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MEMERANGKAP ENZIM B-GALAKTOSIDASE

Pipih Suptijah

Departemen Teknologi Hasil Perairan, Fakultas Perikanan dan llmu Kelautan IPB

ABSTRAK

Kitosan adalah sclulosa alami yang tersusun dari pugus-gugus glukosa beramin.
Mempunyai bentuk kristal yang unik, dengan muatan-muatan ionnya yang reaktif, mirip dengan
struktur matriks amobil, Penelitian int bertujuan mengaplikasikan kitosan sebagai matriks amobil
yang dalam hal ini adalah enzim galaktosidase yang diproduksi cleh bakteri £, coli. Enzim
galaktosidase diproduksi melalvi tahapan-tabapan kultur £ cofi dalam medium lactos broth.
Ekstraksi enzim galaktosidase dari bromass yang dihasilkan, dilanjutkan dengan pemurnian, dialisis
serta perangkapan (penjeratan) enzim oleh kitosan selama 15 menit. Efektivitas kitosan dalam
memerangkap enzim ditunjukkan melalui uj: aktivitas enzim dalam mairiks dengan ONPG. Hasil
wi akhivitas enzim menunjukkan bahwa perlakuan jumlah kitosan sebagai matriks amobil tidak
menunjukkan perbedazn yang signifikan terhadap daya perangkapan enzim dalan waktu yang sama
yakm 15 menit. Masing-masing perlakuan kitosan 1%, 2%, 3% mampu memerangkap enzim rata-
rata 70", berarti waktu perangkapan {aging) sangat mempengarghi jumiah yang terperangkap.
Kegiatan pada saat pengadukan cukup berarti.  Dapat disimpulkan bahwa yang paling efektif
memerangkap enzim adalah kitosan 1%, dimana 1 gram kitosan mampu memerangkap
{mengabsorbsi) enzim scbesar (1,275 gram (| gram kitosan ~ 0,275 gram enzim)

Katza kunci: kitosan, matriks amobi], enzim galaktosidase

I. PENDAHULUAN

Kitosan adalah svatu selulosa alam yang tersusun dari gugus glukosa beramin
(Muzzarelli 1997), yang mempunyai muatan yang berlawanan dengan selulosa
yaitu  bermuatan positif, mempunyai struktur kristal, amorfis dengan
pori-porinya yang bervariasi dalam ukuran, sehingga berbentuk seperti matriks
yang kompak, berpotensi digunakan sebagai inatriks amobil untuk merangkap
(menjerat) enzim atau hakteri.

Proses amobilisasi oleh kitosan berhubungan erat dengan kemampuannya
mengabsorpsi dan menahan komponen-komponen tertentu didalamnya. Hal ini
berkaitan dengan adanya gugus-gugus ionik dalam kitosan (Knorr 1982), schingga
kitosan dapat berfungsi sehagai matrik amobil.

Amobilisasi enzim banyak dimanfaatkan sccara besar-besaran dalam proses
fermentasi. Kelebihan penggunaan metode ini adalah bahwa enzim dalam matriks
mampu melakukan aktivitasnya membuat produk tanpa harus keluar dari matriks
tersebut, schingga produk tidak terkontaminasi oleh enzim, bahkan kitosan pun
setelah diangkat dari fermentasi masih dapat digunakan kembali berulang-ulang,
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Melalui uji kemampuan kitosan sebagai matriks amobil maka akan
menambah luas kegunaan Kitosan untuk preparasi serta metoda penjeratannya
lchih sederhana.

Tujuan dari penelitian ini adalah menguji kemampuan (keefektivitasan)
kitosan sebagai matriks amobil dalam memerangkap atau menjerat enzim, yang
dalam hal ini adalah enzim (-galaktosidase.

1I1. METODOLOGI
Bahan

Escherichia coli, medium Laktose Broth (induktif), BSA (Brain Serum
Albumin), ONPG, Na:COi; (NH):SQO; Reagen Nessler, kitosan, Buffer Phosfat
(PBS).

Alat

Alat  gelas, shaker, inkubator, centrifige, autoclave, ultrasonikator,
micropipet, selofar bag, dialisator.

Penelitian ini terdiri dari beberapa tahap yang meliputi tahap kultur . coli,
tahap ekstraksi enzim, B-galaktosidase dari biomass E£.coli, tahap pemurnian
enzim, dan tahap uji aktivitas enzim.

Tahap Kuktur E. coli

E. coli yang sudah disegarkan dan yang sudah siap digunakan dimasukkan
dalam medium induktif dalam erlenmeyer 250ml ditempatkan pada shaker selaima
24 jam dengan suhu 37°C. Setelah 24 jam dituangkan ke dalam tabung cenrrifuge
500ml, dilakukan cenrrifige pada kecepatan 5000 rpm dengan temperatur 2-4°C
selama 15 menit. Sel/biomass yang diperoleh, dicuci dengan H,O dingin untuk
menghilangkan sisa medium dan dilakukan kembali sentrifuge sampai diperolch
sel I, coli yang bersih dari media.

Fahap Ekstraksi Enzim B-galaktosidase

E. coli disuspensikan dalam 8 ml buffer phostfat pH 7,7, ckstraksi dilakukan
dengan cara suspensi dipecah dengan sonikator pada suhu 15°C dalam waktu 2
jam. Pemisahan enzim dengan centrifuge pada kecepatan 5000 rpm pada suhu
5°C, sclama 5 menit, diperoleh ekstrak enzim dalam bentuk supernatan.

Tahap Kemurnian Enzim
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Supernatan yang diperoieh £ 5 ml diuji pendahuluan aktivitasnya. Pemumian
dengan fraksinasi ditakukan variasi kejenuhan dengan konsentrasi (NH):S0,
0,4%, 0,6% pada suhu 0-2°C, penambahan sedikit demi sedikit sambil diaduk dan
kemudian didiamkan selama 30 menit. Endapan yang diperoleh disuspensikan
dalam 5 ml buffer phosfat.

Tahap Dialisis

Garam-garam vang terkandung dalam suspensi ekstrak dapat dihilangkan
melalut dialisis sebagai berikut:

- Suspensi enzimm dimasukkan ke dalam selofar bag, lalu diikat

- Kemudian direndam dalam larutan buffer yang sama selarma 10 jam dengan suhu
20°C, setiap 2 jam buffer diganti sampai garamnya habis dengan pengujian
Nessler.

Tahap Amobilisasi Enzim

Kedalam suspensi enzim ditambahkan kitosan dengan perlakuan
0,01; 0,03; 0,05 gram dan tanpa kitosan. Campuran diaduk agar kitosan homogen.
Kemudian didiamkan selama 15 menit. Setelah 15 menit kitosan diangkat
(dipisahkan) kemudian dicuci dengan buffer 3x. kitosan siap digunakan atau diuji,

Tahap Uji Aktivitas Enzim

Enzim hasil isolasi diuji dengan ONPG schagai substrat dalam suasana
alkali. Hasil penguraian ONPG oleh enzim [-galakiosidise akan membentuk
wamna kuning vang dapat diukur absorbansinya dengan spektrofotometer pada
panjang gelombang 520 nm. Aktivitas enzim didefinisikan sebagai jumlah ONPG
yang direaksikan dalam pmol atau milimel per mililiter enzim per menit pada
kondisi optimum.

Tabel 1. Uji aktivitas enzim teramobilisasi

Tabung ONFG Buffer Enzim teramobil Abs
sampel 2,5 mol PBS dalam kitosan B
1 0,5 mol 4 ml 0,1
2 0,5 mol 4 ml 0,3
3 0,5 mol 4 ml 0.5
4 0,5 mo) 4 ml 0,0 ]

o Campuran diaduk agar homogen

Inkubasi pada 37°C selama 5 menit.

o Untuk menghentikan reaksi e¢nzim pada campuran ditambahkan 1,5 ml
Na;COs 2 mol. Selanjutnya kitosan dipisahkan dari campuran dan diuji
absorbansinya dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 420 nm.
Pengujian dilakukan pada kontrol, cucian dan supernatan —k=¢+ s
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Hasil yang diperoich pada tahap kultur £. coli adalah biomass E. coli berupa
endapan tidak didasar tabung centrifuge dengan berat £2 gr. Untuk memperoleh
enzim yang berada didalam sel E. Celi, maka hasil tahap ekstraksi enzim adalah
ekstrak kasar dalam bentuk supernatan, Untuk memperoleh enzim B-galaktosidase
yang mumi, maka pada tahap ketiga dilakukan pemurnian enzim melalui
fraksinasi dengan penambahan (NH);SO4 dengan kejenuhan 0,40% dan 0,60%.
Kemudian enzim mumni dalam bentuk endapan dilarutkan dalam buffer PBS dan
didialisis untvk menghilangkan param-garam vyang terkandung dalam enzim
tersebut sampai diperoleh sekitar 5ml larutan enzim B-galaktosidase, Enzim mumi
diuji aktivitasnya dan diamobilisasi kedalam kitosan dengan variasi konsentrasi

III. HASIL DAN PEMBAHASAN

kitosan {lihat Tabel 2).

Tabel 2. Hasil aklivitas enzim (3-galaktosidase teramobil dalam kitesan

oo oo 90

Kitosan Abso.rban Absorba:‘l 5 | o4 teramobil
cugian teramobil
0,1 0,84 1,505 65%
(.3 0,750 1,650 70%
0,5 0,637 1,760 75%
0,0 (Kontrol) 2416

Kitosan ONPG = 0,5 mol dengan Absorbans (A) = 2,416
Absorbans larutan pencucian (Ac) = 0,84 — aktivitas 0,174 mol/ml/15 menit
Absorbans teramobil (Aa) = 1,505 — aktivitas 0,311 mol/ml/15 menit
Penggunaan 0,1gr kitosan mengamobil enzim (-galaktosidase 0,0267 mol/mnt
Jadi lgr kitosan efektif mengamobil enzim p-galaktosidase 0,267 mol/menit
Atau 1gr kitosan efektif mengameobil rata-rata 0,3 mol enzim [-galaktosidase
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Gambar 1. Diagram aktivitas enzim teramobil dan cuciannya

IV, KESIMPULAN
+ Kitosan dapat memrangkap enzim dengan baik.

»  Kemampuan kitosan memerangkap enzim rata-rata 70% dalam waktu 15
menit,

» FEfektivitas kitosan memerangkap enzim | gram kitosan mengamobil rata-rata
0,267 mol/menit atau dapat berarti 1 gram kitosan mampu mengamobilisasi
+0,3 gram enzim f}-galaktosidase.

s  Waktu akan mempengaruhi pemerangkapan. Jadi, untuk mendapatkan
pemerangkapan optimum, waktu penjeratan perlu diperpanjang.
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