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Abstrak

Siklodekstrin pada umumnya diproduksi dari pati menggunakan enzim siklodekstrin glikesil
transferase (CGTase) vang dickresikan oleh bakteri genus bacillus. Pada teknik itu, terlebih dahulu
pati harus terlebih dahulu dilakukan likuifaksi dengan atau tanpa enzim penghidrolisis disertai
pemanasan. Selanjutnva ditambahkan enzim CGT ase kedalam pati terlikuifaksi untuk sintesis
siklodekstrin. Pada penelittan iny, aktivitas CGT ase dalam sel utuh Paenibacillus macerans {(dahulu
Bacillys macerans) dikaji dan digunakan untuk untuk konversi pati menjadi siklodekstrin. Pada
bagian pertama, dilakukan: pengujian aktivitas CGT ase intraselular P macerans yang dibiakan pada
media yang mengandung pati terlarut 1 %, pada suhu berturut-turut 30, 37 dan 45°C. Pada ujt tersebut
menujukkan baliwa suhu 43 °C merupakan suhu optimnal untok sintesis enzim, dengan nilai CGT ase
intraselelar tak larut schesar 52,0 unit/g. Sel utuh bakteri yang dipanen dari biakan tersebut, sclanjutnya
diyji akuivites cnzimatiknya dan digunakan untuk konversi pati menjadi siklodekstrin. Sel utuh bakteri
digunakan secara bebas untuk konvers: pati dalam bioreaktor berpengaduk 2 L pada ragam konsentrasi
substrat pati 25-200 g/L.. pH 6.0 dan suhu 45 *C selama 60 menit. Pada proses ini perolehan (yie/d)
siklodekstrin adalah scbesar 42,6 g/l.. Pada bagian kedua. sel wtuh P macerans yang mempunyai
aktivitas CGT ase tersebut diimobilisasi dalam manik gel kaistum alginat, dan digunakan untuk produksi
sikiodekstrin sccara sinambung dalam bioreakior unggun diam (packed bed bioreactor) 1,C L pada
suhm 45 °C dan pH 6.0. Substrat (suspensi pati) dengan konsentrasi 100 g/, diumpankan pada ragam
laju dilusi 0,08-0,24 per jam. Nilai konvers: pati-siklodekstrin tertinggi (43,2 %) diperoleh pada proses
dengan iaju dilusi sebesar 0,16 per jam. Untuk menguji kemantapan biokatalis, proses sinambung ini
dioperasikan selama 30 han, dan ditujukkan bahwa kestabilan proses dapat terjaga secara baik
sampai 20 hari. Perbaikan biokatalis dan kinerja bioreaktor saat ini masih dilakukan penelitian lanjutan.

Katakunci: siklodckstﬂ;L CGT ase intraselular tak larut, Paenibacillus macerans, proses sinambung,
bioreaktur unggun diam

PENDAHULUAN membentuk struktur meiingkar seperti kue
Sikiodcktrin adalain mcrupakan donat. Berdasarkan jumlah unit glikosa
oligosakarida vang terusun atas 6. 7 atau 8 unit penvusun, siklodekstriu dipitah menjadi tiga,

glukosa anhidrat melalui ikatan (1-4) dengan yaitu alfa (6 unit), beta (7 unit) dan gamma (8
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unit) Cincin luar struktur siklodekstrin bersifat
tidak polar (hudrofobik), sedangkan bagian
dalam rongga bersifat iebih polar ( hidrofilik0
{Szeylh, 1982) Produk siklik dapai terbentuk
secara kompleks inklusi dengan semyawaan
ancrganik mawpun organik. Sifat ini
menyebabkan siklodekstrin banvak digunakan
dalam berbagai industri seperti pangan,
kosmetika, farmasi, agrokimia, serta untuk
penanganan polusi (Bender, 1986: Kaneto dan
Fumitashi, 1996; Szetjli, 1982)

Siklodekstrin pada umunya diproduksi
dari pati menggunakan enzim siklodckstrin
glikosi! transferase( cyclodextrin
glveosyltransferase, CGT ase) (Lee, et al, 1992).
Pada proses konvensional ini, terlebih dahalu
pati sebagai substrat dilakukan likuifaksi dengan
atau tanpa enzim penghidrolisis dengan
pemanasan, selanjutnya ditambahkan CGT asc
untuk sintesis pati terlikuifaksi menjadi
siklodekstrin.  (Lee dan Kim, 1992) Dengan
proses seperti itu, biaya produksi sangat tinggi
dan pencrapannya sangat terbaias Berbagi
usaha dilakukan para peneliti sntuk mempertaiki
proscs, terutama ditujukan pada penyisihan,
(screening) mikroba, pengembangan proses
tanpa mclalui likuifaksi pati, penggunaan CGT
ase imobil, serta perancangan bioreaktor khusus
(Lec dan Kim, 1991).

CCT ase mervpakan enzim
multifungsional yang mengkatalisis
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), Klebsielia sp (Bender, 1977, Lee et 21,
1992) serta spesies Baciflus alkalofilik
(Nakamura, dan Herikoshi, 1976) diketahui
scbagai penghasil enzim CGT ase yang potensial

Oleh karsna pada umumnya CGT ase
adalah enzim eckstrasclular inducible,
pendayagunaan sel utuh bakteri harus
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difokuskan pada aktivitas CGT ase intraselular.
Galur galur P macerans telah banyak diteliti
dan terbukti menghasilkan CGT ase pada fasa
pertumbuhan stasioner. Meskipun dcinikian,
aktivitas enzimatik imiraselular juga telah
dibuktikan dap teramati pada pertumbuhan
bakteri tersebut pada fasa eksponensial.
{Nagrady, etal 1995}

Pada penclitian ini, aktivitas CGT ase
intraselular tak larut diteliti pada pertumbwhan
bakteri P macerans dan selanjutnya
digayagunakan sebagai biokatalis untuk
produksi siklodekstrin dari pati ubikayu. Proses
konversi pati menjadi siklodekstrin dikaji pada
biokatalis imobil dalam bioreaktor unggun diam
(packed bed reactor.)

BAHANDANMETODE
Mikroba dan koodisi periumbuhan
Paenibacillus macerans (dahulu Bacil-
{us macerans (DSM 2892} diperoleh dari
Dentsche Sammbung von Microorganisnien und
Zell Kulturen Gmbh, Draunsweigh, Jerman
Media untuk pembikan bakteri tersusun atas
komnosisi berikut (g/L): pati terlarut 10; casition
5.0; ekstrak kbamir 5.0, KH SO, 1.0;MgSO, 7THO
0.2. pH media diator pada 7,0 sebelum sterilisasi.
Inokulum disiapkan dari biakan miring dengan
cara menginokulasikan 100 ml media dalam labu
Erenmeyer 500 mL. dan digoyang pada putaran
300 1p, pada subu 300C sciama 15 jam. Pembiakan
(kultivasi) dilakekan pada biorezktor 2,0 L
(Biostat M, Braun, Germany) dengan volume
kerja 1,5 1. Suhu 30 6C dijaga dengan thermo-
stat, sedangkaa aerasi dan agitasi diatur pada
1.0 vvin dan 300 rpm. Pertumbuhan sel dipantau
dengan pengukuran bobot kering biomassa.
Pengupian aktiviias eszim dan penetapan kadar
gula sisa dilakukan setiap selang 4 jan dengan
peugambtiian centoh cairanbiakan 3 kali 5 ml..
Sel dipanen pada fasa periumbuha cksponensial
24 jam) dan digewakan unwk penyiapan
biokatalis bebas dan imobil.
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Pengujian aktivitas CGT ase

Pengujian aktivitas CGT ase
ekstraselular dan intrasclular dilakukan pada
conloh cairan biakan mengikuti tatacara (8)
Sebanyak 0,5 mL contoh dipusing (sentrifugasi)
pada 10,000 g, subu 4°C selama 5 menit,
beningan yang diperoleh diperlakukan scbagai
contoh ekstraselular. Padatan sisa pemusingan
dicuci duakali, kemudian disuspensikan kedalam
0.5nl larutan 0.9% NaCL, dan suspensi ini
diperlakukan scbagai contoh intrasclular,

Aktivitas CGT asc diuji menggunakan
pati terlarut sebagai subsirat dengan cara
menguikur produksi siklodekstrin dengan
HPLC. Sebanyak 0.5 ml campuran pereaksi yang
mengendung contoh enzim,, 0.5% pati terlanut,
10 mm CaCl,, di dalam 0.5m L larutan 0,1 M
buffer fosfat (pH 6.0) diinkubasikan pada suhu
45°C selama 60 menit

Campuran perekasi tersebut dicelupkan
pada penangas air mendidih (boiling water bath)
selama 5 menit untuk menghentikan reaksi.
Selanjutnya ditambahkan Glucoamylase (200
mg) untuk memisahkan sisa maltooligosakarida.
Setelah penghancuran dengan glucoamylase (60
menit, 30°C) kadar siklodekstrin diukur dengan
HPLC. Satu unit aktivitas enzimatik setara
dengan 1.0 mmol siklodekstrin yang dihasilkan
oleh 1.0 g/menit pada kondisi pengujian.

Penyiapan biokatalis CGT asc

Sel P macerans dipanen pada umur 24-
jam dengan pemusngan pada 4000 rpm (4°C)
selama 30 menit. Setelah pernusingan beningan
{supernatam) dibuang dan pasta sel
disuspensikan kedalam 50 ml. larutan 0.1 M
bufer fosfat (pH 6.0).* Bickatalis diperoleh
dengan melakukan lyofilisasi. Kandungan
bomassa kering sel terliofilisasikan diperkirakan
30% (b/b) . Akuvitas CGT-ase biokatalis
beragam pada kisaran  45-150 units/mg
(Lerdasarkan bobot kering massa)
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Penyiapan imobilisasi sel

Teknik imobilisasi yang digunakan dalam
penelitian ini adalah penjerapan( entrapment )
Padatan (peilet) sel yang diperoieh
disuspcnsikan kedalam 0.1 M larutan bufer
fosfat (pH 6.0} Suspensi sel (dikrishui bobot
selnya) dan larutan natrium alginat (4 %)
disiapkan dengan larutan bufer vang sama,
selanjutnya dicampurkan masing-masing
dengan jumlah yang sama.. Manik gel terbentuk
dengan menambahkan secara perlahan-iahan
larutan kalsium klorida (1.0 %), Berbagai nisbah
scl-manik dibuat (0,05 - 0,20)dcngan mengatur
ragam konsentrasi sel (Akimarg, et al. 1991).
Selanjutnya manik vang terbentuk direndam
dalam larutan kalsium klorida selama 30 menit,
setelah itu dikeringanginkan diatas kertas sasing
selarna 2 jam. Manik alginat ini disimpan pada
suhu 4°C.

Kinetika konversi pati

Kinetika konversi pati menjadi
siklodekstrin ditentukan dengan pengukuran
1aju raksi awal pada beragam konsentrasi
substrat dalam bioreaktor berpengaduk Laju
agitasi sebesar 500 rpm digunakan pada
percobaan in1 untuk meniadakan pengaruh
perpindahan massa eksternal pada laju reaksi.

Konversi pati pada proses curah (batch)
Untuk mengetahui kirerja biokatalis,
dilakukan pengujian proses secara curah pada
bioreaktor berpengaduk 2.0 {dengan volume
kerja 1,5 L). Pada prosesini, 1,2 L. suspensi pati
(100 g/L) digunakan sebagai substrat dan
ditambahkan 5 % biokatalis (b/v). Nilai pH dan
suhu diatur masing-masing pada 6.0 dengan
penambahan H,SO, dan 45°C. Reaksi dilakukan:
sclama 1 jam, dan nilai pH diatur pada 5.8 -6.0
dengan penambahan larutan 1 N - NaGH.

Proses sinambung dengan sel imobil dalem
bioreaktor unggun diam
Proses sinambng dengan biokatalis



imobil untuk produksi siklodekstrin dari pati ubi
kayu dilakukan pada biorcaktor unggun diam
swarancang 1.0 L. Bioreaktor tid merupakan
kolom gelas (garis tengah 5.5 cm dan panjang
42,0 cm) dengan double jacket, dengan volume
kerja 850 mL diisi sdcngan ruanik gel (nisbah
sel- manik = 0,15). Mcdia steril dipasokkan
kedalam bioreaktor dengan bantuan pospa
peristaltik pada berbagai laju alir. Suhu
bioreaktor dipertahankan pada 45 °C dengan
bantuan sirkulasi air lewat jaket bagian iuar
melalui termostat. Keluaran dari bicreaktor pada
bagian atas bioreaktor ditamipung dilakukan
analisis untvk kadar pati daa siklodekstrin

Metode analisis

Penctapan biomassa dilakukan
berdasarkan teknik bobot kering. Sisa gula
dianalisis dengan HPLC Waters Model 440.
Siklodekstrin total ditetapkan dengai uji
glukoamilase menurut metode Akimaru, et al
(1991). Konsentrasi pati divkur dengan metode
Gilbert dan Spragg (19¢4).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Aktivitas CGT ase intraselclar Paenibacillus
macerans

Pada penelitian sebclumnya telah
dikeiahui bahwa sclama 40 jam pertumbuhan
P, macerans pada media pati terlarut 1%, aktivitas
CGT ase ckstraselular dapat didetcksi pada fasa
stasioner, dan terjadi peningkatan seiring
dengan habisnya pati dalam media.
(Mangunwidjaja, et al, 1998). Meskipun
demikian pada pengujian lebih lanjut, aktivitas
CQT ase intrasclular tak larut juga dapat dideteksi
pada awal {asa stasioger scbelum enzim
dickresikan ke media dan terjadi peningkatan
selama fasa stasioner dan kemudian menurun
Pengarnh suhu terhadap aktivitas CG fase juga
diuii pada 30 °C, 37 °C dan 45 °C), dan hasilnya
memuyjukkan bahwa pada suhu 45 °C sintesis
dan aktivitas enzim adalah terbaik, Pada
pertumbuhan 16 - 60 jam, sel yang sel yang

diinkubasikan pada subu 45 °C mempunyai
aktivitas sebesar 52 unit/g pada jam ke 24, serta
125 unit/g pada jam ke 36 . (Gambar 1).

Pengaruh konsentrasi sel pada aktivitas
CGT ase dalam manik gel

Untuk mengetahui aktivitas optimal
CGT ase pada scl wtuh P macerans yang
diimobilisasi dalam gel kalsium alginat,
penyiapan manik gel pada taraf nisbal sel-
manik 0,05 - 0,20 diamati, dengan meragamkan
konsentarsi sel (Mangunwidjaja, 198%). Pada
Tabel 1 disajikan profil aktivitas GCT ase pada
manik gei dengan perbedaan konsentrasi sel.
Dari hasil tersebut terlihat bahwa aktivitas enzim
meningkat pada manik gel yang kandungan
konsentrasi selnya lebih tinggi.

Dengan pembandingan pengikatan sel
tertinggi terhadap konsentrasi sel terendah,
menujukkan bahwa terjadi empat kali peningktan.
Oleh sebab aktivitas CGTase tidaklah
berhubungan secara linear dengan daya
pengikatan set oleh gel, xonsenuasisgge(tinggi
sel tidak diterapkan dalam penelitian ini.
Berdasarkan hasil tersebut, pada proses
konversi pati menjadi siklodekstrin, selanjutnya
digunakan biokatalis dengan konsentrasi sel
0,0 g/l atau mempunyai nisbah sel-manik
sebesar 0,15,

Aktivitas CGT asc biokatalis

Pada penclitian terdahulu, telah dikaji
pengaruh suhu dan pH terhadap aktivitas
bickatalis (Mangunwidjaja, et al, 1998).
Penonaktifan termal biokatalis diamati pada
kisaran 30-75°C dengan melakukan pengukuran
penurunan atau kehilangan aktivitas enzim .
Akuvitas optimum biokatalis teramati  pada
kisaran suhu 40 - 50°C Selain itu pH 6.0
merupakan nilai optimum baik untuk biokatalis
bebas atau imobil.

Kinetika kcuversi pati
Kinectika konversi pati menjadi
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siklodekstrin ditetapkan dengan pengukuran laju
reaksi awal baik untuk biokatalis bebas mapun
imobil. Laju reaksi awal (v) diukur berdasarkan
jumlah siklodekstrin yang dihasilkan olch 5 %
biokatalis dalam 100 mL larutan pati terlikuifaksi
pada kisaran 25- 200 /L. untuk waktu reaksi 1
jam pada bioreaktor berpengaduk.Data laju
reaksi awal terhadap konscatrasi substrat
disajikan pada Gambar 2 mnemperlihatkan bahwa
terjadi penghambatan konversi pada
konsentrasi subsirat yang lebih tinggi dari 100 -
125 /L.

Berdasarkan hasil tersebut, scbuah
model kinetika sederhana diusulkan untuk
penghambatan oleh substrat, pada biokatalis
CGT ase ini. Model serupa dikembangkan untuk
konversi fruktosa dari inulin Dahlia
menggunakan bioktalis sel utuh khamir

(Mangunwidjaja, 1998)

k.. W.S

1+k,S+k, S

Nilai parameter K, secara proporsional
bergavut pada aktivitas  CGTase katalis dan
menurun dengan imobilisasi. Penurunan nilai k|
oleh imobilisasi dapat dijelaskan adanya
hambatan internal difusi antarpartikel yang
semakin meningkat Nilai tetapan Michaelis
nyata ., K= I/, juga akan mengalami
penurunan pada biokatalis imobil. Terjadinya
pengaruh penghambatan oleh substrat
dinyatakan oleh tetapan 'k, = I/K K, yang
meningkat pada biokatalis imobil (Tabel 2)

Proses curch konversion konversi pati
menjadi siklodekstrin

Rerdasarkan pada hasil pendahulnan uji
kinerja biokatalis, proses curah (baich) untuk
produksi siklodekstrin daxi pati ubikayu
diterapkan pada biorcaktor berpengaduk 2.0L
(volumekerja 1,5 L) Gambar 3 menyajikan kuva
pepmebntukan siklodekstrin pada pH 6,0 dan
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sulu 45 °C menggunakan 1,2 L larutan pati
terlikuifaksi (100 g/L) sebagai substrat dan 5 %
biokatalis imobil (b/v). Analisis menggunakan
HPLC terhadap produk menujukkan bahwa
sebagaian besar komposisinya adalah a-
siklodekstrin (Gatot, 1996). Jumlah
siklodekstrin sangat dominan pada awal reaks:
dan mencapai maksimun pada jamke 10. Pada
proses curah ini dihasilkan nilai perolehan
(vield) sebesar 34- 37 g/L siklodekstrin. Dalam
sebuah kajian lain, diketahui bahwa kinerja
proses dan bioreaktor curah ini dapat
ditingkatkan dengan penambahan isopropanol
(10%) (Amran, 1995, Gatot, 1996)

”n
a-

Produksi siklodekstrin secara sinambung
pada bioreaktor unggun diam

Untuk menguyi kinerja biokatalis dalam
mengkoversi pati menjadi siklodekstrin,
dilakukan proses sinambung menggunakan
substrat ubikayu dengan biokatali P macerans
cells imobil dalam bioreaktor unggun diam pada
suhu 45 °Cdan pH 6.0. Laju alir substrat berupa
suspensi pati (100 g/L) diteliti pada ragam 68 -
204 ml/jam atau laju dilusi sebesar 0.08t00.24
per jam. Keadaan tunak (steady safe) dicapai
setelah proses dioperasikan selama 48 jam,
selanjutnya perolehan siklodekstrin pada
keluaran ditentukan. Hasil selengkapnya berupa
konversi pati dan produktivitas biorcaktor
sebagai fungsi dari iaju dilusi disajikan pada
Tabel 3

Berdasarkan liasil tersebut dapat diamati
beberapa hal sebagai berikut. Pada peningkatan
laju dilusi juga diiringi dengan peningkatan
konversi patl, vang dicapai nilai maksimunva
(43,2%) pada laju dilusi 0,16 per jam. Meskipun
demikian, kinerja ini inenurun secara drastis pada
saat proscs diterapkan pada laju dilusi 0.20 per
jam atau lebih. Dari pengamatan tersebut,
selanjutnya proscs sinambung dioperasikan
selama 30 hari pada iaju dilusi substrat 0,16 per
jam atau laju alir 136 mL/jam. Pada kondisi
operasi itu terlihat bahwa kemantapan kinerja



proses dapat dicapai sampai dengan 20 hari.
Pada proscs yang dioperasikan lebih lama.
terjadi penurunan derajat konversidar 43,2 %
menjadi 31,0 % pada hari ke 30 atau penurunan
sebesar 28 %. (Gambar 4) Produkiivitas
hioreaktor juga menurun dari 6,91 menjadi 4,96

Perbaikan proses sinamb:ung ini dapat
dilakukan dengan cara melakukan pengaktifan
kembali biokatalis, memodifikasi proses dengan
carabertahap, atau menggunakan bioreaktor lain
seperti kolom gelembung dar unggun fluidisasi-
yang saat ini sedang dalam pelaksanaan
penelitian. (Mangunwidjaja,2000). .

KESIMPULAN

Biokatalis yang dipreparasi dari sel utuh
Paenibacillus macerans yang mempunyai
aktivitas CGT ase intrasclular dapat
didayagunakan untuk konversi pati ubikayn
menjadi siklodekstrin dalam suaw bioreaktor
unggun diam.

Aktivitas CGT ase intraselular tak larut
P. macerans dihasilkan pada fasa pertumbuhan
stasioner pada suhu 45 °C setelah 24 jam. Pada
proses sinambung menggunakean sel utuh
bakteri imobil diperoich kenversi terbaik sebesar
43,2 % pada konsentrasi substrat pati 100 g/L.
dan laju dilusi 0,16 per jam. Produktivitas
biokatalis sebesar 6,91 g siklodekstrin/L per jam
dipcroleh pada kestabilan proses yang terjaga
secara mantap selama 20 hari
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