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ABSTRAK: Udang merupakan sumber protein hewani yang banyak diminati masyarakat karena
citarasa enak dan bergizi. Udang merupakan komoditas perikanan ekspor. Upaya pemenuhan
kebutuhan ekspor udang saat ini telah dilakukan budidaya intensif. Budidaya intensif telah terjadi
pemberian pakan yang berlebih sehingga terbentuk limbah organik di dasar tambak. Limbah pakan
mengakibatkan terbentuknya senyawa nitrit dan amoniak yang toksik bagi udang. Komponen utama
limbah ini adalah protein. Protein harus di dekomposisi menjadi asam amino oleh bakteri proteolitik.
Salah satu bakteri yang memiliki aktivitas proteolitik adalah bakteri Bacillus Firmus dari simbion
sponge Chalinula Pseudomolitba. Tujuan penelitian adalah melakukan optimasi substrat dan
pemilihan co-substrat media kultur yang sesuai terhadap pertumbuhan dan aktivitas protease
ektraseluler Bacillus Firmus. Penelitian menggunakan metode eksperimen laboratoris. Penelitian
terdiri dari uji optimasi substrat, pemilihan Co-substrat C dan N. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
bakteri Bacillus firmus memiliki laju pertumbuah dan aktivitas protease terbaik pada media kultur
dengan subtrat susu skim 1% dengan nilai 0,110 c/jam dan 12,566 c IU/ml. Sumber C terbaik adalah
glukosa dengan nilai 0,124 c/jam dan 16,094 clU/ml. Sumber N terbaik adalah amonium nitrat
dengan nilai sebesar 0,137 c/jam dan 19,046 ¢ IU/ml.

Kata Kunci: bakteri; simbion; sponge; pertumbuhan; protease

Substrate Optimization and Selection of Co-Substrate for Culture Media Appropriate to
growth and activity of extracellular protease bacteria Bacillus Firmus
From the waters of Nusa Lembongan Bali, Indonesia

ABSTRACT: Shrimp is a source of protein and have good taste. Shrimp is an export commodity.
Shrimp cultivation is developing to be intensive. Intensive cultivation uses large amounts of feed. not
all of the feed is eaten. leftover feed becomes waste. Feed waste produces nitrite and ammonia.
Ammonia is toxic. Feed waste must be cleaned. Decomposition process by proteolytic bacteria.
Bacillus Firmus is a proteolytic bacterium from the symbiont sponge Chalinula Pseudomolitba. The
research aims to optimize the substrate and select the co-substrate. The study used a laboratory
experimental method. The research consisted of a substrate optimization test, selection of Co-
substrate C and N. The results showed that Bacillus Firmus had the best growth rate and protease
activity on 1% skimmed milk substrate with values of 0.110 c/hour and 12,566 c IU/ml. The best
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source of C is glucose with a value of 0.124 c/hour and 16,094 c IU/ml. The best source of N as
ammonium nitrate with values of 0.137 c/hour and 19,046 c 1U/ml.

Keywords: bacteria, symbionts, sponges, growth, proteases

PENDAHULUAN

Udang vannamei merupakan salah satu komuditas perikanan yang memiliki nilai ekspor yang
tinggi. Pemenuhan kebutuhan ekspor udang vannamei telah dilakukan budidaya secara intensif.
Budidaya udang secara intensif memiliki biaya pengeluaran yang besar dari sektor pakan.
Pemberian pakan yang berlebihan dalam budidaya udang intensif telah menimbulkan permasalahan
akumulasi sisa pakan di dasar tambak menjadi limbah organik. Limbah organik pakan ini di
manfaatkan oleh bakteri secara anaerob sebagai sumber karbon dan nitrogen pertumbuhan. Produk
samping dari proses anaerob tersebut adalah senyawa amonia dan nitrit yang bersifat racun bagi
udang (El-Saadony et al., 2021). Limbah organik yang tinggi di perairan tambak akan menurunkan
DO (dissolved oxygen) dan meningkatnya BOD (biologycal oxygen demand). Hal ini dapat
mengganggu ketahanan udang, menurunkan laju pertumbuhan bahkan dapat menyebabkan laju
kematian (Holt et al., 2021).

Limbah organik pakan ini harus didekomposisi agar tidak merusak kualitas media budidaya
udang. Proses dekomposisi dilakukan oleh bakteri penghasil enzim protease ekstraseluler. Salah
satu bakteri yang memiliki aktivitas proteolitik tersebut adalah bakteri Bacillus firmus. Bakteri Bacillus
firmus merupakan bakteri yang bersimbiosis dengan sponge Chalinula pseudomolitba. sponge
Chalinula pseudomolitba hidup di perairan pantai dengan adanya Ekosistem Lamun. Sponge ini
didapatkan di perairan Nusa Lembongan Bali — Indonesaia. Bakteri Bacillus firmus memiliki potensi
untuk dikembangkan menjadi produk probiotik secara komersil. Bakteri probiotik yang diaplikasikan
pada media budidaya tambak udang dengan fungsi sebagai bioremediasi limbah organik pakan.
Upaya mendapatkan biomassa bakteri yang cukup untuk aplikasi maka diperlukan teknologi kultur
yang optimal. Peningkatan produksi biomassa sel memerlukan serangkaian optimasi dalam kultur,
diantaranya penggunaan sumbstrat dan co-substrat. Optimasi substrat media merupakan faktor
penting yang mempengaruhi pertumbuhan dan biomassa sel bakteri (Zarate-Chaves et al., 2013;
Oh et al., 2007). Nitrogen dalam media kultur sangat diperlukan untuk pertumbuhan sel, sedangkan
unsur karbon media kultur digunakan untuk meningkatkan energi biosintesis (Rashmi and Gayathri,
2017). Penelitian ini memiliki tujuan mendapatkan kondisi substrat optimal dan pemilihan co-substrat
yang tepat dalam kultur bakteri Bacillus firmus untuk meningkatkan pertumbuhan dan ektivitas
produksi enzim protease ekstraseluler.

MATERI DAN METODE

Materi dalam penelitian ini adalah isolat bakteri Bacillus firmus. Bakteri Bacillus firmus yang
bersimbiosis dengan sponge Chalinula pseudomolitba. Sponge Chalinula pseudomolitba yang
didapatkan dari perairan pantai dengan adanya Ekosistem Lamun. Sponge ini didapatkan di perairan
Nusa Lembongan Bali — Indonesaia.

Peremajaan Isolat

Biakan murni stok dilakukan peremajan pada media Nutrient Agar (NA). Sebanyak satu ose
koloni digores dengan metode kuadran pada media Nutrient Agar (NA) dan diinkubasi selama 24
jam pada suhu 37 °C (Pringgenies et al., 2021; Wijaya et al., 2021). Bakteri yang tumbuh siap untuk
digunakan.

Preparasi Inokulum
Satu ose biakan miring diinokulasikan ke dalam 20 ml medium zobell 221E cair, kemudian
diinkubasi pada suhu 30°C selama 24 jam. Dilakukan scale up ke dalam medium zobell 221E cair

Optimasi Substrat Dan Pemilihan Co-Substrat Media Kultur (M. Zainuddin et al.)



43294

Journal of Marine Research Vol 11, No.2 Mei 2022, pp. 327-336

200 ml dalam erlenmeyer 500 ml, dan diinkubasi dengan suhu 30 °C dan diseker 150 rpm selama
24 jam (Ayuningtyas et al., 2021; Pringgenies et al., 2020).

Uji Optimasi Substrat

Optimasi konsentrasi substrat dilakukan pada kultur di media zobell 2216E broth yang
diperkaya substrat susu skim dengan konsentrasi 1%, 3% dan 6%, ditambahkan inokulum 1%
dengan OD 0,01 pada A600, pH 8, salinitas 30 ppt, dan inkubasi pada suhu ruang. Dilakukan
inkubasi jam ke- 0, 2, 4, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42, dan 48 dilakukan pengamatan terhadap
petumbuhan bakteri, aktivitas protease ekstraseluler dan kadar protein (Setyati et al., 2015).

Pemilihan Ko-Substrat Sumber Karbon Dan Nitrogen

Sumber karbon yang diseleksi adalah glukosa, fruktosa dan molase sebanyak 1 % pada
medium zobell 2216E. Sumber nitrogen yang diseleksi adalah amonium klorida, amonium nitrat, dan
urea sebanyak 0,2% dalam medium zobell 2216E. Seleksi sumber karbon dan sumber nitrogen
dilakukan kultur menggunakan erlenmeyer berkapasitas 1 liter dengan volume kerja 200 ml. Kondisi
dari kultur yaitu media zobell 2216E broth diperkaya dengan susu skim konsentrasi optimum,
konsentrasi inokulum 1% dengan OD 0,01 pada A600, pH8, salinitas 30 ppt, inkubasi pada suhu
ruang. selanjutnya pada inkubasi jam ke- 0, 2, 4, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42, dan 48 dilakukan
pengamatan terhadap petumbuhan bakteri, aktivitas protease ekstraseluler dan kadar protein
(Jacek et al., 2021; Stylianou et al., 2021). Data petumbuhan bakteri, aktivitas protease ekstraseluler
dan kadar protein masing-masing perlakuan kemudian digunakan sebagai dasar melakukan seleksi
sumber karbon dan nitrogen yang tepat untuk kultur.

Pengukuran Turbiditas Bakteri

Pengukuran pertumbuhan bakteri dilakukan dengan cara sebanyak 10 ml sampel
disentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm selama 10 menit. Supernatan di buang dan natan yang
didapatkan dilarutkan dengan larutan PBS sebanyak 10 ml lalu di divortex. Diamati nilai OD-nya
dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 600 nm (Setyati et al., 2014). Data hasil
pengukuran OD pada A600 kemudian di konversi dengan persamaan standart Mc Farland menjadi
satuan sel/ml. nilai sel/ml tersebut digunakan untuk menghitung jumlah generasi (g), waktu generasi
(Tg) dan laju pertumbuhan (u) bakteri.

Pengukuran Aktivitas Enzim Protease Dan Kadar Protein

Substrat yang digunakan adalah kasein 1% dilarutkan ke dalam buffer fosfat (50 mM, pH
8). 1 ml substrat direaksikan dengan 1 ml sampel selama 10 menit pada suhu awal 37 °C.
Reaksi dihentikan dengan penambahan 1 ml trichloroacetic acid (TCA) 10% lalu inkubasi selama

Gambar 1. Lokasi sampling, sampel sponge dan isolat bakteri Bacillus firmus
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10 menit pada suhu 37 °C. Kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 20 menit.
Sebanyak 1 ml supernatan di tambahkan Na,COs; 0,5 M dan pereaksi folin ciocalteus (1:2),
campuran diinkubasi 30 menit pada suhu 37 °C. Absorbansi dibaca pada panjang gelombang 660
nm (Setyati et al., 2015).

Data absorbansi protease konversi ke satuan mM dengan menggunakan persamaan kurva
standar tirosin. Setelah di ketahui nilai mM selanjutnya dilakukan perhitungan AP (aktivitas protease)
dengan satuan (IU/ml) dan T.AP (total protease) dengan satuan (IU). Kadar protein ditentukan
dengan metode Bradford (1976) dengan menggunakan bovin serum albumin (BSA) sebagai protein
standar pada kisaran 0.01-0.1 mg/mL dengan metode spektrofotometri pada panjang gelombang (A)
=595 nm.

Data absorbansi protein digunakan untuk penentuan nilai KP (kadar protein) satuan (gram/ml)
dengan menggunakan persamaan standart BSA. Dilakukan penentuan nilai TP (total protein)
dengan satuan gram. Berdasarkan data aktivitas protease (U/ml) dan kadar protein (gram/ml)
tersebut berikutnya dilakukan penghitungan AS (1U/mg).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Optimasi substrat dilakukan terhadap substrat susu skim dengan perlakuan perbedaan
konsetrasi yaitu 1%, 3% dan 6%. Pengamatan yang dilakukan adalah pertumbuhan bakteri, aktivitas
protease, kadar protein media dan aktivitas spesifik protease. Berdasarkan hasil penelitian
menunjukkan bahwa perlakuan perbedaan konsentrantrasi substrat berpengaruh signifikan (a <
0,05) terhadap pertumbuhan bakteri Bacillus firmus. Pengaruh perlakuan konsentrasi terhadap
respon pola polynomial pertumbuhan bakteri dari yang terendah ke tertinggi secara berurutan adalah
skim 6%, 3% dan 1%, dengan nilai kepadatan bakteri pada puncak polynomial sebesar 0,473; 1,025
dan 1,358 x 108 sel/ml (Gambar 2). Perlakuan skim 1 % adalah yang terbaik terhadap pertumbuhan
dengan pola polynomial y = -0,0015x? + 0,0875x + 0,054; R? = 0,955; R = 0,977.

Perlakuan skim 1%, 3% dan 6% tidak berpengaruh signifikan terhadap pertumbuhan mutlak
bakteri yaitu dengan nilai 1,299 a, 0,948 a dan 0,415 a x 108 sel/ml. Perlakuan skim 1%, 3% dan 6%
berpengaruh signifikan terhadap laju pertumbuhan, jumlah generasi dan waktu generasi bakteri.
Nilai laju pertumbuhan bakteri secara berurutan dari terendah ke tertinggi adalah skim 6%, 3% dan
1%, dengan nilai 0,076 a, 0,092 b dan 0,110 c. Nilai jumlah generasi secara berurutan dari terendah
ke tertinggi adalah skim 6%, 3% dan 1%, dengan nilai 3,099 a, 3,727 b dan 4,454 c. Nilai waktu
generasi secara berurutan dari terendah ke tertinggi adalah skim 1%, 3% dan 6% dengan nilai 6,322
a, 7,521 b dan 9,091 c.

Berdasarkan hasil penelitian menunjukkan bahwa perlakuan perbedaan konsentrantrasi
substrat berpengaruh signifikan (a < 0,05) terhadap aktivitas protease, kadar protein dan aktivitas
spesifik protease bakteri Bacillus firmus. Pengaruh perlakuan konsentrasi terhadap respon pola
polynomial aktivitas protease bakteri dari yang terendah ke tertinggi secara berurutan adalah skim
6%, 3% dan 1%, dengan nilai aktivitas protease pada puncak polynomial sebesar 8,873 a, 10,482 b
dan 12,566 c IU/ml. Perlakuan skim 1 % adalah yang terbaik terhadap aktivitas protease dengan
pola polynomial y = -0,0073x? + 0,5224x + 1,0258; R? = 0,905; R = 0,951. Pengaruh perlakuan
konsentrasi terhadap respon pola polynomial kadar protein bakteri dari yang terendah ke tertinggi
secara berurutan adalah skim 1%, 3% dan 6%, dengan nilai kadar protein pada inkubasi jam ke- 30
sebesar 11,224 a, 12,492 ab dan 14,176 b mg/ml. Perlakuan skim 1 % adalah yang terbaik terhadap
kadar protein dengan pola polynomial y = 0,0023x? - 0,2358x + 16,314; R? = 0,980; R = 0,990.

Pengaruh perlakuan konsentrasi terhadap respon pola polynomial aktivitas spesifik protease
bakteri dari yang terendah ke tertinggi secara berurutan adalah skim 6%, 3% dan 1%, dengan nilai
aktivitas spesifik protease pada puncak polynomial sebesar 0,627 a, 0,841 b dan 1,127 ¢ IU/mg.
Perlakuan skim 1 % adalah yang terbaik terhadap aktivitas spesifik protease dengan pola polynomial

= -0,0006x?> + 0,0455x + 0,0147; R? = 0,914; R = 0,956. Berdasarkan penelitian perlakuan
konsentrasi substrat maka dapat disimpulkan bahwa perlakuan skim 1% adalah yang terbaik dalam
kultur bakteri Bacillus firmus.

Pemilihan ko-substrat sumber C dilakukan terhadap perbedaan jenis sumber C yaitu glukosa,
fruktosa dan molase. Pengamatan yang dilakukan adalah pertumbuhan bakteri, aktivitas protease,
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kadar protein media dan aktivitas spesifik protease. Berdasarkan hasil penelitian menunjukkan
bahwa perlakuan perbedaan jenis sumber C berpengaruh signifikan (a < 0,05) terhadap
pertumbuhan bakteri Bacillus firmus. Pengaruh perlakuan perbedaan jenis sumber C terhadap
respon pola polynomial pertumbuhan bakteri dari yang terendah ke tertinggi secara berurutan adalah
molase, fruktosa dan glukosa dengan nilai kepadatan bakteri pada puncak polynomial sebesar
0,800; 0,851 dan 1,937 x 108 sel/ml. Perlakuan penambahan glukosa adalah yang terbaik terhadap
pertumbuhan dengan pola polynomial y = -0,0020x2 + 0,121x - 0,17040; R? = 0,9210; R = 0,960.

Perlakuan pemberian glukosa, fruktosa dan molase tidak berpengaruh signifikan terhadap
pertumbuhan mutlak bakteri yaitu dengan nilai 1,877 a, 0,793 a dan 0,723 a x 108 sel/ml. Perlakuan
perbedaan jenis sumber C berpengaruh signifikan terhadap laju pertumbuhan, jumlah generasi dan
waktu generasi bakteri. Nilai laju pertumbuhan bakteri secara berurutan dari terendah ke tertinggi
adalah molase, fruktosa dan glukosa dengan nilai 0,083 a, 0,095 b dan 0,124 c. Nilai jumlah generasi
secara berurutan dari terendah ke tertinggi adalah molase, fruktosa dan glukosa dengan nilai 3,374
a, 3,856 b dan 5,023 c. Nilai waktu generasi secara berurutan dari terendah ke tertinggi adalah
glukosa, fruktosa dan molase dengan nilai 5,602 a, 7,268 b dan 8,306 c.
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Gambar 2. Optimasi substrat terhadap Polynomial pertumbuhan, aktivitas proteasen kadar protein
dan aktivitas spesifik protease bakteri Bacillus firmus

Optimasi Substrat Dan Pemilihan Co-Substrat Media Kultur (M. Zainuddin et al.)



43324

Journal of Marine Research Vol 11, No.2 Mei 2022, pp. 327-336

Tabel 1. Optimasi substrat terhadap pertumbuhan, aktivitas protease dan aktivitas spesifik

Aktivitas Kadar Aktivitas

Konsentrasi Pm H 9 g protease  protein spesifik
(x 10® sel/ml) (jam™) (generasi) (jam) (1U/ml) (mg/ml) (IU/mg)

1% 1,299 a 0,110 c 4,454 ¢ 6,322a 12566c¢c 11,224 a 1,127 ¢

3% 0,948 a 0,092b 3,727b 7,521b 10,482b 12,492 ab 0,841 b

6% 0,415 a 0,076 a 3,099a 9,091c 8,873a 14,176b 0,627 a

Berdasarkan hasil penelitian menunjukkan bahwa perlakuan perbedaan jenis sumber C
berpengaruh signifikan (a < 0,05) terhadap aktivitas protease, kadar protein dan aktivitas spesifik
protease bakteri Bacillus firmus. Pengaruh perlakuan perbedaan jenis sumber C terhadap respon
pola polynomial aktivitas protease bakteri dari yang terendah ke tertinggi secara berurutan adalah
fruktosa, molase dan glukosa dengan nilai aktivitas protease pada puncak polynomial sebesar 9,965
a, 12,432 b dan 16,094 c IU/ml. Perlakuan penambahan glukosa adalah yang terbaik terhadap
aktivitas protease dengan pola polynomial y = -0,0139x? + 0,8658x - 0,0523; R?> = 0,8742; R = 0,935.
Pengaruh perlakuan perbedaan jenis sumber C terhadap respon pola polynomial kadar protein
bakteri dari yang terendah ke tertinggi secara berurutan adalah glukosa, fruktosa dan molase
dengan nilai kadar protein pada inkubasi jam ke- 30 sebesar 8,983 a, 11,260 b dan 10,332 b mg/ml.
Perlakuan penambahan glukosa adalah yang terbaik terhadap kadar protein dengan pola polynomial
y = 0,0058x? - 0,4567x + 17,030; R? = 0,9346; R = 0,967.

Pengaruh perlakuan perbedaan jenis sumber C terhadap respon pola polynomial aktivitas
spesifik protease bakteri dari yang terendah ke tertinggi secara berurutan adalah fruktosa, molase
dan glukosa dengan nilai aktivitas spesifik protease pada puncak polynomial sebesar 0,884 a, 1,205
b dan 1,798 c IU/mg. Perlakuan penambahan glukosa adalah yang terbaik terhadap aktivitas spesifik
protease dengan pola polynomial y = -0,0014x? + 0,0982x - 0,1806; R? = 0,8900; R = 0,943.
Berdasarkan penelitian perbedaan jenis sumber C maka dapat disimpulkan bahwa perlakuan
penambahan glukosa adalah yang terbaik dalam kultur bakteri Bacillus firmus.

Hal ini dimungkinkan karena proses glikolisis, glukosa akan dirombak menjadi asam piruvat.
Sedangkan fruktosa, harus dirombak menjadi glukosa terlebih dahulu kemudian baru masuk ke
proses glikolisis. Begitu juga dengan molase, sehingga glukosa akan lebih baik dibandingkan yang
lainnya. Sumber karbon yang berbeda-beda akan menghasilkan jumlah metabolit atau enzim yang
berbeda pula (Prajapati et al., 2022).

Beberapa dari spesies Bacillus sp., seperti Bacillus cereus memanfaatkan glukosa, fruktosa,
maltosa dan sukrosa untuk menghasilkan hidrogen dan produk asam. Bacillus subtilis tidak dapat
menggunakan laktosa, galaktosa, dan xylose sebagai sumber karbon (Amin, 2018). Glukosa dipilih
karena merupakan sumber karbon yang sederhana dan dapat digunakan oleh sebagian besar
bakteri sebagai sumber karbon untuk pertumbuhan bakteri. Glukosa merupakan sumber karbon
terbaik dari enam jenis karbon yang diujikan untuk mendegradasi fenol yaitu glukosa, galaktosa,
maltose, xylose, fruktosa, dan sukrosa pada konsentrasi 0,5-2,5 g/L (Sathishkumar et al., 2021)

Pemilihan ko-substrat sumber N dilakukan terhadap perbedaan jenis sumber N yaitu Amonium
klorida, amonium nitrat dan urea. Pengamatan yang dilakukan adalah pertumbuhan bakteri, aktivitas
protease, kadar protein media dan aktivitas spesifik protease. Berdasarkan hasil penelitian
menunjukkan bahwa perlakuan perbedaan jenis sumber N berpengaruh signifikan (a < 0,05)
terhadap pertumbuhan bakteri Bacillus firmus.

Pengaruh perlakuan perbedaan jenis sumber N terhadap respon pola polynomial
pertumbuhan bakteri dari yang terendah ke tertinggi secara berurutan adalah Amonium klorida, urea
dan amonium nitrat dengan nilai kepadatan bakteri pada puncak polynomial sebesar 0,825, 1,773
dan 4,324 x 108 sel/ml. Perlakuan penambahan amonium nitrat adalah yang terbaik terhadap
pertumbuhan dengan pola polynomial y = -0,0049x? + 0,2944x - 0,7643; R? = 0,9039; R = 0,951.
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Perlakuan perbedaan jenis sumber N berpengaruh signifikan terhadap pertumbuhan mutlak,
laju pertumbuhan, jumlah generasi dan waktu generasi bakteri. Nilai pertumbuhan mutlak bakteri
secara berurutan dari terendah ke tertinggi adalah Amonium klorida, urea dan amonium nitrat
dengan nilai 0,748 a, 1,676 b dan 4,242 b x 108 sel/ml. Nilai laju pertumbuhan bakteri secara
berurutan dari terendah ke tertinggi adalah Amonium klorida, urea dan amonium nitrat dengan nilai
0,085 a, 0,104 b dan 0,137 c. Nilai jumlah generasi secara berurutan dari terendah ke tertinggi
adalah Amonium klorida, urea dan amonium nitrat dengan nilai 3,471 a, 4,203 b dan 5,572 c. Nilai
waktu generasi secara berurutan dari terendah ke tertinggi adalah amonium nitrat, urea dan
Amonium klorida dengan nilai 5,068 a, 6,666 b dan 8,124 c.
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Gambar 3. Perbedaan sumber C terhadap Polynomial pertumbuhan, aktivitas proteasen kadar

protein dan aktivitas spesifik protease bakteri Bacillus firmus

Tabel 2. Sumber C terhadap pertumbuhan, aktivitas protease dan aktivitas spesifik

. Pm u g Tg Aktivitas Kadqr Aktivi'tr';ls
Konsentrasi protease protein spesifik
(x 10® sel/ml) (jam™) (generasi) (jam) (1U/ml) (mg/ml) (IU/mg)

Glukosa 1,877 a 0,124c 5,023¢c 5,602a 16,0949c¢c 8,983a 1,798 ¢
Fruktosa 0,793 a 0,095b 3,856b 7,268b 9,965a 11,260b 0,884 a
Molase 0,723 a 0,083a 3,374a 8,306c 12,432b 10,332b 1,205 b
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Gambar 4. Perbedaan sumber N terhadap Polynomial pertumbuhan, aktivitas proteasen kadar
protein dan aktivitas spesifik protease bakteri Bacillus firmus

Tabel 3. Sumber N terhadap pertumbuhan, aktivitas protease dan aktivitas spesifik

Aktivitas Kadar Aktivitas
protease protein spesifik
(x 108 sel/ml) (jam™) (generasi) (jam) (IU/ml) (mg/ml) (IU/mg)

Amonium Klorida 0,748 a 0,085a 3471a 8,124c 14,803b 10,404a 1,428b
Amonium Nitrat 4,242 b 0,137c¢c 5572c 5,068a 19,046c 10,043a 1,918c
Urea 1,676 b 0,104b 4,203b 6,666b 10,526a 9,346a 1,127a

. Pm T
Konsentrasi W g g

Berdasarkan hasil penelitian menunjukkan bahwa perlakuan perbedaan jenis sumber N
berpengaruh signifikan (a < 0,05) terhadap aktivitas protease dan aktivitas spesifik protease bakteri
Bacillus firmus. Pengaruh perlakuan perbedaan jenis sumber N terhadap respon pola polynomial
aktivitas protease bakteri dari yang terendah ke tertinggi secara berurutan adalah urea, amonium
klorida, dan amonium nitrat. Nilai aktivitas protease pada puncak polynomial sebesar 10,526 a,
14,803 b dan 19,046 c IU/ml. Perlakuan penambahan amonium nitrat adalah yang terbaik terhadap
aktivitas protease dengan pola polynomial y =-0,0175x? + 1,0394x + 0,0665; R? = 0,8366; R = 0,915.

Pengaruh perlakuan perbedaan jenis sumber N terhadap respon pola polynomial kadar protein
bakteri dari yang terendah ke tertinggi secara berurutan adalah urea, amonium nitrat, dan amonium
klorida. Nilai kadar protein pada inkubasi jam ke- 30 sebesar 9,346 a, 10,043 a dan 10,404 a mg/ml.
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Perlakuan penambahan amonium nitrat adalah yang terbaik terhadap kadar protein dengan pola
polynomial y = 0,0037x? - 0,3167x + 16,0150; R? = 0,8910; R = 0,944.

Pengaruh perlakuan perbedaan jenis sumber N terhadap respon pola polynomial aktivitas
spesifik protease bakteri dari yang terendah ke tertinggi secara berurutan adalah urea, amonium
klorida, dan amonium nitrat. Nilai aktivitas spesifik protease pada puncak polynomial sebesar 1,127
a, 1,428 b dan 1,918 c IU/mg. Perlakuan penambahan amonium nitrat adalah yang terbaik terhadap
aktivitas spesifik protease dengan pola polynomial y = -0,0016x2 + 0,1035x - 0,1302; R?> = 0,8291; R
= 0,911. Berdasarkan penelitian perbedaan jenis sumber N maka dapat disimpulkan bahwa
perlakuan penambahan amonium nitrat adalah yang terbaik dalam kultur bakteri Bacillus firmus.

Hal ini dimungkinkan karena gugus nitrat pada amonium nitrat merupakan sumber nutrien
untuk mikroorganisme. Sedangkan gugus klorida pada amonium klorida bukan merupakan sumber
nutrien untuk mikroorganisme, sehingga amonium klorida harus melakukan proses nitrifikasi terlebih
dahulu untuk menghasilkan gugus nitrat sebagai sumber nutrien, demikian pula dengan urea.
Amonium nitrat ((NH)4sNO,4) merupakan sumber nitrogen anorganik yang diperlukan oleh Bacillus
sp untuk meningkatkan aktifitas bakteri dalam medium produksi yang akan memberikan kecepatan
eksponensial pertumbuhan sehingga meningkatkan produksi protease alkali. Sumber nitrogen
digunakan mikroorganisme untuk mempercepat pertumbuhan sel dalam fermentasi (Jacek et al.,
2021).

Konsentrasi dan sumber nitrogen akan mempengaruhi nilai ph medium, pertumbuhan dan
aktivitas mikroorganisme dalam proses fermentasi (Kohram et al., 2021). Beberapa sumber nitrogen
dan sumber karbon berlebih dapat menyebabkan penghambatan oleh substrat. Apabila
dihubungkan dengan model monod dalam kondisi konsentrasi substrat rendah, penambahan
konsentrasi substrat akan menambah laju pertumbuhan spesifik, hamun pada batas tertentu
konsentrasi substrat tidak berpengaruh nyata terhadap laju pertumbuhan spesifik, sehingga laju
pertumbuhan sel konstan, dan dapat terjadi penghambatan oleh substrat itu sendiri (Zagrodnik at
al., 2021).

KESIMPULAN

Penelitian telah berhasil melakukan uji optimasi pertumbuhan dan aktivitas enzim protease
ektraseluler bakteri bacillus firmus simbion sponge chalinula pseudomolitba. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa bakteri bacillus firmus memiliki laju pertumbuah dan aktivitas protease terbaik
pada kondisi kultur dengan subtrat susu skim 1% dengan nilai 0,110 ¢ dan 12,566 ¢ IU/ml. Sumber
C glukosa bernilai 0,124 ¢ dan 16,094 ¢ [U/ml. Sumber N amonium nitrat sebesar 0,137 ¢ dan 19,046 c IU/m.
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