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Abstract
Inulinase has a capacity to convert inulin into fructose hence it could be used in high fructose syrup

production.  Inulinase  is  not  readily  available  in  Indonesian  market.  This  enzyme could  be  obtained from
thermotolerant yeast found in Dahlia variabilis. Therefore this study was conducted to identify inulinolytic yeast
in D. variabilis. The results showed  that an inulinolytic yeast isolate 23 DUCC from D. variabilis tubers was
found. The inulinolitic yeast produces inulinase  (E.C.3.2.1.7).  Based on the identification and determination,
the isolate is known to be  Kluyveromyces marxianus.  The best optimation condition for this yeast was as
follows: concentration of carbon source (inulin) was 0.75%, pH was 5.5 and time of fermentation was 53
hours. In such condition K. marxianus  produced inulinase up to 0.6481 IU.
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Pendahuluan

Jumlah penduduk Indonesia dari  tahun ke tahun cenderung meningkat  sehingga
konsumsi gula pun ikut meningkat. Di sisi lain, produksi gula secara nasional belum dapat
memenuhi tingkat konsumsi gula di Indonesia. Hal ini terbukti dengan adanya impor gula
oleh pemerintah berupa gula cair  dan gula kristal,  yang tiap tahun mencapai rata-rata
sebesar 2 juta ton (Tjokroadikoesoemo, 1986; Mangunwijaya, l993). Keadaan inilah yang
mendorong upaya untuk mencari aneka jenis bahan untuk digunakan sebagai pemanis
sehingga kemudian banyak diproduksi pemanis sintetis.  Pemanis sintetis  ini  meskipun
memiliki tingkat kemanisan lebih tinggi daripada pemanis alami, ternyata membahayakan
bagi kesehatan  karena bersifat  karsinogenik.

Dua jenis sumber pemanis alami yang telah ada sekarang ini adalah gula kristal dan
gula  cair  (dari  pati).  Pemanis  alami  yang  dihasilkan  dari  bahan  dasar  amilum  dapat
berupa gula cair fruktosa atau high fructose syrup (HFS) dan melalui beberapa tahapan
proses enzimatis sehingga tidak efektif dan efisien. Pembuatan HFS secara konvensional
adalah dengan menghidrolisis amilum menjadi glukosa kemudian dilakukan isomerisasi
menjadi  fruktosa  menggunakan  enzim  glukosa  isomerase.  Sirup  fruktosa  juga  dapat
dibuat dari bahan dasar inulin dengan cara dihidrolisis menggunakan asam atau enzim
inulinase (Byun dan Nahjm, l978; Allais et al., l986; Xiao et al., l988).

Inulinase (E.C.3.2.1.7) yang juga dikenal sebagai 2,1  -D- fruktafruktanohidrolase
banyak  dihasilkan  oleh  beberapa  khamir  seperti   Candida  kefir,  C.  salmanticensis,
Debaromyces cantarelii, D. phafii, Kluveromyces fragilis, (Guiraud et al., l982).  Enzim ini
mempunyai  kemampuan  untuk  mengubah  inulin  menjadi  unit-unit  fruktosa.  Dengan
adanya  penggunaan  enzim  ini,  maka  proses  pembuatan  HFS menjadi  lebih
menguntungkan  karena prosesnya  cepat,  efisien,  ekonomis,  dan berlangsung  dengan
satu tahap saja.

Pemanis alami seperti HFS memiliki peluang pasar yang baik untuk dikembangkan
pengadaannya.  Namun, produksi  HFS di Indonesia saat ini belum dapat berkembang
dengan baik karena (1) belum ada produsen enzim inulinase, (2) biaya untuk mengimpor
enzim ini  sangat  mahal,  (3)  enzim yang  dihasilkan  sangat  sedikit,  (4)  hidrolisis  inulin
menjadi fruktosa menggunakan asam pada suhu tinggi akan menghasilkan fraksi warna
yang  gelap  serta  hasil  samping  yang  tidak  diinginkan  seperti  difruktofuranoanhidrida
(Allais  et al., l986; Xiao  et al., l998). Upaya mengatasi masalah tersebut akhir-akhir ini
dipusatkan terhadap sumber pemanis alami hasil biosintesis dari mikroorganisme dengan
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alasan mudah dimanipulasi secara genetik dan murah operasionalnya. Sumber pemanis
alami tersebut dapat dihasilkan oleh khamir (yeast) termotoleran  indigenous inulinolitik.
Khamir  ini  secara  alami  ada pada umbi  dahlia  dan mempunyai  enzim inulinase yang
mampu mengubah inulin menjadi fruktosa sebagai bahan dasar pembuatan HFS.

Beberapa keuntungan pada pembuatan HFS menggunakan enzim inulinase adalah
dapat memperpendek jalur biosintesis (dari tiga tahap menjadi satu tahap proses) dan
hanya menggunakan satu enzim yaitu inulinase. 

Khamir termotoleran indigenous inulinolitik diisolasi dari  tropical bioresourses pada
tanaman  Dahlia  variabilis Willd  di  Pulau  Jawa.  Isolat  khamir  terpilih  akan  diuji
kemampuannya dalam menghasilkan enzim inulinase. 

Materi dan Metode

Dalam penelitian ini digunakan isolat  23 koleksi Wijanarka dari umbi dahlia (Dahlia
variabilis  Willd.);  inulin  murni;  medium  produksi  inulinase;  pepton  (Pronadisa);
dinitrosalicylic  acid,  dan  sodium  asetat.  Identifikasi  khamir  dilakukan  menggunakan
medium medium menurut  Kurtzman dan Fell (1998), yang terdiri atas yeast extract malt
agar (YMA), yeast extract malt broth (YMB), corn meal agar (CMA), yeast extract peptone
(YEP), yeast extract peptone agar (YEPA), yeast nitrogen base (YNB), yeast carbon base
(YCB),  Christensen’s urea agar  (CUA),  potato dextrose agar  (PDA).  Medium produksi
dibuat dari bahan-bahan sebagai berikut:  1 g/100 mL inulin; 0,5 g/100 mL (NH4)2HPO4;
0,05 g/100 mL MgSO4.7H2O; 0,015 g/100mL FeSO4.7H2O, dan pH 5,0 (Byun dand Nahm,
1978). Starter dibuat dengan menginokulasikan satu ose biakan isolat  23 berumur 3 hari
ke dalam 50 mL medium produksi dan diagitasi 150 rpm selama 22 jam. 

Produksi enzim,  dilakukan  dengan  menginokulasikan  starter  10%  (v/v)  pada
medium produksi enzim. Supernatan hasil sentrifugasi merupakan enzim kasar inulinase
untuk penentuan aktivitas inulinase.

Penentuan aktivitas inulinase (Xiao et al., 1998; Ertan et al., 2003) didasarkan atas
jumlah gula reduksi yang terbentuk dengan menghitung absorbansi enzim-substrat (ES)
dikurangi substrat (S) dan enzim (E).  ES dibuat dari 0,5 mL substrat inulin 1%; 0,4 mL
bufer, dan 0,1 mL enzim kasar. S dibuat dari 0,5 mL substrat inulin 1%; 0,4 mL bufer; 0,1
mL akuades. E dibuat dari 0,4 mL bufer; 0,1 mL enzim kasar dan 0,5 mL akuades. Tiap
campuran diinkubasi  30 menit  (50oC).  Reaksi  dihentikan dengan memasukkan tabung
sampel  ke  dalam   air   mendidih selama 5 menit.  Setelah   dingin, ditambahkan 1 mL
DNS,  lalu  dipanaskan  ke  dalam  air  mendidih  selama  10  menit,  dan  setelah  dingin
ditambahkan 5 mL akuades. Pengukuran absorbansi  dilakukan pada 570 nm. 

Aktivitas inulinase dianalisis dengan metode DNS (Chaplin dan Kennedy, 1994) dan
ditentukan berdasarkan sejumlah 1 mol gula  reduksi yang dibebaskan per menit pada
kondisi tertentu. 

Hasil dan Pembahasan

Identifikasi isolat  23  DUCC,  yang  meliputi  uji  fisiologi-biokimia  dan  karakteristik
morfologi, menghasilkan data seperti pada Tabel 1 dan 2.
                 

Tabel 1. Hasil pengamatan morfologi isolat 23 DUCC
Table 1. Observation on the morphology of isolate 23 DUCC

Pengamatan Isolat 23 DUCC
Bentuk sel (MEB) bulat  sampai  silindris,  sel  terdapat  dalam bentuk

tunggal  atau  berpasangan  atau  dalam  rantai
pendek.

Ukuran sel (MEB) P (2-5) x L (3-6) μm
Pertunasan (MEB) multipolar
Miselium palsu dan miselium sejati membentuk  pseudomycelium yang  bercabang
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(CMA) sangat  baik,  tidak  menghasilkan  hifa  sejati  (true
mycelium).

Penampakan koloni (YMA) putih  agak  krem  dan  menjadi  kecoklatan  pada
biakan tua, tekstur kusam seperti  mentega, profil
koloni berkerut, tepi koloni bergerigi.

Penampakan koloni (YMB) membentuk sedimen, tetapi tidak ada pelikel.
Spora seksual askospora  berbentuk  bulat  sampai  semibulat,

askus tidak mudah pecah dan terlihat pada hari ke-
15 pada YMB dan PDA.  Jumlah askospora satu
sampai 12 dalam setiap askus.

Tabel 2. Uji fisiologi/biokimia isolat 23 DUCC
Table 2. Physiological/biochemical assay on isolate 23 DUCC

Uji Isolat 23 DUCC
Fermentasi (YEP) positif: glukosa (s), sukrosa (s), rafinosa (s), 

negatif: galaktosa, maltosa, laktosa, melibiosa, trehalosa 
Asimilasi C (YNB) positif:  eritritol,  ribitol  (adonitol),  dulsitol  (galakstitol),  D-

manitol,  D-glusitol (D-sorbitol),  -metil-D-glukosida, salisin,
glukono--laktona,  2-asam  ketoglukonat,  5-asam
ketoglukonat.
negatif: glukosa,  galaktosa,  L-sorbosa,  sukrosa,  maltosa,
selobiosa,  trehalosa,  laktosa,  melibiosa,  rafinosa,
melezitosa, inulin,  soluble starch, D-xilosa, L-arabinosa, D-
arabinosa,  D-ribosa,  L-ramnosa,  metanol,  etanol,  gliserol,
D-L-asam laktat, asam suksinat, asam sitrat, inositol, asam
D-glukuronat, asam D-galakturonat, arbutin, minyak parafin,
D-glukosamin,
N-asetil-D-glukosamin, heksadekana.

Asimilasi N (YCB) positif:  kalium  nitrat,  natrium  nitrit,  L-lisin,  kadaverina,
kreatin,  kreatinin,  D-glukosamin,  imidazol,  tirosin,  kasein,
hipoxantin, N-asetil-D-glukosamin.
negatif: amonium sulfat, etilamin-HCl.

Pembentukan enzim 
urease (CUA) negatif

Pertumbuhan pada suhu 
27oC (YMA) positif

Pertumbuhan pada suhu 
37oC (YMA) positif

Pertumbuhan pada 
medium 60% sukrosa 
(YEPA)

positif

Berdasarkan  karakter  morfologi  dan  hasil  uji  fisiologi/biokimia  yang  diamati
disimpulkan bahwa khamir isolat 23 DUCC adalah K. marxianus  (E.C. Hansen) van der
Walt (Gambar 1).

Kondisi lingkungan untuk produksi inulinase oleh khamir Kluyveromyces marxianus
ini adalah pH medium 5,5 dan umur pemanenan 53 jam. Berdasarkan analisis ragam atau
ANOVA  diketahui  bahwa  produksi  inulinase  sangat  dipengaruhi  oleh  konsentrasi
karbon/inulin  (C)  tetapi  untuk  konsentrasi  nitrogen  (N)  dan  interaksinya  (CN)  tidak
memberikan pengaruh (Tabel 3).
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Gambar 1. Isolat  23  DUCC
Figure 1. Isolate of 23 DUCC

  Setelah  dilakukan  uji  lanjut  (uji  t),  konsentrasi  inulin  0,75% (C3)  memberikan
pengaruh  yang  lebih  nyata  dengan  aktivitas  enzim  inulinase  sebesar  0,6481  IU  bila
dibandingkan  dengan  konsentrasi  0,50% (C2)  dan  0,25% (C1)  (Tabel  4).  Aktivitas  ini
meningkat sebesar 1,3 kali  bila dibandingkan dengan sebelum kondisi  optimasi (0,497
IU).   Hal ini  membuktikan bahwa inulin  sangat  mempengaruhi  produksi inulinase,  dan
enzim ini hanya dapat dihasilkan apabila ada rangsangan/induser yang berasal dari luar.
Hal ini di dukung oleh pernyataan Park dan Yun (2001) bahwa inulinase diproduksi secara
ekstraseluler dan besifat indusibel.

Tabel 3. ANOVA isolat K. marxianus
Table 3. Anova of K. marxianus isolate

SK DB JK KT Fhit Ftab (0,05)
Perlakuan 8 0,2220 0,0278 2,3138 2,51

Konsentrasi Inulin 2 0,1427 0,0714 5,9508** 3,55
Konsentrasi Nitrogen 2 0,0282 0,0141 1,1763 3,55

Interaksi 4 0,0511 0,0128 1,0641 2,93
Galat 18 0,2159 0,0120
Total 26

** F Hitung (P) > F Tabel (0,05) maka berbeda nyata

Tabel 4. Analisis lanjut pengaruh Konsentrasi inulin pada isolat K. marxianus
Table 4. Analysis of the effect of Inulin concentration on K. marxianus isolate

Konsentrasi
Inulin

Rata-rata beda dengan
0,25% 0,50% 0,75%

0,25% 0,4795 -
0,50% 0,6133 0,1338* -
0,75% 0,6481 0,1686** 0,0348 -

BNT (18; 0,05)
0,10849

BNT (18; 0,01)
0,14862

Kesimpulan

Berdasarkan  hasil  uji  identifikasi,  determinasi,  dan  karakterisasi  diketahui  bahwa
isolat 23 DUCC adalah K. marxianus.  Pada kondisi optimasi sumber karbon inulin 0,75%,
pH 5,5 (C3), dan umur 53 jam  K. marxianus menghasilkan aktivitas inulinase sebesar
0,6481 IU. 
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