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Abstract

Sudy of characterization and kinetic amyloglucosidase from Aspergillusniger isolate
using sago pith waste has been done. The aims of this research wereto know the optimum
substrate concentration, metalions effect, and value of Ky and vimks Of amyoglucosidase. The
result of researches were obtained the optimum activity of amyoglucosidaseat 2% (w/v) of
starch concentration. The activator of amyoglucosidase were Zn**, Ba?*, Fe**, and Co*,
while the inhibitor were Sh**, Ca®", Cu*", Cd**, Mn?*, Hg”", and Ni?*. The ions of Hg*" and
Ni#*were founded stopped of the enzyme activity. The variables of kinetic of amyloglucosidae
were obtained Ky and Viyaks Value were. 4,40 % , 0,49 mU, respectively.
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Abstrak

Penelitian kinetika dan karakterisasi amiloglukdase isolat Aspergillus niger dari
limbah ampas sagu telah dilakukan. Penelitian ertupuan untuk mengetahui konsentrasi
substrat optimum, pengaruh ion-ion logam, sertai ifly dan vnaks dari amiloglukosidase.
Hasil penelitian diperoleh bahwa aktivitas optimuamiloglukosidase dicapai pada
konsentrasi pati 2% (b/v). Beberapa ion logam ydmggnakan untuk mengetahui aktivitas
amiloglukosidase yang memiliki sifat aktivator npelii Zré*, B&*, F€*, dan C4", dan yang
menunjukkan sifat inhibitor meliputi 8h C&*, C/*, Cf*, Mn**, Hg*, dan Nf*. lon-ion
Hg?* dan Nf ditemukan mampu menghentikan aktivitas enzim. \beli&inetika
amiloglukosidase menunjukkan nilajllan vmaksmasing-masing 4,40 % dan 0,49 mU.
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1. Pendahuluan
Amiloglukosidase merupakan

salah satu jenis enzim yang paling

banyak digunakan dalam industri
karena kemampuannya dalam
memecah pati menjadi glukosa

(Futatsugiet al., 1993). Penggunaan

enzim amiloglukosidase sebagai

katalisator  reaksi-reaksi  biologis
dalam bidang pangan dan nonpangan
telah dan

memberikan manfaat

keuntungan bagi manusia. Enzim
amiloglukosidase banyak digunakan
dalam industri
(Frazier dan Westhoff, 1988).

Enzim

gula cair dan bir

amiloglukosidase

umumnya diperoleh dari
mikroorganisme (bakteri, kapang, dan
khamir) yang memiliki aktivitas

amilolitik. Diantara sumber

mikroorganisme tersebut, kelompok
kapang merupakan kelompok
mikroba yang paling banyak diisolasi
amiloglukosidasenya.
kapang Aspergillus

kelompok yang paling dominan

Kelompok

merupakan

dalam menghidrolisis pati (Melliawati
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et al., 2006). Borris (1987)
melaporkan bahwa. niger potensial
dalam memproduksi

amiloglukosidase pada media pati
kentang sebagai induser. Beberapa
yang

(Melliawati et

telah dilakukan
al.,1995)

menggunakan bahan pati singkong

penelitian

dengan bantuan kapamgspergillus

sp. KT-11 untuk produksi enzim
amiloglukosidase. Fogarty dan
Benson (1983) telah  berhasil
memurnikan dan mengkarakterisasi
amiloglukosidase dari A. niger

termofilik yang difermentasi pada

media pati jagung dengan aktivitas
katalitik tinggi dan stabil pada suhu
50°C. Selain itu, penggunaan pati
sagu juga telah banyak dilaporkan
sebagai induser amiloglukosidase.
Kombong (2003) telah memanfaatkan
untuk

amiloglukosidase dari A.
sedangkan Melliawatet al. (2006)

kapang

pati sagu produksi

niger,
menemukan 2  jenis
Aspergillus yaitu A. fumigatus danA.
awamori mensekresikan

amiloglukosidase pada media pati
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sagu. Selain jenis Aspergillus,

mikroorganisme lainnya juga

ditemukan potensial menghasilkan

amiloglukosidase pada fermentasi

pati sagu, seperti Endomycopsis
fibuligera (Ahmad, 2003).

Berbagai penelitian  terus
dilakukan untuk mencari enzim

amiloglukosidase dengan aktivitas
katalitik tinggi, baik dari segi sumber
mikroorganismenya maupun sumber

patinya. Salah satu teknik yang paling

efektif adalah dengan cara
mengisolasi langsung
mikroorganismenya dalam limbah

berpati, seperti yang dilakukan oleh
Adeniran dan Abiose (2009) dengan
mengisolasi kapang amilolitik dari
yang
mengandung pati dan menemukan 5

limbah-limbah pertanian

jenis kapang dengan aktivitas
amilolitik tinggi, yaitu
Helminthosporium OXysporium,

Penicillium frequestans, A. flavus, A.
fumigates, dan A. niger. Selain

penelitian di atas, pemberdayaan
potensi lokal juga telah dilakukan

olen Natalia (2009) yang berhasil
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mengisolasiA. niger dengan aktivitas
amiloglukosidase dari limbah ampas
sagu dan Ekawaty (2009) isolat lokal
tersebut difermentasikan ke dalam
media yang mengandung pati sagu,
dimurnikan  dan  dikarakterisasi
amiloglukosidasenya.
Amiloglukosidase darA. niger lokal
tersebut memiliki pH optimum 6,4
dan suhu optimum 48 (Ekawaty,
2009).

menyeluruh

Karakterisasi secara
terhadap

amiloglukosidase tersebut perlu dikaji
lebih

kinetika,

lanjut  untuk  mengetahui

aktivitas serta daya
hidrolitiknya. Pada penelitian ini yang
dikaji adalah aspek kinetika enzimatis
amiloglukosidase hasil isol&t niger

lokal serta pengaruh kaion-kation

logam terhadap aktivitasnya.

2. Bahan Dan M etode

2.1 Uji Aktivitas Amiloglukosidase

Aktivitas enzim diukur

dengan mencampur 1 mL enzim, 1
mL substrat pati, dan 1 mL buffer pH
6,4 lalu diinkubasi selama 60 menit

pada suhu 4€. Inkubasi dihentikan
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dengan penambahan 2 mL DNS yang
dibuat dan kemudian dikocok dan
mendidih

Selanjutnya

dipanaskan dalam air

selama 5 menit.

didinginkan dalam air es dan

ditambahkan akuades sampai
volumenya menjadi 10 mL. Setelah
itu diukur absorbansinya pada540

nm. Blanko mendapat perlakuan yang
sama dengan sampel, namun
penambahan enzim dilakukan pada

saat campuran dipanaskan.

Penentuan kadar glukosa

didasarkan pada kurva larutan standar
glukosa. Larutan standar glukosa
dibuat pada kisaran konsentrasi 0,1 —
1,0 mg/mL dengan selang 0,2 mg/mL
dan diukur berdasarkan metode DNS

(Haget al., 2002).

2.1.1 Pengaruh Konsentras
Substrat terhadap Aktivitas
Amiloglukosidase

Pengaruh konsentrasi substrat

dilakukan dengan  menggunakan
substrat pati pada konsentrasi 0,5;

1,0; 1,5; 2,0; 2,5; dan 3,0 % (b/v).
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2.1.2 Pengaruh  lon-lon
terhadap

Amiloglukosidase

L ogam
Aktivitas

Pengaruh ion logam terhadap
aktivitas enzim dilakukan dengan
mengukur aktivitas enzim dengan
kadanya ion-ion C&, Mn®*, zr*",
Hg?*, Fe*, B&", cu*, cd*, Ni¥,
Co?*, dan SA" dari garam-garam

kloridanya pada konsentrasi 5 mM.

2.2 Penentuan KM dan vmaks
K dan  Vnas
dilakukan dengan menginkubasi 1 mL

Penentuan
enzim dalam 2 mL substrat pati
dengan variasi konsentrasi 0.25; 0,50;
0,75; 1,00; 1,25; 1,50; 1,75; dan 2,00
% (b/v), dan 2 tetes indikator Lugol
iodin. Larutan diinkubasi pada pH 6,4
dan suhu 45°C. Kemudian diukur
waktu yang dibutuhkan dari awal
inkubasi hingga hilangnya warna biru
kompleks iod-pati (Shoemarket al.
1996).
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2.3 Analisis Data

2.3.1 Penentuan Aktivitas
Amiloglukosidase (Bertolin et
al., 2003)

Aktivitas  enzim  dihitung
berdasarkan data kadar glukosa relatif
mikromol

mL filtrat

sebagai glukosa yang

dihasilkan per enzim

dengan menggunakan rumus:

_[Glukosa]x 1000
BM. Glukosax t

Satu unit aktivitas enzim
didefinisikan sebagai jumlah enzim
yang diperlukan untuk melepas 1

pumol glukosa.

2.3.2 Penentuan KM dan vmaks
(Shoemarker et al. 1996).

K dan  Vhaks
dilakukan dengan menganalisis data

Penentuan

yang diperoleh dengan rumus berikut.

1.1 Ky 1
\Y Vmaks Vmaks [S] ’
karenaizt,
v
maka: t = L + Ky 1

v maks v maks [S]
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Setelah itu, dibuat grafik antara waktu
(t) dengan 1/[S]

persamaan garis lurusnya.

untuk mencari

Kemiringan Ku
Vimaks

1
Kw [S]

Nilai untuk

menghitung Waks dan nilai slope

intersept digunakan

digunakan untuk menghitungyK

3. Hasll dan Pembahasan

3.1. Karakterisas
Amiloglukosidase

3.1.1 Pengaruh Konsentras
Substrat terhadap Aktivitas
Amiloglukosidase

Aktivitas
dipengaruhi oleh konsentrasi substrat
yang Pada
konsentrasi substrat yang rendah, laju

enzim sangat

akan dikatalisisnya.
aktivitas enzim tidak begitu tinggi
karena tumbukan partikel substrat
dengan enzim kurang efisien sehingga
tidak semua enzim diubah menjadi
yang

kompleks enzim-substrat



Amiruddin et al./J. Prog. Kim. S. 2011, 1 (2) : 60-72

merupakan reaksi perantara

terbentuknya produk hasil hidrolisis.

Peningkatan  konsentrasi  substrat
menyebabkan  tumbukan  antara
partikel substrat dengan enzim
semakin sering terjadi, sehingga

semua enzim dapat diubah menjadi

kompleks enzim-substrat. Tetapi

setelah melewati konsentrasi substrat
yang optimum, aktivitas enzim tidak

akan meningkat

lagi melainkan

menjadi konstan akibat enzim telah
jenuh oleh substrat.

Tampak pada Gambar 5
terlihat grafik pengaruh konsentrasi

substrat pati terhadap aktivitas

amiloglukosdase
100

920

80

70

60

Aktivitas Relatif (%)

50 =

0.5 1 1.5 2 2.5 3

[Pati] (%o)
Gambar 5. Pengaruh konsentras substrat pati
terhadap aktivitas amiloglukosidase

Selain pengaruh suhu dan pH
yang telah dilaporkan oleh Ekawaty
(2008),

yang diisolasi memiliki suhu untuk

dimana amiloglukosidase
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Aktivitas Relatif, %

4% dan

pengaruh

aktivitas optimum pada
pH 6,4,
konsentrasi substrat terhadap aktivitas
enzim Gambar 4

bahwa

optimum

juga diamati.
memperlihatkan dengan
bertambahnya konsentrasi substrat
pati dapat meningkatkan aktivitas
amiloglukosidase hingga mencapai
optimumnya pada konsentrasi pati 2%
(b/v). Di atas konsentrasi pati 2%
(b/v), aktivitas enzim tidak bertambah
lagi, pada grafik menunjukkan pola
penurunan hingga konsentrasi pati
konstan. Hal ini disebabkan enzim

telah jenuh dengan substrat.

3.1.2 Pengaruh
terhadap
Amiloglukosidase

lon-ion  Logam

Aktivitas

Tampak pada Gambar 6
dibawah ini, pengaruh ion-ion logam

terhadap aktivitas amilogukosidase
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Ket:
[ = Kontrol
I - Aktivator
I = Inhibitor

Gambar 6. Pengar uh ion-ion logam

terhadap aktivitas amiloglukosidase

Dimana pengaruh ion-ion
aktivitas
(Gambar 6)

ion

logam terhadap
amiloglukosidase

menunjukkan hanya beberapa
logam saja merupakan aktivator yang
aktivitas

mampu  meningkatkan

amiloglukosidase, ion
terdiri atas ZA", B&", F€*, dan C&'".
Dua ion logam terakhir, Bé& dan
Co™,
aktivitas yang cukup tinggi hingga

logam ini

memberikan  peningkatan
dua kali dari aktivitas normal. Hasil
ini berbeda dengan amiloglukosidase
yang diisolasi dariA. niger IMDCC
1203 (Fogarty dan Benson, 1983) dan
Chaetomium thermophilum (Chen et

al., 2005), dimana ion Fe dan Co
justru menurunkan aktivitas enzim.
Sedangkan ion-ion

logam lainnya
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bertindak sebagai inhibitor yang
menghambat  aktivitas a-amilase,
meliputi  Sri*, c&', Cu#', cd,
Mn%*, Ho?*, dan Nf*, dua ion logam
bahkan

menghentikan kerja enzim.

terakhir ini mampu

3.2. Nilai KM dan
Amiloglukosidase
Substrat Pati

Persamaan Michaelis-Menten

vmaks
terhadap

merupakan dasar bagi semua aspek
kinetika kerja enzim. Jika diketahui
Kum dan vhaks maka dapat dihitung
kecepatan reaksi suatu enzim pada
substrat.

setiap konsentrasi

Pengukuran kinetika enzim ini
didasarkan atas reaksi hidrolisis pati
oleh amiloglukosidase yang ditandai
oleh perubahan warna biru menjadi
tidak Waktu  yang

diperlukan untuk perubahan warna

berwarna.

tersebut digunakan sebagai indikator

kecepatan reaksi enzimatik. Hasil
pengukuran waktu hidrolisis pati oleh
amiloglukosidase disajikan pada tabel

berikut.
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Tabel 3. Waktu hidroalisis pati oleh amiloglukosidase

Pati (%) Waktu Hidrolisis (detik)

1,00 10973

1,25 9124
1,50 8347
6868

6570

y=8960.4x + 2035.8
R”=0.0839

045 055 065 075 08 095 105
s

Gambar 7. Profil kinetika amiloglukosidase

Data pada Tabel 3 di atas

menunjukkan  bahwa  kecepatan
hidrolisis enzim bergantung pada
konsentrasi substrat uji. Semakin
besar konsentrasi substrat pati, maka
waktu hidrolisis yang dibutuhkan

semakin  singkat. Data  waktu
hidrolisis tersebut digunakan untuk
menentukan nilai g dan vnaks dari

amiloglukosidase. Gambar 7 di atas

merupakan  bentuk transformasi

persamaan Michaelis-Menten yang
bentuk

digambarkan dalam
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persamaan garis Lineweaver-Burk.

Persamaan ini digunakan untuk

I dan  Vhaks

berdasarkan persamaan garis lurus

11 Ky
\Y

vV Vv

menentukan nilai

1 yang dihasilkan

maks maks

dari plot waktu hidrolisis (t, sekon)
terhadap konsentrasi
(1/[S]). Nilai

untuk menghitung was dan nilai

substrat  uiji

intersept digunakan

slope digunakan untuk menghitung
Kwm.

Gambar 7
diperoleh persamaan
y = 8960,4x + 20358, masing-

masing nilai intersept dan sope

Berdasarkan

garis

ditransformasi hingga diperoleh nilai
Vmaksdan Ky berturut-turut 0,49 muU
dan 4,40% (Lampiran 3). Hasil ini
sangat berbeda yang dilaporkan oleh
Kyriakideset al (2001) nalai Vhaks A

Kuv.
berturut-turut

dan niger yang dihasilkan
2,83
mg/mL.menit dan 0,51 gram/mL, ini
yang
digunakan berbeda serta nilaj Kni

adalah

disebabkan  karena  pati

merupakan sifat khas bagi setiap

enzim dengan substrat spesifik pada
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kondisi pH dan suhu tertentu

1982).
menurut Stryer (1975) nilai € suatu

(Lehninger, Selain itu,
enzim juga tergantung pada kekuatan
ilonik antara partikel substrat dan

enzim.
Nilai Ky ini

tetapan disosiasi kompleks enzim-

merupakan

substrat atau dapat pula diartikan

sebagai konsentrasi substrat yang
dibutuhkan untuk mencapai Yz s
Kum merupakan salah satu ciri tetap

suatu enzim, dimana hargaykKsuatu

enzim tidak bergantung pada
konsentrasi substrat, maupun
konsentrasi enzim yang bereaksi,

melainkan tetap untuk keadaan reaksi
yang tertentu (pH dan suhu tertentu).
Jika Ky merupakan ciri tetap suatu
enzim, maka kecepatan reaksi
maksimum bukanlah merupakan sifat
yang tetap dari enzim. Kecepatan
reaksi maksimum sangat bergantung
pada pH dan suhu tertentu, serta

tingkat kemurnian enzim.
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4.

Kesimpulan
Dari hasil penelitian diperoleh

kesimpulan sebagai berikut.

1.

2.

S.

Aktivitas optimum
amiloglukosidase diperoleh pada
konsentrasi pati 2,0% (b/v).
Aktivator
meliputi zrf*, B&*, Fe*, dan
Cco™, inhibitor
meliputi Sif*, c&*, cuv’, cd,
Mn%*, Hg?*, dan Nf*.

Hasil

amiloglukosidase

sedangkan

studi kinetika
amiloglukosidase diperoleh nilai
Kum dan  Vhaks Masing-masing

4,40% dan 0,49 mU.
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