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ABSTRACT

The Aspergifius niger have been mutated, screened and applied lor glucose oxidase production.
The A, miger was muofated by irradiation of its suspension spore with gamma ray ot doses 3, 3.5,
&0 and 4.3 kGray, and then spores were spread over the potata dextrose agar (PDA) medium. The
survival spores, that grows alter twa days incubation were isolated and considered as muotant.
There were 63, I8, 4 and 0 (zero) mutants isolated from trradiated spores at dose 3. 3.5, 4, and 4.5
respectively. The mutants were screened for the production of glucose oxidase on screening
medium containing Ks[Fe(CMNk] and FeCl as chromogen. It was detected 25 out of 85 mutants
that excreted GOD to the medium. It were detectzd that % out of 25 mutants developed higher
dizmeter of blue aree around their colonies (produced higher GO then developed by the wild
Tyvpe. Mexl, the nine mutants were tested their ability to produce GOD an fermentation. Four of the
ning mutants produced higher GO than by wild type on fermentation broth, They are 4. rriger

mutent BLO, C31, 32 and C33 which produced GOD 1,38, 154, 1,89 and 1,3 time higher

respectively then by wild tvpe.
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FPENDAHULUAN

Glukesa oksidase (GO termasuk galongan
enzim oksidoredukiaze dengan Mr. 186, 000,
mengkatalisis [-D-plukosa  menjadi  asam
glukonat dan HaOy Enzim ini dapat dipeoduksi
oleh Aspergiling miger, Adspergifing oncod
(Beonett & Klich, 992} dan Pessicillinm
sl TNy, (Arica & Hasirzi, 1 993;
Hatzinikolaou et al, (996} GOD merpakan
enzim intra dan eksteasellular yvang umumnya
diisalasi dart miselivm kapang (Helmuth et al.,
19550,

Enzim GOD dewesa iml digunokan
untuk berbapai keperlunn antara lain sehagai
komponen pada diagnosa klinis  penentuan
kadar gula darah (Anderson & Cockavne,
1993%, kadar gula urin (Shimehigoshi et al.,
1995), analiza kadar glukosa pada makanan
(Ukeda et al., 19958, penghilang oksigen bebas
pada  protein, jus, mayones serin sehapai
pengawet untuk  berbagai makanan olzhan
{Belite & Grosch, [9E2).
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Berbagnl teknik tefah dilakukan untok
meningkatkan kemampuan Aspeegilius iger
untuk menghasitkan GOD. amara lain denzan
menambahkan berbapar penghambat metabelik
didalam  medivm fermentasi (Fiedursh &
Gromada, 19970}, dengan mutasi penetik A,
wgger secara kimin dan radisst ((Fiedurek &
Ciromada, 1997 Gromada & Fiedurek, 19977,
ataupun dengan rekombinasi gen {Pluschkell et
al,, 1%9%90G; Hellmuth et al, 1993,

Pada penelitian ini dilakukan mutasi
galur lier (induk) sspergilfvs niger dengan
meradinsi  kapang  dengan sinar pamma,
kemudian dilakukan penapisan terhadap mutan
overproduksi glukosa oksidase dengan meroda
medium tapis  padat  {aparized  skrining
medinm} dengan indikator pasanean kramagen
Fop[FeloM ] dan Fells. Chromagen
mengalami perubahan warma oleh HyCh vang
yvang dibasidkon dart reaksi oksidasr plukesa
yang dikalabiz oleh glekoss oksidase {Dharma
el al,, 20007,



FATERIAL AN METODA

Alat-alat yane digunalan

Sumber radiasi simac gamena dard Tasililas
Gamma-FKay [nstallation rumah sakit De. M.
Djamil, Padang. Peralatan lain yang digunakan
antara lain Spektrofotometer model Spectronic-
20, pHemeter  Jenway 3310,  sentrifuse
Centromix (P, Selecta), timbangan analitk
Metler PM 480 delta Range®, bunsen serta
berbagai peralatan labaratoriom umum lainnya.

Medium dan zat kimia yang digunakan
Medium Potato Dekstrosa Agar (PDA) vang
mepgandung (g1 ekirak kemtang 20, dektroza
4, agar [0, pH  3.5-4,0. Medium tapis vang
seliap liternya mengandung {g); glikosa 5,
EGHPO 1, MpS0,THLO 003, KCL 0.5 ager
L4.5 dan dengan ndikator {kromogen} 10 ml
FeCl; 0,025 M dan 10 m] K;[Fe{CN)] 0,023
M. Medivm produksi terdiri dari (g/1); glukoza
20, KHPOy |, Me50,. THyD 05, KCI 0.5,
Fe50; 0,01 dan bacto pepton 2,0.

Zat kimia yang digunakan larutzn
HoCr 001 Mo (distandarisast dengan KAn(L),
larutan buffer fosfat 0.0 M opH 7.0, larutzn
glukosa 20 mmal/l, larean Ha50y 23 % wiv,
Semua bahan Kimia di atas diperoleh dari
Merck. Untuk uji aktifilas enzim digunakan
larutan o-dianisidin (Aldrich) 132 mg/l dan
larutan  harseradish  peroksidase 1200 unit/|
(Higmal.

Metods

Mutasi Axpergilius nizer

Masing-masing 1 ml suspensi sporg (2,5, 10
spora’ml) diradiasi dengan zinar gamma dosis
30 3.5 40 dan 4.3 KOray lalu dibiarkan
selama I jam. Selanjuinyva dituangkon pada
petridis vang telah mengendung medium PDA,
Setelah tumbuh koloni mutan dari dxpergitfs
riger yang berbentuk bintik-bintik putih pada
medium (mulai hari kedea), maka setiap kalani
vang tumbuh diizolesi dengan mengambil
kolont yang baru muncul dengan spatole dan
kemudian ditanam pada PDA miring dalam
tabung reaksi, Kaloni yang tumhuh pada PDA
miring  tersebut  diperbanvak  dengan
menanamkannya pada (ebung lain sehingga
didapat stok-stok koloni vang akan ditapis.

Penapisan Mutan A. niger Penphasil GOD
Tingpi

Penapizan mulan A, nieer penghasil GO
dilakukan denpan menggunakan chromogen

EHEHTVR] |i_'|[]"-:.'{1:N].-.] dan Fel’ls, Pengeunaan
senyawa ini schagei  cluvomogen  dalam
mendelekse aklivitas cksidase belum pernal
dilaporkan sebelumnya.  Meteda  ini cukup
sederhana dan ceagen hanyak bisa didaparkan
dengan hargs vang relatif murah,

Penapizan dilakukan denga prosedur
berikut: Satu mata ase spora mutan Aspergilfus
niger dilnckulasikan  pada medium  tapis.
Munculnya  warna biru disekitar  koloni
mengindikasikan adanva cksidase, warma ini
akan teramati setelah beberapa hari inkubasi,
Mutan menghasilkan Zona biru vang febih luas
dibandingkan  dengan  oleh  galer  induk
perkirakan sebaoal mutan vang menghasilkan
oksidase tinggi, Mutan vang membertkan zona
hira yang lebih luas diuji selanjutnya dengan
mengaunakannya dalan fermentasi gulz pada
madium cair (medivm fermentasi).

Uji Aktilitas GOD

Untuk  penentunn aktivites cnzim GOD kasar
dilakukan dengan metods Arica (Arica &
Hagirci, 1993} yang dimodifikasi. Pelet-pelet
vang dipereleh dari medium fermentasi dicoci
i kol disaring  dan ditimbang  lalu
disuspensikan dalam bufler fesfat 005 M pH
L0 lalu dipecah selnya dengan menggunakan
mortar. Bubur sel disentrifuse pada 3300 rpm
selama 20 menit, lale 3.0 ml supermatannya
diambel dan kedalamnva ditambahkan lartan
glekosa 20 mmell dan  camporan ini
dijenuhkan  dengan Oy selama 300 mendr.
Selanjutnya kedalam campuren reaksi diatas
ditambabkan 1,5 ml lanian a-dianisidin 132
mg/l dan I ml laretan horseradih peroksidase
GO wnit'l dan campuran reaksi diinkuhas:
selama 30 menit pada 33 "C, Setelah itu reaksi
dihentikan  dengan  menambahkan 1.3 ml
M50y 30%  kedalam  campuran reaksi,
Selanjutnye capuran reaksi disentrifus  don
serapan dari supernatan divkur pada 6235 nim
Sehagai blanko digunakan aguades sebapai
pengganti supernalan dalom campuran reaksi.
Sebagai standar digunakan lametan Ha0);
dengan konsentrasi &,25 hingge 50 pmaoel/|,

Penentuan Berat Kering Masa kapang hasil
Fernetast :

Campurzn formentasi  vang  sudah
dihomogenkan  diambil  sebanvak 3 ml,
kemudian dikeringkan didalam oven sampai
beratnya tidak lagi berkurang, Beral massa
vang tinggal ditimbang dan dicatar sebapai
berat kering masa kapang hasil fermentasi.



HASIL DAN DISKTUSI,

Alutasi dan Scleksi

Crari penwnaman spora (2,5, 107 spora) yang
sudah disinari diperolel &3, 18 dan 4 mutan
vang berhasil tumbub dan diisalasi, dari dosis
radiasi berurut-turot 3,0, 3.5, dan 4.0 kGrav.
Sedangkan spora vang disinari dengan dosis
4,5 kGray tidak pda vang selamar atau hidop
setelah  ditznam pada medium  tumbuhnya,
Fooloni vang berhasil diisalasi tersebut ditanam
pada medium PDA untuk dijadikan bibit dan
diperbanyak  dengan menanamnya  pada
tabung-tabung reaksi vang berisi mediom POA
untuk seleksi (lapis) pada mediom padat dan
medium  ceir (mediom  fermentasi). Koloni-
koloni yang berhasil diiselasi tersebut mula-
mule  ditapis  dalam  medium  fapis  yang
mengandung  Ki[Fe{CNJ},] dengan pasangan
oksidatifiya  FeCl,. Bizkan  yang
mengekskresikan HaOh o pada mediom  tapis
akan memberikan  perubahan  warna  dari
kuning pucat ke hiru tua [ni dizsebabkan aleh
adanya reaksi Ka[Te(CH)y ) dan FeCl; dengan
Hy e wane dibasilkan dart sktivitas enzim
alukosa vksidazse vang dihasilkan Axperpifin
miger pada medium tapis, reaksinya sebagai
berdkut (Mogel, 1975

Glukpss ssseeeeaan = f-glukonalakion + H4,

FaCy = 2IFeiCN - huningd — 2[FelCnL]" +2H +
£

'+ F[FeCHI = FedFeiCs), ) birg tuay

Dari seluruh koloni yang  berhusil
diizchasi tersebut {33 mutan) dilakukan seleksi
pida medium tapis dan diperoleh 25 mutan
vang  memperlibatkan zona aktifitas enzim
ving seukuran hingga lebih besar dari galur
induk, Dari 23 mutan yang berhasil ditapis
pada tahap awal tersebut dilakukan penapisan
lagi don diperaleh % mutan  yang zona
akbivitasnya  lebih besar dari akiifitas galur
induk, Dari 9 keleni yang  diperkirakan
overpraduksi - glekosa oksidose  lersebut
dilakukan  wji kuoantitatf  produksi  glukosa
cksidase dengen fermentasi

Hasil Fermentasi .

Sembilan mutan yang memperlihatkan aktifitas
GO0 tingei pada medivm tapis dilakekan uji
fermentasi  dengan memakoi  gula  sebagal
sumber karbon, Data dart fermentasi dapat
dilihat pada tabel dibowah:

Tabel 1. ARREas GO kasar dan berat
kering kapang hasil fermentasi

Mutan Berat | Akulitas | Kelipatan |
Feering | GOD Akrifitas
{zml} | {LInity GODr dars
WT
B3 0,020 | 0260 | 0.49
B10 0.050 | 0.935 .38
BT 0022 | 0309 045
Cal 0,032 | 1.063 .54
32 0280 | 1,312 1,89
33 0022 | 0900 1,30
453 0,028 | 0,339 (149
48 0063 | 0495 0,71
C5l {1,036 | 0,630 0,98
WT 0,031 (1,681 [0
r{indukj

Sebagaimana terlihat pada Tabel, produksi
massa szl mengalami Auktuasi yang besar.
Mamun demikian  massa sel yang linggi it
tidek menjamin adanya overproduksi glukosa
oksidase, sebagaimana vang diperbihatkan oleh
mutan C48 yang mempunyal massa scl besar
tetapt akiivitas GOD kecel, Dafam Pereobaan
ini dilakukan dalem duplo, Data di atps adalalh
huusi] rata-ratanva.

PH akhir medivm  fermentasi yang
dedapatkan udak banvak  berfluktuasi, vaite
berkisar antara 3.5 hingoa 4,0

Dari data fermentasi diatas didopatkan
4 myutan yeng memproduksi glukosa oksidase
lebih umgoi dert yang dihasilkan oleh zalur
mduk. Mutan tersebur adalah BIG, C2, O32
dan C33. Penmgkatan produksi GOD wvang
dihasilken oleh mutan BED, C371, C32 dan C33
adalah herturot-turar sebesar 1,38, 1,54, 1.8%
dan 1,3 kali lipar lebih besar dari vanp
dihasilkan aleh galur induk.

KESIMPULAN

Baari penelitian vang dilakukan tentang metoda
radiasi  sinar gamma  untek  menghasilkan
mutan  averproduksi GO, pengeunaan
khromogen  K:[Fe(CMY] dan FeCl. unmk
penapisan aktifitas GO, dan fermentasi gula
untuk produksi GOD dengan mutan 4. miver
didapatkan hasil sebagar berikut :

1. Untuk mendapatkan mutan  Aspergiiing
miger vang overproduksi plukosz oksidase
dupat  dilakukan  dengan  radiast  sinec
pamma {Cobale-60) paday rentangan dosis

b=k kdray,



0 Eo[Fe(CH)] den FeCl: adalah pasangan
aksidatif yvang  dapat  digunakan  untuk
mendeteksi adanya aktivitas oksidase yang
dilasilkan aleh kapang pada  medium
padat, Dalam hzal ini untuk sctiap liter
meditim  ditambahkan 10 ml 0,023 M
pasangan chromagen.,

J. Produksi enzim glukosa cksidase dengan
fermentasi menggunakan mutan A, #wiger
B0, C3E, C32 dan O35 adalah lekih besar
berturut-turet 1,38, 1,54, 1,39 dan 1,30 kali
lipar dari produksi eleh galur induk,
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