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ABSTRAK 

Beberapa praktikum di Program Studi Teknologi Rekayasa Pangan memerlukan enzim sebagai bahannya. Selama 

ini, praktikum enzim dilakukan menggunakan nanas untuk enzim bromelin dan kentang untuk enzim katalase. 

Penelitian ini dilakukan untuk memperbanyak jenis enzim yang digunakan untuk praktikum. Enzim yang ingin 

dicari adalah enzim amilase. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh suhu inkubasi bakteri terhadap 

aktivitas amilase yang dihasilkan. Dengan adanya penelitian ini, diharapkan dapat memenuhi kebutuhan bahan 

praktikum. Tiga isolat yang diuji yaitu A3-04, A3-02 dan G1-01 menunjukkan ketiganya memiliki aktivitas 

amilase. Zona bening yang dimiliki A3-04 terlihat memiliki ukuran yang paling besar dibandingkan dengan A3-

02 dan G1-01, hal ini diduga A3-04 memiliki aktivitas amilase paling tinggi.  Isolasi dilakukan dengan metode 

sebar pada media nutrient agar (NA), kemudian koloni tunggal yang tumbuh ditumbuhkan kembali dengan metode 

gores. Pewarnaan gram dilakukan pada kultur murni yang didapatkan. Kemudian, isolat yang yang berbentuk 

batang dan gram positif dilakukan pengamatan morfologi koloni di NA miring, uji katalase dan hidrolisis pati serta 

diidentifikasi secara molekuler. Hasilnya, hanya isolat D4-02 yang berbentuk batang dan gram positif. Isolat 

tersebut berasal dari sampel tanah. Kemampuan dalam hidrolisis pati dan penguraian hidrogen peroksida dimiliki 

oleh D4-02. Hasil identifikasi secara molekuler menunjukkan bahwa D4-02 memiliki kesamaan dengan Priestia 

megaterium NBRC 15308 dengan presentase kemiripan sebesar 99,93%. Isolat ini dapat digunakan untuk kegiatan 

praktikum di Laboratorium seperti saat melakukan pengamatan morfologi mikroskopis mikroba sebagai contoh 

bakteri gram positif berbentuk batang. 

Kata kunci —  Bacillaceae, Priestia megaterium, tanah, susu 

ABSTRACT 

Microorganisms or microbes are needed to be studied in the Food Engineering Technology Study Program. For 

example, how to control harmful microbes. Not only that, but also the uses of beneficial microbes, especially in 

food, can also be explored. This study aims to obtain Bacillaceae bacterial isolates to complete the learning 

materials in our Laboratory. There were two samples used for isolation, those were soil and milk samples. 

Isolation was carried out by spread-plate method on nutrient agar (NA), then the single colonies grown were 

reinoculated by streak method. Gram staining was performed on the pure cultures obtained. After that, rod-shaped 

and gram-positive isolates were observed for colony morphology in NA slant, catalase test, starch hydrolysis test 

and molecular identification. As a result, only D4-02 isolate was rod-shaped and gram-positive. The isolate was 

derived from soil samples. The ability to hydrolyze starch and decompose hydrogen peroxide is owned by D4-02. 

Molecular identification results show that D4-02 has similarity with Priestia megaterium NBRC 15308 with a 

similarity percentage of 99.93%. This isolate can be used for learning material in the laboratory such as when 

observing microscopic morphology of microbes as an example of gram-positive rod-shaped bacteria. 

Keywords —   Bacillaceae, Priestia megaterium ,soil, milk 
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1. Pendahuluan 

Beberapa praktikum di Program Studi 

Teknologi Rekayasa Pangan memerlukan enzim 

sebagai bahannya. Selama ini, praktikum enzim 

dilakukan menggunakan nanas untuk enzim 

bromelin. Enzim ini termasuk enzim protease. 

Sebagian besar enzim proteolitik dalam nanas 

adalah enzim ini (Hikisz & Bernasinska-

Slomczewska, 2021). Enzim ini dapat bekerja 

pada pH 3-8 dan suhu 37-70oC (Hikisz & 

Bernasinska-Slomczewska, 2021). Selain dari 

nanas, kentang digunakan sebagai sumber enzim 

katalase. Menurut Wang et al. (2019), aktivitas 

katalase dari kentang di suhu 4oC lebih tinggi 

dari pada di suhu 16oC. 

Penelitian ini dilakukan untuk 

memperbanyak jenis enzim yang digunakan 

untuk praktikum. Enzim yang ingin dicari adalah 

enzim amilase. Amilase adalah enzim yang 

mempunyai kemampuan sebagai katalis dalam 

proses hidrolisa polimer pati yang dapat 

memecah ikatan glukosida pada polimer pati 

untuk menghasilkan molekul lebih sederhana 

seperti glukosa, maltosa, dan dekstrin (Nangin et 

al., 2015). Dalam industri pangan, salah satu 

manfaat enzim amilase adalah dapat membuat 

roti menjadi lebih tahan lama (Farooq et al. 

2021). Pada alat pencuci piring otomatis, enzim 

ini bermanfaat untuk membersihkan sisa 

makanan yang mengandung pati seperti puding, 

kentang dan cokelat (Yassin et al., 2021). 

Penelitian ini juga masih melanjutkan 

penelitian sebelumnya. Pada penelitian 

sebelumnya ditemukan isolat bakteri G1-01 yang 

memiliki aktivitas hidrolisis pati (Dwiantara & 

Rahmawati, 2023). Ini juga yang menjadi sebab 

pada penelitian kali ini enzim yang ingin 

diperoleh adalah amilase. Manfaat dari produksi 

enzim dengan bakteri adalah dapat mengurangi 

biaya produksi (Rajesh & Gummadi, 2022) 

karena waktu produksi yang lebih cepat, 

kebutuhan ruangan yang lebih kecil dan 

kemudahan dalam memodifikasi dibandingkan 

tanaman dan hewan (Raveendran et al., 2018). 

Maka dari itu, penelitian ini bertujuan untuk 

mengetahui pengaruh suhu inkubasi bakteri 

terhadap aktivitas amilase yang dihasilkan. 

Dengan adanya penelitian ini, diharapkan dapat 

memenuhi kebutuhan bahan praktikum. 

2. Metodologi  

2.1. Penapisan Bakteri Penghasil Amilase 

Kemampuan bakteri dalam menghasilkan 

amilase dilakukan dengan menumbuhkan bakteri 

pada media yang mengandung agar pati (pH 7,0) 

(Cappuccino & Welsh, 2019) pada cawan petri. 

Satu ose penuh kultur bakteri digoreskan pada 

agar pati membentuk satu garis lurus dan 

diinkubasi selama 24 jam. Koloni yang tumbuh 

ditetesi dengan larutan iodin gram dan diamati 

warna yang muncul. Adanya bakteri penghasil 

amilase ditandai dengan keberadaan zona bening 

di sekitar koloni (Dwiantara & Rahmawati, 

2023). 

2.2. Media Produksi Amilase 

Media yang digunakan untuk produksi 

amilase sama seperti pada penapisan bakteri 

penghasil amilase tetapi tidak diberi agar. Satu 

ose penuh kultur bakteri diinokulasikan pada 

media cair dan diinkubasi selama 24 jam dengan 

agitasi 180 rpm (Rajesh & Gummadi 2022). 

Produksi amilase dilakukan dengan 

memindahkan 250 µl kultur bakteri 24 jam ke 

dalam 50 media kaldu pati. Sel bakteri 

dipisahkan dari media dengan sentrifugasi pada 

kecepatan 7.000 rpm selama 15 menit (Rakaz et 

al., 2021). Supernatan hasil sentrifugasi 

digunakan untuk pengukuran aktivitas enzim. 

2.3. Penentuan Aktivitas Amilase 

Metode DNS (Dinitrosalicylic acid) 

dilakukan untuk menentukan aktivitas amilase. 

Supernatan sebanyak 0,5 ml ditambahkan larutan 

penyangga fosfat (pH 6,0) sebanyak 4,5 ml dan 

pati 1% sebanyak 2 ml dan diinkubasi selama 10 

menit pada suhu 30oC (Yassin et al., 2021). 

Setelah diinkubasi, sebanyak 3 ml larutan 

diambil kemudian ditambahkan 1 ml larutan 

asam 2,3-dinitrosalisilat (DNS). Larutan 

diinkubasi selama 10 menit pada air mendidih 

lalu didinginkan hingga suhu ruang dan 

tambahkan 1 ml sodium sulfat 0,5% untuk 

menstabilkan warna. Dilakukan pengukuran 

absorbansi larutan menggunakan 

spektrofotometer pada panjang gelombang 540 

nm.  Satu unit aktivitas enzim sama dengan 

jumlah enzim untuk membebaskan satu μmol 

maltosa per menit. (Jain et al., 2020)
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2.4. Pengaruh Suhu dan Waktu Inkubasi 

Pengaruh suhu dan waktu inkubasi pada 

aktivitas amilase ditentukan dengan 

menumbuhkan kultur bakteri pada suhu 30, 35 

dan 40oC. Sampel diambil pada waktu inkubasi 

15, 16 dan 17 jam untuk dilakukan pengukuran 

aktivitas amilase. Selain aktivitas amilase, 

dilakukan juga pengukuran kepadatan sel bakteri 

dengan spektrofotometer pada panjang 

gelombang 600 nm. 

2.5. Identifikasi Bakteri 

Identifikasi bakteri secara molekuler 

dilakukan melalui pengurutan DNA bakteri (gen 

16S rRNA) di PT. Genetika Science Indonesia. 

3. Pembahasan 

Kemampuan bakteri menghidrolis pati 

dilakukan dengan menumbuhkan bakteri pada 

cawan petri yang berisi media agar pati. Bakteri 

yang mampu menghidrolisis pati diketahui 

melalui penambahan larutan iodin gram 

permukaan agar setelah bakteri tersebut tumbuh 

dan terdapat zona bening disekitar bakteri. 

Keberadaan pati ditandai dengan warna biru 

kehitaman sehingga pada daerah yang tidak 

terjadi hidrolisis pati akan berwarna biru 

kehitaman (Andrades & Contreras, 2017). 

Tiga isolat yang diuji yaitu A3-04, A3-02 

dan G1-01 menunjukkan ketiganya memiliki 

aktivitas amilase. Hal ini terlihat dari zona 

bening yang terbentuk di sekitar koloni bakteri. 

Isolat bakteri A3-04 dan A3-02 diisolasi dari 

tanah (Dwiantara et al., 2021) sedangkan G1-01 

diisolasi dari sampel udara laboratorium 

(Dwiantara & Rahmawati, 2022). Zona bening 

yang dimiliki A3-04 terlihat memiliki ukuran 

yang paling besar dibandingkan dengan A3-02 

dan G1-01, hal ini diduga A3-04 memiliki 

aktivitas amilase paling tinggi (Gambar 1). Oleh 

karena itu, isolat A3-04 yang digunakan pada 

pengujian selanjutnya.

 

 

* Kontrol negatif: B1-01 (Pseudocitrobacter faecalis)  

 Kontrol positif: D4-02 (Priestia megaterium) 

Gambar 1. Penapisan Bakteri Penghasil Amilase 
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Enzim amilase sangat besar kegunaannya 

dalam berbagai macam industri. Enzim amilase 

dianggap memenuhi 30% kebutuhan enzim 

global yang digunakan pada industri makanan, 

kesehatan, dan industri-industri lain (Ojha et al., 

2020). Salah satu mikroba penghasil enzim 

amilase secara alami adalah bakteri dari genus 

Bacillus. Bakteri Bacillus banyak digunakan dan 

dikembangbiakkan sebagai produsen enzim 

amilase. Hal ini dikarenakan banyak spesies 

bakteri dari genus Bacillus yang merupakan 

penghasil enzim amilase, salah satu contohnya 

bakteri Bacillus Megaterium (Istia'nah et al., 

2020). Beberapa strain Bacillus lain seperti 

Bacillus subtilis, Bacillus stearothermophilus, 

Bacillus licheniformis dan Bacillus 

amyloliquefaciens juga merupakan produsen α-

amilase yang efisien untuk berbagai aplikasi 

(Suriya et al., 2016). Bakteri Bacillus dianggap 

sebagai mikroba yang sesuai untuk produksi 

enzim komersial karena bakteri ini dapat 

mempertahankan keadaan aslinya, yaitu keadaan 

alami yang tidak berubah dan stabil terhadap 

berbagai rekayasa bioproses, selain itu bakteri ini 

juga mengeluarkan protein langsung ke media 

ekstraseluler sehingga memfasilitasi ekstraksi 

dan pemurnian yang mudah sehingga dapat 

menghemat waktu proses, biaya dan komplikasi 

(Ojha et al., 2020). 

4. Kesimpulan 

Tiga isolat yang diuji yaitu A3-04, A3-02 

dan G1-01 menunjukkan ketiganya memiliki 

aktivitas amilase. Diduga A3-04 memiliki 

aktivitas amilase paling tinggi. 
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