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PENURUNAN KADAR GLUKOSIDA
SIANOGENIK BIJI KORO BENGUK |
(MUCUNA PRURIENS, D.C.) OLEH AKTIVITAS
FERMENTASI
ASPERGILLUS ORYZAE, A. SOJAE, RHIZOPUS
OLIGOSPORUS DAN R. ORYZAE

THE DECREASE OF CYANOGENIC GLUCOSIDE CONTENT OF
VELVET BEANS (Mucuna pruriens, D.C.) AS A RESULT OF
FERMENTATION ACTIVITIES OF Aspergillus oryzae,

A sojae, Rhizopus oligosperus AND R. oryzae

Sri Wedhastri”

Abstract

Aspergillus oryzae, A. sojae, Rhizopus oligosporus and R. oryzae have been used
as inoculants for fermentation of velvet beans (Mucuna pruriens). The degradation
of cyanogenic gluc051de during fermentation was evalualed by measuring the
concentration of HCN in the fermented beans.

The results showed that the longer the fermemation, the lower cyanogenic
glucoside content, suggesting that the molds have the g-glucosidase activities. It was
also found that the S-glucosidase activity of Aspergillus spp was higher than that
of Rhizopus spp.

Intisari

Aspergilius oryzae, A. sojae, Rhizopus ofigosporus dan R. oryza digunakan"
untuk mengurangi kadar glukosida sianogen biji koro benguk (Mucuna pruriens).

Biji koro benguk dididihkan selama 1 jam dengan penambahan air (1:10) dan
kemudian dikuliti. Biji bebas kulit selanjutnya direndam semalam. Setelah peren-
daman, biji dipotong-potong dan disterilkan di dalam cawan petri (50 g/cawan). Biji
steril selanjutnya diinokulasi dengan spora jamur (l(}l6 spora/g biji) dan diin-
kubasikan selama 7 hari. Penurunan kadar glukosida smnogen selama fermentasi
dievalvasi dengan mengukur kadar HCN dalam biji.

‘Enzim S-glukosidase kasar .yang dihasilkan oleh ‘A. ‘oryzae, A. sojac,
R. oligosporus dan R. oryzae selama fermentasi diekstraksi-dengan 0;1 M bufer
asetat pH 5,5. Untuk uji aktivitas enzim digunakan substrat biji koro benguk
dan p-nitrofenil 8-D glukosida.

*)Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Pertanian Universitas Gadjah Mada.
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Hasil yang diperoleh adalah kadar glukosida sianogen pada biji koro benguk
semakin kecil dengan lamanya proses fermentasi oleh jamur-jamur tersebut, karena
adanya enzim §-glukosidase yang dihasilkan. Enzim B-glukosidase A. oryzae dan
A. sojae mempunyai aktivitas tertinggl pada hari kedua dan pertama, sedangkan
enzim B-glukosidase R. oligosporus dan R. oryzae pada hari ketiga dan keenam.
Enzim S-glukosidase A. oryzae, A. sojae, R. oligosporus mempunyai pH optimum
6,8. Enzim S-glukosidase A. oryzae, A. sojae, dan R. oligosporus mempunyai suhu
optimum 30°C, sedangkan R. oryvzae 28°C.

Pengantar

Tanaman koro benguk merupakan tanaman legum yang mem-
punyai potensi untuk dikembangkan karena kandungan proteinnya
cukup tinggi yaitu 27% — 30% (Gandjar dan Slamet, 1974), dan
dapat tumbuh pada kondisi lingkungan yang tidak menguntungkan,

Biji koro benguk biasanya dikonsumsi dalam bentuk tempe
terutama di daerah di mana tanaman koro benguk banyak dibudi-
dayakan (Harini, 1979).

Koro benguk mengandung toksikan glukosida sianogen yang di-
sebut phaseolunatin atau linamarin (Makfoeld, 1979). Linamarin
2-(B-D-glucophyranosyloxy) -2-methyl propanenitrile, mempunyai
rumus molekul C,, H.NO, (Bennet, 1974, Windholz er al., 1983).
Senyawa ini dapat terhidrolisis oleh enzim (-glukosidase menjadi
glukosa, aseton dan HCN (Makfoeld, 1979}. HCN inilah yang dapat
menimbulkan keracunan. '

Beberapa cara telah dilakukan untuk menghilangkan toksikan ter-
sebut, yakni dengan merendam biji yang ukurannya sudah diper-
kecil, dan direbus selama 40 menit teriebih dahulu (Anonim, 1977).
Tempe yang dihasilkan dari fermentasi biji koro benguk oleh usar di-
ketahui tidak mengandung glukosida sianogen (Anonim, 1979).

Usar merupakan inokulum tempe tradisional yang mengandung
terutama jamur Rhizopus spp., Aspergillus sp., bakteri dan khamir
(Jutono and Sri Wedhastri, 1983). Gandjar (1977) mendapatkan bahwa
R. oligosporus dan R. oryzae hampir selalu dapat diisolasi dari
sampel tempe benguk.

Penelitian ini dikerjakan untuk mengetahui kemampuan
A. oryzae, A. sojae, R, oligosporus dan R. oryzae dalam mengurangi
kandungan glukosida sianogen biji koro benguk selama proses
fermentasi.

RRRAR |
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Bahan dan Metode

Bahan

Biji koro benguk yang digunakan berwama putlh abu-abu di-
peroleh dari Wonosari, Gunung Kidul.

Mikroorganisme

Biakan murni jamur Aspergillus oryzae, A. sojae, Rhizopus
oligosporus diperoleh dari Laboratorium Bioteknologi Fakultas
Teknologi Pertanian UGM, sedangkan R. oryzae dari Fakultas MIPA,
UL

Metode Fermentasi

Fermentasi dilakukan dengan 2 cara, yaitu fermentasi jamur ter-
hadap substrat biji koro benguk dan fermentasi jamur terhadap
media sintetik. : :

Fermentasi Biji Koro Benguk

Untuk  perlakuan pendiahuluan biji diperlakukan  sesuai
dengan metode yang telah dikerjakan sebelumnya (Anonim .1977).
Kemudian biji dipotong-potong dan disterilkan pada suhu 121°C
selama 15 menit. Biji steril diinokulasi dengan 50 x 10* spora
jamur (Srivastava et al, 1987). Hasil inokulasi dunkubasxkan pada
suhu kamar selama 7 hari. .

Fermentasi Jamur pada Media Sintetik

Tlap 100 ml medla smtetlk (Wang er al., 1980) d1mokulas1
dengan 100 x 10¢ spora jamur. Hasil inokulasi dlmkubamkan pada
suhu kamar selama 3 han (72 ]am) dengan dlgo_log (150 rpm)

Analisis HCN

- Satu gram hasil fermentasi biji koro benguk ditambah 15 m
0,2 M bufer fosfat pH 6,8 digojog 15 menit, dan disaring. Filtrat
dikembalikan ke volume semuila dengan bufer yang sama. Larutan
mllah yang ditentukan kadar HCN-nya.. :

» Hidrolisis glukosida sianogen dilakukan dengan menambah 1 ml
larutan sampel dengan 1 ml NaOH 0,1 M dan diinkubasikan pada
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suhu kamar selama 30 menit (Okoh et al., 1988). Untuk deteksi HCN
digunakan metode pikrat basis (Ikediobi et al., 1980). Larutan akhir
diamati absorbansinyaz dengan Spektronik 21 pada panjang gelom-
bang 490 nm. Konsentrasi HCN dihitung dengan memplot data pada
kurva baku. Kurva baku dibuat dari larutan baku KCN dengan
kisaran (CN") 0,32 ~ 32 ug/ml.

Uji Aktivitas enzim 5-glikosidase Kasar Jamur

Ekstraksi enzim hasil fermentasi substrat padat dilakukan sesuai
dengan metode lkediobi et al., (1980). Aktivitas S-glukosidase
diukur dengan menggunakan substrat p-nitrofenil B-D-gluko-
piranosida (pNPG) sesuai dengan metode Bernier dan Stutzenberger
(1989).

Penentuan pH Optimum Aktivitas G-glukosidase Kasar Jamur

Uji aktivitas enzim dilakukan dengan bufer fosfat 0,2 M pada
pH 6; 6,2; 6,4; 6,6; 6,8; 7,0; 7,2; 7,4; 7,6; dan 7,8 pada suhu 30°C.

Penentuan Suhu Optimum Aktivitas S-glukosidase Kasar Jamur

Uiji aktivitas dilakukan pada subu kamar (28°C); 30°C, 40°C,
50°C dan 60°C dengan bufer fosfat 0,2 M pH 6,8.

Hasil dan Pembahasan

Perubahan Kadar HCN Seclama Fermentasi

Perubahan kadar HCN yang terjadi selama fermentasi dapat
dilihat pada gambar 1. Dari keempar jamur yang digunakan di
dalam penelitian ini A. oryzae, mempunyai potensi tertinggi pada
pengurangan kadar HCN biji (78,66%), kemudian diikuti berturut-
turut A. sojae, (75,04%), R. oligosporus (67,79%) dan R. oryzae
(37,20%).

Pada penggunaan A. oryzae, pengurangan kadar HCN tertinggi
terjadi pada hari kedua, A. sojae terjadi pada hari pertama,
R. oligosporus pada hari ketiga dan R. oryzae pada hari keenam fer-
mentasi. Ada dugaan bahwa pada hari pertama dan kedua fermen-
tasi, A. sojae dan A. oryzae sudah mampu memecah cukup banyak

“ikatan glukosidik pada linamarin, sedangkan R. oligosporus dan
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Gambar 1. Kadar HCN (ug/g berat kering) biji koro benguk selama fermentasi
oleh: Aspergiilus oryzae (AO), A. sojse (AS), R. oligospoms (ROL) dan
R. oryzae (ROR),

R. oryzae baru pada hari berikutnya, sehingga HCN terbebaskan.

HCN yang bebas ini diduga menguap, karena HCN mempunyai
titik didih yang rendah (Montgomery, 1969). Jamur diduga tidak akan
menggunakan HCN yang bebas sebagai sumber N, karena HCN me-
rupakan senyawa yang mempunyai potensi dapat menghambat sito-
krom oksidase (enzim respiratory tcmuna!) bagl organisme yang aerob
(Hodgson dan Guthrie, 1980). HCN ini juga dapat menghambat
enzim-enzim Kkatalase, peroksidase, asam askorbat - oksidase,
karbonil anhidrase, nitrat reduktase, alkalin fosfatase, aldolase dan
alkohol dehidrogenase (Whitaker, 1972),

Aktivitas larutan enzim $-glukosidase kasar jamur hasil fermen-
tasi substrat padat dan media sintetis dengan substrat para nitrofenil
B-D-glukopiranosida.

Hasil pengujian aktivitas 8-glukosidase pada fermenta31 substrat
padat dapat dilihat pada gambar 2.

Gambar 2 menunjukkan bahwa A. oryzae dan A. sojae mem-
punyai aktivitas S-glukosidase yang lebih tinggi dibandingkan
dengan R. oligosporus dan R. oryzae. Hal ini didukung oleh hasil
penelitian yang dilakukan oleh Mega dan Matsushima (1983) yang
mendapatkan bahwa A. oryzae mempunyai aktivitas §-glukosidase
yang tinggi. Hasil yang ditunjukkan pada gambar 2 juga memberi-
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Gambar 2. Aktivitas enzim J-glukosidase enzim A. oryzae (AO), A. sojae (AS),
- R. oligosporus (ROL) dan R. oryzae (ROR} pada hasil fermentasi
substrat padat.
Waktu inkubasi 15 menit.

kan'indikasi bahwa R. oryzae dan R. oligosporus, merupakan peng-
hasil 8-glukosidase.

Pada penggunaan A. oryzae, aktivitas 8-glukosidase tertinggi di-
dapatkan pada hari keempat (18,773 pg nitrofenol/0,1 ml/menit),
A. sojae pada hari kelima (20,076 ug nitrofenil/0,1 ml/menit),
R. oligosporus pada hari ketiga (10,957 ug nitrofenol/0,1 ml/menit),
dan R. oryzae pada hari kelima (10,114 gg nitrofenol/0,1 ml/menit).

Hasil pengujian aktivitas enzim §-glukosidase pada fermentasi
media sintetik dapat dilihat pada tabel 1.

Tabel 1. Aktivitas enzim (-glukosidase kasar A. oryzae (AO); A, sojae (AS),
R. oligosporus (ROL) dan R. eryzae (ROR) dari hasil fermentasi media

sintetik.

Spesies Jamur ug nitrofenol/0,1 ml/menit”
A. oryzae 0,2603 + 0,0011
A. sojae 0,3257 = 0,0044
R. oligosporus 0,2143 + 0,0034
R. oryzae 0,1071 £ 0,0065

*  Angka-angka tersebut merupakan rerata dari tiga ulangan
— Waktu fermentasi pada media sintetik: 72 jam
— Waktu inkubasi uji aktivitas: 15 menit.
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Tabel 1 menunjukkan bahwa A. oryzae dan A. sojae mem-
punyai aktivitas 8-glukosidase yang lebih tinggi daripada R. oligos-

porus dan R. oryzae. Oleh karena pada media sintetik yang
.digunakan hanya terdapat sumber C glukosa. maka ada dugaan

bahwa enzim kasar 8-glukosidase jamur-jamu ini bersifa konsti-
tutif. Dugaan ini-didukung hasil penelitian Srivastava et al., (1987)
yang mendapatkan bahwa enzim §-glukosidase yang dihasilkan oleh
A, wentii bersifat konstitutif (tidak memerlukan induser di dalam
produksinya).

pH dan suhu optimum aktivitas enzim B-glukosidase kasar
jamur hasil fermentasi substrat padat.

Hasil pengujian aktivitas S-glukosidase dari keempat jamur
menunjukkan bahwa aktivitas ensimatik tertinggi dari masing-masing
jamur didapatkan pada periode fermentasi yang berbeda. A. oryzae
mempunyai aktivitas enzimatik -3-glukosidase yang tertinggi pada
hari ke 2, A. sojae pada hari pertama, R. oligosporus pada hari ke-
tiga dan R. oryzae pada han keenam.

pH dan suhu optimum aktml:as B-glukosidase keempat jamur
pada saat mencapai tingkat aktivitas enzimatik tetinggi dapat
dilihat pada gambar 3 dan 4. Hasil yang disajikan pada gambar 3
menunjukkan bahwa pH optimum untuk aktivitas 8-glukosidase
keempat jamur tersebut adalah 6,8. Suhu optimum untuk aktivitas
B-glukosidase (gambar 4) masing-masing jamur adalah 30°C untuk
A. oryzae, A. sojae dan R. oligosporus, serta 28°C-untuk R, oryzae.
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Gambar 3. pH optimum aktivitas enzim S-glukosidase kasar A. oryzae (AQ,),
A. sojge (AS)), R, o.'rgosporus (ROL) dan R. oryzae (ROR) hasﬂ

fermentasi snbslrat padat,
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Gambar 4. Suhlu bptimulh enzin 3-glukosidase kasar A. oryzae (AQ,), A. sojse
(AS,), R. oligosporus (ROL,) dan R. oryzae (ROR,) hasil fermentasi
substrat padat.

Hasil penelitian yang disajikan pada gambar 3 dan gambar 4 me-
nunjukkan bahwa enzim-enzim yang dihasilkan oleh A. oryzae,
A. sojae, R. oligosporus dan R. oryzae tersebut mempunyai pH dan
suhu optimum yang mirip dengan pH dan suhu optimum untuk
aktivitas enzim linamarase (3-glukosidase indogen) yang diisolasi dan
ketela pohon (Ikediobi et al., 1980).

Kesimpulan

Hasil-hasil penelitian yang telah dibahas di atas menunjukkan
bahwa A. orvzae, A. sojae, R. oligosporus dan R. oryzae mem-
punyai aktivitas enzimatik yang mampu menurunkan kandungan
glukosidase sianogenik pada biji koro benguk. Hasil pengujian
aktivitas enzim pada berbagai pH dan suhu memberikan dugaan bahwa
enzim-enzim yang dihasilkan oleh keempat jamur tersebut mem-
punyai aktivitas yang mirip dengan aktivitas linamarase.

Ucapan Terima Kasih
Pada kesempatan ini penulis ingin menyampaikan terima kasih

dan penghargaan kepada Dr. Ir. Slamet Sudarmadji dan Dr. Ir. Kapti
Rahayu Kuswanto atas bimbingan dan saran-saran yang diberikan




601

hingga tersusunnya tulisan ini. Penelitian ini merupakan bagian dari
hasil penelitian untuk tesis S-2 ‘di Fakultas Pasca Sarjana UGM.
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