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Abstract

Research on "Optimization of Abiotic Factors of Thermophilic Bacteria Isolates for Amylase
Production” was carried out from December 2022 to February 2023 at the Andalas University
Biotechnology Laboratory. This study aims to determine the optimum temperature, pH, agitation,
and stability of the amylase enzyme from two thermophilic bacterial isolates, TUA-07. This study
used a descriptive and an experimental method with a factorial completely randomized design
(CRD) with two factors, namely temperature and pH, followed by gradual agitation. The results
showed that the optimum temperature, pH, and agitation for isolate TUA-07 was 80°C at pH 6, with

agitation of 125 rpm. Enzyme stability for isolate TUA-07 lasted up to 80% for 10 hours.
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Pendahuluan

Amilase menjadi salah satu enzim yang banyak digunakan dalam teknologi bioproses
(Irdawati & Fifendi, 2011) karena enzim amilase mampu menghidrolisis molekul pati jadi polimer
yang terdiri dari unit glukosa (Reddy et al., 2003). Amilase bisa memecah jalinan a- 1, 4- glikosidik
dalam pati yang menuju ke pembuatan dekstrin dalam jumlah terbatas. Amilase dari sumber
mikroba yang berbeda beragam pula bentuknya, sehingga cocok dengan aplikasinya yang khusus
(Mehta & Tulasi, 2016).

Saat ini amilase menjadi salah satu enzim yang sangat diminati termasuk pada bidang
bioteknologi. Meskipun enzim bisa berasal dari berbagai sumber, seperti tumbuhan, hewan serta
mikroorganisme, enzim dari sumber mikroorganisme biasanya sangat kerap penuhi permintaan
industri, khususnya tipe bakteri serta fungi (Souza & Magalhaes, 2010). Selain peranan enzim
amilase pada bidang bioteknologi, amilase yang dihasilkan oleh mikroba berpotensi digunakan
dalam industri farmasi serta kimia dan pemanfaatan amilase sudah meluas di bidang lainnya,
seperti obat- obatan, kimia analitik, dan aplikasinya dalam sakarifikasi pati serta dalam industri
tekstil, makanan, pembuatan bir serta penyulingan (Pandey et al., 2000).

Pemasaran industri enzim sudah diproyeksikan mencapai 6,2 miliyar US dolar pada tahun
2020. Hal ini disebabkan peningkatan penjualan enzim mikroba secara global karena enzim yang
berasal dari mikroorganisme memiliki termostabil dan aktivitas yang optimal pada suhu yang tinggi
(Vielle & Zeikus, 2001). Pada tahun 2018 terjadi peningkatan penjualan enzim 9,2%, peningkatan
penjualan enzim ini diprediksi akan terus meningkat hingga tahun 2023 (Anonymous, 2018). Salah
satu jenis enzim yang telah diaplikasikan dalam bermacam bidang industri yakni amilase (Mehta &
Tulasi, 2016).
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Beberapa penelitian tentang bakteri termofil dan enzim termostabil sudah banyak
dilakukan. Arzita & Agustien., (2013) mendapatkan kondisi optimum untuk produksi amilase pada
suhu 60°C dengan pH 7 dan agitasi 150 rpm. Desriningsih (2013) mendapatkan kondisi optimum
produksi amilase pada suhu 50°C dan pH 8. Selain itu, Indriati et al., (2015) mendapatkan kondisi
optimum pada suhu 60°C dan ph 8,5. Arfah ef al.,(2014) mendapatkan kondisi optimum pada suhu
55°C dengan pH 6 dan agitasi 200 rpm.

Penelitian ini menggunakan isolat bakteri koleksi Laboratorium Bioteknologi UPT Sumber
Daya Hayati yang diisolasi dari tiga sumber air panas Solok Selatan yaitu Sapan Aia Angek, Sapan
Maluluang dan Balun pada tahun 2021. Koleksi isolat tersebut berjumlah 31 isolat, 6 diantaranya
berpotensi penghasil enzim protease, 4 isolat berpotensi penghasil enzim amilase dan 21 isolat
penghasil keduanya. Isolat berpotensi penghasil enzim amilase dengan indeks amilolitik tertinggi
yang digunakan yaitu (Termofilik Universitas Andalas) TUA-07. Untuk aplikasinya perlu dilakukan
optimasi produksi enzim terhadap isolat tersebut dengan menguji beberapa faktor abiotik
diantaranya suhu, pH dan agitasi.Berdasarkan hal tersebut, perlu dilakukan penelitian mengenai
“Optimasi Faktor Abiotik Terhadap Isolat Bakteri Termofilik Untuk Produksi Amilase”

Bahan dan Metode

Penelitian ini dilakukan pada bulan Desember 2022 hingga Februari 2023 di Laboratorium
Bioteknologi, Universitas Andalas, Padang. Penelitian ini menggunakan metode eksperimen untuk
mengetahui pengaruh suhu dan pH dilakukan dengan Rancangan Acak Lengkap (RAL) Faktorial
dengan 2 faktor dan 3 ulangan. Selanjutnya dilakukan bertahap untuk agitasi dan uji stabilitas
amilase terhadap isolat bakteri termofilik untuk produksi amilase.
Kurva Pertumbuhan

Diinkubasi pada suhu 50°C (inokulum), agitasi 150 rpm selama 24 jam. Setelah itu
dipipetkan 5 ml inokulum ke dalam 95 ml media produksi amilase pada Erlenmeyer 250 ml.
Disampling 1 ml dari kultur bakteri, kemudian diukur kekeruhan menggunakan spektrofotometer
pada panjang gelombang 600 nm. Setiap interval 1 jam dilakukan pencuplikan pada kultur bakteri
seperti langkah sebelumnya. Cuplikan dihentikan setelah terjadi penurunan pertumbuhan isolat
bakteri.
Uji Aktivitas Amilase Metode Iodium

Disiapkan 2 buah tabung reaksi dan diberi label kontrol dan uji. Masing — masing tabung
ditambahkan 1 ml substrat dan diinkubasi pada suhu 50°C selama 5 menit. Selanjutnya tambahkan
0,5 ml aquades pada tabung kontrol dan 0,5 ml enzim pada tabung uji, lalu diinkubasi pada suhu
50°C selama 30 menit, selanjutnya diinkubasi kembali pada suhu 125°C selama 30 menit untuk
menghentikan reaksi enzim. Setelah 5 menit kedua tabung didinginkan dan masing — masing tabung
ditambahkan iodium sebanyak 1 ml dan 8 ml aquades lalu diukur absorbansinya menggunakan
spektrofotometer dengan panjang gelombang 540 nm. (Sylvia & Silvera, 2018)
Penentuan suhu dan pH optimum

Variasi pH medium 6 ; 7 ; 8 sebagai faktor A dan diinkubasi pada masing suhu 50°C, 60°C,
70°C, dan 80°C sebagai faktor B. lalu, diagitasi 150 rpm selama waktu tertentu (idiofase) dari masing
— masing isolat bakteri. Selanjutnya dilakukan uji aktivitas enzim.
Penentuan Agitasi Optimum

Divariasikan pada agitasi 100 rpm ; 125 rpm ; 150 rpm ; 175 rpm ; 200 rpm dengan kondisi
medium sesuai dengan hasil perlakuan optimum suhu dan pH. Kemudian, dicuplik selama waktu
tertentu (idiofase) dari masing — masing isolat bakteri. Selanjutnya dilakukan uji aktivitas enzim.
Pengujian Stabilitas Amilase

Fakultas Matematika dan limu Pengetahuan Alam 454
Universitas Negeri Medan



Seminar Nasional Biologi-IPA dan Pembelajarannya
Volume 8-10 Nomor 1. 2025

Pengujian stabilitas enzim dilakukan dengan menginkubasi ekstrak kasar enzim yang
diperoleh dari kondisi optimum perlakuan pada suhu 60°C. Selanjutnya disampling interval satu
jam hingga aktivitas amilase turun.

Hasil dan Pembahasan
Kurva Tumbuh dan Kurva Aktivitas Amilase

r1.6

Alktivitas Amilase (U/ml)

0 T T T T T 0
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@ Kurva Tumbuh = Aktivitas Amilase

Gambar 1. Kurva pertumbuhan dan aktivitas amilase isolat TUA-07

Kurva pertumbuhan pada isolat bakteri TUA-07 menunjukkan fase lag yang sangat singkat.
Hal ini disebabkan karena medium yang digunakan untuk inokulum sama dengan medium
produksi sehingga bakteri tidak memerlukan waktu lama untuk beradaptasi. Menurut Waluyo
(2007) salah satu faktor yang mempengaruhi lamanya fase adaptasi adalah medium, bakteri yang
ditempatkan pada medium yang sama dengan medium sebelumnya memerlukan waktu adaptasi
yang singkat. ~ Selanjutnya fase eksponensial dimana sel pada mikroorganisme dalam keadaan
stabil dan mampu membelah diri secara berganda. Pada grafik terlihat fase eksponensial yang
signifikan terjadi dari jam ke-1 hingga ke-14. Setelahnya bakteri mulai memasuki fase kematian pada
gambar 3 dapat dilihat setelah jam ke-14 jumlah sel bakteri mulai menurun, hal ini menunjukkan
bahwa jumlah sel bakteri yang mati meningkat disebabkan karena zat makanan atau nutrisi yang
diibutuhkan dibutuhkan bakteri untuk hidup sudah berkurang (Fardiaz, 1992).

Gambar 3 juga menunjukkan aktivitas amilase tertinggi pada jam ke-14 yaitu 1,603 U/ml,
hal ini menunjukkan bahwa waktu panen enzim dapat dilakukan pada jam ke-14. Penelitian yang
dilakukan oleh Arzita & Agustien (2013), bakteri Bacillus sp. PA-05 aktivitas optimalnya pada 14 jam.
Waktu inkubasi dengan aktivitas amilase paling tinggi tersebut digunakan sebagai waktu inkubasi
optimum untuk produksi amilase (Irena, 2010).

Pada gambar 3 dapat dilihat bahwa setelah mencapai aktivitas optimum pada jam ke-14
enzim mulai mengalami penurunan. Hal ini disebabkan karena setelah mencapai aktivitas optimum
kadar glukosa yang dihasilkan dari hidrolisis pati menjadi glukosa oleh enzim sudah mencukupi
kebutuhan bakteri sehingga bakteri tidak perlu menghasilkan enzim dengan menghidrolisis pati
(Desriningsih, 2011).

Penentuan suhu dan pH untuk produksi amilase

Hasil pengujian optimasi suhu inkubasi dan pH medium terhadap isolat bakteri TUA-07
dan TUA-09 secara statistik menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang nyata terhadap beberapa
perlakuan.
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Tabel 1. Rata-rata produksi amilase pada suhu inkubasi dan pH medium yang berbeda pada isolat
bakteri TUA-07

pH
Suhu Rata-rata (Suhu)
pH 6 pH7 pH 8
500C 1,459e 1,793c 2,008 ab 1,754 B
60°C 1,767cd  1,787c  1,941D 1,831 A
700C 1,363f 1,375f 1,351f 1,363 C
800C 2,049a 1,692d 1,495e 1,745 B

Rata-ratapH 1,659 A 1,661 A 1,698 A

Keterangan : Angka-angka pada setiap baris dan kolom yang diikuti oleh huruf besar dan huruf kecil yang
sama menunjukkan hasil yang tidak berbeda nyata terhadap masing-masing faktor tunggal dan faktor interaksi
pada uji DNMRT taraf 5%.

Tabel 1 menunjukkan bahwa perlakuan terhadap faktor suhu menunjukkan hasil terbaik
pada suhu 60°C, pada pH semua perlakuan tidak menunjukkan hasil yang berbeda nyata.
Sedangkan untuk keseluruhan kombinasi perlakuan pada isolat bakteri TUA-07 rata-rata produksi
amilase paling tinggi yaitu 2,049 U/ml pada suhu 80°C dan pH 6.

Penelitian Arzita & Anthoni (2013) mendapatkan kondisi optimum untuk produksi amilase
pada suhu 60°C dengan pH 7 dan agitasi 150 rpm. Indriati ef al.,, (2015) mendapatkan kondisi
optimum pada suhu 60°C dan ph 8,5. Arfah et al., (2014) mendapatkan kondisi optimum pada suhu
55°C dengan pH 6. Setiap enzim memiliki pH optimum dimana pada pH tersebut struktur tiga
dimensinya paling kondusif untuk mengikat substrat. Menurut Palmer (1981), aktivitas enzim yang
menurun karena perubahan pH disebabkan oleh berubahnya keadaan ion substrat dan enzim.
Perubahan tersebut dapat terjadi pada residu asam amino yang berfungsi untuk mempertahankan
struktur tersier dan kuartener enzim aktif. Perubahan suhu dan pH menyebabkan bertambahnya
efek terhadap pertumbuhan mikroorganisme dan produksi amilase (Anyangwa et al., 1993). pH
sangat berpengaruh terhadap reaksi enzimatik karena dapat mempengaruhi gugus-gugus ionik
enzim, sehingga mempengaruhi sisi aktif enzim dan konformasi enzim (Lehninger, 1982).
Penentuan agitasi optimum untuk produksi amilase
Hasil pengujian optimasi agitasi terhadap isolat bakteri TUA-07 dan TUA-09 disajikan dalam tabel
berikut.

Tabel 3. Rata-rata produksi amilase suhu inkubasi 80°C pada pH 6

Agitasi TUA 07

100 rpm 1,146
125 rpm 2,789
150 rpm 2,049
175rpm 2,542
200 rpm 1,181

Tabel 3 menunjukkan bahwa aktivitas amilase tertinggi dihasilkan pada agitasi 125 rpm. Hal
ini menunjukkan bahwa agitasi memberikan efek terhadap produksi enzim, agitasi yang berbeda
memberikan pengaruh yang berbeda juga terhadap bakteri dalam produksi enzimnya. Agitasi
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membantu proses transfer oksigen, sistem agitasi menyebabkan gelembung udara menjadi lebih
kecil sehingga luar permukaan dimana terjadinya transfer oksigen menjadi lebih besar dan waktu
tinggal gelembung udara di medium lebih lama (Muhakim et al., 2015).

Tabel 2 juga menunjukkan agitasi yang memiliki nilai aktivitas yang rendah itu adalah
agitasi pada 200 rpm, hal ini disebabkan karena pengocokan yang sangat cepat akan membentuk
buih pada medium yang dapat memberi efek terhadap bakteri dalam produksi enzim hingga
produksi enzim menjadi rendah (Desriningsih, 2013).

Kondisi aktivitas amilase sebelum dan sesudah optimasi
Hasil pengamatan kondisi aktivitas amilase sebelum dan sesudah optimasi disajikan dalam tabel
berikut.

Tabel 4. Kondisi aktivitas amilase sebelum dan sesudah optimasi

Aktivit il U/ml
Isolat ivitas amilase (U/ml) Peningkatan aktivitas amilase (%)

Sebelum Sesudah
TUA-07 1,603 2,789 73,98

Tabel 4 menunjukkan optimasi terhadap bakteri memberikan efek terhadap aktivitas
amilase. Isolat bakteri TUA-07 menunjukkan peningkatan aktivitas amilase hingga 73,98% dari
aktivitas awal enzimnya. Hal ini membuktikan bahwa faktor abiotik seperti suhu, pH dan agitasi
memberikan pengaruh terhadap bakteri dalam produksi enzim sesuai dengan pernyataan
Sumantha, Laroche, and Pandey., (2006) bahwa peningkatan produksi enzim bisa dilakukan dengan
rekayasa pada komposisi medium, pH medium, suhu, sumber karbon dan sumber nitrogen.

Beberapa penelitian yang juga mengalami peningkatan aktivitas amilase setelah optimasi
diantaranya Han et al., (2014) hasil penelitiannya menunjukkan bahwa aktivitas amilase meningkat
sebesar 31,1% setelah dilakukan optimasi pada suhu 55°C, pH 7,0. Verma et al., (2015) menunjukkan
bahwa aktivitas amilase meningkat sebesar 85,5% pada suhu 60°C, pH 7,5 dan Ali et al., (2018)
menunjukkan bahwa aktivitas amilase meningkat sebesar 45,5% pada suhu 55°C, pH 7,0
Uji stabilitas amilase
Pengamatan uji stabilitas amilase disajikan pada Gambar 4 berikut ini.
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Gambar 5. Grafik hasil uji stabilitas amilase

Hasil uji stabilitas terhadap isolat TUA-07 menunjukkan bahwa aktivitas enzim pada jam
ke-10 sudah mulai menurun hingga 80% dari aktivitas awal sampai pada jam ke-15 yaitu 69% dari
aktivitas awal. Hal ini menunjukkan bahwa enzim yang dihasilkan memiliki kestabilan yang cukup
tinggi. Menurut Adeyanju et al., (2007), nilai tinggi dari mikroorganisme yang menghasilkan enzim
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ekstraseluler terletak pada sifat termostabilitas ekstrim dimana termostabilitas dari amilase yang
digunakan dalam bioproses pati.

Gupta., (2005) menyatakan bahwa penurunan aktivitas enzim sebesar 20-30% dari nilai awal
dianggap sebagai batas minimal penurunan aktivitas enzim yang dapat dikatakan stabil dan dapat
diterima dalam banyak aplikasi industri atau biologi.

Menurut Pramiadi ef al., (2014), termostabilitas yang dimiliki oleh enzim yang berasal dari
mikroorganisme termofil itu berikatan dengan adanya asosiasi senyawa protein enzim dengan
molekul lainnya seperti lipid, polisakarida maupun protein lainnya yang menyebabkan
terbentuknya suatu senyawa yang memiliki mekanisme yang memungkin untuk tetap stabil, selain
itu, adanya peningkatan ikatan hidrogen dan salt bridge pada protein dari enzim termofil dan
perbedaan jenis serta komposisi asam amino penyusun protein enzim termofil dibandingkan
dengan protein enzim mesofilik.

Stabilitas merupakan sifat penting yang harus dimiliki oleh enzim dalam aplikasinya
sebagai biokatalis. Stabilitas enzim dapat didefinisikan sebagai kestabilan aktivitas enzim selama
penyimpanan dan penggunaan enzim tersebut, serta kestabilan terhadap senyawa yang bersifat
merusak seperti pelarut tertentu (asam, basa) dan oleh pengaruh temperatur dan pH ekstrim.
Terdapat dua prinsip utama untuk memperoleh enzim yang mempunyai stabilitas tinggi, yaitu
menggunakan enzim yang memiliki stabilitas ekstrim alami dan mengusahakan peningkatan
stabilitas enzim yang secara alami kurang atau tidak stabil (Saktiwansyah, 2001).

Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian diatas dapat disimpulkan bahwa suhu, pH dan agitasi
optimum untuk isolat TUA-07 adalah suhu 80°C pada pH 6 dan agitasi 125 rpm dan stabilitas enzim
untuk isolat TUA-07 bertahan hingga 80% selama 10 jam. Berdasarkan penelitian yang telah
dilakukan, peneliti menyarankan untuk melakukan penelitian lanjutan dengan menambah
parameter faktor produksi enzim, identifikasi molekuler isolat bakteri dan identifikasi enzim
amilase dari isolat bakteri tersebut.
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