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Produksi gula dari bahan baku pati masih diperlukan untuk 
oukupi kebutuhan gula di Indonesia. Di industri, konversi 
i mnjadi glukosa dikerjakan secara enzimatis, yang melibatkan 
koamilase. Dalam hal ini enzim dapat digunakan dalam bentuk 
ut (mobil) atau bentuk tidak larut (amobil). 

Pemakaian enzim amobil merupakan terobosan baru yang 
ang berkembang saat 1n1 karen a sangat ekonomis, yaitu 
ungkinkan penggunaan ulang enzim dan proses konversi secara 
ambung. Salah satu oara pembuatan enzim amobil yang mudah dan 
n bagi enzim, adalah pengikatan enzim seoara ionik pada resin 
g harganya mahal dan sukar didapatkan. 

Bentonit merupakan tanah lempung yang murah dan mudah 
eroleh, dapat memiliki sifat seperti resin bila diaktivasi. 

Penelitian ini bertujuan menentukan perlakuan dan kondisi 
imum untuk pengikatan glukoamilase pada benton.it, dan 
eliti kemampuan glukoamilase amobil yang diperoleh dalam 
ghidrolisis patio 

Dilakukan tiga oara aktivasi bentonit. sehingga diperoleh 
a jenis bentonit, yaitu bentonit aktif (berkem~mpuan 
gadsorpsi secara fisik), bentonit penukar kat ion 8-NH4 dan 

+ (berkemampuan mengikat secara ionik). Kemudian dilakukan 
tak antara bentonit yang telah diaktivasi dan glukoamilase 
a kondis1-kondisi (pH, konsentrasi, suhu, lama kontak) yang 

f. • 

I 

11 
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b rvariasi untuk penentuan kondisi optimumpY8. Setel ah dilakukan 
k ntak benton it dan ami lase pada kondisi opt i mum tersebut, maka 
g ukoamilase amobil yang diperoleh dilakukan uji kekuatan ikatnn 
d n uji kemampuan menghldrolisis patio 

Kesimpulan dari hasi! penelitian ini adnlah (1) benton it 
d pat digunakan sebaSai materi pendu~ung untuk glukoamilase 
a obil dalam bentuk p9flukar kat ion 8 - H, (2) Kondisi opti~ul!l 
p ngikatan benton it dan glukoamilase adalah: pH 5.5; suhu 25 C, 
1 ma kontak 30 meniL , (3) Kolam gl ukoamilase amobil yang 
d peroleh ( berukuran tinggi 1 em diameter 2,5 em ) memiliki 
k mampuan men~konversi pati menjadi ~uln dengnn derajat konversi 
1 .88 X. 

Disarankan agar meneliti panjang kolom glukoamilase 
a obil yang dapat mengkonversi pati menjadi gula dengan derajat 
k nversi 100 ~ , kemudian mengembangkan metode inl untuk skala 
i dustri. 

iii 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1 • • Lalar bel.kang ~salah 

Kansums! Qula di Indonesia lIlo1ebihi kap8.sitas 

pr dukslnya. disebabkan olch terbatasnya areal yanQ Bestiai untuk 

to. am an padi. Pemerlntah berusaha menoukupi dengan jalan impor 

gu B.. Tahun 1980 impor QuIa ncncapai 500.000 ton, denQan besar 

su sid! Rp 70.- per kQ. Oleh karena itu sangat porlu didirikan 

pa rlk-pabrlk Qula non aukrosa. nisal QuIa dari bahan baku patl 

( jokro.dlkusumo. 1966 ). 

Konversi pati Ilenjadi glukosa dapatdiselenggarakan oleh 

en in. KeuntunQannya. reaksi enzilllatis berlangsunQ pada kondisi 

lu ak (suhu rendah. tidak porlu Buasana yang sangat 868m) dan 

se ektif sehingga reaksi sanping tidak terjadl, maka kualitas 

pr duk hidrolisis jauh lebih baik dibanding hidrolisis 

me ggunakan asan ( Tjokroadikusumo, 1986 ). 

Delam sustu proses produksi se c era enzimetis, enzim 

da at digunakan dalam bentuk terlarut (mob il ) atau bentuk tidak 

la ut (a~obil). Bentuk enzim amobil merupakan terobosan ba r u 

ya g sedang dikembangkan saat ini (Wiseman. 1985). 

Apsbila digunakan glukoamilase bentuk terlarut, proses 

hi rolisis pati harus secara b aLch (bertahsp) sehingga produk 

hi rolisis (glukosa) nasih bercampur dengan enzilll. maka 

di erlukan tahap non aktivasi \perusakan) enzim. yang dilajutkan 

de Qan tahap pemurnian Qlukosa, Cara demikion tidak ekonomis, 

Ad pun penQgunaan slukoanilase bentuk amobil memungkinkan proses 

1 
MILIK 

PERPUSTAKAAN 
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s'nambung, sehingga produk hidrolisis langsung murni dan enzim 

t'dak perlu dirusak sehingga dapat dipakai berulang kali. Proses 

s'nambung juga pentina untuk kestabilan enzim, karen a enzim 

t'dak terendam / terkontaminasi oleh produk (Wiseman, 1985), 

Salah satu cara pembuatan enzim amobil yang mudah dike-

rjakan adalah pengikatan enzim secara ionik pada materi penduku-

n berupa polimer tidak larut air~ Selama in1 yang banyak 

d adalah resin, suatu scnyawa semi sintesis yan~ harganya 

(Chibata, 1978). Oleh karena itu dicari senyawa pe-

dengan kemampuan serupa yang berasal dari sumber b-
. 

a an alamo " Dengan demikian harga enzim amobil, khususnya gluko-

ditekan, dan ongkos produksi gula dari pati 

skala industri dapat bersaing dengan produksi gula tebu. 

Bentonit adalah lempung yang mengandung 85-90~ monmori

terdapat berlimpah di Indonesia dan murah. Permukaannya 

at berkarakter kationik atau anionik tergantung cara pengak-

(Setiadji,1989). Sifat serupa juga dimiliki oleh enzim, 

agai protein globular yang berupa elektrolit, makromolekul 

dapat bermuatan positif atau neSatif terSantung 

bawah pH isoelektrik enzim bermuatan pos-

di atas pH isoelektrik enzim bermuatan negatif. Si-

demikian memungkinkan bentonit dipakai sebasai pendukung un-

amobilisasi enzim yang muatannya tierlawanan melalui ikatan 

. Faktor penting dalam amobilisasi di sini adalah pH optimum 

IR-PERPUSTAKAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN Optimasi Kondisi Amobilisasi  ... Afaf Baktir



- - -----

3 

e zim. yait u pH yang men- mendukuns enzim beraktivit as maksimu

m Untuk ~lukoa~ilase aMabil memiliki pH optimum sekitar 5,5 ( 

5 6 ). 

2.2. PerumusAn Hasalah 

Dari lotar belak ana mal!alnh Yllng telnh diura lkan timbul 

p rmasalahan sabaSai berikut . 

1 . Dapatkah bentonit digunakan sebagai materi pendukung untuk 

amobilisasi glukoamilase ? 

2. Pada kondisi (pH , suhu. konsentrasi glukoamilase, dan bentuk 

benton it) bagaimana days ikat bentonit terhadap Slukoamilase 

maksimal ? 

3. Basaimana kemampuan Slukoamilase amabil yang diperoleh dalam 

me nQh idrolisis pati seoara sinambuns ? 

2 . Tujuan penel! lian 

Panolitisn i n i be r tujuan untuk menentukan 

1. kond isi opt ill'lUDl ( pH. suhu. konsen t r8S i g lu k08m i lase. dan 

bentuk benton it) yang memberikan daya ikat maksimal an tara 

bentonit dan glukoa~ilase 

2. kelllalllPuan glukoalllilase amobil yang 

lIlen~ hidroli5i5 pati o 

diperoleh dalam 
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2. Hanfaal Penel l llan 

Penelitian ini dapat dikembangkan unl.u l( produksi guls 

no -sukrosa di Industri, untuk lI'le lllenuh i kebutu hsn gula dari 

s u ber dalam negeri . 

, 

, 
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BAB II 

TIHJAUAH PUSTAKA 

2 •• Glukoamilase 

Glukoamilase, disebut juga amil oglukosidase, termasuk 

je is ami lase yang bekerjanya menghidrolisis ikatan Qlikosidik 

0-1,4 dari ujung non - pereduksi (exoenzyme) secara berurutan, 

se ingga dibebaskan unit-unit glukosa. Oapat menShidrolisis dan 

me ewati 1katan g11kosidik ~-1 , 6, oleh karen a itu diper o leh 

pr duk akhir gluko s a secara kuant i tatif . Karena bekerja ha nya 

pa a bagian u j ung mo lekul . mak a penurunan kekentalan larut a n 

su strat terjad1 seoara lambat. sadang produksi gula pereduksi 

be langsung cepat (Crueger dan Crucger, 1984 ) . 

uju ni pereduksi 

Ga bar 2.1. Skema mekanisme hidrolisis pati oleh amilase 
( Cruege dan Crueger, 1984 ) 

~-alnilase ~----o glukoalnilase 

~--~6 ~-anilase ~----x enzim pemutus cabang. 

5 
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Glukoamilase jarang ditemukan dalam bakteri. Dihasilkan 

01 h beberapa genera tungi. Sec8f8 komersiil didapat dari Asper

eitlus ni66r. A. orysae. A. awamori, Rhl20puS n(v6us. R. delemar. 

R. lormosa~i'''.s(s . R javan(cus serta gener a Endom.yc9s (Wiseman , . 

19 9 ) . Glukoamilase dari As~r6(llus paling termostabil. me

mp nyai temperatur optimum BOoC (pada umUmnya amilase 5SoC). Pa

da suhu di bawah BOoC sukar sekali mencegah pertumbuhan mikr oba 

Is n dalam campuran reaksi. Karena pertimbangan in1 maka glukoa

nli ase dari AspertriUus paling un'Htul di pasaran ( Priest, F. G. 

19 4 ). 

Glukoamilase adalah glikoprotein . Glukoamilase A. nL8er 

da R. delemar mengandung 13~ karbohidrat. Berat lIlolekul 

be kisar 60.000-100.000. Dilaporkan pula bah~a glukoamilase 

Rh zopv.s dan Asper6i.1.1.us mengandung manoss-, glukoss, galaktos8 

da sssm uronst ( Wi seman, 1985 )_ 

Kadang-kadang satu strain menghas i 1 kan beberapa 

15 enzim Qluk oam ilase. Kemungkinan juga terjadinya isoenzim in1 

ka ena mod if1kasi enz1m selama proses fermenta si tiga jenis 

gl k08llilase, akibat kerja protease dan glikosidsse yang 

te dapat pada kondisi eksperimen . Satu dari ketiga glukoamilase 

te sebut dapat menghidrolisis pati jsgung yang mssih mentah, 

se ang dua yang lain hanya bekerja pada molekul pati yang telah 

di enbungkan dengan pemanasan (Crueger dan Crueger, 1984 ). 

Kualitas spora yang digunaksn sebagai inokulum , 
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~ e pengaruhi porolehan enzin dalam prod uks i glu ko amilase dar i A. 

n t 8r. Bila spora dlproduksi pada med i um agar yang kaya 

su lomen (mlsalnya dibubuhi ekstrak malt ) , kc c e patnn pembentuknn 

gl koamilas e akan h~ r kurang pad a t iap kali t r ansfe r (sete l a h 

en 10 kali transfer, hanya tertinggal 50 X da r i ak ti vitas enzim 

s e ula) sedang pembentukan spora tidak menurun . Namun bila spora 

in kulum diproduksi pada medium minimal, ke cepatan pembentukan 

en im tetap pada tiap kali trans fer, sedang pe mb e n t ukan s po ra 

me urun. 
, 

Hal yang menarik pada ke b,nyakan g l uk oamilose adalnh 

ke ampuannya monyerang dan menghi d r oli sis granu l k- granu l pat i 

ya g masih mentah . Haka kemungki nan hidr o l isis pa ti tanp a t a hap 

ge atinisasi pada temperatur tinggi . Da l a n in du st ri hal ini 

da at mengurangi ongk os tinggi karen a pen ggunaan e nerg i yang 

be lebih ( Priest, 1984 ). 

2 . • Lempung 

Lempung merupakan baSian penting d ari tanah yang b~rupa 

s e yaws dari alumina dan silika sebaga i ben t uk mineral 

be s ama-sama de ngan senya~a organ i k did a l am tanah yan g meru pa kan 

un ur pokok yang berpengaruh dala~ kebanyakan s ifat kinia dan 

fi ika tanah. Lempung menyusun 35 X lebih teks t u r tanah . 

Ada dua gol ongan lempung ya kni : 

1. lempung jenis silikat yang terdapat di daerah sedang ( pada 

daorah portanian yan" luas , dan naju) 
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2. olangsn lempung h id rat okisda besi yang ada di daerah tropik 

an semi tropik. 

Lempung silikat berupa individual koloid yang terdiri 

dar bentuk lempeng-lempens, yang satu so ma la i n membentuk 

lap san-lapisan besar, dan bentuk satuannyu tergantung pada 

s us nan nineral dan tenpat terbentuknY8. Tiap butir lampung 

tor usun olch so jum lah besar kesatuan unit struktur seperti 

1em ung. Butir hablur individual disebut misel atall inti. 

Lap' san katien yang menysusn permukssn butir lempung daps t 

ber sbuns dengsn sejumlah molekul air. Karena kati en inl dapat 

te r idratasi, akibatnya lembung silika banyak mengandung air 

yan tertambat di an tara lapis-lapis yang menyusun s uatu misel 

Ie ung . 

Ga bar 2.2. Hablur lempung berbentuk bilah yang terdiri dari 
permukaan luar dan dalam 

Butir-butir lempung merupakan sistem yang tcrdiri dari 

du bag ian yang berlainan yaitu 

1, misel yan~ relati! besar dan t1dak larut 

2 . kumpulan kat10n yan~ ter1kat t1dak kuat 

Ka ion-kat1on 1n1 mudah di~8.nt '1kan oleh ion-ion le,in, yang 
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dikenal sebagai pertukaran ion. 

Tanah lempung dianggap mempunyai bentuk amorf. dengan 

gujian sinar-x atau mikroskop elektron menunjukkan bahwa 

bersifat hablur. Atas dasar sifat hablurnya 

puna dibaai menjadi 3 golongan Iempung. yakni kaolinit. 

~orilonit. dan hidrat mika. 

seperti Iempeng, tersusun atas hablur pipih, satuan ini 

dari lapisan yang berganti-ganti yakni Iapisan alumina 

lapisan silika. Kedua lapisan satuan kaolinit satu sama lain 

atom oksigen yang terbagi sei~bang oleh atom silika 

alumina dalam lapisan mereka masing-masing. Kesatuan ini 

diikat lebih kuat oleh penghubung oksigen hidroksil. 

dalam keadaan tidak mengembang. biasanya 

gembangan terjadi jika lempung dibasahkan. Kation dan air 

ak dapat masuk ke ruang antara satu satuan misel. Jadi 

mukaan efektif kaolinit terbatas pada permukaan luar, dan 
• I 

unJukkan rendahnya kemampuan kaolinit mengabsorbsi kation. 

linit tidak mudah pecah menjadi lapisan tipis karena satu 

a lain sangat kuat terikat. 

on an Konmorilonit 

lur seperti keping tersusun atas kesatuan hablur, terdiri 

dua lapisan yaitu lapisan silika dan lapisan alumina, serta 

oksigen yang terikat erat di antara lapisan tersebut. 

uan struktuF satu sama la1n terikat begitu longgar oleh 
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p nQhubun" oksiQen yan" sanQat lemah. sehingga kisi hablur 

5 perti PllPutan yang menQembang sangat mudah. akibatnya pecah 

m jadi butir-butir yang besarnya mendekati satuan-satuan 

5 ruktur tungQal yang berukuran diameter 0 , 01 sampai 1 mikr on. 

Kation dan molekul air dapat bergerak di antare satusn hublur 

morilonit. Pada permukaan luar jumlah but ir an jauh lebih 

ar daripada permukaan dalam. Permukaan dalam juga bermuatan 

ne stif, sehinggamemiliki kemampuan mengadsorpsi ka t ion tinggi. 

Lu s per mukaan daiaID jauh melebihi permukasn hablur lU8r, kedua 

hal tersebut mengakibatkan kemampuan pertukaran kation menjadi 

be ar . 

• 

Gamber 2.3. Struktur lempunQ monmorilonlt 
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Go on an Hidrat ~lka 

Su unannya mirip monmorilonit. Butir-butirnY8 jauh lebih bessr. 

dB 15 X silikon yang terdapat pada lapisan silika diganti oleh 

al ninium . Valensi yang terjadi pada penggantian in1 sebagian 

be ar dill1lbangi oleh kalium 'yang terletnk diantara satusn 

he lur. Sifat-sifat hidratasi, adsorpsi ion, mengombang, 

be kerut, danplastisitas yang mudah didispersikan berkembang 

ku ang kuat delsm , ilit. Ukuran dan besarnya terletak di anatars 

ka linit dan monmorilonit. Banuun satusn hablur mirip sepertl 

mo norilonit, lapisan oktahedral di antars dUB lapisan tetra 

he ral (silika), Ion kalium diikat erat di antara satusn hablur 

ya g menyebabkan tipe struktur mineral menjadi kuat, hal in1 

me ghalangi gerakan air dan kati on memasuki ruang antara satuan 

ha lur. Karena itu permukaan dalam dan kemampuan pertukaran ion 

pa a illit jauh lebih keeil dari pada monmorilonit. 

2 • • 1 . Lempung aklif sebagai r esin penukar ion 

Sebagai ba han tanah, lempung mengandung senya~a alumina 

si ika hidrat. Kandungan senya~a alumina silika hidrat dalam 

le punQ dapat dimanfaatkan untuk diolah monjndi 5enyawa alumina 

5i ika lainnya, seperti zeolit, bentonit, f'elspar. kaolin dan 

ba an-bahan kinia lainnya. (Burhanuddin, 1986). , 
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Lempung yan~ mula-mula amorf, pada proses aktivasi akan 

b rubah menjadi bentu k kristal yang lebih sempu rna dan me~punyai 

kekristalan yang tinggi, hal ini mengakibatkan ukuran psrtikel 

be tambah besar ( Bambang, 1989 ) . Sebagai penukar ion yang 

ef ktif herus mempunyai sifnt-sifat 

1. IUBs permuksan yang beser 

2. kapasitas pertukaran ~ang tinggi 

3. stabil, tahan seears fisik dan kimi a 

4 . mudah diregenerasi 

Lempuns: sengat murah dan mudah didapatkan. 

me Qan dunQ senya~a alumina silika yang mampU mengikat kat ion dan 

an on seperti halnys guQus 8 56m dan bass pnda resin. Lempuns 

ya g sudah diaktifkan mengandung silika 62,64 i. dan alumina 

43 06 i. yang tersusun dalam struktur 

o ~ ..-- 0-_ ° 
-- S i .- ............. - A 1:'::::-

0 / """ 0 0 --- - -0 

Atas desar struktur te rsebut maka kerapatan elektron 

pa a Al san~at basar sahing~a posisi ini sangat elaktronegatif. 

se ingga kation-kati on yang terlarut dalam air akan terikat. 

Ke apatan elektron pada Si sangat keeil ba hkan posis i 1n1 

sa gat e lek tropositip seh ingga diha rapk an an ion - an i on , yang 

te larut dalam air akan terikat. 

Helihat sifa t lempung aktif. yang an tara lain mempunyai 

da serap yang besar. dapat diproses menj adi bentuk kristal 

, yan lebih sempurna, mengandun~ senyawa a lumina hifrat. serta 
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k stabilannya, maka l empung ak tif dapat ber fungsi sebasa i 

pe ukar ion, yo itu penukar kation mauplln rJ«mllkll r anion. 

He an isIfl6 pertukar an kation pado. lemp ll n~ rli~nrnb8rkan s ebagai 

be ikut : 

1. Ion amonium (dari NH 4N03 ) sebngai penu kar kat ion 

2. Pertukaran d8n~an ka tion lain 

, , 0 
/0,,- /""-," . / 0,,- " 0 \ / , 

" " " " • ,. 
/ \ / 

'0 " '\ / '\, 0 0 0 0 0 

, , 
0 o lIt! 0 0, L 0 0 L 0 O~II ' \1 ,I' / ,/ , ,/ "- " -4 " " " 1" LIIO) --t> 11 L " " - / 

'- 0 
I 

'0 0
1 

' 0 0/ '0 0/ 
, / , 0 0 

- 0 0 0 
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Hekanisme pertukaran anion pada tanah lempung 
di ambarkan sebagai berikut: 

I) 

. " . • r -_to Al 

1)/ '0 

2.3 Teknik Amobilisasi Enzim 

Amobilisasi enzim didefinisikan sebagai proses untuk 

men han per~erakan enzim seoara sempurna, umumnya menghasilkan 

sua u bentuk enzim yang tidak larut air, dan memungkinkan 

pen gunaan ulang enzim tersebut. 
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Met o e alllob1lisasi en zim , 

I 
I I 

IHet ode enZ1m tak laru t'" 1 IH etode enzim larut" , 

I 
I Penj eb a kan , 

- Gol 

I 
PenEtikatan 

I Fiber 
Mik ro enkap
sulasi Pengikatan karier , Pengikatan silang 

- Adso r bsi f'isik 
Pengi kat an ion 

- Pengikatan logam / kelat 
- Pengikstan kovalen 

Ga~bar 2.4. Klasifikasi enzim alllobil berdasarkan sifa t interaksi 
enzim - lIlateri pendukung dan si f' st materi pendukung 

Pengikatan enzim pads suatu karier yang ta k larut dapat 

di o l ongkan atas dasar cara enzim ter ikat, yaitu adso rpsi f'isik , 

ik tan i onik, ikatan kelat/l ogam dan ikatan kovalen. 

Pe gikatan karier lIlelalui ad sorpsi fisik lIlerupakan met ode 

amcbil isasi enzim terllludah. Mo lekul-mole ku enzim teradsorpsi 

s e c ara fisik pads permukasn karier padat, yang dapat dilakukan 

dergan cara membiarkan larutan enzim kont a k dengan kari e r . 

Ka ena tidak ada spesies r eaktif yang te rl ibat dalam prosesnya, 

lila a tidak ada perubahan kon forlllas i enzim sete lah amobi li sasi, 

s e ingga aktifitas enzim dip e rtahank an S8ma seperti bentuk 
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te larutnya. Adsorpsi tergantung pada vnriabcl eksperimen, yaitu 

pH, sifat peinrut, kekuatan ion, jumlnh enzim dan adsorben, 

wa tu. serta temperatur. 

Va iabel-va r iabel tersebut harus dikontrol, karena ikatan antnra 

pr tein sdsorben relatif le~ah (ikatan hidrogen. gaya van der 

Waals, inte r aksi hidrofob). 

Pada amobilisasi melalui pengika~an ionik, molekul 

enzim melalui ikatan ion terikat pada materi pendukung padat 

yan mengandung residu-residu penukar ion. KadanS-kadang juga 

ter ibat adsorpsi fisiko Perbedaan utama nntarn metode ikatan 

ion dan adsorpsi fisik adalah kekuatan ikatannya. Pada lkatan 

ion ikatan enzim-karier lebih kuat dibandingkan adsorpsi fisik, 

tet pi lebih lemah dibanding iaktan kova le n. 

Teknik yang relatif baru adalah penggunaan senyawa 

log m transisi untuk aktifasi permukaan materi pendukung 

se h ngga dapat bergabung dengan enzim melalui pembentukan kelat. 

Hat ri pendukung yang telah dicoba adalah gelas, chitin, celite. 

8sa alginat. gelatin dan s elulosa, untuk amobilisasi enzim dan 

ant biatik. 

Hetode yang penggunaannya luas ada l ah amobilisasi enzim 

den an ikatan kovalen an tara materi pendukung den gan residu pada 

en z m yang tidak diperlukan untuk kerja ka t alitik. 
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BAB III 

HETODE PENELITIAN 

3.1 Bahan Penelilian dan Alal 

Sampel penelitisn meliputi enzim glukoamilase dan bentonit. 

Glu oamilase diperoleh dari Hovo Industry, Untuk seianjutnY8 

yan dimaksud smilase adalah glukoamilase. Bentonit diperoleh 

dar' Kecamatan Punung, Kabupaten Paeitan, J8~a Timur. 

Bahan kimia yang dlgunakan deIsm penel it ian i n1 apabila 

tid k diecbutkan lain bererti berkualitas pro-anal isis 

yanQ digunakan : NH 4N0 3 , HF, amonium molibdat, NaOH, kali-

atrium tartrat, H
2

S0
4

, Ns ZHA s04 ,7H ZO, NsZC0 3 , NSZS0 4 , 

4,5H 20, glukosa, tirosin, 858m sitrat, amilum, NS ZHP04 , 

Alat utema yang dipskai: Spektrofotometer uv/vis 6105. 

3 . Cara KerJa 

Pengikatan enzim pada pendukung bentonit dicoba melalui 

du oara. yaitu melalui ikatan ion dan adsorpsi fisik o Prosedur 

ak ivasi bentonit untuk dua jenis cars penQikatan in1 dirujuk 

dari penelitian terdahulu. Untuk selanjutnya yang dimaksud 

an b.n tonit ~tll adalah bentonit yang diaktivasi untuk 

ikat amilase secsra fisik, sedang bentonit penukar katlon 

bentonit yang diaktivasi untuk mengikat amilase secara 

ionik. 

17 
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3.~. 1. Pombualan benlon! t akl!f 

Sampal bentonit dibersihkan dari pengotor-pengotor yang me

nelllpal, d1kerinQka.n dalalll ov en 130 °C, qitHtrnllk, dan diayak 5eh-

irgga diperoleh serbuk bentonit . Se lanjutnya se rbuk be ntoni t di-

r ndam dalsm HF 1 X selama 1-2 jam, dicuci dengan air suling sa

m ai bebes HF, dikeringkan dalam oven 130 u c . ditumbuk lagi sam-

pai diperoleh serbuk, dan diayak dengan derajat kehalusan 240 m

elSh. Selanjutnya dilakukan aktiva5i den~an c nr R: bentonit d\rl)n 

ksikan densen AIC1 3 den~an pemanasan pada 5000 C selama 5 jam 5 -

aalbil dialiri gas N2 . Proses aktivasi tersebut 

b8~an alat pada sembar 3.1. 

dikerjakan 

• 
dalam 

B 

Il 

1 

Gambar 3 . 1 . Alet untuk aktivasi bentonit 
Ke erangan sember: 1 . Tandon gas N2 5. Tanur listrik ' 

2. Gelas ~ol 6. Termokopel 
3. Aiel, 7. Keluaran gas HZ 
4. LempUng benton it 8. Kran 
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3 .• 2. Pembuatan benlonll pe nukar kallon 

Enzim amilase yang digunakan mempunyai pH optimum di ba~ah 7 , 

se hingga dalam larutan air bermuatan positif. O)e h kar ena itu 

pe dukung bent onit diakti f kan agar dn ~~t berfungsi sebagai 

pe ukar kation densan ion pasangan + + H atau NH 4 . Bentonit 

pe ukar kat ion yeng terbentuk berturut - turut diberi Iambang B-H+ 

de 

A. Pembualan B - H+ 

Dilakukan prosedur aktivasi bento n it seperti pada butir 

3.2.1. Kernudien bentonit aktif dimasukkan ke dalam kolom yang 

telah berisi gelas wol pada dasnrnya. Dialirkan 100 mi 

Iarutan NH 4 N03 1000 pprn sebagai influen. Kernudian ben

tonit dipindah ke dalam krus porselin dan dipanaskan 130°C 

sampai kering, dilanjutkan pemanesan dalam t enur 5u hu 550°C 

selama 3 jam, dan didinginkan. 

B. Pe mbuatan B - NH: 

Dilaku kan prosedur pada butir B di atas tanpa pemanssan. 

3 .• 3. Perslapan amilase 

Ami lase berupa ekstrak ken tal yang diperoleh dari Novo Indus 

tr ,diuji aktivitasnya dan ditentukan kadar proteinnya. Untuk 

3m bilisasi melalui adsorpsi fisiko ekstrak ken tal yang telsh 

di ncarkan pada kadar • tertentu lsngsung dikontakkan pada 
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be tonit aktif. Sedang untuk amobilisasi melalui ikatan ianik, 

ek trak ken tal anilase terlebih dahulu ditambah beberapa tetes 

Na H 0,1 N sampai mencapai pH ~ tertentu kemudian dien ce rkan 

S8 pai kadar tertentu· tanpa menggeser harga pH . 

Ca stan: * pH dan kadar tertentu di sin1 masih akan ditentukan. 

A. UJl aktiv!tas anulase 

Pembuatan pereaksi warns arsenomolibdat : lima gram kristal 

amonium molibdat dilarutkan dalam gO ml air, ditambah 4,2 rol 

H2S04 pekat sambil diadu\t, kemudian didinginkan. 

Kristal N8
2

HAs0
4

,7H
Z

O sebanyak 0,6 gram djlarutksn dalam 5 ml 

air. larutan in1 dicampur dengsn larutan pertama dan diaduk. 

Larutan benin~ yan~ berwarna kuning in1 disimpan dalam botel 

coklat dan diinkubasi selama 24 - 48 jam pada suhu 37°C. 

Setelah itu disimpan dalam lemari es. 
~ 

Pembuatan larutan Nelson A :satu setenga h gram garam Rochelle , 

3,0 gram Na
2

C0
3 

anhidros. Z.O gram NaHC0 3 dan 18,0 gram 

Na 2S04 anhidros dilarutkan dalam a~r sambil diaduk dan 

diencerkan hingga volume 100 mI. 

Pembuatan larutan Nelson B : dua gram CuS04 .5H20 dilarutkan 

dalam air. ditambahkan 18 gram Na ZS04 anhidros. diaduk hingga 

larut, diteteskan 1-2 tates H2S0 4 p~kat, dan diencerkan 

sampai 100 au. 

Pembuatan larutan Cu alkalis: Dicampur 4 'volume larutan 

Nelson A densan 1 volume ' larutan Nelson B. dan diaduk. 

IR-PERPUSTAKAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN Optimasi Kondisi Amobilisasi  ... Afaf Baktir



Larutan in1 hsrus dibuat seat hendak dipskai. 

Pe~buatan kurva kalibrasi Slukosa : 

21 

Disiapkan 5 bush larutan glukosa standnr, dengan kadar 0,02; 

0 , 03 ; 0.05 J 0 , 08 . dan 1 mg/ml. Sotiap Inrnt.nn diPlpet 0,1 ml 

ke dalam 5 tabuns reaksi , ditamhah 1 ml H20 dan 2 ml perenksi 

Cu alkalis, dipanaskan pada penanQas Bir 100°C 10 menit, 

didinginkan, ditambahkan 2 ml pereaksi wnrna arsenomolibdat 

dan dikocok sehingga gelembung gas habis. Ditambah akuades 

4.9 ml, dikocok, diukur serapsn filtrat yang jernih pada A 

520 nm, Kemudian dibuat grafik kadar glukosa terhadap serapsn 

pada 520 'nm. 

Uji Aktivitns : Disiapkan due bush tabuns reaksi, diberi 

tands B (blangko) dan E (eksperimen). Ke dalam tabuns B 

dimasukkan 0,1 ml larutan enzi~ yang telah dipanaskan pada 

100°C 10 ~enit. Pada tabung E dimasukkan 0,1 ml larutan 

amilase yang masih segar. Pada kedua tabung ditambahkan 1 ~l 

larutan amilum 1 X dalam bufer pH 5,5, kemudian diinkubasi 

pads 40°C selama 10 menit. segera dipanaskan pada penangas 

air lOOoC. Kemudian ditsmbsh 2 ml pereaksi Cu alkalis, 

dipanaskan lOOoC dengan penangas air selama 10 menit. tabung-

tabuog direndam dalam air dingin, ditambah 2 ml pereaksi 

\.Jarns. d i kocok sampa i gelembune: gas habis. terakhir 

ditambah 4,9 nl H20. dikocok .. dan diukur serapannya pada 520 

nm . 
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B. Panentuan Kadar protein 

Kadar protein ditentukan dengan eara pengukuran serapsn 

l arutan pada 280 nm menggunakan spektr ofotometer, dan 

dibandingkan dengan larutan tirosin standnr. 

Pembuatan kurva kal i brasi tirosin: dibunt larutan tirosin 

standar dalam Hel 0 , 2 N, dengan kosentrasi 10. 20, 30, 40 

dan 50 ~~/ml. Dibuat kurva kadar tirosin terhadap serapan 

pada >.. 280 nm. 

3 .• 4. Penentuan kondisi oplimum pengikalan benlonil-andlase 

Variabel yang menentukan adsorpsi fisik an tara ami lase dan 
be tonit aktif adalah suhu, lama kon t ak , d an konsen t ra si 

am lase. Sedang variabel yang menentukan ikatan ion1k antnra 

be tonit penukar kat ion dan ami lase ada l a h s uhu, lama kontak, 

ko sentrasi amilase. dan pH. Berikut ini di ten t ukan kondis i 

op imum tiap variabel ter sebut . 01 samping i t u dalam pembentukan 

ik tan ionik antara benton it dan amilnse, akan dibandingkan ke

ku tan ikatan yang terjadi bila menggunak an bentonit B-H+ d an 

B- H+ 
4 

A. Hembandlngkan kekualan benlonil B-NH: dan B-H· dalam mengikal 

a milase 

Disiapkan dua buah tabung reaksi, tabung I diis i 0,25 gram 

+ serbuk benton it B-NH 4 dan tabung II diisi 0 ,25 gram serbuk 

benton it B-H+. Ke dalam tiap tabung ditambahkan 0 , 2 ml 

larutan an ilase pH 5 , didiankan 30 menit, kemudian dibilas 
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dengan 10 ml bufer fosfat 

junlah pengaduk- an sana, 

sitrat pH 5. 
I 

dipusingkan. 

23 

Setelah diaduk dengsn 

Filtrat dipisahkan dsn 

diukur serapannya pada A 280 nm. Pembilas sn diulang empat 

kali sehingga diperoleh lima buah data serapsn bilassn. 

Varlasl suhu 

Disiapkan tiga buah tabuns: reaksi. Xe dalam tiap tabunit 

dimasukkan 0.25 gram bentonit aktif. Tabung reaksi diberi 

nomor I, II dan III. Suhu pada tabung I diRtur sampai 15°C, 

tabun g II suhu 25°C dan tabung III suhu 35°C. Ke dalam tiap 

tabung ditambahkan 0,2 ml larutan amilase, dibiarkan 30 

men it, kemudijn ditambah 10 rnl 8Quades dan diaduk dangsn 

jumlah pengadukan yang sama, segers djpusingkan, filtrat 

dipisahkan dan diukur serapan- nya pada A ?o80 nm. 

C. Varlasl lan~ konlak 

Disiapkan tujuh buah tabuns: reaksi, masing-masing diberi 

tanda a ,5 • 10 , 15 ,30 ,45 dan 60 . Ke dalarn tiap 

tabung dimasukkan 0,25 gran benton i t aktif dan 0, 2 ttll larutan 

amilase. Pada tabung yang bertanda 0 segers ditambahkan 10 

ml aQuades setelah kontak. Sedans pada tabung -tabung yang 

lain, penambahan 10 ttll aquades dilakukan setelah kontak 

ami lase dan ben ton it berlangsung selama waktu yang terters 

pada tiap tabuns: (5 • 10 , 30 , 45 dan 60 ). Setelah diaduk 

denQan jumlah pengadukan yang s~ma, segera dipusingkan J 

filtrat dipisahkan dan ditentukan serapannya pada A 280 nm. 

MILl/( --, 
PERPUSTAKAAN 

UNIVERsn ,\,s AJI{LANGG 
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D. Varlasl pH larulan amilase 

Disiapkan enam buah tabung reaksi, secara berurutan ditandai 

pH 4, pH 5, pH 6, pH 7, p!l B. Ke dalam tisp tabung dimasukkan 

0.25 gram serbuk bentonit penukar kation. Disiapkan larutan 

amilase 25X den~an pH 4, 5, 5,5, 6, 7, B, ynn~ dibuat d6nQan 

car a menambah NaOH 0,1 N pada larutan ami lase induk sampai 

diperoleh larutan amilase 25 X pH tertentu. Hasing-masing 

larutan amilase sebanyak 0,2 ml dimasukkan ke dalam tabung 

berisi benton it yang sudah disiapkan sesuai dengan tanda yang 

ada. Dibiarkan terjadi kontak antara bentonit dan ami lase da

lam semua tabung selama 30 menit, dan ditambahkan 10 ml bufer 

fosfat sitrat pH tertentu (sesuai dengan pH setiap ami lase 

dalam tabun~ ), diaduk den~an jumlah pen~aduk yang sarna, dan 

dipusingkan . Setiap filtrat dipisahkan dan diukur serap~nnya 

pada A. 2BO nm. 

E. Varlasl konsentrasl larulan amilase 

Disiapksn ensm buah tabung reaksi yang berisi 0,25 gram 

bentonit aktif. Pada tabung diberi tanda I, II. III, I V, V 

dan VI. Pada tiap tabung dit~mbahkan larutan ami lase yang 

kadarnya berbeds-beds, yaitu tabung I 100 X, tabung-tabun" 

berikutnya seeara berurutan 20 X, lOX, 7 X, d.n 5 X,. 

Setelah didiamkan 30 menit, tiap tabung ditambah 10 ml 

aquades dan diaduk dengan 

kemudian dipusingkan. Setiap 

jumla"h pengadukan yang sarna, 

filtrat ditentukan serapannya 
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pada 280 nm. 

3.2.5. Vj! Kokualan adsorps! flslk benlonil-amllase 

Disiapkan sebuah tabung reaksi yang berisi 0,25 g bentonit 

a tif. dibiarkan pada suhu optimum. Kemudian ditambahkan 0,2 ml 

1 rutan 8~i18se bersuhu optimum, dibiarkan sampai adsorpsi op

t mum, pada ruang bersuhu optimum. Kemudian dibilas dengan 10 m! 

a uades bersuhu optimum, diaduk, dipusingkan, dan filtrat diukur 

s rapannya pada ~ 280 nm. Pembi lasan dengan 10 ml aquades diu

e pat kali hin~ga diperoleh lima data Gorap an pada 280nm . 

3 .2.6. UJ! kekualan !kalan ! onik benlonil - amllase 

Disiapkan empat buah tabung reaksi yang masing-masing ber

i i 0,25 g ben ton it penukar kation, diatur pada suhu optimumnya. 

T ap tabun~ ditamba hkan 0,2 ml 1arutan ami lase bersuhu optimum, 

d biarkan sampai adsorpsi optimum pada ruangan bersuhu optimum, 

k mud ian dilakukan pembilasan dengan cairsn pembilss yang 

b rbeda-beda untuk tiap tabung, yaitu tabung I dibilas deng a n 10 

m bufer fosfat-s itrat pH 5,5, tabung II dibilas densan 10 ml 

1 rutan al!lilum 1, 25 X dalam fuber pH 5,5 tabung III dibilas 

d ngan 10 ml larutan amilum 2,5 ~ dalalfl bufer pH 5,5 dan 

t bung IV dibl1as dengan 10 ml larutan amilum 5 X dalam burer pH 

5 5. Setelah dipusingkan, diukur serapan filtrat pada ~ 280 nm 

m nggunakan blangko larutan penbilasnya masing-masing . Prosedur 

p mbilasan ini diu lang 3 kali, sehingga diperoleh empat data 
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ser pan pada h 280 nm untuk setiap tabung reaksi. 

3 .• 7. UJl akllvllas amllase amab!1 secara sinambung 

Ditimban~ 4 ~ram serbuk bontonit penul18r kat ion, dibunt 

bersuhu optimum, dimasukkan ke d1l1am gelas Beaker 10 ml yang 

berisi 3 nl larutan glukoamilase bersuhu optimum 

op imum. Dibiarkan pada suhu optimum selama Ysktu 

dan pH 

kontak 

optimumnya. Kemudian dimasukkan ke delam kolom yang bagia~ 

ba ahnYB diborl gelas wal, dangsn bantuan io m] larutan pat1 2,5 

% dalam bufer pH optimumnya. Kemudian kolom gllik oamilase amabil 

- di indah pada suhu kamar, dan larutan pati d alam ko l om 

di eluarkan seluruhnY8 sobagsi efluen tetes demi tetes yang 

di ampung dalam tabung reaksi. Setelah kadar protein efluen 

di entukan, segera dipanaskan pada penanga s air 100 0 C dan 

di entukan kadar gulanya dengan metode Somogyi-Nelson. 

, 
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BAB IV 

HASIL PENELITIAN DAN PEHBAHASAN 

4.1 . Pers iapan Glukoaml1aso 

Amilase yang diperoleh dari Novo Industry berupa 

ek trak ken tal berwarna coklat. Untuk percobaan -percobaan 

s e anjutnya bila tak disebut lain , maka yang dimaksud larutsn 

nM ' ls5e adalah larutan yan~ berkadar 25 X ekstrnk amilase . Jadi 

la utan ami lase adalah pengenceran ekstrak ami lase sebanyak 

em at ka1i . 

4. . Akt.i vi t.as Amilase 

Ekstrak amilnse ditentukan aktiv i tasnya menggunakan 

sutstrat 1aru tan pati 1 X. G1ukosa yang terbentuk dari reaksi 

en imatis ditentukan dengan me~ode Semogyi Nelson. hasilnya 

te tera pada tabel 4.2, sedans data dan ku r va baku glukosa 

be turut-turut pada tabel 4 . 1. dan gambar 4 . 1 . 

Ta)- e1 3 .1 . Data serapan larutan glukosa stand ar pada A 520 nm 

Larutan glukosa 
( mg / Ill) 

0,00 
0.01 
0,02 
0,05 
0,08 
1,00 

Serapan pada A 520 nm 

0.212 ( blangko ) 
0.264-0,212 = 0.052 
0.322-0.212 = 0,110 
0.335-0,212 = 0 ,123 
0,464-0,212 = 0,252 
0,593-0,212 = 0.381 
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"' 1/ 

Ga bar 4.1 . Kurva st andsr glukosa 

Ta e1 4.2. Data hasil uji ak tivitas amilase 

S ra an ada" 20 nm Glukos. (mg /ml) 

0.502 x 10 26.25 

kadar glu kos a 
(mg/ml) 

Aktiv1t •• U/ ml 

26 . 25 

C tatan : Satu unit aktivitas (U ) adalah jumlah enzim yang 
membebaskan 1 mgram gul a pereduksi yang dih ituns 
sebagai glukosa per meni t pad a kondisi percobaan 

4 . fie Kadar Protein Dalam Ekslrak Arnilas o 

Kadar ami lase yang ada daism larutan diikuti densan melihat 

ka ar proteinnY8,yang ditentukan dengen mengukur serapen 1arutan 

pa a h 260 nm, menggunakan standsr tirosin. Hasil pengukuran 

ka ar protein ekstrak ami lase terdapat pa d a tabel 4 . 4. scdanQ 

da 8 dan kurva standsr tirosin berturut-turut terdapat pada 
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tab~l 4.3. dan gambar 4.3. 

Tabel 4.3. Data serapan larutan tirosin standnr pada ~ 2eO nm 

larutan tiros1n IJg/ml Serapan padn ~Q mn 

i 
! 
2 
e 
o 

nm 

30 
40 
60 
eo 
90 

100 

Kadar tirosin (ug/ml) 
GaD bar 4.2. Kurva standar tirosin 

0.245 
0.305 . 
0.422 
0.563 
0,633 
0,703 

Tatel 4.4. Data hasil penentuan kadar protein ekstrak amilase 

S erapan pada ~ 280 nm Kadar protein 
( ,374 x 50 2,45 mg / ml 

.1 

IR-PERPUSTAKAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN Optimasi Kondisi Amobilisasi  ... Afaf Baktir



30 

4. • Has11 Penenluan Kond1s1 Opl1mum Peng1kalan Ami1ase Pada 

Benlonil 

4 •• 1. Has~1 uji perbandingan daya ikal benlonil B-NH: dan B-H+ 

Kekuatan ikatan ion yang terbentuk antar~ bentonit penukar 

ka ion bentuk B-NH+ dan 8-H+dengan am11ase dibandingkan dengan 4 

ca a mengukur kadar protein yang 1010s / terikut da1am filtrat 

ha i1 bi1asan enzill amobi1. Data yang diperoleh pada tabel 4.5. 

Ta e1 4.5. Data kadar protein yang 1010s selama pe~bilastn 
amilase allobi1 dengan·pendukung bentonit 8-NH4' 8-H 

B 1 1 a s a n 
Benlonil I II III IV 

S I P I S P S p I S P 

B-NH+ lOx 0,99 5x 0.13 Ix 0,05 1x 0,04 

" . 0,630 0,216 0,397 0,337 

B-H+ lOx 0,88 1x 0,06 Ix 0,05 lx 0,04 0,828 ° 584 0,388 0,274 

Keterangan: S = Serapan pada panjang gelombang 260 nm 
P = Kadar protein (mg/ml) 

Da a kadar protein yang 1010s pada pembilasan enzim amobi1 

de gan pendukung bentontt bentuk B-H+ lebih kecil dibanding bila 

ggunakan bentonit bentuk + Haka disillPulkan bahwa me B-NH4 . 

pe dukung bentonit bentuk B-H+ lebih kuat Ilengikilt amilase 

da ipada benton it + B-NH4 . 
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· 4.. l.2. Suhu oplimum 

Variasi suhu dilakukan untuk menentukan suhu optimum 

pe~gikatan amilase oleh bentonite Dalam hal ini diwakili oleh 

be~tonit aktif. Protein yang terikui dalam filtrat hasil bilasan 

(dari prosedur butir 3.2.4.8), merupakan protein yang 1010s 

ka~ena tidak teradsorpsi oleh bentonite Makin keeil kadar 

protein dalam bilasan berarti semakin baik kondisi suhu·. yang 

di~unakan. Data yang diperoleh terdapat pada tabel 4.6. 

T8~el 4.6. Kadar protein yang 1010s selama prosedur pengikatan 

amilase oleh bentonit pada berbagai suhu. 

Suhu Serapan bilasan pd A 280 nm Kadar protein YS lolos mg/ml 
, 50 C 11 x 0,251 0,34 

11 x 0,550 

11 x 0,621 

0,86 
0,97 

Peda kisaran suhu yang dieoba, semakin tinggi suhu 

pengikatan amilase bentonit semakin rendah. 

4.4..3. Lama konlak oplimum 

maka 

Variasi lama kontak amilase dan bentonit dilakukan untuk 

m«nentukan waktu yang diperlukan oleh bentonit untuk mengikat 

ar ilase seeara optimum. Hal ini ditentukan atas dasar pengukuran 

·k~dar protein yang terikut dalam bilasan (dari prosedur butir 

3 2.4.8). Data yang diperoleh tertera pada tabel 4.7 dan tabel 
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4. E • 

T at e14.7. Kadar protein yang 1010s selama prosedur pengikatan 
amilase oleh bentonit penukar kat ion pada lama kontak 
yang berbeda 

I ama kontak Serapan bi1asan pada Kadar protein yang 
( menit) ). 280 nm 1010s {mglmll 

10 11 x 0,264 . 0,36 
20 11 x 0,246 0.34 
30 11 x 0,242 0,33 
40' 11 x 0,261 0,35 
50 11 x 0,250 0.34 

Laaa kontak 30 menit memberikan data kadar protein yang 1010s 

pa ing keei1, jadi waktu optimum kontak bentonit aktif kat ion 

dar ami lase untuk menga1ahkan spektrum adalah 30 menit . 

Tate1 4.8. Kadar protein yang 1010s se1ama prosedur pengikatan 
ami1ase oleh bentonit aktif pada lama kontak yang 
berbeda-beda. 

Lama kontak Serapan bilasan pada 
(menit) ~ 280 nm 

10 11 x 0,327 
20 11 x 0,320 
30 11 x 0,305 
40 11 x 0,311 
50 11 x 0,315 

4. ~ • 4. pH opt! mum 

Kadar protein yang 
10los (mg/m1) 

0,47 
0,46 
0,44 
0,45 
0,45 

Varia3i pH ami1ase di1akukan untuk menentukan pH optimum 

ba~i pengikatan seeara ionik oleh bentonit penukar kation. 

Oa am hal in1 yang diukur ada1ah jum1ah protein yang 1010s da1am 
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bi asan, setelah prosedur penglkatan ami lase oleh bentonit. Data 

ya~g diperoleh tertera pada tabel 4.9 .. 

Ta)el 4.9. Kadar protein yang lolos selama prosedur pengikatan 
amilase oleh bentonit penukar kat ion pada berbagai pH 

p 

~ 
5 5 

Serapan pada ~ 280 nm 
bllasan I bilasan I~ 
7 x 0,383 7 x 0,447 
7 x 0,334 7 x 0,267 
7 x 0,302 7 x 0,261 
7 x 0,450 7 x 0,455 
7 x 3,383 7 x 0,552 
7 x 0,357 7 x 0,524 

Kadar protein 
pada bilasan I 

0,37 
0,31 
0,28 
0,45 
0,37 
0,35 

yang lolos (mg/ml) 
pada bilasan II 

0,44 
0,23 
0,22 
0,45 
0,55 
0,60 

Da ~ data tersebut, disimpulkan bahwa pH 5,5 adalah kondisi 

te baik baai terbentuknYa ikatan ionik antara amilase dan 

ber tonit penukar kation, karena data protein yang lolos palins 

kec i1. 

4.- .5. Variasi konsentrasi larutan andlase 

Untuk mengetahui apakah ada pengaruh konsentrasi ami lase 

te'hadap efektifitas pengikatannya oleh bentonit, maka dilakukan 

va iasi konsentrasi. Efektifitas pengikatan ini ditentukan atas 

dafar selisih jumlah protein yang terdapat dalam larutan amilase 

selelum dan setelah kontak dengan bentonit. Data yang didapat 

pac a tabel 4.10. 
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T a Del 4.10.Kadar protein yang diadsorpsi oleh bentonit pada 
prosedur penQl~atan Ilenggunakan kadar larutan alii lase 
berbeda-beda 

K ~dar Serapan bllasan pada Protein yang diadsorpsi 
~ 280 nm A nilase sebelum setelah 'X) kontak bm\onil kontak bentDnit II serapan kadar (lIg/lIl) 

100 0,712 0,583 0,129 0,015 
20 0,146 0,111 0,035 0,003 
10 0,080 0,051 0,029 0,002 

7 0,064' 0,034 . 0,030 0,002 
5 o 056 0,008 a 031 0,002 

Sel~elah diketahui kondisi-kondisi opt ilium untuk pengikatan 

allilase oleh bentonlt, maka dl1akukan prosedur allobl1isasi 

me~ggunakan kondisi optillum tersebut. Selanjutnya amilase allobil 

yang diperoleh diuji kekuatan ikatannya. 

4.5. Hasil UJi Kekualan Adsorpsi Fisik Benlonil-Amilase 

Ke~uatan ikatan adsorpsi fisik yang terjadi antara bentonit dan 

am~lase diuji dengan cara melakukan pembi1asan beru1ang ka1i 

me~ggunakan pembilas aQuades. 

Ta)e1 4.11. Protein yang 1010s da1am bilasan I sId V se1ama pem
pembllasan aml1ase amobi1 (adsorpsi fisik) 

S'lasan Serapan pada ~ 280 nm Kadar protein yang 10los (mg/ml) 

I 10 x 0,731 1,04 
II 10 x 0,200 0,23 
III 1 x 0,280 0,03 
IV 1 x 0,810 0,12 
V 10 x 0,199 0,17 

. 
I 

IR-PERPUSTAKAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN Optimasi Kondisi Amobilisasi  ... Afaf Baktir



35 

Da i data kadar protein yang 1010s, maupun bahwa adsorpsi fisik 
am lase oleh bentonit mempunyai daya ikat yang lemah. Pads 

bi asan IV dan V protein yang sete1ah diikat 10105 lagi. Haka 

me ode pengikatan secara adsorpsi fisik tidak dipi1ih dalam 

pe elitian ini. 

. 
4 •• Has!l Uj! Kekualan Ikalan Ion Pada Benlonil-Amilase 

Kekuatan ikatan ion antara bentonit penukar kation dan 

am lase pada pH 5,5 (bermuatan negatif ) diuji dengan cara 

me akukan pembilasan berulang kali. Cairan pembi1as yang dipakai 

ad lah bufer fosfat-sitrat pH 5,5. Dicoba pula cairan pembilas 

1a utan amilum berbagai konsentrasi dalam bufer fosfat-sitrat pH 

5, . Hal ini sesuai dengan aplikasinya, yaitu larutan amilum 

di lirkan sepanjang kolom amilase amobil. Kolom amilase amobil 

di atakan baik bila larutan amilum yang dialirkan sebagai 

in luen, keluar dari kolom sudah dikonversi menjadi gula, sedang 

am lase tetap tertahan dalam kolom. 

Hasil penentuan amilase (diukur sebagai protein) yang 

10 os (terbawa bilasan), selama pembilasan amilase amobil yang 

di uat melalui ikatan ionik terdapat pada tabel 4.11. 
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T at e 1 4.12. Protein yang 1010s pada bilasan r - IV menggunakan 
pembi1as 1arutan ami1um dengan variasi kadar, se10-
pembilasan amilase amobil ( ikatan ionik ) 

Ll:r utan allilum B i 1 a s a n 
dl lam bufer I II III IV 
p~ 5,5 (X) 5 P 5 P 5 P 5 P 

0 10 x 0,210 0,24 0 ° 0 0 0 0 
1,25 1 x 0,645 0,09 ° 0 ° 0 0 0 
2,50 1 x 0,176 0,02 0 0 0 0 0 ° 

Keterangan: 5 = Serapan pada 280 nm, P - Kadar protein (mg/ml) 

Pada tabel 4.11 nampak bahwa bilasan II, III dan IV tidak 

men~njukkan adanya protein yang 1010s, berarti amilase diikat 

kua~ oleh bentonit penukar kation bentuk B-H+. Adapun protein yanr 

ter~kut pada bilasan I Ilerupakan kelebihan enzim, karena dalam 

pro~edur allobilisasi enzim dibuat berlebih. 

Dari hasil uji kekuatan ikatan pada tabel 4.6, 4.11 dan 

4.1~ maka dapat disimpulkan bahwa bentonit penukar kation 

B-H yang paling kuat mengikat ami1ase, sehingga bentuk ini yang 

dip lih dalam penelitian. Untuk selanjutnya yang 

ben onit adalah bentuk B-H+. 

4.7 Has!l Uji Akl!vilas Amdlase Amobil Secara S!nambung 

dimaksud 

Kolom amilase amobil, dibuat dari 4 gram bentonit yang 

dik< ntakkan dengan 3 ml larutan amilase pH 5,5., diuji dengan 

menialirkan larutan amilum 2,5 X dalam bufer pH 5,5 sebagai 

in! uen. Cairan yang menetes dari kolom ditampung seluruhnya. 
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Diperoleh 9 ml efluen. yang ditentukan kadar gulanya dengan 

metode Somo~yi Nelson. Kemudian kolom amilase diuji sekali lag1 

den~an mengalirkan ami lase dalam jumlah yang sama, diperoleh 

efl~en sebanyak 8 mI. Hasil uji kadar gula pada kedua efluen 

ter,~era pada tabel 4.13. 

Protein yang tidak teradsorpsi oleh bentonit selama 

prosedur amobilisasi akan lolos bersama efluen pada uj i 

akt~vitas di atas.'Hasil penentuan kadar protein yang 1010s 

ter1apat pada tabel 4.14. 

Tab~l 4.13. Kadar gula efluen pada uji aktivitas amilase amobil 
secara sinambung 

Ef'luen Volume (ml) Serapan pada 520 nm Kadar glukosa mg/ml 

I 9 4 x 0,695 4 ,69 

I 8 5 x 0,622 5,25 

Tiap ml influen mengandung 25 mg patio Setelah dialirkan 

ke ialam kolom amilase amobil (berukuran panjang 2 em, diameter 

3 ~m), efluen yang keluar dari kolom mengandung glukosa 

sejlmlah: 4,69 + 5,25 = 4,97 mg/ml. -----2-----
Jad pati yang dikonversi menjadi gula pereduksi adalah : 

4,97 mg x 100 X = 19,88 % 
25 mg . 

Derljat konversi sebesar 19,88 % dapat ditingkatkan dengan 

men~mbah ukuran 'kolom amilase amobil, yang pada kesempatan 

IR-PERPUSTAKAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN Optimasi Kondisi Amobilisasi  ... Afaf Baktir



38 

per elitian kali ini be1um dilakukan karena kendala waktu dan 

1a n-lain. 

Tal el 4.14. Data hasil penentuan kadar protein yang 1010s dalam 
efluen selama uji aktivitas kolom amilase amobil 

Efluen Serapan pada 280 nm Kadar protein, mg 

I 

II 

0,382 x 101 

0,31.7 x 10 

5,06 

0,42 

Protein yang 10105 dalam eflu~1I 'r mosih tingg1, ini 

me upakan kelebihan protein yang tidak diikat oleh bentonit 

ka ena dalam prosedur amobilisasi kadar enzim dibuat berlebih 

Paca efluen II, kadar protein sudah menurun drastis, menunjukkan 

batwa sebagian besar protein terikat oleh bentonit. 

Efluen II yang lebih kecil kadar proteinnya menunjukkan 

aktivitas yang lebih tinggi dibanding efluen I, Berdasarkan 

keryataan ini dapat dlduga bahwa protein yang lolos pada efluen 

bu~an amilase, melainkan protein lain yang merupakan inhibitor 

baliii amilase, atau enzim lain yang bekerjanya berlawanan dengan 

am'lase. 
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BAB V 

KESlHPULAN DAN SARAN 

5.1 Kes1mpulan 

1 . 

Dari hasil penelitian dan pembahasan disimpulkan: 

entonit 

embuatan 

-H+ 
I 

dapat diQunakan sebaQai materi pendukunQ untuk 

Qlukoamilse amobil, dalam bentuk p.nukar kat ion 

2. ondisi optimum untuk penQikatan Qlukoamilase oleh bentonit 

dalah pH 5,5; suhu 2SoC; dan lama kontak 30 menit, 

3. olom glukoamilase amobil yang diperoleh dengan ukuran tinggi 

om dan diameter 2,S"om, mempunyal kemampuan menghidrolisis 

nenjadi gula dengan derajat konv~si 19,88 X. 

5.2 Saran 

Berdasarkan hasil penlitian, maka disarankan: 

"1. elanjutkan penelitian untuk menentukan ukuran kolom 

lukoamilase amobil yang dapat menQhidrolisis pati menjadi 

lukosa dengan derajat konversi 100 X
J 

2. engembangkan metode tersebut untuk skala industri. 
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