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ABSTRACT

Fermentation process of sago starch for the production of bioproduct requires potential microorganism that have ability to hydrolyze sago
starch. The purpose of this research was to get the potential of amylolytic microorganisms for their capability of amyloglucosidase activity
and to know the sugar strains of the fermentation result. Eleven amylolytic microorganisms (9 strains of mold and 2 strains of yeast) were
obtained from the collection Research Centre for Biotechnology — Indonesian Institute of Sciences (LIPI), Cibinong-Bogor were used. The
selection step was carried out based on their capability of starch hydrolysis to reducing sugar. The best result indicates that the production
of reducing sugar reached the highest 18.485 ppm and amyloglucosidase activities was 3.583 units by KTU-1 strain. The highest total acid
obtained was 5.85 mg/mL by Rhizopus IFO.R5442. The cell biomass was obtained between 0.5 to 1.74 g dry weight/100 mL and pH of the

final fermentation (72 h) were 3.57 to 8.38.
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PENDAHULUAN

Indonesia sangat berlimpah dengan bahan berpati
seperti ubi kayu, ubi jalar, sagu, jagung, talas, pisang, dan
sebagainya. Penggunaaan pati terutama pati sagu sudah
sangat luas, bukan hanya sebagai bahan dasar industri
makanan seperti misalnya mie tetapi juga untuk keperluan
lain seperti sirup fruktosa (untuk keperluan farmasi, tekstil,
lem, dan sebagainya) dan industri bioteknologi
(monosodium glutamat, dekstrosa dsb). Sirup glukosa
adalah derivat dari pati jagung, tapioka, gandum, padi,
kentang, zat tepung dan sagu. Produktivitas tepung sagu
tertinggi di antara padi padian dan biji bijian dan hampir tiga
kali lebih besar dari padi, jagung dan gandum dan hampir
17 kali dari tapioka (Ishizaki, 1996). Pengembangan pati
menjadi produk biologis melalui proses fermentasi, sudah
dilakukan di banyak industri, namun enzim yang digunakan
sebagian besar masih import, karena enzim yang ada
belum memenuhi kebutuhan. Dalam proses fermentasi pati
diperlukan enzim amylase dari mikroba potensial yang
mampu menghidrolisis pati menjadi gula.

Beberapa kegunaan amilase adalah sebagai suplemen
dalam aktivitas diastatik (Whitaker, 1972), menyempurna-
kan dalam mencerna beberapa bahan makanan ternak
sehingga membuat makanan lebih berguna (Rutten dan
Daugulis, 1987). Kegunaan lain adalah sebagai bahan
mentah untuk membantu pencernaan makanan (Pamatong,
1991), degradasi pati dalam proses pembuatan tekstil
(Bajpai dan Bajpai, 1987) dan memperbaiki tekstur roti
(Lowry et al., 1951).
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Di antara sumber biologis yang ada di alam, beberapa
kelompok bakteri dan kapang mampu memproduksi f-
amilase atau amiloglukosidase (Zeikus dan Jhonson, 1991).
Kelompok kapang Aspergillus merupakan kelompok
mikroba yang paling dominan dalam menghidrolisis pati.
Borris (1987) melaporkan bahwa A. Niger potensial dalam
memproduksi a-amilase dan amiloglukosidase dalam
media dan pati kentang sebagai induser. Kapang A. niger
juga dilaporkan sebagai produser dalam menghasilkan B-
glukosidase, baik ekstraseluler maupun intraseluler dan
telah dipurifikasi serta dikarakterisasi. Dilaporkan pula oleh
Mega dan Matsushima (1983) bahwa kapang A. oryzae
diketahui menghasilkan  B-glukosidase ekstraseluler.
Kuswanto dan Wedhastri (2001) melaporkan bahwa
aktivitas B-glukosidase tertinggi ditemukan pada A. oryzae
kemudian diikuti oleh A. sojae, dan campuran antara
Rhizopus oligosporus dan R. oryzae. Beberapa penelitian
yang telah dilakukan (Melliawati dan Sukara, 1987; Prana
dan Sukara, 1992; Melliawati dkk., 1993, 1995)
menggunakan bahan pati singkong dengan bantuan

kapang Aspergillus sp. KT-11 untuk produksi enzim
amiloglukosidase dan pemurniannya. Ahmad (2003)
melakukan penelitian menggunakan pati sagu yang
difermentasi oleh  Endomycopsis fibuligera  untuk

menghasilkan amiloglukosidase. Selain jenis kapang dan
bakteri dilaporkan pula oleh Lodder (1970) bahwa dari 400
jenis khamir yang telah diketahui, 90 jenis di antaranya
mampu menggunakan pati sebagai satu satunya sumber
karbon dan energi. Holt (1977) melaporkan, lebih dari 142
jenis bakteri mampu menggunakan pati sebagai sumber
karbon dan energi. Indonesia selain berlimpah dengan
bahan berpati juga kaya dengan sumber daya mikroba,
namun pemanfaatannya belum maksimal. Dalam rangka
menyeleksi mikroorganisme amilolitik potensial dan
mendapatkan informasi tentang jenis gula serta aktivitas
enzim amiloglukosidase, maka penelitian ini dilakukan.
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BAHAN DAN METODE

Mikroorganisme

Mikroorganisme amilolitik (9 jenis kapang, 2 jenis
khamir) diperoleh dari koleksi kultur Pusat Penelitian
Bioteknologi LIPI, Cibinong-Bogor. Kultur kapang dan
khamir dipelihara pada media PDA yang diinkubasikan
pada 30°C selama 3 hari.

Table 1. Jenis mikroorganisme amilolitik yang diuji.

z
°

Jenis mikroorganisme

Rhizopus UQM 186 F
Rhizopus IFO. R 5442
Aspergillus sp. KT-11
Aspergillus terreus
Aspergillus awamori
Aspergillus fumigatus
Aspergillus oligosporus
Kapang KTU-1

Kapang KTU-2
Saccharomyces cerevisiae
Zigosaccharomyces balii
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Proses fermentasi

Proses fermentasi dilakukan dalam erlenmeyer 500 mL
yang berisi 100 mL media dengan komposisi seperti yang
dilaporkan oleh Melliawati dkk. (1993) yaitu pati sagu 5%,
Urea 0,3%, MgSO4 7 H,O 0,1%, KH;PO4 0,1% dan pH
ditentukan 4,0. Media diinokulasi dengan 3% (v/v) suspensi
kultur umur 72 jam, kemudian diinkubasi pada inkubator
yang dilengkapi dengan pengocok (rotary shaker) agitasi
150 rpm, pada suhu (28-30°C) selama 72 jam.

Penguijian aktivitas enzim

Biomasa dipisahkan dari kultur melalui filtrasi
menggunakan kertas Whatman No. 1 atau melalui
sentrifugasi 3000 rpm selama 5 menit. Filtrat yang terpisah
diasumsikan sebagai enzim kasar. Satu unit aktivitas enzim
setara dengan 1 ng gula pereduksi per mL yang terbentuk
pada kondisi di atas (Sukara, 1987). Gula pereduksi
dianalisis menggunakan metode Somogyi-Nelson (Nelson,
1941). Total asam dideteksi melalui metode tritasimetri.
Biomasa sel dikeringkan selama 24 jam pada suhu 60°C
untuk menentukan berat keringnya.

Kromatografi lapis tipis (KLT)
Filtrat diekstraksi dan selanjutnya dideterminasi melalui
kromatografi lapis tipis dengan menggunakan silika gel 60

(Merk, Darmstadt, Germany) dalam pelarut dengan
perbandingan butanol: pyridine: air (8:1:1), metoda
pengembangan dua Kkali. Pelat silika gel dideteksi

menggunakan pemanasan dalam oven 100°C, setelah itu
dimasukkan dalam larutan pengembang etanol-asam sufat
(9:1, viv). Metode KLT dilakukan karena mempunyai
kelebihan vyaitu pemisahan senyawa lebih sempurna,
kepekaan lebih tinggi dan dapat dilakukan dalam waktu
yang relatif cepat (Adnan, 1997)

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kesebelas jenis mikroorganisme amilolitik tumbuh subur
di media padat yang mengandung pati sagu 2% sebagai
satu satunya sumber karbon dan energi. Selain dapat
tumbuh dengan baik, mikroorganisme tersebut juga dapat
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memecah pati menjadi senyawa yang lebih sederhana
sehingga di sekitar mikroorganisme tersebut terlihat zona
jernih apabila di atas permukaan media tersebut ditetesi
larutan jodium. Zona jernih terlihat karena area tersebut
sudah tidak mengandung pati (Gambar 1) Kapang isolat
KTU-1 dan KTU-2 merupakan mikroorganisme yang
menghasilkan zona jernih cukup luas.

Seleksi mikroorganisme dilanjutkan di media semi padat
(kental), dengan harapan meselium kapang atau sel khamir
akan lebih berkembang di dalam media tersebut sehingga
penguraian pati akan lebih sempurna. Proses fermentasi
berlangsung selama 72 jam. Selama proses fermentasi,
pengambilan sampel dan pengamatan terhadap perubahan
media dilakukan. Hasil pengamatan 48 jam terhadap
tekstur media, sebagian besar telah terjadi perubahan dari
semi padat (kental) menjadi agak cair, kecuali di media
yang berisi kapang A. terreus, A. fumigatus dan R.
oligosporus hanya terlihat sedikit perubahan. Pada 72 jam
fermentasi perubahan itu sangat jelas, karena media
menjadi cair. Hal ini menunjukkan bahwa kapang dan
khamir tersebut mampu meng-hidrolisis pati walaupun
kemungkinan kesempurnaan dalam menghidrolisis pati
akan berbeda. Hal tersebut diperkuat pada waktu
pemisahan biomasa dari filtrat. Tidak semua sampel mudah
disaring, karena kemungkinan unsur pati masih belum
terurai dengan sempurna. Pemisahan antara filtrat dan
biomasa akan menjadi mudah apabila pati telah terurai
dengan sempurna menjadi gula oleh adanya enzim amilase
yang disekresikan oleh sel kapang atau khamir ke dalam
media.

A. fumigatus merupakan kapang yang paling sedikit
dalam menghasilkan akumulasi gula, hal ini ditunjang dari
hasil aktivitas enzim amiloglukosidase (AMG) yang sangat
kecil. Di antara mikroorganisme yang diuji, kapang kode
KTU-1 memberikan hasil tertinggi, baik gula yang
terakumulasi  (18.485 ppm) maupun aktivitas enzim
amiloglukosidase (3.583 unit). Kapang tersebut terseleksi
sebagai kandidat potensial untuk produksi enzim AMG dan
akumulasi gula (Gambar 2) Kandidat lain adalah Aspergillus
sp. KT-11 dan Rhizopus UQM 186 F. Aktivitas enzim dan
akumulasi gula yang diperoleh Aspergillus sp. KT-11
sebesar 2. 024 unit dan 5. 018 ppm, kemudian 2. 469 unit
dan 14. 691 ppm oleh Rhizopus UQM 186 F. Hasil
penelitian sebelumnya (Melliawati dan Sukara, 1989; Prana
dan Sukara, 1992, Melliawati dkk., 1993) melaporkan
bahwa kapang Aspergillus sp. KT-11 merupakan kapang
jenis lokal yang potensial untuk menghidrolisis pati
singkong dan memproduksi enzim amiloglukosidase. Dalam
penelitian ini, kapang KTU-1 dan KTU-2 memberikan
harapan baru sebagai jenis kapang lokal yang mampu
menghidrolisis pati sagu lebih baik dari pada kapang
Aspergillus sp. KT-11 dan Rhizopus UGM 186 F.

Gambar 3 memperlihatkan bahwa hampir semua pH
pada akhir fermentasi meningkat dari pH awal (4,0) kecuali
Aspergillus sp. KT-11 dan A. awamori pH mengalami
penurunan (3,85 dan 3,57). Kondisi media mengalami
perubahan selama proses fermentasi berlangsung, hal ini
terjadi karena terbentuknya senyawa asam Yyang
merupakan hasil fermentasi. Total asam tertinggi dicapai 5,85
mg/mL oleh Rhizopus IFO R 5442, sedangkan media yang
diinokulasi oleh Aspergillus fumigatus tidak terdeteksi
adanya asam dan pH pada akhir fermentasi tercatat 8,38.
Biomasa sel tertinggi dicapai 1,74 g berat kering/100 mL
media oleh KTU-2 dan sebaliknya hasil terendah adalah
0,47 g berat kering/100 mL media oleh Rhizopus
oligosporus.
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Gambar 1. Formasi zona jernih oleh kapang KTU-1 (A) dan KTU-2 (B) di media selektif yang mengandung 2% pati sagu.
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Gambar 2. Aktivitas enzim dan akumulasi gula pada fermentasi Gambar 3. Derajat keasama(pH), total asam dan biomassa sel
pati selama 72 jam. pada akhir fermentasi (72 jam).
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Gambar 4. Deteksi gula melalui kromatografi lapis tipis menggunakan silica gel.
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Hasil deteksi gula melalui kromatografi lapis tipis
menggunakan silica gel disajikan pada Gambar 4. Sebagai
gula standar digunakan glukosa, sukrosa, galaktosa,
manosa, maltosa dan arabinosa. Setiap jenis
mikroorganisme memberikan hasil gula yang berbeda. Hasil
fermentasi oleh Rhizopus UQM 186 F, Rhizopus IFO.R.
5442, dan KTU-1 diperoleh galaktosa, sementara dari
Aspergillus awamori, Aspergillus fumigatus dan Rhizopus
oligosporus diperoleh glukosa, sedang Aspergillus sp KT-
11, Saccharomyces cerevisiae, Zigosaccharomyces balii
dan KTU-2 menghasilkan laktosa, tetapi Aspergillus terreus,
kapang KTU-1 dan KTU-2 menghasilkan fruktosa, adapun
sukrosa dihasilkan oleh Aspergillus terreus, kapang KTU-2,
Saccharomyces serevisiae, dan Zigosaccharomyces balii.

Dari hasil kromatografi lapis tipis, diperoleh informasi
tentang gula yang terbentuk dari hasil fermentasi oleh
beberapa kapang dan khamir. Data ini memberi gambaran
dari jenis kapang atau khamir tertentu akan menghasilkan
jenis gula tertentu. Dari penelitian ini dapat disimpulkan
bahwa kapang KTU-1 adalah kapang lokal yang mem-
punyai potensi sebagai kapang terbaik yang menghasilkan
enzim amoliglukosidase dan gula di samping Aspergillus
sp. KT-11 dan Rhizopus UQM 186 FKapang KTU-2 juga
kapang lokal yang mempunyai kemampuan sebagai
penghidrolisis pati sagu menjadi sukrosa, fruktose dan
laktosa pada kondisi tersebut.

KESIMPULAN

Kapang dan khamir yang diuji mampu menghidrolisis
pati sagu menjadi gula monosakarida dan atau disakarida.
Kemampuan mikroorganisme dalam menghidrolisis pati
sagu berbeda di antara jenis kapang dan khamir. Kapang
KTU-1 adalah kapang lokal yang mempunyai potensi
sebagai kapang terbaik yang menghasilkan enzim
amoliglukosidase dan gula. Akumulasi gula tertinggi
diperoleh 18.485 ppm dan aktivitas amiloglukosidase
dicapai 3. 583 unit. Gula yang dihasilkan pada akhir
fermentasi adalah galaktosa dan fruktosa. Kapang KTU-2
mempunyai kemampuan sebagai penghidrolisis pati sagu
menjadi 3 jenis gula monosakarida (sukrosa, fruktosa dan
laktosa). Rhizopus IFO. R. 5442 menghasilkan asam
tertinggi 5,85 mg/mL dan biomasa sel diperoleh antara 0,5-
1,74 g berat kering/100 mL media.
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