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ABSTRAK : Perkembangan budidaya udang secara intensif, diikuti pula oleh permasalahan limbah 
organik sisa pakan. Salah satu cara untuk mengatasi permasalahan limbah organik adalah dengan 
bioremediasi menggunakan probiotik. Komponen utama limbah organik pakan ini adalah protein. 
Oleh sebab itu, konsorsium probiotik merupakan bakteri proteolitik. Bakteri Bacillus firmus yang 
bersimbiosis dengan sponge Chalinula pseudomolitba merupakan bakteri yang menghasilkan enzim 
protease ektraseluler yang dapat menghidrolisis protein menjadi senyawa yang sederhana. Bakteri 
Bacillus firmus memiliki potensi untuk dijadikan probiotik. Diperlukan informasi tentang kondisi suhu 
dan agitasi inkubasi yang optimal untuk mendapatkan biomassa sel bakteri Bacillus firmus dalam 
pembentukan probiotik. Tujuan penelitian ini adalah melakukan uji optimasi suhu dan agitasi dalam 
inkubasi kultur terhadap pertumbuahn dan aktivitas protease ekstraseluler bakteri Bacillus firmus. 
Penelitian menggunakan metode eksperimen laboratoris. Penelitian telah berhasil melakukan uji 
optimasi suhu dan agitasi inkubasi kultur. Hasil penelitian menunjukkan bahwa bakteri Bacillus 
firmus memiliki laju pertumbuah dan aktivitas protease terbaik pada kondisi kultur dengan suhu 
inkubasi 30 oC dengan nilai sebesar 0,194 c dan 34,660 d IU/ml. Selain itu juga memiliki laju 
pertumbuah dan aktivitas protease terbaik pada kondisi agitasi inkubasi 150 rpm dengan nilai 
sebesar 0,124 b dan 40,039 b IU/ml. 
  
Kata Kunci: bakteri; simbion; sponge; pertumbuhan; protease 
 

Optimization of Culture Incubation Conditions (Temperature and Agitation) on the Growth 
and Activity of Extracellular Protease Bacteria Bacillus Firmus Association Sponge 

(Porifera: Demospongiae) From Nusa Lembongan Bali – Indonesia. 
 
ABSTRACT : The development of intensive shrimp farming is also followed by the problem of 
organic waste from feed residues. One way to overcome the problem of organic waste is 
bioremediation using probiotics. The main component of this feed organic waste is protein. 
Therefore, the probiotic consortium is a proteolytic bacteria. Bacillus firmus bacteria in symbiosis 
with Chalinula pseudomolitba sponge is a bacterium that produces extracellular protease enzymes 
that can hydrolyze proteins into simple compounds. Bacillus firmus bacteria have the potential to be 
used as probiotics. Information about optimal temperature conditions and incubation agitation is 
needed to obtain cell biomass of Bacillus firmus bacteria in the formation of probiotics. The purpose 
of this study was to test the optimization of temperature and agitation in culture incubation on the 
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growth and activity of extracellular proteases of Bacillus firmus bacteria. The study used a laboratory 
experimental method. Research has successfully carried out the optimization test of culture 
incubation temperature and agitation. The results showed that Bacillus firmus had the best growth 
rate and protease activity in culture conditions with an incubation temperature of 30 oC with values 
of 0.194 c and 34.660 d IU/ml. In addition, it also has the best growth rate and protease activity at 
150 rpm agitated incubation conditions with values of 0.124 b and 40.039 b IU/ml. 
 
Keywords: bacteria; symbionts; sponges; growth; proteases 
 

 

PENDAHULUAN 
 

Pemberian pakan buatan ke dalam sistem budidaya intensif secara berlebihan telah 
menimbulkan terbentuknya limbah organik pada media air dan pengendapan pada dasar tambak. 
Limbah organik tersebut dapat menimbulkan kerusakan media tambak seperti meningkatnya kadar  
amoniak, terbentuknya senyawa H2S dan munculnya penyakit. Kerusakan kualitas lingkungan 
seperti ini menyebabkan udang rentan terhadap penyakit, sehingga menurunkan produktivitas 
tambak (El-Saadony et al., 2021). Umumnya pengusaha tambak bergantung kepada pergantian air 
yang relatif tinggi untuk menjaga kualitas air pada sistim produksi, akibatnya terjadi pengeluaran 
material limbah pakan dan berbagai metabolit langsung ke lingkungan sekitar terdekat. Pencemaran 
lingkungan tambak dapat mengakibatkan kerusakan lingkungan dan ekologi. 

Saat ini telah berkembang teknologi untuk mengatasi permasalahan pencemaran bahan 
organik tambak yaitu dengan cara pemanfaatan mikroba. Mikroba dengan aktivitas penghasil enzim 
ekstraseluler untuk mendegradasi limbah organik menjadi struktur sederhana (Bioremediasi). 
Sehingga lingkungan tambak menjadi terjaga kualitas dan kesehatannya (Holt et al., 2021). Limbah 
organik sisa pakan memiliki komponen terbesar berupa protein. Oleh kerena itu, di dalam 
konsorsium bakteri probiotik terdapat bakteri proteolitik. Salah satu bakteri proteolitik adalah bakteri 
Bacillus firmus yang bersimbiosis dengan sponge Chalinula pseudomolitba. Bakteri ini 
menghasilkan enzim protease ektraseluler yang dapat menghidrolisis protein menjadi senyawa yang 
sederhana.  

Bakteri Bacillus firmus memiliki potensi untuk dikembangkan menjadi konsorsium probiotik. 
Diperlukan teknologi kultur yang optimal guna mendapatkan biomassa sel Bacillus firmus yang tinggi 
untuk pembentukan probiotik. Optimasi kondisi inkubasi pada kultur yaitu parameter suhu dan 
agitasi merupakan hal yang penting untuk di ketahui. Optimasi kondisi kultur merupakan faktor 
penting yang mempengaruhi pertumbuhan dan biomassa sel bakteri (Zárate-Chaves et al., 2013; 
Oh et al., 2007). Agitasi dalam inkubasi kultur mempengaruhi pertumbuhan sel, sedangkan suhu 
inkubasi kultur mempengaruhi produksi enzim (Rashmi and Gayathri, 2017). Penelitian ini memiliki 
tujuan mendapatkan kondisi suhu dan agitasi optimal dalam inkubasi kultur bakteri Bacillus firmus 
untuk produksi biomassa bakteri. 
 

MATERI DAN METODE 
 

Penelitian menggunakan materi isolat bakteri Bacillus firmus simbion sponge Chalinula 
pseudomolitba yang didapatkan dari perairan pantai dengan adanya ekosistem lamun di perairan 
Nusa Lembongan Bali – Indonesaia. Bakteri Bacillus firmus memiliki morfologi berbentuk bulat 
sedang, permukaan kasar dan kering, sudut elevasi datar, tepian tidak rata dan berwarna putih 
pucat. 

 

Peremajaan dan Preparasi Inokulum 
Peremajaan bakteri menggunakan media Nutrient Agar (NA). Dilakukan pengambilan isolat 

bakteri Bacillus firmus sebanyak satu ose dan di inokulasi dengan metode gores kuadran pada 
media NA. Selanjutnya diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 oC (Pringgenies et al., 2021; Wijaya 
et al., 2021). Bakteri yang tumbuh siap untuk digunakan. 
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Preparasi Inokulum dilakukan dengan mengambil satu ose koloni diinokulasikan ke medium 
zobell 221E cair volume 20 ml dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 30 oC. Hasil inkubasi 
dilakukan scale up ke 200 ml medium zobell 221E cair dan diinkubasi selama 24 jam pada agitasi 
150 rpm, suhu 30 oC (Ayuningtyas et al., 2021; Girsang et al., 2020). 

 
Optimasi Suhu 

Medium zobell  2216E cair ditambah substrat susu skim dan ko-substrat dengan konsentrasi 
optimum, ditambahkan starter bakteri hingga memberikan OD 0,01 pada panjang gelombang 600 
nm. pH dan salinitas media diatur pada pH 8 dan salinitas 30 ppt. Kultur diinkubasi pada variasi suhu 
20oC, 25oC, 30oC, 35oC. Selama inkubasi dilakukan pengamatan terhadap petumbuhan bakteri, 
aktivitas protease ekstraseluler dan kadar protein (Sriyapai et al., 2022). 

 
Optimasi Agitasi 

Medium zobell 2216E cair ditambah substrat susu skim, ko-substrat glukosa 0,5 %, Amonium 
nitrat 0,01 %, pH 8 dan salinitas 30 ppt. Media tersebut ditambahkan bakteri Bacillus firmus hingga 
memberikan OD 0,01 pada A600. Kutur diletakkan dalam inkubator seker dengan suhu optimum dan 
pemberian perlakuan perbedaan agitasi 100 rpm dan 150 rpm. Selanjutnya pada inkubasi jam ke- 
0, 2, 4, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42, dan 48 dilakukan pengamatan terhadap petumbuhan, aktivitas 
protease dan kadar protein (Prajapati et al., 2022).  

 
Pengukuran Pertumbuhan Bakteri 

Pertumbuhan bakteri diukur dengan cara sebanyak 10 ml sampel disentrifugasi selama 10 
menit dengan kecepatan 3000 rpm. Supernatan di buang dan natan yang didapatkan dilarutkan 
dengan 10 ml PBS. Selanjutnya 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 (µ) bakteri. 
 
Pengukuran Aktivitas Enzim Protease  

Substrat yang digunakan adalah kasein 1%  di dalam buffer fosfat (50 mM,  pH  8). Sampel 
di tambahkan ke dalam substrat dengan perbandingan 1 : 1 (v/v) dan inkubasi 10 menit. Sebanyak 
2 ml campuran di tambahkan 1 ml trichloroacetic acid (TCA) 10% lalu inkubasi selama 10 menit 
pada suhu 37 oC. Selanjutnya disentrifugasi 10.000 rpm selama 20 menit. Supernatan yang 
terbentuk di ambil 1 ml dan ditambahkan Na2CO3 0,5 M sebanyak 2,5 ml dan folin ciocalteus 
sebanyak 0,5 ml, campuran diinkubasi pada suhu 37 oC selama 30 menit. Setelah inkubasi dilakukan 
spektrofotometri pada λ 660 nm (Setyati et al., 2015). Persamaan standar tirosin digunakan untuk 
konversi data OD menjadi mM. Selanjutnya mM untuk menentukan AP (aktivitas protease) dan T.AP 
(total protease).  

 
 

   
         (a).             (b).       (c) 

 
Gambar 1. (a). Peta lokasi sampling, (b) Perairan lokasi sampling dan (c) Isolat Bacillus firmus 
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Pengukuran Kadar Protein 
Kadar protein ditentukan dengan metode Bradford (1976). Sebanyak 1 ml sampel ditambah 

reagen Bradford 4 ml dan inkubasi 10 menit. Setelah inkubasi dilakukan penentuan niai OD dengan 
spektrofotometer λ 595 nm. Data OD dengan persamaan standart BSA digunakan untuk 
menentukan nilai KP (kadar protein) dan TP (total protein). Berdasarkan data aktivitas protease 
(U/ml) dan kadar protein (gram/ml) tersebut berikutnya dilakukan penghitungan AS (IU/mg). 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Optimasi suhu 

Optimasi suhu dilakukan terhadap perbedaan level yaitu 20, 25, 30 dan 35 °C. Berdasarkan 
hasil penelitian menunjukkan bahwa perlakuan optimasi suhu berpengaruh signifikan (α < 0,05) 
terhadap pertumbuhan bakteri Bacillus firmus.  

Pengaruh perlakuan perbedaan suhu terhadap respon pola polynomial pertumbuhan bakteri 
dari yang terendah ke tertinggi secara berurutan adalah 20, 25, 35 dan 30 °C dengan nilai kepadatan 
bakteri pada puncak polynomial sebesar 2,388; 5,024; 6,442 dan 47,572 x 108 sel/ml. Perlakuan 
suhu 30 oC adalah yang terbaik terhadap pertumbuhan dengan pola polynomial y = -0,0603x2 + 
3,3349x - 8,7572; R2 = 0,8346; R = 0,914.  

 
 

 
 

a b 

  
c d 

 
 

Gambar 2. Optimasi suhu terhadap Polynomial (a) pertumbuhan, (b) aktivitas protease, (c) kadar 
protein dan (d) aktivitas spesifik protease bakteri Bacillus firmus 
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a b 

 

  
c d 

 
Gambar 3. Pengaruh perbedaan suhu terhadap (a) pertumbuhan mutlak, (b) laju pertumbuhan, (c) 

jumlah generasi dan (d) waktu generasi bakteri Bacillus firmus. 
 
 
Perlakuan perbedaan suhu berpengaruh signifikan terhadap pertumbuhan mutlak, laju 

pertumbuhan, jumlah generasi dan waktu generasi bakteri. Nilai pertumbuhan mutlak bakteri secara 
berurutan dari terendah ke tertinggi adalah 20 °C, 25 °C, 35 °C dan 30 °C dengan nilai 2,214 a, 
4,870 b, 6,287 b dan 47,398 c x 108 sel/ml. Nilai laju pertumbuhan bakteri secara berurutan dari 
terendah ke tertinggi adalah 20 °C, 25 °C, 35 °C dan 30 °C dengan nilai 0,091 a, 0,124 b, 0,131 b 
dan 0,194 c jam-1. Nilai jumlah generasi secara berurutan dari terendah ke tertinggi adalah 20 °C, 
25 °C, 35 °C dan 30 °C dengan nilai 3,689 a, 5,041 b, 5,302 b dan 7,850 c. Nilai waktu generasi 
secara berurutan dari terendah ke tertinggi adalah 20 °C, 25 °C, 35 °C dan 30 °C dengan nilai 7,695 
a, 5,566 b, 5,315 b dan 3,611 c jam. 

Berdasarkan hasil penelitian menunjukkan bahwa perlakuan perbedaan suhu berpengaruh 
signifikan (α < 0,05) terhadap aktivitas protease, kadar protein dan aktivitas spesifik protease bakteri 
Bacillus firmus. pengaruh perbedaan suhu terhadap respon pola polynomial aktivitas protease 
bakteri dari yang terendah ke tertinggi secara berurutan adalah 20 °C, 25 °C, 35 °C dan 30 °C 
dengan nilai aktivitas protease pada puncak polynomial sebesar 23,421 a, 26,591 b, 30,385 c dan 
34,660 d IU/ml. Perlakuan suhu 30 oC adalah yang terbaik terhadap aktivitas protease dengan pola 
polynomial  y = -0,0441x2 + 2,5013x - 5,7357; R2 = 0,9491; R = 0,974.  

Pengaruh perbedaan suhu terhadap respon pola polynomial kadar protein bakteri dari yang 
terendah ke tertinggi secara berurutan adalah 25 °C, 20 °C, 35 °C dan 30 °C dengan nilai kadar 
protein pada inkubasi jam ke- 30 sebesar 8,098 a, 8,607 ab, 8,710 ab dan 8,718 b mg/ml. Perlakuan 
suhu 30 oC adalah yang terbaik terhadap kadar protein dengan pola polynomial y = 0,0040x2 - 
0,3777x + 16,613; R2 = 0,9755; R = 0,988. Pengaruh perbedaan suhu terhadap respon pola 
polynomial aktivitas spesifik protease bakteri dari yang terendah ke tertinggi secara berurutan adalah 
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20 °C, 25 °C, 35 °C dan 30 °C dengan nilai aktivitas spesifik protease pada puncak polynomial 
sebesar 2,723 a, 3,286 b, 3,492 b dan 3,978 c IU/mg. perlakuan suhu 30 oC adalah yang terbaik 
terhadap aktivitas spesifik protease dengan pola polynomial y = -0,0043x2 + 0,2639x - 0,8324; R2 = 
0,9040; R = 0,951. Berdasarkan penelitian perbedaan suhu maka dapat disimpulkan bahwa 
perlakuan suhu 30 oC adalah yang terbaik dalam kultur bakteri Bacillus firmus. 

Paparan hasil optimasi suhu diatas menunjukkan bahwa masing-masing isolat memiliki laju 
pertumbuhan yang berbeda. Laju pertumbuhan bakteri tergantung dengan kondisi suhu. Apabila 
kondisi suhu sesuai, maka laju pertumbuhannya akan meningkat, sebaliknya apabila kondisi suhu 
tidak sesuai maka laju pertumbuhannya akan lambat. Pertumbuhan bakteri dapat diukur dengan 
pertambahan berat sel. Karena berat sel relatif sama dengan siklus sel, maka pertumbuhan dapat 
didefinisikan sebagai pertambahan jumlah sel (Zheng et al., 2020). 

 
Optimasi Agitasi 

Optimasi agitasi dilakukan terhadap perbedaan level yaitu 100 dan 150 rpm. Hasil penelitian 
optimasi agitasi berpengaruh signifikan (α < 0,05) terhadap pertumbuhan Bacillus firmus. Pengaruh 
perlakuan perbedaan agitasi terhadap respon pola polynomial pertumbuhan bakteri dari yang 
terendah ke tertinggi secara berurutan adalah agitasi 100 dan 150 rpm dengan nilai kepadatan 
bakteri pada puncak polynomial sebesar 5,012 dan 101,016 x 108 sel/ml. Perlakuan agitasi 150 rpm 
adalah yang terbaik terhadap pertumbuhan dengan pola polynomial y = -0,1182x2 + 7,3073x - 
25,593; R2 = 0,9507; R = 0,975.  

Perlakuan perbedaan agitasi berpengaruh signifikan terhadap pertumbuhan mutlak, laju 
pertumbuhan, jumlah generasi dan waktu generasi bakteri. Nilai pertumbuhan mutlak bakteri secara 
berurutan dari terendah ke tertinggi adalah agitasi 100 dan 150 rpm dengan nilai 2,214 a dan 4,870 
b x 108 sel/ml. Nilai laju pertumbuhan bakteri secara berurutan dari terendah ke tertinggi adalah  

 
 

  
a b 

  
c d 

 
Gambar 4. Pengaruh perbedaan suhu terhadap (a) aktivitas protease, (b) kadar protein, (c) aktivitas 

spesifik dan (d) total aktivitas protease bakteri Bacillus firmus 
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agitasi 100 dan 150 rpm dengan nilai 0,091 a dan 0,124 b. Nilai jumlah generasi secara berurutan 
dari terendah ke tertinggi adalah agitasi 100 dan 150 rpm dengan nilai 3,689 a dan 5,041 b. Nilai 
waktu generasi secara berurutan dari terendah ke tertinggi adalah agitasi 100 dan 150 rpm dengan 
nilai 7,695 a dan 5,566 b. 

Berdasarkan hasil penelitian menunjukkan bahwa perlakuan perbedaan agitasi berpengaruh 
signifikan (α < 0,05) terhadap aktivitas protease dan aktivitas spesifik protease bakteri Bacillus 
firmus. Pengaruh perbedaan agitasi terhadap respon pola polynomial aktivitas protease bakteri dari 
yang terendah ke tertinggi secara berurutan adalah agitasi 100 dan 150 rpm dengan nilai aktivitas 
protease pada puncak polynomial sebesar 34,350 a dan 40,039 b IU/ml. Perlakuan agitasi 150 rpm 
adalah yang terbaik terhadap aktivitas protease dengan pola polynomial   y = -0,0485x2 + 2,6818x - 
5,7228; R2 = 0,9106; R = 0,954.  

Pengaruh perbedaan agitasi terhadap respon pola polynomial kadar protein bakteri dari yang 
terendah ke tertinggi secara berurutan adalah agitasi 100 dan 150 rpm dengan nilai kadar protein 
pada inkubasi jam ke- 30 sebesar 9,274 a dan 9,457 a mg/ml. Perlakuan agitasi 150 rpm adalah 
yang terbaik terhadap kadar protein dengan pola polynomial y = 0,0044x2 - 0,375x + 16,767; R2 = 
0,9952; R = 0,998. 

Pengaruh perbedaan agitasi terhadap respon pola polynomial aktivitas spesifik protease 
bakteri dari yang terendah ke tertinggi secara berurutan adalah agitasi 100 dan 150 rpm dengan 
nilai aktivitas spesifik protease pada puncak polynomial sebesar 3,705 a dan 4,237 b IU/mg. 
Perlakuan agitasi 150 rpm adalah yang terbaik terhadap aktivitas spesifik protease dengan pola 
polynomial y = -0,0047x2 + 0,2711x - 0,7954; R2 = 0,8745; R = 0,935. Berdasarkan penelitian 
perbedaan agitasi maka dapat disimpulkan bahwa perlakuan agitasi 150 rpm adalah yang terbaik 

 

  
a b 

  
c d 

 
Gambar 5. Optimasi agitasi terhadap Polynomial (a) pertumbuhan, (b) aktivitas protease, (c) kadar 

protein dan (d) aktivitas spesifik protease bakteri Bacillus firmus. 
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a b 

  
c d 

 
Gambar 6. Pengaruh perbedaan agitasi terhadap (a) pertumbuhan mutlak, (b) laju pertumbuhan, 

(c) jumlah generasi dan (d) waktu generasi bakteri Bacillus firmus 
 

  
a b 

  
c d 

 
Gambar 4. Pengaruh perbedaan pH terhadap (a) aktivitas protease, (b) kadar protein, (c) aktivitas 

spesifik dan (d) total aktivitas protease bakteri Bacillus firmus 
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dalam kultur bakteri Bacillus firmus. Protease adalah enzim yang mengkatalisasi pemecahan ikatan 
peptida dalam peptide, polipeptida dan protein dengan menggunakan reaksi hidrolisis menjadi 
molekul-molekul yang lebih sederhana seperti peptida rantai pendek dan asam amino. Aktivitas 
protease tiap isolat bakteri berbeda diduga karena dipengaruhi oleh jenis bakteri, lingkungan dan 
media. Pertumbuhan bakteri sangat dipengaruhi oleh faktor lingkungan baik factor fisik, kimia dan 
biologi. Faktor fisika-kimia diantaranya suhu, pH, aerasi, agitasi dan komposisi media tumbuh. 
Sedangkan factor biologi adalah kompetisi dan kontaminasi (Rocchetti et al., 2020) 
 
KESIMPULAN 

 
Penelitian telah berhasil melakukan uji optimasi pertumbuhan dan aktivitas enzim protease 

ektraseluler bakteri Bacillus firmus simbion sponge Chalinula pseudomolitba. Bakteri Bacillus firmus 
memiliki laju pertumbuah dan aktivitas protease terbaik pada kondisi suhu inkubasi 30 oC sebesar 
0,194 c dan 34,660 d IU/ml. serta pada agitasi inkubasi 150 rpm dengan nilai 0,124 b dan 40,039 b 
IU/ml. 
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