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Abstract: Banana peel is a carbohydrate-rich by-product with potential as a 

fermentation substrate for enzyme production. This study aimed to evaluate 

the amylase production and storage stability of enzymes obtained through 

solid-state fermentation (SSF) of banana peel flour using Bacillus subtilis 

and Bacillus licheniformis. Fermentation was conducted for 24 and 48 hours, 

followed by crude enzyme extraction and storage for 24 hours at room 

temperature. Proximate analysis revealed banana peel flour contained 

78.64% carbohydrates and 46.24% starch, supporting its suitability as a 

fermentation medium. The highest amylase activities were 50.36 IU/mL/min 

(B. subtilis) and 56.33 IU/mL/min (B. licheniformis) after 24 hours, with 

comparable values at 48 hours. However, enzyme activity declined by over 

78% after 24 hours of storage, indicating low stability at room temperature. 

These findings confirm that banana peel flour is an effective, low-cost 

substrate for amylase production via SSF. Nevertheless, stabilization 

strategies post-fermentation are crucial to preserve enzyme activity during 

storage. This study highlights the dual benefit of converting agricultural 

waste into valuable enzymes and supports further research on improving 

enzyme shelf-life for industrial applications. 
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Pendahuluan 

 

Permintaan terhadap enzim amilase terus 

meningkat seiring berkembangnya industri 

pangan, tekstil, deterjen, dan bioetanol (Patil et 

al., 2022; Paul et al., 2021). Amilase 

merupakan salah satu enzim hidrolitik penting 

yang berfungsi mengkatalisis pemutusan 

ikatan glikosidik pada pati, menghasilkan 

produk seperti glukosa, maltosa, dan dekstrin 

(Paul et al., 2021). Produksi amilase secara 

konvensional umumnya menggunakan substrat 

mahal dan proses fermentasi cair (submerged 

fermentation), yang membutuhkan kontrol 

kondisi yang ketat dan biaya operasional tinggi 

(Farooq et al., 2021). 

Salah satu pendekatan alternatif yang 

lebih ekonomis dan ramah lingkungan adalah 

fermentasi padat (solid state 

fermentation/SSF), yang memanfaatkan 

limbah lignoselulosa sebagai substrat (Nuraida 

et al., 2022). Kulit pisang, sebagai limbah 

agroindustri yang melimpah dan belum 

dimanfaatkan secara optimal, memiliki potensi 

besar sebagai substrat SSF karena kandungan 

karbohidrat dan nutrien pendukung 

pertumbuhan mikroba penghasil enzim. 

Pemanfaatan kulit pisang dalam produksi 

amilase tidak hanya mengurangi beban limbah 

organik, tetapi juga mendukung prinsip 

ekonomi sirkular (Naik et al., 2023). 

Namun, dalam aplikasi industri, 

stabilitas enzim selama penyimpanan menjadi 

faktor penting yang menentukan efektivitas 

dan efisiensi penggunaannya (Mishra et al., 

2022). Ekstrak kasar enzim (crude enzyme 

extract), meskipun murah dan mudah 

diperoleh, rentan mengalami penurunan 

aktivitas. Hal ini disebabkan oleh faktor-faktor 

lingkungan seperti suhu, kelembapan, dan 

waktu simpan (Akinfemiwa et al., 2023).  

Penelitian mengenai produksi amilase 
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dari kulit pisang telah dikembangkan, namun 

data mengenai kestabilan amilase terutama 

pada penyimpanan suhu ruang masih sangat 

terbatas. Oleh karena itu, penelitian ini 

bertujuan untuk menganalisis kestabilan 

penyimpanan ekstrak kasar amilase yang 

dihasilkan melalui fermentasi padat kulit 

pisang. Hasil penelitian ini diharapkan dapat 

memberikan informasi praktis mengenai 

ketahanan enzim selama penyimpanan suhu 

ruang serta memperkuat potensi pemanfaatan 

limbah kulit pisang sebagai sumber enzim yang 

aplikatif dan berkelanjutan. 

 

Bahan dan Metode 

 

Alat dan bahan 

Bahan baku yang digunakan adalah pisang 

Produksi produksi di laboratorium menggunakan 

bahan baku pisang kepok (Musa paradisiaca L.) 

var. kepok yang diperoleh dari pasar tradisional 

Majene, Sulawesi Barat. Bacillus subtilis ATCC 

19659 dan Bacillus licheniformis ATCC 12759.  

Bahan kimia lainnya berupa aquades, Brain 

Heart Infusion Broth (Oxoid, UK), NaH2PO4 

(Sigma-Aldrich, Singapore), Na2HPO4 (Sigma-

Aldrich, Singapore), NaOH (Sigma-Aldrich, 

USA), HCl, Na-K-tartarat (Sigma-Aldrich, 

Singapore), dan 3,5 dinitrosalicylic acid (Sigma-

Aldrich, Singapore). Alat yang digunakan berupa 

oven, grinder, ayakan 40 mesh, autofklaf, 

inkubator, laminar air flow, orbital shaker, 

sentrifuge (Hermle Z326K, Germany), pompa 

vakum, spektrofotometer serta peralatan gelas 

lainnya. 

 

Prosedur penelitian 

Pembuatan tepung kulit pisang 

Tepung kulit pisang dibuat dengan 

mengunakan metode pengeringan (Dundar, 

2021; Wakiah, 2023). Pisang dikupas dan 

dikumpulkan kulitnya kemudian dikeringkan 

menggunakan oven pengering pada suhu 60oC 

selama 24 jam. Kulit pisang yang telah kering 

dihaluskan dan diayak menggunakan ayakan 

ukuran 40 mesh. Analisis proksimat dilakukan 

untuk kulit pisang dan tepung kulit pisang. 

Analisis proksimat terdiri dari kadar air, kadar 

abu, kadar lemak, kadar protein dan kadar 

karbohidrat berdasarkan AOAC Official methods 

(AOAC, 2012). 

 

Solid state fermentation 

Proses fermentasi dan ekstraksi crude 

amilase dilakukan berdasarkan (Wakiah, 2023). 

Tepung kulit pisang ditimbang sebanyak 5 gram 

dan dimasukkan kedalam erlenmeyer. Kadar 

airnya diatur hingga 80% dan disterilisasi pada 

suhu 121oC selama 15 menit sebelum digunakan 

sebagai substrat fermentasi. Sebanyak 1 mL 

suspensi bakteri (B. subtilis atau B. licheniformis) 

ditambahkan kedalam masing-masing 

erlenmeyer. Fermentasi dilanjutkan dalam 

inkubator selama 24 jam dan 48 jam pada suhu 

37oC. Ekstraksi dilakukan dengan menambahkan 

100 mL buffer sodium fosfat 0,02 M pH 6,9 

kedalam erlenmeyer dan diinkubasi dalam orbital 

shaker kecepatan 150 rpm selama 90 menit. 

Filtrat diperoleh dengan menyaring 

menggunakan kertas Whatman No. 1 kemudian 

disentrifus dengan kecepatan 12000 rpm selama 

10 menit pada suhu 4oC. Supernatan sebagai 

ekstrak enzim kasar dikumpulkan untuk 

kemudian dianalisis karakteristiknya. 

 

Pengukuran aktivitas enzim dan stabilitas 

penyimpanan 

Aktivitas enzim dari masing-masing 

perlakuan diukur untuk menentukan 

karakteristiknya menggunakan metode DNS 

berdasarkan Keharom et al. (2016). Supernatan 

yang dikumpulkan sebagai ekstrak enzim kasar 

diinkubasi pada suhu ruang 25oC selama 24 jam 

untuk analisis stabilitas enzim. 

 

Analisis data 

Data diolah dan disajikan sebagai nilai 

rata-rata dengan standar deviasi dari tiga ulangan. 

Analisis varians satu arah (ANOVA) dengan uji 

lanjut Duncan digunakan untuk menentukan 

signifikansi. Semua analisis data diuji statistik 

menggunakan aplikasi SPSS (IBM SPSS 

Statistics 26, USA) serta aplikasi R Studio untuk 

visualisasi data. Data digolongkan signifikan 

ketika nilai p < 0.05. 

 

Hasil dan Pembahasan 

 

Stabilitas penyimpanan amilase (fermentasi 24 

jam) 

Amilase merupakan enzim hidrolitik yang 

banyak dimanfaatkan dalam berbagai industri, 

dan produksinya melalui fermentasi padat (Solid-

State Fermentation, SSF) telah menjadi 
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pendekatan yang efisien, terutama dengan 

pemanfaatan substrat limbah pertanian (Wakiah, 

2023). Penelitian ini mengevaluasi stabilitas 

enzim amilase yang diproduksi oleh Bacillus 

subtilis dan Bacillus licheniformis melalui 

fermentasi padat selama 24 jam menggunakan 

tepung kulit pisang kepok sebagai substrat.  

Hasil analisis (Gambar 1) menunjukkan 

bahwa kedua bakteri mampu menghasilkan 

enzim amilase dengan aktivitas yang tinggi pada 

kondisi ekstrak kasar, yaitu sebesar 50,36 

IU/mL/min untuk B. subtilis dan 56,33 

IU/mL/min untuk B. licheniformis. Hal ini 

menunjukkan bahwa kulit pisang kepok (Musa 

paradisiaca L.) var. kepok berpotensi sebagai 

substrat fermentasi untuk mendukung produksi 

enzim amilase secara efisien. Penelitian 

mengenai aktivitas amilase yang diproduksi dari 

kulit pisang menggunakan Bacillus subtilis 

dengan masa inkubasi 24 jam 4,53 IU/mL/min 

(Kokab et al., 2003). Sementara itu, penggunaan 

Bacillus cereus pada substrat kulit pisang 

menghasilkan aktivitas amilase sebesar 59,78 

IU/mL/min (Ramzan et al., 2019). 

 

 
Gambar 1. Aktivitas amilase (fermentasi 24 jam) 

sebelum dan setelah penyimpanan 

 

Namun demikian, penyimpanan ekstrak 

enzim pada suhu ruang (t= 24 jam, T= 25oC) 

menyebabkan penurunan aktivitas enzim yang 

sangat signifikan. Aktivitas enzim B. subtilis 

menurun menjadi 5.17 IU/mL/min dan B. 

licheniformis menjadi 5.53 IU/mL/min, yang 

secara berturut-turut merepresentasikan 

kehilangan aktivitas sebesar 89.7% dan 90.2%. 

Tingginya persentase penurunan ini 

mengindikasikan bahwa enzim amilase yang 

dihasilkan dari kedua strain bersifat tidak stabil 

pada suhu ruang tanpa adanya perlakuan 

stabilisasi. Beberapa faktor yang diduga 

berkontribusi terhadap inaktivasi enzim meliputi 

denaturasi akibat suhu, aktivitas proteolitik 

residu, perubahan pH selama penyimpanan, dan 

kemungkinan oksidasi gugus aktif enzim 

(Maghraby et al., 2023). Studi lain menunjukkan 

bahwa amilase Bacillus licheniformis kering 

yang diimobilisasi ke polietilen alt-maleat 

anhidrida menunjukkan kehilangan aktivitas 

berkisar antara 31% hingga 48% setelah hanya 

24 jam penyimpanan pada suhu kamar (Cordeiro 

et al., 2011). 

 

Stabilitas penyimpanan amilase (fermentasi 48 

jam) 

Ekstrak kasar yang diperoleh setelah 

fermentasi 48 jam dianalisis aktivitas sebelum 

penyimpanan dan setelah penyimpanan pada 

suhu ruang (t= 24 jam, T= 25oC) (Gambar 2). 

Berdasarkan hasil analisis, aktivitas amilase dari 

B. subtilis pada kondisi ekstrak kasar mencapai 

48,06 IU/mL/min, sedangkan B. licheniformis 

menunjukkan aktivitas sebesar 50,18 

IU/mL/min. Namun, setelah penyimpanan 

selama 24 jam, aktivitas enzim mengalami 

penurunan drastis menjadi 10.22 IU/mL/min (B. 

subtilis) dan 9.46 IU/mL/min (B. licheniformis), 

yang masing-masing merepresentasikan 

kehilangan aktivitas sebesar 78.7% dan 81.1%. 

Penelitian serupa yang memproduksi amilase 

dari kulit pisang menggunakan Bacillus subtilis 

dengan masa inkubasi 48 jam menghasilkan 

aktivitas sebesar 7,14 IU/mL/min (Kokab et al., 

2003). 

 

 
Gambar 2. Aktivitas amilase (fermentasi 48 jam) sebelum 

dan setelah penyimpanan 
 

Perbandingan antar waktu fermentasi 

menunjukkan bahwa fermentasi 24 jam 

menghasilkan aktivitas awal enzim yang tinggi. 

Namun dengan stabilitas rendah, sementara 

fermentasi 48 jam cenderung menghasilkan 
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aktivitas yang sedikit lebih rendah tetapi sedikit 

lebih stabil setelah penyimpanan. Studi yang 

dilakukan oleh Wakiah, (2023) juga 

menunjukkan hal yang serupa dimana amilase 

yang dihasilkan dengan 48 jam waktu inkubasi 

memiliki stabilitas yang sedikit lebih stabil 

dibandingkan dengan 24 jam waktu inkubasi. 

Penurunan aktivitas enzim yang tajam 

pada kedua kondisi fermentasi menegaskan 

bahwa amilase hasil produksi SSF tanpa 

perlakuan stabilisasi sangat rentan terhadap 

inaktivasi selama penyimpanan pada suhu ruang. 

Studi yang dilakukan oleh Kyomuhimbo et al., 

(2023) menunjukkan bahwa lakase yang melalui 

proses stabilisasi melalui imobilisasi memiliki 

stabilitas yang jauh lebih tinggi. Faktor-faktor 

yang berkontribusi terhadap degradasi ini 

meliputi denaturasi struktur protein akibat suhu, 

aktivitas enzim proteolitik residu, serta paparan 

oksigen yang dapat menyebabkan oksidasi gugus 

aktif enzim (Grahame et al., 2015).  

 

Substrat produksi amilase 

Tepung kulit pisang digunakan sebagai 

substrat fermentasi dalam produksi enzim 

amilase melalui fermentasi padat oleh B. Subtilis 

dan B. Licheniformis (Wakiah, 2023). 

Berdasarkan analisis proksimat, proses 

pengeringan dan pengolahan kulit pisang 

menjadi tepung secara signifikan meningkatkan 

kandungan nutrien padat dan mengurangi kadar 

air secara drastis. Tepung kulit pisang memiliki 

kandungan air sebesar 6,33%, jauh lebih rendah 

dibandingkan kulit pisang segar yang mencapai 

82,01%. Penurunan kadar air ini penting untuk 

mendukung proses fermentasi padat, karena 

kelembapan rendah membantu mencegah 

pertumbuhan mikroorganisme kontaminan dan 

menciptakan kondisi yang optimal bagi 

pertumbuhan bakteri penghasil enzim pada SSF 

(Chen, 2013). 
 

Tabel 1. Analisis Proksimat Kulit Pisang dan 

Tepung Kulit Pisang 
 

No Parameter  
Tepung kulit 

pisang 

Kulit 

pisang 

1. Air 6,33 82,01 

2. Abu 7,58 1,74 

3. Protein 4,08 0,95 

4. Lemak 3,37 3,06 

5. Karbohidrat  78,64 14,97 

6. Total Pati 46,24 4,68 

Peningkatan kadar karbohidrat (dari 

14,97% menjadi 78,64%) dan total pati (dari 

4,68% menjadi 46,24%) pada tepung kulit pisang 

menjadikan substrat ini sangat potensial untuk 

mendukung produksi enzim amilase. 

Karbohidrat dan pati merupakan sumber utama 

induksi bagi ekspresi enzim amilase oleh bakteri, 

karena enzim ini disintesis untuk mendegradasi 

polisakarida menjadi gula sederhana (de Souza et 

al., 2010). Tingginya kandungan substrat 

polisakarida dalam tepung kulit pisang 

kemungkinan besar menjadi faktor utama yang 

berkontribusi terhadap aktivitas enzim yang 

tinggi (Mehmood et al., 2022). 

Kandungan protein dan abu pada tepung 

meningkat masing-masing dari 0,95% dan 1,74% 

pada kulit pisang menjadi 4,08% dan 7,58%. Hal 

ini menunjukkan bahwa proses pengeringan dan 

penggilingan tidak hanya meningkatkan densitas 

nutrien, tetapi juga kemungkinan menambah 

ketersediaan nitrogen dan mineral yang penting 

bagi metabolisme mikroba selama fermentasi 

(Călinoiu et al., 2018). Kandungan lemak relatif 

tidak banyak berubah, namun keberadaannya 

tidak secara langsung memengaruhi sintesis 

amilase (Nor-Liyana et al., 2019). 

Meskipun aktivitas awal enzim cukup 

tinggi, hasil penyimpanan menunjukkan bahwa 

enzim mengalami penurunan stabilitas yang 

signifikan pada suhu ruang, dengan kehilangan 

aktivitas mencapai 82–91% setelah 24 jam. Hal 

ini menunjukkan bahwa meskipun substrat yang 

digunakan mendukung produksi enzim secara 

maksimal, karakteristik ekstrak enzim hasil 

fermentasi tetap membutuhkan perlakuan 

stabilisasi pascaproduksi. Dengan kata lain, 

komposisi nutrien dalam substrat mendukung 

biosintesis amilase, tetapi tidak cukup untuk 

menjaga kestabilan enzim setelah produksi, 

terutama tanpa agen protektan atau kondisi 

penyimpanan yang dikontrol (Maghraby et al., 

2023). 

 

Kesimpulan 

 

Kulit pisang merupakan substrat yang 

efektif untuk produksi enzim amilase melalui 

fermentasi padat menggunakan Bacillus subtilis 

dan Bacillus licheniformis. Aktivitas enzim 

tertinggi diperoleh setelah 24 jam fermentasi. 

Meskipun demikian, hasil menunjukkan bahwa 

ekstrak enzim kasar yang dihasilkan memiliki 
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stabilitas penyimpanan yang rendah, ditandai 

dengan penurunan aktivitas lebih dari 78% 

setelah 24 jam penyimpanan pada suhu ruang. 

Temuan ini menegaskan potensi kulit pisang 

sebagai sumber karbon alternatif bernilai 

ekonomi dalam produksi enzim industri, 

sekaligus menekankan perlunya penerapan 

strategi stabilisasi pasca-fermentasi guna 

mempertahankan aktivitas enzim untuk aplikasi 

berskala industri. 
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