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karboksipeptidase A {(CPA) adalah enzim Metalloprotease vang aktivitasnva
dipengarubi oleh ion Zn (I} dimana ion Zn (11) ind terikar pada sisi akif CPA
membentuk  koordinasi  teteahedral dengan asam amine  dar enzim CTAL
Fraksinasi ammonium sullat adalah salah satu weknik pemurnian enzim vang telah
digunakan secara luas. Telah dilakukan penelitian mengenai pengaruh jon logam
Zn (I} dan fraksinasi armmonium sulfac erhadap peningkatan aktivitas dan
kemampuan koordinasi dengan logam Zn (1) dari enzim metalloprotease,
Fraksinasi paling baik didapatan yaitu pada fraksi 40-60% dengan aktiviias
0,303 Unitml.. Jika hasil fraksinasi ini ditambabkan ion logam Zn (11 pada
komsentrasi 2 mM teradi peningkatan aktivitas sehesar 8.87 kali dari sebelumnya
dengan kemampuan penverapan 92,11%, Penambahan ion logam Zn (1) 2 mM
sesudah  fraksinasi pada fraksi 40-60%  memiliki  peningkatan  aktivitas
metalloprotease sehesar 616 kali dibandingkan dengan aktivitas jika logam Zn
(1} ditambahkan sebelum  fraksingsi vaitu pada medium  produksi enzim
metalloprotense, Dan spekirum FTIR erlibat babhwa penambahan ion logam #n
{11} dengan variasi pH dapat menvebabkan terjadinyva pergeseran imensitas dari
pugus — pugus fungsi asam aming metalloprotease.



. PENDAHULUAN

L.1. Latar Belakang

Suatu cirt khas sel lndup adalab terdapainva proses metabolisme vang
dikatalisis oleh suatu protein vang disebut enzim Enaim adalah suate katahsator
protein vang mempercepal reaksi kimia dalam makhiuk hidup atae delam siszem
biclogik. Sifat enzim sangal spesibk. schingga satu jenis enzim hanva dapat
mengkatalis satu jems substiat dalam suato reaksi sehingga dihasitkan produk
vang spesilik pula. Karena sifatnva ini. enzim banvak digunakan dalam berbagai
biclanga baik skala lahoratornum mawpun mdustri t

Dari klasifikast enzim yang dikasilkan mikroorganisme diperkirakan
terdapat febih dan 3000 macam enzim, salah satu diamaranva adalah eneam
protease.  Enzim protease merupakan enzim  proteolitik vaitn enzim  vang
mengkatalisis pemccahan protein, Enzim ini digolongkan ke dalam hidrofase
karena dalam menghidrolisis substrat membutubkan air ™! Mikrooreanisme vang
paling banvak dikembanskan untuk produksi enzim protease adalah dam genus
Hacillus dan Aspergilies.

facillns swbidliy merupakan salab satu bakten vang dapat menghasilkan
enzim protease dari jems protease metal (metalloprotease), misalnya pada
Carboxy Pepudase A (CPA). Pembentukan struktur CPA sangat membutuhkan £n
(1T} sebaga wn pusat yang akan membentuk koordinast dengan Hzgand dan gugas-
aueus asam aming [ Tyrosin membenkan gupus OHs, glutamic memberikan gugus
C =0, histidin 89 dan histidin 169 membenkan gugus N - H). Guaus-gugus yang
akan berkoordinasi dengan on logam £n (11} membentuk geometn tetrahedral
fon legam Zn (1) pada CPA disebut sebagal kofakior, vang sansat berperan
dalam menunjang aktivitas kataliik Cpa !

Sclain protease ada beberapa jeniz enzim lamn vang terdapar dalam sel
Horclloes subiadlis vang juga membutuhkan logam dalam aktivitasnva (leh sebab
itu perlu dilakeken pemorman teddebeh dabole untuk menmekatkan aktpatas
BiEAR |m}laE1-;};:u:|'nrea.~:H."'-

Ada berbagal macam meloda permurman enam Dhantaranya adalab

metoda kromatograli kolom penukar jon.  gel filorasi, dan metods penggaraman



(salting-in salting-cut) vane dikenal dengan fraksmas berhingkal. Dua meioda
pertama sulit dilakukan kKarena diperlzkan peralatan yang cukup kompleks dan
blava yang timggt Sedanpkan metoda vang teraklnr memnliks keungualan, biava
vang refaif murah serta peratatan vang sederbang, ™"

Enzim protease merupakan salabh satu jenis protein yang berbentyk
globuling yang sangat larm pada bentuk garamnya Schingoa dengan melakukan
salting-in enzim protease dwbah menjadi bentuk  saramnya, sehingza akan
meningkatkan kckuatan wnnva Hal i dilakukan untuk memizahkan enzim
protezse dari enzim lainnva Pada tahap benkotnva desalting dapal dilakukan
denzan melakukan dialisis techadap bufter dengan kekuatan jon rendah. Jika
semua on mengendap, atau semua ion tidak mengendap maka enzim adalab
il
Ada banyak jenis garam vang dapat digunakan dalam  [raksinasi
bertingkat, antara lain K:HPOy, NapS0y dan (NH 50y dan sekian banyak jenis
carmm  tersebut  zaram (MH 50, paling baik digunakan dalam  fraksinast
bertingkat karena berhaca kE|Ehih2‘Lr‘:ﬂ}'ft (tidak terpenzaruh pH, subu dan barea
WHIL murah) "

Bertitik tolak dam hal diatas, maka perlu diteliti pengaruh pemurnian
enzim melalloprotease secara fraksinasi ammonium sulfm dan kemampuannysa
dalam pembentukan koordmast dengan logam Zn {11) untuk meningkatkan
aktivitasnva  densan menggunakan metoda fraksinasi dengan mengounakan
ammaoniam sulfar sebasar caramnya, Pemmgkatan aktvitasnva akan dibandingkan
bila enzim ditambahkan won logam Ao (1) dengan le enzim tidak ditambahkan

i logam Zn (1),

1.2. Tujuan _?l‘llE'l[l:iE.l'I.
Fujuan Penelitian ini adaleh untuk memngkatkan akinatas enmm metalloproléase
melalul pembentukan koordings: dengan jon Zn (11 dan fraksinas ammemum

sullat.
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1.3, ¥anfaal Penelitian
Adapun mantfaat dan penelitian int adalah
1 dapar meningkatkan sifi katalis dari metalloprotease untuk diaplikasi
lebih luas
-

2 Melakukan peneliian  sebaga sustu langkah awal dibidang Anorganik

dan Biokimia



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 kesimpulan

RBerdasarkan hasi| penelitian, dapat disimpulkan

[

ad

Kenaikan aktivitas enzim metalloprotease yang paling besar didapatkan
pada enzim murni hasil fraksinasi 40-00%, dan pada penambahan won
logam Zn (11} pada konsentrast 2mM pada ernaim murni hasil reksinast
A0-6000,

Enanm metalloprotease mempunyai batas kemampuan untuk berkeordinast
dengan jon lozim o (11 sebagal kolakiomya, dimana penverapan
tertinggi mencapai 71,18% bila gon logam Zn (117 ditambahkan pada
medium produksi dan 97,42% bila ditambakkan pada enzim murni hasil
frak sinasi

DPari spektrum FTIR menumukkan bahwa won Zn {11} dapat mempengaruhn
oucus-ouens fungst schinegn menyebabkan tenadinya modifikas: struktur

CPA dari metalloprotease.

5.2, Saran

Selelah melakukan penclician ini, ada beberapa hal vang perlu diperlntungkan

antuk pengembangan penelitian ini selanjutnya, antara lain

| =]

Kemurnian enzim metalloprotease belum dapat dipastikan secara visual,

karena hanya dilihat dan pemngkatan aktivitas. Oleh sebab itu perlu

dicoba metoda lain dalam memurnikan enzim vailu dengan metoda

kromatograli penukar jon

Ulntuk mengetahui bagannana bentuk struktur dan metalloprotease perlu
B

juea dilakukan analisa vang lebih lanjut terhadap enzim tersebur misalnya

analisa dengan elektroporesis, NMR dan sehagainya

|-
L



DAFTAR PUSTAKA

Meyrath, 1 and Volavasek. U Production of Microbial enzvme dalam
Fozymes e Food Processing edited by Reed G Academic Press. Sew
York, 1975 253 - 297

Lehmnger, AL, Lo - Lhasar Bokimra, Tenawijava. M, lild |
Erlanggza, Jakarta, 1993

Wirahadikusumah, M. Hiekemia - Prodedn, Eazim dan Asam Nokfear, TTR,
Bandung, 1981,

Fogarty. W, M., Kellv, C T Development in Microbiol Fxiracellnlar
Frzymes dalam topik  Lfenvwes  aed  Fermeniation Ritechnoloey,
Weisman. A. Ellys Horwood, New York, 3 45 1970

Vallee B L., Auld D.5. Zine Carrdination, Funcricn aied Stewctore of Zhic
Fazvmes o Chier Provedn Buochemadry, 19930 29; 364750540

lohm, Reglinsky, From Metalloprotease o Coordinagtion Chemisiny, Lol
Chem fdie. Vol 81, No L, p 76, Jan 2004,

Yetia, Rilda, Swedi foierivrenss 2o levhodop Awalisae Db secara
Spektrofetometrt dergan Mergnmmakan [ithizon sebagat Pengomplefs,
Thesis Sarjana Kimia, Unand, Padang, 1936

Hesse, Mantred, Spectroscopy Methocds on Olesaree Chennstey, Georue
Thieme Verlag Shuttgarl, New York, 1997

Cotton F. A Wilkinson G, Advemced  frorganic Chemisine - A
Comprehensive Fext Sthed.; vol 1. John Wileyv and Sons New York. 1988

. Bouvier, J . Schneider, ftzvane Pruriftcatton, 990 43-55

CMewrath, H, The Deversity af Provcolviik Fazymes dalam Proteolviik

Fuzvmes, a Pracical Approagch, Bevwen. B2 ) dan Bond, | 5, Ed IRL
Press Mew York, 1980

. Fardiaz, Survam, Fisienlonsd Fermenraxi, PAL IPB. Bogor, 1985

3. Rosserte, M Row, Malane, Sisinorsaie O henmesdry, JThon Wiley and Sons,

New York, 2002

Ristiaring, Oereksy [ Bavden Pengtonid Fozim Protease Yerem, Fakaltas
Teknologi Perntanian Universitas Mandala Surabaya



