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ABSTRACT

The aim of this research was to find out purification of enzyme linamarase from
Dioscorea hispida Dennts. Enzyme purification was carried out by amonium sulphate
fractionation and Sephadex G-75 gel filtration coloumn chromatography. Protein purify
factor achieved was 10.5 times, protein yield was 33.3 % of the crude cell extract protein
and specific activity was 2.93 U/mg. The enzyme purity of each purification stage was
monitored by SDS-PAGE and resulted one protein band. The optimum temperature and
DpH of enzyme reaction was 57°C and pH 6.5 with 90 minutes incubation. Using crude
linamarin as substrat, linamarase has Km 0.1564 pmol ml! and Vmax 0.2796
umol/minute. Pure linamarase was added in Dioscorea slurry to increase cyanide
release.

Keywords: purification, characterization, linamarase, detoxification, Dioscorea hispida
Dennts.

PENDAHULUAN dengan air yang mengalir selama 3 hari
atau air diganti setiap hari. Adapula yang
Sebagail sumber karbohidrat alter-— direndam garam 10% selama 6 jam, dila—
natif, gadung jarang dikonsumsi sebagai pisi abu atau direbus dalam bentuk umbi
makanan utama karena proses pengo- utuh (Pambayun, 2000). Semua perlakuan
lahan yang tidak sempurna bisa menye-— tersebut masih menyisakan senyawa
babkan keracunan. Tanda-tanda kera- glukosida sianogenik dan residu sianida.
cunan atau kematian karena mengkon-— Proses yang kurang sempurna tersebut
sumsi gadung sama dengan tanda-tanda dapat mengakibatkan keracunan dan
keracunan hidrosianida (HCN) (Anony- gangguan kesehatan (Pambayun dan
mous, 2006). Sianida muncul karena Martini, 2000).
adanya hidrolisis senyawa glukosida Linamarin dalam tubuh bisa diubah
siano—-genik dalam umbi gadung oleh menjadi sianida oleh mikroflora dalam
enzim linamarase endogen. Hidrolisis ini saluran pencernaan. Sianida akan diubah
akan menghasilkan glukosa dan aseton menjadi tiosianat dan dibuang melalui
sianohidrin (Keresztessy et al, 2001). urin. Perubahan ini membutuhkan bebe-
Meurut Mkpong et al, (1990), aseton rapa mineral dan vitamin sehingga meta-—
sianohidrin akan berdisosiasi secara bolisme sianida dalam tubuh akan
spontan pada pH >5 atau secara enzima- menyebabkan tubuh kekurangan ribo-
tis oleh hidroksinitril liase membentuk flavin, vitamin B12, sodium, dan metionin
HCN dan aseton. (Anonymous, 2004). Pambayun (2000)
Perlakuan untuk mengurangi racun juga menjelaskan bahwa mengkonsumsi
sianida dalam gadung adalah dengan me- gadung mengandung asam sianida akan
rendam gadung yang telah diiris tipis menyebabkan malnutrisi dan timbulnya
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penyakit gondok karena tiosianat yang
terbentuk mengganggu penyerapan
1odium oleh kelenjar tiroid.

Cara vyang bisa dilakukan untuk
mengurangi atau menghilangkan semua
prekursor sianida dalam gadung adalah
dengan menambahkan enzim linamarase
yang secara alami terdapat dalam
gadung. Linamarase gadung akan ter-—
bantu dalam menghidrolisis semua
senyawa glukosida sianogenik. Hidro-
sianida yang terbentuk dari aseton
sianohidrin akan bisa dihilangkan dengan
cara yang telah dikenal masyarakat
seperti perendaman dalam air yang
mengalir, pelapisan dengan abu atau
perebusan umbi utuh.

BAHAN DAN METODE

Bahan

Bahan vyang digunakan meliputi
umbi gadung, amonium sulfat, buffer
sitrat fosfat pH 7, gel Shepadex G-65
(Sigma), SDS (Merck), TEMED (Sigma),
amonium persulfat (Sigma), akrilamid
(Sigma), bis akrilamid (Sigma), asam
asetat, comassie blue, glisin (Sigma),
natrium pikrat, protein marker (Sigma),
dan pereaksi biuret.

Alat

Sonikator, kolom kromatografi, pH
meter, inkubator, penangas air, perang-—
kat elektroforesis, peralatan gelas,
spektrofotometer.

Jalan Penelitian

Penelitian ini dibagi ke dalam tiga
tahap yaitu 1isolasi dan pemurnian
linamarase dari umbi gadung; karak-
terisasi linamarase; dan aplikasi linamar—
ase hasil isolasi pada bubur umbi gadung.

Isolasi dan pemurnian linamarase

Isolasi dilakukan dengan menggu-
nakan sonikator dan buffer sitrat phosfat
pH 7 pada kondisi dingin (Gueguen et al.,
1995). Pemurnian dilakukan dengan pe-
ngendapan amonium sulfat bertingkat
sebanyak 20%, 40%, 60% dan 80%.
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Linamarase yang mempunyal aktivitas
tertinggi dimurnikan menggunakan kolom
kromatografi berisi gel Sephadex G-75.
Setiap fraksi hasil elusi diuji aktivitas
enzim (Yeoh et al, 1997; Mkpong et al,
1990; Iglesias et al, 2002) dan kadar
proteinnya (metode biuret). Fraksi yang
mempunyal aktivitas tertinggi dikarak-
terisasi.

Karakterisasi linamarase

Linamarase diuji aktivitasnya pada
kisaran pH 5-pH 7.5, suhu kisaran 50-
75°C, kisaran waktu inkubasi 30-180
menit, dan konsentrasi substrat 3, 6, 9,
12, 15, dan 18 ppm serta dihitung nilai
K, dan V. Selain itu digunakan
elektroforesis SDS-PAGE untuk menge-
tahui berat molekul linamarase.

Aplikasi linamarase untuk detoksifiaksi
bubur gadung

Untuk mengetahui pengaruh pe-
nambahan linamarase terhadap kan-
dungan sianida pada bubur gadung, lina-
marase ditambahkan pada bubur gadung
dengan perlakuan lama inkubasi O, 2, 4,
6, dan 8 jam dan penambahan linamarase
sebanyak 0, 0,078, 0,156, 0,234, 0,390,
0,468 mg, setelah itu diukur kandungan
sianida bebasnya (metode spektro-
fotometri).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi dan Pemurnian Linamarase

Untuk mendapatkan enzim linama-
rase yang bebas dari molekul lainnya,
dilakukan pengendapan protein menggu-
nakan amonium sulfat dengan konsen-
trasi 20%, 40%, 60% dan 80%. Sebagai
pembanding, ekstrak kasar juga dihitung
aktivitasnya.

Aktivitas spesifik merupakan per—
bandingan aktivitas enzim dengan kadar
proteinnya. Aktivitas spesifik linamarase
akibat pengaruh penambahan garam
amonium sulfat terus meningkat sampai
pengendapan garam 40%. Peningkatan
ini sehubungan dengan meningkatnya
aktivitas enzim dan rendahnya Kkadar
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protein. Setelah itu terjadi penurunan
pada konsentrasi garam 60%. Hal ini
berarti penambahan amonium sulfat se—
besar 60% sudah tidak efektif untuk
mengendapkan protein. Berdasarkan ha-
sil yang diperoleh diketahui bahwa kon-
sentrasi amonium sulfat yang paling se-
sual untuk pengendapan enzim linamara-—
se adalah 40% dengan aktivitas spesifik
sebesar 0,572 U/mg.

Pemurnian linamarase lebih lanjut
dilakukan dengan mengelusi hasil pre-
sipitasi amonium sulfat 40% melalui ko-
lom kromatografi filtrasi gel Sephadex
G-75 yang sebelumnya telah disetim-
bangkan dengan buffer fosfat-sitrat pH
7. Elusi dilakukan dengan kecepatan alir
0.5 mlL/menit dan tiap 3 mL eluen
dikumpulkan menjadi fraksi—-fraksi yang
terpisah untuk diuji aktivitas dan kadar
proteinnya.

Profil elusi linamarase gadung me-
nunjukkan bahwa aktivitas spesifik lina-
marase mencapai puncak pada fraksi ke—
4, 5, dan 6 yang berturut-turut sebesar
0,5833 U/mg, 0,7639 U/mg, dan 0,5500
U/ml. Fraksi ini yang dikumpulkan untuk

runan aktivitas spesifik sampai fraksi
ke—-15. Fraksi yang mengandung protein
tetapi tidak mengandung aktivitas lina—
marase menunjukkan protein yang terte—
ra bukanlah protein enzim linamarase.

Untuk mendapatkan profil enzim li—-
namarase yang lebih baik pada elekto-
foregram, maka sebanyak 2 mlL enzim
dari gabungan fraksi 4, 5, dan 6 dielusi
kembali dengan kecepatan alir 0,3 mL/
menit dan eluat ditampung setiap 2 mL
tiap fraksi. Profil tiap fraksi dapat dilihat
pada Gambar 1.

Terlihat pada Gambar 1 bahwa
fraksi aktif dimulai pada fraksi 6 sampai
fraksi 17 walaupun dengan aktivitas yang
rendah. Kadar protein tertinggi pada
fraksi ke—-7 tetapi menunjukkan aktivitas
yvang rendah. Setelah itu kadar protein
menurun seiring dengan terelusinya pro—
tein—protein pada fraksi—fraski sebelum—
nya. Aktivitas spesifik enzim linamarase
yang tinggi ditampilkan pada Gambar 1
yaitu pada fraksi ke—-12 dengan aktivitas
sebesar 2,933 U/mg dan kadar protein
sebesar 0,0167 Unit. Fraksi ini selanjut-
nya dielektoforesis SDS-PAGE untuk di-

dikarakterisasi lebih lanjut sedangkan lihat profil pita proteinnya dan dihitung
fraksi selanjutnya menunjukkan penu-— berat molekulnya.
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Gambar 1. Profil elusi linamarase gadung fraksi gabungan 4, 5, dan 6 setelah

melalui kolom kromatografi gel filtrasi Sephadex G-75 dengan kecepatan elusi 0,3

mL/menit
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Tabel 1. Hasil pemurnian enzim linamarase gadung

Aktivitas

Metode Pemurnian Enzim Al'itivitas. Protein Spesifik Tingk'fat a Rendemen®
Enzim (Unit) (mg) Kemurnian (%)
(U/mg)

Ekstrak kasar 0.147 0.533 0.278 1 100

SAS 40% 0.132 0.400 0.336 1.2 89.7

Sephadex G-75. Kecepatan

elusi 0,5 mL/menit; jumlah 0.074 0.078 0.965 3.4 50.3

eluen 3 mL/menit

Sephadex G-75. Kecepatan

elusi 0,3 mL/menit; jumlah 0.049 0.0167 2.933 10.5 33.3

eluen 2 mL/menit

“berdasarkan aktivitas spesifik yang diperoleh sesudah pemurnian dibandingkan dengan aktivitas

spesifik sebelum pemurnian

Pberdasarkan aktivitas enzim yvang diperoleh sesudah pemurnian dibandingkan dengan aktivitas

enzim sebelum pemurnian x 100%

Tabel 1 menunjukkan peningkatan
kemurnian dari ekstrak kasar, pengen-
dapan amonium sulfat 40%, dan kroma-
tografil filtrasi gel. Ekstrak kasar yang
mempunyai aktivitas spesifik sebesar
0,278 U/mg setelah diendapkan dengan
amonium sulfat 40% meningkat menjadi

A B C

170
130
95

72
55
43

34

26
17

11

Keterangan:

Marker

. Ekstrak kasar

. Setelah pengendapan amonium sulfat 40%

THOO W

0,336 U/mg. Setelah melalui kolom kro-
matografi, aktivitas spesifik meningkat
3,4 kali ekstrak kasarnya menjadi 0.965
U/mg. Fraksi 4, 5, dan 6 yang dielusi
kembali juga menunjukkan peningkatan
aktivitas spesifik sebesar 10,5 kali dari
ekstrak kasar yaitu sebesar 2,933 U/mg.

D E F

<«— 41,35kD

. Setelah filtrasi gel Sephadex G-75 kecepatan elusi 0.5 ml/menit (koleksi fraksi ke-3, 7 dan 8)
. Setelah filtrasi gel Sephadex G-75 kecepatan elusi 0.5 ml/menit (koleksi fraksi ke-4, 5 dan 6
. Setelah filtrasi gel Sephadex G-75 kecepatan elusi 0.3 ml/menit (koleksi fraksi ke-12)

Gambar 2. Elektroforegram enzim linamarase pada SDS-PAGE



Jurnal Teknologi Pertanian Vol. 12 No. 2 (Agustus 2011) 76-82

Rendemen yang dihasilkan untuk menda-
patkan enzim dengan tingkat kemurnian
ini sebesar 33,3% dari ekstrak kasarnya.
Peningkatan aktivitas spesifik menunjuk-
kan enzim semakin murni. Hasil SDS-
PAGE menunjukkan pita protein tunggal
dengan berat molekul 41,35 kDa.

Karakterisasi Linamarase

Aktivitas linamarase dipengaruhi
oleh faktor suhu, pH, waktu inkubasi ser-
ta konsentrasi substrat. Berdasarkan ka-
rakterisasi yang dilakukan, linamarase
hasil isolasi optimum pada pH 6,5. Hal ini
menunjukkan bahwa pada pH ini enzim
membentuk konformasi sisi aktif yang
paling tepat untuk mengikat substrat se-—
hingga terbentuk kompleks enzim sub-
strat yang tepat pula dengan menghasil-
kan produk yang optimum. Setelah diper-
lakukan dengan berbagai variasi suhu,
linamarase aktif pada suhu 57°C dengan
aktivitas sebesar 0,135 Unit. Waktu inku—
basi yang paling optimum adalah 90 me-
nit.

Dengan menggunakan substrat lina-
marin yang diisolasi dari umbi gadung
berdasarkan metode Petrucciolli et al
(1999), didapat bahwa konsentrasi lina-
marin sebesar 12% (v/v) menghasilkan
aktivitas optimum sebesar 0,299 Unit.

Berdasarkan metode Lineweaver—Burk
nilai K, didapat 0,1564 pmol/mlL sebesar
dan Vs sebesar 0,2796 pmol menit .

Detoksifikasi Sianida pada Bubur Gadung

Kurva kadar sianida pada bubur ga-
dung setelah penambahan enzim linama-
rase dibandingkan dengan kadar sianida
bubur gadung tanpa penambahan enzim
linamarase dapat dilihat pada Gambar 2.

Proses pengolahan gadung pada
umumnya masih meninggalkan residu sia—
nida dan prekursor sianida yaitu linama-
rin. Saat mengalami metabolisme linama-
rin ini masih bisa membebaskan sianida
dalam saluran pencernaan sehingga tetap
membahayakan kesehatan. Oleh karena
itu diperlukan tambahan linamarase ekso—
jenus agar pemecahan terhadap linamarin
lebih efektif dan maksimum, tidak me-
ninggalkan residu senyawa nitril atau
glu—kosida itu sendiri Gueguen et al
(1997).

Pada kontrol atau tanpa penam-—
bahan enzim linamarase menunjukkan li—
namarase endogen gadung mampu beker—
ja memecah linamarin menjadi sianida.
Pada lama maserasi 2 jam terjadi pening—
katan kadar sianida dari gadung segar
yaitu dari 66.346 ppm menjadi 74.423
ppm.

130.00 -

Sianida (ppm/g)

10

50.00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 2 4 6 8
Maserasi (Jam)
— - & - — Kontrol — —#— — Linamarase 0.078 mg —a—— Linamarase 0.156 mg

Linamarase 0.234 mg —%— Linamarase 0.312 mg —e—— Linamarase 0.390 mg

Gambar 3. Pengaruh penambahan enzim dan lama maserasi terhadap kadar sianida bubur
gadung
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Pada maserasi 4 dan 6 jam, kan-
dungan sianida masih meningkat menjadi
84,81 ppm kemudian menjadi 100,96 ppm.
Penambahan waktu maserasi 2 jam men-—
jadi 8 jam tidak menambah kadar sianida
secara signifikan, yaitu 102,89 ppm. Ma-
serasi optimum bagi kerja linamarase en-
dogen serta terekstraknya sianida pada
pelarut yaitu 6 jam.

Penambahan linamarase sebanyak
0,078 mg, menunjukkan terjadi pening-—
katan kadar sianida yang dibebaskan se-
iring dengan lama maserasi. Akan tetapi
pada lama maserasi 8 jam peningkatan
kadar sianida yang dihasilkan sebesar
110 ppm, yang menunjukkan bahwa lama
maserasi belum cukup untuk membe-
baskan sianida total dalam bubur gadung.
Hal ini tampak dari grafik yang terus naik.
Ini menunjukkan bahwa perlu menambah
waktu maserasi agar linamarase endogen
dan linamarase dengan konsentrasi 0,078
mg bekerja optimum memecah semua li—-
namarin. Fenomena yang sama terjadi
sampai penambahan enzim sebesar 0,156
mg.

Terlihat pada Gambar 3 bahwa ka-
dar sianida tampak stabil pada maserasi 4
jam sampai akhir maserasi dengan pe-
nambahan linamarse sebanyak 0,390 mg.
Ini berarti semua sianida berhasil dibe-
baskan dari linamarin oleh linamarase en-—
dogen dengan bantuan linamarase seba-—
nyak 0,390 mg dalam kurun waktu kurang
dari 4 jam. Semakin banyak sianida yang
dibebaskan dari glukosida sianogenik ma-
ka sianida yang tersisa akan semakin se-
dikit atau tidak ada sama sekali sehingga
gadung yang dikonsumsi lebih aman, be-
bas dari sianida dan prekursor sianida.
Dalam hal ini linamarin sebagai substrat
telah habis dihidrolisis. Penelitian Yeoh et
al (1997) menunjukkan bahwa linamarase
hasil isolasi dari daun ubi kayu yang di—
tambahkan pada tepung ubi kayu mampu
menghidrolisis sempurna linamarin pada
tepung ubi kayu.

Penambahan linamarase eksogen
untuk meningkatkan efektifitas pemecah-
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an linamarin pada ubi kayu telah dilaku-
kan oleh Gueguen et al., (1997) menggu-—
nakan linamarase Leuconostoc mesente-—
roides. Wedhastri (1991) menambahkan
bahwa Aspergillus dan Rhizopus pada
fermentasi koro benguk (Mucuna pruri-
ens) dapat menurunkan kadar glukosida
sianogenik. Lebih lanjut Gireud et al
(1992) menyatakan bahwa penambahan
bakteri asam laktat Lactobaccilus plan-—
tarum A6 lebih efektif dalam menghidro-
lisis linamarin dalam jus ubi kayu dari-
pada hanya menambahkan linamarase
saja. Petrucciolli et al. (1999) juga me-
nyebutkan bahwa penambahan Mucor
circinelloides pada fermentasi ubi kayu
akan meningkatkan dan mempersingkat
proses detoksifikasi.

KESIMPULAN

Linamarase dapat diisolasi dari umbi
gadung dengan menggunakan pengendap-—
an ammonium sulfat dan filtrasi gel. Akti—
vitas enzim linamarase gadung optimum
pada pH 6,5, suhu 57°C dengan waktu in-
kubasi 90 menit dan konsentrasi substrat
12%. Nilai V. sebesar 0,2796 pmol
menit ' dan K., sebesar 0,1564 pmol/mL.
Berat molekul enzim adalah 41,35 kD.
Linamarase yang diisolasi dari umbi ga-
dung dapat digunakan untuk detoksifikasi
bubur umbi gadung.
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