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ABSTRAK.
produksi HFS merupakan sarah satu,, . industr i  minuman di  rndonesia yangsampai saat ini  * ly._51.r?lnr.  u. i r t ,  pembuatannyi. .* , . ,n". t r tun 

enzim

ilJ;;xi';" ?n'i},.' "i,.il l' il, *'tli,iil": i1 r"^, r",i*. "'iiilo."i.n, i, v, n g
difusikan'r'"!u. Kruveromvce' ;;;;;;,:v'ojllil ' illj,ijr :'Ilr: *l;rnenghasi lkan HFS yanl  lebih higiene dan m
sangat berbahaya uai i  kesehatan. 

ampu menggant ikan gula s intet is yang
Tujuan dar i  oener i t ian in i  untuk mendapatkan fusan baru yang unggur dankompetitif merarui reknik rrti pr"Lpi... 's.',i;;;"-;r;" 

iJr.ur, mampu
ffi::||:ffir,'j.'';'rll'"'ase 

dalam ;r'rui tinggi ,.",ru i.0",'o,.oi'oasikan pada
Hasir pe nel i t ian menunjukan teknik fusi  proropras terah berhasir  mendapatkanfusan baru (Fusan 3) yang mampu menghasirkan 

"tii"i,., 
."ril '; i l, rebih tinggi(0'  t9g rUlmr) dibanding irort  ror"r iorpora preror iensis 10, to+s ru).  padakonscnrrasi subrrar z.zu" jroauxsi HFs oi#irt.n utri",t", .")ir"irou rU, gurarcduksi t0, l l  I  mg/ml,  ni la i  DE lg,7l% fOp = S,:ql ,  f . .a* fr* ," ,  u- i , rrr .mglml

*rl:":-tTnoleptik 
untuk rasa atn tn'a'ni (netral'agak trr,J,'r.,rt bau (suka-

Keta kunci  HFS. inul ina:c

PE\DAHULL'A.\

s\arr irro.ursi gura nasional rernl,ata bcrum dapat mcmenuhi t ingkat konsumsi
tu'r J: InJ'.ctr! Hrr rnr tcrbukti dcngan impon gura oreh pcmerintah, berupa gura
cair dan gula krisal (lokroadikocsoemo. l9g6; Mangunwijaya, 1993). Sehingga
kemudian banlak diproduksi pcmanis sinteris yang mempunyai t ingkat kemanisan
lebih tinggi dari pemanis arami. namun membahayakan bagi keseharan karena bersifat
karsinogenik. Upaya mcngatasi masarah ini, akhir-akhir ini perhatian dipusatkan
terhadap sumber pemanis arami hasir biosintesis dari mikroorganisme dengan arasan
mudah dimanipulasi  genet ik dan rnurah operasionalnya. pemanis alami tersebut
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;iTfft;::::i::: 
High Fructose svrup (HFS). vangdihasirkan oreh khamirl r  tersebut mempunyai  enzinr inul inasc yang Inampu mengubahinul in rnenjadi  f ruktosa sebagai  bahan dasar perxbuatan / /F. !produksi  HFS nrerupakan salah satu industr i  pangan dan minunran dilndonesia yang sampai saat in i  berum bei-kembang. Hal  in i  d isebabkan ada beberapakendara. r )  berum adanya produsen enzim inul inase, 2) biaya unruk mengimporrenzim in i  yang sangat mahar.3) enzim yang dihasirkan sangar sedrki t  4)  h idrol is isinur in menjadi  f rukrosa dengan menggunakan asarn (pH |  -2)  padasuhu t inggi  (  g0 0-

100 0 C )  akan menghasi lkan fraksi  u,arna ,d ng nkan,.o.n ain,r.;;ilil l;i:,:':'j:T;;. _;::,:::i:TJiUntuk mengatasi har rersebur diatas maka perru digunakan suatu teknik rekayasagenet ik sepert i  sepert i  fusi  protoplas yang mampu menghasirkan inui inase t inggi  danbersi far  rernrosrabir  pada suhu r inggi .  Teknik fusi  proropras dipi l ih secara rnrensi f'  untuk meningkatkan kernampuan strain kharnir  karena mereka urnumnya bersi fatpol ip lo id i  sehingga t idak mudah di lakukan hihr i r t i  "o1." , , " ,  - .  .
aprikasi teknorogi DNA rekombinan. Dengan j:::ilj'::o,lll1li 

il":"r::,baru yang diharapkan mempunvai  produksi  inul inase r inggi .

TUJUAN PENELITIAN

Untuk me.idapatkan fusan baru yang unggul dan kompetit if, sehingga fusan' tersebut mampu menghasi lkan enzim inul inar"  
-nr ,"_ 

, .* , : : '  : ,_ 
"

se dalam jumlah t inggt serta dapardiaplikasikan pada proses pembuaran F/FS.

METODE PENELITIAN

l. Mikroorganisnre

Kruvantnryces ntarxianus dan Tnrurospora prerorienrr.r (hasir isorasidar i  umbi -kerera rarnbar.  wi janarka dkk. ,  200r) .  Khamir in i  d i tumbuhkan dandisimpan daram nrediunr dengan komposisi sebagai berikut: glukosa l0 g/r, pepton 5mg/f' eksrrak ycasr 3 g/r dan agar 20 g/r. Suhu penyimpanan 40C. Apabira akandigunak'an untuk produksi  enzim, maka kedua khamir tersebut harus di tumbuhkanpada media produksi  (gr  /  L)  sebagai  ber ikut :  inul in 2,5 g;  yeasr ekstrak 2,5 g:

t9



KHzpOq I  g;  lv tgSOa.7H20 0,5 g;  NaNOr 1,5 g;  NHrHzpOr 2.0 e;  KCI 0,5 g
FeSOc.THzO 0, I  g dan pH 4,0 (Al la in s et  at . ,19g6\.

2.  lsolasi  protoplas

protopras di isorasi  dengan menggunakan metode modif ikasi  Chun
(rgg2).  Ser khamir dengan kepadatan 107 direndam daram rarutan buffer sodium
suksinar (pH a,5);0,7 M (NHrhSOn;0,6 M KCI dan 0,1 M 2_mercaptoethanol .
Protoplas diperoleh dengan menambahkan 2-3 m'ml Glukanex selama 2-3 iam.

3. Fusi protoplas

protopras kedua ser khamir difusikan dengan cara dicampur daram
rarutan buffer phosphat (pH 6) yang mengandung 35yo poryerhyrene grycor 0.r caCr2
selanjutnya di inkubasi  serama 45 menit .  Setelah inkubasi ,  suspensi  d isentr i fugasi  700
X g serama 5 menit  untuk menghirangkan pEC. seranjutnya dirakukan pencucien dan
resuspensi dua kali dengan larutan penyangga buffer pospat. pelet protoplas yang
terbe ntuk seranjutnya dirarutkan kembari dalam rarutan penyangga yang sama,
kemudian diinokurasikan secara pour prate pada medium pDA dan cawan petri
disimpan sampai tumbuh fusan pada suhu 2goC.

4. Regenerasi protoplas

Regenerasi protopras dirakukan dengan menumbuhkan hybrid pada medium
agar lunak (PDA seni so/rd). Seterah diinkubasi serama 5-7 hari koroni yang muncur
dianal is is lebih lanjut .

5. Analisis hybr.id hasil fusi

Setelah diperoreh fusan. scranjutnya diuji rerhadap fusan yang dicurigai. Uji
yang dilakukan adalah uji secara biokcmis yaitu mengukur aktivitas cnzim inulinase
secara kuantitatif. Secara rengkap pengujian fusan seperti berikut ini:

6. Aktivitas enzim (Xiao et al.,lggg)

Enzim kasar yang diperoleh dari beberapa isolat di ambil lml dan direaksikan
dengan I rnlsubstrai can inkubasi pada suhu 500c serama r0 menit. Reaksi dihentikan
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denganjalan memasukkan tabung sampel kedalam air  yang mendidih selama 5 menit .
Akt iv i tas inurnase di tentukan berdasarkan sejumiah rpmor gura reduksi  yang
dibebaskan pernreni t  pada kondis i  ter lentu.  Dar i  penguj ian in i ,  nanl in1,a akan
diperoreh isorat  1 ' ,3nq nlarrpu rnenshasi lkan akt iv i tas enzirn ter inggi .  Gura reduksi
yang dihasirkan diukur dengan rnenggunakan metode Nerson-Sornogr, .  I )embacaan
absorbansi  menggunakan spekrrorneter dengan panjane gerombang 550 nrn (chapr in.
r994).  Pengukuran akr i ' , ' i tas enzim direntukan berdasarkan formurasi  ber ikur:

Akt iv i tas enzirn = p (Xs _ Xb) /  (BM fruktosa x 10.;
P: laktor pengencerat i

Xs : kadar fruktosa sampel

Xb : kadar fruktosa blansko

7. Pertumbuhan sel  (B1,un dan Nahm, l97g)
yai tu dengan rnengukur berat  sel  ker ing,  d ianrbi l

d isenrr i fugasi .  endapan 1,ang diperoleh dicuci  dengan air
diker ingkan pada suhu 700C sampai konsran.

l0 nr l  cairan kul tur  dan

dcst i iasi  dan kernudian

8. Kadar protein enzim {Lorvrr,)

Samper diambir  I  mr.  kemudian diumbah, i  mr raruran Loxrr  B.  Campuran
divonek dan dibiarkan selama r0 menir .  Larutan tersebur di tambahkan 0. i  mr Lo*n
A dan dibiarkan serama 20 menir. Seranjutny.a raruun diui<ur absorbansin.la pada
panjang gelombang 600 nm.

9. Apl ikasi  pada HFS

Tepung umbi dahl ia seban_rak 25 gr dimasukkan kcdaiam air  7J 61 pH 6.0.
Setelah i tu dirambahkan enzim inul inasc scbanlak 0.0-17:: : ,a:zu {r . r5 , '  gr  hahan
dan diinkubasi pada suhu 50oC serama 4g jam aau r00 Jam rcrganrung dari jumlah
enzim yang ditambahkan. Agar sirup berr+,arna putih. biasanr.a ditambahkan Cacor
a,uu arang akr i f  seban-r 'ak 2 sr  untuk r00 mr raruran sirup. Seranjurnl ,a raruran srrup
hasi l  pemurnian in i  d iuapkan hingga mencapai  70 -  7 l%bahan ker ing.  Hasi l  akhir
dari proses ini adarah sirup fruktos a (HFS). pada tahap ini juga akan dirakukan
penel i t ian mengenai perbedaan konsentrasi  enzim inur inase yang di tambahkan pada
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PEC menyebabkan pelekatan antara satu sel dengan sel yang lainnya sehingga
terbentuk agregat proplas.  Protoplas yang telah kehi langan dinding selnya diharapkan
mampu berfusi  dengan sesamanya melalui  penambahan agen penginduksi  yai tu pEG
(P o lye t hyl i ne gl ico I).

D. Regenerasi Protoplas

penggunaan protopras mikrobia daram rekayasa genet ik sangat dimungkinkan.
karena adanva kemampuan dar i  mikrobia tersebut untuk dapat kembal i  ke bentuk
normalnya (Peberdy, 1979); Santiago, 1982).

Hasil penelitian menunjukkap bahwa regenerasi protoplas untuk Kluveromyces
marxianut; dengan menggunakan lizing enzyme sebesar g mg/ml memeberikan hasil
yang maksimal yaitu sebesar 35,21%. sedang untuk rorulospora preroriensr.r l ising
enzyme konsentrasi 8 mg/ml memberikan hasil maksimal sebesar 40,59%. Dengan
demikian Torulosporo pretoriensis mempunyai kemampuan regenerasi lebih tinggi
dibanding dengan Kluveromyces marxianus. penyebab rendahnya persenrase
regenerasi protoplas belum sepenuhnya diketahui, pada umumnya dihubungkan
dcngan ketiadaan inti dalam protoplas dan ketidak mampuan proplas yang keluar dari
scl  untuk mclakukan regenerasi .

E. Analisis Fusan

Pada penelit ian pendahuluan ini telah ditemukan 5 fusan (Tabel l). Dari ke-5
fusan tcrscbur. semua fusan dapar tumbuh pada media produksi enzim, kecuali fusan
9. scrclah dilakukan uji lanjur. rcrnvara fusan j mempunyai kemampuan pertumbuhan
yang lcbih cepar dan baik dibandingkan keempat fusan lainnya. Berdasarkan uji

aktivias cnzim inulinasc dcngan mcnggunakan inulin 0.5% sebagai saru satunya

sumbcr karbon dan dan diamari pcrtumbuhannya selama 34 jam ternyata pada jam ke_

l2 menghasilkan aktivitas enzim scbcsar 0,t298 lU.

Tabcl l. Ciri ciri morfologi koloni fusan

Fusan ke- Cir i  Koloni
J Lonions. cembun
6 Bulat. cembun

24

25

Akt iv i ras inur inase unruk fusan 3 tern),ata lebih t inggi  dar i  dengan indukToruros'trxtra preroriensi'r (0, r045 ru), sedang dibandingkan derrgan rndukKruveromyces rnarxianu's sedikit rebih rendah (0,r4g2 iu) Har ini sepcrtid ikemukakan oreh crueger and crueger (rgg4),  bahr 'a dengan reknik fusi  proroprasperolehan strain dengan kombinasi  hasi l  ter t inggi  dar i  kedua induk han,r ,a darar 'jumlah yang secik i t  Kebanyakan produkt iv i tas seraru berada diantara kedua nirai  dar isrrain induk. \ \ /a laupun dernik ian,  teknik i r .
perbaikkan srrain, karena dengan rrri p.topru, :-:il:, :H:" ff ::'fl;.',:;;
besar.

Keci lny,a akt iv i tas enzim inul inase in i  mungkin disebabkan acjan-ya kandungan
subtrat  atau induser yang relat i fsedik i t .  delgqn kam lain belum mencapai  kebutuhanopt imum. Mengingat enzim in i  bersi far  indusiber maka perru adanyainduser dar i  ruar.Untuk meningkatkankemampuannya. Har in i  senada dengan o.rn 'u,uu"-  (Xiao et  ar . ,1988) bahrva sintesis enzim inur inase daram ser bersi fat  indusiber.  karcna enzirrrinulinase han-va akan rerbentuk apabira ada sen,r.ar*a atau subtrat terrentu ),anrbert indak sebagai  induser '  Subrrar arau induser van€ berperan dalam sinresis inur inase

adalah inul in dan r idak oleh sukrosa. glukosa arau fruklosa.

Tabel 2' Pengujian fusan terhadap maltosa r%, sikloheksamid dan nistatin

Kontrol K 
^ioian^

rampet i Nlakosat '

Konrrol T prituiruu

Keterangan:
+ '  tumbuh
-+ :  tumbuh tapi  iemah

: tak tumbuh



satunya sumber karbon, ;.-; ;;;', ;;;;;;il;'-#;.1 ;:r:: ;[
Torurospora preroriensis. Sedangkan uji terhadap sikroheksamid, fusan 3 dapat
tumbuh, meskipun remah. Har in i  mengindikasikan bahwa fusan tersebur mempunyai
gabungan dar i  s i fat  kedua induknya. Untuk pemir ihan penanda dengan menggunakan
Nistat in 500 mg (400 ppm), ternyata fusan J mampu tumbuh. Har in i  membukt ikan
bahwa fusan tersebut memiriki sirat seperti Kruveromyces marxianus(Taber 2).

F. High Fructose Syrzp (HFS)

Pada penelit ian berikutnya (utama) fusan J digunakan sebagai fusan terpil ih.pada pener i t ian utama yang dirakukan meriput i  pembuaran sirup frukrosa (HFS).
pertumbuhan biomasa. kadar gula pereduksi, DE (dektrin eqiuvalcn) dan uji
organolept ik.

pembuatan sirup fruktosa diawari dengan membuat rarutan inurin dengan
bahan dasar tepung dahi ia.  Seterah dister i l isasi  dan dingin,  kemudian diber i  starter
sebanyak 5% seranjutnya dishaker dengan kecepahn r50 rpm. Samper diambir dan
diamari pertumbuhannya selama 17 jam.

Profil pertumbuhan- gula reduksidan aktivtas €nzim
Fusan 3

lfiwEirrllJ::E:,.J1[

-:- Pertbhan

-{- Gl reduksi

IU

rcrnyata mengikuti pora I, yaitu pertumbuhan berasosiasi dengan raju pembentukan
produk'  Har in i  d isebabkan produk yang terbenruk (enzim inur inase) digorongkansebagai  metabol i t  pr imer.  l \ ' lenurur \ \ ,ang e/  at  ( rg7g)hubungan kinet ika pcrrurnbuhan
dan pembentukan produk bergantung pada peranan produk dararn rnetabor isrne ser.Pola hubungan in i  d ibasirnenjadi  t iga.  pola l ,  pertumbuhan berasosiasi  denganpembentukan produk'  pora i r ,  pernbentukan produk tak berasosiasi  denganpertumbuhan dan pora yang ke- ' r  ra ju pembenrukan berbanding terbar ik baik dengankonsentrasi  sel  maupun la ju pertunrbuhan. prof i l  produk dan bionrasa in i  sangardipengaruhi olerr beberapa fenornena, seperti adanya rervndernan y,ang tak konstanatau penggunaan subtrat secara berantai.

Tabel 3. Dara primer Fusan 3 pada produksi HFS
Janr ke- l f f i

1 
penumbuhan |  1mg/mt;

l t
FJ u.r_r 

I  
j .Jgj

I  0.6 tes i --  tOl |  |
h

0
.)

-

A kr iv i ras
enzirrr
( IU)

Fruktosa
( rng/rni)

0.9

2,8G
0,0 I

o,l?x

I7 i t"o{ss---.- 8_t0r l .  i60

0.t611

oT:q1
20 r.0969 6,-<il : - . - .ou 0. t -s96

'  a ' r rf - - ! ' ,

i?2
0. l {7_5

o

12
10

8
6
4
I

pengukuran akt iv i tas inul inase cirakuken l .e ; -sane:n drngrn dimurain_r a suaruproses fermentasi .  Akr iv i tas inul inase diukrrr .  rch: i :a:  rumlah gula reduksi  ranqdibebaskan pada hidror is is inul i r :  r \ ' i \ r turn \ \ i i r , i  rcr icnru pcncnruan rura r .cduksidi lakukansecara spe ktrofomcrr i  . :c:_r: r : :  mci . r ic  D\\  t iasi l  pengukuran akrrr  i tasinul inasc disaj ikan pada Tab<.1 i

Pada kbcl  tcrscbut dialar :cr . l , r r r : .1<ra.  h l ixa hasi l  feninggi  d icapar pada. lam
ke-S untuk gula reduksi  sebesar ( l0.  l l l  mghl)  dan akr iv i ras enzim 2.g06 ( lU).Fruktosa merupakan komponen terbesar pcn-\.usun inui in serain grukosa 

'ang 
rerdapatsebagian kecir .  Dengan adanra f ruktosa tersebui  menandakan bah*a inur in mampu

dipecah oreh enzim inul inase pada posis i  terminar B 2-r .  seaangkan DE-n,,a 
-raneterbentuk sebesar rg,7 I% dan Dp sebesar 5,1,1.  r r , renurur Cokroadikusumo (rgg6)

bairwa HFS yang baik memir ik i  DE (96%), f ruktosa (42-g0%).Rendahn'a rr i ra i  DE

0102030

Waktu ferrnentasi (Jam)

cambar r- pertumbuhan-gura reduksi (mglmr) dan aktivitas enzim Fusan 3

Pada cambar r terrihat bahwa produk maksimum dicapai pada fase rog.
Hubungan kinetika pertumbuhan dan pembentukan produk pada gambar diatas
26
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dan fruktosa ini, mungkin disebabkan karena penggunaan crude enzrm, Kosenrrasr

enzim sedik i t ,  tak di lakukan pur i f ikasi ,  konsentrasi  subtrat  belum maksimum arau

t idak digunakannya bioreactor ( fermentor) .

Uj i  organolept ik yang di lakukan menunjukan ni la i  t ingkat kesukaan terhadap

rasa. warna dan bau HFS yang bervariasi. Untuk uji organoleptik terhadap rasa

mempunyai t ingkat kesukaan antara netral sampai agak suka (x = 2,5); warna anrara

netral sampai agak suka (x = 2,75) dan bau antara suka dan sangat suka (x = 4, I ). Hal

ini mungkin disebabkan karena tingkat kesukaan dansifat sensorik yang berbeda pada

konsumen.

KESIMPULAN

Berdasarkan penel i t ian 1 'ang telah di lakukan maka dapat dis impulkan bahwa

teknik fusi  protoplas te lah berhasi l  mendapatkan fusan baru (Fusan 3) ) ,ang mampu

menglrasi lkan akt iv i tas enzim yang lebih t inggi  (0.  1298 lU/ml)  dar i  dengan induk

Torulo.spora prctoriensis (0, 1045 lU). Pada konsentrasi subtrat 2,2o/o produksi HFS

dihasi lkan akt iv i tas enzim 2,806 lU, gula reduksi  l0, l  l l  mg/ml,  n i la i  DE 18,71% (Dp

= 5,34), kadar fruktosa 0,1724 mg/ml dan uji organoleprik unruk rasa dan *,arna

(netral-agak suka), untuk bau (suka-sangat suka).

Bah*'a tcknik fusi protoplas dapar digunakan unruk mendaparkan srrain baru.

Strain baru tersebut dapat diaplikasikan pada pcmbuatan HFS dari repung umbi dahlia

(pada skala industri atau home industri) -v-ang selama ini hanya dikenal sebagai

tanaman hias.
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pengujian organoleptik untuk rasa, warna dan bau (Seokarto, l9g5).

HASIL DAN PEMBAI{ASAN

A. Pemil ihan Marker

A'rarker daram berbagai proses rekombinasi genetik sangat dip€rrukan unruk
mengetahui dan menyeieksi ter-iadinya rekombinasi genetik yang baru. Sifat auksotrof
dan antibiotik atau fungisida sering dipergunakan sebagai marker (Hocart and
Peberdl'. 1990).

Hasil uji konsentrasi penghambatan minimal bahwa konsentrasi penghambatan
minimum nistatin untuk rorulospora pretoriensrs sebesar 400 ppm. Sedangkan untuk
Kluveromyces marxianus, penghamba|un minimum 500 ppm. oleh karena iru,
konsentrasi yang dipakai sebagai penanda Torulospora pretoriensis adalah 400 ppm
nistatin, sedangkan untuk Kluveromyces marxianus 500 ppm nistatin 500 mg.

B. lsolasi Protoplas

lsolasi protoplas tingkat keberhasilannya sangar ditcntukan oleh bcrbagai
faktor. diantaranya umur kurrur dan jenis enzim rit ik yang dipergunakan. Fase
pertumbuhan mikrobia pada saat dilakukan isolasi pro(oplas sangat mcmpcngaruhi
keberhasilan pada langkah berikurnya. pebcrdy (19g0) dan Sanriago (t9g2) mcngarkan
bahwa kultur mikrobia pada fasc cksponensial akan mcnghasil lan jumlah proroplas

1'ang baik. sedangkan menurur Sanropcitro et al. {1991) pada saar ncmasuki fasc log
tcpatnya pada fasc mid log.

Pada penelitian ini. khamir Klwerom;<es marrianyr d-.' Tontrospro
pretoriensis telah memasuki fasc log pada umur atau jam ke- 4 - 20. sehingga bila
digunakan untuk mengisolasi protoplas pada fasc mid log yaitu jam ke-12 untuk
Torulospora prebriensis, sedangkan jam ke - 8 untuk jcnis Klweromyces marxnnus.
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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bnzim rit ik yang dipergunaknan dalam isolasi propras teiganrung pada
komponen penyusun dinding ser mikrobia daram har in i  khamir.  pada gorongan
Ascomycetes dinding ser rersusun atas khi t in dan grukan (Bartnicki  _ carcia.  r96g).
Menurut Pelczar and Chan (19g6),  bah*a pen),usun diding ser kapang ki t in,  serurosa
dan glukan. Sedangkan menurur Jurono dkk.  (19g0),  bahwa dinding sel  khamir terdir i
dari atas kit in.

Dalam pener i t ian in i  d igunakan enzim I i t ik  Grucanex yang berasar dar i
Trichoderma harzianunr yang mengandung selulase. protease dan kit inase. Enzirn ini
ternyata mempunyai  keident ikan dengan Novozyme 234 yang dikenal  sebagai  enzim
l i t ik  (  s igma, 1995; Sigma,200a).  oreh karena i ru,  enzim r i t ik  in i  dapat dipergunakan
untuk memecah konponen dinding ser,  sehingga akan nrenghasi lkan proroplas.  lsorasi
protoplas dengan menggunakan enzim l i t ik ,  d ihasi lkan protoplas sebesar 2,0 _2,24 x
l0 7 protoplas/ ml untuk Torulosprtra pretorienst.t, sedangkan unruk Kluveronryca.\.
marxianu.r sebesar l, j6 - 2,6 x l0 7 protoplas/ rr,,.

Konsentrasi  enzim l i t ik  vang digLinakan dalam penel i t ian in i  sangat bervar iasi ,
hal  in i  d i lakukan untuk mencar i  konsentrasi  yang opt inrum dalam proses isolasi
protoplas.  Semakin pekat konsentrasi  enzinr l i t ik  yang dipergunakan daram proses
isolasi protopfas pada Torurospora preloriensis dan Kruveromyces marxianus, ada
keccnderungan semakin besar pura jumiah propras 1.ang akan dihasi lkan dibanding
dengan kontrol .  Har in i  mernbukt ikan bahr*a enzinr r i t ik  rersebut mampu beker la
mcmecah dinding sel  khamir rersebur yang umumnya terdir i  selulosa, k i t in atau
gabungan keduan-ra.

C. Fusi Proroplas

Teknik fusi proropras dapat diterapkan pada berbagai mikrobia termasuk genus
Torulospra dan Klut'eromyces. pada fusi protoplas menggunakan pEC 6000 terdapat
dua atau lebih proroplas terl ihat membentuk agregar. pada penelit ian ini, frekuensi
anlara Torulcspora preroriensri dan Kluveromyces marxianus dengan menggunakan
PEC l5 7o sclama 45 menir sebesar 44,32%. Nirai frekuensi ini ternyata cukup besar.
Bi la di l ihat  dar i  kandungan enzim l i t ik  yang digunakan, maka makin besar enzim l i t ik
yang digunakan maka makin bcsar pula frekuensi fusi ini. Menurur Freher el ar. (r979)
dalam Krismunandari  (199r)  bahwa proses akt ivasi  memberan yang di induksi  dengan

23


