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RINGKASAN 
 

GINA DWI HARIANI. POTENSI BAKTERI AMILOLITIK indigenous 
MANGROVE TERHADAP KOMPOSISI LIMBAH TAMBAK UDANG (Dibawah 
bimbingan Prof. Ir. MARSOEDI, PhD dan Dra. UMI MARWATI, MSi) 

       
 Sejalan dengan perkembangan budidaya udang di Indonesia muncul berbagai 
masalah dan hambatan yang dapat menyebabkan kegagalan panen sehingga produksi 
udang menurun. Penurunan produksi udang di tambak khususnya yang dikelola secara 
intensif disebabkan oleh rusaknya kondisi ekosistem alami tambak. Rusaknya kondisi 
ekosistem alami tambak tersebut diakibatkan penumpukan limbah bahan organik yang 
berasal dari sisa pakan, kotoran udang dan bangkai organisme tambak. Tambak udang 
intensif yang mempunyai intensitas pembentukan limbah bahan organik relatif lebih 
cepat dibandingkan proses penguraian oleh mikroorganisme. 
  Usaha untuk mengurangi masalah limbah organik di tambak dilakukan dengan 
berbagai macam pendekatan meliputi pendekatan fisik, kimia, dan biologis. Pendekatan 
biologis berpotensi untuk dikembangkan karena lebih ramah lingkungan. Salah satu 
pendekatan biologis diantaranya adalah mendapatkan inokulum dari kawasan mangrove. 
Pada kawasan mangrove terdapat diversitas mikroorganisme tinggi yang berfungsi 
sebagai filter untuk mengolah limbah tambak. Mikroorganisme tersebut mampu 
mendekomposisi zat yang terkandung dalam limbah. Dalam limbah terdapat kandungan 
pati dari sisa pakan yang tidak termakan. Pati dapat dihidrolisis oleh bakteri amilolitik. 
Bakteri amilolitik adalah bakteri yang dapat menghasilkan enzim amilase yang berfungsi 
menghidrolisis pati menjadi glukosa.  
 Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui karakteristik fisiologi dan 
morfologi bakteri amilolitik indigenous mangrove dan mengetahui isolat terpilih bakteri 
tersebut dalam mendekomposisi substrat limbah tambak udang. Penelitian ini 
dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan 
Alam (MIPA) Universitas Brawijaya, pada bulan Mei 2008-Januari 2009.  
 Metode yang digunakan adalah deskriptif dan analisis data meliputi pengamatan 
morfologi koloni, uji biokimia, kurva pertumbuhan bakteri dan aktivitas enzim. 
 Bakteri amilolitik indigenous mangrove yang didapatkan dari hasil isolasi sebanyak 
11 isolat. Masing-masing isolat bakteri yang didapatkan memiliki karakter morfologi 
koloni yang berbeda-beda baik bentuk, tepi, elevasi, dan struktur dalam. Koloni bakteri 
yang mendominasi kawasan mangrove adalah bakteri yang mempunyai bentuk circular 
63,64%, elevasi low convex 63,64%, tepi entire 54,55%, struktur dalam smoath 36,36%, 
dan berwarna putih 63,64%. Seleksi hasil terbaik dari aktivitas amilolitik ditentukan 
dengan pengukuran indeks zona bening yang terbentuk paling besar di sekitar koloni. 
Indeks zona bening yang didapatkan berkisar antara 0,297-5,873. Isolat yang memiliki 
indeks zona bening paling besar adalah isolat A4 dengan nilai indeks zona bening 
sebesar 5,873.  Hasil karakteristik fisiologi bakteri yaitu pewarnaan gram positif dan 
pengamatan bentuk sel berbentuk batang. Hasil uji biokimia yang dilakukan adalah uji 
Methyl Red positif, uji Voges Proskauer positif, uji katalase positif, uji sitrat simmon 
negatif, uji motilitas positif, dan uji endospora positif.  
 Berdasarkan kurva pertumbuhan bakteri pada substrat pati 1% dan substrat limbah 
diketahui bahwa pada jam ke 0-12 berada pada fase lag. Fase eksponensial pada substrat 



pati 1% diketahui pada jam ke 18-24 dan pada substrat limbah pada jam ke 12-24. Fase 
kematian pada jam ke 48-72 pada substrat pati 1% dan substrat limbah. Jumlah sel 
tertinggi terdapat pada fase eksponensial yaitu pada jam ke 24 yaitu 18,14 x 107 sel/ml 
pada substrat pati 1% dan 5,27 x 107 sel/ml pada substrat limbah. Aktivitas enzim 
amilase isolat A4 tertinggi pada substrat pati 1% sebesar 0,0544 U/ml didapatkan pada 
masa inkubasi 24 jam. Aktivitas enzim amilase tertinggi pada substrat limbah sebesar 
0,0378 U/ml didapatkan pada masa inkubasi 24 jam. Dari  kurva pertumbuhan dan 
aktivitas enzim amilase isolat A4 pada substrat pati 1% dan substrat limbah 
menunjukkan bahwa pada fase eksponensial kurva pertumbuhan bakteri mencapai nilai 
tertinggi pada aktivitas enzim amilase. 
  

 

 

 ii



DAFTAR ISI 

 

             Halaman 

RINGKASAN ......................................................................................................  i 

KATA PENGANTAR ........................................................................................  iii 

DAFTAR ISI .......................................................................................................  iv 

DAFTAR TABEL ..............................................................................................  vi 

DAFTAR GAMBAR ...........................................................................................  vii 

DAFTAR LAMPIRAN .......................................................................................  viii 

DAFTAR ISTILAH ............................................................................................  ix 

I. PENDAHULUAN ...........................................................................................  1 

1.1 Latar Belakang ..........................................................................................  1 
1.2 Perumusan Masalah ..................................................................................  3 
1.3 Tujuan Penelitian .....................................................................................  3 
1.4 Manfaat Penelitian ....................................................................................  3 
1.5 Hipotesis....................................................................................................  4  

II. TINJAUAN PUSTAKA.................................................................................  5 

2.1 Limbah Tambak Udang ............................................................................  5 
2.2 Kawasan Mangrove...................................................................................  6 
2.3 Bakteri Amilolitik .....................................................................................  8 
2.4 Enzim Amilase ..........................................................................................  9 
2.5 Pati ............................................................................................................  10 

III. MATERI DAN METODE PENELITIAN .................................................  12 

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian .................................................................  12 
3.2 Bahan dan Alat ........................................................................................  12  

3.1.1 Bahan ..............................................................................................  12  
3.1.2 Alat .................................................................................................  12 

3.3 Prosedur Penelitian ...................................................................................  13 
3.3.1 Pengambilan Sampel ........................................................................  13 
3.3.2 Isolasi, Pemurnian dan Karakterisasi Bakteri Amilolitik.................  13 
3.3.3 Screening Bakteri Amilolitik ..........................................................  14 
3.3.4 Karakteristik Fisilogi dan Uji Biokimia ..........................................  15 
3.3.5 Kurva Pertumbuhan Isolat A4 Bakteri Amilolitik ...........................  18 
3.3.6 Aktivitas Enzim Amilase .................................................................  20 

3.4 Metode Penelitian dan Analisis Data ........................................................  22 
 

 



4. HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.2.  Isolasi, Seleksi, dan Karakteristik Morfologi Koloni Bakteri Amilolitik 
indigenous Mangrove ..............................................................................  23 

4.2. Seleksi Isolat Amilolitik...........................................................................  25 
4.3. Karakteristik Fisiologis dan Biokimia .....................................................  27 
4.4. Kurva Pertumbuhan Isolat A4..................................................................  31 
4.5. Kurva Aktivitas Enzim Isolat A4.............................................................  33 
4.6. Kurva Pertumbuhan dan Aktivitas Enzim Amilase Isolat A4 .................  34 

5.  KESIMPULAN DAN SARAN ......................................................................  38 

5.1. Kesimpulan ..............................................................................................  38 
5.2. Saran.........................................................................................................  38 

DAFTAR PUSTAKA..........................................................................................  39 

LAMPIRAN ........................................................................................................  45 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 v



I. PENDAHULUAN 

 

1. 1 Latar Belakang 

 Perkembangan sektor perikanan di Indonesia khususnya usaha di bidang 

pertambakan udang terus mengalami peningkatan. Peningkatan produksi tersebut 

dikarenakan tingginya permintaan ekspor udang di pasaran Internasional. Berdasarkan 

data Dinas Perikanan dan Kelautan Propinsi Jawa Timur, jumlah produksi udang 

vannamei tahun 2005 sebesar 1.194 ton dengan total nilai produksi sebesar                  

Rp. 33.863.025.000 (Pusdatin, 2006). Pada tahun 2006 produksi udang mengalami 

peningkatan sebesar 327.260 ton atau mengalami kenaikan sebesar 19,67% dari tahun 

sebelumnya (Nurdjana, 2007). Salah satu teknologi yang banyak diterapkan oleh 

pengusaha tambak di Indonesia adalah budidaya udang secara intensif. Menurut Brock 

and Main (1994) budidaya udang secara intensif adalah budidaya udang yang 

menerapkan sistem teknologi modern seperti: kincir air, genset, pompa air, dan padat 

penebaran tinggi dengan dosis pakan yang tinggi pula. 

 Sejalan dengan perkembangannya muncul berbagai masalah dan hambatan yang 

dapat menyebabkan kegagalan panen sehingga produksi udang menurun. Penurunan 

produksi udang di tambak khususnya yang dikelola secara intensif disebabkan oleh 

rusaknya kondisi ekosistem alami tambak. Rusaknya kondisi ekosistem alami tambak 

tersebut diakibatkan karena penumpukan limbah bahan organik yang berasal dari sisa 

pakan, kotoran udang dan bangkai organisme tambak (Syah, Suwoyo, Badu dan 

Makmur, 2000). Penumpukan limbah bahan organik dalam tambak menyebabkan 

timbulnya senyawa beracun hasil perombakan bahan organik yang kurang sempurna 

(Sutanto, 2001; Guntur 1999). Bratvold and Browdy (2000) menyatakan bahwa pada 

 
 



kondisi alamiah proses penguraian oleh mikroorganisme dapat berlangsung secara 

seimbang dengan pembentukan bahan organiknya. Berbeda dengan tambak udang 

intensif yang mempunyai intensitas pembentukan limbah bahan organik relatif lebih 

cepat dibandingkan proses penguraian oleh mikroorganisme. Ketidakseimbangan antara 

mikroorganisme dengan limbah organik tambak menyebabkan tertimbunnya bahan 

organik di dasar tambak. Hal ini dapat menimbulkan pencemaran internal pada 

lingkungan perairan tambak. 

 Usaha untuk mengurangi masalah limbah organik di tambak dilakukan dengan 

berbagai macam pendekatan meliputi pendekatan fisik, kimia, dan biologis. Pendekatan 

secara fisik dilakukan dengan filtrasi pada air limbah. Pendekatan secara kimia dapat 

dilakukan dengan menggunakan bahan kimia. Pendekatan biologis biasanya dilakukan 

dengan mikroorganisme sebagai bioremediator (Osuna, 2007). Pendekatan biologis 

berpotensi untuk dikembangkan karena lebih ramah lingkungan. Salah satu pendekatan 

biologis diantaranya adalah mendapatkan inokulum dari kawasan mangrove. 

 Menurut Holguin et al. (2001) pada kawasan mangrove terdapat diversitas 

mikroorganisme tinggi yang berfungsi sebagai filter untuk mengolah limbah tambak. 

Mikroorganisme tersebut mampu mendekomposisi zat yang terkandung dalam limbah. 

Dalam limbah terdapat kandungan pati dari sisa pakan yang tidak termakan. Pati dapat 

dihidrolisis oleh bakteri amilolitik. Bakteri amilolitik adalah bakteri yang dapat 

menghasilkan enzim amilase yang berfungsi menghidrolisis pati menjadi glukosa 

(Ekunsaumi, 2004). 

 Berdasarkan uraian di atas dilakukan isolasi bakteri amilolitik indigeneous 

mangrove. Hasil isolasi bakteri amilolitik tersebut diharapkan dapat digunakan sebagai 
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teknologi alternatif dalam mengurangi tingkat keracunan pada lingkungan internal 

tambak yang berkelanjutan dan ramah lingkungan. 

 
1.2 Perumusan Masalah   

 Permasalahan yang dibahas dalam penelitian ini adalah: 

1) Bagaimana karakteristik fisiologi dan morfologi bakteri amilolitik indigenous 

mangrove? 

2)  Bagaimana isolat terpilih bakteri amilolitik indigenous mangrove dalam 

mendekomposisi substrat limbah tambak udang? 

 
1.3 Tujuan Penelitian  

 Tujuan dari penelitian ini adalah untuk 

1) Mengetahui karakteristik fisiologi dan morfologi bakteri amilolitik indigenous 

mangrove. 

2) Mengetahui isolat terpilih bakteri amilolitik indigenous mangrove dalam 

mendekomposisi substrat limbah tambak udang. 

 
1.4 Manfaat Penelitian  

 Isolat dari hasil penelitian ini dapat digunakan sebagai bioagent untuk penanganan 

limbah tambak udang. Aplikasi lebih lanjut dari isolat tersebut untuk mendekomposisi 

substrat limbah tambak udang sehingga keseimbangan ekosistem dapat terjaga. 
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1.5 Hipotesis 

H0 : Diduga isolat bakteri amilolitik indigenous mangrove tidak mampu menguraikan 

senyawa-senyawa amilum dalam limbah tambak udang. 

H1 : Diduga isolat bakteri amilolitik indigenous mangrove mampu menguraikan 

senyawa-senyawa amilum dalam limbah tambak udang. 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Limbah Tambak Udang 

 Usaha pertambakan udang khususnya yang dikelola secara intensif merupakan 

kegiatan yang potensial menghasilkan limbah organik. Limbah organik tersebut berasal 

dari pakan yang tidak termakan, feses dan kematian massal plankton (Baliao dan 

Tookwinas, 2002). Kordi dan Andi (2007) menambahkan bahwa masukan limbah 

organik terbesar pada budidaya udang yang dikelola secara intensif berupa senyawa 

nitrogen. Senyawa ini 93% berasal dari pakan, selebihnya dari pupuk 2%, dan bahan lain 

yang terbawa air dan masuk ke tambak sekitar 5%. Pakan udang biasanya terdiri dari 

protein, senyawa nitrogen dan lemak. Tingginya kadar protein, senyawa nitrogen lainnya 

serta lemak dalam pakan udang, menyebabkan kualitas bahan organik yang dihasilkan 

lebih potensial mencemari lingkungan perairan tambak. 

 Hasil pembuangan limbah tambak udang yang dikelola secara intensif ke perairan 

muara cenderung meningkatkan kandungan padatan tersuspensi total (TSS); 

karbondioksida (CO2) bebas, kandungan bahan organik (BO), nitrat (NO2), dan fosfat 

(PO4
3-); cenderung menurunkan kandungan oksigen (O2) terlarut (Anggraeni, 2007).  

 Solusi untuk mengatasi masalah limbah tersebut dapat dilakukan dengan pendekatan 

secara fisik, kimia, dan biologis.  

1. Pendekatan Secara Fisik 

 Pendekatan fisik adalah pendekatan yang dilakukan dengan menggunakan 

resirkulasi dan filter pada buangan air tambak. Air dari tambak difilter dan diendapkan 

di kolam pengendapan. Kolam ini berfungsi untuk mengendapkan air agar zat hara 

terlarut dan butiran zat padat dapat berkurang. Air dari kolam pengendapan di filter 

 
 



 

kembali selanjutnya dibuang atau dialirkan pada petakan budidaya. Pengolahan secara 

fisik ini mampu mengolah dalam bentuk air dan dalam bentuk substrat belum teratasi 

(Bahtiar, 2008).  

2. Pendekatan Secara Kimia 

 Pendekatan kimia dapat dilakukan dengan menggunakan bahan kimia seperti 

kapur. Tambak yang sudah beberapa kali digunakan pada umumnya memiliki pH yang 

rendah.  Hal ini disebabkan terjadinya proses pembusukan bahan organik berupa sisa 

pakan dan kotoran udang sehingga menghasilkan asam dari proses oksidasi. Penurunan 

pH dapat diatasi dengan pemberian kapur pada tambak untuk meningkatkan nilai pH       

(Gumilar, 2008).  

3. Pendekatan Secara Biologis 

 Pendekatan biologis dilakukan dengan menggunakan mikroorganisme, fungi, dan 

tanaman hijau yang digunakan untuk mengembalikan kondisi suatu lingkungan yang 

telah tercemar kepada kondisi semula. Mikroorganisme, fungi, dan tanaman hijau 

mampu memanfaatkan senyawa-senyawa mineral yang terkandung dalam limbah 

tambak menjadi senyawa-senyawa yang lebih sederhana. Kelebihan pendekatan biologis 

ini adalah lebih ramah lingkungan, biaya penanganan relatif lebih murah, dan lebih 

fleksibel  (Venosa et al., 1998). 

 
2.2 Kawasan Mangrove 

 Menurut Romimohtarto dan Juwana (2001) ekosistem mangrove didefinisikan 

sebagai daerah pasut dari pantai berlumpur dan teluk, goba dan estuari yang didominasi 

oleh halofita (Halophyta), yakni tumbuh-tumbuhan yang hidup di air asin, berpokok dan 
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beradaptasi tinggi, yang berkaitan dengan anak sungai, rawa dan banjiran, bersama-sama 

dengan populasi tumbuh-tumbuhan dan hewan. 

 Mangrove dapat tumbuh dan berkembang secara maksimum dalam kondisi dimana 

terjadi penggenangan dan sirkulasi air permukaan yang menyebabkan pertukaran dan 

pergantian sedimen secara terus-menerus. Sirkulasi yang tetap (terus-menerus) 

meningkatkan pasokan oksigen dan nutrien untuk keperluan respirasi dan produksi yang 

dilakukan oleh tumbuhan. Perairan dengan salinitas rendah akan menghilangkan garam-

garam dan bahan-bahan alkalin, mengingat air yang mengandung garam dapat 

menetralisir kemasaman tanah. Mangrove dapat tumbuh pada berbagai macam substrat. 

Mangrove tumbuh pada berbagai jenis substrat yang bergantung pada proses pertukaran 

air memelihara pertumbuhan mangrove (Dahuri et al., 1998). 

 Mangrove memiliki produktivitas primer paling tinggi. Mangrove memberikan 

kontribusi besar terhadap mikroorganisme sebagai sumber energi bagi biota yang hidup 

di perairan sekitarnya (Dahuri, 2003). Menurut Feliatra (2001), kawasan mangrove 

mempunyai diversitas mikroorganisme diantaranya bakteri selulolitik, proteolitik, 

amilolitik dan masih banyak yang lain. Keragaman mikroorganisme disebabkan pada 

kawasan mangrove kaya akan bahan-bahan organik yang bersumber dari: 

1) Daun-daun mangrove yang gugur. Daun-daun ini mengandung banyak serat yang 

dapat menjadi substrat untuk tumbuhnya bakteri selulolitik;  

2) Organisme yang telah mati. Organisme ini mengandung banyak protein yang dapat 

menjadi substrat untuk tumbuhnya bakteri proteolitik;  

3) Bahan-bahan organik dari buangan limbah tambak yang sebagian besar berasal dari 

pakan. Bahan-bahan ini banyak mengandung protein dan karbohidrat yang dapat 

menjadi substrat untuk tumbuhnya bakteri proteolitik dan bakteri amilolitik.  
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Hasil isolasi bakteri pada kawasan mangrove di Bhitarkanika Malaysia didapatkan 

sebanyak 567 isolat. Sumber isolat yang diisolasi berasal dari berbagai area di kawasan 

mangrove tersebut. Hasil isolasi tersebut adalah dari udara sebanyak 110 isolat, air 162 

isolat, tanah 53 isolat dan tanaman mangrove 242 isolat (Gupta and Basak, 2007). Hal 

ini membuktikan bahwa pada daerah mangrove terdapat berbagai macam mikroba. 

 
2.3 Bakteri Amilolitik 

 Bakteri amilolitik adalah bakteri yang dapat menghasilkan enzim amilase yang 

berfungsi memecah pati atau glikogen menjadi glukosa atau maltosa (Winarno, 2002). 

Amilase diproduksi oleh banyak mikroba, akan tetapi mikroba yang sering digunakan 

dalam skala industri adalah Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus 

amyloliquefaciens, dan Aspergillus niger (Pen et al., 1998). 

 Bacillus subtilis merupakan bakteri gram positif, katalase positif yang secara 

umum ditemukan di tanah. Enzim yang dihasilkan bakteri ini berfungsi sebagai zat aditif 

yang ditambahkan diterjen. Bacillus licheniformis merupakan bakteri yang umumnya 

ditemukan pada tanah. Bakteri ini termasuk golongan gram positif yang bersifat 

termofilik. Suhu optimal yang dibutuhkan untuk sekresi enzim oleh bakteri ini adalah 

sekitar 37oC. Bakteri ini mempunyai kemampuan yang sama dengan bakteri Bacillus 

subtilis (Pen et al., 1998).  

 Bacillus amyloliquefaciens merupakan bakteri gram positif, katalase positif, 

aerobik, berbentuk batang dan motil. Bakteri ini merupakan organisme yang sebagian 

besar ditemukan di sampel tanah di alam dan dikenal sebagai golongan bakteri yang 

mempunyai kemampuan untuk mendegradasi protein ekstraseluler. Selain itu, bakteri ini 

mempunyai kemampuan untuk menghasilkan enzim alpha-amilase dan serin protease. 
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Apun et al. (2000) menyatakan bahwa bakteri Bacillus amyloliquefaciens mampu 

menghasilkan enzim selulase dan amilase yang mampu mendegradasi limbah sagu. 

Aspergillus niger sering ditemukan di tanah, enzim bernilai tinggi yang dihasilkannya 

digunakan dalam industri fermentasi, seperti glukoamilase yang digunakan pada 

produksi sirup jagung dengan kandungan fruktosa yang tinggi (Black, 2005). 

 
2.4 Enzim Amilase 

 Enzim merupakan protein yang esensial dalam proses metabolisme dari semua 

makhluk hidup dan memiliki peran penting pada proses degradasi material organik, 

mengatur alur katabolisme dan anabolisme serta mengontrol proses biokimia pada 

makhluk hidup. Enzim yang sering digunakan dalam skala industri adalah enzim amilase 

(Alves et al., 2002).  

 Enzim amilase merupakan enzim ekstraseluler, yaitu enzim yang dihasilkan di 

dalam sel tetapi di keluarkan ke medium fermentasi untuk kelangsungan hidupnya. 

Untuk mengisolasi bakteri yang memproduksi enzim tertentu, diperlukan substrat yang 

dapat menginduksi produksi enzim tersebut oleh sel bakteri (Fardiaz, 2000). Pati dapat 

menjadi sumber substrat untuk memproduksi enzim amilase (Ajayi and Fagade, 2003; 

Oliveira et al., 2007; Calik and Ozdamar, 2001).  

 Amilase adalah enzim yang berfungsi pemecah pati menjadi glukosa. Pemecah 

pati menjadi glukosa sedikitnya memerlukan 3 enzim, yaitu α-amilase, β-amilase, dan β-

glukosidase. α-Amilase yang memecah ikatan α-1,4 menghasilkan glukosa, maltose, dan 

dekstrin. β-Amilase memecah pati dari ujung nonreduksi menjadi β-Maltosa dan 

dekstrin. β-Glukosidase memecah ikatan β-1,6 pada rantai cabang dekstrin menjadi 

glukosa. Pada bakteri tertentu peran β-glukosidase digantikan oleh glukoamilase yang 
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mampu memecah ikatan α-1,4 dan β-1,6 (Purwoko, 2007; Horvathova et al., 2000). 

Degradasi pati menjadi glukosa dapat dilihat pada Gambar 1. 

 

Gambar 1. Degradasi Pati menjadi Glukosa 

 
2.5 Pati 

 Pati merupakan cadangan gizi pada tumbuhan. Pati terjadi secara alami dalam 

granul-granul kecil di dalam akar, biji dan batang berbagai tumbuhan, termasuk jagung, 

padi, jawawut, barley dan kentang. Pati berfungsi sebagai bahan makanan sehingga 

sering dipakai dalam industri makanan dan fermentasi. Pati kadang-kadang juga dipakai 

dalam formulasi-formulasi bahan perekat (lem kanji), bahan pengental (sizing agent) 

dalam industri-industri kertas dan tekstil (Stevens, 2001). 

 Pati terdiri dari 2 polisakarida yakni pati yang tidak bercabang disebut amilosa, 

dan pati yang bercabang yang disebut amilopektin. Amilosa dan amilopektin dapat 

dibedakan berdasarkan kelarutannya. Amilosa berstruktur linier dengan berat molekul 

berkisar antara 30 ribu-1 juta. Amilopektin sangat bercabang melalui karbon 6 dan 

memiliki berat molekul di atas 1 juta. Baik amilopektin maupun amilosa dengan cepat 

dihidrolisis oleh α-amilase, yang biasanya dihasilkan oleh kelenjar air liur dan pankreas. 

 10



 

Amilase bekerja dengan memecah ikatan α-1,4 bagian dalam molekul menghasilkan 

maltotriosa, maltosa, α dekstrin (Stryer, 2000; Biogen, 2007; Riaz et al., 2003). 

Fessenden dan Fessenden (1999) menambahkan perbedaan antara amilosa (Gambar 2) 

dan amilopektin (Gambar 3) dapat dilihat dari struktur molekulnya: 

 
Gambar 2. Amilosa 

 
Gambar 3. Amilopektin  

 Menurut Fessenden dan Fessenden (1998) perbedaan antara amilosa dan 

amilopektin lainnya adalah bila dilarutkan dalam air, amilosa membentuk micelles. 

Amilosa dalam micelles ada dalam konformasi helisal, yang dapat menangkap iodium 

dan memberikan warna biru yang khas. Amilopektin bila dilarutkan dalam air jika 

berinteraksi dengan iodium akan memberikan warna merah ungu, bukan warna biru tua 

seperti pada amilosa.   
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III. METODE PENELITIAN 

 

3.1 Tempat dan Waktu 

 Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Matematika dan 

Ilmu Pengetahuan Alam (MIPA) Universitas Brawijaya, pada bulan Mei 2008-     

Januari 2009.  

 
3.2 Bahan dan Alat 

3.2.1 Bahan 

 Bahan yang digunakan dalam penelitian adalah sampel (air) dari mangrove, limbah 

tambak, kapas, tisu, akuades, spirtus, plastik wrapper, plastik tahan panas, kertas label, 

kertas saring, glukosa, alkohol 70%, larutan garam fisiologis (0,85% NaCl), glukosa, NB 

(Nutrien Broth), pewarna malikat hijau, pewarna safranin, media MIO (Motility Indole 

Ornithine), media sitrat simon, larutan formalin 4% dan phosphat buffer (pH 7).  

 Bahan-bahan yang terdapat pada komposisi dan reagen yang terlampir pada 

Lampiran 1 adalah media selektif, gram iodine solution, media Luria Bertani Agar (LA), 

media produksi pati 1%, larutan DNS 1%, larutan Na-K-Tartarate 40%, media MR/VP, 

reagen uji MR, reagen Barrit A dan B, larutan pewarnaan gram, larutan H2O2 3% dan 

ekstrak limbah tambak. 

3.2.2 Alat 

 Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah: botol aqua,  beaker glass, 

tabung reaksi, erlenmeyer, cawan petri, jarum ose, bunsen, korek api, penggaris, kain 

lap, shaker, sentrifuge, oven, jarum enten, objek glass, cover glass, pipet, mikropipet,  
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autoklaf, inkubator, karet, kulkas, kompor, rak, botol semprot, hemocytometer, vortex, 

spektrofotometer. 

 
3.3 Prosedur Penelitian  

3.3.1 Pengambilan Sampel 

a. Sampel Kawasan Mangrove 

  Sumber isolat yang digunakan dalam penelitian ini adalah air kawasan mangrove 

Kelurahan Ketapang, Kecamatan Kademangan, Kota Probolinggo. Pengambilan sampel 

air mangrove dilakukan pada bulan Juni tahun 2008. Sampel tersebut merupakan 

pencampuran dari lima titik yang diambil secara acak kemudian dihomogenkan menjadi 

satu sampel. 

b. Sampel Limbah Tambak Udang 

  Limbah tambak udang (substrat) yang digunakan untuk pengujian kemampuan 

isolat A4 dalam mendekomposisi limbah tambak udang. Pengambilan substrat berasal 

dari tambak udang pasca produksi yang terletak di Kecamatan Tongas, Kabupaten 

Probolinggo. Substrat tersebut diambil pada kedalaman 1-5 cm dan diuji komposisi 

limbah tambak (Lampiran 4) untuk mengetahui besarnya unsur yang terbentuk. 

3.3.2 Isolasi, Pemurnian dan Karakterisasi Bakteri Amilolitik 

 Sampel air mangrove sebanyak 5 ml dicampur ke dalam 45 ml garam fisiologis 

(garfis) 0,85% untuk dilakukan pengenceran. Suspensi diambil sebanyak 1 ml dan 

dimasukkan ke dalam 9 ml larutan garfis untuk pengenceran berseri hingga didapatkan 

pengenceran 10-8. Kemudian dari tiap seri pengenceran diambil sebanyak 1 ml untuk 

diinokulasikan ke dalam media selektif (Lampiran 1) dengan metode cawan tuang   
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(pour plate). Selanjutnya diinkubasi selama 24-48 jam atau sampai koloni terbentuk 

pada suhu ruang. Isolat yang tumbuh selanjutnya diamati morfologi koloninya yang 

meliputi bentuk, tepi, elevasi, struktur dalam dan warna koloni. 

 Koloni-koloni tersebut selanjutnya dimurnikan secara kuadran streak pada media 

LA (Luria Bertani Agar), kemudian diinkubasi selama 24-48 jam pada suhu ruang. 

Koloni tunggal yang terbentuk selanjutnya diinokulasikan pada media miring NA 

(Nutrient Agar) sebagai stok kultur murni. 

3.3.3 Screening Bakteri Amilolitik 

 Stok kultur murni pada media miring diinokulasikan pada cawan yang berisi 

media selektif. Inokulasi pada cawan yang berisi media selektif dilakukan dengan 

metode totol. Selanjutnya diinkubasi selama 24-48 jam atau sampai koloni terbentuk 

dalam suhu ruang. Media selektif yang telah tumbuh koloninya ditetesi dengan iodin 

hingga seluruh media tergenangi. Diamati perubahan warna di sekitar koloni yang 

tumbuh setelah digenangi oleh iodin. Koloni yang dapat menghidrolisis pati akan 

membentuk zona bening di sekitar koloni. Zona bening di sekitar koloni terbentuk akibat 

bakteri amilolitik tersebut menunjukkan aktivitasnya. Jika pati tidak dihidrolisis, 

medium akan berwarna coklat atau biru/hitam. Dari beberapa koloni akan dipilih yang 

paling kuat menghidrolisis pati tersebut. Hal ini dapat diketahui dari koloni-koloni yang 

membentuk zona bening kemudian dipilih yang memiliki indeks zona bening paling 

besar. Perhitungan indeks zona bening dapat dilihat pada Gambar 4 (Marwati, 2007). 

Selanjutnya isolat dari koloni tersebut akan digunakan untuk pengujian selanjutnya. 

Pengujian selanjutnya meliputi karakteristik fisiologi, uji biokimia, kurva pertumbuhan 

dan aktivitas enzim.  



 
Gambar 4. Perhitungan Zona Bening 

Keterangan gambar: 

dt : diameter total (jumlah keseluruhan diameter total dibagi jumlah diameter total 
yang dihitung) 

 
dk : diameter koloni (jumlah keseluruhan diameter koloni dibagi jumlah diameter 

koloni yang dihitung) 
 

Perhitungan: 

Luas total (Lt)  = πrt2

Luas koloni (Lk)  = πrk2 

Luas zona (Lz) = Lt - Lk 

Indeks : Lz / Lk  

3.3.4 Karakteristik Fisilogi dan Uji Biokimia 

 Isolat hasil seleksi kemudian di karakteristik fisiologinya dan dilakukan uji 

biokimia. Karakterisasi fisiologi meliputi pewarnaan gram dan bentuk sel. Uji biokimia 

yang dilakukan antara lain Methyl Red, uji Voges Proskauer, uji Sitrat Simmon, uji 

Motilitas dan uji Endospora. Pengujian karakteristik fisiologi dan uji biokimia secara 

lengkap adalah sebagai berikut: 
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A. Pengujian Fisiologi 

1. Pewarnaan Gram 

 Pewarnaan gram dilakukan dengan membuat preparat apusan bakteri. Langkah 

awal yang dilakukan ialah menetesi gelas objek dengan akuades steril. Kemudian 

diambil biakan bakteri yang telah berumur 24 jam dan diratakan pada gelas objek lalu 

difiksasi di atas api bunsen hingga kering. Selanjutnya  preparat ditetesi larutan gram A 

selama  1-3 menit kemudian dicuci dengan air mengalir dan keringanginkan. Setelah itu 

ditetesi dengan larutan gram B selama 0,5-1 menit dicuci dengan air mengalir dan 

keringanginkan. Langkah yang sama juga dilakukan pada saat menetesi preparat dengan 

larutan gram C selama 30 detik dan larutan gram D selama 1-2 menit. Preparat yang 

telah dilakukan pewarnaan gram kemudian ditutup dengan gelas penutup dan diamati di 

bawah mikroskop pada perbesaran 1.000x dengan ditetesi minyak emersi. Hasil 

pengamatan diambil gambarnya dengan menggunakan kamera digital. 

2. Karakterisasi Morfologi 

 Karakterisasi morfologi koloni dilakukan dengan penglihatan visual meliputi: 

bentuk, elevasi, tepi, struktur dalam dan warna koloni setelah koloni terbentuk. 

Pengujian karakteristik tersebut digunakan untuk mengetahui ciri khas spesies tertentu. 

B. Pengujian Biokimiawi 

1. Pengujian MR/VP (Metil Red Voges-Proskauer) 

 Langkah pertama yang dilakukan untuk pengujian MRVP ialah menginokulasi 1 

ose isolat bakteri yang berumur 24 jam. Setelah itu diinokulasikan ke dalam media         

Metil Red Voges-Proskauer (MR/VP) (Lampiran 1) dan diinkubasi selama 24 jam pada 

suhu ruang. Uji MR/VP dilakukan dengan menggunakan 2 tabung, tabung pertama 
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untuk uji MR dan tabung kedua untuk uji VP. Tabung pertama ditetesi dengan 3-4 tetes 

reagen uji Methyl Red (Lampiran 1). Uji dikatakan positif bila kultur berubah warna 

menjadi merah dan uji dikatakan negatif bila kultur berubah warna menjadi kuning. 

Tabung kedua ditetesi dengan 10 tetes reagen barrit A dan reagen barrit B (Lampiran 1) 

kemudian larutan dikocok selama 20-30 menit. Uji dikatakan positif bila kultur berubah 

warna menjadi merah muda. 

2. Pengujian Katalase  

 Uji katalase dilakukan dengan menetesi gelas objek dengan akuades steril. 

Kemudian pindahkan 1 ose biakan bakteri yang telah berumur 24 jam dan diratakan di 

atas gelas objek. Setelah itu tetesi biakan dengan larutan 3% H2O2 (Lampiran 1). Uji 

katalase dikatakan positif bila terbentuk gelembung. 

3. Pengujian Sitrat Simmons 

 Uji sitrat simmons dilakukan dengan menginokulasikan isolat ke dalam media 

miring agar sitrat simmons. Setelah itu diinkubasi selama 24 jam pada suhu ruang. 

Diamati perubahan warnanya dan uji dikatakan positif bila media sitrat simmons yang 

semula berwarna hijau berubah warna menjadi biru. 

4. Pengujian Motilitas 

 Uji motilitas dilakukan dengan cara menusukkan jarum enten yang telah 

disentuhkan koloni bakteri ke dalam media MIO hingga ke dasar tabung reaksi. 

Kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 24-48 jam. Uji dikatakan positif bila 

pertumbuhan bakteri tersebar sepanjang garis tusukan jarum enten. 
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5. Pengujian Endospora 

 Pada uji endospora langkah pertama yang harus dilakukan ialah membuat preparat 

apusan bakteri yang akan diuji. Kemudian preparat digenangi dengan pewarna malakit 

hijau. Pewarna ini agar dapat masuk ke dalam endospora dibantu dengan cara 

memanaskan preparat apusan ini selama 10 menit dengan meletakkan pada ram kawat di 

atas penangas air mendidih sampai timbul uap air. Selama pemanasan dapat 

ditambahkan beberapa tetes larutan pewarna untuk menjaga dari kekeringan. Setelah itu 

kelebihan pewarna dicuci dengan air mengalir dan keringanginkan. Tiriskan kaca objek 

dan serap sisa air dari preparat dengan kertas hisap. Amati struktur spora dalam sel 

menggunakan mikroskop perbesaran 1.000x dengan minyak emersi. Uji ini dikatakan 

positif bila endospora berwarna hijau. 

3.3.5 Kurva Pertumbuhan Isolat A4 Bakteri Amilolitik 

► Pembuatan Starter 

 Sebanyak 1 ose isolat A4 yang telah diremajakan pada media miring NA 

diinokulasikan ke dalam 50 ml media NB dan dihomogenkan. Biakan starter kemudian 

dishaker selama 24 jam dengan kecepatan 120 rpm. Biakan tersebut digunakan sebagai 

stok kultur. 

► Pembuatan Stok Inokulum 

Stok kultur yang diperoleh diinokulasikan sebanyak 10% dari volume media 

produksi ke dalam dua jenis substrat. Sebanyak 20 ml stok kultur diinokulasikan ke 

dalam 180 ml media produksi pati 1% (Lampiran 1) dan ekstrak limbah (Lampiran 1) 

sebagai stok inokulum. Kultur tersebut dishaker selama 24 jam dengan kecepatan 120 

rpm. 
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► Pembuatan Kurva Standar Isolat A4 Bakteri Amilolitik 

Untuk mengetahui jumlah mikroorganisme dalam suspensi yang diukur diperlukan 

kurva standar dengan dibuat perbandingan antara kultur bakteri dari stok inokulum 

dengan larutan pengencer (media steril). Perbandingan antara media steril dan stok 

inokulum adalah 1:0, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6 dan 1:7. Setiap perbandingan 

dimasukkan ke dalam botol film dan ditambahkan 3 tetes formalin. Diukur OD dengan 

spektrofotometer dengan panjang gelombang 672 nm (media produksi pati 1%) dan   

400 nm (ekstrak limbah). Kurva standar menyatakan korelasi antara kekeruhan suspensi 

biakan sebagai sumbu y (hasil pengukuran OD dengan spektofotometer) dengan jumlah 

sel per ml biakan sebagai sumbu x (hasil perhitungan langsung dengan menggunakan 

haemocytometer/TPC). Kurva standar diperoleh dengan memasukkan data jumlah sel 

mikroorganisme dan kekeruhan (OD). Dibuatlah regresi linier antara jumlah sel dengan 

absorbansi. Selanjutnya ditentukan nilai regresi linier (r) dan persamaan regresinya       

(y = ax + b). Nilai persamaan ini dapat digunakan untuk menentukan jumlah sel pada 

langkah ”pembuatan kurva pertumbuhan” setelah nilai absorbansi dapat diketahui.  

►Kurva Pertumbuhan 

 Stok inokulum diinokulasikan ke dalam 10% media produksi. Sebanyak 10 ml stok 

inokulum diinokulasikan ke dalam 90 ml media produksi pati 1% dan substrat ekstrak 

limbah. Kultur dishaker selama pengamatan kurva pertumbuhan (1-3 hari) dengan 

kecepatan 120 rpm. Pertumbuhan sel diamati dengan mengukur kekeruhan (OD) pada 

panjang gelombang 672 nm (media produksi pati 1%) dan 400 nm (ekstrak limbah) 

menggunakan spektrofotometer pada masa inkubasi 0, 6, 12, 18, 24, 48, dan 72 jam. 

Jumlah sel dapat diketahui dengan mengkonversikan nilai absorbansi dengan kurva 
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standar bakteri. Data yang diperoleh dibuat grafik hubungan antara waktu pengamatan 

(1-3 hari) sebagai sumbu x dan jumlah sel bakteri sebagai sumbu y.    

3.3.6 Aktivitas Enzim Amilase 

► Kurva Standar Glukosa 

 Kurva standar glukosa (Lampiran 3) dibuat dengan membuat larutan stok glukosa 

(D-glucose) konsentrasi 1000 µg/ml. Selanjutnya dibuat larutan glukosa dengan 

konsentrasi 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 dan 200 µg/ml dari larutan stok. 

Pengukuran absorbansi dari masing-masing larutan glukosa melalui langkah berikut. 

Sebanyak 1 ml dari masing-masing konsentrasi dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan 

ditambahkan dengan 1,5 ml larutan DNS (Lampiran 1). Larutan tersebut kemudian 

dipanaskan selama 5 menit dan ditambahkan dengan 0,5 ml larutan Na-K-Tartarte 

(Lampiran 1) dan didinginkan. Ukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer  

UV-vis pada panjang gelombang 540 nm. Pembuatan kurva standar glukosa dilakukan 

dengan membuat kurva linier antara konsentrasi glukosa (sumbu x) dan nilai absorbansi 

(sumbu y).     

► Aktivitas Enzim 

 Pengukuran aktivitas enzim diperlukan kultur yang sama dengan yang digunakan 

untuk kurva pertumbuhan. Sebanyak 1,5 ml kultur dari substrat pati 1% dan substrat 

ekstrak limbah tambak pada masa inkubasi 0, 6, 12, 18, 24, 48 dan 72 jam diletakkan di 

ependof. Kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 6.000 rpm selama 15 menit dengan 

suhu 4oC hingga diperoleh supernatan dan pellet. Supernatan yang didapatkan 

merupakan crude enzyme. Bagian crude enzyme dipisahkan dan akan di uji aktivitas 

enzimnya dengan metode DNS.  



 Sebanyak 1 ml crude enzyme dimasukkan dalam tabung reaksi, selanjutnya 

ditambahkan 1 ml substrat (1% pati dalam Phosphate Buffer pH 7) dan diinkubasi pada 

suhu 50oC selama 10 menit. Selanjutnya larutan tersebut ditambahkan dengan 1,5 ml 

larutan DNS yang berfungsi untuk menghentikan aktivitas enzim dan mereduksi gula 

reduksi sehingga menghasilkan larutan berwarna yang bisa diukur absorbansinya. 

Kemudian dipanaskan selama 5 menit untuk mengoptimalkan kerja DNS dan 

mempercepat reaksi dari DNS. Langkah berikutnya larutan ditambahkan dengan 0,5 ml 

Na-K-Tartrate (40%) yang berfungsi untuk mempertahankan warna dan didinginkan 

selama 15 menit. Larutan yang telah dingin diukur absorbansinya dengan 

spektrofotometer dengan panjang gelombang 540 nm. Perhitungan nilai aktivitas 

amilase dapat diketahui dengan mengkonversi nilai absorbansi dengan kurva standar 

glukosa.  

Menurut Haq et al. (2002) aktivitas enzim amilase dapat diketahui dari rumus di 

bawah ini: 

Aktivitas Enzim =  
Ex t x GlukosaBM

 fpxHxC  

Dimana: 

C : konsentrasi produk hidrolisis glukosa (µg/ml) 

H : volume total produk hidrolisis (ml) 

fp : faktor pengenceran 

t : waktu inkubasi (menit) 

E : volume enzim (ml) 

BM : berat molekul glukosa 180 µg/µmol 
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3.4. Metode Penelitian dan Analisis Data 

 Metode yang digunakan adalah deskriptif. Menurut Nazir (2005), secara harfiah 

penelitian deskriptif adalah penelitian yang bermaksud untuk membuat pencandraan 

mengenai situasi-situasi atau kejadian-kejadian. Dalam arti ini penelitian deskriptif 

adalah akumulasi data dasar dalam cara deskriptif semata-mata tidak perlu mencari atau 

menerangkan saling hubungan, membuat ramalan, atau mendapatkan makna dan 

implikasi.  

 Metode deskriptif yang digunakan disini adalah metode deskriptif studi 

komparatif. Penyelidikan deskriptif yang berusaha mencari pemecahan melalui analisis 

tentang perhubungan-perhubungan sebab akibat, yakni yang meneliti faktor-faktor 

tertentu yang berhubungan dengan situasi atau fenomena yang diselidiki dan 

membandingkan satu faktor dengan yang lain, adalah penyelidikan yang bersifat 

komparatif (Surakhmad, 1998). Analisis data secara deskriptif yaitu meliputi 

pengamatan morfologi koloni, uji biokimia, kurva pertumbuhan bakteri dan aktivitas 

enzim. 

 

 

 

 

 

 

 

 



IV. HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1 Isolasi, Seleksi, dan Karakteristik Morfologi Koloni Bakteri Amilolitik 
indigenous Mangrove 

 
 Bakteri amilolitik indigenous mangrove yang didapatkan dari hasil isolasi 

sebanyak 11 isolat. Mahasneh (2001) dalam penelitiannya didapatkan berbagai 

kelompok bakteri yang berhasil diisolasi dari mangrove. Persentase dari beberapa 

kelompok bakteri hasil isolasi tersebut adalah bakteri amilolitik 30,32%, bakteri 

proteolitik 21,86%, bakteri selulolitik 20,70%, dan bakteri lipolitik 3,45%. Oleh karena 

itu terdapat berbagai kelompok bakteri termasuk bakteri amilolitik yang ada pada 

kawasan mangrove. 

 Masing-masing isolat bakteri yang didapatkan memiliki karakter morfologi koloni 

yang berbeda-beda baik bentuk, tepi, elevasi, dan struktur dalam. Hasil dari pengamatan 

karakteristik morfologi koloni dapat dilihat pada Tabel 1.  

Tabel 1. Karakteristik Morfologi Koloni Isolat-isolat Bakteri Amilolitik indigenous 
Mangrove 

 
Karakteristik Morfologi Koloni 

No Kode 
Isolat Bentuk Elevasi Tepi Struktur 

Dalam Warna 

1 A1 Circular Low convex Entire Finely granular White 
2 A2 Circular Low convex Entire Transparent White 
3 A3 Irregulair Low convex Undulate Smoath White 
4 A4 Irregulair Low convex Crenate Smoath White 
5 A5 Rhizoid Effuse Undulate Smoath White 
6 A6 Circular Low convex Undulate Finely granular Light-Yellow
7 A7 Circular Low convex Entire Smoath White 
8 A8 Irregulair Low convex Undulate Finely granular Light-Yellow
9 A9 Circular Convex Entire Opaque Light-Yellow
10 A10 Circular Convex Entire Translucent White 
11 A11 Circular Convex Entire Opaque Light-Yellow

 
 



  Berdasarkan data pada Tabel 1 diperoleh karakteristik morfologi koloni yang 

berbeda-beda antara isolat satu dengan yang lainnya. Irianto (2007) menyatakan bahwa 

perbedaan karakteristik morfologi koloni bakteri merupakan ciri khas dari suatu jenis 

bakteri tertentu. Perbedaan karakterisasi morfologi koloni tersebut menunjukkan bahwa 

masing-masing isolat diduga berbeda jenisnya. Tabel 2 menunjukkan nilai persentase 

jumlah karakteristik morfologi koloni isolat bakteri amilolitik indigenous mangrove 

yang diperoleh dari data pada Tabel 1.  

Tabel 2. Persentase Jumlah Karakteristik Morfologi Koloni Isolat-isolat Bakteri 
Amilolitik indigenous Mangrove 

 

No Karakteristik 
Morfologi Koloni Persentase 

1 

Bentuk 
 Circular 
 Irregulair 
 Rhizoid 

 
63,64% 
27,27% 
9,09% 

2 

Elevasi 
 Low convex 
 Convex 
 Effuse 

 
63,64% 
27,27% 
9,09% 

3 

Tepi 
 Entire 
 Undulate 
 Crenate 

 
54,55% 
36,36% 
9,09% 

4 

Struktur Dalam 
 Smoath 
 Finely granular 
 Opaque 
 Transparent 
 Translucent 

 
36,36% 
27,27% 
18,18% 
9,09% 
9,09% 

5 
Warna 

 White 
 Light Yellow 

 
63,64% 
36,36% 
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  Data Tabel 2 menunjukkan koloni bakteri yang mendominasi kawasan mangrove 

adalah bakteri yang mempunyai bentuk circular 63,64%, elevasi low convex 63,64%, 

tepi entire 54,55%, struktur dalam smoath 36,36%, dan berwarna putih 63,64%.  

 
4.2 Seleksi Isolat Amilolitik 

  Isolat-isolat yang didapatkan kemudian diseleksi kemampuan amilolitiknya. 

Seleksi kemampuan amilolitik dapat dilihat dari terbentuknya zona bening yang telah 

diinokulasikan pada media selektif amilolitik dan digenangi dengan iodin. Zona bening 

disekitar koloni pada media terbentuk akibat bakteri amilolitik tersebut menunjukkan 

aktivitasnya. Day (2001) menyatakan bahwa setelah isolat yang ditanam pada media 

nutrient agar + pati tumbuh dan dituangi iodin, maka akan tampak daerah yang berwarna 

biru dan daerah yang bening disekitar koloni. Pada daerah bening disekitar koloni berarti 

pati telah didegradasi menjadi dekstrin, glukosa dan maltosa. Daerah bening terbentuk 

disebabkan tidak terbentuk ikatan antara iod dan pati. Warna biru tersebut disebabkan 

adanya reaksi kompleks antara pati-iod. Lay dan Sugyo (1999) menambahkan 

pembentukan kompleks iod dan pati disebabkan adanya molekul iod masuk dalam 

bagian yang kosong dari molekul pati (amilosa) yang membentuk spiral, sehingga 

menghasilkan molekul yang mengabsorbansi semua cahaya kecuali warna biru. Bila zat 

pati telah terurai maka warna biru ini tidak terjadi karena tidak adanya bentuk spiral. 

Gambar zona bening yang terbentuk pada isolat A4 setelah digenangi iodin tersaji dalam 

Gambar 5. 
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1
2

3 

Gambar 5. Zona Bening Isolat A4 
Keterangan :1. Isolat A4; 2. Zona Bening; 3. Media Selektif 

 Seleksi hasil terbaik dari aktivitas amilolitik ditentukan dengan pengukuran indeks 

zona bening yang terbentuk paling besar di sekitar koloni. Indeks zona bening isolat-

isolat bakteri amilolitik indigenous mangrove secara urut dapat dilihat pada Tabel 3.  

Tabel 3. Indeks Zona Bening Isolat-isolat Bakteri Amilolitik indigenous Mangrove 

No Kode Isolat Indeks Zona Bening 

1 A4 5,873 
2 A1 5,231 
3 A3 3,695 
4 A8 1,298 
5 A6 1,252 
6 A10 0,887 
7 A9 0,847 
8 A11 0,824 
9 A7 0,811 
10 A5 0,614 
11 A2 0,297 

 
Indeks zona bening yang didapatkan berkisar antara 0,297-5,873. Isolat yang 

memiliki indeks zona bening paling besar adalah isolat A4 dengan nilai indeks zona 

bening sebesar 5,873. Isolat A4 diduga memiliki aktivitas enzim tertinggi dibandingkan 

dengan isolat yang lain. Hal ini sesuai dengan hasil penilitian yang dilakukan Fadel and 
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Batal (2000) ; Mohamed et al. (2007) bahwa isolat yang memiliki indeks zona bening 

tertinggi mempunyai aktivitas amilase yang tinggi pula. Isolat yang paling besar indeks 

zona beningnya akan dipilih dan digunakan untuk perlakuan selanjutnya.  

                                                 
4.3 Karakteristik Fisiologis dan Biokimia  

 Karakteristik fisiologi bakteri meliputi pewarnaan gram dan pengamatan bentuk 

sel. Uji biokimia yang dilakukan adalah uji Methyl Red, uji Voges Proskauer, uji 

katalase, uji sitrat simmon, uji motilitas, dan uji endospora. Karakter fisiologi dan 

biokimia isolat A4 tersaji pada Tabel 4.  

Tabel 4. Karakter Fisiologi dan Biokimia Isolat A4  

No Karakteristik Hasil Uji 

1 Pewarnaan Gram  + 
2 Bentuk Sel Batang 
3 Reaksi Methyl Red + 
4 Reaksi Voges Proskauer + 
5 Katalase + 
6 Sitrat Simmon - 
7 Motilitas + 
8 Endospora + 

Keterangan:  

(+) = Reaksi Positif 

(-)  = Reaksi Negatif  

 Isolat A4 merupakan bakteri gram positif berbentuk batang (Gambar 6). Gram 

positif merupakan bakteri yang berwarna ungu. Hal tersebut dikarenakan bakteri gram 

positif mengalami denaturasi protein pada dinding selnya akibat pencucian dengan 

alkohol. Protein menjadi keras dan beku, pori-pori mengecil sehingga kompleks kristal 

yodium yang berwarna ungu dipertahankan dan bakteri akan tetap berwarna ungu    

(Lay, 1998).  
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Gambar 6. Hasil Pewarnaan Gram Isolat A4 Bakteri Amilolitik 

 Isolat A4 menunjukkan hasil positif  pada uji Methyl Red, ditunjukkan dengan 

perubahan warna merah pada kultur. Menurut Benson (2002) uji Methyl Red digunakan 

untuk menentukan adanya fermentasi asam campuran. Beberapa bakteri seperti 

Escherichia, Salmonella, Proteus, dan Aeromonas memfermentasi glukosa dan 

menghasilkan banyak sekali asam laktat, asetat, suksinat, dan format di samping CO2, 

H2, dan Etanol. Akumulasi asam-asam ini menurunkan pH sampai 5,0 atau kurang. Bila 

indikator Methyl Red ditambahkan pada biakan tersebut dengan pH serendah itu maka 

indikator tersebut menjadi merah. Hal ini menandakan bahwa organisme yang 

bersangkutan adalah peragi asam campuran. Organisme-organisme ini pada umumnya 

adalah penghasil gas yang istimewa karena menghasilkan  enzim formic hidrogenilase 

yang memecahkan asam formic menjadi CO2 dan H2 dalam jumlah sebanding: 

                                    HCOOH   formic hidrogenilase     CO2 + H2 

      Uji Voges Proskauer juga menunjukkan hasil yang positif, ditunjukkan dengan 

berubahan warna kultur menjadi merah muda. Uji ini digunakan untuk mengidentifikasi 

mikroorganisme yang melaksanakan fermentasi 2,3-butanadiol. Bila bakteri 

memfermentasikan karbohidrat menjadi 2,3-butanadiol sebagai produk utama, akan 

terjadi penumpukan bahan tersebut dalam media pertumbuhan. Penambahan reagen 
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barrit a dan barrit b (Lampiran 1) dapat menentukan adanya asetoin 

(asetilmetilkarbinol), suatu senyawa pemuka dalam sintesis 2,3-butanadiol. Pada 

penambahan KOH, adanya asetoin ditunjukkan oleh perubahan warna menjadi merah 

muda. Perubahan warna ini diperjelas dengan penambahan larutan alpha-naphtol. 

Perubahan warna biakan lebih jelas pada bagian yang berhubungan dengan udara, 

karena sebagian 2,3-butanadiol dioksidasikan kembali menjadi asetoin sehingga 

memperjelas hasil reaksi (Speckmant and Collins, 1998) 

 Hasil uji katalase menunjukkan hasil yang positif, dapat dilihat dengan adanya 

gelembung udara seperti busa pada sekitar koloni setelah ditetesi H2O2. Hasil uji positif 

menunjukkan adanya dugaan bakteri memiliki karakter aerob atau anaerob fakultatif. 

Kebanyakan bakteri aerob atau anaerob fakultatif yang menggunakan oksigen 

menghasilkan Hidrogen Perokside yang sesungguhnya bersifat racun bagi sistem-sistem 

enzimnya sendiri. Namun bakteri tersebut dapat tetap hidup dengan adanya antimetabolit 

tersebut karena dihasilkannya enzim katalase yang dapat mengubah Hidrogen Perokside 

menjadi air dan oksigen. 

2H2O2         katalase 2H2O + O2  

Matinya bakteri-bakteri anaerobik obligat bila ada oksigen disebabkan tidak adanya 

pembentukan enzim katalase sehingga H2O2 meracuni bakteri itu sendiri             

(Benson, 2002). 

 Hasil uji sitrat simmon menunjukkan reaksi negatif, karena warna medium sitrat 

simmon tetap berwarna hijau dan koloni tidak dapat tumbuh. Brook et al. (2005) 

menjelaskan medium agar sitrat simmon adalah medium sintetik yang mengandung 

sitrat sebagai sumber karbon satu-satunya, sedangkan sebagai sumber nitrogennya 

digunakan garam amonium dan bukan asam amino. Agar sitrat simmon juga 
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mengandung indikator biru bromtimol yang dapat berubah warna dari hijau menjadi biru 

bila keadaan menjadi alkalin. Jadi bila organisme dapat tumbuh dengan menggunakan 

sitrat sebagai sumber karbon satu-satunya maka akan terlihat tumbuh pada permukaan 

agar miring yang digoreskan di atasnya di samping terjadi perubahan warna medium 

menjadi biru.   

  Isolat A4 merupakan bakteri yang bersifat motil. Uji motilitas bertujuan untuk 

mengetahui suatu bakteri memiliki flagella atau tidak (Eisenbach, 2000). Jadi bakteri 

yang dalam media MIO mengalami pergerakan maka akan terlihat pertumbuhan bakteri 

yang tersebar sepanjang garis tusukan jarum enten. 

  Uji Endospora menunjukkan hasil yang positif, terlihat pada pengamatan 

mikroskop terdapat spora yang berwarna hijau di sekitar koloni. Menurut          

Campbell et al. (2008) endospora adalah sel resisten berlapis tebal yang dihasilkan di 

dalam sel bakteri yang terpapar ke lingkungan yang ganas. Allwin et al. (2007) 

menambahkan Endospora mengandung sedikit sitoplasma, materi genetik, dan ribosom. 

Dinding endospora yang tebal tersusun atas protein dan menyebabkan endospora tahan 

terhadap kekeringan, radiasi cahaya, suhu tinggi dan zat kimia. Jika kondisi lingkungan 

menguntungkan endospora akan tumbuh menjadi sel bakteri baru. 

 Hasil penelitian yang dilakukan oleh Apun et al. (2000) menunjukkan bahwa 

bakteri amilolitik dengan aktivitas enzim tertinggi adalah Bacillus amyloliquefaciens 

yang termasuk bakteri gram positif berbentuk batang dengan karakter uji katalase, 

oksidase, dan Voges-Proskauer positif. Hal ini didukung oleh penelitian                

Feliatra et al. (2004) bahwa bakteri yang mendekati genus Bacillus mempunyai ciri-ciri 

morfologi sebagai berikut: warna koloni putih susu atau agak krem. Sel adalah bentuk 
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batang dan lurus dan sering tersusun dalam bentuk sepasang atau rantai, dengan ujung 

bundar atau empat persegi. Pewarnaan sel gram positif, motil, dan katalase positif. 

 
4.4 Kurva Pertumbuhan Isolat A4 

  Kurva pertumbuhan bakteri didapatkan dari hasil pengukuran dua absorbansi yang 

dikonversikan dengan kurva standar pertumbuhan bakteri. Hasil dari perhitungan 

tersebut kemudian dibuat kurva pertumbuhan isolat A4 (Gambar 7). Kurva standar 

pertumbuhan bakteri disajikan pada Lampiran 2.  
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Gambar 7. Kurva Pertumbuhan Isolat A4 

 Berdasarkan kurva pertumbuhan bakteri (Gambar 7) pada substrat pati 1% dan 

substrat limbah diketahui bahwa pada jam ke 0-12 isolat A4 berada pada fase lag. Fase 

ini merupakan masa penyesuaian diri bagi mikroba terhadap media biakan. Menurut 

Dwijosepotro (1998) pada fase lag sel tidak ada pertumbuhan populasi karena sel 

mengalami perubahan komposisi kimiawi dan ukuran serta bertambahnya substansi 

intraseluler sehingga siap untuk membelah diri. 

 31



 Setelah fase lag berakhir akan dimulai proses reproduksi sel yang ditandai dengan 

peningkatan jumlah biomassa. Fase ini disebut dengan fase eksponensial. Isolat A4 pada 

substrat pati 1% mengalami fase eksponensial pada jam ke 18-24 dan pada substrat 

limbah pada jam ke 12-24. Pada fase ini jumlah sel meningkat sehingga jumlah sel 

bakteri pada substrat pati 1% mencapai puncaknya pada jam ke 24 dengan jumlah sel 

18,14 x 107 sel/ml. Jumlah bakteri pada substrat limbah juga mencapai puncaknya pada 

jam ke 24 dengan jumlah sel 5,27 x 107 sel/ml. Menurut Madigan et al. (2003) pada fase 

eksponensial sel membelah dengan laju yang konstan, massa menjadi dua kali lipat 

dengan laju sama, aktivitas metabolik konstan dan keadaan pertumbuhan seimbang. 

  Isolat A4 pada substrat pati 1% dan substrat limbah mengalami fase kematian pada 

jam ke 48-72. Hal ini ditunjukkan dengan menurunnya jumlah sel dari 12,1 x 107 sel/ml 

menjadi 9,46 x 107 sel/ml untuk substrat pati 1% dan 2,91 x 107 sel/ml menjadi              

1 x 107 sel/ml untuk substrat limbah. Menurut Pelezar (2006) pada fase kematian sel 

menjadi mati akibat penumpukan racun dan habisnya nutrisi, menyebabkan jumlah sel 

yang mati lebih banyak sehingga mengalami penurunan jumlah sel. 

 Pertumbuhan bakteri pada substrat pati 1% lebih tinggi dibandingkan dengan 

pertumbuhan bakteri pada substrat limbah diakibatkan kandungan pati pada substrat ini 

adalah sebesar 1% sedangkan pada substrat limbah kandungan patinya hanya sebesar 

0,3%. Menurut Mishra and Behera (2008) banyaknya jumlah sel bakteri amilolitik 

dipengaruhi dengan komposisi dan konsentrasi media pati yang tersedia. Semakin tinggi 

konsentrasi pati maka jumlah bakteri yang tumbuh semakin tinggi. Pengujian kandungan 

pati di dalam limbah tersaji pada Lampiran 3.  
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4.5 Kurva Aktivitas Enzim Isolat A4 

 Hasil hidrolisis amilase oleh enzim amilase adalah gula reduksi yang dapat diukur 

dengan menggunakan metode DNS. Hasil hidrolisis amilase ini didapatkan dari hasil 

pengukuran absorbansi dikonversikan dengan kurva standar glukosa (Lampiran 2) 

dengan beberapa tingkat konsentrasi yang berbeda dan dihitung aktivitas enzimnya. 

Pengujian aktivitas amilase dilakukan pada substrat limbah dan sebagai pembanding 

digunakan substrat pati 1% sebagai acuan skala laboratorium. Hasil pengujian aktivitas 

enzim amilase dari isolat A4 ditunjukkan pada Gambar 8. 
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Gambar 8. Aktivitas Enzim Isolat A4 

 Aktivitas enzim amilase tertinggi pada substrat pati 1% sebesar 0,0544 U/ml 

didapatkan pada masa inkubasi 24 jam. Hasil ini didukung dengan hasil penelitian yang 

dilakukan Richana et al. (2008) ;  Stredansky et al. (1998) ; Qader et al. (2006) 

menunjukkan bahwa aktivitas tertinggi enzim amilase dicapai pada jam ke 24 masa 

inkubasi. Setelah 24 jam produksi enzim amilasenya mengalami penurunan.  

 Grafik aktivitas amilase pada substrat pati 1% mengalami ketidakstabilan pada 

awal masa inkubasi dan selanjutnya mulai stabil mengalami kenaikan pada jam ke 18. 
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Hal ini dikarenakan bakteri masih mengalami adaptasi terhadap kondisi media yang 

baru. Aktivitas amilase yang meningkat setelah inkubasi selama 6 jam sebesar 0,0256 

U/ml, kemudian menurun menjadi 0,0244 U/ml setelah inkubasi jam ke 12 dan mulai 

meningkat kembali aktivitasnya pada jam ke 18 menjadi 0,0322 U/ml. Pada masa 

inkubasi ke 48 jam mulai menurun sebesar 0,0367 U/ml. 

 Aktivitas enzim pada substrat limbah yang tertinggi adalah pada masa inkubasi     

24 jam yaitu sebesar 0,0378 U/ml dan setelah jam ke 24 aktivitas enzimnya mengalami 

penurunan. Grafik aktivitas enzim pada substrat limbah mengalami kestabilan mulai 

awal masa inkubasi dan kemudian menurun menjadi 0,0233 U/ml pada inkubasi ke      

48 jam. 

Grafik pada Gambar 8 menunjukkan bahwa aktivitas enzim tertinggi didapatkan 

pada perlakuan substrat pati 1% dengan konsentrasi pati sebesar 1%. Sedangkan pada 

substrat limbah konsentrasi pati sebesar 0,3% berada pada aktivitas dibawah konsentrasi 

pati 1%. Perbedaan tersebut disebabkan substrat pati 1% lebih spesifik sehingga dapat 

dimanfaatkan oleh bakteri amilolitik lebih baik daripada substrat limbah tambak. 

Menurut Nguyen (2000); Reyed (2007); Srivastava and Baruah (2008) komposisi dan 

konsentrasi substrat sangat mempengaruhi produksi dari enzim amilase ekstraseluler 

bakteri. 

 
4.6 Kurva Pertumbuhan dan Aktivitas Enzim Amilase Isolat A4 

4.6.1 Amilum (Pati 1%) 

 Kurva pertumbuhan dan aktivitas enzim amilase isolat A4 pada substrat pati 1% 

ditunjukkan pada Gambar 9. Pada gambar tersebut dapat diketahui bahwa aktivitas 

enzim tertinggi dan pertumbuhan bakteri tertingginya adalah pada masa inkubasi 24 jam. 
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Gambar 9. Kurva Pertumbuhan dan Aktivitas Enzim Amilase  

   Isolat A4 Pada Media Pati 1% 

Pada Gambar di atas terlihat bahwa aktivitas enzim amilase mencapai nilai 

tertinggi yaitu sebesar 0,0544 U/ml pada waktu masa inkubasi 24 jam terdapat pada fase 

eksponensial kurva pertumbuhan bakteri. Judoamidjojo dan Aziz (1998) menyatakan 

bahwa fase eksponensial adalah fase pembiakan cepat dan bisa diamati ciri khas sel yang 

aktif. Sel membelah diri dengan laju yang konstan, massa menjadi dua kali lipat, dan 

keadaan pertumbuhan seimbang. Fase eksponensial pada kurva pertumbuhan bakteri 

pada substrat pati 1% terjadi pada waktu inkubasi 18-24 jam. Hal ini didukung dengan 

penelitian yang dilakukan Azmi (2006); Alazard and Raimbault (1998) menyatakan 

pada waktu kurva pertumbuhan memasuki fase eksponensial jumlah mikroorganisme 

yang dihasilkan meningkat sangat banyak dan aktivitas amilase yang dihasilkan juga 

meningkat. Namun setelah melewati waktu itu jumlah mikroorganisme menurun. Hal ini 

disebabkan pertumbuhan telah memasuki fase stationer dan fase kematian, karena media 

yang digunakan sudah habis sehingga aktivitas enzim menurun dengan drastis.  

Dari jumlah sel dan aktivitas enzim pada substrat pati 1% ini dapat diketahui 

aktivitas terbaik dari semua masa inkubasi pada setiap selnya. Aktivitas enzim terbaik 
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yaitu pada masa inkubasi ke 18 jam yaitu sebesar 0,036 U/sel. Aktivitas enzim tersebut 

merupakan aktivitas enzim terbesar dikarenakan dengan jumlah sel sebesar 9.1 x 107 

sel/ml dapat dihasilkan enzim amilase sebesar 0.0322 U/ml dibandingkan pada masa 

inkubasi yang lainnya. Aktivitas enzim setiap selnya mengalami ketidakstabilan pada 

awal masa inkubasi. Pada inkubasi ke 0-6 jam mengalami peningkatan, dari 0,026 U/sel 

meningkat menjadi 0,029 U/sel, kemudian menurun menjadi 0,025 U/sel pada masa 

inkubasi jam ke 12. Aktivitas enzim setiap sel mengalami peningkatan kembali pada 

masa inkubasi 12-18 jam dan setelah masa inkubasi ke jam 18 aktivitas enzim setiap 

selnya menurun.    

4.6.2 Limbah 
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Gambar 10. Kurva Pertumbuhan dan Aktivitas Enzim Amilase  

       Isolat A4 Substrat Limbah 
 
 Aktivitas enzim amilase pada substrat limbah (Gambar 10) diketahui nilai tertinggi 

sebesar 0,0378 U/ml dengan lama inkubasi 24 jam. Aktivitas enzim amilase tertinggi 

pada substrat limbah terdapat pada fase eksponensial kurva pertumbuhan bakteri. 

Aktivitas enzim tertinggi pada fasa eksponensial kurva pertumbuhan bakteri pada 

substrat limbah sama dengan pada substrat pati 1%. Persamaan tersebut dikarenakan 
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bakteri tersebut sama-sama memanfaatkan pati untuk media tumbuhnya dan menjadi 

sumber substrat untuk memproduksi enzim amilase (Pujoyuwono dan Richana, 1997).  

Dari jumlah sel dan aktivitas enzim pada substrat limbah ini dapat diketahui 

aktivitas terbaik dari semua masa inkubasi. Aktivitas enzim terbaik yaitu pada masa 

inkubasi ke 72 jam yaitu sebesar 0,156 U/sel. Aktivitas enzim tersebut merupakan 

aktivitas enzim terbesar dikarenakan dengan jumlah sel sebesar 1 x 107 sel/ml dapat 

dihasilkan enzim amilase tertinggi sebesar 0.0156 U/ml dibandingkan dengan masa 

inkubasi yang lain. Aktivitas enzim setiap selnya mengalami ketidakstabilan pada awal 

masa inkubasi. Pada inkubasi ke 0-6 jam mengalami peningkatan, dari 0,048 U/sel 

meningkat menjadi 0,068 U/sel, kemudian menurun menjadi 0,061 U/sel pada masa 

inkubasi jam ke 12. Aktivitas enzim setiap sel mengalami peningkatan kembali pada 

masa inkubasi ke 18-72 jam dan jam ke 72 merupakan aktivitas enzim setiap sel yang 

paling tinggi. 
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V.  KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Kesimpulan  

Hasil isolasi bakteri amilolitik indigenous mangrove didapatkan sebanyak 11 

isolat. Sebagian besar isolat memiliki karakter morfologi antara lain: bentuk circulair, 

elevasi low convex, tepi entire, struktur dalam smoath dan berwarna putih. Isolat A4 

merupakan isolat yang mempunyai kemampuan amilolitik tertinggi dengan nilai indeks 

zona bening sebesar 5,873. Isolat A4 termasuk bakteri gram positif yang berbentuk 

batang, Methyl Red positif, Voges Proskauer positif, katalase positif, motilitas positif, 

endospora positif dan sitrat simmon negatif.  

Isolat A4 mempunyai jumlah sel tertinggi pada substrat pati 1% dengan jumlah sel 

18,14 x 107 sel/ml pada masa inkubasi ke 24 jam. Pada substrat limbah jumlah sel 

tertinggi masa inkubasi ke 24 jam dengan jumlah sel 5,27 x 107 sel/ml. Aktivitas enzim 

amilase tertinggi isolat A4 pada substrat pati 1% sebesar 0,0538 U/ml  pada masa 

inkubasi ke 24 jam. Pada substrat limbah aktivitas enzim amilase tertinggi didapatkan 

pada masa inkubasi ke 24 jam sebesar 0,0346 U/ml.  

 
5.2 Saran 

Perlu dilakukan penelitian dengan pengambilan sampel untuk isolasi di berbagai 

kawasan mangrove. Isolat A4 perlu dikarakterisasi dan diuji lebih spesifik sehingga 

dapat diaplikasikan untuk pengolahan limbah tambak udang secara langsung di lapang.  
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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Komposisi Media dan Reagen 

A. Media Selektif 

1. NA (Nutrient Agar) : 23 gram/liter 

2. 1% Tepung Kanji : 10 gram/liter 

B. Gram Iodine Solution 

1. 2% I2    : 20 gram/liter  

2. 0,2% Potassium Iodide : 2 gram/liter 

C. Media Produksi Pati 1% 

1. Tepung Kanji  : 10 gram/liter 

2. Yeast extract  : 4 gram/liter 

3. Bacto peptone  : 10 gram/liter 

4. MgSO4.7H2O  : 0,5 gram/liter 

5. NaCl   : 0,5 gram/liter 

6. CaCl2   : 0,2 gram/liter 

D. Media LA (Luria Bertani Agar) 

1. NaCl  : 10 gram/liter 

2. Yeast extract : 3 gram/liter 

3. Tryptone : 10 gram/liter 

4. Bacto Agar : 15 gram/liter 

E. Larutan DNS 1% (per 1 liter) 

1. DNS acid : 10 gram 

2. Phenol  : 2 gram 

 
 



 

Lampiran 1 (lanjutan) 

3. Na2SO3 : 0,5 gram 

4. NaOH  : 10 gram 

F. Larutan Na-K-Tartarate 40% 

1. Na-K-Tartarate : 40 gram 

2. Akuades  : 100 ml 

G. Media MR/VP per 1 liter 

1. Glukosa  : 5 gram 

2. Pepton   : 5 gram 

3. Phosphate buffer : 5 gram 

pH  7,5 ± 0,2 

H. Reagen Uji MR 

1. Methyl Red : 0,2 gram 

2. Akuades : 500 ml 

I. Reagen Barrit A 

1. α – naphtol : 6 gram 

2. Etanol 95% : 100 ml 

J. Reagen Barrit B 

1. KOH  : 16 gram 

2. Akuades : 100 ml 

K. Cat Gram A 

1. Kristal violet  : 2 gram 

2. Etil alkohol 95% : 20 ml 

3. Ammonium oksalat : 0,8 gram  
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Lampiran 1 (lanjutan) 

4. Akuades   : 80 ml 

L. Cat Gram B 

1. Yodium   : 1 gram 

2. Kalium yodida  : 2 gram 

3. Akuades   : 300 ml 

M. Cat Gram C 

1. Aseton   : 50 ml 

2. Etil alkohol 95% : 50 ml  

N. Cat Gram D 

1. Safranin   : 0,25 gram 

2. Etil alkohol  : 10 ml 

3. Akuades   : 90 ml 

O. Larutan H2O2 3% (1 liter) 

1. H2O2   : 30 gram 

2. Akuades  : 1 liter 

P. Ekstrak Limbah 

1. Limbah  : 100g 

2. Aquades : 200 ml 
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Lampiran 2. Kurva Standar Pertumbuhan Bakteri 

1. Kurva Standar Pertumbuhan (Media Produksi Pati 1%) 

Kurva Standar Pertumbuhan (Media Produksi Pati 1%)
y = 0,1679x - 0,0225

R2 = 0,9817

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

Jumlah sel (sel/ml)) x 10

O
D 

(6
72

 n
m

)

Series1 Linear (Series1)

8

 

2. Kurva Standar Pertumbuhan (Media Limbah) 

Kurva Standar Pertumbuhan (Media Limbah)

y = 0,0113x + 0,0128
R2 = 0,9775
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Lampiran 3. Kurva Standar Glukosa 
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Lampiran 4. Hasil Pengujian Kandungan Pati di dalam Limbah 
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