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Abstrak

Penelitian ini bertujuan untuk mengeksplorasi manfaat umbi dahlia dalam bentuk tepung umbi dan ekstrak
inulin sebagai substrat untuk memproduksi FOS. Produksi FOS berlangsung secara mikrobial enzimatis dengan
bantuan khamir Kluyveromyces marxianus DUCC-Y-003. Pengkulturan khamir pada media kultur berlangsung
selama 60 jam dan dilakukan pengukuran tiap 6 jam. Pengukuran tersebut meliputi pertumbuhan khamir, kadar
fruktosa medium dan kadar total gula medium. Penentuan FOS dilakukan dengan cara mengukur nilai derajat
polimerisasi (DP). DP merupakan hasil perbandingan antara kadar total gula dengan kadar fruktosa pada media
kultur. DP FOS berkisar antara 2-10 dan FOS komersil dengan DP 3-5. Penelitian menggunakan Rancangan Acak
Kelompok Faktorial (RAKF). Perlakuan terdiri atas S1D1 (substrat tepung, dosis 1 g), S1D2 (tepung, 3 g), S1D3
(tepung, 5 g), S2D1 (ekstrak inulin, 1 g), S2D2 (ekstrak inulin, 3 g), S2D3 (ekstrak inulin, 5 g). Hasil penelitian
menunjukkan bahwa pertumbuhan khamir tertinggi pada perlakuan penggunaan ekstrak inulin dengan dosis 1 gram,
dan pertumbuhan terendah pada perlakuan penggunaan tepung dengan dosis 5 gram. Pada masing-masing perlakuan,
menghasilkan produk FOS dengan nilai DP yang beragam selama waktu inkubasi 60 jam, hanya perlakuan S2D1
(ekstrak inulin, 1g) yang sudah menghasilkan ketiga jenis FOS komersil dalam waktu inkubasi 60 jam. Pada
perlakuan S2D1, produk 1-kestosa dihasilkan saat inkubasi 42 jam, produk nystosa saat 48 jam dan produk
fruktofurasylnystosa saat 60 jam. Kesimpulan hasil penelitian adalah perlakuan S2D1 paling efektif dalam
menghasilkan FOS selama waktu inkubasi 60 jam, sedangkan perlakuan lain dapat menghasilkan FOS yang sama
jika lama waktu inkubasi diperpanjang.

Kata kunci : inulin, inulinase, derajat polimerisasi, Kluyveromyces marxianus DUCC-Y-0003

PENDAHULUAN
Fruktooligosakarida (FOS) adalah

oligosakarida yang tersusun atas 2-10 unit
monomer fruktosa dengan ikatan β-(2-1)
glikosidik dan satu monomer glukosa dengan
ikatan α-(2-1) glikosidik pada ujungnya (Rossi et
al., 2005). FOS merupakan bahan aditif yang
sering dimanfaatkan untuk industri pangan,
farmasi dan kimia. FOS bernilai fungsional, karena
memiliki manfaat : sebagai prebiotik, serat larut
(soluble dietary fiber), faktor stimulat Bifidus,
pemanis rendah kalori, bersifat non-karsinogenik,
dan berfungsi baik untuk manajemen kesehatan
saluran cerna (management gut health)
(Pool_Zobel, 2005).

FOS secara luas sudah diaplikasikan dalam
beberapa industri makanan dan farmasi.
Ketersediaan FOS untuk industri dalam negeri
sebagian besar masih impor. Produksi FOS di

Indonesia belum berkembang dengan baik, karena
:  belum adanya produsen FOS, bahan dasar untuk
produksi FOS belum banyak dikenal, inovasi
teknologi produksi FOS masih bersifat eksploratif,
dan FOS belum diasosiasikan dengan baik kepada
masyarakat (Mangunwidjaja, 2009; Wijanarka,
2011).

FOS dapat diproduksi dari senyawa inulin
secara enzimatis dengan bantuan mikroorganisme.
Inulin adalah suatu polifruktan yang tersusun atas
molekul linear D-fruktofuranosa dengan ikatan β-
2-1-glikosidik dan memiliki gugus terminal D-
glukosa yang berikatan dengan fruktosa melalui
ikatan α-1-2-glikosidik. Inulin terbentuk sebagai
karbohidrat cadangan pada umbi akar beberapa
tanaman Compositae, seperti jerusalem artichoke,
chicory, dan dahlia. (Gupta et al, 1992). Ketiga
tanaman diatas memiliki kandungan inulin yang
tinggi, sehingga sering dimanfaatkan sebagai



sumber penghasil inulin secara komersial. Akan
tetapi, hanya tanaman dahlia yang dapat cocok
dikembangkan di Indonesia (Manguwidjaja, 2009).

Di Indonesia, dahlia dimanfaatkan sebagai
tanaman bunga potong. Potensi tanaman dahlia
dapat dieksplorasi tingkat lanjut pada umbi
akarnya. Umbi dahlia mengandung karbohidrat
inulin yang bernilai komersil dan memiliki nilai
fungsional sebagai bahan makanan. Umbi dahlia
segar mengandung inulin dengan kadar 72,6%
(bk), sedangkan setelah proses ekstraksi lanjutan
diperoleh inulin murni sekitar 41,7% (bk) dari total
inulin yang terkandung pada umbi (Widowati dkk.,
2005).

Penelitian ini memanfaatkan umbi dahlia
sebagai sumber inulin dengan dua proses
pengolahan, yaitu pembuatan tepung umbi dan
ekstraksi inulin dengan etanol. Tepung umbi
dahlia merupakan konversi langsung dari umbi
dahlia dengan penghilangan komponen air,
sedangkan ekstrak inulin umbi dahlia yaitu hasil
dari proses pemisahan senyawa inulin dari
komponen lain yang terdapat pada umbi dahlia
(Widowati, 2005). Kedua bentuk bahan tersebut,
masing-masing akan diuji tingkat selektifitasnya
sebagai sumber karbon pada media pengkulturan
mikroorganisme uji dalam menghasilkan FOS.
Substrat yang selektif dapat menginduksi lebih
baik suatu sel dalam mensintesis enzim inulinase,
sehingga dapat menghasilkan produk yang
diinginkan (Rouwenhorst, et al., 1988; Rukmana,
2000).

Beberapa mikroorganisme diketahui
memiliki aktivitas inulinase, misalnya jenis khamir
Kluyveromyces marxianus DUCC-Y-003. Genus
Kluyveromyces diketahui memiliki aktivitas
inulinase yang tinggi dalam mendegradasi substrat
inulin (Singh, 2006). Kelimpahan khamir
Kluyveromyces marxianus dapat diekplorasi dari
rhizosfer umbi dahlia (Saryono dkk., 2002).
Khamir yang digunakan dalam penelitian, diisolasi
langsung dari rhizosfer umbi dahlia yang diperoleh
dari daerah Bandungan, Ungaran.

Hasil penelitian ini dapat menjadi prospek
ke depan untuk membangun kemandirian di
bidang pangan. Teknologi biokonversi dari bahan
baku umbi dahlia ini memiliki perspektif yang
baik dalam rangka meningkatkan nilai guna umbi

dahlia sebagai salah satu sumber alternatif pangan
fungsional seperti FOS.

BAHAN DAN METODE
1. Pengolahan Umbi Dahlia

a. Pengolahan Umbi Dahlia dalam Bentuk
Tepung

Umbi dahlia dibersihkan dari kotoran,
dicuci dengan air mengalir, kemudian
dikupas, dan diiris tipis-tipis. Irisan tersebut
dijemur di bawah sinar matahari langsung dan
dikeringanginkan, atau dikeringkan dalam
oven suhu 80°C. Irisan umbi yang sudah
kering dihaluskan dengan chopper atau
digiling hingga hancur dan disaring dengan
ayakan 60 mess, sehingga dihasilkan serbuk
halus atau tepung (Widowati, 2009).

b. Pengolahan Umbi Dahlia dalam
Menghasilkan Ekstrak Inulin

Umbi dahlia dibersihkan dari kotoran,
dicuci dengan air mengalir, kemudian
dikupas, dipotong kecil-kecil dan diblender
dengan penambahan air 1:2 (b:v).
Selanjutnya, dipanaskan pada penangas air
dengan suhu 80-90°C selama ± 30 menit.
Setelah dingin, disaring dan diambil
filtratnya. Filtrat dilarutkan dalam etanol 30%
sebanyak 40% dari volume filtrat. Larutan
disimpan pada suhu 0°C selama ± 18 jam.
Larutan dibiarkan pada suhu ruang selama 2
jam atau didiamkan hingga terdapat endapan.
Endapan yang diperoleh merupakan inulin
basah I yang selanjutnya dilarutkan kembali
dengan air dengan volume 1:2 (b:v). Proses
lanjut sama seperti diatas hingga diperoleh
endapan inulin basah II. Tahap akhir, inulin
basah II dikeringkan pada suhu 50-60°C
selama 6-7 jam dan dihaluskan hingga
menjadi serbuk inulin (Widowati dkk., 2005).

2. Pembuatan Media Kultur Khamir
Kluyveromyces marxianus DUCC-Y-003
a. Media Kultur Starter

Ekstrak inulin dari umbi dahlia
sebanyak 1 gram dilarutkan dalam 100 mL
akuades, dipanaskan pada suhu 50°C selama
10 menit atau hingga larut. Selanjutnya,
ditambahkan 0,5 g (NH4)2SO4; 0,05 g
MgSO4.7H2O; 0,3 g KH2PO4; 0,01 g
CaCl2.2H2O; 0,4 g Na2HPO4; 0,2 g ekstrak



yeast dan 0,5 g pepton pada pH 6 (Pessoa &
Vitolo, 1999). Sterilisasi dengan autoklaf
pada suhu 121°C, tekanan 2 atm selama 15
menit.

b. Media Kultur Perlakuan
Variasi jenis dan dosis sumber karbon

menjadi faktor perlakuan pada penelitian ini.
Adapun jenis sumber karbon untuk perlakuan,
yaitu tepung umbi dahlia dan ekstrak inulin
umbi dahlia dengan dosis masing-masing 1 g,
3 g dan 5 g. Tepung dan ekstrak inulin umbi
dahlia masing-masing dilarutkan dalam 100
mL akuades, dipanaskan selama 25 menit dan
disaring. Filtrat yang dihasilkan ditambahkan
komponen mineral yang sama seperti di atas.
Jika volume filtrat berkurang, maka dilakukan
penambahan akuades hingga volume menjadi
100 mL. Kemudian, dilanjutkan dengan
pengecekan pH 6 dan sterilisasi pada suhu
121°C, tekanan 2 atm selama 15 menit.

3. Pembuatan Starter
Satu ose isolat khamir Kluyveromyces
marxianus DUCC-Y-003 diinokulasikan ke
dalam 50 mL media kultur starter, dan
diinkubasi dengan agitasi 150 rpm pada suhu
ruang selama 20 jam untuk aktivasi awal
(prestarter) dengan kepadatan kultur 1,8x107

sel/mL. Selanjutnya, kultur prestarter di
aktivasi kembali ke dalam 100 mL media
kultur starter selama 15 jam (kepadatan kultur
2,5x107 sel/mL), dan digunakan sebagai
starter dalam produksi fruktooligosakarida
(FOS) pada tahap lanjut.

4. Pengkulturan Khamir Kluyveromyces
marxianus DUCC-Y-003 pada Media
Perlakuan

Kultur starter sebanyak 10% (v/v)
diinokulasikan dalam 100 mL media
perlakuan, dan diinkubasi dengan agitasi 150
rpm pada suhu ruang selama 60 jam.
Pengambilan kultur sampel sebanyak 5 mL
dilakukan setiap 6 jam untuk mengukur
pertumbuhan sel secara langsung dengan
metode turbidimetri menggunakan
spektrofotometer pada λ 520 nm. Nilai
kerapatan optis (OD) yang dihasilkan dapat
memperlihatkan pola pertumbuhan khamir
selama masa inkubasi, serta dapat

disinkronkan dengan produk
fruktooligosakarida yang dihasilkan.

5. Penentuan Produk Fruktooligosakarida (FOS)
Produk FOS terbentuk dari aktivitas enzimatis
khamir Kluyveromyces marxianus DUCC-Y-
003 pada media perlakuan. Keberadaan FOS
dalam media perlakuan dapat diketahui
melalui pengukuran derajat polimerisasi (DP).
Nilai DP ditentukan dari perbandingan kadar
total gula dan fruktosa dalam media, dengan
rumusan :

Derajat Polimerisasi (DP)  =

DP FOS berkisar 2–10, nilai tersebut
menunjukkan jumlah unit monomer fruktosa
penyusun FOS, sebab FOS merupakan suatu
oligomer yang tersusun atas 2-10 unit monomer
penyusunnya (Yun et al, 1999).
a. Pengukuran Kadar Fruktosa

Kultur sampel disentrifugasi dengan
kecepatan 3000 rpm selama 20 menit pada
suhu ruang. Supernatan hasil sentrifugasi
diambil sebanyak 1 mL dan direaksikan
dengan reagen DNS sebanyak 1 mL. Larutan
tersebut dididihkan selama 10 menit hingga
terjadi perubahan warna. Larutan diencerkan
dengan 5 mL akuades dan diukur kerapatan
optisnya menggunakan spektrofotometer pada
λ 570 nm (Chaplin dan Kennedy, 1994).
Kadar fruktosa ditentukan dengan rumusan :

Kadar Fruktosa (mg/mL)  =

b. Pengukuran Kadar Total Gula
Sisa supernatan hasil tahap pengukuran

fruktosa, diambil sebanyak 0,2 mL
direaksikan dengan 0,2 mL fenol 5% dalam
tabung reaksi, kemudian ditambah dengan 1
mL H2SO4 pekat secara cepat, dan langsung
tertuju pada permukaan campuran
supernatan–fenol tanpa bersentuhan dengan
sisi tabung. Larutan didiamkan selama 10
menit, selanjutnya digojog secara cepat
dengan homogenisator. Larutan diencerkan
dengan 5 mL akuades dan digojog kembali.



Selanjutnya, dididihkan selama 15 menit dan
diukur kerapatan optisnya pada λ 480 nm
dilakukan setelah larutan dingin (Chaplin dan
Kennedy, 1994).  Kadar total gula ditentukan
dengan rumus :

Kadar Total Gula (µg/mL)  =

Parameter Penelitian
 Pertumbuhan khamir Kluyveromyces

marxianus DUCC-Y-003 pada media
perlakuan.

 Produk fruktooligosakarida (FOS) yang
terbentuk pada media perlakuan yang terukur
dari besarnya nilai derajat polimerisasi.

Rancangan Percobaan
Penelitian dilaksanakan secara

eksperimental menggunakan Rancangan Acak
Kelompok Faktorial (RAKF) dengan 3 kelompok
ulangan. Adapun faktor perlakuan yaitu jenis
sumber karbon (notasi = S) dan dosis (notasi = D).
ـ S1 : tepung umbi dahlia
ـ S2 : ekstrak inulin dari umbi dahlia
ـ D1 : dosis 1 gram
ـ D2 : dosis 3 gram
ـ D3 : dosis 5 gram

Kombinasi perlakuan sebagai berikut :

Perlakuan D1 D2 D3

S1 S1D1 S1D2 S1D3

S2 S2D1 S2D2 S2D3

Data hasil penelitian yang dianalisis statistik
adalah nilai derajat polimerisasi FOS dari berbagai
perlakuan. Analisis data menggunakan metode
analisis sidik ragam (ansira) dan dilanjutkan
dengan uji BNT (Beda Nyata Terkecil) pada taraf
signifikan 5% (P < 0,05) (Hanafiah, 1993).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Tepung umbi dan ekstrak inulin dari umbi

dahlia mampu berperan sebagai substrat
pertumbuhan khamir Kluyveromyces marxianus
DUCC-Y-003. Khamir ini dapat mendegradasi
kedua substrat, karena mampu mensintesis enzim

inulinase. Sintesis enzim inulinase terjadi karena
adanya induksi dari substrat yang selektif, yaitu
inulin. Interaksi antara enzim inulinase dan
substrat inulin akan membentuk kompleks enzim
substrat (ES). Selanjutnya, adanya kompleks ES
maka dapat terbentuk suatu produk (P), misalnya
fruktooligosakarida (FOS).

Hasil penelitian ini, menunjukkan bahwa
penggunaan substrat tepung dan ekstrak inulin dari
umbi dahlia dapat menghasilkan produk FOS dari
hasil aktivitas enzimatis khamir Kluyveromyces
marxianus DUCC-Y-003. FOS yang dihasilkan
terdapat dalam cairan media kultur. Keberadaan
FOS merupakan hasil dari pertumbuhan dan
aktivitas degradatif khamir terhadap substrat. Oleh
karena itu, untuk mengetahui efektifitas kedua
jenis substrat tersebut, maka dilakukan
pengamatan terhadap perbedaan pertumbuhan
khamir dan produk FOS yang dihasilkan pada
cairan media tumbuh khamir.
1. Perbedaan Pertumbuhan Khamir
Kluyveromyces marxianus DUCC-Y-003 pada
Media Tepung dan Ekstrak Inulin dari Umbi
Dahlia

Pengukuran pertumbuhan khamir
Kluyveromyces marxianus DUCC-Y-003 pada
media tumbuh merupakan salah satu aspek yang
diamati dalam penelitian. Hal ini berkaitan dengan
aktivitas degradatif khamir terhadap substrat untuk
tumbuh dan berkembang, sehingga membentuk
produk seperti FOS. Pertumbuhan pada suatu
mikroorganisme adalah penambahan secara teratur
semua komponen sel suatu mikroorganisme.
Pertumbuhan dapat diamati dari meningkatnya
jumlah sel atau massa sel (Fardiaz, 1992).
Pertambahan massa sel khamir terjadi karena
khamir memperoleh nutrisi dari media kultur dan
mampu memanfaatkannya untuk tumbuh dan
berkembang.

Pertumbuhan dapat diukur secara tidak
langsung dengan mengukur turbiditas cairan media
tumbuh. Metode ini digunakan untuk menaksir
(memperkirakan) berat atau jumlah biomassa total
dalam suspensi  kultur. Turbiditas dapat diukur
menggunakan alat spektrofotometer. Prinsip kerja
alat ini adalah pengukuran kerapatan atau densitas
populasi mikroorganisme dalam media tumbuh
melalui banyak sedikitnya cahaya yang diserap
atau diteruskan (kerapatan optis  / OD). Semakin



pekat atau semakin banyak populasi
mikroorganisme, maka cahaya yang diserap
semakin banyak dan yang diteruskan semakin
sedikit. Pertumbuhan mikroorganisme pada media
tumbuh akan ditunjukkan dengan bertambahnya
nilai kerapatan optis dengan bertambah lamanya
waktu inkubasi pada media (Poedjiadi, 2006).

Hasil pengamatan pertumbuhan khamir
Kluyveromyces marxianus DUCC-Y-003 pada
media tepung umbi dahlia dan ekstrak inulin
dengan berbagai dosis (1 g, 3 g, 5 g) terdapat pada
Gambar 4.1. Penggunaan tepung umbi dahlia dan
ekstrak inulin dalam media kultur berperan sebagai
sumber karbon bagi pertumbuhan khamir. Karbon
merupakan elemen makronutrien utama yang
berperan penting bagi sistem metabolisme
khususnya sebagai kerangka makromolekul seluler
dari khamir (Waluyo, 2004).

Gambar 1. Kurva pertumbuhan K. marxianus DUCC-
Y-003 pada media perlakuan (S1D1 =
Tepung 1 g, S1D2 = Tepung 3 g, S1D3 =
Tepung 5 g, S2D1 = Ekstrak 1 g, S2D2 =
Eksrak 3 g, S2D3 = Ekstrak 5 g).

Berdasarkan gambar kurva pertumbuhan di
atas, semua perlakuan menunjukkan
kecenderungan pola pertumbuhan khamir yang
sama. Kurva pertumbuhan tersebut
memperlihatkan pola pertumbuhan sel khamir
pada kurun waktu inkubasi 60 jam. Pola
pertumbuhan tertinggi terlihat pada perlakuan
ekstrak inulin 1 g (S2D1) dan yang terendah

terlihat pada perlakuan tepung umbi dahlia 5 g
(S1D3).

Pertumbuhan sel khamir Kluyveromyces
marxianus DUCC-Y-003 tertinggi terjadi pada
medium yang bersumber karbon ekstrak inulin
sebanyak 1 g / 100 mL medium. Adapun
peningkatan dosis hingga 3 g dan 5 g,
menunjukkan pertumbuhan sel yang semakin
lambat. Artinya, semakin tinggi dosis ekstrak
inulin, menyebabkan peningkatan viskositas
sehingga sel khamir membutuhkan waktu lebih
lama untuk mensintesis enzim yang berperan
dalam katabolisme inulin.

Kondisi serupa tampak pada perlakuan
tepung umbi dahlia yang ditunjukkan dengan
pertumbuhan tertinggi sel khamir pada dosis 1 g.
Penambahan dosis hingga 3 g dan 5 g juga
menyebabkan pertumbuhan sel khamir menjadi
lambat. Hal ini disebabkan sel khamir mengalami
tingkat kejenuhan dalam mendegradasi substrat
yang terlalu pekat.

Aktivitas khamir dalam menghidrolisis
media perlakuan merupakan salah satu bentuk
aktivitas enzimatik dalam memecah inulin menjadi
fruktooligosakarida (FOS). Peningkatan dosis
substrat inulin dapat meningkatkan laju reaksi
enzim inulinase, namun penambahan tingkat lanjut
dapat menyebabkan penurunan laju reaksi pada
enzim inulinase karena enzim jenuh dengan
substrat (Page, 1989). Kondisi enzim menjadi
jenuh dengan substrat berarti sisi aktif enzim yang
semula sangat sensitif terhadap substrat yang
kompatibel, pada akhirnya menjadi reaktif karena
terjadi penurunan fungsi. Besar dosis substrat
berhubungan dengan kompleks enzim substrat
yang terbentuk dan berpengaruh terhadap
kecepatan reaksi enzim (Lehninger, 1982).

Perbandingan pertumbuhan khamir
Kluyveromyces marxianus DUCC-Y-003 antara
media tepung umbi dan ekstrak inulin,
menunjukkan hasil lebih baik pada media ekstrak
inulin.  Khamir lebih mudah mendegradasi ekstrak
inulin, alasannya komponen senyawa inulin yang
terkandung di dalamnya lebih murni karena sudah
melalui proses ekstraksi bertingkat dengan
menggunakan pelarut etanol (Widowati, 2005).
Berbeda dengan tepung umbi dahlia menghasilkan
pertumbuhan lebih lambat karena khamir
membutuhkan waktu lebih lama untuk mensintesis



enzim inulinase. Inulinase bekerja selektif dengan
adanya substrat inulin. Pada tepung umbi dahlia,
belum dilakukan separasi (pemisahan) tingkat
lanjut senyawa inulin dari campuran senyawa lain
yang terkandung dalam umbi dahlia.

Pertumbuhan khamir Kluyveromyces
marxianus DUCC-Y-003 pada media perlakuan
merupakan hasil dari aktivitas khamir dalam
mensintesis enzim inulinase. Enzim inulinase
termasuk enzim induktif atau adaptif yang
disintesis ketika terinduksi substrat inulin
(Poedjiadi, 2006). Hal ini dibuktikan melalui kurva
pertumbuhan 4.1. yang menunjukkan bahwa
pertumbuhan khamir Kluyveromyces marxianus
DUCC-Y-003 pada ekstrak inulin lebih tinggi
daripada tepung. Adanya selektifitas media dengan
sumber karbon ekstrak inulin menyebabkan
peningkatan sintesis enzim inulinase pada khamir.
Berbeda pada tepung umbi dahlia masih
terkandung material lain yang dapat menghambat
pertumbuhan khamir. Keberadaan material selain
inulin menyebabkan penurunan efektifitas khamir
dalam mensintesis enzim inulinase, sehingga
berpengaruh pada penurunan pertumbuhan khamir
(Saryono, 2008).

Penggunaan tepung umbi dahlia untuk
memproduksi FOS kurang efektif dari segi waktu
produksi. Akan tetapi, dalam rangka memperoleh
manfaat inulin dari umbi dahlia, prosedur
pembuatan tepung umbi jauh lebih sederhana dan
terjangkau dibanding proses ekstraksi bertingkat.
Berdasarkan gambar 4.1., tepung umbi juga
mampu dimanfaatkan khamir Kluyveromyces
marxianus DUCC-Y-003 untuk mendukung
pertumbuhannya. Oleh karena itu, penggunaan
tepung umbi dahlia dapat menjadi alternatif untuk
proses produksi FOS yang lebih sederhana.
2. Perbedaan Produksi Fruktooligosakarida
(FOS) oleh Khamir Kluyveromyces marxianus
DUCC-Y003 pada Media Tepung dan Ekstrak
Inulin Umbi Dahlia

Fruktooligosakarida (FOS) adalah bahan
aditif yang sering dimanfaatkan dalam industri
makanan, farmasi dan kimia. FOS memiliki nilai
fungsional terhadap kesehatan konsumennya. Jenis
oligosakarida ini dapat diproduksi dari fraksinasi
senyawa polimer inulin dengan bantuan kerja
enzim inulinase. Kerja inulinase terbagi menjadi
dua aksi pemotongan, yaitu endoinulinase, enzim

inulinase memotong rantai inulin di bagian dalam
menghasilkan oligosakarida, dan eksoinulinase,
enzim inulinase memotong rantai inulin di bagian
terminal menghasilkan fraksi-fraksi fruktosa (Yun
et al., 1999).

Kluyveromyces marxianus DUCC-Y-003
merupakan jenis khamir inulinolitik karena
mampu melakukan aktivitas inulinase secara
ekstraseluler terhadap substrat inulin. Aktivitas
inulinase khamir ini merupakan sarana dalam
mendukung pertumbuhannya. Hasil dari aktivitas
inulinase dalam mengkatalisis substrat inulin yaitu
berupa beragam oligofruktosa (FOS) serta
monomer fruktosa. Dalam penelitian berikut,
produksi FOS dilakukan secara mikrobial
enzimatis, yaitu produksi FOS dengan
memanfaatkan aktivitas enzim yang dihasilkan
dari kultur mikroorganisme.

Pengkulturan khamir Kluyveromyces
marxianus DUCC-Y-003 pada media perlakuan
selama 60 jam telah mampu menghasilkan FOS.
Keberadaan FOS dalam media kultur dapat diukur
melalui nilai derajat polimerisasi (DP) yang
ditentukan dari perbandingan antara kadar total
gula dan kadar fruktosa dalam media.
4.2.1  Analisa Total Gula pada Media Kultur

Total gula atau yang disebut juga dengan
total karbohidrat menurut Apriyantono et al (1986)
merupakan jumlah dari keseluruhan gula
sederhana, oligosakarida, polisakarida dan
turunannya. Analisa untuk menentukan total gula
ini dilakukan dengan metode fenol. Bahan sampel
harus berupa cairan jernih yang direaksikan
dengan fenol dan asam sulfat pekat, sehingga
menghasilkan warna coklat kekuningan yang
stabil. Oleh karena itu, sampel media kultur harus
disentrifugasi terlebih dahulu sehingga
mendapatkan supernatan (crude) yang jernih.
Analisis total gula dilakukan secara spektroskopi
(λ 480 nm) dan dihitung berdasarkan persamaan
kurva standar fenol, yaitu :

Y = – 2,1218 + 0,0003698 X

Keterangan :
Y = nilai absorbansi pada sampel media
X = kadar total guladalam media (µg/mL).



Data nilai total gula pada sampel media
kultur setiap 6 jam selama 60 jam terdapat pada
lampiran 2. Berikut adalah data nilai total gula
yang dituangkan dalam grafik :

Gambar 2. Grafik nilai total gula pada media perlakuan
selama 60 jam.

Berdasarkan grafik di atas, semakin lama
waktu inkubasi terjadi penurunan nilai total gula
dalam media. Kondisi ini terjadi karena kultur
khamir aktif melakukan aktivitas enzimatik
dengan memecah polimer inulin yang terkandung
dalam substrat menjadi komponen monomer-
monomer bebas. Semakin lama, rantai polimer
inulin menjadi semakin pendek, ditunjukkan dari
nilai kadar total gula yang semakin menurun.
Polimer panjang inulin telah terpecah menjadi
beberapa bagian, yaitu beragam oligomer fruktosa
(oligo-fruktosa) dan monomer-monomer fruktosa
bebas.
4.2.2  Analisa Kadar Fruktosa pada Media
Kultur

Fruktosa termasuk dalam golongan gula
pereduksi, sebab dalam struktur molekulnya
mengandung gugus keton (Goutara dan Widjandi,
1975). Oleh karena itu, analisis kadar fruktosa
dilakukan dengan metode DNS secara
spektroskopi (λ 570 nm). Penentuan  kadar
fruktosa dihitung berdasarkan persamaan kurva
standar fruktosa, yaitu :
Y = – 0,0288 + 0,5398 X
Keterangan :  Y = nilai absorbansi pada sampel
media

X = kadar fruktosa dalam media
(mg/mL).

Pengukuran kadar fruktosa diperlukan untuk
mengetahui banyaknya poli-fruktosa inulin yang
telah dikonversi menjadi monomer fruktosa. Data
nilai kadar fruktosa pada sampel media kultur
setiap 6 jam selama 60 jam terdapat pada lampiran
2. Berikut adalah data kadar fruktosa yang
dituangkan dalam grafik :

Gambar 3. Grafik kadar fruktosa pada media
perlakuan selama 60 jam.

Lama waktu inkubasi media kultur khamir
berpengaruh terhadap nilai kadar fruktosa dan total
gula dalam media. Semakin lama waktu inkubasi,
nilai kadar fruktosa semakin tinggi karena semakin
lama suatu bahan dihidrolisis maka pemutusan
rantai yang terjadi akan semakin banyak pula,
hampir sebagian besar bahan telah dihidrolisis
menjadi monomer. Sebaliknya, semakin lama
waktu inkubasi, nilai kadar total gula semakin
turun, karena banyaknya polisakarida semakin
berkurang terpotong-potong menjadi molekul yang
lebih sederhana, seperti oligosakarida, disakarida
dan monosakarida.
4.2.3  Pengaruh Total Gula dan Fruktosa
Terhadap Derajat Polimerisasi

Hidrolisis inulin menjadi FOS termasuk
dalam proses hidrolisis sebagian (partial
hydolysis). Hidrolisis parsial memotong rantai
polifruktosa (inulin) secara random sehingga
didapatkan sejumlah monosakarida (glukosa dan
fruktosa) serta oligosakarida (fruktooligosakarida)
(Chaplin dan Kennedy, 1994).



FOS pada penelitian ini ditentukan dari
besarnya nilai derajat polimerisasi (DP).
Penentuan nilai DP dipengaruhi oleh kadar total
gula dan kadar gula pereduksi (fruktosa). Semakin
besar kadar total gula dan semakin kecil kadar
fruktosa yang didapat maka nilai DP akan semakin
besar, dan sebaliknya. Oleh karena itu, dengan
lamanya waktu inkubasi kultur akan didapat nilai
DP yang semakin turun. Data hasil perhitungan DP
FOS selama 60 jam terdapat pada lampiran 2.
Berikut adalah nilai DP FOS yang dituangkan
dalam grafik :

Gambar 4.4. Derajat polimerisasi FOS yang terbentuk
selama inkubasi 60 jam pada media
perlakuan.

Besar nilai derajat polimerisasi
menunjukkan jumlah unit monomer pada
makromolekul atau molekul oligomer dalam suatu
rantai (IUPAC, 1997). Nilai DP FOS sangat
bervariasi. Secara umum, DP FOS berkisar 2-10,
karena FOS adalah jenis oligosakarida yang
memiliki susunan monomer antara 2-10 unit (Yun
et al, 1999). Namun, jenis FOS yang sering
dimanfaatkan secara komersil memiliki nilai DP 3-
5. FOS komersil umumnya mengandung campuran
dari tiga jenis gula, yaitu 1-kestosa (GF2) dengan
DP 3, nystosa (GF3) dengan DP4, dan
fruktofuranosylnystosa (GF4) dengan DP 5.
Formula FOS yaitu GFn, G : molekul glukosa, F :
molekul fruktosa, dan n : jumlah fruktosa. Oleh
karena itu, nilai DP menentukan formula FOS
yang terbentuk (Playne dan Crittenden, 1996;
Santos, 2007).

Berdasarkan gambar 4.4, semakin lama
waktu inkubasi terjadi penurunan nilai derajat
polimerasi. Kondisi ini menunjukkan bahwa
terdapat aktivitas inulinase oleh khamir
Kluyveromyces marxianus DUCC-Y-003 dalam
menghidrolisis inulin menjadi FOS. Secara
berkala, khamir melakukan aktivitas inulinase
dengan memecah rantai polimer inulin menjadi
oligomer-oligomer yang semakin lama semakin
pendek. Pemotongan rantai inulin oleh enzim
inulinase akan menghasilkan jenis-jenis
oligosakarida dengan komposisi molekul fruktosa
yang beragam.

Keberadaan FOS dalam media kultur dapat
dilihat dari nilai DP yang terbentuk (lampiran 2).
Pada perlakuan S1D1, pembentukan FOS mulai
terjadi pada waktu 24 jam, S1D2 pada waktu 30
jam dan S1D3 pada waktu 42 jam. Sedangkan,
pada perlakuan S2D1 pembentukan FOS terjadi
lebih awal yaitu 6 jam, S2D2 dan S2D3 pada
waktu 12 jam. Hasil tersebut menunjukkan bahwa
media kultur dengan sumber karbon ekstrak inulin
(S1) lebih cepat dalam menghasilkan produk FOS,
sedangkan pada sumber karbon tepung umbi (S2)
membutuhkan waktu yang lebih panjang dalam
menghasilkan produk FOS. Hal ini berarti, kultur
khamir lebih mudah terinduksi untuk mensintesis
enzim inulinase pada media dengan sumber karbon
ekstrak inulin. Jumlah dosis sumber karbon juga
berpengaruh terhadap aktivitas khamir dalam
mensintesis enzim, semakin banyak dosis sumber
karbon maka semakin tinggi viskositas media
kultur (pekat). Media kultur yang pekat dapat
menurunkan agitasi dan aerasinya, sehingga
berpengaruh terhadap pertumbuhan kultur khamir.
Pertumbuhan khamir yang kurang optimal pada
akhirnya dapat berpengaruh terhadap lambatnya
produk FOS yang dihasilkan.

Analisis statistik nilai DP FOS dilakukan
pada waktu inkubasi 12 jam, 24 jam, 36 jam, 48
jam dan 60 jam. Hasil analisis ragam model
Rancangan Acak Kelompok Faktorial (RAKF)
memperlihatkan bahwa faktor perlakuan jenis dan
dosis sumber karbon berpengaruh nyata terhadap
nilai DP FOS yang terbentuk (lampiran 3).
Sedangkan, kelompok ulangan tidak berpengaruh
terhadap nilai DP FOS.  Pengujian lanjut
menggunakan uji BNT pada α = 0.05, yaitu
sebagai berikut :



Tabel 4.1. Hasil uji BNT pengaruh perlakuan terhadap DP FOS pada taraf signifikan 5%

Jenis Substrat Konsentrasi
Waktu Inkubasi (jam)

12 24 36 48 60

S1 D1 14,20c 10,66d 8,12d 6,62c 4,34b

D2 15,55d 12,33e 9,20e 6,89d 5,57d

D3 17,88e 14,31f 11,45f 8,83e 6,59e

S2 D1 8,59a 6,65a 5,53a 4,45a 3,08a

D2 8,91a 7,32b 5,90b 5,29b 4,47c

D3 10,65b 9,00c 7,73c 6,93d 5,49d

Hasil uji BNT untuk nilai DP FOS pada
tabel 4.1 menunjukkan bahwa perlakuan terbaik
dalam tiap waktu inkubasi terdapat pada perlakuan
S2D1 (sumber karbon ekstrak inulin dengan dosis
1 gram). Hal ini berarti, pada waktu inkubasi yang
sama namun dengan perlakuan yang berbeda dapat
berpengaruh terhadap laju aktivitas enzimatis
khamir Kluyveromyces marxianus DUCC-Y-003
dalam menghidrolisis sumber karbon pada media
kultur untuk memproduksi FOS. Pada perlakuan
sumber karbon tepung umbi, sebenarnya
menunjukkan hasil adanya pembentukan FOS
dalam media kultur, namun membutuhkan waktu
inkubasi yang lebih panjang.
FOS umumnya memiliki nilai DP 2-10, namun
FOS yang dimanfaatkan secara komersial
memiliki nilai DP 3-5. DP 3 disebut 1-kestosa, DP
4 disebut nystosa, DP 5 disebut
fruktofurasylnystosa. Pada masing-masing
perlakuan, selama waktu  inkubasi 60 jam telah
menghasilkan produk FOS dengan nilai DP yang
beragam. Akan tetapi, hanya perlakuan S2D1
(ekstrak inulin, 1g) yang sudah menghasilkan
ketiga jenis FOS komersil dalam waktu inkubasi
60 jam. Pada perlakuan S2D1, produk 1-kestosa
dihasilkan saat inkubasi 42 jam, produk nystosa
saat 48 jam dan produk fruktofurasylnystosa saat
60 jam. Oleh karena itu, penggunaan sumber
karbon berupa ekstrak inulin dengan dosis 1 gram
menunjukkan hasil yang lebih efektif selama

waktu inkubasi 60 jam dibanding dengan
perlakkuan yang lain.

KESIMPULAN
Kedua jenis sumber karbon, yaitu tepung

umbi dahlia dan ekstrak inulin dari umbi dahlia,
mampu berperan sebagai induser terhadap sintesis
enzim inulinase oleh khamir Kluyveromyces
marxianus DUCC-Y-003, namun ekstrak inulin
menunjukkan hasil lebih efektif untuk
memproduksi FOS. Sumber karbon ekstrak inulin
lebih efektif sebagai substrat untuk memproduksi
FOS. Selama waktu inkubasi 60 jam telah mampu
menghasilkan produk FOS komersil berupa : 1-
kestosa yang dihasilkan saat inkubasi 42 jam,
nystosa saat 48 jam dan fruktofurasylnystosa saat
60 jam. Penambahan dosis sumber karbon tidak
selalu sejalan dengan bertambah optimalnya
produk FOS yang dihasilkan.
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