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Abstrak

Penelitian ini  bertujuan untuk mengetahui pengaruh
penambahan ion logam Ag® dalam bentuk senyawa AgNO;
terhadap aktivitas enzim tripsin dengan substrat kasein pada kondisi
optimum. Sebelumnya, dilakukan penentuan kondisi optimum
enzim tripsin meliputi pH, suhu, waktu inkubasi dan konsentrasi
substrat. Penentuan aktivitas enzim tripsin dengan substrat kasein
dilakukan dengan metode Anson. Variasi konsentrasi senyawa
AgNO; yang ditambahkan adalah 0,001 M; 0,003 M; 0,005 M; dan
0,007 M. Analisis data yang digunakan adalah deskriptif kualitatif
dengan membandingkan aktivitas enzim tripsin dengan dan tanpa
penambahan ion logam Ag® dalam bentuk senyawa AgNOs pada
kondisi optimum vyang telah diperoleh. Hasil penelitian ini
menunjukkan bahwa kondisi optimum enzim tripsin, yaitu pada pH
8, suhu 37°C, waktu inkubasi 20 menit dan konsentrasi substrat 10
mg/mL. Aktivitas enzim tripsin pada kondisi optimum yaitu
0,00319 mg/mL/menit pada suhu 37°C. Sedangkan aktivitas enzim
tripsin dengan penambahan ion logam Ag® dalam bentuk senyawa
AgNO; konsentrasi 0,001 M; 0,003 M; 0,005 M; dan 0,007 M
berturut-turut adalah 0,00163; 0,00030; 0,00023; dan 0,00010
mg/mL/menit pada suhu 37°C. Berdasarkan penelitian ini, ion
logam Ag® dalam bentuk senyawa AgNO; bersifat inhibitor
terhadap aktivitas enzim tripsin.

Kata kunci: enzim, tripsin, ion logam Ag", inhibitor
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Abstract

This research aimed to determine the effect of Ag+ metal
ion in AgNO3; compound against trypsin's activity. Determination of
optimum condition of trypsin including the pH, temperature,
incubation period and substrate's concentration had been undergone
before the conduction. Determination of trypsin's activity with
casein substrate was undergone by Anson's Method. The variations
of AgNO; concentration which were added are 0.001 M; 0.003 M;
0.005 M; and 0.007 M. The data analysis used is Descriptive-
Qualitative, comparing trypsin’s activity with and without Ag*
metal ion addition in optimum condition that had been collected.
The result shows the optimum condition of trypsin's activity is in
pH 8; 37°C; 20 minutes of incubation period and 10mg/mL as the
concentration of substrate. The trypsin’s activity in optimum
condition is 0.00319 mg/mL/minute at the 37°C temperature. On
the other hand, the trypsin’s activity with addition of Ag+ metal ion
presented in AgNO3 compound with 0.001 M; 0.003 M; 0.005 M;
and 0.007 M in a row as the concentrations are 0.00163; 0.00030;
0.00023; and 0.00010 mg/mL/minute at the 37°C temperature.
Based on the data, Ag" ion metal in AgNOs; compound has the
quality as an inhibitor against trypsin’s activity.
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PENDAHULUAN

Kasus keracunan logam berat

disekitar daerah Taizhou, Zhejiang,
China mengalami keracunan logam

telah menjadi penyebab kematian yang berat timbal. Tanah sekitar pabrik

tinggi didunia. Keracunan logam berat

banyak  terjadi  karena  adanya

pencemaran logam berat terhadap
lingkungan melalui udara, air, maupun
tanah. Pencemaran logam  berat
biasanya berasal dari kegiatan industri.
Sebagai contoh kasus keracunan logam
timbal di China pada tahun 2011. 139

warga China di sekitar pabrik baterai

tersebut telah tercemar logam timbal
yang melebihi ambang batas limbah
[1].

Salah satu jenis logam yang
kegunaannya dekat dengan makhluk
hidup adalah perak (Ag). Senyawa
perak yang banyak digunakan dalam
kehidupan sehari — hari adalah senyawa
perak nitrat (AgNOs) [2]. Perak nitrat



merupakan salah satu jenis perak yang
digunakan dalam bidang kesehatan
yaitu untuk pengobatan anti infeksi
topikal. Paparan yang berlebihan dari
senyawa perak dapat menimbulkan
keracunan dengan tanda timbulnya
warna biru-keabu-abuan pada mata,
sekat rongga hidung, tenggorokan dan
kulit, iritasi pada kulit, borok dan
gangguan  pencernaan.  Sedangkan
paparan logam perak yang
berkepanjangan dapat menimbulkan
penyakit argyria, yaitu timbulnya
warna biru keabu-abuan pada kulit [3].

Apabila
organel sel makhluk hidup, logam

logam masuk ke

dapat mempengaruhi kinerja berbagai
macam organel sel. Sebagai contoh
organel sel retikulum endoplasma yang
mengandung banyak enzim, Kkerja
enzim akan dihambat oleh logam yang
masuk ke dalam organel sel. Kerja
utama dari logam adalah menghambat
enzim dengan cara berinteraksi dengan
gugus SH enzim [4]. Ada beberapa
interaksi antara nanopartikel logam dan
protein dalam tubuh vyaitu adanya
pembentukan ikatan kovalen, interaksi
elektrostatis dan ikatan gugus -SH
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asam amino. Interaksi-interaksi inilah
yang  dimungkinkan  menghambat
aktivitas enzim tripsin [5].

Aktivitas enzim didefinisikan
sebagai kemampuan enzim sebagai
katalis dalam rekasi biokimia tubuh,
pengubahan substrat menjadi produk
[6]. Aktivitas enzim dipengaruhi oleh
beberapa faktor antara lain pH dan suhu
lingkungan. Selain itu juga dipengaruhi
adanya senyawa lain yang ditambahkan
dalam lingkungan enzim.

Dalam studi kristalografi perak-
tripsin, kation perak akan mengikat
pusat aktif enzim tripsin yang berada
antara gugus karboksil Asp 102 dan 9-
nitrogen dari His 57 [7]. Selain itu, ion
logam Ag* dapat menghambat aktivitas
enzim tripsin dengan substrat BAEE,
BAA dan ATEE [8].

Salah satu tujuan dari penelitian
ini adalah untuk mengetahui pengaruh
penambahan ion logam Ag® dalam
bentuk senyawa AgNO; terhadap
aktivitas enzim tripsin dengan substrat

kasein.
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METODE PENELITIAN
Penentuan Aktivitas Enzim Tripsin
pada Kondisi Optimum

Aktivitas

enzim tripsin

ditentukan pada kondisi optimum
enzim tripsin yaitu pada pH 8, suhu
37°C, waktu inkubasi 20 menit dan
konsentrasi  substrat 10  mg/mL.
Penentuan aktivitas enzim dilakukan
dengan menggunakan metode Anson
yang dimodifikasi [9]. 5 mL larutan
kasein 10 mg/mL dalam buffer fosfat
0,1 M pH 8 di prainkubasi selama 5
menit pada 37°C. Reaksi enzim dimulai
dengan penambahan 1 mL mL larutan
buffer fosfat 0,1 M pH 8. Kemudian
menambahkan 1 mL larutan enzim
tripsin (8 mg/20 mL) dalam buffer
fosfat 0,1 M pH 8. Tabung diinkubasi
selama 20 menit pada suhu 37°C
dihitung dari penambahan enzim.
Reaksi dihentikan dengan penambahan
3 mL larutan TCA 10%. Larutan dan
endapan yang dihasilkan di sentrifuge
dengan kecepatan 3500 rpm selama 15
menit. Asam amino yang terlarut pada
supernatant diambil 2 mL kemudian
ditambahkan 4 mL larutan NaOH 0,5

M dan 1 mL Folin-Ciocalteau

(perbandingan 1:1). Larutan didiamkan
selama 10 menit untuk kemudian
diukur absorbansinya pada panjang
gelombang 650 nm. Larutan kontrol
dibuat dengan menon-aktifkan enzim
terlebih  dahulu, vyaitu  dengan
menambahkan 1 mL larutan buffer
fosfat 0,1 M pH 8 dan 1 mL larutan
enzim tripsin pH 8 dengan 3 mL larutan
TCA 10%. Kemudian menambahkan 5
mL larutan kasein 10 mg/mL pH 8 dan
menginkubasinya selama 5 menit pada
suhu 37°C. Langkah selanjutnya seperti
larutan

pada  prosedur sampel.

Sedangkan pada larutan  blanko
menggunakan 2 mL larutan buffer
fosfat 0,1 M pH 8 sebagai pengganti

filtrat.

Penentuan Aktivitas Enzim Tripsin
dengan Penambahan lon Logam Ag”
dalam Bentuk Senyawa AgNO3
Variasi  konsentrasi
AgNO; yang ditambahkan adalah 0,001
M; 0,003 M; 0,005 M; dan 0,007 M.

Prosedur penentuan aktivitas enzim

senyawa

tripsin dengan penambahan senyawa

AgNO; sama dengan  prosedur

penentuan aktivitas enzim tripsin pada



kondisi optimum. Perbedaannya
terletak pada penambahan penambahan
1 mL larutan AgNO; menggantikan
penambahan 1 mL larutan buffer fosfat

0,1 M pH 8.

HASIL DAN DISKUSI
Penentuan Aktivitas Enzim Tripsin
pada Kondisi Optimum

Aktivitas enzim tripsin dihitung
dari nilai absorbansi yang diperoleh
pada tabung larutan sampel dan tabung
larutan kontrol. Aktivitas enzim tripsin
dapat dihitung dengan rumus sebagai
berikut:
Ats - Atk

t

V =

Keterangan:
V = aktivitas enzim tripsin
A;s = Absorbansi tabung sampel
A= Absorbansi tabung kontrol
t = waktu inkubasi (20 menit)

Tabel 1. Hasil penentuan aktivitas
enzim tripsin pada kondisi
optimum

Aktivitas Enzim Tripsin
Sampel (mg/mL/menit pada

suhu 37°C)
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0.00320

0.00335

0.00320

0.00325

a1l B W DN

0.00295

Berdasarkan  nilai  aktivitas
enzim tripsin dalam tabel, maka dapat
dihitung rerata aktivitas enzim tripsin,
yaitu 0,00319 mg/mL/menit pada suhu

37°C.

Penentuan Aktivitas Enzim Tripsin
dengan Penambahan lon Logam Ag”
dalam Bentuk Senyawa AgNO3

Perhitungan  aktivitas enzim
tripsin dengan penambahan ion logam
Ag® dalam bentuk senyawa AgNOs3
sama dengan perhitungan aktivitas
enzim tripsin sebelumnya. Senyawa
AgNO; yang ditambahkan sebanyak 1
mL dengan variasi konsentrasi 0,001
M; 0,003 M; 0,005 M; dan 0,007 M.

Tabel 2. Aktivitas enzim tripsin dengan
penambahan senyawa AgNO;
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Pada penambahan ion logam
Ag® dalam bentuk senyawa AgNOs3
pada penentuan aktivitas enzim tripsin,
senyawa AgNOs3; menghambat kerja
enzim tripsin. Hal ini dapat dilihat dari
turunnya aktivitas enzim tripsin pada
saat penambahan ion logam Ag"* dalam
bentuk senyawa AgNOs;. Aktivitas
enzim tripsin menurun setelah adanya
penambahan ion logam Ag® dalam
bentuk senyawa AgNOs3 dengan variasi
konsentrasi 0,001 M; 0,003 M; 0,005
M; dan 0,007 M. Aktivitas enzim
tripsin pada kondisi optimum vyaitu
0.00319 mg/mL/menit pada suhu 37°C.
Nilai ini diperoleh dari nilai rerata
aktivitas enzim tripsin pada kondisi
optimum. Sedangkan aktivitas enzim
tripsin dengan penambahan ion logam
Ag® dalam bentuk senyawa AgNOs3
konsentrasi 0,001 M; 0,003 M; 0,005
M; dan 0,007 M berturut-turut adalah
0,00163; 0,00030; 0,00023; dan
0,00010 mg/mL/menit pada suhu 37°C.

) Aktivitas Enzim
Konsentrasi o
Tripsin
Senyawa .
(mg/mL/menit pada
AgNO;
suhu 37°C)
0.001 M 0.00163
0.003 M 0.00030
0.005 M 0.00023
0.007 M 0.00010
_ 0002
3 0.0015
=
£ 0001
£ 00005
£ o
£ 0 0.002 0.004 0.006 0.008
<<

Konsentrasi senyawa AgNO4

Gambar 1. Hubungan konsentrasi
AgNO;3 dengan aktivitas
enzim tripsin

Penurunan  aktivitas  enzim

tripsin ini  terjadi karena adanya
pengaruh ion Ag® yang berasal dari
senyawa AgNO;. lon Ag* menghambat
kerja enzim tripsin dengan cara
mengikat gugus sulfihidril (-SH) yang
terdapat pada sistein dalam enzim
tripsin maupun pada kasein. Reaksinya

adalah sebagai berikut:

enzim—SH + Ag*™—senzim-S-Ag + H*

Gambar 2. Reaksi pengikatan Ag”* pada
gugus sulfihidil [10]




Meskipun gugus -SH bukan
merupakan sisi aktif dari enzim tripsin,
namun apabila gugus ini mengikat ion
Ag® maka konformasi enzim akan
berubah. Apabila ion Ag" berikatan
dengan enzim tripsin maka akan
diperoleh kompleks El. Kompleks ini
masih dapat berikatan dengan substrat
membentuk kompleks EIS. Hal ini
dapat terjadi karena sisi  aktif
pengikatan substrat dan sisi yang diikat
oleh ion Ag® merupakan dua sisi yang
berbeda. Sedangkan apabila enzim
telah berikat dengan substrat pada sisi
aktifnya maka ion Ag® tetap dapat
mengikat enzim tripsin membentuk
kompleks ESI. Kedua kompleks yang
terbentuk ini  tidak akan dapat
menghasilkan produk. Sehingga produk
yang dihasilkan menjadi rendah dan
aktivitas enzim tripsin juga semakin

rendah.

SIMPULAN

Kondisi optimum enzim tripsin
dengan substrat kasein yaitu pada pH 8,
suhu 37°C, waktu inkubasi 20 menit

dan konsentrasi substrat 10 mg/mL.
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Aktivitas enzim tripsin dalam kondisi
rerata  0,00319
mg/mL/menit  pada suhu  37°C.

optimum  memiliki

Sedangkan aktivitas enzim tripsin
dengan penambahan ion logam Ag”
dalam  bentuk AgNO3
konsentrasi 0,001 M; 0,003 M; 0,005
M; dan 0,007 M berturut-turut adalah
0,00163; 0,00030; 0,00023; dan
0,00010 mg/mL/menit pada suhu 37°C.
Aktivitas ini lebih rendah dibandingkan

senyawa

aktivitas enzim tripsin tanpa
penambahan ion logam Ag® dalam
bentuk senyawa AgNOs;. Berdasarkan
penelitian ini, ion logam Ag® dalam
bentuk AgNO;

inhibitor terhadap aktivitas enzim

senyawa bersifat

tripsin dengan substrat kasein.
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