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Evi Susanti, dkk_Biokimia

Isolasi dan Seleksi Bakteri Proteolitik Potensial
dari Tauco Surabaya

Evi Susanti, Suharti, Hadiyan Rahman Ramadhan, Fira Fatma
Jurusan Kimia FMIPA Universitas Negeri Malang
Jalan Semarang 5 Malang 65145
e-mail: esusanti.kim@gmail.com

Abstrak: Tujuan penelitian ini adalah mengetahui keragaman bakteri
proteolitik dan memperoleh bakteri proteolitik potensial dari pangan
fermentasi tauco Surabaya. Penelitian ini dilakukan dalam beberapa
tahap yaitu penentuan karakter kimiawi tauco, isolasi dan pemurnian
bakteri proteolitik, dan seleksi untuk memperoleh bakteri proteolitik
yang potensial berdasarkan nilai indeks proteolitik. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa suspensi tauco yang diuji memiliki pH 5,0 dan
kadar protein sebesar 31 mg/mL, diperoleh 21 isolat bakteri proteolitik
dengan karakter morfologi koloni yang berbeda. Sebanyak 8 kandidat
isolat bakteri proteolitik yang potensial telah berhasil dimurnikan. Dua
isolat yang merupakan bakteri proteolitik potensial dengan nilai indeks
proteolitik diatas 3,0 yaitu HTcUMgsebesar 3,30 dan HTcUM 3 sebesar
3,00.

Kata kunci: proteolitik, tauco, seleksi, bakteri, Surabaya

Abstract: The aims of this research were to know the diversity of
proteolytic bacteria and to obtain the potential proteolytic bacteria from
tauco fermented food of Surabaya. This research was conducted in
several stages: determination of chemistry character of tauco, isolation
and purification of proteolytic bacteria, and selection to obtain potential
proteolytic bacteria based on proteolytic index value. The results
showed that the tested tauco suspension had pH 5.0 and protein content
of 31 mg/mL, 21 isolates of proteolytic bacteria with different colony
morphology were obtained. A total of 8 candidates of potential
proteolytic bacteria isolates have been successfully purified. Two
isolates of potential proteolytic bacteria with proteolytic index values
were above 3.0 were HTcUMs (3.30) and HTcUMo (3.00).

Keywords: proteolytic, tauco, selection, bacteria, Surabaya

Tauco merupakan produk pangan olahan khas Indonesia, hasil fermentasi
kacang kedelai yang berbentuk pasta dan berwarna coklat kemerahan. Tauco
memiliki bau tajam khas dengan rasa yang gurih, sehingga digunakan sebagai
bumbu penyedap masakan. Tauco diperoleh dengan cara kacang kedelai kuning
dikukus, digiling kasar, ditambahkan beberapa bumbu dan difermentasi hingga
membentuk pasta, kemudian direndam dalam air garam dan difermentasi lagi
selama beberapa minggu hingga berubah warna menjadi coklat kemerahan.

Kacang kedelai sebagai bahan baku tauco memiliki kandungan protein yang
cukup tinggi, yaitu sebesar 35% berat kering, bahkan dapat mencapai 40-44% pada
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kacang kedelai varietas unggul (Koswara, 1992). Data ini sejalan dengan Suprapti
(2003) yang menyatakan bahwa kacang kedelai mengandung protein sebesar 34,9
g dari 100 g kacang kedelai kering yang diuji. Proses fermentasi pada bahan pangan
yang mengandung protein menghasilkan produk olahan yang berasa gurih karena
protein dalam kacang kedelai terdegradasi menjadi asam amino oleh aktivitas
bakteri penghasil protease (bakteri proteolitik) selama proses fermentasi
berlangsung. Chantawannakul, dkk., (2002) menunjukkan bahwa bakteri
proteolitik dari thua nao (pangan fermentasi kacang kedelai hitam dari Thailand)
adalah Bacillus subtillis. Cho dkk. (2003) menunjukkan bahwa bakteri proteolitik
dari meju (pangan fermentasi kacang kedelai dari Korea) adalah Bacillus
amyloliquefaciens. Fermentasi kacang kedelai pada tauco, thua nao, dan meju
secara umum hampir sama, kedelai yang telah dibersihkan dan dikukus kemudian
difermentasi. Kacang kedelai pada proses fermentasi thua nao dan meju dibungkus
daun pisang sedangkan pada tauco dibiarkan di ruang terbuka. Proses dan
lingkungan fermentasi yang berbeda tersebut maka diduga tauco mengandung
bakteri proteolitik yang berbeda dengan yang dijumpai pada thua nao dan meju.
Hingga saat ini belum pernah dilaporkan bagaimana keragaman dan potensi bakteri
proteolitik dari tauco Jawa Timur.

Eksplorasi bakteri proteolitik dari isolat Lokal masih sangat penting untuk
dilakukan. Bakteri lokal umumnya memiliki kemampuan adaptasi dan
produktivitas metabolit yang tinggi. Bakteri proteolitik menghasilkan berbagai
jenis protease ekstraselular sesuai dengan medium yang diberikan. Protease adalah
enzim yang mengkatalisis pemutusan ikatan peptida dalam protein. Kebutuhan
protease sebagai enzim industi masih sangat tinggi dan digunakan pada berbagai
proses industri. Indonesia pada tahun 2001 tercatat mengimpor protease sebesar 108
ribu ton dan pada tahun 2001 sebesar 122,3 ribu ton (Sutandi, 2003). Kebutuhan itu
untuk mensuplai kebutuhan protease untuk detergen, proses pengolahan limbah,
penyamakan kulit, farmasi dan industri pangan seperti pengempukan daging dan
isolasi kolagen dari jaringan ikat untuk produksi gelatin. Berdasarkan hal tersebut
maka telah dilakukan penelitian mengenai isolasi dan seleksi bakteri proteolitik dari
tauco untuk memperoleh bakteri proteolitik potensial dari pangan fermentasi tauco
Surabaya.

METODE
Alat dan Bahan

Penelitian ini menggunakan peralatan yang berbahan gelas antara lain:
cawan petri, spreader, pipet volume 5 mL, tabung reaksi, batang pengaduk, pipet
tetes, labu ukur 50 mL, gelas piala 50 mL dan 100 mL, Erlenmeyer 250 mL dan
500 mL, corong kaca, botol kaca, dan lampu spiritus. Peralatan instrumentasi
meliputi, spektroskopi UV-visible merk Shimadzu, dan peralatain lain seperti:
autoklaf, inkubator, neraca analitik ACIS, jangka sorong, batang ose ujung
lingkaran, kertas whatmann nomor 40, kertas coklat, kertas indikator pH, dan
laminar air flow. Bahan-bahan dalam penelitian ini yang berderajat p.a., meliputi:
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asam asetat, natrium klorida, natrium, NaOH, reagen Folin Cioceltau,
CuS04.5H20, BSA (bovine serum albumine), Na2COs, glukosa, larutan uji Gram
(larutan Kiristal violet, larutan lodin, larutan Safranin), pepton Oxoid, tirosin, TCA
(trikloroasetat), kasein, MgSQO4.7H20, KH2PO4, FeS04.7H>O, minyak imersi,
buffer fosfat pH 7.

Preparasi, Penentuan pH dan Kadar Protein Tauco

Sebanyak 25 g tauco diletakkan pada mortar steril, kemudian dihancurkan
dengan pestel, ditambahkan dengan 250 mL akuades steril, sehingga terbentuk
suspensi sampel tauco. Selanjutnya pH suspensi diukur dengan menggunakan
kertas indikator pH dan diukur kadar proteinnya dengan metode Lowry.

Penentuan Kadar Protein dengan Metode Lowry

Pengukuran kadar protein dengan metode Lowry menggunakan metode
penentuan kadar protein ini mengacu pada penelitian Lowry 1964 dalam Bollag
dkk., 1996. Sebanyak 0,5 mL sampel yang mengandung 0 (blanko), 20, 40, 60, 80,
100 pg Bovine Serum Albumin (BSA), ditambah 2,5 mL pereaksi Biuret, diaduk
hingga homogen. Campuran diinkubasi pada suhu kamar tepat 10 menit.
Selanjutnya ditambahkan 0,25 mL Folin Ciaucalteau 1 N dan diinkubasi pada suhu
kamar tepat 30 menit. Nilai absorbansi larutan diukur pada panjang gelombang 750
nm. Kadar protein ditentukan dengan menginterpolasikan nilai absorbansi sampel
tauco ke kurva standar protein.

Isolasi dan Seleksi Bakteri Proteolitik dari Tauco

Isolasi dan seleksi bakteri proteolitik dilakukan beberapa tahap, yaitu:
(1) bakteri diencerkan pada pengenceran 10°- 10°, (2) inokulasi bakteri pada media
Susu Skim Agar (SSA) dengan metode sebar dengan cara 100 pL masing-masing
larutan pada pengenceran 10° - 10° disebar pada media susu skim dengan
menggunakan batang spreader. Produk disimpan pada suhu kamar selama 48 jam.
Bakteri yang menghasilkan protease akan membentuk zona bening di sekitar koloni
bakteri pada media susu skim agar, (3) pengukuran indeks proteolitik untuk
menentukan isolat potensial, dilakukan dengan cara mengukur diameter zona
bening dibagi diameter koloni bakteri dengan menggunakan jangka sorong. Koloni
bakteri dari isolat yang potensial ditapiskan pada media susu skim agar dengan
metode gores kuadran yang memiliki perpotongan pada kuadran 1,2,3 dan 4.
Metode gores kuadran dilakukan berulang-ulang sampai diperoleh koloni bakteri
yang seragam dan terbentuk koloni yang memisah pada kuadran 4. Koloni bakteri
yang seragam pada setiap perpotongan kuadran dan ujung goresan yaitu kuadran
1,2,3 dan 4 dilakukan pewarnaan Gram (Gambar 1).
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Perpotongan
kuadran 1 dan 2
Kuadran 4
Perpotongan
kuadaran 2 dan 3
Perpotongan

kuadran 3 dan 4

Gambar 1. Titik- titik Pengambilan Isolat untuk Konfirmasi Kemurnian Bakteri dengan Uji
Gram

Pemurnian Isolat Bakteri Proteolitik

Pemeriksaan kemurnian isolat bakteri proteolitik dilakukan melalui
pewarnaan Gram dengan cara kaca preparat dibersihkan dengan alkohol kemudian
ditetesi dengan akuades steril. Sebanyak 1 - 2 ose koloni tunggal digoreskan pada
kaca preparat yang telah ditetesi akuades steril dan difiksasi dengan pemanasan di
atas bunsen. Preparat digenangi Gram A (kristal violet) dan didiamkan selama satu
menit agar kristal violet meresap ke dalam sel bakteri. Cat dibuang dan preparat
dibilas dengan akuades. Preparat digenangi Gram B (lugol) dan didiamkan selama
dua menit agar lugol meresap ke dalam sel bakteri. Cat dibuang dan preparat dibilas
dengan akuades. Preparat digenangi Gram C (alkohol) dan didiamkan selama lima
belas detik untuk melarutkan zat warna kristal violet dan lugol. Cat dibuang dan
preparat dibilas dengan akuades. Preparat digenangi Gram D (safranin) dan
didiamkan selama tiga puluh detik agar safranin meresap ke dalam sel bakteri. Cat
dibuang dan preparat dibilas dengan akuades. Preparat yang telah diwarnai difiksasi
dengan pemanasan di atas bunsen. Preparat diamati secara mikroskopis pada
perbesaran 1000x dengan ditetesi minyak imersi di atas kaca preparat untuk melihat
bentuk sel bakteri. Bakteri disebut Gram positif bila hasil pewarnaan diperoleh sel
bakteri berwarna ungu, sedangkan bila diperoleh sel bakteri berwarna merah maka
bakteri tersebut adalah Gram negatif (Pelczar & Chan, 2008).

Konfirmasi Indeks Proteolitik Isolat Murni

Satu ose koloni tunggal isolat murni diencerkan pada pengenceran 10°, 10%,
102, 103, 10%, dan 10°. Larutan pada pengenceran 10° - 10° diambil 100 pL masing-
masing dan diinokulasikan dengan metode sebar pada media susu skim agar,
diinkubasi pada temperatur kamar, dan diukur diameter zona bening yang
dihasilkan koloni tunggal pada jam ke-48.

HASIL
Tauco dari Surabaya memiliki kadar protein 31 mg/mL dan pH 5,0. Isolasi
bakteri proteolitik dari tauco tersebut menunjukkan terdapat 11 isolat yang
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memiliki morfologi koloni berbeda dan terpisah-pisah dengan baik sepeti
ditunjukkan pada Tabel 1. Selanjutnya diberi nama masing-masing koloni sebagai
isolat HTcUM:— HTcUMa; seperti ditunjukkan pada Tabel. Masing-masing koloni
ditapiskan ke dalam medium SSA hingga diperoleh koloni tunggal. Isolat HTcUM4
memiliki beberapa bentuk morfologi koloni, ada yang mirip dengan koloni pada
isolat HTcUMe dan HTcUM,. Maka tidak dilakukan pemurnian pada isolat
HTcUMs, diwakili oleh HTcUMsg dan HTcUMs. HTcUMe memiliki 2 isolat yang
morfologinya berbeda. Masing-masing dimurnikan menjadi HTcUMs1 dan
HTcUMe2. HTcUMe1 dimurnikan menjadi HTcUMe11 dan HTcUMe.12.
HTcUMe.2 dimurnikan menjadi HTcUMe.2.1 dan HTcUMs.2.2. HTcUMg dimurnikan
menjadi HTcUMyg 1 dan HTcUMg 2. HTcUM?7 dimurnikan menjadi HTcUM7.1 dan
HTcUMpy.,, sehingga total isolat selama pemurnian menjadi 20 isolat. Konfirmasi
kemurnian isolat bakteri dilakukan dengan pengecatan Gram. Gambar 2
menunjukkan profil hasil pengecatan isolat yang belum murni dan isolat murni
dengan uji Gram.

Pada pemurnian tahap pertama yang dilakukan selama tujuh bulan, sebanyak
4 isolat saja yang dapat dimurnikan yaitu HTcUM2, HTcUMe21, HTCUMe22, dan
HTcUMyo, data selengkapnya terdapat di Tabel 2. Maka pada sisa isolat yang belum
murni dilakukan seleksi berdasarkan nilai indeks proteolitiknya terlebih dahulu,
selanjutnya tahap pemurnian hanya dilakukan pada isolat yang diduga potensial.
Hasil seleksi ditunjukkan pada Tabel 3.

PEMBAHASAN

Kadar protein dan pH tauco berbeda dengan kadar protein dan pH pangan
fermentasi lainnya seperti terasi Sidoarjo yang memiliki kadar protein 76,22 mg/mL
dan pH 7,0 (Susanti, dkk., 2017). Perbedaan kadar protein dimungkinkan karena
bahan baku pembuatan pangan fermentasi yang berbeda, tauco menggunakan
kacang kedelai sedangkan terasi menggunakan ikan atau udang sehingga kadar
proteinnya lebih tinggi. Lingkungan sampel yang berbeda tersebut diduga akan
menghasilkan keragaman bakteri proteolitik dan jenis protease yang berbeda pula.

Berdasarkan nilai indeks proteolitik dari semua isolat pada Tabel 3 tampak
adanya tiga kelompok bakteri proteolitik, yaitu: (1) kelompok tidak berpotensi,
yaitu isolat HTcUM3s dan isolat HTcUMs. Isolat HTcUMs dimasukkan dalam
kelompok tidak berpotensi karena nilai indeks proteolitik yang dihasilkan nol, nilai
ini diperoleh karena diameter koloni bakteri sama besar dengan diameter zona
bening. Isolat HTcUMs dimasukkan dalam kelompok tidak berpotensi karena tidak
menghasilkan nilai indeks proteolitik, hal ini disebabkan karena isolat HTcUMs
telah ditumbuhkan sebanyak tiga kali dan tetap tidak menghasilkan koloni untuk
diukur indeks proteolitiknya.
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Tabel 1. Bentuk Morfologi Isolat HTcUM:1-HTcUMu
Nama Isolat Morfologi Gambar Isolat
HTcUM; Berbentuk bulat dan berwarna putih dan juga

adanya koloni berbeda yang tidak berbentuk
yang tengahnya seperti berlubang dan ada
seperti hifa dibagian tepi

HTcUM; Tidak beraturan dan berwarna putih
HTcUM;3 Berbentuk bulat dan berwarna putih
HTcUM,4 Berbentuk seperti kristal es dan ada koloni

berbeda yang berbentuk bulat berwarna putih

HTcUMs Berbentuk bulat dan berwarna agak coklat
HTcUMgs Berbentuk agak lonjong dan berwarna putih
HTcUMy Berbentuk bulat dan berwarna putih,

ditengahnya lebih tebal dari pada bagian pinggir

HTcUMg Berbentuk bulat dan tebal dibagian tengah tetapi
sangat kecil diameter ketebalannya

HTcUMg Berbentuk seperti kristal es dan berwarna putih

HTcUMyg Berbentuk bergerigi dan berwarna putih

HTcUM1; Tidak beraturan dan berwarna putih
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(B)

Gambar 2. Hasil Pengecatan Gram pada Isolat Murni (A) dan Belum Murni (B)

Tabel 2. Hasil Pemurnian Tahap Pertama

Isolat 'Fl)'ahap . Tingkat keseragaman dan kemurnian Bentuk sel
emurnian

HTcUM; 2 kali Belum seragam dan belum murni Basilus
HTcUM: 2 kali Seragam dan murni Basilus
HTcUM3 2 kali Belum seragam dan belum murni Basilus

. . Basilus dan
HTcUMs 2 kali Belum seragam dan belum murni g

spirilium

HTcUMe 1 3 kali Belum seragam dan belum murni E:E::ss dan
HTcUMe 1.1 4 kali Belum seragam dan belum murni Kokus
HTcUMg.1.2 4 kali Belum seragam dan belum murni Kokus

. . Basilus dan
HTcUMes. 3 kali Belum seragam dan belum murni Kokus
HTcUMs21 4 Kali Seragam dan murni Basilus
HTcUMs22 4 Kali Seragam dan murni Basilus
HTcUM;y 2 kali Belum seragam dan belum murni Egli::s dan
HTcUM7 3 kali Belum seragam dan belum murni bKaOSIi(IL:]SSdan
HTcUM7, 3 kali Belum seragam dan belum murni Ba5||u§, kokus

dan spiral

HTcUMg 2 kali Belum seragam dan belum murni Basilus

. . Basilus dan
HTcUMg 2 kali Belum seragam dan belum murni spiral
HTcUMo 3 kali Belum seragam dan belum murni Kokus

. . Basilus dan
HTcUMo 3 kali Belum seragam dan belum murni kokus
HTcUMz1o 2 kali Seragam dan murni Basilus
HTcUMy; 2 kali Belum seragam dan belum murni Basilus
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Tabel 3. Hasil Seleksi pada Isolat HTcUMs.oyang Belum Murni

Isolat Nilai Indeks Proteolitik Hari Ke 2 Gambar
HTcUMs 0 (
HTcUMs &\’
HTcUMe.11 2,1 °
HTcUMe.1.2 1,3
1

HTcUM71 2,9 Q
HTcUM2 18 Ao

HTcUMs 2,3 o
HTcUMoaa 2,8 0
HTcUMo2 18 /’\"

|

Isolat HTcUMs diduga telah mati sejak dari biakan induk, (2) kelompok
berpotensi sedang, yaitu isolat HTcCUMe.12, HTCUMy72, dan HTCUMg.. Isolat
HTcUMe12, HTcUM72, dan HTcUMs. dimasukkan  dalam kelompok
berpotensi sedang karena isolat ini menghasilkan nilai indeks proteolitik < 2. (3)
kelompok berpotensi tinggi, yaitu isolat HTcUMe 11, HTcUM7.1, HTcUMsg, dan
HTcUMo.1. Isolat HTcCUMe.11, HTCUM7.1, HTcUMs, dan HTcUMog.1 dimasukkan
dalam kelompok berpotensi tinggi karena isolat ini menghasilkan nilai indeks
proteolitik > 2. Isolat dengan potensi tinggi selanjutnya dipilih sebagai kandidat
isolat potensial yaitu isolat HTCUMe.1.1, HTCUM7.1, HTcUMs, dan HTCUMao.1.

Permurnian dilakukan dengan menumbuhkan kandidat isolat potensial
HTcUMe.1.1, HTCUM71, HTcUMg, dan HTcUMo1 pada media susu skim agar
dengan metode gores empat kuadran yaitu kuadran 1,2,3 dan 4, hasil goresan
diinkubasi selama 48 jam sampai koloni bakteri tumbuh. Koloni bakteri yang
tumbuh diamati bentuknya apakah sudah seragam atau belum, jika koloni bakteri
belum seragam maka dapat dipastikan isolat tersebut belum murni dan perlu
dilakukan metode gores pada media susu skim agar kembali sampai diperoleh
koloni bakteri yang seragam. Jika sudah diperoleh koloni bakteri yang seragam,
selanjutnya dilihat apakah koloni tersebut tumbuh pada semua kuadran atau tidak.
Koloni bakteri harus tumbuh pada semua kuadran untuk melihat bentuk sel pada
tiap-tiap kuadran 1,2,3 dan 4 apakah sudah seragam atau belum. Jika koloni telah
tumbuh pada semua kuadran, hasil goresan dilihat apakah pada kuadran empat
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koloni bakteri sudah memisah satu-persatu atau belum, jika belum maka perlu
dilakukan metode gores pada media susu skim agar kembali. Koloni bakteri harus
memisah pada kuadran empat agar dapat diambil satu koloni untuk dipastikan
kemurnian satu koloni tersebut dengan pewarnaan Gram. Hasil pemurnian isolat
terpilih terdapat pada Tabel 4.

Tabel 4. Ringkasan Konfirmasi Kemurnian Isolat Potensial Terpilih

Konfirmasi
Biakan Awal J.F‘;th Hasil Pemurnian K?jr:rl:rgrgan KSaerlaé(;ekTeS;E:k
(Metode Sebar) b (Metode Gores) g .
Pemurnian Pewarnaan Gram Isolat Murni

(Kuadran 4)

Gram negatif

7 kali Basil berantai

HTcUMg.11
) Gram negatif
8 kali Basil berantai

HTCM7.1
i Gram negatif
Basil tunggal

HTcUM,

11 i Gram negatif

Basil berantai

-

HTcUMo.

Konfirmasi nilai indeks proteolitik isolat murni dilakukan dengan tujuan
untuk menentukan isolat potensial berdasarkan nilai indeks proteolitik tertinggi dari
semua isolat yang telah dimurnikan yang akan diproduksi di media cair. Hasil
pengukuran indeks proteolitik isolat murni tahap satu dan dua dapat dilihat pada
Tabel 5, diperoleh delapan isolat bakteri proteolitik yang potensial yaitu empat
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isolat hasil pemurnian tahap satu yaitu HTcUM2 HTcUMe.2.1, HTCUMs22, dan
HTcUMzyo dengan nilai indeks proteolitik masing-masing sebesar 2,67; 2,75; 2,40;
dan 3,00 serta empat isolat potensial dari pemurnian tahap dua yaitu HTcUMs 1.1,
HTcUMz71, HTcUMs, dan HTcUMo1 dengan nilai proteolitik masing-masing
sebesar 2,70; 2,40; 3,30; dan 2,30. Terdapat dua isolat yang memiliki nilai indeks
proteolitik di atas 3,00 yaitu HTcUMg sebesar 3,30 dan HTcUMzo sebesar 3,0,
diduga kedua isolat ini memiliki kemampuan menghasilkan protease dengan
aktivitas dan jumlah tinggi.

Tabel 5. Indeks Proteolitik Isolat Murni Bateri Proteolitik dari Tauco

Isolat Murni Nilai Indeks Proteolitik

HTcUM; 2,67
HTcUMsg 21 2,75
HTCUMe,zAz 2,40
HTcUMyo 3,00
HTcUMe1.1 2,70
HTcUM71 2,40

HTcUMg 3,30
HTcUMg 1 2,30

SIMPULAN

Hasil penelitian menunjukkan bahwa suspensi tauco dari Surabaya yang
diuji memiliki pH 5,0 dan kadar protein sebesar 31 mg/mL, diperoleh 21 isolat
bakteri proteolitik dengan karakter morfologi koloni yang berbeda. Sebanyak 8
kandidat isolat bakteri proteolitik yang potensial telah berhasil dimurnikan. Dua
isolat merupakan bakteri proteolitik potensial dengan nilai indeks proteolitik diatas
3,0 yaitu HTcUMEs (3,30) dan HTcUMyo (3,0).
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