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PENGARUH PENAMBAHAN ANTIBIOTIKA PADA BIOSINTESIS 1-LISIN 
OLEH BREVZBACTERZUM LACTOFERMENTUM BL-1M76 

DI DALAM MEDIUM MOLASE 

(THE EFFECT OF ANTIBIOTIC ADDITION TO L-LYSINE BIOSYNTHESIS BY 
BREVIBACTRIUM LACTOFERMENTUM BL- 1M 76 IN MOLASSES MEDIUM) 

Budiatman Satiawihardja ' 

'Jurusan Teknologi Pangan dan Gizi, Fateta-IPB 
Kotak Pos 220 Kampus IPB Darmaga, Bogor 16002 

ABSTRACT 

!ho kinds of antibiotics, penicillin G and polymixin B sulphate, were used to affect the biosynthesis of L-Lysine by 
Brevibacterium BL-lM76 in molasses medium. Selection of appropriate antibiotic concentrations was carried out in two 
basal media (glucose and molasses media) in 250 ml Erknmeyer flasks containing 25 ml medium. The antibiotic concentmtwns 
examined mnged from 100-6000 unita/l. The most suituble antibiotic (jencillin G) and the most appropriate concentration (100  units/l) 
was applied to the scaled up process in 21 capacity fermentor (Eyela M-100 fermentor) which resulted in L-lysine production of 35.18 
g / l .  

PENDAHULUAN 
Berbagai penelitian mengenai lisin dan cara 

produksinya telah banyak dikembangkan begitu pula 
dengan galur mikroba penghasil lisin. Dari hasil 
penelitian diketahui Breuibacterium lactofermentum 
BL-1M76 dapat menghasilkan lisin dengan baik 
menggunakan medium bersumber karbon glukosa 
(Satiawihardja et al., 1993). Penelitian terus berlanjut 
untuk mencari alternatif sumber karbon lain seperti 
molase yang diharapkan dapat menurunkan biaya 
produksi disamping memanfaatkan limbah yang ada. 

Menurut Atlas (1962) kesulitan dalam mem- 
produksi asam amino seperti asam glutamat dan 
juga asam-asam amino lain melalui fermentasi 
langsung adalah memperoleh pengeluaran asam 
amino yang cukup untuk produksi secara komersial. 
Salah satu pendekatan adalah membuat kebocoran 
membran sel. Ada beberapa metoda untuk dapat 
mengakibatkan kebocoran membran sel yang yang 
menyebabkan ekskresi produk. Pendekatan pertama 
adalah pengaturan konsentrasi biotin pada tingkat 
per tumbuhan subopt imal .  C a r a  l a i n  a d a l a h  
menambahkan antibiotik penghambat sintesis 
dinding sel seperti penisilin pada medium sewaktu 
fase log. Kedua cara ini telah biasa dikerjakan pada 
fermentasi asam glutamat sehingga produksinya 
meningkat. 

Beberapa pustaka menyebutkan tentang 
pemakaian antibiotik yang bertujuan untuk mening- 
katkan produksi asam amino dan protein; diantara- 
nya Rahman (1989) yang menyatakan inhibitor 
sintesis dinding sel seperti basitrasin dan beta laktam 
sangat efektif meningkatkan produksi protein. 
konsentrasi dan saat penambahan antibiotik tersebut 
merupakan faktor penting. 

Kurihara et al. (1972) mengembangkan mutan 
Corynebacterium glutamicum dan Breuibacterium 
flauum yang resisten terhadap penisilin, basitrasin, 
sikloserin, gramisidin, polimiksin dan nistatin. 
Mutan-mutan tersebut ternyata menghasilkan lisin 
dengan konsentrasi 33-52 g per liter. 

Beberapa antibiotika dapat  menghambat 
sintesis dindmg sel bakteri yang berakibat meng- 
ganggu integritas membran sel sehingga lisin di- 
keluarkan dari sel. Penambahan berbagai jenis anti- 
biotik seperti penisilin, khloramfenikol, streptomisin, 
tetrasiklin dan erithromisin telah dipelajari oleh Zaki 
et  al. (1982). Antibiotik-antibiotik itu (pada konsen- 
trasi yang setengah menghambat pertumbuhan sel), 
ditambahkan saat-saat tertentu selama pertumbuhan 
mikroba penghasil lisin Micrococcus glutamicus B 
331. Alternatif saat-saat pertumbuhan itu adalah: 
pada saat awal pertumbuhan, pada awal fase log dan 
pada akhir fase log. Yang memberikan hasil terbaik 
adalah penambahan tetrasiklin yang menghasilkan L- 
lisin 24 g/l denganrendemen 0.39 g lisinlg substrat. 

Siratsuchi et al. (1995) mengembangkan 
metode untuk menghasilkan L-lisin dan asam 
glutamat secara bersama-sama. Mereka mengguna- 
kan galur B. lactofermentum AJ 12937 dan menam- 
bahkan penisilin 6000 unitlliter pada fase log saat 
fermentasi berlangsung atau ketika OD mencapai 0,7- 
0,8. Mutan tersebut ternyata menghasilkan L-lisin 75 
g/l dan asam glutamat 57 g/l secara bersama-sama. 
Menuru t  Marzuki  (1997) fase  log u n t u k  B. 
lactofermentum BL-1M76 dimulai pada sekitar jam 
ke-6. 



Bul. Teknol. dan Zndustri Pangan, Vol. XI, No. 2, Th. 2000 Hasil Penelitian 

BAHAN DAN METODE Persiapan Inokulum 

Bahan dan Alat Percobaan dengan Labu Erlenmeyer 
Galur mikroba yang digunakan adalah Sebanyak 10 ml MK yang telah htepatkan 

Brevibacteriurn lactoferrnenturn BL-1M76 (AEC', Ser-, pada pH 7 ditempatkan pada Erlenmeyer 250 d, 
FP) berasal dari Culture Collection School of kemudian diinokulasi dengan koloni bakteri yang 
Microbiology, The University of New South Wales, berasal dari agar miring NA sebanyak dua ose. 
Australia. Inokulum ini diinkubasi selama 24 jam pada 

Media yang digunakan adalah Nutrien Agar inkubator goyang dengan kecepatan agitasi 150 rpm 
(NA), Nutrien Broth (NB), Medium Kaya (MK), pada suhu 30°C. 
MediumBasal Glukosa, danMedium Basal Molase. 

Antibiotik yang dipakai yaitu Penisilin G dan Percobaan dengan Fermentor EYELA M-I00 
Polimiksin didapatkan dari SIGMA-Chemical, USA. Medium Kaya sebanyak 10 ml yang telah 

Alat utama adalah Fermentor Eyela M-100, ditepatkan pada pH 7 ditempatkan dalam labu 
buatan Tokyo Rikaklkai Co., Ltd. Dengan kapasitas Erlenmeyer 250 ml kemudian diinokulasi dengan 
volume 2 liter yang dilengkapi dengan system kontrol koloni bakteri yang berasal dari agar miring sebanyak 
pH dan suhu serta pengukur dan pembaca oksigen dua ose. Inokulum ini diinkubasi selama 24 jam pada 
terlarut. inkubator goyang dengan kecepatan 150 rpm pada 

suhu 30°C. Setelah 24 jam, sejumlah 10 d inokulum 
Pembuatan Medium diinokulasikan kedalam Erlenmeyer 500 ml yang 

Komposisi Medium Kaya terdiri dari glukosa berisi medium basal glukosa sebanyak 100 ml. 
10 gfl, pepton 10 gfl, ekstrak khamir 10 gfl, dan NaCl Medium pada inokulum kedua ini sebelumnya telah 
0,25 gfl (Satiawihardja, 1990). Medium Kaya ini ditepatkan pHnya pada pH 7 dan ditambahkan 
dalam penggunaannya ditempatkan dalam CaCO, sebanyak 1% dari medium. Inokulum kedua 
Erlenmeyer 250 ml. diinkubasi selama 48 jam pada inkubator goyang 
Tabell. Komposisi medium basal glukosa dan dengan kecepatan agitasi 150 rpm pada suhu 30°C. 

medium basal molase Setelah 48 jam maka inokulum siap digunakan untuk 
fermentasi menggunakan fermentor. 

Proses Fermentasi 

Fermentasi dalam Labu Erlenmeyer 
Sebanyak 5 ml inokulum dari MK diinokulasi- 

kan ke dalam medium basal glukosa atau basal 
molase. Medium basal telah ditepatkan ber pH 7 dan 
telah diberikan CaCO, sebanyak 1% dari volume 
medium. Kemudian medium yang telah diinokulasi 
tersebut diinkubasi pada inkubator goyang selama 72 
jam dengan kecepatan agitasi 150 rpm pada suhu 
30°C. Penambahan antibiotik dengan konsentrasi 
yang berbeda dilakukan pada jam ke 6 setelah 
inokulasi dilakukan, sesuai dengan hasil penelitian 
dari Marzuqi (1997) bahwa jam tersebut merupakan 
saat dimulainya fase pertumbuhan (fase log) dari 
bakteri Brevibacteriurn lactofermentum BL-1M76. 
Penambahan Penisilin G dilakukan pada mehum 
basal glukosa dengan konsentrasi 6000, 1000, 500, 
250, 100 dan 50 unitfl, sedangkan pada medium basal 

" Sumber : Satiawihardja (1990) molase diberikan konsentrasi 6000, 1000 dan 100 
" Sumber : Marzuqi (1997) unitfl. Penambahan Polirniksin dilakukan hanya pada 

Medium untuk fermentasi dengan mengguna- medium molase dengan konsentrasi 3000, 100 dan 50 

kan labu Erlenmeyer 500 ml, yaitu medium basal unitfl. 
glukosa dan basal molase serta inokulum untuk Pengambilan sampel sebanyak 4 ml dilakukan 
fermentasi dalam fermentor yang dalam ha1 ini setiap 24 jam sekali yaitu pada jam ke 0,24,48, dan 
digunakan medium basal glukosa sebelum disteri- 72. Penentuan pengambilan sampel hingga jam ke 72 
lisasi dilakukan penambahan CaCO, sebanyak 1%. dikarenakan fermentasi pada skala labu merupakan 
Penambahan CaCO, bertujuan untuk menjaga uji pendahuluan, sehingga dalam waktu 3 hari pun 
kestabilan pH, dengan kata lain CaCO, berfungsi (72 jam) sudah cukup terlihat pengaruh yang 
sebagai buffer pH. Komposisi dari medium basal ditimbulkan pada hasil lisin yang diperoleh. Pada 
glukosa dan basal molase dapat dilihat pada Tabel 1. set iap sampling di lakukan pemeriksaan dan  

pengaturan terhadap pH agar pertumbuhan bakteri 
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tetap optimum. Bila pH kurang dari 7 maka 0,25 g, kalium-natrium tartrat 100 g dan kristal 
dilakukan penambahan NH,OH 10%. NaOH 5 g, kemudian bahan-bahan dilarutkan dalam 

labu takar 500 ml dengan akuades. 
Fermentasi dalam Fennentor EYELA M-100 

Sebanyak 100 ml inokulum diinokulasikan ke Analisis L l i s i n  dengan Metode Ninhydrin 
dalam fermentor yang berisi medium sebanyak 1,2 Tennodifikasi (Chinard, 1952 dun Work, 1957) 
liter dan telah diatur kondisi optimumnya yaitu pada Sebanyak 1 ml sampel diencerkan 100 kali 
pH 7 dan suhu 30°C. Kecepatan agitasi pada 6 jam dengan akuades. Sebanyak 0,5 ml sampel tersebut 
pertama adalah 300 rpm kemudian ditingkatkan dimasukkan dalam tabung reaksi bertutup. Selanjut- 
kecepatan agitasinya sampai mencapai 600 rpm nya ditambahkan secara berurutan 0,5 ml asam 
secara teratur. Fermentasi dilakukan selama 96 jam. asetat glasial dan 0,5 ml pereaksi ninhidrin lalu 
Penentuan pengambilan sampel hingga jam ke 96 divorteks. Tabung reaksi kemudian dipanaskan di 
pada skala fermentor didasarkan pada perkiraan dalam penangas air pada suhu 100°C selama 1 jam 
bahwa dengan jumlah gula awal yang ada pada lalu didinginkan. Berikutnya ditambahkan 2 ml asam 
medium kurang dari 100 gn, maka setelah 96 jam asetat glasial ke dalam tabung dan diaduk dengan 
kemudian glukosa yang ada pada medium sudah vorteks. Pengukuran absorbansi dilakukan pada 
sedikit sekali sehingga jika waktu fermentasi panjang gelombang 400 nm. Konsentrasi L-lisin 
diperpanjang, diperki-rakan tidak ada peningkatan dinyatakan sebagai L-lisin.HC1. 
hasil lisin yang berarti, selain itu dalam segi 
komersial tidak efisien Aerasi dilakukan dengan Standar L-lisin yang digunakan berkisar 
memasukkan udara ke dalam medium melalui antara 20-200mg/l. Blanko dibuat dengan akuades 
penyaring udara dengan diameter 0,2 (m dengan laju menggantikan sampel lalu diperlakukan sama 
0,5 w m  (volume udara per volume medium per seperti diatas. Bahan yang digunakan untuk 
menit). Pengambilan sampel dilakukan 24 jam sekali. membuat pereaksi ninhidrin adalah 1 g ninhidrin, 24 

ml asam asetat glasial, 6 ml asam fosfat 85% (pekat) 
Analisis dan 10 ml akuades. 

Biomassa dengan Metode Oven (AOAC, 1984) 
Sebanyak 4 ml sampel dimasukkan ke dalam 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
tabung sentrifus yang telah ditimbang beratnya. Seleksi Konsentrasi Antibiotik 
Sampel disentrifus dengan kecepatan 3000 rpm 
selama 15 menit. Supernatan yang terbentuk Seleksi Konsentrasi Penisilin G 
digunakan untuk anahsis glukosa dan analisis L-lisin. Bakteri Brevibacterium lactofermentum BL-1 
Endapan yang terbentuk dicuci dengan menggunakan M76 yang digunakan mempunyai sifat AEC resistan 
HC1 1 N sebanyak 4 ml, untuk melarutkan endapan (AEC'), Serin auksotrof (Ser-), dan Fluoropiruvat 
kimia yang terbentuk. Endapan di dalam HC1 1 N ini sensitif (FV. Ketahanan terhadap penisilin G dan 
divorteks sampai endapan larut/tercuci, kemudian polimiksin belum diketahui pada galur ini, oleh 
disentrifus kembali pada 3000 rpm selama 15 menit. karena itu pada penelitian ini dicari ketahanannya 
Supernatan dibuang dan endapan biomassa tersebut dan sampai pada konsentrasi berapa bakteri tersebut 
dicuci dengan akuades sebanyak 4 ml dan disentrifus tahan dan sekaligus bekeja pada daerah sub- 
kembali dengan kecepatan dan waktu yang sama. inhibitor. 
Endapan akhir yang terbentuk ddseringkan di oven 
dengan suhu 105OC selama 24 jam, lalu didinginkan Seleksi pada Medium Gluhosa Shala Labu 
di dalam desikator selama 1 jam. Setelah itu 
biomassa yang terbentuk ditimbang. Pada awal penelitian ini, ditambahkan 

penisilin dengan konsentrasi 6000 ull. Hasilnya 
Analisis Glukosa dengan Metode DNS menunjukkan bahwa pada kondisi tersebut 

dihasilkan L-lisin jauh lebih sedikit dari pada 
Sebanyak 1 ml sampel diencerkan 100 kali fermentasi tanpa penambahan penisilin, oleh karena 

dengan akuades. Diambil 1 ml sampel yang telah itu kemudian digunakan konsentrasi antibiotik yang 
diencerkan dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi kurang dari 6000 ull. Konsentrasi penisilin dan 
bertutup. Lalu ditambahkan pada sampel 3 ml pengaruhnya terhadap produksi 1-lisin dapat dilihat 
pereaksi DNS dan divorteks, kemudian dipanaskan pada Tabel 2 dan Gambar 1. 
selama 15 menit pada suhu 100°C. Setelah itu 
didinginkan. Pengukuran absorbansi dilakukan 
dengan menggunakan spektrofotometer pada panjang 
gelombang 640 nm. 

Standar glukosa yang dibuat berlusar antara 
0,2-lgn. Blanko dengan menggunakan akuades. 
Pereaksi DNS dibuat dengan cara mencampurkan 
asam 3,5-dinitrosalisilat 5 g, fen01 1 ml, natrium s a t  

3 
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Tabel2. Konsentrasi Penisilin G yang ditambahkan 
dan 1-lisin yang diproduksi oleh galur BL- 
1M 76 pada fermentasi skala labu di dalam 
mediumbasal glukosa selama 72 jam. 

/ Ojam 24jam 48jam R j a m  
I Waktu fermentasi (jam) 

2 loo 
Ip 

2 80 
a 
EJ 60 .- 
m 

40 
c 
U 
m 20 
S + kontrol 

( Ojam 24jam 48 jam 72 jam 

Waktu ferrnentasi (jam) 

1 -  Ojam 24jam 48jam 72jam 

I Waktu termentasi (jam) 

Gambar 1. Frementasi dengan galur BL-1M76 pada 
medium glukosa dan penambahan peni- 
silin G pada skala Labu; (a) Produksi L- 
lisin. HCL; (b) Konsumsi Glukosa; (c) 
Perubahan Biomassa 

Pada Tabel 2. Terlihat bahwa penurunan 
konsentrasi penelisin G yang ditambahkan mulai dari 
6000 unitfl sampai pada konsentrasi 100 unitn 
produksi lisin cenderung meningkat yaitu 4,54 gfl 
untuk penambahan penisilin 6000 unitfl dan 10,15 g/l 
untuk penambahan penisilin 100 un, dengan kata lain 
semakin besar konsentrasi penisilin yang ditambah- 
kan maka produksi lisin semakin menurun. Tetapi 
untuk penambahan penisilin 50 unitn dihasilkan 
produksi lisin dibawah kontrol yaitu 9,02, ha1 ini 
menunjukkan kepada konsentrasi tersebut penisilin 
tidak berpengaruh positif pada produksi lisin. 

Pada tabel tersebut juga terlihat bahwa 
konsentrasi glukosa yang dikonsumsi pada saat 
fermentasi meningkat seiring dengan menurunnya 
konsentrasi penisilin G yang ditambahkan. Sepert 
halnya glukosa dan I-lisin, konsentrasi biomassa pun 
umumnya memiliki pola produksi yang sama, yaitu 
semakin besar konsentrasi penisilin G yang 
ditambahkan maka semakin sedikit biomassa yang 
dihasilkan. Hal ini terjadi karena sebagian dari 
bakteri BL-1M 76 mengalami lisis akibat bereaksi 
dengan penisilin. Menurut Stanier et al. (1984) 
pengaruh mematikan penisilin pada pertumbuhan 
populasi sel prokariota yang mengandung pepti- 
doglikan adalah akibat antibiotik yang mencegah 
langkah akhir sintesis peptidoglikan: jalinan-silang 
rantai peptida. Hasilnya adalah menjadi lemahnya 
tenunan peptidoglikan dalam sel yang sedang tumbuh 
dan akan mengakibatkan lisis osmotik. Ini berarti 
bahwa pada konsentrasi penisilin G di atas 100 unitA, 
sebagian bakteri mulai mengalami lisis. Pengaruh 
penisilin pada konsentrasi diatas 100 unit/l tidak 
hanya pada dinding sel saja tapi juga sudah 
mempengaruhi metabolisme sel secara keseluruhan. 
Pada konsentrasi yang tinggi kerusakan dinding sel 
akan semakin parah dan bakteri akan mati karena 
tidak adanya pelindung isi sel. 
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Pada Gambar 1 disajikan gambar perubahan bandingkan secara langsung produksi 1-lisin yang 
produksi lisin secara bertahap setiap selang waktu 24 dihasilkan oleh masing-masing penisilin yang 
jam dari jam ke 0 sampai pada jam ke 72. Pada ditambahkan. Hasil fermentasinya dapat dilihat pada 
Gambar (a), secara umum terlihat semua perlakuan Tabel 3 dan Gambar 2. 
menunjuk-kan peningkatan dan pada konsentrasi 100 
unitA peningkatan terlihat paling bails dibandingkan 
dengan perlakuan yang lainnya. Gambar (b) 
menunjukkan bahwa konsentrasi glukosa pada semua 
perlakuan mengalami penurunan, dan penurunan 
yang paling banyak ada pada perlakuan dengan 
penambahan penisilin G 100 unitA. Sedangkan untuk 
Gambar (c), terhhat dengan jelas bahwa biomassa 
terbesar dihasilkan oleh fermentasi tanpa penam- 
bahan penisilin G diketahui bahwa BL-1 M76 masih 
mampu bertahan (resisten) sampai kurang lebih pada 
konsentrasi 6000 unit/l. Pada konsentrasi 100 unitA 
diketahui penisilin berpengaruh positif pada bakteri 
tersebut sehingga dapat dihasilkan lisin yang lebih 
besar dari kontrol, meskipun Secara umum dari hasil 
tersebut dapat perbedaannya tidak terlalu banyak. 

Peningkatan ekskresi asam amino akibat 
penisilin juga dikemukakan oleh Hirose dan Hiroshi 
(1979), yang menyebutkan keberadaan penisilin pada 
medium menyebabkan sel yang tumbuh menunjukkan 
peningkatan permeabilitas terhadap asam amino 
(asam glutamat). Penisilin tersebut mempunyai efek 
terhadap bakteri yaitu menghambat sintesis dinding 
sel yang kemudian membuat membran sel tidak 
terlindung sehingga rintangan permeabilitas dapat 
dihilangkan yang menyebabkan terjadinya kerusakan 
fisik membran sel. 

Seperti telah disebutkan diatas konsentrasi 
penisilin yang ditambahkan berpengaruh pula ter- 
hadap jumlah glukosa yang dikonsumsi. Pengham- 
batan yang ditimbulkan penisilin dengan konsentrasi 
tertentu terhadap sintesis dinding sel menyebabkan 
sel kurang bisa tumbuh secara normal, ini terlihat 
dengan adanya penurunan glukosa yang dikonsumsi. 
Khusus pada konsentrasi 100 unitA, glukosa yang 
dikonsumsi relatif lebih besar dari pada kontrol dan 

j 
demikian juga sintesis lisin. Hal ini dapat dimungkin- 
kan karena kebutuhan glukosa untuk metabolisme 

j bakteri meningkat khususnya dalam sintesis lisin 
akibat adanya kebocoran dinding sel, tanpa banyak 

I mengganggu metabolisme sel. Kebocoran pada 
1 dinding sel juga akan berpengaruh terhadap biomassa 

yang dihasilkan, karena sintesis peptidoglikan yang 
mempunyai massa 90% dari massa dinding sel 
bakteri Gram positif dihambat. Akan tetapi pada 
konsentrasi penisilin G yang lebih besar dari 100 
unitll, tingkat kebocoran yang terjadi sudah 
mengganggu pertumbuhan dan metabolisme sel, 
sehingga menurunkan tingkat konsumsi gula, 
produksi biomassa dan sintesis lisin. 

Seleksipada Medium Molase Skala Labu 
Pada penelitian menggunakan medium molase 

ini dilakukan pula penambahan penisilin G dengan 
konsentrasi berdasarkan pada hasil percobaan yang 
ddakukan pada medium glukosa. Konsentrasi yang 
dipakai yaitu 6000, 1000 dan 100 unitA, untuk mem- 

Tabel 3. Konsentrasi penisilin G yang ditambahkan 
dan 1-lisin yang diproduksi oleh BL-1M 76 
pada fermentasi labu di dalam medium 
basal molase selama 72 jam. 

8 Ojm 24jam 48jam 72jam 

waktu fermentasi 

Konsentrasi 
Penisilin G 

(uniffl) 

kontrol 
6000 
1000 
100 

Ojam 24 jam 48 jam 72 jam 

Konsentrasi 
Biomassa 

(id) 

10,90 
4,26 
3,78 
5,78 

Konsentrasi 1- 
Lisin.HC1 (@l) 

9,92 
7,61 
7,78 
10,43 

Konsentrasi 
Glukosa 

terkonsumsi 
(PA) 
55,20 
29,90 
35,93 
52,87 
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Gambar 2. Fermentasi dengan galur BL-1M76 pada 
medium molase dan penambahan 
penisilin G pada skala labu: (a) produksi 
L-lisin.HC1; (b) Konsentrasi Glukosa; (c) 
Perubahan Biomassa 

Pada Tabel 3 dan Gambar 2, terlihat bahwa 
penambahan antibiotik penisilin 100 unitA meng- 
hasilkan 1-lish 10,43 gn, hasil ini sedikit lebih besar 
dibandingkan kontrol. Secara umum hasil yang 
diperoleh pada seleksi konsentrasi penisilin pada 
medium glukosa tidak berbeda dibandingkan dengan 
medium molase. Keduanya menunjukkan bahwa 
penambahan 100 unitA penisilin menghasilkan 1-lisin 
yang lebih besar dibandingkan kontrol. Oleh karena itu 
untuk selanjutnya pada skala yang lebih besar 
digunakan konsentrasi 100 d. 

Seleksi Konsentrasi Polimiksin B Sulfat  

Pada penelitian ini dilakukan juga perlakuan 
menggunakan antibiotik Polimiksin B sulfat dalam 
medium molase. Polimiksin diperkirakan dapat 
mempengaruhi membran sel bakteri. Penentuan 
konsentrasi awal yang dicobakan didasarkan pada 
percobaan yang telah dilakukan sebelumnya yaitu 
penambahan penisilin G dalam medium basal molase. 
Konsentrasi yang dipakai yaitu 3000, 100, dan 50 
unitll. Hasil yang diperoleh dapat dilihat pada Tabel 
4 dan Gambar 3. 

Tabel4. Konsentrasi Polimiksin B Sulfat yang 
ditambahkan dan L-lisin yang diproduksi 
oleh galur BL-1M 76 pada fermentasi labu 
di dalam medium molase selama 72 jam 

$ 0- 
C 

S 0 jam 24jam 48jam 72ym 
Warn ferrnentasi (jam) 

I 
Ojam 24jam 48w 72 jam 

Waktu fermentas1 (Jam) 

Gambar 3. Fermentasi dengan galur BL-1M76 pada 
med ium molase  d a n  p e n a m b a h a n  
polimiksin B pada skala labu: (a) Produksi 
L-lisin; (b) Konsentrasi Glukosa; (c) 
Perubahan Biomassa 

Dari Tabel 4, terlihat bahwa penambahan 
antibiotik polimiksin tidak berpengaruh pada hasil L- 
lisin yang dihasilkan. Pada tabel tersebut dapat 
dilihat bahwa tidak terdapat perbedaan biomassa 
antara kontrol dengan perlakuan. Pada Gambar 3 
juga jelas terlihat bahwa hasil akhir yang diperoleh 
(pada jam ke 72) pada masing-masing perlakuan 
cenderung memilki hasil yang sama,  dan  ini 

Konsentrasi 
Polimiksin B 

Sulfat U/l 

kontrol 
3000 
100 
50 

Konsentrasi 
I-Lisin.HC1 

(911) 

9.89 
7,44 
8,76 
8,21 

Konsentrasi 
Glukosa 

terkonsumsi 
(911) 

28,12 
20,OO 
23,31 
29,62 

Konsentrasi 
Biomassa 

(g f l )  

4,53 
4.55 
4,53 
4,75 
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menandakan tidak adanya reaksi yang berarti dari 
polimiksin yang ditambahkan terhadap galur bakteri 
yang digunakan. Hasil yang diperoleh dari penelitian 
dengan polimiksin ini sesuai dengan pernyataan 
bahwa polimiksin sebagai senyawa amonium- 
kuartener dapat merusak membran sel setelah 
bereaksi dengan fosfat dan fosfolipid membran sel 
mikroba tetapi polimiksin tidak efektif terhadap 
bakteri Gram positif karena jumlah fosfor bakteri ini 
rendah. Bakteri Gram negatif yang resisten terhadap 
polimiksin, ternyata jumlah fosfornya menurun 
(Setiabudy, 1993). Oleh karena bakteri yang diguna- 
kan pada penelitian ini termasuk dalam kelompok 
bakteri gram positif maka polimiksin yang dipakai 
tidak berpengaruh terhadap produksi lisin yang 
dihasilkan dan dengan ini disimpulkan bahwa 
antibiotik polimiksin B tidak digunakan pada skala 

i yang lebih besar. 
! Peningkatan Skala Bioproses dengan 

Fermentor Eyela M-100 
Kondisi selama proses yang dikontrol yaitu pH, 

buih, laju aliran udara dan kecepatan putaran (rpm). 
Keasaman (pH) dijaga agar selalu netral (pH=7), 
pengurangan pH selama proses diatasi dengan 
penambahan NH,OH 10% secara otomatis, begitu 
pula dengan terjadinya buih diatasi  dengan 
penambahan parafin yang dilakukan secara otomatis 

sekali. Untuk biomassa jumlahnya dapat mencapai 
lebih dari 10 gA. 

Pada Gambar 5, terlihat bahwa dengan penam- 
bahan penisilin G 100 u n i a  peningkatan produksi 
lisin terlihat dengan jelas, hasil yang diperoleh dapat 
mencapai 35 gA. Konsentrasi glukosa pun menurun 
dengan tajam seiring dengan peningkatan lisin. 
Biomassa yang dihasilkan terlihat lebih sedikit 
jumlahnya dibandingkan tanpa penambahan 
penisilin, ha1 ini menunjukkan akibat langsung 
pengaruh antibiotik pada sel bakteri. 

0 24 48 72 96 
IWdu fermentffl (jam) 

( t ~ d & - @ l )  t L 4 G i n M  @I) t B o m a s s a  @I) I 

pula. Untuk aliran udara yang masuk diatur laju Gambar 4. Profil bioproses oleh galur BL-1M76 tanpa 
aerasinya yaitu sebesar 0,5 vvm, sedangkan laju penambahan antibiotik di dalam medium 
putaran sebesar 200 rpm untuk 6 jam pertama dan molase skala fermentor 2 L. selanjutnya dilakukan peningkatan perputaran 
menjadi 600 rpm. Proses fermentasi dilakukan 
selama 96 jam, dengan pengambilan sampel setiap 24 
jam sekali secara periodik. Konsentrasi 1-lisin yang 
dihasilkan dapat dilihat pada Tabel 5. Profil progres 
fermentasinya untuk tiap perlakuan dapat dilihat 
pada Gambar 4 dan 5. 

Tabel 5. Konsentrasi 1-lisin yang dihasilkan oleh galur 
BL-1M 76 pada fermentor 2 liter dengan 
menggunakan medium basal molase 

0 24 43 72 96 

waktu fermentasi (jam) 

t ~ ~ k a m  + L J & K 3 ( ( l l ) t ~ ( ( l l )  

Pada Tabel 5 terlihat bahwa lisin yang 
diproduksi pada skala fermentor ini cukup besar 
dibandingkan dengan lisin yang dihasilkan pada 
skala labu. Banyak faktor  yang mendorong 
peningkatan hasil ini, selain medium fermentasi dan 
kultur bakteri yang lebih banyak juga ditunjang oleh 
kondisi fermentasi yang baik. 

Pada Gambar 4, terlihat bahwa fermentasi 
, tanpa penambahan penisilin G pada skala fermentor, 

lisin yang dihasilkan dapat mencapai 21 g/l. Terlihat 
juga penurunan glukosa yang cukup tajam, dan pada 
jam ke 96 jumlah glukosa yang tersisa sudah sedikit 

Gambar 5. Profil bioproses oleh galur BL-1M76 
dengan penambahan penisilin G 100 
unit/l di dalam medium molase skala 
fermentor 2L. 

Perbedaan yang menyolok pada hasil lisin yang 
diperoleh dapat diakibatkan dari adanya reaksi 
penisilin G berkonsentrasi 100 unitA pada bakteri, 
sehingga bakteri dapat mensintesa lisin lebih banyak. 
Adanya kerja penisilin G dapat mengakibatkan 
kebocoran pada dinding sel, bakteri yang meng- 
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akibatkan lisin mudah dikeluarkan dari dalam eel. UCAPAN TERIMA KMIH 
Banyaknya glukosa yang digunakan pada fermentasi 
tersebut berbeda, pada kontrol lebih sedikit daripada Penulis menyampaikan terima kasih yang 
fermentasi dengan penambahan penisilin G. Hal ini sebesar-besarnya kepada anggota Tim Peneliti Hibah 
dapat diakibatkan karena ke rja sel yang lebih banyak Bersaing V Khususnya Dr. Ir. Ratih Dewanti 
seperti mensintesa kebutuhan-kebutuhan sel yang Hariyadi M.Sc dan Dr. Ir. Erliza Noor, serta alumni 
sebagian dapat saja keluar akibat adanya kebocoran Jurusan TPG Ir. Mety Susilawati atas kejasamanya 
sel seperti halnya asam amino, menjadikan dalam penelitian ini. 
kebutuhan sel akan energi akan meningkat sehingga 
kebutuhan akan sumber karbon seperti glukosa amat 
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