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Pemurnian parsial dan karakterisasi [-galaktosidase dari Lactobacillus
plantarum strain D-210 belum dilaporkan. L. plantarum strain D-210
ditemukan sebagai bakteri penghasil p-galaktosidase sebagian dimurnikan
dengan dialisis. Hasil penelitian menunjukkan bahwa aktivitas optimum dalam
24 jam dengan dan total protein adalah 0,454 mg/ml pada pH 6.5 aktivitas
enzim 252,341 U/ml, dan suhu 45°C dengan aktivitas 0,582 U/ ml. Total
aktivitas P-galaktosidase L.plantarum strain D-210 adalah 138,396 U dan
endapan dengan amonium sulfat dicapai pada 40% - 50% dengan aktivitas total
87,030 U. Setelah dialisis, aktivitas total adalah 50,420 U. Penghambat p -
galaktosidase adalah Hg dan Cu dengan aktivitas relatif adalah 56,82% dan
1,04%, sedangkan aktivator adalah Mg, Mn, Ca, Co, Zn. Vmaks dari enzim
adalah 0.093 umol/menit dan KM enzim P-galaktosidase L. plantarum adalah
0,491 mM. Berdasarkan karakteristik p-galaktosidase, dapat disimpulkan bahwa
L. plantarum strain D-210 adalah bakteri baik dan ungqul yang dapat
memproduksi  p-galaktosidase. ~ Studi lebih lanjut  diperlukan  untuk
mengeksplorasi kemungkinan menggunakan bakteri ini dalam pengolahan susu
pada bayi dengan intoleransi laktosa.

Partial purification and characterization of Lactobacillus plantarum strain D-
210 p-galactosidase has not been reported yet. L. plantarum strain D-210
known as bacteria producing [p-galactosidase was partially purified by
membrane dialysis. The results showed that optimum activity in 24 hour with
total protein yield 0.454 mg/ml at pH 6.5 the enzyme activity was 252.341
U/ml, and at 45°C the activity was 0.582 U/ml. The total activity of p-
galactosidase L.plantarum strain D-210 was 138.396 U and precipitated by
sulphate ammonium at 40%-50% with total activity was 87.030 U. Following
dialysis, the total activity was 50.420 U. The inhibitors of p-galactosidase were
Hg and Cu with relative enzyme activities of 56.82% and 1.04% respectively,
while the activators were Mg,Mn,Ca,Co,Zn. Vmax of the enzyme was 0.093
umol/min and Ky was 0.491 mM. Based on the characteristics of the enzyme, it
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can be concluded that L. plantarum strain D-210 was a good p-galactosidase

producing bacteria. Further studies are required to explore the possibility of

using this bacteria in milk processing for lactose intolerance babies.

Seiring dengan kemajuan teknologi
dewasa ini, pemanfaatan enzim di berbagai
sektor kehidupan sangat luas. Peran enzim
sebagai biokatalis untuk menunjang pengem-
bangan industri dan pangan fungsional
bahan tambahan kepentingan rumah tangga
dan farmasi meningkat dengan tajam.
Meskipun demikian, pengadaan enzim khu-
susnya dalam industri di Indonesia masih
diperoleh dari impor. Oleh karena itu,
sumber-sumber enzim terutama enzim p-
galaktosidase (EC 3.2.1.2.3) yang didapatkan
dari bahan-bahan hayati lokal, diharapkan
dapat mengurangi impor enzim. Penerapan
enzim [3-galaktosidase dalam kehidupan,
cukup beragam. Enzim ini terutama diguna-
kan dalam produk-produk pangan fungsio-
nal (terutama "fermented and probiotic milk
products"), dan farmasi (terutama produk
suplemen berkhasiat obat untuk penanggu-
langan penderita "lactose intolerance"). Enzim
ini digunakan juga untuk biosintesis
galaktooligosakarida dan lactulosa, yang me-
rupakan senyawa-senyawa prebiotik, pemacu
pertumbuhan mikroba probiotik, yang
penting dalam keseimbangan mikroflora
dalam usus pencernaan manusia (Khusniati,
2010).

Pada manusia, [-galaktosidase ber-
guna untuk mengubah laktosa menjadi
glukosa dan galaktosa. Laktosa merupakan
karbohidrat utama pada susu dengan jumlah
4.7% dari total susu (Chaplin, 2004) dan
menyediakan energi bagi tubuh setelah
terlebih dahulu diuraikan menjadi glukosa
dan galaktosa agar dapat diserap oleh usus.
Pada keadaan tertentu seseorang tidak dapat
mencerna laktosa menjadi glukosa dan
galaktosa dikarenakan rendahnya aktivitas {3-
galaktosidase pada brush border usus halus

yang dikenal sebagai intoleransi laktosa
(Marsh dan Riley, 1998). Enzim f3-
galaktosidase banyak digunakan untuk
biosintesis galaktooligosakarida dan laktulosa
yang merupakan senyawa prebiotik, pemacu
pertumbuhan mikrob probiotik yang ter-
penting dalam keseimbangan mikroflora
dalam usus pencernaan manusia. Manfaat
lain dari p-galaktosidase adalah untuk
mengkonversi limbah industri susu hewani
menjadi subtrat untuk bioindustri (Gonzales
Siso, 1996). Terkait dengan penderita
intoleransi laktosa, susu dapat dimodifikasi
dengan ultrafiltrasi, fermentasi dan hidrolisis.
Proses ultrafiltrasi adalah untuk menghilang-
kan makromolekul nutrisi berbobot besar
seperti laktosa dan protein, sehingga
ultrafiltrasi dapat mengurangi bobot nutrisi
(Fox dan McSweeney, 1981). Hidrolisis
laktosa yang dilakukan secara enzimatik
menggunakan [-galaktosidase dapat meng-
hidrolisis laktosa menjadi glukosa dan
galaktosa (Winarno, 1999) tanpa mengurangi
bobot nutrisi. Dalam hal ini telah lama di-
kenal pemanfaatan bakteri dalam fermentasi
bahan makanan antara lain bakteri asam
laktat. Wood (1992) menyatakan bahwa
kriteria bakteri asam laktat (BAL) antara lain
gram positif, katalase negatif, berbentuk
batang atau bulat dapat bersifat homofermen-
tatif ataupun heterofermentatif. Beberapa
keunggulan yang dimiliki BAL yaitu mening-
katkan nilai cerna pada makanan fermentasi
karena dapat melakukan pemotongan pada
bahan makanan yang sulit dicerna.
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BAHAN DAN CARA KERJA

L. plantarum strain D-120 yang
merupakan bakteri indigenus asal dari
fermentasi tradisional yang diisolasi dan
diidentifikasi secara molekular dan diperoleh
dari “working culture” Mikrobiologi, LIPI
dan di “subculture” menggunakan media
MRS (Man Rogose Sharpe) (Man et al., 1960).

Produksi p-Galaktosidase
Sakakibara, 1997)

Sebanyak 2% inokulum Bakteri
L.plantarum strain D-210 dengan kerapatan
optik 0,7 setara dengan 1.40 x 10 sel/ml
diinokulasikan ke dalam 1000 ml media
produksi yang telah steril, diinkubasi pada
suhu 37°C. Kemudian, sel dipanen setelah
inkubasi selama 18 jam (waktu produksi p-
galaktosidase optimum). Setelah itu, cairan
disentrifugasi dengan kecepatan 10000 rpm
(15.880 g) selama 15 menit pada suhu 4°C.
Peletnya dicuci sebanyak dua kali dengan
buffer fosfat 0,05 M pH 6,5. Setelah itu, pelet
yang diperoleh dilarutkan dalam 30 ml buffer
fosfat 0,05 M pH 6.5 dan dilakukan pemecah-
an sel dengan sonikator 50 kHz selama 5
menit pada suhu 4°C. Suspensi sel disentri-
fugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama
15 menit pada suhu 4°C. Supernatan yang
diperoleh merupakan ekstrak kasar enzim -
galaktosidase.

(Wang dan

Pengendapan dengan Amonium Sulfat
(Scopes, 1987)

Ekstrak kasar [-galaktosidase se-
banyak 20 ml diendapkan menggunakan
amonium sulfat. Amonium sulfat ditambah-
kan secara bertahap dengan berbagai konsen-
trasi yaitu 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
dan 70%, lalu diaduk dengan magnetic stirer
secara perlahan selama 1 jam. Setelah itu,
campuran disentrifugasi dengan kecepatan
10000 rpm selama 15 menit dengan suhu 4°C.
Endapan enzim dipisahkan dan dilarutkan

dalam 1 mL bufer fosfat 0.05 M pH 6.5.
Aktivitas yang tinggi menunjukkan per-
sentase kejenuhan amonium sulfat yang
optimum.

Dialisis (Bintang, 2011)

Membran Selofan yang mengandung
sejumlah kecil enzim dibasahi dan dididih-
kan selama 30 menit dalam alkali EDTA
(NaxCOs 10 g/L,EDTA 1 mmol/L) selanjut-
nya tiriskan dan dinginkan setelah didingin-
kan tabung-tabung tersebut dicuci dengan
aquades. Salah satu ujung membran Selofan
diikat dan enzim dimasukkan ke dalam
kantung dialisis lalu kedua ujung diikat.
Kantung dialisis dimasukkan ke dalam buffer
fosfat 0,01 M pH 6,5 sambil digoyang dengan
pengaduk bermagnet dengan kecepatan 100
rpm setelah 1 jam ganti buffer, putar lagi
setelah 1 jam diganti lagi untuk selanjutnya
didialisis yang dilakukan pada suhu 4°C
selama 24 jam.

Penentuan Kadar Protein (Bradford, 1976)

Enzim [-galaktosidase diambil se-
banyak 100 pl ditambahkan 5 ml larutan
coomassie briliant blue 0.1%. Larutan divorteks
dan didiamkan selama 5 menit lalu diukur
absorbansinya pada panjang gelombang 595
nm. Pembuatan kurva standar protein yang
digunakan adalah bovine serum albumin (BSA)
dengan berbagai konsentrasi dari 0.005 - 1.25
mg/ml serta perlakuan yang sama dengan
penentuan kadar protein.

Uji  Aktivitas Enzim
(Modifikasi Lu et al., 2009).
Uiji aktivitas enzim dilakukan dengan
cara sebanyak 1.000 pl buffer fosfat 0.1 M pH
7 dan 100 pl enzim dimasukkan ke dalam
tabung reaksi lalu diinkubasi pada suhu 35°C
selama 5 menit. Kemudian tambahkan 200 pl
ONPGal 2 mg/ml dan diinkubasi pada suhu
35°C selama 10 menit. Pada menit ke-10
ditambahkan 1.000 pul NaxCOs; 1 M untuk

p-galaktosidase
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menghentikan reaksi. Larutan diukur absor-
bansinya menggunakan spektrofotometer UV
VIS pada A 420 nm. Kemudian dilakukan
pembuatan kurva standar dengan cara
membuat konsentrasi O-Nitrofenol (ONP)
dari 0 - 0.500 pmol dengan selang 0.100 umol
yang dilarutkan dalam buffer fosfat 0.01 M
pH 7. Sebanyak 1000ul buffer fosfat 0.1 M pH
7 dan 100 pl akuades dimasukkan ke dalam
tabung reaksi kemudian ditambahkan 200 ul
ONP  Dberbagai konsentrasi, kemudian
diinkubasi pada suhu 35°C selama 10 menit.
Selanjutnya terhadap campuran ditambahkan
1.000 pul NaxCOs 1 M. Larutan divorteks dan
intensitas warna kuning yang terbentuk
diukur adsorbansinya pada A 420 nm. Hasil
pembacaan aktivitas (-galaktosidase sampel
akan diplotkan pada hasil kurva standar.
Satu unit aktivitas enzim [-galaktosidase
dinyatakan dalam banyaknya enzim yang
diperlukan untuk menghasilkan 1 pmol ONP
dari subtrat ONPGal per menit pada kondisi
percobaan.

Karakterisasi B-Galaktosidase (Lu et al.,
2009)

Karakterisasi enzim meliputi suhu
optimum, pH optimum, dan efek ion logam.
Enzim diujikan pada suhu inkubasi (25-45°C)
dengan selang 5°C, dan pH pada kisaran
pH 5.5-8.5 selang 0.5 diinkubasi selama 5
menit sebelum ditambahkan ONPGal 4
mg/ml.

Enzim diujikan pada berbagai suhu
dan pH, diinkubasi selama 1 jam, kemudian
ditambahkan ONPGal 4mg/ml dan di-
inkubasi selama 15 menit pada suhu 37°C,
ion-ion logam yang digunakan (Hg*, Cu?*,
Ca?t, Co?* , Mg?, Mn?*, Zn?*) disiapkan pada
konsentrasi 0.01 M. Untuk aktivitas enzim
pada berbagai konsentrasi substrat dilakukan

dengan cara sebanyak 1.000 pl buffer fosfat
0,1 M pH optimum, 100 ul enzim dan substrat
ONPGal yang diujikan pada konsentrasi 0, 1,
2,4,5 mg/ml dan waktu inkubasi 5-20 menit
selang 0.5 mg/ml dimasukkan ke dalam
tabung reaksi kemudian campuran diinkuba-
si selama 25 menit dengan suhu optimum.
Setiap 5 menit tambahkan 1.000 pl NaxCOs 1
M untuk menghentikan reaksi dan kemudian
larutan dianalisis dengan meng-gunakan
spektrofotometer UV-VIS pada A 420 nm.

HASIL
Optimasi Waktu Produksi Enzim
Galaktosidase
Produksi optimum [-galaktosidase

L.plantarum strain D-210 tercapai pada jam
ke-24 dimana jumlah ONP paling tinggi
sekitar 13.302 pmol, serta kadar protein
sebesar 0.454 mg/ml. Produksi [-galakto-
sidase mengalami penurunan pada jam ke-36
sampai ke-48 dimana pada jam ke-36 jumlah
produk yang dihasilkan sebesar 9.0542 pmol
dan makin berkurang seiring dengan per-
tambahan pertambahan waktu pada jam ke-
48 sebesar 2.673 pmol (Tabel 1).

Aktivitas P-galaktosidase meningkat
pada jam ke-24 dengan aktivitas sebesar
27.669 U/mg, dan pertumbuhan optimum
pada jam ke-24 serta optical density optimum
sebesar 1.984 dengan jumlah sel 1.81x108
sel/ml (Tabel 2).

Penentuan pH Optimum

Pada gambar 1 terlihat bahwa pada
kondisi mendekati pH 6.5 (pH 5 - 8) aktivitas
B-galaktosidase L. plantarum strain D-210
cenderung mengalami peningkatan dan
mencapai optimum pada pH 6.5 dengan nilai
aktivitas sebesar 0.822 U/ml.
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Tabel 1. Produksi -galaktosidase L. plantarum strain D-210

Jam Ke- ONP(pmol) Absorban Absorban Kadar
Ulanganl Ulangan?2 rerata Protein(mg/ml)

0 0 0 0 0 0
6 0,529 0,069 0,070 0,062 0,017
12 4,713 0,073 0,051 0,062 0,436
18 6,496 0,084 0,085 0,085 0,213
24 13,302 0,084 0,087 0,087 0,454
30 12,837 0,073 0,084 0,084 0,260
36 9,054 0,119 0,118 0,118 0,378
42 4,093 0,060 0,054 0,054 0,318
48 2,673 0,324 0,346 0,346 0,260

Tabel 2. Aktivitas B-galaktosidase L. plantarum strain D-210 dan Jumlah sel

Jam Ke- Jumlah Sel Optical density Aktivitas(U/mg)
0 1.18 x 1010 0,013 0
6 2.28 x 10° 0,250 1,154
12 1.72 x 108 1,884 9,238
18 1.79 x 108 1,959 12,992
24 1.81 x 108 1,984 27,669
30 1.60 x 108 1,759 24,647
36 1.58 x 108 1,729 19,557
42 1.72 x 108 1,887 10,151
48 1.73 x 108 1,982 5,346
300,000
250,000 -I
2000 D ~|
E 50000 =«
%ﬂl AT -!
o]
= 50,000
E 0. 000 | - + t 1 1 ¢ 1 ¢
- 4.5 50 355 60 65 70 75 80 85
pH

Gambear 1 Pengaruh pH terhadap aktivitas enzim {3-galaktosidase L. plantarum strain D-210
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Produksi dan Purifikasi f-galaktosidase

Enzim [-galaktosidase L. plantarum
strain D-210 merupakan enzim intraseluler
yang memerlukan pemecahan dinding sel
terlebih dahulu. Produksi p-galaktosidase
dari L.plantarum strain D-210 dapat dilakukan
pada media cair yang mengandung laktosa
3% kemudian diinkubasi selama penentuan
waktu produksi optimum yaitu pada suhu
37°C selama 24 jam tanpa pengocokan.
Bakteri asam laktat ini merupakan bakteri
aerotoleran anaerob. Sehingga sel dapat
dipanen dengan cara disentrifugasi dengan
kecepatan sebesar 10.000 rpm selama 15
menit pada suhu 4°C dimana tidak terjadi ke-
rusakan enzim dan pada sel yang berbobot
molekul lebih besar akan mengendap di-
karenakan adanya gaya gravitasi. Kemudian
sel yang didapat dicuci sebanyak dua kali
dengan menggunakan buffer fosfat 0.05 M
pH 6.5 supaya terhindar dari bahan pengotor
lainnya yang berasal dari media. Setelah itu
dilakukan pemecahan sel dengan mengguna-
kan gelombang suara tinggi dimana pemeca-
han dilakukan dalam buffer fosfat 0.05 M
pH 6.5 pada suhu 4°C agar enzim tidak
rusak, kemudian sel dipisahkan dengan cara
disentrifugasi dan dianalisis dengan meng-
gunakan subtrat  O-Nitrofenil-3-galakto-
piranosida (ONPgal), p-galaktosidase akan
menghidrolis ONPgal dan menghasilkan
galaktosa dan O-nitrofenol (ONP). Berdasar-
kan hasil percobaan, aktivitas spesifik (-
galaktosidase kasar yang diperoleh adalah
sebesar 138.396 U/ml (Tabel 3).

Purifikasi selanjutnya dilakukan pe-
ngendapan dengan garam ammonium sulfat.
Pengendapan dilakukan pada konsentrasi
optimum yaitu 40% sampai 50% dengan
aktivitas spesifik [(-galaktosidase sebesar
238.44 U/mg. Pengendapan dengan garam
ammonium sulfat berhubungan dengan
jumlah protein yang terbentuk setelah dilaku-
kan purifikasi dimana pengendapan dengan
ammonium sulfat ini dilakukan pada kondisi

suhu dingin agar tidak terjadi denaturasi
protein. Penambahan garam ammonium
sulfat ini dilakukan secara bertahap dan
perlahan-lahan agar tercampur merata dan
berikatan dengan enzim sehingga dapat
terjadi reaksi sempurna. Setelah tercampur
pelet ditambahkan buffer agar kondisi enzim
stabil. Pengendapan dengan ammonium
sulfat ini dengan beberapa variasi konsentrasi
yaitu 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%.
Gambar 2 menunjukkan pengendapan

enzim dengan ammonium sulfat mempunyai
aktivitas spesifik tertinggi pada fraksi 40-50%.
Aktivitas spesifik menurun pada fraksi lebih
dari 50% karena pada fraksi tersebut lebih
banyak enzim yang terendap bukan enzim -
galaktosidase. Aktivitas spesifik p-galakto-
sidase hasil semipurifikasi ammonium sulfat
pada fraksi 40-50% adalah sebesar 238.438
U/ml. Aktivitas spesifik enzim kasar lebih
rendah dibandingkan aktivitas spesifik enzim
pengendapan dengan ammonium sulfat
karena konsentrasi protein yang diperoleh
pada enzim kasar lebih tinggi dibandingkan
hasil pengendapan dengan ammonium sulfat
sebesar 0.365 mg (Tabel 1). Tingkat kemurni-
an pengendapan dengan ammonium sulfat
dan mengalami peningkatan dari 1 kali men-
jadi 2.97 kali dan rendemen sebesar 62.88%.

Dari Tabel 3 terlihat bahwa proses
purifikasi parsial p-galaktosidase dari L.
plantarum D-210 ini memperlihatkan aktivitas
spesifik  [-galaktosidase setelah dialisis
adalah sebesar 243.574 U/mg, rendemen
36.43%, dan kemurnian meningkat hingga
3.04 kali.

Karakterisasi p-Galaktosidase (Lu et al.,
2009)
Aktivator dan Inhibitor

Logam Hg?*, Cu?* merupakan inhibi-
tor kuat terhadap [-galaktosidase dari L.
plantarum strain D-210 sehingga menurunkan
aktivitas, $-galaktosidase. Aktivitas relatif Hg
sebesar 56.82% dengan aktivitas rata-rata
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19.008 U/mg dan Cu sebesar 1.04%  Hg?" dan Cu?* merupakan inhibitor kuat
dengan aktivitas rata-rata 3.532 U/ml.  [(-galaktosidase dari L.plantarum strain D-
Logam Hg?* dan Cu?* bersifat sebagai = 210 karena dapat menurunkan aktivitas
inhibitor karena merupakan logam berat  sebesar 26.35% dan 53.97% dari kontrol
yang mem-bentuk endapan proteinat (yaitu enzim yang tidak mendapatkan pe-
sehingga akan memutuskan jembatan  nambahan Kkation) serta merupakan
disulfida. Semen-tara itu Mg?* Mn?*, Ca?*, logam berat (Gambar 3).

Co?*, Zn?* me-rupakan akti-vator. Kation

0.70 1.60
E 0.50 1.20 g
n 1.00 ~
£ 040 £
= 0.80 g
= 030 &
E 0.60 E
o 3 o
Sl 0.40

0.10 0.20

000 - : - L 0.00

10 20 30 40 50 60 70
Fraksi Ammonium Sulfat %

Gambear 2 Hasil semipurifikasi dengan garam ammonium sulfat aktivitas total (m)dan total
protein(e)

Tabel 3. Purifikasi parsial 3-galaktosidase dari L. plantarum strain D-210

Tahapan Total Total Aktivitas Rendemen Kemurnian
Aktivitas Protein Spesifik (%) (kali)
L) (mg) (U/mg)
Enzim Kasar 138.396 1.729 80.043 100.00 1.00

Pengendapan Amonium
Sulfat 40%-50% 87.030 0.365 238.438 62.88 297

Dialisis 50.420 0.207 243.574 36.43 3.04
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Gambar 3 L.plantarum strain D-210 terhadap pengaruh logam
Suhu

Suhu merupakan salah satu faktor yang
mempengaruhi kinerja enzim. Gambar 4 me-
nunjukkan aktivitas B-galaktosidase optimum
pada suhu 45°C dengan aktivitas sebesar
0.582 U/ml. Penentuan suhu optimum dan
stabilitas suhu dilakukan pada suhu 25-50°C.
Gambar 4 menunjukkan peningkatan aktivi-
tas [-galaktosidase dari L.plantarum strain
D-210 mencapai 45°C. Bila kenaikan tempera-
tur jauh di atas temperatur optimum maka
enzim akan terdenaturasi. Dengan aktivitas
tertinggi sebesar 0.582 U/ml. Kemudian
terjadi penurunan aktivitas pada [-galakto-
sidase pada suhu 55°C dikarenakan pada
suhu tersebut enzim sudah tidak pada suhu
optimum dan kehilangan aktivitasnya.

pH

Beberapa keadaan yang mempengaru-
hi kinerja enzim salah satu diantaranya
adalah pH dimana [-galaktosidase bebas

120.00
100.0:0
80.0:0
0.0

40.0d1

Aktivitas Relatif(%}

20,00

0,00

8] a0

mencapai optimum pada pH 6.5 dengan
aktivitas tertinggi sebesar 252.341 U/mg.
Gambar 5 menunjukkan optimasi pH p-
galaktosidase bebas cenderung lebih rendah
yaitu pH 6.5 dengan aktivitas relatif 100%.

Pada kondisi pH larutan buffer pH
5.5-8.0 dengan selang 0.5 menggunakan 2
jenis buffer yaitu buffer asetat pH 5.5-6.0 dan
buffer fosfat pH 6.5-8.0 p-galaktosidase
menunjukkan dengan aktivitas tertinggi
sebesar 0.815 U/ml pada pH 6.5.

Parameter Kinetik

Penentuan nilai Km dan Vmaks di-
lakukan dengan pemetaan data mengguna-
kan persamaan Lineweaver Burk (Gambar 6
dan 7). Persamaan Lineweaver Burk adalah
y = 5.286x + 10.75 dengan nilai R? sebesar
0.971 sehingga kecepatan maksimum aktivi-
tas [-galaktosidase sebesar 0.093 pmol/menit
dan nilai Ky sebesar 0,491 mM.

35 40 a5

50

Suhu
Gambear 4 Profil pengujian pengaruh suhu terhadap aktivitas f-galaktosidase
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Gambear 5 Profil hasil pengujian pengaruh pH terhadap aktivitas p-galaktosidase
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PEMBAHASAN

Produksi dan Purifikasi p-galaktosidase

Pada saat produksi, bakteri ber-
kembang biak dan menghasilkan enzim yang
diinginkan. Setelah itu dilakukan pemanenan
pada saat fase eksponensial dimana pada fase
ini terjadi pembentukan enzim. Penurunan
aktivitas enzim dikarenakan telah terbentuk-
nya produk yang berupa glukosa dan galak-
tosa. Glukosa dan galaktosa akan meng-
hambat kerja (-galaktosidase dalam meng-
hidrolisis substrat laktosa (Mahoney, 2004).

L.plantarum strain D-210 dtumbuhkan
pada media Mann Rogosa Sharpe (MRS)
dengan sumber karbon glukosa diganti
dengan laktosa sebanyak 3%. Media ini
merupakan media selektif untuk bakteri asam
laktat dan laktosa berfungsi sebagai sumber
energi, karbon dan induser enzim [3-
galaktosidase (Kilara dan Shahani, 1975).
Bakteri asam laktat memperoleh energi hanya
dari metabolisme gula dan berhubungan
dengan komponen fermentasi sehingga
habitat pertumbuhannya hanya terbatas pada
lingkungan yang menyediakan gula atau bisa
disebut lingkungan vyang kaya nutrisi
(Madigan et al., 2006). Pepton dan beef extract
berguna sebagai sumber karbon nitrogen dan
vitamin untuk pertumbuhan bakteri dalam
berkembang biak menghasilkan enzim yang
diharapkan. Sementara itu Tween 80 merupa-
kan surfaktan untuk membantu penyerapan
nutrisi oleh bakteri asam laktat dan sumber
Nitrogen merupakan hal yang penting untuk
produksi enzim.

Menurut Wood (1992), kriteria bakteri
asam laktat antara lain adalah gram positif,
katalase negatif, berbentuk batang atau bulat
dan dapat bersifat homofermentatif ataupun
heterofermentatif. Menurut Steamer (1979)
bakteri asam laktat mempunyai suhu
pertumbuhan yang optimun pada kisaran
30-40°C.

Aktivitas [(-galaktosidase yang me-
ningkat pada jam ke-24 dengan aktivitas yang
diperoleh sebesar 27.669 U/mg menunjuk-
kan pada pada fase ini terjadi proses pem-
belahan sel yang konstan serta berlipat ganda
sehingga produksi enzim meningkat (Pelczar
dan Chan, 1986). Menurut Lu et al., (2009) (-
galaktosidase intraseluler yang berasal dari
bakteri memerlukan pemecahan dinding sel
terlebih dahulu. Hasil penelitian Chen et al.,
(2008) menyebutkan bahwa pengendapan
dengan amonium sulfat pada fraksi 65%
mampu meningkatkan aktivitas spesifik (-
galaktosidase dari Bacillus stearothermophilus
sebesar 80.3 U/mg. Sementara itu Shaikh et
al., (1999) menunjukkan adanya peningkatan
aktivitas  spesifik = [-galaktosidase  dari
Rhizomucor sp pada pengendapan amonium
sufat 90% sebesar 10.5 U/mg.

Purifikasi Parsial f-Galaktosidase

Purifikasi parsial L.plantarum strain
D-210 dilakukan dengan pengendapan meng-
gunakan ammonium sulfat dan diikuti
dengan dialisis dengan menggunakan mem-
bran dialisis. Pengendapan dengan amonium
sulfat berhubungan dengan jumlah protein
yang terbentuk, dimana pada kisaran protein
40% sampai 50% terjadi peningkatan aktivitas
B-galaktosidase. Pemberian ammonium sulfat
dilakukan pada suhu dingin agar tidak ter-
jadi denaturasi protein. Pengendapan dengan
ammonium sullfat ternyata menghasilkan
total protein yang lebih tinggi dibandingkan
dengan enzim kasar karena pada tahap semi-
purifikasi ini enzim yang diharapkan yaitu
enzim p-galaktosidase sudah bisa diperoleh
dengan kemurnian yang lebih tinggi hasilnya
dari enzim kasar. Hasil penelitian Chen et al.,
(2008) menyebutkan bahwa pengendapan
dengan amonium sulfat pada fraksi 65%
mampu meningkatkan aktivitas spesifik p-
galaktosidase dari Bacillus stearothermophilus
sebesar 80.3 U/mg. Menurut Shaikh et al.,
(1999) pada pengendapan ammonium sufat
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90% terjadi peningkatan aktivitas spesifik (-
galaktosidase dari Rhizomucor sp sebesar 10.5
U/mg.

Karakterisasi B-galaktosidase L.plantarum
strain D-210

Menurut Dawn et al., (2000) ion-ion
logam berperan dalam proses katalitik yang
berfungsi sebagai elektrofil (gugus penarik-
elektron) dimana ion logam membantu
pengikatan substrat, menerima dan memberi
elektron dengan mengubah distribusi muatan
parsial pada molekul substrat. Laju suatu
reaksi enzimatis sangat dipengaruhi oleh ion-
ion logam tertentu yang diperlukan untuk
meningkatkan aktivitasnya. Karakterisasi
enzim dipengaruhi oleh aktivator dan
inhibitor karena dengan adanya aktivator
maka proses katalis enzim dalam mengubah
substrat akan semakin cepat, sedangkan
inhibitor senyawa yang menurunkan kecepa-
tan reaksi enzim serta menghambat afinitas
enzim terhadap substrat. Kation Hg?* dan
Cu?* merupakan inhibitor kuat [-galakto-
sidase dari L.plantarum strain D-210 karena
dapat menurunkan aktivitas sebesar 26.35%
dan 53.97% dibanding kontrol (yaitu enzim
yang tidak mendapatkan penambahan
kation) serta merupakan logam berat.
Menurut Suriawiria (2005) ion-ion logam
berat dapat bereaksi dengan gugusan
senyawa sel, Hg?* dapat bergabung dengan
gugusan sulfhidril (Sh) pada enzim dan akan
menghambat kerja enzim yang dapat me-
mutuskan jembatan disulfida sehingga
merupakan inhibitor non kompetitif.

pH

Penentuan pH optimum diperlukan
karena reaksi enzim dipengaruhi oleh pH.
pH optimum berkaitan dengan kinerja enzim
dimana L.plantarum strain D-210 merupakan
bakteri yang normofilik dengan kondisi
optimum pada pH 6 sampai 6.5. Kecepatan
reaksi meningkat seiring dengan peningkatan

pH. Pada kondisi asam terjadi ionisasi gugus
tapak aktif oleh karena peningkatan H* dan
pembentukan ikatan hidrogen serta hilang-
nya aktivitas pada sisi basa akibat ionisasi
residu asam amino pada enzim yang tidak
sesuai (Dawn ef al., 2000). Enzim memiliki pH
optimum yang menyebabkan aktivitas
maksimal pemberi atau penerima proton
yang penting pada sisi katalitik enzim dalam
tingkat ionisasi yang diinginkan (Lehninger,
1994). Aktivitas katalitik enzim di dalam sel
diatur sebagian oleh perubahan pH medium
lingkungan dengan aktivitas sebesar 252.341
U/ml. Menurut Iswari dan Yuniastuti, (2006)
jika pH rendah atau kadar H* meningkat
maka gugus yang bermuatan negatif menjadi
terprotonisasi, karena menetralkan muatan
negatif, dan jika pH meningkat atau
kosentrasi OH- meningkat maka gugus yang
bermuatan positif berdisosiasi sehingga
dinetralkan. Aktivitas enzim dapat berubah
akibat perubahan pH lingkungan dikarena-
kan ionisasi enzim, subtrat atau kompleks
enzim subtrat (Winarno, 1999). Medium
fermentasi untuk memproduksi enzim di-
ketahui pada kisaran pH 3,4,5,6,7,8 dan
aktivitas tertinggi [3-galaktosidase ditemukan
pada pH 5 dan mengalami penurunan
sampai pH 8. Rajoke et al., (2003) mengatakan
bahwa  produksi [-galaktosidase oleh
Klumeromyces marxians berlangsung optimal
pada pH 5.5.

Suhu

Karakterisasi suhu L.plantarum strain
D-210 memiliki suhu optimum berkisar 40
sampai 45°C. Menurut Matheus dan Rivas
(2003) suhu optimum [-galaktosidase dari
Klumeromyces lactis untuk memproduksi
enzim adalah 30.3°C dengan waktu
fermentasi 18.5 jam, dan suhu optimum
untuk bakteri asam laktat seperti Lactobacillus
murimus sekitar 45°C (Macias et al., 1983).
Sementara itu suhu optimum bakteri
Lactobacillus  bulgaricus adalah sekitar 55
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sampai 57°C (Itoh et al., 1980). Penentuan
suhu optimum dan stabilitas suhu dilakukan
pada suhu 25 sampai 50°C. Menurut Wang et
al., (2004) diperlukan suhu optimum 35°C
untuk produksi maksimum enzim (-galakto-
sidase dari Klumeromyces marxianus.

Penurunan aktivitas [(-galaktosidase
bebas pada suhu 45°C terjadi karena pada
suhu tersebut enzim sudah terdenaturasi dan
kehilangan aktivitasnya. Pada [3-galaktosi-
dase amobil terjadi penurunan aktivitasnya
pada suhu 40°C dan terus mengalami penu-
runan serta kehilangan aktivitasnya. Hasil
penelitian Yuningtias (2008) menyebutkan
bahwa  p-galaktosidase  dari  bakteri
Lactobacillus ~ bulgaricus aktif pada suhu
optimum 43°C. Hal ini menunjukkan bahwa
enzim P-galaktosidase dari L.plantarum strain
D-210 aktif pada suhu yang lebih rendah jika
dibandingkan dengan bakteri lain penghasil
enzim ini. Oleh karena itu, komsumsi energi
yang diperlukan lebih rendah, sehingga
menguntungkan untuk digunakan pada
bioindustri. Menurut Suriawiria (2005) dalam
reaksi kimia kenaikan temperatur akan
menaikkan kecepatan reaksi dikarenakan
proses metabolisme pada dasarnya adalah
reaksi kimia. Meskipun demikian kenaikan
tersebut terjadi sampai nilai batas optimum
dalam mempercepat proses metabolisme,
sedangkan temperatur tinggi melebihi batas
maksimum akan menyebabkan denaturasi
protein dan enzim yang berakibat terhentinya
reaksi.

Parameter Kinetik

Parameter kinetik pada p-galakto-
sidase L.plantarum strain D-210 memperlihat-
kan adanya peningkatan kecepatan reaksi.
Konsentrasi enzim tetap dengan pertambah-
an konsentrasi subtrat akan menaikkan
kecepatan reaksi pada batas konsentrasi
tertentu dan tidak akan meningkatkan
kecepatan reaksi lagi walaupun konsentrasi
substrat diperbesar (Poedjiadi dkk, 1994).

Dengan kata lain konsentrasi substrat rendah
menyebabkan kecepatan reaksi yang rendah
tetapi kecepatan akan meningkat dengan
meningkatnya konsentrasi substrat, dan ter-
capai titik batas setelah titik ini dilampaui.
Hasil penelitian Chandra (2010) menyatakan
bahwa  galaktosidase dari  Lactobacillus
bulgaricus mempunyai parameter kinetik
Vmaks 0.385 pmol/menit dan Ky 1.075 mM.

SIMPULAN

Lactobacillus plantarum strain D-210
merupakan Dbakteri penghasil enzim -
galaktosidase yang terletak intraseluler.
Waktu inkubasi optimum jam ke-24 dengan
optical density 1.984, jumlah sel 1.81394E-08
sel/ml, protein total 0.454 mg/ml dan suhu
optimum 45°C dengan aktivitas 0.582 U/ml
dan pH 6.5 dengan aktivitas 252.341 U/ml.
Purifikasi parsial p-galaktosidase menghasil-
kan aktivitas spesifik sebesar 243.574 U/mg
dengan rendemen 36.43% dan tingkat ke-
murnian sebesar 3.04 kali dari enzim kasar.
Logam Hg dan Cu merupakan inhibitor {3-
galaktosidase L.plantarum strain D-210, se-
dangkan Mg, Mn, Ca, Co, Zn merupakan
aktivator. Enzim [3-galaktosidase secara
berturut-turut memiliki nilai Vmaks sebesar
0.093 pmol/menit dan Kw sebesar 0.491 mM.
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