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TO BE GLUCOSA USING IMMOBILIZED -AMILASE FROM Bacillus 

Subtilis ITBCCB148 FOR BIOETANOL PRODUCTION 

 

By 

 

Arum Widyasmara 

 

In this study, the α-amylase enzyme from Bacillus subtilis ITBCCB148 was 

immobilized through crosslinking method on chitosan matrix. The aims of this 

study were to determine the effect of immobilization on the stability of α-amylase 

to temperature and pH, and to convert cassava solid waste starch by the 

immobilized α-amylase to be glucose which is used for bioethanol production. 

The steps of this study were done as following: production process, isolation, 

purification, immobilization, characterization of purification enzyme and 

immobilization, enzymatic conversion of cassava solid waste starch and 

bioethanol fermentation. The results showed that the specific activity of the 

purified α-amylase enzyme after the dialysis stage was 4504.15 U mg
-1

 and its 

purity increased 4.87 times than the crude extract enzyme. The purified α-amylase 

enzyme has an optimum temperature of 65°C, KM = 1.63 mg mL
-1

 substrate, and 

Vmax = 39.68 μmol mL
-1

 min
-1

. The immobilized α-amylase enzyme has an 

optimum temperature of 75
o
C, KM = 3.514 mg mL

-1
 substrate, and Vmax = 7,05 

μmol mL
-1

 min
-1

. The residual activity of the purified enzyme and immobilized 

enzyme in the study of thermal stability on 60
o
C for 80 minutes were 58% and 

86.15%, respectively. The immobilized enzyme can be used repeatedly up to 6 

times. The kinetic studies of purified enzyme were obtained t½ = 113.61 minutes, 

ki = 0.0061 min
-1

, and ΔGi = 107.34 kJ mol
-1

. The kinetic studies of the 

immobilized enzyme were obtained t½ = 433.13 minutes, ki = 0.0016 min
-1

, and 

ΔGi = 111.06 kJ mol
-1

. Based on the decrease of ki value, increase of ΔGi and 

half-life (t½), the immobilization by chitosan can improve the stability of α-

amylase from B. subtilis ITBCCB148. Furthermore, the Saccharomyces 

cerevisiae fermentation on cassava solid waste starch converted by the 

immobilized α-amylase obtained ethanol approximately 0.129%. 
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Pada penelitian ini telah dilakukan amobilisasi enzim α-amilase dari Bacillus 

subtilis ITBCCB148 melalui metode ikatan silang pada matriks kitosan.  

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh amobilisasi pada kestabilan 

enzim α-amilase terhadap suhu dan pH serta konversi enzimatis pati onggok oleh 

enzim α-amilase amobil menjadi glukosa reduksi yang selanjutnya digunakan 

untuk produksi bioetanol. Tahap penelitian ini meliputi proses produksi, isolasi, 

pemurnian, amobilisasi, karakterisasi enzim hasil pemurnian dan amobilisasi serta 

konversi enzimatis pati onggok dan fermentasi bioetanol. Hasil penelitian 

menunjukkan bahwa aktivitas spesifik enzim α-amilase hasil pemurnian hingga 

tahap dialisis adalah 4.504,15 U mg
-1

 dan kemurniannya meningkat 4,87 kali 

dibandingkan dengan ekstrak kasar enzim.  Enzim α-amilase hasil pemurnian 

memiliki suhu optimum 65
o
C, KM = 1,63 mg mL

-1
 substrat, dan Vmaks = 39,68 

µmol mL
-1

 menit
-1

.  Enzim α-amilase hasil amobilisasi memiliki suhu optimum 

75
o
C, KM = 3,514 mg mL

-1
 substrat, dan Vmaks = 7,05 µmol mL

-1
 menit

-1
.  

Aktivitas sisa enzim hasil pemurnian dan  hasil amobilisasi dalam uji stabilitas 

termal pada suhu 60
o
C selama 80 menit berturut-turut sebesar 58% dan 86,15%.  

Enzim amobil dapat digunakan berulang hingga 6 kali.  Data kinetika enzim hasil 

pemurnian diperoleh t½ = 113,61 menit, ki = 0,0061 menit
-1

, dan ΔGi = 107,34 kJ 

mol
-1

.  Data kinetika enzim hasil amobilisasi diperoleh t½ = 433,13 menit, ki = 

0,0016 menit
-1

, dan ΔGi yaitu 111,06 kJ mol
-1

.  Berdasarkan penurunan nilai ki, 

peningkatan nilai ΔGi dan waktu paruh (t½), diketahui bahwa amobilisasi 

menggunakan kitosan dapat meningkatkan stabilitas enzim α-amilase dari B. 

subtilis ITBCCB148. Selanjutnya, hasil fermentasi Saccharomyces cerevisiae 

pada pati onggok yang dikonversi dengan enzim  α-amilase didapatkan kadar 

etanol berkisar 0,129%.  

 

 

Kata kunci :  α-amilase, amobilisasi, Bacillus subtilis ITBCCB148, kitosan, 

Saccharomyces cerevisiae 
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I. PENDAHULUAN

A. LATAR BELAKANG MASALAH

Bioetanol adalah salah satu jenis etanol yang dihasilkan dari bahan alam.

Ada beberapa jenis bahan alam yang digunakan untuk menghasilkan bioetanol,

antara lain ubi kayu, kentang, beras dan tebu. Akan tetapi bahan bahan tersebut

diatas merupakan komoditas pangan yang utama di Indonesia. Dalam Undang-

Undang RI No. 8 Tahun 2012 penggunaan komoditas pangan disebutkan bahwa

penggunaan komoditas pangan sebagai bahan baku sumber energi tidak

diperbolehkan jika dapat mengancam ketahanan pangan. Oleh karena itu

dibutuhkan usaha untuk mencari sumber energi alternatif lain dari limbah industri

seperti kulit pisang, sekam padi, batang sawit, dan onggok (Wahyuono et al.,

2014).

Onggok merupakan limbah padat dari produksi tepung tapioka yang

dihasilkan dari ubi kayu.  Onggok merupakan bahan yang paling potensial dari

limbah industri untuk produksi bioetanol berdasarkan kandungan polisakarida dan

gula pereduksi. Onggok memiliki kandungan polisakarida meliputi 38,29 % berat

(Wijayanti dkk., 2012).

Onggok dapat dimanfaatkan sebagai bahan baku pembuatan bioetanol

karena mengandung serat kasar dan pati yang tinggi. Onggok tidak dapat
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dikonversi secara langsung sebagai bahan baku bioetanol, tetapi harus dihidrolisis

terlebih dahulu. Hidrolisis dapat dilakukan dengan katalis asam maupun

enzimatis. Hidrolisis dengan katalis asam mempunyai kelemahan, antara lain

memerlukan peralatan yang tahan korosi dan terbentuknya senyawa inhibitor

seperti furfural, 5-hydroxymethylfurfural (HMF) selama proses hidrolisis asam

(Millati et al., 2002). Hidrolisis enzimatis lebih efektif dilakukan karena katalis

enzim bekerja secara spesifik sehingga hasil hidrolisis dapat dikendalikan,

mencegah adanya reaksi sampingan, dan ramah lingkungan. Enzim yang

digunakan untuk menghidrolisis serat adalah enzim selulase dan enzim yang

menghidrolisis pati adalah enzim amilase. Hasil-hasil tersebut berupa gula reduksi

yang akan dikonversi oleh Saccaromyces cereviciae untuk menghasilkan

bioetanol (Zainab dkk., 2011).

Hidrolisis pati yang memiliki bobot molekul rendah dikatalisis oleh -

amilase yang merupakan enzim komersial yang paling penting. Produk hasil

hidrolisis telah diaplikasikan secara luas pada industri makanan, kertas dan tekstil.

-amilase merupakan endoamilase yang mengkatalisis reaksi hidrolisis internal

ikatan pada -1,4-glikosida dalam tepung secara acak. -amilase dari mikroba

untuk tujuan industri terutama dihasilkan dari Bacillus licheniformis, Bacillus

amyloliquefaciens dan Aspegillus oryzae. Karena banyaknya penggunaan amilase

dalam berbagai industri, terjadi peningkatan ketertarikan pada amilase

pendegradasi pati serta banyaknya penelitian yang menunjukkan pembentukan

amilase oleh mikroorganisme dan pemurnian produk enzim (Konsula and

Kyriakides, 2004).
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Dalam industri pangan, hidrolisis pati untuk menghasilkan gula pereduksi

umumnya berlangsung pada reaksi secara batch, dimana secara ekonomis

merugikan karena enzim hanya digunakan sekali. Agar enzim dapat digunakan

berulang, amobilisasi enzim telah digunakan di beberapa industri. Penempelan

secara kovalen merupakan metode amobilisasi enzim yang penting, yang

digunakan untuk meningkatkan resistensi terhadap suhu, denaturasi, dan pelarut

organik. Beberapa pengembangan tergantung pada kondisi lain pada sistem, asal

enzim, tipe penyangga dan metode amobilisasi (Bayramoglu et al., 2004).

Ada beberapa keuntungan dengan menempelkan enzim pada matriks

penyangga padat. Beberapa alasan utama adalah : (1) Penggunaan jamak atau

berulang pada enzim, (2) Kemampuan untuk menghentikan reaksi yang cepat

dengan memindahkan enzim dari larutan reaksi, (3) Amobilisasi dapat

memberikan efek yang signifikan pada stabilitas enzim melawan efek denaturasi,

(4) Produk tidak terkontaminasi dengan enzim terutama pada industri makanan

dan farmasi, (5) Membantu pemurnian enzim dari larutan reaksi dan memisahkan

enzim dari substrat dan produk (Ghiaci et al., 2009).

Saat ini, -amilase telah diamobilisasi secara kovalen pada mikrospore poly

(hydroxyethylmethacrylate), poly (methylmethacrylate – acrylic acid) dan

membran zirconium. -amilase juga telah digunakan pada penyangga umum,

seperti membran nitroselular dan manik kitosan secara fisik dan adsorpsi ion-

exchange (Bayramoglu et al., 2004).
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Proses amobilisasi -amilase dari isolat bakteri lokal B.subtilis ITBCCB148

telah sukses meningkatkan stabilitas enzim pada suhu tinggi dengan

Diethylaminoethyl Cellulosa (DEAE-Cellulosa) meskipun stabilitas  suhunya

hanya meningkat 1,5 kali. Penggunaan berulang pada enzim amobil juga lebih

baik dari enzim murni (Yandri et al., 2010b).

Kitosan dapat digunakan sebagai penyangga untuk enzim maupun sel utuh.

Kitosan [poly- (14)-2-amino-2-deoxy-D-glucose) merupakan produk

deasetilasi dari kitin yang dihasilkan dari kerangka luar family crustacea yang

memiliki kelarutan dalam larutan asam lebih tinggi dari kitin. Kitosan merupakan

senyawa yang murah, inert, hidrofilik, penyangga yang biokompatibel, sehingga

menarik untuk digunakan sebagai penyangga dalam amobilisasi enzim. Kehadiran

gugus amin memfasilitasi ikatan kovalen pada enzim. Amobilisasi dapat melalui

ikatan kovalen pada film kitosan transparan maupun melalui metode penjebakan

pada biji kitosan (Cetinus and Oztop, 2003).

Berdasarkan hasil-hasil yang telah dilaporkan tersebut, maka pada penelitian

ini dipilih proses amobilisasi untuk meningkatkan kestabilan enzim -amilase

yang  diisolasi dan dimurnikan dari bakteri isolat lokal Bacillus subtilis

ITBCCB148. Enzim amobil selanjutnya digunakan untuk konversi enzimatis pati

onggok menjadi glukosa untuk produksi bioetanol.  Zat pengamobil yang akan

digunakan adalah kitosan.
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B. TUJUAN PENELITIAN

1. Untuk mengetahui pengaruh amobilisasi pada kestabilan enzim -amilase

terhadap suhu dan pH.

2. Konversi enzimatis pati onggok oleh enzim -amilase  amobil menjadi

glukosa reduksi yang selanjutnya digunakan untuk produksi bioetanol.

C. MANFAAT PENELITIAN

1. Pemanfaatan kitosan sebagai zat pengamobil enzim -amilase  dalam

skala industri.

2. Memberikan alternatif konversi enzimatis pati menggunakan enzim -

amilase  amobil untuk produksi bioetanol.



II. TINJAUAN PUSTAKA

A. Konversi Enzimatis Pati oleh -Amilase

Selain digunakan sebagai sumber makanan secara langsung, pati dapat

digunakan dalam bentuk yang berbeda setelah diproses secara kimiawi dan

enzimatis seperti pati terhidrolisat, sirup glukosa, fruktosa, turunan pati atau

maltrodekstrin, atau siklodekstrin.  Beberapa tanaman penghasil pati untuk

industri adalah jagung, singkong, kentang dan gandum (DeBaere, 1999)

Tanaman mensintesis pati sebagai hasil dari fotosintesis, dimana energi

cahaya dari sinar matahari yang masuk dalam proses tersebut diubah menjadi

energi kimia. Pati disintesis dalam plastida yang ditemukan pada daun sebagai

senyawa cadangan respirasi selama siklus gelap. Pati merupakan polimer dari

glukosa yang berikatan satu sama lain melalui oksigen pada C1 yang disebut

dengan ikatan glikosida. Ikatan glikosida stabil pada pH tinggi, namun dapat

terhidrolisa pada pH rendah. Ujung dari rantai polimer terdapat gugus aldehid.

Gugus ini disebut sebagai ujung pereduksi. Dua tipe polimer glukosa pada pati

meliputi: (i) amilosa dan (ii) amilopektin. Amilosa merupakan polimer linear yang

terdiri dari 6000 unit glukosa dengan ikatan -1,4 glikosida. Jumlah dari residu

glukosa juga ditunjukkan dengan istilah ‘derajat polimerisasi’. Amilosa dalam

kentang atau singkong memiliki derajat polimerisasi 1000-6000, sedangkan

amilosa dalam jagung atau gandum memiliki derajat polimerisasi bervariasi dari
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200 dan 1200. Amilopektin terdiri dari rantai ikatan -1,4  linear pendek dengan

10 – 60 glukosa dan rantai samping ikatan -1,6 dengan 15 – 45 unit glukosa.

Amilopektin lengkap mengandung 2.000 – 200.000 unit glukosa, sehingga

menjadi molekul alam yang terbesar (Buleon et.al., 1998). Skema struktur granul

yang mengandung amilosa dan amilopektin ditunjukkan pada Gambar 1.

Gambar 1. Skema struktur granul yang mengandung amilosa dan amilopektin
(Buleon et al., 1998)

Granul pati terdiri dari bentuk amorfosa dan daerah kristalin. Pada pati batang

dan akar, daerah kristalin terdiri dari amilopektin, sedangkan amilosa berada pada

daerah amorfosa. Amilopektin kurang larut dalam air, sedangkan amilosa dari

granul pati larut dalam air panas. Hal ini menyebabkan granul pati cukup mudah

untuk diekstrak dari tanaman. Ketika campuran air dan granul pati dipanaskan,

granul akan mengembang hingga titik dimana tidak dapat kembali lagi. Proses

pengembangan ini disebut dengan gelatinisasi. Selama proses ini, amilosa larut

dan keluar dari granul dan menyebabkan peningkatan viskositas campuran.

Selanjutnya, granul pecah dan menyebabkan dispersi koloid kental (Maarel et al.,

2002).

Granul

Latar
amorfosa

Cincin

AmilopektinAmilosaMonomer

Klaster
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Ada 4 kelompok enzim pengkonversi amilum: (i) endoamylases, (ii)

exoamylases, (iii) debranching enzyme, (iv) transferases (Maarel et al., 2002).

1. Endo dan exoamylases (Endo dan eksoamilase)

Endoamilase mampu memutus ikatan -1,4 glikosida pada bagian dalam

(endo-) dari rantai amilosa dan amilopektin. -amylase (EC 3.2.1.1) dikenal

sebagai endoamilase. Hasil akhir dari produk reaksi -amylase merupakan

oligosakarida dengan berbagai ukuran. Eksoamilase memutus -1,4

glikosida seperti -amilase (EC 3.2.1.2) atau memutus antara ikatan -1,4

dan -1,6 glikosida, seperti amyloglucosidase atau glucoamilase (EC 3.2.1.3)

dan -glucosidase (EC 3.2.1.20). Eksoamilase beraksi pada residu glukosa

terluar dari amilosa atau amilopektin

2. Debranching enzymes (Enzim Pemutus Rantai)

Enzim pemutus rantai merupakan enzim yang khusus memotong ikatan ,1-6

glikosida, meliputi: isoamylase (EC 3.2.1.68) dan pullanase tipe I (EC

3.2.1.41). Perbedaan utama antara pullulanases dan isoamylase adalah

kemampuan untuk menghidrolisis pullulan, polisakarida dengan unit

maltotriose berulang dengan ikatan ,1-6. Pullulanases dapat menghidrolisis

ikatan ,1-6 glikosida dalam pullulan dan amilopektin, sedangkan isoamylase

hanya dapat menghidrolisis ikatan ,1-6 pada amilopektin.

3. Transferases (Transferase)

Transferase memotong ikatan ,1-4 glikosida dari molekul donor dan

memindahkan bagian dari molekul donor pada glikosida penerima dengan

pembentukan ikatan glikosida baru.  Enzim amylomaltase (EC 2.4.1.25) dan

cyclodextrin glycosyltransferase (EC 2.4.1.19) membentuk ikatan ,1-4
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glikosida yang baru, sementara branching enzyme (EC 2.4.1.18) membentuk

ikatan ,1-6 glikosida. Enzim cyclodextrin glycosyltransferase memiliki

aktivitas hidrolitik yang rendah dan membuat oligosakarida siklik dengan 6,7

atau 8 residu glukosa. Siklodekstrin diproduksi melalui reaksi intramolekuler

transglikosilasi dimana enzim memutus ikatan ,1-4 glikosida. Amylomaltases

memiliki reaksi enzimatik yang mendekati cyclodextrin glycosyltransferaes.

Perbedaan utamanya adalah amylomaltase menunjukkan reaksi

transglikosilasi yang menghasilkan produk linear sedangkan cyclodextrin

glycosyltransferase menghasilkan produk siklik. Glucan branching enzyme

berperan dalam sintesis glikogen pada berbagai mikroorganisme dalam

pembentukan ikatan ,1-6 glikosida pada rantai samping glikogen (Maarel et

al., 2002).

B. Isolasi dan Pemurnian Enzim

1. Sentrifugasi

Enzim dapat diisolasi secara ekstraseluler dan intraseluler. Enzim intraseluler

langsung digunakan di dalam sel dan sering ditemukan pada bagian membran dari

sebuah organel sel, sedangkan enzim ekstraseluler dilepas dari sel ke lingkungan

untuk menghidrolisis polimer di lingkungan (Maier et al., 2000). Adapun enzim

α-amilase merupakan enzim ekstraseluler yang dapat dikeluarkan dari sel bakteri

melalui sentrifugasi, tanpa perlu memecah sel.  Prinsip sentrifugasi yaitu

memisahkan substansi berdasarkan berat jenis molekul dengan cara memberikan

gaya sentrifugal, sehingga substansi yang lebih berat akan berada di dasar,

sedangkan substansi yang lebih ringan akan berada di atas (Faatih, 2009).  Sel-sel
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mikroba biasanya akan mengalami sedimentasi pada kecepatan 5000 rpm selama

15 menit (Santos et al., 2015).  Hasil sentrifugasi diperoleh pellet (endapan

pengotor) dan supernatan (ekstrak kasar enzim).  Proses sentrifugasi dilakukan

pada suhu dingin 2–4oC untuk mencegah denaturasi enzim karena proses tersebut

akan melepaskan panas (Suhartono, 1989).

2. Fraksinasi dengan amonium sulfat

Pemurnian enzim bertujuan memisahkan enzim yang dikehendaki dari protein

(enzim) lain yang tidak diinginkan.  Fraksinasi merupakan proses pengendapan

protein (enzim) dengan penambahan senyawa elektrolit seperti garam amonium

sulfat, natrium klorida, atau natrium sulfat.  Fraksinasi dilakukan secara bertingkat

guna menghilangkan protein-protein lain yang mudah larut serta mengendapkan

protein (enzim) lebih banyak pada suatu konsentrasi garam tertentu.

Dalam proses fraksinasi, saat konsentrasi garam lebih tinggi maka kelarutan

enzim dalam air menjadi lebih rendah.  Kekuatan ion garam yang lebih tinggi

menghasilkan muatan yang dapat membentuk ikatan kovalen dengan air.

Akhirnya, sebagian air yang menghidrasi molekul enzim akan tertarik oleh garam

sehingga enzim akan mengendap.  Peristiwa ini disebut salting out

(Wirahadikusumah, 1977).

Amonium sulfat memiliki keunggulan, diantaranya:  kelarutan yang tinggi

dalam air, tidak mempengaruhi aktivitas enzim, mempunyai molaritas tinggi

dalam keadaan jenuh sehingga memiliki daya pengendapan yang efektif, memiliki

efek penstabil terhadap enzim, panas pelarutannya rendah sehingga panas yang

dihasilkan mudah hilang, dapat digunakan pada berbagai pH, larutan pekatnya
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dapat mencegah pertumbuhan bakteri, dalam larutan amonium sulfat sebagian

besar protein terlindungi dari denaturasi, dan pada larutan jenuhnya (4,04 M pada

20oC) memiliki kerapatan yang tidak cukup besar (sekitar 1,235 g/cm3) sehingga

tidak mengganggu sedimentasi protein saat sentrifugasi (Scopes, 1993).

Berdasarkan penelitian Yandri et al. (2010a), aktivitas spesifik enzim α-

amilase dari B. subtilis ITBCCB148 hasil pemurnian melalui fraksinasi dengan

amonium sulfat memberikan hasil lebih baik sebesar 1534 U/mg, dibandingkan

dengan ekstrak kasarnya sebesar 269,6 U/mg.

3. Dialisis

Dialisis merupakan pemurnian enzim berdasarkan difusi ion-ion garam yang

berlangsung pada suatu membran semipermeabel, yaitu kantong selofan.  Proses

ini terjadi karena adanya perbedaan tekanan osmotik antara cairan yang ada di

dalam dan di luar membran.  Ion-ion garam yang memiliki tekanan osmotik lebih

tinggi akan menuju luar membran, sedangkan molekul H+ dari buffer yang

memiliki tekanan osmotik lebih rendah akan masuk ke dalam membran.  Enzim

yang memiliki berat molekul lebih besar akan tertahan di dalam membran,

sedangkan ion-ion garam yang kecil akan keluar melalui pori-pori membran.

Proses dialisis perlu dilakukan dalam suhu 2-4oC untuk mencegah denaturasi

enzim (Suhartono, 1989).  Untuk mencapai keseimbangan osmotik, maka dapat

dilakukan beberapa cara untuk mempercepat pergerakan molekul yaitu:

a. Pergantian larutan buffer dengan konsentrasi rendah secara kontinu pada

selang waktu tertentu sampai ion-ion garam dalam membran dapat diabaikan

(Lehninger, 2005).
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b. Membuat luas permukaan membran sebesar mungkin, misalnya menambah

panjang kantong selofan (Nopiani, 2015).

c. Mengubah lapisan larutan yang berhubungan langsung dengan membran secara

terus menerus dengan mengaduk buffer menggunakan stirrer (Nopiani, 2015).

C. Uji Aktivitas Enzim α-Amilase

Aktivitas Unit (AU) enzim adalah jumlah enzim yang menyebabkan

transformasi substrat 1 µmol/menit dalam keadaan optimum.  Kemurnian enzim

dinyatakan dalam Aktivitas Spesifik (AS) yaitu jumlah Unit Aktivitas (AU) per

miligram protein.  Jumlah enzim dalam ekstrak suatu jaringan dapat ditentukan

secara kuantitatif berdasarkan efek katalisis enzim tersebut melalui dua

pendekatan, yaitu berdasarkan pengukuran substrat yang berkurang ataupun

produk yang terbentuk.

Pengujian aktivitas α-amilase dilakukan dengan metode Fuwa dan metode

Mandels.  Aktivitas enzim dihitung sebagai fungsi absorbansi menggunakan

spektrofotometer UV-Vis.  Metode Fuwa digunakan pada tahap isolasi dan

pemurnian enzim α-amilase.  Adapun metode Mandels digunakan dalam

penentuan data kinetika enzim α-amilase yaitu nilai KM, Vmaks, t½, ki, dan ΔGi

(Feraliana, 2011).  Metode Mandels didasarkan pada pembentukan produk

(glukosa) hasil hidrolisis substrat pati yang akan mengalami oksidasi setelah

penambahan reagen DNS menghasilkan larutan berwarna merah.  Warna tersebut

akan menyerap cahaya monokromatis pada λmaks 510 nm (Fessenden dan

Fessenden, 1986).  Kadar glukosa yang terbentuk ditentukan menggunakan kurva
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standar glukosa (Mandels et al., 1976).   Adapun metode Fuwa didasarkan atas

berkurangnya substrat pati yang terhidrolisis dan menghasilkan warna biru setelah

penambahan iodin.  Warna tersebut akan menyerap cahaya monokromatis pada

λmaks 610 nm (Fuwa, 1954; Fessenden dan Fessenden, 1986).

Berikut ini ilustrasi reaksi enzimatik pada metode Fuwa:

 Kontrol: E + HCl E-Cl + H+ E   +   S-I2
α-amilase (biru)

 Sampel: E + S ES E    + P
α-amilase       pati glukosa (kuning)

Pada kontrol, iodin (I2) terperangkap dalam rantai spiral substrat (amilosa)

menghasilkan larutan berwarna biru.  Enzim sejak awal sudah diinaktivasi oleh

HCl sehingga substrat tetap utuh karena tidak dihidrolisis oleh enzim, maka

larutan akan tetap berwarna biru.  Pada sampel, enzim akan mengikat substrat

membentuk kompleks enzim-substrat.  Kompleks tersebut akan bereaksi dengan

larutan iodin membentuk larutan berwarna kuning yang dapat diukur secara

spektrofotometri.  Semakin banyak substrat yang dihidrolisis oleh enzim, maka

warna larutan akan semakin kuning bening.  Hal ini dikarenakan substrat pati

yang berikatan dengan iodin dan enzim semakin berkurang dan berubah menjadi

produk, yaitu glukosa.  Selain itu, enzim melepas ikatan spiral antara iodin dan

substrat sehingga warna menjadi kuning bening (Fuwa, 1954).

10”

60oC

HCl 1N

KI/I2

10”

60oC

S

KI/I2
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D. Penentuan Kadar Protein Metode Lowry

Penentuan kadar protein bertujuan untuk mengetahui bahwa protein (enzim)

masih terdapat pada tiap fraksi pemurnian dengan aktivitas yang tetap baik

(Feraliana, 2011). Pengukuran didasarkan pada kurva standar BSA sebagai

protein standar yang mengandung asam amino tirosin dan triptofan.  Asam amino

tersebut memiliki ikatan konjugasi yang mengalami transisi elektronik pada λ 280

nm (Boyer, 2012).  Pada metode Lowry, ion Cu(II) bereaksi dengan ikatan peptida

pada protein (enzim) membentuk senyawa kompleks.  Selanjutnya, kompleks

Cu2+ dengan protein yang terbentuk tersebut akan tereduksi menjadi Cu+ pada

kondisi alkalis.  Kemudian, Cu+ yang terikat pada rantai samping tirosin, triptofan,

atau sistein dari protein (enzim) akan bereaksi dengan reagen folin-ciocelteau

yang akan mengikat protein.  Reaksi ini secara perlahan akan mereduksi reagen

tersebut menjadi heteromolibdenum menghasilkan warna hijau-kebiruan yang

akan menyerap cahaya monokromatis pada λmaks 750 nm.  Intensitas warna yang

dihasilkan tergantung pada kandungan triptofan dan tirosin pada protein (enzim)

(Lowry et al., 1951).

E. Kinetika Reaksi Enzim

Menurut Amstrong (1983), konstanta Michaelis-Menten (KM) dan laju reaksi

maksimum (Vmaks) merupakan parameter dalam kinetika reaksi enzim.

Konsentrasi substrat sangat mempengaruhinya. Untuk itu, kita perlu mempelajari

mekanisme suatu enzim untuk mengetahui bagaimana tahapan terjadinya

pengikatan substrat dan pelepasan produk oleh enzim.
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Nilai KM dapat diartikan sebagai konsentrasi substrat tertentu pada saat enzim

mencapai kecepatan setengah dari kecepatan maksimumnya. Nilai KM dan Vmaks

untuk setiap enzim bervariasi dan sangat khas dengan substrat tertentu pada suhu

dan pH tertentu (Kamelia et al., 2005). Jika nilai KM kecil, maka kompleks enzim-

substrat yang terbentuk memiliki afinitas yang tinggi. Jika Nilai KM besar, maka

kompleks enzim-substrat yang terbentuk memiliki afinitas yang rendah

(Amstrong, 1983).

Mekanisme Michaelis-Menten menjelaskan kekuatan reaksi-reaksi enzim sebagai

berikut :

E     +     S ES Hasil
(x)         (y) (xy)

E = enzim, ES = kompleks enzim substrat, dan S = substrat, sedangkan [S] ˃˃ [E]

dan [ES]. Transformasi persamaan Michaelis – Menten yang paling banyak

digunakan adalah gabungan persamaan Michaelis – Menten dengan Lineweaver -

Burk. Persamaan Michaelis – Menten dan Lineweaver – Burk dapat dilihat di

bawah ini dan gambarnya ditunjukkan pada Gambar 2 (Lehninger, 2005).

= [ ]+ [ ] Persamaan Michaelis-Menten

1 = + [ ][ ]
1 = 1[ ] + 1

Persamaan Lineweaver-Burk
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Gambar 2. Grafik Lineweaver-Burk (Lehninger, 2005)

F. Stabilitas Enzim

Kestabilan enzim diartikan sebagai kestabilan aktivitas enzim selama

penggunaan, penyimpanan, serta kemantapan struktur terhadap pengaruh kondisi

fisiologis.  Kestabilan enzim meliputi kestabilan termal dan kestabilan pH.

Kestabilan ini sangat penting terutama saat aplikasi dalam industri yang bekerja

pada pH dan suhu ekstrim.  Penggunaan kondisi ekstrim tersebut dimaksudkan

agar laju reaksi lebih tinggi, mengurangi kontaminan, serta mengurangi masalah

viskositas.  Stabilitas termal enzim ditentukan dari aktivitas sisa enzim tersebut

setelah diinkubasi selama waktu tertentu.

Aktivitas sisa = × 100%……………………(1)

Stabilitas enzim dapat dilihat pula dari nilai waktu paruh (t½), konstanta laju

reaksi inaktivasi (ki), dan perubahan energi akibat denaturasi (ΔGi).  Penentuan
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nilai waktu paruh (t½) didasarkan pada persamaan laju reaksi inaktivasi (ki) orde

satu antara aktivitas sisa enzim pada to ([E] ) dan pada ti ([E] ).

ln
[ ][ ] = −k . t½……………………………….. (2)

Adapun penentuan perubahan energi akibat denaturasi (ΔGi) enzim diturunkan

dari persamaan termodinamika:

ΔGi = −RT ln .. ……………………………... (3)

Keterangan:

R = konstanta gas ideal (8,315 JK-1 mol-1)

T = suhu absolut (K)

ki = konstanta laju inaktivasi termal

h = konstanta Planck (6,625 × 10 J.det)

kB = konstanta Boltzman (1,381 × 10 JK-1)

(Yandri et al., 2010a).

Peningkatan nilai ΔGi pada enzim amobil mengindikasikan bahwa konformasi

struktur enzim menjadi lebih folding dari semula yang menyebabkan struktur

enzim lebih kaku dan kurang fleksibel, sehingga energi yang diperlukan untuk

mendenaturasi enzim tersebut semakin tinggi. Adapun penurunan nilai ki

diperkirakan karena kondisi enzim yang kurang fleksibel dalam larutan air,

sehingga ketidakterlipatan (unfolding) protein menjadi berkurang dan kestabilan

enzim meningkat (Yandri dan Wulandari, 2009).
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G. Amobilisasi

Enzim (biokatalis) digunakan secara luas dalam industri karena

kemudahannya dalam diproduksi, spesifitas substrat dan biokatalis yang ramah

lingkungan. Akan tetapi kekurangan dari biokatalis adalah ketidakmampuan untuk

digunakan kembali dan kestabilan kimia selama reaksi kimia berlangsung.

Sehingga diperlukan amobilisasi yang cukup efisien untuk meningkatkan

kestabilan kimia dan reproduksibilitas enzim. Amobilisasi enzim dapat dilakukan

pada enzim maupun pada keseluruhan sel. Amobilisasi enzim adalah pengikatan

enzim pada penyangga / matriks yang berbeda dari substrat dan produk (Datta et

al., 2012).

Beberapa karakteristik yang harus dimiliki oleh penyangga amobil:

1. Penyangga harus memiliki permukaan dengan konfigurasi yang sesuai

dengan permukaan enzim.

2. Penyangga harus memiliki gugus reaktif yang cukup rapat pada permukaan

sehingga dapat berikatan kovalen dengan dengan enzim.

3. Gugus reaktif pada enzim dan penyangga harus memberikan bentuk sterik

dalam reaksi sehingga komplek enzim penyangga membentuk struktur yang

rigid

4. Gugus reaktif pada penyangga harus bereaksi dengan gugus pada permukaan

enzim.

5. Gugus reaktif pada amobilisasi harus cukup stabil selama reaksi.



19

6. Penyangga harus mudah dipisahkan dengan enzim setelah amobilisasi dengan

menghilangkan atau menghambat gugus reaktif pada penyangga tanpa

mempengaruhi enzim (Mateo et al., 2007).

Beberapa metode yang digunakan untuk amobilisasi enzim adalah :

1. Carrier binding (pembentukan ikatan)

Protein enzim memiliki residu asam amino yang mengandung gugus reaktif,

gugus ionik dan gugus hidrofobik sebagaimana daerah hidrofobik. Residu asam

amino dan daerah hidrofobik dapat berperan dalam amobilisasi enzim melalui

ikatan kovalen, ikatan ion dan adsorpsi fisik.

a. Ikatan kovalen

Ikatan kovalen enzim dan penyangga dapat terjadi karena adanya rantai asam

amino samping seperti arginine, asam aspartat, histidin dan gugus fungsi

seperti imidazole, indolyl dan hidroksi fenol (Datta et al., 2012).

Enzim yang diamobil dengan ikatan kovalen memiliki keuntungan :

1) Tidak mudah lepas dari penyangga karena ikatan yang kuat.

2) Enzim amobil dapat dengan mudah berinteraksi dengan substrat karena

enzim berada pada permukaan penyangga.

3) Terjadi peningkatan kestabilan terhadap panas karena kuatnya interaksi

antara molekul enzim dan penyangga (Aehle, 2004).

Kekurangan enzim yang diamobil dengan ikatan kovalen :

1) Struktur aktif dari molekul enzim cenderung dihancurkan oleh modifikasi

sebagian.
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2) Interaksi yang kuat antara molekul enzim dan penyangga menghalangi

pergerakan molekul enzim dan menurunkan aktivitas enzim.

3) Kondisi optimal untuk amobilisasi sulit untuk dicapai.

4) Metode ini tidak cocok untuk amobilisasi sel.

5) Penyangga pada umumnya tidak dapat diperbarui (Aehle, 2004).

Contoh penyangga yang menggunakan ikatan kovalen:

1) Cyanogen bromide (CNBr)-agarose dan CNBr teraktifasi-sepharose

mengandung karbohidrat dan glutraldehid sebagai lengan yang

meningkatkan kestabilan suhu pada enzim yang terikat secara kovalen.

2) Kestabilan yang tinggi dan biokatalis hiperaktif juga dilaporkan pada

enzim yang terikat kovalen pada silika gel yang telah dimodifikasi dengan

silanisasi dengan penghilangan gugus aldehid non reaktif.

3) Peningkatan waktu paruh dan stabilitas suhu juga diamati pada enzim yang

ditambahkan silica dan kitosan (Datta et al., 2012).

b. Ikatan ion

Prosedur pada metode ini sangat sederhana, penyangga dapat diperbarui

dan enzim tidak dimodifikasi. Contoh penggunaan ikatan ion pada amobilisasi

adalah pada produksi L-amino acids oleh aminoacylase (E.C. 3.5.1.14) yang

diamobilisasi pada DEAE-Sephadex. Ikatan enzim pada penyangga

dipengaruhi oleh buffer yang digunakan, pH, kekuatan ion, dan suhu.

Beberapa turunan dari Cellulose dan Sephadex dapat digunakan untuk

amobilisasi (Aehle, 2004).
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c. Adsorpsi fisik

Pada metode ini, enzim menempel pada penyangga melalui ikatan

hidrogen, ikatan van der Waals atau interaksi hidrofobik. Ikatan pada

amobilisasi non kovalen dapat berubah dengan pengaruh dari kekuatan ion,

suhu, maupun polaritas dari perlarut. Amobilisasi dengan adsorpsi fisik

merupakan metode yang paling mudah dan tidak mengganggu aktivitas

katalitik enzim namun kekurangan dari metode ini adalah lemahnya ikatan

dapat menyebabkan lepasnya enzim dari matriks penyangga (Brena and

Batista-Viera, 2006).

2. Cross-linking (ikatan silang)

Senyawa dengan 2 atau multi gugus fungsi dapat digunakan sebagai reagen

untuk ikatan silang intermolekuler enzim. Ikatan silang enzim merupakan

makromolekul tak larut. Selain glutaraldehid sebagai  reagen ikatan silang

beberapa senyawa lain yang digunakan adalah toluene diisocyanate atau

hexamethylene diisocyanate (Aehle, 2004).

Untuk meningkatkan stabilitas kompleks enzim penyangga, penambahan

glutaraldehid menunjukkan hasil yang cukup baik, karena terjadi ikatan silang

antara glutaraldehid dengan enzim dan glutaraldehid dengan penyangga (Mateo et

al., 2007).

3. Entrapment (Penjebakan)

Penjebakan merupakan mengurung enzim dengan ikatan kovalen dan

nonkovalen dalam gel maupun serat (Singh et al., 2013).
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Klasifikasi penjebakan biokatalis:

a. Lattice type : biokatalis dijebak pada matrik gel yang disiapkan dari

polisakarida, protein, atau polimer sintetik.

b. Microcapsule type : biokatalis dijebak pada mikrokapsul dari polimer sintesis

semi permeabel.

c. Liposome type : biokatalis dijebak dalam membran cair yang disiapkan dari

fosfolipid.

d. Hollow-fiber type : biokatalis dipisahkan dari lingkungan dengan serat

berongga.

e. Membrane type : biokatalis dipisahkan dari larutan reaksi dengan membrane

ultrafiltasi.

Keuntungan dari metode penjebakan adalah tidak hanya enzim tunggal namun

tapi juga beberapa enzim yang berbeda, organel sel dan beberapa sel dapat

diamobilisasi dengan prosedur yang sama. Kerugian dari metode ini adalah

substrat dengan bobot molekul yang tinggi kesulitan untuk memasuki enzim yang

terjebak dan penyangga tidak dapat diperbarui (Aehle, 2014).

Secara keseluruhan, jalur amobilisasi enzim dapat diamati pada Gambar 3, dan

skema amobilisasi enzim dengan ikatan kovalen dan non kovalen pada matriks

eksternal dapat dilihat pada Gambar 4.
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Gambar 3. Jalur Amobilisasi Enzim (Singh et.al., 2013)

Gambar 4. Amobilisasi enzim dengan ikatan kovalen dan non kovalen pada
matriks eksternal : A. Adsorpsi fisik pada nanopartikel, B. Ikatan
kovalen enzim pada nanopartikel, C. ikatan silang kovalen, D.
Mikroenkapsulasi enzim dalam misel (Singh et.al., 2013)

H. Kitosan

Kitosan adalah suatu polisakarida berbentuk linier yang terdiri dari monomer

β (1→4)-2-amino-2-deoxy--D-glukosa dan merupakan turunan deasetilasi dari

kitin (Cetinus and Oztop, 2003). Struktur molekul kitosan dapat dilihat pada

Amobilisasi Enzim

Amobilisasi pada penyangga Inklusi (terlarut)

Ikatan silang Ikatan pada penyangga Enkapsulasi

Adsorpsi Ikatan ion Kompleksasi Ikatan kovalen
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Gambar 5. Kitin merupakan jenis polisakarida terbesar ke dua di bumi setelah

selulosa dan dapat ditemukan pada eksoskeleton invertebrate dan beberapa fungi

pada dinding selnya. Kitin merupakan polimer dari β (1→4)-2-asetamin-2-deoxy-

β-D-glukosa.

Gambar 5. Struktur molekul Kitosan (Krajewska, 2004)

Kitosan merupakan rantai poliglukosamin dengan bobot molekul yang tinggi,

dan memiliki gugus amin reaktif dan gugus hidroksil yang memungkinkan

terjadinya modifikasi kimia. Adanya gugus amin menyebabkan chitosan menjadi

polieketrolit kation (pKa ~ 6.5). Kitosan larut pada larutan asam dengan pH

dibawah 6.5 dan ketika terlarut memiliki muatan positif pada gugus amin yang

dapat berikatan dengan permukaan bermuatan negatif, beragregasi dengan

komponen polianionik sehingga dapat mengkelat ion logam berat. Karena sifat

yang dimilikinya, kitosan dapat diaplikasikan dalam bidang bioteknologi, sebagai

matrik kromatografi, membran dalam membran pemisahan, dan sebagai

penyangga pada amobilisasi enzim (Krajewska, 2004).

Metode yang dapat digunakan dalam amobilisasi enzim dengan kitosan adalah

penjebakan dalam manik kitosan, pembentukan ikatan kovalen dengan film

transparan kitosan atau dengan penggunaan glutaraldehid membentuk ikatan

silang. Glutaraldehid merupakan senyawa penaut silang yang banyak digunakan

karena preparasi yang mudah dan harga terjangkau. Senyawa ini memiliki dua
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gugus aldehid yang dapat membentuk ikatan silang antara enzim dengan matrik

penyangga amobilisasi (Cetinus and Oztop, 2003). Struktur Glutaraldehid terlarut

dalam air ditunjukkan pada Gambar 6 dan reaksi antara glutaraldehid dengan

enzim ditunjukkan pada Gambar 7.

Gambar 6. Struktur Larutan Glutaraldehid dalam Air (Walt and Agayn, 1994)

Gambar 7. Reaksi antara glutaraldehid dengan enzim (Walt and Agayn, 1994)

I. Produksi Bioetanol

Dalam pembuatan bioetanol, bahan baku yang digunakan dapat berasal dari :

1. Tanaman penghasil gula,

Pada tanaman penghasil gula, seperti tebu, tetes tebu, bit, dan sorgum manis,

ragi dapat langsung mengkonsumi gula sederhana dan mengkonversikannya
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menjadi etanol. Untuk meningkatkan nilai dari tetes tebu limbah hasil industri

gula, saat ini dikembangkan metode produksi gula dan etanol secara simultan.

Pada proses fermentasi, gula diubah menjadi etanol dengan penambahan

mikroorganisme. Saat ini mikroorganisme yang sering digunakan untuk proses

fermentasi adalah Saccharomyces cereviciae (Liang et al., 2012).

2. Tanaman pati

Etanol yang diproduksi dari material yang mengandung pati, tahap konversi

dari pati menjadi etanol meliputi tahap liquifikasi (untuk menghasilkan pati yang

larut) dan tahap hidrolisis (untuk menghasilkan glukosa). Glukosa yang dihasilkan

selanjutnya difermentasi untuk menghasilkan alkohol. Sebagian besar pati

mengandung kurang lebih 20-30% amilosa dan sisanya amilopektin yang

berbentuk granul sehingga sulit berinteraksi dengan enzim hidrolisis. Dengan

pemanasan dalam air, struktur granul dipecahkan sehingga polimer glukosa lebih

mudah larut dan dapat berinteraksi dengan enzim. Proses ini disebut dengan

gelatinisasi. Suhu dimana sifat pati berubah disebut suhu gelatinisasi. Liquifikasi

merupakan langkah dimana pati didegradasi oleh endoenzim, -amilase yang

hanya memotong -1,4 dan menyebabkan turunnya viskositas pati yang dimasak.

Umumnya enzim liquifikasi memiliki aktivitas pada suhue tinggi (85oC) sehingga

enzim dapat mengurangi kekentalan pasta pati selama dimasak. Selanjutnya,

dekstrin, hasil dari liquifikasi, dihidrolisis menjadi glukosa oleh enzim

glukoamilase yang dapat menghidrolisis ikatan -1,4 dan -1,6 glikosida.

Glukosa yang dihasilkan selanjutnya diubah menjadi etanol oleh ragi. Pada akhir

fermentasi diperoleh bir dengan kandungan etanol 10% v/v, selanjutnya didestilasi
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dan dehidrasi untuk menghilangkan air dan pengotor lainnya sehingga diperoleh

etanol anhidrat (Sriroth et al., 2012).

3. Bahan lignoselulosa yang berasal dari limbah pertanian.

Proses untuk mengkonversi dari biopolymer biomassa menjadi gula yang

dapat difermentasi disebut hidrolisis. Ada beberapa metode yang digunakan dalam

hidrolisis, yang pertama menggunakan asam sebagai katalis dan kedua

menggunakan enzim selulase. Preatreatment diperlukan untuk menghilangkan

lignin dan meningkatkan porositas dari materi lignoselulosa untuk proses

enzimatis. Selulase merupakan protein yang terbagi dalam 3 kelompok:

endoglukanase yang bekerja pada daerah kristalin dalam serat selolusa

membentuk ujung rantai bebas, exoglucanase yang menghidrolisis ikatan 1,4-

glikosida membentuk selobiose, dan -glucosidase yang mengubah selo-

oligosakarida dan disakarida selobiose menjadi residu glukosa (Verardi et al.,

2012).

Secara singkat, bagan diagram alir pembuatan bioetanol ditunjukkan pada Gambar

8.
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Gambar 8. Diagram Alir Produksi Bioetanol (Sriroth et al., 2012).

Tanaman penghasil gula Tanaman penghasil pati Tanaman kayu

Ekstraksi sari gula

Hidrolisis pati (Liquifikasi oleh -
amilase

Hidrolisis pati (Sakarifikasi oleh
glukoamilase

Gula Pereduksi

Fermentasi oleh Ragi

Destilasi / dehidrasi

Etanol anhidrat

Pretreatment

Hidrolisis Enzim



III. METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan  Desember 2016 – Oktober 2017 di

Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu

Pengetahuan Alam Universitas Lampung. Analisis Spektrofotometri UV-Vis

dilakukan di Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia dan Laboratorium Botani

Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas

Lampung. Analisis Etanol dilakukan di Laboratorium Kimia Organik Fakultas

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Gajah Mada.

B. Bahan dan Alat

Mikroorganisme yang digunakan pada penelitian ini adalah bakteri Bacillus

subtilis ITBCCB148 dan Jamur Saccharomyces cerevisae yang diperoleh dari

Laboratorium Mikrobiologi dan Teknologi Fermentasi ITB. Bahan bahan kimia

yang digunakan adalah: ekstrak ragi, pati, agar NA, KH2PO4, KCl, FeSO4, CaCl2,

(NH4)2SO4, Na2CO3, NaOH, CuSO4. 5H2O, I2, KI, NaH2PO4, Na2HPO4, Na2SO3,

fenol, Na-K tartrat, pereaksi Folin Ciocalteu, NaHCO3, asam dinitrosalisilat dan

bahan kimia lain dengan derajat proanalisis. Pemurnian enzim dengan metode

dialisis dilakukan dengan menggunakan kantong selofan dan buffer fosfat pH 6,5.

Kitosan produksi Sigma-Aldrich digunakan dalam amobilisasi. Glutaraldehid

produksi Sigma-Aldrich digunakan untuk preparasi amobilisasi. Protein standar
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untuk penentuan kadar protein digunakan bovin serum albumin diperoleh dari E.

Merck.

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah:  Sentrifuga Beckman,

J2-21, Gyrotory shaker New Brunswick Scientific Co. Inc. Edison N. J. USA 610;

Spektrofotometer UV-Visible Shimadzu;  Mikropipet Socorex;  Oven Memmert-

Germany;  Neraca analitis Sartorius-Germany;  pH meter Fisher-Canada;

pengaduk magnet NUOVA II-USA; Autoclave model N25X; pipet Eppendorf;

peralatan gelas (gelas kimia; tabung reaksi; Erlenmeyer dan peralatan gelas

lainnya).

C. Metode Penelitian

Tahapan penelitian yang akan dilakukan adalah sebagai berikut : produksi,

isolasi, pemurnian, karakterisasi dan amobilisasi enzim, dilanjutkan dengan

hidrolisis enzimatis pati onggok menggunakan enzim amobil dan fermentasi hasil

hidrolisis menjadi bioetanol.

1. Produksi Enzim -amilase

-Amilase diproduksi pada media fermentasi yang mengandung: pati 0,5%;

ekstrak ragi 0,5%; KH2PO4 0,05%; MgSO4.7H2O 0,02% dan CaCl2 2H2O 0,01%

dengan pH 6,5. Suhu fermentasi 32C; dan lama waktu fermentasi 72 jam (Yandri

et al., 2010a). Media pertumbuhan ini sesuai dengan media pertumbuhan

Saccharomycopsis fibuligera untuk menghasilkan -amilase (Gogoi et al., 1987).



31

2.  Isolasi -amilase

-Amilase dalam media fermentasi dipisahkan dari sel bakteri lokal B. subtilis

ITBCCB148 dengan sentrifugasi dingin pada laju 5000 rpm selama 20 menit

sehingga diperoleh ekstrak kasar enzim (Yandri et al., 2010a).

3.  Pemurnian -amilase

Pemurnian enzim dilakukan bertahap, yaitu:  fraksinasi ekstrak kasar enzim

dengan garam amonium sulfat berbagai tingkat kejenuhan dan dialisa sehingga

diperoleh enzim hasil pemurnian (Yandri et al., 2010a).

a. Fraksinasi dengan ammonium sulfat

Ekstrak kasar enzim yang telah diperoleh selanjutnya diendapkan dari

larutannya dengan amonium sulfat ((NH4)2SO4) pada berbagai derajat kejenuhan

yaitu (0-15)%;  (15-30)%;  (30-45)%;  (45-60)%;   (60-75)% dan (75-90)% untuk

mendapatkan pola yang menentukan pada derajat kejenuhan mana didapatkan

aktivitas spesifik enzim yang tertinggi.

Adapun proses pengerjaannya yaitu ekstrak kasar enzim yang diperoleh

diukur volumenya, selanjutnya dilakukan penambahan garam ammonium sulfat

secara perlahan sambal diaduk dengan magnetic stirrer pada suhu 4oC. Endapan

protein enzim yang didapatkan pada tiap fraksi kejenuhan ammonium sulfat

selanjutnya dipisahkan dari filtratnya dengan sentrifugasi pada kecepatan 5000

rpm selama 20 menit. Endapan yang diperoleh dilarutkan dengan buffer fosfat 0,1

M pH 6,5 dan diuji aktifitasnya dengan metode Fuwa dan diukur kadar proteinnya

dengan metode Lowry untuk mengetahui fraksi-fraksi yang mengandung enzim
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amilase dengan aktivitas spesifik yang tinggi. Filtrat yang didapat dari fraksi (0-

15)% digunakan untuk diendapkan kembali dengan fraksi kejenuhan (15-30)%

dengan prosedur yang sama dan seterusnya sampai fraksi (75-90)%. Setelah

diketahui fraksi-fraksi yang mengandung enzim selulase dengan aktivitas spesifik

tertinggi, maka langkah selanjutnya adalah melakukan fraksinasi ulang pada

tingkat fraksinasi tersebut, sehingga enzim dapat terendapkan secara maksimal

(Yandri et.al., 2010a).

b. Dialisis

Enzim hasil fraksinasi dengan aktivitas tertinggi kemudian dimurnikan

melalui dialisis pada membran semipermeabel (kantong selofan). Endapan

tersebut dimasukkan ke dalam kantong selofan dan didialisis menggunakan buffer

fosfat 0,01 M pH 6,5 selama 24 jam pada suhu dingin.  Selama dialisis, pergantian

buffer selama 4 jam dilakukan agar konsentrasi ion-ion di dalam kantong dialisis

dapat dikurangi (Feraliana, 2011).  Selanjutnya, uji aktivitas dengan metode Fuwa

dilakukan dan kadar proteinnya diukur dengan metode Lowry.

4.  Uji Aktivitas -amilase

a.  Metode Fuwa

Aktivitas -amilase ditentukan dengan metode iodin (Fuwa, 1954).  Enzim

yang telah diencerkan dengan tepat sebanyak 250 L ditambahkan ke dalam 250

L larutan pati 0,2% dalam 0,1 mol/L bufer fosfat pH 6,0 dan diinkubasi pada

suhu 60C selama 10 menit.  Reaksi  dihentikan  dengan  menambahan  250 L

HCl 1 N dan kemudian ditambahkan 250 L pereaksi iodin (I2 0,2% dan KI 2%),



33

dan 4 mL air suling ke dalam campuran reaksi.  Setelah campuran diaduk rata

serapannya diukur pada  600 nm. Kontrol dibuat dengan cara yang sama, hanya

menggunakan 250 L enzim yang sudah diinaktifkan.

Aktivitas enzim -amilase ditentukan sebagai berikut:

(OD kontrol – OD sampel)
Aktivitas Unit =   2  4  faktor pengenceran

OD kontrol

b.  Metode Mandels

Berdasarkan glukosa yang terbentuk.  Sebanyak 0,5 mL enzim, 0,5 mL larutan

pati 0,1% dalam bufer sitrat pH 6,0 dicampur, lalu diinkubasi selama 30 menit

pada suhu 60C.  Setelah itu ditambahkan 2 mL pereaksi asam dinitrosalisilat,

dididihkan selama 10 menit pada penangas air dan didinginkan.  Setelah dingin,

serapannya diukur pada panjang gelombang 510 nm.  Kadar glukosa yang

terbentuk ditentukan dengan menggunakan kurva standar glukosa. Kurva standar

glukosa pada penelitian ini dapat dilihat pada Lampiran 12.

Pereaksi asam dinitrosalisilat (Mandels et al., 1976) terdiri dari: asam

dinitrosalisilat 1%, fenol 0,2%, Na2SO3 0,05%, NaOH 1%, garam Rochel (Na/K-

tartrat) 40% 1mL. Semua zat dicampurkan dan dicukupkan volumenya hingga 100

mL.

5.  Penentuan Kadar Protein

a. Pembuatan pereaksi untuk pengukuran aktivitas -amilase metode Lowry

Pereaksi A : 2 gram Na2CO3 dilarutkan dalam 100 mL NaOH 0,1 N.
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Pereaksi B : 5 mL larutan CuSO4.5H2O 1% ditambahkan ke dalam 5 mL

larutan Na/K-tartrat 1%.

Pereaksi C : 2 mL pereaksi B + 100 mL pereaksi A.

Pereaksi D : reagen folin ciocelteau diencerkan dengan aquades 1:1.

Larutan Standar : Larutan BSA (Bovine Serum Albumin) dengan kadar 20,

40, 60, 80, 100, 120, 140 ppm).

b. Penentuan kadar protein metode Lowry

Kadar protein enzim ditentukan dengan metode Lowry et al. (1951).

Penentuan kadar protein dilakukan sebagai berikut: sebanyak 0,1 mL larutan

enzim ditambah 0,9 mL air dan 5 mL pereaksi C, dikocok dan didiamkan pada

suhu kamar selama 10 menit.  Setelah itu ditambahkan 0,5 mL pereaksi D,

dikocok dan didiamkan pada suhu kamar selama 30 menit.  Serapan dibaca pada 

750 nm.  Untuk menentukan konsentrasi protein enzim digunakan protein standar

albumin serum sapi. Kurva standar albumin sapi dalam penelitian ini dapat dilihat

pada Lampiran 11.

6. Amobilisasi Enzim Hasil Pemurnian

Amobilisasi enzim pada kitosan dilakukan melalui metode pembentukan

ikatan silang dengan glutaraldehid, dengan prosedur sebagai berikut (Cetinus and

Oztop., 2003):

a. Penentuan konsentrasi glutaraldehid optimal

Sebanyak 0,25 g serbuk kitosan dimasukkan ke dalam tabung sentrifugasi lalu

distabilkan menggunakan buffer fosfat 0,1 M pH 6,5. Kemudian matriks
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dipisahkan dari larutannya melalui sentrifugasi lalu ditambahkan 0,25 mL enzim

hasil dialisis dan 0,25 mL glutaraldehid dengan variasi konsentrasi yaitu 0%;

0,2%; 0,4%; 0,6%; 0,8% dan 1%.  Campuran tersebut diaduk pada suhu ruang

selama + 30 menit, dicuci dengan buffer fosfat 0,1 M pH 6,5, kemudian

dipisahkan melalui sentrifugasi.  Filtrat dipipet 0,25 mL sebagai kontrol pengujian

mendels dan sisa filtrat dibuang. Endapan enzim kitosan ditambahkan dengan

substrat amilum 0,1 % 0,5 mL dan diinkubasi pada suhu 60oC selama 30 menit

sambil diaduk tiap 10 menit. Campuran tersebut dipisahkan melalui sentrifugasi.

Filtrat dipipet sebanyak 0,5 mL ke dalam tabung reaksi ditambahkan 1,0 mL

pereaksi DNS dan dilakukan pengujian aktivitas enzim menggunakan metode

Mandels. Konsentrasi glutaraldehid yang dapat memberikan aktivitas enzim

tertinggi ditetapkan sebagai konsentrasi glutaraldehid optimum (Krajewska et.al.,

1990).

b. Penentuan pH pengikatan optimal

Sebanyak 0,25 g serbuk kitosan dimasukkan ke dalam tabung sentrifugasi lalu

distabilkan menggunakan buffer fosfat 0,1 M dengan variasi pH yaitu 5,0;  5,5;

6,0;  6,5;  7,0;  dan 7,5. Matriks dipisahkan dari larutannya melalui sentrifugasi

lalu ditambahkan 0,25 mL enzim hasil dialisis dan 0,25 mL glutaraldehid dengan

konsentrasi optimum. Campuran tersebut diaduk pada suhu ruang selama + 30

menit, dicuci dengan buffer fosfat 0,1 M sesuai variasi pH masing-masing lalu

dipisahkan melalui sentrifugasi. Filtrat dipipet 0,25 mL sebagai kontrol pengujian

mendels dan sisa filtrat dibuang. Endapan enzim kitosan ditambahkan dengan

substrat amilum 0,1 % sebanyak 0,5 mL dan diinkubasi pada suhu 60oC selama 30
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menit sambil diaduk tiap 10 menit. Campuran tersebut dipisahkan melalui

sentrifugasi. Filtrat dipipet sebanyak 0,5 mL ke dalam tabung reaksi ditambahkan

1,0 mL pereaksi DNS dan dilakukan pengujian aktivitas enzim menggunakan

metode Mandels. pH buffer yang dapat memberikan aktivitas enzim tertinggi

ditetapkan sebagai pH optimum.

7. Karakterisasi Enzim α-amilase Hasil Pemurnian dan Hasil Amobilisasi

Karakterisasi enzim hasil amobilisasi meliputi: penentuan suhu optimum,

penentuan data kinetika, dan penentuan kestabilan terhadap suhu dan pH.

a.  Penentuan suhu optimum enzim hasil amobilisasi

Untuk mengetahui suhu optimum kerja enzim murni dan amobil dilakukan

dengan memvariasikan suhu inkubasi yaitu 55; 60; 65; 70; 75 dan 80 selama 30

menit. Selanjutnya, diuji dan dibandingkan aktivitas sisa (%) enzim murni dan

amobil menggunakan metode Mandels.

b. Uji kestabilan enzim hasil amobilisasi terhadap pH dan suhu

Uji kestabilan termal enzim sebelum dan sesudah amobilisasi dilakukan

dengan mengukur aktivitas sisa enzim setelah diinkubasi selama periode waktu 0,

10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 dan 80 menit pada suhu 60oC (Yandri et al., 2010a).

c. Penentuan waktu paruh (t1/2), konstanta laju inaktivasi (ki), dan
perubahan energi akibat denaturasi (ΔGi)

Penentuan nilai konstanta laju inaktivasi termal (ki) dan t½ didasarkan pada

persamaan laju reaksi inaktivasi (ki) orde satu antara aktivitas sisa enzim pada to([E] ) dan aktivitas sisa enzim pada ti ([E] ), yaitu:
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ln
[ ][ ] = −k . t½

Adapun penentuan perubahan energi akibat denaturasi (ΔGi) enzim murni dan

enzim amobil, diturunkan dari persamaan termodinamika:

ΔGi = −RT ln ..
Keterangan:

R = konstanta gas ideal (8,315 JK-1 mol-1)

T = suhu absolut (K)

ki = konstanta laju inaktivasi termal (menit-1)

h = konstanta Planck (6,625 × 10 J.det)

kB = konstanta Boltzman (1,381 × 10 JK-1)

(Yandri et al., 2010a).

d. Penentuan data kinetika enzim hasil amobilisasi

Nilai Konstanta Michaelis-Menten (Km) dan laju reaksi maksimum (Vmaks)

hasil pemurnian ditentukan dari persamaan Lineweaver-Burk dengan

memvariasikan konsentrasi substrat (larutan pati) yaitu 0,1; 0,2; 04; 0,6; 0,8; 1%

pada suhu 60oC selama 30 menit. Data hubungan antara laju reaksi enzim

terhadap konsentrasi substrat diplotkan ke dalam kurva Lineweaver-Burk.

e. Pemakaian berulang enzim hasil amobilisasi

Enzim amobil yang telah dipakai (direaksikan dengan substrat) dicuci dengan

buffer fosfat pH optimum lalu disentrifugasi. Kemudian endapan enzim amobil

direaksikan dengan substrat yang baru. Selanjutnya diuji dan dibandingkan
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aktivitas sisa (%) enzim amobil sebelum dan sesudah pemakaian berulang

menggunakan metode Mandels.

8. Konversi Enzimatis Pati Onggok Menjadi Gula Pereduksi Glukosa
Menggunakan  Enzim Hasil Amobilisasi

Enzim hasil amobilisasi yang telah dikarakterisasi  digunakan untuk proses

konversi enzimatis pati onggok menjadi gula pereduksi

a. Pembuatan bubur onggok

Medium yang digunakan adalah tepung onggok yang telah dibuat bubur,

dengan konsentrasi 10%. Sebanyak 10 g onggok ditimbang dan ditambahkan 100

mL aquades. Larutan onggok selanjutnya dipanaskan sambil diaduk sampai semua

onggok tercampur selama 15 menit (Juariah dkk, 2004).

b. Konversi pati onggok menjadi glukosa dengan enzim amobil

Sebanyak 5 gram kitosan dilarutkan dalam buffer fosfat pH optimum.

Memisahkan filtrat dan matrik dengan sentrifugasi. Matrik kitosan ditambahkan

dengan glutaraldehid 1% sebanyak 5 mL dan enzim hasil dialisa sebanyak 5 mL

dan diaduk selama 30 menit. Komplek enzim-kitosan dicuci dengan buffer fosfat

pH optimum dan dipisahkan dengan sentrifugasi selama 20 menit. Matrik enzim-

kitosan ditambahkan dengan 50 mL bubur onggok dan diinkubasi pada suhu 75oC

selama 30 menit. Filtrat dan matrik enzim-kitosan dipisahkan dengan sentrifugasi.

Filtrat disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121oC selama 15 menit.
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9. Proses Fermentasi Etanol

Volume medium gula reduksi untuk fermentasi adalah 50 mL. Medium yang

telah disterilkan pada suhu 121oC selama 15 menit, selanjutnya didinginkan dan

diinokulasi dengan 2 mL kultur 24 jam Saccharomyces cereviciae. Media

inokulasi mengandung glukosa 2%, (NH4)2SO4 0,2%, MgSO4.7H2O 0,1 % dan

Yeast Exract 0,5%. Media fermentasi mengandung (NH4)2SO4 0,2%,

MgSO4.7H2O 0,1 % (Elevri dan Putra, 2006). Selanjutnya diinkubasi pada

kondisi anaerob selama 5 hari. Pemanenan dilakukan dengan sentrifugasi pada

5000 rpm selama 20 menit. Hasil etanol selanjutnya akan dianalisa dengan

kromatografi gas (Sutiyono dkk,2013). Diagram alir pada penelitian ini dapat

dilihat pada Gambar 9.

Gambar 9. Diagram Alir Metode Penelitian

Produksi enzim -amilase

Isolasi -amilase (ekstrak kasar)

Pemurnian -amilase

Amobilisasi -amilase

Konversi pati onggok menjadi gula
dengan enzim amobil

Proses fermentasi etanol

Uji aktivitas -amilase
dan penentuan kadar

protein

Karakterisasi enzim
bebas dan amobil

1. pH optimum
2. suhu optimum
3. data kinetika
4. uji kestabilan



V.  KESIMPULAN DAN SARAN

A.  Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa:

1. Aktivitas spesifik enzim α-amilase hasil pemurnian hingga tahap dialisis adalah

4504,15 U mg-1 dan kemurniannya meningkat hingga 4,87 kali dibandingkan

dengan ekstrak kasar enzim dengan perolehan 24,38%.

2. Enzim α-amilase hasil pemurnian memiliki suhu optimum 65oC, KM = 1,63 mg

mL-1 substrat, Vmaks = 39,68 µmol mL-1 menit-1, dan aktivitas sisa pada uji

stabilitas dalam suhu 60oC selama 80 menit sebesar 58 %.

3. Enzim α-amilase hasil amobilisasi memiliki suhu optimum menjadi 75oC, KM

= 3,514  mg mL-1 substrat, Vmaks = 7,05 µmol mL-1 menit-1, dan aktivitas sisa

pada uji stabilitas dalam suhu 60oC selama 80 menit sebesar 86,15 %.

4. Enzim amobil dapat digunakan berulang hingga 6 (enam) kali pengulangan.

5. Uji stabilitas enzim hasil pemurnian pada suhu 60oC memiliki nilai t½ = 113,61

menit, ki = 0,0061 menit-1, dan ΔGi = 107,34 kJ mol-1.

6. Uji stabilitas enzim hasil amobilisasi pada suhu 60oC memiliki nilai t½ =

433,13 menit, ki = 0,0016 menit-1, dan ΔGi yaitu 111,06 kJ mol-1.

7. Hasil fermentasi oleh Saccharomyces cereviciae pada pati onggok yang

dikonversi dengan enzim α-amilase diidentifikasi sebagai bioetanol dengan

kadar berkisar 0,129%.
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B.  Saran

Dari hasil penelitian yang diperoleh, maka disarankan untuk melakukan

optimasi pada proses konversi enzimatis menggunakan α-amilase amobil sehingga

didapatkan kadar glukosa yang optimal sebagai substrat dalam proses fermentasi.

Selain itu, perlu juga dilakukan optimasi kondisi fermentasi meliputi pH

fermentasi, suhu, suplemen dalam media, konsentrasi substrat, banyaknya

inokulum yang ditambahkan dan lama fermentasi sehingga diharapkan

mendapatkan kadar etanol yang optimal.
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