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Penggunaan enzim seeara komer-sial semakin berkembang 
dewasii ini. Dalam proses produKsi di industri enzim dapat 
digunakan dalam bentuk terlarut (mobil) atau bentuk tak 
lar-ut (ama bil). Penggunaan en2im amabil lebih ekonomis 
dibandino mobil karena dapat digunakan secara 
berulang-u1ano. Salah satu teknik pembuatan enzim adalah 
mengikatkan e n z im pCllda pada tan pendukung sintesis yang 
harganya cukup maha 1. Lempung ben toni t me rupa kan bahan 
minera l yang berlimpah jumlahnya d an apabila dilakukan 
aktifasi akan memiliki sifat seperti padatan pendukung 
sintesis. 

Penelitian ini bertujuan untuk melakukan amobilisasi 
enzim fungal a-amylase J bacterial a-amylase dan amylo
glucos$ 
kecil serta mempelajari daya ikat adsorpsi fisik bentonit 
terhadap ketiga enzim diatas. 

Dilakukan aktifasi mereaksikan bentonit dengan uap 
AICI pad a s uhu 500°C selama lima jam. Bentonit aktif 
kemudian d ikontakkan dengan ketioa enzim diatas pad a suhu 
25°C dan waktu kentak 30 menit sebaoai suhu dan waktu 
konta k optimum.En zim amobil yang diperoleh diuji kekuatan 
~katannya pada bentonit . 

Kes impulan dari hasil penelltian ini adalah Enzim 
Fungal c.-amylase J bacteri a l a-amylase dan a myloglucosidase 
dapat diamobil~sasi menggunakan bentonit sebagai padatan 
pendukung walaupun kekuatan ikatanya relatif lemah . Dari 
ketioa enzim tersebut, bacterial o-amylase l e bih kuat 
terikat pada bentonit dibanding yang l a in dan enzim amobil 
yanQ diperoleh ma5ih menunjukkan aktifitasnya . 

i1 
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BAB I 

PENDAHULAN 

1.1. Latar 8elakang Hasalah 

Penggunaan enzim secara komer-sial semakin berkembang 

dewasa in1. Banyak proses di industri yang menggunakan 

enzim, karena beber-apa keuntungan ya ng ber-kaitan dengan 

reaksi enzim , diantaranya berlangsung cepat dan selektif. 

Oi samping itu enzim kualitas industri dapat diproduksi 

dalam iumlah tidak terbatas dari berbagai mikroganisme 

dengan cara mudah dan murah. 

Dalam proses produksi di industri, enzim dapat 

digunakan dalam bentuk terlarut (mobil) dan bentuk tidak 

lar-ut (amobi}) . Bentuk enzim amabil merupakan terobosan 

baru yang sedang dikembangkan saat ini . 

Salah satu cara pembuatan enzim amabil adalah dengan 

mengikatkan enzi m pada suatu padatan pendukung dari bahan 

sintesis, semisintetis ataLI bahan alamo Padatan pendukung 

biasanya berupa polimer organik atau anorganik yang tidak 

JarLit dalam air . Padatan pendukung sintetis dan 

semisintetis harganya sangat maha 1, sehingga perIu 

dicarjkan penggantinya yang bersumber dari bahan alam, 

agar proses produksi di industri yang meIibatkan enzi m 

dapat ekonomis . 

Lempung bentonit merupakan bahan alam mineral y ang 

terdapat daIam jumlah berlimpah di Indonesia . Oi Jawa 

Timur, deposi t terbesar di daerah pacitan dan seki tarnya. 

1 

• 
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Lempung ini mengandung 85% sampai 95% monmorilonit, pada 

pengaktifan akan me mili k i daya adsorpsi tinggi (Hartono, 

1993) . Pad a pemanasan s uhu t1nggi dan wa k tu l ama, bentonit 

mengalami krista l isasi menghasilkan kristal dengan ukuran 

pori l ebih besar (SiddiQui, 1 986) . Bentuk ak t if ini tidak 

hanya mengadsorpsi molekul pada permukaan saja, t e tapi 

mol ekul juga masu k d ida l am ruang antar pori pada bagian 

dalam struk tur benton i t akt if. 

Ad s or psi fisik merupakan ikatan yang paling mud~h 

dil ak u kand ibanding ikatan l ai n dal a m metode amobilisasi 

enzim. Namum molekul bentonit dapat memiliki pori besar 

bi la dikritalisasi, maka memung kinkan enzim fungal 

Q-amy l ase , bacterial o-amylase dan amylogl ucosidase yang 

mempunyai ber-at molekul 

par i tersebu t. 

relatif kecil diadsorpsi d a lam 

1 . 2 . Rumusan Masa l ah 

Dari latar belakang yang tel ah d i ur-aikan timbul 

permasalahan sebaga i berikut : 

1. Apakah enzim fungal OI-amy lase bacterial a-amy lase dan 

amy l og lucosidase yang memiliki berat molekul relati f 

kecil d a pat diamobilisasi menggunakan padatan pendukung 

bentonit melalui adsor psi f isiko 

2. Bagaimanakah kekuatan bentonit mengadsorpsi f unga l 

a - amylase , bacterial a-amy l ase dan amyloglucosidase. 

2 
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1 . 3 . Tujuan Penelitian 

Penelitian bertujuan untuk : 

1. Melakukan amobi lisasi enzim fungal a-amylase, bacterial 

a-amylase dan amyloglucosidase menggunakan 

pendukuno bentonit secara adsorpsi fisiko 

padatan 

2. Mengetahui daya adsorpsi fisik bentonit terhadap enzim 

1ungal a-amy lase. bacterial a-amylase dan amylogluco

sidase 

1 . 4 . Man1aat Penelitian 

Memberikan in10rmasi ilmiah tentano bentonit yang 

mempunyai daya adsorpsi fisik sebagai padatan pendukung 

untuk amobilisasi enzim dengan berat molekul 

kecil . 

relatif 

Mengembangkan penggunaan bentonit sebagai materi 

pendukung pengganti materi pendukung sintetis 

untuk amobilisasi enzim industr1. 

3 

(resin), 
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2.1. Lempung 

BAB II 

T1NJAUAN PUSTAKA 

Para ahli mineral memberikan definisi lempun~ sebagai 

kumpulan partikel-partikel . mineral tanah yang di ameter-nya 

berukuran di bawah 2 mikron dan tercampur dengan 

partikel - par-tikel mi neral bukan lempuno seperti kuarsa, 

feld s par, kalsit, dolomit dan mineral-mineral batuan 

lainya serta berbagai oksida dengan bermacarn-macam 

komposisi hidrat dan anhidrat. 

Menurut s truktur partikelnya, l empung adalah s uatu 

pelimer a norganik yang amorf d e ngan t ipe koloidal . 

terdapat dua jenis lempung yaitu lempung silikat dan 

lempung hidrat besi. Lempung s ilikat berbentuk butiran 

koloid, tiap but ir ter-dir i dari dari be r-I apis-Iapis 

lempeng atau kepingan tipis. Butir-hutir in1 sendiri 

disebut sebagai misel (Jakson dan Klick, 1969) 

Ditinjau dari struktur ikatan kimia di dalam 

pa~tike l nya maka l empung ada lah 5uatu sen yawa polimer 

a luminiosilikat. Struktur mineral lempung dibentuk oleh 

polimerisasi gugus tetrahedral alumino, Al0
4 

dengan gugus 

s ilika 5i04 (Brindley, 1961) 

Berdasa~kan sifat halurnya dan jenis mineral yang 

dik a ndungnyo, maka lempung dibedakan menjadi tiga golongan 

kaolinit, monmorilonit dan hidrat i ni ka (Brindley, 1961). 

4 
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2 . 1.1 . Golongan Honmorilonit 

Struktur monmorilonit sang at longgar sehingga mudah 

men gem bang dan pecah. Sifatnya liat dan mempunyai 

(daya ikat) yang tingQi. Pada suhu 13~00C sampai 

dapat digunakan sebagai bahan yang tahan panas. Bila 

dipanaskan lempung Inl akan berwarna coklat susu atau 

merah lempung dangan kandungan monmarilanit lebih dari 80r. 

disabut sebagai bentanit . Dewasa In1 bentonit banyak 

digunakan dalam 1ndustri pengeboran minyak dan gas bum1 

bentonit mempunyai prospek yang baik untuk Indu!itri 

kertas , industri keramik, tinta perekat, insektisida, 

obat-batan, pelet makanan ternak, 

penyerap, semen putlh, saringan, 

pestisida, cat dan diterjen. 

2 . 1.2. Golongan Kaolinit 

katalis peluntur, 

kosmetik, pensil, 

Struktur Iempung kaolinit lebih kuat dibandlngkan 

dengan monmoriionit. Akibatnya kaolinlt tidak mudah pecah 

atau mengembang. Sifat koheal kelihatan dan daya 

adsorpsinya rendah . Kebanyakan lempung kaolinit tahan 

pa nas sampai 17100 C dan berwarna putlh bila dibakar. 

Berdasarkan sifat-sifat yang dimilik1 kaolin1t maka jeni& 

lempung in1 dapat dimanfaatkan antara lain untuk industri 

kertas, industri keramik, tinta perekat, insektisida, 
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obat-obatan, pelet makan~n ternak, katal is peluntur, 

penyerap s eme n putih, saringa n, kosmetik, pensi 1, 

pest1s1da, cat dan detarjen . 

2.1.3. Golongan H1dr~t M1k~ (Il11t) 

Susunan Hid r a t mika mirlp dengan Monmorilonit , u kuran 

part1kelnya terletak dian tara kaolonit d.n monmorilon1t. 

1111t mudah mengalami d1sperai dan plastis , tetapi tidak 

mudah mengambang. Struktur mineral 1 llit lebih kuat dari 

pada monmorllonit , s ehingga moleku l air dan kat ion t i dak 

dapat berger-ak bebas, ini manyebabkan kemampuan pertukar-an 

1llit menjad1 rendah. Jani. lempum~ ini banyak 

d1manfaatkan dalam Industr1 baranf- barang 

Industri cat, i ndustri keraml k dan la1n-lai n. 

elektronlk, 

2.2. Bentonit 

Benton i t merupakan salah sta tu mineral has!l pelapukan 

batuan silikat, mamiliki sifat plastl s dan kolodial yang 

tinggi dengan kandungan utama monmori1onit. 0 1 a1am 

bentonit terdapat d a l am berbagal jenis tergantung pad a 

lingkungan dan tempat terjadlnya, sarta ditemukan hamplr 

d l se t lap negar. terutama didaerah vo1kan1k (Grim, 1969) • 

01 Indones ia dapa t ditwmukan di beberapa daerah tarutama 

disepanjang sirkum medlteranla dan atau sirkum pa5i flk, 

seperti Suma tra , Jawa dan Nusatengoara . Oi Jawa endapan 
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bentonit dijumpai di beberapa daerah ~Qperti Cirebon, 

BoyolaIi, Pacltan, Ponorogo, Tulung Agung dan lain-lain~ 

Henurut has!l survey Pusat Pengembangan Taknologi 

MIneral (PPTM) Bandung, pemenuhan konsumsi bentonit di 

Indonesia terutama merupakan haail import dari Jepang, 

Amerika Serikat dan Jerman Barat. Sedanokan kebutuhan 

bentonit di perkirakan akan terus meninokat sejalan dangan 

Iaju perkembangan industri di Indonesia. 

Secara komersial dikena! 2 janis bentonit yaitu 

bentonit-natrium dan bentonit kalaium . Bentonit-natrium 

diounakan sebaga! lumpur p&lumas pvngeboran minyak bum!, 

pencampur dalam industri metaluroi dan lain-lain. 

Sedanakan bentonit-kalsium biasanya diQunakan sebaga! 

adsorben dalam industri minyak goreng, sebagai dewa~ing 

pengolahan minyak bumi, sebagai ~tab!l15ator beberapa 

jenis antibiot!ka, sebagai padatan pendukung dalam 

industri dan . lain-lain (W1daryantl, 1992) . 

Pema ka!an bentonlt-natrlum untuk keperluan induatrl 

didasarkan pada sifat plastl.itas dan koloidal bentonit, 

sedangkan pemakaian bentonit-kalsium didasarkan pada slfat 

adsorpsl molekul yang terjadi dalam ruang intrlamellar 

bentonite 01 sampino itu bentonit dapat berfung61 sebagal 

penukar ion atau "ionic Qxchager", slfat inl dlmlllki balk 

bentonlt- natrium maupun bentonlt-kalslum. Proses 

pertukaran ion dalam bentonit terjadi di dalam ruang 

interlamellar. 

7 
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Berbagai penel1t1an berkaitan struktur 

mineralogi monmorilonit telah dil~kuk~n, yano secara garis 

besar dapat dlbedakan menjadl 2 model struktur yaitu : 

1. Model struktur Hofman, Endell dan Wilm yang diusulkan 

pada 1933. 

2. Model struktur Endelman dan Favejee yang diu s ulkan pada 

1940. 

Gambar 2.1. Sketsa diagram struktur monmorilonit menurut 

Hofman d kk . (1933) 

~I_-

Gambar 2.2 . Sketsa diagram struktur monmorilonit menurut 

Endelman dan FaveJee (1940) 

B 
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2 . 3. Enzim Amyl~s. 

Amil~se adalah enzim pemecah molakul pati, glikogan 

dan polisak~rid.a "lain dengan cara manghidrolisis ikatan 

glikosidik a - 1, 4 dan/atau ikatan g11kosidik a 1,6. 

Oari sudut pand.ang bloteknologi, amylase dibag i menjadi 

empa t golongan, yai tu a-amylase n-amylase, 

dan enzim pemutus cabano . 

Qlucoamylasoe, 

a-amy lase manohidrolisis ikatan Qlikosidik a 1,4 

secara acak, yaitu dengan c~ra menyeranQ subtrat pada 

baQian dalam molekulnya. Ti dak dapat memutus ikat~n 

glikosidik a - 1,6, tatapi ikatan ini tidak manQhalanQi 

kerjanya. Karena bekerja sec.ra aeak pada banyak tempat 

dibagian dalam molekul, maka a-amylase dapat menurunkan 

kekentalan terutama subtrat seeara cepat, sedang produksi 

gula penduksi lambat. 

n-amylase menghidrolisis ikatan Qlikosidik a 1,4 

dar! ujunQ-ujung non pareduksi secara bersaling. sehinQQa 

dihasilkan unit-unit maltosa. n-amylase tidak dapat 

menQhidrolisis dan melewati ikatan Qlikosidik a 1,6 

k~rena bekerja hanya dari ujunQ non-peraduksi maka 

penurunan kekentalan larutan sub.trat lambat, namun 

produksi QuIa pereduksi capat. 

Glueoamylase, disebut juga amyloglucosidase, 

menghidrolisis ikatan Qlikosisik a - 1, 4 dari ujung non 

pereduksi secara berurutan sehinQQa dibebaskan unit- unit 

Qlukosa. Oapat menghldrollsis dan melewati ikatan 

glikosidik a - 1,6. Dleh karena itu d iperoleh produk akhir 
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olukosa secara kuantitatif, karena bekerja hanya pada 

baoian uJunO molekul, maka penurunan kekentalan larutan 

subtrat terjadi secara lambat, 

pereduk s i berlanQ5unO cepat. 

sedanr;;r produk QuIa 

En2im pemutus cabang hanya menghidrolisis ikatan 

r;;rlikosid i + a - 1,6 pada amilopektin dan glikogen. Contoh 

en 2 im pemutus cabano adalah pallunase dan isoamila5e. 

a-amylase dibentuk oleh berbar;;rai bakteri dan fungi. 

Dapat diQolongkan atas dasar 

dan efek 

pH optimum, 

liquefying 

kisaran 

( produk temperatur 

hidroli s n y a 

stabilitas, 

adalah gula bebas) dan/atau saccari fying 

(produk hidrol i snya tidak menghasilkan QuIa beba.). 

organisme dapat membentuk beberapa jenis ~-amylase . 

Suatu 

Umumnya bakteri menghasilkan ~-amyla5e yang bersifat 

liquefying kuat. Bakteri . penghasil ~-amylase adalah 

Bacillus , subtilis, Bacillus, coaqulans, 8 . Stearothermo-

philipus dan Pseudomonas sacharophila pH optimum a-amylase 

dari bakteri sekitar 5,8 sedangkan suhu optimumnya 75-98. 

Fungal a - amylase umumnya mempunyai spesifitas yang 

lebih Iuas dari pad a a-amylase bakteri, sehim.,Qa s&lkaliguSi 

dapat melangsunt;;lkan kerja sakarifikasi disamping 

likuifikasi. Funt;;li yang menghasilkan a-amylase adalah 

Asperqillus oryzae, juga dari genera-genera Penecillium, 

Chephalos porium , Mucar, Caud1da, Neorospora dan Rk1zopus. 

Produksi a-amylase pad a fungi adalah konstitutif, namun 
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direpresi oleh r egulator. Oari berbagai mikroba tersebut 

penghasil a-amylase yang terpenting a da l&h B 

amyloliquefauens, B. lichenifocmis dan A. oryzae. Sedang 

a-amylase Bacillus digunakan lebih 

a-amylase Asperqillus. 

luas dari pad a 

Berat molekul kebanyakan a-amylase adalah sek1tar 

50.000 . tetapi enzim dari B. subtilis mempunyai berat jauh 

lebi h besar, ka rena memhentuk dumer melalui (Stein 

dan Fescher, 1960) 

2.3.2. Glukoamilasa (amylogluco.idasa) 

Blucoamylase jarang seka l i ditemukan dal am bakteri. 

Dihasilkan oleh beberapa genera fungi secara komersial 

didapat dari Aspergillus Niger, 

Rhizopus Niveus , R. Delemer, 

A. 

R. 

Oryzae, A. Awamon, 

Formosaenssis, R. 

Jayanicus serta genera Endomyces (Crueqer, 1984 , Weisman 

A. , 1949 ) . 

Glucoamylase adalah glikoprotein . A. niger dan R. 

delemar mengandung 137. karbohidrat. Berat molekul berkisar 

60_000- 100 . 000. Oilaporkan pula bahwa glukoamylase 

Rhizapus dan Asperqilus mengandung manosa, glukosa, 

galaktosa dan asam uronat (Weisman, A., 198~). 

2.4. Amobilisasi Enzim 

Amobilisasi enzim bertujuan untuk menahan perge ra kan 

enzim secara sempurna, dalam kisi suatu matrik atau 

membran polimer . Amobilisasi dapat dianggap se bagat 
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perubahan enzim dari yang Iarut dalam air (.mobil) menjadi 

keadaan tak bergerak yang t1dak larut. P.ngQunaan enz1m 

dalam campuran suatu reaksi kim1a dapat mencegah difusi 

enzim tersebut. Dengan demikian enzim dapat digunakan 

secara berulang-ulang (Smith J.E., 198'). 

Secara umum ada tiga metode amobilisasi enzim yaitu : 

metoda penjebakan, pengikatan karier dan pengikatan 

silang. 

1. Metoda penjabakan, yaitu penggabungan enzim ke dalam 

kisi-kisi gel semipermiabel atau penjebakan enzim dalam 

polimer semipermiabel . 

2 . Metode pengikatan karier bardasarkan pad a pengikatan 

enzim dengan bahan pendukung yang tidak Iarut dalam 

air . 

3 . Metode pengikatan silang an tara molekul enzim dengan 

pereaksi bergugus fungsi ganda atau berguQus fungsi 

banyak. 

Metoda amobilisas1 enzim 

Penglkatan silang 

Gel 
Fiber 
Mikroenkapsulasi 

Gambar 2. 4 Klasifikasi 

Adsorpsi fisik 
Pengikatan ion 
Pengikatan logam 
Pengikatan kovalen 

metode amobilisasi 

(Cruger.W f 1989) 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

3.1. Bahan dan Alat Penelitian 

3.1.1. Sampal Penelitian 

Sampel penelitian berupa : 

1. Lempung bentonit yang diambil dar! kecamatan PununQ 

kabupaten Pacitan berupa padatan berwarna abu-abu. 

2. Enzim Fungal a-amylase pH optimum 5,5 dan suhu optimum 

60-b50C, Bakterial a-amyilase pH optimum 5,8 dan suhu 

optimum 7~-90oC dan amyloQlucosida.e pH optimum 4,7 dan 

5uhu optimum 63-70 oC yang diperoleh dar! Novo industri 

berupa larutan kental berwarna coklat . 

3.1.2 . Bahan Kimia yang digunakan Dalam Penelltian 

1. HF p.a 7. K1 p . a 

~ 
L . AICI

3 
B. 12 p.a 

3 . N2 (gas) 9. ·Amilum p . a 

4. Na~P04 p . a 10. Tirosin p.a 

5. Asam Sitrat p.a 11. Air suling 

6. He] p.a 

3 . 1.3 . Alat Penelitian 

1. Reaktor aktivitas bentonit 5 . Oven 

2. Sentrifuga 6. pH meter 

3 . Mikropipet 7. Spektrofotometer UV/Vis 

4. Neraca analitik 
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3.2.1. Pencucian Bentonit 

Sampe l bentonit yang barupa padat.an dicuc i da",;!an 

suhu 130°C air. Kemudian dikeringkan dalam o ven 

Bent.onit yang sudah kering dihaluskan 

ukuran 240 mess. 

3.2.2. Akti1a.i Bent.onit. 

pada 

dan diayak denQan 

Prosedur akti~asi yang dikembangkan cleh Setiaji 

(1980), yaitu mengikuti langkah sebagai berikut.. 

1. Bentonit. dimasukkan ke dalam labu Erlenmeyer, kemudian 

ditambah larutan HF 1% sampai semua bent.cnit terendam 

di dalam l arutan ini dan di biarkan salama 10 menit. 

2 . Rendaman bentonit dicuci dengan air suling ding in 

secukupnya untuk menQhilangk.n sisa HF. Setelah itu air 

pencuci dibuang, bentonit dipindahkan ke dalam cawan 

porselin. 

3 . Bentonit dalam cawan porselin dipanaskan dalam o ven 

pad a suhu 130°C selama beberapa jam sampai bentonit 

menjadi kerinQ, kemudian bentonit dihaluskan dang an 

ukuran 2 4Q1 mess. 

4. Sebanyak 1Q10 gr bentonit dimasukkan ke dalam kolom 

reaktor aktifasi (Qambar 3 .1) yang pad a bagian dasarnya 

diberi glasswool dan 40 gram Alcl
3

• 

~. Ke dalam reaktor akti1asl dlalirkan gas ~ kering 

sambi l dipanaskan hingoa mencapai suhu 500°C selama ~ 

j a m. 

14 
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6. Setelah ding!n bentonit dikeluarkan dari reaktor dan 

siap digunakan untuk proses selanJutnya 

aktif) . 

6 

/ " 
7 

r 

/ " 

Keterangan J 

1. bentonit 
2. A1Cl 3 
3. glas5wool 
4. tanur listrik 
~. termokopel 
6. regulator 
7. gas N2 

(bentonit 

Gambar 3.1. Reaktor aktifasi bentonit. 

3.2 . 3 . Pembuatan Kurva Baku Amilum 

Sebanyak 5 ml amilum dengan kada r 0 ; 0,05 ; 0,1 ; 

0,2; 0,4; 0,6; dan 0,8 mg/ml masing-masing dimasukan ke 

dalam tabung reaksi bertutup. Setiap tabung dipanaskan 

pada suhu 70°C selama 10 menit. Dan dipanaskan lag.1 pada 

15 
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suhu 100
0

C, didinginkan dan disentrifuga selama me nit. 

Kemud ian ditambahkan 0,1 ml larutan 12 O,01;' dalam KI 

- O,17.. Setiap tabung, dikocok dan dilihat serapannya pada 

panjang gelomba ng 61~ nm. 

3.2.4. Uji Aktifitas Enzim Bebas 

Keda l a m 3 bua h tabung reak»i bertutup dimasukan 5 ml 

amilum 1 mg/ml dalam buffer sitrat pH 5,5 (tabung I), pH 

~,8 (tabung II) dan pH 4,7 (tabung III). Tabuno I ditambah 

0,1 ml enzim fungal a-amylase, Tabung I I bacterial 

a-amyilase dan tabung III amylogl ucosidase yang telah 

d iencerkan 500 kali. Setiap t a bung diin kubasi pada su hu 

optimum masi ng- masing. Kemudian pemanasan dllanjutkan pad a 

suhu 1000 C • Setelah dingin disetrifuge selama 4 menit dan 

ditambah".an O,1 ml l a rutan 12 

tiap tabung . Setelah di kocok 

O,01% dalam KI-0,1 % pad a 

setiap tabung dilihat 

serapanya pad a panjang gelombang 615 nm. 

3.2.5. Pembuatan Kurva Baku Tirosin 

Di buat laru t a n tirosin 6tandar dalam HCl 0,2 N dengan 

kosentrasi 10, 20, 40, 60, 80 dan 100 Hg/ml. Hasing-masing 

larutan dltentukan serapanya pada panjang gelombang 280 nm 

dengan spek trofotometer. Dibuat kurva kalibrasi serapan 

pad a h 280 nm terhadap konsentrasi larutan tirosin. 
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3.2.6. Penantuan suhu dan Waktu Kontak Optimum pada Prasada 

Amobilisasi 

1. Variasi suhu 

Sebanyak 0,1 gram bentonit aktif dikontakkan dengan 

0,1 ml enzim funggal a-amylase pada suhu 2~oC, 35°C, 4~oC, 

dan 5~oC salama 15 menit. Kemudian enzim bentonit (E-B) 

dibilas dengan 7,5 ml air, diaduk dan dikocok sampai 

homagen selama satu menit. Campuran disentrifuge selama 4 

menit dan filtratnya diencerkan 10 kali kemudian dilihat 

serapanya pada panjang gelambang 280 nm untuk 

mengetahui jumlah enzim yang lolos. 

2 . Variasi Waktu 

Dengan menggunakan data s uhu . optimum diata& dilakukan 

prosedur yang sarna untuk waktu kantak 10, 20, 30, 40, dan 

50 menit. 

3.2 . 7 . Amobilisasi Enzim denoan Bentonit Aktif pada Suhu 
dan Waktu Optimum 

Ke dalam tabung reaksi dimasukkan sebanyak 1 gram 

bentonit aktif dan dikantakkan dengan 1 ml enzim yang 

telah diencerkan 10 kali pada suhu dan waktu kontak 

optimum hingga diperoleh enzim amobil (E-B) . Prosedur ini 

dilakukan untuk setiap enzim. 
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3.2.8. Uji Oaya Ikat Bentonit Terhadap Enzim 

Enzim bentonit yang diperoleh pada 3.2.7 dibilas 

dengan 7,5 ml amilum 1 mg/ml kemudian dikocok sampai 

homogen selama l ,menit dan disentrifuge selama 4 menit . 

Filtrat yang diperoleh dilihat serapanya mengQunakan 

spektrofotometer pad a panjang gelombang 280 nm. Residunya 

dibilas lagi dengan 7,5 ml amilum 1 mg/ml sebanyak 4 kali 

dan masing-masing dilihat serapanya pada panjang gelombang 

280 nm. 

3.2.9. Uji Aktifitas Enzim Amobil 

Enzim amobil yang telah dibilas 5 kali di uji 

aktifitasnya dengan prosedur sebagai berikut: 

Sebanyak 0,1 gram E-B dirnasukkan ke dalam tabung 

reaksi bertutup. Ditambahkan 5 ml amilum 1 mg/ml dalam 

buffer si trat pH optimum dan diinkuba&! pada suhu 

se lama 10 menit. Selanjunya dipanaskan pada suhu 

Setelah ding!n campuran d!sentrifuge selama 4 

optimum 

100o C. 

menit, 

filtratnya ditambah dengan 0,1 ml larutan I2 0,017. dalam 

KI 0,17. dan dilihat serapanya pada panjang gelombang 61Snm 
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BAB IV 

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN 

4.1 . Pembualan Kurva Bak u Alldlum 

Kurva baku amilum dibuat untuk standart penentuan 

kadar amilum sisa pada uji aktifitas enzim bebas dan 

81l0bil. 

Tabel 4.1 . Data kurva baku amilum 

Larutan 

• ; 

! 
i 

ami lUll ( llg / 1l1 ) Serapan pada >.. 

0 0 , 007 
0,05 0,055 

0,1 0 , 100 

0,2 0,1S2 

0,4 0,380 

0,6 0,564 

0,8 0,750 

I 

l lU~h .. •• Un ( &I' a U 

Gambar 4.1. Kurva baku 811ilull 

lS 

615 nil 

" 
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Enzim be bas Fungal Q-amylase, bacterial a-amylase 

dan amyloglucosidase ditentukan akti~itasnya menQQunakan 

sUbstrat larutan amilum 1 mg/ml~ Amilum sisa dar1 reaksi 

enzimatis · ditentukan serapanya pad a 615 dengan 

spektrofotometer J hasilnya tertera pad a tabel 4~2~ 

Tabel 4~2~ Aktivitas enzim bebas 

aktivitas 
No Enzim U/ml 

1- Fungal a-amylase 425,0 

2. bacterial Q-amylase 457,~ 

3. Amylogglukosidas9 222,' 

Keterangan : Da ta serapan pada panjang oelombang 615 

sehingga diperoleh aktifitas enzim terdapat 

pada lampiran 1. 

Satu unit aktivitas enzim didefin isikan sebagai 

jumlah enzim yang menohidroli&1s 1 mo amilum per 10 menit 

pada kondi s1 percobaan • 

Kadar amilum yang dihidrolis1s ditentukan dengan 

merigurangi kadar amilum mula-mula yang digunakan dalam uji 

aktifitas (1 mg/ml) dengan sisa amilum . Sedangkan kadar 

sisa amilum ditentukan dengan mengkonversikan data serapan 

ma s i ng - masing ak tivitas enzim pada kurva baku amilum. 
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4 . 3. Pembuat~n Kurva Baku Tirosin 

KLlr v C\ baku ti rosin dibuat untuk standar penentu an 

Kadar tirosin peny usunan protein enzi m yan g 10los dalam 

l a rutan pe mbilas pad a uji d aya ikat bentonit terhadap 

enz im . Kad a r enz i m yang 10105 dalam larutan pembilas tidak 

d apat diten t u kan secara langsung, tetapi melalui penentuan 

Ka d ar tiros i n peny usun protein en z im, karena Kadar tires!n 

pr e posiona l dengan ka dar protei n enzim . 

Tabe1 4 . 3 Kurv a baku tires!n 

No Larutan tires!n ("Q / ml) Serapan pada ). 28121 nm 

1- 10 121,116 

2. 2 0 121,182 

3 . 30 121 ,25121 

4. 40 121,315 

5 . 50 . 121,375 

6. 60 121,442 

7. 70 0,~02 

8 . 80 121 , 572 

9 . 90 121,63 5 

10 . 100 121,71213 

21 
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Gamb.r 4.2. Kurva baku tiros!n 

4.4 . Penentuan Suhu dan Waktu Kontak Op t imum Amobilisasi 

Untuk penentuan suhu dan waktu kontak amobilisasi 

enzim in1 dilakukan pad", satu enzim saja dan data yang 

diperoleh dapat dlQunakan un~uk amobilisasl ketiga enzim . 

Tabel 4.4 . Kadar tiros!n pada penentuan SLlhu optimum 

No Suhu (DC) 

1 

2 35 

3 45 

4 

Kadar tiros!n 
YO 10105 Cmg/ml) 

0,490 

0,495 

0,:302 

0,505 
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Tabel 4. :5 . 

~~eterilngan 

Kadar tiros!n pada penentuan waktu kontak 
optimum 

No Wa k tu 
Kadar tirosin 

yg 10105 (mo/ml) 

1 10 0,500 

2 2 0 0,490 

3 3 0 0,47!1 

4 40 0,499 

data serapan pada panjano oelombang 2 80 nm 

sehingoa didapat kadar tirosin terdapat pa da 

lampiran 2 . 

Dari data yang diperoleh, d iketahui amobi1isasi enzim 

pad a suhLI 2SoC dan waktu kontilk 3 0 menit menun j u kkan 

j uml a h tirosin yang 10105 palino keei1 . Hal ini bera rti 

enzim yang 10 105 pada suhu 15
0

C da.n waktu kontak 3 0 menit 

d a lam 1aru tan pembilas 1ebih keell jumlahnya dibandinQ 

pada suhu dan wa ktu kontak yang lain. Maka suhu 2:5°C dan 

waktu kontak 3 0 menit a dalah kondi.i optimum untuk 

amobili sasi enzim 

4.5. Daya lkat Bentonit Terhad a p Enzim 

Daya l.Kat: bentoni t s etelah mengadsorpsi enzim 

di ten tu l. an dengan cara pembilasan ben toni t-enzim 

mengg Lmakan cairan pe mbl1as 7,!5 ml larutan amilum 1 mg /ml 
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seb.nyak lima kal!. Setiap filtrat hasi l bilasan dilihat 

ser a panny Ct pa d a panjang gelombang 280 nm Ltntuk menentukan 

ki\dar t irosinnya . 

Tabel 4 . 6. Kad~r tirosin yano lolos pada uji daya ikat 
bentonit-enzim 

No 

1 

2 

3 

4 

~ 

1 

2 

3 

4 

~ 

1 

2 

3 

4 

5 

Keterangan 

Enz i m-Ben- bilasan Kada r t1ro-
t o n 1 t 

ke 
sin YO 1010s 

(amobi l ) (mg/ml) 

I 0, 3 75 

I I O,15O 

E - 8 
1 

I I I 0,01i 

IV O,OO3 

V O,O01 

I O,130 

II O,O:53 

E -B III O,046 
2 IV (/1,043 

V (/1,025 

I 0,750 

I I (/1 ,075 

I I I 0,0:56 
E - B 

3 IV 0,005 

V 0,003 

El-8 = Fungal a -amy l ase-ben tonit (amobil) 

E2-B = Bacterial a-amy lase-bentonlt (amobi l ) 

E3 -B = amyloglucosidase-bentonlt (amobil) 

Data serapan pada panjang gelombang 

280 nm sehingga didapat kad ar 

terdapat pada lampiran 3 . 
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Dar! data d! at.a menl.lnJukkam ba hwa setelah l ima 

kali pembilasan, enzim tetap lol o li da l am lanltan pembilas . 

Hal lnl barart! enzim terikat lemah oleh benton! t, 

tetapi tidak semua en2im 1010s pada pembi l asan. 

Apabila kadar tirosin pada setlap bi l asan l.Intuk 

setiap enzi m amobil dijumlahkan diperoleh angka 0,540 

mg/ml untul' enzim fungal a-amylase , 0, 297 mg /m l 

bacterial a -amyla&e dan 0.889 mQ/ml 

amyloglucosidase. Maka dapat dlsimpu l an bahwa 

untuk 

u n tul', 

enzim 

bacterial a -amy l ase yang leblh banyak t~rad.orplii pada 

bentonl.t dlbanding fungal a -amy l ase dan amylogucosidase. 

4 . 6 . Aktifitas Enzim Amo bi l 

Untuk membuktikan tidak samUel enzim lolos pada 

pembl.las~n maka dilakukan LUi aktifitas enzim bentonit 

setelah dibl.las dengan larutan amilum 1 ffil;l/ml. Sisa amilum 

satelah dihidroligis dilihat ser apannya pada 

gelombang 6 15 nm . 

25 
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Tabel 4.7. Aktifitas enzim amobil 

No Enzim amabil 
ak tivita~ 

U/ml 

1. Fun~al a-amy lase-bentonit 

2 . Bacterial a-amyla&.-bentonit 

3 . Amylo~ lucosidase-ben tonit 

5,450 

9,550 

5,250 

Keterangan : Oata serapan pad a pan jang gelombang 615 nm 

sehingga didapat aktifitas enzim terdapat 

pada lampiran 4. 

Dari data di atas enzim amobil yang telah dibilas 

lima kal1 mas ih menunjukkan aktifitasnya . Sedangkan 

aktifitas terbesar dari ketiga enzim amabil tersebut 

adalah baceria l a-amylase . Hal ini sesuai den gan data 

ta bel 4. 6 yang menun jukkan bahwa enzim bacterial a-amylase 

lebih banyak t eradsopsi pad a bentonit diband ing fungal 

a-amy l ase dan amyloglucosidase . Hal l ain yang menunjang 

adalah berat malekul enzim a-amy lase lebih kecil dibanding 

amyloglucosidase. 

Dibandi ng enzim bebas,aktifitas enzim amob11 sang a t 

kecil. Hal ini mung kin diseba bkan enzim yang tel a h diadso-

rpsi bentonit ika tann ya lemah, sehingga ketika dila kukan 

pembilasan an pengadukan enzim mudah lepas . Meskipun 

demik ian dari lima kali pembilasan dan pengadukan ternyata 

enzim masih menunjukkan aktifitasnya. Berarti masih a da 

enzim amobi l yang terikat pada bentonit . 
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Karena dengan · cara adsorpsi fisi k ini amobilisasi 

enzim denoan fasa pendukung bentonit kur~ng optimal 

hasilnya, maka perlu diupayakan cara lain untuk 

amobilisasi enzim 5upaya diperoleh bentuk enzim amobil 

yang lebih stabil. Masih banyak cara y~ng dapat dilakukan 

untuk amobilisasi enzim yai tu denoan cara pengikatan 

ion, pengikatan logam, pengikatan kovalen atau dengan cara 

yang lain. 
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~.1. Ke&lmpulan 

BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

Dar! has!l penelitian dan pembaha&an di &impul kan : 

Enzim FunQal a-amylase, Bacterial a-amylase dan 

amy loglucosid ase dapat d iamobilisas1 menogunakan 

padatan pendukung bentonit secara adsorpsi fisik o 

Enzim Fungal a-ami lase, Bacterial a-amylase dan 

amylog lucosidase terikat lemah pada bentonit secara 

adsorpsi fisiko Enzim Bacterial a-amylase lebih banyak 

teradsopsi pada . bentonit sebagai enzim amobil dan 

mempunyai aktifitas yang lebih be&ar d ibanding fungal 

a-amylase dan amylogluco- sidase . 

~ . 2. Saran 

Berdasarkan has!l penelitian maka disarankan untuk 

melakukan penelltian penggunaan bentonit sebagai padatan 

pendukung proses amobilisas1 enzim dengan metode yang 

lain . 
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Lampiran I 

Enzim 
No 

1. E 1 

2 . E 2 

3 . E 3 

Ke terang an 

. 

. 

Data uJ. i a ktivitas enzim bebas 

Serapan 
).. 615 

p 
n 

ada 
m 

0,146 ( 50 

0,086 ( 50 

0,086 (50 

0p) 

0p) 

0p) 

ami l LLm sis. ami l um yang 
(mo/ml) dihidrol i-

.is (mQ / ml) 

0 , 150 0,850 

0,085 0, 9 1 ' 

0,555 0,44~ 

aktivitas 
U/ ml 

425 , 0 

4~7,5 

222,5 

500p merLi pakan faktor penQenceran 500 ka li 
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L~mpiran II 

Data serapan penent~an suhu dan wak t u kon ta k optimum 

No Kondisi yano Sera p.J.n pada Kadar tirosin 

div.ria.i 
Xn 29121 YO 10105 (mo/ml) 

Suhu (oC) 

1 2~ 0,370 (10 p) 121,49121 

2 3~ 121,375 (10 p) 121,49 :' 

3 45 0,379 (10 p) 0, 502 

4 5~ 121,38121 (10 p) 0,505 

waktu Cmeni t ) 

1 10 121,378 (10 p) 0,50121 

2 20 121 , 372 (10 p ) 121 ,49121 

3 30 O,365 ( 10 p) 121,47 5 

4 40 121,377 (10 p) 121,499 

Keterangan 1121 p merupakan 1a k tor penQeceran 1121 ka 1i. 
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Lamp.lran II I 

Data sera pan dan kadar tirosin en2im 

No Enzim-Ben- bilasan Serapan p .. d a Kadar ti ro-
tonit >.. 2821 nm sin yg 10105 

(amob il) ke ( mg / ml) 

1 I 21, 294 (10 p) 21 , 375 

2 II 0,1~2 ( 10 p) 21, 1~0 

3 E - 8 1 II I O,127 21,011 

4 IV 21,07 1 O,003 

5 V O,O6 4 O,001 

1 I 0,142 (10 p) 0,130 

2 I I 0,407 0,2153 

3 E - 8 I I I 0,3~6 0,O46 

4 2 I V 0,331 0,04 3 

~ V 0,216 0,025 

1 I 0,5421 (10 p) 0,7:5,0 

2 I I 21,1214 (10 p) 0,217 5 

3 III 21,422 21 ,2156 

4 
E -8 

3 IV 21,2183 0 ,2105 

5 V 21,2174 21,21213 

Keterangan 121 P merLlpakan faktor pengenceran 121 ka li 
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Lampiran IV 

Enzim 
No amo bl.l 

l- Ei - B 

2. E2-B 

3 . E3'- [I 

Keter angan 

r , 

Data uji aktifitas enzim amobil 

Sera pan 
X 615 

• 0, 433 

0 ,O 50 

0,4 50 

pada 
nm 

( 10p) 

(10p) 

C10p) 

amilurn 5i50 
(mg/m}) 

0,4:5~ 

0,04~ 

0,475 

ami l um yang 
dihidroli
sis (mg/lnl) 

0,:545 

0,95:5 

0,:52:' 

aktiv itas 
U/ ml 

5 ,4 50 

9 ,550 

~,250 

\ 
10 P merupakan faktor pengenceran 10 kali 

• 
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