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ABSTRACT 

 

 

THE EFFECT OF ADDITION POLYETHYLENE GLYCOL (PEG) 4000 

ON STABILITY OF α –AMYLASE ENZYME FROM  

Aspergillus fumigatus 

 

 

 

By 

 

 

AYU RANJA SAPUTRI 

 

 

 
The enzyme industry has occupied an important position in the industrial field. 

However, the enzymes application in the industrial sector is limited because the 

cost of enzymes is quite high, and the enzymes stability that are not resistant to 

extreme conditions. This study aims to obtain the α-amylase enzyme from 

Aspergillus fumigatus with high activity and purity level and increase the stability 

of the α-amylase enzyme through the addition of polyethylene glycol (PEG) 4000. 

To achieve this goal, this research did the production, isolation, purification and 

characterization of the purified enzymes and the enzymes with PEG 4000 added. 

The activity of the α-amylase enzyme was tested by Fuwa and Mandels method, 

and the protein content was tested by Lowry method. The results showed that the 

specific activity of purified enzyme was 456.88 U/mg which increased about 15 

times compared to the crude extract enzyme which only had a specific activity of 

31.18 U/mg.. The purified enzymes had optimum pH of 5.0 at 50 
o
C with a value 

of ki = 0.0163 ± 0.0001 min
-1

; t1/2 = 42.524 ± 0.3690 minutes; and ΔGi = 101.384 

± 0.0233 kJ mol
-1

. While the enzymes resulting from the addition of PEG 4000 at 

concentrations of 12, 18, and 24% had optimum pH of 5.5 at 55 
o
C with the 

values of ki = 0.0117 ± 0.0001; 0.0098 ± 0.0001; and 0.0088 ± 0.0003 min
-1

; t1/2 = 

59.243 ± 0.3550; 70.730 ± 0.0001; and 78.767 ± 2.5330 minutes; and ΔGi = 

103.888 ± 0.016; 104.383 ± 0.0001; and 104.677 ± 0.0877 kJ mol
-1

. The addition 

of PEG 4000 can increase the stability of the α-amylase enzyme from A. 

fumigatus as indicated by decrease in the inactivation rate constant value, increase 

in the half-time value, and increase in energy due the denaturation. 
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Industri enzim telah menduduki posisi penting dalam bidang industri. Namun, 

aplikasi enzim di bidang industri terbatas karena biaya enzim yang cukup tinggi 

dan stabilitas enzim yang tidak tahan terhadap kondisi ekstrim. Penelitian ini 

bertujuan untuk mendapatkan enzim α-amilase dari Aspergillus fumigatus dengan 

aktivitas dan tingkat kemurnian yang tinggi serta meningkatkan stabilitas enzim 

α-amilase melalui penambahan polietilen glikol (PEG) 4000. Untuk mencapai 

tujuan tersebut, dilakukan produksi, isolasi, pemurnian, dan karakterisasi enzim 

hasul pemurnian dan enzim hasil penambahan PEG 4000. Aktivitas enzim α-

amilase diuji dengan metode Fuwa dan Mandels serta kadar proteinnya diuji 

dengan metode Lowry. Hasil penelitian menunjukkan bahwa aktivitas spesifik 

enzim hasil pemurnian adalah 456,88 U/mg yang meningkat sebanyak 15 kali 

dibandingkan ekstrak kasar enzim yang hanya memiliki aktivitas spesifik sebesar 

31,18 U/mg. Enzim hasil pemurnian memiliki pH optimum 5,0 pada suhu 50 
o
C 

dengan nilai ki = 0,0163 ± 0,0001 menit
-1

; t1/2 = 42,524 ± 0,3690 menit; dan     

ΔGi = 101,384 ± 0,0233 kJ mol
-1

. Sementara enzim hasil penambahan PEG 4000 

konsentrasi 12, 18, dan 24% memiliki pH optimum 5,5 pada suhu 55 
o
C dengan 

nilai ki = 0,0117 ± 0,0001; 0,0098 ± 0,0001; dan 0,0088 ± 0,0003 menit
-1

;          

t1/2 = 59,243 ± 0,3550; 70,730 ± 0,0001; dan 78,767 ± 2,5330 menit; dan          

ΔGi = 103,888 ± 0,016; 104,383 ± 0,0001; dan 104,677 ± 0,0877 kJ mol
-1

. 

Penambahan polietilen glikol 4000 dapat meningkatkan stabilitas enzim α-amilase 

dari A. fumigatus yang ditunjukkan dengan terjadinya penurunan harga konstanta 

laju inaktivasi, peningkatan harga waktu paruh, dan peningkatan energi akibat 

denaturasi. 

 

 

Kata kunci: α-amilase, A. fumigatus, PEG 4000, stabilitas enzim   
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

 

1.1. Latar Belakang 

 

 

Enzim adalah jenis protein yang bertindak sebagai katalis atau senyawa yang 

meningkatkan laju reaksi kimia. Meskipun perkembangan proses fermentasi 

dalam satu abad terakhir membuat enzim dapat mengalami perubahan selama 

proses ini, pada akhir reaksi, enzim kembali ke bentuk aslinya. Selain 

meningkatkan jumlah reaksi, enzim menyediakan cara untuk mengontrol laju 

reaksi dan jalur metabolisme dalam tubuh (Dawn dkk., 2000). Enzim menempati 

tempat penting dalam bidang industri. Penerapan metode enzimatik dalam bidang 

industri mulai mengalami perkembangan sejak tahun 1960-an. Enzim merupakan 

primadona industri saat ini dan di masa depan karena penggunaannya yang hemat 

energi serta ramah lingkungan (Santoso dkk., 2011). 

 

Salah satu enzim yang berperan penting serta menguntungkan dalam kehidupan 

adalah enzim amilase. Amilase adalah enzim yang mengkatalisis hidrolisis ikatan 

dalam pati untuk menghasilkan dekstrin, oligosakarida, maltosa, dan D-glukosa. 

Amilase bisa berasal dari hewan, jamur, dan sumber tanaman (Wang, 2009). 

Enzim amilase diproduksi dari berbagai jenis sel untuk keperluan industri, namun 

saat ini, enzim lebih banyak diproduksi dari berbagai jenis mikroorganisme 

karena mikroorganisme menghasilkan enzim yang dapat digunakan dalam jumlah 

dan jenis yang bervariasi (Ningsih dkk., 2012). Salah satu contoh keuntungan 

produksi enzim dalam sektor industri yakni enzim α-amilase komersial yang telah 

mencapai 25% dari produksi enzim global, dan biaya industri pengolahan pati 

adalah US$ 62,2 juta per tahun (Bal et al., 2016; Roth et al., 2019; Salem et al., 

2020).  
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Enzim α-amilase adalah enzim endoamilase yang memotong ikatan                     

α-1,4-glikosidik amilosa atau amilopektin untuk menghasilkan produk struktural 

(Martinez et al. 2015). Enzim α-amilase dapat dihasilkan dari beberapa contoh 

fungi, antara lain Aspergillus niger, A. awamori, A. oryzae, A. flavus, Rhizopus 

sp., dan A. fumigatus (Far et al., 2020; John, 2019; Planchot and Colonna, 1995). 

 

Produksi enzim amilase tidak lepas dengan adanya faktor-faktor yang mendukung 

keberhasilan produksi suatu enzim. Faktor yang sangat terpenting adalah suhu, 

pH, dan substrat. Suhu sangat mempengaruhi aktivitas enzim karena enzim adalah 

rangkaian asam amino yang sistem kerjanya berkaitan erat dengan suhu 

lingkungan (Tarigan dkk., 2015). Aktivitas enzim juga akan dipengaruhi oleh pH. 

Aktivitas enzim sangat dipengaruhi oleh pH media fermentasi. pH saat aktivitas 

enzim maksimum disebut dengan pH optimum (Kumaunang dan Vanda, 2011). 

pH optimum adalah pH donor dan akseptor proton yang berperan penting pada 

tempat katalitik enzim atau tempat terikatnya substrat dengan derajat ionisasi yang 

diinginkan, sehingga substrat dapat berinteraksi dengan mudah (Nielsen et al., 

1999). Selain itu, pH tinggi juga dapat menyebabkan terjadinya proses denaturasi 

yang akan mengakibatkan aktivitas enzim berkurang (Poedjiadi, 2006). 

 

Industri enzim telah berkembang pesat dan menempati posisi penting dalam 

bidang industri dan penggunaan enzim semakin meningkat dari tahun ke tahun 

hingga mencapai 10-15% (Mufarrikha dkk., 2014). Namun, penggunaan enzim 

dalam aplikasi di sektor industri dibatasi. Hal ini disebabkan oleh biaya enzim 

yang cukup tinggi. Selain itu, enzim memiliki kestabilan yang tidak tahan pada 

kondisi ekstrim dan enzim hanya dapat digunakan satu kali pemakaian (Sarrouh et 

al., 2012). Aplikasi industri enzim mencakup lebih dari 80% pasar enzim global. 

Setidaknya, 50% dari enzim yang ada saat ini dapat dimodifikasi secara genetik. 

Kegunaan utama enzim bagi organisme adalah sebagai katalis hayati. Kebutuhan 

enzim di Indonesia masih belum dapat terpenuhi dengan baik sehingga Indonesia 

masih harus mengimpor enzim (Naiola, 2002). Namun, hal ini dapat diatasi 

dengan cara peningkatan stabilitas suatu enzim. Peningkatan stabilitas enzim 

dapat dilakukan dengan teknik amobilisasi enzim, modifikasi kimia, rekayasa 

molekuler, dan penambahan zat aditif (Stellwagen, 1984). 
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Pada penelitian sebelumnya telah dilakukan beberapa penelitian mengenai 

peningkatan stabilitas enzim α-amilase dengan penambahan zat aditif, seperti 

sorbitol (Yandri dkk., 2020 A), gliserol (Yandri dkk., 2020 B) polietilen glikol 

(PEG) 6000 (Assegaf, 2017), serta penambahan sorbitol terhadap stabilitas termal 

enzim α-amilase dari Rhizopus oryzae (Yandri dan  Wulandari, 2009). Dari hasil 

penelitian tersebut diperoleh hasil bahwa penambahan beberapa senyawa aditif 

kimia dapat meningkatkan stabilitas enzim α-amilase. Pada penelitian ini, 

dilakukan isolasi, pemurnian, dan penambahan zat aditif kimia polietilen glikol 

(PEG) 4000 terhadap stabilitas enzim α-amilase yang diisolasi dari fungi                 

A. fumigatus yang diharapkan akan diperoleh peningkatan stabilitas enzim setelah 

penambahan zat aditif seperti yang telah dilakukan pada penelitian sebelumnya. 

 

 

 

1.2. Tujuan Penelitian 

 

 

Adapun tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

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

tingkat kemurnian yang tinggi. 

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

penambahan polietilen glikol (PEG) 4000. 

 

 

 

1.3. Manfaat Penelitian 

 

 

Adapun manfaat dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

a. Memberikan informasi mengenai teknik isolasi dan pemurnian enzim              

α-amilase dari fungi A. fumigatus. 

b. Memberikan informasi mengenai pengaruh penambahan polietilen glikol 

(PEG) 4000 terhadap kestabilan enzim α-amilase dari fungi A. fumigatus. 

c. Memberikan informasi mengenai nilai aktivitas, pH optimum, suhu optimum, 

KM, Vmaks, ki, t1/2, dan ΔGi enzim α-amilase dari hasil pemurnian dan hasil dari 

penambahan polietilen glikol (PEG) 4000.   
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1. Enzim 

 

 

Enzim dapat didefinisikan sebagai biokatalisator yang bekerja untuk  

meningkatkan laju reaksi dalam jaringan yang menghasilkannya itu sendiri. 

Semua enzim yang diketahui sampai saat ini hampir merupakan protein. Ukuran 

molekul enzim juga sangat bervariasi, mencakup rentang yang luas. Enzim 

meningkatkan laju reaksi sehingga keseimbangan kimia terbentuk antara produk 

dan reaktan. Dalam kesetimbangan, urutan reaktan dan produk tidak pasti dan 

tergantung pada asumsi kita. Dalam kondisi fisiologis normal, enzim tidak 

mempengaruhi jumlah produk dalam reaksi yang sebenarnya diperoleh tanpa 

adanya enzim. Oleh karena itu, jika kondisi kesetimbangan tidak menguntungkan 

untuk pembentukan suatu senyawa, enzim tidak dapat mengubahnya (Salisbury 

and Ross, 1995). 

 

Media produksi untuk membuat atau memproduksi enzim harus memenuhi 

kebutuhan dasar untuk menghasilkan sel serta produk. Unsur utama yang paling 

dibutuhkan adalah nitrogen dan karbon. Nitrogen sangat penting untuk 

pertumbuhan sel, sementara unsur karbon digunakan untuk meningkatkan energi 

biosintesis (Aunstrup, 1979).  

 

Enzim dari mikroorganisme sering digunakan dibandingkan daripada yang berasal 

dari tanaman atau hewan karena mikroorganisme dapat berkembang biak dengan 

cepat, pertumbuhannya relatif mudah diatur, enzim yang dihasilkan tinggi, 

sehingga dapat menghemat biaya bila digunakan untuk industri dan produksi 

enzim yang dihasilkan lebih stabil (Yusak, 2004). Mikroorganisme penghasil 

enzim dapat berupa fungi dan bakteri (Alam et al., 2004). Penggunaan 
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mikroorganisme lebih bermanfaat karena pertumbuhannya membutuhkan waktu 

yang lebih singkat, lebih ekonomis, dapat tumbuh pada substrat, mudah 

diproduksi dalam jumlah yang besar, dan hasil produknya dapat ditingkatkan 

melalui pengaturan kondisi pertumbuhan dan juga dapat ditingkatkan dengan 

upaya rekayasa genetik (Said dan Likadja, 2012). 

 

 

 

2.1.1. Klasifikasi Enzim 

 

 

Enzim terbagi menjadi dua tipe, yakni enzim ekstraseluler atau eksoenzim 

(berfungsi di luar sel) dan enzim intraseluler atau endoenzim (berfungsi dalam 

sel) (Pelczar dan Chan, 2010). 

 

Klasifikasi enzim dapat dibedakan sebagai berikut: 

a. Berdasarkan tipe reaksi yang diketahui, enzim dibagi menjadi enam 

kelompok, antara lain: 

1) Oksidureduktase 

Enzim oksidureduktase adalah enzim yang dapat mengkatalisis reaksi 

oksidasi atau reduksi suatu bahan. 

2) Transferase 

Enzim transferase adalah enzim yang mengkatalisis reaksi pemindahan 

(transfer) gugus fungsional antara dua substrat. 

3) Hidrolase 

Enzim hidrolase adalah kelompok enzim yang mengkatalisis reaksi 

hidrolisis suatu substrat atau pemecahan substrat, seperti karbohidrat, 

protein, dan ester. 

4) Liase 

Enzim liase adalah enzim yang aktif dalam pemutusan ikatan karbon, 

karbon sulfur, dan karbon nitrogen (tidak termasuk ikatan peptida).  

5) Isomerase 

Enzim isomerase adalah enzim yang mengkatalisis reaksi perubahan 

konfigurasi molekul dengan cara pengaturan kembali atom-atom substrat 

sehingga dihasilkan molekul baru yang merupakan isomer dari substrat. 
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6) Ligase 

Enzim ligase adalah enzim yang mengkatalisis pembentukan ikatan-

ikatan tertentu, misalnya pada pembentukan ikatan C-C, C-O, dan  C-S 

dalam biosintesis koenzim-A, serta pembentukan ikatan C-N dalam 

sintesis glutamin (Winarno, 2002). 

b. Berdasarkan tempat bekerjanya, enzim dapat dibedakan menjadi dua, antara 

lain: 

1) Endoenzim, disebut juga enzim intraseluler, yaitu enzim yang bekerja di 

dalam sel. 

2) Eksoenzim, disebut juga enzim ekstraseluler, yaitu enzim yang bekerja di 

luar sel. 

c. Berdasarkan cara terbentuknya, enzim dapat dibedakan menjadi dua, antara 

lain: 

1) Enzim konstitutif,  yaitu enzim yang jumlahnya dipengaruhi kadar 

substratnya. 

2) Enzim adaptif, yaitu enzim yang pembentukannya dirangsang oleh 

adanya substrat (Lehninger, 1982). 

 

 

 

2.1.2. Sifat Katalitik Enzim 

 

 

Enzim bersifat spesifik dalam kerja katalitiknya. Kespesifikan ini disebabkan oleh 

bentuknya yang unik dan adanya gugus-gugus polar atau non-polar dalam struktur 

enzim. Suatu enzim dapat mempercepat reaksi 10
5
 sampai 10

17
 kali lebih cepat 

dibandingkan dengan reaksi yang dilakukan tanpa katalis (Lehninger et al., 2017). 

Dengan adanya enzim, molekul awal (substrat) akan dipercepat perubahannya 

menjadi molekul lain yang disebut produk (Grisham and Reginald, 1999). 

 

Adapun sifat-sifat katalitik khas dari enzim, antara lain: 

a. Enzim mampu meningkatkan laju reaksi pada kondisi fisiologik dari tekanan, 

suhu, dan pH. 

b. Enzim berfungsi dengan selektivitas tinggi terhadap substrat dan jenis reaksi 

yang dikatalisis. 
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c. Enzim memberikan peningkatan laju reaksi yang tinggi dibanding dengan 

katalis biasa (Page, 1997). 

 

 

 

2.1.3. Faktor yang Mempengaruhi Aktivitas Enzim 

 

 

Enzim merupakan katalisator yang dapat mempercepat laju reaksi tanpa ikut serta 

dalam reaksi tersebut. Laju reaksi enzim dipengaruhi beberapa faktor seperti 

konsentrasi substrat, konsentrasi enzim, pH, temperatur, dan inhibitor. Aktivitas 

enzim dipengaruhi oleh beberapa faktor antara lain suhu, pH, konsentrasi enzim, 

substrat, kehadiran kofaktor atau inhibitor (Poedjiadi, 2006). 

 

Berikut adalah faktor-faktor yang mempengatuhi aktivitas enzim, antara lain: 

 

a. Suhu 

Suhu berpengaruh terhadap reaksi enzimatik. Peningkatan suhu secara umum 

akan meningkatkan kecepatan reaksi kimia enzim, tetapi kenaikan suhu yang 

terlalu tinggi akan menyebabkan terjadinya denaturasi enzim yaitu 

berubahnya struktur protein enzim, sehingga menyebabkan terjadinya 

penurunan kecepatan reaksi yang dikatalisis enzim tersebut (Saropah dkk., 

2012). Dalam batas-batas tertentu, kecepatan reaksi yang dikatalisis enzim 

akan naik bila suhunya naik. Reaksi yang paling cepat terjadi pada suhu 

optimum (Rodwell et al., 1987). Suhu optimum merupakan suhu pada saat 

enzim memiliki aktivitas maksimum. Suhu yang terlalu tinggi akan 

menyebabkan enzim terdenaturasi (Poedjiadi, 2006). Jika suatu protein 

terdenaturasi, maka susunan tiga dimensi rantai khas polipeptida terganggu 

dan molekul ini terbuka menjadi struktur acak, tanpa adanya kerusakan pada 

struktur kerangka kovalen (Lehninger, 1982). Grafik hubungan antara suhu 

dengan aktivitas enzim ditunjukkan pada Gambar 1. 
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Gambar 1. Hubungan antara suhu dan aktivitas enzim (Rodwell et al., 2011). 

 

b. Derajat Keasaman (pH) 

Perubahan kereaktifan enzim merupakan salah satu akibat dari perubahan pH 

lingkungan (Rodwell et al., 1987). Kondisi pH yang terlalu asam atau terlalu 

basa dapat menyebabkan asam amino penyusun enzim menjadi inaktif 

(Kusumaningrum dkk., 2019). Hubungan antara pH dan aktivitas enzim 

ditunjukkan pada Gambar 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Hubungan antara pH dan aktivitas enzim (Page, 1997) 

 

c. Konsentrasi Enzim 

Konsentrasi enzim secara langsung mempengaruhi laju reaksi enzimatik 

sehingga dengan bertambahnya konsentrasi, maka laju reaksi meningkat 

(Poedjiadi, 2006). Semakin tinggi konsentrasi enzim, maka kecepatan reaksi 

akan meningkat hingga batas konsentrasi tertentu. Kecepatan reaksi tersebut 

meningkat selama konsentrasi enzim jauh lebih sedikit daripada konsentrasi 

substrat (Page, 1997).  
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Konsentrasi Substrat [S] (mM) 

d. Konsentrasi Substrat 

Konsentrasi substrat mempengaruhi laju reaksi, karena semakin banyak 

substrat yang ada maka semakin banyak pula ikatan yang terjadi antara enzim 

dan 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 substrat 

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

konsentrasi substrat dinaikkan dan kadar enzim tetap, maka laju reaksi akan 

naik sampai kondisi konstan, yaitu ketika semua substrat sudah diikat oleh 

enzim (Poedjiadi, 2006). Hubungan antara kecepatan reaksi enzim dengan 

konsentrasi substrat ditunjukkan pada Gambar 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3. Hubungan antara kecepatan reaksi enzim dengan konsentrasi  

substrat (Lehninger, 1982). 

 

e. Aktivator dan Inhibitor 

Senyawa kofaktor yang berupa ion logam ada yang berpotensi meningkatkan 

aktivitas kerja suatu enzim yang disebut sebagai aktivator enzim, ada pula ion 

logam yang menghambat aktivitas enzim disebut inhibitor enzim (Sumardjo, 

2008). 
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2.1.4. Kinetika Reaksi Enzim 

 

 

Untuk mengetahui konsentrasi substrat yang dapat menghasilkan laju reaksi 

maksimum, diperlukan penentuan tetapan Michaelis-Menten (KM). KM merupakan 

konstanta yang menunjukkan afinitas enzim terhadap substrat. Semakin kecil 

harga KM, maka interaksi enzim dan substrat semakin baik dan laju reaksi 

semakin cepat. Bila konsentrasi substrat cukup besar sehingga semua enzim 

terikat pada subsrat dalam bentuk kompleks enzim-substrat, maka akan didapat 

laju reaksi maksimum atau Vmaks. Nilai KM dapat ditentukan dengan 

mengekstrapolasikan data eksperimental ke dalam grafik persamaan Lineweaver-

Burk, seperti pada Gambar 4. 

 

                
 

 
 

 

                                                      
 

 

                                                                                                                           

              
Gambar 4. Grafik persamaan Lineweaver-Burk (Murzin and Salmi, 2016) 

 

Persamaan Lineweaver-Burk merupakan persamaan kebalikan berganda yang 

linier dari persamaan Michaelis-Menten. Berikut adalah persamaan Michaelis-

Menten seperti pada Persamaan (1): 

 

    
        

    
                  (1) 

 

Persamaan Lineweaver-Burk ditunjukkan pada Persamaan (2):  

 
1

  
   *

  

     
+ *

1

[ ]
+  

1

     
               (2) 

(Palmer and Bonner, 2007). 
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2.1.5. Stabilitas Enzim 

 

 

Stabilitas enzim dapat diartikan sebagai kestabilan aktivitas enzim selama 

penyimpanan dan penggunaan enzim tersebut, serta kestabilan terhadap berbagai 

senyawa yang bisa merusak enzim, seperti pelarut tertentu (asam atau basa) dan 

pengaruh suhu dan kondisi-kondisi non-fisiologis lainnya (Kazan et al., 1997). 

Stabilitas enzim merupakan sifat penting yang harus dimiliki oleh enzim sebagai 

biokatalis. Enzim mempunyai  kestabilan yang lebih baik dibandingkan dengan 

katalis sintetik karena enzim mempunyai spesifisitas tinggi, enzim bekerja secara 

spesifik (hanya mengkatalisis substrat tertentu), tidak berbentuk produk samping 

yang tidak diinginkan, mempunyai produktivitas tinggi, produk akhir pada 

umumnya tidak terkontaminasi sehingga mengurangi biaya pemurnian, dan 

mengurangi efek kerusakan terhadap lingkungan (Chaplin and Bucke, 1990). 

 

Faktor yang sangat diperhatikan pada enzim yang akan diaplikasikan dalam 

industri dan akan mempengaruhi kestabilannya ialah suhu dan pH. Banyak faktor 

yang mempengaruhi stabilitas enzim seperti suhu, pH, pelarut, kofaktor, dan 

inhibitor (Eijsink et al., 2005). Faktor-faktor yang mempengaruhi kestabilan 

enzim, antara lain: 

 

a. Pengaruh Temperatur Tinggi (Stabilitas Termal) 

Semakin tinggi temperatur, maka akan terjadi perubahan struktur enzim yang 

diikuti oleh hilangnya aktivitas katalitik dari enzim tersebut. Di Indonesia, 

temperatur optimum bagi proses enzimatis dilakukan pada temperatur kamar. 

Hampir semua enzim memiliki aktivitas optimum pada temperatur sekitar   

30 °C dan denaturasi dimulai pada temperatur  45 °C (Rodwell et al., 1987). 

Pada suhu yang terlalu rendah, maka kemantapan enzim tinggi, tetapi 

aktivitasnya rendah. Pada suhu yang terlalu tinggi aktivitas enzim tinggi, 

tetapi kemantapannya rendah. Kenaikan suhu enzim akan mempengaruhi laju 

reaksi, namun hanya sampai batas tertentu dan dapat menyebabkan terjadinya 

denaturasi protein. Daerah suhu saat kemantapan dan aktivitas enzim cukup 

besar disebut suhu optimum. Proses inaktivasi enzim pada suhu tinggi 

berlangsung dalam dua tahap, antara lain: 
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1) Adanya pembukaan parsial struktur sekunder, tersier, dan kuartener 

molekul enzim. 

2) Perubahan struktur primer enzim karena adanya kerusakan asam amino 

tertentu oleh panas (Ahern and Klibanov, 1987). 

 

b. Pengaruh pH (Stabilitas Terhadap pH) 

pH merupakan faktor yang memegang peranan penting dalam kestabilan 

enzim, karena semua reaksi enzim dipengaruhi oleh pH medium tempat 

reaksi terjadi. Pada umumnya enzim menunjukkan aktivitas maksimum pada 

suatu kisaran pH yang disebut pH optimum. Dalam hal ini, enzim yang sama 

sering kali pH optimumnya berbeda tergantung dari sumber enzim. Enzim 

menunjukkan aktivitas maksimum pada kisaran pH optimum enzim dengan 

stabilitas yang tinggi (Rodwell et al., 1987). 

 

 

 

2.2. Enzim Amilase 

 

 

Amilase adalah kelas enzim yang mengkatalisis hidrolisis pati menjadi gula 

seperti glukosa dan maltosa. Amilase ialah enzim hidrolase glikosida yang 

mengkatalisis pemecahan pati menjadi gula. Amilase merupakan salah satu enzim 

yang paling penting dalam bioteknologi saat ini (Elkhalil and Gaffar, 2011). 

Amilase merupakan salah satu enzim yang mempunyai karakteristik yang netral, 

dimana dalam enzim ini memiliki pH atau pun derajat keasaman.  

 

Amilase merupakan enzim yang memecah pati yang diproduksi oleh berbagai 

jenis mahluk hidup seperti dari bakteri, jamur, tumbuhan, dan manusia (Pandey et 

al., 2000). Amilase telah diturunkan dari beberapa jamur, ragi, bakteri, dan 

actinomycetes. Akan tetapi, enzim dari jamur dan bakteri merupakan sumber yang 

dominan pada sektor industri. Sumber jamur terbatas pada isolat terrestrial, 

terutama spesies Aspergillus dan hanya satu spesies Penicillium, P. brunneum. 

Amilase jamur cukup labil, dihancurkan dengan cepat pada suhu di atas 60 °C, 

sedangkan amilase bakteri yang paling stabil dan menunjukkan sedikit inaktivasi 

pada suhu sampai 85 °C. Komposisi dan konsentrasi media sangat mempengaruhi 
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pertumbuhan bakteri dan produksi amilase ekstraseluler (Srivastava and Baruah, 

1986).  

 

Enzim amilase dapat dikelompokkan menjadi tiga golongan enzim, antara lain: 

a. α-amilase (alfa-amilase) 

Enzim α-amilase umumnya terdapat di hewan, tumbuhan, dan mikroba. 

Jamur dan bakteri banyak digunakan untuk memproduksi α-amilase tetapi 

bakteri lebih disukai karena menawarkan beberapa keuntungan (Pandey et al., 

2000). Enzim α-amilase cenderung lebih cepat kerjanya dibanding β-amilase 

karena dapat bekerja dimana saja pada substrat. Cara kerja enzim α-amilase 

terjadi melalui dua tahap. Tahap pertama, degradasi amilosa menjadi maltosa 

dan maltotriosa yang terjadi secara acak. Degradasi ini terjadi sangat cepat 

dan diikuti pula dengan menurunnya viskositas yang cepat. Tahap kedua, 

pembentukan glukosa dan maltosa sebagai hasil akhir dan caranya tidak acak 

yang relatif sangat lambat. Keduanya merupakan kerja enzim α-amilase pada 

molekul amilosa (Winarno, 1980). Berikut adalah struktur enzim α-amilase 

yang ditunjukkan dalam Gambar 5. 

 

Gambar 5. Struktur enzim α-amilase (Boel et al., 1990) 

 

Enzim α-amilase menghidrolisis ikatan α-1,4-glikosidik amilosa, amilopektin, 

dan glikogen. Enzim ini bersifat sebagai endoamilase, yaitu enzim yang 

memecah pati secara acak dari tengah atau bagian dalam molekul. Berat 

molekul α-amilase rata-rata ± 50 kDa. Enzim ini mempunyai rantai peptida 

tunggal pada gugusan proteinnya dan setiap molekul mengandung satu gram 
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atom Ca. Adanya kalsium yang berikatan dengan molekul protein enzim, 

membuat enzim α-amilase bersifat relatif tahan terhadap suhu, pH, dan 

senyawa seperti urea (Suhartono, 1989). Daya kerja α-amilase sangat 

dipengaruhi oleh suhu dan pH. pH optimum α-amilase adalah 7, akan tetapi 

nilai ini berbeda-beda untuk setiap sumber amilase. Enzim α-amilase juga 

memiliki sifat termostabilitas yang berbeda bergantung pada sumber 

enzimnya. Termostabilitas ini diperlukan pada pemilihan enzim untuk 

modifikasi pati (Sundarram and Murthy, 2014).  

 

b. β-amilase (beta-amilase) 

β-amilase (β-1,4-glukan malthohidrolase) merupakan enzim yang memecah 

pati dari luar molekul dan menghasilkan unit-unit maltosa dari ujung non 

pereduksi pada rantai polisakarida. Bila tiba pada ikatan α-1,6-glukosida 

seperti yang terdapat pada amilopektin atau glikogen, aktivitas enzim ini akan 

terhenti. Enzim ini bekerja pada ikatan α-1,4-glukosida dan memiliki pH 

optimum antara 5-6. β-amilase tidak dihasilkan pada jaringan hewan, kecuali 

jika mikroorganisme terdapat dalam saluran pencernaannya. Beberapa 

mikroorganisme yang mampu menghasilkan enzim β-amilase yaitu B. 

polymyxa, B. cerens, B. megaterium, Streptomyces sp., Pseudomonas sp., dan 

R. japanicus (Winarno, 2002). 

 

c. γ-amilase (gamma-amilase) 

Glukoamilase (α-1,4-D-glukan glukohidrolase) memecah ikatan α-1,4 dalam 

amilosa, amilopektin, dan glikogen. Enzim ini dapat juga menghidrolisis 

ikatan α-1,6 dan α-1,3, meskipun pemecahan ikatan tersebut sangat lambat. 

pH optimum enzim ini adalah 4-5. Pemutusan ikatan akhir α(1-4) 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 (Judoamidjojo dkk., 1989). 
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2.3. Isolasi dan Pemurnian Enzim 

 

 

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 dari 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 

dan Chan, 2010). 

 

a. Sentrifugasi 

Sentrifugasi merupakan tahap awal pemurnian enzim. Metode ini digunakan 

untuk memisahkan enzim ekstraseluler dari sisa-sisa sel. Sentrifugasi akan 

menghasilkan supernatan yang jernih dan endapan yang terdapat pada dasar 

tabung, kemudian dipisahkan secara manual. Sel-sel mikroba biasanya 

mengalami kerusakan atau lisis pada kecepatan 6000 rpm selama 15-20 menit 

(Vincentelli, 2019). Proses sentrifugasi dilakukan pada suhu dingin 2-4 
o
C 

untuk mencegah denaturasi enzim karena proses tersebut akan melepaskan 

panas (Suhartono, 1989). 

 

b. Fraksinasi Garam Ammonium Sulfat 

Fraksinasi merupakan proses pengendapan secara bertahap. Pengendapan ini 

dapat dilakukan dengan penambahan garam seperti natrium klorida, natrium 

sulfat, atau ammonium sulfat. Pada umumnya garam yang sering digunakan 

adalah ammonium sulfat karena kebanyakan enzim tahan terhadap garam ini, 

memiliki kelarutan yang besar dalam air, mempunyai daya pengendapan 

besar, dan mempunyai efek penstabil terhadap kebanyakan enzim.  

 

Penambahan senyawa elektrolit akan menurunkan kelarutan protein karena 

kelarutannya dipengaruhi oleh kekuatan ion (Suhartono, 1989). Dengan 

meningkatnya kekuatan ion, kelarutan enzim akan semakin besar atau disebut 

dengan peristiwa salting in, setelah mencapai suatu titik tertentu kelarutannya 

akan semakin menurun atau disebut peristiwa salting out. Pada kekuatan ion 
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yang rendah, protein akan terionisasi sehingga interaksi antar-protein akan 

menurun dan kelarutan protein akan meningkat. Peningkatan kekuatan ion 

akan meningkatkan kadar air yang terikat pada ion dan jika interaksi antar ion 

kuat, kelarutannya menurun akibatnya interaksi antar protein lebih kuat dan 

kelarutannya menurun (Agustien dan Munir, 1997). 

 

c. Dialisis 

Dialisis merupakan metode yang digunakan untuk memisahkan garam dari 

larutan protein. Metode ini berdasarkan pada sifat semipermeabel membran 

yang dapat menahan molekul-molekul besar, tapi dapat meloloskan molekul- 

molekul kecil seperti garam. Proses dialisis berlangsung karena adanya 

perbedaan konsentrasi zat terlarut di dalam dan di luar membran. Difusi zat 

terlarut bergantung pada suhu dan viskositas larutan. Meskipun suhu tinggi 

dapat meningkatkan laju difusi, namun sebagian besar protein dan enzim 

stabil pada suhu 4-8 
o
C sehingga dialisis harus dilakukan pada kondisi suhu 

dingin (Pohl, 1990).  

 

 

 

2.4. Uji Aktivitas dan Penentuan Kadar Protein Enzim Amilase 

 

 

Pengujian aktivitas α-amilase dilakukan dengan metode Fuwa dan metode 

Mandels. Aktivitas enzim dihitung sebagai fungsi absorbansi menggunakan 

Spektrofotometer UV-Vis. Metode Fuwa digunakan pada tahap isolasi dan 

pemurnian enzim α-amilase. Adapun metode Mandels digunakan dalam 

penentuan data kinetika enzim α-amilase yaitu pH optimum, suhu optimum, nilai  

KM dan Vmaks, stabilitas termal enzim, nilai ki, t½ , dan ΔGi (Assegaf, 2017). 

 

 

2.4.1. Uji Aktivitas 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 
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pada λmaks 600 nm. Uji Fuwa merupakan 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). 

 

 

2.4.2. Uji Aktivitas dengan Metode Mandels 

 

Metode Mandels didasarkan pada pembentukan produk (glukosa) hasil hidrolisis 

substrat pati yang akan mengalami oksidasi setelah penambahan reagen DNS 

menghasilkan larutan berwarna merah. Warna tersebut akan menyerap cahaya 

monokromatis pada λmaks 510 nm (Fessenden dan Fessenden, 2011). Kadar 

glukosa yang terbentuk ditentukan menggunakan kurva standar glukosa. 

 

 

2.4.3. Penentuan Kadar Protein dengan Metode Lowry 

 

Pengukuran kadar protein metode Lowry didasarkan pada kurva standar BSA 

(Bovine Serum Albumine) sebagai protein standar yang mengandung asam amino 

tirosin dan triptofan. Asam amino tersebut memiliki ikatan konjugasi yang 

mengalami transisi elektronik pada λmaks 280 nm (Boyer, 2012). Pada metode 

Lowry, ion Cu(II) bereaksi dengan ikatan peptida pada protein (enzim) 

membentuk senyawa kompleks. Selanjutnya, kompleks Cu
2+

 dengan protein yang 

terbentuk tersebut akan tereduksi menjadi Cu
+
 pada kondisi alkalis. Kemudian, 

Cu
+
 yang terikat pada rantai samping tirosin, triptofan, atau sistein dari protein 

(enzim) akan bereaksi dengan reagen Folin-Ciocelteau yang akan mengikat 

protein. Reaksi ini secara perlahan akan mereduksi reagen tersebut menjadi 

heteromolibdenum menghasilkan warna hijau kebiruan yang akan menyerap 

cahaya monokromatis pada λmaks 750 nm. Intensitas warna yang dihasilkan 

tergantung pada kandungan triptofan dan tirosin pada protein (enzim) (Lowry et 

al., 1951). 
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2.5.  A. fumigatus 

 

 

Fungi adalah mikroorganisme tidak berklorofil, berbentuk hifa atau sel tunggal, 

eukariotik, berdinding sel dari kitin atau selulosa, bereproduksi seksual dan 

aseksual. Dalam dunia kehidupan, fungi merupakan kingdom tersendiri, karena 

cara mendapatkan makanannya berbeda dari organisme eukariotik lainnya, yaitu 

melalui absorpsi. Sebagian besar tubuh fungi terdiri atas benang-benang yang 

disebut hifa, yang saling berhubungan menjalin semacam jala, yaitu miselium. 

Miselium dapat dibedakan atas miselium vegetatif yang berfungsi menyerap 

nutrien dari lingkungan, dan miselium fertil yang berfungsi dalam reproduksi 

(Gandjar dkk., 1999).  

 

Aspergillus merupakan fungi yang mampu hidup pada media dengan derajat 

keasaman dan kandungan gula yang tinggi. Fungi A. fumigatus dapat ditemukan 

di tanah, air, dan tumbuhan yang mengalami pembusukan, khususnya pada pupuk 

kandang dan humus (Gandi dkk., 2019). Fungi A. fumigatus termasuk 

mikroorganisme heterotrof karena tidak memiliki kemampuan untuk 

mengoksidasi senyawa karbon anorganik atau senyawa karbon yang memiliki satu 

karbon. Senyawa karbon organik yang dapat dimanfaatkan fungi untuk membuat 

materi sel baru berkisar dari molekul sederhana seperti gula sederhana, asam 

organik, polimer rantai pendek dan rantai panjang mengandung karbon, hingga 

pada senyawa kompleks seperti karbohidrat, protein, lipid, dan asam nukleat 

(Gadd, 1988; Ningrum dkk., 2013). 

 

Sebagian besar tubuh jamur adalah hifa berfungsi menyerap nutrien dari 

lingkungan. Hifa berisi protoplasma yang dikelilingi oleh dinding yang kuat. 

Dinding sel memberi bentuk fungi dan melindungi isi sel dari lingkungan 

meskipun kokoh dinding sel tetap bersifat permeabel untuk nutrien-nutrien yang 

diperlukan fungi bagi kehidupannya (Carlile and Watkinson, 1994). 
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2.6. Polietilen Glikol (PEG) 4000 

 

 

Polietilena merupakan polimer sintetik yang merupakan hasil rekayasa manusia, 

polimer umumnya dikelompokkan berdasarkan perilaku mekanik dan struktur 

rantai atau molekulnya. Polimer termoplastik, misalnya polietilena, adalah jenis 

polimer yang memiliki sifat-sifat termoplastik yang disebabkan oleh struktur 

rantainya yang linier (linear), bercabang (branched) atau sedikit bersambung 

(cross linked). Polimer dari jenis ini akan bersifat lunak dan kental (viscous) pada 

saat dipanaskan dan menjadi keras dan kaku (rigid) pada saat didinginkan 

(Saputro dkk., 2012). Struktur polietilen glikol dapat dilihat pada Gambar 6. 

H

O
O

H

n  

Gambar 6. Struktur polietilen glikol (PEG). 

  

Polietilen glikol (PEG) adalah polimer yang banyak digunakan dalam industri 

pangan, kosmetik, dan farmasi. PEG mempunyai kelarutan yang baik dalam air 

dan keasaman secara struktur kimia karena adanya gugus hidroksil primer pada 

ujung rantai polieter yang mengandung oksietilen (-CH2-CH2-O-). Polietilen 

glikol atau PEG teraktivasi merupakan reagen yang banyak digunakan sebagai zat 

pemodifikasi enzim. PEG teraktivasi mengandung gugus reaktif yang 

dihubungkan langsung dengan gugus fungsi dalam enzim (Yang et al., 1996). 

Polietilen glikol (PEG) merupakan polimer dari etilen oksida dan air, dibuat 

menjadi bermacam-macam panjang rantainya. Bahan ini terdapat dalam berbagai 

macam berat molekul dan yang paling banyak digunakan adalah polietilen glikol 

200, 400, 600, 1000, 1500, 1540, 3350, 4000, dan 6000. Pemberian nomor 

menunjukkan berat molekul rata-rata lebih dari 1000 berupa lilin putih, padatan. 

Macam-macam kombinasi dari PEG bisa digabung dengan cara melebur. 

 

PEG merupakan polimer larut air, polimer ini tidak berwarna, tidak berbau dan 

kekentalannya berbeda-beda tergantung jumlah n = 2, 3, 4, dan maksimum n 

berjumlah 180. Polimer dengan berat molekul rendah (n = 2) disebut dietil glikol 
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dan (n = 4) disebut tetra etil glikol. Polimer dengan berat molekul yang tinggi 

biasanya disebut poli (etilena glikol). Penggunaan PEG dapat dijumpai di 

berbagai industri. Area industri yang paling banyak menggunakan PEG adalah 

farmasi dan industri tekstil. Contoh berbagai produk yang menggunakan PEG 

adalah keramik, metalforming, obat supositoria, krim kosmetik, lotion, deodoran, 

dan minyak pelumas. Sifat PEG yang lunak dan rendah racun membuatnya 

banyak dipergunakan sebagai dasar obat salep dan pembawa dari bahan obat. Sifat 

PEG yang larut dalam air menyebabkan bahan obat mudah terlepas dan terserap 

pada kulit lebih cepat dari minyak yang teremulsi dalam air. Daya larut dalam air 

memberi keuntungan lantaran memberi kemudahan pengeluaran formulasinya 

setelah mencapai tujuan. PEG mempunyai beberapa keuntungan antara lain secara 

fisiologi inert, tidak terhidrolisis, tidak mendukung pertumbuhan jamur, 

mempunyai beberapa macam molekul. PEG mempunyai sifat stabil, mudah larut 

dalam air hangat, tidak beracun, non-korosif, tidak berbau, tidak berwarna, 

memiliki titik lebur yang sangat tinggi (580 
o
F), tersebar merata, higroskopik 

(mudah menguap), dan juga dapat mengikat pigmen. PEG berupa putih seperti 

lilin yang menyerupai paraffin. Berupa bentuk padat dalam suhu kamar, mencair 

pada suhu 104 
o
F, memiliki berat molekul rata-rata 1000 (Yang et al., 1996). 

Semakin besar nilai berat molekul PEG maka akan semakin padat PEG tersebut 

dan sebaliknya. PEG berdasarkan berat molekulnya dibagi menjadi: PEG 200, 

400, 600, 1000, 1500, 1540, 3350, 4000, 6000, 8000, dan diatas 100.000 sampai 

dengan 30.000. PEG dengan berat molekul dibawah 1000 berupa cairan jernih 

tidak berwarna, PEG dengan berat molekul 1000-1500 berupa semi padat. PEG 

3000-20.000 berupa padatan semi kristalin, diatas 100.000 berupa resin pada suhu 

kamar. Jadi PEG semakin meningkat kekerasannya dengan bertambah besarnya 

berat molekul (Leuner and  Dressman, 2000). Pada penelitian ini menggunakan 

polietilen glikol (PEG) 4000. 
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III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

 

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian 

 

 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Oktober 2022 sampai dengan bulan Juni 

2023 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 

 

 

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini, antara lain alat-alat gelas, jarum ose, 

mikropipet Eppendorf, neraca analitik, lemari pendingin, pembakar spirtus, 

sentrifuga Cole-Parmer, tabung sentrifuga, autoclave model S-90N, oven, 

laminar air flow CRUMA model 9005-FL, shaker incubator, waterbath, 

incubator, pH meter, hot plate-magnetic stirrer, botol film, botol plastik, dan 

spektrofotometer Cary-100 UV-Vis Agilent Technologies. 

 

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini, antara lain pati, PDA (Potato 

Dextrose Agar) (Himedia), KH2PO4(Merck), HCl, FeSO4.3H2O, MgSO4.7H2O 

(Merck), CaCl2(Merck), (NH4)2SO4, ZnSO4.3H2O, NaH2PO4(Merck) , 

Na2HPO4(Merck), CoCl2, KI, I2, Na2CO3(Merck), NaOH 0,1 N, 

CuSO4.5H2O(Merck), Na/K-tartrat, reagen Folin-Ciocalteu, BSA (Bovine Serum 

Albumin), DNS (dinitrosalicylic acid), pepton, urea, akuades, kantong selofan, 
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kapas sumbat, kertas, karet, alumunium foil, alkohol 70%, tisu, kertas saring, es 

batu, buffer fosfat, dan polietilen glikol (PEG) 4000. 

 

Mikroorganisme penghasil enzim α-amilase yang digunakan pada penelitian ini 

adalah A. fumigatus yang diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan 

Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung, 

yang dibiakkan terlebih dahulu sebelum digunakan. 

 

 

 

3.3. Prosedur Penelitian 

 

3.3.1. Pembiakan Isolat A. fumigatus 

 

a. Pembuatan Media Agar Miring 

Pembuatan media agar miring dilakukan dengan melarutkan sebanyak 3,9 gram 

PDA (Potato Dextrose Agar) dan 0,1 gram pati dalam 100 mL akuades lalu 

dipanaskan. Kemudian, dituangkan dalam tabung reaksi sebanyak 4-5 mL. 

Tabung reaksi ditutup dengan sumbat kapas, dilapisi dengan alumunium foil 

dan disterilkan media tersebut dalam autoclave pada suhu 121 °C dengan 

tekanan 1 atm selama 15 menit. Setelah disterilisasi, tabung reaksi yang berisi 

media agar disimpan dalam posisi miring sampai media mengeras sekitar 72 

jam. 

 

b. Pembiakan A. fumigatus  

Pembiakan dilakukan dengan mengambil satu ose biakan murni A. fumigatus 

kemudian ditusuk ke permukaan media agar miring. Proses ini dilakukan 

dengan keadaan aseptis di dalam laminar air flow yang telah melewati 

sterilisasi dengan sinar UV selama 10 menit dan blower selama 10 menit. 

Media agar miring yang telah mengandung isolat diinkubasi selama beberapa 

hari dalam incubator pada suhu 37 °C (Yandri et al., 2022). 
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3.3.2. Pembuatan Media Inokulum dan Fermentasi, Inokulasi                      

A. fumigatus dan Produksi Enzim α-amilase 

 

a. Pembuatan Media Inokulum dan Fermentasi 

Media fermentasi dibuat dari KH2PO4 5,0 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 250 mL buffer fosfat 0,05 M 

pH 6,0 dalam labu Erlenmeyer 500 mL. Lalu, dipanaskan di atas hot plate agar 

semua bahan homogen. Setelah homogen, sebanyak 50 mL media fermentasi 

dipindahkan ke labu Erlenmeyer 250 mL untuk dijadikan sebagai media 

inokulum. Kemudian, media fermentasi dan media inokulum disterilisasi dalam 

autoclave pada suhu 121 
o
C dengan tekanan 1 atm selama 15 menit. Kemudian, 

media fermentasi dan media inokulum disimpan pada laminar air flow. Media 

fermentasi disimpan selama 48 jam, sementara media inokulum disimpan 

selama 24 jam untuk selanjutnya akan dilakukan inokulasi A. fumigatus 

(Yandri et al., 2022). 

 

b. Inokulasi A. fumigatus 

Inokulasi A. fumigatus dilakukan dengan memindahkan sebanyak 3 ose biakan 

A. fumigatus dari media agar miring ke dalam media inokulum secara aseptis di 

dalam laminar air flow, lalu dikocok dalam shaker incubator dengan kecepatan 

120 rpm selama 24 jam. 

 

c. Produksi Enzim α-amilase 

Produksi enzim α-amilase dilakukan dengan cara memindahkan media 

inokulum sebanyak 2% dari volume media fermentasi ke dalam media 

fermentasi secara aseptis di dalam laminar air flow lalu dikocok dalam shaker 

incubator dengan kecepatan 120 rpm pada suhu ruang selama 120 jam. Hasil 

fermentasi disentrifuga untuk mendapatkan ekstrak kasar enzim α-amilase 

selama 15-20 menit (Yandri et al., 2022). Hasil sentrifuga akan membentuk 

supernatan dan pellet. Supernatan yang diperoleh adalah enzim amilase 

(ekstrak kasar) yang dapat diuji aktivitasnya (Wahyuni dkk., 2017), sedangkan 

pellet dibuang (Shaw et al., 1995). Ekstrak kasar enzim α-amilase selanjutnya 
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akan diuji aktivitasnya dengan metode Fuwa dan metode Mandels, serta diukur 

kadar proteinnya dengan metode Lowry. 

 

 

3.3.3. Fraksinasi dengan Ammonium Sulfat [(NH4)2SO4] 

 

Ekstrak kasar enzim yang diproleh dimurnikan dengan cara fraksinasi 

menggunakan garam ammonium sulfat dari berbagai derajat kejenuhan, yakni   

(0-20); (20-40; (40-60), (60-80), dan (80-100)%. Skema fraksinasi dengan 

ammonium sulfat ditunjukkan dalam Gambar 7. 

 

         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 (80-100)% 

Endapan (F5)  Filtrat 

 

Gambar 7. Skema fraksinasi 

 

Ekstrak kasar enzim ditambahkan dengan garam ammonium sulfat secara 

perlahan sambil diaduk dengan magnetic stirer. Endapan protein enzim yang 

didapatkan pada tiap fraksi kejenuhan ammonium sulfat dipisahkan dari filtratnya 

dengan sentrifugasi dingin pada kecepatan 5000 rpm selama 15 menit. Kemudian, 

endapan yang diperoleh dilarutkan dengan buffer fosfat 0,025 M pH 6,0 dan diuji 

aktivitasnya dengan metode Fuwa dan metode Mandels, serta diukur kadar 

proteinnya dengan metode Lowry. 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)% (Yandri et al., 

2022). 
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3.3.4. Dialisis 

 

Enzim hasil fraksinasi dimasukkan ke dalam kantong selofan dan didialisis 

dengan buffer fosfat 0,01 M pH 6,0 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 kontinu 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 kantong selofan. 

Selanjutnya, dilakukan uji aktivitas dengan metode Fuwa dan metode Mandels, 

serta diukur kadar proteinnya dengan metode Lowry. 

 

 

3.3.5. Uji Aktivitas Enzim α-Amilase  dengan Metode Fuwa 

 

a. Pembuatan Pereaksi Iodin 

Memasukkan sebanyak 2,0 gram KI ke dalam labu takar 100 mL lalu 

dilarutkan dengan 10 mL akuades. Kemudian, menambahkan 0,2 gram I2. 

Selanjutnya, ditambahkan akuades hingga batas miniskus. 

 

b. Pembuatan Larutan Pati 

Sebanyak 0,1 gram pati dilarutkan dalam 100 mL akuades lalu dipanaskan 

hingga larut. 

 

c. Pembuatan Larutan HCl 1 N 

Menghitung pengenceran HCl pekat 12 N menjadi 1 N. Maka, akan diperoleh 

8,3 mL HCl pekat yang selanjutnya ditambah dengan akuades hingga batas 

miniskus pada labu ukur 100 mL. 

 

d. Uji Aktivitas Enzim α-Amilase 

Sebanyak 0,25 mL ekstrak kasar enzim ditambahkan ke dalam 0,25 mL larutan 

pati 0,1% dalam tabung reaksi, lalu diinkubasi pada suhu 60 
o
C selama 10 

menit. Reaksi dihentikan dengan menambahkan 0,25 mL HCl 1 N, kemudian 

ditambahkan 0,25 mL pereaksi iodin dan 4 mL akuades. Campuran diaduk rata, 
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lalu diukur serapannya dengan spektrofotometer UV-Vis pada λ 600 nm. 

Kontrol dibuat dengan cara yang sama, namun hanya menggunakan 0,25 mL 

enzim yang telah diinaktivasi menggunakan HCl. 

 

 

3.3.6. Uji Aktivitas Enzim α-Amilase  dengan Metode Mandels 

 

a. Pembuatan Pereaksi 

Pembuatan pereaksi dilakukan dengan memasukkan DNS (dinitrosalicylic 

acid) 1%, NaOH 1%, fenol 0,2%, Na2SO3 0,05%, Na/K tartarat 40% ke dalam 

labu ukur 100 mL. Kemudian dilarutkan dengan akuades hingga tanda batas 

(Mandels et al., 1976). 

 

b. Uji Aktivitas Enzim α-Amilase 

Sebanyak 0,25 mL enzim dan 0,25 mL larutan pati 0,1% dicampur lalu 

diinkubasi selama 30 menit pada suhu 60 °C. Kemudian, ditambahkan 1 mL 

pereaksi DNS (dinitrosalicylic acid) dan dididihkan selama 10 menit pada 

penangas air. Selanjutnya dibiarkan hingga suhu ruang dan ditambahkan 1,5 

mL akuades. Serapannya diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada 

λmaks 510 nm. 

 

 

3.3.7. Penentuan Kadar Protein dengan Metode Lowry 

 

a. Pembuatan Pereaksi 

Untuk penentuan kadar protein dengan metode Lowry, hal pertama yang 

dilakukan yaitu membuat pereaksi. Pereaksi-pereaksi yang dibuat untuk 

penentuan kadar protein dengan metode Lowry, antara lain sebagai berikut: 

a) Pereaksi A : Na2CO3 2 gram dilarutkan dalam 100 mL 

NaOH 0,1 N. 

b) Pereaksi B : Larutan CuSO4.5H2O 1% 5 mL ditambahkan ke 

dalam 5 mL larutan Na/K tartarat 1%. 

c) Pereaksi C : Sebanyak 2 mL pereaksi B ditambahkan 100 

mL pereaksi A. 
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d) Pereaksi D : Reagen Folin-Ciocalteu diencerkan dengan 

akuades dengan perbandingan 1 : 1. 

e) Larutan standar : Larutan BSA (Bovine Serum Albumin) dengan 

kadar 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, dan 140 ppm. 

 

b. Penentuan Kadar Protein 

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

Sebanyak 0,1 mL larutan enzim ditambah 0,9 mL akuades dan 5 mL pereaksi 

C, dikocok lalu didiamkan selama 10 menit. Setelah itu ditambahkan 0,5 mL 

pereaksi D, dikocok lalu didiamkan pada suhu kamar selama 30 menit. Untuk 

kontrol, sebanyak 0,1 mL enzim diganti dengan 0,1 mL akuades dan dilakukan 

perlakuan yang sama seperti pada sampel. Serapannya diukur menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis pada λmaks 750 nm. Untuk menentukan konsentrasi 

protein enzim, maka digunakan digunakan kurva standar BSA (Bovine Serum 

Albumin). 

 

 

3.3.8. Penambahan Polietilen Glikol (PEG) 4000 

 

Pada ekstrak kasar enzim yang telah dimurnikan, ditambahkan larutan polietilen 

glikol (PEG) 4000 dengan konsentrasi 12%, 18%, dan 24% dengan perbandingan 

1:1. Penambahan dilakukan dengan menghomogenkan enzim hasil pemurnian dan 

larutan polietilen glikol (PEG) 4000 menggunakan magnetic stirrer selama ±30 

menit (Sari, 2017). 

 

 

3.3.9. Karakterisasi Enzim α-Amilase Sebelum dan Setelah Penambahan 

Polietilen Glikol (PEG) 4000 dengan Variasi Konsentrasi 12, 18, dan 

24% 

 

a. Penentuan pH Optimum 

Untuk mengetahui pH optimum enzim α-amilase sebelum dan setelah 

penambahan polietilen glikol (PEG) 4000, digunakan buffer fosfat 0,1 M 

dengan variasi pH, yakni 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; dan 8,0. Kemudian, 

aktivitas enzim diuji dengan metode Mandels. 
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b. Penentuan Suhu Optimum 

Untuk mengetahui suhu optimum enzim α-amilase hasil pemurnian sebelum 

dan setelah penambahan polietilen glikol (PEG) 4000, dapat ditentukan dengan 

memvariasikan suhu pada saat inkubasi dengan variasi suhu 45, 50, 55, 60, 65, 

70, 75 dan 80 
o
C. Kemudian, aktivitas enzim diuji dengan metode Mandels. 

 

c. Penentuan Kinetika Enzim (KM dan Vmaks) 

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

α-amilase hasil pemurnian sebelum dan setelah penambahan polietilen glikol 

(PEG) 4000 dapat ditentukan dengan memvariasikan konsentrasi substrat yang 

digunakan, yakni 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; dan 1,0%. Kemudian, dilakukan 

pengukuran aktivitas enzim dengan metode Mandels. Selanjutnya, data yang 

diperoleh akan diplotkan dalam kurva Lineweaver-Burk untuk mendapatkan 

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

 

d. Uji Stabilitas Termal Enzim 

Uji stabilitas termal enzim α-amilase hasil pemurnian sebelum dan setelah 

penambahan polietilen glikol (PEG) 4000 dapat ditentukan dengan 

memvariasikan waktu inkubasi. Waktu inkubasi dibutuhkan oleh enzim untuk 

bereaksi dengan substrat secara optimum. Dalam penelitian ini, dilakukan 

pengukuran aktivitas sisa enzim α-amilase sebelum dan setelah diinkubasi 

selama 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, dan 100 menit. Aktivitas awal 

enzim (tanpa pemanasan) diberi nilai 100%. Sehingga aktivitas sisa enzim 

dapat ditentukan dengan Persamaan (3) seperti berikut: 

 

               ( )  
  

  
  00              (3) 

 

Keterangan: 

Eo = Aktivitas sisa enzim pada to atau tanpa inaktivasi 

Ei = Aktivitas enzim sesudah diinaktivasi selama ti 

(Yang et al., 1996). 
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3.3.10. Penentuan Konstanta Laju Inaktivasi (ki), Paruh Waktu (t1/2), dan 

Perubahan Energi Akibat Denaturasi (ΔGi) 

  

 

 

Penentuan konstanta laju inaktivasi (ki) enzim hasil pemurnian sebelum dan 

sesudah penambahan polietilen glikol (PEG) 4000 dilakukan dengan 

menggunakan persamaan kinetika inaktivasi orde 1, yakni dengan Persamaan (4) 

sebagai berikut: 

   *
  

  
+                       (4) 

 

Waktu paruh (t1/2) dapat dihitung dengan persamaan laju reaksi inaktivasi enzim 

orde 1 (Kazan et al., 1997), seperti Persamaan (5) berikut: 

 

 1 2   
   2

  
 
    31 

  
              (5) 

 

Penentuan perubahan energi akibat denaturasi (ΔGi) enzim hasil pemurnian 

sebelum dan setelah penambahan polietilen glikol (PEG) 4000 dilakukan dengan 

menggunakan Persamaan (6) sebagai berikut:  

 

          (
    

    
)                 (6) 

 

Keterangan: 

R = Konstanta gas (8,315 J K
-1

 mol
-1

) 

T = Suhu absolut (K) 

ki = Konstanta laju inaktivasi termal 

H = Konstanta Planck (6,63 x 10
-34

 J det) 

kB = Konstanta Boltzmann (1,381 x 10
-23

 J K
-1

) 

(Kazan et al., 1997). 

 

Secara keseluruhan, penelitian ini terangkum dalam diagram alir penelitian yang 

ditunjukkan pada Gambar 8. 
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Fraksinasi 

Dialisis 

Uji aktivitas metode Fuwa 

Uji kadar protein metode Lowry 

 

 

Penambahan polietilen glikol (PEG) 4000 

 

 

 

 

Penentuan pH dan suhu optimum 

Penetuan KM dan Vmaks 

Penentuan stabilitas termal 

Uji aktivitas dengan metode 

Mandels 

 

 

 

Gambar 8. Diagram alir penelitian 

  

Ekstrak kasar enzim α-amilase 

Enzim hasil pemurnian 

Enzim hasil pemurnian Enzim setelah penambahan 

polietilen glikol (PEG) 4000 

konsentrasi 12%, 18%, dan 24% 

dengan perbandingan 1:1 

Hasil 
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V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

5.1.  Simpulan 

 

 

Dari pembahasan yang telah diperoleh dapat diambil kesimpulan sebagai berikut: 

1. Enzim α-amilase hasil pemurnian memiliki aktivitas spesifik sebesar 456,88 

U/mg yang meningkat sebanyak 15 kali dibandingkan dengan ekstrak kasar 

enzim yang hanya memiliki aktivitas spesifik sebesar 31,18 U/mg. 

2. pH optimum enzim hasil pemurnian dan enzim hasil penambahan PEG 4000 

konsentrasi 12, 18, dan 24% mengalami pergeseran yang semula 5,0 menjadi 

5,5. 

3. Suhu optimum enzim hasil pemurnian dan enzim hasil penambahan PEG 

4000 mengalami pergeseran yang semula 50 
o
C menjadi 55 

o
C. 

4. Enzim hasil pemurnian memiliki nilai KM  sebesar 7,924 ± 0,031 mg mL
-1

 

substrat dan Vmaks sebesar 8,865 ± 0,033 μmol mL
-1

 menit
-1

. Nilai KM enzim 

hasil penambahan PEG 4000 konsentrasi 12, 18, dan 24% berturut-turut 

adalah 9,151 ± 0,261; 11,001 ± 0,053; dan 11,052 ± 0,049 mg mL
-1

 substrat, 

sementara nilai Vmaks berturut-turut adalah 11,601 ± 0,362; 13,123 ± 0,281; 

dan 16,393 ± 0,038 μmol mL
-1

 menit
-1

. 

5. Stabilitas enzim α-amilase mengalami peningkatan yang ditunjukkan oleh 

menurunnya nilai konstanta laju inaktivasi, meningkatnya waktu paruh, dan 

meningkatnya energi akibat denaturasi. Waktu paruh enzim hasil penambahan 

PEG 4000 secara berturut-turut adalah meningkat 1,393; 1,663; dan 1,852 

kali dari enzim hasil pemurnian. 
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5.2.  Saran 

 

 

Dari hasil penelitian yang telah dilakukan, maka disarankan untuk memakai 

penggunaan konsentrasi zat aditif yang lebih tinggi lagi, misalnya konsentrasi 25, 

30, dan 35% untuk memperoleh stabilitas enzim yang lebih baik lagi. Untuk 

penelitian selanjutnya, diharapkan tetap menjaga suhu sekitar enzim pada saat 

sedang isolasi, pemurnian, uji aktivitas, uji kadar protein, dan karakterisasi agar 

enzim tidak mengalami denaturasi. 
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