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Abstract: Amylases are starch hydrolyzing enzymes. These proteins are very important to 
various industrial processes. Microorganisms are considered as a best source of amylase 
production. This study aims to isolate the amylolytic bacteria from freshwater samples of 
Lake Toba which have the potential to produce amylase enzymes. Freshwater samples of 
Lake Toba were collected from three locations, that is Muara, Tipang and Bakkara and 
subjected for isolation on defined medium. The isolate was identified and characterized on 
microscopically and biochemically with catalase and MR-VP test. The results showed that 
from three locations, obtained 18 bacteria isolates were potential to produce amylase. The 
microscopic characterization show results in irregular, cream-colored, wavy edges and 
elevation arise, while the catalase and MR-VP tests also showed positive results.  

Keywords: starch; amylase; amylolytic bacteria; isolation  

Abstrak: Amilase adalah enzim penghidrolisis pati. Protein ini sangat penting untuk 
berbagai proses industri. Mikroorganisme dianggap sebagai sumber produksi amilase 
terbaik. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi bakteri amilolitik dari sampel air tawar 
Danau Toba yang berpotensi menghasilkan enzim amilase. Sampel air tawar Danau Toba 
dikumpulkan dari tiga lokasi, yaitu Muara, Tipang dan Bakkara dan diisolasi pada media 
yang ditentukan. Isolat diidentifikasi dan dikarakterisasi secara mikroskopis dan biokimia 
dengan uji katalase dan MR-VP. Hasil penelitian menunjukkan bahwa dari tiga lokasi, 
diperoleh 18 isolat bakteri yang berpotensi menghasilkan amilase. Karakterisasi mikroskopis 
menunjukkan hasil yang tidak teratur, berwarna krem, tepi bergelombang dan timbul elevasi, 
sementara uji katalase dan MR-VP juga menunjukkan hasil positif.  

Kata kunci: pati; amylase; bakteri amilolitik; isolasi  
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PENDAHULUAN 

Indonesia merupakan salah satu 

Negara yang memiliki sumber 

karbohidrat yang melimpah, salah 

satunya adalah pati. Pati diperoleh dari 

berbagai macam sumber antara lain: 

singkong, jagung, kentang, dan sagu. Pati 

dan hasil hidrolisis pati banyak 

dimanfaatkan untuk industri makanan, 

farmasi, dan sebagai sumber energi 

alternatif yang terbarukan. Pati juga bisa 

diolah menjadi bentuk pati termodifikasi 

yang memiliki nilai ekonomi lebih tinggi, 

dimana sampai saat ini Indonesia masih 

mengimpor pati jenis ini (Howeler & 

Hershey 2002). 

Amilase merupakan enzim yang 

banyak dimanfaatkan dalam teknologi 

bioproses (Indrawati & Fifendi 2011). 

Sebagaimana LIPI (1999) melaporkan 

bahwa enzim ini menyumbang 30% dari 

total enzim dunia. Amilase merupakan 

enzim yang berperan dalam 

mendegradasi pati menjadi gula yang 

lebih sederhana seperti maltosa, dekstrin, 

dan glukosa. Amilase telah dipakai pada 

berbagai bidang industri seperti industri 

makanan (Van der Maarel et al. 2002), 

industri alkohol, gula, tekstil dan sirup 

(Pangastuti dkk. 2002; Wirawan dkk. 

2008), industri kertas (Mitidieri et al. 

2006), industri deterjen (Gupta et al. 

2003) dan industri biodisel (Singh et al. 

2014). Amilase yang paling umum 

digunakan dalam industri makanan 

adalah golongan α-amilase (EC.3.2.1.1) 

dan β-amilase (EC 3.2.1.2) (Souza, 2010; 

Singh et al. 2014). Sampai saat ini, 

Indonesia masih mengimpor enzim ini 

dari beberapa negara, karena belum 

adanya industri yang memproduksi enzim 

ini. Padahal Indonesia memiliki 

biodiversitas mikroba yang tinggi 

(Widyastuti 2008; Panjaitan & Madayanti 

2017, yang potensial untuk menghasilkan 

α-amilase. 

Amilase umumnya dapat diisolasi 

dari berbagai macam sumber, seperti 

tanaman, hewan dan mikroorganisme. 

Namun, enzim amilase untuk keperluan 

industri sebagian besar diisolasi dari 

mikroba. Pemilihan mikroba sebagai 

sumber enzim karena mempunyai 

beberapa keuntungan bila dibandingkan 

dengan enzim yang diisolasi dari 

tumbuhan maupun hewan, seperti mudah 

ditumbuhkan, pertumbuhan cepat, skala 

produksi sel mudah ditingkatkan, biaya 

produksi relatif lebih murah, dan kondisi 

produksi tidak tergantung perubahan 

musim dan waktu (Poernomo & Djoko 

2003). Untuk pemanfaatan kekayaan 

biodiversitas mikroba nasional sebagai 

salah satu sumber enzim amilase yang 

potensial, maka dalam penelitian ini  

dilakukan eksplorasi enzim golongan 
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hidrolitik seperti amilolitik melalui 

isolasi mikroba lokal yang bersumber 

dari air tawar yang tercemar. Penelitian 

ini diharapkan dapat memberikan 

bermanfaat bagi pengembangan produksi 

enzim amilase dari mikroba lokal.  

METODE 
Bahan, Bahan Kimia dan Media 

Bahan utama yang digunakan dalam 

penelitian ini adalah sampel air dari air 

tercemar Danau Toba Sumatera Utara. 

Bahan untuk isolasi dan karakterisasi 

digunakan nutrien agar (NA), Triple 

Sugar Iron Agar, Simmons Citrate Agar, 

Methyl Red-Voges Proskauer (MR-VP), 

Methyl Red, hidrogen peroksida, natrium 

klorida, akuades, alkohol, spiritus, larutan 

iodin, kristal violet, safranin dan lugol. 

 
Isolasi Mikroorganisme Amilolitik 

Sampel air diambil dari tiga lokasi 

yaitu Bakkara, Muara dan Tipang dari 

kedalaman 5 cm. Masing-masing 1 mL 

sampel air disebar ke permukaan media 

NA menggunakan mikropipet, 

selanjutnya diinkubasi selama 24 jam 

pada suhu 37 °C. Koloni mikroba yang 

tumbuh diambil dan digoreskan kedalam 

cawan petri yang mengandung media 

NA, kemudian diinkubasi selama 48 jam 

pada suhu 37°C. Isolasi dilakukan 

berulang-ulang sampai diperoleh koloni 

tunggal untuk masing-masing sampel. 

Selanjutnya diteteskan larutan iodin pada 

permukaan medium NA yang telah 

mengandung koloni tunggal, kemudian 

didiamkan selama 15 menit. Penambahan 

larutan iodin bertujuan untuk mendeteksi 

keberadaan enzim amilase dalam sampel 

(Setyati & Subagiyo 2012). Zona bening 

pada media NA mengindikasikan enzim 

amilase diproduksi oleh isolat, sehingga 

di daerah tersebut pati sudah dihidrolisis. 

Media yang berwarna biru kehitaman 

mengindikasikan bahwa pati pada media 

tersebut belum terhidrolisis. Tahapan 

isolasi bakteri amilolitik menggunakan 

metode Sebayang (2005). 

 
Karakterisasi Morfologi Isolat 
Penghasil Amilase  

Bakteri hasil isolasi dari ketiga 

sampel, selanjutnya dikarakterisasi secara 

makroskopis menggunakan lup. Setiap 

koloni bakteri yang tumbuh pada media 

NA diamati morfologinya. Pengamatan 

morfologi dari tiap isolat meliputi warna, 

bentuk dan tepi koloni yang diamati dari 

bagian atas, sedangkan permukaan koloni 

diamati dari bagian samping. 

 
Karakterisasi Mikroskopis dengan 
Perwarnaan Garam 

Kultur isolat yang berumur 24 jam 

diambil dengan menggunakan jarum ose, 

kemudian dibuat preparat olesan (pada 
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objek kaca) dengan menggunakan 

natrium klorida fisiologis dan 

dikeringkan. Kemudian difiksasi di atas 

Bunsen. Preparat ditetesi larutan Gram A 

(kristal violet) dan dibiarkan selama 3 

menit, kemudian dibilas dengan air 

mengalir. Selanjutnya ditetesi dengan 

larutan Gram B (lugol) selama 1 menit, 

lalu dicuci dengan air mengalir. Larutan 

Gram B (lugol) berfungsi untuk mengikat 

warna dasar ungu atau sebagai penguat 

warna dan membentuk kristal iodin 

(Marc 2001). Selanjutnya ditetesi dengan 

alkohol sampai sisa zat warna hilang 

(sekitar 30 detik), dibilas kembali dengan 

air mengalir. Pada tahap akhir, preparat 

ditetesi dengan larutan gram C (safranin) 

dan dibiarkan hingga mengering. 

Sebelum pengamatan dilakukan, preparat 

terlebih dahulu ditetesi dengan minyak 

imersi, selanjutnya dilakukan 

pengamatan di bawah mikroskop dengan 

pembesaran 1000x. Pengamatan 

dilakukan dengan melihat morfologi sel 

dan warna. Bakteri Gram-positif akan 

memberikan warna biru keunguan, 

sedangkan bakteri Gram-negatif 

memberikan warna merah (Dali dkk. 

2013). 

 
Uji Biokimia Bakteri Penghasil Amilase 

Uji bakteri penghasil amilase 

dilakukan dalam dua tahap pengujian, 

yaitu uji katalase dan uji Methyl Red-

Voges Proskauer (MR-VP). Uji katalase 

dilakukan dengan cara mengambil 2 tetes 

hidrogen peroksida 3% diletakkan pada 

kaca objek, selanjutnya isolat diambil 

dengan mengunakan jarum ose dan 

diletakkan di atas cairan hidrogen 

peroksida tersebut. Uji katalase positif 

jika dihasilkannya gelembung udara. 

Sedangkan uji Methyl Red-Voges 

Proskauer (MR-VP) dilakukan dengan 

menginokulasi 1 ose biakan bakteri ke 

dalam media MR-VP, kemudian 

diinkubasi selama 24 jam. Untuk 

pengujian Methyl Red, inokulat ditetesi 

dengan 2 tetes reagen Methyl Red, jika 

terbentuk cincin merah artinya reaksi 

positif (Dali dkk. 2013). 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Isolasi Mikroorganisme Amilolitik  

Dari ketiga lokasi sampel diperoleh 

sebanyak 69 isolat mikroba (Tabel 1). 

Selanjutnya isolat dari Bakkara di beri 

simbol MR, Bakkara diberi simbol BK, 

dan Tipang diberi simbol TP. Adanya 

koloni dalam sampel air menunjukkan 

bahwa mikroorganisme dalam sampel 

memiliki kemampuan untuk tumbuh pada 

medium agar NA (Aiyer 2004; 

Kathiresan dan Manivannan 2006; 

Mahdavi et al. 2010; Demirkan 2011). 

Hal ini sejalan dengan Singh et al. (2014) 
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yang menyatakan bahwa kemampuan 

mikroorganisme untuk tumbuh pada 

medium agar pati karena kemampuan 

mikroorganisme tersebut menggunakan 

pati sebagai substratnya. 

Tabel 1. Karakterisasi Pertumbuhan Mikroba 
pada Medium Isolasi Agar NA 

Lokasi 
Sampel Air 

Koloni Isolat 

Muara 26 BK1, BK2, BK3, BK4, 
BK5, BK6, BK7, BK8, 
BK9, BK10, BK11, 
BK12, BK13, BK14, 
BK15, BK16, BK17, 
BK18, BK19, BK20, 
BK21 

Bakkara 21 MR1, MR2, MR3, 
MR4, MR5, MR6, 
MR7, MR8, MR9, 
MR10, MR11, MR12, 
MR13, MR14, MR15, 
MR16, MR17, MR18, 
MR19, MR20, MR21, 
MR22, MR23, MR24, 
MR25, MR26 

Tipang  22 TP1, TP2, TP3, TP4, 
TP5, TP6, TP7, TP8, 
TP9, TP10, TP11, 
TP12, TP13, TP14, 
TP15, TP16, TP17, 
TP18, TP19, TP20, 
TP21, TP22 

 

Kemampuan untuk mendegradasi 

pati digunakan sebagai kriteria untuk 

penentuan produksi amilase oleh mikroba 

pada reaksi dengan yodium. Isolat yang 

ditandai menunjukkan respon secara 

berbeda dengan yodium seperti yang 

ditunjukkan pada Tabel 2. 

Tabel 2. Analisis Kualitatif Produksi Amilase 
oleh Isolat 

 
Isolat Hasil  

MR2, MR7, MR9, MR10 Positif 
MR3 Nagatif 
BK5, BK6, BK7, BK8 Positif 
BK1, BK2, BK9 Nagatif 
TP5, TP6, TP10 Positif 
TP2, TP4, TP8 Nagatif 

Hasil positif dalam Tabel 2 

menunjukkan adanya zona hidrolisis, 

sementara hasil negatif berarti tidak ada 

zona bening yang diamati pada 

penambahan larutan yodium pada pati 

(Gambar 1). Ini menyiratkan tidak 

adanya produksi enzim ekstraseluler. 

Produksi warna di atas adalah karena 

fakta bahwa yodium (dalam bentuk ion 

I3
–) terjebak dalam gulungan molekul 

beta amilosa. Pati memaksa atom yodium 

menjadi pengaturan linier di alur pusat 

koil amilosa. Ada beberapa transfer 

muatan antara pati dan yodium. Itu 

mengubah cara elektron terkurung dan 

dengan demikian mengubah jarak dari 

tingkat energi. Kompleks tepung yodium 

memiliki jarak level energi yang tepat 

untuk menyerap cahaya tampak yang 

memberikan warna biru intens yang 

kompleks. Ketika pati dipecah menjadi 

unit karbohidrat yang lebih kecil karena 

aksi amilase, warna biru-hitam tidak 

diproduksi. 
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Gambar 1. Penentuan Kualitatif Produksi 
Amilase Pada Media Agar NA 

 

Zona yang jelas diamati ke berbagai 

luasan karena berbagai jumlah produksi 

amilase, kecuali dalam kontrol di mana 

seluruh kemiringan tetap biru karena 

reaksi yodium dengan pati dalam 

medium. Tidak adanya penampakan zona 

bening menunjukkan tidak adanya 

produksi enzim intraseluler atau tidak 

adanya produksi enzim (Singh et al., 

2014).  

Karakterisasi Morfologi Isolat 
Penghasil Amilase 

Isolat positif dimurnikan pada 

medium agar pati. Koloni yang terisolasi 

ditandai secara morfologis. Terlihat 

muncul dengan fitur yang berbeda seperti 

yang diberikan pada Tabel 3. 

Tabel 3. Karakterisasi Morfologi Isolat Murni pada Media Agar Pati 

Lokasi 
Sampel 

Kode Isolat Bentuk  Warna  Tepi Elevasi 

Muara MR2 Tidak Beraturan Putih  Licin  Timbul 
MR3 Tidak Beraturan Krem  Licin Timbul 
MR7 Tidak Beraturan Krem Bercabang Datar 
MR9 Bundar Putih Bercabang  Datar 
MR10 Tidak Beraturan Krem Licin Timbul 

Bakkara BK1 Bundar Putih Licin Timbul 
BK2 Tidak Beraturan Putih Licin Timbul 
BK5 Tidak Beraturan Krem Berombak Cembung 
BK6 Tidak Beraturan Putih Berombak Cembung 
BK7 Tidak Beraturan Putih Licin Timbul 
BK8 Tidak Beraturan Putih Berombak Cembung 
BK10 Tidak Beraturan Putih Berombak Timbul 

Tipang TP2 Bundar Putih Licin Cembung 
TP4 Tidak Beraturan Putih Licin Cembung 
TP5 Tidak Beraturan Krem Bundar Cembung 
TP6 Tidak Beraturan Putih Bundar Timbul 
TP8 Bundar Putih Bundar Timbul 
TP10 Bundar Krem Bundar Timbul 

 
 
Karakterisasi Mikroskopis dengan 
Perwarnaan Garam 

Isolat bakteri yang berpotensi 

menghasilkan amilase selanjutnya 

dikarakterisasi kembali dengan 

pewarnaan gram. Isolat positif ditandai 

dengan perubahan warna isolat menjadi 
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violet, sedangkan isolat negatif ditandai 

dengan perubahan warna isolat menjadi 

merah (Tabel 4). 

Tabel 4. Karakterisasi Bakteri Amilolitik secara 
Mikroskopis dengan Pewarnaan Gram 

Isolat Hasil  
MR2, MR7, MR9, MR10 Gram Positif 
MR3 Gram Nagatif 
BK5, BK6, BK7, BK8 Gram Positif 
BK1, BK2, BK9 Gram Nagatif 
TP5, TP6, TP10 Gram Positif 
TP2, TP4, TP8 Gram Nagatif 

Uji Biokimia Bakteri Penghasil Amilase 

Bakteri yang berpotensi 

menghasilkan enzim amilase diuji secara 

biokimia menggunakan uji MR-VP dan 

uji katalase. Terbentuknya cincin merah 

setelah penambahan reagen Methyl Red 

menunjukkan reaksi positif. 

Terbentuknya gelembung udara setelah 

penambahan hidrogen peroksida pada uji 

katalase menunjukkan hasil positif (Tabel 

5). 

Tabel 5. Uji Katalase Isolat Bakteri Amilolitik 

Isolat  Hasil  
MR2, MR3, MR9, MR10 Positif  
MR7 Negatif  
BK2, BK5, BK6, BK8, BK9 Positif  
BK1, BK7 Negatif  
TP5, TP6 Positif  
TP2, TP4, TP8, TP10 Negatif  

Meningkatnya kandungan fosfor di 

perairan Danau Toba dari bahan organik 

pakan ikan, menyebabkan sumber 

nitrogen bagi pertumbuhan dan 

kelimpahan mikroorganisme semakin 

meningkat (Wardoyo 1981). Selain itu, 

dalam pakan ikan juga terdapat 

kandungan protein, lemak dan 

karbohidrat. Jumlah karbohidart dalam 

pakan ikan diperkirakan sekitar 40,2%. 

Karbohidrat yang terdapat dalam air 

memicu tumbuhnya bakteri amilolitik 

(Marzuqi 2015). Bakteri amilolitik adalah 

jenis bakteri yang dapat memproduksi 

enzim amilase dan mampu memecah pati 

(Türker & Özcan 2015). Mikroba 

tersebut dapat menempati habitat air 

tawar, seperti danau, sungai dan kolam 

(Waluyo 2009). Genus bakteri amilolitik 

yang cukup luas dikenal adalah Bacillus, 

Bacteriods, Lactobacillus, Clostridium, 

Micrococcus, Thermus, dan 

Actinomycetes (Reddy 2003). 

KESIMPULAN 

Telah berhasil diisolasi mikroba 

amilolitik dari sumber air tawar Danau 

Toba yang potensial menghasilkan enzim 

amilase. Berdasarkan zona bening yang 

dihasilkan, isolat MR10 merupakan isolat 

positif yang paling berpotensi 

menghasilkan enzim amilase dalam 

jumlah besar. 
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