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Abstrak 
SikJodekstrin pada umumnya diproduksi dari pati menggunakan enzim siklodekstrin g1ikosil 

transferase (CGTase) ~'ang diekresikan oleh bak"teri genus bacillus. Pada teknik itu, terlebih dahulu 

pati hams terIebih dabulu dilakukan Iikuifaksi dengan atau tanpa enzim penghidrclisi'i disertai 

pemanasan, Selanjutnya ditambahkan enzim CGT ase kedalam pati terlikuifaksi untuk sintcsis 

siklodckstrin. Pada pcnelitian ini, aktivitas CGl ase dalam sel utubPaenibacillus macerans (dahulu 

Bacillus macerans) ilikaji dan digunakan untuk untuk konversi pati menjadi sikIodekstrin. Pada 

bagian pcrtama, dilakukah pengujiaIL aktivitas CGT ase intraselular P. maceansyang dibiakan pada 

media yang mcngandungpati terlarut 1 0/0, pada sullu berturut-turut 30,37 dan 45"C. Pada uji tcrsebut 

menujukkan bahwa suhu 45 "C merupakan sullu optimal untuk sintcsis enzim, dengan nilai CGT ase 

intrascIclar tak lamt scbcsar 52,0 unit/g. Sel utuh balrteri yang dipanendari biakan tersebut, selanjumya 

diuji aktivit2s cnziIl1atikn)'3 dan digunakan untuk kOliversi pati menjadi sikIodekstrin, Sel utuh baktcri 

wglmakan secara bcbas Ulltuk kunversi pati dalam bioreaktor berpengaduk 2 L pada mgam konsentrasi 

substrat pati 25-200 gIL, pH 6,0 dan suhu 45 pC selama 60 meniL Pada proses ini perolehan (yield) 

siklodekstrin adalah sebcsar 42,6 gIL. Pada bagian kedua, scI utuh P macerans yang mempunyai 

aktivitas CGT ase tersebut diimobilisasi dalam manik gel kalsium al~ dan digunakan untuk produksi 

sikiodekstrin sccara sinambullg dalam bioreaktor unggun diam (packedbedbioreactor) 1,0 L paua 

SUJIU 45 ·C dan pH 6,0. Substrat (suspensi pati) dengan konsentrasi 100 gIL diumpan:kan pada ragam 

Iaju dilusi 0,08-0,24 perjam. Nilai konversi pati-siklodekstrin tertinggi (43,2 %) diperoleh pada proses 

dengan i~iu dilusi sebesar 0, 16 perjam. Untuk mcng..yi kemantapan biokatalis, proses sinambung ini 

dioperasikan selama 30 bari, dan ditujukkan bahwa kcstabi!an proses dapat teIjaga secara baik 

sampai 20 hali. PeIbaikan biokatalis dan kincIja bioreaktor saat ini masih dilakukan penelitian Ianjutan, 

. 
Katakuod: siklodckstrin, CUT ase intraseIuIar tak larut, Paenibacillus macerans, proses sinambung, 

biorcaktur unggun diam 

PENDAHULUAN membentuk struktur meiingkar seperti kue 
Sikiodcktrin adalail mcrupakan donal. Bcrdasarkan jumlah unit gInkosa 

oiigosakarida y:lllg tcrusHn alas 6. 7 atau 8 unil penyusuil, siklodekstrin dipilah mt:njadi liga, 
glukosa anhidrat melalui ikatan (1-4) dengan yaitu alfa (6 unit), beta (7 unit) dan gamma (8 
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unit) Cinein lnar struktur siklodekstrin bersifat 
tidak polar (hudrofobik), sedangkan bagian 
dalarn rongga bcrsifat iehih polar ( hidrofilikO 

(Szetjli, 1982) Prod uk siklik dapat terbentuk 

seeara kompleks inklusi dengan senyawaan 

ancrganik maupun organik. Sifat If!i 

menyebabkan siklodekstrin banyak digunakan 

dalarn berbagai industri seperti pangan, 

kosmetika, fannasi, agrokimia, serta untuk 

penanganan polusi (Bender, 1986: Kaneto dan 

Fumitashi, 1996; S:zetili, 1982) 

Siklotlekstrin pada umunya diproduksi 
dan pati menggunakan enzim siklod~kstrin 

glikosil transferase( eyclodextrin 

gJycosyltransferasc. CGT ase) (Lee, et ai, 1992). 
Pada proses konvensional ini, lerlebih dahuJu 
pati sebagai substrat dilakukan likuifaksi dengan 

atau tanpa enzim penghidrolisis dengan 
pemanasan, selanjutnya ditambahkan CGT ase 
untuk sintesis pati terlikuifaksi menjadi 
siklodekstrin. (Lee dan Kim, 1992) Dengan 
proses seperti itu, biay:! p:-oduksi sangat tinggi 
dan penerapannya sangat tcrbai.as Berbagi 

usal13 dilakukan para pene1iti untnk memperOOiki 
proses, terutama ditujukan pada penyisihan. 
(screening) mikroba. pengembangan proses 
tanpa mclalui likuifaksi pati, penggunaan CGT 
ase imobil, serta peraneaIlgan bioreaktor klmsus 
(LeedanKim, 1991). 

CaT ase mCfl!pakan enzim 
multifungsional yang mengkataiisis 
pembentukan siklodekstrin dari pati . Beberapa 

spesies bakteri terutama Paenibacillus 
macerans (dahulu Bacillus macerans) 
(Kitahata dan Tsuyama. 1974), Bacillus 
circulans(Pongsawadi dan Yagiswa, 1987)and 
Bacillus megaterium (Kitahata, dan Okada 

1976), Klebsiella sp (Bender, 1977, Lee et aI, 
1992) serta spcsies Bacillus alkalofilik 
(Nakamura, dan Herikoshi, 1976) diketahui 

sebaga! penghasil enzirn CGT ase yang potensia! 

Oleh karena pada umurnnya CGT asc 
adalah enzim ekstrasclular inducible, 
pendayagunaan sel uluh bakteri hams 
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difokuskan pada aktivitas CGT ase intraselular. 

lJ31ur galur P macerans telah banyak diteliti 
dan terbukti menghasilkan CGT ase pada fasa 

pertumbuhar. stasi;:mer. Meskipun ucmikian, 

aktivitas enzimatik itl.traselular juga telah 

dlbuktikan dan ternmati pada pertumbuhan 

baktcri tersebut pada fasa eksponensial. 
(Nagrady, et all995). 

Pacta penelitian ini, aktivitas CGT ase 

intraselular tak Jarut ditditi pada pertumbn han 

bakteri P macerans dan selanjutnya 

digayagunakan sebagai biokatalis untuk 
produksi siklodeb1rin dari pati nbikayu. Proses 

konversi pati menjadi siklodekstrin dikaji pada 

biok!lf:-dis imobil Ualam biOIeak1.or unggun diam 
(packed bed reactor.) 

BAHANDANMEIUDE 
Mikroba d3l! Imodisi periumbuhan 

Paenihacillus macerans (dahulu Bacil­
lU:i macerans (DSM 2892) diperoleh dari 

Dentsehe SammIungvOIl Microorganisnlen und 
Zell Kulturen Gmbh, Braunsweigh, Jerman 

Media unhlk pemh"mn bakt~ri tersusun atas 
komrosisi bef1Jmt (giL): pati tcrIarut 10; casition 

5.0; ekstrakkt.;:mllr 5.0; lCI-\SO4 1.0;MgS0
4
7HP 

0.2. pH mediadiaturpada 7,0 sebelum sterilisasi. 
Inokulum disiapkan dari biakan miring dengan 
earn meilginok:nlasihn 100 m1 media dalam !abu 

Erenmeyer 500 m.L, dan dlgoyang pada putaran 

3OOIp,pada suhu3OoC~iama 15jam. Pembiakan 
(kultivasi) dilakukan pada biorC3ktor 2,0 L 

(Biostat M, Braun, Geml3DY) dengan volume 
keIja 1,5 L. Suhu 30 oC dijaga dengan thermo­

stat, sedangkail aerasi dan agitasi dialur pada 
1.0 V\-1ll dan 300 IpID. Pertumbuhan sel dipantau 

dengan pengukuran 00001 kering biomassa. 

Pengl~jian akti-,ir.asenLim dan penefapan kadar 
guJa sisa dilakukan s*:1iap selang 4 jaln dengan 
peltgambil:m ccntoh cairanbiakan 3 kali 5 mL. 
SeI dipanen pada fa~ pertumbuha ck<:pcnensial 

(24 jam) dan digullakan umuk pcnyi<lpan 
bioka!alis behas dan imobil 

http:biOIeak1.or
http:tcrbai.as


Pengujian akth'itas CGT ase 
Pengujian aktivitas CGT asc 

ekstrasclular dan intraselular dilakukan pada 
contoh cairan biakan mengikuti tatacara (8) 

Sebanyak O,S mL contoh dipusing (sentrifugasi) 
pada 10,000 g, sullu 4°C selama S rucni!, 
bcningan yang dipcroleh diperlakukan scbagai 
contoh ekstraselular. Padatan sisa pemusingan 
dicHCi duakali, kcmudian disuspcnsikankcdalam 
(l.S ml lamtan 0.9% NaCL, dan suspensi ini 
diperlakukan sebagai contoll intraselular. 

Aktivitas CGT asc diuji menggunakan 
pati tcrlamt sebagai substrat dengan cara 
menguikur produksi siklodckstrin dengan 
HPLC. Sebaoyak O,S mL eampuran pcreaksi yang 
mcng?udung eontoh enzim" O.S% pati teriamt, 
10 mm CaCI

2
, di dalam O. S m L lamtan 0, I M 

buffer fosfat (pH 6.0) diinknbasikan pada suhu 
4SoC selama 60 menit 

Campuran perekasi terscbut dicclupkan 
pada pCllangas air mendidih (boiling water bath) 
selama S mcnit untuk menghcntikan rca1~si. 
Selanjutnya ditambahkan Glucoamylase (200 
mg) unluk tncmisahkan sisa maltooligosakarida. 
Setelah penghaneuran dengan glueoamylase (nO 

menit, 30 "C) kadar siklodekstrin diuknr dengan 
HPLC. Satu unit aktivitas enzimatik setara 
dcngan 1 0 mmol siklodekstrin yang dihasilkan 
oleh 1.0 g/menit pada kondisi pengujian. 

Penyiapan biokatalis CGT as<: 

Sel P macerans dipanen pada umur 24­
jam dengan pemusngan pada 4000 rpm (4°C) 
selama 30 meDit. Setelah pemusingan beDingan 
(supernatam) dibuang dan pasta sel 
disuspensikan kedalam SO mL larulan 0.1 M 
bufcr fosfat (pH 6.0).' 8iokatalis Qiperoleh 
dengan melakukan Iyofilisasi. Kandungan 
boma"sa kering scI terliofilisasikan dipcrkirakall 
30% (bib) . Aluivitas CGT-ase biokatalis 
beragam pada kisaran 45-1S0 units/rug 
(Lcrdasarkan bobot kering massa) 

Pellyiapan imobilisasi .'iel 
Tcknik imobilisasi yang digunakan dalam 

penelitian ini adalah penjerapan( entrapment.) 
Padatan (pellct) sel yar.g d ipcroh:h 
disuspcnsikan kcd3lam OJ M larutan bufcr 
fosfat (PH 60) Suspensi scI (diknshui bobot 
selnya) dan lamtan natrium alginat (4 %,) 
disiapkan dengan larutan bufer yang sama, 
sclanjutnya dicampurkan masing~masing 
dengan jumlah yang sarna,. Manik gel terbentuk 
dcngan menambahkan secara perlahan-Iahan 
larutan kalsium klorida (1.0 %). Berbagai nisbah 
scl-manik dibuat (O,OS - O,20)dengan mengatur 
ragam konsentrasi sel (Akimam, ct al. 1991). 
Selanjutnya manik yang tcrbcntuk direndam 
dalam lamtan kalsium klorida sclama 30 meDit, 
setelah itu dikeringanginkan diatas kertas saring 
selama 2 jam. Manik alginat ini disimpan pacta 
suhu 4°C. 

Kinetika kODversi pati 
Kinctika konvcrsi pati menjadi 

siklodckslrin ditentukan dengan pcngllkuran 
bju raksi awal pada bcragam konsentrasi 
substrat d:llam bioreaktor berpengaduk Laju 
agitasi sebesar SOO rpm digunakan pada 
pcrcobaan ini untuk meniadakan pCllgaruh 
perpindahan massa ekstemal pada laju reaksi. 

Konversi pati pada proses cumh (batch) 
Untuk mcngctahui kineIja biokatalis, 

dilakukan pengujian proses secara eUTah pada 
bioreaktor berpengaduk 2,0 (dcngan volume 
keIja 1,5 L). Pada proses ini, 1,2 L suspensi pati 
(100 gIL) digunakan sebagai substrat dan 
ditarubahkan S % biokatalis (b/v). Nilai pH dan 
suhu diatur masing-masing pada 6.0 dengan 
pcnanlbahan H S0 dan 4S"C. Rcaksi dilakukan. 

2 4 

sclarua 1 jam, dan nilai pH diatur pada 5.8 - 6.0 
dcngan pcnambalian larutan 1 N - NaOH. 

Proses sinambul1g dengau !ie/ inwbil da/{!m 
bioreu/,:tor UllggUfI diml1 

Proses sinambng dengau biokatalis 
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imobil untuk produksi siklodckstrin dari pati ubi 
kayu dilakukan pada biorcaktor unggun diam 
swarancang i,0 L Bioreaktor iin mcrupakan 
kolom gelas (garis tengah 5,5 em dan panjang 
42,0 em) dengan dOl!blcjacket, dcngan volume 
kcIja 850 mL diisi sdcngan lUanik gel (nisbah 
sel- manik 0, i5). Media steril dipasokk2n 
kcdalam bioreaktor dengan bantuan po.mpa 
peristaltik pada berbagai laju aliT. Suhu 
biorcaktor dipertahankan pada 45°C dengan 
bantuan sirkulasi air lewat jaket bagian luar 
meialui termostat. Keluardn dari bioreaktorpada 
bagian atas bioreaktor ditampung dilclrukan 
analisis untuK kadar pati dan sikIcdckstrin 

Metode anal!sis 
Pcnetapan biomassa dilakukau 

bcrdasarkan teknik bobot kering. Sisa gula 
dianalisis dcngan HPLC Waters Model 440. 
Siklodckstrin total ditetapkan dengan uji 
glukoamilase menurut mctode Akimaru, et al 
(1991 ). Konscntr.Jsi pau diukur dcngan metode 
Gilbert dan Sprngg (19(,4). 

HASILDANPEMBAHASAt'l{ 
AI..'initas CGT ase intraselcbh Paenibacillus 
macerans 

Pada penelitian sebelumnya tclah 
dikeiahui bahwa selama 40 jam pertumbuhan 
P. macerans palla media pati terlarut 1%, aktivitas 
CGT ase ekstmselular dapat dirleteksi pada fasa 
stasioller, dan terjadi peningkatan sciring 
dcngan habisnya pati dalam media. 
(Mangunwidjaja, ct ai, 1998). Meskipun 
demikian pada pcngujian lebih Ian jut, aktivitas 
CGTase intraseIuIar tak larutjuga dapat dideteksi 
pada aWill fasa stasiO\ler sebelum cnzim 
diekresikan ke media dan terjadi peningkat£m 
selama fasa stasioncr dan kcmudian menumn 
Pcngaruh suhu terh<!dap aktivitas CGfasc juea 
diuji pacta 30 cC, 37 "e dan 45 "C), dan hasilnya 
mcnllilJukkan bahwa pada suhu 45 0(: sintcsis 
dan aktivitas cnzim adalah tcrbaik, Pada 
pertumbuitan 16 - 60 jam, sel yang scI yang 

diinkubasikan pacta suhu 45"C mempunyai 
aktivitas scbesar 52 WlitJg pacta jam kc 24, scrta 
125nnitigpadajamkc36 , (Gambar I). 

Pengaruh konscntrasi sci pada aktilitas 
CGT ase dalam manik gel 

Untuk mengetahui aktivitas optimal 
CGT ase pacta sci utuh P. macerans yang 
diimobilisasi dalam gel kalsium alginat, 
penyiapan manik gel pada taraf nisbah sel­
manik 0,05 - 0,20 diamati, dengan mer.Jgamkan 
konscntarsi sel (Mangunwidjaja, 198R). Pada 
Tabel 1 disajikan profil aktivitas GCT asc pada 
m:mik gei dcngan perl>edaan konsentrasi seI. 
Dari ~il tersebut tcrlihat bahw3 aktivitas enzim 
meningkat pada manik gel yang kandungan 
konsentrasi selnya lcbih tinggi. 

Dcngan pembandingan pengikatan sel 
tcrtinggi terhadap konscntrasi sci tcrendah, 
menujukkan hahwa tetjadi empat kali peningktan. 
Olclt scbab aktivitas CGTase tidaklah 
berhubungan seeara lincar dengan daya 
pengikata.fl sci oleh gel, konscntras~eIJinggi 
sci tidak cliterapkan dalam penclitian inL 
Berdasarkan hasil tersebut, pacta proses 
kOJ!vers! pati mcnjadi siklodekstrin, sel~jUlflya 

digunakan biokatalis dengan konsentrasi sel 
6,0 giL alau mcmpunyai nisbah sel-manik 
scbcsarO,15. 

Aktivitas CGT 3.'iC biokatalis 
Pada pcnelitian terdahulu, telah dikaji 

pengaruh suhu dan pH tcrhadap aktivitas 
biokatalis (MangUfl\vidjaja, et ai, 1998). 
Penonaktifan temml biokatalis diamati pada 
kisaran 30-75"C dengan melakukan pengukuran 
penurunan atau kehilangan aktivitas enzim . 
.A.ktivjtas optimum biokatalis teramati pada 
kisaran suhu 40 - 50Q C Selain jtu pH 6,0 
m~ruVakan l!ilai optimum bellk Wltuk bioka/ulis 
bebas atau imobil. 

Kinetika kGln'ersi I)ati 
Kinetika konversi pati mcnjadi 
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siklodekstrin ditetapkan dengan pcngukuran laju 
reaksi awal baik untuk biokatalis bcbas mapun 
imobiL Laju reaksi awal (v) diukur berdasarkan 
jumlah siklodekstrin yang dihasilkan olch 5 % 
biokatalis ctalam 100 mL lartltan patj terlikuiLmi 
pada kisaran 25- 200 gIL untuk waktu reaksi 1 
jam pada biorcaktor bcrpengaduk,Di:ita laju 
reaksi awal terhadap konscntrasi substrat 
disajikan pacta Gambar 2 memperlihatkan bahwa 
terjadi penghambatan konversi pada 
konsentrdsi subsirat yang lebih tinggi dari 100­

125 gIL. 
Berdasarkan hasil tcrsebut, scbuah 

model kinetika sederhana diusulkan untuk 
penghambatan oleh substrat, pada biokatalis 
CGT ase iill. Model serupa dikembangkan untuk 
konversi fruktosa dari inulin Dahlia 
menggunakan bioktalis scI utuh khamir 
(Mangunwidjaja, 1999) 

k.W.S 

Nilai parameter k, secara proporsional 
berga)ut pada aktivitas CGTase katalis dan 
menurun dengan imobilisasi. Penumnan nilai kl 
oleh imobilisasi dapat dijelaskan adanya 
hambatan internal difusi antarpartikel yang 
semakin meningkat.Nilai tetapan Michaelis 
nyata ., Km I1k2juga akan mengalami 
penurunan pada biokatalis imobil. TcIjadinya 
pengaruh penghambatan olch substrat 
dinyatakan olch tetapan . kJ '" 1IKmKi yang 
meningkat pada biokatalis imobil (TClbel 2) 

Proses curah konversion krJnversi pati 
menjadi siklodekstril1 

Berdasarkan pada hasH pcndahulllan uji 
kinel]a biokatalis, proses curah (bCltch) untuk 
produksi sikIodckstrin dal i pati ubikayu 
diterapkan pada bion:aktor berpengClduk 2.0 L 
(volumekeIja 1,5 L) G"mbar3 meny~iikanklUya 
pepmcbntukan siklodckstrin pada pH 6,0 dan 
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suhu 45°C menggunakan 1,2 L larutan pati 
terlikuifaksi (100 gIL) sebagai substrat dan 5 %, 
biokatalis imobil (b/v), Analisis mengguni!kan 
HPLC terhadap produk menujukkan bahwa 
sebagaian besar komposisinya adaluh a­
siklodekstrin (Gatot. 1996). lumlah a­
siklodekstrin sangat dominan pada awal reaks! 
dan mencapai maksimun pada jai'u ke 10. Pada 
proses curah in! dihasilkan nilai perolehan 
(vield) sebesar 34- 37 gIL siklodekstrin. Dalam 
sebuah kajian lain, dikelalmi bahwa kineIja 
proses dan bioreaktor cur~h ini dapa! 
ditingkatkan dengan penamhahan isopropanol 
(10%) (Amran, 1995, Galot, 1996) 

Produbi siklodekstrin secara sinambung 
pada bioreaktor unggun diam 

Untuk menguji kinerja biokatalis ctalam 
mengkoversi pati menjadi siklodekstrin, 
dil:!.kukan ptoses sinambung menggunakan 
substrat ubikayu dcngan biokatali P macerans 
cells OOobil dalam bioreaktor unggun diam pada 
suhu 45°C dan pH 6.0. Laju aliT substrat berupa 
suspensi pati (100 gIL) ditehti pada ragam 68­
204 mL(jamatau lajudilusi sebesar 0.08 to 0.24 
per jam. Keadaan tunak Meady sate) dicapai 
setelah proses dioperasikan selama 48 jam, 
selanjutnya perolehan siklodekstrin pada 
keluaran ditentukan. HasH selengkapnya berupa 
konversi pati dan produkHvitas biorcaktor 
sebagai fungsi dari laju dilusi disajikan pada 
Tabel3 

Berdasarkan hasil tersebut dapat diamati 
beberdpa hal sebagai berikut. Pada peillngkatan 
laju dilusi juga diiringi dengan peningkatan 
konversi pati, yang dicapai nilai maksimunya 
(43,2(Y~)pada lajudilusi 0,16 perjam. Meskipun 

demikian, kineIja ini menurun seeara drdStis pada 
saat proses diterapkall pada laju dilusi 0,20 per 
jam atau lebih. Dari pengamatan tersebut. 
seJanjutnya proses sin:lmbung dioperasikan 
selama 30 hari pacta iaju dilusi substrat 0)6 per 
jam atau laju alir j 36 mL~jam. Pada kondisi 
operasi itu terlihat bahwa kemantapan kincI:ja 



proses dapat dicapai sampai dengan 20 hari. 
Pada proses yang divperasikan lcbih lama, 

teljadi penurunan derajai konversi dari 43.2 'X, 
menjadi 31 ,0 %. pada han ke 30 alau penu!"J;;an 

sebesar 28 %. (Gambar 4) Produktivitas 

hioreaktorjuga menU! undari 6,91 menjadi 4,96 
Perbaikan proses sinambung ini dapa! 

dilakukan dengan cara melak-ukan pengaktifan 

kembali biokatalis, memodifIkasi proses uengan 

cam bertahap, atau menggunakan bioreaktor lain 
scperti kGlom gelembung dan unggun fluidisasi­

y:wg saal ini sedang dalam pelaksanaan 

penelitian. (Mangun~~djaja,2000).. 

KE'SII\1I'UlAN 
Biokatalis yang dipreparasi daTi sci utuh 

Paenibacillus macerans yang mempunyai 

aktivitas CGT ase intraselular dapat 

didayagunakan untuk konversi pati ubika}ll 
menjadi siklodekstrin dalam suam bioreaktor 
unggun diam. 

Aktivitas CGT ase intraselular tak lamt 
P. macerans dih;]silkan pada fasa pertumbuhan 

stasioner pada suhu 45°C sctelah 24 jam. Pada 

proses sinambung menggunabn sel utuh 
bakteri ir.lObil diperoieh kcnversi tetbaik sebesar 
43,2 % pada konsentrasi substrat pati 100 gIL 
dan laju dilusi 0,16 per jam. Produktivitas 
biokatalis sebesar 6,91 g sikJodekstrinIL pt:f jam 

dipcrolch pada kestabilan prcses yang terjaga 
secara mantap selama 20 hari 

PENGHARGAAN 
Sebagian dari pcnelitian iill dibiayai oleh 

D,;wan Riset Nasiona1 mclalui Proyek RUT 
(Riset TJnggulan Terpadu) 1. Penul!s 
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