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Ketentuan-ketentuan untuk Penulisan dalam Jurnal Berita Biologi 
 
1. Makalah berupa karangan ilmiah asli, berupa hasil penelitian (original paper), komunikasi pendek 

atau tinjauan ulang (review) dan belum pernah diterbitkan atau tidak sedang dikirim ke media lain.  
2. Bahasa: Indonesia baku. Penulisan dalam bahasa Inggris atau lainnya, dipertimbangkan.  
3. Makalah yang diajukan tidak boleh yang telah dipublikasi di jurnal manapun ataupun tidak sedang 

diajukan ke jurnal lain. Makalah yang sedang dalam proses penilaian dan penyuntingan, tidak 
diperkenankan untuk ditarik kembali, sebelum ada keputusan resmi dari Dewan Redaksi. 
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• Biologi dasar (pure biology), meliputi turunan-turunannya (mikrobiologi, fisiologi, ekologi, 
genetika, morfologi, sistematik/ taksonomi dan sebagainya). 

• Ilmu serumpun dengan biologi: pertanian, kehutanan, peternakan, perikanan air tawar dan biologi 
kelautan, agrobiologi, limnologi, agrobioklimatologi, kesehatan, kimia, lingkungan, agroforestri. 

• Aspek/ pendekatan biologi harus tampak jelas. 
5. Deskripsi masalah: harus jelas adanya tantangan ilmiah (scientific challenge). 
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mengurangi atau meniadakan lampiran. 
Komunikasi pendek (short communication) 
Komunikasi pendek merupakan makalah pendek hasil riset yang oleh penelitinya ingin cepat 
dipublikasi karena hasil temuan yang menarik, spesifik dan baru, agar lebih cepat diketahui umum. 
Berisikan pembahasan yang mendalam terhadap topik yang dibahas.  Artikel yang ditulis tidak lebih 
dari 10 halaman. Dalam Komunikasi Pendek Hasil dan Pembahasan boleh disatukan. 
Tinjauan kembali (Review)  

Tinjauan kembali yakni rangkuman tinjauan ilmiah yang sistematis-kritis secara ringkas namun 
mendalam terhadap topik riset tertentu. Segala sesuatu yang relevan terhadap topik tinjauan sehingga 
memberikan gambaran ““state of the art” meliputi kemajuan dan temuan awal hingga terkini dan 
kesenjangan dalam penelitian, perdebatan antarpeneliti dan arah ke mana topik riset akan diarahkan. 
Perlihatkan kecerdasanmu dalam membuka peluang riset lanjut oleh diri sendiri atau orang lain 
melalui review ini. 

9. Format makalah 
a. Makalah diketik menggunakan huruf Times New Roman 12 point, spasi ganda (kecuali abstrak 

dan abstract 1 spasi) pada kertas A4 berukuran 70 gram. 
b. Nomor halaman diletakkan pada sisi kanan bawah 
c. Gambar dan foto maksimum berjumlah 4 buah dan harus bermutu tinggi.  Gambar manual pada 

kertas kalkir dengan tinta cina, berukuran kartu pos. Foto berwarna akan dipertimbangkan, apabila 
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d. Makalah diketik dengan menggunakan program Word Processor. 
10. Urutan penulisan dan uraian bagian-bagian makalah 

a. Judul 
Judul harus ringkas dan padat, maksimum 15 kata, dalam dwibahasa (Indonesia dan Inggris). 
Apabila ada subjudul tidak lebih dari 50 kata.  

b. Nama lengkap penulis dan alamat koresponden 
Nama dan alamat penulis(-penulis) lengkap dengan alamat, nomor telpon, fax dan email. Pada 
nama penulis(-penulis), diberi nomor superskrip pada sisi kanan yang berhubungan dengan 
alamatnya; nama penulis korespondensi (correspondent author), diberi tanda envelop (�) 
superskrip. Lengkapi pula dengan alamat elektronik. 

c. Abstrak dan Kata kunci 
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Abstrak dan kata kunci ditulis dalam dwibahasa (Indonesia dan Inggris), maksimum 200 kata, 
spasi tunggal, tanpa referensi. 

d. Pendahuluan 
Berisi latar belakang, masalah, hipotesis dan tujuan penelitian.  Ditulis tanpa subheading. 

e. Bahan dan cara kerja 
Apabila metoda yang digunakan sudah baku dan merupakan ulangan dari metoda yang sudah ada, 
maka hanya ditulis sitiran pustakanya.  Apabila dilakukan modifikasi terhadap metoda yang sudah 
ada, maka dijelaskan bagian mana yang dimodifikasi. 
Apabila terdapat uraian lokasi maksi diberikan 2 macam peta, peta besar negara sebagai inzet dan 
peta detil lokasi. 

f. Hasil 
Bagian ini menyajikan hasil utama dari penelitian. Hasil dipisahkan dari Pembahasan 

g. Pembahasan 
Pembahasan dibuat terpisah dari hasil tanpa pengulangan penyajian hasil penelitian. Dalam 
Pembahasan hindari pengulangan subjudul dari Hasil, kecuali dipandang perlu sekali. 

h. Kesimpulan 
Kesimpulan harus menjawab pertanyaan dan hipotesis yang diajukan di bagian pendahuluan. 

i. Ucapan Terima Kasih 
Ditulis singkat dan padat. 

j. Daftar pustaka 
Cara penulisan sumber pustaka: tuliskan nama jurnal, buku, prosiding atau sumber lainnya secara 
lengkap, jangan disingkat. Nama inisial pengarang tidak perlu diberi tanda titik pemisah. 
i. Jurnal 
 Premachandra GS, H Saneko, K Fujita and S Ogata. 1992. Leaf Water Relations, Osmotic 

Adjustment, Cell Membrane Stability, Epicuticular Wax Load and Growth as Affected by 
Increasing Water Deficits in Sorghum. Journal of Experimental Botany 43, 1559-1576. 

ii. Buku 
Kramer PJ. 1983. Plant Water Relationship, 76.  Academic, New York.  

iii.  Prosiding atau hasil Simposium/Seminar/Lokakarya dan sebagainya 
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M Hasan, A Mattimu, JG Nelwan dan M Litaay (Penyunting), 769-777. Perhimpunan Biologi 
Indonesia. 
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Leegood RC and DA Walker. 1993. Chloroplast and Protoplast. In: Photosynthesis and 
Production in a Changing Environment. DO Hall, JMO Scurlock, HR Bohlar Nordenkampf, 
RC Leegood and SP Long (Eds), 268-282. Champman and Hall.  London. 

11. Lain-lain menyangkut penulisan 
a. Gambar. 

Lebar gambar maksimal 8,5 cm. Judul gambar menggunakan huruf Times New Roman ukuran   
8 point. 

b. Grafik 
Untuk setiap perhitungan rata-rata, selalu diberikan standar deviasi.  Penulis yang 
menggunakan program Excell harus memberikan data mentahnya. 

c. Foto 
Untuk setiap foto, harap diberikan skala bila perlu, dan berikan anak panah untuk menunjukkan 
suatu objek. 

d. Tabel 
Judul tabel harus ringkas dan padat. Judul dan isi tabel diketik menggunakan huruf Times New 
Roman ukuran 8 point. Seluruh penjelasan mengenai tabel dan isinya harus diberikan setelah 
judul tabel. 

e. Gunakan simbol: ○● □■ ��       
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f. Semua nama biologi pada makluk hidup yang dipakai, pada Judul, Abstrak dan  pemunculan 
pertama dalam Badan teks, harus menggunakan nama yang valid disertai author/descriptor. 
(Burung Maleo – Macrocephalon maleo S. Müller, 1846; Cendana – Santalum album L.), atau 
yang tidak memiliki nama author Escherichia coli. Selanjutnya nama-nama biologi disingkat 
(M. maleo, S. album, E. coli).        

g. Proof reading 
Proof reading akan dikirim lewat e-mail/fax, atau bagi yang berdinas di Bogor dan Komplek 
Cibinong Science Center (CSC-LIPI) dan sekitarnya, akan dikirim langsung; dan harus 
dikembalikan kepada dewan redaksi paling lambat dalam 3 hari kerja. 

h. Reprint/ cetak lepas 
Penulis akan menerima satu copy jurnal dan 3 reprint/cetak lepas makalahnya. 

12. Seluruh makalah yang masuk ke meja redaksi Berita Biologi akan dinilai oleh dewan editor untuk 
kemudian dikirim kepada reviewer/mitra bestari yang tertera pada daftar reviewer BB.             
Redaksi berhak menjajagi pihak lain sebagai reviewer undangan. 

13. Kirimkan 2 (dua) eksemplar makalah ke Redaksi (lihat alamat pada cover depan-dalam). Satu 
eksemplar tanpa nama dan alamat penulis (-penulis)nya. Sertakan juga softcopy file dalam CD untuk 
kebutuhan Referee/Mitra bestari. Kirimkan juga filenya melalui alamat elektronik (e-mail) resmi 
Berita Biologi: berita.biologi@mail.lipi.go.id dan di-Cc-kan kepada: ksama_p2biologi@yahoo.com, 
herbogor@indo.net.id 

14. Sertakan alamat Penulis (termasuk elektronik) yang jelas, juga meliputi nomor telepon (termasuk HP) 
yang dengan mudah dan cepat dihubungi. 
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KARAKTERISASI DAN STUDI STABILISASI ααααα-AMILASE Bacillus licheniformis
TVII.6 MENGGUNAKAN BAHAN ADITIF1

 [[[[[Characterization and Studies on Stabilization of ααααα-Amylase of Bacillus licheniformis
TVII.6 using Additives]]]]]

Puji Lestari2** , Nur Richana3 dan Rosmimik4

2Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Bioteknologi dan Sumber Daya Genetik Pertanian
3Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Pasca Panen

4Balai Penelitian Tanah dan Klimatologi
*e-mail: lestari_71@yahoo.com

ABSTRACT
The limited stability of enzyme during long-term storage  attributes to its reduced function. In this study, α-amylase from Bacillus
licheniformis TVII.6 were formulated with different kind of additives for storage stabilization and better performance. Simultaniously,
some minerals and calcium ion were applied to elucidate the inhibition and activation effects to α-amylase. Crude enzyme which
was prepared by aceton precipitation was used for this stability test. It demosntrated that 10% of mannitol in citrate phosphate
buffer gave the highest residual activity after 3 months of storage (98.5%). Calcium ion influenced the thermal stability of α-
amylase and it gave optimum activity at 5 mM CaCl

2
, thus the stability increased from 76.0%/90oC/2 hours to 114.8%/90oC/2

hours in comparison without calcium ions. Calcium ions (5 mM CaCl
2
) on the stability of α-amylase at 4oC also produced the

highest residual activity, which remained 100% during 48 hours of incubation. Chemical compounds like FeSO
4
, Na

2
CO

3
 and EDTA

acted as inhibitors, while (NH
4
)

2
SO

4
, CuSO

4
, CoSO

4
, MgCl

2
 and K

2
HPO

4
 did not inhibit activity of α-amylase. NaOH and MnCl

2

compounds at low concentrations (2 mM) did not inhibit the enzyme but at 10 mM became α-amylase inhibitors. This amylase
stability information is very important as a consideration when applying and storing the enzyme, thereby reducing the degradation
α-amylase activity.

Keywords: Additives, enzyme, α-amilase, Bacillus licheniformis TVII.6

ABSTRAK
Faktor keterbatasan stabilitas enzim pada penyimpanan jangka panjang menjadi penyebab menurunnya fungsi enzim. Dalam studi
ini, α-amilase dari Bacillus licheniformis TVII.6 diformulasikan dengan berbagai jenis aditif untuk tujuan stabilisasi selama
penyimpanan dan kinerja enzim yang lebih baik. Secara simultan, beberapa mineral dan ion kalsium diperlakukan untuk mengetahui
efek inhibisi dan aktivasi terhadap α-amilase. Enzim kasar hasil pengendapan dengan aseton digunakan dalam uji stabilitas enzim
ini. Hasilnya menunjukkan  bahwa 10% manitol dalam bufer fosfat sitrat memberikan aktivitas sisa tertinggi setelah 3 bulan
penyimpanan (98,5%). Ion kalsium mempengaruhi stabilitas termal α-amilase dan menghasilkan aktivitas optimal pada 5 mM
CaCl

2
, sehingga stabilitas enzim meningkat dari 76,0%/90oC/2 jam menjadi 114,8%/90oC/2 jam dibandingkan tanpa ion kalsium.

Pada uji stabilitas α-amilase di suhu 4oC, ion kalsium (5 mM CaCl
2
) juga menghasilkan aktivitas sisa tertinggi, yaitu tetap stabil

100% selama 48 jam inkubasi. Senyawa kimia seperti FeSO
4
, Na

2
CO

3
 dan EDTA bertindak sebagai inhibitor, sedangkan (NH

4
)

2
SO

4
,

CuSO
4
, CoSO

4
, MgCl

2
 dan K

2
HPO

4
 tidak menghambat aktivitas α-amilase. Senyawa NaOH dan MnCl

2
 pada konsentrasi rendah (2

mM) tidak menghambat aktivitas enzim tetapi pada 10 mM menjadi ?inhibior  α–amilase. Informasi stabilitas amilase sangat
penting sebagai pertimbangan ketika mengaplikasikan dan menyimpan enzim terutama untuk mengurangi degradasi aktivitas
α–amilase.

Kata kunci: Bahan aditif, enzim, α-amilase, Bacillus licheniformis TVII.6

PENDAHULUAN
Enzim mikroba pada saat sekarang makin luas

penggunannya. Alfa amilase atau dikenal dengan α-

1,4-D-glukan glukanohidrolase, merupakan enzim yang

mampu menghidrolisis ikatan α-1,4-glikosidik pada
polisakarida dan hasil degradasinya secara acak, baik

dari bagian tengah atau bagian dalam molekul (Gupta

et al., 2003). Alfa amilase sebagian bersifat tahan panas
dan umumnya stabil dengan adanya ion kalsium.

Sifat α-amilase yang tahan panas tersebut

berguna pada proses biokonversi pati yang

memerlukan suhu gelatinisasi tinggi (Kennedy et al.,

1988). Beberapa ion dan senyawa tertentu juga dapat
berfungsi dalam mempertahankan aktivitas dan

stabilitas α-amilase.

Alfa amilase ini merupakan enzim komersial
yang aktif memecah substrat pati dan mempunyai arti

penting dalam penggunaannya. Golongan α-amilase

yang tahan pada suhu tinggi umumnya digunakan pada
proses likuifikasi, sedangkan α-amilase yang bersifat

labil digunakan dalam proses sakarifikasi pada

pembuatan gula cair. Kegunaan α-amilase dalam



Lestari et al. – Karakterisasi dan Stabilisasi α-Amilase Bacillus licheniformis

582

berbagai kondisi sangat dipengaruhi oleh stabilitas

enzim tersebut. Alfa amilase yang tidak stabil akan tidak
efektif  memecah substrat karena aktivitasnya menurun

(Reddy et al., 2003). Pada penyimpanan jangka panjang,

umumnya kestabilan enzim berubah, untuk itu enzim
yang stabil sangat diperlukan agar tetap dapat

digunakan dengan efektifitas tinggi.

Cara untuk mempertahankan stabilitas enzim
termasuk α -amilase antara lain dengan teknik

imobilisasi dan modifikasi kimia.  Di samping itu cara

lain yang  dapat diterapkan adalah melalui  perlakuan
penambahan aditif. Bahan aditif digolongkan dalam 6

kelompok yaitu 1) substrat atau koenzim, 2) ion logam,

3) garam dan anion, 4) polimer, 5) gula dan glikol, serta
6) aditif lainnya. Beberapa aditif yang telah diketahui

dapat mempertahankan stabilitas enzim diantaranya

adalah gula (sukrosa dan laktosa), alkohol polihidrat
atau poliol (gliserol, sorbitol dan manitol), garam-garam

(amonium disulfida) dan macam-macam polimer. Poliol

seperti glikol dan gliserol diketahui mampu
meningkatkan stabilitas enzim katalase (Costa et al.,

2002). Pelarut organik sering mempunyai efek

meningkatkan stabilitas pada suhu rendah tetapi pada
konsentrasi tinggi mempunyai efek denaturasi yang

kuat (Muchtadi et al., 1992). Modifikasi  kation dan

lingkungan biokatalis dengan menambahkan bahan
aditif seperti polialkohol, juga dapat meningkatkan

stabilitas enzim (Ulger dan Curakoglu, 2001).

Bacillus licheniformis TVII.6 merupakan isolat
lokal unggul penghasil α -amilase termostabil

(Damardjati et al., 1997) yang diisolasi dari kawah

Pegunugan Dieng, Indonesia. Enzim ini diharapkan
dapat dimanfaatkan pada proses hidrolisis pati yang

memerlukan suhu tinggi. Dalam hal ini kestabilan dan

aktivitas enzim yang tinggi sangat diperlukan untuk
memenuhi kondisi hidrolisis termal. Berdasarkan

hipotesis bahwa kestabilan enzim dapat ditingkatkan

dengan pemberian aditif tertentu maka tujuan penelitian
ini adalah mengetahui pengaruh beberapa mineral dan

bahan aditif terhadap stabilitas dan aktivitas α-amilase

B. licheniformis TVII.6.

BAHAN DAN METODA
Isolasi enzim

Mikroba yang digunakan dalam studi ini adalah

bakteri termofilik B. licheniformis TVII.6 yang

merupakan isolat unggul penghasil α-amilase yang
dikoleksi , Balai Besar Penelitian dan Pengembangan

Bioteknologi dan Sumber Daya Genetik Pertanian.

Produksi enzim dilakukan dengan menggunakan
medium amilum dalam fermentor 2  liter pada kondisi

optimum yaitu pada suhu 50oC, pH 7.0, aerasi 1.0 vvm,

agitasi 250 rpm selama 28 jam kultivasi (Richana et al.,
1999). Kultur dari fermentor dipisahkan supernatannya

melalui sentrifugasi pada 2683 g (4000 rpm dengan

radius rotor 15 cm), suhu 4oC, 30 menit. Supernatan
yang diperoleh diendapkan dengan aseton dingin

dengan perbandingan 2:3 antara enzim dan aseton,

kemudian diinkubasi semalam pada suhu 4oC. Setelah
disentrifugasi, endapan yang diperoleh merupakan

enzim kasar α-amilase B. licheniformis TVII.6,

kemudian dilarutkan dengan pelarut sesuai perlakuan
dan siap untuk uji selanjutnya.

Pengaruh jenis poliol
Endapan α-amilase kasar sebanyak 0.5 mg

dilarutkan dalam pelarut enzim sesuai perlakuan.

Perlakuan terdiri atas jenis poliol yaitu gliserol (G) dan

manitol (M) dengan konsentrasi 0, 5 dan 10%. Perlakuan
pelarut meliputi air suling (A) dan 50 mM bufer fosfat

sitrat  pH 7.0 (B). Selanjutnya enzim disimpan pada

suhu -20oC selama 3 bulan dan diamati aktivitas
enzimnya secara periodik dengan metode Bernfeld

(1955) menggunakan 3,5-dinitrosalicylic acid dan

protein terlarut dengan metode Bradford (Bollag dan
Edelstein, 1991). Kombinasi perlakuan yang diujikan

dilakukan sebanyak 3 ulangan.

Pengaruh ion kalsium pada stabilitas termal
Ion kalsium yang diujikan dalam bentuk CaCl

2

dengan konsentrasi 0, 1, 2, 5 dan 8 mM masing-masing

sebanyak 3 ulangan. Sebanyak 0.1 ml enzim kasar
dilarutkan dalam 0,9 ml 50 mM bufer fosfat sitrat pH 7,0

yang masing-masing mengandung CaCl
2
 pada

konsentrasi sesuai perlakuan, kemudian diinkubasi
pada suhu 90oC selama 15, 30, 60, dan 120 menit. Pada

kondisi dingin, enzim kasar dalam bufer fosfat sitrat

(telah mengandung CaCl
2 

sesuai perlakuan
konsentrasi) diinkubasi pada suhu 4oC selama 48 jam.

Setelah inkubasi enzim dihitung aktivitas α-amilasenya.

Pengaruh mineral
Beberapa mineral meliputi yang mengandung
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berbagai jenis anion seperti NaOH, (NH
4
)

2
SO

4
, MnCl

2
,

CuSO
4
, EDTA, CuSO

4
, MgCl

2
 Na

2
CO

3
, K

2
HPO

4
, FeSO

4

digunakan untuk uji stabilitas enzim memiliki

konsentrasi masing-masing 2 dan 10 mM. Sebanyak

0.1 ml enzim kasar ditambahkan dengan 0.9 ml 50 mM
bufer fosfat sitrat pH 7,0 (mengandung senyawa kimia

tertentu) kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama

2 jam. Pada akhir inkubasi aktivitas enzim ditentukan
dengan metode Bernfeld (1955) menggunakan 3,5-

dinitrocalicylic acid. Pengujian dilakukan sebanyak

3 ulangan.
Hidrolisis pati

Suspensi pati ubi kayu sebanyak 2% diatur pH-

nya pada 6,0-6,5 dengan CaCO
3
, kemudian dipanaskan

sampai tergelatinisasi. Hasil likuifikasi pati dianalisis

melalui thin layer chromatography (TLC) pada gel

silika dengan menggunakan fase mobile butanol-
etanol-air (5:3:2).

HASIL
Isolat TVII.6 terlihat jelas menghasilkan zona

bening di sekelilingnya dalam media yang

mengandung pati (Gambar 1). Zona bening di sekitar

koloni merupakan indikasi adanya aktivitas enzim
amilase yang dihasilkan oleh isolat bakteri TVII.6 dalam

menghidrolisis substrat pati. Perubahan aktivitas

amilase pada penyimpanan selama 3 bulan dalam
formula bahan aditif (jenis dan konsentrasi) dan jenis

pelarut pada suhu -20oC ditunjukkan pada Gambar 2.

Gliserol dan manitol memberikan pengaruh yang
berbeda terhadap stabilitas enzim, demikian juga antara

air dan bufer fosfat sitrat. Aktivitas α-amilase sebelum

penyimpanan sebesar 1890.75 U/ml, setelah
penyimpanan pada minggu  ke-2 terlihat kombinasi

bufer  fosfat sitrat dan manitol lebih baik dibandingkan

dengan lainnya. Penurunan aktivitas enzim berlanjut
sampai akhir inkubasi, dan kombinasi  buffer fosfat

Gambar 1. Koloni TVII.6 dengan zona bening di
sekelilingnya dalam media yang mengandung pati.

 

0
200
400
600
800

1000
1200
1400
1600
1800
2000

AG0 AG5 AG10 AM0 AM5 AM10 BG0 BG5 BG10 BM0 BM5 BM10

A
k

ti
v
it

a
s

 e
n

z
im

 (
U

/m
l)

Perlakuan (jenis pelarut dan poliol)

II

IV

VI

VIII

X

XII

Gambar 2. Diagram profil aktivitas α-amilase B. licheniformis TVII.6  sebagai respon terhadap perlakuan jenis
dan konsentrasi poliol dalam pelarut yang berlainan selama penyimpanan 3 bulan pada suhu -20oC. Keterangan:
aktivitas enzim sebelum inkubasi  adalah 1890.75 U/ml, G: gliserol, A: air suling, 0, 5, 10: konsentrasi poliol (%),

M: manitol, B: bufer fosfat sitrat, huruf romawi (II,IV,VI,VIII,X,XII): waktu inkubasi dalam minggu.
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Gambar 3. Diagram profil kandungan protein terlarut α-amilase B. licheniformis TVII.6  sebagai respon
terhadap perlakuan jenis dan konsentrasi poliol dalam pelarut yang berlainan selama penyimpanan 3 bulan

pada suhu -20oC. Keterangan: protein terlarut sebelum inkubasi adalah 0.450 mg/ml, G: gliserol, A:
air suling 0, 5, 10: konsentrasi poliol (%), M: manitol, B: bufer fosfat sitrat,

huruf romawi (II,IV,VI,VIII,X,XII): waktu inkubasi dalam minggu.
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Gambar 4. Pengaruh ion kalsium terhadap stabilitas
termal α-amilase TVII.6 pada suhu pengujian 90oC.

Gambar 5. Pengaruh ion kalsium terhadap stabilitas
α-amilase TVII.6 pada suhu penyimpanan 4oC.

Gambar 6. Analisis kromatografi lapis tipis produk utama dari hidrolisis pati terlarut oleh α-amilase TVII.6 yang
dimurnikan secara parsial dengan aseton. Sumur 1: G1, glukosa, sumur 2: G2, maltosa, sumur 3: G1 + G2,

campuran glukosa dan maltosa, sumur 4: D, dekstrin, sumur 5-10: produk hidrolisis pati
oleh amilase TVII.6 pada 0.16, 0.5, 1, 1.5, 2, dan 24 jam. No 1-7 merupakan produk hidrolisis,

a: glukosa, b: maltosa, c: malto-oligosakarida, d: dekstrin.
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sitrat dan manitol tetap memberikan hasil terbaik. Pada

minggu ke-12 kombinasi perlakuan bufer fosfat sitrat
50 mM dan manitol 10% (BM10) memberikan hasil

terbaik dengan  aktivitas enzim sebesar 1862,39 U/ml,

sedangkan pelarut air destilata tertinggi hanya 1512,60
U/ml (AM10).

Jenis poliol dan konsentrasinya  dalam pelarut

enzim juga mempengaruhi protein terlarut selama
penyimpanan pada suhu -20oC (Gambar 3). Sebelum

penyimpanan, protein terlarut cukup tinggi (0,450 mg/

ml) namun setelah  disimpan mengalami penurunan.
Pada akhir penyimpanan secara umum semua perlakuan

mengalami penurunan protein terlarut. Jelas bahwa

pada kombinasi poliol baik manitol maupun gliserol
dalam bufer maupun air  destilata menunjukkan protein

terlarut yang lebih tinggi dibandingkan tanpa poliol.

Pada akhir penyimpanan perlakuan BM10 menghasilkan
protein terlarut tertinggi yaitu 0,199 mg/ml dan terendah

adalah AG0 (0,145). Sementara BG10 hanya

menghasilkan protein terlarut 0,185 mg/ml, di lain pihak
perlakuan AG10 hanya 0,175 mg/ml.

Ion kalsium berpengaruh baik terhadap

stabilitas termal α-amilase TVII.6 (Gambar 4) maupun
stabilitas pada suhu penyimpanan 4oC (Gambar 5). Ion

kalsium dalam bentuk CaCl
2
 5 mM mampu

mempertahankan stabilitas termal α-amilase TVII.6 lebih
baik daripada perlakuan konsentrasi lainnya, dan

meningkatkan aktivitas sisa enzim 114.8% pada suhu

90oC selama 2 jam. Pada kondisi dingin (suhu 4oC),
pemberian CaCl

2
 5 mM menghasilkan aktivitas sisa α-

amilase TVII.6 masih 100% selama 48 jam  penyimpanan

tetapi hanya 86.1% tanpa ion kalsium.

Beberapa senyawa kimia dapat bertindak

sebagai aktivator dan inhibitor aktivitas  α-amilase
TVII.6 (Tabel 1). Alfa amilase TVII.6 diinhibisi oleh ion

Fe2+, Na2+ dan EDTA, dan tingkat inhibisi meningkat

dengan semakin tinggi konsentrasi. Di lain pihak
pengaruh (NH

4
)2+, Cu2+, Co2+, Mg2+ dan K+ tidak

menghambat aktivitas α-amilase. Senyawa NaOH dan

MnCl
2
 pada konsentrasi rendah (2 mM) tidak

menghambat aktivitas enzim tetapi pada konsentrasi

10 mM bertindak sebagai inhibitor α-amilase TVII.6.

Hidrolisis enzimatik α-amilase TVII.6
menghasilkan dekstrin, maltotriosa, maltosa dan

glukosa, sedangkan maltooligosakarida lainnya mulai

berkurang konsentrasinya setelah 24 jam hidrolisis
(Gambar 6). Hasil hidrolisis pati oleh α-amilase TVII.6

yang beragam termasuk beberapa jenis malto-

oligosakarida dan merupakan produk intermediet,
menunjukkan bahwa pola pemecahan enzim α-amilase

tersebut terjadi secara acak.

PEMBAHASAN
Sejak awal hingga akhir penyimpanan (minggu

ke-12) perlakuan manitol 10% dalam bufer fosfat sitrat
(BFS) atau BM10 memberikan hasil terbaik

dibandingkan perlakuan lainnya. Air diduga tidak

mampu menjaga konsentrasi ion hidrogen (pH)
sehingga protein rusak. Di lain pihak bufer bekerja pada

protein dan pH tetap sesuai kondisi enzim, sehingga

aktivitasnya tetap tinggi (Bollag dan Edelstein, 1991).
Meskipun demikian menurut Blanchard (1984), bufer

tertentu kadang-kadang berinteraksi dengan enzim

(atau substratnya), atau membentuk kompleks dengan
di- dan trivalen ion  logam, sehingga menyebabkan

aktivitas enzim menurun.

Aditif seperti manitol memberikan pengaruh
lebih baik dari pada gliserol pada amilase TVII.6, terbukti

dalam kombinasi dengan BFS, memberikan aktivitas

lebih tinggi. Di lain pihak, gliserol lebih mampu
menstabilkan katalase pada suhu dan pH ekstrim.

Bahan aditif ini ternyata mampu meningkatkan

selektivitas katalitik enzim (Costa et al., 2002). Sesuai
pendapat Muchtadi et al. (1992), bahwa beberapa bahan

aditif seperti gliserol, manitol dan sorbitol memang

diketahui dapat mempertahankan stabilitas enzim,
meskipun dengan kemampuan yang berbeda-beda.

Senyawa kimia Aktivitas relatif (%) 
2 mM 10 mM 

NaOH 106.8 83.0 
(NH4)2SO4 107.6 103.0 
MnCl2 106.7 84.8 
CuSO4 107.2 113.4 
EDTA 83.3 78.1 
CoSO4 103.3 128.0 
MgCl2 103.9 108.9 
Na2CO3 86.9 85.7 
K2HPO4 101.8 100.5 
FeSO4 74.3 61.5 
Kontrol (bufer) 100 

Tabel 1. Pengaruh beberapa senyawa kimia terhadap
stabilitas α-amilase B. licheniformis TVII.6 pada

suhu ruang.
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Namun demikian pada batas konsentrasi tertentu, aditif

tertentu mempunyai efek denaturasi yang sangat kuat
(Longo dan Combes, 1999).

Kombinasi manitol 10% dalam BFS juga

memberikan hasil protein terlarut tertinggi. Hasil
tersebut menunjukkan bahwa aditif seperti gliserol

maupun manitol dapat mencegah denaturasi protein

α-amilase B. licheniformis  TVII.6. Gliserol dan manitol
merupakan senyawa hidrofilik, yang dapat

meningkatkan interaksi hidrofobik antara residu asam

amino non-polar sehingga konformasi molekul protein
menjadi lebih tahan terhadap kondisi ekstrim (Negi dan

Banerjee, 2009). Didukung kemampuan bufer dalam

mempertahankan pH, protein terdenaturasi juga kecil,
otomatis aktivitas lebih stabil (Stauffer, 1989).

Poliol diketahui mampu mempertahankan

kebasaan larutan enzim dan dapat mereduksi aktivitas
air. Poliol yang kaya mengandung gugus hidroksil

sebagai gugus fungsional, dan bersifat larut dalam air,

dapat mencegah terbukanya rantai polipeptida (Noriko
et al., 1999), sehingga dapat menstabilkan amilase

selama penyimpanan. Namun bila bahan aditif lebih

kuat interaksinya dengan enzim dari pada dengan air
maka akan terbentuk ikatan molekul aditif enzim yang

menyebabkan denaturasi enzim (Muchtadi et al., 1992).

Poliol dapat menekan hidratasi protein dan membuat
konformasi protein lebih kaku, yang akhirnya

menstabilkan enzim  dalam stabilisasi enzim (Michiaki

et al., 1997). Sebenarnya amilase yang dihasilkan oleh
B. licheniformis strain lain sudah karakterisasi sifat

fisiko kimianya, seperti α-amilase dari B. licheniformis

44MB82-A (Ivanova et al. 1993), α-amilase dari B.

licheniformis NRRL B14368 (Bose dan Das 1996), dan

α-amilase dari B. licheniformis IFO12196 (Lee et al.,

2006), namun belum di uji stabilisasinya dengan bahan
aditif belum banyak dilakukan.

Diketahui bahwa ion kalsium mampu

mengaktivasi α-amilase (Kim et al., 1995) dan
stabilisator enzim (Vihinen dan Mantsala, 1989). Pada

5 mM CaCl
2
, α-amilase TVII.6 lebih stabil pada suhu

tinggi  yaitu dengan aktivitas sisa 117,2%, lebih dari
itu, stabilitas termalnya menurun. Jadi konsentrasi

CaCl
2
 yang terlalu tinggi cenderung menurunkan

aktivitas sisa enzim. Namun amilase B.licheniformis-
RT7Y lebih stabil pada 10 mM CaCl

2 
(Niaz et al., 2010).

Adanya kelebihan aktivator menyebabkan terjadi

persaingan antara aktivator bebas dan kompleks
aktivator substrat terhadap enzim. Dengan demikian

aktivator kalsium ini tetap dibutuhkan oleh α-amilase

dalam kondisi optimum.
Sesuai hasil penelitian ini bahwa α-amilase

TVII.6 yang termasuk termostabil, lebih stabil dengan

adanya ion kalsium. Menurut Vihinen dan Mantsala
(1989), enzim termostabil lebih kaku dibandingkan

dengan enzim termolabil, dan lebih rendah

kecenderungannya membentuk struktur yang salah
sehingga termotolerannya tinggi. Ion kalsium

membantu mempertahankan kondisi kaku tersebut,

sehingga enzim lebih tahan terhadap lingkungan
ekstrim. Pernyataan tersebut sangat mendukung hasil

penelitian ini bahwa α-amilase TVII.6 termostabil

dengan adanya ion kalsium ternyata menghasilkan
aktivitas sisa tertinggi baik dalam penyimpanan pada

suhu dingin maupun saat penggunaan pada suhu

tinggi. Hal ini berlawanan dengan enzim termolabil yang
akan terbuka struktur proteinnya dan orientasi grup

residu protein juga tidak tepat lagi sehingga

menyebabkan denaturasi protein (Costa et al., 2002).
Ion kalsium yang dikombinasikan dengan poliol yang

mampu menstabilkan enzim pada suhu tinggi (Costa et

al., 2002), diharapkan penanganan dan pemanfaatan
α-amilase TVII.6 dapat lebih terarah, terutama dalam

kondisi lingkungan yang tidak mendukung.

Berdasarkan pertimbangan senyawa kimia
berbeda memberikan pengaruh yang berlainan terhadap

aktivitas enzim, maka dalam penelitian digunakan jenis

anion yang berlainan dalam uji pengaruh kation
terhadap amilasi TVII.6, seperti yang telah dilakukan

oleh Kim et al. (1995). Hasil penelitian ini juga sesuai

hasil dari Freer (1993) bahwa EDTA, Fe2+ menginhibisi
α-amilase Streptococcus bovis JB, sedangkan ion

Mg2+, Cu2+, Co2+, Ca2+ dan Zn2+ tidak menghambat  α-

amilase tersebut. Namun demikian hasil uji studi inhibisi
dan aktivasi terhadap α-amilase TVII.6 ini berbeda

dengan hasil yang diperoleh Farez-Vidal et al. (1995)

bahwa ion Cu2+ yang tidak menghambat aktivitas  α-
amilase TVII.6 ternyata bertindak sebagai inhibitor

terhadap α-amilase Myxococus coralloides D.

Sejumlah ion juga menginhibisi α-amilase Myxococus

coralloides D seperti EDTA, Hg2+, Zn2+, Fe2+ dan Fe3+.
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Dengan demikian ternyata ada kespesifikan α-amilase

terhadap senyawa kimia dan ion-ion tertentu. Adanya
senyawa tertentu yang menginhibisi  α-amilase TVII.6

seperti EDTA dan ion Cu2+, karena sifat dari EDTA yang

mampu mengkelat ion logam. Senyawa-senyata
tersebut juga menyebabkan denaturasi protein yang

secara otomatis aktivitas enzim juga menurun.

Hasil hidrolisis pati α-amilase TVII.6 sama
dengan hasil α-amilase dari B. stearothermophilus TII-

12 termostabil, koleksi bakteri penghasil α-amilase

lainnya di Balai Besar Biogen (Lestari et al., 2011). Pola
pemecahan enzim yang acak, menjadikan jenis α-

amilase TVII.6 merupakan endo-enzim. Hasil

kromatografi lapis tipis dari amilase TVII.6 menunjukkan
bahwa maltosa, malto-oligosakarida (maltotriosa,

maltotetraosa ) adalah produk utama, dengan sejumlah

glukosa pada kasus tertentu. Diketahui bahwa jenis
produk hidrolisis spesifik oleh α-amilase berbeda-beda

tiap isolat (Yang et al., 2009). Hasil hidrolisis α-amilase

dari B. licheniformis strain lain, yaitu 44MB82-A adalah
maltotriosa, maltosa dan glukosa (Ivanova et al., 1993).

Namun hasil hidrolisis α-amilase TVII.6 tersebut juga

tidak berbeda jauh dengan hasil α-amilase dari bakteri
mesofilik B. licheniformis DKW8 (data belum

dipublikasi). Dengan demikian α-amilase TVII.6 ini

sesuai untuk tahap likuifikasi pati yang memerlukan
suhu tinggi dalam prosesnya. Meninjau termostabilitas

α-amilase TVII.6 yang cukup prospektif, studi

stabilisasi enzim ini sangat diperlukan untuk menjaga
keefektifan enzim dalam penyimpanan jangka panjang

ataupun saat aplikasi dalam hidrolisis pati yang

memerlukan suhu tinggi.

KESIMPULAN
Studi untuk menguji efisiensi stabilisasi α-

amilase ini menunjukkan bahwa perlakuan aditif seperti
manitol 10% dalam bufer fosfat sitrat mampu

menstabilkan amilase dalam penyimpanan tanpa

kehilangan banyak aktivitas enzim. Ion kalsium
bertindak sebagai aktivator dan menjaga stabilitas

termal α-amilase TVII.6 sekaligus dalam penyimpanan

di suhu dingin (4oC). Beberapa senyawa kimia bertindak
sebagai inhibitor khususnya FeSO

4
, Na

2
CO

3
, dan

EDTA, dan sebagai aktivator α-amilase TVII.6 adalah

CaCl
2
. Berdasarkan karakter kimia α-amilase TVII.6 yang

merupakan jenis endo-enzim dan termostabil

diharapkan enzim ini dipertahankan stabilitasnya dalam
penyimpanan dan pemanfaatannya pada suhu tinggi

(90oC).
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