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RINGKASAN 

UPAYA MENLNGl'.ATKAN TRANSLOKASI AMlLASE KE 
LlNGKUNGAN EKSTRASELULAR SELAlIIA PROSES FERMENTASI 
EltdomJ copsis jihullgua 
(Purka", Sofijrul Hadi , Abdulloh : 1999, SO hairumUl) 

Amilase dihnsilk:U1 olel! Endum.rcvpsis jibu.ligercJ ~ I!b nga.i e nZll1i 

ekstmsC'lular yang bios intos isllya diinduksi 01('11 molehl patio Enzim ekstrasclulnr 

adalall cllzim y~U\g sc l:una bios illtcs isllya mclcwa1i mClllbnUl sitoplasma, SClilUlg lobsi 

akh if dil cnluk:ul oleh sll1ikluf se l. Se lmna sckrcsi heben.pa onzilll masih te lap lerikal 

IHWfl pClllluknnn hlllr mcmtmm (ektopcrifer). ICl11lunlR pndn sel rosi yrulg memplillyni 

struktur IlH.>mhran dan dindin8 sc i yrutg Icbih kompleks (Pri('st, 1 984 ). Hal ini akrul 

mellgunmgi perolelmn nmilnse selmnu proses fcnnentasi. 

DaJrun pfoduksi amilase dari EndulIlYcopsis fibuligera, Buklir (1991) 

melnporklUl bohwn proses sckresi IUllilnse dUJ'i Illikrobo Icrsebut bcriongsullg kurollg 

bruk, Biosintcsis alllilase berlrulgsung maksimaI pada nL~e pertluubuhrul logarritmik, 

Iclapi nklivitasnya di cruran ekslmselulnr sanga! rendall, Aktivitll9 terscbut meningkat 

secara tajrun padaj.un ke 108 waklu Hmnenlilsi, yrulu saa! tcrjadinya lisis so l. Padalml 

fhse kt~ llloJian I l~ rj<ldi pndajoJll ke 40 \VakIli feml cnt ns i, Hal ini mcmUljukon hnhwo 

\luda smll sci Em/omy cops;.r jjbuliguo St"dllllg nklif pcrlumbulmHllya, sckrel:i i rulli Imic 

pndo snH! itll IIlns ih rcndah. Di swnpins itu sl'kres i ruuiiase pOOn snat li sis ini bt:1tUli 

bisa dikalak;Ullllaksilllal , sobab behcrapil lUllilasc mas ih lel:tp lerikat pmla JlOnnUkmUl 

luaI' IIlcmbran ( Rogers, 1983 ), Oleh bU'Clill illl Ill~rlU Ill'uiug.kal:UI sela'esi amilnsc kc 

li ngklU\glu] ekl:ilra.se lu\;u- agm' diperolch protillklivilas clizilll ylUlg lillggi. TnUislokasi 

(sekrcsi) aUlilallc dilillgkalkml dCllgl\Jl lllcnggilluik:m ion losmn maSllcsiul1l dan ka\ r; iUlIl 

YOUIS lerkajl dellgoul biosinlcs is dml pclcpasaJl cnzim kc lingklUlgan ckstraselu\;u-. 

Ttljllilll p~llclililUl illi ntlfllllli Ill l! llsungJOlp p~rl\lllUl ion UUlSllcsiulIl dun \llnu 

kaJsium lerhadap proses sokrcs i amilase d,u-i EfJdolll]copsis jibuligera; fllcnellluk.Ul 

komposhli d:Ul konscntrasi optimulil ion nmSl lcHiuOl d:Ul al:11I kal siulI1 yallg uda pnda 
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media fennentasi untuk memaksimalkan proses sekresi amilase dan Endom] copsis 

jlbllllgua; dan menentukan waktu optimwn fennentasi amilase dari EIldonlYcopsis 

jibuJigera akibat adanya ion magnesilUD dan atau kalsiwn daJam media fennentasi, 

Pel'8l1811 Mg d811 moo Ca dal8111 proses sekresi 81uilase. diWlgkap deng811 cars 

mengamati produktivitas amilase yang dibasilkan oleh Endomlcopsisjibuligera yang 

difennentasi dalam media bebas dan yung mcngandung Mg dan a1au Ca Produktivitas 

amilase yang diamati meliputi aktivitas wnilase. kadar protein dan aktivitas spesifik 

enzim. Ion logrun bivaJen (Mg dWl alau Cal yang telah memberik811 efek sekresi y811g 

paling tinggi, kemudhul ditclllukan komposisi d.m konsenlrasi optimum totalnya y8llg 

ada pada media fennentasi, unhtk mellutksimalkan enzim mnilase yang dihnsilkWl. 

Seisin itu dilakukan pula optimasi waktu fennentasi amilase dari El1dol1t} copsis 

jIbuJigel'o daJam media yang mengandwlg Mg dan Ca. Produktivitas amilase yang 

dihasilkan Hap waktu fennentasi tertentu kemudian dibandingkan terhadap blangko, 

yaitu fermentasi amilase di media bebas Mg dan Ca. 

Dan hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa : penambahan Mg dan Ca 

dW81ll media fennentasi mampu meningkntkan produktivitas amilase di Iingkung8ll 

ekstraselular. Efek sekresi yang ditimbulkan oleh Ca lebih besar dari pada oleh Mg. 

Sekresi yang lebih besar lagi dopat ditimbulkan oleh hadimya Mg dan Ca secara 

simultan di daJam media fennentasi; sekresi 8Dlilase berlangstmg optimlUD oleh 

C81npW'Wl Mg dW1 Ca pnda perbwlClingrul komposisi 3 : 1 yWlg konsenb'asi total nyu 

sebesar 0.2 %; waldu optimwn wlfuk fermentasi amilase dari EIldollVcopsis 

flbullgel'u nkibat adlUiya Mg dnn Cn eli media fennentnsi adalnh 72 jam. 

DisanulklUl wJtuk melctkuk:U1 kombinasi Mg dan Ca dengan Kt Na dan P atau 

tween 80 duhun fennentWli wnililse clnl'i Elldom}copsisflbu1igel'o, karenn keliga ion 

ini memplUlyai PCI1UJ penling yang milam hUll sebagai swnber phospal daJam 

pembcnhtkan A TP tleluma pertwllbuhlUl mikroba dan juga berperan dnJam 

pengendaJiM biosintesis protein dM sckresinya keluar sel, terutama tween 80 yang 

tclub diketnhui perwmya. 

(Fakultas Mulcmatika dan IImu Pengetahuan Alam 
Universitas Airiwigga; 121P2DYfIDPPMlLITMUDN/1998) 
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(' 

SUMMARY 

The Effort to Increase TrandocatJon of Amylase to Extracellular 
Environment During Fennenlalion of Endomycopsisjibuligt1'a 
( Purkan, Sofijan llllcii, Abclulloh : 1999,50 pages) 

Amylase is WI enzyme which biosYlltllt"sizcd by Endomycopsisjibu/igel'a as 

extracellular enzyme. TIlis enzyme will be synthesized, if induced by amylum 

molecule. Extracellular enzyme refer to allY enzymes tbat crosses the cytoplasmic 

membrane. nle final location of extracellular enzyme will therefore be detennined 

by the structure ofthe cells. However~ some enzymes are still bounded on surface of 

outer membrane (periplasm), especially yeast which have more complex of 

membrane structure and cell wall (Priest,1984). This fact will decrease the yield of 

enzymes during fermentation. 

Baktir (1991) reported that the secretory amylase from Endomycopsis 

jJbuJJgera has a weakness. Amylase is synthesized maximally at logaritmic phase, 

but ies activities in extracellular fluid is low. 111e top activities was reached at 107 

hoW's offennentntion, which followed by cells lyses. At the moment, tlle death phase 

happened at 40 hours of iennentation. This fact shows that the Endomycopsis 

jJbuligera celts is Iysesing. the secretion of amilose becomes lower. In contrast, the 

seoratory runylase in this 8t~p eM not be called as maximlUD ye~ because some 

anlyloses are still bowaded at outer membrane of cytoplasmic I periplosm 

(Rogers,1983). 11aerefore~ Wl eflbrt to increase the secretory amylase to exb-acellular 

SWToWlding in order to obtained a high productivity is necessary. In this case, the 

translocation of amylase will be done by using magnesiwn and caJsiwn ions, which 

both linked with the synthesis wld the secretory wllylase to extracellulw-. 

The aim of these researchs are : to know the effect of the present of 

masnesiwn and calsiwn ions in bacth cultures on increasing of wnylnse secreation; 

to determined the optimwn composition and concentration of the mixture of 

masnesiwn and cwsium ions in the medium for amylase production; as well as to 

detemline the optimum time ofMlylase harvest during femaentation in medium which 

III 
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contains magnesium and calsium ions, 

TIle role of magnesium and caJsimn ions would be studied by observing lhe 

amylase productivity, included the activities, protein concentration and spesific 

activities WlSDY in mediwll which fi'ee or contain moguesiwll ond calSiWll ions Both 

ofthe metal ions which triggered the secretory amylase more highly, then optimized 

Uleir composition and total concentration in bnclh cultures, followed by 

detennination of the optimlun time of amylase harvest dw-ing fennentntion as a result 

of the present mogne@jum and calsium in bacth culhlJ"es. 

The research results showed that the present of magnesium and calsitun in 

bacth cultures can trigger Ule secretory amylase higher than that from medium free of 

both metal ions. TIle effect of secretory amylase resulted from magnesilun ion 

Ulfeabnent lower than crusium ion, and the highest effect was obtained from 

Utreatment with mixture of magnesiulll and calsium together in bacth cultures rather 

than Umt from magnesiwn and calsitun alone in meditun. TIle magnesium Wld calsium 

mixtures which could trigger a highly secretory amylase, have composition of 3 : 1 

in total concentration 0.2 %. \\11ile Ule oplimwn time ofwnylase hwvest as D result 

of the present of magnesium and calsiwn ion in bacth cultures is 72 how-s of 

fermentation. 

It as suggested to combine magnesitun Md calsium ions with potassilun, 

sodiwll, phosphor or tween 80 (sw-facbul) to enlw'ge wllylnse production fi'olll 

Endomycopsis jibuligera, because Ule Utree ions is needed by microbial e.g as 

phosphat sources to fonn ATP and to regulated the biosynthesized and protein 

secretion to extracelular, expeciaJly l\~ .. een 80 had been mown it's effect to enhance 

of secretory wnylase. 

(Fatuity or Mathnnalic: And Natural Sdenc:e 
Airhlngga University; 12W2D'flDl'PMlLITMUDN/1998) 
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1.1. Latar Dclalum:; l\hsalah 

nAD I 

!'Kl\llAIl1JLUAN 

, 

Kabuluhan glukosa cair dari tmulII kG tahull toms meningkal, ha.l illi disebahkiul 

oloh lillglmt kOllstu nsi masyarakal It'rlmdap produk-produk industri yang 8cmukin tinggi 

dlU1 juga aleh sO Lllal.in bluly;lk bcnlUlllt'u\;UI indusfri- industri bani yung borL.duUl baJ..1.1 

glukotHl Someillara dewmm ini kUfliitHS totos (lIIolasos) semakin mOllunm, nkibal 

borkombangnya metoda pomisaJl;ul d;m ponnuTlian gliia dal .un industri tobll. 

Glukosu mt"rupakun ballan lmku berbagai iuduslri f(,!lIlt'lIlas i, lII isal illuuslri 

alkahol, industri MOllo Sodium GluL wnat (MSG), illdustri High FruJose S,rup (Iff'S), 

industri makruHUl dan minmmUi (Godfroy,1985). 

Pat i merupakan bahan baJ..'l1 termurah lUlluk produksi glukosa cairo Amiiase 

aduJah ellz.im pt'ntin,g yang digunakilll wlluk mClOgkollvcrsi pali menjadi sirup glukosa Di 

IHullping illl mn ilase juga digullaklUl da];ull iudustri tekstil. ponyamaknn kulil, dolergon 

dlUl lain-llIin, SlUlJpai saat ini lunilaBi' II'IlIsih diimpor dnri nogara lain. hal ini 

1II,;!lIyebahk;ul kolorgm,Iung;m dabun kcl ;U1gslIlIgan produksi glukosa dari pali mauj)UIl 

industri lainllYa. Uutuk mrngalasi hal ten;i'lmt perlu di lakukwl studi produksi l' lIzim 

;ull i la~e. 

Secara 1II1l1ll11 enzim diprodllksi ulOlalui prOSOB formi' ul usi mikroorgrulisllllJ klipruIg, 

Pellgglulaan khrullir unlnk proBes ini januig dilaporkan • padahal diantara 400 j onis 

khrullir yllllS penmh dike-nal dlUl dipCI10lllklUI oleh Ladder (1990). 90 jenisl1lollwuukknn 

ponlullbuluUI posilifpacla luedillJlI pati, m1i llya IIllUllpulllenghasi lkan enl iln ~ullilase, 
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Baktir (1991) melaporkan EndomlcopslsjZbullgel'Q sebogni khnOlir penghnsil 

amilnse dengan aktivitBs lUl88u1, ynitu memiliki duB. jenis Bktivitns aacdlarlhl.J'll dan 

Ilqluhlng yong bekerja secSI'a sinergis dalnm Olenghidrolisis patL Kemudinn Pwi<nn 

(1995) bcrllusil melllisohkon dua kelompok wuilose tel'Sebul dengon metode presipitosi 

81lloniw)) sulfnt. Karena kew.nn oktivitns ynn,g dibasiJknn oleb rogi Wi, moka perlu 

dikeOlbSllgkwl metodc produksil1Yn, sebingga dopa! memenubi kebutuban Slnilase di 

berbnsn.i industri di Indonesia. 

Amilase dihasilk8ll oJeh EltdoJltlcopslsjlbuJlgel'Q sebagai enzim ekstraselulnr 

yang biosintesisnya diinduksi 01011 lIlolekul pati. Enzim ekstraselular adnlnh enzim yWlg 

setwlla biosintesisnya meJewati membr8Jl siloplasmn, sednn,g lokasi akhir ditentukaJl 

oleh struktur set Seloma seleresi, bebernpa enzim masih tetop terikot pada pcnllukaon 

luar membran (ektoperifcr), terutama pada sel ragi yang mempunyai struJctw- membran 

dan dindin8 sel yans lebib kompleks (Priest,1984). Hal ini nkan meJl8W'Wtgi perolebnn 

amiJase selSllla proses fennent&sL 

Dalwn produksi wnilase dnri Endoll1Jcop81a jZbullgtfa, Boktir (1991) 

melaporkan bahwa proses sckresi nmilnse dari mikroba tersebut berJangsung kurnng 

bruk. Biosiutesis wlli1ase berlwlgswlg moksimal pada fase pertwnbuban lognritmik, 

telapi aktivitnsnya di crurau eksb'lUIelulDl' sW18al rendah. Aktivitas tersebut meningkat 

secSI'o tnjom pOOo jwn ke 107 wnktu fennentosi, yaitu snat teljadinya lisis sel. POOnhal 

fose kemotinn terjadi padajnm ke 40 wnktu fennentasi. Hal ini meUlUljukan bahwa pOOa 

soat sel Endo1tl] copm jlbu1lael'Q sedwI8 aktif pertumbuhwmyn, sekresi omilose padn 

saaL itu ouwib rendah. Di sampill8 itu sekresi amHase pada sast.lisis ini belwn bisa 

dikotnlcnn mnksimnl, scbab beberapo wnilase masih tetop tel'ikat pada penuukrulll lunr 
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membran ( Rogers~ 1983). OJeh korena ito perlu peningkaton sekresi amilnse ke 

linstamSBIl ekstraselular • diperoleh produktivitas enzim yang tinggi. 

Upaya Wltuk meningkatkoJ1 tronsloknsi (sekresi) alllilase telab dilakukan sejnk 

produksinya. seperti Sen dan Chakrnbnrty (1984) yang menolllbohkan tween 80 pOOa 

media fennentasi LactobacdJlIlS ctlloblosls don diloporkon bohwa tween 80 efektif 

mellingknikon sekl'esi wllilose dari mikroba tersebul BBlllbw'S 00 (1996), llleJoporkwl 

bohwa hndimya tween 80 konsentrnsi rendah poda media fennentnsi dopot meningkotkwl 

sela-esi amilose dori EltdolllJ copsis flbullgera. 

Selllentnra itu 'Wisdom et ai. (1996) meloporkan bohwa Mgl+ dopat 

mtuimbulkwl efek sekresi amilase dad isoJBt segmen pankJ"eas. Pirt (1982) menyatakan 

tentong peranBD ion-io.1 lognlll bivaien ba,gi sel. Disebutkwl bahwa magnesium 

mempunyai 9rti penting dalwn proses biosintesis don translokasi protein ke luW" sel 

(sekresi enzim), sedwl,SkWl WlSur fosfor mempw\yai pernn dnlnm proses pertwubuhon 

dinding sel. SeIsin ito Edgington (1992) melaporkon bohwa ion kalsiwll mampu memacu 

I)roses sela'esi pl'olein keluW" sel dengwl cw'a meningkolkwl terjndinya folding protein 

seloma proses sekresi sedang berJnngsung. 

Podo kesempotwl ini~ okon dicobo meningknlkwl produktivitos wuilose dori 

Eluloml copsi.a jlbullg,ra dengon ion logwn mnsneshun dan knlsiwn yang terkait del'SlUl 

biosintesis dWl peJeposWl enzim ke JiUgkUllgW1 eksll'oselu1or. 

1.2. RUltiUSAN MASALAH 

Pennasalahall penelitian ini adalah Bebagai berikul 

1. Apakah produktivitas amilase dari EndomycopsiB fibuJig~,.a dapat ditingkatkan 

dengan ud8l1ya magnesimll dan atau kalsilUll di dalam media fennentasi 1, 
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2. Bernpokoh komposisi dOll konsentrnsi optimwn mognesiwn don moo knIsiwn ynns 

ditnmb!lllkan pOOa media fennentasi asar sekresi amilase dari EI1donIJ copsJ.s 

jZbullgtl'a dopot berJangswlg mnksimnI 1 . 
. 

3. Berapokah wnktu optimwn fennentnsi anlilase dnri EndontlCoPsJ.s jlbu/l(Jera 

okibot ndonyo ion mn.gnesiwn dan otnu knIsiwll dnJoJl1 medinfennentnsi 1. 

1.3. TUJUAN PBNELl1lAN 

Penelitiao ini bertujuan 

1. Mengungkap peranan ion magnesium dan alau kalsiwn terhadap proses sekresi 

amilase dari E,,,dolnlCopsisjibuligera. 

2. Menentukan komposisi dan konsentrasi optimwn ion magnesiwn dan aloo kalsium 

pOOa media fermentasi untuk memaksimalkan proses sekresi amilase dari 

Endomy copsis jibuJigera. 

3. Menentukan waktu optimum fennentasi amilase dari Endo1nJcopsis flbuJiguQ 

akibat adanya ion mBBDesiwn dan atau kalsium dalum media fennentasi. 

I.... Maaf'aat PmtlltJan 

HasH penelition dihornpkon dnpat digwlnkan sebnaai dnsar bogi upnyn 

pell8elllbaJlson produksi amilase terutoma berkaiton dell8an penitlSkatan produktivitas 

omilose dad Elldomy copsis jZbullgf!1'a. sehinggo bennnnfoat b08i pengembnngon ilum 

per,~etnhuWl moupun oplikasinya di industri. 
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DAD II 

TINJAUAN PUSTAKA 

l.l. AmIIase 

Amilnse ndn1nh enzim ynng menghidrolisis pnti, glikogen don polisokoridn lain 

dengnn corn memutus ikntWl gJikosidik a. -1,4 don ntnu «.-1,6. 

1.1.1. SubsCrat dari amilase 

~ubstrat bagi amiJase adaJah pati, glikogen dan polisakarida lailL Pati 

merupakan polisakarida yang melimpah di a1am. Pati dapat dipisahkan menjadi dua 

fraksi utama, yaitu amilosa dan amilopeldin. Amilosa adaJah polimer linear dari a-D-

glukosa yang dihubungkan dengan ikahUl glikosidik a-1A. Sedangkan amilopektin. 

struldumya berupa poJimer bercabang dari a.-D-glukosa. Rantai utamanya mengandung 

ikatan glikosidik «-1.4. Titik percabangan berupa ikataD glikosidik a-1.6 (Fessend~n 

dan Fessenden,1990). 

CII:OH I~ 
.~ ~'~·~H 0 .iI" )\~.~~o , , 0 
I. I 

011 OH 

Gambar 1.1 Amilora dan amllopektin ( Fessenden dan Fessenden, 1990 ) 

alikogen adnJnh polisnkoJ'ido wujud peuyimpwlWl glukosn doJWll sistem 

hewoll. StmkhJt glikogen mirip wnilopl~ktin. Di dnJrunnyo tel'dnpnt iknlnn glikosidik CL-
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1,4 ( mow utama) don iaktan glikosidik a.-l,6 (cabang). Olikogen lebih bercabang 

dibanding smilopektin ( Fessenden dgn Fessenden, 1990 ). 

1.1.2. Jeais-jmis amnase 

Dari mekanisme hidrolisimya , &milase dibagi menjadi 4 golongan, yaitu CJ.­

amilase, p-amilase, glukoamilase dan enzim pemutus ~abang. 

«-Amilase menghidrolisis seew"a acak ikatan glikosidik «-1,4. Enzim ini 

merupakan endoenzyme, memutu! ikatan dari bagian dalam molekul subsfrat. Kerja 

dari «-amiJase tidak dihambat o)eh ikahm gJikosidik «-1,6 dan ikatan ini tidak 

terhidrolisis ( Crueger and Crueger, 1989 ). Hasil hidroJisis dan amilosa berupa 

maltosa (disakarida) sampai maltoheksos8. Hidrolisis dari amiJopektin menghasilkan 

gluk08B, mallosa, dan berasam «-dekstrin yang mempunyai ikatan glikosidik «-1,6 di 

samping ikatan «-1,4 (pries~ 1984). 

p-Amilase merupakan exoenzyme dan menghidrolisis ikatan glikosidik a-l,4 

drui ujung-UjlUlg non pereduksi secara berseling menghasilkan maltosa (anomer p ). 

Enzim ini tidak dapat menghidrolisis serta melewati ikatan glikosidik a-l,6 sehin8sa 

padahidrolisis amilopektin bisa dihasilkan p-dekstrin (Priest, 1984). 

Glukoamilase bekerja sebagai exoenzyme, menghidrolisis ikatan glikosidik a-

1,4 dari ujOOg-UjlUlg non pereduksi menglmsilkan P-D-glukos8. Ikatan glikosidik «-1,6 

juga terhldrolisis meskipun dengan laju yang rendah (Priest, 1984). 

Enzim pemutus cubans menghidrolisis ikatan glikosidik «-1,6. Ada 2 macam 

enzim iui, yaitu pulluJanase dan isoamilase (Crueger and Crueger, 1989). 
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~ 
ujung pel"'eduksi 

a-amilase 

--0 9 lukoami lase 

- Pullulanase 
isoamilase 

l3-amilase 

Gambar 1.1 MekaDbme bldroUdl patl oleh amllale (Crueler aDd Crueler, 
1989) 

BerdasBl"kon produk &khir hidrolisisnya, omilBBe digolongkan menjadi 

Sacdltll'lhlna tlInJ/as6 dan II'lu.ehl"IJ tun}/as6. 001011880 pertama memberi produk 

akhir hidrolisis guJa beblJS. Oolongoo kedun tidale menghasilkan guJa bebas pada 

hidrolisianya (Crueger rmd Crueger. 1989). 

SacdratibJ.na anv/asl merupakon aomdm. Enzim Wi memutus ikaton 

glikosidik dati ujung-ttillD8 non pereduksL Molckul-molekul monomer &tau dimer 

dibebaskan. Contoh golofl88l1 ini adalah p-amilase dan glukoamilase (Crueger and 

Crueger, 1989). 

Llq:16hlna ant,/asl menyerang substrat pada baaian dalom molekul 

(endolnqme). Hasil bidroUsis adalah o1igosakarida. Yang temlBSUk golongan ini 

adnlah a.-amilase dan enzim-enzim pemutus cabong (Crueger and Crueger, 1989). 

2.2. Khamir EndOllf}copsisflbuJiguQ 

Kedudukan E. fWuJigua di daJam taksonomi adaJah sebagai berikut : 

Divisi : ThaJophita 

: Ascomycetes 
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~~ub kelss : Hemioscomycetidae 

Ordo ~ Endomycetales 

Famili : Saccharomycetaceae 

sub famili : Sacchoromycoidene 

Tribe : Endolllycopseoe 

Genus : Endoml copsla 

Spesies : Endaml copal.a flbull8tfa 
. 

(Prescott, 1962) 

Baktir (1991) melaporkan sekresi amilase dan E. flbRJigU'a selama proses 

fennenta&i. Media produksi yang dipakai terdiri dari pati sago sebagai BUIIlber karbon 

dan ekBtrak: ragi sebasai swnber nitrogen, vitamin dan mineral. Peroedaan komposisi 

pati sago dan ekstrak raai memberikan perbedaan pola produksi &milase selama 

fennentasi. Aktivitas amilase tertinggi diperoleh bila menggunakan media pati Bago 1 

% dan ekstrak ragi 1 %, yang memmjukkan ptDlcak kurva aktivitas pada waktu 

fennentasi 107 jam. 

Menurut Baktir (1991), aktivitas omilase dan E. jibllligU'(J dalam cairan 

ekstraselulaT rendah pada fase logaribnik sampai stasioner. Aktivitas amilase 

meningkat sec·ara t~am pada fase kematian sel dan maksimum pada saat teljadi lisis 

Bel. 

Amilase dari E. fwllligera, dilaporkan oleb Baktir (1991), memberikan 

aktivitas sakarifikasi 15.24 U/ml (aktivitas spesifik = 5.91), BekaJigus aktivitas 

likuifikasi (lml ekstrak mar amilase mencema 3.193 mgnun pati sago pennenit pada 

kondisi percobaan). Diduga bahwa E. fwllligU'a menghasilkan 2 jenis. amilase. 
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Sacdltlrl.hu18 amylose don LlqllehlnB am,lase yang bekerja secara sinergis dolmn 

memecah pali menjadi SlukoBa. 

2.3. Pa1umbubu MlkroorgllDllme 

Pertumbuhan didefinisikan sebogai pertambohan secara teralur semus. 

komponco dolmn sel. Pada organisme uniselular. pertumbuhon merupakan pertBmbahnn 

jumlah sel yang berartijusapertambahanjumlah organisme (Fardiaz.1992). 

Pertumbuhao mikroorgonisme di dalom suatu kultur digomborkao sebogai suatu 

kurva seperti terlihat pada gambar 2. 3. Fase-fase pertumbuhan mikroorganisme yang 

diamati antara lain we adaptasi, rase pertumbulum awaI, we pertumbuhan logaritmik, 

fase pertumbuhan lambat, Case pertumbuhan tetap. fose menuju kematian dan fose 

kematian (Fardioz, 1992). 

L Fllle Adaptasl 

Poda fase ioi mikroorganisme berusoha menyesuaikan dengan substrat don 

kondisi UngkungWl baru di sekitamya. Pads. soat ini sel belwn membelah oleh karens. 

beberapo enzim beIrut) dopot disintesis. Jumlah sel pada fose ini mungkin tetop. tetopi 

kadang-kadong menW1Ul Lamanya fose ioi bervariasi, dapol cepol atau lombot 

tergnntuns dati kecepatan penyesuaion dengan Hogkungan di sekitamya. 

Lamanya Case adaptasi dipeJl88l1lhi oleh beberapa faktor. diantaranya adalah: 

(1) Medium dan lingkungan pertumbuhon 

Sel yang ditempatkan dalmn medium dan Jingkungon pertumbuhao soma seperti 

medium don lingkungOll 8ebelunmy~ lllwlSkin tidnk diperJukan waktu adoptosi. 

Tetapi jika nulrien yang lersedis. dWl kondisi linsJrungan Y8118 baru sanga! berbeda 

dengnn yang sebelwlUl}'o, diperlukan waktu penyesuBinn Wltuk mensintesis enzim-
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enzim yang dibutuhkDn Wltuk metabolisme. 

(2) Jumlah inokulum 

JwnJah o.wal sel yang semokin tinggi akan mempercepat fase adaptasi. Fase 

~idaptasi mungkin berjalan lambat karena berbasai sebab, misalnya : (1) knltur 

dipiodnhkan dnri medium YBll8 kayo. nutrien ke medium YBIl8 kandJmsan nutriennya 

terbatas, (2) nwtan yang b8l1l terbentuk menyesuaikan diri delJ8BD lin8Jamgannya, 

(3) kultur yang dipindohkan dari fase stnlis ke medium baru dengan komposisi 

sam& seperti sebelumnya. 

b. Pale Pc:rtumbuban An 

Setelah mensalami fase adaptasi. sel mulai membelah dengan kecepalan yang 

masih rendah karena baru selesai tahap penyesuaian diri. 

c. lase Patumbuhan LogarttmJk. 

Pada fnse ini sel juDd renik membelah deIJ88D cepat don konston, YBn8 

pertambahan jumlahnya mengikuti kurva logarihnik. Pada Case ini kecepatan 

pertumbuhannyo. sangat dipengoruhi oleh medium tempBl b.ullbuhnya seperti pH dan 

kandnn8BD nutrien JUSB. kondisi JinskunBan termasuk suhu dan kelembaban udara. Pada 

fase ini sel membutuhkan energi lebih banyak dibandingkan dengan fase lainny, selain 

itu sel palins sensitifterhadap keadaanlingkungan. 

d. Pale Pertumbubm Lambat 

Pada fBse ini pertwnbuhan populasi jasad renik diperlambat karena beberapa 

sebab, misalnya : (1) 2Dt nutrisi di dalam medium sudoh sangot berkw-ang, (2) adonYB. 

basiJ .. hasiJ metabolisme yang mtmgkin beracWl alan dapat mensbambat pertumbuhan 

jasad renik. Pada fuse ini pertumbuhall sel tidok stobil, tetapi jumloh populosi nU1Aih 
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naik knrennjwnlnh Be l Y1lIlS hunbuh mnsih lebih bWlyllk dnripndajwnlnh Bel yang mati. 

e. Fan Pn1umhuhan Tttal' (Stalis) 

Pada fas~ ini jwulah populaai Be l tetap, karena jwnlah sel yang hUllbuh sarna 

dengan jumlah fie l yang mati. UkunUl sel pada fase ini monjadi lebih kecil, kar-ena 5el 

telap membelah meskiptUl z.n1 lIuu-isi "udah mulai habi a. Akihat kekllnmgan zat nutrisi, 

Bel kemWlgkinml mompwlyni kOI1lPOBisi b('rbedu dengarJ. sel yang hunbuh pada fast! 

lognritmik. Pada fase illi sel-sel menjadi lebih trulan terhadap keadWlll ekstrem seperti 

P8l1B5, dingin. radiasi. dWl bahan kimia 

r. Fait MenuJu Ktmatlan dan Fille KanllUu 

PaLla fase ini sebagiwl popuJns i jnsad renik mulni mengaln.llli kematinn knrena 

bebernp. ,ebah. yaitu : (1) Dulri.n di dal nm medium ' Udall hahi,. (2) energi cadangan 

di dnlnm Bel habis. JlUulnh sel yong mnli senlllkin Iwun okWl semokin bWlyok, dWI 

kecepn19.11 kemnliwl dipellgRruhi oleh kondisi nutrien,lingkullgnn, dWljenisjB..!lad renik. 

Log juml. " 
u l "'~"p 

Fu. 
~.~"'::U"4; • 

• ~".s 

. __ 1 _ 

Fue 
pe<tumDuhan 

lamb. 1 

F~e menuju 
/" ke ...... ';..,.. 

r-,......~ .......... F &3e pe<tuml><l".n Awal 

t Fue . d.pla3; 

~~==----~--------­
w ... " 

Gambar 2. 3 KUlVa pertumbuhau mikroorc.ru,m. (Fardiaz, 1992) 
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1.4. EnzJm lUutrlllclular 

Mikro.orglUliwne heterotrof membutuhkan berbagai ma.cam mnkro01olekul 

sebagnj mokwllllulYa. Carn 1lll:IlHlSukkwl mokwlwl dWl metnbolismenya ndalah dengan 

pagositosis dan pignositosis.Cwon ini hWlyn bian ditempuh oleh lIlikroba yang tidnk 

berdindi.J)8 sel. Bnsi mikrohn yang bl~rdinding sel ditempuh earn lain. ynitu sekresi 

enzim ekstrnselulnr. Enzim dikeluwokwl dad sel ke lingkungan Wltuk mendegradlllli 

bohan polimer menghnsilknn produk berbernt molekul rendoh yang dapnt diserap sel. 

Enzim ekslrWlelulnr densnn demikinn dnpnt didefini.iknn aebnsni enzim YIlllS 

dise1aesiknn melewnti membrnn sitopinsma sel. Kebwlyokknn enzim ekslrnselulnr 

adaJall depolimernse (Priest, 1984). 

LokflSi enzim ekstrnse luioJ" bennnerun·macnnt Enzim ini kelunr meloJui 

membran dWl mWlgkin teltnhwl oleh dinding sel Wituk sementara waktu telnpi okhinlya 

dopnt berdifilfli kdunr. Kelllllllgkinllll lain, enzilll ml'lh~mpei poda bnginn lunr membrwi 

(Pri.,(, 1984). 

2.S. Diusiatesi. EnLim Ekstrasdular 

Secw-a IIUlWlI biosinlcsis protein (Ierrnasuk enzim) berlang,sung melnlui tnhap 

transkripsi dan tr"dJls iasi, dongan melibatkan molekul-molokul DNA dan RNA. Alas 

dasar fungBinya RNA dib. dakan menja<li tiga macam, ynitu RNA m .... nger (mRNA), 

RNA trnnsf. r (!RNA), dan ribo.om RNA (rRNA). Hub\U18a!l DNA:, RNA, dan prot.in 

dalamjaJur biosilltesis protein adaJah sebagai berikut : 

tnmkripli tra.llIlari 
DNA -------+. RNA - -----+. Prot. in 

(Wnt,on, Too", nnd KLU1z, 1988) 

\ 
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Tnmskripsi merupakan proses sintesis RNA dengan cetakan DNA dalam 

oukleus Bel. Molekul hasil transkripsi dinamak8ll transkrip primer. Transkrip primer, 

setagi berada daJam nuleteus, mengaJami banyak proses (pemutusan. penggabWJ8BD, 

dan modifikasi rantai ) mengbasilkan mRNA. tRNA. dan rRNA YBD8 siap menuju 

sitoplosma (Wolson, Tooze and Kurtz, 1988). 

Setanjutnya dalam sitoplasma terjadi translasi. Translasi adalab proses 

menerjemahkan urutan basa pada mRNA ke dalam urutan asam amino suam 

polipeptida yang disintesis. Sioteaia protein terjadi di ribosom. Tahap-tahap sintesls 

protein meliputi tahap inisissi, elongasi dan tenninasi (Sbyer, 1981). 

Tahap iniaiasi meliputi penggabungan mRNA. sub unit ribosom 40 S, dan 

tRNA,a'" membentuk kompleks inisissi 60 S. Posisi tRNAl'" adalah sedemildan ropa 

sehingga 8Iltikodon berpasang&n densan kodon inisiasi AUa pada mRNA Kemudian 

sub wit ribosom 60 S bersabWl8 membentuk komplek inisiosi 80 S. Pada ribosom, 

tRNA,.. .. ' terletak pada sisi P (peptidil). Sedangkan sisi A (aminoasil), yaitu sisi lain 

dari ribosom yang dapat ditempati molekul tRNA lain, masU, kosoog (Stryer, 1981). 

Tabap eloogasi dimulai dengan terikatnya ominossiJ tRNA pada aisi A 

ribosom. Aminoasil-tRNA ini memplDlYai antikodon yang komplementer dengan kodon 

mRNA yang ada di sisi A Selanjutnya terjadi ikalan peptida Unit melionin dari 

tRNAcIll
" (sisi P) ditransf~r ke gugus amino dari aminoasil -tRNA (sisi A) Dlembentuk 

dipeptidil-tRNA. Selelrut ito tranalokasi terjadi. Pada proses ini tRNA maoog terlepas 

dori sisi P, peptidil-tRNA YW18 semula di sisi A menduduki sisi P, don mRNA 

bergeser sejauh liga nuldeotida. Sisi A yang kosong siop untuk dUsi lagi deogan 
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aminoasil-tRNA yang lain. Siklus ina berloJlgstmg terus seloma pcrpanjangan rontai 

(StJyer. 1981). 

Tahapa tenllinasi terjadi kelika sisi A ribosom berisi kodon temdnasi. yaitu 

UAA, UOA, atau UAO. Sel nonnal Udale memplDlYai tRNA yang anti kodonnya 

kOOlpleOlenter dengan kodon-kodon ini. Akan tetapi kodon tenninasi dikenali 0100 

suatu protein release factor yang akan terikat padsnya. Peosikatan ini akan 

mengaktitkBn peptidil transferase yang mengbidrolisis ikatan antara polipeptida don 

tRNApadasisi P (Stryer, 1981). 

Ribosom dalam sel ditemukan bebas dalom sitopJasma atau terikat pada 

retikulum endoplasma (RE). Ribosom yang terikBt pads. RE biasanya meosintesis 

protein membran dan protein yang akan diseJaesikan keluar sel. Suam ribosom dapat 

diarabkon ke RE dengan adanya sua1u sinyal (Signal Hypothlsla). Sinyal ini berupa 

urutan asom amino YBn8 dekat dell8an ujWl8 anlino suatn polipeptida yong baru bUllbuh. 

Diketabui bahwa urutan asam amino ini seb88ian besar terdiri dari asom amino non 

polor. Sinyal ini dikenal oleh protein reseptor pada membran RE sehinssa ribosom 

dapat terikat. pada RE. Polipeptida yang baru tumbuh dapat lan8fJUD8 menembus 

membran RE menuju bagian luminal RE. Peristiwa ini benamaan dengan proses 

perpanjan,gan rantai (cotranslational ). NamWl ada juga protein yang menembus 

membron setelah sintesis selesai ( posttranslational ). Pada luminal RE terjadi 

pemutusan residu sinyal oleh peptidase juga. pengikatan karbohidrat membentuk 

g1ikoprotein (Stryer. 1981). 

Selanjuloya terjadi pemindahan protein ke badan Oolgi. Di badan Oolgi terjadi 

g1ikosilasi lebih lonjut. Tronspor protein baik dari RE ke badan Oolgi alOUpWl doti 
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badan Oolgi ke tempot sosorWl, misalnya membran sitoplasma, melibstkan suntu 

vesikel. Vesikel lerbentuk dari membran RE atal1 badan Oolgi. Veaikel ini bersemk 

ke meomran aitoplasma, melebwicon diri dengan membran Wltuk mencurahkao aeld 

isinya (eksositosis), (Schlegel, 1994). 

Gambar 2.4 Transpor proteiD (Strya-, 198J) 

1.6. KODCrollindwn&aa terhadap smteso enrJm elutraselular 

Enzim ek8traselul~r biasanya dikontrol oleb lingkungan. Jika li\iu sintesis soatu 

em:im koDBtan pada waktu ada atau tidak ada substrat mm enzim ini dikatakan 

konstituti£ Walaupuo demikiao, pada kebanyakkan sintesis enzim merupakan proses 

indukti£ Indu.cibI, mt3m, disinlesis dengan I~u yang rendah ketika substral tidak 

ada. Pada waktu substrat dit8lnbahkan b mediwn, terjadi peoingkatan I.u siotesis 

secara drastis. Jib substrat selaku inducer tadi diambil maka I~u sintesis akan 

menurun ke keadaan semula (priest, 1984). 

Mikroorganisml.' dapat ml.'ndl.'teksi adanya makromolekul (inducer) di 

lingkungannya dan kemudian meningkatkan Iqju sintesis enzim. Hal ioi dimungkinkan 

karen8 enzim tetap diprodukBi den.gan I.u rendah meskipun tidak ada substrat. Ketika 

substrat ditambahkanke dalam mediwn terjadi pemecahan sobstrat oleh eozim. Produk 
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pemecohan inilah yang mosuk ke sci dan mcnginciuksi sintesis enzim ke Juju yang lebib 

tinggi. Pada waktu produk terakumulasi secara berlebih. sintesis enzim akan dihambol 

oleb produk itu melaJui mekanisme end-p1'odua "pp,easlon. Mekanisme induksi don 

represi ini, secara molekular menyongkut pengaturan translaipsi dari gen-sen pengkode 

enzim YDD8 okml disintesis (Priest, 1984). 

1.7. Membran Sitoplasma 

Membran sitoplasma adalah membran Bel yang terletak di antara sitoplasma 

dan dinding sel (Fardiaz, 1992). 

Membran ini berperan mengahlf keluar masuknya berbagai senyawa dan dan 

ke dalam sel. HasH-basil buangan metabolisme dikeluarkan melalui membran. Juga 

enzim-enzim yang diperlukan untuk degradasi makanan terkandung dalam membran ini 

(Fardiaz. 1992). Beberapa enzim bahkan perlu disekresikan melalui membran ke 

lingkungan WJtuk mendegradasi makanan Bebelum makanan itu biBa masuk ke dalam 

8el. F.nzim demikian dinamakan enzim ekstraselular (Priest, 1984). 

2.7.1. Lipid pmYOIDD membra IIltopllllDl . 

Membrml podo umumnya mengondung lipid, suolu golongon senyawa organik 

yang tidok lon1l dalom rur (polar) tetapi tarot dalaln pelarot organik (non polar) 

(LdUlinger, 1975). 

Beberapa jenis lipid mempunyai sifat amfiphatik. yaitu mempunyai gugus 

bidrofiJik dWl bidrofobik doJom StruktWltyD. Lipid yang mClIlpunyoi sunt seperti ini di 

antaranya meliputi : fosfolipid, glikospingolipid don sterol. 

L Fosfolipid : lipid yang mempunyoi 80gus ester fosfat. Contob : 
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1l1-<:(O)<>-c:.f.[2 
"'­

R2-<:(O)O·CH 

H3<:-( c:.f.[2)12-0I=CH-0I-OH 
\. 

/ 
HlC-O-PO(OH)-OX 

Fosfogliserida 
(X = ~ koli~ etanolomi~ Beri~ inositol) 

R-<:O·NH-CH 
./ 

CH2-0-PO(OH}-OX 

Spingolipid 

b. OUkospingolipid : mempWlyai struktw" yang mirip cJengan spingoJipid tetapi gugus 

fosfablya diganti dengan gugus gula yang netral. 

H3C-(CHl)1 2-CH=CH-CH-OH 
"­

R·<:O·NH·<:H 
/ 

CH2-0-Gula 

aula monosakarida = cerebrosida, disakarida = diheksosida, trisakarida = 

triheksosida 

e.. Sterol : lipid dengan struktur steroid yang mempunyai gugus -OR 

HO 

kolesterol 
(S-kolesten-3:J-oI) 

Rantai hidrokarbo~ temlasuk bD8iall asom lemak dan struktur Iipid·lipid di alas. 

merupakan susus hidrofobik. Pada kolesterol. strnktur cancio steroid dan rantat 

hidrokarbon tennasuk dnJom gugus ini. Sedungkan gugus eater fosfat dari fosfolipid, 

gugus gula dari spingolipid, dan gugus -OH dari kolesterol merupakan sugus hidrofilik 
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Lipid amfiphatik apabila dimasukkan ke dalam air akan menata do-ioya 

sedemikian rupa sehingga gugus hidrofiliknya akan berimeraksi langsung dengan air. 

Ada 3 kemtmgkin8D ben~ yaitu misel, monoitIJer, dan bUtlJu. 

Gambar 2.5 Lipid dalam air ( LeIm.in&ft', 1975 ) 

Membran sitopJasma., seperti haloya membran-membran lain dad sel, memplUlyai lipid 

daJam SUSWl8Il biJayer (Leiulinger, 197.5). 

Pada membran sel eukariot, lipid yans menyusun lebih bervanasi dibandill8 

pada membran prokariol Rantai asam lemak dari membran eukariot lebih banyak 

mensanduns ikatan ta1cjenuh (Fardiaz,1992). Pengaruh variasi dan derajad kejenuhan 

dan 81am lemok ini akan dipaparkw) dalam sub bah lain. 

2.7.2. Protein Pftl)'WUD membraa litoplasma 

Penyusun utama membran sitoplasma yang lain adaJab protein. Protein 

merupakan suatu poJipeptida &tau polimer dari asam amino. Pada membran, protein 

yang merupakan rantai polimer panjang ini melipat dirinya menjadi bentuk globular. 

Pada permukaan globular ini terdapat gugus hidrofilik mauptm hidrofobik. Dalam hal 

ini protein membran bersifat amfipatik (Price, 1979). 
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Protein membran dapnt dibagi daIrun 2 katogori. Kategori pertama adalnh 

protein ekstrinsik &tau periferaI. Protein ini melekat pada pennukaan membran dengWl 

l!~atan yang lemah sehingga mudah dilepaskan. Yang kedua adaJah protein intrinsik 

&tau integral yang teriJmt kuat pada lipid membran sehingga sulit dilepaskWl 

(LeIUlinger,197S). 

2.7.3. Struktur manbl'llD modd Ould mOlaik 

Berbogai hipotesis yang mencoba menjelaskan struktur membran telah 

" 
dikemukakan tetapi yang paling banyak diterirna adalah hipotesis fluid mosaik. 

Model ini menerangkan bahwa lipid pada membran tersusun blltlJ er. Protein 

globulor dapat mnsuk scboginn aloo sepenuJUlya ke daJom InpisRJl lipid ini. Seberupa 

jauh protein dopa! masuk ditentukan oleh distribusi gugus polar dan non polar dari 

penuukOBlUlya. Do10111 hal ini terjndi internksi hidrofilik dWl hidrofobik yang moksimal 

antara b8,2iWl-bogion dati protein dWl lipid (Price,1979). 
Integral protein 

Surf~, IIrotein 

' .. 

Gamba~ 2.6 Memb~an model fluid mo~~ik (p~ice,1979) 

LnpisWl bilayer dari lipid tcmyata memiliki keadaan yang dinamis. Molekul 
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lipid dapat berdifusi secara lateral pada bidang membran. Demikian juga molekul 

membraJilain, temluuk protein globular, dapat mengadukan transpor pada membran. 

Inilah yang dinamakan sifat fluiditas membran (Price, 1979). 

Faktor penting yang berpengaruh pada fluiditas membran adalah kemungkinan 

bergeraknya rantai bidrokarboo dari lipid Rantai yang terdiri dari ikatan tunggaJ (­

C~-CfIJ-) akan membentuk struktur yang rigid dan kompak dengan rantai lain yang 

juga berisi ikatM ttmggal. Akan tetapi bila terdapat ikatan rangkap (-CH=CH-) mnka 

akan terjadi lelmkoo pada posisi ikatan rangkap itu. StruJdumya tidak akan kompak 

sehingga menimbulkan sifat fluiditas yW18 besar. ladi semakin beragam tipe lipid pada 

membran, apalagi terdapat ikatan rangkap, semakin besar sifat fluiditasnya 

(price,1979). Fluiditas dari rantai hidrokarbon ini mempunyai arti yang penting dahun 

beberapa hal : 

a) Memungkinkan mobiJitas dari moJekuJ membran, misaJoya proteia 

b) Memungkinkan terjadinya akomodasi yang lebih baik terhadap pennukaan 

hidrofobik yang tidak teratur dari proteia 

c) Tersedianya daerab yang mennmgkinkan terjadinya difusi lateral dari berbagai 

molekul membnul (Robertson. 1983). 

1.8. DlndiD& sel khamlr 

n) Dinding sel khnmir pada sel-sel yang masih muda sansat tipis, dan semakin 

lama. semokin lebal jika sel semnkin tuB. Komponen-komponen dari dinding sel 

khamir adalah :Olukan khnmir, disebut juga selulosa khamir. Komponen ini 

merupnknn polimer glukosa dengWl ikatan gJikosidik P-l.3 dan P-l.6. OluklUl 

merupakan komponen terbesar dari dinding sel khamil". 
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b) Mannan adaJah polisakm-ida yang terdiri dm-i Wlit-Wlit D-manosa dengan ikatan 

glikosidik a.-l,6; a.-l,2; dWlsedikit a.-l,J. 

c) Protein, jwnlalmya relatif konstan, yaitu 6-8 % dari berat kering dinding sel. 

Protein yWlg terdapat pada dinding sel temJasuk enziIn yang memecah substrat 

yang ak8ll diserap. 

d) Kbitin, merupakan polimer linear dari N-asetilglukosamin dengan ikatan 

glikosidik J}-1,4. Khitin yang terdapat pada dinding sel kamir meoyerupai khitin 

yang terdapat pada skeleton luar serangga tetapi derajad polimerisasinya lebih 

kecil sehingga lebih mudah larul 

e) Lipid, terdapat dalmnjwnlah 8.5-13.S % (Fardiaz, 1992). 

Beberapa khamir, dinding selnyu ditutupi oleh komponen ekslraselular yang 

berlendir yang disebut kapsul. 

Komponon dari kapsul ini meliputi polisakm-ida temJasuk fosfomannan dan 

beteropolisakarida. Heteropolisakarida merupakan polimer yang mengandWJg lebih 

dari 1 macam unit glukosa, seperti pentosa, heksosa dan asam glukoronat. Kapsul 

mWIgkin juga mengandtmg komponen him-ofobik yang tergolong sphingolipid 

(Fardiaz, 1992). 

2.9. Sekresi EDJim 

Sela-esi enzim merupakan suatu proses transpor protein enzim ke linsJrunsan 

ekstrnse luI W'. Dad sitoplBSllla tempat enzim disintesis, enzim disekresi dengan cora 

menembus membran sel dan berdifusi keluar sel. Proses sekresi ini diselenggarakan 

olch riboBom bn.ik yWlg bcbos di sitoplusJlJu muupwl yOllg terika! pOOa Dlembran. Unluk 

enzim ekstraselular, proses sekresi merupakan tallBp akhir daripada biosinlesis enzim 
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dan hal ini sangat penting scbab sekresi yang optimwn ak30 meningkatkan daTi suatu 

produk enzim. DaIam balderi gram posit if dan jamur, enzim ekstraselular ditranspor 

dari dalam Bel melalui membran sitoplasma dan berdifusi menembus dinding sel, yang 

selanjutnya terkumpul di lingkungWl. Tetapi pada bakteri gram negBiii; dinding sel 

tersebut tersusWl Bias dua membrwl yWlg dipisuh oleh lapis8Il periplasma, di mana 

kebanyakkan enzim ditempaikan. Namun demikiao, pada intinya bahwa semua enzim-

enzim tersebut akWl disekresi melaJui penembusan terhadap membran, yang mekanisme 
' .. 

sekresinya dapaf ditelaah dengan mellggW13kWl signal hipotesis (Priest,1984). 

Sekresi protein memerlukml snatu prekusor, bempa protein dengan r30lm 

polipeptida yang lebih panjW1g daripada protein target (protein ekstraselular). Hal ini 

disebabkan karena benluk prekusor tersebut berisi sejwnlah rantai pendek tambahan 

kira-kira 15 sampai 32 Wlit 88am amino. Rantai peptida pendek ini mengandWl8 sebuah 

residu NH-tenninal, berasal dari ribosom dan seJanjutnya disebut sebagai signal atau 

leader peptida. Analisa terhadap struktur primer dari signal peptida sejwnlah 

organisme eukariot dan prokariot didapalkan bahwa mssing-masing signal peptida 

menunjukkan tingkat homologi yang kecil. WaIaupun demikian, pada dasamya bahwa 

semua signal peptida tersuslUl dari dua dae~ pertama daerah hidrofilik yang 

mengWldung residu NH-tenninal dWl kedua daera11 dengan residu asam amino-asam 

amino hidrofobik. Di samping itu diketahui juga teotang karakteristik yang ada pada 

daerah hidrofilik di antaranya : tcrdiri dari satu hi"88a tujuh Wlit 888m amino, 

berstruktur hOlllpir sruna pada sctiup orgwlitnne dWl kUfWlg bWlyak berpenw daJam 

proses sekI"esi protein. 

Lain halnya dengan daernh hidrofobik, daerah ini mempunyai perno yang cukup 
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benu1i. Karakteristik yimS ada pada daerah illi yaitu mCllIpunyru prutiang l..·unUig lebih 

55 °A (aokitar 15 hingga 19 wlit usum !imino), ujung lonnill usinya be-rupa llSiun wnillo 

b03ralltai saJ1lll ing pendek sepIJrti gli sin altUJ a.hUlin, dan lelak UjlUlg temlinru lersebut 

berada tepat scbe lwn sisi pemolongwl nUltai peptida 01011 enzim peptidase. Karakter 

yang lain adalnh bllhwa bills iUlya di bagi :,ul Icngah dari daenm ini berisi rcsidu proliu 

atoo glisin yang berada pada posisi sekitar 17. Residu tcngah ini sangal mombantu 

lmluk IIIcmprcdiksi tClll iulg kcben.Hiaall slmktur sdamdcr yang ada pada dacrah 

terscbut. Scbab telah diideulifikas i bahwil daerah hidrofobik terscbut llIolllpunyai 

kCHHUllpmUl uull/k Illclllbcliluk clua konfonnasi CL hetiks, ylUlg kcduanya dipi sllh oleh 

residu polar pada posisi 17. PambC'lIlukan stJ1Jktur heliks s;mgal penling sekaJi sabab 

akan mcmacu bed8l1gswl£Jlya proses sekrcsi cllzim ke lingkungwL Tcnlnng slnlktur dWI 

konfonllusi dari signal poptidu yang telah di sobutklUl eli alas. tcrcwltwn padn giUnbar 

2.7. 

"<.,,,,,., ,, ... ~ .... " .. ,.,,' ----·1 • ~ .- - .- -

G:Z:::::::: :: ::::::: :·.1 - - - - .-._=:1" :: 
" , . ' . . ,." .. 

Gamb;u-2.7 Struk,(ur signal !lellLilla Ilrolcin Lam n dari Eycherida coli 

IlIouye <11m Hulegoue (1980) IIIclIgelllukukwl suulullIodei yWlg mClIghubwlgklUl 

antara slmktur dan fimSSi dnri sl8'w/ peptida daJam proses sekrcsi enzim. )'Mg 

kCIlIUdiwl dikcnaJ sebagai loop modd. Model ini IIlcngclllukukwl bahwa dnJlllII sckresi 
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protein, daerah hidrofilik signal peptida akan terikat pada inner membran sitoplasma 

yang bennuatan negati£ Solama protein ditranslasi, bagian hidrofobik yang merupakan 

ekor dari signal peptida menembus ke daJam membran secara aktif sampai sisi 

potongllya membentuk loop di luur Olembran. Loop tersebut selanjutnya diputus oleh 

enzim peptidase wJtuk membebaskwl ~ignaJ peptida dad rantai awal polipeptida target 

yang sedang tumbuh. Dengan kata lain, model ini Olenyatakan bahwa protein disekresi 

secara cotrans/a..vio".a/ (grunbar 2.8). 

Gambar 2.8. Loop model untuk. selued proteID melalul membran (Inouye 
&; lIale&oua, 1980) 

Atas dasnr keterknitaJUlyn dengan proses translnsi (biosintesis protein), mnka 

sekJ'esi protein dibedd<wl alas dun jenis. ynitu sekresi cotranslasional dan post 

Cl'1II1slasiol1a1. Dikntakml cotrClllslasional, oleh karena selama nmtai polipeptida 

sedw18 diperpwUM8 oleh fnktor EFTU, secnra simultan pula rantw tersebut menemblls 

membran sitoplasma untuk melakukan proses sekresi. Hal ini cfRpRt diamati pnda 

8ambnr 2.8 di nlas. leuis sela-esi ini menenmgkwl tentang mekonisme prose sekresi 

melalui pembentukan struktw- folding protein. Agar dapat disekresi, protein membentuk 

folding untuk mempemwdoh dalam penembuson terhadap membnm. SeswlJPninya di 

luar membron. rantai polipeptida membentuk loop 88m" mudah dipisabkan dari ribosom 
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atau signal peptida oleh peptidase. WalaupWl sabagian besar protein disekresi secara 

cotrmlslasiollal. namull demikian proses sekresi ini tidaklah Wliversal. Sebab ada 

sebagian protein yang disekresi mela1ui post translasionaJ. Salah satu contohnya 

adalah semsi a.-gJukosidase dari boberapa strain. 

Jenis sekresi kedua adalah post translasional. Pada jenis ini, protein akan 

disekresi bila pros~s translasinya toluh selesai. Ada dun macam mekanisme yallg dapat 

menjelaskan tentang bagaimana sela-esi jenis post translasional ini berlangsWlg. Dua 

mekanisme tersebut adalah pertama signal hipotesis tennodifikasi dan yang kedua 

membrane trigger hipotesis. 

Melalui sigllol hipolesis tennodifikasi, Blobel tt aI. (1979) mengemukakan 

bahwa sekresi protein dapat berlangsung melaJui penembusan sigll.aI peptida ke drumn 

membran, yang selaujulnya beriuleruksi dengml reseptor protein membran lUltuk 

menyediakan celnhlsaJuran protein. Selruna disekresi melaJui saluran. protein 

melakukan modifikasi bentuk dari /oldlng ke Iln/O/diIlg, dan selanjutnya melakukan 

folding kembaJi setelah keluar dari membran (gambar 2.9b). 

Sementara itu Wiclmer (1979) menerangkan mekanisme post translasional 

melaJui hipotesis membran trigger. Dikemukakan bahwa Wltuk sela-oBi protein. signal 

peptida dilibatkan Wltuk meningkatkan pembentukan/o/ding dari protein target Hal ini 

karena dengan cara demikian, protein itu akan berinteraksi dengan membran dan 

didorong (triggered) ke dalum membrwi Wltuk dikelu8fkan ke IingkWlgan ekstraselular 

(gambar 2.9a). 
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G amhar 1.9. Model post translasional daJam menlekresi protein meJaJul 
membran. 
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DABm 

METODR PENELl1lAN 

3.1. Sampel Penditian . • 

Mikroba yWlg digtUlakall wltuk UJI sokrosi 811JihtB8 udal"b khwnir 

Endom] copsis jibuligO'Q rrn.cc.R64, diperoleh dari Laboratoriwn Mikrobiologi 

Institut Teknologi BandWlg. 

3.1. Bahan dan Alat 

Semua bahan kimia yang digunakan daJam penelitian illi mempWlyai dorajat 

kemurnian pro-anaJisis (p.a), kecuaJi apabila disebut lain. Bahan-bahan tersebut 

meliputi : ekstrak ragi, bacto agar, amonium molibdat, kalium-natrium tartrat, natritun 

sulfit anhidrous, natriwn bikarbonat., natrium sulfal anhidrous, kupd sulfst, asam sulfat 

pekat, glukos&, sukrosa, natrium fosfat, Mam sitrat, dinatrhun hidrogen arsenal, 

amihun, magnesium klorida dan kaJsium klorida. 

Aim utama yang dipakaj : spektrofotometer uv/vis, relrig~ralor centrifuge 

Backman, rottlrJ shaker, aulolcJqf, wal.O' baJ.h, laminer flow dan seperangkat alat 

gelas. 

3.3. Can Kerja 

3.3.1. KuJcJvlIsi rad 

Ragi Endom] copsls jibuliaera dikultivDBi dalam tigB macam medium yang 

disesuaikan dengan keperluannya. Media pOOat agar miring C sukrosa tauge C wlluk 
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menyimpan sel duJam wnktu yang cukup lama, media pertwnbuhan eair 4 sukros~ tnllge 

4 wltuk memperbanyak sel sehingga diperoleh Bel yang aid;! membelah dalwn jwnlah 

cukup (inokulwn). dan media produksi • amilum-ekstrak ragi • untuk produksi wnilase. 

Media padat agar miring C sukrosa tauge' terdiri dnri sOOosa 6 %, filtrat tauge 

10 % dm) agur 1..5 % dahun lIkuad"s. KOIllJ)osisi media peJiwnbuliWJ ' sukrosa tooge ' 

sarna dengM media padut. tetapi bUlpa agar. Media produksi ' amihun-ekstrak ragi ' 

terdiri dllri amihun 1 % dm ekstrak rngi 1 % (Daktir, 1991). 

Mula-mula Endoln]copsis fibilligera dibiakkan dalam media agw- mlTlng 

sterH pada 30 °Cselama 3 hw-i. Diakan yang terjadi dipindahkan dengan bantuan jarum 

ose ke daJam &leruneyer 1 liter yang berisi media pertwnbuhan steril sebanyak 2.50 

mi. Kemudian ditempatkan pada rDtQl'} shaJc.er dan dikocok pada kecepatan 180 rpm 

pada 30°C selama 16 jam, yaitu sampai diperoleh BUBpensi sel de 118M OD (optical 

density) sebes8J" 6. BiakWJ yang diperoleh merupak:an inokulwn Semua pekerjaan 

kultivasi dilakukan se~ara aseptis. Metode kultiv8Bi ragi dan produksi amilase dirujuk 

• daTi peneJitian Daktir (1991). 

3.3.2. Pmentuaa act Ca daa Mg terhadap Itkresf amilalc 

Ke daJrun media produksi Bteril sebanyak 100 mI, ditambahkWl sejwnlah 

inokulllm aktif sehingga kadur inokulwn dalmn media tersebut 5%. 

Disiapkan 4 buah Erlenmeyer 100 ml dan diberi Domor 1 sampai 4. Ke dalam 

mssing-mssing ErlelUueyer tersebut. selanjutnya diisi dengo,. media produksi yW18 

mengandung inokulwn sebwl)'nJe 20 ml secara. ascptis. Secarn berurutWl kemudiWl 

ditambohkan .5 ",I akuodes steril poda Erleluneyer nomor 1; S ml lorutwl steri! MgCll 

pada Erlenmeyer nomor 2; .5 ml lanJtWl steril CaCh poda Erlenmeyer nom or 3; dan 
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lrulltan steril MgCh serta CaCh masing-masing 2.S ml pada F.clenmeyer non~or 4. 

Keempat Erleruneyer tersebut selanjutnya ditempaikan pada Tolar] sl,ak~r dan 

dikocok pada kecepatan 180 rpm pada 30°C selama 40 j3IIL Debris Bel dibuang dari 

biuksul emr d~ngan sentrifugasi pada 10.000 rpm Buhu 4 °c salama 10 monit. 

Supemaiwi dikulUpulkan, merupak~ul ekstrak amilas8 yang akan diuji produktivitasnya 

melaJui uji aktrivitas enzim dan uji kadar proteiIL 

3.3.3. Optimasi Sekresi amilase oleh Me dan Ca 

Mg dan alau Ca yang memplmyai efok peningkatan lerhadap sekresi amilase ( 

diiperoleh dari langkah 3.2 ), kemudian dioptimasi yang meliputi komposisi dan 

konsentrasinya serta ditentukan pula waktu optim\un da1am fennentasi amilase akibat 

admlya Mg dsul atau Cn. 

3.3.3.1. Penentuan komposisi optimum Me dan atau Ca pada proses sekresi 
amn .. sc 

Ke dnJrun Erlenmeyer steril SO ml dimasukkan media produksi nmiiaBe yang 

lelah O1engnndWlg inokuhun S % sebesaT 16 011 seew'a aseptis. SelwljublYIl 

ditambahkan lanJlan steril MgCh 1 % dan CaCb 1 % hingga volwne total yang ada 

dnJWll Erletmleyer tersebut menjadi 20 ml, dimnna larutWl lI.-fgCh 1 % dan CaClz 1 % 

ini ditentukan dengan perbWldingan volume 1 : 1. Berikublya Erleluneyar terscbut 

diletnkkan dalwn ,otor} shake, dlUl dikocok deugan kecepalwl 180 rpm pOOa SuJllI 30 

°c seloma 40 menil Supel1latnn yWlg merupokan enzim amilase kemudiWl dipisohkan 

dad residu sel dengwl senlrifugllsi dingiu pOOa suhu 4°C, kecepotwl 10.000 rpm 

selama 10 menil 
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• 

Prosedur ini diulang wltuk perbandingall volwne larntan sloril MgCh 1 :0 dan 

CaCh 1 % sebesaT 2: 1 ; 3: 1 ; 4: 1 ; 1: 2 ; 1: 3 ; dWl 1: 4. Kellludian 

amilase-amilase yang dihasilkan dari 7 media tersebut dibandingkan produktivitasnya 

melaJui uji aktivitas enzim dan uji kadar protein dnri supematan. 

3.3.3.1. Penentuan konsentrasl ol,timum Me dan atau Ca pacla prosts ukresl 
amilase 

Komposisi optimwn yang diperoleh dari langkah 3.3.3.2, digtUlakM sebagw 

kondisi Mink menentukWl konsenfrasi optimwn Mg dan atoo Ca pada proses sckresi 

amilase. Dalam langkah ini Mg dWl alau Ca yang ditambahkan berupa konsenlrasi total 

daJam media produksi yang besarnya diatur hingga diperoleh konsentrrasi total yaitu : 

0%; 0.1%; 0.2%; 0.5%; OJ~%; dan 1.0 %. 

Disiapkan 6 bUM Erlenmeyer yang telah diisi dengan media produksi steril. 

Keenam Erlenmeyer selanjutnya diben nom or 1 hingga 6, dan masing-masing diisi 

dengan 16 011 media produksi steril yang mengandlUlg SOlo inokuhun aktif. Ulltuk 

Erlenmeyer 1 digtUlakan lUlhik produksi amilase tanpa penambahM lanJtan steril 

MgCh dan &tau caCh (0 %), tetnpi ditambakan 4.0 ml air steril. Erlenmeyer 2 

ditambah larutan steril MgCb O.S % dan alau CaCb 0.5% hingga diperoleh 

konsenb-asi lotal 0.1% daJam media produksi. Erlenmeyer 3 ditambah larutan steril 

MgCb 1.0 % dan stau CaCb 1.0% hingga diperoleh konsentrasi total 0.2% daIam 

media produksi. Erlenmeyer 4 dihunbah larutnn steril MgCh 2.S % dan utoo CaCl2 

2 . .5% hingg8 diperoleh kOllsentrasi totuJ O.S% duJwn media produksi. Erlemneyer S 

ditwnbah IWlJtan sleril MgCI2 4.0 % dan &tau CaCh 4.0% hingga diperoleh 

konsenb-asi total 0.8% dalam media produksi. Dan Erlenmeyer 6 ditambah lanllan 
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st~ril MgCh S % dan atan CaCh S% hingga diperoleh kOIiBontrnsi total l.00Ai dahun 

media produksi. 

Samua Eclenmeyer selanjutnya dikocok dangan rotor} slzaktr pada 180 rpm, 

Bullu 30°C salama 40 jam Amilaso yang dihasilkan dipisabkan dari residu sel dengan 

selltrifilgasi dillgin suhu 4 °c dim kecepuhm 10.000 rpm sehuna 10 monil Komudiull 

ditenhakan produktivitasnya melaJui uji aktivilas enzim dan uji kadar protein. Hasil­

hnsil ini selanjutnya dibandingknn Imhlk diketalmi kOllBonlrasi total MgCIz dan aIau 

CaCh yang optimWD dahun mensekresi ami lase ke lingkungan ekstrasolular. 

3.J.J.J. Pcncntuan walltu optimum dalam fermcotasi amUase deocan adaoya Mg 
dan atau Ca 

Media produksi yang mengandung inokulwn aktif S % ditambah dengan larutan 

steril MgCh dan aIoo CaCh pada kompisisi dan konsentrasi optimwnnya ( hasil 

langkah 3.3.3.1 dan 3.3.3.2 ). Media ini selanjutnya difemlentasi dengan pengocokan 

pada rotary shaker berkecepnfrul 180 fllm, sullu 30°C dan dipWlen pada waktu 0, 12, 

24,36,48,60, 72, 84, 96, dan 108jrun. Amilase yang dibasilkM paoa tillp-tiap waktu, 

kemudian ditentukan aJ..1ivicas dru} kadar proteinnya untnk diketahui produktivitrumya. 

Pada tiap waktu yang sruna, dilakukan juga fennenfasi amilase tolapi 

pemuubahan MgCJ2 dWI atau CaCh nya diganti dengan air steril. Hal ini dimaksudkan 

unlnk membandingkwi derajaf produktivitas amilase tiap-tiap waktu akibat ada dan 

lidaknya MgCl2 dan aloo CaCh di dalrun media fennontasi tersebul 

.3.3 .... VJI produktJvitas amllase 

Produktiviitos runilOBe ditenfukan melalui dUB macwlI uji, yaitu pertwnB 4ii 

aktivitns saknritikWli amilWle dun kedllB uji kndar protein basil fennenh18i. 
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3.3.4.1. Uji aktivitas sakarilikasi 

Dilakukon reaksi enzirmdis ~U1tHra hUlJtan sumpel yang ukWl diukur uktivilasnya 

• 
dengan substrat lanttan pati 1 %. Reaksi enzimatis dihentikan dengan eara pem~Ulasan 

padll p~naJlgns air ml"'JI(lidih. Oula pereduksi ymlg terb~lItuk diukur sebagui glukosR 

dellg~ulllletode somoyi-Nelson. 

Dipipet 0.1 011 Inrut8ll sampel, dimasukkan ke dalam tabung reaksi bertanda 

'esperimen'. Ditrunbuhk~U11 ml larufan pati 1 daJam bufer asetnt pH S.S, dikocok dan 

diinl..-ubasi pada penangas air SO °c selama 10 menil Kemudian segera dipanaskan 

dahun permngas air mendidih solama 10 menit, didinginkWl dan kemudiWl ditmllbahkrul 

2 011 pereaksi Cu alkalis, dikocok dun dipanaskan daJarn penangas air mendidih 

sehuna 10 menil Selrutiutnya direndrun daJrun air dingin dan dihuul)3h 2 011 pereaksi 

warua arsenomolibdut, dikoeok sDmpai gelembung gas habis, ditambnhklU1 4.9 ml 

ak'Uades dan dikocok S3Jl1pai homogen.laJu segera dibaca serapwmya pOOa A. 520 run. 

Dilnkukan percobarul blwlgkO pada wwdu bersarmmn dan dengan cara yang 

s1una dengan prosedur di mas, luUlyo larutan sampel enzim dipanaskun terlebih dahulu 

pada penangllS air mendidih schuna 10 manit Selisih serapnn anlara tabung 

'eksperimeu' dM tabung 'bJangko'. kemudian dipJot pada kurva standar gJukosa Wltuk 

menentukan aktivitas enzim. 

Untuk kunra struldar glukosa, disiapkWl beberapa larutan glukoBa stnndar, 

dengun kadar 0.3; 0.4; 0.5; 0,6; 0.8; dan 1 (b/v). Setiap IwutmJ stnndw- diperJaJruknn 

dengM cara yang sarna, hanya larutan sampel dan larutan pati digwlli dengan akuades. 

Dibuat kurva hubunglUl antara serapan dengan kOOw- gJukosa yang teruJrur pads A. 520 

run. 
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Salu unit aktivitas sakarifikasi (U) adalah jumluh enzim yang menghasi Ikan 1 

Jig gula yang diulau- sebngai glukosa per ml per menit pada kondisi percobann. 

Aktivitas spcsifik adalah aktivitas total (U) dibagi kadar protein total Ulg). 

atau aktivih18 per ml (U/ml) dibagi kadar protein per ml (}.tWill I). Saimul aktivihlS 

spesifik adaJah U/Jl8 protein. 

3.3.4.1. UJI kAdar protein 

Kadar protein seeora okura! digunnkWl untuJe penenltlWl aktivitas spcsifik 

enzim. Uji ini menggUJlnkwl metode Low,., dengWl stwldor bINi/it se1'um albumi.l1t 

(BSA). 

Disinpkull pereaksi-pereuksi A, B, C dWI E (Lwupiran 1). Dipipet IWlltWI 

sampel sebanyak 0.1 ml, dimasukkan ke dalom tabung reaksi dan kemudinn 

ditambllhkWl 0.4 011 okuades. SelanjubJya ditwnbabkan 2 .5 O1! perenksi C. dikocok dWI 

didiamkan selarn 10 menil Kemudian ditambah 0.25 ml pereaksi E. dikocok dan 

didirunkarl selanl 30 menil Dibaca serapan dori larutan yang diperoleh pada A 500 run. 

Kurva standor BSA dibuw dengan cora menyinpkan beberopa loruton BSA 

standw- dcngwi kadar 2.5; 5; 10; 15; dw) 20 Jl&,mJ. Setinp lar1Jlan tClliebut diperh~llkWl 

soma seperti Jorutan sampet. Sempan setinp Jnrutan yW18 terukur pado. ~ 500 Jun 

dicafat. dan dibunt kurva antara kadar BSA ""sus sempan. 
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BAD IV 

IIASIL DAN PHM.DAIIASAN 

4.1. Rfrk. Me dan Ca Ttrbadap Sekresi Amilast 

PenglUllh Mg dan Ca lerhadap sekresi amilase oloh Endomlcopsis fibuligera 

akWl ditunjukkan melaJui pengnmatan produktivitas amilase di media fennentasi yang 

tanpa dcm yang mengamhUlg Mg dan atau Ca. Unluk menentukan produktivitas amilase 

ini. dilaJ.mkan dua macarn uji. pert3l1la uji aktivitas enzim dan kedua uji kadar protein. 

Pengrunatan tunggal bempa uji nktivitas enzim dianggap masih belum daput 

meluelaskan p~ngaruh yWlg ditimbulkan oleb Mg dan Ca pada proses sekresi enzim. 

Scbab MomUlit Wiseman (1985) disebutkan bahwa ion Mg dan ea dalrun suatu larutan 

enzim dapat memberikan erok kofaktor selama reaksi enzimatis. Artinya bahwa ion-ion 

logam tersebut dapat meningkatkan nktivitas duri suutu produk ellzim. 011."11 karena itu 

dihrkllk~Ul uji kadar protein, yang dapat melljelaskan bahwa terjndinya peningkahUl 

prodllktivilas snafu enzim seJruna fennentasi. tidak semata-mala diakibafkcm oloh 

adanya efek kofDk1or pada enzim telapi juga sebagai skibat adanya pola sekresi protein 

yang berbeda. 

Hasil uji terhadap produktivitas anlilase akibat hadir dan tid~ya Mg dan Ca 

di media fennentasi dapal dilihat pada tabel 4.1 dan grafik pada gambar 4.1. 
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Tab •• 4.1. Translokasi amilase akibat ada dan tidaknya Me dan Ca dalam 
media fennentllsi. 

M"dia 

1 

2 

3 

4 

K~beradaan ion Ak1ivitas (U/ml) Protein (J..a&Iml) AJdivitas spesifik 

lognm UI jJg protein 

Mg Ca 

. . 571.156 1377.069 0.415 

+ . 679.459 1465.721 0.464 

. + 1101.271 1713.948 0.642 

+ + 1238.075 1838.061 0.673 

2000 l'IIIIIIIiII Prol./n (Ug/nll) 0.7 - 1800 c:::::J AktJvftaa (U/MI) 
0.8 

Q 
~ 

1800 """'*-Aid. 19 (U/ug) :3 -- 1400 D •• ~ " II 
1200 -.. 

OA~ 
0 ... 

1000 Go 
15 

800 0.3 §. -
~ 800 

0.2 ~ - 400 

~ 0.1 200 

0 0 
..... g·Ca ..... , "·Ca .. • .. g·Ca 

Gamb:u 4.1. Grank tfllnslokad amUale dengan adll dlln Udaknya Mg 
dan Ca di media fenuentasi 

Dari label dWI gnmbnr 4.1 dnpot dijelnskan bnhwn Innpn Mg dlUl Cn IUlIiluBe 

yang fersekresi rendah (media 1). Sementarn media yang ditmnbah Mg, Ca, selia Mg 

dIU} Ca secarn berswllnrul, terjndi peningkntnn terhodnp sekresi dml prodllktivitas 

amilase baik aktivilas maupWl kodar proteinnYIl (media 2, J, 4). Indikasi illi 
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'. 
memmjukkan adanya suatu pengaruh yang ditimbulkan oleh Mg dan Ca selama proses 

fennenlasi wnilase dw-i EndonlJcopsisjibullgera. Dibandingkan dengan media yang 

mengandung Mg (media 2). media yang mengandung Ca (media 3) nampak lebih 

tinggi produJdivilas amilasonya. Nrumm demikian tingkat produktivilas kedua media 

ini (2 & 3). mftBih lebih rendall dibandingkan dengan ymlg borasal dari media 4 

(mengandtmg Mg dan Ca). ProduktivitftB amilase di media 4 ini nilainya tertinggi 

dengm. aktivitns lolal sebesw- 1238.07.5 Unit!ml, kadar protein 1601.6.5.5 ~'2Iml dWl 

aktivitas spesifik sebesru' 0.673 Unit! Jtg proteilL Dalmn hal ini dapat dinyatakan 

bahwa perpaduan antara Mg dan ea lebill memacu proses sekresi amilase ke 

Jingkungan ekstruseJuJar. 

Dalam mekanisme ekspor protein, proses Bekresi enzim diawaJi dengan 
• 

terjadinya antaraksi antura signal peptida dengan membran Bel yang bennuatan 

negati£ Pada tahap inisiasi ini, ion Ca punya peranan yang cukup ponting. yaitu 

meningkatkan membran Wltuk cenderung bennuatan negatif sehingga trump ini lebih 

mudah berlangsung (Robertson, 1983). Selmn ilu. Edgington (1992) mengemukakan 

bahwa ea mem8CU proses sekresi enzim ke lingktUlgan ekstraselular dengm1 cara 

meningkalkall pembentukan folding dari prekusor protein yang akan disekresi. Akibat 

dari folding ini, protein akan ditarik Jebih kuat wJtuk dapat menembus membfm1, 

dengM demikian enzim akan muduh dibebaskM sebagai protein ekstraselular 
., . 

(Wickner,1979). 
'. 

Sementara ilu bagi sel, ion Mg ~~ai'~e~ting dalam pengaktifan terhadap 

proses sekresi enzim. Sekresi enzim merupakan proses yang memerlukan energi. 

yang disediakan dari hidrolisis ATP oleh ATPase. Dalrun sol, ATPase terikat pada 
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membran dan keljanya sangDl memerlukan adanya ion Na, Mg dan K 

(Robertson,1983). Pada hidrolisis ATP, ATPase melakukun pengikotan terhadap 

ion Na atnu Mg dun kemudiun berubah menjadi bentuk terfosforilasi. Gugus fosfm ini 

seJanjutllya dilepaskM dengan cara mongikat ion K unluk ditransfer ke molekul ADP 

dalrun pembentukan ATP. Dengan demikian tersedianya ion Mg yang cukup bagi Bel 

almn membanlu sel daJam peny~diaan energi untuk: proses seJa-esi enzim. Selain itu 

dalwn keterkaitannya dengan proses biosintesis enzim, ion Mg mutlak diperlukan 

sebab mempunyai efek kofaktor yang sangat tinggi terhadap sistem enzim yang 

terlibot pada prose biosinlesis protein (Sb'yer, 1981). 

Pecan Mg dan Ca yang terpadu, nampaknyalebih mengtmlungkan daJam 

proses sela-esi enzim daripada bila Mg atau Ca berada sendirian di dalam media. 

Hal ini yang menyebnbkan bahwa prod~iyi,t,as ,amitase di media 4 lebih tingsi 

dibandingkan dan media lainnya. Walaupun ,demikian, efek peningkalan yang 

teramali ini tidak terlalu tajrun. hal mana diduga sebagai akibat dari belton 

optimwtmya Mg dan Ca yang ditambabkan pada media fennentusi. 

".2. 01,Umlisi Seherf AmUaic OIch Mg dan Ca " 

Optimasi terhOOnp CumpW'DD Mg dWl Ca pOOn proses sekresi amilose 

dilokukan dcnson htiuon lUltuk mengetahui parameter-parameter yang seBuai, yaitu 

yang dopat menghasilkan produktivitas mnilase tertinggi. 

Adapun variabel-variabel y~ ditenlukan meliputi komposisi alan 

perbandingoJ1 yang tepaf antara Mg dan Ca wlluk sekresi anlilose, konsentrasi (otal 
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dari kedua ion logam, dan waktu fennentasi amilase akibat hadirnya kedua ion logrun 

tersebut. 

• 
4.1.1. Koml.odd optimum M, dan ea pada prolcs Iwcsl amUale. 

Komposisi optimum d3I"i campuran Mg dan Ca dilcntukan dengnn mengamati 

efeJalya terlladop penin,gkatan translokasi amilase oteh Endomlcopsis jibullgera. 

Koml)Osisi yang optionun akan menampakkan sela-esi amilase yang optimwn pula. 

Tabel 4.2 dan gan1bor 4.2 menunjukkon tenlons trWlslokasi mnilase yang dihosilkan 

oleh E"dolltlCOpsis jibullgera pada berbagai campW1Ul Mg don Co. Dari hasil ini 

didnpatkon bnhwa produktivitns omilose tertinsgi dicopai oleh komposisi Mg : Ca 

dengon perbondingon 3 : 1. 

Tabd ".1. Translolwl amIIaJe pada berbagal k.ompodst Mg dan ea 

Komposisi ion Aktivitas (U/ml) Protein ijJ&,ml) Aktivilas sposifik 

I o gum (UI Jl8 protein) 

Mg Ca 

0 0 571.156 1377.069 0.415 

1 1 2281.061 1838.061 1.241 

2 1 3221.731 1755.319 1.835 

3 1 5935.007 2245.863 2.643 

4 1 2737.217 1773.050 1.544 

1 2 ' 3706.244 1725.768 2.148 

1 3 2868.321 1790.780 1.602 

1 4 2609.341 1672.S77 1.560 
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Gamhar 4.1. Pola translokasl amilase oleh berbagal campuran Me dan Ca 

Dori 8IUnbar 4.2 dnpnJ dijcloskWl bahwa pada pcrbandingWl Mg : Cn dengan 

komposisi Ca tetap, produklivitas mnilase (nktivitas, protein & aktvitas spesifik) 

meninsJent be.rsanlBWl ~engan bertwnbwmya konsentrnsi Mg dan mencopni optimum 

• pada komposisi Mg : Ca dengan perbandingan 3 : 1. Di atas komposisi 3 : 1 ini 

(wltuk Mg ynng lebih besru') selnnjutnyn produktivitns runilase tersebut menunUl. 

Sementara Wltuk perbandingan Mg : Ca dengan komposisi Mg tetop, produktivitas 

amilnse (aktivitas & aktivitns spesifik) mellingkat hWlya sanlpai pada komposisi 1 : 

2. Melebihi komposisi 1 : 2 ini (wltuk Ca yang lebih besar), selwljutnya 

mengakibntkan aktivitns dan aktivitas spesifik tersebut menjatU memU'ull.. Sedangkan 

Wltuk protein pada kompisisi Mg telap ini titik lel1ingginya dicapai pada komposisi 1 

: 1. Nanlun demikian produktivitns wnilnse di titik ini masib lebih rendal) dibwlding 

dengWl pada komposisi 1 : 2 (untuk Ca yang lebib besar), sebab amilase yang 
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dilmsilkan mempWlyai aJ.1ivitas dan aktivitas spesifilmya yang rendalL 

Selnin itu, gamb8l" 4.2 memmjllkklUl pula bahwa hampir pada setiHp 

perbmldingan Mg : Ca, komposisi Mg > Ca cenderung mempWlyai efek peningkman 

anlilase (aktivitas maupWl protein) yang lebih tinggi daripada pada komposisi Ca> 

Mg. Oleh kanma itu dctpat dinyatakan bahwa komposisi Mg > Ca lebib mamacu 

proses sekresi dan komposisinya optimum pada porbandingan 3 : 1. 

Tingginya Mg yang diperlukan oleb Elldomlcopsis jibuligtra Wltuk 

peningkahUl produktivitas amilase dibanding C~ diduga untuk mengendaJikan 

kecepatWl antara proses biosintesis dWl sekresi enzim tersebut. Priest (1984) 

menyebutkan bahwa biosilltesis dWl sekresi enzim ekslraselular merupakan proses 

yWlg saling terkait dWl berlangBWlg secara cotrans/asiollal. Mg mempunyai penUlWl 

penting daJam biosintesis protein dan sekresi enzim, sedangkan Ca perannya Jebih 

nampak pada proses sekresi enzim. Sementara pada hasil sebelwnnya (gambar 4.1) 

telah ditunjukkan bahwa efek Mg lebih rendah daripada Ca daJrun hal peningkatan 

produJdivitas amilase. Hal ini menyebabkan sel Endonl}copsis jibuligtra 

memerlukan Mg yang lebib tinggi dru-i Ca, Wltuk menyelaraskan kecepatan antara 

proses biosintesis runilase dengan proses sekresinya. 

4.2.2. Konstntrasi total optimum campuran Mg dan Ca pada prolts ukred 
amilase 

Komposisi optimwn Mg : Ca Wltuk mensokresi amilase yaitu dengan 

perbandingan 3 : 1 J selaqjufnya ditentukan konsontrasi tola) optimwrmya. HasiJ dari 

langkah ini didapatkan hasil seperti pada tabel4.3 dan gambar 4.3. 
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Tabel 4.3 Translokasi amilale oleh berbalai konsentrasi total M, dan Ca 
denIo k.oml,ollsl opUmum 3 : 1 

Konsenlrasi total Mg : Aktivitas (U/m) Protein Aktivitas 
Co (3: 1)(%) W81ml) spesifik 

(U/)!g proteil!l 
0.0 571.156 1377.069 00415 

0.1 3421.236 1530.732 2.235 

0.2 4042.554 2228.132 1.814 

0.5 2093.099 2411.348 0.868 

0.8 941.666 827.423 1.138 

1.0 548.355 1700.946 0.322 

.1iOO IZIIIIl'.3 Protein ,ug/ml) 2.11 

c::!:!:l:I AkUvlt .. ,U/ml) 
-.-Akl .p IU/Uo) 

i .000 
tI. 3600 :J 2 -Q -,;3000 
e 2600 
a.. 
., 2000 -:g 'sco 
2. 1000 

lit 600 < 

3 
1.11 -~ 

Ii 

" 1 II 

t . 
0.5 ~ 

0 0 
0 O.t 0.2 0.1i O.B t 

Konsentrasf total 3 MgCI2 dan 1 CaCI2 (%) 

Gambar 4.3 Grafik traoslokasl amilase pada berba,ai kooJeotrasi total Me 
dan Ca dengan komposlsl 3 : 1 

Dari gambar 4.3. dapat dijolaskan bahwa dari konsentrasi total 0 % hingga 
• 

0.2 % aJ..1ivitas amilase meningkat dan mencapai optimum pada konsentrasi total 0.2 
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% ini, setelah itu menurun pada konsentrasi yang lebih besar. Sementani wltuk 

protein, sekresinya meningkat dud konsentrasi lotal 0 hingga O.S %, 1alu optiflltun di 

konsentrasi ini dan kemudian menurun pOOa konsentrasi selebihnya. Sedangkan 

aktivitas spesifik amilase, titik tertinggi dicapai pada konsentrasi total 0.1 %, yang 

kedua dicapai pOOa titik konsentrasi total 0.2 % dan relatir rendab pada titik 

konsentrasi total yang lainnya. 

Dalam bal ini pr~duksivitas amilase tertinggi nampak dihasilkan oloh 

crunpuran Mg : ea (3 : 1) dengan konsentrusi total 0.2 % daripada oleh titik 

konsentrDBi yang laiMYa. Pada konsentruBi ini, nWllpnknya E/ldolll1 copsis flbllligera 

lebih benuJllulg duhun hal mensekresi amiluBe, sehingga menghasilknn aklivitas yung 

paJing tinggi. WaJaupun pr~tein dWl aktivitas spesifik yang dihDBilknn pOOa titik 

konsolltnJSi 0.2 % ini tiduk optimlUll, nrumm nilai keduWlya cukup tinggi yaitu sedikit 

lebih rendah daTi titik optimunmya. 01eh karena itu dapat dinyatakan 'bahwa 

translokasi amilase meningkat dari kOllselltrasi total 0 % , kemudian rnencapai 

optimulII puda konsontrasi total 0.2 %, lulu menurun wlluk konsentrasi se-Ie-bihnya. 

Peningkalan translokasi amilase drui titik konsentrasi total 0 hingga 0.2 %, diduga 

disebabkan oloh makin selarnsnya keterpaduan antlUlllaju proses biosinlesis amilose 

dengan laju sekresinya Sementara lerjadinya penunman produktivitas amilase wItuk 

konsentnJi totallebih dan 0.2 %, diduga disebabkDll oleh adanya efek inhibitor yWlg 

ditimbulkan olch kedua ion logam tersehut pada konsentrasi yang tinggi. Sebab 

sistem enzim yang terlibat dalam proses trnnslasi protein (biosintesis protein) dapat 

terhambat kerjanya oleh adanya konsentrasi ion logrun hivruen yMg tingsi (Stryer, 

1981). Sementara Ruslan (1998) menyebulkan bahwa ion Ca pada kOllsentrasi 
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tertentu dapat mengbambat proses transpor glukosa ke dalam set 

4.1.3. \Vaktu optimum fermtDtasi amDase darl Endol1LlcoPs/.sjlbullgel'a dengan 
adan,a ME dan Ca dalam mt'dia rennentasi 

Dalwn produksi enzim, optimasi wDktu sangot penting untuk efisiensi wDktu 

pro.duksi. UntuJe mengamoti efek Mg dan Ca terbadnp waktu fennentasi ami1asc dari 

Endom} copsis flbullgera, maka dilakukan pula pengamatan terhadap bl8Jl3ko yaitu 

fennentnsi amilase dengon menggWlakan media bebos Mg dan Ca. AdDpWl mniJase 

yang lresekresi pada wsktu fennentasi tertentu dari media bebas dan yang 

mensoudwlg Mg dan Ca depot dilihal pada tnbel4.4 don kurva pada 8OJ1lbor 4.4. 

Tabd 4 .... Translokasl amlJaSt oleh Endom}copsls JlbulIlJel'a pada walltu 
rennmtasi (mmtu di mrdia bebas dan ymC mmeandune Me dan Ca 

Waktu fennentosi Aktivitos (U/ml) Aktivitas (U/ml) 

(jam) di media tanpa Mg & Ca di media dengan Mg & Ca 

12 187.535 485.654 • 
24 206.346 3432.637 

36 1409.080 3045.026 

48 1933.494 2241.303 

60 1648.486 3295.833 

72 3216.030 4908.918 

84 3315.635 1028.309 

96 3979.85 709.100 

108 4595.469 1206.154 
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Gimbar 4.4. Klarva trandokasl amllase oleh Endom}copsl.sjlbullgtl'a padll tlilp 
waktu fermentasi tertentu di media babas dan yan, mengandung 
M&dan ea 

Bagi mila-oba yang menggunakan pali sebagai swnber karbo~ maka amilase 

merupnkan senyawa metabolit primer, Rehab diperlukan untuk proses pertwnbuhan 

Bel.. Secara aktiI; senyawa metaboJit primer akan disintesis oleh suafu mikroba pada 

fase pertwnbuhan logaritmik, yaitu fase pertwnbuhan di mana sel -sel mila-oba 

membelah dengan baik. Dalam peneJitiannya, Baktir (1991) menyebutkan bahwa 

Endom} copsis jibuligel'a berada pada fase pertumbuhan logaritmik dan fase 

kematian hinggajam ke 40 waktu fermentasi. 

Pada gambar 4.4 dapat diamati tentang adunya perbedaan pola sekresi 

amiluse oleh Endom}copsls jibullgera di media bobas dWl yang mengWldWlg Mg 

dan Ca. DaJam media bebas Mg dan Ca, Endo1n}Copsis flbuligel'a mensekresi 

sedikit ami lase pada fase pertumbuhan logarilmik. Hal ini ditunjukkan oloh 
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rendalmya ak1ivitas amilase yang dihasilkan di Jingkungan ekstraseJular pada waldu 

fennentasi dari 0 bingga 40 jam Aktivitas ini kemudian meningkat sairing dangan 

bertmnbalmya waktu fennentasi sampai pada jam ke 108 waktu fennentasi. Menurut 

Baldir (1991), sekresi runilase padajrun ke 107 alau sekitar 108 ini telah mencapai 

optilmUII sebagai skiba! mikroba telah mengaJruni lisis sel. 

Sementara daJrun media }"cUlg meng~uldwIg Mg drul Cn, sekrosi mnilase oleh 

Endom}copsis Jibuligera mengalami peningkatan pada fase pertwnbuhan 

logaritmik. Pada daerah ini nampak aktivitas mnilase yang dihasilkan selalu lebih 

tinggi dibandingkan dangan yang diiperoleh duri media babas Mg dM Ca. Aktivitas 

ini terus meningkat hingga mencapai optimwn pada jwn ke 72 waktu fennentasi dan 

kemudian menurun tmtuk waktu fennentasi selanjutnya. Jika dibHlldingkan dengan 

fennentasi di media bebas Mg dan Ca, maka hasiJ ini dirrumkan lebib baik scbab 

telab ada pemendekan w~1u femlelltasi dari 108 meluadi 72 jrun. Dad pemelldekan 

waldu illi l1lomborikan imJikasi ad:uJya peran Mg dm} Ca claJmn mellJPorcepat 

keluarnya 81uilase dari mcmbran sel sebelum torjadinya lisis sol. Adapun terjadillya 

penWlUJan amilase yang cukup drastis lmtuk waktu fennentasi lebih dad 72 jam. 

diduga disebabkan oleh adanya proses deak1ivasi amilase akibat banyaknya produk 

C8InplU"Wl yang berasaJ dad lisis sel atau juga oleh makin berkurangnya ion logHm 

bivalen (MG dan Ca) di linglamgan ekstraselular skiba! telah terabsorb ke daJam sel 

Seisin adanya pemendekan waktu fennentasi. Mg dan Ca yang ada pada 

medianampaknyajugamemacu Endonvcopsisftbuligera untuk mensekresi amilase 

• yang cukup tinggj. Hal ini dapat diJihat dari perbedcmn pol a sekresinya di waktu 
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fennentasi optimWll pada masing-masing media yang hehas dan yang mengandung Mg 

dan Ca (tllbel 4.5 dan grafik pad. gwnb.,. 4.5). 

TabeI 4.5. Translok.asi amilase di media yaD~ be"as daD yanE meDEandunE ME 
dan ell pltda Wllktu fermentad optimum 

TanpaMg&Ca 

Deugan Mg & C. 

0000 

.600 
~ .... • -E ,... .. - 3000 

~i 2600 

~- 2000 , ... 
~ '000 ... 

0 

WHldu Aktivitas 

optimwn (Ulml) 

Uwn) 

108 4595.469 

72 4908.978 

72 , .. 
Waktu fermentasi Uam} 

Protein Akt. spesifik 

()lgIml) (U/1'8 prole in) 

2086.288 2.203 

2157.210 2.276 

2 ... 
ca:m Protein (uglml) 

~ AktMIlis (U/ml) 

2-'" -+-AId. lIP (UJug) 

22 • j 
2-

2'" 
~ 

22 • It 
2.18 

2. 18 

Gambar 4.5. Grartk. sek.resi amilan pada waktu fermentasi optimum dari 
medJll yanK bdl., dan ran, meuKandun, M, dan e. 

Gambar 4.5 ini memmjukkan bahwa tnmslokasi amilase di media yang 

mengandw18 Mg dan Ca maaih lebih baik dari pada yang dihasilkan di media hebas 

Mg dan ell. Hal illi ditunjukkan oleh tillgginya nilai aktivitas amilase, protein mauplUl 

aktivitas spesifik di media yang mcngruldung Mg dan Ca dari pada di media Y'lUlg 

bebas kedua ion logwn tersebut di masing-masiug waktu fennentasi optimumnya 
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'J 

" 

Secara rin,skas disebutkan bahwa pensgunaaoMg dan Ca dalam fennent&si 

amilase dari EndomJcopaU ftbu/igera sangat penting. Kedua ion logam telah 

terbukti mampu memperpendek waktu fennentasi dan juga mampu menghasilkan 

produktivitas amilase yang lebih tinggi dibandingkan dengan media tanpa Mg dan Ca. 
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5.1. Kerimpulm 

BAB V 

KBSIMPULAN DAN SARAN 

Dari basil ponoliti8ll yang telah dilakukao dapat disimpulkan sobagai borikut. 

1. Penamb~8Il Mg dan Ca dalam media fmnentasi mampu meningkatkan 

produktivitas amilase di Jingkungan ekslraselular. Efek sekresi yang ditimbulkan 

oleh Ca lebih besar dari pada oleh M.g. Sekresi yang lebih besar lagi dapat 

ditimbulkan oleh hadimya Mg dan Ca secara simultan di dalam media fermentasi. 

2. Sekresi amilase berlangsung optimmn oleh campuran Mg dan Ca pada 

perbandingan komposisi 3 : 1 dengan konsentrasi total sebesar 0.2 %. 

3. Waldo optimmo 1D1tuk fennentasi amilase dari Endomycopms jibuJigera akibat 

adanya Mg dan Ca di media fennentasi adalah berl8llgsuDg selama 72 jam. 

5.2. Saran 

Perlu dipel~ari tentang kombinasi Mg dan Ca dengan ~ Nil, P atau tween 80 

(surfaktan) salama fennentasi amilase dari Endomycopsis fibuligera, karena ketiga 

WlSUI' tersebut sangat diperlukan pula oleh soatu mikroba, yaitu antara lain sebagai 

sumber phospat dalam pembentukan A TP salama pertumbuhannya dan juga diduga ikut 

mengendalikan dalam proses biosintesis dan sekresi protein ke lingkungan 

ekstraselular terutama tween 80 yang telah diketahui poraonya. 
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Lampi .... n 1 

Pcreatk.,i llntuk P~n~ntum K .. dar Prutein Dongan Metode Lowry 

Kadar protein ditentukan dengwl metode Lowry, yWlg komposisi pereaksinya 

terdiri dari : 

a) Larutan A.. terdiri dari NalC03 2 % dalwn 0.1 N NaOH. 

b) Larutan a, terdiri dad CUS04. 5H20 0.5 % dalam 1 % natriwn tar1rat. 

c) Landan C, terdiri dari larutaJ1 A dan B (50 : I), don selsIu dibuat baru. 

d) Larutan D, adalah reagen Folin-Ciocalteu (Sigma). 

e) Larutan E, dibuat dari pereaksi D dengan pengenceran 2 kali. 

Data untuk lwrva standar BoviDe Serum Albumine (BSA) 

No BSA ijJgIml) Serapan pada A 500 run 

1 100 0.097 

2 150 0.133 

3 200 0.189 

4 250 0.244 

5 300 0.253 

Kurva Itandar hubunlan antara konlentrasi BSA denEan lerapan pada A 500 

DID 

O~~--------------------------------------_ 

8.2S 

I 0.2 
~ 

l 0.15 

~ 
0.1 

O.OS 

y = O.OOO8x + 0.014 
~.O.9644 

O+-----+-----~--~~---4----_+----~----~ 
o 50 100 1&0 zoo He 

Konsentrasi BSA (ug/ml) 
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Lampirau 2 

Cara PerhituDgaa Akti'VItas daa AktIvital Speslftk EDZIm 

Jib pOOa uji aktivitas enzim arnilase dengsll metode somogyi-Nelsoll 

didapatkan seropan pOOa A 520 run Wltuk sampel sebesar 0.349 dengan pengenceran 

50 kwi, dan 0.230 Wltuk bJangko, maka masing-masin,g serapan tersebut di 

interpolasikan ke kurva standar glukosa Y = a + bX (di mana Y harga seropan dan X 

konsentrasi gula yans dicari). Dengon demikian akon diperoleh kadar gula hasil 

biokoDversi oleh enzim sebesar AX = 50 (~) - (~) per 0.1 mllarutan 

sampel enzim dan per 10 menil 

Definisi 1 Unit aktivitas enzim adaJah jwnlah enzim yang menghasilkan 1 J.I8 

glukosn per menit pada kondisi percobaaJl. Dari defillisi ini mnka besarnya aktivitas 

enzim tersebut sanla dengan AX dengall satuan U/ml. 

Sedans aktivitas spesifik dip.}roleh den,gan membagi oktivitas enzim dengan 

kadar protein Xp (J.asIml), Sehingga didapBlkon AX : Xp dengon satuan U/fJ8 protein. 

Data otuk kwva standar glukosa 

Olukosa {J.lgIml) Scrapsn pada A 520 nm 

No 

1 30 0.232 

2 40 0.328 

! 3 60 0.437 

4 80 0.643 I 

S 90 0.720 
I 
I 
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Kurva standIII' hubungllD llDw-a kadlll' &lukOIIl denlllD serapllD pada aS10mn 

0.8 I u _ .. AAA .. __ ... ......... :::;:;:>1 
y= 0.0081 x -U.Ull~ 

R' III 0.9903 
0.7 

o.a 

0.6 

10.4 
.A .. 
I 0.3 

~0.2 
0.1 

O~.c I I 

-4.1 ' 70 
10 20 30 .0 60 80 

Konsentrasi glukosa (ug/ml) 

t: 

80 BO 1 

" 
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Lampiran 3 

Pereak.si Untuk. Pmmtuao Kadar Gula den:an Mdode Somotyi-Nrlson 

Pereaksi yang digtumkan IUlluk lIji ini adalah sebagai berilalf : 

a) Lanl1<Ul N!: lsoll 1\, t\'rdiri d;u·j 1.5 g;trW II kalium nalriulII tiU Iral, 3.0 gnull lIalriulII 

karbona! tu thidrolls d;UI 18.0 gnu ll lIau·ilUlI suWl1 ,ulhidrOllS, dilarutkan dalam air. 

Kemudian diellcerkan deugan akuades hingga tercapai volume 100 rol. 

b) Larutao Nelson B, t.rdiri dari 2.0 gram kupri sul[.115 H,O, 18.0 gram narium ,ulfa! 

anhidrous dan 1-2 leles asam sulfal pe-kat, dilarutkan dalam akuades sampai 

volume 100 rnl. 

c) Pereaksi alkalis, terdiri dati larutan ne lson A dWI Nelson B dengan perbandingan 4 

: 1 dan selalu dibuat barn. 

d) Pereaksi wama. terdiri dati 5 gram anlOl1iwll molibdat yang dilarutkan dalam 90 

mI akuades, ditambahkan 4.2 rnl asam sulfa! peka!, kernudian dirnasukkan larutan 

0.6 gram natrium arsenornolibda! 7H,O daJarn 5 mI akuade" diaduk. Lamtan jernih 

beJWarna kuning yang torb.ntuk di'irnpan daJam botol cokla! dan diinkubasi 

selama 48 jariJ. pada suhu 37 °C. Penyimpanan secara aman dilakukan daJam lemari 

es. 
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