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PERNYATAAN MENGENAI TESIS DAN
>UMBER INFORMASI SERTA PELIMPAHAN HAK CIPTA*

Dengan ini saya menyatakan bahwa tesis berjudul Produksi
anooligosakarida dari Bungkil Kopra Menggunakan Mananase Streptomyces sp.
- 3.1 adalah benar karya saya dengan arahan dari komisi pembimbing dan
lum diajukan dalam bentuk apa pun kepada perguruan tinggi mana pun. Sumber
formasi yang berasal atau dikutip dari karya yang diterbitkan maupun tidak
cerbitkan dari penulis lain telah disebutkan dalam teks dan dicantumkan dalam
iftar Pustaka di bagian akhir tesis ini.

Dengan ini saya melimpahkan hak cipta dari karya tulis saya kepada Institut
'rtanian Bogor.

Bogor, Agustus 2014

Ariandi
NIM P051120101
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RINGKASAN

DI. Produksi Manooligosakarida dari Bungkil Kopra Menggunakan
se Streptomyces sp. BF 3.1. Dibimbing oleh ANJA MERYANDINI dan

donesia merupakan produsen kopra terbesar kedua di dunia. Prediksi
i bungkil kopra Indonesia akan meningkat 520.000 ton (3.2%) dari 1.56
@ 1.58 juta ton pada tahun 2013. Bungkil kopra (copra meal) merupakan

K samping dari proses ekstraksi minyak kelapa yang tersedia dalam jumlah

® ngat banyak dan harganya cukup kompetitif. Bungkil kopra mengandung

o. karbohidrat yang terdiri atas beta-manan. Hidrolisis bungkil kopra oleh

2 nananase lebih mudah dan ekonomis untuk produksi manooligosakarida.

3 ebiotik manooligosakarida merupakan bahan makanan non-cerna (non-

= le food) yang sangat menguntungkan dalam mempengaruhi mikrobiota

5 ngan stimulasi selektif terhadap pertumbuhan dan aktivasi satu atau

@1 bakteri dalam usus. Beberapa peneliti telah memproduksi enzim

se dari berbagai jenis aktinomisetes dari kelompok Streptomyces dan
acteria. Aktinomisetes memiliki keragaman genetik dan biokimia,
1 perlu diidentifikasi potensi isolat dalam menghasilkan enzim mananase
ipat digunakan untuk menghasilkan prebiotik manooligosakarida dari
kopra. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan kondisi optimum enzim
se Streptomyces sp. BF 3.1 dalam menghidrolisis bungkil kopra dan
walisis produk manooligosakarida yang dihasilkan dengan kromatografi

& is dan kromatografi cair kinerja tinggi.

S cara garis besar penelitian ini diawali dengan melakukan skrining delapan
tinomisetes menggunakan media manan yang mengandung 0.5% bungkil
satu isolat potensial dengan aktivitas enzim mananase tertinggi dipilih
ikarakterisasi lebih lanjut. Karakterisasi yang dilakukan meliputi profil
W dan stabilitas enzim. Hasil karakterisasi enzim menjadi informasi
bagi kondisi optimum enzim dalam menghidrolisis bungkil kopra menjadi
manooligosakarida. Hasil produk hidrolisis dianalisis kadar gula reduksi,
al dan derajat polimerisasinya, kemudian untuk menentukan jenis produk
gosakarida dilakukan analisis kromatografi lapis tipis dan kromatografi
’rja tinggi.

Ooplat aktinomisetes yang terpilin sebagai bakteri potensial penghasil

O se adalah Streptomyces sp. BF 3.1 yang dikulturkan pada media bungkil

© enghasilkan aktivitas tertinggi sebesar 0.98 U/mL dengan waktu inkubasi
= . Enzim mananase Streptomyces sp. BF 3.1 dapat bekerja optimum pada

uhu 70 °C dan tetap stabil selama 24 jam pada suhu 4 °C dan 30 °C.
0y is enzimatik bungkil kopra dilakukan dengan tiga variasi konsentrasi

3. yaitu 1%, 5% dan 10%. Konsentrasi gula reduksi mengalami peningkatan

@ n ke-1 hingga jam ke-5 dan menurun drastis pada jam ke-24 pada semua

—-asi substrat dan konsentrasi gula total cenderung konstan. Nilai DP yang

C <an berkisar 2-7.

B 1sil kromatografi lapis tipis menunjukkan bahwa enzim mananase mampu

=lrolisis bungkil kopra pada semua konsentrasi (1%, 5%, 10%) dengan

( inkubasi selama 5 jam dapat menghasilkan beragam produk

ueluBLIS 4 INSU|
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anooligosakarida berupa manobiosa, manotriosa, manotetrosa, manopentosa,
n manoheksosa, kecuali pada jam ke-24 hanya menghasilkan manopentosa dan
anoheksosa. Kondisi optimum hidrolisis adalah konsentrasi bungkil kopra 10%
ngan waktu inkubasi 5 jam mampu menghasilkan produk manooligosakarida
ng beragam dan gula reduksi tertinggi sebesar 3.83 mg/mL. Hasil analisis
omatografi cair Kkinerja tinggi menunjukkan hasil yang sama dengan
omatografi lapis tipis.
Uji prebiotik manooligosakarida dari bungkil kopra yang dilakukan pada
@kteri Pediococcus pentosaceus E.2211 menggunakan media MRS substitusi
ebiotik menunjukkan koloni bakteri dapat tumbuh dengan baik. Pediococcus
& ntosaceus E.2211 mampu memanfaatkan prebiotik manooligosakarida dari
2 ngkil kopra sebagai sumber karbon. Pengujian manooligosakarida pada bakteri
© togen menunjukkan menurunnya jumlah koloni Salmonella sp. pada generasi
®-dua. Hal ini mengindikasikan Salmonella sp. tidak dapat memanfaatkan
= ebiotik manooligosakarida sebagai sumber karbon tetapi tetap dapat tumbuh
2 da media LB prebiotik disebabkan masih terdapat gula monomer (glukosa)
o ng berasal dari hasil hidrolisis bungkil kopra.

13su|)

.ata kunci: Bungkil kopra, mananase, manooligosakarida, Streptomyces sp.
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SUMMARY

DI. Production of Mannooligosaccharides from Copra Meal by
ase Streptomyces sp. BF 3.1. Supervised by ANJA MERYANDINI and

donesia is the world's second largest producer of copra. Indonesian copra
yduction were predicted to be increased 520.000 tons (3.2%) from 1.56 to
Ilion tons in 2013/2014. Copra meal is coconut residual cake are
led as a byproduct in the process of oil extraction which is
2 tly available and has a quite competitive price. Copra meal contains 60-
o annan which was discarded as a byproduct. The hydrolysis of copra by
g- 3se is easier and economical for preparation of mannooligosaccharides.
3 annooligosaccharides prebiotics (MOS) are non-digested foodstuffs
= charides which highly beneficial in influencing the intestinal microbiota
5 tively stimulating the growth and activation of one or a number of bacteria
@ ut. The diversity and production of mannanases by various species of the
ycetes from the streptomycetes group and actinobacteria group.
ycetes have genetic and biochemical diversity, therefore it would
'y to identify its potential to produce mannanase that can be used to
prebiotic mannooligosaccharides from copra meal. This study determine
mum conditions of enzyme mannanase Streptomyces sp. BF 3.1 to
ze copra meal and analyze product mannooligosaccharides by thin layer
ography and high performance liquid chromatography.
outline this research was initiated by screening of of eight isolates of
ycetes using mannan medium containing 0.5% copra meal. One potential
with the highest enzyme activity mannanase selected to characterized.
arization was conducted on the pH profile, temperature and enzyme
. The results of enzyme characterization be important information for
1 conditions enzimatic hydrolysis of copra meal for production
ligosaccharides. The results of the hydrolysis products were analyzed
-ations of reducing sugars, total sugars and the degree of polymerization,
1 to determine the type of product mannooligosaccharides analyzed thin
romatography and high performance liquid chromatography.
stinomycetes isolates were selected as potential bacteria producing
[Dase was Streptomyces sp. BF 3.1 cultured in media copra meal yield the
O activity of 0.98 U/mL with an incubation time of 120 hours. Enzymes
Q 3se Streptomyces sp. BF 3.1 optimum at pH 6, temperature 70 °C and
=% d stable for 24 hours at 4 °C and 30 °C. Enzymatic hydrolysis copra meal
2d with three variations of the substrate concentration is 1%, 5% and 10%.
(0) g sugar concentration increased at the 1 hours to 5 hours and declined
3. in the 24 hours on all substrate concentrations and total sugar
O ation is relatively constant. DP values obtained range from 2-7.
—-1e results of thin layer chromatography showed that the enzyme
Case was able hydrolyze copra meal at all concentrations (1%, 5%, 10%)
B| incubation time of 5 hours could produce a variety of products
—=ligosaccharides including mannobiose, mannotriose, mannotetrose,
(_entose and mannoheksose, except on only 24 hours to produce

(1robog ueiluead jnipsuj

AllIsianlu



‘gd| wizi bdup} undodp ¥njuaq WBJOP Ul I} PAIDY Ynin[ds NB30 UPIBRgas YoAungiadiau UbpP ubyunwnbuaW BUBID|I T

*dd| 1ofom BupA upbuuaday unyibniaw yopil undiznbuad °q

*yojosow N3oNs uonpbfull NP Yy upsiinuad ‘ubodob] upbunsnAuad ‘Yol PAIBY upsiinuad ‘ubiiuad ‘Ubyipipuad ubbuijuaday ynjun bhupy ubdiznbuad O

Jaquuns upyingaduau upp upywnjuoduaw pbdupy 1ul SN} PAIDY Ynin|as Nbjo upibogas dignbusu BupID|I ‘L

Buppun-6uppun IGunpuljig PIdID HoH

@

I
Q
=

(406og uelueliad Injsu]) gdpiiw eydio

AlsiaAiun [ean)noby Jobog

annopentose and mannoheksose. The optimum conditions of hydrolysis is 10%
pra meal concentration with incubation time of 5 hours was able produce a
riety of products mannooligosaccharides and the highest reducing sugar of 3.83
y/mL. The results of high performance liquid chromatography analysis showed
nilar results with thin layer chromatography.

Test prebiotic mannooligosaccharides of copra meal were performed in
cteria Pediococcus pentosaceus E.2211 using MRS medium substitution
ebiotics showed bacterial colonies can grow properly. Pediococcus pentosaceus
2211 able to utilize prebiotic mannooligosaccharides of copra meal as a source
carbon. While testing mannooligosaccharides on pathogenic bacteria, decrease
> number of colonies of Salmonella sp. the second generation. It indicates
Imonella sp. can not utilize of prebiotic mannooligosaccharides as a carbon
urce but can grow on LB prebiotic medium because there were sugars
onomers (glucose) derived from the hydrolysis of copra meal.

aywords: Copra meal, mannanase, mannooligosaccharides, Streptomyces sp.
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DAFTAR TABEL

ajat polimerisasi hasil hidrolisis bungkil kopra konsentrasi 1%, 5%,
10% dalam 10 mL supernatan enzim (1.87 U/mL), suhu inkubasi
)

C

prebiotik manooligosakarida bungkil kopra pada bakteri asam laktat
liococcus pentosaceus E.2211 dengan waktu inkubasi selama 48 jam
a suhu 37 °C

prebiotik manooligosakarida bungkil kopra pada bakteri patogen
monella sp. dengan waktu inkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C

DAFTAR GAMBAR

umbuhan dan zona bening isolat BF 3.1

fik aktivitas enzim mananase tiga isolat potensial

isis kromatografi lapis tipis hasil hidrolisis substrat LBG dengan
im ekstrak kasar isolat BF 3.1

gukuran pertambahan biomassa sel dan aktivitas enzim ekstrak kasar
1anase isolat Streptomyces sp. BF 3.1

akterisasi enzim ekstrak kasar mananase Streptomyces sp. BF 3.1
dilitas enzim ekstrak kasar mananase isolat Streptomyces sp. BF 3.1
fil hasil kromatografi lapis tipis enzim sebelum dan setelah didialisis
ilisis kromatografi lapis kertas hasil hidrolisis bungkil kopra dengan
im ekstrak kasar Streptomyces sp. BF 3.1

il analisis hidrolisis bungkil kopra 10% dengan waktu inkubasi 5
menggunakan kromatografi cair kinerja tinggi

DAFTAR LAMPIRAN

)a bening delapan isolat aktinomisetes
nposisi media MRS, MRS minimal, MRS substitusi prebiotik, LB,
minimal, dan LB substitusi prebiotik
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1 PENDAHULUAN

Latar Belakang

Indonesia merupakan produsen kopra terbesar kedua di dunia. Prediksi
oduksi bungkil kopra Indonesia akan meningkat 520.000 ton (3.2%) dari 1.56
anjadi 1.58 juta ton pada tahun 2013/2014 (USDA 2013). Bungkil kopra (copra
2al) merupakan produk samping dari proses ekstraksi minyak kelapa yang
'sedia dalam jumlah yang sangat banyak dan harganya cukup kompetitif (Sundu

xn Dingle 2003). Bungkil kopra memiliki potensi besar sebagai sumber
rbohidrat dan protein, namun tidak dapat sepenuhnya dimanfaatkan sebagai
~han pakan hewan monogastrik (Mendoza et al. 1994). Keterbatasan
manfaatan bungkil kopra disebabkan oleh tingginya kadar polisakarida non-pati
. urwadaria et al. 1995), oleh karena itu perlu pengelolaan bungkil kopra menjadi
= plemen pakan ternak.

Degradasi bungkil manan dapat menghasilkan sejumlah manooligosakarida

ng berfungsi sebagai komponen pangan fungsional untuk dijadikan sebagai
ebiotik (Yopi et al. 2006). Bungkil kopra mengandung 60-70% karbohidrat
ng terdiri atas beta-manan. Bungkil kopra juga mengandung 40-50%
laktomanan dengan rasio galaktosa:manan = 1:14 (Regalado et al. 2000). Park
008) melaporkan bahwa hidrolisis bungkil kopra oleh mananase lebih mudah
-n ekonomis untuk persiapan manooligosakarida.

-manan merupakan polimer manosa dengan ikatan $-1,4. Struktur ini dapat
nidrolisis menjadi manooligosakarida oleh mikroorganisme yang memproduksi
mananase. Apabila polimernya tersusun antara manosa dan glukosa dengan

~atan B-1,4 maka dinamakan glukomanan, contohnya pada umbi konjak,
dangkan glukomanan yang memiliki gugus samping galaktosa melalui ikatan

1,6 dinamakan galaktoglukomanan (Rattanasuk dan Cairns 2009) dan polimer

ng tersusun atas unit B-1,4 manosa dan o-1,6 unit galaktosa dinamakan

laktomanan, contohnya pada kopra kelapa (Phothichitto et al. 2006).

Prebiotik manooligosakarida merupakan bahan makanan non-cerna (non-
jestible food) yang sangat menguntungkan dalam mempengaruhi mikrobiota
us dengan stimulasi selektif terhadap pertumbuhan dan aktivasi satu atau
jumlah bakteri dalam usus (Gibson et al. 2004). Pemanfaatan bungkil kopra
tuk menghasilkan prebiotik manooligosakarida diharapkan dapat berguna untuk

weningkatkan kinerja metabolisme dan pertumbuhan hewan. Manooligosakarida
ah dilaporkan merupakan nutrisi khusus atau promotor pertumbuhan probiotik.
[®) Bungkil kopra kaya manooligosakarida (MOS) yang dapat bertindak
" pagai prebiotik untuk mikroba rumen dan berdampak tidak langsung dalam
>3ningkatkan produksi susu ruminansia (Moorthy dan Viswanathan 2009).
C_Q1 oduk MOS digunakan pada industri makanan dan pakan untuk meningkatkan
5'1erja dan kesehatan gastrointestinal pencernaan (sebagai prebiotik dan
(' igosakarida nondigestible). MOS sebagai nutrisi tambahan juga dapat
~+2ningkatkan jumlah lemak yang dikeluarkan dan mengurangi tekanan darah
S da hewan mamalia (Hoshino et al. 2008; Kumao et al. 2006). MOS dari
Q) norphopallus muelleri dapat meningkatkan populasi kelompok lactobacilli yang
uji secara in vitro (Dinoto et al. 2014) dan prebiotik MOS dari bungkil inti
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lapat mempengaruhi pertumbuhan Escherichia coli patogen dan
cillus casei. E. Coli tidak dapat menggunakan MOS sebagai sumber
libandingkan L. casei (Utami et al. 2013).
sberapa peneliti telah memproduksi enzim mananase dari berbagai jenis
isetes dari kelompok Streptomyces yaitu Streptomyces scabies CECT
treptomyces Ipomoea CECT 3341 (Montiel et al. 1996), Streptomyces
‘Kansoh dan Nagieb 2004), Streptomyces lividans (Arcand et al.1993).
laut Rhodothermus marinus menghasilkan enzim mananase termostabil
©et al. 2000). Kelompok actinobacteria yaitu Cellulomonas fimi (Stoll et al.
an Thermomonospora fusca KW3 (Hilge et al.1996), kelompok fungi
& ichoderma reesei (Clark et al.1997), Aspergillus niger NCH-189 (Lin dan
2004), semuanya dapat mendegradasi berbagai jenis substrat yang
g dung manan.
2 «tinomisetes memiliki keragaman genetik dan biokimia, sehingga perlu
= ‘ikasi potensi isolat dalam menghasilkan enzim mananase yang dapat
Z an untuk menghasilkan prebiotik manooligosakarida dari bungkil kopra.
@an ini akan menentukan kondisi optimum enzim mananase isolat potensial
5 isetes dalam menghidrolisis bungkil kopra dan menganalisa produk
% gosakarida yang dihasilkan dengan kromatografi lapis tipis dan
grafi cair kinerja tinggi.

Tujuan Penelitian

nelitian ini bertujuan menapis isolat aktinomisetes yang menghasilkan
se, karakterisasi mananase dan menganalisis prebiotik manooligosakarida
gkil kopra hasil hidrolisis enzim mananase.

(1obog ueluead jny

Manfaat Penelitian

anfaat dari penelitian ini yaitu diperolehnya isolat aktinomisetes potensial
il enzim mananase dengan aktivitas enzim yang tinggi dan bungkil kopra
jadikan sebagai substrat untuk produksi prebiotik manooligosakarida yang
formulasikan dalam pelet pakan ternak.

AlsiaAiun [ean)noby Jobog
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2 METODE

Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Biokatalis dan Fermentasi Bidang
oproses, Pusat Penelitian Bioteknologi LIPI Cibinong. Penelitian dilakukan dari
ilan Oktober 2013 sampai dengan Maret 2014.

Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu delapan isolat
tinomisetes koleksi Laboratorium Mikrobiologi, Departemen Biologi FMIPA
B. Media manan selain mengandung bungkil kopra 0.5% atau locust bean gum
BG) 0.5% juga mengandung ekstrak khamir 0.05%, pepton 0.075%, (NH4),SO,
%, KH,PO4 0.2%, MgSO,7H20 0.03%, CO(NHj), 0.03%, CaCl 0.03%,
SO, 7H,0 0.0005%, MnCl;7H,0 0.00016%, ZnSO,7H,O 0.00014, CoCl;
J002%. Bahan-bahan lain berupa aquades, pewarna merah kongo, gliserol 30%,
inol 70%, etanol 96%. Bahan analisis gula adalah reagen dinitrosalicyclic acid
INS) terdiri atas DNS, Na,SOs, kalium natrium tartrat (K-Na-tartrat), fenol 5%,
am sulfat pekat, eluen kromatografi lapis tipis (KLT) berupa n-butanol, asam
etat, aquades (2:1:1), larutan DAP (difenilamin, anilin, asam fosfat dan aseton),
len H,O dan acetonitril (25:75) untuk kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT).

Alat yang di gunakan dalam penelitian ini adalah alat gelas, tabung reaksi,
wan petri, neraca analitik, vortex, magnetic stirrer, sentrifuge, mikropipet,
‘mometer, tabung mikro Eppendorf, penangas air, pH meter Jenway 3505, hot
rer IKA RH basic 2, incubator TAITEC Bioshaker BR-23FP, laminar air flow
oclean Bench Sanyo, autoclave Tommy SX-500, spreader, inkubator bakteri
ANYO, Freezer SANYO Ultra low, spektrofotometer UV-VIS, dan set alat
gh Performance Liquid Chromatography (HPLC).

(10609 ueluelIRd INMNISU]) Gdi MHiw e3did yeH @

Metode
'rsiapan Substrat dan Peremajaan Isolat Aktinomisetes

Biomassa bungkil kopra terlebih dahulu digiling dengan blender kering
hingga diperoleh tepung bungkil kopra dan diseragamkan ukurannya
anggunakan ayakan 100 mesh. Peremajaan isolat dilakukan dengan
anumbuhkan isolat pada media 0.5% locust bean gum (LBG), diinkubasi pada
>hu ruang selama 96 jam. Isolat yang telah ditumbuhkan pada media padat LBG
= 'sebut dipindahkan ke media padat bungkil kopra 0.5%. Isolat tersebut akan
O Uji aktivitas enzimnya secara kualitatif dan kuantitafif.

Joﬁog

n1|n

= |i Kualitatif Aktivitas Enzim Mananase

e

Uji kualitatif dilakukan untuk mengetahui kemampuan isolat bakteri dalam
c=ndegradasi manan. Pengujian dilakukan dengan metode pewarna merah kongo

AJ,!SJeAlu
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rryandini et al. 2008). Masing-masing 1 koloni isolat ditumbuhkan pada
jar-agar yang mengandung 0.5% bungkil kopra, lalu diinkubasi pada suhu
elama 4 hari. Pewarna merah kongo diteteskan di atas media dan
151 selama 30 menit. Sisa pewarna merah kongo pada media dicuci dengan
\NaCl 2 M sebanyak 3 kali setiap 15 menit sehingga zona bening terlihat.
ouan mendegradasi manan dapat diketahui dengan mengukur diameter
1ing disekitar koloni isolat bakteri.

@an dan Pemilihan Isolat Aktinomisetes Potensial

'milihan isolat aktinomisetes potensial dilakukan dengan menguji aktivitas
acara kuantitatif. Isolat potensial ditumbuhkan pada media padat bungkil
5% dan diinkubasi selama 4 hari. Kemudian dari cawan diambil masing-
1 corckborer isolat untuk diinokulasikan kedalam tabung Erlenmeyer
risi 100 mL media bungkil kopra 0.5%. Kultur dikocok pada kecepatan
| pada suhu 30 °C selama 5 hari. Sampel diambil pada jam ke-96, 120 dan
anyak 5 mL kultur. Sampel kemudian disentrifugasi dengan kecepatan
, selama 10 menit pada suhu 4 °C. Filtrat supernatan digunakan untuk
an aktivitas enzim mananase. Isolat yang memiliki aktivitas tertinggi akan
zim ekstrak kasarnya. Sebanyak 0.5% locus bean gum dihidrolisis dengan
skstrak kasar. Larutan hidrolisis diinkubasi pada suhu ruang. Setelah
, enzim diinaktivasi pada suhu 90-100 °C selama 10 menit. Kemudian
disentrifugasi pada kecepatan 8050 xg selama 10 menit. Supernatan hasil
s dianalisis dengan kromatografi lapis tipis untuk melihat produk
gosakarida yang dihasilkan. Isolat yang memiliki aktivitas enzim
se tertinggi dan menghasilkan produk manooligosakarida dipilih sebagai
itensial.

(10B0g ueuenag Imnsul) gdiiiw eydio yey

1an Waktu Optimum Produksi Mananase

1zim ekstrak kasar mananase diproduksi dengan menggunakan media

yungkil kopra 0.5%. Prekultur dibuat dengan cara satu corckborer isolat

asikan pada Erlenmeyer yang berisi 20 mL media bungkil kopra 0.5%.

Ir dikocok dengan kecepatan 200 rpm pada suhu ruang selama satu
gPrekultur diambil sebanyak 60 pL dan dimasukkan ke dalam Erlenmeyer
() edia manan bungkil kopra 0.5% sebanyak 100 mL. Kultur dikocok pada
© an 200 rpm suhu 30 °C selama 6 hari. Pemanenan dilakukan setiap hari,
—"an sampel disentrifugasi dengan kecepatan 8050 xg, selama 10 menit pada
’C, kemudian filtrat supernatan langsung diuji untuk penentuan aktivitas
1ananase.

1Dy

dertumbuhan

Jn3|no

@ urva pertumbuhan didapat berdasarkan bobot kering biomassa sel. Satu
solat terpilih ditumbuhkan pada media padat bungkil kopra 0.5% selama 4
ekultur dibuat dengan cara satu corckborer isolat diinokulasikan pada

Alsianiufn
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5

lenmeyer yang berisi 20 mL media bungkil kopra 0.5%. Prekultur digoyangkan
ngan kecepatan 200 rpm pada suhu 30 °C selama satu malam. Prekultur diambil
banyak 30 pL dan dimasukkan ke setiap Erlenmeyer berisi media 30 mL
awakili jam 0, 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120, dan 144. Kultur dikocok pada
cepatan 200 rpm suhu 30 °C selama 6 hari. Pemanenan sel dilakukan
rdasarkan waktu yang telah ditentukan. Biomassa sel disaring dan dikeringkan
lam oven 60 °C hingga kering. Kemudian ditimbang biomassanya untuk
lanjutnya diplotkan terhadap waktu inkubasi sehingga diperoleh kurva
rtumbuhan.

'ngukuran Aktivitas Mananase

Assay aktivitas mananase dilakukan berdasarkan metode dinitrosalicylic
. id (DNS) (Miller 1959). Pengukuran jumlah gula yang tereduksi menggunakan
= bstrat LBG 0.5% (dalam 50 mM bufer fosfat pH 6). Sebanyak 250 pL substrat
o lambahkan 250 pL enzim ekstrak kasar (EEK) dan diinkubasi pada suhu ruang
= lama 30 menit. Reaksi dihentikan dengan menambahkan 750 pL reagen DNS.
@ ontrol dibuat dengan cara 250 pL substrat direaksikan dengan 750 pL reagen
\S lalu ditambahkan 250 pL enzim ekstrak kasar. Blanko dibuat dengan
ansuspensikan 500 pL aquades ditambahkan 750 uLL DNS. Sampel, kontrol dan
anko dimasukkan dalam penangas dengan suhu 90-100 °C selama 10-15 menit
.'u didinginkan dan diukur absorbansinya pada panjang gelombang 540 nm.
'mbuatan kurva standar dilakukan dengan mereaksikan berbagai konsentrasi
anosa dari 0-10 mg/mL. Satu unit aktivitas mananase didefinisikan sebagai
mlah enzim yang diproduksi untuk mereduksi 1 pumol manosa setiap menit
rdasarkan kondisi eksperimen.
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'ngaruh pH dan Suhu terhadap Aktivitas Enzim Mananase

Penentuan pH optimum dilakukan dengan menguiji aktivitas enzim pada pH
10 pada suhu ruang. Komposisi pereaksi mengandung 0.5% LBG dalam 0.5 mL
fer pH masing-masing dan 0.5 mL ekstrak kasar enzim yang diinkubasi pada
hu ruang selama 30 menit. Bufer yang digunakan adalah bufer sitrat 50 mM
tuk pH 3-5 (citric acid + sodium citrate) dan bufer fosfat 50 mM untuk pH 6-8
lonobasic sodium phospate + dibasic sodium phospate), dan bufer glisin 50 mM
19-10 (Glisin + NaOH)

Penentuan suhu optimum dilakukan dengan menguji aktivitas enzim pada
=igkatan suhu 30-100 °C selang 10 °C. Komposisi pereaksi mengandung 0.5%
T3G dalam 0.5 mL bufer pH optimum, dan 0.5 mL ekstrak kasar enzim yang
@ inkubasi dalam penangas sesuai suhu masing-masing selama 30 menit.
a'sngukuran aktivitas mananase pada berbagai pengaruh pH dan suhu dilakukan
¢~ 2nggunakan metode DNS.

AlIsi1aAlun |eany
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as Enzim

abilitas enzim didapatkan pada tiga kondisi yaitu pada suhu optimum,
ang 30 °C dan suhu 4 °C. Masing-masing enzim ekstrak kasar hasil
; dipisahkan sebanyak 5 mL didiamkan pada suhu optimum, suhu ruang
lan suhu 4 °C. Pengamatan dilakukan per jam selama 5 jam dan pada jam
A\ktivitas mananase dihitung berdasarkan gula pereduksi yang terbentuk
nakan metode Miller (1959). Uji aktivitas dilakukan pada kondisi pH dan
[imum enzim.

sis Enzimatik Bungkil Kopra

1zim ekstrak kasar mananase yang akan digunakan dalam proses hidrolisis
dahulu didialisis menggunakan membran selopan dalam bufer fosfat 50
6 dengan suhu 4 °C. Hidrolisis enzimatik bungkil kopra dilakukan dengan
asi konsentrasi substrat yaitu 1% (b/v), 5% (b/v) dan 10% (b/v). Masing-
konsentrasi substrat tersebut dimasukkan dalam 10 mL larutan enzim.
hidrolisis diinkubasi pada suhu ruang 30 °C dan pH optimum enzim.
hidrolisis diambil tiap jam selama 5 jam pertama dan pada jam ke-24.
inkubasi, enzim diinaktivasi pada suhu 90-100 °C selama 20 menit.
an sampel disentrifugasi pada kecepatan 8050 xg selama 10 menit.
tan hasil hidrolisis dianalisis gula totalnya dengan metode fenol H,SO,,
5 2reduksi dengan metode DNS, sehingga dapat diketahui derajat
@ isasinya.

@ ula reduksi diukur berdasarkan metode Miller (1959). Supernatan hasil
='s diambil sebanyak 1 mL dan ditambahkan 1.5 mL larutan DNS.
an sampel dipanaskan dalam penangas air dengan suhu 90-100 °C selama
it lalu didinginkan. Selanjutnya absorbansi sampel diukur pada panjang
ing 540 nm dan dihitung kadar gula pereduksi berdasarkan kurva standar.
Jla total diukur berdasarkan metode Dubois et al. (1956). Supernatan hasil
s diambil sebanyak 0.5 mL kemudian ditambahkan 0.5 mL larutan fenol
npel dihomogenkan dengan cepat kemudian ditambahkan 2.5 mL asam
ekat dan didiamkan selama 10 menit. Sampel dimasukkan kedalam
s air dengan suhu 40 °C selama 20 menit. Absorbansi sampel diukur pada
gelombang 490 nm dan dihitung kadar gula total berdasarkan kurva
manosa.

eiueiod ymnsul) gdi s exdser (D)

Polimerisasi

viobog

Q 2rajat polimerisasi menyatakan perbandingan antara gula total dengan gula
a'si dengan rumus hitung sebagai berikut.

Total Gula (mg/mL)
Gula pereduksi (mg/mL)

Derajat Polimerisasi =

AlIsiaAlun [eanyn
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romatografi Lapis Tipis

Standar yang digunakan adalah galaktosa, glukosa, manosa, manobiosa,
anotriosa, manopentosa dan manoheksosa dengan masing-masing konsentrasi
00 ppm. Sebanyak 4 ul. sampel hasil hidrolisis dan 3 pL larutan standar
‘otolkan pada plat kromatografi lapis tipis (KLT) dengan jarak 4 mm antar
mpel, lalu dikeringkan dengan menggunakan hair dryer untuk tiap kali
notolan. Plat KLT kemudian dimasukkan ke dalam chamber glass yang berisi
len (n-butanol:asam asetat:aquades dengan perbandingan 2:1:1). Pergerakan

@Jen diamati hingga batas akhir eluen pada plat. Plat kemudian dikeluarkan dari
T lam chamber glass dan dibiarkan mengering di dalam lemari asam. Plat
A semprot secara merata dengan larutan DAP (0.2 mL difenilamin, 0.2 mL anilin,

) mL aseton dan 1.5 mL asam fosfat) untuk memunculkan noda, kemudian plat

mbali di keringkan di dalam lemari asam. Plat yang sudah kering dimasukkan
dalam oven suhu 100 °C selama +20 menit.

romatografi Cair Kinerja Tinggi

Sebanyak 1 mL sampel hidrolisis difilter dengan menggunakan syringe ke
lam vial. Produk manooligosakarida dianalisis menggunakan kromatografi cair
nerja tinggi dengan kondisi kolom berukuran 250 x 4.6 mm Zorbax SIL dengan
amino propyl silane, eluen fase gerak ialah asetonitril dan air dengan
rbandingan 75:25 (v/v), suhu kolom 30 °C, laju alir 1.4 mL/min dan detektor
Jilent Technologies 1200 series refractive index monitor (RID). Standar yang
yunakan adalah galaktosa, glukosa, manosa, manobiosa, manotriosa,
TTanopentosa dan manoheksosa dengan masing-masing konsentrasi 10.000 ppm

1060g uelueyag ynsuy) gdi Mipw-eydio

i Pengaruh Prebiotik terhadap Pertumbuhan Bakteri Asam Laktat dan
ikteri Patogen

Pengujian prebiotik dilakukan dengan menumbuhkan bakteri uji sebanyak
a generasi. Inokulum Pediococcus pentosaceus E.2211 dan Salmonella sp.
.umbuhkan secara terpisah dalam 5 mL media cair LB dan MRS lalu diinkubasi
da suhu 37 °C selama 24 jam. Setelah itu inokulum disentrifugasi dan dicuci
ngan phosphate buffered saline (PBS). Pelet dilarutkan dalam PBS sebanyak 1
Q L kemudian dilakukan pengenceran bertingkat untuk diinokulasikan pada media
O dat. Ada enam kelompok perlakuan, yaitu 1. Pediococcus pentosaceus E.2211
% ngan media MRS minimal; 2. Pediococcus pentosaceus E.2211 dengan media
J>RS yang komponen glukosa disubstitusi dengan prebiotik; 3. Pediococcus

ntosaceus E.2211 dengan media MRS; 4. Salmonella sp. dengan media LB
o /Inimal; 5. Salmonella sp dengan media LB yang komponen ekstrak khamir
(C substitusi dengan prebiotik; 6. Salmonella sp. dengan media LB. Setelah
~+=okulum disebar pada masing-masing media, bakteri Pediococcus pentosaceus
= 2211 dinkubasi selama 48 jam dan bakteri Salmonella sp. dinkubasi selama 24
D m pada suhu 37°C, kemudian dihitung jumlah koloninya dengan metode total
ate count (TPC).
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3 HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil
» Kualitatif Isolat Aktinomisetes

slapan isolat aktinomisetes ditumbuhkan pada media locus bean gum (LBG)
@tahap awal untuk menginduksi produksi enzim mananase. Media LBG

Jung galaktomanan yang dapat dijadikan sumber karbon untuk metabolisme
—isetes, selain itu media tersebut diperkaya dengan mineral-mineral untuk
A luksi enzim mananase. Galaktomanan akan dihidrolisis oleh kompleks enzim
e menghasilkan monomer manosa dan galaktosa. Manosa dan galaktosa
akan digunakan bakteri sebagai sumber karbon dalam proses glikolisis.
=. juga berperan sebagai induser untuk menginduksi ekspresi gen mananase.
= ctinomisetes yang telah ditumbuhkan pada media LBG selama lima hari,
& N ditumbuhkan pada media bungkil kopra. Bungkil kopra digunakan sebagai
— karbon untuk menggantikan LBG. Aktinomisetes akan beradatapsi untuk
ﬁ jatkan kandungan heteromanan yang terdapat pada bungkil kopra.
#isetes yang memiliki kemampuan memproduksi enzim mananase akan dapat
% Irolisis heteromanan tersebut menjadi oligosakarida dan gula-gula monomer.
smampuan isolat aktinomisetes mendegradasi manan secara kualitatif dapat
lari nilai indeks mananolitik hasil uji kualitatif menggunakan pewarnaan
"ongo. Hasil pengamatan menunjukkan isolat yang mampu menghasilkan zona
)ada media padat manan bungkil kopra ialah isolat BF 3.1, BF 3.10, YM 4.2
indeks mananolitik berturut-turut 3.61, 0.79 dan 1.50. Isolat BF 3.1
silkan indeks mananolitik terbesar (Gambar 1). Ketiga isolat tersebut akan
Ivitas enzimnya untuk memilih isolat yang paling potensial.

weydio

ueluelrd

(1=obog

1 Pertumbuhan isolat BF 3.1 (A) Hasil peremajaan isolat BF 3.1 pada media
padat LBG. (B) Zona Bening isolat BF 3.1 yang ditumbuhkan pada media
> padat bungkil kopra. Keduanya diinkubasi pada suhu 30 °C selama 4 hari.

Jobog

an dan Pemilihan Isolat Aktinomisetes Potensial

noLIb

atiga isolat BF 3.1, BF 3.10, dan YM 4.2 yang ditumbuhkan pada media cair
~1 kopra memiliki waktu produksi enzim tertinggi yang sama pada jam ke-144,
=== 3.1 memiliki aktivitas enzim tertinggi sebesar 0.99 U/mL (Gambar 2). Isolat
(lipilih sebagai isolat potensial penghasil enzim mananase. Selanjutnya enzim

eln)|
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9

strak kasar isolat BF 3.1 digunakan untuk menghidrolisis substrat LBG. Produk
Jrolisis LBG dianalisis dengan kromatografi lapis tipis (KLT) untuk melihat jenis
anooligosakarida yang dihasilkan. Hasil KLT menunjukkan bahwa enzim mananase
- 3.1 mampu menghasilkan produk manooligosarida manobiosa, manotriosa,
anotetrosa. (Gambar 3), sehingga merupakan isolat paling potensial untuk
2mproduksi manooligosakarida.

1 -
£
& 08 % @BF. 3.1
o
2 E 06 :
g5 : EBF.3.10
204
§ ¥
< BYM. 4.2

o
N

o

96 120 144
Waktu (Jam Ke-)

imbar 2 Grafik aktivitas mananase tiga isolat potensial. Isolat ditumbuhkan pada
media bungkil kopra 0.5%, suhu 30 °C, agitasi 200 rpm. Uji aktivitas
menggunakan substrat LBG 0.5% dalam bufer fosfat 50 mM pH 6.

(10609 ueluenad IMNSU]) gdi Nijiw e3dio ey @

-
& -

TPy PRAG R om &
1 2 3 G MI M2 M3 M4 M5 M6

imbar 3 Analisis kromatografi lapis tipis hasil hidrolisis substrat LBG dengan
enzim ekstrak kasar isolat BF 3.1. Baris 1, 2, 3: enzim ekstrak kasar jam
ke 96, 120 dan 144, standar Glukosa (G), manosa (M1), manobiosa (M2),
manotriosa (M3), manotetrosa (M4), manopentosa (M5), dan
manoheksosa (M6).

o

O otimasi Waktu Produksi
«Q

@)

Aktivitas enzim mananase isolat Streptomyces sp. BF 3.1 pada media
ngkil kopra 0.5% dari jam ke-0 hingga jam ke-120 terus mengalami
ningkatan dan pada jam ke-144 mengalami penurunan. Aktivitas tertinggi
=5 Japatkan pada jam ke-120 sebesar 0.98 U/mL. Pertumbuhan sel bakteri
O reptomyces sp. BF 3.1 dari jam ke-24 hingga jam ke-72 mengalami fase
Esponensial dan sel memasuki fase stasioner pada jam ke-96 hingga 120, setelah
E"l sel telah memasuki fase kematian. Biomassa sel tertinggi didapatkan pada jam
~3-72. Melihat hasil grafik kurva pertumbuhan dan aktivitas sel, ditentukan waktu
—=timum inkubasi isolat untuk menghasilkan aktivitas enzim tertinggi pada jam
(T -120 saat sel memasuki fase stasioner.

By J
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4 Pengukuran pertambahan biomassa sel dan aktivitas enzim ekstrak kasar
mananase isolat Streptomyces sp. BF 3.1. Isolat ditumbuhkan pada
media bungkil kopra 0.5%, pH 6, suhu 30 °C, agitasi 200 rpm.

—m—: Biomassa dan — A —: aktivitas enzim

arisasi Enzim

ngaruh pH dan suhu terhadap aktivitas enzim mananase dapat dilihat pada
4. Enzim mananase dapat bekerja optimal pada rentang pH 6-8, dengan
; tertinggi 0.74 U/mL pada pH 6. Suhu optimum enzim bekerja ialah pada
0 °C, pH 6 dengan aktivitas 1.50 U/mL (Gambar 4). Enzim mananase
n pada suhu 4 °C, 30 °C dan 70 °C untuk diuji stabilitasnya. Enzim
se tetap stabil selama 24 jam pada suhu 4 °C dan 30 °C, sedangkan pada
nyimpanan 70 °C aktivitas enzim langsung menurun drastis dan setelah 1
ama enzim mananase telah kehilangan aktivitas (Gambar 5). Berdasarkan
sbut untuk melakukan proses hidrolisis bungkil kopra selama 24 jam,
/a digunakan suhu ruang 30 °C karena enzim mananase lebih stabil
1 diharapkan produk hidrolisis juga lebih banyak.

(10Bog ueiuenad InIpsul) gdi mw exdid yen (D)
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5 Karakterisasi enzim ekstrak kasar mananase Streptomyces sp. BF 3.1.
A: Pengaruh pH terhadap aktivitas enzim. B: Pengaruh suhu terhadap
aktivitas enzim
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Aktivitas enzim (U/mL)
=
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Waktu inkubasi (jam)

o

ambar 6 Stabilitas enzim ekstrak kasar mananase isolat Streptomyces sp. BF 3.1
Penyimpanan enzim dilakukan pada suhu 4 °C (—e-), 30 °C (—m-) dan
70 °C (- A-). Uji aktivitas dilakukan pada suhu 70 °C.

idrolisis Enzimatik Bungkil Kopra

Enzim ekstrak kasar yang akan digunakan dalam proses hidrolisis bungkil
pra terlebih dahulu harus melalui proses dialisis. Proses dialisis berfungsi untuk
anghilangkan gula monomer dan oligosakarida yang terdapat dalam larutan
zim. Hasil kromatografi lapis tipis (KLT) menunjukkan bahwa enzim yang
ah didialisis telah menghilangkan sebagian besar gula monomer dan
igosakarida manopentosa (Gambar 7). Aktivitas enzim sebelum dialisis sebesar
17 U/mL dan setelah dialisis menjadi 1.87 U/mL. Total aktivitas enzim yang
w Junakan sebesar 18.7 U dalam 10 mL.

Hidrolisis enzimatik bungkil kopra dilakukan dengan jumlah substrat yaitu
819, 05 gdan 1 g dalam 10 mL supernatan enzim. Konsentrasi gula reduksi
angalami peningkatan pada jam ke-1 hingga jam ke-5 dan menurun drastis pada

N ke-24 pada semua konsentrasi substrat (1%,5%,10%). Penurunan gula reduksi

‘sebut kemungkinan disebabkan oleh enzim ekstrak kasar yang digunakan dalam

oses hidrolisis pada suhu 30 °C mengandung endospora bakteri yang selama

asa inkubasi 24 jam tumbuh menjadi bakteri dengan menggunakan monomer
anosa dan glukosa sebagai sumber karbon, sehingga konsentrasi gula pereduksi
un. Hal ini ditunjang oleh hasil kromatografi lapis tipis yang menunjukkan
onomer menghilang pada jam ke-24 (Gambar 8). Berdasarkan konsentrasi gula

:al dan gula reduksi yang didapatkan, kita dapat menghitung derajat polimerisasi

(Jabel 1). Nilai DP yang didapatkan berkisar 2-7.

ueluelad INsy|) gdiqHiw eidio yey @

Bo

1 2
|

L 29

® e

ambar 7 Profil hasil kromatografi lapis tipis enzim sebelum dan setelah
didialisis. Enzim sebelum didialisis (1); enzim setelah didialisis (2).
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Derajat polimerisasi hasil hidrolisis bungkil kopra konsentrasi 1%, 5%,
dan 10% dalam 10 mL supernatan enzim (1.87 U/mL), suhu inkubasi
30 °C.

nsentrasi Waktu Gula Total Gula reduksi DP
ubstrat hidrolisis (Jam)  (mg/mL) (mg/mL
1 1,55 0,36 4
1,58 0,44 4
@ . 3 1,67 0,57 3
- 4 1,73 0,63 3
) 5 1,62 0,67 2
% 24 1,09 0,46 2
5 1 5,67 1,33 4
E| 2 5,44 1,48 4
al 3 6,45 1,87 3
T 5
© 4 6,56 1,93 3
> 5 7,03 2,30 3
= 24 6,01 1,95 3
o 1 16,08 2.26 7
S 2 16,65 2,76 6
= 3 14,78 3,09 5
g 10
= 4 14,30 3,59 4
Q 5 14,17 3,83 4
s 24 14,03 1,88 7

; Produk Manooligosakarida

‘“‘.‘"”
li

2 M3 M4 M5 M6 A, B, C, A; By Cs A5 B5 c5 A24 By Cou

8
<g

<
=

8 Analisis kromatografi lapis tipis hasil hidrolisis bungkil kopra dengan
enzim ekstrak kasar Streptomyces sp. BF 3.1. Baris 1-8 (Standar
Galaktosa (Gal), glukosa (Glu), manosa (M1), manobiosa (M2),
manotriosa (M3), manotetrosa (M4), manopentosa (M5), manoheksosa
(M6), konsentrasi bungkil kopra 1% (A), 5% (B), 10% (C) dengan
waktu hidrolisis 1,3,5 dan 24 jam

Alsianiun [elanynoiiby Jobog
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Hasil kromatografi lapis tipis menunjukkan bahwa enzim mananase mampu
anghidrolisis bungkil kopra pada semua konsentrasi (1%, 5%, 10%) dengan
hu inkubasi 30 °C dan waktu inkubasi selama 5 jam dapat dihasilkan beragam
oduk manooligosarida berupa manobiosa, manotriosa, manotetrosa,
anopentosa, dan manoheksosa, kecuali pada jam ke-24 hanya menghasilkan
anopentosa dan manoheksosa. Kondisi optimum hidrolisis ialah konsentrasi
ngkil kopra 10% dengan waktu inkubasi 5 jam mampu menghasilkan produk
anooligosakarida yang beragam dan gula reduksi tertinggi sebesar 3.83 mg/mL.
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Tambar 9 Hasil analisis hidrolisis bungkil kopra 10% dengan waktu inkubasi 5
3 jam menggunakan kromatografi cair kinerja tinggi. Kondisi
g. kromatograsi: kolom berukuran 250 x 4.6 mm Zorbax SIL dengan
3 3-amino propyl silane, eluen asetonitril dan air dengan perbandingan
S 75:25 (v/v), suhu kolom 30 °C, laju alir 1.4 mL/min dan detektor
‘_'é refractive index monitor (RID).

Hasil analisis hidrolisis bungkil kopra 10% dengan waktu inkubasi selama 5
n menggunakan kromatografi cair kinerja tinggi menghasilkan tujuh puncak
;ambar 9). Monomer manosa dan glukosa terdeteksi pada puncak pertama dan
tiga dengan waktu retensi masing-masing 4.176 menit dan 5.478 menit. Produk
anooligosakarida juga terdeteksi meliputi manobiosa (5.051 menit), manotriosa
.347 menit), manotetrosa (7.438 menit), manopentosa (8.695 menit) dan
anoheksosa (10.609 menit).

(0ji Pengaruh Prebiotik terhadap Pertumbuhan Bakteri Asam Laktat dan
O akteri Patogen
«Q
2 Uji prebiotik manooligosakarida dari bungkil kopra yang dilakukan pada
kteri Pediococcus pentosaceus E.2211 menggunakan media MRS substitusi
(0 ebiotik menunjukkan koloni bakteri dapat tumbuh dengan baik. Jumlah koloni
—2.ng tumbuh pada media MRS prebiotik hampir mendekati jumlah koloni MRS
Q ntrol (Tabel 2). Hal ini menunjukkan bahwa Pediococcus pentosaceus E.2211
—=ampu memanfaatkan prebiotik MOS dari bungkil kopra sebagai sumber karbon.
C mlah koloni pada media MRS prebiotik lebih banyak dibandingkan dengan
S mlah koloni pada MRS minimal, hal ini disebabkan keterbatasan sumber karbon
=7=ng dapat digunakan oleh bakteri pada media minimal tersebut.
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Uji prebiotik manooligosakarida bungkil kopra pada bakteri asam laktat
Pediococcus pentosaceus E.2211 dengan waktu inkubasi selama 48 jam
pada suhu 37 °C

adiococcus Media
saceus E.2211 MRS kontrol MRS Minimal MRS Prebiotik MOS
Senerasi | 29 x 10° 17 x 10° 19 x 10°

senerasi 11 292 x 10° 79 x 10° 216 x 10’

Uji prebiotik manooligosakarida bungkil kopra pada bakteri patogen
Salmonella sp. dengan waktu inkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C

Media
1onella sp. o o
LB Kontrol LB Minimal LB Prebiotik MOS
>nerasi | 604 x 10’ 304 x 10’ 512 x 10’
nerasi Il 643 x 10’ 69 x 10’ 125 x 10’

i prebiotik manooligosakarida juga dilakukan pada bakteri patogen
lla sp. Hasil pertumbuhan koloni Salmonella sp. pada generasi pertama
Ikkan jumlah koloni pada LB prebiotik mendekati jumlah koloni LB
dan jumlahnya lebih banyak dibandingkan dengan jumlah koloni LB
(Tabel 3). Hal ini menunjukkan bahwa Salmonella sp. dapat
Z aatkan sebagian gula-gula yang terdapat pada produk hidrolisis bungkil
Pada generasi kedua terjadi penurunan jumlah koloni bakteri yang
in pada media LB prebiotik sedangkan jumlah koloni bakteri pada media
rol cenderung sama. Berdasarkan data tersebut diindikasikan Salmonella
k dapat memanfaatkan prebiotik manooligosakarida sebagai sumber
tetapi tetap dapat tumbuh pada media LB prebiotik disebabkan masih
gula monomer (glukosa) yang berasal dari hasil hidrolisis bungkil kopra.

oBog uejueyad ymnsuj) gdi dHiw eidio yeH @

Pembahasan

o

(8 ingkil kopra mengandung sekitar 43-45% polisakarida manan dari total
Jrat yang dapat dimanfaatkan sebagai sumber karbon untuk media
=3 uhan aktinomisetes dan kadar protein yang cukup tinggi sebagai sumber
. Hasil penelitian Khuwijitjaru et al. (2012), bungkil kopra mengandung
(© yang mengandung manosa +79.77%, glukosa +12.80%, galaktosa +6.12%
—hinosa 1.31% dari total karbohidrat sebanyak 68.99%.
¢='edia manan bungkil kopra dapat didegradasi oleh isolat Streptomyces sp.
~ Bungkil kopra telah digunakan sebagai media untuk memproduksi
C se ekstraseluler dari Bacillus circulans, Bacillus albei (Abe et al. 1994)
QJ )ergillus niger NCH-189 (Lin dan Chen 2004). Hasil analisis kualitatif
" kkan terbentuknya zona bening dan nilai indeks manolitik yang cukup besar
ikasikan bahwa isolat mampu menghasilkan enzim mananase. Penggunaan
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2rah kongo dengan konsentrasi 1% (b/v) selama 15 menit akan memunculkan zona
ning yang kontras. Diameter zona bening akan berkurang secara linear seiring
ngan penambahan  konsentrasi 0.1-1.0% (b/v) pada substrat galaktomanan
'ownie et al. 1994).

Produk hasil hidrolisis locus bean gum hampir sama dengan hasil penelitian
oelumnya, enzim B-mananase dari Aspergillus awamori K4 (Kurakake dan Komaki
01) dan Cellulosimicrobium sp. galur HY-13 (Kim et al. 2011) digunakan untuk
anghidrolisis locus bean gum, hasil kromatografi lapis tipisnya menunjukkan spot
anobiosa, manotriosa, dan manotetrosa. Pada produk hidrolisis terdapat glukosa dan

@mosa. Ini mengindikasikan bahwa isolat Streptomyces sp. BF 3.1 memiliki enzim
« mananase, B-glukosidase, B-mannosidase kondisi ekstraseluler. B-mananase
% 2rupakan endoenzim yang mendegradasi ikatan B-1,4 polimer manan sehingga
Z-bentuk produk manooligosakarida dan B-glukosidase ialah eksoenzim yang
& 2ndegradasi ikatan 1,4-B-D-glukopiranosa oligosakarida glukomanan ataupun
3 laktoglukomanan, sedangkan B-mannosidase ialah eksoenzim yang
% andegradasi ikatan p-1,4 manosida manan dan manooligosakarida sehingga
T ‘dapat produk monomer manosa (Moreira dan Filho 2008).

Kurva aktivitas enzim dan pertumbuhan sel Streptomyces sp. BF 3.1 memiliki
aktu inkubasi yang berbeda dengan mikroba lain untuk memproduksi enzim
fananase. Streptomyces scabies CECT 3340 dan Streptomyces ipomoea CECT
41 mampu memproduksi enzim mananase 294.3 U/L dan 242.9 U/L, dengan
iktu inkubasi 96 jam (Montiel et al. 1999), dan Streptomyces sp. PG-08-03
“tivitas mananase 15 U/mL selama 72 jam inkubasi (Bhoria et al. 2009).
pergillus niger NCH-189 (Lin dan Chen 2004) dan Bacillus subtilis galur
M-39 (Mendoza et al. 1994) yang difermentasi pada media bungkil kopra
ampu memproduksi enzim mananase masing-masing sebesar 2.6 U/mL (3 hari
2 Kubasi) dan 2.2 U/mL (24 jam waktu inkubasi).

Hasil karakterisasi enzim mananase Streptomyces sp. BF 3.1 menunjukkan
hwa enzim ini bekerja optimum pada pH netral dan termasuk enzim termostabil
ma seperti B-mananase aktinomisetes termofilik Thermomonospora fusca
timum pada suhu 80 °C, pH alkalin (Hilge et al. 1998) dan Aspergillus
vamori K4 suhu optimum 80 °C, pH 6 (Kurakake dan Komaki 2001). Beberapa
neliti  sebelumnya juga telah mengkarakterisasi aktivitas mananase
tinomisetes yang lain yaitu Streptomyces lividans pada pH 6.8 dan suhu 58 °C
rcand et al. 1993), Streptomyces galbus NR pH optimum 6.5, suhu 40 °C
ansoh dan Nagieb 2004), dan golongan bakteri Bacillus sp. MSJ-5 optimum

WJda pH 5.5 dan suhu 50 °C (Zhang et al. 2009), Bacillus subtilis NM-39
8 timum pada rentang pH 5-6 dan suhu 50-60 °C (Mendoza et al. 1994)

Stabilitas enzim mananase Streptomyces sp. BF 3.1 hampir sama dengan
=3 nelitian sebelumnya, aktivitas mananase Cellulosimicrobium sp. galur HY-13
T>ap stabil pada suhu 37 °C diinkubasi selama 60 menit dan kehilangan
@ tivitasnya pada suhu 60 °C setelah diinkubasi selama 10 menit (Kim et al.
:-'11). Aktivitas mananase Acinetobacter sp. ST1-1 menurun drastis ketika
¢= inkubasi selama 30 menit pada suhu 60 °C berbeda dengan Klebsiella oxytoca
~N 2-3 yang tetap mempertahankan 82% aktivitasnya pada keadaan tersebut
& itapoka et al. 2008).

Q Enzim mananase Streptomyces sp. BF 3.1 (1.87 U/mL) digunakan untuk
“__2nghidrolisis bungkil kopra. Nilai DP yang didapatkan berkisar 2-7, hampir
ma dengan hasil penelitian Abe et al. (1994) bungkil kopra dihidrolisis dengan

1060g ueluela 4. 3njsul) g
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se  Bacillus circulans dan B. albei menghasilkan oligosakarida DP 2-4.
konjak dihidrolisis dengan mananase Bacillus sp. MSJ-5 menghasilkan
arida DP 2-6 (Zhang et al. 2009). Sesuai dengan pernyataan
et al. (2008), oligosakarida memiliki derajat polimerisasi antara gula
or dengan polisakarida yaitu DP 3-10. Produk hidrolisis dapat diamati
kromatografi lapis tipis yang dapat menggambarkan jenis produk
gosakarida (Patel dan Goyal 2011)
oduk manooligosakarida yang dihasilkan dari hidrolisis enzimatik hampir
@ngan hasil penelitian hidrolisis manan kopra menggunakan mananase dari
Bacillus (Abe et al. 1994, Hossain et al. 1996) dan hidrolisis
Znanan dengan mananase termostabil Paenibacillus illinoisensis ZY-08
2 al. 2010). Hasil penelitian Sachslehner et al. (2000) Hidrolisis manan
kopi dengan mananase Sclerotium rolfsii juga menghasilkan
gosakarida berupa manobiosa, manotriosa dan manotetrosa. Endo-f-
se (B-1,4-D-manan mananohidrolase) dapat menghidrolisis manan secara
ada glukomanan dan galaktomanan yang umumnya menghasilkan
)sa dan manotriosa (Eriksson et al. 1990).
‘-omatografi lapis tipis juga menunjukkan spot hasil hidrolisis bungkil
ang terlihat tidak sejajar dengan standar manotriosa, manotetrosa dan
ntosa. Spot tersebut terlihat melebihi spot standar. Hal tersebut disebabkan
nungkinan manooligosakarida masih memiliki rantai samping yang tidak
g oleh eksoenzim mananase. Chantorn et al. (2013) melaporkan bahwa
s manan dapat menghasilkan berbagai macam oligosakarida yang tidak
ketahui dan memiliki substansi yang terikat pada oligosakarida tersebut,
gosakarida kemungkinan memiliki rantai samping karena adanya aktivitas
1se dari enzim hidrolase.
ljuh puncak yang terdeteksi pada kromatografi cair kinerja tinggi memiliki
stensi yang sedikit berbeda dengan standar, hal ini disebabkan oleh larutan
s belum dimurnikan dan tidak diketahui besar konsentrasinya.
'gosakarida yang dideteksi sebelumnya dengan kromatografi lapis tipis
1 kecenderungan yang sama dengan hasil kromatografi cair kinerja tinggi.
waktu produk hidrolisis manotriosa, manotetrosa dan manopentosa lebih
ibandingkan dengan standarnya. Hal tersebut dapat disebabkan oleh
gosakarida yang memiliki rantai samping. Sesuai dengan yang dilaporkan
nimoto et.al (2002) bahwa waktu retensi akan meningkat sesuai dengan
Uj(atnya ukuran molekul manooligosakarida yang dideteksi. Standar
osakarida yang linear akan menunjukkan waktu retensi yang lebih kecil
(O gkan dengan produk manooligosakarida hasil hidrolisis yang masih
O i rantai samping.
_'1da produk hidrolisis berupa manotriosa yang dideteksi dengan
c(J;grafi lapis tipis memperlihatkan dua spot berbeda yang tidak sejajar
= standar. Spot pertama terlihat berada di atas spot standar manotriosa dan
O Jua berada dibawah spot standar manotriosa. Hal tersebut juga terlihat
€ sil kromatografi cair kinerja tinggi, terdapat dua puncak manotriosa yang
&1 waktu retensi sedikit berbeda. Berdasarkan hasil penelitian Tanimoto
=3 )02), sakarida yang memiliki konfigurasi molekul yang sama (isomer)
D deteksi dengan waktu retensi yang berbeda seiring peningkatan ukuran

cmnya
)
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Pada pengujian prebiotik manooligosakarida menunjukkan hasil positif
‘hadap pertumbuhan koloni bakteri asam laktat. Pediococcus pentosaceus
amiliki potensi sebagai bakteri probiotik. Pediococcus pentosaceus CRAG3
amiliki kemampuan untuk menfermentasi selobiosa, dekstrosa, arabinosa,
amnosa, sukrosa, manitol, fruktosa, maltosa, mannose, dan galaktosa untuk
amproduksi asam laktat dan memiliki kemampuan koagregasi untuk bersaing
ngan galur patogen Escherichia coli serta autoagregasi untuk berkolonisasi
lam saluran usus (Shukla dan Goyal 2013). Prebiotik manooligosakarida dari
@\ngkil kopra dapat menekan pertumbuhan koloni bakteri patogen Salmonella sp.

anooligosakarida dapat mengurangi jumlah kolonisasi Salmonella enteritidis
& da usus besar anak ayam (Fernandez et al. 2002) dan menekan pertumbuhan
2" lur Salmonella yang mengekspresikan fimbriae type-1 (Spring et al. 2000).

Studi pengaruh diet manooligosakarida terhadap mikroflora usus ayam,
rnandez et al. (2002) menyimpulkan bahwa suplementasi pakan dilengkapi
ngan 2.5% MOS akan memberikan pengaruh signifikan yaitu meningkatnya
mlah Bifidobacterium spp. dan Lactobacillus spp. serta menurunnya kelompok
iterobacteriaceae pada usus ayam. Penggunaan probiotik dan prebiotik dapat
junakan sebagai cara aman untuk mengubah dan memanipulasi mikroflora usus
wan serta mengurangi penggunaan antibiotik dalam peternakan.

4 SIMPULAN DAN SARAN

(4060g uelueliad Inj3suj) gdiipweydio

Simpulan

Enzim mananase isolat Streptomyces sp. BF 3.1 optimum pada pH 6 dan
hu 70 °C. Kondisi optimum hidrolisis bungkil kopra dengan mananase
reptomyces sp. BF 3.1 adalah konsentrasi bungkil kopra 10% dengan waktu
<ubasi selama 5 jam pada suhu ruang 30 °C. Kondisi reaksi ini akan
anghasilkan gula reduksi tertinggi sebesar 3.83 mg/mL dengan produk
anooligosakarida berupa manobiosa, manotriosa, manotetrosa dan manopentosa.
ebiotik manooligosakarida dari bungkil kopra mampu mendukung pertumbuhan
loni bakteri Pediococcus pentosaceus E.2211 dan menekan pertumbuhan

(D loni Salmonella sp. pada generasi kedua.

Saran

by Jo60

Diperlukan optimasi waktu dan konsentrasi substrat bungkil kopra dalam
—3.0ses hidrolisis menggunakan enzim mananase serta optimasi eluen kromatografi
Q) ir kinerja tinggi agar dapat dihasilkan puncak kromatogram yang terpisah secara
=.ik.
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impiran 2. Komposisi media MRS, MRS minimal, MRS substitusi prebiotik,
LB, LB minimal, dan LB substitusi prebiotik

ymposisi media MRS, MRS minimal, MRS substitusi prebiotik

omposisi media

MRS MRS minimal MRS prebiotik
dalam 100 mL)

@epton 18 ¢ 0.18 g 18 ¢g
i strak Khamir 04 ¢ 0.04 g 04 ¢
HPO, 0.2 g 02 g 0.2 g
g_ gSO47H,0 0.02 ¢ 0.02 ¢ 0.02 ¢
% NS0, 0.004 g 0.004 g 0.004 g
U
@ amonium 02¢g 02 g 02 g
§._ drogen sitrat
% ukosa/ prebiotik 1g 0.1g 1g
S ween 80 0.1mL 0.1mL 0.1mL
5 Jar-agar 229 229 224
vy
[*}

«Q
=

ymposisi media LB, LB minimal, dan LB substitusi prebiotik

omposisi media

LB LB minimal LB prebiotik
dalam 100 mL)
ipton 1g 0.1 g 1 g
sstrak
1amir/prebiotik 059 0.05 g 05 g
gCl 1g 1 g 1 g
(& Jar-agar 244 244 246
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