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								    				    PRODUKSI ENZIM GLUKOAMILASE DARI PATI SAGU



I.



1.1.



PENDAHULUAN



Latar Belakang



Enzim merupakan molekul protein bermassa besar yang memiliki aktivitas tersendiri dalam menyusun atau mendegradasi sesuatu. Enzim dihasilkan dari aktivitas makhluk hidup yang digunakan sebagai katalis dalam reaksi-reaksi biokimia. Hal tersebut menjadikan enzim memiliki peran yang sangat penting bagi kehidupan. Enzim yang digunakan untuk industri  pangan merupakan enzim yang menguasai pasar global. Pada saat ini enzim yang sangat banyak digunakan untuk mengkonversi bahan pati menjadi maltosa, dekstrin, dan glukosa adalah enzim golongan amilase, seperti αα-amilase, β-amilase, β-amilase, dan glukoamilase (Sunaryanto, 2004). Seiring dengan perkembangan teknologi dan kajian tentang enzim juga telah banyak dilakukan maka didapatkan hasil yang sangat memuaskan, yaitu enzim tidak hanya dapat digunakan untuk proses biokimia di dalam tubuh makhluk hidup, akan tetapi dapat digunakan dalam proses-proses lainnya, khususnya di bidang industri. Salah satu enzim yang berhasil diisolasi oleh banyak peneliti sebelumnya adalah enzim glukoamilase. Enzim ini bekerja menghancurkan pati menjadi glukosa yang banyak digunakan dalam berbagai industri minuman dan makanan. Oleh karena itu, pengetahuan tentang isolasi dan produksi enzim glukoamilase sangat diperlukan oleh mahasiswa untuk kedepannya dapat diterapkan kepada masyarakat.



1.2.



Tujuan



Tujuan dari pratikum ini adalah untuk memproduksi enzim glukoamilase dari pati sagu dan mengetahui aktivitas glukoamilase yang dihasilkan.



 II.



2.1.



TINJAUAN PUSTAKA



Enzim Glukoamilase



Enzim merupakan senyawa protein kompleks yang dihasilkan oleh sel-sel organisme dan berfungsi sebagai katalisator suatu reaksi kimia. Kerja enzim sangat spesifik, karena strukturnya hanya dapat mengkatalisis satu tipe reaksi kimia saja dari suatu substrat, seperti hidrolisis, oksidasi dan reduksi (Purba, 2001). Glukoamilase merupakan salah satu enzim yang banyak digunakan dalam industri makanan dan minuman, misalnya pada pembuatan sirup glukosa (Wiseman, 1985). Enzim ini dihasilkan oleh mikroorganisme baik dari jenis bakteri, ragi dan kapang (Perlman dan Tsao, 1978). Enzim Amiloglukosidase (AMG)/glukoamilase adalah salah satu yang berperan dalam  proses sakarifikasi pati. Serupa dengan enzim beta-amilase, glukoamilase dapat memecah struktur pati yang merupakan polisakarida kompleks berukuran besar menjadi molekul yang  berukuran kecil. Kelebihan enzim ini yaitu selain memutus ikatan α-1,4 glikosida, juga memutus ikatan α-1,6 glikosida. Enzim ini bersifat eksoenzim (Naiola, 2006). Pada umumnya, enzim ini  bekerja pada suhu 45-60°C dengan kisaran pH 4,5-5,0. Produk akhir yang dihasilkan dari enzim ini yaitu glukosa. Enzim ini memiliki peranan yang cukup besar di dalam metabolisme energi di  berbagai jenis organism (Azwar dan Erwanti, 2000). Enzim glukoamilase dapat diproduksi dalam skala industri melalui fermentasi kultur cair maupun fermentasi padat. Fermentasi dengan media cair maupun media padat mempunyai keunggulan dan kelemahan masing-masing. Dalam menjaga kondisi proses fermentasi sesuai dengan apa yang diinginkan seperti pH, aerasi, kehomogenan media, fermentasi dengan media cair lebih menguntungkan, tetapi biaya operasional dan alat yang digunakan lebih mahal. Fermentasi dengan media padat mempunyai keunggulan lebih sederhana dalam pelaksanaannya,  biaya operasional dan peralatan fermentasi lebih murah, tetapi untuk menjaga kondisi fermentasi sesuai dengan apa yang diinginkan seperti kehomogenan media, aerasi sangat sulit untuk dilakukan (Muhiddin et al., 2001).



 Faktor



lingkungan



akan



mempengaruhi



aktivitas



enzim.



Faktor-faktor



yang



mempengaruhi aktivitas enzim adalah sebagai berikut : 1.



Pengaruh Suhu



Tiap enzim mempunyai suhu optimum, yaitu ketika enzim tersebut bekerja dengan baik. Semakin jauh suhu optimum, kerja enzim semakin tidak baik. Daerah atau kisaran suhu ketika kerja atau laju reaksi enzim masih baik disebut suhu optimum (Sudarmadjo, 2009). Semakin tinggi suhu, semakin naik laju reaksi kimia baik yang tidak dikatalis enzim maupun yang dikatalis oleh enzim (Winarno, 2010). 2.



Pengaruh Konsentrasi Enzim



Jumlah



enzim



menentukan



lamanya



waktu



yang



digunakan



untuk



mencapai



keseimbangan. Bila kita menggunakan enzim yang masih murni dan belum rusak, kecepatan reaksi atau aktivitas enzim berbanding lurus dengan konsentrasi enzimnya, walaupun konsentrasi substrat dapat menentukan faktor yang dapat membatasi aktivitasnya (Sudarmadjo, 2009). 3.



Pengaruh pH



Pada umumnya enzim bersifat amfolitik. Enzim menunjukan perubahan keaktivan akibat  perubahan pH lingkungan disebabkan terjadinya perubahan ionisasi enzim, substrat, atau kompleks enzim substrat. Enzim mempunyai aktivitas maksimum pada suatu kisaran pH yang disebut pH optimum yang umumnya antara 4,5 sampai 8,0. Suatu enzim tertentu mempunyai kisaran pH optimum yang sangat sempit. Di sekitar pH optimum enzim mempunyai stabilitas yang tinggi (Winarno, 2010). 4.



Pengaruh Kadar Air



Kadar air dari bahan pangan sangat mempengaruhi laju reaksi enzimatik. Pada kadar air  bebas yang masih rendah terjadi halangan dan rintangan sehingga baik difusi enzim atau substrat terhambat. Akibatnya hidrolisis hanya terjadi pada bagian substrat yang langsung berhubungan dengan enzim (Winarno, 2010).



 5.



Pengaruh Garam



Kadar elektrolit yang tinggi umumnya mempengaruhi kelarutan protein. Karena itu larutan garam sering digunakan untuk melarutkan beberapa jenis protein. Peristiwa itu sering disebut  salting in. Sebaliknya beberapa jenis garam digunakan untuk tidak melarutkan protein atau enzim yang disebut salting out. Proses salting out dimanfaatkan untuk mengisolasi enzim. Garam amonium sulfat sering digunakan untuk isolasi dan fraksinasi enzim, karena sifat kelarutan dalam air yang tinggi dan tidak menggangu bentuk dan fungsi enzim (Winarno, 2010).



Menurut Sunaryanto dan Kaseno (2004) kondisi yang tepat produksi glukoamilase o



dengan menggunakan media cair dilakukan pada suhu 30 C dengan kondisi aerob dan dengan kecepatan agitasi 120 rpm selama 5 hari. Pemurnian enzim termasuk glukoamilase dapat dilakukan dengan beberapa cara antara lain dengan cara pengendapan dalam garam organik (salting out ) atau pelarut organik (aseton), dan melalui membran ultrafiltrasi. Penggunaan amonium sulfat untuk salting out memiliki keuntungan antara lain harga relatif lebih murah, kelarutan tinggi, pH larutan tidak berubah secara ekstrem, dan tidak bersifat toksid. Kerugiannya adalah konsentrasi garam yang tertinggal dalam produk tinggi dan kurang efisien dalam menghilangkan pencemar.



2.2.



Pati Sagu



Untuk menumbuhkan enzim glukoamilase dapat digunakan pati sebagai substrat. Pati yang digunakan dalam praktikum ini yaitu pati sagu. Pati merupakan sumber utama karbohidrat dalam pangan. Pati merupakan bentuk penting polisakarida yang tersimpan dalam jaringan tanaman (Suriani, 2008). Pati sagu merupakan hasil ekstraksi empulur pohon sagu ( Metroxylon sp) yang sudah tua (berumur 8-16 tahun). Komponen terbesar yang terkandung dalam sagu adalah pati (Anonim, 2009). Sanusi (2006) mengemukakan bahwa perbandingan amilosa dan amilopektin pada pati sagu 27,4% berbanding 72,6%. Perbandingan amilosa dan amilopektin akan mempengaruhi sifat kelarutan dan derajat gelatinisasi pati. Komposisi kimia pati sagu dapat dilihat pada Tabel 1.



 Penambahan sumber nitrogen anorganik ke dalam substrat memiliki pengaruh terhadap  produktivitas enzim glukoamilase. Produksi enzim glukoamilase dalam media padat dapat ditingkatkan produktifitasnya dengan menambahkan sumber nitrogen anorganik (Sunaryanto, 2003). Hal ini dikarenakan dengan penambahan



nitrogen



anorganik dapat mempercepat



 pertumbuhan biomassa dimana dengan cepatnya pertumbuhan biomassa maka akan merangsang terbentuknya enzim glukoamilase (Sunaryanto, 2004). Menurut Kulp (1975) potensi hidroltik dari suatu enzim dapat bervariasi, hal ini sangat dipengaruhi oleh sumber, substrat dan nutrisi enzim itu. Produksi enzim-enzim termasuk enzim karbohidrase sangat dipengaruhi oleh komposisi nutrisi terutama protein dan mineral pada media tumbuh mikroorganisme. Menurut Peppler (1973), pemberian nutrien ke dalam media fermentasi dapat menyokong dan meransang pertumbuhan mikroorganisme dan demikian memproduksi enzim potensial. Bahkan dengan pemberian nutrient bernitrogen mempunyai fungsi fisologis  bagi mikroorganisme.



2.3.



Gliocladium 



Gliocladium merupakan jamur (fungi) filament (benang) dengan anggota spesies yang  banyak digunakan dalam perlindungan tanaman alami sebagai fungi biokontrol. Sebagian besar dilaporkan sebagai pelindung tanaman terhadap penyakit tanaman yang disebabkan oleh jamur  patogen (Harman, 2006). Cendawan ini dapat hidup sebagai saprofit maupun parasit. Cendawan Gliocladium  dapat hidup sebagai saprofit maupun parasit pada cendawan lain, dapat



  berkompetisi dalam hal makanan, dapat menghasilkan zat penghambat dan bersifat hiperparasit. Gliocladium  hidup dengan cara menutupi atau membungkus substrat dan memproduksi enzimenzim (Mukhlis 2006). Gliocladium memiliki kemampuan dalam menghidrolisisi karbon dari  polisakarida seperti selulosa, hemiselulosa dan pati. Dalam pemecahan pati Gliocladium menghasilkan enzim yang dapat digunakan secara komersial (Kubichek, 2002).



 III.



3.1.



BAHAN DAN METODE



Alat dan Bahan



Bahan-bahan yang digunakan dalam praktikum ini adalah media PDA, pati sagu, MgSO4.7H2O, Ca(NO3)2, Gliocladium KE, aquades dan isopropanol. Alat-alat yang digunakan dalam praktikum ini meliputi cawan petri, solar dryer, ayakan 80 mesh, erlenmeyer, autoclave  blender dan sentrifuse.



3.2.



Prosedur Kerja



3.2.1. Penyegaran Isolat Gliocladium   KE



Penyegaran isolat dilakukan dengan cara memindahkan kultur kapang ke dalam cawan  petri yang berisi media PDA. Pemindahan dilakukan dengan cara memotong koloni isolat dengan menggunakan ujung jarum ose sebesar 1x1 cm kemudian isolat dipindahkan ke dalam cawan petri yang berisi media PDA. Pemindahan isolat dilakukan secara aseptic. Selanjutnya diinkubasi selama 4 hari pada suhu 27-28˚C. Setelah koloni tumbuh, masing-masing koloni dipindahkan pada agar miring dan setiap koloni diberi kode.



3.2.2. Pengeringan Ampas Sagu



Pengeringan ampas sagu menggunakan  solar dryer sampai kadar air bahan 12%. Pengeringan dilakukan dengan cara menghamparkan ampas sagu dalam solar dryer selama 3 hari.



3.2.3. Pengecilan Ukuran Ampas Sagu



Pengecilan ukuran ampas sagu dilakukan menggunakan blender. Setelah diblender ampas sagu dilakukan pengayakan menggunakan ayakan berukuran 80 mesh. Ampas sagu yang tidak lolos ayakan 80 mesh diblender lagi sampai ampas sagu lolos ayakan berukuran 80 mesh.



 3.2.4. Pembuatan Substrat dan Produksi Glukoamilase



Komposisinya sebagai berikut: 57,82 g ampas sagu, 1,67 g MgSO4.7H2O, Ca(NO3)2 sesuai perlakuan dan 37 ml air. Semua medium fermentasi dalam erlenmeyer 500 ml disterilisasi dengan autoclave pada suhu 121˚C selama 15 menit. Inokulasi Gliocladium KE yang ditumbuhkan dalam tabung reaksi yang berisi agar miring PDA dalam 0,1% (v/v) tween 80 ke dalam aquades sebanyak 9 ml. Setelah itu dilakukan fermentasi dalam erlenmeyer dengan kondisi aerobik pada suhu 27-30˚C selama 4 hari.



3.2.5. Ekstraksi dan Produksi Enzim Kasar Glukoamilase



Ekstraksi dilakukan dengan menambahkan buffer asetat pH 4,6 sebanyak 3 kali bobot substrat padat fermentasi, kemudian diaduk selama 30 menit pada suhu 4˚C. Selanjutnya disentrifuse pada kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit dan disaring. Filtrat yang diperoleh disebut dengan enzim kasar. Filtrat hasil ekstraksi diendapkan enzimnya dengan menambahkan pelarut organik isopropanol yang telah didinginkan di dalam freezer  pada suhu -4˚C. Filtrat dicampur dengan  pelarut organik, volume pelarut isopropanol yang ditambahkan ke dalam filtrat sebanyak 1,67 kali dari filtrat enzim atau konsentrasi 60% (v/v). Penambahan pelarut organik dilakukan sedikit demi sedikit. Setelah dicampur dengan pelarut organik kemudian disimpan di dalam ruang  pendingin pada suhu 4˚C. kemudian dipisahkan antara endapan dengan filtrat. Endapan enzim ditambahkan buffer asetat pH 4,6 sehingga diperoleh ekstrak enzim kasar glukoamilase. Ekstrak enzim kasar glukoamilase diuji aktivitas enzimnya dengan metode DNS.



3.2.6. Aktivitas Glukoamilase



Ekstrak enzim kasar yang telah disaring dengan kapas kemudian disentrifuse pada kecepatan 1000 rpm dengan suhu 4˚C selama dipipet sebanyak 1 ml ke dalam tabung reaksi. Setelah ekstrak enzim kasar dipipet ditambahkan 2 ml buffer asetat pH 4,6. Untuk kontrol ekstrak enzim diinkubasi terlebih dahulu pada suhu 100˚C selama 5 menit. Kemudian diambil 0,1 ml dari campuran tadi pindahkan ke dalam tabung reaksi lainnya dan ditambahkan 1,9 ml



  soluble starch 2%. Dilakukan pengadukan agar rata setelah itu dipanaskan pada suhu 60˚C selama 20 menit. Setelah dipanaskan sampel akan terbagi menjadi dua bagian pada bagian atas akan tampak bening dan pada bagian bawah keruh. Sampel yang jernih dipipet. Analisa yang dilakukan dengan cara menambahkan 0,5 ml sampel yang DNS sebanyak 1,5 ml. Setelah sampel tercampur dengan larutan DNS sampel dididihkan selama 5 menit. Setelah itu sampel didinginkan dengan air mengalir. Sampel yang telah didinginkan dipipet sebanyak 0,4 ml kemudian ditambahkan aquades aduk hingga homogen. Kemudian dilakukan pengukuran gula  pereduksi pada absorban 540 nm. Untuk blanko prosedur kerja sama dengan prosedur kerja sampel tetapi sampel ditukar dengan buffer asetat pH 4,6. Aktivitas glukoamilase dapat diukur degan rumus sebagai berikut:



Aktivitas glukoamilase



=



Cgr x (Vc + Vsb) x Fp BM x t x Vc



Ket :



Cgr



: Kadar gula pereduksi



Vc



: Volume sampel



Vsb



: Volume soluble starch



Fp



: Faktor pengenceran



BM



: Berat molekul glukosa (180)



t



: Waktu inkubasi



 IV.



4.1.



HASIL DAN PEMBAHASAN



Kadar Gula Pereduksi



Kadar Gula Pereduksi (ppm)



Absorban (λ 540 nm)



0



0



50



0,074



100



0,112



150



0,227



200



0,315



250



0,454



300



0,552



kurva standar gula pereduksi y = 523.6x + 20.27 R² = 0.979



350     ) 300    m    p 250    p     (    a 200    s    o     k    u 150     l    g    r    a 100     d    a     k



Y-Values Linear (Y-Values) Linear (Y-Values)



50 0 0



0.1



0.2



0.3
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0.5



0.6



absorban (nm)



Dilakukan penambahan buffer asetat pH 4,6 sebanyak 3 kali bobot substrat padat fermentasi. Selanjutnya disentrifuse pada kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit dan disaring. Filtrat yang diperoleh disebut dengan enzim kasar atau supernatan. Filtrat hasil ekstraksi



 diendapkan enzimnya dengan menambahkan pelarut organik isopropanol. Endapan yang diperoleh disebut ekstrak enzim kasar.



Sampel



Absorban



Keterangan



Faktor Pengenceran



Supernatan



0,897



1 ml sampel + 3 ml aquades



4



Ekstrak enzim kasar



0,265



0,1 ml sampel + 4,9 ml aquades



50



a)



Kadar Gula Pereduksi (Cgr) untuk Supernatan



Y



b)



=



523,6 X + 20,27



=



523,6 (4 x 0,897) + 20,27



=



1898,95 ppm



Kadar Gula Pereduksi (Cgr) untuk Ekstrak Enzim Kasar



Y



=



523,6 X + 20,27



=



523,6 (50 x 0,265) + 20,27



=



6957,97 ppm



Selanjutnya diambil 0,1 ml dari campuran tadi pindahkan ke dalam tabung reaksi lainnya dan ditambahkan 1,9 ml  soluble starch 2%. Dilakukan pengadukan agar rata setelah itu dipanaskan pada suhu 60˚C selama 20 menit. Maka aktivitas glukoamilase yang diperoleh untuk masing-masing sampel :







Aktivitas Glukoamilase untuk Supernatan



Aktivitas glukoamilase



=



Cgr x (Vc + Vsb) x Fp BM x t x Vc



=



1898,95 x (0,1+1,9) x 2 180 x 20 x 0,1



=



21,10 U/ml



 



Aktivitas Glukoamilase untuk Ekstrak Enzim Kasar



Aktivitas glukoamilase



=



Cgr x (Vc + Vsb) x Fp BM x t x Vc



=



6957,97 x (0,1+1,9) x 2 180 x 20 x 0,1



=



77,31 U/ml



Substrat padat dengan penambahan Ca(NO3)2 atau disebut juga supernatan menghasilkan aktivitas glukoamilase 21,10 U/ml, sedangkan substrat padat dengan penambahan Ca(NO3)2 kemudian diendapkan dengan pelarut organik isopropanol menghasilkan aktivitas glukoamilase 77,31 U/ml. Hal tersebut menunjukkan bahwa pengendapan enzim dengan pelarut organik seperti isopropanol akan memberikan aktivitas enzim lebih tinggi dibanding metode isolasi enzim dengan penambahan garam-garam kalsium seperti Ca(NO3)2. Hal ini disebabkan karena enzim memiliki asam amino polar, penambahan pelarut organik akan menurunkan konstanta dielektrik dan media menjadi kurang cocok untuk permukaan enzim yang polar. Julianti (2012) menjelaskan bahwa pelarut organik akan mengurangi tetapan dielektrik air, dengan demikian dapat mengurangi kelarutan protein karena interaksi antar molekul protein lebih disukai dibandingkan antara molekul protein dengan air. Atau dengan kata lain protein diendapkan karena desakan pelarut organik terhadap air yang berinteraksi dengan protein. Protein dapat diendapkan dengan pelarut organik tanpa merusak struktur protein bila diendapkan pada suhu di  bawah 4˚C. Enzim yang diperoleh dari pelarut organik bersifat lebih murni dibanding hasil  pelarutan dengan garam. Enzim hasil pelarutan dengan garam meski sudah bebas dari kontaminan non protein, tapi masih tercampur dengan protein non enzim. Penambahan nutrisi lain ke dalam substrat seperti sumber nitrogen diperlukan untuk mendukung pertumbuhan sel dan metabolit sekunder. Penurunan aktivitas enzim glukoamilase tersebut dapat terjadi karena konsentrasi nitrogen yang terlalu tinggi sehingga mempercepat  pertumbuhan Gliocladium KE. Sunaryanto (2004) menyatakan bahwa penambahan



nitrogen



anorganik dapat mempercepat pertumbuhan biomassa dimana dengan cepatnya pertumbuhan  biomassa maka akan merangsang terbentuknya enzim glukoamilase. Unsur nitrogen berfungsi untuk mempercepat pertumbuhan sel dalam media fermentasi (Trismilah dan Sumaryanto, 2005).



 Selain sumber nitrogen, kalsium yang terkandung dalam Ca(NO3)2  juga memiliki pengaruh terhadap pertumbuhan Gliocladium KE.  Penambahan kasium dapat meningkatkan produksi enzim dan dapat meningkatkan juga aktivitas enzim yang dihasilkan. Asghar et al .,(2002) menambahkan dalam produksi glukoamilase dengan penambahan kalsium yang tepat dapat menghasilkan aktivitas enzim glukoamilase yang lebih tinggi dibandingkan dengan media tanpa kalsium.



4.2.



Total Gula Metode Phenol-Sulfuric Acid



Absorban



Sampel



Substrat padat



Y



Keterangan



Faktor Pengenceran



0,1 ml sampel + 11,9 ml aquades



120



(λ 490 nm)



0,251



=



64,90 X + 2,199



=



64,90 (120 x 0,251) + 2,199



=



1956,99 ppm



 Sehingga,



Aktivitas Glukoamilase



=



Cgr x (Vc + Vsb) x Fp BM x t x Vc



=



1956,99 x (0,1+1,9) x 2 180 x 20 x 0,1



=



21,74 U/ml



Kadar gula pereduksi dan total gula memiliki hubungan dengan aktivitas enzim glukoamilase. Semakin tinggi kadar gula pereduksi dan total gula maka semakin tinggi aktivitas enzim glukoamilase. Kadar gula pereduksi yang terbentuk pada akhir hirolisis pati menggunakan enzim glukoamilase adalah glukosa. Produk akhir hidrolisi pati oleh glukoamilase menghasilkan glukosa sebagai produk utama (Sunaryanto, 2004). Aktivitas glukoamilase yang dihasilkan ialah 21,74 U/ml. Kadar gula pereduksi berbanding lurus dengan total gula. Semakin tinggi total gula akhir semakin tinggi nilai gula pereduksi. Hal ini karena total gula merupakan nilai dari gula  pereduksi ditambah dengan gula non pereduksi. Hal ini menunjukan bahwa pati yang terkandung dalam media soluble strach lebih banyak dihidrolisis menjadi gula pereduksi.



 V.



5.1.



PENUTUP



Kesimpulan



Berdasarkan hasil pengamatan pada percobaan ini, maka dapat ditarik kesimpulan bahwa aktivitas glukoamilase tertinggi diperoleh dengan metode pengendapan pelarut organik isopropanol yaitu 77,31 U/ml dibandingkan dengan penambahan Ca(NO3)2 yaitu 21,10 U/ml.
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