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Abstract

This study evaluated the amylolytic potential and extracellular amylase production of
Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis, and Bacillus cereus using qualitative and quan-
titative approaches. Screening was conducted using starch agar medium, where the for-
mation of clear hydrolysis zones indicated amylase activity. Growth curve analysis was
performed to determine the optimal harvest phase for enzyme production. Enzyme pro-
duction was carried out in a nutrient medium containing starch, and the crude enzyme
extract was tested for activity using the Somogyi—Nelson method. The results showed
that all Bacillus species tested exhibited amylolytic activity, with B. subtilis showing the
highest amylolytic index (1.97+0.05), whereas B. cereus demonstrated the greatest en-
zymatic performance, with an enzyme activity of 0.221+0.017 U/mL and a specific ac-
tivity of 5.25+1.31 U/mg protein. These findings indicate that B. cereus possesses supe-
rior physiological and genetic potential to produce high levels of extracellular amylase
compared to B. subtilis and B. thuringiensis. Therefore, B. cereus can be considered a
promising candidate for industrial amylase production, and further optimization of fer-
mentation conditions is suggested to enhance enzyme yield and catalytic efficiency.
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1. Pendahuluan

Enzim adalah biokatalisator makromolekul

yang
berperan untuk memulai maupun meningkatkan laju
ribuan reaksi biokimia dan metabolisme dalam sel
hidup!"). Amilase adalah istilah umum untuk enzim yang
menghidrolisis pati dan glikogen. Amilase dapat dibagi
menjadi a-amilase dan B-amilase menurut jenis isomer
hidrolisatnya.  Enzim  Amilase  (1,4-a-D-glukano
hidrolase, adalah salah satu enzim yang memiliki
kemampuan untuk mengkatalisis pemecahan pati dan
turunannya dengan menghidrolisis ikatan o-1,4-
glukosidik. Putusnya ikatan glukosidik a- (1-4) dalam
pati dan kompleks polisakarida lainnya menghasilkan
oligosakarida yang lebih kecil®?, serta membebaskan
gugus pereduksi*. Amilase mewakili sekitar 30% dari
seluruh pasar enzim di dunia. Protease adalah yang
pertamall,

Amilase banyak digunakan dalam produksi industri,
misalnya dalam industri pengolahan pati menjadi glu-
kosa, maltose, berbagai jenis dekstrin, dll®l. Di bidang
tekstil, amilase dimanfaatkan pada proses desizing
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untuk menghilangkan lapisan pati pada kain, termasuk
sutra berkualitas tinggi.
Sementara itu, dalam bidang farmasi dan medis, amilase

pada serat sintetis dan
digunakan sebagai komponen enzim industri, enzim
diagnostik, serta obat pencernaan untuk membantu
pemecahan karbohidrat dalam tubuh, selain itu, enzim
amilase juga banyak dimanfaatkan pada industri pa-
fermentasi, kertas, ternak, hingga
deterjen”). Luasnya aplikasi amilase dalam berbagai

bidang industri menyebabkan kebutuhan terhadap enzim

ngan, pakan

ini terus meningkat. Oleh karena itu, penelitian
mengenai penemuan sumber-sumber baru penghasil
amilase menjadi semakin penting dan menarik untuk
dilakukan.

Diantara makhluk hidup, tumbuhan, hewan, dan
mikroorganisme memiliki kemampuan untuk
memproduksi amilasel’l. Amilase yang diproduksi oleh
mikroorganisme lebih disukai karena ketersediaannya
yang luas dan memiliki potensi besar dalam memenuhi
kebutuhan industri pengolahan pati, salah satunya ada-

lah bakteri dari genus Bacillus. Genus ini dikenal se-
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bagai penghasil enzim ekstraseluler yang tahan terhadap
kondisi ekstrem seperti suhu tinggi dan pH yang berva-
riasi. Amilase yang diisolasi dari spesies Bacillus yang
berbeda memiliki sifat yang berbeda secara signifikan,
seperti pH dan suhu optimum serta kebutuhan ion
logam, setiap isolat Bacillus juga memiliki kemampuan
produksi dan karakteristik enzimatik yang berbeda, ter-
gantung pada kondisi pertumbuhan dan faktor ge-
netiknyal®,

Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis potensi
beberapa spesies bakteri diantaranya Bacillus subtilis,
Bacillus  thuringiensis, dan Bacillus cereus dalam
memproduksi enzim amilase serta mengevaluasi aktivi-
tasnya. Penelitian ini diharapkan dapat memberikan in-
formasi awal mengenai spesies atau isolat yang paling
potensial untuk dikembangkan sebagai sumber amilase
industri yang efisien dan ekonomis.

2. Bahan dan Metode

2.1. Bahan Kimia

Media Nutrient Agar, Nutrient Broth, pati, iodin, pep-
ton, MgS04.7H,O, KCI, reagen Bradford, Reagen
Carrez, reagen nelson, reagen fosfomolibdat, serta akua-
des.

2.2. Peralatan

Cawan petri, erlenmeyer, gelas ukur, spatula, kaca ar-
loji, bunsen, jarum ose, tabung reaksi, waterbath shaker,
sentrifus, dan spektrofotometer UV-Vis.

2.3. Mikroorganisme

Isolat bakteri Bacillus subtilis, Bacillus cereus, serta
Bacillus thuringiensis didapatkan dari stok gliserol La-
boratorium Biokimia departemen Kimia Universitas
Andalas yang diisolasi dari tanah tempat pembuangan
akhir (TPA) Air dingin kota Padang!®.

2.4. Prosedur Penelitian

2.4.1. Skrining Bakteri dengan Aktivitas Enzim Ami-
lase

Media untuk skrining aktivitas enzim amilase dibuat
dengan melarutkan 0,5 g pepton; 0,3 g NaCl; 0,2 g pati;
dan 2,0 g agar dalam 100 mL akuades, kemudian diatur
pH media hingga 71°. Media ini kemudian dituangkan
ke dalam cawan petri dan ditunggu hingga mengeras.
Isolat tunggal bakteri yang telah berusia 24 jam
diinokulasikan pada permukaan agar untuk diuji Sekresi
amilase. Agar diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam
dan kemudian diwarnai dengan larutan iodin 1%. Isolat
positif memiliki aktivitas amilase dideteksi dengan
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pembentukan zona bening pati terhidrolisis di sekitar
koloni pada lempeng patil'!l. Skrining dilakukan dengan
menentukan nilai Indeks amilolitik bakteri Bacillus
subtilis. Indeks Amilolitik ditentukan dengan rumus
berikut('?!:

Diameter zona bening (DZB)

Indeks Amilolitik (1A= 45 olont bakteri (DKB)

2.4.2. Pembuatan Kurva Pertumbuhan Bakteri
Media yang digunakan dalam pembuatan kurva bakteri
merupakan media Nutrient Broth (NB). Pembuatan kur-
va pertumbuhan bakteri dilakukan dengan tahapan beri-
kut, sebanyak 2 ose Bacillus subtilis hasil peremajaan
diinokulasikan ke dalam 150 ml media NB. Inokulum
diinkubasi pada shaker inkubator dengan kecepatan 150
rpm pada suhu 30°C. Inokulum diambil 10 ml dengan
interval waktu tertentu dan diukur jumlah sel dengan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 600
nm(!3],

2.4.3. Produksi Enzim

Sebanyak 1 loop strain isolat bakteri diinokulasikan ke
dalam 5 ml media produksi yang dibuat dengan mela-
rutkan 5,0 g pepton; 0,5 g MgS0O4.7H»0; 0,5 g KCI; dan
1,0 g pati dalam 1 Liter akuades!'’, dan diinkubasi
selama 24 jam. Sebanyak 2 ml inokulum ditambahkan
secara aseptik ke dalam labu produksi, erlenmeyer 250
ml yang berisi 50 ml media produksi, kemudian diinku-
basi dengan agitasi pada 180 rpm pada suhu 37°C hing-
ga fase stasioner. Pada akhir fermentasi, sel bakteri
dipisahkan dengan ekstrak enzim dengan sentrifugasi
pada 5000 rpm pada suhu 4°C, supernatan kemudian
dikumpulkan dan digunakan untuk pengujian aktivitas
amilasel'l,

2.4.4. Pengujian Aktivitas Enzim dan Aktivitas Spe-
sifik

Enzim amilase diuji berdasarkan aktivitasnya dalam
memecah pati menjadi molekul lebih kecil seperti gula-
gula pereduksi. Campuran reaksi yang berisi 1 mL:1%
pati sebagai substrat, 50 mM PBS pH 7, serta ekstrak
enzim, diinkubasi selama 60 menit pada suhu 37°C, A-
nalisis kadar gula yang dipecah oleh enzim amilase di-
lakukan secara spektrofotometri dengan metode So-
mogyi-Nelson. Kurva standar glukosa dibuat dengan
variasi konsentrasi 0, 20, 40, 60, 80, dan 100 pg/mL.
Sebanyak 1 mL sampel yang telah dipersiapkan serta
ditambahkan
dengan 1 mL reagen Nelson kemudian dipanaskan

larutan standar berbagai konsnetrasi

dengan waterbath selama 20 menit. Setelah itu sampel
didinginkan hingga mencapai suhu ruang (25°C) lalu
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ditambahkan dengan 1 mL reagen fosfomolibdat dan
divortex, kemudian ditambahkan dengan 7 mL akuades.
Selanjutnya sampel dianalisis dengan mengukur sera-
pannya pada panjang gelombang 540 nm!!4). Aktivitas
enzim dihitung dalam satuan Unit Enzim (U), yaitu
jumlah enzim yang diperlukan untuk menghasilkan 1
umol gula reduksi (maltosa atau glukosa) per menit.
Rumus yang digunakan!'>l:

. . Uy CxH
Aktivitas Enzim (E) ~BM alukosa <0<E
Keterangan:

C : Konsentrasi glukosa (png/mL)
BM Glukosa : 180 pg/umol
H : Total volume enzim-substrat (mL)
E : Volume Enzim (mL)
t : Waktu inkubasi (menit).

Penentuan protein dilakukan untuk menentukan konsen-
trasi enzim amilase yang didapatkan. Deret standar pro-
tein yaitu BSA (Bovine serum albumin) dibuat dengan
variasi: 0; 20; 40; 60; 80; dan 100 pg/mL. 0,5 mL dari
masing-masing deret standar protein serta sampel dit-
ambahkan ke dalam tabung reaksi. Pereaksi Bradford
ditambahkan sebanyak 10 mL ke masing-masing tabung
reaksi yang sudah terisi oleh sampel tadi. Inkubasi dil-
akukan pada suhu ruang selama 10 menit. Nilai absorb-
ansi larutan standar diukur dengan spektrofotometer
pada panjang gelombang 595 nm. Hasil nilai absorbansi
larutan standar diplotkan untuk mendapatkan persamaan
garis lurus. Grafik dibuat hingga mendapatkan persa-
maan y= ax + b. Setelah itu dilakukan penghitungan
Aktivitas spesifik enzim dengan rumus!!3):

U
Aktivitas Spesifik (—) =
mg

(Aktivitas Enzim (U/mL))
Kadar Protein (mg/mL)

3. Hasil dan Diskusi

3.1. Indeks Amilolitik

Skrining terhadap bakteri dilakuakan untuk menentukan
ada atau tidaknya aktivitas amilase yang dihasilkan oleh
masing-masing spesies bakteri Bacillus. Hasil skrining
ditampilkan pada Gambar 1 dan Tabel 1.

Hasil skrining awal ini menunjukkan bahwa ketiga
jenis spesies bakteri Bacillus termasuk ke dalam jenis
bakteri amilolitik yang memiliki kemampuan untuk
menghasilkan enzim amilase, Adapun nilai Indeks ami-
lolitik terbesar dihasilkan oleh Bacillus subtilis yaitu
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sebesar 1,97. Nilai indeks amilolitik dipengaruhi oleh
kemampuan bakteri dalam menghasilkan enzim, difusi
enzim di dalam agar, laju pertumbuhan mikroba, ukuran
koloni, serta kondisi media, maka dari itu, nilai indeks
amilolitik belum bisa menyatakan secara kuantitatif ak-
tivitas enzim amilase yang dihasilkan oleh masing-
masing bakteri.

Keterangan:

———> Zonabening
koloni

Gambar 1. Diameter zona bening dan koloni Bacillus
subtilis (a), Bacillus cereus (b), dan Bacillus Thurin-
giensis (c)

Tabel 1. Diameter zona bening dan koloni bakteri

Zona

. . Koloni Indeks

Diameter bening oy
(mm) amilolitik

(mm)
Bacillus subtilis 11,3+0,28 5,73+£0,25 1,97+0.05
Bacillus cereus 269 +2,00 19,8+3,36 1,37+0,12
Bacillus 12,6 £2,64 12,6 £0,69 1,01=+0,25
Thuringiensis

*pengukuran dilakukan dengan 3 kali pengulangan (n=3)

Penelitian sebelumnya yang melakukan pengujian
indeks amilolitik terhadap bakteri Bacillus subtilis yang
diisolasi dari tanah yang dicampur dengan limbah kulit
singkong menunjukkan indeks
3,1201%1, penelitian lainnya mendapatkan nilai amilolitik
sebesar 5,897l Enzim amilase berperan dalam
menghidrolisis pati  (amilum), yang merupakan
polisakarida, menjadi molekul yang lebih kecil seperti

amilolitik  sebesar

maltosa, glukosa, dan dekstrin. Prinsip dasar dari uji
yodium adalah reaksi spesifik antara yodium dan pati,
yang menghasilkan kompleks berwarna biru hingga
ungu, tergantung pada struktur pati yang ada. Warna
yang terbentuk akan berubah atau memudar ketika pati
terurai menjadi produk yang lebih kecil akibat aktivitas
enzim amilasel'®.

Yodium (Iz) dalam larutan lugol dapat berinteraksi
dengan rantai pati yang memiliki struktur heliks.
Interaksi ini terjadi karena molekul yodium tersusun di
dalam rongga heliks dari molekul amilosa (komponen
linear dari pati), menghasilkan kompleks berwarna
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birul'?l.

heliks cukup panjang, sehingga oligomer pati pendek

Kompleks ini hanya terbentuk jika struktur

seperti maltosa atau dekstrin tidak dapat membentuk
kompleks serupa. Saat enzim amilase memecah pati
menjadi molekul-molekul kecil, struktur heliks menjadi
terganggu, sehingga kompleks pati-yodium tidak dapat
terbentuk atau warnanya memudar. dengan demikian,
intensitas warna yang dihasilkan dapat menjadi
indikator keberadaan dan jumlah pati dalam larutan,
yang secara langsung mencerminkan aktivitas enzim
amilasel'”,

3.2. Kurva Pertumbuhan Bakteri

Produksi oleh mikroorganisme,
Bacillus, sangat dipengaruhi oleh fase pertumbuhan
selnya. Oleh karena itu, analisis kurva pertumbuhan
bakteri menjadi dasar penting dalam menentukan waktu
optimal pemanenan enzim amilase agar aktivitas yang
dihasilkan mencapai tingkat maksimum. Kurva
pertumbuhan bakteri umumnya terdiri dari empat fase

enzim termasuk

utama, yaitu fase lag, fase log (eksponensial), fase
stasioner, dan fase kematian[20} 211,
Produksi optimal enzim amilase umumnya terjadi

pada fase stasioner awal hingga pertengahan. Pada fase

ini, pertumbuhan sel mulai melambat akibat
keterbatasan nutrien dan akumulasi produk metabolik,
sechingga bakteri mulai mengalihkan aktivitas

metabolismenya ke arah produksi metabolit sekunder,
termasuk enzim ekstraseluler seperti amilase. Pada fase
ini, sel telah mencapai kepadatan optimum, dan sekresi
enzim ke medium mencapai titik maksimum(®?, oleh
karena itu, periode pemanenan enzim yang ideal
biasanya berada pada akhir fase logaritmik atau awal
fase stasioner.

Hasil Kurva pertumbuhan bakteri yang ditampilkan
pada Gambar 2 menunjukkan bahwa masing masing
bakteri Bacillus memiliki waktu pemanenan yang
berbeda berdasarkan awal fase stasionernya.

= B. cereus
* B Subtilis
1.0 4 B. thuringiensis
A _m32 4384
0.8 4=t fs A
(] - ® ° [ 3
9 064 AaS®
8 A.‘ & . u
S )
O 04 .-
ng e °
0.2 4
0.0 - '
T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Waktu inkubasi (Jam)

Gambar 2. Kurva pertumbuhan bakteri
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Bakteri Bacillus subtilis mengawali fase stasionernya
pada jam ke-28, Bacillus cereus pada jam ke-32, dan
Bacillus thuringiensis berada pada fase awal stasioner
setelah 38 jam. Pada bakteri, Fase stasioner dapat
bervariasi secara signifikan karena beberapa faktor,
termasuk ketersediaan nutrisi, adaptasi metabolik, dan
pengaruh genetik. Keberagaman intraseluler dan faktor
genetik berkontribusi pada variasi fenotipik dalam
populasi bakteri, mempengaruhi bagaimana sel yang
berbeda merespons kondisi fase stasioner. menyebabkan
variasi dalam kelangsungan hidup bakteri

3.3. Aktivitas Enzim dan Aktifitas spesifik Enzim
Amilase Kasar

Aktivitas enzim menyatakan ukuran kemampuan suatu
enzim (seberapa cepat) untuk mengkatalisis reaksi
hidrolisis pati (amilum) menjadi gula sederhana!?3],
adapun Aktivitas spesifik menujukkan jumlah unit
enzim per miligram protein. Satuan ini digunakan untuk
mengukur kemurnian enzim dalam campuran 4. Enzim
Amilase menghidrolisis pati dengan mekanisme
pengikatan molekul substrat (seperti pati) ke sisi aktif
enzim. Enzim ini bekerja secara endoenzimatik,
memecah ikatan glikosidik a-1,4 secara acak di dalam
molekul substrat. Produk utama dari reaksi ini adalah
oligosakarida dan disakarida seperti

glukosa, yang merupakan salah

maltose dan
satu jenis gula
pereduksi. Metode Somogyi-Nelson digunakan dalam
penelitian ini untuk mendeteksi adanya gugus gula
pereduksi yang terbentuk akibat

amilasel?3] [26],

aktivitas enzim

Hasil penelitian pada Tabel 2 menunjukkan bahwa
Bakteri B. cereus memiliki aktivitas enzim tertinggi
yaitu sebesar 0,221 U/mL, yang berarti setiap 1 mL
ekstrak enzim mampu mengubah 0,221 pumol substrat
per menit, sedangkan aktifitas spesifiknya sebesar 5,25
U/mg.

Tabel 2. Aktivitas enzim dan aktivitas spesifik enzim
amilase dari masing-masing bakteri

Bakteri Konsentrasi Konsentrasi Aktivitas Aktivita
Glukosa protein Enzim s
(ng/mL) terlarut (U/mL) spesifik
(ng/mL) (U/mg)
133,07+10,21  43,933+11,01  0,221+0,01  5,25+1,3
B.cereus
8 5 7 1
Busubtilis  42,423+4,497  27,266+4,163 0’0707*0’00 2’6151'0’1
B.thur;tsngtens 63.96141200  29.266+3,055 (),106;0,00 3,67;0,4

*pengukuran dilakukan dengan 3 kali pengulangan (n=3)
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Penelitian sebelumnya juga telah melaporkan adanya
aktivitas spesifik enzim amilase kasar dari B. cereus
sebesar 1.11 U/mg tanpa adanya pemurnian?’), se-
dangkan aktivitas lebih tinggi diproduksi oleh bakteri B.
cereus strain PW4 melalui kondisi produksi yang
teroptimasi nilai aktivitas enzim 141.91 U/mLP8],
sedangkan informasi mengenai aktivitas spesifik enzim
amilase yang dihasilkan oleh B.cereus dilaporkan oleh
Annamalai mencapai 43,9 U/mg setelah dilakukan
pemurnian dengan kromatografi DEAE-cellulasel®).

Rendahnya aktivitas enzim dapat dikaitkan dengan
beberapa faktor, termasuk kondisi produksi enzim.
Kondisi optimal untuk produksi enzim amilolitik pada
spesies  Bacillus  bervariasi, dengan penelitian
menunjukkan bahwa aktivitas maksimum terjadi pada
suhu inkubasi enzim yaitu pada suhu 50°C dan tingkat
pH (sekitar 6,5-7)3% selain itu pemilihan strain dan
optimalisasi kondisi pertumbuhan sangat penting untuk
meningkatkan potensi amilolitik3!,

Sementara itu, rendahnya aktivitas spesifik dapat
dipengaruhi oleh kadar protein dan kemurnian enzim.
Penelitian oleh Bano (2011) yang melakukan pemurnian
pada enzim yang diisolasi dari spesies Bacillus
mendapatkan kemurnian enzim sebesar 96,3 kali lipat,
menunjukkan aktivitas spesifik enzim yang besar
mencapai 1773 U/mgl?], penelitian lain menunjukkan
aktivitas spesifik sebesar 13,19 U/mg dengan adanya
pemurnian parsial enzim o-amilase dari B. subtilis
(MTCC 121)81,

Studi sebelumnya melaporkan bahwa B. cereus
memiliki kemampuan fisiologis dan genetik dalam
mensintesis enzim ekstraseluler dalam jumlah besar. B.
cereus memiliki banyak gen yang mengkode amilase,
seperti AmyC, AmyP, dan AMYs, dengan AMYs
sangat penting untuk produksi amilase ekstraseluler(*3],
B. cereus juga dikenal sebagai bakteri yang adaptif ter-
hadap variasi kondisi lingkungan dan mampu
memproduksi berbagai enzim hidrolitik, termasuk ami-
lase, protease, dan lipase, yang berperan dalam
degradasi substrat kompleks seperti pati. Enzim-enzim
ini umumnya bersifat termostabil dan aktif pada rentang
pH yang luas, sehingga mendukung efisiensi katali-
tiknyal34l,

Beberapa penelitian melaporkan bahwa B. cereus
menghasilkan amilase dengan aktivitas spesifik yang

lebih besar dibandingkan B. subtilis®%). Hal ini
mengindikasikan bahwa B. cereus tidak hanya
memproduksi lebih banyak enzim, tetapi juga

menghasilkan enzim dengan efisiensi katalitik lebih
tinggi terhadap substrat pati, lalu dibandingkan dengan
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B. thuringiensis, B. cereus menunjukkan aktivitas yang
lebih besar karena B. thuringiensis lebih dikenal
menghasilkan kristal toksin (Cry protein) sebagai me-
tabolit utama pada fase stasioner, sehingga sebagian
energi sel digunakan untuk pembentukan toksin terse-
but, bukan untuk sintesis enzim amilase. Hal ini dapat
menjelaskan mengapa produksi amilase B. thuringiensis
cenderung lebih rendah®¢: 37 Dengan demikian, dari
hasil perbandingan ini dapat disimpulkan bahwa B. ce-
reus berpotensi menjadi kandidat yang lebih unggul un-
tuk aplikasi industri penghasil amilase, terutama untuk
proses-proses yang membutuhkan enzim dengan aktivi-
tas tinggi, stabilitas baik, dan efisiensi katalitik tinggi.

4. Kesimpulan

Dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa ketiga jenis
bakteri Bacillus berpotensi menjadi kandidat yang baik
untuk aplikasi industri penghasil amilase, Bacillus cere-
us memiliki kemampuan yang cukup baik dengan nilai
aktivitas enzim 0,221 + 0,017 U/mL dan aktivitas
spesifik enzim 5,25 = 1,31 U/mg. Pengembangan lebih
lanjut dapat dilakukan melalui optimasi kondisi
fermentasi (pH, suhu, dan sumber karbon) atau rekayasa
genetik terhadap bakteri penghasil enzim amilase untuk

meningkatkan ekspresi dan stabilitas enzim tersebut.
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  Indeks Amilolitik (IA)=   Diameter zona bening (DZB)  Diameter koloni bakteri (DKB)


  Aktivitas Enzim   (  U  mL ) =   C×H  BM glukosa ×t×E


  Aktivitas Spesifik   (  U  mg ) =


   (   Aktivitas Enzim (U/mL)  Kadar Protein (mg/mL) )

