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ABSTRAK

STUDI PENGARUH PENAMBAHAN MANITOL TERHADAP STABILITAS
ENZIM a-AMILASE DARI Aspergillus sp.

Oleh

HARRY FIRMANDA

Enzim merupakan suatu biokatalisator yang sedang dikembangkan di bidang
industri, salah satunya enzim a-amilase. Di dunia industri penggunaan enzim sudah
harus menyesuaikan dengan kriteria yang dibutuhkan, diantaranya memiliki tingkat
kestabilan pada kondisi suhu tinggi dan pH yang ekstrem.

Penelitian ini bertujuan untuk meningkatkan stabilitas enzim a-amilase dari
isolat Aspergillus sp. dengan pemanfaatan zat aditif berupa manitol. Tahapan yang
dilakukan dalam penelitian ini meliputi; produksi, isolasi, pemurnian dengan dua
tahap yaitu fraksinasi dengan amonium sulfat dilanjutkan dengan tahap dialisis dan
karakterisasi enzim o-amilase hasil dialisis dan setelah penambahan manitol 0,2; 0,4;
dan 0,5 M.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa enzim a-amilase hasil dialisis dengan
aktivitas spesifik sebesar 3.846,472 U/mg mengalami peningkatan sebesar 11 kali
lipat dibandingkan ekstrak kasar enzim yang memiliki aktivitas spesifik sebesar
326,448 U/mg. Hasil karakterisasi menunjukkan enzim hasil dialisis dan penambahan
manitol (0,2; 0,4; dan 0,5 M) memiliki pH dan suhu optimum yang sama yaitu 4,0
dan 65 °C. Uji stabilitas termal dilakukan pada suhu 60 °C selama 100 menit. Enzim
hasil dialisis memiliki aktivitas sisa sebesar 71,336 % dengan waktu paruh 247,5525
menit, sedangkan enzim hasil penambahan manitol 0,2; 0,4; dan 0,5 M menunjukkan
aktivitas sisa berturut-turut sebesar 71,362; 84,912; dan 72,902 % serta waktu
paruh 266,5950; 533,1901; dan 256,7211 menit. Peningkatan stabilitas enzim
hasil penambahan manitol 0,2; 0,4; dan 0,5 M berturut-turut sebesar 1,07; 2,15; dan
1,03 kali dibandingkan dengan enzim hasil dialisis.

Kata kunci: a-amilase, Aspergillus sp., manitol, kestabilan enzim



ABSTRACT

STUDY OF THE EFFECT OF ADDITION OF MANNITOL ON THE
STABILITY OF a-AMYLASE ENZYME FROM Aspergillus sp.

By

HARRY FIRMANDA

Enzymes are biocatalysts currently being developed in industry, one of
which is a-amylase. In the industrial world, enzymes must meet specific
requirements, including stability at high temperatures and extreme pH.

This study aims to improve the stability of the a-amylase enzyme from
Aspergillus sp. isolates by utilizing mannitol as an additive. The stages carried out in
this study include production, isolation, and purification in two stages: fractionation
with ammonium sulfate followed by dialysis and characterization of the a-amylase
enzyme resulting from dialysis and after the addition of 0.2, 0.4, and 0.5 M mannitol.

The results of the study showed that the a-amylase enzyme from dialysis
with a specific activity of 3,846.472 U/mg experienced an 11-fold increase compared
to the crude enzyme extract which had a specific activity of 326.448 U/mg. The
characterization results showed that the enzyme from dialysis and the addition of
mannitol (0.2; 0.4; and 0.5 M) had the same optimum pH and temperature, namely
4.0 and 65 °C. Thermal stability test was conducted at 60 °C for 100 minutes. The
dialyzed enzyme had a residual activity of 71.336 % with a half-life of 247.5525
minutes, while the enzyme with the addition of 0.2; 0.4; and 0.5 M mannitol showed
a residual activity of 71.362; 84.912; and 72.902 %, respectively, and a half-life of
266.5950; 533.1901; and 256.7211 minutes. The increase in enzyme stability from
the addition of 0.2; 0.4; and 0.5 M mannitol was 1.07; 2.15; and 1.03 times,
respectively, compared to the dialyzed enzyme.

Keywords: a-amylase, Aspergillus sp., mannitol, enzyme stability
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia dikenal sebagai negara dengan potensi sumber daya alam yang
melimpah dan tersebar di berbagai wilayah. Sektor pertanian masih memberikan
peran penting dalam perekonomian nasional. Indonesia termasuk negara agraris
dengan berbagai komoditas unggul, salah satunya tanaman singkong.

Singkong (Manihot esculenta Crantz) masuk ke dalam salah satu komoditas
pertanian penting di Indonesia yang memiliki nilai praktis baik dari sisi produksi
maupun potensi pemanfaatannya. Tanaman ini termasuk dalam kelompok
tanaman pangan yang banyak dibudidayakan oleh petani terutama di daerah
pedesaan karena perawatannya relatif mudah dan tahan terhadap berbagai kondisi
lingkungan. Berdasarkan data Food and Agriculture Organization (2023),
Indonesia merupakan negara penghasil singkong terbesar ke 4 di dunia setelah
Nigeria, Thailand, dan Republik Demokratik Kongo. Menurut data Badan Pusat
Statistik (2024), total produksi singkong di Indonesia pada tahun 2023 mencapai
sekitar 15,9 juta ton. Posisi ini menempatkan singkong sebagai komoditas
pertanian utama setelah padi dan jagung khususnya dalam hal ketersediaan
sumber karbohidrat bagi masyarakat maupun industri (Rukmana, 1997).
Meskipun produksinya sangat melimpah, pemanfaatan singkong di Indonesia
masih tergolong terbatas. Sebagian besar hasil panen hanya diolah menjadi tepung
singkong (tapioka) ataupun digunakan sebagai bahan pangan tradisional, sehingga
potensi ekonominya belum sepenuhnya dioptimalkan. Dari sisi kandungan gizi,
singkong diketahui mengandung sekitar 60 % air dan 25-35 % pati, serta
dilengkapi dengan berbagai komponen nutrisi lain seperti protein, mineral, serat,

kalsium, dan fosfat (Taufig, 2022). Kandungan pati yang tinggi ini menjadikan



singkong sebagai bahan baku berpotensi untuk diaplikasikan dalam bidang
bioteknologi, khususnya pada produksi enzim. Salah satu enzim penting yang
dapat dihasilkan dari substrat berpati adalah enzim amilase. Penelitian yang telah
dilakukan oleh Pandey et al. (2000) menunjukkan bahwa bahan berpati seperti
singkong merupakan substrat yang sangat efektif dalam proses fermentasi

mikroba untuk produksi enzim amilase secara optimal.

Perkembangan bioteknologi industri telah mendorong peningkatan kebutuhan
akan enzim-enzim komersial yang mampu menunjang berbagai proses produksi
dan memiliki peran sentral dalam suatu industri. Permintaan global terhadap
enzim a-amilase menunjukkan perkembangan yang terus meningkat dan kini
mencakup sekitar 30 % dari keseluruhan produksi enzim di dunia, menjadikannya
salah satu enzim komersial yang cukup dominan dimanfaatkan (Choubane et al.,
2014; Nisa dkk., 2013). Popularitas enzim ini disebabkan oleh kemampuannya
sebagai biokatalisator dalam mempercepat reaksi pemecahan pati menjadi gula
sederhana. Oleh karena itu, a-amilase telah menjadi komponen penting dalam
berbagai sektor industri. Dalam industri makanan dan minuman enzim ini
biasanya digunakan secara luas dalam pembuatan sirup glukosa, roti, dan permen
yang berperan dalam meningkatkan rasa, tekstur, serta kualitas produk akhir. Pada
industri nonpangan penggunaannya mencakup proses pemurnian pati, produksi
kertas, dan pengolahan tekstil dengan membantu menghilangkan bahan
pengganggu seperti pati yang tidak diinginkan. Selain itu, a-amilase juga
memainkan peran penting dalam formulasi detergen modern, produksi bioetanol
sebagai bahan bakar terbarukan, industri farmasi, dan bahkan dalam pengolahan
limbah untuk meningkatkan efisiensi degradasi bahan organik. Seiring dengan
cakupan aplikasi yang begitu luas, enzim ini menjadi salah satu komoditas
strategis bioteknologi industri yang sedang gencar dikembangkan (Bal et al.,
2016; Li et al., 2012; Singh, 2014).

Enzim a-amilase termasuk ke dalam kelompok enzim hidrolitik yang berperan
penting pada proses pemecahan molekul polisakarida, khususnya pati menjadi
senyawa sederhana seperti glukosa dan maltosa. Proses ini berlangsung melalui

mekanisme hidrolisis terhadap ikatan glikosidik yang menghubungkan unit-unit



monosakarida dalam struktur pati (Winarno,1986). Dengan sifat katalitik tersebut,
a-amilase memegang fungsi vital dalam berbagai reaksi biokimia baik yang
terjadi secara alami di dalam tubuh organisme maupun dalam skala industri.
Keberadaan enzim ini tidak terbatas pada satu jenis makhluk hidup melainkan
tersebar luas di berbagai sumber biologis mencakup tumbuhan, hewan, serta
mikroorganisme. Di antara ketiga sumber tersebut, mikroorganisme menjadi fokus
utama dalam pengembangan produksi enzim karena efisiensinya yang lebih
tinggi. Salah satu mikroorganisme yang dikenal secara luas sebagai penghasil
a-amilase adalah Aspergillus sp. Pemanfaatan mikroorganisme sebagai induser
memiliki keunggulan dalam memproduksi enzim a-amilase secara ekstraselular
yaitu enzim akan dilepaskan langsung ke medium di luar sel, sehingga
mempermudah proses pemisahan dan pemurnian (Maarel et al., 2002). Hal ini
memberikan keuntungan praktis dan ekonomis dalam proses produksi enzim,
karena tidak memerlukan prosedur rumit untuk memecah sel terlebih dahulu. Oleh
karena itu, mikroorganisme sering menjadi pilihan utama dalam berbagai
penelitian dan aplikasi industri yang berkaitan dengan produksi a-amilase (Page,
1997).

Salah satu mikroorganisme yang dapat memproduksi enzim a-amilase adalah
jamur (fungi). Jamur dapat menguraikan amilosa yang terdapat dalam jaringan
tumbuhan menjadi senyawa yang lebih sederhana seperti maltosa maupun glukosa
karena kemampuannya dalam menghasilkan enzim amilase secara efektif (De
Souza et al., 2010). Jamur penghasil a-amilase salah satunya adalah Aspergillus
sp. digolongkan sebagai fungi anamorphik (aseksual) yang bereproduksi dengan
menghasilkan phialospora (konidia tumbuh dari fialid). Karakteristik dari genus
ini ditandai dengan konidiofor yang khas yaitu ada yang memiliki uniseriate atau
biseriate (Klich, 2002). Sebagian besar Aspergillus sp. dapat tumbuh baik pada
suhu 27-37 °C dengan kisaran pH luas. Kemampuan Aspergillus sp. dalam
memproduksi berbagai enzim seperti a-amilase, B-amilase, glukoamilase, lipase,
dan protease telah dilaporkan berturut-turut oleh (llyas dkk., 2011, Chimata et al.,
2010, Anto dkk., 2006 dan Paranthaman et al.,2009). Hal ini dikarenakan

Aspergillus sp. dapat diisolasi di tanah dan substrat organik yang membusuk tanpa



menggunakan teknik khusus, karena bersporulasi secara produktif serta

bergeminisi secara tepat pada medium umum atau selektif (Labeda, 1990).

Umumnya enzim sendiri termasuk biokatalisator yang sangat penting dalam
berbagai proses industri karena kemampuannya untuk mempercepat reaksi kimia
secara spesifik, efisien, dan ramah lingkungan. Namun, pemanfaatan enzim dalam
skala industri masih menghadapi sejumlah kendala yang cukup signifikan. Salah
satu permasalahan utama adalah harga enzim yang relatif mahal, sehingga biaya
produksi menjadi tinggi. Selain itu, enzim umumnya hanya dapat digunakan satu
kali sehingga keefektifan penggunaannya dalam proses industri menjadi cukup
terbatas (Smith, 1990). Kinerja enzim juga sangat dipengaruhi oleh berbagai
kondisi lingkungan yang sebagian besar enzim hanya aktif dan stabil pada kondisi
fisiologis yaitu pada rentang suhu dan pH tertentu yang relatif sempit. Ketika
dihadapkan pada kondisi yang ekstrem seperti suhu tinggi atau pH yang sangat
asam maupun basa dapat menyebabkan aktivitas enzim menurun drastis bahkan
terinaktivasi sepenuhnya. Enzim dibutuhkan pada aplikasi industri yang mampu
mempertahankan aktivitasnya pada kondisi lingkungan yang ekstrem agar proses
produksi dapat berjalan efisien dan berkelanjutan (Goddette et al., 1993). Di
antara berbagai metode yang ada, penambahan zat aditif menjadi salah satu
pilihan yang paling banyak diterapkan. Hal ini dikarenakan penggunaan zat aditif
relatif lebih mudah dilakukan dan biayanya yang relatif lebih murah dibandingkan

metode lain.

Pemanfaatan zat aditif tertentu dapat membantu menstabilkan struktur enzim
sehingga tetap aktif meskipun berada pada lingkungan yang kurang ideal bagi
aktivitas enzim. Dengan demikian, optimalisasi penggunaan enzim dalam industri
sangat bergantung pada upaya-upaya untuk meningkatkan stabilitas dan efisiensi
enzim, baik melalui inovasi teknologi maupun pemanfaatan bahan tambahan yang
mendukung kinerja enzim secara keseluruhan (Mosan and Combes, 1984). Dalam
upaya meningkatkan stabilitas enzim a-amilase yang diisolasi dari Aspergilllus sp.
poliol menjadi pilihan yang banyak digunakan dalam berbagai aplikasi biokimia
karena memiliki sejumlah keunggulan yang dapat mendukung kestabilan enzim.

Salah satu alasan utama pemilihan poliol adalah kemampuannya dalam



mempertahankan konformasi tiga dimensi enzim, sehingga enzim tetap berada
dalam bentuk aktif dan tidak mudah mengalami denaturasi. Selain itu, poliol juga
diketahui dapat mengurangi kemungkinan terjadinya oksidasi pada gugus tiol
yang terdapat pada enzim, oksidasi ini dapat menyebabkan perubahan struktur dan
penurunan aktivitas enzim (Suhartono, 1989). Stabilitas enzim o-amilase sangat
dipengaruhi oleh berbagai faktor, termasuk suhu, pH, dan kehadiran zat aditif
seperti manitol. Manitol sebagai senyawa gula alkohol berfungsi sebagai osmolit
yang membantu menstabilkan struktur enzim di bawah kondisi lingkungan yang
ekstrem. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa manitol dapat meningkatkan
kestabilan termal a-amilase, sehingga mencegah denaturasi enzim pada suhu
tinggi dan mempertahankan aktivitasnya dalam waktu yang lebih lama.
Mekanisme stabilisasi yang ditawarkan oleh manitol terkait dengan
kemampuannya untuk berikatan dengan permukaan enzim melalui interaksi
hidrogen, yang dapat membantu menjaga konformasi struktural a-amilase.
Kehadiran manitol juga dapat mengurangi efek penghambatan oleh ion logam
atau zat penghambat lainnya yang sering ditemukan dalam proses degradasi
lignoselulosa. Sebagai tambahan, manitol mampu mengurangi tekanan osmolar
yang disebabkan oleh kadar air yang rendah, pada akhirnya mengurangi risiko
agregasi protein yang umumnya terjadi pada kondisi stres lingkungan. Hal ini
membuktikan bahwa manitol berfungsi sebagai stabilisator yang efektif dalam
menjaga kinerja enzim di kondisi lingkungan yang tidak mendukung (Bala et al.,
2019).

Berdasarkan latar belakang tersebut, maka penting dilakukan pengembangan
penelitian untuk mengetahui adanya pengaruh metode baru dalam meningkatkan
kestabilan enzim a-amilase dari Aspergillus sp. dengan memanfaatkan zat aditif
berupa manitol yang memiliki kemampuan dalam melindungi struktur enzim dari
berbagai faktor denaturasi sehingga nantinya didapatkan enzim dengan aktivitas
terbaik.



1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan yang hendak dicapai dalam penelitian ini adalah:

1. Memperoleh Enzim a-amilase dari Aspergillus sp. dengan aktivitas dan tingkat
kemurnian yang tinggi dibandingkan dengan ekstrak kasar enzim.

2. Meningkatkan kestabilan enzim a-amilase dari Aspergillus sp. melalui

penambahan manitol.

1.3 Manfaat Penelitian

Manfaat yang diperoleh dari penelitian ini adalah:

1. Memberikan informasi mengenai teknik isolasi dan pemurnian enzim a-
amilase dari Aspergillus sp.

2. Memberikan informasi tentang nilai aktivitas, suhu dan pH optimum, Ky,
Vmaks: Ki, ti2, serta AG; enzim a-amilase hasil pemurnian dan hasil penambahan
manitol.

3. Memberikan informasi mengenai pengaruh penambahan manitol terhadap

kestabilan enzim a-amilase.



Il.  TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Enzim

Enzim merupakan polimer biologis yang mengkatalisis reaksi kimia esensial untuk
merombak nutrient sehingga mampu menyediakan energi dan chemical building
blocks. Penyatuan chemical building blocks menghasilkan protein, DNA, membran,
sel, dan jaringan serta energi yang dapat digunakan untuk motilitas sel dan kontraksi
otot. Mekanisme kerja enzim bersifat sangat spesifik. Hal ini berlaku tidak hanya
pada tipe reaksi yang dikatalisis (spesifisitas reaksi), tetapi juga sifat dari reaktan
(substrat) yang terlibat. Kemampuan katalisis enzim diawali dengan pembentukan
transition state dalam kompleks enzim-substrat. Substrat akan terikat pada bagian
spesifik dari enzim yang disebut sisi aktif (Wahyuni, 2017). Enzim terbentuk dari
gugus polipeptida yang dapat mempercepat terjadinya suatu reaksi kimia tanpa habis
bereaksi dalam prosesnya (Dzulgaidah dkk., 2021). Secara sederhana enzim
dikatakan sebagai biokatalisator atau katalis biologi (Penitobe, 2021). Enzim seperti
protein lainnya mempunyai berat molekul berkisar 12.000 sampai lebih dari 1 juta.
Beberapa enzim tidak membutuhkan gugus lainnya untuk aktivitasnya selain residu
asam aminonya (Azhar, 2016). Secara umum enzim menghasilkan kecepatan,
spesifikasi, dan kendali pengaturan terhadap reaksi dalam tubuh (Supriyatna dkk.,
2015). Enzim berfungsi sebagai katalisator, yaitu senyawa yang meningkatkan reaksi
kimia, suatu enzim dapat mempercepat laju reaksi 10% sampai 10** kali lebih cepat
dibandingkan ketika reaksi tidak menggunakan katalis (Marks dkk., 2014).



Enzim dapat diperoleh dari makhluk hidup seperti hewan, tumbuhan, dan
mikroorganisme. Meskipun banyak sumber dapat menghasilkan enzim yang
berasal dari hewan dan tumbuhan, namun pemanfaatan mikroorganisme sebagai
sumber enzim lebih banyak diminati karena enzim dari mikroorganisme dapat
dihasilkan dengan sangat singkat, mudah diproduksi dalam skala besar, proses
produksi bisa dikontrol, kemungkinan terkontaminasi oleh senyawa-senyawa lain
lebih kecil, dan dapat diproduksi secara berkesinambungan (Thomas, 1989).
Molekul-molekul enzim merupakan katalis yang sangat efisien dalam
mempercepat perubahan substrat menjadi produk akhir. Satu molekul enzim
tunggal dapat melakukan perubahan sebanyak seribu molekul substrat per detik.
Hal ini menjelaskan bahwa molekul enzim tidak dikonsumsi ataupun mengalami
perubahan selama proses reaksi berlangsung. Namun perlu diperhatikan enzim
terkadang tidak stabil aktivitasnya dan dapat berkurang atau bahkan menghilang
oleh berbagai pengaruh baik kondisi fisik maupun kimia seperti suhu, pH, dan

sebagainya (Pelczar et al., 2005).

Aktivitas enzim untuk menghidrolisis, khususnya protein dipengaruhi oleh
beberapa faktor seperti konsentrasi protein, pH, suhu, substrat, inhibitor, dan
aktivator. Hal ini dikarenakan setiap enzim untuk dapat beroperasi memiliki pH
maksimum (Nurkhotimah dkk., 2017). Setiap enzim memiliki aktivitas
maksimum pada suhu tertentu, aktivitas enzim akan semakin meningkat seiring
dengan bertambahnya suhu hingga suhu optimum tercapai. Setelah itu kenaikan
suhu lebih lanjut akan menyebabkan aktivitas enzim menurun (Megiandari, 2009).
Aktivitas enzim adalah kemampuan enzim dalam mengubah sejumlah mol
substrat menjadi produk dalam satuan waktu. Aktivitas enzim dapat ditunjukkan
dalam satuan aktivitas relatif enzim (%) (Ramadhan dkk., 2021).

2.2 Enzim a-Amilase

Amilase merupakan salah satu enzim yang mampu mengkatalisis proses hidrolisis

ikatan (0-1,4) glikosida pada senyawa polimer karbohidrat dengan rumus umum

(CsH100s)n. Enzim ini dapat diproduksi oleh berbagai organisme seperti bakteri,



jamur, tumbuhan, dan hewan, serta berfungsi dalam konversi substrat pati menjadi
senyawa yang lebih sederhana, seperti glukosa, dekstrosa, fruktosa, maupun
maltosa (Whittaker, 1994). Dalam proses hidrolisis pati, amilase memutus ikatan-
ikatan tertentu hingga terbentuk maltosa sebagai produk intermediet. Amilase
diklasifikasikan menjadi tiga jenis utama, yaitu a-amilase, f-amilase, dan
y-amilase (Poedjiadi, 2006). a-amilase bekerja secara acak pada ikatan a-1,4-
glikosidik di sepanjang rantai polisakarida, menghasilkan maltosa dan maltotriosa
sebagai produk utamanya. Enzim ini termasuk dalam kelompok enzim
ekstraseluler (Palmer, 1985). Sementara itu, f-amilase bersifat sebagai eksoenzim
yang menghidrolisis pati dari sisi rantai untuk membentuk unit-unit maltosa.
y-amilase memiliki kemampuan untuk memecah pati dari ujung nonpereduksi
sehingga menghasilkan glukosa sebagai satu-satunya produk, yang
membedakannya dari a dan B-amilase (Winarno, 1986). Pati berperan sebagai
substrat enzim a-amilase dan sebagai sumber karbon bagi pertumbuhan mikroba
penghasil enzim tersebut. Pati merupakan suatu karbohidrat golongan polisakarida
yang tersusun atas lebih dari delapan satuan monosakarida. Pati merupakan
polimer yang tersusun dari monomer a-D-glukosa yang dihubungkan oleh ikatan
a-1,4 glikosidik dan ikatan a-1,6 glikosidik pada percabangan rantainya. Secara
alami, pati merupakan campuran dari amilosa dan amilopektin sebagai polimer
dari a-D-glukosa (Fessenden dan Fessenden, 1986). a-amilase merupakan enzim
penting dalam proses hidrolisis pati yang bekerja dengan memutus ikatan
glikosidik a-1,4 secara acak menghasilkan senyawa-senyawa seperti dekstrin,
maltosa, dan glukosa sebagai produk hidrolisis (Ariandi, 2017). Enzim ini
diklasifikasikan sebagai metaloenzim karena memerlukan keberadaan ion kalsium
(Ca?" untuk mempertahankan aktivitas dan stabilitasnya selama proses katalisis

(Algofar et al., 2021). Struktur enzim a-amilase dapat dilihat pada Gambar 1.
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Gambar 1. Struktur enzim a-amilase (Berman et al., 2000).

Struktur a-amilase tersusun atas tiga domain utama, yaitu domain A berbentuk
struktur Triose Phospate Isomerase (TIM) barrel menyerupai tong atau barrel
dan merupakan domain katalitik tempat terjadinya reaksi enzimatik, domain B
yang berupa loop panjang bersifat fleksibel dan berperan dalam pengikatan
substrat serta stabilisasi struktur enzim, serta domain C dengan struktur 3-sheet
yang tersusun sebagai antiparalel f-sandwich, biasanya terletak di ujung C-
terminal enzim dan berfungsi dalam pengikatan substrat atau interaksi dengan
molekul lain. Beberapa residu asam amino, khususnya glutamat dan aspartat
berperan krusial dalam aktivitas katalitik enzim ini (Judoamidjojo et al., 1989).
Cara kerja a-amilase melibatkan pemutusan acak pada rantai polisakarida, yang
menyebabkan penurunan kekentalan larutan pati dan membentuk produk seperti
maltosa dan maltotriosa (Ariandi, 2017). Aktivitas enzim a-amilase sangat
dipengaruhi oleh kondisi lingkungan, terutama suhu dan pH. Umumnya, suhu
optimum untuk aktivitas enzim ini berada pada kisaran 35-55 °C, tergantung pada
sumber mikroorganismenya (Nisak, 2020). Menariknya, a-amilase yang
dihasilkan oleh mikroorganisme termofilik menunjukkan kestabilan yang baik dan
aktivitas tinggi pada suhu tinggi, sehingga sangat berpotensi untuk diterapkan
dalam berbagai proses industri (YYamin, 2022). Aktivitas a-amilase ditentukan
dengan mengukur hasil degradasi pati, biasanya dapat diamati dari penurunan

kadar pati yang larut atau dari kadar dekstrinnya dengan menggunakan substrat



jenuh. Hilangnya substrat dapat diukur dengan pengurangan derajat pewarnaan
iodium terhadap substrat (Winarno, 2004).

2.3 Aspergillus sp.

Aspergillus merupakan salah satu kapang yang berasal dari kelas Ascomycota.
Dilihat dari struktur konidianya yang berbentu semi bulat, oval ataupun bulat.
Konidia menempel pada bagian fialid yang menempel pada bagian dari ujung
konidiofor yang mengalami pembengkakan atau disebut juga dengan vesikel.
Aspergillus tumbuh dengan cepat dan menghasilkan hifa aerial yang memiliki
struktur konidia yang khas yaitu konidiofor panjang dengan vesikel terminal
tempat philiades menghasilkan rantai konidia basipetal (Brooks et al., 2013).

Aspergillus bisa dilihat dari medium biakan dengan cara makroskopis memiliki

ciri-ciri diantaranya koloni berwarna hijau dan koloni yang masih muda berwarna

putih ditemukannya hifa, konidia, dan konidiofor. Adapun ciri-ciri dari segi
mikroskopis yang meliputi bentuk hifa yang bersepta dan miselium yang
bercabang (Hasanah, 2017). Isolat jamur Aspergillus sp. dapat dilihat pada
Gambar 2.

Gambar 2. Jamur Aspergillus sp.

Aspergillus sp. telah banyak dikenal sebagai saprofit, parasit, dekomposer

sehingga penting dalam kesuburan tanah, agen pengendali hayati hingga penghasil

mitokosin (De Amorim et al., 2020). Pada pengamatan yang dilakukan oleh
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Madigan et al.,(2002), mengungkapkan secara makroskopis jamur Aspergillus sp.
pada media Potato Sukrose Agar terlihat saat inkubasi hari pertama masih
berwarna putih terbentuk koloni miselium yang tersusun oleh hifa. Pada hari
kedua telah mengalami sporulasi berwarna hijau, bentuk koloni yang tidak teratur,
permukaan kasar terdapat titik hijau yang merupakan spora jamur dan mudah
menyebar ke segala arah. Namun, Aspergillus sp. dilihat secara mikroskopis
didapati konidia yang berwarna hijau, berbentuk bulat, konidiofor hyaline dan
tidak bersekat (Madigan et al., 2002). Lebih dari 300 jenis Aspergillus sp. dapat
diseleksi sebagai jamur yang dapat diberdayagunakan diantaranya berpotensi
sebagai biofertilizer dan biopestisida (Saritha and Prasad, 2019). Aspergillus sp.
juga mempunyai kemampuan dalam menghambat pertumbuhan cendawan
patogen karena dapat menghasilkan enzim hidrolitik meliputi lipase, protease,

amilase, a-amilase, dan pektinase (Schuster et al., 2002).

2.4 Singkong

Singkong adalah tanaman yang masuk dalam famili Euphorbiaceae dan
merupakan salah satu tanaman tropis. Umbi singkong sering digunakan
masyarakat umum untuk memproduksi tepung tapioka dan juga sebagai bahan
baku pengganti makanan pokok (Guntama dkk., 2022). Singkong atau ketela
pohon merupakan bahan baku yang sangat potensial untuk dikembangkan dalam
produksi enzim a-amilase. Singkong termasuk bahan pangan yang biasanya diolah
menjadi berbagai jenis makanan namun juga dapat dimanfaatkan dalam industri
kimia khususnya untuk menghasilkan gula fruktosa (Martiyana, 2022).
Kandungan pati yang dimiliki pada singkong sangat tinggi. Sejalan dengan itu,
maka akan semakin banyak gula reduksi yang dihasilkan (Mustafa, 2016).

Adapun gambar singkong dapat dilihat pada Gambar 3.
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Gambar 3. Singkong (Prjctreoco, 2021).

Pada umumnya pengaplikasian pati singkong sudah dikembangkan secara luas
dalam berbagai sektor industri baik pangan maupun nonpangan. Dalam industri
pangan, pati singkong digunakan sebagai bahan pengental dan agen penstabil
makanan, sedangkan dalam industri nonpangan, penggunaannya meliputi
pembuatan kertas, tekstil, produk kimia, farmasi, biofuel, dan etanol (Lu et al.,
2011; Koswara, 2006). Pati sendiri termasuk polisakarida yang tersusun dari
molekul glukosa dengan ikatan a-glikosidik dan memiliki kadar air rendah sekitar
10-14 % (Ariyanti, 2013). Pati terdiri dari dua fraksi yaitu amilosa yang larut
dalam air panas dan amilopektin yang tidak larut (Permana, 2012). Singkong
mengandung sekitar 17 % amilosa, sementara secara umum pati normal terdiri
dari 25 % amilosa dan 75 % amilopektin (Wulan, 2006). Penelitian menunjukkan
bahwa pati singkong memiliki viskositas yang lebih tinggi dibandingkan tepung
lain seperti tepung beras dan terigu, serta waktu gelatinisasi yang lebih cepat,
hampir setara dengan tepung ketan (Imanningsih, 2012). Dengan itu, keterlibatan
singkong dalam memproduksi enzim a-amilase yang diisolasi dari
mikroorganisme cukup efektif karena selain kandungan pati yang cukup tinggi
juga memiliki sifat termostabilitas yang baik memungkinkan proses hidrolisis
dilakukan pada suhu tinggi tanpa menurunkan aktivitas enzim secara signifikan
(Sundarram et al., 2014 dalam Ainezzahira dkk., 2019).
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2.5 Stabilitas Enzim

Stabilitas enzim dapat diartikan sebagai kestabilan enzim selama penyimpanan
dan penggunaan enzim tersebut, serta kestabilan terhadap senyawa yang bersifat
merusak seperti pelarut tertentu (asam atau basa) oleh pengaruh suhu dan pH
ekstrim (Kazan et al., 1997). Stabilitas enzim dipengaruhi oleh banyak faktor
seperti suhu, pH, pelarut, kofaktor, dan adanya surfaktan (Eijnsink et al., 2005).
Dari faktor—faktor tersebut suhu dan pH memegang peranan penting dan sangat
tepat untuk dipelajari. Pada suhu tinggi kebanyakan enzim akan membuka
(inaktif) yang berarti tidak fungsional lagi. Proses inaktivasi enzim pada suhu
tinggi berlangsung melalui dua tahap, pertama adanya pembukaan parsial struktur
sekunder, tersier dan kuartener molekul enzim, serta adanya perubahan struktur
primer enzim karena adanya kerusakan asam amino tertentu oleh panas (Ahern
and Klibanov, 1987).

Terdapat dua cara yang dapat dilakukan untuk mendapatkan enzim yang
mempunyai stabilitas tinggi, yaitu menggunakan enzim yang memiliki stabilitas
ekstrem alami dan mengusahakan peningkatan stabilitas enzim yang secara alami
kurang stabil. Berdasarkan faktor lingkungan yang memengaruhinya, stabilitas
enzim dapat diklasifikasikan menjadi dua yaitu stabilitas termal enzim dan
stabilitas pH enzim.
1. Stabilitas Termal Enzim
Pada suhu yang terlalu rendah stabilitas enzim tinggi, namun aktivitasnya
rendah sedangkan pada suhu yang terlalu tinggi aktivitas enzim tinggi, namun
kestabilannya rendah. Kenaikan suhu sangat memengaruhi kecepatan laju
reaksi enzim, tetapi hanya sampai batas tertentu dan selanjutnya akan terjadi
proses denaturasi protein (Wirahadikusumah, 1997). Stabilitas termal enzim
akan jauh lebih tinggi dalam kondisi kering dibandingkan dengan kondisi
basah. Adanya air sebagai pelumas membuat konformasi suatu molekul enzim
menjadi sangat fleksibel sehingga menyebabkan kondisi air dalam keadaan
kaku ketika hilangnya molekul pada enzim (Virdianingsih, 2002).
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2. Stabilitas pH Enzim
Pada stabilitas enzim banyak dipengaruhi oleh berbagai faktor yang salah
satunya faktor pH. Suatu perubahan pH lingkungan biasanya disebabkan
terjadinya perubahan ionisasi enzim, substrat, ataupun kompleks enzim-
substrat. Enzim akan menunjukkan aktivitas maksimum pada kisaran pH
optimum enzim dengan stabilitas yang cukup tinggi (Winarno, 1998). Pada
reaksi enzimatik sebagian besar enzim akan kehilangan aktivitas katalitiknya
secara cepat dan irreversible pada pH yang jauh dari rentang pH optimum
untuk reaksi enzimatik (Kazan et al., 1997).

2.6 Pengujian Aktivitas a-Amilase dengan Metode Mandels

Pengujian aktivitas a-amilase dilakukan dengan metode Mandels (Mandels et al.,
1976) yaitu berdasarkan pembentukan glukosa dari substrat pati singkong oleh
enzim a-amilase yang dideteksi dengan penambahan pereaksi Dinitrosalisilat
Acid (DNS) ke dalam larutan uji serta proses pemanasan sehingga akan dihasilkan
larutan berwarna kuning hingga merah pekat. Semakin pekat warna larutan

sampel dibandingkan larutan kontrol, maka akan semakin tinggi aktivitasnya.

2.7 Penentuan Kadar Protein dengan Metode Lowry

Salah satu metode yang digunakan untuk menentukan kadar protein adalah
metode Lowry. Metode ini bekerja pada lingkungan alkali dan ion tembaga (I1)
bereaksi membentuk kompleks dengan protein. Selanjutnya reagen Folin-
Ciocelteau yang ditambahkan akan mengikat protein. Ikatan ini secara perlahan
akan mereduksi reagen Folin menjadi heteromolibdenum dan mengubah warna
dari larutan kuning menjadi biru keunguan. Metode pengujian kadar protein ini
didasarkan pada pembentukan kompleks Cu®* dengan ikatan peptida yang akan
tereduksi menjadi Cu” pada kondisi basa. Cu* dan rantai samping tirosin,
triptofan, dan sistein akan bereaksi dengan reagen Folin-Ciocelteau. Reagen ini



16

bereaksi menghasilkan produk yang tidak stabil tereduksi secara lambat menjadi
molybdenum atau tungesteen blue. Metode ini digunakan karena memiliki
beberapa keunggulan meliputi relatif sederhana dan dapat diandalkan serta
biayanya yang relatif murah. Namun, di samping terdapat juga kekurangan yang
dimiliki oleh metode ini meliputi sensitif terhadap perubahan pH dan konsentrasi

protein yang rendah (Lowry et al., 1951).

2.8 Kinetika Reaksi Enzim

Kinetika enzim memiliki suatu parameter yaitu konstanta Michaelis-Menten (Ky)
dan laju reaksi maksimum (Vmaks). Berdasarkan postulat Michaelis dan Menten
pada suatu reaksi enzimatis terdiri dari beberapa fase yaitu pembentukan
kompleks enzim substrat (SE), E merupakan enzim dan S merupakan substrat,
modifikasi dari substrat membentuk produk yang masih terkait dengan enzim (EP)
(Sahib, 2005).

Pada umumnya enzim memiliki karakterisitik dan sifat-sifat tersendiri meliputi
spesifisitas interaksi enzim terhadap substrat yang dinyatakan dalam persamaan
Michaelis-Menten (Ky). Nilai Ky ditunjukkan sebagai konsentrasi substrat
tertentu pada saat enzim mencapai setengah kecepatan maksimum (Kamelia dkk.,
2005) dapat dilihat pada Persamaan 1.

— Vmaks [S]
V0 B (1)
1 _ Km[S]

Vo Vmaks+[S]

Nilai Ky suatu enzim juga dapat dihitung dengan persamaan Lineweaver-Burk

yang dapat dilihat dari Persamaan 2.
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Gambar 4. Diagram persamaan Lineweaver-Burk (Suhartono, 1989).

Nilai Ky yang lebih kecil menunjukkan bahwa kompleks enzim substrat sangat
cocok dengan afinitas tinggi terhadap substrat. Sebaliknya jika nilai Ky, suatu
enzim besar maka enzim tersebut memiliki nilai afinitas rendah terhadap suatu
substrat (Page, 1997).

2.9 Manitol

Manitol merupakan gula poliol enam karbon yang paling banyak terdapat di alam.
Manitol secara alami terdapat pada bunga dan daun manna, buah zaitun, dan alga
(Wisselink, 2004). Manitol dan sorbitol sama-sama mempunyai enam gugus
hidroksil, dengan rumus molekul C¢H1406. Keduanya merupakan isomer, namun
memiliki perbedaan konfigurasi molekular. Perbedaan antara manitol dan sorbitol
terdapat pada orientasi planar dari gugus OH dan H pada atom C2. Hal ini
mempunyai pengaruh yang besar dan menyebabkan sifat serta karakteristik yang
berbeda pada masing-masing isomer. Perbedaan sifat utama antara kedua isomer
ini adalah sorbitol bersifat higroskopik, sedangkan manitol bersifat
nonhigroskopik. Sorbitol digunakan sebagai humektan karena afinitasnya

terhadap kelembaban dan manitol digunakan sebagai eksipien tablet karena



bersifat inert dan stabil terhadap kelembaban (Jamieson, 2012). Struktur kimia

sorbitol dan manitol dapat dilihat pada Gambar 5.

CH,OH

H=+0H
HO=+H
H=CH

H+0H

CH,OH

Sorhitol

CH,OH

HO=H
HO=+H
H=0H

H=0H

CH,OH

Mlamtol

Gambar 5. Struktur sorbitol dan manitol (Jamieson, 2012).

Berbagai mikroorganisme telah dimanfaatkan untuk menghasilkan manitol

melalui proses fermentasi, diantaranya berbagai spesies bakteri asam laktat,
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khamir Candida sp., khamir Torulopsis sp., fungi Aspergillus candidus, dan fungi

Penicillum scabrosum (Saha and Racine, 2011). Bakteri asam laktat

menghasilkan manitol melalui dua cara. Cara pertama, yaitu dengan mereduksi

fruktosa secara langsung menjadi manitol oleh enzim manitol dehidrogenase

terkait NAD(P)H. Cara lainnya adalah dengan pembentukan fruktosa-6-fosfat dari

fruktosa oleh fruktokinase dan direduksi menjadi manitol-1-fosfat oleh enzim
manitol-1-fosfat dehidrogenase terkait NAD(P)H. Manitol-1-fosfat kemudian

mengalami defosforilasi menjadi manitol dan fosfat anorganik oleh enzim

manitol-1- fosfatase. Proses pertama terjadi pada bakteri asam laktat

heterofermentatif, sedangkan proses kedua terjadi pada bakteri asam laktat

homofermentatif (Wisselink, 2004).



I11. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilakukan pada Oktober 2024 sampai pada Mei 2025 di
Laboratorium Biokimia, Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan llmu

Pengetahuan Alam Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

3.2.1 Alat

Alat-alat yang digunakan pada penelitan ini meliputi neraca analitik DJ-V220A
Lucky, Laminar Air Flow CRUMA model 9005-FL, lemari pendingin, jarum ose,
pembakar spiritus, waterbath shaker incubator STUART SSL2, kapas, waterbath
memmert W 350, kain kasa, alumunium foil, autoclave sterilosator Gea LS-35L
EDAM 63, oven Heraeus, karet gelang, orbital shaker KJ-201BD, inkubator
Precisterm P’selecta, centrifuge Cole and Parmer, lemari es, magnetic stirrer
STUART, penangas, rak tabung reaksi, thermometer, tabung centrifuge, pH meter
Metrohm, indikator pH dan spektrofotometer UV-Vis Cary-100, UV-Vis
Shimadzu 7280.
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3.2.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini meliputi Aspergillus sp., PDA
(Himedia) larutan buffer fosfat (NaH,PO,) pH 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; dan 6,5,
(NH;)2SO4 (Merck), KH,PO,4 (Merck), urea (Merck), MgSO,4 (Merck), CaCl,
(Merck), FeSO,4.7H,0 (Merck), ZnS0O,.7H,0 (Merck), CoCl, (Merck), pepton
(Merck), pereaksi DNS (Himedia), reagen Folin Ciocelteu (Sigma-Aldrich),
akuades, Na(K)-Tartarat (Merck), Na-sitrat (Merck), dan pati singkong (Starch).

3.3 Prosedur Penelitian

3.3.1 Peremajaan Aspergillus sp.

1) Pembuatan media agar miring
Ditimbang 3,9 gram PDA lalu dilarutkan dalam 100 mL akuades dan
dipanaskan. Kemudian dituangkan ke dalam tabung reaksi sebanyak 4-5 mL.
setelah itu disterilkan dalam autoclave pada suhu 121 °C dengan tekanan 1

atm selama 15 menit. Media disimpan sampai memadat berupa agar.

2) Peremajaan Aspergillus sp.
Peremajaan ini dilakukan dengan cara menggoreskan ose pada biakan murni
kemudian ditusukkan ke dalam media agar miring. Peremajaan ini dilakukan
di dalam Laminar Air Flow (LAF) dalam keadaan steril. Lalu diinkubasi
selama beberapa hari dalam inkubator pada suhu 37 °C (Yandri dkk., 2010).

3.3.2 Pembuatan media inokulum dan fermentasi Aspergillus sp., serta
produksi enzim

1) Pembuatan media inokulum dan fermentasi
Media inokulasi dibuat dengan cara menimbang (NH,4).SO4 0,7 g; KH,PO,
1 g; urea 0,15 g; MgSQO, 0,15 g; CaCl, 0,15 g; FeSO,.7H,0 0,0025 g;



2)

3)
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ZnS0,.7H20 0,0007 g; CoCl2 0,001 g; pepton 0,375 g; dan pati singkong
0,375 g. Lalu semua bahan dilarutkan dengan 50 mL larutan buffer fosfat
dengan pH 6,0. Kemudian untuk media fermentasi dibuat dengan menimbang
(NH4)2S04 3,5 g; KH,PO,4 5 g; urea 0,75 g; MgSO, 0,75 g; CaCl, 0,75 g;
FeSO,.7H,0 0,0125 g; ZnS0O,4.7H,0 0,0035 g; CoCl, 0,005 g; pepton 1,875 g
dan pati singkong 1,875 g. Kemudian semua bahan dilarutkan dengan 250 mL
larutan buffer fosfat dengan pH 6,0. Media inokulasi dan fermentasi kemudian
disterilisasi menggunakan autoclave pada suhu 121 °C dengan tekanan 1 atm

selama 15 menit.

Inokulasi Aspergillus sp.

Inokulasi dilakukan dengan cara sebanyak 3 ose Aspergillus sp. dari media
agar miring dipindahkan ke dalam media inokulum secara aseptik, lalu
dikocok menggunakan waterbath shaker inkubator dengan kecepatan 120 rpm

selama 24 jam.

Produksi enzim a-amilase

Produksi enzim a-amilase dilakukan dengan memindahkan media inokulum
sebanyak 2 % ke dalam media fermentasi dengan microppipet secara aseptik.
Selanjutnya dikocok menggunakan waterbath shaker incubator dengan

kecepatan 120 rpm selama 72 jam.

3.3.3 Isolasi dan pemurnian enzim a-amilase

1)

Isolasi enzim a-amilase

Isolasi enzim a-amilase dilakukan dengan menggunakan metode sentrifugasi.
Metode sentrifugasi berprinsip pada kecepatan sedimentasi dengan cara
pemusingan dalam kurun waktu tertentu. Metode ini bertujuan untuk
memisahkan antara enzim ekstraseluler dari sisa sel. Sentrifugasi dilakukan
pada suhu rendah (di bawah suhu kamar) untuk menjaga kehilangan aktivitas
enzim (Suhartono, 1989). Hal ini dilakukan dengan mensentrifugasi enzim

dalam tabung sentrifugasi pada kecepatan 5000 rpm selama 15 menit yang
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menghasilkan enzim berupa cairan jernih. Filtrat yang diperoleh lalu disaring

menggunakan kertas saring dan diuji aktivitasnya dengan metode Mandels.

2) Pemurnian enzim a-amilase

Pemurnian enzim a-amilase dilakukan dengan 2 tahap yaitu fraksinasi

menggunakan amonium sulfat dan dialisis.

1. Fraksinasi dengan amonium sulfat [(NH,4)>SO4]
Ekstrak kasar enzim yang diperoleh dimurnikan dengan metode fraksinasi
menggunakan garam amonium sulfat pada berbagai derajat kejenuhan
yaitu 0-25; 25-50; 50-75; dan 75-100 %. Adapun proses pengerjaannya
yaitu ekstrak kasar enzim yang diperoleh diukur volumenya, selanjutnya
dilakukan penambahan garam amonium sulfat yang telah dihaluskan
secara perlahan sambil diaduk dengan magnetic stirer pada suhu 4 °C.
Endapan protein enzim yang didapatkan setiap fraksi kejenuhan amonium
sulfat selanjutnya dipisahkan dari filtratnya dengan sentrifugasi dingin
pada kecepatan 5000 rpm selama 20 menit. Kemudian endapan yang
diperoleh dilarutkan dengan buffer fosfat 0,1 M pH 6,0 dan diuji
aktivitasnya dengan metode Fuwa, serta diukur kadar proteinnya dengan
metode Lowry untuk mengetahui fraksi-fraksi yang mengandung enzim a-
amilase dengan aktivitas spesifik tinggi. Filtrat yang diperoleh dari fraksi
0-25 % digunakan untuk diendapkan kembali dengan fraksi kejenuhan 25-
50 % dengan prosedur yang sama dan seterusnya sampai fraksi 75-100 %.
Setelah diketahui fraksi-fraksi yang mengandung enzim a-amilase dengan
aktivitas spesifik tertinggi, maka langkah selanjutnya adalah melakukan
fraksinasi ulang pada tingkat tersebut, sehingga enzim dapat terendapkan
secara maksimal (Yandri dkk., 2010). Adapun Skema proses pengendapan
protein enzim dengan penambahan amonium sulfat ditunjukkan pada
Gambar 6.
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Gambar 6. Skema fraksinasi dengan amonium sulfat.



Tabel 1. Perhitungan massa garam amonium sulfat untuk fraksinasi dengan berbagai persentase kejenuhan (Bollag et al., 1996).

Konsentrasi Akhir Amonium Sulfat

Konsentrasi Awal Amonium Sulfat

%

10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
65
70
75
80
85
90
95

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
27 56 84 113 144 176 208 242 277 314 351 390 430 472 516 561 608 657 708 761
27 56 85 115 146 179 212 246 282 319 357 397 439 481 526 572 621 671 723
28 57 86 117 149 182 216 251 287 325 364 405 447 491 537 584 634 685

28 58 88 119 151 185 219 255 292 331 371 413 456 501 548 596 647

29 59 89 121 154 188 223 260 298 337 378 421 465 511 559 609

29 60 91 123 157 191 227 265 304 344 386 429 475 522 571

30 61 92 126 160 195 232 270 309 351 393 438 485 533

30 61 94 128 163 199 236 275 316 358 402 447 495

31 63 96 130 166 202 241 281 322 365 410 457

31 64 97 132 169 206 245 286 329 373 419

32 65 99 135 172 210 250 292 335 381

33 66 101 138 175 215 256 298 343

33 67 103 140 179 219 261 305

34 69 105 143 183 224 266

34 70 107 146 186 228

35 72 110 149 190

36 73 112 152

37 75 114

37 76

38
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2. Dialisis
Endapan enzim yang telah dilarutkan dari tiap fraksi amonium sulfat
dengan aktivitas spesifik tertinggi dimasukkan ke dalam kantong selofan
dan didialisis dengan buffer fosfat 0,01 M pH 6,0 selama 24 jam pada
suhu dingin (Pohl, 1990). Selama dialisis, dilakukan pergantian buffer
setiap 4-6 jam sekali agar konsentrasi ion-ion di dalam kantong dialisis
dapat dikurangi. Proses ini dilakukan secara kontinyu sampai ion-ion di
dalam kantong dialisis dapat diabaikan. Selanjutnya dilakukan uji
aktivitas dengan metode Fuwa, serta diukur kadar proteinnya dengan

metode Lowry.

3.3.4 Uji aktivitas enzim a-amilase dengan metode Fuwa

Penentuan aktivitas enzim a-amilase dilakukan menggunakan metode iodometri
sesuai dengan prosedur yang dikembangkan oleh Fuwa (1954). Prinsip dasar
metode ini adalah mengukur penurunan kadar pati sebagai hasil dari aktivitas
hidrolitik enzim yang ditunjukkan oleh berkurangnya intensitas warna kompleks
antara pati dan iodin. Reaksi hidrolisis dimulai dengan mencampurkan 0,25 mL
larutan enzim dengan 0,25 mL larutan pati 0,1 % sebagai substrat. Campuran
tersebut kemudian diinkubasi pada suhu 60 °C selama 10 menit untuk
memberikan waktu yang cukup bagi enzim dalam mendegradasi pati. Setelah
inkubasi, reaksi dihentikan dengan penambahan 0,25 mL larutan HCI 1 N untuk
menginaktivasi enzim. Selanjutnya, ditambahkan 0,25 mL larutan iodin yang
terdiri dari 1, 0,2 % dan KI 2 % sebagai pereaksi pewarna, diikuti dengan 4 mL
akuades untuk mengencerkan campuran reaksi. Seluruh larutan kemudian
dihomogenkan dan diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-Vis
pada Amaks 600 Nnm. Nilai absorbansi yang diperoleh mencerminkan sisa jumlah
pati dalam larutan, semakin rendah nilai absorbansi maka semakin tinggi aktivitas
enzim terhadap pati. Pada kontrol digunakan larutan enzim yang telah diinaktivasi
sebelumnya dengan penambahan HCI dan diperlakukan dengan prosedur yang
sama seperti sampel uji. Metode iodometri ini digunakan secara konsisten dalam
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berbagai tahapan penelitian, mulai dari isolasi, pemurnian, hingga karakterisasi

enzim untuk memastikan validitas dan konsistensi data aktivitas enzim a-amilase

yang diperoleh (Fuwa, 1954).

3.3.5 Uji aktivitas enzim a-amilase dengan metode Mandels

1)

2)

3)

Pembuatan pereaksi Dinitrosalicylic Acid (DNS)

Ke dalam gelas ukur 250 mL dimasukkan 1 g DNS, 1 g NaOH, 0,2 g fenol,
0,05 g Na,SO3, 1 mL Na-K tartarat 40 % yang dilarutkan dengan 50 mL
akuades. Kemudian larutan dihomogenkan menggunakan stirer dan
dipindahkan ke dalam labu takar 100 mL yang ditutup dengan alumunium foil

lalu ditambahkan akuades hingga batas meniskus.

Pembuatan larutan substrat pati 0,1 %
Ke dalam labu takar 100 mL dimasukkan 0,1 g pati, kemudian dilarutkan

menggunakan akuades hingga batas meniskus dan dihomogenkan.

Uji aktivitas enzim a-amilase dengan metode Mandels

Metode ini didasarkan pada glukosa yang terbentuk. Hal ini dilakukan dengan
cara sebanyak 0,25 mL enzim dimasukkan dalam tabung reaksi, ditambahkan
0,25 mL larutan pati, lalu diinkubasi selama 30 menit dalam waterbath dengan
suhu 60 °C. Kemudian ditambahkan 1 mL pereaksi DNS dan dididihkan
selama 10 menit menggunakan hotplate, lalu didinginkan pada suhu ruang.
Selanjutnya di tambahkan 1,5 mL akuades dan diuji menggunakan
spektrofotometer UV-Vis Amaks 510 nm. Kontrol dilakukan dengan prosedur
yang sama hanya diinkubasi terlebih dahulu 0,25 mL enzim dalam waterbath
selama 60 menit sebelum ditambahkan dengan larutan pati. Selain itu, dibuat
juga larutan blanko sebagai pembanding untuk spektrofotometer UV-Vis

dengan mencampurkan 2,5 mL DNS dan 5 mL akuades.
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3.3.6 Penentuan kadar protein metode Lowry

1) Pembuatan pereaksi uji kadar protein menggunakan metode Lowry

Pereaksi A : 2 g Na,CO3 dilarutkan dalam 100 mL NaOH 0,1 N.

Pereaksi B : 5 mL larutan CuSO,4.5H,0 1 % ditambahkan ke dalam
5 mL larutan Na(K) tartarat 1 %.

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

Pereaksi D : Reagen folin ciocelteau diencerkan dengan akuades 1:1

Larutan Standar : Larutan Bovine Serum Albumin (BSA) dengan kadar
20, 40, 60, 80, 100, 120, dan 140 ppm (Lowry et al.,
1951).

2) Uji kadar protein enzim a-amilase menggunakan metode Lowry
Sebanyak 0,1 mL enzim ditambahkan dengan 0,9 mL akuades. Kemudian
direaksikan dengan 5 mL pereaksi C dan dibiarkan selama 10 menit pada suhu
ruang. Setelah itu ditambahkan 0,5 mL pereaksi D, diaduk dengan sempurna
dan didinginkan selama 30 menit pada suhu ruang. Pada kontrol 0,1 mL enzim
diganti dengan 0,1 mL akuades dengan perlakuan yang sama dengan sampel.
Kemudian diukur serapannya menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada
Amaks 750 nm. Penentuan konsentrasi protein enzim a-amilase menggunakan
kurva standar Bovine Serum Albumin (BSA) terdapat pada Lampiran 10.
Penentuan kadar protein enzim a-amilase dengan menggunakan metode

Lowry ini dilakukan pada tahap isolasi dan pemurnian (Lowry et al.,1951).

3.3.7 Penambahan manitol

Larutan poliol yang digunakan yaitu berupa manitol. Larutan poliol ditambahkan
pada enzim hasil pemurnian dengan konsentrasi 0,2; 0,4; dan 0,5 M bisa
mengetahui pengaruh konsentrasi manitol terhadap kestabilan enzim dengan rasio
1:1 digunakan sebagai acuan interaksi antara enzim dan manitol terkontrol dengan

baik sehingga memastikan pengaruh manitol dalam kondisi reaksi tertentu.
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3.3.8 Karakterisasi enzim a-amilase

Karakterisasi enzim a-amilase hasil dialisis dan hasil penambahan manitol yang

dilakukan meliputi:

1) Penentuan pH dan suhu optimum

2)

3)

1. Penentuan pH Optimum
Untuk mengetahui pH optimum enzim sebelum dan sesudah penambahan
manitol digunakan buffer fosfat 0,1 M dengan variasi pH sebagai berikut:
3,5;4,0; 4,5;5,0; 5,5; 6,0; 6,5; dan 7,0. Suhu dijaga tetap pada 60 °C,
kemudian dilanjutkan dengan pengukuran aktivitas enzim dengan metode
Mandels.

2. Penentuan suhu optimum
Untuk mengetahui suhu optimum kerja enzim dilakukan dengan variasi
suhu yaitu 40; 45; 50; 55; 60; 65; dan 70 °C, pH tetap dijaga pada pH

optimum. Selanjutnya diukur aktivitas enzim dengan metode Mandels.

Penentuan data kinetika enzim (Ky dan Vmaks)

Konstanta Michaelis-Menten (Kyy) dan laju reaksi maksimum (Vmaks) €nzim
sebelum dan sesudah penambahan manitol ditentukan dari kurva Lineweaver-
Burk. Kurva Lineweaver-Burk dibuat dengan menguji aktivitas enzim a-
amilase dengan variasi konsentrasi substrat 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; dan 1 %
dalam buffer fosfat pada pH optimum dan suhu optimum. Selanjutnya diukur

aktivitas enzim dengan metode Mandels.

Uji stabilitas enzim (Yang et al., 1996).

Penentuan stabililitas termal enzim dilakukan dengan mengukur aktivitas sisa
enzim setelah diinaktivasi pada suhu 60 °C dengan memvariasikan waktu
inkubasi. Caranya adalah dengan mengukur aktivitas enzim menggunakan
metode Mandels setelah waktu inkubasi selama 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90, dan 100 menit. Aktivitas awal enzim (tanpa proses pemanasan) diberi
nilai 100 % (Virdianingsih, 2002). Adapun rumus dapat dilihat pada

Persamaan 3.
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Aktivitas enzim setelah perlakuan

Aktivitas sisa = X 100%..cccviieiiianinenns 3)

Aktivitas enzim awal (tanpa perlakuan)

4) Penentuan waktu paruh (ty2), konstanta laju inaktivasi (ki) dan perubahan
energi akibat denaturasi (AG;)
Penentuan nilai konstanta laju inaktivasi (ki) enzim a-amilase hasil pemurnian
dan hasil modifikasi kimia dilakukan dengan menggunakan persamaan
Kinetika inaktiviasi orde 1 (Kazan et al., 1997). Adapun rumus dapat dilihat

pada Persamaan 4.
IN(E/E0) = =Ki T oo 4)

sedangkan untuk perubahan energi akibat denaturasi (AG;) enzim hasil
pemurnian dan hasil modifikasi kimia dilakukan dengan menggunakan
persamaan (Yandri dkk., 2007). Adapun rumus dapat dilihat pada Persamaan
5.

AGH = -RTIN (Ki TVKE) T) oo ©)
Keterangan:

R = konstanta gas (8,315 J K mol™)

T  =suhu absolut (K)

ki = konstanta laju inaktivasi termal

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

ks = konstanta Boltzman (1,381 x 10 JK™})

3.4 Diagram Alir

Adapun diagram alir pada penelitian ini dapat terlihat pada Gambar 7.
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== Uj1 aktivitas dengan metode Mandels

[ Hasil ]

Gambar 7. Diagram alir penelitian.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat diambil beberapa kesimpulan

sebagai berikut:

1.

Ekstrak kasar enzim a-amilase yang dihasilkan dari Aspergillus sp. dalam
penelitian ini memiliki aktivitas unit sebesar 46,3645 U/mL.

Aktivitas spesifik enzim a-amilase hasil pemurnian sampai dengan tahap dialisis
dari Aspergillus sp. adalah 3.846,4720 U/mg, meningkat 11 kali lipat
dibandingkan dengan ekstrak kasar enzim a-amilase yang memiliki aktivitas
spesifik sebesar 326,4483 U/mg.

Enzim a-amilase hasil dialisis dan setelah penambahan manitol memiliki pH dan
suhu optimum yang sama yaitu 6 dan 65 °C.

Enzim a-amilase hasil dialisis memiliki Ky = 1,2274 mg ML, Vinaks = 22,075
umol mL™, ty, = 247,5525 menit, ki= 0,0028 menit™, dan AG; = 106,1151 kJ
mol™

Enzim hasil penambahan manitol 0,2 M memiliki Ky = 1,8322 mg mL™; Viaxs =
21,786 pumol mL™; ty, = 266,5950 menit; ki= 0,0026 menit™; dan AG; = 106,3142
kJ mol™, sedangkan manitol 0,4 M memiliki Ky = 2,0711 mg mL™; Vs =
21,552 umol mL™Y; ty, = 533,1901 menit; ki= 0,0013 menit™; dan AG; =
108,1758 kJ mol™, serta manitol 0,5 M memiliki Ky = 1,8498 mg mL™;



Vinaks = 21,459 pmol mL™; t, = 256,7211 menit; ki= 0,0027 menit™; dan AG; =
106,2128 kJ mol™.

6. Pada penelitian ini, berdasarkan nilai ty, ki, dan AG;j enzim a-amilase hasil
penambahan manitol 0,4 M memiliki tingkat kestabilan tertinggi sebesar 2,15
kali lipat dibandingkan enzim hasil dialisis.

5.2. Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh, pada penelitian selanjutnya dapat

melakukan hal-hal sebagai berikut:

1. Penggunaan konsentrasi manitol yang lebih rendah dari penelitian ini untuk
menghasilkan enzim dengan aktivitas dan kestabilan yang optimal.

2. Peningkatan kestabilan enzim lebih lanjut dengan menggunakan zat aditif lain

untuk menghasilkan enzim dengan tingkat kestabilan yang lebih tinggi.
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