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ABSTRACT

High cost production is one of the constraints of the commercial xylitol production due to high
energy needed and pure raw materials. Therefore, it is necessary to improve the xylitol production
eficiently with lower production cost by using microorganisms. The research objectives were to de-
termine the optimum xylitol production from xylose by metabolism of C. guilliermondii and effect of
glucose as a co-substrate in fermentation medium. The ratio of glucose : xylose (g/L) was 1:25, 1:12,
1:5 and 1:2.5 respectively. The xylitol concentration was measured by spectrophotometer method (D-
sorbytol/D-xylitol kit). The result showed that the exponential phase of Candida guilliermondii was
12 h to 36 of incubation and optimum of incubation time to produce the highest xylitol was 72 h. The
best ratio- of glucose : xylose to produce xylitol was 9 g/L glucose : 45 g/L xylose (1 : 5). The xylitol
concentration produced from medium with the addition of glucose was 2.85 g/L. This concentration
increased five times compared to that in the medium without addition of glucose that only reached
2.85 g/L. According to this study, the addition of glucose as a co-substrate could increase the xylitol
production.

Keywords: xylitol, co-substrate, C. guilliermondii, glucose

ABSTRAK

Salah satu tantangan produksi xilitol secara komersial yaitu tingginya biaya produksi, karena
memerlukan energi yang besar dan bahan baku murni. Oleh sebab itu perlu dilakukan upaya un-
tuk meningkatkan produksi xilitol dengan biaya murah dan efisien dengan memanfaatkan mikroba.
Dalam penelitian ini ditentukan optimasi produksi xilitol dari xilosa oleh Candida guilliermon-
dii serta pengaruh penambahan glukosa sebagai kosubstrat ke dalam media fermentasi. Variasi ra-
sio (glukosa:xilosa) yang digunakan adalah (1:25, 1:12, 1:5 dan 1:2.5) g/L. Kadar xilitol diukur
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menggunakan spektrofotometer dengan Kit D-sorbitol/D-xilitol. Hasil penelitian menunjukkan fase

eksponensial dari pertumbuhan sel C. guilliermondii terdapat pada inkubasi jam ke-12 sampai 36,

dan waktu inkubasi optimum untuk memperoleh kadar xilitol tertinggi adalah 72 jam. Variasi rasio

glukosa:xilosa yang terbaik adalah 1:5 dengan konsentrasi glukosa 9 g/L dan xilosa 45 g/L. Kadar

xilitol yang diperoleh dari rasio tersebut meningkat lima kali lebih besar dibandingkan kadar xilitol

tanpa penambahan glukosa, yaitu dari 0.57 g/L menjadi 2.85 g/L. Berdasarkan hasil yang diperoleh

dapat disimpulkan bahwa penambahan glukosa dapat meningkatkan produksi xilitol.

Kata kunci: xilitol, ko-substrat, C. guilliermondii, glukosa

1. PENDAHULUAN

Xilitol merupakan gula dengan jumlah
atom C (karbon) lima yang tidak dapat
difermentasi oleh bakteri Streptococcus mutans
penyebab kerusakan gigi, sehingga bersifat
nonkariogenik yang aman untuk kesehatan
gigi (Uhari ef al. 1996; Sampaio et al. 2003).
Xilitol mempunyai tingkat kemanisan yang
setara dengan sukrosa, namun nilai kalorinya
(40%) lebih rendah dari kelompok karbohidrat
lainnya. Xilitol dimanfaatkan pada industri
farmasi, produk perawatan kesehatan, dan
industri bahan makanan (Gurgel et al. 1995).
Secara farmakologi, xilitol berperan untuk
mencegah kerusakan gigi, infeksi telinga pada
anak-anak, dan sebagai pengganti gula untuk
pasien diabetes (Kiet et al. 2006; Rao et al.
2006). Xilitol ideal digunakan untuk pasien
penderita diabetes, karena mempunyai indeks
glikemik yang rendah dan dapat dimetabolisme
oleh tubuh tanpa melibatkan insulin, serta secara
lambat diserap oleh tubuh (Tochampa et al.
2005). Xilitol digunakan sebagai bahan utama
untuk pembuatan permen, permen karet, dan
minuman ringan. Selain itu xilitol juga banyak
digunakan pada produk pasta gigi (Kiet ef al.
20006).

Teknik produksi xilitol yang paling umum
digunakan saat ini adalah teknik hidrogenasi

xilosa. Produksi xilitol melalui proses tersebut
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memerlukan biaya yang tinggi, karena
memerlukan energi besar, bahan baku utama
xilosa murni dan memerlukan proses pemurnian.
Proses produksi ini membuat harga xilitol
menjadi mahal serta boros energi (Soleimani et
al.2006). Oleh karena itu diperlukan upaya untuk
meningkatkan produksi xilitol dengan harga
yang murah dan hemat energi. Produksi xilitol
dengan proses bioteknologi melalui fermentasi
dengan memanfaatkan mikrob merupakan salah
satu cara yang diharapkan dapat memberikan
hasil yang lebih ekonomis
Penelitianinimenggunakanmikrob khamir
spesies C. guilliermondii yang merupakan salah
satu mikrob khamir penghasil xilitol terbaik
(Silvaetal.2007; Rosaet al. 1998). Keberhasilan
biokonversi xilosa menjadi xilitol secara
fermentasi bergantung pada beberapa faktor,
seperti suhu, pH, kondisi aerasi, konsentrasi
substrat, dan keberadaan gula lain selain
xilosa, seperti glukosa. Penelitian ini bertujuan
menentukan waktu inkubasi optimum untuk
pertumbuhan biomassa sel C. guilliermondii dan
produksi xilitol, serta menentukan konsentrasi
glukosa optimum yang ditambahkan ke dalam
media fermentasi. Hipotesis dari penelitian
ini adalah penambahan glukosa sebagai ko
substrat dengan rasio konsentrasi glukosa:xilosa
yang optimum dapat meningkatkan produksi
xilitol. Hasil penelitian diharapkan dapat

menambah informasi tentang produksi xilitol
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menggunakan sel khamir (khususnya khamir C.

guilliermondii).

2. METODOLOGI

Candida guilliermondii

Sel khamir yang digunakan adalah sel C.
guilliermondii yang berasal dari koleksi kultur
LIPI Cibinong (BTCC).

termasuk ke dalam kingdom Fungi, filum

C. guilliermondii

Deuteromycotina, famili  Tarulopsidaceae,
genus Candida, dan spesies C. guilliermondii.
C. guilliermondii tergolong khamir patogen dan
bagian dari flora normal manusia (Granstrom
2002) dan merupakan salah satu jenis khamir
penghasil xilitol terbaik (Santos et al. 2008).
Peremajaan kultur dilakukan sebelum produksi
dalam media fermentasi dimulai. Prosedur yang
dilakukan yaitu pembiakan C. guilliermondii
sebanyak satu ose dalam media Yeast Malt
(YM) dengan komposisi 3 g/L ekstrak khamir, 3
g/L ekstrak malt, 5 g/L bakto pepton, dan 20 g/L
glukosa). Media tersebut kemudian disterilisasi
dengan autoklaf pada suhu 121°C selama 15
menit. Sel yang dibiakkan ke dalam media YM
yang telah steril sebanyak satu ose, kemudian
media YM yang telah berisi biakan C. tropicalis
diinkubasi dalam waterbath dengan kecepatan
rotasi 120 rpm pada suhu 30°C selama 18 jam
(Rao et al. 2005).
Pengukuran Kurva Pertumbuhan C.
guilliermondii

Sel C. guilliermondii yang berasal dari
media padat diambil sebanyak 1 ose, kemudian
diinokulasi pada media Yeast Malt (YM)
cair dengan komposisi: (ekstrak khamir 3
g/L, ekstrak malt 3 g/L, bakto pepton 5 g/L,

dan glukosa 20 g/L) dengan pH larutan/pH

media 5. Selanjutnya kultur diinkubasi dan
dilakukan pengocokan pada suhu 30°C dengan
kecepatan 120 rpm, dan setiap 12 jam dilakukan
pengambilan sampel sebanyak 1 mL kemudian
ditentukan optical density (OD) kultur dengan
spektrofotometer pada A 600 nm.

Pengukuran Kurva Produksi C.
guilliermondii (Rao et al. 2005)

Sel C. guilliermondii dari media padat
diinokulasi pada media fermentasi dengan
komposisi: (xilosa 45 g/L; ekstrak khamir 10 g/
L; pepton 20 g/L; (NH,),SO, 2 g/L; CaCl,.2H,0O
0.1 g/lL ; K,HPO, 0,5 g/L; dan KH, PO, 0.5 g/L)
danpH larutan 5. Kultur kemudian diinkubasi dan
dilakukan pengocokan pada suhu 30°C dengan
kecepatan 120 rpm selama 18 jam. Selanjutnya
sebanyak 1% inokulum dimasukkan ke dalam
media fermentasi yang sama dan dilakukan
inkubasi kembali dengan pengocokan pada
suhu 30°C dan kecepatan 120 rpm. Penentuan
kurva produksi dilakukan dengan mengambil
sebanyak 3 mL kultur setiap 12 jam, kemudian
disentrifugasi dengan kecepatan 5000 g dan
supernatan yang diperoleh ditentukan kadar

xilitolnya.

Pengaruh Konsentrasi Glukosa Terhadap
Produksi Xilitol

Pengaruh penambahan glukosa pada
biokonversi xilosa menjadi xilitol oleh sel C.
guilliermondii dilakukan dengan menambahkan
glukosa pada media fermentasi dengan
perbandingan glukosa:xilosayaitu: 1:25 (glukosa
1.8 g/L), 1:12 (glukosa 3.75 g/L), 1:5 (glukosa
9 g/L), dan 1:2.5 (glukosa 18 g/L) kemudian
diinkubasi pada suhu 30°C,
rpm selama 72 jam. Sebagai kontrol digunakan

tidak ditambahkan glukosa.

kecepatan 120

media yang
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Selanjutnya masing-masing sampel ditentukan

kadar xilitolnya.

Penentuan Kadar Xilitol

Kadar xilitol diukur dengan metode Roche
(kit D-sorbitol/D-xilitol). Kit yang digunakan
merupakan kit spesifik untuk mengukur kadar
xilitol. Sebanyak dua tabung sentrifus bertutup
yang diberi label blanko dan sampel. Kemudian
ditambahkan 0.6 mL larutan 1; 0.2 mL larutan
2; dan 0.2 mL larutan 3 ke dalam masing-masing
tabung tersebut. Larutan 1 terdiri dari natrium
fosfat atau bufer trietanolamin, pH 8.6 dan Triton
X-100; larutan 2 terdiri atas enzim dioforase
sekitar 4 ug dan NAD sekitar 28 mg, larutan 3
berisi iodonitrotetrazolium klorida dan larutan 4
berisi liofilisasi SDH, sekitar 25 pg. Selanjutnya
sebanyak 0.1 mL supernatan ditambahkan ke
dalam tabung sentrifus yang berlabel sampel.
Masing-masing tabung ditambahkan akuabides
steril sebanyak 2 mL untuk blanko, dan 1.9
mL untuk sampel. Selanjutnya masing-masing
tabung diukur absorban (Al) pada panjang
gelombang 492 nm, dibiarkan 2 menit dan
kembali diukur absorbannya. Jika selisih nilai
Al pada kedua pengukuran absorbansi lebih
dari 0.01 maka tabung berisi sampel harus
dikurangi zat pereduksinya. Jika selisih Al
kurang dari 0.01 maka langsung ditambahkan
dengan 0.05 mL larutan 4 sehingga didapat
volume akhir 3.05 mL untuk masing-masing
tabung. Campuran dibiarkan selama 30 menit.
Setelah itu diukur absorban (A2) pada panjang
gelombang 492 nm. Jika reaksi tidak berhenti
selama 30 menit kembali diukur absorbannya
pada selang interval 5 menit hingga perubahan
absorban stabil. Selanjutnya  dihitung AA
dengan persamaan:
AA = (A2 — Al)sampel — (A2 — Al)blanko
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Setelah itu ditentukan konsentrasinya dengan

persamaan:

c= VXMW A

exdvx1000

Keterangan:

¢ = konsentrasi xilitol pada sampel (g/L)
V = volume akhir (mL)

MW= molecular weight (g/mol)

v =volume sampel (mL)
d =jalur cahaya (cm)
¢  =koefisien ekstensi senyawa INT-formazan

pada 492 nm = 19.9 (L/mmol cm)

3. HASIL

Pertumbuhan Biomassa Sel dan Produksi
Xilitol
Pertumbuhan khamir C.

guilliermondii meliputi beberapa fase, yaitu

pada

fase adaptasi (jam ke 0 hingga jam ke-12), pada
fase ini pertumbuhan sel cenderung lambat
(Gambar 1). Kemudian fase eksponensial (jam
ke-12 hingga jam ke-36), pada fase ini terlihat
adanya kenaikan jumlah sel secara signifikan.
Fase terakhir yaitu fase stasioner pada jam ke-
36, pada fase ini pertumbuhan sel masih terlihat
meningkat namun peningkatan jumlah sel tidak
sebanyak pada fase logaritmik, hal ini disebabkan
nutrisi yang tersedia sudah mulai berkurang
(Gambar 1). Terhambatnya pertumbuhan pada
fase ini disebabkan ketersediaan nutrisi yang
tidak memadai, akumulasi produk limbah dan
berbahaya (Tortora et al. 2006).

Kurva produksi yang diperoleh dari hasil
penelitian (Gambar 2) mempunyai pola kurva
yang mirip dengan kurva pertumbuhan yang

menunjukkan meningkatnya biomassa sel C.
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Gambar 1 Kurva turbiditas pertumbuhan C. guilliermondii pada media Yeast Malt (YM).

guilliermondii seiring dengan meningkatnya
konsentrasi xilitol yang dihasilkan. Tipe
fermentasi yang berkorelasi positif seperti ini
dikenal sebagai growth associated. Produksi
xilitol tertinggi dihasilkan pada jam ke-72,
sebesar 0.57 g/L. Berdasarkan penelitian
yang dilakukan oleh Puspita (2010) dengan
menggunakan khamir C. tropicalis, produksi
xilitol pada media kontrol (xilosa saja) mampu
menghasilkan xilitol sebesar 14.08 g/L dari
30 g/L xilosa pada jam ke-48. Perbedaan hasil
produksi dapat dipengaruhi oleh kemampuan

masing-masing mikroba untuk mengkonversi

xilosa menjadi xilitol, selain itu waktu inkubasi
optimum yang dibutuhkan berbeda antara C.
tropicalis dan C. guilliermondii. Tipe fermentasi
ini menunjukkan bahwa xilitol yang dihasilkan
pada fase log merupakan metabolit primer,
karena terlibat langsung dalam metabolisme sel,
sedangkan metabolit sekunder dihasilkan ketika

sel berada pada fase stasioner.

Rasio Glukosa:Xilosa Optimum

Xilitol yang dihasilkan dari variasi rasio
glukosa:xilosa 1:25, 1:12, 1:5, 1:2.5 berturut-
turut adalah 1.94, 2.18, 2.85, 1.29 g/L (Gambar

.
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Gambar 2 Kurva produksi xilitol oleh C. guilliermondii pada media fermentasi.
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3). Hasil pengamatan menunjukkan bahwa rasio
glukosa:xilosa 1:5 menghasilkan konsentrasi
xilitol paling tinggi, yaitusebesar2.85 g/L.dengan
product yield (Yp/s) sebesar 6.32%, sedangkan
pada kontrol yang hanya mengandung xilosa saja
(45 g/L) menghasilkan xilitol sebesar 0.57 g/L
dengan product yield sebesar 1.28% (Tabel 1).
Berdasarkan hasil tersebut, terjadi peningkatan
produksi xilitol lima kali lipat dari media yang
hanya mengandung xilosa 45 g/L (kontrol). Hasil
penelitian juga menunjukkan terjadi peningkatan
konsentrasi xilitol dari rasio glukosa:xilosa
1:25 — 1:5. Hal ini menunjukkan semakin besar
konsentrasi glukosa yang ditambahkan ke dalam
media fermentasi semakin besar pula kadar

xilitol yang dihasilkan.

4. PEMBAHASAN

Pertumbuhan Biomassa Sel dan Produksi
Xilitol

Pertumbuhan sel C. guilliermondii dilaku-
kan pada media YM. Glukosa pada media
digunakan sebagai sumber karbon oleh sel,
sedangkan ekstrak khamir, ekstrak malt, dan
bakto peptondigunakan sebagai sumbernitrogen.
Biomassa sel C. guilliermondii diamati dengan

mengukur kekeruhan/turbiditas larutan pada

3.2 1
2.8
24

1.6 -
1.2

0.8 1
04 -

[Xilitol] (g/L)

panjang gelombang 600 nm. Semakin keruh
larutan maka semakin banyak jumlah sel yang
tumbuh. Pola kurva turbiditas pertumbuhan sel
ditunjukkan pada Gambar 1, yang meliputi fase
adaptasi, eksponensial (fase log), dan stasioner.
Hasil turbiditas
pertumbuhan tidak terlihat adanya fase adaptasi,

pengamatan pada kurva
hal ini disebabkan sel C. guilliermondii yang
diinokulasikan ke dalam media pertumbuhan
telah melalui masa pengaktifan selama 18
jam. Fase selanjutnya yaitu fase eksponensial
yang merupakan fase pertumbuhan sel yang
meningkat secara signifikan. Pada fase ini
terjadi pembelahan sel dan kenaikan jumlah
sel ditunjukkan dengan kemiringan pada kurva
pertumbuhan. Kemiringan kurva pada fase
eksponensial terlihat sangat tajam. Fase terakhir
dari pertumbuhan sel adalah fase stationer. Pada
fase ini pertumbuhan sel masih terlihat meningkat
namun peningkatan jumlah sel tidak sebanyak
pada fase logaritmik, hal ini disebabkan nutrisi
yang tersedia sudah mulai berkurang. Kurva
turbiditas pertumbuhan ini digunakan sebagai
acuan untuk menentukan lama inkubasi aktivasi
inokulum. Berdasarkan kurva yang diperoleh,
disimpulkan bahwa inkubasi aktivasi sel C.

guilliermondii dapat dilakukan hingga 18 jam

Kontrol 1:25

L:5 1:2.5

1:12

Variasi rasio glukosa:xilosa

Gambar 3 Hubungan antara variasi rasio glukosa:xilosa dengan konsentrasi xilitol (g/L).
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Tabel 1 Variasi rasio glukosa:xilosa

Glukosa:Xilosa Glukosa g/L.  Xilitol g/LL Y p/s %
Kontrol - 0.57 1.28
1:25 1.80 1.94 4.30
1:12 3.75 2.18 4.85
1:5 9.00 2.85 6.32
1:2.5 18.00 1.29 2.88

Y p/s = product yield (g xilitol yang dihasilkan / g xilosa yang dikonsumsi)

yang diduga akhir fase eksponensial.
Peremajaan kultur C. guilliermondii pada
media YM dilakukan sebelum fermentasi untuk
mendapatkan sel C. guilliermondii yang berada
pada tahap eksponensial. Selanjutnya sel C.
guilliermondii dari media YM diinokulasikan
ke dalam media baru (inokulum). Media yang
digunakan untuk menumbuhkan biomassa
sel (media YM) tidak sama dengan media
fermentasi dan inokulum. Perbedaan media
fermentasi dengan media pertumbuhan terletak
pada komponen penyusun media, dalam hal ini
sumber karbon yang digunakan. Pada media
pertumbuhan digunakan glukosa sebagai sumber
karbon, sedangkan pada media fermentasi
Aktivasi
inokulum bertujuan agar sel C. guilliermondii

digunakan xilosa. pada media

dapat menyesuaikan/adaptasi terhadap media

fermentasi/produksi yang mengandung
xilosa sebagai sumber karbon utamanya.
Selain itu, inokulasi C.  guilliermondii ke

dalam media xilosa juga dilakukan untuk
memperoleh informasi saat sel C. guilliermondii
menghasilkan kadar xilitol tertinggi (Gambar
1). Komponen penting lain yang mempengaruhi
produksi xilitol adalah garam ammonium sulfat
dan mineral berupa kalsium klorida. Menurut
Carvalho et al. (2007), penambahan ammonium
sulfat ke

penyerapan xilosa dan garam kalsium berperan

dalam media dapat membantu

dalam memenuhi kebutuhan mineral untuk

pertumbuhan sel C. guilliermondii, sehingga
xilitol dapat diproduksi.

Kurva produksi yang diperoleh dari
hasil penelitian mempunyai pola kurva yang
mirip dengan kurva pertumbuhan. Peningkatan
biomassa sel C. guilliermondii seiring dengan
peningkatan konsentrasi xilitol yang dihasilkan.
Menurut Yulianto (2001),

yang berkorelasi positif seperti ini dikenal

tipe fermentasi

sebagai growth associated. Tipe fermentasi ini
menunjukkan bahwa xilitol yang dihasilkan
pada fase log merupakan metabolit primer,
karena terlibat langsung dalam metabolisme sel.
Berdasarkan hasil pengamatan dan perhitungan
diperoleh konsentrasi xilitol tertinggi pada jam
ke-72, sebesar 0.57 g/L (Gambar 1). Hasil ini
sesuai dengan penelitian yang dilakukan Silva
dan Felipe (2006), yaitu terjadi

konsentrasi xilitol yang dihasilkan setelah jam

penurunan

ke-72 pada kondisi berkurangnya xilosa pada

media.

Rasio Glukosa:Xilosa Optimum

Variasi rasio glukosa:xilosa pada media
bertujuan
pengaruh glukosa terhadap produksi xilitol

fermentasi untuk  mengetahui
dan menentukan konsentrasi glukosa optimum
yang perlu ditambahkan ke dalam media. Rasio
glukosa:xilosa  berkisar antara 1:25 hingga
1:2.5. Pemilihan rasio ini didasarkan pada

rasio glukosa:xilosa yang terkandung di dalam
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hidrolisat ampas tebu dengan perbandingan
1:25 (Silva et al. 2007). Konsentrasi xilitol yang
dihasilkan meningkat jika dibandingkan dengan
kontrol (sumber karbon xilosa). Xilitol yang
dihasilkan dari variasi rasio glukosa:xilosa 1:25,
1:12, 1:5, 1:2.5 berturut-turut adalah 1.94, 2.18,
2.85, 1.29 g/LL (Gambar 2). Konsentrasi xilitol
teringgi dihasilkan pada rasio glukosa:xilosa
1:5, yaitu sebesar 2.85 g/L meningkat lima kali
lipat dari media yang hanya mengandung xilosa
45 g/L(kontrol), yaitu sebesar 0.57 g/L. Hasil
perhitungan product yield (Yp/s) xilitol dari rasio
glukosa:xilosa 1:5 adalah 6.32 %, sedangkan
pada kontrol sebesar 1.28 % (Tabel 1).
Penambahan glukosa sebagai ko-substrat
dapat meningkatkan konsentrasi xilitol yang
(2007)

yang mengandung

dihasilkan. Penelitian Silva et al.
menggunakan  media
glukosa:xilosa 1:5 (glukosa 9 g/L: xilosa 45 g/
L) juga menghasilkan xilitol dengan konsentrasi
terbesar (26.9 g/L xilitol). Penelitian yang
dilakukan oleh Silva dan Felipe (2006) juga
menemukan peningkatan product yield (Y
p/s) dan produktivitas volumetrik (Qp) pada
rasio glukosa:xilosa 1:5 berturut-turut sebesar
15.69% dan 23.26% dibandingkan dengan rasio
1:25.
xilitol ini disebabkan karena glukosa terlibat
dalam regenerasi kofaktor NADPH serta dapat

meningkatkan biomassa sel.

glukosa:xilosa Peningkatan produksi

Peningkatan produksi xilitol dari rasio
glukosa:xilosa 1:25 sampai 1:5 juga terjadi
(Gambar 3). Hal ini menunjukkan semakin
besar konsentrasi glukosa yang ditambahkan
ke dalam media fermentasi semakin besar pula
kadar xilitol yang dihasilkan. Namun, terdapat
penurunan produksi xilitol dari rasio konsentrasi
glukosa:xilosa 1:5 ke rasio 1:2.5 (Gambar 2).

Hal ini menunjukkan bahwa ada konsentrasi
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optimal yang dapat ditambahkan ke dalam media
fermentasi untuk meningkatkan kadar xilitol.
Penambahan konsentrasi glukosa yang lebih
besar dari kondisi optimumnya (perbandingan
1:2.5) dapat menurunkan produksi xilitol,
kemungkinan hal ini terjadi karena sel C.
guilliermondii memanfaatkan glukosa untuk
produksi etanol (Sene ef al. 2001; Silva and
Felipe 2006).
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