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ABSTRAK

Nama : Pauline Leon Artha
Program Studi : Teknologi Bioproses

Judul :Pemurnian  protein rekombinan  sukrosafosforilase  dari
Leuconostoc mesenteroides MBFWRS-3(1) yang diekspresikan di
Escherichia coli BL21DE

Enzim sukrosafosforilase termasuk dalam kelompok enzim glukosiltransferase.
yang dapat mengkatalisis sukrosa dan fosfat menjadi ‘D-fructose dan a-D-glucose
I-phospate. SPase berperan dalam pemindahan gugus glukosil ke sejumlah
senyawa (transglikosilasi). Reaksi transglkosilasi dapat dimanfaatkan untuk
meningkatkan stabilitas kimia dan memperbaiki karakteistik senyawa bioaktif.
Tujuan penelitian ini adalah melakukan pemurnian SPase rekombinan yang
dihasilkan oleh FEscherichia coli BL21DE yang membawa gen penyandi
sukrosafosforilase asal Leuconostoc mesenteroides dengan kromatografi affinitas
pada kondisi optimum dan menguji aktivitas SPase rekombinan dengan metode
spektofotometri. Pada esei enzimatis, SPase direaksikan menggunakan substrat
sukrosa dan produk akhirnya diukur sebagai NADPH pada 340 nm. Hasil SDS
PAGE ,menunjukan SPase rekombinan berhasil dimurnikan dengan berat molekul
yang telah diidentifikasi dari penelitian sebelumnya adalah 55-57 kDa. Hasil esei
aktivitas enzimatis menggunakan metode spektofotometri menunjukan bahwa
SPase rekombinan ini terbukti aktif meskipun aktivitasnya lebih rendah
dibandingkan SPase standar dari Leuconostoc mesenteroides.

Kata kunci : sukrosafosforilase, SDS PAGE, spektrofotometri, aktivitas enzimatis,

transglikosilasi
xvi+70 halaman :16 gambar ; 8 tabel; 10 lampiran
Daftar Pustaka :25(1990-2011)
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ABSTRACT

Name : Pauline Leon Artha
Study Program : Teknologi Bioproses

Title :Purification protein recombinant sucrosephosporylase from
Leuconostoc mesenteroides MBFWRS-3(1) which is expressed in
Escherichia coli BL21DE

Sucrose phosphorylase belongs to glycosiltransferase which catalyze sucrose and
phospate become D-fructose dan a-D-glucose 1-phospate. SPase has role in
transglucosylation to increase chemical stability and repair characteristic of
bioactive compound. The object of this research are purification SPase
recombinant from FE. coli BL2IDE which carries out SPase gene from
Leuconostoc mesenteroides. Affinity chromatography is used to purify SPase
recombinant in optimum condition and try assay enzymatic activity of SPase
recombinant with spectrophotometry method. SPase recombinant use sucrose as
substrate and the final product is measured as NADPH at 340 nm. SDS Page
reveal that SPase recombinant is succeeded to be purified with molecular mass
55-57 kDa based on previous research. SPase recombinant has lower enzymatic
activity than SPase from Leuconostoc mesenteroides.

Keywords: sucrosephosphorylase, SDS PAGE, spectrophotometry, enzymatic
activity, transglycosylation

xvi+70 page : 16 Figures; 8 tables; 10 attachment

Bibliography : 25 (1990-2011)
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latarbelakang Masalah

Enzim  sukrosafosforilase  termasuk  dalam  kelompok  enzim
glukosiltransferase. Sukrosafosforilase (EC 2.4.1.7) merupakan enzim yang dapat
mengkatalisis reaksi fosforilasi yaitu sukrosa dan fosfat menjadi D-fructose dan
a-D-glucose 1-phospate. Selain reaksi fosforilasi, SPase juga mengkatalisis reaksi
transglikosilasi (Aerts, Verhaeghe et al. 2011). Sukrosafosforilase pertamakali
ditemukan pada Leuconostoc mesenteroides (Kagan et al) yang merupakan
bakteri asam laktat. Leuconostoc mesenteroides mempunyai keunggulan dalam
hal konsentrasi crude extract yang dihasilkan daripada Pseudomomas
saccharophila atau Psudomonas putrefaciens (Mieyal dan Abeles, 1972).
Beberapa bakteri asam laktat yang berpotensi sebagai sumber gen penyandi SPase
yang telah diklon dan diekspresikan, yaitu Bifidiobacterium longum (Sprogoe, van
den Broek et al. 2004), B. Adolescentis DSM20083(van den Broek, van Boxtel et
al. 2004) , Agrobacterium vitis (Fournier, de Ruffray et al. 1994), dan

Streptococcus mutans (Russell, Mukasa et al. 1988).

Reaksi transglukosilasi adalah reaksi pemindahan unit gula ke akseptor yang
memiliki  gugus —OH (Kometami et al,1996), menggunakan enzim
glukosiltransferase pada senyawa polifenol sebagai akseptor (Sulistyo et al,
1998), mengingat bahwa beberapa senyawa polifenol memiliki peranan sebagai
antioksidan (Funayama et a/,1995). Namun, penggunaan senyawa polifenol masih
terbatas, sehingga belum dapat dimanfaatkan secara optimal, mengingat senyawa
polifenol tidak stabil terhadap pengaruh cahaya, oksidasi, dan perubahan kimia,
sehingga apabila teroksidasi strukturnya akan berubah dan fungsinya sebagai
bahan aktif akan menurun bahkan hilang dengan sifat kelarutannya yang rendah
(Kitao et al, 1993). Untuk meningkatkan kestabilan dan kelarutan dapat dilakukan

dengan cara modifikasi bahan aktif biologik yaitu mengubah senyawa polifenol

Universitas Indonesia
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menjadi bentuk glikosida melalui reaksi transglikosilasi dengan bantuan
sukrosafosforilase (SPase). SPase dapat memindahkan gugus glukosil dari a-D-
glukosa-1-fosfat (G-1-P) dan sukrosa ke sejumlah molekul aseptor misalnya asam
asetat dan senyawa-senyawa alkohol serta fenol. SPase dapat diaplikasikan untuk
menentukan kadar fosfat inorganik dalam klinik serta memperbaiki karakteristik
beberapa senyawa seperti mengurangi rasa pahit (neohesperidin), dan mengurangi

rasa pedas (capsaicin).

Gen penyandi SPase rekombinan dari Leuconostoc mesentroides MBFWRS-
3(1) diekspresikan pada Escherichia coli BL21 Star™. Kemampuan untuk
mengeskpresikan protein rekombinan sukrosafosforilase dalam jumlah besar
adalah salah satu keuntungan yang dapat diperoleh dari kloning cDNA. Tujuan
dari pembuatan protein rekombinan adalah membuat obat aktif secara biologi
dalam jumlah tanpa batas, mendapatkan sumber enzim yang melimpah,
mengetahui struktur protein dan skrining obat. Ekspresi SPase rekombinan dari
Leuconostoc mesenteroides diekspresikan pada Escherichia coli. E. coli
merupakan sumber yang penting untuk mengekspresikan protein rekombinan. E.
coli paling baik digunakan untuk ekspresi protein intraseluler yang realtif kecil
dan tidak memerlukan modifikasi pascatranslasi yang terlalu banyak untuk dapat
berfungsi. Protein diekspresikan dengan bantuan vektor plasmid untuk ekspresi,
yang diantaranya dapat diinduksi dengan pemberian reagen IPTG untuk
menghasilkan ekspresi dalam jumlah tinggi sebelum kemudian dipurifikasi. Salah
satu keuntungan sistem ekspresi pada E. coli adalah mudah untuk memanipulasi
DNA rekombinan (mirip seperti kloning plasmid) dan proses seleksi dan ekspresi
yang cepat. Kerugiannya adalah ketidakmampuan untuk melakukan proses
kompleks seperti glikosilasi dan beberapa protein bersifat toksik pada E. coli.
Selain itu, protein yang besar biasanya tidak diproduksi atau tidak terlifat dengan

efisien.

1.2 Perumusan Masalah

Bagaimana cara memurnikan Gen penyandi SPase rekombinan dari

Leuconostoc mesentroides MBFWRS-3(1) direkayasa dengan menambahkan label
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(His-tag) pada ujung-C dari peptida SPase rekombinan sehingga dapat dibuktikan

aktivitas enzimatis SPase dengan metode Silverstein et al?

1.3 Tujuan Penelitian

Melakukan pemurnian SPase rekombinan dengan kromatografi affinitas pada
kondisi optimum dan menguji aktivitas SPase rekombinan dengan metode

Silverstein et al 1967.

1.4 Batasan Masalah

Gen penyandi SPase rekombinan dari Leuconostoc mesentroides MBFWRS-
3(1) direkayasa dengan menambahkan label (His-fag) yang telah dipurifikasi
kepada protein yang diekspresikan untuk memudahkan mengisolasi protein
setelah diekspresikan. His-fag ditambahkan pada ujung-C dari peptida SPase
rekombinan. SPase rekombinan selanjutnya akan dikarakterisasi dengan metode
elektroforesis SDS Page dan dimurnikan dengan kromatografi affinitas, serta
dianalisis aktivitas enzimatisnya dengan metode Silverstein et al berdasarkan

serapan yang dihasilkan oleh pembentukan NADPH (Silverstein R. et al., 1966).

1.5 Metodelogi Penelitian

Metode penelitian yang digunakan adalah metode penelitian eksperimen.
Hasil pemurnian protein rekombinan SPase dapat dilihat dengan adanya pita
protein pada SDS PAGE sebagai data kualitatif. Untuk mengetahui konsentrasi
SPase rekombinan menggunakan metode Lowry sebagai data kuantitatif.
Aktivitas enzim SPase dapat diketahui dengan hasil serapan pada

spektrofotometer.

1.6 Sistematika Penulisan

Secara garis besar sistem penelitian ini disusun sebagai berikut :
Bab 1 Pendahuluan, bab ini berisi tentang uraian latar belakang
permasalahan, tujuan penelitian, ruang lingkup penelitian, serta sistematika

penulisan laporan penelitian (skripsi).
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Bab 2 Landasan Teoritis, bab ini berisi tentang konsep dan teori-
teori yang berhubungan dengan judul dan masalah yang sedang diteliti.
Juga berisi tentang kerangka pemikiran penelitian.

Bab 3 Metode Penelitian, bab ini berisi tentang objek dan desain
penelitian yang akan digunakan dalam penulisan penelitian, meliputi objek
penelitian, metode penelitian, teknik pengumpulan data, sumber data dan
teknik- teknik analisis.

Bab 4 Analisa dan Pembahasan, bab ini berisi tentang gambaran
umum objek penelitian, pelaksanaan penelitian, pengolahan data, analisa
data, serta pembahasan hasil penelitian berdasarkan data-data yang sudah
diperoleh.

Bab 5 Penutup, bab ini berisi kesimpulan dari semua hasil
penelitian, serta saran-saran yang sifatnya memberi masukan dan
perbaikan selanjutnya yang didasarkan pada kesimpulan yaBg telah

dikemukakan.
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BAB 2
LANDASAN TEORI

2.1 Enzim Sukrosafosforilase

Sukrosafosforilase adalah (EC 2.4.1.7) adalah enzim yang mengkatalisis
sukrosa (a-D-glucopyranosyl-1,2-B- D-fructofuronoside) dan fosfat menjadi D-
fructose dan a-D-glucose 1-phospate. (Goedl, Schwarz et al. 2007).
Sukrosafosforilase termasuk dalam anggota glycoside hydrolases yang berperan
dalam reaksi transglukosilasi daripada katalisis hidrolisis. (Henrissat 1991).

Sukrosafosforilase merupakan enzim yang penting untuk metabolisme.
Dalam reaksi katalisisnya, sukrosafosforilase menghasilkan a-D-glucose-1-
phosphate and fruktosa. o-D-glucose-1-phosphate secara reversibel menjadi
glukosa-6-fosfat oleh fosfoglukomutase (Tedokon et al. 1992). Gambar 2.1
menunjukan tahapan-tahapan reaksi katalisis sukrosafosforilae. Pertama-tama,
Glu** memberikan donor proton dan serangan nukleofil oleh Asp192 pada karbon
anomeric (C-1) gugus glukosa. Reaksi tersebut menghasilkan lepasnya fruktosa
dan gugus glukosa masih terikat dengan enzim membentuk kompleks glukosa-
enzim (glucose-enzyme complex) dengan ikatan beta antara atom oksigen dari
gugus karboksil residu aspartat. Kemudian, kompleks glukosa enzim ini akan
bereaksi dengan fosfat (HPO3z~ dan H,PO;) dan a-D-glucose-1-phosphate
dihasilkan.
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Gambar 2.1 Mekanisme Reaksi Sukrosafosforilase (Mirza, Skov et al.
2006)

Sukrosafosforilase mempunyai empat domain, yaitu A,B,B’, dan C. Domain

A terdiri dari (p/a)-barrel, domain B terdiri dari dua anti-pararel B-sheet pendek
dan dua a-helix pendek, domain B’ terdiri dari satu o-helix panjang dan satu a-
helix pendek, sedangkan domain C terdiri dari tunggal lima untaian anti-pararel j3-

sheet. Sukrosafosforilase merupakan dimer dengan berat molekul 55 kDa dan

terdiri dari 504 asam amino Gambar 2.2
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Keterangan: Domain A warna hijau. Domain B warna kuning. Domain B’ warna biru.
Domain C warna merah-jingga

Gambar 2.2 Struktur Sukrosafosforilase (Mirza, Skov et al. 2006)

Glukosa-6-fosfat merupakan senyawa penting yang digunakan untuk
glikolisis. Fruktosa secara reversibel menjadi fruktosa-6-fosfat yang digunakan
juga untuk glikolisis Glikolisis yaitu reaksi pelepasan energi yang memecah satu
molekul glukosa (terdiri dari 6 atom karbon) atau monosakarida yang lain menjadi
2 molekul asam piruvat (terdiri dari 3 atom karbon), 2 NADH (Nicotinamide
Adenine Dinucleotide H), dan 2 ATP. Pada saat kondisi aerob, piruvat dapat
dikonversi menjadi Acetyl-Coa untuk katabolisme pada siklus asam sitrat untuk
menghasilkan energi. Pada anabolisme, asam piruvat digunakan untuk
membentuk asam lemak sebagai penyimpanan energi (Reid and Abratt 2005).
Glukosa-6-fosfat yang berasal dari a-D-glucose-1-fosfat juga terlibat dalam reaksi
pentosa fosfat. Glukosa-6-fosfat dikonversi menjadi ribosa-5-fosfat yabg
digunakan untuk nukleutida, koenzim, DNA dan RNA. Hubungan ini
membuktikan bahwa sukrosafosforilase penting untuk regulasi molekul sel

(Nelson and Cox 2005).
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2.2 DNA Rekombinan

Terjadinya proses rekombinasi secara alami dapat terjadi sehingga gen dapat
berpindah dari satu organisme ke organisme lain. Biasanya, proses itu terjadi pada
organisme yang berkerabat dekat. Dengan kemajuan teknologi molekuler,
perpindahan gen dapat terjadi antarorganisme yang sama sekali berkerabat tidak
dekat, misalnya gen manusia dipindahkan ke bakteri atau gen manusia
dipindahkan ke ternak sapi. Perpindahan tersebut mengakibatkan terbentuknya
molekul DNA yang berasal dari sumber yang berbeda dapat digabungkan menjadi
apa yang disebut DNA rekombinan.

Biasanya, DNA rekombinan merupakan gabungan antara DNA vektor yang
merupakan molekul DNA yang dapat mereplikasi diri dan DNA asing yang
biasanya berupa gen dari suatu makhluk hidup. Vektor tersebut berfungsi sebagai
pembawa DNA asing yang berasal dari satu organisme untuk dipindahkan ke
dalam organisme lain. Di dalam organisme yang membawa DNA rekombinan
tersebut (organisme resipen), gen diharapkan dapat untuk menghasilkan protein.
Sebagai contoh klasik adalah gen penyandi insulin (hormon yang digunakan bagi
penderita penyakit diabetes) yang disisipkan ke vektor dan kemudian vektor
rekombinan tersebut dimasukan ke dalam sel Escherichia coli. Sel ini kemudian
dapat menghasilkan hormon insulin, yang secara alami sel tersebut tidak mampu
menghasilkannya.

Untuk membuat DNA rekombinan, setidaknya digunakan dua macam enzim
yaitu enzim endonuclease yang berfungsi sebagai pemotong molekul DNA.
Berdasarkan fungsinya, enzim ini sering disebut sebagai enzim pemotong
(restriction enzyme). Enzim lainnya adalah enzim [Jigase yang berfungsi
menggabungkan molekul DNA yang sudah dipotong tadi ke molekul DNA lain.
DNA vektor dipotong pada bagian yang dikehendaki untuk disisipi DNA asing.
Adapun DNA asing yang akan disisipkan juga dipotong sesuai yang dikehendaki.
Pemotongan dan penggabungan molekul DNA dilakukan secara in vitro melalui
suatu reaksi yang sederhana.

Molekul DNA plasmid yang berbentuk bulat dan berukuran sekitar 3 kb
dipotong dengan enzim endonuklease yang sama dengan enzim endonuklease

yang digunakan untuk memotong gen X tersebut di atas. Yang terpenting
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diperhatikan di sini adalah tempat pemotongan pada molekul DNA plasmid yaitu
pada lokasi gen Lac-Z. Kedua jenis pemotongan molekul DNA tersebut kemudian
digabungkan oleh enzim ligase. Penggabungan kedua macam molekul dapat
terjadi secara acak, sehingga sedikitnya ada dua kemungkinan, yaitu:
1. Molekul DNA plasmid menggabung kembali seperti bentuk semula
(bulat) dan tidak membawa gen X. Pada kasus ini, ukuran molekul
DNA tetap 5 kb.
2. Molekul DNA plasmid bergabung dengan gen X. Ini merupakan DNA
rekombinan yang dikehendaki, dengan ukuran 5 kb + 3 kb = 8 kb.
Untuk mengetahui berhasil tidaknya pembentukan DNA rekombinan
sebagaimana yang diharapkan, kita melanjutkan dengan proses kloning DNA. Ini
dimaksudkan untuk melipatgandakan jumlah molekul DNA agar mudah

dianalisis.

2.3 Kloning DNA

Kloning DNA adalah proses penggandaan jumlah DNA rekombinan melalui
proses perkembangbiakan sel bakteri (biasanya E.coli). Ini dilakukan dengan
memasukan DNA rekombinan yang dihasilkan dari penggabungan ke dalam sel E.
coli. Selanjutnya sel ini diinkubasi pada suhu optimal sehingga sel dapat
berkembang biak secara eksponensial. Karena masuknya molekul DNA ke dalam
sel akan mengubah fenotip sel tersebut, proses pemasukan molekul DNA ke
dalam sel juga termasuk transformasi. Sel yang digunakan dalam proses

transformasi ini biasanya disebut dengan sel kompeten.

Dalam proses transformasi, sel kompeten yang dicampur dengan molekul

DNA hasil penggabungan di atas akan mengalami tiga kemungkinan, yaitu:

1. Sel kompeten tidak kemasukan molekul DNA apapun,
2. Sel kompeten kemasukan DNA vektor yang tidak membawa gen X,
3. Sel kompeten kemasukan DNA vektor yang membawa gen X (yaitu DNA

rekombinan)

Untuk mengetahui ketiga kemungkinan yang terjadi pada sel kompeten, tiga

cawan yang berisi media padat disiapkan, yang masing-masing diberi label A, B,
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dan C. Cawan A hanya berisi media padat, cawan B berisi media padat yang
mengandung antibiotik, X-ga/ dan IPTG. Masing-masing cawan digunakan untuk
menumbuhkan sel kompeten hasil transformasi. Ketika sel ditumbuhkan pada
ketiga cawan tersebut, jumlah koloni terbanyak pada cawan A, karena semua sel
kompeten hidup semua. Pada cawan B, jumlah koloni jauh lebih sedikit daripada
cawan A karena semua sel kompeten dapat hidup semua. Hanya koloni sel
pembawa DNA plasmid yang dapat hidup karena pada plasmid mengandumh gen
“tahan terhadap antibiotik”. Pada cawan C, jumlah koloni relatif sama dengan
jumlah koloni pada cawan B tetapi ada dua macam warna koloni, yaitu putih dan
biru. Adanya perbedaan warna koloni ini terjadi akibat adanya zat kimia X-gal/ dan
IPTG yang bereaksi dengan produk gen Lac-Z pada plasmid. Warna putih pada
koloni diakibatkan adanya kerusakan pada gen Lac-Z pada plasmid. Warna putih
pada koloni diakibatkan adanya kerusakan pada gen Lac-Z yang disisipi oleh gen
X. Dengan kata lain, koloni bewarna putih berarti sel kompeten membawa DNA
rekombinan (DNA plasmid + gen X). Adapun koloni bewarna biru berarti sel
kompeten yang tumbuh di cawan ini membawa DNA plasmid saja (tidak disisipi
gen X). Gambar 2.3 dibawah ini memberi ilustrasi proses penyisipan gen asing ke

dalam plasmid, dan diikuti proses perbanyakan gen melalui kloning DNA.
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Keterangan:
1) DNA plasmid dan DNA asing masing-masing dipotong dengan enzim. Ezim yang memotong
plasmid akan merusak gen Lac-Z.
2) DNA asing disisipkan ke dalam plasmid sehingga merusak gen Lac-Z.
3) Plasmid rekombinan dimasukan ke dalam sel bakteri dengan media yang mengandung antibiotic
ampicilin, IPTG dan X-gal. Hanya bakteri dari koloni bewarna putih yang digandakan.
4)  Sel bakteri dikembangbiakan untuk digandakan jumlahnya.

Gambar 2.3 Rangkaian Proses Pembuatan DNA Rekombinan dan
Penggandaan Jumlahnya melalui Kloning DNA

2.4 Pemurnian Protein Rekombinan

Proses pemurnian protein dari kultur sel merupakan tahapan yang samgat
penting dalam produksi protein rekombinan. Umumnya produk hasil rekayasa
genetika terdapat dalam larutan yang sangat encer. Kadar senyawa terendah
berkisar antara 10-200 mg/l, sedangkan kadar tertinggi antara 500-800 mg/l.
Tahapan yang harus dilakukan pada proses purifikasi produk hasil rekayasa
genetika adalah:
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1. Memekatkan larutan kultur sel agar lebih pekat, sehingga dengan
volume yang lebih kecil proses purifikasi dapat dilakukan dengan
baik.

2. Menghilangkan sebagian besar kontaminan utama termasuk DNA
yang berasal dari kultur sel.

3. Setelah proses purifikasi, senyawa yang diperoleh harus
dikarakterisasi sesuai dengan sifat-sifat fisikokimia senyawa, uji
bioaktivitas dan kemudian dilanjutkan dengan proses formulasi dan
sterilisasi untuk menghasilkan produk yang stabil untuk digunakan
sebagai obat.

Pengembangan proses hilir suatu produk hasil rekayasa genetika, yaitu
proses isolasi dan purifikasi produk yang diinginkan skala besar atau skala
industri, pada dasarnya tergantung pada dua aspek penting yaitu, aspek
perencanaan dan purifikasi, kedua adalah aspek peningkatan skala produksi (scale
up).

Proses pemisahan senyawa protein rekombinan dari kontaminan
memerlukan proses perencanaan yang baik. Umumnya kultur sel mengandung sel
hopses, pecahan sel, dan komponen medium yang harus dihilangkan. Dengan
memahami komponen utama kontaminan produk hasil rekayasa genetila yang
dihasilkan, dapat dijadikan dasar utama dalam proses pemecahan dan purifikasi.
Informasi harus jelas tentang sumber bahan yang digunakan apakah bakteri atau
sel mamalia, dan kontaminan utama, misalnya albumin atau senyawa sejenis,
sifat-sifat fisikokimia dari produk protein antara lain stabilitas produk terhadap
pemanasan, titik isoelektrik, berat molekul, hidrofobisitas, densitas dan sifat
ikatan protein spesifik, merupakan faktor yang sangat menentukan dalam proses
perencanaan dan purifikasi senyawa protein.

Scale up adalah suatu proses untuk meningkatkan prosedur produksi skala
laboratorium ke skala industri yang lebih ekonomis. Selama fasa peningkatan
skala laboratorium menjadi skala industri, biasanya dilakukan terlebih dahulu
suatu fasa pilot projek. Tujuan dari scale up adalah untuk memproduksi produk
hasil rekayasa genetika yang berkualitas dan lebih ekonomis yang mampu

bersaing secara komersial. Karena proses pemurnian yang merupakan komponen
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utama produksi, mencapai 50-80% dari biaya proses produksi, harus dipilih
metode purifikasi yang ekonomis, agar produk hasil rekayasa genetika yang

dihasilkan dapat bersaing di pasaran.

Metode yang digunakan untuk mengisolasi dan memurnikan molekul
protein, sedapat mungkin dihindari menggunakan metode yang dapat
mempengaruhi stabilitas protein, misalnya pemanasan atau suasana pH yang
ekstrem.

Produk protein yang digunakan sebagai preparat injeksi harus bebas dari
pirogen dan harus steril. Proses pemurnian protein harus mampu mengeleminasi
dan menghilangkan virus kontaminan. Demikian pula berbagai kontaminan minor
termasuk DNA asing harus dapat dihilangkan dari produk hasil rekayasa genetika.

Dewasa ini berbagai metode purifikasi protein rekombinan telah
dikembangkan dan divalidasi. Beberapa metode pemurnian antara lain adalah
filtrasi, sentrifugasi, prespitasi, dan berbagai cara kromatografi, yaitu
kromatografi adsorbsi, kromatografi pertukaran ion, kromatografi affinitas,
kromatografi interaksi hidrofobik dan kromatografi permiasi gel. Metode
purifikasi yang digunakan untuk memurnikan produk hasil rekayasa genetika

tergantung pada jenis dan sifat fisikokimia senyawa yang diproduksi.
2.4.1 Filtrasi

Produk-produk hasil rekayasa genetika harus dimurnikan dengan cara
memisahkan produk tersebut dengan kultur sel yang mengandung senyawa lain,
meliputi zat yang tersuspensi dalam media, sel yang digunakan sebagai sistem
ekspresi, materi yang berasal dari pecahan sel, dan fragmen sel ketika dilisiskan.
Salah satu cara yang efektif untuk memisahkan produk hasil rekayasa genetika
dengan senyawa kontaminan tersebut adalah dengan cara filtrasi.

Filtrasi dapat juga digunakan untuk memekatkan biomassa sebelum
dilakukan purifikasi selanjutnya. Berbagai teknik filtrasi telah dikembangkan
untuk memisahkan sel dari medium perbenihan. Sistem ultrafiltrasi dikembangkan

untuk memisahkan kontaminan bakteri dan virus yang terdapat di dalam larutan.
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2.4.2 Sentrifugasi

Partikel subseluler dan organel sel umumnya tersuspensi dalam larutan
yang kental, sehingga seringkali sulit dipisahkan melalui penyaringan. Namun,
dapat dipisahkan secara efisien dengan cara sentrifugasi pada kecepatan yang
berbeda-beda. Sebagai contoh, misalnya inti sel dapat dipisahkan pada kecepatan
sentrifugasi 400 rpm selama 20 menit, sedangkan untuk membran plasma
memerlukan kecepatan sentrifugasi yang lebih tinggi dan waktu yang lebih lama.
Teknik sentrifugasi gradien, sering digunakan untuk memisahkan DNA plasmid
dan DNA kromosomal.

2.4.3 Presipitasi

Kelarutan protein tergantung pada suasana larutan antara lain, pH, dan
kekuatan ionik. Dengan cara menaikan kekuatan ionik perlahan-lahan pada
larutan, secara selektif dapat mengendapkan protein. Fenomena ini disebut dengan
salting out . Amonium sulfat sering digunakan pada purifikasi sistem salting out
tersebut.

Presipitasi merupakan cara yang ekonomis dan banyak digunakan untuk
mengisolasi protein dari dalam larutan supernatan kultur sel. Namun, metode
prespitasi biasanya dilakukan pada produksi skala kecil, dan kurang digunakan

untuk purifikasi protein rekombinan skala industri.
2.4.4 Kromatografi

Pemisahan molekul dari materi biologis seringkali melibatkan isolasi jenis
molekul tertentu dari campuran molekul lain yang memiliki sifat yang hampir
sama. Metode kromatografi merupakan metode purifikasi yang efektif untuk
memisahkan molekul-molekul tersebut. Dalam sistem kromatgrafi, komponen
sampel dipisahkan berdasarkan perbedaan distribusi molekul diantara dua fase
yaitu fase diam dan fase bergerak. Fase diam biasanya terdiri dari zat padat,
sedangkan fase gerak terdiri dari cairan atau gas. Pada prakteknya fase diam
merupakan partikel padat yang dimasukan ke dalam suatu kolom dimana fase

bergerak mengalir diantara partikel yang terdapat dalam kolom tersebut.
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Beberapa jenis kromatografi yang sering digunakan pada proses purifikasi

produk hasil rekayasa genetika antara lain adalah:

2.4.4.1 Kromatogafi fase tetap

Kromatogafi fase tetap menggunakan material konvensional atau adsorben
yang memiliki pori-pori yang dapat dilewati oleh senyawa yang akan dipisahkan.
Material adsorben yang digunakan umumnya merupakan senyawa anorganik
antara lain, silika gel, hidroksiapatit, beberapa jenis oksida logam (alumia, butiran
kaca= glass bead) dan polimer dekstran, cellulosa, dan agarosa. Pemisahan
senyawa terjadi karena perbedaan interaksi antara komponen sampel dengan
media kromatografi.

Gugus ion seperti senyawa amina dan asam karboksilat, senyawa bipolar
seperti gugus karbonil dan ikatan hidrogen berperan penting dalam mengontrol
interaksi antara komponen sampel dengan fase diam dan fase gerak dari sistem
kromatografi, sehingga mempengaruhi kecepatan elusi dan migrasi masing-
masing komponen senyawa yang terdapat dalam sampel.

Fase diam yang ideal untuk digunakan pada proses pemisahan protein
harus memiliki beberapa persyaratan, diantaranya adalah berkapasitas besar,
memilki matriks yang stabil untuk berbagai jenis eluen, dan tidak ada reaksi
nonspesifik antara protein dengan matriks kolom. Selain itu, kolom yang
digunakan tahan terhadap proses sterilisasi secara berkala.

Sistem kromatografi cair kinerja tinggi (high performance liquid
chromatography, HPLC), merupakan sistem yang sesuai dengan kriteria yang
diperlukan untuk purifikasi produk hasil rekayasa genetika. Walaupun demikian,
fase cair yang digunakan harus dipilih dengan tepat agar tidak mempengaruhi
bioaktivitas hasil rekayasa genetika.

Sistem reverse phase HPLC yang menggunakan fase diam kurang polar
daripada fase gerak merupakan sistem kromatografi yang efektif untuk purifikasi
produk dalam skala besar. Namun sayangnya, perangkat HPLC sangat mahal
sehingga HPLC jarang digunakan dalam purifikasi produk hasil rekayasa genetika

skala industri.
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2.4.4.2 Kromatografi Adsorpsi

Dalam sistem kromatografi adsorpsi atau disebut juga kromatografi fase
normal, digunakan fase diam yang lebih polar dibandingkan dengan fase gerak.

Protein yang akan dipisahkan secara selektif terikat pada kondisi berbeda.

2.4.4.3 Kromatografi Pertukaran lon

Kromatograri pertukaran ion (ion exchange chromatography) merupakan
kromatografi yang sangat potensial untuk digunakan dalam proses purifikasi dan
mudah dipakai dalam peningkatan skala produksi (scale up).

Kromatografi pertukaran ion, dapat digunakan dalam suatu kondisi
tertentu, dimana kontaminan produk yang dialirkan melalui kolom, dapat terikat
dan diadsorpsi oleh matrik, sedangkan protein yang dikehendaki dapat terikat.
Jenis kolom yang digunakan tergantung pada sifat protein yang akan dipurifikasi,
antara lain titik isoelektik protein. Penukar anion mengikat molekul yang
bermuatan negatif sedangkan penukar kation mengikat molekul yang bermuatan
positif. Dengan cara menaikkan konsentrasi garam secara bertahap atau secara
kontinyu dalam larutan elusi, maka protein yang lebih kuat terikat pada penukar
ion yang terelusi paling akhir dalam larutan buffer elusi. Sedangak individu
protein yang terikat paling lemah akan terelusi paling awal. Proses penambahan
kadar garam secara bertahap dikenal dengan salt-gradient ion-exchange
chromatography.

Selain itu, pH larutan buffer dapat diubah secara bertahap atau secara
kontinyu, sehingga protein yang terikat pada penukar ion pada pH tertentu akan
terlepas jika terjadi perubahan pH larutan buffer. Proses tersebut dikenal dengan

pH-gradient ion-exchange chromatography.

2.4.4.4 Kromatografi Affinitas

Prinsip kromatografi afinitas adalah pengikatan molekul yang diteliti secara
kovalen pada matriks immobile seperti kolom agarosa . Suatu campuran yang
mengandung makromolekul yang diteliti dibiarkan untuk meresap ke dalam
matriks. Sebagian besar molekul di dalam campuran tidak memiliki afinitas

terhadap molekul pengikat atau ligand (komponen yang bersifat selektif dan

Universitas Indonesia

Pemurnian protein..., Pauline Leon Artha, FT Ul, 2012



17

reversibel) sehingga molekul mengalir melalui matriks tanpa hambatan. Akan
tetapi, makromolekul yang dikehendaki dapat mengenal molekul pengikat dan
terikat padanya, dan dengan demikian diikat. Setelah semua komponen yang
dikehendaki terelusi dari kolom, kondisi larutan pencuci atau pengelusi diubah
untuk memungkinkan berlangsungnya disosiasi antara makromolekul dengan
ligand, sehingga makromolekul yang dikehendaki dapat diperoleh dalam bentuk
murni dan efluen.

Prosedur yang dilakukan untuk mengikat ligand pada matriks penyangga

adalah sebagai berikut:

1. Aktivasi gugus-gugus fungsional matriks.

2y Pengikatan ligand pada gugus-gugus fungsional yang telah aktif

lma - wo
WD C@ P“D (/

!-.

ing

Gambar 2.4 Diagram pemurnian enzim dengan kromatografi afinitas

Sumber : BIOKIMIA-Teknik Penelitian

Reaksi kimia yang digunakan untuk melakukan pengikatan ligand pada
matriks harus cukup lunak, sehingga tidak merusak keduanya. Selanjutnya,
matriks penyangga harus dicuci agar terbebas dari ligand yang tidak terikat, dan
jumlah ligand yang terikat harus ditetapkan terlebih dahulu.

Pada prinsipnya, metode kromatografi afinitas dapat digunakan untuk
memurnikan hampir semua makromolekul termasuk enzim, antibodi, asam-asam
nukleat, protein-protein pegikat vitamin, imunoglobulin, reseptor-reseptor

membran, sel utuh, dan fragmen sel.
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Tujuan penggunaan kromatografi afinitas adalah untuk memisahkan
komponen dari suatu campuran komponen kompleks, “impurity”. Keuntungan
memakai kromatografi afinitas adalah pemisahan makromolekul, misalnya
protease atau nukleas dari kontaminan yang destruktif dapat berlangsung secara
tepat. Selain itu, dapat digunakan untuk menghilangkan produk-produk denaturasi
yang diakibatkan oleh perbedaan asosiasinya dengan lokasi aktif ligand, serta
memiliki kemurnian, hasil, dan selektivitas yang tinggi.

Kromatografi Afinitas Logam Immobilisasi merupakan salah satu cara
yang cukup baik untuk memisahkan protein. Teknik ini didasarkan pada sifat
beberapa asam amino misalnya histidin, triptofan, tirosin, dan fenilalanin, yang
dapat berikatan secara spesifik dan reversibel dengan suatu ion logam yang biasa
disebut dengan ligan. Ligan-ligan tersebut dapat berikatan secara kovalen pada
suatu matriks yang disusun dalam suatu kolom kromatografi (Winkler, Pickett et
al. 1996).

Hanya protein-protein tertentu saja yang dapat berikatan dengan ligan-
ligan tertentu, misalnya protein yang di-fag dengan asam amino histidin dapat
berikatan cukup kuat dengan ion logam Ni** yang terikat pada matriks
nitriloacetic acid (NTA). Faktor penting pada saat pengikatan protein adalah
derajat keasaman (pH). Pengikatan protein mempunyai pH 6-8. Pemilihan dapar
untuk pengikatan protein sangat penting. Penggunaan dapar EDTA dan sitrat
dihindarkan. Biasanya dapar pengikat protein yang digunakan adalah tris, fosfat,
dan asetat. Reagen urea, garam, atau detergen juga bisa ditambahkan ke dapar
pengikatan protein. Konsentrasi tinggi garam mempunyai efek pertukaran ion.
Oleh karena itu, konsentrasi NaCl 0.5 sampai 1 M sudah sangat efisien untuk
digunakan.

Molekul-molekul protein yang tidak terikat pada ligan dapat dihilangkan
dengan mencuci kolom menggunakan dapar yang sesuai, sedangkan protein yang
terikat pada ligan dapat dilepaskan ikatannya dengan mengubah komposisi dapar
yang mengandung senyawa lain yang dapat berkompetisi dengan protein dalam
hal mengikat ligan misalnya imidazol sehingga ikatan antara protein dengan ligan

dapat dilepaskan.
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2.5 Elektroforesis Gel Poliakrilamid

Elektroforesis merupakan proses bergeraknya molekul bermuatan pada suatu
medan listrik. Kecepatan molekul yang bergerak pada medan listrik tergantung
pada muatan, bentuk, dan ukuran. Dengan demikian, elektroforesis dapat
digunakan untuk pemisahan makromolekul (seperti protein dan asam nukleat).
Posisi molekul yang memisah pada gel dapat dideteksi dengan pewarnaan atau
autoradiografi, ataupun dilakukan kuantifikasi dengan  densitometer.
Elektroforesis untuk makromolekul memerlukan matriks penyangga untuk
mencegah terjadinya difusi karena timbulnya panas dan arus listrik yang
digunakan.

Dalam perangkat elektroforesis, gel diletakan diantara dua buffer chamber
sebagai sarana untuk menghubungkan kutub negatif dan kutub positif. Banyak
molekul biologi bermuatan listrik yang besarnya tergantung pada pH dan
komposisi medium dimana molekul biologi tersebut terlarut. Bila berada dalam
suatu medan listrik, molekul biologi yang bermuatan positif akan bermigrasi ke
elektroda negatif, dan demikian pula sebaliknya.Protein merupakan molekul
amfoter karena mempunyai gugus amino positif dan gugus karboksil negatif.
Dengan demikian, protein dapat mengion, baik pada pH basa maupun pH asam.
Pada pH rendah, protein bersifat kation (bermuatan positif) yang cenderung
bergerak ke arah katoda (bermuatan ngeatif). Pada pH tinggi, protein bersifat
anion (bermuatan negatif) yang cenderung bergerak ke arah anoda (bermuatan
positif). Nilai di antara kedua pH tersebut dinamakan titik isoelektrik yaitu nilai
pH di mana protein menjadi tidak bermuatan. Pada pH tersebut, jumlah muatan
negatif yang dihasilkan dari proteolisis sebanding dengan jumlah muatan positif
yang diperoleh dari penangkapan proton. Protein yang tidak bermuatan tidak
dapat bergerak pada medan listrik. Hampir semua protein mempunyai pH kurang
dari 8,0. Oleh karena itu, pH bufer elektroforesis yang berkisar 8-9 akan
menyebabkan sebagian besar protein bermuatan negatif yang akan bergerak ke

anoda.

Matriks poliakrilamida berfungsi untuk memisahkan protein berdasarkan

ukuran dan menstabilkan pH bufer agar muatan protein tidak berubah.
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Poliakrilamida dapat memisahkan protein dengan kisaran berat molekul 500-
250.000 atau polinukleutida dengan kisaran 5-2000 bp. Pori matriks ini terbentuk
dari ikatan silang antara akrilamida dan bis-akrilamida. Gel poliakrilamida
dibentuk dari polimer akrilamida CH,=CH-C(O=)-NH, dengan suatu cross-
linking agent yaitu N,N’-metilen bis akrilamida atau CH,=CH-C(=0O)CH=CHo,.
Polimerisasi ini dikatalisis oleh amonium persulfat atau riboflavin yang dapat
menghasilkan radikal bebas. Pembentukan radikal bebas dari amonium persulfat
dikatalisis oleh N,N,N’,N’-tetrametil-etilenediamin (TEMED), sedangkan radikal
bebas dari riboflavin terbentuk dengan bantuan cahaya Gambar 2.5.

i
O, _NH _NH CH H‘-’N\ H2N\
RC CH, C C—CH C—CH
| I} /i A\Y / N\
_CH o] o CHj, o CH
H,C~
N.N'-methylenebisacrylamide acrylamide monomer

crosslinking monomer

ammonium persulfate
TEMED

— CH—CH;—CH—CH;—CH—CHz— CH—CH,—

c=0 Cc=0 (|3=O F=O
NH, NH NH, NH,
I
Cin «— crosslink
NH, NH NH, NH,
C=0 Cc=0 C=0 C=0

| I
—CH—CH;—CH—CHy—CH—CHsy—CH—CH—

polyacrylamide

Gambar 2.5 Pembentukan gel poliakrilamida melalui inisiasi
TEMED dan amonium persulfat (Sumber: Wilson,
dkk, 2004)

Pada sistem denaturing, protein dielektroforesis pada bufer yang juga
mengandung detergen ionik SDS. SDS akan mengikat pada bagian hidrofobik dan
residu asam amino, sehingga menyebabkan perubahan struktur tiga dimensi
protein (menjadi unfolding). Selain itu, SDS juga menyebabkan seluruh rantai

peptida bermuatan negatif. Protein SDS bergerak dalam gel poliakrilamida dengan
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kecepatan yang tergantung pada berat molekulnya. Dengan demikian, SDS-PAGE

digunakan untuk menentukan berat molekul suatu crude protein.

2.6 Penetapan Kadar Protein dengan Metode Lowry

Metode ini merupakan salah satu pilihan untuk menentukan kadar protein
dalam suatu bahan. Dalam keadaan basa, ion tembaga divalen (Cuw membentuk
suatu ikatan peptida yang mereduksi Cu®" menjadi tembaga monovalen (Cu’). Ton
Cu+ dan gugus radikal dari tirosin, triptofan, dan sistein bereaksi dengan pereaksi
folin untuk menghasilkan suatu produk yang tidak stabil yang mereduksi
molibdenum atau tungsten blue. Protein akan bereaksi dengan pereaksi Folin-
Ciocalteau membentuk senyawa kompleks yang berwarna. Pembentukan warna
tersebut disebabkan adanya reaksi antara tembaga dengan sampel yang diuji.
Intesitas warna yang terbentuk tergantuk pada jumlah asam aromatik yang

berbeda untuk setiap jenis protein (Lowry, Rosebrough et al. 1951).

2.7 Pengujian Aktivitas Sukrosafosforilase dengan Metode Silverstein, Voet
et al. 1967

Pengukuran aktifitas enzim dapat pula dilakukan menggunakan alat
spektrofotometer.Sebagai contoh misalnya aktifitas enzim dehidrogenase yang
bergantung NAD(P)" diperiksa secara spektofotometris dengan mengukur
perubahan absorbsi nya pada 340 nm yang menyertai oksidasi atau reduksi
NAD(P)'/NAD(P)H. Oksidasi NADH menjadi NAD" terjadi disertai dengan
penurunan densitas optik (OD, optical density) pada 340 nm, yang proporsional
dengan jumlah NADH yang dioksidasi. Demikian pula, kalau NAD" direduksi,
OD pada 340 nm akan meningkat sebanding dengan jumlah NADH yang
terbentuk.Perubahan OD pada 340 nm ini dapat dimanfaatkan bagi pemeriksaan
analisis kuantitatif setiap enzim dehidrogenase yang bergantung NAD' atau
NADP+. Bagi enzim dehidrogenase yang mengatalitis oksidasi NADH oleh
substratnya yang teroksidasi, kecepatan penurunan OD pada 340 nm akan
berbanding lurus dengan konsentrasi enzim. Oleh karena itu, hasil pengukuran
kecepatan penurunan OD pada 340 nm memungkinkan kita menyimpulkan

kuantitas enzim.
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Dalam metode spektrofotometri, senyawa yang dapat diukur adalah senyawa
yang memiliki warna atau yang memiliki ikatan rangkap terkonjugasi (gugus
kromofor) yang dapat memberikan serapan baik pada daerah UV maupun visible
sehingga senyawa-senyawa yang tidak memiliki gugus kromofor atau warna tidak
dapat diukur menggunakan metode spektrofotometri salah satu contohnya adalah
glukosa-1-fosfat dari substrat sukrosa yang merupakan produk reaksi katalisasi
dengan enzim sukrosafosforilase. Oleh karena itu agar reaksi enzimatik
sukrosafosforilase dapat diukur aktivitasnya maka reaksi katalisis sukrosa menjadi
glukosa-1-fosfat dan fruktosa harus dikopling dengan reaksi lain yang
menghasilkan produk yang dapat diukur secara spektrofotometri (Mikkelsen, S.R.,
& E. Corton, 2004).

Dalam penelitian ini digunakan metode yang didiskripsikan oleh Silverstein
et al, yaitu dengan reduksi NADP' menjadi NADPH dengan adanya enzim
fosfoglukomutase dan glukosa-6-fosfat dehirogenase. NADPH yang terbentuk
selanjutnya akan diukur serapannya pada panjang gelombang 340 nm pada
temperatur 25°C. Peningkatan jumlah NADPH berbanding lurus dengan
peningkatan aktivitas sukrosafosforilase. Satu unit aktivitas sukrosafosforilase
didefinisikan sebagai jumlah enzim yang menyebabkan tereduksinya 1 pmol
NADP" menjadi NADPH per menit pada kondisi analisis. Koefisien daya serap
molar untuk NADPH adalah 6.22x10” M 'cm™. Aktivitas SPase diukur dengan
menggunakan persamaan 2.1 sebagai berikut (Silverstein, R. et al., 1966; Jin Ha

L. et al., 2006)

Volume aktivitas dihitung dengan persamaan 2.1

U ) (AAs—AAO x1,66 ml) 21

Volume aktivitas (— =
ml 6,22x0,01 (ml)

Dimana AAs adalah serapan yang dihasilkan sampel; AAo adalah serapan
yang dihasilkan kontrol negatif; 3,32 ml adalah volume akhir larutan uji; 6,22
adalah koefisien daya serap molar dari NADPH pada 340 nm (cm?/umol); 0,02 ml

adalah volume sampel.

Aktivitas spesifik dihitung dengan persamaan 2.2
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Aktivitas spesifik ( ) = Volume aktivitas (l) X — 2.2

v 1
ng mt) " ¢ (59)

ml

dimana C adalah konsentrasi enzim (pg/ml)

Prinsip reaksi dalam pengukuran aktivitas SPase adalah sebagai berikut

(Silverstein, R. et al., 1966):

sukrosafosforilase

Sukrosa + Orthophospate ‘D-Fruktosa + a-D-glukosa-1-fosfat

Fosfoglukomutase

a-D-glukosa-1-fosfat a-D-Glukosa-6-fosfat

L 9glukosa-6-fosfat dehidrogenase

D-Glukosa-6-fosfat+NADPH D-Glukono-1,5-

lactone-6-fosfat +NADPH +H"
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BAB3
METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Diagram Alir Penelitian

Pembiakan dan Peremajaan Kultur

Pembuatan Kultur Cair

Pemanenan Sel

.

Pelet Sel Supernatan

Pemecahan Sel

-

Debris Sel Filtrat

l

Pemurnian Protein dengan Kolom Affinitas

Elektroforesis SDS PAGE

!

Pemekatan dan Desalting

Uji Aktivitas Enzim Uji Konsentrasi Protein Metode Lowry
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3.2 Lokasi Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi

Departemen Farmasi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam

Universitas Indonesia. Penelitian dilakukan dari Agustus 2011 sampai April 2012.

3.3 Bahan

[u—

R N o R W N

N N NN N N N /o e e e e e e e e
AN L A WD = O 0O 0NN N R WD = O

Medium agar dan cair Luria Bertani [Ultapure; USB Coorporation, USA]
Natrium hidroksida [Merck, Jerman]

Asam klorida [Merck, Jerman]

Kalium fosfat monobasa [Merck, Jerman]

K,HPO,4 [Merck, Jerman]

Buffer Fosfat His Buffer ® Kit [GE Healthcare, Swedia],

Imidazol (MERCK, Jerman]

(Bovine Serum Albumin [Aldrich, Jerman],

Aquabidest steril [PT Ikapharmindo Putra Mas, Indonesia]

. Protein Staining Solution [Fermentas, USA]

. Protein Destaining Solution [Fermentas, USA]

. Tris base [ Amersham Bioscience, Swedia]

. Sodium Dodesil Sulfat [Aldrich, Jerman]

. Trisin [Aldrich, Jerman]

. Loading Buffer [Fermentas, USA]

. Reducing Agent (2-merkaptoetanol) [Fermentas, USA]

. Premixed preweighed akrilamid/bisakrilamid [BioRad, Inggris]
. Amonium persulfat [GE Healthcare, Swedia],

. TEMED (N,N,N’,N’- tetrametilendiamin) [Merck, Jerman]
. Protein Mixture [GE Healthcare, Swedia]

. Isopropanol [Aldrich, Jerman]

. Asam asetat [Aldrich, Jerman]

. IPTG (Isopropil B-D-thiogalaktosida) [Wako,Jepang]

. Tetrasiklin [Aldrich, Jerman]

. Sukrosa [Wako, Jepang]

. Na,EDTA [Merck, Jerman]
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27. MgCl,

28. NADP [Oriental Yeast, Jepang]

29. fosfoglukomutase [Sigma, USA]

30. glukosa-1,6-difosfat [Sigma, USA]

31. glukosa-6-fosfat dehidrogenase [Wako, Jepang]
32. Sukrosafosforilase [Oriental Yeast, Jepang].

3.3.1 Sampel

Sampel yang digunakan adalah bakteri Escherichia coli BL21 Star'™
(pAM_SPaseWRS3) rekombinan galur 2.2.1 koleksi Laboratorium Mikrobiologi
dan Bioteknologi Departemen Farmasi FMIPA Ul Galur tersebut dikonstruksi
agar membawa gen penyandi sukrosafosforilase heterologus (Malik et al 2011)

yang dideskripsikan pada Lampiran 1.

3.4 Alat

Peralatan yang digunakan selama penelitian adalah:
1. mikrosentrifuse [Sorvall Fresco, Jerman]
sentrifuse dengan pendingin [Tomy, Jepang]
mikropipet [Gilson, Perancis]
inkubator [Orbital Shaker Incubator]
pemanas dengan magnetic stirrer [Torrey Pins Scientific, USA]
autoklaf [Hirayama, Jepang
pH meter [Eutech Instruments pH510 CyberScan, Singapura]
timbangan analitik [Acculab dan Scout, USA]

R I SR

Ultra Low Temperature Freezer-80°C [New Brunswick Scientific U101
Innova, Inggris]

10. Freezer -20°C [GEA, Korea]

11. oven pengering [LAB-Line, USA]

12. oven penyimpan [WTB Binder, Jerman]

13. alat SDS-PAGE [Biometra, Jepang]

14. spektrofotometer GeneQuantTM 100 [GE Healthcare, Swedia]

15. electrophoresis power supply EPS301 [GE Healthcare, Swedia]
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16. digital scanner [HPDeskjet 2476, USA]
17. Konsentrator 14ml [Amicon, USA]
18. Konsentrator 50ml [Amicon, USA], ultrasonikator [Branson Sonifier,
England]
19. HiTrap® FF Crude 1 ml [GE Healthcare, Swedia]
20. HiTrap® FF Crude 5 ml [GE Healthcare, Swedia]
21. Vortex [Barnstead Thermolyne]
22. Incubator [Memert], Dry Bath [Barnstead Thermolyne]
23. Elektroforesis Power Supply [GE Healthcare, Swedia].
3.5 Pembuatan Medium

Medium yang digunakan adalah medium agar dan medium cair Luria
Bertani (LB). Kandungan yang terdapat pada medium adalah casein peptone
10mg/L, yeast exract 5 mg/L, dan sodium chloride 5 mg/L. Dalam penelitian ini,

digunakan medium LB yang sudah jadi, sehingga tidak perlu diracik lagi.
3.5.1 Medium Agar

Pembuatan medium agar LB 250 ml dengan menimbang 8,75 gram serbuk
medium dan dilarutkan dalam aquadest dalam labu bulat. Kemudian, medium
tersebut disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. Setelah
itu, ditambahkan dengan 250 pL tetrasiklin dengan konsentrasi 5 mg/ml. Medium
selanjutnya dituang ke cawan petri yang sudah disterilkan dan dibiarkan dingin,
sehingga medium mengeras. Selanjutnya, medium yang telah mengeras disimpan
ke lemari pendingin 4°C. Medium agar digunakan untuk meremajakan kultur

bakteri.
3.5.2 Medium Cair

Untuk membuat 500 ml medium cair LB, timbang 10 gram serbuk LB dan
dilarutkan dengan 500 ml aquades dalam labu erlemeyer. Selanjutnya, medium

tersebut disterilkan dalam autoklaf selama 15 menit.
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3.6 Pembuatan Larutan, Dapar, dan Pereaksi

3.6.1 Larutan Stok IPTG 1M

Sebanyak 1 gram IPTG dilarutkan dengan 4,2 ml aquabidest steril secara

aseptis untuk menghasilkan larutan stok IPTG dengan konsentrasi 1 M.
3.6.2 Dapar fosfat pH 6,8 (S.P.L. Sorensen)

A:Larutan 1 M Na,HPO4 (17,79 gram dalam 100 ml); B:Larutan 1 M
NaH,POy4 (13,79 gram dalam 100 ml). Larutan A sebanyak 51 ml ditambahkan
dengan larutan B sebanyak 49 ml untuk mencapai pH 6,8. Pengukuran pH

dilakukan dengan menggunakan pH meter.
3.6.3 Tris-HCI 1,5 M; pH 8,8 (Bio-Rad,1998)

Tris sebanyak 27,23 gram dilarutkan dengan +80 ml aquades, kemudian
pH-nya diatur sehingga tepat 8,8 dengan HCl 1 N, lalu tambahkan aquadest

sampai volume 100 ml
3.6.4 Tris-HC1 0,5 M; pH 6,8 (Bio-Rad, 1998)

Tris sebanyak 6 gram dilarutkan dengan aquades +60 ml, kemudian pH-nya
diatur sehingga tepat 6,8 dengan HC1 1 N, lalu tambahkan aquades sampai volume

larutan 100 ml.
3.6.5 SDS 10 % (Bio-Rad, 1998)

Dibuat dengan cara melarutkan sebanyak 10 gram SDS dalam 100 ml

aquades.
3.6.6 Amonium persulfat (APS) 10% sebanyak 5 ml

Larutkan 0,5 gram amonium persulfat dalam 5 ml aquades. Masukan larutan

ini ke dalam botol bewarna gelap dan simpan dalam lemari pendingin.

3.6.7 Buffer pemisah pH 8,3 (Bio-Rad, 1998)
Dibuat dengan cara mencampurkan zat-zat berikut:

Basa Tris 3 gram
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Glisin 14,4 gram
SDS 1 gram
Aquades 1 liter

3.6.8 Larutan Fiksasi

Larutan fiksasi dibuat dengan cara mencampurkan zat-zat berikut:

Etanol 100 ml
Asam asetat glasial 25 ml
Aquadest s/d 250 ml

3.6.9 Larutan pencuci (destaining solution) (Bio-Rad, 1998)

Dibuat dengan cara mencampurkan 70 ml asam asetat pekat, 250 ml

metanol 95%, dan aquades sehingga volume larutan 1 L.
3.6.10 Larutan 2 M Imidazole (His Spin Trap® Kit Manual,2007)

Imidazol sebanyak 34,05 gram ditambahkan dengan aquadest 200 ml,
kemudian pH-nya diatur dengan HCl 1 N sehingga tepat 7.4, lalu tambahkan

aquades sehingga didapatkan larutan stok imidazol 2 M mencapai 250 ml.
3.6.11 Dapar pencuci kolom affinitas (His Spin Trap® Kit Manual,2007)

Untuk menyiapkan 250 ml larutan pencuci kolom afinitas dengan
konsentrasi akhir sodium fosfat 20 mM, 500 mM NaCl, dan 60 mM Imidazol, zat-
zat yang dicampurkan adalah sebagai berikut: 0,44 g Na,HPO, x 2H,O (177,99
g/mol); 0,35 g NaH,PO4 X H,0 (137,99 g/mol); 7,3 g NaCl (58,44 g/mol); 7,5 ml

larutan Imidazol 2 M.

Setelah zat-zat yang disebutkan diatas telah dicampur, tambahkan aquadest
200 ml dan larutkan. Selanjutnya, pH diatur dengan HC1 1 N sehingga tepat 7,4.
Aquadest ditambahkan sehingga volume akhir yang didapatkan 250 ml

3.6.12 Dapar pengelusi kolom affinitas (His Spin Trap® Kit Manual,2007)

Untuk menyiapkan 250 ml larutan pencuci kolom afinitas dengan

konsentrasi akhir sodium fosfat 20 mM, 500 mM NaCl, dan 500 mM Imidazol,

Universitas Indonesia

Pemurnian protein..., Pauline Leon Artha, FT Ul, 2012



30

zat-zat yang dicampurkan adalah sebagai berikut: 0,44 g Na2HPO4 x 2H20
(177,99 g/mol); 0,35 g NaH2PO4 x H20 (137,99 g/mol); 7,3 g NaCl (58,44
g/mol);62,5 ml larutan Imidazol 2 M.

Setelah zat-zat yang disebutkan diatas telah dicampur, tambahkan aquadest
200 ml dan larutkan. Selanjutnya, pH diatur dengan HCl 1 N sehingga tepat 7,4.
Aquadest ditambahkan sehingga volume akhir yang didapatkan 250 ml

3.6.13 Larutan Stok Sukrosa 3,09867)&10'1 M

Sebanyak 5,3 g sukrosa ditimbang dan dilarutkan dalam 50 ml aquabidest

steril.
3.6.14 Larutan Stok EDTA 9,96 x 10°M

Sebanyak 37,1 mg Na,EDTA ditimbang dan dilarutkan dalam 10 ml dapar
fosfat 5 x 10” M pH 6.8.

3.6.15 Larutan Stok MgCl, 9,96 x 10"'M

Sebanyak 0,95 g MgCl, anhidrat ditimbang dan dilarutkan dalam 10 ml

aquabidest steril.
3.6.16 Larutan Stok NADP" 1,1952 x 10M

Sebanyak 9,411 mg NADP-Na ditimbang dan dilarutkan dalam 1 ml larutan
dapar fosfat 5 x 10% M pH 6,8.

3.6.17 Larutan Stok Glukoesa-1,6-Bifosfat 4,98 x 10°M

Sebanyak 1 mg o-D-glucose 1,6-bisphosphate tetra(cyclohexylammonium)
salt hydrate ditimbang dan dilarutkan dalam 27,26 ml aquabidest steril.

3.6.18 Larutan Dapar Fosfat 1,23 x 10'M pH 6,8

Sebanyak 1,67 g KH,PO4 ditimbang dan dilarutkan dalam 100 ml
aquabidest steril lalu pH diatur dengan menambahkan larutan NaOH 1 N hingga
mencapai pH 6,8.
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3.6.19 Larutan Dapar Fosfat 5 x 102 M pH 6,8

Sebanyak 25 ml larutan dapar fosfat 1 M pH 6,8 diencerkan dengan

aquabidest steril hingga volume 500 ml.
3.6.20 Larutan Fosfoglukomutase (EC 5.4.2.2) 0,2 unit/pl

Sebanyak 60 pl suspensi stok enzim yang setara dengan 50 unit aktivitas
dipipet dan disentrifuse dengan kecepatan 13.000 rpm. Supernatan dibuang dan
endapan yang terbentuk dilarutkan dengan 250 pl larutan dapar fosfat 5 x 102 M

pH 6,8. Selanjutnya, larutan disimpan dalam lemari pendingin suhu 4°C.
3.6.21 Larutan Glukosa-6-fosfat Dehidrogenase (EC 1.1.1.49) 0,2 unit/pl

Sebanyak 1,12 mg serbuk enzim yang setara dengan 1000 unit aktivitas
dilarutkan dengan 1000 pl larutan dapar fosfat 0,05 M pH 6,8 untuk menghasilkan
larutan stok enzim dengan konsentrasi 1 unit/pl. Sebanyak 100 pl larutan stok
enzim dengan konsentrasi 1 unit/pl dipipet dan ditambahkan 400 pl larutan dapar
fosfat 5 x 107 M pH 6,8 untuk menghasilkan 500 ul larutan glukosa-6-fosfat

dehidrogenase 0,2 unit/ pl. Larutan selanjutnya disimpan dalam freezer -20° C.
3.6.22 Larutan Sukrosafosforilase (EC 2.4.1.7) 0,05 unit/pl

Sebanyak 1,3 mg serbuk enzim yang setara dengan 100 unit aktivitas
dilarutkan dengan 500 pl larutan dapar fosfat 5 x 10° M pH 6,8 untuk
menghasilkan larutan stok enzim dengan konsentrasi 0,2 unit/pl. Sebanyak 50 pl
larutan stok dengan konsentrasi 0,2 unit/pul dipipet dan diencerkan dengan larutan
dapar fosfat 5 x 10-2 M pH 6,8 menghasilkan 200 pl larutan enzim dengan

konsentrasi 0,05 unit/ul. Larutan selanjutnya disimpan dalam fi-eezer -20° C.
3.6.23 Reagen Lowry (Boyer, 1993)

3.6.23.1 Larutan A
Larutan CuSO4 1% (b/v) disiapkan dengan melarutkan CuSO4.5H20 1,56

gram kedalam aquabidest sehingga volume total larutan 100 ml.
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3.6.23.2 Larutan B

Larutan natrium kalium tartat 1% (b/v) disiapkan dengan melarutkankan

NaK-tartat 2,37 gram ke dalam aquabidest sehingga volume total larutan 100 ml.

3.6.23.3 Larutan C

Larutan Na,CO; 2% (b/v) dalam NaOH 0,1 N dengan cara melarutkan
NaOH 2 g dan Na,COs 10 gram ke dalam aquabidest sehingga volume larutan 500

ml.

3.6.23.4 Larutan D

Larutan A 5 ml dan larutan B 5 ml dicampurkan ke dalam larutan C 500 mL

sehingga diperoleh larutan D (larutan Biuret) yang siap digunakan.

3.6.23.5 Reagen Fenol Folin Ciocalteu

Reagen Fenol Folin Ciocalteu (2 N) diencerkan dua kali dengan aquabidest

(1:1).

3.6.23.6 Protein Standar BSA 200 pg/ml

Sejumlah 2 mg protein standar BSA (Bovine Serum Albumin) ditimbang

dan dilarutkan ke dalam aquadest 10 ml.

3.7 Cara Kerja

Dalam penelitian ini, cara kerja yang dilakukan terdiri dari dua tahap yaitu
tahap kultur bakteri dan pemurnian serta pengujian aktivitas untuk mengetahui
stabilitas enzim. Tahap mikrobiologi meliputi pembiakan dan peremajaan bakteri,
dan pembuatan inokulum cair. Tahap bioteknologi meliputi isolasi protein dari
bakteri, purifikasi protein rekombinan, elektroforesis SDS gel poliakrilamid, uji
konsentrasi protein dan analisis aktivitas enzimatis dengan metode Silverstein,

Voet et al. 1967 .
3.7.1 Pembiakan dan Peremajaan Kultur

Kultur yang digunakan adalah E. coli BL21 Star™ (pAM_SPaseWRS3)

rekombinan. Pembiakan kultur dilakukan dengan cara menggoreskan satu ose
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bakteri ke medium agar LB yang mengandung tetrasiklin 5 pg/mL secara aseptis,
kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Selanjutnya, kultur bakteri
diremajakan setiap kali diambil dari stok beku dengan digores pada medium agar

yang mengandung Luria Bertani dan tetrasiklin.
3.7.2 Pembuatan Kultur Cair dan Pemanenan Sel

Pembuatan kultur cair dan pemanenan sel mengikuti optimasi metode yang
dideskripsikan (Eko, 2007). Bakteri E. coli BL21 Star™ (pAM_SPaseWRS3) dari
medium agar diinokulasikan pada medium cair Luria Bertani (LB) 5 mL yang
telah ditambahkan tetrasiklin (5 pg/mL), lalu diinkubasi selama 18 jam pada suhu
37°C dengan di-shake pada 175 rpm. Hasil inokulasi tersebut disebut kultur
inokulum. Kemudian kultur inokulum tersebut diukur OD-nya mencapai 0,2 pada
ODgo - Setelah itu, sejumlah volume kultur inokulum dipipet dan diinokulasikan
kembali ke dalam 500 ml medium cair LB yang mengandung tetrasiklin 5 pg/mL.
Kemudian, kultur cair ini ditumbuhkan pada pada suhu 37°C di-shake pada
kecepatan 175 rpm sehingga pengukuran ODgop mencapai 0,8. Setelah itu, kultur
cair diinduksi menggunakan IPTG dengan konsentrasi 1 mM. Proses induksi

dengan IPTG dilakukan selama 2 jam pada suhu 30°C dengan kecepatan 175 rpm.

Setelah proses induksi dengan IPTG selesai, dilakukan pemanenan sel
dengan cara sentrifugasi pada 6000 X g selama 15 menit pada suhu 4°C. Pada saat
sentrifugasi akan terbentuk endapan dan supernatan. Endapan tersebut adalah

pelet sel, sedangkan supernatan dibuang. Pelet sel disimpan dalam fireezer -20°C.
3.7.3 Isolasi Protein dari Bakteri

Pelet  sel yang telah diperoleh selanjutnya dipecah dengan alat
sonikator..Sonikasi dilakukan dalam dapar fosfat pH 6,8 sampai cairan terlihat
bening dengan kekuatan 20 kHz. Sonikasi dilakukan diatas penangas es dengan
tujuan tidak terjadi kenaikan suhu selama sonikasi berlangsung yang dapat
menyebabkan kerusakan protein rekombinan. Setelah sel dipecah, debris sel
dipisahkan dari filtrat pelet sel dengan sentrifugasi pada kecepatan 6000 X g

selama 10 menit pada suhu 4°C.
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3.7.4 Purifikasi Kolom Afinitas

Sebelum kolom afinitas (HisTrap FF Crude I mlL) digunakan, kolom
dibersihkan dahulu dengan dapar pengelusi. Dapar pengelusi mempunyai kadar
imidazol yang tinggi, yaitu 500 mM. Hal ini dilakukan untuk menghilangkan
protein yang tersisa dalam tabung. Kolom dicuci dengan dapar pengelusi
sebanyak 10 mL. Setelah itu, kolom diisi dengan dapar pencuci yang mempunyai
kadar imidazol rendah, yaitu 60 mM. Dapar pencuci berperan sebagai pengikat

protein yang diinginkan pada kolom afinitas.

Filtrat pelet sel yang didapatkan dari hasil sonikasi, dimasukan ke kolom
afinitas melalui syringe 10 ml. Hasil keluaran dari kolom afinitas disimpan
sebagai loading sample. Kemudian, kolom afinitas dicuci dengan buffer pencuci.
Hasil keluaran dari dapar pencuci melalui kolom afinitas merupakan protein selain
sukrosafosforilase (SPase). SPase masih tersimpan dalam kolom affinitas, karena
ada ikatan ion nikel dengan SPase. Pencucian kolom afinitas dengan dapar
pencuci dilakukan dua kali, sehingga dapar pencuci yang diperlukan adalah 20
mL. Selanjutnya, kolom afinitas dielusi dengan dapar elusi. Keluaran yang

dihasilkan adalah SPase yang telah dimurnikan.
3.7.5 Pemekatan dan Desalting Protein

SPase yang telah dimurnikan melalui kolom afinitas masih terdapat fosfat,
imidazol dan NaCl. Oleh karena itu, diperlukan penghilangan komponen garam
(desalting) yaitu NaCl dari buffer agar diperoleh Spase murni dengan
menggunakan Centricon konsentrator dengan cut-off 30 kDa. Desalting dilakukan
dengan sentrifugasi pada 6000 X g selama 10 menit pada suhu 4°C. Setelah itu,
tambahkan HEPES (100 mM, pH 7,4) dan sentrifugasi kembali.

3.7.6 Elektroforesis Gel Poliakrilamid

Gel terdiri dari gel bawah (resolving gel) dan gel atas (stacking gel) dibuat
dengan komposisi seperti pada Tabel 2.1 berikut
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Tabel 3.1 Komposisi Gel Bawah

% Gel 10 %
40% Akrilamid/Bis 3 ml
Tris-HCI 1 M pH 8,8 2,5ml
10% SDS 100 pl
Aqubidest 4,35 ml
TEMED 10
APS 10% 50 pl

Semua bahan dicampur, kecuali APS dan TEMED dicampur pada saat akan

dimasukan ke dalam cetakan gel.

Tabel 3.2 Komposisi Gel Atas

% Gel 4%
40% Akrilamid/Bis 3ml
Tris-HC1 1 M pH 8,8 2,5ml
10% SDS 100 pL
Aqubidest 4,35 ml
TEMED 10 uL
APS 10% 50 pL

Semua bahan dicampur, kecuali APS dan TEMED dicampur pada saat akan
dimasukan ke dalam cetakan gel.

Gel bawah yang telah membeku pada cetakan gel, kemudian masukan
aquades atau isopropanol 95% sebagai pelapis diatasnya agar permukaan rata dan
mencegah hambatan polimerisasi oleh oksigen. Setelah itu, aquades pelapis
diambil, kemudian masukan gel atas kira-kira 1 cm. Segera setelah gel atas

dimasukkan ke dalam cetakan kotak, masukkan sisir khusus untuk membuat
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sumur tempat sampel, lalu tunggu 30 menit. Setelah terbentuk gel atas, kemudian
sisir dikeluarkan.

Sebelum sampel dimasukan ke dalam gel, sampel dicampur dengan
loading buffer dan merkaptoetanol, didihkan selama 5 menit pada suhu 95 °C
pada dry bath untuk mereduksi protein sampel sehingga bermuatan negatif,
kemudian sampel didinginkan pada suhu ruang.

Cetakan gel ditempatkan ke dalam kotak gel, kemudian reservoir atas dan
bawah diisi dengan buffer pemisah. Sebanyak 5 pL. sampel dengan menggunakan
pipet dimasukan ke dalam masing-masing sumur (we//) tempat sampel, dan pada
sumur pertama dimasukan marker atau protein standar. Setelah itu, elektroforesis
dihubungkan dengan arus listrik bertegangan 120 V. Arus listrik yang digunakan
adalah 20 mA. Arus listrik dihentikan setelah pewarna protein standar mencapai
batas akhir kira-kira 1 cm dari ujung gel, dan gel dimasukan ke dalam wadah
pewarnaan.

Sebelum pewarnaan gel, gel direndam terlebih dahulu ke larutan fiksasi
selama 15 menit. Setelah itu, gel dilakukan dengan pewarnaan dengan cara
merendam gel dalam larutan pewarna selama 6 jam. Setelah proses pewarnaan,
gel dicuci dengan larutan pencuci warna (destaining). Larutan pencuci dapat

diganti-ganti sampai diperoleh gel yang jernih.
3.7.7 Uji Konsentrasi Protein dengan Metode Lowry

Protein diukur dengan metode Lowry. Terlebih dahulu dibuat kurva
kalibrasi standar menggunkan Bovine Serum Albumin (BSA) sebagai standar
protein. Pertama, larutan stok BSA dibuat dengan konsentrasi 200 pg/ml.
Selanjutnya, dibuat seri pengenceran dari larutan stok dengan volume akhir 2 mL.
Komposisi larutan-larutan standar dapat dilihat pada Tabel 3.3. Kemudian,
tambahkan sebanyak 5 ml larutan biuret, vortex dan biarkan pada suhu ruang
selama 10 menit, lalu tambahkan 0,5 ml reagen folin dan vortex dengan segera.
Setelah 30 menit, absorban dibaca pada panjang gelombang 750 nm. Buat kurva
standar antara absorban dan konsentrasi protein. Untuk blanko digunakan 1 ml
aquabidest dengan perlakuan yang sama dengan proten standar (serum albumin

sapi). Kadar protein dapat dihitung dengan kurva standar.
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Untuk menentukan kadar protein sampel, masukan jumlah sampel yang
diinginkan ke dalam tabung. Tambahkan larutan biuret 5 ml, vortex dan biarkan
pada suhu ruang selama 10 menit. Setelah itu, tambahkan reagen folin 0,5 ml,
vortex dan biarkan pada suhu ruang selama 30 menit. Kemudian, ukur nilai

absorban larutan pada setiap tabung pada panjang gelombang 750 nm.

Tabel 3.3 Komposisi larutan uji lowry

Blanko Larutan Standar Sampel Enzim pl

No Tabung 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Standar BSA
(ml)

Sampel SPase - - - - - - - 2 5 20

Aquabidest
1 21108 )05] 0271 - |1998 | 1,995 | 1,98

(ml)

Larutan Biuret
(ml)

Reagen Folin

(ml) 055

3.7.8 Analisis Aktivitas Enzim (Silverstein, Voet et al. 1967)

Esei aktivitas enzim protein rekombinan Spase dilakukan dengan metode
yang dideskripsikan oleh Silverstein et al (Silverstein, Voet et al. 1967) untuk esei
aktivitas berdasarkan reaksi reduksi NADP+ menjadi NADPH dengan adanya
enzim fosfoglukomutase dan glukosa-6-fosfat dehidrogenase. Jumlah glukosa-1,6-
bifosfat (G-1-P) yang diproduksi digabungkan pada reaksi NAD dengan adanya
fosfoglukomutase dan glukose-6-phosphate dehydrogenase. Satu unit Spase
didefinisikan sebagai jumlah enzim yang menyebabkan 1 pmol reduksi NAD per
menit dibawah kondisi tersebut (Koga, Nakamura et al. 1991).

Spase diuji dengan campuran reaksi yang mengandung 0,66 ml dapar fosfat

1,23 x 10" M; 0,75 ml larutan 3,09867 x 10" M sukrosa; 0,015 ml larutan 9,96 x
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10°M EDTA; 0,025 ml larutan 9,96 x 10'M MgCl,; 0,05 ml larutan 1,1592 x 10
2 M NADP"; 0,05 ml larutan 4,98 x 10° M glukosa-1,6-bifosfat; 0,05 ml
fosfoglukomutase; 0,05 ml glukosa-6-fosfat dehidrogenase . Campuran larutan
diinkubasi pada suhu 25° C, 30°C, dan 37°C selama lima menit. Selanjutnya
sebanyak 0,01 ml sampel SPase dimasukkan dalam campuran larutan. Larutan
akhir yang diperoleh sebanyak 1,66 ml.

Peningkatan serapan akibat terbentuknya NADPH diukur dengan
menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 340 nm. Blanko yang
digunakan adalah campuran reaksi ditambah dengan aquabidest.

Dalam penelitian ini digunakan dua sampel Spase yaitu Spase rekombinan
dan SPase standar dari Leuconostoc mesenteroides. Selanjutnya serapan yang
dihasilkan oleh sampel dibandingkan untuk mengetahui apakah protein

rekombinan yang dihasilkan memiliki aktivitas enzimatis.
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BAB 4
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

4.1 Pembiakan dan Peremajaan Kultur

Tahapan awal penelitian ini adalah menumbuhkan E.coli BL21 Star™
(pAM_SPaseWRS3) hasil rekombinan yang membawa plasmid penyandi SPase
rekombinan asal Leuconostoc mesenteroides dari stok beku ke media agar LB
yang telah diberi tetrasiklin 5 pg/mL yang berfungsi sebagai antibiotik. Plasmid
penyandi SPase rekombinan asal Leuconostoc mesenteroides membawa gen yang
mempunyai sifat resisten terhadap tetrasiklin. Jika plasmid tersebut dimasukkan
ke E.coli BL21 Star™ yang berperan sebagai sel inang, sel inang tersebut akan
mengambil plasmid tersebut melalui  proses transformasi, kemudian
memperbanyak plasmid tersebut bersamaan dengan reproduksi genom sel inang
itu sendiri. Untuk memastikan bahwa E.coli BL21 Star™ membawa plasmid
penyandi SPase rekombinan yang melakukan replikasi, plasmid yang digunakan
biasanya mengandung gen resistan antibiotik, yaitu tetrasiklin, sehingga pada saat
E.coli BL21 Star™ diinkubasi dalam medium yang mengandung tetrasiklin,
hanya sel dengan plasmid tersebut yang akan bereplikasi. Hal ini ditunjukan
adanya koloni-koloni yang berwarna putih dan berbentuk bulat. Hasil pembiakan

dan peremajaan kultur dapat dilihat pada Gambar 4.1.
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Gambar 4.1 Hasil pembiakan dan peremajaan kultur menumbuhkan
E.coli BL21 Star™ (pAM_SPaseWRS3)

4.2 Preparasi Bakteri Starter

Pada saat melakukan preparasi bakteri starter pada medium cair LB, semua
peralatan yang akan digunakan harus disterilisasi terlebih dahulu. Tujuan dari
proses sterilisasi adalah untuk mencegah timbulnya mikroorganisme yang tidak
diinginkan selama proses penumbuhan bakteri starter, serta untuk mematikan
semua mikroogranisme yang terdapat dalam alat yang akan digunakan dalam
penumbuhan  starter bakteri. Teknik sterilisasi yang digunakan adalah cara
pemanasan dengan bantuan uap air. Salah satu cara sterlisasi panas lembab adalah
dengan menggunakan autoclave. Alasan penggunaan sterilisasi ini adalah uap
jenuh mampu membunuh secara cepat semua bentuk vegetatif mikroorganisme
hidup. Uap jenuh dapat menghancurkan spora vegetatif yang tahan terhadap
pemanasan tinggi.

Tahapan selanjutnya adalah penumbuhan bakteri (Escherichia coli) dalam
media cair. Jenis media yang digunakan dalam penumbuhan bakteri tersebut
adalan media Luria Bertani. Media Luria Bertani dibuat dari campuran pepton,
yeast extract, dan sodium klorida. Pepton ialan protein yang terdapat pada daging,

air susu, kedelai, dan putih telur. Pepton mengandung banyak N, Adapun fungsi
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dari bahan tersebut adalah sebagai nutrisi untuk pertumbuhan bakteri. Salah satu
syarat media untuk pertumbuhan bakteri adalah harus ada campuran nutrisi yang
menyebabkan bakteri tersebut dapat tumbuh dan membelah secara efektif.
Menurut Astuti  (2007), terdapat beberapa faktor abiotik yang dapat
mempengaruhi pertumbuhan bakteri, antara lain: suhu, kelembaban, cahaya, pH,
dan nutrisi. Apabila faktor-faktor abiotik tersebut memenuhi syarat sehingga
optimum untuk pertumbuhan bakteri, bakteri dapat tumbuh dan berkembang biak.
Setelah bakteri diinkubasi dalam media cair Luria Bertani selama 18 jam pada
suhu 37°C dan kecepatan shaker 175 rpm, warna kuning media Luria Bertani
menjadi lebih pekat. Hal ini menunjukan bahwa bakteri starter tumbuh dalam
media Luria Bertani.

Pertumbuhan ditentukan dengan cara mengukur kekeruhan (Opftical
density/ODgoo) kultur bakteri tersebut dengan menggunakan spektrofotometer.
Sebagai blanko (kontrol) digunakan media kultivasi tanpa inokulasi. Nilai ODgg
kultur inokulum yang ditumbuhkan selama 18 jam adalah 0,14. Menurut Brock et
al, nilai ODg 0,1 sampai 0,3 menunjukan E. coli pada fase logaritma akan
meningkatkan produksi protein SPase rekombinan. Apabila telah melewati awal
fase logaritma, produksi protein rekombinan tidak optimum. Selanjutnya, 10 ml
kultur inokulum dimasukkan ke dalam 500 mL medium cair LB. Kultur cair
ditumbuhkan selama 3 jam (Eko, 2007), lalu diukur lagi pertumbuhan bakteri
(ODggp). Setelah 3 jam, ditambahkan tetrasiklin 5 pg/ml. Waktu penumbuhan
tidak boleh terlalu lama agar sel masih aktif membelah pada saat mulai induksi.
Sel yang masih aktif membelah diharapkan dapat memproduksi protein
rekombinan dalam jumlah yang cukup banyak. Waktu induksi juga menjadi
pertimbangan penting. Jika sel diinduksi terlalu lama, kemungkinan terjadinya
overekspresi masih tetap besar. Pertumbuhan sel yang terlalu cepat dapat
menyebabkan overekspresi protein rekombinan yang dapat menghasilkan badan
inklusi. Upaya untuk mengatasinya dapat dilakukan dengan beberapa cara,
diantaranya, memperlambat kecepatan pertumbuhan sel dengan memperpendek
waktu penumbuhan atau dengan menurunkan suhu inkubasi. Cara lain yang dapat
dilakukan adalah dengan mengurangi konsentrasi IPTG. Dalam penelitian ini,

upaya untuk memperlambat kecepatan pertumbuhan sel adalah dengan cara
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memperpendek waktu penumbuhan dan suhu inkubasi (Eko, 2007). Konsentrasi
IPTG yang digunakan tetap 1 mM dan penumbuhan bakteri selanjutnya dilakukan
selama 2 jam. Koleksi sel E.coli dilakukan setelah nilai OD mencapai 0,8-1.
Absorbansi (OD) yang bernilai 1 menandakan bahwa E. coli telah berada dalam
fase statisioner. Berdasarkan Brock et al, fase statisioner tidak terjadi pertambahan

jumlah sel. Hasil pengukuran ODgg dapat dilihat pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1 Nilai ODgoo Kultur cair selama proses penumbuhan dan induksi

Percobaan oD

0,14

Hasil InkubasiOvernight 0,134

0,144

0,752

Penambahan Tetrasiklin 500pL 0,8

0,758

1,622

Induksi IPTG 1,722

1,87

4.3 Isolasi Protein dari Bakteri

Pemecahan sel adalah langkah pertama dalam beberapa proses analitik
untuk melepaskan dan meneliti kandungan sel. Proses tersebut sangat penting
dalam percobaan fraksinasi untuk pemurnian. Dalam proses homogenisasi
jaringan dipecah atau dihancurkan, sehingga melepaskan senyawa-senyawa
intraseluler membentuk suspensi sel (homogenat). Pelet sel yang telah
diresuspensikan dalam dapar fosfat pH 6,8 dipecah dengan ultrasonikator.
Pemecahan sel dilakukan sampai cairan yang pada awalnya keruh berubah

menjadi bening. Proses ini membutuhkan waktu selama 30 menit pada amplitudo
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20 serta cycle 0,8. Pemecahan sel dilakukan diatas permukaan es untuk menjaga
suhu sel tidak meningkat, sehingga enzim tidak kehilangan aktivitas biologisnya.
Hasil pemecahan sel berupa suspensi sel. Kemudian, suspensi sel
disentrifugasi kecepatan 6000 X g selama 15 menit, suhu 4°C. Setelah
sentrifugasi, terdapat bagian filtrat pada supernatan dan debris sel yang berbentuk

endapan. Filtrat ini yang digunakan untuk pengujian aktivitas enzim.

4.4 Kromatografi Afinitas dengan Kolom Nikel

Immobilized Metal Affinity Chromatography (IMAC) merupakan suatu
teknik pemisahan protein yang menggunakan senyawa pengkelat yang terikat
secara kovalen pada zat pendukung kromatografi dan zat padat ini dapat mengikat
ion logam (Gabere Porekar, et.al, 2001). Prinsip dari ini yaitu interaksi reversible
antara beberapa rantai samping asam amino dan immobilized ion metal.
Kromatografo afinitas merupakan cara yang potensial untuk purifikasi protein.

Protein rekombinan SPase direkayasa agar mengandung residu 12 histidin
yang telah di tag pada C terminalnya dan protein ini dikenal dengan sebutan His-
Tag. Kehadiran His-tag memfasilitasi proses pemurnian protein berdasarkan
afinitas selektif protein dengan polihistidin tersebut terhadap adsorben yang
dilengkapi dengan pengkelat metal NiZ*.

Purifikasi SPase rekombinan dilakukam dengan metode kromatografi
afiniitas menggunakan pengkelat metal Ni*" melalui tiga tahap. Tahap pertama
merupakan tahap pengikatan protein dengan ion Ni** . Pengikatan protein terjadi
karena nteraksi antara residu histidin pada ujung C SPase rekombinan dengan ion
Ni*" bersifat reversibel

Tahap kedua adalah pencucian. Pencucian yang ekstensif pada matriks
akan menghilangkan kontaminan, sedangkan protein murni dapat diperoleh
dengan cara menaikkan dan menurunkan pH larutan eluen. Protein yang tidak
terikat dengan ion logam Ni** dengan mencuci kolom dengan dapar pencuci yang
mempunyai kadar imidazol yang rendah. Hasil pencucian (supernatan) yang
dielektroforesis dengan SDS PAGE menunjukan beberapa pita protein non target
pada lajur 1 (Gambar 4.2). Pengulangan tahap pencucian sebanyak dua kali

dilakukan agar diperoleh SPase rekombinan dengan kemurnian yang tinggi.
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Keterangan : 1. Supernatan (hasil pemecahan sel) 2. Loading sample. 3,4 Spase
rekombinan yang berhasil dimurnikan. 5 Penanda Protein

Gambar 4.2 Hasil Elektroforesis SDS Page

300

201
144

Keterangan : 1. Spase rekombinan yang berhasil dimurnikan.
2. Penanda Molekular Protein

Gambar 4.4 Hasil Elektroforesis SDS Page
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Tahap terakhir adalah tahap elusi. Tahap tersebut dilakukan untuk
membuang protein non target dan diperoleh protein target yang lebih spesifik.
Imidazole identik dengan rantai samping histidin, maka saat konsentrasi imidazole
ditingkatkan, imidazole akan menggantikan polihistidin pada resin dan
polihistidin akan terelusi keluar. Larutan dapar pengelusi yang digunakan
mengandung 20 mM fosfat, 500 mM NaCl dan 500 Imidazol. Protein rekombinan
yang berhasil dikeluarkan, diidentifikasi pemurniannya melaui elektroforesis gel
poliakrilamid. Hasil analisis tahap elusi memperlihatkan pita tunggap pada lajur 3
dan 4 (Gambar 4.2). Hasil tersebut menunjukan bahwa SPase rekombinan sebagai

protein target berhasil dilepaskan dengan imidazol pada konsentrasi 500 mM.

4.5 Elektroforesis Gel Poliakrilamid

Elektroforesis gel poliakrilamid digunakan untuk pemisahan protein
berdasarkan ukuran protein. Media penyangga yang digunakan adalah matriks
poliakrilamida. Pada elektroforesis dalam matriks gel poliakrilamida, protein
memisah-ketika protein bergerak melalui matriks tiga dimensi dalam medan
listrik. Matriks poliakrilamida berfungsi untuk memisahkan protein berdasarkan
ukuran dan menstabilkan pH bufer agar muatan tidak berubah. Dalam penelitian
ini, campuran akrilamid dan bis-akrilamid yang digunakan adalah 19:1, Gel
poliakrilamida dibentuk dari polimer akrilamida dan bis-metilen akrilamida yang
dikatalisis oleh amonium persulfat. Tetrametiletilendiamin (TEMED) sebagai
awal dan mengatur polimerisasi. Campuran gel dimasukan ke dalam kotak
cetakan gel yang terbuat dari kaca. Pada bagian atasnya diberi air atau isopropanol
agar permukaan gel rata dan tidak berhubungan dengan oksigen yang dapat
menghambat proses polimerisasi. Protein dapat dipisahkan dengan baik pada
akrilamida 7,5%-12,5%. Dalam penelitian ini, akrilamida yang digunakan adalah
10%. Gel yang digunakan ada dua macam yaitu gel penahan dan gel pemisah.

Preparasi sampel protein disiapkan dengan cara mencampurkan 10 pL
reducing agent yaitu 2-merkaptoetanol dan 40 pL loading buffer, dan 10 uL
sampel. Campuran ini selanjutnya dipanaskan di dry bath suhu 95°C selama 5
menit agar terjadi disosiasi, kemudian dibiarkan dingin. Disosiasi ini terjadi

dengan bantuan pemanasan dan penambahan disulfida reducing agent seperti
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merkaptoetanol untuk memutuskan ikatan sulfida. Loading buffer yang digunakan
mengandung gliserol dan bromofenol biru. Adanya gliserol dimaksudkan untuk
menambah berat jenis sampel sehingga sampel tidak mengapung tetapi terdeposit
atau turun mengendap pada dasar sumur sampel, sedangkan bromofenol biru
digunakan sebagai tracking dye untuk menandai batas terjauh dari pergerakan
sampel protein pada saat elektroforesis.

Pada saat elektroforesis berlangsung, protein akan bergerak dari elektroda
negatif menuju elektroda positif sampai jarak teretentu. Pada gel poliakrilamida,
tergantung pada berat molekulnya. Semakin rendah berat molekulnya, maka
semakin jauh protein bergerak, dengan kata lain mobilitasnya tinggi. Sebaliknya,
protein dengan berat molekul lebih besar akan bergerak pada jarak yang lebih
pendek dengan kata lain mobilitasnya rendah.

Berbagai jenis protein pada suatu sampel akan terpisah-pisah pada gel
poliakrilamida yang tergantung pada mobilitasnya. Protein dengan mobilitas
tinggi akan berhenti bergerak pada bagian gel yang lebih bawah, sedangkan
protein dengan mobilitas rendah cenderung berhenti begerak pada bagian atas gel.
Dengan demikian, pada jalur pergerakan protein akan didapatkan jajaran protein
(disebut sebagai pita protein) yang sudah memisah berat molekulnya.

Protein dielektroforesis pada sistem denaturing. Running buffer yang
digunakan mengandung detergen ionik SDS. SDS akan mengikat pada bagian
hidrofobik dan residu asam amino, sehingga menyebabkan perubahan struktur tiga
dimensi ( menjadi unfolding). Selain itu, SDS menyebabkan seluruh rantai peptida
bermuatan negatif. Protein SDS bergerak dalam gel poliakrilamida dengan
kecepatan yang bergantung pada berat molekulnya.

Tahapan selanjutnya adalah pewarnaan. Pada kondisi tidak diwarnai,
protein tersebut tidak terlihat karena memang protein dalam sampel tidal
berwarna. Setelah diwarnai dengan staining solution yang mengandung
Coomassie Briliant Blue R-250, protein yang tidak bewarna tersebut menjadi
berwarna biru karena mengikat Comassie Blue. Pada kondisi ini, kita bisa
mengetahui keberadaan dan mengukur mobilitas protein untuk kemudian
menentukan berat molekulnya. Sampel SPase hasil elusi dari kolom afinitas

terbentuk satu pita. Referensi berat molekul SPase dapat dilihat dari deretan
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marker yang digunakan dan literatur yang didapatkan. Menurut literatur yang
didapatkan, berat molekul SPase adalah 55-57 kDa. Hal ini menunjukan bahwa
protein SPase berhasil dimurnikan dari kolom nikel. Sampel lain, yaitu loading
sampel yang merupakan protein SPase yang belum terelusi menunjukan puluhan
pita dalam gel poliakrilamida. Kasus ini juga serupa dengan sampel supernatan
yang menunjukan banyak pita. Setelah proses pewarnaan, gel dicuci dengan
destaining solution (larutan pencuci warna). Larutan pencuci dapat diganti-ganti
sampai diperoleh gel yang jernih. Hasil elektroforesis gel poliakrilamid dapat
dilihat pada Gambar 4.2 dan Gambar 4.3.

4.6 Pemekatan dan Desalting Protein

Pemekatan dilakukan dengan konsentrator (Centrifugal Filter Devices) .
Tujuan dari pemekatan ini adalah menghilangkan pelarut dan imidazole dari hasil
keluaran protein SPase yang terelusi dari kolom nikel sehingga konsentrasi SPase
meningkat dan konsentrasi imidazolnya menurun. Berdasarkan hasil elektroforesis
gel polikakrilamid dan literatur yang didapatkan, protein rekombinan
sukrosafosforilase mempunyai berat molekul 56 kDa (Goedl, Schwarz et al.
2007), sehingga SPase rekombinan tidak lolos dari pori-pori konsentrator cut off
30 kDa. Volume akhir setelah sentrifugasi selama 15 menit adalah 100 pL dari
4500 pL. Protein SPase yang belum dipekatkan dan sudah dipekatkan menjadi

sampel untuk uji konsentrasi protein dengan metode Lowry.

4.7 Uji Konsentrasi Protein dengan Metode Lowry

Pengukuran konsentrasi protein dengan menggunakan metode Lowry
adalah suatu uji untuk mengukur konsentrasi protein total dengan cara kalorimeter
dalam suatu larutan. Metode Lowry merupakan pengembangan dari metode
Biuret. Standar protein yang digunakan adalah Bovine Serum Albumin (BSA).
Dalam penelitian ini konsentrasi protein yang digunakan adalah 200 pg/mL yang
kemudian dilanjutkan untuk membuat beberapa seri konsentrasi yang berbeda.
Hasil serapan larutan standar BSA dapat digunakan untuk membuat persamaan

kurva kalibrasi untuk menentukan konsentrasi protein.
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Ketika sampel protein rekombinan SPase dimasukan terlibat dua reaksi
yang menyebabkan perubahan warna menjadi biru. Hal tersebut disebabkan
karena kompleks Cu(Il) akan tereduksi menjadi Cu(I). Jon Cu’ kemudian
mereduksi reagen Folin-Ciocalteu, kompleks phosphomolibdat-phosphotungstat,
menghasilkan heteropoly-molybdenum blue akibat reaksi oksidasi gugus aromatik
(rantai samping asam amino) terkatalis Cu, yang memberikan warna biru itensif
yang dapat dideteksi secara kalorimetri. Sampel protein rekombinan SPase yang
belum dipekatkan memberikan warna biru tidak pekat, sedangkan protein
rekombinan SPase yang telah dipekatkan memberikan warna biru yang pekat.
Kepekatan atau kekuatan warna biru bergantung pada kandungan residu
tryptophan dan tyrosine-nya (Alexander and Griffiths, 1992).

Serapan yang dihasilkan pada pembacaan spektrofotometer dengan
panjang gelombang 750 nm merupakan reduksi Cu*" (Larutan D) menjadi Cu"
oleh tirosin, triptofan, dan sistein yang terdapat pada protein rekombinan SPase.
Ion Cu' bersama dengan fosfotungstat dan fosfomolibdat (Reagen Fenol Folin
Ciocalteu) membentuk warna biru, sehingga dapat menyerap cahaya. Serapan

yang dihasilkan oleh larutan standar BSA pada Tabel 4.2.
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Tabel 4.2 Serapan Larutan Standar BSA

Konsentrasi
BSA (ug/mL) Absorbansi
0 0,000
160 0,121
200 0,137
240 0,156
300 0,198
360 0,241
400 0,272

dan kurva kalibrasinya pada Gambar 4.4 .

0.3

0.25

0.2

0.15

Absorbansi

Konsentrasi BSA (pug/mL)

Gambar 4.3 Kalibrasi BSA

Persamaan kurva kalibrasi yang diperoleh adalah

y =0,000x + 0,004 4.1

R? = 0,995
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Selanjutnya dengan cara yang sama sampel juga diukur serapannya dan
konsentrasinya ditentukan menggunakan persamaan kurva kalibrasi yang
diperoleh. Serapan yang dihasilkan oleh sampel protein rekombinan yang tidak
pekat adalah 0,102. Setelah diukur menggunakan persamaan 4.1  maka
konsentrasi protein yang didapatkan adalah 36,5 pg/mL. Karena sampel SPase
tidak pekat yang dimasukan 5 pL, maka konsentrasi SPase yang didapatkan
sebenarnya adalah 7,3 pg/mL. Sedangkan SPase pekat sebanyak 2 pL, serapan
yang dihasilkan adalah 0,303. Setelah diukur dengan persamaan 4.1 maka
konsentrasi yang diperoleh adalah 434,5714 pg/mL.jadi, konsentrasi SPase pekat
yang sebenarnya adalah 217,28 pg/mL.

4.8 Analisa Aktivitas Enzim

Fraksi protein yang telah dipekatkan digunakan untuk menganalisis
aktivitas enzimatis dengan metode yang dideskripsikan oleh (Silverstein, Voet et
al. 1967). Setelah semua campuran dengan baik diinkubasi pada suhu 25° C,
30°C, dan 37°C selama lima menit, sampel Spase rekombinan diukur peningkatan
serapannya dengan spektofotometer pada panjang gelombang 340 nm. Hasil

serapan Spase rekombinan daapat dilihat pada Tabel 4.3, Tabel 4.4, dan Tabel 4.5.

Tabel 4.3 Absorbansi SPase Rekombinan Suhu 25°C

Menit ke Absorbansi (A)
5 0,033
10 0,296
15 0,375
20 0,397
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Tabel 4.4 Absorbansi SPase Rekombinan Suhu 30°C

Menit ke Absorbansi (A)
5 0,341
10 0,588
15 1,205
20 1,203

Tabel 4.5 Absorbansi SPase Rekombinan Suhu 37°C

Menit ke Absorbansi (A)
5 0,120
10 0,759
15 1,631
20 1,619

Tahapan selanjutnya adalah menguji aktivitas enzim pada SPase standar
yang berasal dari Leuconostoc mesenteroides. SPase standar diinkubasi pada suhu
25°C selama 5 menit, kemudian dilihat hasil serapannya pada panjang gelombang

340 nm setiap lima menit. Hasil serapan SPase standar ditunjukan pada Tabel 4.6.

Tabel 4.6 Absorbansi Spase standar

Menit ke Absorbansi (A)
5 1,39
10 1,403
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Aktivitas relatif SPase rekombinan terhadap SPase standar dari

Leuconostoc mesenteroides adalah 47% pada Tabel 4.7. Hasil perhitungan

menggunakan persamaan 2.1 dan persamaan 2.2

Tabel 4.7 Hasil Aktivitas Relatif Sukrosafosforilase Rekombinan

Kadar Volum
SPase Absorbansi | Protein e Total | Unit | Aktivitas | Akt.Spesifik | Aktivitas
(340nm) (mg/ml) (ml) (Unit/ml) | (unit/mg) Relatif
Rekombinan 0,296 0,21728 1,66 0,49 7,9 36,36 0,47
Standar 1,403 0,485 1,66 |2,324 | 37,36 77 1

Reaksi enzimatik yang dideskripsikan oleh (Silverstein, Voet et al. 1967)
terbukti. Hal ini ditunjukan dengan hasil pemurnian SPase rekombinan dapat
diketahui aktivitas enzimnya dengan metode Silverstein, Voet et al. 1967. Dalam
reaksi ini, SPase menggunakan koenzim NADP" yang direduksi menjadi NADPH
adalah sebanding dengan jumlah sukrosa yang dikonversi menjadi glukosa-1-
fosfat dan fruktosa. NADPH mempunyai puncak absorban pada panjang
gelombang 340 nm yang merupakan daerah ultraviolet dan spektrum. Oleh karena
itu, uji reaksi SPase rekombinan menggunakan uji spektofotometrik. SPase
rekombinan dengan cepat mengkonversi sukrosa menjadi menjadi a-D-glukosa-1-
fosfat yang menyebabkan NADP" tereduksi menjadi NADPH dengan adanya
enzim fosfoglukomutase dan glukosa-6-fosfat

dehidrogenase  sehingga

memberikan serapan yang tinggi pada panjang gelombang 340 nm.
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BAB 5
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Protein rekombinan  sukrosafosforilase dapat dimurnikan dengan
kromatografi affinitas berdasarkan pada interaksi yang spesifik antara ligan yang
diimobilasi dan protein yang dikehendaki. Hasil pemurnian SPase rekombinan

dapat diketahui aktivitas enzimnya dengan metode Silverstein, Voet et al. 1967.

5.2 Saran

1. Pada saat mengukur pertumbuhan sel dengan cara mengukur kekeruhan
(Optical density/ODgy) kultur bakteri menggunakan spektrofotometer,
sesuai dengan aturan yang telah ditetapkan. Misalnya, pada saat ODgg 0,8
harus segera ditambahkan induksi protein yaitu [PTG.

2. Pada saat melakukan purifikasi dengan menggunakan kolom affinitas,
perlu diperhatikan pH larutan dapar pencuci dan pengelusi yaitu berkisar

7-8. Jika tidak mencapai pH tersebut, purifikasi tidak dapat dilakukan.
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Lampiran 1: Analisis sekuens asam amino dan sekuens nukleutida

Homologi DNA dan sekuens asam amino didapatkan secara on-line menggunakan
server BLAST dari National Center for Biotechnology Information, Bethesda,
MD.

Sumber : http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Gen Bank, Accesion Number HM536929.

LOCUS HM536929 1476 bp DHZ linear BCT 28-JUL-2010

DEFINITICHN Leuconostoc mesenteroides strain MEFWRS-3 (1) sucrose phosphorylase
5Pa=eWR5-3 (1) gene, partial cds.

BCCESSICN HM536929

VERSICON HM5365929.1 GI:301130781
KEYWORDS E
SCURCE Leuconastoc mesenteroides

CRGANISM Leuconostoc mesentercides

Bacteria; Firmicutes; Lactobacillales; Leuconostoc.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1476)

LUTHCRS Malik,A., Ishikawa,5., Hadi,E.5., Ogasawara,N. and Suryadi,H.

TITLE Cloning and expression of gene coding for sucrose phosphorylase
from Leuconostoc mesentercides MBFNRS5-3 (1) isolated from
sugar-containing beverage Wedang ronde

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 147&)

AUTHORS Malik,A. and Ishikawa,S.

TITLE Direct Submission

JOURNATL Submitted (11-JUN-2010) Department of Pharmacy, Faculty of
Mathematics and Natural Sciences, Universitas Indomesia, Depok
16424, Indonesia

FEATURES Location/Qualifiers

source 1..1474
/organism="Leuconostoc mesenteroides™
/mol_type="genomic DNA"
/strain="MEFWRS-3(1)}"
/isolation source="Wedang ronde beverage"
/db xref="taxon:1245"
/country="Indonesia"
Icol1ectiun_date="Jan—2003"

CDs 1..x1476

/EC number="2.4.1.7"
fcodon_start=1
/transl table=11
/product="sucrose phasphorylase SPaseWRS-3(1)"
/protein id="ADK62363.1"
fdb_xref="GI:301130782"
/translation="MEIQNKAMLITYADSLGFNLEDVEEVLEEDIGDAIGGVHLLEFF
PSTGDRGFAPSDYTRVDSAFGDWSDVEALGEEYYLMFDFMINHISRE SVMYQDFEENH
DESKYKDFFIRWEEFWARKAGENRPTQADVDLIYRREDKAPTOEITFDDGTTENLWNTF
GDEQIDIDVNSAIAKEFIKTTLEDMVEHGANLIRLDAFAYAVEEVDINDFFVEPEIWD
TLNEVREILTPLEAEILPETHEHYSIPRKKINDHGYFTYDFRALPMTITLYTLYSGETNQL
ARWLEMSPMEQFTTLDTHDGIGVVDARDVLTDEEIDYASEELYEVEANVERTYS5ASY
NMLDIYQINSTYYSALGHNDDAAYLLSRVFQVFAPGIPQIYYVELLAGENDIELLESSE
EGENINEHYYSVDEVEEEVERPVVANLLELLSWENNFAAFDLDGSIDVETPSDTTIEIL
TREDESGENVAVLVANALDKTFT ITANGEEVLANSELDEQQL"
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(lanjutan)

ORIGIN

I

61
121
181
241
301
36l
421

541
801
661
121
181
841
5301
961
1021
1081
1141
1201
126l
1321
1381
144]

ATOgazatte
BagUatgtte
ttgccgttet
gattcageat
tttgatttca
aatcatgatg
gctogtoaza
UCACCRActe
ggtgatgaac
actcttgaag
gctottaaza
aacgaggtte
cactattcaa
Ccaatgacaa
aagatotcac
gatgcgegty
gttggtocta
cagatcaact
cgtgtattee
Uotgazaatg
Lactactcag
aaactittot
yaaacaccat
geagttitag
gttttageta

B33ACAAA0C
gtazagtttt
tcocatcaac
ttggtgacty
tgattaacca
aatcazagta
accgtocaac
aagaaattac
aaattgatat
acatggtoaa
aagttgatac
gtgaaatttt
ttoctaagaa
gactttacac
caatgaagca
acgtottgac
acgtoaagaa
caacatacta
aagtctttge
atattgaatt
ttgatgaagt
catggegtaa
CLOaCACAac
ttgctaacge
actcagagge

Batgcttate
yaaggaagac
aggagaccot
gagtgatgta
catttcacot
tagagatttc
ACEAJCCOat
ttttoatgat
cgatotaaac
gcatggaget
aagtgacttc
gacacctttg
gattaatgat
actttattca
atttactact
tgatgaagaa
gacttactct
ctcagettty
tcctggtate
gcttgaatct
taaggaagaa
caactttocg
tatcaagatt
tgctgacaaq
tgataagcaa

58

3CATACOCTO ATTCATTAQY TARAAACTTA
attggtgatg caattogtog tottcacttg

ggttttgcac

cttctgatta

Cacacotgtt

gaagcattgg gtgaagaata ctacttgatg

gaatctotta
tteattegtt
gttgacttoa

tgtatcaaga
gggazaagtt
tttacaageq

tttcaagaaa
ctoggocaag
taaggataag

OOJTECAACTY 2323TLLOLY UA2CACATTE

tcagctateg
aacttgattc
ttcogttgage
aaguccoasa
catggttact
ggtaagacaa
ttogatacac
attgattatg
tctgctteat
ggazatgaty
CCacaaatet
tCcazaagaag
gttaagegec
gcatttgatt
actogtaagg
acatttacta
caattg

ctaaagaatt
gtttggatac
ctyaaatcty
ttttgccaga
tcacatatga
atcaattage
acgatggtat
catctgaaga
acaacaactt
atgctgcata
attacgttag
gacgtaacat
cagrtgttae
tggatggate
ataagtctog
ttactgcaaa

tatcazgaca
ctttgcatac
ggacacatty
aatccatgaa
ttttgettty
taagtogtty
tgotgttgte
attatacaaa
ggatatctac
cttoctgagt
tttgttgoce
taaccotcac
taatttattg
aattgatgtt
tgaaaatgtt
tgocgaagaa
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Lampiran 2 Screening, 1dentifikasi dan Kloning Gen SPase

Sampel bakteri asam laktat diisolasi untuk produksi ekstraseluler
polisakarida. Sampel ini diisoloasi dari makanan lokal dan minuman yang
terkenal, umunya mengandung gula. Sampel ini berasal dari beberapa daerah di
Indonesia, yaitu Bogor, Ciputat, Tangerang. Solo, dan Yogyakarta. Strain yang
dipilih adalah L. mesenteroides MBFWRS-3(1). Setelah diidentifikasi dengan
PCR yang menggunakan kloning vektor pDONR201 (Gateway® system), L.
mesenteroides MBFWRS-3(1) menunjukan ukuran yang sesuai dari produk PCR
(data tidak ditampilkan).

Analisis BLAST yang digunakan untuk homologi sekuens DNA
menampilkan SPase 1,050-bp mengkodekan gen yang mempunyai homologi
signifikan dengan SPase yang berasal dari L. mesenteroides. Fragmen DNA SPase
berukuran 1,748 bp berhasil diklon menggunakan primer CloneSPaseF dan
CloneSPaseR, lalu direkombinasi dengan vektor tujuan pOGW. Hasilnya adalah
plasmid pAM_SPaseWRS(3)1 yang ditunjukan pada Figure 1.

spHREa{1)

PAM_EPasslVRS-51)
airt

W

Figure 1. Plasmid rekombinan pAM_SPWRS-3(1) membawa 1,7 kb DNA
dengan 1,476-bp spWRS-3(1)
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Lampiran 3 Sertifikat Analisis Sukrosafosforilase standar

ORIENTAL YEAST CO.,LTD.
OSAKA BIO PLANT

@ MIHAMESINTA 4-4-1, PHORE ; (s ORpi | 12252
BIATA, DEAKA FAX  ;OH 3R]
GRE-DRE] JAPAR

ASSAY DATA

SUCROSE PHOSPHORYLASE
from Lencounsstoc mesentervies
Bucrose: orthe plos phate o-p-glocosyliransferase | EC 2.4.1.7 )

Stamdand: SP-03

Lot Wo.: 32T

Specification Result
Actviry — 77 Llimg poowder
Specific actlvity = 100 Wmg protein 110 Liiing provdein
Captaminants (as 5P activity = 100%45);
Lactate dehydrogenase =i0.1% 0056 %
ki = (] pg/mg powder 0.0k /g powdsr

State: Lyophilized poeder of higldy purifled enzyme
Owe my of powder contadis the following
Protein GO0 £ 300 pg _ Tk pE
PLPES 400 = 300 pg ) HE

Dte of assay: _ Janaary 18,2010 _LM
Appraved by, M Ehiy L

Staraps: below -20 T

E:MI'!\!'!-"-\.\JJ!'!I.'

Drihver dedails of the assay procedure ape available upos regoest.

for laboratory wse only
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Lampiran 4 Sertifikat Analisis Fosfoglukomutase

QM' T

g e com o Cert fkawvshag o bl P VTR Lo~ TS,

:
i

?

I
!I 155;5iE
_lillis EEEEE gagi

‘
=
=
s
% Y Hil Eﬂglﬁﬁ
CERHINN I
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Lampiran 5 Sertifikat Analisis Glukosa-6-Fosfat Dehidrogenase

ORIENTAL YEAST CO.,LTD.
OSAMA BIO PLANT

HIHARE-SUTTA 4-4-1, PHOME : 08 (83840 1222
@ SUITA, QAR FAX oo DRIN] 3TE
S1A-00E3 JAPAN
ASSAY DATA
GLUCOSE-6-PHOSPHATE DEHYDROGENASE
from Leuconostor mesenieroides
v-Glucose-G-phosphate: NADP l-ovidoredwetase | EC 1,1,1.49)
Standard: G-6-PDH{LM.}-63

LotNo: _ 36063002

Specification Result
Activity e 1,010 Lifwial
Specific setivily S Q) Ul pratein Y T prodeid
Coatamingnts (as (G-6-FOEH activaty = ]mﬁ}l
Hezokinase = 001 % [LA0HD "%
Phoaphoglucose isamemso = (1008 ¥ 0000 L
Phosphoghuconate dehydrogenase = L0001 ¥ 0.0 Yo
Creatine kinnse =< (1001 % £, M0 Y
Glutathione reduclase = (L0 86 01.000 Y
Phasphoglecomuiase < [KI0] % ___ .00 %
Myokinase =001 . AR %
Lactate debydrogenass <00 % (O %

Siate: Lyvophilized powder of highly purificd snzyme
O g of powder contains the folowing
Frofein

400 + 300 pp 500 g
K-Ply, 200 = 130 pg 200 g
HNa-ciirats 40 300 pE 00 HE
Date of assay: ___2009/01/06 aata
Approved by it ,Ig#: L Shipment 1 € s -

Storage: below -HC

Oither details of the assay procedure are avatlable upon request

for laboratory use only
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Lampiran 6 Sertifikat Analisis Glukosa-1,6-bifosfat

Certificate of

Hill .nm; Ii‘ii!
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Lampiran 7 Sertifikat Analisis NADP*

ORIENTAL YEAST CO.,LTD.

OSAKA BID PLANT
@ MFAMI-SUATA d-4-1, FHONE | 08 (R304) 1528

SUITA, DSAKA TAX DA (83381 3474
S84-0UN3 JAPAN

ASSAY DATA

-NADP*
[-Mieotinambde-adenine dinuclootide phosphate, axldized form, monossdinm sali
(FMADE, p-TPN", Coenzyme-11)

Formua + gy HgMo0ys Py

Pormresla weight ; 7434 (a5 anhydrous fres scid)
T4 (s momosedium anbypdrate)
801405 momosodium diydrate)

Lot R (45006

Specification Resul
Puriry =93% 987 %
HADF contests = _ B9 %
Soddium coptents 30+1.5% TR
Wates contents <#h _ A1 %
Spectral amalysis
L. & & 260 nm and pH 7.5 (150L08) 10 Limoleicms__18.1 = 10" Limoiniem
2. Rafin ot pH 7.5
A150 [ AT6D 0.83£0.03 _ 08
AB0 AZ60 021002 02
3. ¢ when reduced with ghucose-6-phasphate debydrogerase an 340nm and pH 7.5
(626030 1IF Limdlcian 6.0 * 11 Limoksiem
4. Ratio when reduced with glooose-f-phasphate deindrogensse gt pH 7.5
Ak | A6 0.4340.02 Al
Date of aswy: HO09/05/28 W" v

Approved: M. Hagerts Stipment;_Uorformably

Cither details of the assay procedure sre available upos request.

for laboratory use only
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Lampiran 8 Penanda Molekular Protein

Amersham Low Molecular Weight Calibration Kit for SDS Electrophoresis
(Code: 17-0446-01)

M, (kDa

97.0— i

e Protein M Dal R¢

45.0— Phophoryaseb 97 000 0.07
Alburmin 66 000 0.13

30.0— Ovalbumin 45 000 0.25
Carbonic

20.1— anhydrase 30000 0.46

14.4— Trypsin inhibitor 20 100 0.57

o-Lactalbumin 14 400 0.89
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Lampiran 9 Panduan Pembuatan Dapar Elusi dan Dapar Pencuci (GE

Healthcare His SpinTrap (Code: 28-4013-53)

8. Prepare buffers with different
imidazole concentrations

8.1. 2 M imidazole stock solution
To prepare binding and elution buffer with different amounts of
imidazole a 2 M imidazole stock solution should be used.

Prepare 250 ml 2 M imidazole stock solution:

1.

2.
3.

To 34.05 g imidazole, add distilled water to 200 ml and dissolve
completely. Use high purity imidazole as this will give no or very
low absorbance at 280 nm (imidazole, 68.08 g/mol).

Adjust to pH 7.4 with HCI.
Add distilled water to 250 ml.

8.2. Binding or elution buffers
Prepare 250 ml binding or elution buffers with final concentrations,
20 mM sodium phosphate, 500 mM NaCl and 10-500 mM imidazole:

1.

o u oW

Take 0.44 g Na;HPO,4 x 2H,0 (177.99 g/mol), 0.35 g NaH;PO, x
H,0 (137.99 g/mol) and 7.30 g NaCl (58.44 g/mol).

Add X ml 2 M imidazole stock solution (see Table 3). The volume of
imidazole stock solution added depends on the chosen imidazole
binding and elution concentrations.

Add distilled water to 200 ml and dissolve completely.
Adjust to pH 7.4 with HCI.

Add distilled water to 250 ml.

Filter through a 0.45 pm filter.
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(lanjutan)

Table 3. Phosphate buffers (250 ml) with different imidazole
concentrations.

Final imidazole concentration 2M imidazole stock solution

volume (ml)
10 1.25
20 2.50
30 3.75
40 5.00
50 6.25
60 7.50
70 8.75
80 10.00
90 11.25
100 12.50
300 37.50
500 62.50
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Gambar 1 Alat Elektroforesis

Gambar 2 Spektrofotometer GeneQuant
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Gambar 3 Sentrifugasi

Gambar 4 Orbital Shaker Incubator
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Gambar 5 Ultrasonikator

Gambar 6 Kolom Affinitas (HiTrap FF Crude)
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