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ABSTRAK

Nama : Kusnaningsih

Program studi : Kimia

Judul : Studi Identifikasi Produk Reaksi Oksidasi Kopling Cis- isoeugenol
dan Trans-isoeugenol dengan Katalis Peroksidase dari Raphanus
sativus L.

Penelitian ini dilakukan untuk mengidentifikasi produk reaksi oksidasi
kopling dari senyawa cis-isoeugenol 78% dan trans-isoeugenol 94% dengan
katalis peroksidase dari Raphanus sativus L. Peroksidase hasil isolasi dari Raphanus
sativus L. yang digunakan memiliki aktivitas sebesar 33,3063 U/mg protein.
Identifikasi terbentuknya produk dilakukan secara kualitatif dengan menggunakan
kromatografi lapis tipis (KLT). Hasil analisa menggunakan instrumen
spektrofotometer UV-Vis, FTIR, dan GC-MS menunjukkan bahwa produk reaksi
oksidasi kopling dari trans-isoeugenol dan cis-isoeugenol yang terbentuk merupakan
senyawa dimer dengan posisi penggabungan 8-5’. Senyawa dimer ini lebih dikenal
dengan nama dehidrodiisoeugenol.

Kata kunci - cis-isoeugenol, trans-isoeugenol, Raphanus sativus L., peroksidase,
reaksi oksidasi kopling

Xiii + 54 hal. ;29 gambar; 10 tabel; dan 7 lampiran

Daftar pustaka : 45 (1980-2010)
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ABSTRACT

Name : Kusnaningsih

Program study: Chemistry

Title > Identification of Product Reaction of Coupling Oxidation
Trans/Cis-Isoeugenol Catalized by Peroxidase from Raphanus
Sativus L.

The aim of this study was to identify the product reaction of coupling
oxidation from 94% trans-isoeugenol and 78% cis-isoeugenol which catalized by
peroxidase from Raphanus Sativus L. Spesific activity of peroxidase isolated from
Raphanus Sativus L. was 33,3063 U/mg protein. Thin Layer Chromatography
(TLC) used to identify the product formation qualitatively. The measurement results
using instrument UV-Vis spectrophotometer, FTIR, and GC-MS showed that
oxidative coupling reaction products of cis-isoeugenol and trans-isoeugenol are
dimer formed by coupling the position 8-5". The dimer known as
dehidrodiisoeugenol.

Key words : cis-isoeugenol, trans-isoeugenol, Raphanus sativus L., peroxidase,
coupling oxidation reaction

Xiii+54 pages ; 29 pictures; 10 tables; and 7 appendix
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Senyawa fenolik pada umumnya merupakan senyawa bahan alam yang
banyak dijumpai dalam tanaman. Senyawa ini telah banyak diteliti secara luas
untuk dimanfaatkan dalam kehidupan manusia. Dalam industri makanan dan
kosmetik, senyawa fenolik digunakan sebagai pemberi aroma yang khas.
Sedangkan dalam industri farmasi dan kesehatan, senyawa ini banyak
dimanfaatkan sebagai antioksidan, antikanker, antimikroba, dan lain-lain (Croteau
et al., 2000). Beberapa contoh senyawa fenolik yang sering dijumpai antara lain
eugenol, isoeugenol, cinnamaldehid, katekin, dan menthol.

Senyawa fenolik mudah teroksidasi karena strukturnya yang khas yaitu
memiliki satu atau lebih gugus hidoksi yang terikat pada satu atau lebih cincin
aromatik benzen (Fessenden dan Fessenden, 1982). Reaksi oksidasi kopling
senyawa fenolik dengan menggunakan enzim sering dilakukan untuk
mendapatkan produk berupa polimer fenolik yang bersifat bioaktif dan relatif
aman terhadap lingkungan. Pada tahun 1998, Kobayashi membuktikan bahwa
senyawa fenolik dapat diubah menjadi senyawa bioaktif yang dapat menghambat
reaksi patogen dan serangga dengan bantuan peroksidase. Yuda pada tahun 2006
juga melakukan hal yang sama dengan menggunakan isoeugenol sebagai substrat
dan peroksidase sebagai katalis reaksi pembentukan dimer. Senyawa fenolik
lainnya yang digunakan, antara lain: guaiakol (Sulaksono, 2007), eugenol, dan
isoeugenol (Lindiyah, 2008 dan Elvi, 2010).

Keuntungan penggunaan enzim sebagai katalis pada reaksi ini, antara lain
karena ketersediaannya yang berlimpah di alam dan sifatnya yang ramah
lingkungan karena berasal dari mahluk hidup. Akan tetapi, penggunaan enzim
dalam suatu reaksi harus mengikuti kondisi optimum enzim tersebut dan reaksi
yang dikatalisanya bersifat spesifik atau hanya dapat bekerja pada substrat
tertentu, bahkan dengan stereokimia tertentu sehingga penggunaannya di dalam

industri menjadi terbatas.
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Salah satu enzim yang sering digunakan sebagai katalis reaksi oksidasi
kopling senyawa fenolik adalah peroksidase. Peroksidase merupakan enzim yang
mengandung gugus heme yang dapat mengkatalisis suatu reaksi oksidasi dengan
menggunakan hidrogen peroksida sebagai akseptor elektron

(http://www.worthington-biochem.com/HPO/default.html). Enzim ini umumnya

terdapat dalam sel hewan dan tumbuhan. Pada tumbuhan, peroksidase yang paling
sering ditemukan adalah yang berasal dari akar tanaman Horseradish sehingga
sering disebut sebagai Horseradish-Peroksidase (HRP).

Reaksi oksidasi senyawa fenolik yang dikatalisa oleh peroksidase akan
membentuk suatu radikal fenoksi. Radikal fenoksi ini mampu melakukan
resonansi pada cincin aromatiknya dan selanjutnya akan bergabung dengan
radikal fenoksi lainnya membentuk dimer senyawa fenolik. Produk dimer yang
dihasilkan telah diteliti memiliki aktivitas sebagai antioksidan (Elvi, 2010),
alelopati (Anita, 2004), dan antimikroba (Wulandari, 2005).

1.2 Perumusan Masalah

Yuda pada tahun 2006, menggunakan peroksidase hasil isolasi dari brokoli
sebagai katalis reaksi oksidasi kopling isoeugenol untuk membentuk produk
dimernya. Lindiyah pada tahun 2008 dan Elvi pada awal tahun 2010, melakukan
percobaan yang sama, namun peroksidase yang digunakan berasal dari tanaman
Horseradish. Pada penelitian ini, akan digunakan peroksidase yang diisolasi dari
tanaman lobak putih (Raphanus sativus L.) yang masih termasuk dalam famili
Brassicacceae. Tanaman ini dipilih karena diduga mengandung peroksidase yang
cukup potensial dan relatif mudah diperolen walaupun di negara yang beriklim
tropis seperti Indonesia.

Pada penelitian terdahulu, metode yang digunakan oleh Lindiyah (2008)
untuk pembentukan dimer isoeugenol adalah dengan mencampurkan semua
pereaksi ke dalam reaktor tanpa memperhatikan kenaikan suhu yang terjadi.
Penelitian tersebut kemudian dilanjutkan oleh Elvi (2010) dengan melakukan
pengaturan suhu untuk optimasi reaksi, dan sebagai substratnya digunakan
senyawa isoeugenol dalam bentuk campuran antara cis-isoeugenol dan trans-

isoeugenol yang tidak diketahui konsentrasinya.
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Pada penelitian ini akan digunakan senyawa isoeugenol yang mengandung
cis-isoeugenol dan trans-isoeugenol dengan kadar tertentu yang telah diketahui.
Hal ini dilakukan untuk mengetahui pengaruhnya terhadap reaksi oksidasi kopling
dan produk yang terbentuk. Selain itu, pada penelitian ini juga dilakukan optimasi
kondisi terhadap variasi jumlah substrat dan pH reaksi oksidasi kopling senyawa

tersebut.

1.3 Tujuan
Penelitian ini bertujuan untuk
a. Mengetahui aktivitas spesifik peroksidase hasil isolasi dari Raphanus
sativus L.
b. Mengetahui terjadinya reaksi oksidasi kopling cis-isoeugenol dan trans-
isoeugenol dengan katalis peroksidase hasil isolasi dari Raphanus sativus
L. secara kualitatif.

c. Mengidentifikasi produk reaksi oksidasi kopling yang terbentuk.
1. 4 Hipotesis
Peroksidase yang diisolasi dari tanaman lobak putih dapat mengkatalisis

reaksi oksidasi kopling isoeugenol. Produk yang terbentuk merupakan dimer

isoeugenol dengan penggabungan 8-5.

Universitas Indonesia

Studi Identifikasi..., Kusnaningsih, FMIPA Ul, 2011



BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Klasifikasi Lobak (Raphanus sativus L.)

Lobak (Raphanus sativus L.) merupakan sayuran berumbi yang berasal
dari Cina dan Jepang, tetapi telah banyak dibudidayakan di Indonesia (Astuti,
2007). Tanaman lobak memiliki tinggi £1 m. Daunnya tunggal, lonjong, bergerigi,
ujung dan pangkal rompang, pertulangan menyirip, berbulu, tangkai pipih, dan
berwarna hijau. Bunganya merupakan bunga majemuk, berbentuk tandan, berada
di ujung batang, memiliki tangkai bulat dengan panjang 0,75-2 cm, kelopak bunga
bulat dengan panjang 6-10 mm dan berwarna hijau, benang sari memiliki panjang
13-22 mm berwarna kuning kehijauan, kepala sari berbentuk silindris berwarna
kuning, dan mahkota bunganya berbentuk lonjong dan berwarna putih
(http://opensource.telkomspeedy.com/repo/abba/v12/artikel/ttg_tanaman_obat/dep
kes/buku3/3-117.pdf).

Gambar 2.1. Bunga dari Raphanus sativus var. hortensis L.

[Sumber: http://hanagoyomi-satellite.blog.so-

net.ne.ip/upload/detaiI/E38380E382A4E38283E383B3.ipq.html]

Lobak biasanya dimanfaatkan sebagai sayuran, tetapi di beberapa negara
lobak dimanfaatkan sebagai obat tradisional (Shoeb, 2006). Terdapat tiga spesies
lobak yang tumbuh di pulau Jawa, yaitu var. hortensis, var. niger, dan var.
radicula. Lobak var. hortensis memiliki umbi yang berwarna putih dan berbentuk
silinder. Lobak var. niger memiliki umbi yang berwarna hitam, sedangkan lobak

var. radicula memiliki warna merah atau putih secara keseluruhan (Backer dan

4 Universitas Indonesia

Studi Identifikasi..., Kusnaningsih, FMIPA Ul, 2011



Bakhuizen, 1968). Pada penelitian kali ini, jenis lobak yang akan digunakan

adalah lobak var. hortensis.

Gambar 2.2. Raphanus sativus var. hortensis L.

Taksonomi tanaman lobak (http://www.plantamor.com/index.php?plant=1074):

Kingdom : Plantae

Subkingdom : Tracheobionta

Divisi . Spermatophyta

Subdivisi : Angiospermae

Kelas : Dikotiledonae

Subkelas > Diilleniidae

Ordo : Capparales

Famili : Brassicaceae

Genus : Raphanus

Spesies : Raphanus sativus var. hortensis L.
2.2 Enzim

Enzim berasal dari bahasa yunani, yaitu enzume yang berarti in yeast. Hal
ini diusulkan pertama kali oleh Kuhne pada tahun 1878. Enzim adalah katalis
biologi yang berfungsi untuk mempercepat reaksi dengan cara menurunkan energi
aktivasinya dan mengarahkan reaksi yang terjadi dalam sel hidup tanpa dirinya
mengalami perubahan apapun (Hudiyono,1998). Berdasarkan jumlah rantai
polipeptida yang membentuknya, enzim dibagi menjadi enzim monomerik dan
oligomer.

Sebagian besar enzim merupakan protein dengan kisaran berat molekul
12.000-1.000.000 Dalton (Lehninger, 2004). Dalam aktivitas katalitiknya,
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beberapa enzim memerlukan komponen non-protein yang disebut sebagai
kofaktor. Kofaktor ini dapat berupa molekul organik (koenzim) ataupun molekul
anorganik, seperti ion logam.

Pada tahun 1948, Orgston mengemukakan bahwa adanya aktivitas
stereospesifik dari enzim dapat diterangkan dengan, sedikitnya, ada tiga buah
interaksi berbeda antara enzim dengan substrat. Molekul enzim memiliki sisi
ikatan dan sisi katalitik yang dikenal sebagai sisi aktif atau pusat aktif enzim. Sisi
ikatan menghubungkan enzim dengan molekul substrat membentuk suatu
kompleks enzim-substrat (ES). Interaksi ini memungkinkan enzim dan molekul
substrat mempunyai orientasi yang tetap satu sama lain. Sedangkan, sisi katalitik
memungkinkan enzim untuk berikatan dengan gugus bereaksi (reacting group)
dari molekul substrat. Hal ini menyebabkan enzim hanya dapat berikatan dengan
substrat yang sesuai dan spesifik.

Pada akhir reaksi katalitiknya, enzim akan dilepaskan kembali sehingga
struktur enzim tidak berubah, baik sebelum maupun sesudah reaksi. Enzim yang
dilepaskan akan berikatan lagi dengan substrat untuk menghasilkan produk dan
begitu seterusnya. Reaksi secara keseluruhannya dapat digambarkan sebagai

berikut:

[E]l = [S] = [ES] - [€] « [F)

Substrase (Key)

Gambar 2.3 Interaksi enzim dengan substrat

[Sumber: http://suharjawanasuria.tripod.com/teknologi pakan enzyme.htm]
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Dengan E = enzim, S = substrat, P = produk, dan ES = kompleks transisi enzim

dengan substrat. Kerja enzim ini dipengaruhi oleh kondisi reaksi, seperti

konsentrasi substrat, pH, temperatur, dan adanya inhibitor.

2.3 Sistem Klasifikasi Enzim

Menurut sistem International Union of Biochemistry (IUB), enzim

diklasifikasikan menjadi enam kelas utama berdasarkan jenis reaksi yang

dikatalisisnya (Murray et al, 2003). Enam kelas utama enzim antara lain
(Koolman dan Klaus-Heinrich, 2005):

1.

Oksidoreduktase, mengkatalisis reaksi perpindahan elektron antara dua
sistem redoks

Transferase, mengkatalisis reaksi perpindahan atom atau gugus- gugus
lainnya dari satu molekul ke molekul lainnya

Hidrolase, mengkatalisis reaksi hidrolisis

Liase, mengkatalisis reaksi penambahan gugus fungsi pada ikatan rangkap
atau pembentukan ikatan rangkap dengan pelepasan gugus fungsi
Isomerase, mengkatalisis reaksi perpindahan posisi gugus-gugus di dalam
satu molekul tanpa mengubah rumus kimia substrat (isomer)

Ligase, mengkatalisis reaksi pembentukkan ikatan C-C, C-S, C-N, dan C-
O yang diikuti dengan pemutusan isofosfat dari ATP
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dass Reaction type Important subdlasses
O = Reduction equivalent
9 Dehydrogenases
: Onidases, peroxidases
1 Oxidoreductases m — . Bt
| Monoaoxy genases
L J Aox Bred Diaxygenases
C}yl mn{de{as?s
cosyltransferases
2 Transferases U -— + Aminotransferases
photransferases
A B-C
1
! E_sllcr ases
< ')\I\ JA5ES
3 Hydrolases + (ﬂ) R ; p) Peptidases
| Amidases
P | A-B H;0 A-H B-OH
O C-Gtyaes
4 Lyases . W -0-Lyases
C-N-Llyases
(~synthases™) = C-5S- I.;'.m s
/= CE— A B A-B
1 Epimerases
s frans lsomerases
1 ﬁ Intrar :
ramsferases
Iso-A
I:] X= A GULC [ XDP C-C-ligases
C-0O-Ligases
6 gwes Lo | 4 T | Chugne
(Csynthetases™) W ® C-S-ligases

D — 1 N LA-B —

Gambar 2.4 Klasifikasi enzim

[Sumber: Koolman dan Klaus-Heinrich, 2005. Color Atlas of Biochemistry, 2nd ed.]

2.4 Aktvitas Enzim

Aktivitas suatu enzim dapat ditentukan secara kualitatif maupun
kuantitatif. Aktivitas kualitatif ditentukan berdasarkan reaksi kimia yang terjadi,
sedangkan aktivitas kuantitatif ditentukan dengan mengukur laju reaksi yang
dikatalisis oleh enzim tersebut. Aktivitas kuantitatif ini, berhubungan dengan
jumlah unit enzim yang mengkatalisis suatu reaksi.

Satu unit enzim didefinisikan sebagai jumlah enzim yang mampu
mengkatalisis 1 pmol substrat per menit pada kondisi tertentu. Bila kita telah
mengetahui jumlah unit enzim pada suatu reaksi, selanjutnya kita juga dapat
menentukan aktivitas spesifik dari enzim. Aktivitas spesifik enzim adalah
banyaknya unit enzim yang terdapat dalam satu mg protein. Berdasarkan definisi

ini, maka dapat dikatakan bahwa aktivitas spesifik enzim menunjukkan kemurnian
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suatu enzim. Dengan demikian, semakin besar aktivitas spesifik suatu enzim maka
kemurnian enzim tersebut semakin tinggi (Hudiyono, 1998).

Konsentrasi substrat, temperatur, pH, dan inhibitor merupakan faktor-
faktor yang dapat mempengaruhi aktivitas suatu enzim. Peningkatan temperatur
dapat meningkatkan laju reaksi, akan tetapi struktur enzim yang merupakan
protein memiliki batas temperatur yang memungkinkan struktur enzim tetap
terjaga, hal ini disebut sebagai temperatur optimal enzim. Diatas temperatur
optimum, struktur enzim akan terganggu atau bahkan terdenaturasi yang
mengakibatkan aktivitasnya menurun. Demikian halnya dengan pH, enzim
memiliki pH optimum, pH diatas maupun dibawah pH tersebut aktivitas enzim
akan lebih rendah. Adanya inhibitor menyebabkan laju reaksi enzimatik
cenderung menurun karena inhibitor dapat menyerang enzim maupun

kofaktornya.

{a) Reaction

Subsram

Bozyme binds subsoae.  Encype raleasss products

b3 Inhibition
R 2o

o

Enavme Bincs inhibitr Inbibimr =éman=s
Wi subsTate

Gambar 2.5 Mekanisme kerja inhibitor

[Sumber: http://www.sebelasduabelas ipa.co.cc/]

2.5 Peroksidase (1.U.B.: 1.11.1.7)
Peroksidase merupakan enzim yang mengandung gugus heme yang dapat
mengkatalisis suatu reaksi oksidasi dengan menggunakan hidrogen peroksida

sebagai akseptor elektron (http://www.worthington-

biochem.com/HPO/default.html). Persamaan reaksi peroksidase dapat dituliskan

sebagai berikut:
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Fe** + H,0, — Senyawa | + H,0
Senyawa | + Substrat — Senyawa |1 + Substrat teroksidasi
Senyawa Il + Substrat — Fe** + H,O + Substrat teroksidasi

Reaksi ini diawali dengan pembentukan Senyawa | yang merupakan bentuk dari
enzim yang teraktivasi/teroksidasi, sedangkan H,O, akan tereduksi menjadi air.
Selanjutnya, Senyawa | mengoksidasi substrat sehingga dihasilkan senyawa
radikal dan seterusnya sehingga akan diperoleh kembali enzim seperti keadaan
semula (http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac=1PR000823).

Natgve enzrvme Compound I
—N (o]
NN om0, H,0 |-
. 3 - - \ -:t
N\ /S > !} / FeM
= \,:"’__:__L:_\h/-i-
' :
M

&
A\
B

i
]"\\
Pefmmll
N

E

’

%
z \

Gambar 2.6 Siklus katalitik peroksidase

[Sumber: Setala, 2008. Regio- and steroselectivity of oxidative coupling reactions of phenols]

Reaksi yang terjadi antara peroksidase, H,O», dan substrat ini dapat diaplikasikan
pada reaksi polimerisasi secara radikal dan reaksi kopling untuk membentuk
senyawa polifenol (Huixian dan Taylor, 1994).
Peroksidase dapat ditemukan pada bakteri, jamur, tumbuhan, dan hewan.
Pada tumbuhan, peroksidase dibagi menjadi 2 kelas (Takahama, 2004), yaitu:
e Peroksidase kelas I. Terdapat pada kloroplas, sitosol, dan peroksisom.
Donor elektron peroksidase kelas ini adalah asam askorbat.
e Peroksidase kelas I11. Terdapat pada vakuola dan apoplas. Donor elektron

peroksidase kelas ini adalah senyawa-senyawa fenolik.
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Fungsi peroksidase pada sel tumbuhan antara lain: pembentukan dinding sel
(Passardi et al, 2004), mereduksi H,O, yang berasal dari kloroplas dan sitosol,
mengoksidasi senyawa beracun, mengoksidasi senyawa fenolik yang terdapat
pada vakuola dan apoplas (Takahama, 2004), pembentukan lignan pada dinding
sel sekunder (McDougall, 1991) dan lain sebagainya.

2.6 Teknik Pemisahan dan Pemurnian Enzim
2.6.1 Isolasi dan Ekstraksi Enzim
Isolasi enzim merupakan suatu proses pemisahan molekul enzim yang

diinginkan dari molekul non-protein maupun protein lainnya (Dennison, 2002).
Untuk dapat mengisolasi enzim, perlu dilakukan pemecahan dinding sel dari sel
penghasil enzim tersebut. Oleh karena itu, diperlukan berbagai cara baik fisik
maupun kimia, untuk memecahkan dinding sel dan mengekstrak enzim yang ada
di dalamnya. Pemecahan dinding sel secara fisik dapat dilakukan dengan cara
sebagai berikut:

a. Kejutan osmotik

b. Alat homogenizer

c. Sonikasi

d. Pembekuan dan pencairan

e. Agitasi dengan abrasi
Sedangkan, pemecahan dinding sel secara kimia dapat dilakukan dengan cara

penambahan deterjen, enzim litik, dan alkali.

2.6.2 Sentrifugasi

Cara ini sering digunakan untuk memisahkan molekul-molekul enzim dari
zat-zat yang lebih besar seperti sisa-sisa jaringan, sel-sel mati atau serpihan sel.
Sentrifugasi sangat luas penggunaannya untuk memisahkan endapan atau material
tidak larut dalam proses isolasi, seperti untuk memisahkan serpihan sel setelah
homogenasi.

Pengaturan kecepatan putaran sentrifugasi harus diatur secara tepat agar

dihasilkan pemisahan campuran protein yang optimal. Kecepatan putaran yang
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rendah hanya akan mengendapkan molekul protein dengan berat molekul yang
besar (Hudiyono, 1998).

2.6.3 Pemekatan/Fraksionasi

Pemekatan enzim dapat dilakukan dengan berbagai metode, antara lain
dengan pengendapan, adsorpsi, ultrafiltrasi, penguapan, pembekuan (Saepudin
dan Setiasih, 2009), dan freeze drying (Dennison, 2002). Metode pemekatan yang
umum dilakukan adalah pengendapan dengan menggunakan garam amonium
sulfat atau yang lebih dikenal dengan teknik salting-out.

Molekul-molekul dengan berat molekul yang besar, seperti protein,
umumnya sukar larut dalam air karena kekuatan ionnya rendah. Penambahan
garam pada konsentrasi rendah dapat melemahkan ikatan ionik intramolekular
protein sehingga kelarutannya meningkat. Sedangkan penambahan garam pada
konsentrasi tinggi dapat menyebabkan protein mengendap (salting-out). Hal ini
terjadi karena pada konsentrasi garam yang tinggi, akan terjadi persaingan antara
solvasi pelarut-molekul protein yang terlarut dengan molekul garam yang jauh
lebih mudah larut (Dennison, 2002).

Efektivitas garam dalam proses salting-out tergantung dari valensi anion.
Efektivitas relatif anion berdasarkan deret Hofmeister adalah sebagai berikut:
sitrat > sulfat > fosfat > klorida > nitrat > tiosianat. ldealnya, garam yang
digunakan pada proses pengendapan adalah garam yang memiliki anion polivalen
dan kation univalen (Dennison, 2002). Garam yang paling umum digunakan pada
proses ini adalah amonium sulfat. Garam ini sering dipilih karena memiliki
beberapa keuntungan seperti, murah, mudah larut, °‘self-cooling’ pada
pelarutannya dalam air, dan kebanyakan enzim tidak rusak oleh adanya garam ini
(Saepudin dan Setiasih, 2009).

2.6.4 Dialisa
Metode pemekatan larutan dan dialisis mempunyai hubungan erat. Salah

satu cara konvensional yang digunakan adalah memakai kantung dialisis untuk

membuang molekul-molekul yang mempunyai berat molekul rendah yang tidak
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dikehendaki dari sampel (Scopes, 1994). Metode ini didasarkan pada sifat
membran semipermeabel yang mampu memisahkan protein dari buffer dialisa.

Dialisa digunakan untuk membuang zat telarut dengan berat molekul
rendah yang berlebihan dan secara simultan memasukkan larutan buffer yang baru
ke dalam kantung sampel. Seluruh molekul yang memiliki berat molekul yang
rendah akan berdifusi melewati pori-pori membran, sedangkan molekul yang
ukurannya lebih besar dari 15.000-20.000 Dalton tidak dapat melewati tabung
dialisa (Boyer, 2000). Proses ini akan terus berlangsung sampai komposisi buffer
pada kedua sisi seimbang. Hal ini dapat dicapai dengan penggantian larutan
buffer, sedikitnya, satu kali dan biasanya disertai dengan pengadukan untuk
mempercepat proses tersebut (Scopes, 1994).

Membran dialisa yang digunakan biasanya terbuat dari collodion, selofan,
dan selulosa. Pada studi kali ini, membran dialisa yang digunakan terbuat dari

selofan.

Protein solutton in
|~ dialysis bag

L— Buffer

Magnetc sirer bar o
e

Gambar 2.7 Sistem dialisa

[Sumber: Dennison, 2002. A Guide to Protein Isolation]

2.7 Isoeugenol

Pada tanaman, isoeugenol berasal dari senyawa turunan fenilpropanoid
(CsC3) dan merupakan isomer dari eugenol. Berikut ini struktur, sifat fisik, dan
sifat kimia dari isoeugenol secara umum

(http://chemicalland21.com/specialtychem/perchem/97-54-1.qif):
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Gambar 2.8 Struktur a) cis-isoeugenol dan b) trans-isoeugenol

[Sumber: Elvi, 2010]

Nama trivial : Isoeugenol

Nama I[UPAC - 4-propenil-2-metoksifenol

Rumus molekul : C10H1202

Berat molekul : 164,20

Penampilan fisik : Cairan tidak berwarna hingga kekuningan

Titik leleh :-10°C

Titik didih 1 266-268°C

Titik nyala :112°C

Indeks bias :1,5760

Kelarutan : Sedikit larut dalam air dan sangat larut dalam pelarut
organik

Isoeugenol banyak digunakan pada minyak esensial dan sabun (Bergonzelli et al.,
2003), wine (Cullere et al., 2004), kopi (Variyar et al., 2003),dan sebagai pemberi
rasa, aroma, dan sebagai pengawet (Atsumi et al., 2005). Selain itu, isoeugenol
dan senyawa dimernya juga memiliki aktivitas sebagai antioksidan (Elvi, 2010
dan Yuda, 2007).

2.8 Reaksi Oksidasi Kopling Senyawa Fenolik

Reaksi oksidasi kopling senyawa fenolik adalah suatu reaksi
penggabungan dua buah molekul fenolik atau lebih melalui reaksi oksidasi,
membentuk ikatan C-C dan C-O (Setala, 2008). Reaksi ini dapat dikatalisa oleh
enzim, seperti peroksidase dengan akseptor elektron H,O,, menghasilkan suatu
radikal fenoksi yang kemudian akan bergabung dengan senyawa lainnya yang
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memiliki radikal dan membentuk senyawa dimer. Oleh karena itu, reaksi oksidasi
kopling dapat terjadi secara inter- dan intra-molekular.

Aplikasi dari reaksi oksidasi kopling senyawa fenolik, salah satunya,
diterapkan oleh Erdtman pada tahun 1933 yang menggunakan senyawa
isoeugenol untuk reaksi pembentukan dimer melalui reaksi oksidasi kopling.

Reaksi pembentukan radikal dari isoeugenol adalah sebagai berikut,

Gambar 2.9 Resonansi radikal isoeugenol

[Sumber: Setala, 2008]

Kemungkinan-kemungkinan struktur dimer yang terbentuk dari reaksi oksidasi
kopling isoeugenol, antara lain:

a. Penggabungan 8-5’

CH; |,

o [ e
v
o} >

X CHs

OCH;

OCHj

HO OCHs
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b. Penggabungan 8-O-4’

0"\ OCH;
H,CO N~
H A— o)
| - / 0 \> \
7 OCHjs OCH;,
o)

OCHj

OH

c. Penggabungan 8-8’

OCHj
[)
(0} == ./>J — 0

H,CO

Gambar 2.10 Reaksi oksidasi kopling isoeugenol
[Sumber: Setala, 2008 dan Elvi, 2010]
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BAB 3
METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini antara lain: lobak putih, 4-
aminoantipyrine, fenol, aquademin, (NH;).SO4, H,0,;, CuS0O45H,0, K-Na
Tartarat, pereaksi Folin Ciocalteu, Na;CO3, NaOH, Bovin Serum Albumin (BSA),
buffer K-Fosfat, trans-isoeugenol 94%, cis-isoeugenol 78%, etil asetat, n-heksana,

metanol, dan Na,SO4 anhidrat.

3.2 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut: blender,
kain kasa, alat-alat gelas laboratorium, lemari pendingin, pH meter, membran
selofan, ice salt bath, kertas saring, lempeng KLT, pengaduk magnet dan stirrer
bar, neraca analitik, spektrofotometer UV-Vis, refrigerated micro sentrifuge dan
tabung sentrifugenya, FTIR, dan GC-MS.

3.3 Prosedur Kerja
3.3.1 Isolasi Enzim Ekstrak Kasar

Sebanyak 140 gram potongan lobak putih ditambahkan 200 mL larutan
buffer K-fosfat 0,2 M pH 6,0 dalam keadaan dingin (0-5°C), kemudian
dihancurkan dengan menggunakan blender dan disaring dengan menggunakan
kain kasa. Filtrat yang diperoleh disentrifugasi dengan kecepatan 8.000 rpm pada
suhu 4°C selama 20 menit untuk memisahkan serpihan sel (debris) dari enzim
ekstrak kasar. Supernatan, enzim ekstrak kasar, yang didapat ditentukan aktivitas
peroksidasenya kemudian difraksionasi secara bertahap dengan menggunakan
(NH4)2S0,.

3.3.2 Penentuan Aktivitas Spesifik Peroksidase
Pada penentuan aktivitas spesifik peroksidase, reagen-reagen yang
digunakan, antara lain H,O, 1,7 mM dan 4-aminoantipyrine dalam fenol.

Campuran akan mengalami perubahan warna dari bening menjadi merah, oleh
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karena itu pengukuran dilakukan dengan menggunakan Spektrofotometer UV-Vis
pada A 510 nm. Cara pembuatan reagennya (http://www.worthington-
biochem.com/HPO/default.html), yaitu:
a. H,O, 1,7 mM (larutan harus dibuat segar)
Sebanyak 1 mL larutan H,O, 30% dilarutkan dengan aquademin hingga
volumenya 100 mL. Kemudian, 1 mL dari larutan ini dilarutkan dengan
buffer K-fosfat 0,2 M pH 7,0 hingga volumenya 50 mL.
b. Larutan 4-aminoantipyrine 2,5 mM dalam fenol 0,17 M
Sebanyak 810 mg fenol dilarutkan dalam 40 mL aquademin. Kemudian,
sebanyak 25 mg 4-aminoantipyrine ditambahkan kedalam larutan tersebut.
Campuran dilarutkan dengan aquademin hingga volumenya 50 mL.
Sebanyak 1,4 mL 4-aminoantipyrine/fenol dan 1,5 mL H,O, 1,7 mM
dimasukkan ke dalam kuvet, kemudian ditambahkan 0,1 mL enzim. Larutan
diukur kenaikan absorbansinya pada A 510 nm selama 4-5 menit. Kemudian,
aktivitas spesifik peroksidasenya dapat dihitung dengan menggunakan persamaan

sebagai berikut:
AA510/menit

Aktivitas spesifik (U/mg) = (3.2)

6,58X kadar protein (mg/mL)

Larutan blanko yang digunakan berisi campuran 14 mL 4-
aminoantipyrine/fenol dan 1,5 mL H,O, 1,7 mM. Larutan enzim diganti dengan
larutan buffer K-fosfat 0,2 M.

3.3.3 Penentuan Kadar Protein (Metode Lowry)
Reagen yang digunakan:
a. Sebanyak 2 g Na,CO; dilarutkan dalam 100 mL NaOH 0,1 N
b. Sebanyak 0,25 g CuSO,.5H,0 dilarutkan dalam 50 mL K-Na tartarat 1%
c. Campuran 50 mL larutan A dan 1 mL larutan B (larutan harus dibuat
segar)
d. Pereaksi folin ciocalteu 1 N (1:1)
Sebanyak 0,1 mL enzim dicampurkan dengan 5 mL larutan C, kemudian
diaduk dan didiamkan selama 10 menit. Selanjutnya, ke dalam campuran tadi

ditambahkan 0,5 mL larutan D, diaduk kembali dan didiamkan selama 30 menit.
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Absorbansi larutan diukur dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada A
700 nm.

Larutan standar yang digunakan adalah larutan BSA dengan variasi
konsentrasi sebagai berikut: 0,0625; 0,125; 0,2; 0,25; 0,5; 0,75; 1 (mg/mL). Pada

pengukuran blanko, larutan enzim diganti dengan larutan buffer K-fosfat 0,2 M.

3.3.4 Fraksionasi Dengan Menggunakan (NH,),SO4

Enzim ekstrak kasar yang telah ditentukan aktivitas peroksidasenya,
difraksionasi melalui penambahan (NH4).SO. dengan tingkat kejenuhan sebagai
berikut: 0-30%, 30-60%, 60-90%. Penambahan (NH,).SO, dilakukan sedikit demi
sedikit dalam keadaan dingin (0-5°C) sambil diaduk dengan pengaduk magnet
(yang dilengkapi dengan ice salt bath). Hal ini dilakukan untuk mendapatkan
konsentrasi garam yang merata diseluruh bagian larutan. Pengadukan dilakukan
selama 20 menit pada kecepatan yang rendah. Setelah itu, larutan didiamkan
selama semalam di dalam lemari pendingin.

Endapan yang diperoleh dipisahkan dengan cara disentrifugasi dengan
kecepatan 8.000 rpm pada suhu 4°C selama 20 menit. Setiap endapan yang
diperoleh diresuspensikan dalam buffer K-fosfat 0,2 M pH 6,0 dan ditentukan
aktivitas peroksidasenya.

Jumlah (NH.),SO4 yang ditambahkan dalam 1 L larutan dapat dihitung

dengan menggunakan rumus sebagai berikut (Scopes, 1994):

533 (S,-55)
= 3.1
100-0,3 5, 31

Dengan S; = persen kejenuhan garam mula-mula dan S; = persen kejenuhan

garam yang diinginkan.

3.3.5 Penentuan Aktivitas Spesifik Peroksidase dan Penentuan Kadar Protein
dari Tiap Fraksi

Prosedur yang digunakan sama seperti pada penentuan aktivitas
peroksidase dan kadar protein enzim ekstrak kasar (subbab 3.3.2 dan 3.3.3).
Fraksi dengan persen kejenuhan (NH4),SO, 60-90% yang memiliki aktivitas

peroksidase tertinggi selanjutnya dimurnikan dengan cara dialisis.
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3.3.6 Dialisis

Sebelum digunakan untuk proses dialisis, membran selofan yang sudah
dipotong sesuai dengan kebutuhan direndam dalam aquademin selama 2-3 jam
untuk membersihkan gliserin yang ada pada membran. Setelah itu, membran
direbus dengan air panas (70°C) selama 30 menit dan direndam dalam campuran
larutan EDTA 0,001 M dengan Na,CO; 1% selama 1 jam. Membran ini
selanjutnya dibilas dengan aquademin hingga bersih dan dipanaskan sampai 70°C.

Membran selofan sebaiknya disimpan dalam aquademin yang dicampur

dengan beberapa tetes kloroform pada suhu 4°C (Boyer, 2000).

Proses dialisis:

Fraksi enzim dengan aktivitas peroksidase tertinggi, yaitu fraksi 111 (60-
90%) dimasukkan ke dalam membran selofan, kemudian ujung membrannya
diikat. Membran selofan yang telah berisi enzim dicelupkan ke dalam beaker
glass yang berisi larutan buffer K-fosfat 0,01 M pH 6,0. Dialisis dilakukan selama
9 jam pada suhu dingin (0-5°C). Selama proses dialisis, larutan buffer diganti
setiap 2 jam dan dilakukan pengadukan menggunakan pengaduk magnet dengan

kecepatan yang paling rendah.

3.3.7 Penentuan Jumlah Substrat dan pH Reaksi Oksidasi Kopling Cis/trans-
isoeugenol
» Variasi jumlah substrat yang digunakan antara lain 1:1; 1,5:1; 2:1; dan
2,5:1. Perbandingan ini merupakan perbandingan mol antara cis/trans-
isoeugenol dengan H,0, 5%.
Ke dalam beaker glass, trans-isoeugenol yang sudah ditimbang
dicampurkan dengan 3 mL metanol dan 27 mL larutan buffer K-fosfat
0,02 M. Campuran kemudian diaduk dengan pengaduk magnet selama 10
menit. Selanjutnya, sebanyak 1 mL peroksidase hasil isolasi dan 32 pL
H,O, 5% dimasukkan ke dalam campuran tersebut kemudian diaduk
kembali selama 10 menit. Seluruh perlakuan dilakukan pada suhu ruang.
Hasil reaksi diamati secara kualitatif yang ditandai dengan terjadinya

perubahan warna campuran reaksi menjadi kekuningan. Campuran reaksi
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selanjutnya diekstrak menggunakan 10 mL etil asetat. Fasa etil asetatnya
dipisahkan, kemudian diukur absorbansinya pada A maksimum dan
dilakukan uji KLT. Perlakuan untuk sampel cis-isoeugenol sama dengan
perlakuan untuk sampel trans-isoeugenol.
» Variasi pH yang digunakan antara lain 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; dan 7,0.

Ke dalam beaker glass, trans-isoeugenol yang sudah ditimbang (dengan
menggunakan perbandingan jumlah mol substrat 1,5:1) dicampurkan
dengan 3 mL metanol dan 27 mL larutan buffer K-fosfat 0,02 M dengan
variasi pH 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; dan 7,0. Campuran kemudian diaduk dengan
pengaduk magnet selama 10 menit. Selanjutnya, sebanyak 1 mL
peroksidase hasil isolasi dan 32 pL H;O, 5% dimasukkan ke dalam
campuran tersebut kemudian diaduk kembali selama 10 menit. Seluruh
perlakuan dilakukan pada suhu ruang. Hasil reaksi diamati secara kualitatif
yang ditandai dengan terjadinya perubahan warna campuran reaksi
menjadi kekuningan. Campuran reaksi selanjutnya diekstrak menggunakan
10 mL etil asetat. Fasa etil asetatnya dipisahkan, kemudian diukur
absorbansinya pada A maksimum dan dilakukan uji KLT. Perlakuan untuk
sampel cis-isoeugenol sama dengan perlakuan untuk sampel trans-

isoeugenol.

3.3.8 Isolasi Hasil Reaksi Oksidasi Kopling Cis/Trans-isoeugenol

Trans-isoeugenol (dengan perbandingan jumlah mol substrat 1,5:1)
dicampurkan dengan 15 mL metanol dan 135 mL larutan buffer K-fosfat 0,02 M
pH 5,0. Campuran tersebut diaduk dengan menggunakan pengaduk magnet
selama 10 menit. Selanjutnya, ke dalam campuran tersebut ditambahkan 1 mL
peroksidase hasil isolasi dan 160 pL H,O, 5% kemudian diaduk kembali selama
10 menit. Seluruh perlakuan dilakukan pada suhu ruang. Hasil reaksi diamati
secara kualitatif yang ditandai dengan terjadinya perubahan warna campuran
reaksi dari bening menjadi kekuningan.

Campuran reaksi selanjutnya diekstrak dengan menggunakan larutan etil

asetat. Fasa etil asetat yang didapat dipisahkan dari fasa air dan sisa air yang
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masih ada dihilangkan dengan cara menambahkan Na,SO, anhidrat. Ekstrak yang
diperoleh dipekatkan dengan cara menguapkan pelarutnya.
Untuk sampel cis-isoeugenol, tahapan yang dilakukan sama saja, yang

membedakan adalah larutan buffer yang digunakan adalah buffer K-fosfat pH 6,0.

3.3.9 Uji KLT Dan Pemisahan Komponen Pada Ekstrak

Uji KLT dilakukan dengan cara menotolkan ekstrak ke lempeng KLT.
Lempeng KLT kemudian dimasukkan ke dalam bejana yang berisi larutan
pengembang. Larutan pengembang yang dipakai merupakan campuran larutan n-
heksana : etil asetat (4:1). Hasil uji KLT digunakan untuk mengetahui banyaknya
komponen yang terdapat dalam senyawa hasil reaksi.

Pemisahan komponen hasil reaksi dilakukan dengan metode KLT
preparatif, lalu spot utama yang terbentuk dikerok. Silika gel yang didapat
dikumpulkan, dilarutkan dengan etil asetat, dan disaring. Hasil yang didapat
kemudian dianalisa dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis, FTIR dan
GC-MS.
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BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Isolasi Enzim Ekstrak Kasar

Pada penelitian ini, tanaman yang digunakan sebagai sumber peroksidase
adalah Raphanus sativus L. (lobak putih). Tanaman ini dipilih karena masih
berkerabat dekat dengan tanaman Horseradish (famili Brassicaceae) yang
merupakan penghasil utama peroksidase yang beredar di pasaran (Aruna dan Lali,
2001).

Bagian tanaman lobak yang digunakan sebagai sumber peroksidase adalah
bagian akar/umbi yang masih muda. Hal ini didasarkan pada penelitian
sebelumnya yang menyatakan bahwa aktivitas peroksidase mempunyai peranan
penting dalam inisiasi pertumbuhan akar (Fekete, 2008). Penggunaan jaringan
yang masih muda dapat membantu mempercepat proses pemecahan sel sehingga
pengaruh oksidasi oksigen dan pemanasan yang dapat menurunkan aktivitas
enzim dapat dikurangi.

Tahap pertama yang dilakukan pada isolasi enzim ekstrak kasar adalah
menghancurkan potongan lobak yang ditambahkan larutan buffer K-fosfat 0,2 M
pH 6,0 dingin, dengan menggunakan blender. Hal ini dilakukan untuk memecah
dinding sel lobak dan mengekstrak peroksidase yang ada di dalamnya.
Penggunaan larutan buffer K-fosfat 0,2 M pH 6,0 dalam keadaan dingin
dimaksudkan untuk mencegah terjadinya degradasi proteolitik. Homogenat yang
diperoleh disaring dan disentrifugasi dengan kecepatan 8.000 rpm pada suhu 4°C
selama 20 menit. Supernatan (Gambar 4.1) yang diperoleh disebut sebagai enzim

ekstrak kasar.
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Gambar 4.1 Enzim ekstrak kasar

4.2 Fraksionasi Menggunakan (NH4)2SO.

Pemekatan enzim ekstrak kasar dilakukan dengan cara fraksionasi
menggunakan garam (NH,;),SO,. Garam ini dipilih karena memiliki beberapa
keuntungan, yaitu sangat mudah larut, murah, dapat mencegah pertumbuhan
bakteri, dan yang terpenting adalah kebanyakan enzim tidak rusak oleh adanya
garam ini. Selain untuk memekatkan enzim yang terdapat dalam enzim ekstrak
kasar, fraksionasi menggunakan (NH.).SO. dengan persen kejenuhan tertentu
juga bertujuan untuk memisahkan dan mengendapkan enzim berdasarkan berat
molekulnya. Protein enzim dengan berat molekul yang lebih besar akan
terendapkan lebih dahulu, yang kemudian akan diikuti oleh protein enzim dengan
berat molekul yang lebih rendah pada fraksi-fraksi berikutnya. Pada tahap ini,
protein-protein yang memiliki aktivitas peroksidase diharapkan dapat terpisahkan
dan terkumpul dalam suatu fraksi yang memiliki berat molekul sama maupun
mendekati sama.

Setelah proses penambahan (NH,4),SO,, larutan enzim disimpan di dalam
lemari pendingin selama semalam. Endapan yang diperoleh dipisahkan dengan
cara sentrifugasi (8.000 rpm pada suhu 4°C selama 20 menit). Endapan tiap fraksi
yang didapat diresuspensikan menggunakan larutan buffer K-fosfat 0,2 M pH 6,0
(seperti yang terlihat pada Gambar 4.2 b).
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a) b)
Gambar 4.2 a) Endapan hasil fraksionasi dan b) Hasil fraksionasi menggunakan
(NH4)2SO4

Ketiga fraksi yang didapat kemudian diuji aktivitas peroksidasenya dengan
menggunakan H.O, 1,7 mM dan 4-aminoantipyrine/fenol yang akan
menghasilkan perubahan warna dari bening menjadi merah. Hal ini diakibatkan

oleh terbentuknya senyawa quinoneimine.

Vi
Vi
CHs NE, CH;
RHR0, + <O>—OH + Qitﬂ E +4HyO
cE~ N7 o CHy N o

Gambar 4.3 Reaksi pembentukan quinoneimine

[Sumber: http://www.Isbu.ac.uk/biology/enzyme/images/practi24.gif]
Hasil pengukuran menunjukkan bahwa fraksi Il (60-90%) memiliki aktivitas
peroksidase tertinggi dengan nilai aktivitas spesifik sebesar 14,7434 U/mg protein

atau dengan tingkat kemurnian sebesar 10,5 kali dibandingkan dengan aktivitas

spesifik enzim ekstrak kasar seperti yang terlihat pada Tabel 4.1.
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Tabel 4.1 Aktivitas spesifik peroksidase pada berbagai tingkat kejenuhan

(NH4)2S0O4
Kadar Aktivitas )
] . Tingkat
Tahap Sampel protein spesifik )
kemurnian
(mg/mL) (U/mg)

Ekstraksi Ekstrak kasar 1,0805 1,3995 1

Fraksi I (0-30%) 5,46775 0,7737 0,6
Fraksionasi i

Fraksi 11 (30-60%) 4,86925 5,9065 4,2
dengan i

Fraksi 111 (60-90%) 1,627 14,7434 10,5
(NH4)2S0,

90% supernatan 0,61575 1,7385 1,2

Kadar protein setiap fraksi ditentukan dengan menggunakan metode
Lowry. Pengukuran ini didasarkan pada pembentukan warna biru pada larutan uji.
Warna biru ini terjadi akibat adanya reaksi antara gugus-gugus aromatik yang
terkandung dalam protein, seperti tirosin dan triptofan, dengan campuran pereaksi
CuSO, dengan Folin Ciocalteu. Larutan standar yang digunakan adalah larutan
BSA (Bovine Serum Albumin) dengan berbagai konsentrasi. Dengan
mengalurkan nilai absorbansi pada A 700 nm dengan konsentrasi larutan standar,

maka akan diperoleh kurva larutan standar yang dapat dilihat pada lampiran.

4.3 Dialisis

Proses dialisa diawali dengan preparasi membran selofan sebagai tempat
dialisat. Membran selofan yang telah dipotong sesuai kebutuhan, direndam dalam
aqudemin selama 2-3 jam untuk menghilangkan gliserin yang ada. Kemudian
direbus dengan air panas (70°C) dan direndam dalam larutan EDTA untuk
membuka pori dan menghilangkan ion-ion logam yang dapat menggangu proses
dialisa. Membran dibilas kembali dengan aquademin untuk menghilangkan sisa
larutan EDTA. Membran yang telah dipreparasi sebaiknya tidak dipegang
menggunakan tangan terbuka untuk menghindari terkontaminasinya membran
oleh protease.

Membran selofan yang siap digunakan, diisi dengan fraksi enzim yang

memiliki nilai aktivitas spesifik peroksidase tertinggi, yaitu fraksi I11 (60-90%).
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Selanjutnya, membran tersebut dimasukkan ke dalam sistem dialisis seperti yang
terlinat pada Gambar 4.4 a). Proses dialisis dilakukan dengan menggunakan
pengaduk magnet dan dalam keadaan dingin. Hal ini bertujuan untuk
mempercepat proses difusi garam dan mencegah terjadinya degradasi proteolitik
selama proses dialisis.

a) b)
Gambar 4.4 a) Sistem dialisis yang digunakan dan b) Larutan enzim hasil dialisis

Setelah didialisis, larutan enzim yang diperoleh diuji kembali aktivitas
peroksidasenya. Dari hasil pengujian didapat data aktivitas spesifik sebesar
33,3063 U/mg protein dengan tingkat kemurnian sebesar 23,8 kali dibandingkan
dengan aktivitas spesifik enzim ekstrak kasar.

Pada Tabel 4.2 dapat dilihat bahwa langkah pemurnian peroksidase dari
Raphanus sativus L. melalui fraksionasi menggunakan (NHs),SOs  yang
dilanjutkan dengan dialisis mampu meningkatkan aktivitas spesifik dan tingkat
kemurnian enzim.
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Tabel 4.2 Tahapan pemurnian enzim peroksidase dari Raphanus sativus L.

Kadar protein | Aktivitas spesifik Tingkat
Tahap )
(mg/mL) (U/mg) kemurnian
Ekstraksi 1,0805 1,3995 1
Fraksionasi
dengan (NH,),SO, 1,627 14,7434 10,5
60-90%
Dialisis 1,60275 33,3063 23,8

Enzim hasil dialisis dapat langsung digunakan, jika tidak maka enzim

tersebut dapat disimpan di dalam freezer. Selama masa penyimpanan tersebut,

aktivitas spesifik enzim dapat mengalami penurunan. Oleh karena itu,

perlu

dilakukan uji kestabilan enzim. Pengujian ini dilakukan dengan cara menyimpan

enzim di dalam lemari pendingin/kulkas dan

freezer,

spesifiknya diuji secara berkala setiap 1 minggu.

Tabel 4.3 Data kestabilan peroksidase hasil isolasi

kemudian aktivitas

Masa penyimpanan Aktivitas spesifik (U/mg)
(minggu) Lemari pendingin Freezer
0 33,3063 33,3063
1 30,1656 33,3063
2 20,9701 27,0802
3 8,63473 21,5203
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Grafik kestabilan peroksidase
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Gambar 4.5 Grafik kestabilan peroksidase

Dari data tersebut, terlihat bahwa penyimpanan enzim di dalam lemari
pendingin/kulkas mengalami penurunan aktivitas spesifik yang cukup besar
dibandingkan dengan penyimpanan di dalam freezer. Hal ini kemungkinan besar
disebabkan oleh adanya aktivitas proteolitik dari mikroba yang tumbuh dalam

larutan protein enzim.

4.4 Penentuan Jumlah Substrat dan pH Reaksi Oksidasi Kopling

Pembentukkan produk reaksi oksidasi kopling cis/trans-isoeugenol dengan
bantuan peroksidase sebagai katalis, dipengaruhi oleh beberapa faktor lingkungan.
Oleh karena itu, perlu dilakukan optimasi kondisi reaksi agar didapatkan produk
yang optimal. Pada penelitian ini, optimasi kondisi reaksi lebih ditekankan pada
penentuan jumlah substrat dan pH reaksi.

Senyawa trans-isoeugenol dan cis-isoeugenol yang digunakan berupa
minyak kental berwarna kekuningan, keduanya memiliki aroma khas cengkeh.
Jumlah cis/trans-isoeugenol yang direaksikan merupakan perbandingan mol
antara cis/trans-isoeugenol dengan H;O, 5%. Variasi perbandingan mol ini
didasarkan pada siklus katalitik peroksidase, dimana peroksidase yang teraktivasi
oleh 1 mol H,O, akan kembali ke bentuk peroksidase awal setelah bereaksi
dengan 2 mol substrat. Oleh karena itu, variasi jumlah substrat yang digunakan,
antara lain 1:1; 1,5:1; 2:1; dan 2,5:1 (Setala, 2008).
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4.4.1 Trans-isoeugenol

Trans-isoeugenol yang telah ditimbang, dicampurkan dengan metanol dan
larutan buffer K-fosfat 0,02 M dengan variasi pH 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; dan 7,0
kemudian diaduk selama 10 menit. Setelah ditambahkan peroksidase dan H,O,
5% , campuran reaksi mengalami perubahan warna dari bening menjadi kuning
keruh. Campuran hasil reaksi kemudian diekstrak menggunakan etil asetat (lihat
Gambar 4.6 b).

Gambar 4.6 a) Campuran reaksi setelah ditambahkan peroksidase/H,0 dan b)

Hasil ekstraksi menggunakan etil asetat

Fasa etil asetat yang didapat, kemudian dipisahkan untuk diukur
absorbansinya dan dilakukan uji KLT. Hasil uji KLT senyawa hasil reaksi trans-
isoeugenol dapat dilihat pada Gambar 4.7.

c)
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d) e)
Gambar 4.7** Hasil uji trans-isoeugenol KLT a) pH 3,0; b) pH 4,0; ¢) pH 5,0; d)
pH 6,0; dane) pH 7,0
**Keterangan: Urutan spot pada masing-masing lempeng KLT dari kiri ke kanan: kontrol (tanpa
enzim), 1:1; 1,5:1; 2:1; dan 2,5:1.

Hasil uji KLT pada trans-isoeugenol menghasilkan 1 spot dengan nilai Rf
sebesar 0,67. Hasil uji KLT pada pH 3,0 menunjukkan bahwa spot utama yang
terbentuk mempunyai nilai Rf yang sama dengan nilai Rf trans-isoeugenol, yaitu
0,67. Spot dengan nilai Rf 0,13 dan 0,42 yang diduga sebagai senyawa hasil
reaksi, terlihat sangat tipis. Hal ini diduga terjadi karena pada pH 3,0, aktivitas
peroksidase hasil isolasi dari Raphanus sativus L. tidak optimal.

Pada pH 4,0, hasil uji KLT senyawa hasil reaksi dengan jumlah substrat
1:1 dan 1,5:1 menghasilkan 1 spot dengan nilai Rf 0,42. Sedangkan, pada jumlah
substrat 2:1 dan 2,5:1 terbentuk 3 spot dengan nilai Rf 0,13; 0,42; dan 0,67. Hasil
uji KLT pada pH 5,0 juga memberikan hasil yang sama. Spot utama yang diduga
sebagai senyawa hasil reaksi adalah spot dengan nilai Rf 0,42, selebihnya
dianggap sebagai produk samping.

Pada pH 6,0 dan 7,0, hasil uji KLT senyawa hasil reaksi dengan jumlah
substrat 1:1 menghasilkan 1 spot dengan nilai Rf 0,42 dan pada jumlah substrat
1,5:1 terbentuk 2 spot dengan nilai Rf 0,13 dan 0,42. Sedangkan, pada jumlah
substrat 2:1; dan 2,5:1 terbentuk 3 spot dengan nilai Rf 0,13; 0,42; dan 0,67. Sama
seperti hasil uji KLT pada pH 4,0 dan 5,0, spot utama yang diduga sebagai
senyawa hasil reaksi adalah spot dengan nilai Rf 0,42, selebihnya dianggap

sebagai produk samping.
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Sebelum dilakukan uji KLT, fasa etil asetat yang ada diukur absorbansinya

menggunakan

pengukuran yang didapat.

Tabel 4.4+ Data absorbansi produk oksidasi kopling trans-isoeugenol

spektrofotometer

UV-Vis.

Tabel

4.4 menunjukkan hasil

Jumlah Absorbansi pada A maksimum masing-masing spektrum
substrat pH 3,0 pH 4,0 pH 5,0 pH 6,0 pH 7,0
1:1 3,392 3,765 3,785 3,552 3,506
15:1 3,697 3,906 3,906 3,678 3,506
2:1 3,445 3,661 3,630 3,603 3,455
2,51 3,375 3,564 3,576 3,576 3,409
**Keterengan  : A maksimum masing-masing spektrum dapat dilihat pada

Lampiran 2.

Pada Tabel 4.4 terlihat bahwa nilai absorbansi maksimum terdapat pada
perbandingan jumlah substrat trans-isoeugenol 1,5:1 pada masing-masing pH
kecuali pada pH 7,0. Dengan perbandingan jumlah substrat tersebut, maka nilai
absorbansi tertinggi terdapat pada pH 4,0 dan 5,0 dengan nilai absorbansi sebesar

3,906 seperti yang terlihat pada Gambar 4.10.

4.4.2 Cis-isoeugenol

Cis-isoeugenol yang telah ditimbang, dicampurkan dengan metanol dan
larutan buffer K-fosfat 0,02 M dengan variasi pH 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; dan 7,0
kemudian diaduk selama 10 menit. Setelah ditambahkan peroksidase dan H,O-
5% , campuran reaksi mengalami perubahan warna dari bening menjadi kuning
keruh. Campuran hasil reaksi kemudian diekstrak menggunakan etil asetat seperti

yang terlihat pada Gambar 4.8 b).
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a) b)
Gambar 4.8 a) Campuran reaksi setelah ditambahkan peroksidase/H,0O,, b) Hasil

ekstraksi menggunakan etil asetat

Fasa etil asetat yang didapat, kemudian dipisahkan untuk diukur
absorbansinya dan dilakukan uji KLT. Hasil uji KLT senyawa hasil reaksi cis-
isoeugenol dapat dilihat pada Gambar 4.9.
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d) e)
Gambar 4.9** Hasil uji cis-isoeugenol KLT a) pH 3,0; b) pH 4,0; c) pH 5,0; d)
pH 6,0; dane) pH 7,0
**Keterangan: Urutan spot pada masing-masing KLT dari kiri ke kanan: kontrol (tanpa enzim),
1:1;1,5:1; 2:1; dan 2,5:1.

Hasil uji KLT pada cis-isoeugenol menghasilkan 1 spot dengan nilai Rf
sebesar 0,67. Hasil uji KLT pada pH 3,0 menunjukkan bahwa spot utama yang
terbentuk mempunyai nilai Rf yang sama dengan nilai Rf cis-isoeugenol, yaitu
0,67. Spot dengan nilai Rf 0,13 dan 0,42 yang diduga sebagai senyawa hasil
reaksi, terlihat sangat tipis. Hal ini diduga terjadi karena, pada pH 3,0 aktivitas
peroksidase hasil isolasi dari Raphanus sativus L. tidak optimal.

Hasil uji KLT pada pH 4,0 dan 6,0 untuk senyawa hasil reaksi dengan
jumlah substrat 1:1 dan 1,5: 1 menghasilkan 2 spot dengan nilai Rf 0,13 dan 0,42.
Sedangkan, pada jumlah substrat 2:1 dan 2,5:1 terbentuk 3 spot dengan nilai Rf
0,13; 0,42; dan 0,67. Spot utama yang diduga sebagai senyawa hasil reaksi adalah
spot dengan nilai Rf 0,42, selebihnya dianggap sebagai produk samping.

Hasil uji KLT pada pH 5,0 dan 7,0 untuk senyawa hasil reaksi dengan
jumlah substrat 1:1 menghasilkan 2 spot dengan nilai Rf 0,13 dan 0,42.
Sedangkan, pada jumlah substrat 1,5:1; 2:1; dan 2,5:1 terbentuk 3 spot dengan
nilai Rf 0,13; 0,42; dan 0,67. Spot utama yang diduga sebagai senyawa hasil
reaksi adalah spot dengan nilai Rf 0,42, selebihnya dianggap sebagai produk

samping.
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Sebelum dilakukan uji KLT, fasa etil asetat yang ada diukur absorbansinya

menggunakan
pengukuran yang didapat.
Tabel 4.5** Data absorbansi produk oksidasi kopling cis-isoeugenol

spektrofotometer

UV-Vis.

Tabel

4.5 menunjukkan hasil

Jumlah Absorbansi pada A maksimum masing-masing spektrum
substrat pH 3,0 pH 4,0 pH 5,0 pH 6,0 pH 7,0
1:1 3,339 3,692 3,630 3,603 3,659
15:1 3,445 3,528 3,808 3,826 3,765
2:1 3,344 3,576 3,576 3,728 3,485
2,51 3,334 3,445 3,485 3,465 3,455
**Keterangan  : A maksimum masing-masing spektrum dapat dilihat pada

Lampiran 2.

Pada Tabel 4.5 terlihat bahwa perbandingan jumlah substrat cis-isoeugenol
yang memberikan absorbansi maksimum diperoleh pada perbandingan 1,5: 1,
kecuali pada pH 4,0. Nilai absorbansi tertinggi terdapat pada pH 6,0 dengan
perbandingan jumlah substrat 1,5:1 seperti yang terlihat pada Gambar 4.10.

Pada perbandingan jumlah substrat melebihi 1,5:1, nilai absorbansi produk
oksidasi kopling trans-isoeugenol maupun cis-isoeugenol cenderung mengalami
penurunan. Dari data ini, maka diketahui bahwa aktivitas enzim dipengaruhi oleh
jumlah substratnya. Hal ini dikarenakan oleh adanya batas tertentu konsentrasi
substrat yang dapat bereaksi dengan enzim membentuk kompleks enzim-substrat.
Jika konsentrasi substrat cukup besar, maka enzim akan menjadi jenuh dan segera
membentuk kompleks enzim-substrat. Pada kondisi ini, tidak ada enzim bebas dan
konsentrasi kompleks enzim-substrat sebanding dengan konsentrasi enzim mula-

mula, sehingga peningkatan susbtrat tidak akan meningkatkan laju reaksi.
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Tabel 4.6 Data absorbansi produk oksidasi kopling trans-isoeugenol dan cis-
isoeugenol dengan perbandingan jumlah mol substrat cis/trans-isoeugenol : H.O;
5% (1,5:1)

H Trans-isoeugenol Cis-isoeugenol
p - -
A maksimum | Absorbansi | A maksimum | Absorbansi
3,0 317 3,697 305 3,445
4,0 305 3,906 304 3,528
5,0 305 3,906 305 3,808
6,0 305 3,678 305 3,826
7,0 306 3,506 307 3,765
I Grafik pengaruh pH pada cis/trans- ‘
isoeugenol
g, \ 1 § =y |
=]
] —&—trans
< 30 ——cis |
3,4 |
0 2 4 6 8 .
pH

Gambar 4.10 Grafik pengaruh pH pada perbandingan jumlah substrat cis/trans-
isoeugenol : H,0, 5% =1,5:1 (mol)

Dari Gambar 4.10 dapat dilihat bahwa pada perbandingan jumlah substrat
trans-isoeugenol 1,5:1, nilai absorbansi mengalami kenaikan dimulai pada pH 3,0
dan mencapai puncaknya pada pH 4,0 dan 5,0. Sedangkan untuk substrat cis-
isoeugenol, absorbansi mengalami kenaikan dimulai pada pH 3,0 dan mencapai
puncaknya pada pH 6,0. Pertambahan pH berikutnya, baik pada substrat cis-
isoeugenol maupun trans-isoeuenol, tidak lagi menyebabkan kenaikan

absorbansi, tetapi menyebabkan penurunan.
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Pada pH 4,0 dan 5,0, absorbansi produk reaksi trans-isoeugenol mencapai
puncaknya. Hal ini disebabkan karena pada pH 5,0, bentuk konformasi pusat aktif
enzim lebih cocok untuk substrat trans-isoeugenol dibandingkan dengan cis-
isoeugenol. Hal serupa juga terjadi pada pH 6,0, dimana absorbansi produk reaksi
cis-isoeugenol mencapai puncaknya dan absorbansi produk reaksi trans-

isoeugenol mengalami penurunan.

4.5 Isolasi Hasil Reaksi Oksidasi Kopling Cis/Trans-isoeugenol

Berdasarkan data absorbansi maksimum yang didapat, maka dilakukan
pengulangan reaksi dalam skala yang lebih besar dengan tujuan mengisolasi
senyawa hasil reaksi sehingga dapat digunakan untuk analisa dengan
menggunakan instrumen.

Hasil reaksi yang diperoleh, diekstrak menggunakan etil asetat kemudian
dipekatkan dengan cara menguapkan pelarutnya. Hasil yang diperoleh dari reaksi
oksidasi kopling trans-isoeugenol berupa minyak kuning kental seberat 0,20 g.

a) b)
Gambar 4.11 a) Ekstrak etil asetat hasil reaksi trans-isoeugenol dan b) ekstrak etil

asetat yang telah diuapkan pelarutnya

Sedangkan, hasil yang diperoleh dari reaksi oksidasi kopling cis-isoeugenol
adalah berupa minyak kuning kental seberat 0,13 g seperti yang terlihat pada
Gambar 4.12.
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Gambar 4.12 a) Ekstrak etil asetat hasil reaksi cis-isoeugenol dan b) ekstrak etil

asetat yang telah diuapkan pelarutnya

Selanjutnya, untuk memisahkan senyawa-senyawa hasil reaksi maka perlu
dilakukan KLT preparatif dengan menggunakan lempeng KLT yang berukuran
4X7 cm. Minyak kental kuning yang didapat, ditotolkan ke lempeng KLT dan
dielusikan dengan larutan pengembang n-heksana : etil asetat = 4 : 1. Setelah
dielusi sampai semuanya terurai dengan baik, spot yang diduga sebagai produk
kemudian dikerok dan dilarutkan dengan etil asetat. Selanjutnya, produk
tampungan disaring untuk memisahkan silika yang berasal dari lempeng KLT
dengan senyawa hasil reaksi. Setelah disaring, filtrat dipekatkan dengan cara
menguapkan pelarutnya. Hasil KLT preparatif dari produk reaksi oksidasi kopling
trans-isoeugenol yang didapat merupakan minyak kuning kental seberat 0,0735 g,
sedangkan untuk cis-isoeugenol diperoleh minyak kuning kental seberat 0,0402 g.
Untuk mengidentifikasi senyawa hasil reaksi yang terbentuk, diperlukan analisa
menggunakan instrumen UV-Vis, FTIR, dan GC-MS.

4.6 Analisa Senyawa Hasil Reaksi Dengan Instrumen
4.6.1 Analisa Dengan Spektrofotometer UV-Vis

Senyawa hasil reaksi yang didapat, diidentifikasi dengan spektrofotometer
UV-Vis dan dibandingkan dengan spektra cis/trans-isoeugenol. Berikut ini
gambar spektra untuk UV-Vis untuk senyawa trans-isoeugenol, cis-isoeugenol,

dan senyawa hasil reaksi dari masing-masing senyawa.

Universitas Indonesia

Studi Identifikasi..., Kusnaningsih, FMIPA Ul, 2011



39

A ' v -
— Trans-ispeugenol
— Produok trans
e 4
W
i
& M) -
L
- -
can Ll e i
= n— e a3 e s Somecs
a)
L e I
a.paa — Produlc Cis

b)

Gambar 4.13 Spektra UV-Vis a) Trans-isoeugenol dan senyawa hasil reaksinya,

b) Cis-isoeugenol dan senyawa hasil reaksinya
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Dari hasil pengukuran, didapatkan panjang gelombang maksimum untuk
trans-isoeugenol adalah 305 nm dengan nilai absorbansi sebesar 3,240.
Sedangkan, panjang gelombang maksimum untuk senyawa hasil reaksinya adalah
308 nm dengan nilai absorbansi sebesar 3,627. Hasil pengukuran cis-isougenol
diperoleh panjang gelombang maksimum cis-isoeugenol adalah 296 nm dengan
nilai absorbansi sebesar 3,190. Sedangkan, panjang gelombang untuk senyawa
hasil reaksinya adalah 298 dengan nilai absorbasi sebesar 3,392. Dari hasil ini
terlihat bahwa antara panjang gelombang senyawa awal dengan senyawa produk
reaksi mengalami pergeseran. Senyawa hasil reaksi mengalami pergeseran ke arah
panjang gelombang yang lebih besar. Adanya pergeseran panjang gelombang ini
disebabkan oleh adanya pembentukkan gugus kromofor baru pada senyawa hasil

reaksi.

4.6.2 Analisa Dengan FTIR

Analisa menggunakan FTIR dilakukan untuk mengidentifikasi gugus
fungsi yang terdapat dalam suatu senyawa berdasarkan spektrum inframerah yang
dihasilkan. Gambar 4.14 menunjukkan spektra IR untuk trans-isoeugenol dan

senyawa hasil reaksinya.
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Gambar 4.14 Spektra IR trans-isoeugenol dan senyawa hasil reaksinya

Berdasarkan hasil spektra yang didapat, maka identifikasi terhadap gugus fungsi

yang ada pada tiap spektrum dapat dilakukan. Tabel 4.6 dan Tabel 4.7

menunjukkan identifikasi gugus fungsi dari masing-masing spektrum.

Tabel 4.7 Identifikasi gugus fungsi trans-isoeugenol

Bilangan gelombang (cm™)

Identifikasi gugus fungsi

3510,51

Regangan O-H

2929,87

Regangan C-H aromatik

1539,79 ; 1512,22

Regangan C=C

1265,32 ; 1234,46 ; 1047,35

Regangan =C-O-C

900-1000

Alkena trans
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Tabel 4.8 Identifikasi gugus fungsi senyawa hasil reaksi trans-isoeugenol

Bilangan gelombang (cm™) Identifikasi gugus fungsi
3525,93 Regangan O-H
2937,64 Regangan C-H aromatik
1739,79 Cincin lingkar 5
1242,16 Regangan =C-O-C

Berdasarkan tabel tersebut, dapat disimpulkan bahwa pada senyawa hasil
reaksi trans-isoeugenol masih terdapat gugus —OH, cincin aromatik, dan gugus
eter. Sedangkan, gugus baru yang terbentuk pada bilangan gelombang 1739,79
cm™ merupakan indikasi adanya cincin lingkar lima yang terbentuk.

Spektra IR senyawa cis-isoeugenol dan senyawa hasil reaksinya, dapat
dilihat pada Gambar 4.15.

Gambar 4.15 Spektra IR cis-isoeugenol dan senyawa hasil reaksinya
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Berdasarkan hasil spektra yang didapat, maka identifikasi terhadap gugus fungsi
yang ada pada tiap spektrum dapat dilakukan. Tabel 4.8 dan Tabel 4.9

menunjukkan identifikasi gugus fungsi dari masing-masing spektrum.

Tabel 4.9 Identifikasi gugus fungsi cis-isoeugenol

Bilangan gelombang (cm™)

Identifikasi gugus fungsi

3516,29 Regangan O-H
2939,57 Regangan C-H aromatik
1595,16 Regangan C=C
1207,46 ; 1033,86 Regangan =C-O-C
600-700 Alkena cis

Tabel 4.10 Identifikasi gugus fungsi senyawa hasil reaksi cis-isoeugenol

Bilangan gelombang (cm™)

Identifikasi gugus fungsi

3523,95 Regangan O-H
2985,81 Regangan C-H aromatik
1739,79 Cincin lingkar 5

1244,09 ;1047,35

Regangan =C-O-C

Berdasarkan tabel tersebut, dapat disimpulkan bahwa pada senyawa hasil reaksi
trans-isoeugenol masih terdapat gugus —OH, cincin aromatik, dan gugus eter.
Sedangkan, gugus baru yang terbentuk pada bilangan gelombang 1739,79 cm™

merupakan indikasi adanya cincin lingkar lima yang terbentuk.
4.6.3 Analisa Dengan GC-MS
Analisa dengan GC-MS digunakan untuk menentukan bobot molekul

senyawa hasil reaksi. Hasil kromatogram dari senyawa hasil reaksi trans-

isoeugenol dapat dilihat pada Gambar 4.15.
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Gambar 4.16 Kromatogram GC senyawa hasil reaksi trans-isoeugenol

Dari kromatogram GC senyawa hasil reaksi trans-isoeugenol, diketahui bahwa
puncak tertinggi memiliki waktu retensi sebesar 19,57 dengan luas area 41,77%.
Kromatogram GC yang diperoleh dianalisa lebih lanjut dengan menggunakan data
library MS dan didapat data bahwa pada waktu retensi 19,57 menit, terdapat
senyawa yang memiliki berat molekul sebesar 326. Spektrum massa dan struktur

molekul senyawa tersebut dapat dilihat pada Gambar 4.16.

Scan 1348 (19.557 miny SAMPELAA.D ¢
.m:mw.&wwmmz
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OH

PN

b)
Gambar 4.17 a) Spektrum massa dan b) Struktur molekul senyawa hasil reaksi

trans-isoeugenol

Berdasarkan data library yang dimiliki oleh instrumen GC-MS yang
terdapat pada Laboratorium PUSLABFOR POLRI, diketahui bahwa senyawa
hasil reaksi trans-isoeugenol mirip dengan senyawa phenol, 4-[2,3-dihydro-7-
methoxy-3-methyl-5-(1-propenyl)-2-benzofuranyl]-2-methoxy, yang lebih dikenal
sebagai dehidrodiisoeugenol atau Licarin A, dengan quality sebesar 91. Senyawa
ini merupakan senyawa dimer isoeugenol dengan posisi penggabungan 8-5".

Untuk kromatogram senyawa hasil reaksi cis-isoeugenol dapat dilihat pada
Gambar 4.17 a). Kromatogram GC yang diperoleh dianalisa lebih lanjut dengan
menggunakan data library MS dan didapat data bahwa pada waktu retensi 23,03
menit dengan luas area 9,22, terdapat senyawa yang memiliki berat molekul
sebesar 326. Spektrum massa dan struktur molekul senyawa tersebut dapat dilihat
pada Gambar 4.18 b) dan c).
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OH

A

c)
Gambar 4.18 a) Kromatogram GC, b) Spektrum massa, dan c) Struktur molekul

senyawa hasil reaksi cis-isoeugenol

Berdasarkan data library yang dimiliki oleh instrumen GC-MS yang
terdapat pada Laboratorium PUSLABFOR POLRI, diketahui bahwa senyawa
hasil reaksi cis-isoeugenol mirip dengan senyawa Phenol, 4-[2,3-dihydro-7-
methoxy-3-methyl-5-(1-propenyl)-2-benzofuranyl]-2-methoxy, yang lebih dikenal
sebagai dehidrodiisoeugenol atau Licarin A, dengan quality sebesar 94. Senyawa
ini merupakan merupakan senyawa dimer isoeugenol dengan posisi
penggabungan 8-5’.

Licarin A yang terdeteksi pada GC-MS, diisolasi pertama kali oleh
Feringa pada tahun 1996. Senyawa ini disolasi dari batang pohon Licaria aritu
yang berasal dari spesies Lauraceae di wilayah Amazon dan telah diteliti

memiliki aktivitas biologis sebagai antitumor.

4.7 Mekanisme Reaksi Pembentukkan Senyawa Hasil Reaksi Oksidasi
Kopling

Pembentukkan dimer cis/trans-isoeugenol terjadi melalui reaksi oksidasi
kopling, yaitu penggabungan dua molekul cis/trans-isoeugenol yang disertai
dengan proses oksidasi melalui pembentukkan radikal fenoksi. Reaksi ini
melibatkan cis/trans-isoeugenol sebagai donor proton, H,O, sebagai akseptor
elektron, dan peroksidase sebagai katalis.

Peroksidase yang telah teraktivasi oleh H,O, akan bereaksi dengan

cis/trans-isoeugenol menghasilkan radikal cis/trans-isoeugenol. Radikal yang
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terbentuk akan melakukan reaksi kopling dengan radikal cis/trans-isoeugenol
lainnya membentuk dimer cis/trans-isoeugenol.

Produk yang dihasilkan dari reaksi oksidasi kopling trans-isoeugenol dan
cis-isoeugenol merupakan dimer dengan posisi penggabungan 8-5’. Mekanisme

reaksi pembentukkan dimernya dapat dilihat pada Gambar 4.19.

o
5 H3CO
+ Peroksidase/H,0, —m 2 +2H,0
OH o O (e} (e}
H3CO. H,CO. H,;CO H,CO HsCO
7z =4 7 < :
CH3
CHj H
H x_-CHs H . _CHs
o [ o ~
v |‘\
| o) — O/ /
OCH, OCH,8
OCH
OCH; g 3
o O
H,C
H X CHs
I (-
HO OCHj
OCH,
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o
s H4CO.
+ Peroksidase/H,0, — 2 +2H,0
O
H,CO HaCO HaCO. HsCO. H,CO
* - e >

> 7 »Z
Y
Z A
! |
OCH,
H5CO
O
b)

Gambar 4.19 Kemungkinan mekanisme reaksi pembentukkan dimer a) Trans-
isoeugenol dan b) Cis-isoeugenol

[Sumber: Setala, 2008, Bortolomeazzi et al., 2010, dan Elvi, 2010]

Berdasarkan mekanisme reaksi di atas, penggabungan atau kopling dari
dua buah molekul Cg¢C; terjadi pada atom C-8 dan C-5 serta melibatkan atom

oksigen membentuk senyawa dimer.
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BAB 5
KESIMPULAN

5.1 Kesimpulan

1. Pemurnian peroksidase dari Raphanus sativus L. melalui pengendapan
menggunakan (NH,),SO, vyang dilanjutkan dengan dialisis mampu
meningkatkan aktivitas spesifik enzim dari 1,3995 U/mg menjadi 33,3063
U/mg.

2. Peroksidase hasil isolasi dari Raphanus sativus L. memiliki aktivitas
katalisis pada reaksi oksidasi kopling baik untuk cis-isoeugenol maupun
trans-isoeugenol.

3. Produk reaksi oksidasi kopling trans-isoeugenol memberikan nilai
absorbansi tertinggi pada pH 5,0 dengan perbandingan mol jumlah substrat
trans-isoeugenol : H,O, 5% = 1,5 : 1. Sedangkan, produk reaksi oksidasi
kopling cis-isoeugenol memberikan nilai absorbansi tertinggi pada pH 6,0
dengan perbandingan mol jumlah substrat cis-isoeugenol : H,O; 5% =
15:1.

4. Berdasarkan hasil analisa menggunakan spektrofotometer UV-Vis, FTIR,
dan GC-MS, diketahui bahwa produk oksidasi kopling trans-isoeugenol
dan cis-isoeugenol merupakan senyawa dehidrodiisoeugenol atau Licarin

A dengan posisi model penggabungan 8-5".

5.2 Saran
1. Untuk meningkatkan kemurnian peroksidase hasil isolasi dari Raphanus
sativus L., perlu dilakukan langkah pemurnian enzim lebih lanjut.
2. Untuk memisahkan produk reaksi oksidasi kopling dengan lebih baik,
perlu dilakukan pemisahan lebih lanjut dengan metode yang lebih baik,

misalnya dengan metode kromatografi kolom.
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Lampiran 1

Pengukuran kadar protein dengan metode Lowry, dengan menggunakan standar
BSA (Bovine Serum Albumin)

Kadar protein larutan standar (mg/mL) Absorbansi pada A 700 nm

00625 0,00400

0,125 0,03864

0,2 0,05305

0,25 0,08691

0,5 0,14392

0,75 0,24403

1 0,28140

Grafik larutan standar BSA
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Lampiran 2
Spektra UV-Vis dan data absorbansi optimasi jumlah substrat dan pH reaksi
oksidasi kopling

a. pH3,0
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(Lanjutan)

Jumlah Trans-isoeugenol Cis-isoeugenol
substrat | A maksimum | Absorbansi A maksimum Absorbansi
11 305 3,392 304 3,339
15:1 317 3,697 305 3,445
2:1 305 3,445 299 3,344
2,5:1 305 3,375 304 3,334

Grafik pengaruh jumlah substrat
cis/trans-isoeugenol pada pH 3,0
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(Lanjutan)
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Cis-isoeugenol

Jumlah Trans-isoeugenol Cis-isoeugenol
substrat | A maksimum | Absorbansi A maksimum Absorbansi
11 306 3,765 306 3,692
15:1 305 3,906 304 3,528
2:1 306 3,661 306 3,576
251 307 3,564 305 3,445
Grafik pengaruh jumlah substrat
cis/trans-isoeugenol pada pH 4,0
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(Lanjutan)
c. pH5,0
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(Lanjutan)

Jumlah Trans-isoeugenol Cis-isoeugenol
substrat | A maksimum | Absorbansi A maksimum Absorbansi
11 305 3,785 305 3,630
1,5:1 305 3,906 305 3,808
2:1 305 3,630 301 3,576
2,5:1 305 3,576 298 3,485

Grafik pengaruh jumlah substrat
cis/trans-isoeugenol pada pH 5,0
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Trans-isoeugenol

& i = L
R Fo ] Sl

B

Cis-isoeugenol

Jumlah Trans-isoeugenol Cis-isoeugenol
substrat | A maksimum | Absorbansi A maksimum Absorbansi
1:1 305 3,552 305 3,603
1,5:1 305 3,678 305 3,826
2:1 305 3,603 301 3,728
2,5:1 305 3,576 298 3,465
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Grafik pengaruh jumlah substrat
cis/trans-isoeugenol pada pH 6,0
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ames

Cis-isoeugenol

(Lanjutan)
Jumlah Trans-isoeugenol Cis-isoeugenol
substrat | A maksimum | Absorbansi A maksimum Absorbansi
1:1 306 3,506 304 3,659
15:1 306 3,506 307 3,765
2:1 305 3,455 307 3,485
2,5:1 305 3,409 306 3,455
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Grafik pengaruh jumlah substrat cis/trans-
isoeugenol padapH 7,0
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Lampiran 3

Spektra IR trans-isoeugenol dan senyawa hasil reaksinya
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Lampiran 4
Spektra IR cis-isoeugenol dan senyawa hasil reaksinya
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Kromatogram GC-MS senyawa hasil reaksi trans-isoeugenol
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Kromatogram GC-MS senyawa hasil reaksi cis-isoeugenol
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Lampiran 7

Bagan kerja isolasi enzim dari Raphanus sativus L.

[ Lobak putih ]

Diblender, homogenat disaring

A 4 \ 4

[ Filtrat ] Endapan

Disentrifugasi (8.000 rpm, 20 menit)

A\ 4 l
Endapan [ Supernatan/Enzim ekstrak kasar ] Uji Aktivitas & protein

Disentrifugasi (8.000 rpm, 20 menit)

A A
[ Endapan F1 ’ [ Supernatan ]
Uji Aktivitas & protein Disentrifugasi (8.000 rpm, 20 menit)
A A
[ Endapan F2 } ‘ Supernatan ’

Uji Aktivitas & protein Disentrifugasi (8.000 rpm, 20 menit)

y y
[ Endapan F3 ] [ 90% Supernatan
Uji Aktivitas & protein Uji Aktivitas & protein
v
Dialisis

Uji Aktivitas & protein
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