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POLA PERTtJMBUHAN BAKTERT YANG BERASOSIASI DENGAN 
SPOlllS LAU?' SEBAGAJ PENGHASlL INHIBITOR PROTEASE YANC 

DIYENGARUI-I KONSENTRASl NaCl, p11, DAN SUHU 

Tali Nurhayati, Desniar dan lntan 

Drpartelnrn Teknologi Hasil Perairan. Fakultas Per~hanar~ dan Ilrnu Kelautan - IPB 

ABSTRAK 

Spons merupakan u l a h  satu makroorganisine yang paling banyal; mcnghasilkan komponen 
b ioakt~ f  (70 %), diantaranya bersiiat sebagai silatoksik, ant~b~ot ik,  ant~viral. anribiofouling, dan 
prnghambat enzim (termasuk penghambat enzim protedse). tieberadaan komponen bioahtif 
retsebut ndak :erlepas dan peran m~kroorgan~sme yang beramsiasi dengan spons, mengmgt 
sebanyah 40-h0 berat spons lncrupakan mihroorgan~sme. Beberapa bakteri yang berasosiasi 
dcngan spons darl merupalran penghasil inhibitor protease adalah a-proteobacler~a. 
C'hrontuhr~lnhn,~/~~r sp. dan ..lcirte!ob~rc!~r- bntrmtmni. Produksi componen tersebut sangat 
dlpetlgamhi oleh perturnbuhar hakteri tersebut 01th karcaa ~ t u  tujuan penelltian in; adalalr 
mengamatl pengaruh NaCl. pH, dan suhu terhadap pertumbuhan hakter~ penghasil inhib~tor 
protease. Berdasarkall has11 penelltlan dtketahu) bahwa Acrnerubncfer hr~un~flnni dan 
Cl~raoruhnlohrrr~~-~. sp. turnbuh balk pada konseniras~ garam 2 %,, sedangkan u-proteobacteria 
tunibuh baik pada loriscr~trasi garam 4 %. pH 7 dan suhu 3b 'C merupakan kondis~ ang iepat 
untuk penunlbuhan beiiga j en~s  bakterr ~crsebut. 

Kata kunci: baktrr~ 13111. inhibitor protease, spons 

Luas wilayah perairan y a n g  diinilikj Lndoncsis ~dalah  3,2 juta hn' atau szluas 
1/1 bagian dari keseluruha~z wilayah It ldonesia. Wilayah perairan yang luas dita~nbah 
drngan wilayah pesisir lncrupakan daerah dengall keanekaragaman hayati dan non 
hayati. Kebemdaan sumberdaya hayati dan non hayati nic~~jrtdikan pesisir d m  bahari 
sebagai pusa t perhatian (Saeful 2W5). Satah satu su~nber daya hayat] yang diiniliki 
perhi ran lrldonesia adalah spol~s. Ada sekitar 830 jeriis spons di wilayah peraircan 
Indonesia. 

Spons ~nerupakan hewan inultiselular primitif (metazoa) tanpa jaringan nyata. 
Hewan ini rnen1p;lL.m salsh satu obyek utalua dalaln penelitian eksplorasi produk 
alami. Di duuia sendiri j ~ ~ m t a h  dan penyebamll spons sangat banyak. Sekitar 7.OW 
jenis spo~~s  telah dipublikasi. tetapi berdasarkan perkiraau ada sckitar 15.000 spcsies 
spons hidup tersebar di perairari lnut &I danau, namun yang berhasil diisolasi 
sekitar 730 jtnis (Wibowo thf 01. 2004). 

Komporien b i v a k t i f  spons yang bnnpk ditemukan, antara lain bersifat 
sitotoksik, antibiotik, antiviral, antibiofoul ing, dan antivitas inhibitor enziln 
(Cuuwelaar of ul. 200i). Salah satu enxim yang dapat dillambat oleh komponen 
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bioaktif spons adalah enzi111 protease. Nurhayati el u1. (2004) berhasil mcnemukan 
~nhibil or prutzasz dari spons. Ja.~pis srdi$ertl merupakan spoils pei~ghasj 1 inhibit or 
protease S~uphylocor~c~r.\ ulrrera d a t ~  Esc/ierichia coli, sedangkan spons P1uko)-;is 
nigru potu~lsial scbagai inhibitor terhadap protcase S, nirrcla. 

Penggunm spons secaw terus tnalerus sebagai penghasil kotnponcn bioaktif 
tentunya akan lnembuat spons punah. Scbagai salah satu upaya u n ~ t k  mencegah 
te jadinya kepunahan tersebut, lnaka diperlukm alteniatif lain dengal cam mencan 
mikroorganisrne yang berasosiasi dengan spons sebagai penghasil illhihitor protease, 
yaitu bakteri. Sekitar 60 TO dari biornassa s p o ~ ~ s  mempakan bakteri d a ~ ~  sianobakter 
(Wilkinson 1978 diacu dala~n Lee ef  ul. 200 1 ). 

Terdapat hubungan siinbiotik antara spoils denpan sejumlah baktcri dan alga, 
yaitu spons menyrdiakan dukungan dan perlindungm hag1 simbionnya, sedangkan 
simbion rneuyed~aka~~ tnakanan bagi spons. Metabolil yang dihasilkail oleh spons 
merupahau hasil biouintrsis siinbionnya schingga bakteri yang bersimbiosis denpan 
spans tersehut memiliki komponen bioakti f ya~lg ha~npir lnirjp dengsl yang di~nilihi 
spoils. Nurhayat i er at. (2006a) lnenyatakan bahtka si~nbion spons J. stell~feri~ 
(a-Proteobacteria) menghasilkan inhibitor terhadap protease S. aureu~.~, siinbion 
spons Xerospongia ics/lrdinal-ir~ (Ch mrnt~l~cdlohd~ ter sp. 6A3) ~nenghasi lkan 
inhibitor proteasc Pse~tdonto?tas trtsr.ligrno.ju, szdangkan sitnbion spons P. nigra 
(Ac ir~etohoter- bair~~ianrli) inenghasil kan inhibitor protease E. co11. Desi~iar el cil. 

(2006) dan Nurhayati et ul. (2006bl mclapclrka~~ bahis'a konsentrasi pcpton, jqcast 
~ ~ . v ~ t . t ~ c t ,  NaCl, serta pH berpeugaruh terhadap ufaktu produksi dan aktivitas 
itthlb~tor protease E. coli yang dihasilkal) 01th simbion spons P. rrrgra. yaitu .4. 
h~~~tt~rantii ,  scrta kestabilan produksi inhibitor tersebut. 

Inhibitor protease dari bakteri aka11 diproduksi ~llaksi~tlal jika bakteli 
pcnghasil produk tersebut dituil~buhkall dalaln ko~idisi pertmnbu han yatlg tepnr. 
Dalam menu~~jang pertu~nbulln~ulya, bakteri dipengaruhi oleh beberapa faktor 
seperti suhu dan tckanan os~notik, pfI, sumber karbotl, nitrogen, oksigen, vitamin, 
d a ~ l  mineral. hfonnasi tentmlg kondisi pertutnbuhan bakteri yang tcpat diharapkan 
dapat dijadikan landasan untuk produksi inhibitor protease ynng maksimal. 

Tujuan penelitia~) ini adnlah untuk ~nelnpelajari pel~garuh konsentrasi NaCl, 
pH dan suhu terhadap pcrtutnbuhan bakteri laut yang berasasiasi dengall spons, 
yaitu a-Proteobacteria, Chromohuiohucter sp. dan A. huurn~~mr~i. 
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11. FIETODOLOG1 

Rahan 

Bahan-bahan yang digunaknn dala~n prnclitian ini adaI. 
berasosiasi dengari spons yaitu haktrri Acbrerobactel- hniimn 
dan Chromohukohacter sp. Ssmpel spons dikolcksi oleh Nt 
dari perairan Kepulauan Seribu yang hidup pada kedalal 
Kzinudian isolat bakteri ymg bcrasosiasi dengan spons d 
(2004) dan diident it: kasi oleh Nurhayati (2006a) dengan 
Bahan-bahan lain yaitu media fcrmentasi. marine broth. I 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini lnelipu 
spektrofotomcter, pH meter, oven, inkubator, laminar, autokl 
vorteks, pipet ~nikro (Pipetman) bescrta tip-nya. serta berhaga 

Metode penelitian iili dibagi menjadi empat lahap yai tu 
peuentuan waktu propagasi, peinbuatan Lull-a s tandar pertu 
pencrltuan NaCI, pH, darl suhu terbaik. 

Pcnyegaran mikroba 

lsolat bakteri disegarkarl pada media murinr ugur (M. 
diinkubasi di dalain iilkubator dengat1 suhu 30 *C. Selalna pe 
isolat bakteri disegarkan setiap sc~ni~ipgu sekali. 

Pencntuan waktu propagasi 

Isolat bakteri ditunlbullkan pada tnedia propagasi sebanya 
lup isolat hakteri yanp relah disegarkan ditumbuhkan par 
ke~nudian diinkubasi dalarn rtwrerburh shaker pada suhu 30°C ( 
150 rpm. Pengukura~~ nilat OpficuI Densin. (OD) dilak~ 
~nenggunaka~~ spektrofotorneter pada panjang gelo~nbang 660 
Nilai OD terscbut kemudian diplotkan tcrhadap waktu untul 
9 1 g  tepat saat pcrnil~dahan inokululn ke media fennentasi. 

Pembuatan kurva standar perturnbuhan bakteri (Hadisoet 

Pemhunt a11 kurvn stn~idar pcrtu~nbuha~l bakteri dilakukan 
jumlah populasj bakteri yang hidup dengan metode agar sebar 
dengan menggu~lakan spektrofotometer. 

Metode sebar dilakukan dengan menyebarkan 1 00 p1 
media MA. Bakteri tertebih dahulu ditumbuhkan dalarn 1 
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etlzitn pn>lr;\se. Nurhayati el al. ( 2 W )  brrhasil nlcnernukan 
Y spom. Jaspis s~cllQT'ru merupakan spons penghasil inhibitor 
c~u. arirt.lr.7 dar~ Eschrricltirr coli, srdu~gkan spons PlakortIs 
ai inhibiror terhadap protease S. ulrrelis. 

ms secara tcrus mener~s sebagai penghasil koinpcrnen bioakli f 
tuat spons punah. Sebagai salah satu upaya untuk menceg& 
t tersebut, inaka diperlukan altenmtif laill dengall cara mmwari 
; berasosiasi derigan spons sebagai pcnghasil illhibitor protease. 
60 % dari biotnassa spotis inerupakan bakteri da11 sianobakter 
:u dala~n Lcc I>! ol. 200 1). 

lgan si~nhiotik anrara spons dengan seje~luinlah bakteri dan alga, 
akan dukunpan dan perllndungan bag1 si~nbio~mya, sedmgkan 
tn makana11 bagi spons. Metabolit yang dihilsilkan 01th spons 
sintesis siinbionnya sehingga hhak teri yang bersitnhiosis dengan 
likl ko~npu~lell bioaktlf yang ha~npir inlrip dengan yang dimiliki 

(11. (200ha) rnenyatakan buhrva siinbiorl sporls J. .~.rell!ft~ru 
nerlghasilka~l inhibitor terhadap protease S. uuretrs, simbion 

te.r.rzrrhncrriu (Chromnlrr~lr)hac~~.r sp hA3) inenghasilkan 
'sc~~,clomo~w.\ trct+irgi~~osa, sedangkan sitnbiun spo~ls P. nigrrr 
unni) ~nenghasilknu inhibitor protease E. coli. Desi~iar rf 11 l 
[ti cr a/. (2006b) lr~elaporkan bahwa konsentrasi pepton, }'east 
a pH berpengamh terhndap waktu pruduksi dan akt ivitas 
:. roll yang dihasilkan aleh simbion spoils F. iligr-rr, yaitu A. 
tab~lan produksi inhib~tor tersebut. 

ease dari bakteri akan diprt~duksi maksimal j ika bakteri 
;rsebur ditu~nbullkan dalaln ko~ldisi pertumbuhan yang tepat . 
pertuinbuhannya, bakteri dipengaruhi oleh beberapa faktor 

:allan osmot ~ k ,  pti ,  suinber karb011, nitrogen, oksigcn, vitamin, 
asi tentang kondisi pertuinbuhan bakteri yang tepat diharapkail 
lasan untuk produksi illhibitor protease yang ~naksilnal. 

:ian ini adalah uti tuk melnpelaiari pellgaruh konsentrasi NaCI, 
lap pertumbuha~~ bnkteri laut yang berasosiasi dengan spans, 
ria, Cl~ro??tul~alohuc;t.r sp, dan A. bazt~~iutrnr'. 
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11. METODOLOG1 

Bahan 

Bahan-bahan vang diguna kan dalarn penelitian ini adalah isolat bakteri yang 
berasosiasi dengatl spons yaitu baklcri Ac.inetobuctrl- bn~rmunni, a Proteobacteria. 
Jan Chron~ohalohuctrr sp. Sainpel spons dikoleksi nleh Nurhayati er al. (2004) 
dari perairan Kepulauan Seribu yang hidup pada kedalaman antara 4-12 In. 
Kemudian isolat bakrrri yang berasosiasi deilgan spons diisolasi oleh Sabana 
(1004) dan diidentifikasi oleh Nurha yat i  (2006a) dengat1 a~lalisis 1 6s rRN A. 
Rahan-bahan lain p i t u  inedia fermentasi, mrrrine hrtl~h, marine agar, NaOH, 
HCI, datl garam fisiologis. 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian iui meiiputi vvutcr-burh shaker. 
spekirofotomekr, pH meter, oven, inkubator, laminar, autoklaf. lemari pendiogitl, 
vorteks, pipet mikro (Pipetman) bese~ta tip-nya, serla berbagai ala t gelas. 

Metode penelitia~l ini dibagi menjadi empat tahap yai tu penyegaran mikroba, 
pzne~l tua~~ waktu propagasi , peinbuatan kurva standar penuinbuhan baktcri . dan 
penentuan NaCl, pH, dan suhu tel-haik. 

Penyegaran mikmba 

lsotat bakteri disegarkan pada ~nedia ~na~.ini. ugur (MA). Kcmudial1 isolat 
Jiitlkubasi di dalatn iukubatar dengnn suhu 30 "C. Selnma penelitiarl herla~~gsung, 
isolat baktcri disegarkan setiap setninggu sekal i .  

Penestuan 55 aktu propagasi 

Isotat bakteri ditulnbuhkan pada media propagasi sebanyak 100ml. Sebnnyak 1 
lup isolat bakteri yang telah disrgarkan ditulnbuhkdn pada media propagas; 
kemudian diinkubasi dalwn ~1rrtt.rhuth shakrr pada sullu 30°C dan kccepa t ~ n  agitasi 
I SO rpm. Peugukura~~ nilai O~~ficicul Den.rih. (OD) dilakukan sctiap 4 jam 
rtlenggunakan spektrofotolneter pada pat~jang grlolr~bang 660 m n  sclama 4R jam. 
Nilai OD tersebut kemudian diplotkan terhadap wnktu untuk mengetahui waktu 
y a ~ g  tepat saat petnindahan inokulu~n ke media fermentasi. 

Pembuatan kurva standar pertumbuhan bakteri [IIadisoetomo 1993) 

Pernbuatan kurva standor pertumbuhan bakteri dilakukan dcngan mengh~ tung 
jumlah populasi bakleri yarig hidup dengan inetode agar sebar d a ~ i  pengukuran OD 
dengan menygunakan spektrofotometer. 

Metode sebar dilakukan dengatl ~nenycbarkan 100 pl biakan bakteri ke 
media MA. Bakteri terlebih dahulu ditumbuhkan dalaln 100 ml media MB. 
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