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Abstrak

Enzim atau biokatalisator adalah katalisator organik yang dihasilkan oleh sel.Enzim sangat penting dalam
kehidupan, karena semua reaksi metabolisme dikatalis oleh enzim. Praktikum ini bertujuan mengamati
tingkat aktivitas enzim katalase dan periksodase pada daun selama cekaman kekeringan, salinitas dan kontrol
Analisis aktivitas enzim katalase dengan cara supernatan sebanyak 0,04 ml ditambahkan kedalam larutan
yang mengandung 2,56 ml, 50 Mm Pottasium Phosphate Buffer pH 7 dan 0,4 ml 15 Mm H»0; dalam waktu
satu menit menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang 240 nm . kurva standar katalase
diperoleh persamaan Y= 2,045.x — 0,173; R* = 0,976 yang digunakan dalam perhitungan aktivitas enzim
katalase... Aktivitas enzim katalase tertinggi terjadi pada tanaman kontrol dengan aktivitas enzim katalase
sebesar 13.189 umol/g dan pada tanaman yang diberi perlakuan salinitas sebesar 13.158 pmol/g aktivitas
enzim paling rendah terjadi pada tanaman dengan perlakuan kekeringan 12.670 pmol/g.

Kata Kunci:Aktivitas Enzim, Katalase, Kekeringan, Salinitas

Latar Belakang

Enzim atau biokatalisator adalah
katalisator organik yang dihasilkan oleh
seL.Enzim sangat penting dalam kehidupan,
karena semua reaksi metabolisme dikatalis

oleh enzim. Jika tidak ada enzim, atau
aktivitas enzim terganggu maka reaksi
metabolisme sel akan terhambat hingga

pertumbuhan sel juga terganggu .Sehubungan
dengan potensi toksisitas senyawa radikal
bebas, tubuh memiliki mekanisme sistem
pertahanan alami berupa enzim antioksidan
endogen yaitu superoksida dismutase (SOD),
glutation peroksidase (GPx), dan katalase yang

berfungsi menetralkan dan mempercepat
degradasi senyawa radikal bebas untuk
mencegah kerusakan komponen
makromolekul sel [1][2].

Reaktive Oxygen Spesies (ROS)
merupakan radikal bebas yang sangat

berbahaya bagi mahluk hidup. Pada tanaman
ROS terbentuk dalam sel melalui beberapa
cara yaitu. Produksi fitokimia di atmosfer
akibat pencemaran udara, penyumbatan
electron langsung ke oksigen ketika terjadi
fotosintesis terutama pada kondisi cahaya yang
tinggi dan konsentrasi CO® pada kloroplas
yang rendah, respon terhadap kondsisi
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cekaman seperti kekeringan,suhu
salinitas ozon dan serangan mikroba [3].
Tiap varietas tanaman mungkin
memiliki reaksi yang sangat kompleks
menghadapi  cekaman  kekeringan  yang
ditunjukkan oleh bentuk metabolisme tanaman
yang berbeda. Oleh karena itu perlu dipelajari
berbagai mekanisme yang dilakukan tanaman
agar tetap tumbuh dan bereproduksi dengan
baik walau dalam kondisi cekaman
kekeringan. Berdasarka masalah ini maka
dilakukan  penelitian  mengenai  enzim
antioksidan berupa katalase dan peroksidase
yang terdapat pada tanaman tomat yang diberi
perlakuan. ROS yang  terbentuk akan
berbahaya bagi sel tanamankarena ia dapat
menoksidasi membran lipid dan aparatus
fotosintesis. ~ Melalui  berbagai  reaksi
metabolisme tanaman oksigen dapat diubah
menjadi bentuk molekul yang sangat reaktif
seperti  singlet oksigen (O:), hidrogen
peroksida (H20»), superoksida (O2) dan radikal
hidroksil (OH). Superoksida dapat berubah
bentuk menjadi hidrogen peroksida (H20»),
radikal ini dapat menyebabkan kerusakan
melalui beberapa cara yaitu memutus ikatan
rantai protein, merusak membran lemak dan
bereaksi dengan DNA sehingga menyebabkan
mutasi sel. Anion superoksida juga dapat
terbentuk di dalam tanaman dari proses

tinggi,
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autoooksidasi  dengan adanya  oksigen,
transport elektron didalam fotosintesis dan
bereaksi dengan NADPH dalam membran
glioksisom dan peroksisomal, yang dapat
merusak jaringan tanaman [4].

Praktikum ini bertujuan mengamati
tingkat  aktivitas enzim katalase dan
periksodase pada daun selama cekaman
kekeringan, salinitas dan kontrol.

Metode Penelitian

Metode yang  dilakukan  dalam
praktikum ini yang pertama dilakukan yaitu
Ekstraksi enzim dengan menggunakan daun
tomat yang dibberi perlakuan (kontrol,
salinitas dan kekeringan) sebanyak 0,2 g
sampel ditambah 1 ml buffer PO4 0,1 M pH
6,8 yang mengandung 0,1 mM EDTA dan 20
mg PVP digerus dengan mortar dan pestel
hingga homogen . homogenat disentrifugasi
dengan kecepatan 10000 rpm pada suhu 4 °C

Hasil dan Pembahasan
Enzim antioksidan tanaman juga dapat
meningkatkan mekanisme untuk menghadapi
kekiringan dan cekaman oksidatif dengan
mengakumulasi senyawa osmopretektan dan
larutan yang sesuai. Sudah sangat umum
ditemukan pada tanaman yang mengalami
cekaman osmotik seperti kekeringan, salinitas
serta suhu tinggi dan suhu rendah, sebagai
upaya tanaman untuk melindungi enzim dari
proses  denaturasi [5]. Seperti halnya
katalisator, enzim dapat mempercepat reaksi
Kimia dengan menurunkan energi aktivasinya.
Enzim tersebut akan bergabung sementara
dengan reaktan sehingga mencapai keadaan
transisi dengan energi aktivasi yang lebih
rendah  daripada energi aktivasi yang
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selama 20 menit . supernatan yang diperoleh
digunakan untuk menguji aktivitas enzim

katalase = dan  peroksidase.  Selanjutnya
dilakukan analisis aktivitas enzim.
Analisis aktivitas enzim Kkatalase

dengan cara supernatan sebanyak 0,04 ml
ditambahkan kedalam larutan yang
mengandung 2,56 ml, 50 Mm Pottasium
Phosphate Buffer pH 7 dan 0,4 ml 15 Mm
H>0; dalam waktu satu menit menggunakan
spektrofotometer dengan panjang gelombang
240 nm.

Analisis aktivitas enzim peroksidase
supernatan  diambil sebanyak 0,3 ml
ditambahkan kedalam larutan berisi 2,1 ml
buffer PO4 0,1 M pH 6,8,; 0,3 ml guaiacol 1,6
% dan 0,3 ml H,O; 0.04 M. Aktivitas dari
peroksidase ditentukan dengan mengukur
habisnya H>O> dalam waktu satu menit
menggunakan spektrofotometer dengan
panjang gelombang 470 nm.

diperlukan untuk mencapai keadaan transisi
tanpa bantuan katalisator atau enzim. Kurva
standar katalase dibuat dan dicari nilai R? —
nya. Nilai R? atau kofisien determinasi
merupakan angka yang nilainya berkisar dari 0
sampai 1 yang menunjukkan seberapa dekat
nilai perkiraan untuk analisis regresi yang
mewakili data sebenarnya. Analisis regresi
paling dapat dipercaya jika nilai R?> sama
dengan atau mendekati 1[6]. Dari hasil kurva
standar katalase diperoleh  persamaan Y=
2,045.x — 0,173; R? = 0,976 (gambar.1) yang
digunakan dalam perhitungan aktivitas enzim
katalase. Aktivitas katalase ditentukan dengan
mengukur habisnya H>O, dalam waktu satu
menit menggunakan spektrofotometer dengan
panjang gelombang 240 nm.
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Gambar 1. Kurva Standar Katalase

Penentuan aktivitas enzim katalase
dalam setiap sampel, diukur dengan
pengukuran absorbansi sampel dengan
pembuatan kurva standar aktivitas enzim
katalase (gambar 1). Serapan sampel diukur
dengan panjang gelombang 240 nm.
Kemudian aktivitas katalase dihitung
dengan  menggunakan rumus  yang
didapatka dari kurva standar katalase dan
perhitungan jumlah aktivitas Kkatalase
selanjutnya digunakan untuk menentukan
aktivitas spesifik katalase pada sampel
(umol/g) (gambar 2).

Enzim katalase akan mengkatalis
dekomposisi  salah satu ROS  yakni
hidrogen peroksida menjadi air dan oksigen

sehingga dapat melindungi sel dari
kerusakan oksidatif [7]. Reaksi pertama
menjelaskan bahwa satu molekul hidrogen
peroksida (H202) mengoksidasi heme yang
terdapat dalam katalase yang berada dalam
bentuk resting-state (Enz (Por-Felll))
menjadi bentuk oxyferryl. Satu oksidasi
setara dengan penghilangan besi (Fe) dan
satu dari cincin porfirin (Por) sehingga
menghasilkan senyawa I (Cpd I) yaitu
kation porfirin radikal (Por+-FeIV=0).
Selanjutnya molekul hidrogen peroksida
dalam reaksi kedua digunakan sebagai
reduktor senyawa I untuk regenerasi enzim
resting-state (Enz(Por-Felll)), air (H20)
dan oksigen(02)[8].

aktivitas enzim katalase(umol/g)

I I N

kontrol

kekeringan

salinitas

Gambar 2. Aktivitas Enzim Katalase Pada Daun Tomat

Aktivitas enzim katalase tertinggi

terjadi pada tanaman kontrol dengan
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aktivitas enzim Kkatalase sebesar 13.189
pumol/g dan pada tanaman yang diberi
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perlakuan salinitas sebesar 13.158 pmol/g
aktivitas enzim paling rendah terjadi pada
tanaman dengan perlakuan  kekeringan
sebesar 12.670 umol/g  (gambar.2). Hal
ini terjadi karena sebagai salah satu enzim
aktioksidan, aktivitas katalase akan
meningkat ketika sterss oksidatif terjadi,
pada praktikum ini stress oksidatif yang
diberikan yaitu dengan pemberian cekaman
kekeringan tanaman dibiarkan tanpa
penyiraman dan perlakuan salinitas disiram
dengan penambahan NaCl 5000 ppm.
Tanaman tomat diberi beberapa perlakuan

agar tomat mengeluarkan enzim
antioksidan.  Enzim-enzim  antioksidan
intrasel dapat mengalami penurunan

aktivitas akibat kondisi stres oksidatif [9].
Penelitian yang dilakukan oleh Zainuri
2012, menyatakan bahwa stres oksidatif
yang diakibatkan hipoksia dapat
menyebabkan terjadinya penurunan
aktivitas enzim Kkatalase [10]. Katalase
adalah enzim yang mengandung heme yang
mengkatalis dismutasi hidrogen peroksida
menjadi air dan oksigen. Enzim ini
ditemukan pada semua jenis eukariot aerob,
yang penting untuk memusnahkan H202
yang terbentuk dalam peroksisom melalui
reaksi oksidasi, seperti oksidasi asam-asam
lemak, siklus glikosilat (dalam
fotorespirasi), dan katabolisme purin [11].
Untuk mengatasi terjadinya
cekaman oksidatif, tanaman memiliki
mekanisme untuk meningkatkan
ketahanannya diantaranya dengan
meningkatkan ketahanannya diantaranya
dengan meningkatkan pembentukan dan
aktivitas beberapa enzim antioksidan dan
senyawa lainnya yang dapat
menyelamatkan tanaman[12]. Kerusakan
cekaman oksidatif terjadi apabila terjadi
ketidakseimbangan  antara kemampuan
enzim antioksidan dan toksifikasi [13].
Perlakuan cekaman kekeringan
diduga akan sangat berpengaruh bila
tanaman masih dalam tahap pertumbuhan
vegetatif, seperti hasil penelitian Kecel dan
Oncel (2002) pada tanaman gandum
dimana cekaman kekeringan dan sallinitas
akan  sangat  berpengaruh  terhadap
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terhambatnya pemanjangan pucuk (tinggi
tanaman).
Kesimpulan

Aktivitas enzim katalase tertinggi
terjadi pada tanaman kontrol dengan
aktivitas enzim katalase sebesar 13.189
umol/g dan pada tanaman yang diberi
perlakuan salinitas sebesar 13.158 pmol/g
aktivitas enzim paling rendah terjadi pada
tanaman dengan perlakuan kekeringan
12.670 pmol/g.
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