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ABSTRAK

PENINGKATAN KESTABILAN ENZIM a-AMILASE DARI Aspergillus sp.
DENGAN METODE IMOBILISASI MENGGUNAKAN SILIKA GEL 60,
KITIN, DAN HIBRIDA SILIKA-KITIN

Oleh

VIRGINIA NUH REZA AMANDA

Enzim banyak dimanfaatkan sebagai biokatalis industri, namun
penggunaannya terbatas oleh kestabilan terhadap kondisi ekstrem. Penelitian ini
bertujuan meningkatkan kestabilan dan memungkinkan pemakaian berulang enzim
melalui imobilisasi menggunakan silika gel, kitin, dan hibrida silika-kitin. Prosedur
penelitian dilakukan melalui tahapan berikut : produksi, isolasi, pemurnian dengan
fraksinasi dan dialisis, imobilisasi, serta karakterisasi enzim. Aktivitas enzim
dianalisis menggunakan metode Fuwa dan Mandels, sedangkan kadar protein
ditentukan dengan metode Lowry.

Enzim hasil pemurnian mengalami peningkatan kemurnian 12 kali
dibandingkan ekstrak kasar, dengan suhu optimum 50 °C dan aktivitas sisa 59,9 %
setelah inkubasi 80 menit. Uji stabilitas enzim hasil pemurnian menunjukkan nilai
t(1/2) sebesar 97,6 menit dan AG; 103,616 kJ mol!. Enzim hasil imobilisasi dengan
silika optimum pada suhu 60 °C, nilai t(1,2) sebesar 231,05 menit dan AG; 109,294
kJ mol™!. Enzim hasil imobilisasi dengan kitin optimum pada suhu 55 °C, nilai t(12)
150,68 menit, dan AG; 106,446 kJ mol™!. Enzim hasil imobilisasi dengan hibrida
silika-kitin optimum pada suhu 55 °C, nilai t(1/2) 301,37 menit, dan AG; 108,336 kJ
mol'. Aktivitas sisa enzim hasil imobilisasi dengan silika, kitin, dan hibrida silika-
kitin sebesar 78,3; 68,6; dan 81,1 % setelah inkubasi selama 80 menit.

Berdasarkan peningkatan nilai t(12), kestabilan enzim hasil imobilisasi
menggunakan silika, kitin, dan hibrida silika-kitin meningkat masing-masing
sebesar 2,37; 1,54; dan 3,09 kali. Enzim terimobilisasi pada hibrida silika—kitin
dapat digunakan hingga 10 kali dengan aktivitas sisa 61,2 %, menunjukkan bahwa
imobilisasi secara signifikan meningkatkan kestabilan termal dan potensi
penggunaan ulang enzim a-amilase sebagai biokatalis yang lebih efisien.

Kata kunci: o-amilase, imobilisasi, silika gel, kitin, kestabilan termal, kinetika
enzim



ABSTRACT

ENHANCEMENT OF a-AMYLASE STABILITY FROM Aspergillus sp.
THROUGH IMMOBILIZATION USING SILICA GEL 60, CHITIN, AND
SILICA-CHITIN HYBRID

By

VIRGINIA NUH REZA AMANDA

Enzymes are widely used as industrial biocatalysts; however, their application
is limited by insufficient stability under extreme conditions. This study aimed to
enhance enzyme stability and enable repeated use through immobilization using
silica gel, chitin, and a silica—chitin hybrid. The research procedure consisted of
enzyme production, isolation, purification by fractionation and dialysis,
immobilization, and enzyme characterization. Enzyme activity was analyzed using
the Fuwa and Mandels method, while protein content was determined by the Lowry
method.

The purified enzyme exhibited a 12-fold increase in purity compared to the
crude extract, with an optimum temperature of 50 °C and 59.9 % residual activity
after 80 min of incubation. Thermal stability analysis of the purified enzyme
showed a half-life (ti2) of 97.6 min and a AG; value of 103.616 kJ mol™. The
enzyme immobilized on silica gel showed an optimum temperature of 60 °C, a ti2
0f 231.05 min, and a AG;j of 109.294 kJ mol'. The enzyme immobilized on chitin
exhibited an optimum temperature of 55 °C, a ti2 of 150.68 min, and a AG; of
106.446 kJ mol™. The silica—chitin hybrid—-immobilized enzyme showed the best
performance, with an optimum temperature of 55 °C, a ti2 of 301.37 min, and a
AG; of 108.336 kJ mol ™. Residual activities of the immobilized enzymes on silica
gel, chitin, and silica—chitin hybrid were 78.3, 68.6, and 81.1 %, respectively, after
80 min of incubation.

Based on the increase in half-life values, enzyme stability was enhanced by
2.37-, 1.54-, and 3.09-fold for silica gel, chitin, and silica-chitin hybrid
immobilization, respectively. The enzyme immobilized on the silica-chitin hybrid
retained 61.2% residual activity after 10 reuse cycles, indicating that
immobilization significantly improves thermal stability and reuse potential of a-
amylase as a more efficient biocatalyst.

Keywords: a-amylase, immobilization, silica gel, chitin, thermal stability, enzyme
kinetics
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Enzim merupakan biomolekul yang berperan sebagai katalis dalam reaksi-reaksi
biokimia dan memiliki aplikasi luas di berbagai sektor (Al Angari et al., 2023; El-
Shishtawy et al., 2023). Nilai pasar global enzim diperkirakan mencapai 13,11
miliar USD pada tahun 2023 dan diprediksi meningkat menjadi 20,31 miliar USD
pada tahun 2030, dengan laju pertumbuhan tahunan gabungan (CAGR) sebesar
4,9 % selama periode 2024 hingga 2030. Pada skala industri, perusahaan-
perusahaan besar umumnya memanfaatkan mikroorganisme seperti jamur, ragi,
dan bakteri sebagai inang penghasil enzim (Grand View Research, 2024).
Penggunaan enzim ini secara luas didukung oleh kondisi reaksi yang relatif
ringan, spesifisitas tinggi terhadap substrat, serta sifatnya yang ramah lingkungan

(Al Angari et al., 2023; El-Shishtawy et al., 2023).

Para peneliti menunjukkan ketertarikan dalam memanfaatkan enzim untuk
berbagai sektor industri sebagai alternatif bahan kimia. Enzim yang diperoleh dari
mikroorganisme lebih diprioritaskan karena memiliki karakteristik yang paling
sesuai untuk aplikasi bioteknologi (Wahab and Ahmed, 2018). Karakteristik
penting seperti kestabilan, efisiensi, biaya yang ekonomis, kemudahan dalam
rekayasa genetik, serta daya adaptasi yang tinggi membuat enzim dari mikroba
lebih diminati dalam berbagai aplikasi industri (Naik ef al., 2023). Dalam industri
makanan, tekstil, deterjen, farmasi, kertas, dan kulit, a-amilase termasuk enzim
amilolitik yang paling sering digunakan (Acet et al., 2021; Almulaiky et al., 2021;
Gupta et al., 2022).



a-Amilase merupakan enzim hidrolase yang berperan dalam mengkatalisis
pemutusan ikatan a-1,4-glikosidik di bagian dalam molekul pati, menghasilkan
senyawa seperti glukosa dan maltosa. a-amilase dapat diperoleh dari
mikroorganisme, tumbuhan, maupun hewan (Sundarram and Murthy, 2014).
a-amilase yang berasal dari mikroba memiliki banyak keuntungan karena
menunjukkan aktivitas enzimatik yang tinggi dalam berbagai kondisi. Enzim
amilolitik dapat diproduksi melalui bioproses dengan memanfaatkan jamur
berfilamen atau dengan menggunakan limbah hasil samping dari industri
pertanian seperti dedak gandum, dedak jagung, bungkil kedelai, ampas tebu, dan
sejenisnya (Oliveira ef al., 2013; Ramos-Sanchez et al., 2015). Genus Aspergillus
termasuk jenis jamur berfilamen yang paling sering dimanfaatkan dalam
pembuatan enzim amilolitik (Venkat 2007). Kemampuan adaptasi yang tinggi
terhadap berbagai kondisi lingkungan memungkinkan spesies ini bertahan pada
rentang suhu yang luas, kadar air rendah, serta variasi pH tanah dan konsentrasi
oksigen (Gallo et al., 2016). Berbagai spesies dalam genus Aspergillus dapat
ditemukan dan diisolasi dari beragam substrat serta inang, seperti tanah, tumbuhan
yang mengalami pembusukan, produk makanan, dan berbagai bahan organik
lainnya. Karena mampu beradaptasi dan tumbuh di berbagai kondisi lingkungan,
jamur-jamur ini menjadi penghuni yang umum di banyak ekosistem (Houbraken

et al.,2020; Tsang et al., 2018; Visagie et al., 2024).

Aplikasi enzim pada skala industri masih menghadapi sejumlah keterbatasan,
mengingat enzim rentan mengalami denaturasi akibat paparan terhadap kondisi
lingkungan yang ekstrem. Untuk mengatasi hal tersebut, berbagai pendekatan
terus dikembangkan guna menciptakan lingkungan yang mendukung stabilitas dan
efektivitas aktivitas enzimatik (Abdulaal, 2018). Imobilisasi enzim merupakan
strategi yang efektif untuk meningkatkan stabilitas enzim. Secara umum,
imobilisasi enzim didefinisikan sebagai proses penjerapan atau pengikatan enzim
pada suatu matriks pembawa, yang membatasi mobilitasnya tanpa mengurangi
aktivitas katalitiknya. Penerapan sistem imobilisasi memberikan sejumlah
keuntungan, antara lain peningkatan stabilitas struktural, perlindungan terhadap
kondisi ekstrem, peningkatan efisiensi katalitik, ketahanan yang lebih tinggi

terhadap denaturasi, serta dapat dipakai secara berulang. Keunggulan-keunggulan



tersebut mendukung aplikasi imobilisasi secara luas dalam berbagai bidang
bioteknologi. Efektivitas proses imobilisasi sangat dipengaruhi oleh metode yang
diterapkan serta jenis material pembawa yang digunakan (Chauhan and

Upadhyay, 2021; Pandey et al., 2017; Rodrigues et al., 2017).

Perkembangan terkait imobilisasi enzim a-amilase telah dilakukan oleh beberapa
peneliti, di antaranya yaitu Gali et al. (2021) yang melakukan imobilisasi enzim a-
amilase dengan nanofiber dan berhasil mempertahankan aktivitas enzim sebesar
90 % setelah 6 kali pemakaian. Tincu et al. (2023), telah berhasil melakukan
imobilisasi enzim a-amilase menggunakan partikel hidrogel berbasis gellan yang
dapat digunakan 11 kali dengan aktivitas yang dipertahankan sekitar 75 %.
Penelitian Yandri et al. (2023), melakukan imobilisasi enzim a-amilase dari
Aspergillus fumigatus menggunakan kitin diperoleh hasil bahwa matriks kitin
dapat meningkatkan kestabilan enzim a-amilase sebesar 3,8 kali dengan aktivitas
sisa sebesar 38 % setelah 6 kali pemakaian. Rizki et al. (2020) berhasil
mengimobilisasi enzim lipase menggunakan silika gel dari abu sekam padi dengan
aktivitas sisa sebesar 67.71 % setelah 6 kali pemakaian. Berdasarkan keberhasilan
penelitian tersebut, dapat diketahui bahwa imobilisasi menggunakan silika
maupun kitin mampu meningkatkan stabilitas enzim dengan mempertahankan
aktivitas sisa yang relatif tinggi. Pengembangan matriks gabungan atau hibrida
berbasis silika-kitin membuka peluang yang lebih besar karena
mengkombinasikan keunggulan masing-masing matriks. Penggabungan kedua
matriks tersebut diharapkan menjadi matriks imobilisasi yang lebih kuat, stabil,
dan efisien dalam mempertahankan aktivitas enzim selama digunakan secara

berulang.

Kajian mengenai pemanfaatan matriks hibrida untuk proses imobilisasi enzim
serupa juga telah dilakukan oleh sejumlah peneliti seperti Yandri et al. (2022)
mengimobilisasi enzim a-amilase menggunakan matriks hibrida zeolit-chitosan
didapatkan hasil bahwa matriks zeolit-kitosan dapat meningkatkan kestabilan
enzim a-amilase sebesar 4,65 kali dari enzim sebelum imobilisasi dengan aktivitas
sisa sebesar 10,97 % setelah 5 kali pemakaian. Selain itu, Tiarsa ef al. (2022),

melakukan imobilisasi enzim a-amilase dari 4. fumigatus menggunakan matriks



hibrida kitin-bentonit meningkatkan kestabilan enzim 3,8 kali dengan aktivitas

sisa sebesar 38 % setelah 6 kali pemakaian.

Penelitian ini memiliki nilai kebaruan yang signifikan dalam bidang bioteknologi
enzim, khususnya pada aplikasi imobilisasi untuk peningkatan kestabilan enzim
a-amilase, karena hingga saat ini kajian yang secara spesifik memproduksi dan
mengimobilisasi enzim a-amilase dari Aspergillus sp. dengan menggunakan
kombinasi matriks silika gel 60 dan kitin masih sangat terbatas, bahkan belum
banyak dilaporkan secara sistematis. Oleh karena itu, dalam penelitian ini akan
dilakukan isolasi, pemurnian, dan imobilisasi enzim a-amilase dari Aspergillus sp.
menggunakan silika gel 60, kitin, serta hibrida silika—kitin dengan harapan dapat
meningkatkan stabilitas serta memungkinkan pemakaian berulang enzim setelah

diimobilisasi sebagaimana ditunjukkan pada penelitian sebelumnya.

1.2. Tujuan Penelitian

Adapun tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut:

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

2. Memperoleh enzim a-amilase hasil imobilisasi yang dapat digunakan secara
berulang dan memiliki kestabilan lebih tinggi dibandingkan enzim hasil
pemurnian.

3. Mengetahui matriks imobilisasi paling baik antara silika gel 60, kitin, dan
hibrida silika-kitin terhadap peningkatan kestabilan enzim a-amilase dari

Aspergillus sp.

1.3. Manfaat Penelitian

Adapun manfaat dari hasil penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Memberikan informasi mengenai kemampuan pemakaian berulang enzim
a-amilase yang berasal dari Aspergillus sp. yang telah ditingkatkan
kestabilannya dengan metode imobil pada silika, kitin, dan hibrida silika-kitin

sebagai upaya efisiensi biaya enzim dalam industri kimia.



2. Memberikan informasi tentang nilai aktivitas, suhu optimum, Ky, Viaks, ki, tu,
dan AG;i enzim a-amilase dari Aspergillus sp. hasil pemurnian dan hasil
imobilisasi sebagai salah satu literatur penelitian selanjutnya.

3. Menambah wawasan enzimologi melalui studi pengaruh tiga jenis material
pengimobil, yaitu silika, kitin, dan hibrida silika-kitin, terhadap peningkatan

kestabilan enzim.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Enzim

Enzim merupakan biomolekul yang berperan sebagai katalis dalam reaksi-reaksi
biokimia dan memiliki aplikasi luas di berbagai sektor (Al Angari et al., 2023;
El-Shishtawy et al., 2023). Peran utama enzim adalah mempercepat laju reaksi
biologis yang esensial bagi keberlangsungan hidup manusia dengan cara
menurunkan energi aktivasi, tanpa menyebabkan perubahan yang berarti pada
reaksi tersebut. Berdasarkan jenis reaksi kimia yang dikatalisis, enzim
dikelompokkan ke dalam tujuh kelas utama, meliputi oksidoreduktase, transferase,
hidrolase, liase, isomerase, ligase, dan translokase. Klasifikasi enzim berdasarkan

reaksi yang dikatalisis dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Klasifikasi enzim berdasarkan reaksi yang dikatalisis (Berg et al., 2007)

Kelas Enzim Jenis Reaksi Contoh
Laktat
Oksidoreduktase Oksidasi-reduksi axta
dehidrogenase
Nukleosida

T f T f f ;
ransferase ransfer gugus (group transfer) monofosfat kinase

Hidrolisis (transfer gugus fungsional ke

Hidrolase ) Kimotripsin
air)
P bahan at hil
Liase enambahan atau peng ilangan gugus
untuk membentuk ikatan rangkap
Isomerisasi (transfer gugus Triose fosfat
Isomerase . .
intramolekul) 1somerase
. P b d bstrat d Ami il-tRNA
Ligase enggabungan dua substrat dengan minoasi

bantuan hidrolisis ATP sintetase




Keberadaan enzim meliputi seluruh makhluk hidup, mulai dari mikroorganisme
hingga tumbuhan dan hewan, sehingga memiliki potensi besar untuk
dimanfaatkan dalam berbagai aplikasi industri. Sejumlah enzim yang dihasilkan
oleh mikroorganisme telah diidentifikasi sebagai katalis efektif untuk sintesis
berbagai produk dari beragam substrat, dengan proses yang berlangsung pada
kondisi terkontrol (Singh ef al., 2019). Enzim memiliki situs aktif yang berperan
dalam mengikat substrat serta mengkatalisis reaksinya menjadi produk.
Mekanisme interaksi substrat dengan situs aktif dijelaskan melalui dua model.
Model kunci-gembok (lock-and-key) menyatakan bahwa situs aktif dan substrat
memiliki bentuk tiga dimensi yang saling sesuai sehingga dapat berikatan tanpa
perubahan struktur yang berarti. Sebaliknya, bukti eksperimental lebih banyak
mendukung model kecocokan terinduksi (induced fit), karena proses pengikatan
substrat menyebabkan terjadinya perubahan konformasi pada situs aktif. Setelah
perubahan tersebut, barulah substrat dapat menempati situs aktif dengan tepat
(Atkins ef al., 2018). Ilustrasi model interaksi enzim dengan substrat dapat dilihat
pada Gambar 1.

Pusat Pusat
Substrat '/ aktif aktif '/ Substrat

Enzim Enzim

Lock ’ Induced
and SE fit
key

Gambar 1. Model interaksi enzim dengan substrat (Atkins ef al., 2018)

2.2. Enzim Amilase

Amilase terdiri dari tiga jenis, yaitu alfa, beta, dan gamma (a-amilase, EC 3.2.1.1;
B-amilase, EC 3.2.1.2; dan y-amilase, EC 3.2.1.3) yang masing-masing memiliki
cara berbeda dalam memutuskan ikatan pada pati (Arora ef al., 2017; Samanta,

2022). a-Amilase merupakan enzim hidrolase yang berperan dalam mengkatalisis



pemutusan ikatan a-1,4-glikosidik di bagian dalam molekul pati, menghasilkan
senyawa seperti glukosa dan maltosa. Enzim ini tergolong metalo-enzim kalsium,
artinya aktivitasnya memerlukan keberadaan kofaktor logam. B-Amilase adalah
enzim ekso-hidrolase yang memecah rantai polisakarida dari ujung non reduksi
dengan menghidrolisis ikatan a-1,4-glukan, sehingga terbentuk unit maltosa
secara berurutan. Karena tidak mampu memutus ikatan bercabang pada
polisakarida seperti glikogen atau amilopektin, proses hidrolisisnya tidak
sempurna dan meninggalkan sisa unit dekstrin. y-Amilase dapat memutus ikatan
a-1,6-glikosidik, serta memecah ikatan a-1,4-glikosidik terakhir pada ujung non
reduksi amilosa dan amilopektin. Berbeda dari jenis amilase lainnya, enzim ini

menghasilkan glukosa sebagai produk akhirnya (Sundarram and Murthy, 2014).

Amilase adalah enzim biokatalis yang berperan dalam mendegradasi molekul pati
menjadi glukosa, maltosa, maltotriosa, serta dekstrin melalui pemutusan ikatan
glikosidik dalam polimer pati (Arora ef al., 2017). Amilase merupakan salah satu
enzim utama yang menyumbang sekitar 25-33 % dari pangsa pasar enzim secara
global dan memiliki peran yang sangat signifikan dalam berbagai sektor industri,
seperti produksi bioetanol, proses sakarifikasi pati, industri pangan, tekstil,
pembuatan bir, serta industri pulp, dan kertas. Selain itu, amilase juga banyak
dimanfaatkan dalam bidang farmasi, medis, kimia analitik, serta bioteknologi

(Abdel-Mageed et al., 2019; Al-Bedak et al., 2022; Hesham et al., 2019).

Amilase dapat diperoleh dari mikroorganisme, tumbuhan, maupun hewan
(Sundarram and Murthy, 2014). Amilase yang berasal dari mikroba memiliki
banyak keuntungan karena menunjukkan aktivitas enzimatik yang tinggi dalam
berbagai kondisi. Enzim amilolitik dapat diproduksi melalui bioproses dengan
memanfaatkan jamur berfilamen atau dengan menggunakan limbah hasil samping
dari industri pertanian seperti dedak gandum, dedak jagung, bungkil kedelai,
ampas tebu, dan sejenisnya (Oliveira ef al., 2013; Ramos-Sanchez et al., 2015).
Dari berbagai jenis jamur berfilamen, genus Aspergillus paling sering

dimanfaatkan dalam pembuatan enzim amilolitik (Venkat, 2007).



2.3. Enzim o-Amilase

Enzim a-amilase (a-1,4-glukan-4-glukanohidrolase) berfungsi memecah molekul
pati dengan memutus ikatan glikosidik a-1,4, sehingga menghasilkan maltosa,
dekstrin, atau D-glukosa. Secara komersial, a-amilase mikroba dimanfaatkan
sebagai biokatalis dalam berbagai bidang industri, antara lain deterjen, sirup, roti
dan kue, produk olahan susu, pengolahan pati, pakan ternak, tekstil dan kulit, pulp
dan kertas, permen, gula, bioetanol, farmasi, serta pengolahan limbah (Far ef al.,

2020; Vogel and May, 2019).

Sebagai metaloenzim, a-amilase memerlukan ion kalsium sebagai kofaktor agar
dapat berfungsi secara optimal (Sundarram and Murthy, 2014). Enzim ini
termasuk endo-amilase yang mampu menghidrolisis pada bagian dalam rantai
polisakarida dan memutus ikatan glikosidik a-D-(1,4) dengan pati sebagai substrat
utamanya. Aktivitas a-amilase sangat dipengaruhi oleh faktor lingkungan,
terutama suhu dan pH, dan menunjukkan kinerja terbaik pada pH 7. Struktur tiga
dimensinya mendukung pengikatan substrat dan memberikan spesifisitas yang
tinggi (Offen et al., 2015; Pan et al., 2017; Sundarram and Murthy, 2014). Enzim
ini memiliki berat molekul 57,6 kDa dan tersusun atas satu rantai oligosakarida
yang terdiri dari 512 residu asam amino (Sahni and Goel, 2015). Struktur 3D

enzim a-amilase dari 4. Oryzae ditunjukkan pada Gambar 2.

Gambar 2. Struktur 3D enzim a-amilase yang berasal dari 4. oryzae (Gee et al.,
2021)
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Dalam kelompok enzim karbohidrase, enzim amilolitik seperti a-amilase dan
glukoamilase memiliki peran yang signifikan dalam bidang industri. Enzim-enzim
ini berfungsi menghidrolisis berbagai substrat, termasuk pululan, glikogen, pati,
serta polisakarida kompleks lainnya (Jafari ef al., 2022). a-Amilase merupakan
salah satu jenis amilase paling penting yang secara alami disintesis oleh hewan,
tumbuhan, dan mikroorganisme. Namun, a-amilase yang dihasilkan oleh bakteri
menempati posisi istimewa dalam sektor industri dan perdagangan (Movahedpour

etal.,2022).

2.4. Reaksi Hidrolisis Pati

Pati dihasilkan oleh berbagai tanaman, antara lain umbi-umbian tropis seperti
singkong, ubi, dan ubi jalar (Kumar et al., 2024); biji-bijian serta serealia seperti
beras, jagung, gandum, barley, dan oat (Wang and Guo, 2020); juga buah-buahan
seperti sukun, sirsak, tomat, nanas, dan pisang (Sorhaindo and Cuffy, 2023).
Sebagai salah satu komponen biomassa yang paling melimpah di alam, sumber-
sumber tersebut umumnya memiliki kandungan pati yang tinggi (Amir et al.,
2024). Dari segi struktur, pati terdiri atas dua jenis polimer glukosa, yakni
amilosa, polimer linear dengan + 99 % ikatan a-1,4-glukan, dan amilopektin,
polimer bercabang dengan + 95 % ikatan a-1,4-glukan serta + 5 % ikatan a-1,6-
glukan (Kong, 2020). Sumber utama pati berkualitas farmasi mencakup singkong,
jagung, gandum, dan kentang (Cereda and Vilpoux, 2023). Dalam skala industri,
pati dapat dimodifikasi melalui proses hidrolisis enzimatis maupun asam, yang
umumnya menggunakan pati dari jagung, gandum, beras, singkong, atau kentang
(Olawoye et al., 2023). Hidrolisis enzimatis lebih banyak dipilih karena mampu
mencegah perubahan warna atau rasa yang tidak diinginkan serta memberikan
kendali lebih baik, terutama pada pemutusan ikatan glikosidik a-1,6 yang sulit
dipecah dengan hidrolisis asam (Compart et al., 2023). Struktur amilosa dan
amilopektin ditunjukkan pada Gambar 3.
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Gambar 3. Struktur (a) amilosa dan (b) amilopektin pada pati (Bergthaller and
Hollmann, 2014)

a-Amilase hanya memecah ikatan glikosidik 1,4 dan menghasilkan oligosakarida
yang dapat menghambat kelanjutan proses hidrolisis. Namun, glukoamilase
mampu mengkonversi oligosakarida tersebut menjadi glukosa melalui pemutusan
ikatan glikosidik 1,4 dan 1,6 (Bednarska, 2015; Guo ef al., 2020). Selain itu, kadar
pati berpengaruh terhadap aktivitas enzim, dan peningkatan konsentrasi enzim
dapat mempercepat serta meningkatkan efektivitas proses hidrolisis (Witasari

et al., 2024). Mekanisme katalisis reaksi hidrolisis pati oleh enzim a-amilase

dapat dilihat pada Gambar 4.
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Gambar 4. Mekanisme katalisis reaksi hidrolisis pati oleh enzim a-amilase
(Uitdehaag et al., 1999)

Gambar 4 menunjukkan mekanisme katalisis reaksi hidrolisis substrat pati oleh
enzim a-amilase. Proses ini terdiri dari empat tahap, yaitu: tahap protonasi,
serangan nukleofilik, pembentukan keadaan transisi, dan terakhir yaitu hidrolisis.
Dalam proses hidrolisis substrat, terdapat tiga residu asam amino yang menjadi
bagian dari sisi aktif, yaitu satu residu asam glutamat dan dua residu asam aspartat
(Kuriki and Imanaka, 1999). Fungsi residu asam glutamat bertindak sebagai
katalisator asam, sementara satu dari kedua residu asam aspartat bertugas sebagai
nukleofil dan residu asam aspartat lainnya berperan dalam pengikatan substrat

(Uitdehaag et al., 1999).

2.5.  Aspergillus sp.

Aspergillus adalah genus jamur yang tersebar luas dan mampu tumbuh pada
hampir semua jenis substrat. Jamur ini dapat ditemukan pada buah yang
membusuk, sayuran, biji-bijian, roti, serta berbagai bahan pangan lainnya.
Beberapa spesiesnya bersifat patogen, seperti penyebab penyakit aspergillosis,

sementara sebagian lainnya bersifat saprofit dan banyak dijumpai pada bahan
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pangan (Makfoeld, 1993). Spesies Aspergillus yang diketahui dapat menimbulkan
penyakit antara lain 4. flavus, A. fumigatus, dan A. niger (Susanto et al., 2008).

Taksonomi dari Aspergillus sp. sebagai berikut:

Kingdom : Fungi

Filum : Ascomycota

Kelas : Eurotiomycetes

Ordo : Eurotiales

Famili : Trichomaceae

Genus : Aspergillus

Spesies : A. niger, A. flavus, A. fumigatus, dll.

Meskipun dapat diperoleh dari beragam lingkungan, habitat alami Aspergillus sp.
adalah tanah (Drott et al., 2017). Spesies Aspergillus umumnya dijumpai di
wilayah beriklim tropis dan subtropis dengan garis lintang 25-35 derajat
(Giusiano et al., 2017; Klich, 2002). Kemampuan adaptasi yang tinggi terhadap
berbagai kondisi lingkungan memungkinkan spesies ini bertahan pada rentang
suhu yang luas, kadar air rendah, serta variasi pH tanah dan konsentrasi oksigen
(Gallo et al., 2016). Interaksi Aspergillus dengan faktor biotik dan abiotik
menentukan jenis serta fungsi metabolit sekundernya, seperti aflatoksin,
gliotoksin, patulin, asam siklopiazonik, dan okratoksin, yang akan dihasilkan

(Pfliegler et al., 2020).

Jamur Aspergillus tersebar di berbagai lingkungan dan mampu menimbulkan
beragam sindrom klinis yang bergantung pada kondisi kekebalan tubuh inang
(Hébert-Seropian and Pelet, 2020; Koutserimpas et al., 2021; Latgé and
Chamilos, 2019). Dalam beberapa dekade terakhir, jumlah pasien dengan
gangguan sistem imun mengalami peningkatan, yang berdampak pada naiknya
angka infeksi jamur invasif. Aspergillosis invasif menjadi salah satu penyebab
utama tingginya angka morbiditas dan mortalitas pada pasien dengan
imunokompromi (Hébert-Seropian and Pelet, 2020). Infeksi aspergillosis pada

saluran pernapasan, jaringan lunak, dan kulit akibat inhalasi spora, serta
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keterlibatan saluran pencernaan yang jarang terjadi, telah dilaporkan secara luas

(Hébert-Seropian and Pelet, 2020; Latgé and Chamilos, 2019).

2.6. Produksi Enzim dengan Metode Fermentasi

Mikroorganisme yang dimanfaatkan dalam pengolahan pati perlu memiliki
kemampuan menghasilkan enzim dalam jumlah besar untuk memenuhi kebutuhan
industri (Far ef al., 2020). Pada jamur, enzim disekresikan secara ekstraseluler,
sehingga proses pemisahannya menjadi lebih mudah dan menjadikan jamur
sebagai sumber amilase yang lebih efisien secara ekonomi dibandingkan sumber
lain. Namun, tingkat keberhasilan produksi enzim ini sangat dipengaruhi oleh
berbagai faktor, antara lain jenis strain mikroba, kebutuhan nutrisi, metode
budidaya, keberadaan ion logam, laju pertumbuhan sel, ketahanan terhadap suhu
tinggi (thermostability), durasi inkubasi, pH, serta suhu lingkungan (Bamigboye
etal.,2022).

Dalam produksi alfa-amilase skala industri, terdapat dua metode yang umum
digunakan, yaitu fermentasi terendam (Submerged Fermentation/SmF) dan
fermentasi padat (Solid State Fermentation/SSF) (Far et al., 2020). SmF menjadi
metode yang paling banyak digunakan untuk memproduksi enzim komersial
berbasis mikroba. Melalui metode ini, berbagai metabolit penting dari jamur telah
berhasil dihasilkan. Keunggulan utama SMF dibandingkan SSF terletak pada
kemampuannya mengendalikan parameter proses, seperti suhu, pH, dan kadar

oksigen terlarut, secara lebih tepat dan konsisten (Bamigboye et al., 2022).

2.7. Isolasi Enzim dengan Sentrifugasi

Sentrifugasi merupakan metode pemisahan dua jenis materi yang tidak saling
bercampur, di mana gaya gravitasi digantikan oleh gaya sentripetal. Secara umum,
teknik ini diaplikasikan dalam produksi metabolit sekunder (Dassey and
Theegala, 2013). Teknik ini memiliki peran yang sangat penting dan luas
digunakan dalam berbagai bidang penelitian, termasuk biokimia, biologi sel dan

molekuler, kedokteran, serta farmasi. Berbagai prosedur ilmiah, seperti isolasi
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organel seluler maupun subseluler, sel, dan molekul lainnya, mengandalkan
penerapan metode ini (Olatunde ef al., 2022). Selama proses sentrifugasi, timbul
gaya gravitasi tinggi dan tekanan geser yang berpotensi merusak struktur sel,
sehingga enzim intraseluler dapat terlepas atau terekstraksi keluar (Yin et al.,

2020).

Ekstrak kasar enzim diperoleh dari media fermentasi dengan memisahkan
komponen padat dan cair menggunakan sentrifugasi pada suhu 4 °C dengan
kecepatan 5000 rpm selama 15 hingga 20 menit (Yandri ef al., 2022). Miselia
dipisahkan dari kultur terendam menggunakan kertas saring, dan filtrat yang
diperoleh dimanfaatkan sebagai sumber amilase kasar. Selanjutnya, filtrat tersebut
dianalisis untuk mengukur konsentrasi protein serta mengevaluasi aktivitas enzim

amilase (Bamigboye et al., 2022).

2.8. Pemurnian Enzim

Pemurnian enzim dilakukan untuk memisahkan enzim target dari berbagai zat
pengotor yang tidak diinginkan. Beberapa metode yang sering digunakan pada

tahap ini antara lain fraksinasi dan dialisis.

2.8.1. Fraksinasi

Fraksinasi merupakan proses untuk memisahkan protein dari senyawa yang bukan
protein berdasarkan kelarutannya (Holme and Peck, 1960). Amonium sulfat
merupakan jenis garam yang paling umum digunakan dalam proses fraksinasi
protein. Garam ini dipilih karena sebagian besar enzim memiliki ketahanan
terhadapnya, kelarutannya tinggi dalam air, memiliki kemampuan pengendapan
yang efektif, serta memberikan efek stabilisasi terhadap berbagai jenis enzim
(Wirahadikusumah, 1989). Prinsip dasar pengendapan menggunakan amonium
sulfat berkaitan dengan kelarutan protein, yang dipengaruhi oleh interaksi gugus
polar protein dengan molekul air, interaksi ionik antara protein dan ion garam,
serta gaya tolak-menolak antar protein bermuatan sejenis. Pada kondisi pH dan
suhu tertentu, peningkatan konsentrasi garam hingga batas tertentu akan

meningkatkan kelarutan protein (salting in). Sebaliknya, pada konsentrasi garam
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yang lebih tinggi, kelarutan protein menurun (salting out) karena semakin banyak
molekul air yang berikatan dengan ion-ion garam, sehingga lapisan hidrasi yang
menyelubungi protein berkurang. Kondisi ini menyebabkan protein saling

berinteraksi, membentuk agregat, dan akhirnya mengendap (Scopes, 1993).

2.8.2. Dialisis

Enzim amilase kasar dapat dipisahkan dan dikonsentrasikan melalui presipitasi
menggunakan amonium sulfat atau pelarut organik. Endapan yang diperoleh
kemudian dapat didialisis dengan air atau buffer untuk mendapatkan konsentrasi
yang lebih tinggi (Sundarram and Murthy, 2014). Dialisis digunakan untuk
menghilangkan molekul kecil seperti garam atau larutan protein dari enzim yang
didapatkan melalui tahapan pemurnian dengan garam amonium sulfat. Pemurnian

enzim dengan metode dialisis dapat dilihat pada Gambar 5.

kantong dialisis/selofan \
ekstrak kasar enzim \

larutan buffer «— | :

Gambar 5. Pemurnian enzim dengan metode dialisis (Berg et al., 2007)

Prinsip dialisis adalah difusi zat terlarut melalui membran semipermeabel yang
bertindak seperti saringan dengan ukuran pori tertentu. Molekul dengan jari-jari
molekul yang lebih besar dari ukuran pori akan tertahan seluruhnya sedangkan
yang berjari-jari lebih kecil akan lolos (Scopes, 1993). Pada penelitian Yandri

et al. (2022), suspensi enzim dimasukkan ke dalam kantong dialisis berukuran
8000 Da, lalu direndam dalam larutan buffer fosfat (0,01 M; pH 6,5) pada suhu 4
°C selama semalaman. Kemurnian enzim a-amilase meningkat sepuluh kali lipat
setelah dialisis. Hal ini didukung oleh penurunan total protein dan hasil (%) enzim

yang menunjukkan bahwa enzim tersebut bebas dari pengotor.
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2.9. Uji Aktivitas Enzim a-Amilase

Uji aktivitas enzim a-amilase dilakukan dengan metode Fuwa dan Mandels yang
masing-masing memiliki prinsip pengukuran spesifik terhadap aktivitas
enzimatik. Selanjutnya, untuk mengetahui konsentrasi protein total yang

terkandung dalam sampel, dilakukan pengujian menggunakan metode Lowry.

2.9.1. Metode Fuwa

Aktivitas a-amilase ditentukan dengan metode Fuwa yaitu berdasarkan
pengurangan jumlah substrat pati yang terhidrolisis dan menghasilkan warna biru
setelah penambahan iodin. Warna tersebut akan menyerap cahaya monokromatis
pada A 600 nm. Uji Fuwa merupakan uji yang paling spesifik untuk
mengidentifikasi aktivitas enzim amilase karena waktu reaksi yang cukup singkat

yaitu 10 menit inkubasi dengan pati sebagai substrat (Fuwa, 1954).

2.9.2. Metode Mandels

Metode Mandels didasarkan pada pembentukan glukosa dari substrat pati oleh
enzim amilase yang dideteksi dengan penambahan pereaksi Dinitrosalisilic 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 semakin tinggi aktivitasnya (Mandels
et al., 1976). Warna tersebut akan menyerap cahaya monokromatis pada A 510 nm
(Fessenden dan Fessenden, 1982). Reaksi antara reagen DNS dengan glukosa

dapat dilihat pada Gambar 6.
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Gambar 6. Reaksi antara DNS dengan glukosa (Deshavath et al., 2020)
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2.9.3. Penentuan Kadar Protein Metode Lowry

Penentuan kadar protein menggunakan metode Lowry terjadi pada kondisi alkali
dan ion tembaga (II) yang akan membentuk kompleks dengan protein. Ion Cu**
akan bereaksi dengan ikatan peptida pada protein dan membentuk senyawa
kompleks. Senyawa kompleks Cu®* yang terbentuk akan tereduksi menjadi Cu*
pada kondisi alkalis. Kemudian Cu" akan terikat pada rantai samping triptofan,
tirosin, atau sistein dari protein akan bereaksi dengan reagen Folin-Ciocalteu.
Secara perlahan reagen akan direduksi menjadi heteromolibdenum menghasilkan
warna hijau kebiruan yang akan menyerap cahaya monokromatis pada A 750 nm.
Intensitas warna yang diperoleh tergantung pada kandungan triptofan dan

tirosinnya (Lowry, 1951).
2.10. Kinetika Reaksi Enzim

Parameter yang digunakan dalam kinetika reaksi enzim adalah konstanta
Michaelis-Menten (Kwm) dan laju reaksi maksimum (Vmaks). Berdasarkan postulat
Michaelis-Menten, suatu reaksi enzimatis terdiri dari beberapa fase yaitu
pembentukan kompleks enzim substrat (ES), dengan E adalah enzim dan S adalah
substrat, modifikasi dari substrat membentuk produk (P) yang masih berikatan
dengan enzim (EP), dan pelepasan produk dari molekul enzim (Shahib, 2005).
Semakin kecil harga Ky, maka interaksi antara enzim dan substrat semakin baik
dan laju reaksi semakin cepat. Bila konsentrasi substrat cukup besar sehingga
semua enzim terikat pada substrat dalam bentuk kompleks enzim-substrat, maka
akan didapat laju reaksi maksimum, Vs (Wirahadikusumah, 1989). Persamaan
Michaelis-Menten dapat dilihat pada Persamaan 1.

_ kb [E],

1+[1§_]h2 (1)

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

\%

diperoleh dari persamaan Michaelis-Menten yang kemudian dihasilkan suatu
diagram Lineweaver-Burk yang ditunjukkan Gambar 7 (Page, 1997). Grafik

Lineweaver—Burk merupakan hubungan antara 1/V dengan 1/[S]o. Berdasarkan
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Persamaan 2, grafik ini membentuk garis lurus dengan kemiringan Km/Vmaks
memotong sumbu-y di 1/Vmaks, dan memotong sumbu-x di —1/Kwm seperti pada

Gambar 7. Persamaan Lineweaver-Burk :

1 1 Kum 1
(). @
Vv Vmaks Vmaks [S]o
2
Slope =K, /v__
1K, W
0 18],

Gambar 7. Grafik Lineweaver-Burk (Atkins ef al., 2018)

Nilai Kum bisa ditentukan dari perbandingan kemiringan garis dengan titik potong
sumbu-y, sedangkan nilai kb diperoleh melalui titik potong sumbu-y

menggunakan Persamaan 3.

Vmaks = kb [E]O (3)

2.11. Kestabilan Enzim

Stabilitas enzim dapat diartikan sebagai kestabilan aktivitas enzim selama
penyimpanan dan penggunaan enzim tersebut, serta kestabilan terhadap senyawa
yang bersifat merusak seperti pelarut tertentu (asam atau basa), oleh pengaruh
suhu dan kondisi-kondisi non fisiologis lainnya (Kazan et al., 1997). Terdapat dua
cara yang dapat digunakan untuk memperoleh enzim dengan stabilitas tinggi,

yaitu menggunakan enzim yang memiliki stabilitas ekstrim alami dan
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mengusahakan peningkatan stabilitas enzim yang secara alami kurang atau tidak
stabil. Peningkatan stabilitas enzim dapat dilakukan dengan cara imobilisasi,
liofilisasi dan zat aditif, modifikasi kimia, protein engineering, serta medium
engineering (Bommarius and Paye, 2013; Polizzi et al., 2007). Adapun faktor-

faktor yang mempengaruhi kestabilan enzim diantaranya :

2.11.1. Konstanta Laju Inaktivasi Termal (ki)

Nilai ki diperoleh dari kemiringan grafik yang mengikuti persamaan linear

kinetika inaktivasi orde pertama seperti pada Persamaan 4.
E;
In (—) =-k; 4)

dengan E; sebagai aktivitas awal enzim setelah mengalami inaktivasi akibat
perlakuan pH (aktivitas sisa), Eo sebagai aktivitas awal sebelum perlakuan pH,
dan t menyatakan waktu dalam menit. Rendahnya nilai ki menandakan bahwa
proses inaktivasi enzim terjadi dengan kecepatan yang sangat kecil, sehingga
enzim mampu mempertahankan struktur serta fungsinya dalam jangka waktu lebih
lama meskipun berada pada kondisi lingkungan yang tidak menguntungkan, yang

berarti enzim tersebut memiliki kestabilan yang tinggi (Kazan ef al., 1997).

2.11.2. Perubahan Energi Bebas Akibat Denaturasi (AGi)

Perubahan energi bebas akibat denaturasi (AGi) ditentukan menggunakan

persamaan termodinamika pada Persamaan 5.

AG: =-RT1 (ki'h) 5
i = RTIn {3 (5)

Simbol k; menyatakan konstanta laju inaktivasi, kg merupakan konstanta
Boltzmann, h adalah konstanta Planck, dan T menunjukkan suhu absolut. Nilai
AG; yang tinggi mengindikasikan bahwa enzim memerlukan energi yang lebih
besar untuk mengalami proses denaturasi atau kehilangan aktivitasnya, sehingga
menunjukkan bahwa enzim tersebut memiliki tingkat kestabilan yang lebih baik
dan mampu mempertahankan struktur serta fungsinya meskipun berada pada

kondisi yang dapat merusak, seperti perubahan pH atau suhu ekstrem (Kazan

etal., 1997).
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2.11.3. Waktu Paruh (t12)

Waktu paruh adalah lama waktu yang dibutuhkan hingga aktivitas enzim
berkurang setengah dari kondisi awalnya. Nilai ini dihitung menggunakan

Persamaan 6 :

In2
i = (6)

dengan asumsi bahwa Eo sama dengan dua kali E;. Semakin tinggi nilai waktu
paruh, semakin lama enzim mempertahankan aktivitasnya sebelum mengalami
inaktivasi, yang berarti tingkat kestabilan enzim tersebut juga semakin besar

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

2.11.4. Kestabilan Termal

Stabilitas termal suatu enzim dapat dievaluasi melalui pengukuran aktivitas enzim
yang tersisa setelah mengalami paparan suhu tinggi selama periode waktu

tertentu, yang selanjutnya dapat dihitung menggunakan Persamaan 7 berikut:

Aktivitas sisa (%) = E— x 100 % (7)
0

Keterangan:

Eo = aktivitas enzim yang tersisa pada waktu awal (to) atau sebelum mengalami

proses inaktivasi;

Ei = aktivitas enzim yang tersisa setelah mengalami inaktivasi selama waktu t;

(Yang et al., 1996)
2.12. Imobilisasi Enzim

Enzim imobil merupakan enzim yang dipasang atau ditempatkan secara fisik pada
suatu lokasi tertentu sehingga kemampuan katalitiknya tetap berfungsi dan
memungkinkan enzim tersebut untuk digunakan berulang kali (Chibata, 1978).
Enzim terimobilisasi memiliki kinerja lebih unggul dibandingkan enzim bebas,
karena lebih stabil dan dapat terus menghasilkan gula yang dapat difermentasi

dalam beberapa siklus pemakaian (Gali et al., 2021). Dari berbagai metode yang
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telah dikembangkan untuk imobilisasi protein, adsorpsi merupakan salah satu

teknik yang paling signifikan dan banyak dimanfaatkan.

Proses adsorpsi memanfaatkan interaksi fisik antara enzim dan bahan penyangga

(carrier), yang meliputi gaya Van der Waals, interaksi ionik, serta ikatan

hidrogen. Ikatan ini bersifat relatif lemah, namun memiliki keuntungan karena

umumnya tidak mengubah konformasi asli enzim. Dengan demikian, situs aktif

enzim tetap terjaga sehingga aktivitas katalitiknya dapat dipertahankan

(Hernandez and Fernandez-Lafuente, 2011; Hwang and Gu, 2013). Secara umum,

carrier atau matriks untuk imobilisasi enzim melalui adsorpsi diklasifikasikan

menjadi dua kelompok utama, yaitu matriks anorganik dan matriks organik.

Matriks anorganik yang umum digunakan mencakup silika, titania, dan

hidroksiapatit. Sementara itu, matriks organik dapat berasal dari sumber alami

seperti kitin, kitosan, selulosa, dan alginat, maupun dari sumber sintetis seperti

polimer. Keunggulan utama dari matriks ini adalah kemampuannya untuk

dimodifikasi secara kimia guna menyesuaikan karakteristiknya dengan jenis

enzim dan aplikasi yang diinginkan (Jesionowski et al., 2014). Metode imobilisasi

enzim secara fisik dan kimia ditunjukkan pada Tabel 2.

Tabel 2. Metode imobilisasi enzim secara fisik dan kimia (Dwevedi, 2016)

No Metode Fisik Metode Kimia

1.  Penjebakan : Pembentukan ikatan silang Ikatan Kovalen : Enzim diimobilisasi pada
antara molekul enzim dengan matriks matriks melalui pembentukan ikatan kovalen
polimer (seperti poliakrilamida, alginat, langsung dengan gugus fungsional reaktif
dan sejenisnya) yang terdistribusi secara yang terdapat pada matriks.
multidireksional.

2. Adsorpsi Enzim berasosiasi dengan Ikatan Silang : Pembentukan ikatan kovalen
matriks pendukung melalui ikatan non- antara enzim dengan matriks menggunakan
kovalen, yang dapat meliputi interaksi pereaksi bifungsional maupun multi
ionik, interaksi  hidrofobik, ikatan fungsional, seperti glutaraldehida, glioksal,
hidrogen, serta gaya Van der Waals. diisosianat.

3. Mikroenkapsulasi : Enzim diimobilisasi Ikatan Ion : Metode ini didasarkan pada
dengan cara menautkannya pada membran interaksi ionik enzim dengan matriks,

semipermeabel

semakin tinggi kerapatan
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2.13. Silika Gel

Matriks anorganik dianggap ideal untuk penggunaan di bidang industri karena
memiliki sifat inert, harga yang ekonomis, tidak beracun, tidak larut dalam
pelarut, memiliki kekuatan fisik yang baik, dapat digunakan kembali, stabil,
mampu meningkatkan aktivitas dan spesifisitas enzim, serta efektif dalam
mengurangi terjadinya inhibisi oleh produk (Ahmed et al., 2018; Datta et al.,
2013; Ricardi et al., 2018). Silika gel merupakan material silikon dioksida hasil
sintesis dari natrium silikat yang memiliki struktur granular berpori dan luas
permukaan tinggi. Bahan ini menunjukkan sifat mekanik yang kuat dan stabil,
dengan ukuran pori rata-rata sekitar 2,4 nm. Dalam bentuk serbuk yang diperoleh
melalui proses penghancuran, silika gel banyak dimanfaatkan sebagai katalis
maupun sebagai pendukung katalis dalam berbagai proses reaksi kimia. Struktur
silika gel ditandai oleh adanya gugus fungsional pada permukaannya, terutama
gugus siloksan (=Si—O-Si=) dan silanol (=Si—OH), yang berperan penting dalam
menentukan sifat kimia permukaan, daya adsorpsi, serta interaksi silika gel
dengan berbagai senyawa (Banerjee ef al., 2001; Hamza ef al., 2017). Struktur
silika gel ditampilkan pada Gambar 8.

0 1
| 0—Si—
0—Si—0 POl
yZ 0O
o S1
o
Si— on OH
o |
OH

Gambar 8. Struktur kimia silika gel (Hamza et al., 2017)

Silika gel 60 merupakan jenis silika gel yang banyak dimanfaatkan dalam teknik
kromatografi, baik kromatografi lapis tipis maupun kolom. Silika gel 60 adalah
bentuk silika amorf yang memiliki luas permukaan besar serta distribusi ukuran
partikel yang relatif homogen. Angka 60 menunjukkan ukuran pori atau ukuran
mesh partikelnya, yang umumnya dinyatakan dalam angstrom, atau pada beberapa
kasus dalam satuan mikron. Silika gel 60 dapat digunakan untuk sintesis karbon

mesopori dengan volume pori yang tinggi dan memiliki luas permukaan spesifik
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(Galan et al., 2013; Nahda et al., 2025). Penelitian Nahda et al. (2025), sintesis

karbon mesopori dengan silika gel 60 dapat meningkatkan keteraturan struktur

karbon mesopori dan memperkuat pembentukan ikatan C=C. Wening dan

Herdyastuti (2021) telah berhasil melakukan imobilisasi enzim papain

menggunakan silika, yang ditunjukkan oleh peningkatan kestabilan dengan nilai

pH papain bebas sebesar 5,0 dan setelah imobilisasi meningkat menjadi 6,0.

2.14. Kitin

Limbah pengolahan kerang dalam jumlah besar mengandung sekitar 20-40 %

kitin, yang bisa diekstraksi baik melalui metode kimia konvensional maupun

teknologi ekstraksi yang lebih ramah lingkungan. Kitin dan turunannya, yaitu

kitosan, merupakan polisakarida alami yang memiliki sifat non-toksik,

biokompatibel, dan mudah terurai secara hayati (Rai et al., 2025). Struktur kitin

dapat dilihat pada Gambar 9.
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Gambar 9. Struktur kimia kitin (Mei et al., 2018)

Kitin merupakan polimer yang terdiri dari lebih dari 20 unit N-asetilglukosamin

yang saling terikat melalui ikatan B (1-4)-glikosidik, dan dapat ditemukan dalam

beberapa bentuk struktural, yaitu a-, -, dan y-kitin (Soetemans et al., 2020). Kitin

telah diidentifikasi sebagai carrier organik yang efektif untuk imobilisasi enzim,

yang mampu secara signifikan meningkatkan kinerja, efisiensi, dan stabilitas

enzim yang diimobilisasi. Peningkatan ini memungkinkan pemakaian berulang

enzim secara optimal, sehingga meningkatkan efisiensi biaya ketika diterapkan

pada proses industri skala besar (Bhushani and Anandharamakrishnan, 2014).
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Penelitian Yandri et al. (2023), menunjukkan bahwa kitin efektif sebagai matriks
untuk imobilisasi a-amilase A. fumigatus, serta dapat meningkatkan stabilitas
termal dan kinerja enzim. Enzim yang diimobilisasi mampu mempertahankan
lebih dari 39 % aktivitas relatif setelah 80 menit pada suhu 60 °C, stabilitasnya
meningkat hingga 1,5 kali dibanding enzim asli, dan dapat digunakan ulang
sebanyak enam kali dengan mempertahankan lebih dari 46 % aktivitas awal,

menunjukkan potensi kitin untuk aplikasi industri.

2.15. Material Hibrida

Material hibrida adalah material baru yang dibentuk dari gabungan senyawa
organik dan anorganik. Material hibrida organik—anorganik dirancang untuk
menggabungkan sifat khas masing-masing, misalnya kekuatan dan ketahanan
panas dari material anorganik dapat dipadukan dengan sifat ringan dan lentur dari
polimer organik. Pada material ini, bagian organik menempel pada struktur
anorganik hanya melalui interaksi lemah, seperti gaya Van der Waals, ikatan

hidrogen, atau gaya elektrostatik (Barrino, 2024; Gomez-Romero ef al., 2024).

Berdasarkan sifat interaksinya, material hibrida dibagi menjadi dua kelas. Pada
Kelas I, senyawa organik dan anorganik tersusun dalam satu sistem, namun
keterikatan keduanya hanya diperoleh melalui ikatan-ikatan lemah. Ikatan yang
dimaksud dapat berupa ikatan hidrogen, gaya Van der Waals, ataupun ikatan ionik
sederhana. Ikatan lemah inilah yang memberikan kohesi dan menjaga struktur
keseluruhan, sehingga stabilitas material Kelas I sangat bergantung pada interaksi
non-kovalen tersebut. Sebaliknya, pada Kelas II, komponen organik dan
anorganik dihubungkan secara langsung melalui ikatan kimia yang kuat, baik
berupa ikatan kovalen maupun ikatan iono-kovalen. Ikatan ini menjadikan
struktur lebih kokoh, permanen, dan umumnya menghasilkan material dengan
sifat mekanik maupun kimia yang lebih baik dibandingkan Kelas I. Dalam banyak
material hibrida Kelas II, selain ikatan kuat juga terdapat ikatan lemah seperti
pada Kelas I, sehingga keduanya berperan bersama menentukan stabilitas dan sifat

akhir material (Judeinstein and Sanchez, 1996).
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Pada penelitian Zdarta et al. (2017), material hibrida TiO»—lignin disintesis
dengan rasio massa 1:1 karena memberikan keseimbangan optimal antara
kestabilan struktural dengan kemampuan pengikatan dan terbukti efektif sebagai
penyangga untuk imobilisasi enzim selulase. Analisis FTIR menunjukkan adanya
berbagai sinyal khas yang berasal dari gugus fungsional kedua prekursor yang
telah dimodifikasi, sehingga menegaskan keberhasilan pembentukan material
hibrida tersebut serta menunjukkan peningkatan potensi interaksi dan pengikatan

enzim pada permukaannya (Zdarta et al., 2017).
2.16. Glutaraldehida

Glutaraldehida adalah senyawa organik dengan rumus kimia (CH2)3(CHO); yang
terdiri dari rantai karbon lima yang berakhir ganda dengan gugus aldehida (CHO).

Gambar 10 menunjukkan struktur kimia dari glutaraldehida.

A~
Gambar 10. Struktur senyawa glutaraldehida

Penautan silang (cross-linking) dengan reagen bifungsional, seperti
glutaraldehida, mampu meningkatkan stabilitas enzim, meskipun jika tidak
terkontrol dapat menyebabkan penurunan aktivitas (Tadesse and Liu, 2025).
Proses cross-linked menghasilkan matriks stabil dan tidak larut, sehingga enzim
terimobilisasi dengan baik namun tetap memungkinkan difusi substrat.
Dibandingkan polimer linear, polimer terikat silang lebih kaku, tahan mekanik,

dan stabil secara termal (Chen ef al., 2023).
2.17. Spektrofotometri UV-Vis
Spektroskopi UV-Vis merupakan metode analisis yang menggunakan radiasi

ultraviolet dan cahaya tampak untuk mengukur penyerapan senyawa kimia.

Prinsip kerjanya didasarkan pada transisi elektron dari keadaan dasar ke tingkat
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energi lebih tinggi akibat penyerapan foton, sehingga menghasilkan spektrum
khas yang merepresentasikan karakteristik elektronik suatu senyawa. Cahaya
ultraviolet (UV) memiliki panjang gelombang 100—400 nm, sedangkan cahaya
tampak (Vis) berada pada rentang 400—750 nm dengan gradasi warna dari tidak
berwarna hingga ungu-merah (More et al., 2025; Suhartati, 2017). Skema alat
spektrofotometer UV-Vis dapat dilihat pada Gambar 11.
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Gambar 11. Skema alat spektrofotometer UV-Vis (Suhartati, 2017)

Spektrofotometer UV-Vis terdiri atas dua jenis, yaitu single beam dan double
beam. Instrumen single beam digunakan untuk analisis kuantitatif dengan cara
mengukur absorbansi pada satu panjang gelombang tertentu. Sementara itu,
instrumen double beam memiliki dua berkas cahaya yang dibentuk oleh cermin
berbentuk V (beam splitter), di mana satu berkas melewati larutan blanko dan

berkas lainnya secara bersamaan melewati larutan sampel (Skoog et al., 1996).
2.18. Spektrofotometri IR
Fourier Transform Infrared (FTIR) adalah metode utama dalam spektroskopi

inframerah (IR). Pada teknik ini, sinar inframerah dilewatkan melalui suatu

sampel. Sebagian energi inframerah akan diserap oleh sampel, sementara sebagian
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lainnya diteruskan. Hasil pengukuran berupa spektrum yang menunjukkan pola
serapan dan transmisi molekul, yang berfungsi layaknya sidik jari molekul dari
sampel tersebut. Spektrum FTIR menampilkan puncak serapan pada frekuensi
tertentu yang berkaitan dengan getaran ikatan antar atom dalam suatu senyawa.
Spektrum inframerah (IR) secara umum diklasifikasikan ke dalam tiga wilayah
utama, yaitu daerah inframerah dekat (near-IR, 14.000—4000 cm™), inframerah
tengah (mid-IR, 4000400 cm™), dan inframerah jauh (far-IR, 400—10 cm™).
Foton pada daerah inframerah memiliki energi yang memadai untuk menginduksi
vibrasi pada gugus atom terhadap ikatan kimia yang menghubungkannya (Dutta,
2017). Spektrum FTIR kitin yang tidak dibleaching dan hasil bleaching
ditampilkan pada Gambar 12.
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Gambar 12. Spektrum FTIR (a) kitin tidak di-bleaching (b) kitin hasil bleaching
(Triunfo et al., 2022)

Spektrum FTIR dari kitin yang tidak dibleaching dan dibleaching, yang diperoleh
dari larva, eksuvia pupa, dan imago mati H. illucens, ditampilkan pada Gambar
12. Analisis FTIR memperlihatkan bahwa seluruh sampel kitin dari H. illucens
menampilkan pita serapan khas yang sesuai dengan spektrum kitin komersial asal
krustasea. Pita utama amida muncul pada 1310-1320 cm™! (regangan CN, amida
III), 1550—-1560 cm™ (tekukan NH, amida II), dan 1650—1655 cm™* (regangan CO,
amida I). Pemisahan pita amida I pada sekitar 1620 dan 1650 cm™
mengindikasikan bahwa kitin yang dihasilkan berada dalam bentuk . Selain itu,
pita lain yang teridentifikasi mencakup regangan NH simetris pada 3100-3110
cm!, regangan NH asimetris pada 3255-3270 cm™, serta regangan OH pada
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3430-3450 cm™ yang mencerminkan keberadaan gugus hidroksi dan ikatan
hidrogen pada struktur polimer (Triunfo ef al., 2022). Spektrum FTIR serbuk
limbah kaca dan silika gel dapat dilihat pada Gambar 13.
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Gambar 13. Spektrum FTIR serbuk limbah kaca dan silika gel (Ni’mah et al.,
2022b)

Spektrum FTIR pada Gambar 13 menunjukkan bahwa baik serbuk limbah kaca
maupun silika gel hasil sintesis menampilkan pita khas silika, yaitu serapan cincin
siloksana (457-517 cm™), regangan simetris Si—O—Si (702—775 cm™), serta
regangan asimetris Si—O—S1 (1022—-1032 cm™). Pada limbah kaca botol tidak
terdeteksi pita 663 dan 959 cm™, yang merupakan ciri khas Si—~O-Si dan Si—OH.
Intensitas pita asam silikat lebih tinggi pada silika gel sintesis, menandakan
kandungan silikat yang lebih besar sekaligus berkurangnya pengotor setelah
proses sintesis. Selain itu, pita pada 1641-1661 cm™ menunjukkan tekukan
H—O-H, sedangkan pita melebar di 3426-3526 cm ™ berkaitan dengan air
teradsorpsi. Pola ini konsisten dengan laporan penelitian sebelumnya (Ni’'mah et

al., 2022b).



III. METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan sejak bulan Maret - Desember 2025, bertempat di
Laboratorium Biokimia, Jurusan Kimia, Fakultas Matematika dan Ilmu
Pengetahuan Alam, Universitas Lampung. Analisis spektrofotometri UV-Vis
dilakukan di Laboratorium Biokimia, FMIPA Universitas Lampung. Analisis
spektroskopi FTIR dilakukan di Laboratorium Kimia Analitik, Institut Teknologi
Bandung.

3.2. Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini, antara lain: spektrofotometer UV-
Vis (Shimadzu 1780), spektrofotometer FTIR (Shimadzu IRSpirit), neraca analitik
(Optica Analytica Balance 220), inkubator (Presisterm P’selecta), autoclave (Gea
LS-35L EDAM 63), centrifuge (Hermle Z207A dan Refrigerated Centrifuge
7327K), tabung sentrifuga (15 dan 50 mL), mikropipet 200-1.000 pL (Eppendorf)
dan tip mikropipet, Laminar Air Flow/LAF (Airtech HVS-1300), waterbath
(Memmert W 350), shaker incubator (Labtech LSI EDAM 97), pengaduk
magnetik pelat panas (CB162 Stuart) dan stir bar, vortex (PV-1 Grant-bio), oven
(ARGO LAB TCN 115), pH meter (Basic Benchtop XS), jarum ose (lurus),
pembakar spiritus, freezer (Labfreez Ultraflow), lemari es, botol semprot, spatula
dan sendok stainless steel, kaca arloji, termometer, batang pengaduk, pipet tetes,
tabung reaksi, rak tabung reaksi stainless steel, penjepit tabung reaksi, labu

Erlenmeyer (50-1.000 mL), gelas kimia (200-2.000 mL), gelas ukur (10-500 mL),
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labu ukur (25-1.000 mL), corong gelas, mortar dan alu, desikator, botol kaca

gelap, botol film 30 mL, botol plastik (100-1.000 mL), dan wadah plastik.

Mikroorganisme yang digunakan pada penelitian ini adalah isolat jamur lokal
Aspergillus sp. dari Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologi, Universitas

Lampung.

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini, antara lain: silika gel 60
(Merck), kitin (Sigma-Aldrich), glutaraldehida 25 % (Sigma-Aldrich), pati
kentang/starch soluble ex potato extra pure (Loba Chemie), pati singkong (Pak
Tani), Potato Dextrose Agar/PDA (Himedia), KHoPO4 (Merck), MgSO4 (Merck),
CaCl, (Merck), FeSO4.7H20 (Merck), ZnSO4.7H20 (Merck), CoCl, (Merck),
(NH4)2S04 (Merck), pepton (Himedia), NaH>PO4 (Merck), NaxHPO4 (Merck), KI
(Merck), I (Merck), HCI pekat (Merck), NaOH (Merck), CuSO4.5H,0 (Merck),
Na/K-tartrate tetrahidrat (Merck), urea (Merck), Folin Ciocalteu’s phenol
(Merck), Bovine Serum Albumin/BSA, D-glukosa anhidrat (Merck), asam 2-
hidroksi-3,5-dinitrosalisilat/DNS (Sigma-Aldrich), fenol (Merck), Na;SOs
(Merck), NaxCOs (Merck), NaCl (Merck), asam asetat glasial (Merck), natrium
asetat (Merck), akuades, kantong selofan, kertas saring, kapas, kasa, alkohol 70
%, spiritus, pemantik api, aluminium foil, kertas, tisu, karet, plastik wrap, dan es

batu.

3.3. Prosedur Penelitian

Prosedur penelitian ini dibagi ke dalam beberapa tahapan yang dilaksanakan

secara teliti dan hati-hati, dengan tetap mengutamakan aspek keselamatan kerja.

3.3.1. Pembuatan Media Agar Miring

Sebanyak 3,9 gram PDA dan 0,1 gram pati singkong dilarutkan dalam 100 mL
akuades, lalu dipanaskan sambil diaduk sesekali hingga larut sempurna. Media
segera dituang 5 mL ke beberapa tabung reaksi. Tabung reaksi ditutup sumbat
kapas, aluminium foil/, dan kertas. Selanjutnya, media disterilisasi pada suhu 121

°C tekanan 1 atm, selama 15 menit dalam autoclave. Kemudian, tabung reaksi
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diletakkan pada bidang miring selama 24 jam pada kondisi aseptis sampai agar

mengeras (Nwagu and Okolo, 2011).

3.3.2. Pembiakan Isolat Baru Aspergillus sp.

Pembiakan dilakukan secara aseptis dalam Laminar Air Flow (LAF) yang telah
disterilisasi oleh sinar UV. Setelah agar miring mengeras dan dipastikan bebas
kontaminan, isolat Aspergillus sp. diambil satu tarikan ose, lalu ditusukkan ke
dalam media agar miring. Isolat baru Aspergillus sp. kemudian dibiakkan dalam
inkubator 5 hari. Isolat Aspergillus sp. tampak berwarna hitam (Ratnasri ef al.,

2014).

3.3.3. Preparasi Produksi Enzim a-Amilase dari Aspergillus sp.

Langkah dalam melakukan preparasi produksi enzim terdiri dari:

3.3.3.1. Pembuatan larutan buffer fosfat

1) Larutan NaH,PO4 (Mr = 120 g/mol) 0,05 M sebanyak 1.000 mL (Stok A)
Larutan dibuat dengan Persamaan 8 sebagai berikut:

massa (g) 1.000
= X
Mr (g/ 1’1’101) Vpelarut (mL)
_ massa (g) 1.000
0.05= =155 X 1000

Massa = 6 gram

Untuk membuat 1000 mL larutan NaH>PO4 0,05 M diperlukan 6,0 g NaH2PO4

®)

yang dilarutkan dengan akuades dalam labu ukur 1000 mL hingga batas
meniskus, lalu dihomogenkan.

2) Larutan NaxHPO4 (Mr = 142 g/mol) 0,05 M sebanyak 500 mL (Stok B)
Larutan dibuat dengan Persamaan 8. Untuk membuat 500 mL larutan Na,HPO4
0,05 M diperlukan 3,57 g Na,HPO4 yang dilarutkan dengan akuades dalam
labu ukur 500 mL hingga batas meniskus, lalu dihomogenkan.

3) Larutan buffer fosfat 0,05 M sebanyak 250 mL pH 6,5 (Tiarsa et al., 2022)
Larutan NaH>POs (Stok A) dicampurkan dengan larutan Na,HPO4 (Stok B)
dengan komposisi tertentu untuk mendapatkan pH 6,5 (Bollag et al., 1996).
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Volume Stok A dan Stok B yang dibutuhkan untuk mendapatkan larutan buffer
fosfat sebanyak 250 mL.

V (NaH2 PO4) >

+1
[H'] = Kq (va,poy) <V(N 70w
ayHPO4

)

dengan keterangan: V na,1pr0,) = Viotal - V

V (NaH,POy)
[H+] = Ka (NaH,POy4) (Vt ol - \2; —
ota!

(NaH,HPOy)

(NaH,HPOy)

10-6,5 — 6 3 X 10-8 < V(NaH2P04) >

250 - V(Nan,HPOy)
V (Nam,po,) = 208,47 mL
V (Na,HPo,) = 41,53 mL
Pembuatan buffer pH 6,5 dengan persamaan di atas perlu diverifikasi akurasinya

menggunakan pH meter yang telah dikalibrasi (Bollag et al., 1996).

3.3.3.2. Pembuatan media inokulum dan fermentasi

Media inokulum berfungsi sebagai tahap adaptasi awal untuk pertumbuhan dan
perkembangbiakan jamur pada medium cair tanpa menghasilkan enzim a-amilase.
Sebaliknya, media fermentasi digunakan sebagai medium pertumbuhan sekaligus
produksi enzim amilase. Pembuatan media inokulum dilakukan dengan
menimbang bahan-bahan, yaitu 3,5 gram (NH4)2SOa, 5 gram KH2POs, 0,75 gram
MgS04-7H20, 0,0125 gram FeSO4-7H20, 0,0035 gram ZnSO4-7H20, 0,75 gram
urea, 0,005 gram CoClz, 0,75 gram CaClz, 1,875 gram pati, dan 1,875 gram
pepton. Selanjutnya, seluruh bahan dilarutkan dalam 250 mL buffer fosfat pH 6,0
menggunakan labu Erlenmeyer berkapasitas 500 mL, kemudian disterilisasi
dengan autoclave pada suhu 121 °C, tekanan 1 atm selama 15 menit (Yandri

etal.,2022).

3.3.4. Inokulasi Aspergillus sp.

Sebanyak tiga ose Aspergillus sp. dipindahkan secara aseptik dari media agar
miring ke dalam media inokulum cair untuk proses peremajaan kultur.

Selanjutnya, kultur tersebut diinkubasi dalam shaker incubator pada kecepatan
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120 rpm selama 24 jam guna memastikan pertumbuhan awal yang optimal serta

homogenitas sel dalam suspensi.

3.3.5. Produksi Enzim a-Amilase dari Aspergillus sp.

Produksi enzim dilakukan dengan memindahkan inokulum secara aseptis di dalam
LAF ke dalam masing-masing media fermentasi sebanyak 2 % dari total volume
media. Selanjutnya, media fermentasi diinkubasi dalam shaker incubator dengan
kecepatan 120 rpm pada suhu ruang selama 72 jam. Proses fermentasi

menggunakan metode Submerged Fermentation (SmF) digambarkan pada

Gambar 14.

Gambar 14. Ilustrasi fermentasi metode Submerged Fermentation (SmF)

3.3.6. Isolasi Enzim a-Amilase dari Aspergillus sp.

Isolasi enzim a-amilase dilakukan melalui metode sentrifugasi, yang bekerja
berdasarkan prinsip pemisahan partikel sesuai kecepatan sedimentasinya akibat
proses pemisahan dengan gaya sentrifugal. Proses sentrifugasi dijalankan pada
suhu rendah untuk mencegah penurunan aktivitas enzim (Suhartono, 1989).
Sampel dimasukkan ke dalam tabung sentrifuga, kemudian dipisahkan antara
filtrat dan endapan dengan sentrifuga pada kecepatan 5000 rpm selama 15 menit
pada suhu dingin (2—4 °C), lalu filtrat disaring menggunakan kertas saring dan
ditampung dalam botol sampel. Filtrat yang diperoleh merupakan ekstrak kasar
enzim, yang selanjutnya diuji aktivitasnya menggunakan spektrofotometer UV-
Vis dengan metode Fuwa serta dianalisis kadar proteinnya menggunakan Metode

Lowry.
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3.3.7. Pemurnian Enzim a-Amilase

Enzim hasil isolasi kemudian dimurnikan melalui fraksinasi dengan penambahan
garam amonium (NH4)>SOs, yang berfungsi mengendapkan enzim dari campuran
protein lain. Selanjutnya, enzim tersebut diproses dengan dialisis untuk
menghilangkan sisa garam dan molekul kecil sehingga diperoleh enzim yang lebih

murni.

3.3.7.1. Fraksinasi dengan Amonium Sulfat

Ekstrak kasar enzim hasil isolasi dimurnikan melalui fraksinasi dengan garam
amonium sulfat pada tingkat kejenuhan 0-20, 20—40, 40—60, 60—80, dan 80—100
% untuk mengetahui pada fraksi mana enzim a-amilase mengendap. Skema

fraksinasi dapat dilihat pada Gambar 15.

Ekstrak Kasar Enzim

+ ( NHy)2804 (0-20%)

v A\ 4
Endapan (F1) Filtrat

+ ( NHa)2804 (20-40%)

A\ 4 \4
Endapan (F2) Filtrat

+ ( NHa)2804 (40-60%)

A4 A
Endapan (F3) Filtrat

+ ( NH4)2S04 (60-80%)

A v
Endapan (F4) Filtrat

+ ( NH4)2S04 (80-100%)

A
Endapan (F5) Filtrat

Gambar 15. Skema fraksinasi ekstrak kasar enzim dengan amonium sulfat
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Konsentrasi (NH4)>SO4 umumnya dinyatakan dalam satuan persen kejenuhan (%).
Persamaan sederhana untuk menghitung massa (NH4)2SO4 yang dibutuhkan untuk
pembuatan 1 L larutan X% dari larutan awal X¢% ditunjukkan dengan Persamaan
10 sebagai berikut:

515 (X - X,)

(NH,),804 (gram)= To5—-2% (10)

Misalnya, untuk fraksi (0-20)%, maka Xo = 0% dan X = 20% (Bollag et al., 1996;
Scopes, 1993).

Penambahan amonium sulfat pada ekstrak kasar enzim dilakukan secara bertahap
sambil diaduk menggunakan magnetic stirrer. Endapan protein enzim yang
terbentuk pada setiap tingkat kejenuhan amonium sulfat kemudian dipisahkan dari
filtrat melalui proses sentrifugasi pada kecepatan 5000 rpm selama 15 menit.
Endapan yang diperoleh selanjutnya dilarutkan dalam buffer fosfat 0,025 M (pH
6,0), lalu dilakukan pengujian aktivitas menggunakan metode Fuwa serta analisis
kadar protein dengan metode Lowry. Filtrat dari fraksi kejenuhan 0-20%
kemudian diproses kembali dengan penambahan amonium sulfat hingga mencapai
kejenuhan 20-40%, dan prosedur yang sama dilanjutkan secara bertahap sampai
diperoleh fraksi kejenuhan 80-100%. Filtrat pada setiap tingkat kejenuhan akan
mengalami penambahan volume dari garam yang terlarut sebelumnya, sehingga
perlu dihitung kembali massa (NH4)2SO4 yang diperlukan untuk mengendapkan
enzim, melalui Persamaan 11.

Volume filtrat (mL)

(NH4),SO4 (gram)= 1000 L x (NH4),80, (g) (11)
(NH,),S0, (gram)=—0 ML 1oy
402504 M= T000mE * 0 8

(NHy4),S04 (gram)= 12,1 g

Bollag ef al. (1996) menyajikan ringkasan hasil perhitungan mengenai jumlah
massa (NH4)2SO4 (g) yang perlu ditambahkan ke dalam 1 L larutan pada suhu
0 °C, sebagaimana ditampilkan pada Tabel 3. Tlustrasi metode fraksinasi amonium

sulfat dapat ditampilkan pada Gambar 16.
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sentrifugasi

Y
e

Ekstrak kasar enzim
> (NH,),S0,

(- Air dingin 4°C

endapan
enzim

Pengaduk magnetik

Gambar 16. Ilustrasi metode fraksinasi ekstrak kasar enzim dengan amonium
sulfat

3.3.7.2. Dialisis

Enzim hasil fraksinasi ditempatkan ke dalam kantong selofan kemudian didialisis
selama 24 jam menggunakan buffer fosfat 0,01 M dengan pH 6,0. Selama dialisis,
buffer diganti setiap 4—6 jam untuk menurunkan konsentrasi ion-ion yang terdapat
di dalam selofan. Selama dialisis, enzim dijaga pada suhu rendah untuk mencegah
denaturasi, sementara larutan diaduk dengan kecepatan konstan. Selofan
sebaiknya tidak menyentuh dasar gelas agar tidak terganggu oleh batang
pengaduk magnetik. Untuk memastikan tidak ada ion garam tersisa, dilakukan uji
dengan Ba(OH): atau BaCl. di luar selofan. Terbentuknya endapan putih BaSO4
menandakan sulfat telah tereliminasi. Setelah dialisis, aktivitas enzim diuji dengan
metode Fuwa, sedangkan kadar protein ditentukan dengan metode Lowry.

[lustrasi metode dialisis dapat dilihat pada Gambar 17.

Kantong selofan ¢

Enzim hasil
P fraksinasi
Buffer fosfat 0,01 M __|
— (NH,),SO,
Buffer diganti 4-6 jamg__|
sekali selama 24 jam -
b
7

/ ! -7 |—Air dingin 4°C
5 =
i 7

Pengaduk magnetik

Gambar 17. Ilustrasi metode dialisis



Tabel 3. Rangkuman hasil perhitungan massa (NH4)>SO4 (gram) yang ditambahkan untuk fraksinasi dengan berbagai persentase kejenuhan

pada suhu 0 °C

Konsentrasi Akhir Amonium Sulfat

% | S 10 15 20 25 30 35 40 45 S50 55 60 65 70 75 80 8 90 95 100

0 (27 56 84 113 144 176 208 242 277 314 351 390 430 472 516 561 608 657 708 761

5 27 56 85 115 146 179 212 246 282 319 357 397 439 481 526 572 621 671 723

10 28 57 8 117 149 182 216 251 287 325 364 405 447 491 537 584 634 685

= 15 28 58 88 119 151 185 219 255 292 331 371 413 456 501 548 596 647
3 20 29 59 89 121 154 188 223 260 298 337 378 421 465 511 559 609
= 25 29 60 91 123 157 191 227 265 304 344 386 429 475 522 571
= 30 30 61 92 126 160 195 232 270 309 351 393 438 485 533
g 35 30 61 94 128 163 199 236 275 316 358 402 447 495
5 40 31 63 96 130 166 202 241 281 322 365 410 457
= 45 31 64 97 132 169 206 245 286 329 373 419
5 50 3265 99 135 172 210 250 292 335 381
= 55 33 66 101 138 175 215 256 298 343
§ 60 33 67 103 140 179 219 261 305
g 65 34 69 105 143 183 224 266
% 70 34 70 107 146 186 228
- 75 35 72 110 149 190
80 36 73 112 152

85 37 75 114

920 37 76

95 38

Sumber: (Bollag et al., 1996)

38
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3.3.8. Penentuan Aktivitas Unit dengan Metode Fuwa

Prosedur penentuan aktivitas enzim dalam satuan unit berdasarkan metode Fuwa

(1954) dilakukan melalui tahapan sebagai berikut:

3.3.8.1. Pembuatan reagen Fuwa

1) Pereaksi lodin
Sebanyak 2,0 gram KI dimasukkan ke dalam labu ukur berkapasitas 100 mL,
kemudian dilarutkan dengan sejumlah kecil akuades. Setelah itu, ke dalam
larutan KI ditambahkan 0,2 gram I.. Selanjutnya, akuades ditambahkan hingga
mencapai tanda batas pada labu ukur. Larutan dikocok hingga homogen sampai
L terlarut sempurna, yang ditandai dengan terbentuknya larutan berwarna
jingga kemerahan.
2) Larutan substrat pati 0,1 %
Sebanyak 0,05 gram pati terlarut (soluble starch) dimasukkan ke dalam 50 mL
akuades, kemudian dipanaskan sambil diaduk secara berkala hingga diperoleh
larutan homogen.
3) Larutan HC1 1 N
Larutan HCI pekat 12 N diencerkan hingga diperoleh larutan HC1 1 N dengan
volume akhir 100 mL. Proses pengenceran dilakukan di dalam lemari asam
dengan menggunakan Persamaan 12 sebagai acuan.
M xV,=M,xV, (12)
12xV;=1x100
V,=8,33mL
Pembuatan larutan HCI 1 N sebanyak 100 mL dilakukan dengan cara
mengencerkan 8,33 mL larutan HCI 12 N menggunakan akuades hingga
mencapai tanda batas pada labu ukur 100 mL, kemudian larutan dihomogenkan

secara merata.

3.3.8.2. Uji aktivitas metode Fuwa

Tabung sampel dan tabung kontrol terlebih dahulu dipersiapkan. Pada tabung
sampel, ditambahkan 0,25 mL larutan enzim ke dalam 0,25 mL larutan pati

0,1%. Sementara itu, pada tabung kontrol, 0,25 mL larutan enzim dicampurkan
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dengan 0,25 mL HCI 1 N. Kedua tabung tersebut kemudian diinkubasi pada
suhu 60 °C selama 10 menit. Setelah proses inkubasi, ke dalam tabung sampel
ditambahkan 0,25 mL HCI 1 N, sedangkan pada tabung kontrol ditambahkan
0,25 mL larutan pati 0,1%. Selanjutnya, masing-masing tabung diberi tambahan
0,25 mL pereaksi iodin dan 4,0 mL akuades, kemudian dihomogenkan.
Pengukuran absorbansi dilakukan menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada
panjang gelombang maksimum (Amaks) yang telah ditentukan sebelumnya, yaitu
sekitar 600 nm (Fuwa, 1954). Persamaan dasar perhitungan aktivitas enzim
ditunjukkan pada Persamaan 13.

Akontrol - Asampel 1
X

AU = x FP
Akontrol Venzim
(13)

Keterangan:

Akontrol = absorbansi kontrol

Asampel = absorbansi sampel

FP = faktor pengenceran enzim

A% = volume enzim = 0,25 mL

3.3.9. Penentuan Aktivitas Unit dengan Metode Mandels

Langkah-langkah yang dilakukan pada penentuan aktivitas unit dengan metode

Mandels adalah sebagai berikut:

3.3.9.1. Pembuatan reagen Mandels

1) Pereaksi DNS sebanyak 100 mL dibuat dengan tahapan sebagai berikut:
e DNS sebanyak 1 g dilarutkan dengan 20 mL akuades.
e NaOH sebanyak 1 g dan Fenol sebanyak 0,2 g dilarutkan dengan 20 mL
akuades.
e Na>SOs sebanyak 0,05 g dilarutkan dengan 10 mL akuades.
e Na/K — tartrate sebanyak 0,4 g dilarutkan dengan 10 mL akuades.
e Scluruh zat di atas dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL, lalu

ditambahkan akuades hingga batas meniskus.
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2) Larutan substrat pati 0,1 %
Sebanyak 0,05 g pati larut (soluble starch) ditambahkan ke dalam 50 mL
akuades, kemudian dipanaskan sambil diaduk secara berkala hingga larut
sempurna. Pada tahap karakterisasi enzim terimobilisasi, substrat dilarutkan
dalam buffer fosfat atau asetat 0,1 M dengan pH sesuai kondisi pengikatan
masing-masing matriks. Konsentrasi substrat pati yang digunakan ditetapkan
berdasarkan nilai Ky masing-masing sistem sebagai konsentrasi optimum.
3) Larutan deret standar glukosa
e Larutan stok 1 mg/mL
Glukosa sebanyak 0,10 g dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL, lalu
dilarutkan dengan akuades hingga batas meniskus dan dihomogenkan.
e Larutan deret standar glukosa (0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,25; 0,30; 0,35; 0,40;
0,45; 0,50 mg/mL)

3.3.9.2. Pembuatan kurva standar glukosa

Blanko yang digunakan terdiri atas campuran pereaksi DNS dan akuades dengan
perbandingan 1:2 (v/v). Blanko tersebut diaplikasikan pada setiap uji Mandels
sebagai acuan. Larutan standar glukosa dengan konsentrasi bertingkat dimasukkan
ke dalam kuvet sampel secara berurutan, kemudian absorbansinya diukur
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang maksimum
(Amaks) yang telah ditentukan sebelumnya, yaitu sekitar 510 nm (Mandels et al.,
1976). Hubungan antara absorbansi dan konsentrasi glukosa selanjutnya diplot
dalam bentuk grafik linier. Nilai intercept dan slope dari kurva standar glukosa
tersebut digunakan sebagai dasar untuk menghitung konsentrasi glukosa pada

sampel uji.

3.3.9.3. Uji aktivitas metode Mandels

Uji aktivitas dimulai dengan persiapan tabung untuk sampel dan kontrol. Pada
tabung sampel, sebanyak 0,25 mL enzim ditambahkan 0,25 mL larutan pati 0,1 %.
Setelah itu, diinkubasi pada suhu 60 °C selama 30 menit. Pada tabung kontrol, pati
ditambahkan setelah inkubasi. Kemudian, kedua tabung sama-sama ditambahkan

1 mL pereaksi DNS, lalu dididihkan selama 10 menit. Selanjutnya, sampel
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didinginkan pada suhu ruang, lalu ditambahkan 1,5 mL akuades. Absorbansi
diukur dengan spektrofotometer UV-Vis pada Amaks 510 nm. Kadar glukosa sampel
ditentukan berdasarkan kurva standar glukosa. Sesuai prinsip terbentuknya produk
dari metode Mandels, maka seharusnya Axontrol < Asampel (Mandels et al., 1976).

Aktivitas unit dihitung melalui Persamaan 14 sebagai berikut:

AU - (A ampet ~ Akontrol) = b . 1 . 1 . 1.000 x FP
a Venzim  tinkubasi  MTproduk (14)

Keterangan:
FP = faktor pengenceran enzim
A% = volume enzim =0,25 mL
t = waktu inkubasi = 30 menit
Mr produk = massa relatif molekul glukosa = 180 g/mol
bdana = intercept dan slope kurva standar glukosa

3.3.10. Penentuan Kadar Protein dengan Metode Lowry

Langkah-langkah yang dilakukan pada penentuan kadar protein dengan metode

Lowry (1951) adalah sebagai berikut:

3.3.10.1. Pembuatan pereaksi Lowry

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

2) Pereaksi B: campuran larutan CuSO4.5H20 1 % dengan larutan Na/K tartrate 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.

3.3.10.2. Pembuatan kurva standar BSA

Blanko yang digunakan pada pengukuran adalah akuades. Larutan standar BSA
dengan konsentrasi bertingkat (20, 40, 60, 80, 100, 120, dan 140 ppm) direaksikan

terlebih dahulu dengan pereaksi Lowry, kemudian dimasukkan secara berurutan
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ke dalam kuvet sampel untuk diukur nilai absorbansinya menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang maksimum (Amaks) yang telah
ditentukan. Hasil menunjukkan bahwa Amaks berada pada kisaran 750 nm (Lowry,
1951). Data hubungan antara absorbansi dan konsentrasi BSA selanjutnya
diplotkan dalam bentuk kurva kalibrasi linier. Nilai slope dan intercept dari kurva
standar BSA tersebut digunakan sebagai dasar perhitungan konsentrasi protein

pada sampel uji.

3.3.10.3. Penentuan kadar protein (Lowry, 1951)

Tabung sampel dan kontrol disiapkan secara terpisah. Pada tabung sampel,
sebanyak 0,1 mL larutan enzim ditambahkan ke dalam 0,9 mL akuades.
Sementara itu, pada tabung kontrol, volume enzim yang sama digantikan dengan
0,1 mL akuades. Selanjutnya, ke masing-masing tabung ditambahkan 5 mL
pereaksi C, kemudian dikocok homogen dan diinkubasi pada suhu ruang selama
10 menit. Setelah inkubasi, ke dalam setiap tabung ditambahkan 0,5 mL pereaksi
D, dikocok kembali, dan dibiarkan pada suhu ruang selama 30 menit. Pengukuran
absorbansi larutan dilakukan menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada

panjang gelombang maksimum (Amaks) sesuai metode Lowry (1951).

3.3.11. Imobilisasi Enzim a-Amilase dengan Silika Gel 60

Imobilisasi enzim menggunakan matriks silika gel 60 dilakukan dengan metode

adsorpsi fisik (Yandri ef al., 2018) dengan prosedur sebagai berikut:

3.3.11.1. Penentuan pH buffer pengikatan enzim-silika gel 60

Sebanyak 0,20 g silika gel 60 dimasukkan ke dalam tabung sentrifuga dan
distabilkan menggunakan larutan buffer fosfat 0,1 M dengan variasi pH 4,0; 4,5;
5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; dan 7,5 hingga kondisi pH yang diinginkan tercapai.
Selanjutnya, matriks dipisahkan dari supernatan melalui sentrifuga selama 15
menit. Pada matriks yang diperoleh kemudian ditambahkan masing-masing 0,5
mL enzim hasil dialisis dan 0,5 mL buffer fosfat 0,1 M sesuai variasi pH yang
digunakan. Untuk mengoptimalkan proses pengikatan, campuran diinkubasi pada

suhu 4 °C selama 30 menit, kemudian kembali disentrifuga selama 15 menit.
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Supernatan yang mengandung enzim dipisahkan dari matriks dan dijadikan
sebagai kontrol. Aktivitas enzim yang terikat pada matriks ditentukan
menggunakan metode Mandels. Variasi pH buffer yang menghasilkan aktivitas
enzim tertinggi pada matriks ditetapkan sebagai pH optimum untuk proses

pengikatan enzim—matriks.

3.3.11.2. Imobilisasi enzim dengan silika gel 60

Sebanyak 0,50 g silika gel 60 distabilkan menggunakan buffer pada pH
pengikatan melalui proses pergantian buffer sebanyak 3—4 kali, disertai sentrifuga
selama 15 menit hingga tercapai pH yang sesuai, dengan pemantauan
menggunakan pH meter. Selanjutnya, ditambahkan 0,5 mL enzim hasil dialisis
dan 0,5 mL buffer pengikatan. Campuran tersebut diinkubasi pada suhu 4 °C
selama 30 menit, kemudian disentrifuga kembali selama 15 menit. Supernatan
yang diperoleh diambil sebanyak 0,25 mL untuk dijadikan kontrol pada uji
Mandels. Sementara itu, pada matriks yang mengandung enzim ditambahkan

1 mL substrat pati dan diinkubasi pada suhu optimum selama 30 menit. Setelah
inkubasi, enzim terimobilisasi dipisahkan dari matriks melalui sentrifuga selama
30 menit. Supernatan yang diperoleh diambil sebanyak 0,5 mL untuk dijadikan
sampel uji Mandels, kemudian ditambahkan 1 mL pereaksi DNS sesuai prosedur

metode Mandels.

3.3.12. Imobilisasi Enzim a-Amilase dengan Kitin

Proses imobilisasi enzim dilakukan menggunakan metode adsorpsi fisik (Yandri

et al., 2018) dengan tahapan prosedural sebagai berikut :

3.3.12.1. Penentuan pH buffer pengikatan enzim-kitin

Sebanyak 0,20 g kitin dimasukkan ke dalam tabung sentrifuga, kemudian
distabilkan menggunakan larutan buffer fosfat/asetat 0,1 M dengan variasi pH
(4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; dan 7,5) hingga kondisi pH yang diinginkan
tercapai. Buffer asetat digunakan pada pH 4,0 dan 4,5. Selanjutnya, matriks
dipisahkan dari supernatan melalui proses sentrifuga selama 15 menit, kemudian

ditambahkan 0,5 mL enzim hasil dialisis serta 0,5 mL buffer fosfat/asetat 0,1 M



45

sesuai variasi pH yang digunakan. Untuk mengoptimalkan interaksi pengikatan,
campuran diinkubasi pada suhu 4 °C selama 30 menit, kemudian disentrifuga
kembali selama 15 menit. Supernatan yang mengandung enzim dipisahkan dari
matriks dan digunakan sebagai kontrol. Aktivitas enzim pada kompleks matriks—
enzim selanjutnya ditentukan menggunakan metode Mandels. Variasi pH buffer
yang menghasilkan aktivitas enzim tertinggi pada matriks ditetapkan sebagai pH

optimum untuk proses pengikatan enzim—matriks.

3.3.12.2. Imobilisasi enzim dengan Kitin

Sebanyak 0,50 g kitin distabilkan menggunakan buffer pada pH pengikatan
melalui proses pertukaran buffer sebanyak 3—4 kali, disertai sentrifuga selama 15
menit hingga kondisi pH yang diinginkan tercapai. Stabilitas pH sampel kemudian
diverifikasi menggunakan pH meter. Selanjutnya, ke dalam sampel ditambahkan
masing-masing 0,5 mL enzim hasil dialisis dan 0,5 mL buffer pengikatan,
kemudian diinkubasi pada suhu 4 °C selama 30 menit. Setelah inkubasi, sampel
disentrifuga selama 15 menit, dan sebanyak 0,25 mL supernatan diambil untuk
dijadikan kontrol pada uji Mandels. Sisa matriks-enzim kemudian ditambahkan

1 mL substrat pati dan diinkubasi pada suhu optimum selama 30 menit. Tahap
berikutnya, enzim terimobilisasi dipisahkan kembali dari matriks melalui
sentrifuga selama 15 menit. Akhirnya, ke dalam sampel ditambahkan 1 mL

pereaksi DNS sesuai prosedur metode Mandels.

3.3.13. Sintesis Hibrida Silika-Kitin

Proses pembuatan matriks hibrida silika-kitin dilakukan dengan mengikuti

beberapa tahapan yang disusun secara berurutan, seperti dijelaskan berikut ini:

3.3.13.1. Pembuatan larutan

1) Larutan CH;COOH (Mr = 60,05 g/mol) 0,1 M sebanyak 500 mL
CH3COOH glasial 17,5 M diencerkan menjadi 0,1 M melalui Persamaan 12.
Untuk membuat 100 mL larutan CH3COOH 1,0 M diperlukan 5,7 mL
CH3COOH glasial yang diencerkan dengan akuades ke dalam labu ukur 100

mL hingga batas meniskus, lalu dihomogenkan.
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2) Larutan glutaraldehida 1 % sebanyak 10 mL
Glutaraldehida 25 % diencerkan menjadi 1 % melalui Persamaan 12. Untuk
membuat 10 mL glutaraldehida 1 % diperlukan 0,4 mL glutaraldehida 25 %
yang dilarutkan dengan 9,6 mL akuades dalam tabung reaksi, lalu

dihomogenkan dengan vortex.

3.3.13.2. Pembuatan material hibrida silika-kitin

Sebanyak 8,0 g kitin didispersikan ke dalam 800 mL larutan asam asetat 1,0 M
dan diaduk menggunakan pengaduk magnetik selama 24 jam pada suhu 30 °C.
Selanjutnya, ditambahkan 8 mL glutaraldehida 1% (b/b) sebagai agen
crosslinking. Kemudian, 8,0 g silika dimasukkan ke dalam campuran tersebut dan
diaduk kembali dengan pengaduk magnetik yang dilengkapi pemanas pada suhu
60 °C selama 4 jam hingga terbentuk hibrida silika-kitin. Suspensi matriks hibrida
selanjutnya dinetralkan dengan akuades melalui proses sentrifuga berulang hingga
lima hari, sampai diperoleh filtrat dengan pH netral. Endapan matriks yang
terbentuk dikeringkan dalam oven pada suhu 60 °C selama lima hari, kemudian
didinginkan dalam desikator selama 15 menit. Sampel kering tersebut selanjutnya
digerus menggunakan mortar dan alu hingga diperoleh serbuk halus (Wan ef al.,

2010).

3.3.14. Analisis Spektroskopi IR

Sebanyak 0,5 g serbuk halus kitin (Sigma Aldrich™), silika (Merck ) dan hibrida
silika-kitin dilakukan analisis spektroskopi IR pada rentang bilangan gelombang

4.000-400 cm™.

3.3.15. Imobilisasi Enzim a-Amilase dengan Hibrida Silika-Kitin

Proses imobilisasi enzim pada material hibrida silika-kitin diterapkan melalui
pendekatan adsorpsi-crosslinking (Yandri et al., 2023) dengan tahapan prosedural

sebagai berikut :
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3.3.15.1. Penentuan pH buffer pengikatan enzim-matriks hibrida

Sebanyak 0,20 g hibrida silika-kitin dimasukkan ke dalam tabung sentrifugasi dan
distabilkan menggunakan buffer fosfat 0,1 M dengan variasi pH 4,0; 4,5; 5,0; 5,5;
6,0; 6,5; dan 7,0 hingga mencapai kondisi pH yang diinginkan. Selanjutnya,
matriks dipisahkan dari supernatan melalui proses sentrifuga selama 15 menit. Ke
dalam matriks ditambahkan masing-masing 0,5 mL enzim hasil dialisis dan 0,5
mL buffer fosfat 0,1 M sesuai variasi pH. Untuk mengoptimalkan proses
pengikatan, campuran diinkubasi pada suhu 4 °C selama 30 menit, kemudian
disentrifuga kembali selama 15 menit. Supernatan enzim yang diperoleh
dipisahkan dan digunakan sebagai kontrol. Aktivitas enzim yang terikat pada
matriks ditentukan menggunakan metode Mandels. Variasi pH buffer yang
menghasilkan aktivitas enzim tertinggi pada matriks ditetapkan sebagai pH

optimum untuk proses pengikatan enzim—matriks.

3.3.15.2. Imobilisasi enzim dengan matriks hibrida

Proses imobilisasi enzim pada material hibrida silika-kitin diterapkan melalui
pendekatan adsorpsi—crosslinking (Yandri et al., 2023). Sebanyak 0,50 g hibrida
silika-kitin distabilkan menggunakan buffer pada pH pengikatan melalui proses
penggantian buffer sebanyak 3—4 kali, masing-masing diikuti sentrifuga selama 15
menit hingga pH yang diinginkan tercapai. Nilai pH dikonfirmasi menggunakan
pH meter. Selanjutnya, ditambahkan 0,5 mL enzim hasil dialisis bersama dengan
0,5 mL buffer pengikatan. Campuran kemudian diinkubasi pada suhu 4 °C selama
30 menit dan disentrifuga kembali selama 15 menit. Dari supernatan yang
diperoleh, diambil sebanyak 0,25 mL untuk dijadikan kontrol pada uji Mandels.
Matriks-enzim selanjutnya ditambahkan 0,1 mL substrat pati dan diinkubasi pada
suhu optimum selama 30 menit. Setelah inkubasi, enzim terimobilisasi dipisahkan
dari matriks melalui sentrifuga selama 15 menit. Supernatan yang dihasilkan
diambil sebanyak 0,5 mL sebagai sampel untuk uji Mandels, kemudian

ditambahkan 1 mL pereaksi DNS sesuai prosedur metode Mandels.
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3.3.16. Karakterisasi Enzim a-Amilase Murni dan Hasil Imobilisasi

Enzim murni yang digunakan merupakan enzim hasil proses dialisis, sedangkan
enzim terimobilisasi diperoleh dari enzim hasil dialisis yang selanjutnya melalui

tahap imobilisasi pada material hibrida silika-kitin.

3.3.16.1. Penentuan pH optimum

Sebanyak 0,25 mL enzim dicampurkan dengan 0,25 mL larutan pati 0,1% pada
variasi pH (4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; dan 7,0). Campuran reaksi kemudian
diinkubasi pada suhu optimum selama 30 menit. Aktivitas enzim, baik pada

sampel maupun kontrol, selanjutnya dianalisis menggunakan prosedur Mandels.

3.3.16.2. Penentuan suhu optimum

Penentuan suhu optimum dilakukan melalui variasi suhu inkubasi pada uji
Mandels, meliputi 50, 55, 60, 65, 70 dan 75 °C selama 30 menit. Suhu inkubasi
yang menghasilkan aktivitas enzim paling tinggi ditetapkan sebagai suhu

optimum enzim.

3.3.16.3. Penentuan Km dan Vmaks

Parameter kinetika enzim, yaitu konstanta Michaelis-Menten (Kwm) dan laju reaksi
maksimum (Vmaks), ditetapkan melalui analisis pengaruh variasi konsentrasi
substrat (pati) terhadap aktivitas enzim dalam bentuk murni maupun
terimobilisasi. Variasi konsentrasi substrat yang digunakan meliputi 0,1; 0,2; 0,4;
0,6; 0,8; 1,0; dan 1,2 % (Robinson, 2015). Proses inkubasi enzim dilakukan pada
suhu optimum masing-masing selama 30 menit, kemudian aktivitas enzim diuji
menggunakan metode Mandels. Selanjutnya, data hasil pengukuran berupa 1/v
terhadap 1/[S] diplotkan pada grafik Lineweaver—Burk untuk memperoleh nilai
Kwm dan Viaks berdasarkan Persamaan 2. Nilai Km yang diperoleh digunakan

sebagai acuan konsentrasi substrat optimum pada tahap percobaan selanjutnya.
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3.3.16.4. Penentuan kestabilan termal enzim

Kestabilan termal enzim dievaluasi berdasarkan aktivitas residu enzim setelah
mengalami perlakuan inaktivasi pada suhu 60 °C dengan variasi waktu inkubasi
berturut-turut 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, dan 100 menit (Santos et al.,
2015; Yang et al., 1996). Pengujian aktivitas enzim o-amilase dilakukan
menggunakan metode Mandels pada suhu optimum masing-masing. Data hasil
pengujian tersebut selanjutnya digunakan untuk menghitung nilai konstanta
inaktivasi (ki), waktu paruh (t1), serta perubahan energi bebas akibat denaturasi

(AG)).

3.3.16.5. Pemakaian berulang enzim imobil

Enzim imobil yang telah bereaksi dengan substrat pada siklus pertama dipisahkan
dan dicuci kembali menggunakan buffer awal melalui proses sentrifugasi. Dari
supernatan yang diperoleh, diambil sebanyak 0,25 mL sebagai sampel kontrol.
Selanjutnya, enzim imobil direaksikan kembali dengan 1,0 mL substrat segar
menggunakan prosedur imobilisasi yang sama. Aktivitas enzim o-amilase
kemudian dianalisis dengan metode Mandels pada suhu optimum masing-masing
enzim. Seluruh rangkaian prosedur ini diulangi secara bertahap dalam beberapa

siklus (Yandri ef al., 2023).

3.3.16.6. Penentuan waktu paruh (t»), konstanta laju inaktivasi (ki), dan
perubahan energi bebas akibat denaturasi (AGi)

Penentuan nilai k; didasarkan pada Persamaan 4, nilai t;, ditentukan dengan

menggunakan Persamaan 6, sedangkan nilai AG; ditentukan melalui Persamaan 5.
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5.1.

V. SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

Berdasarkan hasil analisis dan pembahasan terhadap data penelitian yang telah

diperoleh, maka dapat dirumuskan beberapa kesimpulan sebagai berikut:

1.

Enzim hasil pemurnian meningkat kemurniannya sebanyak 12 kali
dibandingkan dengan ekstrak kasar enzim dengan aktivitas spesifik ekstrak

kasar dan enzim hasil pemurnian berturut-turut 106,25 dan 1297,5 U/mg.

Enzim a-amilase bebas optimum pada pH 4,5; suhu optimum 50 °C; Km =
5,77 mg/mL substrat, Vimaks = 40,16 pmol mL™! menit! dan uji stabilitas
termal enzim hasil pemurnian pada suhu 60 °C selama 80 menit memiliki
aktivitas sisa sebesar 59,9 % dengan nilai ki = 0,0071 menit™!, tip = 97,6
menit, dan AG; = 103,616 kJ mol ™.

Enzim a-amilase/silika gel 60 optimum pada suhu 60 °C; enzim a-
amilase/kitin dan a-amilase/hibrida silika-kitin optimum pada suhu 55 °C.
Nilai Ku enzim a-amilase hasil imobilisasi dengan silika gel, kitin dan
hibrida silika kitin berturut-turut yaitu 6,53; 6,52; dan 7,14 mg/mL substrat,
serta nilai Vimaks berturut-turut 17,42; 17,09; 16,56 umol mL"! menit™.

Hasil uji stabilitas termal enzim imobilisasi dengan silika gel 60, kitin, dan
hibrida silika-kitin pada suhu 60 °C selama 80 menit memiliki aktivitas sisa
sebesar 78,3; 68,6; dan 81,1 % dengan nilai ki berturut-turut sebesar 0,0030;
0,0046; dan 0,0023 menit™'.
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5. Nilai AG;j enzim a-amilase hasil imobilisasi dengan silika gel 60, kitin, dan
hibrida silika-kitin meningkat menjadi 109,294; 106,446; dan 108,336 kJ mol
! nilai t1» berturut-turut 231,1; 150,7; dan 301,4 menit. Berdasarkan
meningkatnya nilai t(12) dapat disimpulkan bahwa enzim a-amilase hasil
imobilisasi dengan silika gel 60, kitin, dan hibrida silika-kitin meningkat
kestabilannya menjadi 2,37; 1,54; dan 3,09 kali dibandingkan enzim a-

amilase bebas.

6. Enzim a-amilase hasil imobilisasi dengan silika gel 60, kitin, dan hibrida
silika-kitin memiliki aktivitas sisa sebesar 36,3; 46,3; dan 61,2 % setelah

sepuluh kali pengulangan.

7. Enzim hasil imobilisasi menggunakan matriks hibrida silika—kitin merupakan
material yang lebih baik untuk imobilisasi a-amilase dari Aspergillus sp.
dibandingkan dengan matriks silika gel 60 dan kitin, yang dibuktikan oleh
meningkatnya waktu paruh enzim serta aktivitas sisa setelah 10 kali

penggunaan berulang.

5.2. Saran

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan maka disarankan untuk penelitian

selanjutnya melakukan hal sebagai berikut:

1. Pemurnian enzim lebih lanjut, seperti kromatografi kolom dan
elektroforesis.

2. Untuk meminimalkan kehilangan massa material hibrida silika-kitin selama
tahap pembilasan hingga pH netral, penelitian selanjutnya disarankan
menggunakan metode pemisahan yang lebih efektif, seperti sentrifugasi
dengan kecepatan optimal dan penggunaan membran filtrasi yang sesuai.

3.  Imobilisasi dengan matriks hibrida dari material berpori lainnya seperti

Alumina maupun hidroksiapatit
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