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Abstract. Porang tubers have the potential as a source of carbon and energy for the
growth of mananolytic bacteria. Mananolytic are bacteria producing mananase
enzymes that are able to break down manan compounds and their derivatives.
Mananase can be widely applied in the food, pharmacy, animal feed sectors, paper
industries and many more. In this study, Ai isolate have been isolated and
characterized, porang tubers are used as substrates for measuring the activity of
mananase. The optimum temperature mananase at 40 ° C, stable at a temperature of
30 ° C-50 ° C, have optimum pH 7 and are stable at pH 4-7. Fe?* was an activator,
while Ca?* and Mg ions were inhibitor of mananase.

Keywords: mananase; mananolytic; porang

Abstrak. Bakteri mannanolitik merupakan bakteri penghasil enzim mananase yang
mampu memecah senyawa manan dan turunannya. Umbi porang memiliki potensi
sebagai sumber karbon dan energi untuk pertumbuhan bakteri mananolitik. Enzim
mananase dapat diaplikasikan secara luas di sektor pangan, farmasi, pakan ternak,
industri kertas dan masih banyak lagi. Pada penelitian ini, media tanah digunakan
untuk memperoleh isolasi bakteri kemudian dikarakteristik, tepung umbi porang
digunakan sebagai substrat untuk mengetahui aktifitas enzim mananase. Dihasilkan
Isolat Ai dengan indeks mananolitik 6.5 dan merupakan jenis bakteri gram positif.
Karakteristik enzim mananase memiliki suhu optimum pada 40°C, stabil pada suhu
30°C-50°C. pH optimum 7 dan stabil pada pH 4-7. Fe merupakan activator, sedangkan
ion Ca dan Mg sebagai penghambat aktivitas enzim.

Kata kunci: enzim, manolitik, umbi porang
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PENDAHULUAN

Porang (Amorphophallus muelleri) tergolong dalam family Araceae. Kandungan dari umbi porang yaitu pati
(tersusun atas karbohidrat) 76,5%, protein 9,20%, serat 25%, lemak 0,20%, dan mengandung glukomanan serta asam
oksalat yang cukup tinggi (Wigoeno et al., 2013). Dilihat dari kandungan pada umbi porang, dimungkinkan dapat
digunakan sebagai media alternatif pertumbuhan bakteri. Sifat dari glukomanan yaitu dapat mencair seperti agar,
sehingga mampu digunakan sebagai media pertumbuhan mikroorganisme (Suyanto, A & Isworo, 2017).

Keberadaan bakteri mananolitik di alam dapat dimanfaatkan untuk memproduksi enzim mananase dengan cara
isolasi mikroorganisme. Bakteri mananolitik dapat diisolasi dari berbagai sumber termasuk limbah minyak (Titapoka et
al., 2007), lumpur (Carr et al., 2003), konjac (Savira & Trimulyono, 2021) bahkan tanah (Utami et al., 2016). Saat
ini,beberapa mikroba telah berhasil diidentifikasi memiliki aktivitas manolitik seperti Weissella viridescens LB37
(Adiguzel et al., 2016), Gloeophyllum trabeum (Wang et al., 2016) , Neosartorya fischeri P1 (Yang et al., 2015),
Arabidopsis thaliana (Wang et al., 2015), Bacillus nealsonii (Chauhan et al., 2012), Bacillus subtilis BS5 (Huang et al.,
2012), Bacillus subtilis NM-39 (Mendoza et al., 1994), Bacillus sp KKO1 (Hossain et al., 1996), Bacillus subtilis MAN-
511(Utami et al., 2016) , Thermotoga neopalitana 5068 (Duffaud et al., 1997). Kelompok jamur juga menunjukkan
aktivitas manolitik seperti, Streptomyces, Aspergillus dan Trichoderma (Chauhan et al., 2012; Dhawan, S.,& Kaur,
2007; Lu et al., 2013; Yoo et al., 2015).

Enzim mananase merupakan enzim yang dapat mendegradasi hemiselulosa berupa manan secara acak dengan
memutus rantai utama sehingga menghasilkan manooligosakarida. Untuk mendegradasi manan, setidaknya
mikroorganisme harus menghasilkan 3 jenis enzim yaitu satu mananase (EC 3.2.1.78), satu p-manosidase (EC
3.2.1.25) dan satu a-galaktosidase (EC 3.2.1.22). Pemanfaatan enzim mananase dari mikroorganisme memiliki
beberapa keuntungan diantaranya proses produksi enzim yang cepat, biaya produksi yang lebih murah dan ramah
terhadap lingkungan(Sigres & Sutrisno, 2015).

Mananase dapat diaplikasikan pada banyak bidang, seperti pada industry pulp dan kertas (Pan et al., 2011), kopi
(Zyl et al., 2010), pakan ternak (Li et al., 2008), farmasi (Parisi et al., 2002), dan pengolahan pangan (Seftiono, 2017).
Tanah merupakan media penyimpanan terbaik bagi pertumbuhan mikroba maupun jamur, sehingga memberikan
kesempatan mendapatkan isolat bakteri baru. Pada penelitian ini, dilakukan isolasi dan karakterisasi bakteri yang
memiliki aktivitas mannolitik dan karakterisasi enzim mannanase kasar meliputi suhu, pH optimum dan pengaruh ion
logam.

METODE

BAHAN

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah tepung glukomanan dan tanah dengan pengkayaan
glukomanan porang (2:1). Tepung glukomanan diperoleh dari BSIP Kediri, tanah yang digunakan diperoleh di desa
Bumiaji, Batu-Jawa Timur. Bahan kimia yang digunakan adalah p.a (Pro analisa) dan tersedia secara komersil.

ALAT
Alat yang digunakan selama penelitian adalah sheaker, Spektrofotometri UV-VIS, Cawan petri, Ose, Penggaris,
Gelas Ukur, Erlenmeyer.

DESAIN PENELITIAN

Penelitian menggunakan metode deskriptif dengan tiga kali ulangan. Penelitian dimulai dengan pengambilan
sampel dari tanah dengan penambahan media selektif yang mengandung glukomanan. Sampel kemudian diisolasi
dan dikarakterisasi secara morfologi. Enzim mannanase yang dihasilkan kemudian diuji aktivitas dan karakterisasinya.

TAHAPAN PENELITIAN

Tahapan Pelaksanaan Penelitian
Isolasi Mikroba (Sigres&Sutrisno, 2015)

Isolat mikroba diperoleh dari pengenceran sampel tanah dengan pengkayaan tepung glukomanan (2:1). Koloni
yang menghasilkan zona bening diinokulasikan pada media agar selektif. Media agar selektif yang digunakan adalah
1.5% agar, 1% tepung glukomanan porang, 0.5% pepton, 0.12 %KH2PO4, 0.02% MgSOa. 7H20 dalam 150 ml akuades.
Aktivitas mananolitik ditentukan berdasarkan zona bening yang terbentuk dari pewarnaan 0.1% congo-red. Isolat yang
memiliki index mananolitik terbesar digunakan untuk produksi dan karakterisasi mananase.

Produksi Mananase (Sigres&Sutrisno, 2015)

Produksi enzim dilakukan pada fase log. 2 lup biakan mikroba diinokulasi pada 25 ml media agar selektif [1.5%
agar, 1% tepung glukomanan porang, 0.5% pepton, 0.12 %KH2POa, 0.02% MgSOQO4. 7H20 dalam 150 ml akuades].
Proses fermentasi dilakukan pada suhu 37°C selama 18 jam dengan shaker 120 rpm. Produk yang mengandung enzim

Journal of Tropical Food and Agroindustrial Technology 27 January 2024/Volume 05/Issue 01
| https://jtfat.umsida.ac.id/index.php/jtfat




Characterization of Mannanase-Producing Bacteria
Utami. Pravitno. Rahim. Ninarum. Putri. and Patria from Porang Tubers (Amorphophallus muelleri Blume)

kasar disentrifugasi pada suhu 4°C selamalO menit dengan kecepatan 8500 rpm. Supernatan yang diperoleh adalah
enzim mananase kasar.

Metode Analisis
Karakterisasi Enzim Mananase (Sigres&Sutrisno, 2015)
Aktivitas Enzim pada pH Optimum

Ekstrak kasar enzim diuji dengan berbagai pH (4-8) ditambahkan tepung glukomanan porang 1% dalam 0.5 ml
larutan penyangga dan diinkubasi pada suhu 30°C selama 30 menit. Larutan penyangga yang digunakan adalah buffer
sitrat 0.05M pH 6. Pengukuran absorbansi pada panjang gelombang 540 nm.

Aktivitas Enzim pada Suhu Optimum

Ekstrak kasar enzim diuji dengan berbagai suhu (20 - 60°C) ditambahkan tepung glukomanan porang 1%
dalam 0.5 ml buffer sitrat 0.05M pH 6 dan diinkubasi pada pH optimum selama 30 menit. Absorbansi diukur dengan
panjang gelombang 540 nm.

Pengaruh lon Logam Terhadap Aktivitas Mananase (Sigres&Sutrisno, 2015)

Ekstrak kasar enzim sebanyak 0.5l ditambahkan tepung glukomanan porang 1% dalam 0.5 ml buffer sitrat
0.05 M pH 6 dan 50 pl ion logam (CaClz, CuSO4, FeSO4, MgClz, EDTA) dengan konsentrasi akhir 1mM. Pengukuran
pnjang gelombang pada absorbansi 540 nm.

HASIL DAN PEMBAHASAN

1. Isolasi dan Identifikasi Bakteri Penghasil Mananase
Bakteri yang dipilih berdasarkan isolat dengan index mananolitik terbesar (Gambar 1). Indeks mananolitik
didapatkan dari perbandingan antara diameter zona bening dengan diameter koloni.

Nama Isolat Ukuran Ukuran Indeks
diameter zona diameter mananolitik
bening (cm) koloni (cm)

Ai(A) 1.3 0.2 6.5

Ma(B) 1.6 0.3 5.3

Gambar 1. Isolat Bakteri Penghasil Mananase

Isolat yang terpilih adalah Ai dengan MI (Mananolitic Index) 6.5. Isolat yang terpilih memiliki MI lebih besar
dibandingkan pada penelitian (Savira & Trimulyono, 2021; Titapoka et al., 2007). Perbedaan sumber isolasi bakteri
penghasil mananase juga telah dilakukan oleh (Carr et al., 2003; Oda et al., 1993; Utami et al., 2016). Terbentuknya
zona bening karena substrat glukomanan telah dihidrolisis oleh enzim mananase. Zona bening yang dihasilkan
berbanding lurus dengan aktivitas enzim.Zona bening ini terbentuk karena bakteri yang tumbuh menghasilkan enzim
mananase, sehingga mampu menguraikan glukomanan dalam medium tumbuh. Penambahan congo red memperjelas
pembentukan zona bening. Congo red berikatan dengan polisakarida manan yang memiliki ikatan (-1.4-D-
manopiranosil sehingga memberikan warna merah pada media. Enzim mananase menghidrolisis polisakarida menjadi
monosakarida(tidak memiliki ikatan (-1.4-D-Manopiranosil) dan oligosakarida (memiliki sedikit ikatan (3-1.4-D-
Manopiranosil). Pembilasan dengan NaCl 1% akan memberikan warna bening disekitar koloni karena enzim mananase
(Sigres & Sutrisno, 2015).
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Gambar 2. Pewarnaan Gram Isolat A1

Pewarnaan gram menunjukkan bahwa isolat terpilih Aiberbentuk basil dan merupakan gram positif (Gambar 2). Jenis
isolat yang sama juga ditemukan oleh (Wahyuni et al., 2016) pada tanaman sagu.

Isolat Aidipilih sebagai isolat untuk memproduksi enzim mananase, dengan menggunakan tepung glukomanan
porang sebagai inducer. Potensi Ai sebagai sumber mananase ditunjukkan dari aktivitas spesifik sebesar 1,97 U/mg.
Aktivitas enzim mananase dari Bacillus dengan tepung glukomanan porang lebih besar dibandingkan dari Bacillus
dengan LBG (Locust bean gum) seperti pada penelitian (Abe et al., 1994; Wahyuni et al., 2016). Aktivitas tertinggi
dilaporkan pada penelitian (Alsarrani, 2011) yang memperoleh aktivitas mananase 2.90 U/ml, 2.54 U/ml, 2.16 U/ml
pada Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceous. Perbedaan ini disebabkan karena perbedaan
mikroba akan menghasilkan aktivitas enzim yang berbeda juga. Isolat Ai dapat menghasilkan mananase yang dapat

diaplikasikan untuk memperoleh senyawa manooligosakarida (MOS) yang dapat digunakan sebagai pangan
fungsional.

2. Pengaruh pHdan Suhu

Pengaruh suhu dan pH pada aktivitas mananase dari isolat Ai ditunjukkan pada Gambar 3. Suhu dan pH optimum
aktivitas mananase diperoleh pada suhu 40°C dan pH 7 menggunakan tepung glukomanan porang sebagai substrat.

=° a5
4 o 4
§ 3 £33
3
2 =)
> - 2,5
= 2 = 2
£ 2
£1 = 1,5 Optimum
<0 gos
2 o O,g Stabilitas
b 0 20 40 60 80 =
o . S 0 5 10
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wv
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Optimum Stabilitas

Gambar 3. Pengaruh suhu dan pH pada aktivitas mananase

Pengaruh suhu pada aktivitas mananase ditunjukkan dengan inkubasi enzim pada variasi suhu 20°C - 60°C.
Enzim mananase memiliki suhu optimum pada 40 °C. Aktivitas optimum mananase pada bakteri dan fungi berada
pada kisaran suhu 40°C - 50°C (Chauhan et al., 2012; Dhawan, S.,& Kaur, 2007). Stabilitas suhu mananase pada
kisaran 30°C - 50°C menunjukkan bahwa enzim mananase masuk dalam kategori mesofilik. Mikroba yang bersifat
misofil akan menghasilkan enzim dengan sifat misofil juga (Ginting, 2009).

pH optimum mananase adalah 7, yang menunjukkan bahwa enzim bersifat netral. Kesamaan pH optimum juga
dilaporkan oleh (Kim et al., 2011; Utami et al., 2016; Wahyuni et al., 2016; Zhang et al., 2015). Stabilitas pH pada
kisaran 4-7. Enzim mananase dari isolat Geobacillus stesrothermophilus memiliki aktivitas optimal pada pH 7 dan stabil
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pada pH 4-8 (Sumardi et al., 2005). Mananase dari Penicillium occitanis Pol.6 memiliki stabilitas pada pH 4-10 (Blibech
et al., 2010, 2011).

3. Pengaruh lon Logam
Pengaruh ion logam pada aktivitas mananase ditunjukkan pada Gambar 4.

7
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Gambar 4. Pengaruh ion logam pada aktifitas mananase kasar

Penambahan Fe memberikan pengaruh yang kuat terhadap aktivitas mananase karena dapat meningkatkan
aktivitas mananase dibandingkan kontrol. Selain Fe, penambahan Cu dan EDTA juga meningkatkan aktivitas
mananase kasar. Setiap enzim memerlukan ion logam untuk aktivitasnya. lon logam dapat berperan sebagai kofaktor
atau inhibitor. Aktivitas mananase dari Streptomyces tendae dan Neosartorya fischeri P1 meningkat dengan
penambahan Co. Aktivitas enzim mananase dari isolat Aspergillus niger BL5 meningkat dengan penambahan EDTA,
MgClz, dan CaCl: (Bollag, 1991). Aktivitas enzim mananase dari isolat Bacillus subtilis WY34 meningkat dengan
penambahan Fe dan Co (Jiang et al., 2006). Aktivitas mananase dipengaruhi oleh perbedaan ion logam dan
konsentrasinya (Hsiao et al., 2010). Logam Fe merupakan kofaktor yang digunakan untuk aktivitas enzim. lon Mg dan
Ca merupakan inhibitor karena merubah sisi aktif sehingga enzim tidak dapat berikatan dengan substrat. lon
mempengaruhi aktivitas enzim disebabkan karena muatan listrik pada permukaan enzim. Beberapa enzim
membutuhkan konsentrasi garam tinggi untuk meningkatkan aktivitas dan stabilitasnya (Zhao, 2005).

KESIMPULAN

Isolat Ai diperoleh dari hasil isolasi bakteri dari tanah dengan penambahan tepung glukomanan. Pemilihan isolate
penghasil enzim mananase didapat dari indeks mananoliti terbesar. Potensi enzim dalam menghidrolisis manan telah
terbukti. Enzim yang dihasilkan dari isolate Ai memiliki potensi untuk diaplikasikan pada produk pangan karena memiliki
aktivitas spesifik pada suhu dan pH yang luas. Aktivitas enzim kuat dipengaruhi oleh penambahan ion Fe dan dihambat
oleh ion Mg dan Ca.
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