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ABSTRACT

The study about the activity of the enzyme amylase from amylolytic bacterial isolates from wet sagoo starch and
its traditional provision environment had been done in Jayapura. The purposes of this study were to determine the
activity of amylase enzyme and to identify the bacteria isolated from wet sagoo starch and its processing
environment in Jayapura district. The method used was an experimental laboratorium in which isolation of
amylolytic bacteria was performed by using nutrient agar medium with 1% soluble starch on spreed pour plate
method. The enzyme activity was detected with 0.2% iodine in 2% potassium iodide which were able to form a
clear zone. The protein content of the crude enzyme extract was determined by the Bradford method using bovine
serum albumin (BSA). Amylase enzyme activity was determined by the formula: DUN/ml = [(R0-R1)/R0]
[dilution factor] DUN/ml (dextrinizing units per ml). The results showed that there were 15 isolates amylolytic
bacteria. Four (4) bacterial isolates have amylolytic power of more than 30 mm. The amilase activity of amylolytic
bacterial of all isolates were quite high: which were 35 577, 18 903, 32 106 and 46 600 U/mg for SU4, SU13, SU23
and SUA40 respectively. The identification of isolates indicated that the three isolates are members of the Bacillus
cereus ATCC 14 579 types with a similarity value of 71.70% to 81.10%, and one isolate is Bacillus subtilis ATCC 6501
members with a similarity value of 94.30%.
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PENDAHULUAN

Pengembangan pati menjadi produk bio-
industri telah lama diusahakan. Salah satu jenis
pati yang dimanfaatkan adalah pati sagu (Kanro,
2003; Limbongan et al., 2005). Jenis pati ini telah
diusahakan melalui proses fermentasi, namun
enzim yang digunakan sebagian besar masih
impor (Nurhalijah, 2008). Proses fermentasi
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diperlukan enzim amilase dari mikroba potensial
yang mampu menghidrolisis pati menjadi gula
dan asam organik (Pandey et al., 2000).

Kemajuan teknologi fermentasi, rekayasa
genetika dan teknologi aplikasi enzim berdampak
terhadap penggunaan enzim pada industri yang
semakin besar. Kunci kemajuan teknologi enzim
ini karena enzim diketahui sebagai katalis organik
yang sangat efisien, dengan akurasi yang tinggi
dan ekonomis (Azmi, 2006; Melliawati et al., 2006).

Enzim amilase memiliki kira-kira 25% dari
seluruh pasar enzim, hampir menggantikan
hidrolisis kimia pati pada industri pengolahan
pati (Pandey et al., 2000). Enzim ini memiliki nilai
komersial sehingga perlu dicari sumber lain
sebagai penghasil enzim amilase sesuai dengan
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karakteristik yang dibutuhkan (Carvalho, 2008).
Indonesia khusunya wilayah Papua dan Maluku
memilki 1,02 juta hektar atau sekitar 90% dari
jumlah total tanaman sagu yang ada Indonesia
(Lakuy & Limbongan, 2003).

Pengolahan di sentra penyediaan tepung
sagu di Papua khusunya wilayah Jayapura pada
umumnya masih dilakukan secara tradisional
(Kanro, 2003). Pada proses pengolahan dan materi
tepung sagu mengandung dapat bakteri. Bakteri
amilolitik pada tepung sagu dapat berasal dari
air, tanah dan limbah yang terdapat di sekitar
tempat penyediaan sagu. Selain itu, juga diketahui
ada dan dapat terjadi selama perjalanan menuju
tempat penjualan tepung sagu di pasar tradisional
(Gunaedi et al, 2009). Untuk memenuhi
kekurangan produktivitas enzim amilase di
pasaran dapat dilakukan dengan mengisolasi
isolat bakteri yang berasal dari bahan ini.
Tujuannya adalah untuk menaikkan nilai ekonomi
tepung sagu asal Papua khususnya Jayapura.
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui
aktivitas enzim amilase yang dihasilkan oleh
bakteri amilolitik yang berasal dari tepung sagu

basah dan lingkungan pengolahannya di
Kabupaten Jayapura.
METODE PENELITIAN

Penelitian dilakukan selama 12 bulan di
laboratorium Jurusan Biologi FMIPA Universitas
Cenderawasih, Jayapura. Sampel penelitian
diperoleh dari tempat penyediaan tepung sagu
secara tradisional di Distrik Sentani dan
Kemtukgresi, Kabupaten Jayapura. Sampel berupa
tanah, air limbah penyaringan tepung sagu,
tepung sagu hasil pengendapan diambil di
beberapa titik sentra produksi sagu.

Isolasi bakteri amilolitik dilakukan dengan
menggunakan medium nutrient agar + 1% pati
terlarut dengan metode tuang spreed plate (Pelzar &
Chan, 1993). Isolat yang didapat kemudian
diseleksi berdasarkan daya amilolitiknya dengan
menginokulasikan isolat ke dalam medium pati
agar dengan cara menitikan jarum ose tepat
ditengah medium (Soraya, 2012). Setelah masa

inkubasi 24 jam pada suhu ruangan, kultur
ditetesi dengan iodine 0,2% dalam 2% kalium
iodida hingga terbentuk zona bening yang
menandakan isolat bersifat amilolitik.

Enzim diekstraksi dengan cara
menumbuhkan satu ose isolat bakteri amilolitik
kultur murni yang memiliki daya amilolitik
terbesar pda medium minimal pati cair. Inkubasi
dengan cara digojog dengan kecepatan 1200 rpm
(rotary per minute), pada suhu 30°C dan waktu
inkubasi 48 jam. Enzim dipanen dengan cara
sentrifugasi medium kultivasi dengan kecepatan
4000 rpm selama 20 menit. Supernatan atau cairan
bening yang diperoleh merupakan ekstrak enzim
amilase kasar dan digunakan untuk pengukuran
aktivitas enzim dan kadar protein (Ginting, 2009).

Kadar protein dari ekstrak enzim kasar
ditetapkan dengan metode Bradford (1976)
menggunakan bovine serum albumin (BSA)
sebagai standard diencerkan sampai 50 mlL)
sebagai stok BSA. Persamaan linier yang diperoleh
dapat digunakan pada perhitungan kandungan
protein enzim amilase.

Dasar yang digunakan untuk uji aktivitas
amilase adalah pengurangan jumlah substrat,
yang ditandai dengan penurunan intensitas warna
biru dari kompleks pati iodine pada
spektrofotometer dengan panjang gelombang 700
nm (Gunaedi, 2009). Aktivitas enzim amilase
ditentukan dengan formula:

DUN/ml = [(R0-R1)/R0][faktor pengenceran]

DUN/ml (Dextrinizing unit per ml); R0, OD
enzim pada 0 menit dan R1, OD enzim pada 1 jam
menurut Espino dan Tambalo tahun 1997
(Gunaedi, 2009). Aktivitas spesifik a-amilase
diperoleh dengan membandingkan antara
aktivitas enzim (DUN/ml) dengan kadar protein
(mg/ml).

Identifikasi 53 karakter isolat dilakukan
secara morfologi, uji biokimiawi dan uji fisiologi
isolat. Data dipaparkan secara deskriptif atau
dalam bentuk tabel hasil pengamatan dengan
pendekatan metode numerik fenetik. Selanjutnya,
data digunakan untuk melihat hubungan
similaritas dan menentukan kedudukan takson
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bakteri amilolitik dengan strain acuanya dengan
bantuan program MS Exel 2010, Paint File Editor
(PFE), Multivariate Statistic Package (MVSP) dan
Paint Photo Shop Pro (PSP) versi 5.0 (Sembiring,
2003).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil pengamatan diperoleh 15 isolat bakteri
positif amilolitik. Isolat mempunyai ciri morfologi
yang berbeda satu yang lain (Gambar 1), dari 46
isolat bakteri yang ditemukan. Gunaedi (2009)
telah berhasil mengisolasi 118 bakteri amillolitik
dari berbagai sampel yang berasal dari beberapa
lokasi sentra penyedia sagu secara tradisional.

Daya amilolitik bakteri penghasil enzim
amilase cukup tinggi dari masing-masing isolat
(Tabel 1) dan pembentukan zona bening oleh 4
isolat bakteri amilolitik penghasil amilase terpilih
(Gambar 2). Isolat yang menghasilkan diameter
zona bening dua atau tiga kali diameter koloni
merupakan produser enzim yang potensial
(Ochoa-Solano & Olmos-Soto, 2006). Dari 15 isolat
amilolitik yang diperoleh dipilih 4 isolat yang
memiliki zona bening terbesar yang memiliki
indek amilolitik lebih dari 30 mm, yaitu Isolat
dengan kode SU4, SU13, SU23 dan SU40 (Tabel
1).

Kadar protein dari ekstrak enzim kasar
ditetapkan dengan metode Bradford (1976)
menggunakan bovine serum albumin (BSA)
sebagai standard.Persamaan garis linier y= 0,264
X+0,00131, R2=0,99 vyang diperoleh pada
pembuatan kurva standar BSA dapat digunakan
untuk perhitungan kandungan protein enzim
amilase sampel. Menurut Lee dan Fujio, tahun
1997, untuk mengukur kadar protein sampel
didahului dengan mengekstrak protein atau
enzim ektrak kasar sampel terlebih dahulu dengan
menumbuhkan inokulan pada media minimal pati
cair (ammonium sulphate starch medium) pada
konsentrasi pati 1%, digojog pada 120 rpm, suhu
30°C dan waktu inkubasi 48 jam (Gunaedi, 2009).

Pengukuran  aktivitas  enzim amilase,
menunjukkan bahwa aktivitas enzim setiap isolat
berbeda, isolat yang memilki daya amilolitik

tertinggi tidak selalu menghasilakan aktivitas
tertinggi bila dibandingkan isolat yang lain hal ini
terlhat pada SU4 dan SU23, tetapi pada pengujian
aktifias specifik enzim isolat yang memiliki daya
amilolitik tertinggi signifikan dengan nilai

aktivitas enzim spesifiknya (Tabel 2).
Pada saat proses pengukuran aktivitas
ada Dbeberapa faktor

enzim amilase,

yang

d

Gambar 1. Koloni bakteri. a. kenampakan pada media
yang ditumbuhkan pada petridisk, b. kultur
murni pada agar miring, c-d. morfologi isolat
mikroskopis setelah pewarnaan gram.

Gambar 2. Zona bening yang terbentuk dari bakteri
amilolitik terpilih.
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mempengaruhi kerja enzim yang tidak sesuai
dengan optimasi enzim yang dihasilkan masing-
masing isolat, misalnya saja pH dan suhu yang
sangat mempengaruhi kerja enzim. Pada
pengukuran pH, yang dipakai adalah pH netral
dan suhu ruang (30 °C) belum diketahui pH
dan  suhu optimumnya. Menurut
Handayani et al. (2002) pH dari suatu
larutan enzim dapat mempengaruhi

Berdasarkan hasil analisis profile matching
atau genera assignment terhadap karakter kunci
genus maka ke-4 isolat bakteri amilolitik yang
diperoleh dipastikan sebagai anggota genus
Bacillus (Tabel 1) karena semua isolat tersebut
menunjukkan kemiripan karakter dengan karakter

Tabel 1. Daya amilolitik isolat bakteri yang berhasil diisolasi
dari daerah Sentani dan Kemtukgresi.

keseluruhan aktivitas katalitik dengan No Kode Diameter (mm) Daya
berbagai cara dan sebagian besar enzim Isolat Koloni Zona bening  Amilolitik
paling stabil pada pH fisiologi (7,4), 1. SU-1 5,17 8,73 0,680
tetapi beberapa diantaranya memper- 2 SU-3 7,63 16,58 1,173
lihatkan pH maksimal pada kondisi 3. SU-4 3,67 16,36 3,457
sedikit lebih rendah atau lebih tinggi. 4. SU-7 7,67 18,74 1,546
Identifikasi ~ diawali ~ dengan 5. SU-9 14,47 24 48 0,660
menentukan kedudukan genera bagi 6. SU-13 2,86 11,72 3,373
setiap isolat (genera assignment) dengan 7 SU-16 6,17 18,63 2,019
menentukan karakter morfologi sel, 8. SU-17 11,46 17,38 0,516
oksidase, pewarnaan gram, aerobik 9. SU-23 3,39 15,75 3,646
atau fakultatif aerobik dan karakter 10. SU-26 7,41 16,22 1.188
katalase. Berdasarkan karakter kunci 11. SU-29 5,62 12,28 1,185
genus (genus key characters) setiap isolat 12. SU-31 5,12 15,52 2,031
yang ditemukan diidentifikasi (generic 13. SU-35 10,38 23 45 1,259
assignment) untuk memastikan bahwa 14. SU-40 231 18,47 6,995
isolat tersebut adalah anggota genus 15. SU-42 3,45 11,46 2321

Bacillus dengan menggunakan analisis
profile matching (Sneath et al., 1986).

Tabel 2. Data hasil pengukuran aktivitas enzim amilase.

Berdasarkan analisis karakter seperti

No Kode Aktivitas Kadar Aktivitas
pada Tabel 3, kgtiga isolat masuk ke Isolat Enzim Protein Spesifik
dalam genus Bacillus. (u/ml) (mg/ml) (u/mg)

Hasil pengamatan terhadap 53 7 ™"gyos 355774 0,2703 131,6349
karakter uji morfologi koloni, dan uji 5 §U-13 18,9031 0,3311 57 0855
blOklmlan, serta U]l flSlOlOgl isolat 3. SU-23 32,1062 0,2998 107/0909
bakteri amilolitik dipaparkan secara 4. SU-40 40,6006 0,2311 201,6148

deskriptif dalam bentuk tabel hasil
pengamatan (Vebrian, 2011). Data hasil

Tabel 3. Genera assigment beberapa isolat dan genus Bacillus.

karakterisasi pada isolat bakteri

) . No Uji karakter Kode isolat

tersebut melalui pendekatan sistem SU4  SU13 SU23 SU-40 Bacillus
numerik-fenetik, selanjutnya diguna- 1  Bentuk batang + + + ¥ I
kan untuk membuat dendogram guna 2 Motilitas + + + + +
menginterpretasi dan menentukan nilai 3 Oksidase + + + + +
similaritas isolat bakteri (Gambar 3) 4 Gram + + + + +
dengan  strain  bakteri amilolitik 5  Selberpasangan + + + + +
pembanding yang mengacu pada g Kji kataéase * * * * *

, . . naero - - - - -
Bergey’s Manual Systematical of Bacterio- 8 Aerob/fakultatif N . . N .

logy (de Vos et al., 2009).
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Isolat SU 4

84.9% |
. «Isolat SU 23

Isolat SU 13

semakin baik. Dengan demikian,
walaupun nilai similaritasnya rendah
belum tentu mempunyai hubungan
kekerabatan yang jauh, sebaliknya

T 75.5%
67.9% | :

Isolat SU 40

94.3%

|45%
67.9% |

Gambar 3. Dendogram yang menunjukkan hubungan similaritas
antara beberapa strain bakteri genus Bacillus dengan isolat
bakteri amilolitik terpilih berdasarkan karakter fenetik yang
dikonstruksi dengan simple matching koeficient dan unweighted

pair group methode average (UPGMA).

kunci genus Bacillus. Karakter kunci genus
tersebut diantaranya meliputi gram positif, sel
bentuk batang, memiliki endospora, motil,
bersifat aerob dan katalase positif.

Menurut Priest & Austin (1993), suatu
mikroba dapat dikatakan satu genus apabila
memiliki indeks similaritas pada karakter kunci
antara 89-99%, dapat dikatakan satu spesies
apabila memiliki indeks similaritas lebih dari 70%,
dan dapat dikatakan satu strain apabila memiliki
indeks similaritas 100%. Menurut Goodfellow &
O’Donnell (1993) apabila nilai similaritas antara
strain dengan strain lainya 270% maka
berdasarkan  taxospecies  concept  strain-strain
tersebut dapat dimasukkan ke dalam spesies yang
sama. Nilai similaritas dan kedudukan takson
bakteri amilolitik dengan aktivitas enzim tinggi
sebagai berikut: tiga isolat merupakan anggota
dari species Bacillus cereus ATCC 14579 dengan
nilai similaritas sebesar 71.70% sampai 81,10% dan
satu isolat anggota Bacillus subtilis ATCC 6501
dengan nilai similaritas sebesar 94,30%.

Berdasarkan uraian tersebut dapat diketahui
bahwa dengan metode taksonomi numerik,
similaritas yang didapat hanya bersifat fenetik dan
bukan menunjukan hubungan filogenetis/
kekerabatan (Sembiring, 2003). Semakin banyak
karakter yang diujikan maka hasilnya akan

Bacillus cereus ATCC 14579

Bacillus subtilis ATCC 6501
Bacillus coagulans ATCC 7050

Bacillus pumilus DSM 15030
100%

strain bakteri yang mempunyai nilai
similaritas  tinggi  belum  tentu
memiliki hubungan kekerabatan yang
dekat.

Isolasi  bakteri amilolitik
potensial penghasil enzim amilase
yang telah berhasil dilakukan ini
memberikan informasi kepada kita
tentang adanya sumber daya hayati
mikroba  amilolitik asal Papua
khususnya Jayapura. selain itu,
sebagai penghasil enzim amilase yang
memiliki peran potensial bagi dunia

industri terutama penguna enzim
amilase yang bisa dimanfaatkan.
Seiring dengan meningkatnya peng-gunaan

enzim, banyaknya kelebihan pengunaan teknologi
enzim, dan meningkatnya pekembangan rekayasa
genetik mikrobia, serta perkembangan proses
produksi yang kontinyu dewasa ini, maka
prospek pemanfaatan enzim asal mikroba ini
secara komersial sangat menjanjikan.

KESIMPULAN

Hasil penelitian yang dilakukan menunjuk-
kan bahwa bakteri amilolitik penghasil enzim
amilase dapat diisolasi dari lingkungan dan
tepung sagu basah hasil penyediaan secara
tradisional di Jayapura. Nilai aktivitas enzim
amilase bakteri amilolitik yang diisolasi dari
lingkungan dan tepung sagu basah hasil
penyediaan secara tradisional di Jayapura cukup
tinggi yaitu: isolat SU40 memilki nilai aktivitas
tertinggi yaitu sebesar 46.6006 U/ml dan yang
terendah adalah SU13 sebesar 18.9031 u/ml. Nilai
similaritas dan kedudukan takson bakteri
amilolitik dengan aktivitas enzim tinggi sebagai
berikut: tiga isolat merupakan anggota dari
species Bacillus cereus ATCC 14579 dengan nilai
similaritas sebesar 71.70% sampai 81,10% dan
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satu isolat anggota Bacillus subtilis ATCC 6501
dengan nilai similaritas sebesar 94,30%.
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