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FERMENTASI ENZIM PENISILIN ASILASE DARIT Bacillus
megaterium NRLL B-1363 DENGAN MEMAEAI ASAM
FENIL ASETAT SEBAGAI INDUSER
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MTISART

Enzim Penestlin asilase dapat dibasilkan dari bakrer Saetllns megaterinm
MNRLL-B-1388 dengan menumbubkannya padas media cair, Uik smemperaled
cairan cnsim, hedalam media _ll':fr.'r.'t'rj.’.-."il' diberiban tndwier g _.'-t'r.u'nr Al
Raktert yang tambnh dipisabkan dari media cairnya deagan sendrifuga adingin.
Foxdis! fermentas ferbaik wntuk menpnaiiiean engion gearalin asiiase difentnban
dempan menguy alofitas engim elama fermenrasi Gerlangsang, Penambaiias
asam fenel asetas vang-lepat dilaknbhan seielal 12 jam fermentast demgan jumizh
L5 gram perliter medium. Lama fermentasi yang ogtimal adalab 28 fam,
drperalel akiifiay dar cairgn engim _.*.-‘."rlf':z'."."r.' asilase sefrosar 0978 wees il dan
aketifitas spesifilenya 12318 unir/mg protetm,

ABSTRACT

Penicilin asilase enTym was produced from Sacillus megarerium NRLL-B-1368
bicterta by incnbation i Egwid medivm. To produce the ligurd enzym, into the
Jermentzrion mediume  the phenil ucevic inducer was added. The incubated
bacterta was separated from its liguwid medium by cool centrifugation. The best
fermentation condition in producing the penicilin asilase eriym was determined
By enzym dotivity testing during the fermentation period. The accurate enzym
additian of the acetic acd was done after 12 bowrs fermentation a5 L5 pramsl
medinm. The aptimum fermentation time 15 48 bonrs, the activity abtained was
9978 anit/mi and the gpecifie detitdry was 12316 unit/my grofein.



PENDAHULUAMN

Enzim penisilin asilase yang dikenal juga dengan nama lain penisilin amidase
atau amido hidrolase dengan nomor kode enzim E.C-3.5.1.11 adalah enzim
vang mampu menghidrolisis penisilin menjadi asam &-amino  penisilanat
{6-amino penicillanic 2eid, 4&-APA) 6-APA merepalan suatu senvawa vang
penting dalam pembuatan turunan penisilin #,

Dalam pengembangan obat-obaran vang digunakan untuk menerangi
p-tﬂ:.-‘:.l[j: infels :P:Ld;] manusia, pensiitian dan penes-fan spnbiotii herjalzon
terus, Untuk tujuan kKhemotrapi modifikas strukoure terus dizembanszan pada
masing-masing kerangka dasar antibiotik, disamping ditumbuhkannys kembali
Lkombinasi antibiotik vang akan digunakan dimasa mendatang. Penelitian
untuk mepcar:  antibintik-antibiotik  baru bertujuan  vntuk memperoleh
antibiotik yang lebih efektif, mempu-nyai aktifitas anti mikroba vang tinggi,
stabil dalam asam, talian B-lakcamase dan tidak menimbullkan reakst zlerz,
Antibiotik baru vang dimaksud adalzh antibiotik vang dibuac dari asam
4-amino penisilanac vang dikenal sebagai inbi penisiline Cara yang sedang
dikembangkan vntuk memperoleh f-APA adalah dengan jalan memecahkan
jenis penisinlin lain, misalnva penisilin G de¢ngan mengzunzkan enzim penisilin
asilase *'.

Enzim penisilin asilase vang dihasilkan oleh bakteri Saciilus mcgaterinm
bersifat indukcif, Keluarnva enzim harus dirangsang demgan adanva suatu
induser di dalam media fermentazsi . Penelitiam mi beriujuan untuk
mengetahui banyakova induser asam fenil asetat vamg tepar uncuk ditam-
hahkan kedalam media fermencasi agar diperoleh enzim penisilin asilase
maksimal. Kemudian juga mengamati pengaruh waktu penambahan asam feril
aserar selama fermentasi berlangsung. Fermenrasi dilabukan pada media cair
dan enzim penisilin asilase vang dihasilkan ditentukan akiifitasnva dengan
menghitung konsentrasi preduk & APA vang cerbentuk dari penguraian
suhstcrat benzilpemisilin.

METODOLOGT PENELITIANM
Bahan

Bahan yang digunakan dalam peneltian ini baktert Baerllus megareriivm
WNRIL-B-1368, nutrien agar, chserak daging, NaCl, asam fenil asetat, kalium
benzilpenisiling 6-APA, para dimetil amine benzaldehid dan lain-lain,

Alat
Alar vang digusskan melipod, alatalat gelas yang wmum  digunakan

dilaborarorium kimia serta instrumen penunjang lainnva, seperti sentrifuga,
shaker incubator, pH meter, autoklal, neraca analitik, spektrofotomerer.



Cara Berja

Bakteri Bactllus segaterium NRLL-8-1368 diperbanyak psds media paddat
rutrien agar, Inokulum dipercleh dengan memasukkan (0 mi aguades sterl
kedalamy tabung agar miringberisi biskan yang siap dipindahkan. Kemudian
diisitkan kedalam labu erlenmever vang celzh berisi medium fermentasi steril,
Medium lermentasi vang digunalan terdiri dari glukoss, ekeerak daging, Ma(l,
gliserin, pepton dan asam fenil ascan Peszmbahan asam fenil asetat ditakukan
dengan variasi wakou muobai dari awal fermestan kemudian Berturut-turae
setiap 1 jam fermentasi berlangsung ledalam  masing-masing mediuem.
Perlakvan ini dikerjakan pada subu 29°, 32" dan 35° C. Untuk mengetahui
konsentrasi asam fendl asetat vang tepat dalam medium, assm fenil aserat
diisikan kedalam mediuvm dengan varias: ¢ /d 2,5 g perliter medium. Lama
fermentasi optimal dalam menghasitkan enzim penisilin asilase ditentukan
dengan melakukan uji aktifitas enzim penisilin asilase yang diprodulsi oleh
Basillus mregaterium NRLL-B-1368 pada masing-masing waktu perlakuan
fermentasi, Sel Bakteri dan medium dipisahkan dengan sentrifupa dingin
ecepatan 4300 rpm selama 20 menit. | mi cairan enzim yang telah dipisahkan
dari sel ditambahkan | ml benzil penisilin dan 1 ml buffer posfat pH 7.3,
Campuran diinkubasi 30 menit pada 35°C. Produk §-APA vang terbentuk dari
hasil hidrolisis enzim terbadap substrat benzil penisilin direaksikan dengan
para dimetiliminobenzaldehid  menghasitkan  larutan berwarna  ku-ning,
absorbannya diukur dengan spektrofotometer pada panjang gelombang
maksimum 413 nm . Kadar protein dari cairan enzim ditentukan dengan
metoda Lowey, :

HASIL DAN PFEMBAHASAN

Dhare keriga variasi suhu yang dilakukan seperti terlihat pada gambar 1,
ternyata akiifitas enzim penisilin ssilase vang dihasilkan paling tingei pada saar
penambahan 2sam fenil aserat setelah 12 jam fermentasi berlanssung. Suhu
AT mervpakan subw vang paling cocok untuk pertumbuhan Facillis
sregaterinm NRLL-B-1368 seningga enzim vang dihasilkan paling banvak.
Penambahan asam fenil asetac yang dilakukan sebelum 12 jam fermentasi akan
memberikan akeifitas enzim vang rendah karena enzim vang dihasilkan sedikit,
wam  fenid sserat beesifat toksik teehadap  bakterl Baeilles mepaterium
WHEL-B.0368, nka asam fenil asetat ditambahkan dari awal fermentasi atau
selama fasa lug Derlangsung maka pertumbuhan mikroorsanisme skan

techambat ' . lika pemberian induser asam fenil asetat melewari 17 jam
fermencasi, enzim vang dihasikan juga berkurang, kelifztan

dari aktificasnya
FANg meturun, sarena pempertan induser vang terlambat akan mengurangi
ST VD Lastibany, Pada wakio fermentasi 12 jam, pemberian induser pada

ST i akan menghasdian ensin penisilin asilase vang banvak sehings
antifitasnya cingge.
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Cambar 1, Pengaruh wakws penamhbzhan asam fenil aserar terhadap akoivicas
enzim penisilin asilase pads suhu vang bervariasi

Diari Gambar 2 terlihat aktificas enzim meninghat pada penambahan asam fenil
seprar dari 0,3 ofd 1.3 g perliter medium. Semakin banvak asam femal aselat
vang Jiberikan maka sktifitas enzim semakin nails, herarti enziso vans
teranpsang untuk keluar cernakin hasvak. Tetapi bila konsentrasi s fenil
ssetat dicingkatkan lagi ternysta aktifitas enzim penisilin asilase tidak lag
hertambah. FHal ini menunjukkan babiwa penambahan asam fenil asetat b5 g
perliter medium sudah optimal untuk merangsang keluaenya epgim
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Gambar 2. Pengarub asam fenil asctat yang digimbulkan rerhadap aktivicas
enzim penisilin asilase



Jumlah enzim yang diproduksi oleh bakieri tidak lagi bertambal. Asam fenil
asetat pad fermentasi rendah merangsang pertumbuban dan menginduksi
sintesis enzim pendsilin asilase. fika konsentrasi tinpai, csam (il asetst akan
menghambat pertumbuhan dan juga menghambat sintesis enzim penisilin
asifase !,

Aktilitas enzim yang dihasilkan pada variasi lama fermentasi dapat dilihat
pada Gambar 3. ARtificas enzim penisilin asilase maksimum setelah fermentasi
48 jam, yaitu 2,978 unit/ml dan aktifitas spesifiknya 1,.2314 unit/mg procein.
Dari awal sampai 12 jam fermentasi kelibatan akeifitas enzim sedikit sekali,
Setelah fermentasi berlangsung selama 12 jam terjadi kemaikan aktifitas dan
mencapai maksimum setelah 48 jam. Hal ini discbabkan karenz induser amam
fenil asetat ditambahkan setelah 12 jam fermentasi,
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Gampar 3. Kueva varizsi lama fermentasi terhadap aktivitas enzim penisilin
asilase

Chiang dan Bennet telah memurnikan enzim penisilin asilase dari Bacillus
megaterinm ATCC 14945 dengan menggunakan media fermentasi yang terdisi
dari kasein, ucon lubrican LB 625, glukosa dan asam fenil asetar. Lama
fermentasi yang dibutuhkan untuk mencapai hasil enzim penisilin asilase
maksmum adalah 70 jam (2). Bila dibandingkan dengan pema-kaian media
fermentasi yang mengandung chstrak daging , giukosa, NaCl, gliserin dan
pepton ternyata pemakaian media yang megandung ehstrak daging ini
membutubkan waktu fermentasi yang lebih cepat dimana skrifitas enzim
penisifin asidase yang dibasiikan rmencapai maksimum setelab fermentasi 45 jam.
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Pada media vang berisi ehstrak daging terdapat sumber mitrogen yang lehih
banyak vaitu ekstrak daging dan pepton yang diburuhkan untuk pertumbuhan
mikroorpanisme dan sintesis enzim, Sedangkan pada media yang berisi kasein,
sumber nitrogen hanya terdapat pada kasein saja. Fnzim merupakan protein
yang disintesis dari rangkaian asum-asam amino vanz mengandung nitrogen,
karena media yang berisi ekstrak daging lebih banvak mengandung nitrogen,
maka sintesis protein enzim terjadi lebih cepac pada mikroorganisme vang
rumbuh pada media fermentasi berisi chstrak daging tersebut schingga lama
fermentasi vang dibutuhkannya lebeh cepar.

HESIMPULAN

Untuk memprodiksi enzim penisilin asilase maksimum dari bakeers Basillus
megateriunt NELL-B-1355 diburnhlan.

Induser asam fenil asetat sebanyvak .5 gr perliter medivm  fermentas.
Pemberian asam fenil asetat vang tepat adalah setelah 12 jam fermentas
berlangsung.

. Suhu fermentas untuk  perumbuban bakteri Sasiifes  mzgalorien
NRILL-B-1368 adalah 32°C dan lama fermentasi optimum 45 jam.
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