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ABSTRAK

Telah dilakukan isolasi dan penentuan pH optimum
aktivitas enzim ga-amilase vyang diperaoleh dari hasil
fermentasi hapanﬁ Aspergillus oryzae pada air cucian
beras dengan menggunakan wvariasi pH : 3,0; 3,5; 4,0; 4,5;
5,0; 5,5 dan &,0.

Aktivitas enzim ditentukanm berdasarkan Jjumlah
glukosa yang terbentuk dengan menggunakan metode spektro-
fotometri s=sinar tampak dengan pereaksi "Glucose Test"
yang diukur pada panjang gelombang 330 nm.

Hasil pengamatan aktivitas enzim dianalisis
menggunakan model rancamgan acak lengkap dan grafik.

Hasil perhitungan aktivitas enzim dengan menggu-—
nakan 7 variasi pH memperlihatkan aktivitas terbesar pada
pH 4,5 (2,7882 mmol/ml menit). |

Filtrat enzim wvang diuji masih dalam keadaan

kasar, aktivitas optimum pada pH 4,0 = 5,3.
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ABSTRACT

Isplation and determination the optimum pH of o-
amylase enzyme from fermentation in washed rice water by
Aspergillus orvzae has been conducted. This investigation
using variation pH from 3.0; 3.5 4.0} 4.5; 5.0; 3.5 and
6.0.

The activity of enzyme can be determined based on
the  formation of glucose using visible spectrophotometry
with Glucose Test reagent in 530 nm wave length.

The result of the experiment of enzyme activities
then be analysed by complete random design and grafic
method.

Calculation of enzyme activity using 7 wvariation
of pH resulted the maximum activity was at pH 4,5 (2,7882
mmal /ml menit).

The tested enzyme extract  was crude enzyme,

optimum activity at pH 4.0 - 5.5,

viii
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BAaB I

PENDAHULUAN

Pada tahun-tahun terakhir ini, bidang bintéknaln—
gi memegang peranan penting dalam pembangunan khususnya
pembangunan di bidang teknologi. Salah satu senyawa kimia
yang berperanan penting dalam pengembangan bioteknologi
adalah enzim. Enzim merupakan katalisator protein untuk
reaksi-reaksi kimia pada sistem biologi. Pada hakekatnya
semua reaksi biokimia dikatalisis oleh enzim (1).

Enzim dapat diperoleh dari jaringanm tanaman,
hewan dan mikroorganisme. Enzim yang berasal dari mikro-
aorganisme lebih banyak digunakan dibandingkan dengan
enzim dari Jjaringan tanaman atau hewan karena dapat
diperoleh dalam jumlah yang tidak terbatas (Z).

Salah satu enzim yang penting dalam bidang bioteknologi
dan farmasi adalah enzim a-amilase.

Enzim a—amilase dalam industri fermentasi etanol
digunakan un tuk proses likuifikasi dan  juga umum
digunakan pada pabrik-pabrik glukosa (2). Dalam bidang
farmasi, enzim ini digunakan sebagai pencahar, anti
inflamasi dan untuk pengobatan edema (3).

Enzim a—amilase merupakan salah satu dari tiga
kelompok besar enzim amilase vyvang meliputi a-amilase, B-

amilase dan glukoamilase (amiloglukosidase) (4). Diban-

l.J
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ding B-amilase kemampuan menghidrolisis g-amilase lebih
; i

kuat (5). Enzim pada tahap awal dapat mendegradasi amilo-
sa menjadi maltosa dan maltotriosa yang terjadi secara
acak. FPada téhap kedua terjadi degradasi amilopektin
vang akan menghasilkan glukosa, maltosa dan berbagal
jenis limit dekstrin (&).

Menurut Crueger W & A. Crueger 1984,(7), dan
Mangun Wardoyo dkk 1991,(8), bahwa enzim a-amilase diha-
silkan oleh Bacillus amyloliguefaciens, Bacillus licheni-
formis dan Aspergillus oryzae. Enzim B-amilase umumnya
dihasilkan oleh tumbuh-tumbuhan. dan beberapa mikroor—
ganisme seperti FHacillus palymyx&, Bacillus CEreus,
Bacillus megatéreum, Streptomyces sp, Pseudomornas sp dan
Rhizopus Jjavanicus. Sedangkan glukpamilase dihasilkan
oleh kelompok kapang Aspergillus niger, Asperglil lus
awamori, FRhiropus niveus, Rhizopus dilemar, Rhizopus
formasensis dan Rﬁ;zﬂpUE Javanicus.

Aktivitas enzilm sangat dipengaruﬁi cleh beberapa
faktor lingkungan, komposisi media dan ketersediaan nu-
trisi selama proses fermentasi. Senyawa karbon merupakan
komponen penting baqi mikro organisme. lon hidrogen juga
dapat mempengaruhi aktivitas enzim (%).

 Air cucian beras cukup banyak mengandung karbo-
hidrat, protein, mineral dan wvitamin yang terbawa dari
selaput beras ketika dicuci. Dengan demikian dimungkinkan

untuk dapat dimanfaatkan sebagai media bagi mikroorga-
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nisme untuk keperluan tertentu. Salah satu diantaranya
adalah wuntuk media yang digunakan dalam produksi enzim
ag—amilase (10).

Metode yang digunakan dalam penelitian ini dida-
sarkan atas keaktifan enzim (mmol/ml menit) dari hasil
fermentasi pada media produksi yang diuji pada berbagai
variasi pH. Semua data dimasukkan dalam tabel dan diana-
lisie menggunakan uji statistik rancangan acak lengkap
(RAL) .

Pepelitian ini bertujuan untuk memanfaatkan air
cucian beras untuk produksi enzim e—amilase cleh kapang
Aspergillus oryrae serta untuk menentukan pH optimum

aktivitas pnzim a-amilase tersebut.
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POLA PENELITIAN

Pengambilan Bahan Penelitian

Bahan penelitian yang berupa beras diambil
dari Desa Romanglasa Kecamatan Bontonompo Kabupaten
Gowa.
Sumber Mikroorganisme

Kapang Aspergillus oryzae vyang digunakan
dalam penelitian ini diperoleh dari koleksi
Mikrobiologi Farmasi Laboratorium Farmasetika
Jurusan Farmasi, F.MIFPA UNHAS.
Sterilisasi Alat dan Bahan Penelitian

Alat dan bahan yang ak%n digunakan diste-
rilkan sesuai dengan petunjuk buku-buku resmi.
Pembuatan Medium Potato Dextrose Agar (FDA) dan
Penyiapan Biakan Mikroba
II.4.1 Pembuatan Medium PDA

Medium PDA mengandung kentang,

Dextroce, agar dan air sulinmg dengan pH 3,6

+ 0,1.
11.4.2 Penyiapan Biakan Mikroba

Dibuat SECara aseptis, kapang
Aspergillus oryzae diinokulasikan pada agar
miring PDA dan diinmkubasikan selama 10 hari

pada suhu 309 ¢,
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11.5 Produksi Enzim

I1.4

11.9.1

I1.5.2

11.5.53

11.9.4

11.5.95

Pembuatan Media Produksi

Media produksi terdiri dari air
cucian beras sebagai sumber karbon, KND<,
Hq5ﬂ4.?HED dan KHEFUq, pH 4,0
Penyiapan Suspensi Spora

Dilakukan secara aseptis, pada
pErmukaan agar vang ditumbuhi spora
dimasukkan larutan NaCl fisiologais O,7 %
lalu digosok perlahan dengan jarum
inokulasi steril.
Fermentasi

Fermentasi dilakukan pada alat
fermentasi yvang dimodifikasi dan dilengka-
pi aerator dan pengaduk magnetik (stirer).
Uji Iodine |

Dilakukan untuk melihat pertumbuhan
sel secara kualitatif.
Isnlasi Enzim

Dilakukan dengan cara penvaringan.

Pengujian Aktivitas Enzim

I1.6.1

Pembuatan Dapar Sitrat
Dapar sitrat terdiri dari tarutan
0,1 M asam sitrat dan larutan 0,1 M sodium

sitrat dengan perbandingan tertentu sehing-



i

ga dipercleh variasi pH 3,0; 3,5 ;4,0; 4,3;
9,0 B, 0650,
11.4.2 Penetapan Panjang Gelombang Maksimum
Dilakukan dengan mengukur serapan
larutan glukosa dengan konsentrasi 1 mg/ml
pada beberapa panjang gelombang, lalu
dibuat grafik hubungan antara panjang
gelombang dan serapan unyuk menentukan
panjang gelombang maksimum.
I1.6.3 Pembuatan Kurva Baku Kadar Glukosa Terhadap
Serapan
Dilakukan menurut metode Nelson-—
Somogy 1l
I11.4&.4 Uji Aktivitas Enzim
Aktivitas enzim diuii berdasarkan
atas jumlah enzim (ml) yang dapat mengha-
silkan 1 mmol glukosa permenit dari hasil
hidrolisis pati tErlarutT
11.7 Pengaolahan Data
Data vang diperoleh dikumpulkan dan
sglanjutnya dianalisis secara statistik dengan
menggunakan model Rancangan Acak Lengkap (RAL)
11.B8 Pembahasan Hasil
Pembahasan hasil dilakukkan terhadap data

yvang telah diolah secara statistik.



11.9 Pengambhilan Kesimpulan
Kesimpulan diambil berdasarkan hasil

pembahasan dan analisis data.



BAB 111

TINJAUAN PUSTAKA

II1.1 Uraian Mikroorganisme

I11.1.1

ITI1.1.2

Klasifikasi (11,12)

Divisi : Mycota

Subdivisi : Eumycotina

Klas=s ! Ascomycetec
Subklas : Euascomycetidae
Ordo : Aspergillales
Famili : Aspergillaceae
Genus : Aspergillus
Speaies : Aspergillus oryzae

Genus Khas Aspergillus (11,12,13)

Aepergillus terdapat dimanaFmana,_
baik di daerah kutub maupun di daerah
tropik, dan hampir pada setiap substrat.
Sporanya berhamburan di udara maupuh di
tamah dan tidak jarang terdapat pada makanan
vang dibiarkan pada udara terbuka.

Di antara spesies-spesies AsSpeErgillus
ada yang patogen pad; manusia dan hewan, Di-
samping ity ada pula spesies-spesies vang
dimanfaatkan oleh manusia dalam perindustri-

an. Orang membuat aszam organik, asam gluko—

g



nat dan asam 'sitrat, dengan menggunakan
Aspergillus niger. beberapa sediaan enzim
dan jenis antibiotika dapat dihasilkan oleh
Asperglillus.

Perkembangbiakan Aspergillus dengan
cara aseksual lebih banyak dikenal, dan me-
mang perkembangbiakan dengan konidia vyang
biasa dilakukan dimana-mana. FPembentukan
konidia dimulai dari ujung-ujung hifa ter-
tentu vyaitu hifa-hifa yang tumbuh sedikit
tegak. Fada pangkal hifa ini terdapat suatu
alas vang disebut sel-kaki. Sebenarnya sel
kaki imi bukan suatu =el tersendiri; melain-
kan suatu sel dengan begien vyang tegak
sebagai hifa. Pada suatu waktu ujumng dari
hifa yvang menegak ini menggelembung merupa-—
kan wvesikel. Fada permukaan vesikel tumbuh
banguman sErupa botol yvang ujungnya mengha-
gilkan konidia. Pembentukkan konidia dimulai
dari wjung, Jjadi konidia wvang paling tua
adalah konidia yvang paling ujung. Seringka-
1i beberapa konidia masih tampak bergandeng-
an meskipun sudah terlepas dari sel-sel wyang
dibawahnva. Sel-sel penghasil konidia dise-

but sterigma, dan sterigma tidak segera



lepas dari vesikel. Pada spesies Aspergillus
terdapat dua lapisan sterigma, lapisan yang
terdekat pada wvesikel disebut sterigma
pertama, s=sedang lapisan berikutnya disebut
sterigma kedua. Bagian hifa dibawah wvesikel
sampal sel-kaki disebut konidiofor.

Dalam substrat yang cocok, maka .baik
askospora maupun konidiospora cepat tumbuh
menjadi koloni kecil berupa serabut putih.
‘Seringkali dalam waktu kurang dari satu hari
telah mulai tampak warna tertentu. Ini ber-
arti bahwa sporulasi telah terjadi, konidia
telah terbentuk.

111.2 Faktor Yang Mempengaruhi Pertumbuban Kapang Dan Pem—
bentukan Produk (14,15)

I11.2.1 Subhu

Subu berpengaruh langsung pada kece-—

patan pertumbuhan mikroorganisme, kecepatan

sintetis enzim dan kecepatan inaktivasi

enzim. Subu terlalu tingqi dapat mengakibat-

kan proses pengeringan protein yang menga-

kibatkan kematian sel, sedangkan suhud vyang

terlalu rendah akan mengurangli aktivitas

enzim hingga pertumbuban mihruurganiﬁﬁe

terganggu.



Fembentukan enzim ekstraseluler akan
lebih baik pada suhu vang 1lebih rendah
dari suhu optimum pértumbuhan. Hal imi
terjadi karena energi yang diperoleh dari
respirasi lebih banyak digunakan untulk
melakukan pembentukan spora dari pada mise-
lium. Pembentukan miselium akan mempengaruhi
jumlah enzim yang dihasilkan kapang.

111.2.2 Harga pH

Harga pH media adalah salah satu
faktor yvang penting untuk pertumbubhan mikro-
organisme dan pembentukan produk fermentasi.

Kapang pada umumnya l2bih toleran
terhadap su&sana asam sampal nmetral yaitu oH
3-7. Apergiilus oryzae mempunyal klsaran pH
untuk tumbuh cukup lues yeitu 2,8 - 8,8,
gesdangkan pH optimumnya tergantung pada
produk apa yang diharapkan.

111.2.3 Zat Makanan {Nutrien)

Karbohidrat adalah sumber utama yang
diperlukan dalam pertumbuhsr kapang. Asper-
gillus aryvzae akzn tumouh dengan Eaih jika
menggunakan glukosa, fruktosa dan mannuﬁa.
Demikian pula halnya dengan maltosa, sukrosa

dan =ylosa.



Mutrien lain wang cukup memegang
peranan penting adalah senyawa nitrogen.
Mimeral adalah nutrien lain wvang dibutuhkan
mikroorganisme. Media untuk pertumbuhan pada
umumnya memerlukan Magnesium (Mg}, Fosfor
{(P), Kalium (K), Sulfur (5), Kalsium (Ca)
danmn Khlor (Cl) sebagai komponen peepnsial —
nya. Unsur—-unsur tersebut ditambahkan berupa
garamnya dengan konsentrasi yahg tepat.

I11.3 Pati dan Beras
I111.3.1 Definisi dan Pengertian Pati (1,5)

Pati merupakan polimer D=glukosa
dengan bobot molekul yang besar dan meru—
pakan cadancan karbohidrat yang utama dalam
 tapaman . FPati ditentuk dari rantai Iu—
glukosa. Senyawa sepertl ini yang hanya.

menghasilkan glukosa pada hidrolisis dise-

but glukosa atau glukan. Fati alam tidak’
larut dalam 2ir dan memberi warna biru
dengan larctan yodium. BeErntuk mikrokoapik

dari butir-butir pati adalah khas untuk
sumber pati.
Dua uvunsur utama pati adalan amilosa
. dan amilopektin. Perbandingan kandungan

amilopsa dan amilopektin berwvariasi dalam
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pati tetapi umumnya berkisar anmtara 1 bagian
amilosa dan 3 bagian amilapektin.

Struktur amilosa berbentuk heliks
tanpa cabang dan menyebabkan warna dengan
yodium dan amilopektin terdiri dari rantai-
rantai yang sangat bercabang yang hanya
memberi warna merah dengan yodium sebab
mereka tidak membelit dengan baik. Masing-
masing rantai terdiri atas a-glukosa 20-30
residu glukosa. Residu glukc=a dihubungkan
oleh ikatam 1 =-=-=> 8§ dalam rantai dan oleh
ikatan 1 --—2 & pada tempat percabangan.
Beras (14&)

Menurut Buckle K.A dkk (1978), bahwa
komponen kimia utama dari beras adalah
karbohidrat {utamanya pati, kurang lebih BO

% dari material kering}, lemak (kurang lebih

5 % dari material kering), csngan tambahan
mineral! (kurang lebih 2 %), 2ir dan vitamin-
vitamin.

derikut ini disajiwan tabel kEompo=
E15]1 vitamin, asam amino, ssam lemak dar

mineral dalam beras.



TABEL 1. Komposisi Vitamin Dalam Beras

Vitamin Jumlah (ugsaql
Vitamin Bl 4,0
Riboflavin (B2) 0,6
fAzam nikotinat 93
Asam pantotenat 17
Biotin 0,1
Piridoksinm (B&) 16,3
fzsam folat 0,58
Kholin : FO0

#) Buckle, dkk 1978

TABEL 11. Komposisli Asam Amino Dalam Beras

" Asam Amino l Jumlah (g asam
[ amimo 14 g protein}

—

T ]

Cvstine
Hietidin
Isoleusin
Leusin
Lisin
HMeotininm
Fenilalanin
Treonin
Triptofan
Tirocsin
Yalin
Alanin l
A.fspartat
A.Glutamat
Glisin

Prolin

Serin
Protein NX53,7

|
Arginin '

- - . -

Pl
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TABEL I1II1. EKomposisi Asam lemak Dalam Beras

Asam lemak Jumlahi i)
Jenubl 3
Miriztat =
Palmitat =
Stearat 17,56
Tidak Jenuh :
Palmitoleat 47,8
Oleat 34,0
Linoleat 0,8
Linolenat -

%) Buckle, dkk (1978)

ITT.3.3 Air Cucian Beras {(Leri) (10,17).

Negara Indonesia merupakan
negara agraris yang telah mencapai swasemba-
da beras pada pelita iu ini dengan makanan
pokok penduduk Indonesia ad=lsh beras. Hal
ini menunjukkan hampir sstiap hari rumsh
tangga perharinya menghssilkan/membuang
limbah yang berupa air cucian beras (leri).
Jenis limbah ini ssjiak darulo himgga =eka-
rang belum jelas bentuk dan enis pemanfaa-
tannya. Fada umumnya terSuarg percuma Ihe
selokan-selokan atau tergenang ber=zama air
limbah yang lainnvya.

Selaput berae (pada bagian permukaan
butir padi pecah kulit) nmerupakan sumber

vitamin Bl (thiamin) vyang penting dalam




II1.4 Enzim

111.4.1

metabolisme tubuh disamping Jjuga dikenal
sebagal zat anti beri-beri, maka dimungkin-—
kanmn jenmnis limbah ind kava akan zat-zat
karbohidrat, protein, mineral dan witamin
dari beras yang tercuci dan masih dapat

dimanfaatkan.

Definisi Dan Pengertian Enzim (1,3)

Enzim adalah protein yang
diproduksi oleh sel hidup dan digunakan oleh
se] terszebut wuntuk mengkatalisis reaksi
kimia vang spesifik.

Enzim diklasifikasikan berdasarkan
peraturan Komisi Enzim Internasional atau
sistem IEC. Sistem tersebut membagi enzim
menjadi : Dksidoreduktase yvang mengkatalisis
reaksi oksidasi reduksi; Liase yang mangka-
talieis reaksi sddisi pada ikatan rangkap
atau kebalikan reaksi tergebut:; Transferase
yvang mengkatalisis pemindahan gQugus fung-
sionaly Ligase wyang mengkatalisis reaksi
pembentukan  1katan dengan pembebasan ATR;
Isomerase yan mengkatalicsis reaksi rasemi-
nasi dan Hidrolase yang mengkatalisis reaksi

hidrolisis.



I11.4%4.2

111.4.3

Enzim Pemecah Pati (amila=ze) (10,14,13)

Enzim-enzim yang mengakatalisis
reaksi hidrolisis pati terdapat banyak dalam
bahan alam, sekret pencernaan hewan dan
dalam sel hewan, tumbuhan dan mikroorga-—
nisme. Epzim-enzim ini dapat dibagi dalam
beberapa kelompok berdasarkan mekanisme
aksinva vaitu:

a. ag—amila=e, yang memecah pati sECara
acak dari tengah atau dari bagian
niéla]am ml;rF]a_='Ir|_11j karema itu dissbut en-
doamilase.

bh. B-amilase, yang menghidrolisis unit-unit
gulia ﬁari ujung molekul pati, karemna itu
disebut eksoamilase.

c. Glukoamilase, Yang dapat memisabkan

glukosa darl terminal gula .non-pereduksi

substrat pati.

Enzim a—amilase (5,14,18)

Enzim @a=-amilaze ( a=1,4 glukanhidro-
lazse atau EC 3.2.1.1 ) terdapat pada tanmnam-
an, Jjaringan mamalia dan mikroporganisme.

ag—amllase termaczuk enzim erxstraseluler vang

memecah moleku]l dari dalam (endoamilase).



Dari kapang, @—-amilase dapat diisolasi dari
Aspergillus niger dan Aspergillus oryzae.

Sifat g—amilase yang dihasilkan oleh
Aspergillus niger sama dengan yang dihasil-
kamn oleh Aspergillus oryrae. Tetapi beberapa
strain Aspergillus niger dapat menghasilkan
a=-amilase tahan asam yang stabil pada pH 2
dan kurang stabil pada subhu tinggi.

Cara kerja a—-amilase melalui 2
tahap, pertama degradasi amilosa menjadi
maltosa dan maltotriosa yvang terjadil secara
acak. Kedua, degradasi amilopektin akaT
menghasilikan glukosa, maltosa can beberapa
. Jenls limit dekstrin.

Aktivitas a-amilase ditentu=an
dengan mengukur hasil degradsasi pati,
biasanya penurunan kadar pati larut atzau
dari kadar deksirimnya SEfgan meEnggunatan
csubstrzt Jenuh. llilsngnya substrat dapat
drskur cengan pengurangan cesrajak pewaFnﬂﬁn
icdium terhadap substrat.

EnzZim 4Sg-amilase v¥ang ocErssal dari
krapang LEermasuk enzim labil terhadap © panas.
Enzim tersebut inaktif sebelum tercapai suhu

celatinisasi pati,



L I L i

Aspergillus niger mampu ménghaaifkan
a—-amilaze stabil asam dan a-amilase tidak
stabil asam bila tumbuh pada kondisi netral.

a=amilase mengandung paling sedikit
i gram-atnm Ca per molekul dan melekat erat
pada enzim. Adanya Ca menyebabkan enzim ini
disebut "calcium metal coenzim".

Tetapi atom Ca dapat dilepas dengan
pengkelat (EDTA) seperti yang terjadi pada
a-amilase tahan asam dan tidak tahan asam
dari Aspergillus niger vyang mengandung 1
atom Ca per molekul. Untuk mengatasi kehi-
langan Ca ditambahkan kembali atom Ca.

Atom Ca berfungsl menjaga melekul
enzim pada konformasi yvang optimum wuntuk
aktivitas dan stabilitas. Oleh karena 1tu
diperlukan Ca vang cukup &2gar enzim mempu-
nyai aktivitas maksimum. Pernambahan garam Ca
pada umumnya digunakan untuk mencegah dena-
turasi protein enzim karens panas, walaupun
pada kenyvatsannya Ca wvang ada di molekul
pati cukup wntuk menyeimbangkan Ca yang
lepas dari EnNZzim,

Berikut imi disajikan beberapa sifat

enzim g—amlilase :



Tabel 1V. Sifat-sifat Enzim a-amilase Yang

Diperoleh Dari kapang

Mikroorganisme pH Subhiu BM
A, niger 2,0=-58,0| &0 e
A. oryzae §,5-9,9| 40 |532.400

¥) Pazur J.H (194&5).
Tabel V. Komposisi Asam Amino Enzim a Ami-
lase Yang Diperoleh Dari Kapang

Aspergillus oryzae

Jenis Asam amino| Jumlah {(g/l00 g
protein)
Asam aspartat 15,91 ]
Threonin 8,38
Serin S, 048
Asam glutamat 8,09
Prolin g ,22
GBlimin | = 1=
Alanin | S TE
Valin 5,03
Metionin 2,14
Ieoleusin &, 50
Leusin 7 a8
Tirosin 10,88
Femilalanin A i
Histidin . 1,82
Lisin a., 77
Arginin L
Triptofan i W = |
Cvstin 2429

¥} Pagur J.H (176&3)
111.4.4 Faktor-Faktor Yang Mempengaruhi Produk-
i Enzim. (14,19).
Faktor-faktor penting umtuk produk-

ei metabolit primer, metabolit sekunder dan



enzim adalan induksi, pengaturan katabolit
dan pengaturan umpan balik.
a. Induksi
Induksi enzim adalah peningkatan
produksi enzim tertentu karema adanva
penambahan subtrat spesifik. Subtrat
yang ditambahkan disebut penginduksi.
Model induksi yang paling banyak diteri-
ma masyvarakat ilmiah adalah yvang dikemu-—
kakan oleh Jacob-Monod seperti pada

gambari .

DNA

I RR&
Palimerase

Represor [=

%) Jutono,dkk (19B86)

Gambar 1. Sistim Induksi Model gacnh-
HMonod

Jika Tidak Ada Induser.
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R (8] 5 DA

l % ~=3} ==3 ==3» —=>

RiA

% Polimeprase

Represor Transkripsi
m=EMNS

Indus;;ﬂ
;gﬁ’ TFEHEIHEl
L—¥ Enzim
Represor
InaktifT

¥) Jutono,dkk [(19B&)

Gambar 2. Sistim Induksi Model Jacob=
Monod _
Jika Ada Induser.

Mutasi dalam gen R dan gen O

dapat terjadi. Gen R dapat berubsh
menjadi tidak mampu berfungsi atau
membuat suatu protein represor yang

insktif. GSedangkan gen 0 dapat tidak
memiliki afinitas untuk protein represaor.
Mutasl vang demikian dimamakan komstitu-
tif, dan eniim yang terbemtuk disebut
enzim konstitutif.
b.Pengaturan Katabolit

Hila media yarg mengandung lebih
dari e=atu macam substrat, mikroorga-
nisme mampu memproduksi semua enzim yang
diserlukan untuk mencerna berbagai

cubstrat tersebut. Tetapi sel mikroorga-



nisme hanya akan memproduksi enzim vyang
diperlukan untuk mencerna substrat vyang
lebih sesuai atau disukai terlebih dalu,
yang biasanya adalah glukosa. Substrat
yvang lebih disukai disebut primer. Jika
substrat primer telah habis, mikroorga-
nisme akan mensintesa enzim vang diper-
Iukaﬁ untuk mencerna substrat sekunder.
Katabolit represi adalah feno-
mena tentang kemampuan suatu produk atau
zat antara dalam rangkaian reakesi ksta-
bolit wang dikatalis oleh enzim, untuk
merepresi pembentukan beberapa atau
sEEmMUa @nzim katabolit yang bersangkutan.
Satu tipe lain pengaturan kata-
bolit adalah penghambatan katabolit
vaitu katabolisme dari suatu sumber
karbon yang dapat dengan cepat digunakan
untuk menghambat aktivitas enzim terten-—
fu.
Fengaturan Umpan Balik
Terdapat dua pengaturan umpan
balik vaitu penghambatan umpan balik
{inhibition) dan sintesa represi umpan

balik (represon). Selain itu terdapat



fenomena lain vamg mampu menggerakkan
suatu rangkaian reaksi, kejadian ini di-
eebut aktivasi prekursor. FPenggambaran

aktivasl prekursor adalah sebagail berikut

Inkibisi Uapzn Balik

Substrat Hasil
Awal. emzim a enzin b ERIiN € Athir
A JB 3 D
*

Aetabelit intersediet

% Rktivesid Frekursor

¥) Jutono,dkk (15B&)
Gamhar 3. Aktivasi Prekursor
Aktivitas enzim di dalam ==l
diatur sesual dengan kebutubBban. Jika
hasil dari suatu rangkaian re2aksi enzim
mulai menompuk di dalam sel. Maka kerja
enzim pertama yang terlibst dalam sinte-
ca tersebut dihamnat. Lergan uémikian
hasil dari rangkaian reaksi dihentikan
untuk =ementara. Fenomena ini disebut
penghambatan umpan, balik,

Berbeda dengan_inhinisi kompeti-



tif, dalam penghambatan umpan balik,
inhibitor adalah produk akhir yang harus
cama dengan substrat baik struktur
maupun bentuknya. Enzim yang dihambat
melalui penghambatan wumpan balik ini
mempunyali dua sisi fungsional. Satu sisi
akan berikatan dengan inhibitor dan satu
Eisi berikatan dengan substrat. Terisi-
nya sisi yang berikatan dengan inhibitor
menyebabkan perubahan bentuk molekul
enzim, sehingga mengganggﬁ aktivitas
gisi yvang berikatan dengan substrat.
Represl umpan balik lebih menun-=
jukhan. kepada pencegahan pembentukan
enzim. Represi biasanva terjadi karena
adanya suatu turunan produk sasaran pada
jalur konversi tersebut.
Sistim represi umpan balik adalah seba-

gali berikut.



]H EIMLEDNA
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Rporepresor

]

Korepresor

Hepresor

) Jutpnﬂ.dhk [198&)

Gambar 4. Sistim HRepresi Umpan Balik
Model Jacob — Monod

Jika Ada Eorepresor

R F‘D 5 |(Dna

z RNA . Transk-
% Polimerase ripsi
Jﬁﬁ%gg ¥

Trar i
Aporepresor nslasi

—s B2 Zim

¥) Jutono,dkk (1584).

Gambar 5. Sistim Represi Umpan Balik
Model Jacob = Monod

Jika Tidak Ada Korepresor

Enzim vyang mengalami represi

umpan balik wvang memiliki gen R Wang



menghasilkan protein represor (Aporepre-=
SOF) . Aporepresor bersifat imaktif,
tetiﬁi dapat diaktifkanmn dengan sebuah
korepresor vang merupakan hasil akhir
Jalur bipsintesa.

Protein represor yang teraktivasi
kemudian berinteraksi dengan gen 0 dan
mencegah transkripsi gen 5 kepada m-RNA.
sehingga enzim tidak terbentuk.

Bila korepresor tidak ada, maka
aporepresor tetap inaktif. Sehingga
tidak berinteraksi dengan gen DO, dan
transkripsi gen S kepada m-RNA terjadi.
Enzim=-enzim degradatif uwumumnva diatur
oleh proses induksi dan pengaturan kata-
bolit. Sedangkan enzim biosintesa vyang
menyebabkan senyawa antara metabolit
menjadi senvawa kompleks, umqmnfa diatur
oleh pengaturan umpan balik. Fotensi
induksi dan penghambatan katabolit pada
sebuah =el menjaﬁin bahwa enzim indusibel
hanya diproduksi bila substrat terse-
dia. Pengaturan umpan balik terjadi untuk
mengatur kecepatan produksi akhir terha-

dap kecepatan sintesa makromolekul.



I111.4.5 Pengukuran Kuantitatif Aktivitas Enzim (1)
Jumlah enzim yang sangat sedikit
dalam sel menimbulkan masalah dalam
" penetapan  jumlah enzim dalam Ekatéah
jaringan atau cairan, sangat berbeda dari
penetapan konsentrasi zat-zat organik
atau anorganik yang jumlahnya lebih bany-
ak. Untunglah aktivitas katalitik enzim
menciptakan cara yang sensitif dan spesi-
ik untuk pengukurannya. Untuk mengukur
jumlah enzim dalam ekstrak jaringan atau
cairan biologik lainnya, kecepatan reaksi
yang dikatalisis oleh enzim dalam cairan
diukur. Dalam keadaan yang layak, kecepa—
tan vang ‘diukur sesuai dengan Jjumlah
enzim vyang ada. Bila mungkin, kecepatan
ini dibandingkan dengan kecepatan katali-
eiz pleh enzim yvang sangat murni dalam
jumlah yang diketahui.
Bila pengukuran keduanya dilakukan pada
keadaan yang benar-benar dapat dibanding-
kan damn dimana konsentrasi enzim merupa-
kan "rate limiting" (konsentrasi substrat
tinggi dan konsentrasi produk rendah, dan

pH serta suhu yang sesuai), maka enzim



k)
{

dalam ekstrak dapat diukur. Akan tetapi,
tidak mudah menentukan Jumlah molekul
atau massa enzim yang ada. 0Oleh karena
itu hasilnya dinyatakan dalam enzim unit.
Jumlah relatif enzim pada berbagai ek-
cstrak kemudian dapat dibandingkan enzim
unit paling baik dinvatakan dalam milimol
tmrnn!;ll:r'3 mol), mikromol (pmel 1078
mol), nanomol (nmol ; 107 mol), atau
pikomel (pmol ; 10732 mol) substrat yang
bereaksi atau produk yang dihasilkan per
menit. Enzim wnit Internasional yang
csesuai adalah, mU, uwu, nU dan pU.

[11.4.&4 Faktor-Faktor Yang Mempengaruhi Aktivitas
Enzim (1,1%] .-
a. Konsentrasi Enzim.

Pada banyak keadaan, adalah
berguna untuk mengetahui tidak hanys
apakah enzim tertentu saja, tetapi
juga berapa banyak enzim itu, .Pada
keadaan yang sesuai, kecepatan reaksi
yang dikatalis oleh enzim berbanding
lurus dengan konsentrasi enzim.

Pengaruh konsentrasi Bnzim

terhadap laju suatu reaksi  yang



dikatalis oleh enzaim pada LMUMN Y a
terlihat =seperti wyang gitunjukkan

dalam gambar di bawah ini.

[Enzim] 3

¥) Martin.DW,dkk (1584}
Gambar &. Pengaruh Konsentrasi Enzim

Terhadap Laju Reaksi.

Konsentrasi Substrat

rada Lomsentras’l

1]

uasirat vang
amat rendah, kecepatan reakesipun amat
rerdah, ftetapi P;:Epatan 10l akan me-
ringrat dengan menirgksatiys konzerniras
i substral.

FEengaruh kejenu-s— 1nl diper-
linatkan oleb hampir ser.z2 a2mzim, Hal
inilah yvang membawa Vicizr *prri pada

tahun 1903, vepada kezisgulan, babwa

enzim bergabumg dengsn molekul subs-

W



trat, uwuntuk membentuk suatu kompleks
enzim substrat sebagai tahap vang
harus dilalui dalam katalisis enzim.
Pemikiran ini diperluas menjadi .guatu
teori umum kerja enzim, terutama oleh
Leonor Michaelis dan Maud Menten pada
tahun 1913. Mereka mengemukakan bahwa
enzim E pertama—-tama bergabung dengan
substrat S dalam reaksi dapat balik,
memebentuk kompleks enzim-substrat ES.

Raeaksi ini berlangsung relatif cepat.

E + 5 = ES

Komplekse ES lalu terurai dalam reaksi
dapat balik kedua, yang lenih lambat,
menghasilkan enzim bebas E damn produk

reaksi P

ES > E + P
Fada setiap =sasat didalam reaksi - enzi-
matik, enzim terdapat dalam dua
bentuk; bentuk bebas atau tak terikat
dan bentuk yang sudah terikat ES.
Kecepatan reaksi katglitik ini Jelas
menjadi maksimum Jjika semua enzim
terdapat ﬁeb#gai kompleks ES - dan

konsentrasi enzim B menjadi sangat



kecil. Keadaan ini akan tercapal peda
konsentrasi substrat tinggi, karena
menurut hukum aksi massa, kegetimhang—
an reaksi pertama akan digeser ke ka-
nan jika konsentrasi S ditingkatkan.

E + § ———=== ES
Jika § ditingkatkan sampai batas ke
batas yang cukup tinggi, dapat dikata-
kan semua enzim bebas E tentulah akan
berubah menjdai bentuk ES. Pada reaksi
yvang kedua dalam siklus katalitik ini,
kompleks ES terus menerus terurai
dengan cepat menghasilkan produk P dan
Enzim bebas E. Tetapi, jika konsentra—
ei 5§ cukup tinggi, enzim bebas E
segera akan berikatan dengan molekul 5
vang lain. Pads keadaan ini, tercapai
suatu keadaan seimbang, dengan enzim
yang senantiasa jenuh dengan subtrat-
nya dan tercapai ke:epqt;n makeimumrya
(14).

Fengaruh konsentrasi substrat
terhadap kecepatan reaksi yang dika-

talis oleh enzim pada umumnya terlihat



seperti yang ditunjukkan dalam gambar

Vmay P-—————mmmm e e e

Em [8]

A o e e o o am s = =

¥} Martin.DW, dkk (1984).

Gambar 7. Pengaruh Konsentrasi Suyp-

strat Terhadap Laju Reaksi,

¢ pH

Fada umuraya erzis sersifat am—
tolitiy, yang berarti erzim mempunyai
“erzianta clsosisasl cafas  Qugus  asam
g=n Qugus basanya.

Diperkirakan pérucar-an keoaktifan
enzim &ribat perubstan °¥  lirgkungan
di:spbalblkan lerjadinva percLtakan icni-
sasl enzim, ﬁubatraé, stau kompleks

enzim substrat,

W



Suatu enzim tertentu mempunyai
kisaran pH optimum yang sangat sempit.
Di sekitar pH optimum enzim mempunyai
stabilitas yang tinggi. Enzim vyang
sama  sering pH optimumnya berbeda
tergantung asal enzim tersebut.

Suhu

FPada umumnya semakin tinggi subu
semakin naik laju reaksi kimia, baik
yang tidak dikatalis maupun yano dika-—
talis oleh enzim. Tetapi perlu diingat
bahwa enzim adalah protein, jadi se-
makin tinggi suhu proses inaktivasi
enzim juga meningkat. Keduanya mempe—
ngaruhi laju reaksi enzimatik =eecara

kessluruhan.



BAB IV
ALAT, BAHAN DAN METODE PENELITIAN
Alat-Alat Yang Digunakan
1. Gegep besi
2. Fermentor modifikasi vyang dilengkapi aerator

dan pengaduk magnetik

3. Oven { MEMMERT )
4. Timbangan analitik ‘t SARTORIUS )
5. Tabung reaksi PYREX )

4. Erlenmeyer PYREX )

7. Batang pengaduk

8. Sendok tanduk

?. Gelas ukur -P?HEI )
10.  Jarum Inokulasi

11. Inkubator MEMMERT 3
1Z2. Kapas

13, Alumumnium foil

14. Kertas pH MERCK )
15. Lampu spiritus

1&. Laminar air flow EACI )

17. Dtoklaf FORTABLE )
18. Mikroskop NMIKON )
19, Ruang penghitung BURKER )
20. Fipet

Z21. Shaker BURREL )



2Z2. Water bath { BUCHLER 1}
2%, Lemari es (kulkas) [ HITACHI )
29 . Bunsen

25. Belas piala

24. Corang piala { PYREX )
27. Corong saring { PYREX )
28. Kertas saring [ WHATHAN )

£%9. Botol wvolumetrik (labu ukur) { PYREX )

30. Spektrofotometer (Spectronic 21) (Milton & Roy)
Bahan-Bahan Yang Digunakan

1. Potato Dextraose Agar (FPDA)

2. Beras tipe IRRI

5. NaCl 0,9 %

4., Aspergillus oryzae

S, Matrium karbonat tNaECDE} [ MERCK )}
6. NMatrium bikarbonat (NaHCOx) { MERCK )
7. Kalium iodida { KI ) { KIMIA FARMA )}
B. lodium ( MERCK )
P InE-f.'lq. 7H-0 { MERCK )
10. FeSO, 7H-0 [ MERCK )
11. CuS04 3SH-S0 ( MERCK )}

12. HC1l pekat

13. NaOH

14, Na.sitrat

15. Asam sitrat

14, Gluko=sa [ MERCE )

17. Pati terlarut [ MERCK 1}
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IV.35 HMetode Penelitian

I¥.3.1

IVv.3.2

IVv.3.3

Fengambilan Bahan Penelitian

Bahan pernelitian yang berupa beras
diambil dari Desa Romanglasa Kecamatan
Bontonompo Kabupaten Gowa. Tipe beras yang
diambil adalah tipe IRRI.
Sumber Mikroorganisme

Kapang Aspergillus oryrae Yang
digunakan dalam penelitian ini berasal dari
koleksi Mikrobiologi Farmasi, Laboratorium
Farmasetika Jurusan Farmasi, Fakultas Mate-—
matika dan llmu Pengetahuan Alam, Universi-
tas Hasanuddin. Biakan dipelihara pada media
agar miring PDA.
Sterilisasi Alat dan Bahan

Alat yang akan digunakan sshelumnya
dicuci dengan detergen, kemudlian dikering-
kar . alat wvang terbuat dari bahan kaca
disterilkan dalam oven pada suhu 170%c
e@lama Z jam, sedangkan alat yang terbuat
dari platina (jarum inokulasi ) disterilkan
mengg;nakan api langsung hingga memijar.
Media vang digunakan berupa media FDA dan
media produksi disterilkan dalam autoklaf
pada subu 121°C selama 15 menit pada tekanan

2 atm.
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IV.3.4 Pembuatan Medium PDA dan Penyiapan Biakan
Mikroba
1V.3.4.1 Pembuatan Medium FPDA
Bahan=bahan yang seperti
vang disebutkan dalam lampiran,
dilarutkan dalam air suling ke—
mudian dipanaskan hingga mendidih.
‘Getelah didinginkan hingga subu 45°C
pHnya diukur. Media tersebut dima-
sukkan dalam tabung reaksi masing-
masing 7 ml, lalu disterilkan dalam
autoklaf pada EuhuliElaﬂ, tekanan 2
.atm s=selama 15 menit. MMedia dalam
tabung reaksi yang telah disterilkan
tersebut diletakkan pada posisi
miring dan dibiarkan hingga membeku.
iIV.3.4.2 Penyiapan Biakan Mikroba (20])

. Dengan menggunakan Jjarum ino—
kulasi steril, sejumlah biakan murni
mikroba diimokulasikan. pada media
agar mifing PDA lalu diinkubasikan
pada suhu 3I7°C selama 7 X 24 jam.

IV.3.5 Produksi Enzim
1V.3.5.1 Pembuatan Media Produksi (10)

Media produksi yang bDErupa



5

air cucian beras dibuat dengan
mengocok 1 Kg beras dalam 1 liter
air suling selama 5 menit, ditambah-
kan sejumlah mineral seperti vyang
disebutkan pada lampiran C lalu
diukur pHaya 4,0 kemudian wvolumenya
ditepatkan hingga llliter.
IV.3.5.2 Penyiapan Suspensi Spora (2)

Suspensi sSpora disiapkan
dengan memasukkan larutan garam
fisiologis NaCl ©,9 % steril ke
dalam media agar miring dan permu-
kaan agar vyang ditumbuhi spora
digosok perlahan dengsn jarum incku-
lasi steril. Jumlahk spora dihitung
dengan menggunakan kamar hitung.

IV.3.5.3 Fermentasi (2,10])

Suspensi spora yang didapat-
kan sejumlah 3 X 10° sel/ml diino-
kulasikan pads media produksi dan
niinkunaeikén pada =suhu I0°C selama
2 % 24 jam =sambil diaduk dengan

menggunakan pengaduk magnetik (stirer)



IV.3.5.4 Uji JTodine (8)

Dilakukan dengan penambahan
4 ml medium hasil fermentasi ditam-
bahkan 1 tetes larutan Kl/lodine.

IV.3.5.9 Isolasi Enzim (2)

Enzim yang terbentuk diiso-
lasi dengan cara menyaring hasil
fermentasi menggunakan kapas.

Iv.3.56 Fenﬁujian Aktivitas Enzim
IV.3.&6.1 Pembuatan Dapar Sitrat (21)

Dapar sitrat terdiri dari
Larutan A : 0,1 M larutan asam
gitrat 21,01 gram dalam 1000
mlijy.Larutan B : 0,1 M Jlarutan Ma
gsitrat (29,41 gram dalam 1000
ml).Untuk, memperoleh pH yvang diin-
ginkan, sejumlah tertentu larutan A
dan B dicampurkan lalu diencerkan
hingga 100 ml;

TABEL VI. KOMPOSISI ASAM SITRAT DAN
Na.SITRAT PADA PEMBUATAN

DAPAR SITRAT BERBAGAI pH

pH A (ml) B: {ml)
3,0 44,5 . -
3.5 38,5 11.5
4,0 —a, 0 17,0
4.5 23,25 26,75
5.0 20,5 29,5
5,5 14,85 35,15
&,0 9,5 41,5

*) Sudarmadji, dkk (1984)



IV.3.4.2 Penetapan panjang gelombang maksimum

IV.5.6.3

Dibuat larutan glukosa
dengan konsentrasi 1 mg/ml dalam 5
ml aquadest lalu ditambahkan 1 ml
"Glucose Test". Dengan menggunakan
panjang gelombang yang berbeda-beda,
ditentukan serapan dari larutan
tersebut. Lalu dibuat grafik hubun=
gan antara panjang gelombang (absis)
dan | serapan turdinﬂtal Panjang
aelombang vang menghasilkan serapan
tertinggi merupakan panjang gelom-
bang maksimum.
Pembuatan Kurwva Baku Kadar Glukosa
Terhadap Serapan [(Z22)

Dilakukan : menurut metode
Nelson Somogyi, sebanyak 50,0 mg
glukosa dimasukkan ke labu takar
50,0 ml kemudian ditambahkan air
ringga tanda. Dari larutan ini dipipet
10 ml lalu dimasukkan ke dalam labu
takar 25,0 ml dan diencerkan dengan
air sampai tanda. Dari larutan ini

dipipet lagi 10 ml lalu diencerkan



IV.3.6.4

lagi hingga 2% ml. Pengerjaan ini
diulangi lagi hingga diperoleh
berbagai variasi konsentrasi. Masing-
masing dipipet 35,0 ml .dimaauhkan
dalam tabung reaksi kemudian ditam-
bankan 1,0 ml pereaksi "Glucose
Test” dan campuran diinkubasikan
eelama 20 menit pada suhu 309C,
Penambahan pada masing-masing tabung
dilah;kan dengan selang waktu 30
detik. Reaksi enzim dihentikan dengan
menempatkan tabung dalam air mendi-
dih selama 10 menit 1lalu dikocok
hingga homogen dan didinginkan hingga
mencapai subu ruangsn. Setelah dingin
diukur serapannya masing-masing pada
panjang gelombang maksimum lalu
dibuat kurva standar hﬁbungan antara
kaonsentrasl glukosa dan Serapana.
Uji Aktivitas Enzim (21,22)-
Sebanyak 1 ml filtrat enzim,
dimasukkan dalam tabung yang berisi
S ml larutan 2 X pati terlarut dalam

dapar sitrat dengan berbagai variasi



IV.3.7

pH, campuran diinkubasi dalam penan-
gas air pada subhu &0 OC selama 1 me-
nit lalu dikecok. Reaksi dihentikan
dengan memasukkan tabung dalam air
mendidih setelah didinginkan campu-—
ran diencerkan hingga 300 kali lalu
dipipet sebanyak 5 ml dan'lditamhah-
kan i,D ml pereaksi "Glucose Test"
Campuran diinkubasikan selama 20
menit pada suhu 30 9C. Reaksi enzim
dihentikan dengan menempatkan tabung
dalam air mendidih selama 2=10
menit,lalu diukur serapannya pada
panjang gelombang maksimum (2330nm) .
Pengukuran dilakukan 3 kali.
Pengolahan Data
D;ta. yvang dipercleh dari hasil
pengukuran rezapan menggunakan =pektrofotom-
eter wisibel pada panjang gelombang 330 nm
dimasukkan dalam persamaan regresi vang
diperoleh dari kurva baku. Selanjutnva data
tersebut diolah berdasarkan uji statistik
model rancangan a&scak lengkap dan grafik.

FPersamaan regresi : y = 0,3B88 X + 00,0468



IV.1

IVv.2

BAB V

HASIL DAN FPEMBAHASAN

Hasil Penelitian

Data pengamatan aktivitas enzim disajikan
pada tabel X halaman 55, hasil uji ITodine pada tabel
IX halaman 55 dan sidik ragamnya pada lampiran A
halaman 39.

Tabel X memperlihatkan aktivitas maksimal
pada pH 4,5 dengan aktivitas sebesar 2,7BB2Z mmol/ml
menit.

Penentuan pH optimum secara grafik dapat

dilihat pada lampiran B halaman &1.

Fembahasan
" Aspergillus oryzaeyang diinokulasikan pada
medium PDA diimkubasikan selama sepuluh hari, se-

dangkan Tfermentasi Aspergillus oryzsae pada media
produksi air cucian beras dilakukan selama tiga
harai.

Perubahan=perubahan yvang terjadi selama masa
inkubasi menunjukkan bahwa pada awal inkubasi belum
terlinat pertumbuban, tetdapi pada hari ketiga inku-
basi terlihat pertumbuhan yang pesat. Pertumbuhan
ini ditentukan dengan hilangnya miselium yang digan-
ti dengan spora berwarna hijau vang semakin lebat.

Hal ini diduga bahwa kapang tersebut menasuki fase

£



pertumbahan logaritmik.

Setelah hari keenam sampai hari ketujuh
pertumbubhan isolat kapang Aspergillus oryrae tidak
nyata. Hal ini diduga karena kapang tersebut mulai
memasukl pertumbuban statis.

Alr cucian beras (leri)., vang merupakan
selaput beras yang terbawa pada saat pencucian cukup
banyak mengandung karbohidrat {(pati) wang merupakan
sumber karbon, vitamin—-witamin terutama vitamin B1
yang merupakan kofaktor bagi mikroorgsnisme, protein
yang merupakan sumber nitrogen dan dengan tambahan
mineral-mineral, sehingga dapat digunakan sebagal
sebagal media produksi enzim @-amilase bagi mikro=-
organlsme.

Aktivitas enzim dipengar-rubhl oleh beberapa
faktor yvaitu konsentrasi enzim, konsentrssi subtrat,
pH dan suhu. Menurut Winarno [1?E&i,pengaruh oH
terhadap aktivitas enzim terutama Idlsehabk&n oleh
perubahan ionisasi #nzim pada gugus l1oniknya pada
sisi aktif atau sisi lain yang secara tidak langsung
mempengaruhi sisi aktif. Selain itu juga dipengaruhi
oleh faktor-faktor seperti denaturasi protein pada
pH yvang terlalu tingoi atau terlalu rendah.

Pada penelitian ini digunakan aoH medium

produksi 4,0 dengan Subu fermentasi 30O karena
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berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Djide,N
(1784) bahwa enzim a-amilase yang diisolasi dari
Aapang Aspergillus oryrae mempunyai aktivitas maksi-
mum pada pH awal medium 4,0 dengan suhu fermentasi
30°C.

Dari hasil wji Jlodine, pada pengamatan
SXZ24 jam, terlibat bahwa medium fermentasi setelah
penambahan 1 tetes larutan lodine tidak menampakkan
perubahan warna ( warna kuning ). Hal ini menandakan

bahwa pati vang terkandung dalam media fermentasi

telah habis. Karena pati yang merupakan substrat
bagi mikroorganismeé telah habis, maka fermentasi
harus dihentikan, sehingga waktu fermentasi vang

digunakan selama 3 hari.

FPada umumnya enzim ekstraseluler dihasilkan
paling banyak pada pH pertumbuhan vang mendekati
nilai pH untuk aktivitas maksimumnya meskipun terda-
pat berbagai perkecualian. Dalam penelitian ini
ternyata pH optimum aktiwvatas enzim a-amilase yang
diperoleh mendekati nilai pH medium produksi, EE=-
ningga enzim g—amilase dapat dimasukkan dalam kelom-
pok enzim yang pembentukan maksimumnya pada pH
medium yang berbeda dengan pH maksimumnya zsktivitas-
nya meskipun nilainya tidaklah terlalu jauh.

Daftar sidik ragam pada tabel 1X memperli-



natkan F. Hitung > F. Tabel baik pada tarat 0,05
MaLd Pun padal taraf 0,01. Hal ini berarti bahwa pH
sangat berpengaruh terhadap aktifitas enzim &-ami-
lase vang diperoleh dan terdapat sekurang-kurangnya
sepasang perlakuan yvang berbeda nyvata.

Herdasarkan hasil analisis statistik dengan
uji BNT, ternyata antara tiap tingkatan pHperlakuan
terdapat perbedaan aktivitas yang sangat nyata pada
tarat 0,01,

Pada lampiran B memperlihatkan puncak pada
peélakuan pH 4,3. Hal ini menunjukkan bahwa pada pH
4,9 aktivitas enzim maksimal vaitu dengan angka
2,782 mmol/ml menit yvang sesuai dengan pendapat
vang dikemukakan oleh Pazur J.H (1943) bahwa akti-
vitas optimum enzim a-amilﬁse yang diperoleh dari
Aspergililus oryrae pada pH 4,5-3,%9.

Enzim a-amilase yang dipergoleh dalam peneli-
tian ini masih dalam bentuk yang kasar (crude erzim)
yang masih perlu pemurnian lebih lanjut sehingga

aktivitas vang dihesilkannya tidaklah terlalu tinmggi.



VIi.1l

BAB V1

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan.

Pari hasil penelitian ini dapat diambil

kesimpulan sebagai berikut :

= Air cucian beras (leri) dapat dimanfaatkan seha=-

gai media produksi enzim g-amilase oleh kapang
Aspergillus oryzae.

pPH sangat berpengaruh terhadap aktivitas enzim a-
amilase vang diperoleh dari hasil fermentasi
kapang Aspergillus oryzae pada air cucian beras.
Aktivitas enzim g-amilase yang dihasilkan oleh
kapang Aspergillus oryzae optimum pada pH 4,0 -

==

VI.Z2 Saran=-Saran

Perlu dilakukan usaha pemurnian enzim vyang

dipercleh agar aktivitas enzim yang diperoleh dapat

menjadi lebih tinggi.

4a
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Tabel VII. Serapan Larutan Glukosa Dengan Konsentrasi 1

mg/ml Setelah Penambahan Larutan "Glucose Test

Pada Berbagai Panjang Gelombang

PANJANG GELOMBANG SERAFAN
526 0, 380
528 0, 406
530 0,436
932 0,418
534 0, 408
936 0, 401
538 0, 367

Gambar 8. Grafik hubungan antara panjang gelombang dan

serapan larutan glukosa dengan konsentrasi

1 mg/ml
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Tabel VIII. Serapan Larutan Glukosa Dengan Berbagai
Konsentrasi Setelah Penambahan "Glucose

Test" Pada Panjang Gelombang 530 nm.

I

E KONSENTRASI (mg/ml) i SERAPAN ;

L i [

i 0, 0256 ; 0, 091 ;

| 0.064 | 0,085 |

| 0,16 | 0,102 |

| 0,40 | 0,198 |

| 1 | 0, 436 |

i i A |
M
0,5 +

0,4 } |

|

|

0,3 | |

|

|

%41 |

|

|

0,1 ¢+ |

|

|

O Y el BSECs PR Smotor UNeE loton MRS Eemoy
0,2 0, 4 0,6 Q, 8 1,0

F‘Erﬁamaan RE‘ET’EEi : ? = ﬂ_u 3553 .:{ + r.-:l; D'q.EB

Gambar 9. Kurva Baku Hubungan Antara Konsentrasi (X) dan

Sarapan Larutan Qluknsa {(Y)
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Tabel IX. Hasil Uji lodine Terhadap Medium Fermentasi

WaKTU FERFENTAS] WII 10DIME FPERTLBLHAN
Q Jam Biru tua -
1 % 24 jam Lngu -+
2 ¥ 24 jam Meral Kecoklatan + +
=k 24 jam Kuning -+

Keterangan:

belum ada pertumbuhean
pertumbuban kurang baik
pertumbuhan cukup baik
pertumbuhan baik

+
++
o

Tabel X¥. Aktivitas Enzim a-amilase Pada Berbagai Variasi pH

SERAPAN |~ JPLAH BLUKSR YR BITIVITES ENTIN RATA-RATA
p TEREENTLY, {esal/el eenit) ALTIVITRS
{eg/al) (ool feenit)

3,0 [0,81[0,1840,180] 172, 6219] 176,408 17,5357 | 0,2520]0,9etlo, 51 | 0,963
3,5 |0,239(0, 24300, 240] 247,21991252, 3641 [0, 5056 | 1,373411,8000(1,3804 | 1,385
4,0 |0,417|0,412[0,413| 476, 1570{483, 7261 {471, 0123) 2,B4532,609612,6167 | 2,633
§,5 |0,438]0,45500,475] 50,1684 1503, 1664 1899, 3078] 2,775 2,792,778 | 2,72
5,0 |0,420(0,424]0,420| 45130061455, 1601 [430,0058| 2,668312,655012,6688 | 2,6748
5,5 [0,396(0,405(0,405] 451,7458|456, 1508440, 7230] 2,50%812, 3453 2,559 | 2,532
b0 |0,307|0,301 {0,308 ¥o,8767 309, 8234 |52, loes | 1,B93{1,8279)1,0450 | 1,841

¥ Jumlah glukosa yvang terbentuk =

Jumlah glukosa hasil perhitungan
¥ 200 (faktor psngenceran)

dari persamaan regresi

jumlah glukosa yang terbantuk
180 (BM glukosa)

¥% Milimol glukosa =

%% Aktivitas enzim = mmol glukosa yang terbentuk tiap
penambahan 1 ml enzim per menit

{ mmol/m]l menit )



ETATIHRTIK UJSTT RARMNCANGAN ACAMN LIENGHAI

PERLEKUAN
REPLIK&ST 1 2 B R K
1 By B o I T 5,
: 1. -2 3.2 LRREEL e
5 4.3 f2.2 3.3 A EE A
i Brm f2.n Ay.n State bl . A
TOTAL "1k, "‘:-:ll.2 . “"1 SRR “IAH Pea !1I
RETER-RETH P B, Ay sarsseaan & J
- K
: ("za)e
Faktor Koreksi (FK) = ————j—
n x Kk
n = banyak replikasi
k = banyak perlakuan
NEA1S4NIARC4NTAZ%: . | 4nZAK?
JK PERLAKUAN = — 8% - FK
mn
ﬂ‘
JK TOTAL = (A1.1)2+(A1.2)38+(A1.3)2+...... 4 (AW, NJE = FE
TADKEI AMNDWVA
SumBer Kesagaman DB JK KT FH FT
o.c5 | 0,01
Perlakuan R=1 JEP JEP/DAP KTP/KTS
515K - [nxk]=k JEE JKS/DES
TOTAL [rxk)-k JET
DE = Derajat bebas JKS = JKT = JKP
KT = Kuadrat tengah
FH = F, Hitung .
FT = tabel F pada DB si15a

Kesimpulan b
jika FH » FT, #aka signifikan(berbeda nyata)

FH ¢ FT, Maka non signifikan (tidak berbeda nyata):
* : Berbeda nyata pada taraf 0,05
»¥ : Berbeda nyata pada taraf 0,05 & 0,01
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GAMBAR 10. MEDIUM AIR CUCIAN BERAS SEBELUM INOKULASI



GAMBAR 12. MEDIUM AIR CUCIAN BERAS SETELAH FERMENTASI
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GAMBAR 13. CRUDE ENZIM YANG DIDAPATEAN

GAMBAR 14. ALAT SPEKTROFOTOMETER



LAMPIRAN A

PERHITUNGAN STATISTIK PENGARUH pH TERHADAP AKTIVITAS

ENIIM DENGAN UJI RANCANGAN ACAK LENGKAP

VARIASI pH
REPLIKASI | 3,0 3,5 4,0 1,5 5,0 5,5 5,0
1 0,595%0 1,3TH 2,643 27,7954 2,0683 | 2,509 1,8593
0,9804 | 14020 | 2,809 | 2,795 | 2,69353 | 2,545 | 18879
1 0,9519 | 1,3808 | 2,6167 | 2,739 | 2,688 | 2,598 | 18450
TR 2,893 | 4,150 | 7,6716 | 8,367 | g,0304 | 7,6145 | 5,5922 | 44,5207
maTA-RATR | 0,9638 | 1,3833 | 2,6239 | 2,782 | 2,678 | 2,532 | 1,8841
44,5207)2
FK = & ke : = 94,3854
21
JK PERLAKUAN =
2 BF1T0G , 15607+7 , §716°+8, T64724+8, 030M°47 61 45245, 5700 o

= 7,382

Jr TOTAL = O,F590540,9804740, 9515+, . ... .+1,B450° = 94,3954

>

= 99,3849
TABEL SIDIK RAGAM (ANOVA)

.LHE

Supber Leregagan H ak FE FH FT
B,05 | 0,01

Perlakuan b 9,382 1,537 | 453,889t | 5,80 [14,02
G 14 0, 0047 3,382107"
TOTHL 20 9, 3859

Kesimpulan :

Signifikan pada p. = £ 0,01

kuan yang berbeda nyata.

28

terdaﬁat sekurang-kurangnya sepasang perla-
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UJI ANTAR PERLAKUAN SECARA BEDA NYATA TERKECIL (BNT)

z
BNT = JFKTS {;J
KTS = Kuadrat tengah sisa
n = pengulangan

KTS = 3,36 x 1079

tﬂ,DE' 20 - 11?2

to,011 20 = 2,53
ENTG,GE = 1,72 IE,E&:lG_q {_gl ------ > ENTD,DS = 0,0257
ENT = 2,53 I3,36x107% | 23 ------ >  BNT = 0,0379
0,01 ! . _3 0,01 - ’
TABEL BNT
BED4 BiT PESEAKLEN
PERLAEN | RATA-RATA
PEFLAIGN | 0,08 0.01 0,05 0,01

3,0 3 3,5 04215 0,0257 0,379 i  §

3,00 4,0 | 1,680 ! 1

30345 | 1828 1 !

3,0 350 | 1,713 t "

L0355 | 1,57 t i

3080 | 0,508 t t

35040 | 1,47 t t

33 ¥ 4,3 1,402% H t

39050 | 1,m15 1 t

3,50055 | 1,159 i 1

3.5 M &0 0,478 1] 1

L0345 | 0,143 ! 1

L0550 | 0,058 1 t

4,03 5,5 | 0,009 t 1

L0380 | 0,758 1 1

4.5 ¥ 5,0 01114 i H

45X35 | o, t t

45360 | o521 t 1

3,0 X 3,5 0,138 t H

50 6,0 | 0,817 1 t

5,5 X 6,0 | 0,801 1 g

Keterangan : %% Signifikan (Berbeda sangat nyata pada'p < 0,01)
Signifikan jika beda raia-rata perlakuan lebih besar dari BNT.



LAMPIRAN B
GRAFIE HUBUNGAN ANTARA pH DAN AKTIVITAS ENIIM a-AMILASE

L
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LAMPIRAN C
KOMPOSISI MEDIA DAN PEREAKSI YANG DIGUNAKAN

Komposisi Media FPotato Dextrose Agar :

- Kentang 200 g
- Dextrose 20 g
- Agar 13 9
- Air Suling ad 1000 ml

pH 5,6 = 0,1

Komposisi Media Produksi

- KND+ 0,2 %

- Air Cucian Beras &d 1000 @l

oM 4,0

Komposisi Larutam NaCl Fisiolegis 0,9 % (20}
- Bodium Klorida ? g

- Air suling ad 1000 ml

Komposisi Larutan IFKI :
= kKalium lodida 2.g
- lodine 19

- Air suling ad 1000 ml

&1



LAMPIRAN D
SKEMA PENGERJAAN

FPembuatan Media Sterili=sasi Alat
Dan Bahan

7[ Pernyiapan Biakan Mikroba -|(—‘

Inkubasi selama 7 hari T 30°C
Dimasukkan larutan NaCl fisiologis
0,7 % steril lalu permukaan  agar
digosok perlaha dengan jarum ino—
kulasi steril.

o
Suspensi Spora
Ferhitungan Sebanvak 10 ml suepensi spora
Jumlah Spora diinokulasikan pada media produksi
A5 ;

Fermentasi

Selama 2X24 jam lalu disaring
menggunakan kapas steril.

Crude Enzim

FPembuatan Dapar
sitrat

Pengujian Aktivitas Enzim




SKEMA PENGUJIAN AKTIVITAS ENIIM

1 ml Filtrat Enzim

5 ml Larutan Pati 2 %

. Inkubasi Pada subu S0°C
Selama 1L menit

Ditempatkan Pada air

Mendidih Sslama 5 Menit

200 kali

pereaksi

Dinginkan dan Encerkan hingga

Pipet 5 ml dan Tambahkan 1 ml

glukosa tes

selama 10 menit

Inkubasi pada suhu &0°C

Ditempatkan dalam Air

Mendidih

selama 3 Menit

Pada 330 nm

Dihitung absorbansinya

&3




