BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA

A. Deskripsi Teori
1. Bakteri Termofilik

Suhu merupakan salah satu faktor lingkungan yang paling penting untuk
pertumbuhan dan kelangsungan hidup bakteri (Siti Zubaidah, 2000: 63).
Tingkatan suhu tidak semuanya cocok bagi pertumbuhan dan reproduksi
organisme. Dengan demikian tinggi rendahnya suhu lingkungan sangat penting
bagi organisme. Secara umum ada 4 kelompok pembagian mikroorganisme
berdasarkan suhu lingkungan tempatnya hidup, yaitu psikrofil, mesofil, termofil,

dan hipertermofil sebagaimana terlihat pada gambar 1.
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Gambar 1. Hubungan Suhu dan Pertumbuhan pada Kelompok Mikroorganisme
dengan Temperatur yang Berbeda (Madigan, et al., 2009: 159).

Menurut Prescott et al. (2008: 138), mikroorganisme termofilik tumbuh
baik pada suhu antara 55 °C dan 85 °C. Pertumbuhan minimum mikroorganisme

ini sekitar 45 °C dan pertumbuhan optimal antara 55 °C dan 65 °C. Sebagian besar
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adalah prokariota, meskipun ada beberapa yang protista fotosintetik dan jamur
termofilik (Tabel 1).

Tabel 1. Rentang Suhu Pertumbuhan Mikroba

Suhu Kardinal (°C)

Mikroorganisme Minimum Optimum | Maksimum
Prokariot Nonfotosintetik
Bacillus psychrophilus -10 23-24 28-30
Pseudomonas fluorescens 4 25-30 40
Enterococcus faecalis 0 37 44
Escherichia coli 10 37 45
Neisseria gonorrhoeae 30 35-36 38
Thermoplasma acidophilum 45 59 62
Thermus aquaticus 40 70-72 79
Pyrococcus abyssi 67 96 102
Pyrodictium occultum 82 105 110
Pyrolobus fumarii 90 106 113
Bakteri Fotosintetik
Anabaena variabilis ND 35 ND
Synechococcus eximius 70 79 84
Protista
Chlamydomonas nivalis -36 0 4
Amoeba proteus 4-6 22 35
Skeletonema costatum 6 16-26 >28
Trichomonas vaginalis 25 32-39 42
Tetrahymena pyriformis 6-7 20-25 33
Cyclidium citrullus 18 43 47
Fungi
Candida scotti 0 4-15 15
Saccharomyces cerevisiae 1-3 28 40
Mucor pusillus 21-23 45-50 50-58

Sumber: Prescott, et al., 2008: 137
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Organisme termofilik terbagi ke dalam dua domain filogenetik yang sangat
berbeda, yaitu Bacteria dan Archaea. Bakteri termofilik akan hidup dominan pada
habitat dengan kisaran suhu 50-90 °C, sedangkan habitat dengan suhu lebih dari
80 °C akan didominasi oleh Archaea. Bakteri termofilik dapat bersifat aerob,
anaerob, organotrof maupun litotrof. Organisme prokariotik termofilik dapat
diklasifikasikan berdasarkan suhu optimum pertumbuhannya, yaitu:

a. Fakultatif termofilik, mampu hidup pada rentang suhu mesofilik (< 45 °C)

b. Thermotolerant, memiliki T,, (temperatur optimal) sebesar 45 °C, namun
masih mampu hidup hingga > 45 °C

c. Moderate termofilik, memiliki To, sebesar 45-60 °C

d. Strict termofilik, memiliki T, sebesar 60-90 °C

e. Ekstrim termofilik, memiliki T, sebesar > 90 °C
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Gambar 2. Pohon Filogenetik Bakteri (Lebedinsky, Chernyh, dan Bonch
Osmolovskaya, 2007: 1306)
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Saat ini telah dikembangkan pohon filogenetik bakteri yang dibuat
berdasarkan analisis gen 16s rRNA. Seluruh anggota Filum Aquificae,
Dictyoglomi, dan Thermotogae, merupakan bakteri termofilik dan ditandai
dengan kotak yang berwarna abu-abu. Filum yang berada di dalam kotak
berwarna putih menandakan bahwa hanya sebagian dari anggota filum tersebut
yang merupakan bakteri termofilik, yaitu terdiri dari Filum Proteobacteria,
Bacteroidetes, Spirochaetes, Deferribacteres, Nitrospirae, Cyanobacteria,

Actinobacteria, Firmicutes, Chloroflexi, dan Deinococcus-Thermus.

2. Habitat Bakteri Termofilik

Kathleen (2008: 200), mendefinisikan bakteri termofilik merupakan
bakteri yang tumbuh optimal pada suhu lebih dari 45 °C, dan kisaran umum
pertumbuhan antara 45-80 °C. Sedangkan Margaret Barnet (1997: 168)
menyatakan bahwa bakteri termofilik berkembang di suhu tinggi, tumbuh dalam
sumber air panas, tanah padang pasir, dan spa.

Sebagian besar bakteri termofilik ditemukan dalam sumber air panas dan
lingkungan termal lainnya. Air mendidih meluap melalui tepi mata air dan
mengalir jauh dari sumbernya, air tersebut secara bertahap mendingin, sehingga
mengakibatkan gradien suhu di sumber air panas. Berbagai mikroorganisme
tumbuh, spesies berbeda tumbuh dalam rentang suhu yang berbeda seiring gradien
suhu tersebut. Distribusi spesies di sepanjang gradien suhu tersebut dapat
dipelajari dan dengan meneliti sumber air panas dan habitat termal lainnya pada

temperatur berbeda di seluruh dunia, telah memungkinkan untuk menentukan
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batas temperatur maksimal untuk setiap jenis organisme. Informasi ini dapat
disimpulkan bahwa (1) organisme prokariotik dapat tumbuh pada suhu jauh lebih
tinggi daripada eukariotik, (2) paling termofilik dari semua prokariota adalah
domain Archaea, dan (3) organisme nonphototrophic dapat tumbuh di temperatur
yang lebih tinggi daripada organisme phototrophic (Madigan, et al., 2009: 163-
164).

Prokariota termofilik juga telah ditemukan dalam lingkungan termal
buatan, seperti pemanas air. Pemanas air rumah tangga atau industri memiliki
suhu 60-80 °C dan oleh karena itu merupakan habitat yang menguntungkan bagi
pertumbuhan prokariota termofilik. Organisme seperti Thermus aquaticus, yang
merupakan organisme termofilik mata air panas, telah diisolasi dari pemanas air
rumah tangga dan industri. Pembangkit listrik elektik, debit air panas, dan sumber
panas buatan juga merupakan tempat dimana organisme termofilik dapat tumbuh.
Organisme ini banyak yang dapat diisolasi menggunakan media kompleks dan
diinkubasi pada suhu habitat darimana sampel berasal (Madigan, et al., 2009:
164).

Bakteri termofilik ada yang mempunyai suhu optimum untuk pertumbuhan
sebesar 55 °C, bakteri lain pada suhu 70 °C, dan bahkan pada suhu 100 °C atau
105 °C. Bakteri yang tumbuh dengan kecepatan yang menakjubkan dapat
ditemukan pada kebanyakan sumber air panas. Bakteri yang sering ditemukan
pada suhu 55 °C sampai 70 °C tergolong pada genus-genus Bacillus, Clostridium,
Thermoactinomyces, dan Methanobacterium, dan kemungkinan masih ada genus-

genus lain (Siti Zubaidah, 2000: 66).

14



3. Adaptasi Bakteri Termofilik

Kelompok bakteri termofilik secara umum mempunyai struktur sel yang
memiliki beberapa kelebihan dibanding kelompok bakteri lainnya. Kelompok ini
umumnya memiliki daya adaptasi untuk dapat tumbuh pada suhu tinggi. Bakteri
termofilik mempunyai enzim-enzim dan protein-protein lain yang lebih resisten
terhadap panas bila dibandingkan dengan bakteri mesofil, begitu juga protein-
protein pada bakteri mesofil lebih stabil pada suhu panas dibandingkan dengan
bakteri psikrofil (Siti Zubaidah, 2000: 66-67).

Kemampuan hidup dari mikroorganisme termofilik ini berhubungan
dengan struktur selnya yang memiliki kelebihan dalam beberapa hal, yaitu :
a. Struktur membran

Selain enzim dan makromolekul lain dalam sel, membran sitoplasma dari
bakteri termofilik harus tahan terhadap panas. Membran ini berfungsi sebagai
pembatas antara sitoplasma dan lingkungan ekstraseluler. Membran kedap untuk
ion dan molekul kecil yang lain, dan karena tindakan protein transpor, membran
sitoplasma mengontrol komposisi ionik dari sitoplasma. Membran sitoplasma juga
harus mempertahankan gradien proton dan potensial listrik di membran. Energi
yang disimpan dalam gradien elektrokimia proton dapat digunakan untuk
mendorong proses yang membutuhkan energi seperti transportasi substrat,
motilitas dan sebagainya (Kathleen, 2008: 202).

Menurut Madigan et al. (2009: 164), bakteri termofilik memiliki lipid kaya
asam lemak jenuh. Struktur ini memungkinkan membran untuk tetap stabil dan

fungsional pada suhu tinggi. Asam lemak jenuh membentuk lingkungan
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hidrofobik yang lebih kuat daripada asam lemak tak jenuh, sehingga
memungkinkan membran lebih stabil. Archaea yang mayoritas hipertermofil
mempunyai ikatan eter pada lipid di dinding sel.

b. Struktur Protein Sel

Menurut Madigan, et al. (2009: 164), enzim dan protein lain pada bakteri
termofilik lebih tahan panas dibanding yang terdapat pada mesofilik dan berfungsi
optimal pada suhu tinggi. Studi beberapa enzim termostabil menunjukkan bahwa
enzim-enzim tersebut sedikit berbeda dalam urutan asam amino, menjadi bentuk
sensitif terhadap panas pada enzim yang mengkatalisis reaksi yang sama seperti
pada mesofilik. Protein yang tahan panas pada bakteri mesofilik didukung oleh
peningkatan jumlah ikatan ion antara asam amino basa dan asam, dan seringkali
struktur dalamnya sangat hidrofobik, dimana struktur inti yang hidrofobik ini
menurunkan kemungkinan rusaknya ikatan ionik pada struktur protein, dan
protein pada organisme termofilik mempunyai ketahanan alami dalam cairan
sitoplasma.

Chaperonin merupakan suatu jenis protein yang tidak umum dijumpai
pada protein-protein fungsional lainnya di dalam sel. Protein ini berperan dalam
mempertahankan atau menyusun kembali struktur tiga dimensi dari protein
fungsional sel dari denaturasi suhu lingkungan yang bersifat ekstrim. Protein ini
memiliki struktur yang tetap stabil, tahan terhadap denaturasi dan proteolisis
(Kumar & Nussinov, 2001 dalam Dessy, 2008: 38). Protein ini dapat membantu
organisme termofilik mengembalikan fungsi aktivitas enzimnya bila terdenaturasi

oleh suhu yang tinggi. Chaperonin tersusun oleh molekul yang disebut chaperone,
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yang membentuk struktur chaperonin seperti tumpukan kue donat pada sebuah
drum. Tiap cincin ini terdiri atas 7, 8 atau 9 subunit chaperone tergantung jenis
organismenya. Dalam aktivitasnya mempertahankan struktur protein fungsional
agar tetap stabil, chaperonin membutuhkan molekul ATP (Dessy, 2008: 38).

Menurut Hartiko (1992: 25-30), bakteri termofilik juga mensintesa
senyawa poliamin unik, seperti thermion dan thermospermin yang menstabilkan
perangkat sintesa protein dan melindungi makromolekul terhadap temperatur
tinggi. Selain itu, perubahan komposisi asam amino pada protein menyebabkan
peningkatan interaksi elektrostatik, pembentukan ikatan hidrogen dan disulfide,
peningkatan interaksi hidrofobik atau kekompakan struktur. Residu sistein lebih
sedikit atau hampir tidak ditemukan pada enzim termofil. Inaktifasi sering
disebabkan oleh oksidasi gugus SH, kandungan sistein yang lebih sedikit dapat
memproteksi proses inaktifasi. Lokalisasi residu sistein juga menentukan stabilitas
protein.

Substansi asam amino juga dapat menyebabkan kenaikan hidrofobisitas
internal sehingga lebih tahan suhu tinggi. Substitusi dalam enzim termofilik
seperti Lys menjadi Arg, Ser menjadi Ala, Ser menjadi Thr dan Val (Scandurra et
al., 1998: 933)

c. Struktur DNA

Menurut Madigan et al. (2009: 512), sebuah protein unik yang ditemukan
pada organisme termofilik merupakan kemungkinan alasan DNA tidak
terdenaturasi pada organisme ini. Semua bakteri termofilik menghasilkan

topoisomerase DNA yang disebut DNA gyrase. DNA gyrase ini memberikan
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supercoil positif ke dalam DNA, sehingga menstabilkan DNA terhadap panas dan
dengan demikian mencegah denaturasi DNA heliks.

DNA gyrase merupakan salah satu anggota kelompok enzim
topoisomerase yang berperan dalam mengontrol topologi DNA suatu sel dan
memegang peran penting dalam proses replikasi dan transkripsi DNA. Semua
jenis topoisomerase dapat merelaksasikan DNA tetapi hanya DNA gyrase yang
dapat mempertahankan struktur DNA tetap berbentuk supercoil (Maxwell, 1999
dalam Dessy, 2008: 38)

DNA gyrase disusun oleh 90-150 pasangan basa nitrogen DNA. DNA
gyrase ini juga selalu dijumpai pada organisme yang hidup di lingkungan di atas
70 °C dan juga dapat dijumpai pada organisme yang hidup pada suhu sekitar 60
°C. DNA ini merupakan salah satu kelengkapan sel organisme termofilik (D’
Amaro et al., 2007 dalam Dessy, 2008: 38).

Poliamina juga berperan dalam stabilitas DNA dan dalam stabilitas
makromolekul lain. Kation organik seperti putresin dan spermidin berada pada
konsentrasi tinggi di sebagian besar organisme hipertermofilik. Bersama dengan
Mg?*, poliamina berfungsi untuk menstabilkan RNA dan DNA. Dan pada
Archaea termofilik seperti Sulfolobus, poliamina juga membantu menstabilkan
ribosom, sehingga memfasilitasi sintesis protein pada suhu tinggi (Madigan et al.,

2009: 512-513).
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4. Enzim Protease

Menurut Lehninger (1982: 235), enzim merupakan unit fungsional
metabolisme sel. Enzim merupakan protein khusus yang dapat bergabung dengan
suatu substrat spesifik untuk mengkatalisasi reaksi biokimia dari substrat tersebut.
Spesifitas enzim sangat tinggi terhadap substratnya, enzim mempercepat reaksi
biokimiawi spesifik tanpa pembentukan produk samping. Dalam reaksi tersebut
enzim mengubah senyawa yang disebut substrat menjadi bentuk suatu senyawa
baru yang disebut produk. Enzim memiliki substrat spesifik dan reaksi kimia yang
spesifik untuk dikatalisnya. Enzim memiliki tenaga katalitik yang biasanya jauh
lebih besar dari katalisator sintetik.

Aktivitas enzim di lingkungan terjadi pada berbagai mikroorganisme
seperti bakteri, jamur dan aktinomisetes. Mikroorganisme ini menghasilkan enzim
intraseluler dan enzim ekstraseluler. Enzim intraseluler merupakan enzim yang
langsung digunakan di dalam sel, dan sering ditemukan pada bagian membran
dari sebuah organel sel. Enzim ekstraseluler merupakan enzim yang dilepas dari
sel ke lingkungan luar sel untuk menghidrolisis molekul polimer di lingkungan,
seperti selulosa, hemiselulosa, lignin, ataupun juga untuk memfasilitasi
pengambilan suatu zat dari lingkungan bagi kebutuhan metabolismenya. Enzim
ekstraseluler dapat dipisahkan dari lingkungan luar sel dengan filtrasi ataupun
sentrifugasi, sedangkan enzim intraseluler dapat diekstrak dari dalam sel lewat
proses pemecahan sel (Dessy, 2008: 30).

Protease merupakan kelompok enzim yang sangat kompleks yang

menduduki posisi sentral dalam aplikasinya pada bidang fisiologis dan produk-
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produk komersil. Protease ekstraseluler berperan dalam hidrolisis substrat
polipeptida besar. Enzim proteolitik intraseluler memainkan peran penting dalam
metabolisme dan proses regulasi pada sel hewan, tumbuhan, dan mikroorganisme,
seperti mengganti protein, memelihara keseimbangan antara degradasi, dan
sintesis protein. Protease intraseluler berperan dalam fungsi fisiologis lainnya,
seperti pencernaan, maturasi hormon, perakitan virus, respon imun, imflamantasi,
fertilisasi, koagulasi darah, fibrinolisis, kontrol tekanan darah, sporulasi,
germinasi, dan patogenesis. Protease juga diimplikasikan dalam peran regulasi
ekspresi gen, perbaikan DNA, dan sintesis DNA (Rao et al.,, 1998 dalam
Rosliana, 2009: 22).

Protease adalah enzim yang mengkatalisasi pemecahan ikatan peptida
dalam peptida, polipeptida, dan protein dengan menggunakan reaksi menjadi
molekul-molekul yang lebih sederhana seperti peptida rantai pendek, dan asam
amino. Banyak protease mengkatalisasi dengan reaksi yang sama dengan reaksi

kimia umum, reaksi hidrolisis yang serupa ditunjukkan pada gambar 3.
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Gambar 3. Mekanisme Umum Hidrolisis Enzimatik Substrat Peptida
(Moran et.al., 1994 dalam Rosliana, 2009: 23)

Hidrolisis ikatan peptida adalah reaksi penambahan-penghilangan, dimana

protease bertindak sebagai nukleofili atau bereaksi dengan membentuk satu
molekul air. Secara umum nukleofili membentuk intermediat tetrahedral dengan

atom karbon karbonil pada ikatan peptida. Satu gugus amina dilepaskan dan
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dikeluarkan dari sisi aktif, yang digunakan secara bersamaan dengan satu molekul
air. Pada protease tertentu, adisi enzim-asil dapat dibentuk. Intermediat tetrahedral
kedua akhirnya dibentuk dan menghasilkan produk karboksilat, proton, dan enzim
bebas yang diregenerasi (Moran et al., 1994 dalam Rosliana, 2009: 24).

Kebanyakan protease stabil pada suhu normal (mesofilik), namun enzim
mesofilik sering tidak secara optimal beradaptasi dengan kondisi-kondisi dimana
enzim diharapkan dapat diterapkan. Beberapa strategi digunakan untuk
meningkatkan Kkarakteristik biokatalisator seperti stabilitas, aktivitas, spesifitas,
dan pH optimum. Isolasi enzim dari organisme yang mampu bertahan di bawah
kondisi-kondisi ekstrim, dapat menjadi sumber penting untuk biokatalis baru.
Akhir-akhir ini protease dari mikroorganisme termofilik menjadi pusat perhatian
terutama enzim-enzimnya. Mikroorganisme ini beradaptasi untuk tumbuh dalam
cakupan luas pada suhu, pH, dan tekanan selama evolusinya. Jenis yang
ditemukan di atas suhu yang lebih tinggi (105-113 °C) hanya dari Archaea (Setter,
1996: 22-23).

Protease bakteri termofilik menjadi pusat perhatian karena stabilitasnya
pada suhu yang lebih tinggi. Enzim termofilik secara optimal aktif lebih jauh di
bawah kondisi terdenaturasi. Hasil elusidasi struktur dari kristal enzim ini
menunjukkan strukturnya lebih kaku dari enzim mesofil karena struktur bagian
dalam dari enzim termofilik mempunyai jaringan pasangan ion yang sangat luas
dibanding enzim mesofil (Yuwono, 2005: 28). Sintesis protein pada suhu tinggi
tidak hanya membutuhkan enzim termostabil, tetapi juga membutuhkan asam inti

yang termostabil, yaitu mRNA, tRNA, dan rRNA. Perubahan kimia walaupun
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sedikit, tetapi akan berakibat pada perubahan fisik dari tRNA yang sifatnya
menjadi lebih stabil. Organisme termofil mempunyai kecenderungan memiliki
kandungan G+C yang tinggi. Semakin tinggi nilai G+C maka semakin sukar
molekul untai DNA dipisahkan. Adanya ion Mg?* yang melindungi denaturasi
akibat panas dan terjadinya tiolasi dari ribotimin menjadi 5-metil-2-tiouridin
menyebabkan enzim stabil pada suhu tinggi. Mekanisme dasar stabilitasnya
adalah modifikasi sekuen seperti penggantian konformasi glisin dengan residu-
residu kaku, penambahan jembatan garam, peningkatan interaksi hidrofobik,
ikatan hidrogen dan pasangan ion tambahan, meminimalkan akses luas permukaan
hidrofobik, stabilitas heliks, dan perakitan subunit. Formasi oligomer dan faktor
lingkungan lain juga dapat menstabilkan enzim (Vieille dan Zeikus, 1998: 179-

183).

5. Klasifikasi Protease

Berdasarkan sistem Klasifikasi Nomenclature Committee of the
International Union of Biochemistry and Molecular Biology, enzim-enzim
proteolitik mikroba dapat dibedakan atas endopeptidase dan eksopeptidase.
Protease diklasifikasikan berdasarkan tiga kriteria utama, yaitu tipe reaksi yang
dikatalisisnya, struktur kimia alami yang ada pada sisi Katalitiknya, dan
strukturnya yang berhubungan dengan evolusi (Rao et al., 1998 dalam Rosliana,

2009: 24).
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a. Eksopeptidase

Masing-masing jenis protease lebih spesifik pada satu atau lebih ikatan
peptida. Tergantung pada residu-residu asam amino Yyang berdekatan.
Eksopeptidase memotong ikatan peptida dimulai dari terminal atau karboksi bebas
pada ikatan peptida substrat dan dibagi dalam beberapa subklas, bergantung pada
bagian yang dipotong pada substrat polipeptida dan pada terminal mana enzim
bekerja. Subklas ini dibagi atas 6 kelompok berbeda: memotong pada terminal
amino atau karboksil, dan selanjutnya, memotong satu, dua, atau tiga residu
terminal terakhir target yang dipilih (Barret, 1994 dalam Rosliana, 2009: 25).
b. Endopeptidase

Endopeptidase memotong protein pada tempat-tempat tertentu dalam
molekul protein. Biasanya tidak dipengaruhi oleh gugus yang terletak di ujung
molekul. Menurut tata nama enzim, endopeptidase yang didasarkan pada geometri
sisi aktif dan mekanisme enzimatik, dibagi dalam lima kelompok yaitu: protease
serin, sistein, aspartik, metallo dan protein yang belum diketahui mekanisme

katalitiknya (Barret, 1994 dalam Rosliana, 2009: 25).
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Tabel 2. Klasifikasi Protease

Protease Mode of action= EC no.
Exopeptidases
Aminopeptidases .‘KO—O—O—(} 3.4.11
Dipeptidyl peptidase -0 0-0O-- 3.4.14
Tripeptidyl peptidase .—.—.\‘—’Q—(} 3.4.14
Carboxypeptidase —O0-0000'e 3.4.16-3.4.18
Serine type protease 3.4.16
Metalloprotease 3.4.17
Cysteine type protease 3.4.18
Peptidyl dipeptidase | -O-0-O-O'®—@ 3.4.15
Dipeptidases .\i’. 3.4.13
Omega peptidases *—‘iO-O o 3.4.19
T O-O-Ve—~ 3.4.19
Endopeptidases - O-O-OYO-O-O--- 3.4.21-3.4.34
Serine protease 3.4.21
Cysteine protease 3.4.22
Aspartic protease 3.4.23
Metalloprotease 3.4.24
Endopeptidases of 3.4.99
unknown catalytic
mechanism

Keterangan: « menunjukkan pembukaan cincin residu asam amino pada rantai
polipeptida. Bulatan hitam mengindikasikan terminal asam amino, *
menandakan penghambatan terminal asam amino. Tanda panah
menunjukkan sisi aktif enzim (Sumber: Rao et al., 1998 dalam

Rosliana, 2009: 25)
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6. Faktor-Faktor yang Mempengaruhi Aktivitas Enzim

Enzim mampu mempercepat reaksi kimia paling sedikit 1 juta kali lebih
cepat dari reaksi yang tidak dikatalisis. Dalam sintesis enzim, parameter
lingkungan sangat mempengaruhi. Aktivitas enzim dipengaruhi oleh pH dari
lingkungan tempat enzim bekerja, konsentrasi enzim dan substrat, suhu, dan
adanya aktivator atau inhibitor enzim.
a. pH

Menurut Lehninger (1982: 247-248), aktivitas katalitik enzim di dalam sel
mungkin diatur sebagian oleh perubahan pada pH medium lingkungan. pH
lingkungan juga berpengaruh terhadap kecepatan aktivitas enzim dalam
mengkatalisis suatu reaksi. Hal ini disebabkan konsentrasi ion hidrogen
mempengaruhi struktur 3 dimensi enzim dan aktivitasnya. Setiap enzim memiliki
pH optimum yang khas, yaitu pH yang menyebabkan aktivitas maksimal. pH
optimum enzim tidak perlu sama dengan pH lingkungan normalnya, dengan pH
yang mungkin sedikit di atas atau di bawah pH optimum. Pada pH optimum
struktur tiga dimensi enzim paling kondusif untuk mengikat substrat. Bila
konsentrasi ion hidrogen berubah dari konsentrasi optimal, aktivitas enzim secara
progresif hilang sampai akhirnya enzim menjadi tidak fungsional.
b. Konsentrasi Enzim dan Substrat

Kecepatan suatu reaksi yang menggunakan enzim tergantung pada
konsentrasi enzim tersebut sebagai katalisator. Kecepatan reaksi bertambah
seiring dengan bertambahnya konsentrasi enzim hingga batas tertentu. Aktivitas

enzim dipengaruhi pula oleh konsentrasi substrat. Hasil eksperimen menunjukkan
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bahwa dengan konsentrasi enzim yang tetap, maka penambahan konsentrasi
substrat akan menaikkan kecepatan reaksi. Akan tetapi pada batas konsentrasi
tertentu, tidak terjadi kenaikan kecepatan reaksi walaupun konsentrasi substrat
diperbesar (Anna Poedjiadi, 2009: 159).
c. Suhu

Suhu bepengaruh besar terhadap aktivitas enzim. Semua enzim bekerja
dalam rentang suhu tertentu pada tiap jenis organisme. Secara umum, setiap
peningkatan sebesar 10 °C di atas suhu minimum, aktivitas enzim akan meningkat
sebanyak dua kali lipat hingga mencapai kondisi optimum. Peningkatan suhu
eksternal secara umum akan meningkatkan kecepatan reaksi kimia enzim, tetapi
kenaikan suhu yang terlalu tinggi atau setelah melebihi suhu optimumnya akan
menyebabkan terjadinya denaturasi enzim vyaitu kerusakan struktur enzim,
terutama kerusakan pada ikatan ion dan ikatan hidrogennya. Hal ini menyebabkan
terjadinya penurunan kecepatan reaksi yang dikatalis oleh enzim tersebut.
Denaturasi enzim di atas suhu optimum akan menyebabkan terjadinya kematian
pada sel organisme, tetapi beberapa organisme mampu bertahan hidup dan tetap
aktif pada suhu yang sangat tinggi, dimana organisme lain sudah tidak mampu
hidup seperti bakteri dan alga yang ditemukan pada sumber-sumber air panas di
taman Nasional Yellow Stone Amerika, suhu optimum untuk hidupnya sebesar 70
°C (Brock & Brock, 1978 dalam Dessy, 2008: 29).

Kenaikan suhu sebelum terjadinya proses denaturasi dapat menaikkan
kecepatan reaksi. Koefisien suhu suatu reaksi diartikan sebagai kenaikan

kecepatan reaksi sebagai akibat kenaikan suhu 10 °C. Koefisien suhu ini diberi
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simbol Q10. Untuk reaksi yang menggunakan enzim, Q10 ini berkisar antara 1,1
hingga 3,0 artinya setiap kenaikan suhu 10 °C, kecepatan reaksi mengalami
kenaikan 1,1 hingga 3,0 kali. Kenaikan suhu pada saat mulai terjadinya proses
denaturasi akan mengurangi kecepatan reaksi. Karena ada dua pengaruh yang
berlawanan, maka terjadi suatu titik optimum, yaitu suhu yang paling tepat bagi
suatu reaksi yang menggunakan enzim tertentu (Anna Poedjiadi, 2009: 158-163).
d. Aktivator dan Inhibitor

Aktivitas enzim diperbesar dengan adanya aktivator yang mengaktifkan
enzim. Aktivator dapat berupa logam atau non logam yang merupakan zat-zat non
spesifik yang menguatkan proses enzimatis. Umumnya aktivator merupakan
bahan tahan panas dan berberat molekul relatif rendah. Inhibitor merupakan faktor
penghambat kerja enzim. Inhibitor kompetitif bersaing dengan substrat dalam
berikatan dengan enzim, sehingga menghalangi substrat terikat pada sisi aktif
enzim. Inhibitor nonkompetitif berikatan pada sisi enzim selain sisi tempat
substrat  berikatan, mengubah konformasi molekul enzim, sehingga

mengakibatkan inaktifasi dapat balik sisi katalitik (Lehninger, 1982: 255).

7. Erupsi Gunung Merapi

Erupsi gunung api adalah proses keluarnya magma dari dalam bumi ke
permukaan. Dari pernyataan “proses keluarnya magma” diartikan bahwa magma
dapat benar-benar keluar (ekstrusi) ke permukaan bumi atau sebelum mencapai
permukaan bumi sudah membeku di dalam bumi (intrusi). Magma yang benar-

benar keluar ke permukaan bumi dalam bentuk cair liat dan pijar setelah
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membeku dan membatu membentuk batuan ekstrusiva (extrusive rocks) atau
batuan beku luar (Sutikno Bronto, 2001: 51).

Gunung api yang meletus melontarkan bahan hamburan dari dalam bumi
ke permukaan bumi. Temperatur aliran awan panas diperkirakan antara 300-700
°C, sedangkan kecepatan alirannya dapat mencapai 100 km/jam. Lahar merupakan
suatu aliran lumpur yang mengandung bongkah-bongkah meruncing yang berasal
dari kegiatan gunung api. Lahar primer atau lahar letusan adalah lahar yang
terbentuk sebagai akibat terdorong dan meluapnya air danau kawah oleh magma
yang naik ke atas dari dalam bumi ke permukaaan bumi pada saat terjadi letusan.
Air danau kawah bercampur dengan bahan magmatik membentuk lahar panas
yang mengalir melalui sungai-sungai yang berhulu di sekitar kawah gunung
berapi (Sutikno Bronto, 2001: 81-83).

Daerah sekitar Merapi yang terkena erupsi pada tahun 2010 merupakan
salah satu sumber potensial ditemukannya bakteri termofilik yang dapat
menghasilkan enzim termostabil. Hal tersebut dikarenakan pada saat pasca erupsi
Merapi, daerah tersebut memiliki temperatur yang tinggi, yang merupakan tempat
yang cocok untuk kehidupan bakteri termofilik. Hasil penelitian Suriadikarta
(2011: 1) menunjukkan hasil analisis pH tanah dan abu volkan rata-rata > 5 dan
mengandung unsur hara makro K dan makro sekunder seperti Ca dan Mg.
Kemasaman air sekitar daerah erupsi berkisar antara 5,1-7,3. pH tersebut
merupakan pH yang optimum bagi pertumbuhan tanaman.

Kali Gendol Atas merupakan salah satu daerah yang masih bersuhu tinggi

pasca erupsi Merapi (kisaran lebih dari 50 °C), ketika daerah lain pasca erupsi
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Merapi sudah normal kembali (kisaran 20-30 °C). Penelitian Anna Rakhmawati
dan Evy Yulianti (2011: 8) terhadap pengukuran kondisi abiotik menunjukkan pH
pasir lebih rendah (4,2-5,4) dibandingkan pH air (6,2-7,2). Sedangkan suhu air
lebih rendah (42-47) °C dibandingkan pasir (54-60) °C. Suhu sampel
memperlihatkan penurunan berkaitan dengan semakin jauh letaknya dari sumber

mata air.

8. Aplikasi Mikroorganisme Termofilik

Teknologi enzim dipandang sebagai teknologi yang diduga akan menjadi
teknologi yang paling ideal untuk masa yang akan datang sebab enzim hanyalah
berupa protein dan tidak bersifat toksik dan dapat mengalami denaturasi secara
alami sehingga tidak menimbulkan bahaya apapun terhadap lingkungan. Pada saat
ini teknologi enzim banyak dilibatkan dalam berbagai industri termasuk
pembuatan alkohol, pembuatan roti, bir, deterjen, kulit, anggur dan sari buah,
industri pati, tekstil, industri protein, industri farmasi serta industri-industri lain
termasuk kopi, kertas, gula, minyak nabati dan modifikasi lemak, bio-stoning
jeans, makanan ternak, bioremediasi lingkungan (Gomes dan Steiner, 2004: 223-
235).

Organisme termofilik saat ini menjadi tujuan sumber-sumber enzim
termostabil, relevan dengan industri yang beroperasi pada suhu tinggi. Aktivitas
mikroorganisme ini serta enzim yang dihasilkan dapat dimanfaatkan untuk
konversi biomassa ke produk target. Kebanyakan protein-protein industri yang

ditemukan bersumber dari mikroba, khususnya protease mikroba mencapai 40%
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dari total jumlah enzim yang dijual di seluruh dunia. Enzim-enzim mikroba ini
harus aman yaitu tidak toksik dan tidak patogenik dan secara umum tidak
menghasilkan antibiotik (Rao et al., 1998 dalam Rosliana: 31).

Banyak industri menggunakan protease dalam deterjen, peragian,
pengembang, penyamakan kulit dan pengempukan daging berasal dari Bacillus sp,
Aspergillus oryzae dan Streptomyces sp. Protease bakteri secara ekstensif
digunakan dalam industri deterjen, yang jumlahnya mencapai 25% dari total
enzim yang dijual di dunia. Dimulai tahun 1993, protease dari ekstrak kasar
protease ditambahkan pada deterjen laundry untuk mencapai hasil yang lebih baik
dalam memindahkan noda proteinaceous. Akhir tahun 1950-an, protease bakteri
pertama kali digunakan dalam deterjen komersil. Saat ini protease paling popular
untuk digunakan dalam deterjen yang semuanya tergolong protease serin dari
Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus lichenformis, Bacillus yang hidup pada
lingkungan basa kuat seperti Bacillus lentus (Rao et al., 1998 dalam Rosliana:

31).

9. Taksonomi Numerik

Bakteri merupakan salah satu mikroorganisme yang jumlah dan jenisnya
melimpah di alam. Oleh karena itu, pendekatan secara taksonomi diperlukan
untuk mempermudah dalam mempelajarinya. Taksonomi adalah ilmu yang
mempelajari tentang penyusunan organisme dalam satu golongan yang disebut
taksa berdasarkan karakter-karakter yang digunakan dalam penggolongan

organisme. Taksonomi bakteri dilakukan melalui beberapa tahap yaitu klasifikasi,
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nomenklatur, dan identifikasi. Klasifikasi adalah proses penataan organisme ke
dalam suatu kelompok (taksa). Nomenklatur merupakan cara pemberian nama
ilmiah terhadap organisme menurut kode tatanama, sedangkan identifikasi berarti
proses dan hasil penentuan suatu organisme yang belum dikenal merupakan
anggota kelompok yang sudah diketahui sebelumnya atau bukan (Nicklin et. al.,
1999 dalam Mirna, 2011: 37).

Pengelompokan makhluk hidup berdasarkan metode numerik (taksonomi
numerik) mulai berkembang cepat pada dekade 70-an. Taksonomi numerik
sebagai metode evaluasi kuantitatif mengenai kemiripan atau similaritas karakter
antar golongan organisme, dan penataan golongan-golongan itu melalui suatu
analisis yang dikenal sebagai analisis kelompok (cluster analysis) ke dalam
kategori takson yang lebih tinggi atas dasar similaritas. Tujuan utama taksonomi
numerik adalah menghasilkan suatu klasifikasi yang bersifat objektif, teliti, dan
padat informasi tentang hubungan kekerabatan fenotipik antar organisme

(Gembong, 1998: 52).

10. Penyusunan Hubungan Kekerabatan
Singh (1999 dalam Mirna, 2011: 40) menyatakan bahwa hubungan
kekerabatan antar makhluk hidup dibedakan menjadi dua macam yaitu:
a. Hubungan Kekerabatan Fenotipik (Fenetik)
Hubungan kekerabatan yang didasarkan pada similaritas karakter-

karakter fenotipik (sifat-sifat yang tampak) pada individu yang satu dengan
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individu yang lainnya. Hubungan kekerabatan fenotipik digambarkan dengan
dendogram atau fenogram.
b. Hubungan Kekerabatan Filogenik
Hubungan kekerabatan filogenik berdasarkan pada sejarah evolusi dan
asal-usul nenek moyang individu tersebut dengan individu yang lainnya.

Hubungan kekerabatan filogenik digambarkan dengan kladogram.

Kekerabatan secara fenotipik merupakan kekerabatan yang didasarkan
pada analisis sejumlah penampilan fenotipik dari suatu organisme. Hubungan
kekerabatan antara dua individu populasi dapat diukur berdasarkan similaritas
sejumlah karakter dengan asumsi bahwa karakter-karakter yang berbeda
disebabkan oleh adanya perbedaan susunan genetik. Karakter pada makhluk hidup
dikendalikan oleh gen. Gen merupakan potongan DNA yang hasil ekspresinya
dapat diamati melalui sejumlah perubahan karakter morfologi yang diakibatkan
pengaruh faktor lingkungan (Hadiati, 2003: 87-93).

Langkah-langkah penyusunan hubungan kekerabatan fenotipik yang
digambarkan dengan dendogram atau fenogram adalah sebagai berikut:

a. Pemilihan Operational Taxonomic Units (OTU)

OTU yang digunakan dalam analisis dengan metode fenotipik ini dapat
berupa populasi, spesies, genus, atau yang lainnya. Untuk menganalisis suatu
spesies maka OTU yang digunakan adalah populasi yang bervariasi, untuk
menganalisis suatu genus, maka OTU yang digunakan adalah spesies yang

berbeda, dan seterusnya (Gembong, 1998: 53).
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b. Pemilihan Karakter

Karakter adalah penanda yang membedakan antara organisme yang satu
dengan yang lain. Karakter yang digunakan dalam analisis dengan metode
fenotipik ini diperoleh dari informasi tentang OTU yang dipilih. Karakter
yang dperoleh ini diperlakukan secara a priori atau semua sifat diberi bobot
sama (Singh, 1999 dalam Mirna, 2011: 41).

Kriteria klasifikasi mikroorganisme khususnya bakteri, menggunakan
antara lain karakter morfologi yang terdiri dari ukuran, bentuk, sifat
pengecatan, dan lain-lain. Karakter kultur dan karakter koloni, meliputi
bentuk koloni, elevasi, transculent, dan warna koloni. Karakteristik biokimia
meliputi fermentasi, hidrolisis, dan lain-lain. Selain itu, ciri yang dipakai
sebagai dasar pengelompokan bakteri meliputi beberapa karakter penting,
antara lain pengecatan gram, bentuk susunan sel, sifat nutrisi, dan kebutuhan
akan oksigen (Sembiring, 2008 dalam Mirna, 2011: 42).

c. Pemberian Kode pada Karakter

Karakter yang diperoleh dari OTU dipilih dan diolah menjadi sifat
dengan dua pernyataan sifat (ada atau tidak ada). Karakter dapat dipecah
menjadi dua unit saja (+ atau -) atau (0 atau 1) secara sederhana.

d. Menghitung Indeks Similaritas

Salah satu cara paling mudah untuk membandingkan OTU dengan
mencari jumlah karakter identik diantara mereka yang disebut sebagai
koefisien asosiasi yaitu dengan metode Simple Matching Coefficient (Ssm).

Indeks similaritas dihitung dengan cara membandingkan setiap OTU dengan
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yang lainnya (dalam % similaritas) dan dituliskan dalam matriks similaritas
(Sulia dan Shantharam, 1998 dalam Mirna, 2011: 42).
e. Membuat Dendogram

Kelompok-kelompok yang terbentuk selanjutnya dapat dipresentasikan
dalam bentuk dendogram atau fenogram. Metode pengelompokan yang paling
sering digunakan adalah UPGMA (Unweight Average Clustering) karena
penilaian dalam metode tersebut dilakukan dengan bobot sama pada masing-
masing titik individu. Selain itu, bobot suatu cluster diperlakukan secara
proporsional untuk jumlah titik-titik yang dimilikinya sehingga nilai yang
didapat pada dendogram benar-benar menunjukkan tingkat jauh dekatnya

hubungan kekerabatan (Pielou, 1984 dalam Mirna, 2011: 43).

B. Kerangka Berpikir Teoritis

Seiring berjalannya waktu, industri-industri yang ada mengalami
kemajuan, salah satunya dengan menerapkan teknologi aplikasi enzim. Oleh
karena itu, kebutuhan akan enzim semakin meningkat. Salah satu enzim yang
besar peranannya dalam dunia industri adalah enzim protease.

Enzim protease yang banyak dicari oleh kalangan industri, yang
berkualitas tinggi, terutama tahan dan stabil pada kondisi suhu tinggi. Enzim
protease ini dapat dihasilkan oleh bakteri yang dapat hidup pada suhu tinggi
disebut bakteri termofilik.

Bakteri termofilik dapat diisolasi dari berbagai tempat yang bersuhu tinggi,

seperti sumber-sumber geotermal, daerah vulkanik, dan pemandian mata air
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panas. Kali Gendol sebagai salah satu daerah vulkanik berpotensi untuk
didapatkannya bakteri termofilik pasca erupsi Merapi 2010.

Penelitian sebelumnya telah berhasil mengisolasi bakteri termofilik dari
sampel air dan pasir Kali Gendol Atas pasca erupsi Merapi 2010. Oleh karena itu,
perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui apakah isolat-isolat
bakteri tersebut mampu menghasilkan enzim protease untuk kemudian
diidentifikasi guna mengetahui genus isolat bakteri yang dapat menghasilkan
enzim protease tersebut.

Tahap karakterisasi terlebih dahulu dilakukan untuk mengidentifikasi
isolat bakteri termofilik penghasil enzim protease. Sejumlah unit karakter
fenotipik isolat bakteri termofilik penghasil enzim protease tersebut digunakan
untuk mengidentifikasi genus bakteri yang mengacu pada Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology. Metode taksonomik numerik digunakan untuk
mengetahui similaritas karakter fenotipik antar isolat bakteri termofilik penghasil
enzim protease dan mengetahui hubungan kekerabatan yang digambarkan dengan

dendogram.
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