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- PENGARUH KONSENTRASI SUMBER KARBON DAN
TROGEN TERHADAP PRODUKSI PROTEASE ALKALI
DARI Bacillus sp. M, , 3 TERMOFILIK

ROZANA ZUHRI, ANTHONI AGUSTIEN DAN YETRIA RILDA

Mikrobiologi Jurusan Biologi FMIPA Universitas Andalas, Padang
E-mail: zhue_rieismak@yahoo.com

‘Abstrak. Penelitian ini mengamati pengaruh konsentrasi sumber karbon dan nitrogen
£ erhadap produk51 protease alkali dari Bacillus sp. M, 3. Isolat termofilik tersebut berasal
i sumber air panas Sungai Medang Kerinci, Jambi. Pengukuran aktivitas protease alkali
ntukan dengan metode Walker yang dimodifikasi. Sedangkan kadar protein ditentukan
dengan metode Lowry. Sumber karbon yang digunakan adalah amilum dengan berbagai
Kkonsentrasi sedangkan sumber nitrogen adalah ammonium sulfat (NH,),SO, dengan berbagai
"H onsentrasi rasio C/N. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa konsentrasi amilum 1 ,5%
dan ammonium sulfat (NH,),SO, dengan rasio C/N 1,5:1,5 % yang paling baik untuk

menghasilkan protease alkali.

PENDAHULUAN

‘ rotease merupakan salah satu dari
lompok enzim yang paling penting di
am dunia industri yang diperdagangkan
ara komersil.  Permintaan  enzim
eohtlk di pasar global pada tahun 2005
eningkat secara dramatis 1,0 - 1,2 miliar
ar karena luasnya aplikasinya dalam
bagai industri yaitu digunakan dalam
lang  farmasi, makanan, industri
iyamak kulit, sebagai aditif dan industri
erjen (Ahmed et al, 2010). Kebutuhan
ZIm protease paling banyak dalam dunia
lustri adalah protease alkali yaitu 60 -
dari industri enzim pasar global.
fase alkali banyak digunakan dalam
».1 iri  deterjen, pengolahan  kulit,
Kanan, industri kimia serta dalam
Ngolahan limbah (Nadeem ef al, 2008).
Tmasalahan utama yang sering timbul
da bidang industri adalah sifat enzim
ah rusak pada suhu kamar, harus
Pilpan pada suhu rendah, karena itu
Zim harus ditangani secara khusus yang
Merlukan biaya relatif mahal. Aplikasi
4m  dalam bioteknologi memerlukan
M yang tahan terhadap suhu tinggi,

EI;% ata Kunci: Sumber karbon, sumber nitrogen, protease alkali dan Bacillus sp-Mi,3

sehingga hal ini akan meningkatkan
pengunaan bakteri termofilik (Suhartono,
1989). Bakteri Bacillus mendapat perhatian
utama dalam bioteknologi sebab relatif
mudah untuk isolasi dari berbagai macam
lingkungan dan mampu untuk tumbuh
dalam media sintetik.(Johnvesly dan Naik,
2001). Salah satu mikroorganisme yang
berpotensi menghasilkan protease alkali
adalah bakteri Bacillus sp.Mj,3 termofilik
dari sumber air panas Sungai Medang
Kabupaten Kerinci, Jambi.  Bacillus
sp.Mi2 3 ini hidup pada kisaran suhu antara
50°-78 °C dan pH 8,45-8,71. Sumber air
panas Sungai Medang ini bersifat basa.
Menurut Cowan (1992) sumber air panas
yang bersifat basa kaya akan mineral dan
memilki diversitas biota yang tinggi. Untuk
memproduksi enzim yang mempunyai
aktivitas yang tinggi sehingga dapat
digunakan dalam aplikasinya, maka
haruslah  dilakukan optimalisasi pada
mikroba yaitu melalui rekayasa pada
komposisi medium dengan penambahan
konsentrasi sumber karbon dan nitrogen.
Sumber karbon dan sumber nitrogen
merupakan faktor penting yang
mempengaruhi pertumbuhan dan produk
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mikroorganisme (Sumantha ef al, 2006).
Nitrogen  sangat  diperlukan  untuk
pertumbuhan sel, sedangkan unsur karbon
digunakan untuk meningkatkan energi
biosintesis (Aunstrup, 1979 dalam Naiola
dan Widhyastuti, 2002). Tujuan penelitian
ini adalah untuk mengetahui pengaruh
konsentrasi sumber karbon dan nitrogen
terhadap produksi protease alkali dari
Bacillus sp-Mj23 termofilik sumber air
panas Sungai Medang Kerinci, Jambi.

METODOLOGI
Penelitian ini merupakan penelitian
eksperimen dengan menggunakan
Rancangan Acak Lengkap (RAL).

Penelitian ini dilakukan di laboraturium
Riset Mikrobiologi FMIPA Universitas
Andalas Padang yang terdiri beberapa
tahap, yaitu: penentuaan Kkonsentrasi
sumber karbon dan sumber nitrogen.
Sumber karbon yang digunakan adalah
amilum dengan variasi konsentrasi: 0; 0,5;
1; 1,5 dan 2 %. Sedangkan sumber nitrogen
yang digunakan adalah amonium sulfat
((NH4),SO4) dengan rasio C/N: 18550
15055 1.5 1.500kss 192 Y [Meiggials
sumber karbon dan nitrogen pada medium
produksi enzim terhadap aktivitas spesifik
enzim dilakukan dengan memodifikasi
metode yang dilakukan Agustien (2010).
Isolasi enzim protease alkali dilakukan
menurut metoda Susanti (2003), enzim
protease  dalam  medium  produksi
dipisahkan dari selnya dengan cara
sentrifugasi dengan kecepatan 5000 rpm
selama 20 menit. Supernatan yang
terbentuk merupakan ekstrak kasar enzim
protease. Pengukuran aktifitas protease/dan
kadar  protein  dilakukan  ter
supernatan  tersebut.  Aktifitas
protease diukur dengan metode Bergmeyer
dan Ward (1984) dalam Sugioyono /et al.,
(2003) yang dimodifikasi. Sedangkan kadar
protein ditentukan dengan metode | Lowry
dalam Sugioyono et al., (2003). Kemudian,
pengukuran  Aktifitas  spesifik \enzim
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protease  (U/ml)  dilakukan  dengan
membandingkan rasio dari aktifitas protease
(U/ml) terhadap kadar protein (mg/ml)
(Sugioyono ef al., 2003).

CARA KERJA

Pengaruh konsentrasi Sumber Karbon
pada Medium Produksi terhadap
Aktivitas Protease Alkali

Pengaruh konsentrasi sumber karbon
pada medium produksi enzim terhadap

aktivitas spesifik enzim dilakukan
dengan dengan memodifikasi metode yang
dilakukan Agustien (2010).

Rancangan Percobaan. Penelitian ini
menggunakan Rancangan Acak Lengkap
(RAL) dengan  perlakuan konsentrasi
sumber karbon (0; 0,5; 1; 1,5; 2)% dan
diulang sebanyak 5 kali sehingga diperoleh
25 unit percobaan. Parameter yang diamati
adalah aktifitas spesifik enzim dengan
satuan unit/mg.

Pengaruh Konsentrasi Sumber Nitrogen
Anorganik pada Medium Produksi
terhadap Aktivitas Protease Alkali

Pengaruh konsentrasi sumber nitrogen
pada medium produksi enzim terhadap
aktivitas spesifik enzim dilakukan dengan
dengan memodifikasi metode  yang
dilakukan Agustien (2010).

Rancangan Percobaan. Penelitian ini
menggunakan Rancangan Acak Lengkap
(RAL) dengan 5 perlakuan konsentrasi C/N
(@ S OBSE 05501, S 1 RInS Al 1 SFlg dan
masing-masing perlakuan diulang sebanyak
5 kali sehingga diperoleh 25 unit
percobaan. Parameter yang diamati adalah
aktifitas spesifik enzim dengan satuan
unit/ml.

Isolasi dan Uji Aktivitas Protease Alkali

Isolasi enzim protease dilakukan
menurut metoda Susanti (2003), enzim



~ dilakukan menurut menurut
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protease  dalam  medium  produksi
dipisahkan dari selnya dengan cara
sentrifugasi dengan kecepatan 5000 rpm
selama 20 menit. Supernatan yang
terbentuk merupakan ekstrak kasar enzim
protease. Pengukuran aktifitas protease dan
kadar  protein  dilakukan  terhadap
supernatan tersebut.

Aktifitas enzim protease diukur dengan
metode Bergmeyer dalam Ward (1984)
yang dimodifikasi. Substrat yang digunakan
adalah Kasein 1 % sebagai induser
dilarutkan kedalam buffer posfat (50 mM,
pH 8) (dibuat dalam keadaan segar). 1 ml
substrat kemudian direaksikan dengan 1 ml
enzim selama 10 menit pada suhu 50°C.
reaksi dihentikan dengan penambahan 1 ml
asam tricloro asetat (TCA) 10 % inkubasi
selama 10 menit pada suhu 50°C.
Kemudian disentrifugasi pada kecepatan
10.000 rpm selama 20 menit. Pada 1 ml
supernatan ditambahkan 0,5 ml Na,COj3 0,5
M dan 1 ml pereaksi Folin Ciocalteau’s
(1:2), campuran diinkubasi 20 menit pada
suhu 50 °C. absorbansi dibaca pada panjang
gelombang 578 nm. Aktifitas protease
ditentukan dengan cara menginterpolasikan
nilai absorbansi dengan persamaan regresi
dari kurva standar tirosin yang didapatkan.
Blanko dibuat dengan cara yang sama,
namun enzim di inaktifkan dahulu dengan

direaksikan dengan 1 ml TCA. Satu unit

aktifitas enzim didefinisikan sebagai jumlah

~ enzim yang membebaskan 1 pmol tirosin

permenit pada suhu
(Sugioyono et al., 2003).

Penentuan Kadar Protein Enzim dan
Aktivitas Spesifik Enzim

Penentuan  kadar  protein  enzim
etode Lowry
(1951) dalam Sugioyono et al,. (2003).
Aktifitas spesifik enzim protease (U/ml)
merupakan rasio dari aktifitas protease
- (U/ml) terhadap kadar protein (mg/ml)
- (Sugioyono et al., 2003).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengaruh Konsentrasi Sumber Karbon
terhadap Aktifitas Protease Alkali

Tabel 1. Rata-rata Aktifitas Protease Alkali dari

Konsentrasi Sumber Karbon yang
bebeda
Konsentrasi Aktifitas Protease
Karbon (%) Alkali (U/ml)
Kontrol 0,033?
0,5 0057
1,0 0,067°
3 0,108°
2,0 0,279°

Keterangan: Angka-angka yang diikuti huruf
kecil yang sama tidak berbeda nyata pada taraf
5% menurut uji DNMRT

Konsentrasi sumber karbon berpegaruh
nyata terhadap aktifitas protease alkali.
Hasil pengamatan konsentrasi sumber
karbon terhadap aktifitas protease alkali
dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1 menunjukkan bahwa perlakuan
konsentrasi amilum sebagai sumber karbon
pada Bacillus sp. Mias 1,5% memiliki
aktifitas protease alkali yang tidak berbeda
nyata dengan perlakuan konsentrasi amilum
2,0% tetapi berbeda nyata dengan perlakuan
konsentrasi amilum1,0% dan 0,5%.
Aktifitas protease alkali terbaik diperoleh
pada perlakuan konsentrasi 1,5% yaitu
0,108 U/ml. Sedangkan aktifitas protease
alkali terendah pada perlakuan tanpa
pemberian sumber karbon yaitu kontrol
sebesar 0,033 U/ml. Hal ini menunjukkan
bahwa semakin tinggi konsentrasi sumber
karbon maka aktifitas protease alkali
semakin tinggi hingga batas tertentu. Hal
ini menunjukan bahwa protease mulai
tertekan pada perlakuan 1,5%. Klimov et
al, (1988) dalam Agustien (2010)
menyatakan bahwa karbohidrat yang berada
dalam medium dapat menyebabkan
terjadinya  peningkatan  pertumbuhan
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mikroorganisme tetapi jika berada dalam
jumlah yang banyak mempunyai efek
negatif terhadap produksi protease. Sumber
karbon dengan konsentrasi yang tinggi pada
medium, berperan  sebagai  represor
katabolit sehingga terjadi penurunan
produksi enzim.

Pengaruh Konsentrasi Sumber Nitrogen
C/N Terhadap Aktifitas Protease Alkali

Konsentrasi sumber nitrogen C/N
berpegaruh nyata terhadap aktifitas protease
alkali. Hasil pengamatan konsentrasi

sumber nitrogen terhadap aktifitas protease
alkali dapat dilihat pada Tabel 2. di bawah
ini.

Tabel 2 menunjukkan bahwa perlakuan
konsentrasi C/N 1,5:1,5 % merupakan
perlakuan terbaik yang berbeda nyata
dengan perlakuan konsentrasi C/N lainnya
dengan aktifitas protease alkali sebesar
0,047 U/ml. Sedangkan aktifitas protease
terendah pada perlakuan konsentrasi 1,5:0
% atau tanpa penambahan sumber nitrogen
anorganik sebesar 0,011 U/ml. Protease
merupakan enzim yang produksinya dapat
diinduksi oleh senyawa nitrogen sederhana.
Disamping itu perbandingan antara unsur
karbon dan nitrogen juga akan berpengaruh
terhadap produksi protease alkali. Maka
penambahan 1,5% ((NH)4SOx) sebagai
sumber nitrogen ke dalam medium produksi
yang mengandung 1,5% amilum sebagai
sumber karbon merupakan perbandingan
terbaik untuk menginduksi protease alkali
oleh Bacillus sp. My23 sehingga aktifitas
protease alkali tinggi. Menurut
(1997) dalam Naiola dan Wid yastuti
(2002) menyatakan bahwa perba dingan
sumber C dan N yang sesuai dalam\media
produksi enzim akan menghasilkan sel serta
produk yang maksimal. Sumber nitrogen
diperlukan ~ untuk  pertumbuhan sel
sedangkan unsur karbon digunakan untuk
meningkaatkan energi biosintesis
mikroorganisme.
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Tabel 2. Rata-rata Konsentrasi C/N Terhadap
Aktifitas Protease Alkali

Konsentrasi Aktifitas Protease |
C/N (%) Alkali (U/ml)
1,5:0 % 0,011°
1,522 % 0,026
1,5:1 % 0,028°

1,5:0,5 % 0,033°
1,5:1,5 % 0,047°

Keterangan: Angka-angka yang diikuti huruf
kecil yang sama tidak berbeda nyata pada taraf

5% menurut uji DNMRT
KESIMPULAN
Dari penelitian yang telah dilakukan
dapat disimpulkan:
Amilum 1,5% merupakan sumber

karbon terbaik terhadap produksi protease
alkali yaitu sebesar 0,108 U/ml.

Sumber nitrogen yang memberikan hasil
terbaik terhadap produksi protease alkali
adalah ammonium sulfat ((NH4)2SO4)
perbandingan konsentrasi C/N 1,5:1,5 %
sebesar 0,047 U/ml.
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