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ABSTRACT 

Inulin degrading thermophilic bacteria is a potential source of inulin degrading 

thermostable enzymes, an enzyme which convert inulin into fructose and fructooligo-

saccharides (FOS) prebiotic. The purpose of the study was to find potential 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 and thermotolerant temperature. Inulin degrading 

bacteria was explored from three hot springs in Solok West Sumatra (Bukik Gadang, Batu 

Bajanjang and Sapan Maluluang). In the research has been found 8 inulin degrading 

bacteria isolates namely 3 isolates (BB1, BB2, BB3) from Batu Bajanjang; one isolate 

(BG1) from Bukik Gadang; 4 isolates from Sapan Maluluang. Four isolates (BB1, BB2, 

BB3, BG1) were tested termotolerant at room temperature, 40ºC, 50ºC. and 60°C. Isolates 

BB1, BB2, BG1 grow at room temperature and 40ºC, whereas BB3 grow at room 

temperature, 40ºC and 50ºC. Isolates BB1, BB2 and BG1 were classified as mesophilic 

bacteria, isolates BB3 as thermophilic bacteria. Shape and colour of colonies were 

circular and white respectively. 
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PENDAHULUAN 

Dua senyawa yang sangat penting 

pada industri makanan, minuman dan 

farmasi adalah fruktosa dan prebiotik FOS  

Sirisansaneeyakul et al., 2007; Singh, 

2006). Fruktosa dan FOS dapat diperoleh 

dari hidrolisis inulin menggunakan katalis 

enzim penghidrolisis inulin. Fruktosa dapat 

juga diperoleh dari pati. Pembuatan fruk 

tosa dari inulin lebih efisien dan ekonomis 

dibandingkan dari pati (Zittan, 1981). Oleh 

sebab itu, enzim yang terlibat pada reaksi 

hidrolisis inulin yaitu inulinase atau leva 

nase adalah pilihan yang paling tepat untuk 

memproduksi fruktosa dan FOS dari inulin. 

Inulinase dan levanase termostabil dari 

bakteri termofilik adalah pilihan yang lebih 

baik untuk mengisolasi enzim tersebut 

dalam jumlah yang banyak.   

Inulinase dan levanase aktif pada 

substrat inulin dan levan. Inulinase dari 

Bacillus polymyxa dapat menghidrolisis 

sukrosa, levan, raffinosa and inulin (Kwon 

et al., 2003). Exoinulinase dari Aspergillus 

awamori dapat menghidrolisis ikatan   

β2,1- sebaik β2,6 pada fructooligo 

saccharides (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), 

sementara exolevanase dari Gluconaceto 
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bacter diazotrophicus SRT4 dapat meng 

hidrolisis 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 meng 

hasilkan produk yang berbeda. Fruktosa 

dapat diperoleh dari inulin dengan meng 

gunakan exoinulinase atau exoleva nase, 

sedangkan untuk memperoleh FOS dari 

inulin digunakan endoinulinase atau 

endolevanase. Kombinasi endo- dan exo- 

mempunyai efek sinergik untuk menghasil 

kan fruktosa dari inulin (Sirisansaneeyakul 

et al., 2007).   

Inulinase dan levanase termostabil 

dari bakteri termofilik adalah pilihan yang 

lebih baik untuk mengisolasi enzim 

tersebut dalam jumlah yang banyak. Hal ini 

karena inulin lebih larut dalam air pada 

suhu di atas 50C (Phelps, 1965). Selain 

itu, enzim yang diekspresikan bakteri 

temofilik lebih mudah dimurnikan karena 

perlakuan panas, bersifat termostabil. 

Reaksi enzimatik pada suhu tinggi 

memungkinkan kelarutan substrat dan 

kecepatan reaksi makin tinggi, memperen-

dah viskositas, dan memperkecil resiko 

kontaminasi dengan mikroorganisme lain 

(Vieille, 2001). Allais et al. (1987) telah 

mengisolasi dan mengkarakterisasi bakteri 

termofilik yang mempunyai aktivitas 

inulinase yang ternyata dimiliki oleh genus 

Bacillus. Kebanyakan bakteri termofilik 

termasuk genus Bacillus (Souza, 2001). 

Gao et al. (2008) menentukan urutan basa 

nukleotida sebagian gen 16S rRNA bakteri 

termofilik yang mengekspresikan termo 

stabil endoinulinase yang ternyata diiden 

tifikasi sebagai spesies Bacillus smithii T7.  

Sumatera Barat mempunyai dua 

potensi alam yang dapat dikembangkan 

untuk pembuatan fruktosa dan prebiotik 

FOS dari inulin yaitu umbi tanaman dahlia 

dan sumber air panas. Tanaman dahlia 

banyak tumbuh baik pada daratan tinggi 

seperti Solok, Padang Panjang, dan 

Bukittinggi. Pada umbi tanaman dahlia 

terdapat inulin dalam jumlah besar. 

Kelarutan inulin dalam air lebih tinggi 

pada temperatur air yang lebih tinggi. Oleh 

sebab itu, enzim pendegradasi inulin 

termostabil dari bakteri termofilik paling 

tepat untuk katalis reaksi hidrolisis inulin. 

Bakteri pendegradasi inulin ini dapat 

dieksplorasi dari bakteri yang berasal dari 

sumber air panas di Solok Sumatera Barat.  

Bakteri termofilik pendegradasi 

inulin yang berasal dari sumber air panas 

Bukik Kili dan Padang Balimbiang di 

Solok Sumatera Barat telah diidentifikasi 

secara genotip dan fenotip (Azhar et al., 

2013; Azhar dkk 2011), tetapi aktivitas 

enzim ini kecil. Oleh sebab itu, perlu 

dilakukan eksplorasi dari sumber air panas 

lainnya di Solok seperti Bukik Gadang, 

Batu Bajanjang dan Sapan Maluluang 

untuk menemukan bakteri pendegradasi 

inulin yang potensial untuk pembuatan 

fruktosa dari inulin. 

METODA PENELITIAN 

Bahan 

Bahan yang digunakan meliputi bakteri, 

reagen kimia, inulin dari umbi dahlia. 

Bakteri pendegradasi inulin dieksplorasi 

dari sumber air panas menggunakan media 

dengan komposisi sebagai berikut (g/L) ; 2g 

(NH4)2SO4, 14g KH2PO4, 6g K2HPO4 

.3H2O, 0,2g MgSO4.7H2O, 1g trisodium 

sitrat, inulin atau inulin-RBB, dan agar, 

Castro et al., 1995)). Zat untuk ekstraksi 

inulin adalah etanol, aguades.   

Ekstraksi Inulin dari Umbi Dahlia  

 Ekstraksi inulin dari umbi dahlia 

dilakukan sesuai prosedur Andyani (2001). 

Umbi dahlia dibersihkan, dikuliti, dipotong 

kecil dan ditambah air dengan perbandingan 

1:2 (b:v), kemudian diblender. Campuran 

ini dipanaskan pada penangas air (70-80C, 

sekitar 30 menit), kemudian disaring. Pada 

filtrat ditambahkan etanol 30% sebanyak 

40% volume filtrat, didinginkan di dalam 

freezer selama 18 jam. Campuran dikeluar 

kan dari freezer dan dibiarkan mencair pada 

suhu ruang, kemudian disentrifugasi pada 

1500 rpm selama 15 menit.  
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Endapan (inulin basah I) ditambah air 

dengan perbandingan (1:2), kemudian di 

panaskan di penangas air suhu 70C selama 

30 menit. Ke dalam campuran ditambahkan 

karbon aktif 1-2% (b/v), kemudian disaring. 

Pada filtrat ditambahkan kembali etanol 

30% sebanyak 40% dari volume filtrat, 

didinginkan di dalam freezer selama 18 jam. 

Campuran dikeluarkan dari freezer dan 

dicairkan pada suhu ruang, kemudian 

disentrifugasi pada 1500 rpm selama, 15 

menit. Endapan putih (inulin basah II) 

dikeringkan pada suhu 50-60C selama 6-7 

jam, kemudian dihaluskan.  

Skrining Bakteri Pendegradasi Inulin 

Bakteri pendegradasi inulin berasal 

dari sumber air panas di Solok. Bakteri 

pendegradasi inulin diskrining dengan  

indirect and direct isolation method meng 

gunakan media yang mengandung inulin 

sebagai satu-satunya sumber karbon (g/L); 

2g (NH4)2SO4, 14g KH2PO4, 6g K2HPO4 

.3H2O, 0,2g MgSO4.7H2O, 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, 40C, 50C, 

60C.  

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  -20ºC atau -70ºC. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Eksplorasi Bakteri Pendegradasi Inulin 

Eksplorasi bakteri pendegradai 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 

ynag dapat hidup pada media ini. Bakteri 

pendegradasi inulin dieksplorasi dari tiga 

sumber air panas di Solok Sumatera Barat 

yaitu Bukik Gadang, Batu Bajanjang dan 

Sapan Maluluang di Solok (Gambar 1). 

Pemilihan lokasi sumber air panas ber 

dasarkan suhu yaitu di atas suhu 42ºC. Air 

pada sumber air panas Bukik Gadang dan 

Batu Bajanjang mempunyai pH 7 tetapi 

suhu air berbeda yaitu 45ºC dan 60ºC. 

Sumber air panas ini diperkirakan berasal 

dari gunung yang sama yaitu Gunung 

Talang. Sumber air panas Batu Bajanjang 

lebih dekat ke Gunung Talang dibanding 

kan sumber air panas Bukik Gadang. Oleh 

sebab itu, suhu air pada sumber air panas 

Batu Bajanjang lebih tinggi dibandingkan 

suhu air pada sumber air panas Bukik 

Gadang.  

 

 
   a                     b                   c 

Gambar 1. Sumber Air Panas Di Solok  

           a. Bukik Gadang,  

           b. Batu Bajanjang  

           c. Sapan Maluluang   

Sumber air panas Sapan Maluluang 

diperkirakan berasal dari Gunung Kerinci 

bukan dari Gunung Talang. Oleh sebab itu, 

pH air pada sumber air panas Sapan 

Maluluang berbeda dengan pH air di 

sumber air panas Bukik Gadang dan Batu 

Bajanjang. Air pada sumber air panas 

Sapan Maluluang mempunyai pH dan suhu 

yang lebih tinggi dibandingkan pH dan 

suhu air pada sumber air panas Bukik 

Gadang dan Batu Bajanjang. Suhu air pada 

sumber air panas Bukik Gadang, Batu 

Bajanjang dan Sapan Maluluang berturut-

turut adalah 45ºC, 60ºC dan di atas 100ºC. 

Suhu dan pH air ketiga sumber air panas 

tersebut dimuat pada Tabel 1.   
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Tabel 1. Suhu dan pH Sumber Air Panas  
No Nama sumber air 

panas  

pH Suhu (ºC) 

1 Bukik Gadang 7 45 

2 Batu Bajanjang 7 60 

3 Sapan Maluluang 8 di atas 100 

Eksplorasi bakteri pendegradasi 

inulin dilakukan dengan metoda direct 

isolation dan undirect isolation. Media 

seleksi yang digunakan adalah media cair 

yang mengandung inulin sebagai satu-

satunya sumber karbon (Castro et al., 

1995). Suhu inkubasi seleksi awal adalah 

37ºC, 50ºC dan 60ºC untuk skrining bakteri 

dari sumber air panas (Tabel 2). Pada 

metoda direct isolation, sampel sumber air 

panas langsung ditumbuhkan pada media 

padat yang mengandung inulin sebagai 

satu-satunya sumber karbon (media seleksi 

padat), 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 media 

cair yang mengandung inulin sebagai satu-

satunya sumber karbon (media seleksi cair) 

selama 2 sampai 3 hari pada suhu awal 

seleksi dengan 2-3 kali pemindahkan ke 

media seleksi cair yang baru, kemudian 

kultur ditumbuhkan pada media padat yang 

mengandung inulin sebagai satu-satunya 

sumber karbon (media seleksi padat) 

selama 18-48 jam. Bakteri pendegradasi 

inulin pada media seleksi cair ditebar 100 

µL 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 3). Kultur isolat bakteri 

disimpan pada suhu -20ºC.  

Bakteri yang berasal dari sumber air 

panas Sapan Maluluang sedikit mengeruh 

kan media cair yang mengandung inulin 

sebagai satu-satunya sumber karbon pada 

suhu seleksi 60ºC setelah diinkubasi 

selama 3-4 hari. Kultur ini sebanyak 100 

µL (tanpa pengenceran) ditebar pada 

permukaan media seleksi padat mem 

perlihatkan jumlah koloni yang sangat 

sedikit (Gambar 5.5b). Hal ini mungkin 

disebabkan jumlah bakteri sangat sedikit 

pada media seleksi cair. Selain itu, media 

seleksi padat pada suhu 60ºC cendrung 

lebih cepat kering, sehingga bakteri tidak 

dapat berkembang dengan baik. Oleh sebab 

itu, bakteri ini tidak diteliti lanjut. 

Tabel 2. Suhu Inkubasi Seleksi Awal 

Sampel Pada Media Seleksi Inulin 
Sumber 

bakteri 

Sampel  Suhu 

inkubasi 

(ºC) 

Pengamatan 

Bukik 

Gadang 

Air 

Air berlumut 

Air 

Air berlumut 

37 

37 

50 

50 

tidak keruh 

keruh 

tidak keruh 

tidak keruh 

Batu 

Bajanjang 

Air 

Air berlumut 

Air 

Air berlumut 

Air berlumut 

37  

37 

50 

50 

60 

tidak keruh 

keruh 

tidak keruh 

keruh 

tidak keruh 

Sapan 

Maluluang 

Air 

Air berlumut 
60 

60 

tidak keruh 

sedikit keruh 

Dengan metoda undirect isolation 

telah berhasil ditemukan 8 isolat bakteri 

pendegradasi inulin yaitu 3 isolat dari Batu 

Bajanjang dengan kode isolat BB1, BB2, 

BB3; satu isolat dari Bukik Gadang dengan 

kode isolat BG1 serta 4 isolat dari Sapan 

Maluluang. Isolat BB1, BB2, BG1 tumbuh 

baik pada suhu ruang dan suhu 40 

sedangkan BB3 tumbuh baik pada suhu 

ruang, 40ºC dan 50ºC. Dengan demikian, 

isolat BB1, BB2 dan BG1 dapat 

dikelompokkan sebagai bakteri mesofilik, 
sedangkan isolat BB3 dapat dikelompok 

kan sebagai bakteri termofilik. 

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., (2011) telah 

berhasil mengisolasi bakteri pendegradasi 

inulin dari sumber air panas menggunakan 

metoda undirect isolation. Keberhasilan 
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metoda undirect isolation pada isolasi 

bakteri pendegradasi inulin menandakan 

bahwa enzim pendegradasi inulin akan 

diekspresi jika ada inulin. Dengan 

demikian, gen pengkode enzim pende 

gradasi inulin diduga termasuk kelompok 

gen tipe inducible. 

Bakteri pendegradasi inulin dapat 

tumbuh pada media yang mengandung 

inulin sebagai satu-satunya sumber karbon 

karena bakteri pendegradasi inulin meng 

ekspresikan enzim pendegradasi inulin 

ekstraselular. Enzim ekstraselular terutama 

merupakan enzim yang mengkatalisis 

reaksi hidrolisis molekul besar seperti 

inulin, selulosa, pati, lipid, kasein, gelatin, 

kitin. 

 

 

            a                                                 b                                                  c 

 

Gambar  3. Bakteri Pendegradasi Inulin dari Sumber Air Panas Batu Bajanjang (Ab) 

                            Sapan Maluluang (C)  

Identifikasi koloni bakteri 

Bakteri pendegradasi inulin yang 

diperoleh berjumlah 8 isolat. Tiga isolat 

bakteri berasal dari sumber air panas Batu 

Bajanjang (diberi kode BB1, BB2, BB3) 

satu dari Bukik Gadang (diberi kode BG1)  

dan empat dari Sapan Maluluang. Empat 

isolat bakteri dari Sapan Maluluang tidak 

tumbuh subur, oleh sebab itu, isolat ini 

tidak dipilih untuk diteliti lanjut. Isolat 

BB1, BB2, BB3  dan BG1  dilakukan  uji   

termotoleran pada suhu ruang, 40ºC, 50ºC 

dan 60ºC. Isolat BB3 tumbuh subur  pada  

suhu  ruang, suhu 40ºC dan 50ºC.  Isolat 

BB1,  BB2  dan  BG tumbuh subur pada 

suhu ruang dan suhu 40ºC.   Oleh   sebab  

itu   isolat  BB3   dapat dikelompokkan 

sebagai bakteri termofilik, sedangkan isolat 

BB1, BB2 dan BG sebagai bakteri 

mesofilik. Bakteri mesofilik dapat tumbuh 

dengan baik antara suhu 10ºC-45ºC, 

sedangkan bakteri termofilik dapat tumbuh 

dengan baik antara suhu 40ºC-70ºC 

(Madigan et al., 2012). 

Bentuk koloni pada umumnya 

sirkular dan berwarna putih (Tabel 3). 

Dengan demikian isolat bakteri BB3 

merupakan isolat yang paling potensial 

untuk menghasilkan enzim pendegradai 

inulin termostabil. Enzim ini paling tepat 

digunakan untuk reaksi hidrolisis inulin 

menghasilkan fruktosa dan prebiotik FOS.   
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Tabel 3. Bentuk Koloni Isolat Bakteri Pendegradasi Inulin dan Uji Termotoleran 
No Isolat Bentuk koloni Uji 

 

Termo-

toleran 

  

   Suhu 

ruang 

40ºC 50ºC   60ºC 

1 BB1 Koloni berbentuk sirkular, dengan tepi 

koloni halus (entire), elevasi koloni naik, 

sifat optikal koloni jernih (translucent), 

koloni agak putih  

+ + -      - 

2 BB2 Koloni berbentuk sirkular, dengan tepi 

koloni berombak (undulate), elevasi 

koloni naik (raised), sifat optikal koloni 

tidak tembus cahaya (opaque), koloni 

krem  

+ 

 

+ -      - 

3 BB3 Koloni berbentuk sirkular, dengan tepi 

koloni berombak (undulate), elevasi 

koloni cembung (convex), sifat optikal 

koloni tidak tembus cahaya (opaque), 

koloni putih 

+ + +      - 

4 GB1 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 

KESIMPULAN 

Berdasarkan hasil penelitian yang 

diperoleh dapat disimpulkan: 

a. Bakteri pendegradasi yang diperoleh 

berjumlah 8 isolat. Tiga isolat bakteri 

berasal dari sumber air panas Batu 

Bajanjang (BB1, BB2, BB3), satu dari 

Bukik Gadang (BG). serta empat dari 

Sapan Maluluang.     

b. Bentuk koloni pada umumnya sirkular 

dan berwarna putih. Isolat BB3 tumbuh 

subur pada suhu ruang, 40ºC dan 50ºC, 

Isolat BB1, BB2 dan BG tumbuh subur 

pada suhu ruang dan suhu 40ºC. Isolat 

BB3 dapat dikelompokkan sebagai 

bakteri termofilik, sedangkan isolat 

BB1, BB2 dan BG sebagai bakteri 

mesofilik. 
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