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Abstrak 

 Inulinase (E.C.3.2.1.7) merupakan kelompok enzim hidrolase yang mampu menghidrolisis inulin menjadi 
fruktosa. Produksi fruktosa secara langsung dari inulin oleh enzim inulinase hanya memerlukan satu tahap reaksi 
enzimatis dan menghasilkan 90% fruktosa sehingga lebih efisien. Optimasi perlu dilakukan untuk meningkatkan 
produksi inulinase, antara lain dengan penambahan sumber nitrogen dan optimasi waktu inkubasi. Khamir 
merupakan salah satu mikroba yang dapat memproduksi enzim. Salah satu khamir inulinolitik yang berhasil diisolasi 
dari umbi dahlia yaitu Pichia alni DUCC-W4.  Tujuan penelitian ini adalah mengetahui variasi konsentrasi NH4NO3 
dan waktu inkubasi Pichia alni DUCC-W4 dalam memproduksi inulinase pada tepung umbi dahlia. Penelitian ini 
dilaksanakan di laboratorium mikrobiologi, Jurusan Biologi Fakultas MIPA Universitas Diponegoro. Penentuan 
aktivitas inulinase dilakukan dengan metode DNS. Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) 
faktorial dengan 2 faktor. Faktor I (P0, P1, P2, dan P3) berupa konsentrasi NH4NO3 yang berbeda yaitu 0,029mM; 
0,05 mM; 0,1 mM; 0,15 mM dan faktor II (H1, H2, dan H3) berupa waktu inkubasi (12 jam,18 jam, dan 24 jam). 
Masing – masing perlakuan diulang sebanyak 3 kali. Data yang diperoleh dianalisis dengan menggunakan metode 
ANOVA. Aktivitas inulinase masing – masing perlakuan pada waktu inkubasi 12 jam yaitu 0,567 U/mL, 0,407 
U/mL, 0,304 U/mL, 0,486 U/mL, pada waktu inkubasi18 jam yaitu 0,761 U/mL, 0,644 U/mL, 0,543 U/mL, 0,554 
U/mL, sedangkan waktu inkubasi 24 jam yaitu 0,564U/mL, 0,567 U/mL, 0,529U/mL, 0,612 U/mL. Berdasarkan 
hasil penelitian menunjukkan bahwa penambahan konsentrasi NH4NO3 pada medium produksi dan perbedaan waktu 
inkubasi tidak meningkatkan aktivitas inulinase Pichia alni DUCC-W4. 

 
Kata kunci : umbi dahlia, Pichia alni DUCC-W4, inulinase, NH4NO3 

 
PENDAHULUAN 

Ketergantungan manusia pada gula sangat 
tinggi, ini tercermin dari  produksi gula nasional 
yang belum dapat memenuhi tingkat konsumsi 
gula di Indonesia. Sampai saat ini, Indonesia 
masih mengimpor gula karena ketidakseimbangan 
permintaan dan produksi gula nasional akibat 
terbatasnya lahan yang cocok untuk perkebunan 
tebu dan tingginya biaya produksi 
(Tjokroadikoesoemo, 1986). Keadaan inilah yang 
mendorong upaya mencari aneka jenis bahan 
untuk digunakan sebagai pemanis, sehingga  
banyak diproduksi pemanis alternatif. Salah satu 
alternatif yang digunakan sebagai pemanis alami 
adalah fruktosa (Wijanarka, dkk., 2006b). 

Produksi fruktosa secara konvensional dari 
molekul pati memerlukan paling sedikit tiga tahap 
reaksi enzimatis menggunakan enzim α-amilase, 
amiloglukosidase, dan invertase. Rendemen 
fruktosa yang dihasilkan dari cara ini sekitar 45%. 
Produksi fruktosa secara langsung dari inulin oleh 

enzim inulinase dapat menghasilkan 90% fruktosa 
(Gupta, et.al., 1990; Saryono, dkk, 1999). 

Menurut Xiao et al. (1988) inulin 
merupakan salah satu bahan baku potensial dalam 
pembuatan HFS (High Fructose Syrup = sirup 
fruktosa). Inulin adalah senyawa karbohidrat 
alamiah yang merupakan polimer dari unit-unit 
fruktosa. Polisakarida ini dapat dihasilkan oleh 
beberapa tanaman umbi-umbian (seperti pada 
dahlia, Jerusalem artichoke dan chicory) dan 
berperan sebagai karbohidrat cadangan (Gupta, 
et.al., 1990). Umbi dahlia mengandung 69,50 - 
75,48% inulin, yang berpotensi untuk dihidrolisis 
menjadi sirup fruktosa dan fruktooligosakarida 
atau sebagai substrat pada produksi alkohol secara 
fermentasi (Saryono, dkk, 1999; Allais, et.al., 
1986). 

Inulinase (E.C.3.2.1.7) adalah enzim 
hidrolitik yang mengkatalisis reaksi hidrolisis 
polisakarida inulin menjadi fruktosa dan atau 
fruktooligosakarida. Dibandingkan dengan sumber 
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enzim lain seperti dari tumbuhan atau hewan, 
mikrobia diketahui lebih potensial sebagai 
penghasil enzim. Hal ini disebabkan pertumbuhan 
mikrobia yang relatif cepat (Crueger & Crueger, 
1984). Menurut Wijanarka dkk (2006a) salah satu 
khamir inulinolitik yang berhasil diisolasi dari 
umbi dahlia yaitu Pichia alni DUCC-W4. 

Khamir membutuhkan nutrien untuk 
kehidupannya. Peran utama nutrien adalah sebagai 
sumber energi, selain itu juga untuk memproduksi 
enzim. Salah satu sumber nutrien adalah nitrogen 
yang dapat digunakan dalam bentuk organik 
maupun anorganik (Waluyo, 2004). Nutrien yang 
dipakai dalam penelitian ini adalah ammonium 
nitrat (NH4NO3). Ammonium nitrat merupakan 
sumber nitrogen anorganik yang mengandung 
34,5% nitrogen, mudah dibuat di laboratorium 
dengan mereaksikan asam nitrat dengan ammonia 
berair (Anonim, 2006). Beberapa penelitian  telah 
dilakukan untuk meningkatkan produksi enzim 
inulinase, tetapi belum ada penelitian yang 
mendukung tentang penggunaan ammonium nitrat 
untuk meningkatkan produksi inulinase oleh  
Pichia alni DUCC-W4. Sumber nitrogen ini dapat 
digunakan untuk pembentukan asam amino dan 
protein.  
 
BAHAN DAN METODE 
Bahan. Pichia alni DUCC-W4 koleksi dari 
Wijanarka, dkk (2006a),  tepung umbi dahlia 
(Dahlia variabilis Willd.), inulin murni, sukrosa, 
(NH4)2HPO4, NH4NO3, medium PDA (Potato  
Dextrose  Agar), MgSO4.7H2O, yeast extract, 
asam dinitrosalisilat, sodium potassium tartrat, 
NaOH, dan akuades. 
Pembuatan Tepung Umbi Dahlia. Umbi dahlia 
yang sudah dicuci bersih dikupas, dipotong kecil-
kecil dan dikeringkan dalam oven suhu 80o C. 
Umbi dahlia yang sudah kering selanjutnya 
digiling sampai menjadi tepung.  
Pembuatan Medium Produksi Inulinase. Tepung 
umbi dahlia sebanyak 3 g dalam 100 mL  aquades  
dipanaskan  selama  25  menit, disaring dan 
selanjutnya ditambahkan dengan 0,23 g NH4NO3; 
0,37 g (NH4)2.HPO4; 0,1 g K2HPO4; 0,05 g  
MgSO4.7H2O, dan 0,15 g yeast extract pada pH 5, 
disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 1210C 2 
atm selama 15 menit.  

Pembuatan Starter. Satu ose isolat khamir Pichia 
alni DUCC-W4 dinokulasikan ke dalam medium 
produksi steril, kemudian diagitasi dengan rotary 
shaker berkecepatan 150 rpm pada suhu ruang 
selama 22 jam (T 27 %) sehingga didapatkan 
kultur dengan kepadatan 107 sel/mL.    

Pertumbuhan sel. Kultur dari starter diambil 
sebanyak 10% (v/v) dan diinokulasikan pada 
masing-masing medium produksi dengan berbagai 
konsentrasi NH4NO3, yaitu 0,029 mM (P0), 
0,05mM (P1);  0,1 mM (P2) dan 0,15mM (P3), 
kemudian diagitasi dengan rotary shaker 
berkecepatan 150 rpm pada suhu ruang. 
Pengambilan kultur dilakukan setiap 6 jam untuk 
mengukur pertumbuhan sel secara langsung 
dengan metode turbidimetri. Pertumbuhan sel 
ditentukan dengan mengukur nilai optical density 
(OD) menggunakan spektrofotometer pada λ520 
nm. Pengukuran pertumbuhan merupakan 
penelitian pendahuluan untuk menentukan waktu 
inkubasi yang dipilih dalam uji aktivitas enzim.  
Produksi Enzim. Produksi enzim inulinase 
dilakukan dengan cara starter diambil sebanyak 
10% (v/v) dan diinokulasikan pada masing-masing 
medium produksi dengan berbagai konsentrasi 
NH4NO3 yaitu 0,029 mM (P0), 0,05mM (P1); 0,1 
mM (P2) dan 0,15mM (P3), kemudian diagitasi 
dengan rotary shaker berkecepatan 150 rpm pada 
suhu ruang. Pemanenan enzim dilakukan dengan 
cara pengambilan kultur pada jam ke-12, 18 dan 
24. Sampel kultur yang diambil disentrifugasi pada 
kecepatan 3000 rpm selama 10 menit. Supernatan 
yang diperoleh merupakan crude enzim dan 
digunakan untuk uji aktivitas enzim 
Pengukuran Aktivitas Enzim (Xiao, et. al., 1998; 
Wijanarka  dkk., 2006a). Pengukuran aktivitas 
enzim meliputi aktivitas inulinase dan invertase 
sehingga akan diketahui rasio I/S. Aktivitas  
inulinase   dan invertase dianalisis   dengan 
metode DNS (Chaplin and Kennedy, 1994) dan 
ditentukan berdasarkan  sejumlah  1  µmol gula  
reduksi yang dibebaskan per menit pada kondisi 
tertentu. Gula reduksi diukur dengan cara 
menghitung absorbansi enzim substrat (ES) 
dikurangi dengan absorbansi substrat (S) dan 
enzim (E), sehingga diperoleh rumus sebagai 
berikut : 
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Aktivitas Enzim = 
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Keterangan : Abs ES = absorbansi enzim substrat, 
Abs E = absorbansi enzim, Abs S = absorbansi 
substrat, BM = berat molekul fruktosa (180,1), P = 
faktor pengenceran. 
 1. Aktivitas Inulinase 
     Penentuan aktivitas  inulinase  dilakukan 
dengan cara menyiapkan        3 tabung untuk diisi 
campuran yang berbeda. Tabung  pertama  (ES)  
berisi  0,9 mL campuran substrat inulin dan buffer 
dan 0,1 mL crude enzim. Tabung kedua (S)  berisi  
0,9 mL campuran substrat inulin dan buffer dan   
0,1  mL  akuades.  Tabung  ketiga  (E) berisi 0,4  
mL  buffer;  0,1 mL  crude  enzim   dan  0,5 mL  
akuades.  Satu tabung sebagai blangko diisi   0,4 
mL buffer dan 0,6 mL akuades.  
Masing-masing tabung diinkubasi  selama 30 
menit pada suhu 500C. Reaksi dihentikan dengan 
memasukkan  tabung  sampel  ke dalam air 
mendidih selama 5 menit dan setelah dingin  
ditambahkan reagen DNS (Lampiran 12) sebanyak 
1 mL. Selanjutnya  dipanaskan ke dalam air 
mendidih selama 10 menit dan setelah dingin 
ditambahkan dengan 5 mL akuades. Setiap sampel 
larutan diukur absorbansinya dengan 
spektrofotometer pada λ570 nm. Aktivitas inulinase 
ditentukan berdasarkan sejumlah 1 µmol gula  
reduksi yang dibebaskan per menit pada kondisi 
tertentu. 
     2. Aktivitas Invertase 
        Penentuan aktivitas invertase dilakukan sama  
seperti pada  penentuan aktivitas   inulinase,  
hanya  saja   yang  berbeda  adalah  substratnya.  
Substrat yang digunakan adalah larutan sukrosa 
1%. 
Rancangan Percobaan dan Analisis Data. 
Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak 
Lengkap faktorial dengan 2 faktor yang dicoba 
yaitu faktor I (P0, P1, P2, dan P3) berupa 
konsentrasi NH4NO3 yang berbeda yaitu 0,029 
mM 0,05mM, 0,1 mM, 0,15 mM dan faktor II (H1, 
H2, dan H3) berupa waktu inkubasi (12 jam,18 
jam, dan 24 jam). Kedua faktor ini diperlakukan 
pada medium produksi inulinase Pichia alni  
DUCC-W4. Masing – masing percobaan diulang 

sebanyak tiga kali. Data yang diperoleh dilakukan 
uji homogenitas varian dengan uji Barlett dan uji 
normalitas dengan uji komolghorov – Smirnov. 
Data yang normal dan varian homogen dianalisis 
dengan Analysis of Varian (Sugandi dan Sugiarto, 
1994; Steel and Torrie,1995; Hanafiah, 2000). 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 

Pertumbuhan khamir pada medium 
produksi dengan penambahan NH4NO3 pada 
berbagai konsentrasi menunjukkan kecenderungan 
pola yang sama (Gambar 1). Pertumbuhan 
tertinggi terlihat pada waktu inkubasi 24 jam 
terutama pada perlakuan ketiga dengan 
penambahan NH4NO3 0,15 Mm. Pertumbuhan 
khamir dipengaruhi oleh adanya nutrien dalam 
medium, salah satunya yaitu sumber nitrogen. 
Menurut Brock et. al. (1994), sumber nitrogen 
tersebut akan digunakan khamir untuk 
pembentukan protein dan asam amino yang akan 
membantu pertumbuhannya.  
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Gambar 1. Kurva pertumbuhan Pichia alni 
DUCC-W4 dalam medium produksi dengan 
penambahan NH4NO3 pada berbagai konsentrasi 
selama waktu inkubasi 30 jam. 
Keterangan : P0 : 0,029 mM NH4NO3 dalam 
medium basal,  P1 : 0,05 mM NH4NO3, P2 : 0,1 
mM NH4NO3, P3 : 0,15 mM NH4NO3. 

 
Berdasarkan Gambar .1 menunjukkan 

bahwa pertumbuhan tertinggi terjadi pada waktu 
inkubasi 12 – 24 jam. Hasil ini menjadi dasar 
untuk perhitungan produksi enzim karena aktivitas 
enzim mengalami peningkatan seiring dengan laju 
pertumbuhan (growth assosiated). Menurut Brock 
et.al. (1994), enzim digolongkan menjadi 
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metabolit primer yang biasanya dibentuk pada fase 
pertumbuhan logaritmik. Pertumbuhan sel akan 
terjadi sangat cepat dan enzim mulai dihasilkan 
meningkat pada fase logaritmik. Jadi, aktivitas 
enzim yang akan diuji yaitu pada waktu inkubasi 
12 (H1), 18 (H2), dan 24 (H3). 
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Gambar 2. Histogram aktivitas inulinase Pichia 
alni DUCC-W4 dalam medium produksi dengan 
penambahan NH4NO3 pada berbagai konsentrasi 
dan waktu inkubasi yang berbeda, masing – 
masing menunjukkan hasil yang berbeda tidak 
nyata setelah dianalisis dengan ANOVA. 
Keterangan : P0 : 0,029 mM NH4NO3 dalam 
medium basal,         P1 : 0,05 mM NH4NO3, P2 : 
0,1 mM NH4NO3,           P3 : 0,15 mM NH4NO3. 

 
Gambar 2 menunjukkan bahwa pada 

waktu inkubasi 18 jam aktivitas inulinase pada 
perlakuan berturut - turut yaitu 0,761 U/mL, 0,644 
U/mL, 0,543 U/mL, 0,612 U/mL. Berdasarkan 
hasil analisis sidik ragam menunjukkaan bahwa 
tidak ada perbedaan yang nyata pada aktivitas 
inulinase antar perlakuan. Jadi penambahan 
NH4NO3 0,5 mM, 0,1 mM, 0,15 mM pada Pichia 
alni DUCC-W4 tidak berpengaruh nyata pada 
produksi inulinasenya. Penelitian Xiao et.al. 
(1988) menunjukkan bahwa penambahan 
konsentrasi NH4NO3 0,1 M sebagai sumber 
nitrogen pada kapang Chrysosporium pannorum 
juga tidak memberikan pengaruh yang simultan. 
Sumber N yang mampu meningkatkan aktivitas 
inulinase dilaporkan oleh Skowronek & Fiedurek 
(2004) dengan menggunakan NaNO3 0,73 %, 
namun ini dijumpai pada kapang Aspergillus 
niger. 

Tidak adanya perbedaan yang nyata pada 
aktivitas inulinase antar perlakuan menunjukkan 
tidak ada pengaruh penambahan NH4NO3 bagi 

peningkatan aktivitas inulinase. Salah satu hal 
yang diduga menyebabkan penambahan NH4NO3 
tidak mempengaruhi aktivitas inulinase Pichia alni 
DUCC-W4 karena konsentrasi NH4NO3 yang 
digunakan dalam penelitian ini kemungkinan lebih 
banyak digunakan untuk mendukung proses 
pertumbuhan ataupun untuk protein struktural 
pembentukan organela dalam sel. Kemungkinan 
juga karena sumber nitrogen yang digunakan 
dalam penelitian ini tidak hanya NH4NO3 saja, 
sehingga mungkin terjadi kelebihan sumber 
nitrogen. Kondisi ini menyebabkan penambahan 
NH4NO3 0,5 mM, 0,1 mM, 0,15 mM dalam 
medium kurang efektif sehingga tidak 
meningkatkan produksi inulinase secara 
signifikan. 

Hasil analisis sidik ragam juga 
menunjukkan bahwa pengaruh waktu inkubasi 12, 
18 dan 24 jam  berbeda tidak nyata. Hal ini 
menunjukkan bahwa waktu inkubasi juga tidak 
mempengaruhi aktivitas atau produksi inulinase. 
Menurut Brock et.al. (1994), pada fase logaritmik, 
pertumbuhan sel akan terjadi sangat cepat dan 
produksi enzim meningkat. Produksi enzim terus 
terjadi pada saat fase stasioner, sehingga pada jam 
ke 12, 18, dan 24 produksi inulinase juga masih 
relatif stabil. Sintesis inulinase akan menurun 
setelah fase stasioner karena jumlah nutrisi dalam 
medium yang semakin berkurang dan sel 
mengalami fase kematian. Dapat diasumsikan 
bahwa waktu yang efisien untuk produksi 
inulinase dalam penelitian ini adalah jam ke – 12.  
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Gambar 3. Histogram aktivitas invertase Pichia 
alni DUCC-W4 dalam medium produksi dengan 
penambahan NH4NO3 pada berbagai konsentrasi 
dan waktu inkubasi yang berbeda. 
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Keterangan : P0 : 0,029 mM NH4NO3 dalam 
medium basal,            P1 : 0,05 mM NH4NO3, P2 : 
0,1 mM NH4NO3,   P3 : 0,15 mM NH4NO3. 

 
Berdasarkan hasil analisis sidik ragam dari 

aktivitas invertase menunjukkaan bahwa tidak ada 
perbedaan yang nyata pada aktivitas inulinase 
antar perlakuan. Hal ini menunjukkan tidak ada 
pengaruh penambahan NH4NO3 bagi peningkatan 
aktivitas invertase. Hasil analisis sidik ragam juga 
menunjukkan bahwa pengaruh waktu inkubasi 12, 
18 dan 24 jam  berbeda tidak nyata. Hal ini 
menunjukkan bahwa waktu inkubasi juga tidak 
mempengaruhi aktivitas atau produksi invertase.  

Menurut Ertan et.al. (2003) adanya 
aktivitas invertase yang mengiringi aktivitas 
inulinase dapat digunakan untuk mengetahui rasio 
I/S atau S/I (I : inulinase, S : invertase). Rasio I/S 
ini digunakan untuk mengetahui aktivitas katalitik 
enzim. Semakin besar nilai rasio I/S maka aktivitas 
inulinasenya juga besar.  
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Gambar 4. Histogram Rasio I/S Pichia alni 
DUCC-W4 dalam medium produksi dengan 
penambahan NH4NO3 pada berbagai konsentrasi 
dan waktu inkubasi yang berbeda. 
Keterangan : P0 : 0,029 mM NH4NO3 dalam 
medium basal,            P1 : 0,05 mM NH4NO3, P2 : 
0,1 mM NH4NO3, P3 : 0,15 mM NH4NO3. 

 
Berdasarkan hasil analisis sidik ragam dari 

rasio I/S menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan 
yang nyata pada rasio I/S antar perlakuan 
(Lampiran 10). Hal ini menunjukkan tidak ada 
pengaruh penambahan NH4NO3 bagi peningkatan 
rasio I/S. Hasil analisis sidik ragam juga 
menunjukkan bahwa pengaruh waktu inkubasi 12, 
18 dan   24 jam  berbeda tidak nyata (Lampiran 
10). Hal ini menunjukkan bahwa waktu inkubasi 
juga tidak mempengaruhi rasio I/S. Hal ini 

dikarenakan penambahan NH4NO3 pada medium 
tidak berpengaruh terhadap aktivitas inulinase 
maupun invertase sehingga nilai rasio I/S yang 
didapatkan menunjukkan nilai yang bebeda tidak 
nyata pula.  
 
KESIMPULAN 

Bedasarkan hasil penelitian yang telah 
dilakukan, maka dapat diambil kesimpulan bahwa 
penambahan konsentrasi NH4NO3 pada medium 
produksi pada konsentrasi 0,05 mM, 0,1mM, dan 
0,15 mM dan perbedaan waktu inkubasi tidak 
mempengaruhi aktivitas inulinase Pichia alni 
DUCC-W4. 
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