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RINGKASAN

OPTIMASI KONSENTRASI AMONIUM SULFAT
PADA FRAKSINASI UNTUK ISOLASI PARSIAL
PABA-GLUKOSILTRANSFERASE DARI KULTUR
SUSPENSI SEL Solanum laciniatum Ait.

Noviyati

Metabolit sekunder yang merupakan produk tanaman dapat diproduksi
dengan kultur sel tanaman secara in vivo (Kurz & Constable, 1982). Selain dapat
memproduksi metabolit sekunder, kultur jaringan tanaman juga dapat digunakan
untuk sistem biotransformasi (Best, 1985).

Reaksi biotransformasi dengan kultur jaringan tanaman yang telah diteliti
antara lain reaksi biotransformasi glukosilasi asam para amino benzoat (PABA)
oleh kultur suspensi sel Solanum mammosum dan Solanum laciniatum menjadi B-
D-glucose-1-p-aminobenzoate (juga disebut p-aminobenzoic acid 7-O-f-D-
glucopyranosyl ester) (Syahrani et al., 1999; Panjaitan et al., 2000), dikatalisis
oleh enzim PABA-glukosiltransferase.

Biotransformasi in vivo memiliki kendala diantaranya produk
biotransformasi ini diakumulasi di dalam sel, sedikit sekali yang didapatkan pada
media (Panjaitan et al., 2000). Sedangkan untuk isolasi produk harus dilakukan
dengan mengekstraksi massa sel yang diperlukan untuk melakukan
biotransformasi (Syahrani, 1996), dan keterbatasan kultur suspensi sel tanaman
ataupun kultur fermentor tanaman yang tidak stabil selama dilakukan subkultur
(Indrayanto & Rahman, 1990).

Untuk mengatasi keterbatasan biotransformasi tersebut dilakukan isolasi
enzim dengan salah satu tahapannya yang paling sering dilakukan adalah
fraksinasi dengan amonium sulfat agar enzim yang terdapat dalam ekstrak kasar
terpekatkan ( Englard & Seifter, 1990).

Penelitian-penelitian  isolasi  glukosiltransferase  dengan  fraksinasi
amonium sulfat antara lain penelitian Li ef al. (1997) yang mengisolasi 4—
hydroxybenzoate glucosyltransferase menggunakan fraksi enzim 33-55%.
Hasegawa et al (1997) juga mengisolasi limonoid glukosiltransferase
menggunakan fraksi enzim 40-80%, juga Mizukami ef al. (1985) mengisolasi
Salicyl alcohol glucosyltransferase diambil dari fraksi 0-80%. Rahmawati (2001)
pada penelitian isolasi PABA-glukosiltransferase dari kultur suspensi sel Solanum
mammosum L. dengan fraksinasi amonium sulfat mendapatkan enzim pembentuk
produk yang menyerupai PABA-glukosida aktivitasnya terbesar pada fraksi enzim
40-50%.

Untuk mengetahui pada konsentrasi amonium sulfat ke berapa enzim
PABA- glukosiltransferase diproduksi dari ekstrak kasar Solanum laciniatum dan
memiliki aktivitas yang optimum maka perlu dilakukan optimast.

Kultur suspensi sel Solanum laciniatum ditanam dalam media Murashige-
Skoog yang dimodifikasi dengan penambahan hormon pertumbuhan kinetin (2
ppm) dan 2,4D (0,5 ppm). Kultur suspensi sel Solanum laciniatum (SL4) dibuat
dengan melakukan pemindahan + 5 g sel dari media padat ke dalam media cair.

Skripsi OPTIMASI KONSENTRASI AMONJUM SULFAT PADA FRAKSINASI ... NOVIYATI



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

[solasi enzim PABA-glukosiltransferase pada kultur suspensi sel Solanum
laciniatum  yang dipanen pada usia kultur hari ke-5. Sel-sel kultur + 50 g
dibekukan dan digerus lalu ditambahkan PVPP 10% dari berat basah sel, digerus
sampai homogen kemudian ditambah dapar Tris HCI 0,5 M pH 6 sebanyak 1,5
kali berat basah sel (= 75 mL), disentrifugasi dingin (4°C) 10.000 g, 30 menit.
Supernatan sebagai ekstrak kasar enzim (crude enzyme) diambil.

Fraksinasi Crude enzyme dengan penambahan sejumlah tertentu amonium
sulfat menurut fraksi penjenuhan yang diinginkan. Hasil fraksinasi disentrifugasi
dingin (4°C) 10.000 g, 30 menit. Endapan yang diperoleh dilarutkan dalam 1,5
mL dapar Tris HCI 0,5 M pH S, untuk supernatannya dilakukan fraksinasi lebih
lanjut. Fraksi enzim yang didapat dilakukan uji aktivitas relatif enzim dengan
penambahan substrat PABA 7,3 mM 60 pL, substrat UDP-glukosa 7,3 mM 60
ul, dan dapar Tris HC1 0,5 M pH S sebanyak 200 puL kemudian diinkubasi selama
2 jam pada suhu kamar (29°C) di dalam incubation shaker dengan kecepatan 75
rpm sehingga terjadi reaksi enzimatik dan terbentuk produk. Reaksi ini ini
dihentikan dengan aseton 360 pL. Kemudian disentrifugasi 3500 rpm 5 menit,
diambil larutannya dan dilakukan uji aktivitas enzim dengan KLT.

Pemisahan dengan KLT menggunakan fasa diam silika gel 60 Fass, fasa
gerak menggunakan campuran etil asetat : metanol : air = 77 : 13 : 10 (v/v).
Penampak noda menggunakan sinar UV. Analisis densitometer dilakukan pada
panjang gelombang 254 nm. Aktivitas enzim dihitung relatif terhadap PABA
dengan membandingkan luas area produk dengan luas area PABA.

Dari hasil penelitian yang telah dilakukan didapatkan kesimpulan :
konsentrasi amonium sulfat yang optimal pada fraksinasi untuk isolasi PABA-
glukosiltransferase dari kultur suspensi sel Solanum laciniatum adalah 20%.

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan didapatkan produk baru
yang mempunyai Rf yang berbeda dengan PABA glikosida. Profil dan A maks
dari produk juga berbeda dengan PABA-glikosida dilihat dari absorban-reflektan
dari noda keduanya, disarankan produk perlu diidentifikasi untuk menentukan
struktur kimianya. Fraksi enzim yang telah diperoleh perlu dilakukan pemurnian
lebih lanjut misalnya dengan filtrasi gel atau dengan cara-cara kromatografi
lainnya, dan pada kultur suspensi sel Solanum laciniatum perlu ditentukan indeks
pertumbuhannya sehingga dapat dicari korelasi yang lebih tepat antara
pertumbuhan sel dengan produksi enzim.
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ABSTRACT

OPTIMATION OF AMMONIUM SULFATE CONCENTRATION
IN FRACTIONATION TO PARSIAL ISOLATION
PABA-GLUCOSYLTRANSFERASE FROM CELL SUSPENSION
CULTURES OF Solanum laciniatum Ait.

Cell suspension culture of Solanum laciniatum has been known could
perform biotransformation of PABA to PABA-glucoside (B-D-glucose-1-p-
aminobenzoate), catalized by PABA-glucosyltransferase. The aim of this research
is to isolate this enzyme and doing optimation of ammonium sulfate concentration
in fractionation of PABA-glucosyltransferase. The sample acquired from cell
suspension culture of Solanum laciniatum which is cultivated in day 5, filtered
using Buchner and that cell finely pounded, mixed with PVPP, then extracted with
buffer Tris HCI Separated the enzyme in the mixture of cell by fractionation with
ammonium sulfate. Enzyme fraction had incubated with substrate PABA and
UDP-glucose. An enzyme assay is measured by the appearance of the product
with time. This showed that in the cell suspension culture of Solanum laciniatum
contain of PABA-glucosyltransferase because it can perform product that maybe
one of the product from PABA glucoside.

In catalyzing production of the product, enzyme fraction activity was
highest at 20% ammonium sulfate concentration.

Keywords : Solanum laciniatum, p-aminobenzoic acid (PABA), enzyme isolation,
enzyme fractionation, ammonium sulfate concentration.
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Suatu tanaman mengandung bahan aktif yang pada umumnya diekstraksi
kemudian diisolasi untuk dimanfaatkan dalam bidang farmasi. Selain diekstraksi
dan diisolasi, para ahli kimia juga mencari cara sintesis yang optimal untuk
mendapatkan suatu senyawa aktif dari tanaman. Teknik ini mempunyai
keterbatasan pada masalah kompleksnya struktur dan banyaknya tahapan reaksi
(Kutney, 1993). Untuk mengatasi keterbatasan teknik tersebut di atas, penggunaan
metode kultur jaringan/sel tanaman merupakan salah satu alternatif yang sangat
prospektif.

Metabolit sekunder yang merupakan produk tanaman antara lain
terpenoid, glikosida (steroid, fenol) dan alkaloid, dapat diproduksi dengan kuitur
sel tanaman secara in vitro (Kurz & Constabel, 1982). Selain dapat memproduksi
metabolit sekunder, kultur jaringan tanaman juga dapat digunakan untuk sistem
biotransformasi (Best, 1985). Biotransformasi adalah sebuah teknik yang
menggunakan enzim-enzim yang ada dalam sel tanaman untuk mengubah gugus
fungsional kimia dari senyawa eksogen. Biotransformasi banyak digunakan untuk
meningkatkan aktivitas biologis suatu senyawa kimia (Morris et al., 1985). Reaksi
biotransformasi yang mampu dilakukan sistem kultur jaringan tanaman di
antaranya  hidroksilasi,  oksidoreduksi, esterifikasi, ataupun glikosilasi
(Dombrowski & Alferman, 1992).

Reaksi biotransformasi dengan kultur jaringan tanaman yang telah diteliti
antara lain reaksi biotransformasi glukosilasi asam para amino benzoat (PABA)
oleh kultur suspensi sel Solanum mammosum dan Solanum laciniatum menjadi B-
D-glucose-1-p-aminobenzoate (juga disebut p-aminobenzoic acid 7-O-S-D-
glucopyranosyl ester) (Syahrani et al., 1999; Panjaitan et al., 2000), dikatalisis

oleh enzim PABA-glukosiltransferase.

&
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Produk biotransformasi ini diakumulasi di dalam sel (kemungkinan di
dalam vakuola), sedikit sekali yang didapatkan pada media (Panjaitan e/ al.,
2000). Hal ini merupakan kendala untuk aplikasi skala yang lebih besar, karena
isolasi produk harus dilakukan dengan mengekstraksi massa sel yang diperlukan
untuk melakukan biotransformasi (Syahrani, 1996). Kendala yang lain adalah
keterbatasan kultur suspensi sel tanaman ataupun kultur fermentor tanaman untuk
memproduksi bahan alam, yaitu ketidakstabilannya selama dilakukan subkultur.
Dari penelitian yang pernah dilakukan, kapasitas biotransformasi pada beberapa
galur sel Digitalis lanata ternyata semakin berkurang setelah beberapa kali
subkultur, bahkan kadang-kadang kapasitas kultur hilang sama sekali (Indrayanto
& Rahman, 1990).

Untuk mengatasi keterbatasan biotransformasi tersebut di atas, ada
perkembangan lebih jauh lagi yaitu teknik amobil yang menurut beberapa peneliti
lebih efektif kerjanya, untuk itu terlebih dahulu harus diisolasi dan dikarakterisasi
enzim yang berperan dalam reaksi biotransformasi tersebut dari kultur suspensi
sel Solanum mammosum L. (Syahrani, 1996).

Salah satu tahapan isolasi enzim yang sering dilakukan adalah fraksinasi
ekstrak kasar enzim dengan amonium sulfat agar enzim yang terdapat dalam
ckstrak kasar terpekatkan (Englard & Seifter, 1990).

Penelitian-penelitian  isolasi  glukosiltransferase dengan fraksinasi
amonium sulfat antara lain penelitian Li ef a/. (1997) yang mengisolasi 4
hydroxybenzoate glucosyltransferase menggunakan fraksi enzim 33-55%.
Hasegawa er al (1997) juga mengisolasi limonoid glukosiltransferase
menggunakan fraksi enzim 40-80%, juga Mizukami es a/. (1985) mengisolasi
Salicyl alcohol glucosyltransferase diambil dari fraksi 0-80%. Rahmawati (2001)
pada penelitian isolasi PABA-glukosiltransferase dari kultur suspensi sel Solanum
mammosum L. dengan fraksinasi amonium sulfat mendapatkan enzim pembentuk
produk yang menyerupai PABA-glukosida aktivitasnya terbesar pada fraksi enzim
40-50%.

Untuk mengetahui pada konsentrasi amonium sulfat ke berapa enzim
PABA- glukosiltransferase diproduksi dari ekstrak kasar Solanum laciniatum dan

memuliki aktivitas yang optimum maka perlu dilakukan optimasi.
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Dalam penelitian ini, percobaan isolasi ekstrak kasar enzim PABA-
glukosiltransferase dilanjutkan dengan memekatkan ekstrak kasar PABA-
glukosiltransferase dengan fraksinasi amonium sulfat agar aktivitas enzim

menjadi maksimal.

1. 2. Rumusan Masalah
Pada konsentrasi amonium sulfat berapakah enzim PABA-
glukosiltransferase yang diisolasi dari kultur suspensi sel Solanum laciniatum

mempunyai aktivitas paling besar?

1. 3. Tujuan Penelitian
Mengetahui konsentrasi amonium sulfat yang paling optimal untuk
mengendapkan PABA-glukosiltransferase, sehingga enzim ini mempunyai

aktivitas terbesar.

1. 4. Manfaat Penelitian

Berdasarkan hasil penelitian ini, diharapkan diketahui konsentrasi
amonium sulfat yang optimal dalam fraksinasi enzim PABA-—glukosiltransferase
yang diisolasi dari kultur suspensi sel Solanum laciniatum sehingga didapatkan
aktivitas enzim yang maksimal. Diperolehnya konsentrasi amonium sulfat yang
optimal akan didapatkan fraksi enzim yang aktivitas enzimnya maksimum. Pada
fraksi enzim ini dapat dilakukan pemumian lebih lanjut, yang nantinya enzim
PABA - glukosiltransferase murni dapat digunakan untuk reaksi enzimatik PABA

secara in vitro tanpa menggunakan sel kultur Solanum laciniatum.
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BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. TinjauanTentang Kultur Jaringan Tanaman

2.1.1. Tinjauan Umum Kultur Jaringan Tanaman

Kultur jaringan tanaman merupakan teknik untuk menanam tumbuhan,
organ, jaringan dan sel. Jaringan tanaman dapat dikultur pada media padat agar
atau media nutrisi cair. Sel dari berbagai spesies tanaman dapat dikultur dalam
keadaan aseptis dalam medium nutrisi (Gamborg,1982).

Kultur jaringan tanaman dapat dilakukan karena didasari teori bahwa
tanaman mempunyai sifat totipotensi yang berarti setiap sel tanaman membawa
seluruh informasi genetik dari tanaman tersebut dan memiliki kemampuan untuk
tumbuh dan berkembang membentuk tanaman yang utuh (Hussey, 1986).

Kultur suspensi sel dapat didefinisikan sebagai kultur yang terdiri dari
campuran agregat-agregat sel, kelompok-kelompok sel, atau sel-sel tunggal yang
berasal dari pemindahan kalus ke dalam media cair. Keuntungan kultur suspensi
sel (media cair) dibandingkan dengan kultur kalus (media padat) adalah sel lebih
cepat tumbuh dan berkembang biak dalam media cair dan lebih mudah dikontrol
(Gamborg,1982). Kultur suspensi sel diketahui relatif tidak stabil dibanding
dengan kultur kalus misalnya dalam produksi metabolit sekunder, sehingga
disarankan untuk membuat kultur suspensi sel yang baru dari stok kultur kalus

yang ada (Petersen & Alfermann, 1993).

2.1.2. Tinjauan Media Kultur Jaringan Tanaman
Komponen media kultur sel atau jaringan tanaman merupakan faktor yang
sangat penting untuk pertumbuhan optimal. Kebutuhan nutrisi ini bervariasi
tergantung pada jenis dan bagian tanaman yang digunakan (Indrayanto,1988).
Komposisi media yang biasa digunakan pada suatu kultur jaringan
tanaman (Gamborg, 1982; Indrayanto, 1988) adalah garam organik, zat pengatur
tumbuh, vitamin, asam amino dan suplemen kompleks anorganik, sumber karbon,

air, dan bahan pendukung media.
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Garam anorganik, meliputi makroelemen, antara lain dalam bentuk garam
NO: ", NH4", Mg?*, SO4%, H,POy™, HPO4Y, K, Ca**, Cl -, Na*; dan mikroelemen,
antara lain Cu®, Zn**, Mo, Fe**, I, BO;**, Mn?*, Co*".

Zat pengatur tumbuh yang paling banyak digunakan oleh sel tanaman
adalah auksin, sitokinin dan giberelin. Auksin berfungsi memberikan efek
stimulasi terhadap perpanjangan sel pucuk, untuk inisiasi pembentukan kalus, dan
untuk menginduksi pembelahan sel. Contoh dari auksin adalah NAA, TAA, IBA,
NOA, P-CPA; 2,4,5-T; 2,4-D. Sitokinin berfungsi meningkatkan pembelahan sel
di dalam jaringan tanaman, mengatur pertumbuhan dan pembelahan sel, dan
mempengaruhi  diferensiasi pucuk. Contoh dari sitokinin adalah kinetin,
benzilaminopurin (BAP), zeatin. Giberelin berfungsi untuk merangsang
pertumbuhan normal tanaman, contohnya GA3 (Giberelin Acid).

Tiamin (vitamin B;) merupakan vitamin yang paling esensial untuk
hampir semua kultur jaringan tanaman, sedang asam nikotinat (niasin/vitamin Bs),
kalsium pantotenat (vitamin Bs), dan piridoksin (vitamin Bg) untuk merangsang
pertumbuhan.

Asam amino yang biasa ditambahkan ke dalam media kultur jaringan
tanaman adalah glisina (asam aminoasetat). Apabila diperlukan campuran
nitrogen organik, maka media dapat diperkaya dengan penambahan hidrosilat
kasein maupun asam kasamin.

Sukrosa atau glukosa paling sesuai sebagai sumber karbon. Selain sukrosa,
dapat digunakan sorbitol, maltosa, galaktosa, manosa atau laktosa. Air yang biasa
digunakan dalam seluruh media kultur jaringan adalah aqua bidestilata atau air
suling bebas mineral. Pada sistem kultur jaringan tanaman setengah padat (kultur
ctatis), bahan pendukung yang banyak digunakan adalah agar-agar Bacto Difco
dengan konsentrasi 0,6-1%.

Kondisi steril juga merupakan faktor penting yang harus dipenuhi dalam
teknik kultur jaringan tanaman  karena media kultur jaringan tanaman
mengandung karbohidrat dalam kadar tinggi, yang merupakan penunjang bagi
pertumbuhan mikroba (bakteri dan fungi). Umumnya mikroba dapat tumbuh Iebih
cepat dalam media kultur jaringan tanaman dibandingkan dengan sel tanaman dan

dapat menghasilkan metabolit yang toksik terhadap tanaman (Indrayanto, 1988).
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2.2. Tinjauan Tentang Biotransformasi

Kultur jaringan tanaman dapat digunakan untuk sistem biotransformasi
(Best, 1985). Biotransformasi pada kultur jaringan tanaman adalah sebuah teknik
yang menggunakan enzim-enzim yang ada dalam sel tanaman untuk mengubah
gugus fungsional kimia dari senyawa kimia yang ditambahkan dari luar.
Biotransformasi banyak digunakan untuk meningkatkan aktivitas biologis suatu
senyawa kimia (Morris et al., 198S).

Reaksi biotransformasi bersifat stereospesifik dan mcliputi proses
oksidasi, reduksi, hidroksilasi, metilasi, demetilasi, glikosilasi, esterifikasi,
epoksidasi, isomerisasi, dan saponifikasi (Morris et al., 1985; Indrayanto,1988).

Faktor-faktor yang dapat mempengaruhi kapasitas dan kecepatan
biotransformasi diantaranya adalah tanaman asal dan jajaran sel, komposisi dan
kadar konsistuen media yang digunakan, presentase oksigen yang terlarut dalam
media, cahaya, dan differensiasi sel (Indrayanto, 1988).

Reaksi biotransformasi yang terjadi pada kultur jaringan tanaman bisa
bervariasi. Glikosilasi senyawa organik oleh kultur sel tanaman adalah reaksi
yang paling menarik karena biotransformasi ini jarang didapat pada
mikroorganisme, tetapi sangat sering terjadi pada kultur sel tanaman
(Dombrowski & Alfermann, 1992). Tujuan dari reaksi glikosilasi dapat dikatakan
sebagai proses detoksifikasi terhadap peningkatan konsentrasi senyawa organik
asing baik dari hasil metabolisme norma! tumbuhan atau dari lingkungan (Tabata
et al., 1976; Mizukami ef a/., 1986) dan dapat mencegah penguapan dari senyawa
yang mudah menguap dan meningkatkan kelarutan senyawa dalam air
(Dombrowski & Alfermann, 1992)

Beberapa penelitian tentang biotransformasi telah dilakukan diantaranya
adalah Syahrani et al. (1999) melakukan penelitian biotransformasi dengan reaksi
glikosilasi dan glikosidasi dari PABA dengan kultur suspensi Solanum
mammosum dan Solanum laciniatum yang menghasilkan B-D-glucose-1-p-

aminobenzoat dan asam N-formil p-aminobenzoat.
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2.3. Tinjauan Tentang Enzim
2.3.1. Tinjauan Enzim secara Umum

Enzim merupakan unit fungsional dari metabolisme sel, bekerja secara
berurutan dan teratur serta mengkatalisis reaksi bertahap yang meny:mpan dan
mengubah energi kimiawi dan mengubah makro molekul sel dari prekusor
sederhana (Lehninger & Albert , 1990).

Banyak enzim yang mengkatalisis proses pemindahan gugus dan reaksi
lainnya memerlukan di samping substratnya juga molekul organik sekunder yang
dikenal sebagai koenzim. Koenzim merupakan senyawa organik berbobot
molekul rendah, stabil terhadap panas, dibutuhkan bagi aktivitas enzim dan
berikatan dengan enzim lewat kekuatan kovalen dan non kovalen. Jenis enzim
yang membutuhkan koenzim mencakup enzim yang mengkatalisis reaksi
oksidoreduksi, reaksi pemindahan gugus serta isomerisasi dan reaksi yang
membentuk ikatan kovalen (Murray ef al., 1999).

Sebagian besar substrat membentuk sedikitnya tiga ikatan dengan enzim.
“Pelekatan pada tiga titik “ ini membuat enzim bekerja sebagai katalisator secara
stereospesifik. Kesanggupan enzim untuk mengkatalisis satu reaksi spesifik dan
pada hakekatnya tidak mengkatalisis reaksi lain, mungkin menjadi sifat enzim
yang paling bermakna. Namun demikian, kebanyakan enzim mengkatalisis jenis
reaksi yang sama (pemindahan fosfat, reduksi-oksidasi, dll) dengan sejumlah kecil
substrat yang secara struktural berhubungan. Reaksi dengan substrat alternatif ini
cenderung terjadi jika substrat tersebut terdapat dengan konsentrasi yang tinggi.
Reaksi mana di antara berbagai reaksi tersebut yang mungkin terjadi dalam
organisme hidup tergantung pada konsentrasi relatif substrat alternatif di dalam
sel dan afinitas relatif enzim terhadap substrat tersebut (Murray ef al., 1999).

Jumlah enzim yang kecil dalam sel akan mempersulit pengukuran kadar
suatu enzim dalam cairan atau ekstrak jaringan. Tetapi aktivitas katalisis yang
dimiliki enzim menghasilkan sarana pemeriksaan yang sensitif dan spesifik untuk
pengukuran kadar enzim itu sendiri, yaitu dengan mengukur kecepatan reaksi
yang dikatalisis oleh enzim dalam sampel. Hasil pengukuran kecepatan reaksi
harus sebanding dengan jumlah enzim yang ada, karena jumlah molekul atau

massa enzim yang ada sukar ditentukan. Hasil pengukuran tersebut dinyatakan
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dalam bentuk unit enzim dalam mikromol (umol), nanomol (nmol) atau pikomol
(pmol) dari substrat yang bereaksi atau produk yang dihasilkan per menit.

Satuan internasional untuk aktivitas enzim adalah katal (disingkat kat),
didefinisikan sebagai jumlah aktivitas enzim yang mengubah substrat 1 mol per
detik. Satuan aktivitas enzim yang banyak dipakai adalah jumlah yang
menyebabkan biotransformasi 1,0 umol substrat per menit pada 25°C pada
kondisi optimal pengukuran; setara dengan 1/60 pkat atau 16,67 nkat. Aktivitas
spesifik adalah nilai satuan enzim tiap satuan berat protein (dinyatakan sebagai
katal/kg protein), yang merupakan suatu ukuran kemurnian enzim. Nilainya akan
meningkat selama pemurnian enzim dan menjadi konstan bila enzim sudah murni
(Lehninger, 1975).

Faktor-faktor yang mempengaruhi aktivitas enzim diantaranya adalah
konsentrasi enzim dan substrat, suhu, pH, adanya inhibitor, dan adanya kofaktor
atau koenzim. Aktivitas enzim umumnya meningkat bersamaan dengan
meningkatnya suhu; kebanyakan kecepatan reaksi enzimatik meningkat dua kali
tiap kenaikan 10°C. Sampai pada rentang suhu tertentu enzim menjadi stabil dan
aktivitasnya maksimum, tetapi di atas suhu optimum ini aktivitas enzim menjadi
menurun tajam karena terjadi denaturasi (kebanyakan enzim terinaktivasi pada
suhu + 55-60°C). Selain itu juga, perubahan pH yang relatif kecil saja dapat

mempengaruhi aktivitas enzim (Murray et al., 1999).

2.3.2. Tinjauan Umum Tentang [solasi dan Pemurnian Enzim

Metode-metode isolasi dan pemumian enzim yang dapat dilakukan
ekstraksi enzim, pemekatan massa enzim dengan cara pengendapan, prosedur
pemurnian dengan metode kromatografi, dan prosedur pemurnian dengan
elektroforetik (Englard & Seifter, 1990).

E