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SUMMARY

AMYLOLYTIC BACTERIAL SCREENING, PARTIAL PURIFICATION AND
CHARACTERIZATION OF AMYLASE ENZYME ACTIVITY FROM
ISOLATES BACTERIA OF TANJUNG SAKTI LAHAT HOT SPRING

Siti Shefira Kusumayanti : Supervised by Dr. Heni Yohandini, M.Si and

Dr. Zainal Fanani, M.Si

Department of Chemistry, Faculty of Mathematics and Natural Sciences,
Sriwijaya University x + 61 pages, 8 picture, 2 table, 11 attachment

Amylase enzyme was a type of enzyme that has been widely used in
industry to increase production profits. In industry, amylase is needed which can
work at high temperatures and amylase production at low substrate costs. Therefore,
thermostable enzymes are needed that can be produced from thermophilic bacteria
and alternative substrates that can produce amylase well and are more cost-effective
by utilizing agricultural waste, one of which is cassava peel. Research on amylolytic
bacterial screening, partial purification and characterization of amylase enzyme
activity from bacterial isolates of Tanjung Sakti Lahat Hot Springs had been carried
out.

The research was conducted by screening 15 bacterial isolates on starch
media and then isolates bacteria of potential amylolytic observed the best growth
time in producing amylase enzymes using the hemasitometer and DNS methods on
starch and cassava peel starch media. Crude extracts of the enzymes produced are
purified by fractionation of ammonium sulfate and dialysis. Enzymes with high
purity levels are tested for enzyme activity against the influence of temperature, pH
and substrate concentration.

The screening results obtained 4 isolates of amylase-producing bacteria with
selected isolates that have the largest clear zone, namely Bacillus licheniformis TS-
10. The best time for bacterial growth in producing the amylase enzyme was
obtained at the 24th hour with enzyme activity in starch media of 0.316 U/mL and
cassava peel media of 0.385 U/mL. The partial pure amylase enzyme with the
highest level of purity was obtained at a fraction of 40-60% with a specific activity
of 2.413 U/mg which has a specific activity three times greater than the crude
extract of the enzyme which has a specific activity of 0.792 U/mg. The results of
enzyme characterization obtained the optimum conditions of amylase enzyme
activity at a temperature of 50°C, pH 7 and a starch substrate concentration of
1.25% with an enzyme activity value of 0.437 U/mL.

Keywords : Amylase, Thermophilic Bacteria, Cassava Peel Starch, Enzyme
Activity

Citation : 65 (1994-2022)
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RINGKASAN

SKRINING BAKTERI AMILOLITIK, PEMURNIAN PARSIAL DAN
KARAKTERISASI AKTIVITAS ENZIM AMILASE DARI ISOLAT
BAKTERI SUMBER AIR PANAS TANJUNG SAKTI LAHAT

Siti Shefira Kusumayanti : Dibimbing oleh Dr. Heni Yohandini, M.Si dan

Dr. Zainal Fanani, M.Si

Jurusan Kimia, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas
Sriwijaya ix + 61 halaman, 8 gambar, 2 tabel, 11 lampiran

Enzim amilase merupakan salah satu jenis enzim vyang luas
pemanfaatannya dalam industri. Pada industri dibutuhkan amilase yang dapat
bekerja pada temperatur tinggi dan produksi amilase dengan biaya substrat yang
murah. Oleh karena itu dibutuhkan enzim termostabil yang dapat dihasilkan dari
bakteri termofilik dan media alternatif yang dapat menghasilkan amilase dengan
baik serta lebih hemat biaya dengan memanfaatkan limbah pertanian salah satunya
lalah kulit singkong. Pada penelitian ini telah dilakukan skrining bakteri
amilolitik, pemurnian parsial dan karakterisasi aktivitas enzim amilase dari isolat
bakteri Sumber Air Panas Tanjung Sakti Lahat.

Skrining bakteri amilolitik dilakukan terhadap 15 isolat bakteri pada media
pati. Isolat bakteri amilolitik potensial selanjutnya diamati waktu pertumbuhan
dalam memproduksi enzim amilase dengan metode hemasitometer dan DNS pada
media pati dan pati kulit singkong. Ekstrak kasar enzim yang diproduksi
dimurnikan dengan fraksinasi amonium sulfat dan dialisis. Fraksi enzim dengan
tingkat kemurnian tertinggi diuji aktivitas enzimnya terhadap pengaruh
temperatur, pH dan konsentrasi substrat.

Hasil skrining didapatkan 4 isolat bakteri penghasil amilase dengan isolat
yang memiliki zona bening paling besar yaitu Bacillus licheniformis TS-10.
Waktu terbaik pertumbuhan bakteri dalam memproduksi enzim amilase
didapatkan pada jam ke-24 dengan aktivitas enzim pada media pati sebesar 0,316
U/mL dan media kulit singkong sebesar 0,385 U/mL. Ekstrak kasar enzim yang
diproduksi dari media pati kulit singkong memiliki aktivitas spesifik 0,792 U/mg.
Enzim amilase murni parsial dengan tingkat kemurnian paling tinggi didapatkan
pada fraksi 40-60% dengan aktivitas spesifik sebesar 2,413 U/mg yang memiliki
kemurnian tiga kali lebih besar daripada ekstrak kasar enzim. Hasil dari
karakterisasi enzim diperoleh kondisi optimum aktivitas enzim amilase terdapat
pada temperatur 50°C, pH 7 dan konsentrasi substrat pati 1,25% dengan nilai
aktivitas enzim sebesar 0,437 U/mL.

Kata kunci : Amilase, Bakteri Termofilik, Pati Kulit Singkong, Aktivitas Enzim

Sitasi : 65 (1994-2022)
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Enzim merupakan biokatalisator yang mempercepat reaksi biokimia dalam
sistem kehidupan. Selain sifat enzim yang bekerja efisien dan spesifik, menurut
Fawzya et al (2013) enzim juga ramah lingkungan sehingga enzim sering
digunakan dalam industri untuk meningkatkan keuntungan produksi. Salah satu
jenis enzim yang telah luas pemanfaatannya ialah enzim amilase. Enzim amilase
merupakan enzim yang menghidrolisis o-1,4-glikosidik polisakarida untuk
menghasilkan dekstrin, oligosakarida, maltosa, dan D-glukosa (Ariandi, 2016).

Enzim amilase telah diaplikasikan secara luas seperti dalam industri tekstil,
industri farmasi, industri kertas, industri penyulingan, hidrolisis pati, bir, detergen,
roti, sirup, pemanis buatan, etanol, dan energi terbarukan (Purnawan et al. 2015).
Produksi amilase menggunakan media sintetik seperti pati komersial membutuhkan
modal besar untuk kultur skala besar organisme penghasil amilase, oleh karena itu
diperlukan substrat karbon alternatif yang lebih murah untuk produksi amilase.
Pemanfaatan limbah pertanian dapat menjadi solusi dalam mencari substrat
penghasil amilase yang baik dan hemat biaya (Adebare et al, 2021). Salah satunya
adalah dengan memanfaatkan limbah kulit singkong. Menurut Ezekiel and Aworth
(2013) kandungan pati sebesar 51,93% dari 91,15% karbohidrat yang terkandung
dalam kulit singkong cukup besar sehingga berpotensi sebagai substrat alternatif
penghasil amilase.

Proses pengolahan pati secara enzimatik dalam industri sebagian besar
dimulai dengan pemanasan adonan pati dan air pada temperatur yang sangat
tinggi, sehingga amilase termostabil atau yang dapat bekerja optimum pada
temperatur tinggi sangat dibutuhkan (Sutrisno, 2017). Keunggulan lain dari
penggunaan enzim termostabil ini juga diantaranya dapat meminimalisir
kontaminasi mikroba mesofilik yang dapat berbahaya bagi kesehatan manusia dan
penurunan biaya produksi (Septiani, 2019). Enzim amilase termostabil dapat

diproduksi dari bakteri termofilik yaitu bakteri yang dapat tumbuh pada rentang
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temperatur 40°C - 80°C dengan pertumbuhan optimal pada temperatur 50°C -
65°C (Adi et al. 2020).

Mikroba termofilk penghasil enzim amilase telah diteliti dalam beberapa
penelitian, seperti penelitian yang dilakukan oleh Mawati et al (2021) yang berhasil
mengisolasi mikroba termofilik penghasil amilase Sumber Air Panas Way Belerang
Kalianda Lampung Selatan yang memiliki temperatur optimum pertumbuhan 50°C.
Penelitian lainnya juga telah dilakukan oleh Pitri, et al (2015) yang mengisolasi bakteri
termofilik penghasil amilase dari Sumber Air Panas Sungai Medang yang berada di
Jambi dengan rentang temperatur 45°C - 88°C. Salah satu tempat hidup bakteri
termofilik di Sumatera Selatan adalah sumber air panas di Tanjung Sakti
Kabupaten Lahat Sumatera Selatan. Bakteri termofilik dalam sumber air panas ini
telah diisolasi pada penelitian sebelumnya oleh Yohandini et al (2015) yang
mendapatkan isolat bakteri genera Geobacillus, Brevibacillus, Bacillus, dan
Anoxybacillus.

Isolasi enzim ekstraseluler dari mikroba seperti enzim amilase ini umumnya
menggunakan metode sentrifugasi yang akan memisahkan ekstrak kasar enzim
dengan sel-sel mikroba (Wirajana et al. 2021). Ekstrak kasar enzim yang
didapatkan masih mengandung protein lainnya selain enzim amilase yang
mempengaruhi stabilitas enzim dan aktivitasnya. Stabilitas enzim dan aktivitasnya
dapat meningkat melalui pemurnian parsial ekstrak kasar enzim salah satunya
dengan menggunakan metode pengendapan amonium sulfat (Sabilla dan Susanti,
2019). Oleh karena itu perlu dilakukan pemurnian parsial untuk mendapatkan
enzim amilase dengan stabilitas dan aktivitas yang lebih baik.

Penelitian skrining dan optimasi produksi enzim amilase termostabil dari
isolat bakteri Sumber Air Panas Tanjung Sakti sebelumya telah dilakukan oleh
Sagala (2015). Akan tetapi belum ada penelitian mengenai potensi dari berbagai
isolat bakteri Sumber Air Panas Tanjung Sakti yang paling unggul dalam
memproduksi enzim amilase dan keadaan optimum yang mempengaruhi aktivitas
enzim amilase hasil pemurnian parsial yang diproduksi menggunakan substrat pati
kulit singkong. Menurut Sumbodono (2019) setiap jenis enzim memiliki aktivitas

yang dipengaruhi oleh tingkat konsentrasi subsrat, temperatur dan derajat
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keasaman optimum yang berbeda-beda. Jika enzim berada diluar kondisi
optimumnya maka akan terjadi perubahan bentuk strukturnya atau enzim
mengalami kerusakan sehingga enzim tidak dapat berfungsi. Hasil penelitian
yang dilakukan oleh Hiteshi et al (2016) memperoleh kondisi optimum aktivitas
enzim amilase yang disekresikan oleh Bacillus licheniformis dari Sumber Air
Panas Himachal Pradesh, India pada temperatur 50°C, pH 8 dan konsentrasi
substrat pati 0,15%. Penelitian lain yang dilakukan oleh Fatoni dan Zusfahar
(2012) memberikan hasil yang berbeda dengan enzim amilase yang dihasilkan
oleh bakteri Thermus sp. dari Sumber Air Panas di Purwakarta, Indonesia dengan
kondisi optimum aktivitas enzim pada temperature 60°C, pH 8 dan konsentrasi
substrat pati 10%. Hal ini menunjukkan keragaman kondisi optimum aktivitas
enzim amilase dari bakteri termofilik. Oleh karena itu pada penelitian ini
dilakukan skrining isolat bakteri Sumber Air Panas Tanjung Sakti dalam
menghasilkan enzim amilase dilanjutkan dengan produksi pada media pati dan

pati kulit singkong, pemurnian parsial dan karakterisasi aktivitas enzim amilase.

1.2 Rumusan Masalah

1. Bagaimana potensi bakteri termofilik isolat Sumber Air Panas Tanjung
Sakti dalam memproduksi enzim amilase?

2. Berapa lama waktu pertumbuhan bakteri amilolitik yang paling baik pada
media pati dan media pati kulit singkong dalam memproduksi enzim
amilase?

3. Apakah metode fraksinasi dengan amonium sulfat dapat memurnikan
secara parsial enzim amilase yang diproduksi mikroba ?

4. Bagaimana pengaruh temperatur, derajat keasaman dan konsentrasi
substrat terhadap kerja enzim amilase ?

1.3 Tujuan Penelitian

1. Mendapatkan mikroba yang memproduksi enzim amilase termostabil
paling banyak dari isolat bakteri Sumber Air Panas Tanjung Sakti

2. Membandingkan waktu paling baik pertumbuhan mikroba pada media

pati dan pati kulit singkong dalam memproduksi enzim amilase
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1.4

3. Mendapatkan enzim amilase parsial murni dengan metode fraksinasi
amonium sulfat
4. Menentukan pengaruh temperatur, derajat keasaman dan konsentrasi

substrat terhadap kerja enzim amilase

Manfaat Penelitian

1. Penelitian ini dapat menjadi rujukan bagi peneliti lain dalam melakukan
penelitian terkait bakteri termofilik penghasil enzim amilase termostabil

dari isolat Sumber Air Panas Tanjung Sakti, Lahat

2. Penelitian ini dapat menambah informasi mengenai produksi enzim

amilase dengan memanfaatkan kulit singkong
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