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PROTEASE EKTRASELULER DARI PSEUDOMONAS

STUTZERI Al

Suharti**, Aninda !, Puji Lestari', Surjani Wonorahardjo®, dan Evi Susanti
i i i Malan
Jurusan Kimia, Fakultas Matematika dan Ilmu Pcngctahuan'Alam, Universitas Negern g
#email: suharti.fmipa@um.ac-.id
er mempunyai nilai ekonomi yang tinggi karena aplikasinya dflaa:;
sumber alternatif penghasil enzim prote
ntifikasi secara fenotif sebagal Pseudomo;lgs
lah diisolasi dari tanah kebun. Analisis genotif menggunakan fragmen gen yang

si tersebut mempunyai homologi sgbesar
ebut untuk selanjutnya

Abstrak.Protease ekstraselul
berbagai sektor industri. Untuk mencari

ekstraseluler, sebuah isolat indigen yang diide

ﬂuorcsccns te
mengkode 16S rRNA menunjukkan mikroba hasil isola

9 % dengan beberapa strain Pseudomonas Stutzeri, se :
3isebut Pg;eudomonas Stutzeri Al. Usaha pemurnian protease ek _ah dllakuka;:jl
dengan metode salting out tetapi belum menunjukkan adanya pita protein yang Jelgs dan yi€
aktifitasnya terlalu rendah. Sampai saat ini belum ada publikasi tentang pemurnian ;truktur
protease ekstraseluler sari spesies Pseudomonas stutzeri. Sebagai landasan pemumlan dan
analisis selanjutnya, prediksi ukuran, struktur dan jenis protease dianalisis berdasar!cgaq
informasi genomik dari Pseudomonas stutzeri A1501 yang ada di database yang rr_lemlllkl
kedekatan genotif tertinggi dengan Ps. Stutzeri Al. Hasil analisis genom total Ps. stutzeri Al 501
menunjukkan adanya dua gen yang mengkode protease ekstraseluler.

hingga isolat ters
straseluler tel

Kata kunci: protease ektraseluler, stutzeri Al, genom

1. Pendahuluan

Protease adalah enzim yang dapat dijumpai di hampir semua organisme hidup. Dalam dunia
industri protease mempunyai peran penting misalnya sebagai bioaktif detergen, penyamakan
kulit, pengolahan limbah, pembersihan tangki pada industri pengolahan susu dan industri
kesehatan untuk kepentingan diagnostik. Freedonia Group, sebuah perusahaan internasioanal
yang menganalisa pasar berbagai komoditas dunia mempredisikan pasar enzim dunia akan
mencapai US $ 8 milliar pada tahun 2015 [1]. Analisis pasar pada tahun 2011 menunjukkan
sekitar 60% dari total penjualan enzim secara global di dominasi oleh protease yaitu enzim
yang mengkatalisis hidrolisis protease menjadi polipeptida. Berbagai penelitian menunjukkan
bahwa protease dihasilkan oleh mikroba yang hidup di lingkungan tanah, air, and berbagai
limbah.

Mikroba indigen pengha
Pseudomonas fluorescens telah ber

sil protease yang dikaraketerisasi secara fenotif sebagai
hasil diisolasi dari tanah [unpublished data]. Analisis genotif
dari Pseudomonas fluorescens indigen tersebut menunjukkan homologi sebesar 56 % dengan
Pseudomonas fluorescens yang ada di bank data dan homologi sebesar 99% dengan
Pseudomonas stutzeri A1501(2]. Selanjutnya Pseudomonas fluorescens indigen tersebut disebut
dengan Pseudomonas stutzeri Al. Usaha pemurnian protease ekstraseluler dari Ps. Stutzeri Al
telah dilakukan dengan metode pengendapan menggunakan garam amonium sulfat, akan
tapi hamplr 80% aktifitasnya hilang selama proses pemurnian. Usaha ’untuk
mempertahankan aktifitas protease tersebut perlu dilakukan untuk menghindari degradasi
(-Dﬂam antara lain dengan mempelajari jenis protease dari protease ekstra seluler dari
Pseudomonas stutzeri Al yang bermanfaat untuk pemilihan inhibitoryang sesuai.

. Genom Pseudomonas stutzeri A1501 telah ditentukan urutan asam nukleatnya, dan
anotasi dari protein yang dimiliki oleh Pseudomonas stutzeri A1501 dapat diakses di bank’data
Untuk memprediksikan jenis protease ekstraseluler yang dihasilkan oleh Pseudomonas stutzer.i
;’;Ii, genome dari Pseudomonas stutzeri A1501 telah dianalisis dan dijabarkan dalam makalah

241
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protease ini mempersulit proge
Ses

a pul‘ﬂn y
: q ac anya subtrat silang yang berakilyy pemurnian, sehi
at ) hade ’ N e athingga perlu dipiki
'{ﬂgﬂ:idirim Calah satu protease yang akan (lilm\(ll:l (:(( prodasi pu‘:l;llz“l[l; dipikirkan cara
) m o Dengy X
tkan yang hcr(lmnpu:(nwln e
penghilang
An

1';rll"« yang laan:
{ 3 piol nrorm““k“ protease dari organisme mode]
i
g i
! rganisme  model  menunj
_ genom O \njukkan b
yais miliki dua gen yang m ahwa P,
?ﬂ;mr&“-"ad:‘ ;omxs PST_1806 NT%?Pgl;gl;gde dPl‘otcase ckstrsscl:lllllx?::n e o0
¥k P20 y7ps4183) dengan nomor ak engan nomor akses | sl
€ 4082 ‘oliqlin metaloprotease dan PSSC'? souprot A4VRVA, li’ks‘f: PUniprot il
o ‘e?;:be;'apa protease yang lain selai_: 082 dianotasikan sebaST'—lgo6 i
T ease: Juler yang tidak signifik kedua lokus tersebut o Dol termina!
O aseluler YR8, s PST. 1806 dengan tujan analisis genom b o kikan Sebagai
N . 0 . .
adalah protein dengan b:afar(rjxilznkﬁlklala% -
. ! sebesar 38,2
prostetik menunjukkan protein tersebut

.;‘"‘«'L uk gen Analisi .

| pada 4,7. Ana {SIS motif pengikatan
padan P2 ikatan ion Zn2* .\ Bugus
g sisl rgzgﬁlt sama deng:n sf;?da residu asam amino 161-170
g an t€ o pengikatan dari metaloprotea tadriacl Ao
P oeast M st . se netral dari superfamili
" produk 87 dat; P&,TAOSQ adalah protein dengan b

: . erat
] sebesar 5, alaupun protein tersebut tidak dia:;glsei};;; 522;2:*{46,7 kDa
gai proteisn

ngan P ‘s .
en m
9 euler, analisis urusan asam amino enunjukk W .
pksr8 pada ujung N yang bertindak Jslizbaggibzih alprotem tersebut yang domain
nyal peptida, yaitu sinyal
) yal yang

nSTE rahkan untuk memindahkan protein keluar memb ;
20 rotein tersebut adal protease ekstraselufl:é"r1 rin Sfl,.sehmgg_a dapat.diperkirakan
pjukkan pengikatan logam seperti produk gen PST 18r(1)2,ISIS motif pengikatan tidak
S nel sebagdi PDZ domain pada residu asam amino 96-164 tye;izl i e::gf;kdoms in yeog

mengarahl_iarl protein secara nonpolar pada sisi C-terminalpunmk - 1 e
;",degradaSi seperti yang dltemukan“pada prolil oligopeptidase [11]. SEARSR

produk gen PST_4982 diidentifikasi memiliki kemiripan dengan termolisin yaitu
sroteinase netral yang bersifat termpstabil yang dihasilkan oleh Bacillus thermoprot;ol glizts
Termolisin membutt}hkan sebuah ion Zn 2* dan empat buat ion Ca?* untuk sta%ilitas.
qrukturnya. Termolisin menghidrolisis ikatan peptida yang mengandung asam amino yang
persifat hidrofobik. Termolisin banyak dijumpai secara luas pada banyak spesies Bacillus
produk gen dari lokus PST_4082 memiliki homologi dengan karboksi-terminal protease dar;

ies pseudomonas lain yang masih belum banyak dipejalari.

Model struktur 3 dimensi (Gambar 2A) dari produk gen lokus PST 1806 dapat

gmrunkan dengan paramater statistik yang signifikan dari struktur kritstal struktur prekursor

proteolisin dari Serratia proteamaculans.yang diproleh dari defraksi sinar X dengan resolusi
182 A (nomor akses bar 2B) [12]. Sedangkan produk gen
dari PST 4082 tidak dapat dimodel late yang ada di bank data
suktur 3D protein. Protease yang lkan dari Pseudomomas
teruginosa]13), tetapi struktur 3 rganisme model
Pseudomonas stutzeri A1501.

di Protein Data Base : 2VQX) (gam
kan karena keterbatasan temp

mengandung io
dimensinya ti

n Zn telah dikrista
dak homolog dengan ©

B (A) dan struktur 3D dari

Ga . 1 01
Mbar 2, Model struktur 3 D metaloprotease dari Ps- Stutzen AS

delan (B)-
metaloprotease template yang digunakan untuk pemoce
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. lijelaskan hilangnya akutifit,
isis tersebut dapat ¢ f a8 prove.
nn;:Ll;;} maupun EDTA. P"”“mb“hb‘?”, EDTA akan mt-w&:
fat kelat dari EDTA akan mengam il ion Zn2* darj metalg ampy,
nenghambat protease lainnya. Prot, !
i dari produk gen Pseudomonas stutzeri A] Grp
pemikiran untuk proses acmumllan dan  analjgjg [U
tersebut memberikan petunjuk jenis dan Slra;r?ro(;?r?‘licrrfikSaL;asznugl;:; )rﬁ:ng dihasilka: fol;masi
selanjutnya perlu dipilih salah Sadtu p:miiai:n):: an%( o amtuk  proses pe rg?;r?nka" m&“‘k
p IH ) . 1an dse
vang lainnya. Dua pilihan apa ) ; . P 5
Metaloprotease dipilih sebagai sasaran pe.mumlalﬂ.- Ugf:: é{sszggggsgnmé maka metalop,o M,
tidak boleh terdegradasi selama pemurnian. Hal ini P aibahion lg 11 Penambyp, ;ea‘/c
untuk menginhibisi aktifitas Karboksi-terminal pro'tease.d . " ogam Zn2+ dalam SAMsp
bufer yang digunakan untuk pemurnian kemung_kman apa ﬂ:jefe OnStlt}m kehilan gy, | em
tersebut selama proses dan meningkatkan aktifitasnya. Kedua, apabila karboksi_uEr :
protease dipilih sebagai sasaran pem

urnian maka EDTA perlu ditambahan sebagaj ; hml-nd‘l
metaloprotease sehingga aktifitasnya dapat dihambat untuk merly?lamatkan k_arboksi. ltgr
protease dari aktifitas metaloprotease. Secara umum cara konvensional yang digunal

1n 1b
terminaj
metode coba-coba (trial and error). Analisis bioinitormatika_ 'di_harap'k'an dapat. s ;:r sai:atjl
waktu penelitian dan menurunkan biaya. Dengan informasi 1n1 pemilihan media dan gkay
logam dapat direncanakan. Penelitian sebelumnya menunjukkan penambahan log
mampu menginduksi produksi produksi protease

X am
beberapa strain Pseudomonas(14] t Cacy,
semua strain Pseudomonas, kemungkinan besar induksi hanya terjadi pada metalop
menggunakan Ca?* sebagai kofaktor.

Berdasarkan
dengan  penambahan b
mataloprotease karena s
Penambahan PMSF akan !

Hasil analisis struktt
digunakan sebagai landasan

etapi tidaj
rotein Yang

4. Kesimpulan

Berdaraskan data inhibisi terhadap protease, Pseudomonas stutzeri Al paling sedikitny
mengandung dua jenis protease yaitu metaloprotease dan serin protease. Analisi bioinformatik,
berdasarkan genom Pseudomonas stutzeri A1501 diduga terdapat dua protease ekstraselyler
yaitu metaloprotease dan karboksi-terminal protease. Model 3D dari metaloprotease tersebyt
memastikan bahwa anotasi metaloprotease kemungkinan besar benar. Homologi sebesar 99 %
antara Pseudomonas stutzeri Al dan Pseudomonas stutzeri A1501 memungkinkan kesamaan
produksi protease ekstraseluler oleh kedua genus tersebut. Dengan demikian kemungkinan
besar Pseudomonas stutzeri Al memproduksi metaloprotease ekstraseluler dan karboksi-
terminal protease ekstraseluler tipe serin protease. Penambahan EDTA mampu menekan
hilangnya aktifitas total lebih baik dibandingkan dengan penambahan PMSF. Dengan demikian
akan lebih bijaksanan untuk memurnikan serin protease dibandingngak metaloprotease dan
Pseudomonas stutzeri Al. Dari faktor biaya EDTA lebih murah dibandingnkan dengan PSMF.
Pertimbangan untuk tidak memilih pemurnian metaloprotease juga lebih baik Kkarena
penambahan ion logam untuk rekonstitusi enzim apabila protease tersebut akan
dimanafaatkan untuk industri kemungkinan akan mengganggu di dalam pemanfaatnnya
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