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Info Artikel ABSTRAK 

Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi enzim amilase dari tepung kacang 
gude (Cajanus cajan) dan membandingkan aktivitas enzimatik antara ekstrak 
kasar dengan fraksi enzim hasil pengendapan menggunakan ammonium sulfat 
bertingkat. Ekstraksi enzim dilakukan melalui homogenisasi tepung kacang 
gude dengan buffer fosfat, kemudian diikuti dengan sentrifugasi. Supernatan 
yang diperoleh merupakan ekstrak kasar. Ekstrak ini kemudian diendapkan 
(fraksinasi) menggunakan ammonium sulfat jenuh 50% dan 60%. Aktivitas 
enzim amilase diuji berdasarkan kemampuan enzim menghidrolisis pati menjadi 
gula pereduksi yang diukur menggunakan metode DNS (3,5-dinitrosalisilat). 
Hasil menunjukkan bahwa aktivitas enzim meningkat setelah pengendapan 
ammonium sulfat 60%, menandakan peningkatan kemurnian relatif. Penelitian 
ini menunjukkan potensi kacang gude sebagai sumber alternatif enzim amilase 
nabati. Penelitian selanjutnya disarankan untuk melanjutkan pemurnian dan 
karakterisasi enzim amilase, termasuk uji pH, suhu, stabilitas, dan kinetika. 
Selain itu, pengujian pada berbagai substrat perlu dilakukan untuk 
mengevaluasi potensi aplikatif enzim dalam industri pangan dan non-pangan. 
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Pendahuluan 

Enzim amilase berperan memecah zat tepung dan polisakarida lainnya menjadi monosakarida, 

bentuk gula dan maltose yang dapat diserap tubuh. Enzim amilase memiliki peranan penting di berbagai 

proses industry, seperti pengolahan makanan (Paludo et al., 2025), bioethanol (Sahu, 2024), farmasi 

(Zain Ali, 2025) dan deterjen (Sharma et al., 2022; Ugwuoji et al., 2023). Dengan meningkatnya 

pemanfaatan enzim amilase, diperlukan  sumber alternatif berasal dari bahan baku yang mudah 

diperoleh. Salah satu bahan yang berpotensi dimanfaatkan sebagai sumber amilase adalah kacang gude 

(Cajanus cajan). Secara nutrisi, biji kacang gude kaya akan protein nabati (20–25%), karbohidrat 

kompleks, serat, serta berbagai mineral penting seperti zat besi dan fosfor (Gufi et al., 2022). Kandungan 

proteinnya yang tinggi menjadikan kacang gude sebagai kandidat potensial untuk sumber protein 

fungsional, termasuk sebagai bahan baku isolasi enzim. 

Salah satu langkah awal yang penting dalam proses pemurnian enzim dari sumber biologis adalah 

isolasi enzim kasar, di mana jaringan atau kultur sel diproses untuk mengeluarkan enzim dan 

memisahkannya dari komponen seluler lain. Namun, ekstrak kasar sering mengandung banyak protein 

non-enzim dan kontaminan yang dapat mengurangi aktivitas spesifik serta stabilitas enzim. Oleh karena 
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itu, langkah pemurnian awal diperlukan untuk memperbaiki aktivitas spesifik enzim sebelum tahap 

pemurnian lebih lanjut. 

Pengendapan ammonium sulfat menerapkan prinsip "salting out", dimana kelarutan protein 

menurun seiring meningkatnya konsentrasi garam. Pada kondisi kejenuhan tertentu, protein akan 

mengendap secara selektif, memungkinkan pemisahan berdasarkan perbedaan kelarutan (Sharma et al., 

2022). Metode ini efektif, ekonomis, dan dapat meningkatkan aktivitas spesifik enzim. Penelitian oleh 

(Suthar, 2024)berhasil meningkatkan kemurnian amilase dari Bacillus licheniformis dengan 

menggunakan pengendapan ammonium sulfat pada kejenuhan 60%. 

Dalam penelitian ini, dilakukan isolasi enzim amilase dari kacang gude (Cajanus cajan), dengan 

proses pemurnian awal menggunakan pengendapan ammonium sulfat. Tujuan utama adalah untuk 

membandingkan aktivitas enzim antara ekstrak kasar dan hasil fraksinasi pada tingkat kejenuhan tertentu, 

serta mengevaluasi efektivitas metode ini dalam meningkatkan kemurnian dan aktivitas spesifik enzim 

amilase. 

Metode Peneltian 

Alat dan Bahan 

 Bahan – bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah kacang gude (Cajanus cajan), Buffer 

fosfat pH 5, 6, dan 7, larutan iodium, HCl 1 M, akuades, ammonium sulfat (NH₄)₂SO₄,  (p.a, merck), pati 

(p.a, merck), standar BSA (Bovine Serume Albumin), Reagen DNS. Alat yang digunakan 

spektrofotometer, timbangan analitik. 

Pembuatan Tepung Kacang Gude (Cajanus cajan) (Naka et al., 2025) 

Pembuatan tepung kacang gude dimulai dengan pemilihan biji yang sehat dan bersih. Biji kacang 

gude dicuci untuk menghilangkan debu dan kotoran, lalu dikeringkan dalam oven pada suhu 70 - 80°C. 

Selanjutnya biji dikupas (dehulling) untuk menghilangkan kulit luar yang dapat mengandung inhibitor atau 

bahan non-protein yang mengganggu. Setelah itu biji digiling menggunakan penggiling halus dan diayak 

pada ukuran 100 mesh untuk memperoleh tepung yang homogen. Tepung yang dihasilkan kemudian 

disimpan dalam wadah kedap udara dan dilindungi dari lembab serta cahaya agar tidak terjadi kerusakan 

seperti oksidasi atau pertumbuhan mikroba. 

Ekstraksi Enzim Kasar (Baltas et al., 2016) 

Tepung kacang gude sebanyak 300 gram ditambahkan 600 mL buffer fosfat 50 mM pH 7,5 

selama 10 menit. Disaring dan didekantasi sehingga terpisah antara ekstrak dan endapan pati. Ekstrak 

selanjutnya disentrifugasi dengan putaran 4000 rpm selama 15 menit. Supernatan yang diperoleh diuji 

aktivitas dan konsentrasi protein totalnya. Supernatan yang dihasilkan disebut sebagai ekstrak kasar. 

Pengendapan Ammonium Sulfat (Pratantie et al., 2021) 

Larutan enzim dimasukkan ke dalam tabung ditambahkan larutan ammonium sulfat hingga 

mencapai 50% jenuh. Campuran diaduk dan didiamkan selama 5 menit pada suhu kamar, kemudian 

disentrufugasi selama 15 menit dengan kecepatan 4000 rpm. Supernatan dipindahkan ke dalam tabung 

yang baru. Endapan yang terbentuk disebut fraksi 50% ammonium sulfat jenuh. Endapan dilarutkan 

dengan buffer fosfat 50 mM pH 7,5. Endapan dilarutkan dengan buffer fosfat mM pH 7,5. Garam 

ammonium sulfat ditambahkan ke dalam supernatan dari tahap sebelumnya hingga mencapai 60% jenuh. 

Campuran diaduk dan didiamkan selama 5 menit pada suhu kamar. Campuran disentrifugasi selama 15 

menit. Supernatan dipindahkan ke dalam tabung baru. Endapan yang terbentuk disebut dengan fraksi 

60% ammonium sulfat jenuh.  

Pengujian Parameter 
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Uji Aktifitas Amilase dengan Metode Asam Dinitrosalisilat (DNS) (Wahjuni, 2017) 

Uji aktifitas amilase menggunakan metode DNS dengan baku standar dibuat dengan 

dimasukannya larutan glukosa dalam tabung reaksi dimasukan masing-masing konsentrasi 10 mg/mL, 

20 mg/mL, 30 mg/mL, 40 mg/mL, dan 50 mg/mL sebanyak 1 mL. Dalam setiap tabung ditambahkan 

reagen DNS 1,5 mL. Tanbung reaksi dimasukan dalam inkubator pada suhu 100°C selama 10 menit. 

Untuk blanko dicampurkannya 1 mL akuades dan 1,5 mL reagen DNS. Selanjutnya diukur absorbansi 

dari larutan dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 516 nm. 

Uji Aktifitas Amilase (Wahjuni, 2017) 

Uji kuantitatif amilase menggunakan metode spektrofotometri dengan reagen DNS. Sampel 

disiapkan dengan mereaksikan 1 mL sampel dengan 1 mL substrat dalam buffer fosfat 0,2 M pH 7 dan 

divortex untuk menghomogenkan larutan. Larutan diinkubasi selama 20 menit pada suhu 70°C. Dalam 

larutan sampel 1 mL ditambah 1,5 mL reagen DNS. Campuran dihomogenkan dengan vortex. Diinkubasi 

kembali pada suhu 100°C selama 10 menit. Campuran didinginkan pada suhu ruang selama 20 menit, 

setelah dingin larutan dimasukan dalam vial dan diukur absorbansinya pada gelombang maksimal 516 

nm. Aktivitas enzim amilase dinyatakan dalam unit per mL. 

Aktivitas enzim amilase = 
𝐺𝑙𝑢𝑘𝑜𝑠𝑎

𝐵𝑀 𝐺𝑙𝑢𝑘𝑜𝑠𝑎
x 1000 x 

1

𝑇
 

BM Glukosa = 180  

1000 = konversi ppm ke μg  

T = Waktu Inkubasi (menit) 

Karakterisasi Enzim Amilase 

Pengaruh pH Terhadap Aktivitas Enzim Amilase (Puspita Tazkiah et al., 2017) 

Sebanyak 250 µL larutan pati 3% dalam buffer fosfat 50 mM (pH 5,6,7, dan 8), ditambahkan 250 

µL larutan enzim, ditambahkan 250 µL HCl 1 M, 250 µL larutan Iodium (mengandung 2% KI dan 0,2% 

I2) dan diencerkan dengan akuades hingga volume 5 mL. Absorbansinya diukur pada panjang gelombang 

600 nm.  

Pengaruh Suhu terhadap Aktivitas Enzim Amilase (Puspita Tazkiah et al., 2017) 

Sebanyak 250 µL larutan pati 3% dalam buffer 50 mM pH 7,5 ditambahkan 250 µL larutan enzim 

dan diinkubasi pada suhu 40ºC, 50ºC, 60ºC, dan 70ºC selama 10 menit. Kemudian ditambahkan 250 µL 

HCl 1M, 250 µL Larutan Iodium (mengandung 2% KI dan 0,2% I2) dan diencerkan dengan akuades 

hingga volume 5 mL. Absorbansinya diukur pada panjang gelombang 600 nm. 

 

Hasil dan Pembahasan 

Pemanfaatan enzim untuk bidang industri harus memiliki aktivitas tinggi, kemurnian yang 

memadai, stabilitas terhadap kondisi operasi (suhu, pH). Hasil pengujian aktifitas amilase pada tepung 

kacang gude disajikan pada Tabel 1. 

                              Tabel 1. Aktivitas Enzim Amilase pada Tepung Kacang Gude (Cajanus cajan) 

Tahap  Pemurnian Aktivitas Amilase (Unit/mL) 

Enzim Kasar 0,586 

Pengendapan 50% 0,390 

Pengendapan 60% 0,217 

 

Hasil menunjukkan bahwa aktivitas total enzim mengalami penurunan setelah pengendapan. Hal 

ini menunjukkan bahwa sebagian kontaminan protein non-enzimatis berhasil dieliminasi melalui proses 
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pengendapan, sehingga meningkatkan kemurnian relatif dari amilase. Penggunaan garam ammonium 

sulfat sebagai salting out karena garam ini dapat merusak mantel air yang terdapat disekitar enzim 

(protein) sehingga protein akan membentuk koagulan (Puspita Tazkiah et al., 2017). Selain itu ammonium 

sulfat memiliki tingkat kelarutan didalam air yang sangat tinggi, tidak mengandung zat-zat yang toksik 

terhadap kebanyakan enzim, harganya relatif murah dan jika digunakan dalam jumlah banyak dapat 

sebagai stabilisator enzim itu sendiri. Pemurnian protein terjadi dimana protein yang memiliki residu non 

polar yang tinggi akan mengendap terlebih dahulu. Hal ini sesuai dengan pendapat (Atmaja, 2013) bahwa 

protein hidrofobisitas yang tinggi akan mengendap terlebih dahulu dan protein yang mengandung sedikit 

residu non polar akan larut dalam permurnian dengan garam amonium sulfat. 

 

Karakterisasi Enzim Amilase 

pH Optimum 

Aktivitas enzim amilase pada pengendapan 60% dengan berbagai pH penyangga (Gambar 1.)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Grafik pengaruh pH terhadap aktivitas enzim amilase dari tepung kacang gude (Cajanus cajan) 

Gambar 1 ini menunjukkan hubungan antara pH dan kinerja enzim, di mana kinerja maksimum tercapai 

pada pH sekitar 6, dengan nilai mendekati 5,5 U/mL. Ini mengindikasikan bahwa pH 6 adalah pH terbaik bagi enzim 

tersebut. pH optimal adalah kondisi di mana enzim berfungsi paling efektif dalam mempercepat reaksi, karena 

struktur tiga dimensi enzim, terutama pada situs aktif, berada dalam keadaan stabil untuk berikatan dengan substrat 

(Nelson dan Cox, 2017). Ketika pH terlalu rendah atau tinggi, kinerja enzim menurun secara signifikan, yang 

mungkin disebabkan oleh perubahan muatan ionik pada situs aktif enzim, atau bahkan denaturasi sebagian dari 

protein enzim itu sendiri. Kelebihan ion H⁺ atau OH⁻ dapat mengganggu ikatan hidrogen dan interaksi elektrostatik 

yang mempertahankan bentuk fungsional enzim, sehingga menghambat hubungan antara substrat dan enzim 

(Berg et al. , 2015). Enzim menunjukkan aktivitas yang signifikan pada rentang pH yang luas, dari 5 hingga 8, 

dengan aktivitas tertinggi diamati pada pH 6. Enzim amilase dilaporkan memiliki pH optimum antara 5 dan 6. β-

amilase kedelai telah dilaporkan memiliki pH optimum berkisar antara 5 hingga 6 (Yao et al., 2024), amilase pada 

biji nangka memiliki pH optimum 6 (Puspita Tazkiah et al., 2017), dan amilase kacang tunggak memiliki  pH 

optimum 6 (Pratantie et al., 2021).  

Meskipun pH 6 adalah kondisi paling ideal, enzim masih menunjukkan kinerja yang cukup baik pada pH 

5 dan pH 7, masing-masing sekitar 2,5 dan 1,8 U/mL. Ini menunjukkan bahwa enzim masih mampu bertahan meski 

ada sedikit perubahan pH, meskipun kemampuannya berkurang. Menariknya, pada pH 8, aktivitas enzim 

meningkat sedikit lagi, hampir mencapai 2,5 U/mL. Hal ini bisa diartikan bahwa enzim tersebut memiliki stabilitas 

struktur yang relatif baik di antara rentang pH netral hingga sedikit basa. Namun, nilai tersebut masih jauh dari 
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tingkat aktivitas puncak, yang berarti reaksi yang melibatkan enzim dalam keadaan ini tidak seefisien pada pH 

yang paling optimal. Dalam sektor industri seperti fermentasi atau pembuatan enzim untuk komersial, pemahaman 

tentang pH yang paling sesuai sangatlah penting untuk meningkatkan efektivitas proses dan hasil produksi (Willey 

et al. , 2020). 

Suhu Optimum 

Suhu optimum enzim amilase ditentukan dengan mengukur aktivitasnya pada berbagai suhu. Seperti 

ditunjukkan pada Gambar 2, enzim amilase menunjukkan aktivitas pada rentang suhu antara 40°C dan 70°C). 

Aktivitas enzimatik tertinggi diamati pada suhu 50 °C.  

Pada penelitian (Kolawole, 2011), suhu optimum untuk β-amilase yang diperoleh dari biji malt jewawut 

Afrika dan daun kentang dilaporkan masing-masing sebesar 50°C dan 40°C. Penelitian enzim amilase pada biji 

Nangka didapatkan suhu optimum 50°C (Puspita Tazkiah et al., 2017). Aktivitas amilase meningkat seiring dengan 

peningkatan suhu inkubasi, namun setelah mencapai suhu maksimum aktivitasnya menurun. Suhu yang melebihi 

batas optimum juga akan menyebabkan substrat berubah konformasinya, sehingga substrat tidak dapat masuk 

kedalam sisi aktif enzim. Hal tersebut akan mengakibatkan aktivitas enzim turun karena tidak terbentuknya 

kompleks enzim substrat, sehingga konsentrasi enzim rendah (Utami et al., 2024). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Grafik pengaruh suhu terhadap aktivitas enzim amilase dari tepung kacang gude (Cajanus cajan) 

Pada gambar 2 menunjukkan bahwa aktivitas enzim mengalami peningkatan sejalan dengan kenaikan 

suhu, mencapai puncaknya pada sekitar 50°C dengan tingkat aktivitas maksimum sekitar 8,7 U/mL. Kenaikan ini 

terjadi karena energi kinetik molekul yang meningkat, sehingga frekuensi tumbukan antara enzim dan substrat juga 

bertambah, mempercepat kecepatan reaksi enzimatik (Voet dan Voet, 2011). Namun, ketika suhu melewati titik 

optimum, aktivitas enzim mengalami penurunan drastis, yang terlihat pada suhu 60°C dan 70°C. Penurunan ini 

mengindikasikan bahwa struktur enzim mulai mengalami denaturasi, yaitu kerusakan pada struktur tersier atau 

kuarterner akibat suhu tinggi yang mengganggu ikatan non-kovalen yang mempertahankan bentuk aktif enzim. 

Denaturasi tersebut menyebabkan enzim kehilangan kemampuannya untuk mengikat substrat dan mengkatalisis 

reaksi (Garrett dan Grisham, 2010). 

Fakta bahwa aktivitas enzim mengalami penurunan yang signifikan setelah melewati suhu optimum 

menyoroti pentingnya menjaga suhu kerja enzim dalam batas yang ideal dalam bidang bioteknologi. Suhu yang 

terlalu tinggi tidak hanya mengurangi efisiensi, tetapi juga berisiko merusak enzim secara irreversibel, yang bisa 

meningkatkan biaya produksi karena enzim harus diubah lebih sering. Dalam sektor seperti fermentasi atau 

pengolahan makanan, pengaturan suhu sangat penting untuk memastikan stabilitas dan kinerja enzim (Trevor 

Palmer, 2007). Oleh karena itu, pemahaman tentang suhu optimum bukan hanya relevan dari perspektif teoritis, 

tetapi juga sangat penting dalam merancang proses industri yang menggunakan enzim sebagai biokatalis. 
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Kesimpulan 

Isolasi enzim amilase dari tepung kacang gude berhasil dilakukan. Aktivitas enzimatik terdeteksi pada 

ekstrak kasar dan meningkat aktivitas enzimnya setelah pengendapan dengan ammonium sulfat 60%. Ini 

menunjukkan bahwa kacang gude memiliki potensi sebagai sumber alternatif enzim amilase nabati yang dapat 

dimanfaatkan dalam aplikasi industri. Penelitian selanjutnya disarankan untuk melanjutkan pemurnian dan karakterisasi 

enzim amilase, termasuk uji pH, suhu, stabilitas, dan kinetika. Selain itu, pengujian pada berbagai substrat perlu dilakukan 

untuk mengevaluasi potensi aplikatif enzim dalam industri pangan dan non-pangan. 
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