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ABSTRAK 

Syamsi Khairani, 2018 : Penentuan Massa Molekul dan Aktivitas Enzim 

Inulinase Murni Parsial dari Bakteri Rizosfer 

Umbi Dahlia sp. 

Inulinase dari bakteri rizosfer umbi Dahlia sp merupakan enzim yang 

potensial digunakan dalam mengkatalisis reaksi hidrolisis inulin menjadi 

fruktooligosakarida (FOS) dan fruktosa. FOS dan fruktosa merupakan dua 

senyawa penting di industri pangan. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan 

aktivitas inulinase murni parsial pada variasi pH (3 ; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 6,0; dan 

7,0), suhu (20ºC; 30ºC; 37ºC; 40ºC dan 50,0ºC), dan konsentrasi substrat (1,0% ; 

1,25% ; 1,5% ; 1,75% ; 2,0.% 2,25%; 2,5%; dan 3,0% ) dengan waktu inkubasi 30 

menit. Selain itu, juga dilakukan penentuan nilai KM dan Vmaks serta massa 

molekul dari inulinase murni parsial. Aktivitas inulinase ditentukan dengan 

metoda Nelson-Samogyi pada λmaks 500 nm. Nilai KM dan Vmaks ditentukan 

melalui persamaan Michaelis-Menten dan persamaan Lineweaver-Burk. Massa 

molekul  ditentukan dengan metoda SDS-PAGE. Aktivitas optimum inulinase 

yang diperoleh adalah 0.0748 U/mL pada  pH 5,0 ; suhu 40ºC dan konsentrasi 

substrat 2,25%. Nilai KM dan Vmaks inulinase adalah 4.884 % (w/v) dan 22.3x10
-2 

 

U/mL. Inulinase yang diperoleh massa molekulnya berukuran sekitar ~43 KDa. 

Kata kunci: inulin, inulinase, aktivitas, SDS-PAGE, fruktosa.
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BAB I 

PENDAHULUAN 

A. Latar Belakang  

Pemanfaatan enzim di berbagai industri semakin berkembang, baik industri 

pangan maupun industri nonpangan. Enzim merupakan katalisator  yaitu  suatu  

protein yang mempunyai daya katalitik sehingga dapat mempercepat  reaksi. Sebagai 

suatu  katalisator penggunaan enzim memiliki peranan yang sangat besar dalam 

berbagai bidang industri. Bekerja dengan enzim jauh lebih efektif dibandingkan tanpa 

penggunaan enzim (Azhar, 2009). Hal ini menyebabkan  banyak industri memilih   

menggunakan  enzim dalam proses produksinya. Industri  pembuatan  sirup 

merupakan salah satu industri yang memanfaatkan enzim inulinase untuk mengkatalis 

reaksi hidrolisis inulin menghasilkan fruktooligosakarida (FOS)  dan fruktosa ( Gao 

et al., 2008). 

Fruktosa dan FOS adalah produk biokonversi inulin dengan bantuan inulinase 

sebagai bahan pemanis pengganti sukrosa dalam pembuatan sirup fruktosa 

(Rukmana, 2000). Sirup fruktosa atau high fructose syrup merupakan produk dengan 

kalori yang rendah sehingga aman dikonsumsi oleh penderita diabetes. Sirup fruktosa 

diketahui tidak menyebabkan toksisitas, karsinogenitas dan mortalitas (Park dan Yun, 

2001). FOS juga merupakan bahan yang sangat penting di industri makanan dan 

farmasi (Singh dan Gill, 2006). FOS dipandang sebagai prebiotik yang berperan 

secara selektif dalam menstimulasi pertumbuhan mikroflora yang menguntungkan 

sehingga dapat menghambat pertumbuhan bakteri patogen di usus (Lunggani dkk, 

2010). 
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Fruktosa dapat dihasilkan dengan cara menghidrolis inulin menggunakan 

enzim inulinase dan enzim levanase. Oleh karena itu perlu dilakukan uji pendahuluan 

terhadap enzim yang bersumber dari bakteri rizosfer umbi dahlia untuk membuktikan 

bahwa enzim yang dihasilkan levanase atau inulinase. Uji pendahuluan dilakukan 

dengan cara mempertemukan enzim dari bakteri  rizosfer umbi Dahlia sp dengan 

substrat inulin dan levan. Berdasarkan uji pendahuluan didapatkan hasil bahwa enzim 

ini adalah inulinase karena ketika dipertemukan dengan inulin terbentuklah produk 

berupa gula pereduksi yang terdeteksi oleh reagen asam dinitro salisilat (DNS). 

Sedangkan ketika enzim dari bakteri rizosfer umbi Dahlia sp dipertemukan dengan 

substrat levan tidak tedeteski adanya gula pereduksi dengan reagen DNS.   

Inulinase yang digunakan diisolasi dari bakteri yang terdapat pada rizosfer 

umbi Dahlia sp. Bakteri tersebut diberi substrat inulin untuk menghasilkan inulinase. 

Inulinase yang dihasilkan melalui proses pengendapan menggunakan ammonium 

sulfat  dan dialisis. Hasil pengendapan dan dialisis adalah enzim inulinase yang lebih 

pekat dari enzim kasar sehingga disebut dengan enzim inulinase murni parsial. Enzim 

inulinase murni parsial ini yang akan ditentukan aktivitas dan  massa molekul nya. 

Pengecekan kemurnian suatu enzim sangat diperlukan dalam studi enzim, 

karena kemurnian enzim akan berbanding lurus dengan aktivitas enzim. Oleh karena 

itu dibutuhkannya perkiraan massa molekul  dari enzim yang diteliti. Perkiraan massa 

molekul  enzim dicek menggunakan SDS-PAGE. Massa molekul   berfungsi sebagai 

acuan untuk mengecek kemurnian enzim. Massa molekul  enzim juga berguna 

sebagai referensi bagi para peneliti bahwa enzim yang dihasilkan memang benar 

inulinase. 
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Inulinase yang berasal dari sumber yang berbeda akan menghasilkan  aktivitas 

enzim yang berbeda pada pH, suhu dan konsentrasi substrat tertentu. Aktivitas 

optimum inulinase dan Bacillus polymyx adalah pada pH 7, suhu 35 ºC dengan 

ukuran 58 KDa , dari  B.smithii pada pH 4,5 , suhu 70ºC dengan ukuran 47 KDa. 

Inulinase dari Bifidobacterium infantis mempunyai aktivitas optimum pada pH 6, 

suhu 37 ºC dengan ukuran 70 KDa. Inulinase dari Pseudomonas mucidolens  

optimum pada pH 6 dan suhu 55 ºC yang berukuran 55 KDa (Kango dan Jean, 2011).  

Inulinase yang dihasilkan dari sumber yang sama dengan daerah asal yang berbeda, 

akan mempunyai pH, suhu, dan konsentrasi substrat optimum yang berbeda 

(Saryono, 2008). Oleh sebab itu penulis tertarik menentukan aktivitas optimum 

inulinase murni parsial sekaligus memperkirakan massa molekul  inulinase yang 

dihasilkan dari bakteri rizosfer umbi Dahlia sp. Aktivitas optimum dan massa 

molekul  inulinase murni parsial dari bakteri yang terdapat pada rizosfer umbi Dahlia 

sp dari daerah Padang Panjang belum pernah dilaporkan. Oleh sebab itu penulis 

melakukan penelitian yang berjudul “Penentuan Massa Molekul dan Aktivitas 

Enzim Inulinase Murni Parsial dari Bakteri Rizosfer Umbi Dahlia sp”. 

B. Identifikasi Masalah  

Pada penelitian ini, dapat diidentifikasi beberapa masalah sebagai berikut: 

1. Enzim inulinase yang berasal dari sumber yang berbeda akan menghasilkan 

aktivitas optimum yang berbeda pula, sehingga enzim inulinase yang dihasilkan 

dari bakteri rizosfer umbi Dahlia sp ini perlu ditentukan kondisi optimumnya 

untuk mendapatkan aktivitas besar. 
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2. Aktivitas enzim akan semakin besar seiring dengan meningkatnya kemurnian 

enzim, namun enzim inulinase dari rizosfer umbi Dahlia sp ini belum pernah 

dimurnikan secara parsial. 

3. Massa molekul berguna untuk mengidentifikasi dan menambah informasi tentang 

suatu enzim, namun enzim inulinase bakteri rizosfer umbi Dahlia sp dari Padang 

Panjang belum pernah ditentukan berapa massa molekul nya. 

4. Pengendapan enzim dapat dilakukan menggunakan etanol dan ammonium sulfat, 

namun pengendapan dengan etanol menyebabkan inulin pada media 

pertumbuhan ikut mengendap. 

C. Batasan Masalah   

Batasan masalah dalam penelitian ini yaitu sebagai berikut : 

1. Enzim inulinase yang ditentukan massa molekul nya bersumber dari bakteri 

rizosfer umbi Dahlia sp koleksi Laboratorium Biokimia UNP yang berasal 

dari daerah Padang Panjang . 

2. Variabel yang diteliti adalah aktivitas optimum enzim inulinase murni parsial 

pada variasi konsentrasi substrat, suhu, pH, dan waktu inkubasi 30 menit.  

3. Enzim diendapkan dengan ammonium sulfat. 

D. Rumusan Masalah  

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan di atas, maka rumusan 

masalah dalam penelitian ini adalah berapa massa molekul  dan bagaimana aktivitas 

enzim inulinase murni parsial dari isolate bakteri rizosfer umbi Dahlia sp ? 
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E. Tujuan Penelitian 

Tujuan dari penelitian ini ialah: 

1. Menentukan massa molekul  inulinase murni parsial dari isolate bakteri  

rizosfer umbi Dahlia sp. 

2. Menentukan aktivitas optimum inulinase murni parsial dari isolate bakteri 

rizosfer umbi Dahlia sp pada variasi pH, suhu dan konsentrasi inulin. 

F. Manfaat Penelitian 

Manfaat yang diperoleh dari penelitian ini ialah: 

1. Memperoleh inulinase murni parsial dari isolate bakteri rizosfer umbi Dahlia 

sp. 

2. Memberikan informasi tentang aktivitas optimum inulinase murni parsial dari 

isolat bakteri rizosfer umbi Dahlia sp. 

3. Memberikan kontribusi dalam pengembangan ilmu dan teknologi tentang 

aktivitas optimum inulinase murni parsial dari rizosfer umbi Dahlia sp. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

A. Inulin 

Inulin adalah suatu polifruktan yang tersusun atas molekul linier D-

fruktofuranosa dengan ikatan β-2-1-glikosida dan memiliki gugus terminal D-glukosa 

yang berikatan dengan fruktosa melalui ikatan α-1-2-glikosida. Inulin merupakan 

kelompok karbohidrat yang banyak terdapat pada tanaman compositae, seperti 

Jerusalem artichoke, Chicory, dan Dahlia. Inulin memiliki derajat polimerisasi (DP) 

lebih dari 30 yang diawali oleh satu molekul glukosa (Gupta, 1992). Struktur inulin 

dapat dilihat pada Gambar 1. 

 
Gambar 1.  Struktur Inulin 

(Öztürk dan Serdaroğlu, 2016) 

 Inulin terdiri dari fruktosa dan tiap ujung pereduksi untai polimer inulin 

terdapat  glukosa dikenal dengan GFn. G menunjukkan unit glukosa terminal, F 

menunjukkan unit fruktosa dan n menunjukkan jumlah unit fruktosa yang ditemukan 
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dalam satu rantai fruktan.  Oleh karena itu GFn adalah fruktan yang mempunyai 

ujung glukosa dan Fn adalah fruktan tanpa ujung terminal glukosa (Azhar, 2009 ). 

Inulin mudah larut dalam air panas tetapi sukar larut dalam air dingin dan 

pelarut organik. Inulin berbentuk serbuk putih yang tidak berbau dan bersifat 

higroskopik (Vandamme and Derycke, 1983). Inulin secara luas digunakan dalam 

industri makanan dengan berbagai tujuan. Inulin digunakan sebagai pemanis rendah 

kalori, untuk pembuatan gel, menambah kekentalan, memperbaiki cita rasa, dan 

sebagai prebiotik (Mensink et al., 2015).  

Inulin mempunyai fungsi penting untuk memelihara kesehatan usus besar 

karena inulin adalah prebiotik. Hidrolisis inulin menghasilkan fruktosa dan 

fruktooligosakarida. Fruktooligosakarida adalah suatu oligosakarida yang tidak dapat 

dicerna oleh usus manusia namun sangat baik untuk menjaga kestabilan flora normal 

usus dan juga berperan sebagai serat yang larut (soluble dietary fiber) (Saryono, 

2008). Senyawa polifruktan juga dapat berperan sebagai prebiotik dan memiliki sifat 

antikarsinogenik (Roberfroid et al., 2007).  

Inulin selain mempunyai fungsi penting untuk kesehatan tubuh, juga  

merupakan row material untuk menghasilkan fruktosa sebagai sumber untuk 

produksi sirup fruktosa. Produksi fruktosa secara konvensional dari pati memerlukan 

tiga tahap reaksi enzimatik dengan rendemen hanya 45% . Fruktosa dari hidrolisis 

inulin hanya memerlukan satu tahap reaksi enzimatik dengan rendemen bisa 

mencapai 90-95%. Sirup fruktosa dapat digunakan sebagai pemanis rendah kalori 

karena fruktosa dua kali lebih manis dari sukrosa dengan organoleptik yang disukai 

(Nakamura et al., 1995). 
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Sumber inulin banyak terdapat pada chicory (Cichorium intybus) dan 

Jerusalem artichoke (Helianthus tuberosus) (Kaur & Gupta, 2002). Kandungan inulin 

pada setiap tumbuhan berbeda sesuai dengan jenisnya. Beberapa tumbuhan yang 

mengandung inulin adalah bawang, asparagus, umbi dahlia dan pisang (Karimi et 

al.,2014 ). Sumber inulin dari berbagai tumbuhan dapat dilihat pada Tabel 1. 

Tabel 1. Sumber inulin dari berbagai tumbuhan 

Sumber inulin Bagian pada tumbuhan Kandungan inulin 

 (% dari massa segar) 

Bawang merah Umbi 2-6 

Jerusalem artichoke Akar 14-16 

Dahlia Umbi 9-12,5 

Chicory Akar 15-20 

Daun bawang Umbi 3-10 

Bawang putih Umbi 9-16 

Pisang Buah 0,3-0,7 

Gandum Sereal 0,5-1 

Barley Sereal 0,5-1,5 

Dendelion Daun 12-15 

Burdock Akar 3,5-4 

Camas Umbi 12-22 

Murnong Akar 8-13 

Yacon Akar 3-19 

Salsify  Akar 4-11 

(Kango dan Jean, 2011 ) 

B. Bakteri pendegradasi inulin dari rizosfer umbi Dahlia sp. 

Bakteri adalah organisme uniseluler yang tidak memiliki inti sel dan 

berukuran 0,5-2 μm. Bakteri dapat  hidup dan ditemukan pada kondisi yang ekstrim 

seperti suhu tinggi, pH yang  tinggi atau rendah, lingkungan yang berkadar garam 

tinggi, atau tekanan yang sangat tinggi dimana organisme lain tidak dapat hidup. 

Kemampuan bakteri yang dapat hidup pada berbagai kondisi memiliki fungsi  sangat 
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penting untuk mendapatkan bakteri potensial pendegradasi inulin pada rizosfer umbi 

Dahlia sp.  

Rizosfer didefenisikan oleh Hiltner pada tahun 1904 adalah tanah yang 

melekat pada permukaan akar dan berfungsi sebagai perantara mikroorganisme ke 

pusat nutrisi tumbuhan (Bowen dan Rovira, 1999). Gambar rizosfer umbi Dahlia sp 

dimuat pada Gambar 2. Rizosfer dari tanaman yang  kaya inulin bisa digunakan untuk 

mengisolasi bakteri pendegradasi inulin (Vandame dan Derycke, 1983). Bakteri yang 

terdapat pada rizosfer umbi Dahlia sp umumnya merupakan bakteri mesofilik. 

Bakteri mesofilik penghasil inulinase antara lain bakteri Bacillus sp, Flavobacterium 

multivorum, Arthrobacter areofaciens (Allais et al., 1987). 

 
Gambar 2.  Rizosfer Umbi Dahlia sp. 

(Sumber : https://outofmyshed.co.uk/tag/are-dahlia-tubers-edible diakses 23 

April 2017) 

 

Enzim inulinase dapat berasal dari tumbuhan dan mikroorganisme. Inulinase 

pada tumbuhan terdapat pada akar dan umbi akar, sedangkan pada mikroorganisme 

terdapat pada jamur, ragi, dan bakteri (Xiao et al., 1988 ). Bakteri merupakan sumber 

terbaik untuk produksi inulinase karena mudah dibudidayakan dan enzim yang 

dihasilkan lebih banyak.  Sejauh ini, telah ditemukan bakteri pendegradasi inulin 

https://outofmyshed.co.uk/tag/are-dahlia-tubers-edible%20diakses%2023%20April%202017
https://outofmyshed.co.uk/tag/are-dahlia-tubers-edible%20diakses%2023%20April%202017
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seperti Bacillus spp, Clostridium spp, Pseudomonas spp, Arthrobacter spp, 

Staphylococcus spp dan Xanthomonas spp (Gao, et al., 2008). Dengan demikian, 

penggunaan inulinase dari bakteri telah diusulkan sebagai pendekatan yang paling 

menjanjikan untuk memperoleh fruktosa atau fructooligosakarida dari inulin 

(Mohamed  et al., 2015).  

C. Inulinase 

Snyder dan Phaff (1962) menyatakan bahwa inulinase adalah enzim 

ekstraseluler yang bekerja dengan aksi ekso dan endo, kemudian dikatakan juga 

bahwa inulinase adalah enzim penghidrolisis dan produk hasilnya berbentuk 

monosakarida. Kerja inulinase terhadap inulin menghasilkan D-fruktosa. Barker 

(1976) menyatakan bahwa fruktosa merupakan gula yang mempunyai nilai 

kemanisan tertinggi dibandingkan gula-gula komersial lainnya. Bila kristal fruktosa 

dan sukrosa dibandingkan, maka fruktosa 1.7-2.0 kali lebih manis dibanding sukrosa. 

Salah satu cara untuk  menghasilkan fruktosa yang efektif adalah dengan cara 

menghidrolis inulin menggunakan enzim inulinase (EC.3.2.1.7). Enzim inulinase 

adalah biokatalis menghidrolisis inulin menjadi fruktosa atau FOS. Fruktosa dan FOS 

diperoleh lebih praktis dari reaksi hidrolisis inulin secara enzimatis. Enzim ini 

termasuk family Glikosida Hydrolase (GH) 32.  

Inulinase adalah enzim yang sangat penting. Enzim inulinase dibagi menjadi 

dua tipe aksi yaitu exoinulinase dan  endoinulinase. Tipe aksi inulinase dapat dilihat 

pada Gambar 3. Aksi exoinulinase menghasilkan fruktosa dari makromolekul inulin 

sedangkan endoinulinase menghasilkan fruktooligosakarida (FOS). 
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Gambar 3. Aksi Exo-inulinase dan Endo-inulinase 

(Singh et al., 2016  ) 

 Enzim inulinase pertama kali diisolasi dari tanaman yang mengandung inulin 

yaitu dari familia Compositae (Xiao et al., l988). Inulinase dapat diisolasi dari umbi 

tanaman Jerusalem artichoke dan akar chicory dan dandelion. Inulinase yang berasal 

dari tanaman memiliki aktivitas yang kecil. Sebaliknya, beberapa inulinase dari 

mikroba mempunyai aktivitas yang luar biasa (Vandamme dan Derycke, 1983). 

Enzim inulinase dapat berasal dari golongan jamur adalah Aspergillus sp, Penicillium 

sp, Chrysosporium sp, Khamir (yeast) Kluyveromyces sp, Candida sp, Debaromyces 

dan Saccharomyces sp dari golongan bakteri adalah Arthrobacter sp, Flavobacterium 

sp dan Bacillus sp (Allais et al., l987) 

Inulinase merupakan protein globular. Protein ini memiliki tingkatan struktur 

primer, sekunder, dan tersier. Struktur primer merupakan urutan-urutan residu asam 

amino yang tersusun pada suatu polipeptida. Struktur sekunder adalah struktur tiga 
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dimensi lokal dari berbagai rangkaian asam amino pada protein yang distabilkan oleh 

ikatan hidrogen, sedangkan strukrur tersier terjadi karena pelipatan struktur sekunder 

akibat adanya interaksi gugus rantai samping residu asam amino. Struktur tersier  

inulinase dari  Aspergillus awamory dapat dilihat pada Gambar 4.  

 
Gambar 4. Struktur tersier inulinase dari Aspergillus awamory 

(Sumber : http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureId=1y4w diakses pada 17 

July 2017) 

 

  Sisi aktif inulinase mengandung residu asam amino yang berperan dalam 

pemutusan ikatan glikosida antar fruktosa dalam inulin (Basso, 2009). Syarat utama 

enzim bekerja pada substrat adalah terjadinya kontak antara enzim dengan substrat 

pada bagian tertentu. Bagian enzim yang mengadakan kontak dengan substrat 

dinamakan sisi aktif enzim. Kontak antara enzim dengan substrat dapat menyebabkan 

terjadinya kompleks enzim substrat yang bersifat sementara dan akan terurai lagi 

apabila reaksi yang diinginkan telah terjadi. Bagian aktif inulinase akan memutus 

ikatan β- 2,1 -fruktosida dari molekul inulin (Zharebtsou, 2003). Pemutusan ini akan 

membentuk kompleks enzim substrat yang kemudian direaksikan dengan air sehingga 

terbentuk fruktosa dan dihasilkan enzim kembali. 

http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureId=1y4w
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D. Aktivitas optimum enzim pendegradasi inulin 

Aktivitas enzim dapat didefenisikan sebagai jumlah enzim yang dapat 

mengkatalis pembentukan sejumlah produk (μmol) setiap menitnya pada kondisi 

reaksi tertentu. Aktivitas enzim dapat diukur dari pengurangan substrat. Enzim 

mempunyai aktivitas optimum pada pH dan suhu tertentu tergantung dari sumber 

enzim (Azhar, 2016).  

Aktivitas optimum inulinase tergantung pada beberapa faktor diantaranya pH, 

suhu, konsentrasi substrat dan waktu inkubasi. Setiap enzim mempunyai pH optimum 

tertentu. Suhu, kecepatan reaksi meningkat seiring dengan kenaikan suhu hingga 

mencapai kondisi optimum. Konsentrasi substrat [S] yang digunakan serta waktu 

inkubasi yang ditentukan. Umumnya aktivitas inulinase yang dihasilkan berhubungan 

erat dengan jumlah gula pereduksi yang dihasilkan, yaitu semakin tinggi aktivitas 

inulinase maka semakin banyak gula pereduksi yang dihasilkan. Menurut Sari (2005) 

aktivitas enzim inulinase dapat dihitung dengan rumus : 

 

Keterangan:  [X] = Jumlah gula pereduksi (µg/mL) 

 t = Waktu inkubasi (menit)  

Mr Fruktosa = 180,1 

Aktivitas optimum inulinase dari Aspergillus niger terjadi pada pH 4,3-4,4 

dan suhu 45-60 ºC, dari Aspergillus niveus pada pH 4,0 - 4,8 dari suhu optimum 45ºC 

(Kango and Jean, 2011). Aktivitas optimum inulinase dari Candida kefyr terjadi pada 

pH 4,5 dengan suhu 50 ºC, dari Bacillus cereus pada pH 7 dengan suhu 30ºC dan 
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konsentrasi substrat 1,5%. Sedangkan dari  Bacillus sp inulinase aktivitas optimum 

pada pH 8 dengan suhu 50 ºC (Maria, 2005). 

Penentuan aktivitas enzim inulinase dapat dihitung dari gula pereduksi yang 

dihasilkan persatuan waktu.  Untuk mengetahui kadar gula pereduksi yang dihasilkan 

dari reaksi enzimatis inulinase digunakan asam dinitro salisilat. Asam dinitro salisilat 

(DNS) adalah suatu senyawa aromatis jika bereaksi dengan gula pereduksi akan 

membentuk asam 3-amino-5-nitrosalisilat (Miller, 1959). Metode analisis dengan 

reagen DNS terlihat lebih spesifik untuk mengetahui seberapa besar kadar gula 

pereduksi yang terdapat dalam sampel. Selain itu metode analisis kadar gula 

pereduksi menggunakan reagen DNS merupakan metode yang paling banyak 

digunakan untuk menentukan kadar gula pereduksi.  

 
Gambar 5. Struktur DNS (Miloski et al,. 2008) 

Gula pereduksi dapat bereaksi dengan reagen DNS. Reaksi gula pereduksi 

dengan reagen DNS merupakan reaksi redoks dimana gugus aldehid yang bertindak 

sebagai pereduksi akan teroksidasi menjadi karboksil, sedangkan DNS yang 

bertindak sebagai oksidator akan tereduksi membentuk asam 3-amino dan 5-

nitrosalisat. Jika terdapat gula pereduksi pada sampel, maka larutan DNS yang 

awalnya berwarna kuning bereaksi dengan gula pereduksi dalam suhu tertentu 

menimbulkan warna jingga kemerahan. Reaksi berlangsung pada suasana basa dan 
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suhu yang tinggi 100˚C (Kusmiati dan Agustini, 2010). Reduksi DNS oleh gula 

pereduksi berjalan cepat dan sempurna diperlukan pemanasan 100˚C selama 15 

menit, sehingga diperoleh pembentukan warna yang lebih intensif. Gambar 6 adalah 

reaksi fruktosa dengan reagen DNS (Miller, 1959). 

Tahap I proses tautomerik 

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

  

Gambar 6. Reaksi fruktosa dengan reagen DNS  

(Miloski, et al. 2008) 

E. Pemurnian parsial enzim inulinase dengan Amonium sulfat 

Enzim inulinase termasuk dalam tipe protein globular. Kelarutan protein 

bervariasi sesuai dengan kekuatan ion dari larutan, sehingga sesuai dengan 
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konsentrasi garam. Pada konsentrasi ion rendah (<0,5 M), kelarutan protein 

meningkat dengan meningkatnya konsentrasi garam, sebuah efek yang disebut 

"salting-in". Seiring konsentrasi garam semakin meningkat, kelarutan protein mulai 

menurun. Dengan kekuatan ion yang cukup tinggi, protein akan mengendap dari 

larutan, sebuah efek yang disebut "salting-out" (Doung-Ly et al., 2014). Garam 

amonium sulfat sering digunakan untuk pengendapan karena kelarutannya yang 

tinggi (Burgess et al., 2014). 

Amonium sulfat  adalah garam anorganik dengan kelarutan tinggi yang akan 

terionisasi menjadi ion amonium (NH4
+
) dan ion sulfat (SO4

2-
) dalam larutan berair. 

Amonium sulfat memiliki kerapatan yang rendah sehingga mampu menstabilkan 

struktur protein. Kelarutan protein globular akan  meningkat dengan penambahan 

garam sehingga menyebabkan terjadinya salting-in. Pada konsentrasi garam yang 

lebih tinggi, kelarutan protein biasanya menurun, menyebabkan terjadinya salting -

out (Green and Hughes, 1955). Garam akan mengurangi kelarutan protein sehingga 

meningkatkan kestabilan struktur asli protein sedangkan  salting-in akan 

menyebabkan terjadinya denaturasi. 

Konsentrasi penambahan  amonium sulfat meningkat secara bertahap. Hal ini 

biasanya dilakukan dengan menambahkan ammonium sulfat padat. Namun, 

menghitung jumlah amonium sulfat yang harus ditambahkan untuk menambahkan 

larutan untuk mencapai konsentrasi yang diinginkan mungkin sulit karena 

penambahan amonium sulfat secara signifikan meningkatkan volume larutan. Jumlah 

amonium sulfat yang harus ditambahkan ke larutan dapat ditentukan dari tabel 

penambahan ammonium sulfat dapat dilihat pada Tabel 2. Setiap endapan protein 
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dapat dilarutkan secara terpisah dalam buffer standar dan diuji untuk menentukan 

kandungan protein total (Wingfield, 2001) 

Tabel 2. Tabel penambahan Ammonium Sulfat 

 
(Spadaro et al., 2003) 

F. Penentuan massa molekul  inulinase dengan SDS-PAGE 

Gel elektroforesis protein adalah teknik pemisahan molekul protein 

berdasarkan sifat fisikanya seperti muatan atau massanya dalam matriks gel 

menggunakan arus listrik. SDS-PAGE memisahkan protein terutama berdasarkan 

massanya karena detergent ionik sodium dodecyl sulfate (SDS) mendenaturasi dan 
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mengikat protein untuk membuat protein bermuatan negatif. Dengan demikian, ketika 

arus listrik dialirkan pada gel semua protein yang berikatan dengan SDS di dalam 

sampel akan bermigrasi melalui gel menuju anoda (elektroda muatan positif). Protein 

dengan massa rendah bergerak lebih cepat melalui gel dibandingkan protein dengan 

massa yang lebih besar karena „sieving effect‟ dari matriks gel.  

Pita  protein yang telah dipisahkan dengan elektroforesis gel poliakrilamid, 

protein tersebut dapat ditransfer ke membran untuk analisis melalui Western blotting 

atau divisualisasikan langsung dalam gel menggunakan berbagai pewarnaan atau 

metoda deteksi. Coomassie dye adalah reagen yang paling popular untuk menstaning 

pita protein gel elektroforesis. Pada kondisi bufer asam, Coomassie dye berikatan 

dengan residu hidrofobik dari protein merubah pita protein menjadi biru. Seperti 

semua metode pewarnaan, Coomassie dye mendeteksi beberapa protein yang lebih 

baik daripada yang lain berdasarkan aksi kimia protein dan perbedaan komposisi 

protein. Pada kebanyakan protein, reagen Coomassie dye mendeteksi paling 

sedikit 10 nanogram per pita dalam sebuah gel mini (Azhar, 2016) 
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BAB V 

PENUTUP 

A. Simpulan  

Berdasarkan hasil penelitian tentang penentuan massa molekul   dan 

aktivitas enzim inulinase murni parsial dari bakteri rizosfer umbi Dahlia sp dapat  

disimpulkan :  

1. Massa molekul inulinase dari isolate bakteri UKG ini sekitar ~43 KDa. 

2. Aktivitas optimum inulinase sebesar 0.0748 U/mL pada pH 5,0 ; suhu 

40
o
C dan konsentrasi substrat 2, 25% (w/v). 

B. Saran  

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, penulis menyarankan 

untuk melakukan pengujian lebih lanjut terkait hal-hal berikut ini 

a. Penentuan karakteristik biologi molekuler, seperti pemberian nama bakteri 

penghasil inulinase ini dan mengisolasi DNA-nya,  

b. Penentuan aktivitas inulinase yang telah dimurnikan 

c. Penentuan massa molekul   dari inulinase yang telah dimurnikan. 
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