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ABSTRACT

Inulin degrading bacteria is a potential source of inulin degrading enzymes, an
enzyme which convert inulin into fructose and fructooligo-saccharides (FOS) prebiotic.
The purpose of the study was to find inulin degrading bacteria. The methods that used
to find inulin degrading bacteria were indirect and direct isolation method using inulin
as the sole carbon source. Bacteria was characterized colony morphology. Inulin
degrading bacteria were screened from two rizosphere dahlia tuber in West Sumatera
(Solok and Padang Panjang). In the research has been found five inulin degrading
bacteria isolates. Isolate bacteria RZ-01, RZ-02 from rizosphere dahlia tuber in Padang
Panjang, isolate bacteria A1-KG, A2-KG and UKG from rizosphere dahlia tuber in
Solok. All isolates grow at room temperature and 40°C. All isolates were classified as
mesophilic bacteria. Shape and colour of RZ-01, A2-KG and UKG colonies were
circular and white respectively. RZ-02, A1-KG colonies were circular and yellowish.
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PENDAHULUAN

Prebiotik FOS dan fruktosa merupakan inulinase atau levanase adalah pilihan
senyawa yang sangat penting pada yang paling tepat untuk memproduksi
industri makanan, minuman dan farmasi fruktosa dan prebiotik FOS dari
(Sirisansaneeyakul et al., 2007; Singh, inulin.
2006). Senyawa ini dapat diperoleh dari Inulinase dan levanase dari
hidrolisis inulin menggunakan katalis bakteri adalah pilihan yang lebih
enzim penghidrolisis inulin. Fruktosa baik untuk mengisolasi enzim
dapat juga diperoleh dari pati. Pembuatan tersebut dalam jumlah yang
fruktosa dari inulin lebih efisen dan banyak. Inulinase dan levanase
ekonomis dibandingkan dari pati (Zittan, umumnya aktif pada
1981). Oleh sebab itu, enzim yang terlibat substrat inulin, levan dan sukrosa.

pada reaks hidrolisis inulin yaitu Inulinase dari Bacillus polymyxa
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dapat menghidrolisis sukrosa, levan,
raffinosa and inulin (Kwon et al., 2003).
Exoinulinase dari Aspergillus awamori
dapat menghidrolisis ikatan [(2,1- sebaik
B2,6 pada fructooligosaccharides (inulin
dan levan dengan DP 4-7) (Kulminskaya
et al., 2003). Levanase dari Bacillus
subtilis  yang diekspresikan dalam
Escherichia coli aktif pada levan, inulin
and sukrosa (Wanker et al., 1995),
sedangkan exolevanase dari
Gluconacetobacter diazotrophicus SRT4
dapat menghidrolisis levan, inulin, dan
sukrosa (Menendez et al., 2002).

Tipe aksi levanase dan inulinase pada
substrat inulin adalah endo- atau exo-.
Tipe aksi enzim ini pada substrat inulin
dan levan menghasilkan produk yang
berbeda. Fruktosa dapat diperoleh dari
inulin - meng-gunakan exoinulinase atau
exolevanase, sedangkan FOS dapat
diperolen dari reaks hidrolisis inulin
menggunakan endo-inulinase  atau
endolevanase. Kombinasi kedua tipe aksi
enzim ini mempunyai efek sinergik untuk

menghasilkan  fruktosa dari  inulin
(Sirisansaneeyakul et al., 2007).
Bakteri pada rizosfer umbi dahlia

adalah sumber potensial inulinase. Isolasi
dan karakterisas bakteri yang
mempunyai  aktivitas inulinase dari
sampel tanah telah dilaporkan pertamakali
oleh Allais et al.,, pada tahun 1986.

Kebanyakan  bakteri yang ditemukan
adalah  Flavobacterium  multivorum
(Allais e al.,, 1986). Bakteri

penghidrolisis inulin telah disolasi dari
beberapa tempat ekstrim seperti sumber
air panas, lokas dengan pH tinggi dan
lokasi di dasar laut dalam. Actinomycete
Nicardiopsis sp.DN-K15 diisolas dari
sedimen laut Jiaozhou Bay China
mengekspresikan inulinase akalitoleran
yang mempunyai aktivitas optimum pada
suhu 60°C, pH 8, mempunya range
aktivitas yang baik dari pH 5-11 (Lu et
al., 2014).

Bakteri penghidrolisis inulin yang
berasal dari sumber air panas Bukik Kili
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d Solok Sumatera Barat telah
diidentifikasi sebagai Bacillus
licheniformis (Azhar et al., 2013).
Fragmen gen pengkode levanase
bakteri Bacillus licheniformis telah
diisolass  dengan  teknik PCR
menggunakan primer DPE.JF dan
DPE.eR (Azhar e al, 2015).
Paenbacillus sp LX16 yang diisolasi
dari akar Jerussalem artichoke dapat
mendegradasi  inulin  menghasilkan
FOS (Yao et al., 2016). Beberapa
bakteri potensial pendegradasi inulin
untuk pembuatan fruktosa telah
dieksplorasi dari beberapa sumber air
panas di Solok Sumatera Barat (Azhar
dkk, 2015). Bakteri penghidrolisis
inulin telah diskrining dan telah
diidentifikas dari rizosfer umbi dahlia
dan dilaporkan pada artikel ini.
Skrining bakteri pendegradasi inulin
dilakukan menggunakan inulin dari
umbi dahlia

METODA PENELITIAN

Bahan

Bahan yang digunakan meliputi
bakteri, reagen kimia, inulin dari umbi
dahlia. Bakteri pendegradas inulin
dieksplorasi dari sumber air panas
menggunakan media dengan komposisi
sebagai berikut (g/L); 29 (NH4)2SO,,
14g KH,PO4, 6g KHPO,4.3H,0, 0,29
MgSO,.7H,O, 1g trisodium sitrat,

inulin atau inulin-RBB, dan agar,
Castro et al.,, 1995)). Zat yang
digunakan untuk ekstraksi inulin
adalah etanol, aguades.

Ekstrakss inulin  dahlia dan
Karakterisasi

Ekstraks inulin dari umbi dahlia

dilakukan sesua prosedur Andyani
(2001) yang sedikit dimodifikasi.

Karaktrisas  inulin mengguna-kan
FTIR. Sebagai standar dipakai inulin
chicory
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Skrining bakteri pendegradasi inulin

Bakteri pendegradasi inulin berasal dari
sumber ar panas di  Solok. Bakteri
pendegradasi inulin diskrining dengan
indirect isolation method menggunakan
media yang mengandung inulin sebagal
satu-satunya sumber karbon (g/L); 29
(NH4)2SO4, l4g KH2PQOy,, 6g
KoHPO,4.3H,0, 0,2g MgS0O,.7H,0O, 1g
trisodium sitrat, inulin dan agar (Castro et
al., 1995).

Identifikasi bakteri pendegradasi inulin
Identifikasi bakteri pendegradasi inulin
dilakukan terhadap morfologi koloni dan
uji  termotoleran. Uji  termotoleran
dilakukan pada suhu ruang, 40°C.
Penyimpanan bakteri pada gliserol
Pembuatan kultur mengandung gliserol
sesuai  prosedur Sambrook et al 2001.
Kultur bakteri 1,5 mL ditambahkan 0,5
mL 60% gliserol steril, divorteks dan
disimpan pada suhu -20°C atau -70°C.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Ekstraksi inulin dan identifikasi

Inulin yang digunakan pada penelitian
ini diekstraksi dari umbi tanaman dahlia.
Inulin digunakan sebagai sumber karbon
satu-satunya pada media seleksi dan
media pertumbuhan bakteri pendegradasi
inulin.  Karakterisasi  inulin  yang
diekstraksi dari umbi dahlia
menggunakan FTIR. Sebagai standar
digunakan inulin dari chicory. Spektrum
FTIR inulin chicory dan inulin dahlia
dimuat pada Gambar 1. Pada kedua
spektrum tersebut dapat dinyatakan
bahwa terdapat gugus OH pada struktur
inulin yang berhubungan dengan pita
penyerapan 3267,88 cm™ pada inulin
chicory dan 3270,38 cm™ pada inulin
dahlia.

Pita penyerapan yang berkaitan
dengan gugus -OH pada spektrum FTIR
inulin yang diekstrak dari Pombalia
calceolaria L adalah pada 3354,85 cm™
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(Pontes et al., 2016). Pada struktur
inulin juga terdapat gugus ketal (C-O-
C-O-C) yang ditunjukkan pita
penyerapan 1031,50 cm™ pada inulin
chicory dan 1027,76 cm™ pada inulin
dahlia. Hadirnya fruktosa dengan
ikatan glikosida konfigurasi-f3
ditunjukkan oleh pita penyerapan
pada 825,76 cm™, 933,24 cm™ pada
inulin chicory dan 820,49 cm™,
931,40 cm™. Dengan demikian, pola
spektrum FTIR inulin chicory persis
sama dengan pola spektrum FTIR
inulin dahlia.

Skrining bakteri pendegras inulin
Skrining bakteri pendegradasi

inulin dilakukan pada media minimal

yang mengandung inulin sebagai satu-

satunya sumber  karbon  untuk
pertumbuhan bakteri. Dengan kata
lain hanya bakteri yang

mengekspresikan enzim pendegradai
inulin yang dapat hidup pada media
ini. Bakteri pendegradasi inulin
diskrining dari rizosfer umbi dahlia di
Solok dan di Padang Panjang
(Gambar 1).

Eksplorasi bakteri pendegradas
inulin dilakukan dengan metoda direct
isolation dan undirect isolation.
Media seleks yang digunakan adalah
media cair yang mengandung inulin
sebagal satu-satunya sumber karbon
(Castro et al., 1995). Suhu inkubas
seleks awa adalah suhu ruang (23-
32°C untuk skrining bakteri dari
rizosfer umbi dahlia (Tabel 1). Pada
metoda direct isolation, sampel
rizosfer umbi  dahlia langsung
ditumbuhkan pada media padat yang
mengandung inulin sebagai satu-
satunya sumber karbon, kemudian
diinkubasi pada suhu seleksi awal
selama 18-48 jam. Dengan cara ini
tidak berhasil ditemukan bakteri
pendegradasi inulin.

Pada metoda undirect isolation,
kultur bakteri ditumbuhkan pada
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media cair yang mengandung inulin
sebagal satu-satunya sumber karbon
selama 2 sampai 3 hari pada suhu awal
seleks dengan 2-3 kali pemindahkan ke
media seleks cair yang baru, kemudian
kultur ditumbuhkan pada media padat
yang mengandung inulin sebagai satu-
satunya sumber karbon selama 18-48 jam.
Bakteri pendegradasi inulin pada media
seleksi cair ditebar 100 pL dengan
sprider kaca steril pada permukaan media
seleksi padat dengan sederetan seri
pengenceran. Selanjutnya dibuat koloni
tunggal untuk memperoleh isolat bakteri
pendegradasi inulin yang murni (Gambar
2). Kultur isolat bakteri dissimpan pada
stok gliserol pada suhu -20°C.

Tabel 1. Suhu inkubas seleks awa sampel
pada media seleksi inulin
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A2-KG dan UKG dapat
dikelompokkan  sebagai bakteri
mesofilik.

Allais et al. (1987) telah berhasil
mengisolasi  bakteri  pendegradasi
inulin (aktivitas inulinase) dengan
cara undirect isolation dari bakteri
tanah. Metoda undirect isolation juga
telah berhasil digunakan untuk
mengisolasi  bakteri selulase dari
sumber air panas Egyptian (Ibrahim
dan El-diwany, 2007). Azhar et al.,
(2013) dan Azhar et al., (2015) telah
berhasi| mengisol asi bakteri
pendegradasi inulin dari sumber air
panas menggunakan metoda undirect
isolation. Keberhasilan  metoda
undirect isolation pada isolas bakteri
pendegradast  inulin  menandakan
bahwa enzim pendegradas inulin

Sumber ~Suhu akan diekspres jika ada inulin. Inulin
bakteri Sampel inkubas - Pengamatan  herperan sebagai inducer dan sumber
miood C) karbon pada mikroorganisme
Uy , penghasil inulinase (Sing et al., 2016).
dahlia Umbi Ruang Keruh Dengan demikian, gen pengkode
F'fadang enzim pendegradasi inulinase
R g termasuk  kelompok  gen tipe

umbi Umbi ruang Keruh inducible.
dahlia Akar Keruh Bakteri pendegradasi inulin dapat
Solok tumbuh  pada media  yang
mengandung inulin sebagai satu-

Dengan metoda undirect isolation
telah berhasil ditemukan 5 isolat bakteri
pendegradasi inulin yaitu 2 isolat dari
rizosfer umbi dahlia Padang Panjang
dengan kode isolat RZ-01, RZ-02 dan 3
isolat dari rizosfer umbi dahlia di Solok
dengan kode isolat A1-KG, A2-KG dan
UKG. Ke lima isolat tumbuh baik pada
suhu ruang dan suhu 40°C. Dengan
demikian, isolat RZ-01, RZ-02, A1-KG,

satunya sumber karbon karena bakteri
pendegradasi inulin mengekspresikan
enzim pendegradasi inulin
ekstraselular. Enzim  ekstraselular
terutama merupakan enzim yang
mengkatalisis reaks hidrolisis
molekul besar seperti inulin, selulosa,
pati, lipid, kasein, gelatin, kitin.
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Gambar 2. Bakteri pendegradasi inulin dari rizosfer umbi dahlia di Padang Panjang a.Bakteri
pendegradasi inulin dari rizosfer umbi dahlia pada media cair (kiri keruh, kanan
kontrol negatif) b.Bakteri pendegradasi inulin pada media padat c.Duaisolat bakteri
pendegradasi inulin dari rizosfer umbi dahlia (RZ-01, RZ-02)

b ‘

Gambar 3. Bakteri pendegradasi inulin dari rizosfer umbi dahlia di Solok a. Bakteri
pendegradasi inulin dari rizosfer umbi dahlia pada media cair (kanan keruh,
kiri kontrol negatif) b. dan c. Bakteri pada media padat d. e. dan f. Tigaisolat

bakteri pendegradasi inulin dari rizosfer umbi dahlia A1-KG, A2-KG dan
UKG
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Identifikas koloni bakteri

Bakteri  pendegradas  inulin  yang
diperolen dari rizosfer umbi dahlia
berjumlah 5 isolat yaitu 2 isolat dari
rizosfer umbi dahlia Padang Panjang
dengan kode isolat RZ-01, RZ-02 dan 3
isolat dari rizosfer umbi dahlia di Solok
dengan kode isolat A1-KG, A2-KG dan
UKG. Ke lima isolat tumbuh baik pada
suhu ruang dan suhu 40. Dengan
demikian, isolat RZ-01, RZ-02, A1-KG,
A2-KG dan UKG dapat dikelompokkan
sebagal bakteri
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mesofilik. Bakteri mesofilik dapat
tumbuh dengan baik antara suhu
10°C-45°C, sedangkan bakteri
termofilik dapat tumbuh dengan baik
antara suhu 40°C-70°C (Madigan et
al., 2012).

Bentuk koloni pada umumnya
sirkular dan berwarna putih dan agak

kekuningan (Tabel 2). Dengan
demikian  isolat  bakteri BB3
merupakan  isolat  yang paling

potensial untuk menghasilkan enzim
pendegradai inulin termostabil. Enzim
ini paling tepat digunakan untuk
reaks hidrolisis inulin menghasilkan
fruktosa dan prebiotik FOS.

Tabel 2. Bentuk koloni isolat bakteri pendegradasi inulin dan uji termotoleran

No | sol at

Bentuk koloni

Uji Termo-

toleran

Suhu
ruang

40°C

1 RZ-01

Koloni berbentuk sirkular, dengan tepi + +

koloni halus (entire), elevas koloni naik,
sifat optikal koloni jernih, koloni agak putih

2 RZ-02

Koloni berbentuk sirkular, dengan tepi + +

koloni berombak (undulate), elevas koloni
naik (raised), sifat optikal koloni tidak
tembus cahaya (opaque), koloni agak

kekuningan

3 AlKG

Koloni berbentuk sirkular, dengan tepi + +

koloni berombak (undulate), elevas koloni
cembung (convex), sifat optikal koloni tidak
tembus cahaya (opaque), koloni agak

kekuningan

4  A2-KG

Koloni berbentuk sirkular, dengan tepi + +

koloni berombak (undulate), elevasi koloni
naik (raised), sifat optikal koloni tidak
tembus cahaya (opaque), koloni putih kecil

5 UKG

Koloni berbentuk sirkular, dengan tepi + +

koloni berombak (undulate), elevasi koloni
naik (raised), sifat optikal koloni tidak
tembus cahaya (opaque), koloni putih kecil

Keterangan : + artinya tumbuh
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KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian yang
diperoleh dapat disimpulkan:

a. Bakteri pendegradasi inulin  dari
rizosfer umbi dahlia yang diperoleh
berjumlah 5 isolat yaitu 2 isolat dari
rizosfer umbi dahlia Padang Panjang
dengan kode isolat RZ-01, RZ-02 dan
3 isolat dari rizosfer umbi dahlia di
Solok dengan kode isolat A1-KG, A2-
KG dan UKG.

b. Bentuk koloni pada umumnya sirkular
dan berwarna putih dan agak
kekuningan
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