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ABSTRAK

Isolasi a-amilase dari Saccharomyces cerevisiae FNCC 3012 dilakukan untuk mendapatkan o-
amilase dari Saccharomyces cerevisiae FNCC yang kemudian dipurifikasi lebih lanjut menggunakan
metode kromatografi filtrasi gel dengan membandingkan aktivitas spesifik sebelum dan setelah purifikasi
dan ditentukan karakteristiknya yang meliputi waktu inkubasi, pH, dan suhu optimum. Alfa amilase
didapatkan dari beberapa tahap diantaranya peremajaan, pembuatan kurva pertumbuhan dan proses isolasi
dengan menggunakan metode sentrifugasi. Alfa amilase yang dihasilkan dari Saccharomyces cerevisiae
FNCC 3012 terdapat di fraksi 5 pada proses pemurnian menggunakan amonium sulfat dengan konsentrasi
kejenuhan 80-100% dengan aktivitas spesifik 7,28 unit/mg protein. Proses purifikasi o-amilase
menggunakan kromatografi filtrasi gel menggunakan sephadex G-100 memberikan peningkatan aktivitas
spesifik sebesar 8,56 %. Alfa amilase dari Saccharomyces cerevisiae FNCC 3012 memiliki karakteristik
berupa waktu inkubasi optimum sebelum purifikasi dan setelah purifikasi berturut-turut sebesar 42 menit
dan 40 menit, pH optimum dan suhu optimum setelah purifikasi sebesar 4,9 dan 23°C.

Kata kunci : Saccharomyces cerevisiae, a-amilase, kromatografi filtrasi gel, karakterisasi.

ABSTRACT

Isolation a-amylase from Saccharomyces cerevisiae FNCC 3012 were doing to get a-amylase that
purified by gel filtration chromatograph method and was determined their characteristic like time
incubation, pH and optimum temperature. Alpha amylase was god from any step like refresh, growth
curve and isolation process using centrifugation. Alpha amylase was produced by Saccharomyces
cerevisiae FNCC 3012 was found in fraction 5 in purified process used ammonium sulphate salt in
saturated level 80-100% with specific activity 7.28 Unit/mg protein. purification process of a-amylase
used gel filtration chromatograph used sephadex G-100 was increased specific activity up to 8.56 %.
Alpha amylase from Saccharomyces cerevisiae FNCC 3012 have characteristic optimum time incubation
before and after purified successively 42 minute and 40 minute, optimum pH 4.9 and optimum
temperature is 23°C.

Key word : Saccharomyces cerevisiae, a-amylase, gel filtration chromatograph, characterisation.

1. Pendahuluan Alfa amilase dapat ditemukan dari
Alfa amilase EC 3.2.1.1 adalah enzim berbagai sumber diantaranya, tumbuhan, hewan
yang mengkatalisis reaksi hidrolisis ikatan o- dan mikroorganisme. Sumber o-amilase yang
1,4 glikosida pada amilosa secara acak banyak digunakan berasal dari mikroorganisme
menghasilkan campuran dekstrin, maltosa dan karena mikroorganisme mudah tumbuh tanpa
glukosa™ . Alfa amilase tidak memberikan dipengaruhi musim, cepat menghasilkan enzim
efek pemutusan pada ikatan a-1,6 glikosida dan lingkungan tumbuhnya dapat dikontrol
yang terdapat pada struktur amilopektin . sesuai dengan kebutuhan. Salah satu jenis
Amilase digunakan secara luas dalam bidang mikroorganisme yang mampu menghasi1k1a7n a-
industri seperti industri bioetanol, tekstil, amilase adalah Saccharomyces cerevisiae
kertas, dan industri makanan . Kebutuhan Saccharomyces cerevisiae telah
produksi a-amilase mencapai 30% dari total digunakan dalam jangka waktu yang lama
produksi enzim dunia” °, hal ini mendukung untuk proses fermentasi, Pada proses
perlunya eksplorasi sumber o-amilase yang fermentasinya, = Saccharomyces  cerevisiae
lain. terbukti tidak menghasilkan produk samping
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pirogen atau bahan lain yang bersifat toksik,
sehingga diharapkan a-amilase yang diisolasi
dari Saccharomyces cerevisiae juga tidak
memberikan efek kontaminan yang berbahaya

. [6
atau toks1k[ .

Alfa amilase hasil isolasi memiliki
aktivitas yang relatif masih rendah, sehingga
perlu dilakukan proses purifikasi a-amilase
hasil isolasi. Penggunaan kromatografi filtrasi
gel untuk  pemurnian  enzim  lebih
menguntungkan karena pada proses filtrasi gel
tidak terjadi ikatan antara enzim yang akan
dipisahkan dengan matriksnya, sehingga
struktur dan aktivitas enzim relatif tidak
berubah oleh pengaruh matriks dan kondisi

elusi dapat disesuaikan denga tipe sampel ™ .

Pada proses hidrolisis amilosa, o-
amilase dipengaruhi oleh kondisi lingkungan
diantaranya pH, suhu dan waktu kontak dengan
substrat, oleh karena itu, pada penelitian ini
dilakukan karakterisasi a-amilase hasil isolasi
yang meliputi pH, suhu, dan waktu inkubasi
optimum.

2.METODELOGI

2.1.Peralatan dan Bahan

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini
adalah alat autoklaf (Napco Model 8000-DSE),
inkubator (Memmert), mikropipet (Nichiryo
Model 5000F), sentrifus (Centrific-228),
magnetik stirer (Thermolyne Cimarec), sheker
(KS-260 Basic Merk Ika),spektrofotometer UV-
VIS.

Bahan yang digunakan dalam penelitian
ini adalah Biakan murni khamir Saccharomyces
cerevisiae FNCC 3012, aquades, media PDA
(potato dextros agar), Amilosa 1%, larutan folin

ciocalteau, ekstrak, Pepton, CaCly,

MgSO4, FeSO4, NapCO3, Iy, larutan maltosa,
DNS (3,5 dinitrosalisilat acid), NaOH, Na3SO3,

Yeast

BSA (Bovin Serum Albumin), (NHy4)»SOy4,
BaCly sephadex G-100 dan
aquabides.
2.2, Sterilisasi Alat dan Bahan
Alat-alat dari kaca dibungkus

menggunakan alumunium foil dan plastik lalu

diautoklaf pada suhu 121°C tekanan 2 atm
selama 20 menit, termasuk dalam hal ini media
cair yang digunakan untuk produksi a-amilase.
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2.3 Peremajaan Saccharomyces cerevisiae
FNCC 3012

Jarum ose yang telah disterilkan,
disentuhkan pada biakan murni sel
Saccharomyces cerevisiae FNCC 3012 dari
stok awal media agar miring sebanyak satu kali.
Secara aseptik biakan tersebut diinokulasikan
pada media PDA miring. Media kemudian
diinkubasi selama 3 hari dalam inkubator
dengan temperatur ruang. Pengulang selama 3
kali. Selanjutnya dilakukannya pemindahan
inokulum kedalam erlenmeyer yang berisi
media fermentasi secara aseptik kemudian
diinkubasi pada inkubator sheker selama 3 hari
dengan kecepatan 50 rpm pada suhu ruang.

Tabel 2.1. Komposisi media fermentasi[lgl

Komposisi Jumlah (g/L)
Yeast extract 30
Pepton 20
(amilosa) 10
(NHy4),SO4 2,0
CaCl, 2,0
MgSOy4 0,5
FeSOy 0,1

Bufer asetat Sampai 1000 mL

2.3. Pembuatan Kurva Pertumbuhan
Saccharomyces cerevisiae FNCC 3012

Sebanyak 11 buah tabung masing-
masing diisi dengan 50 mL media tumbuh yang
berisi amilosa dalam bufer asetat pH 5
kemudian disterilisasikan. Pada 10 buah tabung
masing-masing ditambahkan 1% inokulum

Saccharomyces cerevisiae FNCC 3012 secara
aseptik dan 1 buah tabung yang lain dijadikan
sebagai kontrol. Kemudian ke-11 tabung
tersebut dimasukkan dalam inkubator shaker
pada suhu ruang, selanjutnya sampel diambil
tiap 12 jam sekali diukur berat keringnya

2.4.Produksi a-amilase

Dalam pembuatan produksi enzim
langkah awal yang dilakukan adalah pembuatan
starter. Kemudian stok  Saccharomyces
cerevisiae FNCC 3012 hasil peremajaan
dipindahkan secara aseptik ke dalam media
fermentasi dengan volume media fermentasi
500 mL sebagai kultur produksi. Media
fermentasi ini diinkubasi pada ikubator shaker
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kurva
media

selama 72 jam (sesuai dengan data
pertumbuhan). Selanjutnya setelah
fermentasi telah mencapai 72 jam, media
fermentasi disentrifugasi selama 15 menit
dengan kecepatan 4000 rpm. Hasil yang
diperoleh berupa filtrat (ekstrak kasar enzim)
dan endapannya. Bagian yang diambil adalah
filtratnya karena o-amilase merupakan ekstrak
kasar.

2.5. Fraksinasi dengan Garam Amonium
Sulfat

Kebutuhan amonium Sulfat ditimbang
sesuai dengan tingkat kejenuhan. Selanjutnya
amonium sulfat ditambahkan kedalam ekstrak
kasar sedikit demi sedikit sesuai dengan
volume ekstrak kasar enzim, sambil diaduk
dengan  menggunakan  magnetic  stirer.
Campuran tersebut didiamkan selama satu
malam dalam keadaan dingin. Selanjutnya
disentrifus selama 20 menit dengan kecepatam

4000 rpm pada suhu 40C. Endapan dipisahkan
dan disuspensikan dengan bufer asetat 0,05 M
pH 5. Endapan tersebut merupakan fraksi
pemurnian amonium sulfat. selanjutnya filtrat
tersebut dilanjutkan dengan perlakuan yang
sama untuk fraksi berikutnya. Pengelompokan
fraksi  berdasarkan tingkat kejenuhannya
dimana  tingkat  kejenuhannya  0-20%
dikelompokkan menjadi fraksi 1, 20-40% fraksi
2, 40-60% fraksi 3, 60-80% fraksi 4 dan 80-
100% fraksi 5.

2.6.Dialisis
selofan

o-amilase dengan membran

Membran selofan direbus selama 30
menit dengan larutan EDTA alkali, kemudian
dicuci dengan aquades dan bufer. Salah satu
ujung selofan diikat dengan benang kemudian
kedalam selofan diisi a-amilase, karena selama
dialisis volume larutan dapat meningkat, maka
pengisian kantong selofan jangan terlalu penuh.
Selanjutnya tiap fraksi o-amilase dimasukkan
kedalam masing-masing membran selofan yang
berbeda. Proses dialisis dilakukan dengan
merendam kantong selofan dalam bufer asetat
dan diaduk menggunakan magnetik stirer pada

suhu SOC. Tiap dua jam bufer diganti serta diuji

kandungan amonium sulfatnya dengan BaCl,.
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2.7. Uji aktivitas a-amilase

Penentuan aktivitas a-amilase diawali
dengan  penentuan  panjang  gelombang
maksimum larutan standar maltosa dan
penentuan kurva standar maltosa. Penentuan
panjang gelombang maksimum dilakukan
dengan mereaksikan 1 mL maltosa 0,2 mg/mL
dengan reagensia DNS dan diukur serapannya
dengan spektrofotometer UV-Vis pada rentang
panjang gelombang 400-600 nm. Penentuan
kurva standar maltosa dilakukan serupa dengan
penentuan panjang gelombang maksimum
dimana pada penentuan kurva standar
dilakukan dengan membuat variasi konsentrasi
dari 0,2-0,5 mg/mL dengan rentang konsentrasi
0,05 mg/mL dan diukur serapannya pada
panjang gelombang maksimum. Penentuan
aktivitas enzim dilakukan dengan mereaksikan
0,1 mL enzim dengan 1 mL amilosa dan
diinkubasi selama 30 menit. Hasil inkubasi

ditambahklan dengan DNS dan diukur
serapannya  pada  panjang  gelombang
maksimum.

2.8 Penentuan Kadar protein

Penentuan kadar protein diawali dengan
penentuan panjang gelombang larutan standar
BSA dan pembuatan kurva standar BSA.
Penentuan panjang gelombang maksimum
larutan standar BSA dilakukan dengan membuat
larutan BSA 2,00 mg/mL dan direaksikan
dengan reagensia Lowry kemudian diukur
serapannya dengan spektrofotometer UV-Vis
pada rentang panjang gelombang 600-800 nm.
Pembuatan kurva standar BSA dilakukan serupa
dengan  penetuan  panjang  gelombang
maksimum dimana pembuatan kurva standar
dilakukan dengan membuat variasi konsentrasi
larutan BSA antara 2,00-4,25 mg/mL dengan
rentang 0,25 mg/mL dan diukur serapannya
pada  panjang  gelombang  maksimum.
Penentuan kadar protein dilakukan dengan
mereaksikan 0,1 mL enzim dengan reagensia
Lowry dan diukur serapannya pada panjang
gelombang maksimum.

2.9. Kromatografi kolom filtrasi gel

Sebanyak 2 mL fraksi oa-amilase dengan
nilai aktivitas spesifik tertinggi yang diperoleh
dari pengendapan amonium sulfat, dimasukkan
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ke dalam kolom dengan matriks sephadex G-
100 (panjang kolom 35 cm dan diameter 1 cm)
yang telah disetimbangkan dengan bufer asetat
0,05 M pH 5 dan diatur laju elusinya 6 tetes
tiap menit. Selanjutnya sampel dielusi dengan
bufer yang sama. Volume tiap fraksi yang
dikumpulkan sebanyak 3,0 mL dengan total
pengelompokkan 50 fraksi dimana setiap fraksi
diukur kadar protein dan aktivitas enzimnya.
Fraksi dengan aktivitas spesifik tinggi
dikelompokkan menjadi satu dan diuji kembali
aktivitas enzimnya.

2.10.Karakterisasi A-amilase

Karakterisasi a-amilase meliputi penentuan
waktu inkubasi optimum, pH dan suhu
optimum. Penentuan waktu inkubasi optimum
dilakukan dengan mereaksikan 0,1 mL o-
amilase terhadap 1 mL amilosa pada pH 5 dan
suhu ruang dengan membuat variasi waktu
inkubasi antara 20 sampai 40 menit dengan
rentang 5 menit. Hasil inkubasi ditambahkan
dengan DNS dan diukur untuk mengetahui unit
aktivitas tertinggi antara rentang tersebut.
Perlakuan ini diulang terhadap waktu inkubasi
yang memberikan unit aktivitas tertinggi
dengan rentang yang lebih kecil (2 menit). Hal
serupa dilakukan terhadap penentuan pH dan
suhu optimum inkubasi dimana rentang pH
yang digunakan adalah 4,0-6,0 dengan interval
0,5 dan diteruskan terhadap pH yang
memberikan hasil uji unit aktivitas tertinggi
dengan interval 0,2. Demikian juga dengan
penentuan suhu optimum dilakukan inkubasi

pada variasi kondisi suhu antara 20-40 0C

dengan interval 5 0C dan diteruskan terhadap
suhu yang memberikan hasil uji unit aktivitas
tertinggi dengan interval 2°C.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

3.1 Peremajaan Saccharomyces cerevisiae
FNCC 3012

Isolat Saccharomyces cerevisiae FNCC
3012 diremajakan terlebih dahulu agar
menghasilkan a-amilase secara optimal. Tahap
selanjutnya isolat khamir Saccharomyces
cerevisiae FNCC 3012 dipindahkan dari media
isolat murni kedalam media agar miring PDA
secara berulang sebanyak tiga kali. Perlakuan
tersebut bertujuan untuk memastikan jenis

mikroba yang digunakan serta menghindari
kontaminasi atau mutasi. Proses pemindahan
pada media padat dilakukan untuk menyiapkan
nutrisi ~ bagi  mikroba  dalam  proses
penyimpanan. Langkah selanjutnya dilakukan
pemindahan pada media fermentasi cair
tujuannya untuk mengaktiftkan Saccharomyces
cerevisiae FNCC 3012 dan siap untuk
digunakan dalam proses fermentasi.

3.2 Pembuatan Kurva Pertumbuhan
Saccharomyces cerevisiae FNCC 3012

Proses isolasi o-amilase dari

Saccharomyces cerevisiae FNCC 3012 perlu
dilakukan pembuatan kurva pertumbuhan.
Kurva pertumbuhan merupakan kurva yang
menggambarkan  fase  perumbuhan  dari
mikroorganisme selain itu untuk mengetahui
waktu terjadinya fasa eksponensial yang akan
digunakan dalam proses isolat o-amilase.
Grafik kurva pertumbuhan khamir

Saccharomyces cerevisiae FNCC 3012 dapat
dilihat pada Gambar 3.1
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Gambar 3.1 Kurva pertumbuhan

Saccharomyces cerevisiae FNCC 3012
yang dihitung setiap 12 jam.

Berdasarkan kurva pertumbuhan diatas
jam ke 12 terjadi fase adaptasi sedangkan pada
jam ke 24 sampai 72 terjadi fase eksponensial,
dimana puncak fase eksponensial terjadi pada
jam ke 72 yang ditandai dengan kenaikan masa
sel Saccharomyces cerevisiae FNCC 3012.
Fase eksponensial ditandai dengan pembelahan
sel secara cepat membutuhkan gula sederhana
sebagai sumber energi dalam jumlah yang
banyak pula, sehingga pada fase ini mikroba
akan menyekresikan a-amilase yang berperan
dalam pemecahan amilosa menjadi gula
sederhana.
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3.3. Produksi a-Amilase

Langkah awal dalam proses produksi a-
amilase yaitu pembuatan starter khamir
Saccharomyces  cerevisiae FNCC 3012.

Kemudian pemberian media starter pada media
fermentasi dengan volume yang lebih besar.
Komposisi media produksi tersebut memiliki
komposisi yang sama dengan media fermentasi
dalam proses peremajaan (tabel 2.1). Pada
media ini amilosa digunakan sebagai sumber
karbon untuk memproduksi a-amilase.

Isolat Saccharomyces cerevisiae FNCC
3012 ditumbuhkan sampai waktu
eksponensialnya, yaitu 72 jam atau 3 hari
(sesuai dengan data kurva pertumbuhan dimana

Saccharomyces  cerevisiae FNCC  3012).
Pemanenan yang dilakukan pada waktu yang
terlalu singkat akan menghasilkan enzim yang
sedikit karena, mikroba yang belum beradaptasi
dengan lingkungannya[ Nutrien  yang
berbentuk polimer tidak dapat memasuki sel
mikroba secara langsung. Polimer ini akan
dicerna terlebih dahulu oleh enzim-enzim
ekstraseluler yang di sekresikan oleh mikroba
(Suhartono, 1989). Produksi enzim-enzim
mikrobial memanfaatkan amilosa sebagai
substrat untuk menghasilkan a-amilase.

Hasil produksi o-amilase dilanjutkan
dengan disentrifugasi untuk memisahkan media
yang mengandung a-amilase dengan sel

Saccharomyces  cerevisiae FNCC 3012
sehingga dihasilkan filtrat yang berisi ekstrak
kasar enzim dan terpisah dari sel khamir serta
sisa-sisa media yang tidak larut. Sentrifugasi
pada  suhu  dingin  bertujuan  untuk
meminimalkan kerusakan enzim. Sel

Saccharomyces cerevisiae FNCC 3012 yang
berukuran lebih besar dibandingkan dengan
enzim ekstraselulernya akan mengalami gaya
sentrifugal yang lebih besar pada kecepatan

radial dan jarak putar yang sama . Akibatnya,
sel akan mengendap dan enzim akan tetap
berada pada bagian filtrat.

3.4. Fraksinasi dengan Amonium Sulfat

Pemurnian protein dengan
menggunakan amonium sulfat merupakan salah
satu metode pemurnian awal pada enzim.
Pemilihan amonium sulfat didasarkan pada
tingkat kelarutan garam amonium sulfat yang
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besar sehin[gjga mudah berinteraksi dengan

molekul air " . Ekstrak kasar a-amilase yang
bebas sel, diendapkan dengan amonium sulfat.
Pengendapan o-amilase dilakukan dengan
variasi tingkat kejenuhan amonium sulfat yaitu,
0-20% (Fraksi 1), 20-40% (fraksi 2), 40-60%
(fraksi 3), 60-80% (fraksi 4), dan 80-100%
(fraksi 5).

Pengendapan dengan garam
menggunakan prinsip salting out dimana
kelarutan protein akan berkurang pada

konsentrasi garam yang tinggi. Konsentrasi
garam yang meningkat mengakibatkan air akan
lepas dari protein yang menyebabkan terjadinya
penempelan ikatan hidrofobik dari satu protein
dengan [Sﬁ)rotein yang lain menghasilkan

endapan Penambahan garam dilakukan
secara perlahan pada suhu dingin sambil
dilakukannya pengadukan, pengkondisian suhu
dingin dilakukan karena terjadi peningkatan
suhu akibat proses pelarutan yang di bantu
dengan magnetic stirrer. Supernatan enzim
yang bebas sel yang telah di tambahkan dengan
amonium sulfat didiamkan selama semalam.
Pemisahan supernatan dan endapan protein
dilakukan dengan sentrifugasi.

3.5 Dialisis Enzim dengan Membran Selofan

Proses  dialisis  dilakukan  untuk
memisahkan atau menghilangkan molekul
garam amonium sulfat dan ion-ion pengganggu
lainnya. Kantung ini akan melewatkan zat
terlarut dengan berat molekul di bawah 10000
D. Bufer yang ada diluar kantung memiliki
konsentrasi lebih rendah dari pada konsentrasi
bufer yang ada di dalam kantung.

Menghindari kontaminan dari bahan
logam, maka kantung dialisis terlebih dahulu
direbus selama 10 menit dalam larutan EDTA
alkali lalu dicuci dan direbus kembali dengan

. 7
10on

air bebas Dialisis  dilakukan di
lingkungan yang dingin untuk mengurangi
terjadinya  penurunan  aktivitas  enzim.
Pengadukan  dengan  kecepatan  rendah

bertujuan untuk mempermudah keluarnya
molekul berukuran kecil dari kantung dialisis
dan mencegah molekul tersebut terkonsentrasi
disekitar kantung.

Pada proses dialisis keberadaan
amonium sulfat diharapkan sudah tidak ada
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karena amonium sulfat akan mengganggu kerja
enzim. Keberadaan amonium sulfat didalam
katong dialisis diuji dengan menambahkan BaCl,
kedalam larutan bufer yang berada diluar kantung
dialisis, Reaksi sebagai berikut
BaCl, + (NH4)2SO4 —PBaSO4L- 2NH4Cl
Endapan Putih

Endapan putih yang nampak dalam
percobaan adalah endapan BaSO,4 yang
berwarna putih. Garam BaSO4 memiliki

tingkat kelarutan yang rendah dalam pelarut air
sehingga akan tampak sebagai endapan putih..

3.6 Penentuan Aktivitas a-Amilase

Unit  aktivitas  enzim  didasarkan
perhitungan pada kurva standar maltosa dengan
DNS (3,5-dinitrosalisilat) menggunakan metode

Bernfeld[z] . Penentuan jumlah kadar protein
didasarkan pada perhitungan pada kurva standar
BSA. Penentuan aktivitas spesifik o-amilase
dengan membandingkan unit aktivitas enzim
dengan kadar protein. Berikut hasil aktivitas
spesifik enzim dari tiap fraksi o-amilase

oo

ol mm _ mm
EK F1

aktivitas spesifik U/mg
N

F2
Fraksi

F3 F4 F5

Gambar.4.2 Aktivitas spesifik a-amilase dari
Saccharomyces cerevisiae FNCC 3012

Data pada Gambar 4.2 menunjukan
bahwa fraksi dengan nilai aktivitas tertinggi
berada pada fraksi 5 sebesar 7,28 Unit/mg
protein, hal ini mengindikasikan bahwa pada
fraksi tersebut keberadaan o-amilase paling
banyak. Aktivitas spesifik merupakan rasio antara
unit aktivitas enzim dengan kadar protein total
dalam miligram. Unit aktivitas enzim dalam
penelitian ini didefinisikan sebagai kemampuan
a-amilase untuk menghidrolisis amilosa menjadi
maltosa sebanyak 1 mg/mL.
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3.7.Pemurnian Kromatografi Filtrasi Gel

Enzim yang mempunyai aktivitas yang
tinggi dilakukan pemurnian lebih lanjut dengan
menggunakan filtrasi gel. Matriks yang
digunakan adalah sephadex G-100. Sephadex
G-100 dapat digunakan untuk memisahkan
protein yang, memiliki berat molekul 4000-
150000 D , oleh karena itu, sephadex G-100
cukup baik digunakan karena berat molekul
dari a-amilase adalah 50.000 D - 10.000 D.

Hasil purifikasi menggunakan
kromatografi filtrasi gel terdiri dari 50 fraksi
yang kemudian diukur unit aktivitas a-amilase
dan kadar proteinnya. Hasil yang diperoleh

pada fraksi 21, 22, 23 (T;) dan 39, 40 (T»7).
Kemunculan aktivitas pada 2 fraksi yang
berbeda diakibatkan karena, berat molekul a-
amilase memiliki 2 jenis yakni a-amilase yang
memiliki berat molekul sekitar 50.000 D dan
setiap molekulnya mengandung 1 ion Ca +,
serta dimer o-amilase yang memiliki berat
molekul sekitar 100.000 Dalton. Enzim dengan
BM 50.000 merupakan monomer a-amilase.
Enzim dimer terjadi bila ada ion Zn * dan
kedua enzim dihubungkan melalui ion Zn "

tersebut[1 efek munculnya dimer o-amilase
mengakibatkan aktivitas a-amilase meningkat
pada dua kelompok fraksi yang berlainan.

Hasil pemurnian menunjukkan bahwa
aktivitas spesifik dari penggabungan fraksi 21,
22, 23 memiliki yang tinggi yaitu sebesar 7,91
unit/mg protein, sehingga gabungan fraksi yang
dikarakterisasi.

3.8 Karakterisasi A-amilase

Karakterisasi a-amilase bertujuan untuk
menentukan kondisi optimum kerja enzim agar
reaksi enzimatis dapat berjalan dengan optimal.

3.8.1 Waktu inkubasi Optimum

Pada reaksi ezimatis waktu inkubasi
merupakan waktu kontak antara enzim dan
substrat sehingga produk yang dihasilkan juga
sedikit. Bertambahnya  waktu kontak
memungkinkan seluruh enzim berperan untuk
merubah substrat menjadi produk, akan
terjenuhi oleh substrat sehingga tidak terjadi
penambahan produk dan memungkinkan
terjadinya reaksi balik terjadinya kompleks
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substrat menjadi enzim bebas. Penentuan waktu
inkubasi optimum dilakukan dengan
mengujikan a-amilase pada berbagi variasi.
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Gambar. 4.6 Pengaruh waktu inkubasi

sebelum purifikasi a-amilase dari
Saccharomyces cerevisiae FNCC 3012

Berdasarkan pada  Gambar 4.6,
menunjukan bahwa waktu inkubasi optimum
sebelum purifikasi adalah 42 menit sedangkan
waktu inkubasi optimum setelah purifikasi
adalah 40 menit. Hal ini dikarenakan, a-amilase
sebelum dipurifikasi masih banyak senyawa
lain yang menghambat kerja, sehingga reaksi
enzimatisnya akan lebih lama dibandingkan
dengan a-amilase setelah purifikasi. Unit
aktivitas pada waktu inkubasi optimum o-
amilase sebelum purifikasi dan setelah
purifikasi berturut-turut 5,8 U dan 7,33 U.

8.2 Nilai pH Optimum

Kondisi pH reaksi enzimatis
mempengaruhi  kemampuan enzim dalam
menghidrolisis substrat, oleh karena itu,

diperlukan penggunaan bufer untuk menjaga
kondisi pH reaksi. Nilai pH bufer yang tidak
tepat dapat menyebabkan tergz[l%ggunya

interaksi antara substrat dengan enzim
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Gambar. 4.5 Pengaruh variasi pH a-amilase
hasil dari isolasi Saccharomyces cerevisiae
FNCC 3012.
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Gambar 4.5 menunjukkan bahwa a-
amilase setelah purifikasi memiliki aktivitas
optimum pada pH 4,9. Unit aktivitas enzim
pada pH 4,9 ini adalah 5,5 unit

Kondisi pH berpengaruh terhadap aktivitas
enzim, karena perubahan muatan dapat
mempengaruhi aktivitasnya akan terganggu,
dimana perubahan tersebut berakibat pada
perubahan muatan residu asam amino yang

berfungsi mengikat substrat. Perubahan ion H'
yang ada dalam larutan enzim memberikan efek
pada bagian katalitik dan konformasi enzim.
Pemilihan pH bufer yang tidak tepat dapat
menyebabkan terganggunya interaksi substrat
dengan enzim. Perubahan pH yang ekstrim
akan  menyebabkan  enzim  mengalami
denaturasi karena terganggunya interaksi-
interaksi non kovalen yang menjaga kestabilan
struktur tiga dimensi enzim.

3.8.3 Suhu Optimum

Pada reaksi enzimatis, suhu berperan
dalam meningkatkan interaksi antara substrat
dengan enzim. Penelitian ini dilakukan
penentuan suhu optimum pada a-amilase pada
rentang suhu, 21°C sampai 30 C.

Grafik 4.4 menunjukan bahwa suhu
inkubasi optimum berada pada suhu 23 C yang
ditandai dengan peningkatan aktivitas enzim
setelah melewati suhu 23 C aktivitas enzim
mengalami penurunan. Aktivitas enzim pada
suhu 23 C adalah 7,125 U.

Aktivitas  enzim  akan  semakin
meningkat sejalan dengan kenaikan suhu
sampai tingkat optimalnya dan sesudah itu
aktivitas enzim akan mengalami penurunan
karena enzim mengalami denaturasi protein.
Gambar 4.4 menunjukan kenaikan aktivitas
kembali pada suhu 29°C, hal tersebut
dimungkinkan karena adanya kelompok enzim
amilase yang lain seperti glukoamilase.
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Gambar. 4.4. Pengaruh suhu terhadap unit
aktivitas o-amilase hasil dari isolasi
Saccharomyces cerevisiae FNCC 3012

4. KESIMPULAN

Penelitian yang telah dilakukan, dapat
disimpulkan bahwa. A-amilase dapat diisolasi
dari khamir Saccharomyces cerevisiae FNCC
3012. Aktivitas spesifik o-amilase hasil isolasi
dari Saccharomyces cerevisiae FNCC 3012
mengalami kenaikan sebesar 8,65 % setelah
dilakukan purifikasi Kondisi optimum kerja o-
amilase yaitu waktu inkubasi optimum sebelum
dan setelah purifikasi filtrasi gel berturut-turut
sebesar 42 menit dan 40 menit, suhu optimum

setelah purifikasi 230C, dan pH optimum
setelah purifikasi sebesar 4,9.
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