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RINGKASAN

STUDI OPTIMASI FRAKSINASI AMONIUM SULFAT PADA
PERCOBAAN ISOLASI PABA-GLUKOSILTRANSFERASE DARI
KULTUR SUSPENSI SEL SOLANUM LACINIATUM
(Rr. Retno Widyowati, Achmad Toto Poernomo, Gunawan Indrayanto, 2004,
28 halaman)

Kultur suspensi sel Solanum laciniatum telah diketahui dapat melakukan
reaksi  biotransformasi  terhadap PABA  menjadi PABA-glukosida
(B-D-glukose-l-p-an.qinobenzoate) dan telah dilakukan ekstraksi gubal enzim
sehingga diperolch aktivitas enzim PABA-glukosiltransferase namun hasilnya
belum optimum, maka pada percobaan ini dilakukan optimasi fraksinasi amonium
sulfat sehingga didapatkan enzim PABA-glukosiltransferase dengan aktivitas
terbesar.

Produk glikosida PABA dapat dihasilkan secara in vitro melalui proses
penambahan enzim langsung secara bebas dari luar. Oleh sebab itu,
glukosiltransferase pada kultur sel Solanum laciniatum mempunyai peran penting,
karena Kketerlibatannya scbagai katalisator dalam upaya modifikasi molekul
senyawa PABA menjadi senyawa glikosidanya yang mudah larut dalam air,
sehingga mempunyai nilai tambah pada proses terapeutik.

Tujuan dari penclitian ini untuk mengetahui pada fraksi (NH;),SO,4
keberapakah mampu mengendapkan PABA-glukosiltransferase schingga enzim
ini mempunyai aktivitas paling besar dan mengetahui pada hari keberapakah
sel-sel kultur  Solunum laciniatum menghasilkan PABA-glukosiltransferase

dengan aktivitas terbesar.
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Metode yang digunakan adalah isolasi glukosiltransferase dari kultur
suspensi scl Solanum laciniatum. Isolasi glukosiltransferase dilakukan bertahap.
Pertama dilakukan kultivasi kultur jaringan tanaman, setclah kondisi kultur siap
untuk dipancn, dilakukan pemanenan. Kultur yang telah dipanen dikeringkan
dengan menggunakan corong buchner dan ditimbang beratnya kemudian digerus
halus dengan diberi penambahan PVPP dan buffer tris HCI. Kemudian dilakukan
ckstraksi enzim pada kultur tanaman tersebut dengan melakukan pemecahan sel
melalui proses homogenasi dan sonifikasi sel kultur. Dilanjutkan pengendapan
protein cnzim menggunakan fraksinasi ammonium sulfal. Lalu masing-masing
fraksinasi dilakukan uji aktifitas cnzim gubal. Dengan proscdur yang sama,
dilakukan juga uji akitivitas cnzim pada tiap-tiap usia kultur, dimana usia kultur
yang dipilih dalam penelitian ini adalah hari ke 1, 3, 5,7, 9, 11, 13 dan 15.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa belum diketahui ada/tidaknya enzim
pengkatalisa biotransformasi dalam isolat enzim yang diperoleh dengan cara
ekstraksi gubal enzimatik yang dilanjutkan dengan fraksinasi (NH4),SO4. Akan
tetapi, uji aktivitas fraksi-fraksi enzim yang diinkubasi bersama PABA dan
UDP-glukosa menunjukkan adanya suatu produk baru yang mempunyai sifat
hampir sama dengan enzim Glukosil transferase (Produk P). Optimasi fraksinasi
dengan amonium sulfat didapatkan aktivitas relatif enzim yang paling besar pada
kultur sel usia ke-13 pada fraksi enzim 0-20%.

Disarankan untuk melakukan identifikasi struktur kimia Produk P dengan
NMR dan fraksi enzim yang telah diperoleh perlu dimurnikan lebih lanjut dengan

mengunakan filtrasi gel
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LAPORAN PENELITIAN

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DAFTAR SINGKATAN

= Produk baru hasil biotransformasi dari kultur sel
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= Poly Vinyl Poly Pyrrolidone

= Para Amino Benzoic Acid
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= Murashige and Skoog Medium
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I. PENDAHULUAN

Di dalam tanaman terdapat berbagai bahan alam dengan berbagai struktur
kimia dan aktivitas biologi, bcberapa di antaranya digunakan dalam bidang
kesehatan. Scjak lama ahli kimia sintetik menghadapi tantangan untuk mensintesis
bahan aktif tersebut tetapi seringkali dihadapkan pada kompleksnya struktur dan
banyaknya tahapan reaksi sehingga jarang ditemukan aplikasinya dalam skala
industri seperti yang diharapkan industri farmasi. Maka banyak senyawa aktif
diperoleh dengan mengekstraksi dari tanaman, cara terscbut mempunyai beberapa
keterbatasan yaitu senyawa aktif yang diperoleh dari ckstrak tanaman jumlahnya
sangat kecil, pemisahan scnyawa target cukup sulit & cenderung mahal, kandungan
senyawa target bervariasi tergantung musim dan waktu panen, terkadang tanaman
penghasil hanya tumbuhan pada daerah geografi tertentu (Kutney, 1993).

Untuk mengatasi keterbatasan tersebut penggunaan metoda kultur
jaringan/sel tanaman merupakan salah satu alternatif yahg sangat prospektif.
Keunggulan metode ini antara lain (Kutney, 1993) kondisi pertumbuhan dapat
dikontrol schingga keterulangan hasil lebih terjamin, parameter pertumbuhan
seperti pH. nutricn media. temperatur, cahaya dapat dioptimasi agar dihasilkan
produk metabolit yang lebih tinggi dibanding tanamannya, pemisahan senyawa
target lebih mudah karcna berkurangnya kompleksitas ckstrak, dapat diusahakan
memperolch galur sel dengan tingkat produksi. Scl tanaman mempakaﬁ sumber
enzim, dimana enzim tersebut dapat dimanfaatkan untuk mengkatalisir
rcaksi-reaksi biotransformasi juga untuk mempelajari jalur biosintesis.

Salah satu dari reaksi biotransformasi yang menarik adalah konjugasi
glikosil (glikosilasi/glikosidasi) yang merupake.m reaksi pengikatan gula dengan
suatu senyawa kimia (aglikon) untuk membentuk suatu glikosida atau gliko ester
dengan pertolongan katalisis enzim glukosiltransferase. Reaksi ini oleh kultur sel
tanaman bersifat sclektif dan spesifik, secara kimia sulit dilakukan dan tidak
ditemukan pada mikroorganisme (Dowbrowskiet al., 1992). Juga merupakan
reaksi biotransformasi yang karaktéristik dari kultur sel tanaman dan mempunyai

potensi untuk diaplikasikan dalam industri scbagai biokatalis (Kutney, 1993).
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Jerman dan Jepang telah banyak melakukan penelitian tentang kemampuan
kultur suspensi berbagai tanaman dalam usaha memodifikasi struktur molekul
schingga dipcrolch scnyawa dengan aktivitas terapi dan sifat fisiko kimia yang lebih
baik seperti asam salisilat oleh Umetami et al. (1982), salisil alkohol oleh Mizukami
et al. (1986), asam [enilpropionat oleh Furuya et al., (1988, 1989), senyawa-scnyawa
fenol olch Tabata ct al, (1988), isomer asam hidroksi benzoat oleh 'fanaka ct al.
(1990), salisil alkohol dan asam salisilat olch Dombrowski ct al. (1992), hidrokuinon
oleh Lutterbach et al. (1992,) metabolisme asam benzoat dan fenol oleh Barz ct al.
(1978) Bahkan perusahaan Shiseido, Jepang merencanakan secara komersil produksi
arbutin (glikosida dengan aktivitas antiseptik saluran cema) yang dibuat sccara
biotransformasi dari hidrokuinon (> 90% dalam 7 hari;5,6 g/liter media) dengan
menggunakan kultur scl Cantharanthus roseus.

Dalam bentuk glikosida, senyawa aglikon mengalami perubahan sifat fisiko
kimia, aktifitas farmakokinetik dan farmakodinamiknya sehingga diperolch nilai
tambah farmaseutik baru dibandingkan senyawa awal. Umetami (1986) melaporkan
konversi asam salisilat menjadi o-glikosidanya dengan kultur suspensi sel Mallotus
japonicus. Salisilat dalam bentuk glikosida temyata memberikan efek analgesik lebih
cepat dan lama dibandingkan asam salisilat. Suatu obat antikanker dikembangkan
dari senyawa yang semula sccara klinik tidak berguna (podophyllotoxin) karena
ketidaklarutan & toksisitasnya, dengan dimodifikasi struktur kimianya menjadi
bentuk glikosida (teniposida dan etoposida) sehingga lebih larut dan dapat
ditransport menuju reseptor dengan efek terapi antikanker (Cave, 1986).

Seperti diketahui senyawa golongan asam aminobenzoat dipakai untuk
kosmelika sebagai sunscreen. \etapi mempunyai kerugian karena kelarutanya
dalam air terbatas. Adanya derivat glikosida yang mudah larut dalam air akan
sangat menarik pada bidang industri kosmetika, karena akan memudahkan untuk
diformulasi dalam bentuk krem, lofion dan lainnya. Untuk mengoptimalkan
produktivitas suatu metabolit sekunder tertentu dengan menggunakan sistem kultur
jaringan tanaman, dapat digunakan beberapa pendekatan yaitu seleksi/skrining scl,
elisitasi, optimasi media, amobilisasi sel dan rekayasa genetika (Furuya et al., 1998).

Telah diteliti proses biotransformasi para-amino benzoic acid (PABA) oleh

kultur suspensi scl Solanum mammosum dan Solanum laciniatum menjadi
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glikosidanya yaitu  a-D-glucose-1-p-amino  benzoate. Sedangkan dcngan
penambahan substrat orfo-umino benzoic acid (OABA) pada kultur Solanum
mammosum 1.. dihasilkan senyawa baru yaitu orto amino benzoic acid 7-O-f-D-
(B-D-glucopyranosyl) glucopyranosyl ester dan orto amino benzoic ucid 7-0-f-
D-glucopyranosyl ester. Suatu scnyawa glikosida PABA dan OABA yang mudah
larut dalam air. Biokonversi diatas merupakan reaksi konjugasi glikosil (Syahrani
ct al.. 1999)

Produk biotransformasi ini diakumulasi di dalam sel (kemungkinan di
dalam vakuola). Sedikit sckali yang didapatkan pada media (diluar scl). Hal ini
merupakan kendala untuk pengaplikasian dalam skala yang lebih besar karena
terdapat kesulitan apabila setiap kali isolasi produk glikosidanya, harus dilakukan
dengan mengekstraksi massa sel, padahal massa sel diperlukan untuk mclakukan
biotransformasi. Walaupun demikian ada keterbatasan penggunaan suspensi sel
tanaman maupun kultur fermentor tanaman untuk memproduksi bahan alam, yaitu
ketidakstabilannya selama dilakukan subkultur. Selain itu pada sistem kultur sel
tanaman, nutrien, pH kultur, dan temperatur mempengaruhi produk biomassa
yang dihasilkan (Dougal ct al., 1983; Scragg, 1993).

Keterbatasan kondisi tersebut tentunya tidak diinginkan dalam produksi
suatu bahan tertentu. Untuk itu perlu dicari suatu pemccahannya dengan
menggunakan cnzim yang diisolasi dari kultur sel tanaman. Glikosida PABA
dihasilkan dari dalam sel Solanum laciniatum dengan cara biotransformasi dan
ekstraksi massa sel yang membutuhkan waktu lebih panjang, maka dari penelitian
ini diharapkan dengan pcnambahan enzim secara langsung (invitro) dapat
menghasilkan produk glikosida PABA tanpa melakukan proses biotransformasi.

Maka dari uraian tersebut diatas dapat dirumuskan suatu masalah penelitian
sebagai berikut :

{. Pada fraksi (NH,).SO; berapakah PABA-glukosiltransferase mempunyai
aktivitas paling besar ?
2. Pada hari keberapakah sel-sel kultur Solanum laciniatum menghasilkan

PABA-glukosiltransferase dengan aktivitas terbesar ?
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I1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tinjauan Tentang Biotransformasi

Biotransformasi pada kultur jaringan tanaman adalah suatu teknik yang
menggunakan enzim-enzim dalam sel tanaman untuk mengubah gugus fungsional
dari senyawa kimia yang ditambahkan dari luar. Biotransformasi banyak
digunakan untuk meningkatkan aktivitas biologis suatu scnyawa kimia (Morris
et.al., 1985). Penelitian biotransformasi pada kultur jaringan tanaman dapat
dilakukan dengan kultur kalus, kultur suspensi sel, kultur fermentor, sel-sel
amobil, dan sistem bebas sel (Indrayanto et.al., 1990).

Reaksi biotransformasi yang terjadi pada kultur jaringan tanaman bisa
bervariasi, tetapi reaksi glikosilasi senyawa organik oleh kultur sel tanaman
adalah rcaksi yang paling mecnarik karena biotransformasi ini jarang didapatkan
pada mikroorganisme, tetapi sering terjadi pada kultur sel tanaman. Contohnya
glikosilasi hidrokuinon dengan kultur scl Catharanthus roseus menjadi arbutin
yang akan diproduksi secara komersial (Dombrowski et al., 1992).

Dari Jepang telah dilaporkan pemurnian dan karakterisasi enzim salisil alkohol
glukosiltransferasc dari kultur suspensi sel Gardenia jasminoides (Mizukami et al.,
1985). Dombrowksi et al (1992) telah berhasil mengisolasi dan mengkarakterisasi
enzim yang berperan mengkatalisir reaksi glikosilasi salisil alkohol dan asam
salisilat pada kultur suspensi sel Salix matsudana. Alfermann ct al (1980)
melaporkan kemampuan hidroksilasi kultur sel amobil Digitalis lanata lebih besar
1,5 kali dibandingkan kultur suspensi selnya dengan kelebihan yang lain bahwa
kultur sel amobil dapat bertahan berproduksi lebih dari 60 hari.

Syahrani (1997) telah berhasil memproduksi glikosida dengan substrat
salisilamida menjadi salisilamida-2-O-B-D-glukopiranosa dan salisil alkohol
menjadi salisil alkohol-2-O-B-D-glukopiranosa (salisin) menggunakan kultur
suspensi sel Solanum mammosum (cell line : sm) (Syahrani et al. 1997b). Selain
itu Solanum laciniatum (cell line sl-7) Syahrani et al. (1999a) telah pula berhasil

mengkonversi salisil alkohol menjadi salisil alkohol-7-O-B-D-glukopiranosa;

(isosalisin) dan senyawa baru salisill alkohol-7-O-B-D-(B-1,6-D-glucopiranosil)-

LAPORAN PENELITIAN Studi Optimasi Fraksinasi Amonium Sulfat Retno Widyowati



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

glucopiranosa (Syahrani ct al.. 1999b). Konsentrasi substrat yang ditambahkan
800-1000 mg/l media, konsentrasi ini lebih besar daripada yang pernah dilaporkan
beberapa pencliti lain. Telah pula diteliti kinctika reaksi biotransformasinya,
substrat dikonversi menjadi produk glikosida salisilamida pada hari ke 5 sebesar +
80%, glikosida salisil alkohol pada hari ke 3 sebesar  50%.

Indrayanto et al., telah berhasil mengisolasi 5 metabolit baru yaitu senyawa
glukosida p-amino benzoic acid 7-O-B-D-glucopiranosyl ester (1), N-acetyl p-
aminobenzoic acid 7-O-p-D-glucopyranosyl ester (2), o-aminobenzoic acid 7-0-B-
D-(B-D-1,6-glucopyranosyl) glucopyranosyl ester (3), o-aminobenzoic acid 7-0--
D-glucopyranosyl ester (4) dan N-formyl-p-aminobenzoic acid (5) dengan
menggunakan substrat asam p-amino benzoat (PABA) (6), asam o-amino benzoat
(OABA) (7) dan N-acetyl-p-amino’ benzoic acid (8). Selain itu senyawa 8 juga
dapat diisolasi bila pada kultur diberikan substrat 6. Hasil penelitian ini telah
dilaporkan pada jurnal intcrnasional Phytochemistry (Pergamon Press, UK;
Syahrani et al., 1999). Sedangkan percobaan dengan menggunakan substrat asam
m-amino benzoat tidak menghasilkan metabolit yang cukup berarti.

Syahrani ct.al. tclah berhasil melakukan penelitian  biotransformasi
(glikosilasi atau glikosidasi) sejumlah senyawa dengan menggunakan kultur
suspensi Solanum mammosum dan Solanum laciniatum. Senyawa salisilamida
mengalami biotransformasi menjadi salicylamide 2-O-a-D-glucopyranoside;
salisil alkohol ditransformasi menjadi salicyl alcohol 7-O-a-D-glucopyranoside
(isosalicin); asam p-aminobenzoat menjadi p-aminobenzoic acid 7-0-a-D-
glucopyranosyl ester (produk utama) dan dua produk lain yaitu asam N-asetil p-
aminobenzoat dan asam N-formil p-aminobenzoat; asam o-aminobenzoat menjadi
o-aminobenzoic acid 7-0-a-D-(a-1,6-O-D-glucopyranosyl) glucopyrana-syl ester
dan o-aminobenzoic acid 7-O-a-D-glucopyranosyl ester; serta asam N-asetil-p-
aminobenzoat menjadi N-acetyl p-aminobenzoic acid 7-0-a-D-glucopyranosyl
ester. Hasil penelitian ini menunjukkan kapasitas biotransformasi kedua macam
kultur suspensi sel cukup tinggi (Syahrani et.al.,1999; Syahrani ct.al., 1998;
Syahrani et.al., 19973; Syahrani ;:t.al. 1997b). Kultur Solanum mammosum
ternyata juga dapat melakukan biotransformasi terhadap asam salisilat tetapi

dengan kapasitas yang kecil (Syahrani et al., 1997a).
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2.2. Tinjauan Tentang Enzim

Enzim merupakan katalisator reaksi-spesifik, hampir semua cnzim
merupakan katalisator protein. Pada hakekatnya semua reaksi biokimia dikatalisis
oleh enzim, kebanyakan reaksi biokimia akan berlangsung sangat lambat jika
tidak dikatalisis olch cnzim. Berbeda dengan katalisator nonproiein, sctiap enzim
mengkatalisis scjumlah kecil reaksi dan sering hanya satu reaksi. Scbagai
katalisator, enzim mempercepat reaksi kimia, mengalami perubahan fisik selama
reaksi tetapi berubah kembali pada keadaan secmula setelah selesai reaksi.

Banyak enzim memerlukan molckul organik yang spesifik, stabil terhadap
panas dan mempunyai berat molekul rendah yaitu suatu koenzim yang berikatan
secara kovalen atau nonkovalen dengan cnzim. Jenis-jenis reaksi yang
membutuhkan koenzim mencakup reaksi oksidoreduksi, reaksi pengalihan gugus
serta isomerisasi dan reaksi yang membentuk ikatan kovalen. Reaksi lisis,
termasuk reaksi hidrolisis yang dikatilisis olch enzim, misalnya enzim pencernaan,
tidak memerlukan koenzim (Murray ct al, 1995). Kebanyakan enzim
glukosiltransferase mamalia dan tumbuhan memerlukan ion-ion logam scbagai
kofaktor agar aktivitasnya maksimal (Hasegawa et al., 1997)

Faktor-faktor yang mempengaruhi aklivitas enzim adalah konsentrasi enzim
dan substrat, suhu, pH. adanya inhibitor dan kofaktor atau koenzim. Aktivitas
enzim meningkat bersamaan dengan meningkatnya suhu, kebanyakan kccepatan
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 menurun tajam karena denaturasi (kebanyakan enzim
terinaktivasi pada suhu + 35 - 60°C). Perubahan pHl yang relatif kecil saja dapat
mempengaruhi aktivitas enzim (Murray et al., 1995)

Jumlah enzim yang kecil akan mempersulit pengukuran jumlah suatu enzim.
Akan tetapi. aktivitas Katalisis yang dimiliki suatu enzim memberikan
pemeriksaan yang sensitif dan spesifik untuk pengukuran jumlah enzim itu sendiri,
yaitu dengan mengukur laju reaksi yang dikatalisis oleh anzim dalam sampel.
Dalam kondisi yang tepat. hasil pengukuran laju reaksi harus sebanding dengan

jumlah cnzim yang ada (Murray et al., 1995)
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2.3. Tinjauan Tentang Cara Isolasi Enzim
Metode isolasi dan pcmurnian enzim dapat dilakukan dengan cara :
1. Ekstraksi enzim |
Ekstraksi cnzim adalah pembebasan enzim dari sel atau organel sel.
Ekstraksi dapat dilakukan pertama-tama dengan perusakan dinding atau
membran sel secara mekanik, fisik atau kimia. Untuk mengekstraksi enzim-
enzim ckstrascluler kadang-kadang perlu mengubah media cair untuk
menyempurnakan disosiasi. Dckstruksi mekanik bisa dilakukan dengan
ultrasonik, pemotongan mckanik, tekanan dan penggilingan. Cara dekstruksi
nonmekanik dilakukan dengan desikator atau cara lisis. Enzim dari scl yang
telah didekstruksi dilarutkan dalam suatu pelarut. Umumnya pelarut adalah
suatu dapar yang mengandung bahan-bahan lain untuk meningkatkan
kestabilan cnzim (garam-garam, surfaktan, pengikat logam, ligan dan inhibitor
proteasc). Campuran disentrifuse 100.000 g/menit pada 0-4°C
2. Pemekatan massa enzim dengan cara pengendapan
Teknik pengendapan  ini  menggunakan prinsip mengganggu  atau
menetralisir energi yang menstabilkan protein dalam larutannya. Pengendapan
enzim yang dapat digunakan yaitu fraksinasi dengan amonium sulfat,
penggunaan pelarut organik, NaCl dan garam valensi satu lainnya, denaturasi
dengan panas dan pH ckstrim jika enzim stabil. Kemudian campuran
disentrifuse 100.000 g/menit pada 0-4°C. Endapan dilarutkan kembali dalam
sejumlah kecil dapar yang sesuai. Penghilangan amonium sulfat, jika
diinginkan dapat dilakukan dengan filtrasi gel atau dialisis
3. Pemurnian dengan metode kromatografi
Ada berbagai macam metode yang dapat dipilih antara lain kromatografi
pertukaran ion, filtrasi gel, kromatografi protein pada kolom hidroksiapatit,
kromatografi hidrofobik, kromatografi pada pewarna reaktif terimobilisasi dan
kromatografi afinitas.
4. Pemurnian dengan metode elektroforetik
Metode-metode yang dapat dilakukan antara lain elektroforesis gel satu
dimensi dan clcktroforesis gel poliakrilamid dua dimensional resolusi tinggi

untuk analisis protcin.
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Walaupun demikian, semua metode ini relatif tidak selektif karcna tidak
dapat memisahkan protein dari yang lainnya, kecuali bila metode-metode tersebut
digabungkan. Pcmisahan protein lebih mudah dilakukan dengan kromatografi
afinitas yang memakai ligan terimobilisasi (biasanya substrat atau derivat
koenzim yang secara kovalen melekat pada penyangga seperti sephadex) yang
mengadakan intcraksi sccara spesifik dengan enzim yang ingin dimurnikan
(Murray ct al.. 1995)

2.4. Tinjauan Tentang Pengendapan Enzim
Enzim untuk tujuan preparatif dapat diendapkan dengan membuat suatu
gangguan terhadap pelarut berkaitan dengan pH, kekuatan ion dan suhu untuk
mengganggu atau menctralisir energi yang menstabilkan protein dalam larutannya.
Teknik pengendapan dipakai scbagai langkah awal untuk memekatkan protein
menuju langkah berikutnya yaitu kromatografi. Teknik ini dilakukan dengan
penambahan berbagai konsentrasi garam-garam tertentu atau pelarut organik yang
tercampurkan.
Cara pengandapan enzim yang dapat dilakukan adalah :
1. Fraksinasi dengan amonium sulfat, merupakan pengendap yang paling banyak
dipakai untuk salting out enzim dan protein ‘
2. Penggunaan pelarut organik
Pelarut organik menycbabkan pengendapan protein  dengan mengubah
kelarutan protein dalam air. Pelarut organik yang dipakai adalah aseton, ctanol,
metanol atau butanol. Semuanya dapat campur dengan air, tetapi menghasilkan
panas yang bcrmakna pada larutan, juga mempunyai kecenderungan
mendenaturasi protcin khususnya pada suhu di atas 0°C
3. Penggunaan NaCl dan garam-garam valensi satu lainnya
Dahulu digunakan scbagai pengendap dan pelarut beberapa protein tapi
penggunaannya terbatas karcna kurangnya kekuatan ion larutan NaCl jenuh
dibandingkan dengan amonium sulfat. Garam ini. dapat digunakan untuk
fraksinasi fibrinogen, epidermin, miosin, tropomiosin dan kolagen
4. Denturasi dengan panas dan pH sebagai tambahan metode dalam pemurnian

enzim
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Teknik pengendapan dengan [raksinasi amonium sulfat paling banyak dipakai saat

ini karena mempunyai beberapa keuntungan :

1. Amonium sulfat mempunyai molaritas yang cukup tinggi pada saat penjenuhan
sehingga dapat mengendapkan sebagian besar protein

2. Tidak mengeluarkan banyak panas larutan, panas yang timbul dapat scgera
hilang

3. Sekalipun larutan jenuhnya (4,04 M pada 20°C) mempunyai berat jenis 1,235
g/cm, tidak mengganggu sedimentasi protcin-protein yang terendapkan dengan
sentrifugasi

4. Larutan jenuhnya mencegah atau membatasi pertumbuhan sebagian besar
bakteri

5. Dalam larutan amonium sulfat protein terlindungi terhadap denaturasi

Selain itu penggunaan amonium sulfal mempunyai keterbatasan yaitu :

1. Fraksinasi yang bagus ketika konsentrasi ditingkatkan untuk mendapatkan
fraksi berikutnya

2. Pemurnian yang dicapai biasanya 2-5 kali dari fraksi sebelumnya.

3. Jika konscntrasi amonium sulfat yang digunakan untuk ekstraksi jaringan
mencapai 25 % scringkali menghasilkan endapan yang mengandung partikel
tertentu seperti ribosom, fragmen membran, protein besar dan protein yang
terdenaturasi.

Fraksinasi dilakukan terhadap ekstrak kasar yang mengandung 5-30 mg/ml
protein. Kadar protein yang tinggi akan mendukung stabilitas protein dengan
meminimalkan dcnaturasi. Fraksinasi dilakukan dengan menambahkan amonium
sulfat dengan pengadukan yang konstan pada suhu 0°C dan jika perlu dilakukan
penyesuaian pll menggunakan NH,OH | N. Sctelah seluruh garam ditambahkan,
pengadukan dilanjutkan 15-30 menit untuk memberi kesetimbangan antara pelarut
dan protein. Kemudian campuran disentrifuse 100.000 g/menit pada 0-4°C.
Endapan dilarutkan kembali dalam sejumlah kecil dapar yang sesuai.

Penghilangan amonium sulfat dapat dilakukan dengan filtrasi gel atau
dialisis, endapan dipindahkan sccara kuantitatif dan didialisis pada 0-4°C dengan
beberapa kali penggantian larutan dapar yang sama sambil diaduk terus. Setelah

dialisis selesai, isi kantung dialisis dipindahkan dan ditambahkan dapar sampai
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volume tertentu kemudian ditakukan analisa kandungan protein dan aktivitasnya

(Englard et al., 1990)

2.5. Tinjauan Terhadap Beberapa Penelitian Isolasi Glukosiltransferase

Penelitian  mengcnai  isolasi, pemurniaan dan  karakterisasi
glukosiltransferase tclah banyak dilakukan antara lain Li ct.al. (1997) meneliti
enzim UDP-glucose: 4-hydroxybenzoate yang dapat mengubah 4-hidroksibenzoat
menjadi glikosidanya yaitu shikonin. Isolasi dan pemurnian enzim ini dari kultur
sel Lithospermum erythrorhizon dilakukan pada suhu 4-8 °C dengan cara: kultur
suspensi yang tclah dipindahkan ke media baru (25 - 35 jam) disaring, dicampur
dengan bufer K-Pi (0,1 M, pH 6,5) mengandung 20 mM DTT, 40 mM PMSF’, dan
PVPP 10%, dihaluskan pada mortir dilanjutkan dengan Branson sonifier, lalu
disentrifugasi 17.000 g selama 20 menit. Ekstrak enzim ditambah larutan
protamin sulfat 2% dalam 0,5 M buffer K-Pi pH 6,5 (1 ml larutan/200 mg
protein), diaduk 10 menit lalu disentrifugasi 17.000 g, 20 menit. Ditambahkan
padatan (NH4):SO, pada supernatan sambil terus-menerus diaduk, pH larutan
ekstrak dipertahankan 6.5 dengan menambahkan 5 M NH; selama proscs
pengendapan. Endapan pada fraksi 33 - 55% dikumpulkan dengan sentrifugasi
17.000g selama 20 menit. Pemurnian lebih lanjut menggunakan kromatografi
kolom dengan DEAE Scphacel, Superdex 200, hidroksiapatit, HiTrap blue, Mono
P dan Mono Q. Diperoleh enzim berupa monomer 51 kDa dengan SDS-PAGE
dan aktivitas spesifik meningkat 27.300 kali daripada ekstrak kasar. Enzim diuji
dengan mencampurkan 4-hidroksibenzoat, UDP-glukosa, BSA, dan fraksi enzim;
pH 7,6; diinkubasi 37 °C selama 60 menit; reaksi dihentikan dengan larutan TCA.
Produk diukur secara kuantitatif dengan HPLC, scbagai internal standar
ditambahkan asam dihidroksibenzoat. Untuk menguji enzim sccara cepat
digunakan UDP-glukosa radioaktif.

Pada pemurnian parsial dan karakterisasi salisil alkohol glukosiltransferase
dari kultur sel Gardenia jasminoides, ekstraksi enzim dilakukan dengan
menggunakan buffer Tris HCI pH 7.5 yang ditambahkan PVPP lalu dihomogenize
setelah itu disentrifugasi. Kemudian ekstrak kasar ini dimurnikan dengan cara

penambahan amonium sulfat, kromatografi dan gel filtrasi. Penentuan protein
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digunakan mctode Bradford dengan BSA scbagai standar. Pencntuan aktivitas
enzim digunakan 7LC dan radioaktif. Hasilnya didapatkan aktivitas 110 kali lebih
besar daripada ckstrak kasarnya dan berat molckul protein yang didapat dari gel
filtrasi sebesar $1000. 1inzim salisil alkohol glukosiltransferase ini menunjukkan
pH optimumnya antara 9.0 - 9,5 dan penghambatan aktivitas enzim dilakukan
oleh gugus sulfhidril dan beberapa kation divalen (Mizukami et al., 1985).
Hasegawa ¢t al (1997) meneliti pemurnian enzim Limonoid
glucosyltransferase dari jaringan albedo jeruk navel dengan cara jaringan albedo
dihomogenkan dengan bufer Tris—HCI pH 8, DTT, 2-merkaptoctanol, larutan
PMSF dalam DMSQ. KCI dan PVP, dengan kecepatan rendah-sedang selama 4
menit. Kemudian disentrifugasi 8.000g, 20 menit. Supernatan ditambahkan
(N114);804 sampai 40%. diaduk 1 jam pada suhu 0°C, cndapan dipisahkan dengan
sentrifugasi pada 20.000g, 30 menit. Supernatan dijenuhkan sampai 80% dengan
(NH4);SO4, diaduk 1 jam pada 0°C dan endapan diambil dengan sentrifugasi.
Endapan dilarutkan kembali dan dihilangkan garamnya dengan kolom filtrasi gel
PD-10. Pemurnian selanjutnya menggunakan kromatografi afinitas UDP-asam
glukoronat dan HPLC pertukaran ion DEAE pada pH 7,0 dan 8,0. Prosedur ini
menghasilkan peningkatan pemurnian enzim 452 kali lipat. Dengan SDS-PAGE
diketahui berat molekul cnzim 56-58k. Enzim menunjukkan aktivitas optimum
pada pH 8,0. dan ion Mn?" dapat menstimulasi aktivitas enzim 66% lebih besar
daripada aktivitas yang diteliti dengan EDTA. Pengujian aktivitas enzim
dilakukan dengan mencampur fraksi enzim dengan UDP-glukosa, Mn?* dan "C-
nomilin (substrat) pada pH 7,0-8,0. Diinkubasi pada 34°C sclama 15 atau 30
menit, reaksi dihentikan dengan HCI I1M. Glukosida nomilin diidentifikasi dengan

KLT dan diukur radioaktivitasnya.
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2.6. Tinjauan Tentang Solanum laciniatum
a. Klasifikasi tanaman (Tjitrosoepomo, 1988)
- Divisi : Spermatophyta
- Sub divisi : Angiospermae
- Kelas : Dicotyledonae
- Sub Kelas : Sympetalac

- Bangsa : Tubiflorac (Solanales)

- Suku : Solanaccac
-Marga : Solanum
- Jenis : Solanum laciniatum

b. Habitat dan Deskripsi Tanaman
- Habitat:
Daerah dari ujung utara New Zealand menuju utara sejauh Adclaide
- Deskripsi
Tinggi tanaman 1-3 m dengan batang berwarna merah, daun hijau dan bunga
biru gelap/ungu. Diamcter berukuran hingga 5 cm, pollen 32-42 pm,
sedangkan buah 25x30 mm dan kuning pucat
¢. Kandungan Kimia dan Kegunaan Tanaman
Kandungan kimia yang terpénting dalam Solanum laciniatum adalah
glikoalkaloid solasodin yang mempunyai nilai farmaseutikal tinggi sebagai
bahan awal untuk sintesa kortikosteroid dan scnyawa kontrasepsi (Conner et al.,
1987). Glikoalkaloid yang paling banyak ditemukan adalah solamargin dan
solasodin yang terdistribusi dalam buah, daun dan akarnya (Macek et al., 1989).
Terdapat juga kandungan kolesterol, kampeserol, stigmasterol, sitosterol,

isofucosterol dan diosgenin pada tanaman ini (Indrayanto et al., 1983)

2.7. Tinjauan Tentang Mctode Analisis PABA dan PABA-glukosida dengan
Densitometri

Panjaitan et al. (2000) telah mengembangkan cara yang cepat dan mudah
untuk pengujian asam p-aminobenzoat dan B-D-glukosa-1-p-aminobenzoat dalam
kultur suspensi sel tanaman dengan densitometri. Metode yang diteliti ini terbukti

selektif, presisi dan akurat schingga dapat digunakan untuk analisis sccara rutin.
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Medium dilakukan dengan cara mengencerkan 0,5 ml medium dengan
metanol 0,5 ml lalu ditotolkan 2 pl pada pelat KLT. Sampel medium dan ekstrak
sel dalam metanol yang tclah ditotolkan pada pelat KLT dielusi dengan campuran
cluen etil asetat : metanol : air=77: 13 : 10.

Kemurnian dan identifikasi noda analit ditentukan dengan mengukur
absorban-reflektan noda pada 270-370 nm dibandingkan terhadap standar.
Pengujian sccara kuantitatil dilakukan dengan mengukur absorbansi-reflektan
noda pada 272 nm. Kondisi pengukuran dengan densitometri Shimadzu CS-930 A
ganda adalah Icbar cclah 2, tinggi celah 4, lincar scanning, sensitivitas deteksi

sedang/medium.
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1 TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

Penclitian ini bertujuan untuk mengetahui pada fraksi (NH4)2SO4
keberapakah mampu mengendapkan PABA-glukosiltransferase sehingga enzim
ini mempunyai aktivitas paling besar dan mengetahui pada hari keberapakah sel-
sel kultur Solanum laciniatum menghasilkan PABA-glukosiltransferase dengan
aktivitas terbesar.

Dengan diketahuinya fraksi enzim hasil pengendapan dengan amonium
sulfat yang aktivitasnya oplimum ini dapat dilakukan pemurnian lebih lanjut
sehingga diperoleh PABA-glukosiltransferase murni. PABA-glukosiltransferase
yang diperoleh dengan fraksinasi ini juga dapat digunakan untuk biotransformasi
PABA secara in vitro tanpa memerlukan peran dari sel-sel kultur Solanum
laciniatum lagi walaupun aktivitasnya belum terlalu besar sehingga

biotranformasi berjalan lebih efisien tanpa pengaruh variasi biologis kultur.
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IV. METODE PENELITIAN

4.1. Bahan
4.1.1. Bahan Tanaman

Kultur suspensi sel Solanum laciniatum (kode SL4) berasal dari kultur kalus
Solanum laciniatum Laboratorium' Bioteknologi Farmasi, Bagian Ilmu Bahan

Alam Fakultas Farmasi Universitas Airlangga.

4.1.2. Bahan-bahan untuk Membuat Media Kultur

Bahan-bahan dan stok larutan untuk media dasar digunakan Murashige
Skoog yang dimodifikasi dengan penambahan hormon Kinetin 2 ppm dan NAA
0,5 ppm, di mana bahan-bahannya berasal dari E. Merck dan Sigma dengan
derajat kemurnian pro analisa. Penyesuaian pH menggunakan HCl dan NaOH
encer, berasal dari HCI pekat dan NaOH padat derajat pro analisa. Pelarut media

adalah aquades teknis dan tutup media menggunakan alumunium foil.

4.1.3. Bahan-bahan untuk Ekstraksi dan Uji Aktivitas Enzim
1. Polyvinylpolypirolidone (PVPP), UDP-glukosa, Para Amino Benzoic Acid
(PABA). Sigma dengan derajat kemurnian pro analisa
2. Bahan untuk buffer adalah Trizma Hydrochloride, Sigma dengan derajat
kemurnian pro analisa.

Standar a-D-glukosa-1-p-aminobenzoat (PABA-glikosida) diperoleh dari

[z

isolasi sel Solamum mammosum L hasil biotransformasi dan telah
diclusidasi strukturnya.
4. Metanol, Etil asetat, dan Aseton, Riedel de Hatn dengan derajat
kemurnian pro analisa
Amonium Sulfat. Riedel de Haen dengan derajat kemurnian pro analisa
HCI derajat kemurnian pro analisa

Pelat kromatografi lapis tipis Kieselgel 60 Fas4 0,2 mm (Merck)

® N oW

Kertas saring, tabung efendof
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4.2, Alat
1. Alat-alat gelas dan logam
. Neraca analitik Sartorius L 4205

2

3. pH meter Fisher Accument model 230 A

4. 25 L American Portable Autoclave WAY Co. Inc.
5

. Laminar Air Flow Cabinet (LAFC) Bassaire, model S-4 nomor scrial S

4645.

6. Rotary Shaker (4100 rpm) dengan disinari 2 buah lampu TL 40 Watt (+

2000 lux)
7. Mikropipet dan kapiler 2 pl
8. TLC Scanner Shimadzu model CS 930
9. Centrifuge
10. Mortir dan Stamper
11. Hair Dryer

12. Vortex Thermolyne (subsidiary of Syborn), Type 16700 mixer

13. Waterbath shaker

14. Corong Buchner

15. Magnetic stirrer & hot plate

16. Sonifier, Refrigerated Centrifuge
17. Lampu UV 254 nm

4.3. Mctode Penclitian

4.3.1. Pembuatan Media Kultur Sel Solanum lacinatum,

Media kultur adalah Media Murashige-Skoog (Wetter, 1982) yang dimodifikasi

dengan penambahan hormon pertumbuhan kinetin 2 ppm dan NAA 0,5 ppm.

Cara pembuatan 1 liter media kultur Solanum laciniatum:

1. Diambil 10 ml volume tertentu larutan stok media MS sesuai dengan

komposisi media MS masukkan dalam gelas piala 1 Liter. Ditambahkan 20 ml

larutan hormon kinetin (kadar larutan stok 1 mg/ 10 ml) dan 10 ml larutan

NAA (kadar stok 0,5 mg/10 ml) sehingga diperoleh kadar kinetin pada media

sebesar 2 ppm dan NAA scbesar 0,5 ppm.

LAPORAN PENELITIAN Studi Optimasi Fraksinasi Amonium Sulfat

16

Retno Widyowati



2

)

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Ditambahkan bahan-bahan padat yaitu 1 g kascin, 100 mg mio-inositol inaktif,
dan 30 g sukrosa, diaduk sampai larut. Ditambahkan akuades sampai

volumenya mendekati 1 Liter (£ 950 ml).

. Dicek pH-nya. mula-mula dengan kertas indikator pH universal, kemudian

dengan pll meter. Media diatur pada pll 5.6 -5,7 dengan penambahan HCI
0,IN atau NaOl1 0,1 N sampai tcrcapai pH tersebut.
Dipindahkan ke gelas ukur, ditambahkan akuades sampai tepat 1 liter, diaduk

homogen, kemudian disaring.

. Media dibagi-bagi ke dalam erlenmeyer, masing-masing 50 ml (diperoleh 20

buah media), lalu ditutup dengan alumunium foil.
Media disterilisasi dcngan cara pemanasan basah menggunakan autoklaf

dengan suhu sterilisasi 121 °C selama 25 menit

4.3.2. Kultivasi Kultur Suspensi Solanum lacinatum.

Kultur suspensi ini dibuat dengan memindahkan kurang lebih 5 gram scl

kalus dari media padat ke media cair dalam crlenmeyer. Kultur ditempatkan pada

ruang kultur dan diagitasi pada shaker dengan kecepatan + 100 rpm. Subkultur

dilakukan setiap 7 hari sekali.

Kultivasi kultur suspensi dilakukan di dalam LAFC dengan cara:

1.

LAFC dibersihkan dengan akohol 70%. Peralatan-peralatan yang akan dipakai
dan media steril discmprot dengan alkohol 70% dan dimasukkan ke dalam
LAFC. Aliran udara dan lampu UV dinyalakan selama 20 menit.

Lampu UV dimatikan, dinyalakan lampu TL. Bagian luar wadah kultur yang
akan dikultivasi (crlenmeyer) disemprot dengan alkohol 70% dan dimasukkan
dalam LAFC. Tutup ;Nadah dibuka dengan pinset dan mulut wadah disterilkan
dengan dipanasi pada pembakar spiritus.

Kira-kira 10 gram kultur dipindahkan ke media baru dengan scndok steril
(dengan dipanasi schelumnya pada pembakar spiritus).

Mulut wadah disterilkan kembali dengan dipanasi dan ditutup dengan
alumunium foil yang telah disterilkan dengan pembakar spiritus. Bagian mulut
wadah yang ditutup alumunium foil disterilkan lagi dengan dipanasi pada

pembakar spiritus.

17

LAPORAN PENELITIAN Studi Optimasi Fraksinasi Amonium Sulfat Retno Widyowati



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

4.3.3. Metode Ekstraksi Enzim dengan Menggunakan Pengendap Amonium

Sulfat pada Berbagai Konsentrasi

Pada metode ini ckstrasi dilakukan sccara nonsteril dan suhu sclama

pengerjaan dijaga pada 0 - 4°C dengan bantuan nitrogen cair/dry ice; dilakukan di

Laboratorium Biotcknologi Farmasi FFUA. Langkah-langkah ekstraksi:

1.

Kultur suspensi scl Solanum laciniatum (+ 3 erlenmeyer kultur hari ke 1, 3, 5,
7,9, 11, 13 dan 15) disaring dengan corong Buchner, lalu ditimbang sebanyak
50 gram.

. Sel-sel kultur dibekukan kemudi.an digerus dengan mortir dan stamper sampai

diperolch scrbuk kultur yang halus, kemudian segera dicampurkan PVPP 10 %
(5 gram) untuk menjaga stabilitas enzim dengan cara menghilangkan

komponen fenolik.

. Ditambahkan Buffer Tris HCI pH 6 (hasil optimasi olch Putra, 2000) 1,5 kali

berat sel (75 ml), diaduk sampai homogen. Buffer Tris yang digunakan
mengandung PMSF 0,1 mM dan Gliserol 2,5 %.

. Disentrifugasi + 3500 rpm sclama 1 jam. Supcrnatan diambil sebanyak 50 g

kemudian ditambahkan dengan Ammonium sulfat 20 % dari berat
supernatannya (10 g) sedikit demi sedikit sambil diaduk dengan menggunakan
stirer (Kondisi tetap dingin). Sisa supernatan yang tidak ditambah dengan

Amonium sulfat disebut sebagai enzim gubal.

. Hasil dari penambahan supernatan tersebut (1) disentrifuse kembali £ 3500

rpm sclama 1 jam . Pisahkan supcrnatan dari endapannya dan timbang berat
supernatan yang didapatkan dari sentrifuse tersebut, lalu tambahkan Amoniu:n
sulfat 30 % dari berat supernatannya sedikit demi sedikit sambil diaduk dengan
stirer. Lakukan sentrifuse kembali + 3500 rpm selama 1 jam.

Ulangi prosedur diatas (5) untuk penambahan amonium sulfat 40 %, 50 % dan
60 %

. Setelah sclesai semua hingga fraksi amonium sulfat 60 %, masing-masing

endapan dari tiap-tiap fraksi enzim (0-60%) dilarutkan kembali dengan 1 ml
buffer. Dinamakan scbagai fraksi enzim 0-20%, 20-30%, 30-40%, 40-50% dan
50-60%

18
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4.3.4. Pengujian aktivitas enzim hasil ekstraksi

1. Ekstrak enzim gubal dan fraksi enzim dari 0-20%, 20-30%, 30-40%, 40-50%
dan 50-60% masing-masing diambil scbanyak 180 pl, ditambahkan 60 ul 7,3
mM PABA kemudian ditambah 60 pl 7,3 mM UDP-Glukosa dan 340 pl Buffer
tris HCI, dihomogcnkan dengan vortex dan diinkubasi pada suhu 30°C selama
2 jam pada waterbath shaker.

2. Reaksi dihentikan dengan pemberian 360 pl aseton, dihomogenkan dengan
vortex.

3. Diambil 4 pl larutannya, ditotolkan pada lempeng KLT. Sebagai standar
ditotolkan larutan PABA-glikosida dalam buffer sebanyak 4 pl pada lempeng
yang sama. Scbagai pembanding digunakan 180 pl buffer tris yang
ditambahkan 60 pl 7.3 mM PABA dan 60 pl 7,3 mM UDP-glukosa dengan
perlakuan seperti pada langkah 1 dan 2.

4. Dieluasi dengan eluen Etil Asetat : Metanol : Air = 77 : 13 : 10. Noda dilihat
dibawah Lampu UV 254 nm. Nilai Ry dan spektra noda produk hasil uji
aktivitas dibandingkan dengan standar PABA-glikosida.

(Dombrowski dan Alfermann, 1992, yang dimodifikasi)
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V. HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1. Optimasi Enzim

Masing-masing fraksi enzim dari 0-60% diinkubasi bersama substrat PABA,
UDP-Glukosa dan Buffer tris HCIl. Kemudian hasilnya dianalisis dengan KLT.
Sebagai kontrol dilakukan berbagai perlakuan yaitu Blanko (PABA + UDP
Glukosa + Larutan dapar tris), PABA, dan UDP-glukosa. Sebagai standar
digunakan PABA-Glukosida hasil biotransformasi.

Dalam penclitian ini jumlah ckstrak kasar atau fraksi enzim yang
ditambahkan scbanyak 180 pl, jumlah substrat PABA 60 pl dengan konsentrasi
7.3 mM dan jumlah UDP-glukosa sebanyak 60 ul dengan konsentrasi 7,3 mM.

O O0OO0O000 0000000000 |raBAa

o PABA-glukosida
Q0000 00000 Produk P

23456 7 %89 10 WIZITIMMIST T 1819

Gambar 1. Analisis KL'T dari uji aktivitas enzim hasil fraksinasi dengan
kontrolnya. Pemisahan dengan KLT menggunakan fasa diam Silika
Gel 60 IFas4. fasa gerak campuran elil asetat : metanol : air=77: 13 :
10. penampak noda menggunakan sinar UV

Keterangan tiap lajur cluasi :

1. PABA 6. Fraksi 0-20% |1 11. Fraksi 20-30% 1| 16. Fraksi 40-50% 1
2.UDP 7. Fraksi 0-20% 111 12. Fraksi 30-40% | 17. Fraksi 40-50% M|
3. Blanko 8. Fraksi 20-30%1 13. Fraksi 30-40% 11 18. Fraksi 50-60%1
4, Ekstrak ¢nzim gubal 9. PABA glukosida 14. Fraksi 30-40% ll1 19. Fraksi 50-60% It
5. Fraksi 0-20% | 10. Fraksi 20-30% 11 IS. Fraksi 40-50% |
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Pada hasil inkubasi [raksi enzim dari 0-40% dengan PABA dan UDP-
glukosa (gambar 1) didapatkan bahwa fraksi enzim menghasilkan 2 noda yaitu
Produk P (produk baru hasil biotransformasi) dan PABA yang belum
tertransformasi. Sedangkan hasil inkubasi ekstrak enzim gubal dengan PABA
dan UDP-Glukosa juga menghasilkan 2 noda yaﬁg sama. Hal ini terjadi karcna
Produk P tersebut bisa berasal dari transformasi PABA bersama UDP-Glukosida
dan transformasi PABA-Glukosida. Tetapi pada fraksi enzim 40-50 % dan 50-
69 % diperolch hasil satu noda karcna pada fraksi terscbut sudah tidak terjadi
proses biotransformasi schingga noda yang tampak adalah sisa PABA yang

belum tertransformasi.

Tabel 1. Hasil penghitungan jarak noda dan harga Rf pada optimasi antara %
penjenuhan ekstrak kasar enzim dengan amonium sulfat terhadap luas
areca noda produk P dan aktivitas relatifnya yang dianalisis dengan
KLT-densitometer pada A 272 nm. Lempeng KLT yang digunakan
dengan fasa diam Silika Gel 60 Fas4 dan fasa gerak ctil asetat :
metanol ; air=77: 13: 10.

Senyawa ' Replikasi | Replikasi 1 Replikasi 111
Berat = 50.005 g Berat = 50.008 g Berat =50.001 g

Jarak | Rf Jarak Rf Jarak Rf

Noda noda noda
PABA - - - - - -
ubp - - - - - -
Blanko - - - - - -
PABA glukosida 383 0.479 - - - -

Ekstrak kasar enzim 349 0.436 34.5 0.431 34,7 0.434

Fraksi enzim 0-20% 34.4 0.430 34.6 0.432 344 0.430

Fraksi enzim 20-30% | 34.3 0.429 34.5 0.431 34.6 0.432

Fraksi enzim 30-40% | 34.7 T0.434 34.6 0.432 34.7 0.434

Fraksi enzim 40-50% - - - - - -

Fraksi enzim 50-60% - - - - - -

¥*Rf= Jarak noda

Jarak tempuh cluen
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Dengan  menggunakan mctode kromatografi lapis tipis (ctil asctat :
metanol : air = 77 : 13: 10), senyawa-senyawa hasil inkubasi bisa terpisahkan
dengan baik, tidak saling tumpang tindih dan Rf noda-noda yang ada terletak
dalam kisaran 0,429 - 0,436 (tabel 1) scdangkan Rf standar PABA-glukosida
adalah 0.479. Harga Rf Produk P lebih kecil dari Rf PABA-Glukosida yang
berarti Produk P lebih polar daripada PABA-Glukosida, reaksi biotransformasi
PABA-Glukosida menjadi Produk P mungkin mcrupakan suatu rcaksi
penempelan gugus yang bersifat polar.

Kromatogram antara Produk P dengan PABA-Glukosida pada A 200-400
nm memperlihatkan profil dan A maks yang sedikit berbeda. Jadi Produk P tidak
identik dengan PABA-Glukosida hasil biotransformasi tapi Produk P mungkin
suatu senyawa glukosida dari PABA karena produk ini terbentuk bila ada PABA,

fraksi enzim dan UPD-Glukosa diinkubasi bersama-sama

{
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Gambar 2. Kromatogram dari ;: PABA-glukosida, Produk P dan PABA, diukur
dengan densitometer pada A 200-400 nm. Pemisahan noda
menggunakan KLT dengan fasa diam Silika Gel 60 Fas4 dan fasa
gerak etil asetat : metanol : air=77:13: 10

Keterangan : '

1. Kromatogram PABA-Glukosida
2. Kromatogram Produk P
3. Kromatogram PABA
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Tabel 2. [lasil optimasi antara % penjenuhan ckstrak kasar cnzim dengan
amonium sulfat terhadap luas arca noda produk P dan aktivitas
relatifnya yang dianalisis dengan KL'T-densitometri pada A 272 nm.
Lempeng KLT menggunakan fasa diam Silika Gel 60 F,s4 dan fasa
gerak etil asctat : metanol : air=77:13: 10

Fraksi Replikasi I Replikasi IT Replikasi 11
Enzim Berat=50.005 g Berat = 50.008 g Berat = 50.001 g

Luas | Aktivitas | Luas | Aktivitas | Luas | Aktivitas

Area Relatif Area Relatif Area Relatif

Ekstrak kasar cnzim | 3614.2 | 72.2833 | 5518.8 | 110.3742 | 4472.9 | 89.4562

Fraksi enzim 0-20% | 3799.6 | 75.9912 | 4267.7 | 85.3526 { 4002.6 | 80.0504

Fraksi enzim 20-30% | 2859.2 | 57.1834 | 3288.8 | 67.7749 | 3052.3 | 61.0048

Fraksi enzim 30-40% | 3508.9 | 70.1773 | 2312.0 | 46.2393 | 3418.7 | 68.3726

Fraksi enzim 40-50% - - - - © . -

Fraksi enzim 50-60% - - - . - .

*Aktivitas Relatif =  Luas Area
Berat kultur (g)

20 (e

00
80 | .

b —&— Series1
6 | —s— Series2
' —&— Series3
a0

20

0

Aktivitas relatif (luas area noda
“Produk” tiap gram berat basah sel)

okslrak 0-20%  20-30% 30-40%  40-50%
kasar

Fraksienzim (% penjenuhan enzim
dengan amonium sulfat)

Gambar 3. Tiap-tiap fraksi enzim diinkubasi bersama PABA dan UDP-glukosa.
Hasilnya dipisahkan dengan KLT dan noda Produk P yang terbentuk
diukur luas arcanya dengan densitometer

Dari tabel 2 dapat disimpulkan bahwa aktivitas terbesar terjadi pada fraksi

enzim 0-20%. Perhitungan aktivitas relatif enzim pada penelitian ini berdasarkan

luas area noda Produk P dan berat basah sel kultur yang terckstraksi. Digunakan
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luas area noda karena senyawa Produk P belum diidentifikasi sehingga tidak ada
zat standar yang bisa dibuat kurva bakunya. Didasarkan pada berat basah sel
kultur karena pada saat ckstraksi kasar enzim (penggerusan) ditambahkan
sejumlah PVPP schingga berat kering sel kultur yang terekstraksi tidak bisa
diketahui secara pasti.

Akitivitas relatif ekstrak enzim gubal hasilnya lebih besar dibandingkan
yang telah difraksinasi dengan amonium sulfat karena pada ekstrak enzim gubal
mengandung banyak sckali jenis enzim di dalamnya, bukan hanya satu protein

sehingga aktivitasnya besar.

5.2.0ptimasi Usia Kultur

Pada uji optimasi usia kultur, hasil eluasi KLT dari tiap-tiap titik
menghasilkan 2 noda yaitu Produk P dan PABA yang belum tertransformasi. Rf
dan spektranya masing-masing sama scperti pengujian awal (optimasi fraksi %
penjenuhan). Produk P muncul pada semua usia kultur yang diuji.

Tabel 3. Hasil optimasi antara usia kultur (pada fraksi 0-20 %) terhadap luas area
noda produk P hasil inkubasi dan aktivitas relatifnya yang dianalisis
dengan KLT-densitometri pada A 272 nm. Lempeng KLT menggunakan
fasa diam Silika Gel 60 Fas4 dan fasa gerak etil asetat : metanol : air =

77:13:10
Usia Replikasi 1 Replikasi 11

Kultur Berat Luas Akdtivitas Berat Luas Aktivitas
(bari ke..) | Kultur Area Relatif Kultur Area Relatif
1 50.6860 5914 11.6679 | '50.1950 902.6 17.9819

3 50.3266 911.2 18.1057 50.4803 1227.6 24.3184

7 50.1885 1114.8 22.2123 50.1989 1027.7 20.4726

9 50.0026 845.9 169171 50.0560 986.6 19.7100

11 50.0232 1119.3 22.3756 50.0502 1661.3 33.1927

13 50.1641 1832.8 36.5361 50.0984 1849.8 36.9233

15 50.1606 1669.4 .33.281 ! 50.1746 2125.0 42.3521
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Gambar 4. Sel-sel kultur yang telah dipindahkan ke media baru, setelah 1, 3, 5, 7,
9, 11, 13 dan 15 hari diambil enzimnya pada fraksi 0-20% kemudian
diinkubasi bersama PABA dan UDP-glukosa. Luas area noda produk
P pada lempeng KLT diukur dengan densitometer dan dipakai untuk
menghitung aktivitas relatif

Dari tabel 3 dan gambar 4 diperoleh hasil bahwa kultur usia ke 13 pada
fraksi enzim 0-20% memberikan aktivitas tertinggi. Hal ini terjadi karena pada
kultur yang terlalu muda produksi enzim oleh sel-sel kultur belum terlalu banyak.
Usia sel kultur yang masih muda mengalami fase adaptasi sehingga sel kultur
masih menyesuaikan dengan media pertumbuhannya yang baru walaupun dengan
komposisi media yang sama. Pada tahap ini reaksi biologis di dalam sel kultur
belum terlalu banyak dan sintesa enzim pun belum banyak dihasilkan, schingga
aktivitas enzim masih rendah.

Dari grafik diatas terlihat bahwa aktivitas relatif enzim pada hari ke-9
sampai hari ke-15 relatif lebih tinggi daripada aktivitas enzim minggu pertama
(hari ke-1 sampai hari ke-7). Hal ini menunjukkan kemungkinan kultur suspensi
sel Solanum lacinitum pada usia yang masih muda membutuhkan fase adaptasi
yang lebih lama sehingga aktivitas enzimnya belum terlalu tinggi. Memasuki hari
ke-9, terjadi peningkatan aktivitas enzim, hal ini dikarenakan kultur sel telah
memasuki fase pertumbuhan dimapa kebutuhan energi lebih banyak daripada
fase sebelumnya. Proses pembentukan energi ini tentu saja melibatkan banyak
enzim untuk mengkatalisis reaksi kimia dalam sel tanaman untuk

pertumbuhannya. Pada hari ke-13 dicapai aktivitas enzim tertinggi dimana
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kemungkinan pertumbuhan dari kultur sel telah optimal. Pada hari ke-15 mulai
terjadi penurunan aktivitas enzim karena kultur sel telah memasuki fase stasioner
yang kemudian akan memasuki fase kematian. Pada fase ini pertumbuhan sudah
tidak terjadi karcna nutricn di dalam medium dan energi sudah mulai habis
sehingga tidak banyak reaksi kimia yang terjadi dalam sel. Namun pada hari ke-
15 replikasi 2 aktivitas enzim meningkat daripada pada replikasi 1, hal ini terjadi
karena pada saat [raksinasi mungkin ada protein sel tanaman tidak terendapkan

dengan sempurna sehingga menambah jumlah aktivitas enzim.

Tabel 4. Hasil optimasi antara usia kultur (pada fraksi 20-30 %) terhadap luas
area noda produk P hasil inkubasi dan aktivitas relatifnya yang
dianalisis dengan KLT- densitometri pada A 272 nm. Lempeng KLT
menggunakan fasa diam Silika Gel 60 Fas4 dan fasa gerak etil asetat :
metanol : air=77:13: 10

Usia Replikasi 1 Replikasi 11
Kultur Berat Luas Aktivitas Berat Luas Aktivitas
{bari ke..) | Kultur Areca Relatif Kultur Area Relatif
| 50.6860 1216.7 24.0047 50.1950 964.9 19.2230
3 50.3266 765.6 15.2106 50.4803 884.3 17.5177
7 50.1885 906.8 . 18.0679 50.1989 692.1 13.7872
9 50.0026 1624.3 32.4843 50.0560 9719 19.5361
1 50.0232 1407.8 28.1429 50.0502 1433.8 28.6472
13 50.1641 1683.3 33.5559 50.0984 1632.0 32.5759
15 50.1606 1513.6 30.1751 50.1746 1541.5 30.7227

Pada penelitian ini dihitung aktivitas relatif enzim berdasarkan luas area
noda Produk-P dan berat basah kultur yang diekstraksi. Digunakan luas area
noda Produk-P karena senyawa Produk-P belum diidentifikasi, schingga tidak
ada zat standar untuk kurva bakunya. Didasarkan berat basah sel kultur karena
pada saat ekstraksi (penggerusan) ditambahkan sejumlah PVPP sehingga berat
kering sel kultur yang diekstraksi tidak diketahui secara pasti. Metode pengujian
aktivitas enzim dapat ditentukan berdasarkan dua hal yaitu laju reaksi katalisis
enzim (menghitung laju reaksi katalisis enzim dengan menghitung kadar produk

yang terbentuk atau menghitung kadar substrat yang hilang selama reaksi
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berlangsung sctiap waktu) dan aktivitas spesifik (unit enzim tiap mg protein)
bertujuan untuk mengetahui tingkat kemurnian enzim. Pada penelitian ini
digunakan mectode pertama yaitu dengan menghitung kadar produk yang

terbentuk saat reaksi enzimatik berlangsung.

40

35
30 R,
25 |

—e— Series1
20

15

—m— Series2

fraksi 20-30%

10

gram berat basah sel kultur) pada

Aktivitas relatif enzim (luas area tiap

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Usia kultur (hari ke...)

Gambar 5. Sel-sel kultur yang telah dipindahkan ke media baru, setelah 1, 3, 5, 7,
9, 11, 13 dan 15 hari diambil enzimnya pada fraksi 20-30%
kemudian diinkubasi bersama PABA dan UDP-glukosa. Luas area
noda produk P pada lempeng KLT diukur dengan densitometer dan
dipakai untuk menghitung aktivitas relatif

Untuk membuktikan bahwa aktivitas relatif enzim yang terbesar terjadi
pada usia ke 13, selain dilakukan pengujian pada kultur fraksi enzim 0-20% juga
dilakukan penghitungan aktivitas relatif usia kultur pada fraksi 20-30%. Ternyata
dari tabel 4 dan gambar 5 fraksi enzim 20-30 % mempunyai aktivitas relatif
enzim terbesar juga pada kultur usia ke 13. Profil kurva aktivitas enzim pada
fraksi 0-20% dan 20-30% terlihat mirip dimana aktivitas relatif enzim pada
minggu I (hari ke-1 sampai ke-7) lebih rendah dibandingkan pada minggu ke-2
(hari ke-9 sampai ke-15)

Selain itu dilakukan perbandingan besar aktivitas antara fraksi enzim 0-
20 % dengan fraksi enzim 20-30 % pada usia ke 13, dimana harga aktivitas
relatif enzim terbesar pada fraksi enzim 0-20% yaitu 36.5361 dan 36.9233
sedangkan aktivitas relatif enzim pada fraksi 20-30% adalah 33.5559 dan

32.5759.
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VI. KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan

Dari hasil pencelitian yang tclah dilakukan dapat diambil suatu kesimpulan :

1.

PABA-glukosiltransferase (ditunjukan dengan keberadaan Produk P, produk
baru hasil reaksi biotransformasi) mempunyai aktivilas terbesar pada fraksi

enzim 0-20 %

2. Sel-sel kultur Solanum luciniatum menghasilkan PABA-glukosiltransferase
(Produk P) dengan aktivitas terbesar jika diambil dari sel kultur usia ketiga
belas

6.2. Saran

Dari hasil peneclitian yang telah dilakukan disarankan untuk :

1. Dilakukan identifikasi Produk P dengan menggunakan NMR atau Maldi
ThoT schingga dikctahui stuktur kimianya

2. Fraksi enzim yang telah diperoleh perlu dimurnikan lebih lanjut dengan
mengunakan filtrasi gel atau cara-cara kromatografi lainnya

3. Dilakukan penghitungan kadar protein dalam fraksi enzim dengan

menggunakan metode lowry sehingga diperoleh aktivitas protein secara

absolut di dalam masing-masing fraksi enzim.
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LAMPIRAN 1
KOMPOSISI MEDIA MURASHIGE SKOOG (MS) YANG TELAII
DIMODIFIKASI UNTUK KULTUR SUSPENSI SEL SOLANUM

LACINIATUM
KOMPONEN JUMLAH (mg/L)
NH4NO3 1.650
KNO3 1.900
Makroelemen CaCl2.2H20 440
T MgS04.71120 370
KH2PO4 170
) FeSO4.7H20 27,80
Na2EDTA.2H20 37,30
MnS04.4H20 22,30
H3BO3 6,20
Mikroelemen ZnS04.4H20 8,60
KI 0,83
Na2Mo04.2H20 0,25
CuSO4.5H20 0,025
CoCI2.6H20 0,025
Asam Nikotinat 0,50
Vitamin Piridoksin 0,50
Thiamin HCI 0,10
Fitohormon Kinetin 2,0
NAA 0,5
Asam Amino Glisin 2,0
) Sukrosa 30.000
Bahan Padat Myoinositol 100
Casein Hidrolisat 1.000
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