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KARAKTERISAS! PROTEIN DISULFIDA ISOMERASE HASIL
PEMURNIAN SEBAGIAN DARI SACCHAROMYCES CEREVISIAE
[PUKC470]

Mariana Wahyudi', Muliawati Sindumarta?, Dessy Natalia®

1 Fakultas Farmasi Universitas Surabaya
2 Departemen Biokimia MIPA Kimia Institut Teknologi Bandung

Abstrak

Protein disulfida isomerase (PDI) merupakan multi enzim yang berfungsi mengkatalisis
reaksi redoks dan reaksi isomerisasi ikatan disulfida dalam berbagai protein sekresi. PDI telah
diisolasi dari Sacharomyces cerevisiae dengan aktivitas spesifik kecil. Sehubungan dengan
over-ekspresi gen PDIl, telah dikonstruksi plasmid pUKC470 yang mengandung gen PO/l S.
cerevisiae, tetapi sifat-sifat katalitik PDI S. cerevisiae hasil over ekspresi tersebut belum
diketahui. Pada penelitian ini dilakukan karakterisasi enzim PDI hasil pemurnian parsial dari S.
cerevisiae [pUKC470] untuk memperoleh informasi kinetika enzim tersebut, khususnya
terhadap substrat insulin. Enzim PDI dimurnikan dari cell free extract transforman
menggunakan metode fraksinasi amonium sulfat 60-80% diikuti dengan kromatografi kolom
penukar anion DEAE-Sephacel. Kondisi optimum enzim protein disulfida isomerase PDI hasil
pemurnian sebagian dari S. cerevisiae [pUKC470] tersebut berturut-turut adalah waktu 13
menit, pH 7,5 dan suhu 37°C. Data kinetik menunjukkan bahwa PDI termasuk enzim alosler:k
dengan nilai Vmeks €nzim sekitar 98unit/ml dan Ky apparent terhadap substrat insulin 8,0x107
mM. Bacitracin merupakan modulator negatif PDI.

Kata kunci:  protein disulfida isomerase, Sacharomyces cerevisiae [pUKC470],

overekspresi, karakterisasi, insulin.

Abstract

Protein disulphide isomerase (PDI) is a multi-enzyme involved in catalyzing redox and
isomerization reactions of disulphide bonds in secretory proteins. PDI have been isolated from
Saccharomyces cerevisiae in the small amount. To over-expressed the PDI, pUKC470 plasmid
has been constructed which contains S. cerevisiae PDIl gene but the characteristics of PDI
from S. cerevisias [pUKC470] transformant have not been checked yet. This investigation is
focused on the characterization of partially purification of PD! from S. cerevisiae [pUKCA470] to
elucidate mechanism of action of PDI by characterizing kinetics of the enzyme towards insulin,
PDI were purified from transformant celis free extract using ammonium sulphate fractionation
followed by ion exchange chromatography on DEAE-Sephacel. The partially puriﬁed enzyme
has optimum time of 13 minutes, optimum pH of 7.5 and optimum temperature of 37°C. Kinetics
data |nd|cated that PDI is an allosteric enzyme. PDI has Vmax of 98 unit per mL and apparent Ku
of 8.0 x 10”2 mM towards insulin. Bacitracin is a negative modulator for the enzyme

Key words:  protein disulphide isomerase, Sacharomyces cerevisiae [pUKC470], over-
expressed, characterization, insulin.
Pendahuluan peptidil prolil cis-trans isomerase (PP!) dan

Protein disulfida isomerase (PDI, E.C.
5.3.4.1) merupakan enzim yang mengkata-
lisis reaksi redoks dan isomerisasi gugus S-
S/-SH dalam protein-protein sekresi dan
ekstraseluler yang terdapat di dalam lumen
retikulum endoplasmik sel eukariot. Sebagi-
an besar protein sekresi dan ekstraseluler
mempunyai ikatan disulfida, baik intra dan/
atau intermolekuler, yang penting untuk pe-
lipatan (folding) protein yang benar agar da-
pat berfungsi. PDI bersama-sama dengan

molekul chaperone, membantu proses peli-
patan protein baik dalam proses kotransiasi
maupun proses pascatranslasi, dengan de-
mikian fungsi PDI di dalam sel sangat
penting (1,2).

PDI dapat mengkatalisis reaksi redoks
dan reaksi isomerisasi gugus S-S/-SH in
vitro, tergantung pada potensial redoks re-
aksi. Ada tiga jenis reaksi yang dikatalisis
oleh PDI (1): pertama, pembentukan ikatan
disulfida protein. Substrat protein (misalnya
RNase tereduksi) dalam keadaan tereduksi/



Karakterisasl Protein Disulfida. ..

tereduksi sebagian, dengan keberadaan ok-
sidan lemah, misainya oksigen terlarut atau
sistem glutation (GSSG/GSH). Kedua, re-
duksi ikatan disulfida protein. Substrat pro-
tein (misalnya insulin) dalam keadaan terok-
sidasi sedangkan kondisi lingkungan berpo-
tensial reduksi sangat kuat (GSH 10°M).
Enzim dalam kondisi ini berfungsi sebagai
suatu tiol:protein disulfida oksidoreduktase
(Glutation:Insulin Oksidoreduktase). Ketiga,
isomerisasi ikatan disulfida protein. Substrat
protein dalam keadaan teroksidasi, mengan-
dung ikatan disulfida non-natif dan kondisi
lingkungan berpotensial reduksi cukup kuat,
misalnya dengan adanya DTT 10° M atau
GSH 10° M. Enzim mengkatalisis reaksi re-
doks dan isomerisasi ikatan disulfida meng-
hasilkan produk protein berikatan disulfida
natif dengan konformasi yang paling stabil.
Scramble RNase (sRNase) merupakan sub-
strat yang paling banyak dipakai sebagai
model untuk mekanisme ini, sekaligus untuk
uji aktivitas PDI.

sRNase merupakan RNase natif yang
direduksi total, sehingga mengandung 8 gu-
gus -SH, dengan 105 isomer berikatan di-
sulfida. Bentuk scramble dari RNase dapat
kembali ke bentuk natifnya bila diberi sedikit
pereaksi yang mengandung gugus sulfhidril
misainya merkaptoetanol, DTT dan sebagai-
nya. Proses renaturasi berlangsung lambat
(sampai beberapa jam) tetapi dengan PDI
proses renaturasi hanya memerlukan waktu
kurang dari 2 menit (3).

Insulin mengandung tiga ikatan disulfi-
da, yaitu dua ikatan disulfida inter yang
menghubungkan rantai A dan B dan satu
ikatan disulfida intra yang terletak di dalam
rantai A. Awal reduksi insulin oleh PDI ter-
jadi pada ikatan disulfida inter menghasilkan
rantai A dan rantai B, diduga reaksi reduksi
diteruskan sampai ikatan disulfida intra
(4,5).

Penelitian PDI dari S. ceravisiae mery-
pakan hal yang menarik karena sebagai
golongan eukariot sederhana non-patogen,
S. cerevisiae mempunyai banyak kelebihan
sehingga banyak dipakai sebagai model un-
tuk penelitian golongan eukariot lebih tinggi.

PDI S. cerevisiae merupakan homodi-
mer dengan bobot molekul masing-masing
monomemya 70 kDa dan mengalami gliko-
silasi (diduga berjumlah 4-6 oligosakarida
per sub unit PDI) (6,7). PDI S. cerevisiae
mempunyai sifat-sifat yaitu pH optimum dan
pl berturut-turut 8,5 dan 4,02. Perlakuan
panas (55°C) selama 15 menit dapat mengi-
naktivasi enzim. V., terhadap sRNase dan

= (Marlana Wahyudi, dkk)

.

Kum PDI  berturut-turut adalah 6unit/mg
protein dan 10 uM. Aktivitas enzim dihambat
oleh basitrasin (7). Basitrasin juga sering di-
gunakan sebagai modulator enzim PDI. Me-
kanisme inhibisi basitrasin terhadap aktivitas
PDI hingga saat ini belum diketahui dengan
jelas (8).

Hasil pemurnian PDI S. cerevisiae yang
dilakukan oleh peneliti sebelumnya menun-
jukkan aktivitas spesifik yang sangat ren-
dah, yaitu 6,3 unimg dengan rendemen
hanya 4% (7), maka dikonstruksi S. Cere-
visiae W303 transforman. Sifat-sifat katalitik
PDI hasil over ekspresi dari S. cerevisiae
[PUKC470] belum diketahui sehingga pada
penelitian ini akan diteliti karakteristik kata-
litik PDI dari transforman, khususnya ter-
hadap substrat insulin. Diharapkan dari pe-
nelitian ini dapat diperoleh informasi penting
tentang karakteristik katalitik PD! S. Cerevi-
siae transforman, khususnya dengan sub-
strat insulin.

Metode penelitian
Bahan
Media pembiakan

Media pembiakan yang digunakan meli-
puti:. MM-Leu [Yeast Nitrogen Base tanpa
asam amino (Sigma), glukosa (E. Merck)
Ade (E. Merck), Ura (E. Merck), His (E.
Merck), dan Trp (E. Merck), bacto agar (E.
Merck).

Saccharomyces cerevisiae [pUKC470]

S. cerevisiae [pUKC470] yang diguna-
kan pada penelitian ini adalah galur W303
dengan genotip ura 3-1, leu 2-3-112, his 3-
11-15, ade 2-1, trp 1-1; yang telah ditrans-
formasi dengan plasmid pUKC470 (Univer-
sity of Kent at Canterbury, Inggris). Plasmid
ini berukuran 23.000 pasangan basa (pb),
berasal dari cDNA S. cerevisiae fragmen
14.500 pb BamHI yang mengan-dung PDI1,
dikion dalam pMA3a (Amp', Tet: LEU2)
(6,9).

Metode kerja
Pemeliharaan Biakan Murni

Untuk pemeliharaan S. cerevisiae [pUK-
C470] digunakan medium selektif, yaitu MM-
Leu [Yeast Nitrogen Base tanpa asam amino
0,67%; glukosa 2%; pH 5,5; dengan tam-
bahan Ade, Ura, His, dan Trp masing-masing
iml larutan 2 % (b/v) untuk setiap 100 ml
media). Untuk membuat medium MM-Leu
padat ditambahkan bacto agar 2,5 % (b/v).
Inkubasi biakan dilakukan dalam inkubator
bersuhu 30°C selama 2 - 4 hari.
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Penentuan kadar protein

Kadar protein ditentukan dengan meto-
de Lowry dkk. Pembacaan absorbansi cam-
puran reaksi pada panjang gelombang 725
nm. Konsentrasi protein larutan sampel di-
peroleh dengan menggunakan kurva baku
protein BSA (10).

Isolasi enzim PDI

Sel transforman, vyaitu S. cerevisiae
[PUKCA470] diproduksi dalam MM-Leu cair
dan diinkubasi pada suhu 30°C, kecepatan
150 rpm selama 20 jam. Untuk pembuatan
inokulum dan produksi sel dilakukan pada
kondisi yang sama.

Sel S. cerevisiae diproduksi dan dipanen
dengan sentrifugasi dingin (4°C) pada 12.000
rpm (rotor JA-20) selama 15 menit. Pasta sel
yang diperoleh dicuci dua kali, pertama deng-
an bufer A (EDTA 10mM, NaCl 50mM, bufer
natrium fosfat 50mM) pH 7.5 kemudian deng-
an bufer A yang mengandung 2mM larutan
PMSF. Selanjutnya pelet sel diresuspensikan
dalam bufer A yang mengandung 2mM PM-
SF dengan perbandingan 1:1 (b/v).

Pemecahan sel dilakukan dengan cara
mekanis yaitu pengocokan dengan manik-
manik gelas (glass bead diameter + 0,5mm,
BDH) (9). Kemudian cell free extract dipisah-
kan dari manik-manik gelas dan debris sel
dengan cara sentrifugasi dingin (4°C) pada
12.500 rpm (rotor JA-20), selama 20 menit.

Pemurnian enzim PDI dari sel S. Cerevisi-
ae [pUKC470}

PDI dari cell free extract dimurnikan
dengan fraksinasi ammonium sulfat 60-80%,
endapan protein dari fraksi tersebut dilarut-
kan di dalam bufer B (EDTA 20 mM, NaCl
50 mM, bufer natrium fosfat 50mM) pH 6,7
dan didialisis terhadap bufer dialisis (bufer
yang sama dengan kadar 5 kali lebih encer).
Protein dimurnikan lebih lanjut menggunakan
kromatografi kolom penukar anion DEAE-
Sephacel. Kolom berukuran 2,6x20cm. Sus-
pensi DEAE-Sephacel disetimbangkan de-
ngan bufer A pH 7,5. Pengisian kolom de-
ngan bubur DEAE-Sephacel dan pekerjaan
selanjutnya dilakukan di ruang dingin (4°C).
Working pressure dari sistem kolom diatur 28
sampai 30 cm dengan laju aliran buffer dari
reservoir 12 mL per jam. Elusi protein sampel
dilakukan pertama dengan 500mL bufer fos-
fat 0,05M pH 7,5 mengandung NaCl 0,05M
dan EDTA 0,01M; diikuti elusi gradien linier
dengan 450mL bufer yang sama, pH 6,7
mengandung NaCl 0,05-0,26M kemudian di-
akhiri elusi bertingkat dengan 250 mL bufer

yang sama mengahdung NaCl 0,8M. Ta-
bung-tabung efluen nomor 213-216 dijadikan
satu untuk selanjutnya dikarakterisasi (7).

Uji aktivitas enzim PDI

Aktivitas PDI diuji dengan metode yang
digunakan oleh Sutter et al. (11). Uji aktivitas
ini didasarkan pada kemampuan enzim un-
tuk mereduksi ikatan disulfida insulin dalam
102 M DTT (12).

Ke dalam kuvet mikro (tabung uji) yang
telah berisi 650 uL bufer kalium fosfat 0,1 M
pH 7.0 ditambahkan 100 uL EDTA 20 mM
dan 100 plL larutan baku insulin (Sigma) 1,67
mM (dalam bufer kalium fosfat 0,1 M pH
7,0). Campuran reaksi dipreinkubasi dalam
spektrofotometer yang bersuhu 30°C selama
20 menit, kemudian ke dalam campuran
reaksi ditambahkan 150uL larutan enzim-
DTT [50 pL larutan enzim dicampur dengan
100! IL larutan ditiotreitol (DTT, Sigma) 10
mM]. Campuran reaksi dihomogenkan, ke-
mudian absorbansi campuran segera dibaca
pada Aes setiap interval waktu 1 menit
sampai tidak terjadi perubahan absorbansi.
Aktivitas enzim PDI dihitung dari nilai ab-
sorbansi pada slope terbesar. Tabung kon-
trol diperlakukan sama dengan tabung uji,
kecuali larutan enzim ditambahkan dalam
keadaan non aktif (yaitu tanpa DTT). Larutan
DTT ditambahkan terpisah yaitu setelah pe-
nambahan enzim).

Satu unit aktivitas PDI didefinisikan se-
bagai aktivitas PDI yang dapat mereduksi
ikatan disulfida antar rantai insulin mengha-
silkan perubahan Assy sebesar 0,001 per
menit pada kondisi percobaan
Karakterisasi enzim PDI

Penelitian ini dilakukan untuk memper-
oleh informasi mengenai sifat-sifat enzim
PDI hasil pemurnian yang meliputi waktu, pH
dan suhu optimum enzim PDI serta data
kinetik enzim PD! dan pengaruh bacitracin
sebagai modulator.

Penentuan waktu optimum kerja enzim

Penentuan waktu optimum kerja enzim
dilakukan untuk mengetahui waktu optimum
yang diperlukan enzim untuk berinteraksi de-
ngan substrat menghasilkan produk. Tahap
pengerjaan sama seperti pada penentuan
aktivitas PDI. Absorbansi dibaca pada tiap
interval waktu 1 menit. Waktu optimum kerja
enzim merupakan waktu dimana enzim me-
nunjukkan aktivitas tertinggi.

Penentuan pH optimum kerja enzim.

Pada penentuan pH optimum, digunakan
bufer kalium fosfat 0,1 M berbagai pH sesuai
pH penguijian, yaitu 7,0; 7,3; 7,5. 7,7 dan 8,0.
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Substrat insulin dilarutkan dalam bufer ka-
lium fosfat 0,1M pada pH yang sesuai. Ta-
hap pengerjaan sama seperti pada penen-
tuan aktivitas enzim PDI. Absorbansi dibaca
pada menit ke 10.

Penentuan suhu optimum kerja enzim,

Pada penentuan suhu optimum, cam-
puran yang terdiri dari bufer kalium fosfat 0,1
M pH optimum, larutan EDTA, larutan sub-
strat insulin dan larutan enzim-DTT ditem-
patkan dalam tabung eppendorf, 1alu diinku-
basi dalam penangas air pada berbagai su-
hu berturut-turut 26,5; 30; 35; 37; 40; 45 dan
55°C. Waktu inkubasi tetap (10 menit). Ta-
hap pengerjaan berikutnya sama seperti pa-
da penentuan aktivitas enzim PDI. Setengah
menit sebelum waktu inkubasi berakhir,
campuran reaksi dipindahkan ke kuvet dan
diukur absorbansinya pada Agsg.

Pengaruh konsentrasi modulator bacitra-
cin terhadap aktivitas enzim PDI,

Penelitian ini dilakukan dengan mem-
buat campuran 550ul bufer kalium fosfat
0,iM pH optimum, 100 iL EDTA 20mM,
100pL larutan baku insulin 1,67mM, 100uL
bacitracin berbagai konsentrasi (10, 5x10°
%,10%, 5x10°, 10*, 5x10*, 10°M) dan 150pL
larutan enzim-DTT dalam tabung eppendorf,
lalu diinkubasi dalam penangas air suhu
optimum (10 menit). Tahap pengerjaan beri-
kutmya sama seperti pada penentuan aktivi-
tas enzim PDI.

Hasil dan pembahasan

Kultivasi sel S. cerevisiae [pUKC470] da-
lam 15 liter medium produksi, menghasilkan
pasta sel sebanyak kurang lebih 37,77 gram.
Setelah dipecah diperoleh cell free extract
dengan aktivitas spesifik enzim sebesar

i
1,87unit/mg. Kemudian dilakukan pemurnian
dengan fraksinasi ammonium sulfat dilanjut-
kan dengan kromatografi kolom penukar
anion menggunakan DEAE-Se-phacel. Pada
pemurnian dengan DEAE-Se-phacel aktivi-
tas enzim tertinggi terdapat pada tabung-
tabung efluen nomor 213-216 yang kemu-
dian disatukan untuk dikarakterisasi. Aktivi-
tas spesifik larutan enzim tersebut sebesar
255,28 unit/mg.

SDS-PAGE larutan protein hasil pe-
murnian sampai kolom DEAE-Sephacel me-
nunjukkan adanya 5 pita; dengan 2 pita be-
rimpit pada daerah 70 kDA (data tidak ter-
cantum). Belum dapat dipastikan pita yang
mana di antara keduanya yang merupakan
pita PDI. Hasil uji homogenitas dengan SDS-
PAGE ini menunjukkan bahwa hasil pe-
murnian sampai kolom DEAE-Sephacel be-
lum sempurna karena masih belum dipero-
leh pita tunggal.

Karakterisasi Enzim PDI dari S. cere-
visiae [pUKC470]
Waktu Optimum Enzim

Hasil uji aktivitas PDI pada berbagai
waktu dapat dilihat pada Gambar 1. Waktu
inkubasi optimum enzim PDI berinteraksi
dengan substrat dan menghasilkan produk

terdapat pada menit ke 13.

Penentuan kondisi optimum dan data
lain selanjutnya, dilakukan di sekitar waktu
optimumnya yaitu 10 menit. Waktu optimum
enzim PDI berinteraksi dengan substrat
menghasilkan produk berada pada menit ke
13, sebelum menit ke-20, saat pengaruh
DTT mutai terjadi, sehingga pengaruh DTT
terhadap aktivitas enzim PDI dapat diabai-
kan (gambar 1).

,,-{-;,)_.....
co5¥8888388

¥

]

o 5 w18

2 3 ® ® 0 6 W B
Waktu (menil) ——s

Gambar 1. Pengaruh waktu inkubasi terhadap aktivitas PDI dan laju reaksi
redoks DTT terhadap substrat insulin.

(—e—) : PDI S. cerevisiae [pUKC470]; (

): DTT.
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PH Optimum Enzim

Hasil pengujian pengaruh pH terhadap
aktivitas enzim PDI dapat dilihat pada Gam-
bar 2. Grafik aktivitas enzim pada berbagai
pH membentuk pola menyerupai lonceng
(beii-shaped) asimetris, disebabkan karena
enzim belum murni. pH terendah dimulai
dengan 7,0 karena pada pH yang lebih ren-

dah insulin sebagal substrat tidak larut. De-
ngan demikian dapat disimpulkan pH - opti-
mum enzim PDI berinteraksi dengan sub-
strat insulin untuk menghasilkan produk ada-
lah 7,5. pH optimum untuk substrat insulin ini
berbeda dengan pH optimum PDI dengan
substrat sRNase yaitu 8,5 (7).

Gambar 2. Pengaruh pH 'torhadap aktivitas enzim PDI S. cerevisiae
[pUKC470] terhadap substrat insulin

Suhu Optimum Enzim
Hasil penentuan suhu optimum enzim
dapat dilihat pada Gambar 3. Suhu optimum

PDI berinteraksi dengan substrat insulin dan
menghasilkan produk adalah suhu 37°C.

B0 ¢

Aktivitas {wpithnl) —¥

o B8HEB 3

Subu (*C) —¢

Gambar 3. Pengaruh suhu terhadap aktivitas enzim PDI S. cerevisiae
[pUKCA470] terhadap substrat insulin.
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Visks dan Ky apparent,

Aktivitas enzim pada berbagai konsen-
rasi substrat insulin dapat dilihat pada Gam-
bar 4. Pada grafik tersebut terlihat bahwa
kurva aktivitas enzim (v,) terhadap kon-

= (Mariana Wahyudi, dkk)

L}

sentrasi substrat [S] merupakan kurva sig-
moid, yang menunjukkan bahwa enzim PDI
adalah enzim alosterik (13). Vinas €nzim se-
kitar 98,00 unit/mL, sedangkan Ky apparent
enzim sekitar 8,0 x 102 mM.

1w_/\l‘t‘l _ . :
I
E m-/vzum
o

20 4

The apperent i,
(0] T 4 - - v v J
(4] 0.05 a1 015 02 025 03 . 035
Insulin (M)

Gambar 4. Pengaruh konsentrasi substrat

insulin terhadap aktivitas

enzim PDI 8. cerevisiae [pUKC470].

Pada berbagai literatur diketahui bahwa sifat
katalitk dengan substrat RNase menunjuk-
kan bahwa kurva aktivitas enzim (v,) terha-
dap konsentrasi substrat [S] merupakan kur-
va hiperbolik (Michaelis-Menten) (7,12,14).
Hasil ini berbeda bila dibandingkan dengan
sifat katalitik PDI untuk substrat insulin. Sifat
sigmoid kurva enzim PDI S. cersvisiae [pUK-

C470] hasil pemumian dibuktikan dengan
enzim PDI sapi standar, yang menunjukkan
bahwa enzim PDI benar-benar merupakan
enzim alosterik. Pada Gambar 5 terlihat bah-
wa pola kurva sigmoid PDI S. cerevisiae
[PUKC470] hasil pemurmian menyerupai pola
kurva PDI sapi yang digunakan sebagai ba-
ku.

1000

- Aldivitas (unit/mL) —»
:

o 10

Gambar 5. Aktivitas enzim PDI S. cerevisiae [pUKC470] hasil pemumian
dan PDI sapi standar terhadap waktu.

Keterangan: (=-===-=): PDI S. cerevisiae [pUKC4T70]; (

PDI sapi standar

):

™
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Pengaruh modulator bacitracin terhadap
aktivitas enzim PDI.

Pengaruh modutator bacitracin terhadap
aktivitas enzim dapat dilihat pada Gambar 6.
Pengaruh bacitracin terhadap aktivitas en-
zim mulai terlihat _spada konsentrasi modu-
lator di atas 5x10™ M. Pada konsentrasi ba-
citracin 1x10™ M, aktivitas enzim PDI tinggal
60,10 unit/mL atau sekitar 67% dibanding-
kan aktivitas awal tanpa bacitracin (89,10
unit/mL). Uji aktivitas enzim dengan penam-

bahan bacitracin di atas konsentrasi tersebut
tidak dapat dilakukan karena bacitracin tidak
larut. Dari penelitian ini dapat disimpulkan
bahwa bacitracin merupakan modulator ne-
gatif, tetapi belum dapat ditentukan apakah
bacitracin merupakan modulator negatif mo-
novalen atau polivalen karena sampai saat
penelitian ini belum ada pustaka yang me-
ngatakan adanya modulator lain terhadap
enzim PDI S. cerevisiae.

s

Akiivitas PDI (wait/mL
o238 88883888
s I gttt
+*

N

0,000001 0,00001

Kadar Basitrasin (M)

s o

0,0001 0,001 0,01

Gambar 6. Pengaruh modulator bacitracin terhadap aktivitas PDI S.
cerevisiae [pUKC470] terhadap substrat insulin.

Simpulan dan Saran

Dari hasil penelitan dapat disimpulkan
bahwa kondisi optimum enzim protein disulfi-
da isomerase (PD!) hasil pemurnian seba-
gian dari S. cerevisiae [pUKC470] berturut-
turut adalah waktu 13 menit, pH 7,5 dan
suhu 37°C. Data kinetik menunjukkan bahwa
PDI termasuk enzim alosterik dengan nilai
Vimaks €NZim sekitar 98unit/ml dan Ky appa-
rent terhadap substrat insulin 8,0x10% mM.
Bacitracin merupakan modulator negatif PDI.

Disarankan untuk dilakukan penelitian
lebih lanjut mengenai data-data kinetik en-
zim hasil pemurnian sebagian tersebut, juga
dilakukan pemurnian lebih lanjut, misainya
menggunakan kolom kromatografi hidrofobik
atau yang lainnya; dan karakterisasi sifat-
sifat PDI Saccharomyces cerevisiae [pUK-
C470] mumni dengan substrat insulin.
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