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Abstrak

Inulinase (E.C.3.2.1.7) merupakan kelompok enzidrdiase yang mampu menghidrolisis inulin menjadi
fruktosa. Produksi fruktosa secara langsung datfinroleh enzim inulinase hanya memerlukan satapateaksi
enzimatis dan menghasilkan 90% fruktosa sehinggen lefisien. Optimasi perlu dilakukan untuk meniatian
produksi inulinase, antara lain dengan penambahembear nitrogen dan optimasi waktu inkubasi. Khamir
merupakan salah satu mikroba yang dapat memprodonksn. Salah satu khamir inulinolitik yang berhdgsolasi
dari umbi dahlia yaitdrichia alniDUCC-W4. Tujuan penelitian ini adalah mengetatariasi konsentrasi NfO3;
dan waktu inkubasPichia alni DUCC-W4 dalam memproduksi inulinase pada tepungiwtahlia. Penelitian ini
dilaksanakan di laboratorium mikrobiologi, Juruddiologi Fakultas MIPA Universitas Diponegoro. Petuam
aktivitas inulinase dilakukan dengan metode DNSheftan ini menggunakan Rancangan Acak LengkapL(RA
faktorial dengan 2 faktor. Faktor | (PO, P1, P2y &8) berupa konsentrasi h#O; yang berbeda yaitu 0,029mM;
0,05 mM; 0,1 mM; 0,15 mM dan faktor Il (H1, H2, d&8) berupa waktu inkubasi (12 jam,18 jam, dan &4)j
Masing — masing perlakuan diulang sebanyak 3 Kalta yang diperoleh dianalisis dengan menggunaketode
ANOVA. Aktivitas inulinase masing — masing perlakupada waktu inkubasi 12 jam yaitu 0,567 U/mL, @,40
U/mL, 0,304 U/mL, 0,486 U/mL, pada waktu inkubasjaé yaitu 0,761 U/mL, 0,644 U/mL, 0,543 U/mL, 0455
U/mL, sedangkan waktu inkubasi 24 jam yaitu 0,564LJ)/0,567 U/mL, 0,529U/mL, 0,612 U/mL. Berdasarkan
hasil penelitian menunjukkan bahwa penambahan kirast NHNO; pada medium produksi dan perbedaan waktu
inkubasi tidak meningkatkan aktivitas inulind2iehia alniDUCC-W4.

Kata kunci : umbi dahligRichia alniDUCC-W4, inulinase, NENO;

PENDAHULUAN enzim inulinase dapat menghasilkan 90% fruktosa
Ketergantungan manusia pada gula sangdGupta,et.al, 1990; Saryono, dkk, 1999).
tinggi, ini tercermin dari produksi gula nasional Menurut Xiao et al (1988) inulin

yang belum dapat memenuhi tingkat konsumsimerupakan salah satu bahan baku potensial dalam
gula di Indonesia. Sampai saat ini, IndonesigpembuatanHFS (High Fructose Syrup= sirup
masih mengimpor gula karena ketidakseimbangafiuktosa). Inulin adalah senyawa karbohidrat
permintaan dan produksi gula nasional akibaalamiah yang merupakan polimer dari unit-unit
terbatasnya lahan yang cocok untuk perkebunafnuktosa. Polisakarida ini dapat dihasilkan oleh
tebu dan tingginya biaya produksi beberapa tanaman umbi-umbian (seperti pada
(Tjokroadikoesoemo, 1986). Keadaan inilah yanglahlia, Jerusalem artichoke dan chicory) dan
mendorong upaya mencari aneka jenis bahaberperan sebagai karbohidrat cadangan (Gupta,
untuk digunakan sebagai pemanis, sehinggat.al, 1990). Umbi dahlia mengandung 69,50 -
banyak diproduksi pemanis alternatif. Salah sati#5,48% inulin, yang berpotensi untuk dihidrolisis
alternatif yang digunakan sebagai pemanis alammenjadi sirup fruktosa dan fruktooligosakarida
adalah fruktosa (Wijanarka, dkk., 2006b). atau sebagai substrat pada produksi alkohol secara
Produksi fruktosa secara konvensional darfermentasi (Saryono, dkk, 1999; Allaist.al,
molekul pati memerlukan paling sedikit tiga tahapl1986).
reaksi enzimatis menggunakan enzimamilase, Inulinase (E.C.3.2.1.7) adalah enzim
amiloglukosidase, dan invertase. Rendemehidrolitik yang mengkatalisis reaksi hidrolisis
fruktosa yang dihasilkan dari cara ini sekitar 45%polisakarida inulin menjadi fruktosa dan atau
Produksi fruktosa secara langsung dari inulin olefiruktooligosakarida. Dibandingkan dengan sumber
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enzim lain seperti dari tumbuhan atau hewanPembuatan Starter. Satu ose isolat khamPichia
mikrobia diketahui lebih potensial sebagaialni DUCC-W4 dinokulasikan ke dalam medium
penghasil enzim. Hal ini disebabkan pertumbuhaproduksi steril, kemudian diagitasi dengantary
mikrobia yang relatif cepat (Crueger & Crueger,shaker berkecepatan 150 rpm pada suhu ruang
1984). Menurut Wijanarka dkk (2006a) salah satiselama 22 jam (T 27 %) sehingga didapatkan
khamir inulinolitik yang berhasil diisolasi dari kultur dengan kepadatan“1€el/mL.

umbi dahlia yfa'th'Ch'a aIn|DUCC—W4._ Pertumbuhan sal. Kultur dari starter diambil
Khamir membutuhkan nutrien untuk

. . sebanyak 10% (v/v) dan diinokulasikan pada
kehidupannya. Peran utama nutrien adalah Sebaq%'asing—masing medium produksi dengan berbagai

sumber energi, selain itu juga untuk mempmdu'(ﬁ'(onsentrasi NENO, yaitu 0,029 mM (PO)

enzim. Salah satu sumber nutrien adalah nitroge6| 05mM (P1): 0,1 mM (P2) dan 0,15mM (P3)
yang dapat digunakan dalam bentuk organi émudian d’iagiiasi denganrotan; shaker ’

maupun anorganik (Waluyo, 2004). Nutrien yangoerkecepatan 150 rpm pada suhu ruang.

S:frgl:aéNﬁﬁg)pe:rilrﬂggiulr?: ﬁgg?hmzmmggﬁmPengambilan kultur dilakukan setiap 6 jam untuk
3 P mengukur pertumbuhan sel secara langsung

sumber nitrogen anorganik yang mengandun%engan metode turbidimetri. Pertumbuhan sel

o . . :
34,5% nltrogen,_mudah d|bgat di Iaborator'umditentukan dengan mengukur nilgptical density
dengan mereaksikan asam nitrat dengan ammon

berair (Anonim, 2006). Beberapa penelitian teIat‘(gD) rrlljengngj(nakan spel:troE)t(r)]meter Pakkao K
dilakukan untuk meningkatkan produksi enzim™™" engukuran = pertumbunhan ~ merupakan

inulinase, tetapi belum ada penelitian yan%\ene“t'an pendahuluan untuk menentukan waktu

. . ~Inkubasi yang dipilih dalam uji aktivitas enzim.
mendukung tentang penggunaan ammonium nitr roduks Enzim. Produksi enzim inulinase

untuk - meningkatkan - produksi inulinase OIehdilakukan dengan cara starter diambil sebanyak
Pichia alni DUCC-W4. Sumber nitrogen ini dapat 0% (V) d % kulasik d . y
digunakan untuk pembentukan asam amino da?‘l o (v/v) dan linokulastkan pada masing-masing
protein. medium p(oduk5| dengan berbagai konsentrasi
NH4NO; yaitu 0,029 mM (P0), 0,05mM (P1); 0,1
BAHAN DAN METODE mM (P2) dan 0,15mM (P3), kemudian diagitasi

Bahan. Pichia alni DUCC-W4 koleksi dari denganrotary shakerberkecepgtan .150 rpm pada

Wijanarka, dkk (2006a), tepung umbi dahliaSUhu ruang. P_emanenan enzim dilakukan dengan
(Dahlia variabilis Willd.), inulin murni, sukrosa, cara pengambilan kultur_padr_sl Jam kg-lZ, 1.8 dan
(NH.);HPO, NH,NO, medium PDA (Potato 24. Sampel kultur yang diambil disentrifugasi pada

Dextrose  Agar), MgSO7H,O, yeast extract kecepatan 3000 rpm selama 10 menit. Supernatan

asam dinitrosalisilat, sodium potassium tartrat,yang diperoleh merupakarrude enzim  dan

digunakan untuk uji aktivitas enzim
NaOH, dan akuades. - . .

’ . . . . Pengukuran Aktivitas Enzim (Xiao, &. al., 1998;
Pembuatan Tepung Umbi Dahlia. Umbi dahlia Wijanarka dkk., 2006a). Pengukuran aktivitas

yang sudah dicuci bersih dikupas, dipotong kecil-_" " L = . .
kecil dan dikeringkan dalam oven suhu® 8. enzim meliputi aktivitas inulinase dan invertase

Umbi dahlia yang sudah kering selanjutnyasehingga akan diketahui rasio I/S. Aktivitas

digiling sampai menjadi tepung. inulinase dan invertase dianalisis dengan

Pembuatan Medium Produksi Inulinase. Tepung metode DNS (Chaplin and Kennedy, 1994) dan

umbi dahlia sebanyak 3 g dalam 100 mL :';1quade(§tentm(an berdasarkan sejumiah (imol gula

dipanaskan selama 25 menit, disaring daﬁedUkSi yang dibebaskan per menit pada kondisi

: : . tertentu. Gula reduksi diukur dengan cara
gecl)’z;njlétnzl&;j)l;irgtghkgrlldgnggﬂpoéf? 840|N515®ls g menghitung absorbansi enzim substrat (ES)

MgSQ,.7H,0, dan 0,15 g/east extracpada pH 5, diku_rangi denga_n absorbansi substrat (S) dar_1
disterilisasi dengan autoklaf pada suhu °2P enzim (E), sehingga diperoleh rumus sebagai

atm selama 15 menit. berikut :
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Aktivitas Enzim = sebanyak tiga kalData yang diperoleh dilakukan
(AbsSES- AbsS- AbsE) fruktosa uji homogenitas varian dengan uji Barlett dan uiji
BVIX3C' x P x 1000 normalitas dengan uji komolghorov — Smirnov.

Data yang normal dan varian homogen dianalisis
enganAnalysis of VarianSugandi dan Sugiarto,

Keterangan : Abs ES = absorbansi enzim substrﬂg%; Steel and Torrie, 1995: Hanafiah, 2000).

Abs E = absorbansi enzim, Abs S = absorban

substrat, BM = berat molekul fruktosa (180,1), P =
faktor pengenceran. HASIL DAN PEMBAHASAN

1. Aktivitas Inulinase Pertumbuhan khamir pada medium

Penentuan aktivitas  inulinase  dilakuka roduksi_ dengan penamba_lhan N, pada
dengan cara menyiapkan 3 tabung untuk dii erbagai konsentrasi menunjukkan kecenderungan

la yang sama (Gambar 1). Pertumbuhan
campuran yang berbeda. Tabung pertama (ESQ),. 7. . . . )
berisi 0,9 mL campuran substrat inulin dan buffe rtinggi terlihat pada wakiu inkubasi 24 jam

. .. terutama pada perlakuan ketiga dengan
dan 0,1 mlLcrudeenzim. Tabung kedua (S) berisi
0,9 mL campuran substrat inulin dan buffer da enambahan NMO; 0,15 Mm. Pertumbuhan

0.1 mL akuades. Tabung ketiga (E) berisi O hamir dipengaruhi oleh adanya nutrien_dalam
rr;L buffer: 0.1 m'L crude enzim  dan 05 mL "medium, salah satunya yaitu sumber nitrogen.

akuades. Satu tabung sebagai blangko diisi Owenurut Brocket. aI_. (1994), sumber_nitrogen
mL buffer dan 0.6 mL akuades. tersebut akan digunakan  khamir  untuk

Masing-masing tabung diinkubasi  selama 3cpembentukan protein dan asam amino yang akan

menit pada suhu 80. Reaksi dihentikan dengan membantu pertumbuhannya.
memasukkan tabung sampel ke dalam ai 18007
mendidih selama 5 menit dan setelah dingin & *°°]
ditambahkan reagen DNS (Lampiran 12) sebanya
1 mL. Selanjutnya dipanaskan ke dalam air
mendidih selama 10 menit dan setelah dingin
ditambahkan dengan 5 mL akuades. Setiap samp
larutan diukur absorbansinya dengan
spektrofotometer padgs, nm. Aktivitas inulinase
ditentukan berdasarkan sejumlah pmol gula 0.000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
reduksi yang dibebaskan per menit pada kondis 0 6 12 18 24 30
tertentu waktu inkubasi (jam)
2. Aktivitas Invertase

Penentuan aktivitas invertase dilakukanssamGambar 1. Kurva pertumbuharrichia alni
seperti pada penentuan aktivitas inulinaseDUCC-W4 dalam medium produksi dengan
hanya saja yang berbeda adalah substratny@enambahan NMO; pada berbagai konsentrasi
Substrat yang digunakan adalah larutan sukrosselama waktu inkubasi 30 jam.
1%. Keterangan : PO : 0,029 mM NNO; dalam
Rancangan Percobaan dan Analisis Data medium basal, P1 : 0,05 mM NNO;, P2 : 0,1
Penelitian ini menggunakan Rancangan AcaknM NH,NOs, P3: 0,15 mM NENOs;.
Lengkap faktorial dengan 2 faktor yang dicoba
yaitu faktor | (PO, P1, P2, dan P3) berupa Berdasarkan Gambar .1 menunjukkan
konsentrasi NENO; yang berbeda yaitu 0,029 pahwa pertumbuhan tertinggi terjadi pada waktu
mM 0,05mM, 0,1 mM, 0,15 mM dan faktor Il (H1, inkubasi 12 — 24 jam. Hasil ini menjadi dasar
H2, dan H3) berupa waktu inkubasi (12 jam,18untuk perhitungan produksi enzim karena aktivitas
jam, dan 24 jam). Kedua faktor ini diperlakukanenzim mengalami peningkatan seiring dengan laju
pada medium produksi inulinas®ichia alni  pertumbuhandrowth assosiatéd Menurut Brock
DUCC-W4. Masing — masing percobaan diulanget.al (1994), enzim digolongkan menjadi
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metabolit primer yang biasanya dibentuk pada faspeningkatan aktivitas inulinase. Salah satu hal
pertumbuhan logaritmik. Pertumbuhan sel akaryang diduga menyebabkan penambaharn,NNBi
terjadi sangat cepat dan enzim mulai dihasilkatidak mempengaruhi aktivitas inulinaBehia alni
meningkat pada fase logaritmik. Jadi, aktivitasDUCC-W4 karena konsentrasi NNO; yang
enzim yang akan diuji yaitu pada waktu inkubasidigunakan dalam penelitian ini kemungkinan lebih

12 (H1), 18 (H2), dan 24 (H3). banyak digunakan untuk mendukung proses

pertumbuhan ataupun untuk protein struktural

s aro pembentukan organela dalam sel. Kemungkinan

074 =r juga karena sumber nitrogen yang digunakan
061 ars dalam penelitian ini tidak hanya NNO; saja,

051 sehingga mungkin terjadi kelebihan sumber

0.4
0.3
0.2

nitrogen. Kondisi ini menyebabkan penambahan
NH,NO; 0,5 mM, 0,1 mM, 0,15 mM dalam

aktivitas inulinase (IU/mL)

01 medium  kurang efektif sehingga tidak
o meningkatkan  produksi  inulinase  secara
o 18 2 signifikan.

waktu inkubasi (jam)

, - — - Hasil analisis sidik ragam juga
Gambar 2. Histogram aktivitas inulinagéchia  menynjukkan bahwa pengaruh waktu inkubasi 12,
alni DUCC-W4 dalam medium produksi denganqg qan 24 jam berbeda tidak nyata. Hal ini

penambahan NINO; pada berbagai konsentrasi menynjukkan bahwa waktu inkubasi juga tidak

dan waktu inkubasi yang berbeda, masing Tempengaruhi aktivitas atau produksi inulinase.
masing menunjukkan hasil yang berbeda tidakenyrut Brocket.al (1994),pada fase logaritmik,
nyata setelah dianalisis dengan ANOVA. pertumbuhan sel akan terjadi sangat cepat dan
Keterangan : PO : 0,029 mM NMNO; dalam  ,qquksi enzim meningkat. Produksi enzim terus
medium basal, P1:0,05 mM MNO;, P21 ieriadi pada saat fase stasioner, sehingga pada jam
0,1 mM NHNGs,, P3:0,15 mM NHO; ke 12, 18, dan 24 produksi inulinase juga masih
_ relatif stabil. Sintesis inulinase akan menurun
Gambar 2 menunjukkan bahwa padasetelah fase stasioner karena jumlah nutrisi dalam
waktu inkubasi 18 jam aktivitas inulinase pa.darnedium yang semakin berkurang dan sel
perlakuan berturut - turut yaitu 0,761 U/mL, 0,644mengalami fase kematian. Dapat diasumsikan
U/mL, 0,543 U/mL, 0,612 U/mL. Berdasarkan pahwa waktu yang efisien untuk produksi
hasil analisis sidik ragam menunjukkaan bahwgnylinase dalam penelitian ini adalah jam ke — 12.
tidak ada perbedaan yang nyata pada aktivitas
inulinase antar perlakuan. Jadi penambahar
NH,NO; 0,5 mM, 0,1 mM, 0,15 mM padaichia e aro
alni DUCC-W4 tidak berpengaruh nyata pada|. " o
produksi inulinasenya. Penelitian Xiaet.al. ors
(1988) menunjukkan  bahwa  penambahan
konsentrasi NENOs; 0,1 M sebagai sumber
nitrogen pada kapan@hrysosporium pannorum
juga tidak memberikan pengaruh yang simultan| °?1
Sumber N yang mampu meningkatkan aktivitas °° 12 16 2
inulinase dilaporkan oleh Skowronek & Fiedurek waktu inkubasi Gam)
(2004) dengan menggunakan NaNO,73 %,
namun ini dijumpai pada kapangspergillus
niger. Gambar 3. Histogram aktivitas invertaBéchia
Tidak adanya perbedaan yang nyata padalni DUCC-W4 dalam medium produksi dengan
aktivitas inulinase antar perlakuan menunjukkarpenambahan NMO; pada berbagai konsentrasi
tidak ada pengaruh penambahan ;NB; bagi  dan waktu inkubasi yang berbeda.

aktivitas invertase (IL/mL)
o
®
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Keterangan : PO : 0,029 mM NNO; dalam dikarenakan penambahan MHD; pada medium

medium basal, P1:0,05 mM MND;, P2: tidak berpengaruh terhadap aktivitas inulinase

0,1 mM NHNO;, P3: 0,15 mM NENOs. maupun invertase sehingga nilai rasio I/S yang
didapatkan menunjukkan nilai yang bebeda tidak

Berdasarkan hasil analisis sidik ragam darhyata pula.

aktivitas invertase menunjukkaan bahwa tidak ada

perbedaan yang nyata pada aktivitas inulinasK ESIMPULAN

antar perlakuan. Hal ini menunjukkan tidak ada Bedasarkan hasil penelitian yang telah

pengaruh penambahan WHD; bagi peningkatan dilakukan, maka dapat diambil kesimpulan bahwa

aktivitas invertase. Hasil analisis sidik ragamajug penambahan konsentrasi MHD; pada medium

menunjukkan bahwa pengaruh waktu inkubasi 12produksi pada konsentrasi 0,05 mM, 0,1mM, dan

18 dan 24 jam berbeda tidak nyata. Hal ini0,15 mM dan perbedaan waktu inkubasi tidak

menunjukkan bahwa waktu inkubasi juga tidakmempengaruhi aktivitas inulinas@ichia alni

mempengaruhi aktivitas atau produksi invertase. DUCC-W4.

Menurut Ertan et.al (2003) adanya

aktivitas invertase yang mengiringi aktivitas UCAPAN TERIMA KASIH

inulinase dapat digunakan untuk mengetahui rasiBenulis mengucapkan banyak terima kasih kepada

I/S atau S/I (I : inulinase, S : invertase). Ras&® Kementerian Riset dan Teknologi yang telah

ini digunakan untuk mengetahui aktivitas katalitikmembiaya Penelitian ini Tahun Anggaran 2007

enzim. Semakin besar nilai rasio I/S maka aktivita?No.99 / RT / Insentif / PPK/ 1 / 2007.

inulinasenya juga besar.
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