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Deskripsi

PRODUKSI SIKLODEKSTRIN DARI TAPIOKA DENGAN KOMBINASI
REAKSI DEBERANCHING DAN SIKLISASI

Bidang Teknik Invensi:

Invensi ini berhubungan dengan suatu proses produksi siklodekstrin dani
hahan baku tapioka, Lebih khusus invensi dilakukan dengan kombinasi reaksi
pemotongan rantai cabang (debranching) amilopektin dari aktivitas enzim pullulanase
dan reaksi siklisasi oleh enzim CGTase.

Latar Belakang Invensi :

Siklodekstrin merupakan oligosakarida non-pereduksi produk modifikasi pati
dengan struktur kimia berbentuk donat, yang terbentuk melalui proses siklisasi oleh
aktivitas CGTase (Cyclodextrin glycosil transfernse). Struktur kimia siklodekstrin
berbentuk donat tersebut. pada bagian rongga bersifat hidropobik (non-polar) sedangkan
bagian permukaan luar bersifat hidrofilik. Bentuk dan sifat siklodekstrin tersebut
menyebabkan dapat digunakan sebagai senyawa yang dapat membentuk komplek inklusi
dengan senyawa lain.

Siklodekstrin memiliki sifat yang unik. sehingga banyak digunakan dalam
berbagai industri amtara lain pada industri farmasi, kosmetika, makanan. flavour,
pertanian dan kimis. Pada industri farmasi digunakan untuk perbaikan sifat fisik. kimia
dan biologi dari obat-obatan. Pada industri pangan dan kosmetika digunakan sebagai
antioksidan dan perbaikan tekstur sema stabilitas flavor produk. Dalam industri
pertanian digunakan untuk meningkatkan kelarutan komponen kimia pestisida dan
insektisida yang sulit larut dalam air. Kebutuhan berbagai industri atas siklodekstrin
tersebut, masih sepenubnya tergantung impor. Olehnya itu perlu upaya untuk
memproduksi siklodekstrin dalam negeri dengan memanfaatkan bahan baku lokal
dengan teknologi yang tepat dan efisien, yakni teknologi vang dapat diaplikasikan untuk
menghkonversi pati lokal menjadi siklodekstrin.

Proses produksi siklodekstrin pada invensi sebelumnya. vakni =Production of
cyelodextrin No paten US34259107 dilakukan dengan terlebih dahuly menghidrolisis

pati secara parsial dengan cara menggunakan enzim a-amilase atau asam. laly dikonversi

meniadi ik lndaltctrin dennan alifimn sesies sl § 10 - TR
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honversi dilangsungkan pada suhu 50 °C dengan pll 7 seloma 2 sampai 7 hari, Madn
invensi lain “Production of cyclodextrin from granular modificd starches” dengan
nomor US3I652398.  Pada invensi ini produksi siklodekstrin  dimulai  dengon
memodifikasi pati secara kimia dan/otau lisik dalam bentuk “granular modificd starch”.
Perlakuan pati granular yang digunakan adalah pati modifikasi asam, pati oksidasi,
“thin boiling starch” dan dekstrin,  Kemudian dilanjutkan dengan konversi menjadi
siklodekstrin dengan aktifitas siklodekstrin glikosiltransferase dengan pengaturan pll
antara 6,5 — 7.5, inkubasi dilakukon selama 4 — 7 hari.  Kedun invensi tersebut
memerlukan waktu produksi yang relatil lama (2-7 hari), schingga perlu memodifikasi
pati bentuk lnin sebelum proses pembentukan siklodekstrin, agar waktu reaksi dapat
dipersingkat dengan produktivitas yang tinggi. Selain itu perlu memanfantkan sumber
pali lokal seperti tapioka sebagai substrat untuk produksi siklodekstrin.

Tapioka merupakan sumber pati yang potensial digunakan sebagai substrat untuk
produksi siklodekstrin tetapi mengandung komponen amilopektin relatif tinggi yakni 83
%, schingga memiliki struktur molekul yang bercabang. Dalam reaksi pcmbcnlukln
siklodekstrin, aktivitas enzim CGTase sangat dipengaruhi oleh strukiur molekul substrat
vang digunakan. Enzim CGTase dalam aktifitas reaksinya lebih menyukai substrat
dengan struktur molekul pati ranai lurus dari pada strukiur molekul pati rantai
bercabang. Olehnya ilw. tapioka dengan kandungan smilopektin yang tinggi dengan
rantai cabang yang banyak seria viskositas pasta yang tinggi sulit untuk dikonversi
menjadi siklodekstrin. Sehingga pemanfaatan tapioka sebagai substrat untuk produksi
siklodekstrin perlu dilakukan modifikasi terlebih dahulu.

Pada invensi sebelumnya “Produksi siklodekstrin dari substrat pati dengan tahap
pemisahan aseptor yang terdapal pada hidrolisat pati untuk meningkatkan produktivitas
siklodekstrin™ dengan nomor ID P0025456, modifikasi pati dilakukan dengan
menggunakan enzim a-amilase. Penggunaan enzim a-amilase pada proses modifikasi
tersebut  berdampak pada terbentuknya aseptor yang dapat menghambat reaksi
pembentukan siklodekstrin. Schingga pada invensi tersebul dilakukan pemisahan aseptor
menggunakan pelarut etanol sebelum reaksi pembentukan siklodekstrin dilangsungkan.
Terbentuknya aseptor pada proses modifikasi pati menggunakan a-amilase, karena
aktifitas spesifik dari enzim tersebut memotong secara acak rantai pati, sehingga
dihasilkan sejumlah rantai pendek seperti glukosa, maltose dan maltotriosa yang bersifat

schagai aseplor.
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Solusi yang dapat dilakukan agar tapioka dapat digunakan scbagai substrat untuk
produksi siklodekstrin dengan produktivitas yang tinggi, yakni rantai-rantai cabang
amilopektin perlu dipotong, sehingga struktur pati yang umumnya dalam struktur rantai
bercabang diubah menjadi struktur rantai lurus. Kondisi tersebut akan lebih mudah
dikatalisis olch enzim CGTase menjadi siklodekstrin.  Pemotongan rantai cabang
amilopektin tapioka dilakukan dengan menggunakan enzim pullulanase. Enzim
pullulanase (pullulan 6-glukanohidrolase, EC.3.2.1.41) adalah enzim yang spesifik
memotong ikatan a-1.6 D-glikosidik scbagai titik percabangan yang terdapat pada
amilopektin (pati), glikogen dan pullulan.

Uraian Singkat Invensi

Invensi bertujuan untuk memodifikasi tapioka dengan pemotongan rantai cabang
amilopektin oleh pullulanase agar dihasilkan komponen rantai lurus, schingga reaksi
siklisasi pembentukan siklodekstrin oleh CGTase dapat berlangsung secara optimal.
Proses penggunaan kedua enzim tersebut dilakukan dengan dua metode, yakni (1)
penggunaan pullulanase dan CGTase sccara bertahap, dan (2) penggunaan pullulanase
dan CGTase secara bersamaan.

Penggunaan pullulanase dan CGTase secara bertahap dimaksudkan agar terjadi
pemotongan rantai cabang amilopektin sebelum penambahan enzim CGTase untuk
proses siklisasi membentuk siklodekstrin. Olehnya itu pada metode penggunaan enzim
secara berishap, produk debranching pullulanase digunakan sebagai substrat pada tahap
berikutnya untuk pembentukan siklodekstrin. Sedangkan pada penggunaan pullulanase
dan CGTase secara bersamaan dimaksudkan agar terjadi reaksi secara simultan, yakni
hasil debranching dari pullulanase langsung dikonversi menjadi siklodekstrin oleh
CGTase.

Uraian Lengkap Invensi

A.Pembentukan Siklodekstrin yang Diawali dengan Reaksi Debranching oleh
Pullulanase

Penentuan konsentrasi enzim dan lama reaksi debranching dimulai dengan
membuat suspensi tapioka pada konsentrasi 40 % b/v, lalu ditambahkan ion Ca** (CaClz)
sebanyak 12 ppm dan keasaman diatur pada pH 5,0. Suspensi dibagi menjadi 5 bagian,
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lalu masing-masing ditambahkan pullulanase sebanyak 5, 10, 15. 20, dan 25 {unit/gram
substrat). Suspensi dipanaskan atau digelatinisasi sambil diaduk hingga mencapai suhu
75 °C, kemudian suhu diturunkan dengan cepat pada subu 50 °C. Reaksi dipertahankan
pada suhu 50 °C selama 5 jam dan dilakukan pengambilan sampel setiap selang wakiu |
jam,

Hasil analisa amilosa (rantai lurus) selama reaksi debranching berlangsung,
menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi enzim yang digunakan (5-25 unit/gram)
maka kadar amilosa semakin meningkat. Penggunaan pullulanse konsentrasi 5 unit/gram
perolehan rantai lurus masih relatifl kecil dengan rata-rata 64,7 % selama reaksi
debranching (1-5 jam). Pada peningkatan konsentrasi enzim lebih lanjut 10, 15, 20 dan
25 unit menujukkan peningkatan perolchan rantai lurus, yakni masing-masing scbesar
77.5 %, B8.2 %, B83 % dan 91,5 %. Pengaruh lama reaksi juga menunjukkan
peningkatan lama reaksi dari 1, 2. 3, 4 dan 5 jam cenderung meningkatkan produk rantai
lurus masing-masing sebesar 77%, 78,2 % B1.5 %, 83,9 % dan 856 %. Enzim
debranching merupakan enzim yang spesifik memotong pada ikatan a-1.6 D-glikosidik
yang terdapat pada amilopekiin (pati), glikogen dan pullulan,

Perolehan produk rantai lurus {amilosa) dan interaksi perlakuan konsentrasi
enzim dengan lama reaksi, menunjukkan perlakuan yang optimal pada pemakain
konsentrasi enzim sebesar |5 unit/gram dengan lama reaksi 3 jam dan konsentrasi enzim
20 univgram dengan lama reaksi | jam. Produk rantai lurus dari kedua kombinasi
perlakuan tersebut adalah masing-masing sebesar 84 % dan 83,5 %. Tingkat pemotongan
rantai cabang tersebut menyisahkan amilopekiin sebesar 16 % dan 16,5 %. Hal ini
menunjukkan bahwa tingkat pemolongan rantai cabang amilopektin masing-masing
sebesar 80 % dan 79,37 % dari kadar amilopektin awal sebesar 80 % sebelum proses
debranching.

Produk hasil reaksi debranching komponen amilopektin dari aktivitas pullulanase
adalah komponen rantai lurus (amilosa). Enzim debranching menghidrolisis ikatan a-1.6
elikosidik pada pati (amilopektin) atau glikogen dan menghasilkan komponen rantai
lurus amilosa, seperti pada reaksi berikut:

a-1,4 : 1,6 glukan bercabang Enzim (n+ 1) a-14 glukan
(Amilopektin, glikogen) + n H:0 ————— (rantai pendek & panjang)
Debranching
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konversi 47.81 % pada penggunaan substrat 30 % biv. Oleh karena itu produksi
siklodehstrin lebih lanjut akan digunakan lama reaksi 240 menit.

Penentuan konsentrasi substrat dalam produksi siklodekstrin dilakukan dengan
menggunakan produk  debranching sebagai substrat. Substrat tersebut  diatur
konsentrasinya masing-masing sebanyak 20, 25, 30, 35 dan 40 % b'v. Substml
disuspensikan dalam bufTer phosphat pll 6,0 (0,2 M), lalu ditambahkan CGTase 100
unitgram substrat dan etanol 10 % v/v. Reaksi dilangsungkan dalam shaker incubator
pada suhu 60 °C dengan kecepatan pengadukan 200 rpm. Lama reaksi yang digunakan
adalah lama reaksi terbaik yang diperoleh sebelumnya yakni 240 menit.

Hasil analisa siklodekstrin dengan variasi penggunaan konsentrasi substrat,
menunjukkan pada peningkatan konsentrasi substrat perolehan siklodekstrin cenderung
meningkat, kecuali pada pemakaian konsentrasi 40 % (b/v) lebih rendah dibandingkan
dengan pemakaian konsentrasi substrat 35 % (b/v). Demikian pula halnya dengan nilai
konversi menunjukkan pola yang sama dengan perolehan siklodekstrin. Perolehan
siklodekstrin tertinggi (154,28 g/L) diperoleh pada perlakuan konsentrasi substrat 35 %
(b/v) dengan nilai konversi sebesar 44,08 %. Sedangkan nilsi konversi tertinggi (47,82
%) diperoleh pada perlakuan konsentrasi substrat 30 % (b/v) dengan perolchan
siklodekstrin sebesar 143.45 g/L. Hal ini menunjukkan bahwa penggunaan produk
debranching sebagai substrat optimal pada 30 % (b'v) dan penggunaan maksimal pada
konsentrasi 35 % (b'v).

Penggunaan konsentrasi substrat yang lebih tinggi (40 % biv) perolehan
siklodekstrin  semakin menurun. Hal tersebut  menunjukkan bahwa penggunaan
konsentrasi substrat di atas 35 % b/v lidak efisien digunakan. Fenomena ini
menunjukkan bahwa konsentrasi substrat di atas 35 % merupakan kondisi terjadinya
penjenuban enzim, vakni seluruh sisi aktif enzim berikatan dengan substrat. Akibatnya,
semua molekul enzim membentuk ikatan kompleks dengan substrat, schingga kecepatan
reaksi menjadi lebih lama. Faktor lain juga dapat dischabkan karena terjadinya
peningkatan viskositas pasta dan gula pereduksi. Peningkatan viskositas pasta akan
menghambat interaks amtara enzim dengan substrat, schinga reaksi siklisasi menjadi

terhambat,
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B. Produksi Siklodekstrin dengan Penpgunaan Enzim Pullulanase dan CGTase
secara Bersamaan

Dalam proses katalisis pemutusan rantai cabang amilopektin, pullulanase optimal
bekerja pada suhu 50 °C, sedangkan aktivitas optimal CGTase dalam pembentukan
siklodekstrin adalah pada suhu 60 °C. Oleh karena itu dalam penggunaan enzim secara
bersamaan untuk mengkonversi tapioka menjadi siklodekstrin, perlu ditentukan suhu
penggabungan kedua enzim dan lama reaksi yang optimal untuk menghasilkan
siklodekstrin yang maksimal.

Suhu reaksi yang digunakan pada pencampuran kedua enzim tersebut adalah 50, 55
dan 60 *C. Masing-masing suhu reaksi terscbut digunakan untuk menentukan lama
reaksi yang optimal dalam pembentukan siklodekstrin. Substrat tapioka yang digunakan
untuk reaksi tersebut sebanyak 20 % b'v dengan mensuspensikan ke dalam bufTer fosfat
pH 6.0 (0.2 M). Lalu ditambahkan pullulanase dan CGTase masing-masing sebanyak 5
dan 10 univgram subsirat. Selanjutnya suspensi tapioka dipanaskan hingga mencapai
suhu 75 °C. Sebelum penambahan enzim yang ke-2. suhu medium diturunkan, hingga
sama dengan suhu reaksi yang diperlukan untuk inkubasi. Substrat ditambahkan
pullulanase sebanyak 10 — 20 unit/gram dan secara bersamaan ditambahkan CGTase 90
unit/gram substrat dan etanol 10 % (v/v) untuk pencegahan reaksi umpan balik. Reaksi
dilakukan selama 360 menit dengan pengambilan sampel setiap 30 menit.

Hasil analisa pada perlakuan suhu 50, 55 dan 60 °C menunjukkan bahwa perolehan
siklodekstrin lebih maksimal pada perlakuan suhu 60 °C dibandingkan dengan perlakuan
suhu 50 dan 55 °C. Rendahnya perolehan siklodekstrin pada perlakuan suhu reaksi 50
dan 55 °C. menunjukkan bahwa kendatipun rantai cabang amilopektin telah diputus.
akan tetapi CGTase tidak berada pada kondisi subu optimal, sehingga aktivitas siklisasi
pembentukan siklodekstrin juga tidak optimal.

Perlakuan suhu reaksi 60 °C dengan substrat tapioka sebanyak 20 % bfv,
menunjukkan aktivitas pembentukan siklodekstrin berlangsung secara optimal. Lama
reaksi optimal untuk menghasilkan siklodekstrin adalah 210 menit dengan nilai sebesar
14020 g/l (konversi 70.10 % dari substrat yang digunakan). Tingginya perolehan
siklodekstrin pada perlakuan suhu tersebut karena reaksi berada pada kondisi yang
optimal, yakni suhu 60 °C dan ditunjang oleh kondisi substrat dalam bentuk rantai lurus,
sehingga mudah mengalami proses siklisasi.

Penggunaan pullulanase secara bersamaan dengan CGTase dalam substrat

tapioka. komponen amilopektin tapioka dikonversi menjadi rantai lurus {amilosa)
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sulitc: dikonverst oleh CGlase menjudi siklodekstrin. Peranan pullutanase  dalam
pematongan mital cabang amblopektin adalah membentub fraksl rantal lon, oo
mermudahbhan aktiias CGTase membentuk siklodekstiln,

Pengpunaan  subsiral dengan  konsentrasl  Unggl  ommny s ovenonjukkan

produbtivites siklodehstrin yang rendah,  Tlal tersebut dilaporkan Lee dan Klm (1991)
pada pengyunaan patj Jugung wnpa likolkash dengan beberapa tnghat konsentras|
substrat (5 = 20 95) dihasilkan siklodekstein makshmal (50 g/ pada konsentrast substeat
15 % dan 65 g/l (Lee dan Kim, 1992), serta konversl 40 %% darl 15 % (W) pada
penggunann substrat terlikuifikash (Motzuzawa ef al,, 1975),
Perlakuan konsentrasi substemt 30 %% by sebagai perlakuon terbalk yang diperaleh,
dihasilkan siklodekstrin sebanyok 209,89 /1. (nllai konversl 69,96 %) don guln
pereduksi sebesar 36,24 /L. (12.08 %6). Siklndeksirin yang dihositkan adalah Jenis [be
siklodekstrin sebanyak 82,67 % dan a=siklodekstin 17,33 %,
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Abstrak

PRODUKSI SIKLODEKSTRIN DARI TAPIOKA DENGAN KOMBINASI
REAKSI DEBRANCHING DAN SIKLISASI

Invensi ini berhubungan dengan suatu proses produksi siklodekstrin dari bahan
baku tapioka menggunakan kombinasi enzim debranching dan siklisasi. Tapioka dengan
kandungan amilopektin tinggi (83%) juga memiliki rantai percabangan vang lingei.
AKlifitas CGTase dalam pembentukan siklodekstrin tidak menyukai substa
amilopektin, tetapi lebih menyvukai substrat amilosa scbagai komponen rantai forus,
Sehingea keberadaan amilopektin vang tingei dalam tapioka akan menyulithan reaksi
pembentukan siklodekstrin oleh aktifitas CGTase. Olchnya it pada invensi i produksi
siklodekstrin dilakukan dengan mengeunakan kombinasi enzim pullulanase dan CGTase.
Dimana enzim pullulansse berperan dalam reaksi pemotongan percabagan (debranching)
amilopektin untuk menghasilkan rani hurus (amilosa). schingga CGTase lebih optimal
dalam mengaktivasi reaksi siklisasi pembentukan siklodekstrin.

Proses produksi siklodekstrin dari wapioka dengan penggunzan hombinasi reaksi
debranching dan siklisasi, dilakukan dengan dua metode, yakni (1) penggunzan
pullulanase (debranching) dan CGTase (siklisasi) secara bertahap dengan menggunakan
substrat tapioka 30% bv  diperoleh siklodekstrin sebesar 143,45 gL dengan nilai
konversi 47,82 *e. dan (2) penggunaan pullulanase (debranching) dan CGTase (siklisasi)
secara bersamaan dengan penggunaan substrit 30 % b dihasilkan siklodeksirin
schanyak 209.59 g'L dengan nilai konversi 69.96 %
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