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RINGKASAN

UPAYA MENINGEATEAN TRANSLOKASI AMILASE KE
LINGKUNGAN EKSTRASELULAR SELAMA PROSES FERMENTASI
Endomy copsis fibuligera

(Purkan, Sofijan Hadi, Abdulloh : 1999, 50 halaman)

Amilase dihasilkan oleh  Endomycopsis fibuligera cebagai  enzim
ekstraselular yang biosintesisnya diinduksi oleh molekul pati. Enzim ekstraselular
adalah enzim yang selama biosintesisnya melewati membran sitoplasma, sedang lokasi
akhir ditentukan oleh struktur sel. Selama sekresi beberapa enzim masih tetap terikat
pada permukaan luar membran (ektoperifer), terutama pada sel ragi yang mempunysi
struktur membran dan dinding sel yang lebih kompleks (Priest,1984). Hal ini akan
mengurangi perolehan amilase selama proses fermentasi.

Dalam produksi amilase dari Endomycopsis fibuligera, Baktir (1991)
melaporkan bahwa proses sekresi amilase dari mikroba tersebut berlangsung kurang
baik. Biosintesis amilase berlangsung maksimal pada fase pertumbuhan logarritmik,
tetapi aktivitasnya di cairan ekstraselular sangat rendah. Aktivitas tersebut meningkat
gecara tajam pada jam ke 108 waktu fermentasi, yaitu saat terjadinya lisis sel, Padahal
fase kematian terjadi pada jam ke 40 waktu fermentasi. Hal ini menunjukan bahwa
pada saat sel Endomy copsis fibuligera sedang akuf pertumbuhannya, sekresi amnlase
pada saat itu masih rendah. Di samping itu sekresi amilase pada saat lisis ini belum
bisa dikatakan maksimal, sebab beberapa amilase masih tetap terikat pada permukaan
luar membran ( Rogers, 1983). Oleh karena itu perlu peningkatan sekresi amilase ke
lingkungan ekstraselular agar diperoleh produktivitas enzim yang tinggi. Translokasi
(sekresi) amilase ditingkatkan dengan menggunakan ion logam magnesium dan kalsium
yang terkait dengan biosintesis dan pelepasan enzim ke lingkungan ekstraselular.

Tujuan penelitian ini adalah mengungkap peranan ion magnesium dan atan
kalsium terhadap proses sekresi amilase dari Endomy copsis fibuligera ; menentukan

komposisi dan konsentrasi optimum ion magnesium dan atan kalsium yang ada pada
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media fermentasi untuk memaksimalkan proses sekresi amilase dari Endomy copsis
Jibuligera ; dan menentukan waktu optimum fermentasi amilase dari Endomy copsis
Jibuligera akibat adanya ion magnesium dan atau kalsium dalam media fermentasi.

Peranan Mg dan atau Ca dalam proses sekresi amilase, diungkap dengan cara
mengamati produktivitas amilase yang dihasilkan oleh Endomy copsis fibuligera yang
difermentasi dalam media bebas dan yang mengandung Mg dan atan Ca. Produktivitas
amilase yang diamati meliputi aktivitas amilase, kadar protein dan aktivitas spesifik
enzim. Ion logam bivalen (Mg dan atau Ca) yang telah memberikan efek sekresi yang
paling tinggi, kemudian ditentukan komposisi dan konsenlrasi optimum totalnya yang
ada pada media fermentasi, untuk memaksimalkan enzim amilase yang dihasilkan.
Selain itu dilakukan pula optimasi wakty foermentasi amilase dari Endomy copsis
Jibuligera delam media yang mengandung Mg dan Ca. Produktivitas amilase yang
dihasilkan tiap waktu fermentasi tertentu kemudian dibandingkan terhadap blangko,
yaitu fermentasi amilase di media bebas Mg dan Ca.

Dari hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa : penambahan Mg dan Ca
dalam media fermentasi mampu meningkatkan produktivitas amilase di lingkungan
ekstraselular. Efek sekresi yang ditimbulkan oleh Ca lebih besar dari pada oleh Mg.
Sekresi yang lebih besar lagi dapat ditimbulkan oleh hadimya Mg dan Ca secara
simultan di dalam media fermentasi ; sekresi amilase berlangsung optimum oleh
campuran Mg dan Ca pada perbandingan komposisi 3 : 1 yang konsentrasi totalnya
sebesar 0.2 % ; waktu optimum untuk fermentasi amilase dari Endomy copsis
JSibullgera akibal adanya Mg dan Ca di media fermentasi adaluh 72 jam.

Disarankan untuk melakukan kombinasi Mg dan Ca dengan K, Na dan P atau
tween 80 dalun fermentasi anilnse dari Endomy copsis fibuligera, karena ketiga ion
ini mempunyai peran penting yang antara lain sebagai sumber phospat dalam
pembentukan ATP selama pertumbuban mikroba dan juga berperan dalam

pengendalian biosintesis protein dan sekresinya keluar sel, terutama tween 80 yang
telgh diketahui perannya

(Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam
Universitas Airlangga ; 12/P2IPT/DPPM/LITMUD/V/1998)

il
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SUMMARY

The Effort to Increase Translocation of Amylase to Extracellular
Environment During Fermentation of Endomy copsis fibuligera
( Purkan, Sofijan Hadi, Abdulloh : 1999, 50 pages)

Amylase is an enzyme which biosynthesized by Endomycopsis fibuligera as
extracellular enzyme. This enzyme will be synthesized, if induced by amylum
molecule. Extracellular enzyme refer to any enzymes that crosses the cytoplasmic
membrane. The final location of extracellular enzyme will therefore be determined
by the structure of the 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 Enrdomycopsis
Jfibuligera has a weakness. Amylase is synthesized maximally at logaritmic phase,
but it’s activities in extracellular fluid is low. The top activities was reached at 107
hours of fermentation, which followed by cells lyses. At the moment, the death phase
happened at 40 hours of fernmentation. This fact shows that the Endomycopsis
Jibuligera cells is lysesing, the secretion of amilase becomes lower. In contrast, the
seoretory amylase in this step can not be called as maximum yet, because some
amylases are still bounded at outer membrane of cytoplasmic / periplasm
(Rogers,1983). Therefore, un effort to increase the secretory amylase to extracellular
surrounding in order to obtained a high productivity is necessary. In this case, the
translocation of amylase will be done by using magnesium and calsium ions, which
both linked with the synthesis and the secretory amylase to extracellular.

The aim of these researchs are : to know the effect of the present of
magnesium and calgium ions in bacth cultures on increasing of amylase secreation;
to determined the optimum composition and concentration of the mixture of
magnesium and calsium ions in the medium for amylase production; as well as to

determine the optimum time of amylase harvest during fermentation in medium which
i
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contains magnesium and calsium ions.

The role of magnesium and calsium ions would be studied by observing the
amylase productivity, included the activities, protein concentration and spesific
activities assay in medium which firee or contain magnesium and calsium ions Both
of the metal ions which triggered the secretory amylase more highly, then optimized
their composition and total concentration in bacth cultures, followed by
determination of the optimum time of amylase harvest during fermentation as a result
of the present magnesium and calsium in bacth cultures.

The research results showed that the present of magnesium and calsium in
bacth cultures can trigger the secretory amylase higher than that from medium free of
both metal ions. The effect of secretory amylase resulted from magnesium ion
threatment lower than calsium ion, and the highest effect was obtained from
threatment with mixture of magnesium and calsium together in bacth cultures rather
than that from magnesium and calsium alone in medium. The magnesium and calsium
mixtures which could trigger a highly secretory amylase, have composition of 3 : 1
in total concentration 0.2 %. While the optimum time of amylase harvest as a result
of the present of magnesium and calsium ion in bacth cultures is 72 hours of
fermentation.

It as suggested to combine magnesium and calsium ions with potassium,
sodium, phosphor or tween 80 (surfactan) to enlarge amylase production fiom
Endomycopsis fibuligera, because the three ions is needed by microbial e.g as
phosphat sources to form ATP and to regulated the biosynthesized and protein

secretion to extracelular, expecially tween 80 had been known it’s effect to enhance

of secretory amylase.

(Faculty of Mathematic And Natural Science
Airlangga University; 12/P2IPT/DPPM/LITMUD/V/1998)

v
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BAB I

PENDAHULUAN e

1.1. Latar Belakang Masalah

K.ebutuhan glukosa cair dari tahun ke tahun terus meningkat, hal ini disebabkan
oleh tingkat konsumsi masyarakat terhadap produk-produk industri yang semakin tinggi
dan juga oleh semakin banyak bermunculan industri-industri baru yang berbahan baku
glukosa. Sementara dewasa ini kualitas tetes (molases) semakin menurun, akibat
berkembangnya metode pemisahan dan pemurnian gula dalam industri tebu.

Glukosa merupakan bahan baku berbagai industri fermentasi, misal industri
alkohol, industri M eno Sedium Glutamat (MSG), industri High Frutese Syrup (HFS),
industri makanan dan minuman ( Godfrey,1985).

Pati merupakan bahan baku termurah untuk produksi glukosa cair. Amilase
adalah enzim penting yang digunakan untuk mengkonversi pati menjadi sirup glukosa. Di
gamping itu amilase juga digunakan dalam industri tekstil, penyamakan kulit, detergen
dan lain-lain, Sampal saat ini amilase masith diimpor dari negara lain, hal ini
menyebabkan ketergantungan dalam kelangsungan produksi glukosa dari pati maupun
industri lainnya. Untuk mengatasi hal tersebut perlu dilakukan studi produksi enzim
amilase,

Secara winum enzim diproduksi melalui proses fermentasi mikroorganisme kapang.
Penggunaan khamir untuk proses imi jarang dilaporkan , padahal diantara 400 jenis
khamir yang pernah dikenal dan dipertelakan oleh Lodder (1990), 90 jenis menunjukkan

pertumbuhan positif pada medium pati, artinya mampu menghasilkan enzim amilase,
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Baktir (1991) melaporkan Endonty copsis fibuligera sebagai khamir penghasil
amilase dengan aktivitas unggul, yaitu memiliki dua jenis aktivitas sacdiarlfylng dan
Nquefying yong bekerja secara sinergis dalam menghidrolisis pati. Kemudian Purkan
(1995) berhasil memisahkan dua kelompok amilase tersebut dengan metode presipitusi
amonium sulfat Karena keunggulan aktivitas yang dihasilkan oleh ragi ini, maka perlu
dikembangkan metode produksinya, sehingga depat memenuhi kebutuhan amilase di
berbagai industri di Indonesia.

Amilase dihasiikan oleh Endomy copsis flbuligera sebagai enzim ekstraselular
yang biosintesisnya diinduksi oleh molekul pati. Enzim ekstraselular adalah enzim yang
selama biosintesisnya melewati membran sitoplasma, sedang lokasi akhir ditentukan
oleh struktur sel. Selama sekresi, beberapa enzim masih tetap terikat pada permukaan
luar membran (ektoperifer), terutama pada sel ragi yang mempunyai struktur membran
dan dinding sel yang lebih kompleks (Priest,1984). Hal ini akan mengurangi perolehan
amilase selama proges fermentasi.

Dalam produksi amilase dari Endomycopsis fibuligera, Baktir (1991)
melaporkan bahwa proges sekresi amilase dari mikroba tersebut berlangsung kurang
baik. Biosintesis amilase berlangsung maksimal pada fase pertumbulian logaritmnik,
tetapi aktivitasnya di cairan ekstragelular sangat rendah. Aktivitas tersebut meningkat
secara tnjam pada jam ke 107 waktu fermentasi, yaitu saat terjadinya lisig sel. Padahal
fase kematian terjadi pada jam ke 40 waktu fermentasi. Hal ini menunjukan bahwa pada
saat sel Endomy copsis fibuligera sedang altif pertumbuhannya, sekresi amilase pada
gaat itu masih rendsh. Di samping itu sekresi amilase pada saat lisis ini belum bisa

dikatakan maksimal, sebab beberapa amilage masih tetap terikat pada permukaan luar
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membran ( Rogers, 1983). Oleh karena itu perlu peningkatan sekresi amilase ke
lingkungan ekstraselular agar diperoleh produkdivitas enzim yang tinggi.

Upaya untuk meningkatkan trmmloknéi (sekresi) amilase telah dilakukan sejak
produksinya. Seperti Sen dan Chakrabarty (1984) yang menambahkan tween 80 pada
media fermentasi Lactobacclllus cellobiosis dan dilaporkan bahwa tween 80 efektif
meningkatkan sekresi amilage dari mikroba tersebut. Bambang Go (1996), melaporkan

| bahwa hadirnya tween 80 konsentrasi rendah pada media fermentasi dapat meningkatkan
sekresi amilase dari Endonty copsis fibuligera.

Sementara itu Wisdom er al. (1996) melaporkan bshwa Mg dapat
menimbulkan efek sekresi amilase dari isolat segmen pankreas. Pirt (1982) menyatakan
tentang peranan ion-ioa logam bivalen bagi sel. Disebutkan bshwa magnesium
mempunyai arti penting dalam proses biosintesis dan translokasi protein ke luar sel
(zeloesi enzim), sedangkan unsur fosfor mempunyai peran dalam proses pertumbuhan
dinding sel. Selain itu Edgington (1992) melaporkan bahwa ion kalsium mampu memacu
proges sekresi protein keluar sel dengan cara meningkatkan terjadinya folding protein
selama proses sekresi sedang berlangsung.

Pada kesempatan ini, akan dicoba meningkatkan produktivitas amilase dari
Endomy copsis flbuligera dengan ion logam magnesinm dan kalsium yang terkait dengan

biosintesis dan pelepasan enzim ke lingkungan ekstraselular.

1.2, RUMUSAN MASALAH
Permasalahan penelitian ini adalah sebagai berikut.
1. Apakah produktivitas amilase dari Endomy copsis fibuligera dapat ditingkatken

dengan adanya magnesium duan atau kalsium di dalam media fermentasi ?.
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2. Berapakah komposisi dan konsentrasi optimum magnesium dan atau kalsium yang
ditambahkan pada media fermentasi agar sekresi amilase dari Endony copsis
Jibuligera dapat berlangsung maksimal ?.

3. Berapakah waktu optimum fermentasi amilase dari Endonty copsis fibuligera

akibat adanya ion magnesium dan atau kalsium dalam media fermentasi 7,

- 13.TUJUAN PENELITIAN
Penelitian ini bertujuan

1. Mengungkap peranan ion magnesium dan atau kalsium terhadap proses sekresi
amilase dari Endomy copsis fibuligera .

2. Menentukan komposisi dan konsentras; optimum ion magnesium dan atau kalsium
pada media fermentasi untuk memaksimalkan proses sekresi amilase dari
Endomy copsis fibuligera,

3. Menentukan waktu optimum formentasi amilase dari Endomy copsis fibuligera

akibat adanya ion magnesium dan atau kalsium dalam media fermentasi,

1.4. Manfaat Penclitian
Hasil penelitian diharapkan dapat digunakan sebagai dasar bagi upaya
pengembangan produksi amilase terutama berkaitan dengan peningkatan produktivitas

amilase dari Endomy copsis Sibullgera, sehingga bermanfaat bagi pengembangan ilmu

pergetahuan maupun aplikasinya di industri.
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BAB I

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Amilase

Amilase adalah enzim yang menghidrolisis pati, glikogen dan polisakarida lain

dengan cara memutus ikatan glikosidik c -1,4 dan atan a-1,6.

2.1.1. Substrat dari amilase

Substrat bagi amilase adalah pati, glikogen dan polisakarida lain. Pati
merupakan polisakarida yang melimpah di alam. Pati dapat dipisahkan menjadi dua
fraksi utama, yaitu amilosa dan amilopektin. Amilosa adalah polimer linear dari «-D-
glukosa yang dihubungkan dengan ikatan glikosidik «-1,4, Sedangkan amilopektin,
strukturnya berupa polimer bercabang dari a.-D-glukosa. Rantai utamanya mengandung

ikatan glikosidik a.-1,4. Titik percabangan berupa ikatan glikosidik a.-1,6 (Fessenden

dan Fessenden,1990 ).
CH,OH
O, cabdeng 1,6
_ KoH _/
K : K L
CHOM  ° CH.ON i
R, CH,0H
: CH
7] v > N 3 ]
NN N —0 o
] . i
OH OH NOH AR AGH o
' OH (')H

Gambar 2.1 Amilosa dan amilopektin ( Fessenden dan Fessenden, 1990 )

Glikogen adalah polisakarida wujud penyimpanan glukosa dalam sistem

hewan. Struktur glikogen mirip amilopektin. Di dalamnya terdapat ikatan glikosidik -
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1,4 ( rantai utama) dan iaktan glikosidik c.-1,6 (cabang). Glikogen lebih bercabang

dibanding amilopektin ( Fessenden dan Fessenden, 1990 ).

2.1.2. Jenis-jenis amilase

Dari mekanisme hidrolisisnya , amilase dibagi menjadi 4 golongan, yaitu .-
amilase, (-amilase, glukoamilase dan enzim pemutus cabang.

a—Ax;lilase menghidrolisis secara acak ikatan glikosidik o-1,4. Enzim ini
merupakan endoenzyme, memutus ikatan dari bagian dalam molekul substrat. Kerja
dari a-amilase tidak dihambat oleh ikatan glikosidik «-1,6 dan ikatan ini tidak
terhidrolisis ( Crueger and Crueger, 1989 ). Hasil hidrolisis dari amilosa berupa
maltosa (disakarida) sampai maltoheksosa. Hidrolisis dari amilopektin menghasilkan
glukosa, maltosa, dan beragam o-dekstrin yang mempunyai ikatan glikosidik «-1,6 di
samping ikatan a-1,4 (Priest, 1984).

B-Amilase merupakan exoenzyme dan menghidrolisis ikatan glikosidik o.-1,4
dari ujung-ujung non pereduksi secara berseling menghasilkan maltosa (anomer J ).
Enzim ini tidak dapat menghidrolisis serta melewali ikatan glikosidik a-1,6 sehingga
pada hidrolisis amilopektin bisa dihasilkan B-dekstrin (Priest, 1984).

Glukoamilase bekerja sebagai exoe zyme, menghidrolisis ikatan glikosidik o-
1,4 dari ujung-ujung non pereduksi menghasilkan B-D-glukosa. Ikatan glikosidik a-1,6
Juga terhidrolisis meskipun dengan laju yang rendah (Priest, 1984),

Enzim pemutus cabang menghidrolisis ikatan glikosidik o.-1,6. Ada 2 macam

enzim ini, yaitu pullulanase dan isoamilase (Crueger and Crueger, 1989),

LAPORAN PENELITIAN UPAYA MENINGKATKAN TRANSLOKASI AMILASE... PURKAN



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

a—-amilase
——¢ glukoamilase

Pullulanase
isoamilase

B-amilase

ujung pereduksi
Gambar 2.2 Mekanlsme hidrolisis pati oleh amilage (Crueger and Crueger,
1989)

Berdasarkan produk akhir hidrolisisnya, amilase digolongkan menjadi
Saccharifying amylase dan liquefying amylase. Golongan pertama memberi produk
akhir hidrolisis gula bebus. Golongan kedua tidak menghasilkan gula bebas pada
hidrolisisnya (Crueger und Crueger, 1989).

Saccharifying amylase merupakan exoengim Enzim ini memutus ikatan
glikosidik dari ujung-ujung non pereduksi. Molekul-molekul monomer atay dimer
dibebaskan. Contoh golongan ini adalah B-amilase dan glukoamilase (Crueger and
Crueger, 1989).

Liguefying amplase menyerang substrat pada bagien dalsm molekul
(endoengyme). Hasil hidrolisis adalah oligosakarida Yang termasuk golongan ini

adalsh c-amilase dan enzim-enzim pemutus cabang (Crueger and Crueger, 1989).

2.2. Khamir Endomy copsis fibuligera
Kedudukan £. fibuligera di dalam taksonomi adalah sebagai berikut ;

Divisi : Thalophita
Kelas : Ascomyceteg
7
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Aub kelas : Hemiascomycetidae

Ordo * Endomycetales

Famili : Saccharomycetaceae

Sub famili : Saccharomycoidens

Tribe : Endomycopseae

Genus : Endomy copsis

Spesies : Endomy copsis fibuligera
(Prescott, 1962)

Baktir (1991) melaporkan sekresi amilase dari E. fibuligera selama proses
formentasi. Media produksi yang dipakai terdiri dari pati sago sebagai sumber karbon
dan ekstrak ragi sebagai sumber nitrogen, vitamin dan mineral. Perbedaan komposisi
pati sago dan eokstrak ragi memberikan perbedaan pola produksi amilase selama
formentasi. Aktivitas amilase tertinggi diperoleh bila menggunakan media pati sago 1
% dan ekstrak ragi 1 %, yang menunjukkan puncak kurva aktivitas pada waktu
fermentasi 107 jam.

Menurut Baktir (1991), aktivitas amilase dari £ fibuligera dalam cairan
ekstraselular rendah pada fase logaritmik sampai stasioner. Aktivitas amilase
meningkat secara tajam pada fase kematian sel dan maksimum pada saat terjadi lisis
gel.

Amilase dari £ fibuligera, dilaporkan oleh Baktir (1991), memberikan
aktivitas sakarifikasi 15.24 U/ml (aktivitas spesifik = 5.91), sekaligus aktivitas
likuifikasi (1ml ekstrak kasar amilase mencerna 3.193 mgram pati sago permenit pada

kondisi percobaan). Diduga bahwa E. fibuligera menghasilkan 2 jenis amilase,
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Saccharifying amylase dan Liquefying amylase yang bekerja secara sinergis dalam
memecsh pati menjadi glukosa.
23. Pertumbuhan Mikroorganisme
Pertumbuhan didefinisikan sebagai pertambshan  secara teratur semua
komponen dalam sel. Pada organisme uniselular, pertumbuhan merupakan pertambahan
jumlah sel yang berarti juga pertambahan jumleh organisme (Fardiaz,1992).
Pertumbuhan mikroorganisme di dalam sustu kultur digambarkan sebagai suatu
kurva seperti terlihat pada gambar 2. 3. Fase-fase pertumbuhan mikroorganisme yang
diamati antara lain fase adaptasi, fage pertumbuhan awal, fase pertumbuhan logaritmik,
fase pertumbuhan lambat, fase pertumbuhan tetap, fagse menuju kematian dan fase
kematian (Fardiaz, 1.992).
a. Fase Adaptasi
Pada fase ini mikroorganisme berussha menyesunikan dengan substrat den
kondisi lingkungan baru di sekitarnya. Pada snat ini sel belum membelah oleh karena
beberapa enzim belum dapat disintesis. Jumlah sel pada fose ini mungkin tetap, tetapi
kadang-kadang menurun. Lamanya fase ini bervariasi, depat cepat atan lambat
tergantung dari kecepatan penyesuaian dengan lingkungan di sekitarmya.
Lamanya fage adaptasi dipengaruhi oleh beberapa faktor, diantaranya adalah:
(1) Medium dan lingkungan pertumbuhan
Sel yang ditempatkan dalam medium dan lingkungan pertumbuhan sama seperti
medium dan linglangan sebelunmya, mungkin tidak diperjukan waktu adaptasi.
Tetapi jika nutrien yang tersedia dan kondisi lingkungan yang baru sangat berbeda

dengan yang sebelumnya, diperiukan waktu penyesuaian untuk mensintesis enzim-
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enzim yang dibutuhkan untuk metabolisme.
(2) Jumlah inokulum
Jumlgh awal sel yang semakin tinggi akan mempercepat fase adaptasi. Fase
sdaptasi mungkin berjalan lambat karena berbagai sebab, misalnya : (1) kultur
dipindahkan dari medium yang kaya nutrien ke medium yang kandungan nutriennya
terbatas, (2) mutan yang baru terbenink menyesuaikan diri dengan linglungannya,
(3) kultur yeng dipindahkan dari fase statis ke medium baru dengan komposisi
sama seperti sebelumnya
b. Fase Petumbuhan Awal
Setelah mengalami fage adaptasi, sel mulai membelah dengan kecepatan yang
masih rendah karena baru selesai tahap penyesuaian diri.
¢. Pase Pertumbuhan Logaritmik
Pada fase ini sel jasad renik membelah dengan cepat dan konstan, yeng
pertambahan  jumlahnya mengikuti kurva logaritmik Pada fase ini kecepatan
pertumbuhannya sangat dipengaruhi oleh medium tempet tumbuhnya seperti pH dan
kandungen nutrien juga kondisi linglungan termasuk suhu dan kelembaban udara Pada
fase ini sel membutuhkan energi lebih banyak dibandingken dengan fase lainnya, selain
itu sel paling sensitif terhadap keadasn lingkangan.
d. Fase Pertumbuhan Lambat
Pada fase ini pertumbuhan populasi jasad renik diperlambat karena beberapa
sebab, misalnya : (1) zat nutrisi di dalam medium sudah sangat berkurang, (2) adanya
hasil-hasil metsbolisme yang mungkin beracun atau dapat menghambat pertumbuhan
jasad renik. Pada fase ini pertumbuhan sel tidak stabil, tetapi jumlah populasi masih

10
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naik karena jumlah sel yang tumbuh masih lebih banyak daripada jumlah sel yang mati.

¢. Fase Pertumbuhan Tetap (Statis)

Pada fase ini jumlah populasi sel tetap, karena jumlah sel yang tumbuh sama

dengan jumlah sel yang mati. Ukuran sel pada fase ini menjadi lebih kecil, karena sel

tetap membelah meskipun zat nutrisi sudah mulai habis. Akibat kekurangan zat nutrigi,

sel kemungkinan mempunyai komposisi berbeda dengan sel yang tumbuh pada fase

logaritmik. Pada fase ini sel-sel menjadi lebih tahan terhadap keadaan ekstrem seperti

panas, dingin, radiasi, dan bahan kimia.

f. Fase Menuju Kematian dan Fase Kematian

Pada fase ini sebagian populasi jasad renik mulai mengalami kematian karena

beberapa sebab, yaitu : (1) nutrien di dalam medium sudah habis, (2) energi cadangan

di dalam sel habis. Jumlah sel yang mati semakin lama akan semsakin banyak, dan

kecepatan kematian dipengaruhi oleh kondisi nutrien, lingkungan, dan jenis jasad renik.

Leg jumlah
sel hidup

Fase
persumsuha
statis
Fuo menuju
kematan

Fue
pertumbuhan
lambat
——— Fase logaritmik

™\ Fase pertumbuhan awal

Fase
T kematan

Fun adaptasi

Wakty

Gambar 2.3 Kurva pertumbuhan mikroorganisme (Fardiaz, 1992)
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2.4. Enzim Ekstraselular

Mikroorganigme heterotrof membutuhkan berbagai macam makromolekul
sebagai makanannya. Cara memasukkan makanan dan metabolismenya adalah dengan
pagositosis dan pignositosis.Cara ini hanya bisa ditempuh oleh mikroba yang tidak
berdinding sel. Bagi mikroba yang berdinding sel ditempuh cara lain, yaitu sekresi
enzim ekstraselular. Enzim dikeluarkan dari sel ke lingkungan untuk mendegradasi
bahan polimer menghasilkan produk berberat molekul rendah yang dapat diserap sel.
Enzim ekstraselular dengan demikian dapat didefinisikan sebagai enzim yang
disekresikan melewati membran sitoplasma sel. Kebanyakkan enzim ekstraselular
adalah depolimerase (Priest, 1984).

Lokasi enzim ekstraselular bermacam-macam. Enzim ini keluar melalui
membran dan mungkin tertahan oleh dinding sel untuk sementara waktu tetapi akhimya
dapat berdifusi keluar. Kemungkinan lain, enzim menempel pada bagian luar membran

(Priest, 1984).

2.5. Biosintesis Enzim Ekstraselular

Secara umum biosintesis protein (termasuk enzim) berlangsung melalui tahap
transkripsi dan translasi, dengan melibatkan molekul-molekul DNA dan RNA. Atas
dasar fungsinya RNA dibedakan menjadi tiga macam, yaitu RNA messenger (nRNA),
RNA transfer (tRNA), dan ribosom RNA (rRNA). Hubungan DNA;, RNA, dan protein
dalam jalur biosintesis protein adalah sebagai berikut

transkripsi translasi
DNA * RNA *Protein

(Watson, Tooze and Kurtz, 1988)

12
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Transkripsi merupakan proses sintesis RNA dengan cetakan DNA dalam
nukleus sel. Molekul hasil transkripsi dinamakan transkrip primer. Transkrip primer,
selagi berada dalam nukleus, mengalami banyak proses (pemutusan, penggabungan,
dan modifikasi rantai ) menghasilkan mRNA, tRNA, dan rRNA yang siap menuju
sitoplasma (Watson, Tooze and Kurtz, 1988).

Selanjuinya dalam sitoplasma terjadi translesi. Translasi adalah proses
menerjemahkan urutan basa pada mRNA ke dalam urutan asem amino suafu
polipeptida yang disintesis. Sintesis protein terjadi di ribosom. Tahep-tabap sintesis
protein meliputi tahap inisiasi, elongasi dan terminasi (Stryer, 1981).

Tahap inisiasi meliputi penggabungan mRNA, sub unit ribosom 40 S, dan
tRNA™" membentuk kompleks inisiasi 60 S. Posisi tRNA/" adalah sedemikian rupa
sehingga antikodon berpasangan dengan kodon inisiasi AUG pada mRNA. Kemudian
sub unit ribosom 60 S bergabung membentuk komplek inisiasi 80 S. Pada ribosom,
tRNA{" terletak pada sisi P (peptidil). Sedangkan sisi A (aminoasil), yaitu sisi lain
dari ribosom yang dapet ditempati molekul tRNA lain, masih kosong (Stryer, 1981).

Tahap elongasi dimulai dengan terikatnya aminoasil tRNA pada sisi A
ribosom. Aminoasil-tRNA ini mempunyai antikodon yang komplementer dengan kodon
mRNA yang ada di sisi A Selanjutnya terjadi ikatan peptida Unit metionin deri
tRNAF (sisi P) ditransfer ke gugus amino dari aminoasil -t(RNA (sisi A) membentuk
dipeptidil-tRNA. Setelah itu translokasi terjadi. Pada proses ini tRNA kosong terlepas
dari sisi P, peptidil-tRNA yang semula di sisi A menduduki sisi P, dan mRNA

bergeser sejauh tiga nukleotida Sisi A yang kosong siap untuk diisi lagi dengan

13
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aminoasil-tRNA yang lain. Siklus ini berlangsung terus selama perpanjangan rantai
(Stryer, 1981).

Tahapa terminasi terjadi ketika sisi A ribosom berisi kodon terminasi, yaitu
UAA, UGA, atau UAG. Sel normal tidak mempunyai tRNA yang anti kodonnya
komplementer dengan kodon-kodon ini. Akan tetapi kodon terminasi dikenali oleh
gugtu protein release factor yang aken terikat padanya Pengikatan ini akan
mengaktifkan peptidil transferase yang menghidrolisia ikatan antara polipeptida dan
{RNA pada sisi P (Stryer, 1981).

Ribosom dalam gel ditemukan bebas dalam sitoplasma atau terikat pada
retikulum endoplasma (RE). Ribosom yang terikat pada RE biasanya mensintesis
protein membran dan protein yang akan disekresikan keluar sel. Suatu ribosom dapat
diarahkan ke RE dengan adanya suatu sinyal (Signal Hypathesis). Sinyal ini berupa
urutan asam amino yang dekat dengan ujung amino suatu polipeptida yang baru ftumbuh.
Diketahui bahwa urutan asam amino ini sebagian besar terdiri dari asam amino non
polar. Sinyal ini dikenal oleh protein reseptor pada membran RE sehingga ribosom
dapat terikat.pada RE. Polipeptida yang baru tumbuh dapat langmmg menembus
membran RE menuju bagian luminal RE. Peristiwa ini bersamaan dengan proses
perpanjangan rantai (cotranslational ). Namun ada juga protein yang menembus
membran setelah sintesis selesai ( posttranslational ). Pada luminal RE terjadi
pemutusan residu sinyal oleh peptidase juga pengikatan karbohidrat membentuk
glikoprotein (Stryer, 1981).

Selanjutnya terjadi pemindahan protein ke badan Golgi. Di badan Golgi terjadi

glikosilasi lebih lanjut. Transpor protein baik dari RE ke badan Golgi ataupun dari
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badan Golgi ke tempat sasaran, misaluya membran sitoplasma, melibatkan suaiu
vesikel. Vesikel terbentuk dari membran RE atan badan Golgi. Vesikel ini bergerrak
ke membran sitoplasma, meleburkan diri dengan membran untuk mencurahkan seluruh

isinya (eksositosis), (Schlegel, 1994).

[} ’ Goige Prgsme
. Qoeretys memarare

.
- Vevete duading
trom §2

Gambar 2.4 Transpor protein (Stryer, 1981)

2.6. Kontrol lingkungan terhadap sintesis enzim ekstraselular

Enzim ekstraselul=r biasanya dikontrol oleh lingkungan. Jika laju sintesis suatu
enzim konstan pada waktu ada atau tidak ada substrat maka enzim imi dikatakan
konstitutif Walaupun demikian, pada kebanyakkan sintesis enzim merupakan proses
induktif. Inducible engyme disintesis dengan laju yang rendah ketika substrat tidak
ada. Pada waktu substrat ditambahkan ke medium, terjadi peningkatan laju sintesis
secara drastis, Jika substrat selaku inducer tadi diambil maka laju sintesis akan
menurun ke keadaan semula (Priest, 1984),

Mikroorganisme dapat mendeteksi adanya makromolekul (inducer) di
lingkungannya dan kemudian meningkatkan laju sintesis enzim. Hal ini dimuagkinkan
karena enzim tetap diproduksi dengan laju rendah meskipun tidek ada substrat. Ketika

substrat ditambalikan ke dalam medium terjadi pemecahan substrat oleh enzim. Produk
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pemecahan inilah yang masuk ke sel dan menginduksi sintesis enzim ke laju yang lebih
tinggi. Pada waktu produk terakumnlasi secara berlebih, sintesia enzim akan dihambat
oleh produk itu melalui mekanisme end-product reppression. Mekanisme induksi dan
represi ini, secara molekular menyanglut pengaturan transkripsi dari gen-gen pengkode

enzim yang akan disintesis (Priest, 1984).

2.7. Membran Sitoplasma

Membran sitoplasma adalah membran sel yang terletak di antara sitoplasma
dan dinding sel (Fardiaz, 1992).

Membran ini berperan mengatur keluar masuknya berbagai senyawa dari dan
ke dalam sel. Hasil-hasil 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 untuk mendegradasi makanan sebelum makanan itu bisa masuk ke dalam
sel. Enzim demikian dinamakan enzim ekstraselular (Priest, 1984).

2.7.1. Lipid penyusun membran sitoplasma .

Membran pada umumnya mengandung lipid, suatu golongan senyawa organik
yang tidak larut dalam air (polar) tetapi larut dalam pelarut organik (non polar)
(Lehninger, 1975).

Beberapa jenis lipid mempunyai sifat amfiphatik, yaits mempunyai gugus
bidrofilik dan hidrofobik dalam struktumya. Lipid yang mempunyai sifat seperti ini di
antaranya meliputi : fosfolipid, glikospingolipid dan sterol.

a. Fosfolipid : lipid yang mempunyai gugus ester fosfat. Contoh :

16
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RI-C(O)O—C{IZ H3C-(CH2)12—CH=CH—CI\'I-OH
RZ-C(O)O-/CH R-CO-NH}CH
H2C-0-PO(OH)-OX CH2-0-PO(OH)-OX
Fosfogliserida Spingolipid

(X=H, kolin, etanolamin, serin, inositol)
b. Glikospingolipid : mempunyai struktur yang mirip dengan spingolipid tetapi gugus

fosfatnya diganti dengan gugns gula yang netral.

H3C-(CH2)12-CH#Z’H-CI{-OH
R-CO-NH}CH
CH2-0-Gula

Gula monosakarida = cerebrosida, disakarida = diheksosida, ftrisakarida =
triheksosida

¢. Sterol : lipid dengan struktur steroid yang mempunyai gugus -OH.

CH, H\ H,
H,C K

kolesterol
(S-kolesten-33-0l)

Rantai hidrokarbon, termasuk bagian asam lemak dari struktur lipid-lipid di atas,
merupakan gugus hidrofobik. Pada kolesterol, struktur cincin steroid dan rantai
hidrokarbon termasuk dalam gugus ini. Sedungkan gugus ester foafat dari fosfolipid,
gugus gula dari spingolipid, dan gugus -OH dari kolesterol merupakan gugus hidrofilik
(Lebninger, 1975).
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Lipid amfiphatik apabila dimasukkan ke dalam air akan menata dirinya
gedemikian rupa sehingga gugus hidrofiliknya akan berinteraksi langsung dengan air.

Ada 3 kemungkinan bentuk, yaitu misel, monol/ayer, dan bilayer.

RSy :-,‘.q.
LR Loy

Gambar 2.5 Lipid dalam air ( Lehninger, 1975 )

Membran sitoplasma, seperti halnya membran-membran lain dari sel, mempunyai lipid
dalam susunan bilayer (Lehninger, 1975).

Pada membran sel eukariot, lipid yang menyusun lebih bervariasi dibanding
pada membran prokariot. Rantai asam lemak dari membran eukariot lebih banyak
mengandung ikatan tak jenuh (Fardiaz,1992). Pengaruh variasi dan derajad kejenuhan
dari asam lemak ini akan dipaparkan dalam sub bab lain.

2.72. Proteil.l penyusun membran sitoplasma

Penyusun utama membran sitoplasma yang lain adalah protein. Protein
merupakan suatu polipeptida atau 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 maupun hidrofobik. Dalam hal

ini protein membran bersifat amfipatik (Price, 1979).
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Protein membran dapat dibagi dalam 2 kategori. Kategori pertamna adalah
protein ekstrinsik atau periferal. Protein ini melekat pada permukaan membran dengan
ikatan yang lemah sshingga mudah dilepaskan. Yang kedua adalah protein intrinsik
atau integral yang terikat kuat pada lipid membran sehingga sulit dilepaskan

(Lehninger,1975).

2.73. Struktur membran model fluid mosaik

Berbagai hipotesis yang mencoba menjelaskan struktur membran telah
dikemukakan tetapi yang paling banyak diterima adalah hip&tesis fluid mosaik.

Model ini menerangkan bahwa lipid pada membran tersusun bi/ayer. Protein
globular dapat masuk sebagian atau sepenuhnya ke dalam lapisan lipid ini. Seberapa
jauh protein dapat masuk ditentukan oleh distribusi gugus polar dan non polar dari
permukaannya. Dalam hal ini terjadi interaksi hidrofilik dan hidrofobik yang maksimal

antara bagian-bagian dari protein dan lipid (Price,1979).

integral protein

Phospholipid
Surface protein

@

48

G [N S

Phosphalipid

Gambar 2.6 Membran model fluid mosaik (Price,197%)

Lapisan bilayer dari lipid ternyata memiliki keadaan yang dinamis. Molekul
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lipid dapat berdifusi secara lateral pada bidang membran. Demikian juga molekul
membran lain, termasuk 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 hidrokarbon dari lipid. Rantai yang terdiri dari ikatan tunggal (-
CH,-CHy-) akan membentuk struktur yang rigid dan kompak dengan rantai lain yang
Juga berisi ikatan tunggal. Akan tetapi bila terdapat ikatan rangkap (-CH=CH-) maka
akan terjadi lekukan pada posisi ikatan rangkap itu. Strukturnya tidak akan kompak
sehingga menimbulkan sifat fluiditas yang besar. Jadi 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 dalam
beberapa hal :

a) Memungkinkan mobilitas dari molekul membran, misalnya protein.

b) Memungkinkan terjadinya akomodasi yang lebih baik terhadap permukasn
hidrofobik yang tidak teratur dari protein,

¢) Tersedianya daerah yang memungkinkan terjadinya difusi lateral dari berbagai

molekul membran (Robertson, 1983).

2.8. Dinding sel khamir

a) Dinding sel khamir pada sel-se! yang masih muda sangat tipis, dan semakin
lama semakin tebal jika sel semakin tua. Komponen-komponen dari dinding sel

khamir adalah :Glukan khamir, digebut juga selulosa khamir. Komponen ini
merupakan polimer glukosa dengan ikatan glikosidik p-1,3 dan B-1,6. Glukan

merupakan komponen terbesar dari dinding sel khamir.
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b) Mannan adalah polisakarida yang terdiri dari unit-unit D-manosa dengan ikatan
glikosidik &-1,6 ; @-1,2 ; dan sedikit a-1,3.

¢) Protein, jumlahnya relatif konstan, yaitu 6-8 % dari berat kering dinding sel.
Protein yang terdapat pada dinding sel termasuk enzim yang memecah substrat
yang akan diserap.

d) Khitin, merupakan polimer linear dari N-asetilglukosamin dengan ikatan
glikosidik B-1,4. Khitin yang terdapat pada dinding sel kamir menyerupai khitin
yang terdapat pada skeleton luar serangga tetapi derajad polimerisasinya lebih
kecil sehingga lebih mudah larut.

e) Lipid, terdapat dalam jumlah 8.5-13.5 % (Fardiaz, 1992).

Beberapa khamir, dinding selnya ditutupi oleh komponen ekstraselular yang
berlendir yang disebut kapsul.

Komponen dari kapsul ini meliputi polisakarida termasuk fosfomannan dan
heteropolisakarida. Heteropolisakarida merupakan polimer yang mengandung lebih
dari 1 macam unit glukosa, seperti pentosa, heksosa dan asam glukoronat. Kapsul
mungkin juga mengandung komponen hidrofobik yang tergolong sphingolipid
(Fardiaz, 1992).

29, Sekresi Enzim

Sekresi enzim merupakan suatu proses transpor protein enzim ke linglungan
ekstraselular. Dari sitoplasma tempat enzim disintesis, enzim disekresi dengan cara
menembus membran sel dan berdifusi keluar sel. Proses sekresi ini diselenggarakan
oleh ribosom baik yang bebas di sitoplasma maupun yang terikat pada membran. Untuk

enzim ekstraselular, proses sekresi merupakan tahap akhir daripada biosintesis enzim
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dan hal ini sangat penting sebab sekresi yang optimum akan meningkatkan dari suatu
produk enzim . Dalam bakteri gram positif dan jamur, enzim ekstraselular ditranspor
dari dalam sel melalui membran sitoplasma dan berdifusi menembus dinding sel, yang
selanjutnya terkumpul di lingkungan. Tetapi pada bakteri gram negatif, dinding sel
tersebut ter.susun atas dua membran yang dipisah oleh lapisan periplasma, di mana
kebanyakkan enzim ditemnpatkan. Namun demikian, pada intinya bahwa semua enzim-
enzim tersebut akan disekresi melalui penembusan terhadap membran, yang mekanisme
sekresinya dapat dilelaal dengan menggunakan signa/ hipotesis (Pfiést,ib@j.

Sekresi protein memerlukan sualu prekusor, berupa protein dengan rantai
polipeptida yang lebih panjang daripada protein target (protein ekstraselular). Hal ini
disebabkan karena bentuk prekusor tersebut berisi sejumlah rantm pendek tambahan
kira-kira 15 sampai 32 unit asam amino. Rantai peptida pendek ini mengandung sebuah
residu NH-terminal, berasal dari ribosom dan selanjutnya disebut sebagai signa/ atau
leader peptida. Analisa terhadap struktur primer dari signal peptida sejumiah
organisme eukariot dan prokariot didapatkan bahwa masing-masing signal peptida
menunjukkan tingkat homologi yang kecil. Walaupun demikian, pada dasarnya bahwa
semua signal peptida tersusun dari dua daerah, pertama daerah hidrofilik yang
mengandung residu NI-terminal dan kedua daerah dengan residu asam amino-asam
amino hidrofobik. Di samping itu diketahui juga tentang karakteristik yang ada pada
daerah hidrofilik di antaranya : terdiri dari satu l;irlgga tujuh unit asam amino,
berstruktur hampir sama pada setiap organisme dan kurang bunyak berperan dalam

proses sekresi protein.

Lain halnya dengan daerah hidrofobik, daerah ini mempunyai peran yang cukup
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i
|

berarti. Karakteristik yang ada pada daerah ini yait; mempunyai panjang kurang lebih
55 °A (sekitar 15 hingga 19 unit asam amino), ujung terminasinya berupa asam amino
berantai samping pendek seperti glisin atau alanin, dan letak ujung terminal tersebut
berada tepat sebelum sisi pemotongan rantai peptida oleh enzim peptidase. Karakter
yang lain adalah bahwa biasanya di bagian tengah dari daerah ini berisi residu prolin
atau glisin yang berada pada posisi sekitar 17. Residu tengah ini sangat membantu
untuk memprediksi tentang keberadaan struktur sekunder yang ada pada daerah
tersebul. Sebab telah diidentifikasi bahwa daerah hidrofobik tersebut mempunyai

kemampuan untuk membentuk dua konformasi « heliks, yang keduanya dipisah oleh
residu polar pada posisi 17. Pembentukan struktur heliks sangat penting sekali sebab

akan memacu berlangsungnya proses sekresi enzim ke lingkungan. Tentang struktur dan

konformasi dari signal peptida yang telah disebutkan di atas, tercantum pada gambar

2.7.

NH, terminal Cleavano sie

Hydrophulie spgmeng Plgadrasprbu st wegpemaen)
b e = Wy - ~ e ——— e e—
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Gambar 2.7 Struktur  signal peptida protein Lam B dari  Eschericia coli

Inouye dun Halegoue (1980) mengemukakan suatu model yang menghubungkan
antara struktur dan fingsi dari signal/ peptida dalam proses sekresi enzim, yang

kemudian dikenal sebagai /oop model. Model ini mengemukakan bahwa dalam sekresi
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protein, daerah hidrofilik signal peptida akan terikat pada inner membran sitoplasma
yang bermuatan negatif Selama protein ditranslasi, bagian hidrofobik yang merupakan
ekor dari signal peptida menembus ke dalamm membran secara aktif sampai sisi
potongnya membentuk loop di luar membran. Logp tersebut selanjutnya diputus oleh
enzim peptidase untuk membebaskan signal peptida dari rantai awal polipeplida target
yang sedang tumbuh. Dengan kata lain, model ini menyatakan bahwa protein disekresi

secara cotranslasional (gambar 2.8).

Signal peplidase

l

ﬁmmm Eﬂ;

Gambar 2.8. Loop model untuk sekresi proteln melalul membran (Inouye
& Halegoua, 1980)

Atas dasar keterkaitannya dengan proses translasi (biosintesis protein), maka
sckresi protein dibedikan atas dua jenis, yailu sckresi cotranslasional dan post
translasional. Dikatakan cotransl/asional, oleh karena selama rantai polipeptida
sedang diperpanjang oleh fuktor EFTU, secara simultan pula rantai tersebut menembus
membran sitoplasma untuk melakukan proses sekresi. Hal ini dapat diamati pada
gambar 2.8 di atas. Jenis sekresi ini menerangkan tentang mekanisme prose sekresi
melalui pembentukan struktur folding protein. Agar dapat disekresi, protein membentuk
folding untuk mempermudah dalam penembusan terhadap membran. Sesampainya di

lvar membran, rantai polipeptida membentuk loop agar mudah dipisahkan dari ribosom
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atau signal peptida oleh peptidase. Walaupun sebagian besar protein disekresi secara
cotranslasional, namun demikian proses sekresi ini tidaklah universal. Sebab ada
sebagian protein yang disekresi melalui post translasional. Salah satu contohnya
adalah sekresi o.-glukosidase dari beberapa strain.

Jenis sekresi kedua adalah post translasional. Pada jenis ini, protein akan
disekresi bila proses translasinya telsh selesai. Ada dua macam mekanisme yang dapat
menjelaskan tentang bagaimana sekresi jenis post translasional ini berlangsung, Dua
mekanisme tersebut adalah pertama signa/ hipotesis termodifikasi dan .yang kedua
membrane trigg er hipotesis.

Melalui signal hipotesis termodifikasi, Blobel et a/. (1979) mengemukakan
bahwa sekresi protein dapat berlangsung melalui penembusan signa/ peptida ke dalamn
membran, yang selanjulnya berinteraksi dengan reseplor protein membran untuk
menyediakan celal/saluran protein. Selama disekresi melalui saluran, protein
melakukan modifikasi bentuk dari fe/ding ke unfolding, dan selanjutnya melakukan
Jolding kembali setelah keluar dari membran (gambar 2.9b).

Sementara itu Wickner (1979) menerangkan mekanisme post translasional
:elalui hipotesis membran ¢rigger. Dikemukakan bahwa untuk sekresi protein, signa/
peptida dilibatkan untuk meningkatkan pembentukan fo/ding dari protein target. Hal ini
karena dengan cara demikian, protein itu akan berinteraksi dengan membran dan

didorong (triggered) ke dalam membran untuk dikeluarkan ke lingkungan ekstraselular

(gambar 2.9a).
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Gambar 2.9. Madel post translasional dalam mensekresi protein melalui

membran.
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BAB III
METODE PENELITIAN

3.1. Sampel Penelitian ' °
Mikroba yang digunakan untuk uji sekresi amilase adulah khamir
Endomy copsis fibuligera ITB.cc.R64, diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi

Institut Teknologi Bandung,

3.2. Bahan dan Alat

Semua bahan kimia yang digunakan dalam penelitian ini mempunyai derajat
kemumnian pro-analisis (p.a), kecuali apabila disebut lain. Bahan-bahan tersebut
meliputi : ekstrak ragi, bacto agar, amonium molibdat, kalium-natrium tartrat, natrium
sulfit anhidrous, natrium bikarbonat, natrium sulfit anhidrous, kupri sulfat, asam sulfat
pekat, glukosa, sukrosa, natrium fosfat, asam sitrat, dinatrium hidrogen arsenat,
amilum, magnesium klorida dan kalsium klorida,

Alat utama yang dipakai : spektrofotometer uv/vis, refrigerator centrifuge

Backman, rotary shaker, autoklqf, water bath, laminer flow dan seperangkat alat

gelas.

3.3. Cara Kerja
33.1. Kultivasi ragi
Ragi Endomy copsis fibuligera dikultivasi dalam tiga macam medium yang

disesuaikan dengan keperluannya. Media padat agar miring ¢ sukrosa tauge * untuk
27
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menyimpan sel dulam waktu yang cukup lama, media pertumbuhan cair sukros‘a tauge
* untuk memperbanyak sel sehingga diperoleh sel yang aktif membelah dalam jumlah
cukup (inokulum), dan media produksi  amilum-ekstrak ragi ¢ untuk produksi amilase.

Media padat agar miring ¢ sukrosa tauge’ terdiri dari sukrosa 6 %, filtrat tauge
10 % dan agar 1.5 % dalum akuades. Komposisi media pertumbuhan ¢ sukrosa tauge ¢
sama dengan media padat, tetapi tanpa agar. Media produksi ¢ amilum-ekstrak ragi *
terdiri dari amilum 1 % dan ekstrak ragi 1 % (Baktir, 1991).

Mula-mula Endomy copsis fibuligera dibiakkan dalam media agar miring
steril pada 30 °Cselama 3 hari. Biakan yang terjadi dipindahkan dengan bantuan jarum
ose ke dalam Erlenmeyer 1 liter yang berisi media pertumbuhian steril sebanyak 250
ml. Kemudian ditempatkan pada rotary shaker dan dikocok pada kecepatan 180 rpm
pada 30 °C selama 16 Jjam, yaitu sampai diperoleh suspensi sel dengan OD (optical
density) sebesar 6. Biakan yang diperoleh merupakan inokulum. Semua pekerjaan
kultivasi dilakukan secara aseptis. Metode kultivasi ragi dan produksi amilase dirujuk

L]

dari penelitian Baktir (1991),
33.2. Penentuan efek Ca dan Mg terhadap sckresi amilase

Ke dalam media produksi steril sebanyak 100 ml, ditambahkan sejumlah
inokulum aktif sehingga kadar inokulum dalam media tersebut 5%,

Disiapkan 4 buah Erlenmeyer 100 m! dan diberi nomor 1 sampai 4. Ke dalam
masing-masing Erlenmeyer tersebut, selanjutnya diisi dengan media produksi yang
mengandung inokulum sebanyak 20 ml secara aseptis. Secara berurutan kemudian

ditambahkan S ml akuades steril pada Erlenmeyer nomor 1; S m! larutan steril MgCl;

pada Erlenmeyer nomor 2; 5 ml larutan steril CaCl; pada Erlenmeyer nomor 3; dan
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larutan steril MgCly serta CaCl; masing-masing 2.5 ml pada Erlenmeyer nom‘or 4,
Keempat Erlenmeyer tersebut selanjutnya ditempatkan pada rotary shaker dan
dikocok pada kecepatan 180 rpm pada 30 °C selama 40 jam. Debris sel dibuang dari
biskan cair dengan sentrifugasi pada 10.000 rpm suhu 4 % selama 10 menit.
Supernatan dikunipulkan, merupakan ekstrak amilase yang akan diuji produktivitasnya

melalui uji aktrivitas enzim dan uji kadar protein.

33.3. Optimasi Sckresi amilase oleh Mg dan Ca

Mg dan atau Ca yang mempunyai efek peningkatan terhadap sekresi amilase (
diiperoleh dari langkah 3.2 ), kemudian dioptimasi yang meliputi komposisi dan
konsentrasinya serta ditentukan pula waktu optimum dalam formentasi amilase akibat

adanya Mg dan atan Ca.

333.1. Penentuan komposisi optimum Mg dan atau Ca pada proses sekresi
amilase

Ke dalam Erlenmeyer steril 50 m! dimasukkan media produksi amilase yang
telash mengandung inokulum 5 % sebesar 16 ml secara aseptis. Selanjutnya
ditambahkan larutan steril MgCl, 1 % dan CaCl; 1 % hingga volume total yang ada
dalam Erlenmeyer tersebut menjadi 20 ml, dimana larutan MgCl; 1 % dan CaCl; 1 %
ini ditentukan dengan perbandingan volume 1 : 1. Berikutnya Erlenmeyar terscbut
diletakkan dalam rotary shaker dun dikocok dengan kecepatan 180 rpm pada suhu 30
’C selama 40 menit. Supemnatan yang merupakan enzim amilase kemudian dipisahkan

dari residu sel dengan sentrifugnsi dingin puda sulu 4 °C, kecepatan 10.000 rpm

selama 10 menit.
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Prosedur ini diulang untuk perbandingan volume larutan steril MgClz 1 % dan
CaCly 1 % sebesar 2:1; 3:1; 4:1; 1:2 5 113 dan 1: 4. Kemudian
amilase-amilase yang dihasilkan dari 7 media tersebut dibandingkan produktivitasnya
melalui uji aktivitas enzim dan uji kadar protein dari supernatan.

33.3.2. Pencntuan konsentrast optimum Mg dan atau Ca pada proses sekresi
amilase

Komposisi optimum yang diperoleh dari langkah 3.3.3.2, digunakan sebagai
kondisi untuk menentukan konsentrasi optimum Mg dan atau Ca pada proses sekresi
amilase. Dalam langkah ini Mg dan atau Ca yang ditambahkan berupa konsentrasi total
dalam media produksi yang besarnya diatur hingga diperoleh konsentrrasi total yaitu :
0% 0.1%; 0.2%; 0.5% ; 0.8% ; dan 1.0 %.

Disiapkan 6 bush Erlenmeyer yang telah diisi dengan media produksi steril.
Keenam Erlenmeyer selanjutnya diberi nomor 1 hingga 6, dan masing-masing diisi
dengan 16 ml media produksi steril yang mengandung 5% inokulum aktif, Untuk
Erlenmeyer 1 digunakan untuk produksi amilase tanpa penambahan larutan steril
MgCly dan atau CaCly (0 %), tetapi ditambakan 4.0 m! air steril. Erlenmeyer 2
ditambah  larutan steril MgCl; 0.5 % dan atau CaCl, 0.5% hingga diperoleh
konsentrasi total 0.1% dalam media produksi. Erlenmeyer 3 ditambah larutan steril
MgCly 1.0 % dan atau CaCl; 1.0% hingga diperolsh konsentrasi total 0.2% dalam
media produksi. Erlenmeyer 4 ditambah larutan steril MgCl; 2.5 % dan atau CaCl,
2.5% hingga diperoleh konsentrasi totul 0.5% dalam media produksi. Erlemneyer §
ditambah  larutan steril MgCl; 4.0 % dan atau CaCl; 4.0% hingga diperoleh

kousentrasi total 0.8% dalam media produksi. Dan Erlenmeyer 6 ditambah larutan
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steril MgClz 5 % dan atau CaCl; 5% hingga diperoleh kousentrasi total 1.0% dalam
media produksi.

Semua Erlenmeyer selanjutnya dikocok dengan rotary shaker pada 180 rpm,
suhu 30 °C selama 40 jam. Amilase yang dihasilkan dipisahkan dari residu sel dengan
sentrifiigasi dingin suhu 4 °C dun kecepatan 10.000 rpin seluna 10 menit. Kemudian
ditentukan produktivitasnya melalui uji aktivitas enzim dan uji kadar protein. Hasil-
hasil ini selanjutnya dibandingkan untuk diketalui konsentrasi total MgCl, dan atas
CaCl, yang optimum dalam mensekresi amilase ke lingkungan ekstraselular,

3.33.3. Penentuan waktu optimum dalam fermentasi amilase dengan adanya Mg
dan atau Ca

Media produksi yang mengandung inokulum aktif 5 % ditambah dengan larutan
steril MgCl, dan atau CaCl, pada kompisisi dan konsentrasi optimumnya ( hasil
langkah 3.3.3.1 dan 3.3.3.2 ). Media ini selanjutnya difermentasi dengan pengocokan
pada rotary shaker berkecepatan 180 rpm, sulu 30 °C dan dipanen pada waktu 0, 12,
24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, dan 108 jam, Amilase yang dihasilkan pada tiap-tiap waktu,
kemudian ditentukan aktivitas dan kadar proteinnya untuk diketahui produktivitasuya.

Pada tiap waktu yang sama, dilakukan Juga fermentasi amilase tetapi
penambahan MgCl, dan atau CaCl; nya diganti dengan air steril, Hal ini dimaksudkan

untuk membandingkan derajat produktivitas amilase tiap-tiap waktu akibat ada dan

tidaknya MgCl; dan atan CaCl, di dalam media fermentasi tersebut,

-33.4. Uji produktivitas amllase
Produktiviitas amilase ditentukan melalui dua macam uji, yaite pertama uji
aktivitag sakarifikasi amilase dan kedua uji kadar protein hasi! fermentasi.
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3.3.4.1. Uji aktivitas sakarifikasi
Dilakukan reaksi enzimatis antara larutan sanpel yang akan diukur aktivitasnya
: ’
dengan substrat larutan pati 1 %. Reaksi enzimatis dihentikan dengan cara pemanasan
pada penangas air mendidih. Gula pereduksi yang terbentuk diukur sebagai glukosa
dengan metode somoyi-Nelson.

Dipipet 0.1 ml larutan sampel, dimasukkan ke dalam tabung reaksi bertanda
‘esperimen’, Ditambalikan 1 ml larutan pati 1 dalam bufer asetat pH 5.5, dikocok dan
diinkubasi pada penangas air 50 °C selama 10 menit. Kemudian gegera dipanaskan
dalam penangas air mendidih selan;a 10 menit, didinginkan dan kemudian ditambahkan
2 ml pereaksi Cu alkalis, dikocok dan dipanaskan dalam penangas air mendidih
selama 10 menit. Selanjutnya direndam dalam air dingin dan ditambah 2 ml pereaksi
warna arsenomolibdat, dikocok sampai gelembung gas habis, ditambahkan 4.9 ml

akuades dan dikocok sampai homogen, lalu segera dibaca serapannya pada A 520 nm.

Dilakukan percobaan blangko pada wakiu bersamaan dan dengan cara yang
swna dengan prosedur di atas, hunya larutan sampel enzim dipanaskan terlebili dallu
pada penangas air mendidih selana 10 menit. Selisih gerapan antara tabung
‘eksperimen’ dan tabung ‘blangko’, kemudian diplot pada kurva standar glukosa untuk
menentukan aktivitas enzim,

Untuk kurva standar glukosa, disiapkan beberapa larutan glukosa standar,
dengun kadar 0.3; 0.4; 0.5; 0,6; 0.8; dan 1 (b/v). Setiap larutan standar diperlakukan
dengan cara yang sama, hanya larutan sampel dan larutan pati diganti dengan akuades.

Dibuat kurva hubungan antara serapan dengan kadar glukosa yang terukur pada 2 520

nm.
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Satu unit aktivitas sakarifikasi (U) adalah jumlah enzim yang menghasilkan 1

jg gula yang diukur sebagai glukosa per ml per menit pada kondisi percobaan.
Aktivitas spesifik adalah aktivitas total (U) dibagi kadar protein total (}18),
atau aktivitas per ml (U/ml) dibagi kadar protein per ml (pg/ml). Satuan aktivitas

spesifik adalah U/ug protein.

33.4.2. Uji kadar protein

Kadar protein secara skural digunakan untuk penentuan aktivitas spesifik
enzim. Uji ini menggunakan metode Lowry dengan' standar bovine serum albunidne
(BSA).

Disiapkan pereaksi-pereuksi A, B, C dan E (Lampiran 1). Dipipet larutan
sampel sebanyak 0.1 ml, dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan kemudian
ditambahkan 0.4 ml akuades. Selanjutnya ditambahkan 2 .5 ml pereaksi C, dikocok dan
didiamkan selam 10 menit. Kemudian ditambah 0.25 ml pereaksi E, dikocok dan
didiamkan selam 30 menit. Dibaca serapan dari larutan yang diperoleh pada A 500 nm.

Kurva standar BSA dibuat dengan cara menyiapkan beberapa larutan BSA

standar dengan kadar 2.5; S; 10; 15; dan 20 pg/ml. Setiap larutan tersebut diperlikukan

sama seperti larutan sampel. Serapan setiap larutan yang terukur pada A 500 nm

dicatat, dan dibunt kurva antara kadar BSA v ¢rsus serapan,
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAIIASAN

4.1. Bfek Mg dan Ca Terhadap Sekresi Amilase

Pengaruh Mg dan Ca terhadap sekresi amilase oleh Endomy copsis fibuligera
akan ditunjukkan melalui pengamatan produktivitas amilase di media fermentasi yang
tanpa dan yang mengandung Mg dan atau Ca. Untuk menentukan produktivitas amilase
ini, dilakukan dua macam uji, pertama uji aktivitas enzim dan kedua uji kadar prolein.
Pengamatan tunggal berupa uji aklivitas enzim dianggap masih belum dapat
menjelaskan pengaruh yang ditimbulkan oleh Mg dan Ca pada proses sekresi enzim.
Sebab Menurut Wiseman (1985) disebutkan bahwa ion Mg dan Ca dalam suatu larutan
enzim dapat memberikan efek kofakior selama reaksi enzimatis. Artinya bahwa ion-ion
logam tersebut dapat meningkatkan aktivitas dari suatu produk enzim. Oleh karena itu
dilakukan uji kadar protein, yang dapat menjelaskan bahwa terjadinya peningkatun
produktivitas suatu enzim selama fermentasi, tidak semata-mata diakibatkan oleh
adanya efek kofaktor pada enzim tetapi juga sebagai akibat adanya pola sekresi protein
yang berbeda.

Hasil uji terhadap produktivitas amilase akibat hadir dan tidaknya Mg dan Ca

di media fermentasi dapat dilihat pada tabel 4.1 dan grafik pada gambar 4.1,
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.

Tabel 4.1. Translokasi amilase akibat ada dan tidaknya Mg dan Ca dalam

media fermentasi.

Media | Keberadaanion | Aktivitas (U/ml) | DProtein (ug/ml) | Aktivitas spesifik
logam U/ pg protein
Mg Ca
) . - 571.156 1377.069 0.415
2 + - 679.459 1465.721 0.464
3 . + 1101.271 1713.948 0.642
4 + + 1238.075 1838.061 0.673
2000 X Proteln (ug/mi)
= 1800 1| T Autivitas (u/mi
g 1609 4} ——AkKt sp W/ug)
g Vo o g
g o el —— 1%
2 o o
a 1000 W esed
o8 e Py
g % 99
g ot o]
g m ’ o
0 S |, o |
M-Mg-Ca MeMg MeCa MeMg+Ca

Gambar 4.1. Grafik translokasi amilase dengan ada dan tidaknya Mg

dan Ca di media fermentasi

Dari tabel dan gambar 4.1 dapat dijelaskan bahwa tanpa Mg dan Ca amilase

yang tersekresi rendah (media 1). Sementara media yang ditambah Mg, Ca, serta Mg

dan Ca secara bersamaan, terjadi peningkatan terhadap sekresi dan produktivitas

amilage baik ektivitas maupun kadar proteinnya (media 2, 3, 4). Indikasi ini

LAPORAN PENELITIAN
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k)

menunjukkan adanya suatu pengaruh yang ditimbulkan oleh Mg dan Ca selama proses
formentasi amilase dari Endomy copsis fibuligera. Dibandingkan dengan media yang
mengandung Mg (media 2), media yang mengandung Ca (media 3) nampak lebih
tinggi produktivitas amilasenya. Namun demikian tingkat produktivitas kedua media
ini (2 & 3), masih lebih rendah dibandingkan dengan yang berasal dari media 4
(mengandung Mg dan Ca). Produkiivitas amilase di media 4 ini nilainya tertinggi

dengan aktivitas total sebesar 1238.075 Unit/ml, kadar protein 1601.655 jg/ml dan
aktivitas spesifik sebesar 0.673 Unit/ pg protein. Dalam hal ini dapat dinyatakan

bahwa perpaduan antara Mg dan Ca lebih memacu proses sekresi amilase ke
lingkungan ekstraselular,

Dalam mekanisme ekspor protein, proses sekresi enzim diawali dex:gan
terjadinya antaraksi antara signa/ peptida dengan membran sel yang bermuatan
negatif Pada tahap inisiasi ini, ion Ca punya peranan yang cukup penting, yaitu
meningkatkan membran untuk cenderung bermuatan negatif sehingga tahap ini lebih
mudah berlangsung (Robertson, 1983). Selain itu, Edgington (1992) mengemukakan
bahwa Ca memacu proses sekresi enzim ke lingkungan ekstraselular dengan cara
meningkatkan pembentukan folding dari prekusor protein yang akan disekresi. Akibat
dari folding ini, protein akan ditarik lebih kuat untuk dapat menembus membran,
dengan demikian enzim akan mudah dibebaskan sebagai protein ekstraselular
(Wickner,1979). |

Sementara itu bagi sel,“ion Mg sangat pentmg dalam pengaktifan terhadap
proses sekresi enzim. Sekresi enzim merupakan proses yang memerlukan energi,
yang disediakan dari hidrolisis ATP oleh ATPase. Dalam sel, ATPase terikat pada
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membran dan kerjanya sangat ~memerlukan adanya ion Na, Mg dan K
(Robertson,1983). Pada hidrolisis ATP, ATPase melakukan pengikatan terhadap
ion Na atau Mg dan kemudian berubah menjadi bentuk terfosforilasi. Gugus fosfut ini
selanjutnya dilepaskan dengan cara mengikat ion K untuk ditransfer ke molekul ADP
dalam pembentukan ATP. Dengan demikian tersedianya ion Mg yang cukup bagi sel
akan membantu sel dalam penyediaan energi untuk proses sekresi enzim. Selain itu
dalam keterkaitannya dengan proses biosintesis enzim, ion Mg mutlak diperlukan
sebab mempunyai efek kofaktor yang sangat tinggi terhadap sistem enzim yang
terlibat pada prose biosintesis protein (Stryer, 1981),

Peran Mg dan Ca yang terpadu, nampaknya lebih menguntungkan dalam
proses sekresi enzim daripada bila Mg atau Ca berada sendirian di dalam media.
Hal ini yang menyebabkan bahwa produktivitas amilase di media 4 lebih tinggi
dibandingkan dari media lainnya. Walaupun demikian, efek peningkatan yang
teramati ini tidak terlalu tajam, hal mana diduga sebagai akibat dari belum

optimumnya Mg dan Ca yang ditambahkan pada media ferinentasi.

4.2. Optimasi Sckrest Amilase Oleh Mg dan Ca .

Optimasi terlmdap‘ campuran Mg dn.n Cs; pada proses sekresi amilase
dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui parameter-parameter yang sesuai, yaitu
yang dapat menghasilkan produktivitas amilase tertinggi.

Adapun variabel-vax;iabel yang ditenfukéxi meliputi komposisi atau

perbandingan yang tepat antara Mg dan Ca untuk sekresi amilase, konsentrasi total
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dari kedua ion logam, dan waktu fermentasi amilase akibat hadirmya kedua ion logam

tersebut.

4.2.1. Komposisi optimum Mg dan Ca pada proses schresl amilase.

Komposisi optimum dari campuran Mg dan Ca ditentukan dengan mengamati
efelaiya terhadap peningkatan translokasi amilase oleh Endomycopsis fibuligera.
Komposisi yang optimum akan menampakkan sekresi amilase yang optimum pula.
Tabel 4.2 dan gambar 4.2 menunjukkan tentang translokasi amilase yang dihasilkan
oleh Endomy copsis fibuligera pada berbagai campuran Mg dan Ca. Dari hasil ini
didapatkan baliwa produktivitas n;xlilnse tertinggi dicapai oleh komposisi Mg : Ca
dengan perbandingan 3 : 1.

Tabel 4.2. Translokasi amilase pada berbagal komposisi Mg dan Ca

Komposisi ion | Aktivitas (U/ml) | Protein (ug/inl) | Aktivitas spesifik
logam (U/ pg 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 1672.577 1.560
38
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Gambar 4.2, Pola translokasi amilase oleh berhagai campuran Mg dan Ca

Dari gambar 4.2 dapat dijelaskan bahwa pada perbandingan Mg : Ca dengan
komposisi Ca tetap, produktivitas amilase (aktiv.étas;, [;rotein & aktvitas spesifik)
meningkat bersamaan dengan bertambahnya konsentrasi Mg dan mencapai optimum
pada komposisi Mg : Ca dengan perbandingan 3 : 1. Di atas komposisi 3 : 1 ini
(untuk Mg yang lebih besar) selanjutnya produktivites amilase tersebut menurun,
Sementara untuk perbandingan Mg : Ca dengan komposisi Mg tetap, produktivitas
amilase (aktivitas & aktivitas spesifik) meningkat hanya sampai pada komposisi 1 :
2. Melebihi komposisi 1 : 2 ini (untuk Ca yang lebih besar), selanjutnya
mengakibatkan aktivitas dan aktivitas spesifik tersebut menjadi menurun. Sedangkan
untuk protein pada kompisisi Mg .tetap ini titik tertingginya dicapai pada komposisi 1
: 1. Namun demikian produktivitas amilase di titik ini masih lebih rendah dibanding

dengan pada komposisi 1 : 2 (untuk Ca yang lebih besar), sebab amilase yang
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dihasilkan mempunyai aktivitas dan aktivitas spesifiknya yang rendah.

Selain itu, gambar 4.2 menunjukkan pula bahwa hampir pada seliap
perbandingan Mg : Ca, komposisi Mg > Ca cenderung mempunyai efek peningkatan
amilase (aktivitas maupun protein) yang lebih tinggi daripada pada komposisi Ca >
Mg. Oleh karena itu dapat dinyatakan bahwa komposisi Mg > Ca lebih memacu
proses sekresi dan komposisinya oplimum pada perbandingan 3 : 1.

Tingginya Mg yang diperlukan oleh Endomycopsis fibuligera untuk
peningkatan produktivitas amilase dibanding Ca, diduga untuk mengendalikan
kecepatan antara proses biosintesis dan sekresi enzim tersebut. Priest (1984)
menyebutkan bahwa biosintesis dan sekresi enzim ekstraselular merupakan proses
yang saling terkait dan berlangsung secara cotransfasional. Mg mempunyai peranan
penting dalam biosintesis protein dan sekresi enzim, sedangkan Ca perannya lebih
nampak pada proses sekresi enzim. Sementara pada hasil sebelumnya (gambar 4.1)
telah ditunjukkan bahwa efek Mg lebih rendah daripada Ca dalam hal peningkatan
produktivitas amilase. Hal ini menyebabkan sel Endomy copsis  fibuligera

memerlukan Mg yang lebih tinggi dari Ca, untuk menyelaraskan kecepatan antara

proses biosintesis amilase dengan proses sekresinya,

4.2.2. Konsentrasl total optimum campuran Mg dan Ca pada proses sekresi
amilase

Komposisi optimum Mg : Ca untuk mensokres; amilase yaitu dengan
perbandingan 3 : 1, selanjutnya ditentukan konsentrasi total optimumnya. Hasil dari

langkah ini didapatkan hasil seperti pada tabel 4.3 dan gambar 4.3.
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Tabel 4.3 Translokasi amilase oleh berbagai konsentrasi total Mg dan Ca
dengan komposisi opimum 3 : 1

Konsentrasi total Mg : | Aktivitas (U/ml) Protein Aktiv.itas
Ca(3:1)(%) (ng/ml) spesifik
(U/ug protein)
0.0 571.156 1377.069 0.415
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
4600 DI Proteln (ug/ml)l 25§
g. 3500 ~—&— AkL 8p {U/up) {2 o
3 3000 3
B 2600 oy
o e
o3 2000 3
E 1600 g
2. 1000 3
¥ s00
<
0
0 0.9 0.2 05 08 1
Konsentrasi total 3 MgCI2 dan 4 CaCR2 (%)

Gambar 4.3 Grafik translokasi amilase pada berbagai konsentrasi total Mg
dan Ca dengan komposisi 3 : 1

Dari gambar 4.3. dapat dijelaskan bahwa dari konsentrasi total 0 % hingga
9

0.2 % aktivitas amilase meningkat dan mencapai optimum pada konsentrasi total 0.2
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% ini, setelah itu menurun pada konsentrasi yang lebih besar. Sementara untuk
protein, sekresinya meningkat duri konsentrasi total 0 hingga 0.5 %, lalu optimwn di
konsentrasi ini dan kemudian menurun pada konsentrasi selebihnya. Sedangkan
akiivitas spesifik amilase, titik tertinggi dicapai pada konsentrasi total 0.1 %, yang
kedua dicapai pada titik konsentrasi total 0.2 % dan relatif rendah pada titik
konsentrasi total yang lainnya.

Dalam hal ini préduksivilas amilase tertinggi nampak dihasilkan oleh
campuran Mg : Ca (3 : 1) dengan konsentrasi total 0.2 % daripada oleh titik
konsentrasi yang lainnya. Pada konsentrasi ini, nampaknya Endomy copsis fibuligera
lebih beruntung dulam hal mensekresi amilase, sehingga menghasilkan aktivitus yung
paling linggi. Walaupun protein dan aktivitas spesifik yang dihasilkan pada titik
konsentrasi 0.2 % ini tidak optimum, namun nilai keduanya cukup tinggi yaitu sedikit
lebih rendah dari .titik optimumnya. Oleh karena itu dapat dinyatakan baliwa
translokasi amilase meningkat dari konsentrasi total 0 % , kemudian mencapai
oplimum pada kousentrasi total 0.2 %, lalu menurun untuk konsentrasi selebihnya.
Peningkatan translokasi amilase dari titik konsentrasi total ¢ hingga 0.2 %, diduga
disebabkan oleh makin selarasnya keterpaduan antara laju proses biosintesis arnilase
dengan laju sekresinya. Sementara terjadinya penurunan produktivitas amilase untuk
konsentrsi total lebih dari 0.2 %, diduga disebabkan oleh adanya efek inhibitor yang
ditimbulkan oleh kedua ion logam tersebut pada konsentrasi yang tinggi. Sebab
sistem enziin yang terlibat dalam proses translasi protein (biosintesis protein) dapat
terhamibat kerjanya oleh adanya konsentrasi ion logam bivalen yang tinggi (Stryer,

1981). Sementara Ruslan (1998) menyebutkan bahwa ion Ca pada konsentrasi
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tertentu dapat menghambat proses transpor glukosa ke dalam sel.

4.23. Waktu optimum fermentasi amilase darl Endony copsis fibuligera dengan

adanya Mg dan Ca dalam media fermentasi

Dalam produksi enzim, optimasi waktu sangat penting untuk efisiensi wakiu
produksi. Untuk mengamati efek Mg dan Ca terhadap waktu fermentasi amilase dari
Endomy copsis fibuligera, maka dilakukan pula pengamatan terhadap blangko yaitu
fermentnsi amilase dengan menggunakan media bebas Mg dan Ca. Adapun amilase
yang tresekresi pada waktu fermentasi tertentu dari media bebas dan yang
mengandung Mg dan Ca dapat dilihat pada tabel 4.4 dan kurva pada gambar 4.4,

Tabel 4.4.Translokasl amilase oleh Endomycopsis flbuligera pada waktu
fermentasi tertentu di media bebas dan yang mengandung Mg dan Ca

Waktu fermentasi Aktivitas (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 4908.978
84 < 3375.635 1028.309
96 3979.85 709.100
108 4595.469 1206.154
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Gambar 4.4. Kurva translokasi amllase oleh Endomy copsis fibuligera pada tiap
waktu fermentasi tertentu di modia babas dan yang mengandung

Mg dan Ca

Bagi mikroba yang menggunakan pati sebagai sumber karbon, maka amilase
merupakan senyawa metabolit primer, sebab diperlukan untuk proses pertumbuhan
sel.. Secara aktif; senyawa metabolit primer akan disintesis oleh suatu mikroba pada -
fase pertumbuhan logaritmik, yaitu fuse pertumbuhan di mana sel -sel mikroba
membelah dengan baik. Dalam penelitiannya, Baktir (1991) menyebutkan bahwa
Endomy copsis fibuligera berada pada fase pertumbuhan logaritmik dan fase
kematian hingga jam ke 40 waktu fermentasi.

Pada gambar 4.4 dapat diamati tentang adanya perbedaan pola sekresi
amilase oleh Endomy copsis fibuligera di media bebas dan yang mengandung Mg
dan Ca. Dalam media bebas Mg dan Ca, Endomycopsis fibuligera mensekresi

sedikit amilase pada fase pertumbuhan logaritmik. Hal inj ditunjukkan oleh
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rendalinya aktivitas amilase yang dihasilkan di lingkungan ekstraselular pada waktu
fermentasi dari 0 hingga 40 jam. Aktivitas ini kemudian meningkat seiring dengan
bertambahnya waktu fermentasi sampai pada jam ke 108 waktu fermentasi. Menurut
Baktir (1991), sekresi amilase pada jam ke 107 atau sekitar 108 ini telah mencapai
optimwn sebagai akibat mikroba telah mengalami lisis sel,

Sementara dalam media yang mengandung Mg dan Ca, sekresi amilase olsh
Endomy copsis fibuligera mengalami peningkatan  pada fase pertumbuhan
logaritmik. Pada daerah ini nampak aktivitas amilase yang dihasilkan selalu lebih
tinggi dibandingkan dengan yang diiperoleh dari media bebas Mg dan Ca. Aktivitas
ini terus meningkat hingga mencapai optimum pada jam ke 72 waktu fermentasi dan
kemudian menurun untuk waktu fermentas; selanjutnya. Jika ;iibandingkan dengan
fermentasi di media bebas Mg dan Ca, maka hasil ini dirasakan lebil baik sebab
telah ada pemendekan waktu fermentasi dari 108 menjadi 72 jam. Dari pemendekan
waktu ini memberikan indikasi aduya peran Mg dan Ca dalam mempercepat
keluarnya amilase dari membran ge) sebelum terjadinya lisis sel. Adapun terjadinya
penurunan amilase yang cukup drastis untuk wakty fermentasi lebih dari 72 Jjam,
diduga disebabkan oleh adanya proses deaktivasi amilase akibat banyaknya produk
campuran yang berasal dari lisis sel atau Juga oleh makin berkurangnya ion logam
bivalen (MG dan Ca) di lingkungan ekstraselular akibat telah terabsorb ke dalam sel
Endomy copsis Sibuligera,

Selain adanya pemendekan wakty fermentasi, Mg dan Ca yang ada pada
media nampaknya _ju_ga memacu Endomy copsis fibuligera untuk mensekresi amilage

4

yang cukup tinggi. Ial ini dapat dilihat dari perbeduan pola sekresinya di wakty

45
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fermentasi optimum pada masing-masing media yang bebas dan yang mengandung Mg
dan Ca (tabel 4.5 dan grafik pada gambar 4.5).

Tabel 4.5. Translokasi amilase di media yang bebas dan yang mengandung Mg
dan Ca pada wakiu fermentasi optimum

Media Waktu Aktivitas Protein Akt. spesifik
optimum (U/ml) (ng/ml) (U/pg protein)
(jam)
Tanpa Mg & Ca 108 4595.469 | 2086.288 2.203
Dengan Mg & Ca 72 4908.978 | 2157.210 2.276
EXEEI Proteln (ug/ml)
:22: T [T Akdivitas (U/mi)
§ 4000 + 228 . —o— Akt 3p (U/ug)
§ _ x Y22 g
= 5 2600 +222
E 2 2000 E
S 160 T22 5_
g 1w {218
m e
04 4 edy 2.48

Waktu fermentasi (Jam)

Gambar 4.5. Grafik sekresi amilase pada waktu fermentasi optimum dari
media yang bebas dan yang mengandung Mg dan Ca

Gambar 4.5 ini menunjukkan bahwa translokasi amilase di media yang

mengandung Mg dan Ca masih lebih baik dari pada yang dihasilkan di media bebas

Mg dan Ca. Hal ini ditunjukkan oleh tingginya nilai aktivitas amilase, protein maupun

aktivitas spesifik di media yang mengandung Mg dan Ca dari pada di media yang

bebas kedua 1on logam tersebut di masing-masing waktu fermentasi optimumnya.

46
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Secara ringkas disebutkan bahwa penggunaan Mg dan Ca dalam fermentasi
amilase dari Endomycopsis fibuligera sangat penting. Kedua ion logam telah
terbukti mampu memperpendek waktu fermentasi dan Juga mampu menghasilkan

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

47
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BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan
Dari hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan sebagai berikut.

1. Penambshan Mg dan Ca dalam media fermentasi mampu meningkatkan
produktivitas amilase di lingkungan ekstraselular, Efek sekresi yang ditimbulkan
oleh Ca lebih besar dari pada oleh Mg Sekresi yang lebih besar lagi dapat
ditimbulkan oleh hadimya Mg dan Ca secara simultan di dalam media fermentasi.

2. Sekresi amilase berlangsung optimum oleh campuran Mg dan Ca pada
perbandingan komposisi 3 : 1 dengan konsentrasi total sebesar 0.2 %.

3. Waktu optimum untuk fermentasi amilase dari Endomycopsis fibuligera akibat

adanya Mg dan Ca di media fermentasi adalah berlangsung selama 72 jam.

52. Saran

Perlu dipelajari tentang kombinasi Mg dan Ca dengan K, Na, P atau tween 80
(surfaktan) selama fermentasi amilase dari Erdomycopsis fibuligera, karena ketiga
unsur tersebut sangat diperlukan pula oleh suatu mikroba, yaitu antara lain sebagai
sumber phospat dalam pembentukan ATP selama pertumbuhannya dan juga diduga ikut
mengendalikan dalam proses biosintesis dan sekresi protein ke lingkungan

ekstraselular terutama tween 80 yang telah diketahui porannya.
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Lampiran 1

Pereaksi Untuk Penentuan Kadar Protein Dengan Metode Lowry
Kadar protein ditentukan dengan metode Lowry, yang komposisi pereaksinya
terdiri dari :
a) Larutan A., terdiri dari Na2CO3 2 % dalam 0.1 N NaOH.
b) Larutan B, terdiri dari CuSO4. 5H20 0.5 % dalam 1 % natrium tartrat.
¢) Larutan C, terdiri dari larutan A dan B (50 : 1), dan selalu dibuat baru.
d) Larutan D, adalah reagen Folin-Ciocalteu (Sigma).
e) Larutan E, dibuat dari pereaksi D dengan pengenceran 2 kali.
Data untuk kurva standar Bovine Serum Albumine (BSA)

No BSA (ug/mi) Serapan pada A 500 nm
1 100 0.097
2 150 0.133
3 200 0.189
4 250 0.244
5 300 0.253

Kurva standar hubungan antara konsentrasi BSA dengan serapan pada A soo
nm

y = 0.0008x + 0.014
R? = 0.9844

0 60 100 160 200 250 300 350
Konsentrasi BSA (ug/ml)
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Lampiran 2

Cara Perhitungan Akiivitas dan Aktivitas Spesifik Enzim

Jika pada uji aktivitas enzim amilase dengan metode somogyi-Nelson
didapatkan serapan pada A 520 nm untuk sampel sebesar 0.349 dengan pengenceran
50 kali, dan 0.230 untuk blangko, maka masing-masing serapan tersebut di
interpolasikan ke kurva standar glukosa Y =a+bX (dimana Y harga serapan dan X

konsentrasi gula yang dicari). Dengan demikian akan diperoleh kadar gula hasil

biokonversi oleh enzim sebesar AX = 50 (932=¢) . (2204} per 0.1 ml larutan

sampel enzim dan per 10 menit.

Definisi 1 Unit aktivitas enzim adalah jumlah enzim yang menghasilkan 1 pg
glukosa per menit pada kondisi percobaan. Dari definisi ini maka besarnya aktivitas
enzim tersebut sama dengan AX dengan satuan U/ml.

Sedeng aktivitas spesifik dip2roleh dengan membagi aktivitas enzim dengan

kadar protein Xp (pg/mi), Sehingga didapatkan AX : Xp dengan satuan U/pg protein.

Data untuk kurva standar glukosa
Glukosa (pg/ml) Serapan pada A 520 nm
No
1 30 0.232
2 40 0.328
3 60 0437
4 80 0.643
5 90 0.720
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Kurva standar hubungan antara kadar glukosa dengan serapan pada A 520 nm

074 y=0.0081x - 0.0112
R? = 0.9903

Konsentrasi glukosa (ug/ml)

(3]
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Lampiran 3

Pereaksi Untuk Penentuan Kadar Gula dengan Metode Somogyi-Nelson

a)

b)

d)

Pereaksi yang digunakan untuk uji ini adalah sebagai berikut :
Larutan Nelson A, terdiri dari 1.5 garmn kaliwn natrinm tutral, 3.0 gram natrium
karbonat anhidrous dan 18.0 gram natrium sulfat anhidrous, dilarutkan dalam air.
Kemudian diencerkan dengan akuades hingga tercapai volume 100 ml.
Larutan Nelson B, terdiri dari 2.0 gram kupri sulfat 5 H,O, 18.0 gram narium sulfat
anhidrous dan 1-2 tetes asam sulfat pekat, dilarutkan dalam akuades sampai
volume 100 ml.
Pereaksi alkalis, terdiri dari larutan nelson A dan Nelson B dengan perbandingan 4
: 1 dan selalu dibuat baru.
Pereaksi wama, terdiri dari 5 gram amonium molibdat yang dilarutkan dalam 90
ml akuades, ditambahkan 4.2 ml asam sulfat pekat, kemudian dimasukkan larutan
0.6 gram natrium arsenomolibdat 7H;O dalam 5 ml akuades, diaduk. Larutan jernih
berwama kuning yang terbentuk disimpan dalam botol coklat dan diinkubasi

selama 48 jam pada suhu 37 °C. Penyimpanan secara aman dilakukan dalam lemari

€8,
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