Jurnal Selulosa Vol. 8 No. 1 Juni 2018 Hal. 33 - 42
JERE SRR JURNAL SELULOSA &l

e-ISSN: 2527 - 6662

p-ISSN: 2088 - 7000 JURNAL
SELULOSA

-- www jurnalselulosa.org --

Produksi B-Glukosidase Aspergillus niger Bio 2173 dengan Fermentasi Padat
menggunakan Substrat Dedak

Sri Sugiwati **, Maggy Thenawidjaja Suhartono * *, Muhammad Hanafi *, Hanifah Nuryani Lioe *
*Departemen [lmu dan Teknologi Pangan, Fakultas Teknologi Pertanian, Institut Pertanian Bogor, Bogor,
Indonesia
®Pusat Penelitian Kimia, Lembaga [lmu Pengetahuan Indonesia (LIPI) Kawasan Puspiptek Serpong, Tangerang,
Indonesia

Diterima : 07 Maret 2018, Revisi akhir : 03 Mei 2018, Disetujui terbit : 07 Mei 2018

Production of p-Glucosidase Aspergillus niger Bio 2173 on Solid State Fermentation using
Rice Bran as Substrate

Abstract

p-Glucosidase (EC 3.2.1.21) is a part of the cellulase enzyme complex which acts synergistically with
exoglucanase and endoglucanase to hydrolize cellulose into glucose. The purpose of this study was to
obtain the maximum fermentation conditions for production of p-glucosidase Aspergillus niger BIO
2173 with solid state fermentation using rice bran as _fermentation substrate. The factors that affect the
production of f-glucosidase which consist of initial pH of the fermentation medium, incubation period,
ratio of water content to fermentation substrate, incubation temperature and addition of the Mandels
mineral salts solution were examined in the study. The results showed that maximum fermentation
conditions for p-glucosidase production were at initial of fermentation pH of 2,0, incubation period
of 7 days, ratio of water content to substrate of 1:1, and incubation temperature of 32°C. Addition
of Mandel’s mineral salts solution to the fermentation substrate at maximum fermentation conditions
increased the activity and spesific activity of p-glucosidase crude extract up to 5,24 + 0,57 U/mL and
2,46 + 0,04 U/mg respectively.

Keywords: p-glucosidase, Aspergillus niger, rice bran, solid state fermentation, crude extract
Abstrak

B-Glukosidase (EC 3.2.1.21) merupakan bagian dari enzim multi kompleks selulase, yang bekerja secara
sinergis dengan eksoglukanase dan endoglukanase menghidrolisis selulosa menjadi glukosa. Tujuan
dari penelitian ini adalah mendapatkan kondisi fermentasi maksimum untuk produksi B-glukosidase
Aspergillus niger BIO 2173 dengan fermentasi media padat menggunakan substrat dedak. Pengujian
dilakukan terhadap faktor-faktor yang mempengaruhi produksi -glukosidase, yaitu pH awal medium
fermentasi, waktu inkubasi, perbandingan kandungan air terhadap substrat medium fermentasi, suhu
inkubasi dan penambahan larutan garam mineral Mandels. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
kondisi fermentasi maksimum untuk produksi -glukosidase adalah pada pH awal medium fermentasi
2,0, waktu inkubasi 7 hari, perbandingan kandungan air terhadap substrat medium fermentasi 1:1, dan
suhu inkubasi 32°C. Penambahan larutan garam mineral Mandels ke dalam substrat fermentasi pada
kondisi fermentasi maksimum menyebabkan peningkatan aktivitas dan aktivitas spesifik ekstrak kasar
B-glukosidase masing-masing sebesar 5,24 = 0,57 U/mL dan 2,46 + 0,04 U/mg protein.

Kata kunci: B-glukosidase, Aspergillus niger, dedak padi, fermentasi padat, ekstrak kasar
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Pendahuluan

B-Glukosidase (B-D-glukosida glukohidrolase,
EC 3.2.1.21) merupakan bagian dari enzim
multikompleks selulase. B-Glukosidase memiliki
banyak manfaat potensial untuk digunakan pada
berbagai proses bioteknologi seperti pelepasan
rasa (flavor), aroma, aglikon isoflavon dan untuk
sintesis oligosakarida dan alkil glikosida. Pada
produksi bioetanol dari biomassa lignoselulosa,
B-glukosidase berperan dalam menghidrolisis
selobiosa yang merupakan senyawa intermediet
dari hidrolisis selulosa menjadi monomer glukosa
(Krisch et al., 2010, Singhania et al., 2013)
sedangkan pada industri pulp dan kertas,
B-glukosidase bersama-sama dengan selulase dan
hemiselulase digunakan untuk menghilangkan
warna tinta pada proses daur ulang limbah kertas
(Ahmed et al., 2017).

Hidrolisis selulosa menjadi glukosa melibatkan
enzim multi kompleks selulase yang terdiri
dari tiga macam enzim, yaitu endoglukanase,
eksoglukanase dan B-glukosidase. Ketiga macam
enzim tersebut bekerja secara sinergis untuk
hidrolisis lengkap selulosa menjadi glukosa melalui
beberapa tahapan hidrolisis. Pada tahap pertama,
serat selulosa dihidrolisis oleh endoglukanase
melepaskan fragmen selulosa kecil dengan bagian
ujung/terminal bebas dalam bentuk pereduksi
dan non pereduksi, yang kemudian dihidrolisis
lebih lanjut oleh eksoglukanase melepaskan
oligosakarida berukuran kecil dan selobiosa. Pada
tahap akhir, B-glukosidase melengkapi hidrolisis
selulosa dengan menghidrolisis selobiosa (produk
intermediet hidrolisis selulosa) menjadi monomer
glukosa (Krisch et al., 2010, Singhania et al., 2013).

B-Glukosidase terdapat pada bakteri, kapang,
tanaman dan hewan. Kapang merupakan sumber
B-glukosidase yang telah banyak dilaporkan.
Isolasi B-glukosidase dari kapang dilakukan baik
dengan menggunakan metode fermentasi media
padat maupun fermentasi media cair (Singhania et
al., 2013). Berbagai jenis kapang telah dijadikan
sebagai sumber B-glukosidase seperti Aspergillus
niger (Raza et al., 2011; Zahoor et al., 2011,
Qian et al., 2012; Junior et al., 2014; Ahmed et
al., 2015 Julia et al., 2016), Aspergillus terreus
(Elshafei et al., 2011), Aspergillus fumigatus
(Liu et al., 2012), Fusarium proliferatum (Gao
et al., 2012), Penicillium pinophilum (Joo et al.,
2010), Penicillium italicum (Park et al., 2012),
Trichoderma viride (Irshad et al., 2013), dan
Trichoderma reesei (Zheng et al., 2017).
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Aspergillus niger merupakan mikroorganisme
yang paling banyak digunakan dalam industri
fermentasi seperti produksi asam organik
(Yang et al., 2017), enzim hidrolitik lipase (Salihu
et al., 2016) dan amilase (Carrillo-Sancen et al.,
2016). Aspergillus niger juga merupakan sumber
B-glukosidase yang potensial. Hal ini disebabkan
karena kemudahannya untuk dikultivasi pada
media produk agro dengan fermentasi media
padat maupun fermentasi media cair. Selain
itu, Aspergillus niger telah dinyatakan oleh
Food and Drug Administration (FDA) Amerika
Serikat sebagai GRAS (generally regarded
as safe) (Silva et al., 2011; Qian et al., 2012).
Beberapa penelitian produksi [-glukosidase
yang menggunakan Aspergillus niger sebagai
sumber enzim, diantaranya adalah Junior et al.
(2014) yang melakukan isolasi B-glukosidase
dari Aspergillus niger dengan fermentasi media
padat menggunakan substrat kulit ari gandum
(wheat bran) dan purifikasi parsial menggunakan
MANAE-agarose menghasilkan larutan enzim
dengan aktivitas spesifik 17,1 IU/mg dan Hu et
al. (2011) yang melakukan isolasi B-glukosidase
dari Aspergillus niger dengan medium minimal
Aspergillus dan 1% wheat bran menghasilkan
ckstrak  kasar enzim dengan aktivitas
3,3 £ 0,1 nmol/min/mL dan kultur campuran
Aspergillus niger dan A. oryzae dengan aktivitas
4,9 + 0,1 nmol/min/mL.

Penelitian ini bertujuan untuk memproduksi
B-glukosidase Aspergillus niger BIO 2173 dan
mempelajari faktor-faktor yang mempengaruhi
produksinya, yaitu pH awal medium fermentasi,
waktu inkubasi fermentasi, perbandingan
kandungan air terhadap substrat media fermentasi,
suhu inkubasi fermentasi dan penambahan larutan
garam mineral Mandels (Mandels dan Reese,
1957). Proses fermentasi dilakukan dengan
teknik fermentasi media padat menggunakan
substrat dedak. Hasil fermentasi diekstrak dan
terhadap ekstrak kasar dilakukan uji aktivitas
dengan menggunakan substrat p-nitrophenyl-
B-D-glucopyranoside (pNPG), uji protein dan
ditentukan aktivitas spesifiknya.

Bahan dan Metode
Bahan dan Alat
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini

adalah Na,CO,, CuSO,5H,0, KNa-Tartrat,
pereaksi Folin-Ciocalteu, Bovin Serum Albumin



(BSA), p-nitrophenyl-B-D-glucopyranoside
(Sigma Aldrich), CH,COONa, asam asetat 96%,
Potato Dextrose Agar (PDA), larutan garam
mineral Mandels :urea 0,3 g/L,(NH,),SO, 1,4 g/L,
KHPO, 2,0 gL, CaCL.2HO 04 gL,
MgSO,.7H,0 0,3 g/L, pepton 1,0 g/L, Tween 80
0,2 g/L, FeSO,.7H,0 0,005 g/L, MnSO,.7H,0
0,0016 g/L, ZnSO,7H,O 0,0016 g/L, dan
CoCl,.6H,0 0,02 g/L. Peralatan yang digunakan
antara lain Spektrofotometer UV/Vis (Optizen
2120 uv, Mecacys Co., Ltd, Korea Selatan),
sentrifuge refrigerator (Combi 514R, Hanil
Scientific InC, Korea Selatan), pH meter (Seven
Easy S20, Mettler Toledo, USA).

Substrat Media Fermentasi

Substrat yang digunakan sebagai media
fermentasi pada penelitian ini adalah dedak padi
yang diperoleh dari daerah Karawang, Jawa
Barat.

Mikroorganisme

Mikroorganisme yang digunakan pada
penelitian ini adalah isolat kapang Aspergillus
niger BIO 2173 yang diisolasi dari gabah,
diperoleh dari Laboratorium Fitopatologi,
Southeast Asian Regional Centre for Tropical
Biology (SEAMEO BIOTROP), Bogor.

Metode
Penyegaran (Regenerasi) Aspergillus niger

Penyegaran  kapang  Aspergillus  niger
dilakukan dengan menumbuhkan kapang
yang berasal dari media agar miring Potato
Dextrose Agar (PDA). Kapang Aspergillus niger
diinokulasikan pada tabung reaksi berisi media
agar miring PDA steril secara aseptis, selanjutnya
diinkubasi pada suhu 28°C selama 5 hari
(Ahmed et al., 2015).

Produksi dan Ekstraksi p-Glukosidase

Produksi [B-glukosidase dilakukan dengan
fermentasi media padat menggunakan substrat
dedak padi berukuran 40 mesh. Ke dalam 10 g
substrat ditambahkan akuades sebanyak 10 mL.
Kemudian dimasukkan kedalam erlenmeyer
100 mL dan disterilisasi dalam autoklaf pada
121°C selama 30 menit. Setelah dingin, ke dalam

Produksi B-Glukosidase Aspergillus niger
BIO 2173 dengan Fermentasi Padat... : Sri Sugiwati, dkk.

masing-masing erlenmeyer tersebut diinokulasi
dengan Aspergillus niger hasil peremajaan yang
berusia 5 hari sebanyak 1 mL suspensi spora (107
spora). Selanjutnya, diinkubasi selama 7 hari
pada suhu 28°C dengan pH awal media fermentasi
6,0. Jumlah spora kapang Aspergillus niger yang
digunakan ditentukan dengan hemocytometer
(Junior et al., 2014; Razaet al., 2011).

Hasil fermentasi diekstrak dengan larutan
penyangga asetat 0,05 M (pH 5,0) sebanyak 50 mL
kemudian digoyang dengan shaker dengan
kecepatan 120 rpm selama 1 jam. Selanjutnya,
larutan tersebut disaring menggunakan kain
kasa untuk menghilangkan miselia. Filtrat yang
dihasilkan kemudian disentrifugasi pada suhu
4°C dengan kecepatan 6000 rpm selama 10 menit
(Junioretal.,2014;Razaetal.,2011). Supernatant
yang didapat merupakan ekstrak kasar enzim
untuk selanjutnya ditentukan aktivitas dan
aktivitas spesifiknya.
Penentuan Kondisi Maksimum Produksi
B-Glukosidase

Penentuan kondisi fermentasi maksimum
untuk  produksi  B-glukosidase  dilakukan
dengan pengujian terhadap faktor-faktor yang
mempengaruhi produksi enzim, yaitu pH awal
medium fermentasi, waktu inkubasi fermentasi,
perbandingan kandungan air terhadap substrat
medium fermentasi, suhu inkubasi fermentasi
dan penambahan larutan garam mineral Mandels
pada medium fermentasi. Berikut ini adalah
prosedur pengujian terhadap faktor-faktor yang
mempengaruhi produksi B-glukosidase:

a. Pengujian terhadap pengaruh pH dilakukan
dengan mengatur pH awal medium fermentasi
pada kisaran pH dari 2,0; 3,0; 4,0; 4,5; 5,0;
5,5; 6,0; dan 7,0 menggunakan 1 mmol/L
HCI atau 1 mmol/LL NaOH. Nilai kisaran
pH 2,0 — 7,0 mengacu pada penelitian Qian
et al. (2012). Fermentasi dilakukan dengan
menambahkan 10 mL pelarut (pH 2,0 — 7,0)
ke dalam 10 g substrat, kemudian diinkubasi
pada suhu 28°C selama 7 hari.

b. Pengujian terhadap pengaruh waktu inkubasi
fermentasi dilakukan dengan menambahkan
10 mL akuades ke dalam 10 g substrat,
kemudian diinkubasi pada suhu inkubasi 28°C
dengan variasi waktu inkubasi selama 1, 2, 3,
4,5,6,7,8, dan 9 hari, dan pH awal medium
fermentasi 6,0. Penambahan volume akuades
sebanyak 10 mL ke dalam 10 g substrat,
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mengacu pada penelitian Raza et al. (2011).
Nilai pH 6,0 adalah pH awal media yang
terukur tanpa penambahan HCI atau NaOH.

c. Pengujian terhadap pengaruh variasi
perbandingan  kandungan air terhadap
substrat media fermentasi, dilakukan dengan
menambahkan masing-masing sebanyak 35,
10, 15, 20 dan 25 mL akuades ke dalam 10 g
substrat dalam erlenmeyer 100 mL. Inkubasi
fermentasi dilakukan pada suhu 28°C selama
7 hari dan pH awal media fermentasi 6,0.

d. Pengujian terhadap pengaruh suhu inkubasi
fermentasi dilakukan pada variasi suhu 28°C,
32°C, dan 36°C dengan waktu inkubasi selama
7 hari dan pH awal media fermentasi 6,0.

e. Pengujian terhadap pengaruh penambahan
larutan garam mineral Mandels dilakukan
dengan fermentasi pada kondisi maksimum
dengan menambahkan larutan garam mineral
Mandels sebanyak 10 mL ke dalam 10 g
substrat. Sebagai pembanding dilakukan juga
fermentasi dengan substrat sebanyak 10 g
dan akuades10 mL (Raza et al., 2011).

Aktivitas Ekstrak

Penentuan Kasar

B-Glukosidase

Aktivitas  ekstrak  kasar  B-glukosidase
ditentukan dengan menggunakan p-nitrophenyl-
B-D-glucopyranoside (pNPG) sebagai substrat.
Sebanyak 1,0 mL larutan 2 mM substrat
p-nitrophenyl-B-D-glucopyranosidedalam 0,05 M
larutan penyangga natrium asetat (pH 5,0)
diinkubasi pada suhu 40°C selama 5 menit.
Selanjutnya, ditambahkan 0,1 mL larutan ekstrak
kasar. Setelah 10 menit, reaksi dihentikan dengan
menambahkan 2,0 mL larutan 1 M Na,CO.,.
Pengukuran absorbansi dilakukan pada panjang
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Gambar 1. Efek pH Awal Medium Fermentasi
terhadap Aktivitas Ekstrak Kasar p-glukosidase
Aspergillus niger BIO 2173
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gelombang 405 nm. Satu unit (U) B-glukosidase
dinyatakan sebagai jumlah ekstrak kasar yang
mengkatalisa hidrolisis p-NPG untuk melepaskan
1 pmol p-nitrophenol per menit pada kondisi
percobaan (Herr et al., 1978).

Penentuan Kadar Protein dalam Ekstrak
Kasar B-Glukosidase

Penentuan kadar protein dilakukan dengan
metode Lowry menggunakan Bovine Serum
Albumin (BSA) sebagai standar. Selanjutnya, kadar
protein digunakan untuk menghitung aktivitas
spesifik yang merupakan rasio dari aktivitas enzim
terhadap kadar protein (Lowry et al., 1951).

Hasil dan Pembahasan

Efek pH Awal Medium Fermentasi terhadap
Produksi B-Glukosidase

Nilai pH medium fermentasi dapat
mempengaruhi pertumbuhan mikroorganisme
sehingga  berpengaruh  terhadap  produksi
metabolit. Untuk mengetahui pengaruh pH
terhadap produksi P-glukosidase dilakukan
fermentasi padat Aspergillus niger BIO 2173
menggunakan substrat dedak dengan rentang
pH awal medium fermentasi, yaitu pH 2,0 — 7,0.
Nilai pH yang diatur adalah pH kondisi awal
fermentasi, sedangkan terhadap pH selama proses
berlangsung tidak dilakukan pengendalian. Pada
Gambar 1 dan Tabel 1 dapat dilihat pengaruh
pH awal medium fermentasi terhadap aktivitas,

Tabel 1. Aktivitas Spesifik dan Kadar Protein Ekstrak
Kasar B-glukosidase 4Aspergillus niger BIO 2173 pada
Berbagai pH Awal Medium Fermentasi

pH gwal Kadar protein ~ Aktivitas spesifik
medium .
fermentasi (mg/mL) (U/mg protein)
2,0 2,03 +0,08 2,10+0,07
3,0 2,01 £0,06 1,76 £ 0,01
4,0 2,25 +0,05 1,58 +0,03
5,0 2,39 £ 0,06 1,01 £0,13
5,5 1,93+ 0,13 1,38 0,06
6,0 2,06 +£0,24 0,94 + 0,05
7,0 1,98 £0,10 1,16 £ 0,04




aktivitas spesifik dan kadar protein ekstrak kasar
B-glukosidase Aspergillus niger BIO 2173.

Produksi f-glukosidase pada rentang pH
awal medium fermentasi 2,0 — 7,0 menghasilkan
ekstrak kasar [-glukosidase dengan nilai
aktivitas 1,94 — 4,25 U/mL dan nilai aktivitas
spesifik 0,94 — 2,10 U/mg protein. Produksi
B-glukosidase mencapai maksimum pada pH
awal medium fermentasi 2,0. Selanjutnya,
peningkatan pH awal medium fermentasi
menyebabkan penurunan aktivitas dan aktivitas
spesifik ekstrak kasar f-glukosidase. Penurunan
produksi B-glukosidase dengan meningkatnya
pH awal medium fermentasi disebabkan karena
sebagian besar kapang berfilamen tumbuh lebih
baik pada pH asam dan karenanya menghasilkan
produksi enzim yang lebih tinggi. Kondisi pH
basa memiliki efek penghambatan terhadap
pertumbuhan kapang dan produksi enzim. Selain
itu, kultivasi kapang pada nilai pH yang kurang
menguntungkan juga dapat menurunkan produksi
enzim dengan cara mengurangi aksesibilitas
substrat (Bakri et al., 2008).

Nilai pH maksimum untuk produksi
B-glukosidase yang diperoleh pada penelitian ini
berbeda dengan hasil penelitian yang dilakukan
oleh Zahoor et al. (2011) yang melakukan
produksi B-glukosidase dari Aspergillus niger
NRRL 599 dengan teknik fermentasi media
cair menggunakan substrat kulit ari biji gandum
mendapatkan pH maksimumpada 5,5. Raza et al.
(2011) yang mempelajari efek pH awal medium
fermentasi terhadap produksi B-glukosidase dari
campuran kultur Aspergillus niger dan A. oryzae
menggunakan substrat kulit ari biji gandum juga
mendapatkan pH maksimum pada 5,5. Qian et
al. (2012) mempelajari efek pH awal medium
fermentasi terhadap produksi p-glukosidase
dari Aspergillus niger AS 3.4309 menggunakan
substrat kulit ari biji gandum mendapatkan pH
maksimum pada 6,0.

Efek Waktu Inkubasi Fermentasi terhadap
Produksi B-Glukosidase

Produksi B-glukosidase dipengaruhi oleh
waktu inkubasi fermentasi. Penentuan waktu
inkubasi fermentasi maksimum pada produksi
ekstrak kasar P-glukosidase dari Aspergillus
niger BIO 2173 dilakukan dengan variasi
waktu inkubasi 1 — 9 hari. Produksi enzim akan
meningkat dengan bertambahnya periode waktu
inkubasi dan menurun setelah mencapai waktu
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inkubasi maksimum. Pada Gambar 2 dan Tabel 2
dapat dilihat pengaruh waktu inkubasi fermentasi
Aspergillus niger BIO 2173 terhadap aktivitas,
aktivitas spesifik dan kadar protein ekstrak kasar
B-glukosidase.

Produksi  B-glukosidase = pada  waktu
inkubasi fermentasi 1 — 9 hari, menghasilkan
ekstrak kasar [B-glukosidase dengan nilai
aktivitas 0,03 — 3,70 U/mL dan nilai
aktivitas spesifik 0,01 — 1,29 U/mg protein.
Pada fermentasi hari ke-1 produksi f-glukosidase
sangat rendah dan mulai meningkat secara
perlahan pada fermentasi hari ke-2 sampai ke-
4. Produksi B-glukosidase meningkat dengan
cepat pada fermentasi hari ke-5 sampai ke-6
dan mencapaimaksimum pada fermentasi hari
ke-7. Penambahan waktu inkubasi fermentasi
menjadi 9 hari menyebabkan penurunan aktivitas
dan aktivitas spesifiknya. Penurunan produksi
B-glukosidase dengan penambahan waktu
fermentasi setelah mencapai produksi maksimum
kemungkinan disebabkan oleh berkurangnya
makronutrien dan mikronutrien di dalam media
fermentasi, sejalan dengan berlangsungnya
proses fermentasi, sehingga menekan fisiologi
jamur yang menyebabkan inaktivasi dari mesin-
mesin (organel sel) penghasil enzim (Ikram-ul-
Hagq et al., 2006).

Hasil penelitian Raza et al. (2011) yang
melakukan  produksi  B-glukosidase  dari
campuran kultur Aspergillus niger dan 4 oryzae
menggunakan substrat kulit ari biji gandum
dengan variasi waktu inkubasi 1 — 5 hari
mendapatkan waktu inkubasi maksimum pada
hari ke-3. Sementara itu, Gautam et al. (2011)
yang melakukan produksi B-glukosidase dari
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Gambar 2. Efek Waktu Fermentasi terhadap Aktivitas
Ekstrak Kasar b-glukosidase Aspergillus Niger BIO
2173
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Tabel 2. Aktivitas Spesifik dan Kadar Protein Ekstrak
Kasar b-glukosidase dari Aspergillus niger BIO 2173
pada berbagai Waktu Fermentasi

st Kadar Protein (0
(hari) (mg/mL) (U/mg protein)
1 4,66 +0,01 0,01 +0,00
2 5,18 + 0,08 0,04 = 0,00
3 4,48 + 0,33 0,13+0,02
4 3,56 +0,01 0,22 £ 0,00
5 3,42+ 0,00 0,50+ 0,06
6 3,39 +0,24 0,86+ 0,14
7 2,88 +0,18 1,29 + 0,06
8 2,88 + 0,05 1,15+ 0,04
9 2,61+0,51 1,19+0,11

Aspergillus niger  yang diinokulasi pada
media basal dengan waktu inkubasi pada suhu
45°C selama 7 hari memperoleh aktivitas
B-glukosidase maksimum (1,61 U/mL) pada
fermentasi hari ke-3 — 5.

Efek Kandungan Air pada Substrat Medium
Fermentasi terhadap Produksi p-Glukosidase

Efek dari variasi kandungan air dalam
substrat medium fermentasi terhadap aktivitas,
aktivitas spesifik dan kadar protein B-glukosidase
Aspergillus niger BIO 2173 dapat dilihat pada
Gambar 3 dan Tabel 3. Pada substrat dedak
sebanyak 10 gram yang ditambahkan akuades
masing-masing sebanyak 5 — 30 mL menghasilkan
ekstrak kasar B-glukosidase dengan nilai aktivitas
0,25 — 6,32 U/mL dan nilai aktivitas spesifik
0,10 — 1,99 U/mg protein.

Produksi B-glukosidase mencapai maksimum
pada kandungan air 10 mL dan substrat dedak
10 gram dengan rasio perbandingan volume
air terhadap substrat sebesar 1:1. Selanjutnya,
penambahan volume air sampai 30 mL
menyebabkan penurunan produksi ekstrak kasar
B-glukosidase. Terjadinya penurunan produksi
B-glukosidase dengan bertambahnya volume air,
kemungkinan disebabkan oleh ketidakcukupan
asupan udara akibat tingginya volume air sehingga
menyebabkan terhambatnya pertumbuhan mikroba
dan produksi enzim (Raza et al., 2011).

Produksi p-glukosidase pada penambahan
akuades sebanyak 5 mL lebih rendah
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Gambar 3. Efek Perbedaan Kandungan Air yang
Ditambahkan pada 10 gram Substrat Dedak terhadap
Aktivitas Ekstrak Kasar [-glukosidase Aspergillus
niger BIO 2173

daripada 10 mL. Hal ini disebabkan karena
berkurangnya volume air pada media fermentasi
padat menyebabkan berkurangnya kandungan
air dalam media sehingga menurunkan kelarutan
nutrisi substrat dan terjadinya pengembangan
(swelling) meningkatkan kehilangan air akibat
penguapan yang cepat selama fermentasi sehingga
menghambat  pertumbuhan  mikroorganisme
(Lonsane et al., 1985).

Efek Suhu Inkubasi Fermentasi terhadap
Produksi p-Glukosidase

Faktor fermentasi lainnya yang mempengaruhi
produksi B-glukosidase selain pH, waktu inkubasi
fermentasi, dan perbedaan rasio kandungan air
terhadap substrat medium fermentasi, adalah
suhu inkubasi fermentasi. Penentuan pengaruh
suhu terhadap produksi B-glukosidase dilakukan
inkubasi fermentasi pada tiga suhu yang berbeda,
yaitu 28°C, 32°C dan 36°C. Pada Gambar 4 dan
Tabel 4 dapat dilihat pengaruh suhu inkubasi

Tabel 3. Aktivitas Spesifik dan Kadar Protein Ekstrak
Kasar B-glukosidase Aspergillus niger BIO 2173 pada
Berbagai Kandungan Air dalam 10 gram Substrat
Dedak

3\1;(011122112 Kadar Protein  Aktivitas spes.iﬁk
(mL) (mg m/L) (U mg/protein)
5 4,80 + 0,05 0,77 £ 0,01

10 3,18+ 0,08 1,99 +£ 0,02

15 2,80+ 0,10 1,11 £0,02
20 1,98 + 0,03 0,72 £ 0,05

25 1,98 £ 0,08 0,19 £ 0,02

30 2,47+0,14 0,10+0,01




2 400 1
=
%’ 3,00 4
£ 1m0
=

Lo

0,00

13 3

Sosles Eokuoboni faesmentani (+O)

Gambar 4. Pengaruh Suhu Inkubasi Fermentasi
terhadap Aktivitas Ekstrak Kasar p-glukosidase
Aspergillus niger BIO 2173

terhadap aktivitas, aktivitas spesifik dan kadar
protein ekstrak kasar B-glukosidase Aspergillus
niger B1O 2137.

Produksi B-glukosidase paling tinggi dicapai
pada suhu inkubasi fermentasi 32°C. Penurunan
suhu inkubasi menjadi 28°C dan peningkatan
menjadi 36°C menyebabkan penurunan produksi
ekstrak kasar [-glukosidase. Berkurangnya
produksi pada suhu yang lebih rendah disebabkan
oleh terhambatnya transport nutrisi ke dalam sel,
sedangkan pada suhu tinggi terjadi peningkatan
kebutuhan energi untuk pemeliharaan sel akibat
dari inaktivasi protein dari jalur metabolik
sehingga pembentukan produk menjadi berkurang
(Rajoka et al., 2004).

Suhu inkubasi maksimum yang didapatkan
pada penelitian ini tidak jauh berbeda dengan hasil
penelitian Zahoor et al. (2011) yang melakukan
produksi B-glukosidase dari Aspergillus niger
NRRL 599 menggunakan substrat kulit ari biji
gandum, yaitu pada suhu 30°C, dan Qian et al.
(2012) yang melakulan produksi B-glukosidase
dari Aspergillus niger AS 3.4309 dengan substrat
kulit ari biji gandum, mendapatkan suhu optimum
pada 28°C. Sedangkan Gautam et al. (2011)
yang melakukan produksi [B-glukosidase dari
Aspergillus niger pada media basal mendapatkan
suhu optimum antara 45°C dan 55°C dengan
aktivitas sebesar 1,98 U/mL.

Efek Penambahan Larutan Garam Mineral
Mandels pada Media Fermentasi terhadap
Produksi p-Glukosidase

Kapang memerlukan makronutrien oksigen,
hidrogen, karbon, nitrogen dan mikronutrien
P, K, S, Mg, Fe, Zn, Cu untuk pertumbuhan

Produksi B-Glukosidase Aspergillus niger
BIO 2173 dengan Fermentasi Padat... : Sri Sugiwati, dkk.

Tabel 4. Aktivitas Spesifik dan Kadar Protein Ekstrak
Kasar B-glukosidase Aspergillus niger BIO 2173 yang
Diproduksi dengan Suhu Fermentasi yang Berbeda

Suhu Kadar Aktivitas spesifik
fermentasi protein (U/mg protein)
(C) (mg m/L)

28 2.82+0,17 1,13+0,14
32 2,78+ 0,05 1,63+0,14
36 3,394 0,14 0,95 = 0,09

dan aktivitas metabolitnya (Norouzian, 2008).
Larutan garam mineral Mandels merupakan
larutan garam yang mengandung mikronutrien
(KH,PO,, CaCl, MgSO,, FeSO, MnSO,,
ZnSO,, CoCl,) dan makronutrien (urea,
ammonium sulfat, pepton) (Mandels dan Reese,
1957). Penambahan larutan garam mineral
Mandels ke dalam media fermentasi Aspergillus
niger BIO 2173 dengan substrat dedak pada
kondisi fermentasi maksimum (pH 2,0;
volume akuades 10 mL; suhu 32°C; waktu
fermentasi 7 hari) menyebabkan peningkatan
produksi B-glukosidase dengan nilai aktivitas
dan aktivitas spesifik sebesar 5,24 + 0,57 U/mL
dan 2,46 + 0,04 U/mg protein (Tabel 5).

Berdasarkan hasil penelitian Mandels dan
Reese, (1957) dilaporkan bahwa mineral Ca
dan Mg dapat mempengaruhi produksi enzim
dan konsumsi glukosa. Tidak adanya Mg pada
media fermentasi menyebabkan pertumbuhan
yang lambat dan kurangnya produksi selulase.
Produksi selulase meningkat dengan adanya
penambahan MgSO, dan CaCl, pada konsentrasi
hingga 0,03%.

Julia et al. (2016) melakukan isolasi
B-glukosidase dari Aspergillus niger NRRL3
dengan fermentasi media padat menggunakan
substrat bungkil kedelai (soybean hull) dan
limbah kertas dengan penambahan larutan garam
mineral Mandels menghasilkan ekstrak kasar
enzim dengan nilai aktivitas maksimum untuk
substrat bungkil kedelai sebesar 0,984 U/mL,
lebih tinggi 1,7 kali daripada substrat limbah
kertas. Raza er al. (2011) melakukan seleksi
terhadap 10 jenis pelarut yang digunakan
pada fermentasi padat produksi B-glukosidase
dari campuran kultur Aspergillus niger dan
A. oryzae. Hasil penelitiannya menunjukkan
bahwa fermentasi dengan larutan garam mineral
Mandels menghasilkan produk B-glukosidase

39



Jurnal Selulosa, Vol. 8, No. 1, Juni 2018 : 33 - 42

Tabel 5. Aktivitas, Aktivitas Spesifik dan Kadar Protein Ekstrak Kasar B-glukosidase dari Fermentasi Aspergillus
niger BIO 2173 pada Kondisi Fermentasi Maksimum (pH 2,0; Rasio Kandungan Air terhadap Substrat 1:1; Suhu

Inkubasi 32°C; Waktu Fermentasi 7 hari)

Perlakuan f asi Aktivitas Kadar protein Aktivitas spesifik
eriakuan fermentast (U/mL) (mg/mL) (U/mg protein)

Tanpa penambahan larutan Mandels 4,13 +£0,35 1,75+ 0,05 2,35+0,13

Dengan penambahan larutan Mandels 5,24 £0,57 2,13+0,27 2,46 + 0,04

yang lebih tinggi dibandingkan pelarut lainnya.
Hal ini kemungkinan disebabkan karena medium
yang menggunakan larutan garam Mandels
mengandung semua nutrisi tambahan, sumber
nitrogen baik organik (urea dan pepton) maupun
anorganik (ammonium sulfat) dan konsentrasi
Tween-80 yang tinggi, dimana komponen-
komponen tersebut dapat meningkatkan produksi
B-glukosidase (Chellapandi dan Jani, 2008).

Kesimpulan

Produksi  B-glukosidase dari  Aspergillus
niger BIO 2173 dengan fermentasi media padat
dipengaruhi oleh beberapa faktor, yaitu pH awal
media fermentasi, waktu inkubasi fermentasi,
kandungan air dalam substrat media fermentasi dan
suhu inkubasi fermentasi. Produksi -glukosidase
mencapai maksimum pada pH awal media
fermentasi 2,0, waktu inkubasi fermentasi 7 hari,
perbandingan (rasio) kandungan air terhadap
substrat dedak sebesar 1:1 dan suhu inkubasi
fermentasi 32°C. Penambahan larutan garam
mineral Mandels ke dalam media fermentasi pada
kondisi fermentasi maksimum menyebabkan
peningkatan aktivitas ekstrak kasar -glukosidase
sebesar 26,88% dibandingkan dengan fermentasi
tanpa penambahan larutan garam mineral Mandels.
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