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ABSTRAK 

 

Rizqo, Zaky Alfiyan. 2024. Pengaruh Jenis Sumber Karbon Terhadap Produksi Enzim Amilase 
oleh Bacillus subtilis. Pembimbing I: Dr. Anik Maunatin, S.T., M.P.; Pembimbing II: 
Ahmad Hanapi, M.Sc.  

 
Kata Kunci: Jenis Sumber Karbon, Enzim Amilase, Metode DNS, Bacillus subtilis 
 

Enzim Amilase adalah enzim yang berperan sebagai katalis dalam reaksi hidrolisis 
rantai panjang polisakarida menjadi monosakarida. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui 
pengaruh dari jenis sumber karbon pada produksi enzim amilase yang diproduksi oleh Bacillus 
subtilis. Sumber karbon yang digunakan dalam penelitian ini adalah soluble starch, pati 
kentang, pati jagung, pati singkong dan pati gandum. Uji kualitatif dalam penelitian ini 
dilakukan dengan mengamati zona yang bening yang terbentuk pada media agar sedangkan 
uji aktivitas enzim amilase dilakukan menggunakan reagen asam 3,5-dinitrosalisilat (DNS) 
yang kemudian diukur absorbansinya dengan instrumen spektrofotometer UV-Vis pada 
panjang gelombang 540 nm. Terdapat zona yang bening pada media agar di sekitar koloni 
bakteri yang menunjukkan adanya aktivitas enzim amilase dan aktivitas enzim amilase yang 
diperoleh pada penelitian ini adalah Soluble starch memiliki aktivitas 0,0115 UmL-1; pati 
kentang 0,0125 UmL-1; pati jagung 0,0110 UmL-1; pati singkong 0,0117 UmL-1 dan; pati gandum 
0,0120 UmL-1. Aktivitas enzim amilase terbesar adalah pati kentang dengan aktivitas 0,0125 
UmL-1, sedangkan aktivitas terkecil adalah pati jagung dengan aktivitas 0,0110 UmL-1. 
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ABSTRACT 

 

Rizqo, Zaky Alfiyan. 2024. The Influence of Carbon Sources on the Production of Amylase 
Enzymes by Bacillus subtilis. Supervisor I: Dr. Anik Maunatin, S.T., M.P; Supervisor II: 
Ahmad Hanapi M.Sc. 

 
Keyword: Types of Carbon Sources, Amylase Enzyme, DNS Method, Bacillus subtilis 
 

Amylase enzyme is an enzyme that acts as a catalyst in the hydrolysis reaction of long 
chain polysaccharides into monosaccharides. This research aims to determine the effect of 
the type of carbon source on the production of the amylase enzyme produced by Bacillus 
subtilis. The carbon sources used in this research were soluble starch, potato starch, corn 
starch, cassava starch and wheat starch. The qualitative test in this research was carried out 
by observing the clear zone formed on the agar medium, while the amylase enzyme activity 
test was carried out using 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) reagent and the absorbance was then 
measured using a UV-Vis spectrophotometer at a wavelength of 540 nm. There is a clear zone 
on the agar media around the bacterial colony which indicates the presence of amylase 
enzyme activity and the amylase enzyme activity obtained in this study is Soluble starch has 
an activity of 0.0115 UmL-1; potato starch 0.0125 UmL-1; corn starch 0.0110 UmL-1; cassava 
starch 0.0117 UmL-1 and; wheat starch 0.0120 UmL-1. The greatest amylase enzyme activity 
was in potato starch, with an activity of 0.0125 UmL-1, while the smallest activity was in corn 
starch, with an activity of 0.0110 UmL-1. 
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 مستخلص البحث 
 

الفيّان   ,رزقى إنتاج  .  ۲۰۲٤.  زاكى  على  الكربون  مصادر  أنواع  الألومازيةتأثير  موناتين١المشرفة  .  Bacillus subtilis  الأكسدة  انيك   :  S.T., 
M.P احمد حنفي٢. المشرفة : M.Sc . 

 
 DNS ،Bacillus subtilis، طريقة انزيم الأميليزأنواع مصادر الكربون،  :الكلمة الأساسية

 
للسكريات قليلة التعدد طويلة السلسلة إلى سكريات أحادية. يهدف هذا البحث  إنزيم الأميليز هو إنزيم يعمل كمحفز في تفاعل التحلل المائي  

مصادر الكربون المستخدمة في هذا البحث هي  .Bacillus subtilis إلى تحديد تأثير نوع مصدر الكربون على إنتاج إنزيم الأميليز الذي تنتجه بكتيريا
المنطقة الصافية  النشا القابل للذوبان ونشا البطاطس ونشا الذرة ونشا الكسافا ونشا القمح. تم إجراء الاختبار النوعي في هذه الدراسة من خلال ملاحظة  

، والذي تم بعد ذلك  (DNS)  دينيتروزاليسيليك-۳,٥كاشف حمض    المتكونة على وسط الأجار، بينما تم إجراء اختبار نشاط إنزيم الأميليز باستخدام 
باستخدام امتصاصه  ا UV-Vis قياس  موجي  قياس  بطول  الضوئي  المستعمرة   ٥٤۰لطيف  حول  الآجار  وسط  على  واضحة  منطقة  هناك  نانومتر. 

ن الذي يبلغ نشاطه البكتيرية مما يشير إلى وجود نشاط إنزيم الأميليز ونشاط إنزيم الأميليز الذي تم الحصول عليه في هذه الدراسة هو النشا القابل للذوبا
وحدة / مليلتر و؛ نشا   ۰,۰۱۱۷وحدة / مليلتر؛ نشا الكسافا    ۰,۰۱۱۰وحدة/مليلتر؛ نشا الذرة    ۰,۰۱۲٥وحدة / مليلتر؛ نشا البطاطس    ۰,۰۱۱٥

وحدة/مليلتر، بينما كان أقل نشاط في    ۰,۰۱۲٥وحدة/مليلتر. وكان أكبر نشاط لإنزيم الأميليز في نشاء البطاطس، حيث بلغ نشاطه    ۰,۰۱۲۰القمح  
 . وحدة/مليلتر ۰,۰۱۱۰نشاء الذرة، حيث بلغ نشاطه 
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BAB I  

PENDAHULUAN 

 

1.1. Latar Belakang 

Enzim merupakan biomolekul yang berupa protein yang berfungsi sebagai agen yang 

mempercepat reaksi biokimia atau disebut dengan biokatalis dalam organisme. Enzim juga 

dapat diekstraksi dari organisme tertentu dan kemudian dapat digunakan untuk kebutuhan 

komersil. Peran ini tampak dalam berbagai kebutuhan industri yang dibuktikan dengan 

kebutuhan pasar terhadap enzim secara global pada tahun 2022 tercatat sebesar 12,46 miliar 

USD dan diperkirakan akan melampaui angka 20,5 miliar USD pada tahun 2030. Hal ini 

disebabkan oleh angka pertumbuhan dari Compound Annual Growth Rate (CAGR) atau 

tingkat pertumbuhan tahunan gabungan diperkirakan mencapai 6,42% pada periode 2022 

hingga 2030. Pertumbuhan ini juga dipicu oleh pandemi COVID-19 yang membuat masyarakat 

lebih memperhatikan kesehatan dibandingkan sebelum pandemi. Selain itu, perkembangan 

teknologi dalam industri enzim juga menjadi faktor lain yang memicu permintaan pasar enzim 

yang tinggi (Precedences Research, 2022; Robinson, 2015). 

Enzim dapat diperoleh dari tiga sumber utama yakni mikroorganisme, binatang dan 

tumbuhan. Mikroorganisme seperti fungi, bakteri, dan yeast memiliki andil paling besar dalam 

produksi enzim karena mikroorganisme mudah diperoleh serta tingkat pertumbuhan dan 

ekstraksi enzim yang relatif cepat dibandingkan dengan enzim yang diekstraksi dari hewan 

dan tumbuhan. Hal ini didukung dengan kemampuan mikroorganisme untuk menghasilkan 

enzim yang spesifik sehingga mampu menekan biaya produksi. Enzim yang dihasilkan oleh 

berbagai sumber tersebut dapat dibagi dalam beberapa kelas utama serta dibagi lagi dalam 

beberapa sub kelas berdasarkan reaksi enzimatiknya. Kelas utama dalam pembagian enzim 

meliputi oksidoreduktase, transferase, hidrolase, liase, isomerase, dan ligase (Robinson, 

2015; Singh dkk., 2016). 

Enzim amilase termasuk ke dalam enzim hidrolase karena mampu menghidrolisis 

polisakarida dari substrat yaitu pati kemudian mengubahnya menjadi glukosa yaitu 

monosakarida. Enzim amilase yang paling umum ditemukan adalah alfa amilase, beta amilase 

dan glukoamilase dimana faktor yang membedakan ketiga enzim ini adalah bagian ikatan 

glikosidik yang dihidrolisis. Bakteri yang dapat menghasilkan enzim amilase antara lain adalah 

famili Bacillus. Apabila dibandingkan dengan mikroorganisme lain, famili Bacillus memiliki 

keunggulan kapasitas dalam sekresi protein seperti enzim yang tinggi. Selain itu, bakteri dari 

famili bacillus mampu tumbuh dengan baik pada media dengan sumber karbon yang murah, 

memiliki metabolisme endogen yang berbeda sehingga mampu bertahan dalam kondisi 

fermentasi industri. Kemampuan ini merupakan hasil evolusi dari famili Bacillus dalam 

manipulasi genetika sel sehingga famili Bacillus mampu merekonstruksi metabolisme 
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sekunder dan menyesuaikan kondisi lingkungan hidupnya sehingga famili Bacillus sangat baik 

dijadikan inang rekayasa genetika (Gu dkk., 2018). 

Famili Bacillus yang umum digunakan dalam produksi adalah Bacillus licheniformis, 

Bacillus subtilis, Bacillus stearothermophilus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus coagulans 

dan Bacillus flavothermus. Beberapa spesies dari famili Bacillus seperti Bacillus subtilis dan 

Bacillus licheniformis telah diakui aman untuk manusia atau Generally Recognized as Safe 

(GRAS) yang telah menunjang dan memberikan pengaruh besar dalam produksi berbagai 

obat-obatan. Selain dalam produksi berbagai obat-obatan famili Bacillus terutama Bacillus 

subtilis telah digunakan di berbagai produksi lain secara masif dan cepat dalam kurun waktu 

beberapa dekade terakhir dan menjadi produsen utama bagi beberapa produksi senyawa 

penting dalam industri seperti enzim, berbagai macam protein, antibiotik, vitamin, dan asam 

amino. Senyawa yang diproduksi oleh Bacillus subtilis berperan besar dalam berbagai sektor 

perindustrian seperti dalam industri pangan, kosmetik, kimia, dan farmasi. Oleh karena itu, 

famili Bacillus dipilih untuk memproduksi berbagai produk baik berupa bahan mentah, 

biopolimer, dan protein (Daniel dkk., 2017; Fincan & Enez, 2022; Gu dkk., 2018; Shukla dkk., 

2015; Su dkk., 2020). 

Keberadaan mikroorganisme yang mampu menghasilkan senyawa yang penuh 

manfaat ini telah disinggung dalam Al-Qur’an yakni dalam surat Al-Baqarah ayat 26 yang 

berbunyi (Tim Penyempurnaan Terjemahan Al-Qur’an, 2019): 

مَنُوْا فَيَعْ 
ٰ
ذِيْنَ ا

َّ
ا ال مَّ

َ
ا بَعُوْضَةً فَمَا فَوْقَهَاۗ  فَا ا مَّ

ً
ضْرِبَ مَثَل نْ يَّ

َ
ٖٓ ا ا يسَْتَحْي 

َ
َ ل حَقُّ مِنْ  ۞ اِنَّ اللّٰه

ْ
نَّهُ ال

َ
مُوْنَ ا

َ
ل

اۘ   
ً
ُ بِهٰذَا مَثَل رَادَ اللّٰه

َ
وْنَ مَاذَآٖ ا

ُ
فَرُوْا فَيَقُوْل

َ
ذِيْنَ ك

َّ
ا ال مَّ

َ
هِمْۚ  وَا ِ

ب  ثِيْرًاۗ  وَمَا  رَّ
َ
يَهْدِيْ بِه  ك ثِيْرًا وَّ

َ
 بِه  ك

ُّ
يُضِل

فٰسِقِيْنََۙ  
ْ
ا ال

َّ
ٖٓ اِل  بِه 

ُّ
   ٢٦يُضِل

Artinya: “Sesungguhnya Allah tidak segan membuat perumpamaan seekor nyamuk 
atau yang lebih kecil daripada itu. Adapun orang-orang yang beriman mengetahui bahwa itu 
kebenaran dari Tuhannya. Akan tetapi, orang-orang kafir berkata, “Apa maksud Allah dengan 
perumpamaan ini?” Dengan (perumpamaan) itu banyak orang yang disesatkan-Nya. Dengan 
itu pula banyak orang yang diberiNya petunjuk. Namun, tidak ada yang Dia sesatkan dengan 
(perumpamaan) itu, selain orang-orang fasik.” 

Lafadz بعوضة memiliki arti nyamuk menurut Imam Al-Qurthuby maupun Imam Al-Suyuty, 

beliau menafsirkan lafadz tersebut secara literal. Berbeda dengan Imam Al-Maraghi yang 

menafsirkan bahwa lafadz tersebut juga dikaitkan dengan lafadz berikutnya yakni   فما فوقها yang 

bermakna segala sesuatu yang berada dibawahnya yakni dalam ukuran. Hal ini dapat 

mengisyaratkan keberadaan mikroorganisme karena makhluk ini memiliki ukuran yang jauh 

lebih kecil dibandingkan dengan nyamuk. Sebab turunnya ayat ini (Asbabu al-Nuzul) memiliki 

banyak riwayat dengan berbagai dasar akan tetapi menurut Al-Imam Ibnu Jarir Al-Tabari 

berpendapat bahwa pendapat dari Ibnu Mas’ud dan Ibnu Abbas lebih tepat yakni Allah SWT. 

tidak segan memberikan perumpamaan yang gandumal dari makhluk kecil seperti nyamuk 
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atau bahkan lebih rendah dari itu untuk membungkam orang-orang munafik yang meragukan 

kebesaran-Nya karena menggunakan makhluk yang amat kecil dalam kalam-Nya (Agus 

Salim, 2022).  

Meskipun mikroorganisme tidak dapat dilihat dengan menggunakan mata secara 

langsung karena ukurannya yang sangat kecil, akan tetapi makhluk hidup ini sangat berguna 

dalam berbagai aspek. Salah satu aspek tersebut adalah penggunaan mikroorganisme dalam 

industri untuk memperoleh produk yang diinginkan seperti enzim amilase. Produksi enzim 

amilase dalam bidang industri juga melibatkan beberapa faktor guna meningkatkan hasil 

produksi seperti mengoptimalkan lingkungan hidup bakteri seperti jenis sumber karbon. Jenis 

sumber karbon yang digunakan untuk menghasilkan enzim amilase dari bakteri dapat 

diperoleh dari beberapa jenis sumber karbon seperti karbohidrat alam baik berupa 

monosakarida (fruktosa, glukosa dan galaktosa), disakarida (maltosa, laktosa dan sukrosa) 

maupun oligosakarida. Selain itu, limbah atau residu dari agroindustri seperti molase, ampas 

tebu dan sekam padi juga dilaporkan mampu menjadi sumber karbon untuk produksi enzim 

amilase. Penggunaan karbohidrat alam sebagai sumber karbon dapat menjadi bahan mentah 

yang ekonomis serta tersedia melimpah di Indonesia yang kaya akan sumber daya alamnya. 

Meski Indonesia memiliki kekayaan alam melimpah yang dapat digunakan sebagai sumber 

karbon untuk produksi enzim amilase namun pada masa ini Indonesia masih mengimpor 

enzim amilase dalam jumlah yang besar (Deb dkk., 2013; Hussain dkk., 2013; Lestari dkk., 

2013; Simair dkk., 2017). 

Penggunaan jenis sumber karbon yang berbeda akan mempengaruhi jumlah enzim 

amilase yang dihasilkan oleh mikroorganisme. Hal ini telah dilaporkan oleh beberapa 

penelitian sebelumnya seperti penelitian yang dilakukan oleh Soeka (2016) mengidentifikasi 

bakteri liar yang diasumsikan sebagai Bacillus subtilis menghasilkan aktivitas enzim sebesar 

14,51 UmL-1 menggunakan sumber karbon berupa soluble starch; Sreekanth (2013) 

menggunakan Bacillus sp. CFR 67 menunjukkan bahwa sumber karbon terbaik adalah 

glukosa (aktivitas enzim 62,4±1,52e UmL-1) dan; penelitian yang dilakukan oleh Özdemir 

menunjukkan bahwa jenis sumber karbon berupa pati yang terbaik adalah soluble starch 

dengan aktivitas enzim sebesar 4250 UmL-1. Berdasarkan penelitian tersebut, dapat 

disimpulkan bahwa sumber karbon mempengaruhi aktivitas enzim amilase yang dihasilkan 

oleh Bacillus subtilis.  

Oleh karena itu, penulis tertarik untuk membuat penelitian dengan judul “Pengaruh 

jenis sumber karbon terhadap produksi enzim amilase oleh Bacillus subtilis” dengan harapan 

mampu mengoptimalkan pemanfaatan sumber karbon dari bahan alam yang tersedia 

melimpah di Indonesia untuk skala industri sehingga biaya untuk impor enzim dalam negeri 

dapat ditekan dengan baik. 
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1.2. Rumusan Masalah 

Rumusan masalah dari penelitian ini adalah bagaimana pengaruh jenis sumber karbon 

terhadap produksi enzim amilase oleh Bacillus subtilis? 

 

1.3. Tujuan Penelitian 

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh jenis sumber karbon 

terhadap produksi enzim amilase oleh Bacillus subtilis. 

 

1.4. Batasan Masalah 

Batasan masalah pada penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Bakteri yang digunakan adalah Bacillus subtilis yang diperoleh dari koleksi kultur 

bakteri Laboratorium Mikrobiologi FMIPA Universitas Brawijaya Malang pada tanggal 

29 Oktober 2023. 

2. Waktu inkubasi untuk produksi enzim amilase selama 24 jam pada suhu ruang. 

3. Jenis sumber karbon yang yaitu soluble starch, pati kentang, pati jagung, pati singkong 

dan, pati gandum. 

 

1.5. Manfaat Penelitian 

Manfaat dari penelitian ini adalah untuk mengoptimalkan penggunaan berbagai jenis 

sumber karbon pada media terhadap produksi enzim amilase oleh Bacillus subtilis. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1. Bacillus subtilis 

Bacillus subtilis merupakan bakteri mesofil tanah aerobik yang mudah berkembang, 

memiliki gram positif, dengan bentuk sel berupa batang, serta umumnya memiliki panjang 

berkisar antara 2 – 6 µm dengan diameter berkisar 1 µm. Pertumbuhan Bacillus subtilis dinilai 

jauh lebih cepat dibandingkan bakteri lain dari segi siklus fermentasinya dalam produksi enzim 

amilase. bakteri lain yang digunakan adalah Saccharomyces cerevisiae. Bakteri 

Saccharomyces cerevisiae memiliki siklus fermentasi sekitar 180 jam sedangkan Bacillus 

subtilis hanya membutuhkan waktu sekitar 48 jam. Sel Bacillus subtilis memiliki satu membran 

yang memudahkan sekresi protein dari dalam sel sehingga mampu mempermudah langkah 

yang diperlukan untuk mensekresikan protein dibandingkan dengan bakteri lain seperti 

Escherichia coli. Salah satu protein tersebut adalah enzim amilase yang digunakan Bacillus 

subtilis untuk mengubah pati dari lingkungannya menjadi glukosa dimana glukosa digunakan 

untuk metabolisme sehingga mampu berkembang biak dengan baik. Taksonomi dari Bacillus 

subtilis adalah sebagai berikut (Errington & Aart, 2020; Fehler dkk., 2022; Su dkk., 2020; Zalma 

& El-Sharoud, 2021): 

Kerajaan : Bakteria 

Filum : Firmicutes 

Kelas : Bacili 

Ordo : Bacillales 

Famili : Bacillaceae 

Genus : Bacillus 

Spesies : Subtilis 

Suhu pertumbuhan pada Bacillus subtilis berkisar antara 20 – 37oC dengan pH berkisar 

antara 5 – 9. Suhu pertumbuhan dari Bacillus subtilis bergantung pada strain sehingga setiap 

strain baru yang dikultur akan memiliki suhu optimal tersendiri. Hal ini dibuktikan oleh berbagai 

laporan tentang suhu optimum dari Bacillus subtilis. Sidorova dkk (2020) melaporkan bahwa 

suhu optimal 25 oC dengan ph 8 dan 30oC dengan pH 7 – 8. Dash dkk. (2015) melaporkan 

bahwa suhu optimal pertumbuhan berada pada 37oC dengan pH 8. Ravindar (2013) 

melaporkan bahwa suhu optimal pertumbuhan berada pada 32oC dengan pH 7. Pada kondisi 

pertumbuhan tertentu, Bacillus subtilis memiliki kecenderungan untuk membentuk rantai 

panjang yang dihubungkan oleh bagian sel yang tidak memiliki dinding sel. Bacillus subtilis 

akan membentuk dan melepaskan endospora jika kondisi lingkungan menjadi ekstrim (Dash 

dkk., 2015; Errington & Aart, 2020; Ravindar & Elangovan, 2013; Sidorova dkk., 2020).  
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Gambar 2.1 Bacillus subtilis (Kovács, 2019; Purwaningsih & Wulandari, 2021) 
 

Bakteri memang memiliki ukuran yang sangat kecil dan terlihat tidak memiliki manfaat 

yang besar, akan tetapi sesungguhnya bakteri memiliki manfaat yang sangat besar dalam 

berbagai bidang. Banyaknya manfaat yang dimiliki bakteri ini juga dikuatkan oleh firman Allah 

SWT. di dalam Al-quran surat Ali Imran ayat 191 yang berbunyi (Tim Penyempurnaan 

Terjemahan Al-Qur’an, 2019): 

 
َ
ا
ْ
وَال مٰوٰتِ  قِ السَّ

ْ
خَل فِيْ  رُوْنَ 

َّ
وَيَتَفَك ى جُنُوْبِهِمْ 

ٰ
عَل قُعُوْدًا وَّ قِيَامًا وَّ  َ رُوْنَ اللّٰه

ُ
يَذْك ذِيْنَ 

َّ
مَا  ال رَبَّنَا  رْضِۚ 

اۚ سُبْحٰنَكَ فَقِنَا عَذَابَ النَّارِ 
ً
قْتَ هٰذَا بَاطِل

َ
   ١٩١خَل

Artinya: “(yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri, duduk, atau dalam 
keadaan berbaring, dan memikirkan tentang penciptaan langit dan bumi (seraya berkata), ‘Ya 
Tuhan kami, tidaklah Engkau menciptakan semua ini sia-sia. Maha suci Engkau. Lindungilah 
kami dari azab neraka’.” 

Lafadz  الذين   merujuk kepada orang-orang berakal yang dalam setiap kegiatan 

kehidupan sehari-harinya, dia selalu memikirkan, merenungkan dan mampu mengambil 

manfaat dari seluruh ciptaan Allah SWT. baik yang berukuran besar maupun kecil, yang 

tampak maupun tak tampak oleh mata manusia. Selain mengagumi dan merenungkan ciptaan 

Allah SWT. mereka juga berdzikir kepada-Nya dalam kondisi apapun, baik dalam kegiatan 

sehari-hari maupun dalam majlis atau forum tertentu yang membahas kebesaran-Nya dari 

sudut pandang studi manapun serta berkata bahwa mereka bersaksi tidaklah Allah SWT. 

menciptakan segala sesuatu itu sia-sia melainkan memiliki hikmah dan tujuan dibalik ciptaan 

itu semua, bersaksi tidak ada sekutu bagi-Nya, memohon limpahan taufik agar mampu 

beramal saleh dalam rangka menjalankan perintah-Nya dan menjauhi larangan-Nya, serta 

memohon perlindungan dari murka-Nya agar selamat dari pedihnya azab neraka (Tim 

Penyempurnaan Terjemahan Al-Qur’an, 2019). 

Salah satu ciptaan-Nya yang sangat berperan penting dalam bidang industri 

mikroorganisme adalah Bacillus subtilis karena sifatnya yang mampu mengeluarkan berbagai 

enzim hidrolase ke dalam media kultur secara langsung serta berperan sebagai penghasil 

riboflavin (Errington & Aart, 2020).  
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2.2. Enzim Amilase 

Enzim Amilase merupakan kelompok enzim yang menghidrolisis ikatan glikosidik yang 

berada dalam polisakarida seperti pati menjadi monosakarida. Alfa amilase, beta amilase dan 

gluko amilase adalah enzim amilase yang paling umum ditemukan. Enzim amilase yang 

berasal dari mikroorganisme yang diklasifikasikan sebagai amilase berada dalam beberapa 

Enzyme Commission (EC) yakni transferase (EC 2), hidrolase (EC 3) dan isomerase (EC 5) 

namun kebanyakan enzim yang digolongkan sebagai amilase berada dalam kelas hidrolase. 

Enzim alfa amilase adalah enzim amilase dengan Enzyme Commission Number (EC 3.2.1.1) 

yang berperan sebagai katalis dalam reaksi hidrolisis ikatan α, yakni ikatan 1-4 glikosidik yang 

ada di bagian dalam rantai polisakarida. Enzim beta amilase (EC 3.2.1.2) akan menghidrolisis 

ikatan glikosidik yang berada dekat dengan ujung rantai gugus alfa nonreducing. Enzim 

glukoamilase memiliki mekanisme yang sama dengan beta amilase namun hasil enzimatik 

yang dihasilkan hanya beta-D-glukosa tanpa produk samping. Enzim amilase secara umum 

harus memiliki empat syarat utama yakni (Taniguchi & Honnda, 2009; Zhang dkk., 2017):  

1. Memiliki empat hingga tujuh Conserved Region. 

2. Memiliki domain katalis (β/α)8 (dikenal juga dengan TIM Barrel yang awalnya ditemukan 

pada struktur enzim triosa-fosfat isomerase). 

3. Menjalankan reaksi biokimia yang dikatalisis oleh asam β5-glutamat sebagai donor 

proton, untaian β4-aspartat sebagai dasar atau nukleofil dan asam β7-aspartat sebagai 

penstabil transisi. 

Struktur enzim amilase secara umum memiliki rantai tunggal polipeptida yang terlipat 

menjadi tiga domain yang berbeda, yakni A, B dan C. Struktur pusat dari domain A terdiri atas 

barel bertipe (β/α)8 pada N-terminal atau dikenal dengan TIM-barel. Domain B terletak pada 

tonjolan di antara lembar ketiga β-sheet dan bagian lanjutan α-helix dari TIM-barel. Domain B 

terhubung dengan pusat domain A oleh ikatan disulfida. Kedua domain ini membentuk sebuah 

celah yang mengikat substrat atau dikenal dengan sisi aktif enzim. Domain C terbentuk dari 

untaian β pada bagian terminal C. Letak dari domain B dan C ada pada sisi yang berlawanan 

dari domain A (Kumari dkk., 2012; Mobini-Dehkordi & Afzal Javan, 2012). 

  

Gambar 2.2 Struktur 3D amilase (Mobini-Dehkordi & Afzal Javan, 2012; Zhang dkk., 2017) 
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Mekanisme enzim amilase dalam memecah pati secara molekuler dapat dibedakan 

menjadi dua yang ditunjukkan oleh produk reaksinya. Apabila produk reaksi yang memiliki 

gugus anomer tidak mengalami perubahan dari substratnya maka enzim amilase tersebut 

termasuk ke dalam retaining enzyme misalnya adalah enzim alfa amilase. Apabila produk 

reaksi memiliki gugus anomer berbeda atau terbalik dari gugus awal maka termasuk ke dalam 

inverting enzyme misalnya adalah beta amilase dan glukoamilase. Pemecahan polisakarida 

menjadi monosakarida pada enzim amilase dibantu oleh residu asam amino pada sisi aktifnya 

contohnya enzim amilase dari Pseudomonas stutzeri yang dibantu oleh tiga residu asam 

amino yakni asam glutamat 219, asam aspartat 294 dan asam aspartat 193. Tahapan reaksi 

molekulernya adalah pengikatan substrat oleh asam aspartat 294 kemudian asam glutamat 

219 akan mendonorkan protonnya ke atom oksigen pada ikatan glikosidik substrat. Reaksi 

tersebut akan menghasilkan ion okso karbonium dengan keadaan transisi lalu akan 

membentuk ikatan kovalen intermediet. Selanjutnya molekul H2O akan menyerang ikatan 

oksigen dengan residu asam aspartam 193. Asam glutamat akan menerima atom H dari 

molekul H2O dan residu asam aspartat 193 membentuk gugus karboksil baru pada molekul 

glukosa seperti ilustrasi pada Gambar 2.3 (Nangin & sutrisno, 2015; Taniguchi & Honnda, 

2009): 

 

Gambar 2.3 Mekanisme reaksi enzim amilase (Nangin dan sutrisno, 2015) 
 

Enzim amilase adalah salah satu enzim yang paling populer karena digunakan sangat 

luas terutama di dalam bidang industri karena memiliki potensi yang besar. Industri yang 

umum menggunakan enzim amilase mencangkup industri pangan, fermentasi, tekstil, kertas, 

detergen dan industri di bidang farmasi. Penggunaan enzim semakin meluas seiring dengan 

kemajuan keilmuan bioteknologi sehingga aplikasi enzim amilase merambah ke bidang klinik, 

medis, kimia analisis, starch saccharification serta dalam bidang pembuatan bir dan industri 

penyulingan (Souza & Magalhães, 2010).  

 

2.3. Media Nutrient Agar (NA) 

Media pertumbuhan bakteri setidaknya memerlukan air, sumber karbon, sumber 

nitrogen dan beberapa mineral yang sesuai untuk tumbuh dan berkembang. Air berperan 

dalam melarutkan nutrisi, membantu reaksi hidrolisis dan sebagai sarana transportasi. Sumber 
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karbon merupakan komponen paling melimpah dan sangat berperan dalam proses molekul 

karbon seperti lemak dan karbohidrat. Sumber nitrogen sangat mudah ditemui dalam banyak 

komponen pada media kultur baik berupa sumber nitrogen organik maupun sumber nitrogen 

anorganik. Sedangkan mineral yang umum dibutuhkan bakteri dalam tumbuh dan berkembang 

adalah fosfat, sulfat, magnesium dan kalsium (Bonnet dkk., 2020). 

Nutrient Agar (NA) telah dikenal sebagai media budidaya mikro organisme yang tidak 

memerlukan perlakuan ataupun nutrisi khusus. Media ini dipilih karena komposisi 

pembuatannya yang cukup mudah serta dapat mencangkup nutrisi yang diperlukan oleh mikro 

organisme dalam berkembang serta kemampuan media NA dalam mereplikasi mikro 

organisme secara masif. Secara umum, komposisi media NA adalah pepton, ekstrak daging 

sapi dan agar. Pepton berperan sebagai sumber nitrogen organik seperti asam amino dan 

rantai panjang peptida. Ekstrak daging sapi mengandung senyawa yang larut dalam air seperti 

karbohidrat, vitamin, beberapa senyawa nitrogen organik dan juga garam. Sedangkan agar 

berperan sebagai bahan yang memadatkan komponen lain. Komposisi media NA umumnya 

dapat dimodifikasi sesuai dengan kebutuhan dan kriteria penelitian agar dapat menghasilkan 

data yang optimal (Zimbro & Power, 2009). 

 

2.4. Faktor yang Mempengaruhi Produksi Enzim Amilase 

Produksi enzim secara umum dipengaruhi oleh kondisi lingkungan dan nutrisi dari 

media yang digunakan. Kondisi lingkungan yang penting dalam produksi enzim adalah suhu, 

waktu inkubasi dan pH. Selain kondisi lingkungan, nutrisi dari media juga mempengaruhi 

produksi enzim dari mikroorganisme. Nutrisi pada media mencangkup sumber karbon, sumber 

nitrogen, ion logam serta mineral lain yang diperlukan mikroorganisme dalam berkembangbiak 

dan produksi enzim (Demirkan dkk., 2017; Dutta dkk., 2016; Simair dkk., 2017).  

Kondisi lingkungan dan nutrisi media berpengaruh terhadap laju produksi enzim 

amilase karena bakteri yang berperan dalam produksi memiliki kondisi lingkungan dan nutrisi 

tertentu agar dapat menghasilkan enzim yang optimum. Kondisi lingkungan Bacillus subtilis 

yang umum diketahui memiliki rentang pH 6 hingga 7 akan tetapi sumber lain menyebutkan 

bahwa rentang maksimal oleh Bacillus subtilis berkisar antara pH 5 – 9. Suhu optimum Bacillus 

subtilis berada pada rentang 35 – 45oC. Sedangkan masa inkubasi berkisar antara 48 hingga 

72 jam. Kondisi lingkungan yang melebihi atau kurang dari uraian tersebut akan menghambat 

atau bahkan mematikan bagi Bacillus subtilis (Akcan dkk., 2009; Al-Johani dkk., 2016; Dash 

dkk., 2015; Raul dkk., 2014; Simair dkk., 2017). 

Sumber karbon merupakan nutrisi yang penting bagi pertumbuhan bakteri secara 

umum sebagai sumber makanan dalam proses metabolisme bakteri. Bacillus subtilis dapat 

hidup diberbagai media selama media tersebut mengandung glukosa serta gula sederhana 

lain sebagai sumber karbonnya. Pati merupakan kumpulan glukosa dan gula sederhana lain 

(polisakarida) yang dihubungkan dengan berbagai macam ikatan dalam berbagai ukuran 



10 
 

untuk membentuk rantai panjang. Pati umumnya ditemukan dalam tumbuhan sehingga 

memiliki bentuk dan komposisi pati yang berbeda. Pati terdiri dari tiga jenis kristalinitas, yaitu 

tipe A yang umumnya berasal dari pati sereal seperti pati jagung. Tipe B umumnya ditemukan 

dari pati umbi-umbian seperti kentang dan tipe C yang mengandung pola kristalintas polimorfik 

tipe A dan B yang umumnya ditemukan dalam pati kacang-kacangan (Cornejo-Ramírez dkk., 

2018; Harwood dkk., 2013; Zakaria dkk., 2017). 

Sifat pati seperti penyerapan air, gelatinisasi, kerentanan terhadap reaksi enzimatik 

bergantung pada kandungan amilosa, amilopektin dan ukuran granulanya. Selain itu, sifat 

fungsional pati juga dipengaruhi oleh faktor lain seperti struktur pati, modifikasi kimia, 

komposisi sistem, pH dan kekuatan ikatan ionik dari media yang digunakan. Struktur pati 

dipengaruhi oleh persebaran amilosa dan amilopektin sedangkan perbandingan amilosa dan 

amilopektin tersebut dipengaruh oleh sumber pati berasal baik secara kultur maupun kondisi 

geografi tanaman tersebut tumbuh yang ditampilkan pada Tabel 2.1. Pati yang memiliki rantai 

amilosa yang memiliki perbandingan lebih banyak dari rantai amilopektin akan lebih mudah 

dihidrolisis karena tidak memiliki percabangan yang mengurangi efektivitas enzim amilase. 

Amilosa memiliki struktur linear dengan pengulangan rantai α-D (1,4) glikosidik sedangkan 

amilopektin memiliki struktur bercabang yang terdiri dari rantai pendek α-D (1,4) glikosidik 

yang dihubungkan oleh rantai α-D (1,6) glikosidik. Struktur amilosa dan amilopektin 

diilustrasikan pada Gambar 2.4 (Zakaria dkk., 2017). 

Tabel 2.1 Perbandingan amilosa dan amilopektin dari beberapa sumber pati 

Jenis sumber karbon Amilosa (%) Amilopektin (%) 

Pisang 17 – 24  76 – 83  

Jagung 17 – 25  75 – 83  

Kentang 17 – 24  76 – 83  

Beras 15 – 35  65 – 85  

Sorgum 25 75 

Singkong 19 – 22  28 – 81  

Gandum 20 – 25  75 – 80  
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Gambar 2.4 Struktur Amilosa (a) dan amilopektin (B) (Zakaria dkk., 2017) 
 

2.5. Pengujian Aktivitas Enzim Amilase 

Pengujian  aktivitas enzim amilase yang dihasilkan oleh Bacillus subtilis terbagi 

menjadi dua tahap yakni uji kualitatif dan uji kuantitatif. Pengujian kualitatif bertujuan untuk 

mengetahui keberadaan enzim amilase yang ditandai dengan munculnya zona bening 

disekitar bakteri. Terbentuknya zona bening disekitar bakteri adalah akibat dari hasil reaksi 

antara amilum dan enzim amilase yang disekresikan oleh Bacillus subtilis. Iodin (I2) akan 

bereaksi dengan amilum untuk membentuk senyawa kompleks yang berbentuk helix berwarna 

warna biru gelap, sedangkan di sekitar bakteri memberikan warna bening karena amilum telah 

terhidrolisis menjadi gula sederhana. Iodin merupakan senyawa yang sulit larut dalam air, 

sehingga perlu ditambahkan kalium iodida sebagai katalis agar dapat larut dalam air. Senyawa 

iodin dan kalium iodida akan membentuk ion triiodida yang berperan sebagai akseptor pada 

senyawa kompleks amilum-iodin sedangkan amilum berperan sebagai donor. Reaksi senyawa 

kompleks ini hanya terjadi pada senyawa polisakarida yang dihubungkan oleh ikatan α pada 

rantai karbonnya. Pati umumnya mengandung dua polisakarida yakni amilosa dan 

amilopektin. Amilosa memiliki banyak sekali monomer yang mengandung ikatan α-D-glukosa 

yang terhubung pada C #1 dan C #4 pada monomer berikutnya (Daniel dkk., 2017; Goedecke, 

2016; Istia’nah dkk., 2020). 

Pengujian secara kuantitatif dilakukan dengan menggunakan metode DNS (asam 3,5-

dinitrosalisilat). Metode ini umum digunakan dalam biokimia untuk mengetahui total gula 

pereduksi dalam suatu larutan yang mengandung karbohidrat. Indikasi keberadaan 

karbohidrat adalah terbentuknya senyawa ANS atau asam 3-amino-5-nitrosalisilat yang 

menampilkan warna merah kecoklatan pada panjang gelombang visible dengan absorbansi 

maksimum pada 540 nm. Prinsip dasar dari reaksi ini adalah mereduksi salah satu gugus nitro 

dalam DNS menjadi ANS serta oksidasi yang terjadi pada gugus aldehid pada reaktan yaitu  
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gula pereduksi menjadi gugus asam karboksilat ditunjukkan pada Gambar 2.5 dimana gula 

pereduksi yang digunakan adalah fruktosa (Deshavath dkk., 2020). 

 

Gambar 2.5 Mekanisme reaksi DNS (Deshavath dkk., 2020) 
 

2.6. Persamaan Regresi Linear 

Analisis regresi linear dapat diartikan sebagai pengamatan suatu sampel yang 

diplotkan menjadi sebuah garis yang paling sesuai terhadap variabel yang diuji. Regresi linear 

sederhana memiliki dua variabel yang dapat disebut sebagai variabel x dan variabel y. garis 

yang paling sesuai ini disebut dengan garis kuadrat terkecil atau least squares line sehingga 

jumlah kuadrat dari seluruh residu (jarak vertikal pada setiap titik dari garis dasar) adalah 

minimum dimana garis ini secara matematis dapat dituliskan sebagai berikut (Aggarwal & 

Ranganathan, 2017): 

𝑦 = 𝑎 + 𝑏𝑥  ............................................................................................................  2.1 

Dimana, 𝑥 merupakan nilai dari variabel independent atau variabel bebas. 𝑦 

merupakan nilai dari variabel dependent atau variabel tetap untuk setiap nilai 𝑥 yang ada. 𝑎 

merupakan intercept atau nilai perkiraan yang mewakili nilai 𝑦 ketika 𝑥 = 0. 𝑏 merupakan slope 

atau sering dikenal dengan koefisien regresi atau gradien adalah nilai yang mewakili jumlah 

perubahan nilai rata-rata dari y tiap pertambahan satu nilai 𝑥 (Aggarwal & Ranganathan, 

2017).  

 

Gambar 2.6 Grafik persamaan garis regresi linear (Aggarwal & Ranganathan, 2017) 
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Hubungan antara dua variabel tersebut juga dapat didefinisikan dengan menggunakan 

koefisien determinasi atau Coefficient of Determinations yang sering dialmbangkan dengan R2 

atau R-squared. Koefisien ini melambangkan perbandingan variasi dari suatu variabel yakni 

variabel tetap terhadap variabel lain (variabel bebas) dalam suatu regresi. Secara matematis 

koefisien ini dapat dituliskan sebagai (Kasuya, 2019) 

𝑅2 = 1 − 
𝑅𝑒𝑠𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙 𝑆𝑢𝑚 𝑜𝑓 𝑆𝑞𝑢𝑎𝑟𝑒

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑆𝑢𝑚 𝑜𝑓 𝑆𝑞𝑢𝑎𝑟𝑒
  ............................................................................................................  2.2,  

dimana residual sum of square bernilai,  

∑ (𝑦𝑖  − ŷ𝑖)
2𝑛

𝑖=1   ............................................................................................................................................ 2.3,  

sedangkan total sum of square bernilai, 

∑ (𝑦𝑖  − 𝑦 𝑖)
2𝑛

𝑖=1   ............................................................................................................................................  2.4 

𝑦𝑖 melambangkan nilai variabel tetap yang diperkirakan oleh garis regresi linear untuk 

titik data ke-𝑖 sehingga nilai dari R2 berada diantara 0 hingga 1 atau 0 hingga 100% karena 

nilai dari residual sum of square memiliki nilai antara 0 hingga jumlah kuadrat dari 𝑦 (sum of 

square of 𝑦) (Kasuya, 2019). 
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BAB III 

METODOLOGI PENELITIAN 

 

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan dari Rabu, 11 Oktober 2023 hingga Jumat, 14 Mei 2024 di 

Laboratorium Bioteknologi, Jurusan Kimia, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam 

Negeri Maulana malik Ibrahim Malang. 

 

3.2. Alat dan Bahan 

3.2.1. Alat 

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah seperangkat alat gelas yang meliputi 

cawan petri; tabung reaksi; gelas beaker; gelas arloji; gelas ukur; pipet; botol kaca kosong; rak 

tabung reaksi; bola hisap; timbangan analitik; bunsen; spatula; botol semprot; hot plate stirrer 

dan stirrer; penangas air; inkubator; aluminium foil; jarum ose; kulkas atau lemari pendingin; 

laminar air flow (LAF); vortex; mikropipet dan tip; autoclave; centrifuge; shaker; cling wrap; 

plastik bening tahan panas; oven; termometer dan water bath. Pengukuran aktivitas enzim 

amilase menggunakan instrumentasi spektrofotometer UV-Vis. 

 

3.2.2. Bahan 

Bahan yang dibutuhkan pada penelitian ini berupa kultur Bacillus subtilis dari 

Laboratorium Mikrobiologi FMIPA Universitas Brawijaya. Selain itu, dibutuhkan nutrient agar; 

agar bakterial; nutrient broth; soluble starch; pepton; natrium klorida (NaCl); ekstrak yeast; 

magnesium sulfat heptahidrat (MgSO4.7H2O); kalium dihidrogen fosfat (KH2PO4); glukosa 

(C6H12O6); sumber karbon yang berupa pati kentang, pati jagung, pati singkong dan, pati 

gandum; larutan KNa-tartrat (NaKC4H4O6.4H2O) 40% (w/v); reagen 3,5-dinitrosalisilat (DNS); 

reagen iodin dan; akuabides. Bahan lain yang dibutuhkan adalah alkohol 70% untuk 

desinfektan, spiritus, kertas label, tisu, kapas. 

 

3.3. Rancangan Penelitian 

Penelitian diawali dengan menguji kemampuan Bacillus subtilis dalam memproduksi 

enzim amilase melalui zona bening yang terbentuk pada media setelah menuang reagen iodin 

di sekitar koloni. Berikutnya adalah menguji pengaruh jenis sumber karbon terhadap produksi 

enzim amilase yang dihasilkan oleh Bacillus subtilis dengan variasi sumber karbon yaitu 

soluble starch, pati kentang, pati jagung, pati singkong dan, pati gandum. Kemudian, data yang 

diperoleh dari pengaruh jenis sumber karbon dianalisis menggunakan metode Rancangan 

Acak Lengkap (RAL) dengan pengulangan 3 (tiga) kali. Penyusunan rancangan dari data 

aktivitas yang diperoleh ditampilkan dalam Tabel 3.1: 
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Tabel 3.1 Rancangan pengaruh jenis sumber karbon terhadap produksi enzim amilase 

Jenis sumber karbon 
Ulangan ke- 

Aktivitas enzim 
1 2 3 

Soluble starch     

Pati kentang     

Pati jagung     

Pati singkong     

Pati gandum     

 

3.4. Tahapan Penelitian 

Tahapan penelitian yang akan dilaksanakan adalah sebagai berikut: 

1. Preparasi alat 

2. Pembuatan media 

3. Peremajaan bakteri 

4. Uji kualitatif aktivitas enzim amilase dengan reagen iodida 

5. Pembuatan inokulum Bacillus subtilis 

6. Produksi enzim amilase oleh Bacillus subtilis 

7. Uji aktivitas enzim amilase dengan reagen 3,5-dinitrosalisilat (DNS) 

8. Pembuatan kurva standar glukosa 

9. Analisis data 

 

3.5. Pelaksanaan Penelitian 

3.5.1. Preparasi Alat 

Preparasi yang dilakukan adalah dengan memasukkan seperangkat alat yang 

diperlukan ke dalam autoclave pada suhu minimal 121oC dengan tekanan 15 psi selama 20 

menit. Alat yang dapat masuk ke dalam instrumen autoclave hanya alat yang tahan terhadap 

panas. (Mustapha dkk., 2021). 

 

3.5.2. Pembuatan Media 

Media peremajaan bakteri dibuat dengan melarutkan 2 g media Nutrient Agar Powder 

dalam 100 mL aquades kemudian dipanaskan dan diaduk menggunakan magnetic stirrer 

dalam gelas beaker 250 mL hingga homogen. Setelah larutan homogen, ±6 mL larutan media 

dituang ke dalam tabung reaksi lalu, ditutup dengan menggunakan penutup kapas dan 

clingwrap kemudian disterilkan menggunakan autoclave dengan suhu 121oC; 15 psi selama ± 

20 menit. Selanjutnya, media didiamkan dengan keadaan miring hingga mengeras lalu 

disimpan dalam kulkas. (Hudaya dkk., 2014; Merck, 2005; Napitupulu dkk., 2019). 

Media Uji Kualitatif adalah media starch agar yang dibuat dari 1 g soluble starch; 0,5 g 

pepton; 0,3 g NaCl dan 2 g bubuk agar bakterial yang dilarutkan menggunakan 100 mL 
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aquades dalam erlenmeyer 250 mL. Larutan media kemudian dihomogenkan dan dipanaskan 

di atas hotplate hingga larutan media berwarna kuning bening. Kemudian erlenmeyer 250 mL 

ditutup dengan menggunakan kapas dan clingwrap dan disterilkan menggunakan autoclave 

pada suhu 121oC; 15 psi selama ±20 menit. Media Uji Kualitatif yang telah steril dituang secara 

aseptik ke dalam cawan petri hingga rata dengan permukaan cawan. Selanjutnya, media 

didiamkan hingga mengeras serta ditutup dengan clingwrap agar tidak terkontaminasi (Simair 

dkk., 2017; Susilawati dkk., 2015). 

0,8 g bubuk media Nutrient Broth dilarutkan dalam 100 mL akuabides dalam gelas 

beaker 100 mL. Larutan media kemudian dihomogenkan dan dipanaskan di atas hotplate 

hingga larutan berwarna kuning bening. Larutan media inokulum kemudian dibagi menjadi dua 

bagian sama rata dan dimasukkan ke dalam dua botol kaca yang berbeda (masing-masing 50 

mL). Setiap botol kaca ditutup dengan penutup kapas dan clingwrap lalu disterilkan 

menggunakan autoclave pada suhu 121oC; 15 psi selama ±20 menit. Media disimpan dalam 

kulkas setelah suhu botol sama dengan suhu ruang (Merck, 2005). 

Media produksi enzim amilase adalah media starch broth yang dibuat dari 1 g variasi 

jenis sumber karbon yakni soluble starch, pati kentang, pati jagung, pati singkong dan pati 

gandum; 1 g ekstrak yeast, 0,1 g MgSO4.7H2O dan 0,2 g KH2PO4 yang dilarutkan 

menggunakan 100 mL aquades dalam gelas beaker 250 mL di atas hotplate menggunakan 

stirrer hingga larutan menjadi homogen dan bening. Kemudian larutan media produksi 

dituangkan ke dalam botol kaca dan ditutup menggunakan penutup kapas dan cling warp lalu 

disterilkan menggunakan autoclave pada suhu 121oC; 15 psi selama ±20 menit. Media 

disimpan dalam kulkas setelah suhu botol sama dengan suhu ruang (Istia’nah dkk., 2020; 

Luang-In dkk., 2019; Simair dkk., 2017). 

 

3.5.3. Peremajaan Bakteri 

Isolat Bacillus subtilis diambil sebanyak satu ose secara aseptik dan diinokulasikan 

pada media nutrient agar miring dengan metode streak plate dan diinkubasi pada suhu 37oC 

selama 24 jam (Msarah dkk., 2020; Pranay dkk., 2019). 

 

3.5.4. Uji Kualitatif Enzim Amilase dengan Reagen Iodida 

Isolat Bacillus subtilis hasil peremajaan diinokulasi pada media Starch Agar lalu, 

diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37oC dalam inkubator. Media kemudian ditambahkan 

dengan larutan iodin hingga permukaan media tertutup seluruhnya lalu diamati zona bening 

yang terbentuk. Zona bening yang terbentuk merupakan indikator bahwa bakteri yang diuji 

mampu menghasilkan enzim amilase (Hu & Liu, 2021).  
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3.5.5. Pembuatan Inokulum Bacillus subtilis 

Isolat Bacillus subtilis hasil peremajaan sebanyak 2 ose dimasukkan dalam 50 ml 

media Nutrient Broth (NB). Kemudian dishaker dengan kecepatan 100 rpm pada suhu ruang 

dan diinkubasi selama 18 jam kemudian diukur absorbansinya pada panjang gelombang 600 

nm menggunakan spektrofotometer UV-Vis (Derakhti dkk., 2012; Garg & Kaur, 2013). 

 

3.5.6. Produksi Enzim Amilase oleh Bacillus subtilis 

Prosedur uji pengaruh jenis sumber karbon dan konsentrasinya terhadap produksi 

enzim amilase dibuat dengan menginokulasikan 10 mL inokulum Bacillus subtilis ke dalam 

100 mL media produksi enzim selama 24 jam pada suhu 37oC dalam shaker incubator. Setiap 

jenis sumber karbon yaitu soluble starch, pati kentang, pati jagung, pati singkong dan pati 

gandum dibuatkan satu larutan sampel dengan kadar 1 g pati dalam 100 mL akuabides. 

Setelah inkubasi selesai, larutan sampel disentrifugasi dengan pada 10.000g selama 15 menit 

dengan suhu 4oC. Ekstrak enzim kasar yang diperoleh akan berada dalam supernatan, yang 

kemudian dilanjutkan dengan uji aktivitas enzim amilase (Istia’nah dkk., 2020; Luang-In dkk., 

2019; Simair dkk., 2017). 

 

3.5.7. Uji Aktivitas Enzim Amilase dengan Reagen 3,5-Dinitrosalisilat (DNS) 

Tabung reaksi yang telah diisi dengan 1 mL substrat (1% w/v larutan pati) ditambahkan 

dengan 1 mL sampel enzim dari masing-masing perlakuan dan 1 mL buffer fosfat pH 7, 

kemudian diinkubasi selama 60 menit dalam inkubator dengan suhu 37oC. Kemudian tepat 

setelah inkubasi selesai, tabung reaksi sampel dipindahkan ke dalam penangas air mendidih 

(±70oC) selama 5 menit lalu didinginkan pada suhu ruang. Kemudian masing-masing larutan 

sampel ditambahkan dengan 1 mL reagen DNS; 1 mL larutan KNa-tartrat 40%; dan 5 mL 

akuabides. Kemudian larutan sampel divortex selama 30 detik dan diukur absorbansinya pada 

panjang gelombang 540 nm (Simair dkk., 2017). 

Aktivitas enzim amilase diperoleh melalui persamaan 3.1 sebagai berikut (Nisa dkk., 

2020): 

𝐴𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑎𝑠 𝐸𝑛𝑧𝑖𝑚 = 
𝐾𝑜𝑛𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑖 𝐺𝑙𝑢𝑘𝑜𝑠𝑎

𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑀𝑜𝑙𝑒𝑘𝑢𝑙 × 𝑤𝑎𝑘𝑡𝑢 𝑖𝑛𝑘𝑢𝑏𝑎𝑠𝑖
 ×  

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝐸𝑛𝑧𝑖𝑚
  .............................  3.1 

Dimana, Aktivitas Enzim (Unit/mL); Berat Molekul Glukosa (180,16 g/mol); Waktu 

Inkubasi (menit); Volume Total Enzim+Substrat (mL); Volume Enzim (mL). 

 

3.5.8. Pembuatan Kurva Standar Glukosa 

Kurva standar glukosa dibuat berdasarkan persamaan garis regresi linear yang 

menunjukkan hubungan antara nilai absorbansi dan kadar glukosa. Nilai absorbansi diperoleh 

dari nilai serapan spektrofotometer UV-Vis larutan standar glukosa yang telah direaksikan 

dengan reagen DNS pada panjang gelombang 540 nm dimana nilai absorbansi merupakan 

sumbu 𝑦 atau variabel dependent sedangkan kadar glukosa merupakan sumbu 𝑥 atau variabel 
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independent. Berdasarkan persamaan garis regresi linear sederhana, dapat diketahui kadar 

glukosa sebanding dengan nilai 𝑥 sesuai dengan persamaan garis regresi linear (Aggarwal & 

Ranganathan, 2017; Fitriani dkk., 2013): 

𝑦 = 𝑎 + 𝑏𝑥  

𝑥 =  
𝑦 −𝑎

𝑏
  ................................................................................................................  3.2 

Larutan standar glukosa dibuat dengan variasi konsentrasi 20, 30, 40, 50, dan 60 ppm 

yang dimasukkan ke dalam masing-masing tabung reaksi. Setiap tabung reaksi ditambahkan 

1 mL larutan standar glukosa dan 1 mL reagen DNS. Kemudian dipanaskan dalam air 

mendidih selama 5 menit lalu didinginkan hingga suhu ruang dan ditambahkan 1 mL larutan 

K-Na-Tartrat 40% (garam Rochell) dan 7 mL akuabides. Larutan glukosa kemudian diukur nilai 

absorbansinya pada panjang gelombang 540 nm (Deshavath dkk., 2020; Nisa dkk., 2020; 

Rajbhar dkk., 2016). 

 

3.5.9. Analisis Data 

Data yang diperoleh dalam penelitian ini adalah data kualitatif dan data kuantitatif. Data 

kualitatif yang diperoleh dari verifikasi keberadaan enzim amilase oleh Bacillus subtilis dengan 

mengamati pembentukan zona bening yang berada di sekitar koloni bakteri disajikan dalam 

bentuk teks deskriptif. Kemudian data yang diperoleh dari pengaruh jenis sumber karbon 

terhadap produksi enzim amilase oleh Bacillus subtilis dianalisis dengan metode One Way 

ANOVA menggunakan aplikasi Statistical Product and Service Solutions (SPSS Statistic) versi 

27.0.1.0, apabila terdapat perbedaan nyata signifikan maka akan dilanjutkan dengan uji lanjut 

beda nyata jujur (Tukey’s). 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Bacillus subtilis yang digunakan dalam penelitian ini diperoleh dari koleksi kultur bakteri 

Laboratorium Mikrobiologi FMIPA Universitas Brawijaya yang diuji untuk mengetahui aktivitas 

enzim amilase. Variasi perlakuan pada penelitian ini adalah jenis sumber karbon yaitu soluble 

starch, pati kentang, pati jagung, pati singkong dan pati gandum. Garis besar prosedur 

penelitian dilakukan dalam dua tahap yakni uji kualitatif menggunakan reagen iodin dan 

produksi enzim amilase yang selanjutnya akan diuji secara kuantitatif untuk mengetahui 

aktivitas enzimnya. Pengujian secara kuantitatif dilakukan dengan menggunakan reagen 

asam 3,5-dinitrosalisilat (DNS) dengan kontrol berupa sumber karbon soluble starch serta 

menggunakan blanko yang berisi aquades sebagai pengganti enzim. Blanko tersebut 

digunakan sebagai faktor pengoreksi terhadap larutan dan reagen yang digunakan dalam 

penelitian ini sehingga nilai absorbansi dari blanko harus nol (Ananda, 2019). 

Seluruh prosedur penelitian dilakukan secara aseptik serta seluruh alat tahan panas 

yang digunakan harus steril. Metode aseptik adalah sebuah keterampilan peneliti dalam 

menjalankan prosedur dan kondisi yang terkendali sehingga mencegah adanya kontaminasi 

dari aspek manapun baik dari bakteri yang berasal dari dalam lingkungan kerja maupun luar 

lingkungan kerja serta dari senyawa organik maupun senyawa anorganik. Sterilisasi alat 

dilakukan menggunakan instrumen autoclave pada suhu 121oC dengan tekanan 15 psi selama 

20 menit yang bertujuan untuk membunuh bakteri dan mikroorganisme kontaminan lain yang 

tidak diinginkan (Mustapha dkk., 2021; Siddiquee, 2017). 

 

4.1. Peremajaan Bacillus subtilis 

Kultur Bacillus subtilis yang digunakan dalam penelitian ini diperoleh dari koleksi kultur 

bakteri Laboratorium Mikrobiologi FMIPA Universitas Brawijaya. Bacillus subtilis merupakan 

bakteri mesofil, maka penyimpanan dalam kulkas dengan suhu kurang dari 20oC akan 

memperlambat pertumbuhan bakteri sehingga mampu memperpanjang masa hidup bakteri. 

Peremajaan bakteri bertujuan untuk menyediakan lingkungan yang sesuai dengan 

pertumbuhan bakteri serta untuk memelihara mikroorganisme pada kondisi laboratorium. 

Selain itu, peremajaan juga bertujuan untuk mempertahankan stabilitas genetik dan aktivitas 

biokimia dari bakteri tersebut (Jufri, 2020; Malarvizhi & Subramanian, 2020; Zalma & El-

Sharoud, 2021). 

Media pertumbuhan bakteri yang digunakan adalah media Nutrient Agar dengan 

permukaan miring di dalam tabung reaksi atau dikenal Nutrient Agar Slant adalah media umum 

yang digunakan untuk membiakkan bakteri yang mampu memberikan kondisi yang baik untuk 

pertumbuhan bakteri. Bubuk Nutrient Agar yang digunakan merupakan produk dari Sigma-

Aldrich No. 70148 yang mengandung agar, ekstrak daging, pepton, natrium klorida (NaCl), 
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dan yeast extract. Agar adalah solidifying agent yang dapat membentuk media menjadi semi-

solid. Ekstrak daging berperan dalam menyediakan sumber nitrogen, vitamin dan beberapa 

mineral penting untuk pertumbuhan bakteri. Pepton berfungsi untuk menyediakan sumber 

nitrogen tambahan serta asam amino untuk pertumbuhan bakteri. Natrium klorida berfungsi 

untuk menjaga tekanan osmotik antara media dan sel bakteri sehingga bakteri dapat tumbuh 

serta menyediakan elektrolit untuk transpor zat antar media dan bakteri. Yeast extract 

menyediakan vitamin kompleks, asam amino tambahan dan mineral lain yang sangat penting 

untuk pertumbuhan bakteri  (Liang dkk., 2023; Merck, 2005; Pathmanathan dkk., 2016). 

Bacillus subtilis diremajakan di dalam instrumen Laminar Air Flow (LAF) secara 

aseptik. Kultur bakteri diambil menggunakan kawat ose yang telah dibakar di atas api bunsen 

hingga merah menyala untuk membunuh seluruh kontaminan yang ada. Setelah dibakar, 

kawat ose harus didinginkan dengan menyentuhkan ujung kawat ose pada ujung luar media 

Nutrient agar miring supaya Bacillus subtilis tidak mati akibat panas. Kemudian Bacillus subtilis 

yang telah berada di kawat ose digoreskan dengan metode streak plate pada media NA miring 

dan diinkubasi selama 24 jam. Metode streak plate adalah metode penggoresan bakteri pada 

media solid yang digoreskan secara zig-zag dengan menggunakan kawat ose yang berbahan 

logam. Produksi enzim amilase tertinggi oleh Bacillus subtilis terjadi setelah 24 jam inokulasi 

bakteri pada media. Hal ini terjadi karena bakteri telah memasuki fase stasioner sehingga fase 

log (exponential phase) bakteri telah berakhir dimana pada fase stationer Bacillus subtilis 

berfokus dalam mengsekresikan enzim amilase untuk melakukan metabolisme. Pada fase 

sebelumnya yakni fase log, Bacillus subtilis berfokus memperbanyak sel bakteri sehingga 

sekresi enzim amilase tidak sebanyak pada fase stationer (Dash dkk., 2015; Merck, 2005; 

Siddiquee, 2017). 

 

Gambar 4.1 Hasil Peremajaan Bacillus subtilis 
 

4.2. Uji Kualitatif Aktivitas Enzim Amilase yang Dihasilkan oleh Bacillus subtilis 

Uji kualitatif dilakukan untuk mengetahui kemampuan Bacillus subtilis dalam 

memproduksi enzim amilase dengan menumbuhkan bakteri pada media Starch Agar. Bacillus 

subtilis digoreskan membentuk titik tunggal di tengah media starch agar kemudian media 

diinkubasi selama 24 jam dalam inkubator dengan suhu 37oC. Setelah 24 jam inkubasi, 

ditambahkan larutan iodin ke dalam media hingga menutupi seluruh permukaannya. Aktivitas 
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enzim amilase akan menunjukkan zona bening disekitar koloni (Daniel dkk., 2017; Hu & Liu, 

2021). 

 

Gambar 4.2 Hasil uji kualitatif produksi enzim oleh Bacillus subtilis 
 

Warna biru gelap pada media starch agar dari Gambar 4.2 berasal dari ikatan kompleks 

antara iodin dengan amilosa atau pati yang terdapat dalam media starch agar. Reagen Iodin 

dibuat dengan melarutkan kristal iodin (I2) dalam larutan kalium iodida (KI). Iodin akan bereaksi 

dengan KI membentuk ion triiodida dan ion kalium agar lebih mudah larut dalam aquades yang 

mengikuti persamaan berikut (Brust dkk., 2020; Daniel dkk., 2017; Fleischer, 2019; Goedecke, 

2016): 

KI(aq) + I2(aq) → K+
(aq) + I3-

(aq) 

Reagen tersebut berikatan dengan heliks amilosa sebagai senyawa I2 atau ion I3- dan 

menghasilkan warna biru gelap atau keunguan jika konsentrasi iodin-iodida terlalu tinggi. 

Ilustrasi reaksi antara heliks amilosa dan reagen iodin membentuk kompleks amilosa-iodin 

ditunjukkan pada Gambar 4.3 (Pesek & Silaghi-Dumitrescu, 2024; Santamaria-Echart dkk., 

2021). 

 

Gambar 4.3 Ilustrasi reaksi antara amilosa dan iodin (Santamaria-Echart dkk., 2021) 
 

Zona bening yang berada di sekitar koloni Bacillus subtilis pada Gambar 4.2 

mengkonfirmasi bahwa Bacillus subtilis mampu menghasilkan enzim amilase. Enzim amilase 

akan menghidrolisis pati (amilosa) dari media menjadi gula sederhana seperti glukosa atau 

maltosa sehingga reaksi pembentukan kompleks iodin-amilosa yang memberikan warna biru 

gelap pada media tidak terjadi (Hu & Liu, 2021; Pesek & Silaghi-Dumitrescu, 2024; Zhang 

dkk., 2017). 
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4.3. Pembuatan Inokulum Bacillus subtilis 

Produksi enzim amilase yang dihasilkan oleh Bacillus subtilis diawali dengan membuat 

inokulum Bacillus subtilis dengan optical density 0,5 (OD600 = 0,5). pengukuran OD inokulum 

menggunakan spektrofotometer UV-Vis adalah salah satu metode yang digunakan untuk 

mengetahui konsentrasi atau jumlah mikroorganisme dalam media cair. Panjang gelombang 

600 nm dipilih secara spesifik untuk mengukur OD karena panjang gelombang tersebut aman 

dan tidak membahayakan bakteri sampel dibandingkan dengan panjang gelombang yang 

lebih rendah maupun lebih tinggi karena bakteri menerima sinar ultra violet yang terlalu tinggi. 

Pemilihan panjang gelombang maksimal tersebut bukan berdasarkan sinar yang diabsorpsi 

oleh bakteri, akan tetapi berdasarkan hamburan cahaya (Light Scattering) dari keberadaan sel 

bakteri. Selain itu, panjang gelombang 600 nm juga merupakan panjang gelombang yang 

sesuai dengan warna komplementer dari media inokulum Bacillus subtilis sehingga 

pengukuran kepadatan bakteri dalam inokulum dapat ditentukan dengan akurat. Nilai 0,5 

adalah tingkat kekeruhan bakteri dalam larutan inokulum yang digunakan penulis dalam 

penelitian ini untuk menyetarakan variabel yang digunakan dalam seluruh proses produksi 

enzim amilase dimana jumlah bakteri pada OD600 = 0,5 berkisar antara 5 × 107 hingga 25 × 

107. Selain itu, pada OD600 = 0,5 Bacillus subtilis memiliki cukup nutrisi dan ruang dalam media 

inokulum yang seimbang sehingga pertumbuhan antar sel bakteri dapat berjalan dengan baik 

tanpa ada gangguan yang signifikan. Apabila konsentrasi bakteri terlalu tinggi atau terlalu 

rendah akan mengganggu akurasi dari tahap perlakuan penelitian berikutnya (Arrieta dkk., 

2006; Beal dkk., 2019; Fukuda, 2023; Stevenson dkk., 2016). 

Larutan media inokulum yang diperoleh adalah 1,5018 sehingga harus diambil 

sebanyak 16,647 mL dan ditambahkan 33,353 mL larutan inokulum tanpa bakteri maka akan 

diperoleh larutan inokulum kerja dengan OD600 = 0,5. 

 

4.4. Produksi Enzim Amilase oleh Bacillus subtilis 

Enzim amilase yang dihasilkan oleh Bacillus subtilis merupakan enzim ekstraseluler. 

Enzim ekstraseluler adalah enzim yang disekresikan bakteri ke lingkungannya untuk 

memecah pati menjadi molekul yang lebih sederhana agar mampu melewati membran sel 

sehingga molekul tersebut bisa menjadi nutrisi bagi bakteri. Prosedur produksi enzim amilase 

oleh Bacillus subtilis terdiri dari tiga tahap utama yakni pembuatan inokulum bakteri, proses 

produksi, dan pemisahan sentrifugal antara bakteri dan enzim yang dihasilkan pada suhu 

dingin (Susilawati dkk., 2015). 

Inokulum Bacillus subtilis ditambahkan ke dalam media fermentasi atau media starch 

broth dengan perbandingan 10 mL inokulum untuk 100 mL media. Variasi jenis sumber karbon 

yang digunakan yaitu soluble starch, pati kentang, pati jagung, pati singkong dan pati gandum 

dalam media adalah fokus utama dari penelitian yang dilakukan penulis. Kemudian seluruh 

media dengan variasi tersebut diinkubasi selama 24 jam pada suhu ruang. Larutan media 
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fermentasi mengalami perubahan warna dari kuning bening menjadi kuning keruh karena 

pertumbuhan Bacillus subtilis yang diinokulasikan sebelumnya. Selain itu, ada juga 

kemungkinan adanya larutan pati yang tidak larut sempurna sehingga membuat larutan media 

fermentasi menjadi keruh. Media fermentasi diinkubasi di atas shaker incubator untuk 

meningkatkan aerasi media, mendistribusikan nutrisi media secara merata kepada bakteri 

sehingga bakteri dapat tumbuh secara optimal dalam media cair (Frantz dkk., 2022; Simair 

dkk., 2017; Wang dkk., 2022). 

Ekstraksi enzim amilase kasar dilakukan dengan menggunakan metode sentrifugasi 

pada 10.000g dengan suhu 4oC selama 15 menit. Proses pemisahan dilakukan pada suhu 4oC 

untuk menjaga stabilitas enzim amilase dari denaturasi akibat panas. Selain itu, 10.000g 

memiliki cukup gaya gravitasi untuk memisahkan enzim amilase yang lebih ringan dari sel 

bakteri dan pati yang mungkin masih tersisa dalam media serta kontaminan terlarut yang lebih 

berat sehingga meningkatkan kemurnian enzim amilase yang diperoleh. Setelah sentrifugasi 

selesai, akan ada dua lapisan dalam tabung sentrifuge yakni lapisan supernatan (jernih dan 

berada di atas) yang mengandung ekstrak kasar enzim amilase dan filtrat (terbentuk endapan 

di dasar tabung sentrifuge) yang mengandung zat terlarut yang tidak diinginkan (Berk, 2013; 

Khusniati dkk., 2021; Tvarijonaviciute dkk., 2019).  

 

4.5. Kurva Standar Glukosa 

Kurva standar glukosa merepresentasikan hubungan antara gula pereduksi yang telah 

diketahui konsentrasinya dan nilai absorbansinya. Gula pereduksi yang digunakan harus 

direaksikan terlebih dulu dengan reagen DNS sehingga menghasilkan larutan berwarna 

kuning yang memiliki panjang gelombang 540 nm. Diagram dari gula pereduksi tersebut dapat 

digunakan untuk menentukan konsentrasi dari sampel gula. Diagram pada Gambar 4.4 

menunjukkan nilai R2 sebesar 0,806 dengan persamaan regresi linear untuk absorbansi pada 

sumbu x dan konsentrasi pada sumbu y adalah y = 0,0004x – 0,0201. Variasi konsentrasi 

glukosa yang digunakan adalah 40 ppm, 60 ppm, 80 ppm, 100 ppm, 120 ppm (Deshavath 

dkk., 2020; Rajbhar dkk., 2016).  

 

Gambar 4.4 Kurva standar larutan glukosa 
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Pembuatan kurva standar tersebut menggunakan metode DNS dimana reagen DNS 

akan bereaksi dengan monosakarida terlarut yang berupa glukosa. Gugus aldehid dalam 

glukosa akan mereduksi asam 3,5-dinitrosalisilat menjadi 3-amino,5-nitrosalisilat atau ANS 

sehingga mengubah warna larutan menjadi tampak berwarna kuning dengan panjang 

gelombang maksimal pada 540 nm. Reaksi reduksi DNS menjadi ANS oleh gugus aldehid 

pada glukosa diilustrasikan pada Gambar 4.5. 

 

Gambar 4.5 Reaksi reduksi DNS oleh glukosa 
 

Pemanasan larutan campuran DNS dan glukosa bertujuan untuk meningkatkan energi 

kinetik dalam sistem. Energi kinetik tersebut akan meningkatkan frekuensi tumbukan antar 

molekul sehingga peluang terjadinya tumbukan efektif akan meningkat yang mengakibatkan 

reaksi lebih mudah terjadi. Efek yang ditimbulkan dari proses tersebut adalah meningkatnya 

laju reaksi dalam tabung reaksi. Penambahan garam Rochell (KNa Tartrat) memiliki 2 tujuan 

utama yakni untuk mengikat ion logam yang mungkin terlarut dalam sampel, yang mampu 

mengurangi keakuratan pengukuran serta untuk mencegah terjadinya endapan dimana KNa 

tartrat meningkatkan kelarutan glukosa sehingga akurasi pengukuran absorbansi dari masing-

masing larutan glukosa akan meningkat (Miller, 1959). 

 

4.6. Uji Aktivitas Enzim Amilase yang Dihasilkan oleh Bacillus subtilis 

Sumber karbon adalah salah satu faktor utama dalam produksi enzim amilase dari 

mikroorganisme seperti Bacillus subtilis karena berperan sebagai sumber energi untuk 

pertumbuhan mikroorganisme. Penelitian ini berfokus pada pengaruh jenis sumber karbon 

terhadap produksi enzim amilase dari Bacillus subtilis. Aktivitas enzim amilase yang dihasilkan 

oleh Bacillus subtilis diukur berdasarkan absorbansi dari instrumen spektrofotometer UV-Vis 

dengan menggunakan persamaan regresi linear yang diperoleh dari pembuatan kurva 

standar.  

Aktivitas enzim amilase pada variasi jenis sumber karbon menghasilkan nilai yang 

berbeda-beda. Berdasarkan Gambar 4.6, soluble starch memiliki aktivitas 0,0115 UmL-1; pati 

kentang memiliki aktivitas 0,0125 UmL-1; pati jagung memiliki aktivitas 0,0110 UmL-1; pati 

singkong memiliki aktivitas 0,0117 UmL-1 dan; pati gandum memiliki aktivitas 0,0120 UmL-1. 

Hasil aktivitas enzim amilase ditampilkan pada Gambar 4.6.  



27 
 

Setiap pati menghasilkan aktivitas enzim yang berbeda karena kandungan rasio 

amilosa dan amilopektin, bentuk, struktur serta sumber pati berasal. Faktor utama yang 

mempengaruhi adalah rasio dan distribusi amilosa dan amilopektin dalam pati terkait, dimana 

amilosa akan lebih mudah dihidrolisis oleh enzim amilase dibandingkan dengan amilopektin 

karena percabangan α-1,6 glikosidik dalam amilopektin akan mempersulit reaksi enzimatik 

dari enzim amilase. Selain itu, Tingkat gelatinisasi pati juga berpengaruh terhadap aktivitas 

enzim amilase dimana semakin mudah memecah pati karena gelatinisasi akan meningkatkan 

akses enzim amilase ke dalam pati (Baks dkk., 2008; Özdemir dkk., 2011; Zakaria dkk., 2017). 

 
Gambar 4.6 Aktivitas enzim amilase Bacillus subtilis 

Hasil penelitian terdahulu telah melaporkan bahwa aktivitas enzim dipengaruhi oleh 

jenis sumber karbon. penelitian yang dilakukan oleh Soeka (2016) mengidentifikasi bakteri liar 

yang diasumsikan sebagai Bacillus subtilis menghasilkan aktivitas enzim sebesar 14,51 UmL-

1 menggunakan sumber karbon berupa soluble starch; Sreekanth (2013) menggunakan 

Bacillus sp. CFR 67 menunjukkan bahwa sumber karbon terbaik adalah glukosa (aktivitas 

enzim 62,4±1,52e UmL-1) dan; penelitian yang dilakukan oleh Özdemir yang mengidentifikasi 

bakteri yang diisolasi dari area kampus yaitu Bacillus subtilis yang menunjukkan bahwa jenis 

sumber karbon berupa pati yang terbaik adalah soluble starch dengan aktivitas enzim sebesar 

4250 UmL-1. 

Hasil analisis statistik menggunakan One Way ANOVA pada variasi jenis sumber 

karbon terhadap aktivitas enzim amilase ditampilkan dalam Lampiran 7. yang menunjukkan 

nilai Fhitung > Ftabel (9,708 > 4,667) dengan nilai sig. < α (0,002 < 0,05) sehingga dapat 

dinyatakan bahwa variasi jenis sumber karbon memberikan pengaruh signifikan terhadap 

aktivitas enzim amilase yang dihasilkan oleh Bacillus subtilis sehingga dapat dilanjutkan 

dengan uji lanjut beda nyata jujur (Tukey’s) untuk mengetahui adanya perbedaan antar jenis 

sumber karbon. Uji lanjut beda nyata jujur (Tukey’s) ditunjukkan pada Tabel 4.1. Hasil analisis 

jenis sumber karbon dengan aktivitas enzim amilase tertinggi pada penelitian ini adalah pati 
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kentang dengan aktivitas enzim amilase sebesar 0,0125 UmL-1 yang tidak memiliki perbedaan 

signifikan dengan pati gandum dan pati singkong. Jenis sumber karbon dengan aktivitas 

terendah adalah pati jagung dengan aktivitas enzim sebesar 0,0110 UmL-1 yang tidak memiliki 

perbedaan signifikan dengan soluble starch dan pati singkong. 

Tabel 4.1 Hasil uji lanjut beda nyata jujur (Tukey’s) 

Jenis Sumber Karbon 
Rata-Rata Subset 

(α = 0,05) 
Notasi 

Pati Jagung 0,0110 a 

Soluble Starch 0,0115 ab 

Pati Singkong 0,0117 abc 

Pati Gandum 0,0120 bc 

Pati Kentang 0,0125 c 

 

4.7. Enzim Amilase dari Bacillus subtilis dalam Perspektif Keislaman 

Al-qur’an dan hadis tidak membahas secara eksplisit tentang enzim dan manfaatnya 

secara terperinci, akan tetapi ada beberapa ayat dan hadis yang menunjukkan kekuasaan 

Allah SWT dalam mengatur, menjaga, memelihara dan menetapkan segala ciptaan-Nya 

sebagaimana enzim secara spesifik hanya mampu mengkatalis reaksi enzimatik dan tidak 

dapat bereaksi mengkatalis reaksi non enzimatik seperti enzim amilase yang hanya mampu 

menghidrolisis ikatan α-1,4 glikosidik yang berada dalam rantai amilosa atau amilopektin 

menjadi glukosa. Salah satu ayat dalam kitab suci Al-Qur’an yang menjelaskan tentang hal 

tersebut adalah surat al-Qamar ayat 49 (Tim Penyempurnaan Terjemahan Al-Qur’an, 2019; 

Zhang dkk., 2017): 

قْنٰهُ بِقَدَرٍ  
َ
 شَيْءٍ خَل

َّ
ل
ُ
  ٤٩اِنَّا ك

Artinya: “Sesungguhnya Kami menciptakan segala sesuatu sesuai dengan ukuran.” 
Ayat ini merupakan salah satu ayat yang menjelaskan bahwa Allah SWT telah 

menetapkan ukuran dan ketentuan seluruh makhluk ciptaan-Nya. Selain surah Al-Qamar ayat 

49, terdapat ayat lain yang menyatakan hal yang sama yakni surat al-Furqan ayat 2 yang 

berbunyi (Al-Dimasiqy, 2004; Tim Penyempurnaan Terjemahan Al-Qur’an, 2019): 

رَهٗ تَقْدِيْرًا  ……  شَيْءٍ فَقَدَّ
َّ
ل
ُ
قَ ك

َ
   ٢وَخَل

Artinya: “…… Dia telah menciptakan segala sesuatu, lalu menetapkan ukuran-
ukurannya dengan tepat.” 

Ibn Katsir menuturkan bahwa lafadz yang merujuk pada kalimat isim قدر yang berarti 

ketetapan dalam kedua ayat ini dapat diartikan sebagai ketetapan mutlak sehingga penulis 

mengasumsikan bahwa ketetapan mutlak yang dimaksud adalah hukum alam baik hukum 

fisika maupun kuantum. Kemampuan, fungsi, mekanisme reaksi, proses keberadaan, kondisi 

penyokong, kelebihan dan kelemahan enzim yang diteliti dalam penelitian ini termasuk dalam 
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hukum alam tersebut. Penelitian yang dilakukan penulis hanyalah satu bagian  dari ketetapan 

tak terbatas yang telah ditetapkan oleh-Nya jauh sebelum keberadaan langit dan bumi. Hal 

tersebut telah disebutkan dalam hadis yang diriwayatkan oleh Muslim No. 2653 dalam 

Kitabnya shahih muslim yang berbunyi (an-Naisaburi, 2012): 

مَوَ   اتِ وَالَأرْضَ بَِِمْسِيَن ألََفَ سَنَةٍ  اِنَّ الّلَّ كَتَبَ مَقادَِيرَ الخلَْقِ قَ بْلَ أن يََْلُقَ السَّ

Artinya: “Sesungguhnya Allah SWT telah menetapkan takdir-takdir makhluk-Nya, lima 
puluh ribu tahun sebelum Allah SWT menciptakan langit dan bumi” 

Berdasarkan ayat Al-Qur’an dan hadis tersebut dapat ditarik garis besar bahwa 

mikroorganisme, enzim dan benda-benda renik lainnya telah ditetapkan oleh Allah SWT 

bahkan sejak sebelum diciptakannya langit dan bumi, baik berupa lingkungan hidup 

mikroorganisme, cara mikroorganisme mengolah makanannya, zat yang disekresikan oleh 

mikroorganisme tersebut, dan ketetapan lainnya.  Penulis dalam penelitian ini menemukan 

bahwa sumber karbon yang dapat digunakan dalam produksi enzim amilase dapat 

berpengaruh terhadap enzim amilase yang dihasilkan dari Bacillus subtilis dimana sumber 

karbon terbaik berasal dari pati kentang dengan aktivitas enzim sebesar 0,0623 UmL-1. Pada 

penelitian lain yang dilakukan oleh Özdemir menunjukkan bahwa jenis sumber karbon berupa 

pati yang terbaik adalah soluble starch dengan aktivitas enzim sebesar 4250 UmL-1 (Özdemir 

dkk., 2011). 
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1. Kesimpulan 

Berdasarkan penelitian yang telah dilaksanakan oleh penulis, diperoleh data berupa 

aktivitas enzim amilase. Variasi sumber karbon yang digunakan penulis mempengaruhi secara 

signifikan aktivitas enzim amilase dengan sumber karbon tertinggi adalah pati kentang dengan 

aktivitas enzim sebesar 0,0125 UmL-1 sedangkan sumber karbon terendah adalah pati jagung 

dengan aktivitas enzim sebesar 0,0110 UmL-1. 

 

5.2. Saran  

Saran yang dapat penulis berikan adalah mengkaji lebih lanjut pengaruh distribusi 

amilosa dan amilopektin dalam berbagai jenis sumber karbon yang dapat meningkatkan 

produksi enzim amilase. 
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asam 3,5-dinitrosalisilat (DNS) 

Pembuatan kurva standar glukosa 

Analisis data 
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Lampiran 2. Diagram Alir 

Lampiran 2.1. Pembuatan Media Peremajaan Bakteri 

 

- Dimasukkan ke dalam gelas beaker 100 mL 

- Ditambahkan 100 mL akuades 

- Ditutup dengan alumunium foil 

- Dihomogenkan di atas hotplate stirrer 

- Dituang ke dalam tabung reaksi sebanyak 6 mL larutan media saat masih panas 

- Ditutup dengan penutup kapas dan Cling wrap 

- Disterilkan dengan autoclave pada suhu 121oC; 15 psi selama ± 20 menit 

- Didiamkan dengan keadaan dimiringkan hingga mengeras 

 

 

Lampiran 2.2 Pembuatan Media Uji Kualitatif (Starch Agar) 

 

- Dimasukkan ke dalam erlenmeyer 250 mL 

- Ditambahkan 100 mL akuades 

- Ditutup dengan alumunium foil  

- Dihomogenkan di atas hotplate stirrer 

- Disterilkan dengan autoclave pada suhu 121oC; 15 psi selama ± 20 menit 

- Dituang secara aseptik ke dalam cawan petri hingga menutupi seluruh permukaan 

- Ditutup dengan Cling wrap  

- Didiamkan hingga mengeras 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 g Nutrient Agar Powder 

Media Peremajaan Bakteri (Media NA) 

0,5 gr pepton; 0,3 gr NaCl; 1 gr soluble starch; 

dan; 2 gr Agar Bakterial 

Media Uji Kualitatif (Media SA) 
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Lampiran 2.3 Pembuatan Media Inokulum dengan Menggunakan Nutrient Broth (NB) 

 

- Dimasukkan ke dalam gelas beaker 100 mL 

- Ditambahkan 100 mL akuades 

- Dipanaskan di atas hotplate menggunakan stirrer hingga hampir mendidih 

- Dimasukkan ke dalam 2 botol kaca kosong (masing-masing 50 mL) 

- Ditutup dengan penutup kapas dan clingwrap 

- Disterilkan dengan autoclave pada suhu 121oC; 15 psi selama ± 20 menit 

 

 

Lampiran 2.4 Pembuatan Media Uji Aktivitas Enzim Amilase (Starch Broth) 

   

- Disiapkan 5 gelas beaker 250 mL 

- Dimasukkan seluruh sampel ke dalam masing-masing gelas beaker 250 mL 

- Dimasukkan 1 g variasi jenis sumber karbon (soluble starch, pati kentang, pati 

jagung, pati singkong dan pati gandum) ke dalam masing-masing gelas beaker 250 

mL 

- Ditambahkan 100 mL akuades 

- Diaduk dan dihomogenkan menggunakan magnetic stirrer di atas hotplate 

- Dituang ke dalam 4 botol kaca kosong yang berbeda 

- Ditutup dengan menggunakan penutup kapas dan clingwrap 

- Disterilkan dengan autoclave pada suhu 121oC; 15 psi selama ± 20 menit 

 

 

Lampiran 2.5 Pembuatan Larutan Substrat 1% w/v 

 

- Dipanaskan ±70 mL akuabides hingga hampir mendidih 

- Dituang ke dalam gelas beaker yang sudah berisi 1 g soluble starch 

- Dihomogenkan menggunakan magnetic stirrer tanpa panas 

- Dimasukkan ke dalam labu takar 100 mL 

- Ditandabataskan dan dihomogenkan 

 

0,8 g Bubuk Media Nutrient Broth 

Larutan Nutrient Broth Media dan 

Larutan Nutrient Broth Blanko 

1 g Ekstrak Yeast; 0,1 g MgSO4.7H2O; 

dan 0,2 g KH2PO4 

Media Uji Kuantitatif (Media SB) 

1 g Soluble Starch 

Larutan Substrat 1% w/v 



43 
 

Lampiran 2.6 Pembuatan Reagen DNS 

 

- Dimasukkan ke dalam gelas beaker 250 mL 

- Ditambahkan ±90 mL akuabides 

- Dihomogenkan 

- Dituang ke dalam labu takar 100 mL 

- Ditandabataskan dan dihomogenkan 

- Disimpan dalam botol gelap yang ditutup menggunakan alumunium foil 

 

 

Lampiran 2.7 Larutan KNa-Tartrat 40% w/v 

 

- Dimasukkan ke dalam gelas beaker 250 mL 

- Ditambahkan ±90 mL akuabides 

- Dihomogenkan 

- Dituang ke dalam labu takar 100 mL 

- Ditandabataskan dan dihomogenkan 

- Disimpan dalam botol gelap 

 

 

Lampiran 2.8 Reagen Iodin 

 

- Dilarutkan dalam 100 mL akuabides 

- Ditambahkan 5 g I2 

- Diaduk dan dihomogenkan 

 

 

 

 

 

 

 

1 g Bubuk DNS; 1 g NaOH;  

0,05 g Na2SO3; 0,2 g kristal fenol 

Larutan DNS 

40 g kristal KNa-Tartrat 

Larutan KNA-Tartrat 40% w/v 

10 g kristal KI 

Reagen Iodin 
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Lampiran 2.9 Larutan Standar Glukosa 

 

- Disiapkan 6 erlenmeyer 100 mL 

- Dimasukkan larutan standar glukosa 1000 ppm ke dalam masing-masing 

erlenmeyer 100 mL berdasarkan persamaan M1 × V1 = M2 × V2 

- Ditambahkan aquabides sesuai dengan konsentrasi yang akan dibuat 

- Diaduk dan dihomogenkan 

 

 

Lampiran 2.10 Peremajaan Bakteri 

 

- Diinokulasikan 1 ose isolat Bacillus subtilis secara aseptis pada media Nutrient Agar 

miring dengan metode streak plate 

- diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 37oC 

 

 

Lampiran 2.11 Uji Kualitatif Aktivitas Enzim Amilase dengan Reagen Iodida 

 

- Diambil 1 ose koloni bakteri yang sudah diremajakan 

- Digoreskan pada media uji kualitatif 

- Diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37oC 

 

- Ditambahkan larutan iodin 1% hingga menutupi seluruh permukaan media uji 

- Diamati zona bening yang terbentuk 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Larutan Standar Glukosa 1000 ppm 

Variasi Larutan Standar Glukosa 

Isolat Bacillus subtilis 

Hasil 

Isolat Bacillus subtilis 

Bacillus subtilis pada Media Uji 

Hasil 
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Lampiran 2.12 Pembuatan Inokulum Bacillus subtilis dengan Optical Density 0,5 

 

- Diambil 2 ose isolat peremajaan Bacillus subtilis 

- Diinokulasikan ke dalam salah satu media NB (Nutrient Broth) dalam botol kaca 

- Dishaker dengan kecepatan 100 rpm pada suhu ruang selama 18 jam 

- Diukur nilai absorbansinya pada panjang gelombang 600 nm menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis 

- Dimasukkan larutan inokulum berisi Bacillus subtilis ke dalam botol kaca kosong 

steril yang berbeda berdasarkan persamaan OD1 × V1 = OD2 × V2 

- Ditambahkan larutan inokulum tanpa bakteri (blanko) ke dalam botol kaca 

berdasarkan persamaan OD1 × V1 = OD2 × V2 

 

 

Lampiran 2.13 Produksi Enzim Amilase dari Bacillus subtilis  

 

- Dimasukkan ke dalam 100 mL media uji kuantitatif (media starch broth) sumber 

karbon yang telah steril sesuai dengan sumber karbon terkait 

- Diinkubasi selama 24 jam pada suhu ruang di atas shaker incubator 

- Disentrifugasi pada 10.000g selama 15 menit pada suhu 4oC 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Isolat Peremajaan Bacillus subtilis 

Inokulum kerja Bacillus subtilis 

10 mL Inokulum Kerja Bacillus subtilis 

Hasil (Supernatan) Endapan 
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Lampiran 2.14 Pembuatan Kurva Standar Glukosa 

 

- Disiapkan 6 tabung reaksi 

- Dimasukkan 1,5 mL larutan glukosa ke dalam masing-masing tabung reaksi dengan 

variasi yang ditetapkan (0, 20, 30, 40, 50, dan 60 ppm) 

- Ditambahkan 1 mL reagen DNS ke dalam masing-masing tabung reaksi 

- Dipanaskan dalam air mendidih selama 5 menit hingga larutan berwarna merah 

kecoklatan 

- Ditambahkan 1 mL K-Na-Tartrat 40% 

- Didinginkan pada suhu ruang 

- Ditambahkan 2,5 mL aquades dan dihomogenkan 

- Diukur nilai absorbansi masing-masing larutan pada panjang gelombang 540 nm 

 

 

Lampiran 2.15 Uji Kuantitatif Aktivitas Enzim Amilase dengan Metode DNS 

 

- Disiapkan 5 tabung reaksi steril 

- Ditambahkan 1 mL substrat (1% w/v larutan pati) ke dalam masing-masing tabung 

reaksi 

- Ditambahkan 1 mL sampel enzim dari variasi jenis sumber karbon yang ditetapkan 

atau variasi konsentrasi sumber karbon terbaik yang telah ditetapkan 

- Diinkubasi selama 60 menit dalam Incubator pada suhu 37oC 

- Dipanaskan dalam penangas air mendidih selama 5 menit 

- Didinginkan hingga suhu ruang 

- Ditambahkan 1 mL reagen DNS 

- Ditambahkan 1 mL larutan KNa-Tartrat 40% 

- Ditambahkan 5 mL akuabides 

- Divorteks selama 30 detik 

- Diukur absorbansi masing-masing tabung reaksi pada panjang gelombang 540 nm 

- Diukur aktivitas enzim dari masing-masing sampel 

 

 

 

 

Larutan Standar Glukosa 

Hasil  

Ekstrak Kasar Enzim dari  

Masing-Masing Variasi Perlakuan 

Hasil  
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Lampiran 3. Perhitungan dan Pembuatan Larutan 

Lampiran 3.1. Pembuatan Media Inokulum OD600 = 0,5 

Inokulum kerja yang digunakan memiliki konsentrasi OD600 = 0,5. Pengukuran OD yang 

diperoleh dari spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 600 nm disesuaikan 

berdasarkan persamaan Kons1 × Vol1 = Kons2 × Vol2 dimana Kons1 adalah konsentrasi 

Bacillus subtilis inokulum media yang setara dengan absorbansinya; Vol1 adalah volume 

bakteri yang harus diambil dari inokulum media; Kons2 adalah konsentrasi bakteri yang 

diharapkan yakni 0,5; Vol2 adalah volume inokulum kerja yang diharapkan yakni 50 mL. Jika 

diasumsikan penulis mendapatkan nilai absorbansi 1,5018 maka, perhitungan yang harus 

dilakukan adalah (Beal dkk., 2019; Fukuda, 2023; Stevenson dkk., 2016): 

Volume inokulum media yang harus diambil 

Vol1 = 
𝐾𝑜𝑛𝑠2 × 𝑉𝑜𝑙2

𝐾𝑜𝑛𝑠1
 

 
= 

0,5 ×50 𝑚𝐿

1,5018
 

= 16,647 mL 

 

Volume inokulum blanko yang harus diambil 

Vol. inokulum Blanko = vol. inokulum kerja – Vol1 (Volume inokulum media) 

 = 50 mL – 16,647 mL 

= 33,353 mL 

 

Lampiran 3.2 Pembuatan Larutan dan Reagen 

Lampiran 3.2.1 Larutan KNa-Tartrat 40% 

Larutan K-Na-Tartrat 40% dibuat dengan melarutkan 40 g padatan larutan KNa-Tartrat 

dalam 100 mL aqubides dalam erlenmeyer 250 mL (Nisa dkk., 2020). 

 

Lampiran 3.2.2 Reagen DNS 

Reagen DNS dibuat dengan melarutkan 1 g bubuk 3,5-dinitrosalisilat; 1 g NaOH; 0,05 

g Na2SO3; dan 0,2 g fenol dalam 100 mL akuades serta dihomogenkan dan ditandabataskan 

menggunakan labu takar 100 mL. Reagen DNS dimasukkan dalam botol gelap dan disimpan 

di dalam kulkas (Mauliya, 2023). 

 

Lampiran 3.2.3 Reagen Iodin 

Reagen Iodin dibuat dengan melarutkan 10 g kalium iodida ke dalam 100 mL aquades 

kemudian ditambahkan 5 g iodin ke dalam larutan tersebut. Seluruh larutan dibuat di dalam 

gelas beaker 250 mL (Daniel dkk., 2017). 
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Lampiran 3.2.4 Larutan Glukosa Standar 

Larutan glukosa baku (1000 ppm) dibuat dengan melarutkan 0,1 g glukosa dalam 100 

mL akuabides. Kemudian larutan glukosa baku ditandabataskan dan dihomogenkan 

menggunakan labu takar 100 mL. Kemudian untuk membuat variasi konsentrasi larutan 

glukosa, dapat menggunakan persamaan pengenceran yakni 𝑀1 × 𝑉1 = 𝑀2 × 𝑉1, dimana 

M1 adalah konsentrasi glukosa baku (1000 ppm); V1 adalah volume glukosa baku; M2 adalah 

Konsentrasi larutan glukosa yang diinginkan; V2 adalah volume larutan glukosa yang 

diinginkan. Penulis menggunakan labu takar 10 mL sebagai acuan volume larutan glukosa 

yang diinginkan dengan perhitungan sebagai berikut: 

Larutan Glukosa Standar 40 ppm 

1000 ppm × V1  = 40 ppm × 10 mL 

V1 = 
40 𝑝𝑝𝑚 ×10 𝑚𝐿

1000 𝑝𝑝𝑚
 

 = 0,4 mL 

 

Larutan Glukosa Standar 60 ppm 

1000 ppm × V1  = 60 ppm × 10 mL 

V1 = 
60 𝑝𝑝𝑚 ×10 𝑚𝐿

1000 𝑝𝑝𝑚
 

 = 0,6 mL 

 

Larutan Glukosa Standar 80 ppm 

1000 ppm × V1  = 80 ppm × 10 mL 

V1 = 
80 𝑝𝑝𝑚 ×10 𝑚𝐿

1000 𝑝𝑝𝑚
 

 = 0,8 mL 

 

Larutan Glukosa Standar 100 ppm 

1000 ppm × V1  = 100 ppm × 10 mL 

V1 = 
100 𝑝𝑝𝑚 ×10 𝑚𝐿

1000 𝑝𝑝𝑚
 

 = 1,0 mL 

 

Larutan Glukosa Standar 120 ppm 

1000 ppm × V1  = 120 ppm × 10 mL 

V1 = 
120 𝑝𝑝𝑚 ×10 𝑚𝐿

1000 𝑝𝑝𝑚
 

 = 1,2 mL 
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Lampiran 4. Pembuatan Kurva Standar Glukosa 

Kurva standar glukosa adalah garis regresi linear dari nilai absorbansi (sumbu y) 

dengan variasi konsentrasi glukosa (sumbu x). Data nilai absorbansi dan konsentrasi glukosa 

yang digunakan adalah sebagai berikut: 

Tabel L.4 Nilai hasil pengukuran absorbansi untuk pembuatan kurva standar 

Konsentrasi Glukosa (ppm) Nilai Absorbansi 

40 0,0016 

60 0,0021 

80 0,0025 

100 0,0185 

120 0,0329 

 

Berdasarkan data tersebut diperoleh kurva standar glukosa sebagai berikut: 

 

Gambar L.4 Kurva standar glukosa 
 

Lampiran 5. Pengukuran Absorbansi Sampel 

Data nilai absorbansi dari sampel larutan glukosa yang berhasil dipecah oleh enzim 

amilase yang dihasilkan oleh Bacillus subtilis dengan variasi sumber karbon adalah sebagai 

berikut: 

Tabel L.5 Nilai hasil pengukuran absorbansi variasi jenis sumber karbon 

Jenis Sumber Karbon 
Nilai Absorbansi 

Ulangan I Ulangan II Ulangan III 

Soluble Starch 0,0048 0,0038 0,0048 

Kentang 0,0057 0,0067 0,0071 

Jagung 0,0040 0,0030 0,0035 

Singkong 0,0047 0,0046 0,0051 

Gandum 0,0044 0,0060 0,0059 
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Lampiran 6. Perhitungan Konsentrasi Glukosa dan Aktivitas Enzim Amilase 

Konsentrasi glukosa dan nilai absorbansi larutan dihubungkan oleh persamaan regresi 

linear dari kurva standar glukosa yang diperoleh dari lampiran 4 dimana sumbu y 

merepresentasikan nilai absorbansi sedangkan sumbu x merepresentasikan konsentrasi 

glukosa. Persamaan regresi yang diperoleh adalah y = bx ± a sehingga konsentrasi yang 

diperoleh adalah: 

y = bx ± a 

x = 
𝑦 ± 𝑎

𝑏
 

Berdasarkan persamaan tersebut diperoleh konsentrasi glukosa sebagai berikut: 

Tabel L.6.1 Konsentrasi (ppm) dari variasi jenis sumber karbon 

Jenis Sumber Karbon 
Konsentrasi (ppm) 

Ulangan I Ulangan II Ulangan III 

Soluble Starch 62,9873 60,4557 62,9873 

Kentang 65,2658 67,7975 68,8101 

Jagung 60,9620 58,4304 59,6962 

Singkong 62,7342 62,4810 63,7468 

Gandum 61,9747 66,0253 65,7722 

 

Aktivitas Enzim amilase diperoleh menggunakan persamaan, 

𝐴𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑎𝑠 𝐸𝑛𝑧𝑖𝑚 =  
𝐾𝑜𝑛𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑖 𝐺𝑙𝑢𝑘𝑜𝑠𝑎

𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑀𝑜𝑙𝑒𝑘𝑢𝑙 ×  𝑤𝑎𝑘𝑡𝑢 𝑖𝑛𝑘𝑢𝑏𝑎𝑠𝑖
 ×  

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝐸𝑛𝑧𝑖𝑚
 

dengan berat molekul glukosa adalah 180,163 
𝑔
𝑚𝑜𝑙⁄ ; waktu inkubasi adalah 60 menit; 

volume total adalah 10 mL; volume enzim adalah 1 mL; sehingga diperoleh nilai aktivitas enzim 

dengan satuan UmL-1 sebagai berikut: 

Tabel L.6.2 Aktivitas enzim (UmL-1) dari variasi jenis sumber karbon 

Jenis Sumber Karbon 
Aktivitas Enzim Amilase (UmL-1) 

Ulangan I Ulangan II Ulangan III Rata-Rata 

Soluble Starch 0,0117 0,0112 0,0117 0,0115 

Kentang 0,0121 0,0125 0,0127 0,0125 

Jagung 0,0113 0,0108 0,0110 0,0110 

Singkong 0,0116 0,0116 0,0118 0,0117 

Gandum 0,0115 0,0122 0,0122 0,0120 
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Lampiran 7. Hasil Statistik One Way ANOVA  

Descriptives 

Aktivitas Enzim   

 N Mean Std Deviation Std Error 
95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum 
Lower Bound Upper Bound 

Soluble Starch 3 0,01153 0,00029 0,00017 0,01082 0,01225 0,01120 0,01170 

Pati Kentang 3 0,01243 0,00031 0,00018 0,01167 0,01319 0,01210 0,01270 

Pati Jagung 3 0,01103 0,00025 0,00015 0,01041 0,01166 0,01080 0,01130 

Pati Singkong 3 0,01167 0,00012 0,00007 0,01138 0,01195 0,01160 0,01180 

Pati Gandum 3 0,01197 0,00040 0,00023 0,01096 0,01297 0,01150 0,01220 

Total 15 0,01173 0,00054 0,00014 0,01143 0,01203 0,01080 0,01270 

 
Tests of Homogeneity of Variances 

 Levene Statistic df1 df2 Sig. 

Aktivitas Enzim Based on Mean 1,526 4 10 0,267 

Based on Median 0,180 4 10 0,943 

Based on Median and with 

adjusted df 
0,180 4 5,817 0,940 

Based on trimmed mean 1,319 4 10 0,328 

 

ANOVA 

Aktivitas Enzim   

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 0,000 4 0,000 9,708 0,002 

Within Groups 0,000 10 0,000   

Total 0,000 14    

 

Aktivitas Enzim 

Tukey HSDa   

JenisSumberKarbon N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

Pati Jagung 3 0,01103     

Soluble Starch 3 0,01153 0,01153   

Pati Singkong 3 0,01167 0,01167 0,01167 

Pati Gandum 3   0,01197 0,01197 

Pati Kentang 3     0,01243 

Sig.  0,126 0,405 0,053 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000. 
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Lampiran 8. Dokumentasi 

 
Media Nutrient Agar Miring 

 
Hasil Peremajaan Bakteri 

Bacillus subtilis 

 
Media Uji Kualitatif (Media 

Starch Agar) 

 
Hasil Uji Kualitatif 

 
Media Nutrient Broth 
(Inokulum Media dan 

Blanko) 

 
Pengukuran Nilai OD 

Bakteri 

 
Media Nutrient Broth 

(Inokulum Kerja) 

 
Media Starch Broth untuk 
Produksi Enzim Amilase 

 
Inkubasi media Starch Broth 

pada shaker Incubator  

 
Proses ekstraksi enzim 
kasar dari media Starch 

Broth 

 
Ekstrak Enzim Kasar 

 
Uji Kuantitatif Ekstrak Kasar 
Enzim dari Masing-Masing 

Variasi 
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Pengukuran Absorbansi Uji 
Kuantitatif Menggunakan 

Instrumen UV-Vis 

  

 


