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PENGARULH JENIS SUBSTRAT TERHADAP AKTIVITAS
PROTEOQLITIK ENZIM PAPAIN AMOBIL

Faharasmi Kahar

Tabaratorinee Kistea, EMIPA DUweversinas Aadalas

IMTISARI

Abtrvites protesling enzim pepain smebll dalam menpledrolisiz albionin, hasein
dertt gelatin sebagat substrat  ditenmtuttan secara spektofotomert pada panfang
Erlampang sergpan makiinenl 850 wn dengan migmiakay metoda Anson. Hasil
penelitian menmiperlibatkan  terpgai perbedaqn kondisi oprimuen kerfa enzim
terbadap masing-manng sabsirad feperty wakix megbast, pi, dan  hensentrasn
snftstrac . Adoiviias pratealinik enzime papain amebil termvars leiih dnppr
ferfadap sabsival albwonn, dard pads basern dan pelann

ABSTRACT

The profeedyiis  acirviies r.'l_|" seanotlized PABIUE EnEyme iR bydrolveing
altwmine, casein and gelatine ax substrats were determimed by specrrapporamerry
at t_, 650 mm folltedng Anson method. The reselt sboteed that there were the
differences in aptimum condition of enzyme on each substrate, Le. incubation, pH,
and {n concentration of suitstrare. The proteolylic actitaty of intmebifized papain
enzvmne on albimine substrafe was apparently bigher than that on casein and on
pelarine ad well,

PENDAITULUAN

Fapain demgan nomer kode sistimatik FC3.4.4.10 adalab enzim protease, dan
merupakan karadis pada reaksi hidroiisis suatw substrat protein. Seperti enzim
umumnya, enrim papain mempunvai efisiensi Katalitilk dan spesifitas vang
ringgi dalam jerris reaked maupun suhstrarava sehinggs sangar efektif dipakai
pada enzim pangan | Winarno, 14956},

il



Pengamohilisasian envim papam merupakan salah satu cara peninglaran
operasional pemanfiatan enzim, vang dapar dilakukan dengan memakat
bermacam metoda, Metoda yang sangat sedethana adalah mefalui penjebakan
he dalam matrik polimer poliakirilarnads (Kawashima, 1974). Metoda ini tidak
merusak enzim, secara relatif fungsi hatalittk dan strukeour  tigs dimens
bahagian aktif maolekul enzim tidak mengalami gangguan {(Chibata, 1978,
bahkan kadanghala terjadi peninghatan kestabilan enzim (Smith [.H, 1990).
Saat inl pengunzin eneim amobid berkembang dengan pesat baik dalam
industri pangan maupun untek percobaan-percobaan di laboratorium.

Untuk memanfaatkan daya guna enoim amobil  secara tepac dan selekof
maka perlu  pengerahuan  mengenas sifac kerja enziem  ini dengan
substrat-substratnya sehingga dapat digunskan dengan memberikan hasil vang
maksimial.

Pada penefitian ini dipakai substrat vang mempunyai struktur rang
berbeds ssbagai percobaan yaru albuimin, kasein dan geiatin... Zeberapa jauh
dava karalitik enzim papain amebil dipengaruhi oleh jenis substratnva diamati
dart perubahan aktivicas stabisimmum corien tersebur dalses menghidrolissg
masing-masing subscrar pada kondisi optimumnya.

BAHAN DAN METODA
Bahan

Fnzim ]'_u;'|_|:1_a:i:r_| hasil ekstraksi dari gerah binaaly pepava muds (Carred papaval,
kasein, albumin, gelatin, cirosin, bufer fosfar, sistein 2,06 M. EDTA .01 M,
farutan campuran TCA 2.11 M dengan natrium asetat 3,37 M dan asam asetat
0,66 M, amonium persulfar 1%, tetra mecil etil diamina (TEMED} 5%, reagen
folin, glukosa 30%, pati terlarut 2%.

Metoda
Pembuatan enzim papam amobl

Enzim papain amobil dibuat melalei teknik penjebakan dengan menjaring
enzim kedalam matrik polimer polizkrilamida pada komposisi akrilamida
2.600 £ dan bisakrilamida 2,032 g dengan cara sebagai berikut: | ml ekstrak
ErEim papa dan 7,5 ml buffer fosfa pH 7 dirambahban Kedalam CACTPUTAn
akrilamida 5,600 g dan bisabkridamida €232 g, kemudian cambahkan 1 ml
sistein 0,06 M, 2 ml pati tertarut 2 % dan 1 mi glubosa 50%. diaduk sampai
homogen. Untuk mendapackan bentuk polimer ditambahkan 1 mi TEMED 5%
sebagai katalisator dan 2,3 ml amonium persulfat 1% sebagai inisiacor. Larutan
diadul sampai homogen dan dibiarkan membeku sehingga sempurna
membenmub gel. Gel ini kemudian dipotong kecil-kecil, dicuci dengan buffer
fosfac ptl 7 dan disji altifitasaya sebagai enzim papain amobil.



Penentuan aktivitas enzim papain amobil

Akroivizas enzim papain amobil ditentukan dengan metoda  Spektroforomerri
pada panjang gelombang serapan maksimum 650 nm  denpan memakai tirosin
sebagai standae. U unic enzim dihitung melalui metoda Anson yang dinyacakan
sebagal sejumlah enzim vang dapact membebaskan 1 mikro mol tirosin per
menit, Cara penentuan aktivitas enzim papain amobil adalah sebagat herikur:
10 mi larucan substrac dan 4 mi buffer fosfar pH cestentw, 3.5 ml EDTA 0.01
M dicampur dan prainkubasi selama 12 menit pada suhu tertentu. Secelah i
tambahkan 1 ml enzim papain amobil inkubast dilanjutkan selama walktu
terrentu. Reaksi dihencikan dengan menambahkan 12 ml larutan campuran
TCA dan diamkam dalam air es selama 30 menit, kemudian disaring untulk
memisahkan gel papain amobil daei filtzteya, Filirat divkur serapannva
melalui metoda Anson dengan memakai tirosin sebagai larutan standar. Untuk
blankn, enzim diinaktifkan dengan campuran larutan TCA, kemudian
dicambahkan 4 m! buffer, 2,5 ml EDTA 2.01 M dan cerakhir bare ditambabkan
larutan substral.

Penentuan kondist optimun enzim papain amaobil

[ondist optimum enzim papam amohil untulk substirat sibomin, kasein, dan
gefarin dientukan terbadap  waktu inkubasi, pH. subu, das kossentras
substrat . Waktu inkubast diteliti antara 12 « 30 memit, pH 35 - 3, subw 35 -
75 *C, dan konsentrasi substrat 1.5 - 3,5 % untuk kasein dan gelatin, £,25. 1,52
“nountuk albumin, Pada setiap perlakuan untuk menginakufian enzim dipakas
campuran farutan TCA .11 M dengan natrium asetat 2,37 M dan asam aserat
kA ML

HASIL AN PEMBATIASAN

Enzim papain diekstraksi dari getah buah pepava muda dan dijchak kedalam
gel poliakrilamida  uncuk mmliadik;t:‘ltl}': kelbenuk  =neim papain amaobil.
Heefektifan daya katalicik enzim papain amobil dalam menghidrolisis albumin.
kasein, dan gelatin  diamati terhadap tinggi rendahnya aktivicas proteolicik
enzim tersebut pada kondisi optimum reaksi enzimatiknva, Penelitian
terhadap wakiu inkubasi envim demgan albumin, kasein, dan geladin dapac
dilihat pada Gambar 1.

TMerbegdaan strukour g:l:tiﬂ. dt‘l'lgn.rl albumin dan kasein menvebabkan
enzim papain amobil memerlukan waktu inkubast vang lebih lama untuk
bekerja menghidrolisis gelatin (4 menit) daripada  albumin dan kasein (32
mentit). Gelacin adalah protein yang berbentuk seraburt sedangkan albumin dan
kasein berhentuk globular sama dengan bentul enzim, sehingga kecendrungan
albumin dan lasein bermterakst dengan =azim [chih cepat hila dibandinghan
dengan gelatin, Dilain pihak allbumin mempenyai BM vang lebih kecil dan
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helaruzan vang lebih besar dari kasein sehingga lebth  banyak masuk kedalam
pori poliakrilamida untuk bereaksi dengan enzim papain amobil. Keadaan ini
dapat dilihat dari Gambar 1 absorbsivitasnya lebth tinggi dari kasein.
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Cambar 1. Hubungan sstara absorban dengan wakeu inlubast enzim

papain smobil pada pH 7 dan subu 3770
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Gambar 2. Hubungan antara pH dengan aktivics enzim papain amebil
denpgan wakeu inkubas: 42 menit untuk gelatin, 30 menit untuk
slbumin dan kasein, subw 37 70,



Frzim bersifar amfbaliwik. ::Ir:ng:n substratr vang  herbeds strukturnyva,
mengakibatkan adaptasi ionisasi kompleks enzim substrac terhadap linghungan
jugl berbeds (Winarmo, 1986). Hal ing lntﬂgﬂki.ha!:km terjadi perbedaan pil
kerja enzim terhadap hassin & albumin dan gelatin dimana pH oprimum
dengan kasein dan albumun 7 hl.'du.ngknrl dl:-ng:n gelatin 3.

Penentuan suhu optimum untul aktivitas proteolitik enzim papain
dilakukan pada waktu inkubasi dan pH yang diperoleh pada percobaan di atas,
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Gzarmbar 5. Hubsisgan antaca sulig 1.‘|I:Ilg'.'|." aktivitas enrim papann amedil

Diart Gambar 3 cerlibac bahwa suhu optimum enzim papain amobil wnmek
ketiza substrat sama vaitu 63 °C. Perhedzan hanya pada tinggi rendabnya nilai
aktivicas enzim tersebut, dimana terjadi peningkatan dava hkaralitik bila
kelarutan substrat  lebih besar sedanghan viskositas dan BB substrat makin
kezil,

Percobaan selanjutnya untuk penentuan konsentrasi opeimum dari ketiga
jenis substrat vang dikatalisis ¢leh enzim papain amobil dilakukan pada waktu
inkubasi, pH. dan suhu oprimum vang telah diperoleh dari percobaan di atas.

[rari Gambar 4 dapat dilihat, abkuvitas cptimum enzim papain amobil
dengan substrat albumin 32,23 unit vang terjadi pada konsentrasi albumin 1,25
h, untuk kasein aktivitas optimomnya 29,33 unit pada konsentrasi kasein 2 %,
sedanghan uncuk gelatin aktivitas cptimum 25,00 unit pada konsentrasi gelatin
3.5%. Albumin BM nva kecil dan sangat mudah laruc didalam air daripada
kasein dan gelatin schingza kecendrungannya ber-antaraksi dengan enzim
didalam gel lebih banvak. Tni dapat dilihar albumin hanva memerlukan
komsentrasi vang heoil unruk mendapachan akrifitas enzim vang tinggi, dan
bertkutnya vntuk kasein dan gelatin,
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Cambar 4, Hubungas antara konsentrasi substrat dengan akiivi tas enzim

papain amobil,

Harga Km enzim entuk masing-masing substrat ditenduban dengan kurva
Lineweaver-Burk, untuk slbumin harga Kem enzim papain amobil adalah 1,5,
107 M, kasein 2,5.. 12" M, dan gelatin 4,3 . 127 M, Perbedasn bargr Km imi
menunjulkkan perbedaan keefektifan enzim terhadap masing-masing substrat.
Albumin lebih efektif dibandinghan dengan substrac yang lain,

ELRSIMPLILAN

Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa reaksi envimatik enzim papain
amaobil d.cng:!.l'.l albumin, kasein dan gelatin sebagzi substrat terjadi F:u:l_-a wakiy
inkubasi, dan pH vang berbeda, tetapi suhu sama. Untuk zlbumin dan kasein,
masa inkubasi enzim 30 menit, pH 7, dan suhu 65 °C, dan unctuk gelatin masa
inkubasi 42 menit, pH 5, dan subu 65 *C. Aktivitas optimum enzim papain
amobil terhadap  albemin adalab 32,02 unit, uncuk kasein 29,33 umit, dan
pelatin 25,20 unic

Beefektifan daya proceclitik dari enzim papain amabil techadap albumin
sebagai subscrat lebiby besar disipada kasein dan gelatin, dimana harga Km
enzim terhadap substrat albumin, kasein dan gelatin adalaly 1,8.12%, 2,3.10% dan
43107 M.
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