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ABSTRAK 
 
Spons merupakan organisme porifera yang hidup di dasar perairan. Spons memiliki hubungan simbiotik 
dengan bakteri. Chalinula pseudomolitba merupakan jenis spons yang hidup di perairan Nusa Lembongan 
Bali dan memiliki bakteri simbion Bacillus firmus. Bacillus firmus memiliki aktivitas proteolitik dengan 
menghasilkan enzim protease ekstrasluler. Bakteri ini memiliki potensi untuk dikembangkan menjadi 
probiotik dalam meremediasi protein pada limbah organik sisa pakan tambak budidaya udang. Dalam 
upaya produksi bakteri Bacillus firmus untuk probiotik maka diperlukan optimasi pH dan salinitas media 
kultur. Tujuan dari penelitian ini adalah melakukan optimasi pH dan salinitas media kultur bakteri Bacillus 
firmus dari simbion sponge Chalinula pseudomolitba yang memiliki aktivitas proteolitik. Penelitian 
menggunakan metode eksperimen aboratoris. Penelitian telah berhasil melakukan uji optimasi pH dan 
salinitas media kultur terhadap pertumbuhan dan aktivitas enzim protease ektraseluler bakteri. Hasil 
penelitian menunjukkan bahwa bakteri Bacillus firmus memiliki laju pertumbuah dan aktivitas protease 
terbaik pada kondisi kultur dengan pH 8 yaitu dengan nilai sebesar 0,174 dan 31,763 IU/ml. Selain itu juga 
memiliki laju pertumbuah dan aktivitas protease terbaik pada salinitas media 30 ppt dengan nilai sebesar 
0,186 dan 35,278 IU/ml.  
 

Kata kunci : bakteri, simbion, sponge, pertumbuhan, protease 
 

ABSTRACT 

 
Sponges are sponges that live on the bottom of the water. Sponges have a symbiotic relationship with 
bacteria. Chalinula pseudomolitba is a type of sponge that lives in the waters of Nusa Lembongan Bali and 

has the symbiotic bacterium Bacillus firmus. Bacillus firmus has proteolytic activity by producing 
extracellular protease enzymes. These bacteria have the potential to be developed into probiotics in 
remediating protein in organic waste left over from shrimp pond feed. In an effort to produce Bacillus firmus 
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bacteria for probiotics, it is necessary to optimize the pH and salinity of the culture media. The purpose of 

this study was to optimize the pH and salinity of Bacillus firmus bacterial culture media from the symbiont 
sponge Chalinula pseudomolitba which has proteolytic activity. The research used aboratory experimental 
method. Research has succeeded in conducting tests to optimize pH and salinity of culture media on the 
growth and activity of extracellular protease enzymes in bacteria. The results showed that Bacillus firmus 
had the best growth rate and protease activity under culture conditions with a pH of 8 with values of 0,174 
and 31,763 IU/ml, respectively. In addition, it also has the best growth rate and protease activity at media 

salinity of 30 ppt with values of 0,186 and 35,278 IU/ml. 
 
Keywords: bacteria, symbionts, sponges, growth, proteases 
 

  

PENDAHULUAN 
 

Ekosistem lamun memiliki organisme 

asosiatif bentik seperti spons. Spons sebagai 

organisme sederhana memiliki mekanisme 

pertahanan diri dan adaptasi terhadap 

perubahan lingkungan antara lain dengan 

menghasilkan senyawa metabolit sekunder. 

Spons memiliki hubungan simbiotik dengan 

bakteri. Hubungan ini mencakup membantu 

pertahanan kimiawi, fiksasi nitrogen, 

fotosintesis dan penyediaan nutrisi dengan 

membantu translokasi metabolisme termasuk 

nitrifikasi. Karena peranan ini bakteri yang 

bersimbiosis dengan spons memiliki aktivitas 

menghasilkan enzim ekstrasluler protease. 

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.  

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 untuk pertumbuhan dan 

menghasilkan produk samping senyawa 

amonia dan nitrit yang bersifat racun bagi 

udang (El-Saadony et al., 2021). Limbah 

organik pakan ini harus didekomposisi agar 

tidak merusak kualitas media budidaya udang 

(Holt et al., 2019). Proses dekomposisi 

dilakukan oleh bakteri penghasil enzim 

protease ekstraseluler. 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. 

Dalam upaya tersebut maka diperlukan 

teknologi kultur yang optimal guna 

mendapatkan biomassa sel yang tinggi untuk 

aplikasi.  

Upaya peningkatan produksi biomassa 

sel memerlukan serangkaian optimasi dalam 

kultur, diantaranya adalah optimasi kondisi 

kultur. Optimasi kondisi kultur merupakan 

faktor penting yang mempengaruhi 

pertumbuhan dan biomassa sel bakteri (Oh et 

al., 2007; Zárate-Chaves et al., 2013). Suhu 

dalam kondisi kultur mempengaruhi 

pertumbuhan sel, sedangkan pH media kultur 

mempengaruhi produksi enzim (Rashmi et al. 

2017). Penelitian ini memiliki tujuan 

mendapatkan kondisi optimal dalam kultur 

bakteri Bacillus firmus untuk produksi 

biomassa bakteri. Optimasi kondisi kultur 

tersebut meliputi suhu, pH, salinitas dan 

agitasi.  
 

MATERI DAN METODE 
 

Materi dalam penelitian ini adalah isolat 

bakteri Bacillus firmus. Bakteri Bacillus firmus 

yang bersimbiosis dengan sponge Chalinula 

pseudomolitba (Gambar 1). 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 oC (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 30oC selama 

24 jam. Selanjutnya dilakukan scale up ke 

dalam medium zobell 221E cair 200 ml dalam 

erlenmeyer 500 ml, dan diinkubasi dengan 

suhu 30 oC dan diseker 150 rpm selama 24 

jam (Ayuningtyas et al., 2021; Pringginies et 

al., 2020). 
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Optimasi pH 

Medium zobell 2216E cair ditambah 

substrat susu skim, ko-substrat karbon dan 

nitrogen dengan konsentrasi optimum yang 

diperoleh dari eksperimen sebelumnya. 

Selanjutnya ditambahkan starter isolat yang 

memberikan OD 0,01 pada A600. pH medium 

diatur pada variasi 6, 7 dan 8 dengan 

penambahan larutan HCl 1N atau NaOH 1N. 

Salinitas 30 ppt dan 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 (Avcioglu et al., 2021)/ 

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. 

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. 

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 oC. Reaksi  dihentikan  dengan  

penambahan 1 ml trichloroacetic acid (TCA) 

10% lalu inkubasi selama 10 menit pada suhu 

37 oC. Kemudian disentrifugasi dengan 

kecepatan 10.000 rpm selama 20 menit. Pada 

1 ml supernatan di tambahkan Na2CO3 0,5 M 

dan pereaksi folin ciocalteus (1:2), campuran 

diinkubasi 30 menit pada suhu 37 oC. 

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 TAP (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 (λ) 

= 595 nm. Data absorbansi protein digunakan 

untuk penentuan nilai KP (kadar protein) 

satuan (gram/ml) dengan menggunakan 

persamaan standart BSA. Selanjutnya 

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 (IU/mg). 

 

Optimasi Salinitas 

Medium zobell 2216E cair ditambah 

substrat susu skim dan ko-substrat dengan 

konsentrasi optimum, diinokulasi dengan 

starter isolat yang memberikan OD 0,01 pada 

A600. pH media diatur pada pH optimum sesuai 

dengan hasil penelitian sebelumnya. Salinitas  

medium diatur pada variasi 15 o/oo, 20 o/oo, 25 

o/oo dan 30 o/oo. Kultur diinkubasi 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 (Kopperi et al., 2021).  

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Optimasi pH 

Optimasi pH dilakukan terhadap 

perbedaan level yaitu pH 6, pH 7 dan pH 8. 

Berdasarkan hasil penelitian menunjukkan

 

 

   
 

Gambar 1. Lokasi sampling, sampel sponge dan isolat bakteri Bacillus firmus 
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bahwa perlakuan optimasi pH berpengaruh 

signifikan (α < 0,05) terhadap pertumbuhan 

bakteri Bacillus firmus. Pengaruh perlakuan 

perbedaan pH terhadap respon pola 

polynomial pertumbuhan bakteri dari yang 

terendah ke tertinggi secara berurutan adalah 

pH 6, pH 7 dan pH 8 dengan nilai kepadatan 

bakteri pada puncak polynomial sebesar 

1,557; 2,815 dan 23,361 x 108 sel/ml 

(Gambar 2). Perlakuan pH 8 adalah yang 

terbaik terhadap pertumbuhan dengan pola 

polynomial y = -0,0274x2 + 1,6332x - 3,5799; 

R2 = 0,9667; R = 0,983. 

Perlakuan perbedaan pH berpengaruh 

signifikan terhadap pertumbuhan mutlak, laju 

pertumbuhan, jumlah generasi dan waktu 

generasi bakteri. Nilai pertumbuhan mutlak 

bakteri secara berurutan dari terendah ke 

tertinggi adalah pH 6, pH 7 dan pH 8 dengan 

nilai 1,422 a, 2,699 b dan 23,190 c x 108 

sel/ml (Gamabr 3). Nilai laju pertumbuhan 

bakteri secara berurutan dari terendah ke 

tertinggi adalah pH 6, pH 7 dan pH 8 dengan 

nilai 0,087 a, 0,113 b dan 0,174 c. Nilai jumlah 

generasi secara berurutan dari terendah ke 

tertinggi adalah pH 6, pH 7 dan pH 8 dengan 

nilai 3,521 a, 4,599 b dan 7,032 c. Nilai waktu 

generasi secara berurutan dari terendah ke 

tertinggi adalah pH 8, pH 7 dan pH 7 dengan 

nilai 4,035 a, 6,153 b dan 7,956 c. 

Berdasarkan hasil penelitian 

menunjukkan bahwa perlakuan perbedaan pH 

berpengaruh signifikan (α < 0,05) terhadap 

aktivitas protease dan aktivitas spesifik 

protease bakteri Bacillus firmus. Pengaruh 

perbedaan pH terhadap respon pola 

polynomial aktivitas protease bakteri dari 

yang terendah ke tertinggi secara berurutan 

adalah pH 6, pH 7 dan pH 8 dengan nilai 

aktivitas protease pada puncak polynomial 

sebesar 20,429 a, 26,936 b dan 31,763 c 

IU/ml. Perlakuan pH 8 adalah yang terbaik 

terhadap aktivitas protease dengan pola 

polynomial y = -0,0336x2 + 1,9373x - 4,1803; 

R2 = 0,8391; R = 0,916. Pengaruh perbedaan 

pH terhadap respon pola polynomial kadar 

protein bakteri dari yang terendah ke tertinggi 

secara berurutan adalah pH 6, pH 8 dan pH 7 

dengan nilai kadar protein pada inkubasi jam 

ke- 30 sebesar 11,232 a, 11,315 a dan 11,667 

a mg/ml. Perlakuan pH 8 adalah yang terbaik 

terhadap kadar protein dengan pola 

polynomial y = 0,0030x2 - 0,2653x + 16,630; 

R2 = 0,9956; R = 0,998.  
 
 

 

 
 

 

Gambar 2. Optimasi pH terhadap Polynomial pertumbuhan, aktivitas proteasen kadar protein 

dan aktivitas spesifik protease bakteri Bacillus firmus 
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Gambar 3.  Pengaruh perbedaan pH terhadap pertumbuhan mutlak, laju pertumbuhan, jumlah 

dan waktu generasi bakteri Bacillus firmus 

 

 

Pengaruh perbedaan pH terhadap respon 

pola polynomial aktivitas spesifik protease 

bakteri dari yang terendah ke tertinggi secara 

berurutan adalah pH 6, pH 7 dan pH 8 dengan 

nilai aktivitas spesifik protease pada puncak 

polynomial sebesar 1,811 a, 2,325 b dan 

2,817 c IU/mg. Perlakuan pH 8 adalah yang 

terbaik terhadap aktivitas spesifik protease 

dengan pola polynomial y = -0,0028x2 + 

0,1682x - 0,4673; R2 = 0,8224; R = 0,907. 

Berdasarkan penelitian perbedaan pH 

maka dapat disimpulkan bahwa perlakuan pH 

8 adalah yang terbaik dalam kultur bakteri 

Bacillus firmus. pH lingkungan berpengaruh 

terhadap pertumbuhan bakteri. Sedang pH 

mempengaruhi kecepatan aktivitas enzim 

dalam mengkatalis suatu reaksi. Hal ini 

disebabkan konsentrasi ion hidrogen 

mempengaruhi struktur tiga dimensi enzim 

dan aktivitasnya. Setiap enzim memiliki pH 

optimum di mana pada pH tersebut struktur 

tiga dimensinya paling kondusif untuk 

mengikat substrat. Bila konsentrasi ion 

hidrogen berubah dari konsentrasi optimal, 

aktivitas enzim secara progresif hilang sampai 

pada akhirnya enzim menjadi tidak fungsional 

(Sun et al., 2020). 

 

Optimasi salinitas 

Optimasi salinitas dilakukan terhadap 

perbedaan level yaitu 15, 20, 25 dan 30 ppt. 

berdasarkan hasil penelitian menunjukkan 

bahwa perlakuan optimasi salinitas 

berpengaruh signifikan (α<0,05) terhadap 

pertumbuhan bakteri Bacillus firmus. 

Pengaruh perlakuan perbedaan salinitas 

terhadap respon pola polynomial 

pertumbuhan bakteri (Gambar 5) dari yang 

terendah ke tertinggi secara berurutan adalah 

15, 20, 25 dan 30 ppt dengan nilai kepadatan 

bakteri pada puncak polynomial sebesar 

1,941; 3,109; 7,898 dan 40,327 x 108 sel/ml. 

Perlakuan salinitas 30 ppt adalah yang terbaik 

terhadap pertumbuhan dengan pola 

polynomial y=-0,0549x2 + 3,1163x - 8,9856; 

R2=0,9347; R= 0,967.  
Perlakuan perbedaan salinitas 

berpengaruh signifikan terhadap pertumbuhan 
mutlak, laju pertumbuhan, jumlah generasi 
dan waktu generasi bakteri. Nilai 
pertumbuhan mutlak bakteri secara berurutan 
dari terendah ke tertinggi adalah salinitas 15, 
20, 25 dan 30 ppt dengan nilai 1,786 a, 2,974 
ab, 7,744 bc dan 40,147 c x 108 sel/ml 
(Gambar 6). Nilai laju pertumbuhan bakteri 
secara berurutan dari terendah ke tertinggi 
adalah salinitas 15, 20, 25 dan 30 ppt dengan 
nilai 0,087 a, 0,111 b, 0,138 c dan 0,186 d. 
Nilai jumlah generasi secara berurutan dari 
terendah ke tertinggi adalah salinitas 15, 20, 
25 dan 30 ppt dengan nilai 3,529 a, 4,524 b, 
5,578 c dan 7,542 d. Nilai waktu generasi 
secara berurutan dari terendah ke tertinggi 
adalah salinitas 30, 25, 20 dan 15 ppt dengan 
nilai 3,767 a, 5,042 b, 6,191 c dan 8,052 d.
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Gambar 4.  Pengaruh perbedaan pH terhadap aktivitas protease, kadar protein, aktivitas 

spesifik dan total aktivitas protease bakteri Bacillus firmus 

 
 

 
 

 
 

Gambar 5. Optimasi salinitas terhadap Polynomial pertumbuhan, aktivitas proteasen kadar 

protein dan aktivitas spesifik protease bakteri Bacillus firmus 
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Gambar 6. Pengaruh perbedaan salinitas terhadap pertumbuhan mutlak, laju pertumbuhan, 

jumlah dan waktu generasi bakteri Bacillus firmus 

 

 

Berdasarkan hasil penelitian 

menunjukkan bahwa perlakuan perbedaan 

salinitas berpengaruh signifikan (α < 0,05) 

terhadap aktivitas protease, kadar protein 

dan aktivitas spesifik protease bakteri 

Bacillus firmus. Pengaruh perbedaan 

salinitas terhadap respon pola polynomial 

aktivitas protease bakteri dari yang terendah 

ke tertinggi secara berurutan adalah 

salinitas 15, 20, 25 dan 30 ppt dengan nilai 

aktivitas protease pada puncak polynomial 

sebesar 22,532 a, 27,282 b, 30,028 c dan 

35,278 d IU/ml (Gambar 7).  

Perlakuan salinitas 30 ppt adalah yang 

terbaik terhadap aktivitas protease dengan 

pola polynomial y = -0,0388x2 + 2,2319x - 

5,0285; R2 = 0,8537; R = 0,924. Pengaruh 

perbedaan salinitas terhadap respon pola 

polynomial kadar protein bakteri dari yang 

terendah ke tertinggi secara berurutan 

adalah salinitas 15, 20, 30 dan 25 ppt 

dengan nilai kadar protein pada inkubasi jam 

ke- 30 sebesar 12,269 a, 12,603 ab, 12,730 

ab dan 13,433 b mg/ml. Perlakuan salinitas 

30 ppt adalah yang terbaik terhadap kadar 

protein dengan pola polynomial y= 0,0021x2 

- 0,2037x + 17,035; R2= 0,9682; R = 0,984. 

Pengaruh perbedaan salinitas terhadap 

respon pola polynomial aktivitas spesifik 

protease bakteri dari yang terendah ke 

tertinggi secara berurutan adalah salinitas 

15, 20, 25 dan 30 ppt dengan nilai aktivitas 

spesifik protease pada puncak polynomial 

sebesar 1,833 a, 2,167 b, 2,239 b dan 2,776 

c IU/mg. Perlakuan salinitas 30 ppt adalah 

yang terbaik terhadap aktivitas spesifik 

protease dengan pola polynomial y=-

0,0029x2 + 0,1709x - 0,4610; R2 = 0,8369; 

R=0,915. Berdasarkan penelitian perbedaan 

salinitas maka dapat disimpulkan bahwa 

perlakuan salinitas 30 ppt adalah yang 

terbaik dalam kultur bakteri Bacillus firmus. 

Mekanisme bakteri yang hidup pada salinitas 

tinggi akan beradaptasi dengan tekanan 

osmotik. Selain itu sel bakteri harus 

mempunyai komponen konsentrasi garam 

yang rendah dalam sitoplasmanya (Saberi et 

al., 2020). 
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Gambar 7.  Pengaruh perbedaan salinitas terhadap aktivitas protease, kadar protein, aktivitas 

spesifik dan total aktivitas protease bakteri Bacillus firmus 

 

 

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 

pH 8 yaitu dengan nilai sebesar 0,174 c dan 

31,763 c IU/ml. Serta pada kondisi salinitas 

media 30 ppt dengan nilai sebesar 0,186 d 

dan 35,278 d IU/ml. 
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