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ABSTRAK

Tanaman dahlia merupakan tarxrman florikultura yang mempunyai nilai komersial
yang cukup tinggi. Nilai komersial dari tanaman dahlia terletak pada bunga dan umbinya.
Umbi dahlia mengandung enzim inulirnse yang merupakan biokatalis pada reaksi
hidrolisis inulin. Inulinase sangat potensial digunakan dalam industri sirup fruktosa.
Enzim inulinase dapat dihidrolisis dari umbi dahlia dengan menggunakan pengeksrak an
organik dan organik. Telah dilakukan ekstraksi inulinase dari umbi dahlia dengan
menggunakan tiga macam pengekstrak organik yaitu : isopropanol p.4 etanol p.a dan
aseton p.a. Tujuan penelitian ini adalah untuk menenhrkar efektivitas pengekstrak
isopropanol, etanol dan aseton terhadap aktivitas inulinase yang diekstraksi dari umbi
dahlia Penelitian ini merupakan penelitian eksperimen dengan menggunakan rancangan
acak Iengkap dengan satu faktorial. Variabel penelitian terdiri dari variabel bebas dan
variabel terikat. Sebagai variabel bebas adalah jenis pengekstrak dan variabel terikat
adalah aktiviras inulirnse. Prosedur penelitian terdiri dari beberapa tahap yaitu : ekstraksi
inulin dari umbi dahlia" ekstraksi inulinase dari umbi dahlia dengan pengekstrak
isopropanol, etanol dan aseton, penentuan absorbansi larutan fnrktosa hasil hidrolisis
inulin oleh inulinase, penentuan konsentrasi fruhosa dan aktivitas inulinase. Konsentrasi
fruktosa hasil hidrolisis ditenrukan dengan persamaan regresi linier larutan standar
fruktosa dan aktivitas inulinase ditentukan berdasarkan konsentrasi fruktosa yang
terbentuk permenit. Dari hasil analisis data diperoleh aktivitas inulinase pada foaksi I
dengan pengekstrak etanol. isopropanol dan aseton berturut-turut adalah 4,78.10-'
4,72.10-' dan 1,54. l0-' uniVml. Dan akivitas inulinase pada fraksi I[ dengan
pengekstrak etanol, isopropanol dan aseton adatah 3,92. rc'],3,02. 10-3, dan 2,90. 10-r
unit/ml-. Dari data aktivitas tersebut pengekstrak yang memberikan aktivitas tertinggi
untuk inulinase adalah etanol, sehingga etanol merupakan pengekstrak yang efektif
digrmakan untuk mengekstraksi inulinase dari umbi dahlia
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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 mengajarny4 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 ihr, Lembaga Penelitian Universitas Negeri Padang
bekerjasama dengan Pimpinan Universitas, telah memfasilitasi peneliti untuk
melaksanakan penelitian tentang Efektivilas Pengekslrak Isopropanol, Etanol Dan
Aseton Terhadap Aklivitos Inulinase yang Diekstraksi Dari Umbi Dahlia, berdasarkan
Surat Perjanj ian Kontrak Nomor : 1244/II35IKU|DIPA/2008 Tanggal2 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 penlusunan kebijakan pembangunan.

Hasil penelitian ini telah ditelaah oleh tim pembahas usul dan laporan penelitian,
kemudian untuk tujuan diseminasi, hasil penetitian ini telah diseminarkan ditingkat
Universitas. Mudah-mudahan penelitian ini bermanfaat bagi pengembangan ilmu pada
umumnya dan khususnya peningkatan muht 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 khusus, kami
menyampaikan terima kasih kepada Rekor 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.

Terima kasih.
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BAB I
PENDAHULUAII

l.l Latar Belakang

Tanaman dahlia merupakan tanaman hias yang banyak terdapat didataran tinggi

Sumatera Barat,seperti di daerah Bukittinggi, Padang Panjang dan Batusangkar.

Tanaman ini dapat dijadikan sebagai komoditas florikultura, Selama ini nilai komersial

tanaman dahlia terletak pada bunganya, tetapi dengan perkembangan ilmu pengetahuan

dan teknologi pada saat ini, maka umbinyajuga mempunyai nitai komersial yangjauh

lebih tinggi dibanding bunganya.

Umbi dahlia mengandung enzim inulinase yang merupakan biokaalis pada reaksi

hidrolisis inulin. Inulin merupakan s€nyawa karbohidrat yang tergolong polisakarida

(polimer). Monomer inulin adalah fiuktosa yang jumlahnya bervariasi terganrung

sumberahlianya. Antara monomer fruktosa dihubungkan oleh ikatan glikosida ftl-+2)
fruktosil-fiuktosa membentuk fruktan. Pada ujung rantai inulin terdapat fruktosa,

disamping itu dapatjuga mengandung glukosa (Franc( 2003:2142).

Enzim inulinase merupakan biokatalis yang sangat potensial digunakan dalam

industri pembuatan sirup fiuklosa dari inutin (Whiteley, 2003:l). pembentukan sirup

fruktosa dari inulin lebih mengunrungkan dibandingkan dari pati, karena hidrotisis

inulin hanya melibatkan sau reaksi enzimatik yaitu reaksi pemutusan ikatan glikosida

afitard monomer fruktosa pada inutin (p(l -.>2) fruktosil-fruktosa) oleh enzim inulinase

rnenghasilkan fruktosa dan atau tanpa iiuktooligosakarida (FOS). Fruhosa yang

dihasilkan pada proses ini di atas 95 % (Vranesic, 2001:l). Selain enzim inulinase,

pcmutusan ikatan p(l +2) fruktosil-fruktosa pada hidrolisis inulin dapat juga digunakan

senyawa asam seperti F€l dan FIzCrOl (Ertan 2@3: l)
Fitriani (1999) telah menghidrolisis inulin dari umbi dahlia menggunakan HCI dan

H2C2Oa. 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.

Enzim inulinase juga dapat ditemukan dalam tanaman chicory, jenrssalem

artichoke serta pada b€b€rapa fungi dan mikoba. Berdasarkan beberapa hasil peneiitian

ternyata aktivitas optimum enzim inulinase dari berbagai sumber berbeda. Enzim



inulinase yang dimumikan dari Asprgillus nivezs mempunyai aktivitas optimum pada

pH 4,0 dan 4,8, suhu 45"C dengan medium yang mengandung 20 gl'r inulin (Souza-

Mott4 2005:l). Aktivitas optimum enzim inulinase dai, Kluyveromyces marxiamts

adalah pada pH 5 dan suhu 600C (Pesso4 1999:4-5).

Enzim inulinase dari Aspergillus owomori telah dipelajari secara detail. pada

enzim inulinase dari Aspergillus ourar?tori ini terdapat dua residu asam amino katalitik

yang penting yaitu Asp4l, dan Glu 241. Asp 4l merupakan suatu katalitik nukleophile

dan Glu24l, suatu katalitik asam basa. AsplEg menyediakan ikatan hidrogen yang

penting untuk pengenalan substrat (Nagem, 2004:l). lnformasi detail enzim inulinase

dari umbi dahlia belum ditemukan. Sebagai tahap awal mempelajarinya adalah

melakukan ekstraksi menggunakan pelarut organik atau garam anorganik.

Aktivitas enzim dipengaruhi oleh jenis pengeksrak yang digunakan dalam

ekstraksi. Contohnya enzim bromelain yang diekstraksi dengan aseton dingin Gl50C)

memperlihatkan aktivitas yang lebih tinggi dibandingkan pengekstrak ammonium

sulfat, metanol dan isopropanol (Heinicke, 1957:229).

Enzim inulinase dari umbi dahlia yang diekstrak dengan etanol memberikan

aktivitas optimum pada pH 5 dan suhu 550C dengan substrat inulin l%o (Azhar,2007).

Enzim inulinase dari umbi dahlia yang diekstrak dengan aseton mempunyai aktivitas

optimum pada pH 5, suhu 550C, waktu inkubasi 30 menit dan konsentrasi substrat l% (

Yulesmi, 2008: 42). Sedangkan efektivitas pengekstrak isopropanol, eranol dan aseron

terhadap aktivitas inulinase yang diekstraksi dari umbi dahlia belum pemah dilaporkan.

Dengan kata lain pengekstrak isopropanol, etanol dan as€ton yang menghasilkan

aktivitas inulinase yang paling tinggi belum diteliti. Isopropano,etanol dan aseton

termasuk peiarut organik yang paling umum dan paling luas digunakan unruk

mengendapkan protein (Deutscher, 1990;2E9; dan Scopes, 1987:57). Berdasarkan hal di

atas maka dilakukan penelitian dengan judul "Efektifitas p€ngekstrak isopropanol,

etanol dan aseton terhadap aktivitas inulinase yang diekstraksi dari umbi dahlia.

I.2 PERUMUSAN MASAI-AH

Bagaimanakah efektivitas pengeksrak isopropanol, etanol dan as€ron rerhadap aktivitas

inulinase yang diekstraksi dari umbi Cahlia.

Penelitian ini terbatas pada hal-hal berikut :

2



a. Al(ivitas inulinase hasil ekstraksi ditentukan pada kondisi optimumnya yaitu : pH

5, suhu 550C, dan lama inkubasi l0 menit.

b. lnulin dan inulinase diekstraksi dari umbi tanaman dahlia jenis bunga decorut{

formal yang tumbuh di daerah Padang Panjang. Jenis tanaman dahlia ini banyak

tumbuh di daerah tersebut

3



BAB II
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Umbi llahlia

Tanaman dahlia merupakan flora hias yang mempunyai potensial cukup baik untuk

dikembangkan dan mempunyai nilai komersial . Selain bunganya, umbi tanaman dahlia

juga mempunyai nilai komersial yang tinggi, karena mengandung inulin yang

merupakan polimer alami yang dapat diolah menjadi sirup fiuktosa

(Rukmanq2000: l0). Susunan tubuh tanaman dahlia terdiri dari umbi, batang, daun,

bunga. buah dan biji. Umbi akar adalah akar yang jaringannya berubah bentuk menjadi

tebal dan benrbah fungsinya sebagai tempat penyimpanan cadangan makanan. Bentuk

umbi dahlia bervariasi mulai dari bulat kecil sampai besar atau panjang hingga lonjong.

Struktur umbi dahlia terdiri atas kulit umbi berwarna putih kekuningan sampai

kecoklatan, daging umbi tebal berwarna purih. Umbi dahlia merupakan tempat

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

inulin. Pada umbi dahlia kering kadar inulin dapat mencapai 65,7%. Selain inulin, pada

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

Tabel l. Komposisi umbi dahlia kering

Kom sisi ( r t00 Kadar &L
Air )91

4,50

65,7

Sumber : Rukmana, 2000 : l0

2.2.Inulin

Inulin tergolong ke dalam senyawa karbohidrat jenis polisakarida dengan

monomemya adalah tiuktosa. Antara monomer fruktosa dihubungkan oleh ikatan

glikosida p(l-+2) fiuktosil-fruktosa membentuk fiukran . pada struktur ujung inulin

selain fruktosa juga rerdapat glukosa (Franck. 2003:442). Oleh sebab itu polimer inulin

dapat ditulis GFn yaitu fruktan dengan ujung terminal glukosa atau Fn yaitu fruktan

tanpa ujung terminal glukosa. Simbol n pada rumus tersebut adalah derajat polimerisasi

Abu
Protein
Inulin
Bahan- bahan lain (selulos4 lemak dan lain-lain) 21, 10



(DP). 2<DP<10 dikenal sebagai oligofruktosa. [nurin merupakan substrat bagi enzim

inulinase. Struktur molekul inulin dimuat pada Gambar [.
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Gambar l. Struktur inulin
(Frank, 2003:443)

Inulin berupa kristal putih yang dapat larut daram air panas, tetapi hanya sedikit

lanrt dalam air dingin atau etanol. Inutin dapat berfungsi sebagai prebiotik

(Bergner,2004: l). Prinsip ekstraksi inulin dari tanaman adalah memanfaatkan kelarutan

inulin dalam air dan eranol. Prinsip ekstraksi inulin dengan menggunakan etanol adalah

didasarkan pada sifat inulin yang sedikit larut dalam etanol, sehingga dengan etanol

inulin dapat diendapkan. [nulin mempunyai kemampuan untuk membenhrk

mikokristal jika disebar dalam air atau susu. Kristat-kristat ini tidak mengendap di
dalam mulut tetapi berinteraksi untuk membenruk suatu tekstur krem yang halus

(Niness,1999:2). lnulin tidak dapat dicema oleh enzim pencemaan, sehingga inulin
tidak dapat diserap oleh dinding usus halus dan inulin masuk ke usus besar tanpa tedadi

perubahan stnrktur. Di usus besar inulin difermentasi oleh mikroba, hasil fermenusi ini
bermanfaat bagi kesehatan , sehingga inulin dapat dijadikan sebagai probiotik(Bergner ,

2004: I ).

2. 3. Enzim Inulinase
Enzim inulinase tergolong ke dalam enzim hidrolase. Enzim ini merupakan katalis

pada rcaksi hidrolisis ikatan glikosida pada inulin. Hidrolisis inulin menghasilkan

lruktosa dan atau tanpa fruktootigosakarida. Fruktosa hasil hidrolisis ini dapat

5



dimanfaatkan untuk pembuaran sirup fruktosa Enzim ini dapat dieksuzksi dari fungi,

mikoorganisme dan anaman yang mengandung inulin.

2-3.1. Struktur Enzim Inulinase

Enzim inulinase yang telah dipelajari secara detail adalah inulinase dai Aspergilus

awamori merupakan satu untai polipeptida dengan 5 l8 buah residu asam amino. Massa

molekul relatif enzim ini adalah 57133. pada pusat aktif enzim inulinase dari

Asprgilus awamori terdapat dua residu asam amino katalitik yang penting yaitu :

Asp4l, suatu karalirik nukleophile dan Glu24l, suatu katalitik asam basa. AsplEg

menyediakan ikaran hidogen yang penting untuk pengenalan substrat (Nagem, 2004: l).
Bentuk tiga dimensi enzim ini merupakan stmktur sekunder dan tersier. struktur

sekunder disebabkan oleh ikatan hidrogen antara hidrogen amina dan oksigen karbonil

pada ikatan peptida. Strukur tersier enzim inulinase ini di dominasi oleh struktur 0-
pleated-sheet (Gambar 2). Smrkur tersier disebabkan oleh interaksi antara rantai

samping residu asam amino.

Gambar.2. Struktur Tersier inulinase dari Aspergillus Awamori

(Sumber: Nagem,2004 : l)
2J.2. Aktivitas Enzim Inulinase

Aktivitas enzim inulinase adalah kemampuan enzim inulinase dalam mengkatalisis

reaksi hidrolisis inulin yang sebanding dengan fiuktosa yang terbentuk pada kondisi

reaksi tertentu. Semakin banyak fiuktosa yang dihasitkan maka aktivitas enzim

6
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inulinase semakin tinggi. Aktivitas inulinase dapat juga didefinisikan sebagai pmol

fruktosa yang dihasilkan setiap menitnya pada kondisi reaksi rertentu (Gauda- 2002:4).

Definisi ini dinamakan juga satu unit inulinase. Sedangkan aktivitas spesifik enzim

inulinase adalah jumlah aktivitas enzim inulinase per miligram protein, semakin mumi

enzim inulinae tesebut maka aktivitas spesifiknya juga semakin tinggi.

Penentuan kadar frukrosa hasil hidrolisis inulin oleh enzim inulinase dapat

ditenrukan dengan metoda Somogyi-Nelson menggunakan alat spektrofotometer

(Plummer, I978:184-185). Fruktosa (ketosa) dalam laruran basa berada dalam

kesetimbangan dengan aldosa lewat zat antara tautomerik enadiol. Gugus aldehid pada

aldosa tersebut dalam suasana basa dapat dioksidasi oleh ion kupri (CurJ menjadi

suatu asam aldonat dan ion Cu2* direduksi menjadi kupro oksida (Cu2O). Ion kupro

(Cur ' ) selanjutnya direaksikan dengan reagen arsenomolibdat menghasilkan wama biru

(nolybderum blue). W arr,a biru yang terb€ntuk diukur absorbansinya dengan

spektrofotometer pada i maksimum fruktosa. lntensitas warna biru sebanding dengan

konsentrasi fruktosa dalam larutan tersebut.

Aktivitas optimum enzim inulinase dari berbagai sumber berbeda. Aktivitas

optimum inulinase yang dimumikan dari Aspergillus nivets adalah pH 4,0 dan 4,8,

suhu 450C pada medium 20 gL'r inulin (De Souza-Motta 2005: l). Al.tivitas optimal

inulinase da'i Khqneromyces marxianus ditemukan pH 5 dan suhu 600C (pesso4

1999:4-5). lnulinase dari Aspergillus fumigatus, aktivitas optimumnya adalah pH 5.5

dan suhu 45oC (Coud4 2002:589).

2.3.3. Ekstraksi Inulinase dcngau isopropanot, et&nol, aseton

Ekstraksi inulinase dari umbi dahlia dapat dilakukan dengan cara pengendapan.

Proses ini berdasarkan kelarutan protein pada garam anorganik atau pelarur 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 Gortner, 1957:229).

Jika pelarut organik seperti isopropanol, etanol atau aseton ditambahkan pada

larutan yang mengandung protein (pelamt air), maka kelarutan protein turun dengan

turunnya temperarur. Campuran ini tidak mem beku pada 00C. pada temperatur rendah

(di bawah l00C) molekul pelarut organik tidak dapat memasuki struktur intemal protein
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yang dapat menyebabkan ketidakstabilan struktur protein. Sebaliknya pada tempemtur

tinggi (di atas l00C) molekul organik kecil dapar memasuki celah permukaan protein

yang dapat menyebabkan terjadinya denaturasi. Pada keadaan ini, molekul organik

berinteraksi dengan residu asam amino intemal hidropobik protein. pada temperatur

yang lebih tinggi interaksi hidropobik intramolekul pada molekul protein lebih kuat dan

relatif lebih penting dalam memelihara integritas protein. Kehilangan interaksi ini dapat

mengakibatkan denahrFasi autokatalirik (Scopes, 1978:58). Dengan d€mikian protein

enzim lebih mudah terdenaturasi dalam pelarut organik di atas temp€rdtur 100C. Oleh

sebab itu suhu ekstraksi enzim ditakukan di bawah l00C dan sebaiknya di bawah 00C

Jenis pengekstrak yang digunakan mempengaruhi aktivitas emim yang dieksraksi.

Apabila permukaan erzim bersifat polar maka jenis pengekstrak yang akan

memberikan aktivitas yang tinggi adalah pengekstrak yang bersifat polarjuga. Enzim

bromelain yang diekstraksi dengan aseton dingin Cl50C) rnemperlihatkan aktivitas

yang lebih tinggi dibandingkan pengekstrak ammonium sulfat, metanol dan

isopropanol (Heinicke, 1957: 229). Aktivitas enzim kitinase dair Sclerodermo

columnare dan Trichoderma harziamtm lebih tinggi menggunakan pengektrak

ammonium sulfat dibandingkan pengekstrak etanol, dan aseton (Wljay4 2002:30).

Pemilihan pelarut isopropanol, etanol dan aseton didasarkan pada tingkat kepolaran

pelarut organik tersebut. Tingkat kepolaran etanol > isopropanol > aseton. Jika enzim

inulinase yang akan diekstraksi sifat kepolararannya tinggi maka diharapkan akan

mengendap tebih banyak dengan etanol . Dan sebaliknya jika sifat kepolarannya

rendah , maka enzim akan lebih banyak mengendap dengan aseton.

Pengendapan protein atau enzim juga ditentukan oleh tetapan dielektrik darilarutan

pengekstrak. Larutan yang mempunyai tetapan dielektrik lebih besar maka akan

mampu melakukan kontak lebih besar dengan molekul protein atau enzim. Etanol

mempunyai t€tapan dielektrik 25,00, isopropanol 18,3 dan aseton 20,7.
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BAB trI
TUJUAN DAI\I MAIUFAU{T PEI\IELITIAII

3.1. Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian adalah menentukan efektivias pengekstrak isopropanol,

etanol dar aseton terhadap aktivitas hulinase yang diekstraksi dari umbi dahlia

3.2. Manfast Penelitian

Penelitian ini termasuk kategori penelitian t yaitu penelitian yang memberikan

kontribusi pada perkembangan IPTEK dalam bidang biokimia dan kimia pangan.Mamfaat

dari penelitian ini adalah memberikan informasi tentang pengekstrak yang menghasilkan

enzim inulinase dari umbi dahlia dengan aktivitas paling tinggi. Dan enzim yang

dihasilkan dapat digunakan sebagai biokatalis pada pembuatan sinrp fiuktosa dari inulin



BAB IV

METODE PEIYELITIAN

4.1. Jenis Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimen yang akan dilakukan di

laboratorium Biokimia FMIPA UNP selama 6 bulan.

4. 2. Varisbel Penelitian

Variabel bebas penelitian ini adalahjenis pengekstrak yaitu isopropanol, etarol dan

aseton. Variabel terikat adalah aktivitas enzim inulinase.

4. 3. Raneangen Penelitian

Rancangan penelitian ini adalah rancangan acak lengkap dengan satu faktor. Faktor

tersebut adalah jenis pengekstrak yaitu isopropanol, etanol dan aseton. Ekstraksi

inulinase dilakukan 2 kali ulangan, dan setiap hasil ekstraksi ditentukan aktivitasnya

sebanyak 2 kali. Desain penelitian dapat ditulis seperti yang dimuat pada Tabel 2.

Tabel 2. Desain penelitian

Pen kstraksi Aktivitas inulinase (unit/mL)

Aseton

4.4. Alat dan Bahatr

Alat-alat yang digunakan adalah peralatan gelas, timbangan analitik, termometer,

oven, pH meter, UV-VIS, inkubator, lemari pendingin, magnetik stker, sentrifus dan

desikator. Bahan yang digunakan adalah umbi dahli4 aquades, buffer asetat, fruktosa

etanol, aseton, isopropanol, karbon aktif, ammonium molibdat, Na arsenat, KNa tartrat,

Na2COr, NaHCOr, Na2SOa, CuSOa.5H2O, H2SO4, Ba(OH)r, dan ZnSOr

4. 5. Prosednr penelitian

Langkah-langkah dalam penelitian adalah (l) Mengekstraksi inulin sebagai

substrat enzim inulinase dari umbi dahlia; (2) Mengekstraksi inulinase dari umbi dahlia

dengan isopropanol, etanol dan as€ton; dan (3) Menentukan aktivitas inulinase pada

kondisi optimumnya. Secara rinci langkah penentuan aktivitas inulinase hasil ekstraksi

dengan pengekstrak isopmpanol etanol dan aseton adalah sebagai berikut:

t0

isopropanol

Etanol



4.5. l. Ekstraksi inulin

Ekstraksi inulin dari umbi dahlia dilakukan sesuai prosedur Andyani (2001)

sebagai berikut : Umbi dahlia dibersihkan, dipotong, ditimbang 250 gram dan diblender

dengan 500 ml aquades. Kemudian campumn ini dipanaskan pada penangas air (suhu

E/C, selama l0 menit). Setelah dingin, disaring dan diambil filtratnya. Selanjutnya

filtrat sebanyak 6t5 mL ditambahkan eanol 30% sebanyak 246 mL. Larutan kemudian

disimpan di dalam freezer *lama l8 jam.

Larutan dibiarkan pada suhu ruang selama 2 jam lalu disentrifugasi dengan

kecepatan 9000 rpm selama l0 menit sehingga diperoleh endapan inulin basah t

sebanyak 50 mL dan sup€rnatan I sebanyak 800 mL. Endapan I dan sup€matan I positif

terhadap uji Seliwanof. Kemudian supemaran t ditambah etanol 30% sebanyak 320 mL

dan disimpan di dalam freezer selama 18 jam. Larutan dibiarkan pada suhu ruang

selama 2 jam, kemudian disentrifugasi pada kecepatan 9000 rpm selama [0 menit dan

diperoleh endapan inulin basah II seban-'-ak l0 mL dan supematan sebanyak 1075 mL.

Endapan I[ dan supematan II dengan uji Seliwanof memberikan hasil yang positif.

Supemamn ll ditambah eunol i0% sebanl'ak 430 m[- dan disirnpan di dalam fieezer

selama [8 jam, setelah itu dibiarkan pada suhu ruang selama 2 jam. Kemudian

supemaan disenrif-ugasi dengan kecepatan 9000 rpm selama l0 menit dan diperoleh

endapan inulin basah lll sebanyak I mL dan supernatan llt 1600 mL. Endapan llt
positifterhadap uji Seli*anofdan supemaran lll negatifdengan uji Seliwanof.

Endapan inulin basah I. II dan lll digabung kemudian ditambah aquades sebanyak

124 mL dan ditambah arang aktif sebanyak t gram, kemudian dipanaskan pada suhu

8/C selama 30 menit, setelah itu disaring dengan penyaring Buchner dan diperoleh

filtrat bening sebanyak 85 mL. Filrrat dikeringkan pada suhu 560C selama 24 jam dan

diperoleh inulin sebanyak 6 gram. Skema kerja dapat dilihat pada t^ampiran l.
4.5.2. Ekstraksi enzim inulinase

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

Umbi dahlia dingin dibersihkan dan dikupas setelah itu ditimbang sebanyak 600 gram

dan diambah 100 mL buffer aserar dingin 0.2M pH 5. Setelah iru diblender, kemudian

disaring dan diperoleh 50 gram residu sena 450 mL filrrar. Residu dan filtrat yang

diperoleh diuji dengan reagen Biurer dan memberikan hasil positif terhadap filtrate dan
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negative untuk residu. Filtrat dibagi 3 untuk dilakukan ekstraksi dengan isopropanol,

etanol dan aseton- Skema kerja dapat dilihat pada lampiran 2.

Ekstraksi dengan isopropanol.

Fraksinasi I: Filtrat sebanyak 150 mL ditambahkan [50 mL isopropanol p.a dingin

dan diaduk sampai homogen. l,arutan ini didiamkan dalam freezer s€lama 24 jam.

Larutan disentrifugasi pada 4000 rpm selama 15 menit dan diperoleh endapan 158,7

gram dan sup€rnatan !39 mL ( I ). Pada endapan dan supematan dilakukan uji Biuret,

keduanya memberikan hasil positif ( terbcntuk wama ungu ). Endapan yang dip€roleh

dikeringkan dalam lemari pendingin. Endapan yang kering dilarutkan dalam 0,2M

buffer asetat pH5. Fraksi caimya digunakan unnk fiaksinasi ke II dengan cara seperti

fi'aksinasi [.

Fraksinasi II : 139 mL supernatan I ditambah 139 mL isopropanol p.a dingin, (-

l00C) diaduk sampai homogeny dan disimpan di dalam freezer selama 24 jam. Larutan

disentrifugasi pada 9000 rpm selama l5 menit dan diperoleh endapan 25,0013 gram

dan supematan 237mL ( II ). Uji Biuret terhadap endapan dar supematan memberikan

hasil yang positif ( terbentuk warna ungu). Endapan yang diperoleh merupakan fraksi

enzim I

Fraksinasi III : 237 mL supernatant II ditambah 237 mL isopropanol p.a dingin, (-

l00C) diaduk sampai homogen dan disimpan di dalam freezer selama 24 jam. Larutan

disentrifugasi pada 9000 rpm selama 15 menit dan diperoleh endapan 2,1667 gram

dan supematan 430 mL ( III ). Uji Biuret terhadap endapan dan supematan memberikan

hasil yang positif ( terbenruk warna ungu). Endapan yang diperoleh merupakan fraksi

enzim 2

Fraksinasi IV: 430 mL supernatan III ditambah 430 mL isopropanot p.a dingin, (-

l00C) diaduk sampai homogen dan disimpan di dalam freezer selama 24 jam. Larutan

disentrifugasi pada 9000 rpm selama 15 menit dan diperoleh endapan 0,4504

gram dan supernatan E00 mL ( IV). Uji Biuret terhadap endapan dan sup€matan

memberikan hasil yang negativ. Skema kerja dapat dilihat pada lampiran 3
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Ekstraksi dengen etanol

Fraksinasi l: Filtrat sebanyak 150 mL ditambahkan 150 mL etanol p.a dingin dan

diaduk sampai homogen. Larutan ini didiamkan dalam Jreezer selama 24 jam. Larutan

disentrifugasi pada 40ffi rpm selama t5 menit dan diperoleh endapan 103,5 gram dan

supematan 143 mL ( I ). Pada endapan dan supematan dilakukan uji Biuret, keduanya

memberikan hasil positif ( terbentuk wama ungu ). Endapan yang diperoleh

dikeringkan dalam lemari pendingin. Endapan yang kering dilarutkan dalam 0,2M

buffer asetat pH5. Fraksi caimya digunakan untuk fraksinasi ke II dengan cara seperti

lraksinasi I.

Fraksinasi II : 143 mL supematan I ditambah l4j mL etanol p.a dingin, (- l00C)

diaduk sampai homogen dan disimpan di dalam fieezer selama 24 jam. l_arutan

disentrifugasi pada 9@0 rpm selama 15 menit dan diperoleh endapan 22,6797 gram

dan supematan 249 mL ( II ). Uji Biuret terhadap endapan dan suprematan memberikan

hasil yang positif ( terbentuk warna ungu). Endapan yang diperoleh merupakan taksi
enzim I

Fraksinasi III : 249 mL supemaranr II ditambah 249 mL etanol p.a dingin, ( l00C)

diaduk sampai homogen dan disimpan di dalam fieezer selama 24 jam. t^arutan

disentrifugasi pada 9000 rpm selama 15 menit dan diperoleh endapan 5,300E gram

dan supematan 450 mL ( III ). UjiBiuret terhadap endapan dan supematan memberikan

hasil yang positif ( terbenruk wama ungu). Endapan yang diperoleh merupakan fiaksi
enzim 2

Fraksinasi IV:450 mL supemaran III ditambah 450 mL etanol p.a dingin, C l00C)

diaduk sampai homogen dan disimpan di dalam freezer selama 24 jam. Lanrtan

disentrifirgasi pada 9000 rpm selama l5 menit dan diperoleh endapan 0,45M gram dan

supomatan 9(m mL ( IV). Uji Biuret terhadap endapan dan sup€matan memberikan

hasil yang negativ. Skema kerja dapat dilihat pada Lampiran 4

Ekstraksi dengan sseton

Fraksinasi I: Filtrat sebanyak 150 mI_ ditambahkan 150 mL aseton p.a dingin dan

diaduk sampai homogen. t arutan ini didiamkan dararn freezer selama 24 jam. t arutan

disentrifugasi pada 9000 rpm selama l5 menit dan diperoleh endapan 107,64 gram dan

supernatan 143 mL ( I ). Pada endapan dan supematan dilakukan uji Biuret, keduanya
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memberikan hasil positif ( terbentuk wama ungu ). Endapan yang diperoleh

dikeringkan dalam lemari p€ndingin. Endapan yang kering dilarutkan dalam 0,2M

buffer asetat pH5. Fraksi cairnya digunakan untuk {iaksinasi ke Il dengan cara seperti

fraksinasi l-

Fraksinasi II : 143 mL supernaran I ditambah 143 mL aseton p.a dingin, C l00C)

diaduk sampai homogen dan disimpan di dalam fieezer selama 24 jam. Larutan

disentrifugasi pada 9@0 rpm selama l5 menit dan diperoleh endapan 23,6143 gram

dan supematan 200 mL ( II ). uji Biuret terhadap endapan dan supernatan memberikan

hasil yang positif ( terb€nruk warna ungu). Endapan yang diperoleh merupakan Faksi

enzim I

Fraksinasi lll : 200 mL supematan ll ditambah 200mL asetonp.a dingin, (- l00C;

diaduk sampai homogen dan disimpan di dalam fieezer selama 24 jam. Larutan

disentrifirgasi pada 9@0 rpm selama 15 menir dan diperoleh endapan 2,0163 gram

dan supematan 357mL ( III ). Uji Biuret terhadap endapan dan supematan memberikan

hasil yang positif ( terb€ntuk warna ungu). Endapan yang diperoleh merupakan flaksi

enzim Il

Fraksinasi IV: 357 mL sup€maran III dirambah 357mL aseton p.a dingin, (- l00C)

diaduk sampai homogen dan disimpan di dalam fieezer selama 24 jam. Larutan

disentrifugasi pada 9000 rpm selama 15 menit dan diperoleh endapan 0,203 gram

supematan 800 mL ( IV). Uji Biuret terhadap endapan dan supematan memberikan

hasil yang negativ. Skema kerja dapat dilihat pada Lampiran 5

4.5.3. Pengukuran absorbansi larutau standar fruktose

Larutan standar fruktosa ditentukan absorbansinya sesuai prosedur Nelson,s

(Alexander, 1993l57). Langkah penama adalah menentukan I maksimum fruktosa

dengan menggunakan larutan standar fruktosa 30 ppm. Absorbansi diukur pada variasi

r 500-E00 nm. Absorbansi larutan standar fruktosa dilakukan pada I maksimum larutan

fruktosa- Pada masing-masing tabung reaksi dimasukkan lmL larutan standar &uktosa

dengan variasi konsentrasi 10,20,30,40,dan50 ppm. Kemudian ke dalam setiap rabung

reaksi ditambahkan I mL reagen Nelson's tabung reaksi ditutup dan dipanaskan pada

penangas air mendidih selama 20 menit. Larutan segera didinginkan sampai suhu

kamar (250C). Selanjutnya pada larutan ditambahkan I mL reagen ArsenomoliMat ,
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diaduk dan dibiarkan beberapa menit sampai gas CO2 hilang. Selanjutnya ditambahkan

aquades 7 mL dan absorbansi diukur pada )'" 749 nm ( l.maks). Sebagai blanko adalah

aquades yang diperlakukan sama s€perti sampel. Skema kerja dapat dilihat pada

Lampiran 6

4.5.4. Aktivitas euzim inulinase dari umbi drhlia

Penentuan aktivitas inulinase dilakukan sesuai metoda Somogyi-Nelson (plummer.

1978:184-185). Inulin l% (b/v) sebanyak 2 mL dimasukkan ke dalam sedereran tabung

reaksi- Pada masing-masing tabung reaksi ditambahkan I mL enzim inulinase I mgiml
larutan 0,2M buffer as€tat pada pH 5 (hasil ekstraksi dengan isopropanol, etanol dan

aseton). Tabung reaksi tersebut diinkubasi selama 30 menit. Reaksi enzimatis

diinaktifkan dengan mencelupkan tabung reaksi ke dalam air mendidih selama 30

men it. Setelah dingin ditambahkan 1,5 mL larutan 0,3N Ba(OH)r, dikocoh kemudian

ditambahkan 1,5 mL ZnSO+ 5%, dikocok sampai homogen dan dibiarkan selama 5

menit. Setelah itu disentrifus selama 20 menit, filtratnya yang bening (b€bas protein)

dipisahkan.

I mL filtrat bebas protein dirambahkan I mL reagen Nelson's, tabung reaksi

ditutup dan dipanaskan pada penangas air mendidih selama 20 menit. Larutan segera

didinginkan sampai suhu kamar (250C). pada larutan tersebut ditambahkan I mL

reagen arsenomoliMat, diaduk dan dibiarkan beberapa menit sampai buih hilang.

S€lanjutnya ditambahkan aquades 7 mL, absorbansi di ukur pada I749 nm (
i.maksimum). Sebagai blanko adalah aquades yang diperlakukan sama seperti sampel.

Sebagai kontrol adalah larutan inulin I% ditambah air I mI- dan diperlakukan sama

seperti sampel. Skema kerja dapat dilihat pada Lampiran 7

4. 6. Pengolahan dan Aaalisis DtCa

Data absorbansi larutan fruktosa hasil hidrolisis inulin akibat aktivitas enzim

inulinase hasil ekstraksi dengan pengekstrak isopropanol, etanol dan aseton, ditentukan

kadar fruktosanya dengan menggunakan p€rsamaan regresi lamtan standar fruktosa yaitu :

Y: o + pX - Untuk menentukan aktivitas inulirrase adalah dengan cara menghitung mol

atau mikromol fruktosa yang dihasilkan di bagi dengan waktu inkubasi

pmol fruktosa
Aktivitas enzim :

Waktu inkubasi
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BA-B V
IIASIL DAN PEMBAHASAN

5.1. Ekstrak Inulin

Dari penelitian yang telah dilakukan diperoleh inulin sebanyak 6,0 gram dari 250

gmm umbi dahlia. Untuk uji kualitatif inulin dilakukan dengan uji Seliwanof, diperoleh

hasil positifyang ditandai terbentuknya wama merah pada larutan.

5.2. Ekstrak Inulinasc Kasar

Inulinase diekstraksi menggunakan pelarut aseton, isopropanol dan etanol dingin

(suhu dibawah 0t) sesuai prosedur Ulam Sari yang tetah dimodifikasi.

Dari 200 gram umbi dahlia unruk masing-masing petarut diperoleh inulinase kasar

s€p€rti yang terdapat pada Tabel 3,4 dan 5 berikut:

Tabel.3. Ekstrak Kasar Innlioase Dengan Pelarut asetoa

Fraksi Berat ekstrak enzim (gram) Uji Biuret

I 23,6113 +

2 2.0 t63

Tabel.4. Ekstrak Kasar Inulinase Dengan Pelarut isopropanol

Fraksi Berat ekstrak enzim (gram) Uji Biuret

I 25, 1003 +

2 2,t667 +

Tabel.S. Ekstrak Kasar Inulinase lkngan Pengekstrak etaEol

Fraksi Berat ekstrak enzim (gram) Uji Biuret

I 22,6797 +

2 2,0008 +

+
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5.3. Paujang gelombang Maksirnum Larutan Standar Fruktosa

Panjang gelombang maksimum larutan standar fruktosa ditentukan dengan variasi

panjang gelombang 500 sampai 800 nm dengan konsentrasi fiuktosa 30 ppm Dari hasil

pengukuran diperoleh L

maks 749 nm. Grafik hubungan absorbansi dengan panjang gelombang seperti Gambar.-l

beriku
19lha (a",g -e.rC,;

or..i31j:r3ii,: a!--:: t : --

t

l
Ii
.1

i

, ;4,.

1'
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Gambar.l- Grafik hubungan absorbansi larutan frukrosa dengan panjang gelombang

5.4. Absorbansi Larutan Standar Fruktosa

Absorbansi larutan standar fruktosa diukur pada ), maks. 749 nm. Konsentrasi

lanrtan standar yang digunakan l0 - 50 ppm. Absorbansi [arutan standar liuktosa hasil

pengukuran dapat di tihat pada Tabel 6 berikut

Tabel.6. Absorbansi Larutan Standar Fnrktosa pada I maks. 749 nm

No Konsentrasi larutan
fruktosa (ppm)

Absorbansi

I l0 0,12960
2 20

JO
.10

0 25449
0J9384
0,61522

I

5 50 0,86114
4
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5.5. Absorbansi Laruten Fmktose Hasil Hidrolisis lnulin Oleh Inulinase

Inulinase yang digunakan untuk menghidrolisis inulin adalah inulinase hasiI ekstraksi

dengan aseton, etanol dan isopropanol. Hidrolisis dilakukan dengan waktu inkubasi 30

menit, pH 5, suhu 55"C dan konser.rasi inulin l%. Absorbansi larutan fruktosa hasil

hidrolisis dapat ditihat pada Tabel 7,E dan 9

Tabel.7. Absorbausi LarutanFruktosa Hasil Hidrolisis Inulin Oleh Inulinme
Yang Diekstraksi DcngsE Etanol

tFraksi

II

Kontrol

Tabel.E. Absorbansi LarutanFruktosa Hasil Hidrolisis Inulin Oleh Inulinese

Yang Diekstreksi Dengan Isopropanol

Fraksi Absorbansi
Ar)

0,636
0,636

II 0,476
0,476

Kontrol

Tabel.9. Absorbansi LarutanFruldosa Hasil Hidrorisis Inulin oteh Innlinase

Yang Dhkstraksi Dcngan Aseton

Fraksi Absorbansi
A1

II 0,.t56
0,{56

Kontrol 0,261
0,26S

I

I

I

Absorbatrsi
(Ar)

IAbsorbansi
(A'

Rerata A Rerata A2 Rerata A1 dan
A2

0,640
0,636

0,640
0,646

0,63E 0,643 0,6405

0,592
0,598

0,5r9
0,514

0,59s 05160 0,5s57

0264
0,265

0,267
0,264

0,26s

I

0,265 0,265

Rerata AtAbsorbansi
(Ar)

Rerata A2 Rerata A1 dan
A

0,6360,632
0,632

0,632 0,634

o.4760,458
0,456

0,457 0,466

0 65
0,,261 0J6s0,267

0,264
0"265 0,265

Absorbansi
(A'

Rerata Al Rerata A2 Rerata .4.1 dan A.2

0,5r6
0516

0,5170,522
0,522

0,522 0,sr8

0,458
0.450

0,456 0,454 0,455

0,26s0.267
0,264

0,26s 0265
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5.6 Analisis Data

5.6.1. Penentuan Persam*cu Regresi LarEtan Standar FrukGosa

Data absorbansi larutan stanCar pada variasi konsentrasi dianalisa dengan

persamaan regresi linier : Y: c + p{ Dari hasil analisa diperoleh harga :

ct: -0,096343 dan B:0,0182381 dan r:0.988597

Persamaan regresi linier larutan standar fruktosa adalah :

Y : - 0,096343 + 0,0182381X

Data dan perhitungan regresi linier dari larutan standar fruktosa dapat dilihat pada

lampiran 7

5.6.2- Konscntrasi Fruktosa Hasil Hidrolisis Iuulin oleh Inuhoase

Konsentrasi fruktosa hasil hidrolisis ditentukan berdasarkan harga absorbansinya

yang dianalisis dengan persamaan regresi linier dari larutan standar fruktosa yaitu : Y:
- 0,096343 + 0,0182381X. Contoh perhitungan terdapat pada Lampiran .Dari hasil

analisis diperoleh konsentrasi fruktosa sepeni yang tertera pada Tabel l0 berikut.

Tabel.l0. Konsentrasi Fruktosa Hasit Hklrolisis Inulin Oleh Inulinase Yang

diekstraksi Deng*u Variasi Pengekstrfl k

Ekstrak Enzim Larutan Pengekstrak Konsentrasi Fruktosa
ml

5.6J. Aktivitas Ekstrak Inuhnase.

Aktivitas ekstrak inulinase dinyatakan sebagai pmol fruktosa yang dihasilkan

permenit. Untuk menentukan harga aktivitas ekstrak inulinase digunakan rumus :

xt
Aktivitas ekstrak inulinase ----------x---------

Mr Fruktosa r

X- konsentrasi fiuktosa (pglml)
t = wakhr inkubasi (menit)

Fraksi I
II

Etanol 25,8712
21,2216

Fraksi I
II

Isopropanol 25,5148
r6J034

Fraksi I
II

Aseton 19,r545
15,7002

l9



Dari hasil analisis diperoleh aktivitas ekskak inulinase pada variasi larutan pengekstrak

seperti yang tertera pada Tabel I I berikut. Grahk aktivitas inulinase untuk fraksi I dan

II dengan pengekstrak etanol, isopropanol dan aseton dapat dilihat pada Gambar 4.

Contoh pe rhiongan dapat dilihat pada Lampiran E

Tabel.l l. Aktivitas Ekstrak Inulinase dengan Pengekstrak Etanol, Isopropanol

dan Aseton

Ekstrak Enzim Larutan Pengekstrak

Fraksi I
II

Etanol 4,78.10'l
3,92 l0-l

Fraksi I
II

Isopropanol 4,72. tr't
3,02. r0r

Fraksi I
II

Asetoo 3,54 l0-3
2,90. l0-3

6 00t-03

5.C0E,0i

4.OO[-0i

I OOE-C3

2.00E-03

i.ooE,03

0.00E+o0

et.rnol rioprop.)nol .r5cton

--+* frak51 1 +fraksa 2

Gambar 4. Grafik Aktivitas Ekstrak foriiomJ t"t,rU Setiap f,aruao eengekstrak

5.7. Pembahasan

lnulinase yang diperoleh pada masing-masing larutan pengekstrak masih

dalam bentuk ekstrak kasar. Dari hasil penelitian, diperoleh ekstrak kasar enzim

inulinase untuk fraksi I dengan pengekstrak isopropanol, aseton dan etanol masing-

20
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masing adalah : 25,1003 Erdm,23,6143 gram dan 22,6797 gram. Dari hasil uji

biuret untuk ketiga endapan liaksi I memberikan uji positif terhadap protein

dengan kepekatan wama ungu yang berbeda .Endapan dengan pengekstrak etanol

memberikan wama yang lebih pekat dibandingkan dengan isopropanol dan aseton,

meskipun jumlah endapannya lebih sedikit. Warna ungu timbul karena

terbenhrknya komplek Cu2'dari reagen Biuret dengan empat atom nitrogen pada

untai peptide atau protein dalam larutan alkali (Clarlq 1977 : 75). Hal ini

menandakan bahwa kandungan protein dari ekstrak eanol lebih tinggi. Apabila

daa ini kita hubungkan dengan data aktivitas ekstrak inulinase, temyata

mempunyai korelasi yang linier, dimana aktivitas ekstr-ak inulinase tertinggi adalah

hasil ekstraksi dengan etanol, seperti yang tertera pada Tabel I l. Aktivitas ekstrak

inulinase dari ketiga pengekstrak menurun dengan berkurangnya sifat kepolaran

dari pengekstrak, hal ini berarti bahwa inulinase pada umbi dahlia mempunyai

residu asam amino dengan R polar, seperti inulinase dari Aspergillus Awamori

dimana mengandung residu katalitik asam amino yang bersifat polar yaitu : Glu

241 dan Asp 41. Untuk memperkuat data ini perlu dilakukan penentuan struktur

dan urutan residu asam amino dari umbi dahlia ini.

Jumlah endapan ekstrak enzim pada fraksi Il untuk ketiga pengekstrak lebih

sedikit dibandingkan liaksi I, hal ini disebabkan sebagian besar protein atau enzim

inulinase sudah diendapkan pada fraksi I. Dan aktivitas ekstrak inulinase juga

menurun pada {iaksi II.

2l



BAB \1

KESIMPULAAI DAI\I SARAN

6.1. Kesimpulan

Dari hasil penelitian yang telah dilakukan bahwa aktivitas ekstrak inulinar tertinggi

untuk fiaksi I dan I[ adala-h inulinase yang diekstrak dengan etanol, dan yang terendah

adalah inulinase yang diekstrak dengan aseton. Berdasarkan aktivitas ekstrak

inulinase pada fraksi I dan II maka larutan pengekstrak yang lebih efektif digunakan

adalah etanol.

6. 2. Saran

Berdasarkan hasil penelitian ,maka dapat disarankan :

l. Pengekstrak yang efektifdigunakan untuk mengekstrak inulinase dari umbi dahlia

adalah etanol

2' Perlu dilakukan penelitian tentang pemumian dan penentuan struklur dan urutan

residu asam amino inulinase untuk memperkuat hasil penelitian di atas dan untuk

memperoleh aktivitas inulinase yang lebih tinggi..
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Lampiran.l, Skema Kerja Ekstraksi Inulin

Umbi llahlia

tlji sctiwanoff

Hasil (-)

/ Dikuliti, dibenihkan, diporong dan dirimbang
sebanyak 250 g

/ Ditambah 500 mL aquadcs dan diblender

/ Dipanaskan pada suhu 8G.90 0C 
selama 30 menit dan

disari ng

i seliwanoff
Hasit (+)

Ditambahkan 246m1 etanol 30ole
Disimpan dalam ficezc(- t00C), l8jam
t-arutan dibiarkan pada suhu kamar
selama t 2jam
Disentrifuse pada kecepahn qno rpm, l0

menit
uji scliwanoff

llji seli$anoll'

tiji selin'anoff

tlj i seliwanotT
Hetsil (+)

. dicampur dengan endapan inulin

. ditambhahkan I50 ml aquades

. ditambah I gram karbon aktil

. dipanaskan pada suhu 870 C selarna 30 menit. Disaring dengan kertas saring

Ditambahkan 320 mL eranol 30%
Disimpan dalam lieeze(-l0oc), l8 jam
Larutan dibiarkan pada suhu kamar
sciama:! 2jam
Disentrilusc pada kocepatan 9&)0 rpm. l0
menit

i40 ml etanol 307o
Disimpan dalam lieezert t00C), l8jam
Laruan dibiarkan pada suhu kamar
selama 1 2jam
Disentrifuse pada keceparan 9000 rpm, t0
menit

i seliwanoff

I la-sil (-)

ngkan pada suhu 60oC selama 22 jam
Dihaluskan

Supernatan I

800 mL

Inulin (6 eram )

Hasil (r)

Jus Umbi Dahlia

Filtrat (615 mllResidu

Eodapan inulin Basah I

i0 mL

tlasil ( 1)

Endapan inulin Basah 2
l0 mt_

t{asil (+)

SuFmatan 2 ( 1075 mL)

Irndapan inulin Basah l
lml

Filtrdt Bening

Supematan 3 ( l6OOmL)
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tjmbi Dahlia

Jus Umbi Dahlia

Residu 59 g
Filtrat 450 ml

Lampiran.2. Skema Kerja Pembuatan Jus Umbi Dahlia

Dikuliti, dibersihkan, dipotong dan ditimbang

sebanyak 600 g

ditambahkan 300 mL buffer asetat pH 5 dan

diblender

disaring

U.ii biuret

Hasil (+)

Dibagi 3

rla-sil G)

150 ml 150 ml 150 ml

26
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Filh-dt (150 ml.)

Lampiran.3. Skema Keria Ekstraksi Inulinase dengan isopropanol

disimpan di lemari es selama 24jam
disefltrituse kecepatan 9000 rpm,s menit

U i biuret

uret

Hasil(+)

ditambahkan 139 ml isopropanol p-a
disimpan dalam lemari es, 24 jam
disenuifuse prada kecepatar 9000 rpm, 15

menit
Uji biuret

U i biuret

ibiuret

uj i biuret

ditambaikan 237 mL isopropanol p.a
disimpan dalam lemari es, 24 jam
diSentrifuse pada kec€patan 9000 rpm,5

menit
Uji biuret

Hasil(+)

Hasil f+I

ditambahkan ,130 mI isopropanol p.a
disimpan dalam lcmari es, 24jarn
diSentrifuse puda kcc€patan 9000 rpm.
5menit

uji Biuret

Negative G)

Supematan ,l (90O mL)
Endapan (0.20a g)

negatif

llasil (+)

Fraksi Enzim II (2,1667 g)
Supematan 3 (410 mI-)

Endapan 158,7 g

tlasil (+)

Sup€maran t (t39 mL)

Fraki enzim I (25.0013 g) Supematan 2 (237 mL)

tlasil (+)
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Fraksi enzim l(22,6797 gl

I lasil (11

Supcmatan 2 (249 ml-)

Fraksi Enzim II (5,3008 g) Supcmatan 3 (450 mL)

Supematan 4 (800mL)
Endapan (0,450.1 g)

Endapan 103,5 g

Hasil (+)

f ilrd (150 mL)

Lampiran.4. Skema Kerja Ekstraksi Inulinase Dengan Etaool

disimpan di lemari es selama 24jam
disrn tri firse kecepahn qnO rp'rn,s menit

Sup€matan I ( l43mt,) Uji biura

i biuret

tlasil (+)

ditambahkan l4l ml etarol p.a
disimpan dalam lemari es,24 jam
disentrifuse pada kccepatan 90OO rpm, 5
menit

uii biuret-

i biuret

ji biuret

Ilasil { f}

uji biuret

Negative (-) Negative (-)

ditambahkan 24gmletanol p.a
disimpan dalam lemari es, 24jam
diSentrifuse pada keceparan 9000 rpm, 5
menit

Hasil (+)

llasil(+)

ditambahkan 4i0 mL eranol p.a
disimpan dalam lemari es! 24 jam
diSenrifuse pada kecepatan (XmO rpm. 5 menit

uji Biuret
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Lampiran.T. Skema Kerja Petrentuan Serapan L&rut&n Standar Fruktosa

Penentuan Serapan Larutan Standar Fruklosa ( Penentuan Kurva Standar Fruktosa)

I mL larutan Fnrktosa
10, 20, 30,40, dan 50 ppm

Absorban

Blanko : Aquades sebagai pengganti sampel yang diperlakukan sama

Tambahkan I mL Cu alkalis
Panaskan pada suhu l00oC, l5 menit
Dinginkan pada suhu ruangt l0
menit
Tambahkan I mL reagen
Arsenomolibdat dan aduk rata
Tambahkan 7 mL aquades
Kocok hingga gelembung gas CO2
habis
Diamkan selama 30 menit
Diukur absorban pada ).+e,
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Lampiran.E. Skema Kerja Penentuan Aktivitas Inulinase

Aquades sebagai pengganri sampel yang diperlakukan sama
lnulin tanpa enzim 1'ang diperlakukan sama

Tambahkan I mL ekshak inulinase I

mg/ml yang dilarutkan dalam buffer
Asetat pH 5

Inkubasi selama 30 menit pada suhu
550(l
Paraskan pada suhu l0OoC selama 20
menit dengan p€nangas

Tambahkan 1,5 mL Ba(OH)2 0,3N
dan aduk hingga homogen
Tambahkan I,5 mt. ZnSO+ 5% dan
aduk hingga homogen
Sentrifuse selama l0 menit dengan
kecepatan 9000 rpm

Tambahkan I mL Cu alkalis
Panaskan pada suhu l00oC. t5 menir
Dinginkan pada suhu ruangl l0
menit
Tambahkan I mL reagen
Arsenomolibdat dan aduk rata
Tambahkan 7 mL aquades
Kocok hingga gelembung gas C01
habis
Diamkan selama 30 menit
Diukur absorban pada 7 1as,nn

Larulrn

I rlt.a]

I

Blanko
Kontrol

2 mL ekstrak inulin dengan
konsentrasi l7o

I ml. tilEat

Absorban
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Lempiran.T. Data Dan Perhitungan Regresi Linier Lgrutsn Stendar Fruktosa

Y x.Y

n. L rr - (It-r{I .r'.t

r'(,'.lr: - iIr):) (.r,I,r': - il-r'-i:l

r = 0.98E597

p = 0,01 8238 t

cr : - 0.096341

x r
100

YZ

0,01679l0 0,12960 1,2960
20 0,25449 400 0,06476 2,5449
30 0J9384 900 0,155I I

0J7E49
3,9384

40 0,61322 I600 6,1522
50 0,84114 2500 0,74156 8,4tt4

t:150 >: 2,,25429 x: 5500 ,: rJ567I X= E5,E66t

JJ



Iampiran E. Cotrtoh perhitungar p€trertuen aktivtas enzim inutinase

xl
Aktivitas ekstrak inulinase: -__-_--x_______--

Mr Fruktosa t

Konsentrasi Fruktosa (X) = 25,g7l2pglml

t = 30 menir Mr fruktosa: lg0,l62

25,E7t2pg/mt I
Aktivitas ekstrak inulinase x -_-___--____-___

180.t62 g/mot j0

= 4,7E.10=' unit/mL
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