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Abstract: Glucoamylase, the enzyme which converts starch to dextrins and glucose, is used in the
starch-processing industry, especially for the production of glucose crystal and high fructose syrup.
The aim of this work was to produce glucoamylase by Aspergilfus niger BCS using rice husk as solid
substrate support. For this purpose, rice husk added to the mixture was optimized on a fixed weight ratio
of cassava starch and rice bran. After that, using optimum rice husk concentration, optimization of the
weight ratio of cassava starch and rice bran was carried out. Glucoamylase A. niger produced in this
work was characterized by determining its optimum pH and temperature, its stability under various pH
and temperature, its kinetic parameters, its hydrolysis products using soluble starch as substrate, and its
molecular weights. The optimum conditions for glucoamylase production by 4. niger obtained when the
weight ratio of cassava starch: rice bran was 1:1 (dry basis, db) and the rice husk concentration in the
fermentation medium was 20% by weight (db), Under these optimized conditions, enzyme units as high
as 1774 Ulg dry fermented substrate was obtained when fermentation was carried out for 5 days at 30°C.
Optimum pH of glucoamylase A. niger was 4.5 and its optimum temperature activity was 65°C. This
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enzyme was stable at pH 3.0 — 7.0 and at a temperature up to 50°C.
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PENDAHULUAN

Glukoamilase, enzim yang dapat menghidrolisis
pati menjadi glukosa, merupakan enzim yang sangat
penting diindustri pengolahan pati, terutama produksi
kristal glukosa dan high fructose syrup (HFS).
Glukoamilase adalah enzim ekstraseluler komersial
yang diperoleh dari beberapa kapang Aspergillus
atau Rhizopus'". Walaupun menunjukkan aktivitas
transglukosidase, glukoamilase yang berasal dari
Aspergillus bersifat lebih termostabil daripada
glukoamilase yang berasal dari Rhizopus®®. Hal ini
menyebabkan glukoamilase yang berasal dari
Aspergillus dapat bekerja pada suhu yang cukup
tinggi sehingga reaksi hidrolisis dapat berjalan dengan
cepat. Menurut Creighton, dengan perbaikan galur
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secara tradisional dan optimasi proses fermentasi,
Aspergillus niger dapat memproduksi glukoamilase
dalam jumlah yang cukup tinggi (lebih dari 20 g
glukoamilase/1)®,

Kualitas dan kuantitas glukoamilase yang
dihasilkan oleh kapang dipengaruhi oleh metode
pembiakan, Dorta et al. melaporkan bahwa aktivitas
produksi glukoamilase oleh A. niger dengan metode
fermentasi padat (solid state fermentation-SSF) tiga
kali lebih tinggi dibanding fermentasi terbenam
(submerged fermentation-SmF)\*.

Jenis substrat padat yang digunakan pada SSF
adalah bahan alam sepert makromolekul lignoselulo-
sa, lignin, selulosa, pektin, pati, atau campurannya.
Bahan-bahan ini merupakan produk pertanian atau
limbah agroindustri sehingga harganya relatif
murah'. Di samping itu, pati lebih mudah diuraikan
dan dikonsumsi oleh bermacam-macam mikro-
organisme. Pati yang paling sering dipakai pada SSF
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adalah pati singkong (pati tapioka), beras, dan dedak
gandum®,

Substrat padat yang telah dipakai untuk mem-
biakkan A. niger pada produksi glukoamilase, di
antaranya adalah dedak gandum'”, campuran dedak
gandum dan tepung jagung'® serta dedak padi"’.
Ramadas ef al. membiakkan 4. niger pada pati
tapioka dengan menambahkan nitrogen anorganik
untuk meningkatkan kandungan protein dalam pati
tersebut’”. Kandungan nitrogen yang rendah
mengakibatkan penggunaan tapioka sebagai substrat
SSF memerlukan penambahan'sumber nitrogen
untuk menyeimbangkan kandungan karbon dan
nitrogen pada media produksi glukoamilase oleh A.
niger'™. Dedak padi dapat digunakan sebagai sumber
nitrogen karena kaya akan karbohidrat, lemak ,
protein sebagai sumber N, vitamin (B1, B2, B3, E,
biotin, pantetonat, dan folat) dan sumber mineral (Ca,
F, dan Fe)".

Kelemahan penggunaan pati dan dedak pada
proses fermentasi adalah sumber karbon merupakan
bagian penyusun struktur bahan itu sendiri. Selama
pertumbuhan mikroorganisme, bahan tersebut akan
terdegradasi sehingga bentuk geometri dan sifat fisik
akan berubah!'?. Sebelim digunakan pada SSF perlu
proses gelatinisasi karena sebagian besar mikro-
organisme lebih mudah tumbuh pada pati tergelatin-
isasi dari pada pati mentah®* Gelatinisasi pati dapat
menimbulkan masalah, yaitu tekstur pati menjadi
rusak dan terbentuk massa yang lengket serta
menggumpal sehingga porositas bahan tersebut
rendah dan kemampuannya untuk transfer massa
maupun panas berkurang'”.

Untuk menghindari proses gelatinisasi- dilakukan
fermentasi pada substrat pati tapioka dengan isolat
kapang yang mampu menguraikan pati mentah''",
Di lain pihak, untuk mengatasi terbentuknya massa
pati yang lengket dan menggumpal selama proses
gelatinisasi, dapat dilakukan penambahan minyak
tanaman sebelum proses gelatinisasi®’.

Untuk mempertahankan bentuk geometri dan
sifat fisik media pada SSF sehingga transfer bahan
dan panas lebih terkendali, digunakan bahan padat
inert untuk menyangga substrat cair'”’. Penggunaan
bahan padat inert sebagai penyangga untuk
meningkatkan porositas media dan memperbaiki
keseimbangan aktivitas air (a ) selama fermentasi
menggunakan substrat padat''.

Bahan penyangga inert dapat berupa bahan
buatan (seperti polistirena, foam poliuretana,
vermikulit, dan amberlit) atau bahan alami (seperti
lempung, bagasse, dan sekam)''". Bahan-bahan
yang telah dipakai sebagai penyangga pada SSF, di
antaranya adalah tebu'; amberlit'?, bagasse!'*,
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sekam padi'", dan lain-lain,

Sekam padi adalah limbah dari penggilingan padi.
Karena kandungan silika yang cukup tinggi dan
hampir semua karbohidrat penyusun adalah selulosa
dan hemiselulosa™ maka sekam bersifat sangat
keras , inert, harganya murah dan mudah diperoleh
di Indonesia.

Penelitian bertujuan melakukan produksi
glukoamilase oleh A. niger BCS menggunakan
sekam sebagai penyangga substrat padat campuran
pati tapioka dan dedak padi. Untuk itu, dilakukan
optimasi penggunaan sekam padi sebagai penyangga
substrat padat campuran pati tapioka dan dedak padi
untuk produksi glukoamilase oleh 4. niger BCS.
Selanjutnya, dilakukan optimasi substrat campuran
pati tapioka dan dedak padi pada fermentasi
menggunakan penyangga sekam yang optimum.
Dilakukan juga karakterisasi terhadap glukoamilase
yang diproduksi dengan menentukan pH dan suhu
optimum, stabilitas terhadap pH dan suhu.

BAHAN DAN METODE

BAHAN. Mikroorganisme: Aspergillus niger
BCS, koleksi BP2 Bioteknologi BPPT), bahan kimia:
potato dextrose agar, sekam padi, dedak padi,
Ca(NO,),, Tween 80, CH,COOH, MgSO,7H,0,
NaOH, soluble starch, Na-asetat, Na,8,0,, HCI,
asam sitrat, NaH,PO,, glukosa, Na,HPO,,
NaHCO,, Na,CO,, anilin, maltosa, etanol. metanol.
propanol, larntan somgyi, HMW Marker kit, difenil
amin.

METODE. Pada penelitian ini dilakukan analisis
aktivitas glukoamilase pada berbagai rentang pH dan
suhu''®, analisis gula pereduksi®, dan kadar air
(gravimetri).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penentuan pH dan suhu optimum
glukoamilase. pH tidak hanya mempengaruhi
substrat, tetapi juga menentukan sifat-sifat enzim
yang dihasilkan. Suatu enzim dapat bekerja pada ber-
bagai kondisi pH, tetapi aktivitasnya optimum pada
kisaran pH yang sempit saja'!”\. Seperti protein lain-
nya, enzim mempunyai beberapa gugus yang dapat
terionisasi. Perubahan pH dapat menyebabkan peru-
bahan pada gugus-gugus tersebut. Hal ini menga-
kibatkan perubahan struktur, konformasi, dan sisi aktif
enzim"¥., Di samping itu, perubahan ekstrim dari pH
mengalami denaturasi pada enzim. Grafik nilai pH
terhadap aktivitas glukoamilase disajikan pada
Gambar 1.

Glukoamilase umumnya aktif pada pH asam,
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Gambar 4. Pengaruh pH terhadap stabilitas glukoamilase 4. miger BCS.
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Gambar 5, Pengaruh suhu terhadap stabilitas glukoamilase 4. niger BCS,

dengan nilai pH optimum sekitar4,5 - 5,0%  Terlihat
bahwa glukoamilase 4. niger BCS optimum pada
pH 4,5 dengan aktivitas 188 U/ml. Pada pH 3.9 -
4.9 enzim ini bekerja dengan aktivitasnya lebih besar
dari 90%.

Kenaikan pH lebih berpengaruh terhadap
aktivitas glukoamilase 4. niger BCS daripada
penurunan nilai pH. Kenaikan pH 1,5 satuan dari
pH optimum menyebabkan penurunan aktivitas
enzim 40 %, sedang penurunan pH sebesar itu hanya
menyebabkan aktivitas enzim turun sekitar 25%.

Jenis dapar pun mempengaruhi aktivitas gluko-
amilase 4. niger BCS. Dari Gambar 1, sitrat lebih
mendeaktivasi enzim glukoamilase daripada dapar
fosfat, misalnya pH 6,0, dapar sitrat dan dapar fosfat
aktivitas enzim masing-masing 112 dan 123 U/ml.
Pengaruh jenis dapar terhadap aktivitas glukoamilase

diuji dengan cara membandingkan dapar sitrat dan
asetat pada penentuan aktivitasnya. Pengujian
dilakukan pada pH 3,9 — 5,1 (Gambar 2). Pada pH
yang sama, dapar sitrat memberikan aktivitas lebih
rendah dari pada dapar asetat, tetapi pada kedua
jenis dapar tersebut glukoamilase 4. niger BCS
menunjukkan pH optimum sama yakni pH 4.,5.
Secara umum dengan kenaikan suhu
mempercepat reaksi enzimatik '™ Hal ini disebabkan
kenaikan suhu yang dapat meningkatkan energi zat-
zat yang bereaksi hingga mampu melampaui energi
aktivasinya. Walaupun demikian, enzim adalah
protein yang akan mengalami denaturasi pada suhu
tinggi. Oleh karena itu, pada batas suhu tertentu, laju
reaksi enzimatik akan meningkat jika suhu dinaikkan,
Reaksi berjalan paling cepat pada suhu optimum,
namun pada suhu yang lebih tinggi laju reaksi
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menurun.

Selain ditentukan oleh sifat dasar enzim, suhu
optimum suatu enzim juga tergantung pada kondisi
lingkungannya. Lama waktu pengujian juga akan
mempengaruhi suhu optimum yang diamati. Makin
lama waktu pengujian. suhu optimum yang diamati
akan semakin rendah 17,

Penentuan stabiltas enzim glukoamilase
pada pH dan suhu. Stabilitas enzim adalah
kemampuan enzim untuk menjaga struktur dan
konformasinya pada kondisi lingkungan tertentu
sehingga aktivitas tetap tinggi. Pada industri, suatu
reaksi enzimatik sering dilakukan pada kondisi pH
dan suhu yang cukup ekstrim dalam waktu yang
cukup lama. Oleh karena itu, di samping pH dan suhu
optimum, faktor penting yang menentukan kualitas
enzim industri adalah stabilitas enzim terhadap pH
dan suhu "7,

Hasil uji pengaruh inkubasi glukoamilase A. niger
BCS pada berbagai pH pada suhu 4°C terhadap
stabilitasnya disajikan pada Gambar 4. Setelah
inkubasi selama | hari pH 3,0~ 7,0, glukoamilase A,
niger BCS mampu mempertahankan aktivitas lebih
besar dari 90%. Hal ini sesuai dengan stabilitas
glukoamilase 4. niger yang diproduksi oleh
Selvakumar et al."”?. Glukoamilase 4. niger BCS
sangat stabil pada pH optimum. Inkubasi enzim ini
selama 7 hari dalam dapar asetat pH 4,5 dan 5,0
tidak banyak menurunkan aktivitas. Walaupun
demikian, glukoamilase 4. niger BCS tidak cukup
stabil pada suasana basa. Inkubasi pada pH 9,0
selama 1 dan 7 hari akan menurunkan aktivitasnya
masing-masing sekitar 20 dan 42 %. Data pengujian
pengaruh inkubasi glukoamilase A. niger BCS dalam
pH 4.5 pada berbagai suhu terhadap stabilitasnya
disajikan Gambar 5.

Setelah inkubasi selama 120 menit, glukoamilase
A. niger BCS relatif stabil sampai suhu 50°C.
Aktivitas enzim ini tidak berkurang setelah inkubasi
selama 10 menit pada suhu 40°C dan masih tersisa
71% setelah 2 jam. Pengamatan ini sesuai dengan
laporan Somogyi®”. Menurut Imanaka et al.
Stabilitas termal enzim yang dihasilkan oleh
mikroorganisme berkaitan dengan adanya faktor
pelindung yang didapatkan dari sel-sel penghasil enzim
dan banyaknya gugus hidrofob yang terdapat pada
enzim tersebut®”’. Meskipun demikian, pada suhu
yang lebih tinggi glukoamilase 4. niger BCS akan
mengalami inaktivasi dengan tajam. Pada suhu 70°C,
waktu paruh enzim hanya sekitar 10 menit.Inkubasi
pada suhu optimum (65°C), juga menyebabkan
aktivitas glukoamilase 4. niger BCS turun dengan
cepal. Menurut Ooijkaas"" suhu optimum dan
kestabilan enzim terhadap suhu adalah dua sifat yang
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berbeda. Stabilitas enzim terhadap suhu sangat
tergantung pada pH. kekuatan ion, konsentrasi
substrat, dan jumlah protein yang terdapat dalam
larutan. Semakin murni suatu enzim, enzim tersebut
makin labil terhadap suhu. Dengan demikian, inkubasi
enzim tanpa substrat akan menyebabkan enzim
tersebut mengalami inaktivasi dengan cepat,

SIMPULAN

Kenaikan pH lebih berpengaruh terhadap
aktivitas glukoamilase 4. niger BCS daripada
penurunan pH. Pada pH yang sama, dapar sitrat
memberikan aktivitas lebih rendah daripada dapar
asetat meskipun 4 niger memiliki pH optimum yang
sama pada kedua jenis dapar tersebut. Kenaikan
suhu akan meningkatkan aktivitas glukoamilase 4.
niger BCS. Glukoamilase 4. niger sangal stabil pada
pH optimum, yaitu pada pH 4,5 dan masih stabil pada
rentang pH 3,0-7,0. Glukoamilase A, niger relatif
stabil sampai pada suhu 50°C.
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