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Abstrak: Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui keberadaan isolat 

kapang dari limbah cair tapioka yang memiliki aktivitas amilolitik dan 

amiloglikosidase yang dihasilkan kapang tersebut. Parameter penelitian ini 

adalah indeks amilolitik isolat kapang dengan menggunakan metode pati 

agar, dan aktivitas amiloglukosidase yang dilakukan dengan metode Somogyi 

pada suhu dan pH yang ditentukan. Isolat dan aktivitas amiloglukosidase 

dianalisis secara deskriptif. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pada limbah 

cair tapioka berhasil diisolasi kapang penghidrolisis pati sekaligus penghasil 

amiloglukosidase yang diidentifikasi sebagai Rhizopus oryzae, Aspergillus 

oryzae, A. niger dan Penicillium sp. Aktivitas amiloglukosidase dari keempat 

isolat memiliki karakteristik yang berbeda dengan aktivitas tertinggi 

dihasilkan oleh A. niger dengan pertumbuhan optimum pada suhu 45oC dan 

eksponen ion hidrogen 4,0; R. oryzae optimum pada suhu 40oC dengan pH 

4,5 sedangkan A. oryzae optimum pada suhu 40oC dengan pH 4,0 dan 

Penicillium sp. yang optimum pada suhu 45oC dengan dua pH optimum yaitu 

4,5 dan 5,5. 

 

Kata Kunci: amiloglukosidase, Aspergillus, kapang, Penicillium, Rhizopus  
 

 

PENDAHULUAN 
 

bi kayu yang dihasilkan di Indonesia sebagian besar dimanfaatkan sebagai bahan 

baku tapioka. Proses pengolahan ubi kayu menjadi tapioka tersebut menyisakan 

limbah yang masih kaya akan karbohidrat (±50%) dan bahan organik lainnya 

seperti gula dan protein (Dwi, 2017; Rahayu et al., 2019). Limbah tersebut berpotensi 

digunakan sebagai substrat pertumbuhan kapang untuk membentuk biomassa dan 

membentuk metabolit-metabolit seperti enzim. Kapang menghasilkan enzim intraseluler 

dan ekstraseluler untuk keperluan metabolisme. Enzim ekstraseluler umumnya dihasilkan 

untuk melaksanakan peran dalam siklus metabolik kapang itu sendiri (asimilasi), 

misalnya untuk memecah polimer/makromolekul menjadi molekul yang lebih kecil agar 

dapat melewati membran sel mikroba seperti amiloglukosidase yang dikeluarkan oleh 

kapang untuk memecah substrat pati menjadi monomer glukosa (Sopandi & Wardah, 

2014; Adnyana et al., 2015). Di sisi lain amiloglukosidase mempunyai nilai ekonomi dan 

digunakan secara meluas dalam industri makanan, minuman, detergen dan farmasi 

(Sunaryanto & Marasabessy, 2016). 

Amiloglukosidase dikenal pula dengan nama glukoamilase atau α-1,4-glukan 

glukohidrolase merupakan enzim penghidrolisis pati langsung menjadi glukosa yang 
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banyak digunakan dalam industri makanan dan minuman (seperti gula cair sebagai sirup 

glukosa) yang digunakan untuk sakarifikasi dari pati, dekstrin atau glukosa. 

Amiloglukosidase mengkatalisis pemutusan ikatan glikosida α-1,4 dan α-1,6 dalam reaksi 

hidrolisis amilosa, amilopektin, dan glikogen dari bagian ujung gula secara berurutan 

(Nangin & Sutrisno, 2015; Sutikno et al., 2016). Enzim ini mampu dihasilkan oleh 

berbagai jenis kapang antara lain Aspergillus niger, A. satoi, P. oxalium, Rhizopus dan 

beberapa jenis khamir (Melliawati et al., 2006). 

Melihat kegunaan dari amiloglukosidase yang luas, maka pengusahaan serta 

penyediaan enzim tersebut akan sangat menguntungkan bila dapat dihasilkan dengan cara 

yang murah dan mudah. Mikroorganisme dalam hal ini kapang dapat digunakan sebagai 

inokulan sumber penghasil amiloglukosidase karena mempunyai nilai lebih yaitu dapat 

dihasilkan dalam jumlah yang besar dibandingkan dengan mengisolasi enzim dari hewan 

maupun tumbuhan. Selain itu kapang dapat tumbuh dan berkembang pada substrat yang 

terdiri dari komponen limbah atau sisa produksi pengolahan industri pangan termasuk 

limbah cair tapioka yang merupakan salah satu sisa dari proses pembuatan tapioka yang 

sangat potensial digunakan untuk produksi enzim karena masih mengandung komponen-

komponen nutrisi yang diperlukan untuk suatu pertumbuhan mikroorganisme terutama 

kapang, sekaligus pemanfaatan limbah yang terbuang percuma (Nugroho et al., 2016; 

Karunawan et al., 2017; Indrianeu et al., 2019 ). 

Potensi pemanfaatan kapang sebagai sumber enzim, yakni amiloglukosidase maka 

perlu dilakukan pencarian informasi mengenai aktivitas metabolisme mikroorganisme, 

seleksi biakan yang berpotensi memproduksi metabolit dengan produktivitas tinggi, 

menentukan kondisi optimum untuk pertumbuhan mikroorganisme maupun kondisi 

optimum untuk aktivitas hasil metaboliknya. Sehubungan dengan uraian tersebut, maka 

dilakukan penelitian untuk mengungkap karakteristik aktivitas amiloglukosidase dari 

kapang yang diisolasi dari limbah cair tapioka, mengingat bahwa pada limbah cair tapioka 

kaya akan nutrisi yang diperlukan oleh kapang untuk pertumbuhan dan pembentukan 

enzim. Prinsipnya, penelitian ini bertujuan untuk mengetahui keberadaan isolat-isolat 

kapang asal limbah cair tapioka yang memiliki aktivitas amilolitik dan aktivitas 

amiloglukosidase. 

 

METODE PENELITIAN 

Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif eksploratif yang dilakukan dengan 

mengisolasi kapang dari limbah cair tapioka kemudian diisolasi dan ditentukan aktivitas 

amiloglukosidase yang dihasilkannya. Sampel limbah cair tapioka berasal dari salah satu 

pabrik pengolahan tapioka di Kabupaten Gowa. 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah: cawan Petri, tabung reaksi, 

rak tabung, erlenmeyer, autoklaf, oven, inkubator, corong, penangas, gelas ukur, pipet 

volum, spoit, sentrifuge, shaker, neraca analitik, jarum inokulasi (ose), lemari pendingin, 

botol pengenceran, termometer, buret, laminar air flow (LAF), gelas piala, water bath, 

dan pH meter. Sedangkan bahan yang digunakan adalah: limbah cair tapioka, aquades, 

alkohol 70%, PDA, soluble starch, larutan JKJ, yeast ekstrak, H2SO4 2N, Na2S2O3, 
MgSO4, MgSO4.7H2O, (NH4)2SO4, KCl, CaCl2, CuSO4, KI, KIO3 0,1 N, Na2CO3, 
K2C2O4, HCl 1N, NaOH 1N, aluminium foil dan kapas. 

Pengambilan data meliputi 6 tahap yaitu: 1) Sterilisasi alat dan bahan; 2) Pembuatan 

medium; 3) Isolasi dan penapisan kapang; 4) Produksi amiloglukosidase; 5) Isolasi 

amiloglukosidase; dan 6) Pengukuran aktivitas amiloglukosidase. 
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 Sterilisasi alat dan bahan: semua alat yang digunakan dicuci hingga bersih, 

kemudian dikeringkan. Alat-alat yang tahan panas dibungkus dengan kertas dan 

disterlkan dalam oven pada 160-180o C selama 2 jam. Medium dan alat-alat yang 

tidak tahan suhu tinggi disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121o C selama 15 menit 

pada tekatan 2 atm sesuai prosedur dari Hadioetomo (1990) serta Lay & Hastowo 

(1994). 

 Pembuatan medium dan pereaksi uji aktivitas amiloglukosidase: medium 
meliputi pembuatan medium Potato Dekstrosa agar (PDA), medium agar amilum, dan 

medium starter, serta medium produksi enzim. Sedangkan pereaksi uji aktivitas 

amiloglukosidase meliputi: pereaksi Shaffer Somogyi, larutan iod oksalat, larutan 

standar Na tiosulfat (Na2S2O3) 0,005N, dan larutan pati 2% (b/v). 

 Isolasi dan penapisan kapang: Sampel limbah cair tapioka berasal dari pabrik 
tepung tapioka PT. Katelindo Tulus Sejahtera di Kecamatan Bontomarannu 

Kabupaten Gowa Sulawesi Selatan dimasukkan ke dalam botol steril dan langsung 

dibawa ke laboratorium. Isolasi kapang dilakukan dengan menggunakan media agar 

amilum. Sebanyak 10 ml sampel limbah cair tapioka dimasukkan ke dalam botol 

pengencer berisi aquades steril 90 ml (pengenceran 10-1) sampai pengenceran 10-5. 

Dari hasil pengenceran terakhir, sampel dipipet ke dalam cawan petri yang berisi 

media padat kemudian disebar agar sampel merata dengan menggunakan gelas 

bengkok. Inkubasi dilakukan pada suhu 30o C selama 3 x 24 jam. Isolat yang tumbuh 

dimurnikan pada media dengan komposisi yang sama. Warna, bentuk dan ciri-ciri 

morfologi kapang diamati untuk keperluan identifikasi. Masing-masing isolat 

kemudian ditetesi larutan JKJ di sekitar tepi koloni kapang. Zona bening yang 

terbentuk di sekeliling koloni menunjukkan bahwa kapang tersebut memiliki aktivitas 

amilolitik. Selanjutnya kapang tersebut diisolasi pada media PDA miring sebagai 

isolat untuk kemudian dikarakterisasi amiloglukosidasenya. 

 Produksi amiloglukosidase: Penentuan aktivitas amiloglukosidase dilakukan 
terhadap isolat kapang yang memiliki rasio amilolitik (aktivitas amilolitik). Isolat 

kapang tersebut (umur 7 hari) yang terlebih dahulu diinokulasikan ke dalam medium 

starter dan diinkubasi selama 24 jam, sebanyak 10 ml dimasukkan ke dalam medium 

produksi steril kemudian diinkubasi pada suhu 30oC dengan kecepatan 180 rpm 

selama 3 x 24 jam (Xiao et al., 2006). 

 Isolasi amiloglukosidase: Kultur yang diperoleh dari medium produksi 

disentrifugasi pada kecepatan 3000 rpm selama 15 menit. Selanjutnya filtrat 

(supernatan) didekantasi yang merupakan ekstrak kasar enzim amiloglukosidase. 

Ekstrak enzim kasar inilah yang selanjutnya diuji aktivitasnya. 

 Pengukuran aktivitas amiloglukosidase: Penentuan aktivitas amiloglukosidase 
didasarkan atas perhitungan gula pereduksi sebagai glukosa yang dihasilkan dari 

aktivitas enzim terhadap substrat. Filtrat (ekstrak kasar enzim amiloglukosidase) yang 

diperoleh dari isolasi enzim dipipet sebanyak 2,5 ml ke dalam erlenmeyer kemudian 

ditambahkan larutan pati 2% sebanyak 5 ml. Nilai pH diatur sesuai pH pengujian (3,0; 

3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0) pada suhu pengujian (20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 

55, 60oC) dengan menggunakan water bath selama 30 menit. Kemudian enzimnya 

diinaktifkan pada suhu 80o C selama 10 menit. Kemudian dilakukan analisis gula 

pereduksi dengan metode Shaffer Somogyi (Xiao et al., 2006; Vinet & Zhedanov, 

2010; Devitria & Sepriyani, 2018) sebagai berikut; sebanyak 5 ml larutan contoh 

dipipet ke dalam erlenmeyer kemudian ditambahkan 5 ml larutan Shaffer Somogyi 

dan dikocok. Blanko disiapkan dengan menggunakan aquades dan ditambakan 5 ml 
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larutan Shaffer Somogyi. Labu ditutup dan dipanaskan dalam penangas air mendidih 

selam 15 menit. Secara hati-hati labu diangkat dan didinginkan selama 4 menit di 

dalam water bath, setelah itu tutup labu dibuka, melalui dinding labu ditambahkan 2 

ml iod oksalat dan 3 ml H2SO4 2N. Isi labu dikocok sampai endapan merah bata hilang 

dan didiamkan selam 5 menit di dalam bak pendingin dan selanjutnya dititrasi dengan 

menggunakan Na2S2O3 0,005N dengan indikator pati. 

 Teknik pengumpulan data: data diperoleh dengan cara mengisolasi dan menentukan 

aktivitas amiloglukosidase dari kapang asal limbah cair tapioka. Penentuan aktivitas 

amiloglukosidase yang yang dihasilkan oleh masing-masing isolat kapang asal limbah 

cair tapioka tersebut ditentukan berdasarkan persamaan berikut:  
 

Mg dekstrosa x fp x 1000 

AE =   

   180 x VE x t 

Keterangan: 

AE    = Aktivitas enzim (unit/ml/menit) 

Fp   = Faktor pengenceran 

Mg dekstrosa  = 0,1099 (ml blangko - ml titran) + 0,048 

VE   = Volume enzim (ml) 

t   = Waktu inkubasi (menit)  

 

Satuan aktivitas amiloglukosidae dinyatakan dalam unit/ml ekstrak enzim. Satuan 

unit aktivitas enzim setara dengan satu μM glukosa yang dihasilkan dalam hidrolisis 

substrat yang dikatalisis oleh amiloglukosidase dalam 1 ml enzim kasar permenit. Data 

yang diperoleh dianalisa secara deskriptif, yaitu dengan penentuan rerata dan penyajian 

melalui diagram hubungan antara aktivitas amiloglukosidase pada variasi suhu dan pH. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Sebanyak empat isolat kapang telah diisolasi dari limbah cair tapioka yang 

merupakan penghidrolisis pati yang ditandai dengan terbentuknya zona bening di sekitar 

koloni setelah ditetesi larutan JKJ (Gambar 2). Keempat isolat yang tumbuh memiliki 

rasio amilolitik yang berbeda-beda (Tabel 1). Rasio amilolitik dihitung berdasarkan hasil 

bagi diameter zona bening terhadap diameter koloni. 

 
 

 
Gambar 2. Koloni kapang asal limbah cair tapioka yang memiliki aktivitas amilolitik yang ditandai 

terbentuknya zona bening di sekitar koloni (tanda↔) 

 

↕ 

↕ ↕ 

↔ 
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Tabel 1. Rasio amilolitik kapang hasil isolasi pada masa inkubasi 3 x 24 jam pada suhu 30o C 

Isolat Diameter koloni (cm) Diameter zona bening (cm) Rasio amilolitik 

Isolat A 

Isolat B 

Isolat C 

Isolat D 

1,9 

0,3 

0,4 

1,1 

2,6 

0,7 

1,5 

1,4 

1,37 

2,25 

3,75 

1,27 

 
Keberadaan substrat berupa pati tapioka dalam media produksi menginduksi 

sintesis enzim ekstraseluler dari kapang berumur 7 hari. Hal ini karena substrat yang 

berberat molekul tinggi seperti pati akan sulit masuk ke dalam sel, sehingga perlu dipecah 

terlebih dahulu oleh enzim misalnya amiloglukosidase yang menghasilkan produk akhir 

berupa glukosa dari aktivitasnya. Aktivitas amiloglukosidase yang terukur dari masing-

masing isolat ditunjukkan pada Gambar 2. 
 

 
Gambar 2. Hubungan antara aktivitas amiloglukosidase dengan variasi suhu pengujian 

 

 
Gambar 3. Hubungan antara aktivitas amiloglukosidase dengan variasi pH pengujian 

 

Keempat isolat kapang yang diperoleh dari limbah cair tapioka memiliki aktivitas 

amilolitik yang berbeda-beda. Berdasarkan pengamatan warna dan bentuk koloni serta 

ciri-ciri morfologi kapang pada media agar dan preparat slide kultur, keempat isolat A, 

B, C dan D masing-masing diidentifikasi sebagai R. oryzae, A. oryzae, A. niger dan 

Penicillium sp. 

Rasio amilolitik tertinggi dimiliki oleh isolate A niger meskipun diameter koloninya 

lebih kecil dibandingkan dengan ketiga isolat lainnya, dimana setelah penentuan aktivitas 

amiloglukosidase menunjukkan aktivitas tertinggi dibandingkan isolat yang lain. Hal ini 

dipengaruhi oleh kesuburan A. Niger yang lebih rendah, sehingga kemampuannya 

menghidrolisis pati menjadi lebih tinggi karena energi yang dihasilkan dari respirasi 

untuk pembentukan miselium, sebagaimana menurut Ilmi & Kuswytasari (2013), bahwa 
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kesuburan kapang yang tinggi menyebabkan produktivitas enzim kapang tersebut 

menjadi lebih rendah, karena energi yang dihasilkan dari respirasi lebih banyak 

digunakan untuk pembentukan miselium sehingga memengaruhi jumlah enzim yang 

dihasilkan oleh suatu kapang (Pedersen et al., 2000). Namun ketiga isolat yang lain tidak 

menunjukkan keadaan yang sama dimana rasio amilolitik tidak berbanding lurus dengan 

aktivitas amiloglukosidase yang dihasilkannya. Hal ini disebabkan oleh faktor-faktor 

yang memengaruhi sintesis amiloglukosidase seperti perbedaan kesuburan kapang, 

perbedaan komposisi media agar dengan media produksi, suhu, dan pH, dimana pada saat 

isolasi, sintesis enzim ekstraseluler yang dihasilkan tidak optimum karena menurut Ilmi 

& Kuswytasari (2013), pembentukan enzim ekstraseluler kapang akan lebih baik pada 

suhu yang lebih rendah dari pada suhu optimum untuk pertumbuhannya (Zambare, 2010). 

Selain itu aktivitas amilolitik yang terbaca pada saat isolasi hanya merupakan praduga 

adanya aktivitas amiloglukosdase sebagai salah satu macam enzim amilase yang dapat 

melakukan aktivitas dengan enzim amilase lainnya (α-amilase dan β-amilase) secara 

bersama-sama dan atau sendiri-sendiri, sehingga tidak menunjukkan aktivitas 

amiloglukosidase secara kuantitatif (Pavezzi et al., 2008). 

Berdasarkan Gambar 1 dan 2, masing-masing isolat memiliki aktivitas 

amiloglukosidase yang berbeda-beda. Pada pH 4,5, R. oryzae memiliki aktivitas 

amiloglukosidase yang optimum pada suhu 40oC, yaitu 0,113 U/ml/menit. A. oryzae 

memiliki aktivitas amiloglukosidase yang optimum pada suhu 40oC, yaitu 0,111 

U/ml/menit. A. niger memiliki aktivitas amiloglukosidase yang optimum pada suhu 45oC, 

yaitu 0,124 U/ml/menit, dan Penicillium sp. memiliki aktivitas amiloglukosidase yang 

optimum pada suhu 45oC, yaitu 0,091 U/ml/menit. Sedangkan pH optimum aktivitas 

amiloglukosidase pada suhu 45oC masing-masing isolat yaitu R. oryzae memiliki 

aktivitas amiloglukosidase yang optimum pada pH 4,5, yaitu 0,096U/ml/menit. A. oryzae 

optimum pada pH 4,0, yaitu 0,111 U/ml/menit A. niger optimum pada pH 5,0 dengan 

aktivitas 0,124 U/ml/menit dan Penicillium sp optimum pada pH 4,5 dan 5,5 yaitu 0,098 

U/ml/menit. Pengukuran aktivitas amiloglukosidase dari keempat isolat pada suhu di 

bawah suhu 20oC dan di atas suhu 60oC tidak menunjukkan aktivitas. Hal ini disebabkan 

karena pada suhu yang terlalu rendah dan terlalu tinggi menyebabkan enzim mengalami 

denaturasi sebagaimana menurut (Ariandi, 2016) , bahwa amiloglukosidase memiliki 

suhu denaturasi yang lebih tinggi dari 60oC. Demikian pula pengukuran aktivitas 

amiloglukosidase pada pH dibawah 3,0 dan di atas 7,0 menunjukkan aktivitas yang 

terhenti. Hal ini berarti bahwa pada pH di bawah 3,0 dan di atas 7,0 amiloglukosidase 

menjadi inaktif karena mengalami deklinasi (Setiasih et al., 2006; Nangin & Sutrisno, 

2015), sehingga secara umum amiloglukosidase memiliki toleransi terhadap suhu antara 

20oC sampai 60oC dan toleransi terhadap pH antara 3,0 sampai 7,0. Dari hasil pengukuran 

aktivitas amiloglukosidase yang telah dilakukan, tampak bahwa aktivitas 

amiloglukosidase dari masing-masing isolat memiliki stabilitas aktivitas di sekitar pH dan 

suhu optimum, sebagaimana menurut Phieter et al. (2020). 

Berdasarkan pengukuran aktivitas amiloglukosidasae dari masing-masing isolat 

kapang, ada hasil pengukuran yang menunjukkan aktivitas yang menyimpang secara 

teoritis dimana aktivitas amiloglukosidase mengalami penurunan pada suhu maupun pH 

pengujian tertentu sebelum aktivitasnya menunjukkan aktvitas yang sesuai secara teoritis. 

Hal ini dipengaruhi oleh teknis pengukuran aktivitas amiloglukosidase dari masing-

masing isolat, misalnya pada pengukuran aktivitas dengan suhu 20 dan 25o C digunakan 

air es sebagai pengontrol suhu sehingga tidak menjamin kestabilan suhu yang semestinya 

(Kumar & Satyanarayana, 2009; Rezaul Kar et al., 2017; Pasin et al., 2017). 
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Hasil penentuan aktivitas amiloglukosidase tersebut menunjukkan bahwa sumber 

enzim yang berbeda menghasilkan enzim dengan karakteristik aktivitas yang berbeda 

pula. Pada umumnya amiloglukosidase memiliki pH optimum 4,0-5,0 dan suhu optimum 

40-50oC (Muchtadi et al., 1992). Perbedaan aktivitas amiloglukosidase dari keempat 

isolat tersebut dipengaruhi oleh beberapa faktor sehingga tidak berlaku mutlak, dimana 

produksi enzim dari kapang yang berbeda juga menghasilkan aktivitas yang berbeda, 

meskipun diujikan pada pH dan suhu yang sama (Kanti, 2017). Hal ini disebabkan oleh 

respon genotipik keempat isolat yang berbeda terhadap semua faktor pH, suhu maupun 

komposisi medium produksi yang digunakan untuk semua isolat, dimana kondisi yang 

sama tersebut belum tentu cocok untuk keempat isolat dalam membentuk biomassa dan 

menghasilkan enzim ekstraseluler (amiloglukosidase) sehingga konsentrasi 

amiloglukosidase yang dihasilkan berbeda-beda dan hal tersebut berpengaruh terhadap 

kemampuannya menghidrolisis pati. 

 

KESIMPULAN 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah diuraikan, dapat disimpulkan sebagai 

berikut: 1) Isolat kapang asal limbah cair tapioka yang memiliki aktivitas amilolitik 

sekaligus aktivitas amiloglukosidase diidentifikasi sebagai R. oryzae, A. oryzae, A. niger 

dan Penicillium sp.; 2) Aktivitas amiloglukosidase dari masing-masing isolat berbeda-

beda dimana aktivitas amiloglukosidase dari R. oryzae optimum pada pH 4,5 suhu 40oC, 

A. oryzae optimum pada pH 4,0 dan suhu 40oC, A. niger optimum pada suhu 45oC dan 

Penicillium sp. optimum pada suhu 45oC, pH 5,0 dan 5,5. 
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