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4.1. Bahan 

Bahan hidup Aspergillus niger Gmn 11.1 berasal dari Batu Malang. Jawa l imur, 

agar-agar strip (Goh Joo Hin Pte Ltd (GJH) Singapura), inuiin (umbi dahlia) dan bahan pro 

analisis. 

4.2. Pcrsiapan Substrat 

Umbi dahlia dibersUikan dan diiris halus-haius kemudian ditimbang sebanyak 

200 gram. Sampel umbi dahlia ini ditambahkan dengan 500 m l dan dididihkan selama 

15 menit. Campuran disaring dengan kain dan endapan yang tersisa dikain dipanaskan 

kembali dengan 100 ml air. Semua filtrat disentrifuga 5000 rpm selama 10 menit, 

supematan yang didapat dari hasil sentrifixga ditambahkan etanol dengan volume yang 

sama dengan volume supematan tadi dan disimpan satu malam pada suhu + 4''C. Endapan 

yang terbenmk dipisahkan dengan sentrifliga 4000 rpm pada suhu ± 4°C selama 10 menit. 

Endapan dicuci dua kali dengan etanol dingin 50% dan disentrifuga kembali. Kemudian 

endapan yang didapal dipanaskan pada suhu 60°C dalam oven dan hancurkan unluk 

mendapatkan tepungnya. 

4.3. Penentuan Media Terbaik untuk Produksi Inulinase dar i Aspergillus niger 

Gmn 11,1 

4.3.1. Persiapan K u l t u r 

KnVnxt Aspergillus niger Gmn 11.1 yang diisolasi dari umbi dahha yang berasal dan 

Batu Malang Jawa Timur, diambil 1 ose secara aseptik, kemudian dimmbuhkan pada 
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4.3.2. Pembuatan Media Cair untuk inoku lum 

Komposisi media terdiri dari inuiin 1%, yeast ekstrak 0,5%, aquades 25ml. Cara 

membualnya adalah semua bahan di alas dilarutkan dalam 25 ml aquades, dislerilisasi 

dalam autoklaf. ivlcuta siap ditanami. 

4.3.3. Pembuatan inokulum 

Koloni yang tiimbuh pada media agar miring diambil secara aseptik 2 ose 

kemudian diinokulasi ke dalam medium cair inokulum 25 ml yang steril. Selanjutnya 

inokulum ini diinkubasi dengan meletakkan pada rotary shaker dengan kecepatan 115 rpm 

pada temperamr kamar selama tiga hari. Inokulum in i siap digimakan unmk fermentasi. 

4.3.4. Produksi Inulinase 

Produksi inulinase dilakukan dalam fermentor yaiUi 25 ml inokulum ditanamkan 

pada 250 ml media cair yang steril (ada tujuh komposisi media yang digunakan), 

difennentasi selam.a lim.a hari pada tem-peratiir kamar dan dilak'ikati panen setiap 12 jam-

sebanyak 8 ml dalam sebelas tabung reaksi ( 0 - 5 hari). Medium yang diduga mengandung 

mulmase mi disaring dengan kertas saring Whatman No. 42 yang telah ditimbang konstan 

agar terpisah dari jamumya. Fiitrat enzim kasar (hasil penyaringan) digunakan unmk 

pciicniuiiii aklivilas inulinase dan peiigukuran konsenlrasi gula pereduksi sedangkan jamur 

(endapan) pada kertas saring digunakan untuk pcngukoiran biomassa. 
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Adapun enam komposisi media yang digunakan adalali: 

1. Inuiin 1% 

2. Inuiin 1 % + (NH,)2P04 0,5% 

3. Inulm 1 % + (NH4)2P04 0,5% + MgSO,,.7H:0 0,05% 

4. Inuiin 1% + (NWjiPOo 0,5% + MgS04.7H20 0,05% + FeS04.7H20 0,015% 

5. Inulm 1% + (NH4)2P04 0,5% + MgS04.7H20 0,05% + FeS04.7H,0 0,015% + NaCl 0,1% 

6. Inuiin l % + (NH4)2PO4 0,5% + MgSO4.7H2O0,05% + FeSO4.7H2O0,015%-r NaC10,r/o 

+ KCl 0,02% 

Media dibuat dengan cara setiap komposisi dilarutkan dalam 250 ml aquades dan 

disterilisasi dalam autoklaf. Media siap untuk fermentasi. 

4.3.5. Penentuan Bobot Biomassa (Gravimetr i ) 

Sebanyak 8 ml sampel dalam sebelas tabung reaksi hasil panen disaring dengan 

kertas saring yang sudah ditimbang konstan. Tabung dibilas dengan aquades, kemudian 

dituang pada kertas saring tersebut. Endapan bersama kertas saring dikeringkan dalam 

oven pada suhu 70 - 80°C sampai kering selama 3 jam, selanjutnya endapan bersama 

kertas saring tersebut didinginkan dalam desikator selama 30 menit ialu ditimbang. 

Pekerjaan ini diulang sampai didapatkan berat konstan. 

Berat biomassa (berat sampel + kertas sarmg) - (berat kertas saring kosong) mg 
8 ml sampel 

= mg/ml 

4.3.6. Penentuan Aktivi tas Inulinase 

Aktivitas inulinase ditentukan dengan mengukur kadar gula pereduksi yang 

terbenmk dengan metode orto toluidin yaitu filtrat kasar inulinase (hasil penyaringan) 
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ciiambii 1 ml ditambah 10 ml substrat (inuiin 1%) dan diinkubasi selama 15 jam. Ini juga 

diiakukan untuk konirol (1 ml supematan ditambahkan 10 mi aquades). Hasil inkubasi 

uiukur gula pereduksinya yaitu diambil 1 ml liasil inkubasi uitambahkan 3 nil peieaksi orio 

toluidin, dipanaskan selama 8 - 1 0 menit pada temperatur 90^0, didinginkan dan diukur 

transmitannya dengan Spektronik Genesis I I pada panjang gelombang 630 nm. 

Aktivitas inu'inase dju^ur dari loi^^entras' "u'a ne rp t i u i - s i v n n a r i i i i n« i lVnn <!ptir»n 

mililiter per menit (mmol gula nereduksi/ml/menit). 

Aictivitas Lnulinase = mjnol gula pereduksi produk - mm.ol gi.da pereduksi kontrol 
Volume sampel x 15 jam x 60 menit 

= X mmol gula pereduksi/ml/menit 

4.4. Penentuan Induser 

Penentuan induser untuk produksi inulinase dilakukan dengan cara memvariasikan 

kandungan induser (inuiin 1%, pati 1%, sukrosa l^o, selulosa 1%, dan gliserol 1"^); 

pH (4,5; 5,0;5,5; 6,5), temperatur (30, 40 dan 50''C), dan waktu inkubasi 60 jam. Media uji 

yang digunakan adalah media terbaik unt>.ik produksi inulinase (dari hasil 4.2.4.) yaitu 

media I I I (Tnulin 1% -f (NTirbPO., (),'̂ °n + MgSO, 005%) Aktivitas inulinase diukur 

berdasarkan konsenlrasi gula pereduksi yang terbenmk (4.3.6.). 
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