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ABSTRAK
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pH dan suhu terhadap aktivitas enzim fibrinolitik yang

berasal dari bakteri asam laktat yogurt. Peneliti menggunakan metode lempeng fibrin dan menggunakan enzim kasar dari
sampel yogurt untuk melakukan penapisan. Tes fibrin plate menggunakan agarosa dan 3% fibrin sebagai media. Hasinya,
bakteri asam laktat Yogurt dalam sampel K memiliki enzim intraseluler yang juga mengandung aktivitas fibrinolitik, oleh
karena itu sonikasi digunakan untuk menghancurkan sel. Sampel bakteri asam laktat yogurt yang menghasilkan aktivitas
fibrinolitik terbesar adalah K. Dari hasil penelitian, terdapat bakteri Lactobacillus bulgaricus dan Streptococcus
thermophilus dalam sampel yogurt K. Sampel dipilih untuk dikarakterisasi efek pH dan suhu. Starter dibuat dan dilakukan
pemisahan antara supernatan (enzim kasar) dengan pelet untuk digunakan pada karakterisasi. Enzim kasar diperoleh
setelah sentrifugasi pada 9000 rpm pada 4° C selama 10 menit. Hasil yang diperoleh dari pengaruh pH adalah bahwa
keberadaan aktivitas enzim fibrinolitik berada pada pH optimal 6 dan 7. Suhu aktivitas enzim fibrinolitik berada pada
suhu optimum 35 dan 40 ° C.

Kata kunci: Fibrinolitik, Pengaruh pH dan Suhu, Bakteri Asam Laktat,

ABSTRACT

This study aims to determine the effect of pH and temperature on the activity of fibrinolytic enzymes derived
from yogurt bacteria. The researcher used the fibrin plate method and used a crude enzyme from yogurt samples to
perform a screening test. The fibrin plate test uses agarose and 3% of fibrin as a medium. According to the results, Yogurt
bacteria in the sample K has an intracellular bacterial that contains fibrinolytic activity also, therefore sonication was used
to break the cell. The yogurt samples that produced the largest fibrinolytic activity was K. From the research results, there
are Lactobacillus bulgaricus and Streptococcus thermophilus bacteria in the sample of yogurt K. The sample was chosen
to be characterized for pH and temperature. A starter was made and performed separation between supernatant (crude
enzyme) with pellet to be used on characterization. Crude enzyme was obtained after centrifugation at 9000 rpmat 4 ° C
for 10 min. The results obtained from the effect of pH is that the existence of specific activity of fibrinolytic enzyme is at
an optimum pH 6 and 7. The effect of temperature is that the activity of specific fibrinolytic enzymes is at an optimum
temperature of 35 and 40 ° C.
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PENDAHULUAN
Penyakit kardiovaskular merupakan penyebab

aktivitas fibrinolitik yang berasal dari Lactobacillus
plantarum KSK-1I (Kotb, 2014). Penelitian yang

kematian pertama di dunia pada setiap tahun. Penyakit
kardiovaskular adalah sekelompok penyakit yang
mempengaruhi jantung, otak, dan organ lain dalam
sistem tubuh manusia (Li, 2015). Salah satu penyebab
terjadinya penyakit kardiovaskular adalah terjadi
akumulasi fibrin, sehingga terbentuknya trombus di
pembuluh darah disebut dengan trombosis. Fibrin
merupakan komponen protein yang terbentuk dari
fibrinogen oleh aksi trombin dalam proses pembekuan
darah. Trombosis dapat dipecah dengan menggunakan
agen trombolitik salah satunya adalah enzim fibrinolitik.
Penelitian terhadap agen terapi trombus terus diupayakan
untuk mendapatkan terapi yang memiliki harga yang
terjangkau dan mengurangi efek samping yang tidak
diinginkan.

Enzim fibrinolitik dapat berasal dari hasil
fermentasi. Kishk merupakan hasil dari fermentasi susu
yang berasal dari Egiptian dan juga mempunyai

dilakukan oleh Essam Kotb, 2014 menyatakan bahwa
Lactobacillus plantarum KSK-II menghasilkan enzim
fibrinolitik karena mempunyai sifat seperti protease
subtilisin yang dihasilkan oleh bacillus subtilis yang
bersifat basa dan digunakan sebagai staining darah
(Koth, 2014).

Salah satu makanan hasil fermentasi Bakteri
Asam Laktat yang terdapat di Indonesia adalah yoghurt.
Yogurt terbuat dari susu kedelai ataupun sapi. Susu sapi
memiliki kandungan gizi yang tinggi karena memiliki
kadar lemak 3,1%, protein 2,8%, bahan kering 11,2%,
bahan kering tanpa lemak 8,1%. Enzim utama yang
terkandung dalam yoghurt adalah enzim proteolitik.
Enzim proteolitik tersebut berasal dari Bakteri Asam
Laktat (BAL) yang berada dalam yogurt. Bakteri asam
laktat dapat menghasilkan enzim proteolitik di sekitar
dinding sel, membran sitoplasma, atau di dalam sel.
Pertumbuhan bakteri asam laktat dengan cara
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menghidrolisis kasein dengan menggunakan protease
yang berada disekitar permukaan dinding sel (Putranto,
2007).

Pada penelitian ini dilakukan pengujian aktivitas
enzim fibrinolitik dari  yogurt, dan dilakukan
karakterisasi enzim fibrinolitik dengan melihat
pengaruh pH dan suhu. Enzim dapat berkerja optimal
pada kondisi tertentu. Kondisi tersebut melihat pH dan
suhu optimal dari setiap bakteri yogurt yang dicoba.
Perubahan pH dapat terjadi apabila terjadi perubahan
gugus ionik enzim pada sisi aktif secara tidak langsung
sehingga dapat mempengarui sisi lainnya atau sisi
ionisasi (Murray, et al.,, 2006). Sedangkan suhu dapat
berperan penting dalam reaksi enzim karena dapat
berpengaruhi dalam kestabilan enzim, aktivitas
reaksi,dan substrat. Apabila pH dan suhu tersebut terlalu
rendah atau tinggi akan mengakibatkan perubahan yang
bersifat permanen, sehingga ikatan kimia pada enzim
akan terputus, terjadi perubahan pada bentuk
spesifiknya, dan terjadi inaktivasi enzim (Dennison,
2002).

Berdasarkan paparan diatas, Penelitian kali ini
ingin membuktikan adanya aktivitas proteolitik dan
fibrinolitik dalam Bakteri Asam Laktat (BAL) yang
terdapat pada yogurt dan memperoleh pH dan suhu
optimum aktivitas enzim fibrinolitik dari bakteri yogurt
tersebut

METODE PENELITIAN

Bahan :

Beberapa yogurt yang terkandung berbagai macam
bakteri fermentasi di dalamnya, nutrient broth, susu skim
mengandung kasein tinggi, fibrin bovine blood dari
SIMAGCHEN® , asam fosfat pa, asam fosfat pa, metilen
blue, aquadest, tirosin, TCA for analysis dari Merck, dan
agar dari sigma, NaCl dan natto.

Alat :

Mikropipet, tabung sentrifus, zentrifugen Rotofix 32A,
autoclave HL-340 series vertical type steam sterilizer, pH
meter handylab pH 11 Schott® , shaker wiseShake,
ultrasonic cleanser Branson® 1210, kawat Ose, pinset,
dan magnetic stirrer, spektrofotometer thermosiecetific
GENESYS-20 vortex maxi mix Il IKA® genius 3,
timbangan digital.

1. Peremajaan Bakteri Yogurt

Media ini dibuat dengan melarutkan 20 gram agar dan 8
gram MRS agar dalam 1 L aquabidest dengan
pemanasan, lalu dimasukkan dalam tabung reaksi
masing-masing sebanyak 8 mL dan disterilkan
menggunakan autoklaf dengan temperatur 121°C selama
15 menit. Media agar steril dimiringkan dan ditunggu
hingga dingin dan memadat. Bakteri yang menunjukan
hasil positif pada uji aktivitas proteolitik dan fibrinolitik
dilakukan peremajaan pada media dengan cara
mengambil bakteri dengan Ose dan menggoreskan secara
aseptis pada media agar miring. Kemudian diinkubasi
pada inkubator suhu 37 oC selama 24 jam.

2. Optimasi Sonikasi Bakteri Yogurt

Pada preparasi sampel dilakukan pengenceran, vortex,
sonikasi pada berbagai waktu, yaitu 5, 10, 15, 20 dan 25
menit, kemudian sampel tersebut disentrifugasi selama
10 menit. Optimasi sonikasi menggunakan media susu
skim dan agar. Komposisi susu skim 5% dan agar 1,5%
b/v dilarutkan dalam aquabidest, lalu di pasteurisasi
dengan cara dipanaskan pada suhu 80°C selama 30 menit
di atas hotplate dan diambil 15 ml dengan spet dan
dimasukkan ke dalam cawan petri, diratakan dan
ditunggu hingga memadat (Kumaran, et al., 2011).
Bakteri yang sudah di preparasi di masukan pada lubang
media susu skim agar (Skim Milk Agar) . Dengan cara
meneteskan 50 pL hasil peremajaan bakteri pada media
padat dengan mikropipet dan diinkubasi 320C selama 24
jam. Zona jernih yang terbentuk mengindikasikan adanya
bakteri penghasil enzim proteolitik. Diukur diameter
zona jernih dan ditentukan indeks proteolitiknya dan di
replikasi sebanyak 3 kali (Kumaran, et al., 2011)).

Indeks proteolitik (IP) = R/r
Keterangan :

R : Diameter zona jernih (mm)

r : Diameter koloni bakteri (mm)

3. Uji Aktivitas Proteolitik

Pada preparasi sampel dilakukan pengenceran, vortex,
sonikasi pada waktu terpilih, yaitu 5 menit, kemudian
sampel tersebut disentrifugasi selama 10 menit. Optimasi
sonikasi menggunakan media susu skim dan agar.
Komposisi susu skim 5% dan agar 1,5% b/v dilarutkan
dalam aquabidest, lalu di pasteurisasi dengan cara
dipanaskan pada suhu 80°C selama 30 menit di atas
hotplate dan diambil 15 ml dengan spet dan dimasukkan
ke dalam cawan petri, diratakan dan ditunggu hingga
memadat (Kumaran, et al., 2011). Bakteri yang sudah di
preparasi di masukan pada lubang media susu skim agar
(Skim Milk Agar) . Dengan cara meneteskan 50 pL hasil
peremajaan bakteri pada media padat dengan mikropipet
dan diinkubasi 320C selama 24 jam. Zona jernih yang
terbentuk mengindikasikan adanya bakteri penghasil
enzim proteolitik. Diukur diameter zona jernih dan
ditentukan indeks proteolitiknya dan di replikasi
sebanyak 3 kali (Kumaran, et al., 2011)).

Indeks proteolitik (IP) = R/r
Keterangan :

R : Diameter zona jernih (mm)

r : Diameter koloni bakteri (mm)

4. Uji Aktivitas Fibrinolitik (Fibrin Plate)

Skrining enzim fibrinolitik diuji pada media fibrin plate
dilakukan dengan membuat larutan 3% fibrin dan
dilarutkan dalam dapar borat 0,1 M pH 7,8 dicampur
dengan agar sebanyak 1,7% kemudian dipanaskan.
Kemudian diambil 20 mL media dan dituang ke cawan
petri dan menambahkan 200 pL metilen blue. Diberi
metilen blue untuk melihat adanya zona jernih.
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Kemudian media didiamkan hingga memadat. Kemudian
dibuat 6 lubang untuk enzim dan 1 lubang untuk standar
nattokinase (Kumaran, et al., 2011). Dimasukkan 50 pL
inokulum bakteri proteolitik yogurt yang telah
diremajakan pada 6 lubang dan 1 lubang diberi standar
natto. Sampel tersebut dimasukkan pada fibrin plate yang
telah dibuat, kemudian diinkubasi pada suhu 32 oC
selama 24 jam pada pH 7. Aktivitas fibrinolitik
ditunjukan dengan adanya zona jernih disekitar lubang
dan perbandingan antara diameter zona bening dengan
diameter lubang (Kumaran, et al., 2011).

5. Pembuatan Starter

Hasil peremanjaan bakteri fibrinolitik diberi larutan 10
mL NaCl 0,9 % dan divorteks hingga bakteri terlepas dari
medianya (£ 15 menit). Kemudian larutan dibuat
pengenceran pada eppendorf dan diukur hingga
didapatkan transmittan 25 %. Kemudian sebanyak 5 ml
suspensi dengan transmittan 25 % dimasukkan ke dalam
labu Erlenmeyer berisi 50 mL MRS broth. Labu
Erlenmeyer diinkubasi dengan shaker inkubator dengan
kecepatan 90 rpm selama 24 jam pada suhu 280C. Hasil
inkubasi ini digunakan sebagai starter untuk pengujian
berikutnya. Pembuatan produksi enzim fibrinolitik
dilakukan dalam kondisi yang sama seperti proses
pengambilan sampel, yaitu hasil starter diambil 20 mL
kemudian dimasukan ke eppenorf besar kemudian di
sonikasi selama 5 menit dan dilakukan sentrifus dengan
kecepatan 9000 rpm pada suhu 4°C selama 10 menit.
Kemudian memisahkan antara supernatan (crude
enzyme) dan pelet. Lalu diambil crude enzyme dan

dimasukan pada eppendorf besar lain dan disimpan pada
freezer lemari pendingin, untuk menjaga kestabilan
bakteri.

6. Karakterisasi pH dan Suhu Optimum

Bakteri Hasil produksi enzim dipisahkan antara
supernatan (crude enzyme) dengan pelet. Mengambil
crude enzyme dan dilakukan uji penentuan suhu. Media
terdiri dari berbagai macam pH dapar, yaitu pH 4,5,6,7
dan 8 kemudian ditambahkan agar dan fibrin sebanyak 3
%. Lalu diinkubasi pada suhu 30°C, 35°C, 40°C, 45°C,
50°C, 60°C. Diamati zona jernih yang terdapat pada plate
selama 24 jam. Kemudian mengukur indeks fibrinolitik
setiap pH dan suhu yang dicoba.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kerja enzim dipengaruhi oleh kondisi lingkungan
di sekitarnya. Apabila kondisi lingkungan berbeda, maka
dapat mempengaruhi kerja enzim secara keseluruhan.
Enzim akan bekerja secara maksimal bila berada pada
kondisi lingkungan yang optimum. Oleh karena itu perlu
dilakukan Kkarakterisasi secara biokimiawi untuk
mengetahui  kondisi optimum pada setiap enzim.
Optimasi aktivitas enzim fibrinolitik pada Lactobacillus
plantarum sudah pernah dilakukan dan menunjukan
bahwa pH dan suhu memiliki pengaruh terhadap aktivitas
enzim (Kotb, 2014). Digunakan sekitar 20 sampel
probioytik untuk diuji aktivitas proteolitik dan
fibrinolitik. Optimasi sonikasi sampel yogurt terpilih
adalah sonikasi selama 5 menit..

Tabel 1. Harga indeks proteolitik optimasi sonikasi 5 menit

Sampel D_iam_eter zona Diameter Indek_s_
jernih (mm) sumur (mm) proteolitik
Sampel A 9,38 5,8 1,62
Sampel B Tidak ada 5,8 Tidak ada
Sampel C 8,93 5,8 1,54
Sampel D 9,02 5,8 1,56
Sampel E Tidak ada 5,8 Tidak ada
Sampel F Tidak ada 5,8 Tidak ada
Sampel G Tidak ada 5,8 Tidak ada
Sampel H Tidak ada 5,8 Tidak ada
Sampel | 9,05 5,8 1,56
Sampel J 7,81 5,8 1,35
Sampel K 10,03 5,8 1,73
Sampel L Tidak ada 5,8 Tidak ada
Sampel M Tidak ada 5,8 Tidak ada
Sampel N Tidak ada 5,8 Tidak ada
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Tabel 2. Harga indeks fibrinolitik

ltem ZEAZT::ﬁirh Diameter sumur Indeks fib_rinolitik

(mm) (mm) (Unit)

Sampel A 16,55 8 2,07

Sampel C 16,50 8 2,06

Sampel D 14,00 8 1.75

Sampel K 19,75 8 2,47
Kontrol negatif - 8 -

Kontrol positif 18,50 8 2,31

Hasil dari Uji proteolitik yaitu terpilih empat
sampel yogurt yang memiliki diameter zona jernih
terbesar. Sampel yang dapat menghasilkan zona jernih
yaitu sampel A, C, D dan K.

Hasil skrining enzim proteolitik menghasilkan
zona jernih di sekitar koloni yang menunjukan bahwa
bakteri yogurt menghasilkan enzim proteolitik.
Terbentuk zona jernih yang berarti terhidrolisisnya
protein kasein oleh enzim proteolitik membentuk asam
amino yang lebih larut dalam media. Sedangkan warna

2,5

1,5

Indeks Fibrinolitik

0,5

pH 4 pH5

putih dari susu yang dihasilkan adalah ikatan kompleks
kalsium-protein. Dari keempat sampel bakteri yogurt
yang diuji, semua menghasilkan diameter zona jernih
yang berbeda-beda.

Lalu diambil sampel K yang memiliki diameter
zona jernih terbesar untuk uji karakterisasi pH dan suhu.
Hasil skrining enzim fibrinolitik sampel K memiliki
indeks fibrinolitik rata-rata 2,47. Nattokinase sebagai
kontrol positif memberikan zona jernih dengan indeks
fibrinolitik rata-rata 2,31. Setelah terbukti bahwa hasil

pH 6 pH 7 pH 8
pH

H30 W35 W40 m45 m50 m60

Gambar 1. Pengaruh pH dan suhu terhadap aktivitas fibrinolitik. Perlakuan sample menggunakan sonikasi
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Gambar 3. Pengaruh pH dan suhu terhadap aktivitas fibrinolitik. Perlakuan sample tanpa sonikasi

Bakteri asam laktat dari sampel K memiliki
aktivitas fibrinolitik pada uji fibrin plate, selanjutnya
dilakukan produksi enzim fibrinoliti dan dilakukan
karakterisasi terhadap pH dan suhu. Aktivitas enzim
bekerja pada daerah stabilitas pH yang spesifik. Variasi
pH rendah atau tinggi juga dapat menyebabkan enzim
mengalami denaturasi dan memberikan efek pada
struktur ion dari enzim, substrat atau keduanya. Efek
yang terjadi berupa perubahan gugus ionik enzim pada
sisi aktif secara tidak langsung. Perubahan ionisasi juga
terhadap juga dialami pada substrat atau kompleks
enzim-substrat, sehingga dapat mempengaruhi aktivitas
enzim (Murray et al., 2006). Penetapan pH optimum
enzim dilakukan pada variasi pH. Variasi pH yang
dilakukan adalah 4, 5, 6, 7 dan 8. Dapar pH yang
digunakan adalah dapar sitrat untuk pH 4-5 , dapar fosfat
untuk pH 6, 7, dan 8. Hal tersebut didukung dari data
statistik yaitu uji normalitas lebih dari 0,05 yang berarti
kelompok distribusi tersebut normal. Pada Post hoc test
memiliki nilai significant lebih kecil dari 0,05 dan
memiliki nilai mean difference terbesar yang berada pada
pH 7, namun untuk melihat perbedaan bermakna diantara
varian suhu digunakan homogeneous subset . Pada pH
4,5 dan 8 termasuk pada satu kolom yang berarti tidak
ada perbedaan bermakna di antara ketiga pH dan pada pH
6 dan 7 juga termasuk pada satu kolom yang berarti tidak
terdapat perbedaan bermakna, Sehingga dapat ditarik
kesimpulan bahwa pH optimum berada pada pH 6 dan 7.
Suhu dapat berperan penting dalam reaksi enzim karena
dapat berpengaruh dalam kestabilan enzim, aktivitas
reaksi dan substrat. Pada Penetapan suhu optimum enzim
dilakukan pada variasi suhu. Variasi suhu yang dilakukan
adalah 30°C, 35°C, 40°C, 45°C , 50°C dan 60°C.
Pengaruh suhu optimum untuk aktivitas enzim
fibrinolitik adalah sekitar pH 35°C dan 40°C. Aktivitas

fibrinolitik dari hasil fermentasi bakteri yogurt sampel K
memiliki suhu optimum pada suhu 35°C dan 40°C.
Kemudian terjadi penurunan aktivitas pada suhu 45°C.
Hal tersebut didukung dari data statistik yaitu uji
normalitas lebih dari 0,05 yang berarti kelompok
distribusi tersebut normal. Pada Post hoc test memiliki
nilai significant lebih kecil dari 0,05 dan memiliki nilai
mean terbesar yang berada pada suhu 35°C, hamun untuk
melihat perbedaan bermakna diantara varian suhu
digunakan homogeneous subset . Pada suhu 35°C dan
40°C terdapat pada subset satu kolom yang berarti tidak
ada perbedaan bermakna di antara kedua suhu yaitu pada,
Sehingga dapat ditarik kesimpulan bahwa suhu optimum
berada pada 35°C dan 40°C. Bakteri yang terdapat pada
sampel K memiliki pengaruh terhadap aktivitas enzim
fibrinolitik yaitu menunjukan aktivitas optimal pH 6 dan
7 dan suhu 35 dan 40°C. Hasil tersebut didukung dari
data pada uji univariate antara pH media dan suhu
inkubasi memiliki nilai F hitung = 3,845 yang lebih besar
dari F tabel pada taraf kemaknaan 0,05 dan memiliki nilai
significant kurang dari 0,05. KESIMPULAN Enzim
yang berasal dari sampel yogurt K memiliki aktivitas
enzim fibrinolitik. Pengaruh pH dan suhu terhadap
aktivitas enzim

KESIMPULAN

Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) ekstrak air
(serbuk kering) kelopak bunga rosella 1,0 %, larutan
madu mangga 50,0 %, dan kombinasinya pada
perbandingan 1:9 terhadap Streptococcus mutans
masing-masing adalah 0,6% (v/v), 17,5% (v/v), dan 25%
(v/v).
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telah membantu preparasi alat gelas.
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