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Enzim banyak digunakan dalam kegiatan industri, namun untuk industri di 

Indonesia kebutuhan enzim belum dapat terpenuhi sehingga harus mengimpor 

enzim. Salah satu enzim yang memiliki peran penting ialah enzim α-amilase. 

Penelitian ini bertujuan untuk meningkatkan kestabilan enzim α-amilase dari A. 

fumigatus dengan cara penambahan polietilen glikol (PEG) 6000. Tahapan 

penelitian yang dilakukan yaitu: produksi, isolasi, pemurnian, dan karakterisasi. 

Aktivitas enzim α-amilase ditentukan menggunakan metode Fuwa dan Mandels, 

serta kadar protein ditentukan dengan metode Lowry. Hasil penelitian 

menunjukkan aktivitas spesifik enzim hasil pemurnian sebesar 753,83 U/mg yang 

mengalami peningkatan kemurnian 15 kali dibandingkan dengan ekstrak kasarnya 

51,97 U/mg. Enzim hasil pemurnian mempunyai suhu optimum 50°C dan pH 

optimum 5; uji stabilitas termal pada suhu 50°C mempunyai nilai ki = 0,0389 ± 

0,0001 menit-1; t1/2 = 17,42 ± 0,06 menit; ΔGi = 102,136 ± 0,003 kJ mol-1. Enzim 

setelah penambahan PEG 6000 konsentrasi 20, 25, dan 30% memiliki suhu 

optimum 55ºC dan pH optimum 6; uji stabilitas termal enzim setelah penambahan 

PEG 6000 konsentrasi 20, 25, dan 30% pada suhu 55°C mempunyai nilai ki = 

0,0058 ± 0,0000; 0,0076 ± 0,0001; dan 0,0077 ± 0,0001 menit-1; t1/2 = 119,51 ± 

0,00; 90,61 ± 0,84; dan 90,03 ± 1,65 menit; dan nilai ΔGi = 107,468 ± 0,00; 106,702 

± 0,01; dan 106,684 ± 0,02 kJ mol-1. Penambahan PEG 6000 dapat meningkatkan 

kestabilan enzim α-amilase dari A. fumigatus 6,86 ± 0,02 kali dibandingkan enzim 

hasil pemurnian, ditunjukkan dengan terjadinya penurunan nilai ki, peningkatan t1/2 

dan ΔGi dari enzim setelah penambahan PEG 6000. 
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INCREASED STABILITY OF α-AMYLASE FROM  

Aspergillus fumigatus WITH ADDITION OF  

POLYETYLENE GLICOL (PEG) 6000 
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Enzymes are widely used in industrial activities, but for industry in Indonesia the 

need for enzymes can’t be fulfilled, so they have to import enzymes. One of the 

enzymes that have an important role is the α-amylase. This study aims to increase 

the stability of the α-amylase enzyme from A. fumigatus by adding polyethylene 

glycol (PEG) 6000. The stages of the research carried out were the production, 

isolation, purification, and characterization. The α-amylase enzyme activity was 

evaluated using the Fuwa and Mandels method, and the protein content was 

evaluated using the Lowry method. The results of the research showed the specific 

activity of the purified enzyme was 753.83 U/mg which increased 15 times in purity 

compared to the crude extract, which was 51.97 U/mg. The purified enzyme has an 

optimum temperature of 50°C and an optimum pH of 5, test the thermal stability at 

50°C has a value of ki = 0.0389 min-1 ± 0.0001; t1/2 = 17.42 ± 0.06 min; ΔGi = 

102.136 ± 0.003 kJ mole-1. Enzymes after the additionof PEG 6000 concentration 

of 20, 25, and 30% have an optimum temperature of 55°C and optimum pH of 6; 

test the thermal stability of the enzyme after addition of PEG 6000 concentration of 

20, 25, and 30% at 55°C has a value of ki = 0.0058 ± 0.0000; 0.0076 ± 0.0001; and 

0.0077 ± 0.0001 min-1; t1/2 = 119.51 ± 0.00; 90.61 ± 0.84; and 90.03 ± 1.65 min; 

and value ΔGi = 107.468 ± 0.00; 106.702 ± 0.01; and 106.684 ± 0.02 kJ mol-1
. The 

addition of PEG 6000 was able to increase the stability of the α-amylase from A. 

fumigatus 6.86 ± 0.02 times compared to the purified enzymes, indicated by a 

decrease in the ki value, an increase in the t1/2 and ΔGi of the enzyme after the 

addition of PEG 6000. 
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I. PENDAHULUAN  

 

 

 

1.1. Latar Belakang 

 

Enzim telah banyak digunakan dalam proses produksi di bidang industri pangan, 

farmasi, dan industri kimia. Penggunaan enzim dalam proses produksi dapat 

meningkatkan efisiensi yang kemudian meningkatkan jumlah produksi (Haedar 

dkk., 2017). Namun, kebutuhan enzim di Indonesia masih belum dapat terpenuhi 

dengan baik sehingga Indonesia masih harus mengimpor enzim (Naiola, 2002). 

Hal tersebut menyebabkan peneliti lebih meningkatkan kemajuan dalam bidang 

teknologi, salah satunya dengan memanfaatkan peran mikroorganisme dalam 

bidang industri (Isti’anah et al., 2020). 

 

Enzim amilase ialah salah satu enzim yang berperan di industri. Amilase 

merupakan enzim ekstraseluler yang mendegradasi ikatan 1,4- glikosidik pada 

polimer pati menjadi glukosa. Enzim amilase banyak dibutuhkan pada proses 

hidrolisis pati, pembuatan makanan (bir, roti, sirup, pemanis buatan, industri 

pakan ternak), produksi etanol, detergen, obat, dan suplemen enzim (Soeka dkk., 

2015). Enzim amilase dibedakan menjadi tiga, yaitu: α-amilase, β-amilase, dan γ-

amilase (Ramadhan et al., 2021). Enzim amilase dihasilkan oleh semua makhluk 

hidup untuk mengkatalis reaksi biokimia, sehingga reaksi-reaksi tersebut dapat 

berlangsung lebih cepat. 

 

Enzim α-amilas memutus ikatan glikosidik pada pati, glikogen, dan oligosakarida 

menghasilkan dekstrin, maltosa, dan D-glukosa (Ariandi, 2016). Enzim α-amilase 

diperoleh dari berbagai mikroorganisme seperti kapang, bakteri, dan khamir atau 

bahkan dari tumbuhan. Selain itu, mikroorganisme dapat dikultur untuk 

memperoleh enzim yang diinginkan (Ningsih dkk., 2012; Soeka dkk., 2015).  
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Sumber fungi untuk memproduksi enzim α-amilase sebagian besar bersumber dari 

mikroorganisme, fungi Aspergillus sp. menjadi salah satunya. Aspergillus 

fumigatus dipilih sebagai penghasil enzim α-amilase karena dapat beradaptasi 

dengan berbagai senyawa organik untuk proses metabolismenya dan tidak 

membutuhkan nutrisi yang khusus (Veerdonk et al., 2017). 

 

Penggunaan enzim pada aplikasinya dalam industri terhambat oleh beberapa 

faktor antara lain biaya yang tinggi, tidak stabil pada kondisi ekstrim, dan hanya 

dapat digunakan sekali pakai (Sarrouh et al., 2012). Untuk memenuhi kebutuhan 

industri terhadap enzim yang stabil pada kondisi ekstrim dapat dilakukan 

peningkatan stabilitas enzim. Penambahan zat aditif merupakan salah satu cara 

yang dapat dipilih untuk meningkatkan kestabilan enzim, karena relatif mudah 

dilakukan dan biaya tidak mahal. Beberapa jenis zat aditif yang dapat digunakan 

untuk meningkatkan kestabilan enzim diantaranya sorbitol, xilitol, PEG 6000, 

gliserol, sukrosa, dan beberapa jenis poliol lainnya (Yandri dkk., 2020). Polietilen 

glikol (PEG) 6000 merupakan salah satu zat aditif yang dapat digunakan untuk 

mencegah enzim berikatan dengan air dan terbentuknya ikatan antara rantai 

panjang pada PEG dengan rantai samping pada enzim akibatnya ikatan tersebut 

menghasilkan struktur enzim yang lebih kaku, sehingga lebih tahan terhadap 

perubahan konformasi (Yandri et al., 2011). 

 

Pada penelitian Assegaf (2017), telah dilakukan penambahan PEG 6000 pada 

enzim α-amilase dari Rhizopus oligosporus dan hasil penelitian tersebut 

menunjukkan bahwa enzim α-amilase hasil pemurnian dengan penambahan PEG 

6000 meningkat kestabilannya sebanyak 1,24 kali dibandingkan dengan enzim 

hasil pemurnian. Enzim hasil pemurnian dan penambahan PEG 6000 optimum 

pada pH 6,5 dan optimum pada suhu 55°C. Waktu paruh dan ∆Gi enzim hasil 

pemurnian yaitu 70 menit dan 104,35 kJ mol-1. Setelah penambahan PEG 6000 

waktu paruh meningkat menjadi 86,6 menit dan ∆Gi sebesar 104,93 kJ mol-1. 

Selain itu, niai ki enzim hasil pemurnian sebesar 0,0099 menit-1 menjadi 0,0080 

menit-1 setelah penambahan PEG 6000. Menurut Yandri et al., (2008), terjadinya 

peningkatan waktu paruh dan ∆Gi  serta penurunan harga ki dari enzim hasil 

penambahan zat aditif dibandingkan dengan enzim hasil pemurnian menunjukkan 
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adanya peningkatan stabilitas enzim. Oleh karena itu, pada penelitian ini telah 

dilakukan penambahan PEG 6000 dengan konsentrasi berbeda pada enzim α-

amilase dari A. fumigatus untuk memperoleh peningkatan stabilitas enzim.  

 

 

1.2. Tujuan Penelitian 

 

Adapun tujuan dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut: 

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

kemurnian yang tinggi. 

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

penambahan zat aditif PEG 6000. 

 

 

1.3. Manfaat Penelitian  

 

Adapun manfaat dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

a. Enzim α-amilase dari A. fumigatus dengan kestabilan yang tinggi dapat 

digunakan untuk konversi enzimatis amilum menjadi glukosa secara optimal 

sehingga dapat diaplikasikan pada bidang industri. 

b. Memberikan informasi mengenai pengaruh penambahan zat aditif PEG 6000 

terhadap kestabilan enzim α-amilase dari A. fumigatus. 

c. Memberikan informasi terkait nilai aktivitas, pH dan suhu optimum, KM, Vmaks, 

ki, t1/2, ∆Gi enzim hasil pemurnian dan penambahan PEG 6000. 



 

 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1. Enzim 

 

Enzim merupakan kelompok protein yang bersifat katalis dan mengatur 

perubahan senyawa kimia dalam sistem biologis. Enzim dapat dihasilkan oleh 

hewan, tumbuhan dan mikroorganisme. Secara katalitik, enzim menjalankan 

fungsinya dalam berbagai reaksi seperti hidrolisis, oksidasi, reduksi, isomerasi, 

adisi, transfer gugus, dan kadang-kadang pemutusan rantai karbon. Enzim telah 

banyak digunakan dalam berbagai proses kimiawi, baik dalam bidang industri 

maupun dalam bidang bioteknologi (Sumardjo, 2006). 

 

Enzim merupakan biokatalisator yang banyak dimanfaatkan dalam dunia industri 

dan dapat bekerja pada reaksi-reaksi dalam proses konversi suatu senyawa 

menjadi senyawa lain tanpa menimbulkan senyawa-senyawa lain yang berbahaya 

dan dapat menyebabkan terjadinya pencemaran lingkungan. Enzim pada 

umumnya bekerja pada kondisi fisiologis, bekerja selektif dan spesifik, dan tidak 

membutuhkan energi yang tinggi (Li et al., 2012). Enzim dari mikroorganisme 

lebih banyak digunakan dibandingkan dari tanaman atau hewan karena 

mikroorganisme dapat berkembangbiak dengan cepat, pertumbuhan relatif mudah 

diatur, enzim yang dihasilkan tinggi sehingga ekonomis bila digunakan untuk 

industri, dan enzim yang dihasilkan lebih stabil (Yusak, 2004).  

 

 

2.1.1. Klasifikasi Enzim  

 

Klasifikasi enzim dapat dibedakan sebagai berikut: 

a. Menurut Robinson (2015), berdasarkan tempat bekerjanya enzim dibedakan 

menjadi dua, yaitu: 

1. Enzim intraseluler, yaitu enzim yang diproduksi dan bekerja di dalam sel. 

2. Enzim ekstraseluler, yaitu enzim yang diproduksi di dalam sel tetapi bekerja 

di luar sel. Umumnya enzim pada penggunaan industri ialah protein 
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ekstraseluler baik itu dari jamur maupun bakteri, contohnya jenis 

Aspergillus dan Bacillus. 

 

b. Menurut Ngili (2009), berdasarkan spesifikasinya enzim dibedakan menjadi 

enam, yaitu: 

1. Hidrolase, yaitu enzim yang mengkatalis rekasi hidrolisis substrat atau 

melakukan pemutusan ikatan antara karbon dengan atom-atom lainnya 

dengan adanya penambahan air. 

2. Ligase, yaitu enzim yang mengkatalis reaksi penggabungan dua molekul 

tertentu. 

3. Isomerase, yaitu enzim yang mengkatalis suatu reaksi perubahan 

konfigurasi molekul dengan cara pengaturan kembali atom-atom substrat 

sehingga dihasilkan molekul baru yang merupakan isomer dari substrat 

misalnya perubahan isomer posisi aldosa menjadi ketosa.  

4. Oksidoreduktase, yaitu enzim yang mengkatalis suatu reaksi reduksi 

oksidasi berupa pemindahan elektron, hidrogen atau oksigen. 

5. Tranferase, yaitu enzim yang mengkatalis perpindahan gugus dari molekul 

satu ke molekul lainnya, misalnya gugus amino, metil, asil, karbonil, 

ataupun fosforil. 

6. Liase, yaitu enzim yang mengkatalis penambahan gugus fungsi dari suatu 

molekul tanpa melalui proses hidrolisis. 

 

c. Menurut Lehninger (2005), berdasarkan proses pembentukannya enzim 

dibedakan menjadi dua, yaitu: 

1. Enzim konstitutif, yaitu enzim yang dihasilkan oleh sel namun jumlahnya 

dipengaruhi oleh jumlah substrat, contohnya enzim amilase. 

2. Enzim aditif, yaitu enzim yang dihasilkan oleh sel dengan adanya substrat 

tertentu yang memicu pembentukan enzim tersebut. Contohnya enzim β-

galaktosidase yang dihasilkan oleh bakteri E.coli yang ditumbuhkan pada 

media yang mengandung laktosa. 
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2.1.2. Mekanisme Reaksi Enzim 

 

Enzim mampu mempercepat suatu reaksi dengan cara membentuk suatu keadaan 

transisi terstabilisasi melalui pembentukan enzim kompleks enzim-substrat yang 

mempunyai aktivitas lebih rendah. Energi aktivasi adalah energi tertinggi yang 

harus dicapai agar suatu reaksi dapat terjadi. Apabila energi lebih rendah maka 

reaksi dapat berjalan lebih cepat. Menurut Shahib (2005), terdapat dua teori 

mengenai mekanisme kerja enzim, yaitu lock and key theory dan induced fit 

theory.  

 

a. Lock and Key Theory (Teori Gembok dan Kunci) 

Substrat yang spesifik akan terikat pada area spesifik enzim yang disebut sebagai 

sisi aktif enzim. Substrat mempunyai daerah polar dan non polar pada sisi aktif 

yang baik bentuk maupun muatannya merupakan pasangan substrat. Hal ini 

terjadi karena adanya rantai peptida yang mengandung residu sehingga substrat 

berinteraksi dengan residu katalitik. Ketika katalisis berlangsung, produk masih 

terikat pada molekul enzim. Teori gembok kunci ditunjukkan pada Gambar 1. 

 

 

Gambar 1. Teori gembok kunci (Shahib, 2005). 

 

 

b. Induced Fit Theory (Teori Ketepatan Induksi) 

Teori ini menerangkan bahwa sisi aktif enzim bersifat fleksibel. Bentuk sisi aktif 

enzim yang sebelumnya tidak sesuai dengan bentuk substrat, tetapi setelah 

substrat menempel pada sisi aktif, maka enzim akan terinduksi dan menyesuaikan 

bentuk dengan bentuk substrat. Teori induksi ditunjukkan pada Gambar 2.  
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Gambar 2. Teori induksi (Shahib, 2005). 

 

 

2.1.3. Faktor yang Mempengaruhi Aktivitas Enzim 
 

Kerja enzim dipengaruhi oleh berbagai faktor, yaitu: 

a.  Suhu  

Suhu dapat meningkatkan laju reaksi enzimatik sampai batas tertentu. 

Kecepatan suatu reaksi yang dikatalisis oleh enzim akan meningkat seiring 

dengan peningkatan suhu. Reaksi yang paling cepat akan terjadi pada suhu 

optimum (Rodwell, 2011). Suhu yang terlalu tinggi atau jauh dari suhu 

optimum suatu enzim akan mengakibatkan denaturasi enzim. Enzim 

mengalami denaturasi/ kerusakan struktur baik secara keseluruhan maupun 

sebagian terutama sisi aktifnya, hal ini mengakibatkan laju reaksi enzimatik 

menjadi menurun (Poedjiadi, 2006). Hubungan antara pengaruh suhu terhadap 

aktivitas enzim ditunjukkan pada Gambar 3.  

 

 

Gambar 3. Hubungan antara pengaruh suhu terhadap aktivitas enzim 

(Rodwell, 2011). 

 

b. pH  

Perubahan pH lingkungan dapat mengakibatkan perubahan kereaktifan enzim 

(Winarno, 2002). Dalam suatu reaksi kimia, pH untuk suatu enzim tidak boleh 

terlalu asam atau terlalu basa karena dapat menurunkan kecepatan reaksi 
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dengan terjadinya denaturasi. Enzim mampu berkerja pada kondisi pH tertentu, 

umumnya kisaran 4,5-8,0 enzim mempunyai kestabilan yang tinggi. Hubungan 

antara pengaruh pH terhadap aktivitas enzim ditunjukkan pada Gambar 4. 

 

 

Gambar 4. Hubungan antara pengaruh pH terhadap aktivitas enzim 

(Winarno, 2002). 
 

c. Konsentrasi enzim 

Konsentrasi enzim dapat mempengaruhi laju reaksi enzim, semakin tinggi 

konsentrasi enzim maka kecepatan reaksi akan meningkat hingga batas 

konstrasi tertentu (Peodjiadi, 2006). Hubungan antara laju reaksi dengan 

konsentrasi enzim ditunjukkan pada Gambar 5.  

 

 

Gambar 5. Hubungan antara laju reaksi dengan konsentrasi enzim 

(Poedjiadi, 2006). 
 

 

d. Inhibitor dan Aktivitor 

Inhibitor merupakan suatu zat kimia yang dapat menghambat aktivitas enzim 

(Wirahadikusumah, 2001). Cara kerja inhibitor adalah dengan menyerang sisi 

aktif enzim, sehingga tidak dapat berikatan dengan substrat dan fungsi katalitik 

enzim tersebut akan terganggu (Winarno, 2002). Sedangkan aktivator adalah 

senyawa/ion yang dapat meningkatkan kecepatan reaksi enzimatis. Komponen 

kimia membentuk enzim disebut kofaktor. Kofaktor dapat berupa ion-ion 
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anorganik seperti Ca, Zn, Mg, Na, Fe, dan Cu atau berupa molekul organik 

kompleks yang disebut koenzim (Martoharsono, 2006). 

e. Konsentrasi substrat 

Penambahan konsentrasi substrat hingga batas tertentu akan meningkatkan laju 

reaksi enzimatis. Jika konsentrasi substrat rendah maka kompleks enzim-

substrat yang terbentuk hanya sedikit. Bila konsentrasi dinaikkan maka akan 

terbentuk kompleks-enzim substrat yang lebih banyak sehingga laju reaksi 

akan meningkat karena jumlah enzim bebas berkurang (Poedjiadi, 2006). 

 

 

2.1.4. Kinetika Reaksi Enzim 
 

Kinetika enzim adalah salah satu cabang enzimologi yang membahas faktor-faktor 

yang mempengaruhi kecepatan reaksi enzimatis. Kinetika reaksi enzimatik 

diketahui dengan mengukur jumlah substrat yang diubah atau produk yang 

dihasilkan per satuan waktu, pada waktu yang sangat pendek atau pada satu titik 

tertentu grafik yang disebut kecepatan sesaat (instantaneous velocity). Pada 

umumnya yang disebut kecepatan pada reaksi enzimatis ialah kecepatan awal. Hal 

ini disebabkan keadaan awal reaksi, dapat diketahui keadaan dengan lebih cepat 

(Poedjiadi, 2006). Kinetika reaksi enzim memiliki parameter yang disebut 

konstanta Michaelis-Menten (KM) dan laju reaksi maksimum (Vmaks). Nilai KM 

didefinisikan sebagai konsentrasi substrat tertentu pada saat enzim mencapai 

kecepatan setengah kecepatan maksimum. Setiap enzim memiliki nilai Vmaks dan 

KM yang khas dengan substrat spesifik pada suhu pH tertentu (Kamelia dkk., 

2005). Menurut Lehninger (2005), nilai KM suatu enzim dapat dihitung dengan 

menggunakan persamaan Lineweaver-Burk, yang diperoleh dari persamaan 

Michaelis-Menten yang kemudian dihasilkan suatu kurva Lineweaver-Bruk yang 

ditunjukkan pada Gambar 6. 

 

𝑉𝜊 =  
𝑉𝑚𝑎𝑘𝑠 [𝑆]

𝐾𝑚+[𝑆]
   

1

𝑉𝜊
=  

𝐾𝑚+[𝑆]

𝑉𝑚𝑎𝑘𝑠 [𝑆]
  

1

𝑉𝜊
=  

𝐾𝑚

𝑉𝑚𝑎𝑘𝑠

1

[𝑆]
+

1

𝑉𝑚𝑎𝑘𝑠
  

Persamaan Michaelis-Menten 

Persamaan Lineweaver-Burk 
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Gambar 6. Kurva Lineweaver-Bruk (Murzin and Salmi, 2016). 
 

 

2.1.5. Stabilitas Enzim  

 

Stabilitas enzim merupakan sifat penting yang harus dimiliki oleh enzim sebagai 

biokatalis. Banyak faktor yang mempengaruhi stabilitas enzim, seperti pH, suhu, 

kofaktor dan kehadiran surfaktan (Eijsink et al., 2005). Stabilitas enzim dapat 

diartikan sebagai kestabilan aktivitas enzim selama penyimpanan dan penggunaan 

enzim tersebut, serta kestabilan terhadap senyawa yang bersifat merusak seperti 

pelarut tertentu (asam atau basa), oleh pengaruh suhu kondisi-kondisi non 

fisiologis lainnya. 

 

Terdapat dua cara yang dapat dilakukan untuk mendapatkan enzim yang 

mempunyai stabilitas tinggi, yaitu menggunakan enzim yang memiliki stabilitas 

ekstrim alami dan mengusahakan peningkatan stabilitas enzim yang secara alami 

tidak atau kurang stabil (Junita, 2002). Menurut Illanes (2008), untuk 

meningkatkan stabilitas enzim dapat dilakukan dengan penggunaan zat aditif, 

modifikasi kimia, amobilisasi dan rekayasa protein. 

 

Pada suhu yang terlalu rendah kemantapan enzim tinggi, tetapi aktivitasnya 

rendah. Sedangkan pada suhu yang terlalu tinggi aktivitas enzim tinggi, tetapi 

kemantapannya rendah. Daerah suhu saat kemantapan dan aktivitas enzim cukup 

besar disebut suhu optimum (Wirahadikusumah, 2001). 

 

Dalam industri, pada proses reaksinya menggunakan suhu tinggi bertujuan untuk 

mengurangi tingkat kontaminasi dan meningkatkan laju reaksi. Namun, suhu 

tinggi merupakan masalah utama dalam stabilitas enzim, karena enzim umumnya 
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tidak stabil pada suhu tinggi. Stabilitas termal enzim akan jauh lebih tinggi dalam 

kondisi kering dibandingkan dalam kondisi basah. Adanya air sebagai pelumas 

membuat konformasi suatu molekul enzim menjadi sangat fleksibel, sehingga bila 

air dihilangkan molekul enzim akan menjadi lebih kaku (Virdianingsih, 2002). 

 

Stabilitas enzim dipengaruhi oleh banyak faktor seperti suhu, pH, pelarut, 

kofaktor dan kehadiran surfaktan (Eijsink et al., 2005). Dari faktor-faktor tersebut, 

pH memegang peranan penting. Diperkirakan perubahan keaktifan pH lingkungan 

disebabkan terjadinya perubahan ionisasi enzim, substrat atau kompleks enzim 

substrat. Enzim menunjukkan aktivitas maksimum pada kisaran pH optimum 

enzim dengan stabilitas yang tinggi (Winarno, 2002). Pada reaksi enzimatik, 

sebagian besar enzim akan kehilangan aktivitas katalitiknya secara cepat dan 

irreversible pada pH yang jauh dari rentang pH optimum untuk reaksi enzimatik. 

Inaktivasi ini terjadi karena unfolding molekul protein sebagai hasil dari 

perubahan kesetimbangan elektrostatik dan ikatan hidrogen. 

 

 

2.2. Enzim Amilase 
 

Enzim amilase merupakan enzim yang menghidrolisis amilum dan menghasilkan 

glukosa. Enzim amilase dihasilkan oleh semua makhluk hidup untuk mengkatalis 

reaksi biokimia, sehingga reaksi-reaksi tersebut dapat berlangsung lebih cepat. 

Enzim amilase untuk kebutuhan industri diekstraksi dari berbagai jenis sel mahluk 

hidup, tetapi pada saat ini enzim lebih banyak diekstraksi dari mikroorganisme, 

sebab menghasilkan enzim yang dapat dimanfaatkan manusia dalam jumlah dan 

jenis yang sangat bervariasi. Selain itu, mikroorganisme dapat dikultur untuk 

memperoleh enzim yang ingin dihasilkan dan memiliki masa pertumbuhan yang 

pendek (Ningsih dkk., 2012).  

 

Amilase adalah enzim ekstraseluler yang diproduksi di dalam sel, kemudian 

dikeluarkan dari sel ke substrat sekelilingnya. Enzim ekstraseluler umumnya 

bersifat terinduksi dan produksinya akan meningkat jika ada substrat yang sesuai 

di sekelilingnya (Irdawati dkk., 2011). Amilase dapat diperoleh dari berbagai 

macam sumber seperti tanaman, hewan, dan mikroorganisme. (Hamdani, 2008). 
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Enzim amilase dibedakan menjadi tiga kelompok yaitu: 

a. α-amilase. 

α-amilase adalah enzim ekstaseluler yang bersifat termostabil dan berfungsi 

menghidrolisis ikatan 1,4-α–glikosida sebagian besar α-amilase adalah 

metaloenzim yang memerlukan ion kalsium (Ca2+) untuk aktivitas, integritas 

struktural dan stabilitas. Menurut Robia dan Sutrisno (2015), α-amilase disebut 

juga endoamilase karena enzim tersubstrat memecah pati secara acak dari 

tengah dan bagian dalam molekul. 

b. β- amilase 

Enzim β–amilase adalah enzim eksoamilase yang memecahkan ujung rantai 

granula bukan pereduksi pada molekul amilosa, amilopektin dan glikogen. 

Enzim β-amilase tidak dapat menghidrolisis maltotriosa (Diaz et al., 2003). 

c. γ-amilase atau glukoamilase 

Glukoamilase menghidrolisis unit glukosa tunggal dari non-pereduksi ujung 

dari amilosa dan amilopektin secara bertahap. Glukoamilase dapat dibedakan 

dengan enzim amilase lainnya karena hasil reaksinya hanya berupa glukosa 

(Diaz et al., 2003). γ -amilase efisien pada lingkungan yang bersifat asam dan 

bekerja pada pH optimum (Algofar dkk., 2021). 

 

Enzim amilase banyak dimanfaatkan dalam teknologi bioproses. Enzim ini 

menyumbang 30% dari total enzim dunia.. Berbagai industri di Indonesia telah 

menggunakan amilase sebagai katalis, seperti pada industri pangan amilase 

berperan dalam pembuatan makanan, minuman, atau gula cair. Pada industri non 

pangan enzim ini digunakan pada industri tekstil, kertas, dan deterjen (Pangastuti 

dkk., 2002). Enzim mempunyai nilai ekonomi tinggi, dalam industri pangan. 

Enzim α-amilase berfungsi menyediakan gula hidrolisis pati sehingga dapat 

dimanfaatkan untuk produksi sirup glukosa atau sirup fruktosa yang memiliki 

tingkat kemanisan tinggi, pembuatan roti, dan makanan bayi. Di industri tekstil, 

digunakan sebagai perekat untuk melindungi benang saat ditenun agar lentur. 

Proses ini memerlukan suhu sekitar 70°C - 80°C. Mikroorganisme termofil dapat 

menghasilkan enzim yang tahan terhadap suhu tinggi (Setiasih dkk., 2007). 
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2.3. Isolasi dan Pemurnian Enzim 
 

Enzim dapat diisolasi secara ekstraseluler dan intraseluler. Isolasi enzim 

ekstraseluler lebih mudah dibandingkan intraseluler, karena tidak memerlukan 

pemecahan sel dan enzim mudah dipisahkan dari pengotor lain. Pemisahan ini 

dilakukan melaui sentrifugasi (Pelczar dan Chan, 2007).  

 

Enzim dapat dimurnikan dengan melakukan beberapa metode yaitu: 

a.  Sentrifugasi 

Prinsip sentrifugasi adalah pemisahan berdasarkan berat jenis molekul dengan 

cara memberikan gaya sentrifugal sehingga substansi yang lebih berat akan berada 

di dasar, sementara substansi yang lebih ringan akan terletak di atas. Teknik 

sentrifugasi dilakukan dengan alat bernama mesin sentrifugasi dengan kecepatan 

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

2009). Proses sentrifugasi dilakukan pada suhu dingin 2-4°C untuk mencegah 

denaturasi enzim karena proses tersebut akan melepaskan panas. 

 

b. Fraksinasi  

Fraksinasi adalah proses pemisahan fraksi yang terkandung dalam suatu larutan 

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

Pemurnian enzim α-amilase dilakukan dengan fraksinasi menggunakan amonium 

sulfat (Raul et al., 2014). Amonium sulfat sering dipakai untuk mengendapkan 

enzim. Kelebihan amonium sulfat yaitu, kebanyakan enzim tahan terhadap garam 

tersebut, memiliki kelarutan yang besar, daya pengendapan yang cukup besar dan 

mempunyai efek penstabil terhadap kebanyakan enzim. Penambahan garam 

amonium sulfat dilakukan dengan meningkatkan kejenuhan dari larutan enzim, 

dengan pembagian fraksi: (0-20)%, (20-40)%, (60-80)%, dan (80-100)% jenuh. 

 

c. Dialisis 

Dialisis merupakan proses yang dilakukan untuk menghilangkan molekul kecil 

seperti garam dari enzim yang didapatkan melalui tahapan sebelumnya. Prinsip 

dialisis adalah difusi zat terlarut melalui membran semipermiabel ketika 

membran menjadi batas antara dua larutan yang berbeda konsentrasi. Dialisis 

dapat dilakukan menggunakan kantong selofan, kantong ini mempunyai ukuran 
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pori-pori lebih kecil dari ukuran protein sehingga protein tidak dapat keluar dari 

kantong. Setelah mencapai keadaan seimbang, larutan diluar kantong selofan 

diganti dengan larutan baru agar konsentrasi ion-ion dalam kantong dialisis 

berkurang (Adriyanthi, 2017). Keuntungan penggunaan kantong selofan yaitu 

mudah digunakan, relatif murah, dan mudah untuk didapatkan (Kristanti, 2001). 

 

 

2.4. Uji Aktivitas Enzim α-Amilase 

 

Dalam penelitian Yandri dkk., (2020) aktivitas enzim α-amilase diketahui dengan 

melakukan pengujian menggunakan metode Fuwa dan Mandels. Metode Fuwa 

digunakan pada tahap isolasi dan pemurnian enzim α-amilase. Metode Mandels 

digunakan pada penentuan data kinetika dan karakterisasi enzim.  

 

a. Metode Fuwa 

Metode Fuwa yaitu metode pengukuran aktivitas enzim α-amilase berdasarkan 

pengurangan jumlah pati yang terhidrolisis dan menghasilkan warna biru setelah 

penambahan iodin. Warna tersebut akan menyerap cahaya monokromatis pada 

λmaks 600 nm. Uji Fuwa adalah uji paling spesifik untuk mengidentifikasi aktivitas 

enzim amilase karena waktu reaksi yang cukup singkat yaitu 10 menit inkubasi 

dan pati sebagai substrat  

 

b. Metode Mandels 

Aktivitas enzim α-amilase ditentukan dengan metode Mandels. Berdasarkan 

pembentukan glukosa dari hasil hidrolisis substrat yang akan mengalami oksidasi 

setelah penambahan reagen Dinitrosalisilic Acid (DNS) menghasilkan larutan 

berwarna merah. Semakin pekat warna larutan sampel dibandingkan larutan 

kontrol menunjukkan bahwa semakin tinggi aktivitasnya. 

 

 

2.5. Penentuan Kadar Protein dengan Metode Lowry 

 

Penentuan kadar protein enzim α-amilase menggunakan metode Lorwy (Yandri 

dkk., 2020). 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 
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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, triptofan 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 triptofan dan tirosinnya. 

 

 

2.6. A. fumigatus 
 

Fungi A. fumigatus merupakan jamur saprotropik yang tersebar luas di alam, 

dapat ditemukan di dalam tanah dan pembusukan organik seperti kompos, serta 

mempunyai peran yang penting dalam siklus daur karbon dan nitrogen. Koloni 

dari jamur menghasilkan ribuan konidia abu-abu hijau permenit dari konidiospora 

yang siap tersebar di alam. Fungi ini bereproduksi dengan pembentukan 

konidiospora yang terlepaskan ke dalam lingkungan (Marvel, 2007). A. fumigatus 

dapat beradaptasi dengan berbagai senyawa organik untuk proses metabolismenya 

dan tidak membutuhkan nutrisi yang khusus (Veerdonk et al., 2017). 

 

Menurut Gautam and Bhadauria (2012), klasifikasi A. fumigatus, yaitu:  

Kingdom : Fungi 

Division : Ascomycota 

Class  : Eurotimycetes 

Orde  : Eurotiales 

Family  : Trichocomaceae 

Genus  : Aspergillus 

Spesies : A. fumigatus  

 

Spesies Aspergillus tumbuh dengan cepat, menghasilkan hifa aerial yang 

membentuk struktur dari konidia. Spesies diidentifikasi menurut perbedaan 

morfologi dari struktur ini, termasuk ukuran, bentuk, tekstur dan warna dari 

konidia. (Brooks et al., 2018). A. fumigatus memiliki ciri-ciri makroskopis: koloni 
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berwarna hijau tua dengan bentuk koloni granular dan kompak, hialin reverse. 

Ciri-ciri mikroskopis: memilki rantai oval kecil konidia yang melekat pada ujung 

satu atau dua baris sterigmata yang terartur melingkar pada permukaan ujung 

konidiafor yang disebut vesikel. Kepala konidial berukuran 100-200 µm 

panjangnya dan 50-60 µm lebarnya. Konidofor hialin, 150-300 µm anjangnya dan 

3-5 µm lebarnya, vesikel berbentuk bulat seperti telur sampai bebentuk seperti 

labu berdiameter 15-25µm, sterigmata uniseriate, konidia  

berbentuk golobose (Afzal et al., 2013). 

 

 

2.7. Polietilen glikol 6000 

 

Senyawa aditif ialah senyawa yang apabila ditambahkan pada larutan enzim akan 

meningkatkan stabilitas struktur protein enzim tanpa mempengaruhi interaksi 

kovalen pada enzim. Pengaruh senyawa aditif terbatas interaksi non kovalen 

dengan enzim atau pada sistem pelarut enzim (Wulandari, 2008). Penggunaan zat 

aditif merupakan cara yang paling sederhana untuk meningkatkan stabilitas 

enzim. Peningkatan stabilitas enzim ditandai dengan peningkatan waktu paruh.  

 

Polietilen glikol (PEG) adalah polimer yang dapat dirumuskan oleh formula 

(C2H4O)n.H2O, n sebagai jumlah rata-rata gugus oksietilen. Berat molekul PEG 

ini berkisar antara 200-300.000. PEG dengan berat molekul 200-600 berbentuk 

cairan, PEG 1500 semi padat, dan PEG 3.000-20.000 atau lebih berupa padatan 

kristalin serta PEG lebih dari 100.000 berbentuk seperti resin pada suhu kamar. 

Polietilen 4.000, 6.000 dan 8.000 berupa serbuk putih, larut dalam air, serta 

sedikit larut dalam alkohol (Sweetman, 2009). Semakin besar berat molekul poliol 

maka semakin tinggi pengaruhnya terhadap stabilitas enzim, salah satu poliol 

yang dapat digunakan untuk stabilitas enzim adalah polietilen glikol 6000 

(Firdausi, 2022). Adapun struktur polietilen glikol ditunjukkan pada Gambar 7. 

 

H

O

O

H

n  

Gambar 7. Struktur polietilen glikol (Jang et al., 2015). 
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Sifat lain dari PEG ialah stabil, higroskopis, larut dalam air, dapat berikatan 

dengan protein dan biomolekul lainnya untuk agregasi dan meningkatkan 

kelarutan. PEG juga dapat menjaga stabilitas enzim dengan mencegah enzim 

berikatan dengan air dan terbentuknya ikatan rantai panjang PEG dengan gugus 

rantai samping pada enzim akibatnya ikatan molekul enzim dengan PEG 

menghasilkan struktur yang lebih kaku, sehingga lebih tahan terhadap perubahan 

konformasi (Firdausi, 2022). 

 

Penambahan PEG 6000 enzim α-amilase dari Rhizopus oligosporus telah 

dilakukan oleh Assegaf (2017), hasil dari penelitian tersebut diperoleh aktivitas 

spesifik enzim enzim hasil pemurnian meningkat sebesar 1,24 kali dibandingkan 

dengan ekstrak kasar enzim yaitu sebesar 393,137 U/mg menjadi 1861,89 U/mg. 

Enzim hasil pemurnian optimum pada pH 6,5 dan suhu optimum 55°C. Waktu 

paruh dan ∆Gi enzim hasil pemurnian yaitu 70 menit dan 104,35 kJ mol-1. Setelah 

penambahan PEG 6000 terjadi peningkatan waktu paruh menjadi 86,6 menit dan 

∆Gi sebesar 104,93 kJ mol-1. Selain itu, niai ki enzim hasil pemurnian sebesar 

0,0099 menit-1 menjadi 0,0080 menit-1 setelah penambahan  PEG 6000. Menurut 

Yandri et al., (2008), terjadinya peningkatan waktu paruh dan ∆Gi  serta 

penurunan harga ki dari enzim hasil penambahan zat aditif dibandingkan dengan 

enzim hasil pemurnian menujukkan adanya peningkatan stabilitas enzim. 



 

 

 

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. Analisis spektrofotometri UV-Vis dilakukan di 

Laboratorium Biokimia, Jurusan Kimia FMIPA Universitas Lampung 

 

 

3.2. Alat dan Bahan 
 

Adapun alat-alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain: alat-alat gelas, 

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

UV 32, autoclave model S-90N, mikropipet Eppendroff , jarum ose,neraca 

analitik, lemari pendingin, pembakar spiritus, sentrifuga, tabung sentrifuga, 

oven, shaker inkubator, waterbath, oven, inkubator, pH meter, magnetic stirrer, 

dan botol film. 

 

Adapun bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah PDA (Himedia), 

(NH4)2SO4 (Merck), CaCl2 (Merck), MgSO4, urea, FeSO4.7H2O, KH2PO4 

(Merck), ZnSO4.7H2O, CoCl2, pepton (Himedia), pati, Na(K)-Tartarat, NaH2PO4 

(Merck), Na2HPO4 (Merck), reagen folin-ciocalteu (Sigma-Aldrich), pereaksi 

DNS (Himedia), fenol, KI (Merck), Na2S2O3, HCl (Merck), Na2CO3, 

CuSO4.5H2O, NaOH (Merck), BSA (Bovine Serum Albumin), polietilen glikol 

6000 (NOF Corparation), akuades, kantong selofan, kapas sumbat, kasa, kertas, 

karet, aluminium foil, alkohol, tisu, dan kertas saring. 

Mikroorganisme penghasil enzim α-amilase yang digunakan pada penelitian ini 

adalah A. fumigatus yang diperoleh dari Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia, 

Universitas Lampung. 
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3.3. Prosedur Kerja 

 

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 sebanyak 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., 2010). 

 

 

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. Sedangkan media fermentasi digunakan sebagai medium pertumbuhan 

dan perkembangbiakan disertai produksi enzim α-amilase. Media inokulum 

yang digunakan terdiri dari KH2PO4 2 gram, (NH4)2SO4 1,4 gram, MgSO4 0,3 

gram, pepton 0,75 gram, urea 0,3 gram, CaCl2 0,3 gram, FeSO4.7H2O 0,005 

gram, ZnSO4.3H2O 0,0014 gram, CoCl2 0,002 gram dan substrat 0,75 gram. 

Semua bahan dilarutkan dalam 100 mL buffer fosfat pH 6,5 pada labu 

Erlenmeyer dan disterilisasi pada suhu 121°C tekanan 1 atm selama 15 menit.  

 

Sedangkan media fermentasi yang digunakan terdiri dari KH2PO4 10 gram, 

(NH4)2SO4 7 gram, MgSO4 1,5 gram, pepton 3,75 gram, urea 1,5 gram, CaCl2 

1,5 gram, FeSO4.7H2O 0,025 gram, ZnSO4.3H2O 0,007 gram, CoCl2 0,01 gram 
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dan substrat 3,75 gram yang dilarutkan dalam buffer fosfat pH 6,5 sebanyak 

500 mL dan disterilisasi menggunakan autoclave pada suhu 121°C tekanan 1 

atm selama 15 menit. 

 

b. Inokulasi A. fumigatus  

Sebanyak 3 ose A. fumigatus dari media agar miring dipindahkan ke dalam 100 

mL media inokulum secara aseptik lalu diletakkan pada shaker inkubator dengan 

kecepatan 125 rpm selama 24 jam. 

 

c. Produksi enzim α-amilase 

Produksi enzim α-amilase dilakukan dengan cara memindahkan media 

inokulum sebanyak 2% 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 A). 

 

 

3.3.3. Isolasi Enzim α-Amilase 

 

Isolasi enzim α-amilase dilakukan menggunakan metode sentrifugasi dengan 

tujuan untuk memisahkan enzim dari komponen sel lainnya. Pada penelitian ini, 

isolasi enzim α-amilase diperoleh dari media fermentasi yang telah diinkubasi 

selama 112 jam. Untuk memperoleh ekstrak kasar, enzim α-amilase disentrifugasi 

pada kecepatan 5000 rpm selama 15-20 menit (Yandri et al., 2022 A). Metode ini 

akan menghasilkan supernatan dan palet. Supernatan merupakan ekstrak kasar 

enzim α-amilase yang selanjutnya akan diuji aktivitasnya dengan metode Fuwa 

dan diukur kadar proteinnya dengan metode Lowry.  

 

 

3.3.4. Pemurnian Enzim α-Amilase 

 

a. Fraksinasi menggunakan amonium sulfat 

Ekstrak kasar enzim ditambahkan garam amonium sulfat secara perlahan 

sambil diaduk dengan magnetic stirer. Endapan protein enzim yang 

didapatkan pada tiap tingkat kejenuhan amonium sulfat dipisahkan dari 

filtratnya dengan sentrifugasi dingin pada kecepatan 5000 rpm selama 15 

menit. Kemudian endapan yang diperoleh dilarutkan dengan buffer fosfat 
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0,025 M pH 6,5 dan diuji aktivitasnya dengan metode Fuwa serta diukur 

kadar proteinnya dengan metode Lowry untuk mengetahui tingkat kejenuhan 

yang terdapat enzim α-amilase dengan aktivitas spesifik yang tertinggi.  

 

Ekstrak kasar enzim α-amilase yang telah diperoleh selanjutnya diendapkan 

dengan menggunakan garam amonium sulfat (NH4)2SO4 pada berbagai 

tingkat kejenuhan yaitu 0-20%; 20-40%; 40-60%; 60-80%; dan 80-100%. 

Selanjutnya, filtrat yang didapat dari fraksi 0-20% digunakan untuk 

diendapkan kembali dengan fraksi kejenuhan 20-40% dengan prosedur yang 

sama hingga tingkat kejenuhan 80-100% (Yandri et al., 2010). Skema 

fraksinasi dapat dilihat pada Gambar 8. 

 

 

 

Gambar 8. Skema fraksinasi enzim dengan amonium sulfat 
 

 

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 dengan suhu rendah. Selama proses 

dialisis, dilakukan pergantian buffer setiap 4-6 jam agar konsentrasi ion-ion 
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di dalam selofan menjadi berkurang. Proses ini dilakukan secara berulang 

sampai ion-ion di dalam kantong selofan dapat diabaikan. Selanjutnya 

dilakukan uji aktivitas enzim 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 

 

a. Pembuatan pereaksi uji aktivitas α-amilase Metode Fuwa. 

b. Pereaksi iodin: sebanyak 2 gram KI dimasukkan ke dalam labu ukur 100 

mL dan dilarutkan dalam 10 mL akuades. Kemudian dimasukkan 

sebanyak 0,2 gram I2 ke dalam labu ukur lalu ditambahkan akuades 

hingga batas miniskus. 

c. Larutan HCl 1 N: dilakukan pengenceran HCl pekat 12 N menjadi 1 N. 

Sebanyak 8,33 mL HCl pekat dimasukkan dalam labu ukur 100 mL, lalu 

ditambahkan akuades hingga tanda batas. 

d. Larutan pati: sebanyak 0,1 gram pati dilarutkan dalam 100 mL akuades 

dan dipanaskan hingga larut.  

 

1. Pengujian aktivitas enzim α-amilase Metode Fuwa. 

Aktivitas α-amilase ditentukan dengan metode Fuwa, yang berdasarkan 

pengurangan jumlah pati yang terdeteksi dengan penambahan iodin. Metode 

Fuwa ialah metode spesifik yang digunakan untuk mengidentifikasi aktivitas 

enzim amilase karena waktu reaksi yang singkat yaitu 10 menit inkubasi 

dengan pati sebagai substratnya. Semakin kecil absorbansi sampel maka 

semakin baik aktivitas dari enzim tersebut. Sebanyak 0,25 mL enzim 

ditambahkan dengan 0,25 mL larutan pati 0,1% dan dihomogenkan lalu 

diinkubasi selama 10 menit dengan suhu 60°C. Kemudian ditambahkan 0,25 

mL HCl 1 N lalu ditambahkan 0,25 mL pereaksi iodin dan 4 mL akuades 

kedalam campuran tersebut. Setelah campuran homogen, diukur serapannya 

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

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

diinaktivasi dengan penambahan HCl 1 N.  
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b. Metode Mandels 

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

Sebanyak 1 gram DNS dimasukkan ke labu ukur 100 mL, ditambahkan 1 

gram NaOH lalu dihomogenkan, ditambahkan 0,2 gram fenol dan 0,05 gram 

Na2S2O3, 0,4 gram Na(K)-tartarat, dan dilarutkan dengan akuades hingga 

tanda batas. 

 

2. Uji aktivitas enzim α-amilase metode Mandels 

Metode ini didasarkan pada glukosa yang terbentuk. Sebanyak 0,25 mL 

enzim ditambahkan 0,25 mL larutan pati 0,1% dicampurkan lalu diinkubasi 

selama 30 menit pada suhu 60°C, lalu ditambahkan sebanyak 1 mL pereaksi 

DNS dan dididihkan selama 10 menit pada penangas air. Setelah dingin, 

ditambahkan akuades sebanyak 1,5 mL kemudian diukur serapannya 

menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada λmaks 510 nm. Kadar glukosa 

yang terbentuk ditentukan menggunakan kurva standar glukosa. 

 

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. 

1. Pereaksi A  : 2 gram Na2CO3 dilarutkan dalam 100 mL 

NaOH 0,1 N. 

2.  Pereaksi B  : 5 mL CuSO4.5H2O 1% ditambahkan ke  

dalam 5 ml larutan Na(K)-Tartarat 1%. 

3. Pereaksi C  : 2 mL pereaksi B ditambah 100 mL 

 pereaksi A. 

4. Pereaksi D  : reagen follin ciocalteau diencerkan  

dengan akuades 1:1. 

5. Larutan standar : larutan Bovine Serum Albumin (BSA)  

dengan kadar 20, 40, 60, 80, 100, 120, dan 140 

 ppm. 
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2. Penentuan kadar protein enzim α-amilase metode Lowry 

 

Kadar protein enzim ditentukan dengan metode Lowry. Sebanyak 0,1 mL 

enzim ditambah 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 dihomogenkan, didiamkan selama 30 

menit. Untuk kontrol, 0,1 mL enzim diganti dengan akuades, dilanjutkan 

perlakuan seperti sampel. Serapannya diukur dengan spektrofotometer UV-

Vis pada λmaks 750 nm. Untuk menentukan kadar protein enzim digunakan 

kurva standar BSA dan perhitungan metode Lowry. 

 

 

3.3.6. Penambahan Polietilen Glikol (PEG) 6000 

 

Enzim hasil pemurnian yang didapatkan kemudian ditambahkan larutan PEG 

6000 dengan konsentrasi 20%, 25%, dan 30%. Penambahan PEG 6000 pada 

enzim yang telah dimurnikan menggunakan perbandingan 1:1 (Assegaf, 2017).  

 

 

3.3.7. Karakterisasi Enzim α-Amilase 

 

Aktivitas enzim pada tahap karakterisasi ditentukan menggunakan metode 

Mandels. Karakterisasi enzim sebelum dan sesudah penambahan PEG 6000 

meliputi: 

a. Penentuan suhu optimum 

Untuk mengetahui suhu optimum enzim dilakukan dengan variasi suhu yaitu 

45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, dan 80°C, selama 30 menit pada pH 6,5.  

 

b. Penentuan pH optimum  

Untuk mengetahui pH optimum enzim sebelum dan setelah penambahan PEG 

6000, digunakan buffer fosfat 0,1 M dengan variasi pH 4,5; 5; 5,5; 6; 6,5; 7; 

7,5; dan 8, selama 30 menit pada suhu optimum. 

 

c. Penentuan KM dan Vmaks 

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

sebelum dan setelah penambahan PEG 6000 ditentukan dengan variasi 
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konsentrasi substrat 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; dan 1% dalam buffer fosfat pada 

pH dan suhu optimum selama 30 menit.  

 

d. Uji stabilitas termal enzim 

Uji stabilitas termal enzim sebelum dan setelah penambahan PEG 6000 

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% 

 

e. Penentuan Waktu Paruh (t1/2), Konstanta Laju Inaktivasi (ki), dan Perubahan 

Energi Akibat Denaturasi (ΔGi) 

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

pemurnian sebelum dan setelah penambahan PEG 6000 dilakukan dengan 

menggunakan persamaan kinetika inaktivasi orde 1 dengan persamaan: 

ln (Ei/E0) = –kit 

waktu paruh dapat dihitung dari persamaan laju reaksi inaktivasi enzim orde 

satu sebagai berikut: 

t1/2 =
ln 2

kⅰ
 

Pada penelitian Yandri et al., (2010), perubahan energi akibat denaturasi 

(ΔGi) enzim hasil pemurnian sebelum dan setelah penambahan ditentukan 

menggunakan persamaan: 

ΔGi = –RT ln (ki h/kBT) 

 

Keterangan : 

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

T = suhu (K) 

ki= konstanta laju inaktivasi termal 

h = konstanta Planck (6,625 x 10-34J det) 

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

 

 



26 

 
 

Secara keseluruhan, penelitian ini terangkum dalam diagram alir penelitian yang 

ditunjukkan dalam Gambar 9 

 

 

 

Gambar 9. Diagram alir penelitian



 

 

 

V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

5.1. Simpulan  

 

Berdasarkan pembahasan hasil penelitian ini, dapat disimpulkan sebagai berikut: 

 

1. Enzim α-amilase hasil pemurnian memiliki aktivitas spesifik 753,832 U/mg 

meningkat sebesar 15 kali dibandingkan ektrak kasar dengan aktivitas spesifik 

51,971 U/mg. 

 

2. Suhu optimum enzim hasil pemurnian dan enzim setelah penambahan PEG 

6000 konsentrasi 20, 25, dan 30% mengalami pergesaran suhu optimum dari 

50ºC menjadi 55ºC. 

 

3. Setelah penambahan PEG 6000 konsentrasi 20, 25, dan 30% terjadi pergeseran 

pH dari pH 5 menjadi pH 6. 

 

4. Enzim hasil pemurnian memiliki nilai KM 8,824 ± 0,15 mg mL-1 substrat dan 

Vmaks 8,100 ± 0,22 μmol mL-1 menit-1. Setelah penambahan PEG 6000 

konsentrasi 20, 25, dan 30% nilai KM berturut-turut ialah 11,976 ± 0,10; 13,651 

± 0,28; dan 21,554 ± 0,48 mg mL-1 substrat dan Vmaks berturut-turut sebesar 

17,715 ± 0,11; 19,705 ± 0,08 dan 19,268 ± 0,05 μmolmL-1 menit-1
. 

 

5.  Penambahan PEG 6000 dapat meningkatkan kestabilam enzim α-amilase dari 

A. fumigatus, ditandai dengan meningkatnya waktu paruh dan ΔGi setelah 

penambahan PEG 6000. Waktu paruh enzim hasil penambahan PEG 6000 

konsentrasi 20, 25, dan 30% secara berturut-turut meningkat 6,86; 5,20 dan 

5,17 kali dibandingkan enzim hasil pemurnian. 
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5.2 Saran  
 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, disarankan menggunakan 

konsentrasi zat aditif PEG 6000 yang lebih rendah seperti 10 atau 15% untuk 

memeperoleh kestabilan termal optimal. Menjaga kondisi saat penambahan zat 

seperti perputaran spinbar, dan suhu karena dapat mempengaruhi ikatan enzim 

dengan zat aditif. 
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