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ABSTRAK

Kulat berworna hitam dori genus Aspergillus sp.
telah diasingkan dari ladang ubikoyu dan oktiviti penguroian
konji oleh enzim vyong diekstrok dori kulat tersebut
ditentukan. Kulat ini telah dikenalpasti sebogoi Aspergillus
sp. . Beberapa parometer untuk mengoptimakan keodaan
fermentaosi ditentukan dengan pengkulturan dalam kelalang
bergoncang. Pengasingan enzim dari kultur dijalonkan melalui
turus kromatografi pertukoran ion DEAE-Sefaros.

Kajion awal ke otos paraometer pertumbuhan kulat
ini telah dijalankan don menunjukkan oktiviti enzim
glukoomilase yang boleh menguraikon kanji wmentah adalah
tinggi opebila menggunaokan kepekatan substrot dan nutrien
yang tinggi.
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PENGENAL AN

Di Malaysio kanji ubikayu merupakan sumber karbohidraot yaong
boleh didapati dengan banyak dan harga yang muraoh.
Penggunaannya sebagai bahon mentah di dalom industri
makanan, kertas dan tekstil merupokan kegunaon utama kanji
pada masa ini. Wolau bagaimanapun kegunoan kanji di dalom
sektor vyang lain masih pado tahap minima. Potensi kanji
yang lebih meluos honya akan terserlah apabila kanji menjadi
bahan mentah untuk industri kimio don industri yang
berkaitaon.

Kanji berupaya menawarkan kemungkinan hasil terbitan yang
luas melalui proses pengubahsuaian somada melolui sintesis
kimia otou secaora biologi. Spektrum hasil terbitan daripocda
kanji termasuk sebogai substrat penopaian metcbolit utama
dan sekunder, pembuatan alkil glukosido, glukosida ester,
asid glukorik dan lain-lain lagi. Alkil glukosida merupakan
pohan perantaoroan di dolaom pembuotan pengemulsi biorosot dan
tak perengsa khusus untuk formulasi kosmetik, farmosi dan
bohan permukoan. Sementora asid glukorik merupahan agen
ontiendapan semula dan kuasa pencuci yong berpotensi sebagai
detergen biorosot (Koch,1988).

Jika dibandingkon dengan selulesa, kanji masih don tetop
aokan menjadi pilihan utoma sebagel sumber sakarida untuk
tahun-tohun yang akon datang. Salah satu faktor utama iclch
proses hidrolisis selulosa masih jauh dari optimo dan harga
selulosa yong bebas dari lignin, lignoselulesa dan
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dan bahan permukaan. Sementara asid glukorik merupokan agen
antiendapan semula dan kuasa pencucil yong berpotensi
sebagai detergen biorosot (Koch, 1988),

Jika dibondingkan dengan selulosa, kanjl masih dan tetap
okan menjadi pilihan utamao sebogol sumber sokarida untuk
tahun-tahun yang akon datang. Salah sotu foktor utamo ialoh
proses hidreolisis selulose masih jouh dari optima dan horga
selulosa yang bebas dari lignin, lignoselulosa dan
hemiselulosa adalwh lebih duoc kali ganda hargo kanji. Poda
masa ini hargo pasaron dunia selulosa ioloh 594-627 ECU
( unit matowang Eropch ) berbanding hargo kanji hanyo 250-
300 ECU {Rexen, 1988).

Poda mosa ini langkah pertama di dolom teknolegi penukoran
kanji ialah proses hidrolisis konji di mana glukosa
merupakan hosil yang terpenting keroana ianya menjodi paksi
pengubohbentukan kepudo hasil bernilail tinggi. Pengunaon
enzim di dalam proses hidrolis adaloh meluas tetapi ruang
untuk pengoptimuman masih terbukao luas. Sebagai contoh
pengunaan enzim yang lebih berkesan bolsh mengorah kepada
proses yang lebih ekonomi dan hasil sepertl yang
dikehenduki. Salah satu caro ialaoh dengon menggunakan enzim
yang mompu menguraikan kenji mentah di mana proses
penggelatinon poda suhbu tinggl tidok diperlukan.

Penyelidikon yong sedong dijolankan merupaokan langkah
pertama untuk membangunkon sistem penukaron kanji mentaoh
tanpo melalui proses penggelatinan. Kertas inil menerangkan
keputusan awol ujikaji penguraion kanji mentah dengan
menumpukaon kepada pengoptimuman parometer.
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BAHAN DAN KAEDAH

Mikroorganisma

Kulot Aspergillus sp. didaopati dari simpanon yang telah
diasingkan doripada ubikayu di sekitaran.

Bohan Kimia

Tepung kanji ubikayu dan bahan kimiao yang loin didapaoti
secara komersioal,

Pengkulturan

Kultur cecair medium asos mengandungi 10% (w/v) tepung
konji yong disterilkan berasingan, .75 gram (NH.),HPO, .
0.1g MgS0,.7H,0, 0.15g KHy PO, 0.3g Nay PO, , 0.7g KC1
dan 0.4g ekstrak yis dalem 150 ml cir suling, ph 3.%. Spora
dan sel vegetatif yang ditumbuhkan di otas PDA diombil dan
diinokulat ke dalom medium vyang terdapat di dalam kelalong
goncangen 250 ml. Pengkulturan dijalonkan pada 35°¢
dengan 200 psm.
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Penyediaan Cecair Kultur

12 ml sampel diambil dari tiap kelalang dan diempar pada
6000 psm selama 20 minit don superncton diombil sebagoi
penyedican ekstrok kasar enzim.

Penghasilon enzim glukoamilose

Sampel enzim dilelukon dalam turus kromotogrofi pertukaran
ion DEAE-Seforos dan dielut dengan penimbal posfat 0.05 M.
Froksi-fraksl dikumpulkon dan fraksi yang mengoendungi
kepekatan protin yang tinggi diossoci untuk menentukan
aktiviti protin,

Penentuan aktiviti enzim

Jumloh isipodu tindakbaolas enzim substrat untuk pengasscicn
adalch 3 ml, iaitu terdiri daripado 100 mg konji mentah
yang dimosukikon ke dolam 2.0 ml penimbol sitrot-fosfot 0.0%
M, pH 3.5 dan 1 ml sedican enzim. Ujion kowalan dibuat
dengan menggunakan bohan-bahan yong samo kecucli 100 mg
konji diganti dengan 0.1 m}) air suling.

Penentuan gula penurun

Ini dilokukon dengan kaedah Asid Dinitrosalisolik (DNS) di

mona reagent DNS dicampurkan dengan cecair dari pengassaion
dan air suling sebelum dikukus dolom pengukus 100°C selama

15 minit. Nilai penyeropan ditaco pado joraok gelombong 575

nm.
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Penentuan protin larut

Jumlah protin lerut di dalom sompel di tentukan dengan
nilai penyerapan padao jarak gelombang 280 nm dengan
menggunakan ‘Bovine Serum Albumin® sebagai protin piowai.

HASIL DAN PERBINCANGAN

Berdasarkan kuoedoh yong telah diterangkan di dalam ujikaji
awalan ini, tiga kepekatan substrat icitu 5%, 10% dan 15%
(v/v) dan tigo kepekaton garam ammonia sebogoi sumber
nitrogen otau nutrien telah digunakan untuk pertumbuhan.
Porameter pertumbuhan yang lain ditetapkan laitu suhu pado
35°%C, kadar penggoncongen pada 200 pusingan seminit dan pH
asal pada 3.5.

Rajoh 1-4 menunjukkan perubchan parameter yang dikaji
berdasarkan tiga kepekaotan substratl yong digunakan di dalaom
pengkulturon selamo 4 hari. Rajoh 1 menunjukkan profil
perubahan pH berbanding dengan masa di mang terdapat
kencikon pH pada hari pertama selepos penginckulasian.
Kenaikan yang ketara ini mencapoi ke pH 4.5 hinggo 5.0.
Poda hari berikutnya pH turun sehinggo serendoh 2.5 daon
terus turun pada hari ke-3 dan ke-4. Profil ini odalah
seragam bagi ketigo-tiga kultur vyong dikaoji.

Peningkatan pH semasa pertumbuhan di dalam proses penapaian
adalah berkoitan dengan penggunaan ion-ion ommonium sebagai
sumber nitrogen dan pembebasan ion-ion hidrogen. Apobila
jon-ion ini berkumpul di dalam cecoir kultur dan terlarut
di dolamnya, pH okon meningkat. Jika lebih banyak ion-ion
yang terlarut peningkatan pH akan menjadi lebih ketora.
Penurunan pH pada hari berikutnya agdalah berkaitan dengan
kehadiran bahan metabolit seperti osid sitrik seteloh
penggunaan glukosa untuk pertumbuhan serta pembebasan gas
karbon dioksido semasa pernafasan aercbik {(Sternberg,
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Raojah 1 : Perubahan pH semasa pertumbuhan
dengan menggunakan kepekatan
substrat yang berbeza.
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Rajch 2 : Penghasilan protein semasa pertumbuhan
dengan mengguncokan kepekatan substrat
yang berbeza.
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Rajah 3 : Penghasilan gula penurun semasd
pengkutturan dengan menggunakan
kepekatan substrat yang berbeza.
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Rajah 4 : Perubahan aktiviti enzim dengan
hari pengkulturan bagi kepekatan
substrat yang berbeza.
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Rajah-rajoh 5-8 pula menunjukkan perubchan parameter yang
dikaji berdasarkan tiga kepekaton nutrien icitu garam
ammonia yang berbeza icitu 1.2 g, 1.4 g dan 1.6 g per 160
ml mediuvm pertumbuhan. Pengkulturan dijolonkan dalam masa 4
hari dengan parameter-parometer yong lain di tetopkan pado
kadar yang somo seperti parameter-parameter untuk
pengkulturan menggunakan kepekatan substrat yang berbezo.

Peningkatan pH juga berlaoku di doalom pengkulturan ini dan
profil yang ditunjukkan odalah seraogam dengan profil rajaoh
1. pH meningkat pada hari pertoma selepas penginockulasion
dan menurun pada hari keduo dan hari seterusnya hingga hari
keempat. Ketiga-tiga kultur yong mewokili ketiga-tiga
kepekoton nutrien tersebut menunjukkan profil perubahon pH
yang sekata.

Penghasilan protein larut dalom medium didapati tinggi
pada hari ke 2 untuk ketigo-tiga kultur ini dan kandungan
protein adaloh tetap hinggo hari keempat pada kepekataon
1.5 mg/ml. Penghasilon protein yong tinggi ini dijelaskan
lagi oleh kehadiran gulo penurun dan aktiviti enzim di
dalam cecgir pertumbuhon. Kandungan gula penurun dan
aktiviti tinggi bogi kultur yang menggunokon 1.6 g
nutrien. Kandungan gula penurun yong didapati adalah
sekitor 1.6 - 2.2 mg/ml dan oktiviti adalah cntara 10
- 15 unit x 10°3/ml. Nilai-nilai ini adalah tinggi jiko
dibandingkan dengon kKajian sebelumnyo yang mendapati
aktiviti enzim yong boleh menghidrelisisken kanji mentah
adalah sebanyok & unit x 107%/ml.

Rajoh 9 menunjukkan perubohan pH, pesnghasilon gula penurun,
protein dan aktiviti enzim dalam cecoir kultur yong dikaji
berdasarkan satu kepekaton nutrien yong ditetapkon don
menggunakan 10 % (v/v) substrot kanji mentah. Rajoh ini
merumuskan parameter yang ¢ikoji seponjang 4 hori
pengkulturan, Di sini ddpct diperhatikon bohowo pado hori
pertoma, peningkatan pH don protein berloku dengan ketaoro
sementora terdopaot sedikit schojo gule penurun di dalam
cecair kultur. Aktiviti jugo adeloh rendah tetapi meningkot
poda haori ke-2 ke poros moksimoe bersoma-sama gulao penurun.
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Rajah 5 : Perubahan pH semasa pertumbuhan
dengan menggunakan kepekatan
nutrien yang berbeza.
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Rcjah 6 : Penghasilan protein semasa pertumbuhan
hagi kepekctan nutrien yang berbeza.
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kepekatan gula penuryn (ug/mi)
(Thouscnda)
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Rajah 7 : Penghasilan gula penurun dengan
menggunakan kepekatan nutrien yang

berbeza.
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Rajah 8 : Perubahaon oktiviti enzim dengan
hari pengkulturan bagi kepekatan
nutrien yang berbeza.
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Pada hari yang sama pH menurun dan kandungan gula serta
aktiviti enzim turut berkurangan.

KESIMPULAN

Aspergillus sp. UTM.5 mempunyai potensi di
dalam menghasilkan enzim yang mompu menguraikan kanji
mentah. Enzim yong dihasilkan cdaloh beraktiviti tinggi dan
pengeluaran mencapai tahop maksima dalom masa yang singkot.
Ionya juga mampu menggunakan wepekatan substrot yang

tinggi.
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