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Penentuan Aktivitas Inulinase Bakteri Pendegradasi Inulin pada Substrat
Inulin

Ikri Yana Rizki Ritonga
ABSTRAK

Inulin dapat dihidrolisis menjadi fruktosa dan fruktooligosakarida (FOS)
menggunakan katalis inulinase. Inulinase dapat diisolasi dari tumbuhan dan
mikroorganisme. Aktivitas inulinase didefinisikan sebagai jumlah inulinase yang
mengkatalisis pembentukan 1 pmol fruktosa setiap menitnya pada kondisi reaksi
tertentu. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk menentukan aktivitas optimum
dan tipe aksi bakteri pendegradasi inulin pada variasi pH (4,5; 5; 5,5; 6; 7; 8),
suhu (20 °C; 30 °C; 37 °C; 40 °C; 50°C), variasi konsentrasi substrat adalah (0,5%:
1%; 1,5%; 2%, 2,5%). Penentuan aktivitas inulinase bakteri pendegradasi inulin
dapat dilakukan menggunakan pereaksi asam dinitrosalisilat (DNS), absorbansi
diukur dengan menggunakan Spektrofotometer 20D pada panjang gelombang 510
nm. Hasil yang diperoleh pada penelitian ini adalah aktivitas optimum inulinase
bakteri pendegradasi inulin pada substrat inulin yaitu pH 5, suhu 37°C dan
konsentrasi substrat 2,5%.

Kata kunci: Inulin, Inulinase, Aktivitas Inulinase



Determination of Activity Inulinase Inulin Degradation Bacteria on Inulin
Substrate

Ikri Yana Rizki Ritonga
ABSTRACT

Inulin can be hydrolyzed into fructose and fructooligosaccharide (FOS)
using an inulinase catalyst. Inulin can be isolated from plants and microorganism.
Inulinase activity is defined as the amount of inulinase which catalyzes the
formation of 1 pumol fructose every minute under certain reaction conditions. The
purpose of this study was to determine the optimum activity of inulinase inulin
degrading bacteria at various pH (4,5; 5; 5,5; 6; 7; 8), temperature temperature (20
°C; 30 °C; 37 °C; 40 °C; 50°C), the variation in substrate concentration are (0,5%;
1%; 1,5%; 2%; 2,5%). Determination of inulinase activity of inulin degrading
bacteria can be done using dinitrosalysilic acid (DNS) reagents, absorbance is
measured using a 20D spectrophotometer at a wavelength of 510 nm. The results
obtained are optimum inulinase activity that is pH 5, temperature 37°C, and
substrate concentration of 2,5%.

Keyword : Inulin, Inulinase, Inulinase Activity
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BAB |
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Saat ini bahan pangan tidak hanya dituntut untuk dapat memenuhi kebutuhan dasar
manusia, tetapi diharapkan juga dapat berfungsi sebagai kesehatan manusia. Oleh karena
itu, dikalangan masyarakat dunia lahirlah konsep pangan fungsional. Produk pangan
fungsional telah banyak ditemui di Indonesia saat ini baik yang diproduksi didalam negeri
maupun impor. Salah satu golongan senyawa yang termasuk pangan fungsional adalah
inulin.

Inulin dapat ditemukan dari produk alami yang berasal dari umbi dahlia, akar chicory,
dan jerussalem arthicoke. Tanaman tersebut memiliki jumlah kandungan inulin yang
cukup besar sehingga sering dimanfaatkan untuk produksi inulin secara komersial. Akan
tetapi, di Indonesia hanya umbi dahlia yang dapat cocok untuk dikembangkan
(Manguwidjaja, 2009).

Hidrolisis molekul inulin  menghasilkan fruktosa atau hidrolisis parsialnya
menghasilkan FOS dengan memutus ikatan  (2-1) fruktofuranosida. Selain dari inulin,
produk fruktosa juga dapat dihasilkan dari pati. Akan tetapi, produksi yang berasal dari
pati memiliki randemen maksimum +45% fruktosa. (Workman dan Day, 1993; Gupta,
1990), sedangkan proses produksi fruktosa dengan bahan baku inulin hanya melalui satu
tahapan proses yakni hidrolisis inulin menggunakan inulinase yang dapat menghasilkan
randemen fruktosa sekitar 90-95% (Mansfeld et al , 1992).

Enzim yang digunakan untuk mengkatalisis reaksi hidrolisis inulin menjadi fruktosa
dan FOS disebut inulinase dengan memutus ikatan glikosida pada molekul inulin (Singh
dan Singh, 2010). Inulinase dapat diisolasi dari mikroorganisme (bakteri, kapang, khamir,

ragi) maupun tanaman (umbi dahlia, akar chicorv, jerussalem arthicoke).
1



Inulinase yang diisolasi dari fungi yaitu Aspergillus awamori, Sterigmatocystis nigra,
Penicillium sp. 1. Inulinase yang diisolasi dari bakteri adalah Lactobacillus plantarum,
sedangkan pada ragi dapat ditemukan pada Candida kefyr, Candida salmenticensis,
Kluyveromyces fragilis , Debaromyces cantarelli, dan D. phaffii (Vandame dan Derycke,
1983). Pada penelitian ini, crude inulinase yang digunakan dari isolat bakteri asam laktat
(BAL) yang berasal dari dadih.

Penentuan jumlah produk inulinase yang dihasilkan, dapat dilakukan dengan uji
aktivitas inulinase. Aktivitas inulinase didefenisikan sebagai jumlah inulinase yang
mengkatalisis pembentukan 1 pmol fruktosa setiap menitnya pada kondisi reaksi tertentu.
Aktivitas inulinase dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor, diantaranya adalah pH, suhu,
dan konsentrasi substrat (Azhar, 2016).

Inulinase yang berasal dari sumber yang berbeda akan menghasilkan aktivitas yang
berbeda. Berdasarkan penelitian sebelumnya, inulinase cenderung aktif pada suasana asam
(4,5-6,0). Inulinase yang diproduksi dari bakteri Bacillus sp. memiliki aktivitas optimum
pH 8 dengan suhu 50°C, Aspergillus sp memiliki aktivitas optimum pada pH 5 dengan
suhu 45-55 °C. Inulinase yang berasal dari Pseudomonas mucidolens optimum pada pH 6
dengan suhu 55 °C (Trytek, 2015). Perubahan pH dapat merubah konformasi enzim, gugus
pada posisi aktif maupun pengikatan enzim substrat (Wiseman,1985).

Instrumen yang digunakan untuk mendeteksi adanya gula pereduksi yang dihasilkan
akibat aktivitas inulinase antara lain spektrofometeri UV Vis. Untuk mengetahui kadar
gula pereduksi yang dihasilkan dari reaksi enzimatis inulinase digunakan asam dinitro
salisilat (DNS). Asam dinitro salisilat (DNS) jika bereaksi dengan gula pereduksi akan
membentuk asam 3-amino-5-nitrosalisilat (Miller, 1959). Reaksi gula pereduksi dengan

reagen DNS merupakan reaksi redoks dimana gugus aldehid akan teroksidasi menjadi



karboksil, sedangkan DNS akan tereduksi membentuk asam 3-amino-5-nitrosalisilat
(Kusmiati dan Agustini, 2010).

Inulinase yang dihasilkan dari sumber yang berbeda akan menghasilkan pH, suhu dan
konsentasi substat optimum yang berbeda. Berdasarkan uraian di atas, penulis tertarik
untuk menentukan aktivitas inulinase yang diekstrak dari isolate bakteri asam laktat
(BAL). Oleh sebab itu penulis melakukan penelitian yang berjudul “ Penentuan Aktivitas
Bakteri Pendegradasi Inulin pada Substrat Inulin “

B. Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan di atas, maka rumusan masalah dari

penelitian ini yaitu bagaimana aktivitas inulinase bakteri pendegradasi inulin pada

substrat inulin?
C. Batasan Masalah

Aktivitas inulinase dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu pH, suhu dan konsentrasi

substrat. Penelitian ini dibatasi pada hal berikut :

a. Variasi pH yang digunakan adalah 4,5; 5,5; 6;7; 8.

b. Variasi suhu yang digunakan adalah 20°C; 30°C; 37°C; 40°C; 50°C.

c. Variasi konsentrasi substrat yang digunakan adalah 0,1 %; 1%; 1,5%; 2%; dan

2,5%.
D. Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah :

1. Menentukan aktivitas optimum enzim inulinase pendegradasi inulin pada variasi

pH, suhu, dan konsentrasi substrat.

E. Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah:



1. Memberikan informasi tentang aktivitas optimum inulinase bakteri pendegradasi
inulin.
2. Memberikan kontribusi dalam pengembangan ilmu pengetahuan tentang aktivitas

optimum enzim inulinase bakteri pendegradasi enzim inulinase pada substrat inulin.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

A. Inulin

Inulin diidentifikasi pertama kali pada tahun 1800-an oleh scientic Jerman yang
bernama Valentine Rose sebagai senyawa karbohidrat yang berasal dari akar tumbuhan
Inula helenium. Inulin merupakan kelompok karbohidrat polimer alami yang merupakan
monomer dari fruktosa. Inulin dikenal sebagai fruktan yang termasuk serat karena tidak
dapat dicerna oleh sistem pencernaan manusia akan tetapi baik digunakan sebagai
makanan serat. Pada satu rantai polimer terdapat jumlah monomer fruktosa yang
bervariasi tergantung dari sumbernya. Antara monomer fruktosa pada inulin dihubungkan
oleh ikatan (2—1) residu B-D-fructofuranosyl. Tiap ujung pereduksi untai polimer inulin

dapat hadir glukosa yang terhubung dengan fruktosa (Nines, 1999). Struktur inulin dimuat

pada Gambar 1.
HO.
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Gambar 1.Struktur inulin (Roberfoid, 2008).

Jadi, secara umum polimer inulin diasumsikan sebagai GFn yaitu fruktan dengan

ujung terminal glukosa atau Fn tanpa ujung terminal glukosa. G merupakan unit terminal



glukosa, F adalah unit fruktosa dan n adalah jumlah unit fruktosa yang berikatan satu sama
lain atau derajat polimerisasi (DP) (Sebastien, 2007).

Inulin ditemukan dari tumbuhan seperti In Liliaceae, Amaryllidaceae dan Compositae.
Kelompok tanaman seperti umbi dahlia (Dahlia sp L), jerussalem artichoke, akar chicory,
umbi yacon (Chicoryum intybus L), dandelion (Taraxacum offinale weber) mempunyai
nilai kandungan inulin dalam jumlah yang besar.

Akan tetapi, di Indonesia yang paling banyak ditemukan dan dikembangkan adalah
inulin yang terdapat pada umbi dahlia. Sementara akar chicory dan jerussalem arthicoke
banyak ditemukan diluar negeri seperti Amerika Utara. Inulin juga ditemukan pada
bawang- bawangan seperti bawang putih, bawang merah, pisang, asparagus dan gandum
dalam jumlah yang kecil (Setiarto, 2016 ; Yang Li, 2012).

B. Sifat Inulin

Inulin dideskripsikan oleh Steinbuchel dan Rhee (2005) sebagai bubuk granula putih
yang bersifat amorf, tidak berbau, memiliki rasa netral hambar, dan higroskopik. Berat
molekul inulin merupakan polimer yang tergantung jumlah monomernya. Inulin larut
dalam air panas namun sukar larut dalam air dingin. Kelarutan inulin dalam air disebabkan
interaksi gugus hidroksi dari molekul inulin dengan air. Standart inulin adalah sedikit
manis (lebih manis 10% dibandingkan gula) (Franck, 2002). Inulin dapat dihidrolisis
menghasilkan fruktosa dan FOS menggunakan katalis inulinase (Vandamme dan Derycke,
1983).

Inulin dikelompokkan sebagai prebiotik yakni substrat yang tidak dapat dihidrolisis
oleh enzim dalam sistem pencernaan manusia, sehingga sampai diusus besar tidak
mengalami perubahan struktur (Huebner, 2007). Inulin juga dapat meningkatkan stabilitas
emulsi yang dapat digunakan sebagai pengganti bahan penstabil dalam produk susu, es

krim, saus, mayones (Karimi, 2015).



C. Inulinase

Enzim hidrolitik yang dapat mengkatalisis reaksi hidrolisis inulin menjadi fruktosa
atau FOS disebut inulinase. Inulinase dapat ditemukan pada tumbuhan dan
mikroorganisme. Mikroorganisme merupakan sumber yang sangat efisien untuk produksi
inulinase. Beberapa mikroorganisme penghasil inulinase yang berasal dari jamur
diantaranya Aspergillus sp, Penicilliumsp, Kluyveromyces sp, dan Bacillus sp.
Mikroorganisme ini menghasilkan enzim intraseluler dan enzim ekstraseluer (Singh dan
Singh, 2010).

Enzim ekstraseluler dapat dipisahkan dari lingkungan luar sel dengan cara filtrasi atau
sentrifugasi. Enzim ekstraseluler ini bekerja di luar sel. Enzim intraseluler merupakan
enzim yang langsung digunakan di dalam sel ditemukan pada bagian membran dari sebuah
organel sel. Enzim intraseluler dapat diekstrak dari dalam sel lewat proses pemecahan sel
(Lehninger, 2004).

Inulinase yang diisolasi dari tanaman (umbi dahlia, akar chycory, jerusalem artichoke)
kurang potensial dan jumlahnya relatif sedikit dibandingkan dengan inulinase yang
diisolasi dari mikroorganisme (kapang, khamir dan bakteri) (Singh, 2014 ; Vandame dan
Derycke, 1983). Inulinase yang diisolasi dari bakteri lebih menguntungkan karena
menghasilkan jumlah yang lebih banyak dan budidaya lebih murah.

D. Aktivitas Inulinase

Aktivitas inulinase didefenisikan sebagai jumlah inulinase yang mengkatalisis
pembentukan 1 pumol fruktosa setiap menitnya pada kondisi reaksi tertentu (Azhar, 2016).
Nilai aktivitas inulinase sangat berhubungan dengan gula pereduksi yang dihasilkan. jika
nilai nilai aktivitas inulinase semakin tinggi, maka gula pereduksi yang dihasilkan semakin
banyak. Sebaliknya jika nilai aktivitas inulinase rendah, maka gula pereduksi yang

dihasilkan semakin sedikit (Susilowati, 2014).



Penentuan aktivitas inulinase dapat ditentukan dengan rumus:

[X]

Aktivitas Enzim = m Unlt/mL
[X] = Jumlah gula pereduksi (ug/mL)
t = Waktu inkubasi (menit)

Mr Fruktosa = 180,1

1. Faktor yang Mempengaruhi Aktivitas Inulinase

Aktivitas inulinase dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor diantaranya pH, suhu,
konsentrasi substrat, dan waktu inkubasi. Oleh karena itu, perlu dilakukan optimalisasi
aktivitas inulinase dengan mengkombinasikan beberapa variabel dari aktivitas enzim
tersebut yang bertujuan untuk memaksimalkan aktivitas enzim inulinase (Purwanti, 2015).

Suhu dan pH adalah salah satu faktor yang sangat mempengaruhi akitivitas inulinase.
Suhu adalah faktor utama penentu stabilitas enzim, terutama karena degradasi inulin lebih
efektif pada suhu tinggi. Aktivitas suatu enzim akan meningkat dengan adanya kenaikan
suhu. Konsentrasi substrat juga mempengaruhi aktivitas suatu enzim, jika suatu substrat
ditambahkan, maka aktivitas enzim mula-mula akan meningkat (Page, 1997).

Suhu optimal untuk produksi inulinase pada Caindida kefyr adalah 27-30°C, pada
Penicilium sp 1 aktivitas optimal diperoleh setelah 72 jam pertumbuhan yaitu pada suhu
30- 33°C, Kluyueromyces fragilis aktivitas tinggi terjadi pada suhu 30- 34°C (Vandame
dan Derycke, 1983).

Suhu yang tinggi mengakibatkan penurunan produksi inulinase dan aktivitas enzim.
Penurunan aktivitas enzim dapat terjadi karena struktur molekul enzim mengalami
denaturasi (Lehninger, 1993). Interaksi ionik yang kmterjadi dalam struktur enzim akan
mempengaruhi stabilitasnya dan menyebabkan enzim memungkinkan untuk mengenali dan

berikatan dengan substratnya. Kondisi pH juga sangat menentukan enzim yang dihasilkan



olen mikroorganisme. Kondisi keasaman di bawah atau di atas pH optimum dapat
mempengaruhi aktivitas enzim yang dihasilkan (Nelson dan Cox, 2005). Inulin dapat
dihidrolisis dengan menggunakan pH sekitar 1,0- 2,0 dengan suhu 80- 100°C (Singh,
2006). Nilai aktivitas enzim pada pH optimum yang diproduksi dari jamur, ragi, dan

bakteri dimuat pada Tabel 1.

Tabel 1. Nilai pH optimum pada produksi inulinase dari beberapa mikroorganimse

Produksi Inulinase pH Optimum Reference
A. Jamur
Aspergilus niger 3,8 Snyder and Phaff
Aspergillus niger 12 T.1II 5,3 (1960)
Aspergillus niger 12 T.11 5 Negoro and Kit
Aspergillus sp 4,5 (1973)
Penicilliumsp T.I 4,5
Penicillium sp T.1I 5,0 Guiraud dan Galzy
Penicillium sp T.1II 4,0 (1981)
Talaromyces flavus 4-5
B. Ragi
Kluyoeromyces fragilis 5 Belucbe et al (1980)
Candida kefyr 4,5
Candida salmenticensis 3,5 Guiraud et al (1982 )
Debaryomyces cantarellii T. | 4,0
Debaryomyces cantarellii 6,0 Demeulle et al (1981)
Debaryomyces phaffii 4,0
C. Bakteri Uchiyama et al.(1973)
Arthrobacter ureafaciens T. 11 6,0
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E. Metoda DNS

Analisis inulinase dapat dilakukan secara kuantitatif yaitu menghitung kadar gula
pereduksi dengan menggunakan reagen DNS (Dinitrosalisilic acid) dari aktivitas inulinase.
Reaksi gula pereduksi dengan reagen DNS merupakan reaksi redoks, dimana gugus
aldehid bertindak sebagai pereduksi akan teroksidasi menjadi karboksil, DNS akan
tereduksi membentuk asam 3-amino-5-nitrosalisilat yang bertindak sebagai oksidator.
Asam 3-amino-5-nitrosalisilat dapat dideteksi dengan spectrometer pada panjang
gelombang maksimum 500 nm (Kusmiati dan Agustini, 2010). Jika terdapat gula
pereduksi dalam sampel, larutan DNS yang mulanya berwarna kuning akan bereaksi
dengan gula pereduksi sehingga menimbulkan warna jingga kemerahan. Reaksi ini
biasanya terjadi pada suhu yang tinggi (100 °C dalam suasana basa). Reaksi fruktosa
dengan reagen Reagen DNS dapat bereaksi dengan inulin dimuat pada Gambar dibawah 2.

Tahap I : Tautomerik

M-t LY L O

Ll O O
I H+ [ I
Bl L5 Al A Sl i g Il G, il
: “kalor ' h '
H—C—OH H—C—OH H——OH
I | |
L5 1 L L1 i o, T 1§ | . L L
1 | I
CH-OH CH:OH . CH-0OH
Fruktosa D- fruktositol D - glukosa

Tahap Il reaksi D-glukosa dengan DNS (Dinitro Salisilat) kalor

HO.__.O

~
CrEo H~-C—-OHM
| | HON
| HO-C-H O
L B " - ‘ - !
| + -
e R » H~C-OH e ¥ O
! HC
e » e ‘ - -
) - H—C—OH
CH:OH DNS (dinitro ‘ Asam 3-
D - ghukiesa salisilat) e amino-S-
Asam D - nitrosalisat
glukonat

Gambar 2. Reaksi fruktosa dengan reagen DNS (Miloski, et al. 2008)
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F. Spektrofotometri UV-Vis

Spektrometer adalah instrumen untuk mengukur penyerapan cahaya dengan energi
(panjang gelombang) oleh suatu atom atau molekul. Molekul dalam energi ini akan
mengalami energi transisi elektron. Bagian utama dari spektrometer ada empat yaitu
monokromator, sumber sinar, detektor, kuvet. Cahaya putih dari sumber sinar akan
dilewatkan melalui monokromator sehingga sinar mempunyai panjang gelombang tertentu.
Radiasi yang keluar akan difokuskan melalui detektor yang mengubah radiasi menjadi
sinyal-sinyal listrik (Skoog, 2007; Cazes, 2005).

Spektrometer UV Vis merupakan salah satu teknik analisis spektrometer yang sangat
berguna untuk pengukuran secara kuantitatif. Konsentrasi dari analit didalam larutan bisa
ditentukan dengan mengukur absorban pada A tertentu berdasarkan Hukum Lambert Beer.

HukumLambert Beer dinyatakan dalam rumus yaitu:

A=e.b.c

Dimana: A= absorban
e= absorptivitas molar
b= tebal kuvet
c= konsentrasi

Hukum Lambert Beer menyatakan hubungan linearitas antara absorban dengan
konsentrasi larutan analit dan berbanding terbalik dengan transmitan (Skoog, 2007).
Prinsip kerja spektrometer adalah berdasarkan Hukum Lambert Beer, bila cahaya
monokromatik melalui suatu media (larutan) maka sebagian cahaya dapat dipantulkan,
diserap, dan sebagian lagi dipancarkan. Bagian dalam spektrofotometer sinar dari sumber
cahaya dibagi menjadi dua berkas oleh cermin yang berputar. Berkas pertama akan
melewati kuvet yang berisi blanko. Kemudian berkas kedua melewati kuvet berisi

sampel.Adanya blanko berguna untuk menstabilkan absorbsi akibat perubahan voltase dari
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sumber cahaya. Blanko dan sampel akan diperiksa secara bersamaan. Spektrofotometri

UV-Vis dimuat pada Gambar 4.

B XX g

Gambar 3. Spektrometer UV- Vis (Gandjar dan Rohman, 2007).



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN
A. Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan tentang penentuan aktivitas dan

tipe aksi inulinase bakteri pendegradasi inulin pada substrat inulin dapat disimpulkan :

1. Aktivitas optimum inulinase yang diisolasi dari isolat bakteri asam laktat (BAL)
adalah pH 5,5 ; suhu 37°C, dengan konsentrasi 2,5 % (W/v).
B. Saran
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, penulis menyarankan untuk
melakukan pengujian lebih lanjut terkait dengan hal-hal berikut ini:

1. Menentukan identifikasi molekular melalui gen 16sRNA.

26
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