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INTISARI

Telak dilalockan pengukuran akvitas enzim o amilase daré Asperarilis orpzas

dentgan penambabar don kaliinm melalii dua perlakuan, pertama pendirbaban

ron kalsiwem pads media fermentas, kedwa pads ekirab Easar enzim, Hasi,

menuninkan peatngphatan abiivites ekieal Laza Vaug teriadi dengan cepal

mrda Rossentrasl fon baliem anigre Q.0 - 008 5 lebik dar 0949 1 sk tarlilia
I

FENLRTN VAR fagam, bevarti don kaliinm disies berfungst sebavar kofakoor dar

O

m pada Bonseniras 094 M.

ABRSTRACT
It bas been determinated the acrvity of Asperpills Cryeae o amrplase by e
effect of reddition calium fon through ent tiwo assay. First, readdition of caleiim
inie the sxtracred fermentarion and fecond, readdition directly into Crade cREE,
The reralis showed that the readdition of calcium don irerease rapidty the activiry
of crude e antylase beetwen the concentration of C.0 - %4, Further readditian
eerwen the concentration of caleinm 0,947 1,176 M bazve no deferences thus, the
wpttmum cancentration of readeted calmum as cofactar ar 0,931 M.

PEMNDAHUTIIAN

Enzim ceamilase terdapat pada hewan, twmbub-tumbuhan seperti ubi jalar,
apel. gandum, pisang dan pada mikroorganisme, seperti Aspermiin: oepze, A
siger, Bacillns sibstilis, dass B. myestde (Faith, 1971). Amilase merupakan enzim
vang menghatalis hidrolisiz ikatan glilosida o-1-4 pada poliakarida sepErD
amilosa, amilopektin, glikogen dan pati menjadi gula. Enzim ini seTing
dimanfasthan dalam industri makanan, mineman, indestri obat-obatan dan

tekstit {Gumbira, 1987 Mengmgst soocivban skan enzim ini, perlu
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dikembangkan penelician-penelititn  agar  diperoleh  eknik-tekonik vang
menguntungkan dalam penggunaan enzim tersebut. Satu molekul enzim
eearmilase mengikar satu atom kalsiom vang berperan sebagai ketzkior {Fisher,
1960). Tujuan dari penelitian ini adalah uncuk mengetabui pengarub
konsentrasi ion kalsium vang ditambahkan pada mediom (ermentast jamur
Aspergiihonn orpzge dan ehstrak kasar enzim terhadap aktivitas enzim alfa
amiilase. Salah satu sumber ion kalsivm dapat digunakan garam CaCl. Untuk
enrimatik seamilase dilakukan dengan pengu kuran serapan produk reaks vang
dikacalis oleh e-amilase (maltosa) dengan metods Somogy-MNelson secara
spektrofotometri, dan penentuan Kalsium dilabukan secara kompleksomerri.

BAMAN DAN METODA

Peralatan vang digunakan dalam penelitian ini adalah Spektroforomerer.
semtrifuga, pH meter, termometer, inkubator, inkas steril, autollaf. jarum ose
dan alat-alat gelas Istnnya, Bahan kimuanva adsfah @ dekserosa, HCL serum
albumin, buffer fosfat, Call, amilum, indikator lugel, reagen arsenas malibdar,
reagen Nelson, reagen Lowry, maltosa, magnesium klorida, natrium hidroloida,
medium agar touge, medium semi sagu padat dan biakan murni dspergillag
Cryzae.

Metoda Penelitian

Pada peneiitian int digunakan 2 cara, vang pertama dengan penambszhan ion
Labsiirty E’:-.]_-:‘_IJ mediz formentasi dap vang Redus :‘|.-|‘.'|:lg.'u:| menambahkan ion
kalsium pada ehstrak kasar emzim vang telah didapathan. Pengukuran
dilakukan E:-ud;j. Londisi pl[ 5.4, lama inkubasi 40 menit, subwe 5 "C dan
konsentrasi suhstrat 1,5 *h demgan metoda Somogy Nelson. Tahap-tahap
pengerjaan adafah sebagai berikut :

1. Pembiakan jamur Aspergilles oryzae

Serelaly diperoleh media agar miring (touge, dekstrosa dan agar bacto) vang
telah discerilkan, dilakukan inokulasi dengan jarum ose secara aseptik,
kemudian inkubasi jamur tersebut selama enam hari pada subu kamar,

2. Fermentasi ensim

Jamur Aspergitins oryzae disuspensikan kedalam media semi padat (sagu, buffer
fosfat pH 51 Kemudian ditentukan fermentasi vang baik mencakup pH, lama
fermentasi dan berat sagu vang dipakai sebagal media untuk memperoleh hasil
enzim vang banyak.
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Pemilihan lama fermentasi yang baik,

Fermentasi dilakvkan pads 10 gram media sagu vang telabh dibaluskan,
rambahkan 40 mi buffer fosfat pH 3, kemudian medium dibjarkan selama «
48 jam. [nokulasi jamue Aspergiilus oryzae pada mediom semi padat ini
kemudian diinkubasi pada suhu kamar dalam inkubator dengan variasi wakoe
{jam) = 48, 72, 95, 120 dan 144, Untuk pemiliban pH medivm, berar sago tetap
10 gram, pH buffer divarasikan yaitu dari 5 sampai 7,3 dengan internal 2.3
dan wnmk Komposist bBerat sagu divariasilzn vaitu 56, 78,9, 10, 12 dan 13
gram. Fermentasi dilakukan dengan pH buffer dan lama fermentasi vang telah
didapatkan. Untuk setiap lama fermeneasi dilabukan chstraksi enzim [Azir
Drarwis dan Sukara, 1990

LIji dekstrinasi

Hidrobisis amilem membentuk mislooss, thng:u'l cara 15 ml subsccar amilum
2,5% dan L ml inkubacor lugol dao kemudian dimasukan 12 mil ekstrak snzim,
Amari waktu dekstrinasi vang di tandai dengan hilangnva warna biru laruran,

5. Ekrrasksi hasil fermentas

setelah didapar kondisi fermentasi vang baik, ehstrak enzim vang didapat
dipergunakan untuk penentuan aktivicas enzim {penencuan kadar malross).
Penambahan ien kalsium pada medium fermentasi variasi ion kalsium vang
ditambahkan pada medium fermentasi vaitu 3,6 sampai 5.0 M dengan internal
2.5, Secelahy diperoleh chs- wak enzim untulk masing-masing konsentrasi ion
kalstum’ dila- kubkan wp dekstrinag, penentuan akoovitas enzim. Hasid yang

diperaleh dibandingkan dengan ekstraksi hasil fermentasi.

Penambahan ion kalsium pada ekstrak hasar envim o-amilase.

Campurkan 27 ml larutan ion kedalam ekstrab kasae enzim ceamilase, varias
konsencrasi jon kalsium dari 0,0 zampai 3.0 M dengan internal 0,5, Hal ini
dilakukan untuk aktivicas enzim dan penentuan kualitas jon kalsium secara
kompleksometri.

Pengukuran konsentrast ion kalsium

L0 ml ekscrak Kasar enzim,. ditambzbkan 5 tetes masingo-masing KON 1%,
NH.OH.HCI 5%, K,Fe{CN], 5% dan trietanol amin, lalu tambahkan indikator
caleon dan titrasi dengan EIYT AL Titik akhir ditanda dengan perubahan warna
larutan dasl mernh vickey voo="o0 bire, oo liis o Yoadar tan kalsium dalam ek-
strak dapac ditenuian,
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HASIL DAN DISEUSI

L.

Serelah diinkubasi sefama & harl pada subu kamar, teelibat jamur
Aspergillus oryzar menghasilkan spoea berwarna kuning kecoklatan dan
kehijau-hijauan akhirnya berwarna kebutvhan, vang serlanya berwarna
pukike.

Setelah diperoleh kondisi fermentasi enzim eamilase dan pemilihan dari
Aspergiilius oryzae, lama fermentas, pH medium dan komposisi berat sagu
adalah berturut-turur + 20 jam, pll 6,5 dan komposisinya % gram.

Pengamatan uji dekstrinisasi terhadap lama fermencasi seperti terlihat pada

Tahel 1.

Tabel 1. Pengamazan Uji Desteinisasi Terhadap Lama Fermentas

| L oty i = = T
! Lema {jam| ] Waktu Dekstrinisasl (menift)
| T2 ig!
36 =8’
120 13930
T - T
- L2 =

Untuk menestukan lama fermentasi dimana Aspergilies arvzae menhasilkan
erzitt meamilase dalam jumlab vang maksimum, malks dilakukan o
dekstrinisasi  vaitu, waktu vang  diperlukan oleh  enzim  ee-amilase
menghidrolisis substrat amilum  menjadi maltosa vang ditandar wleh
terjadinya perubahan warna bire menjadi ungu agak Kemerzhan. Setelah
ditambahkan ekstrak kasar dari enzim o-amilase akan terjadi perubahan
warna, Pads fasa chsponensial terjadi produksi emzim acamiluse vang
terbusar {Aziz dam Sukora, 1990) dan setelah diuji terhadap pEH medium
fermentasi vang terbentuk pada pH 4,5 seperti pada Tabel 2.

Tahel 2. Uji dekstrinisasi terhadap ekstrak kasar enzim dari Aspergilles

aryzee vang dibiakan pada variasi pH medium dan lama fermentasi
120 jami.
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Sedangkan waktu uji dekstrinisasi terhadap ceamilase dari Asperpillns
oryzde vang dibiakan pada medium dengan komposisi sagu vang berbeda
memperlihathkan bahwa medium semd padat vang mengandung 9.9 gram
sagu memberikan enzimm vang terbaik, ditandai dengan singhatnya waktu
dekstrinisasi yaicu 1'47". Dava serap sagu terhadap air {larutan buffer) vang
dipakai memberikan  hkelembaban vang seswai unouk  pertumbuhan
Aspergillis apyzae, Bila kecil dasi 92 gram, media menjadi cerlalu cair,
sehingga pertumbuhan menjadi terganggu, demikian pula bila lebih dari
.0 gram (Tahel 3).

Tabel 3, LNi dekstrinisasi terhadap chstrak hkasar enzim dari Aspergifing
oryrde yang dibiakan pada berbagai variasi berat sago pEi 4,5, lama
fermentasi 123 jam.

RBerakt sagu (Sram) Waktu dektrinisasi imeniz|
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Sebelum menentukan pengaruh konsentrasi ion kalsium terhadap aktivitas
enzim, lebih dulu dilabukan wii akeivitas enzim e-amilase pada kondisi
optimal vau pH 39, subw 327 lama walkiv inkubast 40 menit dan
konsentrasi substrat amilum 2,5 %. Pengaruh ion kalsium lerhadap
aktivitas eneimn cearmilase vang ditambahlian pada media fermentasi dan
chstrak kasar enzim ditentukan pada kondisi oprimum aktivitas o-amilase,
hasilnyva seperts teriithat pada Tabel 4.

Pengarub penambahan jon kalsivm kedalam ehstrak Kasar enzim lebih
tinggl dibandingkan dengan pengaruh penambahan ion Ca® kedalam
medium fermentasi terhadap aktivitas enzim c-amilase, Hal ini mungkin
disebabkan karena ion kalsium pada media fermentasi diserap oleh jamur
Aspergiiluz aryzae dan nucrisi.
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Tabel 4. Pengaruh penambzhan fon kalsium pada medium fermentasi
emzim dan ekstrak kasar enzim. Pengujian aktivitas c-amilase
dilakukan pada kondisi eptimum untuk aktivicas e-amilase, yaitu
pH 3,9, suhu 507 dan waktu inkubasi 40 menit.

:r Konsenctras: ion Ca’” Aktivitas (unic) :
1 ' i
i | . '
| | i
3 25, 50 - 95,58
| -, 2E2H | 100, | 0z, 00 |
| 0,255 | 100,35 g2, 0
g, =3 200,55 411,350
| 0,470 400,95 113, 50
Q,zd= ig2, 00 115,125
3, Tob 1o, 08 130,00
3,32l 105, Ga L3
- F ek loe, G5 LZd 05
| 1,058 | 106,38 124,07
L. o7& |  Log,D3 122,08

Beteramgan :
3 = penambzhan jon kalsiem pada medium fermentas snzim
h = penambahan ton kalsiues pada ehstrak kasar enzim

Hasil pengukuran  komsentrasi ion  kalsiwm  yang  tervhur secara
kompleksomerri dapat dilihat dari Tabel 5 dibawah imi :

L

Tabel 5. Perbandingan konsentrasi fon Ralsium vang terukur secara
kompleksometri terhadap ion kalsium vang ditambahkan pads
perlakuan {a) pada medium fermentasi dan {b) pada sketrak kasar
emzIm o-amalase.

!Kunsen;rasi ion ATt Konseatrasi fa

L
Yang Ditarbahkan a b
| .0 0,209 o, O
[ : a5y L1s 0,125
G233 a, 2310 3,240
| g, 151 1,343 0, 340
q, 470 R 4 1,530
1,588 b.5E0 3, 555
N 3ns 0,498 G, 713
s o | 3,815 n.33s
| 0,841 | 3830 0,850
T, oEs ' &, 025 | 1, 670
176 6,450 i 1, idE |
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Dengan ditentukannva kondisi fon kalsium secara kompleksometri maka
penyebab turunnya aktivitas ceamilase selama fermenasi enzim dapar
diteranghan, vaite karena berkurangnva konsentrasi on kalsium vang
merupakan kofakior bagi emzim c-amilase. Seperti dikerahui bahwa
kofaktor dibutuhkan uncek aktivitas katalivk enzim.

Pada penclitian ini konsentrasi ion kalsivm vang baik untuk mendapatkan

spzim ceeammilase adalah 5,941 M. Bila [Ca*] kurang dart 2,941 M, maka enzim
beiwm jenub terhadap kofaktor berarti masih ada daerah vanp akeif, dan
konsentrasi 2,941 ¥, dapac dikarakan enzim o-amilase mendekati lewat jenuh,
sehiingea peningkacan aksivitas entim s-amilase hampir tidak ada arau peran
kofaktor disini sudsh berkurang sesuai dengan peneltian Mivagawa, 1%60.

EESIMPLITAN

L]
H

Uji dekstrinisasi terhadap c-amilase setelah fermentas: selama 122 jam,
dengan waktu dekstrinisasi 12 menic 30 detik, pH medivm 6.5 dengan
waktu deksteinisasi 2 menit dam variasi beeat sagu vang baik pada
komposisi 8 gram.

Pepambaban ion kalsium 2,941 M pada medium fermeneasi dan ekstrak
kasar enzim c-amilase akiivitas enzim masing-masing adalah 126,03 dan
LZ34,33 uail.

Penambahan jon kalsium baik pada medium fermentasi maupun shetrak
lzasar enzim memberikan harga aktivitas vang lebih besar dibandingkan
sebelum penambahan don kalsium.
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