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Abstract: Pencemaran plastik akibat akumulasi poli(etilena tereftalat) (PET) menjadi 
tantangan lingkungan global yang mendesak. Enzim PETase memiliki potensi dalam 
upaya bioremediasi plastik melalui proses degradasi enzimatis, namun aplikasinya masih 
terkendala oleh rendahnya stabilitas termal. Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi 
stabilitas struktural dan termodinamika enzim PETase pada berbagai variasi temperatur 
menggunakan metode simulasi dinamika molekuler (molecular dynamics/MD) berbasis 
perangkat lunak GROMACS. Perlakuan temperatur yang digunakan meliputi 300 K, 310 K, 
373 K, 440 K, dan 500 K untuk merepresentasikan kondisi temperatur ruang, fisiologis, 
hingga ekstrem. Analisis dilakukan terhadap parameter RMSD, RMSF, radius girasi (Rg), 
jumlah ikatan hidrogen, luas permukaan yang dapat diakses pelarut (solvent accessible 
surface area, SASA), energi total sistem, serta evaluasi konformasi visual melalui snapshot 
struktur 3D. Hasil simulasi menunjukkan bahwa PETase tetap stabil pada 300 K dan 310 K, 
namun mulai mengalami destabilisasi struktural pada 373 K. Perubahan struktural yang 
signifikan, termasuk unfolding protein dan peningkatan paparan permukaan hidrofobik, 
diamati pada 440 K dan 500 K. Studi ini memberikan informasi biofisika molekuler penting 
terkait batas toleransi termal PETase, yang dapat menjadi referensi dalam pengembangan 
varian enzim dengan termostabilitas yang lebih tinggi untuk aplikasi bioteknologi 
lingkungan.  
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Pendahuluan 
Pencemaran plastik merupakan salah satu 

tantangan lingkungan terbesar dalam beberapa dekade 
terakhir. Material plastik, khususnya poli(etilena 
tereftalat) (PET), banyak digunakan dalam berbagai 
sektor industri seperti kemasan makanan dan 
minuman karena sifatnya yang ringan, kuat, dan tahan 
lama (Soong et al., 2022). Akan tetapi, ketahanan ini 
menyebabkan PET sangat resisten terhadap proses 
degradasi alami, sehingga akumulasinya di lingkungan 
terus meningkat. Hal ini mendorong berbagai upaya 
pengembangan teknologi biodegradasi berbasis 

enzimatis sebagai solusi yang lebih ramah lingkungan 
(Urbanek et al., 2021). 

Enzim PETase, yang pertama kali diidentifikasi 
dari bakteri Ideonella sakaiensis, telah menjadi fokus 
utama dalam penelitian terkait bioremediasi plastik 
(Tanasupawat et al., 2016). Enzim ini memiliki 
kemampuan unik untuk memutus ikatan ester dalam 
rantai polimer PET untuk melepaskan bis-hydroxyethyl 
terephthalate (BHET) dan mono-hydroxyethyl terephthalate 
(MHET), dimana MHET selanjutnya dipecah menjadi 
etilen glikol dan asam tereftalat (Burgin et al., 2024). 
Meskipun potensial, aplikasi PETase dalam skala 
industri maupun lingkungan terbuka masih 
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menghadapi hambatan signifikan, terutama terkait 
rendahnya stabilitas termal enzim ini. PETase diketahui 
memiliki batas temperatur kerja optimal yang relatif 
rendah, sehingga performa katalitiknya menurun 
drastis pada temperatur di atas 40 °C (Deng et al., 
2023). 

Stabilitas termal protein sangat dipengaruhi oleh 
berbagai faktor biofisika seperti kekuatan interaksi 
intramolekul, distribusi energi potensial, fleksibilitas 
konformasi, serta ikatan hidrogen yang membentuk 
struktur sekunder dan tersier protein (Masson & 
Lushchekina, 2022; Rasjava et al., 2025). Untuk 
memahami perilaku struktural PETase terhadap variasi 
temperatur, diperlukan pendekatan analisis yang 
mampu memberikan gambaran detail hingga tingkat 
atomistik. Salah satu metode yang banyak digunakan 
dalam studi protein dengan pendekatan biofisika dan 
kimia molekuler adalah simulasi dinamika molekuler 
(Molecular Dynamics/MD). Metode ini memungkinkan 
pemodelan dan prediksi perubahan konformasi protein 
dalam kondisi lingkungan yang bervariasi seperti 
fluktuasi temperatur dan tekanan, dengan 
memanfaatkan prinsip dasar mekanika klasik 
(Hollingsworth & Dror, 2018). 

Penerapan MD dalam studi protein memberikan 
keunggulan dalam memetakan dinamika struktural, 
kestabilan energi potensial, serta perilaku intramolekul 
dalam rentang waktu simulasi yang dapat disesuaikan. 
Melalui pemantauan parameter-parameter seperti Root 
Mean Square Deviation (RMSD), Root Mean Square 
Fluctuation (RMSF), radius of gyration (Rg), jumlah 
ikatan hidrogen, luas permukaan yang dapat diakses 
pelarut (surface solvent accessible area, SASA), serta profil 
energi sistem, respons termal protein dapat dianalisis 
secara kuantitatif (Sabari V L et al., 2025). 

Berdasarkan latar belakang tersebut, penelitian ini 
bertujuan untuk menganalisis stabilitas struktural dan 
termodinamika enzim PETase terhadap variasi 
temperatur menggunakan simulasi dinamika 
molekuler berbasis GROMACS. Perlakuan temperatur 
yang digunakan meliputi 300 K, 310 K, 373 K, 440 K, 
dan 500 K, yang mewakili kondisi temperatur ruang, 
fisiologis hingga kondisi ekstrem. Penelitian ini 
diharapkan dapat memberikan informasi fundamental 
terkait mekanisme destabilisasi termal PETase, serta 
menjadi referensi awal dalam upaya perancangan 
varian enzim dengan kestabilan termal yang lebih 
tinggi untuk aplikasi bioteknologi lingkungan. 

Metode 
Persiapan Sistem Molekuler. Struktur tiga dimensi 
enzim PETase diperoleh dari Protein Data Bank dengan 
kode PDB ID: 5XH3 (Han et al., 2017). Persiapan sistem 
dilakukan menggunakan GROMACS versi 2023.3 
(Abraham et al., 2023). Residu protein diprotonasi pada 

kondisi pH 7,0 menggunakan webserver H++ dengan 
penambahan atom hidrogen berdasarkan parameter 
force field CHARMM36 (Gordon et al., 2005). Protein 
kemudian dimasukkan ke dalam kotak simulasi 
berbentuk kubik (cubic box) dengan jarak minimum 1,0 
nm dari tepi kotak untuk mencegah interaksi antar citra 
periodik. Sistem selanjutnya disolvasi menggunakan 
model air TIP3P, kemudian ion Na⁺ dan Cl⁻ 
ditambahkan untuk menetralkan muatan sistem dan 
mencapai konsentrasi ion fisiologis sebesar 0,15 M 
NaCl. Minimisasi energi selanjutnya dilakukan 
menggunakan metode steepest descent, dengan kriteria 
konvergensi yaitu gaya maksimum di bawah 1000 
kJ/mol/nm. File topologi dan parameter sistem 
dihasilkan melalui modul pdb2gmx, dengan penerapan 
positional restraints pada protein untuk menjaga 
kestabilan struktur selama tahap awal simulasi. 
Tahapan ini memastikan sistem berada dalam kondisi 
yang stabil sebelum dilanjutkan ke proses ekuilibrasi 
dan produksi simulasi dinamika molekuler. 

Parameter Simulasi. Setelah proses preparasi 
sistem awal, dilakukan tahap ekuilibrasi temperatur 
(NVT ensemble) selama 1 nanodetik (ns) dengan 
pengendalian temperatur menggunakan algoritma 
termostat V-rescale. Selanjutnya, sistem menjalani 
tahap ekuilibrasi tekanan (NPT ensemble) selama 1 ns, 
di mana barostat C-rescale digunakan untuk 
mengontrol tekanan sistem pada 1 bar (Kim et al., 
2023). Setelah kedua tahap ekuilibrasi selesai, 
dilakukan simulasi produksi (production MD) dengan 
durasi 50 ns untuk masing-masing perlakuan 
temperatur. Variasi temperatur yang dipilih untuk 
merepresentasikan kondisi temperatur ruang (300 K), 
temperatur fisiologis (310 K), serta kondisi temperatur 
ekstrem (373 K, 440 K, dan 500 K). Selama proses 
simulasi produksi, temperatur sistem dikontrol dengan 
termostat V-rescale dan tekanan tetap dipertahankan 
konstan menggunakan barostat C-rescale (Kim et al., 
2023). Seluruh simulasi dilakukan dengan time step 
sebesar 2 femtosekon (fs) dan pengaturan kondisi batas 
periodik (periodic boundary conditions) untuk 
menghindari efek tepi sistem. 

Analisis Trajektori. Analisis trajektori dilakukan 
berdasarkan parameter struktural dan termodinamika 
yang dihasilkan dari simulasi dinamika molekuler. 
Parameter termodinamika dianalisis melalui evaluasi 
energi total dan energi potensial sistem. Parameter 
struktural dianalisis berdasarkan RMSD, RMSF, Rg, 
jumlah ikatan hidrogen, dan SASA (Sabari V L et al., 
2025). Selain itu, visualisasi snapshot struktur pada 
waktu-waktu tertentu juga dilakukan untuk 
mengamati perubahan konformasi protein PETase 
selama simulasi dinamika molekuler berlangsung. 
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Hasil dan Pembahasan 
Validasi Stabilitas Sistem Selama Ekuilibrasi. Proses 
validasi sistem selama tahap ekuilibrasi dilakukan 
dengan menganalisis stabilitas parameter 
termodinamika yaitu energi potensial, temperatur, 
tekanan, dan densitas sistem. 

Hasil minimalisasi energi menunjukkan bahwa 
energi potensial rata-rata sistem PETase berada pada 
kisaran -540113 kJ/mol untuk seluruh perlakuan 
temperatur (Gambar 1). Meskipun nilai energi 
potensial ini tampak seragam di antara berbagai 
temperatur perlakuan, rentang fluktuasi energi selama 
tahap minimalisasi tercatat sekitar 13.000 kJ/mol. 
Rentang ini masih berada dalam batas toleransi yang 
umum untuk sistem protein dalam lingkungan 
simulasi air, serta menunjukkan tidak adanya indikasi 
drift energi atau ketidakstabilan besar dalam 
konfigurasi sistem. 

Tahap minimalisasi energi bertujuan untuk 
menghilangkan tegangan struktural dan kontak atomik 
yang tidak realistis yang mungkin muncul selama 
proses pembentukan sistem. Pengemasan molekul air 
dalam kisi periodik serta penambahan ion untuk 
netralisasi sistem dapat menimbulkan kontak buruk 
(bad contacts) dan interaksi elektrostatik yang tidak 
diinginkan. Selain itu, struktur protein hasil 
kristalografi sinar-X yang semula berada dalam kondisi 
kristal padat, ketika dimasukkan ke dalam lingkungan 
pelarut air simulasi berpotensi mengalami 
ketidakcocokan dengan konfigurasi awal, misal dalam 
hal orientasi ikatan hidrogen antara protein dan air 
(Lemkul, 2024; Mackay et al., 1989). 

 
Gambar 1. Kurva minimisasi energi sistem enzim 

PETase 

Melalui proses minimalisasi energi, atom-atom 
dalam sistem dipindahkan mengikuti gradien gaya 
potensial hingga mencapai ambang gaya maksimum 
yang telah ditentukan. Meskipun proses ini tidak 
menjamin tercapainya energi minimum global, namun 
minimalisasi energi mampu menghasilkan titik awal 
yang cukup representatif, sehingga sistem layak untuk 

dilanjutkan ke tahap ekuilibrasi dan simulasi produksi 
dinamika molekuler (Lemkul, 2024). 

Parameter temperatur rata-rata untuk masing-
masing simulasi menunjukkan kesesuaian dengan 
temperatur target yang telah ditentukan (Gambar 2). 
Perlakuan dengan temperatur 300 K dan 310 K 
menunjukkan nilai rata-rata 299,74 K dan 309,75 K. 
Perolehan nilai temperatur ini yang sesuai dengan 
toleransi ±5 K. Pada temperatur tinggi, sistem juga 
menunjukkan kontrol temperatur yang baik dengan 
nilai rata-rata sebesar 372,66 K, 439,56 K, dan 499,61 K 
masing-masing untuk perlakuan dengan temperatur 
373 K, 440 K, dan 500 K. Fluktuasi temperatur di 
seluruh perlakuan tetap rendah dan berada di bawah 
0,5 K. Hasil ini menunjukkan efektivitas penggunaan 
termostat V-rescale dalam menjaga kestabilan 
temperatur sistem selama proses simulasi dinamika 
molekuler dengan akurasi tinggi tanpa mengganggu 
dinamika partikel secara signifikan (Ke et al., 2022). 

 
Gambar 2. Hasil ekuilibrasi temperatur sistem 

 
Gambar 3. Hasil ekuilibrasi tekanan sistem 

Pada ekuilibrasi tekanan sistem, simulasi pada 
temperatur 300 K dan 310 K menghasilkan nilai rata-
rata tekanan sistem mendekati 1 bar, sesuai target 
tekanan isobarik. Meskipun terjadi peningkatan 
tekanan signifikan pada temperatur ekstrem, 
khususnya pada 440 K (53,17 bar) dan 500 K (98,99 bar), 
fenomena ini dapat dikaitkan dengan peningkatan 
energi kinetik molekuler dan dinamika sistem akibat 
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temperatur tinggi (Gambar 3). Fluktuasi tekanan ini 
masih dapat diterima dalam konteks simulasi sistem 
protein kecil di bawah pengaruh termal ekstrem. 
Fenomena ini dapat dikaitkan dengan peningkatan 
energi kinetik molekul sistem akibat pengaruh 
temperatur tinggi bahwa kontrol tekanan dalam NPT 
ensemble cenderung mengalami deviasi lebih besar 
pada temperatur ekstrem, namun tetap dalam rentang 
yang termodinamika wajar (Ke et al., 2022). 

 
Gambar 4. Hasil ekuilibrasi densitas sistem 

Analisis terhadap densitas sistem menunjukkan 
tren penurunan seiring peningkatan temperatur 
simulasi (Gambar 4). Pada temperatur 300 K dan 310 K, 
densitas rata-rata tercatat masing-masing sebesar 
1042,86 kg/m3 dan 1036,15 kg/m3. nilai yang masih 
sesuai dengan densitas air pada temperatur ruang 
hingga mendekati temperatur fisiologis. Penurunan 
densitas mulai terlihat lebih jelas pada temperatur 373 
K, dengan nilai sebesar 1008,36 kg/m3, yang 
mengindikasikan awal terjadinya ekspansi termal 
dalam sistem cair. Perubahan lebih drastis terjadi pada 
temperatur 440 K dan 500 K, di mana densitas sistem 
masing-masing turun menjadi 968,45 kg/m3 dan 929,06 
kg/m3. Penurunan densitas hingga hampir 11% dari 
nilai awal pada 300 K ini mencerminkan peningkatan 
jarak antar molekul air akibat energi kinetik yang tinggi 
pada temperatur ekstrem. Fluktuasi densitas juga 
meningkat secara progresif dengan naiknya 
temperatur, yang menunjukkan bahwa sistem mulai 
mengalami pelemahan gaya kohesif antar molekul air 
(Skarmoutsos & Guardia, 2025). Meskipun demikian, 
fluktuasi densitas pada semua temperatur tetap berada 
dalam rentang yang dapat diterima secara 
termodinamika tanpa menunjukkan tren drift jangka 
panjang yang mengkhawatirkan. Perubahan densitas 
juga ini merupakan fenomena umum dalam simulasi 
NPT sistem cairan, di mana barostat tetap mampu 
menjaga volume rata-rata meskipun fluktuasi tekanan 
dan volume meningkat pada temperatur ekstrem (Ke et 
al., 2022). 

Analisis Stabilitas Struktural. Analisis stabilitas 
struktural dilakukan dengan memantau perubahan 
Root Mean Square Deviation (RMSD) (Gambar 5), radius 
girasi (Rg) (Gambar 6), dan energi total sistem selama 
simulasi produksi (Gambar 7). Nilai RMSD digunakan 
untuk mengukur tingkat deviasi rata-rata posisi atom 
backbone protein terhadap struktur awal selama 
simulasi, sehingga memberikan gambaran mengenai 
stabilitas konformasi protein. Parameter ini digunakan 
untuk mengevaluasi integritas konformasi protein 
PETase terhadap pengaruh variasi temperatur (Aier et 
al., 2016; Ghahremanian et al., 2022). Nilai Rg 
menggambarkan distribusi spasial massa atom 
terhadap pusat massa protein, yang mencerminkan 
tingkat kekompakan struktur tersier (Apicella et al., 
2017). Sementara itu, energi total sistem 
merepresentasikan jumlah total energi potensial dan 
kinetik dalam sistem simulasi, yang digunakan untuk 
mengevaluasi kestabilan termodinamika keseluruhan 
sistem (Kumar et al., 2022). Parameter ini digunakan 
untuk mengevaluasi integritas konformasi protein 
PETase terhadap pengaruh variasi temperatur. 

Pada temperatur 300 K, nilai RMSD rata-rata 
tercatat sebesar 0,240 nm, dengan RMSD maksimum 
mencapai 0,393 nm. Nilai ini menunjukkan bahwa 
struktur protein tetap berada dalam kisaran deviasi 
yang rendah terhadap struktur awalnya. Nilai Rg pada 
temperatur ini stabil dengan nilai rata-rata 1,759 nm, 
menunjukkan bahwa protein mempertahankan 
kekompakannya selama simulasi. Energi total sistem 
pada temperatur ini adalah -353114,76 kJ/mol, tanpa 
indikasi drift energi yang signifikan, menandakan 
kestabilan sistem. 

 
Gambar 5. RMSD struktur enzim PETase selama 

simulasi dinamika molekuler 

Pada temperatur 310 K, RMSD rata-rata menurun 
menjadi 0,197 nm, dengan RMSD maksimum sebesar 
0,295 nm, menunjukkan kestabilan struktural yang 
lebih baik dibandingkan temperatur 300 K. Nilai Rg 
juga hampir tidak berubah (1,759 nm), dengan 
perbedaan ΔRg hanya 0,00003 nm terhadap 300 K. 
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Energi total sistem sebesar -342809,86 kJ/mol, sedikit 
lebih tinggi dari 300 K. Hasil ini sesuai dengan adanya 
peningkatan energi kinetik akibat temperatur yang 
lebih tinggi, namun masih dalam batas stabil. 

Memasuki temperatur 373 K, terjadi peningkatan 
signifikan pada RMSD, dengan rata-rata mencapai 
0,544 nm dan maksimum 0,998 nm. Peningkatan RMSD 
lebih dari 0,5 nm menunjukkan awal terjadinya deviasi 
struktural signifikan. Rg juga mengalami kenaikan 
menjadi 1,899 nm, dengan ΔRg sebesar 0,140 nm dari 
temperatur referensi 300 K, yang mengindikasikan 
pelemahan kekompakan protein. Energi total sistem 
turut meningkat menjadi -277.729,59 kJ/mol, konsisten 
dengan kecenderungan sistem yang mulai mengalami 
destabilisasi. 

 
Gambar 6. Radius girasi (Rg) struktur enzim PETase 

selama simulasi dinamika molekuler 

 
Gambar 7. Energi total sistem enzim PETase selama 

proses simulasi dinamika molekuler 

Pada temperatur 440 K, RMSD rata-rata naik 
drastis menjadi 0,831 nm, dengan maksimum mencapai 
1,460 nm, menunjukkan deviasi struktural yang jauh 
lebih besar dibanding perlakuan berbagai temperatur 
sebelumnya. Nilai Rg juga meningkat menjadi 2,033 
nm, dengan ΔRg sebesar 0,274 nm, mengindikasikan 
terjadinya proses unfolding parsial. Penurunan energi 
total sistem menjadi -207.505,95 kJ/mol semakin 
mengonfirmasi destabilisasi struktur protein pada 
temperatur ini. 

Temperatur 500 K menunjukkan dampak termal 
paling ekstrem terhadap struktur PETase. RMSD rata-
rata melonjak hingga 1,747 nm, dengan maksimum 
mencapai 3,055 nm, yang merupakan indikasi kuat 
terjadinya unfolding. Rg juga menunjukkan kenaikan 
substansial hingga 2,593 nm, dengan ΔRg sebesar 0,834 
nm dari temperatur referensi 300 K. Penurunan drastis 
energi total sistem menjadi -140.125,51 kJ/mol 
menggambarkan akumulasi energi kinetik dan 
perubahan besar pada interaksi intramolekul protein. 

Berdasarkan hasil analisis ini, dapat disimpulkan 
bahwa PETase menunjukkan kestabilan struktural yang 
baik pada temperatur 300 K dan 310 K, dengan indikasi 
awal destabilisasi mulai muncul pada 373 K, dan 
perubahan struktural besar terjadi pada 440 K hingga 
500 K, yang mengarah pada unfolding protein. Hasil ini 
konsisten dengan karakteristik umum protein globular 
yang memiliki batas toleransi temperatur tertentu 
terhadap denaturasi termal. 
 
Analisis Fleksibilitas dan Interaksi Intramolekul. 
Analisis fleksibilitas lokal dan interaksi intramolekul 
protein PETase selama simulasi dilakukan dengan 
mengevaluasi Root Mean Square Fluctuation (RMSF) 
(Gambar 8) dan jumlah ikatan hidrogen intramolekul 
(Gambar 9). Parameter-parameter tersebut 
merepresentasikan kestabilan lokal residu, kekuatan 
interaksi non-kovalen internal, serta tingkat eksposur 
permukaan protein terhadap lingkungan pelarut. 

Nilai RMSF mencerminkan nilai deviasi rata-rata 
posisi atom dari posisi rata-ratanya dari waktu ke 
waktu dalam simulasi dinamika molekuler. RMSF 
memberikan informasi tentang fleksibilitas dan 
dinamika struktur protein. Protein atau residu asam 
amino dengan nilai RMSF tinggi biasanya lebih 
fleksibel, sedangkan daerah dengan nilai RMSF rendah 
biasanya lebih kaku (Bagewadi et al., 2023). Fluktuasi 
tinggi pada RMSF mencerminkan peningkatan 
fleksibilitas lokal residu yang sering dikaitkan dengan 
ketidakstabilan struktural pada temperatur tinggi 
(Ghahremanian et al., 2022). Nilai RMSF rata-rata pada 
temperatur 300 K dan 310 K masing-masing adalah 
0,120 nm dan 0,097 nm, menunjukkan bahwa fluktuasi 
atomik pada tingkat residu berada dalam batas wajar 
dan protein berada dalam kondisi stabil. Rentang 
RMSF maksimum pada temperatur ini juga rendah 
(0,395 nm dan 0,422 nm), menunjukkan bahwa tidak 
ada fluktuasi ekstrem yang terjadi di wilayah 
struktural penting protein. 

Pada temperatur 373 K, terjadi peningkatan 
signifikan dengan RMSF rata-rata sebesar 0,263 nm dan 
maksimum mencapai 1,847 nm, menunjukkan 
peningkatan fleksibilitas lokal yang cukup drastis, 
terutama pada daerah loop atau domain non-struktural. 
Kondisi ini semakin memburuk pada temperatur 440 K 
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dan 500 K, dengan RMSF rata-rata masing-masing 
sebesar 0,504 nm dan 1,375 nm, serta RMSF maksimum 
mencapai 2,276 nm pada 500 K, yang mencerminkan 
peningkatan mobilitas atomik ekstrem sebagai indikasi 
awal terjadinya unfolding. 

 
Gambar 8. Nilai RMSF residu-residu asam amino pada 

enzim PETase 

 
Gambar 9. Jumlah ikatan hidrogen pada enzim PETase 

selama simulasi dinamika molekuler 

Ikatan hidrogen memiliki peranan krusial dalam 
menjaga kestabilan struktur sekunder dan tersier 
protein. Ikatan hidrogen bertanggung jawab dalam 
mempertahankan integritas struktural seperti α-heliks 
dan β-sheet melalui interaksi arah yang spesifik antara 
gugus donor dan akseptor dalam rantai polipeptida. 
Dalam konteks simulasi dinamika molekuler, ikatan 
hidrogen diperlakukan sebagai interaksi non-kovalen 
yang didominasi oleh gaya elektrostatik, sehingga 
representasi yang akurat terhadap ikatan hidrogen 
penting untuk menggambarkan folding dan stabilitas 
termal protein. Penurunan jumlah ikatan hidrogen 
pada suhu tinggi mengindikasikan melemahnya 
kekuatan ikatan intramolekul yang bertanggung jawab 
terhadap kestabilan konformasi protein. Fluktuasi dan 

hilangnya ikatan hidrogen seiring dengan peningkatan 
suhu menjadi salah satu penanda utama dimulainya 
proses denaturasi struktural suatu protein (Gao et al., 
2015). 

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa jumlah 
ikatan hidrogen intramolekul rata-rata mengalami 
penurunan progresif seiring peningkatan temperatur 
(Gambar 9). Dari 166,49 ikatan pada 300 K, terjadi 
penurunan menjadi 161,62 (310 K), 148,13 (373 K), 
123,69 (440 K), dan hanya 96,96 (500 K). Persentase 
penurunan ikatan hidrogen mencapai lebih dari 56% 
pada temperatur 500 K jika dibandingkan dengan 
temperatur awal 300 K. Penurunan ini menjadi 
indikator utama terjadinya disrupsi struktur sekunder 
dan tersier protein, terutama pada temperatur ekstrem. 

Secara keseluruhan, kombinasi peningkatan RMSF 
dan penurunan jumlah ikatan hidrogen pada 
temperatur tinggi memberikan bukti kuat mengenai 
penurunan kestabilan struktural dan meningkatnya 
fleksibilitas lokal PETase. Gejala awal denaturasi 
struktural terlihat mulai pada temperatur 373 K, dan 
menjadi signifikan pada 440 K hingga 500 K, yang 
ditandai dengan peningkatan fluktuasi atomik dan 
hilangnya interaksi intramolekul stabil. 
 
Analisis Eksposur Permukaan Protein. Analisis luas 
permukaan yang dapat diakses pelarut (surface solvent 
accessible area, SASA) dilakukan untuk mengevaluasi 
tingkat eksposur permukaan protein PETase terhadap 
lingkungan pelarut selama simulasi produksi pada 
berbagai temperatur. SASA merepresentasikan luas 
total permukaan protein yang dapat diakses oleh 
molekul air, sehingga menjadi indikator penting untuk 
mendeteksi perubahan konformasi yang menyebabkan 
paparan wilayah hidrofobik internal (Ghahremanian et 
al., 2022). 

 
Gambar 10. Nilai SASA enzim PETase selama simulasi 

dinamika molekuler 
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. Analisis SASA memperlihatkan tren peningkatan 
luas permukaan yang terpapar pelarut seiring kenaikan 
temperatur (Gambar 10). Pada 300 K dan 310 K, nilai 
SASA rata-rata masing-masing adalah 123,27 nm² dan 
122,34 nm², menunjukkan kestabilan struktur tertutup. 
Mulai temperatur 373 K, SASA meningkat menjadi 
147,29 nm², dan lebih jauh menjadi 163,09 nm² (440 K) 
serta 215,91 nm² (500 K). Kenaikan SASA ini 
menandakan terbukanya bagian-bagian hidrofobik dari 
inti protein, yang selaras dengan indikasi awal 
unfolding dari analisis RMSF dan hilangnya ikatan 
hidrogen. Secara keseluruhan, tren peningkatan SASA 
seiring kenaikan temperatur memperkuat indikasi 
bahwa PETase mulai kehilangan integritas 
strukturalnya pada temperatur di atas 373 K, dengan 
eksposur progresif dari permukaan hidrofobik, yang 
merupakan salah satu ciri utama dari proses denaturasi 
protein. 
 
Evaluasi Konformasi dan Perubahan Struktural. 
Evaluasi perubahan konformasi protein PETase selama 
simulasi dilakukan melalui analisis visual terhadap 
snapshot struktur tiga dimensi (3D) yang diambil pada 
interval setiap 10 nanodetik (ns) selama 50 ns simulasi 
produksi, untuk masing-masing perlakuan temperatur. 
Tujuan dari analisis ini adalah untuk memberikan 
gambaran kualitatif mengenai perubahan spasial -

global yang terjadi pada struktur protein akibat 
pengaruh termal. 

Pada temperatur 300 K dan 310 K, struktur 3D 
PETase menunjukkan kestabilan konformasi yang 
tinggi sepanjang waktu simulasi. Hasil overlay struktur 
dari setiap snapshot menunjukkan bahwa perubahan 
posisi atom backbone sangat minimal, tanpa indikasi 
pembukaan struktur atau pelepasan domain. Elemen-
elemen sekunder seperti α-heliks dan β-sheet tetap 
terjaga dengan baik, menunjukkan bahwa protein 
mempertahankan integritas strukturalnya dalam 
rentang temperatur fisiologis. 

Mulai temperatur 373 K, perubahan konformasi 
mulai terlihat lebih nyata. Visualisasi snapshot 
memperlihatkan peningkatan deviasi spasial pada 
beberapa bagian protein, terutama pada wilayah loop 
dan ujung terminal. Distorsi struktur sekunder mulai 
terjadi, dengan beberapa loop menunjukkan pergeseran 
posisi yang lebih besar dibandingkan kondisi pada 
temperatur rendah. Hal ini konsisten dengan hasil 
analisis RMSD, RMSF, dan penurunan jumlah ikatan 
hidrogen. 

Pada temperatur 440 K, perubahan konformasi 
menjadi semakin signifikan, ditandai dengan 
terbukanya struktur tersier protein. Visualisasi snapshot 
per 10 ns menunjukkan bahwa ekspansi konformasi 
semakin berkembang dari waktu ke waktu, dengan 
terjadi displacement besar pada domain tertentu, serta 

Gambar 11. Perubahan struktur enzim PETase selama simulasi 
dinamika 

 molekuler pada berbagai temperatur 
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indikasi unfolding parsial pada beberapa wilayah 
protein. 

Kondisi paling ekstrem terjadi pada 500 K, di 
mana struktur PETase mengalami unfolding global. 
Snapshot pada interval waktu 20 ns ke atas 
memperlihatkan pelepasan besar-besaran elemen 
struktural, disertai kehancuran elemen sekunder dan 
peningkatan paparan permukaan hidrofobik, 
sebagaimana juga terkonfirmasi oleh peningkatan 
SASA dan RMSD yang sangat tinggi pada temperatur 
ini. 

Hasil observasi visual ini mendukung temuan 
kuantitatif sebelumnya, bahwa PETase menunjukkan 
kestabilan struktural yang baik hingga temperatur 310 
K, mulai mengalami destabilisasi struktural pada 373 
K, dan mengalami denaturasi termal yang signifikan 
pada temperatur di atas 440 K. 

Evaluasi Biofisika pada Mekanisme Denaturasi 
Termal. Peningkatan suhu memberikan energi kinetik 
tambahan pada atom-atom penyusun enzim PETase, 
yang terlihat sebagai peningkatan amplitudo vibrasi 
molekul. Pada suhu rendah, antara 300 hingga 310 K, 
getaran ini masih bersifat harmonik dan amplitudonya 
relatif kecil (δx ≈ 0.1–0.2 Å), sehingga tidak cukup 
untuk merusak struktur protein. Namun, ketika suhu 
dinaikkan hingga 373 K atau lebih, energi termal (kBT ≈ 
3.1- 4.3 kJ/mol) mulai mendekati dan bahkan 
melampaui ambang energi ikatan non-kovalen, seperti 
ikatan hidrogen (5–30 kJ/mol) dan gaya van der Waals 
(0.5–4 kJ/mol). Pada kondisi ini, vibrasi kolektif dalam 
mode frekuensi rendah (<50 cm⁻¹), yang melibatkan 
gerakan terkoordinasi dari ratusan atom, mulai 
memicu disosiasi ikatan secara progresif, terutama 
pada wilayah fleksibel seperti loop, yang ditandai 
dengan fluktuasi RMSF yang tinggi. 

Pada titik kritis sekitar 373 K, kerusakan lokal 
berkembang menjadi transisi fasa kooperatif yang 
diperkuat oleh arsitektur fraktal enzim PETase. 
Struktur hierarkinya, dengan dimensi fraktal sekitar Df 
≈ 2.4, berperan sebagai penguat alami bagi getaran 
kolektif, sehingga energi termal diubah menjadi 
gerakan domain berskala besar. Efek ini semakin 
kompleks ketika air pelarut merespon paparan inti 
hidrofobik protein (Oktafiansyah et al., 2020). Air 
membentuk struktur klatrat yang teratur di sekitar 
bagian yang terekspos, meningkatkan entropi 
pelarutan (ΔSsolv>0) dan juga kapasitas kalor sistem 
(ΔCp>0). Gabungan dari respon fraktal struktural dan 
reorganisasi pelarut ini menghasilkan lonjakan 
eksponensial pada parameter struktural seperti radius 
girasi (Rg meningkat 47%) dan luas permukaan 
terakses pelarut (SASA meningkat 75%), menandakan 

perubahan menyeluruh dalam satu langkah drastis (all-

or-none). 
Ketika suhu mencapai 500 K, energi vibrasi termal 

(kBT4.1 kJ/mol) sudah jauh melampaui kekuatan rata-
rata ikatan non-kovalen, memicu denaturasi global 
yang bersifat terkoordinasi. Tidak seperti material 
padat yang pecah seolah rapuh (brittle fracture), enzim 
PETase mengalami "pelelehan biomolekuler" bertahap 
namun sistematik. Proses ini mencakup tiga tahap 
utama: (1) getaran kolektif yang melemahkan integritas 
struktural protein; (2) fungsi loop sebagai engsel 
fleksibel yang memperbesar deformasi lokal; dan (3) 
transisi keseluruhan struktur dari keadaan padat 
seperti kaca (glassy) menjadi cairan molekuler (fluid). 
Transisi ini tidak dapat dibalik karena konformasi 
terdenaturasi memiliki entropi yang jauh lebih tinggi 
(Sconf ↑), yang secara termodinamika menghasilkan ΔG 

= ΔH – TΔS < 0, menandakan bahwa keadaan unfolded 
menjadi lebih stabil pada suhu tinggi. 

 

Kesimpulan 

Hasil simulasi dinamika molekular pada 
berbagai perlakuan temperatur menunjukkan bahwa 
PETase memiliki stabilitas struktural yang baik pada 
temperatur 300 K dan 310 K yang menunjukkan nilai 
parameter RMSD, radius girasi, jumlah ikatan 
hidrogen, dan SASA yang konsisten serta 
menunjukkan kestabilan konformasinya pada 
temperatur ini. Indikasi awal destabilisasi struktural 
mulai terdeteksi pada temperatur 373 K yang ditandai 
dengan peningkatan RMSD, fluktuasi lokal residu 
(RMSF), penurunan jumlah ikatan hidrogen, dan 
kenaikan SASA. Perubahan struktural yang lebih 
signifikan terjadi pada temperatur 440 K dan 500 K, 
dengan bukti adanya unfolding protein, ekspansi radius 
girasi, peningkatan fluktuasi termal, serta paparan luas 
permukaan hidrofobik yang semakin besar. 

Visualisasi snapshot struktur pada interval waktu 
simulasi juga memperkuat temuan ini dengan 
menunjukkan disrupsi progresif terhadap struktur 
tersier PETase. Secara keseluruhan, penelitian ini 
menunjukkan bahwa batas atas kestabilan termal 
PETase berada di bawah 373 K, sedangkan temperatur 
di atas 440 K menyebabkan denaturasi struktural yang 
signifikan. Temuan ini memberikan informasi biofisika 
molekuler yang penting sebagai landasan bagi 
pengembangan strategi rekayasa enzim untuk 
meningkatkan termostabilitas PETase dalam aplikasi 
bioteknologi lingkungan, khususnya untuk 
bioremediasi plastik di wilayah dengan temperatur 
tinggi. 
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