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ANHIDRIDA TERHADAP STABILITAS ENZIM α-AMILASE  

DARI Aspergillus fumigatus  

 

 

 

Oleh 

 

Lupia Widya Astuti 

 

 

Kestabilan enzim dalam industri merupakan faktor penting, karena enzim 

umumnya tidak stabil pada pH dan suhu ekstrim. Penelitian ini bertujuan untuk 

meningkatkan stabilitas enzim α-amilase dari A. fumigatus dengan modifikasi kimia 

menggunakan sitrakonat anhidrida. Proses penelitian dilakukan melalui tahapan 

berikut: produksi enzim, isolasi, pemurnian, modifikasi kimia dan karakterisasi. 

Aktivitas enzim ditentukan dengan metode Fuwa dan Mandels serta kadar protein 

dengan metode Lowry. Hasil penelitian menunjukkan enzim hasil pemurnian 

mempunyai pH optimum 5; suhu optimum 50°C; KM = 3,01 mg/mL substrat; Vmaks 

= 35,46 μmol/mL.menit, dan uji stabilitas termal pada suhu 60°C selama 100 menit 

menunjukkan nilai ki = 0,0179 menit-1; t1/2 = 38,72 menit; dan ΔGi = 104,26 kJ/mol. 

Enzim hasil modifikasi menggunakan sitrakonat anhidrida 40 μL memiliki pH 

optimum 6 sedangkan 50 μL dan 60 μL memiliki pH optimum 5,5 dengan suhu 

optimum ketiga penambahan tersebut adalah 60ºC; nilai KM berturut-turut adalah 

4,57; 5,03; dan 5,22 mg/mL substrat; nilai Vmaks adalah 27,70; 25,77; dan 25,71 

μmol/mL menit. Uji stabilitas termal enzim hasil modifikasi menggunakan 

sitrakonat anhidrida 40, 50, dan 60 μL pada suhu 60°C selama 100 menit secara 

berturut-turut memiliki nilai ki sebesar 0,0027; 0,0023; dan 0,0021 menit-1; t1/2 

sebesar 256,67; 301,30; dan 330,00 menit; dan nilai ΔGi sebesar 109,584; 110,028; 

dan 110,279 kJ/mol. Modifikasi kimia enzim α-amilase dari jamur A. fumigatus 

menggunakan sitrakonat anhidrida dapat meningkatkan stabilitas termal sebesar 

6,6-8,5 kali. Hal ini dibuktikan dengan penurunan nilai ki dan peningkatan nilai t1/2 

dan ΔGi. 

 

Kata kunci: α-amilase, Aspergillus fumigatus, modifikasi kimia, sitrakonat 

anhidrida  



 
 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

EFFECTS CHEMICAL MODIFICATION USING CITRACONIC 

ANHYDRIDE ON THE STABILITY OF α-AMYLASE FROM  

Aspergillus fumigatus  

 

 

 

By 

 

Lupia Widya Astuti 

 

 

The stability of enzymes for industrial usage is important because enzymes are 

generally unstable at high pH and temperatures. This work aims to improve the 

stability of the α-amylase enzyme from A. fumigatus by chemical modification 

using citraconic anhydride. The following phases were followed in the research 

process: enzyme production, isolation, purification, chemical modification, and 

characterization. The enzyme activity was then evaluated using the Fuwa and 

Mandels methods, and the protein content was assessed using the Lowry method. 

The enzyme activity was then evaluated using the Fuwa and Mandels methods, and 

the protein content was assessed using the Lowry method. The results showed that 

the native enzymes had an optimum pH of 5; optimum temperature 50°C; KM = 

3.01 mg/mL substrate; Vmax = 35.46 μmol/mL.min, ki = 0.0179 min-1; t1/2 = 38.72 

min; dan ΔGi = 104.26 kJ/mole. The modified enzyme using citraconic anhydride 

40 μL has an optimum pH of 6 while 50 μL and 60 μL has an optimum pH of 5.5 

and the optimum temperature of three concentrations is 60ºC; KM = 4.57, 5.03, and 

5.22 mg/mL substrate; Vmax = 27.70, 25.77, and 25.71 μmol/mL.min, respectively. 

The modified enzyme thermal stability test with citraconic anhydride 40, 50, and 

60 μL at 60°C for 100 minutes yielded ki values of 0.0027, 0.0023, and 0.0021 min-

1, t1/2 values of 256.67, 301.30, and 330.00 min, and ΔGi values of 109.58, 110.03, 

and 110.28 kJ/mole. Chemical modification of the α-amylase enzyme from the 

fungus A. fumigatus with citraconic anhydride can increase thermal stability by 6.6-

8.5 times. This is seen by a decrease in the value of ki and increasing the values of 

t1/2 and ΔGi. 

 

Keywords: α-amylase, Aspergillus fumigatus, chemical modification,  
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(Robert Morley) 
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“Take the risk, and you’ll thank yourself later” 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

 

1.1. Latar Belakang 

  

 

Enzim digunakan pada sektor industri untuk memproduksi berbagai produk yang 

ekonomis. Grand View Research (2020) memperkirakan pasar global enzim untuk 

industri senilai 5,6 miliar dolar AS selama tahun 2020 di tengah krisis COVID-19, 

hal ini menunjukkan permintaan enzim industri yang tidak terputus selama 

pandemi di sektor industri makanan, minuman, tekstil, pakan, biofuel, dan 

deterjen. Enzim yang digunakan dalam industri makanan dan minuman memiliki 

pengaruh yang menguntungkan di negara berkembang (Li et al., 2012). Enzim 

yang digunakan pada sektor farmasi memiliki permintaan yang lebih banyak 

daripada yang digunakan di industri makanan dan minuman di negara maju, pada 

tahun 2019 pasar enzim secara global diperkirakan mencapai 10 miliar USD dan 

akan terus meningkat hingga mencapai 14,7 miliar USD pada tahun 2025 untuk 

rekayasa enzim dan green chemistry (Markets and Markets, 2020). 

 

Industri berbasis enzim semakin penting karena proses yang aman, biaya 

pemurnian rendah, hasil tinggi, proses yang efisien, dan sifat ramah lingkungan 

(Ejaz et al., 2021). Salah satu enzim penting yang digunakan dalam industri 

adalah amilase. Amilase memiliki aplikasi dalam sejumlah besar proses industri 

seperti makanan, fermentasi dan industri farmasi. Media sintetis yang digunakan 

untuk produksi amilase sedikit lebih mahal sehingga banyak penelitian yang 

dilakukan untuk mengurangi biaya produksi amilase. Enzim yang diproduksi oleh 

mikroba saat ini banyak digunakan dalam proses industri karena biayanya yang 

rendah, produktivitas yang tinggi, ramah lingkungan, dan ketersediaan yang besar 

(Burhan et al., 2003; Khalid-Bin-Ferdaus et al., 2018; Mishra and Behera, 2010).
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Beberapa mikroorganisme dari lingkungan khusus seperti tanah salin dapat 

digunakan untuk mencapai tujuan produksi enzim amilase yang tinggi. Beberapa 

jenis amilase dapat digunakan untuk menghemat energi melalui pengembangan 

enzim, serta metode rekayasa protein dapat diterapkan untuk menghasilkan enzim 

dengan stabilitas yang tinggi. Enzim α-amilase dapat diproduksi secara 

ekstraseluler (Far et al., 2020). Berbagai organisme, termasuk mikroorganisme 

seperti bakteri air (Tarhriz et al., 2011). Jamur, actinomycetes, tumbuhan, dan 

hewan, dapat menghasilkan α-amilase (Abou-Elela et al., 2009; Sundarram and 

Murthy, 2014).  

 

Menurut Rafiee and Rezaee (2021), umumnya enzim sebagai biokatalis 

mempunyai sifat tidak stabil terhadap lingkungan di berbagai kondisi seperti suhu 

tinggi, pH ekstrem, dan dalam berbagai pelarut (Pothiraj et al., 2006; Silva et al., 

2018).  Stabilitas enzim sebagai biokatalis perlu ditingkatkan. Beberapa metode 

telah digunakan untuk mencapai amilase yang stabil, seperti meningkatkan 

stabilitas enzim melalui rekayasa protein, amobilisasi enzim dan penambahan 

aditif (Dey et al., 2016; Far et al., 2020). Modifikasi kimia adalah cara yang 

ampuh dan efektif untuk meningkatkan fungsi biokatalis tersebut (Gunnoo and 

Madder, 2016; Verdasco-Martín et al., 2016). Modifikasi kimia untuk mencapai 

stabilitas enzim masih banyak diminati meskipun banyak teknik yang lebih 

modern dalam rekayasa genetika dan protein, karena relatif sederhana dan biaya 

murah.  

 

Penelitian Yandri et al., (2012), melakukan modifikasi kimia menggunakan 

sitrakonat anhidrida terbukti dapat meningkatkan stabilitas termal enzim α-

amilase dari bakteri Bacillus subtilis ITBCCB148. Hasil penelitian lainnya yang 

dilaporkan oleh Amalia, (2016) memperoleh hasil yang sama yaitu modifikasi 

kimia menggunakan sitrakonat anhidrida berhasil meningkatkan stabilitas enzim 

selulase dari bakteri Bacillus subtilis ITBCCB148. Modifikasi kimia 

menggunakan sitrakonat anhidrida telah dilakukan oleh Febriyanti, (2019) pada 

enzim α-amilase dari A. fumigatus. Enzim hasil pemurnian mempunyai pH 5,5 
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dan suhu optimum 50 ͦ C. Enzim hasil modifikasi dengan penambahan 20 μL 

sitrakonat anhidrida memiliki pH optimum 5,5 sedangkan penambahan 30 μL dan 

40 μL sitrakonat anhidrida memiliki pH optimum 4,5 dengan suhu optimum 55 ͦ C 

untuk ketiga penambahan tersebut. Terjadi peningkatan waktu paruh dan ΔGi serta 

penurunan nilai ki enzim α-amilase hasil modifikasi dibandingkan dengan enzim 

hasil pemurnian. Hal ini menunjukkan bahwa enzim hasil modifikasi kimia dapat 

meningkatkan stabilitas enzim terhadap pH dan suhu. 

 

Pada penelitian ini dilakukan isolasi, pemurnian dan modifikasi kimia enzim α-

amilase dari A. fumigatus menggunakan senyawa sitrakonat anhidrida dengan 

variasi konsentrasi yang berbeda dan diharapkan akan diperoleh peningkatan 

stabilitas enzim setelah dimodifikasi yang lebih baik dari penelitian sebelumnya.  

 

 

 

1.2. Tujuan Penelitian 

 

Adapun tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

a. Memperoleh enzim α-amilase dari A. fumigatus dengan aktivitas dan tingkat 

kemurnian yang tinggi. 

b. Meningkatkan kestabilan enzim α-amilase dari A. fumigatus melalui 

modifikasi kimia menggunakan sitrakonat anhidrida. 

 

 

 

1.3. Manfaat Penelitian 

 

Adapun manfaat dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

a. Memberikan informasi tentang enzim α-amilase hasil pemurnian dari A. 

fumigatus.  

b. Memberikan informasi tentang pengaruh modifikasi kimia menggunakan 

sitrakonat anhidrida terhadap stabilitas enzim α-amilase dari A. fumigatus.  

c. Memperoleh enzim α-amilase dari A. fumigatus dengan kestabilan yang tinggi 

sehingga dapat digunakan untuk produksi dalam proses industri. 



 
 

 

 

 

 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

 

2.1. Enzim 

 

 

Enzim merupakan protein yang berperan sebagai katalis  dalam proses biokimia. 

Enzim sangat diperlukan dalam industri, sehingga kebutuhan enzim semakin pesat 

setiap  harinya, sesuai dengan kemajuan industri yang mengaplikasikan enzim, 

teknologi fermentasi, dan  rekayasa genetika. Kinerja enzim dalam mempercepat 

reaksi sebesar 108  sampai dengan 1011 kali lebih cepat dibandingkan jika tanpa 

enzim. Pengolahan limbah-limbah organik tidak harus dilakukan dengan cara 

mengaplikasikan enzim saja, tetapi sebaiknya untuk mempercepat proses, maka 

pada limbah organik tersebut terkandung  mikroorganisme indigenusnya (Kartika 

dan Ibrahim, 2021). 

 

 

 

2.1.1. Faktor yang Mempengaruhi Reaksi Enzim 

 

Laju reaksi yang dikatalisis enzim dipengaruhi oleh Murray et al., (1999):  

 

a) Suhu  

Suhu rendah yang mendekati titik beku biasanya tidak merusak enzim. Pada 

suhu dimana enzim masih aktif, kenaikan suhu sebanyak 10oC yang 

menyebabkan keaktifan menjadi 2 kali lebih besar sehingga akan 

meningkatkan laju reaksi sampai titik yang melebihi hambatan energi untuk 

merusak interaksi nonkovalen yang mempertahankan struktur tiga dimensi 

enzim, yang kemudian akan menguraikan rantai polipeptida enzim dan 

akhirnya mengalami denaturasi, disertai hilangnya kemampuan katalitik 
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enzim. Enzim akan bekerja dengan baik pada suhu optimum. Di dalam tubuh 

manusia enzim akan bekerja optimum pada suhu sekitar 37oC.   

 

b) Konsentrasi Ion Hidrogen (pH)  

Aktivitas enzim sangat tergantung terhadap pH, oleh karena itu terdapat 

komponen asam dan basa dalam protein penyusun enzim. Sebagian besar 

enzim intrasel memperlihatkan aktivitas optimal pada nilai pH antara 5 dan 9. 

Hubungan aktivitas dengan konsentrasi ion hidrogen mencerminkan 

keseimbangan antara denaturasi enzim pada pH tinggi atau rendah.  

 

c) Konsentrasi Substrat  

Peningkatan konsentrasi substrat akan meningkatkan kecepatan awal untuk 

suatu enzim tipikal, hingga tercapai nilai maksimal, jika peningkatan lebih 

lanjut, konsentrasi substrat tidak meningkatkan kecepatan awal, enzim 

dikatakan “jenuh” oleh substrat. 

 

d) Konsentrasi Enzim  

Kecepatan reaksi enzim berbanding lurus dengan konsentrasi enzim. Makin 

besar jumlah enzim makin cepat reaksinya. Konsentrasi enzim tidak 

mempengaruhi harga Keq (suatu rasio berbagai konstanta laju reaksi), dapat 

dihitung dari konsentrasi substrat dan produk pada keseimbangan. 

 

e) Inhibitor  

Inhibitor dapat bersifat reversibel maupun irreversibel, inhibitor reversibel 

akan membentuk suatu kompleks dinamik yang dapat terlepas dari enzimnya, 

sedangkan inhibitor yang irreversibel akan memodifikasi enzim secara 

kimiawi. Modifikasi ini umumnya melibatkan pembentukan atau pemutusan 

ikatan kovalen dengan residu aminoasil yang esensial untuk mengikat 

substrat, katalisis atau mempertahankan konformasi fungsional enzim. Suatu 

enzim yang telah terikat oleh inhibitor irreversibel (misalkan atom logam 

berat atau reagen pengasil) biasanya tidak dapat kembali ke bentuk semula. 
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2.1.2. Teori Mekanisme Kerja Enzim 

 

Enzim mampu mempercepat reaksi dengan cara membentuk suatu keadaan 

transisi terstabilisasi melalui pembentukan enzim kompleks enzim substrat yang 

memiliki aktivitas lebih rendah. Energi aktivasi adalah energi yang tertinggi yang 

harus dicapai agar suatu reaksi dapat terjadi. Energi aktivasi jika lebih rendah 

maka lebih banyak molekul yang dapat mencapainya sehingga reaksi dapat 

berjalan lebih cepat.  

 

Terdapat dua teori mengenai mekanisme kerja enzim, yaitu lock and key dan 

induced fit.  

a. Model Lock and Key  

Model ini diajukan oleh Emil Fischer pada tahun 1894.  Pengikatan enzim-

substrat menurut model ini diasumsikan  bahwa sisi aktif enzim mempunyai 

struktur yang kaku yang  tepat sekali bentuk dan distribusi muatannya dengan 

substrat.  Masuknya substrat ke sisi aktif enzim dianologikan seperti  

masuknya kunci pada gemboknya.   

 

b. Model Induced Fit  

Daniel E. Koshland Jr mengusulkan  model yang lebih mutakhir untuk cara 

interaksi enzim dan  substrat. Model ini diajukan pada tahun 1958 yang 

dinamakan  model induced fit. Pada model ini sisi aktif enzim adalah  

‘kantong’ yang tidak kaku yang dapat dimasuki oleh substrat  yang tepat. Sisi 

aktif enzim adalah kantong fleksibel yang dapat  memperkirakan bentuk 

substrat. Ketika substrat memasuki sisi aktif enzim, sisi aktif mencocokkan 

dengan bentuk substrat. Pengikatan enzim-substrat terjadi karena bentuk sisi 

aktif enzim menyesuaikan dengan bentuk substrat menghasilkan pengikatan 

enzim-substrat yang sempurna cocok  “fit”. Agar terjadi interaksi enzim-

substrat, permukaan enzim dan substrat harus “saling mengisi” 

(complementary), sehingga membutuhkan kecocokan yang khusus yang 

menentukan apakah sebuah enzim akan berikatan dengan sebuah substrat  

tertentu dan melakukan reaksi kimia (Azhar, 2016).  
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Model pengikatan enzim-substrat lock and key dan induced fit ditunjukkan 

pada Gambar 1. 

 

 

 

Gambar 1. Model pengikatan enzim-substrat (a) lock and key dan  

(b) induced fit (Azhar, 2016). 

 

 

2.2. Kinetika Reaksi Enzim 

 

Kinetika enzim merupakan salah satu cabang ilmu enzimologi yang membahas 

faktor-faktor yang mempengaruhi laju reaksi. Konstanta Michaelis-Menten (KM) 

dan laju reaksi maksimum (Vmaks) merupakan parameter dalam kinetika reaksi 

enzim. 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 dkk., 2005). Persamaan Michaelis-Menten dan 

diagram Lineweaver-Burk ditunjukkan pada Gambar 2. 

 

Enzim + substrat 

Enzim + substrat 

Kompleks enzim-substrat 

Kompleks enzim-substrat 

+ 

+ 

(a) 

(b) 
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Gambar 2. Diagram Lineweaver-Burk (Lehninger, 2005). 

 

 

2.3. Stabilitas Enzim  

 

Stabilitas enzim dapat diartikan sebagai kestabilan aktivitas enzim selama 

penyimpanan dan penggunaan enzim tersebut, serta kestabilan terhadap berbagai 

senyawa yang bersifat merusak enzim seperti pelarut tertentu (asam atau basa) dan 

pengaruh suhu dan pH yang ekstrim atau kondisi-kondisi non fisiologis lainnya, 

untuk meningkatkan stabilitas enzim agar tetap tinggi, yaitu menggunakan enzim 

yang memiliki stabilitas enzim alami dan mengusahakan peningkatan stabilitas 

enzim yang secara alami tidak atau kurang stabil (Kazan et al., 1997). 
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Berikut faktor-faktor yang dapat mempengaruhi kestabilan enzim : 

a. Pengaruh Suhu  

Suhu yang terlalu rendah memiliki kemantapan enzim tinggi, tetapi 

aktivitasnya rendah. Aktivitas enzim tinggi pada suhu yang terlalu tinggi, 

tetapi kemantapannya rendah. Suhu enzim yang meningkat akan 

mempengaruhi kecepatan laju reaksi, namun hanya sampai batas tertentu dan 

dapat menyebabkan terjadinya denaturasi protein. Daerah suhu saat 

kemantapan dan aktivitas enzim cukup besar disebut suhu optimum untuk 

enzim tersebut (Wirahadikusumah, 2001). 

 

b. Pengaruh pH  

Semua reaksi enzim dipengaruhi oleh pH medium tempat reaksi terjadi. 

Stabilitas enzim dipengaruhi oleh banyak faktor seperti suhu, pH, pelarut, 

kofaktor dan kehadiran surfaktan. Pengaruh pH memegang peranan penting 

dari faktor-faktor tersebut. Diperkirakan perubahan keaktifan pH lingkungan 

disebabkan terjadinya perubahan ionisasi enzim, substrat atau kompleks 

enzim substrat. Enzim menunjukkan aktivitas maksimum pada kisaran pH 

optimum enzim dengan stabilitas yang tinggi. Pada reaksi enzimatik yang 

jauh dari rentang pH optimum menyebabkan sebagian besar enzim 

kehilangan aktivitas katalitiknya secara cepat dan irreversibel. Inaktivasi ini 

terjadi karena unfolding molekul protein sebagai hasil dari perubahan 

kesetimbangan elektrostatik dan ikatan hidrogen (Kazan et al., 1997). 

 

 

2.4. Enzim Amilase  

 

Amilase adalah yang menghidrolisis ikatan glikosidik yang ada dalam molekul 

pati untuk menghasilkan dekstrin dan oligosakarida. Dalam pati, ikatan α-1,4-

glikosidik dihidrolisis oleh amilase, yang dikenal sebagai hidrolase glikosida. 

Amilase pertama diisolasi pada tahun 1833 oleh Anselme Payen. Amilase terdapat 

dua jenis yaitu, ekso-amilase dan endo-amilase. Ekso-amilase menghidrolisis 

ujung pati yang tidak mereduksi. Endo-amilase menghidrolisis ikatan glikosidik 
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dalam molekul pati (Kamon et al., 2015). Dalam bioteknologi, amilase merupakan 

enzim penting, terutama diperoleh dari mikroba dan memiliki banyak aplikasi 

industri (Farooq et al., 2021). Amilase dikategorikan menjadi tiga subtipe α-

amilase, β-amilase, dan γ-amilase (Far et al., 2020). 

 

a. α-amilase 

Enzim α-amilase (EC 3.2.1.1) yang memiliki nama ilmiah yaitu 

α-1,4-glukan-4-glukanohidrolase. Enzim ini dapat disekresikan oleh hewan, 

tumbuhan, dan mikroorganisme. Substrat α-amilase adalah pati. Suhu dan 

kondisi lain sangat mempengaruhi aktivitas enzim. Enzim α-amilase bekerja 

secara optimal pada pH 7,0 serta memiliki struktur tiga dimensi yang 

membantunya mengikat substrat dan membuatnya sangat spesifik dalam 

aktivitasnya. Enzim α-amilase terdiri dari rantai oligosakarida tunggal yang 

mengandung 512 asam amino (Offen et al., 2015). Struktur enzim α-amilase 

ditunjukkan pada Gambar 3.  

 

 

Gambar 3. Struktur enzim α-amilase dari B. amyloliquefaciens  

(Paul et al., 2021). 

 

b. β-amilase 

Enzim β-amilase (EC 3.2.1.2.) berperan dalam menghidrolisis ikatan α-1,4-

glikosidik yang tidak mereduksi. Enzim ini tidak dapat menghidrolisis 

cabang-cabang yang ada dalam amilopektin atau glikogen. β-amilase aktif 

secara optimal pada kisaran pH 4,0-5,5. Biji tanaman, buah-buahan, dan 

kentang merupakan sumber utama β-amilase (Das and Kayastha, 2019). 
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c. γ-amilase  

Enzim γ-amilase (EC 3.2.1.3) memiliki fungsi utama yang tidak seperti 

amilase lain yaitu untuk menghidrolisis ikatan α-1,6-glikosidik, amilosa dan 

amilopektin non-pereduksi ikatan α-1,4-glikosidik sehingga menghasilkan 

glukosa. Lingkungan asam paling efektif untuk enzim γ-amilase berfungsi 

dengan baik, karena memiliki pH optimum 3 (Farooq et al., 2021). 

 

 

2.5. A. fumigatus  

 

A. fumigatus adalah jamur saprotrofik di mana-mana yang memainkan peran 

penting dalam mendaur ulang karbon dan nitrogen di bumi tetapi juga dapat 

menjadi patogen paru-paru yang mematikan. A. fumigatus juga termasuk jamur 

trimorfik dengan miselium vegetatif yang berkontribusi terhadap pembusukan 

bahan organik di tanah, konidia aseksual yang berperan atas penyebaran spesies 

melalui udara dan askospora dorman. Dinding sel A. fumigatus memiliki fungsi 

yang memungkinkan jamur untuk bertahan hidup di bawah lingkungan antagonis 

tetapi juga berperan penting dalam interaksi dengan sistem kekebalan mamalia. A. 

fumigatus tumbuh optimal pada suhu 37 oC (berkisar antara 15–55 oC) tetapi dapat 

bertahan hidup pada suhu 70 oC (Fang and Latgé, 2018). Jamur A. fumigatus 

ditunjukkan pada Gambar 4. 

 

 

Gambar 4. A. fumigatus (Gonçalves et al., 2020). 
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Menurut Fang and Latgé (2018), klasifikasi dari A. fumigatus adalah: 

 

Kingdom : Fungi 

Divisi  : Ascomycota 

Kelas   : Eurotiomycetes 

Orde  : Eurotiales 

Family  : Aspergillaceae 

Genus  : Aspergillus 

Spesies  : Aspergillus fumigatus 

 

Media PDA (Potato Dextrose Agar) biasanya digunakan untuk mengidentifikasi 

jamur jenis Aspergillus ini, karena jamur ini mampu hidup pada media dengan 

derajat keasamaan rendah dan kandungan gula yang tinggi. Media PDA ini 

merupakan salah satu media kultur yang paling umum dalam mendukung 

pertumbuhan pada berbagai jamur. A. fumigatus ditandai dengan koloni jamur 

yang berwarna hijau jamur berwarna hijau tua dengan pinggiran berwarna putih, 

diameter jamur sekitar 2-3 cm dan berbentuk bulat dengan tepian koloni rata serta 

permukaan halus, tekstur dari jamur tersebut seperti beludru (Gandi dkk., 2019).  

 

 

2.6. Isolasi dan Pemurnian Enzim  

 

Isolasi merupakan cara untuk memisahkan suatu zat dari campurannya, sehingga 

diperoleh zat yang murni. Menurut Duff and William (1996), enzim dapat 

diisolasi secara intraseluler dan ekstraseluler. 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. Enzim 

ini dikeluarkan dari sel, sehingga mudah untuk diisolasi dan dipisahkan dari 

pengotor lain serta tidak banyak bercampur dengan bahan-bahan sel lain (Pelczar 

dan Chan, 2007). 
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Faktor yang harus diperhatikan dalam pemurnian enzim yaitu faktor kualitas, 

kuantitas dan ekonomis.  

 Faktor kualitas yaitu perlu tindakan untuk mempertahankan aktivitas protein 

dengan cara mengurangi proteolisis dan denaturasi.  

 Faktor kuantitas yaitu pemakaian akhir dari protein murni akan menentukan 

kualitas enzim yang diperlukan. 

 Faktor ekonomis merupakan kunci penting bila akan dipakai dalam industri 

atau diterapkan dalam skala laboratorium.  

 

Proses pengisolasian dan pemurnian enzim berlangsung beberapa tahapan, yaitu: 

 

2.6.1.  Sentrifugasi  

 

Metode sentrifugasi termasuk metode pemisahan berdasarkan berat molekul. 

Ekstrak kasar enzim pada metode sentrifugasi akan terpisah dari dinding sel. 

Pemisahan terbagi menjadi dua yaitu supernatan yang memiliki berat molekul 

rendah dan pelet merupakan sel bakteri dengan berat molekul lebih berat sehingga 

akan mengendap pada saat proses sentrifugasi. Proses sentrifugasi dilakukan pada 

suhu 2-4°C. Suhu dingin pada proses sentrifugasi bertujuan agar protein dalam 

enzim tidak mengalami denaturasi akibat suhu tinggi (Nababan dkk., 2019). Sel-

sel mikroba biasanya mengalami sedimentasi pada kecepatan 5000 rpm selama 15 

menit (Walsh and Headon, 1994). 

 

 

2.6.2.  Fraksinasi  

 

Fraksinasi (purifikasi parsial) merupakan proses pengendapan secara bertahap. 

Metode yang sering dilakukan dalam proses pemekatan enzim adalah dengan 

menambahkan garam ke dalam larutan enzim, seperti garam natrium klorida, 

garam natrium sulfat maupun garam amonium sulfat. Prinsip pemekatan dengan 

garam berdasarkan pada kelarutan protein yang berinteraksi polar dengan molekul 

air, interaksi ionik protein dengan garam, dan daya tolak menolak protein yang 
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bermuatan sama. Meningkatnya kekuatan ion akan menyebabkan kelarutan enzim 

semakin besar yang disebut dengan salting in. Jika kandungan ion semakin tinggi 

akan menyebabkan kelarutan enzim menurun dan mengendap yang disebut 

dengan salting out (Wirahadikusumah, 2001). Molekul air yang berikatan dengan 

garam-garam semakin banyak yang menyebabkan penarikan selubung air yang 

mengelilingi permukaan protein. Peristiwa ini menyebabkan protein saling 

berinteraksi, beragregasi kemudian mengendap. Amonium sulfat merupakan 

garam yang paling sering digunakan untuk mengendapkan protein karena memilki 

daya larut tinggi di dalam air, relatif tidak mahal, dan kestabilan protein di dalam 

larutan amonium sulfat. 

 

 

2.6.3.  Dialisis  

 

Proses dialisis berlangsung selama 24 jam pada suhu rendah dengan penggantian 

buffer setiap 4-6 jam. Pergantian buffer dilakukan untuk menghindari 

ketidakstabilan distribusi molekul garam dan ion-ion yang ada di dalam dan luar 

kantong selofan, sedangkan proses dialisis dilakukan pada suhu dingin untuk 

mencegah terjadinya kerusakan protein enzim yang dimurnikan, karena sebagian 

besar protein dan enzim stabil pada suhu rendah. Prinsip dialisis adalah difusi, 

yaitu terjadinya perpindahan zat terlarut dari larutan berkonsentrasi tinggi ke 

larutan berkonsentrasi yang rendah. Konsentrasi buffer di luar membran selofan 

lebih rendah daripada konsentrasi buffer di dalam membran selofan sehingga 

amonium sulfat dapat berdifusi ke luar membran selofan dan terpisah dari enzim. 

Pada tahap dialisis juga terjadi proses pemisahan molekul berdasarkan ukuran 

melalui pori membran selofan. Pori ini memungkinkan molekul kecil, seperti 

pelarut, garam, dan metabolit kecil untuk berdifusi melintasi membran, sedangkan 

molekul yang lebih besar, seperti enzim akan tertahan di dalam membran selofan 

(Sinatari, 2013). Dialisis dapat dilihat pada Gambar 5. 
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Gambar 5. Dialisis (Voet and Voet, 2004). 

 

 

2.7. Uji Aktivitas Enzim α-Amilase  

 

a. Metode Fuwa 

Metode Fuwa Aktivitas α-amilase ditentukan dengan metode Fuwa yaitu 

berdasarkan pengurangan jumlah substrat pati yang terhidrolisis dan 

menghasilkan warna biru setelah penambahan iodin. Warna tersebut akan 

menyerap cahaya monokromatis pada λmaks 600 nm. Uji Fuwa merupakan uji 

yang paling spesifik untuk mengidentifikasi aktivitas enzim amilase karena 

waktu reaksi yang cukup singkat yaitu 10 menit inkubasi dan pati sebagai 

substrat (Fuwa, 1954). 

 

Iodin (I2) terperangkap dalam rantai spiral substrat (amilosa) menghasilkan 

larutan berwarna biru pada kontrol. Enzim sejak awal sudah diinaktivasi oleh 

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

larutan akan tetap berwarna biru. Enzim pada sampel akan mengikat substrat 

membentuk kompleks enzim-substrat. Kompleks tersebut akan bereaksi 

dengan larutan iodin membentuk larutan berwarna kuning yang dapat diukur 

Keadaan awal dialisis Keadaan kesetimbangan 

Membran 

dialisis 

Pelarut  

Konsentrasi 

larutan  
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secara spektrofotometri. Substrat yang semakin banyak 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. Enzim juga melepas ikatan spiral 

antara iodin dan substrat sehingga warna menjadi kuning bening (Fuwa, 

1954). 

 

b. Metode Mandels 

Metode Mandels didasarkan pada pembentukan produk (glukosa) hasil 

hidrolisis substrat pati yang akan mengalami oksidasi setelah penambahan 

reagen DNS menghasilkan larutan berwarna merah (Mandels et al., 1976). 

Warna tersebut akan menyerap cahaya monokromatis pada λmaks 510 nm. 

Kurva standar glukosa digunakan untuk menentukan kadar glukosa yang 

terbentuk. 

 

 

2.8. Penentuan Kadar Protein Metode Lowry  

 

Penentuan kadar protein bertujuan untuk mengetahui bahwa protein enzim masih 

terdapat pada tiap fraksi pemurnian (tidak hilang dalam proses pemurnian) dengan 

aktivitas yang atau tetap baik. Metode yang dapat digunakan untuk menentukan 

kadar protein adalah metode Lowry. Pengujian kadar protein dengan metode 

Lowry didasarkan pada pembentukan kompleks Cu2+ dengan ikatan peptida yang 

akan tereduksi menjadi Cu+ pada kondisi basa. Cu+ dan rantai samping tirosin, 

triftofan, dan sistein akan bereaksi dengan reagen folin-ciocalteau. 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 (Lowry et al., 1951). 
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2.9. Modifikasi Kimia  

 

Modifikasi kimia adalah salah satu metode yang dapat digunakan untuk 

meningkatkan stabilitas enzim yang larut dalam air (Yandri et al., 2012). 

Keuntungan yang didapat dengan metode ini dibandingkan dengan metode 

amobilisasi enzim adalah:  

1. Interaksi antara enzim dengan substrat tidak terhalangi oleh adanya matriks 

yang tidak larut, sehingga penurunan aktivitas enzim dapat ditekan.  

2. Pada proses amobil, mekanisme kerja enzim yang digunakan dalam bidang 

klinik selama interaksi dengan reseptor atau komponen lain dari membran 

seluler, kemungkinan berubah karena keberadaan matriks pendukung  

 

Modifikasi kimia enzim dengan senyawa berbobot molekul rendah merupakan 

metode paling sederhana yang dapat dilakukan. Proses modifikasi dilakukan 

dengan cara menginkubasi larutan enzim dengan larutan pemodifikasi, jika perlu 

enzim yang telah termodifiksi dipisahkan dari campuran dengan cara dialisis atau 

kromatografi kolom penyaringan molekul. Berdasarkan struktur enzim, gugus 

fungsi yang kemungkinannya bereaksi dengan zat pemodifikasi adalah gugus 

fungsi yang terletak pada permukaan, sementara gugus α-amino dari lisin 

merupakan gugus yang paling banyak dilibatkan, karena gugus ini paling 

melimpah dan paling mudah didekati dari rantai samping asam amino suatu enzim 

(Janecek, 1993).  

 

Cara untuk mendapatkan enzim hasil modifikasi kimia dengan ikatan kovalen 

yang stabil menurut Mozhaev et al., (1990) adalah:  

1. Modifikasi dengan pereaksi bifungsional (ikatan silang dari gugus fungsi 

pada permukaan).  

2. Modifikasi dengan pereaksi nonpolar (peningkatan interaksi hidrofobik). 

3. Penambahan gugus bermuatan atau gugus polar baru (penambahan ikatan 

hidrogen atau ionik).  

4. Hidrofilisasi permukaan protein (mencegah terjadinya kontak antara gugus 

hidrofobik dengan air yang tidak disukai). 
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Penggunaan modifikasi kimia untuk mencapai stabilitas enzim masih banyak 

diminati meskipun banyak teknik yang lebih modern dalam rekayasa genetika dan 

protein, karena relatif sederhana, penggunaan yang tidak terbatas, dan biaya 

murah. Hidrolisis pati di industri tetap mahal karena waktu, upaya dan energi 

yang dibutuhkan untuk gelatinisasi dan pendinginan sebelum sakarifikasi molekul 

pati. Amilase stabil dalam kondisi alkali relevan dalam industri kertas, tekstil dan 

deterjen. Asilasi menggunakan sitrakonat anhidrida menyebabkan turunan enzim 

yang lebih basa dan termostabil dari amilase sakarifikasi pati dari A. carbonarius. 

Meskipun kedua proses (sitrakonilasi dan maleilasi) meningkatkan stabilitas 

amilase sakarifikasi, sitrakonilasi memiliki efek yang lebih jelas terbukti dari studi 

termoinaktivasi pada suhu tinggi (Nwagu et al., 2020).  

 

 

 

2.10. Sitrakonat Anhidrida 

 

Sitrakonat anhidrida merupakan reagen spesifik yang digunakan untuk memblok 

gugus amino pada residu lisin. Modifikasi kimia menggunakan sitrakonat 

anhidrida secara khusus mampu memodifikasi struktur lisin pada permukaan 

enzim (Yandri et al., 2012). Sitrakonat anhidrida juga disebut 2-metil maleat 

anhidrida (C5H4O3) karena struktur kimianya adalah anhidrida siklik dari asam 

karboksilat alifatik yang dapat digunakan untuk modifikasi enzim untuk mencapai 

stabilisasi enzim.  

 

Reaksi modifikasi ini diawali dengan pembukaan cincin sitrakonat anhidrida 

dengan suasana basa yakni pada pH 8 dan kemudian gugus karbonil dari 

sitrakonat anhidrida berikatan dengan gugus amino pada residu lisin (Khajeh et 

al., 2004). Reaksi yang terjadi antara sitrakonat dengan gugus amina suatu protein 

ditunjukkan pada Gambar 6. 
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Gambar 6. Modifikasi menggunakan sitrakonat anhidrida (Khajeh et al., 2004). 
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III. METODE PENELITIAN 

  

 

 

 

3.1. Waktu dan Tempat 

 

Penelitian ini telah dilakukan pada bulan Februari-Juli 2022 di Laboratorium 

Biokimia, Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam 

Universitas Lampung yang berlokasi di Jl. Prof. Dr. Ir. Sumantri Brojonegoro 

No.1, Gedong Meneng, Kec. Rajabasa, Kota Bandar Lampung, Lampung 35141. 

  

 

 

3.2. Alat dan Bahan 

 

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain: Spektrofotometer UV-

Vis Cary Win UV 32, LAF (laminar air flow) CRUMA model 9005-FL, 

autoclave model S-90N, mikropipet Eppendroff, neraca analitik, lemari pendingin, 

alat-alat gelas, jarum ose, pembakar spiritus, sentrifuga, tabung sentrifuga, oven, 

shaker inkubator, waterbath, oven, inkubator, pH meter, magnetic stirrer, botol 

film, dan botol plastik. 

 

Bahan-bahan yang digunakan adalah pati jagung, PDA (Potato Dextrose Agar) 

(Himedia), (NH4)2SO4 (Merck), KH2PO4 (Merck), CaCl2 (Merck), MgSO4, urea, 

FeSO4.7H2O, ZnSO4.7H2O, CoCl2, pepton (Himedia), NaOH (Merck), glukosa, 

Na(K)-Tartarat, NaH2PO4, Na2HPO4, reagen folin-ciocalteu (Sigma-Aldrich), 

pereaksi DNS (dinitrosalisilic acid) (Himedia), fenol, Na2S2O3, HCl (Merck), KI 

(Merck), I2, Na2CO3, CuSO4.5H2O, BSA (Bovine Serum Albumin), sitrakonat 

anhidrida (Merck), akuades, kantong selofan, kapas sumbat, kasa, kertas, karet, 

aluminium foil, alkohol 70%, tisu, kertas saring, dan es batu.  
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Mikroorganisme penghasil enzim α-amilase yang digunakan pada penelitian ini 

adalah A. fumigatus yang diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan 

Biologi, Universitas Lampung. 

 

 

  

3.3. Prosedur Penelitian 

 

3.3.1.  Pembiakan Isolat A. fumigatus 

a. Pembuatan media agar miring 

Sebanyak 3,9 gram PDA dan 0,1 gram pati jagung dilarutkan dalam 100 mL 

akuades lalu dipanaskan, lalu dituangkan dalam tabung reaksi sebanyak 5 

mL. Tabung reaksi ditutup dengan sumbat kapas dan disterilkan media dalam 

autoclave pada suhu 121° C, tekanan 1 atm selama 15 menit. Tabung reaksi 

disimpan dalam posisi miring sampai media mengeras. 

 

b. Pembiakan A. fumigatus 

Pembiakan dilakukan dengan diambil satu tarikan ose biakan murni A. 

fumigatus lalu ditusuk ke permukaan media agar miring. Proses  dilakukan 

dalam laminar air flow yang telah disterilisasi dengan sinar UV. Media agar 

yang telah mengandung isolat diinkubasi selama beberapa hari dalam 

incubator pada suhu 37°C (Yandri et al., 2022). 

 

 

 

3.3.2.  Pembuatan Media Inokulum dan Fermentasi, Inokulasi A. fumigatus  

 dan Produksi Enzim α-Amilase 

 

a. Pembuatan media inokulum dan fermentasi 

Media inokulum digunakan sebagai medium adaptasi awal pertumbuhan dan 

medium perkembangbiakan jamur pada media cair tanpa terjadinya produksi 

enzim. Media fermentasi digunakan sebagai medium pertumbuhan dan 

perkembangbiakan disertai produksi enzim. Media inokulum dibuat dengan 

cara menimbang bahan-bahan yang terdiri dari KH2PO4 5 gram, (NH4)2SO4 

3,5 gram, MgSO4.7H2O 0,75 gram, pepton 1,875 gram, urea 0,75 gram, 
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CaCl2 0,75 gram, FeSO4.7H2O 0,0125 gram, ZnSO4.7H2O 0,0035 gram, 

CoCl2 0,005 gram dan pati jagung 1,875 gram, selanjutnya semua bahan 

dilarutkan dalam 250 mL buffer fosfat 0,05 M pH 6,5 dalam labu Erlenmeyer 

500 mL dan disterilisasi menggunakan autoclave pada suhu 121°C, tekanan 1 

atm selama 15 menit (Yandri et al., 2022).  

 

b. Inokulasi A. fumigatus 

Sebanyak 3 ose biakan A. fumigatus dari media agar miring dipindahkan ke 

dalam media inokulum secara aseptis, lalu dikocok dalam shaker incubator 

dengan kecepatan 125 rpm pada suhu 32°C selama 24 jam (Yandri et al., 

2022). 

 

c. Produksi enzim α-amilase 

Produksi enzim α-amilase dilakukan dengan cara memindahkan sebanyak 2% 

media inokulum dari volume media fermentasi ke dalam media fermentasi 

secara aseptis lalu diletakkan pada shaker incubator dengan kecepatan 125 

rpm pada suhu ruang selama 112 jam (Yandri et al., 2022). 

 

 

 

3.3.3. Isolasi Enzim α-Amilase 

 

Isolasi enzim α-amilase dilakukan menggunakan metode sentrifugasi. Prinsip 

sentrifugasi berdasarkan kecepatan sedimentasi dengan cara pemutaran. 

Sentrifugasi digunakan untuk memisahkan enzim ekstraseluler dari sisa-sisa sel. 

Sentrifugasi dilakukan pada suhu rendah (di bawah suhu kamar) untuk menjaga 

kehilangan aktivitas enzim (Suhartono, 1992). Enzim dapat dipisahkan dari 

komponen sel lainnya dengan menggunakan sentrifugasi pada kecepatan 5000 

rpm selama 20 menit. Filtrat yang diperoleh merupakan ekstrak kasar enzim 

(Yandri et al., 2022). Tahap selanjutnya akan dilakukan pengujian aktivitas 

dengan Spektrofotometer UV-Vis metode Fuwa dan diukur kadar protein dengan 

metode Lowry. 
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3.3.4. Pemurnian Enzim α-Amilase 

 

a. Fraksinasi menggunakan amonium sulfat 

Ekstrak kasar enzim yang diperoleh selanjutnya dimurnikan dengan cara 

fraksinasi menggunakan garam amonium sulfat (NH4)2SO4 pada berbagai 

derajat kejenuhan yaitu (0-20)%; (20-40)%; (40-60)%; (60-80)%; dan (80-

100)%. Skema fraksinasi dengan amonuim sulfat dapat dilihat pada Gambar 

7. 

 

Ekstrak Kasar Enzim 

+ ( NH4)2SO4 (0-20%) 

 

Endapan(F1)  Filtrat 

+ (NH4)2SO4 (20-40%) 

 

Endapan(F2) Filtrat 

+ (NH4)2SO4 (40-60%) 

 

Endapan(F3) Filtrat 

+ (NH4)2SO4 (60-80%) 

 

Endapan(F4)  Filtrat 

+ (NH4)2SO4 (80-100%) 

 

 Endapan(F5) Filtrat 

 

 

Gambar 7. Skema fraksinasi dengan amonium sulfat. 

 

 

Ekstrak kasar enzim ditambahkan garam amonium sulfat secara perlahan 

sambil diaduk dengan magnetic stirer. Endapan protein enzim yang 

didapatkan pada tiap fraksi kejenuhan amonium sulfat dipisahkan dari 

filtratnya dengan sentrifugasi dingin pada kecepatan 5000 rpm selama 15 
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menit. Endapan yang diperoleh selanjutnya dilarutkan dengan buffer fosfat 

0,025 M pH 6,5 dan diuji aktivitasnya dengan metode Fuwa serta diukur 

kadar proteinnya dengan metode Lowry untuk mengetahui fraksi-fraksi mana 

yang terdapat enzim α-amilase dengan aktifitas spesifik yang tertinggi. Filtrat 

yang didapat dari fraksi 0-20% digunakan untuk diendapkan kembali dengan 

fraksi kejenuhan 20-40% dengan prosedur yang sama hingga fraksi kejenuhan 

80-100% (Yandri et al., 2022).  

 

b. Dialisis 

 

Endapan enzim dari hasil fraksinasi kemudian dimurnikan dengan cara 

dialisis melalui membran semipermeabel (kantong selofan) menggunakan 

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

dialisis, dilakukan pergantian buffer setiap 4-6 jam agar konsentrasi ion-ion di 

dalam selofan dapat dikurangi. Proses ini dilakukan secara kontinyu sampai 

ion-ion di dalam selofan dapat diabaikan, untuk mengetahui bahwa sudah 

tidak ada lagi ion-ion garam dalam selofan, maka diuji dengan menambahkan 

larutan Ba(OH)2 atau BaCl2 di luar selofan. Endapan putih BaSO4 bila 

terbentuk di luar selofan, maka ion sulfat telah berhasil dikeluarkan dari 

dalam selofan. Tahap selanjutnya dilakukan uji aktivitas dengan metode 

Fuwa dan diukur kadar proteinnya dengan metode Lowry. 

 

 

 

3.3.5. Uji Aktivitas Enzim α-Amilase dan Penentuan Kadar Protein 

 

a. Metode Fuwa 

 

1. Pembuatan Pereaksi untuk Pengukuran Aktivitas α-Amilase Metode Fuwa 

(Fuwa, 1954). 

 

a) Pereaksi iodin: KI sebanyak 2 gram dimasukkan dalam labu takar 100 

mL dan dilarutkan dalam akuades 10 mL, lalu 0,2 gram I2 dimasukkan 

dan ditambahkan akuades hingga tanda batas miniskus. 

b) Larutan pati: pati 0,1 gram dilarutkan dalam akuades 100 mL dan 
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dipanaskan hingga larut. 

c) Larutan HCl 1N: 12N HCl pekat diencerkan menjadi 1N dengan 

memasukkan sebanyak 8,3 mL HCl pekat dalam labu ukur 100 mL dan 

ditambahkan akuades hingga batas miniskus. 

 

2. Pengujian Aktivitas Enzim α-Amilase Metode Fuwa  

 

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

ini berdasarkan pada 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 

HCl 1N dan kemudian ditambahkan 0,25 mL pereaksi iodin dan 4 mL 

akuades. Campuran yang telah diaduk rata, serapannya diukur menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis pada λmaks 600 nm. Kontrol dibuat dengan cara yang 

sama hanya menggunakan 0,25 mL enzim yang telah diinaktivasi 

menggunakan HCl. 

 

 

b. Metode Mandels 

 

1. Pembuatan Pereaksi untuk Pengukuran Aktivitas α-Amilase metode Mandels 

Sebanyak DNS (dinitrosalisilic acid) 1%, NaOH 1%, fenol 0,2%, Na2SO3 

0,05%, Na(K)tartarat 40% dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL. 

Kemudian dilarutkan dengan akuades hingga tanda batas (Mandels et al., 

1976). 

 

2. Pengujian Aktivitas Enzim α-Amilase Metode Mandels 

Metode ini berdasarkan glukosa yang terbentuk (Mandels et al., 1976). 

Sebanyak 0,25 mL enzim dan 0,25 mL larutan pati 0,1% dicampur lalu 

diinkubasi selama 30 menit pada suhu 60°C, selanjutnya ditambahkan 1 mL 

pereaksi DNS dan dididihkan selama 10 menit pada penangas air. Larutan 

dibiarkan hingga suhu ruang dan ditambahkan 1,5 mL akuades, lalu serapan 

diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada λmaks 510 nm. 
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c. Penentuan Kadar Protein Metode Lowry 

 

1. Pembuatan Pereaksi untuk Penentuan Kadar Protein Metode Lowry 

 

Uji kadar protein α-amilase dengan metode Lowry diawali dengan pembuatan 

pereaksi. 

1. Pereaksi A : 2 gram Na2CO3 dilarutkan dalam 100 mL  

   NaOH 0,1 N. 

2. Pereaksi B : 5 mL larutan CuSO4.5H2O 1% ditambahkan  

   5 mL larutan Na(K)-Tartarat 1%. 

3. Pereaksi C : 2 mL pereaksi B ditambah 100 mL pereaksi A. 

4. Pereaksi D : reagen folin ciocalteu diencerkan dengan  

   akuades 1:1. 

5. Larutan standar : larutan BSA (Bovine Serum Albumin) dengan  

   kadar 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, dan 140 ppm. 

 

2. Penentuan Kadar Protein Enzim α-Amilase Metode Lowry 

 

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

Sebanyak 0,1 mL larutan enzim ditambah dengan 0,9 mL akuades. Lalu 

direaksikan dengan 5 mL pereaksi C, dibiarkan selama 10 menit pada suhu 

ruang. Pereaksi D sebanyak 0,5 mL selanjutnya ditambahkan dengan cepat 

dan diaduk dengan sempurna, didiamkan selama 30 menit pada suhu ruang. 

0,1 mL enzim diganti dengan akuades untuk kontrol, lalu perlakuannya sama 

seperti sampel. Serapannya diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis 

pada  λmaks 750 nm. Kadar protein enzim dapat ditentukan menggunakan 

kurva standar BSA (Bovine Serum Albumin) dan perhitungan metode Lowry 

(Lowry et al., 1951). 
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3.3.6. Modifikasi Kimia Enzim α-Amilase Menggunakan Sitrakonat 

Anhidrida 

 

Residu lisin pada suatu enzim secara spesifik dapat dimodifikasi menggunakan 

reagen sitrakonat anhidrida. Sebanyak 10 mL enzim hasil pemurnian dalam 10 

mL larutan buffer fosfat pH 8 ditambahkan 40 μL reagen sitrakonat anhidrida 

secara bertahap, lalu diaduk menggunakan magnetic stirer selama 60 menit. 

Penambahan reagen sitrakonat anhidrida dilakukan dengan variasi volume sebagai 

berikut : 40, 50, dan 60 μL yang dilakukan dengan prosedur sama (Khajeh et al., 

2004). 

 

 
3.3.7. Karakterisasi Enzim α-Amilase 

 

a. Penentuan pH optimum  

Penentuan pH optimum enzim sebelum dan sesudah dimodifikasi 

menggunakan larutan penyangga fosfat 0,05 M dengan pH yang bervariasi, 

yaitu 4,5; 5; 5,5; 6; 6,5; 7; 7,5 dan 8. Suhunya dijaga tetap pada 60°C, 

kemudian aktivitas enzim diukur dengan metode Mandels. 

b. Penentuan suhu optimum  

Penentuan suhu optimum enzim sebelum dan sesudah modifikasi, dilakukan 

dengan memvariasikan suhu yaitu 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 dan 80°C selama 

30 menit pada pH optimum, lalu dilanjutkan dengan pengukuran aktivitas 

enzim dengan metode Mandels. 

 

c. Penentuan nilai KM dan Vmaks 

 Konstanta  Michaelis-Menten (KM) dan laju reaksi maksimum (Vmaks) enzim 

sebelum dan sesudah modifikasi ditentukan dengan memvariasikan 

konsentrasi substrat 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 dan 1% dengan suhu dan pH 

optimum yang telah ditentukan selama 30 menit, selanjutnya data aktivitas 

enzim dengan konsentrasi substrat diplotkan ke dalam kurva Lineweaver-

Burk untuk penentuan KM dan Vmaks. 
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d. Penentuan stabilitas termal dan stabilitas pH enzim 

Uji stabilitas termal enzim sebelum dan sesudah modifikasi dilakukan dengan 

mengukur aktivitas sisa enzim setelah diinkubasi selama 0, 10, 20, 30, 40, 50, 

60, 70, 80, 90 dan 100 menit pada pH dan suhu optimumnya (Virdianingsih, 

2002). 

 

Aktivitas sisa = 
Aktivitas enzim pada ti

Aktivitas enzim pada t0
  x 100% 

 

e. Penentuan waktu paruh (t½), 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]o) dan aktivitas sisa enzim pada ti ([E]i), yaitu: 

 

ln = 
[𝐸]𝑖

[𝐸]0
 – ki  t1

2⁄  

 

Penentuan perubahan energi akibat denaturasi (ΔGi) enzim murni dan enzim 

modifikasi, diturunkan dari persamaan termodinamika (Kazan et al., 1997): 

 

ΔGi = -RT ln 
𝑘𝑖 .ℎ

𝑘𝑏.𝑇
 

 

Keterangan: 

R : Konstanta gas ideal (8,315 J K-1 mol-1)  

T : Suhu absolut (K) 

ki : Konstanta laju inaktivasi termal 

h : Konstanta Planck (6,625 x 10-34 J det)  

kb : Konstanta Boltzman (1,381 x 10-23 J K-1) 
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Diagram alir yang dilakukan pada penelitian ini dapat ditunjukkan pada Gambar 8. 

 

 

  

 

- Fraksinasi dengan amonium 

sulfat 

- Dialisis 

- Uji aktivitas metode Fuwa 

- Uji kadar protein metode Lowry 

 

 

 

 

- Modifikasi kimia dengan  

sitrakonat anhidrida  

 

 

 

 

 

 

 

- Penentuan pH optimum 

- Penentuan suhu optimum 

- Penentuan KM dan Vmaks 

- Penentuan stabilitas termal 

- Uji aktivitas metode Mandels 

 

 

 

 

Gambar 8. Diagram alir penelitian 

  

Ekstrak kasar enzim α-amilase 

Enzim hasil pemurnian 

Enzim hasil modifikasi 

dengan sitrakonat 

anhidrida 40, 50 dan 60 μL 

Enzim hasil 

pemurnian 

Hasil 



 
 

 

 

 

 

 

V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

5.1. Simpulan 

 

Berdasarkan pembahasan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan 

bahwa: 

1. Aktivitas spesifik enzim α-amilase hasil pemurnian meningkat sebanyak 

13,410 kali dibandingkan dengan ekstrak kasar enzim. 

2. Enzim hasil pemurnian mempunyai pH optimum 5; 50°C; KM = 3,011 

mg/mL substrat; Vmaks = 35,461 μmol/mL.menit, dengan nilai ki = 0,0179 

menit-1; t1/2 = 38,715 menit; dan ΔGi = 104,261 kJ/mol. 

3. Enzim hasil modifikasi menggunakan sitrakonat anhidrida 40 μL memiliki 

pH optimum 6 sedangkan 50 μL dan 60 μL memiliki pH optimum 5,5; 

60ºC; nilai KM berturut-turut adalah 4,568; 5,026; dan 5,221 mg/mL 

substrat; nilai Vmaks adalah 27,701; 25,773; dan 25,707 μmol/mL.menit. 

4. Uji stabilitas termal enzim hasil modifikasi menggunakan sitrakonat 

anhidrida 40, 50, dan 60 μL secara berturut- turut memiliki nilai ki = 0,0027; 

0,0023; dan 0,0021 menit-1; t1/2 = 256,667; 301,304; dan 330,000 menit; dan 

nilai ΔGi = 109,584; 110,028; dan 110,279 kJ/mol, hasil penurunan nilai ki, 

peningkatan t1/2 dan nilai ΔGi menunjukkan bahwa stabilitas termal enzim 

modifikasi lebih baik dibandingkan enzim hasil pemurnian.  

5. Enzim α-amilase dari jamur A. fumigatus yang telah dimodifikasi 

menggunakan sitrakonat anhidrida dengan variasi penambahan 40, 50, dan 

60 μL meningkatkan stabilitas termal sebesar 6,6-8,5 kali dengan tingkat 

stabilitas terbaik pada penambahan 60 μL sitrakonat anhidrida. 
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5.2. Saran  

 

Dari pembahasan hasil penelitian yang diperoleh, maka disarankan untuk 

meningkatkan konsentrasi sitrakonat anhidrida serta interval pH, suhu atau waktu 

pada penelitian selanjutnya sehingga dapat diperoleh perbandingan enzim hasil 

pemurnian dan hasil modifikasi yang lebih lebar, menjaga suhu penyimpanan 

enzim pada keadaan dingin agar tidak terjadi denaturasi.  
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