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Abstract

Purple eggplant calyx stem have the potential to produce lactase enzymes because they contain lactic acid bacteria
(LAB). The [-galactosidase (lactase) enzyme plays a role in converting lactose into galactose and glucose.
Deficiency of this enzyme will cause several health complications such as digestive disorders, malnutrition and
stunting in children. LAB is a bacteria that can produce P galactosidase intracellularly. In this study,
p_galactosidase from LAB was extracted in two ways, namely physical and chemical. Physical isolation used the
sonication method and for chemical isolation used several types of solvents, namely isoamyl Alcohol, Toluene and
Toluene-Acetone. The substrate used is oONPG (o-nitrophenol-f-Dgalactopyranoside), where p-galactosidase will
hydrolyze the substrate into oNP and p-D-galactose. Based on the highest total protein value of 16 mg/mL and the
highest activity of 0.3821U/mL, the Toluene method is better than other methods.
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Abstrak

Tangkai terung ungu memiliki potensi sebagai penghasil enzim laktase karena mengandung bakteri asam laktat
(BAL). Enzim B-galaktosidase (laktase) berperan dalam mengubah laktosa menjadi galaktosa dan glukosa
kekurangan enzim ini akan menyebabkan beberapa komplikasi kesehatan seperti gangguan pencernaan,
kekurangan nutrisi hingga stunting pada anak. BAL

merupakan bakteri yang dapat menghasilkan B_galaktosidase secara intraseluler. Dalam penelitian ini
B_galaktosidase dari BAL diekstraksi melalui dua cara yaitu fisika dan kimia.lsolasi fisika menggunakan metode
sonikasi dan untuk isolasi kimia menggunakan beberapa jenis pelarut, yaitu isoamyl Alkohol, Toluen dan Toluen-
Aseton. Substrat yang digunakan adalah oNPG (o-nitrophenol-B-Dgalactopyranoside), dimana B-galaktosidase
akan menghidrolisis substrat menjadi oNP dan B-D-galactose. Berdasarkan nilai protein total yang tertinggi
sebesar 16 mg/mL dan aktivitas tertinggi 0,3821U/mL, maka metode Toluen lebih baik dari metode lainnya.
Kata Kunci; B-galaktosidase, Bakteri asam laktat, Isolasi enzim, Lactase, Solanum melongena, Toluen.

PENDAHULUAN

Terung ungu (Solanum Melongena L) merupakan salah satu buah dari keluarga
Solanaceae yang tumbuh subur di Indonesia tanpa batasan musim tertentu. Saat ini
pemanfaatan terung ungu masih sebatas buah yang dapat dikonsumsi sebagai sayur-mayur
karena banyak mengandung nilai gizi. Diperlukan eksplorasi lebih dalam mengenai
pemanfaatan buah terung ungu di dalam dunia kesehatan, penelitian sebelumnya telah
membuktikan terdapat bakteri asam laktat (BAL) pada tangkai terung ungu. BAL memiliki
potensi untuk mensintesis enzim laktase(Amin et al., 2023). Enzim laktase berperan dalam
mengubah laktosa menjadi galaktosa dan glukosa, kekurangan enzim ini akan menyebabkan
beberapa komplikasi kesehatan seperti gangguan pencernaan, kekurangan nutrisi hingga
stunting pada anak (Jasewicz & Wasserman, 1961; Utami et al., 2019).

Upaya menanggulangi kasus intoleransi laktosa maka perlu dilakukan berbagai
pengobatan termasuk pemberian suplemen enzim laktase. selain disintesis di usus halus
manusia, enzim laktase juga disintesis oleh mikroorganisme seperti bakteri asam laktat dan
beberapa jamur (Akolkar et al., 2005). Bakteri asam laktat (BAL) merupakan salah satu
mikroorganisme yang digunakan sebagai produk probiotik untuk memfermentasi makanan,
salah satu contoh produknya adalah yogurt (Kolars et al., 1984; Savaiano & Robert, 2020).
Selain konsumsi makanan yang mengandung mikroorganisme penghasil enzim laktase, terapi
lainnya adalah mengkonsumsi suplemen enzim laktase.

Suplemen enzim laktase adalah sebuah sediaan yang mengandung enzim laktase murni,
untuk melakukan pemurnian enzim laktase dari bakteri asam laktat atau mikroorganisme lain
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yang dapat mensitesisnya. Langkah awal pemurnian enzim laktase adalah isolasi, enzim laktase
merupakan enzim intraseluler sehingga diperlukan proses eksploitasi dalam proses pemurnian
enzim. Beberapa metode dilaporkan dapat digunakan dalam peroses isolasi enzim dari sel
menggunakan metode fisika dan kimia. Metode fisika yang digunakan seperti penghancuran
dinding sel, penghilangan supernatant dan sentrifugasi. Isolasi enzim laktase metode kimia
menggunakan bahan kimia yang dapat menghancurkan dinding sel seperti alkohol, toluen dan
asoamil alkohol. Penelitian ini bertujuan untuk membandingi beberapa metode isolasi enzim
laktase terhadap aktivitas enzim, hasil isolasi enzim diuji

METODE

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimen yang melibatkan berbagai teknologi
sederhana untuk mengisolasi enzim dari BAL yang sebelumnya telah diisolasi dari tangkai
terung ungu.
Alat

Autoklaf, incubator, sentrifus, sonikator, neraca analitik, Biosafety Cabinet (BSC),
neraca analitik, thermometer, cawan petri, tabung reaksi, pembakar spirtus, Erlenmeyer, pipet,
spatula, gelas ukur, jarum ose, kuvet dan spektrofotometer.
Bahan

Isolat Bakteri asam laktat dalam media MRS Agar yang telah diisolasi dari tangkai
terung ungu, substrat oONPG (o-Nitrophenol-p- Dgalactopyranoside) [SRL], isoamyl alkohol,
toluen, dan aseton.
Prosedur Kerja
Isolasi Enzim Laktase

Proses selanjutnya adalah isolasi enzim laktase, metode yang digunakan untuk
penelitian ialah metode fisika menggunakan alat sonikator dan metode kimia dengan pelarut
toluen, toluen aseton dan isoamil alkohol.
Metode Sonikasi

Cara kerja metode sonikasi yaitu biakan disentrifugasi pada kecepatan 4500 rpm selama
30 menit. Biomassa yang diperoleh kemudian ditambahkan dengan buffer fosfat pH 7.
Selanjutnya dilakukan sonikasi menggunakan sonikator dengan 30 Hz selama 30 menit. Setelah
disonikasi, dilakukan sentrifus kembali suspensi sel dengan kecepatan 4500 rpm, suhu 4°C
selama 30 menit.
Metode Toluen

Cara kerja metode toluen yaitu dengan cara menumbuhkan BAL di media cair MRS
Broth. Hasil inokulasi tersebut disentrifugasi pada kecepatan 4500 rpm selama 30 menit,
kemudian pellet yang diperoleh diberi tambahan buffer fosfat pH 7, selanjutnya ditambahkan
penambahan toluen kemudian dilakukan vortex selama 1 menit. Pada tahap ini hasil yang
diperoleh adalah enzim laktase yang telah dipisahkan dari bakteri asam laktat.
Metode Isoamil Alkohol

Isolasi metode isoamil alkohol yaitu Pellet yang diperoleh ditambahkan 5 mL buffer
Fosfat pH 7 kemudian ditambahkan 200 pL isoamil Alkohol. Inkubasi selama 12 jam,
supernatant (enzim kasar) diperoleh menggunakan sentrifugasi selama 15 menit dengan
kecepatan 4500 rpm.
Metode Toluen dan Aseton

Isolasi metode Toluen dan aseton yaitu Pellet yang diperoleh ditambahkan 5 mL buffer
Fosfat pH 7 kemudian ditambahkan 200 pLToluen dan Aseton (9:1). Larutan diinkubasi selama
12 jam, supernatant diperoleh menggunakan sentrifugasi selama 15 menit dengan kecepatan
4500 rpm (Andreas Sitepu et al., 2020).

Page | 636


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Indonesian Journal of Health Science
Volume 4 No.6, 2024

Uji Aktivitas Enzim Laktase

Uji kuantitatif aktivitas enzim laktase bertujuan untuk mengetahui konsentrasi enzim
laktase yang dihasilkan dari isolasi BAL tangkai terung ungu. Sebanyak 1000 pl buffer fosfat
pH 7 dan 100 pl sampel uji dipipet ke dalam tabung reaksi kemudian inkubasi selama 15 menit
pada suhu 37°C, kemudian ditambahkan 200 ul o-nitrofenil-p-D-galaktopiranosida (OnpGal) 4
mg/mL sebagai substrat dan dilanjutkan inkubasi selama 15 menit pada suhu 37°C, kemudian
ditambahkan larutan yang berperan sebagai stop solution yaitu Na2COz 1M sebanyak 1000 pl.
Selanjutnya pembacaan absorbansi menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang 420 nm. Aktivitas enzim (U/mL) adalah terbentuk produk berupa jumlah o-
nitrofenol (oNP) yang dibentuk per menit per mililiter enzim pada suhu 37°C dalam satuan
pmol. Penentuan konsentrasi aktivitas enzim dilakukan perbandingan absorbansi dengan
persamaan kurva standar laktase menggunakan substrat dengan rentang konsentrasi 0-3 mg/mL.
Aktivitas enzim dihitung dengan persamaan (Priadi et al., 2018a).

Micro mol ONP

Vxt

Enzyme Activity =

V = sample volume
t = time for incubation

HASIL dan PEMBAHASAN
Perbedaan metode isolasi terhadap aktivitas enzim dan protein total

Dalam penelitian ini dilakukan isolasi BAL dari tangkai terung ungu, setelah dilakukan
isolasi BAL dengan MRS Broth dan MRS Agar, dilakukan isolasi enzim menggunakan
sonikasi, pelarut toluen, toluen aseton dan isolamil alcohol (Sitepu et al., 2020). Selanjutnya
dilakukan uji protein menggunakan metode Bradford. Metode Bradford adalah teknik
kolorimetri untuk menentukan kadar total protein. Teknik ini memanfaatkan pewarna
Coomassie Brilliant Blue G250 (CBBG), yang berikatan dengan protein dan menghasilkan
penyerapan warna yang dapat diukur pada panjang gelombang 595 nm. Protein akan mengikat
CBBG ketika asam amino yang ada berada pada pH asam. Proses pengukuran dilakukan dengan
menambahkan CBBG ke larutan protein, mengukur penyerapan warna pada A 595 nm, dan
membandingkan hasilnya dengan kurva standar (Yuniarti et al., 2022).

Berdasarkan hasil yang didapat konsentrasi kadar protein total dengan isolasi enzim
metode toluen memiliki nilai yang lebih tinggi dibandingkan metode lain yaitu sebesar 16,3
mg/mL.

Tabel 1. Kadar protein total, Aktivitas Enzim dan Aktivitas Spesifik berdasarkan
metode isolasi enzim

Metode Isolasi Aktivitas Enzim (U/mL)
Sonikasi 0,0045

Toluen 0,3821

Toluen Aseton 0,367

Isoamil Alkohol 0,03506

Dalam penelitian ini, dilakukan penentuan metode ekstraksi fisika dan kimia dengan
menggunakan berbagai pelarut yang memiliki tingkat kepolaran berbeda-beda. Tujuannya
adalah untuk mengidentifikasi pelarut yang dapat berinteraksi dengan membran sel tanpa
menyebabkan denaturasi pada B-galaktosidase, dengan cara mengukur aktivitas enzim yang
dihasilkan (Priadi et al., 2018b).

BAL adalah bakteri gram positif yang memproduksi 3-galaktosidase secara intraseluler.
Bakteri gram positif memiliki dinding sel yang terdiri dari peptidoglikan, lipid, dan polisakarida
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seperti asam teikoat. Membran sel bakteri memiliki lipid dengan sisi polar dan nonpolar, yang
berfungsi melindungi bagian dalam sel (Carr et al., 2002). Berdasarkan hasil yang diperoleh
dari ke empat metode di dapat hasil aktivitas enzim tertinggi yang menandakan besarnya
aktivitas enzim yaitu 0,3821 U/mL pada metode toluen, hal ini karena toluen merupakan pelarut
polar yang dapat berinteraksi dengan dinding sel BAL dan menyebabkan enzim laktase dapat
terisolasi dengan baik. Terbukti pada penelitian ini pelarut toluene tidak mendenaturasi enzim
laktase. Metode isolasi menggunakan toluene aseton juga memiliki hasil yang baik walaupun
hasil yang diperoleh tidak sama baikya dengan metode toluen. Sedangkan metode isolasi
menggunakan pelarut isolamil alkohol memperoleh hasil tidak optimal karena isoamil alkohol
merupaka pelarut semi polar sehingga kurang optimal berinteraksi dengan dinding BAL dan
cenderung mendenaturasi enzim laktase. Metode isolasi menggunakan sonikator juga tidak
memperoleh hasil yang baik disebabkan suhu yang tidak optimal pada saat proses isolasi enzim
menggunakan sonikator yang tidak memiliki pengaturan suhu (Andreas Sitepu et al., 2020).

PENUTUP
Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang didapat aktivitas enzim tertinggi yang dihasilkan oleh
BAL dari tangkai terung ungu menggunakan berbagai metode isolasi ialah 0,3821 U/mL
menggunakan metode toluene, karena menghasilkan aktivitas enzim yang lebih tinggi dari pada
metode isolasi enzim lainnya. Hal ini disebabkan toluene memiliki sifat polar yang dapat
berinteraksi baik dengan dinding sel BAL dan enzim laktase dapat terekstraksi lebih tinggi.
Saran

Untuk penelitian selanjutnya untuk mendapatkan fraksi enzim yang lebih murni dan

aktivitas - galaktosidase yang lebih tinggi, maka p—galaktosidase hasil ekstraksi disarankan
dimurnikan terlebih dahulu antara lain dengan cara dialisis.
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