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ABSTRAK
Nama : Dipankara Agung Pratama Jayaputra
Program Studi : Teknik Kimia
Judul . Isolasi Enzim Fosfolipase Dari Duri Bintang Laut
Acanthaster planci Menggunakan Pengendapan

Etanol

Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi protein enzim fosfolipase dari duri
bintang laut A.planci menggunakamemetode pengendapan etanol. Hasil dari
penelitian ini  diuji  tingls protein - enzimnya menggunakan
spektofotometer gen 3 Qokat kemurnian protein enzim
dengan SDS-Pg I \ C atkan dengan metode

lowry. Hasil fosfolipase dari
Aplanu‘

elarut etanol.
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=

vii

Isolasi enzim..., Dipankara Agung Pratama Jayaputra, FT Ul, 2011



Universitas Indonesia

ABSTRACT
Name : Dipankara Agung Pratama Jayaputra
Program Study : Chemical Engineering
Title : Isolation of enzyme phospholipase From Sea Star

Acanthaster planci Using Ethanol Precipitation

The objective of this study is to isolate phospholipase protein enzim from thorns
starfish A.planci using ethanol Precipitation method. The results of this study
tested levels of enzyme protein agtiwity using UVspectrophotometer method
Marinetti, the level of enzym iy, by SDS-Page and protein content
obtained with the metiqg 8. of.this study showed that the

enzyme phosp ( anic solvents such as

ethanol.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1  Latar Belakang

Bintang laut merupakan masalah besar yang sedang dihadapi oleh proses konservasi
terumbu karang. Salah satu bintang laut yang terkenal sebagai perusak terumbu karang adalah

Acanthaster planci. A. planci adalah pemapgsa.karang yang paling berbahaya ketika terjadi

peledakan populasi (outbreak), sehi arang yang hidup dimangsa oleh A.

planci.

Kerusakan giér .glanci sangat besar
sehingga penanggulant [  dana S5 Islands, Jepang,
kehadiran Agpla la/a i¥ ' juta bintang
laut antara hitsunday,
GBR, peladak ast A. planci*téia aya 3 juta ngendalian
populasi sg ahun pacamiad 1. AMPiNg it juga telah

dihabiskanurtuk penetitian A. planci di GBR ( 003).

Pu an tentane sakan teru karang-mhdonesia™a ~planci baru
dilakukan tberjadi peledakan' gop ﬂ epulauan Banggai 0|J996) Pada
tahun 1996] mpai adanya arang oleh A. planc menghablskan
hampir seluruh k'dg di il atiNen)an M@\ asSTo - Bah'dan Pantai Bama,
Taman Nasional B - lav..u, ar, url sheo Pa ..--'- 005peledakan populasi
(outbreak) bintang-laut”A™planet dilz atKapoposang, Sulawesi Selatan

(Yusuf 2008).

Disisi lain ternyata A. Planci racun yang berbahaya bagi manusia.
Ketika disengat oleh duri A.planci, variasi gejala patologikal seperti perih, memar, bengkak
dan muntah dapat terjadi. Racun kasar yang diekstrak dari duri memperlihatkan aktivitas
biologis yang beragam: kematian pada tikus, aktivitas hemolitik, aktivitas myonecrotic,
aktivitas hemorrhagic, peningkatan aktivitas permeabilitas kapiler, aktivitas pembentukan
edema, aktivitas fosfolipase A2 (PLA2) (Shiomi et al., 1985), aktivitas pelepasan histamin
dari sel (Shiomi et al., 1989), dan aktivitas antikoagulan (Karasudani et al., 1996).

Aktivitas fosfolipase (PLA2 ) dan antikoagulan menjadi ciri khas racun A. planci, jika

dikaitkan dalam dunia kedokteran berhubungan dengan penyakit jantung koroner,

1
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atrosklerosis, zamtomatosis, dan pankreatitis dikarenakan peningkatan metabolisme lipid,
peningkatan kadar lipid atau hiperlipidemia. Kolesterol, ester kolesterol, trigliserida dan
fosfolipid merupakan lipid utama yang terdapat dalam darah dan khususnya fosfolipid sebagai
bahan penyusun membran sel.

Dengan melihat potensi yang begitu besar dari A. planci maka penelitian kali ini
bertujuan untuk mengisolasi protein enzim fosfolipase-A2 dari duri A. planci mengunakan
metode pengendapan etanol. Metode yang dilakukan dalam penelitian ini adalah dengan
melarutkan Crude venon hasil sonikasi dan filtrasi kedalam larutan etanol hingga

konsentrasinya menjadi 80% dan menunggufija selama 24 jam hingga terbentuk endapan.

Kemudian endapan itu di sentrifuga isolate yang lebih baik lagi.

Pada penelitian ebagal objek penelitian
adalah  A. plancigy: . AIIg latan. Isolasi dan
purifikasi senya i0 : : an produk isolat
enzim sebagal ba arma alUasl | IS silkan dilakukan

untuk men ikuialifas da jvitas p

1.2. Peru

Berdasakkan latar belakang y: ( aka (apdt dijabarkan

asi M planci ?

metode ini ?.

masalah dalani penilitian ini adala

1. Seberapa
2. Seberapamn
3. Apakah isolate'V yang diasillk i nptnyairaktivitas enzim fosfolipase-

A27?

1.3. Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengisolasi protein dari A. planci. Untuk
memperoleh hasil yang berkualitas dan ekonomis, maka penelitian ini dilakukan dengan
tujuan sebagai berikut :

1. Menghasilkan isolate enzim (phopholipase-A2) dari duri beracun A. planci.

Isolasi enzim..., Dipankara Agung Pratama Jayaputra, FT Ul, 2011
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2. Mengetahui aktivitas enzim yang dihasilkan, menentukan kandungan proteinnya
dengan metode lowry dan melihat tingkat kemurnian dari fosfolipase-A2 dengan SDS-
Page.

1.4. Batasan Masalah
Adapun batasan masalah yang akan dibahas dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Sampel yang akan diuji adalah duri dari bintang laut A. planci yang diambil dari

perairan Ambon.
Sampel akan diekst# raksi pelarut
Pelarut yang di
Uji kanduliga
Uji algti aka i 1965)

Uji 5 e=-AZ. "Iy aka I Sulphate-
Pa

o o~ w N

1.5. Siste an

Sistemblisanskripsi gal K s
BAB I:%)AHU

sistematika penulisan.

BAB Il : TINJAUAN PU*

Berisi tinjauan mengenai hal-hal yang terkait dalam penelitian ini. Penjelasan terdiri

asan masalah, dan

dari penjelasan umum mengenai bintang laut A. planci: asal dan penyebarannya, taksonomi
dan morfologi, pertumbuhan dan reproduksi, siklus hidup, serta ekologinya. Penjelasan
tentang teknik-teknik isolasi protein yang meliputi: penjelasan umum, jenis, dan mekanisme
kerjanya. Penjelasan tentang metode ekstraksi pelarut yang meliputi : penjelasan umum,
pelarut yang digunakan, parameter yang mempengaruhi, serta perolehan protein dengan
menggunakan metode ekstraksi pelarut. Penjelasan tentang uji kandungan protein dengan
motode lowry, uji aktivitas fosfolipase dengan metode metode Marinetti dan uji tingkat

3
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kemurnian dengan Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrilamide Gel Electrophoresis (SDS-
PAGE).

BAB Il : METODE PENELITIAN

Menjelaskan langkah kerja yang akan dilakukan guna mengaplikasikan metode
ekstraksi pelarut untuk perolehan protein dari A.planci dan uji kandungan proteinnya dengan

metode lowry serta uji aktivitas enzim fosfolipase-A2 yang diperoleh dengan metode

Marinetti dan menguji tingkat ken dengan Sodium Dodecyl Sulphate-

Polyacrilamide Gel Electrgphors

BAB

Dala ab. 1N1~akan dibahas te itiar 0 1kan beserta

analisis dari)2 JeolipeToleh.

BAB SIMPUL
Bab 1 emberi kesimpulah ™ .A. H&ilBpEenelitian daq%alisis yang
dilakukan.

A S

!"F
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BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Acanthaster Planci

Klasifikasi ilmiah dari Acanthaster planci adalah :

Kingdom . Animalia

Filum . Echinodgamiie LU

Kelas . Stelle

Orde . Vi

Family -

Genus '

Spesies la g : »

Bintang la ci di an pe : Ieh George
Rumphius 05, yai dian dideskrips i pada tahun
1758 (Moreg 90, Lane 1996), sehingg nkafl¥A. planci mem f)akan biota
asli Indonesia"Genus terdiri atas tigd*spesis 5 s lainnya ad ellisi dan A.

bervipinnus. Mi merupakalLBirtang fakan. karang yar‘ansinya sangat
jarang, hanya dilaporkai ﬁr ' : H‘I}., Rg laut pemakan detritus

(sampah organic).VKet iesetetSE0U L mempUnVal geneil sangat mirip sehingga

kadang terjadi hibrid : ,“ alaMpeve A. planci berasal dari A.
brevipinnus yang mendapatkan ke a'w,' dfiakan karang.

Bintang laut A. planci memiliki nama Indonesia sebagai terjemahan dari nama Inggrisnya
‘mahkota duri’ atau ‘mahkota berduri’. Didalam komunikasi ilmiah berbahasa Inggris, para
peneliti menggunakan nama ‘COT’ kependekan dari ‘crown of thorns’, sebagai pengganti A.
planci. Di luar Indonesia, A. planci mempunyai nama lokal ‘alamea’ (Tonga, Samoa), ‘bula’
(Fiji) dan ‘rusech’ (Palau).

Warna tubuh A. planci dapat bervariasi antar lokasi. Di perairan Thailand dan Maladewa
(Maldive) warna tubuh biru keunguan, di GBR berwarna merah dan kelabu, sedangkan di
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Hawaii berwarna hijau dan merah (Moran 1990). Di Indonesia, warna tubuh A. planci merah
dan kelabu pada perairan Laut Jawa dan Laut Flores. Di Cocos Island dan Christmas Island
(barat daya Jawa), Australia, terdapat dua macam warna A. planci yang menunjukkan tipe
Samudra Pasifik dan Samudra Hindia (Hobbs and Salmond 2008).

2.1.1 Pertumbuhan dan Reproduksi

Pertumbuhan A. planci sangat dipengaruhi oleh makanannya. Anakan A. planci yang makan

algae mempunyai pertumbuhan seki

mempunyai pertumbuhan sekite I ingivoran 1990). Ketika dewasa,
pertumbuhan melambg ‘ ﬁ Anakan A. planci yang

pulan, sedangkan yang makan karang

berukuran kurang r 0-160 mm sudah

mulai memakan I g sekitar 250-400
mm, dengary reko \'

Bintang | nempunyal “Kelammsangdterpisah (berk unggel), dengan
pembuahag . Rasig Rin bigsa (Mo 800). Pé erjadi pada
musim pa | balg bumi_(henMigte ¢ @iisalnya Jepangiipedijal rjadi pada
bulan MeixA - Di belahan™bumi selaté al Atistralia, pe terjadi pada
bulan Nope gnuari  (Morags980 m ese -April (CRG . Pemijahan
berlangsung s” menit (More o0 fol asa biasany. IM‘mbol sebelum
pemijahan, dan rﬁﬁlja 4@'- ia pada saatnye -'i'ch raMa memijah, maka

suatu feromon yang ke bersama teltir aka cu N ahan a lain dan bintang laut
as “ e

invertebrata laut untuk meningkatkan peluang adinya pembuahan.

jantan yang ada di sekKita U pemijahan tetangganya

diperkirakan seluas radius ini sangat penting bagi

Fekunditas atau jumlah telur yang dihasilkan betina tergantung pada ukuran atau berat tubuh
betina. Betina pemijah biasanya berumur 2-3 tahun, atau ukuran diameter tubuhnya lebih dari
25 cm (CRC 2003). Betina yang dewasa mempunyai ukuran tubuh 500-4000 gram, yang
memiliki fekunditas sekitar 4-65 juta telur (Moran 1990). Jumlah telur yang sangat besar
memang diperlukan oleh kebanyakan invertebrata laut. Kelulushidupan yang rendah harus
diimbangi dengan jumlah telur yang sangat besar, sehingga larva yang selamat menjadi
dewasa dapat dipertahankan. Telur A. planci berukuran 200 mikron, sedangkan sperma

6
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berukuran sekitar 1-2 mikron (Moran 1990). Ukuran telur dan sperma ini tidak banyak
berbeda dengan ukuran umum gamet invertebrata laut.

2.1.2 Siklus Hidup

Siklus hidup A. planci pada prinsipnya sama persis dengan pola siklus hidup hewan
Asteroidea (bintang laut) yang lainnya. Zigot yang terjadi pada saat pemijahan berkembang
melalui proses-proses blastulasi dan gastrulasi yang kemudian memasuki tahapan dua fase

larva secara berurutan, yaitu bipinnaria dan brachiolaria. Kedua larva tersebut hidup sebagai

plankton sehingga pergerakannya meagi arus. Larva brachiolaria yang matang

mempunyai daya apung negéa ang biasanya di kawasan
terumbu karang. Didy alga berkapur sebagai
tanda-tanda untuk t 3 enempel di dasar
terumbu, dimula : o3 e arva A. planci
kemungkinan te patyang dalams kase Mangss A. planci

biasanya dt yane

Periode plg dari A igberla i0 akanan larva

planktonis 1 dari_fitop N (ki ya_pikopla a),_Dak dan bahan

organik tegla ajl et al. afa brachiolg akhiri dengan

berkemband a lengan menempel sar terumbu.

985). Ukurimeter A. planci

an A. planci yang

Metamorfosisut terjadi seté
pada saat terjadi -#I;: : fhata o-':‘i\hﬂ :
sudah menempel d Dk T -—mA_ﬂWM.mu-ﬂ-“ 2Pada umur sekitar 4-

6 bulan, ketika ukuran tubt (bah makanannya menjadi

pemangsa karang dan mampurt |I CEpalifreVIEW N Keesing and Halford 1992).

2.1.3 Ekologi

Bintang laut A. planci merupakan penghuni terumbu karang yang alami. Anakan A. planci
yang masih kecil hidup di antara pecahan karang di dasar terumbu. Mereka memakan alga
berkapur yang tumbuh pada pecahan karang tersebut. Bintang laut A. planci yang berukuran
kecil (40 cm) mencari makan pada siang hari (CRC 2003). Pada siang hari, A. planci kecil
bersembunyi dari pemangsa di bawah karang meja atau di celah-celah terumbu, sehingga
survey populasi A. planci tidak menemukan individu berukuran kecil. Separuh dari waktu
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hidup A. planci digunakan untuk makan, sehingga dampaknya terhadap terumbu karang dapat
sangat besar ketika populasinya besar.

2.1.4 Peledakan populasi (outbreak)

Kepadatan populasi A. planci pada terumbu karang yang normal sekitar 6-20 individu per
km? (Moran 1990). Kepadatan tersebut setara dengan 0,06-0,2 individu dewasa per hektar.
Terumbu karang yang sehat, dengan tutupan karang 40-50%, dianggap dapat menampung A.
g, berarti (CRC 2003). Pada saat terjadi
ecil per m?, atau 158 individu

planci 20-30 ekor per hektar tanpa kg
peledakan populasi kepadatai

dewasa per 314 m?, a y orang dewasa (Moran

0 ) t
1990). Kepadatanisaat 3 ( P g idu dewasa per m?
atau 5032 indvi R\ ar: '

Jumlah bint A, Dlaneiyang dapat ditemukan pae kan populasi

mencapai ra{(s prgatau bahkan™jitaan ara yu Island,
misalnya, | tang,lé planGikdi ik jaeli nulasi tahun
1970-1983. Bi GreenfIsland, kelimpahs asileiperk - juta_kdividu ketika

peledakan ge anun 1979/805Peled . AsipAspianci di BoOtle 7 Papua New
Guinea, dila mempunyai aglat ulasis sekitar satu indiu’:nZ (Baine
2006). UkuraH er tubuh pope \ - bervariasi a UG cm, dengan

kepadatan saat terjad gdakan popula encapa O tndividusper 200 m2, atau setara

didominasi anggo ulau Kapoposang,

dengan 1,2 individu per (YUSUT 2008).

Berdasarkan jejak duri A. planci patiaise v ph‘kan bahwa A. planci sudah ada di

terumbu karang the Great Barrier Reefs (GBR) sejak 3000-6000 tahun yang lalu. Dari 223
terumbu karang yang disurvei pada tahun 1985-1986 di GBR, peledakan populasi A. planci
terjadi pada 62 terumbu atau 27% (Moran et al. 1988). Terumbu di paparan tengah
mempunyai proporsi peledakan populasi lebih tinggi daripada paparan luar, sedangkan
terumbu paparan dalam hanya sedikit yang menjadi sampel penelitian sehingga kurang
terwakili. Peledakan populasi sebagian besar terjadi di antara Townsville dengan Lizard
Island. Besarnya ukuran GBR (sekitar 2900 buah terumbu) membuat peledakan populasi A.
planci dapat terjadi setiap tahun, dengan lokasi terumbu yang berbeda atau berulang kembali.

8

Isolasi enzim..., Dipankara Agung Pratama Jayaputra, FT Ul, 2011



Universitas Indonesia

Setelah terjadinya peledakan populasi dan komunitas karang habis termakan, populasi A.
planci menurun secara drastis. Penurunan populasi secara drastis biasanya terjadi dalam
kurun waktu 1-5 tahun (reviewed in Pratchett 2005). Penurunan populasi tersebut diduga
disebabkan karena penyakit (Pratchett 1999), kekurangan makanan atau penuaan.
Moran (1992) mengamati pembusukan bintang laut A. planci dewasa, yang telah dibuat lapar
selama dua bulan dan dimatikan dengan perendaman dalam air tawar, di habitatnya. Pada hari
pertama, beberapa jam setelah penempatan A. planci mati, bangkai tersebut segera dimakan
oleh ikan atau benthos pemakan bangkai. Pembusukan bangkai terjadi pada tiga hari pertama.

Pada hari keempat pembusukan oleh baktgsilbaru terlihat jelas. Hewan-hewan yang paling

banyak aktivitas (> 10 kali) mema kadalah ikan-ikan Chaetodon auriga

dan Arotron nigropung d 0

A, planci juga tercatat
sebagai pemakan 5a

Berdasarkan Ja: ; DELS A tika karang yang

menjadi ma telah hald A. planci V8 diduga akan
mencari t gan gangaikal 1’ tkarang dari
air laut. In anci dewasa ma b@rgerak’dengan k ecepatan m. Karena
mereka tidak mampu be ak cuKOamcer - ngiyeberang FUmbu, maka
mereka ba : erj lat  dengan
ditemukanwk A. planci ..w M d-a aut berpasww man 30-50

meter.

2.1.5 Dampak Peman

Dampak dari peledakan populasi
besar. Mortalitas karang akibat A. planci sekitar 55%, 70% dan 90% di Rib, John Brewer dan
Loadstone Reefs, GBR (Williams 1986); dan 90% di Guam Island (review in Sorokin 1995).
Di GBR, rata-rata mortalitas karang akibat serangan A. planci berkisar antara 60-90% (CRC

mangsaan komunitas karang sangat

2003). Berubahnya habitat terumbu karang tersebut dapat mempengaruhi ikan-ikan terumbu.
Laju pertumbuhan dan fekunditas ikan dewasa diperkirakan akan menurun, disamping
penurunan laju rekrutmen dan kelulushidupan ikan-ikan kecil (Williams 1986).
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Di GBR, Australia, pola munculnya peledakan populasi A. planci seperti berjalannya
gelombang. Peledakan populasi dimulai dari terumbu di utara, Grren Island dan sekitarnya,
kemudian secara perlahan bergerak ke selatan (CRC 2003). Pola gerakan gelombang tersebut
bertepatan dengan pola arus air laut pada musim panas (Reichelt et al. 1990), yaitu pada
musim pemijahan A. planci. Larva diperkirakan hanyut oleh arus tersebut ke terumbu karang
yang berjarak dua minggu dari terumbu asalnya, atau sekitar 180 km. Dua atau tiga tahun
berikutnya, larva yang menempel di terumbu kedua sudah menjadi dewasa dan memangsa
karang. Populasi yang baru tersebut dapat sangat besar jika berasal dari pemijahan di terumbu

yang mengalami peledakan populasi.

Terumbu yang sama dap
sekitar 15 tahun. D

lang, dengan jeda waktu
ergngan A. planci yang
d Island, GBR,

ali pada tahun

serius pada tah
pemangsaan Kar
1996 (\Wakefore ). Di RUKY gidepang, pele terjadi pada
tahun 1969; 1 aton a 0 20@8ydan 2086 irang di Pulau

galami sgrangan & pl@fci gada tahun 1996 (I npublished

data) dan mengatami seg@ng@an lagi pada tahu rawira, c cation).

Pemulihan .

arang dari sergfgan “.H ang@atibervariasi. Pada T ya terumbu

u lebih (CRC
2003). Berdasar ta yan eisedia d al agga 1996 , Seymour and
Bradbury (1999) mem ?I}h ahwa  waktu pemulihan

terumbu karang darrpg ' ama dibandingkan

dengan pada masa se w tetap sama. Hasil ini
menunjukkan telah terjadinya ke 'h struktur komunitas karang akibat

peledakan populasi A. planci.

karang suda embali persBRRUTUE

2.2. Racun Acanthaster planci

planci adalah satu-satunya bintang laut beracun, racun A. planci terdapat pada durinya.
Penusukan oleh duri A. planci menyebabkan gejala menyakitkan pada manusia seperti luka
yang sangat perih, kulit merah dan pembengkakan serta berpotensi untuk hepatotoxic. Racun

diperkirakan diproduksi oleh sel asidofili pada epidermis duri. Telah diketahui bahwa racun
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dari A. planci itu tersebut adalah protein phosphatidylcholine 2-acylhydrolase 2 atau sering
disebut phospholipase-A2 dan Dnase Il (Phospholipase A2 AP-PLA2 Il Precursor
Acanthaster planci 2010 ; Available from: www.uniprot.org/uniprot/Q3C2C1 )

Fosfolipase A2 termasuk ke dalam kelas enzim stabil terhadap panas dan mengandalkan
kalsium sebagai katalisnya untuk menghidrolisis 2-asil dari ikatan 3-n-fosfogliserida.

Fosfolipase A2 diaktivasi oleh Ca®" diinhibisi oleh zink, barium, dan ion mangan.

Phospholipase A,

(s boxylic acd

fosfolipase A2uiiei peraaapentme.p oliSis sekunder ek olisis pada

membran sel daralh merah dan menyebab , . Fosfolipase A Ujgakan enzim

yang stabil ap panas hin ?5:CF da ai berat 15% dalton dengan
pengujian me an SDS-PageyKa - 1997). Swan enzim lain
yang juga terkandung d ,ﬁ";; ale m case |l (DNase 1) yang
merupakan enzim C ek K TenoaldST SeLIUNo G nya sejumlah kecil

enzim yang ditargetkan pada sel 5 W e dalam nukleus dan mendegradasi
DNA dalam kromosom, yang _gaefgé h.“,f el tidak
Penggunaan bovine pancreatic DNase |1 58

a(
dapat melakukan replikasi.
&t kecil efek racunnya dibandingkan dengan
penggunaan bahan immunotoxin dengan demikian dapat mengatasi masalah dalam penerapan

terapi immunotoxin (Linardou et al., 1994)

2.3 Teknik — Teknik Isolasi Protein

Protein merupakan kelompok biomakromolekul yang sangat heterogen. Ketika berada di luar
makhluk hidup atau sel, protein sangat tidak stabil. Untuk mempertahankan fungsi dan

11
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strukturnya, setiap jenis protein membutuhkan kondisi tertentu ketika diekstraksi dari normal
biological milieu. Protein yang diekstraksi hendaknya dihindarkan dari proteolisis atau
dipertahankan aktivitas enzimatiknya. Untuk menganalisa protein yang ada di dalam sel
tersebut, diperlukan prosedur diantaranya (1) memisahkan sel dari jaringannya, (2)
menghancurkan membran sel untuk mengambil kandungan sitoplasma dan organelnya serta
(3) memisahkan organel-organel dan molekul penyusunnya. Prosedur (1) dan (2) dinamakan
homogenasi dapat dilakukan dengan menggunakan alat yang paling sederhana seperti
homogeniser atau mortal sampai alat yang paling mutakhir seperti pemakaian vibrasi dan

sonikasi tergantung pada bahan yang akamgliRomogenasi. Prosedur (3) dilakukan dengan

menggunakan penyaringan ata

h al kecepatan dan lama sentrifugasi

tertentu

Suatu teknik :ise g i 0 sifat-sifat fisik,
kimiawi da SitiKa 3 Hgga S aktifitasnya
tidak berubg skan pada
subbab diha

2.3.1 Tebnasan Proteifil g K s d

Protein-proteiw suatu,_organisitie I_A g gstabilan Msuhu dan pH
yang berbeda-beda. Ad -rot vailg StaDtl pa :1\:;"‘ J0i seperti protein-protein

dalam bakteri ter ar : pemanasan. Perbedaan
tingkat kestabilan suatu [ : r ‘ho-asam amino penyusun
protein dan interaksi-interaksi i ! 3 F-suatu enzim akan dipertahankan

selama struktur protein globular tidak beruba

. Ada tiga jenis interaksi non kovalen yang
berhubungan dengan tingkat kestabilan struktur protein tersier. Pertama, yaitu ikatan
hidrogen antara gugus-gugus rantai samping residu asam amino pada simpul yang berdekatan
di dalam rantai. Kedua, yaitu gaya tarik menarik ionik antara gugus-gugus rantai samping
yang muatannya berlawanan. Yang ketiga, yaitu interaksi hidrofobik. Gugus-gugus rantai
hidrofobik dari beberapa residu asam amino menghindari lingkungan air dan cenderung
untuk berkelompok bersama-sama di bagian dalam struktur globular yang terlindung dari air.
Interaksi-interaksi hidrofob tersebut akan melipat molekul protein membentuk struktur yang
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paling stabil dengan energi bebas yang paling kecil. Jika suatu protein yang tidak tahan panas
berada dalam lingkungan yang suhunya tinggi, maka lipatan protein yang hidrofobik akan
membuka (terdenaturasi). Protein-protein yang telah mengalami pembukaan lipatan akan
saling berinteraksi satu sama lain membentuk suatu agregat dan akhirnya akan mengendap
(Lehninger, 1977).

2.3.2 lon Exchange Chromatography

Teknik ini menggunakan zeolitas, atau anorganik sebagai penukar ion.

Senyawaan yang mempuayaifia I ) pOlbeibeda terhadap resin yang

digunakan dapat dipis age chromatography)
biasa digunaka it i i peptida, protein.
Metode ini dapa

Terdapat d

ng datar (planar).
pertukaran

anion (ani

Pada pertule on, fase ste D : gatif;'sedangkan pz karan anion,
fase stasio uatan positifiSi¥igle gefMbiataiiyang berada f e cair akan
melewati kolow muatan pada olom, maka U tersebut akan
terelusi. Namun | ua ‘,; nole dak ‘Saiga deng "i;‘ , molekul tersebut
akan membentuk | gl ] J ei si-mole g menempel pada

kolom diperlukan penambahan1a dep ' dw <ekuatan“tonik tertentu ( Deutscher
1990). -‘ \ i '

2.3.3 Gel Filtrartion

Gel filtrasi dilakukan dengan menggunakan butiran berpori. Kolom yang dibangun dengan
butiran tersebut akan mempunyai dua pengukuran volume cairan, volume eksternal, yaitu
cairan diantara pori, dan volume internal, yaitu cairan yang berada diantara pori-pori butiran.
Molekul besar hanya melewati volume eksternal ketika molekul kecil melewati volume

internal dan eksternal. Campuran protein dilewatkan melalui bagian atas kolom gel filtrasi
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dan dibiarkan perkolasi melewati kolom. Yang terpenting pada gel filtrasi adalah diameter
pori yang dapat memasuki volume internal dan diameter hidrodinamik molekul protein.
Protein yang mempunyai diameter hidrodinamik kecil yang sama dengan diameter rata-rata
pori-pori butiran akan memasuki volume internal dan akan menjadi bagian matriks gel.
Protein yang mempunyai diameter hidrodinamik besar tidak akan memasuki volume internal
dan akan keluar dari kolom (Deutscher, 1990).

2.3.4 Dialisis

Protein globular dalam Wkan dari zat terlarut yang

berbobot molekul ke ara dialisis. Membran
n untuk menahan
dan (NH4)ZSO4)

rasi terlarut

semipermiabel (tabunc

molekul-moleku e

dan air dib

dalam ke setelahikes asi tercapai,

proses dif terlarut menembus Weml penjadi setimbang., Penggantian molekul

garam deng atau o endali™ s menTo nyehabkan

konsentra arut ke dalam ptel curangd J05).

- JLY. !
235 Frakswmo = ™Y bt

Fraksinasi tergolog glalan s j ama. dig an. Cara ini mudah

dan cukup efektif dala ghkan,ca anwprotein ekstrak kasar. Fraksinasi dilakukan
atas dasar perbedaan kela”{ . , } ran. Garam netral, seperti
(NH4)2SO,, ditambahkan ke dalam ta am jumlah tertentu. Pengaruh garam
netral terhadap kelarutan protein merupakan fungsi dari kekuatan ioniknya, suatu ukuran
konsentrasi dan jumlah muatan listrik sumbangan kation dan anion garam. Efek salting-in
disebabkan oleh kecenderungan perubahan gugus-gugus rantai samping dalam protein yang
terdisosiasi untuk mengion. Tetapi bila kekuatan ionik meningkat lebih lanjut, kelarutan
protein mulai menurun. Pada kekuatan ionik yang cukup tinggi, protein akan mengendap
dengan sempurna (salting-out). Garam pada konsentrasi tinggi menarik molekul air di
permukaan molekul protein sehingga mengurangi kelarutan protein tersebut (Deutscher,
1990).
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Solubility

Hydrate
shell Saltina i

236 Ek

Ekstraksi & an za - 3 Tujua alah untuk
menarik se

i \i KO Ponen kimia y; 3 plisia. Ekstraksi M diddsarkan pada
perpindahan mponen zagipadat - 3 i i mulai terjadi

0
pada lapisan Mka, kemudiaiebe elar‘ 0ses umum dari

ekstraksi dapat dibagi # -‘lf:'r[f[ aitu e am, o0 iks. Pertama, komponen

ja,“solute harus dapat

i mi - iggeiari bagian dalam rnatriks
roses difusiffterse "l‘-;ﬁ‘ difusi normal dari solute seperti

dalam polimer, atau melibatkan difusi dafam fluida melalui pori-pori matriks. Waktu

yang terlarut (soltte)

berpindah secara cepat,

tempat solute berada. P

terjadinya difusi akan bergantung kepada koefisien difusi dan bentuk serta ukuran dari

matriks atau partikel matriks(Deutscher, 1990).

Dari semua hal itu, dimensi atau ukuran memegang peranan yang paling penting. Ketiga,
solute harus dilepaskan oleh matriks. Proses terakhir ini dapat melibatkan proses desorpsi
dari pusat matriks, melewati dinding sel, atau keluar dari bentuk yang mengurungnya, seperti
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pada rantai polimer. Proses ini dapat berlangsung secara lambat dan pada beberapa kasus,
komponen yang ingin diekstrak terkunci dalam struktur matriks. Biasanya hal ini disebabkan
oleh kehadiran air yang bersifat tidak larut dan dapat menghalangi komponen yang ingin
diekstrak. Oleh karena itu, terkadang diperlukan proses pengeringan sebelum dilakukan

proses ekstraksi.

2.3.6.1 Ekstraksi Maserasi

Penyarian zat aktif yang dilakukan dem erendam serbuk simplisia dalam cairan

penyari yang sesuai selarie par terlindung dari cahaya,

cairan penyari akan ma

perbedaan konsentras :
konsentrasiny 3
konsentrasi ifusi ).

konsentrasi, ( o asi dilakukan

an larut karena adanya

. Larutan yang

penyari dengan

eseimbangan

pengaduk enggantian cairan pefyari Sétiapdari. Endapan yan dipisahkan
dan filtrat atka i

2.3.6.2 Ekstr hletasi - K . d

Penarikan komp M ‘vr‘, : ca “. pli tempatkan dalam

klonsong yang telahidi a0 e i dipanaskan dalam

labu alas bulat sehingga“mengtap dan Jdik 6 ondensor bola menjadi
molekul-molekul cairan falz enyari zat aktif di dalam
simplisia dan jika cairan penyari telal™mné v aan sifon, seluruh cairan akan turun
kembali ke labu alas bulat melalui pipa kapiler hingga terjadi sirkulasi. Ekstraksi sempurna
ditandai bila cairan di sifon tidak berwarna, tidak tampak noda jika di KLT, atau sirkulasi
telah mencapai 20-25 kali. Ekstrak yang diperoleh dikumpulkan dan dipekatkan (Deutscher,

1990).

16

Isolasi enzim..., Dipankara Agung Pratama Jayaputra, FT Ul, 2011



Universitas Indonesia

2.3.6.3 Ekstraksi Perkolasi

Penyarian zat aktif yang dilakukan dengan cara serbuk simplisia dimaserasi selama 3 jam,
kemudian simplisia dipindahkan ke dalam bejana silinder yang bagian bawahnya diberi sekat
berpori, cairan penyari dialirkan dari atas ke bawah melalui simplisia tersebut, cairan penyari
akan melarutkan zat aktif dalam sel-sel simplisia yang dilalui sampai keadan jenuh. Gerakan
ke bawah disebabkan oleh karena gravitasi, kohesi, dan berat cairan di atas dikurangi gaya
kapiler yang menahan gerakan ke bawah. Perkolat yang diperoleh dikumpulkan, lalu
dipekatkan (Deutscher, 1990).

2.3.6.4 Metode Ekstra

Metode ekstrak ut dalam kondisi
tekanan ting R/ ag [ perKritis sehingga
proses ini k ekstraksi ini

merupakan «C3 g cuk ak senyawa ang terdapat

dalam baha gtode ekstraksi tekal ini adalah

sulitnya apai koa operasi dill ? yang maha mempersiapkan alat.
Selain itug¥ ¥emisahan : ak juea harus pses terpisah
sendiri. Skbang akan dig : lajgnada Gambar di ba (Armstrong,

1999).

Bejana
Pelarut

Pressure Gauge

r
Check Valve
Pompa Bertekanan Tinggi

Bejana Ekstrak

Gambar 2.3. Skema Alat Metode Ekstraksi Tekanan Tinggi.
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2.3.6.5 Metode Ekstraksi Gelombang Mikro

Ekstraksi dengan Bantuan Gelombang Mikro merupakan  proses ekstraksi  yang
memanfaatkan energi yang ditimbulkan oleh gelombang mikro dalam bentuk radiasi
non-ionisasi elektromagnetik (Armstrong, 1999). Energi ini dapat menyebabkan pergerakan
molekul dengan migrasi ion dan rotasi dari dua kutub, tetapi tidak mengubah struktur
molekulnya. Pada umumnya ekstraksi menggunakan pelarut polar sebagai
pengekstraknya, tetapi ekstraksi juga dapat dilakukan dengan menggunakan pelarut
nonpolar, seperti heksana dan toluena dengan cara menambahkan aditif polar ataupun

serat yang dapat menyerap gelombag gstrong, 1999).

2.3.7 Metode Pemis

Membrane separ At iK nemisahe ato komponen tanpa
berdasarkan

menggunake
ukuran da pemisahan
berupa rete gamipLiran ] /atl m ; cate (bagian

dari campuran,yang paglewati membra

Berdasarkany isahan dan tu pramidgpat dibagi mepnjadi 3 @tegori:

]
o Porous Hne Pemisaha Fan partlkel Hzat yang akan

dipisahkan. A pariikel dengai 3 Nt yalondap elewati membran

sedangkan PAC, pori dapat

dikelompokkan mesopores (2-50nm),

dan micropores (<2nf pada microfiltration dan
ultrafiltration.

o Non-porous membrane. Dapat digunakan untuk memisahkan molekul dengan ukuran
yang sama, baik gas maupun cairan. Pada non-porous membrane, tidak terdapat pori
seperti halnya porous membrane. Perpindahan molekul terjadi melalui mekanisme
difusi. Jadi, molekul terlarut di dalam membran, baru kemudian berdifusi melewati
membran tersebut.

o Carrier membrane. Pada carriers membrane, perpindahan terjadi dengan

bantuan carrier molecule yang mentransportasikan komponen yang diinginkan untuk
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melewati membran. Carrier molecule memiliki afinitas yang spesifik terhadap salah
satu komponen sehingga pemisahan dengan selektifitas yang tinggi dapat dicapai.
Dari berbagai teknik dan metode isolasi protein yang ada, pada penelitian ini kami
memutuskan untuk menggunakan teknik isolasi pengendapan dengan etanol. Hal ini
dikarenakan teknik pengopersian ini yang paling sederhana baik dari segi pengadaan alat dan
biaya operasional. Sehingga diharapkan jika penelitian ini berhasil melakukan isolasi protein
dari duri bintang laut A. Planci maka dapat diaplikasikan pada dunia industri dengan biaya

investasi awal dan operasional yang sangat ekonomis.

Pelarut yang digunakan adalah seny ebih tepatnya adalah etanol. Terdapat

beberapa faktor yang pe pelarut diantaranya adalah
kepolaran dari senya ein enzim yang ingin
diekstraksi terhagdap 2 7 memiliki gugus
0]

ekstraksi kafena g dapa tken berbags B

senyawa C, am dalam proses

ilihan etanol

sebagai p da“sifatnya ya 2N an bahaya

yang sign an _ketersediaannya up fBanydk* serta harganya terja Berikut ini

adalah prope dari o

(Tabel Fb()f Etanol.20 308 Aw3 M R/ /en. Wlkledl I/Ethanol)

l ;\\i

Titik didih, °C

Temperatur kritis, °C 2431
Tekanan kritis, kPa 6383,48
Densitas, gr/mL 0,7893

Viskositas pada 20 °C, mPa.s =cP | 1,17
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2.4. State of The Art

Subbab ini akan menjelaskan dan me-review artikel — artikel yang terkait dengan
penelitian tentang A. planci. Berikut dibawah ini merupakan ringkasan dalam bentuk tabel

tentang state of the art dalam penelitian ini

Tabel 2.2 Rangkuman state of the art penelitian

Peneliti (tahun) Hasil Penelitian

Shiomi (1984)

Karasudani (409 \ - G afg.permeabilitas

Shio

%r

Shio

Ota (ZO(HI in fosfolipas IHlanu

Ota (2006) " %ﬂf ‘E@T\‘ oxin | pada racun

eV &

L.M. Bergeron (2007 abi 4 [afiapanas"pada pelarut organik

B. Lin (2008) Potensi Toksisitas racun A.planci pada tubuh manusia

A. Biological Activity Of Crude Venom From The Crown-Of-Thorns Starfish
Acanthaster Planci, Shiomi et’al, 1984
Penelitian ini melakukan uji aktivitas biologi dari ekstrak kasar racun A. planci.
Racun kasar diekstrak dari duri dan diuji aktivitasnya. Aktivitas hemolitik terjadi
terhadap eritrosit hewan tanpa adanya lesitin, aktivitas lebih tinggi terjadi diketahui
dengan adanya kehadiran lecitin, membuktikan racun mengandung faktor hemolitik
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secara langsung dan tidak langsung, yaitu fosfolipase A, yang bisa mengubah lesitin
menjadi lysolesitin yang mempunyai aktivitas hemolitik. Racun mematikan untuk
tikus ketika disuntikan pada dosis LD50 2,7 mg/kg, kecepatan dari gejala tergantung
dari jumlah dosis. Pengekstrakan dilakukan dengan cara homogenisasi dengan fosfat
bufer, dan pengukuran kadar protein diukur dengan metode Lowry dengan bovine

serum albumin sebagai standar.

B. Caspase-Independent Apoptosis Induced in Rat Liver Cells by Plancitoxin I, the

Major Lethal Factor From the @ -of-thorns Starfish Acanthaster Planci

Venom, Karasudani et’a

Penelitian ini anci yang menyebabkan

f
kontraksi pa#la i ' < lagpada kelinci . Hasil
ini men e < prosteglandin sebagai
medi@tor eDanie i ( aktif ' I ragun. Preparasi
racu Incliiid. 2 i naka i at bufer p

7.00d? tgasi 4000x

amil sulfat 509 Derna akan dinamakan

enit, lalu@ nggunakan

venom dapan didialisis“mene amiair dan dige

hioloe i
C. PunﬂHAnd Prope A, From T n -Of- Thorns
Starfish nt #r_,.- W@ 7

Penelitian i elaskan tentand | ONPase, A L A2-1 dan I1) dari

percobaan

A. planci. PLA pUNYaLmn ebeSa Da dengan gel filtrasi atau
15 kDa dengan SD GE. pertngkat 180% dengan adanya Ca?*
tetapi berkurang 10-20% dengan adk #dan Zn®*. Pemurnian dilakukan dengan
dialisis menggunakan fosfat bufer pH 7 lalu diapiikasikan ke dalam kolom CM-
cellulose (2 x 48; Brown, Berlin, U.S.A.). Fraksi yang aktif diendapkan dengan
ammonium sulfat hingga 80% konsentrasi akhir, lalu dimasukkan ke dalam kolom
Phenyl Sepharose CL-4B (2 x 40 cm; Pharmacia, Uppsala, Sweden). Pengukuran
protein menggunakan metode Lowry, menggunakan bovine serum albumin sebagai

standar.
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D. Analysis for Sites of Anticoagulant Action of Plancinin, a New Anticoagulant
Peptide Isolated from the Starfish Acanthaster planci, in the Blood Coagulation
Cascade, T. Koyama et’al, 1998
Penelitian ini menemukan ada suatu peptida baru yang berfungsi sebagai antikoagulan
yang dinamakan plancinin (Karasudani, 1996). Plancinin memperpanjang waktu
aktivasi tromboplastin dan protrombin tetapi tidak memperpanjang waktu trombin
untuk terbentuk. Hasil penelitian ini mengindikaskan aksi antikoagulan berlokasi pada
faktor 11 dan X langkah aktivasi dengan kompleks koagulan darah. Pada penelitian ini

(Koyama, 1998), plancinin dimugailkai, dengan kolom DEAE selulosa (Nacalai

tesqua, Kyoto, Japan). Dig afiltrasi (Amicon 10, Japan Grace,

Tokyo, Japan) @ j & D an menggunakan kolom

Sephadex f na R B ( DS 2dein). Analisis peptida
menggu ( ¢ ! metode Lowry.
Semuigp ‘ ak Ul ala ehe 1d34°C.
E. PI al factors TrQR thé -thorns sta ter planci,
ar nucleas . Sk aly 2004
Pe

itan inii elaskan, terntamgTa @ dula” faktor me an (pla@citoxins | dan

P50 yang Sam ' gdimurnikarte intang laut
eksi dosis suljlete |gpl 40 afatlil ke tikus me peningkatan

1) d

A. ple
kadar H lutamic oxal@ gan glutamic transaminase,
hal tersebtbera “i? ; » ,':i'ﬂgha totoxic. Analisis

dengan SD = menuniukkan hahwa kec in I dari dua subunit
(a-subunit 10 KDa"dam™b-Subunit ‘ : oleh ikatan disulfida.
Menariknya, sekuenS"asaf agaiina Ikap bahwa plancitoxin ini menunjukkan
homologi 40-42 % dengan deOxy gleaSes mamalia 11 (DNases I1). Selain itu,
plancitoxin ~ menunjukkan aktivitas DNA merendah pada pH optimum 7,2

Plancitoxin | merupakan contoh pertama dari DNases II.

Prosedur pemurnian dalam penelitian ini dilakukan dengan cara mengumpulkan 100
gram duri dari tiga spesimen A. planci. Kemudian duri tersebut diekstraksi dua kali
dengan dua volume sebesar 0,01 M buffer fosfat (pH 7,0). Crude toxin tersebut
didialisis dengan buffer yang sama. Kolom dicuci bersih dengan buffer yang sama
untuk menghilangkan protein unadsorbed dan kemudian dielusi dengan sekitar 40 ml
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H.

. Caspase-inger , b

/jam. Toksin yang mengandung fraksi dikumpulkan, didialisis terhadap air suling dan
Iyophilized. Dua fraksi beracun sesuai dengan plancitoxins | dan 1l secara individual

dikumpulkan dan digunakan untuk penentuan aktivitas biologis tertentu.

Molecular cloning of two toxic phospholipases A2 from the crown-of-thorns
starfish Acanthaster planci venom, E. Ota et’al, 2005

Penelitian ini melakukan cloning terhadap racun PLAZ2 dari A. planci. Pengkloningan
ini dimaksudkan untuk mengetahui lokasi aksi racun-racun tersebut pada level

molekul. Pemurniannya dilakukan_g kombinasi kromatografi hidrofobik, gel

filtrasi dan reverse phasg engan menggunakan metode Lowry.

blancitoxin |, the

major le or planci venom,

Eiji Qe

Pene iRl 11eng | sebagaisfakior e utama dari

bintaio =planci, cukt anya dalad an potensi

hepa as tapimijlige,, dala 0 gengan dgnulease I

ma ia. Prose pDenelitian dile gan_cara Pla 8] imurnikan dari

punge dlanci olehkambinasi krornatografi kolem CM-set ast protein
liqurd atography paéay o H iSih PeRelitian kami kkan bahwa
planciHanginduksi APOPLOS]s 3 , r

A Case ofjiEle E&? prns (Acanthaster
planci) Envenormation, B. O

Penelitian ini menj€la ||:, iMorang wanita berusia 19
tahun yang menginjak duri A pla egdgalan enzim hati untuk menormalkan

sampal setelah bedah debridemen dan penghapusan fragmen tuiang belakang
menunjukkan toksisitas sistemik yang sedang berlangsung dari racun duri A. planci
yang tertanam di kakinya. laporan kasus tambahan lebih lanjut dapat melukiskan

potensi untuk toksisitas dari A. planci pada manusia.
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I. Chaperone function in organic co-solvents: Experimental characterization and
modeling of a hyperthermophilic chaperone subunit from Methanocaldococcus
jannaschii, Lisa M. Bergeron et’al 2007
Penelitian ini menjelaskan bahwa molekul chaperone memainkan peran sentral dalam
mempertahankan struktur protein dalam sel. Dipaparkan bahwa protein enzim yang
kuat pada suhu tinggi ternyata mampu bertahan untuk tidak terdenaturasi dengan

pelarut organik seperti etanol.

(S
-
Y WY

/,
=
s

!"F
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BAB 3
METODOLOGI PENELITIAN

3.1. Rancangan Penelitian

Berikut ini adalah rancangan penelitian yang akan dilakukan, terdiri dari : preparasi
sampel duri A. planci, proses pengendapan dengan etanol, uji aktivitas Fospolipase, SDS-
PAGE serta uji konsentrasi dengan metode Lowry.

%

A
3
y 4

-
-

wof

/,
=
s

Uji Aktifitas Fospolipase Uji SDS-PAGE Uji Metode Lowry

Gambar 3.1. Diagram Alir Penelitian
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Pada Gambar 3.1 di atas dapat dilihat alur dari penelitian ini. Berikut ini adalah penjelasan
dari alur penelitian tersebut:

1. Preparasi Sampel
Sampel yang digunakan dalam penelitian adalah Acanthaster planci yang diambil
dari beberapa tempat, yaitu :
. Tanjung Setan — Desa Morela, Kec. Leihitu, Kab. Maluku Tengah
. Pulau Pombo, Kec. Salahutu, Kab. Maluku Tengah
o Kalauli — Desa Hila, Kec. Leithitu, Kab. Maluku Tengah
o Desa Suli, Tial dan Tea Salahutu, Kab. Maluku Tengah

o Desa Hutyi d . ota Ambon
ampai digunakan. Duri
dari Aca : im pada duri A.

o : arispapain (getah

*;, ‘etano! sebagai contral pesitifipada penelitian
olitik.

2.
anci ya ya terdapat
enz ingin dilalg sonikasi  inigueh an dengan
meng alat sonikat 3 RPKA depW teknik Kimia
Universitdione 0 . ‘v
3. Filtrasi

Filtrasi dilakukanwii
il

dilakukan sehingga didapat

iUsi yang sebelumnya telah
e

. Proses filtrasi ini dilakukan dengan
menggunakan pompa Vakum dan Kkertas saring whatman 42.

4. Penambahan Larutan Etanol pada filtrat
Hal ini dilakukan untuk mengisolasi enzim fospolipase yang diinginkan dengan cara
menambakan etanol analitical grade 99,9% kedalam filtrat sehingga konsentarasi

etanol menjadi 80% dan didiamkan selama 24 jam.
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5. Sentrifugasi
Perlakuan sentrifugasi dilakukan sebanyak 2 kali. Pertama setelah terbentuknya
endapan dari pencampuran larutan etanol dengan duri hasil sonikasi untuk
mendapatkan padatan yang mengandung enzim yang terpisah dari etanol. sentrifugasi
kedua dilakukan setelah terbentuk padatan enzim dari sonikasi pertama kemudian
ditambahkan buffer fospat secukupnya kemudian di sentrifugasi dan diambil

supernatannya yang merupakan sampel enzim hasil isolasi.

6. Uji Aktifitas Fospolipase

Uji aktifitas Fospolipase pa gnggunakan metode Marineti yang

bertujuan untu 1§ Kalk yang dihasilkan masih
memiliki i E Jaki, suspensi telur dan
Tris-Cl yangyd

7. Uji ¢

SD A eng Ingk@Fkemurnian™p Ijekirak yang
dihg aniipenoujiam inadaleh Proieifmmemili positif atau

negatif,yang MERCErMinkan ca Guatan asam aming yamg dikaadungnya. Bila

meg3 diaplikasike G ' g gehdung mo otein, protein

aka prasi dengan |Yi wn@fpada muatan bentuk, dan

ukuraﬁ'HI F Bresis  dan IUllnakan untuk
memisahk ""\h qua larutan dengan
matriks beg

8. Uji Kandungan Pmtﬂ & F }
Pengujian ini menggunakan metode y. Langkah ini dilakukan untuk menentukan

kadar protein di dalam ekstrak yang dihasiikan dengan prinsip perbedaan nilai serapan

eknik terse

dari masing-masing larutan yang diukur pada panjang gelombang 750 nm dengan

mengunakan spektrofotometer.
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3.2

Alat dan Bahan

Peralatan dan bahan-bahan yang digunakan selama penelitian terdiri atas berbagai

macam dengan jenis dan fungsinya

3.2.1 Peralatan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian adalah sebagai berikut :

1.

© o N o g bk~ w DN

e e S S e S
o 0 ~ W DN P O

3.2.2 Bahan Kimia

Bahan-bahan yang digunaku‘

Tabung reaksi
Beaker glass
Vortex mixer
SDS-PAGE
Spektrofotome

Pipet tete
Pipet u
Mikkep
Lak

2

SentFHI

Sonikato

Pembuatan fosfat bufer pH 7.0 :

1. K,HPO, (Mr.174,17)
2. KH,PO, (Mr.136,08)
3. Aguades
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Pembuatan Ekstrak Protein pepaya:

1. bubuk dari Getah papain
2. Etanol analytical grade

Penentuan Kadar Protein Lowry :

BSA 250 pg/mL

dH,0

NaOH 0,1N

CuSO4 1% (CuS04.5H,0 1,56 g
NaK-Tartrat 1% (
Na,CO3 2% (N
Larutan Bilfet : g il

N g s~ 0D

at 1% dimasukan
ke dalam
8. Reag

ul -
[ -

Reagen olin Cigeg

Bufer Tris-Cl, p #

Penentuan Uji Aktivit

1
2
3.
4
5

1. Darah segar
2. Parafin cair

3. Sampel enzim
Bahan-bahan SDS-PAGE

1. Aquades

2. Akrilamid 29,2 gr

3. (bis)akrilamid

4. Sodium Dedosil Sulfat 0,4 gr
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Larutan HCI
. Ammonium persulfat (APS) 0,1 gr

5
6
7. 2-mercaptoetanol 0.1 ml
8. Gliserin 2 ml

9

. Glisin 7,2 gr
10. Bromofenol biru (BPB)
11. Coomassie Brilliant Blue 1 gr
12. Metanol 300 mL
13. Asam asetat 100 mL
14. N,N,N’ ,N’-tetrametil-etilene

3.3. Prosedur A
Prepa pesime z .,,..! akn deng
dari spesiimen lafiet” yang 1€ eezer dan
u sekitaimd2 jamSehifggasfari spesi ebut tidak

membek

2 enggurrakan gu : glan pelinde gan, dilakuan
‘kasan duri dari spes ” dan menyim dalam wadah
er| es baku u 0 iri selalu fres

wof

3.4. Metode Son

Metode sonikasi diw

1. memberishkan batang sonika

dengan menggunakan alkohol 90% dan
kemudian membilasnya dengan akuades hingga bersih dan mengeringkannya
dengan tissue

2. memasukan duri yang ingin diekstrak dan larutan phospat buffer pH 7 dengan
perbandingan 1:1 kedalam wadah yang sesuai dengan diberikan es pada
sekeliling wadah agar duri yang ingin di sonikasi tetap terjaga suhunya dengan
baik.
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3. lakukan sonikasi selama 2x 8 menit dengan intensitas 80% ( 42.5 Mega Heartz)
mode push on off agar tidak terjadi panas yang berlebihan pada duri tersebut

3.5. Prosedur Uji Aktifitas Fospolipase

Aktivitas Fospolipase (PLA2 ) dilakukan dengan cara mengukur kejernihan suspensi
kuning telur, sesuai dengan metode Marinetti (1965). Ke dalam 0,1 ml larutan sampel
ditambahkan 1,5 ml suspensi kuning telur yang dibuat dari 0,1 M Tris-HCI bufer pH 8.0 pada

konsentrasi 2 mg kuning telur/ml. Absorbaagimgada 900 nm campuran diperkirakan tepat 5

menit. Satu unit enzim diperkirakag pg menyebabkan pengurangan 0,01

2
o —,
i
/S

!"F
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3.6. Prosedur Uji SDS-PAGE

SDS-PAGE menggunakan cross-linked gel poliakrilamid sebagai matriks inert di mana
protein akan bermigrasi. Gel biasanya disiapkan sebelum dipergunakan. Ukuran pori gel
dapat disesuaikan sehingga cukup kecil untuk memperlambat migrasi molekul protein yang
dikehendaki. Protein-protein tersebut tidak berada pada larutan biasa tetapi pada larutan yang
mengandung deterjen yang bermuatan negatif sangat kuat, yakni Sodium Dodesil Sulfat
(SDS). Deterjen tersebut mengikat daerah hidrofobik molekul protein sehingga
menyebabkannya terurai menjadi rantai polipeptida yang panjang. Molekul protein individu

dilepaskan dari asosiasinya dengan pL@ ipid, serta bebas terlarut pada larutan

deterjen.

Plate pembent Separating gel dibuat

dengan cara menyiap ; 25 ml stok akrilamid

dimasukkan fdala g ‘ - ugas dimasukkan.
Akuabides d
Sebanyak [6.° . [ , aiitabung  ditUrtem 0oyang secara

anyak 75 ml.

perlahan. A& i : abungaiEiemogenise ikan dengan

pipeting. n segef@dituang ke dala pipemiPentuk gel ggunakamfmikropipet 1

ml (dijagaa k" terbentuk®g ga¥batas yarig at ;pada plate.

Akuades pe ambahkan difatésglafute late sehingga aan gel tidak
bergelombang""I ibiarkan m@ < g lebih 30 meUfandai dengan
terbentuknya garTJns *;i.' a.atas air dan 3 ‘ : Mir yang menutupi
separating gel sejani : : : ah smemadat, stacking gel 3%

disiapkan dengan cara Ve - argtan yang meliputi : 30%
acrylamide-bis sebanyak 0.4 : anyak 0.38 ml, akuabides sebanyak
2.11 ml, 10% SDS sebanyak 30 ml, 5 ml, dan 10% APS sebanyak 30 ml.
Setelah stacking gel dimasukkan, maka selanjutnya sisiran diletakkan di atasnya (Alberts
et’al, 1994).

Plate yang sudah berisi gel dimasukkan ke dalam chamber elektroforesis. Running
buffer dituang sampai bagian atas dan bagian bawah gel terendam. Gelembung udara yang
mungkin terbentuk pada dasar gel atau di antara sumur sampel harus dihilangkan. Sampel

dimasukkan ke dalam dasar sumur gel secara hati-hati menggunakan Hamilton syringe.
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Syringe dibilas sampai tiga kali dengan air atau dengan running buffer sebelum dipakai untuk
memasukkan sampel yang berbeda pada sumur gel berikutnya.

Perangkat elektroforesis dihubungkan dengan power supply untuk memulai running.
Running dilakukan pada arus konstan 20 mA selama kurang lebih 40-50 menit atau sampai
tracking dye mencapai 0.5 cm dari dasar gel. Bila running telah selesai, running buffer
dituang dan gel diambil dari plate.

Tahapan ini memerlukan larutan staining untuk mewarnai protein pada gel dan larutan
destaining untuk menghilangkan warna pada gel dan memperjelas band protein yang

terbentuk. Larutan staining 1 liter terdiri atagi@eemassie Blue R-250 sebanyak 1.0 g, metanol

sebanyak 450 ml, akuades sebapyal at glasial sebanyak 100 ml. Larutan

destaining 1 liter terdiri glasial sebanyak 100 ml,
dan akuades sebanygk . & G i ion sambil digoyang
selama kurang lg pada wadahnya.
Gel direndanfida ). N1 A0 2 erapi kali, sambil

digoyang se

3.7. Prog

Larutam..p

rotein standar (BSAN25@8ED n dH,O dicampurkan dengan jumlah
g reaksi se % 2ro 2 ai konsentragl “amtaja 20-200 mg

Wpel protein dan

3 larutan biuret 5 mL

Vaksi diinkubasi pada suhu
r)' I

igunakan stopwatch, dan waktu

tertentu dala

kan ju

dalam larutan sw 1 mLKegdatam tabug, |Ainsdicamp

dH,O sehingga volumé ruta A , .S‘h
ditambahkan ke [
sampel) dan segera dikoc

kamar tepat 3 menit. Untuk mﬂ:

dihitung saat menambahkan larutan Biuret.

gar waktu reaksinya seragam untuk setiap
sampel, maka ketika menambahkan larutan Biuret pada tabung selanjutnya (misalnya antara
tabung ke 1 dan tabung ke 2) diberikan selang waktu tertentu. Kemudian pada menit ke-5
sebanyak 0,5 mL reagen Folin ditambahkan ke dalam campuran reaksi dan segera dikocok
menggunakan alat vortex. Larutan diinkubasi pada suhu kamar selama 30 menit setelah
penambahan reagen Folin. Serapan masing-masing larutan diukur tepat pada menit ke-15
yang ditetapkan pada panjang gelombang 750 nm (Lowry 1951).
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3.8. Metode Spektofotometer

Deteksi absorbansi dilakukan dengan menggunakan alat spektofotometer yang ada di
Laboratorium Bioproses. Berikut ini adalah prosedur dari spektofotometer.

[E=N

. Menyiapkan sampel yang akan diuji
2. Mengeset panjang gelombang pada angka 750

3. Menunggu sekitar 10 menit untuk stabilisasi alat

4. Memasukkan larutan standar pag

5. Memasukkan ku

6. Mengeset ( )
7. M sampel.

8. M yang, terek alat sp

at spektofotometer

Alat i hermanfa tuk pEpentliangkonse i_senya yang dapat
atau daé inar tampak (400 — 900

menyerap faeiasi pada.@aerah ultravio DORLA00

nm) (Sas g, 1991 is xan yak penentuan
absorbansi ftan sampel 0, 0 M nﬂ' enentuan spe eter adalah
aplikasi dari Mukumilambert-Bee og It/ lo = ¢ Yo

dengan :

A = Absorbansi dari
T = Transmitansi

It = Intensitas sinar yang dlteruskanJ

I0 = Intensitas sinar masuk
¢ = Koefisien ekstingsi
b = Tebal kuvet yang digunakan

C = Konsentrasi dari sampel

Berdasarkan persamaan diagram di atas maka nilai absorbansi berkisar dari 0 hingga
1, tetapi dapat pula lebih tinggi dari itu. Absorbansi 0 pada suatu panjang gelombang artinya
tidak ada sinar dengan panjang gelombang tertentu yang diserap. Intensitas berkas sampel
dan pembanding sama, jadi perbandingan 1./l adalah 1. Logjo dari satu adalah nol.
Absorbansi 1 terjadi ketika 90 % sinar pada suatu panjang gelombang diserap.
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Kondisi berikut adalah keabsahan dari hukum Lambert-Beer : Cahaya yang digunakan
harus monokromatis, bila tidak maka akan diperoleh dua nilai absorbansi pada dua panjang
gelombang. Hukum tersebut tidak diikuti oleh larutan yang pekat, konsentrasi lebih tinggi
untuk beberapa garam tidak berwarna akan mempunyai efek absorbsi yang berlawanan.
Larutan yang bersifat memancarkan pendar-fluor atau suspensi tidak selalu mengikuti hukum
Beer. Jika selama pengukuran pada larutan encer terjadi reaksi kimia seperti polimerisasi,
hidrolisis, asosiasi atau disosiasi, maka hukum Beer tidak berlaku.

3.9. Uji Aktivitas Kaseinolitik

Enzim protease dasi ikatan amida pada
protein globular. gMe S 3 3 tuksmenguji aktivitas

0 o z L P uji kaseinolitik,

protease yang
sampel enzim idire ’ 5 1 Kas v aWwaktu tertentu.

Reaksi enzi arutag ingoa enzim

dan sisa al terdenaturasi, kecuahgpro@uk-p ondon no.

1078,838)

fUK peptida (pate

Pro8 peptida r : si tadi'® dengan cara
sentrifugas nakan alat g’f [ 3 ditentukan ya dengan
menggunakan"“'e-metode pe (seperti metWon di 650 nm

dan metode pen an seia@nan di 280 nim). Aktiviiz oteasedari S ang ditentukan
’ # > i

sebanding dengan seragal yang
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BAB 4

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Analisis Prosedur Penelitian

Teknik isolasi dan pemurnian dari enzim fosfolipase ini merujuk pada sebuah metode
yang sebelumnya (The patent Office London no. 1078,838) yang telah berhasil digunakan
untuk mengisolasi enzim protease dari getah buah pepaya. Kemudian dari artikel

“Chaperone function in organic co-SQ iiental characterization and modeling of

a hyperthermophilic chape
2007) diketahui bahwa
untuk tidak terd

s jannaschii” (Bergeron,
yata mampu bertahan
ian ini, digunakan
teknik isolasigp arut etanol yang
merupakan jpeia i ' < A ' enzim fosfolipase

merupakarg S ) taha 3 ingoa nengendapan

yang digu erypakan teknik yangipalingi$edgiifana baik dari segj pengadéan alat, biaya

operasions erta wakierpengehaan

PenB t1sebabka na 0 » NH, O alam protein,
yang dapat (hidratasi) §03 M ghilangan air. PadaJotein akan
mempunyai kum yang palind : 2 diendapkan.H protein yang
diendapkan deng@ﬁar meagalani aha ",;-gi tru kimia dan dapat

dilarutkan kembali gai. muda d NS engendapan ini paling baik terjadi

pada titik isoelektriknya:

Prosedur penelitian yang‘ "i‘ﬁf" }preparam sampel duri A. planci,

Penambahan larutan phospat buffer pH 7 ke 0alam sampel duri dengan perbandingan 1 : 1,
sonikasi selama 2 x 8 menit, memfiltrasi hasil sonikasi dengan menggunakan vakum filtration
pada kertas saring whatman 42, dan kemudian mengambil filtrat tersebut untuk diendapkan

bersama etanol hingga konsentrasi campuran menjadi 80% dan didiamkan selama 24 jam.

Setelah ditunggu selama 24 jam maka terjadi pengendapan pada larutan tersebut.
Bagian bawah dari larutan tersebut kemudian diambil dan dilakukan sentrifugasi 13.000 g (
8600 Rpm) selama 30 menit hingga terjadi padatan dibawahnya. Padatan tersebut kemudian

diambil dan dilarutkan kembali dengan pospat buffer pH 7 secukupnya kemudian dilakukan

34

Isolasi enzim..., Dipankara Agung Pratama Jayaputra, FT Ul, 2011



Universitas Indonesia

sonikasi 13.000 g selama 30 menit kembali untuk dilakukan pengambilan supernatan dari
larutan tersebut yang mengandung protein enzim fosfolipase dengan tingkat kemurnian
tinggi. Kemudian pada sampel enzim tersebut dilakukan uji aktifitas fosfolipase, SDS-PAGE,
dan metode Lowry.

Dalam proses pemurnian enzim, baik pH, temperatur, kualitas air, maupun faktor —
faktor yang berhubungan dengan penyimpanan enzim menjadi hal yang sangat menentukan
dalam keberhasilan proses. Pemilihan buffer juga menjadi salah satu hal penting dalam

menjaga kualitas hasil dalam isolasi protein.

Dalam isolasi enzim ini dig ,.DH optimum dari enzim yang ingin

diisolasi dengan tujuan it ; . ; berada dalam keadaan
yang paling stabil d&n ny " p Uma. ini, gugus pemberi
atau penerima proton i i Si gikatan substrat
berada padating A 4iN0 @ 0g berinteraksi

dengan sisi

Airyang digunakan pun harus t€kbeb@srdaciBfon dan steril dari_mnikrog Isme yang

dapat me

O aAguPStabili SSebabilon —ion’ tertentt e logam-dapai@menggangu

stabilitas d

Bollag, 19“

411 TahaHi Papain seba . .
Sebelum dilak ’:}?m RENG gindari duri bintang laut

A.planci, dilakuka

Office London no. 107 inj
pepaya dalam larutan etanol analytical grae

dan ditunggu hingga terbentuk endapan sela

hidrogen (

Hfuk pada The patent

7]‘ merendam serbuk getah
2%0

a konsentrasi etanol menjadi 80%
a 24 jam. Dari hasil percobaan dapat dilihat
bahwa terbentuk endapan berwarna putih. Endapan itulah yang merupakan sampel enzim

protease yang di uji aktivitasnya.

4.1.2 Tahap Uji Kaseinolitik Papain

Dalam getah pepaya mengadung enzim protease yang memiliki kemampuan untuk

mendegradasi protein seperti kasein. Pada pengujian ini, sejumlah sampel enzim dari isolasi
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pepaya menggunakan etanol direaksikan dengan substrat kasein dalam suhu 25°C selama 10
menit. Reaksi enzim-substrat menghasilkan produk — produk peptida yang larut dan stabil
sehingga untuk menghentikan reaksi, kedalam masing masing tabung ditambahkan TCA 10%
(b/v) yang menyebabkan protein enzim dan sisa substrat kasein terdenaturasi dan membentuk
agregat yang berupa gumpalan — gumpalan besar bewarna putih yang dapat dengan mudah
dipisahkan. Agar proses pemisahan ini berjalan dengan lebih baik lagi, campuran enzim-
substrat tersebut di sentifugasi selama 30 menit. Produk produk peptida yang terbentuk

terdapat dalam fraksi supernatannya.

Prinsip dasar dari pengujian g olitik ini adalah mengunakan metode
Anson, vyaitu dengan memamps 2 ! ok mendeteksi residu residu
tirosin dalam protein ersebut akan mereduksi
fosfotungstat dan’ fos ‘ f warna biru yang

menunjukan g e

Dal& aehilian 10l Uhisakiivitas Kaseln Qelijo ntrol posisif

dari percobaa Jaa” pengujiany@ang ¢ afihanya ber Terjadinya

aktivitas buktikansmeengan Kerummy@s. larut at  dengan

memband : 3 P8 arutan bla aPadadarutan bla t.a itas enzim
ditiadakanle encampurke A terle SePElum dinta arpel enzim.
|w

Berikut mert asil foto dari JgERekite ikukan.
£

3’-' 11_- 1 -l»?“’__
T TS :

Gambar 4.1. Foto Hasil Uji Aktivitas Kaseinolitik

Larutan 1 blanko, 2 dan 3 Sampel Enzim
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Larutan 1 merupakan larutan blanko dengan komposisi : substrat kasein ditambah aquades
kemudian TCA, sampel enzim protease, NaOH dan reagen folin. Sedangkan larutan 2 dan 3
dengan komposisi yang sama namun proses pencampurannya berbeda dengan larutan 1, yaitu
1 ml larutan kasein 1% ditambahkan 0,35 ml aquades ditambah 0.05 ml sampel enzim
ditunggu sampai 10 menit untuk bereaksi kemudian diberikan TCA untuk menghentikan
reaksinya kemudian ditambahkan NaOH untuk menetralkan pH dan terakhir reagen folin.

4.1.3 Tahap Preparasi Sampel

Untuk memulai ta arkan dahulu dari lemari es

dan ditunggu hingga ke 2 jJam) sehingga durinya
dapat dipotong RO : otongan duri dengan
menggunakary g 2 ; imgalisir tertusuk
duri beracun i .pla . ak yang penting
boleh ada

al itu akan

diperhatika g-dipoteng ha
I A

2in [

bagian laif®8epertt kulit dan daging d ang ikut terambj

mengakibatka ambilpyi@yeraa pre

Setg a'duri terg® 3 AN« alanjutnya adala sinkan duri —

duri terseb menggunkafilgi i a 3 misahkanny

terbawa sepeuran pasir lad
menggunakan lar phg ‘; I"i ' "i Iakh:% kali percobaan

i lllh N .‘_u.ull' c 12, 1:1 dan 3:2.

| L"""'
4.1.4 Tahap Sonikasi

Tahap sonikasi merupakan salah satu langkah penting dalam pengisolasian protein.

engotor yang

— duri terse ndam dengan

dengan 3 variasi kg

Dalam langkah ini racun dari duri bintang laut A.planci dikeluarkan dengan cara merusak sel
durinya sehingga dihasilkan crude venom. Sebelum dilakukan sonikasi, batang sonikator
harus dibersihkan dengan menggunakan alkohol 90% dan kemudian membilasnya dengan
akuades hingga bersih dan mengeringkannya dengan tissue. Hal ini dilakukan untuk
mencegah adanya bakteri dan mikroorganisme ataupun pengotor lainnya dalam batang

sonikator tersebut.
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Gambar 4.2. Sonikator

Sonikasi dilakukan fntensitas 80% ( 42.5 Mega Heartz)

mode push on off. Pada 1 anas yang dapat merusak

enzim dalam protgi dagl terjadinya panas

yang berlebihan a \\/3 p ? :
suhu sangatgpe Y. a%
enzim tersef

4.1.5 Tahap Filtrasi

Setd kan sonikas ) r om maka elanjutnya
adalah men ude tersebut Sir N de B8ngan tingkat uéyang lebih
tinggi. Dalam Benelitian ini, penya menggunakafiperpa vakum agar

proses penyarin apatgieRangsung lebif arpa i“‘ ringan biasa dan

ingin. Penjagaan

nya protein

juga suhunya pun aiplerjata ) ] Gangvaktm ini. Untuk kertas

saring digunakan kertas saringwha W.
, ; J

N

_1§>r‘

L
A Lal

A ""-,;,_Q
o .

Gambar 4.3. Filtrasi Vakum
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Dalam tahapan ini, karena menggunakan kertas saring whatman 42 yang ukuran pori
nya relatif sangat kecil sehingga proses penyaringan memakan waktu sekitar 15 — 20 menit
maka air yang digunakan dalam pompa vakum di ganti secara berkala setiap 5 menit untuk
menghindari terjadinya panas yang berlebihan. Dalam proses ini dihasilkan filtrat crude
venom dengan tingkat kejernihan yang tinggi.

4.1.6 Uji Aktivitas Anti-Coagulant
Dalam sebuah journal_be

_ / Sites of Anticoagulant Action of
Plancinin, a New Anticg - [ A Acanthaster planci, in the
Blood CoagulatioggCi yata dalam racun
yang terkandung dala 1e 0 s antl pembekuan darah.

Sehingga D Bkl ] da ersébut berhasil

mengeluarke ' ang akaadilakyKdrlah tivitas anti-
coagulant fmi: percobaan yamog mbt dailwa ternyata
proses son ut berhasilmmengella ; 3 i A t dibawah

ini adalah fote.hasil pe an yang te

| - i &
e ‘ & T g '\-"'_ : ;

4 lan " isa gumpalan dar“ 4

\ Sampel darah E : /

Serum+darah

Gambar 4.4. Hasil Pengamatan Aktivitas Antikoagulan. (1)darah, (2)darah dengan bufer

fosfat, (3)darah dengan racun
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Pada gambar diatas, gambar nomor 1 adalah sampel darah saja tanpa dicampur apapun
sehingga dalam waktu beberapa saat saja darah tersebut langsung mengalami penggumpalan.
Gambar nomor 2 adalah sampel darah yang dicampur larutan buffer, darah tetap
menggumpal, sedangkan bufer tidak menggumpal. Sedangkan gambar nomor 3,4,5 berturut
turut adalah sampel darah yang ditambahkan dengan crude venom hasil sonikasi, blender dan
kombinasi keduanya, menunjukan adanya proses anti penggumpalan yang disebabkan oleh

enzim dalam venom tersebut.

4.1.7 Tahap Isolasi
Setelah dihasilkan_fi i, maka langkah selanjutnya
adalah pencampuran a 2in yang ingin diisolasi
dari larutan crude sec L ) 2 nambakan etanol
analitical grade 30/ ; enjadi 80% dan
didiamkan selaina { a0 3 I dilapisan bawah

larutan terge andanah. putir ) : ) ingin Kita

pisahkan. tuk digarisbawaRipac an ini, setelah dilakukaa#ip€ncampuran
etanol, lartia ebut_farus 1angsung I3 1gounakan pla ap. Hal ini
dikarenaka anol ‘ i fa suht Pada tahap

ini juga, la etagol + crude 80%aNdita am I8ari pendinginUﬂn untuk
[ ]

mempercepat engendapa

4.1.8 Tahap Sentrif

Sentrifugastrdi dari larutan dengan

i . Hal ini dilakukan karena
e pengendapan yang dapat dengan

mudah dipisahkan dari pelarut etanol. Proses ini dilakukan dengan cara membuang bagian

cara memutar pada kecep I

ternyata pada proses sebelumnya;

atas larutan etanol 80% tadi dan mengambil hanya di bagian bawah yang mulai terbentuk
lapisan endapan berwarna putih. Kemudian lapisan endapan berwarna putih tersebut di
sentrifugasi dengan kecepatan 13000 g selama 30 menit sehingga terbentuk padatan berwarna
kecoklatan didasar. Padatan tersebut kemudian diambil dan dicampurkan kedalam larutan

phospat buffer pH 7 secukupnya hingga terbentuk suatu larutan baru yang homogen.
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Lar Lu ' ! agi denge 0 g selama 30

menit. Nam g dia alah B Arytan bagian

atas) buka lan gumpalan di bagiarfiawa a dikarenakan gumpalan berada di

bagian bawg ikan sebagat protein yeng sudah tidak dapatslarut dah terjadi

g memiliki

denaturasi g lar f iime
."Pada tahapan ini @iferd H enzin yang diinginka
ktivitas, keriurnianidanikanduddan protein di dalag
4.2 AnalisisM

4.2.1 Tahap Uji I

Proses pengujian” %

memeriksa apakah fosfolipase dari

@ pro
aktivitas ti kemudian

dilakukan pe

otein enzim mutlak harus
dilakukan. Pengujian aktifitas fosfoli
ekstrak yang dihasilkan masih memiliki aktivitas enzim atau tidak. Tahapan proses ini
dilakukan dengan cara mengukur kejernihan suspensi kuning telur, sesuai dengan metode
Marinetti (1965). Kuning telur mengandung fosfotidilkolin yang akan bereaksi dengan PLA;
membentuk 1-asil-gliserofosfokolin dan asam karboksilat. Sehingga dengan penambahan
enzim fosfolipase-A, akan menjernihkan suspensi kuning telur dari serapan panjang
gelombang 900 nm. Satu unit enzim didefinisikan sebagai pengurangan 0,01 abs/menit,

pengurangan dilakukan pada inisial waktu 5 menit.
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Metode ini dilakukan dengan cara memasukan 0,1 ml larutan sampel enzim lalu
ditambahkan 1,5 ml suspensi kuning telur yang dibuat dari 0,1 M Tris-HCI bufer pH 8.0 pada
konsentrasi 2 mg kuning telur/ml. Kemudian dilakuakan pengukuran nilai absorbansi pada
900 nm campuran pada menit ke 0 dan menit kelima. Satu unit enzim di definisikan sebagai

aktivitas yang menyebabkan pengurangan 0,01 absorbansi/menit.mg.

Dalam penelitian ini dilakukan percobaan tiga kali pengujian aktivitas enzim
fosfolipase (PLA2 ). Pada percobaan I, sampel yang digunakan adalah crude venom yang
hanya dilakukan sonikasi saja. Penurunan absorbansi pun sudah terjadi dari crude venom ini

sehingga penelitian ini kemudian dilagj mengisolasi enzim fosfolipase dari crude

tersebut untuk mendapa 2 2 nan yang tinggi sehingga
diharapkan penuruna dan stabil untuk setiap

percobaan yang d

Pada@pe ) q\]g sfolipase dengan
mencampur de Venomahasil sonik ghoan larutaseetanol™anadkit grade  99%
hingga kons | dafimenunggunya am hingga
terbentuk ¢ aiie afkyang tefbentulcati elalu a dilakukan
proses sentrifugasi_pé A 1 "ba awahi'sehingga terben grti gumpalan

" Kemudt8 akan tersebut

spa n Lﬁl lilakukan lag gasi 13000 g
ya saja ( Unya dibuang).

3 -'i\'h‘. thil adalah protein

yang terlarut dan hélumpte aturasi. Berikut dibz SrtiDa el penurunan rata —

rata nilai absorbansi padapereebdan. ya ‘ an

(endapan k¢ Padatan) Pade

diambil dan an dalam bufg

diambil ps

selama 30 m'ua
u#' :

Sentrifugasi ked

oy

Tabel 4.1 Penuruna ktivitas Fosfolipase

Absorbansi Larutan Substrat
t (min) Percobaan | Percobaan Il | Percobaan 11l
0 0.2813 0.224 0.357
5 0.2556 0.106 0.306
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4.2.2 Tahap Uji Metode Lowry

Metode Lowry bertujuan untuk menentukan jumlah kandungan protein di dalam
sampel enzim yang dihasilkan dengan prinsip perbedaan nilai serapan dari masing-masing
larutan yang diukur. Pada percobaan ini digunakan panjang gelombang 750 nm pada
spektrofotometer.

Metode dalam penelitian ini menggunakan larutan protein standar (BSA 200 pg/mL)
dan dH,O dicampurkan dengan jumlah tertentu dalam tabung reaksi sehingga diperoleh
berbagai konsentrasi antara 20-200 mg dalam larutan standar 1 mL. Ke dalam tabung lain

dicampurkan juga sampel protein da a_ volume total larutan sampel 1,5 mL.

Kemudian larutan biuret masing tabung yang berisi

larutan protein (standa vortex mixer. Dari nilai
nilai absorbansi g an persamaan grafik
sehingga kamd kétahui dengan
membandingkann SA ; i einya.

Sefie aktiviic A ki otein dengan
3

yang dilakukan®sonikasiffsaja (percebad ddl pemgtikura npel € ang sudah

metode lo ini juga. dilakukan seban i pghigukuran, yaitu peggu ude venom

dilakukan engka : : | da lai serapan
dari tiap- ti rcaobaan yang dilakukan dape at pada bagian lampi
Dari an grafik ' o didapatka — rata nilai

kandungan proteis dafi tia adalah sebanai beriku o

Tabel 4.2 Nilai wdungan Pro

i 2.8466

Il 2.42

4.2.3 Pengukuran aktivitas enzim per satuan berat protein

Setelah penurunan nilai absorbansi pada uji aktivitas fosfolipase dan kandungan nilai

protein dalam sampel dengan metode lowry diketahui maka selanjutnya diukur aktivitas
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enzimnya per satuan berat protein. Satu unit enzim di definisikan sebagai aktivitas yang
menyebabkan pengurangan 0,01 absorbansi/menit.mg.

Proses perhitungan aktivitas enzim per satuan berat ini dilakukan dengan cara
membagi nilai penurunan absorbansi larutan sampel pada setiap menitnya dengan kandungan
protein dalam sampel per mg sehingga didapatkan nilai satuan unit penurunan absorbansi
dalam uji fosfolipase tiap — tiap percobaan.

Proses detail perhitungan dapat dilihat pada bagian lampiran. Berikut dibawah ini

merupakan tabel hasil perhitungan aktivitasl@enzim per satuan berat protein berdasarkan

satuan unit yang telah dijelaskan di

Tabel 4.3 Aktivitas Sp

elah berhasil
n terlihat bahwa
0_Shiomi dan kawan-
kawannya (1997) . 2Ny sama (Acanthaster
planci) setelah dimurnik I

anyak 20 kali lipat (AP-
PLA-11). Terlihat pada tabel di 30 setelah melalui berbagai macam

kolom kromatografi didapatkan AP-PLA,-I 0 units dan AP-PLA;-11 16.600 units.
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Tabel 4.4 Hasil Pemurnian PLA, A.planci (Shiomi, 1997)

Specific PLA

Protein activity
Step (mg) (units/mg)
Crude toxin 4820 830
CM-cellulose 4420 860
Phenyl Sepharose CL-4B
PLA-I fraction 190 2470
PLA-II fraction 111 1550
AP-PLA-I
Sephacryl S-200 31 2780
TSKgel Phenyl 5PW-Rae!| 3.4 7830
AP-PLA-I1I

Perbandi : : ¥ S enzim PLA, dari
spesies bintaag | pian sebanyak

12 kali lipat i tahap-tahapikeomai

Tabel 4.5

lan PLA, RactmBintany LadfPlazaster borea ayama, 2004)
At | "' Spesifik
Step 0 )00 0)
Crude lution | 23 E n u
Sephacryl 440 ? 18
~Nale S 3 9
Sephadex G-50 e A 230 Ry N

DEAE-Cellu
5
One minute of acti was. J phatidydeetine hydrovyzed per
minute
o

. DEAE:DietyIamw 2 F

Spesies lain yang mempunyai kandungan enzim PLA; dari racunnya adalah ular berbisa

ield
(%)
100

Echis ocellatus (Sallau et al,. 2008) berhasil dimurnikan dengan tingkat kemurnian 13,50 kali

dari racun kasarnya.
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Tabel 4.6 Hasil pemurnian PLA, Racun Echis ocellatus (Sallau,2008)

Total Spesifik

Protein  Activity Activity Purity  Yield
Step (mg) pmol/min pmol/min/mg  (fold) (%)
Crude 6.7 16 2.39 1 1
lon Exchange on 1.2 8 6.67 2.8 50
DEAE-Cellulose
Gel filtration on 0.43 13.87 32.26 13.5 86.69
Sephadex G-75

Spesies ular kobra India Ngj J " ai racun dengan kandungan enzim
PLA;, yang dimurnika 3 ¢ . aksi NND-1V sebanyak

13,6 kali lipat. Penelit il ) ; -K du2004).

Tabgl , 2004)

e,

Step Activity

CM-Sephagex C-25

DEAE-SJM

p -50
~

100
88

100
0.03

1.45

194 21.14

40.3 78.54

Dari ketiga percobaan yang telah dilakukan, membuktikan bahwa proses isolasi enzim
fosfolipase dari crude venom ini dapat menaikan nilai aktivitas enzim secara signifikan
dengan Purity Level sekitar 5 kali lipat dari nilai aktivitas crude venom tanpa dilakukan
isolasi. Walaupun nilai Purity Level tergolong kecil namun proses yang dilakukan sangat
sederhana dengan biaya operasional yang jauh lebih kecil.
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4.2.4 Tahap Uji SDS-PAGE

SDS-PAGE dilakukan untuk menguji tingkat kemurnian protein dari ektrak yang
dihasilkan. Prinsip dari pengujian ini adalah protein memiliki muatan positif atau negatif
yang mencerminkan campuran muatan asam amino yang dikandungnya. SDS-PAGE
menggunakan cross-linked gel poliakrilamid sebagai matriks inert di mana protein akan
bermigrasi. Gel disiapkan sebelum dipergunakan namun masih dalam keadaan fresh. Ukuran
pori gel disesuaikan sehingga cukup kecil untuk memperlambat migrasi molekul protein yang
dikehendaki. Protein-protein tersebut tidak berada pada larutan biasa tetapi pada larutan yang
mengandung deterjen yang bermuatan

(SDS). Deterjen terseh : } <molekul  protein  sehingga

kuat, yakni Sodium Dodesil Sulfat

menyebabkannya terug olekul protein individu
dilepaskan dari s terlarut pada larutan
deterjen (Albert

Berikut mer,

o

Pada gambar diatas, yang bertanda Tt A, B dan C merupakan uji SDS-Page dari
artikel yang berjudul “Purification And Properties Of Phospholipases A2 From The Crown-
Of-Thorns Starfish (Acanthaster Planci) Venom”, K. Azuo Shiomi Et'al 1997. Sedangkan D,

E,F,G merupakan Uji yang dilakukan dalam penelitian ini.

Pada gambar diatas, protein sampel (marker) dalam penelitian adalah D, memilki nilai
band 10.000 dalton (garis paling bawah) dan 15.000 dalton (kedua dari bawah). Sedangkan
sampel enzim yang diujikan ( E,F,G) terlihat dari gambar bahwa memiliki band yang hampir

sama dengan marker yaitu 15.000 dalton. Hal yang sama juga ditunjukan pada hasil uji SDS
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yang dilakukan Shiomi pada gambar diatas. Sehingga dari hasil pecobaan dalam penelitian
ini, dapat ditarik suatu kesimpulan bahwa proses yang dilakukan terbukti dapat mengisolasi
protein enzim fosfolipase dari crude venom A.planci. Hanya saja hasil isolasinya masih
belum murni 100% karena dari gambar terlihat masih ada sedikit band lain dibagian paling
atas pada gambar. Untuk mendapatkan enzim fosfolipase yang murni, diharapkan hasil dari
isolasi yang telah dilakukan ini, diproses lebih lanjut dengan mengunakan hanya 1 kolom
kromatografi.

CANZY)

- !
- —
~ >

L Zas >
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BAB 5

KESIMPULAN

Kesimpulan yang dapat diambil dalam penelitian yang berjudul “Isolasi enzim
fosfolipase dari duri bintang laut achantaster planci menggunakan pengendapan etanol” ini
adalah sebagai berikut :

1. Enzim papain yang digunakan sebagdiliontrol positif metode penelitian ini berhasil

diisolasi, hasilnya ditunjuk dengan sampel yang terlihat pada
gambar 4.1

2. Prosedur pge ng - A nambahan larutan

phospat r il asi, [ Pa sentifugasi lalu
pengdjia vita E/ﬁ/ 1 erta kandungan
prote

3. Pe : astl mengisolasik enzim¥ fosf@fpase yang “mas emiiki aktivitas
deng perkisa 3:.30- 3YPsat i

4. Prot€lg. enzim ) kug radap is Ingel juga terry at teghadap pelarut

Pené belum berha enuh enzim & dari crude

venomHJ?ga diperluKanipe abih lanjut dengan Hmakan kolom
nt 4]‘.’.;;;‘5. ail -' rnh

orgg BrtT etanol.

kromatogr
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Lampiran A

Penentuan Kadar Protein Sampel

Kurva standart protein Percobaan |

y =0.001x + 0.148
R2=0.998

)
e

——Seriesl
Linear (Series1)

r (Series1)

L
|
-,

eriesl

Linear (Series1)

o
[y
o
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Kurva standart protein Percobaan 111

0.5
0.45 y =0.001x + 0.065
R*=0.998
0.4

0.35

| F
Y

——Seriesl

‘ ‘ Linear (Series1)
T ¥

i \ 7/
N N

0 0 100 \T

Prosedur pementuan kad otein paddspe I
Dari gambi gtatas dipere ISé 1 AE0001x + 0.06

Dengan Azso absorbansi p Wpada panjand™y bang 750 nrHadalah kadar
protein dalamuﬁram. Kadar : 2n denga menggunaﬁuamaan diatas.

Nilai absorbansi p aka dengan dengan

A7s0 untuk nilai rata — rat i in 121 ug. Karena volum
i alah 121 Ug/50 uL = 2,42

/"

sampel yang diuji adalah
mg/mL.
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Lampiran B

Penurunan Absorbansi Uji Aktivitas Fosfolipase

Penurunan absorbansi uji aktivitas fosfolipase percobaan |

Nilai Absorbansi Nilai Absorbansi Nilai Absorbansi
Larutan Sampel | Larutan Sampel 11 Larutan Sampel 111
Menit ke | 0,268 0,305 0,271

Menit ke V ] 0,282 0,243

lalkAbsorbansi

Sampel 111
e percob

g
N

‘ 24
0
runan absorpansiFggL : 5. fosfolipas
iNilaifAbsorbansL i, N Absdibdns Nilai Absorbansi

| “Farutan Sampel 111

Menit ke | 0,351

Menit ke V 0,305
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Lampiran C

Perhitungan Aktivitas Spesifik Fosfolipase

Perhitungan Untuk Percobaan 111
Unit Aktivitas Enzim( U )

Satu unit didefinisikan sebagai penurunan nilai absorbansi sebesar 0.001 absorbansi /menit
mL.

Absorbansi Absorbansi | PENUR per JUMLAH
awal akhir . per mL menit | UNIT

r
0.362 0.3 l‘ I 'l 10.2 | 42.14876033
0.305 i \ ‘\ J ] 33.05785124
e
0.351 .046 A 8.01652893

?

.28099174

'.}" 87603306

0.358 Nl w
Nam

|
y
! g
o
Unit Tota ‘ r

Merupaka Itasskeseluruhan sampel ﬂ olig@se yang didapa
] ]
Contoh : aktivi | sampel = me total san didapatkan

Merupakan jumlah protein keselud *m sampel enzim fosfolipase, yang

telah ditentukan sebelumnya ( lampiran A) dengan metode lowry.

55

Isolasi enzim..., Dipankara Agung Pratama Jayaputra, FT Ul, 2011



	Halaman judul
	Abstrak
	Daftar isi
	Bab I 
	Bab II
	Bab III
	Bab IV
	Bab V
	Daftar Pustaka 
	Lampiran



