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Pada penelitian ini, telah dilakukan penambahan glutaraldehid pada enzim α-amilase 

yang diisolasi dari A. fumigatus. Ekstrak kasar enzim dimurnikan dengan fraksinasi 

menggunakan amonium sulfat, dan dialisis. Aktivitas enzim ditentukan dengan 

metode Fuwa, dan metode Mandels. Kadar protein ditentukan dengan metode Lowry. 

Hasil penelitian menunjukkan aktivitas spesifik α-amilase hasil pemurnian sebesar 

520,51 U/mg, meningkat 8,93 kali dibandingkan dengan ekstrak kasar yang 

mempunyai aktivitas spesifik sebesar 58,31 U/mg. Enzim hasil pemurnian 

mempunyai pH optimum 5; suhu optimum 55°C; KM = 10,80 mg/mL substrat dan 

Vmaks = 10,13 µmol/mL-1 menit-1. Uji stabilitas termal  enzim hasil pemurnian pada 

suhu 60°C selama 100 menit memiliki aktivitas sisa 12,00% dengan nilai ki = 0,0228 

menit-1; t1/2 = 30,39 menit dan ΔGi = 103,639 kJ/mol-1. Enzim hasil penambahan 

glutaraldehid dengan konsentrasi 0,02; 0,04; dan 0,06% mempunyai pH optimum 6,5; 

suhu optimum 55°C; KM berturut-turut sebesar = 12,85; 21,73; dan 14,54 mg/mL 

substrat dan nilai Vmaks = 7,37; 9,85; dan 7,37 µmol/mL-1 menit-1, nilai ki = 0,0082; 

0,0083; dan 0,0084 menit-1; t1/2 = 84,51; 83,49; dan 82,50 menit dan ΔGi = 106,491; 

106,463; dan 106,436 kJ/mol-1. Terjadi peningkatan waktu paruh (t1/2) dan ΔGi serta 

penurunan nilai ki enzim hasil penambahan glutaraldehid dibandingkan dengan enzim 

hasil pemurnian sebesar 2,7 sampai 2,8 kali. 
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ABSTRACT 

 

 

STABILITY IMPROVEMENT OF α-AMYLASE ENZYME FROM Aspergillus 

fumigatus BY THE ADDITION OF GLUTARALDEHYD 

 

 

 

By 

 

 

Lily Nur Safitri 

 

 

 

 

In this research, the addition of glutaraldehyde to the α-amylase enzyme isolated from 

A. fumigatus has been carried out. Enzyme crude extract was purified by fractionation 

using ammonium sulfate, and dialysis. Enzyme activity was determined by Fuwa 

method, and Mandels method. Protein content was determined by Lowry method. 

The results showed that the specific activity of α-amylase purified was 520.51 U/mg, 

an increase of 8.93 times from the crude extract which had a specific activity of 58.31 

U/mg. The purified enzyme has an optimum pH of 5; optimum temperature 55°C; KM 

= 10.80 mg/mL substrate and Vmax = 10.13 mol/mL-1 min-1. Thermal stability test of 

purified enzyme at 60°C for 100 minutes had a residual activity of 12.00% with a 

value of ki = 0.0228 min-1; t1/2 = 30.39 min and ΔGi = 103.639 kJ/mol-1. Enzyme 

resulted from the addition of glutaraldehyde with a concentration of 0.02%; 0.04%; 

and 0.06% have an optimum pH of 6.5; optimum temperature 55°C; KM = 12.85; 

21.73; and 14.54 mg/mL of substrate consecutively and the value of Vmax = 7.37; 

9.85; and 7.37 mol/mL-1, ki value = 0.0082; 0.0083; and 0.0084 min-1; t1/2 = 84.51; 

83.49; and 82.50 minutes and ΔGi = 106.491; 106.463; and 106.436 kJ/mol-1. There 

was an increase in half-life (t1/2) and ΔGi as well as a decrease in the ki value of the 

enzyme resulting from the addition of glutaraldehyde compared to the enzyme by 2.7 

to 2.8 times. 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

1.1.  Latar Belakang 

 

Enzim telah diproduksi dalam skala industri besar selama dekade ini. Enzim yang 

dikenal secara luas penggunaannya yaitu enzim amilase, lipase, dan protease yang 

merupakan enzim hidrolitik pemecah senyawa makromolekul karbohidrat, lemak, 

dan protein (Supriyatna dkk., 2015). Enzim merupakan protein yang berfungsi 

sebagai katalis untuk reaksi biokimia. Suatu enzim dapat mempercepat reaksi 108 

sampai 1011 kali lebih cepat daripada tanpa menggunakan katalis (Poedjiadi dan 

Supriyanti, 2006). Enzim amilase merupakan salah satu enzim utama yang 

digunakan dalam industri dan sangat penting untuk bidang bioteknologi.  Amilase 

merupakan kelas enzim industri yang terdapat sekitar 25% dari pasar enzim dunia 

(de Souza and e Magalhães, 2010).  

 

Amilase adalah enzim yang mengkatalis dalam pemutusan ikatan α-1,4- glikosidik 

menghasilkan dekstrin, oligosakarida, maltosa, dan D-glukosa. Enzim amilase 

dapat dibedakan menjadi 2 yaitu α-amilase dan β-amilase, hal ini diklasifikasikan 

sesuai dengan cara memotong ikatan glikosidik. α-Amilase juga disebut dengan 

endoamilase. Enzim ini menghidrolisis α-1,4-glikosidik secara acak menghasilkan 

dekstrin, oligosakarida dan monosakarida. β-Amilase dan glukoamilase disebut 

dengan eksoamilase. Eksoamilase berperan dalam menghidrolisis α-1,4- glikosidik 

linkage hanya dari non-pereduksi ujung rantai polisakarida luar (Aiyer, 2005). 

 

Amilase dapat diperoleh dari hewan, tumbuhan, jamur, dan bakteri. Namun, enzim 

dari sumber jamur dan bakteri lebih mendominasi dalam sektor industri karena 

mudah didapatkan. Biasanya fungi yang berada pada habitat daratan, sebagian 
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besar dari spesies Aspergillus dan hanya satu spesies Penicillium, yaitu Penicillium 

brunneum. Spesies Aspergillus menghasilkan berbagai macam enzim ekstraseluler, 

untuk amilase sendiri memiliki kepentingan yang signifikan dalam industri. Enzim 

ekstraseluler atau intraseluler dari bakteri dapat berfungsi sebagai energi dan 

sumber karbon. Secara komersial α-amilase terutama dihasilkan dari genus 

Bacillus, dan diperkirakan Bacillus sp. menghasilkan  enzim sekitar 50% dari total 

pasar enzim global (Dehkordi and Javan, 2012). 

 

Sejumlah besar amilase dari mikroba tersedia secara komersial dan hampir 

sepenuhnya menggantikan hidrolisis kimia pati dalam industri pengolahan pati. 

Keuntungan dalam menggunakan mikroorganisme untuk produksi amilase karena  

jumlah  kapasitas produksi yang ekonomis dan mikroba mudah untuk menghasilkan 

enzim karakteristik yang diinginkan (de Souza and e Magalhães, 2010). α-Amilase 

adalah salah satu enzim yang aplikasinya meluas di banyak sektor seperti klinis, 

obat-obatan, dan kimia analitik. Selain penggunaannya dalam sakarifikasi pati, 

enzim ini dapat diaplikasi dalam makanan, deterjen, tekstil, kertas dan penyulingan 

industri (Saranraj and Stella, 2013). 

 

Umumnya enzim relatif tidak stabil, biaya isolasinya tinggi, dan hanya dapat 

digunakan sekali pakai. Stabilitas merupakan parameter penting, yang turut 

menentukan kelayakan ekonomi penerapan enzim dalam proses industri. Selain itu, 

enzim yang stabil dapat digunakan pada suhu tinggi, yang mungkin memiliki efek 

menguntungkan pada laju reaksi, kelarutan reaktan dan resiko kontaminasi mikroba 

(Eijsink et al., 2004). Beberapa cara yang dapat dilakukan untuk meningkatkan 

stabilitas  enzim yaitu dengan cara imobilisasi dan modifikasi kimia, rekayasa 

molekuler, dan penambahan bahan aditif (Haryati dkk., 2010). Modifikasi kimia 

dapat digunakan untuk lebih meningkatkan stabilitas enzim seperti, melalui ikatan 

silang kimia. Zaak et al., (2017) melakukan penelitian tentang peningkatan stabilitas 

enzim melalui modifikasi dengan polietilenimin dan glutaraldehid. Glutaraldehid 

dianggap sebagai reagen yang sangat memadai untuk stabilisasi enzim. 



3 
 

 

 

Pada penelitian sebelumnya telah dilakukan pengaruh penambahan glutaraldehid 

terhadap stabilitas α-amilase dari Bacillus subtilis ITBCCB148. Hasil penelitian 

menunjukkan bahwa enzim pemurnian dan enzim termodifikasi memilki pH optimum 

yang sama, yaitu 5,5. Enzim dengan penambahan 0,03% glutaraldehid memiliki 

aktivitas sisa tertinggi yaitu 41% dibandingkan dengan enzim asli yang hanya 8% 

setelah diinkubasi selama 80 menit pada suhu 55°C (Witazora et al., 2021).  

 

Pada penelitian ini telah dilakukan penambahan glutaraldehid pada enzim α-amilase 

yang diisolasi dari A. fumigatus. Pemilihan glutaraldehid sebagai reagen karena dapat 

meningkatkan stabilitas enzim melalui  kedua ikatan silang intra dan antar molekul 

dalam protein yang dimodifikasi. 

 

 

1.2. Tujuan Penelitian 

 

Adapun tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

a. Memperoleh enzim α-amilase dari A. fumigatus dengan aktivitas dan kemurnian 

yang tinggi. 

b. Meningkatkan kestabilan enzim α-amilase dari A. fumigatus melalui 

penambahan glutaraldehid. 

c. Mengkarakterisasi enzim α-amilase sebelum dan sesudah penambahan 

glutaraldehid. 
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1.3. Manfaat Penelitian 

 

Adapun manfaat dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

a. Memberikan informasi mengenai cara meningkatkan stabilitas enzim α-amilase 

dari A. fumigatus. 

b. Memberikan informasi mengenai pengaruh penambahan glutaraldehid terhadap 

stabilitas enzim α-amilase dari A. fumigatus. 

c. Memperoleh enzim α-amilase dari A. fumigatus dengan kestabilan yang tinggi  

serta dapat digunakan dalam proses industri.   

 

 

 



 

 
 

 

 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1.  Enzim 

 

Enzim adalah protein yang khusus disintesis oleh sel hidup untuk  mengkatalis 

reaksi yang berlangsung di dalamnya. Kata enzim berasal dari “en zyme” yang 

berarti dalam ragi (yeast), mulai dipakai semenjak tahun 1877. Sebelum itu telah 

dikenal diastase (A. Payen dan J. Persoz), pepsin (T.Schwan) dan emulsin (J.V. 

Liebig dan F. Wӧhler) yang masing-masing adalah senyawa organik yang 

dihidrolisis dari pati, protein dan glikosida (Martoharsono, 2006). Enzim terbagi 

menjadi dua tipe yaitu enzim ekstraseluler atau eksoenzim (berfungsi di luar sel) 

dan enzim intraseluler atau endoenzim (berfungsi di dalam sel). Salah satu enzim 

ekstraseluler adalah enzim amilase yang dapat menghidrolisis pati menjadi unit-

unit gula yang lebih kecil (Pelczar dkk., 1986). 

 

Enzim adalah katalis yang meningkatkan laju reaksi kimia tanpa mengubah dirinya  

sendiri dalam prosesnya. Enzim sangat spesifik dan aktivitasnya dapat diatur.  

Semua enzim adalah protein, meskipun beberapa RNA yang aktif secara  

katalitik telah diidentifikasi. Tanpa adanya enzim, reaksi hampir tidak dapat  

berlangsung sama sekali, sedangkan dengan adanya enzim, laju reaksi dapat  

ditingkatkan hingga 107 kali lipat. Reaksi yang dikatalisis oleh enzim biasanya  

berlangsung dalam kondisi yang relatif ringan (suhu  di bawah 100°C, tekanan  

atmosfer dan pH netral ) (Hames and Hooper, 2005).  

 

Sisi aktif enzim adalah daerah yang mengikat substrat dan mengubahnya menjadi 

produk. Situs aktif merupakan celah pada permukaan enzim yang membentuk 

lingkungan yang dominan nonpolar yang meningkatkan pengikatan substrat. 
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Substrat terikat di situs aktif oleh interaksi elektrostatik, ikatan hidrogen, ikatan van 

der Waals, interaksi hidrofobik, dan dalam beberapa kasus oleh ikatan kovalen 

reversibel. Setelah mengikat molekul substrat, dan membentuk kompleks enzim-

substrat, residu katalitik aktif di dalam sisi aktif enzim bekerja pada molekul 

substrat untuk mengubahnya menjadi kompleks keadaan transisi dan kemudian 

menjadi produk, yang dilepaskan ke dalam larutan. Kemudian enzim  bebas untuk 

mengikat molekul substrat lain dan memulai siklus katalitiknya lagi (Hames and 

Hooper, 2005). 

 

 

2.1.1.  Pembentukan Kompleks Enzim-Substrat  

 

Sifat enzim yang spesifik diterangkan dengan dua model yaitu model gembok-

kunci "lock and key" dan model "induced-fit". Kedua model tersebut menjelaskan 

hubungan antara substrat dengan situs aktif (bagian enzim yang berinteraksi dengan 

substrat) yang bersifat spesifik. 

 

a. Model lock and key  

Pada model gembok-kunci, enzim berinteraksi dengan substrat membentuk 

kompleks enzim-substrat, seperti interaksi kunci (substrat) yang masuk ke 

dalam gembok (enzim). Interaksi pada kompleks enzim-substrat, 

menyebabkan terjadinya proses katalisis dimana residu asam amino pada 

situs aktif bekerja mengkonversi substrat menjadi produk dengan energi 

aktivasi yang rendah. Produk akan dilepaskan dan enzim dapat mengikat 

molekul subtrat berikutnya (Sutrisno, 2017). Model lock and key dapat dilihat 

pada Gambar 1. 
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     Enzim   Substrat             Kompleks Enzim       Enzim       Produk 

                                             Substrat 

 

Gambar 1. Model lock and key (Waluyo, 2006). 

 

b. Model induced-fit 

Pada model induced-fit, situs aktif enzim bersifat tidak kaku/fleksibel. 

Adanya substrat akan menginduksi situs aktif enzim untuk menyesuaikan 

dengan bentuk substrat yang ada sehingga tercipta kompleks enzim-

substrat. Proses selanjutnya sama dengan model gembok-kunci (Sutrisno, 

2017). Gambaran model induced-fit dapat dilihat pada Gambar 2.  

  
         Sisi aktif                  Enzim yang sisi             Kompleks              Produk 

         fleksibel                   aktifnya telah                 enzim-substrat 

                                          berubah sesuai substrat 

Gambar 2. Model induced-fit (Waluyo, 2006). 

 

 

2.1.2. Klasifikasi Enzim 

 

Enzim diklasifikasikan sesuai dengan aturan yang ditetapkan oleh "Nomenclature 

Committee" di lembaga "International Union of Biochemistry (1984). Komite 

tersebut mengklasifikasikan enzim ke dalam enam kelas berdasarkan spesifitas 

pada reaksi yang dikatalisisnya.  
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a. Klasifikasi enzim menurut IUB adalah sebagai berikut: 

1. Oksidoreduktase: mengkatalis reaksi oksidasi dan reduksi, yaitu 

 pemindahan atom hidrogen atau oksigen atau elektron antar molekul.     

Beberapa contoh: alkohol dehidrogenase, glucose oxidase dan peroksidase. 

2. Transferase: mengkatalis reaksi pemindahan gugus dari suatu molekul  

donor ke molekul aseptor (metil, glikosil). 

3. Hidrolase: mengkatalis reaksi hidrolisis berbagai jenis ikatan atau  

sebaliknya. Hidrolase merupakan kelas enzim yang paling banyak 

diaplikasikan dalam teknologi enzim, meliputi esterase, glikosidase, lipase 

dan protease. Contoh: chymosin/rennin (proses pembuatan keju), amilase 

(pengolahan pati). 

4. Liase: mengkatalis reaksi eliminasi/pemindahan gugus fungsional tertentu   

Contoh: aldolase, dekarboksilase, dehidratase. 

5. Isomerase: mengkatalis rekasi isomerisasi molekul. 

Contoh yang terkenal glucose isomerase mengkatalisis isomerisasi glukosa 

menjadi fruktosa. 

6. Ligase (disebut pula sintetase): mengkatalis pembentukan ikatan   

    kovalen pada penggabungan bersama 2 molekul yang dikoupling   

    dengan pemecahan ATP. Contoh: DNA ligase (Sutrisno, 2017). 

 

b. Menurut Lehninger (2005), klasifikasi enzim berdasarkan cara terbentuknya 

dibedakan menjadi dua, yaitu: 

1. Enzim konstitutif, yaitu enzim yang jumlahnya dipengaruhi kadar substratnya,   

misalnya enzim amilase. 

2. Enzim adaptif, yaitu enzim yang pembentukannya dirangsang oleh adanya  

substrat, contohnya enzim β-galaktosidase yang dihasilkan oleh bakteri 

Escherichia coli yang ditumbuhkan di dalam medium yang mengandung 

laktosa. 
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2.1.3. Sifat Katalitik Enzim 

 

Sifat-sifat katalitik dari enzim ialah sebagai berikut: 

a. Enzim mampu meningkatkan laju reaksi pada kondisi biasa  (fisiologik) dari 

tekanan, suhu dan pH. 

b.    Enzim berfungsi sebagai selektifitas tinggi terhadap substrat (substansi yang 

mengalami perubahan kimia setelah bercampur dengan enzim) dan jenis reaksi 

yang dikatalisis. 

c. Enzim memberikan peningkatan laju reaksi yang tinggi dibanding dengan 

katalis biasa (Page, 1989). 

 

 

2.1.4. Faktor yang Mempengaruhi Kerja Enzim 

 

Berikut ini merupakan faktor-faktor yang mempengaruhi kerja enzim: 

a. pH 

Potensial hidrogen (pH) merupakan salah satu faktor penting yang harus 

diperhatikan apabila bekerja dengan enzim, hal ini dikarenakan enzim hanya 

mampu bekerja pada kondisi pH tertentu saja. Suatu kondisi pH dimana enzim 

dapat bekerja dengan aktivitas tertinggi yang dapat dilakukannya dinamakan 

pH optimum. Sebaliknya pada pH tertentu enzim sama sekali tidak aktif atau 

bahkan rusak. Hal ini dapat dijelaskan karena diketahui bahwa enzim 

merupakan molekul protein, molekul protein kestabilannya dapat dipengaruhi 

oleh tingkat keasaman lingkungan, pada kondisi keasaman yang ekstrim 

molekul-molekul protein dari enzim akan rusak (Poedjiadi, 1994). Hubungan 

kecepatan reaksi dengan pH ditunjukkan pada Gambar 3. 
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pH optimum 

 
 

 

Gambar 3. Hubungan kecepatan reaksi dengan pH (Page, 1997). 

 

b. Suhu 

Apabila temperatur meningkat maka molekul-molekul akan memiliki energi 

kinetik yang semakin besar sehingga pertemuan antar molekul semakin tinggi, 

akibatnya kecepatan reaksi meningkat. Kecepatan reaksi akan mencapai 

maksimal pada suatu titik yang disebut "temperatur optimum". Di atas titik ini 

kecepatan reaksi akan menurun karena terjadinya proses denaturasi. Tiap 

enzim memiliki profil yang berbeda terhadap temperatur dan biasanya sangat 

ditentukan oleh organisme dimana enzim tersebut diisolasi dan diproduksi 

(Sutrisno, 2017). Hubungan antara aktivitas enzim dengan suhu ditunjukkan 

dalam Gambar 4.  

 

 

 

Gambar 4. Hubungan antara aktivitas enzim dengan suhu (Poedjiadi, 1994). 

 

Aktivitas 

pH     

Aktivitas 

Enzim 

Suhu 
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c. Konsentrasi enzim  

Semakin tinggi konsentrasi enzim maka kecepatan reaksi akan semakin 

meningkat hingga pada batas konsentrasi tertentu dimana hasil hidrolisis akan 

konstan dengan naiknya konsentrasi enzim yang disebabkan penambahan 

enzim sudah tidak efektif lagi (Reed, 1975). Hubungan antara laju reaksi enzim 

dengan konsentrasi enzim ditunjukkan dalam Gambar 5. 

 

 

Gambar 5. Hubungan antara laju reaksi dengan konsentrasi enzim (Page, 1997). 

 

d. Konsentrasi substrat  

Kecepatan reaksi enzimatis pada umumnya tergantung pada konsentrasi 

substrat. Kecepatan reaksi akan meningkat apabila konsentrasi substrat 

meningkat. Peningkatan kecepatan reaksi ini akan semakin kecil hingga 

tercapai suatu titik batas yang pada akhirnya penambahan konsentrasi subtrat 

hanya akan sedikit meningkatkan kecepatan reaksi (Lehninger, 1982). 

 

e. Aktivator dan inhibitor  

Beberapa enzim memerlukan aktivator dalam reaksi katalisnya. Aktivator 

adalah senyawa atau ion yang dapat meningkatkan kecepatan reaksi enzimatis. 

Komponen kimia yang membentuk enzim disebut juga kofaktor. Kofaktor 

tersebut dapat berupa ion-ion anorganik seperti Zn, Fe, Ca, Mn, Cu dan Mg 

atau dapat pula sebagai molekul organik kompleks yang disebut koenzim 

(Martoharsono, 1984). 

Kecepatan 

Reaksi 

Konsentrasi Enzim 
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Menurut Wirahadikusumah, (1997) inhibitor merupakan suatu zat kimia 

tertentu yang dapat menghambat aktivitas enzim. Pada umumnya cara kerja 

inhibitor adalah dengan menyerang sisi aktif enzim sehingga enzim tidak dapat 

berikatan dengan substrat sehingga fungsi katalitiknya terganggu (Winarno, 

1989). 

 

 

2.2. Enzim Amilase 

 

Amilase merupakan salah satu enzim yang berperan dalam meghidrolisis pati atau 

amilum menjadi gula yang lebih sederhana seperti fruktosa, dekstrin, maltose dan 

glukosa. Hidrolisis amilum atau pati menyebabkan terjadinya perubahan warna pada 

medium menjadi biru setelah ditambahkan iodin atau lugol (Poedjadi, 1994). 

Amilase disebut juga dengan enzim amilolitik, merupakan enzim yang bekerja 

sebagai katalis dalam reaksi pemecah pati (amilum) dengan melibatkan bantuan air 

atau disebut reaksi hidrolisis. Menurut Pudjowono, (1997) amilase merupakan enzim 

ekstraseluler yang diproduksi di dalam sel, kemudian dikeluarkan dari sel ke substrat 

disekelilingnya. Enzim-enzim ekstraseluler pada umumnya bersifat terinduksi, dan 

produksinya akan meningkat jika ada substrat yang sesuai di sekelilingnya. 

 

Amilase dibedakan atas tiga kelompok di antaranya: 

a.    α-amilase 

Enzim α-amilase (EC.3.2.1.1) disebut juga dengan 1,4-α-D-glukan 

glukanohidrolase atau glukogenase adalah enzim yang mampu memecah 

molekul-molekul pati dan glikogen. α-Amilase akan memotong ikatan glikosidik 

α-1,4 pada molekul pati (karbohidrat) sehingga terbentuk molekul-molekul 

karbohidrat yang lebih pendek (Janecek, 2009). 

 

Mekanisme kerja enzim α-amilase terdiri dari dua tahap, yaitu: tahap pertama 

degadasi amilosa menjadi maltosa dan maltotriosa yang terjadi secara acak. 

Degadasi ini terjadi sangat cepat dan diikuti dengan menurunnya viskositas 
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dengan cepat. Tahap kedua terjadi pembentukan glukosa dan maltosa sebagai 

hasil akhir dan tidak acak. Keduanya merupakan kerja enzim α-amilase pada 

molekul amilosa. Pada molekul amilopektin kerja α-amilase akan menghasilkan 

glukosa, maltosa dan satu seri α-limit dekstrin, serta oligosakarida yang terdiri 

dari empat atau lebih glukosa yang mengandung ikatan α-1,6-glikosidik 

(Winarno, 2010). Struktur α-amilase dapat dilihat pada Gambar 6. 

 

 

 

Gambar 6. Struktur α-amilase (Dehkordi and Javan, 2012). 

 

 

b. β-amilase 

Enzim β-amilase (β-1,4 glukanmaltohidrolase) terdapat pada berbagai hasil 

tanaman, tetapi tidak terdapat pada mamalia, dan mikroba. Secara murni telah 

dapat diisolasi dari kecambah barley, ubi jalar, dan kacang kedelai. Enzim           

β-amilase memecah ikatan glukosida β-1,4 pada pati dan glikogen dengan 

membalik konfigurasi karbon anomerik glukosa dari α menjadi β. Enzim β-

amilase aktif pada pH 5,0-6,0 (Winarno, 1983). 

 

c. Enzim γ-amilase 

Enzim γ-amilase mempunyai nama lain, yaitu glukan 1,4- α-glukosidase, 1,4- α-

D-glukan glukohidrolase, exo-1,4-α-glukosidase, glukoamilase, 

amiloglukosidase, lisosomal α-glukosidase. Pemutusan ikatan akhir α (1,4) 
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glikosida pada ujung non reduksi dari amilosa dan amilopektin, untuk 

menghasilkan unit glukosa. γ–amilase sangat efisien pada lingkungan yang 

bersifat asam dan bekerja pada pH optimum 3 (Jaka, 2012). 

 

 

2.3 Glutaraldehid  

  

Glutaraldehida adalah reagen bi-fungsional yang mempunyai kapasitas untuk 

berpolimerisasi. Glutaraldehid dapat bereaksi dengan bagian enzim yang berbeda, 

terutama melibatkan gugus amino primer protein, meskipun pada akhirnya dapat 

bereaksi dengan gugus lain seperti tiol, fenol, dan imidazol. Dalam kondisi asam 

dan netral, gugus aldehida dari glutaraldehid dapat bereaksi dengan protein melalui 

pembentukan basa Schiff. Dalam hal ini, serangan nukleofilik terjadi oleh gugus 

amino dari lisin menjadi glutaraldehid. Mekanisme glutaraldehid pada kondisi 

netral dan asam akan dimediasi oleh konformasi siklik hemiasetal dari kedua 

monomer dan polimer glutaraldehid. Hemiasetal siklik dari glutaraldehida ini 

bereaksi dengan substitusi nukleofilik gugus amino dari lisin dengan gugus hidroksi 

glutaraldehid (Barbosa et al., 2014). Keunggulan glutaraldehid antara lain tidak 

diinaktivasi oleh bahan organik dan tidak membuat korosi untuk logam, plastik atau 

karet (Prawirohardjo, 2004). Struktur glutaraldehid dapat dilihat pada Gambar 7. 

 

 

Gambar 7. Struktur kimia glutaraldehid. 
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2.4. A. fumigatus 

 

Aspergillus merupakan fungi yang mampu hidup pada media dengan derajat 

keasaman dan kandungan gula yang tinggi. Jamur ini dapat menyebabkan 

pembusukan pada buah-buahan atau sayuran. Aspergillus ada yang bersifat parasit, 

ada pula yang besifat saprofit. Fungi A. fumigatus dapat ditemukan di tanah, dan 

tumbuhan yang mengalami pembusukan, khususnya pada pupuk kandang dan humus 

(Gandi dkk., 2019). Biakkan fungi A. fumigatus dapat dilihat pada Gambar 8. 

 

 

Gambar 8. A. fumigatus. 

 

 

Klasifikasi dari A. fumigatus menurut Gautam and Bhadauria (2012), adalah 

sebagai berikut. 

Kingdom : Fungi 

Divisi  : Ascomycota 

Kelas  : Eurotimycetes 

Orde  : Eurotiales 

Family  : Trichocomaceae 

Genus  : Aspergillus 

Spesies : A. fumigatus 
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2.5. Isolasi dan Pemurnian Enzim α-Amilase 

 

Isolasi enzim α-amilase dapat dilakukan dengan metode sentrifugasi. Metode 

sentrifugasi digunakan untuk memisahkan enzim ekstraseluler dari sisa-sisa sel. 

Sentrifugasi akan menghasilkan supernatan yang jernih dan endapan yang terikat 

kuat pada dasar tabung, yang selanjutnya dipisahkan secara normal. Sel-sel 

mikroba biasanya mengalami sedimentasi pada kecepatan 5000 selama 15 menit 

(Scopes, 1982). 

 

 

2.5.1. Sentrifugasi 

 

Enzim dapat diisolasi secara ekstraseluler dan intraseluler. Enzim ekstraseluler 

merupakan enzim yang bekerja di luar sel, sedangkan enzim intraseluler merupakan 

enzim yang bekerja di dalam sel. Ekstraksi enzim ekstraseluler lebih mudah 

dibandingkan ekstraksi enzim intraseluler, karena tidak memerlukan pemecahan sel 

dan enzim yang dikeluarkan dari sel mudah dipisahkan dari pengotor lain serta tidak 

banyak bercampur dengan bahan-bahan sel lain (Pelczar dkk., 1986). Isolasi enzim 

dapat dilakukan dengan metode sentrifugasi. Prinsip utama sentrifugasi adalah 

memisahkan substansi berdasarkan berat jenis molekul dengan cara memberikan gaya 

sentrifugal sehingga substansi yang lebih berat akan berada di dasar, sedangkan 

substansi yang lebih ringan akan terletak di atas. Teknik sentrifugasi tersebut 

dilakukan di dalam sebuah mesin yang bernama mesin sentrifugasi dengan kecepatan 

yang bervariasi, contohnya 2500 rpm (rotation per minute) atau 3000 rpm (Faatih, 

2009). 

 

 

2.5.2. Fraksinasi 

 

Fraksinasi adalah proses pemisahan fraksi yang terkandung dalam suatu larutan 

atau suspensi yang mempunyai karateristik berbeda (Yuliasih dkk., 2007). 

Fraksinasi yang sering dilakukan adalah dengan senyawa elektrolit menggunakan 
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garam amonium sulfat, natrium klorida atau natrium sulfat (Suhartono dkk., 1992). 

Menurut Wirahadikusumah (2001), meningkatnya kekuatan ion akan menyebabkan 

kelarutan enzim semakin besar yang disebut dengan salting in. Jika kandungan ion 

semakin tinggi akan menyebabkan kelarutan enzim menurun dan mengendap yang 

disebut dengan salting out. 

 

Amonium sulfat sering dipakai untuk mengendapkan enzim. Kelebihan amonium 

sulfat yaitu, kebanyakan enzim tahan terhadap garam tersebut (tidak terdenaturasi), 

memiliki kelarutan yang besar, mempunyai daya pengendapan yang cukup besar 

dan mempunyai efek penstabil terhadap kebanyakan enzim. Perlakuan penambahan 

amonium sulfat dilakukan dengan meningkatkan kejenuhan dari larutan enzim, 

dengan pembagian fraksi: (0-2)% jenuh, (20-40)% jenuh, (60-80)% jenuh, dan (80-

100)% jenuh. Pengendapan ini dikenal sebagai salting out (Judoamijojo, 1989). 

 

 

2.5.3. Dialisis 

 

Dialisis merupakan proses yang digunakan untuk menghilangkan molekul kecil 

seperti garam atau larutan protein dari enzim yang didapatkan melalui tahapan 

sebelumnya atau tahapan pemurnian dengan garam amonium sulfat. Prinsip dialisis 

adalah difusi zat terlarut melalui membran semipermeabel ketika membran menjadi 

batas antara dua larutan yang berbeda konsentrasi. Membran bertindak seperti 

saringan dengan ukuran pori tertentu. Molekul dengan jari-jari molekul yang lebih 

besar dari ukuran pori akan tertahan seluruhnya sedangkan yang berjari-jari lebih 

kecil akan lolos (Scopes, 1994). Proses dialisis ditunjukkan pada Gambar 9.  
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Gambar 9. Dialisis (Hames and Hooper, 2005). 

 
 

2.6. Uji Aktivitas Enzim α-Amilase dengan Metode Fuwa 

 

Aktivitas α-amilase ditentukan dengan metode Fuwa yaitu berdasarkan pengurangan 

jumlah substrat pati yang terhidrolisis dan menghasilkan warna biru setelah 

penambahan iodin. Warna tersebut akan menyerap cahaya monokromatis pada λmaks 

600 nm. Uji yang paling spesifik untuk mengidentifikasi aktivitas enzim amilase 

karena waktu reaksi yang cukup singkat yaitu 10 menit inkubasi dan pati sebagai 

substrat (Fuwa, 1954). 

 

 

2.7. Uji Aktivitas Enzim α-Amilase dengan Metode Mandels 

 

Aktivitas enzim α-amilase ditentukan dengan metode Mandels (Mandels et al., 

1976), yaitu berdasarkan pembentukan glukosa dari substrat pati oleh enzim α-

amilase yang dideteksi dengan penambahan pereaksi DNS (Dinitrosalicylic acid) 

ke dalam larutan uji serta proses pemanasan, sehingga akan dihasilkan larutan 

berwarna kuning hingga merah pekat. Semakin pekat warna larutan sampel 

dibandingkan larutan kontrol, maka semakin tinggi aktivitasnya.  
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2.8. Penentuan Kadar Protein dengan Metode Lowry 

 

Penentuan kadar protein enzim α-amilase menggunakan metode Lorwy. Metode ini 

bekerja pada kondisi alkali dan ion tembaga (II) akan membentuk kompleks dengan 

protein. Ketika reagen folin-ciocalteau ditambahkan, maka akan mengikat protein. 

Ikatan ini secara perlahan akan mereduksi reagen folin menjadi heteromolibdenum 

dan merubah warna dari kuning menjadi biru. Pada metode ini, pengujian kadar 

protein didasarkan pada pembentukan kompleks Cu2+ dengan ikatan peptida yang 

akan tereduksi menjadi Cu+ pada kondisi basa. Cu+ dan rantai samping tirosin, 

triftofan dan sistein akan bereaksi dengan reagen folin-ciocalteau yang akan 

mengikat protein. Reagen bereaksi dengan menghasilkan produk tidak stabil yang 

tereduksi secara lambat menjadi heteromolibdenum. Protein akan menghasilkan 

intensitas warna yang berbeda tergantung pada kandungan triftofan dan tirosinnya  

(Lowry et al., 1951). 

 

 

2.9. Kinetika Reaksi Enzim 

 

Model Michaelis–Menten menggunakan konsep katalisis enzim bahwa, 

enzim (E), bergabung dengan substratnya (S) untuk membentuk kompleks enzim-

substrat (ES). Kompleks ES dapat berdisosiasi lagi membentuk E + S, atau dapat 

diproses secara kimia untuk membentuk E dan produk P. Konstanta laju k1, k2 dan 

k3 menggambarkan laju yang terkait dengan setiap langkah proses katalitik. 

Diasumsikan bahwa tidak ada laju yang signifikan untuk reaksi balik enzim dan 

produk (E + P) yang diubah menjadi kompleks ES. [ES] tetap  konstan sampai 

hampir semua substrat digunakan. Diketahui bahwa kecepatan awal (V0) pada 

konsentrasi substrat rendah adalah berbanding lurus dengan [S], sedangkan pada 

konsentrasi substrat tinggi kecepatan cenderung menuju nilai maksimum, yaitu laju 

menjadi tidak tergantung pada [S]. Kecepatan maksimum ini disebut Vmax (satuan 

µmol-1). Kecepatan awal (V0) adalah kecepatan yang diukur secara eksperimental 

sebelum lebih dari 10% substrat diubah menjadi produk untuk meminimalkan efek 
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reaksi reversibel, penghambatan enzim oleh produk, dan inaktivasi enzim (Hames 

and Hooper, 2005). Berikut ini merupakan persamaan Michaelis-Menten. 

 

V0 = 
𝑉𝑚𝑎𝑘𝑠 [S]

KM+[S]
 

 

Nilai KM suatu enzim dapat dihitung dengan persamaan Lineweaver-Burk yang 

diperoleh dari persamaan Michaelis-Menten yang kemudian dihasilkan suatu 

diagram Lineweaver-Burk yang ditunjukkan pada Gambar 10 (Page, 1997).  

1

V0
 = 

KM

Vmaks
.

1

[S0]
 + 

1

Vmaks
 

 

  

Gambar 10. Diagram Lineweaver-Burk (Suhartono dkk., 1992). 

 

 

2.10. Stabilitas Enzim 

 

Stabilitas enzim didefinisikan sebagai kestabilan aktivitas enzim selama 

penyimpanan dan penggunaan enzim tersebut terhadap senyawa yang bersifat 

merusak seperti pelarut tertentu (asam atau basa), pengaruh suhu dan kondisi-

kondisi nonfisiologis lainnya (Wiseman, 1985). Stabilitas enzim dapat dilakukan 

dengan cara amobilisasi, modifikasi kimia, dan mutagenesis terarah (Mozhaev and 

Martinek, 1984). 
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Temperatur dan pH merupakan faktor yang mempengaruhi kestabilan enzim. Pada 

suhu yang terlalu rendah stabilitas enzim tinggi, namun aktivitasnya rendah, 

sedangkan pada suhu yang terlalu tinggi aktivitas enzim tinggi, tetapi kestabilannya 

rendah. Kenaikan suhu akan mempengaruhi kecepatan laju reaksi enzim, namun 

hanya sampai batas tertentu dan selanjutnya akan terjadi proses denaturasi protein. 

Daerah suhu saat stabilitas dan aktivitas enzim cukup besar disebut suhu optimum 

untuk enzim tersebut (Wirahadikusumah, 1997). pH sangat mempengaruhi struktur 

dan aktivitas biologis enzim. Interaksi ionik yang terjadi di dalam strukturnya akan 

menstabilkan dan memungkinkan enzim untuk mengenali dan berikatan dengan 

substratnya (Lehninger, 2005). Sedikit perubahan pH akan menyebabkan 

perubahan besar pada reaksi yang dikatalis enzim. Perubahan pH akan 

menyebabkan denaturasi pada protein penyusun enzim itu sendiri (Murray, 2003). 

 

 

2.11. Modifikasi Kimia 

  

Peningkatan stabilitas enzim dapat dilakukan dengan tiga cara, yaitu: amobilisasi, 

modifikasi kimia, dan mutagenesis terarah (Mozhaev and Martinek, 1984). 

Berdasarkan struktur enzim, gugus fungsi yang paling mungkin bereaksi dengan zat 

pemodifikasi terletak pada permukaan, yang merupakan grup tiol seperti, sistein 

dan lisin karena gugus ini paling banyak membentuk folding dan paling banyak 

bereaksi dengan zat pemodifikasi (Price, 1996). Modifikasi kimia dengan ikatan 

kovalen yang stabil dapat dilakukan dengan cara sebagai berikut: (1) Modifikasi 

dengan menggunakan pereaksi bifungsional (pembentukan ikatan silang antara 

gugus- gugus fungsi pada permukaan protein), (2) Modifikasi kimia dengan 

menggunakan pereaksi non polar (meningkatkan interaksi hidrofobik), (3) 

Penambahan gugus polar bermuatan atau polar baru (menambah ikatan ionik atau 

hidrogen) dan (4) Hidrofilisasi permukaan protein (mencegah terjadinya kontak 

antara gugus hidrofobik dengan lingkungan berair yang tidak disukainya) 

(Mozhaev et al., 1990) 



 

 
 

 

 

 

III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

3.1.  Waktu dan Tempat 

 

Penelitian ini telah dilakukan pada bulan Februari-Juli 2022 di Laboratorium 

Biokimia, Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam 

Universitas Lampung yang berlokasi di Jl. Prof. Dr. Ir. Sumantri Brojonegoro No.1, 

Gedong Meneng, Kec. Rajabasa, Kota Bandar Lampung, Lampung 35141. 

 

 

3.2.  Alat dan Bahan  

 

Adapun alat-alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain: Spektrofotometer 

UV-VIS Cary Win UV 32, laminar air flow CRUMA model 9005-FL, autoclave 

model S-90N, shaker inkubator, waterbath, oven, inkubator, alat-alat gelas, jarum 

ose, mikropipet Eppendroff, neraca analitik, lemari pendingin, pembakar spiritus, 

sentrifuga, tabung sentrifuga, oven, pH meter, magnetic stirrer, botol film, dan 

botol plastik. 

 

Adapun bahan-bahan yang digunakan adalah PDA (Potato Dextrose Agar) 

(Himedia), (NH4)2SO4 (Merck), KH2PO4 (Merck), CaCl2 (Merck), MgSO4, urea, 

FeSO4.7H2O, ZnSO4.7H2O, CoCl2, pepton (Himedia), NaOH (Merck), glukosa, 

akuades, Na(K)-Tartarat, NaH2PO4, Na2HPO4, reagen folin-ciocalteu (Sigma-

Aldrich), pereaksi DNS (dinitrosalicylic acid) (Himedia), fenol, Na2S2O3, HCl 

(Merck), Na2CO3, CuSO4.5H2O, BSA (Bovine Serum Albumin), HCL 1N, KI 

(Merck), I2, pati, akuades, glutaraldehid (Sigma-Aldrich), kantong selofan, kapas 

sumbat, kasa, kertas, karet, aluminium foil, alkohol 70%, tisu, dan kertas saring.  
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Mikroorganisme penghasil enzim α-amilase yang digunakan pada penelitian ini 

adalah A. fumigatus yang diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologi, 

Universitas Lampung. 

 

 

3.3. Prosedur Penelitian 

 

3.3.1. Pembiakan Isolat A. fumigatus 

 

a. Pembuatan media agar miring  

 Sebanyak 3,9 gram PDA dilarutkan dalam 100 mL akuades lalu dipanaskan.  

 Kemudian dituangkan dalam tabung reaksi sebanyak 5 mL. Tabung reaksi  

 ditutup dengan sumbat kapas dan disterilkan media dalam autoclave pada  

 suhu 121°C, tekanan 1 atm selama 15 menit. Tabung reaksi disimpan dalam  

 posisi miring sampai media mengeras. 

 

b. Pembiakan A. fumigatus 

Pembiakan dilakukan dengan diambil satu tarikan ose biakan murni A. fumigatus 

lalu ditusuk ke permukaan media agar miring. Proses dilakukan dalam laminar 

air flow yang telah disterilisasi dengan sinar UV. Media agar yang telah 

mengandung isolat diinkubasi selama beberapa hari dalam inkubator pada suhu 

37°C (Yandri et al., 2022). 

 

 

3.3.2. Pembuatan Media Inokulum dan Fermentasi, Inokulasi A. fumigatus dan 

Produksi Enzim α-Amilase. 

 

a. Pembuatan media inokulum dan fermentasi  

Media inokulum digunakan sebagai medium adaptasi awal pertumbuhan dan 

medium perkembangbiakan jamur pada media cair tanpa terjadinya produksi  

enzim α-amilase. Sedangkan media fermentasi digunakan sebagai medium 

pertumbuhan dan perkembangbiakan disertai produksi enzim α-amilase. Media 
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inokulum yang digunakan terdiri dari KH2PO4 5 gram, (NH4)2SO4 3,5 gram, 

MgSO4 0,75 gram, pepton 1,875 gram, urea 0,75 gram, CaCl2 0,75 gram, 

FeSO4. 3H2O 0,0125 gram, ZnSO4. 3H2O, 0,0035 gram, CoCl2 0,005 gram dan 

pati 1,875 gram. Kemudian semua bahan dilarutkan dalam buffer fosfat 0,05 M 

pH 6,5 sebanyak 100 mL dalam labu Erlenmeyer 250 mL dan disterilisasi 

menggunakan autoclave pada suhu 121o C  tekanan 1 atm selama 15 menit 

(Yandri et al., 2022).  

 

b. Inokulasi A. fumigatus  

 Sebanyak 3 ose A. fumigatus dari media agar miring dipindahkan ke dalam 50 

mL media inokulum secara aseptik lalu dikocok dalam shaker inkubator dengan 

kecepatan 150 rpm selama 24 jam (Yandri et al., 2022). 

 

c. Produksi enzim α-amilase 

Produksi enzim selulosa dilakukan dengan cara meindahkan sebanyak 2% media 

inokulum dari jumlah media fermentasi ke dalan media fermentasi secara aseptik 

lalu diletakkan pada shaker inkubator dengan kecepatan 125 rpm pada suhu 

ruang selama 112 jam (Yandri et al., 2022).  

 

 

3.3.3. Isolasi Enzim α-Amilase 

 

Isolasi enzim α-amilase dilakukan menggunakan metode sentrifugasi. Untuk 

memisahkan enzim dari komponen sel lainnya digunakan sentrifugasi pada kecepatan 

5000 rpm selama 20 menit. Filtrat yang diperoleh merupakan ekstrak kasar enzim 

(Yandri et al., 2022). 
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3.3.4. Pemurnian Enzim α-Amilase 

 

a. Fraksinasi menggunakan amonium sulfat 

Ekstrak kasar enzim yang telah diperoleh selanjutnya diendapkan dengan 

menggunakan amonium sulfat (NH4)2SO4 pada berbagai derajat kejenuhan yaitu 

0-20%; 20-40%; 40-60%; 60-80%; dan 80-100%. Skema fraksinasi dapat dilihat 

pada Gambar 11. 

 

      Ekstrak kasar enzim 

 

    + (NH4)2SO4 (0-20%) 

 

 

          Endapan (F1)    Filtrat 

 

              + (NH4)2SO4 (20-40%) 

   

    

   Endapan (F2)       Filtrat 

 

                + (NH4)2SO4 (40-60%)  

    

 

         Endapan (F3)        Filtrat 

 

                     + (NH4)2SO4 (60-80%)   

    

 

     Endapan (F4)        Filtrat 

 

            + (NH4)2SO4 (60-80%)  

  

                 

      Endapan (F5)         Filtrat 

       

  Gambar 11. Skema fraksinasi enzim dengan amonium sulfat. 

 

Ekstrak kasar enzim ditambahkan garam amonium sulfat secara perlahan sambil 

diaduk dengan magnetic stirer. Endapan protein enzim yang didapatkan pada tiap 

fraksi kejenuhan amonium sulfat dipisahkan dari filtratnya dengan sentrifugasi 
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dingin pada kecepatan 5000 rpm selama 15 menit. Kemudian endapan yang 

diperoleh dilarutkan dengan buffer fosfat 0,025 M pH 6,5 dan diuji aktivitasnya 

dengan metode Fuwa serta diukur kadar proteinnya dengan metode Lowry untuk 

mengetahui fraksi-fraksi mana yang terdapat enzim α-amilase dengan aktivitas 

spesifik yang tertinggi. Selanjutnya, filtrat yang didapat dari fraksi 0-20% 

digunakan untuk diendapkan kembali dengan fraksi kejenuhan 20-40% dengan 

prosedur yang sama hingga fraksi kejenuhan 80-100%.  

 

b. Dialisis  

Endapan enzim dari hasil fraksinasi kemudian dimurnikan dengan cara dialisis 

melalui membran semipermeabel (kantong selofan), dengan buffer fosfat 0,01 M 

pH 6,5 selama 24 jam pada suhu dingin. Selama proses dialisis, dilakukan 

pergantian buffer setiap 4-6 jam agar konsentrasi ion-ion di dalam selofan dapat 

dikurangi. Proses ini dilakukan secara kontinyu sampai ion-ion di dalam selofan 

dapat diabaikan. Untuk mengetahui bahwa sudah tidak ada lagi ion-ion garam 

dalam selofan, maka diuji dengan menambahkan larutan Ba(OH)2 atau BaCl2 di 

luar selofan. Bila terbentuk endapan putih BaSO4 di luar selofan, maka ion sulfat 

telah berhasil dikeluarkan dari dalam selofan. Selanjutnya dilakukan uji aktivitas 

dengan metode Fuwa dan diukur kadar proteinnya dengan metode Lowry. 

 

 

3.3.5. Uji Aktivitas Enzim α-Amilase dan Penentuan Kadar Protein 

 

a. Metode Fuwa 

1. Pembuatan pereaksi untuk pengukuran aktivitas α-amilase metode Fuwa 

(Fuwa, 1954).  

a) Pereaksi iodin : 2 gram KI dimasukkan dalam labu takar 100 mL dan  

 dilarutkan dalam akuades 10 mL. Selanjutnya    

 dimasukkan 0,2 gram I2 dan ditambahkan akuades   

 hingga tanda batas miniskus. 
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b) Larutan pati : 0,1 gram pati dilarutkan dalam akuades 100 mL dan     

  dipanaskan hingga larut. 

c) Larutan HCl 1N : HCl pekat 12 N diencerkan menjadi 1 N. Sebanyak   

HCl pekat 8,3 mL dimasukkan dalm labu ukur 100    

mL. Tambahkan akuades hingga batas miniskus. 

 

2. Uji Aktivitas enzim α-amilase metode Fuwa (Fuwa, 1954).  

Metode ini berdasarkan pada pengurangan jumlah substrat (pati). Sebanyak 

0,25 mL enzim ditambahkan ke dalam 0,25 mL larutan pati 0,1% lalu 

diinkubasi pada suhu 60°C selama 10 menit. Reaksi dihentikan dengan 

penambahan 0,25 mL HCl 1N dan kemudian ditambahkan 0,25 mL pereaksi 

iodin dan 4 mL akuades. Setelah campuran diaduk rata, serapannya diukur 

menggunakan spektrofotometer UV-VIS pada λmaks 600 nm. Kontrol dibuat 

dengan cara yang sama hanya menggunakan 0,25 mL enzim yang telah 

diinaktivasi menggunakan HCl. 

 

b. Metode Mandels 

 

1. Pembuatan pereaksi uji aktivitas enzim α-amilase metode  Mandels. 

Sebanyak 1 gram DNS dimsukkan ke dalam labu takar 100 mL, selanjutnya 

ditambahkan 1 gram NaOH lalu dikocok hingga larut, kemudian ditambahkan 

0,2 gram fenol dan 0,05 gram Na2S2O3 dan 0,4 gram Na (K)-tartarat, 

kemudian dilarutkan dengan akuades hingga tanda batas (Mandels et al., 

1976). 

 

2. Uji aktivitas enzim α-amilase metode Mandels 

Dengan membandingkan anatar sampel dan kontrol, larutan sampel dibuat 

dengan 0,25 mL enzim ditambah 0,25 larutan pati dan larutan kontrol 0,25 

mL enzim, yang masing-masing diinkubasi selama 30 menit dalam waterbath 

inkubator pada suhu 60℃. Kemudian kontrol ditambah 0,25 mL larutan pati 

dan selanjutnya sampel dan kontrol ditambah 1 mL larutan DNS dan 
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dididihkan selama 10 menit pada penangas air lalu didinginkan. Selanjutnya 

sampel dan kontrol ditambah 1,5 mL akuades kemudian serapannya diukur 

menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada 𝜆 510 nm. Kadar glukosa yang 

terbentuk ditentukan dengan menggunakan kurva standar glukosa (Mandels et 

al., 1976). 

 

c. Penentuan kadar protein metode Lowry 

 

1. Pembuatan Pereaksi untuk Penentuan Kadar Protein Metode Lowry. 

Uji kadar protein α-amilase menggunakan metode Lowry diawali dengan 

pembuatan pereaksi. 

a. Pereaksi A  : 2 gram Na2CO3 dilarutkan dalam 100 mL NaOH  

  0,1 N. 

b.  Pereaksi B  : 5 mL CuSO4. 5H2O 1 %, ditambahkan  ke dalam 5 mL   

  larutan Na(K)-Tartarat  1%. 

c.  Pereaksi C  : 2 mL pereaksi B ditambah 100 mL pereaksi A. 

d. Pereaksi D  : reagen follin clocalteau diencerkan  dengan aquades   

  1:1. 

e. Larutan standar : larutan BSA (Bovine Serum Albumin) dengan kadar     

  20, 40, 60, 80,100, 120, dan 140 ppm. 

 

2. Penentuan kadar protein enzim α-amilase metode Lowry 

Kadar protein enzim ditentukan dengan metode Lowry (Lowry et al., 1951). 

Sebanyak 0,1 mL larutan enzim ditambah dengan 0,9 ml akuades. Lalu 

direaksikan dengan 5 mL pereaksi C, dibiarkan selama 10 menit pada suhu 

ruang. Selanjutnya, ditambahkan dengan cepat 0,5 mL pereaksi D dan diaduk 

dengan sempurna, didiamkan selama 30 menit pada suhu ruang. Untuk kontrol, 

0,1 mL enzim diganti dengan akuades. Selanjutnya perlakuannya sama seperti 

sampel. Serapannya diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada λ 750 
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nm. Untuk menentukan kadar protein enzim digunakan kurva standar BSA dan 

perhitungan metode Lowry (Lowry et al., 1951). 

 

 

3.3.6.  Penambahan Glutaraldehid 

 

Sebanyak 10 mL glutaraldehid dengan konsentrasi 0,02%; 0,04%; dan 0,06% 

masing-masing ditambahkan 10 mL enzim hasil pemurnian, menghasilkan campuran 

modifikasi enzim-glutaraldehid 0,02% (GA 0,02%), enzim-glutaraldehid 0,04% (GA 

0,04%) dan enzim-glutaraldehid 0,06% (GA 0,06%). Campuran diaduk dengan 

perbandingan 1:1 menggunakan magnetic stirrer selama 1 jam. Selanjutnya enzim 

hasil penambahan glutaraldehid akan dikarakterisasi dengan beberapa tahapan 

(Witazora et al., 2021). 

 

 

3.3.7. Karakterisasi Enzim α-Amilase 

 

a. Penentuan pH optimum 

Penentuan pH optimum enzim sebelum dan sesudah termodifikasi digunakan 

buffer fosfat 0,05 M dengan pH 5; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; dan 8 selama 30 menit. 

Suhunya dijaga tetap 60oC, kemudian aktivitas enzim diukur dengan metode 

Mandels. 

 

b. Penentuan suhu optimum 

 Untuk mengetahui suhu optimum kerja enzim dilakukan dengan memvariasikan 

suhu yaitu 4,5; 50; 55; 60; 65 dan 70 oC selama 30 menit pada pH optimum. 

Selanjutnya aktivitas enzim diukur dengan metode Mandels. 

 

c. Penentuan KM dan Vmaks 

Konstanta  Michaelis-Menten (KM) dan laju reaksi maksimum (Vmaks) enzim α-

amilase ditentukan dengan memvariasikan konsentrasi substrat 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 

0,8 dan 1% dalam buffer fosfat pada suhu dan pH optimumnya. Selanjutnya data  



30 
 

 

aktivitas enzim dengan konsentrasi substrat diplotkan ke dalam kurva 

Lineweaver-Burk untuk penentuan KM dan Vmaks. 

 

d. Uji stabilitas termal enzim 

Uji stabilitas termal enzim sebelum dan sesudah penambahan dilakukan dengan 

mengukur aktivitas sisa enzim setelah diinkubasi selama 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 

70, 80, 90 dan 100 menit pada pH dan suhu optimumnya (Virdianingsih, 2002). 

 

Aktivitas sisa  = 
Aktivitas enzim setelah perlakuan

Aktivitas enzim awal (tanpa perlakuan)
 x 100% 

 

 

3.3.8. Penentuan Waktu Paruh (t½), Konstanta Laju Inaktivasi (ki), dan 

Perubahan Energi Akibat Denaturasi (ΔGi) 

 

Penentuan nilai ki (konstanta laju inaktivasi termal) enzim α-amilase hasi pemurnian 

dan hasil modifikasi dilakukan dengan menggunakan persamaan kinetika inaktivasi 

orde 1 (Kazan et al., 1997) dengan persamaan: 

1n (Ei/E0) =-ki t1/2 

Adapun penentuan perubahan energi akibat denaturasi (ΔGi) enzim hasil pemurnian 

dan enzim modifikasi diturunkan dari persamaan: 

ΔGi = -RT ln (ki h/kB T) 

 

Keterangan : 

R = konstanta gas (8,315 J K-1mol-1) 

T = suhu absolut (K) 

ki= konstanta laju inaktivasi termal 

h = konstanta Planck (6,63 x 10-34J det) 

kB= konstanta Boltzmann (1,381 x 10-23JK-1) 

        (Kazan et al., 1997). 
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Secara keseluruhan, penelitian ini terangkum dalam diagram alir penelitian yang 

ditunjukkan dalam Gambar 12. 

 

 

  

 

- Fraksinasi dengan amonium sulfat 

- Dialisis 

- Uji aktivitas metode Fuwa 

- Uji kadar protein metode Lowry 

 

 

 

 

 

 

- Penambahan dengan glutaraldehid 

 

 

 

 

 

 

 

- Penentuan pH dan suhu optimum 

- Penentuan KM dan Vmaks 

- Penentuan stabilitas termal 

- Uji aktivitas metode Mandels 

 

 

 

 

Gambar 12. Diagram alir penelitian. 

 

 

Ekstrak kasar enzim α-amilase 

Enzim hasil pemurnian 

Enzim setelah penambahan 

glutaraldehid 

Enzim hasil 

pemurnian 

Hasil 



 
 

 

 

 

 

V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

5.1. Simpulan 

 

Berdasarkan pembahasan dari hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat 

disimpulkan bahwa: 

1. Enzim α-amilase hasil pemurnian meningkat kemurniannya sebanyak 8,93 kali 

dibandingkan dengan ekstrak kasar enzim dengan aktivitas spesifik sebesar 

520,51 U/mg.  

2. Enzim hasil pemurnian mempunyai pH optimum 5; suhu optimum 55°C; KM = 

10,80 mg/mL substrat dan Vmaks = 10,13 µmol/mL-1 menit-1. Uji stabilitas termal 

enzim enzim α-amilase hasil pemurnian pada suhu 60°C selama 100 menit 

memiliki aktivitas sisa sebesar 12% dengan nilai ki = 0,0228 menit-1; t1/2 = 30,39 

menit dan ΔGi = 103,639 kJ/mol-1. 

3. Enzim hasil penambahan glutaraldehid dengan konsentrasi 0,02; 0,04; dan 0,06% 

mempunyai pH optimum 6,5; suhu optimum 55°C; KM berturut-turut sebesar = 

12,85; 21,73; dan 14,54 mg/mL substrat dan nilai Vmaks berturut-turut = 7,37; 

9,85; dan 7,35 µmol/mL-1 menit-1.  

4. Uji stabilitas termal enzim enzim α-amilase hasil penambahan glutaraldehid 

dengan konsentrasi 0,02; 0,04; dan 0,06% pada suhu 60°C selama 100 menit 

memiliki aktivitas sisa berturut-turut sebesar 43, 42, dan 42% dengan nilai ki = 

0,0082; 0,0083; dan 0,0084 menit-1; t1/2 = 84,51; 83,49; dan 82,50 menit dan ΔGi 

= 106,491; 106,463; dan 106,436 kJ/mol-1. 

5. Hasil penentuan ki, t1/2 dan ΔGi menunjukkan peningkatan stabilitas termal enzim 

hasil penambahan sebesar 2,7 sampai 2,8 kali dibanding enzim hasil pemurnian 

dengan stabilitas terbaik pada penambahan glutaraldehid 0,02%. 
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5.2.  Saran 

 

Dari hasil penelitian yang telah diperoleh, maka disarankan untuk menggunakan 

konsentrasi yang lain untuk mengetahui stabilitas enzim dengan glutaraldehid dan 

untuk menggunakan zat aditif lain selain glutaraldehid, karena zat aditif berupa poliol 

dapat berpengaruh untuk meningkatkan stabilitas enzim. 
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