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MOTTO DAN PERSEMBAHAN 

 

MOTTO 

 

Memperbaiki diri menjadi lebih baik sangat dibutuhkan dalam kehidupan. 

Setiap orang pernah memiliki masa lalu, akan tetapi masa lalu hanyalah sebuah 

memori yang tidak akan bisa untuk diulang. Hal paling utama yang harus kita 

lakukan adalah menjadikan masa lalu sebagai acuan hidup yang lebih baik.  

Jangan pernah melihat masa lalu dengan penyesalan dan jangan pernah melihat 

masa depan dengan ketakutan, akan tetapi lihatlah di sekitar kita dengan penuh 

kesadaran. Setidaknya dengan mencoba kita tahu bagaimana rasannya berjuang, 

meskipun terkadang sulit dan kegagalan menghampiri, akan tetapi kita harus  

tetap optimis dan yakin bahwa semua akan indah pada waktunya. Intinya selalu 

berusah diiringi dengan doa. “Sesungguhnya Allah tidak akan mengubah  

keadaan suatu kaum, sebelum kaum itu sendiri mengubah apa yang ada  pada  

diri  mereka” (QS. Ar-Ra’d [13]: 11). 
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ABSTRAK 

 
 

Listiyani, U. 2019. Purifikasi Parsial dan Karakterisasi Enzim Fitase dari 

Candida tropicalis TKD3. Skripsi, Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan 

Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Negeri Semarang. Pembimbing Utama 

Dra. Ely Rudyatmi, M.Si. dan Pembimbing Pendamping Lusty Istiqomah, 

S.Pt, M.Biotech. 

 

 

Fitase ditemukan didalam tempe kedelai. Pada tempe kedelai banyak mengandung 

kapang Rhizopus oligosporus dan berbagai khamir. Salah satu khamir yaitu 

Candida tropicalis. Isolat C. tropicalis telah diketahui menghasilkan fitase 

ekstraseluller dengan aktivitas sebesar 6,572 U/mL. Tujuan penelitian ini adalah 

mengetahui morfologi C. tropicalis TKD3, mengetahui karakter enzim fitase C. 

tropicalis TKD3 hasil purifikasi parsial pada variasi suhu inkubasi dan pH buffer, 

mengetahui; 1. aktivitas enzim fitase; 2. kadar protein terlarut; dan 3. aktivitas 

spesifik enzim fitase C. tropicalis TKD3 hasil purifikasi Parsial. Populasi pada 

eksperimen ini berupa mikroorganisme yang diisolasi dari tempe kedelai. Sample 

berupa enzim kasar fitase C. tropicalis TKD3. Variabel terikat berupa aktivitas 

enzim fitase, kadar protein terlarut dan aktivitas spesifik enzim fitase.Variabel 

bebas berupa suhu inkubasi dan pH buffer. Tahapan penelitian ini meliputi 

pengamatan morfologi isolat C. tropicalis TKD3, purifikasi parsial enzim fitase 

C. tropicalis TKD3, karakterisasi enzim fitase hasil purifikasi parsial, pengujian 

aktivitas enzim fitase, penentuan kadar protein terlarut dan penentuan aktivitas 

spesifik enzim fitase. Morfologi C. tropicalis ditentukan dengan pengamatan 

makroskopis dan mikroskopis serta dianalisis secara deskriptif. Aktivitas enzim 

fitase dan kadar protein terlarut ditentukan dengan spektofotometer dan dianalisis 

dengan uji T. Aktivitas spesifik enzim fitase ditentukan dengan panduan Olstorpe 

dan dianalisis dengan uji T. Bentuk koloni Candida tropicalis TKD3 sirkuler, 

warna putih susu, elevasi convex, tepian entire, permukaan smooth dan mengkilat. 

Bentuk sel basilus dan bertunas. Aktivitas enzim fitase hasil purifikasi parsial C. 

tropicalis TKD3 dalam sediaan cair optimum pada suhu inkubasi 55 ºC dan pH 

buffer 4. Aktivitas enzim fitase dan kadar protein terlarut enzim fitase hasil 

purifikasi parsial lebih tinggi secara signifikan daripada enzim kasarnya, akan 

tetapi aktivitas spesifik enzim fitase hasil purifikasi parsial sama dengan enzim 

kasarnya. Dari hasil tersebut dapat disimpulkan bahwa morfologi koloni dan sel 

C. tropicalis TKD3 belum dapat dibedakan secara spesifik dengan media 

Chloramphenicol Yeast Glucose (CYG) agar. Enzim fitase C. tropicalis TKD3 

hasil purifikasi parsial menghasilkan aktivitas optimum. Aktivitas enzim fitase, 

kadar protein terlarut dan aktivitas spesifik enzim fitase  

 

Kata kunci : Candida tropicalis, fitase, karakterisasi, purifikasi, unggas 
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BAB 1 

PENDAHULUAN 

 

1.1  Latar Belakang 

Fitase merupakan salah satu enzim yang tergolong dalam kelompok 

phosphatase, yang mampu menghidrolisis senyawa fitat (myo-inositol 

(1,2,3,4,5,6) hexakiphosphatase) menjadi myo-inositol dan fosfat organik (Lamid 

et al., 2014). Fitase banyak dimanfaatkan dalam industri pakan ternak, khususnya 

unggas. Sekitar 50-80% pakan ternak unggas berada dalam bentuk fitat atau asam 

fitat. Asam fitat merupakan bentuk penyimpanan fosfor yang terbesar pada 

tanaman biji-bijian, serelia dan leguminosa yang tidak dapat dihidrolisis dalam 

saluran pencernaan ternak monogastrik (Thyagarajan et al., 2014; Tungala et al., 

2013). Kandungan asam fitat dalam beberapa bahan pakan yang sering digunakan 

sebagai bahan pakan penyusun ransum unggas adalah sebagai berikut, jagung 

(0,186%), bungkil kedelai (0,395%), distiller’s dried grains with solubles 

(DDGS) (0,257%), tepung limbah roti (0,192%), gandum (0,251%) dan tepung 

kanola (0,695%). Dedak padi termasuk bahan pakan yang mengandung asam fitat 

tinggi yaitu  mencapai 6,63% (Hidayat et al., 2014).  

Ternak monogastrik seperti unggas, tidak mampu mendegradasi senyawa fitat 

yang mengikat fosfor dan mineral lain seperti Ca, Fe, Zn dan Mg karena tidak 

adanya enzim fitase pada saluran pencernaannya, sehingga menyebabkan 

rendahnya ketersediaan unsur fosfor pada pakan ternak unggas. Rendahnya 

kandungan fosfor dan mineral lainnya dalam tubuh ternak unggas, membuat 

produktivitas ternak unggas menurun dan pertumbuhannya juga terhambat. Pada 

formulasi pakan, umumnya ditambahkan fosfor dalam bentuk fosfat agar 

ketersediaanya cukup untuk ternak monogastrik (Yanuartono, 2017). Dampak 

buruk dari anti nutrisi berupa asam fitat ini, dapat dikurangi dengan 

menambahkan enzim penghidrolisis asam fitat yaitu fitase ke dalam pakan ternak 

unggas. Penambahan enzim fitase ini akan mengurangi aktivitas asam fitat dalam 

saluran pencernaan ternak unggas, sehingga bahan pakan lebih efisien untuk 

dicerna (Widjaja et al., 2011). 
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Fitase telah banyak diisolasi dari berbagai mikroorganisme seperti khamir 

(Santoso, 2013). Salah satu khamir penghasil fitase adalah C. tropicalis. Aktivitas 

fitase yang berasal dari C. tropicalis telah dilaporkan oleh beberapa  peneliti. 

Nakamura et al. (2000), melaporkan bahwa C. tropicalis CBS 94 menghasilkan 

fitase dengan aktivitas sebesar 20 U/mL  pada  media YPGlu2%  dengan kondisi 

suhu 60°C dan pH  4-5.  Das dan Ghosh (2014), melaporkan bahwa C. tropicalis 

yang diisolasi dari saluran pencernaan ikan dan diproduksi dengan fermentasi 

padat (SsF) menggunakan substrat bungkil kedelai menghasilkan fitase sebesar 

30,41 U/g. 

Candida  tropicalis  dapat  ditemukan  dalam  makanan  (Zuza, 2017). Salah 

satunya berasal dari makanan fermentasi yaitu tempe kedelai (Lim, 2011).  Tempe 

kedelai adalah produk berbentuk padatan kompak berwarna putih, yang diperoleh 

dari kedelai  kupas yang sudah direbus dan difermentasi (Badan Standar Nasional, 

2015). Struktur yang kompak disebabkan oleh miselia-miselia jamur yang 

menghubungkan antara biji-biji kedelai tersebut. Terjadinya degradasi komponen-

komponen dalam kedelai juga dapat menyebabkan terbentuknya tekstur yang 

padat setelah fermentasi (Razie, 2018). Mikroorganisme utama dalam fermentasi 

tempe kedelai adalah kapang Rhizopus oligosporus (Efriwati et al., 2013). Hasil 

penelitian Samson et al. (1987), diketahui bahwa khamir pada tempe komersial di 

Belanda diantaranya Trichosporon beigelii, Clavispora (Candida) lusitaniae, C. 

maltose, C. intermedia, Yarrowia lipolytica, Lodderomyces  elongisporus,  

Rhodotorula  mucilaginosa, C. sake, Hansenula  fabiani, C.  tropicalis, C. 

parapsilosis, Phicia membranaefaciens,  Rhodotorula rubra, C. rugosa, C. 

curvata dan Hansenula anomala. 

Fitase sangat penting pada pakan ternak unggas. Fitase dapat diisolasi dari C. 

tropicalis pada tempe kedelai. Aktivitas enzim kasar C. tropicalis yang diisolasi 

dari tempe kedelai pada suhu 60 °C dan  pH  4,0  selama  inkubasi 15 menit 

sebesar 6,572  U/mL (Suryani et al., 2018). Akan tetapi, pada tahap aplikasi 

sebagai imbuhan pakan ternak unggas, aktivitas tersebut perlu ditingkatkan 

dengan cara dipurifikasi pada suhu dan pH optimum. 

Berdasarkan uraian di atas, maka enzim fitase C. tropicalis TKD3 perlu 

dipurifikasi parsial dan dikarakterisasi. 
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1.2 Rumusan Masalah 

1.Bagaimana morfologi C. tropicalis TKD3? 

2.Bagaimana karakter enzim fitase C. tropicalis TKD3 hasil purifikasi parsial? 

3.Bagaimana aktivitas enzim fitase, kadar protein terlarut dan aktivitas 

spesifik enzim fitase C. tropicalis TKD3 hasil purifikasi parsial? 

1.3 Penegasan Istilah 

1.3.1 Purifikasi Parsial  

Purifikasi parsial merupakan suatu upaya meningkatkan kemurnian enzim 

untuk menghasilkan aktivitas spesifik enzim yang lebih tinggi dari ekstrak 

kasarnya (Poernomo, 2014).  Pada  penelitian ini, purifikasi enzim yang dimaksud 

adalah purifikasi parsial  enzim  fitase  dari  ekstrak  enzim  kasar  C. tropicalis  

TKD3  untuk  menghasilkan  aktivitas enzim  yang  lebih  tinggi. 

1.3.2 Karakterisasi Enzim 

 Menurut Masfufatun (2011), karakteristik suatu produk enzim sangat 

dibutuhkan untuk efisiensi produksi dan untuk memperoleh produk akhir yang 

berkualitas. Pada penelitian ini, karakterisasi enzim yang dimaksud adalah 

karakterisasi enzim fitase C. tropicalis TKD3 hasil purifikasi parsial yang  

meliputi pengaruh suhu inkubasi dan  pH buffer  terhadap  aktivitas  enzim  fitase. 

1.3.3 Fitase 

Fitase merupakan salah satu enzim yang tergolong dalam kelompok 

phosphatase, yang mampu menghidrolisis senyawa fitat (myo-inositol  

(1,2,3,4,5,6)  hexakiphosphatase)  menjadi  myo-inositol  dan  fosfat  organik.  

Fitase telah banyak diisolasi dari berbagai mikroorganisme seperti khamir  

(Santoso, 2013). Pada penelitian ini, khamir penghasil enzim fitase adalah C. 

tropicalis TKD3. 

1.3.4 Candida tropicalis 

Menurut  Syal  (2013),  C. tropicalis  telah  dilaporkan menghasilkan fitase. 

dan dapat ditemukan  dalam  makanan  (Zuza, 2017).  Pada  penelitian  ini,  C. 

tropicalis  yang  dimaksud  adalah C. tropicalis  TKD3  sebagai  penghasil  enzim  

fitase  yang  diisolasi  dari  makanan  fermentasi  yaitu tempe  kedelai. 
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1.4 Tujuan Penelitian 

1. Mengetahui morfologi C. tropicalis TKD3. 

2. Mengetahui karakter enzim fitase C. tropicalis TKD3 hasil purifikasi 

parsial pada variasi suhu inkubasi dan pH buffer. 

3. Mengetahui aktivitas enzim fitase, kadar protein terlarut dan aktivitas 

spesifik enzim fitase C. tropicalis TKD3 hasil purifikasi parsial.  

1.5  Manfaat Penelitian 

 Manfaat penelitian ini adalah enzim fitase hasil purifikasi parsial dengan 

aktivitas tertinggi pada suhu dan pH optimum, dapat dijadikan sebagai imbuhan 

pakan ternak monogastrik (unggas), sehingga ternak monogastrik dapat 

memanfaatkan fosfor yang terdapat dalam pakan dan mengatasi masalah 

kurangnya penyerapan nutrisi dalam tubuh ternak monogastrik.  
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BAB 2 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Fitase  

Fitase merupakan salah satu enzim yang tergolong dalam kelompok 

phosphatase yang mampu menghidrolisis senyawa fitat (myo-inositol  

(1,2,3,4,5,6) hexakiphosphatase) menjadi myo-inositol dan fosfat  organik  (Lamid 

et al., 2014). Fitase banyak dimanfaatkan dalam industri pakan ternak. Pakan  

ternak sebagian besar (80%) berasal dari biji-bijian dan bungkil seperti jagung, 

kedelai, gandum, bungkil kedelai, bungkil kelapa, bungkil kelapa sawit, sorgum  

maupu dedak padi. Biji-bijian dan bungkil pakan ternak tersebut selain sebagai  

sumber karbohidrat, protein dan lemak juga sebagai sumber mineral yang  penting  

bagi pertumbuhan ternak diantaranya yaitu mineral P, Ca, Fe dan Zn. Akan tetapi, 

biji-bijian dan bungkil tersebut mengandung senyawa anti nutrisi bagi ternak  

monogastrik yaitu asam fitat  (Widjaja et al. 2011).  

Sekitar 50-80% pakan ternak berada dalam bentuk fitat atau asam fitat. Asam 

fitat merupakan bentuk penyimpanan fosfor yang terbesar pada tanaman biji-

bijian, serelia dan leguminosa yang tidak dapat dihidrolisis dalam saluran 

pencernaan ternak monogastrik (Thyagarajan et al., 2014; Tungala et al., 2013). 

Kandungan asam fitat dalam beberapa bahan pakan yang sering digunakan 

sebagai bahan pakan penyusun ransum unggas adalah sebagai berikut, jagung 

(0,186%), bungkil kedelai (0,395%), distiller’s dried grains with solubles 

(DDGS) (0,257%), tepung limbah roti (0,192%), gandum (0,251%) dan tepung 

kanola (0,695%). Dedak padi termasuk bahan pakan yang mengandung asam fitat 

tinggi yaitu  mencapai 6,63% (Hidayat et al., 2014).  

Ternak monogastrik seperti unggas, tidak mampu mendegradasi senyawa fitat 

yang mengikat fosfor dan mineral lain seperti Ca, Fe, Zn dan Mg karena tidak 

adanya enzim fitase pada saluran pencernaannya, sehingga menyebabkan 

rendahnya ketersediaan unsur fosfor pada pakan ternak monogastrik. Rendahnya 

kandungan fosfor dan mineral lainnya dalam tubuh ternak monogastrik, membuat 
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produktivitas ternak monogastrik menurun dan pertumbuhannya juga terhambat. 

Pada formulasi pakan, umumnya ditambahkan fosfor dalam bentuk fosfat agar 

ketersediaanya cukup untuk ternak monogastrik (Yanuartono, 2017). Dampak 

buruk dari anti nutrisi berupa asam fitat ini, dapat dikurangi dengan 

menambahkan enzim penghidrolisis asam fitat yaitu fitase ke dalam pakan ternak 

monogastrik. Penambahan enzim fitase ini akan mengurangi aktivitas asam fitat 

dalam saluran pencernaan ternak monogastrik, sehingga bahan pakan lebih efisien 

untuk dicerna (Widjaja et al. 2011). 

Ada  dua alasan penambahan fitase pada pakan ternak. Alasan  yang  pertama 

adalah untuk mengurangi dampak lingkungan yang berbahaya dari fosfor dari  

kotoran hewan di daerah  dengan  produksi  ternak  intensif.  Fitat  atau asam fitat 

pada pupuk kandang terdegradasi oleh mikroorganisme tanah, yang menyebabkan  

tingginya kadar fosfat bebas di dalam  tanah dan akhirnya di permukaan air. 

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa optimasi asupan fosfor dan pencernaan 

dengan fitase mampu mengurangi pelepasan fosfor sekitar 30%. Novozymes 

memperkirakan bahwa jumlah fosfor yang dilepaskan ke dalam  lingkungan akan 

berkurang 2,5 juta ton per tahun diseluruh dunia jika fitase  digunakan untuk 

pakan ternak monogastrik. Penelitian lain juga memperlihatkan bahwa 

penggunaan fitase pada pakan ternak dapat menggantikan suplemen fosfat  

anorganik  dan  mengurangi  ekskresi  fosfor  sebesar  50% (Kim et al. 2010).  

Alasan kedua didasarkan pada fakta fitat mampu membentuk kompleks  

dengan protein dan kation anorganik seperti kalsium, magnesium, besi dan seng. 

Penggunaan fitase tidak hanya melepaskan fosfor terikat tetapi juga nutrisi 

penting lainnya untuk meningkatkan nilai gizi pakan (Sutrisno, 2017), serta 

terbukti mampu meningkatkan pertambahan berat tubuh rata-rata perhari hewan 

ternak (Kusumadjaja, 2009). 
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Gambar 2.1 Hidrolisis  asam  fitat  oleh  fitase  (Yao  et  al., 2011) 

Menurut Yao  et  al.  (2011), asam  fitat  memiliki  ikatan  yang  kompleks  

dengan  pati,  protein dan  mineral  lain  yang  tidak mudah larut sehingga tidak 

dapat diserap oleh usus. Adanya penambahan  fitase  akan  menghidrolisis  asam  

fitat  menjadi 1 molekul  inositol,  6 fosfat organik, ion logam Ca2+, Zn2+ dan 

protein, sehingga fosfat dan mineral yang terikat dilepaskan dan dimanfaatkan 

oleh tubuh (Gambar 1). Fitase telah banyak diisolasi dari berbagai 

mikroorganisme seperti khamir (Santoso, 2013). Salah satu khamir penghasil 

fitase adalah C. tropicalis. 

2.2 Candida tropicalis 

Candida tropicalis adalah spesies khamir dalam genus Candida   

(Mastromarino et al., 2013). Candida tropicalis termasuk jenis khamir kosmopolit 

atau dapat hidup diberbagai tempat. Jenis khamir ini banyak ditemukan di alam 

(Okwulehie, 2010). Berikut  ini  merupakan  klasifikasi  Candida  tropicalis  

(Puspita, 2010) 

Kerajaan    : Jamur 

Divisi        : Ascomycota  

Bagian      : Saccharomycotina 

Kelas        : Saccharomycetes 

Memesan : Saccharomycetales 

Marga      :  Candida 

Jenis        :  Candida tropicalis 
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Ada  berbagai  media tempat C. tropicalis  dapat  tumbuh  secara  efektif.  

Media  yang  umum digunakan adalah agar Sabouraud yang mengandung  pepton 

dan gula. Media  ini  cukup  untuk mengidentifikasi spesies, akan tetapi dengan 

kerugian mempermudah pertumbuhan miselia dan menekan pembentukan  

konidia. Media lain yang umum digunakan adalah agar tepung jagung yang 

berguna dalam menginduksi pembentukan konidia dan media lainnya yang dapat 

digunakan untuk pertumbuhan (Puspita, 2010). Suhu optimal untuk pertumbuhan 

adalah antara 25-35 ° C (77-95 ° F)  dan  pertumbuhan ditingkatkan  jika  gula  

atau  lemak  ditambahkan  dalam  medium (Wilson, 2015). 

Menurut Widiastutik dan Nur (2014), morfologi makroskopis merupakan 

morfologi kkoloni yang meliputi bentuk, warna, elevasi, tepi koloni dan 

permukaan koloni dengan menggunakan beberapa referensi karakteristik koloni. 

Sedangkan morfologi mikroskopis yang umumnya diamati untuk identifikasi 

khamir antara lain bentuk sel, ada tidaknya pertunasan (budding), banyaknya 

tunas pada tiap sel, askospora dan ada tidaknya miselium semu (pseudomycelium). 

Menurut Syal (2013), C. tropicalis  telah  dilaporkan  menghasilkan  fitase  

dan dapat ditemukan dalam makanan (Zuza, 2017). Candida tropicalis  dihasilkan  

dari  makanan  fermentasi tempe kedelai (Lim, 2011). 

2.3 Tempe Kedelai sebagai Sumber Candida tropicalis 

Tempe kedelai adalah produk berbentuk padatan kompak berwarna putih, 

yang diperoleh dari kedelai  kupas yang sudah direbus dan difermentasi (BSN, 

2015). Struktur yang kompak disebabkan oleh miselia-miselia jamur yang  

menghubungkan antara biji-biji kedelai tersebut. Terjadinya degradasi komponen-

komponen dalam kedelai juga dapat  menyebabkan terbentuknya  tekstur  yang  

padat  setelah  fermentasi (Razie, 2018). Mikroorganisme utama dalam fermentasi 

tempe kedelai adalah kapang Rhizopus oligosporus (Efriwati et al., 2013).  Hasil 

Penelitian Samson et al. (1987) diketahui bahwa khamir pada tempe komersial di 

Belanda diantaranya Trichosporon beigelii, Clavispora (Candida) lusitaniae, C. 

maltose, C. intermedia, Yarrowia  lipolytica, Lodderomyces  elongisporus,  

Rhodotorula  mucilaginosa, C. sake, Hansenula  fabiani, C.  tropicalis, C. 

parapsilosis, Phicia membranaefaciens,  Rhodotorula rubra, C. rugosa, C. 

curvata dan Hansenula anomala. 

https://translate.googleusercontent.com/translate_c?client=srp&depth=1&hl=id&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&tl=id&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Sabouraud_agar&xid=17259,15700023,15700186,15700191,15700256,15700259,15700262,15700265&usg=ALkJrhiCVjkTrQVQpcbjXFkFFedR3V7_Mw
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?client=srp&depth=1&hl=id&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&tl=id&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Peptide&xid=17259,15700023,15700186,15700191,15700256,15700259,15700262,15700265&usg=ALkJrhi2m59A717tDFsMqkG5avDJAcsCkw#Peptide_classes
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?client=srp&depth=1&hl=id&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&tl=id&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Mycelium&xid=17259,15700023,15700186,15700191,15700256,15700259,15700262,15700265&usg=ALkJrhiwtKtrBOo9tz7PQguNYcBN43Av8Q
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?client=srp&depth=1&hl=id&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&tl=id&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Cornmeal&xid=17259,15700023,15700186,15700191,15700256,15700259,15700262,15700265&usg=ALkJrhgStiEDie_wC62wPJpen2e7q_KB9Q
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Tempe kedelai mengandung  mineral makro dan mikro dalam jumlah yang 

cukup. Jumlah mineral besi, tembaga dan seng. Kapang pada tempe kedelai dapat 

menghasilkan enzim fitase yang akan menguraikan asam fitat (yang mengikat 

beberapa mineral) menjadi fosfor dan inositol. Dengan terurainya asam fitat, 

mineral-mineral tertentu (seperti  besi, kalsium, magnesium dan zink) menjadi 

lebih tersedia untuk dimanfaatkan tubuh (Sine, 2018). 

2.4 Purifikasi Parsial  

  Purifikasi parsial merupakan suatu upaya meningkatkan kemurnian enzim 

untuk menghasilkan aktivitas spesifik enzim yang lebih tinggi dari ekstrak 

kasarnya (Poernomo, 2014). Hal  ini  dapat  dibuktikan  dari  penelitian-penelitian  

sebelumnya yang  telah  dilakukan. 

Penelitian tentang purifikasi parsial enzim fitase dari Hypocrea lixii  SURT01 

yang dilakukan oleh  Thyagarajan  et  al.  (2014)  menghasilkan aktivitas  spesifik 

ekstrak kasar enzim sebesar 91 Uml-1/mg-1 setelah dipresipitasi menggunakan 

amonium sulfat. Aktivitas spesifik meningkat setelah dilakukan purifikasi 

menggunakan kromatografi filtrasi gel Sephadex G-150 yaitu sebesar 377,5 Uml-

1/mg-1.  

Penelitian yang dilakukan oleh El-Toukhy et al. (2013), melaporkan 

keberhasilannya mengisolasi tiga strain B. subtilis dan menapis isolatdengan 

aktivitas fitase tertinggi dan teridentifikasi sebagai B. subtilis MJA. Enzim fitase 

tersebut dipurifikasi dengan menggunakan kromatografi penukar ion DEAD-

Sepharose dan diketahui bahwa aktivitas spesifik enzim fitase meningkat  sebesar  

2,008 (U/mg) dari ekstrak  kasar enzim  yaitu 1,075  (U/mg).  Setelah dipurifikasi  

lagi dengan menggunakan Sephacryl S-100 HR aktivitas spesifik enzim 

meningkat menjadi 4,244 (U/mg). 

Sasirekha et al. (2012) berhasil mengisolasi 50 isolat dari sampel tanah dan 

menapis 5 isolat penghasil enzim fitase tertinggi. Satu isolat dengan aktivitas 

fitase maksimal teridentifikasi secara biokimia sebagai Pseudomonas spp. Kondisi 

kultur dioptimalisasikan untuk produksi enzim maksimum dengan menambahkan 

sumber karbon dan nitrogen terbaik yaitu 1% glukosa dan 0,5%  ekstrak  khamir.  

Hasil  menunjukkan  bahwa enzim fitase stabil pH 4 sampai 10 dan optimum pada 

pH 6.  Enzim  juga stabil pada suhu 30 °C.  Aktivitas  enzim  fitase  maksimum  
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adalah  98,76 U/ml setelah 24 jam inkubasi dalam kondisi optimal. Aktivitas 

spesifik enzim hasil hasil pengendapan menggunakan  (NH4)2SO4  dan  dialisis 

lebih tinggi  2,2x (70,77 U/mL/mg) dibandingkan ekstrak kasar (31,86 U/ml/mg 

protein).  

Metode yang umum digunakan untuk purifikasi enzim yaitu dengan prinsip 

salting out menggunakan amonium sulfat. Penambahan amonium sulfat 

menyebabkan protein mengendap dan aktivitas enzim menjadi meningkat karena 

menurunnya jumlah kontaminan yang menghalangi sisi aktif enzim untuk 

berikatan dengan substrat. Penambahan amonium sulfat berpengaruh terhadap 

protein yang terendapkan selama proses pemurnian.  Prinsip salting out didasari 

oleh Ion-ion garam amonium sulfat akan berkompetisi dengan protein untuk 

menarik molekul air. Ion-ion garam memiliki kelarutan lebih besar dibandingkan 

dengan protein sehingga ion garam akan menarik molekul air dari protein enzim. 

Protein-protein enzim akan berinteraksi membentuk gumpalan dan mengendap 

(Wardani dan Nindita, 2012). Prinsip  salting  out,  disajikan pada Gambar 2.2. 

 

Gambar 2.2 Prinsip Salting out, molekul  air  mengeilingi  permukaan  hidrofobik   

dari  residu  protein (Scopes, 1994). 

 

2.4.1 Presipitasi Enzim Menggunakan Amonium Sulfat 

Presipitasi merupakan metode pengendapan dengan aplikasi konsentrasi 

garam bervariasi dengan  penambahan  garam  amonium  sulfat  ke dalam  ekstrak 

kasar enzim disertai pengadukan pada  suhu  rendah  (Janson,  2011).  Presipitasi  

menggunakan amonium sulfat merupakan metode yang baik untuk  

mengendapkan protein dibandingkan dengan proses lainnya seperti ultrafiltrasi 
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karena protein pada suatu larutan dapat terpisah satu dengan lainnya secara efisien 

berdasarkan hidrofilisitas  dengan cara meningkatkan konsentrasi amonium sulfat 

secara bertahap (Moore dan Kery, 2009). Garam amonium sulfat sering  

digunakan dalam proses purifikasi karena sifatnya yang sangat larut, murah, 

memiliki tingkat purifikasi yang tinggi, rendahnya toksisitas terhadap sebagian 

besar enzim dan mempunyai efek menstabilkan pada beberapa enzim serta tidak 

mengubah  pH larutan protein sampel menjadi ekstrim, yang dapat mengakibatkan 

denaturasi protein. Proses ini menggunakan kadar garam tinggi untuk 

mengendapkan protein, dimana kelarutan protein akan menurun  apabila  berada  

pada  kondisi  tersebut (Noviyanti et al., 2012). 

Semakin tinggi konsentrasi garam tersebut, kelarutan protein  akan  semakin  

rendah sehingga protein akan mengendap. Penambahan garam secara terus  

menerus secara perlahan akan menaikkan konsentrasi garam dalam larutan. 

Garam memiliki derajat ionisasi yang lebih tinggi daripada  protein, sehingga  

garam memiliki afinitas yang lebih tinggi terhadap air yang mengelilingi  protein. 

Akibatnya,  terjadi  kompetisi  antara  garam dan protein  untuk mempertahankan 

molekul air. Namun, semakin tinggi konsentrasi garam, kepolaran protein tidak 

mampu menyaingi kepolaran  garam  sehingga  molekul  air  akan  lebih  tertarik  

pada garam. Akibatnya, molekul air tidak lagi melindungi protein dan asam amino 

hidrofobik akan semakin muncul ke permukaan (Gambar 2.3). 

Gambar 2.3 Pengaruh Kadar Garam terhadap Kelarutan Protein (Culter, 2004) 
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2.5  Karakterisasi Enzim  

        Enzim merupakan biokatalisator yang tersusun atas bagian protein, oleh 

karena itu sistem kerja enzim sangat dipengaruhi oleh kondisi lingkungan seperti 

suhu dan pH. Penentuan kondisi optimum kerja enzim penting untuk dilakukan 

agar reaksi enzimatis dapat berjalan dengan optimal. Suhu dan pH akan 

mempengaruhi konformasi protein enzim dan berpengaruh terhadap kemungkinan 

pengikatan substrat oleh enzim (Alam et al., 2013). Masfufatun (2011)  

menjelaskan bahwa pengungkapan karakteristik suatu produk enzim sangat 

dibutuhkan untuk efisiensi proses produksi dan untuk memperoleh produk akhir 

yang berkualitas. Oleh sebab itu, karakterisasi enzim dilakukan untuk  mengetahui  

pengaruh  suhu dan pH terhadap aktivitas enzim. 

2.5.1 Pengaruh Suhu Terhadap Aktivitas Enzim   

Suhu memainkan peranan yang sangat penting dalam reaksi enzimatik. 

Ketika suhu bertambah sampai suhu optimum, kecepatan reaksi enzim naik 

karena energi kinetik bertambah. Bertambahnya energi  kinetik akan mempercepat 

gerak baik enzim maupun substrat. Hal ini akan memperbesar peluang enzim dan 

substrat bereaksi. Ketika suhu lebih tinggi dari suhu optimum, protein  berubah  

konformasi sehingga gugus reaktif terhambat, menyebabkan  enzim  terdenaturasi. 

Suhu  yang  tidak  sesuai  substrat  dapat  berubah  konformasinya,  sehingga  

substrat tidak dapat masuk  ke dalam sisi aktif enzim (Rumiris et al. 2012). 

2.5.2 Pengaruh pH Terhadap Aktivitas Enzim  

Enzim memiliki pH optimum yang khas, yaitu pH yang dapat menghasilkan 

aktivitas maksimum dalam mengkatalisis suatu reaksi. Perubahan pH berpengaruh 

terhadap aktivitas enzim melalui perubahan struktur atau muatan residu asam 

amino yang berfungsi dalam pengikatan substrat. pH yang bervariasi juga dapat 

menyebabkan perubahan konformasi enzim. Hal ini terjadi karena gugus 

bermuatan yakni -NH3+ atau –COO yang jauh dari daerah terikatnya susbtrat 

yang mungkin diperlukan untuk mempertahankan struktur tersier yang akan 

mengalami perubahan muatan pada pH yang berbeda. Hal ini menyebabkan 

terganggunya ikatan ionik dan terputusnya ikatan enzim dengan substrat (folding) 

sehingga konformasi enzim berubah. Perubahan inilah yang menyebabkan 

aktivitas enzim menurun (Hamzah, 2018) 
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2.6 Kerangka Berpikir 

Kerangka berpikir penelitian ini disajikan pada Gambar 2.4. 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

Gambar 2.4  Kerangka berpikir 
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2.7  Hipotesis 

1. Morfologi koloni dan sel C. tropicalis TKD3 dengan media 

Chloramphenicol Yeast Glucose (CYG) agar. 

2. Enzim fitase C. tropicalis TKD3 hasil purifikasi parsial dapat 

menggambarkan karakter optimum aktivitas enzim fitase yang lebih baik. 

3. Enzim fitase, kadar protein terlarut dan aktivitas spesifik enzim fitase C. 

tropicalis TKD3 hasil purifikasi parsial dapat menghasilkan peningkatan 

aktivitas. 
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BAB 5 

PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan  

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan, disimpulkan bahwa: 

1. Bentuk koloni Candida tropicalis TKD3 sirkuler, warna putih susu, elevasi 

convex, tepian entire, permukaan smooth dan mengkilat. Bentuk sel basilus dan 

bertunas. 

2. Aktivitas enzim fitase hasil purifikasi parsial C. tropicalis TKD3 dalam 

sediaan cair optimum pada suhu inkubasi 55 ºC dan pH buffer 4.   

3. Aktivitas enzim fitase dan kadar protein terlarut enzim fitase hasil purifikasi 

parsial lebih tinggi secara signifikan daripada enzim kasarnya, akan tetapi 

aktivitas spesifik enzim fitase hasil purifikasi parsial sama secara signifikan 

dengan enzim kasarnya. 

 

5.2 Saran 

Berdasarkan hasil penelitian ini diperoleh enzim hasil purifikasi parsial dalam 

sediaan cair. Agar supaya enzim tersebut dapat diaplikasikan secara efisien 

sebagai campuran pakan ternak unggas dan untuk mempertahankan stabilitas 

enzim selama proses penyimpanan, maka disarankan untuk dilakukan preparasi 

enzim menjadi serbuk kering melalui metode kering beku (freeze drying).  
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