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Pengaruh K" terhadap Aktivitas Pektinase Hasil I solasi dari
Bacillus firmus

ABSTRAK

Pektinase adadah enzim ekstraseluler yang menghidrolisis
pektin menjadi asam galakturonat. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui pengaruh penambahan K* terhadap aktivitas ekstrak
kasar enzim pektinase yang diisolasi dari Bacillus firmus serta
menentukan parameter kinetikanya yang meliputi V,,Ky, dan K.
Pengaruh K* terhadap ekstrak kasar enzim pektinase ditentukan
dengan membandingkan aktivitas pektinase tanpa penambahan K*
dan aktivitas pektinase dengan penambahan K* pada konsentrasi 2, 4,
6, 8 dan 10 mM. Pengukuran aktivitas pektinase ditentukan
berdasarkan jumlah gula pereduksi secara spektrofotometri dengan
menggunakan reagen DNS (dinitrosalisilat) pada A=540 nm.
Aktivitas pektinase tersebut dikondisikan pada pH 7,waktu inkubasi
30 menit, temperatur inkubasi 50 °C, dan variasi substrat pektin 0,1;
0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; dan 0,8 %(b/v). Dari penelitian ini
dihasilkan aktivitas ekstrak kasar pektinase sebesar 56,192 pg.ml”
! menit™. Nilai parameter kinetika K, tanpa penambahan K* dan
dengan penambahan K* (Kway) Menunjukkan hasil yang sama yaitu
sebesar 0,32% sedangkan nilai V,, dan V, 4, berbeda yaitu 80,645
pg.mli.menit*dan 40,984 pg.mli.menit* . Berdasarkan nilai Ky
=K mapp dan nila V>V, 4o Maka dengan penambahan K* sebesar 2,
4, 6, 8, dan 10 mM, K" bertindak sebagai inhibitor dengan jenis
inhibis non kompetitif dengan nilai K, sebesar 6,25.

Kata kunci :K", aktivitas pektinase, Bacillus firmus



Effect of K* to Activity of Pectinase Enzyme I solated from

Bacillus firmus

ABSTRACT

Pectinase is enzyme that hydrolyzes pectin to galacturonic
acid. This research aimed to find out the effect of K* addition to
activity of crude pectinase enzyme isolated from Bacillus firmus and
to determine kinetic parameter V,,Ky, and K,. The effect of K* to
crude pectinase enzyme activity was determined by comparing
pectinase activity without and with K* 2, 4, 6, 8, and 10 mM
addition. Enzyme activity measurement was determined according to
ammount of reducing sugar by spectrophotometric  using
dinitrosalicylic (DNS) reagent at A=540 nm. That pectinase activity
was conditioned at pH 7, incubation time 30 minutes, incubation
temperature 50 °C, and pectin substrate variation 0,1; 0,2; 0,3; 0,4;
0,5; 0,6; 0,7; and 0,8 %(m/v). This research resulted crude pectinase
enzyme activity 56,192 ug.mi™.minute*. Vaue of both Ky and
Kmapp Were 0,32% whereas the V, and Vy, 4p respectively 80,645
pg.mi™t.minute’ and 40,984 pg.ml™*.minute’. According to value of
Km = Kmapp and Vi, >V, o then addition of K* at 2, 4, 6, 8, dan 10
mM to pectinase were showed that K* acted as non competitive
inhibitor yielding in K, 6,25.

Keyword : K*, pectinase activity, Bacillus firmus
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BAB |
PENDAHUL UAN
11 Latar Belakang

Enzim merupakan protein yang memiliki fungsi sebagai
biokatalisator dalam sistem biologis. Dalam proses katalisis tersebut
enzim mengubah senyawa yang disebut substrat menjadi bentuk
suatu senyawa baru yang disebut produk [1]. Berbeda dari katalis
kimia lainnya, enzim bersifat spesifik terhadap substrat yang
dikatalisis. Enzim dapat diisolasi dari hewan, tumbuhan dan
mikroorganisme. Namun dari ketiga sumber enzim tersebut, isolasi
enzim dari mikroorganisme lebih banyak dilakukan dibandingkan
dari tumbuhan dan hewan karena tidak memerlukan waktu yang
lama untuk menghasilkannya [2]. Salah satu enzim yang telah
banyak dimanfaatkan dalam bidang industri adalah pektinase. Enzim
ini mampu memecah ikatan glikosidik senyawa pektin menjadi asam
galakturonat sehingga disebut juga enzim pektinolitik [3]. Enzim ini
termasuk golongan hidrolase karena reaks yang dikatalisis adalah
reaks hidrolisis [4].

Pektinase dapat diproduksi dari berbagai jenis mikro-
organisme seperti bakteri, jamur dan kapang misalnya Bacillus spp.,
Clostridium spp., Pseudomonas spp [5], Penicillium canescens dan
Aspergillus niger [6]. Dari penelitian Roosdiana dkk [7], salah satu
spesies dari Bacillus yaitu Bacillus firmus hasil isolas dari susu sapi
menunjukkan aktivitas pektinase akan tetapi kondis optimum
produksi dan karakteristiknya belum diteliti Iebih lanjut. Pektinase
telah dimanfaatkan secara luas. Sgak tahun 1940, pektinase telah
digunakan untuk berbagai aplikasi industri, khususnya digunakan
untuk meningkatkan efisiensi filtrasi pada jus buah hingga 50%, pada
industri pulp, serta digunakan untuk maserasi dan ekstraksi jaringan
pada sayuran [3]. Kandungan pektin sebesar 0,5 - 4% dari massa
buah mentah akan meningkatkan viskositas dari jus buah karena
struktur pektin yang seperti serat sehingga jus buah yang dihasilkan
keruh. Oleh karena itu pektinase diperlukan untuk mendegradasi
pektin sehingga jus buah yang dihasilkan memiliki viskositas yang
rendah serta meningkatkan efisiens filtrasi jus buah[8].
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Aktivitas pektinase dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti
pH, waktu inkubasi, dan temperatur [4] . Selain itu keberadaan ion
logam juga mempengaruhi  kerja enzim pada sisi aktif katalitiknya
sehingga dapat berperan sebagai aktivator atau inhibitor [9]. Adanya
ion logam tersebut juga dapat menjadi salah satu hal yang
mempengaruhi aktivitas pektinase pada proses filtras jus buah. Dari
penelitian Adgjuwon [10], keberadaan ion logam alkali seperti K*,
Na', Ca®, dan Mg* pada konsentras 0-30 mM meningkatkan
aktivitas pektinase yang diisolasi dari Penicillium sp. Sedangkan
pada penelitian lain menunjukkan bahwa penambahan ion logam
akali yaitu K* dengan konsentrass 1 M menurunkan aktivitas
pektinase yang diproduksi oleh Aspergillus flavus [28]. Kalium pada
dasarnya merupakan salah satu logam yang terkandung dalam buah-
buahan pada jumlah yang cukup besar. Sebagai contoh buah apd,
jeruk, stroberi, dan anggur memiliki kandungan kalium 144, 177,
147, dan 180 mg tiap 100 g berat buah [29]. Dari informasi
kandungan kalium dalam buah serta pengaruh K* pada pektinase
yang diisolasi dari berbaga mikroorganisme maka dilakukan
penelitian ini untuk mengetahui seberapa besar pengaruh K* terhadap
aktivitas pektinase hasil isolasi dari Bacillus firmus pada varias
konsentrasi K™ sebesar 0, 2, 4, 6, 8, dan 10 mM.

1.2 Perumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang di atas,dapat dirumuskan masalah yang

akan dibahas yaitu:

1. Bagaimana pengaruh penambahan konsentrass K* terhadap
aktivitas pektinase hasil isolas dari Bacillus firmus?

2. Berapa nilai parameter kinetika (Vn,Ky,dan K,) dari pektinase
hasil isolas dari Bacillus firmus ?

1.3 Batasan Masalah

1. Bakteri yang digunakan untuk memproduks pektinase adalah
bakteri Bacillus firmus hasil isolasi dari susu sapi daerah Blitar

2. Enzim yang digunakan adalah ekstrak kasar pektinase

3. Konsentrasi KCl sebagai K* yang digunakan adalah 2, 4, 6, 8, dan
10 mM

4. Variasi konsentrasi substrat pektin yang digunakan adalah 0,1;
0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; dan 0,8 % (b/v)
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1.4 Tujuan Pendlitian

1. Mempelgari pengaruh penambahan K* terhadap aktivitas
ekstrak kasar pektinase hasil isolasi dari Bacillus firmus

2. Menentukan nilai konstanta kinetika reaksi yang meliputi Vp,
Kwu,dan K| pada ekstrak kasar pektinase dari Bacillus firmus

1.5 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi tentang
pengaruh K* terhadap aktivitas pektinase hasil isolasi dari Bacillus
firmus, nilai konstanta kinetika,serta jenis inhibisi yang terjadi pada
reaksi enzimatis tersebut sehingga dapat diaplikasikan untuk
meningkatkan efisiensi filtrasi jus buah.



BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Pektin

Pektin merupakan kompleks polisakarida yang mengandung
asam galakturonat yang dihubungkan oleh ikatan a-(1,4) glikosidik.
Pektin terdapat dalam dinding sel tumbuhan dan merupakan
komponen dari lapisan ekstraseluler tipis yang terbentuk diantara
dinding yang berdekatan dengan sel muda[11]. Pektin memiliki
struktur seperti serat yang halus dan terkandung dalam buah-buahan
dengan persentase 0,5-4 % dari massa buah mentah. Struktur pektin
ditunjukkan pada Gambar 2.1.

COOH

583

COOH

Gambar 2.1 Struktur pektin

Dari Gambar 2.1, struktur pektin memiliki rantai
polisakarida linier yang tersusun atas asam galakturonat yang
dihubungkan dengan ikatan a-(1,4)-glikosidik[12].

2.2 Bacillusfirmus

Bacillus firmus merupakan bakteri gram positif, berbentuk
batang dengan panjang antara 1,5 ym sampai 3 pym dan lebar antara
0,6 pm sampai 0,8 uym. Spora bakteri ini berbentuk batang silindris
atau elips dan terdapat pada sentral atau parasentral [13]. Sgak
diketahui mempunyai kemampuan untuk menghasilkan enzim
ekstraseluler (protease, amilase, selulase, lipase, pektinase, dan
xilanase) yang aktif dan stabil pada pH tinggi, Bacillus mempunyai
peran penting di dunia industri [14]. Umumnya genus Bacillus
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ditemukan dalam tanah dan beberapa dari jenis bakteri ini
mempunyai  aktivitas proteolitik, yaitu kemampuan untuk
mendisintregas protein [15]. Adapun klasifikasi dari Bacillus firmus
adalah sebagai berikut [16] :

Kingdom : Bacteria

Divisi : Firmicutes
Klas : Bacilli

Ordo : Bacillales
Famili : Bacillaceae

Genus : Bacillus
Spesies : Firmus

2.3 Enzim Pektinase

Enzim merupakan protein yang berfungsi sebagai
biokatalisator(katalis dalam sistem biologis)[1]. Tidak seperti katalis
kimia biasa,enzim memiliki kelebihan yaitu bersifat spesifik dan
selektif terhadap substrat tertentu dalam mengkatalisasi reaksi
biokimia tersebut [17]. Mekanisme reaks katalisas enzim dengan
substrat dapat diterangkan dalam dua model yaitu model Lock and
Key dan Induced Fit. Model Lock and Key menjelaskan bahwa reaksi
antara enzim dengan substratnya terjadi karena adanya kesesuaian
bentuk ruang antara substrat dengan sisi aktif enzim. Sedangkan
model Induced Fit menjelaskan reaksi antara enzim dengan
substranya yang berlangsung karena adanya induks oleh substrat
terhadap enzim sedemikian rupa sehingga struktur enzim menjadi
sesua dengan substrat [18]. Reaksi enzim-substrat ditunjukkan pada
persamaan 2.1 [19]

«—2+S ES—» P+E (2.1

keterangan: E=enzim
S = substrat
ES = kompleks enzim substrat
P = produk



Pembentukan senyawa ES dari E dan S berlangsung dengan
konstanta kecepatan k;. Kemudian kompleks ES mengalami
kesetimbangan reaksi saat enzim telah jenuh oleh substrat sehingga
tetap dalam bentuk E dan S dengan konstanta kecepatan k
sedangkan yang telah berikatan membentuk kompleks ES akan
menghasilkan produk P dan E dengan konstanta kecepatan ko,
dengan asumsi tidak ada P yang dapat diubah lagi menjadi S[20]

Pektinase merupakan enzim yang mampu memecah senyawa
pektin menjadi asam galakturonat sehingga disebut juga enzim
pektinolitik [3]. Enzim ini termasuk golongan hidrolase karena reaksi
yang dikatalisis adalah reaks hidrolisis[4]. Enzim ini diproduksi
dalam jumlah besar oleh beberapa mikroorganisme seperti bakteri,
jamur dan kapang seperti Bacillus spp., Clostridium spp.,
Pseudomonas spp. [5], Penicillium canescens dan Aspergillus niger
[6]. Seperti enzim pada umumnya.aktivitas pektinase juga
dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti:

1. Temperatur

Enzim memiliki kemampuan katalisas yang berbeda pada
kisaran temperatur tertentu[18] yang mempengaruhi energi kinetik
reaks antar molekulnya [21]. Enzim pektinase memiliki kisaran
temperatur yang berbeda  tergantung dari sumber
mikroorganismenya. Seperti pektinase hasil isolasi dari Bacillus
cereus memiliki temperatur optimum sekitar 37 °C[22], sedangkan
yang diisolas dari Aspergillus niger memiliki temperatur optimum
43°C[23].

2. Waktu inkubasi

Waktu inkubasi merupakan waktu yang diperlukan enzim
untuk berikatan dengan substrat[24]. Semakin lama waktu inkubasi
maka semakin banyak enzim yang berikatan dengan substrat
sehingga produk yang di-hasilkan semakin banyak dan berhenti saat
enzim telah jenuh ol eh substrat[24].

3. pH

Perubahan pH lingkungan akan berpengaruh terhadap
pembentukan kompleks enzim substrat karena pada kisaran pH
tertentu enzim dapat bermuatan positif, negatif,atau juga bermuatan
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ganda (membentuk zwitter ion) yaitu berupa molekul [24]. Pada
beberapa penelitian menunjukkan bahwa pektinase yang diisolas
dari Bacillus sp KSM-P4 10[23] dan Bacillus cereus [22]memiliki
pH optimum masing-masing pada pH 7,0 dan 8,5.

4. Pengaruh inhibitor

Adanya inhibisi atau hambatan pada reaksi penggabungan
substrat pada sisi aktif enzim oleh suatu suatu molekul atau ion yang
disebut inhibitor akan mempengaruhi efektivitas reaksi pembentukan
kompleks enzim substrat [24]. Sebagai contoh Hg® mampu
menurunkan aktivitas enzim pektin lyase dari Penicillium sp. Hingga
50% [10].

5. Konsentrasi substrat

Penambahan konsentrasi substrat akan meningkatkan
kecepatan reaksi pembentukan kompleks enzim substrat hingga batas
konsentras tertentu sehingga tidak lagi berpengaruh terhadap lgju
reaksi tersebut kareana enzim telah jenuh oleh substrat [24].

2.4 Pengukuran Aktivitas Enzim Pektinase

Aktivitas enzim secara umum didefinisikan sebagai jumlah
produk yang dihasilkan tigp 1 ml enzim dalam waktu 1 menit.
Aktivitas enzim pektinase dapat ditentukan dengan mengukur jumlah
gula pereduksi yang dihasilkan dari proses hidrolisis pektin secara
spektrofotometri  dengan menggunakan reagen DNS (asam
dinitrosalisilat). Prinsip reaksinya adalah glukosa hasil hidrolisis
enzim pektinase akan mereduksi asam dinitrosalisilat dan ditandai
dengan terbentuknya kompleks warna merah kecoklatan dari asam 3-
amino-5-nitrosalisilat  yang akan diukur absorbansinya dengan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 540 nm.
Mekanisme reaksi glukosa dengan reagen DNS ditunjukkan pada
Gambar 2.2[26]:



OH

(0] o
NS
\C
r gula — OH | gula
pereduksi teroksidasi
OzN NO, O;N NH,

3. 5-dinitrosalisilat 3-amino,S-nitrosalisilat

Gambar 2.2 Mekanisme Reaksi DNS dan Gula Pereduksi

2.5 Kinetika Reaks Enzimatis

Penentuan kinetika reaks enzimatis dilakukan untuk
mengetahui pola suatu reaksi yang melibatkan enzim sebagal
biokatalisator. Kinetika enzimatis yang ditentukan meliputi
parameter V, dan Ky. V,, didefinisikan sebagai batas teoritis suatu
laju reaksi yang tercapali saat kondisi konsentras substrat tinggi
sehingga seluruh sisi aktif substrat telah berikatan dengan enzim atau
merupakan kecepaatan reaksi saat enzim telah jenuh oleh substrat.
Sedangkan Ky  merupakan konstanta Michaglis-Menten yang
didefiniskan sebagal konsentrasi substrat tertentu saat enzim
mencapai setengah V, [25].

Michaelis-Menten menyatakan bahwa kecepatan awal reaksi
yang dikatalisis enzim tergantung pada [S] (konsentrasi substrat) dan
Ku dengan beberapa kondisi[25]:

1. Bila[§] < Ky maka kecepatan awal reaksi tergantung pada[S]

2. Bila[S§] > Ky maka kecepatan awal reaksi sama dengan nilai V

3. Bila[§] = Ky maka kecepatan awal reaksi sama dengan setengah
Vi
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Gambar 2.3 Grafik Hubungan Konsentras Substrat Terhadap
Kecepatan Reaksi Enzim

Gambar 2.3 menunjukkan bahwa pada kondis Vr,, enzim telah jenuh
oleh substrat ditandai dengan penambahan konsentrasi substrat yang
pengaruhnya semakin kecil terhadap laju reaksi. Secara matematis
hubungan ini dinyatakan dalam persamaan Michaelis-Menten

(persamaan 2.2)
_ Vmaks[ S]

- K, +I[S] (22)

0

dengan V, = kecepatan awal pada konsentrasi substrat [S]
V maks = kecepatan maksimum

Kwm =tetapan Michaelis-Menten
Jikanilai Vo =%V qasmakanila Ky =[]
Penentuan nilai Ky berdasarkan persamaan Michaelis-Menten
dengan metode grafik sederhana tidak dapat secara tepat digunakan
untuk menentukan Vs karena hanya berupa dugaan dan tidak
diketahui nilai sebenarnya. Oleh karena itu dengan memetakan data
yang sama dengan cara yang berbeda, yaitu menggunakan persamaan
Lineweaver-Burk(persamaan 2.3) yang merupakan kebalikan dari



persamaan Michaelis-Menten, nilai Ky dan V. dapat ditentukan

[27] :
Ky 1

1Ky 2.1
VO_Vm'[S] Vm

(2.3)

2.6 Inhibitor

Inhibitor enzim merupakan molekul yang terlibat pada reaksi
enzimatis dimana bersifat memperlambat atau menghentikan reaksi
tersebut. Secara umum inhibitor diklasifikaskan menjadi dua jenis
reaksi inhibis yaitu inhibisi reversibel dan irreversibel. Pada inhibisi
reversibel terdapat 3 tipe inhibisi yaitu inhibisi kompetitif,bukan
kompetitif,dan tak kompetitif[19].

1. Inhibisi kompetitif

Jenis inhibis ini terjadi dimana inhibitor berkompetisi dengan
substrat untuk berikatan pada sisi aktif enzim sehingga akan
terbentuk kompleks enzim-substrat(ES) dan kompleks enzim-
inhibitor(El). Mekanisme reksinya ditunjukkan pada Gambar 2.4
[19]:

E+5 —— ES E+P
+

-

El
Gambar 2.4 Mekanisme reaksi inhibisi kompetitif

Persamaan Michaelis-Menten untuk jenis inhibisi ini adalah
persamaan 2.4[19]:
_Vmaks[S]

b= (2.4)
OKm+H S|
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Gambar 2.5 Grafik inhibis kompetitif

2. Inhibisi tak kompetitif
Jenis inhibis ini disebabkan adanya inhibitor yang berikatan dengan
sis sedain sis aktif substrat sehingga hanya berikatan pada kompleks
ES. Skema reaksinya ditunjukkan pada Gambar 2.6[19]:

E+8 ES E+P

Gambar 2.6 Mekanisme reaksi inhibisi tak kompetitif
11



Persamaan Michaelis-Menten untuk jenisinhibis ini adalah[19]:

i S 25)
Km+d[S]
dengan O'= 1+[ ] dan Ki:@
K [ESI]

dimana perpotongan kurva ditampilkan pada Gambar 2.7:
1 _ ( Km ) 1 rrr
Vq] - [5| m.-:ux

I'I1 aAx

1 }
M min

Vil

Gambar 2.7 Grafik inhibis tak kompetitif

3. Inhibisi campuran
Inhibisi campuran merupakan gabungan dari kedua inhibisi di atas
dan hal ini mengakibatkan nilai Ky maupun V, dari rekasi enzimatis
berubah. Mekanisme reaksinya ditunjukkan pada 2.8 [19]:
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Gambar 2.8 Mekanisme reaksi inhibisi campuran

Persamaan Michaglis-Menten untuk jenis inhibisi ini ditunjukkan
pada persamaan 2.9[19]:

é Vmak{ S]

* T aKetd[S )

dengan model kurva pada Gambar 2.9

~MNo inhibitor

1 ¢/ \
151 )

Gambar 2.9 Grafik inhibisi campuran
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2.7 Logam K

Kaium merupakan unsur dengan nomor atom 19 dan nomor
massa 39,10 g/mol yang termasuk unsur golongan IA yang memiliki
1 elektron valensi. Di alam, kalium terdapat dalam bentuk garamnya
yaitu KCl yang dalam penelitian Makky [28] diperoleh hasil bahwa
KCI sebagai sumber garam pada media pertumbuhan menghambat
pertumbuhan Aspergillus flavus serta produksi pektinase dari jamur
tersebut pada konsentrasi 1IM. Selain itu penelitian lain menunjukkan
bahwa keberadaan ion logam alkali seperti K* pada konsentrasi 0-30
mM mampu meningkatkan aktivitas pektinase yang diisolas dari
Penicillium sp[10]. Kalium juga terkandung dalam buah-buahan
maupun sayuran, pada beberapa buah seperti apel, jeruk, stroberi,
dan anggur memiliki kandungan kalium 144, 177, 147, dan 180 mg
tiap 100 g berat buah [29]
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BAB I
METODOLOGI PENELITIAN
3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan selama tiga bulan, yaitu dimulai pada
bulan Maret 2012 — Mel 2012 di Laboratorium Biokimia Jurusan
Kimia— FMIPA, Universitas Brawijaya Malang.

3.2 Bahan dan Alat Penditian
3.2.1 Bahan Pendlitian

Bahan yang digunakan adalah kultur bakteri Bacillus
firmus yang diperoleh dari Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia
FMIPA Universitas Brawijaya dan bahan-bahan kimia lain yaitu
pektin, tepung agar, pepton, yeast extract, glukosa anhidrat, KH,PO,,
Ca.C|2, (NH4)2804, MgSO47HZO, KCI, reagen DNS, NaQHPO4,
CH3COOH dan akuades

3.3.1 Alat Pendlitian

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain
erlenmeyer 250 ml, pipet tetes, pipet ukur 5ml dan 10 ml, pengaduk
kaca, tabung reaksi, gelas arloji, labu ukur 10 mL, 50 mL, dan 100
mL, jarum ose, sentrifuge dingin (Joan MR 1889), magnetik stirer,
inkubator (Heraeus Type B 5042), neraca anadlitik mettler (Bosch PE
620), pH meter (inolab WTW), Spektrofotometer UV-Vis
(Shimadzu), kuvet, penangas air (Memmert W 200), autoklaf (All
American Model 20x), shaker (Edmund Buhler SM 252413).

3.3 Rancangan Penelitian

Dilakukan pembiakan Bacillus firmus menggunakan
media padat agar miring selama 72 jam kemudian dilanjutkan
dengan pembuatan inokulum pada media cair selama setengah fasa
log. Selanjutnya dilakukan produksi enzim pektinase selama satu
fasalog dan isolas ekstrak kasar pektinase. Kemudian dilakukan uji
aktivitas ekstrak kasar pektinase tersebut melalui kadar gula
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pereduksinya dengan dan tanpa penambahan variasi konsentrasi ion
logam K™ secara spektrofotometri menggunakan reagen DNS serta
ditentukan konstanta kinetika enzimatis dari aktivitas tersebut. Dari
data yang diperoleh dilakukan andlisis statistika dengan metode
Rancangan Acak Lengkap (RAL) dilanjutkan dengan uji BNT (Beda
Nyata Terkecil) 5%.

3.4 Tahapan Pendlitian

Pembuatan media padat

Peremajaan bakteri Bacillus firmus

Pembuatan media cair

Pembuatan inokulum

Isolasi ekstrak kasar pektinase

Pembuatan kurva standar glukosa

Pengukuran aktivitas ekstrak kasar pektinase

- Uji aktivitas pektinase padavarias konsentrasi substrat

- Uji aktivitas pektinase dengan penambahan varias
konsentrasi ion K*

- Penentuan konstanta kinetika enzimatis (Ky,Vm, dan K))

8. Analisis statistika data

NooabkwdhPE

3.5 Prosedur Kerja
3.5.1 Pembuatan M edia Padat

Media peremajaan kultur murni Bacillus firmus yang
digunakan adalah media padat agar miring yang dibuat dengan
menimbang 0,5 gram pektin, 0,25 gram pepton,0,02 gram
KH,PO,,0,03 g CaCl,,0,14 g (NH,),SO,, 0,03 g MgSO,.7H,0, 0,1 g
yeast extract lalu dimasukkan ke gelas kimia 250ml, ditambahkan 5
ml larutan buffer asetat pH 6,0 dan 1,5 gram bacto agar kemudian
ditambahkan akuades hingga volume 100 mL. Setelah itu campuran
dipanaskan hingga mendidih sambil diaduk hingga menjadi larutan
homogen. Kemudian setiap 4 ml larutan dimasukkan ke tabung
reaksi dengan menggunakan gelas ukur lalu ditutup dengan kapas
kemudian disterilkan dalam autoklav pada temperatur 121°C,
tekanan 15 psi, selama 15 menit. Kemudian masing-masing tabung
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reaks dikeluarkan dari autoklav dan diletakkan pada posisi miring
pada temperatur ruang dan dibiarkan mengeras.

3.5.2 Peremajaan Bacillus firmus

Bakteri Bacillus firmus dari biakan murninya digoreskan
pada ujung jarum ose secara aseptik yaitu dengan mendekatkan
mulut tabung pada nyala api saat menggoreskan jarum ose lalu
bakteri diletakkan di atas media padat agar miring secara zig zag
kemudian ditutup kembali dengan kapas steril dan diinkubasi pada
temperatur 30°C selama 72 jam.

3.5.3 Pembuatan Media Cair

Media pertumbuhan Bacillus firmus untuk menghasilkan
enzim pektinase dibuat dengan menimbang 2,5 g pektin , 1,25 g
pepton, 0,1 gram KH,PO,0,15 g CaCl,,0,7 g (NH4).SO,, 0,15 g
MgSO,.7H,0, 0,5 g yeast extract lalu dimasukkan ke gelas kimia
500ml dan ditambahkan 25 ml larutan buffer asetat pH 6, setelah itu
ditambahkan akuades hingga volume 500 mL. Kemudian campuran
diaduk dan dipanaskan hingga mendidih. Lalu dengan gelas ukur
masing-masing diambil 100 mL dan dimasukkan ke 5 buah
erlenmeyer 250 mL kemudian ditutup kapas dan disterilkan dalam
autoklav pada temperatur 121°C, tekanan 15 psi, selama 20 menit.
Setelah itu media cair didinginkan hingga temperatur ruang.

3.5.4 Pembuatan Inokulum

Bakteri yang terlah tumbuh dalam media padat miring
selama 72 jam diambil sebanyak satu mata ose dan dimasukkan ke
dalam 100 mL media cair secara aseptis. Selanjutnya diinkubas pada
temperatur kamar sambil dikocok dengan shaker pada kecepatan
putar 125 rpm selama setengah fasalog (13 jam).

3.5.5 Produks dan Isolas Ekstrak Kasar Pektinase dari
Bacillus firmus

Sebanyak 10 ml inokulum dimasukkan ke dalam
erlenmeyer 250 ml yang beris 100ml media cair steril secara aseptis
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lalu diinkubasi pada temperatur kamar dan dikocok dengan shaker
dengan kecepatan 125 rpm hingga akhir fase log(18 jam).
Selanjutnya ditambahkan 10 ml buffer sitrat pH 6 dan disentrifugasi
dingin dengan dengan kecepatan putar 3000 rpm selama 20 menit.
Kemudian supernatant yang mengandung ekstrak kasar pektinase
dipisahkan.

3.5.6 Pembuatan Kurva Standar Glukosa

Disigpkan 5 buah tabung reaksi, masing-masing diis
dengan 1 mL larutan glukosa standar dengan konsentras
500,1000,1500,2000, dan 2500 ppm. Kemudian masing-masing
tabung ditambah 1 mL buffer sitrat fosfat pH 7, 2 mL reagen DNS,
dan 3ml akuades. Kemudian mulut tabung ditutup dengan aluminium
fail, dipanaskan dalam penangas air selama 5 menit lalu didinginkan
hingga temperatur kamar,diencerkan hingga volume 10 ml pada labu
takar 10 ml, lalu diukur absorbansinya pada panjang gelombang 540
nm. Selanjutnya dibuat kurva standar dari data konsentras glukosa
(ppm) pada sumbu x dan absorbansi pada sumbu y.

3.5.7 Pengukuran Aktivitas Pektinase

Penentuan aktivitas enzim pektinase dilakukan dengan
membuat campuran yang terdiri dari 1 ml substrat pektin 0,7%,1 ml
buffer sitrat pH 7,1 ml ekstrak kasar pektinase, dan 2 ml akuades
daam tabung reaksi. Kemudian campuran diinkubasi pada
temperatur 50°C selama 30 menit. Setelah itu ditambahkan 2 ml
reagen DNS, dipanaskan dalam air mendidih selama 5 menit lalu
didinginkan hingga temperatur kamar kemudian diencerkan hingga
volume 10 ml dengan labu ukur 10 ml. Kemudian diukur absorbansi
gula pereduksi pada panjang gelombang 540 nm dengan
spektrofotometer UV-Vis.

Pengukuran aktivitas enzim dilakukan dengan cara nilai
absorbansinya disubstitusi ke persamaan garis pada kurva standar
gula pereduksi sehingga didapatkan konsentrasi glukosa. Aktivitas
enzim dinyatakan dalam satuan unit yaitu banyaknya pg glukosa
yang dihasilkan tigp 1 ml enzim tiap waktu satu menit. Untuk
menghitung besarnya satu unit aktifitas enzim digunakan rumus:

18



AE = [Gula pereduksi] ( pg/ml) x Y-P_
p.q

dengan keterangan :

AE = Aktifitas enzim (ug/ml.menit™)

Vv volume total sampel dalam percobaan pada tiap tabung (ml)
q Waktu reaks (menit)

p  =Volum ekstrak kasar pektinase (ml)

fp = Faktor pengenceran

3.5.8 Uji Aktivitas Pektinase dengan Penambahan Variasi K*

Disigpkan 6 tabung reaksi dan masing-masing tabung diis
dengan 1ml ekstrak kasar pektinase, 1 ml buffer sitrat fosfat pH 7, 1
ml substrat pektin 0,7% (b/v), dan 1 ml air bebas reduktor. Kemudian
pada tabung 1 ditambahkan 2 ml air bebas reduktor sedangkan
masing-masing tabung(2-6) ditambahkan 1 ml KCI 2, 4, 6,8, dan 10
mM. Kemudian semua tabung diinkubasi pada temperatur 50°C
selama 30 menit. Selanjutnya,ditambahkan 2 mL reagen DNS dan
dipanaskan pada penangas ar mendidih selama 15 menit.
Selanjutnya didiamkan hingga larutan mencapai temperatur kamar
dan dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL kemudian ditambahkan
akuades hingga tanda batas. Kemudian diukur absorbansi gula
pereduksinya dengan spektrofotometer UV-Vis pada paang
gelombang 540 nm.

3.5.9 Penentuan V,,,Ky, dan K

Untuk penentuan nilai V,, dan Ky dilakukan dengan
menguji aktivitas pektinase dengan cara membuat variasi konsentras
pektin 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; dan 0,8 % (b/v). Kemudian,
dipipet 1 mL ke masing-masing tabung reaksi. Selanjutnya
ditambahkan 1 mL buffer sitrat-fosfat pH 7, 1 mL ekstrak kasar
pektinase, 2 mL akuades, dan diinkubasi pada temperatur 50°C
selama 30 menit. Setelah itu, ditambahkan 2 mL reagen DNS dan
dipanaskan dalam penangas air mendidih sdlama 5 menit.
Selanjutnya, didinginkan sehingga mencapai temperatur kamar dan
dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL setelah itu ditambahkan
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akuades hingga tanda batas. Kemudian diukur kadar gula
pereduksinya menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada pagjang
gelombang 540 nm.

Sedangkan untuk menentukan K; ditentukan dengan
menguji aktivitas pektinase dengan cara membuat variasi konsentras
substrat pektin 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 0,6; 0,7; dan 0,8 % (b/v).
Kemudian dipipet 1 mL kedalam masing-masing tabung reaksi dan
ditambahkan 1 mL buffer sitrat-fosfat pH 7, 1 mL ekstrak kasar
pektinase, 1 mL air bebas reduktor, 1 mL KCl 6 mM. Selanjutnya,
diinkubasi pada temperatur 50°C selama 30 menit, dan ditambahkan
2 mL reagen DNS Kemudian dimasukkan penangas air mendidih
selama 5 menit,setelah itu didinginkan hingga temperatur kamar
kemudian masing-masing larutan dimasukkan dalam labu ukur 10
mL dan ditambahkan akuades sampai tanda batas. Selanjutnya,
masing-masing larutan  diukur  kadar gula pereduksinya
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada pagjang gelombang 540
nm.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN
4.1 Penentuan aktivitas pektinase

Aktivitas pektinase dapat ditentukan berdasarkan banyaknya
gula pereduksi yang dihasilkan dari reaks pemutusan ikatan
glikosidik pektin oleh pektinas. Pada penelitian ini jumlah gula
peredukss  yang  dihasilkan ditentukan dengan = metode
spektrofotometri dengan menggunakan reagen DNS atau asam 3, 5-
dinitrosdisilat. Gula pereduksi akan mereduksi DNS sehingga
membentuk kompleks 3-amino, 5-nitrosalisilat berwarna merah
kecoklatan yang diukur dengan spektrofotometer UV-Vis pada A =
540 nm.
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Gambar 4.1 Mekanisme reaks pektinase dan pektin
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Dari Gambar 4.1 dapat dilihat sisi aktif pektinase yang
berupa karboksilat pada asam aspartat memiliki atom H yang
mengalami induksi oleh elektron bebas yang terdapat pada atom O
ikatan glikosidik sehingga ikatan antara H dan O pada asam aspartat
terputus begitu pula pada ikatan antara C; dan O pada ikatan
glikosidik sehingga pektin terbagi menjadi dua asam galakturonat
dimana yang satu memiliki karbanion pada atom C;. Reaks
pemutusan pada atom C; tersebut terjadi karena atom C; padaikatan
glikosidik lebih mudah untuk diputus daripada C,; karena letaknya
yang langsung berikatan dengan O sehingga elektron pada atom C;
cenderung ditarik ke arah atom O pada struktur pektin. Kemudian
asam galakturonat dengan karbanion akan berinteraksi dengan O
pada H,O sedangkan salah satu atom H pada molekul H,O
berinteraksi dengan elektron bebas pada gugus karboksil aspartat
sehingga membentuk asam aspartat kembali serta dua molekul asam
galakturonat sebagai produk. Asam galakturonat yang dihasilkan
tersebut diukur absorbansinya dengan Spektrofotometer UV-Vis
pada A = 540 nm dan dari konsentras yang dihasilkan dapat
digunakan untuk menghitung aktivitas pektinase. Pada penelitian ini
(11iperoleih aktivitas ekstrak kasar pektinase sebesar 56,192 pg.mL
.menit™.

4.2 Pengaruh penambahan variasi [K'] terhadap aktivitas
ekstrak kasar pektinase

Untuk menentukan pengaruh penambahan K™ terhadap
aktivitas ekstrat kasar pektinase, pada penelitian ini digunakan
larutan KCI dengan varias konsentrasi O, 2, 4, 6, 8, 10 mM. Dari
perlakuan tersebut diperoleh kurva pada Gambar 4.2 yang
menunjukkan adanya pengaruh penambahan K* terhadap aktivitas
ekstrak kasar pektinase.

Dari Gambar 4.2 dapat diketahui bahwa dengan masing-
masing penambahan konsentrass K* sebesar 2-10 mM dengan
masing-masing konsentrasi K* dalam sampel sebesar 0,2-1 mM,
aktivitas pektinase semakin kecil dibandingkan sebelum penambahan
K*. Hal ini disebabkan oleh K* yang menyerang kompleks enzim-
substrat (ES) antara pektinase dan pektin pada sis lain di luar sis
aktif enzim.
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Gambar 4.2 Kurva aktivitas pektinase terhadap penambahan K*

Reaks tersebut menyebabkan pembentukan kompleks
enzim-substrat terganggu karena membentuk kompleks dengan
inhibitor K* di dalamnya yaitu kompleks ESI (Enzim-Substrat-
Inhibitor) sehingga pembentukan produk yang berupa asam
galakturonat tidak optimal dan semakin banyak K* yang terlibat
dalam reaksi enzimatis tersebut maka jumlah asam galakturonat yang
dihasilkan semakin menurun.

E+S ——ES —E+P
+ +
I I

K,

EI + 8 —— ESI

Gambar 4.3 Mekanisme reaks inhibisi non kompetitif

Dari Gambar 4.3 dapat diketahui bahwa mekanisme
penyerangan inhibitor terjadi pada E dan ES. Akan tetapi karena
inhibitor K™ menyerang sisi lain di luar sisi aktif enzim sehingga nilai
Kmapp tidak terpengarun melainkan nilai Vi, Nilai Ky dan Kyggp
sama sebesar 0,32% sedangkan nilai V., dan V ,, adalah 80,645 pg
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mi™menit™ dan 40,984 pg mi™menit™. Nilai Vg Yang lebih kecil
menunjukkan bahwa pembentukan produk yaitu asam gal akturonat
yang lebih kecil dibandingkan sebelum mengalami inhibisi.

Selanjutnya dilakukan uji statistika dengan metode RAL
untuk mengetahui seberapa besar ion K* berpengaruh terhadap
aktivitas pektinase. Dari hasil uji menunjukkan bahwa pada Tabel .2
nilai Fhitung > Ftabel yang berarti menunjukkan bahwa terdapat
pengaruh ion K" terhadap aktivitas pektinase. Kemudian untuk
mengetahui besarnya pengaruh perlakuan tersebut maka dilakukan
uii BNT 1% yang menunjukkan bahwa pada penambahan
konsentrasi K* 8 dan 10 mM memiliki pengaruh yang sangat nyata
terhadap aktivitas pektinase.

4.3 Penentuan nilai parameter kinetikareaks enzimatis

Nilai parameter kinetika enzimatis perlu ditentukan untuk
mengetahui polareaksi enzimatis yang terjadi. Salah satu faktor yang
berpengaruh terhadap reaksi enzimatis adalah konsentrasi substrat
sehingga dalam penelitian ini dilakukan pengukuran aktivitas
pektinase dengan beberapa variasi konsentras substrat pektin sebesar
0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; dan 0,8 %(b/v).

0.12
y =0.0078x + 0.0244
0.1 R2=0.9017 ¢ tanpaion
= 0.08 logam
3 +ion
S 0.06
g 5 logam K+
SE  om
o y=0.0039% +0.0124
= R2=0.9882

1[S]

Gambar 4.4 Kurva Lineweaver-Burk
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Berdasarkan kurva hubungan antara 1/V, dengan U[S]
tanpa penambahan K* pada Gambar 4.4 diperoleh nilai intersep
0,0124 dan slope 0,0039 sehingga diperoleh nilai V., sebesar 80,645
ug mi™menit™® dan nilai Ky, sebesar 0,32%. Sedangkan pada kurva
hubungan 1/V, dengan 1/[S] dengan penambahan ion K" diperoleh
nilai intersep sebesar 0,0244 dan slope 0,0078 sehingga diperoleh
nilai V, sebesar 40,984 pug.ml™.menit™ dan Ky, sebesar 0,32%. Dari
hasil perhitungan maupun perpotongan kurva, jenis inhibisi yang
terjadi adalah inhibisi non kompetitif ditunjukkan dengan nilai Ky,
sama dengan nilai Kyapp (dengan inhibisi). Hal tersebut terjadi karena
K" tidak menyerang sisi aktif enzim melainkan menyerang sisi lain
enzim yaitu sisi alosterik (sisi selain sisi aktif enzim yang memiliki
gugus karboksil dengan elektron bebas) sehingga pembentukan
kompleks ES tidak terhambat melainkan pembentukan produk dari
reaksi enzimatis tersebut terhambat karena keberadaan inhibitor pada
sis allosterik akan memberikan tekanan sehingga terjadi perubahan
konformasi pada kompleks ESI dan pembentukan produk berupa
asam galakturonat terhambat.
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BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

1.1 Kesimpulan

1

Penambahan K* dengan konsentrasi 2, 4, 6, 8, dan 10 mM
mengakibatkan aktivitas pektinase mengalami penurunan, oleh
karena itu dapat disimpulkan bahwa K* bertindak sebagai
inhibitor

Nilai Ky pektinase dengan perlakuan tanpa inhibitor dan dengan
inhibitor (Km app) Sama yaitu 0,32% dengan nilai V, dan V y, ap
yang berbeda yaitu 80,645 g ml™*menit™* dan 40,984 ug ml
'menit?!. Dari data tersebut dapat dismpulkan bahwa jenis
inhibisi yang melibatkan ion K* dalam ikatan enzim substrat
pada penelitian ini adalah inhibisi non kompetitif dengan nilai
konstantainhibis (K,) sebesar 6,25.

1.1 Saran

Penulis menyarankan agar dilakukan penelitian lebih lanjut untuk
mempelgjari pengaruh ion logam alkali lain terhadap aktivitas
pektinase dari Bacillus firmus.
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Lampiran A. Diagram Alir Pendlitian

Pembuatan media

/\

Media padat

v

Biakan Bacillus firmus

v

inokulum

Mediacair

v

Ekstrak kasar pektinase

v

Penentuan aktivitas ekstrak
kasar pektinase

A 4

Dengan penambahan K*

Tanpa penambahan K*

Ki

Kwm dan Vi
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Lampiran B. Preparas Larutan
B.1 Pembuatan Reagen DNS

Sebanyak 1 gram NaOH; 18,2 gram Na-K Tartarat; 0,2 gram
fenol dan 0,5 gram N&SO; dilarutkan dengan 50 mL akuades dalam
beaker glass 100 mL. Lalu ditambahkan 1 gram asam dinitrosalisilat
sedikit demi sedikit sambil diaduk dengan magnetik stirer. Setelah
larut, dipindahkan dalam labu ukur 100 mL kemudian ditambahkan
akuades hingga tanda batas.

B.2 Pembuatan Air Bebas Reduktor

Akuades ditambah dengan 5 tetes larutan KMnO, hingga
larutan berwarna merah , kemudian didestilasi sehingga diperoleh air
bebas reduktor.

B.3 Pembuatan L arutan Stok Glukosa 5000 ppm

Ditimbang 0,5 g glukosa anhidrat kemudian dilarutkan
dengan akuades dalam gelas kimia, kemudian dipindahkan secara
kuantitatif ke dalam labu ukur 100 mL dan diencerkan sampai tanda
batas.

B.4 Pembuatan L arutan Baku Glukosa

Larutan baku glukosa 5000 ppm dipipet berturut-turut 1, 2,3,
4, dan 5 mL, dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL kemudian
ditambahkan akuades sampai tanda batas, sehingga diperoleh larutan
gula pereduksi dengan konsentrasi 500, 1000, 1500, 2000, dan 2500

ppm.

B.5 Pembuatan Larutan Asam sitrat 0,1 M
Larutan asam sitrat 0,1 M dibuat ddam 100 mL (BM
CeHgO,= 210,14 g/mol) dengan cara:
mol CsHgO; = [CeHgO7] X Vjautan
=0,1mol/L x0,1L
= 0,01 mol
MassaC6H807 = mol C6H807 X BM C6H807
= 0,01 mol x 210,14 g/mol
=2,1014 ¢
Jadi, CsHgO; yang harus ditimbang untuk membuat larutan CgHgO-
0,1 M adalah 2,1014 gram.
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B.6 Pembuatan larutan Na,HPO,4 2H,0 0,2 M
Larutan Na,HPO, 0,1 M dibuat dadam 100 mL (BM
Na,HPO, = 178 g/moal) dengan cara:
Mol Na,HPO, = [NaHPO,] X V |autan
=0,2mol/L x 0,1 L
= 0,02 mol
Massa Na,HPO, = mol Na,HPO, x BM Na,HPO,
= 0,02 mol x 178 g/mol
=3,56¢g
Jadi, Na,HPO, yang harus ditimbang untuk membuat larutan
NaHPO, 0,1 M adalah 3,56 gram.

B.7 Pembuatan Larutan Natrium Sitrat
Larutan Na-sitrat 0,1 M dibuat dalam 100 mL (BM Na-sitrat = 275,9
g/mol) dengan cara:
Mol Na-sitrat = [Nasitrat] X Vautan
=0,1mol/L x0,1L
= 0,01 mol
Massa Na-sitrat = mol Na-sitrat x BM Na-sitrat
= 0,01 mol x 275,9 g/mol
=2,759¢
Jadi, Na-sitrat yang harus ditimbang untuk membuat larutan Na-sitrat
0,1 M adalah 2,759 gram.

B.8 Pembuatan L arutan Substrat Pektin

Ditimbang 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; dan 0,8 gram
citrus pectin kemudian masing-masing dilarutkan dengan akuades
secukupnya dalam gelas kimia, selanjutnya larutan pektin tersebut
dimasukkan dalam labu ukur 100 mL dan ditanda bataskan. Untuk
membuat variasi konsentrasi substrat 0,1 %; 0,2 %; 0,3 %; 0,4 %;
0,5%; 0,6%; 0,7% dan 0,8 %.
B.9 Pembuatan Larutan K*

Kaium klorida (KCl) ditimbang sebanyak 0,745 gram (BM
KCl =74,5g/mal), dilarutkan dengan akuades dan diencerkan dalam
labu ukur 100 mL (KCl 0,1M). Kemudian larutan KCI dipipet
sebanyak 2, 4, 6, 8, dan 10 ml, dimasukkan dalam ukur 100 mL dan
ditambahkan akuades hingga tanda batas lalu dikocok sehingga
diperoleh larutan KCl 2, 4, 6, 8, dan 10 mM.
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Contoh perhitungan pengenceran:

M,;=0,1 M

VixM; = V, X My

KCl 2mM

Vix0,1M =100 mL x 2.10° M
V, =2mL

KCl 4mM

V;x0,1M =100 mL x 4.10° M
V, =4mL

KCl 6mM

Vix0,1M =100 mL x 6.10° M
Vi =6 mL

KCl 8mM

V;x0,1M =100 mL x 8.10° M
V, =8mL

KCl 10mM

V;x0,1M =100 mL x 10.10° M
V, =10 mL

B.10 Buffer Sitrat fosfat pH 7
Larutan buffer sitrat fosfat dengan suatu pH tertentu dapat
dibuat dengan cara mencampurkan larutan asam sitrat dengan larutan
Na-sitrat menggunakan persamaan rumus sebagai berikut :
[asam]

[garam]

Sebagai contoh, untuk membuat larutan buffer sitrat fosfat pH 7,
maka 50 mL larutan asam sitrat ditambah dengan 62,80 mL larutan
Na-fosfat dengan perhitungan sebagai berikut :

(50,0mL x 0,100l

pH = pKa —log

)
— 1 mL
pH - 6140 Iog (\.-’ mL x 0,2 mm()lj
7 = 6,40 — Iog =
_ 5
0,6 = |Osg 02v
3,98 = a
0,2v =1,26
Vv =6,3mL



B.11 Pembuatan L arutan Buffer Sitrat pH 6

Sebanyak 9,5 mL larutan asam sitrat 0,1 M dipipet kedalam
beaker glass, kemudian ditambahkan 41,5 mL larutan natrium sitrat
0,1 M dan diaduk hingga homogen. Dipindahkan larutan campuran
ke dalam labu ukur 100 mL dan diencerkan dengan akuades hingga
tanda batas.
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Lampiran C. Perhitungan
C.1 Aktivitas Pektinase
Aktivitas pektinase merupakan banyaknya gula pereduksi
(1g) yang dihasilkan oleh 1 mL pektinase dalam waktu 1 menit.
Pengukuran aktivitas pektinase dihitung menggunakan
persamaan berikut:

AE = [Gula pereduksi] (ug/mL)x
V.fp

dimana: AE = aktivitas enzim (pug.ml™.menit™)
V =volumetotal sampel tiap tabung (ml)
fp =faktor pengenceran
p = volume ekstrak kasar enzim (ml)
q = waktu reaksi (menit)

Contoh perhitungan:

Data rata-rata absorbansi pektinase pada A = 540 nm dengan
konsentrasi substrat pektin  0,8% adalah 0,6318. Sedangkan
persamaan regresi linier pada kurva standart gula pereduksi adalah y
= 0,0038x, sehingga dari persamaan tersebut dapat ditentukan
konsentrasi gula pereduksi:

y = 0,0037x
0,6318 =0,0037x
X =0,6318
0,0037
= 161,526 pg/mL
Dengan demikian dapat ditentukan aktivitas pektinase:
AE  =[Gulapereduks] x P
pq
10mLx1

=161526 po/mL x ———
MY/ ImLx30meni t

= 53,842ug.mL ™. menit™
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C.2 Nilai V,, Ky, dan K,
Nilai V, Ky, dan K; ditentukan dari persamaan garis pada
kurva hubungan antara /[ §] dan 1/V,.

Tanpa penambahan ion K* e Dengan penambahan ion K*
y =0,0039% + 0,0124 y =0,0078x + 0,0244
i =0,0124 i =0,0244

Vm Vm
Vi = 80,645 pg.ml™. menit™ Vm =40,984 ug.mi™. menit™*

K

B~ _Ku_~ o003 M= _Bm_=00078

V. 80,645 V., 40,984

K =0,3156 Km ~ =03196

Perhitungan nilai K,

Penentuan nilai K, dilakukan dengan membandingkan persamaan
Lineweaver-Burk dengan dan tanpa penambahan ion K* dengan
persamaan:

E T ik
Vo Vm [S] Vm el iy’

sedangkan persamaan dengan inhibisi non kompetitif:

[|])

1_ Kum

Vo V., [

m

[
= (@4 K)+V (1+

m

dengan nilai Ky = Kygpp dan 1V jpagp = UVm.(1+ [ ]) maka
I
YV mapp = UVm.(1+ u)

0,0244 = 0,0124. (1+ [I]

:1+M

1,96
Ki

37






Lampiran D. Data Hasil Penélitian
D.1 Pembuatan Kurva Pertumbuhan Bacillus firmus
Tabel D.1 Data Pertumbuhan Bacillus firmus

Waktu A
(jam) v R S Rata-rata
0 0.022 0.022 0.022 0.022
3 0.031 0.045 0.031 0.036
6 0.064 0.060 0.071 0.065
9 0.102 0.113 0.107 0.107
12 0.180 0.108 0.108 0.180
15 0.251 0.244 0.259 0.251
18 0.283 0.267 0.283 0.275
21 0.275 0.275 0.275 0.275
24 0.267 0.267 0.267 0.267
27 0.283 0.244 0.251 0.259
30 0.259 0.244 0.251 0.251

0.3
0.25
<
~ 02
[oR
© 015
8
2 01
A
0.05
0

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

waktu (jam)

Gambar D.1 Kurva Pertumbuhan Bacillus firmus
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D.2 Pembuatan Kurva Baku Glukosa
Tabel D.2 Data Absorbansi Glukosa pada A=540 nm

[Gula Absorbansi
Per eduksi]
(ug/mL) Ay Az As Aratarata
50 0,2375 0,2376 0,2374 0,2375
100 0,4086 0,4084 0,4084 0,4085
150 0,6136 0,6135 0,6134 0,6135
200 0,7536 0,7537 0,7537 0,7537
250 0,8684 0,8683 0,8682 0,8683
1
0.9 'S
08 0.0037
y=0. X
G 07 R2=0.9796
c 0.6 ’
g 0.5
204
<03
0.2
0.1
0

0 50 100 150 200 250 300
[glukosa] (ug/ml)

Gambar D.2 Kurva Standar Glukosa
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D.3 Aktivitas Pektinase

Tabel D.3.1 Data Absorbansi Aktivitas Pektinase pada A=540 nm

Ekstrak Aq A, As Aatarata
kasar enzim
pektinase g eraa T 0,6237 0,6237 0,6237

Tabd D.3.2 Data Aktivitas Pektinase

. Aktivitas
Konsentras e 2
Ekstrak kasar Ayt gula pereduksi (Lg.mL"
enzim (ng/mL) 1 r‘:]%m %)
pektinase '
0,6237 168,576 56,192

Contoh perhitungan
Data rata-rata absorbansi pektinase pada A = 540 nm dengan
konsentrasi substrat pektin  0,7% adalah 0,6237. Sedangkan
persamaan regresi linier pada kurva standart gula pereduksi adalah y
= 0,0038x, sehingga dari persamaan tersebut dapat ditentukan
konsentrasi gula pereduksi:
y =0,0037x
0,6237 = 0,0037x
X =0,6237
0,0037
= 168,576 pg/mL
Dengan demikian dapat ditentukan aktivitas pektinase:

AE  =[Gulapereduks] x Y- P
p.q
10mix1

ImLx 30 menit

= 168,576 ug/mL x

= 56,192ug.mL . menit™
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D.4 Aktivitas Pektinase dengan Penambahan K*

Tabel D.4 Data Absorbansi Pektinase dengan Variasi Konsentrasi K*

Aktivitas
Konsentras Arata pektinase
K* (mM) rata (ug.le'l.menit'
)
0 0.6187 55,736
2 0.5086 45,817
4 0.4603 41,471
6 0.4017 36,192
8 0.3684 33,192
10 0.3106 27,985
60
% 50
£°E 40
$ £
%H_. 30
ZE
= o 20
=2
< 10
0
0 2 6 8 10 12
[K*] (mM)

Gambar D.3 Kurva aktivitas pektinase pada variasi

konsentrasi K*
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D.5 Penentuan Konstanta Kinetika V,, Ky, dan K;

Tabel D.5.1 Data absorbansi pektinase dengan variasi konsentras
substrat (tanpa K*) pada A = 540 nm

Konsentgs Absorbans
pektin
% (b/v) A A, As N
0.1 0,2194 02192 | op2101 | 02192
02 0,3250 03253 | 03251 | 03291
03 0,4088 04087 | 04085 | 04087
04 0,5195 05193 | 05192 | 0519
05 0,5821 05823 | 05819 | 09821
06 0,6110 06107 | 06108 | 06108
07 0,6238 06237 | 1106237 | 06237
038 0,6319 06317 | 06318 | 06318

Tabel D.5.2 Data aktivitas pektinase dengan variasi konsentrasi
substrat (tanpa K “)pada A = 540 nm

K;Tf;itnr'[;?s Konsentrasi gula | Aktivitaspektinase
% (b/v) pereduksi (pg/mL) (ug/mL .menit)
01 59,243 19,748
0,2 87,865 29,288
0.3 110,459 36,820
04 140,351 46.784
0,5 157,324 52,441
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06 165,081 55,027

0,7 168,568 56,189

08 170,757 56,919

Tabel D.5.3 Data absorbansi pektinase dengan variasi konsentras
substrat (dengan K*) pada A = 540 nm

Konsentrasi Absorbansi
pektin A A A A
% (b/V) 1 2 3 rata-rata

0,1 0.1161 0.1168 0.1167 0.1165
0.2 0.1488 0.1486 0.1485 0.1486
03 01868 | 01867 | 0.1867 | 0.1867
0,4 0.2269 0.2268 0.2265 0.2267
05 0.2764 0.2763 0.2764 0.2764
0.6 0.3276 0.3277 0.3275 0.3276
0.7 0.3768 0.3765 0.3766 0.3766
0.8 0.4283 0.4281 0.4282 0.4282




Tabel D.5.4 Data aktivitas pektinase dengan varias konsentrasi
substrat (dengan K*) padaA =540 nm

Konsentrasi KonsSP;ras Aktivitas

substrat ergeduksi pektinase U[S] Vo

% (b/v) p(u gLy | (hg/mL menit
01 31.4955 10.4985 10 0.0953
0.2 40.1712 13.3904 5 0.0747
03 50.4685 16.8228 3.33 | 0.0594
04 61.2793 20.4264 25 0.0490
05 74.6937 24.8979 2 0.0402
0.6 88.5405 29.5135 1.67 | 0.0339
0.7 101.7928 33.9309 143 | 0.0295
0.8 115.7297 38.5766 125 | 0.0259
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1/Vo

0.12

0.1

y =0.0078x + 0.0244
R2=0.9017

= 0.08 ¢ tanpaion
S logam
S 0.06 | +ion logam
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E 004
'c:s_> y =0.0039x + 0.0124
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Gambar D.4 Kurva Lineweaver-Burk
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Lampiran E. Analisis Statistika
E.1 Aktivitas Pektinase dengan Penambahan K*

Tabel E.1 Data statistika aktivitas ekstrak kasar pektinase dengan
penambahan variasi konsentrasi K*

Aktivitasenzim

+ -1 i4-1
Hfl\/l] (Hg.mL".menit™) jumlah Rata-rata
1 2 3

55,748 | 55,739 | 55,721 | 167,207 55,736+0,013

45,838 | 45,819 | 45,793 | 137,450 45,817+0,022

36,198 | 36,189 | 36,189 | 108,576 36,192+0,005

0
2
4 | 41,486 | 41,477 | 41,450 | 124,414 41,471+0,018
6
8

33,207 | 33,189 | 33,180 99,576 33,192+0,013

10 | 28,000 | 27,982 | 27,973 83,955 27,985+0,014

E.2 Analisis Statistika Perhitungan BNT

Analisis data pengaruh konsentrasi ion K" terhadap aktivitas
pektinase dianalisis menggunakan analisis ragam (uji F) pada
Rancangan Acak Lengkap (RAL) dilanjutkan dengan uji Beda Nyata
Terkecil 5% (BNT). Langkah perhitungan analisa data adalah
sebagai berikut:
o Menghitung Faktor Korelasi (FK)
22, B i

np

_[721,1802)?
FK = 6X3

FK =28894,492
o Menghitung jumlah kuadrat (JK)
a JKtotal = [¥7_, ¥/, (Yij)?]- FK
JK total = 30360,878 - 28894,492
JK total = 1466,386

FK =
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|Ef=1(>3£=1"”)2‘ ~FK

b. JK perlakuan (JKp) =

JK perlakuan (JK p) = [(VL;OZ)‘] - 28894,492

K pertakuan (JKp) = 1466,383
C. JK galat percobaan (JKG) = JKtotaJ = JerrIakuan
JK' gatat percobean (JK ) = 1466,386 - 1466,383
JK' gatat percobean (JK ) = 0,003
o Menghitung kuadrat tengah (KT) setiap sumber keragaman
a  Kuadrat Tengah peiacen (KTp) = — 22

e L
1466,
Kuadrat Tengah perlakuan (KTp) = 5

Kuadrat Tengah perakuan (KTP) = 293,277
b.  Kuadrat Tengah gia percobeen (K Te) = —S2—

ggggr'c‘ﬂbaaﬂ
Kuadrat Tengah galat percobaan (KTG) = ‘1—2

o Menghitung nilai F
Liy
KTg
293,277
I:hitung = 0,00025

Fhitung = 1204487
Fiava 10= FINV(0,05;5;12) = 3,106

Fritng > Frapel 10sMaka tolak Ho,artinya ion K+ memiliki pengaruh
terhadap aktivitas pektinase.Untuk mengetahui perlakuan mana sgja
yang berpengaruh terhadap aktivitas pektinase, maka dilakukan uji
Beda Nyata Terkecil (BNT):

e  Menghitung nilai BNT dengan a =5 %

_ /2 |2KTgalat
BNT (0) = t5/2 JT

I:hitung 3

BNT (0) = 2,170 [~ 2302

BNT (a) = 0,028
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e Analisis ragam satu arah pengaruh ion K* terhadap aktivitas
pektinase

Tabel E.2 Analisis ragam satu arah pengaruh K* terhadap aktivitas

pektinase
Sumber
K eragaman dB | JK KT Fhitng | F tavel
Perlakuan 5 1466,383 | 293,277 | 1204487 | 3,106
Galat | , | 00029 | 000243
Percobaan
Total 17 | 1466386 | 86,258

Tabel E.3 Data uji BNT pengaruh ion K+ terhadap aktivitas
pektinase

jon K* 10 8 6 4 2 0
lon

K+

Rata- 27985 | 33.192 | 36.192 | 41.471 | 45817 | 55.736
rata

10 | 27.985 0*

8 |33192 | 5207 0*

6 36.192 8.207 | 3.000 0*
4 41.471 13.486 | 8.279 5.279 0*
2 45.817 17.832 | 12.625 | 9.625 4.345 0*

0 55.736 27.751 | 22544 | 19544 | 14.264 | 9919 (0

Keterangan . * =tidak bedanyata
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