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ABSTRACT

Forty-one actinomycetes isolates from East Kalimantan held in Microbiology Division Collection-UPI, and their ability to
produce a-amylase has been assessed. Those 41 number of actinomycetes isolates performed amylolytic activity as shown by clear
zone areal after being poured with iodium solution. The bacteria produced high a-amylase when was grown in media containing
starch soluble 2% the a-amylase activity in media containing 824 U/ml. The isolate (number 7) was the most active compared to
another (number 100) and it was identified as Nocardia; the activity of this enzyme obtained was 12.93 U/ml (one unit activity is
defined as mol of glucose produced per ml per minute). The maximum temperature for enzyme reaction was 40°C, optimum pH
was pH 7.5 the a-amylase activity were 15.76 U/ml and 31.11 U/ml, respectively. From kinetic characterization study, it was found
that enzyme showed Km and Vmax value of 7.62 % (b/v) and 71.10-2_umoI/mI/minute respectively at condition of temperature

40°C, pH 7.5 and incubation time 10 minute.

Kata kunci/ key words: amilase, aktinomisetes/actinomycetes, karakterisasi/characterization, Nocardia, Streptomyces.

PENDAHUL UAN

Aktinomisetes adalah nama kolektif untuk
delapan suku bakteri yang berbeda yang tumbuh
sebagal filamen sel yang bercabang panjang atau
pendek. Mayoritas mikroba ini adalah saprofit tanah
danair (organisme yang hidup dari bahan organik yang
membusuk dan sangat penting karena perannya dalam
daur alam, seperti pembusukan bahan organik dan
penambatan nitrogen.

Enzim a-amilase (EC.3.2.11), dapat diisolasi dari
mikrobaantaralain kapang, bakteri dan khamir. Enzim
yang diisolasi dari mikroba memiliki beberapa
keunggulan antara lain produksinya tidak terbatas,
dapat diproduksi hingga skalatertentu, lebih ekonomis
dan produktifitasnya dapat ditingkatkan.

Dalam penelitian ini telah dilakukan seleks
Aktinomisetes yang mempunyai kemampuan
mendegradasi pati terlarut.

BAHAN DAN C ARA KERJA

Biakan bakteri

Sebanyak 41 biak Aktinomisetes yang
digunakan dalam penelitian ini berasal dari Bangkirai
Kaimantan Timur koleksi Bidang Mikrobiologi, Pusat
Pendlitian Biologi-LIPI Cibinong.

'Diterima: 27 Januari 2009 - Disetujui: 15 Januari 2010

Media

Media untuk memelihara isolat bakteri
digunakan nutrien agar dengan komposisi beef extract
3 g, pepton 5 g, bakto agar 20 g dan dipersiapkan
dalam satu liter akuades. Untuk isolasi dan media
produksi enzim amilase digunakan media Y PSs{Yeast
Pepton Starch soluble) cair dan padat dengan
komposisi: 0,2% ekstrak khamir, 0,5% pepton, 0,3%
KH,PO,,0,05% MgSO,.7 Up, 0,01 % CdE\. 2 Rp, 20
g agar dan 2% pati terlarut sebagai sumber karbon
(Mangunwardoyo et a!., 1982).

Isolasi dan seleksi isolat penghasil amilase

Isolasi dilakukan setelah tampak adanya
pertumbuhan masing-masing contoh yang
diinokulasikan dan diinkubasikan selama 2 hari pada
suhu kamar dalam medium selektif (YPSs cair yang
mengandung 2% pati terlarut). Bakteri yang tumbuh
diisolasi dengan menginokulasikan beberapa tetes
dari medium cair tersebut pada permukaan mediaY PSs
padat. Setiap isolat murni dipelihara dalam media
Nutrien Agar miring. Seleks terhadap kemampuan isolat
dalam menghasilkan amilase dilakukan secarakualitatif,
semikuantitatif dan kuantitatif.

Pengujian aktivitas amilase secara kualitatif dan
semikuantitatif dilakukan dengan cara menumbuhkan
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isolat-isolat  Aktinomisetes pada permukaan media
agar YPSs. Satu ose hiakan bakteri yang berumur 3
hari ditumbuhkan pada permukaan media agar Y PSs,
kemudian diinkubasikan selama 2 hari padasuhu kamar.
Adanya aktivitas amilase terlihat dengan muncuhiya
zona bening di sekitar koloni setelah dituang dengan
larutan iodin. Hasil bagi antara diameter zona bening
dan diameter koloni dinyatakan sebagai aktivitas enzim
secaranishbi (Naiola, 2001).

Penentuan kondis optimum aktivitasamilalitik

Starter dibuat dengan menambahkan akuades
steril ke dalam biakan berumur 5 hari, sehingga
diperoleh suspensi 10° CFU/ml (ODssonm = 0,5).
Sebanyak 2,5% suspens diinokulasikan ke dalam media
produksi dan selanjutnya diinkubasikan pada suhu
kamar. Setelah dua hari inkubasi, enzim amilase
diekstraks dengan cara sentrifugas pada kecepatan
15.880 x g selama 10 menit, dan larutan enzim yang
diperoleh diuji aktivitas amilolitiknya.

Pengujian aktifitas amilase

Sebanyak 0,5 ml larutan enzim ditambahkan ke
dalam 0,5 ml substrat yaitu 2 % pati terlarut dalam 0,05
M larutan bufer glisin-NaOH pH 7, kemudian
diinkubasikan padasuhu 40 °C selama 10 menit. Produk
yang terbentuk berupa gula reduksi (glukosa) diukur
dengan metoda Bernfeld (1995) menggunakan asam
3,5 dinitrosalisilat (DNS) dan konsentrasinya
dikonversikan dengan standar glukosa (Kiran et al.,
2005). Satu unit aktivitas a-amilase adalahbanyaknya
enzim yang dapat menghasilkan gulareduksi sebanyak
1 mmol per menit per ml larutan enzim pada kondisi
pengujian yang dilakukan. Pengujian dilakukan 2 kali
ulangan.

Penentuan berbagai macam substrat sumberkarbon
Sebanyak 0,5 ml larutan enzim ditambahkan ke
dalam berbagai macam substrat pati 2% masing-masing
terdiri atas pati terlarut, maizena, tapioka, tepung beras
ketan, tepung beras, tepung terigu dan sagu dalam
0,05 M larutan bufer glisin- NaOH pH 7, kemudian
diinkubasikan pada suhu 40 °C selama 10 menit. Produk
yang terbentuk berupa gula reduksi (glukosa) diukur
dengan metoda Bernfeld (1995) menggunakan asam
3,5 dinitrosalisilat (DNS) dan konsentrasinya
dikonversikan dengan standar glukosa.
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Penentuan kondis optimum suhu dan pH

Pengaruh suhu terhadap enzim amilase diuji
dengan cara mengukur aktivitasnya pada berbagai
macam suhu 30,40,50,60 dan 70°C.

Untuk melihat pengaruh pH terhadap aktivitas
enzim a-amilase, pengujian dilakukan dalam larutan
bufer glisin pada (pH 3,5-10). Larutan bufer yang
digunakan adalah 0,05 M bufer glisn HC1 (pH 3,5- 6),
0,05 M bufer glisn NaOH (pH7-10).

Penentuan berbagai konsentras substrat pati

Sebanyak 0,5 ml larutan enzim ditambahkan ke
dalam 0,5 ml substrat pati dengan berbagai konsentrasi
0,05,0,5,1,0,1,25,1,50,1,75,2, dan 2,5% pati terlarut
dalam 0,05 M larutan bufer glisin, pH sesuai pH
optimum , kemudian diinkubasikan pada suhu sesuai
suhu optimum selama 10 menit. Produk yang terbentuk
berupa gula reduksi (glukosa) diukur dengan metoda
Bernfeld (1995) menggunakan asam 3,5 dinitrosalisilat
(DNS) dan konsentrasinya dikonversikan dengan
standar glukosa.

Penentuan Km dan Vmaks

Km (konstanta Michaelis) dan V s (kecepatan
maksimum reaksi) merupakan dua parameter kinetika
enzim. Nilai Ktidak tergantung pada besarnya
konsentrasi enzim, sedangkan Vs besarnya
dipengaruhi oleh besarnya konsentrasi enzim. K, dapat
diartikan sebagai ukuran afmitas enzim terhadap
substrat. Penentuan K dan V . ini dilakukan pada

m maks
pH dan suhu inkubasi optimum yang diperoleh pada
saat optimasi kerja enzim. Penentuan Kp, dan Vs
dengan kurva garis lurus ini dikenal sebagai metode
Lineweaver-Burk.

HASL

Hasl isolasi dan seleksi

Sebanyak 41 isolat Aktinomisetes telah
diisolasi dengan cara menginokulasikan masing-
masing contoh ke dalam medium selektifYPSs cair
yang mengandung 2% pati terlarut. Hasil pengujian
secara kualitatif menunjukkan bahwa sebanyak 31 isolat
memiliki aktivitas amilolitik, yang ditandai dengan
adanya zona bening di sekitar koloni. Selanjutnya
isolat-isolat yang menunjukkan aktivitas amilolitik



positif secara kualitatif diukur secara semikuantitatif
dengan caramembandingkan diameter zonabening di
sekitar koloni dengan diameter koloni setelah dituangi
larutan lod (Tabel 1).
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Hasil penghitungan secara semikuantitatif
menunjukkan terdapat 2 isolat memiliki diameter zona
bening (aktivitas a-amilase nishi) dengan nilai sama
dengan 3; 16 isolat dengan nilai antara 2,0 - <3,0;

Tabd 1. Hasil pengujian aktivitas amilase dari 41 isolat secara kualitatif dan semikuantitatif

No. | solat Uji kualitatif Uji semikuantitatif
(zona bening) (Diameter zona bening/koloni)
1 LIPIMC-A-0003 ++
2. LIPIMC-A-0004 - -
3. LIPIMC-A-0006 +++ 20
4, LIPIMC-A-0007 ++++ 30
5. LIPIMC-A-0008 - -
6. LIPIMC-A-0010 - -
7. LIPIMC-A-0013 - -
8. LIPIMC-A-0014 +++ 20
9. LIPIMC-A-0016 +++ 20
10. LIPIMC-A-0017 +++ 20
11. LIPIMC-A-0018 - -
12. LIPIMC-A-0019 ++ 15
13. LIPIMC-A-0021 +H- 20
14. LIPIMC-A-0030 ++ 167
15. LIPIMC-A-0031 ++ 15
16. LIPIMC-A-0032 +++ 20
17. LIPIMC-A-0033 ++ 157
18. LIPIMC-A-0034 +++ 2,33
19. LIPIMC-A-0038 ++ 175
20. LIPIMC-A-0043 ++ 183
21. LIPIMC-A-0048 - -
22. LIPIMC-A-0053 +++ 20
23. LIPIMC-A-0066 +++ 20
24, LIPIMC-A-0067 ++ 157
25. LIPIMC-A-0068 . -
26. LIPIMC-A-0071 ++ 15
27. LIPIMC-A-0072 ++ 175
28. LIPIMC-A-0085 . -
29. LIPIMC-A-0087 - -
30. LIPIMC-A-0089 +++ 20
31. LIPIMC-A-0095 +-H- 20
32. LIPIMC-A-0097 +++ 20
33. LIPIMC-A-0099 +++ 20
34. LIPIMC-A-0100 ++++ 30
35. LIPIMC-A-0104 ++ 16
36. LIPIMC-A-0105 . -
37. LIPIMC-A-0106 ++ 20
38. LIPIMC-A-0107 + 133
39. LIPIMC-A-0116 + 133
40. LIPIMC-A-0119 +++ 20
41. LIPIMC-A-0122 +++ 2,0
++++  Diameter zonabening 3,0 mm + Diameter zona bening < 1,5 mm
+++ Diameter zona bening 2,0-<3,0 mm - Tidak ada zona bening
++ Diameter zona bening 1,5-< 2,0 mm
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11 isolat dengan nilai antara I,5-< 2,0; dan 2 isolat
dengannilai<|,5.Terdapat 10 isolat negatifyaitu isolat
yang tidak dapat mendegradasi pati terlarut.

Aktivitas amilase dari hasil seleksi isolat

Isolat yang secara semikuantitatif memiliki
aktivitas a-amilase sama dengan 3, yaitu isolat
Nocardia (no. 7) dan Streptomyces (no. 100)
selanjutnya diuji kemampuan a-amilasenya secara
kuantitatif.

Uji aktivitas secara kuantitatif dilakukan untuk
mengetahui aktivitas enzim a-amilase filtrat biakan
dengan menggunakan media Y PSs cair mengandung
2% pati terlarut sebagai bahan penginduksi. Hasil
pengujian menunjukkan bahwa isolat Nocardia no. 7
dan Streptomyces no. 100 mempunyai kemampuan
menghasilkan enzim a-amilasetertinggi masing-masing
sebesar 22,69 U/ml dan 19,32 U/ml pada hari ke 2
(Gambar 1).
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Gambar 1. Aktivitasa-amilase Sreptomyces (no. 100)
dan Nocardia (no. 7) selamaenam hari inkubasi.

Penentuan kondis optimum sumber-sumber karbon
sebagai substrat untuk produks a-amilase

Isolat yang selanjutnya diuji adalah Nocardia
no.7. Pemilihan substrat untuk pengujian aktivitasenzim
yang tepat sangat diperlukan untuk mendapatkan hasil
yang maksimal, karena selain sebagai sumber karbon
amilum jugamerupakan induktor untuk sekres amilase.
Pengaruh berbagai jenis tepung komersial pada
substrat amilase dari Nocardia no.7 menunjukkan
bahwa dari 7 jenis tepung yang digunakan pati terlarut
dan maizena merupakan substrat karbon yang sangat
baik (Tabel 2). Sdanjutnya pati terlarut yang digunakan
untuk penelitian sebagai sumber karbon.

Pengaruh suhu dan pH terhadap aktivitas enzim
a-amilase

Pada penentuan optimasi suhu aktivitas enzim
a-amilase kasar dilakukan pada isolat Nocardia no.7
dengan variasi suhu 30,40,50,60, dan 70°C. Aktivitas
a-amilase tertinggi adalah pada suhu 40°C yaitu
sebesar 15,76 U/ml. Aktivitas enzim mulai menurun
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Gambar 2. Pengaruh suhu terhadap aktivitas enzim a-
amilase Nocardia no.7.

Tabd 2. Pengaruh sumber-sumber karbon sebagai substrat untuk produksi a-amilase Nocardia no. 7.

No. Sumber karbon Aktivitas a-amilase (U/ml)
1 | Pati terlarut 12,93
2. | Maizena 12,12
3. | Sagu 11,82
4. | Berasketan 511
5. | Beras 511
6. | Terigu 451
7. | Tapioka 2,33




ketika suhu dinaikkan hinggamencapai 70°C. Tampak
bahwa suhu optimum untuk berlangsungnya reaksi
enzim pada suhu 40°C (Gambar 2).

Pengaruh pH terhadap aktivitas a-amilase kasar
Nocardiano.7 diuji dengan mereaksikan larutan enzim
padaberbagai deraj atkeasaman(pH).Hasil pengamatan
menunjukkan bahwa apabila reaksi enzim a-amilase
dilakukan dalam 0,05 M bufer glisin-NaOH, aktivitas
amilasetertinggi padapH 7,5 dan 8 samanilainyayaitu
sebesar 31,11 U/ml (Gambar 3) dan untuk selanjutnya
untuk perlakuan K, dan Vasnya adalah dengan pH
75.
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Gambar 3. Pengaruh pH terhadap aktivitas dan
stabilitas enzim a-amilase Nocardia no.7.

Penentuan kondisi optimum konsentrasi substrat
Untuk mempelgjari Ky, dan Vs, makaisolat
Nocardia no.7 dengan berbagai konsentrasi substrat
pati terlarut pada suhu 40 °C, pH 7,5 dihitung dengan
persamaan Lineweaver-Burk. Pada Gambar 4 dapat
dilihat pengaruh dari berbagai konsentrasi substrat pati
terlarut (0.5.1.0.1.25.1.50.1.75.2 dan 2.5 %). Didapat
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Gambar 4. Pengaruh konsentrasi substrat pati (%)
terhadap aktivitas enzim a-amilase.
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dengan nilai tertinggi pada konsentrasi 2% sebesar
8,2353 U/ml. Pada konsentrasi 2,5% aktivitas enzim
menurun.

Km dan Vmaks

Kecepatan reaksi yang dikatalisis oleh enzim
bergantung pada konsentrasi substrat. Penentuan
hargaK, dan V ngditentukan berdasarkan persamaan
Michaelis- Menten yang menyatakan bahwa1/V =K,
™V aks([S])+ UV maKm dan VAsuatukonstantal
maka persamaan ini dianalogikan dengan persamaan
regresiy=a+bx,dengany= 1/Vx= I/[S],a= 1/V"
danb =K,/ Vmas Sehinggajikadimasukkan ke dalam
grafik diperoleh persamaan garis lurus Lineweaver-
Burk (Gambar 5).

Berdasarkan perhitungan menggunakan
persamaan di atas diperoleh untuk isolat Nocardia
no.7 besarnyanilai K, dan V” masing-masing71
.10"%% (b/v) dan 7,62 U/ml/menit pada kondisi suhu
40°CdanpH7,5.
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Gambar 5. Kurvaantara kecepatan reaks amilase pada
kondis optimum dan berbagai konsentrasi substrat.

PEMBAHASAN

Amilase antara lain a-amilase, P-amilase,
amiloglukosidase dan isoamilase adalah kelompok
enzim yang dapat memecah pati menjadi gula-gula
sederhana (glukosa) yang banyak digunakan dalam
berbagai industri seperti industri tekstil, deterjen dan
gula cair non tebu. Dalam industri pangan, a-amilase
berperan dalam mempercepat proses hidrolisis pati dan
menurunkan viskositas pati (Nigam dan Singh, 1995).

MenurutAlam et ah, 1989, mikroorganisme
dapat menghasilkan lebih dari satu macam amilase pada
saat yang bersamaan. Sumber karbon dan nitrogen
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yang disenangi oleh mikrobayaitu dengan metabolisme
karbohidrat dan protein yang sederhana (Volk dan
Whedler, 1988).

Mikroba Nocardia tumbuh secara aerob pada
media yang sederhana dengan membentuk filamen
panjang yang mudah patah menjadi sel batang dan
bulat pleomorfl (bakteri yang mempunyai banyak
bentuk), Gram positif dan jenis patogen (Volk dan
Wheeler, 1988). Marga Nocardia termasuk yang
dominan di dalam tanah dan termasuk kelompok rare
actinomycetes yaitu kelompok yang jarang atau sulit
ditemukan dan bersifat obligat aerob dan memiliki
kemampuan memanfaatkan hidrokarbon sebagai
sumber energinya. Isolat nomor 100 adalah anggota
marga Streptomyces meliputi kelompok organismeyang
sangat besar yang tersebar di seluruh dunia
Sreptomyces sangat fleksibel dalam penggunaan
nutrien. Bakteri ini tidak memerlukan faktor tumbuh
yang khusus; berbagai macam sumber karbon dapat
digunakan. Seperti Aktinomisetes lainnya, mikrobaini
tumbuh sebagai filamen panjang bercabang, tidak
seperti anggota marga Nocardia mikroba ini
membentuk rantai panjang spora udara yang disebut
konidia. Anggota marga Sreptomyces sangat jarang
bersifat patogen, tetapi mikroba ini telah mencapai
ketenaran karena kemampuannya untuk memproduksi
antibiotika. Streptomisin dan aktinomisin adalah yang
pertamadiisolas dan dikarakterisas dari mikrobayang
diklasifikas sebagai Sreptomyces (Madigan et al,
2003).

Sebagal medium produksi a-amilase dapat
digunakan berbagai macam sumber karbohidrat seperti
tepung jagung (maizena), kentang, singkong, sagu, ubi
jalar, dedak, gandum, dedak beras serta sumber
karbohidrat lainnya. Pengaruh berbagai jenis tepung
komersial untuk Nocardia no.7 menunjukkan bahwa
dari pati terlarut dan maizena merupakan substrat
karbon yang sangat baik. Pada penelitian Bansode
(2010) pati terlarut merupakan sumber karbon yang
sangat baik sebagai zat makanan untuk bakteri. Bacillus
cereushas| seleks dari brem bali menghasilkan amilase
sebesar 377,50 x 107 U/ml/menit setelah diinkubasi
selama 44 jam dalam media tepung ketan pH 7 pada
suhu50°C(Naiola,2001).

Enzim berfiings secaraoptimal pada suhu dan
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pH tertentu, sehingga penyimpangan-penyimpangan

dari keadaan optimum mengakibatkan berkurangnya
aktivitas enzim dengan nyata. Hal ini khas bagi semua
enzim. Keragaman pH yang ekstrim bahkan dapat

merusak enzim, seperti juga suhu yang tinggi,

pendidihan selama beberapa menit akan

mendenaturasikan (menghancurkan) kebanyakan

enzim. Nocardia no. 7 menghasilkan aktivitas
tertingginyapadapH 7,5 dan 8,0 dengan suhu inkubasi

40°C, sedangkan aktivitas maksimum dari

Saccharomyces cerevisiae W303A rekombinan dicapai

padapH 7,0 suhu40°C (Thantowi et al, 2002). Tetapi

dibandingkan dengan Bacillus spp. DA5.2.3 dan L5

yang diisolasi dari udang, aktivitas masing-masing

sebesar 2,1 U/ml dan 0,5 U/ml diinkubasi sslama24 jam
(Jamilah et al. ,2009) aktivitasdari Nocardiano. 7 masih
lebih besar. Aktivitas a-amilase dari Bacillus sp. K-12

yang tertinggi didapat dari sumber karbon pati terlarut

pada pH 7,5 dengan suhu inkubasi 42°C (Kiran et al,

2005).

Menurut Vihinen & Manstala (1989) bahwapH
optimum amilase bervarias dari 2-10,5, namun sebagian
besar aktif dengan baik pada pH 5-8.

Pada umumnya terdapat hubungan optimum
antara konsentrasi enzim dan substrat bagi aktivitas
maksimum. Konsentrasi substrat yang amat rendah,
kecepatan reaksipun amat rendah, tetapi kecepatan ini
akan meningkat dengan meningkatnya konsentrasi
substrat. Lgju aktivitas enzim akan meningkat dengan
meningkatnya kadar substrat sampai suatu titik. Sekali
enzim jenuh dengan substrat, penambahan kadar
substrat tidak akan berpengaruh pada kecepatan reaksi
(Volk dan Wheeler, 1988). Michaelis-Menten
mendefinisikan suatu tetapan yang sekarang
dinyatakan sebagai Km, yang bermanfaat dalam
menyatakan hubungan yang tepat antara konsentrasi
substrat dan kecepatan reaksi enzimatik. Merupakan
dasar bagi semua aspek kinetika kerja enzim. Jika
diketahui Ky, dan V4 makadapat dihitung kecepatan
reaksi suatu enzim péda setiap konsentrasi substrat.
Unsur kunci di dalam persamaan Michaelis- Menten
adalah K., yang bersifat khas bagi enzim tertentu,
dengan substrat spesifik pada kondisi suhu dan pH
tertentu. Nocardia no.7 memiliki karakter biokimia
aktivitas a-amilase pada suhu 40°C dan padapH 7,5



masing-masing sebesar 15,76 dan 31,11 U/ml. Nilai Ky,
dan Vmas Nocardiano. 7 masing-masing 71.10"2%(b/
v) dan 7,62 U/ml/menit. Hasil dari B. cereus didapat
nilai untuk Km dan Vm masing-masing 36.10% % dan
89,36 U/ml/menit (kondisi pH 7,0; suhu 40°C; inkubasi
|Omenit).

KESIMPULAN

Telah diseleks dari 41 Aktinomisetes penghasil
aamilase yang berasal dari Bangkirai, Kalimantan
Timur koleksi Bidang Mikrobiologi, Pusat Penelitian
Biologi-LIPI Cibinong. Didapat 2 isolat yang
mempunyai aktivitas a-amilase nisbi dengan nilai sama
dengan 3, yaitu Nocardia no.7 dan Streptomyces
no. 100. Dalam medium yang mengandung pati terlarut,
isolat Nocardia no.7 penghasil a-amilase tertinggi
dibanding dari isolat Sreptomyces no. 100 setelah
diinkubasi 2 hari. Nocardia no.7 memiliki karakter
biokimia aktivitas a-amilase pada suhu 40°C dan pada
pH 7,5 masing-masing sebesar 15,76 dan 31,11 U/ml.
Nilai Ky, dan Vas Nocardiano. 7 masing-masing 71
.10"%%(b/v) dan7,62U/ml/menit.
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