BARY

HASTT. DAN PEMRAHASAN

5.1. Hasit
5.i.1. Pengukuran Bobot Blomassa

Pengukuran  bobui Divmassa  yang  Ghwsiikan  olelt  Janur  Asperyifius niger

Gini 11.1 pada komposisi mcdia I samipai dongan VI pada waktu § — 120 jam dapat dilihat
ll“w P ST A ) B S

!\\ Ivfédia l““’ 7B;J'b(.l[ biomassa (mg/ml)
| \ SRR I v v VI
i Wakiu (jam) Y
]i 0 0,4500 | 1,3875 [ 0,1250 | 1,4625 | 2,2625 | 0,2000
] iz 2,1250 | 09125 | 1,1250 | 1,1250 | 2,8375 | 1,3375
| 24 14375 | 0,7375 | 9,3750% L9125 | 7,7875 | 3,787
j 36 i 1,5625 i 09125 i 3.2500 ? 05625 | ¥,2125 | 23250
,‘#__m;ﬁh} 1,2000 } 0,5625 } 1,4750 i 13500 | 10,0000 | 2,1750
L 60 1: 1,0750 i 1.9625 g 3,8625 : 1,5500 | 9,1625 | 2.9250
, 72 | 1,7500 | 02875 | 2,7250 | 2,1000 | 5,7750 | 3,0875
:ﬁ 84 1,3375 | 1,7625 | 2,2625 | 1,1375 | 6,1750 | 0,7375
| 56 13875 | 1,4250 | 1,8000 | 1,1375 | 9,2500 | 2,7750
108 1,5625 | 1,2875 | 0,1000 | 4,1125 | 61625 | 2,9125
1260 | 04000 | 26125 | 26250 | 2,8625 | 3,6500 | 27250
| 1. 1

Dari tabel di atas bobot biomassa yang tertinggi pada media V pada waktu 48 jam yaitu

10,00 mg/ml, selanjutnya berturut-turut adalah media I'V (108 jam) dengan 4,1125 mg/ml,

R Repository University Of Riau
PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS RIAU
http://repository.unri.ac.id/



L

media [II (60 jam) dengan bobot 3,8625 mg/ml, media VI (24 jam) denoan bobot
32,7875 mg/ml, mectia T {120 jam) dengan 26125 mg/ml dan media T (12 jam) dengan
bobot 2.1250 mg/ml.
3.i.2. Pengukuran pH Fermentasi

Penguhuran pH fennentasi yang dihasitkan oleh jamur Aspergiiius niger Gmn 11.1
pada komposisi mcdia I s/d VI dapat dilithat pada Tabcel 2 di bawah ini :

Tabel 2. Pengukuran pH fermentasi pada media 1 s/d VI

\w pH Fermentasi
| Waktu Gua™ 1 Il 1Nt Iv Y Vi
| 0 3,86 7,38 6,77 7,13 7,28 7,16
12 348 | 710 | 689 1 71 7,20 7,07
24 3,17 675 | 660 | 676 8,18 6,90
F 6 2,56 7,15 7,59 | 6,34 8,14 6,43
}%:§MUH_§ 2,09 4,43 401 | 567 6,86 5,89
| 60 1,93 337 | 312 ! 4,08 7,48 5,78
o 4:-'._'s_,'./zu 2,53 2,91 3,21 7,02 5,06
g _—f 167 | 250 | 310 | 267 | 762 | 508
— - :
; 96 1,87 5 2,03 1,67 2,51 7,58 6,05
B 108 _1}._1’39 e 1,65 2,53 6,37 6,09
120 ! 2,29 Ls§ | L72 | 255 6,20 6,11

Tabel 2 menunjukkan pengukuran pH fermentasi yang dihasilkan oleh jamur 4Aspergilius
niger Gmn 11.1 pada komposisi media 1 s/d VI, pH yang paling tingg dinasilkan oleh

mediaV pada waktu 24 jam dan paling rendah dihasilkan oleh media T pada wakiu 108 jam.
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5.1.3. Pengukuran Altivitas Inulinase
T7ji aktivitas vang dihasilkan oleh jamaw Adspergillus niger Gmn 11.1 pada
komposisi media [ s/d VI dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Uy aktivitas mulinase rata-rata pada media [ s/d VI

[~y

" Media Aktivitas inulinase (mmol/mY/menit) x 197
\
T~ ;i I T [
Waktu {(jam) ™4 [ Il 1 111 ! v ! A4 VI !
0 1,047 | 25677 | 14173 | 06099 | 64366 | 15307 |
f——— i ; + |
f 12 0,8426 | 23080 | 15077 | 04475 | 05446 | 18553 1
l f | l | F |
T | T P ]
24 | 08779 | 25018 1,4712 | 0,8479 0,829 1,4193 |
| il _l |
36 05931 | 30840 | 14785 | 1,0322 | 03848 | 1,0480 {‘
i 3 !
| 48 09373 | 35207 | 34325 | 13465 | 07204 | 0,590
60 1,7018 | 13,7580 | 78107 | 0,8%06 | 0,6031 | 0,7663
i
72 29373 | 44771 | 44608 | 11726 | 02387 | 06637
i
84 | 20171 | 19037 | 45174 | 35524 | 04287 | 07053
96 } 1,8514 | 1,6270 | 3,8891 { 3,7176 | 06,8583 | 0,7507
e i
| 108 J 2,7603 | 20074 | 4518 | 40379 | 05287 | 06786
120 ? 3,2425 | 1,5954 | 3,6573 | 34675 | 05224 | 09758
e i

Dari tabel diatas menunjukkan aktivitas inulinase yang dihasilkan jamur 4spergillus niger
Gmn 11.1. yang tertinggt adalah media Il pada wakiu 60 jam. Selanjuinya berturui-turut
adalah mcdia I (72 jam), mcdia IV (108 jam), media 1 (120 jam), mcdia VI (12 jam),
media V (96 jam). Data aktivitas inulinase tertinggi dart media [ s/d VI pada jamur
Aspergiflus niger Gran. 11.1 dianalisic dengan metode Anava dan Duncan Jarak Rerganda.
Tabel 4 menuniukkan bahwa dari analisis statistik Duncan Tarak Berganda temvata rata-

rata aktivitas tertinggi dihasilkan pada komposisi media Il vang berbeda nvata (P.gos)
dengan komposisi media vang lainnva.
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tertinggi dani media I's/d VI

Tabel 4. Rata-rata aktivitas inulinase bobot biomassa, pH fermentasi berdasarkan aktivitas

i Komposisi | Waktu | Rata-rata Aktivitas Enzim | Bobot Biomassa pH
Media {jam) (mmol/ml/menit) (mg/ml) Fermentasi

I 120 3,2425.10%¢ 0.4000 2,29

I 72 4,4771.10°%" 0,2875 2,53

Im 60 7,8107.10°° 3,8625 3,12

v 108 4,0379.10%¢ 41125 2,53

% 96 0,8583.10%f 9,2500 7,58

VI 12 1,8553.10%¢ 1,3375 7,07

Harpa rata-rata dengan pangkat huruf berbeda adalah berbeda secara nyata pada tingkat 1%
(P.oo) berdasarkan Uji Duncan jarak Berganda.

Berdasarkan data diatas dapat dibuat grafik aktivitas inulinase, pengukuran bobot
biomassa, pH fermentasi berdasarkan aktivitas tertinggi dari media I s/d VI jamur

Aspergillus niger Gmn 11.1

A

SR

3

g(

TS
SRRE

AR VAL LA

\&\

Ao

253

3

O =20 WhOO~N®EO©O
1

18
1 B
|
I il 1 v vV Vi
MEDIA (sampel)
B AKTIVITAS BIOMASSA pH

Gambar 3. Grafik aktivitas inulinase (1.10 mmol/mV/menit), bobot biomassa (mg/ml)
dan pH fermentasi berdasarkan aktivitas inulinase tertingei media [ s/d

media VI jamur Aspergillus niger Gmn. 11.1
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Tabel 8 di bawah ini merupakan pengulmran aktivitas inulinase, bobot biomassa
dan pH terhadap wakti fermentasi 0 — 120 jam pada komposisi media 11T, Pada komposisi

media II (inulin 1% + (NFHL),HPO4 0,5% + MgSO,.7TH,O 0,05%) inulinase mempunyai

aktivitas tertinggr dibandingkan dengan enam komposist media yang digunakan,

‘{'abel 5. Pengukuran bobot biomassa }aktivitas inulinase dan pH media 1l terhadap waktu

fermentasi
R
Waktu | Bebot biomassa Altivitas pH fermentasi |
inufinase
(iam) (mg/ml)
(mmol/ml/menit)
L0 0,125 1,4173.10°% 6,77
I .
12 1,1250 1.5077.10°® 6,89
24 0,8750 1,4712.10° 6,60
35 3,2500 1,4785.1¢0° 7,59
=
‘é 48 1,4750 | 3,4325.10°® 4,01
.l ] o
| 6u 3,8625 7.8107.10° 3,12
- |
|72 2,7250 4,4608.10° 2,91 |
- :
f 84 2,2625 4,5174.10° 3,10
f
[ 96 1,000 3,8891.10°% 1,67
108 0,1000 4,5186.10° 1,65
120 2,6250 3,6573.10° 1,72 _
i
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Dan Tabel 3 (pengukuran bobot biomassa, aktivitas inulinase dan pH fermentasi media III
dapat dibuat grafik hubungan antara aktivitas mulinase, bobot biomassa dan pH terhadap

waktu fermentasi.

9 T8
8 1 ® T 7
O?S 74 ! .‘, ls
e T i \ =
:ﬁ E 6 ‘l . -«»5 E
gz \ =
:g 54+ : ] =
5 E ¢-a & fag
535 41 ‘ SN
£E m M 3 E
-:n: S’ 3‘ ; Y * oy
F m =
% 5 . ? ,'f\_ P H"?
£ * !
T R - SN l1
1 #*B"H.E{ \\ '."
& Y |
0' T T i T T T T T \O

0O 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

Waktu (jam)
".._‘AKTIVITAS ....-5‘-..510MA55A I L]

~

Gambar 4. Hubungan antara aktivitas inulinase , bobot biomassa dan pH terhadap
wakfu fermentasi pada media III
5.1.4. Pengaruh Sumber Karbon terhadap Produksi / Aktivitas Inulinase
Berbagai sumber karbon yang berbeda vaitu inulin, pati sukrosa, selulosa, dan
gliserol ditambahkan pada media (basal medium) dan diselidiki pengaruhnya terhadap
produksi (aktivitas) inulinase. Pengaruh berbagai sumber karbon ini diuji pada pH 4,5 dan
temperatur  50°C  berdasarkan penclitian Saryono dkk. 1998 (Seri Kajian Ilmiah)

mendapatkan hasil sebagai berikut:
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Gambar 5. menunjukkan aktivitas inulinasc yang tertinggi terdapat pada penambahan
sumber karbon inulin (13,1228){10’8 mrmol/ml/menit) ditkuti ofeh sukrosa, sedangkan pati,

selulosa, dan gliserol aktivitas inulinasenya nol.

Q-
< 14
o o 12
@ g
;_: E 10
W= B
EE
2 E
= 4
z E
=z 2
-
0
inulin pali sukrosa selulosa gliserol
Sumber Karbon

Gambar 5. Grafik pengaruh sumber karbon terhadap aktivitas inulinase

5.1.5. Pengaruh pH Fermentasi terhadap Produksi Inulinase Aspergillus niger
Gmn 11.1 dengan Induser Inulin
Produksi inulinase dengan induser inulin diuji pada temperatur optimal 50°C pada

pH 4,5 5,5; 6,0.

2

i

=16
:%‘14
& 12
EE 10
iR
£E 2
2

Gambar 6, Pengaruh pH terhadap aktivitas inulinase dengan induser inulin
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Aktivitas mmulinase tertinggi terlihat pada pH 4,5 (13,1228x10'8nun01/m1fmcnit) diikuti

pada pH 3,0; 5,5; 6,0 pada temperatur 50°C.

5.1.6. Pengaruh Temperatur Fermentasi terhadap Produksi Inulinase Aspergillus
niger Gmn 11.1 dengan Induser Inulin

Pengaruh temperatur terhadap produksi inulinase yang diuji pada pH 4,5 dan

temperatur 30°C, 40°C, dan 50°C dapat dilihat pada Gambar 7.

14

12
10
8

Aktivitas Innlipase 1.10°%
{mmolmYmenit)

[T SN BN =

30 40 50

Temperatur oC

Gambar 7. Pengaruh temperatur terhadap produksi inulinase dengan induser inulin

5.1.7. Pengaruh pH Fermentasi terhadap Produksi Inulinase Aspergillus niger
Gmn 11.1 dengan Induser Sukrosa
Pengaruh pH terhadap produksi inulinase oleh 4spergilius niger Gmn 11.1 dengan

induser sukrosa diuji pada temperatur 50°C.

10

(mmol/ml/menit)

Aktivitas inullnase 1107

Gambar &. Pengaruh pH terhadap aktivitas inulinase dengan induser sukrosa
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519 Pengaruh pH terhadap Produksi Inulinase oleh Aspergillus niger Gmn 11.1
dengan Induser Pati, Selulaga dan Glisernl
Dari hasil penelitian vang dilakukan pada pH 4.5 dan temperatur 50“C ternyata
tidak ada aktivitas inulinase pada Ketiga sumber Karbon baik pati, selulosa dan ghserol.
Media dengan sﬁmbcr karbon giiseroi sciain ditentukan aktivitas inutinasc juga ditenukan

boboi lomassanya scoesar §,2784 my.

Produksi inulinase ekstraselular dari mengounakan alat fermentor. Fermentasi
denpgan menggunakan alat fermentor secara hatch mempunyai beherapa kelehihan antara
lain :

a) Jems dan konsentrasi komponen-komponen medium dapat diatur sesuai dengan vang
diinginkan.
b) Kondisi oplimal untuk pertumbuiian dapai diaiur.

UL | PR M Talile AL s
Gj ot crnakaiait médiuin 1chih cicsici.

Fermentor itu berfungsi memberikan kendist knglungan yang iptimal agar sistem biologi

Peremaijaan jamir dspergillus nigcer Gamn 111 dilakukan pada medium agar miring.
Penggunaan stater vang tclah diretnajakan dan difermentasikan agar proses fermentasi
berlangsung cepat. Dalam proses fermentasi diharapkan pertumbuhan mikroba dapat
menghasiikan enzim, sedangkan pertumbuhan mikroba sendiri banyak ditentukan oieh

fakior-fakior ajamiah karema fenmentast merupakan proses  alami selungga fakior

Pada penclitian ini digunakan inulin untuk medium cair produksi inulinase. Inulin

berfungsi sebagai sumber karbon dan dapat merangsang produksi inulilnase berdasarkan

el
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setiap komposisi medivm car produksi enzim (inckulum) digunakan inulin 1% yang
herfungsi schagai sumber nutrisi awal. Menurut Whatson (1992} jamur Aspergillus niger
Gmn 11.1 akan terinduksi memproduksi enzim sesuai dengan sumber karbon vang
diberikan.

Pengukuran bobot biomassa setiap 1Z jam pengambiian sampei pada media
I s/d VI wenunjukkan ketidakieraturan. Hal ini discbabkan karena sampel yang tidak
homogen karcna banyaknya hifa yang mconcmpel pada dinding tabung dan sclang
fermentor sehingga sstiap pengambilan sampel jumlah massa sel yang diambil berbeda-
beda. Oleh karena itu diperlukan cara lain dalam pengukuran biomassa tersebut, sepert:
dilakukan nya pengambilan sampel pada tabung vang berbeda. Cara ini dilakukan dengan
mengambil semua sampel dari seluruh cairan kultur kemudian disentrifuga, dicuci dengan
aquades daan dikeringkan, ditimbang dengan metode gravimetri.

Pertumbuhan mikrobial biasanya dicirikan dengan waktu yang dibutuhkan untuk
menggandakan massa sel atau jurnlah sel. Pertuinbuhan dapat dipandang sebagai suatu sert
rcaksi kimiawi kc arah sintcsis massa scl. Hasilpengukuran biomassa dinyatakan dalam

mg/ml. Menurut Said (1987) jika dapat dihasilkan pertumbuhan vegetatif yang baik dan

Aspergillus niger dan produksi enzim optimum dapat dipertahankan maka gula yang

diproduksi sebagian besar akan dimetabolisme ke arah produksi danpada pembentukkan
massa sel.

Semakin {ama waktu fermentast, laju pertumbuhan spesifik mikroba semakin naik
sampai diperoleir fase stasioner kemudian menurun sampai akhirnya pertumbuhan berhenti.
Penurunan dan berhentinya pertumbulian discbabkan karcna nuitien-nulrien escnsial dalam
mcdium scmakin berkurang dengan bertambalinya waktu formentasi atau terjadi akumulasi

antitoksin yang mempengaruhi laju pertumbuhan atau kombinasi dari keduanya.

7
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Dari hasil terlihat bahwa bobot biomassa paling tinggi dihasilkan pada media V yaitu
10,000 mg/ml dengan aktivitas 0.7204x10°° mmol/ml/menit sclama 48 jam fermentasi
dengan pH 6,86.

Pengukuran pH bertujuan untuk mengetahui pH fermentasi pada media vang
digunakan. Kita mengetahui bahwa reaksi enzim mempunyai pH optimum utnuk
pertumbuhan, PH medium opthimum pertumbuhan kadang kala sama atau berbeda dengan
pIl medium optimum uatuk pembentukkan produk cnzim, karcna aktivitas cnzim pada
proses metabolisme sel dan untuk biosintesis enzim mempunyai kisaran optimum yang
berbeda.

Aktivitas inulinase diukur dengan metode orto toluidin dikarenakan metode
lebih mudah dan cepat. Reagen yang digunakan sedikit dan dapat disimpan dalam waktu
vang lama. Dalam metode ini asam asetat glasial bereaksi dengan orto toluidin membentuk

giukosamina dan basa schiff yang berwarna hijau dan warna ini distabilkan oleh thio urea.

- iy
CHOH Crz T [ ™\ CHI0H 7™\
e | AN i NS
\}‘_ JE—— IC === iwiCri IC\——‘ NHCH:
1 L CHRMNH? ' ! \\
i g HO™=~ € ——H HO—C ~—H N
| I | — | -
0 ¢ OH k\:{) I o t—— & —. on -
! | j ~
| [ P
H ——C - OH A —C — OH H ____§ -
! f !
CHOH CH>0H CH20H
T -Friktgsa (Ketom) Berrilamina Basa Scnfl Ghukosarmna

Inuiinase yang bersifat eksoenzim yang dihasiikan oieh jamur Aspergillus niger
Gmn 11.1 akan merombak moickul inulm nenjadi molekul yang lebili sederhana seperti
fiukiosa. Scnyawa scderhana yang dihasilkan dari proscs pcrombakan ini akan dapat

diserap dengan mudah oleh sel mikroba dan dimanfaatkan untuk memacu pertumbuhan.
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Menurut Sarvone (1999} senvawa ini tidak dapat diserap oleh jamur penghasil mulinase itu
sendiri tetap juga dapat dimanfaatkan oleh mikroorganisme lain.

Hasil analisis statistik ANAVA dan wji Duncan Jarak Berganda menunjukkan
adanya perbedaan vang nvata (P<0.01) aktrvitas inulinase dart tiap-tiap media yang
digunakan. Aktivitas innlinase pada keenam media yang digunakan tidak sama, hal ini
kermnungkinan terjadi karena jumlah komdial yang digunakan untuk produksi enzim tidak
tcpat sama dan karcna komposisi media dan pH awal femcntasi yang berbeda. Hal ini juga
dapat dipengaruhi oleh fluktuasi suhu kamar selama inkubasi untuk produksi enzim
inulinase yang sangat dipengaruhi cuaca. Disamping itu juga ada pengaruh kontaminasi
vang dapat menurunkan aktivitas innlinase meskipun tidak sampai menyebabkan aktivitas
enzim hilang sama sekali. Komposisi media vang digunakan juga dapat mempengaruhi
aktivitas inulinase. Apabila komposisi media yang digunakan tidak cocok maka jamur
tidak akan tumbuth dengan baik atau jamur dapat fumbuh tetapi tidak dapat memproduksi

inulinase dengan baik.

o)

ata yang dipcrolch dari penclitian ini momperlibatkan bahwa kultur mumi

Aspergillus niger Gmn 11.1 dan Batu Malang, Jawa Timur ini mampu memproduksi

Aktivitas tertinggi pada media TIT yaitu 7,8107.10™ mmol/ml/menit dengan bobot biomassa
3,8625 mg/m] selama 60 jam fermentasi dan pH-nya menunjukkan pH 3,12. Komposisi
media vang terbaik terdapat pada media LI karena pada komposisi media tersebut inulinase
memiliki aktivitas inulinase tertinggi, berarti pada media tersebut jamur mampu
memproduksi mulinase sceara maksial.

Grafik pengaruh sumber karbon terhadap aktivitas inulinasc (Gambar 5) tcrnyata
inulin merupakan induser terbaik dibandingkan sumber karbon lainnya. Aspergillus niger
selain mengandung inulinase juga mengandung invertase (Workman dan Day, 1983).
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Tingginya aktivitas inulinagse padasukrosa kemungkinan disebabkan karena yang
menghidrolisa inulin bukan hanva inulinase tetapt juga invertase. Dalam penelitian im yang
diukur hanya Kkonsentarsi gula reduksi vang terhidrolisis sehingga kita tidak dapat
menentukan enzim vang mana yang memecah mulin, karena kedua enzim terscbut dapat
menghidrolisis inulin.

Untuk menentukan enzim tersebut termasak inulinase atau invertase adalah dengan
mcngukur aktivitasnya pada substrat inulin dan sukrosa. Besarnya rasio aktivitas inulinasc
{1} dengan invertase (S) akan menentukan penggolongan enzim (Ettalibi dan Baratti cit
Zul, 1999). Jika rasio I/S >107 dinyatakan sebagai inulinase sedangkan bila I/S <10
digolongkan invertase. Tidak adanya aktivitas inalinase pada pati, selulosa dan gliserol
disebabkan karena ketiga sumber karbon ini tidak memilliki ikatan 3-2-1 fruktofuranosida
vang mampu dikenali inulinase. Sedangkan inulin dan sukrosa memiliki ikatan f-2-1
fruktofuranosida sehinggga kedua sumber karbon tersebut mampu menginduksi produksi
inulinase.

Pengaruh pH fermentasi terhadap produksi inulinase dengan variast pH 4,5; 5,0; 5,5
dan 6,0 pada temperatur 50°C menunjukkan pada pH 4,5 mampu menginduksi produksi
inulinase dengan aktivitas tertinggi 13,1228.10° mmol/ml/menit. Menurut Xiao dkk.
(1988) dengan strain yang berbeda Chrysosporium pannorum produksi mulinasc fidak
berbeda secara nyata pada pH 4,5-5,5 (15-21 unit/m!).

Perlakuan berbagai temperatur 30-50°C mampu menginduksi produksi inulinase
dengan aktivitas tertinggi. Aspergillus niger Grmm 11.1 masth mampu hidup pada
temperatur 50°C berarti jamur tersebut bersifat termotoleran. Menurut Pelczar dan Chan
(1986) temperatur optimum pertumbuhan jamur adalah 22-30°C, terutama jamur vang

bersifat saprofit.
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