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Abstract

Sugar is one of simple carbohydrates that act asrc# of primary energy and popul
commodity trading. Sugamost widely traded in the form of crystalline sofdcrose. Th
addition of sucrose in the media serves as a cadmirce. The purpose of this study wa
produce the invertase enzyme, Assessing the ingbastibstrate concentration and nitrog
sourceon the production of invertase, and establish optimconditions for production of tt
invertase enzyme. In this study the method used liquid fermentation systems. Reses
carried out in erlenmeyer with fixed variables, amo other nutrients in the edia
(MgS04.7H20 KH2PO4 0.5 mg and 2.3 mg), fermentatonperature of °C, fermentation
pH 4.5 and within 48 hours and media were incubatedn incubator Secker . The variab
changed in this study is the concentration of sser@among others, 10125; and 150 g/ L an
the concentration of N sources, including 2.6; &2d 3.8 g / L. The results of fermentation \
separated by centrifugation to obtain the invegtaanzyme, then the protein levels w
analyzed by the Lowry’s method and enzyntivity were tested using the method of DNS-

dinitrosalicylic acid). The experimental resultsogfed that sugar substrates can be use
produce the invertase enzyme by Saccharomycesiezgawith protein levels of 5.309 mg .
and the resulting enzyeractivity 0.05916 mmol / L.minute. The most optin@mzyme activity |
achieved at a concentration of sucrose and nitroggurces are sufficient (125 g /L and 3.2
L).

Key words: invertase enzyme, glucose, Saccharonggresieae, liquid fermentan systems.
Abstrak

Gula adalah suatu karbohidrat sederhana yang meangasnber energi dan komod
perdagangan utama. Gula paling banyak diperdagangétalam bentuk kristal sukrosa pad
Penambahan sukrosa dalam media berfungsi sebagabeu karbon. Tjuan penelitian ini
adalah untuk memproduksi enzim invertaMengkaji pengaruh konsentrasi substrat
sumber nitrogen terhadap produksi invertase, danetapkan kondisi optimum produksi en.
invertase. Dalam penelitian ini metode yang digamakdalal sistem fermentasi cair. Peneliti
dilakukan dalam erlenmeyer dengan variabel tetaptae lain nutrien dalam media
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MgSQ.7H.0 0,5 mg dan KEPO4 2,3 mg), suhu fermentasi 80 pH fermentasi 4,5 dan dalam
waktu 48 jam serta media diinkubasi di dalam inkobasecker. Variabel berubah pada
penelitian ini adalah konsentrasi sukrosa, antaa!100; 125; dan 150 g/L dan konsentrasi
sumber N, antara lain 2,6; 3,2; dan 3,8 g/L. Ha8f#rmentasi dipisahkan dengan cara
sentrifugasi untuk memperoleh enzim invertase, Be@anukadar proteinnya dianalisa dengan
metode Lowry dan aktivitas enzimnya diuji mengganaketode DNS (3,5-dinitrosalicylic
acid). Hasil percobaan menunjukkan bahwa substdé glapat digunakan untuk memproduksi
enzim invertase oleh Saccharomyces cerevieae ddwgar protein 5,309 mg/L dan aktivitas
enzim yang dihasilkan 0,05916 mmol/L.menit. Aktsvienzim paling optimum dicapai pada
konsentrasi sukrosa dan sumber nitrogen yang c(k®p g/L dan 3,2 g/L).

Kata kunci: enzim invertase, gudaccharomyces cerevieatstem fermentasi cair.

. PENDAHULUAN

Enzim telah lama digunakan pada berbagai macanorséktlustri, utamanya pada
industri makanan. Enzim juga digunakan pada inddetiergen, farmasi, dan tekstil. Sekitar
2000 enzim telah ditemukan. Enzim invertase dipksdoleh bakteri, fungi, tumbuhan tingkat
tinggi, dan beberapa sel hewan. Salah satunyatadajéSaccharomyces cerevisiae

Enzim invertase banyak digunakan dalam industrnéstasi karena berfungsi sebagai
katalis dalam hidrolisis sukrosa menjadi glukosa daiktosa (gula invert/gula pereduksi).
Kemampuan enzim dalam mengkatalisis reaksi kinpamyaruhi oleh kondisi lingkungan yang
meliputi pH, suhu, waktu inkubasi, dan konsentsasistrat.

Pemanfaatan enzim invertase juga banyak dilakukaland industri makanan dan
minuman khususnya pada pengolahan selai, permahlpgula-gula, dan produksi asam laktat
dari fermentasi sirup tebu (Acosta dkk., 2000).eltase juga digunakan untuk memproduksi
etanol dari sukrosa sebagai sumber karbon (Lee d¢jua000). Saccharomyces cerevisiae
mampu untuk memproses berbagai jenis karbohidbetgse sumber energi. Termasuk glukosa,
sukrosa, dan maltosa. Sukrosa tersedia melaluidatdu gula beet, sedangkan glukosa dan gula
lain harus disiapkan menggunakan enzim atau hsdrokimia dari pati. Diharapkan pada
penelitian produksi enzim invertase dengan r&giccharomyces cerevisiamenggunakan
konsentrasi substrat dan nutrient sebagai variabelkan didapatkan data mengenai pengaruh
konsentrasi substrat dan penambahan konsentrabesumtrogen terhadap yield invertase yang
dihasilkan. Penelitian ini bertujuan untuk mempiksienzim invertase dari substrat gula pasir
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dengan menggunakan ra8accharomyces cerivisiamengkaji pengaruh konsentrasi substrat
dan sumber nitrogen terhadap produksi invertaséa seenetapkan kondisi optimum produksi

invertase olelsaccharomyces cerivisiae

I1.METODOLOGI
Untuk memproduksi enzim invertase dengan mengg@m&kccharomyces cerevisiae
dengan substrat gula dilakukan beberapa tahapéute
1. Penyiapan bahan baku
Bahan baku berupa gula pasir digunakan sebagatrati untuk pertumbuhan mikroba.
Gula tersebut dilarutkan pada aquadest pada vakahsentrasi 100, 125, dan 150 gr/ml lalu
ditambahkan sumber nitrogen berupa ammonium sdéfagan konsentrasi 2,6; 3,2; dan 3,8
gr/l. Media ini kemudian disterilisasi menggunakautoclave pada suhu 121 selama 15
menit.
2. Strain
Strain yang digunakan adalah ragi jenis Sawshyces cereviceae yang diperoleh dari
Laboratorium Mikrobiologi Fakultas MIPA UniversitaBiponegoro dalam bentuk agar
miring dan disimpan dalam lemari pendingin sebeghgmggunaanSaccharomyces cerevieae
diperbanyak dengan memindahkan ke strain ke dalathanagar PDA dan diinkubasi selama
120 jam pada suhu 3D.
3. Penyiapan inokulum
Inokulum disiapkan dengan mengambil sedikit mirojang dipindahkan dari media
agar miring ke media pembiakan yang telah dissasii dengan menggunakan kawat
inokulasi ke dalam cawan petri secara aseptik.uhok ini diinkubasi pada 3G selama 120

jam.

4. Produksi enzim invertase
Produksi enzim invertase dilakukan dengan menoant@rutan substrat gula pasir
dengan nutrien yang ada pada media dan diinokdixsgan inokulum. Media kemudian
diinkubasi pada 3T dengan waktu 48 jam.

5. Pengambilan enzim
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Proses pengambilan enzim dilakukan dengan mekasalfiltrate dan padatan hasil
proses menggunakan centrifuge. Filtrat yang dipérélemudian, siap diuji aktivitas enzim
dan kandungan proteinnya.

6. Analisa hasil

Analisa protein dilakukan dengan metode Lowry dengnenggunakan larutan BSA.
Untuk mengetahui aktivitas enzim yang dilakukan altivitas melalui penambahan 1ml
sampel dengan sukrosa sebanyak 1% yang kemudididiisi selama 1 jam pada’GQalu
dianalisa dengan menggunakan DNS (3,5-dinitrodatiegid).

Bahan Baku Proses Produk
Sukrosa » Media Fermentasi
Ammonium Sulfat —— . i
Sterilisasi
Air, Nutrien —
N Media
Inokulum
Strain ¢
Saccharomyces
Fermentasi
(Produksi Enzim)
Sentrifugasi » Biomassa

Ekstra Selular
Enzim

— Filtrat

—» Analisa Protein

. Uji Aktifitas

Gambar 1. Bagan alur proses penelitian produksi enzim invertase
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Pada penelitian ini digunakan dua variabel yaibmdentrasi substrat dan konsentrasi
sumber nitrogen. Adapun rancangan percobaan yajumakan adalah faktorial dua level yang
disajikan pada table 1:

Tabel 1. Variabel yang digunakan pada penelitian

Variabe
Run
Konsentras substrat  Konsentrasi sumber nitrogen (NH4),SO4

1 100 gr/L 2,6 gr/L
2 150 gr/L 3,8 gr/L
3 100 gr/L 3,8 gr/L
4 150 gr/L 2,6 gr/L
5 125 gr/L 3,2 gr/lL

Kondisi yang dipertahankan tetap adalah meliputmosisi nutrisi dalam media yaitu
MgSQ,.7H,0 5 mg; KHPQO, 2,3 mg; Suhu fermentasi 30, pH fermentasi 4,5 selama 48 jam

1. HASIL DAN PEMBAHASAN
[11.1. Pengaruh konsentrasi gula dan sumber N terhadap produksi invertase

Penelitian ini dilakukan dengan variabel tetap Mg3B,0 sebanyak 5 mg; KiPO,
sebanyak,3 mg pada suhu fermentasi’@0dan pH fermentasi 4,5 selama dua hari. Pengaruh
konsentrasi gula dan nutrient ammonium sulfat @apehasil uji kandungan protein dan aktifitas
enzim disajikan pada Table 2:

Tabel 2. Hasil analisa produk enzim dalam ber bagai variabel

Variabd Aktivitas
i Kandungan | Kandungan )
Amonium ) Enzim
Run Protein Glukosa
Sukrosa (g/L) | Sulfat (mmol/L
(mg/L) (mg/L) :
(g/L) menit)
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1 100 2,6 1,927 361 3,342:10
2 150 3,8 14,509 583 5,39810
3 100 3,8 4,655 28 2,592:30
4 150 2,6 17,055 389 3,602:40
5 125 3,2 5,309 639 5,916:10

Berdasarkan Tabel 2 menunjukkan bahwa pada rumdadekonsentrasi ammonium
sulfat yang rendah (2,6 g/L) dan konsentrasi sabgting tinggi (150 g/L) menghasilkan kadar
protein terbesar (17,055 mg/L) dimana hal tersebouktikan bahwa enzim invertase yang
terbentuk paling banyak jika dibandingkan denganldin protein paling sedikit terbentuk pada
run 1. Pada run 1 dengan konsentrasi gula dan sumitbegen yang rendah (100 g/L dan 2,6
g/L) dalam keadaan dimana sumber karbon menjatiat&s dalam medium, yaitu jumlah
substrat yang rendah, asam amino (protein) digunakhagai sumber karbon, sehingga terjadi
akumulasi ammonia yang menyebabkan jumlah ion arumnoterlalu banyak dan menghambat
sintesis metabolit sekunder. Sehingga, mengakibajianlah enzim yang dihasilkan lebih
sedikit. (Shapiro, 1989)

Sedangkan pada run 2 dimana konsentrasi keduamutimggi (150 g/L gula dan 3,8
g/L ammonium sulfat), didapatkan jumlah enzim yaelgh sedikit jika dibandingkan dengan
run 1, hal ini disebabkan karena penurunan pertharbuagi yang dikarenakan terjadinya
dehidrasi sel. (Demain, 1982, 1989); (Heim et 884)).

Pada run 3, kandungan nitrogen yang tinggi (3,8) glkan memicu terjadinya
fermentasi anaerobic pada media, dimana kandunygkosg yang dimiliki diubah menjadi
pyruvat sehingga didapatkan kandungan glukosa yeligg sedikit. (Alexander & Jeffries
1990).

Apabila dibandingkan dengan run 4, pada run 5 demkgasentrasi gula dan sumber
nitrogen yang cukup (125 g/L dan 3,2 g/L) didapatkagkat aktivitas enzim invertase yang
paling tinggi walaupun jumlah enzim yang diproduesdikit (5,309 mg/L).
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[11.2. Optimasi kondisi operas produksi invertase
[11.2.1. Pengaruh kadar sukrosa dan sumber nitrogen terhadap aktivitas enzim
Penentuan kondisi optimum operasi dengan dilakuk@nggunakan RSM dengan

mengolah data secara statistik. Hasil yang dipkrdigajikan pada Table 3 dan gambar 2:

Tabel 3. Estimasi efek utama kuadrat dan linier (aktifitas enzim)

Effect  Coeff.
Mean/Interc. 0,6390000,639000
()sukrosa(L) 0,2915000,145750
sukrosa (Q) -0,597500-0,298750
(2)ammonium(L) -0,069500-0,034750
1L by 2L 0,263500/0,131750

Fitted Surface; Variable: glukosa

2 factors, 1 Blocks, 5 Runs
DV: glukosa

A

Bl os
B 04
o2
o

B 0,2
B o4

Gambar 2. Permodelan 3-Dimensi Pengaruh Konsentras Sukrosa dan Sumber Nitrogen

terhadap AktivitasEnzim
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Berdasarkan pada table 3, pengaruh konsentrasbsaukidan konsentrasi sumber nitrogen
dimisalkan lewat persamaan (1) :
Y =0,639000 + 0,14575@x 0,034750% + 0,131750xx,- 0,298750% (2)

Dari persamaan 1 dapat disimpulkan bahwa dengaanbeahnya konsentrasi sukrosa
maka aktifitas enzim yang dihasilkan bertambahdiirgecara linear, sedangkan penambahan
sumber nitrogen tidak terlalu berpengaruh terhaddifitas enzim yang dihasilkan. Hal ini dapat
dilihat dari koefisien pada konsentrasi sukrosabgtanda positif dan nilainya besar, sedangkan
koefisien pada konsentrasi sumber ammonium bertaegative dan nilainya kecil.

Hal tersebut disebabkan oleh kandungan nitrogeg panebih akan memicu terjadinya
fermentasi anaerobic pada media, dimana kandunygkosg yang dimiliki diubah menjadi
pyruvat sehingga didapatkan nilai aktivitas enzang paling rendah.

[11.2.2. Pengaruh kadar sukrosa dan sumber nitrogen terhadap kadar protein
Penentuan kondisi optimum operasi dengan dilakuke@nggunakan RSM dengan

mengolah data data secara statistic. Hasil yareyalgh disajikan pada Tabel 4 :

Tabel 4. Estimasi efek utama kuadrat dan linier (jumlah enzim)
Effect  Coeff.

Mean/Interc. 5,30900 | 5,30900

(Dsukrosa (L) 112,491006,24550

sukrosa (Q) 8,45500 | 4,22750

(2)ammonium(L) 0,09100 | 0,04550

1L by 2L -2,6370C-1,31850
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Fitted Surface; Variable: protein

2 factors, 1 Blocks, 5 Runs
DV: protein

B 20
[J1s
] 10
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Gambar 3. Permodelan 3-Dimensi Pengaruh Konsentrasi Sukrosa dan Sumber Nitrogen

terhadap Kadar Protein

Berdasarkan pada table 4, pengaruh konsentrasbssukidan konsentrasi sumber nitrogen
dimisalkan lewat persamaan (2) :
Y = 5,30900 + 6,2455Qx% 0,04550x%- 1,31850xx, + 4,22750%° 2

Dari persamaan 2 yang diperoleh terlihat bahwa dmtngsi sukrosa baik maupun
konsentrasi sumber nitrogen memberi pengaruh kekadar protein. Dalam hal ini, koefisien
konsentrasi sukrosa yang bernilai besar membepkagaruh yang besar terhadap kadar protein
sebaliknya konsentrasi sumber nitrogen tetap meggvahi walaupun tidak signifikan karena
nilainya kecil. Nilai koefisien interaksi antara reentrasi sukrosa dan sumber nitrogen
memberikan hasil negative yang berarti bahwa kedudabel ini tidak saling mempengaruhi dan

dapat dianalisa secara terpisah.
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[11.3. Optimasi kondisi operas produksi invertase
Dengan cara menurunkan persamaan yang diperoleR8& didapatkan hasil optimasi

sebagai berikut :

Persamaan model aktivitas enzim

Y = 0,639000 + 0,14575@x 0,034750% + 0,131750x - 0,298750%
Didapatkan nilai variabel tak berdimensi sebagakhbe:

X1 = 0,264

X2 = 0,091

Dengan nilai aktivitas enzim :

Y = 0,656 gr glukosa/L = 6,074.F@nmol/L.menit

Dengan nilai optimum untuk tiap variabel :

X1 = kadar sukrosa optimum = 131,6 gr/L

X2 = kadar sumber nitrogen optimum = 3,25 gr/L

IV.KESIMPULAN

Kesimpulan yang didapat pada penelitian ini adaabim invertase dapat diperoleh
melalui Saccharomyces cerevisdengan menggunakan gula pada media fermentaskealar
protein tertinggi yang didapatkan dari hasil peeabadalah 17,055 mg/L dan aktivitas enzim
tertinggi 0,05916 mmol/L.menit. Kondisi produksizen yang optimum didapatkan pada yaitu
131,6 g/L glukosa dan 3,25 g/L ammonium sulfat.

Untuk penelitian selanjutnya, disarankan mengamatsmungkinan adanya pengaruh
enzim lain dalam proses produksi enzim invertasetaSliharapkan dapat menggunakan metode

analisa yang lebih spesifik dan akurat dalam mekamt aktivitas dan jumlah enzim.
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