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Amylase enzymes (a-amylase, pan~~vlase, p/ukoan~vlase) have been used in various in~lu~strial 
prrrposes nowadays food and beverages, textile). Indonesia stiil imiport these enzvmes, becau.se &he 
entvt?ie production is not available. There are ni.0 ~nain proble~ns that constraint the enqvitle 
production which are not mwilahle high yielding nricroorgnnisni strain and expertises at e~~qvt?ie 
production technologies. In this research, indigenozrs nlicroorganisnz .vie/ding nn[vlase enqnzes have 
been isolated and selected@om the soil sample taken from unique iocntic.~n of Indonesia (I/j'ung kulon, 
Tanpkztban Peraltu, and Diengj. The purpose qf tl7i.r research is to ohtail7 hi$ ~~ieltl ing niin~lnse 
strains. Isolation stage yielded 56 isolnles o f  nlesophile hacreria ant! 37 isolates therinophile 
hocteria. .4jier selecfed there are IS i.so1ate.s oJ n~e.sophile bacierin and 5 isolates of thertiiopile 
bacteria which have high acti~-i<~.. The entvme octi~.ii~. m17ge heent.en 21 8.33- 746.3 I ' i~tl. Tlte Irighesf 
activity tras showed by isolate 17nnred.lI The prorein ccjnrent range heenr.en 0.82-4.13 mg nrl, ond 
fhe highesi specific activi& was showed kt.. .\ f [Iio isoiore. There nre j1.e selected isolnfes hove 
been ident!fied and all of then1 were Bncil/t(s sp. In tlrc electrophoretic ann/i.:c.i.s, there was ( I  niqj!lor 
hand which is indicated an nn?ylase band. 

PENDAHULUAN 

Ada empat jenls enzi~n yang telah diproduksi secara besar-besaran. yaitu protcase. 

glukoarnilase, a-arnilase, dan glukosa isomerase (Suhartono, 1989). Euzim amilase merupakan 

cnziln yang banyak digmakan di berbagai industri (makana~~, minun~an. tckstil). Enzim-enzim 

amiIase di~l~anfaatkan dalam konversi pati menjadi simp dekstrosa. sedai~gkan glukosa 

isomerase n.lenabmtu pengubahan selanjutnya mcnjadi sirup fruktosa (HFS). Pada industri 

tckstil, enziln arnilase digunakan sebagai pcndegradasi pati yang terdapat da1al.n serat bahan 

baku. Enzirn tersebut sampai sekarang masih diimpor 

Indonesia banyak nnenghasilkan bahan bcrpati sepcrti ubika~w sagu, dan lain-lain 

Pada tahun 1993 produksi ubikayu mencapai 17.3 juta ton (Statistik Indonesia. 1'994). 

Pcl~gernbangan proscs sccara enzilnatis pada bahan tcrscbut akan dapat mcningkatkan nilai 

ckonon~inya. Pengg~~naan a-amilasc yang tahan asam dan panas jika dikombinasikan dcngan 



amiloglukosidasc akan tcbih cfcktif b~la diaplikasikan dalam suatu industri sirup glukosa (Llyod 

dan Nelson. 1984) Pcngcmbangan mancut amilasc dewasa ini dapat digunakan untuk 

purm makanan tcrnak dan pcngcmbangan di b~dang kedokteran yaitu untuk pengujian 

labetes. lb~sansping ttu anlllasc juga digunakan dalam industri tekstil. Enzirn-enzirn milase 

juga digunakan da1ar.u industri tckstil sebesar 40 tonhulm (E. Sukara. P3 Bioteknologi LIPI. 

Kornunikasl pribad~) 

Sekalipun potcnsi pcngunaatl cnzirn-cnzim arnllase sangat besar, namun rnasih 

terdapat kendala. .i.aitu bahtva cnzin~ tcrscbut masih hams diimpor dan hargmya cukup rnahal. 

Untuk memproduksi scndiri juga masih nlcnghadapi beberapa kendala, antara lain tidak 

tersechanya strain mikroba ungul pcnghasit cnzinl amilase dm kurmgnya pengetahurn tentang 

teknologi produksi cnzim. Dilain pihak. pakar dari ncgara maju rnengakui bahwa negara yang 

kaya biodiversitas (tcm~asuk Indonesia) lncrupakan sumber mikroba maupun tanman yang 

potensial untuk h~ol)ro.s/)~~ctin,q (Fox. 1994). 

Enzin~ amilasc mcrupakan golongan cnzinl hidrolase yang berhngsi memecah pati. 

Enzim alnilasc terdiri dari bcbcrapa jellis ?.aitu a-amilasc. p-amilase, daii glukoarnilase. Enzim 

a-amilase adalah cnzini !,an3 mcmccah ikatan 1.4 glukosida dalam polisakarida dan hasil 

degradasinya. Hasii akhin~~.a adalah oligosakarida dcngan jumlah monomer dua sarnpai enam. 

Enzim ini n~erupakan golongan cndoalnilasc ?,ang nlcmccah substrat dari bagian tengah atau 

bagian dalam molckul sccara acak. p-an~ilasc tcm~asuk cndoamilase ymg bekerja pada ikatan 

1.4 glikosidik dcngan 117cm~ituskan ikataii dua unit glukosa dari ujung. Sedangkan 

glukoamilase l~lenrpakan cksoan.lilase Fang bekcria pada sisi motekul dengrn mernecah ikatan 

antar monomer dalani polisakarida. Hasil kcrja dari campurm ketiga enzim tersebut adalah 

dekstrin dan glukosa 

Mikroba !ang sudah ilmum digunakar~ ~~ntilk menghasilkan enzirn arnilase adalah 

bakteri B n c ~ l l z ~ , ~  dan kapang A.~pergil/~t.s, Kedua rnikroba dari genus tersebut mensekresikan 

bebe~apa enzini ckstrasclular dalam ju~nlah yang relatif besar (Aunstrup et.al, 1978). Selma 

ini pellelitian n~cngcnai prodi~ksi cnzin~ olcli baktcri rnasih sedikit dilakukan. Sedangkan enzirn 

yang dihasilkall baktcri tidak Icbih rcndah bila dibandingkan kapang. 

Enzim atnilase mcnlpakan cnzinl ekstraselulcr. paitu enzim yang dihasilksn didalarn sel 

tetapi dikeluarkan kc rtiediuin fcrn~entasi ulltuk nien~bantu kelangsunga~l hidupnya. Oleh karena 

itu uiltuk n~engisolasi bakteri yang n~emproduksi enzirn tertentu, diperlukan substrat yang dapat 
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menginduksi produksi enzim tersebut oleh sel bakteri. Enzirn jeIlls ini coeok diperduksi dalam 

skala besar karena ahasilkan &lam jurnlah relatif banyak serta tidak terlalu sulit metode 

Kimura dan Ghiba (1983) telah melakukan peneiitian a-anilase yang diproduksi olch 

B. subiilzs dengan substrat pati dari ubijalar dan barley. Scdangkan Ratanakhanokchal. c~ nl 

( 1992) mencoba Chlqflexus aurantincus untuk memproduksi arnilase yang dapat mc~lghidrolisis 

pati me4adi rnaltotetraose dan maltopentose. 

Dengan melihat kekayaan surnber bidiversitas mikroba di hdonesia, maka perlu 

dilakukan seleksi rnikroba unggul penghasil enzirn amilase t e n t m a  yang berasal dari daerah 

yang rnasih belum terpengamh oleh penmmarm lingkungan (native) dm daerah yang berciri 

sangat khas (eksotik). Daerah-herah seperti ini rnempakan sumber biodiversitas mikroba 

novel atau unik yang belum dieksplorasi 

Tujuan dari penelitim ini adalah untuk rnendapatkm koleksi kultur mikroba rnurni 

penghasil enzim amilase. Data karakceristik enzim yang dihasilkan oleh rnikroba terpilih. dan 

Profil protein enzlrn kasar pada gel akrilamid. 

BAMAN DAN METODE 

Ballan utama yang digunakan dalam penelitim ini adalah co~ltoh tanah dari beberapa 

lokasi (Taman Nasional Ujung Kulon, Kawah Dieng, dan Kalvah Tangkuban Perahu). Media 

untuk pertumbuhan terdiri atas yeast extract. Bacto tryptone. MgCI2. CaGl,. WzPOd, K~IIPQJ, 

NaCl, (NI-4)2S04, d m  pati ubikayu. Bahan kin~ia untuk analisis yang digunakan terdiri atas 

Pereaksi Lowry, pereaksi DNS, buffer sitrat-fosfat pH 7. standar BSA. standar maltosa. dan 

pereaksi ulltuk keperluan elektroforesis. 

Metode 

Karakterisasi dam identifikasi bakteri rnesofil penglaasil amilase 

Contoh tanah dian2bil dari beberapa dacrair. yaitu Tanla11 Nasional Ujung Kulon 

(native soil), kawah Dieng dan Tangkuball Pcrahi~ (csotic soil). Tannh dialnbil sccarn ascptik 

dan dimasukkan kedalm kantong plastik ster~l dan disimpan sampai sinp digunaknn 

Isolasi n~ikroba dari coilto11 tala11 dilakuknn dcr~gaii mctodc "cnrichnicnt culturc" 

mc~lggunakan substrat pati singkong (tapiokn). Sclcksi bnktcri pc~ighnsil amrlasc d~lakukrtn 



terbentuhya zona bening di sekibar isolat pada media yang mengandung 

pati. Esolat yang membe hasil positif dalm uji kualibatif akan ditumbuhkan pada medium 

propagasi dengan kondisi yans sarna. 

Tiap isolat yang diperoleh akan diuji kcmanpuailnya berdasarkan pcngukuran 

produksi b iomsa ,  kadar protein terlamt total. dan aktivitas enzinanya. Kadar protein diukur 

dengan rnetode L0w-y. Standar yang digunakan adalah Bovine Semm Albumin (BSA) dengan 

konsentrasi 100-800 ppm. Wasil reaksi diukur dengan spcktrofotometcr pada panjang 

gelombang 650 nm. 

Aknivitas milase diukur dengan cara mengukur banyaknya gula reduksi ~ a n g  

dihasilkan dan hidrollsis pati terlamt oleh enzim yang terdapat dalam supernatan. Sebagai 

deret standar maltosa dengan konsentrasi 100-700 ppm. Anafisis gula 

reduksi dilakukan dengan pereaksi DNS dengan bcrdasarkan serapannya pada panjang 

gelombang 550 m. Saw unit aktivitas amilase adalah sejunilah enzim yang dapat 

lne~lghasilkan gula rduksi (maltosa) sebanyak 1 pmol/menit pada kondisi pengujian. 

Berdasarkan data yang diperoleh dilakukan pemilihan isolat yang memiiiki profil 

pertumbuhan terbaik. Mriteria pemilihm didasarkan pada produksi biomassa. kandungan 

protein, aktivitas enzim, dan aktivitas spcsifik tertinsi. Isolat-isolat terpilih diidentifikasi 

dengan n~e~lggunakan nletode Bergey's Matmual for Bacteriology (Buchanan dan Gibbons, 

19774). Metode identifikasi didasarkan pada analisis sifat morfologi dan reaksi-rcaksi 

fisisoiogishiokimla untuk menentukan spesiesnya. n~cliputi pewarnaall Gram. uji meth!.! rcd. u.ji 

Voges-Proskaur (VP test), uji indol, uji hldrolisis pati. uji urease. u-ji nitrat, uji arabinosa. uji 

immmitol. uji sylosa, uji perturnbuhan pada mediun~ pH 5.7; suhu 45°C dan dalam NaCl 7%. 

Ekstraksi dan karakerisasi enzim amilase 

Setelah diperoleh isolat terpilih, dilakukan karakterisasi cnzin~ yang dihasilkan. 

Tahap pertallla dilakukan pengendapa~l protcin terlarut dalanl supernatan. Pcngcndapan 

dilakukan dcngm 70% alnmoniurn sulfat dan d~ikuti dermgan dialisis. Sclain itu diuii pula 

~>cngcndapan dengan aseton dingill (-20°C) dc~mgan perbandingall supcmatan:ascton = 1 :2. 

Endapan dipisal~kan dcngan sentrifugasi pada kcccpata~l 7500 rpm dan ditarutkan dalani buffer 

sitrat-fosfat . Protein hasil pc~lgelmdnpan akan ditiji karaktcristik~i?,a dcngaii pcngi~ ki~rnn 

aktivitas dnn clcktroforcsis Nativc-PAG.. Konscr~trat protcin digunakan irntrrk pcngt~.jian poln 

protcin dcngnn eicktroforesis Native-PAG. 

Elektroforcsis dilak~lkat~ dalnm gel polinkrilamid dcngnn korlscntrasi 'scpalati~ig ~ c l '  



8% dan 'stacking gel' 4%. Marker yang digunakan terdiri dari bovine s e w  alburnin dm 

chicken d b m i n .  Pew (staining) dilakukm menggunakan coornasie blue R-250 dengm 

konsentrasi 0,005% dalm ethanol dan asam asetat. 

Optirnaasi psoduksi enzirn arnilase 

Bada tahap awal dilakukan karakterisasi pertunlbuhan baktcri skala kecil dengan 

menggu labu erlemeyer 250 ml. Variasi kondlsi dilakukan terhadap pH dan suhu. pH 

media yang digunakan yaitu 5,s; 5,0; 6,5; 7,0; dan 7,5. Sedangkm suhu inkubasi divariasikan 

pada kondisi 30, 40, dan 50°C. Tolok ukur yang dimati yaitu opticnl densiry. biornassa. 

kandungm protein, aktlvitas enzim, d,an gula yang dihasilkan. Komposisi media yang 

digunakm sarna dengan media untuk keperluan isolasi. 

Secara mm proses isolasi dm karakterisasi mikroba serta snzim yang dihasilkm 

ditudukkan pa& Ganrbar 1. 

EKSPLOMSI 

§UMBER MIKROBA 

GONTOH TANAM 

ISOLASI DALAM 
MEDlUM SELEKTIF 

UJI AKTIVilTAS DAN 

IDENTIFIKASI 

DENGAN ELEKTROFORESIS 

Ganlbnr 1 .  Diagram nlir proscs isolasi dnn knrnktcrisnsi nrikrobtl pc~lglinsii cnzin~ nmilnsc 

l I 0  K(~r(z/i~c~ri .~(z.~i  EI~ZIII~  .I /I/I/(J.Y(~ 
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HASIL DAN PEMBAWASAN 

Dari tahap isolasi bakteri dari tanah dari 3 lokasi diperoleh 56 isolat bakteri mesofil 

yang ditandai dengan terbentuknya zona bening di sekitar koloni pada nledia agar yang 

mengandung patl tapioka dan mineral. 

Karakterisasi d m  iidentifikasi b&teri mesofil penghasil milase. 

I-Iasil isolasi menunjukkan adanya 56 isolat yang dapat menghasilkan zone bening 

pada media agar yang mengandmg pati (Gantbar 2). Keselumhan isolat tersebut dipilih dari 

isolat-isolat yang yang mmpu menghasilkan diameter zona bening Iebih dari 3 em. Hal ini 

menunjukkan bahwa ke-56 isolat bakteri tersebut rnampu menghasilkan enzim amilase. Zone 

bening terbentuk karena hidrolisis pati oleh aktivitas enzim arnilase. 

Gmbar 2. Zone bening disekitar koloni bakteri yang lllenunjukkan aktivitas enzirn anlilase. 

Kerapatan optik pada akhir pertumbuhan dari 56 isolat berkisar antara 0,169 

sampai 2.979 dengan Julnlah biomassa berkisar 0,420 - 1,776 g/l. Perbedaan tersebut 

diakibatkall oleh kemmpuan tiap-tiap isolat untuk ll~emperbanyak diri da lm  kondisi ymg 

diberikan. Dalam ha1 ini isolat yang mmpu tumbuh dengan baik melnbcrikan indikasi bal~wa 

bakteri tersebut manlpu mcina~faatkan satu-satunya sumbcr karbon dalam medium 

pcrtumbuhan. yaitu pati. Dalain produksi enzim akan lebih baik jika digunakan isolat-isolat 

yang malllpu tunlbuh dengal baik dengan induksi substratnya. 

Bcrdasarkail hasil penganlatan bio~nassa, aktivitas enzim, dan aktivitas spcsifik. maka 

dari 56 isolnt bakteri tcrsebut tcrpilih 15 isolat tcrbaik yaitu. MI1 M 11 !,,, M 111 ,, M V111?1, M 

\XI;. DKW 6. DKW 7. DKW 8. DKW 10. DKW l I .  DKW 13. DKW 14. DKW 27. DKW 37 

dan DKW 39 (Tabel I ) .  Isolat-isoiat tcrscbut nkan d~kcmbangknu pada tnl~ap pc~~c l i t i n~ i  



berikutn>a. Dari I5 isolat tcrp~lih. hasil tert~nggi untuk biomassa ditunjukkan oleh isolat DKW 

27 (1.032 dl). han~pir sama dcngan hasil >ang dicapai oieh strain standar B. sztbtil~s ATCC 

0060 sebesar 1.234 gllitcr 

Tabel t . Karaktcrisast dari tsolat baktcri iildigcnous nlcsofil terseleksi. 

lsolat OD,,,, Bion~assa Akt. cnzim Protein Akt. spesifi 

!dj Ulntl .dl U/mg protein 

M I I ,  

M 111" 
M I l l ,  
M VIII:, 
M 1x1; 
DKW 6 

DKW 7 

DKW 8 

DKtV 10 

DKW 1 1  

DKW 13 2.260 0.752 353.39 4.66 75.83 

DKW 14 2 229 0.72 1 268.28 0.95 282.4 

DKW 27 2.768 1.032 2 18.33 0.89 245.3 

DKW 37 2.565 0.985 357.09 3.61 98.92 

DKW 39 2,080 0.579 358.48 3.97 90.30 

ATCC 0060 2.685 1.234 759.80 1.23 627.72 
ATCC 0079 2.673 1.776 801 .SO 1.06 756.13 

Aktivitas cnzim bcrkisar aiitara 2 1 8.33-746.3 Ulml. Hasil tertinggi diperoleh oleh 

isolat M I I i , ,  (746.3 Ulrnl). Hasil ini 1.77% lebih rcndah dibandingkan aktivitas enzim anlilase 

Fang dihasilkan strain standar ATCC 0060 (759.8 U/ml) Sedangkan aktivitas ATCC 0079 

sebesar 801.5 UIm1. Hasil ini 6.88% lcbih tinggi dibandingkan aktivitas enzirn isolat M IIlc,.  

Dengan melihat kandullgan protcinnpa yang bcrkisar antara 0.82-4,13 g/1 maka aktivitas 

spesifik tertinggi dicapai olch isolat M I l l , ,  yaitu scbesar 697.48 U/n~g protein, dengan aktivitas 

enzim 746.3 U/nd dan protein 1.07 n~gln~l, Scdangkan aktivitas spesifik strain standar ATGC 

0060 sebesar 617 U/mg protein dan ATCC 0079 scbcsar 756.13 Ulmg protein. Aktivitas 

spesifik enzinl amilase yang dihasilkan oleh isolat M 11 lcbih tinggi 13,04% jika dibandingkan 

aktivitas spesifik enzin~ strain ATCC 0060. tctapi masih lebih rendah jika dibandingkan strain 

ATCC 0079 sebesar 7.76%. 



Dari 15 isolat tcrpilill bani dilakukan idcntifikasi 5 isolat yang hasilnya disajikm pa& 

Tabel 2. ldentifikasi dilakukan dengan mcngalnati sifat-sifat morfologi dan reaksi biokimia 

yang muncul dalam rcaksi bcrdasarkan mctodc Buchanm dan Gibbons (1974). Hasilnya 

menun-jukkan bahiva scmua isolat adalah Hnci1llr.s .sp Dipcrklrakan isolat M ITI adalnh R. 

pn~othenrinu. M 1 I I , ,  adalah 13. lichenil0rmi.s. M 11 1 adalah R. pnnrorhenticlrs, M VIIIzl 

adalah R. pzimilus. dall M t Pi ; ndalah 8. coo,q~rl~lt?s. 

Tabcl 2. Hasil idc~~tifikasi dari isolat baktcri mcsofil tcrselcksi 

Ekstraksi dan karakterisasi enzirn arnilase 

Pengendapan protein 

Penelitla11 sclai~utn>a adalah LIJI coba pcngcndapan protein dengan pereaksi organik 

(aseton) dan ammonium sttlfnt untuk nicnghasilkan cnz~m kasar Proses ini selain bertujuan 

~untuk n~cmckatkan cnzim jugn bcrtt~juan untuk fraksinasi kolnponen protein enzim berdasarkan 

sifat-sifat ioniknya Tahap ~ n i  juga scring dilakukan untuk n~cmisahkan enzirn dari komponen 

non-enzim yang masih tcrcanlpiir (Iranadi. 199 1 ) 



Menurut Stanbur? dan Whitakcr ( 1984). ada dua metade untuk mendapatkan fraksi 

protein. yaitu: 

a. 'Salting-out' protcin mcnggunakan garam anorganik, misalnya onium sulfat 

(O"JK)~SOJ). 

b. Menarnbahkan pcfarut organlk pada filtrat pada koildisi suhu < 5°C. 

Arinta ( 1064) men! arankan pcllggunaafl garan1 dcngan konsentrasi 70% Jenuh untuk 

ntengendapkan protein cnztm Untuk lncnghindari pcnambahan volume yang cukup besar. 

biasanya ditan~bahkan dalam bcnttlk padatan Waktu pel~gendapan minimal 15 menit. tetapi 

akan leblh efisicn j~ka proscs pcngcndapan dllakukan sernalanl pada suhu 4 ' ~ .  Setelah 

pengendapan ditkutt dcngan tahap dialisis Jang &an menghilangkm sisa gararn melalui 

rnembran semipern~cabcl 

Pengcndaparl cnzlm dengan pelarut organik scpcrti aseton akan menghasilkm produk 

dengan akti~itas t~nggl. tctapl kondlsl rcaksi hanrs dipcrtahankan pada suhu rendah (< -5°C) 

Aseton digunakan secara luas untuk fraksinasl protcin karena beberapa enzim sangat stabll 

dalm aseton sepcrtl hain! a cnzim amilase 

Dari I5 isolat tcrpilih dilakukan yji pcngcltdapan terhadap 5 isolat (Tabel 3). 

Tabel 3. Aktivitas cnzim amilasc sctclnh pcrlakuan pcngcndapan. 

Ternyata enzim kasar !ang dihasilkan dari pcngcndapan dcngan aseton memiliki aktivitas enzim 

yang lebih titlggi dibandingkan arnmoniunl sulfat (Cambar 3). Aktivitas enzim setelah 

pengendapan dcngan ascton berkisar antara 1 15.4-604.9 Ulml, sedmgkan setelah pengendapan 

dengan anmonium sulfat berkisar antara 67.4-497.6 Ulml. Ada dua isolat yang menunjukkm 

konsistensi aktivitasnya sctelah proses pengendapan, yaltu M 1110 dan M 1x13 Aktivitas enzim 

kedua isolat tersebut tctap tlnggi baik pada pcngcndapan dengan a~lmonium sulfat maupan 

aseton. walaupun tetap lebih tinggi aktivitasnya dengan pengendapm aseton. Sebalihya isolat 
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M VIII~I rnerniliki akti\,itas tcrtinggi pada pcngcndapan dcngan aseton (604,9 U/rnl) tetapi 

relatif sedang pada pelgendapan dengan ammonium sulfat. Sehingga dapat dikatakan bahwa 

pengendapan enzini amilasc ewok dilakukan dcngan rncngunakm aseton dibandingkan bahm 

pengendap lain karcnn enzil~~ nmilase Jang dihasilkan tidak kehilmgan aktivitrpsnya. Hat ini 

sesuai dengan pcmyataan Marl~lillg dan Champbcll ( 1 06 1 ) yang rnellgunakan aseton dalarn 

salah satu tahap panumian enzim amilasc pada suhu - IO"C. 

Gnnlbnr 3. Aktivitas cnzim sctclah pcngcndapan 

Elektrofaresis protein basil pengendapan 

Enzirll kasar !an% dihas~lkan dipcrs~apkan iintiik pemunlia~l dail penetapan bobot 

molekul mengunakan tck~rik clcktroforcsis Elcktroforcsis merilpakan salah satu teknik yang 

sangd tepd dan bcm~anfaat untuk mcmpclqjari karaktcristik protein. Pemisahan dengan 

elektroforcsis dikcmbangkan ntas dasar prinsip hnhnn sctiap ion atau gugus yang bemuatan 

akan bcrgerak scsuai dcngnn muatann!a bila kcpadanya diberikan medan Iistrik. Oleh karena 

protein mernp~ulyai muatnn \ang bcrbcda pada sctiap nilai pH keeuali pada titlk isoelekriknya, 

nlaka protcin juga aka11 berntigrasi dcngan kceepatari yang dipengaruhi oleh densitas rnuatamya 

(nisbah muatan terhadap ukuran molckul). Hasil clcktroforesis dapat dilihat pada Garnbar 4. 

Wasil elektroforesis n~cnu~!jnkkan adanya pita doniinan pada isolat M IIln Pita tersebut diduga 

adalah ellzim a~nilasc. Hal ini diduku1.19 dcngan data aktivitas spesifik yang tinggi. Semakin 

tmggi aktivitas spcslfik lnaka kompos~si protcin dalam ekstrak didominasi oleh enzirn yang 



dimaksud. 

Ganibar 4. Pola clcktroforesis prcparat cnzim kasar dari beberapa isolat 
pcilgllasil amilase pada Native-PAGE. 

Optimasi psoduksi enzirn amilase 

Sebeluni mcmproduksi enzim daiam fermentor, terlebih dahulu diawali dengan 

optimasi kondisi dala~ii labu erlcnnieycr luenggunakan varlasi pH awal media untuk kondisi 

fementasi yang sama !altu suhu 30°C dan kccepatan goyangan 175 rpm. Tiga isolat 

digunakan dalam pa~gujian kondisi optimum produksi enzim amilase. Pertimbangan 

digunakamya ketiga isolat tcrscbut adalah dua isolat (M Ill(, dan M 1x13) yang memiliki sifat 

enzim yang konsisten dengan dim cara pengcndapan Sedangkan isolat M 111 menunjukkan 

aktivitas jauh lebill tinggi derlgan palgendapan aseton daripada amonium sulfat. Ada 

beberapa faktor yang mc~npcngaruhi aktivitas enzirn yang dihasilkan oleh sel, yaitu substrat, 

pH, dan suhu. Substrat yang digu~~akan dalam proses fementasi berpengaruh terhadap 
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aktivitas dm produktivitas cnzim. Adan>,a sr~bstrat tcrtcntu didalam medium prduksi dapat 

memacu n~ikrmrganismc untuk mc~isckresi mctabolit seln?.a (Boing, 1982). Dalam penelitian 

ini digunakan pari scbagai substrat schinga baktcri dipacu untuk menghasilkm enzim anlilase 

yang dapat memccah pati. 

Suhu berpcnganll~ langsung tcrhadap kcccpatari pcrtumbuhan mikroba, kecepatan 

sintesis enzim. dan kcccpatan inaktivasi cnzin~. Sul~ t~  tcrlatu tinggi dapat mengakibatkm proses 

pengeringan protein >.ang dapat ~ncngakibatkan kenlatian sel. Sedangkan suhu ymg terlalu 

rcndah dapat mcngakibatkan bcrkurangn?,a aktivitas cnzlm sehingga pertumbuhan 

mikroorganismc tcrganeu. S ~ ~ L B  optimum prodrmksi cnzim amilase sekitar 25 - 30'6, karena 

itu digunakan suhu 70°C. 

Penentuala nila~ pH anal media fcr~~~cntasi adalah salah satu faktor lain yang penting 

untuk pertun~buhan ~nikrmrganismc dan pel~tbc~.ltukan produk metabolitnya. Lloyd dan Nelson 

( 1984) menyatakan bahm aktik itas optimum cnzim bcrkisar pada pH pertumbuhm 

mikrmrganisn~e pcngllasil cnzirn tcrscbut. Enzim arnilasc pada umumnya stabil pada kisaran 

pH 5.5-8.0. Aktixitns optininm Llmumn?.a tcqjadi pnda pH 4,8 dan 6,5. Akan tetapi pH 

optimum aktivitas cnzim ini bcrbcda-bcda tcrgantung organisnle penghasil enzinmya 

(Suhartono. 198"). Pcndapat scnada dikcmt~kakan olch Bull ( 1979) yang menyatakan Jenis 

nlikroba penghasil cnzini akan mcmpcnganihi aktivitas cnziin anlilase yang dihasilkannya. 

Enzim yang dihasilkan olch baktcri terutana dari gcnus HnciNzis, biasanya lebih tahan panas 

dan t~lenliliki aktivitas optimum pada pH ?sang lcbih tinggi dibandingkan enzim yang dihasilkan 

oleh kaparlg (Aiu~strup. 1979: Fogart?.. 1Y83). 

Sedangkan dalatn pcnclitian irli cnzim diproduksi oleh bakteri yang pertumbuhamya 

berkisar antara pH 5.5 san-tpai 7.5. Proses sakarifikasi !ang dilakukan oleh PT Ajinomoto yang 

melakukan biokollvcrsi pati dcngan cnzim a-amilnse dilakukan pada pH 7-8. Berdasarkan 

acuan-acuan diatas. maka pcnclitian ini mcnggunakan kisaran pH antara 5,5 sampai 7,5 dengan 

selang 0,s. 

Pengaruh variasi pH tcrhadap pcrtumbuhat~ lnikroba lnaupun aktivitas enzim yang 

dihasilkar~ dapat dilihat pada Tabcl 4. Pada tabcl ini tcrlihat bahwa aktivitas tertinggi untuk 

ketiga isolat bcrada padn kondisi pH 7,O. dcngan aktivitas tertinggi dicapai oleh isolat MIIl 

!.aitu 61 8:70 U/mI. Mcnunlt Fogart! dan Kelly ( 1  979). bentuk kuwa aktivitas dan nilai 

aktivitas optimun~ a-amilase tcrhadnp pH dapat bcrbcda-beda tergantung pada sumber enzim 

tersebut. Terilyata dari penclitian ini dari 3 isolat bakteri yang digunakan, pH optimum 



aktivitas enzint yang dihasilkann?,a hanrpir sania Kctiganya mcneapai aktivitas optimum pada 

pH 7.0. 

Buchaitan dan Gibbs ( t 974) mcnyatakan bahwa dcrafat k man untuk pertumbuhan 

Bncillzts sp berkisar antara pH 7 dan 8. Selain itu pa& pH 8,0 diharapkan kemungkinm 

kontanrinasi oleh kapang dapat diperkccil karena pcrtumbuhan kapmg membut&san pH relatif 

rendah. 

Tabel 4. Hasil pcngamatan OD. protein. gula. dan akt~b~tas enzirn pada beberapa variasi pH 
dart 3 #solat tcrplt~h 

Isolat pH OD,,,,, (mdml) enzim (mdml) spesifik 

Perturnbuhan tsolat M I ! ,  tcrnyata tetap balk pada pH 6,0 sampai 7,5 dengan OD 

berkisar 0,85-1.02 Pada kisaran pH 5.5-7.5 aktivitas cnzirn berkisar antara 483,63-618,70 

Ulmi dengan aktivitas enzim tcrtinggi dicapai pada pH 7,0 yaitu sebesar 618,7 Un ih l .  

Aktivitas spesifik berkisar antara 635.19-847.53 Ulmg protein dengan aktivitas spesifik 

tertinggi dicapai pada pH 7.0. 



Pertumbuhnn isolat M 111,, pada pH asam 5.5 - 6.0 kurang baik dengan nilai OD 

masing-masing 0.27 dan 0.42. Pcrtumbuhan mulni mcningkat pada pH 6.5: 7,0 dan 7 3  dengan 

OD maksin-gun] pada pH 6.5'. ?aitu scbcsar 0.83. Kadar protein semakin meningkat dengan 

peningkatan pH dcngan kisaran 0.872-1.070 mglml. Aktivitas enzini tertinggi dicapai pada pH 

7.0 \.-ah sebesar 6783 l Unit/ml. Pada kinctikn pcrtumbuhan isolat M Illo terlihat bahixa 

protein yang ada pada suspcnsi kultur mcnunJukkan kcnaikan sesuai dengan kenaikan aktivitas 

cnzim. Protein nrcdia ?.ang bcrassl dari ckstrak khamir dan bakto tripton digunakan oleh bakteri 

sebagai sumbcr nitrogen orgnnik. Mcnun~t Soputro (1987). selama proses perturnbuhan, selain 

dihasilkall enzirn an~ilsc. jugn dihasilkan protein cnzim ckstraseluler lain dan protein hasil 

tnetabolisnle baktcri. schinga tci-jadi pcningkatat~ kadar protcin. Produksi enzirn milase yang 

tinggi bcrkorclasi dcngnn kcnaikan kadar ckskrcsi nitrogcn organik. 

Isolat M 1 I 1 ;  tumbnh mcningkat dcngan ~ncningkatnya pH. Hal ini ditunjuuan dengan 

meningkatnya nilai OD inulai dnri 0.72 sampai 0-09. Aktivitas enzim berkisar antara 48 1.55 

(pH7.5 ) sampai dcngan 604.26 pnda pH 7.0. Bcrdasarkan hasil pcngamatan tersebut maka 

pH optimum untuk kctiga isolat tcrscbitt adalah pH 7.0 . 

KESllWPULAN DAN SARAN 

Kesirnpulan 

1. a. Telah tcrsclcksi l i  isoiat baktcri mcsofil pcnghasil cnzim anlilase dengan aktivitas enzirn 

berkisar antarrt 125.8 1-72 1.20 U/mI dnn aktivitas spcsifik 7 1,3-674,0 U/mg protein. 

Aktivitas tertinggi ditul!iukknn olch isolat M i l l , ,  (72 1.20 Ulml). Deinikian pula aktivitas 

spcsifik tcrtinggi ditul!iukkan olch isolat M llil,. yaitti sebcsar 674.0 U/mg protein. Dari 

15 isolat tcrscbut tclah diidcntifikasi 5 isolat. yaitu M Ill. M II, , , ,  M 1111, M VIII:,, dan M 

]XI,. Hasil idcntifikasi nlcnuqjukkan bah~va isolat-isolat tersebut masing-masing adalah 

B. pcznthorcnricr~s. H. l ichrnffi~m7is. N. pnnthorcnric2l.v. H. pz~milzrs, dan B.coagu1an.r. 

b. Pengendapan protcin Icbih baik n~cnggunaka~~ aseton daripada amoniunl sulfat. 

Penggunaan ascton rncnrti~jukkan aktivitas cnzim !rang lebih tinggi. Basil elektroforesis 

rnetlut!iukkan adn~i!,a pita dominan pada cnzim kasar yang dihasilkan oleh isolat M Ill,,. 

Pita terscbut dipcrkil-aka11 adalah cnzim aulilasc 

c. Berdasarka~i data optin~asi proses dikctahui bahwa pertumbuhan rnikroba optimal 

dilakukan pacin suhu -30°C dai~ pH 7.0. Dcngan demikian produksi selan-jutnya 

dilakuka~~ pada pf t tcrsebut . 



Saran 

Perlu dilakukan idc~~tifikasi isolat terpilih lebih lanjut sehingga dapat ditentukan sampai 

ke tingkat strain. Sclain itu pcrlu dilakukan pula pcngcmbangan metode identifikasi enzim yang 

lebih sensitif. Untuk mc~~gctahui karakteristik produksinya. prlu dilakukan peneiitim dengan 
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