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Abstrak.  Penelitian ini bertujuan untuk mempelajari pengaruh penambahan sorbitol terhadap 

kestabilan enzim α-amilase hasil pemurnian dari Aspergillus fumigatus. Pemurnian enzim 

dilakukan dengan fraksinasi menggunakan ammonium sulfat dan dialisis. Aktivitas enzim 

ditentukan dengan metode Fuwa dan Mandels, kadar protein ditentukan dengan metode Lowry. 

Hasil penelitian menunjukkan enzim hasil pemurnian memiliki pH optimum 5,0  dan suhu 

optimum  50 °C. Aktivitas spesifik enzim α-amilase hasil pemurnian, yaitu 0,1297 U/mg, 

meningkat 2,3 kali dibandingkan dengan ekstrak kasar enzim yang mempunyai aktivitas spesifik 

0,0544 U/mg. Enzim setelah penambahan sorbitol  0,5; 1; dan 1,5 M memiliki pH optimum dan 

suhu optimum yang sama, yaitu pH 5,5 dan suhu 50 °C.  Stabilitas termal enzim hasil pemurnian 

ditunjukkan dengan nilai: konstatant laju inaktivasi (ki) = 0,018 menit
-1

; waktu paruh (t1/2) = 38,5 

menit; dan perubahan energi akibat denaturasi (∆Gi) = 101,1 kJ/mol.  Stabilitas termal enzim 

setelah penambahan sorbitol 0,5 M ditunjukkan dengan nilai: ki = 0,013 menit
-1

, t1/2 = 53,3 menit, 

ΔGi = 101,9 kJ/mol; sorbitol 1 M: ki = 0,015 menit
-1

, t1/2 = 46,2 menit, ΔGi = 101,6 kJ/mol; dan 

sorbitol 1,5 M: ki = 0,01 menit
-1

,  t1/2 = 69,3 menit, ΔGi = 102,6 kJ/mol. Penambahan sorbitol pada 

enzim α-amilase hasil pemurnian dari A. fumigatus dapat meningkatkan kestabilan termal enzim 

sebanyak 1,2-1,8 kali dibandingkan dengan enzim hasil pemurnian yang ditunjukkan dengan  

peningkatan waktu paruh, peningkatan ΔGi, dan penurunan nilai ki. 

Kata kunci: α-amilase, sorbitol, Aspergillus fumigatus. 

 

Abstract.This study aims to study the effect of sorbitol addition on the stability of the α-amylase 

enzyme purified from A. fumigatus. The enzyme purification was carried out by fractionation using 

ammonium sulfate and dialysis. Enzyme activity was determined by the Fuwa and Mandels 

methods, protein content was determined by the Lowry method. The results showed that the 

purified enzyme had an optimum pH of 5.0 and an optimum temperature of 50°C. The specific 

activity of the purified α-amylase, namely 0.1297 U/mg, increased 2.3 times compared to the crude 

extract of the enzyme which had a specific activity of 0.0544 U/mg. The enzyme resulted from the 

addition of sorbitol 0.5; 1; and 1.5 M has the same optimum pH and optimum temperature, namely 

pH 5.5 and temperature of 50 °C. The thermal stability of the purified enzyme was indicated by the 

values: constant rate of inactivation (ki) = 0.018 min
-1

; half-life (t1/2) = 38.5 min; and the energy 

change due to denaturation (∆Gi) = 101.1 kJ/mol. The thermal stability of the enzyme after the 

addition of 0.5 M sorbitol was shown by the values: ki = 0.013 min
-1

, t1/2 = 53.3 min, ΔGi = 101.9 

kJ/mol; sorbitol 1 M: ki = 0.015 min
-1

, t1/2 = 46.2 min, ΔGi = 101.6 kJ/mol; and 1.5 M sorbitol: ki = 

0.01 min
-1

, t1/2 = 69.3 min, ΔGi = 102.6 kJ/mol. The addition of sorbitol to the α-amylase enzyme 

purified from A. fumigatus can increase the thermal stability of the enzyme 1.2-1.8 times compared 

to the enzyme purified as indicated by an increase in half-life, increase in ΔGi, and decrease in the 

value of ki. 

Keywords: α-amylase, A. fumigatus, sorbitol. 
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1. Pendahuluan  

Enzim merupakan biokatalisator yang banyak dimanfaatkan dalam dunia industri dan dapat 

bekerja pada reaksi-reaksi dalam proses konversi suatu senyawa menjadi senyawa lain tanpa 

menimbulkan senyawa-senyawa lain yang berbahaya dan dapat menyebabkan terjadinya 

pencemaran lingkungan.  Enzim pada umumnya bekerja pada kondisi fisiologis, bekerja 

selektif dan spesifik, dan tidak membutuhkan energi yang tinggi [1], dan dapat meningkat laju 

reaksi yang luar biasa dibandingkan katalis biasa, menghasilkan produk beribu kali lebih 

tinggi, bekerja pada pH dan suhu yang tidak terlalu ekstrim, serta bersifat spesifik dan selektif 

terhadap substrat tertentu [2] dan dapat digunakan secara berulang melalui proses amobilisasi 

[3, 4, 5, 6, 7, 8]. 

Enzim -amilase adalah enzim yang menghidrolisis pati secara acak dari tengah atau dari 

bagian dalam molekul, oleh sebab itu disebut enzim endo amilase [9].  Enzim α-amilase dapat 

dihasilkan dengan mengisolasi dari berbagai jenis mikroorganisme baik bakteri maupun jamur. 

Jamur dalam kelompok Aspergillus khususnya memiliki kemampuan dalam proses metabolik 

perubahan senyawa-senyawa, terutama dapat memproduksi protein dengan baik, sehingga 

memudahkan untuk proses isolasi dan pemurniannya. A .fumigatus merupakan kelompok 

Aspergillus dan mikroorganisme ini dapat digunakan dengan baik dalam bidang industri [10]  

untuk menghasilkan enzim α-amilase yang selanjutnya dapat digunakan sebagai katalis 

industri.   
Pada proses-proses di industri diperlukan enzim, yaitu enzim yang bekerja secara optimum 

pada suhu antara 60–125C [11], dan dapat bekerja pada pH yang asam maupun basa.  

Misalnya pada pembuatan sirup gula cair dari pati, untuk mengubah pati menjadi dekstrin 

diperlukan enzim yang dapat bertahan dan mempunyai aktivitas yang tinggi pada suhu sekitar 

60C [12].  Kondisi ini tidak dimiliki sebagian besar enzim, karena umumnya enzim hannya 

dapat bekerja pada kondisi biasa dan akan mengalami denaturasi dan kehilangan aktivitasnya  

pada suhu dan pH yang ekstrim [13].  Untuk memenuhi kebutuhan industri terhadap enzim 

yang stabil pada kondisi ekstrim tersebut  dapat dilakukan dengan peningkatan stabilitas enzim.  

Penambahan zat aditif merupakan salah satu cara yang dapat dipilih untuk meningkatkan 

kestabilan enzim.   

Beberapa jenis zat aditif yang dapat digunakan untuk meningkatkan kestabilan enzim di 

antaranya sorbitol, xilitol, maltodekstrin, PEG 6000, gliserol, sukrosa, dan beberapa jenis poliol 

lainnya. Pada penelitian ini digunakan zat aditif berupa sorbitol dikarenakan memiliki beberapa 

kelebihan di antaranya dapat mempertahankan konformasi enzim, meningkatkan stabilitas, dan 

dapat menjaga struktrur enzim dari degradasi oleh suhu. 

Pemilihan poliol ini didasarkan pada penelitian sebelumnya yang telah dilakukan oleh 

Yandri dan Wulandari [14]  tentang penambahan sorbitol terhadap kestabilan enzim α-amilase 

dari Rhizopus oryzae, dan hasil penelitian menunjukkan bahwa enzim dengan penambahan 

sorbitol meningkat kestabilannya 5 kali dibandingkan dengan enzim hasil pemurnian. 

Penelitian terhadap enzim tripsin menunjukkan penambahan sorbitol dapat meningkatkan 

kestabilan enzim tripsin sebanyak 16 kali [15].  Sedangkan penambahan sorbitol pada enzim 

selulase Aspergillus niger L-51 dapat meningkatkan kestabilan enzim 1,5 – 1,6 kali [16].  

Pada penelitian ini penambahan sorbitol pada enzim α-amilase hasil pemurnian dari A. 

fumigatus dapat meningkatkan kestabilan termal enzim sebanyak 1,2-1,8 kali dibandingkan 

dengan enzim hasil pemurnian. 

 

2. Bahan dan Metode  

2.1 Alat 

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah: alat-alat gelas, jarum ose, 

pembakar spiritus, autoclave model S-90N, laminar air flow CURMA model 9005-FL, 

neraca analitik, mikropipet Eppendroff, spatula, batang pengaduk, sentrifuga, lemari 

pendingin, shaker incubator, water bath, pH meter, termometer, pengaduk magnet, 

penangas, kantong selofan, dan spektrofotometer UV-Vis Hitachi U2010. 
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2.2 Bahan 

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah: Ammonium sulfat, kalium dihidrogen 

fosfat, urea, magnesium sulfat, ferro klorida berair kristal, seng sulfat berair kristal, kobalt 

klorida, kalsium klorida, Pati kentang, pepton, aquades, larutan BSA (BovineSerum 

Albumin), natrium karbonat, natrium hidroksida, kupri sulfat berair kristal, follin 

ciocalteau, natrium kalium tartrat, natrium dihidrogen fosfat, dinatrium hidrogen fosfat, 
larutan I2, asam klorida 1N, kalium iodida, DNS (3,5-Dinitrosalicylicacid), NaCl, Na2SO3, 

fenol, kantong selofan, kertas saring, sorbitol dan bahan kimia lain yang berderajat pro 

analisis.  Jamur A. fumigatus yang digunakan diperoleh dari laboratorium Mikrobiologi 

jurusan Biologi Universitas Lampung. 

2.3  Prosedur Penelitian 

2.3.1 Isolasi dan pemurnian enzim 

Enzim α-amilase diisolasi menggunakan sentrifugasi dengan kecepatan 5000 rpm 

selama 20 menit untuk memisahkan enzim yang larut dari komponen lain yang tidak 

larut. Larutan yang peroleh disebut ekstrak kasar enzim. Enzim α-amilase dimurnikan 

dengan pengendapan  menggunakan ammonium sulfat dengan berbagai tingkat 

kejenuhan dan dilanjutkan dengan dialisis [17]. 

2.3.2 Penentuan aktivitas enzim dan kadar protein enzim 

Aktivitas enzim ditentukan berdasarkan penurunan intensitas kompleks pati dengan 

iodium menggunakan metode Fuwa [18] dan berdasarkan glukosa yang terbentuk 

menggunakan metode Mandels[19], sedangkan kadar protein enzim ditentukan dengan 

metode Lowry [20]. 

2.3.3 Penambahan sorbitol pada enzim hasil pemurnian 

Larutan sorbitol ditambahkan pada enzim hasil pemurnian dengan konsentrasi 0,5 

M; 1 M; dan 1,5 M dengan perbandingan 1:1, menghasilkan enzim hasil pemurnian dan 

sorbitol 0,5 M (Sorbitol 0,5 M), enzim hasil pemurnian dan sorbitol 1 M (Sorbitol 1 M), 

serta enzim hasil pemurnian dan sorbitol 1,5 M (Sorbitol 1,5 M). 

2.4  Karakterisasi enzim α-amilase hasil pemurnian dan setelah penambahan sorbitol 

2.4.1 Penentuan pH optimum enzim α-amilase hasil pemurnian 

Penentuan pH optimum enzim α-amilase hasil pemurnian dilakukan dengan 

memvariasikan pH dengan variasi:  4; 4,5; 5,0; 5,5; 6; 6,5; 7; 7,5; dan pH 8. Enzim 

dengan masing-masing variasi pH diinkubasi selama 30 menit pada suhu optimum 

enzim hasil pemurnian pada suhu 50°C.  Aktivitas enzim ditentukan berdasarkan 

glukosa yang terbentuk menggunakan metode Mandels.  Absorbansi diukur 

menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 510 nm.   

2.4.2 Penentuan suhu optimum enzim α-amilase hasil pemurnian 

Suhu optimum enzim α-amilase hasil pemurnian ditentukan dengan memvariasikan  

suhu dengan variasi:  35; 40; 45; 50; 55; 60; 65; dan 70°C.  Enzim dengan masing-

masing variasi suhu diinkubasi selama 30 menit pada pH optimum enzim hasil 

pemurnian pada pH 5,0. Aktivitas enzim ditentukan berdasarkan glukosa yang terbentuk 

menggunakan metode Mandels dan bsorbansi diukur menggunakan spektrofotometer 

UV-Vis pada panjang gelombang 510 nm.   

2.4.3 Penentuan pH optimum enzim setelah penambahan sorbitol 

Penentuan pH optimum enzim  setelah penambahan sorbitol dengan  konsentrasi 0,5; 

1; dan 1,5 M (Sorbitol 0,5 M; Sorbitol 1 M dan Sorbitol 1,5 M), dilakukan dengan 

memvariasikan pH dengan variasi: 4; 4,5; 5; 5,5; 6; 6,5; 7; 7,5; dan pH 8. Enzim setelah 

penambahan sorbitol diinkubasi selama 30 menit pada suhu 50 °C. Aktivitas enzim 

ditentukan berdasarkan glukosa yang terbentuk menggunakan metode Mandels.  

Absorbansi diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 

510 nm.   

2.4.4 Penentuan suhu optimum enzim setelah penambahan sorbitol 
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Suhu optimum enzim  setelah penambahan sorbitol dengan  konsentrasi 0,5; 1; dan 

1,5 M (Sorbitol 0,5M; Sorbitol 1 M; dan Sorbitol 1,5 M), ditentukan dengan 

memvariasikan suhu dengan variasi:  35; 40; 45; 50; 55; 60; 65; dan 70°C.  Enzim 

setelah penambahan sorbitol diinkubasi selama 30 menit pada pH 5,5. Aktivitas enzim 

ditentukan berdasarkan glukosa yang terbentuk menggunakan metode Mandels dan 

absorbansi diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 

510 nm.   

2.4.5 Penentuan stabilitas termal enzim hasil pemurnian dan setelah penambahan sorbitol  

Kestabilan termal enzim ditentukan dengan mengukur aktivitas sisa enzim [21],  

setelah diinkubasi selama periode waktu 100 menit pada suhu dan pH optimum enzim 

hasil pemurnian dan setelah penambahan sorbitol.  Aktivitas enzim diukur tiap interval 

waktu inkubasi 10 menit berdasarkan glukosa yang terbentuk menggunakan metode 

Mandels dan absorbansi diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang 

gelombang 510 nm.   

Penentuan waktu paruh (t1/2), konstanta laju inaktivasi (ki), dan perubahan energi 

akibat denaturasi (∆Gi), dilakukan dengan menggunakan persamaan kinetika inaktivasi 

orde 1 [22]. 

 

3. Hasil Penelitian dan Pembahasan  

3.1 Isolasi dan pemurnian enzim α-amilase 

Isolasi enzim α-amilase dari A. fumigatus  dilakukan dengan memisahkan ekstrak kasar 

enzim  dari komponen seluler lainnya dengan menggunakan sentrifugasi selama 20 menit 

dengan   kecepatan 5.000 rpm. Ekstrak kasar enzim diuji aktivitasnya menggunakan metode 

Fuwa yang    menghasilkan  aktivitas unit sebesar 2,2677 U/mL dan aktivitas spesifik 

sebesar 0,0544 U/mg.  

Pemurnian enzim menggunakan ammonium sulfat bertujuan untuk memisahkan enzim 

dari protein lain dengan cara mengendapkan protein (enzim) dengan penambahan garam 

ammonium sulfat. Endapan yang dihasilkan dilarutkan dengan buffer fosfat pH 6,5. 

Hubungan antara (%)  ammonium sulfat dengan aktivitas unit enzim dengan tingkat 

kejenuhan 0 – 100% dapat dilihat pada Gambar 1.  

 
Gambar 23. Hubungan antara aktivitas unit enzim dengan tingkat kejenuhan ammonium 

sulfat 0-100% 

Gambar 1 menunjukkan enzim α-amilase memiliki aktivitas unit tertinggi pada fraksi 

40-60%, yaitu sebesar 3,893 U/mL. Sedangkan aktivitas unit pada fraksi 20-40% sebesar 

3,44 U/mL, dan fraksi 60-80% memiliki aktivitas unit sebesar 2,14 U/mL. Hasil yang 

hampir sama dilaporkan  Yandri et al. [17] yang melakukan pemurnian pada enzim -
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amilase dari Bacillus subtilis ITBCCB148 menggunakan ammonium sulfat dan 

menghasilkan enzim -amilase  memiliki aktivitas tertinggi pada fraksi 40 – 60%. Fraksi 

20-40% dan fraksi 60-80% menunjukkan aktivitas unit yang cukup besar, sehingga untuk 

proses selanjutnya fraksinasi dibagi menjadi 2 tahap, yaitu 0-20% dan 20-80% agar 

kehilangan enzim dapat diminimalkan sehingga perolehan enzim dapat dipertahankan. 

Hubungan antara (%) ammonium sulfat dengan aktivitas unit enzim dengan tingkat 

kejenuhan 0 – 80% dapat dilihat pada Gambar 2.  Gambar 2 menunjukkan enzim α-amilase 

pada fraksi 20-80% memiliki aktivitas unit sebesar 3,9024 U/mL.  Sedangkan fraksi 0-20% 

menunjukkan aktivitas yang kecil, yaitu 0,38 U/mL.  Fraksi 20-80% digunakan untuk tahap 

pemurnian selanjutnya, yaitu proses dialisis. 

 

Gambar 2. Hubungan antara aktivitas unit enzim dengan tingkat kejenuhan ammonium 

sulfat 0-80%.    

Enzim hasil pengendapan dengan garam ammonium sulfat selanjutnya dilakukan 

dialisis untuk memisahkan garam yang masih ada dalam larutan enzim.  Enzim hasil 

dialisis memiliki aktivitas unit dan aktivitas spesifik berturut-turut sebesar 3,2039 U/mL 

dan 0,1297 U/mg. Enzim hasil dialisis memiliki tingkat kemurnian hingga 2,3 kali lebih 

murni dibandingkan dengan ekstrak kasar enzim. Hasil pemurnian enzim α-amilase dari A.  

fumigatus dapat dilihat pada Tabel 1. 

 

Tabel 4.  Hasil pemurnian enzim α-amilase dari A.  fumigatus 

 

Tahap 

Volume 

Enzim 

(mL) 

Aktivitas 

Unit 

(U/mL) 

Kadar 

Protein 

(mg/mL) 

Aktivitas 

Spesifik 

(U/mg) 

Aktivitas 

Total (U) 

Kemurnian 

(kali) 

Hasil 

(%) 

 

Ekstrak 

kasar 

 

2500 2,2677 41,65 0,0544 5.669,2 1 100 

Dialisis 330 3,2039 24,7 0,1297 1.057,2 2,3 19 

Berdasarkan Tabel 1 dapat dilihat bahwa pemurnian enzim α-amilase pada tahap dialisis 

menghasilkan aktivitas spesifik 0,1297 U/mg, meningkat 2,3 kali dibandingkan dengan 

ekstrak kasar enzim dengan perolehan 19%. Proses pemurnian sudah berlangsung dengan 

baik dengan terjadinya peningkatan kemurnian enzim 2,3 kali dibandingkan ekstrak kasar 

enzim, walaupun dengan perolehan (hasil) yang sangat kecil.  Hasil ini lebih kecil dari 

yang dilaporkan Yandri et al. [17] yang melakukan pemurnian pada enzim -amilase dari 

Bacillus subtilis ITBCCB148.  Hasil penelitian menunjukkan terjadi peningkatan 

kemurnian enzim hasil fraksinasi dengan ammonium sulfat sebesar 5,7 kali dibandingkan 

dengan ekstrak kasar enzim dengan perolehan 47,9%. Perolehan yang sangat kecil ini 

kemungkinan disebabkan tidak semua enzim terendapkan pada saat fraksinasi 

menggunakan ammonium sulfat dan enzim banyak kehilangan aktivitas selama proses 

pemurnian. 
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3.2 Karakterisasi enzim α-amilase hasil pemurnian dan setelah penambahan sorbitol  

3.2.1 Penentuan pH optimum enzim hasil pemurnian dan setelah penambahan sorbitol  

Gambar 3 menunjukkan hubungan antara pH dengan aktivitas sisa enzim hasil 

pemurnian dan  setelah penambahan sorbitol. Terjadi pergeseran pH optimum enzim 

setelah penambahan sorbitol menjadi pH 5,5, sedangkan pH optimum enzim hasil 

pemurnian adalah pH 5,0. Gambar 3 juga menunjukkan terjadinya peningkatan kestabilan 

enzim α-amilase setelah penambahan sorbitol pada rentang pH 6,0-7,5. Aktivitas sisa 

enzim setelah penambahan sorbitol pada rentang pH tersebut lebih tinggi dibandingkan 

dengan enzim hasil pemurnian. 

 
Gambar 3.  Hubungan antara pH dan aktivitas sisa (%)  enzim hasil pemurnian dan 

setelah penambahan sorbitol  

3.2.2 Penentuan suhu optimum enzim hasil pemurnian dan setelah penambahan  sorbitol 

Hubungan antara suhu dan aktivitas sisa enzim α-amilase hasil pemurnian dan enzim 

setelah penambahan sorbitol  dapat dilihat pada Gambar 4,  yang menunjukkan enzim 

setelah penambahan sorbitol  mempunyai suhu optimum yang sama dengan enzim α-

amilase hasil pemurnian, yaitu 50°C. Meskipun tidak terjadi kenaikan suhu optimum 

enzim setelah penambahan sorbitol, terjadi peningkatan kestabilan enzim terutama pada 

suhu 55-60°C. Pada suhu 60°C, aktivitas enzim (%) hasil pemurnian sebesar 74,32% dan 

enzim setelah penambahan sorbitol dengan variasi (0,5; 1; dan 1,5 M) berturut-turut 

adalah 84,72%, 86,20%, dan 81,21%.  Hasil ini menunjukkan enzim dengan penambahan 

sorbitol lebih stabil dibandingkan dengan enzim hasil pemurnian. 

 

 

Gambar 4. Hubungan antara suhu dan aktivitas sisa (%) enzim hasil pemurnian dan 

enzim setelah penambahan sorbitol  
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3.2.3 Penentuan kestabilan termal enzim hasil pemurnian dan setelah penambahan  sorbitol 

Gambar 5 menunjukkan hubungan antara waktu dan aktivitas sisa enzim α-amilase 

hasil pemurnian dan enzim setelah penambahan sorbitol.  Aktivitas sisa enzim hasil 

pemurnian setelah inkubasi pada suhu 50 °C selama 100 menit, yaitu 12,14% dan enzim 

setelah penambahan sorbitol  (0,5; 1; dan 1,5 M) memiliki aktivitas sisa berturut-turut, 

yaitu 26,73; 18,45; dan 34,22%.  Hasil ini menunjukkan enzim setelah penambahan 

sorbitol memiliki stabilitas yang lebih tinggi dibandingkan dengan enzim hasil 

pemurnian.  Enzim setelah penambahan dengan sorbitol 1,5 M memiliki kestabilan termal 

yang lebih baik dibandingkan dengan enzim hasil pemurnian dan setelah penambahan 

sorbitol  0,5 M dan 1,0 M. Penambahan sorbitol pada enzim hasil pemurnian 

menyebabkan terbentuknya ikatan ikatan non kovalen lemah terutama ikatan hidrogen 

dan interaksi hidrofobik yang menyebabkan protein mengalami folding sehingga enzim 

menjadi lebih stabil dibandingkan dengan keadaan unfolding.  

 

 

Gambar 5. Hubungan antara waktu dan aktivitas sisa (%) enzim α-amilase hasil 

pemurnian dan enzim setelah penambahan sorbitol 

3.2.4 Penentuan konstanta laju inaktivasi (ki), waktu paruh (t1/2), dan perubahan energi akibat 

denaturasi (ΔGi), enzim hasil pemurnian dan setelah penambahan sorbitol 

Nilai konstanta laju inaktivasi (ki), waktu paruh (t1/2), dan perubahan energi akibat 

denaturasi (ΔGi) dapat dilihat pada Tabel 2. Nilai ki enzim hasil pemurnian lebih tinggi 

dibandingkan dengan setelah penambahan sorbitol, hal ini menunjukkan bahwa enzim 

setelah penambahan sorbitol lebih stabil dibandingkan dengan enzim hasil pemurnian.  

Penurunan nilai ki enzim setelah penambahan sorbitol sebesar 1,8 kali dibandingkan 

dengan enzim hasil pemurnian. Kazan et al., (1997 [22]) melaporkan bahwa konstanta 

kecepatan inaktivasi (ki) enzim hasil modifikasi dengan dekstran-71000-dialdehid selalu 

lebih rendah dari konstanta kecepatan inaktivasi (ki) Penisilin G asilase (PGA) alami.  

Penurunan konstanta kecepatan inaktivasi (ki) PGA yang dimodifikasi dengan dekstran-

71000-dialdehid adalah 7 kali.  Nilai ki semakin rendah menunjukkan bahwa enzim α-

amilase setelah penambahan sorbitol semakin kurang fleksibel dalam air, sehingga 

terjadinya unfolding enzim semakin berkurang [21]. 

Peningkatan waktu paruh dari enzim setelah penambahan sorbitol dibandingkan 

dengan enzim hasil pemurnian menunjukkan bahwa dibutuhkan waktu yang lebih lama 

agar aktivitas enzim turun menjadi setengahnya.  Semakin lama waktu paruh yang 

dimiliki enzim, maka kestabilan enzim tersebut semakin baik.  Enzim setelah 

penambahan sorbitol pada konsentrasi 0,5 M mampu meningkatkan waktu paruh dari 
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38,5 menit menjadi 53,30 menit, sorbitol dengan konsentrasi 1 M meningkat dari 38,5 

menit menjadi 46,2 menit, dan sorbitol dengan konsentrasi 1,5 M meningkat dari 38,5 

menit menjadi 69,3 menit (1,8 kali).  Hernaiz et al. (1999) [23] melaporkan hasil yang 

hampir sama, yang melakukan modifikasi kimia pada enzim lipase dari Candida rugosa 

menggunakan PEG teraktivasi, yaitu NPC-PEG, terjadi peningkatan waktu paruh enzim 

hasil modifikasi pada suhu 50C dibandingkan enzim tanpa dimodifikasidari 12 jam 

menjadi 25 jam (2 kali).   

Peningkatan nilai ΔGi pada enzim setelah penambahan sorbitol, menyebabkan 

peningkatan kestabilan termal enzim(1,2 – 1,8 kali) dibandingkan dengan enzim hasil 

pemurnian.  Kenaikan Gi  yang tidak terlalu besar ini juga dilaporkan oleh Kazan et al., 

(1997) [22], yang menunjukkan terjadi peningkatan Gi enzim sebelum modifikasi (92,0 

kJ mol
-1 

) dan sesudah modifikasi (97,7 kJ mol
-1 

), dengan peningkatan kestabilan termal 

enzim sebesar 7 kali.  Peningkatan (ΔGi) ini disebabkan karena struktur enzim setelah 

penambahan sorbitol menjadi lebih kaku dan tidak fleksibel, dan struktur enzim semakin 

kokoh sehingga diperlukan energi yang besar untuk mendenaturasi enzim tersebut. 

Tabel 5. Nilai (ki), (t1/2), dan  (ΔGi) enzim hasil pemurnian dan setelah penambahan 

sorbitol 

Enzim 
ki 

(1/menit) 
t1/2 (menit) 

ΔGi 

(kJ/mol) 

Enzim Hasil Pemurnian 0,018 38,5 101,1 

Sorbitol 0,5 M 0,013 53,3 101,9 

Sorbitol 1 M 0,015 46,2 101,6 

Sorbitol 1,5 M 0,01 69,3 102,6 

 

4 Kesimpulan 

Enzim α-amilase hasil pemurnian memiliki aktivitas spesifik 0,1297 U/mg meningkat 

sebanyak 2,3 kali dibanding ekstrak kasar enzim yang memiliki aktivitas spesifik sebesar 

0,00544U/mg.  Enzim hasil pemurnian memiliki pH optimum 5,0; suhu optimum 50 °C; ki = 

0,018 menit
-1

 ; t1/2 = 38,5 menit; dan ∆Gi = 101,1156 kJ/mol. Enzim setelah penambahan 

sorbitol 0,5; 1; dan 1,5 M memiliki pH optimum 5,5; suhu optimum 50°C. Untuk sorbitol 0,5 

M:  ki = 0,013 menit
-1

 ; t1/2 = 53,3 menit; dan ∆Gi = 101,9906 kJ/mol. Untuk sorbitol 1 M:  ki = 

0,015 menit
-1

 ; t1/2 = 46,2 menit; dan ∆Gi = 101,6052 kJ/mol. Untuk sorbitol 1,5 M: ki = 

0,01menit
-1

; t1/2 = 69,3 menit; dan ∆Gi = 102,6942 kJ/mol. Enzim setelah penambahan sorbitol 

0,5; 1; dan 1,5 M memiliki aktivitas sisa berturut-turut sebesar 26,73%; 18,45%; dan 34,22% 

setelah diinkubasi pada suhu 50 °C selama 100 menit.  Sedangkan enzim hasil pemurnian pada 

uji stabilitas termal pada suhu 50 °C selama 100 menit memiliki aktivitas sisa sebesar 12,14%. 

Penambahan sorbitol pada enzim α-amilase dapat meningkatkan kestabilan enzim sebanyak 

1,2-1,8 kali dibandingkan dengan enzim hasil pemurnian ditunjukkan dengan dengan 

penurunan nilai ki, peningkatan t1/2, dan ∆Gi.  
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