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ABSTRACT

Inulinolitic yeast isolated from dahlia tuber (Dahlia variabilis Willd) of Bandungan-Ambarawa, was
found to produce inulinase enzyme (E.C.3.2.1.7).  Under tested fermentation condition, BAN-1 inulinase
isolate showed enzymatic activity in dose dependent manner to the starter concentration. A maximum
enzymatic  activity  of  0.582  IU  was  produced  by  adding  starter  concentration  10%.  Based  on
morphological, physiological and biochamichal evaluation it was indentified that  the BAN-1 isolate is
Pichia sp.
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Pendahuluan

Produksi gula secara nasional masih tergantung pada gula tebu dan gula cair
dari  pati  sehingga  belum  memenuhi  tingkat  konsumsi  gula  di  Indonesia.  Hal  ini
terbukti  dengan impor gula oleh pemerintah, berupa gula cair dan gula kristal tiap
tahun rata-rata 2  juta ton (Manggunwidjaya, l993). Keadaan inilah yang mendorong
upaya  mencari  aneka  jenis   bahan  untuk  digunakan  sebagai  pemanis,  hingga
kemudian  banyak  diproduksi  pemanis  sintetis  (berbahaya  untuk  kesehatan)  dari
pada pemanis alami . Pemanis alami mempunyai peluang pasar yang baik untuk
dikembangkan  pengadaanya.   Keberadaannya  memiliki  prospek yang menantang
untuk digarap baik dalam budidaya sumber tanaman pemanisnya maupun industri
pengolahannya.  Sumber  gula  baru  sebagai  alternative  untuk  mengurangi
ketergantungan terhadap gula tebu perlu dicari dan fruktosa merupakan salah satu
alternative yang penting. Selanjutnya fruktosa ini dapat dibuat pemanis alami yang
dikenal  sebagai  HFS (High  Fructose  Syrup).  Pemanis  alami  seperti  HFS (High
Fructose  Syrup  =  Sirup  fruktosa)   memiliki  peluang  pasar  yang  baik  untuk
dikembangkan pengadaannya.  

Upaya mengatasi  masalah ini,  akhir-akhir  ini  perhatian  dipusatkan terhadap
sumber pemanis alami hasil biosintesis dari mikroorganisme dengan alasan mudah
dimanipulasi  genetik  dan  murah  operasionalnya.  Sumber  pemanis  alami  (inulin)
tersebut  dapat  berasal  dari  umbi  dahlia  (Dahlia  variabilis Willd)  dengan  bantuan
khamir  (yeast)  inulinolitik.  Inulin  adalah polisakarida yang terkandung dalam umbi
dahlia, chicory, Jerusalem artichoke dan lain-lain.  Struktur kimia inulin adalah linier,
polimer dari 2,1 linkage fruktosa yang ujungnya  berupa residu sukrosa. Fruktosa
yang  menyusun  inulin  dapat  dihidrolisis  dengan  asam maupun  secara  enzimatis
(Haraguchi  et  al.,  l990;  Ertan  et  al.,2003).  Khamir  inulinolitik  mempunyai  enzim
inulinase  (2,1 β-D-fructafructanohydrolyse  E.C.3.2.1.7)  yang  mampu  mengubah
inulin menjadi fruktosa sebagai bahan dasar pembuatan HFS.

Materi dan Metode

Mikroorganisme.  Isolat khamir inulinolitik BAN-1  hasil isolasi  dari umbi dahlia
(Dahlia variabilis Willd)  asal Bandungan – Ambarawa. Cara kerja screening untuk
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mendapatkan  isolate  tersebut  dengan  menggunakan  inulin  murni  sebagai  satu-
satunya sumber karbon (Ertan et al., 2003).

Kultivikasi medium. Komposisi medium untuk produksi enzim (Byun and Nahm,
l978) yaitu :  Inulin  (Sigma) 1%; (NH4)2HPO4 0,5% ; MgSO4.7H2O 0,05%;  FeSO4

0,015%; agar 2% dan pH medium 5,0.  Medium di autoklaf pada suhu 121 oC selama
20 menit. Setelah diinokulasi, Erlenmeyer di  rotary shaker pada suhu 28oC dengan
kecepatan 150 rpm.

Enzyme Assay. Sebanyak 0,1 ml larutan enzim  dicampur dengan subtrat inulin
0,1%  dalam larutan bufer sodium asetat pH 5. Selanjutnya diinkubasi  selama 30
menit pada suhu 50oC. Gula reduksi yang terbentuk ditentukan dengan metode DNS
(Chaplin, l994; Xiao, et al., 1998; Park dan Yun, 2001). Aktivitas inulinase ditentukan
berdasarkan  sejumlah  1  mol  gula  reduksi  (fruktosa)  yang  dibebaskan  permenit
pada kondisi tertentu.  

Identifikasi  khamir inulinolitik Identifikasi khamir BAN-1 sebagai isolat terpilih
ditentukan  berdasarkan  pengamatan  morfologi  dan  uji  fisiologi/biokimia  (Barnett,
l983; Kurzman dan Fell, l998).

Hasil dan Pembahasan

Kondisi  fermentasi  yang  dilakukan  dalam  penelitian  ini  yaitu    konsentrasi
sumber C 0,75 % inulin,  waktu inkubasi  24 jam, konsentrasi nitrogen 0,25%,   pH
medium  5,0   dan  variasi  konsentrasi  inokulum  (5%,  0,75% dan  10%)  terhadap
aktivitas inulinase isolat   BAN- 1.

Berdasarkan penelitian yang dilakukan, ternyata semakin besar konsentrasi
starter  yang  ditambahkan  pada  medium  fermentasi  maka  produksi  enzim   juga
semakin besar (Tabel 1).   Hal ini  ditandai  dengan besarnya peningkatan aktivitas
enzim. Isolat BAN-1 pada konsentrasi starter 10% menghasilkan aktivitas 0,582 IU.
Peningkatan ini  diakibatkan jumlah inokulum yang ditambahkan semakin besar (5%
sampai  10%)   dan  kultur  yang  ditambahkan  juga   sudah  dalam  keadaan  aktif,
sehingga fase lag yang akan ditempuh semakin pendek. Dengan demikian, karena
enzim ini dihasilkan pada saat fase  log maka akan segera terlialisir. Menurut Aziz
dan Sukara  (l990) bahwa  jumlah sel yang ditambahkan akan mempengaruhi fase
yang akan terbentuk, disamping karakteristik metabolitnya.  Hasil aktivitas inulinase
dari isolate BAN-1 lebih 5 kali lipat dari  Zygosaccharomyces fermentatii yang pernah
diteliti  oleh  Wijanarka  et  al.  (2002)  dimana hanya mampu menghasilkan  aktivitas
sebesar 0,11 IU/ml.  

Tabel  1.  Optimasi  konsentrasi  starter  (  5%,  7,5%  dan  10%)  terhadap  aktivitas
inulinase isolat  BAN – 1

Table 1.  Optimation of Starter concentration (5%, 7,5% and 10%) on Isolate BAN-1
inulinase activity

Jenis isolat Starter (%) R1 (IU/ml) R2 (IU/ml) Rata-rata
(IU/ml)

BAN - 1
5 0,322 0,322 0,322

7,5 0,476 0,579 0,528
10 0,613 0,515   0,582*

Dari  hasil  penelitian,  diketahui  bahwa  isolat  khamir   BAN-1   (Gambar  1)
penghasil  inulinase  yang  diindentifikasi  memiliki  ciri-ciri  morfologi  dan  biokimia
seperti tercantum pada Tabel 2 dan Tabel 3. 
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Tabel 2. Hasil Pengamatan Morfologi Khamir BAN-1
Tabel 2. Morphological examination of BAN-1 yeast

Pengamatan Keterangan
Bentuk sel (MEB) Bulat  sampai  elips,  sel  terdapat  dalam  bentuk

tunggal  atau  berpasangan  atau  dalam  rantai
pendek.

Ukuran sel (MEB) P (2-4) x L (2-10) μm
Pertunasan (MEB) Multipolar
Miselium palsu dan miselium sejati 
(Corn Meal Agar = CMA) 

Membentuk pseudomycelium yang bercabang baik,
tetapi  tidak  menghasilkan  hifa  sejati  (true
mycelium).

Penampakan koloni (Yeast extract Malt
Agar = YMA)

Putih agak krem, permukaan halus, tekstur seperti
mentega, kusam, tepi lurus tetapi menjadi bergerigi
pada koloni tua, tengah koloni menggunung.

Penampakan koloni (Yeast extract Malt
Broth = YMB)

Membentuk sedimen dan pelikel.

Spora seksual Askospora  berbentuk  bulat.  Askus  tidak  mudah
pecah  dan  terlihat  pada  hari  kedua  pada  YMB.
Umumnya satu askospora dihasilkan dalam setiap
askus. Ditemukan konjugasi antar sel.

Tabel 3. Uji Fisiologi/Biokimia Isolat 1
Table 3. Physiological/biochemical Test for Isolate 1

UJI ISOLAT 1
Fermentasi 
(Yeast Extract 
Peptone = YEP)

Positif: glukosa (w), galaktosa (w), sukrosa (w), melibiosa, rafinosa,
trehalosa
Negatif: maltosa, laktosa

Asimilasi C 
(Yeast Nitrogen Base
= YNB)

Positif: Glucose, Galactose, L-Sorbose, Sucrose, Maltose, Melezitose,
Inulin, Soluble starch, D-Xylose, L-Arabinose, D-Arabinose, D-Ribose,
L-Rhamnose,  Glycerol,  Erythritol,  Ribitol  (Adonitol),  Dulcitol
(Galactitol),  D-Mannitol,  D-Glucitol  (D-Sorbitol),  -Methyl-D-
Glucoside,  Glucono--Lactone,  2-Ketogluconic  Acid,  5-Ketogluconic
Acid, Succinic Acid, Citric Acid, Inositol, N-acetyl-D-glucosamine
Negatif: Cellobiose,  Trehalose,  Lactose,  Mellibiose,  Raffinose,
Methanol,  Ethanol,  Salicin,  D-L-Lactic  Acid,  D-Glucuronic  Acid,  D-
Galacturonic Acid, Arbutin, Paraffin oil, D-glucosamine, Hexadecane.

Asimilasi N 
(Yeast Carbon Base 
= YCB)

Positif:  amonium  sulfat,  kalium  nitrat,  natrium  nitrit,  L-Lysine,
Cadaverine, Creatine
Negatif:  Ethylamine-HCl,  Creatinine,  D-Glucosamine,  Imidazole,
Tyrosine, Caseine, Hypoxanthine, N-acetyl-D-glucosamine.

Pembentukan enzim 
urease 
( Christensen’s Urea 
Agar = CUA)

Negatif

Pertumbuhan pada 
suhu 27oC ( Yeast 
extract Malt Agar = 
YMA)

Positif

Pertumbuhan pada 
suhu 37oC ( Yeast 
extract Malt Agar = 
YMA)

Negatif

Pertumbuhan pada 
medium 60% 
sukrosa 
( Christensen’s Urea 
Agar = YEPA)

Positif
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Berdasarkan  karakter  morfologi  dan  hasil  uji  fisiologi/biokimia  yang  diamati
disimpulkan bahwa khamir BAN-1   tersebut    adalah   Pichia   sp1 (Gambar 1) E.C.
Hansen emend. Kurtzman.

Gambar 1. Morfologi Isolat BAN-1 ( perbesaran 400 x)
Figure 1. Isolate BAN-1 morphology (magnification 400x)

Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan konsentrasi starter yang terbaik
adalah  10%  dengan  aktivitas  enzim  sebesar  0,582  IU.   Sedangkan  karakter
morfologi  dan  hasil  uji  fisiologi/biokimia  yang  diamati  disimpulkan  bahwa  isolat
khamir BAN-1 adalah Pichia sp.
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