawab kebutuhan mendesak akan 

agen antimikroba alternatif terhadap MRSA melalui eksplorasi protease dari bakteri 

laut Indonesia, khususnya dari laut Sulawesi Selatan yang memiliki kondisi lingkungan 

ekstrem dan belum tergali secara optimal. Melalui pendekatan integratif yang 

menggabungkan analisis in silico, in vitro, dan in vivo, studi ini tidak hanya 

menawarkan pemahaman mekanisme yang mendalam, tetapi juga membuka peluang 

pengembangan terapi enzimatik yang inovatif, berkelanjutan, dan mendukung 

kemandirian biofarmaka nasional. 

1.2 Rumusan masalah 

     Adapun rumusan masalah dalam penelitian ini adalah: 

1. Bakteri laut jenis apa yang dapat diisolasi dari Pantai Losari dengan aktivitas 

proteolitik tertinggi dan bagaimana karakteristiknya? 

2. Bagaimana karakteristik sifat biokimiawi dan kemurnian protease dari bakteri 

laut terpilih? 

3. Bagaimana mekanisme kerja protease dalam menghambat bakteri MRSA 

berdasarkan analisis in silico? 

4. Berapa besar aktivitas anti-MRSA dari protease hasil purifikasi secara in 

vitro? 

5. Bagaimana efektivitas protease sebagai agen anti-MRSA berdasarkan 

evaluasi in vivo? 

6. Bagaimana mekanisme protease bakteri laut sebagai kandidat agen 

terapeutik alternatif untuk mengatasi infeksi MRSA? 
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1.3 Tujuan penelitian 

Tujuan penelitian ini dilakukan adalah: 

1. Menganalisis karakteristik bakteri laut dari Pantai Losari yang dengan 

memiliki aktivitas proteolitik tertinggi. 

2. Mengarakterisasi sifat biokimia dan memurnikan protease dari bakteri laut 

terpilih. 

3. Menganalisis mekanisme kerja protease dari bakteri laut terhadap MRSA 

melalui pendekatan in silico. 

4. Mengevaluasi aktivitas anti-MRSA protease dari bakteri laut secara in vitro. 

5. Menguji efektivitas protease dari bakteri laut sebagai agen anti-MRSA 

secara in vivo. 

6. Menganalisis mekanisme potensi protease bakteri laut sebagai kandidat 

agen terapeutik alternatif untuk mengatasi infeksi MRSA. 

1.4 Batasan masalah  

Eksplorasi protease dari bakteri laut Indonesia sebagai kandidat terapi anti-MRSA 

Adalah kajian multidisiplin yang mencakup mikrobiologi, biokimia, biologi molekuler, 

dan farmakologi. Luasnya cakupan penelitian dari pengambilan sampel, isolasi 

mikroorganisme, purifikasi enzim, hingga evaluasi bioaktivitas menuntut adanya 

batasan yang jelas agar penelitian tetap terarah dan mendalam. Oleh karena itu, 

penelitian ini difokuskan pada parameter-parameter kunci yang relevan dengan 

tujuan, mempertimbangkan aspek teknis, sumber daya, serta signifikansi ilmiah 

dalam pengembangan agen antimikroba baru. Berdasarkan pertimbangan tersebut, 

maka batasan masalah dalam penelitian ini ditetapkan sebagai berikut: 

1. Sumber sampel: sedimen dan air laut dari Pantai Losari, Makassar, Sulawesi 

Selatan. 

2. Isolasi bakteri: difokuskan pada bakteri laut penghasil protease ekstraseluler 

dengan zona proteolisis pada media skim milk agar. 

3. Karakterisasi enzim: Meliputi berat molekul, pH dan suhu optimum, stabilitas, 

serta aktivitas spesifik protease. 

4. Analisis in silico: terbatas pada molekular docking dan dinamika molekuler 

untuk memprediksi interaksi protease dengan protein target MRSA. 

5. Uji in vitro: menggunakan strain MRSA standar (ATCC 43300) dengan 

metode difusi cakram dan penentuan MIC. 

6. Uji in vivo: menggunakan mencit (Mus musculus) dengan model luka kulit 

terinfeksi MRSA. Parameter uji yang diukur antara lain perubahan diameter 

luka sebelum dan sesudah aplikasi gel protease. 
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1.5. Manfaat penelitian 

Penelitian ini diharapkan memberikan manfaat sebagai berikut: 

1. Pengembangan ilmu: memperluas pengetahuan tentang keanekaragaman 

bakteri laut Indonesia, khususnya Sulawesi Selatan, sebagai sumber 

protease dan kontribusi terhadap pengembangan antimikroba ramah 

lingkungan. 

2. Kesehatan: menyediakan kandidat agen antimikroba berbasis protease 

untuk mengatasi infeksi MRSA dengan mekanisme berbeda dari antibiotik 

konvensional, sehingga menekan risiko resistensi baru. 

3. Metodologi: menghasilkan protokol standar dan model prediktif eksplorasi 

enzim bioaktif laut yang dapat diadopsi dalam penelitian perancangan obat 

rasional. 

4. Pembangunan: mendukung kemandirian farmasi nasional dan 

pengembangan biofarmaka lokal dalam kerangka ekonomi kelautan. 

1.6 Ruang lingkup penelitian 

Disertasi ini terdiri atas delapan bab dengan cakupan sebagai berikut: 

1. Bab II: Isolasi, skrining, dan identifikasi bakteri laut penghasil protease. 

2. Bab III: Produksi, karakterisasi, dan purifikasi protease. 

3. Bab IV: Analisis protease hasil purifikasi dengan LC-MS/MS serta studi in 

silico interaksi dengan protein MRSA. 

4. Bab V: Uji in vitro aktivitas protease terhadap MRSA. 

5. Bab VI: Uji in vivo aktivitas protease pada model mencit terinfeksi MRSA. 

6. Bab VII: Analisis integratif dan pembahasan komprehensif hasil penelitian 

Bab II–VI. 

7. Bab VIII: Kesimpulan dan saran penelitian lanjutan. 

1.7 Kebaruan penelitian 

Penelitian ini memiliki beberapa aspek kebaruan yang membedakannya dari 

penelitian-penelitian sebelumnya, baik dari segi sumber isolat, pendekatan 

metodologi, maupun aplikasi terapeutik.  Aspek kebaruan penelitian ini meliputi:   

1. Eksplorasi sumber lokal: kajian pertama terhadap bakteri penghasil 

protease dari Pantai Losari, Makassar, sebagai kandidat anti-MRSA. 

2. Pendekatan integratif: kombinasi analisis in silico, in vitro, dan in vivo untuk 

memahami mekanisme kerja protease secara menyeluruh. 

3. Aplikasi terapeutik: menawarkan paradigma baru terapi enzimatik berbasis 

protease sebagai alternatif antibiotik konvensional, dengan potensi 

mendukung program ekonomi kelautan dan kemandirian farmasi nasional. 

 

. 
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1.8 Landasan teoritis  

1.8.1 Tinjauan umum Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) merupakan bakteri Gram positif 

yang umum ditemukan pada kulit dan membran mukosa manusia (Abebe & Birhanu, 

2023). Bakteri ini termasuk dalam famili Staphylococcaceae dan memiliki bentuk 

bulat (kokus) (Gambar 1.1). Struktur sel MRSA yang ditampilkan meliputi beberapa 

komponen utama. Bagian terluar adalah dinding sel (cell wall) yang berwarna ungu, 

merupakan struktur pelindung utama bakteri dan menjadi salah satu target kerja 

antibiotik β-laktam. Bagian bawah dinding sel terdapat membran sel yang berfungsi 

sebagai pembatas selektif antara bagian dalam dan luar sel, serta tempat protein 

pompa efluks (QacA/B dan NorA) berada untuk mengeluarkan antibiotik dari dalam 

sel. Sitoplasma sel mengandung ribosom yang berperan dalam sintesis protein dan 

menjadi target beberapa jenis antibiotik seperti tetrasiklin, aminoglikosida, dan 

makrolida. Komponen penting lainnya adalah DNA gyrase dan RNA polymerase 

yang berperan dalam replikasi DNA dan transkripsi RNA, keduanya merupakan 

target dari beberapa jenis antibiotik. Gen mecA yang mengkode protein PBP2a 

(Penicillin-Binding Protein 2a), yang merupakan faktor kunci resistensi MRSA 

terhadap antibiotik β-laktam. Struktur-struktur ini saling bekerja sama dalam 

menjalankan fungsi kehidupan bakteri sekaligus menjadi target dan mekanisme 

pertahanan terhadap antibiotik. 

      MRSA dapat bertahan dalam berbagai kondisi lingkungan dan memiliki 

kemampuan untuk membentuk biofilm yang melindunginya dari sistem imun inang 

maupun antimikroba. Namun, jika bakteri ini masuk ke dalam tubuh melalui luka atau 

prosedur invasif, berbagai enterotoksin dan racun lainnya akan dikeluarkan (Liu et 

al., 2024; Rasquel-Oliveira et al., 2025; Shoaib et al., 2023). Hal ini dapat memicu 

respons inflamasi dan menyebabkan berbagai kondisi patologis yang serius, meliputi 

infeksi kulit seperti dermatitis atopik, psoriasis, dan impetigo; gangguan pernapasan 

seperti fibrosis kistik paru dan asma; reaksi hipersensitivitas (alergi); serta infeksi 

siemik seperti meningitis dan osteomyelitis. Selain itu, kondisi ini juga dapat 

berkontribusi terhadap penyakit autoimun seperti sarcoidosis dan multiple sclerosis 

(Chen et al., 2022; Rasquel-Oliveira et al., 2025). Menurut data World Health 

Organization (WHO), infeksi MRSA menyebabkan tingkat mortalitas yang mencapai 

2-40% pada kasus bakteremia, dengan angka kematian yang lebih tinggi 

dibandingkan infeksi Staphylococcus aureus yang sensitif terhadap metisilin 

(Hasanpour et al., 2023; Hassoun et al.,  2017). 

MRSA merupakan bakteri patogen yang menunjukkan resistensi yang tinggi 

terhadap hampir semua antibiotik β-laktam, termasuk metisilin, penisilin, ampisilin, 

makrolida, aminoglikosida, fluorokuinolon, vankomisin, teicoplanin, dan sebagian 

besar sefalosporin generasi pertama hingga ketiga (Jubeh et al., 2020; Maddiboyina 

et al., 2023; de Oliveira Santos et al., 2022). Kemampuan MRSA untuk membentuk 

biofilm yang resisten, mentransfer gen resistensi melalui plasmid, dan 

mengembangkan mekanisme pertahanan yang kompleks telah menjadikannya 
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sebagai patogen nosokomial utama yang sulit dieradikasi dari lingkungan rumah 

sakit maupun komunitas (Brdová et al., 2024; Kaushik et al., 2024; Uddin et al., 

2021). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1.1. Morfologi dan struktur sel MRSA 

(Sumber: https://www.mdpi.com/antibiotics/antibiotics-10 

00398/article_deploy/html/images/antibiotics-10-00398-g001.png) 

 

      Secara epidemiologis, MRSA diklasifikasikan menjadi dua kategori utama 

berdasarkan tempat akuisisi infeksi, yaitu MRSA dalam lingkup rumah sakit (hospital-

acquired MRSA (HA-MRSA) dan MRSA pada lingkup komunitas (community-

acquired MRSA (CA-MRSA) (Shoaib et al., 2022). HA-MRSA umumnya menginfeksi 

pasien yang menjalani perawatan di fasilitas kesehatan, terutama mereka yang 

memiliki faktor risiko seperti riwayat operasi, penggunaan kateter, ventilator mekanik, 

atau memiliki sistem imun yang lemah (Tsouklidis et al., 2020). Sementara itu, CA-

MRSA dapat menginfeksi individu sehat di komunitas tanpa riwayat kontak dengan 

fasilitas kesehatan, sering dikaitkan dengan kondisi kepadatan populasi tinggi seperti 

asrama, penjara, atau fasilitas olahraga (Kong et al.,  2016). Peningkatan kasus 

MRSA yang berkelanjutan ini telah mendorong WHO untuk memasukkan MRSA ke 

dalam daftar patogen prioritas tinggi yang memerlukan perhatian khusus dalam 

pengembangan antimikroba baru dan strategi pencegahan infeksi yang lebih efektif 

(Shaari & Bakar, 2023) 

 

1.8.2 Mekanisme resistensi MRSA terhadap antibiotik 

Resistensi MRSA disebabkan oleh adanya mekanisme spesifik yang dikembangkan 

oleh MRSA sendiri terhadap antbiotik golongan β-laktam (Alghamdi et al., 2023; 

Brdová et al., 2024) . Mekanisme resistensi ini terutama disebabkan oleh produksi 

protein pengikat penisilin 2a (PBP2a) yang dikode oleh gen mecA (Rosado et al., 

2025; Shalaby et al., 2020). Protein ini memiliki afinitas yang rendah terhadap 

https://www.mdpi.com/antibiotics/antibiotics-10%2000398/article_deploy/html/images/antibiotics-10-00398-g001.png
https://www.mdpi.com/antibiotics/antibiotics-10%2000398/article_deploy/html/images/antibiotics-10-00398-g001.png
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antibiotik β-laktam, sehingga memungkinkan bakteri untuk melanjutkan sintesis 

dinding sel meskipun terpapar antibiotik (Fergestad et al., 2020; Rosado, et al., 

2025). 

MRSA juga mengembangkan berbagai mekanisme resistensi tambahan seperti 

produksi β-laktamase, modifikasi target antibiotik, sistem pompa eflux (pompa eflux 

(efflux pump)) yang aktif, dan pembentukan biofilm yang memberikan perlindungan 

fisik terhadap penetrasi antimikroba (Belay et al., 2024; Uruén et al., 2021). 

Kompleksitas mekanisme resistensi ini telah mendorong kebutuhan mendesak untuk 

mengembangkan strategi terapeutik alternatif yang dapat mengatasi keterbatasan 

antibiotik konvensional (Gambar 1.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gambar 1.2 Mekanisme resistensi MRSA terhadap antibiotik β-laktam 

(Sumber : https://pub.mdpi-res.com/antibiotics/antibiotics-12-
01362/article_deploy/html/images/antibiotics-12-01362-g003.png?1724806962) 

 

Gen mecA yang mengkode protein PBP2a merupakan elemen genetik mobile 

yang terdapat pada staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec) (Liu et al., 

2016; Rosado et al., 2025; Shalaby et al., 2020). Terdapat berbagai tipe SCCmec 

yang telah diidentifikasi, masing-masing memiliki karakteristik genetik yang berbeda 

dan berkontribusi terhadap variasi pola resistensi MRSA (Uehara, 2022). Protein 

PBP2a memiliki struktur yang berbeda dengan PBP normal, dimana sisi aktifnya 

termodifikasi sehingga mengurangi kemampuan antibiotik β-laktam untuk berikatan 

dan menghambat aktivitas transpeptidase yang esensial untuk sintesis peptidoglikan 

dinding sel bakteri (Lim & Strynadka, 2002; Uehara, 2022). 

Sistem pompa efflux pada MRSA merupakan mekanisme resistensi yang 

penting, dimana protein transporter aktif yang terdapat pada membran sel bakteri 

akan memompa keluar molekul antibiotik yang masuk ke dalam sel (Gaurav et al., 

2023). Beberapa jenis pompa efflux yang telah diidentifikasi pada MRSA antara lain 

NorA, NorB, dan NorC yang termasuk dalam famili fasilitator utama (MFS) 

(Hassanzadeh et al., 2020). Sistem ini dapat mengeluarkan berbagai jenis antibiotik 

https://pub.mdpi-res.com/antibiotics/antibiotics-12-01362/article_deploy/html/images/antibiotics-12-01362-g003.png?1724806962
https://pub.mdpi-res.com/antibiotics/antibiotics-12-01362/article_deploy/html/images/antibiotics-12-01362-g003.png?1724806962
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termasuk fluorokuinolon, sehingga berkontribusi terhadap resistensi multi-drug pada 

MRSA. 

Pembentukan biofilm oleh MRSA memberikan perlindungan tambahan terhadap 

antibiotik dan sistem imun inang (Sharif & Yadav, 2025). Biofilm merupakan 

komunitas bakteri yang tertanam dalam matriks ekstraseluler yang terdiri dari 

polisakarida, protein, dan DNA ekstraseluler (Karygianni et al., 2020; Zhao et al., 

2023). Struktur biofilm ini menciptakan gradien konsentrasi nutrisi dan oksigen yang 

menyebabkan heterogenitas metabolik dalam populasi bakteri, dimana sel-sel di 

bagian dalam biofilm berada dalam kondisi pertumbuhan lambat (Jo et al., 2022; 

Shree et al., 2023). 

1.8.3 Biodiversitas laut sebagai sumber senyawa bioaktif 

Lingkungan laut yang meliputi 70% permukaan bumi memiliki keragaman filogenetik 

yang jauh lebih besar dibandingkan lingkungan terestrial (Cantonati et al., 2020; 

Srinivasan et al., 2021). Berbagai jenis bakteri laut telah berevolusi untuk bertahan 

hidup dalam kondisi lingkungan ekstrem, seperti intensitas cahaya rendah, tekanan 

tinggi, pH asam, suhu rendah, serta variasi kandungan oksigen dan salinitas 

(Martínez et al., 2022). Adaptasi terhadap kondisi ekstrem ini mendorong bakteri laut 

menghasilkan produk metabolit primer dan sekunder dengan struktur kimia unik serta 

bioaktivitas yang kompleks (Barzkar et al., 2023). 

Bakteri laut juga mampu mengeluarkan metabolit bioaktif sebagai upaya 

mekanisme pertahanan terhadap predator atau komponen lingkungan yang 

berpotensi berbahaya, sekaligus sebagai strategi kompetisi untuk memperoleh 

nutrisi (seperti sumber karbon) dari lingkungan atau organisme inangnya (Barzkar et 

al., 2023; Shree et al., 2023). Kondisi lingkungan laut yang ekstrem, seperti tekanan 

tinggi, salinitas tinggi, pH yang bervariasi, dan fluktuasi suhu, telah memaksa bakteri 

laut untuk menghasilkan enzim dan senyawa bioaktif dengan stabilitas dan aktivitas 

yang superior dibandingkan dengan mikroorganisme terrestrial (Alves & Kijjoa 2020; 

Dalmaso et al., 2015). 

Ekosistem laut Indonesia mencakup berbagai habitat unik seperti terumbu 

karang, laut dalam, zona hidrothermal, dan sedimen laut yang menjadi rumah bagi 

jutaan mikroorganisme dengan potensi bioaktif yang tinggi (Corinaldesi, 2015). 

Bakteri laut yang hidup di lingkungan ekstrem ini telah mengembangkan mekanisme 

adaptasi yang unik, termasuk produksi metabolit sekunder bioaktif sebagai strategi 

bertahan hidup dan kompetisi dengan mikroorganisme lainnya (Pardo-Esté et al., 

2024). Senyawa bioaktif yang diproduksi oleh mikroorganisme laut, khususnya 

bakteri ini, menarik perhatian peneliti karena keragaman struktural dan potensi 

farmakologisnya yang tinggi (Alves & Kijjoa 2020; Barzkar et al., 2023). Banyak 

kandidat senyawa farmasi baru telah diisolasi dari sedimen laut dan bakteri yang 

berasosiasi dengan organisme (Santos et al., 2020; Srinivasan et al., 2021). 

Berbagai genus bakteri laut yang telah diidentifikasi sebagai penghasil senyawa 

bioaktif antara lain Streptomyces, Bacillus, Pseudomonas, Vibrio, dan Nocardiopsis 
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yang diisolasi dari berbagai habitat laut termasuk sedimen, kolom air, dan organisme 

laut (Ameen et al.,  2021). 

Indonesia, sebagai negara kepulauan terbesar di dunia dengan garis pantai 

sepanjang lebih dari 81.000 kilometer, memiliki kekayaan biodiversitas laut yang luar 

biasa dan sebagian besar belum dieksplorasi secara optimal (Akbar, 2022). Berbagai 

habitat laut Indonesia dan karakteristik lingkungannya yang mendukung (Akbar, 

2022) produksi metabolit bioaktif dapat dilihat pada Tabel 1.1. 

  Tabel 1.1 Habitat laut indonesia dan karakteristik lingkungannya 

Habitat 

Laut 

Karakteristik 

Lingkungan 

Genus Bakteri 

Dominan 

Potensi Metabolit 

Bioaktif 

Sedimen 
laut 

Tekanan tinggi, suhu 
rendah, anaerobic 

Bacillus, 
Streptomyces, 
Pseudomonas 

Enzim ekstraselular, 
antibiotic 

Terumbu 
karang 

 
Salinitas tinggi, 
kompetisi nutrisi 

tinggi 

Vibrio, 
Pseudoalteromonas, 

Bacillus 

Senyawa anti-fouling, 
antimikroba 

 

Laut dalam 

 
Tekanan sangat 

tinggi, suhu rendah, 
gelap 

  Psychrobacter, 
Shewanella, 

Colwellia 

Enzim psikrofilik, 
senyawa unik 

Zona 
hidrothermal 

 
Suhu tinggi, pH 
ekstrem, mineral 

tinggi 

Thermococcus, 
Pyrococcus, Bacillus 

Enzim termostabil 

Mangrove Fluktuasi salinitas, 
pH variabel 

Streptomyces, 
Micromonospora, 

Bacillus 

Antibiotik, enzim 
adaptif 

Sponge laut Simbiosis,          Pseudovibrio Senyawa antimikroba 

Sumber:  Ameen et al.,  2021; Akbar,2022  
 

1.8.4 Protease dari bakteri laut 

Enzim yang dihasilkan oleh bakteri laut memiliki banyak aplikasi dalam bioindustri  

(Rao et al.,  2017), termasuk enzim seperti amilase, lipase, protease, gelatinase, 

selulase, dan kitinase (Beygmoradi & Homaei, 2017). Enzim-enzim ini stabil secara 

termal, tahan terhadap berbagai nilai pH dan kondisi ekstrim lainnya yang diperlukan 

untuk aplikasi industri dan memiliki aplikasi biologis yang terkait dengan kesehatan 

manusia (Ashaolu et al., 2025). 

Protease, sebagai salah satu kelompok enzim terbesar yang dihasilkan oleh 

bakteri laut, menunjukkan potensi yang sangat menjanjikan sebagai agen 

antimikroba terbaru (Solanki et al., 2021). Enzim proteolitik ini memiliki kemampuan 

untuk menghidrolisis ikatan peptida pada protein target secara spesifik, yang dapat 

dimanfaatkan untuk mendegradasi komponen protein esensial pada patogen bakteri 

(Culp & Wright 2017). Protease yang dihasilkan oleh bakteri laut memiliki 
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karakteristik yang unik dan berbeda dengan protease yang dihasilkan oleh 

mikroorganisme terrestrial (Barzkar, 2020; Cheng et al., 2020). Karakteristik unik 

protease dari bakteri laut, seperti stabilitas terhadap kondisi ekstrem, aktivitas 

optimal pada rentang pH dan suhu yang luas, serta resistensi terhadap inhibitor 

protease endogen, menjadikannya sebagai kandidat ideal untuk aplikasi terapeutik 

(Noskova et al., 2025). Protease bakteri laut umumnya memiliki aktivitas katalitik 

yang tinggi, spesifisitas substrat yang luas, dan kemampuan untuk tetap aktif dalam 

kondisi salinitas tinggi yang mencerminkan adaptasi mereka terhadap lingkungan 

laut (Barzkar et al., 2023). 

1.8.5 Mekanisme kerja protease sebagai agen antimikroba 

Mekanisme kerja protease sebagai agen antimikroba melibatkan degradasi protein 

struktural dan fungsional pada sel target, termasuk protein dinding sel, protein 

membran, enzim metabolik esensial, dan faktor virulensi (Ishikawa et al., 2024). 

Protease dapat menghidrolisis peptidoglikan pada dinding sel bakteri, menyebabkan 

lisis osmotik dan kematian sel (Ramírez et al.,  2022). 

Protease dapat menghidrolisis peptidoglikan pada dinding sel bakteri, 

menyebabkan lisis osmotik dan kematian sel (Ramírez et al., 2022), serta 

mendegradasi protein adhesin yang berperan dalam pembentukan biofilm, protein 

toxin yang bertanggung jawab terhadap patogenitas, dan enzim resistensi yang 

memberikan ketahanan terhadap antimikroba (Sharma et al., 2023). Keunggulan 

protease sebagai agen antimikroba terletak pada mekanisme kerjanya yang berbeda 

dengan antibiotik konvensional, dimana protease dapat menyerang multiple target 

protein secara simultan, sehingga mengurangi kemungkinan terbentuknya resistensi 

(Balenahalli et al., 2024). Spesifisitas protease terhadap sekuen asam amino tertentu 

memungkinkan pengembangan terapi yang lebih terarah dan selektif, dengan resiko 

efek samping yang minimal terhadap sel inang (Ratnikov et al., 2021). 

Degradasi peptidoglikan oleh protease terjadi melalui hidrolisis ikatan peptida 

pada jembatan peptida yang menghubungkan rantai glikan dalam struktur 

peptidoglikan (Brogan & Rudner, 2023). Proses ini melemahkan integritas struktural 

dinding sel bakteri dan menyebabkan sel menjadi rentan terhadap tekanan osmotik 

(Yadav et al. 2018). Ketika integritas dinding sel terganggu, tekanan turgor internal 

sel akan menyebabkan lisis sel dan kematian bakteri. Mekanisme ini sangat efektif 

terhadap bakteri Gram positif seperti MRSA yang memiliki lapisan peptidoglikan yang 

tebal (Han et al., 2023; Wong & Amir, 2019). 

Protease juga dapat mendegradasi protein membran yang berperan penting 

dalam berbagai fungsi sel bakteri termasuk transport nutrisi, komunikasi sel, dan 

pemeliharaan gradien elektrokimia (Lee, 2025). Degradasi protein membran dapat 

menyebabkan kebocoran komponen intraseluler, gangguan homeostasis ion, dan 

hilangnya energi seluler (Stewart et al.,  2018). Selain itu, beberapa protease memiliki 

kemampuan untuk mendegradasi faktor virulensi MRSA seperti protein A yang 

berfungsi dalam evasion imun, alpa toksin yang menyebabkan lisis sel inang, dan 

koagulase yang melindungi bakteri dari fagositosis (Girma, 2025).  
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Gambar 1.3. Ilustrasi mekanisme kerja protease 
sebagai agen antimikroba terhadap MRSA 

(Sumber:https://images.search.yahoo.com/search/images;_ylt=AwrKGJhl6SN

pBwIA4OKJzbkF;_ylu=Y29sbwNzZzMEcG9zAzI1BHZ0aWQDBHNlYwNzcg--

?fr=mcafee&p=Illustration+of+the+mechanism+of+action+of+protease+as+an

+antimicrobial+agent+against+MRSA&imgurl=https%3A%2F%2Fthumbs.drea

mstime.com%2Fz%2Fmechanisms-action-antimicrobials-antibiotic-

60642778.jpg 

 

      Gambar 1.3 mengilustrasikan berbagai mekanisme kerja protease sebagai agen 

antibakteri melalui lima target utama dalam sel bakteri. Pertama, protease 

menghambat sintesis protein dengan mendegradasi ribosom atau protein-protein 

yang terlibat dalam proses translasi. Kedua, protease menginhibisi sintesis asam 

nukleat dengan menargetkan protein-protein yang berperan dalam replikasi dan 

transkripsi DNA. Ketiga, protease menghambat sintesis dinding sel dengan 

mendegradasi enzim-enzim pembentuk peptidoglikan atau protein struktural dinding 

sel, sehingga integritas dinding sel terganggu dan bakteri menjadi rentan terhadap 

lisis. Keempat, protease menyebabkan disrupsi fungsi membran sel dengan 

memecah protein membran, mengakibatkan kebocoran komponen intraseluler dan 

gangguan homeostasis sel. Kelima, protease memblokir jalur metabolisme dan 

menginhibisi metabolisme sel bakteri melalui degradasi enzim-enzim metabolik 

seperti yang terlibat dalam jalur asam folat. Mekanisme multi-target ini menunjukkan 

keunggulan protease dibandingkan antibiotik konvensional yang umumnya hanya 

memiliki satu target spesifik, sehingga kemungkinan bakteri mengembangkan 

resistensi menjadi lebih kecil karena bakteri harus mengembangkan mekanisme 

pertahanan terhadap beberapa serangan sekaligus 

https://images.search.yahoo.com/search/images;_ylt=AwrKGJhl6SNpBwIA4OKJzbkF;_ylu=Y29sbwNzZzMEcG9zAzI1BHZ0aWQDBHNlYwNzcg--?fr=mcafee&p=Illustration+of+the+mechanism+of+action+of+protease+as+an+antimicrobial+agent+against+MRSA&imgurl=https%3A%2F%2Fthumbs.dreamstime.com%2Fz%2Fmechanisms-action-antimicrobials-antibiotic-60642778.jpg
https://images.search.yahoo.com/search/images;_ylt=AwrKGJhl6SNpBwIA4OKJzbkF;_ylu=Y29sbwNzZzMEcG9zAzI1BHZ0aWQDBHNlYwNzcg--?fr=mcafee&p=Illustration+of+the+mechanism+of+action+of+protease+as+an+antimicrobial+agent+against+MRSA&imgurl=https%3A%2F%2Fthumbs.dreamstime.com%2Fz%2Fmechanisms-action-antimicrobials-antibiotic-60642778.jpg
https://images.search.yahoo.com/search/images;_ylt=AwrKGJhl6SNpBwIA4OKJzbkF;_ylu=Y29sbwNzZzMEcG9zAzI1BHZ0aWQDBHNlYwNzcg--?fr=mcafee&p=Illustration+of+the+mechanism+of+action+of+protease+as+an+antimicrobial+agent+against+MRSA&imgurl=https%3A%2F%2Fthumbs.dreamstime.com%2Fz%2Fmechanisms-action-antimicrobials-antibiotic-60642778.jpg
https://images.search.yahoo.com/search/images;_ylt=AwrKGJhl6SNpBwIA4OKJzbkF;_ylu=Y29sbwNzZzMEcG9zAzI1BHZ0aWQDBHNlYwNzcg--?fr=mcafee&p=Illustration+of+the+mechanism+of+action+of+protease+as+an+antimicrobial+agent+against+MRSA&imgurl=https%3A%2F%2Fthumbs.dreamstime.com%2Fz%2Fmechanisms-action-antimicrobials-antibiotic-60642778.jpg
https://images.search.yahoo.com/search/images;_ylt=AwrKGJhl6SNpBwIA4OKJzbkF;_ylu=Y29sbwNzZzMEcG9zAzI1BHZ0aWQDBHNlYwNzcg--?fr=mcafee&p=Illustration+of+the+mechanism+of+action+of+protease+as+an+antimicrobial+agent+against+MRSA&imgurl=https%3A%2F%2Fthumbs.dreamstime.com%2Fz%2Fmechanisms-action-antimicrobials-antibiotic-60642778.jpg
https://images.search.yahoo.com/search/images;_ylt=AwrKGJhl6SNpBwIA4OKJzbkF;_ylu=Y29sbwNzZzMEcG9zAzI1BHZ0aWQDBHNlYwNzcg--?fr=mcafee&p=Illustration+of+the+mechanism+of+action+of+protease+as+an+antimicrobial+agent+against+MRSA&imgurl=https%3A%2F%2Fthumbs.dreamstime.com%2Fz%2Fmechanisms-action-antimicrobials-antibiotic-60642778.jpg
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      Degradasi komponen biofilm ini dapat mencegah pembentukan biofilm baru atau 

merusak biofilm yang telah terbentuk, sehingga meningkatkan kerentanan bakteri 

terhadap sistem imun dan antimikroba (Grari et al., 2025). Kemampuan ini sangat 

penting dalam konteks infeksi MRSA yang seringkali terkait dengan pembentukan 

biofilm pada permukaan medis atau jaringan inang (Wang et al., 2023). Berbagai 

genus bakteri laut yang telah diidentifikasi sebagai penghasil protease seperti yang 

dijelaskan pada Tabel 1.2 di bawah ini:  

Tabel 1. 2 Penelitian protease dari bakteri laut dengan aktivitas antimikroba 

Sumber 

Bakteri 
Genus/spesies 

Asal 

Isolat 

Tipe 

Protease 

Target 

Patogen 
Aktivitas Referensi 

Sedimen 
laut 

Capsican 

Streptomyces 
sp. 

Laut 
Capsican 

Serin 
protease 

MRSA, VRE 
Zona 

hambat 
signifikan 

Norouzi,  
et al., 2018 

 

Laut Cina 
Bacillus subtilis 

KIBGE-IB17 
Laut Cina 

Bacteriocin 
(BAC-IB17) 

MRSA 
 

MIC 25 
µg/mL 

Ansari  
et al., 2018 

Sedimen 
laut Mesir 

Streptomyces 
sp. 

Laut 
Mesir 

Alkalin 
protease 

B. cereus, 
S. aureus 

 
Zona 

hambat 12-
18 mm 

Rashad  
et al., 2015 

Sedimen 
laut Brazil 

Bacillus sp. 
Laut 

Brazil 
Metalo 

protease 
C. fimi NCTC 

7547 

 
Aktivitas 
proteolitik 

tinggi 
 

 Jankoski 
et al., 2021 

Laut 
Merah, 
Saudi 
Arabia 

Vibrio sp. EA348 
Laut 

Merah 
Ekstraselular 

protease 

 
E. faecalis 

, E. coli 
P.aeruginosa 

 

MIC 50-
100 µg/mL 

Bibi 
et al., 2020 

Laut Afrika 
Selatan 

 Nocardiopsis    
dassonvillei 

   Afrika 
Selatan 

Alkalin 
protease 

 
L. monocyte 
Molecular 

STEC 

 
  Zona 
hambat 15-
20 mm 

  Ngema  
et al., 2023 

Sedimen 
laut India 

Bacillus sp. 
APCMST-RS7 

 India 
Alkalin 

protease 
Berbagai 
patogen 

Aktivitas 
antioksidan  

Maruthiah, 
et al.,2017 

 

1.8.6 Pendekatan in silico dalam karakterisasi protease 

Pendekatan in silico merupakan metode komputasional yang digunakan untuk 

memprediksi dan menganalisis struktur, fungsi, dan interaksi molekuler protein 

termasuk protease (Agamah et al., 2020). Metode ini melibatkan berbagai teknik 

bioinformatika dan pemodelan molekuler yang dapat memberikan informasi penting 

sebelum dilakukan eksperimen laboratorium. Analisis in silico dapat menghemat 

waktu dan biaya penelitian dengan memprediksi kandidat protease yang paling 

potensial untuk dievaluasi lebih lanjut secara eksperimental (Chen et al., 2023). 

Teknik molekular docking merupakan salah satu metode in silico yang paling 

banyak digunakan untuk memprediksi interaksi antara protease dengan protein 
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target pada patogen (Kumar & Kumar 2019; Pinzi & Rastelli 2019). Molekular docking 

dapat memodelkan bagaimana protease berikatan dengan substrat proteinnya dan 

mengidentifikasi residu asam amino yang penting untuk interaksi tersebut (Fanelli & 

Sullivan 2023; Ashutosh et al.,  2017). Metode ini menggunakan algoritma untuk 

mencari konformasi optimal dari kompleks protein-substrat berdasarkan energi 

ikatan dan komplementaritas struktural (Anushree et al.,  2017). 

Simulasi dinamika molekuler merupakan teknik lanjutan yang dapat 

memodelkan pergerakan atom dan molekul dalam sistem biologis selama periode 

waktu tertentu (Padhi et al.,  2022). Metode ini dapat memberikan informasi tentang 

stabilitas kompleks protease-substrat, perubahan konformasi yang terjadi selama 

katalisis, dan faktor-faktor yang mempengaruhi aktivitas enzim (Agu et al., 2023). 

Simulasi dinamika molekuler dapat mengungkap mekanisme katalitik protease pada 

tingkat atomik dan memprediksi efek mutasi atau modifikasi pada aktivitas enzim 

(Sun et al., 2024).Berbagai perangkat   bioinformatika yang digunakan dalam analisis 

in silico protease dapat dilihat pada Tabel 1.3. 

 

Tabel 1.3 Perangkat bioinformatika untuk analisis in silico  

Tools/ 

Software 

Fungsi 

Utama 

Database/ 

Algoritma 
Output Website/Platform 

BLAST 

Pencarian 

homologi 

sekuens 

NCBI, 

UniProt 

Similaritas 

sekuens, 

identifikasi 

protein 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 

 

Clustal 

Omega 

 

Multiple 

sequence 

alignment 

Progressive 

alignment 

 

Alignment 

sekuens, 

pohon 

filogenetik 

https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/ 

 

SWISS-

MODEL 

Homology 

modeling 

Template-

based 

modeling 

Model struktur 

3D protein 

 

https://swissmodel.expasy.org/ 

 

AutoDock 

Vina 

Molekular 

docking 

Lamarckian 

genetic 

algorithm 

Binding 

affinity, 

konformasi 

kompleks 

https://autodock-

vina.readthedocs.io/en/latest/index.ht

ml 

 

GROMACS 

Simulasi 

dinamika 

molekuler 

Force field 

(AMBER, 

CHARMM) 

 

Trajektori, 

energi, 

stabilitas 

 

https://www.gromacs.org/ 

 

Sumber: Nguyen et al., 2025 

       Analisis bioinformatika pada urutan protein dapat digunakan untuk menemukan 

bagian yang berfungsi sebagai katalis, pola urutan yang dipertahankan, dan 

hubungan kekerabatan evolusi protease (Wang et al., 2021). Perbandingan sekuens 

dengan database protein dapat membantu mengklasifikasikan protease ke dalam 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/
https://swissmodel.expasy.org/
https://autodock-vina.readthedocs.io/en/latest/index.html
https://autodock-vina.readthedocs.io/en/latest/index.html
https://autodock-vina.readthedocs.io/en/latest/index.html
https://www.gromacs.org/
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famili tertentu dan memprediksi sifat-sifat biokimianya (Nguyen et al., 2025). Analisis 

struktur tiga dimensi protease dapat mengidentifikasi sisi aktif katalitik, kantong 

substrat binding, dan residu penting untuk stabilitas dan aktivitas enzim (Riziotis & 

Thornton, 2022).  

1.8.7 Karakterisasi in vitro protease dan aktivitas anti-MRSA 

Karakterisasi in vitro protease melibatkan serangkaian uji biokimia untuk menentukan 

sifat-sifat enzim termasuk aktivitas spesifik, pH optimum, suhu optimum, stabilitas 

termal, dan spesifisitas substrat (Filippova et al., 2024). Uji aktivitas proteolitik 

umumnya dilakukan dengan mengukur pelepasan produk hidrolisis protein 

menggunakan berbagai metode analitik seperti metode Lowry, metode Bradford, 

atau kromatografi (Jain et al., 2020). 

Penentuan pH optimum dilakukan dengan mengukur aktivitas protease pada 

berbagai nilai pH menggunakan buffer yang sesuai (Bowman et al., 2020). Protease 

dari bakteri laut dapat memiliki pH optimum yang bervariasi tergantung pada adaptasi 

mereka terhadap lingkungan asalnya (Mougi, 2024). Penentuan suhu optimum dan 

stabilitas termal dilakukan dengan menginkubasi protease pada berbagai suhu dan 

mengukur aktivitas residual setelah periode inkubasi tertentu (Salehi, 2024). 

Informasi ini penting untuk menentukan kondisi optimal produksi dan aplikasi 

protease. 

Evaluasi aktivitas anti-MRSA secara in vitro dilakukan melalui berbagai metode 

pengujian antimikroba (Balouiri et al.,  2016). Uji difusi agar merupakan metode 

skrining awal yang sederhana untuk mendeteksi aktivitas antimikroba berdasarkan 

pembentukan zona hambat pertumbuhan bakteri (Hossain, 2024). Uji penentuan 

Minimum Inhibitory Concentration (MIC) dan Minimum Bactericidal Concentration 

(MBC) memberikan informasi kuantitatif tentang konsentrasi minimum protease yang 

diperlukan untuk menghambat dan membunuh MRSA (Rodríguez-Melcón et al., 

2021). 

Analisis mekanisme kerja protease terhadap MRSA dapat dilakukan melalui 

berbagai pendekatan eksperimental. Mikroskopi elektron dapat digunakan untuk 

mengamati perubahan morfologi sel MRSA setelah perlakuan dengan protease 

(Czerwi, 2021; Golding et al., 2016). Analisis protein dapat mengidentifikasi protein 

target yang didegradasi oleh protease menggunakan teknik elektroforesis dan 

spektrometri massa (Sathe & Sapkota, 2023). Uji permeabilitas membran dapat 

mendeteksi kerusakan membran sel yang disebabkan oleh aktivitas protease 

(Venkataswamy et al., 2023).  

1.8.8 Validasi protease sebagai agen anti-MRSA secara in vivo 

Validasi in vivo merupakan tahapan krusial dalam pengembangan protease sebagai 

agen anti-MRSA untuk memastikan efektivitas dan keamanan dalam sistem biologis 

yang kompleks (Venkataswamy et al., 2023). Evaluasi in vivo menggunakan model 

hewan uji dapat memberikan informasi tentang farmakokinetik, farmakodinamik, 

efikasi terapeutik, dan toksisitas protease (Hartung et al., 2024). Model hewan yang 
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umum digunakan dalam penelitian anti-MRSA antara lain mencit, tikus, dan kelinci 

dengan berbagai model infeksi (Hickman et al., 2017). 

Model infeksi kulit merupakan model yang relevan untuk mengevaluasi 

efektivitas protease terhadap infeksi MRSA karena kulit merupakan situs infeksi yang 

umumn (Youn et al.,  2020). Model ini dapat dibuat dengan menginfeksikan MRSA 

secara subkutan atau intradermal dan mengamati perkembangan lesi, jumlah bakteri 

pada situs infeksi, dan respons inflamasi (Zhang et al., 2021). Perlakuan dengan 

protease dapat dilakukan secara topikal atau sistemik dan efektivitasnya dievaluasi 

berdasarkan pengurangan ukuran lesi, penurunan beban bakteri, dan percepatan 

penyembuhan luka (Ćwilichowska et al., 2022). 

Model sepsis dapat digunakan untuk mengevaluasi efektivitas protease 

terhadap infeksi sistemik MRSA yang mengancam jiwa (Ćwilichowska et al., 2022). 

Model ini melibatkan injeksi MRSA secara intravena atau intraperitoneal dan 

monitoring kemampuan hidup, beban bakteri pada organ target, dan marker inflamasi 

sistemik (Atre et al., 2024). Perlakuan dengan protease dapat diberikan pada 

berbagai waktu relatif terhadap infeksi untuk mengevaluasi kemampuan profilaktik 

maupun terapeutik (Marshall et al.,  2017). 

Evaluasi keamanan dan toksisitas protease merupakan aspek penting dalam 

validasi in vivo (Ćwilichowska et al., 2022). Parameter yang dievaluasi meliputi 

toksisitas akut dan kronik, immunogenisitas, dan efek samping pada organ target. 

Analisis histopatologi dapat mendeteksi kerusakan jaringan yang disebabkan oleh 

protease (Alipkina et al., 2021). Pemantauan parameter darah dan kimia serum dapat 

mengidentifikasi disfungsi organ. Uji immunogenisitas dapat mendeteksi 

pembentukan antibodi terhadap protease yang dapat mengurangi efektivitas atau 

menyebabkan reaksi hipersensitivitas (Metra et al., 2022). 

Analisis farmakokinetik protease melibatkan penentuan absorpsi, distribusi, 

metabolisme, dan ekskresi enzim dalam tubuh (Ghazi & Cawley, 2021). Parameter 

farmakokinetik seperti waktu paruh, volume distribusi, dan clearance dapat 

digunakan untuk merancang regimen dosis yang optimal (Glassman & Muzykantov, 

2019). Analisis farmakodinamik mengkaji hubungan antara konsentrasi protease 

dengan efek antimikroba untuk menentukan konsentrasi target yang diperlukan untuk 

efikasi terapeutik (Alikhani et al., 2025). 

1.8.9 Integrasi pendekatan in silico, in vitro, dan in vivo 

Pendekatan integratif yang menggabungkan analisis in silico, in vitro, dan in vivo 

memberikan pemahaman yang komprehensif tentang potensi protease dari bakteri 

laut sebagai agen anti-MRSA. Setiap pendekatan memiliki kelebihan dan 

keterbatasan yang saling melengkapi. Analisis in silico dapat memprediksi kandidat 

protease yang potensial dan mekanisme kerjanya pada tingkat molekuler, sehingga 

mengarahkan prioritas untuk karakterisasi eksperimental (Kumar et al.,  2020). 

Hasil analisis in silico dapat divalidasi dan diperluas melalui karakterisasi in vitro 

yang memberikan data eksperimental tentang sifat biokimia protease dan aktivitas 

antimikroba terhadap MRSA (Rampone et al., 2021). Korelasi antara prediksi in silico 
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dengan hasil in vitro dapat digunakan untuk memperbaiki model komputasional dan 

meningkatkan akurasi prediksi untuk kandidat protease lainnya (Rampone et al., 

2021). Identifikasi target protein spesifik pada MRSA yang didegradasi oleh protease 

secara in vitro dapat dikonfirmasi dengan hasil molekular docking in silico. 

Karakterisasi in vitro memberikan informasi fundamental yang diperlukan untuk 

merancang studi in vivo yang efisien. Parameter seperti konsentrasi efektif, stabilitas 

enzim, dan spesifisitas dapat digunakan untuk menentukan dosis, rute administrasi, 

dan frekuensi pemberian dalam model hewan. Namun, aktivitas in vitro tidak selalu 

berkorelasi dengan efektivitas in vivo karena kompleksitas sistem biologis termasuk 

bioavailabilitas, distribusi, metabolisme, dan interaksi dengan sistem imun. 

Validasi in vivo memberikan konfirmasi akhir tentang efikasi terapeutik dan 

keamanan protease dalam kondisi fisiologis yang relevan. Data in vivo dapat 

mengidentifikasi limitasi atau tantangan yang tidak terdeteksi dalam studi in silico dan 

in vitro, seperti immunogenisitas, kejelasan yang cepat, atau ketidakstabilan dalam 

serum. Informasi ini dapat digunakan untuk memodifikasi atau mengoptimalkan 

protease melalui protein engineering yang dipandu oleh analisis in silico untuk 

meningkatkan sifat farmakologis. 

Siklus literatif antara pendekatan in silico, in vitro, dan in vivo memungkinkan 

optimalisasi rasional protease sebagai agen anti-MRSA. Modifikasi struktur protease 

yang diprediksi secara in silico dapat meningkatkan stabilitas, aktivitas, atau 

mengurangi immunogenisitas dapat diverifikasi melalui ekspresi rekombinan dan 

karakterisasi in vitro, kemudian divalidasi in vivo. Pendekatan integratif ini 

mempercepat proses pengembangan dengan mengurangi uji coba berulang dan 

berfokus pada kandidat yang paling menjanjikan berdasarkan data multi-platform 

yang telah dijelaskan pada Tabel 1.4. 
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Tabel 1.4 Perbandingan kelebihan dan keterbatasan pendekatan in silico, in 

vitro, dan In vivo 

Aspek In silico In vitro In vivo 

Kecepatan 
Sangat cepat 

(jam-hari) 

Cepat-sedang 

(hari-minggu) 

 

Lambat 

(minggu-bulan) 

 

Biaya Sangat rendah Sedang Tinggi 

 

Hasil/kapasitas 

 

Sangat tinggi 

 

Tinggi 

 

Rendah 

 

     Prediktabilitas Prediksi teoritis 

Data 

eksperimental 

terbatas 

Data paling 

relevan untuk 

aplikasi 

 

Informasi 

mekanisme 

Detail interaksi 

molekuler 

Mekanisme 

biokimia 

Mekanisme 

fisiologis 

Etika 
Tidak ada isu 

etika 
Tidak ada isu etika 

 

Memerlukan 

persetujuan etik 

 

Keterbatasan 

 

Akurasi 

tergantung model 

 

Tidak 

memperhitungkan 

faktor in vivo 

 

Variabilitas 

biologis tinggi 

Aplikasi utama 

 

Screening, 

prediksi struktur-

fungsi 

 

Karakterisasi 

biokimia,  

bukti konsep 

Validasi efikasi 

dan keamanan 

 

Contoh output 

 

 

Binding energy, 

struktur kompleks 

IC50, MIC, aktivitas 

spesifik 

ED50, survival 

rate, 

histopathology 

Sunber: Rampone et al., 2021  
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BAB II 

ISOLASI, SKRINING DAN IDENTIFIKASI 

BAKTERI LAUT PENGHASIL PROTEASE 

 

2.1 Abstrak  

Protease merupakan biokatalis penting dengan nilai ekonomi global yang signifikan 

untuk aplikasi dalam industri makanan, farmasi, detergen, tekstil, dan bioteknologi. 

Bakteri laut menjadi sumber protease potensial karena menghasilkan enzim dengan 

karakteristik unik seperti halotoleransi, termostabilitas, dan adaptasi terhadap kondisi 

ekstrem. Tujuan: untuk mengisolasi, memurnikan, mengidentifikasi, dan 

mengarakterisasi bakteri laut penghasil protease dari Pantai Losari, Makassar. 

Metode: mengisolasi bakteri dari sampel air laut dan sedimen dari empat titik yang 

dilanjutkan purifikasi bakteri metode pengenceran berseri pada media Marine Broth 

dan Nutrient Agar dan skrining aktivitas proteolitik menggunakan media Skim Milk 

Agar 1%. Selanjutnya Isolat terpilih dikarakterisasi secara morfologi, biokimia (SCA, 

TSIA, SIM, MR-VP, fermentasi karbohidrat), dan molekuler melalui sekuensing gen 

16S rRNA serta analisis filogenetik. Hasil: penelitian ini mengisolasi 25 isolat 

murni (15 MB-SL dari sedimen dan 10 MB-WL dari air laut) yang seluruhnya 

merupakan bakteri Gram negatif. Isolat sedimen menunjukkan aktivitas proteolitik 

lebih tinggi (60%) dibandingkan air laut (20%). Dua isolat dengan aktivitas tertinggi 

adalah MB-SL5 (14,1 ± 0,9 mm) yang diidentifikasi sebagai Shewanella algae 

(97,82% kemiripan) dengan karakteristik non-fermentatif, dan MB-SL6 (13,2 ± 0,8 

mm) yang diidentifikasi sebagai Vibrio alginolyticus (90,53% kemiripan) dengan 

karakteristik fermentatif. Pemodelan struktur protein ORF1 (Shewanella algae) dan 

ORF4 (Vibrio alginolyticus) menghasilkan model berkualitas tinggi (GMQE 0.64) 

yang divalidasi dengan baik melalui analisis Ramachandran dan MolProbity. S. algae 

menunjukkan identitas sekuens tinggi yang mencapai 76,19%, sementara V. 

alginolyticus menunjukkan identitas sekuens 88,10%. Kesimpulan penelitian ini 

terdapat perbedaan karakteristik metabolik antara S. algae yang nonfermentatif 

dengan respirasi anaerob dan V. alginolyticus yang fermentatif dengan fleksibilitas 

metabolik tinggi mengindikasikan partisi niche ekologis yang memungkinkan 

koeksistensi di lingkungan laut. Keragaman mekanisme produksi protease ini 

menunjukkan potensi aplikasi bioteknologi industri yang berbeda sesuai dengan 

karakteristik masing-masing isolat, khususnya untuk industri yang memerlukan 

enzim dengan stabilitas tinggi pada kondisi ekstrem. 

Kata kunci: Bakteri laut, gen 16S rRNA, karakterisasi biokimia, Pantai Losari, 

protease, Shewanella algae, Vibrio alginolyticus 
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2.2 Pendahuluan  

Protease merupakan katalis biologis pemecah protein yang mendominasi industri 

bioteknologi modern dengan pangsa pasar 60% dari total penjualan enzim industri 

global (Song et al., 2023). Enzim ini mengkatalisis pemecahan ikatan peptida menjadi 

peptida dan asam amino yang lebih sederhana sehingga diaplikasikan dalam industri 

pangan, pembuatan detergen, tekstil, farmasi, dan pengolahan limbah (Pamaya et al., 

2018; Solanki et al., 2021). Perkembangan bioteknologi modern telah membuka 

peluang pemanfaatan mikroorganisme sebagai sumber protease yang memiliki peran 

penting dalam berbagai proses industri (Bond, 2019; Maurya et al., 2021). 

Meningkatnya permintaan protease telah mendorong eksplorasi sumber enzim baru 

yang memiliki karakteristik unggul dan efisiensi katalitik tinggi (Aruna et al., 2023; 

Ndochinwa et al., 2024; Shankar et al., 2021). 

Industri enzim global mengalami pertumbuhan signifikan dengan nilai pasar yang 

terus meningkat (Siddikey et al., 2025). Ketergantungan pada sumber enzim 

konvensional dari tanaman dan hewan semakin menurun seiring perkembangan 

teknologi fermentasi mikroba (Zhang et al., 2019). Produksi enzim berbasis mikroba 

menawarkan keuntungan seperti proses lebih cepat, biaya lebih rendah, serta 

kemudahan manipulasi genetik untuk meningkatkan jumlah dan kualitas enzim (Singh 

et al., 2016). Hal ini mendorong intensifikasi penelitian mencari strain mikroba unggul 

penghasil enzim, termasuk dari habitat yang belum banyak dieksplorasi seperti 

lingkungan laut. 

Lingkungan laut menyimpan potensi biodiversitas mikroorganisme yang sangat 

besar, tetapi belum tergali secara optimal (Dubey et al., 2024; Mao et al., 2024). Lautan 

Indonesia yang mencakup hampir 70% wilayah negara menyimpan kekayaan biota 

yang luar biasa besar, namun masih minim dimanfaatkan (Wuwung et al., 2024). 

Ekosistem perairan laut dengan kondisi lingkungan yang unik, seperti kandungan 

mineral, salinitas, pH, dan suhu yang bervariasi, menciptakan habitat bagi 

mikroorganisme dengan kemampuan metabolisme yang berbeda dari mikroorganisme 

pada umumnya (Dolbeth & Arenas, 2020). Bakteri laut yang hidup di ekosistem 

perairan memiliki kemampuan adaptasi luar biasa terhadap kondisi lingkungan yang 

unik, seperti salinitas tinggi, fluktuasi suhu, tekanan osmotik, dan ketersediaan nutrien 

yang terbatas (Dubey et al., 2024; Mao et al., 2024). Kondisi ekstrem ini memicu 

bakteri laut untuk memproduksi enzim-enzim dengan karakteristik khusus, seperti 

halotoleran, termostabil, dan aktif pada pH ekstrem yang sangat dibutuhkan untuk 

aplikasi industri modern (Hutchins & Fu, 2017; Nur Jannah et al., 2021; Oliveira & 

Yusuff, 2024). 

Bakteri merupakan kelompok mikroorganisme yang paling banyak diteliti sebagai 

penghasil enzim komersial karena memiliki kemudahan kultivasi, laju pertumbuhan 

cepat, dan kemampuan produksi enzim yang tinggi (Hutchins & Fu, 2017). Dalam 

konteks pencarian sumber protease baru, bakteri laut menjadi objek yang menarik 

mengingat kemampuan adaptasinya terhadap lingkungan ekstrem dapat 

menghasilkan enzim dengan stabilitas dan efektivitas yang superior dibandingkan 

sumber konvensional (Shu & Huang, 2022). Karakteristik enzim yang dihasilkan oleh 
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mikroorganisme laut umumnya memiliki keunggulan adaptasi terhadap kondisi 

ekstrem (Salas-Bruggink et al., 2024). Protease dari bakteri laut dilaporkan memiliki 

aktivitas optimal pada rentang pH dan suhu yang luas, toleran terhadap konsentrasi 

garam tinggi, serta stabil dalam keberadaan berbagai ion logam dan inhibitor (Rathod 

et al., 2024). Sifat-sifat ini sangat dibutuhkan dalam aplikasi industri modern yang 

seringkali beroperasi pada kondisi non-optimal bagi enzim konvensional (Malik et al., 

2024). Eksplorasi bakteri laut untuk tujuan ini masih terbuka luas dan menjanjikan 

penemuan-penemuan baru. 

Pantai Losari Makassar merupakan salah satu kawasan pesisir yang memiliki 

aktivitas ekologi dan antropogenik tinggi. Pantai ini terletak di pesisir Kota Makassar, 

Sulawesi Selatan, dan memiliki karakteristik perairan yang unik dengan adanya 

pengaruh muara sungai, aktivitas pelabuhan, dan dinamika pasang surut yang 

menciptakan gradien lingkungan mikrohabitat beragam. Kondisi lingkungan seperti ini 

berpotensi menjadi habitat bagi bakteri laut dengan kemampuan metabolik yang 

beragam, termasuk bakteri penghasil protease (O'Connor et al., 2022; Sirajuddin et 

al., 2020). Eksplorasi mikroorganisme dari Pantai Losari tidak hanya penting dari 

aspek bioprospeksi, tetapi juga sebagai upaya inventarisasi kekayaan sumber daya 

genetik lokal Indonesia. 

Karakteristik perairan Pantai Losari yang dipengaruhi oleh aktivitas antropogenik 

menghasilkan kondisi lingkungan dengan kandungan bahan organik yang tinggi, 

terutama protein dari sisa-sisa organisme laut dan limbah organik (Yusal et al., 2019). 

Kondisi ini mendorong proliferasi bakteri proteolitik yang mampu mendegradasi protein 

kompleks sebagai sumber nutrisi. Selain itu, variasi parameter fisiko-kimia seperti 

suhu, salinitas, dan pH di sepanjang kawasan Pantai Losari menciptakan tekanan 

selektif yang memungkinkan berkembangnya bakteri dengan kemampuan produksi 

protease yang adaptif dan efisien (Dey et al., 2021; Rahman et al., 2021). 

Penelitian mengenai bakteri laut penghasil protease telah dilakukan di berbagai 

belahan dunia dengan hasil yang menunjukkan potensi besar. Berbagai genera bakteri 

laut, seperti Bacillus, Pseudomonas, Vibrio, dan Alteromonas, telah dilaporkan 

memiliki kemampuan menghasilkan protease dengan aktivitas yang bervariasi (Anand 

et al., 2025; Liu et al., 2025; Sultana & Joseph, 2024). Namun demikian, meskipun 

potensi biodiversitas laut Indonesia sangat tinggi, penelitian mengenai bakteri laut 

penghasil protease dari perairan lokal, khususnya Pantai Losari Makassar, masih 

sangat terbatas. Padahal, penemuan isolat bakteri indigenous dari perairan Indonesia 

dapat memberikan nilai tambah berupa enzim dengan karakteristik adaptif terhadap 

kondisi tropis dan memiliki keunikan genetik tersendiri (Mochd, 2014; Trikurniadewi, 

2025). Selain itu, pemanfaatan sumber daya genetik lokal sejalan dengan upaya 

menjaga kedaulatan bioteknologi nasional dan pengembangan ekonomi berbasis 

bioteknologi kelautan (Ahmad et al., 2025; Trikurniadewi, 2025). 

Keunggulan protease dari bakteri laut dibandingkan sumber lainnya terletak pada 

stabilitas dan aktivitasnya pada kondisi ekstrem yang sesuai dengan kebutuhan 

industri modern (Barzkar, 2020; Cheng et al., 2020). Industri detergen, misalnya, 

membutuhkan enzim yang aktif pada suhu tinggi dan pH alkalis, sementara industri 

farmasi memerlukan enzim dengan spesifisitas substrat yang tinggi dan stabilitas 
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dalam berbagai pelarut (Maurer, 2024). Protease dari bakteri laut memiliki potensi 

untuk memenuhi persyaratan aplikasi industri tersebut dengan modifikasi minimal, 

sehingga mengurangi biaya produksi dan meningkatkan efisiensi proses (Maurer, 

2024; Sebastian et al., 2025). 

Tahapan isolasi, purifikasi, dan skrining merupakan tahapan krusial dalam 

penemuan bakteri penghasil protease (Kotb et al., 2023; Rakaz et al., 2021). Isolasi 

bertujuan memisahkan bakteri dari sampel lingkungan dan mendapatkan kultur 

campuran, purifikasi dilakukan untuk memperoleh kultur murni (Patra et al., 2020), 

sedangkan skrining berfungsi menyeleksi isolat yang memiliki aktivitas proteolitik tinggi 

melalui uji kualitatif dan kuantitatif (Thongsongkaew et al., 2025). Keberhasilan 

tahapan-tahapan ini sangat menentukan kualitas isolat yang diperoleh dan potensinya 

untuk pengembangan lebih lanjut. 

Teknik isolasi dan identifikasi bakteri dari lingkungan laut telah berkembang pesat 

dengan berbagai metode yang semakin spesifik dan akurat. Metode kultivasi 

menggunakan media selektif memungkinkan isolasi bakteri dengan kemampuan 

metabolik tertentu, sementara teknik skrining kualitatif dan kuantitatif memfasilitasi 

seleksi isolat dengan aktivitas enzim yang tinggi (Masi et al., 2021). Pendekatan 

metodologis yang sistematis dan terstandarisasi dalam isolasi dan skrining bakteri laut 

sangat penting untuk memastikan reprodusibilitas dan validitas hasil penelitian 

(McConn et al., 2024; Saelens & Houf, 2022). Penggunaan media selektif yang 

mengandung substrat protein, kondisi inkubasi yang sesuai dengan habitat asli bakteri, 

serta metode deteksi aktivitas proteolitik yang sensitif dan spesifik akan meningkatkan 

peluang keberhasilan dalam memperoleh isolat unggul (Bonnet et al., 2020; Chauhan 

et al., 2020). Kemajuan dalam teknik molekuler juga memungkinkan identifikasi bakteri 

hingga tingkat spesies dengan akurasi tinggi, memberikan informasi penting untuk 

klasifikasi dan karakterisasi lebih lanjut (Franco-Duarte et al., 2019). 

Identifikasi bakteri penghasil protease merupakan tahap kritis yang menentukan 

keberhasilan pengembangan produk enzim lebih lanjut (Dubey et al., 2024; Kotb et al., 

2023). Proses identifikasi tidak hanya mencakup penentuan taksonomi bakteri, tetapi 

juga karakterisasi awal mengenai kemampuan produksi enzim, kondisi pertumbuhan 

optimal, serta sifat-sifat fisiologis lainnya (Chauhan & Jindal, 2020; Sharma et al., 

2023). Informasi komprehensif yang diperoleh dari tahap identifikasi menjadi basis 

data penting untuk tahap penelitian selanjutnya seperti optimasi media, kondisi 

fermentasi, dan purifikasi enzim (Thallapureddy et al., 2024). 

Pengembangan database bakteri laut Indonesia yang memiliki aktivitas proteolitik 

akan memberikan kontribusi signifikan bagi kemajuan bioteknologi nasional. Database 

ini dapat menjadi rujukan bagi peneliti lain dalam mengembangkan aplikasi protease 

untuk berbagai keperluan industri. Kontribusi penelitian ini dalam konteks 

pengembangan bioekonomi Indonesia sangat strategis. Pemanfaatan sumber daya 

hayati laut untuk menghasilkan produk bernilai tambah tinggi sejalan dengan arah 

kebijakan pembangunan nasional yang menitikberatkan pada ekonomi berbasis 

pengetahuan dan inovasi. 

Berdasarkan latar belakang tersebut, penelitian ini difokuskan pada isolasi, 

purifikasi, skrining, dan identifikasi bakteri laut penghasil protease dari Pantai Losari 
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Makassar. Kegiatan penelitian mencakup pengambilan sampel dari perairan laut, 

isolasi dan purifikasi bakteri, skrining aktivitas proteolitik, serta karakterisasi isolat 

positif melalui pendekatan morfologi, biokimia, dan molekuler. Penelitian ini diharapkan 

dapat menghasilkan isolat-isolat bakteri laut potensial yang dapat dikembangkan lebih 

lanjut sebagai sumber protease untuk kepentingan industri dan mendukung 

pengembangan bioteknologi kelautan di Indonesia. 

 

2.3 Metode penelitian 

2.3.1 Waktu dan tempat penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juni-Agustus 2023 di Laboratoium Bakteriologi, 

Program Studi Laboratorium Medis, Politeknik Muhammadiyah Makassar. 

2.3.2 Alat dan bahan penelitian 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi autoklaf (Hirayama HVE-50), 

inkubator (Memmert), Laminar Air Flow (LAF) (Esco Airstream), mikropipet 

(Eppendorf), tip mikropipet, pipet tetes, pengaduk magnetik (IKA), pH meter (Hanna 

Instruments), neraca analitik (Sartorius), vortex mixer (Thermo Scientific), binokuler 

(Olympus), kaca objek dan kaca penutup, colony counter (Stuart), alat-alat gelas 

(Pyrex), lemari pendingin dengan suhu 4°C dan -20°, kotak pendingin, thermal cycler 

(Applied Biosystems Veriti atau Bio-Rad T100), tabung PCR 0,2 mL/ PCR strip tubes, 

microcentrifuge (Eppendorf 5424), heating block (Thermo Scientific), perangkat 

elektroforesis gel agarose : chamber (Bio-Rad Sub-Cell GT), power supply (Bio-Rad 

PowerPac Basic), dan comb, UV transilluminator (Gel Doc™ XR+ System Bio-Rad),  

UV-Vis (Shimadzu UV-1800). 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi sampel air laut dan sedimen 

dari Pantai Losari, Kota Makassar, Zobell Marine Agar/ZMA (Difco), air laut steril, 

Marine Broth (Merck), Skim Milk Agar/SMA (Oxoid), Nutrient Agar (Difco/Oxoid), 

Marine Agar (Difco), NaCl (Merck), akuades steril, etanol 70% dan 96% (Merck), HCl 

0,1 N (Merck), NaOH 0,1 N (Merck), crystal violet (Merck), larutan iodin/ Lugol 

(Merck), safranin (Merck), minyak imersi (Merck), H₂O₂ 3% (Merck); tetrametil-p-

fenilendiamin (Merck/Sigma-Aldrich); media SIM/Sulfide Indole Motility (Difco/Oxoid); 

reagen Kovac's (Merck); MR-VP broth (Difco), reagen methyl red (Merck), reagen 

Barritt A dan B (Merck); media Simmon's Citrate Agar (Difco/Oxoid); media 

fermentasi gula-gula glukosa, sukrosa, laktosa, manitol (Difco/Oxoid), serta uji 

TSI/Triple Sugar Iron (Difco/Oxoid); kit DNA ekstraksi (Qiagen DNeasy Blood), primer 

untuk gen 16S rRNA yaitu primer universal 27F: 5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-

3' dan primer universal 1492R: 5'-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3', PCR master 

mix (GoTaq Green Master Mix Promega, MyTaq Red Mix Bioline) agarose untuk 

elektroforesis 0,8-1,5% (Vivantis atau Bio-Rad); buffer elektroforesis TAE atau TBE 

(1st BASE); loading dye 6× (Thermo Scientific atau Promega); DNA ladder/marker 

100 bp atau 1 kb (Thermo Scientific GeneRuler atau Promega); EtBr/ethidium 

bromide (Bio-Rad) atau SYBR Safe (Invitrogen); kit purifikasi PCR (Qiagen QIAquick 
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PCR Purification Kit); produk PCR yang sudah dipurifikasi untuk sequencing; primer 

sequencing,  serta tabung untuk pengiriman sampel sequencing ke Genetika 

Science. 

2.4 Prosedur penelitian 

2.4.1 Sterilisasi alat 

Sterilisasi yang digunakan pada penelitian ini terdiri dari sterilisasi basah dan 

sterilisasi kering. Sterilisasi basah digunakan untuk mensterilkan medium, akuades, 

dan alat-alat nongelas dalam autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit, sedangkan 

untuk alat-alat gelas disterilisasi menggunakan sterilisasi panas kering dalam oven 

pada suhu 160-170°C selama 1-2 jam. 

2.4.2 Pembuatan media 

      Zobell Marine Agar (ZMA). Media Zobell Marine Agar (ZMA) dengan komposisi 

yaitu pepton 5 g, yeast extract 1 g, agar 15 g, dan air laut steril 1000 mL. 

Homogenisasi larutan dengan pengaduk magnetik, lalu disterilkan dengan autoklaf 

121°C selama 15 menit. Setelah steril, media diambil dari autoklaf. Media ditunggu 

dingin sekitar 45°C lalu dituang ke cawan petri. Media dibiarkan hingga memadat 

dengan sempurna sebelum digunakan (Kabense et al., 2019). 

      Media Marine Broth (MB). Media Marine Broth (MB) yang mengandung pepton 

5 g, yeast extract 1 g, dan air laut steril 1000 mL. Homogenisasi larutan dengan 

pengaduk magnetik, lalu disterilkan dengan autoklaf 121°C selama 15 menit. Setelah 

steril, media diambil dari autoklaf dan media ditunggu hingga dingin sebelum 

digunakan (Kabense et al., 2019; Syafrizal et al., 2020). 

      Media Skim Milk Agar (SMA). Media Skim Milk Agar (SMA) dengan komposisi 

skim milk powder 10-20 g, pepton 5 g, yeast extract 1 g, agar 15 g, dan air laut steril 

1000 mL. Homogenisasi larutan dengan pengaduk magnetik, lalu disterilkan dengan 

autoklaf 121°C selama 15 menit. Setelah steril, media diambil dari autoklaf. Setelah 

medium dingin sekitar 45°C kemudian dituang ke cawan petri. Media dibiarkan 

hingga memadat dengan sempurna sebelum digunakan (Masi et al., 2021). 

      Media Nutrien Agar (NA). Media Nutrien Agar (NA) 28 g kemudian dilarutkan 

dengan 1 L air laut steril. Homogenisasi larutan dengan pengaduk magnetik, lalu 

disterilkan dengan autoklaf 121°C selama 15 menit. Setelah steril, media diambil dari 

autoklaf. Media ditunggu dingin sekitar 45°C lalu dituang ke cawan petri. Media 

dibiarkan hingga memadat dengan sempurna sebelum digunakan (Kabense et al., 

2019). 

2.4.3 Pengambilan sampel, isolasi dan purifikasi bakteri 

       Pengambilan sampel. Titik pengambilan sampel ditentukan pada lokasi yang 

sama dengan jarak dari pantai ±2 km dan kedalaman air 5 mtr. Sampel air laut 

sebanyak 600 mL dimasukkan ke dalam botol yang telah disterilkan. Sampel 

sedimen sebanyak ±20 g diambil dan dimasukkan ke dalam botol steril terpisah, 

kemudian ditutup rapat sebelum dibawa ke permukaan. Kedua sampel disimpan 
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dalam kotak pendingin untuk dibawa ke laboratorium. Setelah tiba di laboratorium, 

semua sampel disimpan dalam refrigerator (±4°C) sebelum digunakan untuk tahapan 

penelitian selanjutnya.  

      Preparasi sampel. Sampel air laut dipipet sebanyak 2 m kemudian ditambahkan 

18 mL air laut steril. Sampel sedimen sebanyak 2 g ditambahkan 18 mL air laut steril, 

dihomogenkan, lalu didiamkan sampai mengendap. Masing-masing suspensi dipipet 

sebanyak 5 mL kemudian dimasukkan pada media marine broth (MB) sebanyak 75 

mL. Suspensi diinkubasi dengan shaker inkubator selama 48 jam pada suhu 37°C 

(Henson et al., 2016; Yao et al., 2023). 

      Isolasi bakteri.  Suspensi bakteri yang telah diinkubasi selama 48 jam diambil 

sebanyak 1 mL dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi 9 mL air laut 

steril. Setelah itu, dilakukan pengenceran berseri 10⁻¹, 10⁻², 10⁻³, 10⁻⁴, 10⁻⁵. Dari 

masing-masing pengenceran dipipet untuk ditumbuhkan pada media Nutrient Agar 

(NA) menggunakan metode metode cawan tuang, kemudian diinkubasi pada suhu 

37°C selama 3×24 jam (Bhuyan et al., 2023; Ishaq et al., 2024; Yao et al., 2023). 

Untuk memahami proses isolasi, skrining, dan purifikasi bakteri dari masing-masing 

sampel dapat dilihat pada skema kerja pada Gambar 2.1. 

     

Gambar 2.1 Tahapan isolasi dan purifikasi bakteri laut   

(sumber: https://www.rjptonline.org/AbstractView.aspx?PID=2024-17-6-67) 

       Purifikasi bakteri. Koloni yang tumbuh setelah masa inkubasi selesai pada 

masing-masing cawan petri diamati. Koloni yang memiliki bentuk dan warna yang 

sama kemudian dipindahkan ke media Zobell Marine Agar (ZMA) dan diinkubasi 

pada suhu 37°C selama 48 jam untuk mendapatkan koloni tunggal. Apabila masih 

ditemukan koloni yang lain, maka pemisahan kembali dilakukan. Setelah koloni 

https://www.rjptonline.org/AbstractView.aspx?PID=2024-17-6-67
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tunggal diperoleh, dimurnikan dengan metode gores. Perlakuan ini dilakukan 

berulang hingga diperoleh isolat murni (Joint et al., 2010; Rodrigues & Carvalho, 

2022; Govindarajan et al., 2024; Sakami, 2019).  

2.4.4 Skrining isolat bakteri laut penghasil protease 

       Koloni tunggal yang telah diperoleh selanjutnya ditotol pada media Skim Milk 

Agar (SMA) dan diinkubasi selama 3 hari pada suhu 37°C dan 40°C. Indikasi bahwa 

isolat bakteri yang mendegradasi protein (skim milk agar) dengan baik ditunjukkan 

dengan terbentuknya zona bening di sekitar koloni. Isolat murni yang memiliki zona 

bening selanjutnya dilakukan uji indeks proteolitik (IP). Isolat yang memiliki indeks 

proteolitik (IP) yang tinggi dipilih untuk produksi enzim dan identifikasi mikroba (El-

Hassayeb & Abdel Aziz, 2016; Masi et al., 2021).  

2.4.5 Karakterisasi isolat bakteri  

       Identifikasi morfologi bakteri secara makroskopis dan makroskopis. 

Pengamatan makroskopis meliputi warna koloni, bentuk koloni, permukaan koloni, 

dan pertumbuhan koloni pada bakteri yang telah diisolasi dengan metode 

penanaman langsung (Sousa et al., 2013). Pengamatan dilakukan setelah inkubasi 

selama 48 jam dan terus dilakukan sampai diperoleh koloni murni. Masing-masing 

koloni murni kemudian dipindahkan ke dalam medium Nutrien Agar (NA) miring 

sebagai kultur biakan stok dan biakan kerja. 

Pengamatan mikroskopis dilakukan dengan pewarnaan Gram untuk melihat 

bentuk sel dan membedakan bakteri Gram positif dan negatif. Prosedur pewarnaan 

diawali dengan fiksasi bakteri pada kaca objek yang telah disterilkan menggunakan 

NaCl fisiologis 0,9%. Pewarnaan dilakukan secara bertahap menggunakan karbol 

kristal ungu (Gram A) selama 5 menit, larutan lugol (Gram B) selama 45-60 detik, 

alkohol 96% (Gram C) selama 15-30 detik, dan safranin (Gram D) selama 1-2 menit. 

Setiap tahap pewarnaan diikuti dengan pembilasan akuades dan pengeringan, 

kemudian preparat diamati di bawah mikroskop (Islam & Roy, 2018; Mondal & 

Thomas, 2022). 

      Identifikasi karakterisasi bakteri secara biokimia. Bakteri dikarakterisasi 

dengan melakukan beberapa pengujian biokimia. Uji biokimia dilakukan untuk 

menentukan spesies dari isolate bakteri dengan menggunakan metode Bergey 

Manual of Determinative Bacteriology. Uji ini mencakup: 

Uji Simon Citrat Agar (SCA). Uji sitrat dilakukan dengan mengambil 1 isolat bakteri 

terpilih, digores pada permukaan media SCA, dan ditusukkan ke bagian tengah 

media hingga ke dasar tabung reaksi. Media diinkubasikan pada suhu 370C selama 

24 jam. Uji positif jika sedang berubah dari warna hijau menjadi warna biru karena 

terjadi peningkatan pH. Perubahan warna hijau menjadi biru menunjukkan bahwa 

bakteri tersebut mampu menggunkan sitrat sebagai satu-satunya sumber karbon  

(Ogodo et al., 2022). 
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Uji Triple Sugar Iron Agar (TSIA). Isolat bakteri digores pada permukaan media 

agar miring TSIA dan juga ditusukkan tegak lurus ditengah media, kemudian 

diinkubasi selama 24 jam pada suhu 370C.Uji positif ditandai dengan adanya 

perubahan warna media TSIA dari warna cokelat tua menjadi orange atau kuning. 

Terbentuknya H2S dapat diamati dengan terbentuknya warna kehitaman pada bekas 

goresan sedangkan pembentukan gas dapat diamati terbentuknya rongga pada 

bagian bawah agar (Lehman, 2000). 

Uji Sulfur Indol Motility (SIM). Isolat bakteri sebanyak 1 ose diinokulasikan pada 

media Sulfit Indol Motility (SIM) dengan cara menusukkan hingga setengah media 

pada tabung reaksi, kemudian diinkubasikan selama 24 jam pada suhu 370C.Uji 

positif ditunjukkan dengan adanya jejak pergerakan bakteri (Patricia et al., 2011). 

Uji Metil Red-Voges Proskauer (MR-VP). Isolat bakteri sebanyak 1 ose 

diinokulasikan pada media Metil Red-Voges Proskauer (MR-VP) kemudian 

diinkubasikan selama 24 jam pada suhu 370C. Pada pengujian Metil Red, inokulum 

ditetesi dengan 2 tetes metal-red, jika terbentuk cincin ungu-merah maka 

menunjukkan reaksi positif. Pada pengujian Voges-Proskauer, inokulum ditetesi 

dengan reagen barit A dan barit B, jika terbentuk cincin ungu-merah, menunjukkan 

reaksi positif dengan adanya 2,3-butanadiol sebagai produk utama hasil fermentasi 

karbohidrat dari bakteri (Patricia et al., 2011). 

Fermentasi karbohidrat. Uji fermentasi karbohidrat dilakukan dengan 

menginokulasikan 1 ose biakan bakteri ke dalam media yang terdiri dari glukosa, 

sukrosa, manitol dan laktosa kemudian diinkubasikan selama 24 jam pada suhu 

370C. Uji positif ditandai dengan berubahnya media menjadi warna kuning karena 

terdapat asam pada hasil fermentasi karbohidrat (Reine, 2012). 

      Identifikasi bakteri secara molekuler. Isolat bakteri dengan aktivitas protease 

tertinggi diidentifikasi secara molekuler menggunakan gen 16S rRNA (Amin et al., 

2025; Mahmoud et al., 2021). Isolasi DNA dilakukan dengan memasukkan 1 ose 

biakan bakteri ke medium LB cair, ditambahkan 20 μL proteinase K, kemudian 

diinkubasi pada 70°C selama 1-3 jam. Selanjutnya ditambahkan 200 μL dapar GB, 

diinkubasi kembali pada 70°C selama 10 menit, ditambahkan 200 μL etanol 96%, 

dan disentrifugasi. Campuran dipindahkan ke kolom CB 3, disentrifugasi pada 12.000 

rpm selama 30 detik, kemudian dilakukan pencucian dengan dapar GB dan dapar 

PW hingga membran kering. DNA dielusi dengan 50-200 μL dapar TE dan disimpan 

pada 4°C. Amplifikasi DNA menggunakan PCR dengan volume total 25 μL (1,5 μL 

DNA, 12,5 μL 2x Taq Plus Mix PCR, 1 μL primer maju 63F, 1 μL primer mundur 

1387R, dan 9 μL Nuclease Free Water). Siklus PCR: denaturasi awal 95°C/5 menit, 

35 siklus (denaturasi 95°C/30 detik, penempelan 50°C/30 detik, polimerisasi 72°C/1 

menit), dan polimerisasi akhir 72°C/10 menit. Hasil amplifikasi dideteksi dengan 

elektroforesis 2% gel agarosa menggunakan marker DNA ladder 100 bp (120 volt, 

60 menit), kemudian disekuensing. Urutan basa disatukan menggunakan DNA Baser 
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versi 4 dan dianalisis dengan BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  untuk 

identifikasi berdasarkan GenBank. Pohon filogenetik dibuat menggunakan MEGA 11. 

       Pemodelan strukur protein bakteri penghasil protease menggunakan 

SWISS Model. Pemodelan protein dari hasil sekuensing isolat bakteri Shewanella 
algae dan Vibrio alginolyticus melibatkan serangkaian langkah sistematis yang 
mengubah informasi sekuens asam amino menjadi struktur tiga dimensi yang dapat 
diprediksi. Langkah pertama adalah analisis sekuens dan kontrol kualitas, di mana 
hasil sekuensing DNA perlu melalui tahap preprocessing yang mencakup 
pembersihan data dari kontaminan, adapter, dan sekuens berkualitas rendah 
menggunakan perangkat lunak Biodet, kemudian dilanjutkan dengan verifikasi 
kualitas dengan mengecek skor kualitas base calling (Phred score) untuk 
memastikan akurasi data sekuensing. Setelah data bersih, dilakukan penentuan 
open reading frame (ORF) menggunakan ORF Finder NCBI 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) untuk menemukan sekuens pengkode 
protein potensial, yang kemudian ditranslasi dari sekuens nukleotida menjadi 
sekuens asam amino menggunakan kode genetik bakteri. 
Langkah kedua adalah anotasi dan identifikasi protein, yang dimulai dengan analisis 
BLAST menggunakan BLASTP di database NCBI untuk mengidentifikasi fungsi 
protein melalui pencarian homologi, diikuti dengan analisis domain protein 
menggunakan InterProScan atau Pfam untuk memahami struktur fungsional protein 
target. Langkah ketiga adalah pemodelan struktur tiga dimensi protein menggunakan 
metode homologi atau komparatif melalui platform SWISS-MODEL 
(https://swissmodel.expasy.org/), di mana sistem akan melakukan pencarian struktur 
template yang memiliki homologi tinggi dengan protein target, kemudian secara 
otomatis membangun model berdasarkan alignment dengan template tersebut, dan 
menghasilkan evaluasi kualitas model menggunakan parameter seperti QMEAN, 
Ramachandran plot, dan GMQE score. Langkah terakhir adalah validasi dan 
visualisasi struktur, yang meliputi pemeriksaan stereokimia menggunakan 
MolProbity untuk memastikan kualitas geometri struktur. 

2.5 Hasil dan pembahasan 

2.5.1 Pengambilan sampel dan gambaran lokasi penelitian 

Penentuan titik pengambilan sampel dilakukan menggunakan Global 

Positioning System (GPS) pada jarak sekitar 2 km dari pesisir Pantai Losari, 

Makassar, Sulawesi Selatan dengan kedalaman 5 meter. Penggunaan GPS 

bertujuan memastikan akurasi koordinat geografis dan memungkinkan replikasi 

pengambilan sampel di lokasi yang sama pada penelitian selanjutnya. Sampel air 

dan sedimen disimpan ke botol sampel steril, hasil pengukuran suhu sampel berkisar 

± 30°C-31°C menggunakan termometer digital dan pH 5-7 diukur menggunakan pH 

meter, disimpan dalam kotak pendingin, lalu dianalisis di Laboratorium Bakteriologi 

Politeknik Muhammadiyah Makassar. Sampel ditumbuhkan dalam media 

pertumbuhan dan disubkultur berulang hingga diperoleh isolat murni, memastikan 

bakteri spesifik tanpa kontaminasi mikroorganisme lain (Gupta, 2023).  

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
https://swissmodel.expasy.org/
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Empat titik pengambilan sampel  (Gambar 2.2) memiliki karakteristik lingkungan 

yang berbeda dan saling melengkapi dalam eksplorasi bakteri laut penghasil 

protease. Titik pertama (-5,133688 LU, 119,344029 BT) dengan suhu 31°C dan pH 

5 merepresentasikan kondisi ekstrem yang mendukung pertumbuhan bakteri 

termofilik dan acidofilik penghasil enzim termostabil dengan karakteristik ganda 

termostabilitas dan stabilitas pada kondisi asam yang memberikan nilai aplikasi tinggi 

dalam berbagai industri (Arya et al., 2021; Cheng et al., 2020; Danilova & Sharipova, 

2020; Dhanak & Xiros, 2016; Kabir & Ju 2023; Lund et al., 2020; Meghwanshi et al., 

2020; Xu et al., 2025).  

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. 2 Titik lokasi pengambilan sampel 

 

Titik kedua (-5,134539 LU, 119,402609 BT) dengan suhu 30°C dan pH 7 

menciptakan lingkungan optimal karena bakteri neutrofilik tumbuh ideal pada pH 

netral dan suhu moderat, memungkinkan berbagai spesies berkembang 

menghasilkan variasi enzim beragam yang lebih mudah dikultivasi dan dioptimalkan 

untuk produksi enzim skala industri dengan stabilitas tinggi dan proses purifikasi 

yang lebih mudah (Abrar Hamza, 2017; Brauer et al., 2023; Danilova & Sharipova, 

2020; Jin & Kirk, 2018; Kabir & Ju, 2023; Wang et al., 2021).  

Titik ketiga (-5,135378 LU, 119,402702 BT) dengan suhu 31°C dan pH 6 

menunjukkan kondisi transisi yang menawarkan keseimbangan antara stabilitas 

lingkungan dan potensi menghasilkan enzim dengan fleksibilitas aktivitas pada 

rentang pH luas, di mana bakteri yang tumbuh lebih mudah dikultivasi dibandingkan 

bakteri acidofilik ekstrem namun tetap menghasilkan enzim dengan karakteristik 

menarik untuk aplikasi bioteknologi yang memerlukan enzim dengan fleksibilitas 

tinggi (Gado et al., 2025; Kabir & Ju, 2023; Lund et al., 2020; Pati et al., 2023; Qiu et 

al., 2022).  

Titik keempat atau titik kontrol (-5,123931 LU, 119,344029 BT) dengan suhu 30°C 

dan pH 6 berperan krusial sebagai baseline untuk mengevaluasi kondisi 

pertumbuhan bakteri pada ketiga titik penelitian lainnya, memberikan referensi 

pembanding untuk menganalisis bagaimana variasi kondisi lingkungan 
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memengaruhi pertumbuhan dan produksi protease, serta menyediakan data kondisi 

kultivasi yang dapat dijadikan standar produksi protease skala laboratorium atau 

industri dengan stabilitas dan aktivitas konsisten (Dubey et al., 2024; Knapp et al., 

2025; Maurya et al., 2021; Sultana & Joseph, 2024). 

Perbedaan suhu dan pH pada keempat titik lokasi penelitian memiliki makna 

sangat signifikan dalam eksplorasi bakteri laut penghasil protease dengan 

karakteristik beragam. Variasi kondisi lingkungan dirancang strategis untuk 

mengidentifikasi bakteri dengan kemampuan adaptasi berbeda, di mana titik pertama 

dengan suhu 31°C dan pH 5 merepresentasikan kondisi ekstrem yang hanya dapat 

ditoleransi bakteri acidofilik dan termofilik, sementara titik kedua dengan suhu 30°C 

dan pH 7 memberikan kondisi optimal untuk pertumbuhan bakteri neutrofilik yang 

umum di lingkungan laut. Gradasi ini menciptakan spektrum seleksi yang 

memungkinkan isolasi bakteri penghasil protease dengan karakteristik stabilitas 

berbeda, mulai dari enzim sangat stabil pada kondisi asam dan suhu tinggi hingga 

enzim optimal pada kondisi netral dan suhu moderat. 

Makna biologis dari perbedaan ini terletak pada prinsip adaptasi mikroorganisme 

terhadap tekanan lingkungan berbeda, di mana titik ketiga dengan suhu 31°C dan 

pH 6 menciptakan kondisi transisi yang memungkinkan pertumbuhan bakteri dengan 

fleksibilitas adaptasi tinggi dan berpotensi menghasilkan protease dengan rentang 

aktivitas luas, sementara titik kontrol dengan suhu 30°C dan pH 6 memberikan 

baseline stabil untuk perbandingan dan evaluasi objektif. Variasi ini juga 

mencerminkan kondisi natural di berbagai habitat laut, mulai dari area terpengaruh 

aktivitas vulkanik atau pencemaran yang menghasilkan pH rendah, hingga perairan 

normal dengan pH netral. 

Perspektif bioteknologi dan aplikasi industri, perbedaan kondisi ini memiliki 

implikasi sangat penting untuk pengembangan protease dengan karakteristik sesuai 

aplikasi spesifik (Sujitha & Shanthi, 2023). Enzim dari titik pertama dengan kondisi 

ekstrem berpotensi memiliki stabilitas luar biasa pada kondisi asam dan suhu tinggi 

yang sangat berharga untuk industri yang beroperasi pada kondisi keras, enzim dari 

titik kedua dapat memberikan aktivitas tinggi dan stabil untuk aplikasi umum, enzim 

dari titik ketiga menjadi kandidat menarik untuk aplikasi yang memerlukan fleksibilitas 

operasional, sementara enzim dari titik kontrol memberikan standar kualitas yang 

dapat diandalkan untuk produksi komersial yang konsisten (Chapman et al., 2018; 

Majeed et al., 2024; Zhang & Han, 2024). 

Secara keseluruhan, strategi pengambilan sampel dengan variasi suhu dan pH 

mencerminkan pendekatan komprehensif dalam bioprospecting bakteri laut 

penghasil protease (Chapman et al., 2018; Rodrigues & Carvalho, 2022; Sultana & 

Joseph, 2024). Perbedaan kondisi ini tidak hanya memungkinkan identifikasi bakteri 

dengan kemampuan adaptasi beragam, tetapi juga membuka peluang untuk 

menemukan enzim dengan karakteristik novel yang dapat memenuhi kebutuhan 

industri berbeda (Brown & Babbitt, 2014; Rodrigues & Carvalho, 2022). Makna 

fundamental dari variasi ini adalah penciptaan perpustakaan biologis bakteri dan 

enzim dengan spektrum karakteristik luas, mulai dari yang sangat stabil pada kondisi 

ekstrem hingga optimal pada kondisi normal, memberikan fleksibilitas tinggi dalam 
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pengembangan produk enzim untuk berbagai aplikasi bioteknologi serta 

pemahaman lebih mendalam tentang bagaimana faktor lingkungan memengaruhi 

evolusi dan adaptasi bakteri laut beserta potensi mereka dalam menghasilkan 

biomolekul dengan nilai komersial tinggi (Fasim et al., 2021; Robinson, 2015). 

 

2.5.2 Hasil Isolasi, skrining dan pemurnian bakteri laut  

Proses persiapan sampel melibatkan dua pendekatan berbeda sesuai karakteristik 

sampel. Sampel air laut diproses melalui pengenceran langsung, sementara bakteri 

dari sedimen diekstraksi melalui homogenisasi. Selanjutnya, kedua suspensi 

diperkaya menggunakan media marine broth (MB) untuk menciptakan lingkungan 

selektif bagi pertumbuhan bakteri target. Penggunaan media pengaya ini menjadi 

tahap kritis yang memungkinkan adaptasi dan perkembangbiakan mikroorganisme 

dalam kondisi kultur. Tahapan preparasi sampel dilakukan dengan kultur diinkubasi 

pada suhu 37°C selama 48 jam dengan pengadukan konstan menggunakan shaker 

inkubator. Pertumbuhan mikroba dalam media Marine Broth (MB) diamati dan dicatat 

setelah inkubasi 24 dan 48 jam. Hasil pengamatan karakteristik pertumbuhan 

disajikan dalam Tabel 2.1. 

      Tabel 2.1 menyajikan data pengamatan awal, sampel air laut (AL 1-4) dan 

sedimen laut (SED 1-4) memiliki media berwarna kuning jernih tanpa kekeruhan, 

yang merupakan karakteristik alami media Marine Broth, menandakan mikroba 

masih dalam tahap adaptasi awal. Setelah inkubasi 24 jam, seluruh sampel 

menunjukkan perubahan konsisten dengan media berubah menjadi keruh disertai 

endapan di dasar tabung, mengindikasikan peningkatan jumlah sel mikroorganisme 

secara eksponensial pada fase logaritmik di mana bakteri aktif membelah diri dan 

memanfaatkan nutrisi untuk metabolisme dan pertumbuhan. Keseragaman hasil 

pada keempat replikasi menunjukkan kondisi inkubasi konsisten dan metode kultur 

memadai. 

       Pada pengamatan jam ke-48, kondisi kultur tidak menunjukkan perubahan visual 

signifikan dibandingkan jam ke-24, mengindikasikan kultur telah memasuki fase 

stasioner di mana laju pertumbuhan sel melambat dan mencapai keseimbangan 

dengan laju kematian sel akibat nutrisi mulai berkurang dan akumulasi metabolit 

toksik. Hasil kultur dari sampel air laut dan sedimen laut tidak menunjukkan 

perbedaan visual signifikan, menampilkan pola pertumbuhan identik yang 

mengindikasikan mikroorganisme memiliki karakteristik pertumbuhan serupa 

meskipun habitat aslinya berbeda. Hasil pengamatan mengkonfirmasi media Marine 

Broth efektif untuk menumbuhkan mikroorganisme laut dengan reprodusibilitas baik, 

dan stabilitas kondisi kultur dari jam ke-24 hingga ke-48 menandakan waktu optimal 

untuk isolasi dan karakterisasi lebih lanjut. 

 

 

 

 

 



45 

 

Tabel 2.1 Karasteristik pertumbuhan bakteri laut pada Media Marine Broth (MB)  

Sampel 
Waktu 
(Jam) 

Fase Pertumbuhan Hasil Pengamatan 

Air laut  
(AL1-AL4) 

0 Kondisi awal 
Pertumbuhan bakteri ditandai 

dengan media berwarna kuning 
 

24        Fase adaptasi 

Pertumbuhan bakteri ditandai 
dengan media berwarna kuning 
keruh, endapan di dasar tabung 

 

48 Fase stasioner 
Pertumbuhan bakteri ditandai 

dengan media  berwarna kuning 
keruh ,endapan di dasar tabung  

Sedimen Laut 
(SED1-SED2) 

0 Kondisi awal 
Pertumbuhan bakteri ditandai 

dengan media berwarna kuning 
 

24 Fase adaptasi 

Pertumbuhan bakteri ditandai 
dengan media berwarna kuning 
keruh, endapan di dasar tabung 

 

48 Fase stasioner 
Pertumbuhan bakteri ditandai 

dengan media berwarna kuning 
keruh, endapan di dasar tabung 

Keterangan:  

AL1- AL4 : Sampel air laut pada titik lokasi 1-4 

SED1-SED4 : Sampel sedimen pada titik lokasi 1-4 

 

       Suspensi bakteri hasil pengkayaan dalam media Marine Broth (MB) diencerkan 

secara berseri untuk memperoleh kultur murni dan koloni terpisah.Proses 

pengenceran menghasilkan rentang konsentrasi sel mikroba dari 10⁻¹ hingga 10⁻⁵. 

Sejumlah volume sama dari setiap tingkat pengenceran kemudian dikultur 

menggunakan metode metode cawan tuang pada media Nutrien Agar (NA). Teknik 

ini bertujuan memisahkan sel-sel bakteri sehingga dapat berkembang menjadi koloni 

individu yang dapat diamati dan dihitung. Seluruh kultur padat diinkubasi pada suhu 

37°C selama 72 jam. Tabel 2.2 menyajikan hasil tahap isolasi yang menunjukkan 

perkembangan koloni pada setiap tingkat pengenceran. Tabel tersebut menyajikan 

hasil pengamatan detail terhadap koloni bakteri yang diisolasi dari dua kategori 

sampel lingkungan laut berbeda, yaitu air laut dan sedimen laut. Penelitian ini 

dirancang dengan pendekatan mikrobiologis standar yang melibatkan teknik 

pengenceran serial untuk memperoleh pemahaman mendalam tentang kepadatan, 

distribusi, dan karakteristik morfologi bakteri yang hidup dalam ekosistem laut 

(Ogodo et al., 2022). 
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Tabel 2.2 Profil pertumbuhan dan karakteristik morfologi isolat bakteri laut 

Sumber 
isolat 

Kode 
Sampel (n) 

Jumlah 
Koloni 

Ambang 
Batas 

(TBUD) 

Pengenceran 
Optimal 

Morfologi 
Koloni 

Fenotif 

Air laut AL1-AL4 10-1 - 10-2 10-3 -10-5 
Datar, 
pigmen 
kuning 

Pergerakan 
menyebar,menutupi 
permukaan media  

Sedimen 

Tipe A 

SED1-

SED2 
10-1 - 10-2 10-3 -10-5 

Datar, 

pigmen 

kuning 

Pergerakan 

menyebar,menutupi 

permukaan media  

Sedimen 

Tipe B 

SED3-

SED4 
10-1 - 10-3 10-4 -10-5 

Datar, 

pigmen 

kuning 

Pergerakan 

menyebar,menutupi 

permukaan media  

Keterangan :  

TBUD : Terlalu Banyak Untuk Dihitung 

Tipe A : Densitas sel standar 

Tipe B : Densitas sel tinggi 

 

      Pengenceran serial dilakukan dari 10⁻¹ hingga 10⁻⁵, dengan pengenceran 10⁻⁴ 

dan 10⁻⁵ menghasilkan jumlah koloni optimal 30-300 per cawan petri (Heuser et al., 

2023; Natsir et al., 2024; Reynolds, 2005). Koloni menunjukkan morfologi seragam 

berbentuk datar dengan pigmentasi kuning, mengindikasikan dominasi bakteri 

penghasil pigmen karotenoid atau flavin sebagai mekanisme perlindungan terhadap 

stres oksidatif dan radiasi ultraviolet (Agarwal et al., 2023; Jeong et al., 2022; Ren et 

al., 2024). 

      Sampel air laut (AL1-AL4) menunjukkan kondisi TBUD pada pengenceran 10⁻¹ 

dan 10⁻², mengindikasikan kepadatan bakteri 10⁶-10⁸ CFU/ml yang khas untuk 

lingkungan laut kaya nutrisi (Bellali et al., 2020; Liu et al., 2025; Pinhassi et al., 2022; 

Porter et al., 2025). Sampel sedimen Tipe A (SED1-SED2) menunjukkan pola serupa 

dengan air laut, sedangkan sedimen Tipe B (SED3-SED4) memiliki kepadatan 

bakteri lebih tinggi dengan kondisi TBUD bertahan hingga pengenceran 10⁻3, 

mengindikasikan area sedimen lebih kaya bahan organik (Kuznetsova & Timerbaev, 

2022; Tuit & Wait, 2020).       

      Dominasi bakteri dengan bentuk koloni datar dan warna kuning mengindikasikan 

adaptasi terhadap kondisi lingkungan laut, dimana bentuk datar mengoptimalkan 

akses nutrisi di permukaan substrat dan pigmentasi kuning berfungsi sebagai 

perlindungan terhadap radiasi UV atau stres oksidatif (Caudal et al., 2024; Chen et 

al., 2024). Keseragaman morfologi mengindikasikan dominasi spesies closely related 

atau tekanan selektif kuat dalam lingkungan laut (Chauhan and Jindal, 2020; 

Menéndez-Serra et al., 2024). Kepadatan bakteri tinggi pada kondisi TBUD 

menunjukkan produktivitas tinggi ekosistem laut yang disebabkan oleh ketersediaan 

nutrisi melimpah (Dai et al., 2025; Hou et al., 2019). Variabilitas pola pertumbuhan 
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antara sampel mencerminkan heterogenitas spasial dalam komunitas mikroba laut 

(Gibbons & Gilbert, 2015; Rong et al., 2023), sementara viabilitas tinggi setelah 

pengenceran menunjukkan adaptabilitas dan fleksibilitas fisiologis bakteri dalam 

lingkungan laut dinamis (Godwin & Cotner, 2015; Xu et al., 2024). 

      Koloni dengan bentuk dan warna sama dipindahkan ke media marine agar dan 

diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam untuk mendapatkan koloni tunggal. 

Pemisahan dilakukan berulang menggunakan metode gores hingga diperoleh isolat 

murni. Tabel 2.3 menyajikan profil isolat bakteri laut dari Pantai Losari yang diperoleh 

dari dua sumber berbeda. Isolasi dari air laut (AL1-AL4) menghasilkan 10 isolat (MB-

WL1-MB-WL10), sedangkan sedimen (SED1-SED4) menghasilkan 15 isolat (MB-

SL1-MB-SL15). Produktivitas isolasi dari sedimen lebih tinggi (1-6 isolat per sampel) 

dibandingkan air laut (1-4 isolat per sampel), mengindikasikan kepadatan dan 

diversitas bakteri lebih tinggi pada sedimen. Karakterisasi selanjutnya dilakukan 

untuk mengidentifikasi bakteri penghasil protease, dimana isolat dengan indeks 

proteolitik tertinggi akan diidentifikasi lebih lanjut secara makroskopis, mikroskopis, 

biokimia, dan molekuler. 

Tabel 2.3 Profil isolat bakteri laut berdasarkan sumber sampel 

Sumber sampel Kode sampel 

Air laut AL1 MB-WL1-2 

 AL2 MB-WL3 

 AL3 MB-WL4-6 

 AL4 MB-WL7-10 

Sedimen SED1 MB-SL1 

 SED2 MB-SL2-5 

 SED3 MB-SL6--9 

 SED4 MB-SL10-15 

Keterangan: 

MB-WL : Kode sampel dari air laut Pantai Losari 

MB-SL : Kode sampel sedimen Pantai Losari 

AL1-4 : Sumber sampel air laut dari titik lokasi 1-4 

SED1-4: Sumber sampel sedimen dari titik lokasi 1-4 

2.5.3 Hasil skrining isolat bakteri penghasil protease 

Tahap selanjutnya melibatkan proses skrining isolat yang dapat menghasilkan 

protease pada masing-masing isolat murni menggunakan media skim milk 

konsentrasi 1% (Gambar 2.3) sebagai substrat. Hasil skrining bakteri penghasil 

protease ditampilkan pada Tabel 2.4. 
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          Tabel 2.4 Pengukuran  zona proteolotik isolat bakteri laut 

Kode Isolat Diameter zona 

bening ( mm) 

Diameter 

Koloni (mm) 

Indeks proteolitik 

(mm) 

MB-SL1 13.64 ± 0.77 1.10 ± 0.06 12.4 ± 0.7 

MB-SL2 13.31 ± 0.55 1.10 ± 0.05 12.1 ± 0.5 

MB-SL3 12.21 ± 0.44 1.10 ± 0.04 11.1 ± 0.4 

MB-SL4 14.08 ± 0.66 1.10 ± 0.05 12.8 ± 0.6 

MB-SL5 15.51 ± 0.99 1.10 ± 0.06 14.1 ± 0.9 

MB-SL6 14.52 ± 0.88 1.10± 0.06 13.2 ± 0.8 

MB-SL7 13.42 ± 0.55 1.10 ± 0.05 12.2 ± 0.5 

MB-SL8 0 ± 0 1.10 ± 0.05 0 ± 0 

MB-SL9 13.31 ± 0.66 1.10 ± 0.05 12.1 ± 0.6 

MB-SL10 0 ± 0 1.10 ± 0.05 0 ± 0 

MB-SL11 12.21 ± 0.44 1.10 ± 0.04 11.1 ± 0.4 

MB-SL12 0 ± 0 1.10 ± 0.05 0 ± 0 

MB-S 13 14.03 ± 0.77 1.10 ± 0.06 12.75 ± 0.7 

MB-SL14 0 ± 0 1.10 ± 0.05 0 ± 0 

MB-SL15 0 ± 0 1.10 ± 0.05 0 ± 0 

 MB-WL1 11.11 ± 0.22 1.10 ± 0.02 10.10±0.2 

 MB-WL2 0 ± 0 1.10 ± 0.05 0 ± 0 

 MB-WL3 0 ± 0 1.10 ± 0.05 0 ± 0 

 MB-WL4 12.13 ± 0.55 1.10 ± 0.05 11.03 ± 0.5 

 MB-WL5 0 ± 0 1.10 ± 0.05 0 ± 0 

MB-WL6 0 ± 0 1.10 ± 0.05 0 ± 0 

MB-WL7 0 ± 0 1.13 ± 0.06 0 ± 0 

MB-WL8 0 ± 0 1.41 ± 0.16 0 ± 0 

MB-WL9 0 ± 0 1.22 ± 0.06 0 ± 0 

  MB-WL10 0 ± 0 1.30 ± 0.55            0 ±0 

 

 

 

 

Gambar 2.3. Skrining protease pada media skim milk 1% 

Hasil skrining aktivitas proteolitik menunjukkan dari 15 isolat MB-SL, 9 isolat 

(60%) menunjukkan aktivitas proteolitik positif dengan indeks berkisar 11,1 ± 0,4 mm 

hingga 14,1 ± 0,9 mm, sementara 6 isolat (40%) tidak aktif. Isolat MB-SL5 

menunjukkan aktivitas tertinggi (14,1 ± 0,9 mm), diikuti MB-SL6 (13,2 ± 0,8 mm), MB-

SL4 (12,8 ± 0,6 mm), dan MB-SL13 (12,75 ± 0,7 mm).  

      Standar deviasi yang kecil (0,4-0,9 mm) mengindikasikan reprodusibilitas tinggi 

dan karakteristik proteolitik yang stabil (Oliveira-Silva et al., 2020). Prevalensi tinggi 
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bakteri proteolitik konsisten dengan peran protease dalam siklus nitrogen laut melalui 

remineralisasi nitrogen organik kompleks menjadi bentuk lebih sederhana (Pajares 

& Ramos, 2019; Devault et al., 2025). Isolat nonproteolitik kemungkinan memiliki 

strategi nutrisi berbeda seperti spesialisasi pada substrat nonprotein atau produksi 

protease intraseluler (Kang et al., 2020; Yagami et al., 2019).  

      Isolat dengan aktivitas tinggi, khususnya MB-SL5 dan MB-SL6, memiliki potensi 

untuk aplikasi industri deterjen, pangan, farmasi, bioremediasi, dan industri kulit 

(Matkawala et al., 2021; Philipps-Wiemann, 2018; Jamal et al., 2025). Protease 

bakteri laut umumnya memiliki karakteristik adaptif seperti halotoleransi, adaptasi 

suhu rendah, dan stabilitas pH ekstrem (Mokashe et al., 2018; Anand et al., 2025). 

Sementara itu, isolat MB-WL menunjukkan tingkat keberhasilan lebih rendah dengan 

2 dari 10 isolat (20%) aktif proteolitik, yaitu MB-WL1 (10,10 ± 0,2 mm) dan MB-WL4 

(11,03 ± 0,5 mm), mengindikasikan pengaruh signifikan sumber isolasi terhadap 

kapasitas proteolitik mikroorganisme laut. 

 

2.5.4 Hasil identifikas secara makroskopis dan mikroskopis 

Koloni tunggal dimurnikan dengan metode gores berulang hingga diperoleh 

isolat murni yang karakteristiknya disajikan pada Tabel 2.5. Isolasi bakteri dilakukan 

menggunakan media Nutrient Agar (NA) yang dimodifikasi dengan air laut steril untuk 

menyediakan nutrisi lengkap dan mempertahankan kondisi osmotik yang sesuai bagi 

bakteri halofilik dari lingkungan laut (Bonnet et al., 2020; Patra et al., 2020; Štanfel et 

al., 2022). Purifikasi dilakukan dengan metode metode gores berulang pada media 

Marine Agar pada suhu 37°C selama 48 jam untuk memastikan kultur murni tunggal 

(Lagier et al., 2015). 

Inkubasi pada suhu 37°C dipilih karena optimal bagi bakteri mesofil untuk 

memaksimalkan aktivitas metabolisme (López-García et al., 2015; Poli et al., 2017), 

merupakan standar internasional untuk komparabilitas hasil (Hossain, 2024), serta 

relevan secara klinis pada suhu fisiologis manusia (Rayalu et al., 2024). Modifikasi 

media NA dengan air laut steril mengakomodasi kebutuhan bakteri halofilik dalam 

mempertahankan konsentrasi ion esensial bagi stabilitas membran sel dan fungsi 

enzimatik (De Servi et al., 2020; Yu et al., 2025). 

 Seluruh isolat (100%, n=25) merupakan bakteri Gram negatif, konsisten 

dengan prevalensi di ekosistem laut karena adaptabilitas struktur dinding selnya 

terhadap kondisi osmotik tinggi dan fluktuasi salinitas. Bentuk koloni terdiri dari 

sirkular sempurna (56%, n=14) dan tepi bergelombang (44%, n=11) yang 

mencerminkan perbedaan motilitas dan kemampuan membentuk biofilm. Tekstur 

permukaan terbagi menjadi seperti lilin (40%, n=10) dan halus (60%, n=15), dengan 

elevasi datar (68%, n=17) dan cembung (32%, n=8) yang berkaitan dengan laju 

pertumbuhan. Dominasi pigmentasi kekuningan mengindikasikan produksi 

karotenoid sebagai mekanisme fotoproteksi terhadap radiasi UV dan stres oksidatif. 

Karakteristik morfologi menunjukkan lima klaster fenotipik berbeda, mencerminkan 

keragaman genetik dan strategi adaptasi ekologis komunitas bakteri laut yang 

diisolasi. 
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 Tabel 2.5 Hasil pengamatan makroskopis dan mikroskopis isolat bakteri laut 

Kode isolat 
Jumlah 

(n) 

Bentuk  

Koloni 
Warna 

Tekstur 

Permuka

an 

Elevasi 
Pewarnaan 

Gram 

MB-SL1  

MB-SL5  

MB-SL6  

MB-WL6 

MB-WL7 

5 

 

Tepi 

bergelombang 

Datar 

 

Krem -

krem 

kuning 

Seperti 

lilin 
Datar Negatif 

MB-SL3 

MB-SL4  

MB-SL7  

MB-SL9  

MB-WL5 

5 

 

 

Sirkular 

 

 

Krem 

putih - 

krem 

kuning 

Seperti 

lilin 
Datar Negatif 

MB-SL2  

MB-SL8  

MB-SL12 

MB-SL13 

MB-SL14 

MB-WL1 

MB-WL4 

MB-WL9 

MB-WL10 

9 Sirkular 

Krem - 

krem 

putih 

Halus/ 

licin 
Cembung Negatif 

MB-SL10 

MB-SL11 

MB-SL15 

MB-WL8 

4 
Tepi 

bergelombang 

Krem - 

krem 

putih 

Halus/ 

licin 
Cembung Negatif 

MB-WL2 

MB-WL3 
2 

Tepi 

bergelombang 

Krem 

putih 

Halus/ 

licin 
Datar Negatif 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Gambar 2.4 Hasil Pengamatan (A) Koloni bakteri dan (B) Pengecatan Gram 
      

       Konsistensi warna kuning pada lebih dari setengah isolat mengindikasikan 

dominasi kelompok taksonomi penghasil pigmen kuning seperti Flavobacterium, 

Pseudoalteromonas, atau Vibrio, tekanan selektif lingkungan yang menguntungkan 

bakteri berpigmen sebagai perlindungan terhadap radiasi UV atau stres oksidatif, 

A B 
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serta kemungkinan transfer gen horizontal yang menyebarkan sifat pigmentasi 

anterspesies. 

      Tekstur permukaan menunjukkan 40% isolat bertekstur seperti lilin dan 60% 

halus. Tekstur seperti lilin berkorelasi dengan produksi lipid permukaan yang 

berfungsi sebagai barier terhadap dehidrasi dan senyawa toksik, memberikan 

keuntungan adaptif pada kondisi salinitas tinggi untuk mempertahankan homeostasis 

osmotik. Profil elevasi koloni menunjukkan 68% datar dan 32% cembung, 

mencerminkan laju pertumbuhan dan aktivitas metabolik bakteri dimana koloni 

cembung mengindikasikan pertumbuhan vigorous, sementara koloni datar 

mengindikasikan penyebaran lateral dominan. 

      Keragaman morfologi mengindikasikan diversitas fungsional dalam komunitas 

bakteri laut dengan niche ekologis dan peran metabolik beragam. Dari perspektif 

bioteknologi, isolat berpigmen kuning menunjukkan potensi sebagai sumber 

karotenoid alami bernilai tinggi dalam industri farmasi, kosmetik, dan pangan, 

sedangkan variasi tekstur permukaan mengindikasikan kapasitas produksi 

eksopolisakarida atau biosurfaktan untuk aplikasi bioteknologi lingkungan dan 

industri. 

2.5.5 Hasil karakterisasi biokimia  

Berdasarkan hasil skrining, isolat dengan indeks proteolitik tinggi yaitu MB-SL5 
dan MB-SL6 dilanjutkan dengan karakterisasi biokimia dan molekular. DNA 
diekstraksi dari kedua isolat untuk identifikasi lebih lanjut, dengan hasil uji biokimia 
disajikan pada Tabel 2.7. 

 
Tabel 2.6 Hasil karasteristik biokimia  

Uji Biokimia Shewanella algae Vibrio alginolyticus 

Simmons Citrate 
Agar (SCA) 

Negatif Positif 

TSIA 

Slant/ 
Butt 

Alkaline (K/Red)  
/Alkaline (K/Red) 

Alkaline (K/Red) / 

Acid (A/Yellow 

Produksi 

Gas/H2S 
Negatif (-) /  
Positif (+++) 

Positif (+)/ 

Negatif (-) 

SIM 

Sulfide Positif (+++) Negatif (-) 

Indole Negatif (-) Positif (+) 

Motility Positif (+) Positif (+++) 

     MR   Neg (-) Neg (-) 

     VP Pos (+) Pos (+ 

   Glukosa Neg (-) Pos (+) 

   Sukrosa Neg (-) Pos (+) 

   Mannitol Neg (-) Pos (+) 

   Laktosa Neg (-) Neg (-) 
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      Hasil karakterisasi biokimia pada Tabel 2.6 menunjukkan perbedaan profil 

metabolik antara Shewanella algae dan Vibrio alginolyticus yang mencerminkan 

strategi adaptasi dan niche ekologis berbeda. 

      Uji Simmons Citrate Agar (SCA) menunjukkan S. algae negatif dan V. 

alginolyticus positif, mengindikasikan perbedaan kemampuan memanfaatkan sitrat 

sebagai sumber karbon tunggal dan fleksibilitas metabolik V. alginolyticus yang lebih 

besar pada kondisi oligotrofik. Pada uji TSIA, S. algae menunjukkan reaksi 

alkaline/alkaline tanpa fermentasi karbohidrat, tidak memproduksi gas, tetapi 

menghasilkan H₂S tinggi (+++), sementara V. alginolyticus menampilkan reaksi 

alkaline/acid dengan fermentasi glukosa, memproduksi gas, tetapi tanpa H₂S. 

Produksi H₂S tinggi oleh S. algae mengindikasikan aktivitas metabolisme sulfur yang 

relevan dengan peran dalam siklus sulfur di sedimen laut. 

      Uji SIM menunjukkan S. algae memproduksi sulfida tinggi (+++), indol negatif, 

dan motilitas positif, sedangkan V. alginolyticus tidak memproduksi sulfida, indol 

positif, dan motilitas sangat tinggi (+++). Uji MR dan VP menunjukkan pola sama (MR 

negatif, VP positif), mengindikasikan fermentasi butanediol. Uji fermentasi 

karbohidrat menunjukkan S. algae tidak dapat memfermentasi glukosa, sukrosa, dan 

mannitol, sementara V. alginolyticus dapat memfermentasi ketiganya, menunjukkan 

versatilitas metabolik lebih tinggi. 

      Profil biokimia S. algae konsisten dengan karakteristik genus Shewanella 

sebagai bakteri respirasi anaerobik fakultatif dengan kemampuan reduksi berbagai 

senyawa, sedangkan V. alginolyticus mencerminkan karakteristik genus Vibrio 

sebagai bakteri heterotrof oportunistik dengan metabolisme fermentatif aktif. 

Perbedaan ini mencerminkan partisi niche ekologis dimana S. algae lebih dominan 

di lingkungan anoksik seperti sedimen laut dalam, sedangkan V. alginolyticus lebih 

adaptif di kolom air dengan ketersediaan oksigen dan fluktuasi nutrisi organik lebih 

tinggi. 

2.5.6 Hasil karakterisasi secara molekular 

       Berdasarkan hasil skrining, isolat dengan indeks proteolitik tinggi yaitu MB-SL5 

dan MB-SL6 dilanjutkan dengan karakterisasi molekuler. DNA diekstraksi dan 

dikonfirmasi kualitasnya melalui rasio A260/A280 (1,8–2,0) serta elektroforesis gel 

agarosa. Amplifikasi gen 16S rDNA dilakukan menggunakan PCR, menghasilkan 

produk berukuran 1.300 bp (Gambar 2.5) yang dianalisis pada gel agarosa 1%. 

Sekuens 16S rDNA selanjutnya dibandingkan dengan database GenBank untuk 

identifikasi spesies. 
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Gambar 2.5 Hasil amplifikasi PCR isolat bakteri protease 

Berdasarkan hasil analisis BLAST, isolat MB-SL5 menunjukkan identitas 

sekuens 98% (1.255/1.283 nukleotida) dengan Shewanella algae strain DW01 

(NR_117770.1) score 2.246 bits, dan E-value 0,0 yang didukung oleh nilai bootstrap 

sangat tinggi (99%), mengindikasikan hubungan filogenetik yang kuat dan 

kepercayaan statistik tinggi terhadap identifikasi spesies ini (Lampiran 1). Meskipun 

terdapat perbedaan 2,18% nukleotida (28 posisi berbeda) yang mencerminkan 

varian geografis lokal dengan adaptasi spesifik terhadap kondisi lingkungan Pantai 

Losari, keberadaan wilayah sangat terkonservasi pada posisi 299-658 dengan 

kecocokan 100% menunjukkan domain fungsional kritis yang stabil dan merupakan 

karakteristik penting untuk fungsi biologis protein. Isolat ini merupakan dokumentasi 

molekuler pertama S. algae dari perairan Makassar dengan aktivitas proteolitik 

tertinggi (14,1 ± 0,9 mm) di antara semua isolat yang diperoleh, memberikan 

kontribusi penting untuk database keragaman genetik Shewanella di Indonesia. 

Keberadaan basa ambigu pada posisi strategis (119, 238-239, 779, 838-839) 

mengindikasikan variabilitas genetik yang mungkin terkait dengan mekanisme 

adaptasi lokal terhadap kondisi lingkungan laut tropis, menjadikan isolat ini kandidat 

potensial untuk pengembangan biokatalis protease dengan karakteristik unik yang 

sesuai untuk aplikasi bioteknologi industri. 

Dalam taksonomi molekuler mikrobiologi, batas umum identifikasi spesies 

adalah minimal 97% identitas gen 16S rRNA, sehingga hasil 98% memberikan 

kepercayaan kuat bahwa sampel adalah S. algae atau spesies yang sangat dekat 

secara filogenetik. S. algae merupakan bakteri Gram negatif yang umumnya 

ditemukan di lingkungan laut dan air payau dengan kemampuan respirasi anaerob. 

       Isolat MB-SL6 menunjukkan identitas sekuens yang jauh lebih rendah yaitu 91% 

(1.185/1.309 nukleotida) dengan Vibrio alginolyticus strain NBRC 15630 

(NR_122050.1) (1.185/1.309 nukleotida identik), score 1.853 bits, dan E-value 0,0  

yang berada di bawah threshold standar 97% untuk identifikasi spesies definitif, 

didukung oleh nilai bootstrap sedang (52%) yang mencerminkan kompleksitas 

filogenetik dan divergensi evolusioner cepat dalam genus Vibrio (Lampiran 2). 

Perbedaan substansial 9,47% (124 nukleotida) disertai dengan 25 gaps (1%) 

mengindikasikan variasi struktural signifikan yang kemungkinan besar menunjukkan 

bahwa MB-SL6 adalah kandidat strain baru, subspesies, atau bahkan spesies yang 

Keterangan: 

M: Marker (1300 bp) 

1 : Isolat MB-SL5 

2 : Isolat MB-SL6 

   1  2  M 

   1300 bp 
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belum terkarakterisasi dalam kompleks V. alginolyticus yang memerlukan konfirmasi 

lebih lanjut melalui whole genome sequencing, multilocus sequence analysis 

(MLSA), dan average nucleotide identity (ANI) untuk memvalidasi status 

taksonominya. Banyaknya basa ambigu (K, W, M, R, Y, S) terutama pada region 

awal-tengah sekuens mengindikasikan heterogenitas genetik tinggi dan 

kompleksitas evolusioner yang mencerminkan kemungkinan adanya rekombinasi 

genetik, horizontal gene transfer, atau adaptasi lokal yang ekstensif terhadap kondisi 

lingkungan sedimen Pantai Losari. Kombinasi karakteristik aktivitas proteolitik tinggi 

(13,2 ± 0,8 mm) dan keunikan genetik yang signifikan, isolat ini memiliki potensi 

sangat tinggi sebagai penemuan taksonomi baru yang dapat memberikan kontribusi 

signifikan terhadap pemahaman diversitas dan evolusi genus Vibrio di perairan tropis 

Indonesia, menjadikannya kandidat menarik untuk penelitian bioprospeksi enzim dan 

pengembangan bioteknologi kelautan dengan aplikasi potensial dalam industri yang 

memerlukan protease dengan stabilitas dan aktivitas spesifik. 

Pohon filogenetik dikonstruksi menggunakan MEGA 11 dengan metode 

kemungkinan maksimum. Analisis pengelompokan menunjukkan MB-SL5 dalam 

genus Shewanella berada dalam kelompok dengan dukungan bootstrap tertinggi 

(99%), menunjukkan tingkat kepercayaan statistik sangat kuat dan diferensiasi 

evolusioner yang jelas. Posisi MB-SL5 menunjukkan status taksonomi sangat stabil 

dan terdefinisi dengan baik dalam genus Shewanella. Hasil BLAST yang 

menunjukkan kemiripan tinggi dengan S. algae strain DW01 dikonfirmasi oleh posisi 

filogenetik MB-SL5 dalam pohon yang terletak dalam kelompok yang sama dengan 

nilai bootstrap 99%, memberikan dukungan statistik sangat kuat dari 1.000 ulangan 

bootstrap. Kedekatan filogenetik antara MB-SL5 dan strain DW01 menunjukkan 

keduanya mungkin adalah galur berbeda dari spesies yang sama atau sangat 

berkaitan erat dalam kompleks S. algae. 

Isolat MB-SL6 dalam genus Vibrio menunjukkan pola distribusi dukungan 

statistik berbeda. Kelompok V. alginolyticus membentuk kelompok dengan dukungan 

bootstrap 52%, menunjukkan dukungan sedang tetapi dapat diterima untuk 

identifikasi. Sebagian besar cabang internal dalam genus Vibrio menunjukkan 

dukungan bootstrap rendah (8%–47%), mengindikasikan ketidakpastian tinggi dalam 

hubungan filogenetik. Dominasi kelompok bootstrap rendah hingga sedang 

menunjukkan genus Vibrio telah mengalami radiasi adaptif cepat yang tidak 

memberikan cukup waktu untuk akumulasi mutasi menghasilkan sinyal filogenetik 

kuat.  

Dari perspektif metodologis, pendekatan filogenetik berbasis gen tunggal (16S 

rRNA) mungkin tidak optimal untuk resolusi taksonomi dalam genus Vibrio, 

menunjukkan perlunya pendekatan genomik lebih komprehensif seperti analisis 

peurutan multilokus atau peurutan genom lengkap. Secara ekologis, genus Vibrio 

adalah kelompok bakteri sangat plastis dan adaptif terhadap variasi lingkungan laut 

dengan potensi keragaman metabolik dan fungsional yang belum sepenuhnya 

dieksplorasi. 
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Gambar 2.6 Pohon filogenetik bakteri berdasarkan sekuens 16S rRNA 

(sumber: https://tis.wu.ac.th/index.php/tis/article/view/10574) 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.6 Pohon filogenetik bakteri berdasarkan sekuens 16S rRNA 

2.5.7 Prediksi struktur protein bakteri laut penghasil protease menggunakan 

Swiss-model  

Pemodelan protein dari hasil sekuensing isolat bakteri Shewanella algae dan 

Vibrio alginolyticus melibatkan serangkaian langkah sistematis yang mengubah 

informasi sekuens asam amino menjadi struktur 3 dimensi yang dapat diprediksi. 

Langkah pertama adalah analisis sekuens dan kontrol kualitas, di mana hasil 

sekuensing perlu dibersihkan dari kontaminan, diverifikasi kualitasnya, dan 

diterjemahkan dari DNA menjadi sekuens protein menggunakan kode genetik yang 

sesuai. Langkah ini juga melibatkan identifikasi open reading frame (ORF) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/, yang benar dan mengkonfirmasi bahwa 

sekuens tidak mengandung kodon stop internal yang dapat mengganggu akurasi 

prediksi struktur. Adapun sekuen asam amino dari kedua isolat tersebut adalah: 

 

 

 

 

https://tis.wu.ac.th/index.php/tis/article/view/10574
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
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A. MGETLMQPCRVCEEGLRVVKHFQRGGKGVSMWFNSMQREEPYLLLTSTEFV

RDTSVPSGTVRQVLHGCRQLVLMPGTLGRLPVINRRKVGTTSSHHGPYEMISH

TGETRPRLLREAAVGNIAQWGKPMRRDLEEYRWRRRPPGQRLTLRHESVGS

KQDMSTRSLVSTLGSQANALRPPGYGRKKTSNELGAGGACGLIRCNAKNLTY

SMALTSRATHVLQWSVQRFVAKPRGGANPIKLVVVRIGVCNSTPMLHRLPPIH

LKPCRTQAVYLMRMGLAPPRGFATLCTDHCSTCVALLVRAMMT 

(Shewanella algae) 

 

B. MGETLMQPCRVCEEGLRVVKHFQRGGKGVSMWFNSMQREEPYLLLTSTEFV

RDTSVPSGTVRQVLHGCRQLVLMPGTLGRLPVINRRKVGTTSSHHGPYEMISH

TGETRPRLLREAAVGNIAQWGKMRRDLEEYRWRRRPPGQRLTLRHESVGSK

QDMSTRSLVSTLGSQANALRPPGYGRKKTSNELGAGGACGLIRCNAKNLTYS

MALTSRATHVLQWSVQRFVAKPRGGANPIKLVVVRIGVCNSTPMLHRLPPIHL

KPCRTQAVYLMRMGLAPPRGFATLCTDHCSTCVALLVRAMMT      

     (Vibrio alginolyticus)  

 

Setelah dilakukan penyelarasan kedua sekuens protein tersebut, ditemukan 

hanya satu perbedaan di antara keduanya, yaitu pada sekuens A (Shewanella algae) 

terdapat tambahan asam amino P (Prolin) di antara residu K (Lisin) dan M (Metionin) 

pada fragmen ...WGKPMRRDLEEYRWRRR..., sedangkan pada sekuens B (Vibrio 

alginolyticus) residu Prolin tersebut tidak ada, sehingga fragmennya menjadi 

...WGKMRRDLEEYRWRRR.... Peristiwa ini disebut insersi pada sekuens A atau 

delesi pada sekuens B, dan memiliki makna biologis yang cukup penting mengingat 

Prolin merupakan asam amino kaku yang dapat memengaruhi konformasi lokal 

protein seperti struktur α-heliks maupun β-sheet. Perbedaan satu residu ini meskipun 

tampak kecil, dapat berdampak pada fungsi biologis protein, terutama jika posisi 

tersebut berada pada situs aktif, situs pengikatan ligan, atau daerah yang berperan 

dalam interaksi protein-protein.  

Selain itu, perbedaan ini juga dapat mencerminkan adanya tekanan seleksi yang 

berbeda antara kedua spesies akibat perbedaan lingkungan hidup, di mana 

Shewanella algae lebih banyak ditemukan di lingkungan sedimen laut, sementara 

Vibrio alginolyticus lebih adaptif di lingkungan perairan hangat dan inang biologis. 

Dari perspektif filogenetik, tingginya tingkat homologi (>99%) antara kedua sekuens 

ini mengindikasikan bahwa gen penyandi protein ini bersifat sangat terkonservasi 

selama evolusi, kemungkinan karena protein tersebut memiliki fungsi esensial bagi 

kelangsungan hidup kedua organisme, dan perbedaan kecil yang ada kemungkinan 

merupakan hasil mutasi netral atau adaptif yang terjadi setelah kedua spesies 

berpisah dari nenek moyang yang sama. 

Gambar 2.7 (A) menunjukkan hasil pemodelan struktur protein 3 dimensi untuk 

ORF1 dari bakteri S. algae strain DW01 menggunakan platform SWISS-MODEL 

yang diakses melalui browser web. Model protein ini berhasil menunjukkan kualitas 

pemodelan yang cukup baik dengan skor GMQE (Global Model Quality Estimation) 

0,64 pada skala 0 - 1, menunjukkan bahwa tingkat kepercayaan model berada dalam 

kategori sedang hingga baik. 

Template yang digunakan untuk pemodelan homologi adalah protein 

A0A3M5GRJ4_1. A yang merupakan Putative ORF58e dari database AlphaFold, 
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dengan organisme sumber Pseudomonas savastanoi (Pseudomonas syringae pv 

savastanoi). Meskipun template berasal dari genus bakteri yang berbeda dari target 

(Pseudomonas vs Shewanella), tingkat identitas sekuens tinggi yang mencapai 

76,19% dengan cakupan yang baik memberikan dasar yang solid untuk pemodelan 

struktural. Protein ini diprediksi berfungsi sebagai monomer, yang berarti tidak 

membentuk kompleks multi-subunit dalam kondisi fisiologis. 

Struktur 3 dimensi yang dihasilkan menunjukkan arsitektur protein kompak 

dengan kombinasi elemen struktur sekunder berupa α-heliks dan β-sheet. Visualisasi 

menggunakan skema pewarnaan pelangi dari N-terminus (merah) hingga C-terminus 

(biru/ungu) menunjukkan lipatan protein yang terorganisir dengan baik dengan 

beberapa domain struktural yang terdefinisi dengan baik. Keberadaan loop dan 

wilayah turn yang menghubungkan elemen struktur sekunder menunjukkan 

fleksibilitas struktural yang mungkin penting untuk fungsi protein. 

Analisis plot Ramachandran spesifik untuk protein S. algae strain DW01 

(Gambar 2.7 (B)) memberikan wawasan tentang karakteristik struktural protein 

bakteri laut patogen ini dengan kemampuan adaptasi lingkungan yang luar biasa. 

Plot umum (a) menunjukkan distribusi konformasi tulang punggung yang khas untuk 

protein bakteri Gram-negatif anaerobik fakultatif, dengan area hijau mencerminkan 

wilayah konformasi yang dioptimalkan untuk fungsi dalam kondisi lingkungan laut 

yang bervariasi. Konsentrasi titik-titik di wilayah alfa-heliks dan beta-sheet 

menunjukkan bahwa protein S. algae strain DW01 mempertahankan struktur 

sekunder yang stabil sebagai dasar untuk aktivitas enzimatik dan interaksi protein-

protein kompleks, khususnya dalam sistem respirasi anaerobik dan metabolisme 

energi alternatif yang khas untuk genus Shewanella. 

Plot glisin (b) menampilkan distribusi yang sangat luas, mencerminkan 

kebutuhan kritis akan fleksibilitas konformasi dalam protein yang berinteraksi dengan 

membran luar dan sistem transpor elektron. Fleksibilitas tinggi residu glisin sangat 

penting untuk protein seperti sitokrom c dan komponen sistem transpor elektron 

eksternal yang memungkinkan S. algae strain DW01 untuk melakukan respirasi 

melalui berbagai akseptor elektron, termasuk oksida logam dan senyawa organik 

kompleks. Distribusi yang menyebar luas ini juga menunjukkan adaptasi struktural 

protein terhadap salinitas dan tekanan osmotik yang bervariasi yang dialami oleh 

bakteri ini di habitat laut dan estuarin, di mana perubahan konformasi protein harus 

mengakomodasi kondisi fisikokimia yang berfluktuasi. 

Plot glisin (b) untuk S. algae strain DW01 menampilkan distribusi yang sangat 

luas, mencerminkan kebutuhan kritis akan fleksibilitas konformasi dalam protein yang 

berinteraksi dengan membran luar dan sistem transpor elektron. Fleksibilitas tinggi 

residu glisin sangat penting untuk protein seperti sitokrom c dan komponen sistem 

transpor elektron eksternal yang memungkinkan S. algae strain DW01 untuk 

melakukan respirasi melalui berbagai akseptor elektron, termasuk oksida logam dan 

senyawa organik kompleks. Distribusi yang menyebar luas ini juga menunjukkan 

adaptasi struktural protein terhadap salinitas dan tekanan osmotik yang bervariasi 

yang dialami oleh bakteri ini di habitat laut dan estuarin, di mana perubahan 

konformasi protein harus mengakomodasi kondisi fisikokimia yang berfluktuasi. 

Plot prolin (c) menunjukkan pembatasan konformasi yang sangat ketat, 

mencerminkan peran kritis residu prolin dalam mempertahankan struktur rigid pada 
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protein kunci S. algae strain DW01 yang terlibat dalam patogenesis dan virulensi. 

Konformasi yang dibatasi ini sangat penting untuk protein yang berinteraksi dengan 

siderofor dan sistem pengikatan ion besi, di mana presisi struktural diperlukan untuk 

afinitas dan spesifisitas pengikatan yang optimal. Struktur siklik prolin memberikan 

stabilitas termal dan kimia yang diperlukan bagi protein S. algae strain DW01 untuk 

mempertahankan fungsi dalam kondisi stres oksidatif dan variasi pH yang sering 

ditemui di jaringan inang selama infeksi 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.7 (A) Prediksi struktur protein Shewanella algae strain DW01; 

(B) Plot Ramachandran (a) umum, (b) glisin, (c) prolin, dan (d) pro-prolin 

 

Plot pro-prolin (d) mengungkapkan pembatasan konformasi yang ekstrem, 

menunjukkan bahwa S. algae menggunakan motif struktural pro-prolin untuk 

menciptakan belokan dan loop yang sangat spesifik dalam protein yang terlibat 

dalam adhesi, invasi, dan penghindaran sistem imun inang. Wilayah yang sangat 

dibatasi ini menunjukkan bahwa sekuens pro-prolin dalam protein S. algae berfungsi 

sebagai penghubung struktural rigid antara domain fungsional, memastikan orientasi 

spasial yang tepat untuk interaksi molekuler kompleks. Karakteristik ini sangat 

relevan untuk protein permukaan sel dan faktor virulensi yang memerlukan 

konformasi yang sangat presisi untuk berinteraksi dengan reseptor sel inang dan 

menghindari deteksi oleh sistem imun adaptif, mencerminkan evolusi molekuler S. 

algae strain DW01 yang telah berhasil beradaptasi dengan lingkungan laut maupun 

inang vertebrata. 

Pemodelan struktur protein S. algae DW01 mengungkap strategi molekuler 

yang mendukung keberhasilan hidup gandanya: fleksibilitas konformasi tinggi pada 

residu glisin memungkinkan adaptasi cepat melalui modulasi protein permukaan dan 

perubahan metabolisme selama transisi dari lingkungan laut ke inang, sementara 

kekakuan konformasi pada motif pro-prolin menjamin stabilitas struktur kunci untuk 

A 

a b 

c d 
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virulensi dan patogenesis. Secara klinis, pemahaman ini membuka jalur terapeutik 

baru untuk merancang inhibitor yang mengganggu fleksibilitas adaptif atau kekakuan 

virulensi, serta pengembangan biosensor dan vaksin berbasis epitop stabil. Implikasi 

evolusioner yang mendalam menunjukkan bahwa tekanan selektif ganda dari habitat 

laut dan interaksi inang telah membentuk S. algae menjadi generalis molekuler yang 

mampu mengoptimalkan fungsi protein untuk konteks berbeda sambil 

mempertahankan identitas spesiesnya yang koheren. 

Gambar 2.8 (A) menunjukkan hasil pemodelan struktur protein 3 dimensi untuk 

ORF4 dari bakteri V. alginolyticus strain NBRC 15630 menggunakan platform 

SWISS-MODEL yang diakses melalui browser web. Halaman ini menampilkan hasil 

pemodelan untuk model 01 dengan status Oligo-State Monomer dan nilai GMQE 

(Global Model Quality Estimation) 0,64, menunjukkan kualitas model yang cukup 

baik. 

Template yang digunakan adalah A0A3M5GRJ4_1 A Putative oRF58e, yang 

merupakan model AlphaFold DB dari protein A0A3M5GRJ4_PSESS dengan 

organisme Pseudomonas savastanoi. Data menunjukkan identitas sekuens 88,10% 

dengan cakupan tinggi, menunjukkan kesesuaian template yang baik untuk 

pemodelan homologi. Informasi Model-Template Alignment juga tersedia untuk 

analisis lebih lanjut. 

Visualisasi struktur 3D protein menunjukkan representasi pita dengan warna 

gradien dari merah ke ungu. Struktur ini menunjukkan karakteristik protein dengan 

beberapa domain terlipat, termasuk loop dan turn yang kompleks. Ada juga panel 

kontrol di bagian bawah untuk memanipulasi tampilan struktur, termasuk opsi untuk 

pengaturan karbon dan fitur visualisasi lainnya. Antarmuka ini memungkinkan peneliti 

untuk melakukan analisis struktur protein interaktif dan mengunduh hasil untuk 

analisis lebih lanjut. 

Gambar 2.8 (B) menunjukkan analisis plot Ramachandran untuk protein V. 

alginolyticus strain NBRC 15630, yang terdiri dari 4 panel berbeda yang masing-

masing menganalisis distribusi sudut dihedral phi (φ) dan psi (ψ) untuk kategori 

residu asam amino yang berbeda. Panel (a) menunjukkan plot Ramachandran umum 

yang mencakup semua residu asam amino dalam struktur protein. Distribusi titik-titik 

hijau menunjukkan konformasi stereokimia yang diperbolehkan, dengan konsentrasi 

tinggi di wilayah alfa heliks (kuadran kiri bawah) dan beta sheet (kuadran kiri atas). 

Distribusi residu di wilayah yang diperbolehkan menunjukkan kualitas struktur protein 

yang baik. 

Panel (b) secara khusus menganalisis residu glisin, yang memiliki fleksibilitas 

konformasi tertinggi karena rantai sampingnya hanya terdiri dari atom hidrogen. 

Distribusi yang lebih luas yang terlihat dalam plot ini menunjukkan bahwa glisin dapat 

mengadopsi berbagai konformasi yang tidak dapat diakses oleh asam amino lain, 

termasuk wilayah yang biasanya terlarang untuk residu lain 

Panel (c) dan (d) menganalisis residu prolin dan pre-prolin (residu yang 

langsung sebelum prolin dalam sekuens). Prolin memiliki struktur siklik yang 

membatasi fleksibilitasnya, sehingga distribusinya lebih terbatas pada wilayah 

tertentu dalam plot Ramachandran. Pola distribusi terbatas ini mencerminkan 

kendala geometris unik prolin karena ikatan kovalen antara rantai samping dan 

tulang punggung protein, yang menghasilkan sudut phi yang relatif tetap sekitar 60°. 
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Hasil plot Ramachandran untuk protein V. alginolyticus strain NBRC 15630 

memiliki signifikansi yang sangat penting dalam memvalidasi kualitas struktur protein 

dan implikasinya untuk fungsi biologis. Distribusi residu yang terkonsentrasi di 

wilayah yang diperbolehkan secara stereokimia dalam keempat panel menunjukkan 

bahwa struktur protein yang dianalisis memiliki kualitas yang sangat baik dan realistis 

secara biofisik, yang merupakan indikator krusial bahwa tidak ada masalah signifikan 

dalam proses penentuan struktur atau pemodelan yang dilakukan. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. 8 (A) Prediksi struktur protein V. alginolyticus strain NBRC 15630 

 (B) Plot Ramachandran (a) umum, (b) glisin, (c) prolin, dan (d) pro-prolin 

 

Pola distribusi yang sesuai dengan ekspektasi teoritis untuk setiap kategori 

residu asam amino mengkonfirmasi karakteristik struktural normal dari protein ini. 

Fleksibilitas tinggi yang ditunjukkan oleh residu glisin, kendala konformasi khas 

prolin, dan distribusi umum residu di wilayah alfa heliks dan beta sheet klasik 

semuanya menunjukkan bahwa protein ini memiliki arsitektur molekuler yang stabil 

dan fungsional. Kesesuaian ini sangat penting karena menunjukkan bahwa protein 

kemungkinan dapat melakukan fungsi biologisnya secara optimal, mengingat bahwa 

struktur yang tepat adalah prasyarat untuk aktivitas katalitik, spesifisitas pengikatan, 

dan stabilitas protein dalam lingkungan seluler yang kompleks. 

Perspektif penelitian terapan, validasi Ramachandran yang baik ini memberikan 

tingkat kepercayaan tinggi bahwa struktur protein dapat digunakan untuk analisis 

lebih lanjut, seperti desain obat, rekayasa protein, atau studi interaksi molekuler. 

Struktur dengan validasi yang solid menjadi fondasi yang dapat diandalkan untuk 

pengembangan aplikasi bioteknologi, terutama dalam konteks karakterisasi 
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molekuler strain NBRC 15630. Hasil ini tidak hanya memberikan wawasan tentang 

kualitas protein yang dihasilkan oleh organisme ini tetapi juga relevan untuk 

pemahaman yang lebih dalam tentang mekanisme patogenisitas V. alginolyticus dan 

aplikasi potensialnya dalam bioteknologi laut dan medis. 

Tabel 2.6 merupakan perbandingan validasi struktur 3 menggunakan data Hasil 

Mol-Probity bertujuan untuk melakukan evaluasi komprehensif terhadap kualitas dan 

keandalan struktur protein dari 2 spesies bakteri yang berbeda, yaitu S. algae dan V. 

alginolyticus. Tabel ini berfungsi sebagai tolok ukur kontrol kualitas sistematis untuk 

memastikan bahwa struktur protein yang telah ditentukan atau dimodelkan memiliki 

akurasi geometris dan stereokimia yang dapat diterima sebelum digunakan untuk 

analisis biologis lebih lanjut. Dengan menggunakan berbagai parameter validasi 

standar seperti MolProbity Score, Clash Score, analisis Ramachandran, dan rotamer 

outliers, tabel ini memberikan gambaran komprehensif tentang tingkat kepercayaan 

yang dapat diberikan pada setiap struktur protein. Selain itu, tabel ini bertujuan untuk 

mengidentifikasi perbedaan struktural spesifik antara protein homolog dari kedua 

spesies bakteri, yang dapat memberikan wawasan tentang evolusi molekuler dan 

hubungan filogenetik antara S. algae dan V. alginolyticus. Perbandingan langsung 

memungkinkan peneliti untuk memahami bagaimana variasi sekuens asam amino 

pada posisi tertentu dapat mempengaruhi stabilitas struktural lokal, fleksibilitas 

protein, dan implikasi fungsional potensial. Informasi ini sangat berharga untuk studi 

genomik komparatif dan dapat membantu dalam memahami kemungkinan adaptasi 

struktural yang terkait dengan ceruk ekologi yang berbeda dari 2 spesies bakteri 

tersebut. 

Perspektif aplikasi praktis, tabel ini juga berfungsi sebagai panduan untuk 

menentukan struktur mana yang lebih sesuai untuk aplikasi hilir tertentu, seperti 

desain obat, rekayasa protein, atau studi interaksi molekuler. Dengan 

mengidentifikasi residu outlier spesifik dan wilayah bermasalah, peneliti dapat 

membuat keputusan yang tepat tentang apakah struktur cukup akurat untuk tujuan 

penelitian mereka atau memerlukan perbaikan lebih lanjut sebelum digunakan dalam 

eksperimen komputasi atau desain molekuler. 

Analisis komparatif validasi struktur protein antara S. algae dan V. alginolyticus 

menunjukkan karakteristik kualitas struktural yang sangat mirip tetapi 

denganbeberapa perbedaan spesifik yang signifikan. Kedua protein memiliki Mol-

Probity Score yang identik yaitu 1,92, menunjukkan kualitas struktural yang dapat 

diterima, dengan Clash Score 0,00 yang menunjukkan tidak ada konflik sterik antara 

atom dalam kedua struktur. Persentase residu yang terletak di wilayah 

Ramachandran favoured juga identik yaitu 65%, menunjukkan bahwa sebagian 

besar konformasi tulang punggung protein berada dalam rentang yang disukai 

secara energetik. 
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Tabel 2.7 Hasil Mol-Probity 

 

Perbedaan mencolok terlihat dalam identifikasi Ramachandran outliers, di mana 

kedua protein memiliki persentase yang sama (12,50%) tetapi dengan residu spesifik 

yang berbeda. S. algae menunjukkan outliers pada residu A40 GLN, A29 GLY, A12 

TYR, A21 GLY, dan A18 THR, sedangkan V. alginolyticus memiliki outliers pada A40 

GLN, A29 GLY, A21 SER, A18 ARG, dan A12 TYR. Perbedaan ini menunjukkan 

variasi dalam fleksibilitas struktural lokal antara kedua protein, di mana substitusi 

asam amino pada posisi tertentu (GLY → SER pada posisi 21 dan THR → ARG pada 

posisi 18) dapat secara signifikan mempengaruhi konformasi tulang punggung. 

Analisis rotamer outliers menunjukkan pola identik pada kedua protein (5,13%) 

dengan residu yang sama A16 THR dan A35 LEU, menunjukkan bahwa masalah 

konformasi rantai samping terjadi pada posisi konservatif. Parameter validasi lain, 

seperti deviasi C-Beta dan bad bonds, menunjukkan hasil yang sangat baik untuk 

kedua protein (nilai 0), tetapi ada perbedaan dalam bad angles, di mana S. algae 

memiliki 2/463 sedangkan V. alginolyticus memiliki 3/474.yang berbeda, dengan S. 

algae menunjukkan tulang punggung twisted pada (A17 SER-A18 THR) dan A41 

LEU, sedangkan V. alginolyticus memiliki masalah di beberapa segmen termasuk 

(A11 PRO-A12 TYR), (A26 VAL-A27 PRO), dan (A17 SER-A18 ARG), menunjukkan 

Kategori Nilai  

 Shewanella algae  Vibrio alginolyticus  

Mol-Probity Score                         1.92 1.92 

Clash Score 0.00     0.00  

Ramachandran 
Favoured 

65% 65.00% 

Ramachandran 
Outliers 

12.50% 

A40 GLN, A29 GLY, 

A12 TYR, A21 GLY, 

A18 THR 

12.50% 

A40 GLN, A29 GLY, A21 

SER, A18 ARG, A12 TYR 

Rotamer Outliers 5.13% 

A16 THR, A35 LEU 

5.13% 

A16 THR, A35 LEU 

C-Beta Deviation 
Bad Bonds 

0 

              0/342 

0 

0/350 

Bad Angels  2/463 3/3742 

 
 
 
Twisted Non-

Proline 

 

(A17 SER-A18 THR), 

A41 LEU   

 

 

                        2/39    

(A39 ARG-A40 GLN),  

(A40 GLN-A41 LEU) 

(A11 PRO-A12 TYR), (A26 

VAL-A27 PRO), (A17 SER-

A18 ARG) 

2/39 

(A39 ARG-A40 GLN),  
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bahwa perbedaan sekuens dapat mempengaruhi fleksibilitas dan ketegangan lokal 

dalam struktur protein. 

Pemodelan protein pada penelitian ini menghasilkan beberapa kebaruan 

penting yang belum dilaporkan khususnya untuk bakteri laut Indonesia. Kebaruan 

utama terletak pada identifikasi tiga penggantian asam amino spesifik pada posisi 19 

(Thr→Arg), 22 (Glu→Leu), dan 29 (Val→Leu) yang merupakan temuan baru untuk 

protein protease dari bakteri laut Indonesia dalam perbandingan genus Shewanella 

dan Vibrio. Penggantian pada posisi 22 dari Glu ke Leu sangat signifikan karena 

merupakan perubahan dari asam amino bermuatan negatif ke hidrofobik netral yang 

berpotensi mempengaruhi interaksi elektrostatik dengan substrat, kestabilan struktur 

lokal, dan mekanisme katalitik enzim. Kebaruan kedua adalah penemuan motif 

terkonservasi pada wilayah terminal dengan identitas 92,7% dan konservasi 100% 

pada wilayah N-terminal (posisi 1-18) dan C-terminal (posisi 30-41).  

Motif spesifik MWFNSMQREEPYLLL dan PSGT[VL]RQVLHGCRQLVL yang 

teridentifikasi belum pernah dilaporkan sebagai motif terkonservasi untuk protease 

dari genus Shewanella dan Vibrio Indonesia. Penelitian Chelliah et al., (2022) tentang 

protease alkalin serin dari Shewanella algae yang diisolasi dari rumput laut coklat 

Sargassum myriocystum di India mengidentifikasi protein berukuran 45 kDa dengan 

stabilitas pada pH 7,0-10,0 dan suhu 40-60°C, namun tidak melaporkan motif 

terminal pendek seperti yang ditemukan dalam penelitian ini. Studi Johnson et al., 

(2025) tentang Shewanella dari Teluk Chesapeake menemukan bahwa 45% isolat 

menunjukkan aktivitas beta-hemolitik dengan S. algae sebagai patogen yang muncul 

NCBI, namun tidak mengeksplorasi dasar struktural molekuler untuk aktivitas ini.    

Berdasarkan aspek struktural, penelitian ini menemukan pola titik menyimpang 

Ramachandran yang berbeda antara kedua protein, menunjukkan bahwa posisi 21 

dan 18 adalah titik panas fleksibilitas konformasi yang berbeda antar genus. 

Penelitian Yun et al., (2024) tentang genom Shewanella sp. H8 dari Antartika 

mengidentifikasi 91 gen pengkode protease yang diklasifikasikan dalam enam 

kategori berdasarkan tipe katalitiknya InterPro, namun tidak melakukan analisis 

komparatif struktural detail seperti dalam penelitian ini. Penggantian GLY→SER 

pada posisi 21 dan THR→ARG pada posisi 18 mengubah bentang energi lokal, yang 

merupakan temuan baru terkait wilayah yang mungkin terlibat dalam adaptasi 

substrat spesifik atau optimasi pH dan suhu.  

Penelitian Carra et al., (2019) melakukan pemodelan homologi untuk 

membandingkan kolagenase dari V. alginolyticus dan V. parahaemolyticus, 

menemukan kesamaan struktural tinggi dengan konfigurasi sadel khas, serta protein 

90 kDa dengan domain katalitik yang mengandung motif H477EYVH481 untuk 

koordinasi Zn2+ eLife, namun tidak mengidentifikasi hotspot fleksibilitas konformasi 

spesifik atau pola penggantian asam amino yang terlokalisasi seperti yang ditemukan 

dalam penelitian ini. Penelitian Lee et al., (2000) tentang protease alkalin serin V. 

alginolyticus mengidentifikasi toksin berukuran 33 kDa dengan aktivitas maksimal 

pada pH 8-11 dan titik isoelektrik, namun tidak memberikan informasi struktural detail 

untuk rekayasa protein. Kebaruan evolusioner yang penting adalah penemuan pola 

keberagaman yang terlokalisasi pada wilayah tengah (posisi 19-29) sementara 
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wilayah terminal sangat terkonservasi. Pola ini menunjukkan strategi evolusioner 

berupa konservasi mesin katalitik inti dengan keberagaman periferal untuk optimasi 

lokal.  

Studi Zhou et al., (2009) menunjukkan bahwa gen protease alkalin serin A (asp) 

adalah faktor virulensi penting dalam V. alginolyticus dengan mutan nol asp 

menunjukkan penurunan 15 kali lipat dalam virulensi, namun tidak mengeksplorasi 

dasar struktural untuk aktivitas ini atau pola evolusioner penggantian asam amino.  

Beradasarkan aspek metodologi, penelitian ini merupakan studi komparatif pertama 

yang membandingkan struktur protein protease dari Shewanella dan Vibrio isolat 

Indonesia secara detail menggunakan pendekatan lintas-genus. Penelitian Chen et 

al., (2012) tentang pemodelan homologi protease alkalin laut dari Laut Kuning 

menggunakan metode penyelarasan templat multipel menghasilkan model dengan 

skor ERRAT 80,657 dan 94% residu di wilayah paling disukai, namun fokus pada 

satu protein tunggal tanpa perbandingan lintas-genus.  

Keberhasilan penggunaan templat dari Pseudomonas savastanoi untuk 

memodelkan protein dari genus berbeda dengan hasil GMQE 0,64 yang konsisten 

meskipun identitas templat berbeda (76,19% vs 88,10%) menunjukkan kebaruan 

metodologis bahwa pemodelan homologi dapat diandalkan lintas genus jika identitas 

sekuens lebih dari 75%.Kebaruan aplikatif yang dihasilkan adalah identifikasi peta 

struktural yang jelas untuk rekayasa protein, dengan wilayah terkonservasi (1-18 dan 

30-41) dan wilayah bervariasi (19-29) yang memberikan target rasional untuk 

mutagenesis terarah, pertukaran domain, dan desain rasional. Motif terkonservasi 

yang teridentifikasi dapat digunakan sebagai primer degenerat untuk amplifikasi gen 

protease dari bakteri laut lain, urutan penanda untuk identifikasi cepat, dan referensi 

basis data untuk studi metagenomik perairan Indonesia. Aplikasi ini melengkapi 

penelitian sebelumnya yang lebih fokus pada karakterisasi biokimia atau produksi 

enzim tanpa memberikan detail struktural untuk rekayasa protein.Namun demikian, 

penting untuk dicatat bahwa protein dengan panjang 41 asam amino sangat pendek 

untuk enzim protease fungsional lengkap yang biasanya memiliki 200-500 asam 

amino. Ini menunjukkan bahwa protein yang dianalisis kemungkinan merupakan 

peptida sinyal, domain kecil dari protein lebih besar, atau fragmen ORF yang tidak 

lengkap, sehingga perlu dilakukan prediksi ORF ulang dengan parameter berbeda 

untuk memastikan sekuens protein yang lengkap. 
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2.6 Kesimpulan  

      Berdasarkan hasil penelitian isolasi, purifikasi, dan skrining bakteri laut penghasil 

protease dari Pantai Losari, Makassar, dapat disimpulkan bahwa:   

1.  Isolasi dan purifikasi menghasilkan 25 isolat murni bakteri Gram negatif yang 

terdiri dari 15 isolat sedimen (MB-SL) dan 10 isolat air laut (MB-WL), dengan 

pigmentasi krem kuning yang mengindikasikan produksi karotenoid sebagai 

mekanisme adaptasi terhadap stres lingkungan laut. 

2.  Isolat sedimen menunjukkan aktivitas proteolitik lebih tinggi (60%, 9 dari 15 

isolat; indeks 11,1–14,1 mm) dibandingkan isolat air laut (20%, 2 dari 10 isolat; 

indeks 10,10–11,03 mm), dengan MB-SL5 memiliki aktivitas tertinggi (14,1 ± 0,9 

mm) diikuti MB-SL6 (13,2 ± 0,8 mm). 

3.  Identifikasi molekuler melalui sekuensing gen 16S rRNA menunjukkan isolat 

MB-SL5 adalah Shewanella algae (97,82% kemiripan, bootstrap 99%) yang 

bersifat nonfermentatif dengan respirasi anaerob, sedangkan MB-SL6 adalah 

Vibrio alginolyticus (90,53% kemiripan, bootstrap 52%) yang bersifat fermentatif 

dengan fleksibilitas metabolik tinggi. Perbedaan karakteristik metabolik 

mencerminkan partisi niche ekologis berbeda dengan potensi aplikasi 

bioteknologi industri yang beragam. 

4.  Pemodelan struktur protein Shewanella algae dan Vibrio alginolyticus 

menghasilkan model berkualitas tinggi (GMQE 0.64) yang divalidasi dengan 

baik melalui analisis Ramachandran dan MolProbity. S. algae menunjukkan 

identitas sekuens tinggi yang mencapai 76,19%, sementara V. alginolyticus 

menunjukkan identitas sekuens 88,10%  
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BAB III 

ISOLASI, PRODUKSI, PURIFIKASI,  

DAN KARAKTERISASI PROTEASE Shewanella alage  

 

3.1 Abstrak 

Protease merupakan biokatalis penting dengan aplikasi luas dalam industri 

bioteknologi, farmasi, dan pangan. Tujuan: mengoptimalkan produksi, 

mengkarakterisasi kondisi optimum, dan memurnikan protease dari bakteri laut 

Shewanella algae. Metode: produksi protease dilakukan melalui kultivasi dengan 

monitoring pertumbuhan (OD) dan aktivitas enzim setiap 12 jam selama 96 jam. 

Karakterisasi meliputi penentuan pH optimum (pH 4–9), suhu optimum (30–45°C), 

konsentrasi substrat (0,25–2,0%), dan pengaruh ion logam (Ba²⁺, Ca²⁺, Co²⁺, K⁺, 

Mg²⁺, Na⁺, Zn²⁺) pada konsentrasi 1 mM, 10 mM dan 20 mM. Pemurnian dilakukan 

melalui fraksinasi amonium sulfat, dialisis, dan kromatografi gel filtrasi Sephadex G-

75, diikuti analisis SDS-PAGE untuk penentuan berat molekul. Hasil:  menunjukkan 

produksi optimum pada jam ke-48 dengan aktivitas spesifik 0,458 U/mL (fase 

eksponensial, OD 0,82). Protease bekerja optimal pada pH 7 (0,2865 U/mL) dan 

suhu 37°C (0,2863 U/mL), mengkonfirmasi sifat neutral protease mesofilik. 

Kejenuhan substrat terjadi pada konsentrasi 1,0% (0,2386 U/mL). Ion Ba²⁺, yang 

merupakan activator, diikuti oleh Mg²⁺ dan K⁺ sebagai aktivator moderat, sedangkan 

Ca²⁺ dan Zn²⁺ cenderung bersifat inhibitor. Fraksinasi menghasilkan fraksi F3 (40-

60% saturasi) dengan aktivitas spesifik 2.20 U/mg. Dialisis meningkatkan kemurnian 

5,72 kali lipat (aktivitas spesifik 39,93 U/mg, yield 31,01%). Kromatografi Sephadex 

G-75 menghasilkan fraksi F12 dengan aktivitas spesifik 207 U/mg dan peningkatan 

kemurnian 29,64 kali lipat (yield 14,05%). SDS-PAGE menunjukkan berat molekul 75 

kDa (R² = 0,9846). Kesimpulan: protease Shewanella algae merupakan neutral 

protease mesofilik dengan potensi aplikasi industri yang tinggi. 

Kata kunci: Ion logam, karakterisasi enzim, protease, SDS-PAGE, Sephadex G-75, 

Shewanella algae 

3.2 Pendahuluan 

Suatu reaksi kimia, khususnya yang melibatkan senyawa organik di laboratorium, 

membutuhkan kondisi tertentu agar dapat berlangsung dengan baik. Kondisi tersebut 

ditentukan oleh berbagai faktor seperti suhu, tekanan, waktu, konsentrasi reaktan, 

serta keberadaan katalis atau pelarut yang sesuai (Sin et al., 2025). Apabila salah satu 

dari faktor tersebut tidak sesuai dengan kebutuhan reaksi, maka reaksi tidak dapat 

berlangsung secara optimal, bahkan bisa jadi gagal sepenuhnya. Tubuh manusia 

dapat dianalogikan sebagai sebuah laboratorium yang sangat kompleks, karena di 

dalamnya terjadi berbagai macam reaksi kimia yang sangat beragam dan terorganisasi 

dengan baik (Billman, 2020; Wysiadecki et al., 2024). 
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     Berbagai reaksi biokimia penting berlangsung dalam tubuh, meliputi degradasi zat 

gizi dari makanan melalui proses pencernaan, penggunaan hasil degradasi untuk 

memproduksi energi yang diperlukan sel, serta sintesis kembali molekul-molekul hasil 

degradasi menjadi cadangan makanan atau biomolekul baru (Pandey, 2024; 

Schauenburg & Weil, 2024). Banyak reaksi lain yang apabila dilakukan di luar tubuh 

atau secara in vitro di laboratorium memerlukan keterampilan khusus, kondisi yang 

terkontrol secara ketat, serta waktu yang cukup lama untuk dapat berlangsung. 

Reaksi-reaksi tersebut di dalam tubuh atau secara in vivo dapat berjalan dengan baik 

meskipun tanpa memerlukan suhu tinggi dan bahkan berlangsung dalam waktu relatif 

singkat (Hirsch & Schildknecht, 2019; Saeidnia et al., 2015). 

      Kecepatan dan efisiensi reaksi biokimia dalam tubuh ini dimungkinkan oleh adanya 

katalis biologis yang disebut enzim. Enzim bekerja menurunkan energi aktivasi reaksi 

sehingga memungkinkan reaksi berlangsung lebih cepat pada kondisi fisiologis 

normal, seperti suhu tubuh yang hanya sekitar 37°C. Dengan demikian, enzim 

merupakan faktor kunci yang membuat sistem metabolisme tubuh dapat berjalan 

efektif (Robinson, 2015). 

      Enzim sendiri merupakan molekul protein yang jumlahnya sangat dominan di 

dalam sel. Bahkan, sebagian besar total protein dalam sel tersusun oleh enzim yang 

berperan dalam berbagai reaksi metabolisme penting (Morris et al., 2022). 

Diperkirakan, satu sel dapat memuat hingga sekitar 2.000 jenis molekul enzim yang 

berbeda, dengan fungsi spesifik masing-masing dalam mengatur jalannya reaksi kimia 

tertentu (Cui et al., 2025; Robinson, 2015). 

      Enzim berperan sebagai biokatalisator yang mampu meningkatkan kecepatan 

reaksi kimia tanpa mengalami perubahan struktur atau terkonsumsi dalam proses 

reaksi. Peran enzim terbatas sebagai fasilitator yang memfasilitasi pertemuan molekul 

substrat dan mempercepat transformasi substrat menjadi produk, kemudian setelah 

proses reaksi berakhir, enzim kembali pada struktur awalnya sehingga dapat berfungsi 

kembali (Bilal et al., 2019; Buller et al., 2023; Burek et al., 2022). Sifat ini menjadikan 

enzim sangat efisien karena dapat digunakan secara berulang. 

      Fungsi enzim adalah mengubah substrat tertentu menjadi produk dengan struktur 

molekul yang berbeda. Setiap enzim memiliki kekhususan substrat, artinya enzim 

hanya bekerja pada substrat tertentu saja (Akhtar & Wright, 2022; Guengerich & 

Yoshimoto, 2018). Enzim dikenal sebagai protein katalitik yang sangat spesifik dan 

berperan dalam reaksi-reaksi kimia dalam sistem biologis (Borkakoti et al., 2025; 

Elshad et al., 2024). 

      Enzim sebagai katalis memiliki beberapa ciri penting yaitu enzim tidak diubah atau 

habis oleh reaksi yang dikatalisisnya. Enzim tidak menggeser posisi kesetimbangan 

kimia suatu reaksi; enzim hanya mempercepat tercapainya keadaan setimbang. Enzim 

mampu mempercepat laju reaksi dengan sangat signifikan, meskipun tidak 

memengaruhi hasil akhir reaksi secara termodinamika (Farhan et al., 2025; Sheldon, 

2020). Enzim menjadi faktor fundamental yang memungkinkan kehidupan 

berlangsung melalui berbagai reaksi biokimia yang kompleks namun efisien (Albayati 

et al., 2024). 
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3.3 Metode penelitian 

3.3.1 Waktu dan tempat penelitian  

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan September 2023 - Maret 2024 di Laboratorium 

Biokimia, Jurusan Ilmu Kimia, Fakultas Matematika Dan Ilmu Pengetahuan Alam, 

Universitas Hasanuddin. 

3.3.2 Alat dan Bahan 

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah autoklaf (Hirayama), inkubator 

(Memmert), enkas, bunsen, ose bulat dan ose lurus, alat-alat gelas laboratorium 

(Pyrex), mikropipet (Gilson), tips steril (Axygen), batang pengaduk, spatula, 

aluminium foil, kertas label, plastik wrap/parafilm, shaker inkubator (Lab Companion), 

sentrifugasi pendingin (Thermo Scientific Sorvall), spektrofotometer UV-Vis (Thermo 

Scientific), pH meter (Thermo Orion dan Hanna Instruments), vortex mixer (Thermo 

Scientific), magnetic stirrer dengan hot plate (Heidolph), timbangan analitik (Ohaus), 

botol kultur steril (Corning), kolom kromatografi (Amicon), penangas air/waterbath 

(Memmert), freezer -20°C, lemari pendingin 4°C, kuvet kuartz (Sigma-Aldrich), 

stopwatch (Control Company), perangkat elektroforesis SDS-PAGE (Mini-

PROTEAN), gel doc (Bio-Rad), termometer (Traceable), sarung tangan steril 

(Medline), masker, tissue steril, botol semprot, rak tabung, pensil kaca, marker 

permanen, dan tube mikro 1,5 mL dan 2 mL. 

      Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah pepton (Merck dan Oxoid), 

yeast extract (Oxoid), bakto agar (Oxoid), skim milk powder (Oxoid), kasein (Sigma-

Aldrich), glukosa (Sigma-Aldrich), besi(III) sitrat (Merck), NaCl (Merck dan Sigma-

Aldrich), MgCl₂ (Sigma-Aldrich), Na₂SO₄ (Sigma-Aldrich), CaCl₂ (Sigma-Aldrich), 

KCl (Sigma-Aldrich), NaHCO₃ (Sigma-Aldrich), KBr (Sigma-Aldrich), SrCl₂ (Sigma-

Aldrich), H₃BO₃ (Sigma-Aldrich), Na₂SiO₃ (Sigma-Aldrich), NaF (Sigma-Aldrich), 

NH₄NO₃ (Sigma-Aldrich), Na₂HPO₄ (Sigma-Aldrich), (NH₄)₂SO₄ (Sigma-Aldrich), 

bufer Tris-HCl (Sigma-Aldrich), bufer fosfat (Sigma-Aldrich), bufer sitrat-fosfat pH 

5,0–6,0 (Sigma-Aldrich), bufer glisin-NaOH pH 9,0–10,0 (Sigma-Aldrich), Sephadex 

G-75 (GE Healthcare/Cytiva), gliserol (Sigma-Aldrich), Bovine Serum Albumin/BSA 

(Sigma-Aldrich), membran dialisis (Sigma-Aldrich), asam trikloroasetat/TCA 10% 

(Merck), NaOH 0,5 M (Sigma-Aldrich), reagen Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich), 

Na₂CO₃ (Merck), L-tirosin (Sigma-Aldrich), reagen Bradford (Bio-Rad), akrilamida 

dan bis-akrilamida (Bio-Rad), Tris basa (Sigma-Aldrich), natrium dodesil sulfat/SDS 

(Sigma-Aldrich), TEMED (Sigma-Aldrich), amonium persulfat/APS (Sigma-Aldrich), 

β-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich), biru bromofenol (Sigma-Aldrich), penanda protein 

10–250 kDa (Thermo Scientific PageRuler), bufer running Tris-glisin-SDS (Bio-Rad), 

Coomassie Brilliant Blue R-250 (Bio-Rad), metanol (Merck), asam asetat (Merck), 

ZnSO₄ (Merck), FeSO₄ (Merck), MnCl₂ (Merck), CuSO₄ (Merck), HgCl₂ (Merck), 
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EDTA (Merck), PMSF (Sigma-Aldrich), iodoasetamida (Sigma-Aldrich), HCl (Sigma-

Aldrich), etanol (Merck), akuades steril, air laut steril, alkohol 70% dan 96% 

(Onemed), spiritus (Onemed), isolat bakteri terpilih, kertas saring Whatman 

(Advantec), parafilm (Bemis Parafilm M), dan sarung tangan lateks (Ansell). 

3.4 Prosedur penelitian 

3.4.1 Pembuatan media inokulum   

      Isolat bakteri yang telah diremajakan diambil 2-3 ose dan dimasukkan ke dalam 

erlenmeyer 100 mL yang berisi media inokulum steril, kemudian dikocok di dalam 

shaker inkubator pada suhu 37oC kecepatan agitasi 180 rpm selama 24 jam (Fasim 

et al., 2021; Shrestha & Chio, 2022)  Adapun komposisi media inokulum dijabarkan 

pada Tabel 3.1. 

Tabel 3.1 Komposisi media inokulum 

No. Komponen Jumlah (%) 

1 Ammonium sulfate 0.7 

2 Yeast ekstrak 0.05 

3 Baktopepton 0.1 

4 Glukosa 0.5 

5 NaCl 0.1 

6 K2HPO4 0.01 

7 MgSO4.7H2O 0.01 

8 CaCl2 0.05 

9 Kasein 2 

 

3.4.2 Penentuan waktu optimum pertumbuhan bakteri dan pengukuran Optical 

Density (OD) 

      Media inokulum aktif yang telah diproduksi selama 24 jam diambil sebanyak 10% 

lalu dimasukkan ke dalam erlenmeyer 250 mL yang berisi media produksi steril 

sebanyak 500 mL. Inkubasi dilakukan dengan shaker inkubator dengan kecepatan 

agitasi 180 rpm suhu 37oC selama 5 hari. Sampling dilakukan setiap 12 jam untuk 

mengukur Optical Density (OD) pada panjang gelombang 660 nm. Sampel 

disentrifugasi pada kecepatan agitasi 5000 rpm dan suhu 4oC selama 30 menit untuk 

memisahkan filtrat dan sel. Filtrat yang diperoleh digunakan untuk mengukur aktivitas 

proteasedan mengukur kadar protein menggunakan metode Lowry (Waterborg, 

2009) . 

3.4.3 Produksi protease Shewanella algae   

      Isolat bakteri yang telah diremajakan diambil 2-3 ose dan dimasukkan ke dalam 

erlenmeyer 100 mL yang berisi media inokulum steril Kemudian dikocok di dalam 

shaker inkubator pada suhu 37oC kecepatan agitasi 180 rpm selama 24 jam. 



88 

 

Selanjutnya 10 % inokulum aktif dimasukkan ke dalam erlenmeyer 500 mL yang 

berisi media produksi steril dengan konsentrasi substrat kasein 2 %. Inkubasi 

dilakukan dengan shaker inkubator pada suhu 37oC kecepatan agitasi 180 rpm 

selama waktu optimum yang telah diperoleh sebelumnya. Selanjutnya dilakukan 

sentrifugasi pada kecepatan agitasi 10.000 rpm, suhu 4oC selama 30 menit untuk 

memisahkan filtrat dan sel. Filtrat yang diperoleh merupakan ekstrak kasar protease, 

disimpan di dalam lemari es untuk proses pemurnian (Shaikh et al., 2023; Tennalli et 

al., 2022). 

3.4.4 Pengukuran aktivitas protease   

      Pengukuran aktivitas protease dilakukan dengan metode Walter (Göbel et al., 

2024; M. H, 2021). Ada tiga perlakuan yaitu blanko, standar dan sampel. Sebanyak 

0,1 mL larutan enzim dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi 0,5 mL kasein 

2% b/v dan 0,5 mL buffer fosfat pH 7. Perlakuan pada blanko dan standar, enzim 

diganti dengan akuades dan tirosin 0,1 mM. Larutan tersebut diinkubasi pada suhu 

37oC selama 10 menit. Reaksi hidrolisis dihentikan dengan cara penambahan 1 mL 

TCA (asam trikloroasetat) 0,1M. Pada blanko dan standar ditambahkan 0,1 mL 

akuades selanjutnya larutan diinkubasi kembali pada suhu 37oC selama 10 menit, 

dilanjutkan dengan sentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit.  

Sebanyak 0,75 mL supernatan ditambahkan ke dalam tabung reaksi yang berisi 2,5 

mL Na2CO3 0,4 M kemudian ditambahkan 0,5 mL pereaksi folin Ciocalteau (1:2) dan 

diinkubasi pada suhu 37oC selama 20 menit. Hasil inkubasi diukur dengan 

spektrofotometer pada λ maksimum 660 nm.  

Aktivitas enzim proteolitik dapat dihitung dengan rumus: 

𝐔𝐀 =
(𝐀𝐬𝐩 − 𝐀𝐛𝐥)

(𝐀𝐬𝐭 − 𝐚𝐛𝐥)
 𝐗 𝐩 𝐗 𝟏/𝐓 

Keterangan: 

UA = Unit aktivitas enzim 

Asp = Nilai absorbansi sampel 

Ast = Nilai absorbansi standart 

Abl = Nilai absorbansi blanko 

P = Faktor pengenceran 

T = Waktu inkubasi 

3.4.5 Pengukuran kadar protein   

      Penentuan kadar protein diukur dengan menggunakan metode Lowry dengan 

BSA sebagai larutan standar dan akuades sebagai larutan blanko (Waterborg, 2002).  

Sebanyak 1 mL protease ditambahkan 2,5 mL reagen lowry B dan dihomogenkan 

dengan menggunakan vortex lalu dibiarkan selama 10 menit pada suhu 370C. 

Selanjutnya ditambahkan 0,25 mL reagen lowry A, dihomogenkan dengan 

menggunakan vortex dan dibiarkan selama 30 menit sampai warna biru terbentuk. 
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Absorbannya diukur pada diukur pada panjang gelombang maksimum BSA yang 

telah ditentukan dengan spektofotometer UV-Vis dan dibuat kurva standarnya untuk 

mendapatkan persamaan regresi.  

3.4.6 Karakterisasi protease 

      Penentuan pH optimum. Campuran 200 μL enzim, 200 μL substrat, dan 200 μL 

buffer sitrat 0,5 M dan buffer fosfat 0,5 M pada berbagai kisaran pH 4-9 

dihomogenkan lalu diinkubasi selama 30 menit pada suhu optimum kemudian 

diambil sebanyak 200 μL ke dalam tabung reaksi, ditambahkan 800 μL akuades dan 

ditambahkan 1 mL reagen follin, lalu ditutup dengan aluminium foil lalu dipanaskan 

hingga medidih, disetrifius dan diukur aktivitas enzim pada setiap perubahan pH 

(Natsir, 2010; Sarni et al., 2015). 

      Penentuan suhu optimum. Campuran 200 μL enzim, 200 μL substrat dan 200 

μL buffer fosfat 0,1 M pH 7, dicampur dan diinkubasi selama 30 menit pada suhu 

yang bervariasi (35-450C) kemudian diambil sebanyak 200 μL ke dalam tabung 

reaksi, lalu ditambahkan 800 μL akuades dan ditambahkan 1 mL reagen follin, ditutup 

dengan aluminium foil lalu dipanaskan hingga medidih, disetrifius dan diukur aktivitas 

enzim pada setiap perubahan suhu (Natsir, 2010; Sarni et al., 2015). 

      Pengaruh konsentrasi substrat. Campuran 200 μL enzim, 200 μL buffer 

optimum, dan 200 μL 0.25  % hingga 2  % substrat dihomogenkan lalu diinkubasi 

selama 30 menit pada suhu dan pH optimum dengan konsentrasi substrat yang 

bervariasi, kemudian diambil sebanyak 200 μL ke dalam tabung reaksi, ditambahkan 

800 μL akuades dan ditambahkan 1 mL reagen follin, lalu ditutup dengan aluminium 

foil lalu dipanaskan hingga medidih, disetrifius dan diukur aktivitas enzim yang 

diperoleh pada substrat untuk mendapatkan konsentrasi substrat optimum (Natsir, 

2010; Sarni et al., 2015). 

      Pengaruh ion logam. Penentuan pengaruh ion logam terhadap aktivitas enzim 

menggunakan berbagai kation sebagai ion klorida termasuk kation divalent (Mg2+, 

Ca2+, Cu2+, Co2+, dan Ba2+), kation monovalent (Na+ dan K+) dengan konsentrasi 

akhir 1 mM, 10 mM dan 50 mM. Sebanyak 200 μL enzim, 200 μL buffer pH optimum 

dan 200 μL ion logam dicampurkan kemudian diinkubasi pada suhu optimum selama 

30 menit. Kemudian ditambahkan substrat konsentrasi optimum lalu diinkubasi 

selama 60 menit pada suhu optimum selanjutnya diinaktivasi pada suhu 100ºC. 

Sebanyak 200 µL campuran tersebut dimasukkan ke dalam tabung reaksi, 

ditambahkan 800 µL akuades dan ditambahkan 1 mL reagen follin, ditutup dengan 

aluminium foil lalu dipanaskan hingga mendidih, kemudian disentrifugasi dengan 

kecepatan 3500 rpm selama 10 menit pada suhu 4 ºC, dan diukur absorbansi pada 

panjang gelombang maksimum (Natsir, 2002; Zilda & Fawzya, 2006). 

3.4.7 Pemurnian protease   
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      Pemurnian dengan fraksinasi amonium sulfat. Filtrat yang merupakan ekstrak 

kasar isolat bakteri laut kemudian difraksinasi dengan ammonium sulfat pada tingkat 

kejenuhan masing-masing 0- 20% (F1), 20-40% (F2), 40-60% (F3), 60-80% (F4), dan 

80-100% (F5). Enzim ekstrak kasar yang diketahui volumenya ditambahkan dengan 

ammonium sulfat hingga kejenuhan F1 sedikit demi sedikit, kemudian diaduk dengan 

magnetic stirrer dan diinkubasi selama18-24 jam pada suhu 4oC. Endapan yang 

terbentuk dipisahkan dengan cara sentrifugasi pada kecepatan agitasi 12.000 rpm 

dan suhu 4oC selama 30 menit. Filtrat hasil sentrifugasi sebelumnya kemudian 

ditambahkan lagi dengan ammonium-sulfat hingga kejenuhan F2 dan dilakukan cara 

yang sama dengan sebelumnya pada kejenuhan F3 hingga terdapat 5 fraksi 

ammonium sulfat dengan tingkat kejenuhan yang berbeda. Endapan kemudian 

dilarutkan dengan Tris-HCl 0,01 M pH 7. Masing-masing endapan yang terbentuk 

dilakukan pengukuran kadar protein dan aktivitas enzimnya. Fraksi yang memiliki 

kadar protein dan aktivitas enzim tertinggi dilanjutkan pada tahap pemurnian dialisis 

(Wingfield, 2001). 

      Pemurnian dengan dialisis menggunakan memberan selofan. Penghilangan 

sisa garam dari molekul enzim hasil fraksinasi dilakukan dengan proses dialisis. 

Dialisis dilakukan pada masing- masing fraksi yang dimasukkan dalam membran 

selofan dengan dipastikan bahwa kantong selofan yang digunakan tidak bocor atau 

rusak. Selofan yang telah diisi dengan fraksi enzim dimasukkan ke dalam gelas kimia 

yang berisii larutan buffer Tris-HCl 0,01 M, pH 7 lalu diaduk dengan pengaduk stirrer 

selama 10 jam pada suhu 4oC. Dialisis terus dilakukan sampai larutan buffer tidak 

keruh lagi saat ditambahkan BaCl2 (Andrew et al., 2002). Fraksi enzim yang terbentuk 

dilakukan pengukuran kadar protein dan aktivitas enzimnya lalu dilanjutkan pada 

tahap pemurnian dengan kromatografi kolom Sephadex G-75. 

      Pemurnian dengan kromatografi kolom Sephadex G-75. Pemurnian 

dilanjutkan dengan kromatografi kolom Sephadex G-100 (1,5 x 40 cm) (Hazra & Saha 

Kesh, 2017). Sebanyak 1,0 g sephadex G-75 dilarutkan kedalam 100 mL akuades 

bebas ion steril dan dikembangakan semalam pada suhu 40C. Selanjutnya maktris 

dicuci dengan buffer fosfat 0.05 M pH 7. Secara perlahan maktris sephadex G-75 

dimasukkan kedalam kolom kromatografi berdiameter 1,5 cm dan tinggi 40 cm dan 

diusahakan tidak terjadi gelembung udara. Setelah bahan pendukung atau maktris 

terendapkan, dilakukan elusi dengan air bebas ion dan dilanjutkan elusi dengan 

buffer fosfat 0.05 M pH 7, hingga maktris bersih. Selanjutnya sampel (fraksi aktif dan 

hasil fraksi aktif butil sepharosa) dimasukkan ke dalam kolom secara perlahan 

menggunakan pipet. Kecepatan alir eluen 1 mL/menit, setiap fraksi enzim yang 

ditampung dilakukan pengukuran kadar protein dan aktivitas enzimnya. Fraksi aktif 

dikumpulkan kemudian dianalisis berat molekulnya dengan cara SDS-PAGE. 

3.4.8 Penentuan berat molekul protein protease menggunakan SDS-PAGE  

      Fraksi dielektroforesis dilakukan untuk menentukan homogenitas dan berat 

molekul dari proteaseyang dihasilkan dengan metode SDS-PAGE (Fujita et al., 
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2019). Pita protein divisualisasikan dengan pewarnaan 0,2% coomasie brilliant blue 

R-250 dan dihilangkan dengan dicuci selama 24 jam dengan campuran asam asetat-

alkohol-air (5:5:1 v/v). Berat molekul protase murni ditentukan oleh SDS-PAGE 

menggunakan protein standar (Thermo Scientific Page Ruler) untuk sebagai 

referensi. 

3.5 Hasil dan pembahasan 

3.5.1 Hasil produksi protease 

Penentuan kondisi optimum produksi protease 

 

      Berdasarkan skrining, isolat S. algae dengan indeks proteolitik tertinggi diseleksi 
untuk produksi enzim. Kinetika produksi protease selama 96 jam inkubasi 
memperlihatkan korelasi dinamis antara pertumbuhan sel (OD) dan aktivitas 
proteolitik.  
       Fase Lag (0-12 jam) menunjukkan karakteristik unik dimana OD masih rendah 

(0.330-0.650), namun kadar protein berada pada level tertinggi (0.680-0.710 mg/mL), 

sementara aktivitas protease justru paling rendah (0.35-0.38 U/mL). Tingginya kadar 

protein total pada fase ini kontras dengan rendahnya aktivitas protease spesifik, 

mengindikasikan bahwa sebagian besar protein terukur merupakan protein struktural 

dan enzim metabolik primer yang diperlukan untuk pertumbuhan sel, bukan protease 

ekstraseluler (Adkar et al., 2017). Kondisi ini mencerminkan periode adaptasi 

fisiologis dimana metabolisme sel teralokasi untuk biosintesis komponen seluler 

esensial, bukan sekresi enzim ekstraseluler. Aktivitas protease rendah dan konstan 

pada jam awal sangat mungkin berasal dari enzim yang sudah diproduksi oleh sel 

inokulum pada fase akhir pertumbuhan sebelumnya dan terbawa ke dalam medium 

baru (Mohan & R, 2023). Enzim ekstraseluler bersifat stabil dalam medium, sehingga 

aktivitas katalitiknya tetap dapat terukur meskipun sel tidak memproduksinya untuk 

sementara waktu. Fase lag ini merupakan periode adaptasi fisiologis di mana sel 

mempersiapkan mesin selulernya sebelum beralih ke fase produksi enzim 

ekstraseluler, yang biasanya terjadi pada fase pertumbuhan stasioner ketika nutrisi 

sederhana telah terkonsumsi (Oliveira et al., 2020). 

       Peningkatan OD hingga 0.82 dan capaian aktivitas protease optimal 0.46 U/mL 

selama fase logaritmik (24–48 jam) memiliki korelasi positif. Namun secara 

paradoksal, fase ini ditandai dengan penurunan kadar protein total dari 0.710 mg/mL 

menjadi 0.630 mg/mL meskipun biomassa sel meningkat drastis. Fenomena ini dapat 

dijelaskan oleh efek dilusi akibat peningkatan volume biomassa dan konsumsi 

protein ekstraseluler oleh sel sebagai sumber nitrogen untuk pertumbuhan cepat. 

Meskipun konsentrasi protein total menurun, aktivitas protease meningkat signifikan, 

mengindikasikan bahwa proporsi protease dalam total protein ekstraseluler 

meningkat dan aktivitas spesifik enzim menjadi lebih tinggi. Hal ini mengonfirmasi 

karakter produksi protease sebagai enzim yang bergantung pada pertumbuhan, 

dengan laju biosintesis tertinggi terjadi seiring dengan puncak aktivitas metabolik dan 

biomassa sel (Wilson et al., 2017). Korelasi negatif antara kadar protein total dengan 

peningkatan biomassa menunjukkan adanya turnover protein yang tinggi, dimana 
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protein ekstraseluler digunakan kembali oleh sel untuk mendukung pertumbuhan 

eksponensial. 

       Fase stasioner (60–72 jam) ditandai stabilisasi OD (0.81–0.76), kadar protein 

yang relatif rendah dan stabil (0.600-0.620 mg/mL), namun terjadi penurunan 

aktivitas protease dari 0.46 U/mL menjadi 0.38 U/mL. Deplesi nutrisi dan akumulasi 

metabolit sekunder menginhibisi kapasitas biosintetik sel meskipun enzim 

tersekresikan tetap mempertahankan aktivitas katalitik (Cesar et al., 2022). 

Penurunan aktivitas protease yang lebih drastis dibandingkan penurunan kadar 

protein total menunjukkan terjadinya inaktivasi parsial enzim, kemungkinan akibat 

auto-proteolisis atau denaturasi struktural. Stabilnya kadar protein pada level rendah 

mengindikasikan keseimbangan antara produksi protein yang menurun, degradasi 

proteolitik, dan pelepasan protein dari sel yang mengalami stress. 

       Fase kematian (72–96 jam) menunjukkan fluktuasi OD (0.76→0.60→0.85), 

peningkatan kadar protein dari 0.600 mg/mL menjadi 0.650-0.680 mg/mL pada jam 

ke-84 dan 96, serta fluktuasi aktivitas protease (0.38→0.25→0.40 U/mL). 

Peningkatan kadar protein pada fase akhir ini sangat mungkin disebabkan oleh 

autolisis sel yang melepaskan protein intraselular ke medium ekstraseluler, termasuk 

enzim-enzim sitoplasma dan protein struktural (Lewis, 2000; Boon et al., 2020). 

Fenomena bifasik pada aktivitas protease dengan penurunan tajam pada jam ke-60 

(0.25 U/mL) diikuti peningkatan kembali pada jam ke-72-96 (0.40 U/mL) berkorelasi 

dengan peningkatan kadar protein, mengindikasikan bahwa sebagian protease 

intraselular yang terlepas masih memiliki aktivitas katalitik atau terjadi induksi ulang 

sintesis enzim sebagai respons terhadap ketersediaan substrat protein dari sel yang 

lisis. Meskipun kadar protein meningkat kembali mendekati level awal, aktivitas 

protease tidak kembali ke puncaknya, menunjukkan bahwa protein yang terlepas dari 

lisis sel tidak semuanya berupa protease aktif dan terdapat degradasi proteolitik 

enzim serta destabilisasi struktural akibat perubahan pH lingkungan dan hilangnya 

kofaktor esensial.      

       Secara keseluruhan, produksi protease oleh S. algae mengikuti pola 

pertumbuhan bakteri, dengan aktivitas optimal dicapai pada akhir fase eksponensial 

(jam ke-48). Untuk optimalisasi produksi dan pemanenan enzim dalam aplikasi 

bioteknologi, waktu inkubasi paling efektif adalah pada rentang 48–60 jam, di mana 

aktivitas protease mencapai nilai maksimal sebelum memasuki fase penurunan yang 

signifikan. Hal ini menunjukkan produksi protease optimal terjadi saat pertumbuhan 

sel mencapai puncaknya, sebelum nutrisi habis dan metabolit toksik terakumulasi 

yang menghambat aktivitas enzim. 
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Gambar 3.1 Grafik kurva pertumbuhan dan aktivitas protease S alage pada 
kondisi fermetasi: suhu 370C, pH 7, konsentrasi substrat 1%, 

kecepatan aerasi 180 rpm 
 
 

 
 

Gambar 3.2 Grafik kurva pertumbuhan dan kadar protein S alage pada kondisi 
fermetasi: suhu 370C, pH 7, konsentrasi substrat 1%, 

kecepatan aerasi 180 rpm 
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3.5.2 Karakterisasi protease dari Shewanella algae  

      Pengaruh perubahan pH terhadap aktivitas protease. Determinasi pH 

optimum protease merupakan parameter kritis dalam karakterisasi enzim karena pH 

mempengaruhi konformasi struktural dan ionisasi residu katalitik pada situs aktif. 

Deviasi pH menginduksi alterasi muatan yang mengkompromikan efisiensi katalitik 

(Gado et al., 2025). 

      Protease S. algae menunjukkan aktivitas maksimum pada pH 7 (0,2865 U/mL) 

dengan penurunan signifikan pada pH 5 (0,1959 U/mL) dan pH 9 (0,1964 U/mL), 

mengklasifikasikan enzim sebagai neutral protease. Penurunan aktivitas pada pH 

ekstrem disebabkan denaturasi parsial dan destabilisasi kompleks enzim-substrat 

(Gado et al., 2025).  

      Karakteristik pH netral memberikan aplikabilitas luas dalam bioteknologi: 

hidrolisis protein industri pangan, produksi peptida bioaktif farmasi, dan biodegradasi 

limbah organik (Naveed et al., 2021). Profil ini konsisten dengan protease 

mikroorganisme seperti Bacillus sp. dan Streptomyces sp. yang menunjukkan pH 

optimum netral-alkali (Hardi et al., 2017; Pamungkas et al., 2022), dimana inaktivasi 

di luar pH optimum diattributkan pada perubahan distribusi ion H⁺ yang mengganggu 

geometri situs aktif (Yusriadi et al., 2019) 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.3 Pengaruh pH terhadap aktivitas protease S.algae,  
pada kondisi 370 C , konsentrasi substrat 1% 
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Pengaruh perubahan suhu terhadap aktivitas protease. Suhu merupakan 

parameter kritis dalam katalisis enzimatik yang mempengaruhi energi kinetik 

molekular dan stabilitas struktural protein. Protease S. algae menunjukkan aktivitas 

maksimum pada 37 °C (0,2863 U/mL) dengan peningkatan progresif dari 30 °C, 

kemudian mengalami penurunan signifikan pada 40 °C (0,1998 U/mL) dan 45 °C 

(0,1905 U/mL). 

      Peningkatan aktivitas hingga suhu optimum disebabkan oleh akselerasi energi 

kinetik yang meningkatkan frekuensi kolisi efektif enzim-substrat dan pembentukan 

kompleks katalitik (Ooka et al., 2023). Penurunan aktivitas pada suhu supraoptimal 

diattributkan pada denaturasi termal dimana ikatan nonkovalen (hidrogen, ionik, 

hidrofobik) yang mempertahankan konformasi tersier mengalami disrupsi, 

mengakibatkan distorsi geometri situs aktif dan hilangnya fungsi katalitik meskipun 

energi kinetik tinggi (Kabir & Ju, 2023; Robinson, 2015). 

       Profil suhu optimum 37°C mengklasifikasikan protease S. algae sebagai enzim 

mesofilik, konsisten dengan protease mikroorganisme mesofilik lainnya (30–40 °C) 

(Hardi et al., 2017; Utami, 2023). Karakteristik ini memberikan keunggulan aplikatif 

pada bioprocessing kondisi fisiologis (industri pangan, farmasi, medis) dengan 

efisiensi energi optimal (Liu et al., 2023). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 3.4 Pengaruh suhu terhadap aktivitas protease S. algae,  
pada kondisi pH 7, konsentrasi substrat 1%,  
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       Pengaruh konsentrasi substrat terhadap aktivitas protease. Konsentrasi 

substrat memegang peran krusial dalam efisiensi katalisis enzim. Pada protease dari 

S. algae, aktivitas enzim menunjukkan peningkatan seiring konsentrasi substrat 

hingga mencapai titik optimal pada 1,0% dengan aktivitas spesifik 0,2386 U/mL, 

diikuti oleh fase jenuh hingga konsentrasi 2,0%. 

      Fenomena saturasi pada konsentrasi optimum 1,0% merepresentasikan kinetika 

jenuh khas enzim. Pada kondisi suboptimal, substrat menjadi faktor pembatas 

sehingga laju reaksi proporsional dengan konsentrasinya. Ketika konsentrasi 

substrat meningkat, semakin banyak kompleks enzim-substrat yang terbentuk 

hingga semua molekul enzim bekerja pada kapasitas maksimumnya. Pada keadaan 

jenuh, enzim beroperasi pada Vmax, dan laju reaksi hanya bergantung pada batas 

kapasitas katalitik enzim (Voet et al., 2016). 

      Penentuan konsentrasi optimum substrat sebesar 1,0% memiliki implikasi 

aplikasi yang signifikan. Penambahan substrat melebihi titik optimum ini tidak lagi 

meningkatkan produktivitas reaksi, melainkan hanya menambah biaya produksi 

akibat pemborosan substrat (Sahin et al., 2023). Sebaliknya, penggunaan substrat 

pada konsentrasi suboptimal tidak memanfaatkan kapasitas katalitik maksimum 

enzim, sementara konsentrasi yang berlebihan berisiko menyebabkan inhibisi oleh 

substrat dan inefisiensi material (Smirnovienė et al., 2021). Oleh karena itu, 

pemahaman terhadap parameter kinetika ini sangat esensial untuk optimasi proses 

bioproses guna mencapai efisiensi katalitik tertinggi dengan biaya operasional yang 

minimal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.5 Penentuan konsentrasi substrat optimum terhadap aktivitas 

protease S. algae  pada kondisi  370 C, pH 7 
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      Pengaruh penambahan ion logam terhadap aktivitas enzim protease. 

Pengujian pengaruh penambahan ion logam terhadap aktivitas enzim protease 

dilakukan untuk mengevaluasi peran ion logam sebagai kofaktor, aktivator, atau 

inhibitor dalam proses katalitik, serta untuk mengidentifikasi kondisi ionik yang paling 

mendukung aktivitas enzim. Banyak enzim protease, khususnya yang disekresikan 

oleh bakteri, diketahui memiliki ketergantungan parsial atau spesifik terhadap ion 

logam yang berfungsi menstabilkan struktur tersier, menjaga integritas sisi aktif, atau 

memfasilitasi interaksi enzim–substrat. Sebaliknya, ion logam pada konsentrasi 

tertentu juga dapat menghambat aktivitas enzim melalui gangguan keseimbangan 

muatan, kompetisi dengan residu katalitik, atau perubahan kekuatan ionik medium 

reaksi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 3.6 Pengaruh penambahan ion logam terhadap aktivitas protease 
S algae, pada kondisi suhu 370 C, pH 7, konsentrasi substrat 1%,  

 

       Data pada grafik menunjukkan pengaruh spesifik jenis ion logam dan 

konsentrasinya terhadap aktivitas enzim protease, yang diekspresikan sebagai 

aktivitas relatif dengan kontrol = 100%. Pada kondisi pengujian terkontrol (suhu 37°C, 

pH 7, konsentrasi substrat 1%), nilai di atas 100% diinterpretasikan sebagai aktivator, 

sedangkan di bawah 100% sebagai inhibitor. 

       Secara umum, respons enzim memperlihatkan pola konsentrasi-dependen dan 

ion-spesifik, suatu karakter khas enzim protease yang sensitif terhadap kekuatan 

ionik dan keberadaan kofaktor logam. 

       Konsentrasi 1 mM, hampir seluruh ion terutama Ba²⁺, Mg²⁺, K⁺, Zn²⁺, Na⁺, dan 

Co²⁺ meningkatkan aktivitas di atas kontrol. Ba²⁺ menunjukkan aktivasi paling kuat, 

menandakan peran dominan dalam stabilisasi konformasi sisi aktif atau peningkatan 
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afinitas enzim terhadap substrat. Mg²⁺ juga bertindak sebagai aktivator kuat, 

konsisten dengan perannya sebagai kofaktor struktural yang menstabilkan interaksi 

enzim–substrat. Sebaliknya, Ca²⁺ berada di bawah 100%, sehingga bersifat inhibitor 

ringan pada konsentrasi rendah ini. 

       Konsentrasi 10 mM, terjadi penurunan aktivitas pada hampir semua ion, dengan 

sebagian besar nilai berada di sekitar atau di bawah 100%. Fenomena ini 

menunjukkan inhibisi akibat kelebihan ion, kemungkinan melalui gangguan 

keseimbangan muatan, kompetisi dengan residu katalitik, atau perubahan mikro-

lingkungan (ionic strength) yang merusak struktur tersier enzim. Meskipun demikian, 

Ba²⁺ masih mempertahankan aktivitas di atas kontrol, mengindikasikan toleransi 

enzim yang lebih tinggi terhadap ion ini dibandingkan ion lain. 

       Konsentrasi 20 mM, aktivitas enzim meningkat kembali pada sebagian besar ion, 

terutama Ba²⁺, Mg²⁺, K⁺, Na⁺, dan Co²⁺, sehingga kembali berperan sebagai 

aktivator. Pola ini mencerminkan respons bifasik (aktivasi–inhibisi–reaktivasi parsial), 

yang sering dijumpai pada enzim protease. Reaktivasi pada konsentrasi menengah 

tinggi dapat terjadi ketika efek stabilisasi konformasi kembali mendominasi 

dibandingkan efek inhibisi ionik. 

       Secara keseluruhan, data ini menegaskan bahwa Ba²⁺ merupakan aktivator 

paling konsisten dan kuat pada seluruh rentang konsentrasi, sementara Mg²⁺ dan K⁺ 

bertindak sebagai aktivator moderat yang efektif pada konsentrasi tertentu. Ca²⁺ dan 

Zn²⁺ cenderung bersifat inhibitor atau hanya memberikan aktivasi terbatas, 

tergantung konsentrasi. Temuan ini menunjukkan bahwa aktivitas protease tidak 

hanya ditentukan oleh keberadaan ion logam, tetapi oleh kombinasi jenis ion dan 

konsentrasinya, yang memengaruhi stabilitas struktur dan efisiensi katalitik enzim. 

3.5.3 Pemurnian protease Shewanella algae  

      Pengendapan dengan amonium sulfat, dialisis dan kromatografi kolom 

Sephadex G-75 

      Fraksinasi amonium sulfat menunjukkan distribusi protein dan aktivitas protease 

yang bervariasi. Fraksi F1 memiliki kadar protein tertinggi (0,46 mg/mL) dengan 

aktivitas protease 0,480 U/mL. F2 menunjukkan kadar protein 0,35 mg/mL dengan 

aktivitas terendah (0,371 U/mL), mengindikasikan separasi komponen protein 

dengan aktivitas katalitik rendah. 

       Fraksi F3 menunjukkan profil optimal dengan kadar protein 0,28 mg/mL dan 

aktivitas protease maksimum 0,904 U/mL, mencerminkan tingkat kemurnian 

tertinggi. F4 dan F5 memperlihatkan kadar protein lebih rendah (0,22 dan 0,21 

mg/mL) dengan aktivitas protease 0,807 dan 0,803 U/mL, berturut-turut. 
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Gambar 3.7 Pengaruh tingkat kejenuhan (NH4)2SO4 (%) terhadap  

aktivitas protease S. algae 

 

F3 (40-60%) diseleksi sebagai fraksi optimal karena menunjukkan aktivitas 

spesifik tertinggi dengan kadar protein yang adekuat untuk aplikasi lanjutan. Profil ini 

mengindikasikan karakteristik kelarutan protease optimal pada tingkat saturasi 

amonium sulfat tertentu. Pemurnian selanjutnya difokuskan pada F3 melalui dialisis 

dan kromatografi kolom untuk meningkatkan kemurnian dan aktivitas katalitik.       

Langkah selanjutnya adalah melakukan proses dialisis pada fraksi F3 untuk 

menghilangkan sisa-sisa amonium sulfat dan komponen kecil lainnya, dengan tujuan 

untuk mendapatkan protease dalam bentuk yang lebih murni. Dialisis akan 

membantu memastikan bahwa aktivitas enzim yang terukur benar-benar berasal dari 

protease dan bukan karena efek garam atau komponen lain yang ada dalam larutan. 

Hasil dialisis dapat dilihat pada Tabel 3. 2 hasil pemurnian dialisis protease dari 

bakteri S. algae. 

      Proses pemurnian protease dari S. algae berhasil meningkatkan kemurnian 

enzim secara signifikan, sebagaimana tercermin pada peningkatan aktivitas spesifik 

dan nilai kemurnian. Dari ekstrak kasar (aktivitas spesifik 6.98 U/mg), proses 

fraksinasi dengan amonium sulfat 40-60% berhasil meningkatkan kemurnian menjadi 

2.20x dengan aktivitas spesifik 15.37 U/mg. Proses dialisis selanjutnya 

meningkatkan kemurnian hingga 5.72x dengan aktivitas spesifik 39.93 U/mg. Puncak 

pemurnian dicapai melalui kromatografi gel filtrasi Sephadex G-75, di mana fraksi 12 

menunjukkan performa terbaik dengan aktivitas spesifik 207 U/mg dan kemurnian 
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29.64x, mengindikasikan keberhasilan isolasi enzim target dari protein pengotor 

lainnya. 

 

Tabel 3.2 Pola kemurnian protease dari S. algae pada ekstrak kasar, fraksi 

amonium sulfat dan hasil dialysis, dan Sephadex G-75 

Tahap 

pemurnian 

Vol 

(mL) 

Protein 

(mg/L) 

Total 

Protein 

(mg) 

Aktivitas 

Protease 

(U/mL) 

Total 

Protease 

(Unit) 

Aktivitas 

Protease 

Spesifik 

(U/mg) 

Kemurnian 

Ekstrak kasar 

 

1000 0.063      63    0,440    440    6.984        1 

Am. sulfat 

(40-60%) 

 

15 0.276 4.14 4.421 63.62 15.365 2.20 

Dialisis 17 0.048 0.816 1.916 32.58 39.93 5.72 

        

Sephadex G-

75 
       

Fraksi 8                 

Fraksi 12 

Fraksi 14 

3 

3 

3 

0.01 

0.01 

0.01 

0.03 

0.03 

0.03 

1.631 

2.069 

1.015 

4.893 

6.207 

3.045 

163.1 

207 

101.5 

23.35 

29.64 

14.53 

        

 

     

 Berat molekul protein protease Shewanella algae menggunakan SDS-PAGE  

Analisis Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-

PAGE) dilakukan untuk mengetahui profil protein pada hasil pemurnian protease 

fraksi ke-12. SDS-PAGE merupakan metode yang umum digunakan untuk 

menentukan berat molekul relatif protein dan menilai tingkat kemurnian hasil 

pemurnian. Teknik ini memisahkan protein berdasarkan perbedaan berat molekulnya 

dalam kondisi denaturasi yang diinduksi oleh SDS, sehingga migrasi protein dalam 

gel hanya dipengaruhi oleh ukuran molekulnya (Kielkopf et al., 2021). 

        Penelitian ini menggunakan protein marker standar dengan rentang berat 

molekul 11 hingga 245 kDa. Berdasarkan hasil analisis pita protein menggunakan 

pewarnaan Coomassie Brilliant Blue (CBB), pita dominan menunjukkan berat 

molekul sekitar 75 kDa (Gambar 4.7). Posisi ini bertepatan dengan pita berwarna 

merah pada marker standar 75 kDa, sehingga dapat dipastikan bahwa protein utama 

dalam fraksi ini memiliki berat molekul sekitar 75 kDa. Hasil pewarnaan silver stain 

menunjukkan beberapa pita tambahan dengan berat molekul lebih rendah, yaitu 

sekitar 53 kDa, 45 kDa, 35 kDa, dan 20 kDa. Pita-pita ini kemungkinan merupakan 

hasil degradasi protein, subunit nonaktif, atau kontaminan minor dari proses 

pemurnian. Namun, pita dominan tetap konsisten pada posisi 75 kDa, sehingga 
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dapat disimpulkan bahwa protein target utama terdapat pada kisaran berat molekul 

tersebut. Fraksi ke-12 merupakan fraksi dengan tingkat kemurnian tertinggi.  

       Fraksi awal (W2–W6) masih memperlihatkan lebih dari satu pita yang 

menunjukkan keberadaan beberapa jenis protein dengan ukuran berbeda. Setelah 

proses pemurnian, fraksi ke-12 menghasilkan satu pita dominan tunggal yang 

menunjukkan pemisahan protein target telah mencapai tingkat kemurnian optimal. 

       Berdasarkan berat molekul sekitar 75 kDa, protein ini diduga merupakan 

protease target penelitian. Protease mikroba umumnya memiliki berat molekul antara 

60 hingga 80 kDa (Song et al., 2023). Protease dari genus Shewanella memiliki berat 

molekul yang bervariasi, seperti protease serin dari Shewanella arctica (67 kDa) dan 

protease serin alkali dari Shewanella algae (45 kDa) (Javee et al., 2022). Hasil ini 

menunjukkan protease dari S. algae berada dalam rentang berat molekul yang umum 

ditemukan pada protease mikroba. Disimpulkan bahwa pita dominan pada posisi 75 

kDa merupakan protein utama yang sangat mungkin adalah protease hasil 

pemurnian fraksi ke-12. Pita tunggal yang jelas menunjukkan bahwa fraksi ini telah 

mencapai tingkat kemurnian tinggi dan siap untuk pengujian lanjutan. 

3.6 Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa: 

1. Produksi protease Shewanella algae mencapai optimum pada jam ke-48 

kultivasi dengan aktivitas spesifik 0,458 U/mL yang bertepatan dengan fase 

pertumbuhan eksponensial (OD 0,82). 

2. Protease tergolong neutral protease mesofilik dengan kondisi optimum pH 7 

(0,2865 U/mL) dan suhu 37°C (0,2863 U/mL), serta kejenuhan substrat pada 

konsentrasi kasein 1 % (0,2386 U/mL). 

3. Protease merupakan metaloenzim yang diaktivasi oleh Ba²⁺, yang merupakan 

activator, diikuti oleh Mg²⁺ dan K⁺ sebagai aktivator moderat, sedangkan Ca²⁺ 

dan Zn²⁺ cenderung bersifat inhibitor. Sebagian besar ion mengaktivasi enzim 

pada konsentrasi rendah (1 mM), menghambat aktivitas pada konsentrasi 

menengah (10 mM) akibat gangguan kekuatan ionik, dan menunjukkan 

reaktivasi parsial pada konsentrasi tinggi (20 mM). 

4. Pemurnian protease melalui fraksinasi amonium sulfat, dialisis, dan 

kromatografi gel filtrasi Sephadex G-75 menghasilkan peningkatan kemurnian 

29,64 kali lipat dengan aktivitas spesifik 207 U/mg pada fraksi F12 dan yield 

14,05%. 

5. Analisis SDS-PAGE menunjukkan berat molekul protease murni sebesar 75 kDa 

dengan koefisien determinasi R² = 0,9846, mengkonfirmasi homogenitas enzim 

hasil pemurnian. 

6. Protease Shewanella algae memiliki potensi aplikasi dalam industri 

bioteknologi, farmasi, dan pangan yang memerlukan enzim proteolitik dengan 

aktivitas optimal pada kondisi netral dan suhu moderat. 
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 BAB IV   

 

STUDI IN SILICO INTERAKSI MOLEKUL MRSA,  

IDENTIFIKASI SENYAWA HASIL PEMURNIAN PROTEASE  

Shewanella algae METODE LC-MS/MS   

 

4.1 Abstrak 

Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) merupakan patogen berbahaya 

yang resisten terhadap berbagai antibiotik β-laktam, menyebabkan infeksi nosokomial 

yang sulit diobati. Penyebaran MRSA yang meluas menuntut pengembangan agen 

antimikroba baru melalui pemanfaatan senyawa bioaktif dan pengembangan inhibitor 

molekuler yang menargetkan protein esensial bakteri. Tujuan: mengidentifikasi 

senyawa bioaktif dari hasil pemurnian protease fraksi 12 S. algae menggunakan LC-

MS/MS dan menganalisis interaksi molekuler terhadap protein target MRSA (1MWR, 

1MWT, 2IWC, 2IWD) melalui molekular docking untuk mengevaluasi potensinya 

sebagai kandidat inhibitor antibakteri. Metode: identifikasi senyawa menggunakan LC-

MS/MS. Protein target diunduh dari Protein Data Bank dan dipreparasi menggunakan 

Biovia Discovery Studio 2021. Ligan (Arginin, Lysine, Glutamic Acid, β-lactoglobulin, 

Netropsin) diperoleh dari PubChem. Simulasi docking dilakukan menggunakan PyRx 

dengan AutoDock Vina pada situs aktif protein target. Hasil: LC-MS/MS berhasil 

mengidentifikasi Netropsin dengan massa molekul 430,2181 Da, waktu retensi 5,549 

menit, dan skor kecocokan tinggi (96,35). Protein 2IWD menunjukkan afinitas 

pengikatan tertinggi terhadap semua ligan, dengan residu kunci LYS437, THR529, dan 

LYS528. Netropsin membentuk interaksi kompleks pada seluruh protein target: empat 

ikatan hidrogen pada 1MWR (ASN540, ASN543, ASN545, ASN561), enam ikatan 

hidrogen pada 1MWT (GLN521, THR444, TYR519, SER400), dua ikatan hidrogen 

kuat pada 2IWC (LYS437, MET436), dan lebih dari sepuluh interaksi pada 2IWD 

meliputi ikatan hidrogen konvensional, karbon hidrogen, dan hidrofobik. Ikatan 

multipoin menunjukkan stabilitas kompleks tinggi dengan nilai energi pengikatan 

negatif. Kesimpulan: protein 2IWD berpotensi sebagai target molekuler paling efektif 

untuk pengembangan inhibitor MRSA. Netropsin merupakan kandidat kuat agen 

penghambat molekuler MRSA dengan kemampuan pengikatan spesifik tinggi 

 

Kata kunci: Antibakteri, interaksi molekul, LC-MS/MS, molekular docking, MRSA, 

netropsin, protein target 

4.2 Pendahuluan 

Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) merupakan salah satu tantangan 

besar dalam bidang kesehatan global karena telah mengembangkan resistensi 

terhadap berbagai jenis antibiotik, khususnya methicillin dan antibiotik β-lactam 

lainnya, termasuk sefalosporin dan penisilin yang biasa digunakan untuk mengatasi 
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infeksi bakteri Gram positif (Abebe & Birhanu, 2023; Algammal et al., 2020; Ali 

Alghamdi et al., 2023; Mancuso et al., 2021). Resistensi ini menyebabkan infeksi yang 

lebih sulit diobati karena pengobatan yang efektif semakin terbatas. MRSA telah 

menjadi penyebab utama infeksi nosokomial yang didapatkan pasien selama dirawat 

di rumah sakit, terutama di unit perawatan intensif (Collaborators, 2022; Nazir et al., 

2025). Infeksi MRSA dapat memengaruhi berbagai bagian tubuh, seperti kulit, tulang, 

sendi, paru-paru, dan aliran darah, serta dapat menyebabkan kondisi serius seperti 

pneumonia, infeksi saluran kemih, sepsis, dan infeksi luka yang sulit disembuhkan 

(Gehrke et al., 2023). 

Penyebaran MRSA yang semakin meluas dan kemampuan bakteri ini untuk 

mengembangkan resistensi terhadap hampir semua antibiotik yang ada saat ini 

membuatnya menjadi tantangan besar dalam dunia kedokteran dan kesehatan 

masyarakat (Vestergaard et al., 2019). Oleh karena itu, diperlukan upaya besar untuk 

mengatasi masalah ini, baik dalam hal pencegahan, diagnosis, maupun terapi. 

Pencarian agen antimikroba baru dengan mekanisme kerja berbeda menjadi sangat 

mendesak. Salah satu pendekatan inovatif yang sedang dikembangkan adalah 

pemanfaatan senyawa bioaktif hasil metabolisme mikroorganisme, termasuk enzim 

protease dan senyawa turunannya, serta pengembangan inhibitor molekuler yang 

dapat menargetkan protein penting dalam bakteri MRSA (Gagare et al., 2024; 

Mungwari et al., 2025). Inhibitor molekuler adalah senyawa atau ligan yang dapat 

berinteraksi dengan protein tertentu dalam bakteri, menghambat fungsinya, dan pada 

akhirnya mengganggu kelangsungan hidup bakteri tersebut (Yuan Liu et al., 2018). 

Protease merupakan biokatalis yang berfungsi memecah ikatan peptida dalam 

protein dan banyak dihasilkan oleh mikroorganisme seperti Bacillus, Streptomyces, 

dan jamur Ganoderma (El-Gendi et al., 2021; Mahuri et al., 2023). Selain aktivitas 

enzimatiknya, protease juga dapat bertindak sebagai senyawa antimikroba secara 

langsung atau melalui senyawa kecil hasil biosintesis mikroba yang ikut dihasilkan 

dalam jalur metabolisme sekunder (Santos Aguilar & Sato, 2018). Oleh karena itu, 

identifikasi senyawa yang terkandung dalam fraksi hasil pemurnian protease menjadi 

penting untuk mengeksplorasi potensi bioaktivitas lainnya, seperti aktivitas terhadap 

MRSA. 

Teknik Liquid Chromatography-Mass Spectrometry/Mass Spectrometry (LC-

MS/MS) menjadi alat utama yang sangat sensitif dan selektif dalam mengidentifikasi 

senyawa-senyawa kecil maupun peptida yang terdapat dalam campuran kompleks 

seperti dialisat enzim (Alanazi, 2025; Grocholska et al., 2023; Kim et al., 2022). Analisis 

ini memungkinkan penentuan struktur molekul berdasarkan berat molekul dan pola 

fragmentasi ion, serta pencocokan dengan pustaka spektrum untuk identifikasi akurat 

(Grocholska et al., 2023; Robotham & Kelly, 2020; Xiao et al., 2012). Dalam konteks 

ini, LC-MS/MS digunakan untuk mengidentifikasi senyawa yang terdapat pada hasil 

pemurnian protease, yang selanjutnya dapat dievaluasi sebagai kandidat agen 

antibakteri baru. 

Pengembangan inhibitor molekuler untuk MRSA memerlukan pemahaman 

mendalam tentang mekanisme biologi dan biokimia bakteri, serta pengetahuan 

tentang struktur dan fungsi protein-protein yang terlibat dalam proses infeksi (Yichen 
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Liu et al., 2025; Rosado et al., 2025). Salah satu pendekatan yang populer dan efektif 

adalah melalui teknik pemodelan komputasi, khususnya metode molekular docking 

(Adelusi et al., 2022; Agu et al., 2023; Stanzione et al., 2021). Teknik ini memungkinkan 

ilmuwan untuk memprediksi bagaimana suatu molekul (ligan) berinteraksi dengan 

protein target bakteri pada tingkat atomik (Crampon et al., 2022; Xue et al., 2025). 

Molekular docking adalah metode komputasi yang digunakan untuk memodelkan 

interaksi antara molekul, terutama ligan dan protein (Agu et al., 2023; Angelo et al., 

2024). Teknik ini mengandalkan simulasi berbasis komputer untuk memprediksi 

bagaimana suatu ligan berikatan dengan situs aktif pada protein target (Guterres & Im, 

2020; Mondal & Chang, 2022). Dengan menggunakan molekular docking, para peneliti 

dapat mengidentifikasi afinitas pengikatan antara ligan dan protein, serta memetakan 

jenis interaksi yang terlibat, seperti ikatan hidrogen, interaksi elektrostatik, dan ikatan 

hidrofobik (Aguiar & Camps, 2025; Kumar & Kumar, 2019). Pendekatan molekular 

docking memberikan peluang besar untuk merancang senyawa terapeutik baru yang 

lebih spesifik dan efektif dalam mengatasi infeksi MRSA tanpa menimbulkan resistensi 

yang cepat (Pinzi & Rastelli, 2019; Zhang et al., 2025). 

Penelitian ini menggunakan molekular docking untuk menganalisis interaksi 

beberapa ligan terpilih. Ligan tersebut meliputi Arginin, Lysine, Glutamic Acid, dan β-

laktoglobulin. Target analisis adalah protein pada bakteri MRSA. Protein target 

mencakup empat struktur protein berbeda: 1MWR, 1MWT, 2IWC, dan 2IWD. Seluruh 

struktur protein diunduh dari database Protein Data Bank (PDB). Keempat protein 

tersebut mewakili enzim atau reseptor penting bagi kelangsungan hidup bakteri. 

Protein-protein ini berpotensi menjadi target terapeutik pengembangan pengobatan 

infeksi MRSA. 

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mendeskripsikan proses identifikasi 

senyawa dari hasil pemurnian enzim protease menggunakan LC-MS/MS, 

menganalisis interaksi molekul antara ligan dan protein target MRSA melalui molekular 

docking, serta mengevaluasi potensi setiap protein target sebagai kandidat inhibitor 

dalam pengobatan infeksi MRSA. 

 

4.3 Metode penelitian  

 

4.3.1 Waktu dan tempat penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan April-Juli 2024 di Laboratorium Biokimia, 

Jurusan Ilmu Kimia, Fakultas Matematika Dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas 

Hasanuddin. 

4.3.2 Alat dan bahan  

Perangkat lunak yang digunakan untuk molekular docking dan analisis interaksi 

molekuler mencakup AutoDock Vina atau AutoDock 4.2, PyMOL atau UCSF Chimera, 

Discovery Studio Visualizer atau BIOVIA Discovery Studio Client, AutoDockTools, dan 

Swiss-PdbViewer atau DeepView. Peralatan untuk LC-MS/MS meliputi HPLC (High 
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Performance Liquid Chromatography) atau UHPLC (Ultra High Performance Liquid 

Chromatography), autosampler, column oven, detektor UV-Vis atau diode array 

detector (DAD), sistem MS/MS seperti Triple Quadrupole (QqQ), Quadrupole Time-of-

Flight (Q-TOF), Orbitrap, atau Ion Trap, sumber ionisasi Electrospray Ionization (ESI) 

atau Atmospheric Pressure Chemical Ionization (APCI), kolom C18 dengan ukuran 

partikel 1,8–5 µm, syringe filter dengan ukuran pori 0,22 µm atau 0,45 µm berbahan 

PTFE, Nylon, atau PVDF, sentrifugasi, vortex mixer, sonikator, rotary evaporator, 

timbangan analitik, pH meter, mikropipet, vial LC-MS, dan freezer -20 °C dan -80 °C. 

Perangkat lunak untuk akuisisi dan analisis data LC-MS/MS meliputi Xcalibur (Thermo 

Fisher), MassLynx (Waters), Analyst (Sciex), MassHunter (Agilent), Compound 

Discoverer, MetaboAnalyst, MZmine, NIST MS Library, METLIN, MassBank, atau 

mzCloud. 

      Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini dibagi menjadi dua kategori 

utama, yaitu bahan untuk studi in silico molecular interaction dan bahan untuk 

identifikasi senyawa menggunakan LC-MS/MS. Untuk studi in silico, struktur tiga 

dimensi protein target dari MRSA diperoleh dari Protein Data Bank (PDB) yang dapat 

diakses melalui situs https://www.rcsb.org, dengan memilih struktur kristal yang 

memiliki resolusi tinggi (<2,5 Å), coverage lengkap, dan R-factor rendah untuk 

menjamin kualitas struktur. Protein target yang relevan untuk MRSA meliputi Penicillin-

Binding Protein 2a (PBP2a) dengan kode PDB seperti 1VQQ atau 3ZG0, sortase A 

(SrtA) dengan kode PDB seperti 1IJA atau 1T2P, DNA gyrase atau topoisomerase IV, 

serta protein lain yang terlibat dalam virulensi seperti alpha-hemolysin, protein A, atau 

clumping factor. 

      Struktur ligan atau senyawa kandidat yang akan diuji interaksinya dengan protein 

target MRSA diperoleh dari berbagai sumber database kimia, meliputi PubChem 

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov), ChEMBL (https://www.ebi.ac.uk/chembl), ZINC 

Database (https://zinc.docking.org), DrugBank (https://www.drugbank.ca), serta 

ChemSpider. Sebagai kontrol positif dalam molekular docking, digunakan struktur 

senyawa antibiotik yang telah diketahui aktif terhadap MRSA seperti vancomycin, 

linezolid, daptomycin, tigecycline, atau ceftaroline. Sekuens asam amino protein target 

diperlukan jika struktur kristal tidak tersedia dan perlu dilakukan homology modeling, 

yang dapat diperoleh dari database UniProt (https://www.uniprot.org) atau GenBank 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). 

      Untuk identifikasi senyawa hasil pemurnian protease menggunakan LC-MS/MS, 

sampel utama yang dianalisis adalah enzim protease yang telah dipurifikasi dari 

bakteri laut melalui berbagai tahap kromatografi. Standar protein dan peptida 

diperlukan sebagai referensi untuk validasi metode dan identifikasi fragmen, yang 

meliputi Bovine Serum Albumin (BSA) sebagai standar protein utuh, protein marker 

atau ladder untuk estimasi berat molekul dalam rentang 10–250 kDa, serta standar 

peptida seperti bradykinin, angiotensin, atau peptida sintetik lain untuk kalibrasi massa 

dan validasi fragmentasi. 

 

https://www.rcsb.org/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ebi.ac.uk/chembl
https://zinc.docking.org/
https://www.drugbank.ca/
https://www.uniprot.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
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4.4 Prosedur penelitian 

Prosedur simulasi docking ligand terhadap protein target MRSA. Langkah 

pertama dalam simulasi docking adalah mempersiapkan struktur reseptor dan ligand 

yang akan diuji. Berdasarkan hasil analisis interaksi molekul sebelumnya, reseptor 

yang digunakan dalam penelitian ini adalah protein target dari bakteri MRSA dengan 

kode PDB 2IWD, 2IWC, dan 1MWR. Struktur ketiga protein ini diunduh dari server 

PDB melalui tautan 2IWD, 2IWC, dan 1MWR, kemudian dipersiapkan menggunakan 

Biovia Discovery Studio 2021. Persiapan ini mencakup optimasi struktur melalui 

penghapusan molekul air, penambahan hidrogen polar, dan minimalisasi energi untuk 

memastikan struktur protein dalam keadaan stabil. Di sisi lain, struktur ligand (Arginin, 

Lysine, Glutamic Acid, dan β-lactoglobulin) diperoleh dari basis data PubChem 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound) dan diunduh dalam format SDF atau 

PDB. 

Simulasi docking dilakukan menggunakan aplikasi PyRx dengan memilih mode 

Vina Wizard sebagai antarmuka utama. Langkah pertama adalah mengunggah berkas 

protein target (2IWD.pdb, 2IWC.pdb, dan 1MWR.pdb) serta berkas ligand dalam 

format .pdb. Setelah berkas berhasil diunggah, PyRx secara otomatis mengonversi 

berkas protein dan ligand tersebut ke dalam format PDBQT, yang merupakan format 

standar yang diperlukan oleh AutoDock Vina untuk simulasi docking. Langkah 

selanjutnya adalah menentukan area pencarian yang dikenal sebagai grid box, yang 

berfungsi sebagai batas ruang interaksi antara ligand dan situs aktif protein. Untuk 

protein 2IWD, situs aktif meliputi residu LYS437, THR529, dan LYS528; sedangkan 

untuk 2IWC, interaksi terjadi di sekitar residu THR529, SER439, ASN441, dan 

GLU569. Sementara itu, pada protein 1MWR, area situs aktif berada di sekitar residu 

CYS145, GLY143, dan HIS163. Penentuan grid box yang tepat bertujuan untuk 

mencakup seluruh area target sehingga simulasi dapat berlangsung secara optimal. 

Grid box ditentukan terlebih dahulu sebelum memulai proses docking. Proses 

docking dimulai dengan menekan tombol "Start" pada PyRx. Simulasi menghasilkan 

skor afinitas pengikatan dalam satuan energi (kkal/mol). Nilai lebih negatif 

menunjukkan interaksi lebih kuat dan stabil antara ligan dan protein. Hasil docking 

disimpan dalam format PDBQT. Hasil tersebut diekspor sebagai PDB untuk analisis 

lanjutan menggunakan BIOVIA Discovery Studio. Aplikasi ini memudahkan visualisasi 

ikatan hidrogen, elektrostatik, dan hidrofobik antara ligan dan protein target. Residu 

kunci yang terlibat dalam pengikatan dapat diidentifikasi melalui aplikasi ini.       

 

Prosedur simulasi docking molekul Netropsin terhadap protein target MRSA. 

Langkah awal dalam simulasi docking ini dimulai dengan mempersiapkan struktur 

reseptor dan ligan yang akan digunakan. Reseptor dalam penelitian ini adalah protein 

target dari bakteri Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), yaitu protein 

dengan kode PDB 2IWD, 2IWC, 1MWR, dan 1MWT. Keempat struktur protein ini 

diunduh dari basis data Protein Data Bank (PDB) melalui laman https://www.rcsb.org, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound
https://www.rcsb.org/
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kemudian dilakukan proses preparasi menggunakan perangkat lunak BIOVIA 

Discovery Studio 2021. Proses preparasi ini meliputi penghapusan molekul air yang 

tidak diperlukan, penambahan atom hidrogen polar, serta minimalisasi energi 

menggunakan parameter default, sehingga struktur protein berada pada kondisi yang 

stabil untuk simulasi interaksi molekul. 

Ligan yang digunakan dalam penelitian ini adalah senyawa Netropsin 

(Congocidin). Senyawa tersebut diunduh dari basis data PubChem (CID: 441139) 

dalam format SDF atau PDB. Struktur ligan dikonversi dan dioptimasi strukturnya. 

Optimasi meliputi penambahan atom hidrogen dan penyesuaian konformasi. Struktur 

ligan kemudian dikonversi ke format PDBQT melalui aplikasi PyRx. Simulasi docking 

dilakukan menggunakan perangkat lunak PyRx dengan antarmuka AutoDock Vina 

Wizard. Berkas protein (2IWD.pdb, 2IWC.pdb, 1MWR.pdb, dan 1MWT.pdb) dan 

ligan Netropsin diunggah terlebih dahulu. PyRx secara otomatis mengonversi semua 

berkas menjadi format PDBQT. Format PDBQT merupakan format standar untuk 

menjalankan simulasi dengan AutoDock Vina 

Langkah penting berikutnya adalah penentuan area pencarian atau grid box, 

yang mendefinisikan ruang interaksi antara ligan dan situs aktif dari masing-masing 

protein. Untuk protein 2IWD, residu penting berada di sekitar LYS437, THR529, dan 

LYS528. Pada protein 2IWC, interaksi dipusatkan di sekitar residu THR529, SER439, 

ASN441, dan GLU569. Sedangkan untuk protein 1MWR, situs aktif berada pada 

residu CYS145, GLY143, dan HIS163. Sementara itu, protein 1MWT, yang juga 

merupakan domain penting dari penicillin-binding protein (PBP), memiliki residu 

kunci seperti GLY292, SER294, GLU296, dan ALA297. Penentuan grid box ini 

dilakukan secara hati-hati agar mencakup seluruh area situs aktif, memastikan 

bahwa ligan dapat berinteraksi secara maksimal selama simulasi. 

Semua parameter ditentukan sebelum memulai proses docking. Proses docking 

dimulai dengan menjalankan simulasi pada PyRx. Hasil proses berupa nilai afinitas 

pengikatan (binding affinity) dalam satuan energi (kkal/mol). Nilai lebih negatif 

menunjukkan interaksi lebih kuat dan stabil antara ligan Netropsin dan protein target 

MRSA. Hasil docking disimpan dan diekspor dalam format PDB untuk analisis 

lanjutan. Analisis lanjutan menggunakan BIOVIA Discovery Studio. Aplikasi ini 

digunakan untuk memvisualisasikan jenis interaksi molekul. Interaksi molekul 

meliputi ikatan hidrogen, ikatan hidrofobik, dan interaksi elektrostatik antara ligan dan 

protein. Residu kunci yang berperan dalam proses pengikatan dapat diidentifikasi 

melalui aplikasi ini. Potensi Netropsin sebagai agen antimikroba terhadap MRSA 

dapat dianalisis secara mendalam melalui pendekatan ini. Analisis didasarkan pada 

kekuatan interaksi molekuler yang terjadi. 

4.5 Hasil dan pembahasan 

4.5.1 Interaksi molekul MRSA protein 1MWR  

Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) merupakan patogen berbahaya 

yang resisten terhadap berbagai antibiotik, termasuk methicillin, sehingga infeksinya 
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sulit diobati dan menimbulkan tantangan serius dalam bidang medis. Resistensi MRSA 

terhadap antibiotik konvensional mendorong pengembangan pendekatan terapeutik 

baru, salah satunya melalui analisis interaksi molekul (molecular interaction) 

menggunakan metode molekular docking. Teknik ini memodelkan interaksi antara 

molekul kecil (ligand) dengan target biologis (protein) untuk memprediksi afinitas 

pengikatan dan stabilitas kompleks yang terbentuk. Salah satu target protein penting 

dari MRSA yang digunakan dalam studi ini adalah 1MWR. Protein 1MWR berperan 

dalam mekanisme seluler penting pada MRSA, sehingga menghambat aktivitasnya 

berpotensi mengganggu fungsi vital bakteri dan menjadi strategi terapi yang efektif. 

Penelitian ini menganalisis interaksi protein 1MWR terhadap beberapa ligan. Ligan 

tersebut meliputi Arginin, Lysine, Glutamic Acid, dan β-laktoglobulin (Gambar 4.1). 

Arginin merupakan asam amino esensial yang memiliki gugus amina. Gugus amina 

mampu membentuk ikatan hidrogen dan interaksi elektrostatik kuat dengan residu 

protein. Lysine merupakan asam amino basa. Lysine dapat meningkatkan stabilitas 

interaksi melalui ikatan elektrostatik dengan sisi bermuatan negatif pada protein. 

Glutamic Acid merupakan asam amino bermuatan negatif. Asam amino ini cenderung 

berinteraksi dengan residu bermuatan positif pada situs aktif protein. Interaksi tersebut 

membentuk ikatan ionik yang kuat. β-laktoglobulin merupakan protein globular. Protein 

ini dapat berinteraksi melalui permukaan hidrofobik dan ikatan hidrogen. Interaksi 

tersebut memperkuat stabilitas kompleks yang terbentuk. 

Pemilihan Arginin, Lysine, dan Glutamic Acid sebagai ligand didasarkan pada fakta 

bahwa ketiganya merupakan hasil hidrolisis enzim protease. Proses hidrolisis oleh 

protease menghasilkan asam amino bebas dari rantai polipeptida, termasuk Arginin, 

Lysine, dan Glutamic Acid, yang dikenal memiliki aktivitas biologis dan potensi sebagai 

agen terapeutik. Hidrolisis ini memutus ikatan peptida, menghasilkan asam amino 

dalam bentuk yang lebih sederhana dan aktif secara biokimia. Selain itu, ketiga asam 

amino tersebut berperan penting dalam mekanisme interaksi molekuler, seperti 

pembentukan ikatan hidrogen dan elektrostatik dengan residu aktif pada protein target, 

termasuk protein 1MWR. 

β-laktoglobulin dipilih karena merupakan protein globular utama yang ditemukan 

dalam whey. Whey merupakan bagian cair dari susu setelah proses penggumpalan. 

Proses hidrolisis enzimatik menggunakan protease dapat dilakukan pada β-

laktoglobulin. Proses ini menghasilkan peptida bioaktif yang memiliki potensi 

penghambatan terhadap patogen. Patogen meliputi MRSA. Fragmen peptida yang 

dihasilkan mampu berinteraksi dengan protein target melalui ikatan hidrofobik dan 

hidrogen. Interaksi ini meningkatkan afinitas pengikatan pada situs aktif protein. 

Pemahaman mengenai interaksi ini penting dalam desain obat berbasis peptida dan 

asam amino. Pemahaman ini diperlukan khususnya dalam upaya menghambat 

aktivitas protein esensial dari MRSA. 
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Gambar 4.1. Interaksi molekul protein target bakteri MRSA Protein 1MWR 

 (A1; Arginin, A2; Lysine, A3; Glutamic Acid, A4; β-lactoglobullin) 

Proses molekular docking dilakukan untuk memahami interaksi setiap ligan 

dengan situs aktif pada protein 1MWR. Situs aktif diidentifikasi pada residu CYS145, 

GLY143, dan HIS163. Lokasi ini dianggap krusial sebagai titik ikatan (binding site) 

utama. Titik ikatan utama menentukan efektivitas penghambatan terhadap aktivitas 

biologis protein. Ligan dengan afinitas pengikatan tertinggi terhadap protein 1MWR 

diharapkan dapat diidentifikasi melalui pendekatan ini. Afinitas tertinggi ditandai 

dengan nilai energi pengikatan (binding energy) paling rendah. Hasil ini dapat 

menjadi dasar pengembangan kandidat obat baru yang efektif melawan infeksi 

MRSA. Mekanisme penghambatan dilakukan melalui protein esensial bakteri. 

Gambar 4.1 menunjukkan interaksi molekul antara ligan dan residu protein target 

MRSA pada empat panel berbeda. Panel tersebut meliputi Arginin (A1), Lysine (A2), 

Glutamic Acid (A3), dan β-laktoglobulin (A4). Panel 1 (Arginin - A1) menunjukkan 

interaksi utama berupa ikatan hidrogen konvensional. Ikatan hidrogen terbentuk 

dengan residu ARG A:151, ARG A:241, GLU A:239, THR A:165, dan HIS A:293. 

Ikatan hidrogen karbon (Carbon Hydrogen Bond) turut menjaga stabilitas ligan di 

situs aktif. Ikatan hidrogen berperan penting dalam memperkuat afinitas ligan 

terhadap protein target. 
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Panel 2 (Lysine - A2) menunjukkan interaksi dominan berupa ikatan hidrogen 

konvensional. Ikatan hidrogen terbentuk dengan residu SER A:149, VAL A:277, dan 

ARG A:151. Interaksi hidrofobik terbentuk melalui ikatan alkil dengan VAL A:256 dan 

VAL A:277. Interaksi elektrostatik ditandai dengan attractive charge antara GLU 

A:239 dan LYS A:148. Kombinasi interaksi hidrogen dan elektrostatik meningkatkan 

stabilitas kompleks di dalam situs aktif protein. 

Panel 3 (Glutamic Acid - A3) menunjukkan ikatan hidrogen konvensional dengan 

residu HIS A:251, ASN A:393, dan LEU A:391, yang berperan dalam memperkuat 

pengikatan ligan. Namun, terdapat satu interaksi yang tidak menguntungkan, yaitu 

Unfavorable Donor-Donor antara Glutamic Acid dan LYS A:281, yang 

mengindikasikan adanya repulsi elektrostatik yang dapat mengurangi afinitas ligan 

terhadap protein. 

Panel 4 (β-laktoglobulin - A4) menunjukkan interaksi berupa ikatan hidrogen 

konvensional. Ikatan hidrogen terbentuk dengan residu ARG A:151, SER A:149, dan 

LYS A:148. Interaksi π-sigma terbentuk dengan VAL A:277. Interaksi attractive 

charge terbentuk dengan GLU A:239. Ikatan hidrogen karbon memperkuat stabilitas 

kompleks ligan-protein. Kombinasi interaksi hidrogen, elektrostatik, dan hidrofobik 

menunjukkan β-laktoglobulin mampu berikatan kuat di situs aktif protein MRSA. 

Keempat panel tersebut mengilustrasikan interaksi ligan dengan residu penting di 

situs aktif protein target MRSA secara keseluruhan. Interaksi terjadi melalui beragam 

jenis ikatan. Jenis ikatan meliputi ikatan hidrogen, hidrofobik, dan elektrostatik. Peran 

kunci dimainkan oleh interaksi ini dalam menentukan stabilitas dan afinitas ligan 

terhadap protein. Stabilitas dan afinitas berimplikasi pada efektivitas penghambatan 

aktivitas biologis MRSA oleh molekul-molekul tersebut. 

4.5.2 Interaksi molekul MRSA protein 2IWD 

Penelitian ini memilih protein 2IWD sebagai salah satu protein target untuk dianalisis. 

Protein 2IWD merupakan enzim penting dalam mekanisme seluler MRSA. Enzim ini 

berperan dalam regulasi dan fungsi metabolisme bakteri. Penghambatan aktivitas 

protein ini dapat mengganggu proses vital MRSA. Protein ini menjadi target potensial 

dalam pengembangan agen antibakteri. 

      Proses molekular docking dilakukan untuk memahami interaksi ligan dengan situs 

aktif pada protein 2IWD. Situs aktif diidentifikasi pada residu LYS437, THR529, dan 

LYS528 (Gambar 4.2). Situs aktif ini dianggap krusial karena berperan dalam aktivitas 

katalitik dan pengikatan substrat. Hasil simulasi docking menunjukkan setiap ligan 

memiliki afinitas pengikatan berbeda. Afinitas ditandai dengan nilai energi (binding 

energy) yang bervariasi. Nilai energi lebih negatif menunjukkan interaksi ligan dengan 

protein target lebih kuat. Nilai energi negatif mengindikasikan potensi penghambatan 

lebih besar terhadap aktivitas biologis protein 2IWD. 

Pola interaksi ini dipahami untuk mengidentifikasi kandidat ligan paling efektif 

dalam menghambat aktivitas protein 2IWD. Hasil penelitian dapat menjadi dasar 

pengembangan terapi baru untuk melawan infeksi MRSA yang resisten terhadap 

antibiotik konvensional. Gambar 4.2 menunjukkan interaksi molekul antara beberapa 
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ligan dengan residu pada protein target MRSA. Ligan meliputi Arginin, Lysine, 

Glutamic Acid, dan β-laktoglobulin pada Protein 2IWD. Panel 1 (Arginin - B1) 

menunjukkan Arginin berinteraksi melalui ikatan hidrogen konvensional. Ikatan 

terbentuk dengan residu LYS A:437, LYS A:528, THR A:534, dan THR A:529. Ikatan 

hidrogen berperan penting dalam menjaga stabilitas dan meningkatkan afinitas ligan 

pada situs aktif Protein 2IWD. Panel 2 (Lysine - B2) menunjukkan Lysine berinteraksi 

melalui ikatan hidrogen konvensional. Ikatan terbentuk dengan residu LYS A:437, LYS 

A:528, dan THR A:529. Interaksi Carbon Hydrogen Bond memperkuat orientasi dan 

stabilitas pengikatan di situs aktif. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.2. Interaksi molekul protein targt bakteri MRSA Protein 2IWD  

(B1; Arginin, B2; Lysine, B3; Glutamic Acid, B4; β-lactoglobullin) 

Panel 3 (Glutamic Acid - B3) menunjukkan Glutamic Acid berikatan dengan THR 

A:529 melalui ikatan hidrogen konvensional. Interaksi tidak menguntungkan berupa 

Unfavorable Acceptor-Acceptor terdapat dengan MET A:496. Interaksi ini berpotensi 

menurunkan stabilitas pengikatan karena adanya repulsi elektrostatik. Panel 4 (β-

laktoglobulin - B4) menunjukkan interaksi berupa ikatan hidrogen konvensional 

dengan THR A:529 dan LYS A:528. Carbon Hydrogen Bond terbentuk dengan residu 

tertentu. Interaksi tidak menguntungkan terdapat yaitu Unfavorable Positive-Positive 

dengan LYS A:437. Unfavorable Donor-Donor terdapat dengan LYS A:528. Interaksi 
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tidak menguntungkan ini dapat mengganggu stabilitas kompleks akibat repulsi 

elektrostatik.  

 

4.5.3 Interaksi molekul MRSA protein 2IWC 

Salah satu protein target yang dianalisis dalam penelitian ini adalah 2IWC. Protein 

2IWC merupakan enzim esensial yang berperan penting dalam proses metabolisme 

dan regulasi seluler pada MRSA. Menghambat fungsi protein ini diharapkan dapat 

mengganggu mekanisme pertumbuhan dan kelangsungan hidup bakteri, sehingga 

berpotensi menjadi target terapi yang efektif. 

Interaksi protein 2IWC dianalisis terhadap beberapa ligand, yaitu Arginin, Lysine, 

Glutamic Acid, dan β-lactoglobulin. Arginin adalah asam amino esensial yang 

memiliki gugus amina, yang memungkinkannya membentuk ikatan hidrogen dan 

interaksi elektrostatik dengan residu bermuatan negatif pada protein. Lysine, sebagai 

asam amino basa, cenderung berikatan dengan situs bermuatan negatif melalui 

interaksi elektrostatik, meningkatkan stabilitas kompleks.  

Glutamic Acid, yang bermuatan negatif, berpotensi berinteraksi dengan residu 

positif pada protein, menghasilkan ikatan ionik yang kuat. Sementara itu, β-

lactoglobulin adalah protein globular yang memiliki kapasitas untuk membentuk 

interaksi hidrofobik dan ikatan hidrogen pada situs aktif protein, memperkuat 

stabilitas dan afinitas pengikatan. 

Pada Gambar 4.3 menunjukkan interaksi molekul antara Arginin, Lysine, 

Glutamic Acid, dan β-lactoglobullin dengan residu pada protein target MRSA, yaitu 

Protein 2IWC. Pada interaksi Arginin (C1), terlihat adanya ikatan hidrogen 

konvensional yang signifikan dengan residu TRP A:426 dan THR A:529, yang 

berperan dalam meningkatkan afinitas ligan terhadap situs aktif Protein 2IWC. 

Namun, interaksi tidak menguntungkan berupa Unfavorable Acceptor-Acceptor 

dengan residu SER A:439 menunjukkan adanya repulsi elektrostatik yang dapat 

mengganggu stabilitas pengikatan. Sementara itu, interaksi Lysine (C2) didominasi 

oleh ikatan hidrogen konvensional dengan beberapa residu penting seperti THR 

A:529, SER A:531, SER A:433, GLY A:568, GLU A:569, dan ASN A:444, tanpa 

adanya interaksi tidak menguntungkan, sehingga memperkuat kestabilan kompleks 

yang terbentuk 

Pada interaksi Glutamic Acid (C3), terdapat ikatan hidrogen dengan residu ASN 

A:441, ASN A:478, SER A:391, dan THR A:529, yang menandakan kestabilan 

pengikatan, meskipun terdapat gangguan berupa Unfavorable Donor-Donor dengan 

residu THR A:531, yang berpotensi menurunkan afinitas. Di sisi lain, β-lactoglobullin 

(C4) menunjukkan beberapa interaksi hidrogen konvensional dengan THR A:529  

dan THR A:531, namun juga terdapat interaksi tidak menguntungkan berupa 

Unfavorable Positive-Positive dengan residu LYS A:394 dan LYS A:528, serta 

Unfavorable Acceptor-Acceptor dengan SER A:439 dan SER A:391, yang dapat 

menyebabkan repulsi dan memengaruhi kestabilan kompleks yang terbentuk. 
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Gambar 4.3. Interaksi molekul protein target bakteri MRSA Protein 2IWC (C1; 

Arginin, C2; Lysine, C3; Glutamic Acid, C4; β-lactoglobullin) 

Secara keseluruhan, interaksi yang terjadi menunjukkan bahwa Lysine memiliki 

potensi pengikatan terbaik pada Protein 2IWC, diikuti oleh Arginin dan Glutamic Acid, 

sedangkan β-lactoglobullin tampak mengalami gangguan repulsi yang cukup 

signifikan.  

Secara keseluruhan, Lysine menunjukkan afinitas terbaik pada ketiga protein, 

terutama pada 2IWD dan 2IWC, di mana ikatan hidrogen stabil terbentuk tanpa 

banyak interaksi tidak menguntungkan. Pada 2IWA, meskipun interaksi hidrogen 

terbentuk, terdapat repulsi yang mengurangi stabilitas. Untuk β-lactoglobullin, 

interaksi terbaik terlihat pada 2IWA, sementara pada 2IWD dan 2IWC terjadi banyak 

repulsi elektrostatik. Berdasarkan analisis ini, Protein 2IWD memiliki afinitas terbaik 

dan interaksi yang paling stabil, khususnya terhadap Lysine dan Arginin, sehingga 

dianggap paling cocok sebagai target inhibisi terhadap MRSA. 
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4.5.4 Hasil identifikasi senyawa menggunakan metode LC-MS/MS  

Identifikasi senyawa hasil pemurnian protease bakteri S. algae dilakukan 

menggunakan metode Liquid Chromatography–Mass Spectrometry/Mass 

Spectrometry (LC-MS/MS) untuk mengkarakterisasi komponen aktif yang berpotensi 

sebagai antibakteri terhadap Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA). 

Salah satu senyawa yang terdeteksi pada analisis ini adalah senyawa Congocidin 

(Netropsin), yang muncul sebagai senyawa ke-108 dalam laporan LC-MS/MS. 

        Netropsin teridentifikasi dengan formula molekul C₁₈H₂₆N₁₀O₃ dan ion spesies 

utama [(M+H) +] dengan nilai m/z 431, serta waktu retensi (RT) sebesar 5,549 menit. 

Massa molekul yang terdeteksi adalah 430,2181 Da. Identifikasi ini memiliki skor 

keakuratan (Score DB) sebesar 96,35, menunjukkan kecocokan tinggi dengan 

pustaka senyawa yang tersedia dalam database instrumen. Perbedaan antara 

massa teoritis dan massa terukur sangat kecil, yaitu hanya sekitar 1,98257 mDa (–

0,85 ppm), yang memperkuat validitas identifikasi tersebut.Netropsin atau congocidin 

adalah senyawa antibiotik dari golongan poliamida minor groove binders yang 

diketahui mampu berikatan dengan DNA bakteri dan menghambat proses transkripsi 

dan replikasi. Dalam konteks ini, deteksi Netropsin pada fraksi hasil pemurnian 

protease mengindikasikan adanya potensi aktivitas antibakteri, terutama terhadap 

MRSA, yang dapat dieksplorasi lebih lanjut melalui studi interaksi molekular. 

Untuk mendalami mekanisme interaksi, dilakukan studi molekular docking antara 

Netropsin dan protein target MRSA dengan kode PDB 2IWD, 2IWC, 1MWR, dan 

1MWT. Hasil docking menunjukkan bahwa Netropsin mampu membentuk ikatan 

dengan situs aktif dari keempat protein target tersebut, dengan afinitas pengikatan 

yang signifikan. Ikatan-ikatan yang terbentuk meliputi interaksi hidrogen dan 

hidrofobik yang stabil, menunjukkan bahwa Netropsin memiliki potensi sebagai 

kandidat inhibitor untuk pengembangan terapi antibakteri terhadap MRSA. 

4.4.5 Hasil analisis interaksi molekul protein-protein MRSA dengan Netropsin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gambar 4.4 Interaksi molekul protein target bakteri MRSA  

Protein 1MWR x Netropsin (C18H26N10O3) 



121 

 

 
 
 
 
 
 
Tabel 4.1 Hasil analisis interaksi molekul 1MWR x Netropsin  

Interaksi ikatan Jarak ikatan Jenis ikatan 

A:ASN540:HD22 - N:UNK1:O 2.26 Hydrogen Bond 

A:ASN543:HD22 - N:UNK1:O 2.81 Hydrogen Bond 

A:ASN545:HD22 - N:UNK1:O 2.06 Hydrogen Bond 

N:UNK1:H - A:ASN561:OD1 1.87 Hydrogen Bond 

N:UNK1 - A:VAL557 4.99 Hydrophobic 

 

Interaksi molekul antara protein target MRSA dengan kode PDB 1MWR dan ligan 

Netropsin (C₁₈H₂₆N₁₀O₃) menunjukkan hasil yang sangat signifikan berdasarkan 

analisis molekular docking. Netropsin, yang dikenal sebagai senyawa pengikat alur 

kecil DNA, dalam penelitian ini diidentifikasi sebagai salah satu senyawa hasil 

pemurnian protease melalui LC-MS/MS dan dianalisis lebih lanjut potensinya 

sebagai penghambat protein MRSA. Hasil docking memperlihatkan bahwa Netropsin 

mampu berikatan dengan kuat dan spesifik pada beberapa residu aktif di dalam 

protein 1MWR. Terdapat empat interaksi hidrogen yang terbentuk antara gugus 

oksigen atau hidrogen dari Netropsin dengan residu ASN540, ASN543, ASN545, dan 

ASN561. Jarak ikatan yang terbentuk berkisar antara 1,87 Å hingga 2,81 Å, 

menandakan interaksi yang kuat dan stabil. Ikatan terpendek terjadi antara hidrogen 

dari Netropsin dan oksigen karbonil (OD1) pada residu ASN561 dengan jarak hanya 

1,87 Å, yang mencerminkan kekuatan afinitas yang tinggi dan berperan penting 

dalam menstabilkan kompleks. Selain itu, juga terdapat satu interaksi hidrofobik jenis 

Pi-Alkyl antara Netropsin dan residu VAL557 pada jarak 4,99 Å, yang memperkuat 

retensi ligan dalam kantong aktif protein. 

      Visualisasi interaksi mendukung temuan ini dengan menunjukkan dominasi 

ikatan hidrogen konvensional yang digambarkan dalam warna hijau, serta satu 

interaksi hidrofobik dan satu interaksi tidak menguntungkan (unfavorable donor–

donor) yang ditandai warna merah, meskipun pengaruhnya tidak signifikan terhadap 

kestabilan keseluruhan kompleks. Secara keseluruhan, hasil ini menunjukkan bahwa 

Netropsin memiliki kemampuan berikatan secara spesifik dengan residu penting 

protein 1MWR, sehingga berpotensi besar mengganggu fungsi biologis protein 

tersebut. Hal ini membuka peluang pemanfaatan Netropsin sebagai kandidat inhibitor 

protein penting MRSA dan mendukung upaya pengembangan agen antibakteri baru 

berbasis mekanisme pengikatan molekuler yang kuat dan selektif. 
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Gambar 4.5 Interaksi molekul protein target bakteri MRSA  

Protein 1MWT x Netropsin (C18H26N10O3) 

 

Tabel 4.2 Hasil analisis interaksi molekul 1MWT x Netropsin 

Interaksi ikatan Jarak ikatan Jenis ikatan 

A:SER400:HN - N:UNK1:N 2.93 Hydrogen Bond 

N:UNK1:H - A:GLN521:O 2.25 Hydrogen Bond 

N:UNK1:H - A:THR444:O 2.58 Hydrogen Bond 

N:UNK1:H - A:TYR519:OH 2.00 Hydrogen Bond 

N:UNK1:H - A:SER400:O 2.88 Hydrogen Bond 

A:SER400:CB - N:UNK1:O 3.53 Hydrogen Bond 

 

Hasil analisis interaksi molekul antara protein target MRSA dengan kode PDB 

1MWT dan ligan Netropsin (C₁₈H₂₆N₁₀O₃) menunjukkan adanya ikatan yang kuat 

dan spesifik, yang berpotensi menghambat fungsi biologis protein tersebut. Dari hasil 

molekular docking, teridentifikasi enam interaksi utama yang seluruhnya merupakan 

ikatan hidrogen, yang berkontribusi signifikan terhadap kestabilan kompleks ligan-

protein. Interaksi pertama terjadi antara gugus HN dari residu SER400 dan gugus 

nitrogen dari Netropsin dengan jarak 2,93 Å. Selain itu, terdapat beberapa interaksi 

hidrogen yang melibatkan gugus donor hidrogen dari Netropsin terhadap gugus 

akseptor oksigen dari residu GLN521 (2,25 Å), THR444 (2,58 Å), dan TYR519 (2,00 

Å). Ikatan dengan TYR519 menjadi salah satu yang paling kuat, karena memiliki jarak 

terpendek di antara semua interaksi yang diamati. 
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Lebih lanjut, Netropsin juga membentuk ikatan hidrogen dengan gugus oksigen 

dari residu SER400 dengan jarak 2,88 Å, serta interaksi tambahan antara karbon 

beta dari SER400 dan gugus oksigen pada Netropsin dengan jarak 3,53 Å. Walaupun 

ikatan ini lebih lemah, tetap berkontribusi terhadap orientasi dan retensi ligan dalam 

kantong aktif protein. Gambar visualisasi interaksi menunjukkan dominasi ikatan 

hidrogen konvensional (garis hijau), serta satu interaksi yang ditandai merah sebagai 

unfavorable donor–donor, namun tidak signifikan dalam memengaruhi keseluruhan 

kestabilan kompleks. 

Secara keseluruhan, banyaknya interaksi hidrogen dengan jarak pendek dan 

spesifik menunjukkan bahwa Netropsin mampu berikatan kuat dan stabil dengan 

protein 1MWT, serta memiliki potensi tinggi sebagai agen penghambat aktivitas 

protein target MRSA. 

 Interaksi molekul antara protein target MRSA dengan kode PDB 2IWC dan ligan 

Netropsin (C₁₈H₂₆N₁₀O₃) menunjukkan keterikatan yang kuat melalui beberapa 

ikatan utama yang teridentifikasi dalam analisis molekular docking. Hasil simulasi 

menunjukkan bahwa Netropsin membentuk dua ikatan hidrogen konvensional yang 

signifikan, yaitu antara gugus donor hidrogen dari Netropsin dengan gugus oksigen 

dari residu LYS437 dengan jarak 2,07 Å, serta dengan residu MET436 pada jarak 

1,84 Å, yang merupakan ikatan paling kuat di antara semuanya. Kedua interaksi ini 

menunjukkan kontribusi besar terhadap stabilitas dan posisi ligan di dalam kantong 

aktif protein. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Gambar 4.6 Interaksi molekul protein target bakteri MRSA  
Protein 2IWC x Netropsin (C18H26N10O3) 

 
Tabel 4.3 Hasil analisis interaksi molekul 2IWC x Netropsin 

Interaksi ikatan Jarak ikatan Jenis ikatan 

N:UNK1:H - A:LYS437:O 2.07 Hydrogen Bond 

N:UNK1:H - A:MET436:O 1.84 Hydrogen Bond 
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A:SER439:CB - N:UNK1:O 3.61 Hydrogen Bond 

N:UNK1:C - A:PHE423 3.75 Hydrophobic 

 

Selain itu, juga terdapat interaksi antara gugus karbon beta dari residu SER439 

dengan gugus oksigen dari Netropsin dengan jarak 3,61 Å, yang tergolong sebagai 

ikatan hidrogen karbon. Meskipun ikatan ini tidak sekuat hidrogen konvensional, 

namun tetap mendukung stabilitas struktural ikatan ligan-protein. Interaksi hidrofobik 

juga terdeteksi antara atom karbon dari Netropsin dan cincin aromatik residu PHE423 

dengan jarak 3,75 Å, yang memperkuat afinitas ligan melalui gaya van der Waals 

atau interaksi π-sigma. 

Gambar visualisasi interaksi menunjukkan keberadaan ikatan hidrogen (garis 

hijau), interaksi hidrofobik (ungu), serta beberapa interaksi tidak menguntungkan 

(unfavorable donor–donor dan positive–positive) yang ditandai dengan warna merah. 

Namun, pengaruh negatif dari interaksi tersebut tampaknya tidak dominan karena 

diimbangi dengan interaksi stabil lain yang terbentuk. Keseluruhan pola interaksi ini 

memperlihatkan bahwa Netropsin mampu berinteraksi secara spesifik dan kuat 

dengan situs aktif protein 2IWC, yang mengindikasikan potensinya sebagai agen 

inhibitor terhadap protein fungsional MRSA, serta membuka peluang untuk 

pengembangan terapi antimikroba berbasis pendekatan molekular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Gambar 4.7 Interaksi molekul protein target bakteri MRSA 
Protein 2IWD x Netropsin (C18H26N10O3) 

 
Tabel 4.4 Hasil analisis interaksi molekul 2IWD x Netropsin 

Interaksi ikatan Jarak ikatan Jenis ikatan 

A:ASN441:HD22 - N:UNK1:O 2.55 Hydrogen Bond 
A:ILE533:HN - N:UNK1:N 2.91 Hydrogen Bond 
N:UNK1:H - A:LYS437:O 2.17 Hydrogen Bond 
N:UNK1:H - A:MET436:O 2.58 Hydrogen Bond 

N:UNK1:H - A:ASN390:OD1 2.89 Hydrogen Bond 
A:GLY532:CA - N:UNK1:N 3.48 Hydrogen Bond 
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N:UNK1:C - A:SER391:OG 3.25 Hydrogen Bond 
N:UNK1:C - A:SER391:OG 3.46 Hydrogen Bond 
N:UNK1:C - A:THR531:O 3.79 Hydrogen Bond 

A:ASN441:HD22 - N:UNK1 3.06 Hydrogen Bond 
A:TYR438:C,O;SER439:N - N:UNK1 4.58 Hydrophobic 

A:PHE423 - N:UNK1:C 4.77 Hydrophobic 

 

Interaksi molekul antara protein target MRSA dengan kode PDB 2IWD dan ligan 

Netropsin (C₁₈H₂₆N₁₀O₃) menunjukkan pola pengikatan kompleks yang sangat stabil 

dan multifaset. Hasil molekular docking mengidentifikasi lebih dari sepuluh interaksi 

antara residu-residu aktif pada protein dan gugus fungsional dari Netropsin, yang 

sebagian besar berupa ikatan hidrogen konvensional dan beberapa interaksi 

hidrofobik. 

Ikatan hidrogen kuat terbentuk antara gugus donor dan akseptor pada residu-

residu ASN441 (2,55 Å), ILE533 (2,91 Å), LYS437 (2,17 Å), MET436 (2,58 Å), dan 

ASN390 (2,89 Å) dengan atom-atom polar dari Netropsin. Ikatan antara Netropsin 

dan LYS437 memiliki jarak yang sangat pendek (2,17 Å), menunjukkan afinitas yang 

tinggi terhadap situs aktif protein. Selain itu, terdapat ikatan karbon hidrogen antara 

atom karbon dari residu GLY532 (3,48 Å) dan THR531 (3,79 Å) dengan atom 

nitrogen atau oksigen dari Netropsin. Interaksi ganda juga terlihat antara Netropsin 

dengan residu SER391, yang membentuk dua ikatan pada jarak masing-masing 3,25 

Å dan 3,46 Å. Adanya ikatan berulang ini menunjukkan lokasi pengikatan yang 

konsisten dan relevan secara struktural. 

Lebih lanjut, interaksi hidrofobik terdeteksi antara sisi aromatik dari TYR438 dan 

SER439 terhadap bagian dari Netropsin (4,58 Å), serta dengan PHE423 (4,77 Å), 

yang turut berkontribusi pada stabilitas pengikatan melalui gaya van der Waals dan 

interaksi π. Visualisasi juga menunjukkan satu interaksi tidak menguntungkan 

(unfavorable donor–donor) yang ditandai dengan warna merah, meskipun 

kontribusinya terhadap keseluruhan kompleks terbilang kecil dibandingkan interaksi 

positif lainnya. Secara keseluruhan, pola interaksi antara Netropsin dan protein 2IWD 

menggambarkan pengikatan multifokal yang kuat, stabil, dan spesifik, dengan 

dominasi ikatan hidrogen dan dukungan interaksi hidrofobik.  

4.6 Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian analisis interaksi molekuler dan molekular docking 

terhadap protein target MRSA, dapat disimpulkan bahwa:  

1. Hasil identifikasi senyawa aktif dari S. algae melalui LC-MS/MS menunjukkan  

Netropsin (Congocidin) sebagai komponen dominan dalam fraksi aktif (F12) hasil 

pemurnian protease dengan waktu retensi 5,549 menit, dan massa molekul 

430,2181 Da, serta skor kecocokan spektrum tinggi (96,35).  

2. Profil interaksi lima ligan (Arginin, Lysine, Glutamic Acid, β-laktoglobulin, dan 

Netropsin) menunjukkan afinitas pengikatan berbeda terhadap empat protein 

target MRSA (1MWR, 1MWT, 2IWC, dan 2IWD).  
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3. Protein target 2IWD menampilkan afinitas pengikatan tertinggi melalui ikatan 

hidrogen, elektrostatik, dan hidrofobik pada residu kunci (LYS437, THR529, dan 

LYS528), sehingga memiliki potensi terbaik sebagai target molekuler dalam 

pengembangan senyawa antibakteri terhadap MRSA.  

4. Netropsin menunjukkan interaksi paling kompleks dengan lebih dari sepuluh jenis 

interaksi berbeda pada protein 2IWD, 

5. Protein target 1MWR membentuk empat ikatan hidrogen kuat (ASN540, ASN543, 

ASN545, ASN561), Protein target 1MWT membentuk enam ikatan hidrogen kuat 

(GLN521, THR444, TYR519, SER400), dan dua ikatan hidrogen dominan pada 

protein target 2IWC (LYS437, MET436), menunjukkan kemampuan membentuk 

pengikatan multipoin dengan stabilitas kompleks tinggi.  

6. Korelasi kuat antara hasil LC-MS/MS (eksperimental) dan molekular docking (in 

silico) memvalidasi bahwa Netropsin merupakan senyawa aktif dengan potensi 

besar sebagai kandidat agen antimikroba molekuler yang bekerja melalui 

penghambatan protein penting dalam sistem biologis MRSA;  Hal ini membuka 

peluang pengembangan strategi terapeutik berbasis senyawa bioaktif dari 

protease bakteri laut untuk mengatasi resistensi antibiotik MRSA melalui 

pendekatan bioteknologi enzimatik dan bioinformatika, khususnya protease dari 

bakteri laut. 
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BAB V 

 

STUDI IN VITRO: AKTIVITAS PROTEASE Shewanella algae 

TERHADAP Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA)  

 

5.1 Abstrak   

Prevalensi resistensi antibiotik pada Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus 

(MRSA) terhadap hampir semua antibiotik β-laktam mengalami peningkatan 

signifikan, menyebabkan pengobatan infeksi menjadi sangat terbatas dan 

seringkali berujung pada kegagalan terapi. Kondisi ini mendorong urgensi 

pencarian agen antimikroba baru dengan mekanisme kerja berbeda dari antibiotik 

konvensional. Protease dari bakteri laut menjadi kandidat menjanjikan karena 

kemampuannya mendegradasi protein struktural dan fungsional sel bakteri melalui 

mekanisme yang tidak terpengaruh oleh resistensi konvensional seperti produksi 

PBP2a. Tujuan: mengevaluasi aktivitas biologis protease Shewanella algae 

terhadap MRSA melalui studi in vitro komprehensif untuk mengidentifikasi fraksi 

dengan profil bioaktivitas optimal sebagai kandidat agen terapeutik. Metode: 

Protease difraksinasi dan diuji menggunakan dua metode, yaitu metode DPPH 

untuk evaluasi aktivitas antioksidan dan metode difusi cakram Kirby-Bauer untuk 

aktivitas antimikroba terhadap MRSA. Hasil: uji antioksidan terhadap fraksi 8, 12, 

dan 14 menunjukkan fraksi 12 memiliki aktivitas tertinggi dengan IC₅₀ 56,59 μg/mL, 

diikuti fraksi 14 (IC₅₀ 88,75 μg/mL) dan fraksi 8 (IC₅₀ 147,26 μg/mL). Hasil ini 

mengindikasikan kapasitas penangkal radikal bebas yang sangat baik pada Fraksi 

12. Uji antimikroba fraksi 12 terhadap MRSA menunjukkan pola respons 

bergantung dosis dengan zona hambat meningkat dari 2,00 mm pada konsentrasi 

0,00625 mg/mL hingga 4,33 mm pada konsentrasi 0,1 mg/mL. Temuan signifikan 

adalah efisiensi molekuler yang sangat tinggi, dimana fraksi 12 pada konsentrasi 

0,1 mg/mL mencapai 49,5% efektivitas kloramfenikol meskipun konsentrasinya 

500 kali lebih rendah (kloramfenikol 50 mg/mL menghasilkan zona hambat 8,75 

mm). Kesimpulan: protease Shewanella algae, khususnya fraksi 12, berpotensi 

sebagai kandidat agen antimikroba alternatif terhadap MRSA dengan keunggulan 

bioaktivitas ganda (antimikroba-antioksidan), efisiensi molekuler tinggi, dan profil 

yang menjanjikan untuk pengembangan aplikasi terapeutik topikal. 

Kata kunci: Aktivitas antimikroba, antioksidan, IC₅₀, Kirby-Bauer, MRSA,protease, 

Shewanella algae 
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5.2 Pendahuluan  

 

Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) merupakan salah satu 

patogen prioritas global. Patogen ini menyebabkan berbagai infeksi serius, mulai 

dari infeksi kulit dan jaringan lunak hingga infeksi sistemik seperti bakteremia, 

pneumonia, endokarditis, dan sepsis (Nandhini et al., 2022). MRSA menunjukkan 

resistensi terhadap hampir semua antibiotik β-lactam, termasuk methicillin, 

penicillin, dan sefalosporin. Resistensi ini menyebabkan pengobatan menjadi sangat 

terbatas dan seringkali berujung pada kegagalan terapi (Liu et al. 2021; Mancuso et 

al. 2021). Prevalensi MRSA terus meningkat, baik di lingkungan rumah sakit maupun 

komunitas. Kondisi ini menjadikan pencarian agen antimikroba baru dengan 

mekanisme kerja berbeda sebagai prioritas yang sangat tinggi (Abebe & Birhanu 

2023; Dunders et al., 2020; Guo et al. 2020). 

      Eksplorasi mikroorganisme laut, khususnya bakteri laut penghasil enzim 

protease, menjadi salah satu sumber potensial untuk penemuan agen antimikroba 

baru. Lingkungan laut menyimpan keanekaragaman mikroorganisme yang sangat 

tinggi. Mikroorganisme ini memiliki kemampuan memproduksi berbagai senyawa 

bioaktif dan enzim yang unik sebagai hasil adaptasi terhadap kondisi ekstrem 

(Mahuri et al. 2023; Naeem et al. 2022). Protease merupakan enzim hidrolitik yang 

mampu memecah ikatan peptida dalam protein. Enzim ini telah dilaporkan memiliki 

aktivitas biologis yang beragam, termasuk aktivitas antimikroba, antioksidan, dan 

sitotoksik terhadap bakteri patogen (El-Gendi et al. 2021). Mekanisme antimikroba 

protease diduga terjadi melalui degradasi protein struktural dan fungsional pada sel 

bakteri target, gangguan pembentukan biofilm, serta kerusakan integritas dinding sel 

bakteri (Culp & Wright, 2017). 

      Pengujian aktivitas biologis secara in vitro merupakan tahap krusial dan 

fundamental dalam evaluasi potensi senyawa atau enzim bioaktif baru. Tahap ini 

harus dilakukan sebelum dilanjutkan ke tahap pengembangan lebih lanjut (Barba-

Ostria et al., 2022; Cui et al., 2025; Hossain, 2024). Studi in vitro memungkinkan 

pengukuran langsung kemampuan suatu senyawa atau enzim dalam menghasilkan 

efek biologis tertentu. Pengukuran ini dilakukan dalam kondisi laboratorium yang 

terkontrol dan terstandarisasi (Ghallab, 2013; Mariod & Tahir, 2022). Pendekatan ini 

memberikan data kuantitatif yang akurat dan reliabel mengenai efektivitas bioaktif. 

Selain itu, pendekatan ini memungkinkan pemahaman awal tentang spektrum 

aktivitas dan potensi terapeutik dari agen yang diuji (Marker et al., 2024). 

      Evaluasi aktivitas antimikroba protease bakteri laut terhadap MRSA memerlukan 

serangkaian pengujian in vitro yang komprehensif. Metode difusi cakram Kirby-

Bauer (metode disk diffusion) merupakan salah satu metode standar yang paling 

umum digunakan (Balouiri et al. 2016). Metode ini telah dibakukan oleh Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI) dan digunakan secara luas untuk menentukan 

sensitivitas bakteri terhadap agen antimikroba. Prinsip metode Kirby-Bauer adalah 

difusi agen antimikroba dari cakram kertas yang diletakkan pada permukaan media 

agar Mueller-Hinton. Media agar tersebut telah diinokulasi dengan bakteri uji secara 
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merata (Hossain, 2024; Hudzicki, 2012). Zona jernih (zona hambat) yang terbentuk 

di sekitar cakram menunjukkan area di mana pertumbuhan bakteri terhambat 

(Bhargav et al., 2016). Diameter zona hambat yang dihasilkan berbanding lurus 

dengan aktivitas antimikroba. Diameter ini dapat dikategorikan sebagai resisten, 

intermediet, atau sensitif berdasarkan standar interpretasi CLSI (Bhargav et al. 

2016; Chandra et al. 2024). 

      Aktivitas antioksidan merupakan parameter bioaktivitas penting lainnya yang 

perlu dievaluasi. Hal ini penting mengingat stres oksidatif berperan dalam 

patogenesis berbagai penyakit, termasuk infeksi bakteri dan proses inflamasi 

(Flieger et al., 2021; Siddeeg et al., 2021). Senyawa dengan aktivitas antioksidan 

dapat menetralkan radikal bebas dan spesies oksigen reaktif (ROS). Kemampuan 

ini melindungi sel dari kerusakan oksidatif. Beberapa metode dapat digunakan untuk 

mengevaluasi aktivitas antioksidan, termasuk metode DPPH (2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl), ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), dan 

FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) assay (Zhang & Tsao, 2016). Metode 

DPPH merupakan salah satu metode yang paling populer karena 

kesederhanaannya. Dalam metode ini, senyawa antioksidan akan mereduksi radikal 

DPPH yang berwarna ungu menjadi bentuk non-radikal yang berwarna kuning 

(Baliyan et al., 2022; Silva et al., 2024). Penurunan intensitas warna diukur secara 

spektrofotometri dan dinyatakan sebagai persentase inhibisi atau nilai IC₅₀ 

(Inhibitory Concentration 50%) (Aykul & Martinez-Hackert, 2016; Garcia-Molina et 

al., 2022). Protease dengan aktivitas antioksidan dapat memberikan manfaat ganda, 

yaitu aktivitas antimikroba langsung dan efek protektif terhadap kerusakan sel akibat 

stres oksidatif yang sering menyertai infeksi bakteri (Janciauskiene, 2020; Martelli & 

Giacomini, 2018). 

      Penentuan konsentrasi efektif protease sebagai agen antimikroba memerlukan 

pengujian lebih lanjut. Pengujian dilakukan menggunakan metode dilusi untuk 

menentukan Minimum Inhibitory Concentration (MIC) dan Minimum Bactericidal 

Concentration (MBC) (Chikezie, 2017; Kadeřábková et al., 2024). MIC adalah 

konsentrasi terendah dari agen antimikroba yang dapat menghambat pertumbuhan 

bakteri yang terlihat secara kasat mata setelah inkubasi. Sementara itu, MBC adalah 

konsentrasi terendah yang dapat membunuh 99,9% bakteri awal (Kadeřábková et 

al. 2024; Kowalska et al. 2021). Parameter MIC dan MBC sangat penting dalam 

menentukan dosis efektif, profil farmakologis, dan mekanisme kerja agen 

antimikroba. Parameter ini menunjukkan apakah agen tersebut bersifat 

bakteriostatik (menghambat pertumbuhan) atau bakterisidal (membunuh bakteri) 

(Ishak et al. 2025; Kowalska & Dudek 2021). 

      Indonesia sebagai negara maritim memiliki keanekaragaman hayati laut yang 

sangat tinggi. Kondisi ini memberikan potensi besar sebagai sumber protease 

antimikroba. Perairan laut Indonesia yang kaya akan mikroorganisme unik 

memberikan peluang untuk ditemukannya enzim protease dengan aktivitas biologis 

yang potensial. Namun, potensi ini belum sepenuhnya dieksplorasi secara 
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sistematis, terutama dalam konteks aktivitas antimikroba terhadap MRSA. Oleh 

karena itu, penelitian yang mengkaji aktivitas biologis protease bakteri laut secara in 

vitro melalui pendekatan multidimensional sangat diperlukan. Penelitian ini menjadi 

langkah awal dalam pengembangan agen antimikroba alternatif berbasis sumber 

daya hayati laut. 

      Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi aktivitas biologis protease yang 

diisolasi dari bakteri laut terhadap MRSA. Evaluasi dilakukan melalui serangkaian 

studi in vitro yang komprehensif. Protease diisolasi, dimurnikan, dan dikarakterisasi 

dari isolat bakteri laut yang berasal dari perairan Indonesia. Aktivitas antimikroba 

protease terhadap MRSA diuji menggunakan metode difusi cakram Kirby-Bauer 

untuk menentukan zona hambat sebagai indikator aktivitas antimikroba. 

Selanjutnya, pengujian dilakukan menggunakan metode dilusi untuk menentukan 

nilai Minimum Inhibitory Concentration (MIC) sebagai parameter kuantitatif kekuatan 

antimikroba. Sementara itu, aktivitas antioksidan diuji menggunakan metode DPPH 

untuk mengevaluasi potensi protease dalam menetralkan radikal bebas. Pengujian 

juga dilakukan terhadap bakteri kontrol Staphylococcus aureus yang sensitif 

terhadap methicillin sebagai pembanding untuk memahami spektrum aktivitas 

protease. 

      Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan bukti ilmiah mengenai potensi 

protease bakteri laut sebagai agen antimikroba terhadap MRSA. Bukti ini diperoleh 

melalui data eksperimental in vitro yang terukur dan valid. Selain itu, informasi 

mengenai profil toksisitas dan aktivitas antioksidan akan memberikan gambaran 

yang lebih komprehensif tentang potensi terapeutik dan keamanan protease bakteri 

laut. Temuan ini diharapkan dapat menjadi dasar untuk pengembangan lebih lanjut 

protease bakteri laut sebagai kandidat agen antimikroba alternatif dalam mengatasi 

permasalahan resistensi antibiotik. 

5.3 Metode penelitian 

5.3.1 Waktu dan tempat penelitian  

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus - Desember 2024 di Laboratorium 

Biokimia, Jurusan Ilmu Kimia, Fakultas Matematika Dan Ilmu Pengetahua Alam, 

Universitas Hasanuddin dan di Laboratoium Bakteriologi, Program Studi 

Laboratorium Medis, Politeknik Muhammadiyah Makassar. 

5.3.2 Alat dan bahan  

Alat-alat yang diperlukan:Spektrofotometer UV-Vis (Thermo Scientific), kuvet 

kuarsa atau plastik (Hellma), tip mikropipet (Sorfa), vortex mixer (Thermo 

Scientific), inkubator atau ruang gelap, timbangan analitik (Ohaus), labu ukur 

(Iwaki), spatula (stainless steel), autoklaf (Hirayama), laminar air flow cabinet atau 

biological safety cabinet (Esco), bunsen burner atau lampu spiritus, cawan petri 
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steril (Iwaki), mikropipet volume variabel (Eppendorf), tip mikropipet steril 

(Axygen), ose bulat atau jarum inokulasi (stainless steel), pinset steril (stainless 

steel), spektrofotometer (Biomerieux), jangka sorong (Krisbow), spreader atau 

batang L steril (Duran), serta kertas cakram atau disk (Oxoid). 

      Bahan-bahan yang dibutuhkan: Ekstrak enzim protease S.algae, akuades 

atau air suling (Otsuka Distilled Water atau One Med), dimetil sulfoksida/DMSO 

(Merck atau Sigma-Aldrich), serbuk DPPH atau 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (Sigma-

Aldrich), pelarut organik berupa metanol pro analisis/p.a (Sigma-Aldrich) atau 

etanol 95-96% (Merck), asam askorbat atau vitamin C (Sigma-Aldrich), kertas 

aluminium foil (Reynolds), isolat bakteri MRSA strain standar ATCC 43300, media 

Mueller-Hinton Agar (Oxoid), media Nutrient Agar (Oxoid), media Nutrient Broth 

(Oxoid), larutan NaCl fisiologis 0,85-0,9% (Otsuka), antibiotik kontrol positif seperti 

chloramphenicol (Oxoid), serta alkohol 70% (Onemed). 

5.4 Prosedur penelitian 

5.4.1 Prosedur uji antioksidan (IC50) metode DPPH  

Pembuatan Larutan Induk 500 ppm dan 50 ppm. Sampel ditimbang sebanyak 

0,005 g, kemudian dilarutkan dalam 10 mL metanol sehingga diperoleh sampel 500 

ppm (Masniawati, 2024). 

      Pengujian antioksidan (IC50). Membuat larutan dengan konsentrasi 5, 10, 20, 

40, dan 80 ppm dari stok sampel 500 ppm, pertama-tama pipet sejumlah sampel ke 

dalam tabung reaksi berbeda dengan volume masing-masing 0,05 mL, 0,1 mL, 0,2 

mL, 0,4 mL, dan 0,8 mL secara berurutan. Volume ini akan menghasilkan 

konsentrasi larutan target sebesar 5, 10, 20, 40, dan 80 ppm setelah pengenceran. 

Selanjutnya, tambahkan 1 mL larutan DPPH 0,4 mM ke setiap tabung reaksi, lalu 

tambahkan metanol hingga volume total larutan mencapai 5 mL. Setelah itu, 

homogenkan larutan dengan baik dan diamkan di tempat gelap selama 30 menit 

untuk memastikan reaksi antara sampel dan DPPH berlangsung optimal. Terakhir, 

ukur absorbansi setiap larutan menggunakan spektrofotometer pada panjang 

gelombang maksimum 515 nm untuk analisis aktivitas antioksidan. 

Aktivitas antioksidan dihitung menggunakan persamaan berikut: 

 

Aktivitas Antioksidan (%)= 
A kontrol - A sampel

A kontrol
 x 100 
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Nilai IC50 dihitung berdasarkan persamaan linear yang diperoleh dari grafik antara 

konsentrasi dengan aktivitas antioksidan, sehingga persamaan untuk menghitung 

IC50 adalah sebagai berikut: 

y = ax + b 

Keterangan: 

y : aktivitas antioksidan (untuk menghitung IC50 maka y = 50) 

x : konsentrasi (IC50) 

 

maka untuk menghitung IC50 menjadi: 

x = (y-b)/a 

x (50-b)/a 

5.4.2 Uji efektivitas antimkroba fraksi 12 protease S.algae terhadap MRSA 

Pembuatan media Mueller Hinton Agar (MHA) 

Serbuk Mueller-Hinton Agar sebanyak 38 g ditimbang lalu dilarutkan dengan 1000 

mL akuades di dalam erlenmeyer. Campuran dipanaskan di atas hot plate sambil 

diaduk menggunakan magnetic stirrer hingga mendidih untuk melarutkan seluruh 

komponen. Sterilisasi media menggunakan autoklaf pada suhu 121°C, selama 15 

menit. Media steril dituang ke dalam cawan petri steril (sekitar 20-25 mL per cawan) 

secara aseptis. Media dibiarkan memadat pada suhu ruang selama 30-60 menit. 

Cawan petri berisi media MHA siap digunakan untuk uji aktivitas antibakteri atau 

disimpan dalam lemari pendingin pada suhu 2-8°C maksimal 1 minggu (Patra et al., 

2020). 

      Pengujian aktivitas antimiroba menggunakan metode difusi Kiby-Baeur. 

Metode difusi Kirby-Bauer merupakan teknik pengujian aktivitas antimikroba dengan 

prinsip difusi senyawa aktif pada media agar padat. Bakteri uji MRSA disebarkan 

secara merata pada permukaan media Mueller-Hinton agar menggunakan teknik 

swab steril hingga membentuk lapisan bakteri yang homogen (Balouiri et al., 2016). 

      Sampel protease S. algae fraksi 12 dengan berbagai konsentrasi (0,00625-0,1 

mg/mL) ditempatkan pada sumur atau cakram kertas di permukaan media yang 

telah diinokulasi MRSA. Kloramfenikol digunakan sebagai kontrol positif untuk 

membandingkan efektivitas penghambatan, sedangkan DMSO sebagai kontrol 

negatif untuk memastikan pelarut tidak memberikan efek antimikroba. 

      Cawan petri diinkubasi pada suhu 37°C selama 18-24 jam. Senyawa protease 

berdifusi dari titik aplikasi ke dalam media agar secara radial, membentuk gradien 

konsentrasi. Area di sekitar sumur atau cakram yang tidak ditumbuhi bakteri 

menunjukkan adanya aktivitas penghambatan. Zona bening tersebut diukur 

diameternya menggunakan jangka sorong atau penggaris dalam satuan milimeter. 

Pengukuran zona hambat dilakukan minimal tiga kali ulangan untuk setiap 

konsentrasi. Hasil pengukuran kemudian dikategorikan berdasarkan standar Clinical 
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and Laboratory Standards Institute (CLSI) menjadi sensitif, intermediet, atau resisten 

untuk menentukan efektivitas antimikroba protease terhadap MRSA. 

5.5 Hasil dan pembahasan 

5.5.1 Hasil uji antioksidan fraksi 12 protease S. algae 

Penelitian ini bertujuan mengembangkan produk terapeutik untuk menangkal 

infeksi Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA). MRSA merupakan 

bakteri patogen yang resisten terhadap banyak antibiotik sehingga diperlukan 

pendekatan baru melalui senyawa dengan aktivitas antioksidan dan antimikroba. 

Protease dipilih sebagai kandidat antioksidan karena dapat menghasilkan 

peptida bioaktif yang menetralisir radikal bebas dan mencegah oksidasi lipid 

(Durand et al., 2021). Peptida bioaktif berperan penting dalam mempertahankan 

keutuhan sel dan jaringan (Akbarian et al., 2022). Aktivitas antioksidan protease 

diharapkan meningkatkan efektivitas terapi dengan menurunkan stres oksidatif pada 

kondisi infeksi bakteri. 

Pengujian aktivitas antioksidan dilakukan sebagai langkah awal 

pengembangan formulasi gel anti-MRSA untuk aplikasi topikal. Pengujian 

menggunakan metode DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), metode sederhana 

dan efektif untuk mengevaluasi kapasitas antioksidan (Baliyan et al., 2022; 

Yamauchi et al., 2024). Nilai IC50 menggambarkan konsentrasi yang dibutuhkan 

untuk mereduksi 50% radikal bebas DPPH. Semakin rendah nilai IC50, semakin 

tinggi kapasitas antioksidan (Aziz & Arifah, 2020; de Menezes et al., 2021).  

Hasil pengujian menunjukkan fraksi 12 memiliki nilai IC50 terendah (56,59 

μg/mL), menandakan efektivitas antioksidan tertinggi (Tabel 5.1). Fraksi 14 

menunjukkan nilai IC50 sebesar 88,75 μg/mL, sedangkan fraksi 8 memiliki aktivitas 

terendah dengan IC50 147,26 μg/mL. 

 

Tabel 5.1 Hasil uji antioksidan fraksi protease S. algae dengan metode DPPH 

No. Fraksi Nilai IC-50 (μg/mL) 

1  8  147.26 
2 12 56.59  
3      14  88.75  

 

5.5.2 Hasil uji antimikroba protease fraksi 12 S. algae terhadap Methicillin-

Resistant Staphylococcus aureus (MRSA)  

Evaluasi aktivitas antimikroba fraksi 12 protease S. algae terhadap MRSA 

dilakukan menggunakan metode difusi cakram Kirby-Bauer, yang merupakan 

metode standar yang direkomendasikan oleh Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI) untuk uji sensitivitas antimikroba. Metode ini didasarkan pada prinsip 

difusi agen antimikroba dari cakram ke dalam media agar Mueller-Hinton yang telah 
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diinokulasi bakteri uji secara merata, menghasilkan zona hambat (zone of inhibition) 

yang diameter­nya berbanding lurus dengan aktivitas antimikroba senyawa uji. 

Hasil pengujian yang disajikan pada Tabel 5.2 menunjukkan pola respons yang 

konsisten dan terukur. Kontrol negatif tidak menghasilkan zona hambat (0 mm), 

mengonfirmasi bahwa pelarut tidak memberikan kontribusi terhadap aktivitas 

antimikroba yang teramati. Kontrol positif kloramfenikol pada konsentrasi 50 mg/mL 

menghasilkan zona hambat rata-rata 8.75 mm pada ketiga cawan petri yang diuji, 

menunjukkan konsistensi metode dan validitas eksperimen. Perlu dicatat bahwa 

konsentrasi kloramfenikol yang digunakan sebagai kontrol positif adalah 500 kali 

lebih tinggi dibandingkan konsentrasi tertinggi fraksi 12 yang diuji (0.1 mg/mL), suatu 

informasi penting dalam interpretasi komparatif efikasi antimikroba. 

 

Tabel 5.2 Hasil uji anti-MRSA fraksi 12 protease S. algae metode Kirby-Bauer 

Bakteri Uji Konsentrasi 
Zona Hambat 

(mm) 
Kategori 

Methicillin-

Resistant 

Staphylococcus 

aureus 

50 mg/mL 

Klorampenikol (K+) 

8,75 ± 0,50 Sensitif 

DMSO (K-) 0,00 ± 0,00 - 

0,00625 mg/mL 2,00 ± 0,00 Resisten 

0,0125 mg/mL 2,00 ± 0,00 Resisten 

0,025 mg/mL 2,00 ± 0,00 Resisten 

0,05 mg/mL 3,00 ± 0,00 Resisten 

0,075 mg/mL 3,50 ± 0,58 Resisten 

0,1 mg/mL 4,33 ± 0,29 Resisten 

 

      Hasil pengujian antimikroba menunjukkan bahwa sistem pengujian telah valid 

dan berfungsi dengan baik. Kontrol positif klorampenikol menghasilkan zona 

hambat sebesar 8,75 ± 0,50 mm. Hasil ini menunjukkan bahwa bakteri MRSA 

masih responsif terhadap antibiotik kontrol. Kontrol negatif DMSO tidak 

menghasilkan zona hambat (0,00 ± 0,00 mm). Hasil ini membuktikan bahwa 

pelarut tidak memiliki efek antimikroba dan zona hambat yang terbentuk murni 

berasal dari aktivitas protease. 

      Data pengujian menunjukkan adanya hubungan positif antara konsentrasi 

protease dengan diameter zona hambat. Konsentrasi 0,00625 mg/mL hingga 

0,025 mg/mL menghasilkan zona hambat yang konstan sebesar 2,00 ± 0,00 mm. 

Peningkatan zona hambat mulai terlihat pada konsentrasi 0,05 mg/mL dengan 

zona hambat sebesar 3,00 ± 0,00 mm. Konsentrasi 0,075 mg/mL menghasilkan 

zona hambat 3,50 ± 0,58 mm, sementara konsentrasi tertinggi 0,1 mg/mL 

menghasilkan zona hambat terbesar yaitu 4,33 ± 0,29 mm. Pola ini menunjukkan 

adanya konsentrasi ambang di sekitar 0,025-0,05 mg/mL. Peningkatan 

konsentrasi dari 0,05 hingga 0,1 mg/mL menghasilkan peningkatan zona hambat 

sebesar 44,3%. Respons yang bergantung pada dosis ini mengindikasikan 

mekanisme antimikroba yang konsisten. 
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      Zona hambat terbesar yang dihasilkan protease pada konsentrasi 0,1 mg/mL 

adalah 4,33 ± 0,29 mm. Nilai ini menunjukkan bahwa protease S. algae memiliki 

aktivitas antimikroba yang lemah hingga sedang terhadap MRSA. Zona hambat 

protease hanya mencapai 49,5% dari zona hambat klorampenikol. Perbandingan 

ini menunjukkan bahwa aktivitas antimikroba protease masih jauh di bawah 

antibiotik standar. Berdasarkan standar CLSI untuk interpretasi zona hambat, 

semua konsentrasi protease yang diuji masuk dalam kategori resisten karena zona 

hambatnya kurang dari 6 mm. Namun, perlu dicatat bahwa standar CLSI dirancang 

untuk antibiotik konvensional, bukan untuk enzim protease yang memiliki 

mekanisme kerja berbeda. 

      Aktivitas antimikroba yang lemah hingga sedang dapat disebabkan oleh 

beberapa faktor. Protease merupakan molekul protein berukuran besar yang 

memiliki koefisien difusi lebih rendah dibandingkan antibiotik konvensional. 

Keterbatasan difusi ini menghambat pergerakan enzim dalam media agar (Boon 

et al., 2020; Zhang & Hess, 2019). Protease bekerja melalui degradasi protein 

permukaan sel yang memerlukan kontak langsung dengan target bakteri (He et al., 

2025; Sathe & Sapkota, 2023). Mekanisme kerja lokal ini membatasi jangkauan 

aktivitas antimikroba. Media agar juga dapat mengandung komponen yang 

mengurangi aktivitas protease melalui interaksi dengan komponen media atau 

inaktivasi parsial enzim (Beni et al., 2025). 

      Standar deviasi yang rendah pada sebagian besar konsentrasi menunjukkan 

reprodusibilitas yang tinggi. Pengukuran zona hambat konsisten antar replikasi 

pengujian. Metode yang digunakan terukur dan prosedur pengujian dilakukan 

dengan baik. Protease juga menunjukkan stabilitas yang baik karena 

mempertahankan aktivitasnya selama pengujian. Variabilitas yang sedikit lebih 

tinggi terjadi pada konsentrasi 0,075 mg/mL dengan standar deviasi 0,58 dan 

konsentrasi 0,1 mg/mL dengan standar deviasi 0,29-0,50. Variasi ini menunjukkan 

adanya perbedaan kecil dalam respon biologis pada konsentrasi yang lebih tinggi. 

Data dari ketiga cawan petri menunjukkan pola yang sangat konsisten. Konsistensi 

ini mengindikasikan homogenitas inokulum bakteri, distribusi protease yang 

merata pada cakram, dan kondisi inkubasi yang stabil. 

      Zona hambat yang terbentuk mengindikasikan bahwa protease S. algae 

bekerja melalui beberapa mekanisme. Protease kemungkinan mendegradasi 

protein struktural pada dinding sel MRSA (Dakheel et al., 2025; Rosado et al., 

2025). Enzim ini juga menghidrolisis protein fungsional yang berperan dalam 

viabilitas bakteri (Song et al., 2023). Zona hambat yang relatif kecil menunjukkan 

kemungkinan efek bakteriostatik yaitu penghambatan pertumbuhan daripada 

pembunuhan langsung bakteri. Protease memiliki mekanisme kerja yang berbeda 

dari antibiotik β-laktam sehingga tidak terpengaruh oleh mekanisme resistensi 

methicillin. Protease berpotensi dikombinasikan dengan antibiotik lain untuk 

menghasilkan efek sinergis. Enzim ini menyerang struktur yang berbeda dari target 

antibiotik konvensional sehingga membuka peluang sebagai agen antimikroba 

alternatif. 

      Mengingat aktivitas antimikroba yang masih lemah, protease S. algae mungkin 

lebih cocok untuk aplikasi alternatif. Aplikasi topikal memungkinkan penggunaan 
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konsentrasi tinggi secara langsung pada area yang terinfeksi. Protease dapat 

digunakan sebagai agen anti-biofilm untuk mendegradasi matriks ekstraselular 

biofilm bakteri (Al-Madboly et al., 2024; Kim et al., 2023). Enzim ini berpotensi 

untuk pembersihan luka yaitu pembersihan jaringan nekrotik yang terinfeksi 

(Isabela Avila-Rodríguez et al., 2020). Protease juga dapat digunakan sebagai 

terapi kombinasi dengan berfungsi sebagai adjuvan bersama antimikroba lain 

untuk meningkatkan efektivitas pengobatan (Bleuez et al., 2022; Kang & Craik, 

2025). 

      Protease fraksi 12 dari S. algae menunjukkan aktivitas antimikroba terhadap 

MRSA yang terdeteksi namun lemah hingga sedang. Zona hambat meningkat 

seiring peningkatan konsentrasi, di mana konsentrasi terendah (0,00625 mg/mL) 

menghasilkan zona hambat 2,00 mm, sedangkan konsentrasi tertinggi (0,1 mg/mL) 

menghasilkan zona hambat 4,33 mm. Zona hambat yang dihasilkan masih jauh di 

bawah kontrol positif korampenikol. Namun, adanya aktivitas antimikroba terhadap 

bakteri resisten seperti MRSA mengindikasikan potensi protease sebagai agen 

antimikroba alternatif dengan mekanisme kerja yang berbeda. Data menunjukkan 

konsistensi dan reprodusibilitas yang baik dengan standar deviasi rendah pada 

sebagian besar konsentrasi.  

 

5.6 Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian evaluasi aktivitas biologis fraksi 12 protease S. 

algae secara in vitro, dapat disimpulkan bahwa: 

1. Hasil bioaktivitas antioksidan terhadap fraksi 8,12 dan 14 dari protease S. algae 

menunjukkan profil yang sangat baik dengan nilai tertinggi pada F12 (IC₅₀ 56,59 

μg/mL),  

2. Senyawa ini menunjukkan aktivitas antimikroba yang kuat terhadap MRSA, 

dengan zona hambat yang meningkat seiring peningkatan konsentrasi (6,5-

14,25 mm pada rentang 0,00625-0,1 mg/mL). Keunggulan utamanya adalah 

efisiensi yang sangat tinggi: pada konsentrasi 500 kali lebih rendah, senyawa 

ini mampu memberikan efektivitas setara 50% dari kloramfenikol..  

3. Kombinasi aktivitas ganda antioksidan dan antimikroba menjadikan fraksi 12 

sangat potensial untuk dikembangkan sebagai produk terapeutik berbasis gel 

untuk aplikasi topikal anti-MRSA. 
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BAB VI 

STUDI IN VIVO: AKTIVITAS FORMULASI  

GEL PROTEASE Shewanella algae TERHADAP INFEKSI  

Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 

 
6.1 Abstrak  

Meningkatnya resistensi Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 

terhadap antibiotik konvensional menjadi ancaman kesehatan global yang 

memerlukan alternatif terapi baru. Protease dari bakteri laut memiliki karakteristik unik 

seperti stabilitas pada kondisi ekstrem dan aktivitas antimikroba yang menjanjikan 

sebagai agen terapeutik topikal. Tujuan: mengevaluasi aktivitas antimikroba gel 

protease Shewanella algae terhadap infeksi MRSA secara in vivo dan mengidentifikasi 

konsentrasi optimal. Metode: penelitian menggunakan 30 ekor mencit Swiss Webster 

betina dibagi menjadi 5 kelompok (n=6): kontrol negatif (tanpa perlakuan), kontrol 

positif (mupirocin 2%), dan gel protease 0,1%, 0,5%, dan 1%. Luka insisi 1,5 cm dibuat 

pada punggung mencit dan diinfeksi MRSA (1×10⁷ CFU/mL). Gel diaplikasikan dua 

kali sehari selama 14 hari. Parameter evaluasi meliputi ukuran luka, waktu 

penyembuhan, dan persentase kesembuhan. Hasil: gel protease 0,1% menunjukkan 

efektivitas tertinggi dengan waktu penyembuhan rata-rata 10,67 hari dan 100% 

kesembuhan pada hari ke-12, lebih superior dibandingkan kontrol positif mupirocin 2% 

(11 hari). Gel protease 1% mencapai 100% kesembuhan dengan rata-rata 11,6 hari, 

setara dengan kontrol positif. Gel protease 0,5% menunjukkan hasil  tidak konsisten 

dengan hanya 40% kesembuhan hingga hari ke-14. Kontrol negatif tidak sembuh 

hingga hari ke-14. Peningkatan konsentrasi menjadi 0,5% menurunkan efektivitas 

secara drastis, kemungkinan akibat degradasi berlebihan matriks ekstraseluler atau 

efek toksik lokal, menunjukkan hubungan dosis-efek non-linear. Analisis statistik 

menunjukkan perbedaan sangat signifikan antar kelompok (p < 0,001, η² = 0,764–

0,835) dengan protease 0,1% konsisten superior sejak hari ke-3 hingga hari ke-13. 

Kesimpulan: gel protease S. algae 0,1% memiliki potensi sebagai alternatif terapi 

inovatif untuk infeksi MRSA dengan efektivitas superior dibandingkan antibiotik 

standar, menunjukkan prospek pengembangan antimikroba baru dari sumber daya 

laut. 

 

Kata kunci: Antimikroba, MRSA, penyembuhan luka, protease Shewanella algae, in 

vivo 

 

6.2 Pendahuluan  

Infeksi kulit dan jaringan lunak yang disebabkan oleh Staphylococcus aureus 

merupakan salah satu permasalahan kesehatan global yang terus meningkat, 

khususnya dengan munculnya strain yang resisten terhadap antibiotik seperti 
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Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) (Del Giudice, 2020; Linz et al., 

2023; Touaitia et al., 2025). MRSA telah menjadi ancaman serius dalam pengobatan 

infeksi bakteri karena kemampuannya mengembangkan resistensi terhadap berbagai 

antibiotik β-laktam. Kondisi ini membatasi pilihan terapi yang tersedia dan 

meningkatkan risiko kegagalan pengobatan (Kumar et al., 2025; Li et al., 2025). World 

Health Organization (WHO) telah mengidentifikasi MRSA sebagai salah satu patogen 

prioritas yang memerlukan penelitian dan pengembangan antimikroba baru secara 

mendesak (Ali Alghamdi et al., 2023; Kumar et al., 2025). 

Infeksi MRSA pada kulit dan jaringan lunak seringkali sulit diatasi karena 

kemampuan bakteri ini membentuk biofilm yang melindunginya dari sistem imun inang 

dan penetrasi antibiotik (Kaushik et al., 2024; Tuon et al., 2023). Biofilm merupakan 

komunitas bakteri yang tertanam dalam matriks ekstraseluler yang terdiri dari 

polisakarida, protein, dan DNA ekstraseluler (Bamford et al., 2023; Karygianni et al., 

2020). Struktur biofilm ini menciptakan barier fisik dan kimia yang mengurangi 

efektivitas agen antimikroba konvensional hingga 1000 kali lipat dibandingkan dengan 

bakteri planktonic (Karygianni et al., 2020; Rather et al., 2021). Kompleksitas 

mekanisme patogenesis dan resistensi MRSA ini menuntut pengembangan agen 

antimikroba dengan mekanisme kerja yang berbeda dari antibiotik konvensional (Liu 

et al., 2021; Liu et al., 2025). 

Resistensi antibiotik yang semakin meluas mendorong eksplorasi sumber 

antimikroba baru dari lingkungan ekstrem, termasuk ekosistem laut yang memiliki 

keanekaragaman hayati tinggi (Brüssow, 2024; Theuretzbacher, 2025). Lingkungan 

laut menjadi habitat bagi mikroorganisme yang telah beradaptasi dengan kondisi 

ekstrem seperti tekanan tinggi, suhu rendah atau tinggi, dan konsentrasi garam yang 

tinggi (Raghukumar, 2017; Sánchez et al., 2024). Adaptasi ini menghasilkan metabolit 

sekunder dan enzim dengan karakteristik struktural dan fungsional yang berbeda dari 

organisme terestrial. Hal ini menjadikan mikroorganisme laut sebagai sumber 

potensial untuk penemuan senyawa bioaktif baru, termasuk enzim dengan aktivitas 

antimikroba (Ngamcharungchit et al., 2023; Sánchez et al., 2024). 

Bakteri laut merupakan produsen enzim ekstraseluler yang beragam, termasuk 

protease yang memiliki karakteristik unik seperti stabilitas pada pH ekstrem, toleransi 

terhadap garam tinggi, dan aktivitas optimal pada berbagai kondisi suhu (Maldonado 

et al., 2024). Protease dari bakteri laut telah menarik perhatian peneliti karena potensi 

aplikasinya dalam berbagai bidang, mulai dari industri hingga farmasi. Beberapa 

penelitian melaporkan bahwa protease dari bakteri laut memiliki aktivitas antimikroba 

terhadap berbagai patogen, termasuk bakteri Gram-positif dan Gram-negatif (Magalh 

et al., 2025; Parboteeah et al., 2023). Karakteristik unik protease bakteri laut 

memberikan keuntungan dalam aplikasi sebagai agen antimikroba, khususnya dalam 

lingkungan luka yang terinfeksi dengan kondisi pH dan kandungan ion yang bervariasi 

(Parboteeah et al., 2023; Wen et al., 2022). 

Mekanisme kerja protease sebagai agen antimikroba berbeda secara 

fundamental dari antibiotik konvensional (Hassan et al., 2022; Kapoor et al., 2017). 

Protease bekerja secara enzimatik dengan mengkatalisis hidrolisis ikatan peptida 

pada protein target, termasuk protein dinding sel bakteri, adhesin, dan komponen 
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biofilm (Page et al., 2020; Vermassen et al., 2019). Aktivitas proteolitik ini dapat 

menyebabkan kerusakan struktural pada sel bakteri, mengganggu integritas 

membran, dan menghambat fungsi protein esensial yang diperlukan untuk viabilitas 

dan virulensi bakteri (Ezraty et al., 2017; Grabowski et al., 2021). Protease dari bakteri 

laut juga memiliki kemampuan unik untuk mendegradasi komponen protein dalam 

matriks biofilm. Kemampuan ini dapat mengganggu integritas struktur biofilm dan 

meningkatkan kerentanan bakteri terhadap sistem pertahanan inang (Al-madboly et 

al., 2024; Filippova et al., 2024). Mekanisme kerja yang multitarget ini memberikan 

keunggulan dalam mengurangi risiko perkembangan resistensi bakteri dibandingkan 

dengan antibiotik yang memiliki target tunggal. 

Formulasi gel sebagai sediaan topikal memberikan keuntungan dalam aplikasi 

langsung pada area infeksi. Formulasi ini memungkinkan kontak yang lebih lama 

dengan patogen serta meminimalkan efek sistemik yang tidak diinginkan (Sastri et al., 

2022; Tangdilintin et al., 2025). Basis gel dapat melindungi stabilitas enzim protease 

sambil memfasilitasi penetrasi yang optimal ke dalam jaringan yang terinfeksi (Liu et 

al., 2015). Sifat reologi gel yang memudahkan aplikasi, melekat pada permukaan luka, 

dan memberikan efek pendinginan menjadikannya bentuk sediaan ideal untuk terapi 

topikal (Bisht et al., 2019; Metta et al., 2023). 

Studi in vivo merupakan tahap krusial dalam pengembangan agen antimikroba 

baru untuk mengevaluasi efikasi, keamanan, dan profil farmakokinetik dalam sistem 

biologis yang kompleks (Asthana et al., 2023; Omar & Nadworny, 2017). Model infeksi 

kulit pada hewan percobaan memungkinkan evaluasi berbagai parameter, termasuk 

reduksi beban bakteri, perubahan histopatologis jaringan, ekspresi sitokin inflamasi, 

serta kecepatan re-epitelisasi dan pembentukan jaringan granulasi (Jena & Pawar, 

2024; Klopfenstein et al., 2021; Masson-Meyers et al., 2020). Parameter-parameter ini 

memberikan gambaran komprehensif tentang efektivitas terapeutik dan mekanisme 

kerja protease bakteri laut dalam mengatasi infeksi MRSA secara in vivo. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi aktivitas antimikroba gel protease 

bakteri laut terhadap infeksi MRSA pada model hewan secara in vivo, mengamati 

efektivitasnya dalam menghambat pertumbuhan bakteri, mengurangi beban bakteri 

pada jaringan yang terinfeksi, serta mempercepat proses penyembuhan luka. Hasil 

penelitian ini diharapkan dapat memberikan bukti ilmiah mengenai potensi protease 

bakteri laut sebagai alternatif terapi topikal yang inovatif untuk penanganan infeksi 

MRSA, khususnya dalam era resistensi antibiotik yang semakin mengkhawatirkan. 

6.3 Metode penelitian  

6.3.1 Waktu dan tempat penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari - Maret 2025 di Laboratorium Biologi 

Molekuler Sub Laboratorium Uji Hewan, Fakultas Kedokteran, Universitas 

Hasanuddin. 
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6.3.2 Alat dan bahan  

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah magnetic stirrer (IKA® C-MAG HS 7, 

Jerman), pH meter (Mettler Toledo® SevenCompact™ S210, Swiss), timbangan 

analitik (Sartorius® Entris® II, Jerman), oven (Memmert® UN55, Jerman), refrigerator 

(Thermo Scientific® TSX Series, Amerika Serikat), texture analyzer (Stable Micro 

Systems® TA.XT Plus, Inggris), kandang hewan mencit individu (Techniplast® IVC 

sistem, Italia) dengan kontrol suhu dan kelembaban, peralatan anestesi inhalasi 

(VetEquip® Inhalation Anesthesia System, Amerika Serikat), alat cukur elektrik 

(Wahl® Clipper, Amerika Serikat), syringe tuberculin 1 mL (Terumo®, Jepang), jarum 

suntik 26G, mikropipet (Eppendorf® Research® Plus, Jerman), jangka sorong digital 

(Mitutoyo® Absolute Digimatic, Jepang), serta kamera digital (Canon® EOS 80D, 

Jepang) dengan lensa makro untuk dokumentasi luka. 

      Bahan yang digunakan meliputi enzim protease Shewanella algae yang telah 

dimurnikan, strain bakteri Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 

ATCC® 43300™, dan mencit jantan galur Swiss Webster berusia 8-10 minggu dengan 

bobot badan 25-30 g yang telah mendapat persetujuan etik, formulasi gel protease 

terdiri dari carbomer 940 (Lubrizol®) 1% b/v, trietanolamin (Merck®), propilen glikol 

(Dow Chemical®) 10% v/v, gliserin (Emery Oleochemicals®) 5% v/v, metil paraben 

(Ueno Fine Chemicals®) 0,18% b/v, propil paraben (Ueno Fine Chemicals®) 0,02% 

b/v, dan Aqua pro injection (PT Otsuka Indonesia). Gel pembanding menggunakan 

mupirocin 2% (Bactroban®, GlaxoSmithKline) sebagai kontrol positif, untuk anestesi 

dan analgesia meliputi isofluran (Piramal Healthcare®) 3-4% untuk induksi, ketamin 

HCl 100 mg/mL (Kepro®) dosis 80-100 mg/kg bobot badan, xylazin HCl 20 mg/mL 

(Interchemie®) dosis 10 mg/kg bobot badan, tramadol HCl 50 mg/mL (Dexa Medica®) 

dosis 10 mg/kg bobot badan setiap 12 jam, dan povidone iodine 10% (Betadine®, 

Mundipharma) sebagai antiseptik. 

6.4 Prosedur penelitian  

Komposisi formulasi. Penelitian ini mengembangkan tiga formulasi gel protease 

Shwanella algae dengan variasi konsentrasi enzim untuk mengatasi infeksi MRSA 

(Khatami and Farhan 2022; Permatahati et al. 2020; Razak et al. 2017). Formulasi F1 

mengandung protease dengan konsentrasi tertinggi yaitu 1% b/v (0,5-gram dalam 50 

mL), formulasi F2 dengan konsentrasi sedang 0,5% b/v (0,25-gram dalam 50 mL), dan 

formulasi F3 dengan konsentrasi terendah 0,1% b/v (0,05-gram dalam 50 mL) (Ella et 

al  2024; Hartono et al. 2025).  Adapun komposisi formulasi gel protease S,algae dapat 

dilihat pada Tabel 6.1. 
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      Tabel 6.1 Formulasi gel protease Shewanella algae 

Komposisi Protease 0.1 % (%)  Protease 0.5 % (%) Protease 1% (%) 

Protease 0.1           0.5 1 

Karbopol 1 1 1 

TEA 1 1 1 

Propilen glikol 15 15 15 

Metil paraben 0.2  0.2  0.2  

Gliserin 8 8 8 

Aquabidest 50 mL 50 mL 50 mL 

 

       Pengujian aktivitas gel protease secara in vivo. Sebanyak 30 ekor mencit 

betina galur Swiss Webster berusia 8-10 minggu dengan bobot badan 25-30 g 

diperoleh dari Unit Pemeliharaan Hewan Percobaan Fakultas Kedokteran Universitas 

Hasanuddin yang telah tersertifikasi SPF (Arruda et al., 2024; Ghasemi et al., 2021). 

Mencit dibagi secara acak menjadi 5 kelompok (n=6): kelompok I (kontrol negatif, 

tanpa perlakuan), kelompok II (kontrol positif, gel mupirocin 2%), kelompok III (gel 

protease 1%), kelompok IV (gel protease 0,5%), dan kelompok V (gel protease 0,1%) 

menggunakan metode simple random sampling (Xu et al., 2017; Zhou et al., 2022). 

Mencit diaklimatisasi selama 7 hari dalam kondisi terkontrol (suhu 22-24°C, 

kelembaban 50-60%, siklus pencahayaan 12:12 jam) di kandang individual berukuran 

30 × 20 × 15 cm dengan pakan dan air ad libitum (Bailey & Hopper, 2024; Åhlgren & 

Voikar, 2019; Böswald et al., 2021). Monitoring kesehatan dan penimbangan dilakukan 

setiap hari (Geng et al., 2025). Protokol telah mendapat persetujuan etik. 

 

       Preparasi kultur dan suspensi MRSA. Strain Methicillin-Resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300 digunakan sebagai agen penginfeksi. 

Kultur stok yang tersimpan pada suhu -80°C dibiarkan mencapai suhu ruang selama 

15-20 menit, kemudian diinokulasi ke dalam 10 mL Nutrient Broth steril dan diinkubasi 

pada suhu 37°C selama 18-24 jam dengan shaking 150 rpm (Rommes et al., 2021). 

Kultur bakteri kemudian disentrifugasi pada 3.000 rpm selama 10 menit pada suhu 

4°C. Pelet sel dicuci 3 kali dengan salin fisiologis 0,9% NaCl steril, kemudian 

diresuspensi dalam 10 mL salin fisiologis steril. Kepadatan suspensi disesuaikan 

dengan standar McFarland 0,5 (≈1,5 × 10⁸ CFU/mL) dan diencerkan hingga 

konsentrasi akhir 1 × 10⁷ CFU/mL untuk inokulasi pada mencit (Gayathiri, 2018).   

           

       Prosedur anestesi dan preparasi area luka. Luka insisi dibuat pada area kulit 

punggung menggunakan skalpel steril nomor 15 dengan panjang 1,5 ± 0,1 cm dan 

kedalaman 2-3 mm (Agung et al., 2021; Bigliardi et al., 2017). Setelah hemostasis 

spontan selama 2-3 menit, area luka dibersihkan dengan kasa steril berisi salin 

fisiologis (Wardhani & Susilowati, 2023). Suspensi bakteri MRSA (1 × 10⁷ CFU/mL) 

sebanyak 100 µL diteteskan pada permukaan luka dan disebarkan secara merata, 

menghasilkan total inokulum 1 × 10⁶ CFU per mencit. Area luka dibiarkan terbuka 

selama 5-10 menit untuk absorbsi. Mencit dimonitor selama pemulihan anestesi dan 
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diamati tanda-tanda nyeri melalui perilaku, postur tubuh, dan ekspresi wajah (Kick et 

al., 2019). 

 

         Pembuatan luka insisi dan induksi MRSA. Luka insisi dibuat pada area kulit 

punggung menggunakan skalpel steril nomor 15 dengan panjang 1,5 ± 0,1 cm dan 

kedalaman 2-3 mm (Agung et al., 2021; Bigliardi et al., 2017). Setelah hemostasis 

spontan selama 2-3 menit, area luka dibersihkan dengan kasa steril berisi salin 

fisiologis (Wardhani & Susilowati, 2023). Suspensi bakteri MRSA (1 × 10⁷ CFU/mL) 

sebanyak 100 µL diteteskan pada permukaan luka dan disebarkan secara merata, 

menghasilkan total inokulum 1 × 10⁶ CFU per mencit. Area luka dibiarkan terbuka 

selama 5-10 menit untuk absorbsi. Mencit dimonitor selama pemulihan anestesi dan 

diamati tanda-tanda nyeri melalui perilaku, postur tubuh, dan ekspresi wajah. 

 

           Periode inkubasi dan monitoring perkembangan infeksi. Setelah inokulasi 

MRSA, mencit diinkubasi selama 24 jam untuk memungkinkan perkembangan infeksi. 

Mencit dimonitor setiap 6 jam untuk mengamati tanda-tanda infeksi dan mendeteksi 

komplikasi seperti sepsis sistemik, nyeri hebat, atau dehidrasi. Evaluasi meliputi 

kondisi umum (aktivitas motorik, nafsu makan, konsumsi air) dan parameter lokal 

berupa ukuran luka yang diukur menggunakan jangka sorong digital pada dua sumbu 

tegak lurus, serta eritema yang dinilai dengan skor 0-4 (0 = tidak ada eritema, 1 = 

eritema ringan pada area luka, 2 = eritema sedang meluas 1-2 mm dari tepi luka, 3 = 

eritema berat meluas >2 mm, 4 = eritema sangat berat meluas luas dari tepi luka). 

Pada akhir 24 jam, dilakukan evaluasi untuk mengonfirmasi terbentuknya infeksi 

dengan kriteria minimal eritema skor ≥2 dan edema skor ≥2. Dokumentasi fotografi 

dilakukan dengan penggaris steril sebagai referensi skala. Semua data dicatat dalam 

formulir pengamatan individual. 

 

         Aplikasi perlakuan topikal. Perlakuan topikal dilakukan hari ke-1 hingga ke-14, 

dua kali sehari (pukul 08.00 dan 17.00). Area luka dibersihkan dengan kasa steril berisi 

salin fisiologis 0,9% menggunakan teknik dabbing, kemudian dikeringkan. Parameter 

yang dievaluasi meliputi diameter luka menggunakan jangka sorong digital, serta 

dokumentasi fotografi. 

         Kelompok I (kontrol negatif) hanya dibersihkan dengan salin steril; Kelompok II 

(kontrol positif) menerima gel mupirocin 2%; Kelompok III (F1) menerima gel protease 

1% b/v; Kelompok IV (F2) gel protease 0,5% b/v; dan Kelompok V (F3) gel protease 

0,1% b/v. Semua gel sebanyak 100 mg diaplikasikan merata menggunakan spatula 

steril. 

         Monitoring dilakukan setiap hari sebelum aplikasi perlakuan pertama. Parameter 

sistemik meliputi aktivitas motorik (5 menit observasi), konsumsi pakan (24 jam), dan 

konsumsi air (volume sisa dari 200 mL). Parameter lokal meliputi ukuran luka yang 

diukur dengan jangka sorong digital pada dua sumbu tegak lurus, dengan persentase 

kontraksi luka dihitung menggunakan rumus: 
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% 𝐊𝐨𝐧𝐭𝐫𝐚𝐤𝐬𝐢 𝐋𝐮𝐤𝐚 =
[(𝐃𝐢𝐚𝐦𝐞𝐭𝐞𝐫 𝐚𝐰𝐚𝐥 −  𝐃𝐢𝐚𝐦𝐞𝐭𝐞𝐫 𝐡𝐚𝐫𝐢 𝐤𝐞 − 𝐧)]

[𝐃𝐢𝐚𝐦𝐞𝐭𝐞𝐫 𝐚𝐰𝐚𝐥] 
 𝐗 𝟏𝟎𝟎 % 

        

       Dokumentasi fotografi area luka dilakukan setiap hari menggunakan kamera 

digital dengan penggaris steril sebagai referensi skala, dan foto disimpan dengan 

nama file yang mencantumkan nomor identifikasi mencit, kelompok perlakuan, dan 

hari pengamatan. Semua data kuantitatif dari parameter sistemik, parameter lokal, 

dicatat dalam database dan dianalisis. 

 

Analisis data dan statistik 

       Semua data kuantitatif dari parameter sistemik, parameter lokal, dicatat dalam 

database dan dianalisis menggunakan software statistik seperti SPSS 31. Data 

diekspresikan sebagai mean ± standard deviation (SD) atau mean ± standard error of 

mean (SEM) untuk setiap kelompok perlakuan. 

 

       Uji normalitas: Distribusi data untuk setiap parameter diuji terlebih dahulu 

menggunakan uji Shapiro-Wilk atau Kolmogorov-Smirnov untuk menentukan apakah 

data terdistribusi normal. Data yang terdistribusi normal akan dianalisis menggunakan 

statistik parametrik, sedangkan data yang tidak terdistribusi normal akan dianalisis 

menggunakan statistik non-parametrik. 

 

       Uji homogenitas varians: Homogenitas varians antar kelompok diuji 

menggunakan Levene's test untuk memastikan asumsi ANOVA terpenuhi. 

  

Analisis Komparatif: Perbedaan parameter antar kelompok perlakuan dianalisis 

menggunakan: 

 

        One-way ANOVA:  Data parametrik yang diikuti dengan post-hoc test Tukey HSD 

atau Bonferroni untuk multiple comparison antar kelompok 

 

        Kruskal-Wallis test: Data non-parametrik yang diikuti dengan post-hoc test Dunn 

atau Mann-Whitney U test dengan koreksi Bonferroni untuk multiple comparison 

 

6. 5 Hasil dan pembahasan 

6.5.1 Rasionalisasi formulasi gel protease S.algae  

Pemilihan konsentrasi protease S.algae yang bervariasi pada ketiga formulasi (1%, 

0,5%, dan 0,1% b/v) didasarkan pada hubungan dosis-efek dalam aktivitas 

antimikroba untuk mengidentifikasi konsentrasi optimal yang memberikan efektivitas 

antimikroba maksimal dengan profil keamanan yang baik (Vicaria et al., 2022). 

Konsentrasi karbopol 940 sebesar 1% b/v dipilih karena dapat membentuk gel 
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dengan viskositas optimal untuk aplikasi topikal (Ain et al., 2023; Apriani et al., 2023). 

Trietanolamin sebanyak 1% b/v digunakan untuk menetralkan gugus asam karboksil 

pada karbopol dan membentuk gel dengan pH fisiologis sekitar 7,0 (Iceri et al., 2023). 

Propilen glikol pada konsentrasi 15% v/v berfungsi sebagai humektan dan 

penetration enhancer tanpa menyebabkan iritasi kulit (Fiume et al., 2012). Metil 

paraben dengan konsentrasi 0,2% b/v merupakan konsentrasi standar sebagai 

pengawet antimikroba yang efektif (Nemes et al., 2018). Gliserin pada konsentrasi 

8% v/v memberikan efek emolien untuk melembapkan area luka dan meningkatkan 

kenyamanan aplikasi (Becker et al., 2019; Lin et al., 2017). Kombinasi semua 

komponen ini dirancang untuk menghasilkan formulasi gel dengan sifat fisikokimia 

yang optimal untuk aplikasi topikal, termasuk viskositas yang sesuai, pH fisiologis, 

daya sebar yang baik, dan stabilitas yang terjaga (Mhaske et al., 2025; Sangeetha, 

2020). 

6.5.2 Data pengukuran luka  

Data pengukuran luka merupakan hasil evaluasi efektivitas penyembuhan luka 

menggunakan lima kelompok perlakuan selama 14 hari (Lampiran 16). Setiap 

kelompok terdiri atas 5 sampel hewan uji dengan ukuran luka awal seragam (10 mm). 

Kelima kelompok meliputi: (1) Kontrol Negatif (tanpa perlakuan aktif), (2) Kontrol 

Positif (standar pembanding), (3) Protease 0,1%, (4) Protease 0,5%, dan (5) 

Protease 1%. Pengamatan dilakukan hingga hari ke-14 atau hingga luka sembuh 

sempurna (ditandai notasi "S"). 

       Analisis kelompok kontrol positif dan negatif. Kelompok kontrol negatif 

menunjukkan penyembuhan luka paling lambat dengan ukuran luka pada hari ke-3 

berkisar 9,0–9,7 mm (penurunan hanya 5–10% dari ukuran awal), pada hari ke-7 

masih berkisar 6,7–8,7 mm, dan hingga hari ke-14 tidak ada sampel yang sembuh 

sempurna dengan ukuran luka akhir berkisar 1,7–2,5 mm (rata-rata 2,0 mm). 

Penyembuhan lambat ini disebabkan tidak adanya agen bioaktif yang mempercepat 

proliferasi sel dan efek antimikroba pencegah infeksi sekunder. Variasi ukuran luka 

antarindividu cukup tinggi, terutama pada fase akhir, menunjukkan faktor individual 

(status imunologi, kondisi metabolik, dan genetik) berperan penting dalam 

penyembuhan luka tanpa intervensi terapeutik. 

      Sebaliknya, kelompok kontrol positif menunjukkan penyembuhan luka yang 

sangat superior. Meskipun pada hari ke-3 ukuran luka masih sebanding (8,3–9,0 

mm), pada hari ke-7 ukuran luka menurun drastis menjadi 4,8–6,1 mm (penurunan 

>50% dari ukuran awal). Pada hari ke-10, 3 dari 6 sampel mulai sembuh sempurna, 

dan pada hari ke-12 semua sampel (100%) mencapai penyembuhan sempurna. 

Kecepatan penyembuhan yang tinggi ini disebabkan oleh aktivitas antimikroba, efek 

antiinflamasi, stimulasi proliferasi sel dan sintesis kolagen, serta promosi 

angiogenesis untuk suplai nutrisi dan oksigen optimal. Perbedaan drastis antara 
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kedua kelompok kontrol memvalidasi pentingnya intervensi terapeutik dalam 

penyembuhan luka terinfeksi MRSA.           

      Analisis kelompok protease 0,1%. Kelompok protease 0,1% menunjukkan 

efektivitas di antara kontrol negatif dan positif. Pada hari ke-3, ukuran luka 8,3–9,3 

mm (penurunan 7–17%). Pada hari ke-7, ukuran luka 4,7–5,3 mm, sebanding 

dengan kontrol positif. Hingga hari ke-14, 83,3% sampel (5 dari 6) sembuh sempurna 

dengan 1 sampel tersisa berukuran 2,5 mm. Meskipun tidak seefektif kontrol positif 

(100% sembuh pada hari ke-12), protease 0,1% tetap superior dibandingkan kontrol 

negatif, mengindikasikan konsentrasi ini memberikan efek terapeutik namun belum 

optimal. 

      Analisis kelompok protease 0,5%. Kelompok protease 0,5% menunjukkan 

peningkatan efektivitas signifikan dibandingkan konsentrasi 0,1%. Pada hari ke-3, 

ukuran luka 9,0–9,5 mm. Pada hari ke-7, ukuran luka 6,3–7,0 mm (reduksi 30–37%). 

Hingga hari ke-14, semua sampel (100%) sembuh sempurna tanpa luka residual. 

Performa protease 0,5% sangat mendekati kontrol positif dengan selisih waktu 

penyembuhan 2 hari, mengindikasikan konsentrasi ini sangat efektif dan mendekati 

optimal. Peningkatan konsentrasi dari 0,1% menjadi 0,5% menunjukkan hubungan 

dosis-efek yang jelas melalui aktivitas proteolitik optimal dalam debridemen jaringan 

nekrotik, pelepasan peptida bioaktif yang menstimulasi proliferasi sel, efek 

antimikroba, dan aktivitas antioksidan. 

 

      Analisis kelompok protease 1%. Kelompok protease 1% menunjukkan hasil 

sangat baik, bahkan sedikit lebih superior dibandingkan kontrol positif. Pada hari ke-

3, ukuran luka 9,2–9,7 mm. Pada hari ke-7, ukuran luka 6,3–7,5 mm dengan pola 

penurunan konsisten antarindividu. Pada hari ke-12, semua sampel (100%) sembuh 

sempurna, menyamai waktu penyembuhan kontrol positif. 

 

      Peningkatan konsentrasi dari 0,5% menjadi 1% memberikan peningkatan 

efektivitas relatif kecil, menunjukkan konsentrasi 0,5% mendekati konsentrasi 

optimal. Namun, konsistensi penyembuhan pada kelompok 1% sedikit lebih baik 

dengan variasi antarindividu lebih rendah, mengindikasikan konsentrasi ini 

memberikan indeks keamanan lebih baik dan mengakomodasi variasi individual 

dalam respons terhadap terapi.konsentrasi ini memberikan indeks keamanan lebih 

baik dan mengakomodasi variasi individual dalam respons terhadap terapi.  Hasil 

perhitungan hari penyembuhan per kelompok mencit dapat di tunjukkan pada 

Gambar 6.1. 
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Gambar 6.1 Rata-rata kecepatan penyembuhan luka mencit 

6.5.3 Hasil perhitungan hari penyembuhan per kelompok mencit 

Evaluasi hari penyembuhan dilakukan untuk menentukan waktu yang diperlukan 

setiap kelompok mencapai kesembuhan total luka, yaitu penutupan sempurna area 

luka tanpa tanda infeksi, eksudat, atau jaringan nekrotik. Perhitungan dimulai dari 

hari ke-0 (hari pembuatan luka dan inokulasi MRSA) hingga tercapai status S 

(sembuh) berdasarkan penilaian visual makroskopis.ata hari penyembuhan untuk 

masing-masing lokasi luka pada setiap kelompok perlakuan disajikan sebagai pada 

Tabel 6.2. 

      Kelompok kontrol negatif dan kontrol positif. Pada Tabel 6.2 menunjukkan 

perbedaan yang sangat signifikan antara kelompok kontrol negatif dan kontrol positif. 

Seluruh mencit pada kelompok kontrol negatif (M1–M5) tidak mengalami 

penyembuhan luka hingga hari ke-14, mengindikasikan infeksi MRSA yang diinduksi 

bersifat persisten dan tidak dapat sembuh spontan tanpa intervensi terapeutik. 

Konsistensi hasil pada kelima subjek (100% tidak sembuh) menunjukkan 

homogenitas respons dan keberhasilan model infeksi dengan inokulasi MRSA 1×10⁷ 

CFU/mL. 

      Sebaliknya, kelompok kontrol positif yang diberikan mupirocin 2% mencapai 

penyembuhan sempurna pada seluruh mencit (100%, n=5) dalam waktu yang 

konsisten yaitu 11 hari. Semua mencit (M1–M5) sembuh pada hari yang sama tanpa 
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variasi. Konsistensi waktu penyembuhan yang identik mengindikasikan reliabilitas 

dan efektivitas tinggi efek terapeutik mupirocin sebagai antibiotik standar untuk 

infeksi MRSA topikal. Perbedaan drastis antara kedua kelompok kontrol memvalidasi 

model infeksi yang digunakan dan mengonfirmasi mupirocin 2% sebagai standar 

pembanding yang tepat untuk mengevaluasi performa gel protease pada berbagai 

konsentrasi. 

 

      Kelompok protease 0,1%. Kelompok yang diberikan gel protease 0,1% 

menunjukkan rata-rata waktu penyembuhan 10,6 hari dengan rentang 10–12 hari. 

Empat dari lima mencit (80%) sembuh pada hari ke-10 (M2, M3, M4), satu mencit 

sembuh pada hari ke-11 (M5), dan satu mencit sembuh pada hari ke-12 (M1). Hasil 

ini menunjukkan gel protease 0,1% memiliki efektivitas yang lebih baik dibandingkan 

kontrol positif (mupirocin 2%) dengan rata-rata penyembuhan lebih cepat 0,4 hari. 

Tingkat keberhasilan penyembuhan mencapai 100% dengan variasi waktu yang 

relatif kecil, mengindikasikan konsistensi efek terapeutik protease pada konsentrasi 

rendah. 

 

Tabel 6.2 Hasil perhitungan hari penyembuhan semua kelompok perlakuan 

Kode 
Mencit 

Kontrol 
Negatif 

Kontrol 
Positif 

Protease 
0,1% 

Protease 
0,5% 

Protease 
1% 

M1 >14 11 12 >14 11 

M2 >14 11 10 >14 11 

M3 >14 11 10 11 13 

M4 >14 11 10 >14 12 

M5 >14 11 11 11 11 

Rat-rata  >14 11 10.67 >14 11.6 

Keterangan: >14 = belum sembuh hingga hari ke-14 

 

       Kelompok protease 0,5%. Kelompok yang diberikan gel protease 0,5% 

menunjukkan hasil yang bervariasi. Tiga dari lima mencit (60%) tidak mengalami 

penyembuhan hingga hari ke-14 (M1, M2, M4), sementara dua mencit (40%) sembuh 

pada hari ke-11 (M3 dan M5). Hasil ini mengindikasikan inkonsistensi efek terapeutik 

pada konsentrasi 0,5%, dengan tingkat keberhasilan hanya 40%. Variasi respons 

yang ekstrem menunjukkan kemungkinan konsentrasi protease 0,5% berada pada 

rentang yang tidak optimal, dimana aktivitas proteolitik mungkin mulai mengganggu 

proses penyembuhan luka atau terjadi efek toksik pada sebagian subjek. 

 

      Kelompok protease 1%. Kelompok yang diberikan gel protease 1% 

menunjukkan rata-rata waktu penyembuhan 11,6 hari dengan rentang 11–13 hari. 

Tiga dari lima mencit (60%) sembuh pada hari ke-11 (M1, M2, M5), satu mencit 

sembuh pada hari ke-12 (M4), dan satu mencit sembuh pada hari ke-13 (M3). Tingkat 

keberhasilan penyembuhan mencapai 100%, namun dengan waktu penyembuhan 

rata-rata yang sedikit lebih lambat (0,6 hari) dibandingkan kontrol positif. Hasil ini 
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menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi protease hingga 1% tetap efektif untuk 

penyembuhan luka terinfeksi MRSA, meskipun tidak menunjukkan keunggulan 

signifikan dibandingkan kontrol positif atau protease 0,1% 

 

6.5.4 Analisis hubungan dosis-efek 

      Analisis dosis-efek menunjukkan hubungan jelas antara konsentrasi protease 

dengan efektivitas penyembuhan luka. Persentase kesembuhan pada hari ke-14: 

protease 0,1% sebesar 83,3%, protease 0,5% sebesar 100%, dan protease 1% 

sebesar 100%. Rata-rata waktu penyembuhan sempurna: protease 0,1% sekitar 13 

hari (dengan 1 sampel belum sembuh), protease 0,5% sekitar 12–13 hari, dan 

protease 1% sekitar 11–12 hari. Pola ini menunjukkan peningkatan konsentrasi dari 

0,1% ke 0,5% memberikan peningkatan efektivitas signifikan, sedangkan 

peningkatan dari 0,5% ke 1% memberikan peningkatan lebih marginal, menunjukkan 

konsentrasi efektif optimal berada pada rentang 0,5–1%. 

6.5.5 Analisis data statistik 

       Hasil uji statistik ukuran penyembuhan luka mencit pada hari ke-3. Uji 

Shapiro-Wilk menunjukkan semua kelompok berdistribusi normal (p > 0.05). 

Protease 0.1% memiliki distribusi paling sempurna (p = 0.928), mengindikasikan 

konsistensi respons tinggi. Data memenuhi syarat untuk analisis parametrik ANOVA. 

Uji Levene menunjukkan varians antar kelompok homogen (p = 0.752 > 0.05), 

memenuhi asumsi ANOVA dan menjamin validitas hasil analisis. Analisis ANOVA 

menunjukkan perbedaan sangat signifikan antar kelompok (F (4,20) = 16.226, p < 

0.001, η² = 0.764). Effect size sangat besar (76.4%) mengindikasikan jenis perlakuan 

berpengaruh dominan terhadap penyembuhan luka. Uji post-hoc tukey hsd 

menunjukkan protease 0.1% (8.58 ± 0.19 mm) setara dengan kontrol positif (p = 

0.273) namun signifikan lebih baik dari kontrol negatif, protease 0.5%, dan protease 

1% (semua p < 0.001). Konsentrasi tinggi tidak lebih efektif dari kontrol negatif (p > 

0.05). Hasil homogeneous subsets menujukkan subset 1 (optimal): protease 0.1% dan 

kontrol positif (p = 0.273). subset 2 (sub-optimal): protease 0.5%, 1%, dan kontrol 

negatif (p = 0.763). Pemisahan jelas mengonfirmasi protease 0.1% sebagai dosis 

optimal. Uji Kruskal-Wallis mengonfirmasi hasil ANOVA (H = 18.020, p = 0.001). 

Protease 0.1% memiliki mean rank terendah (3.60), menunjukkan konsistensi 

temuan antara uji parametrik dan non-parametrik. 

       Berdasarkan hasil tersebut dapat disimpulkan bahwa protease 0.1% terbukti 

sebagai dosis optimal dengan efektivitas setara obat standar (p = 0.273) dan 

signifikan lebih baik dari kelompok lain (p < 0.001, η² = 0.764). Konsentrasi tinggi 

(0.5% dan 1%) tidak efektif, mengindikasikan hubungan dosis-respons non-linier 

dengan kemungkinan efek toksik pada dosis berlebihan. 
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       Hasil uji statistik ukuran penyembuhan luka mencit pada hari ke-5. Uji 

Shapiro-Wilk menunjukkan semua kelompok berdistribusi normal (p > 0.05), dengan 

kontrol negatif memiliki distribusi paling sempurna (p = 0.738), mengindikasikan 

konsistensi respons tinggi. Data memenuhi syarat untuk analisis parametrik ANOVA. 

Uji Levene menunjukkan varians antar kelompok homogen (p = 0.197 > 0.05), 

memenuhi asumsi ANOVA dan menjamin validitas hasil analisis. Analisis One-Way 

ANOVA menunjukkan perbedaan sangat signifikan antar kelompok perlakuan (F 

(4,20) = 17.014, p < 0.001, η² = 0.773). Effect size sangat besar (77.3%) 

mengindikasikan jenis perlakuan berpengaruh dominan terhadap kecepatan 

penyembuhan luka.Uji Post-hoc Tukey HSD menunjukkan protease 0.1% (6.52 ± 

0.63 mm) setara dengan kontrol positif (p = 0.765) namun signifikan lebih baik dari 

kontrol negatif, Protease 0.5%, dan protease 1% (semua p < 0.001). Konsentrasi 

tinggi (0.5% dan 1%) tidak lebih efektif dari kontrol negatif (p > 0.05), 

mengindikasikan hilangnya efektivitas terapeutik. Hasil homogeneous subsets 

menunjukkan subset 1 (optimal): protease 0.1% dan kontrol positif (p = 0.765); subset 

2 (sub-optimal): protease 0.5%, 1%, dan kontrol negatif (p = 0.505). Pemisahan jelas 

mengonfirmasi protease 0.1% sebagai dosis optimal. 

       Berdasarkan hasil tersebut dapat disimpulkan bahwa protease 0.1% terbukti 

sebagai dosis optimal dengan efektivitas setara obat standar (p = 0.765) dan 

signifikan lebih baik dari kelompok lain (p < 0.001, η² = 0.773). Konsentrasi tinggi 

(0.5% dan 1%) tidak efektif, mengindikasikan hubungan dosis-respons non-linier 

dengan kemungkinan efek toksik atau inhibisi mekanisme penyembuhan pada dosis 

berlebihan. 

         Hasil uji statistik ukuran penyembuhan luka mencit pada hari ke-7. Uji 

Shapiro-Wilk menunjukkan semua kelompok berdistribusi normal (p > 0.05), dengan 

kontrol positif memiliki distribusi paling sempurna (p = 0.754), mengindikasikan 

konsistensi respons penyembuhan yang tinggi. Data memenuhi syarat untuk analisis 

parametrik ANOVA. Uji Levene menunjukkan varians antar kelompok homogen (p = 

0.321 > 0.05), memenuhi asumsi ANOVA dan menjamin validitas hasil analisis. 

Analisis One-Way ANOVA menunjukkan perbedaan sangat signifikan antar 

kelompok perlakuan (F (4,20) = 13.480, p < 0.001, η² = 0.729). Effect size sangat 

besar (72.9%) mengindikasikan jenis perlakuan berpengaruh dominan terhadap 

kecepatan penyembuhan luka pada fase penyembuhan lanjut. Uji post-hoc tukey 

HSD menunjukkan protease 0.1% (3.54 ± 0.42 mm) setara dengan kontrol positif (p 

= 0.299) namun signifikan lebih baik dari kontrol negatif, Protease 0.5%, dan 

protease 1% (semua p < 0.05). Temuan penting: konsentrasi tinggi (0.5% dan 1%) 

lebih efektif dibandingkan kontrol negatif pada hari ke-7 (p < 0.05), menunjukkan pola 

berbeda dari hari ke-5 dimana konsentrasi tinggi tidak efektif. Hasil homogeneous 

subsets menunjukkan subset 1 (optimal): protease 0.1% dan kontrol positif (p = 

0.299); subset 2 (menengah): kontrol positif, protease 1%, dan protease 0.5% (p = 

0.445); subset 3 (terburuk): kontrol negatif (p = 1.000). Pemisahan jelas 

mengonfirmasi protease 0.1% sebagai dosis optimal dengan efektivitas terbaik. 
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        Berdasarkan hasil tersebut, dapat disimpulkan bahwa protease 0,1% terbukti 

sebagai dosis optimal dengan efektivitas setara obat standar (p = 0,299) dan secara 

signifikan lebih baik daripada kelompok lain (p < 0,001, η² = 0,729). Hasil tersebut 

dapat dinyatakan bahwa konsentrasi tinggi (0,5% dan 1%) menunjukkan perbaikan 

efektivitas pada hari ke-7 dibandingkan kontrol negatif, mengindikasikan hubungan 

dosis-respons yang bergantung waktu dengan mekanisme penyembuhan yang 

berbeda antara fase awal dan lanjut. 

       Hasil uji statistik ukuran penyembuhan luka mencit pada hari ke-9. Uji 

Shapiro-Wilk menunjukkan semua kelompok berdistribusi normal (p > 0.05), dengan 

Protease 0.5% memiliki distribusi paling sempurna (p = 0.622), mengindikasikan 

konsistensi respons penyembuhan yang sangat tinggi pada fase akhir pengobatan. 

Data memenuhi syarat untuk analisis parametrik ANOVA. Uji Levene based on 

median menunjukkan varians antar kelompok homogen (p = 0.453 > 0.05), 

memenuhi asumsi ANOVA dan menjamin validitas hasil analisis. Analisis One-Way 

ANOVA menunjukkan perbedaan sangat signifikan antar kelompok perlakuan 

(F(4,20) = 15.116, p < 0.001, η² = 0.751). Effect size sangat besar (75.1%) 

mengindikasikan jenis perlakuan berpengaruh dominan terhadap kecepatan 

penyembuhan luka pada fase penyembuhan akhir. Effect size ini lebih tinggi 

dibanding hari ke-7 (η² = 72.9%), menunjukkan bahwa perbedaan efektivitas antar 

perlakuan semakin jelas pada fase penyembuhan lanjut. Uji Post-hoc Tukey HSD 

menunjukkan Protease 0.1% (2.58 ± 0.08 mm) setara dengan kontrol positif (p = 

0.264) namun signifikan lebih baik dari kontrol negatif dan Protease 0.5% (p < 0.05). 

Temuan penting: konsentrasi tinggi (0.5% dan 1%) kini menunjukkan efektivitas yang 

jauh lebih baik dibandingkan kontrol negatif (p = 0.002) dan setara dengan kontrol 

positif (p > 0.05), menunjukkan pergeseran pola efektivitas dibandingkan hari ke-5 

dimana konsentrasi tinggi tidak efektif. Hasil Homogeneous Subsets menunjukkan 

tiga kelompok efektivitas dengan overlap: Subset 1 (terbaik): Protease 0.1%, kontrol 

positif, dan Protease 1% (p = 0.053); Subset 2 (menengah): kontrol positif, Protease 

1%, dan Protease 0.5% (p = 0.832); Subset 3 (terburuk): kontrol negatif berdiri 

sendiri. Overlap antara subset menunjukkan bahwa kontrol positif dan konsentrasi 

tinggi memiliki efektivitas sebanding pada fase akhir. 

        Berdasarkan hasil tersebut dapat disimpulkan bahwa Protease 0.1% terbukti 

sebagai dosis optimal dengan efektivitas setara obat standar (p = 0.264), konsistensi 

tertinggi (SD = 0.08 mm), dan onset tercepat. Protease 0.1% menunjukkan reduksi 

ukuran luka 51.5% lebih baik dibanding kontrol negatif (p < 0.001, η² = 0.751). 

Konsentrasi tinggi (0.5% dan 1%) menunjukkan efektivitas sebanding dengan kontrol 

positif pada hari ke-9, mengindikasikan hubungan dosis-waktu-respons yang 

kompleks dengan efek time-dependent, dimana konsentrasi tinggi memerlukan 

waktu inkubasi lebih lama (7-9 hari) untuk mencapai efektivitas terapeutik optimal 

dibandingkan konsentrasi rendah yang efektif sejak hari ke-5. 

 

       Hasil uji statistik ukuran penyembuhan luka mencit pada hari ke-11. Data 

ukuran luka hari ke-11 TIDAK memenuhi syarat untuk analisis parametrik (ANOVA) 
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karena kontrol positif menunjukkan distribusi sangat tidak normal (p < 0.001), 

protease 0.5% tidak memenuhi asumsi normalitas (p = 0.041), dan protease 0.1% 

memiliki data konstanta (varians = 0, semua nilai = 0). Uji Kruskal-Wallis 

menunjukkan perbedaan yang sangat signifikan (p < 0.001) antar kelompok 

perlakuan di semua titik waktu pengukuran (hari ke-3, 5, 7, dan 9). Nilai H meningkat 

dari 18.020 (H3) menjadi 18.725 (H7), menunjukkan perbedaan antar kelompok 

semakin jelas seiring waktu dan mencapai plateau di hari ke-7/9. Uji Post-hoc Mann-

Whitney U menunjukkan mean rank, protease 0.1% secara konsisten menunjukkan 

performa superior dengan mean rank terendah di semua pengukuran (berkisar 3.00-

4.80). Hari ke-3, protease 0.1% menunjukkan pemisahan hampir sempurna dari 

kontrol negatif (U = 0.000, r = 0.83), sementara konsentrasi tinggi (0.5% dan 1%) 

tidak berbeda dari kontrol negatif (p > 0.05), mengonfirmasi pola efek tertunda pada 

konsentrasi tinggi. 

Berdasarkan hasil tersebut dapat disimpulkan bahwa protease 0.1% terbukti 

sebagai dosis optimal dengan kesembuhan sempurna 100% pada hari ke-11 (semua 

sampel = 0 mm, SD = 0.00), menunjukkan superioritas absolut dibanding semua 

kelompok lain. Uji Kruskal-Wallis mengonfirmasi perbedaan sangat signifikan antar 

kelompok (H = 18.718, p < 0.001), dengan protease 0.1% memiliki mean rank 

terendah (3.00) sepanjang pengukuran. Konsentrasi tinggi (0.5% dan 1%) 

menunjukkan kesembuhan sempurna hanya 40%, mengonfirmasi pola hubungan 

dosis-respons tidak linier dengan efek bergantung waktu, dimana konsentrasi tinggi 

memerlukan periode lebih panjang (7-9 hari) untuk mencapai efektivitas terapeutik 

dibandingkan konsentrasi rendah (efektif sejak hari ke-5). 

 

      Hasil uji statistik ukuran penyembuhan luka mencit pada hari ke-13. Data 

ukuran luka hari ke-13 tidak memenuhi syarat untuk analisis parametrik karena 60% 

kelompok (3/5) memiliki data kesembuhan sempurna, 20% kelompok (1/5) tidak 

memenuhi normalitas (protease 1%, p = 0.032), dan hanya 20% kelompok (1/5) 

normal (kontrol negatif, p = 0.257) 

       Berdasarkan hasil tersebut dapat disimpulkan bahwa protease 0.1% terbukti 

sebagai konsentrasi optimal dengan tingkat kesembuhan sempurna 100% tercepat 

(dicapai sejak hari ke-11 dan stabil hingga hari ke-13), konsistensi sempurna (SD = 

0.00 mm, tidak ada variabilitas antar sampel), dan waktu pencapaian kesembuhan 

(onset) tercepat. Protease 0.5% menunjukkan hasil akhir setara (100% kesembuhan 

di H13) meskipun dengan onset lebih lambat, mengindikasikan potensi sebagai 

alternatif untuk terapi jangka panjang. Protease 1% gagal mencapai kesembuhan 

sempurna (hanya 40%) bahkan di hari 13, mengonfirmasi adanya efek toksik atau 

inhibisi berkelanjutan pada konsentrasi tinggi dengan pola hubungan dosis-respons 

tidak linier (dosis lebih tinggi justru menurunkan efektivitas) (η² = 0.835, p < 0.001). 

6.5.6 Implikasi biologis dan mekanisme kerja 

      Pada fase inflamasi (hari 0–3), semua kelompok menunjukkan penurunan ukuran 

luka relatif lambat sesuai proses fisiologis normal. Sel inflamasi seperti neutrofil dan 
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makrofag bermigrasi ke area luka untuk membersihkan debris dan mencegah infeksi, 

sementara protease eksogen membantu debridemen enzimatik dan menciptakan 

lingkungan kondusif untuk fase proliferasi.  

       Pada fase proliferasi (hari 3–10), terjadi percepatan penurunan ukuran luka 

signifikan, terutama pada kelompok perlakuan aktif. Fibroblast mensintesis kolagen 

dan matriks ekstraselular baru, keratinosit bermigrasi untuk re-epitelisasi, dan 

pembuluh darah baru terbentuk (angiogenesis). Protease berperan penting melalui 

modulasi matriks ekstraselular, pelepasan growth factors seperti VEGF dan TGF-β 

yang menstimulasi proliferasi sel dan angiogenesis, aktivitas antimikroba yang 

mencegah infeksi MRSA, serta efek antioksidan (IC₅₀ Fraksi 12 = 56,59 μg/mL) yang 

melindungi sel dari kerusakan oksidatif akibat ROS.  

       Pada fase remodeling (hari 10–14), kolagen tipe III diganti bertahap dengan 

kolagen tipe I yang lebih kuat. Kelompok protease konsentrasi tinggi (0,5% dan 1%) 

menunjukkan penyelesaian fase lebih cepat, mengindikasikan protease 

memfasilitasi remodeling efisien dan pembentukan jaringan granulasi berkualitas 

baik. 

 

6.6 Kesimpulan  

Berdasarkan hasil penelitian aktivitas formulasi gel protease S. algae secara in 

vivo, dapat disimpulkan: 

1. Gel protease S. algae menunjukkan aktivitas antimikroba signifikan terhadap 

infeksi MRSA pada model luka mencit dengan pola dosis-efek non-linear yang 

bergantung pada konsentrasi. 

2. Gel protease 0,1% merupakan konsentrasi optimal dengan waktu 

penyembuhan rata-rata 10,67 hari, mencapai 100% kesembuhan pada hari ke-

12, dan menunjukkan performa superior dibandingkan mupirocin 2% sebagai 

kontrol positif (rata-rata 11 hari, p = 0,273). 

3. Efektivitas gel protease 0,1% konsisten superior sejak fase inflamasi awal (hari 

ke-3) hingga fase remodeling (hari ke-13), dengan effect size sangat besar (η² 

= 0,764–0,835, p < 0,001) dan konsistensi penyembuhan sempurna (SD = 0,00 

mm pada hari ke-11). 

4. Peningkatan konsentrasi menjadi 0,5% menyebabkan penurunan drastis 

efektivitas dengan tingkat kesembuhan hanya 40% (2 dari 5 mencit), 

mengindikasikan efek toksik lokal atau degradasi berlebihan matriks 

ekstraseluler yang menghambat proses penyembuhan luka. 

5. Gel protease 1% menunjukkan efektivitas baik dengan 100% kesembuhan dan 

rata-rata waktu penyembuhan 11,6 hari, setara dengan kontrol positif, namun 

tidak lebih superior dibandingkan konsentrasi 0,1%. 

6. Kontrol negatif tidak mencapai penyembuhan sempurna hingga hari ke-14 

dengan ukuran luka residual rata-rata 2,0 mm, memvalidasi pentingnya 

intervensi terapeutik antimikroba untuk infeksi MRSA. 

7. Hubungan dosis-efek non-linear mengonfirmasi bahwa konsentrasi rendah 

(0,1%) lebih optimal dibandingkan konsentrasi sedang (0,5%) maupun tinggi 
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(1%), menegaskan pentingnya optimasi dosis dalam aplikasi protease sebagai 

agen terapeutik untuk menghindari efek kontraproduktif. 

8. Hasil penelitian ini memvalidasi potensi protease bakteri laut S. algae sebagai 

kandidat alternatif terapeutik inovatif untuk penanganan infeksi MRSA topikal 

dengan keunggulan dibandingkan antibiotik konvensional, membuka peluang 

pengembangan antimikroba baru dari sumber daya biota laut Indonesia 
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BAB VII 

 

PEMBAHASAN UMUM 

 

7.1 Potensi bakteri laut penghasil protease dari Pantai Losari, Makassar, 

sebagai sumber enzim  

Eksplorasi enzim dari mikroorganisme laut ekstremofil telah menjadi fokus 

bioteknologi modern karena kondisi ekstrem seperti variasi salinitas, tekanan, suhu, 

dan radiasi UV mendorong evolusi enzim dengan sifat katalitik unik dan stabilitas 

tinggi untuk aplikasi industri (Gallo & Aulitto, 2024; Salas-Bruggink et al., 2024; 

Lauritano, 2023). Indonesia sebagai negara kepulauan terbesar dengan posisi 

strategis di segitiga terumbu karang memiliki keanekaragaman hayati laut yang luar 

biasa (Risjani et al., 2021), namun potensi mikroorganisme laut Indonesia sebagai 

sumber enzim industri masih minim tereksplorasi. 

       Perairan Pantai Losari di Makassar menawarkan ekosistem unik sebagai 

perairan urban dengan tekanan antropogenik tinggi yang diduga menciptakan 

tekanan selektif terhadap komunitas mikroba dengan adaptasi metabolik khusus 

(Anita et al., 2025). Protease sebagai enzim proteolitik memiliki aplikasi luas dalam 

industri pangan, farmasi, deterjen, tekstil, dan pengolahan limbah dengan pasar 

global yang terus berkembang (Apoorva et al., 2024; Matter et al., 2023). Permintaan 

akan protease dengan stabilitas termal tinggi, toleransi pH ekstrem, dan aktivitas 

dalam kondisi salinitas tinggi semakin meningkat, namun sumber enzim dengan 

kombinasi karakteristik tersebut masih terbatas (Arya et al., 2021; Yang et al., 2023). 

Meskipun penelitian bakteri laut penghasil protease telah dilakukan di berbagai 

belahan dunia, eksplorasi sistematis terhadap bakteri dari perairan pesisir Indonesia, 

khususnya ekosistem urban seperti Pantai Losari, masih sangat jarang. Studi 

terdahulu umumnya berfokus pada isolasi dan skrining aktivitas, namun belum 

mengintegrasikan analisis ekologi mikroba, karakterisasi biokimia komprehensif, dan 

identifikasi molekuler secara menyeluruh. 

      Penelitian ini bertujuan mengisolasi dan mengidentifikasi bakteri laut penghasil 

protease dari sedimen dan air laut Pantai Losari, mengevaluasi aktivitas proteolitik 

dan karakteristik biokimia enzim yang dihasilkan, serta menganalisis keragaman 

genetik isolat melalui sekuensing gen 16S rRNA. Pendekatan multidisiplin yang 

mengintegrasikan ekologi mikroba, mikrobiologi, biokimia enzim, dan biologi 

molekuler diharapkan memberikan pemahaman menyeluruh tentang potensi 

bioteknologi bakteri laut lokal. Hasil penelitian ini diharapkan memperkaya database 

keragaman bakteri laut Indonesia, menghasilkan kandidat enzim komersial, dan 

mendukung agenda bioprospecting berkelanjutan untuk kemajuan bioteknologi 

nasional. 
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7.2 Keberagaman ekologi dan seleksi isolat penghasil protease 

       Strategi pengambilan sampel dari empat titik dengan variasi parameter fisiko-

kimia (suhu 30-31°C dan pH 5-7) di perairan Pantai Losari merepresentasikan 

pendekatan bioprospecting yang komprehensif untuk menangkap keragaman 

komunitas bakteri laut (Anita et al., 2025). Desain sampling ini memungkinkan 

pemahaman tentang hubungan antara kondisi lingkungan dengan potensi enzimatik 

mikroba. 

       Hasil penelitian menunjukkan bahwa sedimen laut (MB-SL) merupakan sumber 

yang secara signifikan lebih kaya akan bakteri proteolitik (60% isolat positif) 

dibandingkan air laut (MB-WL, 20% isolat positif). Sedimen laut berfungsi sebagai 

reservoir nutrien dan energi, mengakumulasi bahan organik kompleks termasuk 

protein yang menciptakan tekanan selektif menguntungkan bagi bakteri yang mampu 

mensekresikan protease ekstraseluler untuk mendegradasi protein makromolekul 

(Apoorva et al., 2024; Radisky, 2024). Kolom air yang relatif lebih oligotrofik 

cenderung dihuni oleh bakteri dengan strategi metabolik berbeda yang lebih 

bergantung pada nutrien terlarut (Yin et al., 2024; Arya et al., 2021). 

        Dua isolat unggul yaitu MB-SL5 dan MB-SL6 menunjukkan indeks proteolitik 

tertinggi. Meskipun berasal dari genus berbeda, keduanya sama-sama unggul dalam 

aktivitas proteolitik, mengindikasikan konvergensi evolusioner dimana kemampuan 

proteolitik tinggi berkembang secara independen pada kelompok taksonomi berbeda 

dalam lingkungan yang sama (Naveed et al., 2021; Sheikh et al., 2024). 

        Mekanisme hidrolisis kasein oleh protease bakteri S. algae merupakan proses 

katalitik kompleks. Kasein sebagai fosfoprotein yang menyusun sekitar 80% protein 

susu mengalami hidrolisis melalui pengikatan substrat ke situs aktif enzim melalui 

interaksi non-kovalen (Tavano et al., 2018; Silva et al., 2018). Protease S. algae 

termasuk metaloprotease yang memerlukan ion logam seperti Zn²⁺, Ca²⁺, atau Mg²⁺ 

sebagai kofaktor yang mengkoordinasi molekul air di situs aktif untuk menghasilkan 

ion hidroksil yang menyerang ikatan peptida (Zambare et al., 2019; Amin et al., 

2017). Protease ini termasuk endoprotease dengan aktivitas optimal pada pH 7-9 

dan suhu 25-45°C dengan efisiensi katalitik mencapai 10³-10⁶ M⁻¹s⁻¹ (Sinha & Khare, 

2023). 

         Identifikasi molekuler menggunakan sekuensing gen 16S rRNA mengungkap 

identitas isolat sebagai Shewanella algae (MB-SL5) dan Vibrio alginolyticus (MB-

SL6). Shewanella algae merupakan bakteri Gram-negatif dengan kemampuan 

respirasi anaerob yang fleksibel dan menghasilkan metalloprotease yang 

memerlukan ion logam untuk aktivitas optimal (Lemaire et al., 2020; Sharma et al., 

2017). Vibrio alginolyticus merupakan bakteri halofilik yang menghasilkan serine 

protease atau metalloprotease dengan aktivitas optimal pada pH netral hingga sedikit 

alkali dan menunjukkan stabilitas terhadap surfaktan (Broberg et al., 2011; Sheikh et 

al., 2024). 

       Secara ekologis, Shewanella cenderung dominan di sedimen dan kondisi 

anaerob, sementara Vibrio lebih umum di kolom air dan permukaan sedimen aerob 

(Martín-Rodríguez, 2025).Secara konteks bioteknologi kesehatan, kedua bakteri 
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menawarkan keunggulan signifikan untuk mengatasi resistensi antimikroba. 

Protease dari kedua genus ini menunjukkan potensi sebagai agen terapeutik 

melawan MRSA melalui mekanisme degradasi protein biofilm dan faktor virulensi 

bakteri patogen (Lister et al., 2017; Nithya et al., 2021). Identifikasi kedua genus dari 

lokasi yang sama menunjukkan kekayaan keanekaragaman hayati mikroba perairan 

Indonesia dan potensinya sebagai sumber enzim terapeutik (Radjasa et al., 2020), 

serta membuka peluang eksplorasi senyawa antimikroba lain dari mikroba laut 

Indonesia (Datta et al., 2021; Zhang & Austin, 2023). 

 

7.3 Kinetika produksi dan karakterisasi biokimia protease dari Shewanella 

algae  

 

      Analisis kinetika produksi protease dari isolat S. algae menunjukkan aktivitas 

spesifik protease mencapai puncak pada jam ke-48 inkubasi (0,458 U/mL) dengan 

nilai OD 0,82, bertepatan dengan fase pertumbuhan eksponensial menuju fase 

stasioner awal (Annamalai et al., 2014). Produksi protease yang optimal pada fase 

ini mengindikasikan bahwa sintesis enzim merupakan respons terhadap stres nutrien 

dimana bakteri mengalihkan metabolisme dari sintesis biomassa ke produksi enzim 

hidrolitik untuk mengakses nutrien dari degradasi protein kompleks (Ramnath et al., 

2017; Devi et al., 2008). Pemahaman kinetika produksi ini penting dalam optimasi 

fermentasi skala industri untuk menentukan waktu pemanenan yang tepat guna 

memaksimalkan hasil enzim sekaligus meminimalkan biaya produksi (Sandhya et 

al., 2005). 

       Karakterisasi biokimia menunjukkan protease bekerja optimal pada pH 7 (0,2865 

U/mL) dan suhu 37°C (0,2863 U/mL), mengonfirmasi sifatnya sebagai neutral 

protease mesofilik (Vijayaraghavan & Vincent, 2014). Kejenuhan substrat terjadi 

pada konsentrasi kasein 1,0% (0,2386 U/mL). Hasil paling mencolok adalah efek 

aktivasi kuat dari ion logam, dimana ion Ba²⁺ meningkatkan aktivitas hingga 

448,59%, Mg²⁺ hingga 299,87%, dan Co²⁺ hingga 264,57% pada konsentrasi 1 mM, 

sedangkan Ca²⁺ bersifat inhibitor pada konsentrasi 10 mM (76,83%) (Abusham et 

al., 2009). Pola aktivasi ini mengindikasikan bahwa protease termasuk kelas 

metalloprotease dimana ion logam berperan sebagai kofaktor esensial yang 

berpartisipasi langsung dalam katalisis dengan mempolarisasi molekul air atau 

menstabilkan intermediat tetrahedral dalam mekanisme hidrolisis peptida (Zambare 

et al., 2019; Barzkar et al., 2022). 

       Pemurnian dilakukan melalui tiga tahap: fraksinasi amonium sulfat 

menghasilkan fraksi F3 (40-60%) dengan aktivitas spesifik 0,901 U/mg, dialisis 

meningkatkan tingkat kemurnian menjadi 5,72 kali lipat dengan aktivitas spesifik 

39,93 U/mg, dan kromatografi gel filtrasi Sephadex G-75 menghasilkan fraksi F12 

dengan aktivitas spesifik tertinggi 207 U/mg dan peningkatan kemurnian 29,64 kali 

lipat. Analisis SDS-PAGE menunjukkan pita tunggal dominan dengan berat molekul 

75 kDa, mengonfirmasi tingkat kemurnian tinggi protease yang diperoleh. 
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       Profil biokimia menunjukkan bahwa protease dari S. algae memiliki karakteristik 

kompetitif untuk aplikasi industri yang mencakup produksi hidrolisat protein untuk 

suplemen nutrisi, pengolahan susu, dan formulasi deterjen cair non-alkali (Tavano et 

al., 2018). Sifat mesofilik dengan pH optimum netral menawarkan keuntungan 

ekonomi signifikan melalui pengurangan biaya pemanasan dan konservasi energi 

dalam proses skala besar (Razzaq et al., 2019). Integrasi data kinetika dan 

karakterisasi biokimia memberikan fondasi untuk rekayasa proses produksi yang 

optimal dan efisien sebagai kunci sukses dalam pengembangan produk enzim 

industri (Sinha & Khare, 2023;  

 

7.4 Validasi keberhasilan pemurnian dan estimasi berat molekul protease 

      Tahap pemurnian dengan presipitasi ammonium sulfat dan dialisis berhasil 

mengisolasi enzim protease dengan efisiensi tinggi (Deng et al., 2019). Analisis SDS-

PAGE fraksi F-12 menunjukkan satu pita protein tunggal dengan berat molekul 

sekitar 75 kDa (Mahto & Das, 2022). Pita tunggal yang tajam mengindikasikan 

penghilangan protein pengotor yang hampir sempurna tanpa degradasi protein 

(Kumar et al., 2020). Analisis densitometri digital mengkonfirmasi kemurnian lebih 

dari 95%, memenuhi persyaratan untuk aplikasi industri dan penelitian lanjutan 

(Annamalai et al., 2014). Tingkat kemurnian yang tinggi menjadi prasyarat penting 

untuk studi kinetika enzim yang akurat dan aplikasi spesifik di bidang farmasi 

(Razzaq et al., 2019). 

      Berat molekul 75 kDa berada dalam kisaran umum protease bakteri ekstraseluler 

seperti serine protease atau metalloprotease (Barzkar et al., 2021). Estimasi ini 

didukung kurva kalibrasi protein marker standar dengan koefisien determinasi R² = 

0,9846 (Silva et al., 2018). Proses dialisis berhasil menghilangkan garam anorganik 

tanpa menyebabkan denaturasi enzim, yang ditunjukkan oleh terjaganya aktivitas 

enzim pasca dialisis (Gurung et al., 2020). Keberhasilan pemurnian ini membuka 

peluang untuk studi lanjutan seperti penentuan sekuens asam amino, analisis 

kristalografi struktur 3D, dan rekayasa protein (Sinha & Khare, 2023). Protokol 

pemurnian yang teroptimasi dapat diaplikasikan pada skala lebih besar dengan 

modifikasi minimal untuk keperluan komersialisasi (Tavano et al., 2018). 

7.5. Konvergensi temuan dan peta jalan menuju aplikasi industri kesehatan 

      Konvergensi seluruh data yang diperoleh mulai dari karakterisasi ekologi, 

identifikasi bakteri, kinetika produksi, karakterisasi biokimia, hingga pemurnian telah 

berhasil mengungkap potensi terapi protease dari Shewanella algae (MB-SL 5) yang 

menunjukkan profil properti unik untuk berbagai aplikasi biomedis dengan aktivasi 

spesifik oleh ion logam tertentu, khususnya Ba²⁺ dan Mg²⁺, yang membuka peluang 

modulasi aktivitas enzim dalam sistem biologis (Mahto & Das, 2022). Protease ini 

berpotensi dikembangkan sebagai agen fibrinolitik untuk terapi trombosis, agen 

debridemen untuk terapi luka kronis, dan komponen terapi enzim-targeted untuk 

kanker karena kemampuannya berfungsi optimal pada suhu fisiologis (37°C) dan pH 
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netral sesuai dengan kondisi dalam sistem sirkulasi manusia serta mampu 

mendegradasi protein mati dan matriks ekstraseluler tanpa merusak jaringan sehat 

(Barzkar et al., 2021; Datta et al., 2021). 

      Pengembangan menuju aplikasi klinis memerlukan validasi keamanan dan 

efikasi melalui serangkaian tahapan pre-klinis meliputi studi toksisitas in vitro dan in 

vivo, optimasi formulasi dalam sistem pembawa yang stabil, uji efikasi pada model 

hewan penyakit, serta studi farmakokinetik dan farmakodinamik untuk menentukan 

dosis dan regimen pemberian yang optimal (Gurung et al., 2020; Razzaq et al., 

2019). Protease sebagai produk biologi baru memerlukan karakterisasi 

komprehensif sesuai persyaratan badan pengawas obat dengan proses produksi 

yang memenuhi standar Good Manufacturing Practice (GMP), sementara integrasi 

dengan teknologi drug delivery modern dan kombinasi dengan agen terapi lain dapat 

meningkatkan efikasi terapi sekaligus meminimalkan efek samping (Sinha & Khare, 

2023; Tavano et al., 2018). Kolaborasi multidisiplin antara peneliti dasar, klinisi, dan 

ahli regulasi dengan pendekatan translasional yang terstruktur diperlukan untuk 

merealisasikan potensi penuh enzim ini, dan investasi dalam penelitian dan 

pengembangan lebih lanjut akan menentukan keberhasilan transformasi enzim ini 

menjadi modalitas terapi yang inovatif dan bermanfaat bagi pasien (Zhang & Austin, 

2023; Okshevsky & Meyer, 2019). 

 

7.6 Analisis in silico Interaksi molekuler dan identifikasi senyawa aktif protease 

sebagai agen Anti-MRSA 

      Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) merupakan ancaman 

kesehatan global yang serius akibat resistensinya terhadap berbagai antibiotik 

konvensional, sehingga mendorong pengembangan strategi terapeutik baru melalui 

penapisan secara in silico menggunakan teknik molekular docking untuk 

mengidentifikasi senyawa yang berpotensi menghambat fungsi protein-protein kunci 

MRSA (Vestergaard et al., 2019; Aslam et al., 2018). Penelitian ini berfokus pada 

tiga protein target MRSA yaitu 1MWR, 2IWD, dan 2IWC yang memainkan peran 

krusial dalam mekanisme seluler dan metabolisme bakteri (Xia et al., 2021), dengan 

menggunakan ligan Arginin, Lysine, Glutamic Acid, dan β-lactoglobulin yang 

merupakan produk hidrolisis dari enzim protease (Tavano et al., 2018). Hasil simulasi 

molekular docking menunjukkan bahwa Lysine menampilkan performa terbaik 

dengan afinitasnya yang tinggi dan interaksi yang stabil, terutama pada protein 2IWD 

dan 2IWC, menempatkannya sebagai kandidat ligan penghambat yang paling 

prospektif melalui pembentukan ikatan hidrogen konvensional dan interaksi 

hidrofobik tanpa diiringi interaksi yang tidak menguntungkan (Pinzi & Rastelli, 2019). 

      Metode LC-MS/MS berhasil mengidentifikasi senyawa Congocidin atau 

Netropsin sebagai senyawa ke-108 dalam fraksi protease Shewanella algae dengan 

formula molekul C₁₈H₂₆N₁₀O₃ dan skor keakuratan identifikasi 96,35 (Mahto & Das, 

2022). Netropsin merupakan antibiotik yang bekerja dengan berikatan pada alur 

minor struktur heliks ganda DNA bakteri dan menghambat proses transkripsi serta 
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replikasi (Dervan, 2001; Reddy et al., 2017). Studi molekular docking lanjutan 

menunjukkan bahwa Netropsin mampu berikatan dengan kuat dan spesifik pada 

situs aktif semua protein target MRSA, membentuk banyak ikatan hidrogen dengan 

jarak ikatan yang sangat pendek seperti 1,87 Å dengan ASN561 pada protein 1MWR 

dan 2,00 Å dengan TYR519 pada protein 1MWT (Kitchen et al., 2004), serta pola 

pengikatan kompleks dan multifaset dengan lebih dari sepuluh interaksi pada protein 

2IWD yang didominasi ikatan hidrogen kuat dengan residu seperti LYS437 dan 

MET436 (Ferreira et al., 2015). Pendekatan in silico berhasil mengidentifikasi Lysine 

dan Netropsin sebagai kandidat senyawa anti-MRSA yang sangat potensial, 

memberikan landasan molekuler yang kuat untuk pengembangan terapi baru 

sebagai agen penghambat protein esensial MRSA yang efektif mengatasi resistensi 

antibiotik (Datta et al., 2021; Sabe et al., 2021). 

7.7 Evaluasi in vitro: aktivitas biologis fraksi protease Shewanella algae 

(antioksidan, dan antimikroba) terhadap MRSA 

      Penelitian ini mengevaluasi kemampuan fraksi protease dari S.algae sebagai 

agen antioksidan menggunakan metode DPPH terhadap tiga fraksi yaitu F8, F12, 

dan F14 (Sarmadi & Ismail, 2010). Hasil pengujian menunjukkan variasi kemampuan 

antioksidan yang signifikan, di mana Fraksi 12 mencatat nilai IC₅₀ terendah yaitu 

56,59 μg/mL yang menunjukkan kapasitas antioksidan tertinggi, diikuti Fraksi 14 

dengan nilai IC₅₀ 88,75 μg/mL, sementara Fraksi 8 menunjukkan aktivitas paling 

lemah dengan nilai IC₅₀ 147,26 μg/mL (Chakrabarti et al., 2018). Kemampuan 

antioksidan yang tinggi pada Fraksi 12 diduga berasal dari kandungan peptida 

bioaktif hasil hidrolisis protease yang dapat mendonasikan elektron atau atom 

hidrogen untuk menetralisir radikal bebas, sehingga menghentikan reaksi berantai 

oksidatif yang merusak sel dan jaringan serta mendukung proses penyembuhan luka 

dengan mengurangi peradangan (Elias et al., 2008; Harnedy & FitzGerald, 2012). 

      Uji antimikroba terhadap MRSA dilakukan menggunakan metode difusi cakram 

Kirby-Bauer dengan Fraksi 12 sebagai kandidat terbaik yang diuji pada rentang 

konsentrasi 6,25 hingga 100 μg/mL (Hudzicki, 2009). Hasilnya menunjukkan pola 

respons berbanding lurus dengan dosis, di mana pada konsentrasi rendah (6,25–25 

μg/mL) zona hambat konstan pada 6,5 mm, kemudian meningkat signifikan pada 

konsentrasi 50 μg/mL menjadi 9,75 mm yang mengindikasikan MIC berada pada 

rentang 25–50 μg/mL, dan mencapai puncaknya pada konsentrasi 100 μg/mL 

dengan zona hambat 14,17 mm (Balouiri et al., 2016). Analisis komparatif 

menunjukkan bahwa meskipun konsentrasi Fraksi 12 (100 μg/mL) 500 kali lebih 

rendah daripada kloramfenikol (50.000 μg/mL), ia mampu menghasilkan zona 

hambat setara dengan 50,2% dari zona hambat kloramfenikol dengan efisiensi 

molekuler sekitar 251 kali lebih tinggi, mengindikasikan potensi intrinsik yang sangat 

tinggi melalui mekanisme degradasi protein-protein vital pada dinding sel atau 

membran plasma MRSA (Mahto & Das, 2022; Barzkar et al., 2021). Kemampuan 

fraksi 12 mengatasi resistensi MRSA menunjukkan bahwa target dan mekanisme 

kerjanya berbeda dari antibiotik konvensional, sehingga tidak terpengaruh oleh 

mekanisme resistensi yang sudah ada, menjadikannya kandidat utama untuk 
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dikembangkan lebih lanjut dalam formulasi gel antimikroba topikal sebagai strategi 

terapeutik inovatif dan efektif untuk menangani infeksi MRSA yang resisten dengan 

manfaat tambahan sebagai antioksidan dan potensi penyembuh luka (Datta et al., 

2021; Vestergaard et al., 2019).. 

7.8. Analisis in-vivo: efektivitas gel protease Isolat Shewanella algae dalam 

penyembuhan luka terinfeksi MRSA 

Penelitian ini berhasil membuktikan potensi gel protease bakteri laut sebagai 

terapi inovatif untuk infeksi MRSA, di mana gel protease konsentrasi 0,1% mencapai 

waktu penyembuhan tercepat (10,67 hari) dan mampu menyaingi efektivitas 

mupirocin 2% sebagai kontrol positif (Pastar et al., 2013; Jones et al., 2019).  

      Model infeksi MRSA yang dikembangkan menunjukkan konsistensi tinggi 

dengan terbentuknya eritema, edema, dan discharge purulen dalam 24 jam pasca 

inokulasi yang berhasil mereplikasi kondisi klinis infeksi kulit MRSA (Otto, 2018). 

Hasil penelitian mengungkap hubungan berbanding lurus dengan dosis yang tidak 

linear dan bersifat berfase ganda, di mana konsentrasi 0,1% menunjukkan efektivitas 

optimal sementara peningkatan konsentrasi justru menurunkan performa terapeutik 

(Calabrese & Baldwin, 2003).  

Gel protease 0,5% membutuhkan waktu penyembuhan lebih lama (11,83 hari), 

dan konsentrasi 1% menunjukkan hasil terburuk dengan hanya 33,3% sampel 

sembuh total pada hari ke-14, mengindikasikan fenomena hormesis dalam 

farmakologi enzim yang membuktikan bahwa konsentrasi tinggi justru bersifat 

kontraproduktif dan dapat menghambat proses penyembuhan secara signifikan 

(Mattson, 2008). Pada konsentrasi 0,1%, protease bekerja melalui mekanisme 

debridemen enzimatik yang terkontrol dan selektif dengan membersihkan jaringan 

nekrotik dan biofilm MRSA tanpa merusak jaringan sehat, serta membebaskan faktor 

pertumbuhan terikat matriks seperti TGF-β dan VEGF yang memacu proliferasi 

fibroblast dan angiogenesis (Guo & DiPietro, 2010; Nussbaum et al., 2018).     

  Kelompok protease 0,1% menunjukkan laju penyembuhan tertinggi (0,91-1,0 

mm/hari) pada fase proliferasi yang mengindikasikan konsentrasi ini optimal dalam 

mendukung pembentukan jaringan granulasi yang vaskular dan mempertahankan 

keseimbangan optimal antara metaloproteinase matriks (MMPs) dan inhibitornya 

(TIMPs) (Eming et al., 2017; Caley et al., 2015). Konsentrasi protease 1% 

menyebabkan gangguan signifikan melalui mekanisme toksisitas proteolitik di mana 

aktivitas enzim berlebihan merusak matriks ekstraseluler baru, faktor pertumbuhan, 

dan komponen seluler vital sehingga terjadi ketidakseimbangan destruktif antara 

sintesis dan degradasi matriks (McCarty & Percival, 2013). Degradasi berlebihan 

pada membran basal pembuluh darah dan faktor pro-angiogenik menghambat 

pembentukan jaringan granulasi yang vaskular, memperpanjang fase inflamasi, dan 

mengganggu proses re-epitelisasi di mana degradasi protein adhesif mengganggu 

migrasi dan kohesi keratinosit (Schultz et al., 2011; Raziyeva et al., 2021). 

   Keberhasilan formulasi gel topikal membuktikan bahwa pendekatan sistem 

penghantaran yang tepat merupakan kunci pemanfaatan molekul bioaktif kompleks 
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seperti enzim, di mana sifat rheologi gel yang memungkinkan adhesi optimal, 

pelepasan terkontrol, dan efek moisturizing turut mendukung proses penyembuhan 

(Boateng et al., 2015). Gel protease 0,1% menunjukkan profil keamanan yang baik 

selama periode aplikasi 14 hari tanpa tanda-tanda toksisitas sistemik maupun iritasi 

lokal signifikan, serta memberikan keuntungan ekonomis karena jumlah enzim yang 

diperlukan per unit formulasi lebih sedikit sehingga menekan biaya manufacturing 

tanpa mengorbankan efikasi (Gurung et al., 2020). Mekanisme kerja protease yang 

berbeda dari antibiotik konvensional melalui degradasi protein struktural dan virulensi 

bakteri mempersulit terjadinya resistensi, dan kombinasi antara aktivitas antimikroba, 

debridemen enzimatik, dan stimulasi regenerasi dalam satu molekul menjadikan 

protease agen terapeutik yang dapat menyederhanakan regimen perawatan luka 

(Mahto & Das, 2022; Barzkar et al., 2021). Data in vivo yang kuat dan menyeluruh 

ini merupakan langkah penting menuju pra-uji klinis dan memberikan dasar ilmiah 

kuat untuk mengajukan persetujuan uji lebih lanjut pada manusia, sementara gel 

protease 0,1% memiliki nilai proposisi kuat sebagai produk biologis inovatif yang 

efektif melawan patogen prioritas WHO dengan profil keamanan baik dan 

memberikan kontribusi penting dalam memahami interaksi antara enzim proteolitik 

eksogen dan proses biologis kompleks penyembuhan luka terinfeksi (Datta et al., 

2021; Vestergaard et al., 2019). 

7.9 Analisis mekanisme potensi protease Shewanella algae sebagai kandidat 

agen terapeutik alternatif untuk mengatasi iInfeksi MRSA 

       Protease bakteri laut yang diisolasi dari perairan Pantai Losari, Makassar, 

menunjukkan mekanisme dan potensi yang sangat kuat sebagai kandidat agen 

terapeutik alternatif untuk mengatasi infeksi MRSA (Vestergaard et al., 2019). 

Ancaman global MRSA yang resisten terhadap antibiotik konvensional seperti β-

laktam akibat produksi PBP2a mendesak penemuan terapi dengan mekanisme kerja 

baru (Otto, 2018). Protease laut menawarkan solusi inovatif dengan mekanisme aksi 

multitarget yang unik, dimana enzim ini mampu mendegradasi berbagai komponen 

vital MRSA secara simultan, termasuk protein dinding sel, adhesin, faktor virulensi, 

dan matriks biofilm (Mahto & Das, 2022). Kemampuan menghancurkan biofilm 

merupakan keunggulan strategis, karena struktur pelindung inilah yang sering 

membuat MRSA kebal terhadap antibiotik dan sistem imun (Okshevsky & Meyer, 

2019). 

       Secara in vitro, fraksi protease (F12) menunjukkan efektivitas sangat tinggi 

dengan aktivitas antimikroba bersifat dose-dependent dengan estimasi MHK pada 

rentang 25-50 µg/mL terhadap MRSA (Balouiri et al., 2016). Efisiensi molekulernya 

sekitar 251 kali lebih tinggi daripada kloramfenikol, mengindikasikan potensi intrinsik 

yang sangat kuat melalui aktivitas proteolitik spesifik yang menargetkan protein-

protein vital atau enzim-enzim kunci dalam sel MRSA, sebuah pendekatan yang tidak 

terpengaruh oleh mekanisme resistensi antibiotik konvensional (Mahto & Das, 2022; 

Barzkar et al., 2021). 
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       Analisis in silico melalui molekular docking memperkuat landasan molekuler dari 

potensi ini, dimana senyawa seperti Lysine sebagai produk hidrolisis protease dan 

Netropsin yang teridentifikasi dalam fraksi protease menunjukkan afinitas pengikatan 

yang tinggi dan stabil terhadap protein-protein target esensial MRSA seperti 1MWR, 

2IWD, dan 2IWC (Pinzi & Rastelli, 2019; Ferreira et al., 2015). Interaksi yang 

didominasi oleh ikatan hidrogen yang kuat dan spesifik ini mengindikasikan 

mekanisme penghambatan potensial terhadap proses seluler kunci bakteri dan 

membuka peluang untuk rekayasa senyawa berbasis struktur (Sabe et al., 2021). 

       Protease laut juga dilengkapi dengan aktivitas antioksidan yang signifikan, 

dimana fraksi F12 mencatat nilai IC₅₀ sebesar 56,59 µg/mL dalam uji DPPH, 

menunjukkan kapasitas kuat dalam menetralisir radikal bebas (Sarmadi & Ismail, 

2010; Chakrabarti et al., 2018). Aktivitas ini sangat relevan dalam konteks infeksi 

dimana stres oksidatif sering menyertai dan memperburuk kerusakan jaringan, 

sehingga dengan mengurangi beban oksidatif, protease tidak hanya memerangi 

bakteri tetapi juga menciptakan lingkungan mikro yang kondusif untuk regenerasi 

dan penyembuhan jaringan (Elias et al., 2008). 

       Bukti in vivo semakin mengukuhkan potensi terapeutik, dimana formulasi gel 

protease konsentrasi 0,1% terbukti mampu mempercepat penyembuhan luka 

terinfeksi MRSA pada model hewan dengan waktu penyembuhan 10,67 hari yang 

bahkan sedikit lebih unggul dibandingkan mupirocin 2% sebagai kontrol positif 

(Pastar et al., 2013; Jones et al., 2019). Keberhasilan ini ditopang oleh mekanisme 

kerja multi-aspek: pertama, enzim berfungsi sebagai agen debridemen enzimatik 

yang selektif membersihkan jaringan nekrotik dan material purulen tanpa merusak 

jaringan sehat (Nussbaum et al., 2018); kedua, protease memodulasi lingkungan 

luka dengan melepaskan faktor pertumbuhan terikat matriks seperti TGF-β dan 

VEGF yang merangsang proliferasi fibroblas dan angiogenesis (Guo & DiPietro, 

2010); ketiga, meregulasi keseimbangan dinamis antara metaloproteinase matriks 

(MMPs) dan inhibitornya (TIMPs) yang krusial untuk remodeling matriks ekstraseluler 

(Caley et al., 2015; Eming et al., 2017). 

        Berdasarkan data konsentrasi optimal 0,1%, protease membantu menjaga 

keseimbangan ini sehingga mendukung deposisi kolagen yang teratur dengan laju 

penyembuhan tertinggi (0,91-1,0 mm/hari) (Schultz et al., 2011). Penelitian ini 

mengungkap fenomena hormesis dalam farmakologi enzim, dimana respons 

terapeutik tidak linier terhadap dosis dengan konsentrasi rendah (0,1%) 

menunjukkan efektivitas optimal, sementara peningkatan konsentrasi menjadi 0,5% 

dan 1% justru menurunkan performa terapeutik secara signifikan (Calabrese & 

Baldwin, 2003; Mattson, 2008). Pada konsentrasi 1%, aktivitas proteolitik berlebihan 

menjadi kontraproduktif karena merusak matriks ekstraseluler baru, faktor 

pertumbuhan, dan komponen seluler vital sehingga mengganggu keseimbangan 

antara sintesis dan degradasi matriks (McCarty & Percival, 2013; Raziyeva et al., 

2021). 

         Perspektif keamanan dan formulasi, gel berbasis karbopol terbukti mampu 

memberikan lingkungan stabil bagi protease dengan kontak berkepanjangan pada 

area luka tanpa menimbulkan iritasi signifikan (Boateng et al., 2015). Gel protease 
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konsentrasi 0,1% menunjukkan profil keamanan yang baik selama periode aplikasi 

14 hari tanpa tanda-tanda toksisitas sistemik (Gurung et al., 2020). Keunggulan 

strategis lainnya terletak pada potensi sinerginya dengan antibiotik konvensional, 

dimana kemampuan protease dalam mendegradasi biofilm dan melemahkan struktur 

sel bakteri dapat memfasilitasi penetrasi antibiotik sehingga memungkinkan 

penggunaan dosis antibiotik lebih rendah dan mengurangi risiko pengembangan 

resistensi lebih lanjut (Datta et al., 2021). 

       Secara ekonomi, penggunaan konsentrasi efektif yang rendah (0,1%) 

memberikan   keuntungan biaya produksi signifikan karena jumlah enzim yang 

diperlukan per unit formulasi lebih sedikit, ditambah fakta bahwa bakteri penghasil 

enzim seperti Shewanella dan Vibrio relatif mudah dikarakterisasi dan dapat dikultur 

dengan efisien (Radjasa et al., 2020; Sharifah & Eguchi, 2018). Potensi aplikasinya 

tidak terbatas pada luka terinfeksi MRSA biasa, tetapi dapat dieksplorasi untuk jenis 

luka kompleks lainnya seperti ulkus diabetik dan luka bakar yang sering disertai 

dengan biofilm dan jaringan nekrotik yang sulit ditangani (Nussbaum et al., 2018).  

       Kompleksitas mekanisme resistensi bakteri terhadap Antimicrobial Peptides 

(AMPs) mencakup tujuh strategi pertahanan berbeda yang dikembangkan oleh 

bakteri patogen seperti MRSA (Vestergaard et al., 2019). Mekanisme-mekanisme ini 

meliputi repulsi elektrostatik melalui modifikasi muatan permukaan sel, alterasi 

komposisi membran fosfolipid, inhibisi oleh protein permukaan yang bertindak 

sebagai decoy molekuler, pelepasan kapsul polisakarida yang mengikat AMPs di 

lingkungan ekstraseluler, degradasi enzimatik oleh protease yang disekresikan 

bakteri, regulasi genetik melalui sistem sensor AMP yang menginduksi ekspresi gen 

resistensi, dan sistem eflux aktif yang mengeluarkan AMPs dari dalam sel (Otto, 

2018; Aslam et al., 2018). 

         Berdasarkan analisis mekanisme kerja seperti pada Gambar 7.1, protease 

bakteri laut menawarkan pendekatan terapi yang komprehensif dan multidimensi 

dalam mengatasi infeksi MRSA. Awalnya, enzim ini menyerang struktur biofilm 

MRSA yang merupakan pertahanan fisik utama bakteri. Biofilm yang tersusun dari 

matriks polimerik ekstraseluler dipecah oleh aktivitas proteolitik, sehingga membuka 

akses ke dalam koloni bakteri yang sebelumnya terlindungi. Setelah biofilm terbuka, 

protease langsung menyerang multiple target secara simultan pada sel MRSA. 

Enzim ini mendegradasi protein dinding sel, mengganggu integritas struktural 

bakteri, dan sekaligus menetralisir faktor virulensi seperti adhesin dan toksin yang 

berperan dalam patogenesis infeksi. 

       Mekanisme multitarget ini merupakan keunggulan strategis protease karena 

mempersulit perkembangan resistensi bakteri. Berbeda dengan antibiotik 

konvensional yang biasanya hanya menekan satu jalur metabolik, protease bekerja 

pada beberapa sistem essential sekaligus, sehingga MRSA harus mengembangkan 

multiple mekanisme pertahanan secara bersamaan untuk dapat bertahan. Selain 

efek antimikroba langsung, protease juga melakukan debridemen enzimatik dengan 

membersihkan jaringan nekrotik dan material purulen yang menjadi tempat 

persembunyian bakteri. Proses pembersihan ini bersifat selektif di mana jaringan 
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sehat yang baru terbentuk tidak terpengaruh, berbeda dengan debridemen mekanik 

yang seringkali merusak jaringan granulasi yang mulai tumbuh. 

 

                   

Gambar 7.1 Ilustrasi protease bakteri laut menawarkan pendekatan terapi 

yang komprehensif dan multidimensi dalam mengatasi infeksi MRSA 

 

 

       Gambar 7.1 mengilustrasikan kompleksitas mekanisme resistensi bakteri 

terhadap Antimicrobial Peptides (AMPs), yang mencakup tujuh strategi pertahanan 

berbeda yang dikembangkan oleh bakteri patogen seperti MRSA (Vestergaard et al., 

2019). Mekanisme-mekanisme ini meliputi repulsi elektrostatik melalui modifikasi 

muatan permukaan sel, alterasi komposisi membran fosfolipid, inhibisi oleh protein 

permukaan yang bertindak sebagai decoy molekuler, pelepasan kapsul polisakarida 

yang mengikat AMPs di lingkungan ekstraseluler, degradasi enzimatik oleh protease 

yang disekresikan bakteri, regulasi genetik melalui sistem sensor AMP yang 

menginduksi ekspresi gen resistensi, dan sistem eflux aktif yang mengeluarkan 



183 

 

AMPs dari dalam sel (Otto, 2018; Aslam et al., 2018). Kompleksitas pertahanan 

berlapis ini menjelaskan mengapa pendekatan antimikroba konvensional sering 

mengalami kegagalan terhadap patogen resisten seperti MRSA, dan 

menggarisbawahi kebutuhan mendesak akan strategi terapeutik yang inovatif dan 

multifaset (Datta et al., 2021). 

        Protease bakteri laut dari isolat Shewanella algae dan Vibrio alginolyticus 

menawarkan pendekatan terapi yang fundamental berbeda dan berpotensi 

mengatasi berbagai mekanisme resistensi tersebut secara simultan (Mahto & Das, 

2022; Barzkar et al., 2021). Keunggulan utama protease sebagai agen antimikroba 

terletak pada mekanisme aksinya yang tidak bergantung pada interaksi elektrostatik 

dengan membran bakteri seperti halnya AMPs. Sementara AMPs konvensional 

mengandalkan muatan positif untuk berinteraksi dengan membran bakteri 

bermuatan negatif dan dapat dihambat oleh modifikasi muatan permukaan 

(mekanisme 1), protease bekerja melalui hidrolisis proteolitik spesifik terhadap 

protein target di permukaan sel atau lingkungan ekstraseluler (Barzkar et al., 2021). 

Demikian pula, alterasi komposisi membran fosfolipid (mekanisme 2) yang efektif 

menghambat insersi AMPs tidak mempengaruhi aktivitas protease karena target 

utamanya adalah protein struktural dan fungsional, bukan membran lipid itu sendiri 

(Otto, 2018). Karakteristik ini memberikan protease keunggulan inheren dalam 

mengatasi dua mekanisme resistensi primer yang paling umum pada bakteri Gram-

positif seperti MRSA (Vestergaard et al., 2019). 

       Protease bakteri laut menunjukkan potensi luar biasa dalam mendegradasi 

protein permukaan sel yang berfungsi sebagai faktor virulensi MRSA, secara 

langsung mengatasi mekanisme 3 dalam ilustrasi (Mahto & Das, 2022). Protein 

permukaan MRSA seperti protein A yang menghambat fagositosis, protein pengikat 

fibronektin yang memfasilitasi adhesi ke jaringan host, dan berbagai adhesin yang 

memediasi kolonisasi, semuanya merupakan substrat potensial untuk aktivitas 

proteolitik (Otto, 2018). Degradasi protein-protein ini tidak hanya mengurangi 

virulensi bakteri tetapi juga mengekspos epitop yang sebelumnya tersembunyi, 

memfasilitasi pengikatan komplemen dan meningkatkan opsonisasi untuk 

fagositosis oleh sistem imun host (Eming et al., 2017). Lebih lanjut, beberapa 

protease juga menunjukkan aktivitas terhadap komponen protein dalam matriks 

kapsular atau enzim yang terlibat dalam biosintesis kapsul polisakarida, sehingga 

dapat mengatasi mekanisme 4 di mana pelepasan kapsul biasanya mengikat dan 

menetralisir agen antimikroba (Barzkar et al., 2021). Dengan mendisrupsi integritas 

kapsul, protease mengurangi lapisan pelindung fisik yang menghalangi akses sistem 

imun dan agen antimikroba lain ke sel bakteri (Okshevsky & Meyer, 2019). 

        Salah satu aspek paling menarik dari protease sebagai agen antimikroba 

adalah kemampuannya mengatasi resistensi yang dimediasi oleh protease bakteri 

itu sendiri (mekanisme 5) (Mahto & Das, 2022; Barzkar et al., 2021). Meskipun 

bakteri seperti MRSA memproduksi protease endogen untuk mendegradasi AMPs 

dan komponen sistem imun host, protease dari bakteri laut umumnya memiliki 

struktur tiga dimensi, mekanisme katalitik, dan spesifisitas substrat yang sangat 

berbeda dari protease yang diproduksi oleh patogen manusia (Silva et al., 2018). 
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Perbedaan struktural ini membuat protease bakteri laut tidak mudah dihambat oleh 

inhibitor protease alami yang diproduksi MRSA, dan dalam beberapa kasus, 

protease laut bahkan menunjukkan resistensi terhadap degradasi oleh protease lain 

atau memiliki aktivitas katalitik yang lebih kuat (Barzkar et al., 2021). Karakteristik 

unik protease dari S. algae, khususnya aktivasinya yang dramatis oleh ion Ba²⁺ dan 

Mg²⁺ (peningkatan aktivitas hingga lebih dari 300% dan 200%), memberikan dimensi 

tambahan untuk modulasi dan optimasi aktivitas enzim dalam konteks terapeutik 

(Zambare et al., 2019; Annamalai et al., 2014). Fleksibilitas ini memungkinkan 

penyesuaian aktivitas protease sesuai dengan kondisi spesifik situs infeksi dan dapat 

dimanfaatkan untuk mengembangkan sistem penghantaran yang responsif terhadap 

kondisi lingkungan mikro (Gurung et al., 2020). 

       Protease juga menawarkan strategi untuk mengatasi mekanisme resistensi yang 

dimediasi oleh regulasi genetik (Vestergaard et al., 2019). Sistem sensing dan 

respons adaptif bakteri terhadap AMPs melibatkan berbagai protein regulator, faktor 

transkripsi, dan komponen sistem two-component yang semuanya dapat menjadi 

target potensial untuk degradasi proteolitik (Otto, 2018). Dengan mendegradasi 

protein-protein regulator kunci, protease dapat mengganggu kemampuan bakteri 

untuk menginduksi ekspresi gen resistensi atau mereprogramkan metabolisme 

mereka sebagai respons terhadap stres antimikroba (Vestergaard et al., 2019). Lebih 

menarik lagi, protease dapat mengganggu sistem quorum sensing yang memediasi 

ekspresi gen virulensi dan resistensi yang terkoordinasi dalam populasi bakteri 

(Okshevsky & Meyer, 2019). Peptida signal autoinducer yang memediasi komunikasi 

sel-ke-sel dalam quorum sensing merupakan substrat yang sangat rentan terhadap 

degradasi proteolitik (Mahto & Das, 2022). Dengan menghidrolisis peptida signal ini, 

protease secara efektif "membungkam" komunikasi bakteri, menghambat ekspresi 

terkoordinat dari faktor virulensi, produksi biofilm, dan mekanisme resistensi adaptif 

yang memerlukan respon populasi yang tersinkronisasi (Okshevsky & Meyer, 2019). 

       Keunggulan strategis penting lainnya dari protease adalah bahwa mekanisme 

aksinya yang ekstraseluler membuatnya tidak terpengaruh oleh sistem eflux 

(Vestergaard et al., 2019). Pompa eflux multidrug yang diekspresikan oleh bakteri 

resisten seperti MRSA efektif mengeluarkan berbagai agen antimikroba yang telah 

masuk ke dalam sel, termasuk antibiotik dan AMPs yang memerlukan akumulasi 

intraseluler untuk aktivitas optimal (Aslam et al., 2018). Namun, protease bekerja 

dengan mendegradasi target di permukaan sel atau dalam lingkungan periseluler, 

tidak memerlukan internalisasi untuk efektivitasnya (Barzkar et al., 2021). 

Karakteristik ini menghilangkan salah satu mekanisme resistensi yang paling 

promiscuous dan sulit diatasi dalam terapi antimikroba modern (Vestergaard et al., 

2019). Lebih jauh, dengan melemahkan struktur permukaan sel dan mengurangi 

virulensi bakteri, protease dapat meningkatkan efektivitas agen antimikroba lain yang 

digunakan dalam kombinasi, termasuk antibiotik yang mungkin sebagian dikeluarkan 

oleh pompa eflux namun tetap dapat menunjukkan aktivitas pada bakteri yang sudah 

terkompromi pertahanannya (Datta et al., 2021). 
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       Kontribusi signifikan protease bakteri laut dalam mengatasi infeksi MRSA juga 

termanifestasi dalam kemampuannya mendisrupsi biofilm, suatu mode pertumbuhan 

bakteri yang sangat resisten terhadap hampir semua bentuk terapi antimikroba 

(Okshevsky & Meyer, 2019). Biofilm MRSA, yang sering terbentuk pada luka kronik, 

implan medis, dan kateter, dikarakterisasi oleh matriks ekstraselular (EPS) yang 

kompleks yang terdiri dari polisakarida, DNA ekstraseluler, dan protein struktural 

yang membentuk jaringan pelindung di sekeliling komunitas bakteri (Otto, 2018). 

Protease dapat mendegradasi komponen protein dalam matriks ini, termasuk protein 

adhesin yang mengikat sel-sel bakteri bersama dan ke permukaan substrat, serta 

protein struktural yang memberikan integritas mekanik pada biofilm (Mahto & Das, 

2022). Degradasi matriks ini tidak hanya melemahkan struktur biofilm tetapi juga 

meningkatkan penetrasi agen antimikroba lain ke dalam lapisan dalam biofilm yang 

biasanya terlindungi (Okshevsky & Meyer, 2019). Lebih lanjut, aktivitas proteolitik 

dapat memicu dispersi sel planktonik dari biofilm, dan sel-sel yang terdispersi ini jauh 

lebih rentan terhadap fagositosis oleh sistem imun dan aktivitas antimikroba dari 

antibiotik atau AMPs dibandingkan dengan sel-sel yang tertanam dalam matriks 

biofilm (Nussbaum et al., 2018). 

       Protease bakteri laut juga menunjukkan potensi untuk bekerja secara sinergis 

dengan sistem imun host melalui berbagai mekanisme (Eming et al., 2017). 

Degradasi protein permukaan dan kapsular MRSA mengekspos antigen dan pattern-

associated molecular patterns (PAMPs) yang dapat dikenali oleh reseptor sistem 

imun innate, meningkatkan aktivasi komplemen dan fagositosis (Eming et al., 2017). 

Beberapa protease juga dapat memproses prekursor peptida antimikroba endogen 

host, seperti cathelicidin dan defensin, dari bentuk inaktif menjadi peptida 

antimikroba yang sepenuhnya aktif, secara efektif memperkuat respons antimikroba 

alami tubuh (Mahto & Das, 2022). Kemampuan untuk memodulasi respons imun ini 

sangat berharga dalam konteks infeksi MRSA, di mana keseimbangan antara 

eradikasi bakteri dan pencegahan kerusakan jaringan akibat inflamasi berlebihan 

sangat krusial (Raziyeva et al., 2021). Aktivitas proteolitik yang terkontrol dapat 

membantu resolusi inflamasi patologis sambil mempertahankan respons imun 

protektif, suatu keseimbangan yang sulit dicapai dengan terapi antimikroba 

konvensional (Eming et al., 2017). 

       Berdasarkan perspektif aplikasi terapeutik, protease bakteri laut menawarkan 

fleksibilitas yang luar biasa untuk berbagai modalitas pengobatan (Mahto & Das, 

2022). Untuk infeksi kulit dan jaringan lunak yang merupakan manifestasi klinis 

paling umum dari infeksi MRSA komunitas, protease dapat diformulasikan sebagai 

gel, krim, atau hydrogel topikal yang dapat diaplikasikan langsung ke situs infeksi 

(Boateng et al., 2015). Formulasi topikal ini sangat sesuai untuk pengobatan luka 

kronik atau ulkus diabetik yang sering terinfeksi dengan biofilm MRSA yang sangat 

resisten (Nussbaum et al., 2018). Untuk infeksi sistemik atau respiratori, protease 

dapat dikembangkan sebagai terapi adjuvan dalam kombinasi dengan antibiotik 

standar seperti vankomisin, linezolid, atau daptomycin (Datta et al., 2021). Dalam 

skenario kombinasi ini, protease berfungsi sebagai pembuka jalan yang melemahkan 

pertahanan struktural MRSA, memfasilitasi penetrasi dan meningkatkan aktivitas 
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antibiotik (Datta et al., 2021). Strategi pretreatment dengan protease sebelum 

administrasi antibiotik telah menunjukkan hasil yang menjanjikan dalam studi in vitro, 

dengan peningkatan signifikan dalam kerentanan bakteri terhadap antibiotik yang 

sebelumnya resisten (Mahto & Das, 2022). Untuk infeksi respiratori MRSA, termasuk 

pneumonia nosokomial dan kolonisasi pada pasien dengan cystic fibrosis, formulasi 

inhalasi protease dapat dikembangkan untuk penghantaran langsung ke saluran 

pernapasan, memaksimalkan konsentrasi lokal sambil meminimalkan paparan 

sistemik (Gurung et al., 2020). 

       Aplikasi pencegahan juga merupakan area yang sangat menjanjikan untuk 

protease bakteri laut (Okshevsky & Meyer, 2019). Imobilisasi protease pada 

permukaan kateter vaskular, kateter urin, implan ortopedi, atau perangkat medis 

lainnya dapat mencegah pembentukan biofilm MRSA yang merupakan penyebab 

utama infeksi terkait perangkat medis (Okshevsky & Meyer, 2019). Coating 

antimikroba berbasis protease yang melepaskan enzim secara berkelanjutan atau 

yang tetap aktif dalam keadaan terimobilisasi dapat secara signifikan mengurangi 

insiden infeksi nosokomial yang sangat mahal dan berbahaya ini (Boateng et al., 

2015). Teknologi coating yang merespons kondisi lingkungan, misalnya yang 

mengaktivasi pelepasan protease hanya ketika terdeteksi kolonisasi bakteri awal, 

dapat mengoptimalkan efektivitas sambil meminimalkan paparan enzim yang tidak 

perlu (Gurung et al., 2020). 

       Meskipun potensi terapeutik protease bakteri laut sangat menjanjikan, beberapa 

tantangan kritis harus diatasi sebelum translasi klinis dapat terealisasi (Sinha & 

Khare, 2023). Karakterisasi mendalam tentang spesifisitas substrat protease sangat 

esensial untuk memastikan bahwa enzim tidak mendegradasi protein host yang 

penting untuk struktur jaringan, koagulasi, atau fungsi imun (Gurung et al., 2020). 

Evaluasi komprehensif tentang toksisitas potensial, baik lokal maupun sistemik, serta 

imunogenisitas yang dapat memicu respons antibodi yang menetralisir aktivitas 

enzim atau bahkan menyebabkan reaksi alergi, harus dilakukan dalam model 

praklinis yang relevan sebelum uji klinis pada manusia (Sinha & Khare, 2023). 

Stabilitas enzim selama penyimpanan dan dalam kondisi fisiologis juga merupakan 

pertimbangan kritis yang memerlukan optimasi formulasi yang cermat (Tavano et al., 

2018). Pengembangan sistem penghantaran yang melindungi protease dari 

degradasi prematur oleh protease endogen atau kondisi pH ekstrem dalam saluran 

pencernaan, sambil memfasilitasi pelepasan terkontrol di situs target, merupakan 

tantangan rekayasa farmasi yang signifikan (Gurung et al., 2020). 

       Namun, karakteristik unik protease dari S. algae, khususnya modulasi 

aktivitasnya oleh ion logam, juga menawarkan peluang untuk pengembangan sistem 

kontrol aktivitas yang canggih (Zambare et al., 2019; Annamalai et al., 2014). 

Kemampuan untuk mengaktivasi atau mengurangi aktivitas enzim melalui manipulasi 

konsentrasi ion logam spesifik dapat dimanfaatkan untuk mengembangkan pro-

enzyme atau zymogen yang hanya diaktivasi di situs infeksi dengan kondisi ionik 

tertentu, meningkatkan spesifisitas terapeutik dan mengurangi efek off-target 

(Tavano et al., 2018). Sistem penghantaran yang responsif terhadap biomarker 

infeksi, seperti pH asam yang sering dijumpai di jaringan yang terinflamasi atau 
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konsentrasi protease bakteri yang tinggi, dapat dikembangkan untuk mengaktivasi 

protease terapeutik secara spatio-temporal yang tepat (Gurung et al., 2020). 

       Secara keseluruhan, protease bakteri laut dari Shewanella algae dan Vibrio 

alginolyticus merepresentasikan kelas agen antimikroba yang fundamental baru 

dengan mekanisme aksi yang berbeda dari antimikroba konvensional (Mahto & Das, 

2022; Barzkar et al., 2021). Kemampuannya untuk secara simultan mengatasi 

multiple mekanisme resistensi bakteri yang diilustrasikan dalam gambar, termasuk 

repulsi elektrostatik, alterasi membran, inhibisi oleh protein permukaan, pelepasan 

kapsul, degradasi enzimatik, regulasi genetik adaptif, dan sistem eflux, menjadikan 

protease ini sebagai kandidat yang sangat menarik untuk pengembangan terapi baru 

terhadap MRSA dan patogen resisten lainnya (Vestergaard et al., 2019). Potensi 

untuk bekerja sinergis dengan sistem imun host dan antibiotik yang ada, kemampuan 

mendisrupsi biofilm yang sangat resisten, dan fleksibilitas untuk berbagai modalitas 

aplikasi terapeutik semakin memperkuat nilai protease ini dalam arsenal melawan 

resistensi antimikroba (Datta et al., 2021; Okshevsky & Meyer, 2019). Dengan 

penelitian lanjutan yang fokus pada karakterisasi keamanan, optimasi formulasi, dan 

validasi efikasi dalam model praklinis dan uji klinis, protease bakteri laut memiliki 

potensi untuk menjadi solusi inovatif terhadap ancaman global resistensi antimikroba 

yang terus meningkat, khususnya dalam konteks infeksi MRSA yang semakin sulit 

diobati dengan terapi konvensional (Sinha & Khare, 2023; Zhang & Austin, 2023). 
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BAB VIII 

KESIMPULAN DAN SARAN 
 
8.1 Kesimpulan 

      Berdasarkan hasil penelitian, pengamatan, dan analisis data yang telah 

dilakukan, dapat disimpulkan bahwa: 

1. Karakteristik bakteri laut dari Pantai Losari dengan aktivitas proteolitik tertinggi 

telah berhasil dianalisis. Diperoleh isolat bakteri laut penghasil protease 

tertinggi, yaitu Shewanella algae (MB-SL.5) berdasarkan analisis molekuler 

sekuens 16S rRNA. Isolat Shewanella algae dipilih sebagai sumber protease 

untuk tahap penelitian selanjutnya  

2. Karakterisasi sifat biokimia dan pemurnian protease dari Shewanella algae 

menunjukkan bahwa enzim ini memiliki kondisi optimum pada pH 7,0, suhu 

37°C, dan konsentrasi substrat 1%. Protease ini diaktifkan oleh ion logam Mg²⁺, 

Ba²⁺, dan Co²⁺ yang mengindikasikan klasifikasinya sebagai metalloprotease. 

Pemurnian dilakukan melalui fraksinasi amonium sulfat pada tingkat kejenuhan 

F3, dialisis, dan filtrasi gel menggunakan matriks Sephadex G75. Proses 

pemurnian menghasilkan enzim dengan tingkat kemurnian tinggi (>95%) dan 

estimasi berat molekul 75 kDa. 

3. Mekanisme kerja protease terhadap MRSA melalui pendekatan in silico berhasil 

dianalisis melalui molekular docking. Senyawa Netropsin (Congocidin) yang 

terdeteksi dalam fraksi protease menunjukkan afinitas pengikatan yang sangat 

kuat dan stabil terhadap protein target kunci MRSA (1MWR, 1MWT, 2IWC, 

2IWD). Interaksi yang didominasi oleh ikatan hidrogen dan hidrofobik 

mengungkap potensinya sebagai inhibitor yang menargetkan proses esensial 

bagi kelangsungan hidup MRSA. 

4. Aktivitas anti-MRSA protease secara in vitro telah terevaluasi dan membuktikan 

bahwa fraksi 12 memiliki aktivitas antimikroba yang kuat dan spesifik terhadap 

MRSA. Fraksi ini menunjukkan nilai MIC pada rentang 0.025–0.05 mg/mL 

dengan efisiensi molekuler yang sangat tinggi (≈251× lebih efisien dibandingkan 

kloramfenikol). Fraksi ini juga memiliki aktivitas antioksidan pendukung (IC₅₀ 

56,59 µg/mL) yang menciptakan profil bioaktivitas ganda menguntungkan untuk 

aplikasi terapeutik. 

5. Efektivitas protease sebagai agen anti-MRSA secara in vivo telah teruji pada 

model mencit yang diinfeksi MRSA. Formulasi gel protease dengan konsentrasi 

optimal 0,1% mencapai waktu penyembuhan tercepat (10,67 hari) dan 

menunjukkan aktivitas setara atau bahkan sedikit lebih efektif dibandingkan 

mupirocin 2% sebagai kontrol positif. Hasil ini juga mengungkap fenomena 

konsentrasi rendah memberikan efek terapeutik optimal, sedangkan 

konsentrasi tinggi (1%) bersifat kontraproduktif bagi penyembuhan luka. 

6. Mekanisme potensi protease dari Shewanella algae sebagai kandidat agen 

terapeutik alternatif untuk mengatasi infeksi MRSA bersifat multitarget dan 

komprehensif. Mekanisme tersebut meliputi: (1) degradasi biofilm dan 
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komponen sel MRSA melalui aktivitas proteolitik; (2) inhibisi protein target vital 

melalui senyawa aktif seperti Netropsin; (3) debridemen enzimatik selektif pada 

jaringan nekrotik; (4) modulasi lingkungan luka dengan pelepasan faktor 

pertumbuhan; (5) dukungan penyembuhan melalui aktivitas antioksidan. 

Kombinasi unik antara aktivitas antimikroba langsung, antivirulensi, dan 

proregeneratif yang dikemas dalam satu formulasi menawarkan paradigma baru 

yang efektif dan berkelanjutan dalam menghadapi tantangan resistensi 

antibiotik global. Protease ini menjadi kandidat terapeutik alternatif yang sangat 

menjanjikan untuk mengatasi infeksi MRSA. 

8.2 Saran 

      Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dan kendala yang dihadapi, 

beberapa saran yang dapat direkomendasikan untuk penelitian lanjutan adalah 

sebagai berikut: 

1. Penyediaan Fasilitas dan Instrumen Penelitian 

Fasilitas dan instrumen yang memadai untuk produksi skala besar, sistem 

kromatografi otomatis, dan peralatan analisis molekuler misalnya SDS-

PAGE/PCR perlu disediakan untuk mendukung penelitian lanjutan yang lebih 

komprehensif dan efisien. 

2. Pelatihan Teknis Penggunaan Instrumen 

Pelatihan teknis bagi peneliti dalam penggunaan instrumen analisis lanjutan 

perlu dilakukan untuk memaksimalkan pemanfaatan fasilitas laboratorium yang 

tersedia dan meningkatkan kualitas hasil penelitian. 

3. Manajemen dan Pemeliharaan Fasilitas Laboratorium. 

Sistem manajemen dan pemeliharaan fasilitas laboratorium yang baik perlu 

diterapkan untuk memastikan instrumen berfungsi optimal dan mendukung 

keberlangsungan penelitian 
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LAMPIRAN-LAMPIRAN 

Lampiran 1. Hasil sekuensing dan penyelarasan sekuens isolat MB-SL 5 

>5256025_A_63F 

CTTGCTTTTGAGANANGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTGGGAATTTGCCCA
TTTGTGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGG
GAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTGATGGATAAGCCCAGGTGGGATTAG
CTAGTAGGTGAGGTAAAGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGG
ATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTG
AAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAAGGGTGTAAGTTA
ATACCTTACATCTGTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAA
GCGTGCGCAGGCGGTTTGTTAAGCGAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGG
AACCGCATTTCGAACTGGCAAACTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGG
TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCC
CCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTCGGAGTTTGGTGTCTTGCAC
ACTGGGCTCTCAAGCTAACGCATTAGATAGACCGCCTGGGTAGTACGGGCGCAAG
GGTAAGACTTCAAATGAATTGGAGGGGGGGCGCGGC 
 
 
>5256026_A_1387R 
 
CTGATCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATC
CGGACTACGACCAGCTTTATGGGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTCGCAACCCTCT
GTACTGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTG
ACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCCTAAAGTTCCCGG
CATTACCCGCTGGCAAGTAAGGATAGGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCA
ACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACAGTTCCCG
AAGGCACTGATGTATCTCTAACAAATTCTGTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCT
TCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAA
TTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAATGCGTT
AGCTTGAGAGCCCAGTGTTCAAGACACCAAACTCCGAGTAGACATCGTTTACGGC
GTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCCTGAGCG
TCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACG
CATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGTTTGCCAG
TTCGAAATGCGGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCTCGCTTAACAAAC
CGCCTGCGCACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGCACCCTCCGTAT
TACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGAGTAACGTCACA
GATGTAAGGTATTAACTTACACCCTTTCCTCCTCGCTGAAAGTGCTTTACAACCCG
AAGGCCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGCATCAGGGTTTCCCCCATTGTGCAA
TATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAAGAGTCTGGGCCGTGTCTCAATCCCAGTGTG
GCTGATCATCCTCTCAANCCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGAGCCTTTACCTC
ACCTACTAACTAATCCCACCTGGGCTTATCCATCAGGGCAAGGCCCGAAGGTCCC
CTGCTTTCCCCCCGAAGGG 

 



210 

 

>Consensus 

CTTGCTTTTGAGANANGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTGGGAATTTGCCCA
TTTGTGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATACGCCCTWCGGGG
GGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCSCTGATGGATAAGCCCAGGTGGGATTA
GYTAGTAGGTGAGGTAAAGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTYTGAGAG
GATGATCAGCCACACTGGGAYTGAGACACGGCCCAGACTCYTACGGGAGGCAGC
AGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGT
GAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAAGGGTGTAAGTT
AATACCTTACATCTGTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAA
GCGTGCGCAGGCGGTTTGTTAAGCGAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGG
AACCGCATTTCGAACTGGCAAACTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGG
TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCC
CCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTCGGAGTTTGGTGTCTTGMA
CACTGGGCTCTCAAGCTAACGCATTARRTAGACCGCCTGGGKAGTACGGSCGCAA
GGKTAARACTTCAAATGAATTGRMGGGGGCCSGCRCARGCGGTGGAGCATGTGG
TTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCACAGAATTTGTT
AGAGATACATCAGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTC
AGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCCT
TACTTGCCAGCGGGTAATGCCGGGAACTTTAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGG
AGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACA
CGTGCTACAATGGTCAGTACAGAGGGTTGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCC
CATAAAGCTGGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGG
AATCGCTAGTAATCGTGATCAG 

 
Hasil Blast menunjukkan isolat MB-SL 5 memiliki kemiripan 97.82% dengan S.algae 
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Shewanella algae strain DW01 16S ribosomal RNA, partial sequence 

NCBI Reference Sequence: NR_117770.1 

FASTA Graphics  

Go to: 

LOCUS  NR_117770    1495 bp    rRNA    linear   BCT 12-MAR-2019 
DEFINITION Shewanella algae strain DW01 16S ribosomal RNA, partial sequence. 
ACCESSION NR_117770 
VERSION  NR_117770.1 
DBLINK  Project: 33175 
  BioProject: PRJNA33175 
KEYWORDS     RefSeq. 
SOURCE       Shewanella algae 
  ORGANISM   Shewanella algae 
              Bacteria; Pseudomonadati; Pseudomonadota; Gammaproteobacteria; 
              Alteromonadales; Shewanellaceae; Shewanella. 
REFERENCE    1  (bases 1 to 1495) 
AUTHORS    Verma,P., Patole,M.S. and Shouche,Y.S. 
TITLE       Molecular phylogeny of Shewanella and its species 
JOURNAL    Unpublished 
 REFERENCE    2  (bases 1 to 1495) 
 CONSRTM    NCBI RefSeq Targeted Loci Project 
 TITLE       Direct Submission 
 JOURNAL    Submitted (28-APR-2014) National Center for Biotechnology 
              Information, NIH, Bethesda, MD 20894, USA 
REFERENCE    3  (bases 1 to 1495) 
AUTHORS    Verma,P., Patole,M.S. and Shouche,Y.S. 
TITLE       Direct Submission 

 JOURNAL   Submitted (19-MAR-2010) Molecular Biology Unit, National       
Centre for Cell Science, Ganeshkhind Road, Pune, Maharashtra 411007, 
India 

COMMENT      REVIEWED REFSEQ: This record has been curated by NCBI staff. The 
                                      reference sequence is identical to HM016086:1-1495. 
FEATURES              Location/Qualifiers 
     source          1..1495 
                     /organism="Shewanella algae" 
                     /mol_type="rRNA" 
                     /strain="DW01" 
                     /type_material="type strain of Shewanella haliotis" 
                     /db_xref="taxon:38313" 
     rRNA            <1..>1495 
                     /product="16S ribosomal RNA" 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_117770.1?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_117770.1?report=graph
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117770.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=P6FAWA63014#goto645320603_0
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/33175
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA33175
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=38313
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=38313
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_117770.1?from=1&to=1495
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ORIGIN       

        1 atccagagat tgtcatggct cagattgaac gctggcggca ggcctaacac atgcaagtcg 

       61 agcggtaaca tttcaaaagc ttgcttttga agatgacgag cggcggacgg gtgagtaatg 

      121 cctgggaatt tgcccatttg tgggggataa cagttggaaa cgactgctaa taccgcatac 

      181 gccctacggg ggaaagcagg ggaccttcgg gccttgcgct gatggataag cccaggtggg 

      241 attagctagt aggtgaggta aaggctcacc taggcgacga tccctagctg gtctgagagg 

      301 atgatcagcc acactgggac tgagacacgg cccagactcc tacgggaggc agcagtgggg 

      361 aatattgcac aatgggggaa accctgatgc agccatgccg cgtgtgtgaa gaaggccttc 

      421 gggttgtaaa gcactttcag cgaggaggaa agggtgtaag ttaatacctt acatctgtga 

      481 cgttactcgc agaagaagca ccggctaact ccgtgccagc agccgcggta atacggaggg 

      541 tgcgagcgtt aatcggaatt actgggcgta aagcgtgcgc aggcggtttg ttaagcgaga 

      601 tgtgaaagcc ccgggctcaa cctgggaacc gcatttcgaa ctggcaaact agagtcttgt 

      661 agaggggggt agaattccag gtgtagcggt gaaatgcgta gagatctgga ggaataccgg 

      721 tggcgaaggc ggccccctgg acaaagactg acgctcaggc acgaaagcgt ggggagcaaa 

      781 caggattaga taccctggta gtccacgccg taaacgatgt ctactcggag tttggtgtct 

      841 tgaacactgg gctctcaagc taacgcatta agtagaccgc ctggggagta cggccgcaag 

      901 gttaaaactc aaatgaattg acgggggccc gcacaagcgg tggagcatgt ggtttaattc 

      961 gatgcaacgc gaagaacctt acctactctt gacatccaca gaatctggta gagatacctc 

     1021 agtgccttcg ggaactgtga gacaggtgct gcatggctgt cgtcagctcg tgttgtgaaa 

     1081 tgttgggtta agtcccgcaa cgagcgcaac ccctatcctt acttgccagc gggtaatgcc 

     1141 gggaacttta gggagactgc cggtgataaa ccggaggaag gtggggacga cgtcaagtca 

     1201 tcatggccct tacgagtagg gctacacacg tgctacaatg gtcagtacag agggttgcga 

     1261 agccgcgagg tggagctaat cccataaagc tggtcgtagt ccggattgga gtctgcaact 

     1321 cgactccatg aagtcggaat cgctagtaat cgtggatcag aatgccacgg tgaatacgtt 

     1381 cccgggcctt gtacacaccg cccgtcacac catgggagtg ggctgcacca gaagtagata 

     1441 gcttaacctt cgggagggcg tttaccacgg tgtggttcat gactggggtg aag 
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Shewanella algae strain DW01 16S ribosomal RNA, partial sequence 

NCBI Reference Sequence: NR_117770.1 

GenBank Graphics  
>NR_117770.1 Shewanella algae strain DW01 16S ribosomal RNA, partial sequence 
ATCCAGAGATTGTCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAACA 
TTTCAAAAGCTTGCTTTTGAAGATGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTGGGAATTTGCCCATTTG 
TGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGCAGGGGACCTTCGG 
GCCTTGCGCTGATGGATAAGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTAGGTGAGGTAAAGGCTCACCTAGGCGACGA 
TCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGC 
AGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTC 
GGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAAGGGTGTAAGTTAATACCTTACATCTGTGACGTTACTCGC 
AGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATT 
ACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGTTAAGCGAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACC 
GCATTTCGAACTGGCAAACTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTA 
GAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGCACGAAAGCGT 
GGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTCGGAGTTTGGTGTCT 
TGAACACTGGGCTCTCAAGCTAACGCATTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTC 
AAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTT 
ACCTACTCTTGACATCCACAGAATCTGGTAGAGATACCTCAGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCT 
GCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCCTT 
ACTTGCCAGCGGGTAATGCCGGGAACTTTAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGA 
CGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCAGTACAGAGGGTTGCGA 
AGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAGCTGGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATG 
AAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG 
CCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCACCAGAAGTAGATAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGTTTACCACGG 
TGTGGTTCATGACTGGGGTGAAGTC 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_117770.1?report=genbank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_117770.1?report=graph
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Query: None Query ID: lcl|Query_471337 Length: 1280  
>Shewanella algae strain DW01 16S ribosomal RNA, partial sequence 
Sequence ID: NR_117770.1 Length: 1495 
Range 1: 80 to 1360 
Score:2246 bits (1216), Expect:0.0,  
Identities:1255/1283(98%), Gaps:5/1283(0%), Strand: Plus/Plus 
 

Query  1     CTTGCTTTTG-AGA-NANGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTGGGAATTTGCCCATTT  58 

             |||||||||| |||  | |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  80    CTTGCTTTTGAAGATGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTGGGAATTTGCCCATTT  139 

 

Query  59    GTGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATACGCCCTWCGGGGGGAAAGCA  118 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| | ||||||||||| 

Sbjct  140   GTGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATACGCCCTAC-GGGGGAAAGCA  198 

 

Query  119   GGGGACCTTCGGGCCTTGCSCTGATGGATAAGCCCAGGTGGGATTAGYTAGTAGGTGAGG  178 

             ||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||| 

Sbjct  199   GGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTGATGGATAAGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTAGGTGAGG  258 

 

Query  179   TAAAGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTYTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGG  238 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  259   TAAAGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGG  318 

 

Query  239   AYTGAGACACGGCCCAGACTCYTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGG  298 

             | ||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  319   ACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGG  378 

 

Query  299   AAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTC  358 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  379   AAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTC  438 
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Query  359   AGCGAGGAGGAAAGGGTGTAAGTTAATACCTTACATCTGTGACGTTACTCGCAGAAGAAG  418 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  439   AGCGAGGAGGAAAGGGTGTAAGTTAATACCTTACATCTGTGACGTTACTCGCAGAAGAAG  498 

 

Query  419   CACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAA  478 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  499   CACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAA  558 

 

Query  479   TTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGTTAAGCGAGATGTGAAAGCCCCGGGCTC  538 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  559   TTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGTTAAGCGAGATGTGAAAGCCCCGGGCTC  618 

 

Query  539   AACCTGGGAACCGCATTTCGAACTGGCAAACTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCC  598 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  619   AACCTGGGAACCGCATTTCGAACTGGCAAACTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCC  678 

 

Query  599   AGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCT  658 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  679   AGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCT  738 

 

Query  659   GGACAAAGACTGACGCTCAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG  718 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  739   GGACAAAGACTGACGCTCAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG  798 

 

Query  719   TAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTCGGAGTTTGGTGTCTTGMACACTGGGCTCTCAA  778 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 

Sbjct  799   TAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTCGGAGTTTGGTGTCTTGAACACTGGGCTCTCAA  858 

 

Query  779   GCTAACGCATTARRTAGACCGCCTGGGKAGTACGGSCGCAAGGKTAARACTTCAAATGAA  838 

             ||||||||||||  ||||||||||||| ||||||| ||||||| ||| || ||||||||| 

Sbjct  859   GCTAACGCATTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAAC-TCAAATGAA  917 
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Query  839   TTGRMGGGGGCCSGCRCARGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAAC  898 

             |||  ||||||| || || ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  918   TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAAC  977 

 

Query  899   CTTACCTACTCTTGACATCCACAGAATTTGTTAGAGATACATCAGTGCCTTCGGGAACTG  958 

             ||||||||||||||||||||||||||| || ||||||||| ||||||||||||||||||| 

Sbjct  978   CTTACCTACTCTTGACATCCACAGAATCTGGTAGAGATACCTCAGTGCCTTCGGGAACTG  1037 

 

Query  959   TGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCG  1018 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1038  TGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCG  1097 

 

Query  1019  CAACGAGCGCAACCCCTATCCTTACTTGCCAGCGGGTAATGCCGGGAACTTTAGGGAGAC  1078 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1098  CAACGAGCGCAACCCCTATCCTTACTTGCCAGCGGGTAATGCCGGGAACTTTAGGGAGAC  1157 

 

Query  1079  TGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGT  1138 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1158  TGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGT  1217 

 

Query  1139  AGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCAGTACAGAGGGTTGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCT  1198 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1218  AGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCAGTACAGAGGGTTGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCT  1277 

 

Query  1199  AATCCCATAAAGCTGGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGG  1258 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1278  AATCCCATAAAGCTGGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGG  1337 

 

Query  1259  AATCGCTAGTAATCGTG-ATCAG  1280 

             ||||||||||||||||| ||||| 

Sbjct  1338  AATCGCTAGTAATCGTGGATCAG  136
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Lampiran 2. Hasil sekuensing dan penyelarasan sekuens isolat MB-SL6 
 
>5262909_C_63F 
 
TGACTTCGGGGACGATAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGG
AAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATGAT
GCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAG
GTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTG
GTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCC
GCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGTCGTGAGGAAGGCG
GCGTCGTTAATAGCGGCGTTGTTTGACGTTAGCGACGGAAGAAGCACCGGCTAAC
TCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACT
GGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCT
CAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTATAGTACTGTATAGGGGGGTAG
AATTTCACGTGCACTCGCTGAAATGCACAGAGACTTGAAGGAATACCTGTGGCCAT
TTCGCCCCTCTGGACCGATACTCTCTCTCATATCTCACACTCGTGGTGACCCAACT
CGATTAGATTCCCTCGCTACGCCCCTGCNCTAAACGCATGTAGCCCTCGCGAGCA
NNNTCGACCNTCAGCNCCTTGATCTAGTGACTCTACTTCTTGTAATCCAAACCCGC
CAGGGACACGACTTGTCCGCCACTGTTAGCCCTCCGCTTGCTATCGGG 
 
>5256030_C_1387R 
 
CTGATCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATC
CGGACTACGACGCACTTTTTGGGATTCGCTCACTTTCGCAAGTTGGCCGCCCTCT
GTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTG
ACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCCTGGAGTTCCCGA
CATTACTCGCTGGCAAACAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCA
ACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGTTCCCG
AAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCT
TCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAA
TTCATTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAACGCGTT
AGCTCCGAAAGCCACGGCTCAAGGCCACAACCTCCAAGTAGACATCGTTTACGGC
GTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCATCTGAGTGT
CAGTATCTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTTCAGATCTCTACGC
ATTTCACCGCTACACCTGAAATTCTACCCCCCTCTACAGTACTCTAGTCTGCCAGT
TTCAAATGCTATTCCGAGGTTGAGCCCCGGGCTTTCACATCTGACTTAACAAACCA
CCTGCATGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGCACCCTCCGTATTAC
CGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGTCGCTAACGTCAAACAA
CGCCGCTATTAACGACACCGCCTTCCTCACGACTGAAAGTACTTTACAACCCGAAG
GCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATT
CCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAATCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGGGGCTG
ATCATCCTCTCAAACCAGCTAGGGAATCGTCGCCTTGGTGAGCCCTTACCTCACCA
ACTAGCTAATCCCACCTAGGCATTTCCTGAACCGAAAAGGCCCGAAGGTCCCCCC
CTTTTGGCCCCTAAGCTTCAGGCGGAATTAACCATCCGTTTCCAAGGGTTTTCCCC
CC 
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>Consensus 

 
TGACTTCGGGGACGATAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGG
AAATTGCCCTGATGKGGGGGAWAACCMTTGGAAACGGATGGYTAATWCCGCMTG
AWGCYTASGGGCCAAAAGRGGGGGACCTTCGGGCCTTYTCGSKTCAGGAWATGC
CTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATTCCCT
AGCTGGTYTGAGAGGATGATCAGCCMCACTGGAACTGAGACACGGTCCAGAYTCC
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCC
ATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGTCGTGAGGA
AGGCGGYGTCGTTAATAGCGGCGTTGTTTGACGTTAGCGACRGAAGAAGCACCG
GCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGA
ATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCG
GGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAKAGTACTGTAKAGGGG
GGTAGAATTTCASGTGYACKCGSTGAAATGCRYAGAGAYYTGAAGGAATACCKGTG
GCSAWKKCGSCCCYCTGGACMGATACTSWCWCTCAKATCKCRMAMKCGTGGKGA
SCMAACWSGATTAGATWCCCTCGSTACGYCCMYGCCSTAAACGCATGTASYMCTY
GCGAGCRTTGTCGRCCTTSAGCCCSTKGMTYTMGTGACKCTAMYKCKTGTAATSY
ARACCCGCCWGGGASASKACTKGTCCGCCAMKRTTARMMCTCMRMTGWRYTRW
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGA
ACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGG
GAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGG
GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCG
GGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCA
AGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAG
AGGGCGGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGG
ATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGATCAG 

 

Hasil Blast menunjukkan isolat MB-SL 6 memiliki kemiripan 90.53% dengan 
V.alginolyticus 

 
 
 



219 

 

Vibrio alginolyticus strain NBRC 15630 16S ribosomal RNA, partial sequence 
NCBI Reference Sequence: NR_122050.1 
FASTA Graphics  
Go to: 
LOCUS       NR_122050               1541 bp    rRNA    linear   BCT 12-MAR-2019 
DEFINITION  Vibrio alginolyticus strain NBRC 15630 16S ribosomal RNA, partial 
            sequence. 
ACCESSION   NR_122050 
VERSION     NR_122050.1 
DBLINK      Project: 33175 
            BioProject: PRJNA33175 
KEYWORDS    RefSeq. 
SOURCE      Vibrio alginolyticus 
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ORIGIN       

        1 agagtttgat catggctcag attgaacgct ggcggcaggc ctaacacatg caagtcgagc 

       61 ggaaacgagt tatctgaacc ttcggggaac gataacggcg tcgagcggcg gacgggtgag 

      121 taatgcctag gaaattgccc tgatgtgggg gataaccatt ggaaacgatg gctaataccg 

      181 cataatgcct acgggccaaa gagggggacc ttcgggcctc tcgcgtcagg atatgcctag 

      241 gtgggattag ctagttggtg aggtaagggc tcaccaaggc gacgatccct agctggtctg 

      301 agaggatgat cagccacact ggaactgaga cacggtccag actcctacgg gaggcagcag 

      361 tggggaatat tgcacaatgg gcgcaagcct gatgcagcca tgccgcgtgt gtgaagaagg 

      421 ccttcgggtt gtaaagcact ttcagtcgtg aggaaggcgg cgtcgttaat agcggcgttg 

      481 tttgacgtta gcgacagaag aagcaccggc taactccgtg ccagcagccg cggtaatacg 

      541 gagggtgcga gcgttaatcg gaattactgg gcgtaaagcg catgcaggtg gtttgttaag 

      601 tcagatgtga aagcccgggg ctcaacctcg gaatagcatt tgaaactggc agactagagt 

      661 actgtagagg ggggtagaat ttcaggtgta gcggtgaaat gcgtagagat ctgaaggaat 

      721 accggtggcg aaggcggccc cctggacaga tactgacact cagatgcgaa agcgtgggga 

      781 gcaaacagga ttagataccc tggtagtcca cgccgtaaac gatgtctact tggaggttgt 

      841 ggccttgagc cgtggctttc ggagctaacg cgttaagtag accgcctggg gagtacggtc 

      901 gcaagattaa aactcaaatg aattgacggg ggcccgcaca agcggtggag catgtggttt 

      961 aattcgatgc aacgcgaaga accttaccta ctcttgacat ccagagaact ttccagagat 

     1021 ggattggtgc cttcgggaac tctgagacag gtgctgcatg gctgtcgtca gctcgtgttg 

     1081 tgaaatgttg ggttaagtcc cgcaacgagc gcaaccctta tccttgtttg ccagcgagta 

     1141 atgtcgggaa ctccagggag actgccggtg ataaaccgga ggaaggtggg gacgacgtca 

     1201 agtcatcatg gcccttacga gtagggctac acacgtgcta caatggcgca tacagagggc 

     1261 ggccaacttg cgaaagtgag cgaatcccaa aaagtgcgtc gtagtccgga ttggagtctg 

     1321 caactcgact ccatgaagtc ggaatcgcta gtaatcgtgg atcagaatgc cacggtgaat 

     1381 acgttcccgg gccttgtaca caccgcccgt cacaccatgg gagtgggctg caaaagaagt 

     1441 aggtagttta accttcgggg ggacgcttac cactttgtgg ttcatgactg gggtgaagtc 

     1501 gtaacaaggt agcgctaggg gaacctggcg ctggatcacct 

 



221 

 

 

Vibrio alginolyticus strain NBRC 15630 16S ribosomal RNA, partial sequence 

NCBI Reference Sequence: NR_122050.1 

GenBank Graphics  

>NR_122050.1 Vibrio alginolyticus strain NBRC 15630 16S ribosomal RNA, partial sequence 

 
AGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAACGAGT 
TATCTGAACCTTCGGGGAACGATAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCCC 
TGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATAATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACC 
TTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGC 
GACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGG 
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGG 
CCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGTGAGGAAGGCGGCGTCGTTAATAGCGGCGTTGTTTGACGTTA 
GCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCG 
GAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCG 
GAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAAT 
GCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAA 
AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGT 
GGCCTTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAA 
AACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGA 
ACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAG 
GTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTA 
TCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGG 
GACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGGGC 
GGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACT 
CCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACA 
CACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCAAAAGAAGTAGGTAGTTTAACCTTCGGGGGGACGCTTAC 
CACTTTGTGGTTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCGCTAGGGGAACCTGGCGCTGGATCACCT 
 

 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_122050.1?report=genbank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_122050.1?report=graph
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Query: None Query ID: lcl|Query_1926079 Length: 1310 
>Vibrio alginolyticus strain NBRC 15630 16S ribosomal RNA, partial sequence 
Sequence ID: NR_122050.1 Length: 1541 
Range 1: 80 to 1365 
Score:1853 bits(1003), Expect:0.0,  
Identities:1185/1309(91%),  Gaps:25/1309(1%), Strand: Plus/Plus 
 

Query  4     CTTCGGGG-ACGATAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCC  62 

             |||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  80    CTTCGGGGAACGATAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCC  139 

 

Query  63    CTGATGKGGGGGAWAACCMTTGGAAACGGATGGYTAATWCCGCMTGAWGCYTASGGGCCA  122 

             |||||| |||||| |||| |||||||| ||||| |||| |||| | | || || |||||  

Sbjct  140   CTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAAC-GATGGCTAATACCGCATAATGCCTACGGGCC-  197 

 

Query  123   AAAGRGGGGGACCTTCGGGCCTTYTCGSKTCAGGAWATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTT  182 

             |||| |||||||||||||||| | |||  |||||| |||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  198   AAAGAGGGGGACCTTCGGGCC-TCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTT  256 

 

Query  183   GGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATTCCCTAGCTGGTYTGAGAGGATGATCAGCC  242 

             ||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||| ||||||||||||||||| 

Sbjct  257   GGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGA-TCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCC  315 

 

Query  243   MCACTGGAACTGAGACACGGTCCAGAYTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCAC  302 

              ||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  316   ACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCAC  375 

 

Query  303   AATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAA  362 

             ||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  376   AATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAA  435 
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Query  363   GTACTTTCAGTCGTGAGGAAGGCGGYGTCGTTAATAGCGGCGTTGTTTGACGTTAGCGAC  422 

             | ||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  436   GCACTTTCAGTCGTGAGGAAGGCGGCGTCGTTAATAGCGGCGTTGTTTGACGTTAGCGAC  495 

 

Query  423   RGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTT  482 

              ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  496   AGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTT  555 

 

Query  483   AATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCC  542 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  556   AATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCC  615 

 

Query  543   CGGGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAKAGTACTGTAKAGGGGGGT  602 

             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||| |||||||| 

Sbjct  616   CGGGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGT  675 

 

Query  603   AGAATTTCASGTGYACKCGSTGAAATGCRYAGAGAYYTGAAGGAATACCKGTGGCSAWKK  662 

             ||||||||| ||| |  || ||||||||  |||||  |||||||||||| ||||| |    

Sbjct  676   AGAATTTCAGGTGTAG-CGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGG  734 

 

Query  663   CGSCCCYCTGGACMGATACTSWCWCTCAKATCKCRMAMKCGTGGKGASCMAACWSGATTA  722 

             || ||| |||||| ||||||  | |||| ||  |  |  ||||| || | |||  ||||| 

Sbjct  735   CGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATG-CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA  793 

 

Query  723   GATWCCCTCGSTACGYCCMYGCCSTAAACGCATGTASYMCTYGCGAGCRTTGTCGRCCTT  782 

             ||| |||| | || | ||  ||| |||||| ||||    || | |||  |||| | |||| 

Sbjct  794   GATACCCTGG-TA-GTCCACGCCGTAAACG-ATGTCTA-CTTG-GAGG-TTGTGG-CCTT  846 

 

Query  783   SAGCCCSTKGMTYTMGTGACKCTAMYKCKTGTAATSYARACCCGCCWGGGASASKACTKG  842 

              ||||  | | | | | ||  |||   | | |||   | ||| ||| |||  |  ||  | 

Sbjct  847   GAGCCG-TGGCTTTCG-GAG-CTAACGCGT-TAAGT-AGACC-GCCTGGGG-AGTACG-G  898 
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Query  843   TCCGCCAMKRTTARMMCTCMRMTGWRYTRWCGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTG  902 

             || || |   |||   |||   ||   |  |||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  899   TC-GCAAGA-TTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTG  956 

 

Query  903   GTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAG  962 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  957   GTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAG  1016 

 

Query  963   AGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGT  1022 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1017  AGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGT  1076 

 

Query  1023  GTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCG  1082 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1077  GTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCG  1136 

 

Query  1083  AGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGAC  1142 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1137  AGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGAC  1196 

 

Query  1143  GTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGA  1202 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1197  GTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGA  1256 

 

Query  1203  GGGCGGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAG  1262 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1257  GGGCGGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAG  1316 

 

Query  1263  TCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTG-ATCAG  1310 

             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||| 

Sbjct  1317  TCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAG  1365 
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Lampiran 3. Hasil analisis SDS-PAGE Protease F.12 Shewanella algae   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

kDA 
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 Lampiran 4. Hasil uji SPSS  

Ukuran luka hari ke-3 terhadap kelompok perlakuan  

Kelompok perlakuan 

 

Case Processing Summary 
 

Kelompok perlakuan 

Cases 
 Valid Missing Total 
 N Percent N Percent N Percent 

Ukuran luka hari ke-3 kontrol negatif 5 100.0% 0 0.0% 5 100.0% 

Kontrol positif 5 100.0% 0 0.0% 5 100.0% 

Protease 0.1% 5 100.0% 0 0.0% 5 100.0% 

Protease 0.5% 5 100.0% 0 0.0% 5 100.0% 

Protease 1% 5 100.0% 0 0.0% 5 100.0% 

 

Descriptives 
 Kelompok perlakuan Statistic Std. Error 

Ukuran luka hari ke-

3 

kontrol negatif Mean 9.4200 .12410 

95% Confidence Interval 

for Mean 

Lower Bound 9.0755  

Upper Bound 9.7645  

5% Trimmed Mean 9.4278  

Median 9.5000  

Variance .077  

Std. Deviation .27749  

Minimum 9.00  
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Maximum 9.70  

Range .70  

Interquartile Range .50  

Skewness -.927 .913 

Kurtosis .130 2.000 

Kontrol positif Mean 8.8600 .07483 

95% Confidence Interval 

for Mean 

Lower Bound 8.6522  

Upper Bound 9.0678  

5% Trimmed Mean 8.8667  

Median 8.9000  

Variance .028  

Std. Deviation .16733  

Minimum 8.60  

Maximum 9.00  

Range .40  

Interquartile Range .30  

Skewness -1.089 .913 

Kurtosis .536 2.000 

Protease 0.1% Mean 8.5800 .08602 

95% Confidence Interval 

for Mean 

Lower Bound 8.3412  

Upper Bound 8.8188  

5% Trimmed Mean 8.5833  
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Median 8.6000  

Variance .037  

Std. Deviation .19235  

Minimum 8.30  

Maximum 8.80  

Range .50  

Interquartile Range .35  

Skewness -.590 .913 

Kurtosis -.022 2.000 

Protease 0.5% Mean 9.4600 .09274 

95% Confidence Interval 

for Mean 

Lower Bound 9.2025  

Upper Bound 9.7175  

5% Trimmed Mean 9.4611  

Median 9.5000  

Variance .043  

Std. Deviation .20736  

Minimum 9.20  

Maximum 9.70  

Range .50  

Interquartile Range .40  

Skewness -.236 .913 

Kurtosis -1.963 2.000 
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Protease 1% Mean 9.3000 .09487 

95% Confidence Interval 

for Mean 

Lower Bound 9.0366  

Upper Bound 9.5634  

5% Trimmed Mean 9.3056  

Median 9.3000  

Variance .045  

Std. Deviation .21213  

Minimum 9.00  

Maximum 9.50  

Range .50  

Interquartile Range .40  

Skewness -.524 .913 

Kurtosis -.963 2.000 

 

Extreme Valuesa 
 Kelompok perlakuan Case Number Value 

Ukuran luka hari ke-3 kontrol negatif Highest 1 5 9.70 

2 4 9.60 

Lowest 1 2 9.00 

2 1 9.30 

Kontrol positif Highest 1 6 9.00 

2 10 9.00 

Lowest 1 7 8.60 
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2 8 8.80 

Protease 0.1% Highest 1 13 8.80 

2 11 8.70 

Lowest 1 15 8.30 

2 12 8.50 

Protease 0.5% Highest 1 18 9.70 

2 17 9.60 

Lowest 1 19 9.20 

2 20 9.30 

Protease 1% Highest 1 21 9.50 

2 24 9.50 

Lowest 1 23 9.00 

2 25 9.20 

a. The requested number of extreme values exceeds the number of data points. A smaller 

number of extremes is displayed. 
 

Tests of Normality 
 

Kelompok perlakuan 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 
 Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Ukuran luka hari ke-3 kontrol negatif .213 5 .200* .939 5 .656 

Kontrol positif .201 5 .200* .881 5 .314 

Protease 0.1% .141 5 .200* .979 5 .928 

Protease 0.5% .180 5 .200* .952 5 .754 
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Protease 1% .227 5 .200* .910 5 .468 

*. This is a lower bound of the true significance. 

a. Lilliefors Significance Correction 
 
Ukuran luka hari ke-3 

Histograms 
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Stem-and-Leaf Plots 
1. Ukuran luka hari ke-3 Stem-and-Leaf Plot for 

Kelompok= kontrol negatif 
 Frequency    Stem &  Leaf 
     2.00        9 .  03 
     3.00        9 .  567 
 Stem width:      1.00 
 Each leaf:        1 case(s) 

2. Ukuran luka hari ke-3 Stem-and-Leaf Plot for 
Kelompok= Kontrol positif 
 Frequency    Stem &  Leaf 
     3.00        8 .  689 
     2.00        9 .  00 
 Stem width:      1.00 

 Each leaf:        1 case(s) 
      3. Ukuran luka hari ke-3 Stem-and-Leaf Plot for 
Kelompok= Protease 0.1% 
Frequency    Stem &  Leaf 
     1.00        8 .  3 
     4.00        8 .  5678 
 Stem width:      1.00 
 Each leaf:        1 case(s) 

4. Ukuran luka hari ke-3 Stem-and-Leaf Plot for 
Kelompok= Protease 0.5% 
 Frequency    Stem &  Leaf 
     2.00        9 .  23 
     3.00        9 .  567 
 Stem width:      1.00 
 Each leaf:        1 case(s) 

5. Ukuran luka hari ke-3 Stem-and-Leaf Plot for 
Kelompok= Protease 1% 
 Frequency    Stem &  Leaf 
     3.00        9 .  023 
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     2.00        9 .  55 
 Stem width:      1.00 
 Each leaf:        1 case(s) 
 
Normal Q-Q Plots 
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Detrended Normal Q-Q Plots 
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1. Uji normalitas Shapiro-Wilk  
Hipotesis: 
H₀: Data berdistribusi normal 

H₁: Data tidak berdistribusi normal 
Aturan keputusan: 
Jika Sig. (p-value) > 0.05 → Terima H₀ → Data BERDISTRIBUSI NORMAL  

Jika Sig. (p-value) ≤ 0.05 → Tolak H₀ → Data TIDAK berdistribusi normal  

Uji normalitas Shapiro-Wilk pada ukuran luka hari ke-3 menunjukkan bahwa semua kelompok perlakuan memiliki distribusi 

data yang normal (p > 0.05), dengan nilai p berkisar antara 0.314 hingga 0.928. Kelompok protease 0.1% menunjukkan distribusi 

paling mendekati normal (W = 0.979, p = 0.928), mengindikasikan konsistensi respons penyembuhan yang tinggi. Terpenuhinya 

asumsi normalitas memungkinkan penggunaan uji parametrik (One-Way ANOVA) untuk analisis komparatif antar kelompok." 

Kesimpulan Akhir: Data hari ke-3 sangat baik untuk analisis statistik parametrik, dan hasil uji normalitas yang positif ini 

memperkuat validitas dan reliabilitas temuan penelitian 
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Oneway :  

Descriptives 

Ukuran kuka hari ke-3 

 N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

kontrol negatif 5 9.4200 .27749 .12410 9.0755 9.7645 9.00 9.70 

Kontrol positif 5 8.8600 .16733 .07483 8.6522 9.0678 8.60 9.00 

Protease 0.1% 5 8.5800 .19235 .08602 8.3412 8.8188 8.30 8.80 

Protease 0.5% 5 9.4600 .20736 .09274 9.2025 9.7175 9.20 9.70 

Protease 1% 5 9.3000 .21213 .09487 9.0366 9.5634 9.00 9.50 

Total 25 9.1240 .40340 .08068 8.9575 9.2905 8.30 9.70 

 

Tests of Homogeneity of Variances 

 

Levene 

Statistic df1 df2 Sig. 

Ukuran luka hari ke-3 Based on Mean .477 4 20 .752 

Based on Median .256 4 20 .903 

Based on Median and with 

adjusted df 

.256 4 15.770 .902 

Based on trimmed mean .461 4 20 .763 
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ANOVA 

Ukuran luka hari ke-3   

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 2.986 4 .746 16.226 <.001 

Within Groups .920 20 .046   

Total 3.906 24    

 

ANOVA Effect Sizesa 

 Point Estimate 

95% Confidence Interval 

Lower Upper 

Ukuran luka hari ke-3 Eta-squared .764 .455 .830 

Epsilon-squared .717 .346 .796 

Omega-squared Fixed-effect .709 .337 .789 

Omega-squared Random-

effect 

.379 .113 .483 

a. Eta-squared and Epsilon-squared are estimated based on the fixed-effect model. 
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     Means Plots 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

UJI HOMOGENITAS VARIANS DAN ANOVA UKURAN LUKA HARI KE-3 
1. TESTS OF HOMOGENEITY OF VARIANCES (Levene's Test) 

Levene Statistic = 0.477 

Sig. = 0.752 

Interpretasi: 

Kriteria keputusan: 

Jika Sig. > 0.05 → Varians HOMOGEN  

Jika Sig. ≤ 0.05 → Varians TIDAK HOMOGEN  

Kesimpulan: Sig. (0.752) > 0.05 → Varians antar kelompok HOMOGEN  
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Makna: 

Asumsi homogenitas varians terpenuhi 

Variabilitas data dalam setiap kelompok relatif sama 

Aman menggunakan One-Way ANOVA (tidak perlu Welch ANOVA) 

Hasil ANOVA akan valid dan dapat dipercaya 

Catatan: SPSS menyediakan 4 metode perhitungan Levene (based on mean, median, dll). Semua menunjukkan p > 0.05, 

memperkuat kesimpulan homogenitas. 

 

          2.TESTS OF HOMOGENEITY OF VARIANCES (Levene's Test) 
Levene Statistic = 0.477 
Sig. = 0.752 
Interpretasi: 
Kriteria keputusan: 
Jika Sig. > 0.05 → Varians HOMOGEN  
Jika Sig. ≤ 0.05 → Varians TIDAK HOMOGEN  
Kesimpulan: Sig. (0.752) > 0.05 → Varians antar kelompok HOMOGEN  

    3.TABEL ANOVA 
Hasil: 
F(4, 20) = 16.226 
Sig. < 0.001 
Interpretasi: 
Kriteria keputusan: 
Jika Sig. < 0.05 → Ada perbedaan SIGNIFIKAN  
Jika Sig. ≥ 0.05 → TIDAK ada perbedaan signifikan  
Kesimpulan: Sig. < 0.001 → Ada perbedaan SANGAT SIGNIFIKAN antar kelompok 
Uji Levene menunjukkan varians antar kelompok homogen (p = 0.752). Analisis One-Way ANOVA menunjukkan terdapat 

perbedaan yang sangat signifikan pada ukuran luka hari ke-3 antar kelompok perlakuan (F(4,20) = 16.226, p < 0.001, η² = 0.764). 

Effect size yang sangat besar (η² = 76.4%) mengindikasikan bahwa jenis perlakuan memiliki pengaruh dominan terhadap 

kecepatan penyembuhan luka. Kelompok protease 0.1% menunjukkan ukuran luka terkecil (mean = 8.58 ± 0.19 mm), menandakan 

penyembuhan paling cepat dibandingkan kelompok lain. 
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Oneway 

 

Descriptives 

Ukuran luka hari ke-3   

 N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

kontrol negatif 5 9.4200 .27749 .12410 9.0755 9.7645 9.00 9.70 

Kontrol positif 5 8.8600 .16733 .07483 8.6522 9.0678 8.60 9.00 

Protease 0.1% 5 8.5800 .19235 .08602 8.3412 8.8188 8.30 8.80 

Protease 0.5% 5 9.4600 .20736 .09274 9.2025 9.7175 9.20 9.70 

Protease 1% 5 9.3000 .21213 .09487 9.0366 9.5634 9.00 9.50 

Total 25 9.1240 .40340 .08068 8.9575 9.2905 8.30 9.70 

 
 

Tests of Homogeneity of Variances 

 

Levene 

Statistic df1 df2 Sig. 

Ukuran luka hari ke-3 Based on Mean .477 4 20 .752 

Based on Median .256 4 20 .903 

Based on Median and with 

adjusted df 

.256 4 15.770 .902 
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Based on trimmed mean .461 4 20 .763 

 
 

ANOVA 

Ukuran luka hari ke-3   

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 2.986 4 .746 16.226 <.001 

Within Groups .920 20 .046   

Total 3.906 24    

 
 

ANOVA Effect Sizesa 

 Point Estimate 

95% Confidence Interval 

Lower Upper 

Ukuran luka hari ke-3 Eta-squared .764 .455 .830 

Epsilon-squared .717 .346 .796 

Omega-squared Fixed-effect .709 .337 .789 

Omega-squared Random-

effect 

.379 .113 .483 

a. Eta-squared and Epsilon-squared are estimated based on the fixed-effect model. 
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Post Hoc Tests 

 

Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   Ukuran luka hari ke-3   
 

(I) Kelompok perlakuan (J) Kelompok perlakuan 

Mean 

Difference (I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 
 Lower Bound Upper Bound 

Tukey HSD kontrol negatif Kontrol positif .56000* .13565 .004 .1541 .9659 

Protease 0.1% .84000* .13565 <.001 .4341 1.2459 

Protease 0.5% -.04000 .13565 .998 -.4459 .3659 

Protease 1% .12000 .13565 .899 -.2859 .5259 

Kontrol positif kontrol negatif -.56000* .13565 .004 -.9659 -.1541 

Protease 0.1% .28000 .13565 .273 -.1259 .6859 

Protease 0.5% -.60000* .13565 .002 -1.0059 -.1941 

Protease 1% -.44000* .13565 .030 -.8459 -.0341 

Protease 0.1% kontrol negatif -.84000* .13565 <.001 -1.2459 -.4341 

Kontrol positif -.28000 .13565 .273 -.6859 .1259 

Protease 0.5% -.88000* .13565 <.001 -1.2859 -.4741 

Protease 1% -.72000* .13565 <.001 -1.1259 -.3141 

Protease 0.5% kontrol negatif .04000 .13565 .998 -.3659 .4459 

Kontrol positif .60000* .13565 .002 .1941 1.0059 

Protease 0.1% .88000* .13565 <.001 .4741 1.2859 

Protease 1% .16000 .13565 .763 -.2459 .5659 
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Protease 1% kontrol negatif -.12000 .13565 .899 -.5259 .2859 

Kontrol positif .44000* .13565 .030 .0341 .8459 

Protease 0.1% .72000* .13565 <.001 .3141 1.1259 

Protease 0.5% -.16000 .13565 .763 -.5659 .2459 

Scheffe kontrol negatif Kontrol positif .56000* .13565 .012 .1007 1.0193 

Protease 0.1% .84000* .13565 <.001 .3807 1.2993 

Protease 0.5% -.04000 .13565 .999 -.4993 .4193 

Protease 1% .12000 .13565 .938 -.3393 .5793 

Kontrol positif kontrol negatif -.56000* .13565 .012 -1.0193 -.1007 

Protease 0.1% .28000 .13565 .400 -.1793 .7393 

Protease 0.5% -.60000* .13565 .006 -1.0593 -.1407 

Protease 1% -.44000 .13565 .065 -.8993 .0193 

Protease 0.1% kontrol negatif -.84000* .13565 <.001 -1.2993 -.3807 

Kontrol positif -.28000 .13565 .400 -.7393 .1793 

Protease 0.5% -.88000* .13565 <.001 -1.3393 -.4207 

Protease 1% -.72000* .13565 .001 -1.1793 -.2607 

Protease 0.5% kontrol negatif .04000 .13565 .999 -.4193 .4993 

Kontrol positif .60000* .13565 .006 .1407 1.0593 

Protease 0.1% .88000* .13565 <.001 .4207 1.3393 

Protease 1% .16000 .13565 .842 -.2993 .6193 

Protease 1% kontrol negatif -.12000 .13565 .938 -.5793 .3393 

Kontrol positif .44000 .13565 .065 -.0193 .8993 
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Protease 0.1% .72000* .13565 .001 .2607 1.1793 

Protease 0.5% -.16000 .13565 .842 -.6193 .2993 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 

 
Homogeneous Subsets 

 

Ukuran luka hari ke-3 
 

Kelompok perlakuan N 

Subset for alpha = 0.05 
 1 2 3 

Tukey HSDa Protease 0.1% 5 8.5800   

Kontrol positif 5 8.8600   

Protease 1% 5  9.3000  

kontrol negatif 5  9.4200  

Protease 0.5% 5  9.4600  

Sig.  .273 .763  

Scheffea Protease 0.1% 5 8.5800   

Kontrol positif 5 8.8600 8.8600  

Protease 1% 5  9.3000 9.3000 

kontrol negatif 5   9.4200 

Protease 0.5% 5   9.4600 

Sig.  .400 .065 .842 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000. 
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     Means Plots 

 

 

 
 

     

       

 

 

 

 

 

 

 

 

      UJI POST-HOC TUKEY HSD UKURAN LUKA HARI KE-3 

1. MULTIPLE COMPARISONS (Perbandingan Berpasangan) 

Hasil Uji Tukey HSD: 

Kriteria keputusan: 

Jika Sig. < 0.05 → Ada perbedaan SIGNIFIKAN  

Jika Sig. ≥ 0.05 → TIDAK ada perbedaan signifikan  
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A. Protease 0.1% sebagai Kelompok Terbaik: 
Interpretasi: 
Protease 0.1% memiliki ukuran luka secara signifikan lebih kecil (lebih baik) dibandingkan kontrol negatif, Protease 0.5%, dan 
Protease 1% 
Protease 0.1% SETARA dengan kontrol positif (obat standar), menunjukkan efektivitas yang sama baiknya 
B. Kontrol Positif vs Kelompok Lain: 
Interpretasi: 

           Kontrol positif lebih efektif dibandingkan kontrol negatif dan kedua konsentrasi protease tinggi (0.5% dan 1%) 
C.Interpretasi: 

           Konsentrasi tinggi (0.5% dan 1%) memiliki efektivitas setara dengan kontrol negatif (tanpa perlakuan) 
Ini menunjukkan bahwa konsentrasi tinggi tidak efektif dalam mempercepat penyembuhan luka. Perbandingan Antar Konsentrasi 
Protease Tinggi: 
 
2. HOMOGENEOUS SUBSETS (Pengelompokan Efektivitas) 
Interpretasi: 
Subset 1: Protease 0.1% dan Kontrol positif berada dalam kelompok yang sama → efektivitas SETARA dan TERBAIK 
Subset 2: Protease 0.5%, 1%, dan kontrol negatif berada dalam kelompok yang sama → efektivitas RENDAH dan tidak berbeda 
satu sama lain 
Uji Post-hoc Tukey HSD menunjukkan bahwa kelompok Protease 0.1% (mean = 8.58 ± 0.19 mm) memiliki ukuran luka yang 
secara signifikan lebih kecil dibandingkan dengan kontrol negatif (mean = 9.42 ± 0.36 mm, p < 0.001), Protease 0.5% (mean = 
9.46 ± 0.27 mm, p < 0.001), dan Protease 1% (mean = 9.30 ± 0.43 mm, p < 0.001). 
Tidak terdapat perbedaan signifikan antara Protease 0.1% dengan kontrol positif (mean = 8.86 ± 0.38 mm, p = 0.273), 
menunjukkan bahwa Protease 0.1% memiliki efektivitas setara dengan obat standar dalam mempercepat penyembuhan luka 
pada hari ke-5. 
Analisis homogeneous subsets mengelompokkan Protease 0.1% dan kontrol positif dalam satu subset dengan efektivitas 
tertinggi (Subset 1, p = 0.273), sementara kelompok lainnya (Protease 0.5%, 1%, dan kontrol negatif) berada dalam subset 
dengan efektivitas lebih rendah (Subset 2, p = 0.763). 
Temuan ini mengonfirmasi bahwa konsentrasi Protease 0.1% merupakan dosis optimal, karena konsentrasi yang lebih tinggi 
(0.5% dan 1%) justru menunjukkan efektivitas yang tidak lebih baik dari kontrol negatif, mengindikasikan adanya hubungan 
dosis-respons yang tidak linier atau kemungkinan efek toksik/inhibisi pada konsentrasi tinggi dalam mekanisme penyembuhan 
luka. 

 


