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ABSTRAK.

Produksi HFS merupakan salah satu industri minuman dj Indonesia yang
sampai saat ini belum berkémbang. Untuk pembuatannya memerlukan enzim

inulinase. Enzim ini mampu diproduksi oleh Torulospora pretoriensis  yang |

merupakan  khamir alami, namun aktivitasnya sangat rendah, sehingga periu
difusikan dengan Kluveromyces marxianus. Dengan  harapan nantinya akan
menghasilkan HFS yang lebih higiene dan mampu menggantikan gula sintetis yang
sangat berbahaya bagi kesehatan.

Tujuan dari penelitian ini untuk mendapatkan fusan bary yang unggul dan
kompetitif melalui teknik fusi protoplas. Sehingga fusan -tersebut  mampu
menghasilkan enzim inulinase dalam jumlah tinggi serta dapat diaptikasikan pada
proses pembuatan HFS.

Hasil penelitian menunjukan teknik fusi protoplas telah berhasil mendapatkan

fusan baru (Fusan 3) yang mampu menghasilkan aktivitas enzim yang lebih tinggij .

(0.1298 1U/m1) dibanding induk Torulospora pretoriensis (01045 1U). Pada
konsentrasi subtrat 2.2% produksi HFS dihasilkan aktivitas enzim 2,806 1U, gula

reduksi 10,111 mg/ml, nitai DE 18,71% (DP = 5.34), kadar fruktosa 0,1724 mg/ml-

dan uji organoleptik untuk rasa dan warna (netral-agak suka), untuk bay (suka-

sangat suka).
Kata Kunci: HFS. inulinase

PENDAHULUAN _
Skala produksi gula nasional ternyata belum dapat memenuhi tingkat konsumsi

Luia C: Indoncesia Hal ini terbuki dengan impon gula oleh pemerintah, berupa gula
cair dan gula kristal (Tjokroadikoesoemo, 1986; Mangunwijaya, 1993). Sehingga
kemudian banyvak diproduksi pemanis sintetis yang mempunyai tingkat kemanisan
lebih tinggi dari pemanis alami, namun membahayakan bagi kesehatan karena bersifat
karsinogenik. Upaya mengatasi masalah ini, akhir-akhir ini perhatian dipusatkan
terhadap sumber pemanis alami hasil biosintesis dari mikroorganisme dengan alasan

mudah dimanipulasi genetik dan raurah operasionalnya. Pemanis alami tersebut
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adalah Sirup fruktosa atau High Fryctose Syrup (HFS), yang dihasilkan oleh khamir
inulinolitik. Khamir tersebut mempunyai enzim inulinase yang mampu mengubah
inulin menjadi frukiosa sebagai bahan dasar pembuatan /£S5,

Produksi HFs merupakan salah saty industri pangan dan minuman dj
Indonesia yang sampai saat ini belum berkembang. Hal inj disebabkan ada beberapa
kendala, 1) belum adanya produsen enzim inulinase, 2) biaya untuk mengimport

enzim ini yang sangat mahal. 3) enzim yang dihasilkan sangat sedikit 4) hidrolisis

. inulin.menjadi fruktosa dengan menggunakan asam (pH | - 2) pada suhy tinggi ( 80 °.

100 Y C ) akan menghasilkan fraksi warna yang gelap serta hasij samping yang tak

diir_lginkan seperti difruktofuranoanhidrida (Allais er a[., 1986; Xiao er al., 1988).

Untuk mengatasi hal tersebut - diatas maka perlu digunakan suaty teknik rekayasa
genetik seperti seperti fusi protoplas yang mampu menghasilkan inulinase tinggi dan
bersifat termostabil pada suhu tinggi. Iekﬁik-fusi protoplas dipilih secara intensif
untuk meningkatkan. kemampuan strajn khamir karena mereka umumnya bersifat
poliploidi sehingga tidak mudah dilakukan hibridi seksual, mutagenesis maupun

aplikasi teknologi DNA rekombinan, Dengan demikian akan diperoleh strain unggu!

- baru yang diharapkan mempunyai produksi inulinase tinggi.

!

TUJUAN PENELITIAN

Untuk mendapatkan fusan bary yah_g unggul dan kompetitif, sehingga fusan

“tersebut mampu menghasilkan enzim inulinase dalam jumlah tinggi serta dapat

“diaplikasikan pada proses pembuatan H£FS.

METODE PENELITIAN
1. Mikroorganisme

Kluveromyces marxianus dan Torulospora pretoriensis (hasil isolasi
dari umbi ketela rambat, Wijanarka dkk., 2001). Khamir inj ditumbuhkan dan

disimpan dalam medium dengan komposisi sebagai berikut: glukosa 10 g/1, pepton 5

. mg/l, ekstrak yeast 3 g/l dan agar 20 g/l. Suhu penyimpanan 4°C. Apabila akan

digunakan untuk produksi enzim, maka kedua khamir tersebut harus ditumbuhkan

pada media produksi (er / L) sebagai berikut: inulin 2,5 g: yeast ekstrak 25 g
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KHaPOq 1 g5 MgSOs 7Hy0 0,5 g; NaNO; 1.5 8 NH4HPO; 2,0 g; KCl 05 ¢
FeSO..TH,0 0,1 g dan pH 4,0 (Allains es al., 1986).

2. Isolasi protoplas

Protoplas diisolasi dengan menggunakan metode modifikasi Chup
(1992). Sel khamir dengan kepadatan 107 direndam dalam larutan buffer sodium
suksinat (pH 4,5); 0,7 M (NH4)2804 ; 0,6 M KCI dan 0,I M 2-mercaptoethanol.

Protoplas diperoleh dengan menambahkan 2-3 mg/ml Glukanex selama 2-3 jam.,

3. Fusi protoplas

Protoplas kedua sel khamir difusikan dengan cara dicampur dalam -

larutan buffer phosphat (pH 6) yang mengandung 35% polyethylene glycol 0.1 CaCl,
selanjutnya diinkubasi selama 45 menit. Setelah inkubasi, suspensi disentrifugasi 700
X g selama 5 menit untuk menghilangkan PEG, selanjutnya dilakukan pencucian dan
resuspensi dua kali dengan larutan penyangga buffer pospat. Pelet protoplas yang
terbentuk selanjutnya dilarutkan kembali dalam larutan penyangga yang sama,
kemudian diinokulasikan secara pour plate pada medium PDA dan cawan petri

disimpan sampai tumbuh fusan pada suhu 28°C.

4. Regenerasi protoplas
Regenerasi protoplas dilakukan dengan menumbuhkan hybrid pada medium
agar lunak (PDA semi solid). Setelah diinkubasi selama $-7 nari koloni yang muncul

dianalisis lebih lanjut.

5. Analisis hybrid hasil fusi
Setelah diperoleh fusan, selanjutnya diuji terhadap fusan yang dicurigai. Uji
yang dilakukan adalah uji secara biokemis yaitu mengukur aktivitas enzim inulinase

secara kuantitatif. Secara lengkap pengujian fusan seperti berikut ini:

6. Aktivitas enzim (Xiao et al., 1988)
Enzim kasar yang diperoleh dari beberapa isolat di ambil Iml dan direaksikan

dengan | ml substra: dan inkubasi pada suhu 50°C selama 10 menit. Reaksi dihentikan
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dengan jalan memasukkan tabung sampel kedalam air yang mendidih selama $ menit.
Aktivitas inulnase ditentukan berdasarkan sejumlah | umol gula reduks; yang
dibebaskan permenit pada kondisj tertentu. Dari pengujian ini, nantinya akan
diperoleh isolat yang mampu menghasilkan aktivitas enzim teringgi. Gula reduks;i
yang dihasitkan diukur dengan menggunakan metode Nelson—Somog)x Pembacaan
absorbansi menggunakan spektrometer dengan panjang gelombang 550 nm (Chaptin,
1994). Pengukuran aktivitas enzim ditentukan berdasarkan formulasi berikyr-

Aktivitas enzim = P (Xs - Xb) / (BM fruktosa x 10) ;

P faktor pengenceran

Xs : kadar fruktosa sampel

Xb : kadar fruktosa blangko

7. Pertumbuhan sel (Byun dan Nahm, 1978)
Yaitu dengan mengukur berat sel kering, diambil 10 m| cairan kultur dan
disentrifugasi, endapan vang diperoleh dicuci dengan air destilasi dan kemudian

dikeringkan pada suhu 70°C sampai konstan,

8. Kadar protein enzim ‘Lowry)

Sampel diambil | m], kcmudian,ai!ambah 3 mi larutan Lowry B. Campuran
divortek dan dibiarkan selama 10 menit. Larutan tersebut ditambahkan 0.5 ml Lowry
A dan dibiarkan selama 20 menijt. Selanjutnya larutan diukur absorbansinya pada

panjang gelombang 600 nm.

9. Aplikasi pada HFS

Tepung umbi dahlia sebanyvak 25 gr dimasukkan kedaiam air 75 mi pH 6.0.
Setelah itu ditambahkan enzim inulinase sebanyak 0,037% = g:ay G158 U gr bahan
dan diinkubasi pada suhu 50°C selama 48 jam atau 100 Jam tergantung dari jumiah
enzim yang ditambahkan. Agar sirup berwarna putih, biasanya ditambahkan CaCoO;
alau arang akuf sebanyak 2 gr untuk 100 m| larutan sirup. Selanjutnya farutan sirup
hasil pemurnian ini divapkan hingga mencapai 70 — 71% bahan kering. Hasil akhir
dari proses ini adalah sirup fruktosa (HFS). Pada tahap ini juga akan dilakukan

penelitian mengenai perbedaan konsentrasi enzim inulinase yang ditambahkan pada
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PEG menyebabkan pelekatan antara satu sel dengan sel yang lainnya sehingga
terbentuk agregat proplas. Protoplas yang telah kehilangan dinding selnya diharapkan
mampu berfusi dengan sesamanya melalui penambahan agen penginduksi yaitu PEG

(Polyethylineglicol).

D. Regenerasi Protoplas

Penggunaan protoplas mikrobia dalam rekayasa genetik sangat dimungkinkan,
karena adanya kemampuan dari mikrobia tersebut untuk dapat kembali ke bentuk
normalnya (Peberdy, 1979); Santiago, 1982).

Hasil penclitian menunjukkan bahwa regenerasi protoplas untuk Kluveromyces
marxianus dengan menggunakan lizing enzyme sebesar 8 mg/mt memeberikan hasil
yang maksimal yaitu sebesar 35,21%. Sedang untuk Torulospora pretoriensis lising
enzyme konsentrasi 8 mg/ml memberikan hasil maksimal sebesar 40,59%. Dengan
demikian Torulospora preforiensis mempunyai kemampuan regenerasi lebih tinggi
dibanding dengan Kluveromyces marxianus. Penyebab rendahnya persentase
regenerasi protoplas belum sepenuhnya diketahui, pada umumnya dihubungkan
dengan ketiadaan inti dalam protoplas dan ketidak mampuan proplas yang keluar dari

sel untuk metakukan regenerasi.

E. Analisis Fusan

Pada penelitian pendahuludn ini telah ditemukan § fusan (Tabel 1). Dari ke-5
fusan tersebut. semua fusan dapat tumbuh pada media produksi enzim, kecuali fusan
9. Setelah dilakukan uji lanjut. ternyata fusan 3 mempunyai kemampuan pertumbuhan
yang lebih cepat dan baik dibandingkan keempat fusan lainnya. Berdasarkan uji
aktivitas enzim inulinase dengan menggunakan inulin 0.5% sebagai satu satunya
sumber karbon dan dan diamati pertumbuhannya selama 34 jam ternyata pada jam ke-

12 menghasilkan aktivitas enzim sebesar 0,1298 [U.

Tabel 1. Ciri ciri morfologi koloni fusan

Fusan ke- | Ciri Koloni
T 3 i Lonjong, cembung
6 i Bulat, cembung
: 7 { Bulat, bening
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Aktivitas inulinase untuk fusan 3 ternyata lebih

tinggi dari dengan induk

Torulospora  pretoriensis (0,1045 1y, sedang dibandingkan dengan induk
Kluveromyces marxianus  sedikit lebih rendah (0,1492 1U). Hal ini seperti
dikemukakan oleh Crueger and Crueger (1984), bahwa dengan teknik fusi protoplas

perolehan strain dengan kombinasi hasil tertinggi dari kedua induk hanya dalam

jumlah yang sedikit. Kebanyakan produktivitas selaly berada diantara kedua nilaj darj
strain induk. Walaupun demikian, teknik inj masih  banyak digunakan dalam
perbaikkan strain, karena déngan fusi protoplas efek komulatif dan rekombinasi lebih
besar.

Kecilnya aktivitas enzim inulinase ini mungkin disebabkan adanya kandungan
subtrat atau induser yang relatif sedikit, dengan kata lain befum mencapai kebutuhan
optimum. Mengingat enzim ini bersifat inausibel maka perlu adanya induser dari luar.
Untuk meningkalkankcmampuanny& Hal ini senada dengan pernyataan (Xiao es al.,
1988). bahwa sintesis enzim inulinase dalam sel bersifat indusibel. Karena enzim

inulinase hanya akan terbentuk apabila ada senyawa atau subtrat tertenty yang
bertindak sebagai induser. Subtrat atau jnduser yang berperan dalam sintesis inulinase

adalah inulin dan tidak oleh sukrosa, glukosa atau fruktosa.

Tabel 2. Pengujian fusan terhadap maltosa 1%, sikloheksamid dan nistatin

Sampel | Maltosa

Kontrol 7. pretoriensis | +

Kontrol K. marxianus

Sikloheksamid
0.1%

Nistatin 400 ppm

ARSI

Fusan 3 + -+ 1

Fusan 6 + -+ +

Fusan 7 + - ] +

Fusan 9 + - +

Fusan 10 + - - T
_Keterangan:

+ : tumbuh

-+ : tumbuh tapi iemah

: tak tumbuh
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satunya sumber karbon, maka fusan 3 mempunyai banyak kemiripan dengan indyk
Torulospora pretoriensis. Sedangkan uji terhadap sikloheksamid, fusan 3 dapat
tumbuh, meskipun lemah. Hal inj mengindikasikan bahwa fusan tersebut mempunyaj
gabungan dari sifat kedua induknya. Untuk pemilihan penanda dengan menggunakan
Nistatin 500 mg (400 ppm),

bahwa fusan tersebut memiliki sifat seperti Kluveromyces marxianus (Tabel 2).

ternyata fusan 3 mampu tumbuh. Hal ini membuktikan

F. High Fructose Syrup (HFS)

Pada penelitian berikutnya (utama) fusan 3 digunakan sebagai fusan terpilih,
Pada penelitian utama yang dilakukan meliputi pembuatan sirup fruktosa (HFS),
pertumbuhan biomasa, kadar gula pereduksi, DE (dektrin eqiuvalen) dan uji
organoleptik.

Pembuatan sirup fruktosa diawali dengan membuat larutan inulin dengan
bahan dasar tepung dahiia. Setelah disterilisasi dan dingin, kemudian diberi starter
sebanyak 5% selanjutnya dishaker dengan kecepatan 150 rpm. Sampel diambil dan

diamati pertumbuhannya selama 17 jam.

Profil pertumbuhan- gula reduksi dan aktivitas enzm
Fusan3

—+— Pertbhan
—&— Gl reduksi
V]

0 10 20 30
Waktu fermentasi (Jam)

Gambar 1. Pertumbuhan-gula reduksi (mg/ml) dan aktivitas enzim Fusan 3

Pada Gambar | terlihat bahwa produk maksimum dicapai pada fase log.

Hubungan kinetika pertumbuhan dan pembentukan produk pada gambar diatas
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ternyata mengikuti pola |, yaitu pertumbuhan berasosiasi dengan laju pembentukan

produk. Hal ini disebabkan produk yang terbentuk (enzim inulinase) digolongkan

sebagai metabolit primer, Menurut Wang e o/, (1979) hubungan kinetika pertumbuhan
dan pembentukan produk bergantung pada peranan produk dalam metabolisme sel.

Pola hubungan inj dibagimenjadi tiga. Pola |, pertumbuhan berasosjasi dengan

pembentukan produk. Pola I, pembentukan produk tak berasosiasi dengan
pertumbuhan dan pola yang ke-1l1 laju pembentukan berbanding terbalik baik dengan

konsentrasi sel maupun laju pertumbuhan. Profil produk dan biomasa ini sangat
dipengaruhi oleh beberapa fenomena, seperti adanya rewndeman yang tak konstan

atau penggunaan subtrat secara berantat.

Tabel 3. Data primer Fusan 3 pada produksi HES

Absorbansi !
pertumbuhan

Jam ke-

Gula reduksi
(mg/ml)

Aktivitas
enzim

Fruktosa
(mg/mi)

Pengukuran aktjvitas inulinase difakukan bersamazn dengan dimulainva suatu

proses fermentasi. Aktivitas inulinase divkur Sehagar jumiah pula reduksi vang

dibebaskan pada hidrolisis inufin persatuan waite fertentu. Penentuan gula reduksi

dilakukansecara spektrofometrt deryan metode DN Hasil pengukuran aktivitas

inulinase disajikan pada Tabel 3

Pada tabel tersebut diatas e har jcias bahwa hasil tertinggi dicapai pada jam
ke-5 untuk gula reduksi sebesar (10,111 mg/ml) dan aktivitas enzim 2.806 (1U).
Fruktosa merupakan komponen terbesar penyusun inulin selain glukosa yang terdapat
sebagian kecil. Dengan adanva frukiosa tersebui menandakan bahwa inulin mampu
dipecah oleh enzim inulinase pada posisi terminal B 2-1. Sedangkan DE-nya vang
terbentuk sebesar 18,71% dan DP sebesar 5.34. Menurug Cokroadikusumo (1986)

baiiwa HFS yang baik memiliki DE (96%), fruktosa (42-80%). Rendahnva nilai DE
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dan fruktosa ini, mungkin disebabkan karena penggunaan crude enzim, kosentras:
enzim sedikit, tak dilakukan purifikasi, konsentrasi subtrat belum maksimum atau
tidak digunakannya bioreactor (fermentor).

Uji organoleptik yang dilakukan menunjukan nilai tingkat kesukaan terhadap
rasa, warna dan bau HFS yang bervariasi. Untuk uji organoleptik terhadap rasa
mempunyai tingkat kesukaan antara netral sampai agak suka (x = 2,5); warna antara
netral sampai agak suka {x = 2,75) dan bau antara suka dan sangat suka (x = 4,1). Hal
ini mungkin disebabkan karena tingkat kesukaan dansifat sensorik yang berbeda pada

konsumen.

KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan maka dapat disimpulkan bahwa
teknik fusi protoplas telah berhasil mendapatkan fusan baru (Fusan 3) yang mampu
menghasilkan aktivitas enzim yang lebih tinggi (0.1298 [U/m!) dari dengan induk
Torulospora pretoriensis (0,1045 1U). Pada konsentrasi subtrat- 2,2% produksi HFS
dihasilkan aktivitas enzim 2,806 1U, gula reduksi 10,111 mg/ml, nilai DE 18,71% (DP
= 5,34), kadar fruktosa 0,1724 mg/ml dan uji organoleptik untuk rasa dan warna
(netral-agak suka), untuk bau (suka-sangat suka).

Bahwa teknik fusi protoplas dapat digunakan untuk mendapatkan strain baru.
Strain baru tersebut dapat diaplikasikan pada pembuatan HFS dari tepung umbi dahlia
(pada skala industri atau home industri) yang selama ini hanya dikenal sebagai

tanaman hias.
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pengujian organoleptik untuk rasa, warna dan bau (Seokarto, 1985).

HASIL DAN PEMBAHASAN
A. Pemilihan Marker

AMarker dalam berbagai proses rekombinasi genetik sangat diperlukan untuk
mengetahui dan menyelieksi teriadinya rekombinasi genetik yang baru. Sifat auksotrof
dan antibiotik atau fungisida sering dipergunakan sebagai marker (Hocart and
Peberdy. 1990).

Hasil uji konsentrasi penghambatan minimal bahwa konsentrasi penghambatan
minimum nistatin untuk Torulospora pretoriensis sebesar 400 ppm. Sedangkan untuk
Kluveromyces marxianus, penghambatan minimum 500 ppm. Oleh karena iy,
konsentrasi yang dipakai sebagai penanda Torulospora pretoriensis adalah 400 ppm
nistatin, sedangkan untuk Kluveromyces marxianus 500 ppm nistatin 500 mg.

B. Isolasi Protoplas

Isolasi protoplas tingkat keberhasilannya sangat ditentukan oleh berbagai
faktor, diantaranya umur kultur dan jenis enzim litik yang dipergunakan, Fase
pertumbuhan mikrobia pada saat dilakukan isolasi protoplas sangat mempengaruhi
keberhasilan pada langkah berikutnya. Peberdy (1980) dan Santiago (1982) mengatkan
bahwa kultur mikrobia pada fase cksponensial akan menghasilkan jumlah protoplas
yang baik. sedangkan menurut Santopeitro ef al. (1997) pada saat memasuki fase log,
tepatnya pada fase mid log.

Pada penelitian ini, khamir Kluveromyces marxianss dan Torulospora
pretoriensis telah memasuki fase log pada umur atau jam ke- 4 - 20, sehingga bila
digunakan untuk mengisolasi protoplas pada fase mid log yaitu jam ke-12 untuk
Torulospora pretoriensis, sedangkan jam ke ~ 8 untuk jenis Kluveromyces marxianus.
Perbedaan fase mid log ini mungkin disebabkan adanya perbedaan species sehingga
akan menyebabkan perbedaan umur kultur, Akibat selanjutnya, bahwa kedua kultur
tersebut mempunyai fase mid log yang berbeda.
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Enzim litik yang dipergunaknan dalam isolasi proplas tergantung pada
komponen penyusun dinding sel mikrobia dalam hal ini khamir. Pada golongan
Ascomycetes dinding sel tersusun atas khitin dan glukan (Bartnicki - Garcia. 1968).
Menurut Pelczar and Chan (1986), bahwa penyusun diding sel kapang kitin, selulosa
dan glukan. Sedangkan menurut Jutono dkk. (1980), bahwa dinding sel khamir terdiri
dari atas kitin.

Dalam penelitian ini digunakan enzim [itik Glucanex yang berasal dari
Trichoderma harzianum yang mengandung selulase. protease dan kitinase. Enzim ini
ternyata mempunyai keidentikan dengan Novozyme 234 yang dikenal sebagai enzim
litik ( Sigma, 1995; Sigma, 2004). Oleh karena itu, enzim litik ini dapat dipergunakan
untuk memecah komponen dinding sel, schingga akan menghasilkan protoplas. Isolasi
protoplas dengan menggunakan enzim litik, dihasilkan protoplas sebesar 2,0 -2,24 x
10’ protoplas/ ml untuk Torulospora pretoriensis, sedangkan untuk Kluveromyces
marxianus sebesar 1,36 - 2.6 x 10’ protoplas/ m|.

Konsentrasi enzim litik yang digunakan dalam penelitian ini sangat bervariasi,
hal ini dilakukan untuk mencari konsentrasi yang optimum dalam proses isolasi
protoplas. Semakin pekat konsentrasi enzim litik yang dipergunakan dalam proses
isolasi protoplas pada Torulospora preioriensis dan Kluveromyces marxianus, ada
kecenderungan semakin besar pula jurlnlah proplas yang akan dihasilkan dibanding
dengan kontrol. Hal ini membuktikan bahwa enzim litik tersebut mampu bekerja
memecah dinding sel khamir tersebut yang umumnya terdiri selulosa, kitin atau

gabungan keduanya.

C. Fusi Protoplas )

Teknik fusi protoplas dapat diterapkan pada berbagai mikrobia termasuk genus
Torulospora dan Kiuveromyces. Pada fusi protoplas menggunakan PEG 6000 terdapat
dua atau lebih protoplas terlihat membentuk agregat. Pada penelitian ini, frekuensi
antara Torulespora pretoriensis dan Kluveromyces marxianus dengan menggunakan
PEG 35 % selama 45 menit sebesar 44,32%. Nilai frekuensi ini ternyata cukup besar.
Bila dilihat dari kandungan enzim litik yang digunakan, maka makin besar enzim litik
yang digunakan maka makin besar pula frekuensi fusi ini. Menurut Frehel et al. (1979)

dalam Krismunandari (1991) bahwa proses aktivasi memberan yang diinduksi dengan
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