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Abstrak. Priadi G, Setiyoningrum F, Afaiti F. 2018. Enzim [(-galaktosidase dari Leuconostoc mesenteroides indigenus: ekstraksi,
purifikasi parsial dan karakterisasi. Pros Sem Nas Masy Biodiv Indon 4: 184-189. Industri susu menggunakan B-galaktosidase pada
pengembangan produk untuk penderita lactose intolerance. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui karakterisasi enzim -
galaktosidase hasil pemurnian parsial dari Leuconostoc mesenteroides indigenus pada suhu dan pH berbeda. Pemurnian enzim
menggunakan amonium sulfat 50%, dan 60%. Karakterisasi dilakukan pada suhu 30, 40, 50 dan 60 °C, serta pada pH 5,6 dan 7. Hasil
penelitian menunjukan B-galaktosidase hasil pemurnian dengan pengendapan amonium sulfat 50% memiliki aktivitas spesifik tertinggi.
Kerja optimal p-galaktosidase dalam menghidrolisis o-NPG diperoleh pada suhu 30 °C dan pH 7. Konsentrasi amonium sulfat dan suhu
berpengaruh terhadap aktivitas spesifik enzim B-galaktosidase dari Leuconostoc mesenteroides.

Kata kunci: f-galaktosidase, amonium sulfat, suhu, pH

Abstract. Priadi G, Setiyoningrum F, Afaiti F. 2018. -Galactosidase enzyme from indigenous Leuconostoc mesenteroides: extraction,
partial purification and characterization. Pros Sem Nas Masy Biodiv Indon 4: 184-189. Dairy industry uses B-galactosidase in product
development for lactose intolerance. The aim of this study was to determine the characterization of B-galactosidase partially purified
from indigenous Leuconostoc mesenteroides to temperature and pH. Purification of enzymes using ammonium sulfate with
concentration 40%, 50%, and 60%. Characterization was carried out at 30, 40, 50 and 60 °C, as well as at pH 5, 6 and 7. The results
showed that B-galactosidase with 50% ammonium sulfate precipitation had the highest specific activity. The optimal work of B-
galactosidase in hydrolyzing o-NPG is obtained at temperature 30 °C and pH 7. Ammonium sulfate concentration and temperature
influenced the specific activity of -galactosidase enzyme from Leuconostoc mesenteroides.

Keywords: B-galactosidase, ammonium sulfate, temperature, pH

PENDAHULUAN

Enzim p-galaktosidase atau lebih dikenal sebagai
laktase merupakan biokatalis untuk hirolisis laktosa
menjadi monosakarida glukosa dan galaktosa, dan reaksi
transgalaktosilasi (Chanalia et al. 2018; Princely et al.
2013). Fungsi hidrolisis dalam industri makanan digunakan
untuk menurunkan kandungan laktosa dalam susu,
sedangkan reaksi transgalaktosilasi digunakan untuk
mensistesis di, tri, atau lebih galakto-oligosakaraida, selain
itu dalam industri susu enzim [-galaktosidase juga
digunakan  untuk  mencegah  kristalisasi  latosa,
meningkatkan kemanisan, dan meningkatkan kelarutan
produk susu (Princely et al. 2013), serta mengurangi
laktosa dalam whey hasil samping industri keju. Penurunan
laktosa dalam susu bermanfaat untuk konsumen lactose
intolerance, yaitu orang yang memiliki sedikit produksi -
galaktosidase dan atau aktivitasnya rendah. Defiesiensi
enzim B-galaktosidase menyebabkan banyaknya laktosa tak

terdigesti dan tak terserap yang menambah volume cairan
dalam wusus halus, masuk ke saluran wusus besar
mengakibatkan perbedaan tekanan osmotik, laktosa yang
tak terserap dimetabolisme oleh mikroflora kolon
menghasilkan asam lemak rantai pendek, karbon dioksida,
hidrogen dan gas metana, dan menyebabkan satu atau lebih
dari gejala seperti diare, sakit perut, perut kembung, kram
dan mual (Shaukat et al. 2010). Konsumen dengan gejala
tersebut mencapai 70% dari populasi dewasa dunia (Husain
2010; Chanalia et al. 2018). Selain dimasukkan dalam
produk susu, B-galaktosidase juga dapat dikonsumsi dalam
bentuk suplemen (Vasiljevic dan Jelen 2001). Sumber B-
galaktosidase dapat berasal dari tanaman, hewan, dan
mikroorganisme (Soares et al. 2001). Namun untuk aplikasi
industri mikroorganisme menjadi sumber potensial yang
dipertimbangkan (Natarajaran et al. 2012).

Mikroorganisme yang telah digunakan secara luas
sebagai  sumber  f-galaktosidase = adalah  yeast
Kluyveromyces lactis (Lee et al. 2003; Klewicki 2007).



PRIADI et al. — Enzim ff-galaktosidase dari Leuconostoc mesenteroides 185

Penelitian tentang produksi dan potensi P-galactosidase
yang bersumber dari mikroorganisme diantaranya
Bifidobacterium adolencentis (Hinz et al. 2004);
Lactobacillus acidophilus (Ngunyen et al. 2006; Ahmad et
al. 2014); Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces
fragilis, Sacharomyces marxianus, Sacharomyces fragilis
(Singh et al. 2009); Streptococcus pneumonia (Jeong et al.
2009); Lactobacillus sp. dari whey (Gheytancy et al. 2010);
Lactobacilus pentosus (Maischberger et al. 2010); Bacillus
sp. dari limbah susu (Natarajan et al. 2012); Streptococus
thermophilus (Princely et al. 2013); yeast sp dari whey
(Dake dan Gupta 2015); Pediocaccus pentosaceus 1D-7
(Lee et al. 2017); Lactobacillus farciminis (Setiyoningrum
et al. 2017); dan Pediococcus acidilactici (Chanalia et al.
2018)

Menurut Somkuti et al. (1998) bakteri asam laktat
(BAL) menjadi fokus penelitian enzim karena 3 hal yaitu
orang yang lactose intolerance tidak mengalami gejala
kelainan saat mengkonsumsi produk susu fermentasi yang
mengandung BAL; BAL umumnya dianggap aman
(Generally Recommended as Safe/GRAS) sehingga enzim
yang dihasilkan dapat digunakan tanpa purifikasi lebih
lanjut (Valijevic dan Jelen 2001); beberapa strain BAL
memiliki aktivitas probiotik seperti meningkatan digesti
laktosa dan strain terpilih telah digunakan dalam
memproduksi produk susu probiotik (Vinderola dan
Reinheimer 2003). Bakteri probiotik sangat signifikan
untuk menghasilkan [B-galaktosidase aktivitas tinggi
(Chanalia et al. 2018). Pemilihan BAL untuk
menghidrolisis laktosa dikarenakan kemudahan fermentasi,
aktivitas enzim yang tinggi dan stabilitas yang baik (Picard
et al. 2005).

Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi enzim B-
galaktosidase dari BAL yaitu bakteri indigenus
Leuconostoc mesenteriodes, menguji aktivitas spesifik
enzim, mempelajari pengaruh amonium sulfat pada proses
purifikasi parsial dan menentukan suhu serta pH optimum
dari kerja enzim tersebut. Dengan diketahuinya potensi
enzim [-galaktosidase dari Leuconostoc mesenteriodes,
diharapkan penambahan bakteri ini pada susu dan produk
susu akan membantu mengurangi gejala lactose intolerance
saat mengkonsuminya.

BAHAN DAN METODE

Bahan dan alat

Bakteri Leuconostoc mesenteroides diperoleh dari
Indonesian  Culture  Collection  (InaCC).  Media
pertumbuhan dan produksi enzim terdiri dari MRS (de
Mann Rogosa Sharpe) ditambah 1% laktosa. Untuk
tahapan purifikasi parsial dan pengujian kimia bahan yang
digunakan adalah membran selulosa (11 kDa), media
MRSB (de Mann Rogosa Sharpe Broth) (Merck,
Germany), pure agar, laktosa (Fisher Scientific Company,
USA), KH,PO, (Merck, Germany), K,HPO, (Merck,
Germany), coomassie brilliant blue (Merck, Germany),
asam fosfor 85% (Merck, Germany), amonium sulfat
(Merck, Germany), bovine serum albumin (BSA)
(Applichem, USA), etanol (Merck, Germany), o-nitrofenil-

B-D-galaktopiranosida (oNPG) (Thermo Fisher Scientific,
USA4), dan Na,CO; (Merck, Germany).

Peralatan yang digunakan dalam penelitian adalah
laminar air flow (Telstar BH-100,Spain), sonikator
(Labsonic, Germany), spektofotometer UV-Vis 1800
(Shimidzu, Japan), autoklaf (Raypa, Spain), inkubator
(Thermo Fisher Scientificc USA), sentrifuse (Hitachi
CR21G I, Japan), timbangan analitik (Shimidzu, Japan),
magnetic stirrer (Raypa AG-5, Spain), penangas air,
penangas es, dan alat-alat gelas lainnya.

Ekstraksi p-galaktosidase Leuconostoc mesenteroides
(modifikasi Wang dan Sakakibara, 1997)

Ekstraksi enzim dilakukan dengan menginokulasikan
2% Leuconostoc mesenteroides ke dalam media produksi
MRSB (yang ditambahkan 1% laktosa), kemudian
diinkubasi pada 37 °C selama 24 jam. Selanjutnya
dilakukan pemanenan sel dengan sentrifugasi 9000 rpm
pada suhu 4 °C selama 30 menit. Pellet yang dihasilkan
kemudian dicuci dengan buffer fosfat 0,1 M pH 7 sebanyak
2 kali. Sel (pellet) dipecah menggunakan sonikator dengan
amplitudo 50, cycle 0,5 selama 5 menit dengan interval
jeda setiap 1 menit. Proses pemecahan dioptimalkan pada
suhu rendah. Setelah sel dipecah, dilakukan pemisahan
menggunakan sentrifugasi 9000 rpm, suhu 4 °C selama 30
menit. Supernatan dipisahkan dari peletnya kemudian
disimpan pada suhu dingin untuk kemudian dianalisis
aktivitas enzim, kadar protein dan ativitas spesifiknya.
Supernatan yang diperoleh merupakan enzim kasar (crude
enzyme).

Purifikasi parsial enzim kasar

Pengendapan protein dengan amonium sulfat (modifikasi
Scopes, 1987)

Sebanyak 50 mL enzim kasar [-galaktosidase
diendapkan dengan amonium sulfat sampai diperoleh
konsentrasi amonium sulfat 50% dan 60%. Penambahan
amonium sulfat dilakukan sedikit demi sedikit hingga
semua larut, pada suhu dingin (rungan berpendingin 4-6
°C) dan pengadukan kecepatan rendah. Kemudian larutan
didiamkan selama 1 malam pada suhu dingin. Selanjutnya
larutan enzim disentrifugasi dengan kecepatan 9000 rpm,
suhu 4°C selama 30 menit. Supernatan yang dihasilkan
dipisahkan dari pelletnya. Pellet yang telah terpisah dicuci
dengan buffer fosfat 0,1 M pH 7. Konsentrasi protein dan
aktivitas enzim [-galaktosidase hasil pengendapan
dianalisis kembali. Jumlah amonium sulfat yang digunakan
untuk mengendapkan enzim dihitung dengan persamaan:

Jumlah fum sulfat (g/L) = 002 —51) 1
umlah ammonium sulfat (g/L) = 100-0,3 5, a1
S, = konsentrai awal amonium sulfat
S, = konsentrasi akhir amonium sulfat yang
diinginkan

533 = jumlah garam amonium sulfat yang dibutuhkan
perliter larutan untuk membuat larutan jenuh 100%
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Dialisis (modifikasi Pal et al. 2013)

Enzim [-galaktosidase hasil pengendapan didialisis
menggunakan membran selulosa 11 kDa. Enzim
dimasukkan kedalam membran kemudian direndam dalam
750 mL buffer fosfat 0,025 M pH 7 dengan pengandukan
rendah pada suhu dingin (4-6 °C). Setiap 8 jam dilakukan

penggantian larutan buffer (3 kali penggantian).
Konsentrasi protein dan aktivitas enzim [-galaktosidase
hasil pengendapan dianalisis kembali. Enzim f-

galaktosidase hasil dialisis disimpan pada suhu dingin.

Penentuan kadar protein (Bradford, 1976)

Larutan enzim 100 pL ditambahkan 1 mL pereaksi
Bradford, di vortek dan diinkubasi selama 5 menit, lalu
diukur absorbansinya pada panjang gelombang 595 nm.
Kurva standar protein menggunakan bovine serum albumin
(BSA) dengan berbagai konsentrasi.

Uji aktivitas p-galaktosidase (modifikasi Marteu et al.
1990)

Uji aktivitas dilakukan dengan memasukkan1000 pL
dan 100 pL enzim dalam tabung reaksi, lalu diinkubasi
pada suhu 37 °C selama 15 menit. Kemudian ditambahkan
200 mL oNPG 2 mg/L dan diinkubasi pada suhu 37 °C
salama 15 menit. Setelah inkubasi kedua selesai,
ditambahkan 1000 pL Na,CO; 1 M untuk menghentikan
reaksi. Kemudian diukur absorbansinya pada panjang
gelombang 420 nm. Aktivitas enzim (U/mL) adalah jumlah
pmol o-nitrofenol (oNP) yang dibentuk per menit per
milliliter enzim pada kondisi percobaan (37 °C) (Al-Arrji et
al. 2017). Aktivitas enzim dihitung dengan persamaan:

mikromol oNP

Aktivitas enzim (U/ml) = Vxt

2

aktivitas enzim

Aktivitas spesifik (U/mg protein) = kadar protein A3)
Mikromol oNP = jumlah oNP saat percobaan
v = volume enzim yang diuji (100 uL)
t = waktu inkubasi (menit)

Karakterisasi enzim B-galaktosidase
Uji aktivitas enzim pada berbagai suhu

Sebanyak 100 pL enzim hasil purifikasi (dengan
pengendapan amonium sulfat 50% dan 60%) dimasukkan
kedalam 1 mL buffer fosfat 0,1 M, kemudian diinkubasi
selama 5 menit pada suhu 30, 40, 50,dan 60 oC.
Selanjutnya diuji aktivitas enzimnya sesuai suhu perlakuan.
Uji aktivitas enzim pada berbagai pH

Sebanyak 100 pL enzim hasil purifikasi (dengan
pengendapan amonium sulfat 50% dan 60%) dimasukkan
kedalam 1 mL buffer fosfat 0,1 M, kemudian diinkubasi
selam 5 menit pada pH 5,6 dan 7. Selanjutnya diuji
aktivitas enzimnya sesuai pH perlakuan.

Analisis data

Data karakterisasi enzim diolah dengan SPSS 22 untuk
dianalisis keragamannya (ANOVA), jika terdapat
perbedaan pengaruh yang signifikan (p<0,05) pada
variabel bebas maka dilanjutkan uji pembedaan Duncan
Multiple Range Test (DMRT).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Ektrasi dan purifikasi parsial enzim f-galaktosidase

Leuconostoc mesenteroides yang digunakan merupakan
bakteri yang diisolasi dari tape singkong asal Yogyakarta.
Seperti golongan Leuconostoc lainnya bakteri ini banyak
ditemukan pada buah dan sayuran, bertanggung jawab pada
proses pembuatan asinan dan fermentasi sayuran lainnya.
Bakteri ini juga digunakan pada fermentasi susu dan roti
(Busson et al. 1999). p-galaktosidase adalah enzim
intraseluler (Princely et al. 2013). Isolasi dan produksi
enzim [-galaktosidase diawali dengan menumbuhkan
bakteri pada media selektif yang diperkaya laktosa.
Menurut Gheytanchy et al. (2010) penambahan 1% laktosa
dapat meningkatkan aktivitas enzim [-galaktosidase.
Inkubasi pada suhu 37 °C akan memberikan produksi f-
galaktosidase maksimum (Chakraborti et al. 2003).
Sonikasi merupakan salah satu cara ekstraksi enzim dari
bakteria dengan memecah sel. Gelombang suara tekanan
tinggi akan menyebabkan gangguan dan merusak dinding
sel.

Enzim diendapkan dengan garam amonium sulfat.
Pengendapan garam bivalen seperti magnesium klorida,
magnesium sulfat, dan amonium sulfat lebih efektif
dibandingkan dibandingkan garam monovalen seperti
sodium klorida, amonium klorida, dan kalium klorida
(Boyer 2002). Pemilihan amonium sulfat pada proses
pengendapan juga dikarenakan kelarutan yang tinggi, harga
murah, dan umumnya pada konsentrasi tertentu tidak
mempengaruhi struktur protein (Beynon dan Bond 2001).
Prinsip pengendapan enzim oleh amonium sulfat mengikuti
fenomena salting out. Amonium sulfat memiliki
kemampuan untuk menetralkan muatan pada permukaan
protein dan mengganggu kelautan air di sekitar protein, hal
ini akan menyebabkan penurunan kelarutan protein dan
akhirnya menyebabkan protein mengendap (Scopes, 1993;
Duong-Ly dan Gabelli 2014; Fatchiyah et al. 2011).

Proses dialisis bertujuan untuk mengeluarkan garam
amonium sulfat dan molekul pengotor lain yang dapat
mempengaruhi kestabilan enzim. Saat dialisis terjadi proses
difusi dan osmosis yang ditandai dengan masuknya larutan
buffer kedalam kantung dialisis menggantikan garam dan
pengotor yang keluar. Membran dialisis dipilih sesuai
dengan ukuran berat molekul dari enzim. Perbedaan berat
molekul pada enzim didasarkan pada sumber enzim,
metode ektraksi, ketepatan purifikasi, dan tipe dari enzim
seperti ekstra atau intraselular, beberapa pustaka
mengindikasikan sifat genetik dan dan kondisi lingkungan
enzim dapat mempengaruhi berat molekul enzim (Abdullah
et al. 2014). Aktivitas dan aktivitas spesifik enzim -
galaktosidase dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Aktivitas enzim [-galaktosidase Leuconostoc
mesenteroides hasil purifikasi parsial dengan ammonium sulfat

Konsentrasi Akt“fltas Aktivitas spesifik
. enzim .
amonium sulfat (U/mL) (U/mg protein)
50% 6,77 11,04
60% 3,28 5,84
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Tabel 1 menunjukan enzim [-galaktosidase dengan
pengendapan amonium sulfat 50% memiliki nilai aktivitas
enzim yang lebih tinggi dibandingkan amonium sulfat
60%. Aktivitas enzim dipengaruhi oleh terbentuknya
komplek enzim dan subtrat, dimungkinkan pada hasil
pengendapan dengan ammonium sulfat 60% terjadi
gangguan terhadap terbentuknya komplek enzim subtrat
karena tersisanya garam atau pengotor yang tidak hilang
saat dialisis. Hasil berbeda dilaporkan pada penelitian
Ahmad et al. (2014) dan Al Argi et al. (2017).
Pengendapan enzim [3-galaktosidase dengan amonium
sulfat 60-80%, memberikan nilai aktivitas enzim terbesar
pada pengendapan dengan amonium sulfat 80% (Ahmad et
al. 2014), sedangkan pada Al Arji et al. (2017),
pengendapan menggunakan ammonium sulfat 20-60%
memberikan nilai aktivitas enzim terbesar pada amonium
sulfat 60%.

Aktivitas enzim dan aktivitas spesifik enzim [3-
galaktosidase yang dihasilkan pada pengendapan amonium
sulfat 50% adalah 6,77 U/mL dan 11, 04 U/mg. Hasil
tersebut  lebih  kecil jika dibandingkan dengan
Kluyveromyces marxianus 177 U/mL, Kluyveromyces
fragilis 170 U/mL, Sacharomyces marxianus 175 U/mL,
Sacharomyces fragilis 155 U/mL (Singh et al. 2009);
Lactobacilus pentosus 304 U/mg (Maischberger et al.
2010); Streptococus thermophilus 119,38 U/mg (Princely
et al. 2013); Pediocaccus pentosaceus ID-7 (LacL) 31
U/mg (Lee et al. 2017); Lactobacillus farciminis 19,65
U/mg (Setiyoningrum et al. 2017). Namun hasil aktivitas
tersebut masih lebih baik dibandingkan dengan
Lactobacillus sp. 1,966 U/mL (Gheytancy et al. 2010);
Bacillus  sp. 3,307 U/mg (Natarajan et al. 2012);
Lactobacillus  acidophilus ATCC 4356 0,671 U/mL,
Lactobacillus reuteri ATCC 23271 0,420 U/mL dan
Lactobacillus  helveticus ATCC 15009 0,344 U/mL
(Carevic et al. 2014). Perbedaan aktivitas enzim J-
galaktosidase dari penelitian-penelitian tersebut
dikarenakan perbedaan mikrorganisme penghasil enzim,
metode ekstraksi, metode pengendapan, dan metode
purifikasi yang dilakukan. Purifikasi tingkat lanjut akan
meningkatkan aktivitas enzim. Aktivitas enzim meningkat
1,13 kali lipat dari enzim kasar dengan penggunaan gel
filtration Sephadex G-100 dibandingkan amonium sulfat
1,06 kali lipat (Princely et al. 2013). Penggunaan Sephadex
G-200 pada purifikasi meningkatkan 6,92 kali lipat
aktivitas enzim dibandingkan amonium sulfat 4,74 kali
lipat dari enzim kasar (Ahmad et al. 2014)

Karakterisasi enzim pada kondisi suhu dan pH berbeda

Aktivitas enzim dipengaruhi suhu, pH, konsentrasi
subtrat, konsentrasi enzim dan adanya aktivator atau
inhibitor. Suhu mempengaruhi laju reaksi katalisis enzim
dengan 2 cara yaitu (i) kenaikan suhu akan meningkatkan
energi molekul subtrat dan pada akhirnya meningkatkan
laju reaksi enzim. Peningkatan suhu juga berpengaruh
terhadap perubahan konformasi subtrat sehingga sisi aktif
aktif subtrat mengalami hambatan untuk memasuki sisi
aktif enzim dan menyebabkan turunnya aktivitas enzim,
dan (ii) peningkatan energi termal molekul akan
menyebabkan rusaknya interaksi non kovalen yang
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menjaga struktur 3 diemensi enzim secara bersama sama
sehingga enzim mengalami denaturasi. Denaturasi
menyebabkan struktur lipatan enzim membuka pada bagian
permukaannya sehingga sisi aktif enzim berubah dan
terjadi penurunan aktivitas enzim (Hames dan Hoper
2000). Gambar I menunjukan hasil pengujian aktivitas
spesifik enzim pada beberapa suhu.

Dari Gambar 1 terlihat penurunan aktivitas enzim
dengan bertambahnya suhu. Aktivitas enzim pada suhu 60
°C sangat rendah dibandingkan suhu lainnya, karena pada
suhu tersebut dimungkinkan telah terjadi kerusakan enzim.
Penelitian Arrji et al. (2017) melaporkan aktivitas B-
galaktosidase menurun karena denaturasi dari enzim
sebagai akibat dari energi panas yang merusak ikatan
dalam enzim, merubah konfigurasi sisi aktif dan
melemahkan terjadinya komplek enzim subtrat. Aktivitas
enzim terbesar terjadi pada suhu 30°C baik pada
pengendapan dengan amonium sulfat 50% maupun 60%.
Menurut penelitian Dake dan Gupta (2012) optimum
produksi enzim terjadi pada suhu 37-45 °C, sedangakan
Chanalia et al., (2018) melaporkan aktivitas enzim akan
meningkat sampai 50 °C dan menurun pada 55 °C.
Konsentrasi amonium sulfat dan suhu berpengaruh
terhadap aktivitas spesifik enzim [-galaktosidase dari
Leuconostoc mesenteroides (p<0,05). Pada penelitian lain,
suhu optimal berada di rentang 40 sampai 50 °C seperti
pada Princely et al. (2013); Lee et al. (2017); dan Arrji et
al. (2017).

Pengaruh pH pada enzim berkaitan dengan keadaan
ionisasi dari sistem yang dikatalisis, termasuk subtrat, dan
enzim itu sendiri. Perubahan pH dapat mempengaruhi
ionisasi asam-asam amino pada sisi aktif enzim sehingga
berpengaruh pada interaksi dengan molekul subtrat.
Kondisi pH yang terlalu rendah atau tinggi akan
menyebabkan ketidakstabilan pada konformasi enzim
sehingga menyebabkan stuktur enzim menjadi rusak
(Lehninger 2004; Dake dan Gupta 2015). Enzim
mempunyai pH optimum untuk menghasilkan aktivitas
yang maksimal. Hasil pengujian aktivitas enzim pada
beberapa pH dapat dilihat pada Gambar 2.

Aktivitas enzim meningkat dengan semakin besarnya
pH. Pada pH 7 aktivitas enzim lebih besar dibandingkan
pH 6 dan 5, baik pada pengendapan dengan amonium sulfat
50% ataupun 60%. Enzim memiliki aktivitas yang rendah
pada pH dibawah 3 dan tidak menunjukan aktivitasnya
pada pH 8 (Abdullah et al. 2014). Penurunan aktivitas -
galaktosidase disebabkan protonisasi dan deprotonisasi dari
grup ion katalik yang ada pada sisi aktif dari enzim,
komplek enzim subtrat (ES) dan komplek enzim produk
(EP) (Meera et al. 2013; Rahman et al. 2015). Hasil
penelitian yang sama dilaporkan oleh Meishberger et al.
(2010); Natarajan et al. (2012); Princely et al. (2013); Arrji
et al. (2017); Lee et al. (2017); dan Setiyoningrum et al.
(2017). Hasil berbeda pada penelitian Dake dan Gupta
(2012); Sigh et al. (2014) dan Chanalia et al. (2018) yaitu
pH optimum aktivitas enzim pada pH 6, sedangkan Artji et
al. (2017) melaporkan pH 5 sebagai pH optimum aktvitas
enzim. Kenaikan pH tidak memberikan pengaruh
signifikan terhadap aktivitas enzim (p>0,05).
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aktivitas spesifik (U/mg)

30 40 50 60
Suhu (°C)

—@— Konsentrasi(NH4)28504 50%  ——#—Konsentrasi (NH4)2504 60%

Gambar 1. Pengaruh suhu inkubasi 30, 40, 50 dan 60 °C terhadap
aktivitas enzim B-galaktosidase dari Leuconostoc mesenteroides

Dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan proses
isolasi, purifikasi parsial dan karakterisasi enzim f-
galaktosidase dari Leuconostoc mesenteroides optimum
untuk menghasilkan aktivitas enzim yang tinggi jika
dilakukan dengan kondisi penggendapan menggunakan
amonium sulfat 50%, suhu 30°C dan pH 7 dengan aktivitas
spesifik  tertinggi 11,04 U/mg protein. Konsentrasi
amonium sulfat dan suhu berpengaruh signifikan terhadap
aktivitas enzim.
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