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Soeka — Karakterisasi Penghasil a-Amilase dan Identifikasi Isolat C, yang Diisolasi dari Terasi Curah

KARAKTERISASI BAKTERI PENGHASIL o-AMILASE DAN IDENTIFIKASI
ISOLAT C, YANG DIISOLASI DARI TERASI CURAH SAMARINDA,
KALMANTAN TIMUR
[Characterization Bacteria Producing o— Amylase and Identification of
Strains C, Iso-lated from Bulk Shrimp-paste in Samarinda, East Kalimantan]

Yati Sudaryati Soeka
Bidang Mikrobiologi, Puslit Biologi- LIPI.
J1. Raya Bogor Km 46, Cibinong 16911
email: ceuceu_lipi@yahoo.com
Revisi: 29 Juli 2016

ABSTRACT

Enzymes a-amylase is one of the enzymes used in the process of starch degradation. This present study was aimed to characterize and iden-
tify a-amylase producing strain isolated from bulk shrimp-paste in Samarinda, East Kalimantan. An experiment was conducted to examine
influences of incubation, carbon source, substrate concentration temperature for incubation, pH of media, and addition of metal ions. Identi-
fication of strain C, was carried out by using Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega). The result showed that optimum activity of
a-amylase from C, after six days incubation was 18.93 U/mL. Tests on the type of substrate , soluble starch was the best source to produce o
- amylase (14.51 U/mL). However, at concentration of 2 % and incubation temperature at 40°C, enzymatic activity was decreased to 12.56
U/mL and 12.79 U/mL, respectively within residual activity of 74.75%. The enzyme activity was 16.43 U/mL and its residual activity was
39.14 % when it was assayed at pH 8.5. Addition of metal ions in the form of divalent and monovalent cations (I mM) showed that the
enzyme could be activated by ion Ca*" while ion Cu>*, Co®",Mg®*, Zn>", Na" decrease the activity of the enzyme. Molecular characteriza-
tion of strain C, using partial sequences of 16S rDNA demonstrated that the strain was reffered to as Bacillus subtilis.

Key words: shrimp-paste, a-amylase, enzyme activity, characterization, Bacillus subtilis

ABSTRAK

Enzim a-amilase merupakan salah satu enzim yang digunakan untuk proses degradasi pati. Penelitian ini bertujuan untuk melakukan
karakterisasi dan identifikasi biakan penghasil enzim a-amilase yang diisolasi dari terasi curah di Samarinda, Kalimantan Timur. Beberapa
percobaan telah dilakukan untuk menguji pengaruh waktu inkubasi, sumber karbon, konsentrasi substrat, variasi suhu, variasi pH, dan
penambahan ion-ion logam. Identifikasi isolat C, dilakukan dengan menggunakan Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega). Hasil
penelitian menunjukkan bahwa aktivitas optimum a-amilase dari isolat C, yang inkubasi selama enam hari yaitu sebesar 18,93 U/mL. Pen-
gujian terhadap jenis substrat, menunjukkan bahwa pati terlarut adalah sebagai sumber karbon yang terbaik dalam menghasilkan enzim o-
amilase (14,51 U/mL), namun pada konsentrasi substrat pati terlarut 2% dan suhu inkubasi 40°C aktivitas menurun, masing-masing menjadi
12,56 U/mL dan 12,79 U/mL, dengan menunjukkan residu aktivitas sebesar 74,75%. Pada pH 8,5 enzim menunjukkan aktivitas sebesar
16,43 U/mL dengan residu aktivitas sebesar 39,14%. Penambahan ion logam dalam bentuk kation divalen dan monovalen (1 mM), menun-
jukkan bahwa enzim dapat diaktifkan oleh ion Ca*" sedangkan ion Cu®*, Co**,Mg®*, Zn*", Na" menurunkan aktivitas enzim. Karakterisasi
molekuleri solat C, menggunakan urutan 16S rDNA parsial menunjukkan bahwa strain tersebut merujuk pada Bacillus subtilis.

Kata- kunci: terasi, a-amilase, aktivitas enzimatik, karakterisasi, Bacillus subtilis

PENDAHULUAN
Bioteknologi enzim yang bersumber dari
mikroorganisme secara umum banyak diminati oleh
industri (Ginting 2009; Alariya et al. 2013). Salah
satunya adalah enzim o—amilase (EC.3.2.1.1) disebut
juga sebagai 1,4—a-D-glukan glukanohidrolase atau
glukogenase. Enzim o—amilase dapat diperoleh dari
berbagai sumber seperti tanaman, binatang dan
mikroorganisme. Saat ini sejumlah enzim amilase
telah diproduksi secara komersial.
Penggunaan mikroorganisme dari  bakteri,
khamir, aktinomisetes dianggap lebih
menguntungkan karena mudah tumbuh, cepat dalam

jamur,

berproduksi dan kondisi lingkungan yang mudah
dikendalikan (Hoque et al. 2006; Kar and Ray 2008;
Gurung et al. 2013). Salah satu enzim yang sangat
potensial digunakan adalah enzim yang bersifat

*Diterima: 26 Mei 2016 - Disetujui: 17 Juni 2016

alkali, karena enzim yang bersifat alkali sangat ber-
manfaat untuk pembuatan bahan deterjen, sehingga
perlu ditemukan banyak mikroba sebagai sumber
penghasil enzim amilase dengan karakteristik yang
sesuai dengan kebutuhan (Sundarram and Murthy,
2014), mengingat enzim a-amilase sangat dibutuh-
kan di berbagai sektor industri, seperti makanan dan
minuman seperti sirup jagung, obat-obatan (medis)
seperti etanol, tekstil, aditif pada deterjen dan se-
bagainya (Sivaramakrishnan et al., 2006; Gurung et
al., 2013).

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan
isolat yang dapat menghasilkan enzim a-amilase dan
karakterisasi enzim amilase yang dihasilkannya.

BAHAN DAN CARA KERJA
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Persiapan Isolat

Isolat-isolat yang digunakan dalam penelitian
ini adalah C,, C;, C4 dan Cs yang disolasi dari terasi
curah berasal dari Samarinda, Kalimantan Timur.
Isolat-isolat ini ditumbuhkan dan dipelihara pada
media nutrien agar (NA), dengan komposisi terdiri
dari; beef extract 3 g, pepton 5 g, bakto agar 20 g,
dilarutkan dalam satu liter akuades, kemudian di-
inkubasi pada suhu 37°C dalam inkubator selama
tiga hari.

Media selektif a-amilase

Media yang digunakan untuk memproduksi
enzim amilase adalah YPSs (Yeast Pepton Starch
soluble) cair dan padat dengan komposisi; 0,2%
ekstrak khamir, 0,5% pepton, 0,3 % KH,PO4, 0,05%
MgSO,. 7TH,0, 0,01% CaCl,.2H,0, 2% agar dan 2%
pati terlarut sebagai
(Mangunwardoyo et al., 1982). Pengujian aktivitas
amilase secara kualitatif (Mishra and Behera, 2008).

sumber karbon

Pengujian aktifitas a-amilase secara kuantitatif
Sebanyak 0,5 ml larutan enzim ditambahkan
ke dalam 0,5 ml substrat 2 % pati terlarut dalam 0,05
M larutan bufer glisin-NaOH pH 8, kemudian
diinkubasikan pada suhu 40°C selama 10 menit.
Produk yang terbentuk berupa gula reduksi (glukosa)
diukur dengan metoda Bernfeld (1995). Sedangkan
untuk mengetahui konsentrasi gula reduksi yang ter-
tentu, digunakan larutan standar glukosa (Kiran ef al.
2005). Pengujian dilakukan dalam 2 kali ulangan.

Karakterisasi enzim a-amilase
Pengaruh waktu inkubasi

Untuk mengetahui pengaruh lama waktu
inkubasi terhadap aktivitas enzim oa-amilase,
dilakukan pengamatan dan pengujian aktivitas enzim
a-amilase setiap hari selama satu sampai delapan

hari inkubasi.

Pengaruh penambahan sumber karbon

Pengaruh penambahan sumber karbon yang
akan dipakai sebagai substrat terdiri dari pati terlarut,
tepung terigu, beras, beras ketan, sagu, tapioka,
maizena dan dedak beras dengan konsentrasi masing
-masing 2%.
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Pengaruh konsentrasi sumber karbon optimum

Pengaruh  konsentrasi  substrat terhadap
aktivitas enzim diuji dengan cara mereaksikan
larutan enzim dengan substrat karbon optimum pada
konsentrasi 0,5%, 1%, 1,50%, 1,75%, 2% dengan
waktu inkubasi optimum.

Pengaruh suhu dan stabilitas enzim.

Pengaruh suhu terhadap aktivitas enzim
amilase diuji dengan cara mengukur aktivitasnya
pada suhu 30, 37, 40, 50, 60, dan 70°C dengan waktu
inkubasi, sumber karbon dan konsentrasi substrat
sumber karbon optimum. Uji pengaruh suhu terhadap
stabilitas enzim dilakukan dengan cara menginkubasi
enzim dengan variasi suhu selama 10 menit sebelum
dilakukan pengujian residu aktivitasnya.

Pengaruh pH dan stabilitas enzim.

Pengaruh pH terhadap aktivitas enzim a-
amilase, diuji dengan cara melakukan pengujian ak-
tivitas enzimatik dalam larutan bufer glisin dengan
waktu inkubasi, jenis dan konsentrasi sumber karbon
dan suhu optimum. Larutan bufer yang digunakan
adalah 0,05 M bufer glisin NaOH pada pH 7; 8; 8,5;
9; 10; 11. Uji pengaruh pH terhadap stabilitas enzim
dilakukan dalam bufer dengan beberapa variasi pH
selama 10 menit sebelum dilakukan pengujian ter-
hadap aktivitasnya.

Pengaruh penambahan ion logam.

Pengaruh penambahan ion logam Ca2", Cu?",
Co?" , Mg?", Zn?" dan Na* dalam bentuk garam
CaCl,, CuCl, , CoCl, , MgCl,, Zn Cl, dan NaCl yang
bersifat aktivator atau inhibitor terhadap aktivitas
enzimatik, dilakukan di dalam kondisi waktu
inkubasi, sumber karbon, konsentrasi substrat, suhu
dan pH optimum bagi aktivitas enzim.

Identifikasi isolat.

Isolat C, diidentifikasi secara molekuler
dengan cara melakukan sekuensing 16S rDNA
menggunakan primer OF (5°-
GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) dan 1510R (5°’-
GGCTACCTTGTTACG ACTT-3).

Amplifikasi 16S rDNA.
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Gambar 1. Isolat C; (no 5), C; (no 6), C4 (no 7), Cs (no 8) menunjukkan kemampuan dalam mendegradasi
pati terlarut (Strain of C,(no 5), Cs (no 6), C4 (no 7), Cs (no 8) showed capability to degrade

starch soluble)

Aktivitas g-amilase (U/mL)
(a-amylase activity)

1 2 3 4 5 6 7 8

‘Wak tu inkubasi (hari)
(Incubation period (days)

Gambar 2. Pengaruh waktu inkubasi terhadap
aktivitas enzim (Effect of incubation
time on enzyme activity)

DNA dari isolat bakteri C, diisolasi
menggunakan Wizard Genomic DNA Purification
Kit (Promega). Amplifikasi 16S rDNA dilakukan
menggunakan metode PCR dengan primer universal
yaitu 9F dan 1510R. Komposisi per reaksi sebesar
50ul terdiri dari primer 9F dan 1510R 10 mM,
masing-masing sebesar 1,25 pl, DNA templete 2 puL
(10-100 ng), Go Taq® master mix (Promega)
sebesar 25 pl, dan Ultra pure water DNA/RNAse
free 20,5 ul. Reaksi PCR
menggunakan Thermalcycler (Takara, Shuzo, Co.
Ltd.) dengan kondisi sebagai berikut : predenaturasi
pada 95°C selama 3 menit, dilanjutkan dengan 30
siklus yang terdiri dari denaturasi pada 95°C selama
30 detik, perekatan pada primer 50°C selama 30
detik, pemanjangan pada 72°C selama 90 detik, dan
pemanjangan akhir pada 72°C selama 7 menit.

AKktivitas o-amilase (U/mL)
(a-amylase activity)
5

o]

N

N || I

(0 T T T T T T 1

Pati Terigu  Beras  Ketan sagu  Tapioka Maizena  Dedak
Terlarut  (wheat) — (rice) (stickyrice) (sago) (tapioca)  (com  beras (vice
(starch starch)  bran)

soluble o
Variasi sumber karbon

(Variation carbon source)

Gambar 3. Pengaruh variasi sumber karbon
terhadap aktivitas enzim (Effect of
carbon source variation on enzyme
activity)

Produk PCR dipurifikasi dan dilanjutkan dengan
sekuensing dengan Genetic analyzer ABI 3130.
Hasil sekuensing dicek, diedit dan disambungkan
menggunakan program Bioedit. Fasta yang diperoleh
di blast dengan Gen Bank NCBI.

HASIL

Dalam proses produksi selain bahan baku,
maka hal yang juga perlu diperhatikan adalah jenis
mikrobia yang dipakai dan faktor lingkungan.
Parameter-parameter yang perlu diperhatikan adalah
waktu inkubasi, pengaruh penambahan berbagai
macam jenis sumber karbon, pengaruh konsentrasi
substrat, pengaruh suhu dan pH, dan penambahan
ion logam yang bersifat aktivator atau inhibitor.

Isolat C, (no 5), C; (no 4), C4 (no 7), Cs (no 8)
dapat mendegradasi pati terlarut dengan adanya zona
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Altivitas g-amilase (U/mL)
(a-amylase activity)
®

0
14
9%
W

0 0.5 i 1.5

Konsentrasi substrat pati terlarut (%)
(Soluble starch substrate concentration)

Gambar 4. Pengaruh konsentrasi substrat pati terlarut terhadap aktivitas a-amilase
(Effect of concentration of soluble starch as its substrate on activity of o amylase)

(a-amylase activity)

—o— Aktivitas enzim

Alktivitas amilase (U/mL)
Stabilitas enzim
(Stability of the enzyme)

~#— Stabilitas enzim

8]

30 37 40 50 60 70

Variasi suhu (°C)
(Variation in temperature)

Gambar 5. Pengaruh suhu terhadap aktivitas dan stabilitas enzim (Effect of temperature on
activity and stability of enzyme)

3 18 12
£- 16 =
2 & 10
98 14
33 2
g3 12 8 s
i3 H
R 10 g3
3§ 6 33
R 8 N
S s
g £3
f: 6 —+— Aktivitas amilase 4 = £
= =
4 —#— Stabilitas enzim “g
2 a
2 N~
0 0
7 8 8.5 9 10 11
Variasi pH
(Variation in pH)

Gambar 6. Pengaruh pH terhadap aktivitas dan stabilitas enzim (Effect of pH on activity and
stability of enzyme)
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Aktivitas o

16
14
12
10
8
6
4
2
0

Tanpa Ca**
logam

(without
metal)

Cu** Co**

Variasi ion logam 1 mM
(Variations of metal ions 1 mM)

Mg Zn** Na*

Gambar 7. Pengaruh penambahan ion-ion logam terhadap aktivitas enzim (Effect of addition of metal

ions on enzyme activity)

bening di sekitar koloni isolatnya (Gambar 1). Zona
bening yang terbentuk di sekitar koloni isolat C,(no
5) terlihat yang paling besar dibandingkan dengan
isolat C; (no 4), C4 (no 7), Cs (no 8), sechingga isolat
C, dipilih sebagai isolat yang digunakan pada
penelitian selanjutnya. Pengaruh waktu inkubasi ter-
hadap aktivitas enzim diltentukan dengan pengujian
selama delapan hari. Hasil pengujian menunjukkan
bahwa aktivitas enzim mengalami fluktuasi berkisar
antara 6,73-18,93 U/mL. Aktivitas o-amilase dari
isolat C2 mempunyai nilai optimum pada hari
keenam, yaitu sebesar 18,93 U/mL (Gambar 2). Pada
hari pertama sampai hari keenam terjadi kenaikan
aktivitas walau pada hari ke dua terjadi penurunan
dibanding hasil pada hari pertama, sedangkan pada
hari ketujuh dan delapan terjadi penurunan aktivitas
kembali.

Enzim o-amilase menunjukkan aktivitas
optimum dalam menggunakan sumber karbon dari
pati terlarut pada konsentrasi 2% sebesar 14,51 U/
mL, sedangkan pada tepung terigu, beras, dan beras
ketan, tapioka, maizena (tepung jagung) dan dedak
beras masing-masing menunjukkan aktivitas sebesar
8,91, 11,29, 7,66, 5,05, 4,07 dan 7,59 U/mLPada
(Gambar 3). Aktivitas terendah adalah pada sumber
karbon dari sagu, yaitu sebesar 2,11 U/mL. Aktivitas
enzim o-amilase pada konsentrasi substrat pati
terlarut sebesar 0,5%, 1%, 1,5% dan 1,75% masing-
masing adalah sebesar 8,45 U/mL, 8,43 U/mL, 9,35
U/mL dan 9,89 U/mL (Gambar 4). Aktivitas
optimum ditunjukkan pada konsentrasi pati terlarut
2%, yaitu sebesar 12,56 U/mL, namun pada

konsentrasi 2,5% terjadi sedikit penurunan aktivitas
(12,49 U/mL). Sedangkan aktivitas enzim o-amilase
pada suhu 30°C sebesar 11,17 U/mL, dan pada suhu
37°C terjadi penurunan menjadi 10,57 U/mL
(Gambar 5).

Aktivitas enzim optimum adalah pada suhu
40°C yaitu sebesar 12,79 U/mL. Pada suhu 50°C
enzim mengalami penurunan aktivitas (11,88 U/mL),
sedangkan pada suhu 60°C dan 70°C terjadi pening-
katan aktivitas kembali yaitu menjadi sebesar 12,28
U/mL. Enzim menunjukkan penurunan stabilitas
setelah diinkubasi selama 10 menit di dalam
waterbath pada suhu 40°C yaitu menjadi 9,56 U/
mL, sehingga menunjukkan bahwa residunya adalah
sebesar 74,75%. Enzim menunjukkan stabilitas yang
paling tinggi pada suhu 30°C yaitu sebesar 98,21%.
Aktivitas enzim pada pH 7 dan pH 8 masing-masing
adalah sebesar 8,34 U/mL dan 10,47 U/mL (Gambar
6). Sedangkan aktivitas optimum enzim terjadi pada
pH 8.5, yaitu sebesar 16,43 U/mL, karena pada pH 9,
pH 10 dan pH 11 enzim mengalami penurunan
aktivitas masing-masing yaitu sebesar 11,58 U/mL,
15,01 U/mL dan 12,49 U/mL (Gambar 7). Pada pH
optimum (pH 8,5), enzim masih menunjukkan ak-
tivitas setelah diinkubasi di dalam bufer selama 10
menit, meskipun mengalami penurunan menjadi 6,43
U/mL dan residu aktivitasnya adalah sebesar
39,14%. Enzim menunjukkan stabilitas yang paling
tinggi diantara pH 7-11 adalah pada pH 9 yaitu
sebesar 86%. Pengaruh penambahan ion logam Ca2"
dari garam divalen CaCl, sebagai aktivator, berperan
dalam menaikkan aktivitas enzim menjadi sebesar
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16,8 U/mL, dibandingkan tanpa penambahan ion
logam, yaitu sebesar 15,93 U/mL. Sedangkan ion
Cw?’, Co*', Mg®" Zn*" dan Na" berperan sebagai in-
hibitor (penghambat) menurunkan aktivitas enzim
masing-masing menjadi sebesar 10,18 U/mL, 11,71
U/mL, 6,37 U/mL, 8,67 U/mL dan 7,94 U/mL.

Berdasarkan hasil analisis DNA sequencing
16S rDNA dari isolat C,diperoleh sekuen dengan
panjang 945 BP. Sekuen 16S rDNA dari isolat C,
dibandingkan dengan sekuen yang diperoleh dari
database  GenBank  NCBI  yaitu  dengan
menggunakan BLAST algorithm. Hasil BLAST
menunjukkan bahwa isolat C, memiliki homologi/
kesamaan 100% terhadap Bacillus subtilis.

PEMBAHASAN

Indikator adanya enzim amilase yang
dihasilkan oleh isolat yang diuji dapat digunakan
pereaksi iod. Hasil uji memperlihatkan bahwa hanya
pati  yang menunjukkan reaksi positif bila
direaksikan dengan iodium. Adanya zona bening
pada media uji mengindikasikan adanya enzim
amilase yang diproduksi oleh isolat uji, sehingga
amilum yang terkandung dalam media di sekitar ko-
loni dari isolat tersebut sudah terhidrolisis,
sedangkan ketiadaan zona bening dengan kondisi
media tetap berwarna biru kehitaman, menandakan
bahwa pati yang terkandung dalam media tersebut
belum terhidrolisis (Cappucino dan Sherman, 1983).
Substrat pati yang tidak terurai akan menunjukkan
warna biru kehitaman karena mengikat iodium.

Hasil wuji kualitatif enzim o-amilase dari
beberapa isolat bakteri menunjukkan aktivitas sensi-
tif (intolerant) terhadap larutan Yod, kemungkinan
dapat bergeser dari tempatnya semula, sehingga sulit
untuk dilakukan penghitungan nilai nisbinya (zona
bening; diameter koloni), sebagaimana pada isolat
bakteri no 7. Hasil penelitian Susanti (2011) menun-
jukkan bahwa ekstrak kasar enzim a-amilase dari
Bacillus subtilis ITBCCB148 (184 U/mL) memiliki
aktivitas yang lebih besar dari pada hasil yang di-
peroleh dalam penelitian ini. Limbah pertanian sep-
erti dedak padi dapat digunakan sebagai sumber kar-
bon pada media fermentasi cair atau padat untuk
mengurangi biaya penggunaan bahan-bahan pembu-
atan media fermentasi.
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Modifikasi substrat dengan pemanfaatan
sumber karbon tepung tapioka, dedak padi dan
karboksimetilselulosa dengan penambahan volume
substrat lima kali lebih besar berhasil meningkatkan
aktivitas enzim yang terakumulasi dalam substrat
(Soeka et al. 2015). Limbah tersebut kaya akan sum-
ber karbon dan nitrogen yang diperlukan untuk per-
tumbuhan dan metabolisme biakan mikroorganisme.
Sumber-sumber nutrisi biasa diperoleh dari hasil
pertanian, termasuk tepung millet, kentang, jagung,
tapioka, gandum dan beras (Ikram-ul-Haq et al.,
2005; Sharma et al., 2014). Pada penelitian ini, sum-
ber karbon dari pati terlarut menunjukkan bahwa
enzim yang dihasilkan memiliki aktivitas yang
tertinggi. Hal ini sesuai dengan hasil penelitian yang
dilakukan oleh Sharma et al., (2014); Narang and
Satyanarayana (2001); Karatag et al., (2013), bahwa
pati terlarut berperan penting sebagai sumber karbon
terbaik untuk produksi amilase.

Pengaruh suhu inkubasi terhadap aktivitas
enzimatik ditunjukkan oleh naiknya suhu hingga ke
tingkat tertentu berpengaruh terhadap peningkatan
aktivitas enzim, karena suhu meningkatkan energi
total dari suatu sistem kimiawi. Di atas suhu optimal,
laju reaksi enzimatik menurun tajam, terutama kare-
na terjadi denaturasi enzim oleh panas, dan sisi aktif
enzim akan terganggu sehingga konsentrasi dan ke-
cepatan enzim menjadi berkurang. Suhu di mana
enzim menunjukkan aktivitas maksimum dikenal
sebagai suhu optimum untuk aktivitas enzim, sehing-
ga pengaruh suhu optimum sangat menentukan
terhadap aktivitas enzim (Adugna et al., 2004). En-
zim o-amilase pada umumnya menjadi aktif pada
kisaran suhu 25-95°C (Vaseekaran et al., 2010).
Berdasarkan hasil penelitian suhu optimum bagi
isolat C, adalah hasil penelitian Setiasih dkk. 2006,
menunjukkan bahwa penggunaan isolat bakteri
termofil SW2, dari Pusat Pengolahan Kompos, mam-
pu menghasilkan a-amilase ekstrasel yang
mempunyai aktivitas optimum pada suhu 70°C, dan
pH 6,0. Sedangkan hasil penelitian Panneerselvam
and FElavarasi (2015) menunjukkan pertumbuhan
optimum Bacillus subtilis pada suhu 32°C dan pada
pH 5. Pada umumnya enzim mempunyai konstanta
disosiasi pada gugus asam maupun gugus basa.
Enzim mempunyai aktivitas maksimum, umumnya
pada kisaran antara pH 4,5-8,0. Hasil penelitian dari
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De Carvalho et al. (2008) menunjukkan bahwa
biakan Bacillus sp SMIA-2 memiliki aktivitas
optimum amilase pada pH 8,0. Hasil penelitian dari
Hagihara et al. (2001) menunjukkan bahwa aktivitas
amilase dari isolat Bacillus sp KSM-K38 efektif pada
pH optimum 8,0-9,5, bahkan pada pH 10,0 aktivitas
residunya masih mencapai 50%. Hasil penelitian
Sumrin et al. (2011) menunjukkan bahwa aktivitas
amilase dari biakan Bacillus subtilis 168 (1Al),
memiliki aktivitas optimal pada suhu 37°C dan pH
7,0 pada substrat pati terlarut dan tetap stabil pada
suhu 25-70°C dan pH 5,0-9,0. Sedangkan hasil
penelitian Swain et al. (2006) menunjukkan bahwa o
-amilase yang diproduksi oleh Bacillus subtilis
(CM3) yang diisolasi dari kotoran sapi, mempunyai
waktu inkubasi optimum pada 36 jam, suhu optimum
50-70°C dan pH optimum 5,0-9,0. Sifat enzim
amilase yang umumnya bekerja optimum pada pH
tinggi  dapat untuk  pembuatan
biodeterjen. Hampir semua deterjen yang digunakan
saat ini untuk mencuci memiliki pH yang tinggi
(basa) dan suhu 40-50°C atau bahkan lebih
(Adinarayana et al., 2003). Deterjen yang bersifat
basa membutuhkan enzim yang bekerja optimal pada

dimanfaatkan

kondisi basa. Penambahan bahan aditif deterjen
memiliki keunggulan sebab tidak menimbulkan ma-
salah pencemaran lingkungan.

Kemampuan deterjen untuk membersihkan
noda yang sulit hilang dan selain itu penggunaan
enzim dapat mengurangi konsentrasi fosfat di dalam
deterjen, senyawa fosfat dapat menyuburkan
tumbuhan tanaman air dan fitoplankton menyebab-
kan pengkayaan unsur hara, karena fosfat merupakan
salah satu unsur nutrisi yang dibutuhkan oleh
makhluk hidup, serta dapat menurunkan suhu air
untuk mencuci pakaian, sehingga dapat menghemat
energi dan mengurangi pencemaran lingkungan
(Timurti et al. 2009; Roohi ef al. 2013; Sundarram
and Murthy 2014). Berdasarkan hasil penelitian ini
isolat C, mempunyai aktivitas optimum pada pH 8,5.
Oleh karena itu, enzim amilase dari isolat C,
memiliki prospek yang baik untuk dikembangkan
sebagai bahan aditif dalam pembuatan biodeterjen.

Beberapa enzim memerlukan aktivator da-
lam reaksi katalisnya. Aktivator adalah senyawa atau
ion yang dapat menaikkan kecepatan reaksi enzima-
tis untuk mencegah adanya inhibitor, yaitu senyawa

atau ion yang dapat menghambat aktivitas enzim.
Komponen kimia yang membentuk aktifitas enzim
disebut sebagai kofaktor. Kofaktor dapat berupa ion
anorganik seperti Zn', Fe?', Ca?', Mn?", Cu?" dan
Mg?" atau dapat pula sebagai molekul organik kom-
plek yang disebut koenzim (Aehle, 2004). Penamba-
han ion kalsium dari garam kalsium klorida sebagai
kofaktor dapat meningkatkan aktivitas kerja dan
menjaga kestabilan enzim (Cecile 2011).

Hasil yang diperoleh dari penelitian ini
menunjukkan bahwa ion Ca™ dapat menaikkan ak-
tivitas enzim o—amilase dari Bacillus subtilis C, Hal
ini sesuai dengan hasil penelitian Sundarram and
Murthy (2014) bahwa enzim o—amilase merupakan
kelompok metaloenzim yang tidak dapat bekerja
sama sckali bila tidak ada ion calsium (calcium
metalloenzyme dependent). Hasil identifikasi menun-
jukkan bahwa isolat C,adalah Bacillus subtilis. Spe-
sies dari genera Bacillus seperti Bacillus subtilis,
Bacillus amyloliquefaciens dan Bacillus licheniform-
is telah digunakan untuk produksi berbagai macam
enzim serta senyawa biokimia selama beberapa de-
kade (Deb et al. 2013). Bacillus subtilis
ditumbuhkan pada media sederhana, tidak bersifat

mudah

patogen dan dapat tumbuh pada suhu yang sedikit
tinggi (Holtmann and Bremer, 2004 ).

Aplikasi bakteri ini dalam industri cukup
banyak dilakukan. B. subtilis merupakan salah satu
spesies yang paling banyak digunakan untuk
produksi termasuk produksi amilase,
protease, inosine, ribosides, dan asam amino. Enzim
yang diproduksi oleh B. subtilis dan B. licheniformis

enzim,

secara luas telah digunakan sebagai bahan tambahan

dalam deterjen (laundry). Bakteri ini dapat
memainkan peran dalam pengamanan limbah radi-
onuklir (radionuclide) misalnya, Thorium (IV) dan
Plutonium (IV). Kegunaan lain dari bakteri ini cukup
banyak sekarang dengan berkembangnya teknologi.
B. subtilis strain QST 713 (dipasarkan sebagai QST
713 atau serenade) mempunyai aktivitas sebagai
fungisida yang bermanfaat sebagai biokontrol

(Setiyono, 2011).

KESIMPULAN
Aktivitas

diinkubasi selama enam hari adalah sebesar 18,93 U/

mL, dimana sebagai sumber karbon terbaik yang

optimum isolat C, setelah
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digunakan adalah pati terlarut yaitu sebesar 14,51 U/
mL. Enzim menunjukkan aktivitas optimal pada kon-
sentrasi substrat pati terlarut 2%, yaitu sebesar 12,56
U/mL, dan pada suhu 40°C sebesar 12,79 U/mL
dengan stabilitas sebesar 74,75% dan pada pH 8,5
sebesar 16,43 U/mL dengan stabilitas sebesar
39,14%. Ion logam Ca*" berperan sebagai aktivator
sedangkan ion logam Cu®", Co*", Mg*, Zn*, Na*
berperan sebagai inhibitor. Hasil identifikasi
menggunakan Wizard Genomic DNA Purification
Kit (Promega), terhadap 16S rDNA menggunakan
metode PCR dengan primer universal 9F dan 1510R,
menunjukkan bahwa bahwa isolat C, adalah Bacillus
subtilis.
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