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ABSTRACT

Amylase and cellulase are enzymes that are amyocellulolytic. Both are extracellular
enzymes that can degrade organic materials, namely starch and cellulose. The purpose of
this study was to determine whether Bacillus sp. U4 and Pseudomonas sp. U3 could
produce amylocellulolytic enzymes and determine their viability after being incubated for 2
hours on the husk, peat, and sawdust carrier media. Screening for the presence of amylase
was carried out on a selective medium, namely nutrient agar-amylum 0.5 %, and cellulase
on carboxymethyl cellulose-agar medium. Both isolates were inoculated into sawdust, husk,
peat carrier media and incubated for 2 hours. Viability was observed using the total plate
count method. Bacillus sp. U4 and Pseudomonas sp. U3 can produce amylase and
cellulase. The best isolate viability after incubation for 2 hours was found in husk carrier

media with 2.13 x 105 CFU/gr of husk media.
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PENDAHULUAN

Bahan organik di dalam tanah memiliki
peranan penting dalam meningkatkan
dan menjaga kesuburan tanah sehingga
akan meningkatkan produktivitas tanaman
dan keberlanjutan penggunaan lahan
pertanian (Muzaiyanah & Subandi, 2018).
Mikroorganisme memiliki peranan penting
dalam mendegradasi bahan organik yang
dapat mempercepat proses dekomposisi
sisa tanaman sehingga dapat
meningkatkan kesuburan tanah. Enzim
ekstraseluler dapat diproduksi oleh bakteri
untuk mengubah senyawa berukuran
besar menjadi lebih kecil dan larut dalam
air, kemudian akan ditransfer ke bagian
sel yang membutuhkan (Saraswati dkk.,
2006). Enzim ekstraseluler seperti
amilase dan selulase dapat diproduksi
selama proses fermentasi aerobic
(Santos, 2014).

Enzim amiloseluloltik terdiri dari dua
enzim, vyakni amilase dan selulase.
Amilase merupakan enzim yang dapat

mengkatalisis  ikatan  a-1,4-glikosidik
internal dalam amilum (Indriati et al.,
2018), menjadi gula sederhana seperti
maltose, dekstrin, dan glukosa. Amilase
terdiri atas a-amilase, B-amilase, and y-
amilase dengan memanfaatkan substrat
amilum (Swandi, 2020). Beberapa
bakteri dapat memproduksi amilase,
antara lain Bacillus  subtilis, B.
licheniformis dan B. stearothermophilus,
Streptomyces sp., Saccharomycopsis
filbougera, dan Pseudomonas stutzeri
(Singh et al.,, 2011). Enzim selulase
adalah enzim yang dapat menghidrolisis
selulosa dengan memutus ikatan (-1,4
glikosida dalam selulosa, selodektrin,
selobiosa, dan turunannya (Soeka et al.,
2019), menjadi monomer glukosa (Razie
dkk., 2011). Beberapa genus bakteri yang
dapat menghidrolisis selulosa antara lain
genus Bacillus, dan Pseudomonas (Liang
et al., 2014).
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Media pembawa adalah media
penyimpan yang dapat digunakan
sebagai media pertumbuhan, pengemas,
dan dapat memperpanjang waktu simpan
agen biologis (Shariati et al., 2013). Media
pembawa harus mengandung unsur hara
organik yang mendukung viabilitas dan
pertumbuhan mikroba yang diinokulasi ke
dalamnya (Rohmah & Muslihatin, 2016).
Syarat media pembawa antara lain (1)
tidak bersifat toksik bagi agen biologis, (2)
dapat menyerap air yang baik, (3) mudah
penggunaannya, (4) mudah proses
sterilisasinya, (5) mudah diperoleh
karena ketersediaannya cukup, (6) dan
murah (Muraleedharan et al., 2010).

Tujuan penelitian adalah untuk
mengetahui apakah Bacillus sp. U4 dan
Pseudomonas sp. u3 dapat
menghasilkan enzim amilase dan selulase
serta mengetahui viabilitasnya pada
media pembawa sekam, gambut dan
serbuk gergaiji.

METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan
Januari sampai dengan Juni 2021 di
Laboratorium Mikrobiologi dan
Bioteknologi Departemen Biologi,
Fakultas Sains dan  Analitika Data
(FSAD), Institut Teknologi Sepuluh
Nopember (ITS), Surabaya

Skrining Enzim Amilase dan Selulase

Skrining enzim amilase dilakukan dengan
cara isolat bakteri digores pada medium
Starch Agar (Medium NA-amilum 0,5% ).
Isolat bakteri diinkubasi selama 24-48 jam

pada suhu 379 C. Selanjutnya ditetesi
beberapa tetes Gram’s iodine pada
biakan bakteri, dan diamati zona bening
yang terbentuk (Iftita dkk., 2014). Skrining
enzim  selulase dilakukan  dengan
menginokulasi isolat pada permukaan
medium CMC Agar dengan metode titik
dan diinkubasi 48 jam pada suhu ruang.
Selanjutnya, permukaan medium CMC
Agar digenangi congo red 0,1% selama
15 menit. Pewarna congo red dibuang
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dan dibilas menggunakan NaCl 1 M.
Hidrolisis selulosa ditunjukkan dengan
terbentuknya zona bening di sekeliling
koloni bakteri (Lay et al., 2015).

Media Pembawa Inokulan

Persiapan media padat

Media pembawa yang digunakan adalah
serbuk gergaji, sekam, dan gambut.
Ketiga media pembawa ditimbang, dan
dimasukkan ke wadah plastk klip masing-
masing 100 g dan disterilkan dengan

autoklaf selama 15 menit (1219C, 1 atm).

Starter inokulan

Tiga ose penuh masing-masing isolat dari
media subkultur diinokulasikan kedalam
20 ml medium Nutrient Broth (NB),
diinkubasi diatas rotary shaker (100
rom, 24 jam) pada suhu ruang.
Selanjutnya 20 ml kultur tersebut
dimasukkan ke dalam 180 ml medium
NB, diinkubasi diatas rotary shaker (100
rom,7 jam) sampai mencapai fase
eksponensial yang sesuai dengan
penelitian yang dilakukan oleh Solikhah
dan Zulaika (2018) atau sampai

kepadatan sel mencapai 108  sel/ml
yang merupakan jumlah  minimum
inokulan yang harus ada dalam media
pembawa per gram nya (Solikhah, &
Zulaika, 2016; Noviana, & Raharjo, 2009).
Pengukuran kepadatan sel menggunakan
Hemocytometer Improve Nauber .

Pencampuran inokulan

Starter isolat yang sudah mencapai 108
digunakan sebagai inokulan dengan
konsentrasi 5% dan 10%. Inokulan
diencerkan dengan akuades steril dengan
perbandingan volume 1:1, dan media
tanpa inokulan sebagai control. Inokulan
dicampur dengan media pembawa yang
sudah steril di dalam Laminair Air Flow,
semua kemasan media pembawa yang
berisi inokulan, diinkubasi di ruangan
terbuka dengan sirkulasi udara yang baik,
penyimpanan dilakukan sampai dengan 1
bulan.

Uji viabilitas
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Uji viabilitas digunakan untuk mengetahui
kemampuan hidup bakteri selama masa
penyimpanan. Viabilitas dilakukan pada
semua isolat setelah diinkubasi 2 jam.
Kepadatan sel dihitung menggunakanan
metode TPC (Total Plate Count) dengan
metode pengulangan duplo. Sebanyak 1 g
masing  masing media  pembawa
diencerkan pada 9 ml akuades steril, dan
dihomogenkan, diencerkan kembali

sampai dengan 10-3. Substansi kultur
sebanyak 100 pl diinokulasikan ke dalam
NA-agar cawan dengan metode pour
plate, diinkubasi 24 jam, dan dihitung
jumlah koloninya. Koloni yang memenuhi
standar perhitungan mikrobiologi adalah
30-300 CFU/gr (Capuccino, & Natalie,
2000).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Produksi Enzim Amilase dan Selulase

Bacillus sp. U4 dan Pseudomonas sp. U3
mampu menghasilkan enzim amilase,
ditandai dengan terbentuknya zona
degradasi amilum di sekitar koloni

Pseudomonas U3

(Gambar 1). Keberadaan zona degradasi
di sekitar koloni disebabkan oleh
terjadinya hidrolisis amilum oleh isolat
yang menyebabkan terdegradasinya
amilosa sehingga tidak mampu
membentuk kompleks dengan reagen
iodin. Menurut Indriati et al (2018), bakteri
yang memiliki aktivitas enzim amilase
dapat menghidrolisis amilum yang
terkandung pada media starch agar
(Indriati et al., 2018). Besar kecilnya zona
degradasi amilum ditentukan jumlah
monomer glukosa yang diproduksi dari
proses  hidrolisis amilum.  Amilum
terhidrolisis oleh enzim amilase menjadi
dekstrin, kemudian terhidrolisis menjadi
maltosa dan terhidrolisis lagi menjadi
glukosa (Swandi, 2020). Enzim amilase
dapat memecah ikatan glikosida yang
terdapat pada polimer amilum menjadi
sumber karbon dan energi (Swandi,
2020). Daerah pada media yang masih
berwarna biru setelah ditetesi iodin
diindikasikan amilum pada media
belum terdegradasi oleh enzim amylase
(Indriati et al., 2018).

Gambar 1. Skrining amilase pada Bacillus sp. U4 dan Pseudomonas sp. U3

(zd: zona degradasi, k: koloni).

Gambar 2. Skrining selulase pada Bacillus sp. U4 dan Pseudomonas sp. U3
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(zd : zona degradasi, k: koloni).
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Bacillus sp. U4 dan Pseudomonas sp. U3
mampu memproduksi selulase ditandai
dengan terbentuknya zona degradasi di
sekitar koloni (Gambar 2). Zona degradasi
muncul setelah media digenangi congo
red 1% dan dibilas dengan NaCl 10%, hal
ini disebabkan adanya aktivitas enzim
selulase yang menghidrolisis selulosa
menjadi glukosa. Reaksi antara congo red
dan ikatan B-1,4- glikosidik yang
terkandung pada polimer selulosa
menyebabkan munculnya zona
degradasi. Menurut Soeka et al (2019),
bakteri dapat menghidrolisis selulosa

menjadi glukosa karena aktivitas enzim
selulase (Soeka et al., 2019).

Viabilitas Media Pembawa

Media pembawa yang digunakan pada
penelitian ini adalah gambut, serbuk
gergaji, dan sekam yang disterilisasi dan
diberi inokulan (Gambar 3). Sterilisasi
media pembawa  bertujuan  untuk
meminimalkan adanya mikroorganisme
yang tidak dikehendaki (kontaminan) serta
untuk meminimalisasi kerusakan media
pembawa yang dapat mempengaruhi
kualitas inokulan  (Nurrobifahmi  dkk.,
2017).

b ¥

Gambar 3. Media pembawa yang telah disterilisasi (A. gambut; B. serbuk gergaiji;

C. sekam).

-

BU4 SG 10%

-

§ BU4G 10%

Gambar 4. Viabilititas isolat di media pembawa setelah 2 jam Inkubasi
(P U3: Pseudomonas sp. U3; B U4: Bacillus sp. U4; SG: serbuk gergaiji;

S: sekam; G: gambut).



Media pembawa dengan inokulan yang
mempunyai viabilitas tinggi adalah sekam,
sedangkan media dengan Vviabilitas
rendah adalah media gambut. Jumlah

koloni dengan pengenceran 10-3 pada
media pembawa ditunjukkan pada Tabel
1.

Menurut Simanungkalit et al (2006),
standar baku mutu pembumbuhan
mikroorganisme yang dapat digunakan
untuk  biofertilizer  adalah minimal

mencapai konsentrasi >107
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(Simanungkalit dkk., 2006). Pada uji
viabilitas bakteri setelah 2 jam ikubasi

belum mencapai kisaran 107 dikarenakan
bakteri belum menyerap nutrisi media
pembawa  dengan baik  sehingga
jumlahnya belum dapat dikatakan sebagai
jumlah standar biofertilizer. Uji viabilitas
pada media pembawa dengan inokulan
0% beberapa koloni isolate masih tumbuh
yang menandakan bahwa media tersebut
belum sepenuhnya steril.

Tabel 1. Jumlah CFU pada media pembawa setelah inkubasi 2 jam

No Media Pembawa Isolat Konsentrasi (%) CFU/gr
0 0,00
Pseudomonas sp. U3 5 7,2 x 10
1 Serbuk Gergaji 10 9,7 x 10*
0 4,0 x 103
Bacillus sp. U4 5 1,5 x 10*
10 3,4 x 10*
0 4,1 x 10*
Pseudomonas sp. U3 5 30,2 x 104
10 30,9 x 104
2  Sekam 0 1,8 x 10°
Bacillus sp. U4 5 30,4 x 104
10 30,8 x 104
0 3,0 x 102
Pseudomonas sp. U3 5 4,0 x 102
10 4,2 x 103
3  Gambut 0 1,4 x 108
Bacillus sp. U4 5 3,8x 10°
10 3,3 x 10°
KESIMPULAN DAFTAR PUSTAKA

Bacillus sp. U4 dan Pseudomonas sp. U3
dapat menghasilkan enzim amilase dan
selulase sehingga berpotensi digunakan
sebagai dekomposer bahan organik.
Media pembawa yang dapat
menghasilkan viabilitas terbaik setelah
diinkubasi 2 jam adalah sekam dengan
konsentrasi inokulan 10%. Viabilitasnya

30,8 x 104 pada Bacillus sp. U4 dan 30,9
x 104 Pseudomonas sp. U3.
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