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ABSTRAK 

 

 

PENINGKATAN KESTABILAN ENZIM α-AMILASE DARI Aspergillus 

fumigatus DENGAN PENAMBAHAN ZAT ADITIF MANITOL DAN 

IMOBILISASI MENGGUNAKAN MATRIKS HIBRID ZEOLIT-KITIN 

 

 

Oleh 

 

Ella Gita Silviana 

 

 

Kestabilan enzim terhadap suhu dan pH merupakan faktor yang sangat 

penting di industri. Pada umumnya enzim hanya mampu bekerja pada kondisi 

fisiologis dan tidak tahan pada kondisi suhu dan pH yang ekstrem. Penelitian ini 

bertujuan untuk meningkatkan kestabilan enzim α-amilase dari Aspergillus 

fumigatus dengan penambahan zat aditif menggunakan variasi konsentrasi manitol 

0,5; 1,0; dan 1,5 M serta imobilisasi menggunakan matriks hibrid zeolit-kitin. 

Enzim α-amilase diisolasi dengan sentrifugasi dan dimurnikan dengan cara 

pengendapan menggunakan garam amonium sulfat kemudian didialisis.  

Hasil penelitian menunjukkan enzim α-amilase hasil pemurnian memiliki 

tingkat kemurnian sebesar 17 kali lebih besar dibandingkan ekstrak kasar enzim. 

Uji stabilitas termal enzim hasil pemurnian setelah diinkubasi pada suhu 50°C dan 

pH optimum 6 selama 100 menit memiliki aktivitas sisa sebesar 17,08% dengan 

waktu paruh (t½) sebesar 37,07 menit.  

Uji stabilitas termal enzim α-amilase hasil penambahan zat aditif setelah 

diinkubasi pada suhu optimum 60°C dan pH optimum 5,5 selama 100 menit 

mempunyai aktivitas sisa berturut-turut sebesar 55,9; 64,9; dan 40,2% dengan 

stabilitas enzim meningkat berturut-turut sebesar 3,2; 4,5; dan 2,1 kali lebih besar 

(t½ berturut-turut sebesar 119,51; 169,06; serta 78,32 menit) dibandingkan enzim 

hasil pemurnian.  

Uji stabilitas termal enzim α-amilase hasil imobilisasi menggunakan matriks 

hibrid zeolit-kitin setelah diinkubasi pada suhu optimum 60°C dan pH optimum 5 

selama 100 menit memiliki aktivitas sisa sebesar 67,30% dengan stabilitas enzim 

meningkat sebesar 4,7 kali lebih besar (t½ sebesar 173,29 menit) dibandingkan 

enzim hasil pemurnian. Pemakaian berulang enzim α-amilase hasil imobilisasi 

dapat mempertahankan aktivitas sisa sebesar 47,54% setelah digunakan sebanyak 

6 kali pengulangan. 

 

Kata kunci:  imobilisasi, zeolit-kitin, manitol, α-amilase, Aspergillus fumigatus.
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ABSTRACT 

 

 

INCREASING THE STABILITY OF THE ENZYME α-AMYLASE FROM 

Aspergillus fumigatus BY ADDITION OF MANITOL ADITIVE 

SUBSTANCE AND IMMOBILIZATION USING ZEOLITE-CHITIN 

HYBRID MATRIX 

 

By 

 

Ella Gita Silviana 

 

 

The stability of enzymes to temperature and pH is a very important factor in 

industry. In general, enzymes are only able to work in physiological conditions 

and cannot withstand extreme temperature and pH conditions. This research 

aimed to increase the stability of α-amylase enzyme from Aspergillus fumigatus 

with the addition of additives using mannitol concentration variation of 0.5; 1.0; 

and 1.5 M and immobilization using zeolite-chitin hybrid matrix. The α-amylase 

enzyme was isolated by centrifugation and purified by precipitation using 

ammonium sulfate salt, then further dialysed. 

  

The results showed that the purified α-amylase enzyme had a purity level 17 times 

greater than the crude enzyme extract. Thermal stability test of purified enzyme 

after incubated at 50°C and optimum pH 6 for 100 minutes had residual activity of 

17.08% with half-life (t½) of 37.07 minutes. 

  

Thermal stability test of α-amylase enzyme from the addition of additives after 

incubation at an optimum temperature of 60°C and an optimum pH of 5.5 for 100 

minutes had residual activity of 55.9; 64.9; and 40.2%, respectively, with enzyme 

stability increased by 3.2; 4.5; and 2.1 times greater (t½ of 119.51; 169.06; and 

78.32 minutes, respectively) than the purified enzyme.  

  

The thermal stability test of the immobilized α-amylase enzyme using a zeolite-

chitin hybrid matrix after incubation at an optimum temperature of 60°C and an 

optimum pH of 5 for 100 minutes had a residual activity of 67.30% with enzyme 

stability increasing by 4.7 times greater ( t½ of 173.29 minutes) compared to the 

purified enzyme. Repeated use of the immobilized α-amylase enzyme can 

maintain residual activity of 47.54% after 6 repetitions of use. 

 

Keywords:  immobilization, zeolite-chitin, mannitol, α-amylase, Aspergillus  

fumigatus.
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

 

1.1. Latar Belakang 

Peran enzim sebagai biokatalis semakin meluas di bidang industri pangan, tekstil, 

dan farmasi.  Enzim mampu bekerja secara spesifik dan selektif (Zhang et al., 

2021).  Selain itu, penggunaan enzim juga lebih ramah lingkungan dan bekerja 

dengan baik pada kondisi normal (Yandri et al., 2023).  Beberapa enzim yang 

banyak digunakan dalam industri yaitu nuklease, protease, lipase, polimerase, dan 

amilase (Yandri et al., 2022b).  Enzim amilase dapat diklasifikasi menjadi tiga, 

yaitu α-amilase, β-amilase, dan glukoamilase.  Enzim α-amilase adalah salah satu 

enzim yang banyak digunakan dalam industri, termasuk dalam sakarifikasi pati, 

pengolahan makanan, produksi bir, dan farmasi (Nangin dan Sutrisno, 2015). 

 

Enzim α-amilase memecah ikatan α-1,4 glikosidik secara acak di sepanjang rantai 

polimer pati menghasilkan glukosa, maltosa, dan dekstrin (Yandri et al., 2022a).  

Umumnya enzim ini hanya dapat bekerja pada kondisi fisiologis yaitu pada pH 

antara 6,9–7,0 dan suhu antara 37–40°C (Zhang et al., 2021).  Pada industri, 

enzim α-amilase diharapkan mampu bekerja secara optimum pada suhu 60–125°C 

dan pH yang asam ataupun basa.  Penelitian Yandri dkk. 2020a danYandri dkk. 

2020b telah mendapatkan enzim α-amilase yang stabil pada suhu serta pH yang 

ekstrem melalui metode penambahan zat aditif menggunakan senyawa alkohol 

polihidrat (poliol), sedangkan dengan metode imobilisasi menggunakan matriks 

organik, anorganik, maupun hibrid telah berhasil dilakukan oleh Yandri et al. 

2022a; Yandri et al. 2022b; dan Yandri et al. 2023.  Keunggulan utama dari 

metode imobilisasi adalah kemampuan enzim untuk dapat digunakan secara 

berulang (Yandri et al., 2022a), sedangkan metode penambahan zat aditif 
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menggunakan senyawa poliol hanya memerlukan prosedur yang sederhana 

(Yandri dkk., 2020a; Yandri dkk., 2020b). 

 

Sorbitol, gliserol, dan manitol adalah senyawa poliol yang dapat meningkatkan 

stabilitas enzim (Yandri dkk., 2009; Yandri dkk., 2020a; Yandri dkk., 2020b; 

Riwu, 2022).  Penambahan sorbitol dengan konsentrasi 0,5; 1,0; dan 1,5 M 

mampu meningkatkan stabilitas enzim α-amilase berturut-turut sebesar 1,2; 1,8; 

dan 1,5 kali (waktu paruh 37,6; 48,8; dan 39,8 menit) dibanding enzim hasil 

pemurnian, yaitu 26,5 menit (Yandri dkk., 2020b).  Sedangkan penambahan 

gliserol dengan konsentrasi 0,5; 1,0; dan 1,5 M dapat meningkatkan stabilitas 

enzim α-amilase berturut-turut sebesar 1,2; 1,4; dan 1,7 kali dengan 

masing-masing waktu paruh sebesar 157,5; 182,3; dan 223,5 menit dibanding 

enzim hasil pemurnian, yaitu 133,3 menit (Yandri dkk., 2020a).  Pada penelitian 

ini, dilakukan metode penambahan zat aditif manitol untuk meningkatkan 

kestabilan enzim α-amilase.   

 

Imobilisasi enzim merupakan proses pengikatan atau penahanan molekul enzim 

secara fisik pada suatu material (matriks) yang tidak larut dalam air.  Dalam 

penelitian ini digunakan imobilisasi dengan metode fisika (Hwang and Gu, 2013; 

Robinson, 2015; Zdarta et al., 2018).  Imobilisasi dengan metode fisika cenderung 

tidak mengubah struktur enzim karena enzim hanya teradsorpsi pada permukaan 

matriks yang tidak larut dalam air (Zhang et al., 2021).  Namun, metode ini 

memiliki kelemahan, yaitu enzim dapat terlepas dari matriks selama reaksi apabila 

pemilihan matriks tidak sesuai (Yandri et al., 2022a).  Pemilihan matriks yang 

sesuai sangat penting untuk mengoptimalkan kinerja enzim yang diimobilisasi 

(Yandri et al., 2020).  Contoh matriks yang dapat digunakan adalah kitin (matriks 

organik) dan zeolit (matriks anorganik).  

 

Kitin merupakan senyawa organik yang tidak larut dalam air, stabil secara termal, 

memiliki gugus amida dan gugus hidroksil.  Beberapa gugus fungsi dalam kitin 

tersebut dapat membentuk ikatan non-kovalen dengan enzim menghasilkan 

interaksi hidrofobik.  Interaksi hidrofobik akan membuat struktur enzim 
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mengalami pelipatan (folding), sehingga struktur enzim terjaga dari terbukanya 

rantai polipeptida (unfolding).  Selain itu interaksi ini juga membuat matriks dapat 

diregenerasi (Yandri et al., 2022b).  Pada tahun 2023, Yandri et al. telah 

melaporkan bahwa imobilisasi enzim α-amilase dari jamur A. fumigatus 

menggunakan kitin dapat meningkatkan stabilitas enzim sebesar 1,5 kali enzim 

hasil pemurnian.  Enzim hasil imobilisasi pada kitin juga masih mempunyai 

aktivitas sisa sebesar 46% setelah digunakan 6 kali pemakaian.  

 

Zeolit merupakan matriks pendukung berbahan anorganik yang stabil secara 

termal dengan struktur berpori.  Struktur pori zeolit dapat mengadsorpsi enzim, 

sehingga memberikan tempat untuk enzim berinteraksi dan terikat secara fisik 

pada permukaan zeolit.  Hal ini membantu melindungi enzim dari perubahan 

lingkungan eksternal yang dapat merusak struktur dan aktivitas katalitik enzim 

(Zhang et al., 2021).  Pada penelitian Yandri et al. (2022b), imobilisasi enzim 

α-amilase dari jamur A. fumigatus pada matriks zeolit dapat meningkatkan 

stabilitas enzim sebesar 2,38 kali lipat dibandingkan enzim hasil pemurnian.  

Enzim hasil imobilisasi pada zeolit juga masih mempunyai aktivitas sisa sebesar 

13,8% setelah 5 kali pemakaian. 

 

Sintesis matriks hibrid zeolit-kitin diharapkan mampu menjadi matriks imobil 

yang lebih unggul dalam meningkatkan kestabilan enzim dibandingkan dengan 

penggunaan zeolit ataupun kitin saja (Yandri et al., 2022a).  Penelitian ini 

merupakan penelitian lanjutan dari penelitian Yandri et al., 2020b dan Yandri et 

al., 2023.  Enzim α-amilase hasil pemurnian ditingkatkan kestabilannya dengan 

metode penambahan zat aditif manitol dan imobilisasi menggunakan matriks 

hibrid zeolit-kitin, sehingga enzim tersebut dapat dijadikan alternatif untuk 

aplikasi di industri.   
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1.2. Tujuan Penelitian 

Tujuan penelitian ini adalah: 

1. Mendapatkan enzim α-amilase hasil pemurnian dari jamur A. fumigatus 

dengan tingkat kemurnian yang tinggi. 

2. Mendapatkan enzim α-amilase hasil penambahan zat aditif menggunakan 

manitol dan hasil imobilisasi menggunakan hibrida zeolit-kitin dengan 

kestabilan yang lebih tinggi dari enzim hasil pemurnian. 

 

 

1.3. Manfaat Penelitian 

Adapun manfaat penelitian ini yaitu enzim α-amilase dari A. fumigatus yang 

diimobilisasi menggunakan hibrida zeolit-kitin dan hasil penambahan zat aditif 

manitol meningkat kestabilannya serta dapat digunakan dalam bidang industri.
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

 

2.1. Enzim α-Amilase 

Enzim merupakan biokatalisator yang memiliki spesifitas serta selektivitas yang 

tinggi pada suatu reaksi.  Enzim mendukung program kimia hijau yang 

memungkinkan reaksi kimia berlangsung pada suhu dan tekanan yang lebih 

rendah serta bersifat biodegradable (Zhang et al., 2021).  Penggunaan enzim 

sebagai katalis dalam industri memiliki keuntungan sebagai berikut: ramah 

lingkungan, bekerja dengan baik pada kondisi ringan, memiliki toksisitas rendah, 

mengurangi waktu dan biaya produksi serta dapat meningkatkan kualitas produk 

(Zhang et al., 2021). 

Beberapa enzim yang terlibat dalam industri antara lain protease, lipase, 

polimerase, nuklease, dan amilase (Yandri et al., 2022a).  Enzim amilase dapat 

dikelompokkan menjadi α-amilase, β-amilase, dan glukoamilase.  Enzim 

glukoamilase dapat memecah ikatan α-1,4 glikosidik dalam amilosa, amilopektin, 

dan glikogen, selain itu dapat juga menghidrolisis ikatan α-1,6 dan α-1,3, 

meskipun pemecahan ikatan tersebut sangat lambat.  Enzim β-amilase merupakan 

enzim yang memecah ikatan α-1,4-glikosidik pati dari luar molekul dan 

menghasilkan unit-unit maltosa dari ujung non pereduksi pada rantai polisakarida.  

Aktivitas enzim akan terhenti bila pada ikatan α-1,6-glikosidik seperti yang 

terdapat pada amilopektin atau glikogen,.  Kerja enzim α-amilase cenderung lebih 

cepat dibanding β-amilase, hal ini dikarenakan enzim α-amilase dapat bekerja 

memecah ikatan α-1,4-glikosidik pada bagian tengah, sedangkan β-amilase hanya 

pada bagian ujung rantai yang tidak mengandung gugus aldehid maupun keton 

(Nangin dan Sutrisno, 2015). 
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Enzim α-amilase telah banyak diaplikasikan dalam berbagai bidang industri, 

mulai dari makanan dan minuman, bahan kimia, farmasi, peralatan medis, 

biosensor, kertas dan pulp, kulit, tekstil, deterjen, kosmetik, pakan ternak dan 

biofuel. 

 

Enzim α-amilase (α-1,4-glukan-4-glukanohidrolase, EC 3.2.1.1) memecah ikatan 

α-1,4 glikosidik dalam polimer pati, menghasilkan glukosa, maltosa, dan dekstrin 

(Vogel and May, 2019).  Pada enzim α-amilase yang berasal dari Aspergillus 

oryzae, pemecahan dibantu oleh tiga residu asam amino yaitu Glu230, Asp297, 

dan Asp206 (Gee et al., 2021).  Tahapan pertama merupakan pengikatan substrat 

oleh Asp297.  Tahap selanjutnya yaitu Glu230 dalam bentuk asam akan 

mendonorkan proton ke oksigen pada ikatan glikosidik substrat.  Produk dari 

reaksi tersebut adalah sebuah ion oksokarbonium pada keadaan transisi yang 

diikuti dengan pembentukan kovalen intermediet.  Molekul H2O kemudian 

menyerang ikatan kovalen antara oksigen dan residu Asp206.  Asam glutamat 

kemudian menerima H dari molekul H2O dan residu Asp206 membentuk gugus 

hidroksil baru pada molekul glukosa yang ditunjukkan pada Gambar 1 (Nangin 

dan Sutrisno, 2015).   

 

 

 

 

Gambar 1. Ilustrasi mekanisme pemecahan pati oleh enzim α-amilase dari 

A. oryzae (Gee et al., 2021; Nangin dan Sutrisno, 2015). 

 

Enzim α-amilase umumnya dapat diisolasi secara ekstraseluler dari jamur 

Aspergillus.  Jamur A. fumigatus dapat beradaptasi dengan berbagai senyawa 

Glu230 

Asp206 Asp297 

Glu230 Glu230 

Asp206 
Asp297 

Asp297 

Asp206 
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organik untuk metabolismenya dan tidak memerlukan nutrisi khusus (Yandri et 

al., 2023). 

 

 

2.2. Jamur Aspergillus fumigatus 

Jamur A. fumigatus berhasil diisolasi dari tanah lalu dibiakkan dalam media 

Potato Dextrose Agar (PDA) yang mengandung pati 0,5 % selama 120 jam 

(Nwagu and Okolo, 2011).  Pada penelitian Nwagu and Okolo (2011), enzim 

amilase dari A. fumigatus dihasilkan pada pH optimum 6,0 selama 96 jam dalam 

media berisi pati 1% dan nitrogen organik 1,5%.  Enzim tersebut tetap stabil pada 

pH 4,5.  Aktivitas hidrolitik tertinggi adalah saat enzim bereaksi dengan pati dari 

ubi jalar, kentang dan singkong.  Menurut Ratnasri et al. (2018), isolat A. 

fumigatus menghasilkan koloni berwarna hijau (Gambar 2). 

 

 
 

Gambar 2. Jamur A. fumigatus. 

 

Jamur A. fumigatus memiliki pertumbuhan yang cepat, mudah dikembangbiakkan, 

mudah ditemukan di alam, menghasilkan enzim dalam waktu singkat dengan 

jumlah yang besar, tidak bergantung musim, kondisi optimum reaksi yang mudah 

diatur, dan mudah dimusnahkan setelah pemakaian (Brahmachari et al., 2017).  

A. fumigatus berpotensi menjadi penghasil enzim komersial (Ratnasri et al., 

2018).  Beberapa enzim komersial, seperti urease, laktase, karbonat anhidrase, 

peroksidase, dan amilase memerlukan tambahan kofaktor anorganik atau organik 

untuk dapat mencapai aktivitas katalitik pada pH dan suhu yang optimum (Yandri 

Jamur A. fumigatus 
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et al., 2022b).  Berbagai cara yang dapat dilakukan untuk mempertahankan 

stabilitas enzim α-amilase, yaitu melalui metode modifikasi kimia, metode 

imobilisasi, dan metode penambahan zat aditif (Lestari dkk., 2011). 

 

 

2.3. Zat Aditif 

Zat aditif adalah zat yang ditambahan ke dalam reaksi untuk tujuan tertentu.  Zat 

aditif dikelompokkan dalam beberapa kelompok, yaitu substrat atau koenzim, ion 

logam, garam dan anion, polimer, gula, poliol serta aditif lainnya (Lestari dkk., 

2011).  Beberapa aditif yang telah diketahui dapat mempertahankan stabilitas 

enzim diantaranya adalah gula (sukrosa dan laktosa), garam-garam (amonium 

disulfida) dan macam-macam polimer, serta poliol (gliserol, sorbitol dan manitol) 

(Costa et al., 2002).  Peningkatan stabilitas enzim oleh senyawa poliol disebabkan 

gugus hidroksil dari poliol dapat melakukan interaksi hidrofobik dengan enzim, 

sehingga konformasi enzim menjadi lebih rigid (Lestari dkk., 2011).  Interaksi 

hidrofobik berperan pada pengikatan antara substrat dengan enzim (Wulandari 

dan Hendarmin, 2010).  Interaksi ini sangat penting dalam menjaga struktur enzim 

agar terjadi pelipatan (folding) (Yandri dan Wulandari, 2009) membentuk 

konformasi dan menjaga stabilitas enzim (Wulandari dan Hendarmin, 2010), 

sehingga tidak terjadi pembukaan rantai polipeptida (unfolding) (Yandri dan 

Wulandari, 2009).  Yandri dkk., (2020a) dan Yandri dkk., (2020b) telah berhasil 

meningkatan stabilitas enzim α-amilase menggunakan metode penambahan zat 

aditif.   

 

 

2.4. Penambahan Zat Aditif 

Penambahan zat aditif merupakan salah satu cara yang dapat dipilih untuk 

meningkatkan kestabilan enzim karena metodenya yang sederhana (Yandri dkk., 

2020a).  Penambahan zat aditif menggunakan gliserol dapat melindungi struktur 

enzim α-amilase dari A. fumigatus dari pengaruh eksternal (suhu, pH, dan 

interaksi dengan air).  Hal ini akan menyebabkan konformasi protein menjadi 

terjaga dari kemungkinan unfolding, sehingga enzim menjadi stabil pada kondisi 

ekstrem.  Sorbitol juga memiliki beberapa kelebihan, di antaranya yaitu, dapat 
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meningkatkan stabilitas, mempertahankan konformasi enzim dan menjaga struktur 

enzim dari degradasi oleh suhu (Yandri dkk., 2020b).  Namun demikian pada 

batas konsentrasi tertentu, zat aditif mempunyai efek denaturasi yang kuat (Lestari 

dkk., 2011), sehingga perlu ditentukan konsentrasi zat aditif yang optimum dari 

zat aditif (senyawa poliol) tersebut.  Senyawa poliol lainnya yang dapat digunakan 

untuk meningkatkan stabilitas enzim adalah manitol.   

 

 

2.5. Manitol 

Manitol merupakan senyawa poliol dengan struktur enam atom karbon dan 

memiliki gugus hidroksil yang ditunjukkan pada Gambar 3 (Chen et al., 2020).  

Gugus hidroksil pada manitol akan berinteraksi dengan enzim membentuk ikatan 

hidrogen, sehingga air tidak dapat berinteraksi langsung dengan sisi aktif maupun 

pusat aktif enzim.  Hal tersebut menjaga struktur enzim dari pengaruh air yang 

dapat menyebabkan enzim mengalami denaturasi.  Residu asam amino non-polar 

juga mengalami unfolding, sehingga konformasi enzim menjadi lebih terjaga dan 

tahan terhadap kondisi ekstrem.  Manitol berbentuk serbuk hablur berwarna putih, 

tidak berbau, dan memiliki rasa manis (Riwu, 2022). 

 

 

Gambar 3. Struktur manitol. 

Manitol banyak diaplikasikan di industri makanan sebagai pemanis alami dan di 

bidang farmasi sebagai stabilisator.  Permintaan yang semakin meningkat 

terhadap manitol telah mendorong banyak penelitian mengenai pemanfaatannya 

(Chen et al., 2020), salah satunya sebagai zat aditif dalam meningkatkan 

kestabilan enzim.  Penggunaan zat aditif merupakan cara yang paling sederhana 

yang dapat dipilih untuk meningkatkan stabilitas enzim.  Namun, penambahan zat 

aditif ini tidak dapat mengatasi biaya produksi dalam industri skala besar, 
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sehingga diperlukan metode lain seperti metode imobilisasi agar enzim dapat 

digunakan secara berulang (Yandri et al., 2022b).   

 

 

2.6. Imobilisasi Enzim  

Imobilisasi enzim adalah proses pengikatan atau penahanan molekul enzim secara 

fisik pada suatu material (matriks) yang tidak larut dalam air.  Imobilisasi 

diklasifikasikan menjadi tiga jenis, yaitu: metode pengikatan (carrier-binding), 

metode ikatan silang (cross-linking), dan metode penjebakan (entrapment).  

Metode pengikatan dapat dilakukan melalui adsorpsi fisik, ikatan ionik, maupun 

ikatan kovalen (Hwang and Gu, 2013; Robinson, 2015; Zdarta et al., 2018).  

Keunggulan dari metode imobilisasi salah satunya adalah enzim masih memiliki 

aktivitas katalitik setelah pemakaian berulang kali (Robinson, 2015).  Penggunaan 

enzim imobilisasi dalam industri mempunyai beberapa keuntungan, di antaranya 

adalah dapat digunakan secara berulang, produknya tidak terkontaminasi oleh 

enzim, memudahkan proses pengendalian reaksi, dapat digunakan untuk analisis, 

serta meningkatkan stabilitas enzim (Yandri dan Suhartati, 2018).  Menurut 

Dwevedi (2016), metode imobilisasi enzim terbagi menjadi dua macam yaitu 

metode fisik dan kimia (Gambar 4). 

 

 

Gambar 4. Teknik umum metode imobilisasi enzim (Dwevedi, 2016). 

 

a. Metode kimia 

Pada metode ini terjadi pembentukan ikatan kovalen (interaksi kovalen, ikatan 

silang, dan ikatan ionik) antara enzim dengan matriks dan bersifat irreversibel. 

 

Metode 

Imobilisasi Enzim 

 

Metode 

Fisika 
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1. Interaksi kovalen 

Interaksi kovalen terjadi karena molekul enzim terikat secara langsung ke 

gugus hidroksil, amida, amino, ataupun karboksil pada matriks melalui reaksi 

kimia.  Metode imobilisasi ini melibatkan asam amino yang tidak berperan 

pada pusat aktif enzim maupun sisi aktif enzim.  Hal ini meminimalkan 

perubahan konformasi struktur tiga dimensi enzim dan membantu 

meningkatkan kestabilan enzim hasil imobilisasi terhadap kondisi yang 

ekstrem, denaturasi, serta pelarut organik (Yandri dan Suhartati, 2018). 

 

2. Ikatan silang 

Metode ikatan silang melibatkan pembentukan sejumlah ikatan kovalen antara 

enzim dan matriks menggunakan pereaksi multifungsional seperti 

glutaraldehida.  Gugus amino, gugus hidroksil, atau gugus imidazol dapat 

digunakan untuk mengikat enzim dalam kondisi lunak.  Keuntungan utama dari 

metode ini adalah sederhana, namun kerugian dalam metode ini adalah dapat 

terjadi inaktivasi enzim akibat pembentukan ikatan antara pusat aktif enzim 

dengan zat pengikat silang (Yandri dan Suhartati, 2018). 

 

3. Ikatan ionik 

Metode ini terjadi interaksi ionik antara molekul enzim dengan matriks 

bermuatan.  Metode ini bergantung pada pH larutan, konsentrasi enzim, dan 

suhu.  Matriks yang umum digunakan adalah turunan polisakarida, polimer 

sintetis, serta bahan anorganik.  Semakin tinggi kerapatan muatan permukaan 

pada matriks, maka semakin besar jumlah enzim yang terikat pada matriks dan 

juga dapat teradsorbsi pada matriks.  Metode imobilisasi enzim dengan cara 

ikatan ionik memiliki kesamaan dengan metode imobilisasi secara adsorpsi 

fisik.  Ikatan ionik cenderung lebih kuat dibandingkan adsorpsi fisik, namun 

kurang stabil jika kondisi lingkungan berubah (Yandri dan Suhartati, 2018). 

 

b. Metode fisika 

Prinsip dari metode fisika adalah pengikatan enzim pada matriks tertentu melalui 

kekuatan fisik yang melibatkan gaya Van der Waals, ikatan hidrogen, dan 
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interaksi hidrofobik serta prosesnya bersifat reversible.  Metode ini dapat 

mencakup berbagai teknik, yaitu metode penjebakan, mikroenkapsulasi, dan 

adsorpsi (Yandri dan Suhartati, 2018). 

 

1. Metode penjebakan 

Prinsip metode ini adalah penjebakan enzim secara fisik di dalam polimer.  

Enzim terperangkap di dalam matriks tanpa ikatan kimia yang kuat dengan 

matriks tersebut.  Hal ini memungkinkan terjadinya interaksi substrat dengan 

enzim dan pelepasan produk yang terbentuk, serta memungkinkan terjadinya 

interaksi berikutnya.  Metode ini memiliki beberapa keunggulan, yaitu 

sederhana, tidak ada perubahan sifat intrinsik enzim (aktivitas dan spesifitas), 

dan sebagian besar jenis matriks dapat digunakan.  Namun metode ini hanya 

dapat digunakan dalam jumlah enzim yang terbatas, mudah lepasnya interaksi 

enzim dengan matriks, dan hanya dapat menggunakan substrat atau produk 

berukuran kecil (Yandri dan Suhartati, 2018). 

 

2. Mikroenkapsulasi 

Pada metode ini, enzim diikatkan pada membran polimer semi permeabel.  

Enzim diimobilisasi dengan enkapsulasi memiliki luas permukaan sangat besar 

karena memiliki efisiensi katalitik yang tinggi.  Namun, dapat juga terjadi 

inaktivasi enzim, meskipun konsentrasi enzim tinggi (Yandri dan Suhartati, 

2018). 

 

3. Adsorpsi 

Pada metode adsorpsi, enzim terikat pada permukaan matriks melalui ikatan 

non-kovalen (interaksi hidrofobik, ikatan hidrogen, dan gaya Van der Waals).  

Metode ini sederhana dan mudah serta konformasi enzim tidak berubah.  

Matriks yang dapat digunakan dalam metode ini adalah senyawa anorganik 

yaitu, keramik, alumina, bentonit, kaca berpori dan silika, maupun senyawa 

organik yaitu, karbon aktif, kitosan, dekstran, gelatin, selulosa, pati, dan kitin 

(Yandri dan Suhartati, 2018). 
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2.7. Kitin 

Kitin berbentuk kristal berwarna putih kekuningan seperti yang ditunjukkan pada 

Gambar 5.  Kitin (poli-(β(1,4)-2-acetamide-2-deoxy-D-glucopironase)) adalah 

polisakarida linier yang dibentuk oleh monomer N-acetyl-D-glucosamine dalam 

posisi ikatan -β, dapat diisolasi dari krustasea eksoskeleton, serangga, dan 

invertebrata.   

 
Gambar 5. Bubuk kitin. 

 

Kitin tidak berbau dan tidak larut dalam air karena adanya ikatan hidrogen yang 

sangat kuat antara gugus N–H dengan gugus C=O dari rantai lain yang berdekatan 

(Dompeipen, 2017), sehingga dapat digunakan dalam metode imobilisasi.  Gugus 

amida (RCONH2) dan gugus hidroksil (–OH) dalam struktur kitin (Gambar 6) 

dapat mengalami interaksi dengan asam amino yang tidak berperan pada pusat 

aktif enzim maupun sisi aktif enzim membentuk ikatan hidrogen (Yandri et al., 

2023).  

 

 

 

 

 

Gambar 6. Struktur kitin. 

Matriks pendukung selain dari bahan organik, dapat juga berasal dari bahan 

anorganik (Yandri et al., 2022b), salah satunya yaitu zeolit. 
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2.8. Zeolit 

Zeolit merupakan bahan anorganik yang memiliki struktur berpori yang beragam, 

sifat permukaan yang dapat disesuaikan, stabilitas termal yang sangat baik, 

kecepatan adsorpsi tergantung pada ukuran partikel zeolit, kompatibilitas 

lingkungan yang baik dan biaya yang relatif rendah.  Zeolit sebagai matriks 

pendukung pada proses imobilisasi enzim, sehingga enzim dapat digunakan secara 

berulang, dapat meningkatkan stabilitas enzim (termasuk stabilitas termal, pH, 

dan penyimpanan), serta dalam beberapa keadaan dapat meningkatkan aktivitas 

katalitik enzim (Zhang et al., 2021). 

 

Permukaan zeolit dapat berinteraksi dengan enzim melalui interaksi hidrofobik, 

sehingga polipeptida melipat (folding) dan stabilitas enzim menjadi terjaga.  

Enzim dapat dilepaskan dari zeolit dan dapat digunakan kembali karena interaksi 

antara enzim dengan zeolit bersifat lemah dan reversible.  Pada dasarnya, 

kekuatan adsorpsi dapat diatur dengan mengubah komposisi atau sifat permukaan 

zeolit.  Rasio Si/Al atau SiO2/Al2O3 adalah salah satu faktor penting yang 

memengaruhi sifat permukaan.  Dalam aplikasi katalisis, semakin rendah rasio 

Si/Al (semakin tinggi kandungan aluminium), maka memiliki aktivitas katalitik 

yang tinggi karena aluminium bertindak sebagai situs aktif katalis, dan 

meningkatkan sifat hidrofilik karena aluminium menarik lebih banyak air.  Selain 

itu, heteroatom dalam kerangka zeolit juga dapat berkontribusi pada adsorpsi 

protein enzim.  Atom besi dalam kerangka Fe-ZSM-5 dan fosfat dalam fosfotase 

dapat meningkatkan hasil imobilisasi (Zhang et al., 2021). 

 

Zeolit yang digunakan dalam penelitian ini diperoleh dari Sigma Aldrich 

(Gambar 7).  Zeolit ini merupakan mineral aluminosilikat mikropori berkode seri 

CAS-No 1318-02, berbentuk bubuk, berwarna putih dan memiliki ukuran partikel 

sebesar <20μm, ukuran pori sebesar <10Å, dengan rasio Si/Al ≈ 1,3 (rendah).  

Zeolit berperan sebagai penyaring molekuler serta sebagai adsorben untuk 

berbagai jenis kation, seperti Na+, K+, Ca2+, Mg2+, dan lainnya (Zhang et al., 

2021).   
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Gambar 7. Struktur zeolit. 

 

Berbagai teknik digunakan untuk mengikat enzim pada permukaan zeolit melalui 

metode ikatan silang (crosslinking), penjebakan, dan adsorpsi (Gambar 8).  Gugus 

aktif yang sesuai juga dapat diaplikasikan pada zeolit melalui gugus hidroksil 

(Zhang et al., 2021).   

 

 

Gambar 8. Interaksi zeolit dengan enzim α-amilase (Zhang et al., 2021). 

 

Imobilisasi enzim pada permukaan zeolit menggunakan metode adsorpsi memiliki 

keunggulan yaitu mudah, cepat, reproduktibilitas yang baik, dan tanpa 

terkontaminasi senyawa beracun, sehingga sangat baik untuk membuat komposit 

zeolit-enzim.  Keunggulan ini sangat penting untuk standarisasi dan produksi 

dalam skala besar (Zhang et al., 2021).  Pada penelitian Yandri et al., (2022b), 

enzim α-amilase yang diisolasi dari jamur A. fumigatus telah berhasil 
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diimobilisasi menggunakan zeolit dengan metode adsorpsi.  Stabilitas enzim 

meningkat sebesar 2,38 kali lebih besar dari enzim hasil pemurnian, namun hanya 

dapat mempertahankan aktivitas sisa sebesar 13,8% setelah dilakukan 5 kali 

pengulangan hidrolisis pati (Yandri et al., 2022b).  Penggabungan matriks hibrid 

(zeolit dengan kitin) dapat meningkatkan kestabilan enzim, persen residu enzim, 

dan pemakaian berulang dibandingkan tanpa dilakukan hibrid (Yandri et al., 

2022a). 

 

 

2.9. Matriks Hibrid 

Matriks hibrid terdiri dari gabungan material organik dan anorganik.  Matriks 

hibrid menggabungkan keunggulan masing-masing karakteristik material 

penyusunnya antara lain sebagai adsorben, katalis, atau matriks pendukung pada 

imobilisasi enzim (Zdarta et al., 2018).  Keberhasilan metode imobilisasi dengan 

cara adsorpsi fisik ditentukan oleh ukuran dan luas permukaan matriks (Hwang 

and Gu, 2013; Robinson, 2015; Zdarta et al., 2018).  Material organik memiliki 

beberapa keunggulan, antara lain: fleksibel, ringan, dan mudah dibentuk 

(moldable).  Sedangkan material anorganik bersifat kuat, elastis, plastis, memiliki 

kestabilan termal, dan resisten terhadap zat kimia (Hwang and Gu, 2013).  

Penggunaan matriks hibrid membuat interaksi antara enzim dengan matriks 

menjadi lebih stabil, memberi ketahanan mekanik yang lebih baik, meningkatkan 

kestabilan termal, masa pemakaian berulang, dan masa penyimpanan enzim.   

 

Yandri et al. (2022b) telah melakukan penelitian mengenai enzim α-amilase yang 

diisolasi dari jamur A. fumigatus dan diimobilisasi dengan metode adsorpsi fisik 

pada matriks zeolit.  Enzim hasil imobilisasi meningkat stabilitasnya sebesar 2,38 

kali dibandingkan enzim hasil pemurnian.  Enzim hasil imobilisasi juga masih 

mempunyai aktivitas sisa sebesar 13,8% setelah 5 kali pengulangan.  Yandri et al. 

(2023) juga melakukan penelitian yang sama dengan mengganti matriks zeolit 

menggunakan kitin.  Enzim hasil imobilisasi meningkat stabilitasnya 1,5 kali dari 

enzim hasil pemurnian.  Pada pemakaian berulang enzim hasil imobilisasi masih 

mempunyai aktivitas sisa sebesar 46% setelah digunakan 6 kali pemakaian.   
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Matriks hibrid kitin-bentonit yang diamati dalam penelitian terbaru, 

mengkonfirmasi adanya peningkatan kapasitas adsorpsi dibandingkan bentonit 

murni dan kitin murni.  Begitu juga dengan zeolit-kitosan terjadi peningkatan 

kapasitas adsorpsi dibandingkan zeolit murni dan kitosan murni (Yandri et al., 

2022a).  Hal ini disebabkan matriks hibrid menggabungkan keunggulan 

masing-masing karakteristik material penyusunnya (Zdarta et al., 2018), sehingga 

interaksi antara matriks hibrid dengan enzim menjadi lebih stabil (Yandri et al., 

2022a).  Matriks hibrid zeolit-kitin dapat digunakan sebagai matriks pada metode 

imobilisasi untuk meningkatkan stabilitas enzim α-amilase.  Peningkatan stabilitas 

enzim α-amilase ditentukan dengan dilakukan uji aktivitas enzim α-amilase. 

 

 

2.10. Isolasi Enzim α-Amilase dengan Sentrifugasi 

 

Isolasi enzim dengan menggunakan sentrifugasi berdasarkan pada berat jenis 

molekul dengan cara memberikan gaya sentrifugal, sehingga substansi dengan 

berat jenis lebih besar akan mengalami gaya sentrifugal lebih besar kemudian 

mengendap di dasar, sedangkan substansi dengan berat jenis lebih kecil akan 

berada di atas (filtrat) karena mengalami gaya sentrifugal yang lebih kecil.  Sel 

mikroba ataupun jamur yang berukuran lebih besar dibandingkan enzim 

ekstraselulernya akan mengalami gaya sentrifugal yang lebih besar, sehingga sel 

akan mengendap dan enzim akan tetap pada bagian filtrat.  Sentrifugasi pada suhu 

dingin dapat meminimalkan kerusakan enzim (Sari dkk., 2013).   

 

Sentrifugasi dilakukan pada suhu 2–4°C agar enzim α-amilase tidak mengalami 

denaturasi akibat panas.  Hasil produksi α-amilase disentrifugasi pada kecepatan 

5.000 rpm selama 15–20 menit untuk memisahkan media yang mengandung 

α-amilase dari jamur A. fumigatus, sehingga dihasilkan filtrat (ekstrak kasar 

enzim) yang terbebas dari sel jamur A. fumigatus dan sisa-sisa media yang tidak 

larut (Yandri et al., 2023).  Untuk memperoleh enzim α-amilase yang lebih murni 

dari ektrak kasarnya dapat dilakukan pemurnian melalui metode fraksinasi dan 

dialisis. 
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2.11. Pemurnian Enzim α-Amilase 

Pemurnian enzim α-amilase bertujuan untuk memisahkan enzim α-amilase dari 

zat-zat pengotor yang tidak diinginkan.  Beberapa tahapan yang umum dilakukan 

dalam pemurnian enzim α-amilase, yaitu fraksinasi dengan amonium sulfat dan 

dialisis. 

 

a. Fraksinasi dengan Amonium Sulfat 

 

Pemurnian enzim menggunakan amonium sulfat bertujuan untuk 

memisahkan enzim dari zat-zat pengotor (Yandri et al., 2023).  Amonium 

sulfat digunakan untuk mengendapkan protein atau enzim karena 

kelarutannya tinggi dan tidak mempengaruhi struktur protein atau enzim 

(Wahyudiati, 2017).  Proses fraksinasi enzim atau protein menggunakan 

amonium sulfat dengan tingkat kejenuhan tertentu pada hakekatnya 

merupakan suatu proses pemurnian, karena sifat kelarutan protein yang 

berbeda dalam air.  Protein atau enzim yang sukar larut dalam air akan 

mengendap dengan konsentrasi amonium sulfat yang rendah (Yandri, dkk. 

2020).   

 

Keberadaan garam amonium sulfat dan ion-ion pengganggu akan 

menggangu proses pemurnian enzim lebih lanjut, sehingga dilakukan 

pemurnian lanjutan menggunakan dialisis untuk mengeluarkan garam 

amonium sulfat dan ion-ion pengganggu dari larutan enzim (Sari dkk., 

2013).   

 

b. Dialisis 

 

Garam amonium sulfat dan ion-ion pengganggu dikeluarkan dari larutan 

enzim melalui proses dialisis.  Proses dialisis dilakukan di lingkungan 

yang dingin untuk mengurangi terjadinya penurunan aktivitas enzim dan 

mencegah enzim terdenaturasi.  Pengadukan dengan kecepatan rendah 

agar mempermudah keluarnya molekul berukuran kecil dari kantong 

dialisis (selofan).  Pengisian larutan enzim dalam selofan tidak terlalu 
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penuh, karena volume larutan akan meningkat selama dialisis (Sari dkk., 

2013).  Enzim yang diperoleh dari dialisis memiliki kemurnian dan 

aktivitas yang cukup tinggi dibanding enzim hasil fraksinasi maupun 

ekstrak kasar.  Pada penelitian Ahmed et al. (2020), hasil uji aktivitas 

enzim α-amilase setelah dialisis sebesar 2411 U/mL, sedangkan ekstrak 

kasar sebesar 349 U/mL. 

 

 

2.12. Uji Kadar Protein dan Aktivitas Enzim α-Amilase 

Aktivitas enzim α-amilase dapat ditentukan menggunakan metode Fuwa dan 

metode Mandels.  Metode Fuwa menentukan aktivitas enzim α-amilase 

berdasarkan pada pengurangan jumlah substrat pati yang terhidrolisis (Lay dan 

Sugyo, 1992), sedangkan metode Mandels berdasarkan pada terbentuknya produk 

untuk penentuan data kinetika (Pujiaty dkk., 2018).  Kadar protein dalam enzim  

α-amilase ditentukan menggunakan metode Lowry (Purwanto, 2014). 

 

a. Penentuan Kadar Protein dengan Metode Lowry 

Metode Lowry merupakan pengembangan dari metode Biuret yang memiliki 

tingkat akurasi relatif tinggi.  Pada metode ini, reaksi yang terlibat adalah 

komplek Cu(II) protein akan terbentuk dalam suasana alkalis Cu(II) akan 

tereduksi menjadi Cu(I).  Ion Cu+ kemudian akan mereduksi reagen         

Folin-Ciocalteu, kompleks phosphomolybdotungstate, menghasilkan     

hetero-polymolybdenum blue akibat reaksi oksidasi aromatik (rantai samping 

asam amino) terkatalis Cu, yang memberikan warna biru intensif dan 

terdeteksi secara kolorimetri, mengabsorpsi pada panjang gelombang λmaks 

750 nm.  Metode ini relatif sederhana dan mudah diterapkan, biayanya relatif 

murah, dan menggunakan volume sampel dalam jumlah sedikit (Purwanto, 

2014).   
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b. Penentuan Aktivitas Enzim 

Penentuan aktivitas enzim α-amilase dengan Metode Fuwa berdasarkan pada 

pengurangan jumlah substrat (pati) yang terhidrolisis menjadi produk.  

Produk akhir yang dideteksi adalah pati sisa yang diukur dari berkurangnya 

intensitas warna antara pati dan iodin.  Pati sisa merupakan pati yang tidak 

terhidrolisis oleh enzim α-amilase, sedangkan pati yang terhidrolisis enzim 

α-amilase adalah pati awal dikurangi oleh pati sisa.  Banyaknya pati yang 

terhidrolisis sebanding dengan aktivitas unit enzim α-amilase (Yandri et al., 

2023).   

 

Apabila zat pati terhidrolisis oleh enzim α-amilase menjadi maltosa ataupun 

glukosa, maka tidak terbentuk spiral pada molekul pati, sehingga tidak 

menghasilkan larutan berwarna biru.  Pada larutan sampel, enzim 

menghidrolisis pati menghasilkan glukosa ataupun maltosa.  Glukosa ataupun 

maltosa akan mengikat iodin menghasilkan larutan bewarna kuning.  Apabila 

enzim α-amilase diinaktivasi oleh HCl, maka pati akan bereaksi dengan iodin, 

kemudian iodin terperangkap dalam rantai spiral pati membentuk kompleks 

heliks pati-iodin menghasilkan larutan berwarna biru-kehitaman pada larutan 

kontrol.  Aktivitas enzim dihitung sebagai fungsi absorbansi menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis pada λmaks 600 nm.  Metode Fuwa digunakan pada 

tahap isolasi dan pemurnian enzim α-amilase (Lay dan Sugyo, 1992).  

Inkubasi 10 menit pada metode Fuwa bertujuan membedakan aktivitas α-

amilase dengan β-amilase.  Enzim α-amilase cenderung lebih cepat kerjanya 

dibanding β-amilase (Nangin dan Sutrisno, 2015), sehingga apabila inkubasi 

dilakukan lebih dari 10 menit maka yang terukur adalah aktivitas β-amilase. 

 

Adapun metode Mandels digunakan dalam penentuan data kinetika (KM dan 

Vmaks) serta termodinamika (t½, ki, dan ΔGi) enzim α-amilase.  Metode 

Mandels didasarkan pada pembentukan produk (glukosa) hasil hidrolisis 

substrat pati yang akan mengalami oksidasi setelah penambahan pereaksi 

Dynitrosalisilic acid (DNS).  Pereaksi DNS digunakan untuk mengukur gula 

pereduksi yang diproduksi oleh mikroba atau enzim.  Reaksi gula pereduksi 
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dengan pereaksi DNS merupakan reaksi redoks.  Gugus aldehid pada rantai 

pati akan dioksidasi menjadi gugus karboksil, sedangkan DNS bertindak 

sebagai oksidator akan tereduksi membentuk asam 3-amino-5-nitrosalisilat.  

Apabila terdapat gula pereduksi pada sampel, maka pereaksi DNS yang 

awalnya berwarna kuning akan bereaksi dengan gula pereduksi menjadi 

warna jingga kemerahan dan reaksi ini berlangsung pada suasana basa dan 

suhu 100oC.  Semakin banyak komponen pereduksi pada sampel, maka akan 

semakin banyak molekul 3-amino-5-nitrosalisilat yang terbentuk, sehinga 

serapan pada panjang gelombang 510 nm akan semakin tinggi.  Aktivitas 

enzim amilase ditentukan oleh konversi nilai absorbansi (serapan) yang 

diperoleh dari kurva standar glukosa (Pujiaty dkk., 2018).  Hasil uji aktivitas 

enzim dengan metode Mandels dapat digunakan untuk menentukan kinetika 

reaksi enzim. 

 

c. Kinetika Reaksi Enzim  

Enzim memiliki sifat dan karakteristik yang spesifik.  Sifat spesifitas enzim 

terhadap substrat dinyatakan dengan nilai tetapan Michaelis-Menten (KM).  

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

merupakan parameter dalam kinetika reaksi enzim (Kamelia dkk., 2005).   

 

V0= 
Vmaks[S]

KM+[S] 
……………………………..….(1) 

1

V0
= 

KM+[S]

Vmaks+[S]
   ..…………………………....(2) 

1

V0
= 

KM

Vmaks
 

1

[S]
+

1

Vmaks
 ………………….…. (3) 

 

 

Persamaan 1 menyatakan laju reaksi enzimatik sebagai fungsi dari 

konsentrasi substrat.  Kemudian persamaan ini dikembangkan menjadi 

Persamaan 2 dan 3 yang dapat direpresentasikan pada Gambar 9 (Page, 

1997).  Nilai KM didefinisikan sebagai konsentrasi substrat tertentu pada saat 
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enzim mencapai setengah kecepatan maksimum.  Setiap enzim memiliki nilai 

Vmaks dan KM yang khas dengan substrat spesifik pada suhu dan pH tertentu 

(Kamelia dkk., 2005).  Nilai KM yang kecil menunjukkan bahwa kompleks 

enzim substrat memiliki afinitas tinggi terhadap substrat, sedangkan jika nilai 

KM suatu enzim besar maka enzim tersebut memiliki afinitas rendah terhadap 

substrat (Page, 1997). 

 

Gambar 9. Diagram Lineweaver-Burk. 

 

Enzim dinyatakan stabil apabila dapat mempertahankan struktur dan aktivitasnya 

selama masa penggunaan dan penyimpanan.  Kestabilan enzim meliputi 

kestabilan termal dan pH.  Kestabilan ini sangat penting terutama saat enzim 

diaplikasikan dalam industri yang kondisi kerjanya membutuhkan suhu dan pH 

ekstrem (Kazan et al., 1997).  Kestabilan enzim ditunjang oleh ikatan hidrogen, 

interaksi hidrofobik, dan distribusi residu asam amino.  Ikatan hidrogen memberi 

kontribusi ±1,3 kkal/mol untuk menjaga kestabilan enzim melalui donor dan 

akseptor hidrogen pada jarak < 3 Å.  Interaksi hidrofobik akan menghasilkan 

energi guna membentuk pelipatan (folding) enzim dalam air.  Pelipatan pada 

struktur tersier enzim akan melindungi sisi aktif enzim dari molekul air.  

Distribusi residu asam amino penyusun sisi aktif enzim dan interaksinya dalam 

struktur protein juga akan menunjang kestabilan termal enzim.  Jika enzim 

memiliki banyak residu asam amino yang terlindungi pada bagian dalam sisi 

hidrofobik maka enzim akan lebih stabil (Yandri dan Suhartati, 2018).  Kestabilan 

enzim dilihat dari penentuan kestabilan termal, waktu paruh (t½), perubahan 

energi bebas akibat denaturasi (ΔGi), dan konstanta laju inaktivasi (ki) (Kazan et 

al., 1997), seperti berikut: 
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 Kestabilan Termal  

Kestabilan termal enzim ditentukan dari aktivitas sisa enzim.  Enzim 

diinaktivasi pada suhu tinggi selama waktu tertentu melalui Persamaan 4. 

 

  Aktivitas sisa (%) = 
Ei

E0
 × 100%....……………….……….….....(4) 

Keterangan: E0 = aktivitas sisa enzim pada t0 atau tanpa inaktivasi; Ei = 

aktivitas sisa enzim setelah diinaktivasi selama waktu ti. 

 

 Konstanta Laju Inaktivasi Termal (ki)  

Mekanisme inaktivasi irreversible enzim berlangsung seperti berikut.  

Konstanta laju inaktivasi (ki) adalah konstanta yang menunjukkan 

perubahan konsentrasi enzim saat diinaktivasi selama waktu tertentu. 

Penentuan konstanta laju inaktivasi termal (ki) menggunakan Persamaan 5.  

 

   ln (
Ei

E0
) =  − ki  ×  t ……..……..……..……..……..........(5) 

Keterangan: ki = konstanta laju inaktivasi termal; E0 = aktivitas sisa enzim 

pada t0 atau tanpa inaktivasi; Ei = aktivitas sisa enzim setelah diinaktivasi 

selama waktu ti; dan ti = waktu inaktivasi. Nilai ki merupakan slope grafik 

laju inaktivasi termal enzim orde satu antara data ln (
Ei

E0
) terhadap ti 

(Kazan et al., 1997; Stahl, 1999).  

 

 Waktu Paruh (t½)  

Waktu paruh (t½) adalah waktu yang dibutuhkan enzim untuk meluruhkan 

substrat hingga enzim kehilangan setengah aktivitasnya (Kazan et al., 

1997). Waktu paruh dapat dihitung dari persamaan laju inaktivasi termal 

enzim orde satu menggunakan Persamaan 6. 

 

t1/2 =  
ln 2

ki 
 …..……..……..……..……..……...............(6) 
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Keterangan: ki = konstanta laju inaktivasi termal; dan t½ = waktu paruh 

(Kazan et al., 1997; Stahl, 1999).  Sedangkan untuk perubahan energi 

akibat denaturasi (ΔGi) enzim hasil pemurnian dan hasil penambahan zat 

aditif kimia dilakukan dengan menggunakan Persamaan 7 (Yandri et al., 

2020).   

 

 Perubahan Energi Bebas Akibat Denaturasi (ΔGi)  

Energi bebas akibat denaturasi (Gi) adalah energi bebas yang dibutuhkan 

untuk mendenaturasi enzim dari keadaan awal.  Penentuan nilai ΔGi 

menggunakan Persamaan 7. 

 

  ΔGi = - RT ln (
ki h

kB T
)………….……..……..…….............(7) 

 

Keterangan: R = konstanta gas ideal (8,315 JK-1 mol-1); T = suhu 

inaktivasi termal (K); ki = konstanta laju inaktivasi termal; h = konstanta 

Planck (6,625 x 10-34 J.detik); dan kB = konstanta Boltzman (1,381 x 10-23 

JK-1) (Kazan et al., 1997). 

 

Peningkatan waktu paruh menunjukkan bahwa enzim hasil imobilisasi 

membutuhkan waktu lebih lama untuk mengalami proses inaktivasi, sehingga 

dapat dikatakan enzim semakin stabil.  Penurunan nilai ki dan peningkatan nilai 

ΔGi pada enzim hasil imobilisasi disebabkan oleh kondisi enzim yang semakin 

rigid dan bertambahnya pelipatan (folding) pada struktur enzim sehingga 

kestabilan enzim meningkat (Kazan et al., 1997; Yandri dan Suhartati, 2018). 

 

d. Stabilitas Enzim 

Menurut Kazan et al. (1997), 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 ekstrem atau 
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kondisi non fisiologis lainnya.  Semua reaksi enzim dipengaruhi oleh pH medium 

tempat reaksi terjadi (Suhartono, 1999).  Stabilitas enzim dipengaruhi oleh 

banyak faktor seperti suhu, pH, pelarut, kofaktor, dan kehadiran surfaktan 

(Eijsink et al., 2005).  Perubahan pH lingkungan terhadap keaktifan enzim 

dikarenakan terjadinya perubahan ionisasi enzim, substrat atau kompleks enzim 

substrat.  Enzim menunjukkan aktivitas maksimum pada pH optimumnya dengan 

stabilitas yang tinggi (Winarno, 2002).  Pada reaksi enzimatik, sebagian besar 

enzim akan kehilangan aktivitas katalitiknya secara cepat dan irreversibel pada 

pH yang jauh dari rentang pH optimum untuk reaksi enzimatik.  Inaktivasi ini 

terjadi karena unfolding molekul protein sebagai hasil dari perubahan 

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

 

 

2.13.  Analisis Spektroskopi Fourier Transform Infra Red (FTIR) 

Fourier Transform Infra Red (FTIR) adalah teknik analisis kimia yang 

memanfaatkan interaksi antara materi dan radiasi inframerah.  Prinsip dasar FTIR 

adalah pengukuran absorpsi inframerah oleh sampel.  Molekul dalam sampel 

menyerap energi inframerah pada frekuensi tertentu yang tergantung pada ikatan 

kimia di dalamnya.  Ketika cahaya inframerah diserap oleh sampel, ikatan dalam 

molekul bergetar pada frekuensi yang sama dengan cahaya yang diserap.  Setiap 

ikatan mempunyai frekuensi yang karakteristik sebagai pita serapan.  Hal ini akan 

menghasilkan spektrum yang khas untuk setiap sampel sehingga mempermudah 

dalam identifikasi (Yudono, 2017).  

 

Instrumentasi dari FTIR, diawali dari energi inframerah diemisikan dari sumber 

kemudian berjalan melalui bagian optik dari spektrometer, lalu gelombang sinar 

berjalan melewati interferometer, kemudian sinar tersebut dipisahkan dan 

digabungkan lagi untuk menghasilkan suatu pola interferensi.  Gelombang sinar 

ditransmisikan dan diukur oleh detektor, kemudian detektor menghasilkan suatu 

interferogram yaitu suatu daerah yang menggambarkan pola interferensi Analog 

Digital Converter (ADC) dan mengubah pengukuran menjadi suatu formal digital 

yang digunakan oleh komputer.  Suatu Fast Fourier Transform (FFT) mengubah 
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interferogram menjadi suatu pita spektrum tunggal (single-beam spectrum) 

(Muyonga et al., 2004).  Spektrum inframerah yang diperoleh kemudian diplot 

sebagai intensitas fungsi energy dan bilangan gelombang (cm-1) yang memberikan 

informasi mengenai vibrasi molekul suatu gugus fungsi dalam sampel (Anam et 

al., 2007).  Adapun analisis spektroskopi FTIR material kitin, glutaraldehida, dan 

zeolit sebagai berikut. 

 

a. Analisis gugus fungsi pada kitin menggunakan spektroskopi FTIR  

Karakterisasi gugus fungsi pada kitin ditentukan pada bilangan gelombang 

4000–450 cm-1.  Spektrum FTIR kitin menunjukkan pita karakteristik pada 

kisaran 3436–3438 cm-1 disebabkan oleh vibrasi dari gugus –OH dan pita 

2145–2826 cm-1 merupakan vibrasi ikatan N–H.  Vibrasi karbonil (C=O) dari 

gugus amida terdapat pada bilangan gelombang 1627 cm-1.  Pita yang tajam pada 

1380 cm-1 adalah deformasi simetris dari CH3.  Pita serapan pada 1075–1082 cm-1 

menunjukkan vibrasi ikatan C–O–C di dalam cincin kitin (Rumengan et al., 

2017). 

 

b. Analisis gugus fungsi pada glutaraldehida menggunakan spektroskopi FTIR  

Mansur et al. (2008) telah melakukan penelitian mengenai karakteristik yang khas 

pada ikatan silang (crosslinking) dari glutaraldehida dan diilustrasikan pada 

Gambar 11.  Gugus C=O dari glutaraldehida muncul pada bilangan gelombang 

1710 cm-1.  Analisis gugus fungsi pada zeolit menggunakan spektroskopi FTIR  

Karakteristik yang khas dari zeolit murni adalah pita melebar dari gugus O–H 

yang meregang pada bilangan gelombang 3401 cm-1.  Puncak tajam dari 

aluminosilikat pada daerah 974 cm-1.  Pita serapan pada 794 cm-1 merupakan 

vibrasi dari ikatan Si–O dan Al–O (Bahari and Isahak, 2020). 

 

 

2.14. Analisis Spektroskopi Ultraviolet-Visible (UV-Vis) 

Prinsip kerja spektrofotometri UV-Vis adalah pengukuran absorbansi cahaya 

ultraviolet ataupun cahaya tampak oleh suatu sampel.  Molekul atau ion yang 

menyerap sinar ultraviolet akan mengalami transisi elektron dari keadaan dasar ke 
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tingkat energi yang lebih tinggi.  Empat jenis transisi elektronik yaitu *, 

n*, n*dan *.  Ikatan dan gugus fungsional yang menimbulkan 

penyerapan radiasi ultraviolet dan visible disebut kromofor.  Hubungan antara 

energi yang diserap dengan panjang gelombang absorpsi ditunjukkan pada 

Persamaan 8 (Yudono, 2017). 

E = h ×
𝑐

λ 
 ……..……..……..……..……..……................. (8) 

Keterangan:  E = energi (J), h = tetapan Planck (6,63 × 10−34 Js), c = kecepatan 

cahaya (3,8 × 108 m/s), dan λ = panjang gelombang (m). 

 

Analisis UV-Vis digunakan untuk menentukan aktivitas enzim dalam metode 

Mandels berdasarkan konsentrasi gula pereduksi yang terbentuk.  Metode 

Mandels dipilih karena metode ini digunakan dan hasil yang diperoleh lebih 

presisi dibandingkan metode Biuret maupun Somogyi-Nelson.  Gula pereduksi 

akan bereaksi dengan DNS membentuk asam 3-amino-5-nitrosalisilat, yang akan 

mengabsorpsi dengan kuat sinar UV-Vis pada λmaks 540 nm.  Semakin tinggi 

aktivitas enzim, maka semakin banyak gula pereduksi yang terbentuk, sehingga 

semakin tinggi pula nilai absorbansi yang terukur oleh spektrofotometer UV-Vis 

(Solahuddin dkk., 2021).  Selain metode ini, terdapat metode lain untuk 

menentukan aktivitas enzim berdasarkan berkurangnya jumlah substrat yaitu 

metode Fuwa. 

 

Metode Fuwa dipilih karena spesifik untuk menentukan aktivitas dari enzim 

α-amilase.  Satu unit/mL aktivitas α-amilase adalah jumlah α-amilase yang 

menyebabkan penurunan intensitas warna biru kompleks iodin-pati, sedangkan 

penentuan kadar protein digunakan metode Lowry dengan menggunakan Bovine 

Serum Albumin (BSA) sebagai standar (Fadhilillah dkk., 2015). 
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III. METODE PENELITIAN 

 
 

 

 

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini telah dilakukan pada bulan Mei–November 2023 di Laboratorium 

Biokimia, Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam 

Universitas Lampung.  Analisis spektroskopi Ultraviolet-Visible ( UV-Vis) 

dilakukan di Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia FMIPA Universitas Lampung 

dan Laboratorium 3 Institut Teknologi Sumatera.  Analisis spektroskopi Fourier 

Transform Infrared (FT-IR) dilakukan di Institut Teknologi Bandung. 

 

 

3.2. Alat dan Bahan Penelitian 

Adapun alat-alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain alat-alat gelas, 

jarum ose, pembakar spritus, mikropipet (Eppendroff), neraca analitik (Ainswort 

AA-160 Denver Instrument Company), spatula, pengaduk magnet, batang 

pengaduk, sentrifuga (Cole Parmer Biohazard), tabung sentrifuga, autoklaf (CV-

EL 12 L/18L Certoclave Sterilizier), lemari pendingin (Sharp), oven (T60 

Heracus), shaker incubator (Stuart SSL 2), waterbath (Memmert W 350), 

Laminar Air Flow (CRUMA model 9005-FL), termometer, pH meter (pH Mobile 

826 Metrohm), kolom kromatografi, pengaduk magnetik (Stuart CB 161), 

kertas saring, botol film, botol plastik, dan spektrofotometer UV-Vis (Agilent 

Technology Cary 60), serta FT-IR (IR Prestige-21). 

 

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini antara lain pati jagung 

(Maizanaku), Potato Dextrak Agar (PDA) (Himedia), HCl 1 N, pepton 

(Himedia), MgSO4.7H2O, CaCl2(Merck),  KH2PO4 (Merck), urea, (NH4)2SO4, 

FeSO4.7H2O (Merck), ZnSO4.7H2O (Merck), CoCl2(Merck), NaOH (Merck), 
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Dinitrosalisilic Acid (DNS), Na2CO3, CuSO4.5H2O 1% (Merck), NaH2PO4 

(Merck), (NH4)2SO4 (Merck), Na2HO4 (Merck), Na/K tartarat 1%, reagen follin-

ciocalteau, Bovine Serum Albumin (BSA), starch solube (ex potato) (Loba 

Chemie), urea, akuades, kantong selofan, kapas sumbat, kasa, kertas, karet, 

alumunium foil, alkohol 70%, tisu, kertas saring, es batu, kitin (CV. 

ChiMultiguna, degree of deacetylation: 95.22%), glutaraldehid (Merck), zeolit 

berkode seri CAS No 1318-02-1 (Sigma Aldrich, particle size: <45m), dan 

manitol (Merck). 

 

Mikroorganisme penghasil enzim -amilase yang digunakan dalam 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 

Pada penelitian ini dilakukan pembiakan isolat A. fumigatus, diawali 

dengan membuat media agar miring kemudian pembiakan A. fumigatus. 

 

a. Pembuatan Media Agar Miring  

PDA sebanyak 3,9 gram dan 0,1 gram pati jagung dilarutkan ke dalam 

100 mL akuades kemudian dipanaskan.  Larutan tersebut dituangkan 

ke dalam tabung reaksi sebanyak 4–5 mL, kemudian tabung reaksi 

ditutup menggunakan sumbat kapas lalu media disterilkan dalam 

autoklaf pada suhu 121°C dan tekanan 1 atm selama 15 menit.  

Tabung reaksi disimpan dalam posisi miring sampai media mengeras 

(Yandri et al., 2020). 

 

b. Pembiakan A. fumigatus 

Jamur A. fumigatus diambil 1 tarikan ose lalu dipindahkan ke dalam 

media agar miring.  Proses tersebut dilakukan dalam laminar air flow 

yang telah disterilisasi menggunakan sinar UV.   Media agar yang 
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mengandung isolat, diinkubasi selama beberapa hari dalam incubator 

pada suhu 37°C (Yandri et al., 2010a). 

 

 

3.3.2. Pembuatan Media Inokulum dan Fermentasi, Inokulasi 
A. fumigatus, serta Produksi Enzim α-Amilase 

 

a. Pembuatan Media Inokulum dan Fermentasi 

Pati jagung dan pepton (1:1) masing-masing sebanyak 1,875 gram, 

dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL.  CaCl2 sebanyak 0,75 

gram; 5 gram KH2PO4; 0,75 gram urea; 3,5 gram (NH4)2SO4; 

0,0125 gram FeSO4.7H2O; 0,0035 gram ZnSO4.7H2O; dan 0,005 

gram CoCl2.  Semua bahan tersebut dimasukkan ke dalam 

Erlenmeyer 250 mL dan dilarutkan menggunakan buffer fosfat pH 

6,5 sebanyak 100 mL, lalu disterilisasi menggunakan autoklaf pada 

suhu 121°C dan tekanan 1 atm selama 15 menit (Yandri et al., 

2010b). 

 

b. Inokulasi A. fumigatus 

Biakan A. fumigatus dari media miring diambil sebanyak 3 tarikan 

ose lalu dipindahkan ke dalam media inokulum secara aseptis, 

kemudian dishaker dalam shaker incubator dengan kecepatan 125 

rpm pada suhu ruang selama 24 jam (Yandri et al., 2022b). 

 

c. Produksi Enzim -Amilase 

Produksi enzim -amilase dilakukan dengan cara memindahkan 

media inokulum sebanyak 2% dari volume media fermentasi ke 

dalam media fermentasi secara aseptis.  Media fermentasi 

diletakkan pada shaker incubator dengan kecepatan 125 rpm pada 

suhu ruang selama 112 jam, lalu hasil yang diperoleh kemudian 

disentrifugasi selama 15–20 menit agar didapat ekstrak kasar enzim 

-amilase (Yandri et al., 2022a).  Kemudian ditentukan aktivitas 
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dan kadar protein dari ekstrak kasar enzim -amilase yang telah 

diperoleh. 

 

 

3.3.3. Uji Aktivitas dan Kadar Protein Enzim α-Amilase  

Pada penelitian ini telah dilakukan pengujian aktivitas enzim 

menggunakan metode Mandels dan Fuwa, sedangkan untuk pengujian 

kadar protein menggunakan metode Lowry. 

 

a. Penentuan Aktivitas Enzim α-Amilase dengan Metode 

Mandels  

 

Metode ini didasarkan pada terbentuknya produk (gula pereduksi).  

Enzim α-amilase sebanyak 0,25 mL dimasukkan ke dalam tabung 

rekasi, lalu ditambahkan 0,25 mL larutan pati 0,1%, kemudian 

diinkubasi selama 30 menit pada suhu 60°C.  Campuran tersebut 

ditambahkan 1 mL pereaksi DNS dan didihkan selama 10 menit 

pada penangas air dan selanjutnya didinginkan, kemudian 

ditambahkan 2 mL akuades, lalu campuran tersebut diukur 

absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada λmaks 

510 nm.  Kadar glukosa yang terbentuk ditentukan dengan 

menggunakan kurva standar glukosa (Lampiran 12).  Uji ini akan 

dilakukan pada tahap penentuan data kinetika enzim α-amilase (nilai 

KM dan Vmaks) serta termodinamika meliputi t½ , ki, dan ΔGi (Pujiaty 

dkk., 2018).  

 

b. Penentuan Aktivitas Enzim α-amilase dengan Metode Fuwa  

Aktivitas enzim α-amilase ditentukan dengan menggunakan metode 

iodin (Lay dan Sugyo, 1992).  Enzim α-amilase sebanyak 0,25 mL 

dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu ditambahkan 0,25 mL 

larutan pati 0,1%, kemudian diinkubasi pada suhu 60°C selama 10 

menit.  Pati ditambahkan setelah enzim diinaktivasi dengan HCl 1N 

sebagai kontrol.  Setelah diinkubasi, reaksi enzim dan substrat pati 

dihentikan dengan penambahan 0,25 mL HCl 1 N, selanjutnya 
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ditambahkan 0,25 mL pereaksi iodin dan 4 mL akuades.  Campuran 

tersebut diukur serapannya menggunakan spektrofotometer UV-Vis 

pada λmaks 600 nm untuk menentukan aktivitas enzim α-amilase. 

 

c. Penentuan Kadar Protein Enzim α-Amilase dengan Metode 

Lowry  

 

Kadar protein enzim ditentukan dengan metode Lowry.  Penentuan 

kadar protein ini bertujuan untuk mengatur aktivitas spesifik dari 

protein enzim α-amilase.  Metode Lowry diawali dengan pembuatan 

pereaksi (Purwanto, 2014). 

1) Pereaksi A: Na2CO3 sebanyak 2,0 g dilarutkan ke 100 mL NaOH 

0,1 N. 

2) Pereaksi B: campuran larutan CuSO4.5H2O 1% dengan larutan  

Na/K tartarat 1% (1:1). 

3) Pereaksi C: 2,0 mL pereaksi B + 100 mL pereaksi A. 

4) Pereaksi D: campuran reagen folin ciocalteu’s phenol dengan  

akuades (1:1). 

5) Larutan deret standar Bovine Serum Albumin (BSA) dengan  

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

 

 Pembuatan kurva standar BSA 

Blanko yang digunakan adalah akuades.  Larutan deret standar BSA 

(20, 40, 60, 80, 100, 120, dan 140 ppm) dimasukkan ke dalam kuvet 

sampel secara bertahap dan diukur absorbansinya dengan 

spektrofotometer UV-Vis pada λmaks 750 nm.  Data absorbansi 

terhadap konsentrasi BSA diplotkan ke dalam grafik linier.  Nilai 

intersep dan slope kurva standar BSA digunakan dalam penentuan 

kadar protein sampel (Lampiran 11). 

 

 Enzim α-amilase sebanyak 0,1 mL ditambah dengan 0,9 mL 

akuades, lalu direaksikan dengan 5 mL pereaksi C, diaduk rata dan 

dibiarkan selama 10 menit pada suhu ruang.  Setelah itu, 
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ditambahkan dengan cepat 0,5 mL pereaksi D dan diaduk dengan 

sempurna, didiamkan selama 30 menit pada suhu ruang.  Enzim      

α-amilase sebanyak 0,1 mL diganti dengan 0,1 mL akuades sebagai 

kontrol, selanjutnya diperlakukan sama seperti sampel, lalu diukur 

serapannya menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada λmaks 750 

nm.  Kadar protein enzim tentukan dengan menggunakan kurva 

standar Bovine Serum Albumin (BSA). 

 

 

3.3.4. Pemurnian Enzim α-Amilase  

 

Pada penelitian dilakukan pemurnian enzim dengan fraksinasi menggunakan 

amonium sulfat dan dilakukan pemurnian lanjutan yaitu dialisis.  

 

a. Fraksinasi dengan Amonium Sulfat [(NH4)2SO4]  

Ekstrak kasar enzim yang diperoleh, kemudian diendapkan dengan 

garam amonium sulfat pada berbagai derajat kejenuhan yaitu (0–20)%; 

(20–40)%; (40–60)%; (60–80)%; dan (80–100)% yang ditunjukkan 

pada Gambar 10.   

 

Gambar 10. Skema pengendapan enzim dengan amonium sulfat. 

(NH4)2SO4 (0–20)% 

(NH4)2SO4 (20–40)% 

(NH4)2SO4 (40–60)% 

(NH4)2SO4 (60–80)% 

(NH4)2SO4 (80–100)% 
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Filtrat yang didapat dari fraksi (0–20)%, kemudian diendapkan dengan 

fraksi kejenuhan selanjutnya dengan prosedur yang sama (Yandri et al., 

2020).  Sejumlah ekstrak kasar enzim yang diperoleh ditambahkan 

garam amonium sulfat secara perlahan sambil diaduk menggunakan 

pengaduk magnetik pada suhu 4°C, proses ini dilakukan pada suhu 

dingin untuk mencegah denaturasi enzim (Atmaja dkk., 2013).  

Endapan protein enzim yang didapatkan pada tiap fraksi kejenuhan 

amonium sulfat dipisahkan dari filtratnya dengan sentrifugasi pada 

kecepatan 5.000 rpm selama 20 menit, kemudian diuji aktivitas enzim 

dengan metode Fuwa dan kadar protein dengan metode Lowry (Yandri 

et al., 2020). 

 

b. Dialisis  

Endapan enzim yang telah dilarutkan dari tiap fraksi amonium sulfat 

yang memiliki aktivitas spesifik tertinggi dimasukkan ke dalam kantong 

selofan dan didialisis menggunakan buffer fosfat 0,01 M pH 5,5 selama 

24 jam pada suhu dingin, yaitu 4–5°C (Pohl, 1990). 

 

Selama dialisis, dilakukan penggantian buffer setiap 2–6 jam sekali 

agar konsentrasi ion-ion di dalam kantong dialisis dapat dikurangi.  

Proses ini dilakukan terus menerus hingga tidak ada amonium sulfat 

yang tersisa.  Pengujian adanya amonium sulfat dalam buffer dilakukan 

dengan menambahkan larutan BaCl2.  Proses ini dihentikan sampai 

tidak terbentuk endapan putih pada saat penambahan BaCl2.  Uji 

aktivitas enzim dilakukan dengan metode Fuwa, serta diukur kadar 

proteinnya dengan metode Lowry (Yandri et al., 2022a). 

 

 

3.3.5. Penambahan Zat Aditif Manitol pada Enzim α-Amilase Hasil 

Pemurnian  
 

Enzim hasil pemurnian ditambahkan dengan manitol 0,5; 1; dan 1,5 M 

dengan perbandingan 1 : 1 (enzim : manitol), menghasilkan enzim hasil 

pemurnian dan manitol 0,5 M (manitol 0,5 M); enzim hasil pemurnian 
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dan manitol 1 M (manitol 1 M); serta enzim hasil pemurnian dan 

manitol 1,5 M (manitol 1,5 M), kemudian distirer selama 1 jam pada 

suhu 4oC. 

 

 

3.3.6. Karakterisasi Enzim α-Amilase Hasil Pemurnian dan Enzim Hasil 

Penambahan Zat Aditif Manitol 

 

Karakterisasi enzim α-amilase hasil pemurnian dan hasil penambahan 

zat aditif manitol yang telah dilakukan, meliputi : 

 

a. Penentuan pH Optimum Enzim Hasil Pemurnian dan Enzim 

Hasil Penambahan Zat Aditif Manitol 

Penentuan pH optimum enzim sebelum dan sesudah penambahan zat 

aditif manitol, dengan menambahkan buffer fosfat 0,1 M pada variasi 

pH yaitu 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; dan 8,0.  Suhu dijaga agar tetap 

pada 60oC (Yandri dkk., 2020a; Yandri dkk., 2020b), kemudian 

dilanjutkan dengan penentuan aktivitas enzim menggunakan metode 

Mandels. 

 

b. Penentuan Suhu Optimum Enzim Hasil Pemurnian dan Enzim 

Hasil Penambahan Zat Aditif Manitol 

 

Penentuan suhu optimum enzim sebelum dan sesudah penambahan zat 

aditif manitol dilakukan dengan variasi suhu yaitu 40; 45; 50; ;55; 60; 

65; 70; 75; dan 80°C, pH tetap dijaga pada pH optimum yang telah 

dilakukan, selanjutnya ditentukan  aktivitas enzim dengan metode 

Mandels (Yandri dkk., 2020a; Yandri dkk., 2020b). 

 

c. Penentuan Data Kinetika (Nilai KM dan Vmaks) Enzim Hasil 

Pemurnian dan Enzim Hasil Penambahan Zat Aditif Manitol 

 

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

enzim sebelum dan sesudah modifikasi ditentukan dari kurva 

Lineweaver-Burk.  Kurva Lineweaver-Burk dibuat dengan menguji 
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aktivitas enzim α-amilase dengan variasi konsentrasi substrat yaitu 

0,25; 0,5; 0,75; 1,0; dan 1,25% (Robinson, 2015) dalam buffer fosfat 

pada pH dan suhu optimum.  Aktivitas enzim diukur dengan metode 

Mandels dan data aktivitas enzim dan konsentrasi substrat diplotkan ke 

dalam kurva Lineweaver-Burk untuk penentuan nilai KM dan Vmaks. 

 

d. Penentuan Stabilitas Termal Enzim Hasil Pemurnian dan Enzim 

Hasil Penambahan Zat Aditif Manitol  

 

Penentuan stabilitas termal dilakukan dengan mengukur aktivitas sisa 

enzim setelah diinkubasi selama periode waktu 100 menit pada suhu 

dan pH optimum, dengan mengukur aktivitas enzim setelah proses 

pemanasan setelah interval waktu 10 menit.  Aktivitas awal enzim 

(tanpa proses pemanasan) diberi nilai 100% (Santos et al., 2015).  

Aktivitas sisa dapat dihitung menggunakan Persamaan 9. 

 

Aktivitas sisa = 
Aktivitas enzim setelah perlakuan

Aktivitas enzim awal (tanpa perlakuan) 
 × 100%....(9) 

 
e. Penentuan Waktu Paruh (t1/2), Konstanta Laju Inaktivasi (ki), 

dan Perubahan Energi Akibat Denaturasi (ΔGi)  

Penentuan nilai ki (konstanta laju inaktivasi termal) enzim α-amilase 

hasil pemurnian dan hasil penambahan zat aditif kimia dilakukan 

dengan menggunakan persamaan kinetika inaktivasi orde 1 (Kazan et 

al., 1997) dengan persamaan (5).  Sedangkan untuk perubahan energi 

akibat denaturasi (ΔGi) enzim hasil pemurnian dan hasil penambahan 

zat aditif kimia dilakukan dengan menggunakan Persamaan 7 (Yandri et 

al., 2020). 

3.3.7. Sintesis dan Karakterisasi Matriks Hibrid Zeolit-Kitin 

 

Kitin sebanyak 7,5 gram ditambahkan ke dalam asam asetat 1% (100 mL).  

Campuran tersebut diaduk selama 4 jam menggunakan pengaduk magnetik, 

kemudian ditambahkan 2,0 gram zeolit, diikuti dengan 100 mL akuades, 
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kemudian campuran diaduk kembali dengan pengaduk magnetik selama 68 

jam (Yandri et al., 2022a).  Glutaraldehida 1% sebagai agen pengikat silang 

ditambahkan sebanyak 2 mL, kemudian diaduk kembali menggunakan 

pengaduk magnetik selama 24 jam agar homogen menjadi matriks hibrid 

zeolit-kitin.  Matriks hibrid dikeringkan dalam oven pada suhu 65°C (Yandri 

et al., 2023),  

 

Sebanyak 5 gram bubuk matriks hibrid zeolit-kitin dikarakterisasi.  

Karakterisasi dilakukan menggunakan spektroskopi FT-IR pada bilangan 

gelombang berkisar 4000-500 cm-1 (Rumengan et al., 2017), untuk 

mengetahui gugus fungsi dan memastikan terbentuknya matriks hibrid zeolit-

kitin. 

 

 

3.3.8. Imobilisasi Enzim α-Amilase Hasil Pemurnian Menggunakan 

Matriks Zeolit-Kitin 
 

a. Penentuan pH Pengikatan Enzim Hasil Pemurnian dengan 

Matriks Hibrid Zeolit-Kitin 

 

Zeolit-kitin sebanyak 0,5 gram distabilkan dengan buffer fosfat 1,0 M 

dengan variasi pH 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; dan 8, kemudian 

dikeringkan dalam oven dengan suhu 65°C lalu disimpan pada suhu 

ruang (Yandri et al., 2022).  Sebanyak 0,5 gram matriks hibrid zeolit-

kitin yang telah distabilkan dengan buffer fosfat 1,0 M dimasukkan ke 

dalam tabung sentrifugasi dan ditambahkan enzim α-amilase hasil 

dialisis sebanyak 0,5 mL dan 0,5 mL buffer fosfat 1,0 M sesuai variasi 

pH masing-masing, kemudian disimpan pada suhu 4°C selama 12 jam.  

Enzim hasil imobilisasi disentrifugasi selama 15 menit, kemudian 

supernatan diambil 0,5 mL sebagai sampel uji metode Fuwa (Yandri 

et al., 2023).  Aktivitas terendah pada variasi pH ditetapkan sebagai 

pH pengikatan. 
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b. Imobilisasi Enzim α-Amilase Hasil Pemurnian Menggunakan 

Matriks Hibrid Zeolit-Kitin 
 

Sebanyak 0,5 gram matriks hibrid zeolit-kitin yang telah distabilkan 

dengan buffer fosfat 1,0 M dimasukkan ke dalam tabung sentrifus dan 

ditambahkan enzim α-amilase 0,5 mL hasil dialisis dan 0,5 mL buffer 

fosfat 1,0 M pH pengikatan, kemudian disimpan pada suhu 4°C 

selama 12 jam dan disentrifugasi.  Supernatan sebanyak 0,25 mL 

dipisahkan untuk dijadikan sebagai kontrol uji, lalu ke dalam 

matriks-enzim  ditambahkan 0,75 mL pati, kemudian diinkubasi pada 

suhu optimum selama 30 menit.  Setelah itu, enzim hasil imobilisasi 

disentrifugasi selama 15 menit.  Supernatan diambil 0,5 mL sebagai 

sampel uji metode Mandels (Yandri et al., 2023). 

 

 

3.3.9. Karakterisasi Enzim α-Amilase Hasil Imobilisasi 

 

a. Penentuan Suhu Optimum Enzim Hasil Imobilisasi 

Penentuan suhu optimum kerja enzim dilakukan dengan variasi suhu 

yaitu 40; 45; 50; 55; 60; 65; 70; 75; dan 80°C pada pH pengikatan 

yang telah dilakukan (Yandri et al., 2022a), selanjutnya ditentukan 

aktivitas enzim dengan metode Mandels. 

 

b. Penentuan Data Kinetika (KM dan Vmaks) Enzim Hasil 

Imobilisasi 
 

Penetuan konstanta Michaelis-Menten (KM) dan laju reaksi maksimum 

(Vmaks) semua enzim pada variasi konsentrasi pati, yaitu 0,2; 0,4; 0,6; 

0,8; dan 1,0% (Robinson, 2015), diplotkan ke dalam grafik 

Lineweaver-Burk pada Gambar 6.  Nilai KM serta Vmaks ditentukan 

berdasarkan Persamaan 3 dari grafik Lineweaver-Burk (Yandri et al., 

2023). 
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c. Penentuan Stabilitas Termal Enzim Hasil Imobilisasi 

Penentuan stabilitas termal dan pH enzim dilakukan dengan mengukur 

aktivitas sisa enzim setelah diinkubasi selama periode waktu 100 

menit, dengan mengukur aktivitas enzim setelah proses pemanasan 

setelah interval waktu 10 menit pada suhu optimum (Santos et al., 

2015) dan pH pengikatan.  Aktivitas awal enzim (tanpa proses 

pemanasan) diberi nilai 100%.  Aktivitas sisa dapat dihitung 

menggunakan Persamaan 9.  

 

d. Pemakaian Berulang Enzim Hasil Imobilisasi 

 

Enzim hasil imobilisasi yang telah direaksikan dengan substrat dicuci 

kembali dengan buffer awal melalui sentrifugasi.  Supernatan diambil 

0,25 mL sebagai kontrol, kemudian enzim hasil imobilisasi 

direaksikan dengan 0,75 mL substrat baru melalui prosedur 

imobilisasi yang sama dan diuji aktivitas enzim dengan metode 

Mandels, diulangi prosedur ini sampai diperoleh aktivitas sisa enzim 

kurang dari 50% (Baysal et al., 2014).  

 

e. Penentuan Konstanta Laju Inaktivasi (ki), Waktu Paruh (t½), 

dan Perubahan Energi Akibat Denaturasi (ΔGi) 
 

Penentuan nilai ki didasarkan pada persamaan kinetika inaktivasi orde 

satu, nilai t½ dihitung dari Persamaan 6, sedangkan nilai ΔGi 

ditentukan melalui Persamaan 7.  Secara keseluruhan penelitian ini 

terangkum dalam diagram alir penelitian yang ditunjukkan pada 

Gambar 11. 
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Gambar 11. Diagram alir penelitian. 

Jamur Aspergillus fumigatus dalam media fermentasi 

Ekstrak Kasar Enzim 

Enzim hasil 

pemurnian 
Enzim hasil 

imobilisasi 

Hasil 

Enzim 

penambahan 

zat aditif 

1. Uji aktivitas (metode Fuwa) dan kadar 

protein (metode Lowry) 
2. Pemurnian Enzim 

Produksi enzim meliputi : pembiakan, 

produksi dan isolasi 

Penambahan 

zat aditif 

manitol 

Imobilisasi 

1. Karakterisasi meliputi : 

 Penentuan pH dan suhu optimum 

 Penentuan Km dan Vmaks 

 Penentuan stabilitas termal 

2. Uji aktivitas menggunakan metode Mandels 
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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 yaitu 827,298 U/mg, 

meningkat 17 kali dibandingkan ekstrak kasar enzim yang mempunyai 

aktivitas spesifik 30,872 U/mg.  

2. Enzim hasil pemurnian optimum pada pH 6,0 dan suhu 50°C, serta memiliki 

nilai KM sebesar 2,611 mg mL-1 substrat, dan Vmaks sebesar 2,593 μmol mL-1 

menit-1.   

3. Uji stabilitas termal enzim hasil pemurnian pada suhu 60°C selama 100 menit 

memiliki aktivitas sisa sebesar 17,1 %, nilai ki = 0,0187 menit-1; nilai t1/2 = 

37,067 menit, dan nilai ΔGi = 104,2270 kJ mol-1. 

4. Enzim hasil penambahan zat aditif manitol dengan variasi konsentrasi 0,5; 1,0 

dan 1,5 M optimum pada pH optimum 5,5 dan suhu 60°C serta memiliki nilai 

KM berturut-turut sebesar 3,23; 4,83; dan 3,31 mg mL-1 substrat serta nilai 

Vmaks berturut-turut sebesar 1,18; 1,70; dan 1,53 μmol mL-1 menit-1. 

5. Uji stabilitas termal enzim hasil penambahan zat aditif manitol dengan variasi 

konsentrasi 0,5; 1,0 dan 1,5 M pada suhu 60°C selama 100 menit memiliki 

aktivitas sisa berturut-turut sebesar 55,9; 64,9; dan 40,2% dan memiliki nilai 

ki = 0,006; 0,004; dan 0,009 menit-1; nilai t1/2 = 119,51 , 169,06; dan 78,32 

menit; serta nilai ΔGi = 107,47; 108,43; dan 107,35 kJ mol-1.  
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6. Enzim hasil imobilisasi menggunakan hibrida zeolit-kitin optimum pada pH 

optimum 5,0 dan suhu 60°C serta memiliki nilai KM sebesar 5,583 mg mL-1 

dan nilai Vmaks sebesar 2,195 μmol mL-1 menit-1. 

7. Uji stabilitas termal enzim hasil imobilisasi pada suhu 60°C selama 100 menit 

memiliki aktivitas sisa sebesar 67,3% dan memiliki nilai ki = 0,004 ± 0,0000 

menit-1; nilai t1/2 = 173,29 menit; serta nilai ΔGi = 108,50 kJ mol-1.  

8. Terjadi peningkatan waktu paruh dan ΔGi serta penurunan nilai ki enzim 

α-amilase hasil penambahan zat aditif manitol dengan variasi konsentrasi 0,5; 

1,0 dan 1,5 M dibandingkan dengan enzim hasil pemurnian, menunjukkan 

bahwa penambahan zat aditif manitol dapat meningkatkan stabilitas enzim α-

amilase dari A. fumigatus. 

9. Enzim α-amilase hasil imobilisasi menggunakan hibrida zeolit-kitin memiliki 

stabilitas yang lebih baik dibandingkan dengan enzim α-amilase hasil 

pemurnian, hal ini ditunjukkan dengan peningkatan waktu paruh (t1/2) sebesar 

4,68 kali dibandingkan dengan enzim hasil pemurnian. 

10. Enzim hasil imobilisasi mempunyai aktivitas sisa sebesar 47,54% setelah 

digunakan sebanyak 6 kali pengulangan. 

 

 

5.2. Saran 

 

Dari pembahasan, maka disarankan untuk penelitian selanjutnya melakukan 

sebagai berikut : 

1. Pemurnian enzim lebih lanjut menggunakan kromatografi kolom penukar ion 

dan penyaring molekul agar menghasilkan kemurnian enzim yang lebih 

tinggi. 

2. Melakukan penambahan zat aditif dengan senyawa poliol lain yang memiliki 

rantai C lebih panjang agar semakin banyak ikatan hidrogen yang terbentuk 

untuk menjaga kestabilan enzim, sehingga peningkatan kestabilan enzim 

menjadi lebih besar. 

3. Menggunakan matriks hibrid silika-kitosan dan TiO2-bentonit pada metode 

imobilisasi agar memiliki peningkatan kestabilan yang lebih besar. 
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