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ABSTRAK

PENINGKATAN KESTABILAN ENZIM a-AMILASE DARI Aspergillus
fumigatus DENGAN MODIFIKASI KIMIA MENGGUNAKAN
SITRAKONAT ANHIDRIDA

Oleh

Annisa Dila Febriyanti

Enzim a-amilase merupakan enzim yang mampu untuk menghidrolisis pati
dengan memutuskan ikatan o-1,4-glikosidik dan banyak digunakan pada proses
industri pada pH dan suhu yang ekstrim, namun pada umumnya enzim tidak stabil
pada kondisi tersebut. Penelitian ini bertujuan untuk meningkatkan stabilitas
enzim o-amilase dari Aspergillus fumigatus dengan modifikasi kimia
menggunakan sitrakonat anhidrida. Untuk mencapai tujuan tersebut, telah
dilakukan proses isolasi, pemurnian, modifikasi kimia, dan karakterisasi enzim a-
amilase hasil pemurnian sebelum dan setelah modifikasi. Hasil penelitian
menunjukkan aktivitas spesifik enzim oa-amilase hasil pemurnian sebesar
5.597,597 U/mg meningkat sebanyak 11,21 kali. Enzim hasil pemurnian
mempunyai pH 5,5; suhu optimum 50 C; Ky = 349,267 mg/mL substrat; V mas =
666,667 umol/mL.menit. Uji stabilitas terma enzim a-amilase hasil pemurnian
memiliki aktivitas sisa sebesar 5,422% dan nilai k; = 0,0485 menit™; ty, = 14,289
menit; dan AG; = 98,691 kJ/mol. Enzim hasil modifikasi menggunakan sitrakonat
anhidrida dengan penambahan 20 puL memiliki pH optimum 5,5 sedangkan
penambahan 30 pL dan 40 pL memiliki pH optimum 4,5; suhu optimum untuk
ketiga penambahan adalah 55 C; Ky berturut-turut adalah 77,915; 69,377; dan
70,169 mg/mL substrat; dan Vs berturut-turut adalah 169,491; 129,87; dan
153,846 pmol/mL.menit. Uji stabilitas termal pada enzim hasil modifikasi dengan
variasi penambahan 20, 30, dan 40 pL selama 60 menit pada suhu 60 C memiliki
aktivitas sisa berturut-turut sebesar 64,762; 86,824; dan 83,384 % dan memiliki
nilai k; berturut-turut adalah 0,0069; 0,0024; dan 0,0028menit™; ty, secara
berturut-turut adalah 100,435; 288,75; dan 107,798 menit; serta nilai AG; secara
berturut adalah 106,27; 108,855; dan 108,455 kJ/mol. Berdasarkan penurunan
nilai ki, peningkatan nilai AG; dan ty,, diketahui bahwa enzim hasil modifikasi
kimia menggunakan sitrakonat anhidrida dapat meningkatkan stabilitas enzim o-
amilase dibandingkan enzim hasil pemurnian.

Kata kunci : Aspergilus fumigatus, Enzim o-Amilase, Modifikas Kimia,
Sitrakonat Anhidrida



ABSTRACT

INCREASED STABILITY OF THE a-AMILASE OBTAINED FROM
Aspergillus fumigatus WITH CHEMICAL MODIFICATION USING
CITRACONIC ANHYDRIDE

By
Annisa Dila Febriyanti

The a-amylase is an enzyme that is able to hydrolyze starch breaking the a-1,4-
glycosidic bond and is widely used in industrial processes at extreme pH and
temperature, but in general the enzyme is unstable under these conditions. In
this study aims to increased stability of the a-amilase obtained from
Aspergillus fumigatus with chemical modification using citraconic anhydride.
The study include the isolation, purification, chemical modification, and
characterization of the purified enzyme before and after modification. The
results showed that the a-amylase after purification had a specify activity of
5,597.597 U/mg whose purity increased 11,21 times compared to crude extract.
The purified enzyme had a pH of 5.5; optimum temperature of 50 C; Ky =
349.267 mg/mL substrate; and Vmx = 666.667 pmol/mL.minute. Thermal
stability test of the purified enzyme had residual activity of 5.422% and the
value of ki = 0.0485 minutes™; t;, = 14.289 minute; and AG; = 98.691 kJ/mol.
The enzyme had been modified using cytrakonic anhydride with the addition of
20 uL have an optimum pH of 5.5 while the addition of 30 and 40 pL have an
optimum pH of 4.5; the optimum temperature for the three additions is 55°C;
respectively had Ky = 77.915; 69.377; and 70.169 mg/mL substrate; Vma =
169.491; 129.87; and 153.846 umol/mL.minutes. Thermal stability test of the
modified enzyme with an additions of 20, 30, and 40 pL respectively had
residual activity 64.762; 86.824; dan 83.384 % and respectively had value of k;
= 0.0069; 0.0024; and 0.0028 minutes®; ty, = 100.435; 288.75; and 107.798
minutes; and also AG; = 106.27; 108.855; and 108.455 kJmol. Based on the
decrease in k;j, increasing in AG; and ty,, indicate that the modified a-amylase
using citraconic anhydride is more stable than the purified enzyme.

Keywords: a-Amilase, Aspergillus fumigatus, Chemical Maodification, Citracc
Anhydride
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|. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Enzim merupakan biokatalisator yang mampu dihasilkan oleh semua makhluk
hidup untuk mengkatalisis reaksi-reaksi yang terjadi di dalam tubuh agar dapat
berjalan lebih cepat. Hal ini menyebabkan banyak perusahaan tertarik untuk
menggunakan enzim sebaga senyawa katalis untuk mempercepat proses
produksi serta mengembangkan produk. Produksi dan perdagangan enzim
didominasi oleh kelompok enzim hidrolitik seperti amilase, protease, katalase
dan lipase (Kosim, 2009). Enzim a-amilase merupakan salah satu enzim yang
paling banyak diminati, seperti dalam industri pengolahan makanan dan
minuman, industri kertas, industri tekstil, industri detergen, bioetanol, serta
pengolahan limbah cair. Kebutuhan a-amilase sendiri sangat besar, yaitu
sekitar 30% dari produksi enzim dunia. Sebab itu, meskipun telah banyak
diisolasi dan dikristalisasi, eksplorasi sumber a-amilase yang lebih efisien

masih dibutuhkan (Mared et al.,2002).

Enzim a-amilase merupakan enzim yang dapat menghidrolisis pati menjadi
monomer yang lebih sederhana (Winarno, 2002). Enzim a-amilase mampu

memutuskan ikatan o-1,4-glikosidik pada bagian dalam rantai secara acak



(Kunamneni et al., 2005). Enzim untuk kebutuhan produksi dapat diektraksi
dari berbagai jenis mikroorganisme, khususnya jamur. Enzim pada jamur
disekresikan ke luar sel, sehingga memudahkan prosesisolasi dan
pemurniannya. Enzim ekstraseluler yang dihasilkan mampu untuk
mendegradasi senyawa organik kompleks yang akan larut dan diserap oleh
jamur (Hidayat et al., 2018). Jamur dalam kelompok Aspergillus memiliki
kemampuan fermentasi yang baik dan sekresi protein tingkat tinggi, sehingga
organisme ini dapat dimanfaatkan dengan baik dalam bidang industri

(Evstatieva et al., 2010).

Enzim yang digunakan dalam industri haruslah stabil pada suhu dan pH yang
ekstrim, namun pada kenyataannya enzim mudah terdenaturasi dan kehilangan
sifat katalitiknya (Goddette et al., 1993). Metode yang digunakan untuk
meningkatkan stabilitas enzim umumnya adatiga, yaitu amobilisasi,
mutagenesis terarah, dan modifikasi kimia (Mozhaev and Martinek, 1984).
Modifikas kimia adalah metode yang paling sering digunakan dalam proses
peningkatan stabilitas enzim. Hal ini karena modifikasi enzim cocok untuk
enzim yang memiliki bobot molekul rendah dan salah satu metode yang cocok
untuk meningkatkan stabilitas enzim yang larut dalam air (Janecek, 1993).
Salah satu senyawa yang dapat digunakan untuk membentuk ikatan silang
dalam molekul protein adalah senyawa bifungsional. Senyawa bifungsional
mengandung dua gugus fungsional reaktif dengan rekatifitas yang setara
terhadap rantai samping asam amino atau basa DNA yang sama (Wong and

Jameson, 2012).



Metode modifikasi kimia menggunakan sitrakonat anhidrida telah dilakukan
oleh Suwarso (2015) pada enzim protease dari Bacillus subtilis I TBCCB148.
Data penelitian yang diperoleh berupa peningkatan stabilitas enzim yang
memiliki suhu optimum enzim hasil pemurnian 50 C pada pH 6,5 dan pada
enzim modifikasi suhu optimum 55 C dan pH 7,0. Hasil tersebut sama
dengan hasil yang dilaporkan oleh Khasanah (2017) yang telah mengisolasi
enzim protease dari Rhizopus oligosporus yang dimodifikasi kimia dengan
sitrakonat anhidrida. Sedangkan penelitian yang dilakukan Amalia (2016)
telah berhasil meningkatkan stabilitas enzim selulase dari Bacillus subtilis
ITBCCB148 yang dimodifikasi kimia menggunakan sitrakonat anhidrida.
Daam penelitian diperoleh hasil berupa peningkatan stabilitas enzim yang
memiliki pH optimum 6,0 dan suhu optimum enzim hasil pemurnian40 C
dan pada enzim modifikasi 50 C. Hal ini menunjukkan bahwa modifikasi

kimia dapat meningkatkan kestabilan enzim terhadap suhu dan pH.

Pada pendlitian ini akan dilakukan modifikasi kimia enzim a-amilase yang
diisolas dari Aspergillus fumigatus menggunakan sitrakonat anhidrida dan
diharapkan akan diperoleh peningkatan stabilitas enzim setelah dimodifikas

seperti pada penelitian sebelumnya.

. Tujuan Penédlitian

Adapun tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Memperoleh enzim a-amilase hasil isolasi dan pemurnian dari Aspergillus

fumigatus dengan aktivitas dan tingkat kemurnian yang tinggi.



2. Meningkatkan stabilitas enzim a-amilase dari Aspergillus fumigatus
melalui modifikasi kimiamenggunakan sitrakonat anhidrida sehingga
diperoleh enzim yang memiliki tingkat kestabilan terbaik yang dapat

digunakan dalam bidang industri.

C. Manfaat Pendlitian

Adapun manfaat dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Memperoleh informasi tentang cara meningkatkan stabilitas enzim
a-amilase dengan modifikasi kimia.

2. Memperoleh informasi mengenai stabilitas enzim o-amilase dari
Aspergillus fumigatus melalui modifikasi kimia menggunakan sitrakonat

anhidrida.



1. TINJAUAN PUSTAKA

A. Enzim

Enzim adalah protein yang mampu mengkatalisis reaksi-reaksi biokimia
dalam sel dengan konsenterasi yang sangat rendah (Kuchel and Gregory,
2002). Enzim memiliki berat molekul yang beraneka ragam berkisar 10% — 10°
KDa (Dryer, 1993). Selain itu enzim mampu mempercepat reaksi 10° - 10*
kali lipat lebih cepat dibandingkan dengan reaksi yang tidak dikatalisis oleh
katalis (Ngili, 2008). Hal ini menyebabkan enzim banyak digunakan sebagai
biokatilisator dalam sel dan sifatnya sangat khas, karena enzim hanya bekerja
pada substrat tertentu dan bentuk reaksi tertentu (Poedjiadi, 2006).
Keuntungan lainnya dari enzim adalah dapat bekerja pada kondisi yang ramah
(mild), sehingga dapat menekan konsumsi energi (suhu dan tekanan tinggi).
Hal ini menyebabkan reaks yang dikatalisis enzim menjadi lebih efisien
dibandingkan dengan reaksi yang dikatalisi oleh katalisis kimia (Misset et al.,

1993).

1. Klasifikasi Enzim

Menurut Montgomery (1993) klasifikasi enzim dapat dibedakan sebagai

berikut;



a. Berdasarkan tipe reaks yang diketahui, enzim dibagi menjadi enam

kelompok, yaitu:

1. Oksidureduktase
Enzim oksidureduktase adalah enzim yang dapat mengkatalisis
reaksi oksidasi atau reduksi suatu bahan. Pada golongan enzim ini
terdapat 2 macam enzim yang paling utama yaitu oksidase dan
dehidrogenase. Oksidase adalah enzim yang mengkatalisis reaksi
antara substrat dengan molekul oksigen. Dehidrogenase adalah
enzim yang aktif dalam pengambilan atom hidrogen dari substrat.

2. Transferase
Enzim transferase adalah enzim yang ikut serta dalam reaksi
pemindahan (transfer) suatu gugus.

3. Hidrolase
Enzim hidrolase merupakan kelompok enzim yang sangat penting
dalam pengol ahan pangan, yaitu enzim yang mengkatalisis reaksi
hidrolisis suatu substrat atau pemecahan substrat dengan pertolongan
molekul air. Enzim- enzim yang termasuk dalam golongan ini
diantaranya adalah amilase, invertase, selulase dan sebagainya.

4. Liase
Enzim liase adalah enzim yang aktif dalam pemecahan ikatan karbon-
karbon, karbon sulfur, dan karbon nitrogen (tidak termasuk ikatan
peptida). Namatrivia lainnya adalah dekarboksilase, aldolase,

sintase, sitratliase dan dehidratase.



5.

|somerase

Enzim isomerase adalah enzim yang mengkatalisis reaksi perubahan
konfigurasi molekul dengan cara pengaturan kembali atom-atom
substrat, sehingga dihasilkan molekul baru yang merupakan isomer
dari substrat atau dengan perubahan isomer posisi misalnya mengubah
aldosa menjadi ketosa.

Ligase

Enzim ligase adalah enzim yang mengkatalisis pembentukan ikatan-
ikatan tertentu, misalnya pembentukan ikatan C-C, C-O dan C-S
dalam biosintesis koenzim A serta pembentukan ikatan C-N dalam

sintesis glutamin.

b. Berdasarkan tempat bekerjanya enzim dibedakan menjadi dua kelompok,

yaitu :

1.

Endoenzim, disebut juga enzim intraseluler, yaitu enzim yang bekerja
di dalam sel.
Eksoenzim, disebut juga enzim ekstraseluler, yaitu enzim yang

bekerja di luar sel (Montgomery, 1993).

c. Berdasarkan caraterbentuknya dibedakan menjadi dua kelompok, yaitu :

1. Enzim konstitutif, yaitu enzim yang jumlahnya dipengaruhi kadar

substratnya, misalnya enzim amilase.

2. Enzim adaptif, yaitu enzim yang pembentukannya dirangsang oleh

adanya substrat, contohnya enzim [-gdaktosidase yang dihasilkan



oleh bakteri E. Coli yang ditumbuhkan di dalam medium yang

mengandung | aktosa (Lehninger, 2005).

2. Faktor yang mempengar uhi kerja enzim
Kerjaenzim dipengaruhi oleh beberapa faktor, antaralain :

a pH
Enzim pada umumnya bersifat amfolitik, yang berarti enzim mempunyai
konstantadisosiasi pada gugus asam maupun gugus basanya, terutama
pada gugus residu terminal karboksil dan gugus terminal amino.
Perubahan kereaktifan enzim diperkirakan merupakan akibat dari
perubahan pH lingkungan (Winarno, 2002). Perubahan pH dapat
mempengaruhi asam amino kunci pada sisi aktif, sehingga menghalangi

sis aktif enzim membentuk kompleks dengan substratnya (Page, 1997),

ditunjukkan pada Gambar 1.
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Gambar 1. Hubungan kecepatan reaksi dengan pH (Winarno, 2002).

b. Suhu
Enzim mempercepat terjadinyareaks kimia pada suatu sel hidup. Dalam
batas-batas suhu tertentu, kecepatan reaksi yang dikatalisis enzim akan
naik bila suhunyanaik. Reaks yang paling cepat terjadi pada suhu

optimum (Rodwell, 2011). Suhu optimum merupakan suhu pada saat



enzim memiliki aktivitas maksimum. Suhu yang terlalu tinggi (jauh dari

suhu optimum suatu enzim) akan menyebabkan enzim terdenaturasi.

Bila enzim terdenaturasi, maka bagian aktifnya akan terganggu yang
menyebabkan konsentrasi efektif enzim menjadi berkurang. Hal ini
menyebabkan lgju reaksi enzimatik menurun (Poedjiadi, 2006). Pada
suhu0 C enzim menjadi tidak aktif dan dapat kembali aktif pada suhu
normal (Lay dan Sugyo, 1992). Hubungan antara aktivitas enzim dengan

suhu ditunjukkan dalam Gambar 2.

T
|

Akuvitas

IR
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Gambar 2. Hubungan aktivitas enzim dengan suhu (Rodwell, 2011).

Konsentrasi enzim

Konsentrasi enzim secara langsung mempengaruhi kecepatan reaksi
enzimatik dimana kecepatan reaksi meningkat dengan bertambahnya
konsentrasi enzim (Poedjiadi dan Supriyatin, 2009). Kecepatan reaksi
tersebut meningkat secaralinier selama konsentrasi enzim jauh lebih
sedikit daripada konsentrasi substrat. Hal ini biasanyaterjadi pada kondisi
fisiologis (Page, 1997). Hubungan antara kecepatan reaksi enzim dengan

konsentrasi enzim ditunjukkan dalam Gambar 3.
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Gambar 3. Hubungan antara kecepatan reaksi dengan konsentrasi

enzim (Page, 1997).

d. Konsentras substrat

Kecepatan reaksi enzimatis pada umumnya tergantung pada konsentras

substrat. Kecepatan reaksi akan meningkat apabila konsentrasi substrat

10

meningkat. Peningkatan kecepatan reaks ini akan semakin kecil hingga

tercapal suatu titik batas yang pada akhirnya penambahan konsentras
substrat hanya akan sedikit meningkatkan kecepatan lgju reaksi

(Lehninger, 1982). Hubungan antara konsentrasi substrat dengan lgju

reaksi enzim ditunjukkan pada Gambar 4.

Frnal:

V (laju)

Gambar 4. Hubungan konsentrasi substrat dengan lgju reaksi enzim

(Shahib, 2005).
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e. Aktivator dan inhibitor

Beberapa enzim memerlukan aktivator dalam reaksi katalisnya. Aktivator
adal ah senyawa atau ion yang dapat meningkatkan kecepatan reaksi
enzimatis. Komponen kimia yang membentuk enzim disebut juga
kofaktor. Kofaktor tersebut dapat berupaion-ion anorganik seperti Zn, Fe,
Ca, Mn, Cu, Mg atau dapat pula sebagai molekul organik kompleks yang

disebut koenzim (Martoharsono, 1993).

Menurut Wirahadikusumah (1977), inhibitor merupakan suatu zat kimia
tertentu yang dapat menghambat aktivitas enzim. Pada umumnya cara

kerjainhibitor adalah dengan menyerang sisi aktif enzim sehingga enzim
tidak dapat berikatan dengan substrat dan fungsi katalitik enzim tersebut

akan terganggu (Winarno, 2002).

B. Enzim a-Amilase

Enzim a-amilase (a-1,4-D-glukan-4-glukanohidrolase, EC 3.2.1.1) berperan
dalam hidrolisis amilum dengan memecah ikatan a-1,4 glikosida dan
melewatkan ikatan a-1,6 untuk menghasilkan glukosa, maltosadan
maltodekstrin lainnya. Struktur amilosa dan amilopektin pada pati
ditunjukkan pada Gambar 5 dan Gambar 6. Enzim ini banyak digunakan
dalam hidrolisis pati untuk sirup dan minuman, yang umumnya diperoleh dari
Aspergillus oryzae, Bacillus amyloliquifaciens, dan B. Licheniformis (Khoo et
al., 1994; Nigam and Singh, 1995). Disamping itu, dalam industri tekstil
digunakan enzim amilase untuk menghilangkan pati dan juga digunakan

sebagai aditif dalam detergen (Shaw, 2008). Enzim ini menyumbang sekitar
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30% dari total produksi enzim duniadan mempunyai aplikasi yang luas di
dalam industri. Enzim a-amilase membutuhkan ion kalsium (Ca?*) untuk
aktivitas, integritas struktural dan untuk stabilitasnya (Bordbar and Omidiyan,

2005).
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Gambar 5. Struktur amilosaikatan a-1,4-glikosidik

CHy(H CHytH CHyl

Gambar 6. Struktur amilopektin pada pati (Fessenden dan
Fessenden,1986).

C. Aspergilusfumigatus

Menurut Bennett and Klich (1992), klasifikasi Aspergillus fumigatus adalah
sebagai berikut:
Kergaan : Fungi

Filum :Ascomycota
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Kelas :Ascomycetes
Ordo :Eurotiales
Keluarga :Trichocomaceae
Genus . Aspergillus

Spesies  : Aspergillus fumigatus

Hasil pengamatan secara makroskopis menunjukkan bahwa Aspergillus
fumigatus memiliki ciri-ciri yaitu, memiliki koloni yang berwarna hijau tua
dengan bentuk koloni granular dan kompak. Hal ini sesual dengan Elmer et al.
(1978) yang mengatakan, padaisolat murni dalam media SDA Aspergillus
fumigatus memiliki koloni berwarna hijau. Jamur ini mensekresikan enzim ke
luar sel sehingga memudahkan prosesisolasi dan pemurniannya. Enzim
ekstraseluler yang dihasilkan mampu untuk mendegradasi senyawa organik
kompleks yang akan diserap oleh jamur (Hidayat et al., 2018). Jamur

Aspergillus fumigatus ditunjukkan pada Gambar 7.

Gambar 7. Aspergillus fumigatus
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D. Isolasi dan Pemurnian Enzim

Tahapan proses pengisolasian dan pemurnian enzim adalah sebagai berikut:

1. Sentrifugas

Sentrifugasi digunakan untuk memisahkan sel dari enzim ekstraseluler.
Hasil yang didapat dari sentrifugasi berupa supernatan dan endapan yang
berada di ujung dasar tabung. Pada proses sentrifugasi sebaiknya
dilakukan pada suhu 2-4 °C. Hal ini dikarenakan pada prosesnya,
sentifugasi akan menimbulkan panas yang dapat menyebabkan denaturasi

pada enzim (Suhartono, 1989).

Prinsip sentrifugasi berdasarkan pada kenyataan bahwa setiap partikel
yang berputar padalgu sudut yang konstan akan memperoleh gaya keluar.
Besar gayaini bergantung padalaju sudut dan radius pertukarannya.
Daam praktiknya, alat sentrifugasi dioperasikan dengan lgju rpm (Cooper,

1997; Sariningsih, 2000).

2. Fraksinasi dengan ammonium sulfat
Fraksinasi merupakan proses pengendapan secara bertahap. Pengendapan
ini dapat dilakukan dengan penambahan garam seperti natrium klorida,
natrium sulfat, atau ammonium sulfat. Pada umumnya garam yang sering
digunakan adalah ammonium sulfat karena kebanyakan enzim tahan
terhadap garam ini (tidak terdenaturasi, memiliki kelarutan yang besar,
mempunyai daya pengendapan yang besar, dan mempunyai efek penstabil

terhadap kebanyakan enzim). Konsentrasi garam dapat mempengaruhi
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kelarutan enzim. Semakin tinggi konsentrasi garam, maka kel arutan

protein enzim akan semakin rendah dalam air (Suhartono et al., 2002).

. Dialisis

Dialisis adalah suatu metode yang digunakan untuk memisahkan garam
dari larutan protein enzim. Tahap awal prosesdiaisisini, yaitu
memasukkan larutan enzim yang telah di fraksinasi ke dalam membran
(selofan). Jikakantong yang berisi larutan enzim dimasukkan ke dalam
buffer, maka molekul kecil yang ada di dalam larutan enzim akan keluar
melewati pori- pori membran. Hal ini disebabkan distribusi ion-ion yang
ada di dalam dan di luar kantong dialisis tidak seimbang. Sedangkan
molekul protein yang berukuran besar akan tetap berada dalam kantong
diaisis. Untuk mencapai keseimbangan maka dapat dilakukan dengan
caramengganti larutan penyangga secara berkala sampai ion-ion dalam

kantong dialisis dapat diabaikan (Lehninger, 1982).

. Pengujian aktivitas enzim dengan metode Fuwa

Aktivitas enzim o-amilase dapat dilakukan dengan menggunakan metode
Fuwa (Fuwa, 1954). Metodeini didasarkan pada pengurangan jumlah pati
yang terdeteksi dengan terbentuknyawarna biru akibat penambahan iodin.
Warnatersebut akan menyerap cahaya monokromatis pada panjang
gelombang maksimum 600 nm (Fuwa, 1954; Fessenden dan Fessenden,
1986). Keuntungan metode Fuwa yaitu lebih spesifik untuk

mengidentifikas aktivitas enzim dengan waktu reaksi yang singkat selama
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10 menit inkubasi dan pati digunakan sebagai substratnya. Semakin kecil

absorbansi sampel maka semakin baik aktivitas dari enzim tersebut.

. Pengujian aktivitas amilase dengan metode Mandels

Aktivitas enzim o-amilase dapat dilakukan dengan menggunakan metode
Mandels (Mandels et al., 1976). Metodeini didasarkan pembentukan
produk (glukosa) hasil hidrolisis substrat pati yang akan mengalami
oksidas setelah penambahan reagen DNS menghasilkan larutan berwarna
merah. Warnatersebut akan menyerap cahaya monokromatis pada
panjang gelombang maksimum 510 nm (Fessenden dan Fessenden, 1986).
Kadar glukosa yang terbentuk ditentukan menggunakan kurva standar
glukosa (Mandels et al., 1976). Semakin tinggi absorbansi sampel
semakin baik aktivitasnya. Selain digunakan sebagai uji aktivitas enzim o-
amilase metode Mandels dapat juga digunakan dalam penentuan data
kinetika enzim a-amilase yaitu nilai Ky, Vmas v, Ki, dan AG; (Feraliana,

2011).

. Penentuan kadar protein dengan metode Lowry

Kadar protein dapat ditentukan dengan menggunakan metode Lowry
(Lowry et al., 1951). Metode ini didasarkan pada pembentukkan komplek
Cu?* dengan ikatan peptida yang akan tereduksi menjadi Cu* pada kondisi
basa, Cu” dan rantai samping tirosin, triptofan, dan sistein akan bereaks
dengan reagen folin-coiocelteu. Metode Lowry bekerja pada kondisi alkali
dan ion tembaga (11) akan membentuk kompleks dengan protein. Pada

saat reagen folin-ciocalteau ditambahkan, maka akan mengikat protein.
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Ikatan ini secara perlahan akan mereduksi reagen folin menjadi

heteromolibdenum dan merubah warna dari kuning menjadi biru.

Metodeini relatif sederhana dan murah, serta dapat diandalakan dalam
mendeteksi kadar kadar protein dalam sampel. Namun, metode ini
memiliki kelemahan yaitu sensitif terhadap perubahan pH dan konsentrasi
protein yang rendah. Untuk mengatasi hal tersebut dapat dilakukan
dengan menggunakan volume sampel yang sangat kecil sehingga tidak

mempengaruhi reaks.

E. StabilitasEnzim

Stabilitas enzim merupakan salah satu faktor penting dalam proses
penyimpanan dan penggunaan enzim sebagal biokatalisator. Stabilitas enzim
dapat diartikan sebagai kestabilan aktivitas enzim terhadap berbagai senyawa
yang bersifat merusak enzim seperti pelarut tertentu (asam atau basa) dan oleh
pengeruh suhu dan pH yang ekstrim (Junita, 2002). Ada dua cara yang dapat
ditempuh untuk mendapatkan enzim yang mempunyai stabilitas tinggi, yaitu
menggunakan enzim yang memiliki stabilitas enzim alami dan mengusahakan
peningkatan stabilitas enzim yang secara alami kurang atau tidak stabil
(Junita, 2002). Metode yang dapat digunakan untuk meningkatkan stabilitas
enzim antara lain adalah dengan penggunaan zat adiktif, modifikasi kimia,

amobilisasi, dan rekayasa protein (I1lanes, 1999).
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1. Stabilitastermal enzim

Pada suhu yang terlalu rendah kemantapan enzim tinggi, tetapi
aktivitasnyarendah, Sedangkan pada suhu yang terlalu tinggi aktivitas
enzim tinggi, tetapi kemantapannya rendah. Kenaikan suhu enzim akan
mempengaruhi kecepatan lgju reaksi hingga batas tertentu dan dapat
menyebabkan denaturasi protein. Daerah suhu saat kemantapan dan
aktivitas enzim cukup besar disebut suhu optimum enzim

(Wirahadikusumah, 1989).

2. StabilitaspH enzim

Stabilitas enzim dipengaruhi oleh banyak faktor seperti suhu, pH, pelarut,
kofaktor dan kehadiran surfaktan (Eijsink et al., 2005). Dari faktor-faktor
tersebut pH memegang peranan penting. Perubahan keaktifan pH pada
lingkungan dapat disebabkan oleh terjadinya perubahan ionisasi enzim,
substrat atau kompleks enzim-substrat. Enzim menunjukkan aktivitas
maksimum pada kisaran pH optimum enzim dengan stabilitas yang tinggi

(Winarno, 2002).

Padareaks enzimatik, sebagian besar enzim akan kehilangan aktivitas
katalitiknya secara cepat dan irreversible pada pH yang jauh dari rentang
pH optimumnya. Inaktivas ini terjadi karena unfolding molekul protein
akibat perubahan kesetimbangan elektrostatik dan ikatan hidrogen (Kazan

et al., 1997)
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F. Kinetika Reaks Enzim

Parameter dalam kinetika reaksi enzim adalah konstanta Michaelis-Menten
(Kwm) dan lgju reaksi maksimum (Vmas). Km merupakan konstanta yang
menunjukkan afinitas enzim terhadap substrat. Semakin kecil harga Ky maka
interaksi enzim dan substrat semakin baik dan lgju reaksi semakin cepat. Bila
konsentrasi substrat cukup besar sehingga semua enzim terikat kepadanya
dalam bentuk kompleks enzim-substrat, maka akan didapat |aju reaksi
maksimum, V mas (Wirahadikusumah, 1977). Nilai Ky suatu enzim dapat
dihitung dengan persamaan Lineweaver-Burk yang diperoleh dari persamaan
Michaelis-Menten yang kemudian dihasilkan suatu diagram Lineweaver -Burk

(Page, 1997) yang dapat dilihat pada Gambar 8.

Vo= !:E_—I[%]i 3 » | Persamaan Michaelis-Menten

— = + - + | Persamaan Lineweaver-Burk

e i
x,

Gambar 8. Diagram Lineweaver-Burk (Suhartono, 1989)
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G. Modifikasi Kimia

Metode yang dapat digunakan untuk meningkatkan stabilitas enzim pada
umumnya adatiga, yaitu amobilisasi, mutagenesis terarah, dan modifikas
kimia (Mozhaev and Martinek, 1984). Metode peningkatan stabilitas enzim
yang paling disukai adalah modifikasi enzim. Hal ini karena modifikasi enzim
cocok untuk enzim yang memiliki bobot molekul rendah dan salah satu
metode yang cocok untuk meningkatkan stabilitas enzim yang larut dalam air
(Janecek, 1993). Dibandingkan amobilisasi enzim, modifikasi kimia tidak
terjadi penghambatan massa transfer massa oleh matriks pengamobil sehingga
menyebabkan terjadinya penurunan kapasitas peningkatan maupun reaktivitas
enzim. Sedangkan pada mutagenesis terarah diperlukan informasi yang
lengkap mengenai struktur primer dan stuktur tiga dimensi enzim tersebut

(Mozhaev and Martinek, 1984).

Proses modifikas kimia dilakukan dengan cara menginkubasi larutan enzim
dengan larutan pemodifikasi. Enzim yang telah termodifikasi dapat
dipisahkan dari campurannya dengan caradialisis atau kromatografi kolom
penyaring molekul. Berdasarkan struktur enzim, gugus fungsi yang
kemungkinannya paling besar bereaksi dengan zat pemodifikasi adalah gugus
fungs yang terletak pada permukaan. Sedangkan gugus amino dari lisin
merupakan gugus paling banyak dilibatkan, karena gugusini paling melimpah
dan paling mudah didekati dari rantai samping asam amino suatu enzim

(Janecek, 1993).
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Menurut Mozhaev et al. (1984), enzim hasil modifikasi kimia dengan ikatan
kovaen yang stabil dapat diperoleh dengan melakukan (1) modifikasi dengan
menggunakan pereaks biofungsiona (pembentukkan ikatan silang antara
gugus-gugus fungsi pada permukaan protein), (2) modifikas kimia dengan
menggunakan pereaksi non polar (meningkatkan interaks hidrofobik), (3)
menambahkan gugus polar bermuatan atau polar baru (menambahkan ikatan
ionik atau hidrogen), serta (4) hidrolifisasi permukaan protein (mencegah
terjadinya kontak antara gugus hidrofobik dengan lingkungan berair yang
tidak disukai). Hidrofilisasi permukaan protein dapat dilakukan dengan dua
caramodifikas langsung berbagai asam amino hidrofobik yang membentuk
tapak-tapak hidrofobik pada permukaan enzim dengan pereaksi hidrofilik,
atau hidrofilisasi terhadap asam amino yang berada dekat dengan tapak
hidrofobik sehingga tapak tersebut terlindungi dari lingkungan berair

(Nubarov et al., 1987).

Pada penelitian yang telah dilakukan oleh Khajeh et al. (2004), sitrakonat
anhidrida merupakan reagen spesifik yang digunakan untuk memblok gugus
amino padaresidu lisin, modifikator ini menghasilkan dua produk ikatan yang
dibentuk dari gugus karbonil pada struktur molekulnya. Reaksi modifikasi ini
diawali dengan pembukaan cincin sitrakonat anhidrida dengan suasana basa
yakni pada pH 8 dan kemudian karbonil dari sitrakonat anhidrida berikatan
dengan gugus amino padaresidu lisin (Khajeh et al., 2004). Reaks

ditunjukkan pada Gambar 9 dan Gambar 10.
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Gambar 9. Modifikasi gugus amina suatu residu lisin dalam protein oleh
sitrakonat anhidrida (Khajeh et al., 2004).
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Gambar 10. Reaks sitrakonat anhidrida dan gugus amina (Nubarov et al.,
1987).



1. METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini telah dilakukan pada bulan Mei — Agustus 2019 di
Laboratorium Biokimia, Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan [lmu

Pengetahuan Alam Universitas Lampung.

B. Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini antaralain alat-alat gelas, jarum
ose, pembakar spritus, mikropipet ependor ff, neraca analitik, spatula, batang
pengaduk, sentrifuga, autoclave model S-90N, lemari pendingin, shaker
incubator (orbit environ shaker), waterbath, laminar air flow CURMA model
9005-FL, pH meter, termometer, magnetic stirrer, dan spektrofotometer UV-

Vis Hitachi U2010.

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah (NH,4)2SO4,
KHZPO4, MgSO4, FeCI2.7H20, ZnSO4.7H20, COC|2, C&C'Z, patl jagung,
pepton, urea, akuades, larutan amilum, larutan BSA (Bovine Serum

Albumin), Na,CO;, NaOH, CuSO,.5H,0, reagen follin ciocalteau, Na/K
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tartarat, NaH,PO,, Na,HPO,, pereaksi iodin, HCI 1N, KI, DNS
(3,5-Dinitrosalicylic acid), TNBS (2,4,6-trinitrobenzene-sulfonat acid),
NaCl, NaSOs, fenol, ammonium sulfat, sitrakonat anhidrida, kantong

selofan, dan kertas saring.

Mikroorganisme penghasil enzim a-amilase yang digunakan dalam penelitian
ini adalah jamur Aspergilus fumigatus yang diperoleh dari Laboratorium

Mikrobiologi Jurusan Biologi Universitas Lampung.

C. Prosedur Penelitian

1. Pembuatan media inokulum dan fermentasi, inokulasi Aspergilus
fumigatus dan produks enzim a-amilase

a. Pembuatan mediainokulum dan fermentasi
Media inokulum dan fermentasi yang digunakan terdiri dari (gL'l) 0,14%
(NH4)2S0y4, 0,2% KH,PO,, 0,03% urea, 0,03% MgSO,, 0,0005%
FeCl,.7H,0, 0,00014% ZnS0O,4.7H20, 0,0002% CoCl,, 0,03% CaCl,,
0,75% pati jagung, dan 0,075% pepton dilarutkan dalam 100 mL larutan
penyanggafosfat 0,2 M pH 5,0. Mediaini disterilisasi pada tekanan 1

atm dengan suhu 121 C selama kurang lebih 15 menit dalam autoclave.

b. Inokulas Aspergilusfumigatus
Biakan Aspergilus fumigatus sebanyak 1-3 ose dari media agar miring
dipindahkan ke dalam mediainokulum secara aseptik, lalu dikocok
dalam shaker incubator dengan kecepatan 150 rpm padasuhu 35 C

selama 24 jam.
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c. Produksi enzim a-amilase

Mediainokulum sebanyak 2% dari jumlah mediafermentasi dipindahkan
ke dalam media fermentasi secara aseptik, kemudian diletakkan dalam
shaker incubator dengan kecepatan 150 rpm padasuhu 35 C selama 96

jam.

Isolasi enzim a-amilase

Ekstrak kasar enzim a-amilase dipisahkan dari sel jamur dengan
disentrifugasi dingin selama 20 menit dengan kecepatan 5000 rpm (Y andri
et al., 2010). Selanjutnyafitrat yang diperoleh dapat diuji aktivitasnya

dengan metode Fuwa dan diukur kadar proteinnya dengan metode Lowry.

. Pemurnian enzim a-amilase

. Fraksinasi dengan ammonium sulfat

Ekstrak kasar enzim yang telah didapakan difraksinasi dengan
menggunakan amonium sulfat pada dergjat kejenuhan yaitu w/v (0 - 20)%,
(20 - 40)%, (40 - 60)%, (60 - 80)%, dan (80 -100)%. Sejumlah ekstrak
kasar enzim yang diperoleh ditambahkan garam ammonium sulfat yang
telah dihaluskan secara perlahan sambil diaduk menggunakan magnetic
stirer padasuhu 4 C. Endapan protein enzim yang didapatkan padatiap
fraksi kejenuhan amonium sulfat (Gambar 11), dipisahkan dari filtratnya
dengan sentrifugasi pada kecepatan 5000 rpm selama 20 menit.

Kemudian endapan yang diperoleh dilarutkan dengan larutan penyangga
fosfat 0,1 M pH 5,0 dan diuji aktivitasnya dengan metode Fuwa dan

diukur kadar proteinnya dengan metode Lowry untuk mengetahui pada
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fraksifraksi mana terdapat enzim a-amilase dengan aktivitas spesifik yang
tinggi. Skema proses pengendapan protein enzim dengan penambahan

garam ammonium sulfat ditunjukkan pada Gambar 11.

Ekstrak kasar enzim ]

¢ (NH, 1,50, (0-20%)

k. L

Endapan (F1) Filtran

+ (NH 350, (20-40%:)

L a

Endapan {F2) Filtrat

FNH, )50, (40-60%)

. |

Endapan (F3) Filtrat

+(MH 1,50, (60-80%)

¥ iy

Endapan (F4}) Filtrat

£ (NH, 1,50, (80-100%)

k.

Enduapan (F5) Filtrat

Gambar 11. Skema proses pengendapan protein enzim dengan
penambahan garam ammonium sulfat

b. Dialisis
Endapan enzim yang telah dilarutkan dari tiap fraksi amonium sulfat
dengan aktivitas spesifik tertinggi dimasukkan ke dalam kantong
selofan dan didialisis dengan larutan penyangga fosfat 0,01 M pH 5,0
selama 24 jam pada suhu dingin (4-5 °C) (Pohl, 1990). Selama
dialisis, dilakukan pergantian buffer setiap 4-6 jam sekali agar
konsentrasi ion-ion di dalam kantong dialisis dapat dikurangi. Proses

ini dilakukan terus menerus hinggatidak ada amonium sulfat yang
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tersisa. Pengujian adanya amonium sulfat dalam larutan penyangga
fosfat dilakukan dengan menambahkan larutan BaCl,. Prosesini
dihentikan sampai tidak terbentuk endapan putih pada saat
penambahan BaCl,. Selanjutnya dilakukan uji aktivitas dengan

metode Fuwa, serta diukur kadar proteinnya dengan metode Lowry.

4. Pembuatan pereaksi uji enzim a-amilase

a. Pembuatan pereaks untuk pengujian aktivitas enzim a-amilase
metode Fuwa

1. Pereaksi iodin

2 g KI dimasukkan dalam labu takar 100 mL dan dilarutkan dalam
10 mL akuades. Selanjutnyaditambahkan 0,2 g |, dan ditambahkan
akuades hingga tanda miniskus.

2. Larutan pati
0,1 g pati jagung dilarutkan dalam 100 mL akuades dan dipanaskan
hingga mendidih dan larut.

3. Larutan larutan penyangga fosfat
27,8 gram NaH,PO, dilarutkan dalam 1000 mL akuades (Larutan
stok A) pada labu takar 1000 mL dan dalam labu ukur 1000 mL,
53,65 gram Na,HPO,.7H,0 dilarutkan dalam 1000 mL akuades

(Larutan stok B).

b. Pembuatan pereaks untuk pengujian aktivitas enzim a-amilase
metode Mandels

Ke dalam labu ukur 100 mL, dimasukkan 1% NaOH, 1 mL Na(K)

tartrat 40%, 1% DNS (dinitrosalisilic acid), 0,2% fenol dan 0,05%
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NaSO3; kemudian dilarutkan dengan 100 mL akuades hingga tanda

batas.

Pembuatan pereaks untuk pengujian kadar protein dengan
metode L owry

Pereaksi A : 2 gram Na,CO; dilarutkan dalam 100 ml NaOH
0,1 N.

Pereaks B : 5 mL larutan CuSO,.5H,0 1% ditambahkan
kedalam 5 mL larutan Na/K-tartarat 1 %.

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

Pereaksi D : reagen folin ciocalteau diencerkan dengan akuades
1:1.

Larutan standar: Larutan BSA (Bovine Serum Albumin) dengan kadar

20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 ppm.

. Uji aktivitas unit enzim a-amilase dengan metode Fuwa

Metode Fuwa digunakan untuk mengetahui aktivitas enzim a-amilase
berdasarkan pengurangan jumlah substrat (pati). Sebanyak 0,25 mL
enzim ditambahkan ke dalam 0,25 mL larutan pati 0,1% lalu
diinkubasi pada suhu 60°C selama 10 menit. Reaksi dihentikan
dengan penambahan 0,25 mL HCI 1 N dan kemudian ditambahkan
0,25 mL pereaksi iodin dan 4 mL akuades. Lalu campuran diaduk
rata dan diukur sergpannya menggunakan spektrofotometer UV-VIS
pada panjang gelombang 600 nm. Kontrol dibuat dengan cara yang
samanamun, enzim diinaktivasi terlebih dahulu menggunakan HCI

IN.
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6. Penentuan aktivitas enzim a-amilase menggunakan metode
Mandels

Metode ini berdasarkan glukosa yang terbentuk (Mandels et al., 1976).
Sebanyak 0,5 mL enzim, 0,5 mL larutan pati 0,1% dan larutan
penyangga fosfat pH 6,5 dicampur lalu diinkubas selama 30 menit
pada suhu 60°C. Kemudian ditambahkan 2 mL pereaksi DNS
(dinitrosalicylic acid) dididihkan selama 10 menit pada penangas air
dan didinginkan. Setelah dingin, campuran tersebut diukur
absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV -Vis pada panjang
gelombang 510 nm. Kadar glukosa yang terbentuk ditentukan dengan
menggunakan kurva standar glukosa. Uji ini dilakukan pada tahap

penentuan Ky dan V maks.

7. Penentuan kadar protein metode Lowry
Metode Lowry digunakan untuk mengetahui kadar protein dalam
enzim. Sebanyak 0,1 mL enzim dicampurkan dalam 0,9 mL
akuades dan 5 mL pereaksi C. Campuran dikocok hinggarata
dan didiamkan selama 10 menit. Selanjutanya, ditambahkan
pereaksi D sebanyak 0,5 mL dan dikocok hinggarata. Larutan
didiamkan selama 30 menit dan dapat diukur absorbansinya
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang 750 nm (Feraliana, 2011; Lowry et al., 1951). Untuk
kontrol enzim diganti menggunakan akuades. Penentuan

konsentrasi protein enzim digunakan kurva standar BSA (Bovine
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Serum Albumin) yang diukur pada panjang gelombang 280 nm

berdasarkan persamaan regresi linier.

. Modifikas Kimia

Residu lisin pada suatu enzim secara spesifik dapat dimodifikas
dengan sitrakonat anhidrida yang prosedurnyatelah dilaporkan oleh
Khagjeh et al. (2004). Sebanyak 10 mL enzim hasil pemurnian dalam
10 ml larutan penyangga fosfat pH 8 ditambahkan reagen sitrakonat
anhidrida sebanyak 20 L secara bertahap. Setiap penambahan reagen,
pH larutan dijaga konstan pada pH 8 dengan menambahkan larutan
NaOH 2 M, lalu diaduk menggunakan magnetic stirer selama 60
menit. Penambahan reagen sitrakonat anhidrida dilakukan dengan
varias volume sebagai berikut: 20, 30, 40 uL dan dilakukan dengan

prosedur yang sama.

. Karakterisas enzim sebelum dan sesudah modifikas

. Penentuan pH optimum

Untuk mengetahui pH optimum enzim sebelum dan sesudah
dimodifikas digunakan larutan penyangga fosfat 0,05 M dengan pH
bervarias, yaitu 4,5; 5; 5,5; 6; 6,5; 7; 7,5 dan 8. Suhunya dijagatetap
pada 60°C. Kemudian dilanjutkan dengan pengukuran aktivitas enzim

dengan metode Mandels.

. Penentuan suhu optimum
Sedangkan untuk mengetahui suhu optimum, digunakan suhu yang

bervarias yaitu 45; 50; 55; 60; 65; 70; 75 dan 80°C dengan pH
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optimum yang telah ditentukan. Selanjutnya dilakukan pengukuran

aktivitas enzim dengan metode Mandels.

c. Penentuan nilai Ky dan V maks

Konstanta Michaelis-Menten (Ky) dan Igju reaksi maksimum (V maks)
enzim sebelum dan sesudah modifikas ditentukan dari kurva
Lineweaver-Burk. Kurva Lineweaver-Burk dibuat dengan menguji
aktivitas enzim a-amilase dengan variasi konsentrasi substrat 0,25; 0,5;
0,75; 1,0 dan 1,25 % dalam larutan penyangga fosfat pH 5,5 dan suhu
50°C selama 60 menit. Selanjutnya diukur aktivitas enzim dengan

metode Mandels.

d. Penentuan stabilitastermal dan stabilitas pH enzim (Yang et al.,
1996)

Uji kestabilan termal enzim sebelum dan sesudah modifikasi dilakukan
dengan mengukur aktivitas sisa enzim setelah diinkubasi selama 0, 10,
20, 30, 40, 50 dan 60 menit pada pH dan suhu optimumnya

(Virdianingsih, 2002).

o ) Aktivitas enzim setelah perlakuan
Aktivitas sisa = — , x 100%
Aktivitas enzim awal (tanpa perlakuan)

e. Penentuan waktu paruh (ty,),konstanta laju inaktivas (kj),dan
perubahan energi akibat denaturasi (AG;)

Penentuan nilai k; (konstantalgju inaktivasi termal) enzim a-amilase
hasil pemurnian dan hasil modifikasi kimia dilakukan dengan

menggunakan persamaan kinetika inaktivas orde 1:
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1n (Ei/Eo): -ki t

Sedangkan untuk perubahan energi akibat denaturasi (AGi) enzim hasil
pemurnian dan hasil modifikasi kimia dilakukan dengan menggunakan

persamaan :
AGi=-RT 1n (ki ks T)

Keterangan :

R = konstanta gas (8,315 J K™ mol ™)

T = suhu absolut (K)

ki = konstanta lgju inaktivasi termal

h = konstanta Planck (6,63 x 10" J det)

kg= konstanta Boltzman (1,381 x 10% JK™)

Secara keseluruhan, penelitian ini terangkum dalam diagram alir penelitian yang

ditunjukkan dalam Gambar 12.
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Gambar 12. Diagram alir penelitian



V.SIMPULAN DAN SARAN

A. Simpulan

Dari pembahasan hasil penilitian ini dapat diambil kesimpul an sebagat

berikut:

1. Aktivitas spesifik enzim a-amilase hasil pemurnian sebesar 5.597,597
U/mg meningkat sebanyak 11,21 kali dibandingkan dengan ekstrak
kasar enzim yang mempunyai aktivitas spesifik 499,287 U/mg.

2. Enzim hasil pemurnian mempunyai pH optimum 5,5; suhu optimum
50 C; Ky =349,267 mg/mL substrat; V s = 666,667
umol/mL.menit. Uji stabilitas termal padasuhu 60 C selama 60
menit memiliki aktivitas sisa 5,422% dan nilai k; = 0,0485 menit™; ty;
= 14,289 menit; dan AG; = 98,691 kJ/mol.

3. Enzim hasil modifikasi menggunakan sitrakonat anhidrida dengan
penambahan 20 uL meniliki pH optimum 5,5 sedangkan penambahan
30 uL dan 40 pL memiliki pH optimum 4,5 ; suhu optimum untuk
ketiga penambahan adalah 55 C ; nilai Ky berturut-turut adalah
77,915; 69,377; dan 70,169 mg/mL substrat; nilai V mas berturut-turut

adalah 169,492; 129,87; dan 153,846 umol/mL.menit.
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4. Uji stabilitas termal enzim hasil modifikasi menggunakan sitrakonat
anhidrida dengan variasi penambahan 20, 30, dan 40 uL selama 60
menit padasuhu 60 C memiliki aktivitas sisa berturut-turut sebesar
64,762, 86,824; dan 83,384 % dan memiliki nilai k; secara berturut-
turut adalah 0,0069; 0,0024; dan 0,0028 menit™ ; ty, secara berturut-
turut adalah 100,435; 288,75 dan; 247,5 menit ; sertanilai AG; secara
berturut adal ah 105,338; 108,032; dan 107,798 kJ/mal.

5. Modifikasi kimia enzim a-amilase dari jamur Aspergillus fumigatus
menggunakan sitrakonat anhidrida dapat menstabilkan enzim pada pH
yang lebih asam dibandingkan enzim hasil pemurnian dan dapat
meningkatkan suhu dan stabilitas termal enzim lebih baik
dibandingkan enzim hasil pemurnian. Penurunan nilal ki, peningkatan
waktu paruh dan nilai AGi menunjukkan bahwa enzim modifikasi
lebih stabil dibandingkan enzim sebelum modifikasi, sehingga dapat
digunakan dalam proses industri yang membutuhkan lingkungan

ekstrim.

. Saran

Dari pembahasan hasil penelitian yang diperoleh, maka disarankan dalam
proses modifikasi kimia menggunakan sitrakonat anhidrida digunakan
konsentrasi yang lebih tinggi agar perbedaan antara enzim pemurnian dan
enzim modifikas dapat terlihat |ebih kentara, serta mencari senyawa
pemodifikasi lain untuk meningkatkan stbailitas pH enzim pada kondisi

lingkungan yang lebih basa.
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