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ABSTRAK

Nama : Arief Budiman
Program Studi : Kimia
Judul : Isolasi Enzim a-Glukosidase dari Gabah

(Oryza sativa var Ciherang)

Enzim a-glukosidase (EC. 3.2.1.20, a-D-glukosida glukohidrolase) adalah
enzim terikat membran yang terdapat pada epitel usus halus dan berperan
pada pencernaan karbohidrat makanan. Pada penderita Diabetes Mellitus
(DM) tipe 2, inhibisi terhadap enzim ini menyebabkan penghambatan
absorpsi glukosa sehingga dapat mengurangi keadaan hiperglikemia setelah
makan. Enzim ini diperlukan pada penemuan senyawa analog sebagai
inhibitor enzim tersebut dalam rangka penemuan obat Diabetes Melitus tipe
dua. Distribusi enzim ini tersebar luas pada mamalia, tanaman, serangga dan
mikroorganisme. Tanaman merupakan sumber o-glukosidase yang telah
banyak diisolasi dan diteliti, terutama dari golongan serealia seperti padi.
Pada penelitian ini, sebagai sumber enzim digunakan beras dan gabah
varietas Ciherang. Beras dan gabah selanjutnya dibuat menjadi ekstrak kasar
enzim tepung beras, tepung gabah dan tepung aseton gabah dengan
menggunakan buffer fosfat dan kemudian diuji aktivitasnya. Ekstrak dengan
aktivitas tertinggi dilakukan fraksionasi menggunakan amonium sulfat
(salting out) dengan kenaikan tingkat kejenuhan. Fraksi dengan aktivitas
tertinggi kemudian dilakukan dialisis. Enzim hasil dialisis kemudian
ditentukan pH optimumnya dan uji inhibisinya dengan senyawa quersetin.
Hasil penelitian menunjukan bahwa dari ketiga ekstrak kasar enzim, tepung
gabah menunjukan aktivitas tertinggi yaitu 23,75 mU/mL. Tingkat
kejenuhan 20-50% merupakan fraksi dengan aktivitas tertinggi sebesar
19,05 mU/mg. Enzim hasil dialisis memiliki aktivitas spesifik 41,16 mU/mg
dan pH optimum 6. Pada uji inhibisi, quersetin dengan kadar 0,1% memiliki
persen inhibisi tertinggi sebesar 13,07%.

Kata Kunci: isolasi, Oryza sativa, a-Glukosidase, Diabetes Melitus tipe 2
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ABSTRACT

Name : Arief Budiman
Study Program : Chemistry
Title : Isolation of a-Glucosidase from Gabah

(Oryza sativa var. Ciherang)

a-Glucosidase (EC. 3.2.1.20, a-D-glucoside glucohydrolase) is a membrane-
bound enzyme located in intestinal epithelium, play role in carbohydrate
digestion of food. In people having Diabetes Mellitus type 2, inhibition of
the enzyme inhibits absorption of glucose reducing hyperglycemia
postprandial. The enzyme is essential in the research to find the active
compound that able to inhibit the enzyme in order to find Diabetes Mellitus
type 2 drugs. The enzyme found widespread in mammal, plants, insects and
microorganism. Plants are the enzyme source that isolated and studied most,
particularly the cereals: rice. In this study, rice and gabah (var. Ciherang)
are used as the enzyme source. From these, the crude extract of rice flour,
gabah flour and gabah acetone powder were made by using phosphate
buffer and the activity assayed. The extract showing highest activity was
subjected to salting out using ammonium sulfate by increasing level of
saturation. Furthermore, fraction containing highest specific activity was
subjected to dialysis. The retentate was determined its optimal pH and
inhibition against quercetin. The results showed that of the three extracts,
gabah flour showing the highest activity at 23.75 mU/mL. The saturation
level of 20-50% showing the fraction of highest specific activity at
19.05 mU/mg. The retentate specific activity was found to be
45.16 mU / mg and the optimum pH was 6. The inhibition against 0.1%
quercetin showed the highest at 13.07%

Keyword: Isolation, Oryza sativa, a-Glucosidase, Diabetes Mellitus type 2
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Enzim adalah protein yang berperan meningkatkan laju reaksi kimia
di dalam organisme hidup. Laju reaksi kimia di dalam organisme hidup
dapat meningkat 10° sampai 10”° kali lebih cepat dengan adanya enzim.
Enzim memiliki spesifisitas yang tinggi terhadap substratnya serta memiliki
aktifitas tertinggi pada temperatur dan pH optimumnya'.

Setiap organisme hidup memiliki berbagai jenis enzim yang
mengkatalisis reaksi—reaksi biokimia yang berbeda. Diperkirakan dalam
satu sel bakteri terdapat 3000 jenis protein yang sebagian besar merupakan
enzim, sedangkan di dalam satu sel eukariot terdapat 50000 jenis protein. Di
dalam tubuh manusia, enzim terdistribusi berdasarkan kebutuhan tubuh
untuk mengkatalisis reaksi-reaksi biokimia spesifik serta dapat digolongkan
menjadi enzim-enzim pencernaan dan enzim-enzim metabolis. Enzim-enzim
pencernaan terdapat pada beberapa bagian tubuh seperti lambung dan
pankreas. Enzim-enzim metabolis berperan dalam menjalankan fungsi
fisiologis yang tersebar pada seluruh bagian tubuh yaitu dalam organ-organ,
tulang, darah yakni dalam setiap sel itu sendiri’.

Enzim a-Glukosidase (EC. 3.2.1.20, a-D-glukosida glukohidrolase)
adalah enzim terikat membran yang terdapat pada epitel usus halus dan
berperan pada pencernaan karbohidrat makanan. Enzim ini merupakan
karbohidrase tipe-ekso yang mengkatalisis penglepasan a-glukosa dari
ujung non-pereduksi karbohidrat makanan (amilopektin dan glikogen).
Enzim ini dapat memutus ikatan glikosida a(1—6) pada titik percabangan
amilopektin dan glikogen. Pada penderita Diabetes Mellitus (DM) tipe 2,
inhibisi terhadap enzim ini dapat menyebabkan penghambatan absorpsi
glukosa, sehingga dapat mengurangi keadaan hiperglikemia setelah makan.
Beberapa senyawa inhibitor a-glukosidase seperti acarbose, miglitol dan
voglibose telah digunakan dalam pengobatan DM tipe 2 untuk mengatur

kadar glukosa darah, tetapi senyawa tersebut memiliki beberapa efek
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samping seperti perut kembung, sering buang angin, dan kemungkinan
diare.

Saat ini sedang banyak dilakukan penelitian dalam rangka mencari
senyawa aktif analog sebagai inhibitor a-glukosidase dengan efek samping
rendah dari berbagai jenis bahan alam dalam rangka penemuan obat untuk
pengobatan DM tipe 2°. Kebutuhan enzim a-glukosidase dalam mendukung
terlaksananya penelitian tersebut menjadi meningkat, sedangkan enzim a-
glukosidase yang dipasarkan memiliki harga yang relatif mahal. Oleh
karena itu, perlu dilakukan isolasi enzim a-glukosidase dari berbagai
sumber.

Enzim a-glukosidase tersebar luas pada mamalia, tanaman,
serangga dan mikroorganisme4. Tanaman merupakan sumber a-glukosidase
yang telah banyak diisolasi dan diteliti, terutama dari golongan serealia
(Poaceae atau Gramineae) seperti barley dan padi.

Berdasarkan spesifisitas terhadap substratnya, enzim a-glukosidase
dibedakan menjadi a-glukosidase I dan II. Perbedaan spesifisitas ini
disebabkan oleh perbedaan sumber isolasi enzim. o-Glukosidase I berasal
dari bakteri, yeast (Saccharomyces cerevisiae) dan serangga, sedangkan o-
glukosidase IT berasal dari mold, tumbuhan dan mamalia. a-Glukosidase I
memiliki aktivitas yang lebih tinggi terhadap substrat heterogen seperti p-
nitrofenil a-glukosida (PNPQG) daripada terhadap substrat homogen seperti
maltooligosakarida, sedangkan a-glukosidase II memiliki aktivitas lebih
tinggi terhadap substrat homogen daripada substrat heterogen”.

Pada penelitian ini sebagai sumber enzim dipakai gabah dan beras
(Oryza sativa) varietas Ciherang. Gabah dan beras dipilih karena
ketersediaanya di pasaran sehingga memberikan kemudahan untuk
mendapatkanya, di samping juga telah banyak dipilih sebagai sumber
penelitian-penelitian isolasi enzim a-glukosidase. Tahapan isolasi diawali
dengan pembuatan ekstrak kasar enzim, dilanjutkan dengan fraksionasi
dengan metode salting out, dan dialisis. Enzim hasil pemurnian kemudian
diuji kestabilannya, ditentukan pH optimum, serta dilakukan uji inhibisi

menggunakan quersetin.
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1.2 Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk:

1. Membandingkan aktifitas enzim a-glukosidase yang terdapat dalam
gabah dan beras (Oryza sativa) varietas Ciherang.

2. Mengekstraksi dan memfraksionasi enzim menggunakan metode
salting out dengan garam ammonium sulfat dengan peningkatan
tingkat kejenuhan dan dilanjutkan dengan dialisis.

3. Menguji aktifitas inhibisi enzim a-glukosidase dengan quersetin.

Universitas Indonesia
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Enzim®’

Protein yang khusus memiliki kemampuan untuk mengkatalisis hampir
semua reaksi kimia pada sistem biologis disebut sebagai enzim. Kemampuan
aktivitas katalisis enzim bergantung pada konformasi proteinnya, yakni struktur

primer, sekunder, tersier dan kuaterner.

2.1.1 Protein

Protein adalah suatu polipeptida dengan berat molekul di atas 10.000
sedangkan polipeptida sendiri adalah suatu biopolimer yang tersusun dari unit
berulang asam-asam amino yang tergabung melalui suatu ikatan amida yang
disebut ikatan peptida. Struktur primer protein adalah semua ikatan kovalen yang
menyusun protein yaitu deretan asam-asam amino yang bergabung melalui ikatan

peptida termasuk ikatan disulfida dalam suatu rantai polipeptida.

(0] (0]
0 I o
RN g e o I —— [/ e C | [ (C——(®)
R R
ion dipolar

Gambar 2.1 Struktur umum asam amino
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Gambar 2.2 Pembentukan ikatan peptida secara kondensasi

Molekul-molekul yang menyusun suatu rantai polipeptida dapat berotasi
bebas disekitar ikatan kovalen tunggal, namun hanya penataan dalam ruang
tertentu dari rantai polipeptida yang stabil. Struktur sekunder adalah penataan
ruang khusus yang stabil tersebut yang memberikan pola struktur yang berulang.

Struktur sekunder mengacu pada penataan dalam ruang dari asam-asam
amino pembentuk yang berdekatan tanpa memperhatikan rantai samping atau
hubunganya dengan bagian lain sedangkan struktur tersier mencakup lingkup
deratan asam amino yang lebih luas, yakni penataan tiga dimensi secara
keseluruhan dari semua atom dalam sebuah protein.

Beberapa protein mengandung dua atau lebih rantai polipeptida yang
terpisah yang bisa identik atau berbeda. Penataan rantai polipeptida tersebut pada
susunan tiga dimensi yang rumit menyusun struktur yang terakhir yakni struktur
kuaterner.

Pada protein intraseluler dari banyak organisme, interaksi lemah
khususnya penting dalam pelipatan rantai polipeptida membentuk struktur
sekunder dan tersiernya. Penggabungan banyak polipeptida membentuk struktur
kuaterner juga bergantung pada interaksi lemah tersebut. Interaksi lemah yang
paling banyak berkontribusi pada kestabilan protein adalah interaksi hidrofobik.
Rantai samping asam amino yang bersifat hidrofobik cenderung untuk
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mengumpul di bagian interior protein untuk menjauhi air. Sebaliknya gugus polar

umumnya membentuk ikatan hidrogen dengan air sehingga dapat larut.

Peptide bond

Gambar 2.3 Polipeptida

sumber:notesforpakistan.blogspot.com

2.1.2 Definisi Enzim

Pada tahun 1897 Eduard Buchner menemukan bahwa ekstrak khamir dapat
memfermentasi gula menjadi alkohol, menunjukan bahwa fermentasi berlangsung
oleh molekul yang masih berfungsi walaupun telah dipisahkan dari sel hidup.
Kemudian Frederick W. Kiihne menamai molekul tersebut sebagai enzim, yang
berasal dari bahasa yunani evlope (baca:enzim).

Enzim adalah katalis biologis, yaitu mempercepat reaksi kimia di dalam
sel hidup tanpa dirinya sendiri mengalami perubahan pada akhirnya. Reaktan dari
suatu reaksi yang dikatalisis oleh enzim disebut substrat dan tiap enzim memiliki
sifat yang cukup spesifik, dimana bereaksi dengan substrat tertentu atau
menghasilkan produk tertentu dari suatu substrat.

Beberapa enzim tidak memerlukan gugus kimia lain selain residu asam-
asam amino untuk aktivitasnya. Sedangkan beberapa yang lain membutuhkan
tambahan komponen kimia yang disebut kofaktor. Kofaktor dapat berupa ion
logam, atau suatu molekul organik kompleks yang disebut koenzim. Kofaktor
yang terikat sangat kuat bahkan secara kovalen dengan protein suatu enzim

disebut gugus prostetik. Suatu enzim yang lengkap dan aktif secara katalitik
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beserta dengan kofaktor yang terikat disebut holoenzim. Sedangkan bagian

proteinnya disebut apoenzim atau apoprotein.

2.1.3 Pengolongan Enzim

Banyak enzim telah dinamai dengan akhiran —ase kepada nama subtrat
yang dikatalisis atau pada kata yang menunjukan aktivitasnya. Selain itu ada pula
yang dinamai oleh penemunya. Hal tersebut berakibat enzim yang sama memiliki
dua nama atau lebih, atau dua enzim yang berbeda memiliki nama yang sama.
Untuk menghindari hal tersebut, sejalan dengan semakin bertambahnya enzim
yang ditemukan, diperlukan suatu tata nama untuk menggolongkan enzim.

Enzyme Commission menggolongkan enzim ke dalam enam golongan,
dengan masing-masing memiliki subgolongan, sesuai dengan jenis reaksi yang
dikatalisis. Setiap enzim diberikan 4 bagian nomor golongan dan nama sistematik

yang menunjukan reaksi yang dikatalisisnya.

Tabel 2.1 Golongan enzim dan reaksi yang dikatalisisnya

Golongan Jenis Enzim Tipe Reaksi
1 Oksidoreduktase Reduksi-oksidasi
2 Transferase Transfer atom atau gugus
3 Hidrolase Hidrolisis
4 Liase Adisi atau pembentukan rangkap
5 Isomerase Isomerasi
6 Ligase Kondensasi
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2.1.4 Inhibisi Enzim

Inhibitor adalah zat yang memiliki kecenderungan mengurangi laju dari

reaksi yang dikatalisis oleh enzim. Inhibitor enzim tergolong ke dalam dua kelas

yaitu yang secara tak dapat balik menghalangi aktifasi enzim dan yang dapat

dibalik.

Inhibitor yang dapat balik dapat dibagi lagi menjadi tiga kategori yaitu

inhibitor kompetitif, nonkompetitif , dan inhibitor ketiga unkompetitif yang jarang

ditemui®. Tabel dibawah meringkaskan ciri dari ketiga inhibitor

Tabel 2.2 Tiga jenis inhibisi

Tipe Inhibitor

Situs ikatan pada enzim

Efek kinetik

Kompetitif

Secara khusus pada situs katalitik
enzim, berkompetisi dengan substrat.

Vmax tidak berubah, Km
meningkat

Nonkompetitif

Mengikat enzim atau kompleks enzim
substrat tidak pada sisi katalitik enzim.
Ikatan substrat tidak berubah namun
tidak dapat membentuk produk.

Km tidak berubah, Vmax
menurun  sesuai  dengan
konsentrasi inhibitor

Unkompetitif

Hanya berikatan pada kompleks enzim
substrat. Ikatan enzim degan substrat
merubah enzim sehingga memunculkan
situs inhibitor.

Vmax dan Km menurun
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Berikut adalah pengambaran ketiga jenis inhibisi oleh plot Lineweaver-Burk

Panel A Panel B

plus competitive inhibitor

1N

1V e

uninhibited enzyme uninhibited enzyme

/
¥

ol
18] 1S]
Panel C Panel D
plus noncompetitive plus uncompetitive inhibitor
Inhibitor ~

uninhibited enzyme

11[S]

Gambar 2.4 Jenis inhibisi dengan plot Lineweaver-Burk

Sumber:themedicalbiochemistrypage.org

2.1.5 Enzim o-Glukosidase’

Enzim a-Glukosidase (EC 3.2.1.20, a-D-glukosida glukohidrolase) adalah
enzim yang mengkatalisa penglepasan a-D-glukosa dari ujung nonpereduksi
oligo- dan polisakarida. Enzim ini tersebar pada mamalia, tanaman, dan
mikroorganisme. Sebagai sumber enzim yang berasal dari serealia seperti padi,
jelai(barley), milet, jagung, buckwheat juga sumber lain seperti bit dan bayam
telah berhasil didapat dan dimurnikan. Tanaman mengandung enzim a-
glukosidase yang dapat menghidrolisis subsrat polisakarida(yaitu pati terlarut).

Enzim a-Glukosidase yang berasal dari tanaman adalah enzim hidrolitik
yang terlibat dalam degradasi pati simpanan pada biji yang berkecambah, dan
secara umum dianggap sebagai enzim yang merubah oligosakarida yang terlebih
dahulu dihasilkan oleh a-amilase, B-amilase, dan debranching enzyme menjadi
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glukosa. Namun, enzim a-Glukosidase dari tanaman dilaporkan dapat
menghidrolisis pati terlarut secara efektif serta dapat mendegradasi butiran pati
dalam bentuk polisakarida tak larut pada biji tanaman. Selain itu enzim ini beraksi
secara sinergis dengan o-amilase tanaman dalam mendegradasi butiran pati.

2.2.1 Isolasi Enzim'®!!

Isolasi enzim sangat erat berhubungan dengan isolasi protein. Dasar dari
pemisahan ini adalah memisahkan protein dari semua protein lain yang tidak

diperlukan yang semuanya berada pada material yang sama.

2.2.2 Ekstraksi

Bahan baku yang memiliki aktivitas enzim diperlakukan untuk
memindahkan protein ke dalam bentuk terlarut sehingga dapat dimanipulasi. Bila
material awal merupakan sel hewan atau tanaman maka perlu dilakukan
homogenisasi melalui penghancuran sel dan melepaskan enzim ke dalam larutan
dengan kuat ion yang mirip secara fisiologis dan tekanan osmotik yang lebih
rendah. Kemudian untuk mendapatkan ekstrak yang jernih kepada homogenat
yang didapat dilakukan filtrasi atau sentrifugasi.

Enzim-enzim yang terdapat dalam sitoplasma dapat diekstrak dengan
penghancuran membran plasma sel sehingga enzim dapat keluar ke dalam
medium ekstraksi. Namun enzim terlarut dalam organel atau sel eukariotik
membutuhkan penghancuran membran sel yang lebih keras. Dari tepung sereal
enzim dapat diekstrak dengan hanya menempatkan dalam medium cair dan

pengadukan.
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2.2.3Fraksionasi dengan Salting Out

Metode yang paling banyak dipakai adalah dengan menggunakan
konsentrasi garam yang tinggi, biasa disebut salting-out. Garam yang paling
optimum adalah garam yang meningkatkan hidrasi daerah polar dan dehidrasi
daerah non-polar pada protein tanpa adanya interaksi langsung. Anion yang
masuk ke dalam kategori ini adalah anion polivalen seperti sulfat yang bersifat
kosmotropes, cenderung menstabilkan struktur protein. Untuk kation dipilih yang
tidak memiliki kemungkinan untuk mengadakan kompleks dengan protein, maka
semua ion metal polivalen tidak dapat digunakan. Garam yang memenuhi semua
persyaratan ini dan paling sering digunakan adalah amonium sulfat (kecuali pada
pH tinggi). Paling baik digunakan pada daerah pH 6-7,5 dan memiliki sedikit
kemampuan mengasamkan sehingga diperlukan buffer.

Kelebihan penggunaan garam konsentrasi tinggi ini dibandingkan metode
lain adalah kestabilan protein yang terjadi serta mencegah proteolisis dan aksi
bakteri.Konsentrasi garam yang ditambahkan ditingkatkan secara bertahap dengan
tujuan mendapatkan endapan protein yang diinginkan dan membuang endapan

protein yang tidak diinginkan. Kemudian endapan tersebut dilarutkan kembali.

2.2.3 Dialisis

Dialisis adalah difusi zat terlarut melalui membran semipermeabel ketika
membran menjadi batas antara dua larutan yang berbeda konsentrasi. Membran
bertindak seperti saringan dengan ukuran pori tertentu. Pori berasal dari distribusi
acak serat pembentuk membran. Molekul dengan jari-jari molekul yang lebih
besar dari ukuran pori akan tertahan seluruhnya sedangkan yang berjari-jari lebih
kecil akan lolos. Teknik ini biasa dipakai untuk menghilangkan kadar garam

larutan protein atau mengganti buffer.
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Gambar 2.5 Distribusi acak serat selulosa pada membran dialisis

(Dennison, 2002)
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BAB3

BAHAN DAN METODE

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini berlangsung selama 6 bulan, mulai dari bulan Januari sampai
Juni 2011, bertempat di Laboratorium Biokimia Departemen Kimia FMIPA UI,
Depok dan Laboratorium Bahan Alam Pusat Penelitian Kimia-LIPI, Kawasan

PUSPIPTEK Serpong.
3.2 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah spektrofotometer
UV-Vis, neraca analitik, mikropipet, pipet volumetri, penangas air, termometer,
mesin blender, magnetic stirer, sentrifuge Kubota 6800, kantong selofan untuk
dialisis, pHmeter, kertas pH indikator dan alat-alat gelas seperti tabung reaksi,

erlenmeyer, batang pengaduk, beaker glass, gelas ukur.
33 Bahan
3.3.1 Sumber Enzim

Sumber enzim yang digunakan dalam penelitian ini adalah gabah dan
beras (Oryza sativa) varietas Ciherang yang didapat dari persawahan Desa
Kuwayuhan, Kabupaten Kebumen Jawa Tengah. Gabah dan beras yang didapat,

disimpan di lemari pendingin.
3.3.2 Bahan Kimia

Bahan kimia yang digunakan dalam penelitian ini adalah KH,POs,
K,HPOQy, air bebas mineral, (NH4),SO4, Na,CO3, NaOH, CuSO4.5H,0, KNa-
Tartrat, pereaksi Folin-Ciocalteu, Bovin Serum Albumin, p-nitrofenil a-D-

glukopiranosida (PNPG), dimetilsulfoksida (DMSO), quersetin dan NaCl.
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34 Prosedur Kerja
3.4.1 Preparasi Sampel Sebagai Sumber Enzim a-Glukosidase

Gabah dan beras dihancurkan dengan alat blender hingga menjadi tepung
gabah dan tepung beras. Pada penelitian ini, selain menggunakan tepung gabah
dan tepung beras sebagai sumber enzim, juga digunakan tepung gabah aseton.
Tepung gabah aseton diperoleh dengan cara menghancurkan gabah dengan
penambahan aseton dingin (1:1) dengan alat blender. Residu yang diperoleh
kemudian dikeringkan dengan diangin-anginkan sampai menjadi tepung aseton
gabah. Tepung gabah (TG), tepung beras (TB) dan tepung aseton gabah (TAG)

yang telah didapat selanjutnya digunakan sebagai sumber enzim.
3.4.2 Pembuatan Ekstrak Kasar Enzim a-Glukosidase

Tepung gabah, tepung beras dan tepung gabah aseton, masing-masing
sebanyak 20 gram, secara terpisah dimasukkan ke dalam 50 mL larutan buffer
fosfat dingin 67 mM pada pH 7. Selanjutnya, campuran tersebut diaduk selama
satu jam menggunakan magnetic stirrer yang dilengkapi dengan ice salt batch,
kemudian direndam semalaman dalam lemari pendingin. Homogenat yang
didapat, disaring dengan kain kasa kemudian filtratnya disentrifugasi dengan
kecepatan 8000 rpm pada suhu 4°C selama 20 menit. Selanjutnya, terhadap
supernatan yang diperoleh yang merupakan ekstrak kasar enzim dilakukan uji

aktivitas enzim o-glukosidase.

3.43 Variasi pH Buffer pada Pembuatan Ekstrak Kasar Enzim ao-
Glukosidase dari Tepung Gabah

Untuk melihat pengaruh pH pada buffer yang digunakan dalam pembuatan
ekstrak kasar enzim dari tepung gabah dilakukan variasi pH, yaitu: pH 6,0; 7,0;
7,5; 8,0 dan 8,5. Tepung gabah sebanyak 20 gram dicampurkan ke dalam 50 mL
buffer fosfat dingin 67 mM pada masing-masing pH. Campuran kemudian diberi

perlakuan yang sama seperti cara kerja pada butir 3.4.2.
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3.4.4 Metode Uji Aktivitas Enzim o-Glukosidase'

Aktivitas enzim a-glukosidase diukur dengan menggunakan prosedur
Sigma’s quality control yang dimodifikasi dengan menggunakan p-nitrofenil a-D-
glukopiranosida (PNPG) sebagai substrat.

Uji aktivitas enzim a-glukosidase dilakukan dengan cara memasukkan 5
mL buffer fosfat 67 mM pH 6,8 dan 0,2 mL larutan enzim ke dalam tabung reaksi,
kemudian dicampur dan disetimbangkan hingga suhu 37°C. Selanjutnya, ke dalam
campuran ditambahkan 0,5 mL PNPG 10 mM dan diinkubasi pada 37°C selama
20 menit. Untuk menghentikan reaksi diambil 2 mL campuran dan ditambahkan 8
mL NayCO3 100 mM. Larutan kemudian diukur serapannya pada panjang
gelombang 400 nm. Larutan blanko dibuat dengan cara yang sama, dengan
mengganti larutan enzim dengan air bebas mineral. Aktivitas enzim didapat

dengan rumus berikut:

(A400 Uji—A400 Blanko) (100057}

Unit/ml= - o
(18,3)(200(2)(0:2)

5,7= volume campuran reaksi

18,3=koefisien ekstingsi milimolar

20=waktu assay

10=volume penentuan kolorimetrik

2=volume campuran reaksi yang dipakai dalam penentuan kolorimetrik
0,2=volume larutan enzim yang digunakan

Satu unit aktivitas enzim a-glukosidase didefinisikan sebagai banyaknya enzim
yang membebaskan 1pmol D-glukosa dari substrat p-Nitrofenil a-D-
Glukopiranosida per menit pada pH 6,8 pada 37°C.

3.4.5 Metode Penentuan Kadar Protein

Kadar protein enzim ditentukan dengan menggunakan metode Lowry

dengan terlebih dahulu menyiapkan larutan berikut:

Larutan A: 2 gram Na,COs3 dan 0,4 gram NaOH dalam 100 mL air

Larutan B: 0,25 gram CuSO04.5H;0 dan 0,5 g NaK-Tartrat atau Na-Sitrat
dalam 50 ml air

Larutan C:  Ke dalam 50 mL Larutan A tambahkan 1 mL larutan B

Larutan D: ~ Ke dalam 10 mL Folin 2 N tambahkan 10 mL air
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Sebanyak 0,5 mL larutan enzim dicampur dengan 5 mL pereaksi C, lalu
diaduk hingga merata dan dibiarkan selama 10 menit. Selanjutnya ke dalam
campuran tersebut ditambahkan 0,5 mL pereaksi D , lalu diaduk kembali hingga
merata dan dibiarkan selama 30 menit.

Serapan diukur dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 700
nm. Sebagai larutan standar digunakan BSA dengan variasi konsentrasi 0,0625;
0,125;0,25; 0,5; 0,75 dan 1,00 mg/mL. Pada pengukuran blanko, larutan enzim

diganti dengan air bebas mineral.

3.4.6 Isolasi Enzim a-Glukosidase dengan Metode Salting Out

Dari hasil uji aktivitas enzim a-glukosidase terhadap ekstrak kasar enzim
dari sumber enzim TB, TG dan TAG, yang memiliki aktivitas tertinggi adalah
TG. Selanjutnya, terhadap ekstrak kasar enzim dari TG, dilakukan tahapan isolasi
lebih lanjut dengan menggunakan NaCl dan pemurnian dengan ammonium sulfat.

Sebanyak 80 gram tepung gabah dicampurkan ke dalam 200 mL larutan
buffer fosfat 67 mM pH 8 yang mengandung 0,5 M NaCl. Selanjutnya, untuk
mendapatkan ekstrak kasar enzim, campuran diberi perlakuan yang sama dengan
prosedur kerja pada butir 3.4.2. Ekstrak kasar enzim yang diperoleh, kemudian
difraksinasi dengan penambahan garam ammonium sulfat dengan tingkat
kejenuhan yang ditingkatkan secara bertahap.

Ekstrak kasar enzim ditempatkan pada wadah yang dilengkapi dengan
pengocok magnetic stirrer dalam keadaan dingin menggunakan ice salt batch.
Garam ammonium sulfat untuk tingkat kejenuhan 0-20% disiapkan dan
ditambahkan ke dalam ekstrak kasar sedikit demi sedikit. Selama proses
penambahan garam, pengadukan dilakukan secara konstan dan setelah
penambahan garam yang terakhir pengadukan masih dilanjutkan hingga 20 menit.
Campuran selanjutnya disentrifugasi dengan kecepatan 8000 rpm selama 20 menit
pada suhu 4°C. Endapan yang didapat dipisahkan dari supernatan dan dilarutkan
dalam buffer fosfat dingin pH 7 secukupnya. Endapan ini untuk selanjutnya
disebut fraksi I. Supernatan difraksionasi lebih jauh dengan ditambahkan garam

ammonium sulfat dengan tingkat kejenuhan 20-50% dan 50-70% untuk
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mendapatkan endapan fraksi 20-50% yang selanjutnya disebut fraksi II dan
endapan fraksi 50-70% disebut fraksi III. Ekstrak kasar, fraksi LII, I1I dan
supernatan selanjutnya diuji aktivitas dan kadar proteinnya sesuai dengan

prosedur kerja 3.4.4 dan 3.4.5.

3.4.7 Uji Kestabilan Enzim Terhadap Pengaruh Penyimpanan

Enzim hasil fraksinasi dengan dengan aktivitas tertinggi disimpan dalam
lemari pendingin (4°C). Selanjutnya, untuk mengetahui tingkat kestabilan enzim,
maka terhadap fraksi enzim yang memiliki aktivitas tertinggi, diuji aktivitasnya
setiap 1 minggu selama 2 minggu. Uji aktivitas enzim dilakukan menurut

prosedur kerja pada butir 3.4.4.

3.4.8 Dialisis dan Penentuan pH Optimum Enzim

Fraksi dengan aktivitas spesifik paling tinggi selanjutnya didialisis.
Larutan enzim dimasukkan ke dalam membran selofan diikat pada kedua ujung
kantung. Kemudian membran berisi enzim direndam dalam larutan buffer dengan
konsentrasi lebih encer disertai pengadukan. Proses ini dilakukan selama 9 jam
dan suhu sistem dijaga 4°C. Selama dialisis dilakukan pergantian buffer selama 3
jam sekali.

Sebelum digunakan kantung dialisis terlebih dahulu disiapkan membran
selofan dengan ukuran yang sesuai, lalu direndam dalam air bebas mineral selama
2 jam. Kemudian membran selofan direbus dengan air bebas mineral pada suhu
70°C dan direndam dalam larutan EDTA 0,001 M yang mengandung 1%
NayCOs selama 1 jam. Terakhir kantung dibilas dengan air bebas mineral sampai
bersih dan dipanaskan kembali hingga 70°C.

Enzim yang telah melalui tahap dialisis kemudian ditentukan pH
optimumnya. Ke dalam 6 tabung reaksi yang masing-masing berisi 5 mL larutan
buffer dengan pH 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0 dan 10,0 dilakukan uji sesuai cara kerja
butir 3.4.4.
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3.4.9 Uji Aktivitas Inhibisi Enzim a-Glukosidase dengan Quersetin”’14

Larutan enzim, sebelum digunakan diencerkan 25 kali dengan buffer fosfat
67 mM pH 6,8. Campuran reaksi terdiri dari 10 pL larutan standar quersetin
dalam DMSO. 490 pL buffer fosfat 67 mM pH 6 dan 250uL. PNPG 10 mM
sebagai substrat. Setelah campuran reaksi dinkubasi pada 37°C selama 5 menit,
250 pL larutan enzim ditambahkan dan diinkubasi hingga 15 menit. Reaksi
enzim dihentikan dengan penambahan 1000 uL Na,CO3 200 mM. Kemudian
serapan campuran dibaca pada panjang gelombang 400 nm. Sistem reaksi lengkap

untuk satu sampel dengan volume total 2 mL dapat dilihat pada tabel 3.1

Tabel Sistem reaksi enzim untuk satu sampel

Blanko(pL) Kontrol(pL) So(uLl) Si(ul)
Quersetin - - 10 10
DMSO 10 10 - -
Buffer 490 490 490 490
Substrat 250 250 250 250
Inkubasi 37°C 5 menit
Buffer 250 - 250 -
Enzim - 250 - 250
Inkubasi 37°C 15 menit
Na2,CO; | 1000 | TR ) N\ 1008% Wl 1000

Larutan standar quersetin dibuat dengan variasi konsentrasi 0,1%; 0,05%
dan 0,025%. Persen inhibisi didapat dengan rumus berikut:
(Alkontrol—Ablanko)—(As1—As0)
Akontrol —Ablanko

x100%

% Inhibisi=

dimana:

Asl= serapan dari sistem yang mengandung quersetin dan enzim

As(O= serapan dari sistem yang mengandung quersetin tanpa enzim
Akontrol= serapan dari sistem yang mengandung enzim tanpa quersetin

Ablanko= serapan dari sistem tanpa enzim dan tanpa quersetin
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BAB 4

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Preparasi Sampel dan Pemilihan Sumber Enzim

Pemilihan sumber enzim merupakan tahap awal yang dilakukan
pada isolasi enzim. Pada penelitian ini digunakan gabah dan beras (oryza
sativa) varietas Ciherang sebagai sumber enzim. Pemilihan sumber ini
didasarkan pada ketersediaannya di pasaran sehingga memberikan
kemudahan untuk mendapatkannya dan telah banyak penelitian isolasi
enzim a-glukosidase yang menggunakan beras sebagai sumber enzim.

Enzim a-glukosidase (EC 3.2.1.20) berperan pada degradasi pati dan
berfungsi pada perkecambahan biji dengan cara menghidrolisis
oligosakarida yang dihasilkan oleh a- and B-amilase. Pada beras enzim a-
glukosidase terdapat pada dinding sel, terikat pada membran bersama-sama
dengan substrat karbohidratnya, dan enzim yang terlibat dalam metabolisme
karbohidrat tersebut'. Enzim a-Glukosidase dari tanaman juga dilaporkan
dapat menghidrolisis pati terlarut secara efektif serta dapat mendegradasi
butiran pati dalam bentuk polisakarida tak larut pada biji tanaman. Enzim
a-glukosidase bekerja secara sinergis dengan a-amilase tanaman dalam
mendegradasi butiran pati’.

Gabah dan beras terlebih dahulu dihaluskan dengan mesin blender
untuk mendapatkan tepung yang kering. Proses penghalusan ini bertujuan
untuk memecah sel sehingga nantinya enzim yang tersimpan dapat keluar ke
dalam medium cair. Pada gabah, selain dipreparasi sabagai tepung kering
juga dipreparasi sebagai tepung aseton. Tujuan pembuatan tepung aseton ini
adalah untuk memutuskan enzim yang terikat dengan membran karena pada
saat pembentukan tepung aseton beberapa interaksi lipid dengan protein

terputus sehingga enzim dapat terekstrak’.
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4.2 Pembuatan Ekstrak Kasar Enzim a-Glukosidase

Pada pembuatan ekstrak kasar enzim digunakan tepung gabah (TG),
tepung beras (TB) dan tepung aseton gabah (TAG) sebagai sumber enzim.
TG, TB dan TAG masing-masing sebanyak 20 gram dimasukkan ke dalam
50 mL buffer fosfat 67 mM pada pH 7. Jumlah volume buffer yang dipakai
untuk mengekstrak sedikitnya adalah dua kali bahan awal. Semakin banyak
volume buffer yang digunakan maka semakin banyak juga enzim yang akan
terekstrak, tetapi ekstrak kasar yang diperoleh menjadi lebih encer'’. Oleh
karena itu, pada penelitian ini digunakan perbandingan 1 : 2,5, agar enzim
dapat terekstrak dan larutan ekstraknya tidak terlalu encer sehingga tidak
sulit untuk isolasinya.

Buffer yang digunakan adalah buffer fosfat, karena memiliki
beberapa keuntungan yaitu: kisaran kerjanya pada pH 5 hingga 8,8 yang
secara umum merupakan pH fisologis, serta dapat meniru komponen
tertentu dari cairan ekstraseluler, tidak beracun pada sel, perubahan suhu
tidak mempengaruhi perbahan pH secara drastis, serta stabil selama
beberapa minggu pada suhu 4°C'S. Penggunaan konsentrasi buffer yang
rendah bertujuan untuk menghasilkan larutan dengan tekanan osmotik
rendah dan untuk mencegah penurunan aktivitas katalitik'’. Penggunaan
larutan dengan tekanan osmotik rendah dapat membantu peristiwa lisisnya
sel dan organel, sehingga dapat meningkatkan terekstraknya enzim dari
sumber enzim ke dalam larutan buffer''. Selain itu, penggunaan buffer
dengan kuat ion yang tinggi dapat menurunkan aktivitas enzim sehingga
dipilih konsentrasi yang rendah.

Tabel 4.1 Aktivitas enzim dari ketiga ekstrak pada pH 7

Bahan Baku mU/mL
Tepung Beras 1,55
Tepung Gabah 23,75
Tepung Aseton Gabah 18,68
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Pada Tabel 4.1 dapat dilihat aktivitas enzim a-glukosidase dari ekstrak kasar
TG (23,75 mU/mL) lebih tinggi dibandingkan ekstrak kasar TAG (18,68
mU/mL) dan TB (1,55 mU/mL). Lebih tingginya aktivitas ekstrak kasar TG
kemungkinan disebabkan karena enzim o-glukosidase berperan dalam
penyediaan makanan pada tahap perkecambahan sehingga enzim ini juga
terdapat dalam kulit ari dari biji padi tersebut’. Ekstrak kasar TAG juga
memiliki nilai aktivitas yang lebih rendah dibandingkan dengan TG. Pada

penelitian selanjutnya, sebagai sumber enzim digunakan TG.
4.3  Variasi pH Buffer pada Ekstraksi Enzim Kasar dari TG

Setelah bahan baku wuntuk sumber enzim ditetapkan maka
selanjutnya dicari kondisi pH dimana enzim menghasilkan aktivitas yang
tinggi. Nilai pH yang digunakan untuk perendaman sampel adalah 6; 7; 7,5;
8 dan 8,5. kedelapan nilai tersebut dipilih karena nilai tersebut berada pada

sekitar rentang +1 dari pKa, dari buffer fosfat yang digunakan yaitu 7,2.

Tabel 4.2 Data aktivitas enzim a-glukosidase pada beberapa nilai pH

pH A400 U/mL

6 0,596 0.232

7 0,757 0.295

7.5 0.821 0,319

8 0,980 0,381

8.5 0.954 0,371
L Absorbansi vs pH

1 4/'\.
Ao 0.6

.

0.4

0.2

6 7 75 8 85 pH

Grafik 4.1 Aktivitas enzim a-glukosidase terhadap nilai pH
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Pada gambar 4.1 dapat dilihat bahwa pH optimal untuk mengekstraksi
enzim adalah pada pH 8 yaitu 0,381 U/mL . Hal ini mungkin dikarenakan
dibutuhkannya situasi yang sedikit basa untuk memecah kulit ari gabah
sehingga enzim dapat terekstrak dalam larutan. Pada pH 8,5 nilai serapan
tetap tinggi yaitu sebesar 0,371 U/mL, namun mengalami sedikit penurunan.
Hal ini dikarenakan pada pH yang lebih basa tidak cocok dengan situasi

fisiologis enzim.
4.4  Isolasi Enzim a-Glukosidase dengan Metode Salting Out

Pada penelitian tahap berikutnya, dilakukan isolasi enzim kasar dari
TG pada pH buffer 8. Ekstrak kasar enzim yang diperoleh, selanjutnya
dimurnikan dengan fraksionasi bertingkat menggunakan garam amonium
sulfat. Garam amonium sulfat digunakan untuk memurnikan enzim karena
konsentrasi garam yang tinggi terjadi interaksi yang kuat antara garam
amonium sulfat yang higroskopis dengan air. Hal ini menyebabkan
berkurangnya interaksi antara protein dengan air sehingga protein
mengalami presipitasi dari larutan dan protein menjadi terpisah dari mono
dan oligosakarida, nukleotida, asam amino bebas, sedangkan protein lainnya
tetap berada dalam larutan’.

Pada percobaan ini dilakukan fraksionasi bertingkat dengan garam
amonium sulfat pada tingkat kejenuhan 0-20% (fraksi I), 20-50% (fraksi II)
dan 50-70% (fraksi I1I). Selanjutnya, terhadap endapan dan supernatan dari
setiap fraksi tingkat kejenuhan, dilakukan uji aktivitas enzim dan ditentukan

kadar proteinnya untuk menentukan aktivitas dan aktivitas spesifik enzim.
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Tahapan Aktivitas Kadar Aktivitas Faktor
Protein Spesifik Kemurnian
(U/mL)
(mg/mL) (mU/mg) (Lipat)
Ekstrak 0,011 8,125 1,35 -
Kasar
Fraksi I 0,015 3,439 4,36 3,2
Fraksi II 0,341 ¥y 19,05 14,1
Fraksi 111 0,182 15,84 11,49 8,5
70%- --- 7,01 --- -
supernatan

Pada tabel 4.3 dapat dilihat bahwa aktivitas spesifik terbesar adalah
pada endapan fraksi I1 (20-50%) diikuti dengan endapan pada fraksi ITI(50-

70%) yaitu 19,05 mU/mg dan 11,49 mU.mg dengan faktor kemurnian

secara berurutan 14,1 kali lipat dan 8,5 kali lipat. Pada endapan fraksi I (0-

20%) aktivitas spesifik hanya meningkat sedikit. Hal ini karena endapan

fraksi dengan tingkat kejenuhan sampai dengan 25% biasanya adalah materi

partikulat berupa ribosoma, fragmen membran, agregat protein besar, dan

bahkan protein yang terdenaturasi'’. Pada supernatan aktivitas enzim sudah

tidak terdeteksi lagi mengindikasikan bahwa semua enzim o-glukosidase

telah berhasil diendapkan dan dipisahkan dari larutan.

4.5 Uji Stabilitas Enzim terhadap Pengaruh Penyimpanan

Uji stabilitas enzim dilakukan terhadap fraksi II yang disimpan

dalam lemari pendingin (4°C).Pengujian dilakukan setiap satu minggu sekali

selama 2 minggu. Data hasil pengukuran aktivitas pada uji stabilitas enzim

dapat dilihat pada tabel 4.4.

Isolasi enzim ..., Arief Budiman, FMIPA Ul, 2011
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Tabel 4.4 Data aktivitas enzim fraksi II pada waktu penyimpanan

waktu A400 U/mL
Minggu kenol 0,87636 0,341
Minggu pertama 0,80987 0,315
Minggu kedua 0,59381 0,231
Auo Kestabilan enzim
1
Yy | = —_— BN
0.6 \ :
0.4
0l . . . B W i
o | - N A N\
0 | I
Minggu

Grafik 4.2 Pengaruh waktu penyimpanan terhadap kestabilan enzim fraksi

II

Pada gambar 4.2 terlihat adanya penurunan aktivitas enzim selama
penyimpanan dari minggu kenol sampai minggu kedua.Aktivitas enzim
pada penyimpanan minggu kenol 0,341 UVmL dan minggu pertama 0,315
U/mL hanya mengalami sedikit penurunan, sedangkan pada minggu kedua

0,231 U/mL terjadi penurunan aktivitas yang lebih tinggi.

4.6 Dialisis dan Penentuan pH Optimum Enzim

Pada percobaan selanjutnya, terhadap endapan fraksi II dan III yang
merupakan hasil fraksionasi dengan garam amonium sulfat yang memiliki
aktivitas tertinggi, dilakukan dialisis dengan menggunakan kantung selofan
dan ditentukan nilai pH optimumnya. Tujuan dari dialisis adalah untuk
menghilangkan kelebihan garam ammonium sulfat yang ditambahkan pada
proses fraksionasi. Pada tabel 4.5 dapat dilihat aktivitas enzim pada saat

sebelum dan setelah dialisis.
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Tabel 4.5 Data Aktivitas Enzim Sebelum dan Sesudah Dialisis

Aktivitas Kadar Protein Aktivitas
(U/mL) (mg/mL) Spesifik
(mU/mL)
Fraksi 20-70% 0,468 21,543 21,75
sebelum dialisis
Fraksi 20-70% 0,296 6,55 45,16
setelah dialisis

Dari data pada tabel 4.5 terlihat bahwa setelah dialisis aktivitas

(U/mL) mengalami penurunan. Hal ini dikarenakan selama proses dialisis

terjadi pengenceran, yang diakibatkan oleh tingginya konsentrasi dalam

sampel enzim sehingga terjadi pengembungan akibat tekanan osmotik

dimana air memasuki kantung dialisis. Namun kadar protein dari sampel

juga mengalami penurunan. Hal ini karena selama proses dialisis semua

molekul berbobot rendah, termasuk protein-protein kecil (serta ion-ion)

keluar dari sampel melalui membran'’. Pada akhirnya aktivitas spesifik

enzim setelah dialisis secara total mengalami kenaikan dari sebelum

dilakukan dialisis.

pH optimum enzim adalah suatu nilai pH pada saat enzim memiliki

aktivitas optimum. Untuk menentukan pH optimum enzim, maka enzim

hasil dialisis ditambahkan ke dalam larutan buffer dengan variasi pH 5,0;

6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10. Pada tabel 4.6 dapat dilihat aktivitas enzim

a-glukosidase pada berbagai nilai pH buffer.

Tabel 4.6 Aktivitas enzim hasil dialisis pada berbagai nilai pH

pH A400 Unit/mL
5 0,30597 0,119
6 0,64587 0,251
7 0,30669 0,119
8 0,16756 0,065
9 0,12103 0,047
10 0,06938 0,027
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Absorbansi vs pH

07
06 A
os -/ N\
0.4 /
03
0.2
0.1 \x__’
0 - s :
Ad00 5 6 7 8 9 10 PH

Grafik 4.3 Pengaruh pH terhadap aktivitas enzim hasil dialisis

Pada gambar 4.3 dapat dilihat aktivitas enzim pada pH 5 masih
rendah, kemudian meningkat mencapai optimum pada pH 6. Aktivitas

enzim terus menurun dari pH 7 sampai pH 10.

4.7 Uji Aktivitas Inhibisi Enzim a-Glukosidase dengan Quersetin

Uji aktivitas inhibisi a-glukosidase dilakukan untuk mengetahui
aktivitas antihiperglikemik dari sampel yang berfungsi sebagai inhibitor.
Pada uji ini enzim a-glukosidase akan menghidrolisis substrat p-nitrofenil o-
D-glukopiranosida (PNPG) menjadi p-nitrofenol yang berwarna kuning dan

glukosa dengan reaksi sebagai berikut:

HO HO
alfa-glukosidase NO.
HOy, NO, & HOy,, o 2
Do /©/ > +
o 7
HO” N o HO¥ Y on o
OH OH
PNPG Glukosa p-Nitrofenol
400 nm

Gambar 4.1 Reaksi enzim a-glukosidase dengan substrat PNPG
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Aktivitas enzim diukur berdasarkan hasil absorbansi p-nitrofenol yang
berwarna kuning'®. Dengan adanya inhibitor a-glukosidase maka
p-nitrofenol yang dihasilkan akan berkurang yang ditandai oleh
berkurangnya intensitas warna kuning.

Pada penelitian ini sebagai inhibitor digunakan quersetin. Quersetin
adalah bahan alam yang diketahui memiliki kemampuan untuk menginhibisi
enzim a-glukosidase lebih besar dari pada acarbosa, dengan demikian dapat
mengontrol kadar gula darah secara lebih efektif. Suhu paling cocok untuk
molekul quersetin untuk berikatan dengan a-glukosidase adalah pada 37°C.
Interaksi antara enzim dengan quersetin yang utama adalah interaksi
hidrofobik dimana quersetin menyebabkan perubahan polaritas residu asam
amino triptofan enzim dari lingkungan yang hidrofilik menjadi hidrofobik.
Interaksi secara ikatan hidrogen juga terjadi karena baik quersetin dan
protein mengandung banyak gugus hidroksil".

Data absorbansi dan persen inhibisi dari hasil uji inhibisi

a-glukosidase dengan quersetin dapat dilihat pada Tabel 4.7.

Tabel 4.7 Data serapan dan persen inhibisi a-glukosidase.

Kadar(%) Serapan % Inhibisi
0.025 0,325 0 |
0.05 0,314 4,56
0.1 0,286 13,07
Kontrol-Blanko 0,329

Dari data pada Tabel 4.7 dapat dilihat bahwa quersetin dapat menginhibisi

enzim o-glukosidase yang ditandai dengan terjadinya penurunan serapan

dibandingkan dengan kontrol (yang telah dikurangi blanko). Contoh

perhitungan dapat dilihat pada lampiran 5. Pada kadar 0,1%, quersetin

memiliki persen inhibisi tertinggi sebesar 13,07% diikuti kadar 0,05%

sebesar 4,56% dan 0,025% sebesar 1,21%.
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BAB 5
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa:

1. Dari ketiga sumber enzim yang digunakan yaitu tepung beras, tepung
gabah, dan tepung aseton gabah, yang memiliki aktifitas enzim a-

glukosidase tertinggi adalah tepung gabah sebesar 23,75 mU/mL

2 Enzim a-glukosidase dengan aktifitas spesifik tertinggi berada pada fraksi
ammonium sulfat dengan tingkat kejenuhan 20-50% sebesar 19,05
mU/mg. Hasil dialisis pada fraksi 20-70% menunjukan aktivitas spesifik
41,16 mU/mg dan pH optimum 6.

3. Quersetin dengan kadar 0,1% memiliki persen inhibisi tertinggi sebesar
13,07%

5.2 Saran

1. Perlu dilakukan pemurnian lebih lanjut dengan metode lain seperti

kromatografi kolom.

2. Perlu dilakukan uji karakterisasi lebih lanjut untuk dapat menentukan

parameter kinetika enzim.
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LAMPIRAN 1: Skema Prosedur Kerja

Preparasi Sampel sebagai Sumber Enzim

=) =

L #Dihaluskan —— I Dihaluskan + aseton
A
Tepung Beras Tepung Gabah Tepung Aseton
(TB) (TG) Gabah (TGA)
Uji Aktifitas
v
Data
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(Lanjutan)

Pembuatan Ekstrak Kasar Enzim a-Glukosidase

TG B TAG

#ditambahkan buffer fosfat
#diaduk 1 jam direndam semalam

_#disaring, sentrifugasi 8000 rpm,
20 menit

A 4

Supernatan

[ Uji Aktifitas

Data
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(Lanjutan)
Variasi pH Buffer Ekstraksi

TG

#dicampur dalam buffer 6; 7; 7,5; 8; 8,5
| #diaduk 1 jam, direndam semalamam
#disaring sentrifugasi 8000 rpm, 20 menit

v

Supernatan

| . Uji Aktifitas

Data
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(Lanjutan)

Isolasi dengan Salting Out

o

#dicampur buffer pH 8+0.5M NaCl
#aduk 1 jam rendam semalam

[ Homogenat }

#saring, sentrifugasi 8000 rpm 20 menit

[ Debris sel ] [ Ekstrak Kasar N

)

#amonium sulfat 0-20%
#sentrifugasi

(\
[ Supernatan Fraksi | ]7
-

#amonium sulfat 20-50%
#sentrifugasi

[ Supernatan } [ Fraksi 11 }

#amonium sulfat 50-70%
#sentrifugasi

Supernatan 1[ Fraksi Il w

)

v
Uji Aktifitas Enzim
Uji Kadar Protein

v

Isolasi enzim ..., Arief Budiman, FMIPA Ul, 2011



(Lanjutan)

Dialisis, Penentuan pH optimum, Uji Inhibisi

Fraksi Tertinggi — Uji Stabilitas

A 4
Hasil Dialisis Uji aktifitas
Kadar Protein

A 4 A 4

Data pH optimum Data % inhibisi
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LAMPIRAN 2: Gabah (Oryza sativa var. Ciherang)
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LAMPIRAN 3: Endapan Enzim dengan salting out
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LAMPIRAN 4: Pengukuran Kadar Protein dengan Metode Lowry

Konsentrasi (mg/mL) Serapan
0.0625 0.20912
0.125 0.30405
0.25 0.39459
0.5 0.45732
0.75 0.69196
5 - 0.90062
Kurva Standar BSA
1 y=0.685x+ 0.186
09 R2=0.973
08 yd
= 07 /
& 06 >
8 05 //
g 0.4 Y StandarBSA
03 /7 Linear (Standar BSA)
0.2
0.1
0
0 05 15
mg/mL
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LAMPIRAN S: Data Serapan Uji Inhibisi dan Contoh Perhitungan

40

Quersetin(%) AS1 ASO % Inhibisi
0.025 0,389 0,064 1,21
0.05 0,404 0,090 4,56
0,1 0,418 0,132 13,07
Kontrol = 0,382 Blanko = 0.053

Pada quersetin dengan kadar 0,1% persen inhibisinya adalah:

e (Akontrol—Ablanko)—(4As1—As0
% Inhibisi . i anko)-(4s1-4s0)y 1 )00

Akvnlrel —Ablunku

_(0,382—0,053) — (0,418 — 0,132)){1{]09{
= 0,382 — 0,053 ¢

=13,07%
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