S

SEMINAR NASIONAL PATPI 2013

EPerantielmologilBaniindustrilPangan UntuldPercepatan

flercapainyaliedaulataniPangan Indonesia’
DiSponsorl0eh ™ =g ReTATIGAIRI PARISE/AHTE RAIEOODITb !

HOTEL ASTON

Jember | 26-29 Agustus 2013

Diselenggarakan Oleh:

*Patpi

Cabang ]imbu

PT. TIGA PILAR SEJAHTERA FOOD Tbk.



DAFTAR ISI

Halaman
HALAMAN JUDUE o v il i pamnss s ivs e s e A e s s =t i
HALAMAN SPONSOR oo covcioiniiiaaasisississcsss s sms s s ras s e pes oy siaam s nnn s ma s i
PEND ALY AN i i son i SR SER i wa A sk A e Sy e B R s e g8 Sl minm e i
DAETAR ST i i coiondissimsit xS ann s Nms it wichn o sp s 5 AR Bl A e m o m e e F s wawn fn e v
AT PENGRRETARY ool ot e mims o aas s sy e s e e g g e g s s o s £ s W R4S XX
SAMBUTAN KETUA PATPI PUSAT .......cccoccoiivmmnenrernmnssnnnnssasassibosiohsiissisoses XXi
SAMBUTAN KETUA PATPIJEMBER ..., podll
PIHAK PENYELENGGARA .......ccomcooneeacncnscnsomssmmen shsnssssoss samssssssiasissiiiissevr XXV
ORAL BIDANG KAJIAN MIKROBIOLOGI DAN KEAMANAN PANGAN
({20 0] =51 7 ) PO e S e U R R e 1

Aplikasi Teknologi Mikroemulsi Dalam Industri Pangan Indonesia:
Potensi Dan Regulasinya (Application Of Microemulsion Technology In
The Indonesian Food Industry: Petency And Its Regulations)

BINDAT BRI oo ns o e s B S Ve e A H RS Greits S s g S e saitels e Sk 1

Pengaruh Perendaman Chips Singkong Menggunakan Starter Bakteri
Asam Laktat Pada Pembuatan Tepung Mocaf
Asep NUFRIKMAL ... 13

Optimasi Produksi Angkak Sebagai Pewarna Alami Merah Tinggi
Lovastatin (Optimation Production Of Angkak As Natural Colorants With
High Level Lovastatin)

Medicia KartawWijaya .........cccivraviioessmmmmimmmsmivensasssasaessssssassssnmmmrssssrnnssnsns 21

Ekstraksi Dan Evaluasi Sifat Prebiotik Pectic Polysaccharides (Pp) Dari
Kulit Pisang
Nurhayati o SIS U OOt W oo e W 34

Morfologi Aspergillus Oryzae 3087 Selama Produksi Enzim Protease
Alkali Dalam Media Cair
275 o 2 o o0 =T e 0 e S NNV S e e 45



Wied 3§ 0s A (PR A0 Ca D LB oo b et et

FOLOGI Aspergillus oryzae 3087 SELAMA PRODUKSI ENZIM
PROTEASE ALKALI DALAM MEDIA CAIR

Riska Rian Fauziah', Yuwapin Dandusitapunth?

7 Teknologi Hasil Pertanian, FakultasTeknologi Pertanian, Universitas Jember,

Jember, Indonesia,

¢ Bioresources and Technology, Biotechnology Division, King Mongkut's University
of Technology Thonburi, Bangkok, Thailand

*Koresponden Autor: fauziah.rr@qmail.com/085649757168

Abstrak

vzae 3087 merupakan wild type strain kapang penghasil enzim protease alkali.
se~clitian kali ini, kapang ditumbuhkan dalam medium cair untuk mengamati
s~=n dan produktivitasnya dalam menghasilkan enzim protease. Peroses fermentasi
e o dalam fermentor kapasitas 2 L yang didalamnya terdapat medium sebanyak 1.5
s-oerasikan dengan suhu 30°C, tekanan 1.0 vvm, agitasi 700 rpm dan tidak ada
/zn pH selama proses. Objek dari penelitian ini adalah untuk mengamati
=n A. oryzae yang meliputi jumlah biomassa dan morfologi serta aktivitas
=/kali yang dihasilkan. Hasil yang diperoleh menunjukkan jumlah biomassa
= 25 g/L dengan aktivitas protease sebesar 726,15 U/mL serta morfologi yang
serbentuk filamen dan pellet dengan diameter pellet maksimum 388,96 pm. Selama
se~umbuhan, terjadi fenomena fragmentasi, pembentukan spora dan autolisis.

i - Aspergillus oryzae 3087, morfologi, prétease alkali

PENDAHULUAN

Eazim protease merupakan enzim yang potensial dan penggunaannya mencapai
berbagai jenis enzim yang tersedia di pasaran. Aplikasi enzim protease dalam
==ngat luas, misalnya digunakan dalam industri pangan, farmasi, detergen, kimia
<tr kulit. Sebagian besar industri membutuhkan enzim protease yang aktif dalam
.k =l dan sumber utama untuk menghasilkan protease alkali adalah mikroba, baik dari
.~ kamir dan kapang (Raoet al,, 1998). '

2spergillus oryzae merupakan salah satu mikroba penghasil enzim protease, kapang
-~ ini tidak menghasilkan aflatoksin sehingga digolongkan mikroba yang aman
— untuk industri pangan oleh badan kesehatan dunia (WHO) (Ward et al., 2006).
- 11998) menyebutkan bahwa A. oryzae dapat menghasilkan protease alkali, asam

o-o4uksi enzim protease dengan menggunakan mikroba dapat dilakukan dalam
==dat (solid state fermentation) maupun media cair (submerged fermentation).Pada
= produksi enzim protease di industri menggunakan media cair karena lebih mudah
m —enyiapkan media, pengontrolan kondisi fermentasi dan recovery produk (Imanaka et
*2. Begitu pula produksi protease oleh A.oryzae, dapat menggunakan media cair

=~zim yang dihasilkan bersifat ekstraseluler (Biesebeke et.al., 2002).

==rmentasi kapang dalam media cair akan menghasilkan inokulum yang berbentuk
--tas. filamen bercabang, dan dapat pula beraglomerasi membentuk gumpalan
<~ butiran (pellet) (Cui et al., 1997 Papagiani, 2004). Ukuran dari masing-masing
~ iersebut dapat berbeda-beda tergantung kondisi fermentasi yang digunakan
. =1 3/..1990; Cox et al., 1998).
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Keberadaan filamen di dalam kultur media akan meningkatkan viskositas media,
sehingga dibutuhkan agitasi yang lebih besar untuk menstabilkan media dan aerasi.
Sebaliknya, kultur yang mengandung pellet viskositasnya lebih rendah sehingga energi yang
dibutuhkan lebih sedikit (Pazouki and Panda, 2000). Oleh karena itu, inokulum yang
berbentuk pellet lebih banyak digunakan dalam fermentasi media cair (Paul and Thomas,
1998), seperti yang dilakukan dalam penelitian ini.

Faktor yang mempengaruhi morfologi kapang selama fermentasi antara lain kondisi
fermentasi, jumliah inokulum, tipe inokulum (spora atau sel vegetatif), dan umur inokulum.
Ukuran inisial inokulum inilah yang sangat mempengaruhi morfologi selama proses
fermentasi (Papagiani, 2004). Oleh karena itu, dalam penelitian ini diamati pertumbuhan A.
oryzae yang meliputi jumlah biomassa dan morfologi serta aktivitas protease alkali yang
dihasilkan.

MATERI DAN METODE
Strain Mikroba

Penelitian ini menggunakan wild type strain A. oryzae3087 yang diperoleh dari
Thailand Institute of Scientific and Technological Research. Kapang tersebut ditumbuhkan
dalam media Malt Extract Agar (MEA) pada suhu 30°C selama 5 hari, kemudian
konidosporanya (berwarna hijau) disuspensikan dalam larutan tween 80 normal saline
0.025% (v/v). Selanjutnya suspensi tersebut digunakan sebagai stok spora inokulum dalam
tahap selanjutnya.

Inokulum

Inokulum yang digunakan di dalam ferrhentorr adalah pelet, yang diperoleh dari
inokulasi 1 x 10%spora ke dalam tabung Erlenmeyer yang berisi 50 mL kompleks media.
Inokulum tersebut diinkubasi dalam shaker waterbath pada suhu 30 °C, agitasi 250 rpm
selama sehari, kemudian 150 mL pelet inokulim diinokulasikan ke dalam fermentor yang
berisi 1,5 L kompleks media (10%, v/v).

Kondisi Fermentasi

Proses fermentasi dilakukan dalam fermentor yang berkapasitas 2 L, namun pada
saat proses menggunakan kompleks media dengan volume of 1.5 L ,yang terdiri dari 10 g/L
defatted soybean, 5 g/L lactosa, 5 g/L KH,PO,dan 1 g/L casitone. Fermentor tersebut’
dioperasikan dengan suhu 30°C, aerasi1.0 vvm, agitasi 700 rpm dengan pH inisial 5.0 dan
tidak ada pengontrolan pH selama proses.

Metode Analisa
Protease alkali ditentukan dengan mengikuti metode Anson's (Anson, 1938).

Jumlah sel kering kapang ditentukan dengan mengikuti metode Cui et al. (1998) yang
menggunakanNaCl.

Diameter pellet ditentukan dengan menggunakan Mikroskop Olympus seri BX51 dan
Olympus Automatic Exposure Photo Micrographic System Model PM-10 AK.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Jumlah sel kering dan aktivitas enzim protease alkali

Selama fermentasi, jumlah sel kering dan enzim yang dihasilkan diamati setiap 24
jam. Hasil yang diperoleh seperti yang ditunjukkan pada Gambar 1.



Jember, 26-29 Agustus 2013

Dry weight (g/L)

300

Enzyme activity (L/mL)
s
3

200

100

0 24 48 72 96
Time (h)

—&+- Enzyme activity
—>— Dry weight

1.AKlivitas protease alkali (m) dan jumlah sel kering (x) kultur A. oryzae3087 yang
wan dalam 2-L fermentor yang dioperasikan dengan suhu 30°C, aerasi 1 vvm,
20 rpom dan tidak ada pengontrolan pH selama fermentasi

Serdasarkan hasil penelitian, diketahui bahwa peningkatan jumlah biomasa diikuti
meningkatnya aktivitas protease alkali. Jumlah sel kering optimal diperoleh saat
“=rmentasi berjalan 48 jam dengan jumlah 5.25+0.03 g/L dan aktivitas protease
= 00 U/mL. Setelah 48 jam jumlah sel kering dan aktivitas protease menurun, hal ini
s=rena kandungan nutrisi di dalam media telah menurun seperti yang dikemukakan
miamet al., (1999).Berdasarkan hasil ini diketahui bahwa produksi enzim protease
“ryzae berbanding lurus dengan pertumbuhannya, hasil yang sama juga diperoleh
se=neliian Kumar and Takagi (1999); Wang et al.(2005); Srinubabuet al.(2008),
et al.(2002)dan Devi et al., 2008.

' A. oryzae3087 selama proses fermentasi

wokulum yang digunakan dalam penelitian ini berbentuk pellet yang berumur 24 jam
S=meter rata-rata 280.77+38.03 pm. Selama proses fermentasi morfologi pellet
“=amati dan hasil yang diperoleh seperti pada Gambar 2 berikut:

iy r.‘.lOOpm 100pum

(B)
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Gambar 2.Morfologi' A. oryzae3087 pada pertumbuhan 24 (A), 48 (B), 72 (C), terjadiny=
autolisis (D) dan 96 jam (E) dalam 2-L fermentor yang dioperasikan dengan suhu 30°C
aerasi 1 vvm, agitasi 700 rpm dan tidak ada pengontrolan pH selama fermentasi [perbesaran
100X, kecuali (D) = 400X]

Morfologi selama pertumbuhan 0-24 jam

Berdasarkan Gambar 2A, dapat diamati bahwa morfology A. oryzae di dalam kultur
tersebut berupa pellet yang pada bagian tengahnya tampak padat dan disekelilingny=
terdapat filamen yang berbentuk seperti rambut. Diameter rata-rata pellet tersebut
291.83+73.20 pm. Selama 24 jam pertumbuhan, diketahui diamater pellet tersebut
meningkat dari ukuran sebelumnya (ukuran inokulum awal 280.77+38.03 pm). Fomina anc
Gadd (2002), menyatakan bahwa morfologi pellet ini terbentuk karena adanya agregasi dan
satu atau gabungan beberapa spora. Keberadaan padatan dalam media juga memicu
terbentuknya pellet (Liu et al., 2008). Pada penelitian ini keberadaan defatted soybean dalam
media diduga merupakan pemicu terbentuknya pellet.

Morfologi selama pertumbuhan 24-48 jam

Berdasarkan Gambar 2B., diketahui morfologi pellet tampak semakin padat pada
bagian inti dan disekelilingnya terdapat filamen yang berbentuk seperti rambut. Diameter
pellet meningkat selama pertumbuhan dari 24 jam ke 48 jam. Diketahui diameter pellet rata-
rata 388.96+35 um. Menurut Oncu et al.(2006), agitasi yang terjadi di dalam fermentor akan
menyababkan agregasi sehingga semakin lama pertumbuhan, morfologi pellet akan semakin
padat.

Morfologi selama pertumbuhan 48-72 jam

Pada saat ini diameter pellet rata-rata diketahui 278.16+87 pm. Seperti yang tampak
pada Gambar 2C., diameter pellet pada 72 jam ini ukurannya lebih kecil daripada pada-saat
pertumbuhan 48 jam. Agitasi yang besar didalam fermentor juga akan mengganggu agregasi
hifa sehingga semakin lama pertumbuhan, filamen seperti rambut yang mengelilingi pellet

48
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®=repas. Hasil serupa juga ditemui dalam penelitian Oncu et al, (2006) yang
ti pertumbuhan A.soaje dalam memproduksi enzim pektinase.

Dzlam Gambar 2C, juga dapat diamati adanya spora dalam kultur. Hal ini
wikan bahwa di dalam media cair A. oryzae 3087 juga mengalami sporulasi. Hal
waa ditemukan oleh Galbraith and Smith (1996), yang meneliti tentang pertumbuhan
Dalam penelitiannya, diketahui bahwa pembentukan spora oleh A. niger terjadi pada
45 dan 72 jam pertumbuhan.

v=ng terdapat dalam kultur dalam penelitian ini berbentuk oval dengan diameter rata-
~ um. Hal serupa ditemukan oleh Wicklow (1984) dan Alexopoulus et al. (1996), yang
kan bahwa spora dari Aspergillus berbentuk oval dengan diameter antara 4-8 pym,
warna kuning kehijauan.

=roses autolisis terjadi pada filamen A. oryzae 3087 pada pertumbuhan 72 jam. Hal
wikkan pada Gambar 2D. Papagiani(2004) dan Oncuet al. (2006) mengemukakan
ag:tasn di dalam fermentor menyebabkan hifa dan miceliumterputus dan ini
«2n salah satu faktor penyebab terjadinya autolisis. Selain itu, autolisis diduga terjadi
umur kapang sudah tua dan enzim protease yang dihasilkan oleh kapang ini
=okan lisis sel.

y during 72-96 hours

—asarkan hasil penelitan pada Gambar 2E, diketahui bahwa diameter pellet
«ecil dari sebelumnya. Diameter pellet rata-rata pada saat pertumbuhan 96 jam
254 .48%+34.13 ym. pada gambar tersebut tampak bahwa kepadatan pellet semakin
dan filamen seperti-rambut yang mengelilinya sudah tidak terlihat lagi. Hal ini
=n karakteristik terjaginya autolisis (Park et al 2002). Jumlah spora di dalam kultur
a2k semakin banyak..

KESIMPULAN

“zsarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa produksi enzim protease oleh A.
2027 berbanding lurus dengan pertumbuhannya, dimana mencapai titik optimum pada
umbuhan 48 jam. Selama proses fermentasi dalam media cair, morfologi yang
cerbentuk pellet dengan dikelilingi filamen yang menyerupai rambut. Autolisis dan
wxan spora oleh kapang ini terjadi pada saat pertumbuhan 72 jam. Berdasarkan hasil
dilakukan penelitian lebih jauh mengenai mekanisme terjadinya sporulasioleh A.
2057 di dalam medium cair.
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