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ABSTRAK

Pada umbi dahlia terdapat enzim inulinase yang merupakan biokatalis reaksi
hidrolisis pada inulin. Tujuan penelitian adalah menentukan aktivitas enzim inulinase
umbi dahlia hasil fraksinasi dengan ammonium sulfat pada variasi suhu (45, 50,55 dan
600C), variasi pH (a, 4,5, 5, dan 5,5), variasi konsentrasi inulin (0,5%, lo/o, 1,5%o dan
2o/o), variasi waktu inkubasi (15, 30, 45, dan 60 menit). Penelitian ini merupakan
penelitian eksperimen. Enzim inulinase diekstraksi dengan cara fraksinasi. Pada ekstrak
hasil fraksinasi ditentukan aktivitas enzim inulinase sesuai metoda Somogyi-Nelson.
lnulin (substrat inulinase) diekstraksi dengan air-etanol. Hasil penelitian menunjukkan
aklivitas enzim inulinase hasil fraksinasi dengan ammonium sulfat dari umbi dahlia
optimum pada pH 5, suhu 550C, dan waktu inkubasi 45 menit dengan konsentrasi
substrat I o/o.
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PENGANTAR

Kegiatan penelitian mendukung pengembangan ilmu serta terapannya. Dalam
hal ini, Lembaga Penelitian Universitas Negeri Padang berusaha mendorong dosen

untuk melakukan penelitian sebagai bagian integral dari kegiatan mengajamy4 baik
yang secara langsung dibiayai oleh dana Universitas Negeri Padang maupun dana dari

sumber lain yang relevan atau bekerja sama dengan instansi terkait.

Sehubungan dengan itu, Lembaga Penelitian Universitas Negeri Padang

bekerjasama dengan Pimpinan Universitas, telah memfasilitasi penelili untuk

mefaksanakan penelitian tentang Aklivilos Enzim Inulinase Umbi Dahlia yang
Diehslrahsi dengan Ammonium Sulfot, berdasarkan Surat Perjanjian Kontrak Nomor :

l244ll135tKUlD'lPA/2008 Tanggal 2 Juni 2008.

Kami menyambut gembira usaha yang dilakukan peneliti untuk menjawab

berbagai permasalahan pembangunan, khususnya yang berkaitan dengan permasalahan

penelitian tersebut di atas. Dengan selesainya penelitian ini, Lembaga Penelitian

Universitas Negeri Padang akan dapat memberikan informasi yang dapat dipakai

sebagai bagian upaya penting dalam peningkatan mutu pendidikan pada umumnya. Di
samping itu, hasil penelitian ini juga diharapkan memberikan masukan bagi instansi

terkait dalam rangka penyusunan kebijakan pembangunan.

Hasil penelitian ini telah ditelaah oleh tim pembahas usul dan laporan penelitian,

kemudian untuk tujuan diseminasi, hasil penelitian ini telah diseminarkan ditingkat
Universitas. Mudah-mudahan penelitian ini bermanfaat bagi pengembangan ilmu pada

umumnya dan khususnya peningkatan mutu staf akademik Universitas Negeri Padang.

Pada kesempatan ini, kami ingin mengucapkan terima kasih kepada berbagai

pihak yang membantu terlaksananya penelitian ini, terutama kepada pimpinan lembaga

terkait yang menjadi objek penelitian, responden yang menjadi sampel penelitian, dan

tim pereviu Lembaga Penelitian Universitas Negeri Padang. Secara klusus, kami

menyampaikan terima kasih kepada Rektor Universitas Negeri Padang yang telah

berkenan memberi bantuan pendanaan bagi penelitian ini. Kami yakin tanpa dedikasi

dan kerjasama yang terjalin selama ini, penelitian ini tidak akan dapat diselesaikan

sebagaimana yang diharapkan dan semoga kerjasama yang baik ini akan menjadi lebih

baik lagi di masa yang akan datang.
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BAB I

PENDAHULUAN

A. Latar Belakang Masalah

Tanaman dahlia merupakan tanatnan hias dengan warna bunga yang beragam dan

indah. oleh sebab itu, tanaman ini dijadikan sebagai komoditas florikultura. Tanaman

ini banyak tersebar di daerah rlataran tinggi sumatera Barat tetapi umbinya belum

dimanfaatkan secara maksimal. Urnbinya digunakan hanl'a sebagai bibit untuk

menghasilkan tanaman hias dahlia baru. Padahal nilai komersial tanaman dahlia tidak

hanya terletak pada bunganya tetapijuga pada urnbin;-'a'

Pada unrbi dahlia terdapat enzim inulinase 1,'anrg merupakan biokatalis reaksi

hidrolisispadainulin,[nuIinmerupakanpolimeralamikelompokkarbohidrat.

Monomer inulin adalah fruktosa 1'ang jumlahnl'a bcrvariasi tergantung sumbernya'

Antara monomer fruktosa dihubungkan dengan ikatan p(2+l) lruktosil-fruktosa

membentuk fruktan. Tiap ujung polirrer inulin dapat hadir glukosa (Franck' 2003:442)'

EnziminulinaseSangatpotensialdigunakanSebagaibiokatalispadainduStri

pembuatan sirup fiuktosa dari inulin 1whiteley.2003:l). Pernbentukan sirup fruktosa

dari rnulin lebih menguntungkan dibandingkan dari pati. Pembentukan fruktosa dari

inulin hany,a melibatkan satu reaksi cnzimatik .vaitu reaksi hidrolisis ikatan antara

monomer fruktosa pada inulin (p(2+ l) fruktosil-liuktosa) yang dikatalisis oleh enzim

inulinase menghasilkan lruktosa dan atau tanpa liuktooligosakarida (FoS). Fruktosa

yang dihasilkan pada proses ini di atas 95 % (Vranesic' 2001 :l) FOS 1'ang dihasilkan

pada proses ini tidak pcrlu dipisahkan dari tiuktosa karena dapat berfungsi sebagai

prebiotik.



Sebaliknya pembentukan sirup fruktosa dari pati melibatkan paling kurang tiga

reaksi enzimatik yaitu hidrolisis pati menghasilkan campuran dekstrin yang dikatalisis

oleh amilase, hidrolisis dekstrin menghasilkan glukosa yang dikatalisis oleh

amiloglukosidase, selanjutnya konversi glukosa menjadi fruktosa yang dikatalisis oleh

glukosa isomerase. Fruktosa yang dihasilkan dari pati hanya 45%o (vranesic, 2002:l).

oleh sebab itu, enzim inulinase sangat potensial digunakan pada industri pembuatan

sirup fruktosa dari inulin.

Pemutusan ikatan p(2-+l) fruktosil-fruktosa pada inulin untuk pembuatan sirup

fruktosa selain dapat digunakan enzim inulinase, dapat juga digunakan asam (Ertan,

2003:l). Andyani (2001:43) telah menghidrolisis inulin dari umbi tanaman Dahlia

pinnota Cav. menggunakan asam klorida (HCI), asam oksalat (C2H2Oa), asam

trikloroasetat (TCA) dan asam trifluoroasetat (TFA). penggunaan enzim inulinase

menghasilkan mutu produk yang jauh lebih baik dibandingkan dengan asam

(Admin,2003:l). Dengan demikian enzim ini merupakan alternatif yang tepat untuk

membuat sirup fruktosa dari inulin.

Selain pada umbi dahli4 tanaman lain yang mengandung enzim inulinase adalah

chicory, jerussalem artichoke. Enzim inulinase juga terdapat pada beberapa firngi dan

beberapa mikroba. Setelah diteliti ternyata aktivitas optimum enzim inulinase dari

berbagai sumber berbeda. Aktivitas optimum enzim inulinase yang dimumikan dari

Aspergillus niveus adalah pada pH 4,0 dan 4,8, dan suhu 450C pada medium yang

mengandung 20 gl--r inulin (Souza-Motta, 2005: l). Aktivitas optimum enzim inulinase

dan Kluyveromyces maraionus ditemukan pada pH 5 dan suhu 600C (pessoa, 1999:4_

5). Enzim inufinase dai Aspergillus fumigatus, aktivitas optimumnya pada pH 5.5 dan

suhu 45oC (Gouda, 2002:589).
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Sampai saat ini, erzim inulinase yang telah dipelajari secara detair adarah enzim

inulinase dari,4spergillw owamori. Enzim ini merupakan satu untai polipeprida dengan

518 buah residu asam amino dengan massa molekul relatif57l33. pada enzim inulinase

dai Aspergillus awamoi terdapat dua residu asam amino katalitik yang penting yaitu

Asp4l, suatu katalitik nukleophile dan Glu24l, suatu katalitik asam basa. Asplgg

menyediakan ikatan hidrogen yang penting untuk pengenalan substrat (Nagem,

2004:1). Enzim inulinase dari Aspergillus funfarzs diinhibisi sempurna oleh lmM

Ag* dan diaktilkan oleh I mM Ca2* atau Mg2* (Gauda, 2002: I ).

Informasi detail enzim inulinase dari umbi dahlia belum ditemukan. Sebagai

tahap awal mempelajarinya adalah melakukan ekstraksi menggunakan pelarut organik

atau gzram anorganik. Garam anorganik yang dapat digunakan adalah ammonium

sulfat natrium klorida dan natrium posfat. Pelarut organik yang dapat digunakan adalah

methanol, etanol, isopropanol, aseton dan kloroform (Heinicke dan Cortner, 1957:229).

Jenis pengekstraksi yang digunakan mempengaruhi aktivitas enzim yang

diekstraksi. Enzim bromelain yang diekstraksi dengan aseton dingin Cl50C)

memperlihatkan aktivitas yang lebih tinggi dibandingkan pengekstraksi ammonium

sulfa! metanol dan isopropanol (Heinicke, 1957: 229). Aktivitas enzim kitinase dari

Scleroderma columnare dan Trichoderma harzianum lebih tinggi menggunakan

pengekstr-aksi ammonium sulfat dibandingkan pengekstraksi etanol dan aseton.

(Wrjaya 2002:30). Aktivitas enzim inulinase yang diekstraksi dengan ammonium

sulfat dari umbi dahlia belum dilaporkan sebelum ini. Padahal garam ini paling sering

digunakan untuk ekstraksi protein karena sangat larur dalam air (Colowick, 1955:75).

Oleh sebab itu diteliti aktivitas enzim inulinase umbi dahlia yang diekstraksi dengan

ammonium sulfat.
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B. Perumusan Masalah

Yang menjadi masalah pada penelitian ini adalah bagaimana aktivitas oplimum

enzim inulinase umbi dahlia yang diekstraksi dengan ammonium sutfat. Aktivitas

enzim inulinase yang dimaksud adalah kemampuan enzim tersebul mengkatalisis reaksi

hidrolisis inulin yang sebanding dengan fruktosa yang terbentuk pada kondisi reaksi

tertentu. Kondisi reaksi yang diamati adalah pada variasi pH dan suhu, variasi waktu

inkubasi dan konsentrasi inulin (substrat inulinase). Penelitian ini terbatas pada enzim

inulinase yang diekstraksi dari umbi tanaman dahlia jenis bunga decorative formal

berwarna merah tua yang tumbuh di Kota Padang Panjang.
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BAB II

TINJAUAN PUSTAXA

l. Umbi Ilablia

Tanaman dahlia tumbuh sampai mencapai ketinggian 1,5 m. Kuantum bunga

dahlia mernpunyai bennrk, ukuran dan wama yang amat hrvariasi. Berdasarkan bentuk

bunganya, dahlia dibedakan menjadi delapan kelompok yait,s Cacrus dohlia, Single

dohli4 Pompn dahlia, Decorotifformal dohlia, Decoratif informol dahlia Colloette

dahlia, Atpmone dahlia don Peony daftlrie (Rukman4 2005: l5).

Tanaman dahlia merupakan flora hias b€rumbi besar. pada satu rumpun tanaman

dahlia dapat dihasilkan umbi 2 sampai 5 kg (Rukmana, 2(X)5: I 3). Susunan tubuh

tanamaD dahlia terdiri dari umbi, batang daun, bunga, buah dan biji. Umbi akar adalah

akar yang jaringannya berubah bentuk menjadi tebal dan berubah fungsinya sebagai

tempat penyimpanan cadangan makanan. Benhrk umbi dahlia bervariasi mulai dari

bulat kecil sampai b€sar atau panjang hingga lonjong.

Struktur urnbi dahlia terdiri atas kurit umbi berwarna putih kekuningan sampai

kecoklatan, daging umbi tebal berwama putih. Umbi dahlia merupakan tempat

penyimpanan bahan makanan untuk tunasatya yang baru. Umbi dahlia kaya dengan

inulin. Pada umbi dahlia kering kadar inulin dapat m encapi 65,70/o. Selain inulin, pada

umbi dahliajuga terdapat air, protein, selulosa dan lemak (tabel l)

2. Inulin.

lnulin merupakan srbsFat emim inulinase. Inulin adarah polimer alami kelompok

kartrohidrat. Monomer inulin adalah fiuktosa yang jumlalmya bervariasi terBantung

sumbemya Antara monomer fr,ktosa dihubungkan dengan ikatan p(2-+l) fiuktosil-

5



fruktosa membentuk fruktan. Tiap ujung polimer inulin dapat hadir glukosa (Franck,

2003:442)' Oreh sebab itu porimer inulin dapat dituris GFn yaitu fruktan dengan ujung

terminal glukosa atau Fn yaitu fruktan tanpa ujung terminal glukosa (Gambar l).

Simbol n pada rumus tersebut adalah derajat polimerisasi (Dp). 2<Dp5l0 dikenal

sebagai oligofruktosa.

Tabel l. Komposisi umbi dahlia kering

Komposisi (per 100c) Kadar )
Air 2,97
Abu 4 52
Protein 3,71
Inulin 65,7
Bahan-bahan lain (selulos4
lema-k dan lain-lain

23,10

(roni dalam Fitriani, I999:7)
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Gambar l. Struktur kimia inulin
(Franck, 2003:443)

Inulin merupakan serbuk yang berwama putih. Inulin sukar larut dalam air dingin

dan pelarut organic seperti etanor, sebaliknya inurin mudah larut dalam air panas
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(Bergner, 2004:l; Yurmizar, r9E9:53). oreh sebab it,, prinsip ekstraksi inurin dari

ta[aman adalah memanfaatkan kelaruun inulin dalam air dan elanol tersebut Inulin

dengan resorsinol dalam larutan HCI menghasilkan wama merah (yurmizar, l9g9:53).

Reaksi ini dapat digunakan untuk uji kualitatif inulin.

lnulin mempunyai kernampuan unruk membentuk mikrokristar jika disebar daram

air atau susu. Kdstal-kristal ini tidak mengendap di dalam mulut lerapi berinreraksi

untuk membentuk suatu tekstur krcm yang halus (Ninesg I D9:2). Inulin dapat

berfungsi sebagai emulsifier, srabilizer dan teskturizer pada konsentrasi 2-5 %o dalart

makanan yang mengandung daging (Rulis,20O3:3). Inulin juga dapat berfungsi sebagai

prebiotik @ergrer, 2004: I ).

lnulin banyak terdapat pada chicory, jerusalem artichoce dan dahria. Inurin juga

terdapat pada pisanf, bawang putih dan gandum dalam jumlah yang sedikit Kandungan

inulin pada pangan manusia dimuat pada Tabel 2.

Tabel 2. Kandungan inulin pada pangan manusia

Sumber Bagian yang
dimanfaatkan

Kandungan zat
padat kering

Kandungan
inulin (7o)

Bawang merah Umbi 6.12 24
Jerusalem artichoke Umbi t9-25 l4-19
!!rsq.v Akar 20-25 15-20
Daun bawang Umbi l5-20' 3-10
Bawang putih Umbi 4045' 9-16
Artichoke Daun t+16 3-10
Pis.ng Buah 24-26 0,34,7
Gandr.lrn Sereal 8r-90 0,5-I
Brrley Screal Na o,s-ti-
Dendelion Dam 5o-55' l2-15
Camas Umbi 3l-50 t2-22
Yacon Aka 13-21 3-19

Keterangu : Na : data tidak t€rscdia
(Fran\ 20O3:4a5)

| : nilai selau berubah
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3. Enzim Inulinase

Enzim inulinase adalah erzim yang mengkatalisis reaksi hidrolisis ikatan

glikosida pada inulin menghasilkan fruktosa dan atau tanpa fiuktooligosakarida Enzim

ini dapat diekstraksi dari fungi, mikroorganisme dan tanaman yang mengandung inulin.

3.1, Struktur Enzim Inulinase

Enzim inulinase yang telah dipelajari secara detair adarah inulinase dari

Aspe@lus swamori merupakan satu untai polipeptida dengan 5lg buah rcsidu asam

amino (Nagem, 2004). Massa molekul relatif enzim ini adarah 57133. Derctan rcsidu

asam amino (struktur primer) dimuat pada Gambar 2. Bentuk tiga dimensi enzim ini

akibat struktur sekunder dan struktur tersier. Struktrn sekunder disebabkan oleh ikaan

hidrogen antara hidrogen amina dan oksigen karbonil pada ikaran peptida sruktur

tersier disebabkan oleh interaksi amra rantai samping residu asam amino. Struktur

sekunder enzim ini didorninasi oteh strlktlr fpleated-sbe, (Gambar 3).
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Gambar 2. Deretan residu asam amino inulinase dari Asprgillus awown
(Nageru 20M)
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Pada pusat aktif enzim inulinase dai Asprgilus awamoi terdapat dua residu

asam amino katalitik yang penting adalah Asp4l, suatu katalitik nukleophile dan

Glu24l, suatu katalitik asam basa Aspl89 menyediakan ikaran hidogen ).ang p€nting

untuk pengenalan substrat (Nagem, 2004:l). Inulinase dai Aspergillus fumigatus

diinhibisi s€mpurna oleh 1mM ng* da, diaktifkan oleh lmM Ca2* atau Mg3. (caud4

2002:1).

T

I

Gambar 3. Struktur inulinas€ dari Asprgillus awannri
(Nagerl 2004)

3.2. Aktivites Enzim Inulinase

Aktivitas enzim inulinase "dalah kemampuan enzim inulinase mengkatalisis

reaksi hidrolisis inulin yang sebanding dengan fruktosa yang terbntuk pada kqnf,i5i

reaksi tertentu. Sernakin banyak fiuktosa yang dihasilkan semakin aktif enzim

inulinase. Aktivitas inulinase didefinisikan sebagai jumlah enzim yang dapat

mengkaralisis pembentukan I pmol fruktosa setiap menitnya pada kondisi reaksi

9
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tertentu' Definisi ini dinamakan juga satu unit cnzim inurinase (rJ). Aktivitas spesifik

enzim inulinase adarah jumrah altiviras enzim inurinase per mirigram prorein. semakin

tinggi aktivitas spesifik enzim inulinase semakin mumi enzim rersebut.

Kadar frukrosa hasir hidmrisis inurin akibar alriviras kataritik inurinase dapat

diukur menggunakan spektrofotometer. penentuan kadar fiurrosa akibat aktivitas

erzim inulinase dapat digunakan metoda Somogyi-Nerson (prummer, r97g:rg4-rg5).

Dalam larutan basa, Fuktosa ftetosa) berada daram kesetimbangan dengan ardosa rewat

zat antara tautomerik enadiol- Gugus ardehid pada aldosa lersebut daram suasana basa

dapat dioksidasi oleh ion kopri (Cu2) menjadi suatu asam ardonat dan kupro oksida

(cu2o)' Ion kupro (cu) seranjutnya direaksikan dengan reagen arsenomoribdat

menghasilkan wama biru (molybdenum blue). .Wama 
biru yang terbentuk diukur

absorbansinya dengan spektrofolometer pada r maksimum- Intensitas warna biru

sebanding dengan konsennasi fruktosa dalam larutan.

Metoda lah yang dapat digunakan untuk menentukan kadar fruhosa akibar

ahivitas inulinase adalah reaksi antara filktosa dengan karbazol membentuk wama

violet- Reaksi fiuktosa dengan karbazol menrmjukkan intensitas warna lebih besar

dibandingkan dengan reaksi glukosa dengan karbozol yaitu sekitar 30:1. r{lrtivitas

enzim inurinase adarah selisih s€raFran antara cuprikan dan branko. serapan ini

dikonversikan pada kurva Eandar frutrosa sehingga diperoleh banyaknya fruktosa yang

terb€ntuk akibar hidrorisis inurin dengan kataris enzim inurinase. rlata kadar fruktosa

selanjutnya dapa diolah menjadi aktiviras enzim inulinase dan aktiviras spesifik enzim

inulinase. unnrk rnenentukan aktiviras spesifik enzim inurinas€ diperrukan ragr data

kadar protein. Pada peneritian ini kadar protein ditentukan dengan meroda Lowry

karena meloda ini lebih sensitif dibandingkan meroda lain.
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Aktivitas suatu enzim dipengaruhi oleh kondisi dimana enzim rersebut berada

seperti pH, suhu, waktu inkubasi dan konsentrasi substrat. Aktivitas optimum enzim

inulinase dari berbagai sumber berbeda. Aktivitas optimum inulinase yang dimumikan

dari Aspergillus niveus adalah pada pH 4,0 dan 4,8, dan suhu 450C pada medium yang

mengandung 20 gL-r inulin (So,,?^-Motta, 2005: I ). Aktivitas optimal inulinase dari

KfuJteromyces martianus ditemukan pada pH 5 dan suhu 600C (Pessoa, 1999:4-5).

Inulinase dari Aspergillus fumigatus, aktivitas optimumnya adalah pada pH 5.5 dan

suhu 45oC (Gouda, 2002:589).

33. Ekstraksi Enzim dengan Ammonium Sulfat

Ekstraksi enzim inulinase dari umbi dahlia dapat dilakukan dengan cara

pengendapan. Proses pengendapan merupakan proses awal pemumian enzim dengan

tujuan meningkatkan konsentrasi enzim. Proses ini berdasarkan kelarutan protein pada

garam anorganik atau p€larut organik. Garam anorganik yang dapat digunakan adalah

ammonium sulfat, natrium klorida dan natrium posfat. Pelarut organik yang dapat

digunakan adalah metanol, etanol. isopropanol, aseton dan kloroform (Heinicke dan

Gonner, 1957:229). Ammonium sulfat, etanol dan aseton merupakan pengekstraksi

yang paling sering digunakan untuk mengekstraksi enzim (Scopes, 1987: 52,57).

Jenis pengekstraksi yang digunakan mempengaruhi aktivitas enzim yang

diekstraksi. Enzim bromelain yang diekstraksi dengan aseton dingin Cl50C)

memperlihatkan aktivitas yang lebih tinggi dibandingkan pengekstraksi ammonium

sulfat, metanol dan isopropanol (Heinicke, 1957: 229). Aktivitas enzim kitinase dari

Sclerodermo columnare dan Trichoderma harzianum lebih tinggi menggunakan

pengektraksi ammonium sulfat dibandingkan pengekstraksi etanol dan aseton. (W'rjay4

2002:3O). Aktivitas optimum ekstrak enzim inulinase dari umbi dahlia dengan
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pengekstraksi etanol adalah 171,4037l}'s unit/ml pada inulin l%, pH 5, suhu 550C

dan waktu inkubasi l5 menit (Azhar, 2007:ll).

Distribusi residu asam amino dengan rantai samping hidropilik dan hidropobik

pada permukaan molekul protein adalah gambaran yang menentukan kelarutan protein

tersebut di dalam berbagai pelarut. Kelarutan protein juga dipengaruhi oleh konsentrasi

garam. Kelarutan potein menurun dengan naiknya konsentrasi garam dikenal sebagai

salting out. Pada salting in, kelarutan protein naik dengan naiknya konsentrasi garam.

Proses salirg out dapat mengakibatkan terjadi dehidrasi dari molekul protein

yang mengakibatkan molekul protein dapat berassosiasi dan mengendap. pengendapan

ini terjadi karena kemampuan ion garam untuk terhidrasi sehingga berkompetisi dengan

molekul protein untuk mengikat air. Dengan demikian proses saiing out tergantung

pada gugus hidropobik dari rantai samping residu asam amino pada protein, sedangkan

sqlting in tergantung pada distribusi muatan pada permukaan protein dan interaksi polar

protein dengan p€larut (Scopes, 1987 :46)

Proses pengendapan protein mempunyai dua rujuan utama adalah sebagai awal

proses pemurniaan protein dan meningkatkan konsentrasi protein. penambahan

ammonium sulfat pada larutan protein diistilahkan dengan "persen saturation'. Sebagai

contoh adalah volume yang sama antara larutan protein dan larutan garam disebut

"50Yo saturation". Proses pengendapan enzim inulinase dengan ammonium sulfat

dilakukan secara fraksinasi. Penambahan ammonium sulfat pada pada setiap tanrtan

protein menggunakan Tabel 3 yaitu fraksinasi dengan ammonium sulfat padat

(Alexander, 1993:105). Endapan hasil fraksinasi dan filrrat dilakukan uji protein. Pada

endapan hasil fraksinasi ditentukan kadar protein. Uji protein yang digunakan adalah

pereaksi Biuret. Kadar protein ditentukan dengan metoda Lorvry.
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Tabel 3. Fraksinasi dengan ammonium sulfat padat
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BAB III

TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

A. Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk menentukan aktivitas optimum enzim inulinase

umbi dahlia yang diekstraksi dengan ammonium surfat pada variasi pH dan suhu,

variasi konsentrasi inulin (substrat inulinase) dan waktu inkubasi.

B. Manfaat Penelitian

Manfaat penelirian adalah memberikan kontribusi pada perkembangan IpTEK

dalam bidang biokimia yaitu memberikan informasi tentang aktivitas enzim inulinase

umbi dahlia yang diekstraksi dengan ammonium sulfat yang dapat digunakan sebagai

katalis pada pembuatan fnrktosa dari inulin.
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BAB IV

METODE PENELITIAN

A. Jenis Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimen yang dilakukan di Laboratorium

Biokimia dan Laboratorium Penelitian FMIPA tiNP dari Juni sampai september 2008.

B. Variabel Penelitian

variabel bebas penelitian ini adalah variasi pH, variasi suhu, variasi konsentrasi

inulin (substrat inulinase), dan variasi waktu inkubasi. Variabel terikat adalah aktivitas

dan enzim inulinase umbi dahlia.

C. Objek Penelitian

Objek penelitian adalah umbi dahlia jenis bung a decorarifformal berwama merah

tua yang tumbuh di Kotamadya Padang Panjang'

D.Alat dan Bahan

Alat.alatyangdigunakanadalahperalatangelas,timbangananalitik,termometer'

oven,pHmeter,spektronik-20,inkubator,lemaripendingin,magnetikstirer'sentrifus

dan desikator. Bahan yang digunakan adalah umbi dahliq buffer asetat, etanol' karbon

aktit Na2CO3. CuSOr.5HzO, KNa tartaral, reagen folin ciocalteu, aquades, albumin'

fiuktosa, NaOH, H2SO4, Na2SO4, ammonium sulfat, Ba(OH)2 dan ZnSO'r'

E. Prosedur penelitian

Langkah-langkah penelitian adalah sebagai berikut :

l) Mengekstraksi inulin sebagai substrat enzim inulinase dari umbi dahlia

2) Mengekstraksi enzim inulinase dari umbi dahlia dengan ammonium sulfat
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3) Menentukan konsentrasi protein ekstrak enzim dengan metoda Lowry

4) Menentukan aktivitas ekstrak enzim inulinase pada variasi pH dan suhu, variasi

konsentrasi inulin (substrat inulinase) dan waktu inkubasi.

Secara rinci langkah menentukan aktivitas enzim inulinase hasil ekstraksi dengan

ammonium sulfat pada variasi pH dan suhu, variasi konsentrasi inulin (substrat

inulinase) dan waktu inkubasi adalah sebagai berikut :

l. Ekstraksi inulin

Ekstraksi inulin dari ubi dahlia dilakukan sesuai prosedur Andyani (2001:21-23)

sebagai berikut : Umbi dahlia yang sudah bersih, dipotong dan diblender dengan air l:2

(b:v). Kemudian campuran ini dipanaskan pada penangas air (80-900C, sekitar 30

menit). Selagi hangat, disaring dan diambil filtrarnya. Selanjutnya ditambahkan eranol

30%o pada filtrat sebanyak 40%o dari volume filtrat. Larutan ini disimpan di dalam

freezer selama 18 jam.

Larutan dibiarkan pada suhu ruang selama 2jam lalu disentrifugasi (1500 rpm, l5

menit). Endapan (inulian basah l) ditambahkan air (l:2) kemudian dipanaskan di

penangas air (700C,30 menit). Ke dalam larutan ini ditambahkan karbon aktif

l-2o/o(b/v). Larutan disaring, filtrat diukur volumenya dan didinginkan pada suhu

ruang. Kemudian ditambahkan etanol 30% sebanyak 40%o dan volume larutan. Lalu

didinginkan di dalam freezer selama l8 jam. Setelah pendinginan tahap II ini, larutan

dikeluarkan dari freezer dan dicairkan pada suhu ruang, kemudian disentrifugasi (l 500

rpm, l5 menit) sampai diperoleh endapan putih (inulin basah II). Endapan ini

dikeringkan (50-600C, 6-7 jam) lalu dihaluskan.

I6



$t,\ rQ :
,1-rh

aL
,bllal 4 c- (1 L

2, Ekstraksi enzim inulinase

Metoda ekstraksi enzim inulinase disadur dari Sari (1991) yang dimodifikasi.

Umbi dahlia dingin 500 g dan 250 mL buffer asetat 0,2M pH 5 dingin diblender,

kemudian disaring dengan kain kasa. pH campuran diatur tetap 5 dengan penambahan

asam aselat I N. Sari umbi dahlia yang diperoleh disimpan dalam lemari pendingin

selama 24 jam. Endapan yang terhntuk dipisahkan dengan sentrifugasi. Pada

supematan dilakukan fraksinasi.

Fraksinasi I : Supematan ditambah ammonium sulfat 20 % b/v jenuh dan

diaduk sampai semua larut. Larutan ini didiamkan dalam lemari pendingin selama 24

jam. Supematan disentrifugasi pada 4000 rpm selama 15 menit. Endapan yang

diperoleh dilarutkan dalam buffer asetat pH 5. Fraksi caimya digunakan untuk

fraksinasi kedua. Fraksinasi Il : fraksi cair I ditambahkan ammonium sulfat 40 % b/v

jenuh dan diaduk sampai semua larut. Selanjutnya dilakukan seperti pada fmksinasi L

Untuk fraksinasi lll digunakan ammonium sulfat 60 % b/vjenuh.

3. Pengukuran konsentrasi protein

Kadar protein ditentukan dengan metoda Lowry (Alexander, 1993:277).

Sampel sebanyak I mL dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan 5 mL

reagen Lowry C (4,9 mL Lowry A; 2 Yo NazCOt dalam 0,1 N NaOH ditambah 0,1 mL

Lowry B;0,5 % CuSOa.5HzO dalam KNa tartarat l%) lalu diaduk dengan magnetik

stirer dan didiamkan selama 20 menit. Kemudian diaduk dengan menambahkan I mL

reagen Lowry D (0,5 mL folin ciocalteu 2 N diencerkan dengan aquades dengan

perbandingan volume l:l) dan didiamkan selama 30 menit. Absorbansinya diukur pada

I maksimum. Sebagai larutan standar digunakan larutan albumin.
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4. Pengukuran absorbansi larutan standar fruktosa

Absorbansi larutan standar fruktosa ditentukan sesuai prosedur Nelson,s

(Afexander' 1993 57). penentuan 1" absorbansi maksimum fruktosa digunakan rarutan

standar fruktosa 300 ppm. Absorbansi diukur pada variasi 1.4g0-600 nm. Absorbansi

untuk kurva kalibrasi larutan standar fruktosa dirakukan pada L maksimum penyerapan

fruktosa. Pada masing-masing tabung reaksi dimasukkan rarutan standar fruktosa l mL

dengan variasi konsentrasi 100, 200, 300, 400, dan 500 ppm. Kemudian ke dalam

setiap tabung reaksi ditambahkan r mL reagen Nerson's [50 mL larutan Nerson,s A

(tiap L mengandung 25 g NauCOr, 25 g NaK tartrat,20 g NaHCO3 dan 2009 Na2SO4)

dengan 2 mL larutan Nelson,s B (tiap 100 mL mengandung l5 g CuSOa.5H2O dan 2

tetes H2SOa pekat)1, tabung reaksi ditutup dan dipanaskan pada penangas air mendidih

selama 20 menit. Larutan segera didingink an (zs,c) kemudian ditambahkan r mL

reagen Arsenomolibdat (iap liter mengandung 50 g ammonium molybdat, 42 mL

H2soa pekat dan 6 g Na arsenet) dan diaduk dan tabung reaksi didiamkan sampai buih

hilang (sekitar 5 menit). Selanjutnya dirambahkan aquades 7 mL dan absorbansi diukur

pada 1, maksimum larutan fruktosa. Blanko yang digunakan adalah aguades yang

diperlakukan sama dengan sampel.

5. Aktivitas ekstrak enzim inulinase umbi dahlia

Penentuan aktivitas enzim inulinase hasil fraksinasi dilakukan sesuai metoda

Somogyi-Nelson (Plummer,l978: r 84- r 85). Inurin r% (brv) sebanyak 2mL dimasukkan

ke dalam sederetan tabung reaksi. pada masing-masing tabung reaksi ditambahkan

lml- enzim inulinase I mg/ml larutan 0,2 M buffer aserat variasi pH dan diinkubasi

selama 30 menit pada variasi suhu. Reaksi enzimatik diinaktirkan dengan mencerupkan

tabung reaksi ke dalam air mendidih serama 30 menit. Seterah dingin ditambahkan r,5
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mL larutan Ba(OH), 0,3 N, dikocok, kemudian ditambahkan 1.5 mL ZnSOr 5%,

dikocok sampai homogen dan dibiarkan selama 5 menit. Setelah itu disentrifugasi

selama 20 menit, filtratnya dipisahkan. Filtrat merupakan larulan bening bebas protein.

Pada masing-masing I mL filtrat bebas protein ditambahkan I mL reagen

Nelson's, tabung reaksi diturup dan dipanaskan pada penangas air mendidih selama 20

menit. Larutan segera didinginkan sampai suhu kamar (250C). Selanjutnya pada laruran

ditambahkan I mL reagen Arsenomolibdat, diaduk dan biarkan beberapa menit sampai

buih hilang. Selanjutnya ditambahkan aquades 7 mL dan absorbansi diukur pada I
maksimum fruktosa. Sebagai blanko adalah aguades yang dip€rlakukan sama seperti

sampel. Sebagai kontrol adalah larutan inulin ditambah air I mL dan diperlakukan

sama seperti sampel. Kadar fruktosa akibat aktivitas enzim inulinase pada inulin

ditentukan dengan memasukkan nilai absorbansinya pada persamzun regresi larutan

standar fruktosa- Hal yang sama dilakukan dengan memvariasikan konsentrasi inulin

(substrat inulinase) dan waktu inkubasi.

F, Pengolahan dan Analisis Data

Data absorbansi fruktosa akibat aktivitas enzim inulinase hasil fraksinasi

ditentukan kadamya liuktosany4 kemudian dihitung aktivitas enzim. Grafik dibuat

untuk masing-masing variasi. Sebagai sumbu x adalah masing-masing variasi yaitu pH,

suhu, konsentrasi inulin (subtrat inulinase) dan waktu inkubasi. Sebagai sumbu y

adalah aktivitas enzim inulinase hasil fi-aksinasi. Pada grafik tersebut dapat dilihat

kecendrungan aktivitas enzim inulinase hasil fraksinasi pada inulin terhadap variasi pH,

suhu, konsentrasi inulin (subtrat inulinase) dan waktu inkubasi.
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BAB V

TIASIL DAN PEIVIBAHASAN

A. Hasil Penelitian

Penelitian aktivitas enzim inulinase umbi dahlia yang diekstraksi dengan

ammonium sulfat dilakukan pada: (1) variasi pH dan suhu; (2) Variasi konsentrasi

inulin (substrat inulinase) dan rvaktu inkubasi. pada penelitian ini digunakan buffer

asetat sebagai pelarut ekstrak enzim. Enzim inulinase diekstraksi dengan ammonium

sulfat dengan cara fiaksinasi. Fraksinasi dilakukan tiga kali. pada masing-masing

endapan hasil fraksinasi dilakukan uji kualitatif dengan reagen Biuret, diukur

massanya, ditentukan kadar proteinnya dan ditentukan aktivitas enzim inulinase.

Kadar protein setiap hasil fraksinasi ditentukan dengan cara mengukur absorbansi

menggunakan spektronik-20 dengan metoda Lowry. pada metoda ini digunakan

albumin sebagai standar. Kadar fruktosa akibat aktivitas enzim inulinase ditentukan

dengan cara mengukur absorbansi menggunakan spektronik-20 dengan metoda

Somogyi-Nelson. Pada metoda ini digunakan fruktosa sebagai standar. Hasil penelitian

dikelompokkan sebagai berikut : (t) Ekstrak enzim inulinase hasil fraksinasi; (2)

Ekstrak inulin; (3) Kurva standar albumin; (4) Absorbansi protein ekstrak enzim

inulinase; (5) Kurva strandar fiuktosa dan (6) Absorbansi fruktosa akibat aktivitas

enzim inulinase hasil fraksinasi.

l. Ekstrak Enzim Inulinase Hasil Fraksinasi

Setiap endapan enzim inulinase hasil fraksinasi diambil I mg dan dilarutkan

dalam I mL buffer asetat dan dilakukan uji protein dengan reagen Biuret. Wama yang

timbul akibat reaksi antara protein dan reagen Biuret adalah wama ungu dengan tingkat

kepekatan wzura yang berbeda. Hasil uji kualitatif endapan hasil fiaksinasi yang
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diperoleh dimuat pada Taber 4. Setiap endapan hasir fraksinasi ditentukan mass.nya

dengan timbangan digitar Mettrer AE200. Massa semua endapan ekstrak enzim

inulinase hasil fraksinasi adarah 19,2834 g yang diperoreh dari 200 g umbi dahlia yang

telah dikupas dan diporong. Hasil yang diperoleh dimuat pada Tabel 4.

Tabel 4. Uji kualitarifdan massa ekstrak enzim inulinase hasil fraksinasi

Uji Ekstrak Enzim
Inulinase dengan Pereaksi

Biuret

Massa Ekstrak Enzim
Inulinase (g)

EI E2 E2 EI E2 E3
+ + # 9,890 8,8362 n 55?'

Keterangan :

+ = wama agak encer
++ = wama agak pekat
+++ = wama lebih pekat

El = endapan hasil fraksinasi ke-l
E2 = endapan hasil frakinasi ke-2
E3 = endapan hasil fraksinasi ke-3

2. Ekstrak Inulin

Inulin yang digunakan sebagai substrat enzim inurinase diekstraksi dari umbi

tanaman dahlia jenis bunga decorative formor berwama merah tua yang tumbuh di

Kotamadya Padang Panjang. Inurin yang diperoreh rE,4856 g dari 500 g umbi dahlia

yang telah dikupas dan dipotong. Uji kuaritatif inurin dengan Iodium menunjukkan

tidak berwama (uji positip) dan dengan resorsinor daram ranrtan HCI menunjukkan

warna merah (uji positip).

3. Kurva Standar Albumin

Kadar protein setiap hasir fraksinasi pada ekstrak enzim inulinase ditentukan

dengan mengukur absorbansi menggunakan spektronik-2O dengan metoda Lowry. pada

metoda ini digunakan arbumin sebagai standar. penentuan l, maksimum digunakan

larutan albumin 300 ppm. Panjang gelombang yang dideteksi adalah 500_560 nm

(Tabel 5)- Pada 1' 530 nm diukur absorbansi larutan albumin konsentrasi t00, 200, 300,

400 dan 500 ppm. Data yang diperoleh dimuat pada Tabel 6.
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Tabel 5. Absorbansi larutan albumin pada berbagai l"

No 7r (nm) Absorbansi
I 500 0,364
2 5r0 0,363
J 520 0,369
4 530 0,375
5 540 0,361
6 550 0,360
7 s60 0,359

Tabel 6. Absorbansi larutan albumin pada ), 530 nm

No Konsentrasi albumin (ppm) Absorbansi
I 100 0,191
2 200 0,264
3 300 0,352
4 400 0,447
5 500 0,548

4, Absorbansi Protein Ekstrak Enzim Inulinase

Konsentrasi protein eksrrak enzim inulinase hasil fraksinasi ditentukan dengan

canr mengukur absorbansi larutan ekstrak enzim inulinase lmg/lmL buffer asetat.

Absorbansi diukur pada I 530 nm. Absorbansi protein setiap hasil fraksinasi dimuat

pada Tabel 7.

Tabel 7. Absorbansi protein ekstrak enzim inulinase hasil fraksinasi

No Ekstrak enzim inulinase Absorbansi
1 EI 0,095
2 E2 0,t12
t E3 0,154

5. Kurva Standar Fruktosa

Kadar fruktosa hasil hidrolisis inulin dengan katalis inulinase pada seriap hasil

fiaksinasi ditentukan dengan mengukur absorbansi fruktosa menggunakan spektronik-
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20 dengan prosedur Nelson. Pada metoda ini digunakan fruktosa sebagai standar.

Penentuan l, maksimum digunakan larutan fruktosa 300 ppm. Panjang gelombang yang

didekreksi adalah 480,490, 500, 510, 520, 530, 540, dan 550 nm (Tabel 8). pada L 500

nm diukur absorbansi larutan fruktosa konsentrasi 100, 200, 300, 400, dan 500 ppm

(Tabel 9).

Tabel 8. Absorbansi larutan fruktosa pada berbagai 1,

No 1, (nm) Absorbansi
I 480 0,346
2 490 0,353
3 500 0,358
4 510 0,353
5 520 0,3s0
6 530 0,347
7 540 0,345
8 550 0,344

Tabel 9. Absorbansi larutan fruktosa pada L 500 nm

No Konsentrasi fruktosa (ppm) Absorbansi
I 100 0,r 19
2 200 0,232
3 300 0,356
4 400 0,429
5 500 0,s68

6. Absorbansi Fruktosa akibat Aktivitas Enzim Inulinase Hasil Fraksinasi

Variasi pH dan suhu

Absorbansi fiuktosa akibat aktivitas enzim inulinase pada variasi pH dan suhu

dilakukan pada inulin lo/o (b/v), waktu inkubasi 30 menit dengan 2 kali ulangan.

Absorbansi fiuktosa akibat ahivitas enzim inulinase hasil fraksinasi diukur pada l" 500

nm. Pengukuran dilakukan pada fraksinasi I, Il dan III. Data dimuat pada Tabel l0,l I
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dan I2. Pada tabel tersebut kadar fruktosa pada pH 5 variasi suhu dan pada suhu 550C

variasi pH dicetak lebih tebal.

Tabel 10. Absorbansi fruktosa aktivitas inulinase fraksinasi I pada variasi pH dan suhu

pH Absorbansi fruktosa aktivitas inulinase fraksinasi I da variasi suhu C
45 50 55 60

4,0 A: 0,399; 0,400 A: 0,428; 0,430 A:0,515;0,516 A: 0,471; 0,473
F: 459,5434

4,5 A:0,426;0,424 A:0,445;0,M6 A: 0,528; 0,526 A: 0,502; 0,499
F: 470,0457

5,0 A:0,465;0,467 A: 0,499; 0,500 A: 0,561; 0,562 A: 0,530;0,529
Fz 414)379 F:444,9315 F:501,5525 F:472)288

A: 0,434;0,433 A:0,459;0,459 A: 0,530; 531 A: 0,496;0,495
F:473,2420

Kontrol A: 0,1 15; 0, 1 16 A: 0,120;0,119 A: 0,166;0,165 A:0,183:0,1E0
F:94,2466 F:97,8995 F:139,9087 F:1.54,9771

Keterangan : A adalah absorban; F adalah kadar frukrosa dalam llg/ml-
Kontrol adalah subst-at eksrrak inulin

Tabel I l.Absorbansi fruktosa aktivitas inulinase fraksinasi II pada variasi pH dan suhu

Tabel l2.Absorbansi fruktosa aktivitas inulinase fraksinasilll pada yariasi pH dan suhu
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pH Absorbansi fruktosa aktivitas inulinase fiaksinasi Il a variasi suhu

45 50 55 60
4,0 A:0,410;0,409 A: 0,438;0,437 A: 0,525;0,524 A:0,4961'0,495

F:467,7626
4,5 A: 0,439;0,438 A: 0,456;0,456 A: 0,536;0,535 A: 0,514;0,515

F:471,8082
5,0 A:0,478;0,477 A: 0,520;0,519 A: 0,566;0,566 A: 0,549;0,548

F:424,8402 F:463,1963 F: 505,6621 F:4E9,6804
A:0,454;0,454 A:0,4701,0,469 A: 0,540;0,539 A:0,520; 0,519

F:4E1,4612

pH Absorbansi fiuktosa aktivitas inulinase liaksinasi Ill variasi suhu

45 50 55 60
4,0 A:0,360;0,361 A: 0,405;0,4M A: 0,457;0,456 A: O,426;0,427

F: 405,6621
4,5 A: 0,402;0,401 A:0,429:0,428 A: 0,4t6;0,4E5 A: 0,451;0,451

F:432,1461
5,0 A:0,425;0,426 A:0,458;0,459 A:0,544;5M A: O,496;0,497

F:377J516 F:407,4E86 F: 485,5708 F:442,1918
ss A: O,407;0,407 A: 0,435;0,436 A:0,496;0,495 A: O,466;O!il

Ft 4412785



Variasi konsentrasi inulin dan waktu inkubasi

Absorbansi fruktosa akibat aktivitas enzim inurinase pada variasi konsenlrasi

inulin, waktu inkubasi dirakukan pada pH 5 dan suhu 550c dengan dua kari urangan.

Absorbansi fruktosa akibat akrivitas enzim inurinase hasir fraksinasi diukur pada 1,500

nm. Pengukumn dilakukan pada fraksinasi I, dan II (Tabel 13, dan l4). Sebagai kontrol

adalah absorbansi substrat inurin (raber l5). pada taber tersebut juga dimuar kadar

fruktosanya.

Tabel 13. Absorbansi dan kadar fnrktosa akrivitas inurinase fraksinasi r pada variasi
konsentrasi inulin dan waktu inkubasi

Kelerangan A adalah absorbansi
F adalah kadar fruktosa dalam pglml-

Tabel 14. Absorbansi dan kadar fruktosa aktivitas inulinase liaksinasi Il pada variasi
konsentrasi inulin dan waktu inkubasi

aktivitas inulinase fraksinasi I
variasi konsentrasi inulin

Absorbansi fruktosa

%

Waktu
inkubasi
menit 0,5 t,0 I 5 2,0

t5 130; r3rA A:0,194;0,195 A:0,236;O,235 A:0 607;0,607
F:107,9452 F: 166,3927 F:203,8356 F:543,1050

30 A: 0,304;0,305 A: 0,384;0,385 A:0,411;0,412 A: 0,547;0,546
F:266,8493 F: 339,9087 F:364,5662 F: 487,8539

45 A: 0,322;0,321 A: 0,398; 0,397 A: 0,436;0,434 A: 0,535;0,534
F:282 3744 F: 351 7808 F:386,0274 F:476 8950

60 A:0,244 0,245 A:0,333;0,332 A: 0,346;0,347 A: 0,450; 0,451
F:212,054E F:292,4201 F: 305,2055 F: 400,1 826

Absorbansi fruktosa aktivitas i
a variasi konsentrasi inulin

nulinase fiaksinasi ll

menit)

Waktu
inkubasi

0 5 t,0 1,5 2,0
t5 A:0,142 0,I43 A:0,231;0,233 A: 0,31 l; 0,312 A:0,669;0,670

F:118,9041 F:200 6393 F:273.2420 F: 600, 1826
30 A: 0,352; 0,351 A:0,403;0,402 A:0,423; 0,422 A: 0,631;0,632

F: 309 7117 F:356,3470 F:374,6119 F:565,4795
45 A: 0,366;0,366 A: 0,418;0,419 A: 0,442;0,443 A: 0,564;0,565

F:323,0137 F: 370,9589 F:392 8767 F:504,2922
60 A: 0,278;0,279 A:0 381; 0.380 A: 0,433 0,432 A:0 535; 0.535

F:243,1050 F:336,2557 F:383,7443 F:477,8O82
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Waktu inkubasi
(menit)

Absorbansi inulin pada variasi konsentrasi inulin v0
0,5 1,0 1,5 2,0

l5 A: 0,038 A:0,047 A: 0,052 A: 0,075
F:23,4703 F:31,6895 F:36,2557 F:57,2603

30 A: 0,044 A:0,051 A: 0,058 A:0,087
F:29,4064 F:35,3425 F:41,7352 F:68,2192

45 A: 0,046 A:0,057 A:0,062 A: 0,090
F:30,7763 F:40,8219 F: 45,3881 F: 70,9589

60 A:0,034 A: 0,052 A: 0,054 A:0,074
F:24,3836 F:36,2557 F: 38,0822 F:56,3470

Tabel 15. Absorbansi inulin pada variasi konsentrasi inulin dan waktu inkubasi

B, Pembahasan

l. Ekslrak Inulin

Inulin yang digunakan sebagai subtrat enzim inulinase diekstraksi dari umbi

tanaman dahlia jenis bunga decoralive formal berwama merah tua yang tumbuh di

Kotamadya Padang Panjang. lnulin yang diperoleh 18,4856 g dari 500 g umbi dahlia

yang telah dikupas dan dipotong.

Uji kualitatif inulin dengan resolsinol dalam larutan HCI memberikan warna

merah (uji positip). wama ini terbentuk karena reaksi antara 5-hidroxymetil-furfural

dengan resolsinol. Senyawa 5-hidoxymetil-furfural merupakan produk kondensasi

fruktosa dalam suasana asam. Fruktosa berasal dari hidrolisis inulin dengan HCl.

2. Ekstrak Enzim Inulinase Hasil Fraksinasi

Hasil uji Biuret ketiga endapan hasil fraksinasi masing-masing ekstrak enzim

inulinase dari umbi dahlia memberikan uji positip terhadap protein dengan perbedaan

kepekatan wama ungu (Tabel 16). Wama ungu timbul akibat terbentuknya kompleks

Biuret yang menrpakan kompleks koordinasi dari atom Cu2* pada reagen Biuret dengan

empat atom nitrogen pada untai peptida./protein dalam larutan alkalin (Clark, 1977:75)

(Gambar 3). Dengan demikian perbedaan kepekatan wama ungu dengan uji Biuret

dapat menunjukkan perbedaan kandungan protein yang berbeda pula.
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Gambar 3. Reaksi Biuret
(Clark,1977:75)

Kandungan protein yang tinggi secara kuaritatif ditunjukkan oreh absorbansi

yang tinggi pula. Besarnya absorbansi ini tidak ada hubugannya dengan massa seriap

hasil fraksinasi walaupun digunakan pengekstraksi lain. pada proses ekstraksi enzim

bromelain dengan pelarut aseton protein murni hanya sekitar 50% dari rotal endapan

kering. Senyawa lainnya adalah campuran dari banyak koloid, garam-garam anorganik

dan senyawa organik sederhana (Heinicke, 1957:5).

Tabel 16. Uji kualitatifdan kuantitatif ekstrak enzim inulinase

Uji kualitatifdan
kuantitatif

Ekstrak enzim inulinase
hasil Iiaksinasi

EI E2 E3
Massa (g) 9,8900 8,8362 0,5522
Kadar protein (ppm) 4,1249 23,0769 69,8990
Uji Biuret + + .H

3. Aktivitas Ekstrak Enzim Inulinase Hasil Fraksinasi

Variasi suhu

Aktivitas enzim inulinase didefinisikan sebagai. pmol fruktosa yang dihasilkan

setiap menitnya pada kondisi reaksi tertentu (Gouda,2002:4). Definisi ini dinamakan

juga satu unit inulinase (U). Aktiviras ekstrak enzim inulinase pada variasi suhu, pH 5,

konsentrasi inulin l% dan waktu inkubasi 30 menit dimuat pada Tabel 17.
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Tabel 17. Aktivitas ektrak enzim inulinase pada variasi suhu

Suhu

Ccl
Aktivitas ekstrak enzim

inulinase (unit/ml )
Aktivitas spesifik eksfiak enzim

inulinase unit/ tein
EI E2 E3 EI E2 E3

45 l .1855 1.2244 1.0485 287.4066 53.0583 15.0006
50 1.2853 l.3530 1.t466 3l L5963 58.6279 16.4040
55 1.3394 1.3546 1.2802 324.7t61 58.1012 18.3154
60 1.1754 1.2396 1.0638 284.9467 53.7179 15.2185

Aktivitas enzim yang tinggi dapat diartikan kecepatan reaksi enzimatik tinggi.

Kecepatan reaksi enzimatik meningkat dengan meningkatnya suhu di dalam range

temperatur dimana enzim tetap stabil dan aktif. Kecepatan reaksi hidrolisis inulin

dengan katalis enzim inulinase meningkat pada suhu 450C dan 500C sampai 55oC

(Gambar 4). Pada suhu 550C dihasilkan fruktosa setiap menitnya paling besar.
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Gambar 4. Aktivitas ekstrak enzim inulinase pada variasi suhu

Jika temperatur dinaikan terus maka ikatan di daram morekur enzim bergerak

lebih kuat' Sebagai akibatnya adalah ikatan yang lemah seperti ikatan hidrogen dan

interaki hidrofobik yang menentukan struktur protein terganggu (Deniston,2004:5g4).

Hal ini dapat menyebabkan enzim mengalami denaturasi. Denaturasi mengakibatkan
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aktivitas enzim turun. Keadaan ini terjadi pada suhu 600C (Gambar 4). Dengan

demikian suhu optimum ekstrak enzim inulinase hasil fraksinasi adalah 550C.

Aktivitas spesifik enzim inulinase adalah jumlah aktivitas enzim inulinase per

miligram protein. Semakin tinggi aktivitas spesifik enzim inulinase semakin mumi

enzim tersebut. Aktivitas spesifik enzim inulinase yang paling besar terdapat pada hasil

fraksinasi 1. Hal ini berarti enzim inulinase lebih mumi terdapat pada hasil fraksinasi I.

Enzim inulinase paling aktifterdapat pada hasil fmksinasi II karena dihasilkan fruktosa

paling besar setiap menitnya (Gambar 4).

Variasi pH

Aktivitas ekstrak enzim inulinase pada variasi pH, suhu 550C, konsentrasi inulin

l7o dan waktu inkubasi 30 menit dimuat pada Tabel 18. perubahan pH lingkungan

enzim dapat merubah derajat ionisasi gugus rantai samping residu asam amino. Gugus

rantai samping residu asam amino enzim mempunyai karakteristik muatan listrik

tertentu. Dengan demikian menrbah pH lingkungan enzim dapat menrbah muatan pada

permukaan molekul enzim. Perubahan muatan ini akan mempengaruhi aktivitas enzim.

Hal ini dapat diamati pada aktivitas enzim inulinase pada pH 4,4,5, 5,0 dan 5,5.

Tabel IE. Aktivitas ekstrak enzim inulinase pada variasi pH

pH
Aktivitas ekstrak enzim

inulinase (unit/ml )
Aktivitas spesifi k ekstrak
enzim (unit/m g protein)

EI E2 E3 EI E2 E3
4,0 l .1838 1.2t43 0.9893 286.9966 52.6186 14.08t 3
4,5 t.2227 1.2515 1.0824 296.4265 54.2308 15.4846
5,0 1.3394 1.3s46 1.2802 324.7161 58.7012 18.3 t 54
s5 1.2346 1.2650 l.l162 299.2964 54.8171 15.9685

Aktivitas enzim yang berhubungan dengan pH tergantung pada sifat asam atau

basa dari enzim dan substrat. Profil aktivitas pH optimum enzim menggambarkan pH
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pada saat pemberi dan penerima Proton yang penting pada sisi katalitik enzim berada

dalamtingkationisasiyangtepatuntukaktivitasoptimum(Lehninger,1982:247)'

Keadaan ini untuk enzim inulinase berada pada pH 5 (Cambar 5)' Pada pH tersebut

dihasitkan fru}tosa setiap menitnya paling tinggi untuk setiap aktivitas enzim inulinase

hasil fraksinasi (Gambar 5). Dengan demikian pH optimum enzim inulinase adalah 5'
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Gambar 5. Aktivitas ekstmk enzim inulinase pada variasi pH

Aktivitas spesifik enzim inulinase yang paling besar terdaPat pada hasil

fraksinasi I (Tabel 18) . Hal ini berarti enzim inulinase lebih mumi pada hasil fraksinasi

L Enzim inulinase yang paling aktif terdapat pada hasil fraksinasi II karena dihasilkan

fruktosa paling besar setiap menitnya (Gambar 5)'

Variasi konsentrasi inulin dan waktu inkubasi

Aktivitas ekstrak enzim inulinase fraksinasi I pada variasi konsentrasi inulin,

waktu inkubasi, pH 5, suhu 550C dimuat pada Tabel 19. Aktivitas enzim yang tinggi

dapat diartikan kecepatan reaksi enzimatik tinggi. Kecepatan reaksi enzimatik pada

batas tertentu tergantung konsentrasi substrat. Pada konsentrasi substrat amat rendah
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kecepatan reaksi amat rendah. Kecepatan reaksi akan meningkat dengan meningkatnya

konsentrasi substrat. Hal ini terjadi pada penambahan substrat inurin 0,5%, | %, r,5%

dan 2o/o. Ketika konsentrasi substrat sangat tinggi, semua enzim berikatan dengan

substrat. Pada saat ini enzim dikatakan jenuh dengan substrat dan kecepatan reaksi

mencapai maksimum.

Tabel 19. Aktivitas ekstrak enzim inulinase fraksinasi I pada variasi konsentrasi
inulin dan waklu inkubasi.

Jika konsentrasi subsrat terus dinaikkan, kecepatan reaksi tetap dengan kata

Iain jumlah fruktosa yang dihasilkan tetap. pengamatan pada konsentrasi substrat inulin

0,5%, l% dan l,5o/o temyata jumlah fruktosa yang dihasilkan naik sampai waktu

inkubasi 45 menit. Penurunan aktivitas enzim inulinase ini diamati pada waktu inkubasi

60 menit. Hal ini diduga pada ekstrak enzim inulinase hasil fraksinasi I terdapat enzim

yang dapat mengkatalisis perubahan fruktosa menjadi senyawa rain. Hal inijuga diduga

terjadi pada konsenrrasi substrat 2% pada waktu inkubasi 30, 45 dan 60 menit.

Aktivitas ekstrak enzim inulinase fraksinasi lI pada variasi konsentrasi inulin,

waktu inkubasi, pH 5, suhu 550C dimuat pada Tabel 20. Hal yang sama diamati juga

pada fiaksinasi IL Pada konsentrasi substrat inulin 0,5%, l%o dan 1,5%o temyata jumlah

fruktosa yang dihasilkan naik sampai waktu inkubasi 45 menig kemudian rurun pada

waktu inkubasi 60 menit. Pada substrat im in Zyo, penambahan waktu inkubasi akan

menurunkan kadar fnrktosa. oleh sebab itu, waktu inkubasi untuk hidrolisis inulin

vitas ekstrak enzim inulinase fraksinasi I
a variasi konsentrasi inulin

Akti

menit

Wakru
inkubasi

0,50/o t,0% 1,5% 2,0%
l5 0,3129 t,4989 0,6207 1,7994
30 0,8794 1,1280 1,1957 1.5542
45 0,93 r 8 l,l5 t 7 t,2616 r,5035
60 0,6951 0,9488 1,02317 1,2735

3l
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menggunakan ekstrak inulinase ini sebaikknya ridak melebihi 45 menit. Kenyataan

yang diamati adalah kadar fruktosa makin turun. Dengan kata lain aklivitas enzim

inulinase turun. Penurunan aktivitas enzim inulinase juga terjadi pada waktu inkubasi

60 menit. Penurunan ini diduga disebabkan pada ekstrak enzim inulinase aktif enzim

yang mengkatalisis perubahan fruktosa menjadi senyawa lain. Kemungkin lain adalah

gula pereduksi mengalami oksidasi karena pengaruh panas.

Tabel 20. Aktivitas ekstrak enzim inulinase fraksinasi ll pada variasi
konsentrasi inulin dan waktu inkubasi.

Waktu
inkubasi
(menit)

Aktivitas ekstrak enzim inulinase fraksinasi II
pada variasi konsentrasi inulin (unit/mL)
0,5% I ,0Yo 1,5% 2,001"

I5 0,3535 0,62s7 0,877't 2,0142
30 1,0384 r, I 889 1,2329 I,84t7
45 1,0824 1,2227 1,2870 1,6049
60 0,810 r l,llll 1,3 l4l r.5610

Dugaan pada ekstrak enzim inulinase hasil fraksinasi aktif enzim yang

mengkatalisis perubahan fruktosa menjadi senyawa lain diuji dengan penambahan

ekstrak enzim inulinase hasil fraksinasi pada Iarutan fruktosa. Hasil uji menunjukkan

ketiga ekstrak enzim inulinase hasil fraksinasi dapat mengubah fruktosa menjadi

senyawa lain. Perubahan ini ditandai dengan terbentuknya warna hijau setelah

ditambahkan reagen Nelson's (mengandung Cu) dan berwama biru setelah

ditambahkan reagen Nelson's dan reagen arsenomolibdat. Wama ini lebih pekat pada

larutan fruktosa tanpa penambahan eksfak enzim inulinase.

Alvitas optimum ekstrak enzim inulinase umbi dahlia jenis bunga decorative

formal berwama merah tua pada inulin l%o yang ditemukan pada penelitian ini adalah

pH 5, suhu 550C, waktu inkubasi 45 menit. Aktivitas oprimum inulinase yang

dimumikan dari Aspergillus niveus adalah pada pH 4,0 dan 4,8, dan suhu 450C pada
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medium yang mengandung 20 gl-r inulin (Souza-Mott4 2005:l). Aktivitas optimum

inulinase dari Kluyveromyces marxianus ditemukan pada pH 5 dan suhu 600C (Pesso4

1999:4-5). Inufinase dari Aspergillus fumigatus, aktivitas optimumnya adalah pada pH

5,5 dan suhu 45oC (Gouda, 2002:589).
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BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Penelitian aktivitas enzim inulinase umbi dahlia hasil fraksinasi dengan

ammonium sulfat dapat disimpulkan bahwa aktivitas enzim inulinase hasil fraksinasi

dengan ammonium sulfat dari umbi dahlia optimum pada pH 5, suhu 550C, dan waktu

inkubasi 45 menit dengan konsentrasi substrat Io%.

B. Saran

Berdasarkan penemuan pada penelitian ini, maka disarankan :

l. Meneliti lanjut aktivitas enzim inulinase hasil fraksinasi menggunakan pengekstrak

dengan tingkat kepolaran berbeda-beda.

2. Memumikan ekstrak enzim inulinase menggunakan gel filtrasi
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