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PENDAHULUAN
A. Latar Belakang Masalah

Kemajuan dalam bidang teknologi fermentasi, rekayasa genetika, dan
teknologi aplikasi enzim menyebabkan penggunaan enzim dalam industri semakin
meningkat. Enzim protease merupakan salah satu enzim yang penting dalam
aplikasi bioteknologi dan industri. Enzim protease berperan dalam degradasi
protein. Enzim ini dapat dihasilkan oleh mikroorganisme secara ekstraseluler,
serta mempunyai peranan yang penting dalam metabolisme sel dan keteraturan
proses dalam sel (Ward, 1983 dalam Sugiyono, 2008: 157).

Penggunaan enzim protease sangat efektif dan menguntungkan. Dalam
industri pangan, enzim protease dimanfaatkan untuk pengolahan susu, roti,
biskuit, proses pematangan keju, pengempukan daging, dan pembuatan produk
dari kedelai. Selain itu, enzim protease juga digunakan pada beberapa aplikasi
industri seperti deterjen, farmasi, produk-produk kulit, produk-produk makanan,
dan proses pengolahan limbah industri.

Enzim protease yang banyak dicari oleh kalangan industri adalah yang
berkualitas tinggi, terutama tahan dan stabil pada kondisi suhu tinggi karena
proses-proses kimia dalam bidang industri banyak yang berlangsung pada suhu
relatif tinggi di atas 40 °C (Dessy, 2008: 22). Kebutuhan enzim protease sangat
tinggi, tetapi pemenuhan kebutuhan terhadap enzim protease hampir 100% masih

bergantung pada produk impor.



Upaya pencarian sumber enzim protease perlu dilakukan untuk memenuhi
kebutuhan industri. Enzim protease dapat dihasilkan oleh tanaman, hewan, dan
mikroorganisme. Pemilihan mikroorganisme sebagai sumber enzim mempunyai
beberapa keuntungan dibandingkan dengan yang diisolasi dari tanaman ataupun
hewan. Keuntungan tersebut antara lain sel mikroorganisme relatif lebih mudah
ditumbuhkan, kecepatan pertumbuhan relatif lebih cepat, skala produksi sel lebih
mudah ditingkatkan bila dikehendaki produksi yang lebih besar, biaya
produksinya relatif rendah, kondisi selama produksi tidak tergantung oleh adanya
pergantian musim, dan waktu yang dibutuhkan dalam proses produksi lebih
pendek.

Pencarian mikroorganisme sebagai penghasil enzim protease perlu
dilakukan. Mikroorganisme termofilik adalah salah satu sumber enzim dengan
sifat-sifat unik sehingga menarik kalangan industri untuk mengaplikasikannya.
Sebagian besar enzim protease yang tahan dan stabil terhadap suhu tinggi
dihasilkan oleh mikroorganisme termofilik. Mikroorganisme termofilik mampu
hidup pada lingkungan suhu tinggi dan tumbuh secara optimal di atas suhu 45 °C,
dengan struktur protein penyusun enzim yang tetap stabil atau tidak terdenaturasi
oleh panas. Mikroorganisme termofilik ini dapat diisolasi dari berbagai tempat
seperti sumber-sumber geotermal, daerah vulkanoik, pemandian mata air panas di
darat maupun mata air panas di laut dalam, dan juga dari proses pembuatan
kompos (Dessy, 2008: 20).

Banyak penelitian yang dilakukan untuk mencari dan mendapatkan

informasi tentang bakteri termofilik penghasil enzim protease. Hingga saat ini



lebih dari 70 genus dan 140 spesies termofilik telah diisolasi dari berbagai
lingkungan suhu tinggi. Salah satu bakteri yang diduga banyak sebagai penghasil
enzim protease adalah genus Bacillus. Beberapa bakteri termofilik penghasil
enzim protease yang telah diisolasi dan dikarakterisasi antara lain Bacillus
thermoproteolyticus, Bacillus caldolyticus, Bacillus stearothermophilus, Bacillus
caldovelox DSM 411, dan Bacillus subtilis (Sugiyono, 2008: 157).

Salah satu sumber potensial bakteri termofilik adalah di daerah sekitar
Merapi yang terkena erupsi pada tahun 2010. Penelitian pasca erupsi Merapi 2010
mengenai isolasi bakteri termofilik telah dilakukan oleh peneliti dari LIPI
(Lembaga IImu Pengetahuan Indonesia). Penelitian tersebut dititikberatkan pada
mikroorganisme pelarut fosfat, penambat nitrogen, penghasil hormon tumbuh,
peningkatan resistensi terhadap penyakit, dan mikroorganisme penghancur
senyawa rekalsitran yang diaplikasikan dalam bidang pertanian.

Kali Gendol sebagai salah satu sungai yang dialiri material-material panas
setelah terjadi letusan Gunung Merapi tahun 2010, merupakan salah satu tempat
yang berpotensi untuk ditemukannya bakteri termofilik. Hal ini karena pasca
erupsi Merapi terjadi peningkatan temperatur di Kali Gendol tersebut. Penelitian
telah dilakukan oleh Anna Rakhmawati dan Evy Yulianti pada tahun 2011 dan
berhasil mengisolasi bakteri termofilik pasca erupsi Merapi. Hasil penelitian
tersebut, bakteri termofilik diisolasi dari 3 sampel air dan 9 sampel pasir Kali
Gendol Atas dengan metode dilution dan enrichment. Pada suhu inkubasi 55 °C
diperoleh 480 isolat. Pada suhu inkubasi 70 °C diperoleh 253 isolat, dan hasil

skrining aktivitas enzim ekstraseluler diperoleh sebanyak 9 isolat bakteri



termofilik menghasilkan enzim amilase, 4 isolat menghasilkan enzim protease,
dan 1 isolat menghasilkan enzim selulase.

Hasil penelitian yang telah dilakukan oleh Anna Rakhmawati dan Evy
Yulianti pada tahun 2011, masih terdapat 480 isolat bakteri termofilik yang
mampu tumbuh pada suhu inkubasi 55 °C yang belum diidentifikasi mengenai
kemampuannya menghasilkan enzim ekstraseluler. Dalam penelitian ini akan
melanjutkan penelitian tersebut, bakteri yang diidentifikasi dikhususkan pada
isolat bakteri yang bersumber dari sampel pasir sebanyak 96 isolat. Pemilihan
isolat bakteri yang hanya berasal dari sampel pasir ini dilakukan karena pada
penelitian sebelumnya, pada suhu inkubasi 70 °C bakteri yang diisolasi dari
sampel pasir lebih banyak menghasilkan enzim ekstraseluler dibandingkan bakteri
yang diisolasi dari sampel air. Penelitian dimulai dengan tahap seleksi bakteri
termofilik penghasil enzim protease, dilanjutkan karakterisasi fenotipik, dan
identifikasi isolat bakteri termofilik penghasil enzim protease tersebut untuk
mengetahui genus serta penentuan indeks similaritas untuk mengetahui hubungan
kekerabatan antar isolat bakteri termofilik pasca erupsi Merapi yang merupakan

penghasil enzim protease.

B. Identifikasi Masalah
1. Kebutuhan enzim protease sangat tinggi, ketersediaan dan produksinya
masih sangat terbatas, dan pemenuhan kebutuhan terhadap enzim protease
hampir 100% masih bergantung pada produk impor sehingga harganya

relatif mahal.



2. Banyak daerah bersuhu tinggi seperti sumber-sumber geotermal, daerah
vulkanoik, pemandian mata air panas di darat maupun mata air panas di
laut dalam, dan juga dari proses pembuatan kompos, namun eksplorasi
terhadap bakteri termofilik masih sangat terbatas.

3. Bakteri termofilik yang diisolasi dari Kali Gendol Atas pasca erupsi
Merapi 2010 belum seluruhnya dilakukan seleksi, karakterisasi, serta
identifikasi tentang kemampuannya menghasilkan enzim ekstraseluler,

salah satunya kemampuan menghasilkan enzim protease.

C. Batasan Masalah

Penelitian ini hanya dibatasi untuk menyeleksi isolat bakteri termofilik
yang dapat menghasilkan enzim protease, kemudian dilanjutkan dengan
karakterisasi fenotipik, dan identifikasi bakteri tersebut sampai tingkat genus
berdasarkan Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, serta penentuan
hubungan kekerabatan antar isolat bakteri berdasarkan indeks similaritas yang

ditunjukkan dengan konstruksi dendogram.

D. Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang dan identifikasi masalah, dapat dirumuskan
permasalahan antara lain:
1. Apakah ada isolat bakteri termofilik dari Kali Gendol Atas pasca erupsi

Merapi 2010 yang mampu menghasilkan enzim protease?



Bagaimana karakter fenotipik bakteri termofilik penghasil enzim protease
yang berhasil diseleksi dari isolat bakteri termofilik Kali Gendol Atas pasca
erupsi Merapi 2010?

. Apa genus bakteri termofilik penghasil enzim protease yang berhasil diseleksi
dari isolat bakteri termofilik Kali Gendol Atas pasca erupsi Merapi 2010?
Bagaimana hubungan kekerabatan antar isolat bakteri termofilik penghasil
enzim protease yang berhasil diseleksi dari isolat bakteri termofilik Kali

Gendol Atas pasca erupsi Merapi 2010?

Tujuan Penelitian

Tujuan yang ingin dicapai dalam penelitian ini antara lain:
Mengetahui keberadaan isolat bakteri termofilik dari Kali Gendol Atas pasca
erupsi Merapi 2010 yang mampu menghasilkan enzim protease.
Mengetahui karakter fenotipik bakteri termofilik penghasil enzim protease
yang berhasil diseleksi dari isolat bakteri termofilik Kali Gendol Atas pasca
erupsi Merapi 2010.
Mengetahui genus bakteri termofilik penghasil enzim protease yang berhasil
diseleksi dari isolat bakteri termofilik Kali Gendol Atas pasca erupsi Merapi
2010.
Mengetahui hubungan kekerabatan antar isolat bakteri termofilik penghasil
enzim protease yang berhasil diseleksi dari isolat bakteri termofilik Kali

Gendol Atas pasca erupsi Merapi 2010.



F. Manfaat Penelitian
1. Bagi Peneliti

a. Memperoleh isolat bakteri termofilik yang berpotensi sebagai
penghasil enzim protease.

b. Memberikan data dan informasi ilmiah mengenai karakter-karakter
fenotipik bakteri termofilik penghasil enzim protease.

c. Memberikan informasi tentang genus bakteri termofilik pasca erupsi
Merapi sebagai penghasil enzim protease.

d. Mengembangkan dan menerapkan ilmu Mikrobiologi dan Ekologi
Mikroba dalam identifikasi bakteri termofilik penghasil enzim
protease.

2. Bagi Masyarakat Akademis

a. Membuka peluang untuk penelitian selanjutnya, tentang potensi enzim
dari bakteri termofilik atau untuk mengetahui karakter enzim protease
yang dihasilkan melalui karakterisasi enzim.

b. Memperkaya informasi sumber daya alam yang mempunyai potensi
untuk ditemukannya bakteri penghasil enzim protease dan
memberikan kontribusi bagi penelitian lebih lanjut dari pemanfaatan
enzim protease.

c. Memberikan sumbangan informasi yang cukup luas dalam bidang
biodiversitas mikroba Indonesia serta membuka peluang bagi

eksplorasi enzim-enzim berikutnya.



G. Batasan Operasional

1. Bakteri termofilik adalah bakteri yang mampu hidup pada lingkungan
suhu tinggi, salah satunya adalah daerah Kali Gendol Atas pasca erupsi
Merapi 2010. Bakteri ini memiliki struktur protein penyusun enzim yang
tetap stabil atau tidak terdenaturasi oleh panas.

2. Protease adalah enzim yang berperan dalam degradasi protein. Enzim ini
akan mengkatalis reaksi-reaksi hidrolisis protein, yaitu reaksi yang
melibatkan unsur air pada ikatan spesifik substrat sehingga enzim ini
termasuk dalam kelas utama enzim golongan hidrolase. Protease
merupakan enzim yang sangat kompleks, mempunyai sifat fisiko-kimia
dan sifat-sifat katalitik yang sangat bervariasi.

3. lIsolat bakteri termofilik adalah isolat bakteri yang berhasil diisolasi pada
penelitian Anna Rakhmawati dan Evy Yulianti, yaitu isolat bakteri yang
tumbuh pada suhu inkubasi 55 °C yang diisolasi dari sampel pasir Kali
Gendol Atas pasca erupsi Merapi 2010.

4. Seleksi bakteri termofilik penghasil enzim protease adalah upaya yang
dilakukan untuk memperoleh isolat bakteri termofilik yang mampu
menghasilkan enzim protease.

5. Karakterisasi adalah mendeskripsikan sifat-sifat yang tampak (karakter
fenotipik) atau ciri isolat bakteri termofilik penghasil enzim protease yang
meliputi morfologi koloni, morfologi sel, dan uji biokimia. Pengamatan
morfologi koloni dari tiap isolat meliputi warna, bentuk pada agar plate

dan agar tegak, ukuran, tepi, elevasi, penampilan, dan tekstur koloni



bakteri. Karakterisasi morfologi sel meliputi bentuk, susunan sel, sifat
gram, dan endospora. Sedangkan karakter biokimia dilakukan uji antara
lain uji katalase, uji kebutuhan oksigen, uji produksi H,S, uji motilitas, uji
sitrat, uji fermentasi karbohidrat (glukosa, sukrosa, maltosa, dan laktosa),
dan uji hidrolisis pati.

Identifikasi merupakan upaya memasukkan dalam suatu taksa yang lebih
dekat, atau proses penentuan suatu organisme yang belum dikenal
merupakan anggota kelompok yang sudah diketahui sebelumnya atau
bukan. Identifikasi dilakukan dengan metode profile matching. Pada
metode profile matching, data karakter morfologi koloni, morfologi sel,
dan uji biokimia dicocokkan dengan karakter genus acuan Thermus yang

ditelusuri melalui Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology.



