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Abstrak 

α-Amilase merupakan enzim yang menghidrolisis pati menjadi oligosakarida yang digunakan di sektor 
industri makanan dan kesehatan. Produk hidrolisis seperti maltopentosa dapat menjadi sumber 
makanan tinggi nutrisi untuk pasien gagal ginjal dan defisit kalori. Oleh sebab itu, peningkatan 
termostabilitas enzim perlu dilakukan untuk memenuhi kriteria industri. Pada penelitian ini kami 
mempelajari pengaruh mutasi α-amilase Bacillus licheniformis (BLA) terhadap aktivitasnya pada suhu 
298 dan 373 K secara in silico melalui analisis interaksi enzim-substrat. Maltoheptaosa digunakan 
sebagai model substrat. Pada suhu 373 K, mutasi Asn190Phe berperan langsung membentuk interaksi 
dengan substrat sedangkan mutasi Gln264Ser tidak berperan langsung. Pada suhu 298 K mutasi 
Asn265Tyr berperan langsung terhadap interaksi enzim-substrat. Pada penelitian ini, kami 
menemukan hubungan antara interaksi enzim-substrat terhadap aktivitas, faktor yang paling 
menentukan adalah interaksinya dengan residu katalitik. Pada suhu 298 K, total interaksi mutan BLA 
(MTBLA)-maltoheptaosa sedikit lebih kuat dibandingkan BLA-maltoheptaosa. Namun, interaksi 
maltoheptaosa dengan residu katalitik pada BLA lebih kuat daripada MTBLA. Hal ini bersesuaian 
dengan eksperimen sebelumnya pada suhu 298 K. Pola yang mirip terlihat pada 373 K, sehingga 
aktivitas MTBLA pada suhu 373 K juga tidak lebih baik daripada BLA. 
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Abstract  

α-Amylase is an enzyme that hydrolyzes starch into oligosaccharides used in the food and health 
industry sector. Hydrolysis products such as maltopentose can be a high-nutrition source for patients 
with kidney failure and calorie deficit. Therefore, increasing the thermostability of enzymes needs to 
be done to meet industrial criteria. In this study, we studied the effect of the Bacillus licheniformis α-
amylase (BLA) mutation on its activity at 298 and 373 K in silico through enzyme-substrate interaction 
analysis. Maltoheptaose was used as a model substrate. At 373 K, the Asn190Phe mutation plays a 
direct role in forming interactions with the substrate while the Gln264Ser mutation does not play a 
direct role. At 298 K the Asn265Tyr mutation plays a direct role in the enzyme-substrate interaction. 
In this study, we found a relationship between enzyme-substrate interaction and activity, the most 
determining factor being the interaction with the catalytic residue. At 298 K, the total interaction of the 
mutant BLA (MTBLA)-maltoheptaose was slightly stronger than that of BLA-maltoheptaose. However, 
the interaction of maltoheptaose with catalytic residues in BLA is stronger than in MTBLA. This is in 
agreement with the previous experiment at 298 K. A similar pattern is found at 373 K. Thereby, MTBLA 
activity at 373 K is also not more improved than BLA. 
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1 Pendahuluan 

α-Amilase merupakan enzim yang 
menghidrolisis ikatan α-1,4-glikosidik pada pati 
untuk menghasilkan rantai oligosakarida 
dengan panjang ikatan yang bervariasi, seperti 
maltopentosa, maltosa, dan dekstrin [1]. α-
Amilase sudah digunakan di berbagai sektor 
industri seperti makanan, tekstil, kertas serta 
kesehatan [2]. Pada industri farmasi, produk 
hidrolisis seperti maltopentosa dapat menjadi 
sumber makanan yang tinggi nutrisi untuk 
pasien gagal ginjal dan kondisi kekurangan 

kalori [3]. Dengan meningkatnya kebutuhan α-
amilase di bidang industri maka diperlukan α-
amilase dengan karakteristik khusus, seperti 
dapat bertahan dalam rentang pH yang luas, 
selektivitas terhadap substrat tinggi, serta stabil 
dan fungsional pada suhu tinggi. Sumber α-
amilase dapat berasal dari tumbuhan, hewan 
serta mikroorganisme seperti bakteri dan fungi, 
namun sumber bakteri masih menjadi sumber 
utama karena diversitasnya serta mudah 
dimodifikasi secara genetik [4]. Contoh α-
amilase yang berasal dari bakteri adalah α-

https://doi.org/10.25026/jsk.v5i6.2013
https://doi.org/10.25026/jsk.v5i6.2013
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/
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amilase Bacillus licheniformis (BLA), α-amilase 
Bacillus amyloliquefaciens (BAA), dan α-amilase 
Bacillus stearothermophilus (BSTA). Di antara 
ketiganya, BLA memiliki termostabilitas terbaik 
[5]. α-Amilase termostabil dibutuhkan pada 
hidrolisis pati yang pada prosesnya melibatkan 
pemanasan pada suhu 80-110˚C selama 90 
menit [6]. Pemanasan pada suhu tinggi 
dibutuhkan untuk meningkatkan kelarutan 
substrat dan mengurangi kontaminasi mikroba 
[7]. 

Selama lebih dari tiga dekade, telah 
dilakukan usaha untuk meningkatkan 
termostabilitas BLA melalui mutasi asam amino 
[8–15]. Mutasi BLA pada His133Val, 
Asn190Phe, Ala209Val, Gln264Ser, dan 
Asn265Tyr (kode PDB: 1OB0, MTBLA) dapat 
meningkatkan termostabilitas dengan waktu 
paruh 7 jam 27 menit pada suhu 358 K (85ºC) 
sedangkan BLA (natif) hanya dapat bertahan 
selama 14 menit [15]. Namun, aktivitas MTBLA 
pada suhu 298 K sedikit lebih rendah 
dibandingkan BLA [16]. Aktivitas BLA pada 
suhu 373 K telah dilakukan oleh Fitter et al. 
(2001) yang menunjukkan bahwa pada suhu 
tersebut, BLA masih memiliki aktivitas yang 
cukup tinggi [17]. Sedangkan studi aktivitas 
MTBLA  pada suhu tinggi sudah dilakukan oleh 
Machius et al. (2003) menggunakan 
spektroskopi Circular Dichroism namun, pada 
metode tersebut tidak menggunakan substrat 
tetapi hanya melihat perubahan struktur 
sekunder enzim [15,18]. Oleh karena itu, pada 
penelitian ini kami mengkaji aktivitas enzim 
secara kimia komputasi melalui analisis 
interaksi substrat dengan BLA dan MTBLA pada 
suhu tinggi. Sebagai tambahan kami juga 
menganalisis stabilitas struktural BLA dan 
MTBLA pada suhu tersebut. Simulasi MD 
dilakukan untuk mengamati pengaruh suhu 
terhadap struktur BLA dan MTBLA [19]. 
Struktur hasil simulasi MD digunakan sebagai 
reseptor pada studi penambatan molekul. 
Selanjutnya, hasil penambatan diminimisasi 
kemudian dihitung energinya menggunakan 
MMGBSA [20–22]. Penelitian ini berperan 
sebagai langkah awal dalam mendesain α-
amilase termostabil dan meningkatkan 
aktivitasnya. 

 

2 Metode Penelitian  

2.1 Pemodelan Homologi dan Validasi 

Struktur MTBLA diperoleh dari RCSB PDB 
dengan kode PDB 1OB0 
(https://www.rcsb.org/structure/1OB0), 
kemudian dimodelkan ulang [15]. Struktur 
kristal MTBLA dimodelkan ulang untuk 
menghilangkan adanya tabrakan antar atom. 
Struktur BLA diperoleh dengan memutasi balik 
MTBLA pada Val133His, Phe190Asn, Val209Ala, 
Ser264Gln, Tyr265Asn yang selanjutnya 
dimodelkan ulang. Pemodelan ulang struktur 
3D dilakukan menggunakan Modeller 10.4 [23]. 
Pemilihan model terbaik berdasarkan nilai 
DOPE (Discreted Optimized Potential Energy) 
terendah dan GA341. Validasi model terbaik 
dilakukan menggunakan PROCHECK, Verify3D, 
dan ERRAT yang terdapat dalam web server 
SAVES (https://saves.mbi.ucla.edu/) serta web 
server PROSA 
(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.p
hp) untuk memprediksi nilai-z [24–28].  

2.2 Preparasi Ligan 

Struktur 3D maltoheptaosa dan acarbose 
digambar menggunakan GaussView 5.0.9 [29]. 
Maltoheptaosa umum digunakan sebagai 
substrat untuk studi interaksi α-amilase dan 
memiliki kemiripan dengan struktur amilosa 
pada pati [20,21]. Acarbose dipilih sebagai 
kontrol positif pada studi penambatan molekul 
karena merupakan inhibitor kompetitif α-
amilase [30,31]. Ligan dioptimasi pada level 
teori MMFF94s menggunakan Avogadro [32–
38], kemudian dioptimasi kembali pada level 
teori HF-3c menggunakan Gamess US VERSION 
30 SEP 2020 (R2) [20,21,39,40]. 

2.3 Simulasi Dinamika Molekul (MD) 

Struktur BLA dan MTBLA hasil pemodelan, 
Bacillus paralicheniformis ATCC 9945a  
(BliAmy) dengan kode PDB 6TOZ sebagai 
kontrol, ditambahkan atom hidrogen 
menggunakan program LEaP. Kemudian, 
disesuaikan keadaan protonasinya pada pH 7,0 
menggunakan web server PDB2PQR 
(https://server.poissonboltzmann.org/pdb2pq
r). Residu katalitik Glu261 dimodelkan pada 
keadaan netral [41–43]. Enzim disolvasi dalam 
kotak air eksplisit dengan jarak terdekat antara 
permukaan dengan tepi kotak sejauh 10 Å. Ion 

https://www.rcsb.org/structure/1OB0
https://saves.mbi.ucla.edu/
https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php
https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php
https://server.poissonboltzmann.org/pdb2pqr
https://server.poissonboltzmann.org/pdb2pqr
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Na+ digunakan sebagai penetral sistem. Medan 
gaya yang digunakan untuk enzim adalah 
ff14SB, sedangkan ion Ca2+, Na+ dan air adalah 
TIP3P [44,45]. Ion Ca2+, dan Na+ merupakan 
kofaktor pada BLA dan MTBLA. 

Sistem diminimisasi dalam 4 tahap. 
Pertama, minimisasi 250 tahap steepest descent 
dan 750 tahap conjugate gradient tanpa 
menggunakan tahanan gaya. Kedua, rantai 
utama di tahan menggunakan tahanan gaya 
5000 tahap steepest descent. Ketiga, seluruh 
sistem kecuali Na+ dan air ditahan 
menggunakan 5000 tahap steepest descent. 
Terakhir, seluruh sistem ditahan hingga 
konvergensi energi minimum tercapai. 
Konvergensi energi minimum dilakukan untuk 
mengetahui apakah minimisasi sebelumnya 
sudah mencapai lokal minima. Jika belum 
tercapai, dilakukan penambahan pada step 
minimisasi sebelumnya [46]. Tahanan gaya 
yang digunakan sebesar 10 kkal.mol-1.Å-2. 
BliAmy dipanaskan hingga suhu 298 K 
sedangkan BLA dan MTBLA hingga 298 K dan 
373 K. Sistem dipanaskan secara bertahap pada 
kondisi volume konstan dengan enzim 
diberikan tahanan gaya sebesar 5 kkal.mol-1.Å-2 
selama 60 ps. Kemudian, sistem 
disetimbangkan dalam 6-tahap  dengan 
menurunkan tahanan gaya secara bertahap 
hingga tidak ada tahanan gaya yang digunakan 
selama 0,91 ns. Produksi simulasi MD dilakukan 
selama 100 ns pada ensemble NVT. Jarak terjauh 
interaksi nonikatan yang diperhitungkan adalah 
8 Å. Perhitungan elekstrostatik jarak jauh 
menggunakan metode particle mesh Ewald [47]. 
Implementasi termostat Langevin digunakan 
sebagai kontrol untuk pemanasan sistem [48]. 
Simulasi MD dilakukan menggunakan Amber20 
[49]. 

Analisis hasil simulasi menggunakan 
program CPPTRAJ, yang meliputi RMSD (Root 
Mean Square Deviation), RMSF (Root Mean 
Square Fluctuation), dan analisis klustering [50]. 
Konformasi enzim mayoritas hasil dari 
klustering 30 ns terakhir pada suhu 298 K dan 
373 K digunakan sebagai struktur reseptor pada 
studi penambatan molekul. 

2.4 Studi Penambatan Molekul 

Studi penambatan molekul menggunakan 
AutoDock Vina [51,52]. Autodock Tools 
digunakan untuk menghasilkan berkas pdbqt 

[53]. Validasi parameter penambatan molekul 
dilakukan dengan penambatan kembali 
reseptor BliAmy dengan acarbose. Tujuan 
penambatan kembali dilakukan untuk 
menentukan parameter yang sesuai pada 
penambatan BLA dan MTBLA. Lokasi grid box 
(42,723 52,383, 44,556) koordinat kartesian, 
ukuran grid box 20 × 20 × 20 dengan spacing 1 
Å dengan 22 torsi aktif. Parameter global 
exhaustiveness diatur 8, rentang perbedaan 
energi 3 kkal/mol dan jumlah pose hasil 
penambatan sembilan. Kemudian output berkas 
pdbqt dikonversi menjadi berkas pdb 
menggunakan Open Babel dan divisualisasikan 
interaksinya menggunakan Biovia Discovery 
Studio, dan VMD [54–56]. 

2.5 Energi Ikat 

Ligan hasil optimasi HF-3c dihitung 
muatan parsial ESP pada level teori HF/6-
31G(d) menggunakan Gaussian 09 Revision 
D.01. Selanjutnya, hasil perhitungan tersebut 
dijadikan input pada modul antechamber untuk 
perhitungan muatan parsial RESP, yang muatan 
tersebut digunakan pada GAFF2 [57–59]. 
Kompleks disolvasi menggunakan air dengan 
sistem seperti yang telah dijelaskan sebelumnya 
dan dilakukan minimisasi untuk relaksasi rantai 
samping enzim. Hasil minimisasi kompleks, 
dihitung energi bebas interaksi antara reseptor 
dan ligan menggunakan metode MMGBSA [60]. 
Nilai tegangan permukaan air diatur sesuai 
dengan kondisi suhu simulasi yang digunakan 
[61]. 

 
3 Hasil dan Pembahasan 

3.1 Analisis RMSD dan RMSF 

BLA dan MTBLA memiliki tiga domain 
yaitu A, B, dan C. Domain A melipat membentuk 
(ß/α)8 barel dimulai residu 1 hingga 103 dan 
205 hingga 396, merupakan domain yang 
terlestarikan pada α-amilase. Domain B dimulai 
dari residu 104 hingga 204, sedangkan domain 
C dimulai dari residu 397 hingga 483 memiliki 
motif Greek key. Tiga residu katalitik terdiri dari, 
Asp231, Glu261, dan Asp328 terletak di cleft sisi 
aktif domain A [13]. Struktur MTBLA hasil 
pemodelan ulang ditampilkan pada (Gambar 1). 
Daftar asam amino yang dimutasi adalah 
His133Val, dan Asn190Phe berada di domain B. 
Tiga Mutasi Ala209Val, Gln264Ser, dan 
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Asn265Tyr berada di domain A. Mutasi 
Asn190Phe, Gln264Ser, dan Asn265Tyr berada 
di daerah katalitik. Lima mutasi pada MTBLA 

tidak berinteraksi dengan kofaktor (ion logam) 
serta tidak menyebabkan perubahan 
konformasi yang signifikan.  

 
 
 

 
Gambar 1 Struktur MTBLA hasil pemodelan ulang. Domain A, B, dan C masing-masing ditampilkan dengan warna abu-abu 
muda, biru, dan coklat dengan representasi pita. Asam amino yang dimutasi ditampilkan dengan warna merah muda dengan 
representasi batang. Tiga residu katalitik ditampilkan dengan warna kuning dengan representasi batang. Kofaktor Ca2+ dan 
Na+ masing-masing ditampilkan dengan warna hijau dan ungu dengan representasi bola. 
 
 
 

 
Gambar 2 (a) Profil RMSD dari rantai utama polipeptida (b) Profil RMSF selama simulasi 100 ns. 
 
 
 

Data RMSD BliAmy, BLA dan MTBLA hasil 
simulasi MD selama 100 ns ditampilkan pada 
(Gambar 2a). Pada suhu 298 K, BLA dan MTBLA 
memperlihatkan konformasi yang masih stabil 
sepanjang simulasi dengan RMSD < 2 Å. Saat 
suhu ditingkatkan menjadi 373 K, BLA 
mengalami lonjakan nilai dengan RMSD > 2 Å 
pada saat 14-80 ns dengan nilai tertingginya 
mencapai 3,9 Å sedangkan MTBLA di suhu tinggi 

maupun rendah tidak terlalu berbeda walaupun 
terjadi kenaikan nilai RMSD.  

Desain rasional untuk meningkatkan 
termostabilitas enzim memerlukan identifikasi 
daerah-daerah yang memiliki fleksibilitas tinggi 
karena dapat menginisiasi unfolding enzim. 
Loop merupakan daerah dengan fleksibilitas 
tinggi pada enzim, sehingga salah satu metode 
yang efektif untuk meningkatkan 
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termostabilitas enzim adalah membuat loop 
menjadi kaku [62]. Analisis RMSF (Gambar 2b) 
pada suhu 298 K dan 373 K menunjukkan 
fluktuasi tertinggi pada BLA dan MTBLA terjadi 
di daerah loop N-terminal, karena lemahnya 
densitas elektron pada daerah tersebut [63]. 
Pada suhu 373 K, nilai RMSF BLA daerah loop 
residu 122-126 dan 188-191 serta residu 368-
379 lebih tinggi daripada MTBLA. Hal tersebut 
disebabkan karena pada MTBLA terdapat 
mutasi His133Val yang terletak pada lembaran-
ß membentuk interaksi CH/π dengan Tyr175 
(panjang ikatan (d) = 4,63 Å) serta daerah 
residu tersebut dikelilingi oleh asam amino 
nonpolar seperti Ile135 dan Ala117 sehingga 
meningkatkan hidrofobisitas pada daerah 
tersebut serta membuat loop 122-126 menjadi 
lebih kaku (Gambar S2a). Triple aromatic 
interaction terbentuk dari cincin Tyr193 dengan 
Phe190 dan His235 (d = 4,68 Å; 4,81 Å) melalui 
interaksi π-π bentuk T-shaped dan sandwich 
sehingga memperkuat kestabilan domain B dan 
loop 188-191 yang menjadi sangkar untuk 
melindungi kofaktor metal triad Ca-Na-Ca dari 
difusi (Gambar S2b) [15]. Pada BLA maupun 
MTBLA peningkatan fluktuasi pada suhu 373 K 
terlihat pada loop residu 368-379, namun 
peningkatan terbesar terjadi pada BLA yang 
nilainya mencapai 8 Å sedangkan MTBLA hanya 
3,8 Å. 

Pada suhu 373 K, RMSF MTBLA pada 
daerah loop residu 264-267 dan α-heliks residu 
312-317 lebih tinggi daripada BLA. Hal tersebut 
diduga karena adanya mutasi Gln264Ser yang 
memutus ikatan hidrogen antara Gln264 
dengan Glu189 di BLA sehingga mengakibatkan 
peningkatan fluktuasi di sekitar residu tersebut. 
Mutasi Asn265Tyr membentuk situs interaksi 
aromatik dengan Trp263, Tyr290, His289 dan 
Phe323 pada domain A namun tidak 
berpengaruh terhadap kekakuan struktur 
(Gambar S2d).  

3.2 Interaksi BLA dan MTBLA dengan 
Maltoheptaosa 

Pada suhu 373 K, total energi interaksi 
MTBLA-maltoheptaosa sedikit lebih lemah 
dibandingkan dengan total energi interaksi 
BLA-maltoheptaosa (Tabel 1). Komponen 
interaksi hidrofobik (ΔEvdW dan ΔESURF) pada 
MTBLA-maltoheptaosa lebih kuat dibandingkan 
BLA-maltoheptaosa karena adanya mutasi 
Asn190Phe dan Asn265Tyr yang terletak di 
situs pengikatan substrat. Baik BLA dan MTBLA 
memiliki komponen interaksi elektrostatik yang 
dominan (ΔEEL), namun interaksi elektrostatik 
pada MTBLA-maltoheptaosa lebih lemah 
daripada BLA-maltoheptaosa.  

 
 
 
Tabel 1 Komponen nilai energi dari hasil minimisasi kompleks BLA-maltoheptaosa dan MTBLA-maltoheptaosa pada suhu 
298 K dan 373 K. 

Reseptor Ligan 
Komponen energi / (kkal/mol) 

ΔEvdW ΔEEL ΔEGB ΔESURF ΔFgas ΔFsolv ΔFTotal 
BLA Maltoheptaosa -47,41 

(-45,53) 
-160,74 
(-122,06) 

183,15 
(157,72) 

-7,95  
(-9,60) 

-208,16  
(-167,59) 

175,20 
(148,12) 

-32,96  
(-19,47) 

MTBLA Maltoheptaosa -50,98  
(-56,35) 

-104,08 
(-84,57) 

135,15 
(127,84) 

-7,68  
(-9,22) 

-155,06  
(-140,92) 

127,48 
(118,62) 

-27,58  
(-22,30) 

*angka dalam kurung adalah nilai pada suhu 298K.  

 
 
 

Total energi interaksi MTBLA-
maltoheptaosa sedikit lebih kuat dibandingkan 
BLA-maltoheptaosa pada suhu 298 K (Tabel 1). 
Namun, untuk melihat aktivitas α-amilase perlu 
dilihat interaksinya dengan tiga residu katalitik 
Asp231, Glu261, dan Asp328 [21]. Interaksi 
residu katalitik pada MTBLA lebih lemah 
daripada BLA pada suhu 298 K (Gambar 3). 
Eksperimen yang dilakukan oleh Declerck et al., 

melaporkan aktivitas MTBLA sedikit lebih 
rendah pada suhu 298 K [16]. Oleh sebab itu, 
interaksi antara residu katalitik dengan substrat 
diduga memainkan peran penting dalam 
aktivitas enzimatik. Pola yang mirip juga 
terlihat pada suhu 373 K. Interaksi residu 
katalitik substrat dengan MTBLA lebih lemah 
daripada BLA, oleh karena itu aktivitas MTBLA 
pada suhu 373 K diduga akan lebih rendah.  
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Gambar 3 Grafik dekomposisi residu katalitik (a) BLA 298 K, (b) BLA 373 K, (c) MTBLA 298 K, dan (d) MTBLA 373 K. 
 
 
 

3.3 Pengaruh Mutasi terhadap Interaksi 
dengan Maltoheptaosa 

Untuk mengetahui lebih detail mengenai 
pengaruh mutasi terhadap interaksi α-amilase–
substrat, kami menginvestigasi tiga titik mutasi 
Asn190Phe, Gln264Ser, dan Asn265Tyr. Pada 
suhu 373 K, mutasi Gln264Ser berperan penting 
dalam membentuk ikatan hidrogen baru (d = 
1,81 Å) antara atom O dari gugus -COO- pada 
Glu189 dengan gugus -OH bagian planar cincin 
maltoheptaosa akibat dari putusnya ikatan 
hidrogen antara Gln264 dengan Glu189. Mutasi 
Asn190Phe berperan dalam membentuk 
interaksi CH/O antara gugus -CH cincin benzena 
pada Phe190 dengan atom O bagian planar dari 

cincin maltoheptaosa (d = 2,59 Å), serta 
interaksi OH/π antara elektron π cincin 
benzena pada Phe190 dengan gugus -OH cincin 
maltoheptaosa (d = 3,46 Å). Pada suhu 298 K, 
ikatan hidrogen terbentuk antara atom O dari 
gugus -CONH2 pada Asn190 dengan atom H dari 
cincin maltoheptaosa, namun ikatan hidrogen 
tersebut tidak terbentuk ketika suhu 
ditingkatkan menjadi 373 K. Mutasi Asn265Tyr 
berperan dalam membentuk ikatan hidrogen 
antara atom H dari gugus -OH pada Tyr265 
dengan atom O dari cincin maltoheptaosa (d = 
2,20 Å). Interaksi tersebut tidak terbentuk pada 
BLA (Gambar 4). Interaksi yang telah dijelaskan, 
bersesuaian dengan nilai energi 
dekomposisinya (Gambar 5). 
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Gambar 4 Interaksi antara maltoheptaosa dengan (a) Glu189, Gln264, (b) Glu189, Ser264, (c) Asn265, (d) Tyr265, (e) Asn190, 
dan (f) Phe190. Maltoheptaosa dan asam amino masing-masing ditampilkan dengan warna merah muda dan hijau dengan 
representasi batang. 
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Gambar 5 Grafik energi dekomposisi residu 189, 190, 264, 265 pada (a) BLA 298 K, (b) BLA 373 K, (c) MTBLA 298 K, dan (d) 
MTBLA 373 K. 
 
 
 

Penelitian Declerck et al. [16] 
menunjukkan bahwa mutasi pada Gln264Ser 
dan Asn265Tyr memberikan peningkatan 
aktivitas enzimatik 30-40% lebih tinggi 
daripada BLA. Namun ketika diperkenalkan 
mutasi lain pada posisi His133Val, Asn190Phe, 
dan Ala209Val terjadi penurunan aktivitas 
menjadi sedikit lebih rendah dibandingkan BLA 
pada suhu 298 K, sehingga efek mutasi 
Gln264Ser dan Asn265Tyr menjadi hilang. 
Meningkatnya aktivitas enzimatik akibat efek 
mutasi Gln264Ser dan Asn265Tyr terjadi 
karena putusnya ikatan hidrogen antara Gln264 
dengan Glu189 sehingga terbentuk ikatan 
hidrogen baru antara gugus -OH pada Ser264 
ataupun gugus -COO- pada Glu189 serta 
interaksi aromatik Tyr265 dengan substrat 
[16]. Hal ini bersesuaian dengan hasil simulasi 
kami pada suhu 298 K dan 373 K. 

Asam amino aromatik berperan penting 
dalam mengenali karbohidrat. Kemunculan 
asam amino aromatik pada sisi aktif 
berkontribusi dalam selektivitasnya terhadap 
substrat. Asam amino aromatik membentuk 
interaksi nonkovalen seperti interaksi π-π atau 

CH/π dengan cincin karbohidrat [64–66]. 
Interaksi selain CH/π seperti OH/π, NH/π, dan 
CH/O sering kali diabaikan meskipun interaksi 
tersebut juga berperan dalam pengikatan enzim 
dengan substrat [67]. 

Mutasi lima titik cenderung membuat 
enzim menjadi lebih kaku [16]. Nilai aktivitas 
tidak selalu berbanding lurus dengan 
termostabilitas. Hasil simulasi kami mendukung 
pernyataan ini yang dibuktikan dengan hasil 
RMSD dan RMSF (Gambar 2) yang 
mengindikasikan bahwa MTBLA memiliki 
struktur lebih kaku daripada BLA. Walau 
demikian, pada penelitian ini, kami hanya 
mengkaji aspek interaksinya dengan substrat. 
Perlu kajian lanjutan mengenai aspek kinetika 
unfolding.  

 
4 Kesimpulan 

Pada suhu 373 K, mutasi Asn190Phe 
berperan dalam membentuk interaksi CH/O 
antara gugus -CH cincin benzena pada Phe190 
dengan atom O bagian planar dari cincin 
maltoheptaosa, serta interaksi OH/π antara 
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elektron π cincin benzena pada Phe190 dengan 
gugus -OH bagian planar dari cincin 
maltoheptaosa. Mutasi Gln264Ser berperan 
dalam membentuk ikatan hidrogen tambahan 
antara atom O dari gugus -COO- pada Glu189 
dengan gugus -OH dari cincin maltoheptaosa. 
Pada suhu 298 K, mutasi Asn265Tyr berperan 
dalam membentuk ikatan hidrogen antara atom 
H dari gugus -OH pada Tyr265 dengan atom O 
bagian planar dari cincin maltoheptaosa. 
Seluruh interaksi tersebut tidak terbentuk pada 
BLA.  

Bila meninjau interaksi substrat dengan 
residu katalitik, pada suhu 298 K, total interaksi 
MTBLA-maltoheptaosa sedikit lebih kuat 
dibandingkan BLA-maltoheptaosa. Namun, 
interaksi residu katalitik Asp231, Glu261 dan 
Asp328 dengan maltoheptaosa pada BLA lebih 
kuat daripada MTBLA. Hasil eksperimen 
Declerck et al. (2003) menunjukkan bahwa 
aktivitas MTBLA pada suhu 298 K sedikit lebih 
rendah. Hal tersebut menunjukkan bahwa 
interaksi substrat dengan residu katalitik 
memainkan peran penting dalam aktivitas. Pola 
yang mirip terlihat pada suhu 373 K. Interaksi 
residu katalitik dengan substrat pada MTBLA 
lebih lemah daripada BLA. Sehingga aktivitas 
MTBLA pada suhu 373 K juga akan lebih rendah. 
Walau begitu studi lebih lanjut mengenai 
kinetika unfolding perlu dilakukan untuk 
memastikan aktivitas serta mengetahui 
hubungan daya tahan enzim dengan aktivitas. 
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