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ABSTRAK 

 

Mastury, M., Y., I. 2023. Pengaruh Volume Enzim Amilase yang Dihasilkan oleh Bacillus 

sp. Terhadap Aktivitasnya. Jurusan Kimia, Fakultas Sains dan Teknologi, 

Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. Pembimbing I : Dr. 

Anik Maunatin, S.T.M.P. Pembimbing II : Oky Bagas Prasetyo, M.Pd.I 
 

Kata Kunci: Volume, Enzim Amilase, Bacillus sp. 

 Bacillus sp. merupakan satu dari sekian banyak mikroorganisme amilolitik 

atau mikroorganisme yang dapat memproduksi enzim amilase. Bacillus sp. 

merupakan bakteri Gram-positif yang memiliki potensi tinggi dalam produksi 

amilase dengan efisiensi tinggi. Enzim amilase sendiri merupakan enzim yang 

berperan dalam mengurai senyawa karbohidrat kompleks menjadi gula sederhana. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh dari variasi volume enzim 

amilase yang diproduksi oleh Bacillus sp. terhadap aktivitasnya guna meningkatkan 

efisiensi aplikasinya dalam industri. 

 Pengukuran aktivitas enzim amilase dilakukan melalui uji gula reduksi 

menggunakan reagen dinitrosalisilat-asam (DNS). Metode penelitian ini 

menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan satu variabel, yaitu variasi 

volume 0,5 mL, 1 mL, 1,5 mL, 2 mL, dan 2,5 mL. Data yang didapatkan kemudian 

diuji statistik menggunakan Analysis Of Variance (ANOVA) dan apabila 

didapatkan pengaruh nyata terhadap parameter maka dilakukan uji Tukey sebagai 

uji lanjutan. 

 Berdasarkan hasil uji statistik didapatkan bahwa variasi volume enzim 

memiliki pengaruh nyata terhadap aktivitas enzim amilase. Aktivitas tertinggi 

berada pada volume 0,5 mL dengan nilai 17,0479 U/mL, sedangkan aktivitas enzim 

amilase terendah berada pada volume 1,5 mL dengan nilai 12,0370 U/mL.    
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ABSTRACT 

 

Mastury, M., Y., I. 2023. The Influence Of The Volume Of Amylase Enzyme Produced By 

Bacillus sp. On Its Activity. Department of Chemistry, Faculty of Science and 

Technology, Maulana Malik Ibrahim State Islamic University Malang. Supervisor 

I : Dr. Anik Maunatin, S.T.M.P. Supervisor II : Oky Bagas Prasetyo, M.Pd.I 
 

Keywords: Volume, Amylase Enzyme, Bacillus sp. 

 Bacillus sp. was one of the many amylolytic microorganisms or 

microorganisms capable of producing amylase enzymes. Bacillus sp. is a Gram-

positive bacterium with high potential in amylase production with high efficiency. 

Amylase enzyme itself plays a role in breaking down complex carbohydrate 

compounds into simple sugars. This research aimed to determine the effect of 

variations in the volume of amylase enzyme produced by Bacillus sp. on its activity 

to improve its efficiency in industrial applications. 

 The measurement of amylase enzyme activity was conducted through the 

reducing sugar test using dinitrosalicylic acid (DNS) reagent. This research method 

used a Completely Randomized Design (CRD) with one variable, namely variations 

in volume of 0.5 mL, 1 mL, 1.5 mL, 2 mL, and 2.5 mL. The obtained data were 

then statistically tested using Analysis Of Variance (ANOVA), and if a significant 

effect on the parameter was found, Tukey's test was performed as a post hoc test. 

 Based on the results of statistical tests, it was found that the variation in 

enzyme volume had a significant effect on amylase enzyme activity. The highest 

activity was at a volume of 0.5 mL with a value of 17.0479 U/mL, while the lowest 

amylase enzyme activity was at a volume of 1.5 mL with a value of 12.0370 U/mL.  
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 لبحث مستخلص ا

 
ميليز الذي ينتج بالعصية  ٢٠٢٣مستوري، م، ي، أ . باسلوس س.ف إلى أنشطته. قسم -تأثير حجم إنزيم الْأ

الكيمياء، كلية العلوم والتكنولوجيا، الجامعة الإسلامية الحكومية مولانا مالك إبراهيم مالانج. المشرف الْول: الدكتورة 
غذاء. المشرف الثاني: أوكي باجاس براسيتيو، ماجستر التعليم ة، ماجستير في اللوريوس في الهندسأنيك ماوناتين، بكا

 الإسلامي. 
 

 الحجم، إنزيم الْميليز، باسلوس س.ف :الرئيسية الْكَلِمَاتُ 

لُوأليِأتِيكأ أاوأ   قِي أقاةِ أامِي أ ائنِااتِ الحأايَّةِ الدَّ سِلُوسأ س.ف  هُوا وااحِدٌ مِنا الأعادِيأدِ مِنا الأكا قِي أقاةِ الَّتِِأ يُُأكِنُ هاا  باا ائنِااتِ الحأايَّةِ الدَّ الأكا
سِلُوسأ س.ف هُوا  لايأزِ. باا امِي أ تِيرأِيَا مُوأجاباةٌ إنِ أتااجُ إنِأزِيمأ الْأ لايأزِ بِكافااءاةٍ   باكأ امِي أ راةٌ عااليِاةٌ عالاى إنِ أتااجِ الْأ لِصِب أغاةِ جاراامأ والهااا قُدأ

رااتأ الأمُ عااليِاةٍ. إِنَّ إنِأزِيمأ  لايأزِ ن افأساهُ هُوا إنِأزِيمأ ي الأعابُ داوأراً فيأ تَاأطِيأمِ مُراكَّبِاتِ الأكارأبُ وأهِيدأ امِي أ ةِ إِلىا سُكاريََّ  الْأ تٍ باسِيأطاةٍ. عاقَّدا
امِي أ  مِ إنِأزِيمأ الْأ يِيأمِ تأاأثِيرأِ الت َّغايررااتِ فيأ حاجأ ثُ إِلىا ت اقأ ا الأباحأ دافُ هاذا تاجُ يُ هأ سِلُوسأ س.ف إِلىا -عاصِيَّةِ بِالأ لايأزِ الّذِيأ يُ ن أ باا

داةِ كِفااءاةِ تاطأبِيأقِهاا فيأ الصَّنااعاةِ.  لِ زيَا  أانأشِطاتِهِ مِنأ أاجأ

تِخأ  لِيألِ السركارِ بِِِسأ تِباارِ ت اقأ لِ إِخأ لايأزِ مِنأ خِلاا امِي أ رااءُ قِيااسِ ناشااطِ إنِأزِيمأ الْأ وُأسااليِأسِي ألايكأ واتَاَّ إِجأ امِ كااشِفِ حَاأضِ الدِّيأنِترأ دا
ثِ بِِاذِهِ التَّصأمِ  دامُ طاريِ أقاةُ الأباحأ تاخأ واائِيِّ الأكا )د ن س ( تُسأ مِ  امِلِ ماعا مُت اغايرٍَّ وااحِدٍ,يأمِ الأعِشأ تِلاافااتِ الحأاجأ  ٠.٥واهُوا إِخأ

نأزِيمأ في مِلأ. واتَاَّ  ٢.٥مِلأ، و  ٢مِلأ،  ١.٥مِلأ،  ١مِلأ،  راارااتٍ, وامِنأ ثَاَّ تَاَّ حِساابُ الأ  ٣ قِيااسُ ناشااطِ الإأِ مُت اواسَّطِ. تِكأ
تِ الَّتِِ  تِباارُ الأب ايااناا امِ تَاألِيألِ الت َّبااينُِ ثََُّ تَاَّ إِخأ دا تِخأ صُوألُ عالاي أهاا إِحأصاائيًِّا بِِِسأ ثِيرأٌ حاقِيأقِيٌّ عالاى )أانُ وأفاا(. واإِذاا وُجِدا تأاأ   تَاَّ الحأُ

. الأمُ  تِباارٍ إِضاافيٍّ تِباارِ تُ وأكِيٍّ كاإِخأ رااءُ إِخأ  عالَّمااتِ، تَاَّ إِجأ

نأزِيمأ لهاا  مِ الإأِ فااتِ فيأ حاجأ تِلاا ا أانَّ الإأِخأ تِباارااتِ الإأِحأصاائيَِّةِ، ت اباينَّ ا كاانا مِنا ا تأاأثِيرأٌ حاقِيأقِيٌّ وابنِااءً عالاى ن اتاائِجِ الإأِخأ ، لِذا
تِباارااتِ بِِِ  رااءُ الأمازيِأدِ مِنا الإأِخأ مِ  الضَّرُوأريِِ إِجأ . واأاعألاى ناشااطٍ كاانا بِِاجأ تِباارِ ت اوأكِيٍّ امِ إِخأ دا تِخأ  ١٧.٠٤٧٩مل بقيمة    ٠.٥سأ

مِ  لايأزِ كاانا بِِاجأ امِي أ نأزِيمأ الْأ ناماا أاقالر ناشااطٍ لِإِ ةً / مِلأ، ب اي أ دا ةِ  ١.٥ واحأ ةً /  ١٢.٠٣٧٠مِلأ بقِِيأما دا واحأ
  مِلأ.
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Makhluk hidup yang terdiri dari hewan, tumbuhan, dan manusia merupakan 

satuan ciptaan tuhan yang kompleks. Terdiri dari berbagai zat pembangun dari yang 

paling sederhana seperti molekul air hingga yang paling kompleks seperti 

karbohidrat dan sebagainya. Selain itu, kehidupan tersebut juga tidak lepas dari 

peran-peran penting enzim, salah satunya enzim amilase (Isti'anah dkk., 2020). 

Enzim amilase merupakan enzim yang dapat menghidrolisis pati dan 

glikogen. Diketahui terdapat tiga jenis enzim amilolitik yaitu amilase, β-amilase, 

dan glukoamilase. Enzim amilase sendiri merupakan enzim yang menghidrolisis 

ikatan 1,4-glikosidik dari pati dan maltodekstrin secara acak dari molekul kompleks 

polisakarida sehingga menghasilkan molekul maltosa dan beberapa oligosakarida 

dengan rantai pendek. Sederhananya, enzim amilase memiliki kemampuan 

memutuskan ikatan glikosida yang terdapat pada amilum. Hasil hidrolisisnya 

berupa molekul-molekul yang lebih sederhana seperti glukosa, maltosa, dekstrin, 

dan asam-asam organik lainnya (Soeka dkk., 2015; Mayasari, 2016).  

Enzim amilase banyak digunakan dalam industri makanan, minuman, 

tekstil, farmasi, dan detergen. Hal itu dikarenakan kemampuan enzim amilase 

dalam menyediakan gula hidrolisis pati sehingga dapat dimanfaatkan untuk 

produksi sirup glukosa maupun fruktosa yang memiliki tingkat rasa dengan 

kemanisan yang tinggi dalam industri roti atau pun makanan bayi. Sedangkan 

dalam industri tekstil, enzim amilase cukup berperan dalam proses penghilangan 
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pati yang digunakan sebagai perekat untuk melindungi benang yang ditenun 

sehingga memiliki sifat yang lentur. Karena itu enzim amilase sangat dibutuhkan 

dalam bidang industri tekstil, hidrolisis pati, dan produksi pangan seperti roti, sirup, 

pemanis buatan, selain itu juga berperan dalam industri pakan ternak, detergen, 

etanol, obat, dan suplemen (Soeka dkk., 2015; Mayasari, 2016; Asadullah, 2014). 

Enzim amilase dapat diperoleh dari berbagai macam mikroorganisme 

seperti kapang, bakteri, dan khamir atau bahkan tumbuhan. Penggunaan 

mikroorganisme cukup mudah karena mikroorganisme dapat tumbuh cepat dan 

pada skala produksi mudah diperbanyak. Hal itu dikarenakan enzim amilase yang 

diproduksi oleh tanaman dan hewan lebih sedikit dibandingkan mikroorganisme. 

Selain itu penggunaan mikroorganisme berupa bakteri memiliki keuntungan 

diantaranya biaya produksinya yang rendah, kondisi selama produksi dapat 

dikontrol, dan proses produksi yang terbilang lebih singkat (Asadullah, 2014; Soeka 

dkk., 2015). 

Kehadiran mikroorganisme seperti bakteri, kapang, maupun khamir sudah 

tercantum secara implisit dalam firman Allah SWT, tepatnya pada surat Al-Baqarah 

ayat 26: 

ىِ ۦ   أان  ياضأرِبا  ماثالًا  مَّا ب اعُوضاةً  فاماا ف اوأق اهاا … تاحأ  إِنَّ  ٱ للَّّا  لاا  ياسأ
Artinya: “Sesungguhnya Allah tidak segan membuat perumpamaan seekor nyamuk 

atau yang lebih kecil dari itu…” (QS. Al-Baqarah: 26) 

Menurut penafsiran Al Misbah, Lafadz ا  ة  ب  مَّ ا  عوُۡض  ا ف وۡق ه  ف م   secara harfiah 

memiliki makna “lebih kecil dibanding nyamuk”, yaitu makhluk hidup yang 

memiliki bentuk lebih kecil dari nyamuk. Seperti mikroorganisme berupa bakteri, 

kapang, dan khamir memiliki struktur morfologi yang hanya dapat diamati 
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menggunakan mikroskop. Selain itu, secara umum ayat tamsil tersebut juga 

membicarakan tentang keunikan dan keajaiban penciptaan Allah SWT. Pada 

dasarnya, Allah SWT ingin membicarakan keajaiban dan keindahan ciptaan-Nya 

yang memiliki ukuran sangat kecil. Seperti kita ketahui bahwa nyamuk sebagai 

permisalan dalam ayat ini memiliki ukuran yang sangat kecil, namun ia mampu 

menembus kulit gajah, kerbau, dan unta yang memiliki ukuran kulit lebih tebal dari 

dirinya untuk menghisap darah mereka. (Wathoni, 2020; Jannah, 2022) 

Beberapa isolat bakteri yang dapat menghasilkan enzim amilase yang telah 

dikembangkan secara komersial ialah dari genus Bacillus diantara lain Bacillus 

substilis, Bacillus mycoides, Bacillus stearothermophillus, Bacillus cereus, dan 

Bacillus polymiza. Kebanyakan penelitian di negara-negara berkembang 

menjadikan bakteri Bacillus sebagai target untuk mengekstraksi enzim amilase. Hal 

ini dilakukan karena bakteri Bacillus memiliki kebutuhan nutrisi yang sederhana 

dan mudah dipelihara (Mauliya, 2023). Selain itu, Bacillus dapat memproduksi 

enzim amilase dalam kuantitas yang besar (Wahyuningsih dkk, 2004). Adapun dari 

kelompok kapang ialah Aspergilus sp. dan Rhizopus sp. yang dapat memproduksi 

amiloglukosidase, amilase, dan transglukosidase (Isti'anah, dkk. 2020) 

Selain mikroorganisme penghasil enzim, laju produksi enzim sendiri dapat 

dipengaruhi oleh faktor eksternal diantaranya pH, suhu, dan jenis substrat yang 

digunakan. Selain itu lama waktu inkubasi, konsentrasi enzim, serta terdapatnya 

aktivator dan inhibitor juga mempengaruhi laju produksi enzim. Peningkatan 

volume enzim awalnya akan meningkatkan laju reaksi karena jumlah molekul 

enzim yang tersedia untuk mengkatalis reaksi bertambah. Namun, penambahan 

volume enzim melebihi titik optimum dapat menghambat aktivitas enzim karena 
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terjadinya penumpukan molekul enzim yang mengganggu ikatan enzim-substrat. 

Oleh karena itu, penting untuk menentukan volume enzim optimal untuk mencapai 

aktivitas maksimal (Isti'anah dkk., 2020; Faizah, 2017; Baehaki dkk, 2005).  

Penelitian tentang potensi Bacillus sp. dalam memproduksi enzim amilase 

sudah banyak dilaporkan. Aktivitas optimum enzim amilase dari bakteri Bacillus 

sp. menurut Sharif, S., dkk (2023) sebesar 4,4 U/mL pada volume 300 µL dengan 

konsentrasi substrat 1,25% dan diinkubasi selama 48 jam pada suhu 70℃. 

Kegunaan enzim bagi berbagai sektor industri dan katalis hayati belum 

dapat terpenuhi di Indonesia. Sehingga untuk memenuhi kebutuhan yang terus 

meningkat Indonesia harus mengimport enzim amilase dari berbagai negara 

(Isti'anah dkk., 2020). Oleh karena itu perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terkait 

kondisi optimum bagi aktivitas enzim amilase yang diproduksi oleh Bacillus sp. 

terutama konsentrasi optimum enzim dengan variasi volume 0,5 mL, 1 mL, 1,5 mL, 

2 mL, dan 2,5 mL, sehingga menjadi penunjang industri ataupun instansi dalam 

memanfaatkan enzim amilase secara komersial dengan biaya produksi yang rendah 

dan hasil yang maksimal (Faizah, 2017). 

1.2 Rumusan Masalah 

Rumusan masalah pada penelitian ini yaitu bagaimana pengaruh volume enzim 

amilase yang diproduksi oleh Bacillus sp. terhadap aktivitasnya? 

1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui bagaimana pengaruh 

volume enzim amilase yang diproduksi oleh Bacillus sp. terhadap aktivitasnya. 
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1.4 Manfaat Penelitian 

1. Memberikan informasi terhadap perkembangan ilmu pengetahuan khususnya 

biokimia tentang mikroorganisme yang dapat menghasilkan enzim dan dapat 

dimanfaatkan pada berbagai industri seperti industri pangan dan obat-obatan. 

2. Memberikan informasi terkait potensi bakteri Bacillus sp. dalam memproduksi 

enzim amilase. 

3. Memberikan informasi tentang volume optimal terhadap aktivitas enzim 

amilase yang diproduksi oleh bakteri Bacillus sp. 

4. Memberikan informasi untuk penelitian selanjutnya sehingga dapat lebih 

mengembangkan potensi bakteri Bacillus sp. sebagai agen mikroorganisme 

yang menghasilkan enzim amilase. 

1.5 Batasan Masalah 

1. Bakteri Bacillus sp. yang digunakan merupakan koleksi laboratorium biokimia 

Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. 

2. Variasi perlakuan yang digunakan pada volume adalah 0,5 mL, 1 mL, 1,5 mL, 

2 mL, dan 2,5 mL. 

3. Konsentrasi substrat yang digunakan adalah 2,5% pada pH 7. 

4. Parameter yang dianalisis adalah aktivitas enzim amilasi yang diproduksi 

bakteri Bacillus sp. yang ditunjukkan dengan pengukuran nilai aktivitas enzim 

yang dihasilkan (U/mL). 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Enzim 

Menjadi satu diantara banyaknya metabolit sekunder yang dihasilkan oleh 

makhluk hidup, enzim memilki fungsi untuk menjadi katalisator reaksi biokimia 

pada tubuh makhluk hidup. Sebagai katalisator, enzim memiliki banyak kelebihan 

dibandingkan dengan bahan kimia lainnya, diantaranya (1) spesifitas yang dimiliki 

enzim cukup tinggi, (2) enzim mengkatalis substrat-substrat tertentu yang sesuai 

dengan spesifikasinya, (3) tidak terdapat produk sampingan yang tidak diinginkan, 

(4) produktifitas enzim yang cukup tinggi dapat menekan biaya, (5) pada umumnya 

produk yang dihasilkan tidak mudah terkontaminasi sehingga tidak mengeluarkan 

biaya tambahan untuk purifikasi dan mengurangi efek kerusakan pada lingkungan 

(Susilawati dkk, 2015; Faizah, 2017). 

Secara umum, enzim memiliki fungsi sebagai katalisator, yaitu sebuah 

senyawa yang dapat meningkatkan kecepatan sebuah reaksi kimia. Tidak jauh 

berbeda dengan katalis lainnya, enzim dapat menurunkan atau memperkecil nilai 

energi aktivasi suatu reaksi kimia. Sehingga sebuah enzim dapat mempercepat 

sebuah reaksi hingga 108 sampai 1010 kali lebih cepat dari pada reaksi tanpa 

menggunakan katalis seperti enzim. Pada prosesnya, enzim melakukan pengubahan 

suatu senyawa yang kemudian disebut substrat hingga menjadi sebuah produk, akan 

tetapi enzim tidak mengalami perubahan pada proses tersebut (Supriyatna dkk, 

2015) 
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Banyaknya manfaat dan kelebihan enzim mengakibatkan tingginya 

permintaan produksi enzim di Indonesia. Penggunaan yang terus meningkat hingga 

mencapai 10-15% tiap tahunnya memaksa Indonesia mengimpor enzim. Oleh 

karena itu banyak peneliti yang terus mengembangkan kemajuan teknologi. Salah 

satunya mengembangkan pemanfaatan mikroorganisme pada bidang industri enzim 

(Isti'anah dkk, 2020). 

Enzim amilase, lipase, dan protease merupakan enzim-enzim yang banyak 

dikenal masyarakat luas. Enzim-enzim tersebut meruapakan enzim hidrolitik yang 

mampu memecah senyawa-senyawa makromolekul. Enzim amilase sendiri pada 

proses kerjanya memiliki kemampuan untuk memutuskan ikatan glikosida pada 

amilum dengan proses hidrolisis, sehingga terbentuk molekul-molekul yang lebih 

sederhana seperti glukosa, maltosa, dekstrin, dan asam-asam lainnya.  (Supriyatna 

dkk, 2015; Soeka dkk, 2015; Ompusunggu dkk., 2013) 

Enzim amilase atau dikenal juga dengan nama 1,4-D-

glukanglukanohidrolase dan glukogenase merupakan salah satu enzim yang 

memiliki peran penting dalam proses pemecahan oligosakarida serta disakarida 

sehingga menjadi monosakarida yang siap untuk diabsorbsi. Umumnya enzim 

amilase mendegradasi pati yang terdiri oligosakarida secara acak dan sangat cepat. 

Produk dari proses pemecahan tersebut menghasilkan glukosa dan sedikit dekstrin 

yang banyak digunakan dalam memproduksi roti (Naiola dkk., 2001; Suryani dan 

Nisa, 2015; Wardani dkk., 2015;  Soeka dkk, 2015; Ompusunggu dkk., 2013) 



8 
 

 
 

 

Gambar 2. 1 Struktur amilase dari Bacillus amyloliquefaciens amylase (Algofar 

dkk, 2021) 

Enzim amilase terbagi menjadi tiga jenis, yaitu α-amilase, β-amilase, dan 

glukoamilase. α-Amilase sering disebut sebagai endoamilase karena memiliki 

kemampuan untuk memotong ikatan a-1,4-glikosidik, sementara β-amilase dapat 

memecah ikatan b-1,4-glikosidik pada amilum sehingga menghasilkan fragmen-

fragmen yang lebih kecil, seperti maltosa. β-amilase merupakan contoh dari 

eksoamilase. Jenis enzim amilase lainnya, yaitu glukoamilase, juga dapat disebut 

sebagai γ-amilase, memiliki kemampuan untuk menghidrolisis ikatan α-1,4-

glikosidik dan β-1,6-glikosidik (Mauliya, 2023) 

Enzim amilase atau disebut juga dextrinizing enzyme atau starch liquifing 

menghidrolisa ikatan glukosidik pada molekul pati tepat di ikatan 1-4 glikosidik, 

dikenal juga dengan endo-amilase. Enzim amilase menghidrolisa pati atau amilum 

melalui dua tahap. Tahap pertama mendegradasi pati menjadi maltosa dan 

maltoriosa yang kemudian dihidrolisis menjadi glukosa dan maltosa (Naiola dkk., 

2001). 
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Gambar 2. 2 Reaksi hidrolisis pati menjadi glukosa (Nadaroglu and Polat, 2022) 

Mekanisme molekuler enzim amilase melibatkan pemecahan substrat 

dengan dukungan dari asam amino yang terdapat pada situs aktifnya. Tiga asam 

amino yang memiliki peran kunci dalam enzim amilase adalah asam glutamat 219, 

asam aspartat 294, dan asam aspartat 193. Langkah awal melibatkan pengikatan 

substrat oleh asam aspartat 294. Langkah berikutnya, asam glutamat 219 dalam 

bentuk asam akan mentransfer proton ke oksigen pada ikatan glikosidik substrat. 

Hasil reaksi ini adalah pembentukan ion oksokarbonium dalam keadaan transisi, 

yang diikuti oleh pembentukan intermediat kovalen. Molekul H2O kemudian 

menyerang ikatan kovalen antara oksigen dan residu asam aspartat 193. Asam 

glutamat menerima H dari molekul H2O, dan residu asam aspartat 193 membentuk 

gugus hidroksil baru pada molekul glukosa (Mauliya, 2023; Nangin, dkk., 2015). 
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Gambar 2.3 Mekanisme molekuler enzim amilase (Nangin, dkk., 2015) 

Enzim amilase dapat diperoleh dari berbagai macam mikroorganisme 

seperti kapang, bakteri, dan khamir atau bahkan tumbuhan. Penggunaan 

mikroorganisme cukup mudah karena mikroorganisme dapat tumbuh cepat dan 

pada skala produksi mudah diperbanyak. Hal itu dikarenakan enzim amilase yang 

diproduksi oleh tanaman dan hewan lebih sedikit dibandingkan mikroorganisme. 

Selain itu penggunaan mikroorganisme berupa bakteri memiliki keuntungan biaya 

produksinya yang rendah, kondisi selama produksi dapat dikontrol, dan proses 

produksi yang terbilang lebih singkat. Enzim amilase sendiri aktif pada kondisi pH 

5,2 – 5,6 dengan suhu optimum berkisar pada 70 – 90°C (Soeka dkk, 2015; 

Asadullah, 2014) 

2.2 Aplikasi Enzim Amilase 

Enzim yang berguna sebagai katalis hayati bagi organisme sangat 

dibutuhkan di Indonesia. Akan tetapi, Penggunaan enzim terus meningkat hingga 

mencapai 10-15% tiap tahunnya di Indonesia masih belum terpenuhi sehingga 

memaksa Indonesia untuk mengimpor enzim. Selain itu di dunia, nilai perdagangan 

enzim terus meningkat hingga 3-4 miliar dolar tiap tahunnya, 4-5 juta dolar 

diantaranya dari pasar Indonesia yang keseluruhannya didapatkan dari negara-

negara produsen enzim (Isti'anah dkk. 2020; Faizah, 2017). 
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Penggunaan enzim sendiri sangat banyak dilakukan karena sebanding 

dengan keuntungan yang didapatkan. Enzim dapat diperoleh dari berbagai macam 

mikroorganisme seperti kapang, bakteri, dan khamir. Selain itu produksi enzim 

melalui mikroorganisme juga sangat mudah dan cepat. Dengan biaya produksi yang 

rendah dan kondisi porduksi yang dapat dikontrol, enzim dapat diproduksi dengan 

nominal yang mudah diperbanyak (Soeka dkk, 2015). 

Enzim amilase yang luas aplikasinya akan terus berkembang dari masa ke 

masa. Pengaplikasian pada industri pangan dan pertanian seperti produksi biskuit, 

fermentasi minuman seperti minuman beralkohol dan pembuatan sirup, tekstil, 

kertas, detergen, indutstri farmasi, industri terapi, dan analisis kimia (Soeka, 2015). 

Industri kertas pada prosesnya memanfaatkan enzim amilase untuk 

menghasilkan lem dari modifikasi pati. Industri detergen menggunakan enzim 

amilase sebagai pendegradasi karbohidrat pada kotoran. Industri tekstil 

memanfaatkan peranan enzim amilase untuk memperhalus tekstur (Ningsih dkk, 

2012 ) 

Adapun pada industri kue dan roti penambahan enzim amilase banyak 

digunakan untuk meningkatkan jumLah dekstrin yang merupakan salah satu produk 

antara dari konversi pati menjadi maltosa. Penambahan tersebut sangat efektif 

untuk menurutkan kekerasan roti karena efek dari berat molekul dekstrin yang 

rendah. Sehingga dapat memberikan dampak yang positif pada volume dan tekstur 

dari produk kue dan roti (Ompusunggu dkk 2013). 

2.3 Bacillus sp. 

Pada dasarnya masyarakat umum mengenal bakteri sebagai makhluk 

berukuran mikrsokopis yang hampir selalu menjadi sumber penyakit dan berada di 
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berbagai tempat. Bakteri sendiri merupakan makhluk hidup yang terdiri dari satu 

sel dan tidak memiliki inti sel. Bakteri hidup di berbagai lokus-lokus air dan tanah. 

Sebagian di antaranya bersifat aerobik (membutuhkan oksigen) dan sebagian yang 

lain bersifat anaerobik (tidak membutuhkan oksigen) (Sutiknowati, 2016). 

Bakteri terkelompok sesuai dengan kemiripannya, salah satunya kelompok 

amilolitik atau bakteri yang dapat memproduksi enzim amilase. Adapun bakteri 

yang termasuk dalam kelompok bakteri amilolitik di antaranya adalah genus 

Bacillus, Clostridium, Bacteriodes, LactoBacillus, Micrococcus, Thermus, dan 

Actinomycetes. Berdasarkan tujuh genus bakteri tersebut, Bacillus merupakan salah 

satu bakteri yang paling banyak dimanfatkan dalam memproduksi enzim amilase 

(Isti'anah dkk, 2020). 

Pengamatan secara makroskopis menjelaskan bahwa Bacillus sp. koloni 

yang terbentuk bulat tidak beraturan dengan warna krem keputihan. Koloni Bacillus 

sp. juga cenderung besar tidak mengkilat dengan permukaan kasar dan tidak 

berlendir, bahkan lebih banyak dijumpai dengan kondisi kering dan berbubuk. 

Adapun pengamatan secara mikroskopis ketika telah dilakukan pewarnaan 

menjelaskan bahwa Bacillus sp. merupakan bakteri gram positif dengan bentuk 

batang pendek hingga tungal (Puspita dkk. 2017) 

Bacillus sp. termasuk dalam kelas bakteri yang bersifat uniseluler atau biasa 

disebut heterotrofik. Bacillus sp. merupakan bakteri berbentung batang dan dapat 

dijumpai di tanah dan di air termasuk air laut. Kemampuan Bacillus sp. dalam 

bertahan hidup dan beradaptasi cukup baik. Sebagai bakteri yang tidak 

memproduksi toksin, Bacillus sp. dapat ditemukan pada lingkungan-lingkungan 

ekstrem seperti suhu yang tinggi. Selain itu, Bacillus sp. juga termasuk kelompok 
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mikroorganisme redusen atau dekomposer. Hampir seluruh spesies Bacillus yang 

mudah ditumbuhkan dan tidak membutuhkan substrat yang mahal sangat cocok 

untuk dimanfaatkan dalam produksi enzim, kecuali Bacillus cereus dan Bacillus 

anthracis (Faizah, 2017). 

Telah diketahui beberapa dekade terakhir bahwa sebagian spesies dari 

Bacillus seperti Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, dan Bacillus 

licheniformis banyak dimanfaatkan dalam skala produksi. Bacillus subtilis, Bacillus 

licheniformis, Bacillus stearothermopihlus, dan Bacillus amyloliquefaciens 

menjadi salah satu di antara sekian banyak bakteri dari spesies Bacillus yang 

mampu menghasilkan amilase termostabil dengan baik, bahkan telah banyak 

digunakan pada berbagai macam aplikasi dan penelitian (Soeka, 2015). 

2.4 Faktor-Faktor yang Mempengaruhi Aktivitas Enzim Amilase 

Enzim amilase yang terbilang angka produksinya sangat tinggi tidak lepas 

dengan adanya faktor-faktor yang mempengaruhi efektivitas produksi enzim 

tersebut. Faktor-faktor yang mempengaruhi produksi enzim amilase diantaranya 

suhu, pH, dan substrat yang digunakan. Kondisi lingkungan yang optimum dapat 

mempengaruhi laju reaksi enzimatik sehingga produksi enzim lebih banyak. Laju 

reaksi dari enzim dapat meningkat seiring dengan bertambahnya konsentrasi enzim. 

Sehingga, laju reaksi tersebut dapat mencapai nilai konstan apabila jumLah substrat 

terus bertambah hingga melewati batas kemampuan enzim. Namun, apabila jumLah 

substrat tidak memenuhi kebutuhan enzim maka laju reaksi dapat menurun tajam 

(Bahri, 2012). 

Secara umum, enzim membutuhkan sebuah aktivator saat reaksi katalisnya 

berlangsung. Aktivator merupakan senyawa atau ion yang mampu meningkatkan 
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laju reaksi enzimatis dan mencegah adanya inhibitor. Inhibitor sendiri merupakan 

senyawa atau ion yang mampu menghambat laju reaksi enzimatis tersebut 

(Pujawati, 2012). 

Enzim amilase memiliki struktur molekuler berupa 1,4-glukanohidrolase. 

Sebagian besar enzim amilase berada pada kelompok metaloenzim atau calcium 

metalloenzyme dependent yang tdak mampu beraktivitas apabila tidak terdapat ion 

kalsium (Ca2+) sebagai salah satu aktivator enzim amilase. Sehingga selain 

konsentrasi substrat, suhu, dan pH perlu dipastikan juga ketersediaan aktivator pada 

lingkungan enzim apakah cukup atau tidak untuk enzim melakukan aktivasi (Soeka, 

2015). 

Selain itu, suhu dan pH menjadi faktor utama yang harus diketahui kondisi 

optimumnya. Hal tersebut dikarenakan enzim akan berfungsi secara optimal pada 

kondisi suhu dan pH tertentu. Kecepatan reaksi dapat menurun tajam ketika suhu 

berada di atas, karena protein sebagai penyusun utama enzim akan terdenaturasi 

pada suhu tinggi (Kusumaningrum dkk 2019). 

Faktor internal juga dapat mempengaruhi aktivitas enzim, seperti banyak 

sedikitnya volume ekstrak kasar enzim atau besar tidaknya konsentrasi enzim 

tersebut. Penurunan aktivitas amilase akibat peningkatan volume ekstrak enzim 

yang berlebih diduga disebabkan oleh akumulasi produk glukosa hasil hidrolisis 

pati yang bersifat menghambat kerja enzim. Dengan demikian, terdapat volume 

optimum ekstrak kasar enzim amilase untuk mencapai aktivitas hidrolisis pati yang 

maksimal. Kontrol terhadap volume ekstrak enzim perlu diperhatikan dalam 

aplikasi enzim amilase dalam skala industri  (Prasetyo et al., 2011). 

  



15 
 

 
 

2.5 Media NA (Nautrient Agar) 

Sebagai sarana penunjang untuk pertumbuhan mikroorganisme dibutuhkan 

media yang mengandung nutrisi sebagai sumber makanannya. Umumnya 

mikroorganisme membutuhkan enam komponen utama seperti karbohidrat, lipid, 

protein, asam nukleat, dan dua komponen lainnya yang berada di dalam sel untuk 

menunjang proses sintesis sesuai perannya masing-masing. Salah satu dari sekian 

banyak pilihan media yang paling umum digunakan adalah media NA (Nutrient 

Agar) yang menggunakan ekstrak daging dan protein sebagai sumber glukosa serta 

asam amino (Thohari dkk., 2019). 

Secara fisik media NA (Nutrient Agar) merupakan media dengan bentuk 

serbuk putih kekuningan yang apabila digunakan akan berbentuk padat setelahnya 

karena terdapat kandungan agar sebagai pemadatnya. Komposisi yang terkandung 

dalam media NA (Nutrient Agar) yang utama adalah karbohidrat dan protein yang 

terdapat pada ekstrak daging, serta pepton yang menyesuaikan kebutuhan sebagian 

besar bakteri (Thohari dkk., 2019). 

Media NA (Nutrient Agar) mengandung ekstrak daging sapi dan peptone 

yang kemudian digunakan sebagai bahan dasar pertumbuhan mikroorganisme 

karena ekstrak daging sapi dan peptone merupakan sumber protein, nitrogen, 

vitamin, dan karbohidrat. Peptone yang merupakan sumber utama dari nitrogen 

organik merupakan asam amino dengan peptide rantai panjang, sedangkan 

karbohidrat sangat dibutuhkan untuk metabolisme mikroorganisme (Sari, 2017).  
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Tabel 2.1 Komposisi media Nutrient Agar (Sari, 2017).  

Bahan Jumlah 

Beef extract 3 g 

Peptone 5 g 

Agar 15 g 

 

2.6 Media YPS (Yeast Peptone Starch) 

Media pada umumnya berfungsi sebagai tempat pertumbuhan 

mikroorganisme, isolasi, menguji sifat-sifat fisiologis, dan perhitungan jumlah 

mikroorganisme. Sedangkan proses pembuatannya harus dilakukan sterilisasi dan 

dengan metode aseptis sehingga menghindari terjadinys kontaminasi. Media 

tersebut harus mengandung nutrisi-nutrisi yang dibutuhkan seperti karbon, mineral, 

vitamin, dan sebagainya. Selain itu kondisi dan perlakuan media seperti pH, waktu 

inkubasi, dan konsentrasi substrat perlu diperhatikan. Salah satu media yang banyak 

digunakan adalah YPS (Yeast Peptone Starch) (Naiola dkk., 2001; Rahmawati, 

2021). 

Media YPS (Yeast Peptone Starch) pada umunya mengandung yeast 

extract, peptone, dan starch. Yeast pada umumnya banyak digunakan pada industri 

pangan seperti pembuatan makanan dan minuman fermentasi. Yeast extract sendiri 

banyak digunakan sebagai nutrisi pada media pertumbuhan mikroba. Yeast extract 

terdiri dari komponen-komponen larut seprti protein, asam amino, dan peptida 

(Ardiyanti, 2019). 

Peptone adalah hidrolisat protein yang banyak digunakan pada 

pertumbuhan bakteri sebagai salah satu komponen nutrisi. Penggunaan Peptone 

pada prosesnya sangat luas mencakup kebutuhan pada laboratorium mikrobiologi 
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hingga pada industri berbasis tekbologi. Peptone sendiri pada media produksi 

enzim berfungsi sebagai sumber nitrogen bagi mikroorganisme (Pantaya dkk., 

2016). 

Starch atau pati pada dasarnya adalah sumber karbon yang sangat 

mempengaruhi produksi enzim amilase. Karbon sendiri merupakan elemen dasar 

yang sangat penting bagi seluruh bentuk kehidupan. Karbon dibutuhkan dengan 

jumLah yang lebih besar dari pada elemen-elemen lainnya (Nasikhin, 2013; Santos 

et al., 2003). 

Komposisi YPS (yeast peptone starch) terdiri dari 0,2% ekstrak khamir, 

0,5% pepton, 0,3% KH2PO4, 0,05% MgSO4.7H2O, 0,01% CaCl2.2H2O, 20 gr 

agar dan pati terlarut sesuai dengan kebutuhan penelitian (Isti'anah dkk, 2020). 

2.7 Media NB (Nutrient Broth) 

 Media Nutrient Broth (NB) merupakan media cair yang banyak digunakan 

untuk kultur bakteri. Media NB mengandung ekstrak ragi dan ekstrak daging 

sebagai sumber nutrisi bagi pertumbuhan bakteri. Kandungan pepton pada NB juga 

berperan sebagai sumber asam amino, nitrogen, vitamin, dan mineral 

(Wahyuningsih, N., dan Zulaika, E., 2018). 

Keuntungan media NB adalah praktis, simple, dan ekonomis karena hanya 

mengandung beberapa komponen nutrisi utama bagi bakteri. Selain itu, NB cair 

memudahkan inokulasi bakteri dalam jumlah banyak dan pengambilan sampel 

kultur untuk analisis lebih lanjut. Media NB sering digunakan dalam produksi 

inokulum awal untuk penelitian skala besar (Wibowo, 2021). 
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2.8 Pengujian Aktivitas Enzim Amilase 

Uji secara kualitatif pada dasarnya dapat dilakukan dengan uji iodin, 

sedangkan uji kuantitatif dapat dilakukan dengan metode DNS. Uji iodin ialah 

penentuan aktivitas enzim amilase berdasarkan kemampuan enzim tersebut dalam 

mereduksi warna biru tua. Uji iodin hanya dapat digunakan untuk larutan pati dan 

reagen warna yang kebanyakan tersusun atas larutan iodin (I2) dan kalium iodida 

(KI). Prosesnya, kompleks pati-iodin akan larut pada air dan memberikan efek 

warna biru tua, sedangkan polisakarida dan monosakarida lainnya yang tidak 

memiliki struktur helix yang sama tidak akan menghasilkan kompleks dengan iodin 

(Naiola dkk., 2001). 

Umumnya uji kuantitatif aktivitas enzim amilase dengan menganilisis gula 

reduksi dapat dilakukan dengan berbagai macam metode, seperti metode Luff 

Schoorl, metode Nelson-Smogyi, dan metode DNS. Metode DNS sendiri 

merupakan metode yang paling sering dilakukan para peneliti untuk menentukan 

kadar gula reduksi. DNS adalah senyawa aromatis yang dapat bereaksi dengan gula 

pereduksi dan menghasilkan produk asam 3-amino-5-nitrosalisilat. Produk tersebut 

merupakan senyawa yang mampu menyerap radiasi gelombang elektromagnetik 

dengan panjang gelombang sebesar 540 nm. Terbentuknya asam 3-amino-5-

nitrosalisilat ditandai dengan meningkatnya kadar gula reduksi pada sampel. 

Sehingga, absorbansi sampel menjadi semakin tinggi (Kowalski et al, 2013; Ruzki 

2013; Lone et al, 2012; Nisak, 2020). 
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Gambar 2.4 Reaksi glukosa dengan DNS (Rismawati dkk., 2016)  

Mekanisme reaksi diawali dengan oksidasi gugus aldehida pada glukosa 

oleh DNS membentuk asam glukonat. DNS sendiri akan tereduksi membentuk 3-

amino-5-nitrosalysilat yang berwarna (Santoso et al., 2012). Penambahan alkali 

akan meningkatkan intensitas warna sehingga memudahkan deteksi fotometrik. 

Dengan demikian, larutan DNS dapat dimanfaatkan untuk analisis kadar produk 

glukosa hasil reaksi enzimatis (Nisak, 2020).  

Asam 3,5-dinitrosalisilat D-Glukosa 3-amino-5-nitrosalisilat Asam glukonat 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

3.1 Waktu dan Tempat Pelaksanaan 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Februari sampai Juli 2023 di 

Laboratorium Biokimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri 

Maulana Malik Ibrahim Malang. 

3.2 Alat dan Bahan Penelitian 

3.2.1 Alat 

Alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu seperangkat alat gelas, 

tinbangan analitik, spatula, bunsen, botol semprot, hot plate, penangas air, 

inkubator, kawat ose, vortex, tip, mikropipet, sentrifuge, shaker, oven, dan 

termometer. Sedangkan pengukuran aktivitas enzim amilase menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis. 

3.2.2 Bahan 

Bahan yang digunakan pada penelitian ini di antaranya bakteri Bacillus sp. 

koleksi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang, Aquadest, NA 

(Nutrient Agar), dan YPS (yeast pepton starch). Sedangkan proses uji aktivitas dan 

optimasi enzim amilase menggunakan larutan Iodin, buffer fosfat 1 M pH 7, 

alumunium foil, alkohol 70%, dan reagen DNS. 

3.3 Rancangan Penelitian 

Penelitian ini bersifat eksperimental laboratorik yang bertujuan untuk 

mengetahui pengaruh volume enzim terhadap aktivitas enzim amilase yang 
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dihasilkan Bacillus sp. dengan variasi volume yang digunakan yaitu 0,5 mL, 1 mL, 

1,5 mL, 2 mL, dan 2,5 mL. 

Rancangan penelitian ini menggunakan metode Rancangan Acak Lengkap 

(RAL) dengan pengulangan tiga kali, adapun data yang didapatkan pada penelitian 

ini berupa aktivitas enzim amilase. 

Tabel 3.1 Pengaruh volume terhadap aktivitas enzim amilase 

Variasi Volume (mL) Aktivitas Enzim (U/mL) 

0,5  

1  

1,5  

2  

2,5  

Kondisi volume optimum ditandai dengan titik aktivitas enzim amilase tertinggi. 

3.4 Tahapan Penelitian 

a) Sterilisasi Alat 

b) Pembuatan media 

c) Peremajaan bakteri Bacillus sp. 

d) Pembuatan inokulum Bacillus sp. 

e) Produksi enzim amilase 

f) Uji pengaruh volume 

g) Analisis data 
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3.5 Pelaksanaan Penelitian 

3.5.1. Sterilisasi Alat 

Seperangkat alat gelas yang akan digunakan disterilisasii terlebih dahulu. 

Proses sterilisasi dilakukan dengan cara dicuci bersih terlebih dahulu dan 

dikeringkan. Setelah itu seperangkat alat gelas dibungkus dengan kertas dan 

dimasukkan ke dalam plastik tahan panas. Kemudian dilakukan sterilisasi dengan 

autoclave selama 15 menit pada suhu 121°C dengan tekanan 15 psi (Widodo, 2019) 

3.5.2. Pembuatan Media 

3.5.2.1. Media Nutrient Agar 

Media Nutrient Agar dibuat dengan cara dilarutkan 2 g NA bubuk dalam 

100 mL aquadest kemudian dihomogenkan di atas hotplate stirrer. Sebagian larutan 

NA tersebut dituangkan ke dalam tabung reaksi bertujuan untuk memelihara isolat 

di dalam media agar miring. Kemudian disterilisasi menggunakan autoclave. 

Setelah itu diletakkan miring hingga dingin dan terbentuk agar (Soeka, 2015; 

Mayasari, 2016). 

3.5.2.2. Media Nutrient Broth 

Media Nutrient Broth (NB) dibuat dengan melarutkan nutrient broth powder 

sebanyak 0,8 gram ke dalam 100 mL aquades sambil diaduk dengan stirrer dan 

dipanaskan hingga mendidih (Putri et al., 2019). Setelah mendidih dan semua bahan 

larut sempurna, media NB disterilkan dalam autoclave pada suhu 121°C tekanan 

15 psi selama 15 menit (Wulandari et al., 2017). 

3.5.2.3. Media YPS (Yeast Peptone Starch) 

Media yang digunakan sebagai media isolasi dan produksi enzim amilase 

pada penelitian ini adalah media YPS (Yeast Peptone Starch) yang mengandung 0,5 
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g yeast extract, 1 g peptone, 0,1 g KH2PO4, 0,5 g NaCl, dan 1 g pati sebagai sumber 

karbon. Apabila dibutuhkan berbentuk padat maka ditambahkan 1 g agar. Semua 

bahan tersebut ditambahkan ke dalam aquadest sebanyak 100 mL serta dipanaskan 

dan diaduk dengan magnetic stirrer hingga mendidih dan terlarut. Setelah itu media 

tersebut dimasukkan ke dalam botol UC 100 mL dan disterilisasi menggunakan 

autoclave.  (Soeka, 2015; Mayasari, 2016) 

3.5.3. Peremajaan Bakteri Bacillus sp. 

Peremajaan bakteri Bacillus sp. pertama kali dilakukan sterilisasi alat dan 

media. Kemudian diinokulasikan isolat tersebut pada media NA (Nutrient Agar) 

miring. Setelah itu dilakukan inkubasi selama 24 jam pada suhu 37ºC (Soeka dkk, 

2015) 

3.5.4. Pembuatan Inokulum Bacillus sp. 

Inokulum diproduksi dengan cara diambil hasil peremajaan sebanyak 2 ose 

yang kemudian diinokulasikan ke dalam media 25 mL NB. Setelah itu dishaker 

selama 18 jam dengan kecepatan 100 rpm pada suhu ruang. Kemudian kultur 

dihitung absorbansinya dengan Spektrofotomerter UV-Vis menggunakan panjang 

gelombang 600 nm. Berdasarkan absorbansi tersebut dihitung volume yang 

dibutuhkan dengan konsentrasi OD 0,5 untuk mendapatkan jumlah bakteri yang 

sama tiap pengulangannya. Volume yang didapatkan kemudian digunakan untuk 

membuat inokulum dengan volume total 25 mL. Inokulum tersebut kemudian 

diinkubasi selama 18 jam menggunakan shaker kecepatan 100 rpm pada suhu ruang  

(Isti'anah dkk, 2020; Msarah dkk., 2020; Zulharmita et al., 2021). 
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3.5.5. Produksi Enzim Amilase 

Enzim Amilase diproduksi dengan menggunakan inokulum yang telah 

diproduksi. Ekstraksi enzim amilase dilakukan dengan tahapan awal diambil 10 mL 

inokulum bakteri yang telah diinkubasi pada shaker inkubator, kemudian 

dimasukkan ke dalam 100 mL media YPS secara aseptis. Setelah itu diinkubasi 

selama 24 jam pada suhu ruang. Larutan yang didapatkan disentrifugasi selama 15 

menit dengan kecepatan 10.000 rpm dan suhu 4ºC. Adapun supernatan yang 

diperoleh merupakan ekstrak kasar enzim amilase (Isti'anah dkk, 2020; Luang-In 

dkk., 2019) 

3.5.6. Pembuatan Kurva Standar Glukosa 

Larutan standar glukosa dengan konsentrasi 25; 50; 100; 200; dan 400 

mg/mL disiapkan. Masing-masing 1 mL larutan glukosa dengan konsentrasi 

berbeda dimasukkan ke dalam tabung reaksi terpisah. Kemudian, 1 mL reagen DNS 

ditambahkan ke setiap tabung reaksi. Campuran ini dipanaskan dengan air 

mendidih selama 10 menit menggunakan waterbath untuk memaksimalkan reaksi. 

Setelah larutan mendingin hingga suhu ruang, ditambahkan 1 mL larutan K-Na 

tartrat. Setelah itu ditambahkan aquades hingga volumenya 5 mL. Selanjutnya, 

absorbansi sampel diukur dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang 

gelombang 540 nm (Mauliya, 2023).  

3.5.7. Uji Aktivitas Enzim Amilase Terhadap Pengaruh Volume 

Pengujian aktivitas enzim amilase terhadap pengaruh volume menggunakan 

metode DNS untuk menentukan gula pereduksi. Larutan pati 2,5% diambil 

sebanyak 1 mL. Setelah itu dilakukan penambahan ekstrak kasar enzim sesuai 
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variasi yaitu 0,5 mL, 1 mL, 1,5 mL, 2 mL, dan 2,5 mL. Larutan tersebut diinkubasi 

selama 60 menit pada suhu 32℃. Kemudian ditambahkan 1 mL DNS dan 1 mL 

Kna-Tartat. Setelah itu, dituangkan aquadest hingga volumenya masing-masing 10 

mL dan di-vortex. Larutan yang telah di-vortex kemudian dianalisis absorbansinya 

pada panjang gelombang 540 nm (Isti'anah dkk, 2020; Nisak, 2020; Irawati, 2016; 

Soeka, 2015). 

Aktivitas enzim amilase dapat diketahui setelah dianalisis absorbansinya 

dan dihitung berdasarkan persamaan 3.1 (Lestari, 2018 ) 

 𝐴𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑎𝑠 𝐸𝑛𝑧𝑖𝑚 =
𝐾𝑜𝑛𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑖 𝐺𝑙𝑢𝑘𝑜𝑠𝑎

𝐵𝑀 𝐺𝑙𝑢𝑘𝑜𝑠𝑎
𝑥 [

𝑣

𝑝.𝑞
] 𝑥𝑓𝑝…………………………..(3.1) 

Adapun BM Glukosa merupakan berat molekul glukosa sebesar 180 g/mol, 

kemudian v merupakan volume total sampel pada tabung, p adalah volume ekstrak 

kasar enzim, q waktu inkubasi, dan fp merupakan faktor pengenceran. Data yang 

didapatkan kemudian dianalisis menggunakan apalikasi SPSS. 

3.5.8. Analisis Data 

Data hasil uji aktivitas enzim amilase kemudian dianalisis menggunakan 

metode one ways ANOVA untuk mengetahui pengaruh variasi volume. Apabila 

didapatkan hasil dengan perbedaan yang signifikan, maka diperlukan uji Tukey 

untuk mengetahui perlakuan yang menyebabkan perbedaan nyata pada variasi 

volume (Nisak, 2020). 
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BAB V 

PENUTUP 

5.1  Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian, data aktivitas enzim amilase menunjukkan 

bahwa variasi volume memiliki pengaruh signifikan terhadap aktivitas enzim 

tersebut. Pada volume 0,5 mL terdapat perbedaan signifikan, di mana aktivitas 

enzim amilase mencapai puncak tertinggi sebesar 17,0479 U/mL. Sementara itu, 

aktivitas enzim amilase terendah tercatat sebesar 12,0370 U/mL pada volume 1,5 

mL. 

5.2  Saran 

Hasil penelitian menunjukkan perlunya melakukan penelitian lebih lanjut 

untuk mendapatkan metode produksi enzim amilase dengan optimal dan hasil yang 

maksimal seperti melakukan analisis volume enzim dengan rentang yang berbeda 

baik di bawah 0,5 mL ataupun di atas 2,5 mL atau melakukan analisis aktivitas 

enzim dengan variasi volume yang sama namun konsentrasi dan sumber substrat 

yang berbeda. 
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