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ABSTRAK

Pada penelitian ini dilakukan sintesis, karakterisasi, dan uji aktivitas
senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin sebagai inhibitor enzim lipase pankreas.
Sintesis senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin dari logam tembaga(Il)-asetat hidrat
dan ligan kurkumin hidrat dilakukan dengan perbandingan mol sebesar 1 : 2. Uji
aktivitas senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin dilakukan terhadap enzim lipase dari
ekstrak lipase pankreas dengan substrat p-NPP (para-nitrofenolpalmitat).
Karakteristik senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin memiliki titik leleh sebesar 276
°C, panjang gelombang maksimum (Amaks) sebesar 428 nm, ikatan logam dengan
ligan ditunjukkan pada vibrasi ikatan Cu-O pada 479 cm™', dan momen magnet
efektif (pefr) sebesar 2,613 BM. Uji inhibisi senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin
terhadap aktivitas ekstrak lipase pankreas dapat diperoleh presentase inhibisi
sebesar 49,11 % pada konsentrasi 50 pg/mL. Tipe penghambatan senyawa
kompleks Cu(Il)-kurkumin terhadap aktivitas enzim lipase adalah tipe inhibisi
campuran / nonkompetitif.

Kata kunci : Cu(ll)-kurkumin, lipase, inhibitor, nonkompetitif
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Hermawan, A. D., 2016, Synthesis, Characterization, and Activity Assay of
Cu(IT)-curcumin Complexes Compound As Inhibitor of Pancreatic Lipase
Enzyme, This Studies Under Guidances Dr. Sri Sumarsih, M.Si and Harsasi
Setyawati, S.Si., M.Si., Departement of Chemistry, Faculty of Science and
Technology, Airlangga University, Surabaya.

1

ABSTRACT

This study done synthesis, characterization, and activity assay of Cu(II)-
curcumin complexes compound as inhibitor of pancreatic lipase. Synthesis of
Cu(II)-curcumin complexes compound that derived from cupro acetat hydrat as
metal ion and curcumin hydrat as ligand with a mol ratio of 1 : 2. Activity assay of
Cu(II)-curcumin complexes compound was conducted to against lipase enzyme
from pancreatic lipase crude with p-NPP (para-nitrophenolpalmitate) substrate.
Characteristic of this compounds include melting point at 276 °C, the maximum
wavelength (Amax) at 428 nm, as well as the bonding metal complexes with ligand
show in the Cu-O bond vibration at 479 cm™, and effective magnetic moment (pefr)
at 2,613 BM. The assay Cu(Il)-curcumin complexes compound against activity of
crude lipase pancreatic extract has 49,11 % inhibition at 50 pg/mL. The inhibition
type of Cu(Il)-curcumin complexes compound against lipase enzyme activity is mix
or non-competitive inhibiton.

Keyword: Cu(Il)-curcumin, lipase, inhibitor, non-competitive
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BABI

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Obesitas merupakan suatu kondisi medis dimana indeks massa tubuh (IMT)
lebih besar dari 30 kg / m? yang ditandai dengan akumulasi jaringan lemak dalam
tubuh (Puska et al., 2003). Penyebab terbesar timbulnya obesitas adalah kelebihan
asupan nutrisi, kurangnya aktivitas fisik, faktor kejiwaan (psikologi), faktor
genetik, dan kelainan kesehatan (Lau et al., 2007). Peningkatan konsumsi dan
tingkat oksidasi dari karbohidrat dan protein dapat menyebabkan peningkatan
timbulnya obesitas. Di sisi lain, masalah yang timbul akibat ketidakseimbangan
asupan nutrisi juga dapat ditentukan dari keseimbangan antara konsumsi lemak dan
tingkat oksidasi lemak (Wang et al., 2002). Metabolisme lemak jenuh terkait
dengan akumulasi jaringan adiposa, sedangkan lemak tidak jenuh terkait dengan
peningkatan pengeluaran energi dan pengurangan asupan energi. Mekanisme
hidrolisis lemak melibatkan enzim lipase (Coelho et al., 2011). Oleh sebab itu,
pengembangan agen anti-obesitas dapat dilakukan melalui mekanisme
penghambatan aktivitas enzim lipase pankreas pada proses hidrolisis lemak
(Lunagariya et al., 2014).

Lipase (triasilgliserol asilhidrolase, EC 3.1.1.3) merupakan enzim yang
mengkatalis reaksi hidrolisis dan sintesis ester yang terbentuk dari gliserol dan asam
lemak rantai panjang (Sherma et al., 2001). Lipase dapat ditemukan pada eukariot

seperti jamur, tumbuhan, dan hewan, serta prokariot seperti bakteri. Namun, sumber

1
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lipase terbesar diperoleh dari bakteri, dan jamur (Kojima et al., 2003). Pada sel
eukariot, lipase terlibat dalam berbagai metabolisme lipid termasuk hidrolisis
lemak, penyerapan asam lemak, pemulihan, dan metabolisme lipoprotein (Sherma
et al., 2001). Lipase pada mamalia dibedakan menjadi tiga kelompok enzim
lipolitik yaitu lipase yang terisolasi untuk saluran pencernaan, lipase jaringan, dan
lipase susu. Jaringan mamalia dan organ yang mengandung lipase meliputi jantung,
otak, otot, pembuluh darah, ginjal, limpa, paru-paru, hati, jaringan lemak, dan
plasma (Salleh et al., 2006). Pada tumbuhan, lipase ditemukan dalam cadangan
jaringan energi (Sherma et al., 2001).

Pengaturan aktivitas enzim dapat dilakukan dengan melibatkan beberapa
mekanisme pengikatan enzim terhadap kofaktor (Baruch et al., 2004). Pengaturan
pada penghambatan aktivitas enzim menjelaskan proses pengikatan enzim terhadap
penambahan senyawa lain yang mempengaruhi laju reaksi katalisis enzim (Fontes
et al.,2000). Penelitian penghambatan enzim lipase dapat memberikan pemahaman
terbaru mengenai modifikasi inhibitor. Inhibitor enzim mempengaruhi laju
aktivisas enzim terhadap substrat, sehingga modifikasi inhibitor dapat
meningkatkan aplikasi bioteknologi enzim (Ruiz et al., 2000).

Beberapa contoh senyawa bahan alam yang telah diketahui memiliki
aktivitas inhibitor enzim lipase adalah senyawa dari golongan alkaloid, karotenoid,
polifenol, glikosida, saponin, dan terpenoid (Linugariya et al., 2014). Golongan
saponin, flavonoid, dan polifenol dapat menghambat aktivitas enzim lipase dalam
konsentrasi tinggi (Mohamed et al., 2014). Pada golongan polisakarida seperti

kitosan dapat menghambat hidrolisis triolein oleh enzim lipase pankreas secara in
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vitro (Han et al., 2005). Senyawa polifenol dari golongan kurkuminoid secara alami
dapat menurunkan akumulasi lemak dalam tubuh (Pongchaidecha et al., 2009).
Potensi anti-obesitas pada golongan kurkuminoid adalah mengatur metabolisme
energi dan menurunkan konsentrasi lipid secara intraseluler (Alappat ef al., 2010).
Golongan kurkuminoid seperti kurkumin dapat menekan angiogenesis pada
pertumbuhan jaringan adiposa (Ejaz et al., 2009). Angiogenesis merupakan proses
fisiologi pembentukan pembuluh darah baru dari jaringan pembuluh darah yang
sudah ada. Angiogenesis mengawali berbagai pembentukan jaringan baru termasuk
jaringan adiposa, sehingga angiogenesis berperan penting dalam adipogenesis dan
lipogenesis. Golongan kurkuminoid mengatur faktor-faktor transkripsi yang
berperan dalam adipogenesis dan lipogenesis (Aggarwal et al., 2010).
Penghambatan aktivitas lipase pankreas oleh kurkumin masih menjadi topik
penelitian yang menarik sebagai dasar anti-obesitas pada senyawa tersebut.
Kurkumin ((1E,6E)-1,7-bis (4-hidroksi-3-metoksifenil)-1,6-heptadien -3,5-
dion) adalah salah satu senyawa anti-oksidan yang memiliki dua gugus fenolik dan
gugus pB-keton dengan ikatan rangkap terkonjugasi (Itokawa et al., 2008). Kurkumin
merupakan senyawa polifenol utama yang ditemukan pada tanaman kunyit
(Curcuma longa L.). Kunyit (Curcuma longa L.) termasuk dalam anggota dari
keluarga jahe (Zingiberaceae) (Archana et al., 2010). Kurkumin memiliki aktivitas
sebagai anti-inflamasi, anti-oksidan, anti-HIV, efek kemopreventif kanker dan anti-
kanker prostat (Itokawa et al., 2008). Penelitian Archana dkk (2010) menyatakan
bahwa kurkumin dapat menekan angiogenesis dalam penghambatan pertumbuhan

jaringan adiposa, sehingga dapat bertindak sebagai anti-obesitas.
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Pada penelitian ini, penghambatan aktivitas enzim lipase oleh kurkumin
akan ditingkatkan dengan mengomplekskan kurkumin dengan logam tembaga
(Cu). Logam tembaga (Cu) dipilih karena merupakan mikronutrien penting sebagai
kofaktor katalitik dalam berbagai metalloenzymes (Bertinato et al., 2004). Tembaga
diperlukan oleh lebih dari 30 protein, termasuk superoksida dismutase,
seruloplasmin, lisil oksidase, sitokrom c oksidase, tirosinase, dan dopamin-£-
hidroksilase (Arredondo ef al., 2005). Penelitian Karadzic dkk (2006) menyatakan
bahwa ion Cu(Il) dapat menghambat aktivitas enzim lipase yang diperoleh dari
hasil isolasi Pseudomonas aeruginosa.

Pada penelitian ini dipelajari pengaruh senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin
terhadap aktivitas ekstrak lipase pankreas. Sintesis senyawa kompleks Cu(Il)-
kurkumin dilakukan dengan perbandingan mol logam-ligan sebesar 1 : 2 (Zhao et
al., 2012). Hasil sintesis senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin dikarakterisasi titik
leleh dengan menggunakan Fischer-John Melting Point Apparatus, panjang
gelombang maksimumnya dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis, gugus
fungsi dan ikatan logam dengan ligannya dengan menggunakan spektrofotometer
FTIR, dan momen magnet efektif dan sifat kemagnetannya dengan menggunakan
Magnetic Susceptibility Balance (MSB). Senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin
dilakukan uji aktivitasnya terhadap ekstrak lipase pankreas.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah dijelaskan, maka diperoleh rumusan

masalah sebagai berikut,

1. Bagaimana sintesis dan karakterisasi senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin?
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2. Apakah senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin mampu menghambat aktivitas
ekstrak lipase pankreas?
3. Apakah tipe inhibisi senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin terhadap aktivitas
ekstrak lipase pankreas?
1.3 Tujuan Penelitian
Berdasarkan rumusan masalah tersebut, maka dapat diperoleh tujuan
penelitian sebagai berikut,
1. Melakukan sintesis dan karakterisasi senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin
2. Menguji apakah senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin mampu menghambat
aktivitas ekstrak lipase pankreas
3. Mempelajari tipe inhibisi senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin terhadap
aktivitas ekstrak lipase pankreas.
14 Manfaat Penelitian
Manfaat penelitian ini adalah memberikan pengetahuan mengenai potensi
senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin dalam menginhibisi aktivitas ekstrak lipase
pankreas. Selain itu, penelitian ini diharapkan dapat memberikan pengetahuan
mengenai tipe inhibisi senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin terhadap aktivitas

ekstrak lipase pankreas.
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BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Logam Cu(Il)

Logam tembaga (Cu) merupakan mikronutrien penting sebagai kofaktor
katalitik dalam berbagai metalloenzymes (Bertinato et al., 2004). Tembaga
diperlukan oleh lebih dari 30 protein, termasuk superoksida dismutase,
seruloplasmin, lisil oksidase, sitokrom c oksidase, tirosinase, dan dopamin-f-
hidroksilase (Arredondo et al., 2005). Pada sistem intraseluler, tembaga (Cu)
dibutuhkan oleh mitokondria untuk menghasilkan Cu (A) dan intramembran Cu (B)
pada sitokrom ¢ oksidase. Tembaga dibutuhkan dalam jaringan trans-Golgi untuk
menghasilkan superoksida dismutase (Robinson et al., 2010). Penelitian Karadzic
dkk (2006) menyatakan bahwa Cu(II) dapat menghambat aktivitas enzim lipase dari
hasil isolasi Pseudomonas aeruginosa. Kompleks Cu-protein pada superoksida
dismutase dapat melokalisasi ke mitokondria, sistem sekresi, dan inti sel. Pada
sistem sel tanaman, kloroplas membutuhkan kompleks Cu-protein untuk
plastosianin. Pada sel prokariotik, kompleks tersebut dapat ditemukan di dalam
membran sel dan periplasma bakteri (Robinson et al., 2010). Oleh karena itu, pada
penelitian ini digunakan logam Cu sebagai logam pusat pada kompleks Cu(II)-

kurkumin.

6
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2.2 Senyawa Kurkumin

Kurkumin ((1E,6E)-1,7-bis (4-hidroksi-3-metoksifenil)-1,6-heptadien -
3,5-dion) adalah salah satu senyawa anti-oksidan yang memiliki dua gugus fenolik
dan gugus B-keton dengan ikatan rangkap terkonjugasi (Itokawa et al., 2008).
Gugus 1,3 diketon pada kurkumin mampu membentuk toutomeri keto-enol,
sehingga dapat menghasilkan senyawa kompleks yang stabil. Kurkumin dapat
mendonorkan dua pasangan elektron bebas (PEB) yang digunakan untuk
mengkhelat logam (Zhao et al., 2010). Struktur molekul kurkumin yang dapat

membentuk toutomeri pada gugus keto-enol dapat dilihat pada Gambar 2.1,

0 O

HO g 10 10 8"0OH
Gambar 2.1 Toutomeri gugus keto enol pada kurkumin ((1E,6E)-1,7-bis (4-
hidroksi-3-metoksifenil)-1,6-heptadien -3,5-dion) berlangsung pada
gugus 1,3 diketon (Zhao et al., 2010).
Kurkumin merupakan senyawa polifenol utama yang ditemukan pada
tanaman kunyit (Curcuma longa L.). Kunyit (Curcuma longa L.) termasuk dalam
anggota dari keluarga jahe (Zingiberaceae) (Archana et al., 2010). Kurkumin

memiliki aktivitas sebagai anti-inflamasi, anti-oksidan, anti-HIV, efek

kemopreventif kanker dan anti-kanker prostat (Itokawa et al., 2008).
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Penelitian Archana dkk (2010) menyatakan bahwa kurkumin dapat
menekan angiogenesis dalam penghambatan pertumbuhan jaringan adiposa,
sehingga dapat bertindak sebagai anti-obesitas. Penelitian Bradford (2013)
mengungkapkan bahwa kurkumin dapat berinteraksi secara aktif dengan menekan
pertumbuhan jaringan adiposa. Pada  jaringan adiposa, kurkumin dapat
menginduksi ekspresi adiponektin. Adiponektin merupakan agen anti-inflamasi
utama yang disekresi oleh adiposit. Adiposit merupakan merupakan sel-sel
penyususn jaringan adiposa. Kurkumin memiliki efek penghambat diferensiasi
adiposit, meningkatkan potensi anti-obesitas, dan menurunkan efek negatif dari
obesitas. Oleh karena itu, pada penelitian ini digunakan kurkumin sebagai ligan
organik pada senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin karena struktur molekul dan
potensi anti-obesitas alami yang dimilikinya.

2.3 Senyawa Kompleks
2.3.1  Struktur molekul senyawa kompleks

Senyawa kompleks atau senyawa koordinasi merupakan senyawa yang
terdiri atas logam pusat sebagai penerima pasangan elektron bebas (PEB) dan ligan
sebagai pendonor pasangan elektron bebas (PEB). Struktur molekul senyawa
kompleks dapat diperoleh dari beberapa faktor interaksi yaitu,

1. Pertimbangan teori valence shell electron-pair repulsoin (VSEPR)
2. Jumlah elektron pada orbital d yang memberikan dampak pada bentuk geometri
struktur senyawa kompleks

3. Pengaruh sterik ligan disekitar ion logam
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4. Pengaruh bentuk kristal yang dihasilkan oleh ukuran ion dan bentuk geometri
senyawa kompleks.

Struktur senyawa kompleks dapat membentuk struktur geometri yang berbeda-beda

tergantung jumlah koordinasi logam-ligan (Miessler et al., 2014). Struktur molekul

senyawa kompleks yang dibentuk oleh jumlah koordinasi logam-ligan dapat dilihat

pada Tabel 2.1,

Tabel 2.1 Struktur molekul senyawa kompleks yang dibentuk oleh jumlah
koordinasi logam-ligan (Miessler et al., 2014)

No Jumlah Koordinasi Bentuk molekul Bentuk geometri
1 1 L e I Linier
2 2 Iy pu— Linier
L

3 3 /L\ Segi tiga
A\

L
4 ,.-"'DI\I tetrahedral
L
s
4

L———L
|\I\{ / | .

5 Segi empat planar
L/ N

6 5 by Segitiga bipiramid
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e N .
! L\\mr/j Pentagonal
YAV,
L L
"
8 5 L,._‘\ M"L Piramida segi empat
—— L
L
g .,\‘-\
/’J/ / Y oy
L-.,l ] A\ L
? }/\I ,": Oktahedral
i
10 Trigonal prismatik
6
11 Trigonal
antiprismatik
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&
M
AN
ATV
P DL
’/!/' T Pentagonal
N L\Z‘ M7 bipiramid
ﬁ\:::::- /‘J"'ny
;."' " 5::".
W
L
L
! v Capped trigonal
13 L . .
prismatik
L
L
L
14 . /\I X Capped oktahedral
g~
L
Segi empat
N i antiprismatik
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16 dodekahedral

Keterangan : L = Ligan ; M = Metal (logam)
2.3.2  Sintesis senyawa kompleks

Pada sintesis senyawa kompleks, reaksi yang terjadi secara umum adalah
reaksi subtitusi. Reaksi subtitusi terjadi pergantian ligan pada senyawa kompleks
awal untuk membentuk senyawa kompleks baru. Reaksi subtitusi terdapat tiga
macam mekanisme reaksi yaitu disosiasi, interchange, dan asosiasi. Reaksi
disosiasi terjadi mekanisme pembentukan intermediet (MLs) yang merupakan hasil
dari pelepasan ligan X pada senyawa kompleks awal (MLsX). Intermediet tersebut
menerima ligan Y untuk membentuk senyawa kompleks baru (MLsY). Mekanisme
reaksi disosiasi dapat dilihat pada Gambar 2.2,

MLsX «—— MLs;+X

MLs +Y — MLsY

Gambar 2.2 Mekanisme reaksi disosiasi pada reaksi subtitusi senyawa kompleks
(Miessler et al., 2014).

Reaksi interchange tidak terjadi mekanisme pembentukan senyawa intermediet.

Mekanisme reaksi interchange dapat dilihat pada Gambar 2.3,
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MLsX+Y —» MLsY +X

Gambar 2.3 Mekanisme reaksi interchange pada reaksi subtitusi senyawa kompleks
(Miessler et al., 2014).

Reaksi asosiasi terjadi mekanisme pembentukan intermediet (MLsXY) yang
merupakan hasil dari penggabungan ligan Y dengan senyawa kompleks awal
(MLsX). Kemudian, ligan Y akan mengusir ligan X sehingga terbentuk senyawa

kompleks baru (MLsY). Mekanisme reaksi disosiasi dapat dilihat pada Gambar 2.4,

MLsX +Y &@— MLsXY
MLsXy —— MLsY +X

Gambar 2.4 Mekanisme reaksi asosiasi pada reaksi subtitusi senyawa kompleks
(Miessler et al., 2014).

2.3.3  Karakterisasi senyawa kompleks

Karakterisasi senyawa kompleks dilakukan untuk mengetahui
karakteristik senyawa kompleks. Karakteristik senyawa kompleks dapat ditentukan
melalui beberapa analisis seperti analisis titik leleh, serapan dan panjang
gelombang, analisis gugus fungsi, ikatan logam dengan ligan, momen magnet
efektif, dan sifat kemagnetan.
2.3.3.1 Analisis titik leleh

Pada penelitian ini, analisis titik leleh dilakukan dengan menggunakkan
Fischer-John Melting Point Apparatus. Analisis titik leleh merupakan salah satu
pengujian yang relatif murah dan mudah untuk menentukan kemurnian suatu
senyawa. Pertama kristal senyawa berukuran kecil diletakkan di dalam cover slip
Fischer-John Melting Point Apparatus sedemikian rupa hingga tepat berada

dibawah daerah pemanas. Proses diamati mulai pertama kali meleleh hingga
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meleleh sempurna. Tingkat kemurnian suatu senyawa dapat ditentuakan dari
rentang kenaikan suhu yaitu sebesar 1-2 °C. Apabila kenaikan suhu yang diperoleh
lebih dari 2 °C atau kurang dari 1 °C, maka kristal senyawa yang diamati dikatakan
tidak murni. Titik leleh yang terukur pada senyawa yang akan diidentifikasi untuk
menentukan kemurnian senyawa tersebut. Pada senyawa organik, titik leleh
senyawa yang telah terisolasi dilaboratorium dapat ditentukan titik lelehnya dengan
membandingkan titik leleh yang diperoleh dari data ilmiah (Acros, Baker, Sigma-
Alderich, dan lainnya) (LeFevre, 2004).
2.3.3.2 Analisis panjang gelombang

Pada penelitian ini, analisis panjang gelombang senyawa kompleks
digunakan spektrofotometri Ultraviolet —Visible (UV-Vis). Prinsip yang digunakan
adalah spektrofotometri UV- Vis. Teknik analisis spektrofotometri UV-Vis
memiliki beberapa kelebihan antara lain analisis lebih sederhana, cepat, dan cukup
spesifik berlaku untuk jumlah kecil dari senyawa. Analisis spektrofotometri UV-
Vis dapat diperoleh analisis kuantitatif dan kualitatif. Pada analisis kuantitatif,
hukum dasar yang digunakan adalah hukum Lambert-Beer. Hukum Lambert-Beer
menyatakan bahwa absorbansi sinar berkurang secara eksponensial seiring dengan
bertambahnya konsentrasi dan ketebalan bahan. Persamaan matematis hukum
Lambert-Beer dapat dinyatakan dalam persamaan (2.1),

A=a.B.C (2.1)

Keterangan : A = Absorbansi

a = Absorbsivitas molar

B = Tebal kuvet (cm)
C = Konsentrasi
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Panjang gelombang maksismum (Amaks) yang dimiliki oleh suatu senyawa sangat
khas dan tidak dimiliki senyawa lain, sehingga dapat digunakan sebagai analisis
kualitataif (Bahera, et al., 2012).

Susunan alat spektrofometer UV-Vis yaitu suatu sumber sinar yang dapat
berupa lampu wolfram (sumber sinar tampak) dan lampu deutreum (sumber sinar
ultraviolet). Sumber sinar dipancarkan melalui monokromator yang akan
mengubah sinar polikromatis menjadi monokromatis. Sinar yang telah melewati
monokromator akan diteruskan dan diserap oleh suatu larutan dengan konsentrasi
tertentu dalam kuvet. Berkas sinar yang diserap oleh larutan akan menghasilkan
sinyal elektrik pada detektor. Sinar yang diserap sebanding dengan konsentrasi zat
yang terkandung dalam sampel, sehingga konsentrasi zat dalam sampel dapat
dikatahui (Triyati, 1985).
2.3.3.3 Analisis gugus fungsi dan ikatan logam dengan ligan

Analisis gugus fungsi dan ikatan logam-ligan senyawa kompleks dapat
dilakukan dengan menggunakan spektrofotomer Fourier Transform Infrared
(FTIR). Keuntungan analisis spektrofotometri FTIR adalah waktu analisis relatif
singkat, dapat menganalisis sampel dalam bentuk gas, cair, dan padat, dan dapat
menentukan struktur molekul senyawa hingga ikatan antar atom. Analisis
Spektrofotometri FTIR didasarkan adanya vibrasi atom akibat adanya sinar
inframerah yang mengenai molekul sampel. Pada spektrum FTIR terdapat tiga
daerah pembacaan yaitu dekat, menengah, dan jauh. Pada daerah pembacaan
menengah (4000-400 cm™) merupakan daerah yang digunakan untuk pembacaan

berbagai gugus fungsi pada senyawa organik. Daerah pembacaan jauh (13.000-
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4000 cm™") yang merupakan adanya vibrasi atom dasar seperti C-H, N-H, dan O-H.
Akan tetapi, spektrum yang dihasilkan pada daerah ini biasanya sangat lemah,
terjadi tumpang tindih, dan intensitasnya menurun, sehingga kurang diminati untuk
analisis kualitataif senyawa organik. Daerah pembacaan dekat (400 - 100 cm™)
memberikan informasi mengenai vibrasi atom dengan massa lebih besar, vibrasi
kerangka molekul, torsio molekul, dan vibrasi kisi kristal. Pada vibrasi atom dengan
massa lebih besar dapat bermanfaat dalam mengkarakterisasi senyawa yang
mengandung atom halogen, senyawa organologam, senyawa anorganik, dan
senyawa kompleks logam organik (Stuart, 2004). Hukum dasar yang mengatur
analisis spektrofotometri FTIR adalah hukum Hooke yang dinyatakan dalam

persamaan (2.2),

y==|£ 2.2)

21T\ m

Keterangan : v = Frekuensi getaran molekul
k = konstanta gaya
m = Massa molekul
2.3.3.4 Analisis momen magnet efektif dan sifat kemagnetan
Penentuan momen magnet efektif dan analisis sifat kemagnetan
menggunakan Magnetic Suscaptibility Balance (MSB). Prinsip kerja MSB adalah
adanya elektron tidak berpasangan pada obital molekul sampel yang
mengakibatkan adanya momen magnet apabila diberikan induksi magnet dari luar.
Pada MSB terdapat sepasang magnet yang dipasang mengapit tempat sampel,

sehingga antara sampel dengan salah satu magnet akan menghasilkan pembelokan

momen magnet pada sampel akibat adanya medan magnet yang tidak searah yang
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disebut fototransistor. Pada sampel terdapat tiga sifat magnetik yaitu feromagnetik,
paramagnetik, dan diamagnetik (Matthey, 2004). Perbedaan masing-masing sifat
dapat dilihat pada Tabel 2.2,

Tabel 2.2 Perbedaan sifat feromagnetik, paramagnetik, dan dimagnetik (Matthey,

2004)
No | Sifat kemagnetan Kecenderungan Contoh senyawa
1 Feromagnetik Sampel ditarik kuat oleh | Fe, Co, Ni dan
bagian medan magnet non- | beberapa logam
homogen. Perubahan dari | aloy seperti Pt/Bi,
feromagnetik menjadi | pirit
paramagnetik mengikuti
hukum temperatur Currie
2 Paramagnetik Sampel ditarik lemah oleh | Hampir  seluruh
bagian medan magnet non- | logam  transisi,
homogen. Sifat paramagnetik | unsur  golongan
pada  sampel  mengikuti | lantanida,
hukum temperatur Currie aktinida, dan
beberapa  spesi
radikal seperti O2
dan NO
3 Diamagnetik Sampel ditolak oleh bagian | Hampir  seluruh
medan magnet non-homogen. | unsur dan
Sifat  diamagnetik  pada | senyawa yang
sampel mengikuti hukum | tidak  termasuk
temperatur normal dalam  senyawa
yang bersifat
paramagnetik, dan
feromagnatik.

Kekuatan sifat magnetik suatu bahan dapat ditentukan dari besarnya momen
magnet efektif. Momen magnet efektif dipengaruhi oleh adanya elektron tidak
berpasangan pada orbital molekul (Matthey, 2004).
24 Enzim Lipase

Lipase (triasilgliserol asilhidrolase, EC 3.1.1.3) merupakan enzim yang
mengkatalis dalam reaksi hidrolisis dan sintesis ester yang terbentuk dari gliserol

dan asam lemak rantai panjang (Sherma et al., 2001). Lipase dapat ditemukan pada
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eukariot seperti jamur, ragi, tumbuhan, dan hewan, serta prokariot seperti bakteri.
Namun, sumber terkaya diperoleh dari bakteri, jamur, dan ragi (Kojima et al.,
2003). Pada sel eukariot, lipase terlibat dalam berbagai metabolisme lipid termasuk
pemecahan lemak, penyerapan, pemulihan, dan metabolisme lipoprotein (Sherma
et al., 2001). Lipase pada mamalia dibedakan menjadi tiga kelompok enzim
lipolitik yaitu lipase yang terisolasi untuk saluran pencernaan, lipase jaringan, dan
lipase susu. Jaringan mamalia dan organ yang mengandung lipase meliputi jantung,
otak, otot, pembuluh darah, ginjal, limpa, paru-paru, hati, jaringan lemak, dan
plasma (Salleh ef al., 2006). Pada tumbuhan lipase ditemukan dalam cadangan
jaringan energi (Sherma et al., 2001). Struktur enzim lipase dapat dilihat pada

Gambar 2.5,

Gambar 2.5 Struktur enzim lipase dengan ujung N pada sisi berwarna biru dan
ujung C pada sisi hijau (Voet et al., 2011).

Enzim lipase pada metabolisme lemak dihasilkan dari pankreas. Lipase
yang diperoleh dari pankreas memiliki sisi katalitik yang berperan pada hidrolisis
lemak. Sisi katalitik lipase terdiri atas tiga asam amino yang disebut triad katalitik.
Triad katalitik pada lipase terdiri atas serin (Ser153), histidin (His264) dan asam

aspartat (Asp177) (Lowe, 1997). Mekanisme katalitik lemak (triasilgliserol) pada
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triad katalitik enzim lipase dan struktur lipase pankreas saat berikatan dengan

molekul lemak dapat dilihat masing-masing pada Gambar 2.6(a) dan 2.6(b),

triad leatalitik
! Aap His
{ ~
cC—ao = P il
& M. B
o l\..",'-'::l -"EI—"'/ P i {,I'_.?
RN
A 3 1 e
!
¥}
N
1L Ry
Amp His
—= Ca®
C—0=--H—N
H
L-I&:- wwx | \] H {l'[‘;f
T
T\.-' N I"_‘_ —f
| :!‘IL
By
1L Intermedist
- tetrahadral
Asp r
{ ~ e
C—0—-2H—N 0
# —=N. , I
g f o O—C—R,
g
2] i E
H—0O

CH;—0—C—1 1
[ =—TH o
Hy—0—{— 0%
<|J =

(a)
Gambar 2.6 (a) Mekanisme katalitik lemak (triasilgliserol) pada triad katalitik

enzim lipase. (b) Struktur lipase pankreas saat berikatan dengan
molekul lemak seperti asam palmitat (Voet et al., 2011).

Enzim lipase yang diperoleh dari pankreas disebut stepsin. Hidrolisis
stepsin tidak berjalan spontan, tetapi bertingkat menghasilkan digliserida dan
monogliserida. Digliserida dihidrolisis menjadi dua molekul monogliserida.
Monogliserida dihidrolisis lebih lanjut menghasilkan gliserol dan asam lemak.

Kemampuan hidrolisis lemak oleh stepsin bekerja pada suhu optimum 3640 °C

dan pH optimum 7,5-8,5. (Sumardjo, 2006).
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2.5 Kinetika Enzim
Kinetika enzim dapat menjelaskan reaksi katalisis enzim, dimana secara

umum reaksi tersebut terdiri atas enzim (E) dan substrat (S) seperti pada persamaan

(2.3),

E+s:‘=1‘1Esi>P+E (2.3)
Reaksi katalitik enzim dapat menghasilkan produk (P), kompleks enzim-substrat
(ES) dan enzim (E).
Persamaan umum laju reaksi enzim dapat dilihat pada persamaan (2.4),

v ="l K,[Es] (2.4)

sedangkan laju reaksi pembentukan kompleks enzim-substrat (ES) dapat dilihat

pada persamaan (2.5),

d[ES]
dt

= K, [E][S] = K_4[ES] — K, [ES] (2.5)

Pada keadaan steady state, dimana laju pembentukan kompleks enzim-substrat (ES)

berada dalam keadaan stabil seperti pada persamaan (2.6),

d[ES]
dt

=0 (2.6)

Karena total enzim yang terdapat dalam reaksi enzim merupakan jumlah dari [£]
dan [ES], maka persamaan steady state dapat dilihat dari persamaan (2.7),

[E]lr=[E]+ [ES]
Ki([Elr — [ESDI[S] = (K_1 + K3)[ES]
[ESI(K_; + K; + K;[SD) = K;[E]7[S] (2.7)

Konstanta Michaelis-Menten (Kjs) dapat dinyatakan pada persamaan (2.8),

K, =
M Ky

(2.8)
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sehingga konsentrasi kompleks enzim-substrat ([ES]) dapat dinyatakan pada

persamaan (2.9),

_ [Elrls]
[ES] = s (2.9)

Laju reaksi mula-mula merupakan laju reaksi yang diukur sebelum 10% substrat
diubah menjadi produk. Laju reaksi mula-mula (Vo) dapat dinyatakan pada

persamaan (2.10),

o = \—/— = Ky = = .
V d[P] K [ES] KZ[E]T[S] 2 10
t=tg

dt Km+[S]
dimana ts merukapan waktu saat awal steady state (milidetik setelah t = 0). Laju
reaksi maksimum (Vnaus) terjadi ketika semua sisi aktif enzim telah berikatan
dengan substrat dan terdapat kelebihan konsentrasi substrat (Voet ez al., 2011). Laju
reaksi maksimum (Vais) dapat dinyatakan pada persamaan (2.11),
Vinaks = K2[E]r (2.11)

Persamaan umum Michaelis-Menten dapat dinyatakan pada persamaan (2.12),

_ Vmaks[s]
v, = s (2.12)

Persamaan linier untuk kinetika enzim dikenal juga dengan persamaan Lineweaver-

Burk yang dinyatakan pada persamaan (2.13),

1_ ( K )i+ ! (2.13)

Vo Vmaks [S] Vmaks

2.6 Inhibisi Enzim
Inhibitor merupakan senyawa kimia yang dapat menghambat aktivitas
enzim baik berupa inhibisi kompetitif, unkompetitif, dan campuran. Tipe inhibitor

antara lain,
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1. Inhibisi kompetitif

Inhibisi aktivitas enzim melalui mekanisme inhibisi kompetitif terjadi
ketika substrat (S) dan inhibitor (/) bersaing untuk dapat mengikat sisi aktif enzim.
Hal ini disebabkan karena bentuk inhibitor menyerupai substrat. Kompleks E7 yang
terbentuk tidak dapat melakukan reaksi katalitik dan tidak dapat membentuk
produk. Akibatnya, terjadi penurunan jumlah enzim yang berikatan dengan substrat
dan jumlah produk yang terbentuk dari hasil reaksi enzim dengan substrat (Voet et

al., 2011). Mekanisme inhibisi kompetitif dapat dilihat pada Gambar 2.7,

K
E+5——ES X p+E Keterangaa
. . e
S = Subetrat
i ES = Komplels enzim-substrat
X M P =Produk
I

El + S — tidak ada reaksi

Gambar 2.7 Mekanisme inhibitor kompetitif dalam menginhibisi aktivitas enzim
(Voet et al., 2011).

Pada mekanisme tersebut terdapat nilai konstanta kesetimbangan K; yang dapat

dinyatakan pada persamaan (2.14),

(2.14)

Konsentrasi enzim yang terdapat pada mekanisme inhibisi kompetitif merupakan
konsentrasi total enzim ([E]r). Konsentrasi total enzim dapat dinyatakan pada
persamaan (2.15),

[E]lr=[E] + [ES] + [E]] (2.15)
Konstanta Michaelis-Menten (Kyr) dapat dinyatakan pada persamaan (2.16),

_ [El+is]
Ky =" (2.16)
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sehingga, konsentrasi [E/], [ES] dan [E]r dapat dinyatakan pada persamaan (2.17),

(2.7), dan (2.8),

[£1+11] _ KmlESIL1]

[N == = b (2.17)
ES| = —/— 55— 2.18
[ES] KM(1+Ki1)+ [S] (2.18)
K 1
[E]; = [ES] {#(1 + K—l) + 1 (2.19)
Laju reaksi mula-mula (Vo) dapat dinyatakan pada persamaan (2.20),
= _ _ KalFlrlS]
Laju reaksi maksimum (Vmaks) dapat dinyatakan pada persamaan (2.21),
y, = Ymaksl5] 2.21)

aKy+ [S]
1
Karena, Vi qxs = K3[E]r dana = (1 + —)
Ky
Penentuan tipe inhibisi kompetitif dapat dilakukan dengan menentukan aktivitas
enzim terkadap variasi konsentrasi substrat (Voet et al., 2011). Hubungan aktivitas
enzim terhadap variasi konsentrasi substrat dapat dilihat dari kurva Michaelis-

Menten dan Lineweaver-Burk pada Gambar 2.9,

1/v,
penambatfun inhibior Ja=4 /

N i1
s penambahan inhibitor /,// 4
o= 1(!.mpa inhibilpﬂ 1 /.f a=2
- Bk /
E a=2 /

2z — - J
= / a=1

a=4
e {tanpa inhibitor)
1/ Vimalks [£ Kemiringan = aKyl \'ma.ks
i |
a=1+ A 31}
1 - - // // a=1+ A_']
] | z
0 Ky 2K, 3K, 4Ky 5Ky 0
[si -1/ aKy 1/18]

Gambar 2.8 Kurva Michaelis-Menten dan Lineweaver-Burk pada inhibisi
kompetitif (Voet et al., 2011).

Persamaan Lineweaver-Burk pada inhibisi kompetitif dapat dinyatakan pada

persamaan (2.22),
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1_ (aKM)i+ ! (2.22)

Vo Vmaks [5] Vmaks

Pada persamaan tersebut terdapat kemiringan / slope adalah aKj;/Vyaks dan
intercept adalah 1/[S] untuk — 1/K,, dan 1/V, untuk 1/V,,,xs (Voet et al., 2011).
2. Inhibisi unkompetitif

Inhibisi unkompetitif pada enzim terjadi apabila inhibitor (/) mengikat
kompleks enzim dan substrat (ES). Kompleks ESI yang terbentuk tidak dapat
membentuk produk (P) (Voet et al., 2011). Mekanisme inhibisi unkompetitif dapat

dilihat pada Gambar 2.9,

f
E:Se=ES X, p+E

¥, Keterangan :
+ E =Enzim
1 S =Substrat
P =Produk
¢ ]l ES =Kompleks enzim-substrat

ES] —» tidak ada reakst ESI = Komplelcs enzim-substrat-inhibitor

Gambar 2.9 Mekanisme inhibitor unkompetitif dalam menginhibisi aktivitas enzim
(Voetetal., 2011).

Pada mekanisme tersebut terdapat nilai konstanta kesetimbangan K, yang dapat

dinyatakan pada persamaan (2.23),

, _ [EsI
K =" (2.23)

Persamaan Michaelis-Menten pada inhibisi unkompetitif dapat dinyatakan pada

persamaan (2.24),

_ Vmaks[s]
O Ky+al[s] (2.24)

dimana,a’ =1 + @
K
1

Penentuan tipe inhibisi unkompetitif dapat dilakukan dengan menentukan aktivitas

enzim terkadap variasi konsentrasi substrat. Hubungan aktivitas enzim terkadap
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variasi konsentrasi substrat dapat dilihat dari kurva Michaelis-Menten dan

Lineweaver-Burk pada Gambar 2.10,.

/v,
penambahan inhibitor
(1l

= a'=15 _
\\ |~ _~a@=1(tanpa inhibitor)
AR e R \ Kemiringan = K,/ ,
T et 23]

> > 3 a =1+

- - Y I
0

-’ [ Ky 1/[S]

Gambar 2.10 Kurva Lineweaver-Burk pada inhibisi unkompetitif (Voet et al.,
2011).

Persamaan Lineweaver-Burk pada inhibisi unkompetitif dapat dinyatakan pada

persamaan (2.25),
1 _ Ku Y1 a
Vo (Vmaks) [s] + Vimaks (2.25)

Pada persamaan tersebut terdapat kemiringan / slope adalah aKp;/Vyqs dan
intercept adalah 1/[S] untuk —a'/Ky dan 1/V,untuk a'/Vyaes (Voet, et al.,
2011).
3. Inhibisi campuran

Inhibisi campuran terjadi apabila inhibitor (/) mengikat sisi aktif pada enzim
(E) maupun pada kompleks enzim dan subtrat (ES) (Voet et al., 2011). Mekanisme

inhibisi campuran dapat dilihat pada Gambar 2.11,
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E+Se=ES 2 p+E Keterangan :
k E =Enzim
+ + S =Substrat
i I P =Produk
ES =Komplels enzim-substrat
K, “l K1 ]l FI =Komplels enzim-inhibitor
El ESI —> tidak ada reaksi ESI = Komplelcs enzim-sobetrat-inhibitor

Gambar 2.11 Mekanisme inhibitor campuran dalam menginhibisi aktivitas enzim
(Voet et al., 2011).

Pada mekanisme tersebut terdapat nilai konstanta kesetimbangan K{ dan yang dapat

dinyatakan pada persamaan (2.26),

r _ [ESI[] _ [E]+[1]
K| = Esi] dan K; = 1] (2.26)

Persamaan Michaelis-Menten pada inhibisi campuran dapat dinyatakan pada
persamaan (2.27),

V. = _Vmaks[S]_ (2.27)

aKy+ a'[S]

dimana,a’ =1 + @ dana = (1 +L)
K! K,

Penentuan tipe inhibisi campuran dapat dilakukan dengan menentukan aktivitas
enzim terkadap variasi konsentrasi substrat. Hubungan aktivitas enzim terhadap
variasi konsentrasi substrat dapat dilihat dari kurva Michaelis-Menten dan

Lineweaver-Burk pada Gambar 2.12,
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1-¢° . e-a’
[(a-i}Ky (-1

4 1/18]
Gambar 2.12 Kurva Lineweaver-Burk pada inhibisi campuran (Voet ef al., 2011).
Persamaan Lineweaver-Burk pada inhibisi campuran dapat dinyatakan pada

persamaan (2.28),

1_ (aK_M) 1, 2 (2.28)

Vo Vmaks [S] Vmaks

Pada persamaan tersebut terdapat kemiringan / slope adalah aKy;/Vyaks dan
intercept adalah 1/[S] untuk —a'/aK),, dan 1/Vyuntuk a'/Vyaes (Voet et al.,
2011). Pada setiap inhibitor terdapat nilai konstanta Michaelis-Menten (Ky) dan
laju reaksi maksimum (Vuas) yang sangat khas dan nilainya berbeda dengan

inhibitor lain.
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BAB III

METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan waktu Penelitian
3.1.1 Tempat penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kimia Anorganik dan Analitik,
Laboratorium Organik dan Biokimia, Universitas Airlangga, Surabaya. Analisis
spektrofotometri FTIR dilakukan di Departemen Material dan Metalurgi, Fakultas
Teknik Industri, Institut Teknologi Sepuluh November, Surabaya.
3.1.2  Waktu penelitian

Waktu penelitian dilaksanakan pada bulan Januari sampai bulan Juni 2016.
3.2 Bahan dan Alat Penelitian
3.2.1 Bahan penelitian

Bahan yang digunakan pada sintesis senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin
berkualias p.a antara lain senyawa kurkumin hidrat ((1E,6E)-1,7-bis(4-hidroksi-3-
metoksifenil) -1,6-heptadien-3,5-dion) (Merck), tembaga(Il) asetat hidrat
(CuC,HsOs) (Merck), etanol (CoHsOH), dan akuades.

Bahan yang digunakan pada karakterisasi senyawa kompleks Cu(Il)-
kurkumin antara lain dimetil sulfoksida (C:HeO4S), dan KBr anhidrat.

Bahan yang digunakan pada ekstraksi enzim lipase pankreas antara lain
pankreas sapi, sukrosa p.a., natrium dihidrogenfosfat (NaH>PO4) p.a. (Sigma

Aldrich), natrium hidrogenfosfat (Na;HPO4) p.a. (Sigma Aldrich), dan akuades .

28
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Bahan yang digunakan pada uji penghambatan aktivitas enzim lipase
antara lain ekstrak enzim lipase pankreas sapi, substrat para-nitrofenilpalmitat (p-
NPP) p.a (Sigma Aldrich), serbuk para-nitrofenol (p-NP) p.a (Sigma Aldrich),
isopropanol, dimetil sulfoksida (C2HsO4S), aseton (CH3COCHj;) p.a., etanol
(C2Hs50H) p.a., dan akuades.
3.2.2  Alat penelitian

Alat yang digunakan pada sintesis senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin
antara lain neraca analitik, kertas saring, sentrifuge, magnetic stirrer, hot plate, kaca
arloji, termometer, corong buchner, aluminium foil, seperangkat alat refluks dan
peralatan gelas yang biasa digunakan di laboratorium Kimia.

Karakterisasi senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin menggunakan Fischer-
John Melting Point Apparatus, spektrofotometer Shimadzu Ultraviolet —Visible
(UV-Vis) 1800, spektrofotometer Jasco FTIR 5300, dan Magnetic Susceptibility
Balance (MSB).

Alat yang digunakan pada ekstraksi enzim lipase antara lain neraca
analitik, blender, sentrifuge, gelas beaker, dan kain.

Uji penghambatan aktivitas enzim lipase antara lain menggunakan tabung
eppendorf, waterbath, hotplate, mikropipet ukuran 1-1000 pL, dan peralatan gelas

yang biasa digunakan di laboratorium Kimia.
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33 Diagram Alir Penelitian

Sintesis senyawa kompleks

Ekstraksi enzim lipase
Cu(II)-kurkumin

pankreas

: !

(Karakerisasi senyawa kompleks Cu(II)-\ (Uji senyawa sompleks\

kurkumin menggunakan : Cu(II)-kurkumin

terhadap aktivitas
enzim lipase

Fischer-John Melting Point Apparatus
Spektrofotometer UV-Vis
Spektrofotometer FTIR

Magnetic Susceptibility Balance (MSB)j k )

l‘ Data pengamatan \l

3.4 Prosedur Penelitian

Ny

3.4.1 Sintesis senyawa kompleks Cu(II)-kurkumin

Pada sintesis Cu(Il)-kurkumin digunakan metode perbandingan mol
logam : ligan sebesar 1 : 2 (Zhao et al., 2010). Padatan kurkumin hidrat sebesar
0,7360 gram (2 mmol) dilarutkan dengan etanol p.a hingga tepat larut. Logam
tembaga(Il) asetat hidrat sebesar 0,1995 gram (1 mmol) dilarutkan dengan etanol
p.-a hingga tepat larut. Kemudian kedua larutan dicampurkan dan direfluks selama
2 jam pada suhu 60 °C. Produk yang telah diperoleh disaring dengan memakai

corong buchner dan dicuci dengan campuran etanol dan akuades dingin untuk
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menghilangkan sisa logam Cu(Il) dan ligan kurkumin. Powder yang terbentuk
dikeringkan dalam desikator selama semalam.
3.4.2 Karakterisasi senyawa kompleks Cu(II)-kurkumin
3.4.2.1 Penentuan titik leleh

Senyawa kompleks hasil sintesis Cu(Il)-kurkumin ditentukan titik
lelehnya dengan menggunakan Fischer-John Melting Point Apparatus. Hal ini
bertujuan untuk menentukan adanya senyawa kompleks yang telah terbentuk,
dimana senyawa kompleks memiliki titik leleh yang berbeda dengan logam dan
ligannya. Uji titik leleh juga dapat digunakan untuk mengamati kemurnian senyawa
yang telah disintesis. Senyawa dianggap murni jika jarak titik leleh senyawa hasil
sintesis dari mulai leleh hingga meleleh seluruhnya maksimal 2 °C.
3.4.2.2 Penetuan panjang gelombang maksimum

Karakterisasi senyawa kompleks hasil sintesis Cu(Il)-kurkumin ditentukan

panjang gelombang maksimumnya dengan menggunakan spektrofotometer UV-
Vis. Senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin sebanyak 0,0040 gram (107 M)
dilarutkan dengan 5 mL dimetil sulfoksida. Larutan induk kompleks Cu(Il)-
kurkumin diambil 0,05 mL dengan mikropipet dan ditambahkan dimetil sulfoksida
hingga 5 mL (10° M). Kemudian diukur panjang gelombang maksimum (Amaks)
pada rentang panjang gelombang 200-900 nm (Refat, 2013).
3.4.2.3 Analisis gugus fungsi dan ikatan logam dengan ligan

Analisis gugus fungsi dan ikatan logam dengan ligan ini dilakukan dengan
menggunakan spektrofotometer FTIR. Senyawa hasil sintesis sebanyak 2 mg

digerus dengan 10 mg KBr anhidrat dalam keadaan bebas air. Kemudian campuran

SKRIPSI SINTESIS DAN KARAKTERISASI... ACHMAD D. H.



ADLN - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA
32

dimasukkan kedalam Press Holder, divakumkan dan ditekan beberapa saat hingga
terbentuk pellet. Pellet tersebut diukur vibrasi molekulnya pada bilangan
gelombang 4000-400 cm™ (Zhao et al., 2010).

3.4.2.4 Penentuan momen magnet efektif (perr)

Pada penentuan momen magnet efektif (perr) dilakukan dengan
menggunakan Magnetic Susceptibility Balance (MSB). Pengukuran ini dilakukan
pada suhu kamar (T) 303 K. Setelah itu, alat dihidupkan dan dibiarkan selama 10
menit. Alat dikondisikan sedemikian rupa, sehingga penunjuk R menampilkan nilai
0. Tabung MSB kosong ditimbang dan dinyatakan sebagai m, (gram). Kemudian
tabung tersebut dimasukkan kedalam sel uji dan harga pada penunjuk R dinyatakan
sebagai R,. Selanjutnya tabung MSB diisi sampel hingga ketinggian diatas 2 cm
dan ditimbang kembali, beratnya dinyatakan sebagai m; (gram). Ketinggian sampel
dalam tabung ditentukan sebagai / (cm). Tabung berisi sampel dimasukkan kedalam
alat MSB dan harga pembacaannya dicatat sebagai R; (Mubaroh, 2008).

Nilai suseptibilitas massa () dihitung berdasarkan data hasil pengukuran.
Nilai suseptibilitas massa () ditentukan berdasarkan persamaan (3.1),

_Crarxlx (R1—Ryp)
102 x (my—my)

(3.1)

Crat merupakan konstanta kalibrasi sebesar 3,39.
Nilai suseptibilitas molar (ym) ditentukan dari hasil perhitungan nilai
suseptibilitas massa (yg). Nilai suseptibilitas molar (ym) dapat diperoleh melalui

persamaan (3.2),

Ym = g x Mrcu(in-kurkumin (3.2)
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Nilai momen magnet efektif (Uesr) ditentukan dari hasil perhitungan nilai
suseptibilitas molar (ym). Nilai momen magnet efektif (perr) ditentukan dari

persamaan (3.3),

et (BM) =2,83 /[(Xm - A) X T ] (3.3)

Keterangan :
Uetr = Nilai momen magnet efektif (BM)
¥m = Nilai suseptibilitas molar

A = Faktor koreksi

T = Suhu pengukuran (303 K)
3.4.3 Pembuatan larutan buffer fosfat
3.4.3.1 Pembuatan larutan buffer fosfat pH 6,0

Padatan NaH>POg hidrat sebanyak 3,12 gram dilarutkan dengan akuades
dalam gelas beker 100 mL. Larutan NaH>PO,4 dipindahkan kedalam labu ukur 100
mL dan diencerkan hingga tanda batas, sehingga diperoleh larutan NaH;POs4
dengan konsentrasi 0,2 M. Sebanyak 3,56 gram Na,HPOj4 hidrat dilarutkan dengan
akuades dalam gelas beker 100 mL. Larutan Na,HPO4 dipindahkan kedalam labu
ukur 100 mL dan diencerkan hingga tanda batas, sehingga diperoleh larutan
Na,HPOj4 dengan konsentrasi 0,2 M. Kemudian, sebanyak 6 mL NaH>PO4 0,2 M
diambil dan ditambahkan 94 mL Na,HPO4 0,2 M dalam labu ukur 100 mL.
3.4.3.2 Pembuatan larutan buffer fosfat pH 7,0

Padatan NaH,POj4 hidrat sebanyak 3,12 gram dilarutkan dengan akuades
dalam gelas beker 100 mL. Larutan NaH,PO4 dipindahkan kedalam labu ukur 100
mL dan diencerkan hingga tanda batas, sehingga diperoleh larutan NaH>PO4

dengan konsentrasi 0,2 M. Sebanyak 3,56 gram NaoHPO4 hidrat dilarutkan dengan

akuades dalam gelas beker 100 mL. Larutan NaoHPO4 dipindahkan kedalam labu
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ukur 100 mL dan diencerkan hingga tanda batas, sehingga diperoleh larutan
NaHPO4 dengan konsentrasi 0,2 M. Kemudian, sebanyak 38 mL NaH>PO4 0,2 M
diambil dan ditambahkan 62 mL Na,HPO4 0,2 M dalam labu ukur 100 mL.
3.4.3.3 Pembuatan larutan buffer fosfat pH 8,0

Padatan NaH>POg hidrat sebanyak 3,12 gram dilarutkan dengan akuades
dalam gelas beker 100 mL. Larutan NaH>PO,4 dipindahkan kedalam labu ukur 100
mL dan diencerkan hingga tanda batas, sehingga diperoleh larutan NaH>PO4
dengan konsentrasi 0,2 M. Sebanyak 3,56 gram Na;HPOy hidrat dilarutkan dengan
akuades dalam gelas beker 100 mL. Larutan Na,HPO4 dipindahkan kedalam labu
ukur 100 mL dan diencerkan hingga tanda batas, sehingga diperoleh larutan
Na,HPOj4 dengan konsentrasi 0,2 M. Kemudian, sebanyak 86 mL NaH>PO4 0,2 M
diambil dan ditambahkan 14 mL Na,HPO4 0,2 M dalam labu ukur 100 m.

3.4.4  Ekstraksi enzim lipase pankreas
3.4.4.1 Ekstraksi enzim lipase pankreas

Pankreas sapi yang telah dipisahkan jaringan lemak dicuci bersih dan
dipotong kubus 0,635 cm. Setelah itu, pankreas ditambahkan sukrosa dingin (4 °C)
0,01 M dan disimpan pada suhu -20 °C. Ekstraksi dan pemurnian enzim dilakukan
pada suhu dingin.

Pada ekstraksi lipase pankreas kasar, pankreas sebesar 500 gram
ditambahkan dengan 1000 mL sukrosa dingin (4 °C) 0,01 M selama 90 detik dalam
pada suhu 2 °C. Pankreas kemudian diblender selama 5 menit. Ekstrak disaring
melalui beberapa lapisan kain tipis untuk menghilangkan sisa jaringan lemak.

Larutan campuran yang telah bersih diambil 15 mL dan disentrifugasi 4500 rpm
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pada suhu -4 °C selama 30 menit sebanyak 3 kali pengulangan. Larutan pada lapisan
tengah diambil dari tabung sentrifuge tanpa mengikutsertakan lapisan lemak pada
bagian atas dan endapan pada lapisan bawah. Hasil ekstraksi tersebut merupakan
ekstrak lipase pankreas (Shahani et al., 1975).
3.4.4.2 Penentuan suhu dan pH optimum ekstrak lipase pankreas

Volume reaksi pada uji aktivitas ekstrak lipase pankreas adalah sebesar
1000 pL dalam tabung Eppendorf . Ekstrak lipase pankreas sebanyak 100 pL
dimasukkan ke dalam tabung Eppendorf yang telah diisi 25 pL larutan p-NPP
20000 pM dan ditambahkan larutan buffer fosfat sebanyak 875 pL. Kemudian,
larutan campuran diinkubasi dalam penangas air selama 20 menit dengan variasi
suhu sebesar 27 °C, 37 °C, dan 47 °C, dan pH buffer fosfat sebesar 6, 7, dan 8.

Masing-masing larutan campuran ditambahkan larutan aseton : etanol
dingin sebanyak 350 pL bertujuan untuk menghentikan reaksi yang terjadi.
Selanjutnya, larutan tersebut diukur nilai absorbansinya dengan spektrofotometer
UV-Vis pada panjang gelombang maksimum (Amaks) 410 nm (Kanwar et al., 2005).
Perlakuan ini dilakukan secara duplo. Sebagai larutan kontrol digunakan ekstrak
lipase pankreas yang telah diinaktifkan dengan perlakuan yang sama. Inaktifasi
ekstrak lipase pankreas dilakukan dengan menambahkan larutan aseton : etanol
dingin pada ekstrak lipase pankreas sebelum penambahan larutan p-NPP. Nilai
absorbansi yang ditentukan merupakan pengurangan dari nilai absorbansi rata-rata
dengan nilai absorbansi kontrol (Kanwar et al., 2005). Nilai aktivitas tertinggi

merupakan nilai aktivitas pada suhu dan pH optimum ekstrak lipase pankreas.
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Berdasarkan data yang diperoleh dilakukan analisis perhitungan
menggunakan persamaan (3.4) dan (3.5),
Selisih serapan (absorbansi) = serapan rata-rata — serapan kontrol (3.4)

= (A(rata-rata) - A(kontrol))

[p—NP] x 1000

Aktivitas lipase (U/mL) = tx 100

(3.5)

Keterangan :

[p-NP] : Konsentrasi p-nitrofenol (uM)

t : waktu inkubasi (20 menit) (menit)
3.4.5 Pembuatan kurva standard p-NP
3.4.5.1 Pembuatan larutan induk p-NP 20000 pM

Padatan p-NP Sebanyak 0,0278 gram dilarutkan dengan larutan buffer
fosfat dalam gelas beker 10 mL. Selanjutnya dipindahkan ke labu ukur 10 mL dan
ditambahkan larutan buffer fosfat hingga tanda batas.
3.4.5.2 Pembuatan larutan kerja p-NP

Larutan kerja p-NP dibuat sesuai dengan perbandingan volume larutan
induk p-NP 20 mM dan buffer fosfat pada Tabel 3.4. Pembuatan larutan kerja p-NP
dilakukan melalui pengenceran larutan induk p-NP dengan larutan buffer fosfat

pada labu ukur 10 mL. Perbandingan volume larutan induk p-NP dan buffer fosfat

dilakukan seperti pada Tabel 3.1.

SKRIPSI SINTESIS DAN KARAKTERISASI... ACHMAD D. H.



ADLN - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA
37

Tabel 3.1 Perbandingan volume larutan induk p-NP dan buffer fosfat

No Larutan kerja p-NP | Larutan induk p-NP Larutan buffer
(LM) (mL) fosfat (mL)
1 200 0,1 9,9
2 400 0,2 9,8
3 600 0,3 9,7
4 800 0,4 9,6
5 1000 0,5 9,5

3.4.5.3 Penentuan kurva standart p-NP

Masing-masing larutan kerja p-NP diukur nilai absorbansinya
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang maksimum
(Amaks) 410 nm (Kanwar et al., 2005). Pengukuran tersebut menghasilkan kurva
standar larutan p-NP dan persamaan regresi linear.
3.4.6  Uji inhibisi senyawa kompleks Cu(II)-kurkumin

Uji inhibisi ini bertujuan untuk menguji pengaruh senyawa kompleks
Cu(Il)-kurkumin terhadap aktivitas ekstrak lipase pankreas. Pada pengujian ini
menggunakan variabel pembanding untuk membandingkan aktivitas enzim yang
terjadi saat tanpa adanya senyawa kompleks Cu(II)-kurkumin dan dengan adanya
senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin. Masing-masing sampel akan ditentukan
keefektifannya terhadap aktivitas ekstrak lipase pankreas.
3.4.6.1 Pembuatan larutan p-NPP 20000 pM

Serbuk p-NPP ditimbang sebanyak 0,0075 gram dan dilarutkan dengan
isopropil alkohol sebanyak 1000 pL dalam tabung Eppendorf.
3.4.6.2 Pembuatan larutan campuran aseton : etanol (1 : 1)

Larutan aseton p.a. sebanyak 20 mL diambil dan ditambahkan larutan
etanol p.a. sebanyak 20 mL. Kemudian, campuran aseton : etanol (1 : 1) sebanyak

40 mL dipindahkan ke dalam botol kaca dan disimpan dalam suhu -20 °C. Larutan
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campuran aseton : etanol (1 : 1) digunakan untuk menghentikan reaksi enzimatis
yang berlangsung (Kanwar et al., 2005).
3.4.6.3 Uji aktivitas ekstrak lipase pankreas

Volume reaksi pada uji aktivitas ekstrak lipase pankreas adalah sebesar
1000 pL dalam tabung Eppendorf . Ekstrak lipase pankreas sebanyak 100 pL
dimasukkan ke dalam tabung Eppendorf yang telah diisi larutan buffer fosfat
sebanyak 875 pL dan ditambahkan 25 pL larutan p-NPP 20000 pM. Kemudian,
Larutan campuran diinkubasi dalam penangas air pada pH dan suhu optimum
selama 20 menit. Campuran reagen yang digunakan pada uji aktivitas ini dapat
dilihat pada Tabel 3.2.

Tabel 3.2 Campuran reagen pada uji aktivitas ekstrak lipase pankreas

No Ekstrak lipase Larutan p-NPP Larutan buffer
pankreas (uL) uM uL fosfat (uL)
1 100 20000 25 875

Larutan campuran ditambahkan larutan aseton : etanol dingin sebanyak 350 pL
bertujuan untuk menghentikan reaksi yang terjadi. Selanjutnya, larutan tersebut
diukur nilai absorbansinya dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang maksimum (Amaks) 410 nm (Kanwar et al., 2005). Perlakuan ini
dilakukan secara duplo. Sebagai larutan kontrol digunakan ekstrak lipase pankreas
yang telah diinaktifkan dengan perlakuan yang sama. Inaktifasi enzim lipase
dilakukan dengan menambahkan larutan aseton : etanol dingin pada ekstrak lipase
pankreas sebelum penambahan larutan p-NPP. Nilai absorbansi yang ditentukan
merupakan pengurangan dari nilai absorbansi rata-rata dengan nilai absorbansi

kontrol (Kanwar et al., 2005).
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Berdasarkan data yang diperoleh dilakukan analisis perhitungan
menggunakan persamaan (3.6) dan (3.7),
Selisih serapan (absorbansi) = serapan rata-rata — serapan kontrol (3.6)

= (A(rata-rata) - A(kontrol))

[p—NP] x 1000

Alktivitas lipase (U/mL) = ————"—

(3.7)

Keterangan :
[p-NP] : Konsentrasi p-nitrofenol (uM)
t : waktu inkubasi (20 menit) (menit)
Pengertian 1 Unit (U) aktivitas enzim lipase (aktivitas lipolitik) merupakan
banyaknya enzim yang menghasilkan 1 uM p-NP (para-nitrofenol) per menit.
Data yang diperoleh pada pengujian aktivitas enzim lipase ini adalah,
a. Nilai absorbansi larutan uji yang menunjukkan terbentuknya p-
nitrofenol (para-nitrofenol)
b. Aktivitas enzim lipase yang dinyatakan sebagai Unit (U) per mL
(U/mL).
3.4.6.4 Pembuatan larutan induk inhibitor enzim lipase 1000 pg/mL
Inhibitor enzim lipase terdiri atas logam Cu(Il) dari tembaga(Il) asetat
hidrat, ligan kurkumin, dan senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin. Tembaga(Il)
asetat hidrat sebanyak 0,001 gram dan dilarutkan dengan akuades sebanyak 1000
pL dalam tabung Eppendorf. Kurkumin dan Cu(Il)-kurkumin masing-masing

ditimbang sebanyak 0,001 gram dan dilarutkan dengan dimetil sulfoksida. sebanyak

1000 puL dalam tabung Eppendorf.
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3.4.6.5 Uji inhibisi senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin terhadap aktivitas

ekstrak lipase pankreas

Volume reaksi pada uji aktivitas ekstrak lipase pankreas adalah sebesar
1000 pL dalam tabung Eppendorf . Tiga tabung Eppendorf disiapkan, kemudian
masing-masing diisi dengan ekstrak lipase pankreas sebanyak 100 pL. Setelah itu,
pada masing-masing tabung ditambahkan larutan kompleks Cu(Il)-kurkumin
dengan konsentrasi 50, 100, dan 200 pg/mL. Masing-masing larutan tersebut
didiamkan selama 5 menit agar enzim dapat bereaksi dengan senyawa kompleks
Cu(Il)-kurkumin yang bertindak sebagai inhibitor. Larutan p-NPP 20000 pM
sebanyak 25 pL ditambahkan pada masing-masing tabung. Penambahan larutan
buffer fosfat dilakukan sesuai dengan Tabel 3.3.

Tabel 3.3 Campuran reagen pada uji inhibisi senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin
terhadap aktivitas ekstrak lipase pankreas

Ekstrak lipase Larutan p- Larutan CQ(H)' Larutan
No pankreas (L) NPP (uL) kurkumin buffer fosfat
(ug/mL) (uL) (uL)
2 100 25 100 100 775
3 100 25 200 200 675

Setelah itu, masing-masing tabung diinkubasi dalam penangas air pada pH dan suhu
optimum selama 20 menit. Setelah inkubasi selesai, masing-masing tabung
ditambahkan larutan campuran aseton : etanol dingin sebanyak 350 pL bertujuan
untuk menghentikan reaksi yang terjadi. Lalu, masing-masing larutan diukur nilai
absorbansinya dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang maksimum (Amaks) 410 nm (Kanwar et al., 2005). Perlakuan ini
dilakukan secara duplo. Sebagai larutan kontrol digunakan ekstrak lipase pankreas

yang telah diinaktifkan dengan perlakuan yang sama. Inaktifasi enzim lipase
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dilakukan dengan menambahkan larutan aseton : etanol dingin pada ekstrak lipase
pankreas sebelum penambahan larutan p-NPP. Nilai absorbansi yang ditentukan
merupakan pengurangan dari nilai absorbansi rata-rata dengan nilai absorbansi
kontrol (Kanwar et al., 2005).

Berdasarkan data yang diperoleh dilakukan analisis perhitungan
menggunakan persamaan (3.8), (3.9), dan (3.10),

Selisih serapan (absorbansi) = serapan rata-rata — serapan kontrol (3.8)

= (A(rata-rata) - A(kontrol))

[p—NP] x 1000

Aktivitas lipase (U/mL) = tx 100

(3.9)

Keterangan :
[p-NP] : Konsentrasi p-nitrofenol (uM)
t : waktu inkubasi (20 menit) (menit)

Pengertian 1 Unit (U) aktivitas enzim lipase (aktivitas lipolitik) merupakan

banyaknya enzim yang menghasilkan 1 uM p-NP (para-nitrofenol) per menit.

aktivitas (E+S)—aktivitas (E+S+I)
aktivitas (E+S)

Presentase inhibisi (%) = x 100% (3.10)

Keterangan :
(E+S)  :tanpa penambahan inhibitor
(E+S+I) :dengan penambahan inhibitor

Pada uji inhibisi senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin dilakukan uji

inhibisi logam Cu(II) dan ligan kurkumin sebagai kontrol.
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3.4.7 Penentuan tipe inhibisi senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin
3.4.7.1 Uji aktivitas substrat p-NPP tanpa adanya inhibitor senyawa
kompleks Cu(Il)-kurkumin
Volume reaksi pada uji aktivitas ekstrak lipase pankreas adalah sebesar
1000 puL dalam tabung Eppendorf. Lima tabung Eppendorf disiapkan kemudian
masing-masing diisi dengan ekstrak lipase pankreas sebanyak 100 pL. Penambahan
larutan p-NPP dan buffer fosfat dilakukan sesuai dengan Tabel 3.4.

Tabel 3.4 Penambahan larutan p-NPP dan buffer fosfat pada uji aktivitas ekstrak
lipase pankreas tanpa adanya inhibitor senyawa kompleks Cu(Il)-

kurkumin
No Ekstrak lipase Larutan p-NPP | Larutan buffer fosfat

pankreas (WL) | (uM) | (uL) (uL)
1 100 100 5 895
2 100 200 10 890
3 100 300 15 885
4 100 400 20 880
5 100 500 25 875
6 100 600 30 870

Setelah itu, masing-masing tabung diinkubasi dalam penangas air pada pH dan suhu
optimum selama 20 menit. Setelah inkubasi selesai, masing-masing tabung
ditambahkan larutan campuran aseton : etanol dingin sebanyak 350 pL bertujuan
untuk menghentikan reaksi yang terjadi. Lalu, masing-masing larutan diukur nilai
absorbansinya dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang maksimum (Amaks) 410 nm (Kanwar et al., 2005). Perlakuan ini
dilakukan secara duplo. Sebagai larutan kontrol digunakan ekstrak lipase pankreas
yang telah diinaktitkan dengan perlakuan yang sama. Inaktifasi ekstrak lipase
pankreas dilakukan dengan menambahkan larutan aseton : etanol dingin pada

ekstrak lipase pankreas sebelum penambahan larutan p-NPP. Nilai absorbansi yang
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ditentukan merupakan pengurangan dari nilai absorbansi rata-rata dengan nilai
absorbansi kontrol (Kanwar et al., 2005).

Berdasarkan data yang diperoleh dilakukan analisis perhitungan
menggunakan persamaan (3.11) dan (3.12),

Selisih serapan (absorbansi) = serapan rata-rata — serapan kontrol (3.11)

= (A(rata-rata) - A(kontrol))

—NP
Laju reaksi awal (uM/menit) = [pt_] (3.12)

Keterangan :

[p-NP] : Konsentrasi p-nitrofenol (uM)

t : waktu inkubasi (20 menit) (menit)
3.4.7.2 Uji aktivitas substrat p-NPP dengan adanya inhibitor senyawa

kompleks Cu(II)-kurkumin

Volume reaksi pada uji aktivitas ekstrak lipase pankreas adalah sebesar
1000 pL dalam tabung Eppendorf. Lima tabung Eppendorf disiapkan kemudian
masing-masing diisi dengan ekstrak lipase pankreas sebanyak 100 pL. Setelah itu,
pada masing-masing tabung ditambahkan 50 pL larutan senyawa kompleks Cu(II)-
kurkumin 50 pg/mL. Masing-masing larutan tersebut didiamkan selama 5 menit
agar enzim dapat bereaksi dengan senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin sebagai

inhibitor. Penambahan larutan p-NPP dan buffer fosfat dilakukan sesuai dengan

Tabel 3.5.
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Tabel 3.5 Penambahan larutan p-NPP dan buffer fosfat pada uji aktivitas ekstrak
lipase pankreas dengan adanya inhibitor senyawa kompleks Cu(Il)-

kurkumin
Ekstrak lipase Larutan Larutan Cu(Il)- | Larutan buffer
No pankreas (uL) p-NPP kurkumin (puL) fosfat (uL)
(uM) | (uL)
1 100 100 5 50 845
2 100 200 10 50 840
3 100 300 15 50 835
4 100 400 20 50 830
5 100 500 25 50 825
6 100 600 30 50 820

Setelah itu, masing-masing tabung diinkubasi dalam penangas air pada pH dan suhu
optimum selama 20 menit. Setelah inkubasi selesai, masing-masing tabung
ditambahkan larutan campuran aseton : etanol dingin sebanyak 350 pL bertujuan
untuk menghentikan reaksi yang terjadi. Lalu, masing-masing larutan diukur nilai
absorbansinya dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang maksimum (Amaks) 410 nm (Kanwar et al., 2005). Perlakuan ini
dilakukan secara duplo. Sebagai larutan kontrol digunakan ekstrak lipase pankreas
yang telah diinaktifkan dengan perlakuan yang sama. Inaktifasi ekstrak lipase
pankreas dilakukan dengan menambahkan larutan aseton : etanol dingin pada
ekstrak lipase pankreas sebelum penambahan larutan p-NPP. Nilai absorbansi yang
ditentukan merupakan pengurangan dari nilai absorbansi rata-rata dengan nilai
absorbansi kontrol (Kanwar ef al., 2005)..

Berdasarkan data yang diperoleh dilakukan analisis perhitungan
menggunakan persamaan (3.13) dan (3.14),

Selisih serapan (absorbansi) = serapan rata-rata — serapan kontrol (3.13)

= (A(rata-rata) - A(kontrol))
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—NP
Laju reaksi awal (uM/menit) = [pt—] (3.14)
Keterangan :
[p-NP] : Konsentrasi p-nitrofenol (uM)
t : waktu inkubasi (20 menit) (menit)

Tipe inhibitor dari senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin dapat ditentukan
dari kurva Lineweaver-Burk yang diperoleh dari hubungan antara laju reaksi awal
lipase (uM/menit) dengan konsentrasi substrat (uM). Sumbu x pada kurva
Lineweaver-Burk merupakan 1/[S] dan sumbu y merupakan 1/V,. Nilai tetapan
Michaelis-Menten (Ky) dapat ditentukan dari intercept kurva dan nilai laju reaksi

maksimum (Vimaks) dapat ditentukan dari kemiringan / slope (Putri et al., 2010).
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BAB IV

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

Pada penelitian ini telah dilakukan sintesis senyawa kompleks Cu(II)-
kurkumin dengan mereaksikan logam Cu(II) dari senyawa tembaga(Il) asetat hidrat
dan ligan kurkumin. Senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin hasil sintesis telah
dikarakterisasi menggunakan  Fischer-John — Melting  Point  Apparatus,
spektrofotometer UV-Vis, spektrofotometer FTIR, dan Magnetic Susceptibility
Balance (MSB). Selanjutnya senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin diuji
pengaruhnya pada aktivitas enzim lipase.

4.1 Sintesis Senyawa Kompleks Cu(Il)-kurkumin

Pada sintesis senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin dilakukan dengan
mereaksikan logam Cu(Il) dari tembaga(Il) asetat hidrat (CuC>HgOs) dan ligan
kurkumin pada perbandingan mol 1 : 2. Pada penelitian ini dipilih pelarut etanol
karean etanol dapat melarutkan logam dan ligan dengan sangat baik. Senyawa
Cu(IT)-kurkumin yang dihasilkan berwarna kuning kecoklatan ditunjukkan pada

Gambar 4.1,

(a) (b) (©)

Gambar 4.1 (a) logam Cu(Il) dari tembaga(Il) asetat hidrat, (b) senyawa kompleks
Cu(IT)-kurkumin hidrat, dan (c) ligan kurkumin hidrat

46

SKRIPSI SINTESIS DAN KARAKTERISASI... ACHMAD D. H.



ADLN - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA
47

4.2 Karakterisasi Senyawa Kompleks Cu(II)-kurkumin

Pada penelitian ini senyawa kompleks hasil sintesis dikarakterisasi untuk
mengetahui karakteristik senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin. Karakterisasi
senyawa kompleks ini meliputi uji titik leleh dengan Fischer-John Melting Point
Apparatus, penentuan panjang gelombang (A) dengan spektrofotometer UV-Vis,
penentuan gugus fungsi dengan spektrofotometer FTIR, dan penentuan momen
magnet efektif dengan Magnetic Susceptibility Balance (MSB).
4.2.1 Penentuan titik leleh

Pada penentuan titik leleh digunakan Fischer-John Melting Point
Apparatus. Penentuan titik leleh bertujuan menentukan adanya senyawa kompleks
yang telah terbentuk, dimana senyawa kompleks memiliki titik leleh yang berbeda
dengan logam dan ligannya. Hasil pengukuran titik leleh senyawa kompleks Cu(II)-
kurkumin hidrat dapat dilihat pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1 Hasil pengamatan uji titik leleh hasil sintesis senyawa kompleks Cu(I)-

kurkumin
No Senyawa Titik leleh (°C)
1 Tembaga(Il) asetat hidrat 115 (Anonim, 2016)
Kurkumin 194
3 Cu(II)-kurkumin 276

Pada Tabel 4.1 dapat diperoleh bahwa pada hasil pengujian senyawa
kompleks dari hasil sintesis menunjukkan telah terbentuk senyawa baru. Hal ini
ditandai dengan besarnya titik leleh senyawa kompleks yang berbeda dengan logam
dan ligan penyusunnya (Imaduddin, 2015). Senyawa kompleks Cu(II)-kurkumin

dari hasil sintesis memiliki titik leleh sebesar 276 °C, sedangkan ligan kurkumin
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memiliki titik leleh sebesar 194 °C dan logam tembaga(Il) asetat hidrat memiliki
titik leleh sebesar 115 °C.

Uji titik leleh juga dapat digunakan untuk mengetahui kemurnian senyawa
kompleks yang terbentuk. Rentang kenaikan suhu merupakan rentang suhu ketika
senyawa mula meleleh hingga meleleh seluruhnya. Senyawa dikatakan murni
apabila rentang kenaikan suhu sebesar 1-2 °C (Hart et al., 2012). Pada hasil
pengukuran dapat diperoleh senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin mulai meleleh
pada suhu 276 °C dan meleleh seluruhnya pada suhu 278 °C . Hal ini menunjukkan
bahwa hasil sintesis senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin dikatakan murni karena
memiliki rentang kenaikan suhu sebesar 2 °C dan memiliki titik leleh yang berbeda
dengan ligan dan logam penyusunnya.

4.2.2 Penentuan panjang gelombang maksimum

Pada penentuan panjang gelombang maksimum  digunakan
spektrofotometer UV-Vis. Pelarut yang digunakan adalah dimetil sulfoksida. Hal
ini disebabkan karena senyawa kompleks Cu(II)-kurkumin memiliki kelarutan yang
tinggi dalam lemak, surfaktan Tx-100, dan dimetil sulfoksida (Barik, et al., 2007).
Larutan Cu(Il)-kurkumin diukur panjang gelombang maksimum (Amaks) pada
daerah 200-900 nm (Refat, 2013). Senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin dan
kurkumin dilarutkan dalam pelarut dimetil sulfoksida dengan konsentrasi yang
sama (10° M). Logam Cu(ll) dari tembaga(Il) asetat hidrat tidak dapat
dibandingkan dengan senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin karena perbedaan
kelarutan pada keduanya. Logam Cu(Il) cenderung larut dalam pelarut polar,

sedangkan senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin larut dalam pelarut semipolar.
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Hasil pengamatan pada analisis serapan dan panjang gelombang maksimum (Amaks)
senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin dapat dilihat pada Tabel 4.2.

Tabel 4.2 Hasil pengamatan analisis serapan dan panjang gelombang maksimum
(Amaks) hasil sintesis senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin

No Senyawa Amaks (nm) | Absorbansi
1 Kurkumin 432 0,414
304,5 0,219
2 Cu(II)-kurkumin 428 1,084
451 0,871

Pada Tabel 4.2 dapat diperoleh bahwa panjang gelombang maksimum
(Amaks) kurkumin memiliki perbedaan dengan panjang gelombang maksimum
(Amaks) senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin. Pada daerah panjang gelombang 200-
300 nm merupakan daerah transisi elektronik m - n*, sedangkan pada daerah
panjang gelombang 310-470 nm merupakan daerah transisi elektronik n - m*.
Kurkumin memiliki panjang gelombang maksimum (Amas) sebesar 432 nm
menurut literatur 430 nm yang merupakan transisi elektronik n - w*. Cu(Il)-
kurkumin memiliki panjang gelombang maksimum (Amaks) sebesar 451 nm dan 428
nm menurut literatur 448 nm dan 358 nm yang merupakan transisi elektronik n - w*
dan 304,5 nm menurut literatur 274 nm yang merupakan transisi elektronik « - *
(spektum UV-Vis ligan kurkumin dan senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin dapat
dilihat pada Lampiran 1) (Refat, 2013).

Pada larutan Cu(II)-kurkumin dengan pelarut dimetil sulfoksida berwarna
kuning, dimana warna kuning memiliki warna komplemen ungu dengan serapan
pada panjang gelombang 400-450 nm. Warna komplemen merupakan warna yang
diserap oleh sampel dan merupakan kebalikan dengan warna yang terlihat pada

sampel (Miessler et al., 2014). Panjang gelombang pada warna komplemen larutan
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Cu(Il)-kurkumin sesuai dengan hasil pengamatan panjang gelombang maksimum
(Amaks) senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin yang memiliki panjang gelombang
maksimum (Amaks) sebesar 428 nm dengan serapan sebesar 1,084 (dapat dilihat pada
Lampiran 1.1). Hal ini sesuai dengan teori warna yang menyatakan bahwa suatu
senyawa yang berwarna akan menyerap energi pada panjang gelombang warna
komplementer senyawanya (Swastika et al., 2012). Pergeseran panjang gelombang
maksimum (Amaks) ligan kurkumin dan senyawa kompleks Cu(II)-kurkumin dapat

dilihat pada Gambar 4.2.

— Kurkumin
Cu(IT)-kurkumin

12 428 nm

Absorbansi

T T T T T T T b T T T 1
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Panjang gelombang (nm)

Gambar 4.2 Pergeseran panjang gelombang maksimum (Amaks) ligan kurkumin dan
senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin

Pada Gambar 4.2 dapat dilihat pergeseran panjang gelombang maksimum
(Amaks) senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin sebesar 428 nm bergeser dari ligan
kurkumin sebesar 432 nm. Pergeseran panjang gelombang maksimum (Amaks) ligan
kurkumin ke panjang gelombang maksimum (Amaks) senyawa kompleks Cu(Il)-
kurkumin yang lebih rendah merupakan pergeseran hipsokromik / pergeseran biru.

Hal ini disebabkan karena adanya perbedaan kelarutan ligan kurkumin pada pelarut
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etanol dan kelarutan senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin pada pelarut dimetil
sulfoksida. Dimetl sulfoksida dengan nilai konstanta dielektrik sebesar 47 memiliki
kepolaran lebih tinggi dibandingkan etanol dengan nilai konstanta dielektrik
sebesar 30 (Anonim, 2016). Adanya kelarutan senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin
pada pelarut yang lebih polar dibandingkan ligan kurkumin menyebabkan adanya
pergeseran hipsokromik / pergeseran biru (Murnah, 2012). Senyawa kompleks
Cu(II)-kurkumin memiliki serapan panjang gelombang maksimum (Amaks) sebesar
1,084 lebih tinggi dibandingkan ligan kurkumin yang memiliki serapan panjang
gelombang maksimum (Amaks) sebesar 0,414. Pergeseran serapan panjang
gelombang maksimum (Amaks) ligan kurkumin ke serapan panjang gelombang
maksimum (Amaks) yang lebih tinggi merupakan pergeseran hiperkromik. Hal ini
disebabkan karena pada struktur senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin memiliki
jumlah ikatan rangkap terkonjugasi lebih besar dibandingkan ligan kurkumin
(seperti pada Gambar 4.4) (Kharomah, 2015).
4.2.3  Analisis gugus fungsi dan ikatan logam dengan ligan

Karakterisasi senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin menggunakan
spektrofotometer FTIR bertujuan untuk mengetahui gugus fungsi dan ikatan yang
terbentuk antara logam dengan ligan. Karakterisasi spektrofotometer FTIR
dilakukan pada ligan kurkumin dan senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin.
Penentuan ikatan yang terjadi pada senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin
ditunjukkan pada puncak yang berbeda pada ligan kurkumin. Hasil FTIR ligan

kurkumin dan senyawa kompleks Cu(II)-kurkumin dapat dilihat pada Gambar 4.3.
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500 450

Hasil FTIR ligan kurkumin, senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin dan data

teoritis dapat dilihat pada Tabel 4.3.

Tabel 4.3 Hasil FTIR kurkumin, Cu(II)-kurkumin dan data teoritis

. Bilangan gelombang (cm™)
Ne | G g Teoritis Kurkumin Cu(IT)-kurkumin
1 O-H 3550-3300 (Stuart,
2004) 3508 3329
2 Cc=0 1830-1530 (Stuart, 1601 dan
2004) 1626 1599 dan 1623
3 C=C (alifatik) 1600-1430 (Stuart,
2004) 1505 1494
4 C=C (aromatis) | 1630-1400 (Stuart,
2004) 1427 1416
5 Cu-O 600 — 400 (daerah
untuk atom yang
memiliki  massa - 479
relatif tinggi)
(Stuart, 2004)
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Pada hasil FTIR kurkumin dan Cu(Il)-kurkumin sesuai dengan data
teoritis. Hal ini ditunjukkan dengan adanya gugus fungsi OH, C=0, C=C (alifatik),
C=C (aromatis) dan logam-O pada kurkumin dan Cu(Il)-kurkumin yang sesuai
dengan data teoritis. Hasil FTIR senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin terdapat
vibrasi ikatan Cu-O yang terdapat pada daerah sidik jari dengan bilangan
gelombang sebesar 479 cm™. Vibrasi ikatan Cu-O menurut literatur muncul pada
bilangan gelombang 479 cm™! yang sesuai dengan hasil pengamatan. Atom oksigen
(O) pada interaksi Cu-O merupakan atom oksigen (O) dari gugus fungsi hidroksi.
Hal ini ditunjukkan dengan pergeseran bilangan gelombang pada gugus OH dari
3508 cm™ pada kurkumin menjadi 3329 ¢cm pada senyawa kompleks Cu(Il)-
kurkumin. Adanya pergeseran gugus OH menunjukkan telah terbentuk ikatan
antara atom Cu dengan gugus OH. Pada literatur, gugus OH pada senyawa
kompleks Cu(Il)-kurkumin terdapat pada bilangan gelombang 3392 cm™ (Refat,
2013). Adanya interaksi logam dengan ligan juga ditunjukkan dengan pergeseran
bilangan gelombang pada gugus fungsi C=0, C=C (alifatik) dan C=C (aromatis)
ligan kurkumin. Pada gugus fungsi C=0O menunjukkan pergeseran dari bilangan
gelombang 1601 cm™ dan 1626 cm™ pada kurkumin menjadi 1599 cm™ dan 1623
cm’! pada senyawa kompleks Cu(II)-kurkumin. Pada literatur, vibrasi ikatan C=0
pada senyawa kompleks Cu(II)-kurkumin terdapat pada bilangan gelombang 1590
cm! dan 1619 cm! (Zhao et al., 2010). Pada ikatan C=C (alifatik) terdapat
pergeseran bilangan gelombang 1505 cm™ pada kurkumin menjadi 1494 cm™ pada
senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin. Pada literatur, vibrasi ikatan C=C (alifatik)

senyawa kompleks Cu(II)-kurkumin terdapat pada bilangan gelombang 1509 cm™.
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Pada ikatan C=C (aromatis) terdapat pergeseran bilangan gelombang 1427 cm™
pada kurkumin menjadi 1416 cm™ pada senyawa kompleks Cu(II)-kurkumin. Pada
literatur ikatan C=C (aromatis) senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin terdapat pada
bilangan gelombang 1408 cm™ (spektum FTIR ligan kurkumin dan senyawa
kompleks Cu(Il)-kurkumin dapat dilihat pada Lampiran 2) (Refat, 2013).

Pada pembahasan gugus fungsi dan ikatan logam-ligan senyawa kompleks
Cu(Il)-kurkumin dapat disimpulkan pada hasil sintesis telah terbentuk senyawa
kompleks Cu(Il)-kurkumin. Adanya senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin ditandai
dengan adanya ikatan Cu-O dari gugus hidroksi dan pergeseran gugus fungsi C=0,
C=C (alifatik) dan C=C (aromatis) ligan kurkumin.

4.2.4  Penentuan momen magnet efektif (pesr)

Penentuan momen magnet efektif (perr) senyawa kompleks Cu(Il)-
kurkumin menggunakan Magnetic Susceptibility Balance (MSB). Penentuan
momen magnet efektif (perr) dilakukan pada logam Cu(Il), ligan kurkumin, dan
senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin. Penentuan momen magnet efektif yang terjadi
pada senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin ditunjukkan pada nilai momen magnet
efektif (perr) yang berbeda dari logam Cu(Il) dan ligan kurkumin. Tabel pengamatan
pada analisis momen magnet efektif (psr) hasil sintesis senyawa kompleks Cu(II)-
kurkumin dapat dilihat pada Tabel 4.4.

Tabel 4.4 Hasil pengamatan analisis momen magnet efektif (perr) hasil sintesis
senyawa kompleks Cu(II)-kurkumin

No Senyawa Uete (BM) kem%gfitetan
1 Tembaga(Il) asetat hidrat 1,518 Paramagnetik
Kurkumin - Diamagnetik

3 Cu(Il)-kurkumin 2,613 Paramagnetik
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Pada Tabel 4.4 dapat diperoleh bahwa momen magnet efektif (pefr)
senyawa kompleks Cu(Il)-kurumin berbeda dengan momen magnet efektif (plerr)
logam Cu(Il) dan ligan kurkumin. Logam Cu(Il) memiliki 1 elektron tidak
berpasangan sehingga momen magnet efektif (perr) yang dihasilkan sebesar 1,518
BM. Logam Cu(Il) dengan nilai momen magnet efektif (perr) sebesar 1,518 BM
bersifat paramagnetik. Ligan kurkumin tidak memiliki momen magnet efektif
(Hetr). Hal ini dikarenakan kurkumin tidak memiliki elektron tidak berpasangan
pada struktur molekulnya, sehingga ligan kurkumin bersifat diamagnetik. Pada
senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin memiliki momen magnet efektif (psr) sebesar
2,613 BM, sehingga senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin bersifat paramagnetik.
Adanya ligan pada senyawa kompleks dapat meningkatkan atau menurunkan
momen magnet efektif (uerr) dari logam bebas, sehingga adanya ligan kurkumin
dapat meningkatkan momen magnet efektif (per) senyawa kompleks Cu(Il)-
kurkumin (Miessler et al., 2014).

Pada penelitian Refat (2013) menyatakan bahwa struktur senyawa
kompleks Cu(Il)-kurkumin terdiri atas 1 logam pusat dan 2 ligan kurkumin.
Struktur molekul senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin dapat dilihat pada Gambar

4.4.

CHj3

/ nH20
AN
¢ o CHy
‘ SN ‘ o
HO OH

Gambar 4.4 Struktur molekul senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin, n = 0 atau 2
(Refat, 2013)
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Pada senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin dengan hibridisasi dsp?

memiliki struktur geometri segi empat planar seperti pada Gambar 4.4 (Refat,

2013). Orbital molekul senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin memiliki 1 buah

elektron tidak berpasangan seperti pada Gambar 4.5. Nilai momen magnet (W)

secara teorotis dapat ditentukan dari banyaknya elektron tidak berpasangan, dimana

pada senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin memiliki momen magnet (p) sebesar

1,73 BM (perhitungan dapat dilihat pada Lampiran 3.3). Pada senyawa kompleks

Cu(Il)-kurkumin dengan momen magnet (p) sebesar

1,73 BM bersifat

paramagnetik. Orbital molekul senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin dapat dilihat

pada Gambar 4.5.
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Gambar 4.5 Orbital molekul senyawa kompleks Cu(II)-kurkumin
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4.3 Uji Aktivitas Senyawa Kompleks Cu(Il)-kurkumin

Pada penelitian ini dilakukan uji aktivitas senyawa kompleks Cu(Il)-
kurkumin terhadap aktivitas enzim lipase. Pengaruh senyawa kompleks Cu(II)-
kurkumin pada penghambatan atau peningkatan aktivitas enzim lipase dapat dilihat
dari pembentukan produk p-NP. Enzim lipase yang digunkan pada penelitian ini
merupakan enzim lipase yang berasal dari ekstrak lipase pankreas. Pankreas yang
digunakan berasal dari pankreas sapi, karena lipase yang diperoleh dari pankreas
sapi memiliki kesamaan urutan asam amino sebesar 88 % dengan lipase pankreas
manusia (Tanaka et al., 1999) Enzim lipase pankreas kasar direaksikan dengan
substrat p-NPP untuk menghasilkan produk p-NP. Substrat p-NPP digunakan
karena produk p-NP yang dihasilkan merupakan senyawa berwarna kuning dan
dapat diukur serapannya pada panjang gelombang maksimum (Amaks) 410 nm
(Kanwar et al., 2005). Aktivitas enzim lipase dihitung berdasarkan produk p-NP
yang terbentuk.
4.3.1  Ekstraksi enzim lipase pankreas

Pada ekstraksi enzim lipase dari pankreas sapi digunkanan 2 buah
pankreas sapi (500 gram) yang telah dibersihkan dari jaringan lemak. Pankreas sapi
ditambahkan sukrosa dinggin (4 °C) 0,01 M dan disimpan pada suhu -20 °C.
Sukrosa pekat (0,01 M) dapat menarik cairan dalam sel (osmosis), sehingga
pereaksi pada penelitian ini digunakan sukrosa 0,01 M (Pertiwi et al., 2014).
Pankreas kemudian diblender selama 5 menit. Ekstrak disaring melalui beberapa

lapisan kain tipis untuk menghilangkan sisa jaringan lemak. Larutan campuran
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disentrifuge untuk memisahkan sisa jaringan lemak pada bagian atas, ekstrak lipase
pada bagian tengah, dan debris sel pada bagian bawah (Shahani et al., 1975).
4.3.1.1 Penentuan suhu dan pH optimum ekstrak lipase pankreas

Pada penelitian ini dilakukan penentuan suhu dan pH optimum ekstrak
lipase pankreas untuk menentukan kondisi optimum pada uji aktivitas enzim lipase.
Pada penentuan suhu dan pH optimum dilakukan variasi suhu sebesar 27 °C, 37 °C,
dan 47 °C, dan pH buffer fosfat sebesar 6, 7, dan 8. Suhu dan pH optimum
ditentukan dari aktivitas enzim lipase paling tinggi. Hasil pengamatan aktivitas

ekstrak lipase pankreas dengan variasi suhu dan pH buffer fosfat dapat dilihat pada

Tabel 4.5.
Tabel 4.5 Hasil pengamatan aktivitas ekstrak lipase pankreas dengan variasi suhu
dan pH buffer fosfat
pH buffer fosfat
Suhu 6,0 7,0 8,0
27°C 0,027 0,049 0
37°C 0,071 0,149 0,060
47 °C 0 0,074 0,096

SKRIPSI

Pada hasil pengamatan dapat diperoleh suhu dan pH optimum ekstrak
lipase pankreas adalah pada suhu 37 °C dan buffer fosfat pH 7,0 dengan aktivitas
sebesar 0,1491 U/mL (perhitungan dapat dilihat pada Lampiran 5). Pada penentuan
suhu dan pH optimum dapat diperoleh pengaruh suhu dan pH terhadap aktivitas
enzim lipase. Pengaruh suhu terhadap aktivitas enzim lipase dapat dilihat pada

Gambar 4.6.
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Gambar 4.6 Grafik pengaruh suhu terhadap aktivitas ekstrak lipase pankreas
Pada Gambar 4.6 dapat diperoleh bahwa pada suhu 27 °C hingga 37 °C aktivitas
enzim lipase mengalami peningkatan, sedangkan pada suhu 37 °C hingga 47 °C
aktivitas enzim lipase mengalami penurunan. Kenaikan suhu akan meningkatakan
aktivitas suatu enzim sekitar 4 — 8 % per °C, meskipun pada suhu tinggi enzim akan
mengalami denaturasi protein yang mengakibatkan penurunan aktivitas enzim
tersebut (Scopes, 2002). Pada suhu 27 °C enzim lipase memiliki aktivitas yang
rendah pada pH 6, 7, dan 8. Hal ini disebabkan karena pada suhu rendah kecepatan
reaksi enzimatis cenderung lebih lambat sehingga dihasilkan produk yang lebih
sedikit. Pengaruh suhu terhadap kecepatan reaksi enzimatis hampir sama seperti
kecepatan reaksi kimia secara umum (Scopes, 2002). Pada suhu 47 °C enzim lipase
memiliki aktivitas yang rendah pada pH 6, 7, dan 8. Aktivitas enzim lipase pada
suhu 47 °C lebih randah dibandingkan pada suhu 37 °C. Hal ini disebabkan karena
pada suhu tinggi enzim mengalami denaturasi, sehingga menurunkan aktivitas
enzim. Peningkatan suhu disekitar enzim akan menyebabkan pemutusan ikatan
hidrogen, ikatan ion, dan interaksi hidrofobik. Hal ini dapat menyebabkan

perubahan struktur tersier enzim. Perubahan struktur tersier enzim mengakibatkan
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perubahan sisi aktif enzim, sehingga mengakibatkan penurunan aktivitas enzim
(Noviyanti et al., 2012). Pada suhu 37 °C enzim lipase memiliki aktivitas tertinggi
pada pH 6, 7, dan 8, sehingga pada suhu 37 °C merupakan suhu optimum untuk
pengukuran aktivitas enzim lipase dari ekstrak lipase pankreas (Shahani ef al.,
1975). Pengaruh pH terhadap aktivitas ekstrak lipase pankreas dapat dilihat pada
Gambar 4.7.
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Gambar 4.7 Grafik pengaruh pH terhadap aktivitas ekstrak lipase pankreas

Pada Gambar 4.7 dapat diperoleh bahwa aktivitas enzim lipase tertinggi
berada pada pH 7,0, sedangkan pada pH 6,0 dan 8,0 memiliki aktivitas lebih rendah
karena pada pH ini enzim lipase yang merupakan protein terdenaturasi akibat pH
yang lebih asam dan lebih basa. Enzim yang merupakan protein tersusun atas asam
amino yang dapat mengikat dan melepaskan ion hidrogen pada gugus amino,
karboksil dan gugus fungsi lainnya, sehingga penambahan ion hidrogen pada
kondisi asam dan ion hidroksi pada kondisi basa akan mempengaruhi pelepasan ion
hidrogen pada gugus-gugus fungsi tersebut (Yusriah et al., 2013). Pada pH 7,0
merupakan pH optimum untuk pengukuran aktivitas ekstrak lipase pankreas, oleh

karena itu pada pengukuran aktivitas enzim lipase digunakan buffer fosfat pH 7,0.
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4.3.2  Uji inhibisi senyawa kompleks Cu(II)-kurkumin
4.3.2.1 Uji aktivitas ekstrak lipase pankreas

Pada penelitian ini dilakukan uji aktivitas ekstrak kasar lipase pakreas
dengan substrat p-NPP tanpa dilakukan penambahan senyawa kompleks Cu(II)-
kurkumin sebagai inhibitor. Pengujian ini dilakukan sebagai kontrol pada uji
inhibisi senyawa kompleks Cu(ll)-kurkumin terhadap aktivitas ekstrak lipase
pankreas. Uji aktivitas ekstrak lipase pankreas terhadap substrat p-NPP diukur
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang maksimum
(Amaks) 410 nm (Kanwar et al., 2005). Absorbansi yang dihasilkan pada pengukuran
ini adalah sebesar 0,349. Konsentrasi p-NP dari hasil absorbansi dapat dihitung
berdasarkan persamaan regrasi linier sebesar 0,554 puM. Aktivitas enzim lipase
dapat diperoleh sebesar 0,277 Unit/mL. Pengertian 0,277 Unit (U) aktivitas enzim
lipase (aktivitas lipolitik) merupakan banyaknya enzim yang menghasilkan 0,277
UM p-NP per menit (perhitungan dapat dilihat pada Lampiran 6.1).
4.3.2.2 Uji inhibisi senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin terhadap aktivitas

ekstrak lipase pankreas

Pada penelitian ini dilakukan uji inhibisi senyawa kompleks Cu(II)-
kurkumin terhadap aktivitas ekstrak lipase pankreas. Pada pengujian ini dilakukan
penambahan senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin pada konsentrasi 50, 100, dan
200 (pg/mL) dan diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis dengan panjang
gelombang maksimum (Amaks) 410 nm (Kanwar et al., 2005). Pada pengujian ini
juga dilakukan uji inhibisi logam Cu(II) dan ligan kurkumin dengan perlakuan yang

sama sebagai pembanding.
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Variasi konsentrasi dilakukan untuk mengetahui pengaruh logam Cu(Il),

ligan kurkumin, dan senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin terhadap aktivitas ekstrak

lipase pankreas. Hasil pengamatan pengaruh konsentrasi logam Cu(Il), ligan

kurkumin, dan senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin terhadap aktivitas ekstrak

lipase pankreas terdapat pada Tabel 4.6.

Tabel 4.6 Hasil pengamatan pengaruh konsentrasi logam Cu(Il), ligan kurkumin,
dan senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin terhadap aktivitas ekstrak
lipase pankreas

o Absorbansi Aktivitas Inhibisi
Inhibitor /mL -NP
He Kontrol | Sampel [p-NF (U/mL) (%)
0 0,485 0,835 0,5536 0,2768 0
0,833
50 0,523 0,859 | 0,5325 0,2663 3.8
Cu(I) 0,857
100 0,485 0,809 | 0,5197 0,2599 6,12
0,814
200 0,537 0,775 0,3917 0,1958 29,2
0,782
0 0,485 0,835 0,5536 0,2768 0
0,833
50 0,624 0,846 0,3638 0,1819 34,28
) 0,848
Kurkumin 1219
100 1,12 ’ 0,1921 0,096 65,32
1,232
200 1,161 0,912 0 0 100
0,929
0 0,485 0,835 0,5536 0,2768 0
0,833
50 1,1 1,254 0,2817 0,1408 49,11
Cu(ID)- 1,283
kurkumin 1,117
100 1,039 ’ 0,1522 0,0761 72,51
1,126
200 0,931 0,801 0 0 100
0,803
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Grafik persentase inhibisi logam Cu(II), ligan kurkumin, dan senyawa
kompleks Cu(Il)-kurkumin terhadap aktivitas ekstrak lipase pankreas dapat dilihat

pada Gambar 4.8 (perhitungan dapat dilihat pada Lampiran 6.2).
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Gambar 4.8 Grafik persentase inhibisi logam Cu(Il), ligan kurkumin, dan senyawa
kompleks Cu(Il)-kurkumin terhadap aktivitas ekstrak lipase pankreas

Pada Tabel 4.8 dapat diperoleh persentase inhibisis logam Cu(Il) secara
berturut-turut sebesar kontrol (inhibisi 0 %), Cu(I) 50 pg/mL (inhibisi 3,80 %),
Cu(Il) 100 pg/mL (inhibisi 6,12 %), dan Cu(I) 200 pg/mL (inhibisi 29,20 %).
Peningkatan konsentrasi logam Cu(Il) sebanding dengan peningkatan persentase
inhibisi. Hal ini sesuai dengan sifat logam Cu(Il) sebagai inhibitor enzim lipase.
Penelitian Hegedus dkk (1988) menyatakan bahwa logam Cu(Il) 160 pg/mL (1
mM) memiliki persentase inhibisi enzim lipase dari jamur Beauveria bassiana
sebesar 31 %. Logam Cu(Il) 318 pg/mL (5 mM) merupakan inhibitor kuat pada
enzim lipase dari Pseudomonas aeruginosa dengan persentase inhibisi sebesar 94
% (Karadzic et al., 2006). Berdasarkan hasil pengamatan dapat disimpulkan bahwa
Cu(Il) dengan variasi konsentrasi 0, 50, 100, dan 200 ug/mL dapat menginhibisi
aktivitas enzim lipase dari ekstrak lipase pankreas. Logam Cu(Il) termasuk logam

berat, sehingga dalam tubuh harus dibatasi konsentrasi maksimumnya. Dirjen

SKRIPSI SINTESIS DAN KARAKTERISASI... ACHMAD D. H.



ADLN - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA
64

Pengawasan Obat dan Makanan (POM) RI telah menetapkan batas maksimum
cemaran logam berat tembaga pada sayuran segar yaitu 50 ppm. Namun demikian,
tembaga merupakan konstituen yang harus ada dalam makanan manusia dan
dibutuhkan oleh tubuh (Acceptance Daily Intake/ADI = 0,05 mg/kg berat badan).
Pada kadar ini tidak terjadi akumulasi pada tubuh manusia normal. Akan tetapi
asupan dalam jumlah yang besar pada tubuh manusia dapat menyebabkan gejala-
gejala yang akut. Toksisitas logam tembaga pada manusia, khususnya anak-anak
biasanya terjadi karena tembaga sulfat. Beberapa gejala keracunan tembaga adalah
sakit perut, mual, muntah, diare dan beberapa kasus yang parah dapat menyebabkan
gagal ginjal dan kematian. Penyakit wilson merupakan penyakit keturunan dimana
sejumlah tembaga terkumpul dalam jaringan dan menyebabkan kerusakan jaringan
yang luas (Widianingrum, 2007).

Pada persentase inhibisis ligan kurkumin secara berturut-turut sebesar
kontrol (inhibisi 0 %), kurkumin 50 pg/mL (inhibisi 34,28 %), kurkumin 100 pg/mL
(inhibisi 65,32 %), dan kurkumin 200 pg/mL (inhibisi 100 %) (perhitungan dapat
dilihat pada Lampiran 6.2). Berdasarkan hasil pengamatan dapat disimpulkan
bahwa kurkumin dengan variasi konsentrasi 0, 50, 100, dan 200 pg/mL dapat
menginhibisi aktivitas enzim lipase dari ekstrak lipase pankreas. Hal ini sesuai
dengan sifat kurkumin sebagai salah satu senyawa polifenol yang berperan sebagai
inhibitor enzim lipase (Lunagariya et al., 2014). Pada kurkumin 200 pg/mL
memberikan peresentase inhibisis sebesar 100 %. Hal ini disebabkan karena
kurkumin pada konsentrasi 200 ug/mL telah berikatan dengan semua sisi aktif

enzim lipase, sehingga aktivitas enzim lipase diperoleh sebesar 0 U/mL dan
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persentase inhibisi sebesar 100 %. Kurkumin pada konsentrasi tinggi dapat
menimbulkan toksisitas pada tubuh. Kurkumin memiliki LD50 sebesar 1.500
mg/Kg. LD50 merupakan konsentarasi suatu senyawa untuk memberikan efek
kematian pada 50 % sampel uji. Pada kurkumin peningkatan 0,1 % dari LD50 dapat
menimbulkan efek karsinogenik (Anonim, 2012). Kurkumin pada konsentrasi
tinggi dapat berpotensi sebagai khelator ion besi dalam tubuh dan berperan dalam
metabolisme ion besi. Hal ini dapat mengakibatkan timbulnya anemia. Kurkumin
juga telah terbukti dapat menghambat aktivitas enzim sitokrom P450, glutathione-
S-transferase, dan UDP-glucuronosyltransferase yang berperan pada metabolisme
obat pada tubuh (Burgos-Moron, 2010).

Pada persentase inhibisis Cu(Il)-kurkumin secara berturut-turut sebesar
kontrol (inhibisi 0 %), Cu(Il)-kurkumin 50 pg/mL (inhibisi 49,11 %), Cu(Il)-
kurkumin 100 pg/mL (inhibisi 72,51 %), dan Cu(II)-kurkumin 200 pg/mL (inhibisi
100 %). Berdasarkan hasil pengamatan dapat disimpulkan bahwa Cu(Il)-kurkumin
dengan variasi konsentrasi 0, 50, 100, dan 200 pg/mL dapat menginhibisi aktivitas
enzim lipase dari ekstrak lipase pankreas. Pada Cu(Il)-kurkumin 200 pg/mL
memberikan peresentase inhibisis sebesar 100 %. Hal ini disebabkan karena Cu(II)-
kurkumin pada konsentrasi 200 pg/mL telah berikatan dengan semua sisi aktif
enzim, sehingga aktivitas enzim lipase diperoleh sebesar 0 U/mL dan persentase
inhibisi sebesar 100 %.

Pada Gambar 4.7 dapat diperoleh perbandingan persentase inhibisi logam
Cu(II), ligan kurkumin, dan senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin terhadap ekstrak

lipase pankreas. Aktivitas enzim lipase dengan adanya ligan kurkumin memiliki
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aktivitas lebih rendah dibandingkan dengan adanya logam Cu(Il). Persentase
inhibisi enzim lipase dengan adanya ligan kurkumin lebih tinggi dibandingkan
dengan adanya logam Cu(II). Hal ini disebabkan karena ion logam dapat berikatan
secara koordinasi dengan beberapa asam amino pada sisi aktif enzim dan dapat
membentuk ikatan koordinasi dengan substrat. Penambahan logam Cu dan
konsentrasi tinggi akan berikatan dengan serin, glisin, dan gugus-gugus fungsi asam
amino seperti gugus amin dan sulfihidril yang merupakan gugus fungsional protein
(Widoretno et al., 2000). Adanya ikatan tersebut dapat mempermudah (aktivator)
atau menghambat (inhibitor) pemecahan substrat oleh enzim. Pada konsentrasi
tertentu ion logam dapat menjadi aktivator dan pada konsentrasi tertentu dapat
menjadi inhibitor (Pratwi et al., 2013). Logam Cu(Il) memiliki kemampuan inhibisi
enzim lipase dengan cara membentuk ikatan koordinasi dengan asam amino pada
sisi aktif enzim dan substrat p-NPP. Logam Cu(Il) pada konsentrasi rendah yaitu
50, 100, dan 200 pg/mL tidak dapat mengikat semua sisi aktif enzim, sehingga
masih terdapat sisi aktif enzim yang tidak berikatan dengan logam Cu(Il).
Kurangnya konsentrasi logam Cu(Il) untuk berikatan dengan sisi aktif enzim
menyebabkan adanya substrat p-NPP yang dapat berikatan dengan sisi aktif enzim.
Hal ini menyebabkan aktivitas enzim lipase yang masih tinggi dan persentase
inhibisi yang lebih rendah. Disamping itu, ligan kurkumin sebagai senyawa
polifenol dapat berikatan dengan sisi aktif enzim lipase pada sisi polivalen yang
terdapat pada struktur molekulnya (Lunagariya ef al., 2014). Adanya ikatan yang
kuat antara ligan kurkumin dan sisi aktif enzim menyebabkan berkurangnya

aktivitas enzim lipase dalam menghidrolisis substrat p-NPP. Hal ini menyebabkan
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persentase inhibisi ligan kurkumin lebih tinggi dibandingkan dengan logam Cu(II).
Aktivitas enzim lipase dengan adanya senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin
memiliki aktivitas lebih rendah dibandingkan dengan adanya ligan kurkumin dan
logam Cu(Il). Persentase inhibisi senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin lebih besar
dibandingkan persentase inhibisi ligan kurkumin dan logam Cu(Il). Hal ini
disebabkan karena perbandingan mol ligan kurkumin lebih besar dibandingkan
logam Cu(Il), sehingga senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin memiliki sifat dasar
sesuai dengan ligan kurkumin pembentuknya. Kesamaan sifat dasar ligan kurkumin
dengan senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin menyebabkan kemampuan inhibisi
enzim lipase dengan adanya senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin hampir sama
dengan kemampuan inhibisis enzim lipase dengan adanya ligan kurkumin.
Disamping itu, adanya logam Cu(Il) sebagai inhibitor enzim lipase dapat
meningkatkan kemampuan inhibisi senyawa kompleks Cu(II)-kurkumin.
4.3.3  Penentuan tipe inhibisi senyawa kompleks Cu(II)-kurkumin
Penentuan tipe inhibisi senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin dilakukan
dengan pengujian aktivitas ekstrak lipase pankreas terhadap variasi konsentrasi
substrat p-NPP tanpa dan dengan penambahan senyawa kompleks Cu(Il)-
kurkumin. Uji aktivitas substrat p-NPP dilakukan penambahan substrat p-NPP pada
konsentrasi 100, 200, 300, 400, 500 dan 600 uM dengan penambahan senyawa
kompleks Cu(Il)-kurkumin pada konsentrasi 50 pg/mL. Larutan campuran diukur
menggunakan spektrofotometer UV-Vis dengan panjang gelombang maksimum

(Amaks) 410 nm (Kanwar et al., 2005). Hasil pengamatan pengaruh konsentrasi
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substrat p-NPP terhadap laju reaksi awal ekstrak lipase pankreas tanpa dan dengan
adanya senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin dapat dilihat pada Tabel 4.7.
Tabel 4.7 Hasil pengamatan pengaruh konsentrasi substrat p-NPP terhadap laju

reaksi awal ekstrak lipase pankreas tanpa dan dengan adanya senyawa
kompleks Cu(Il)-kurkumin

SRS IS Rata-rata | Konsentrasi | Laju reaksi awal
Cu(Il)-kurkumin | substrat p-NPP absorbsi | p-NP (uM) A
(ng/mL) (uM)
100 0,096 0,172 0,009
200 0,150 0,254 0,013
0 300 0,259 0,418 0,021
400 0,290 0,466 0,023
500 0,294 0,472 0,024
600 0,286 0,411 0,023
100 0,022 0,061 0,003
200 0,040 0,088 0,004
50 300 0,052 0,106 0,005
400 0,091 0,165 0,008
500 0,090 0,170 0,008
600 0,088 0,163 0,008

Pada Tabel 4.7 dapat diperoleh laju reaksi ekstrak lipase pankreas pada
variasi substrat p-NPP (perhitungan dapat dilihat pada Lampiran 7). Laju reaksi
ekstrak lipase pankreas pada konsentrasi substrat p-NPP 100, 200, 300, dan 400 uM
mengalami peningkatan seiring dengan kenaikan konsentrasi substrat, sedangkan
aktivitas enzim lipase pada konsentrasi substrat p-NPP 500 dan 600 puM tidak
mengalami penurunan seiring dengan kenaikan konsentrasi substrat. Hal ini
disebabkan karena adanya pengaruh enzim terhadap substrat. Kenaikan konsentrasi
substrat akan menaikan laju reaksi enzim dan pada konsentrasi substrat tertentu
tidak mengalami kenaikan / konstant karena semua sisi aktif enzim telah berikatan
dengan substrat p-NPP. Pada konsentrasi tersebut merupakan laju reaksi maksimum

(Vmaks) enzim. Pada konsentrasi substrat p-NPP (para-nitrofenolpalmitat) 500 pM
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merupakan laju reaksi maksimum (Vuas) ekstrak lipase pankreas (Putri et al.,
2010).

Pada hasil pengamatan uji aktivitas substrat p-NPP terhadap senyawa
kompleks Cu(Il)-kurkumin dapat diperoleh kurva Lineweaver-Burk. Kurva
Lineweaver-Burk dapat diperoleh dengan membuat grafik antara 1/[S] sebagai
sumbu x dan dan 1/V, sebagai sumbu y. Kurva Lineweaver-Burk senyawa kompleks

Cu(II)-kurkumin dapat dilihat pada Gambar 4.9.
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Gambar 4.9 Kurva Lineweaver-Burk senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin

Pada kurva Lineweaver-Burk dapat diperoleh tipe inhibisi senyawa
kompleks Cu(I)-kurkumin terhadap aktivitas ekstrak lipase pankreas. Tipe inhibisi
senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin terhadap aktivitas ekstrak lipase pankreas
merupakan tipe inhibisi campuran / nonkompetitif. Hal ini disebabkan karena kurva
aktivitas substrat tanpa inhibitor senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin memotong
kurva aktivitas substrat dengan adanya inhibitor senyawa kompleks Cu(Il)-
kurkumin tepat pada sumbu x, dimana tipe kurva ini merupakan tipe kurva inhibisi

campuran. Tipe inhibitor campuran senyawa kompleks Cu(II)-kurkumin juga dapat
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ditunjukkan dari nilai tetapan Michaelis-Menten (Ku) pada kurva aktivitas substrat
tanpa inhibitor senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin sama dengan kurva aktivitas
substrat dengan adanya inhibitor senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin. Tipe
campuran senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin berarti senyawa kompleks Cu(Il)-
kurkumin dapat berikatan pada sisi aktif enzim lipase dan bersaing dengan substrat
p-NPP, atau berikatan dengan sisi regioselektif enzim lipase dan mengubah
konformasi enzim sehingga menghalangi pengikatan enzim dengan substrat (Voet
et al., 2011). Senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin memiliki nilai tetapan
Michaelis-Menten (Ku) sebesar 333 uM dan laju reaksi maksimum (¥ars) sebesar
0,0128 uM/menit (perhitungan dapat dilihat pada Lampiran 7). Nilai tetapan
Michaelis-Menten (Ky) merupakan nilai khas yang dimiliki inhibitor senyawa
kompleks Cu(Il)-kurkumin terhadap aktivitas enzim lipase dari ekstrak lipase
pankreas.

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan senyawa kompleks Cu(Il)-
kurkumin terbukti mampu menghambat aktivtas ekstrak lipase pankreas dengan
persentase inhibisi sebesar 49,11% pada konsentrasi 50 pg/mL. Tipe inhibisi
senyawa kompleks Cu(II)-kurkumin adalah tipe inhibisi campuran / nonkompetitif.
Adanya kemampuan inhibisi senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin terhadap
aktivitas enzim lipase dapat dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai uji inhibisi
senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin terhadap aktivitas enzim lipase secara in vivo.
Senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin juga dapat dilakukan uji toksisitasnya
terhadap hewan uji untuk mengetahui toksisitas senyawa kompleks Cu(Il)-

kurkumin dalam tubuh. Adanya uji inhibisi senyawa kompleks Cu(II)-kurkumin
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terhadap aktivitas enzim lipase secara in vivo dan uji toksisitas senyawa kompleks
Cu(Il)-kurkumin nantinya diharapkan dapat memberikan pengetahuan mengenai

aplikasi senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin sebagai senyawa obat.
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BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan pada penelitian ini maka dapat
disimpulkan sebagai berikut.

1. Sintesis senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin dari logam tembaga(Il)-asetat hidrat dan
ligan kurkumin hidrat dilakukan dengan perbandingan mol sebesar 1 : 2. Karakteristik
senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin memiliki titik leleh pada 276 °C, panjang
gelombang maksimum (Amaks) sebesar 428 nm, ikatan logam dengan ligan ditunjukkan
pada vibrasi ikatan Cu-O pada 479 cm™!, dan momen magnet efektif (ies) sebesar 2,613
BM.

2. Dari hasil penelitian diketahui penambahan senyawa kompleks Cu(II)-kurkumin dapat
menghambat aktivitas ekstrak kasar lipase pankreas sebesar 49,11 % pada konsentrasi
50 ug/mL.

3. Tipe penghambatan senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin terhadap aktivitas ekstrak
kasar lipase pankreas adalah tipe inhibisi campuran / nonkompetitif.

5.2 Saran

Penelitian senyawa kompleks Cu(II)-kurkumin masih perlu dikembangkan dan diteliti
lebih lanjut. Pada penelitian lebih lanjut dilakukan uji inhibisi senyawa kompleks Cu(II)-
kurkumin terhadap aktivitas enzim lipase secara in vivo dan uji toksisitas kompleks Cu(II)-
kurkumin. Adanya uji inhibisi senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin terhadap aktivitas enzim
lipase secara in vivo dan uji toksisitas senyawa kompleks Cu(II)-kurkumin nantinya diharapkan
dapat memberikan pengetahuan mengenai aplikasi senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin

sebagai senyawa obat.
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LAMPIRAN

1. Lampiran 1 : Spektra UV-Vis

1.1 Spektrum UV-Vis ligan kurkumin 10> M (pelarut dimetil sulfoksida)
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Spektrum UV-Vis senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin 10~ M (pelarut

1.2
dimetil sulfoksida)
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Lampiran 2 : Hasil FTIR

1 Hasil FTIR ligan kurkumin
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2.2 Hasil FTIR senyawa kompleks Cu(II)-kurkumin
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3. Lampiran 3 : Hasil Magnetic Susceptibility Balance (MSB)

Data hasil pengamatan MSB logam Cu(II), ligan kurkumin, dan senyawa
kompleks Cu(Il)-kurkumin

m, mi T Mett
No Senyawa R, Ry (el | () [ (cm) (K) Chal (BM)
Tembaga(Il)

1 . -320 | -250 | 0,8128 | 0,8970 1,7 301 3,39 | 1,518
asetat hidrat
2 kurkumin -340 | -350 | 0,8127 | 0,8790 2,0 301 3,39 -

3 Cu(ID- -360 | -340 | 0,8051 | 0,8471 | 2,2 | 300 | 3,39 |2,613
kurkumin

3.1 Hasil MSB logam Cu(II) dari tembaga(Il) asetat hidrat

Nilai suseptibilitas massa () dihitung berdasarkan data hasil pengukuran.
_ Cpar x1x (R1—Rp)
© 109 x (my—my)
3,39 x 1,7 x (—250—(—320))
~ 1092 x (0,8970—0,8128)
=4,79x 10°
Nilai suseptibilitas molar (ym) ditentukan dari hasil perhitungan nilai
suseptibilitas massa ()g).
Am= Ygx MrCu(H)-kurkumin
=4,79 x 10° x 199,65
=9,565x 10
Nilai momen magnet efektif (perr) ditentukan dari hasil perhitungan nilai
suseptibilitas molar (ym).

Metr (BM) =2,83 \/[(Xm - A) x T]
=2,83,/[(9,565 x 10~*)x 301 ]
=1,518

3.2 Hasil MSB ligan kurkumin

Nilai suseptibilitas massa (yg) dihitung berdasarkan data hasil pengukuran.
_ Cparxlx (R1—Rp)

g

102 x (mq—myg)
3,39 2,0 x (—350—(—340))
~ 109 x(0,8790-0,8127)
=-1,023x 10°
Nilai suseptibilitas molar (ym) ditentukan dari hasil perhitungan nilai
suseptibilitas massa ().
Y= Xg x MICu(n kurkumin
=-1,023 x 10 x 368,38
=-3,78 x 10*
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Nilai momen magnet efektif (Uesr) ditentukan dari hasil perhitungan nilai
suseptibilitas molar (ym).

Uet (BM) =2,83 /[(Xm - A) X T ]
=2,83,/[(-3,78x 10~*)x 301 ]

33 Hasil MSB senyawa kompleks Cu(II)-kurkumin

Nilai suseptibilitas massa () dihitung berdasarkan data hasil pengukuran.
_ Cparxlx (Ry1—Rp)

102 x (my—myg)
3,39 x 2,2 x (—340—(—360))
109 x (0,8471—-0,8051)
=3,55x 10
Nilai suseptibilitas molar (ym) ditentukan dari hasil perhitungan nilai
suseptibilitas massa ().
Am= Agx MrCu(lI)-kurkumin
=3,55x 10 x 800,30
=2,84x 103
Nilai momen magnet efektif (uefr) ditentukan dari hasil perhitungan nilai
suseptibilitas molar (ym).

Her (BM) =2,83 /[(m - A) X T]
=2,83,/[(2,84x 10~4)x 300 |
=2,6132
Nilai momen magnet (p) senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin dapat
ditentukan dari jumlah elektron tidak berpasangan (n). Jumlah elektron tidak
berpasangan (n) pada senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin sebesar 1.

w(BM) = /nn+ 2)

4. Lampiran 4 : Kurva standart p-NP (para-nitrofenol)

Larutan standart p-NP (para-nitrofenol) 20000 uM diukur pada panjang
gelombang maksimum (Amaks) sebesar 410 nm.

Larutan kerja p-NP (uM) (x) Absorbansi (y)
200 0,111
400 0,257
600 0,378
800 0,499
1000 0,654
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Dari tabel tersebut diperoleh nilai persamaan regresi kurva standart p-NP (para-
nitrofenol) adalah y = 0,0007x — 0,0186

Kurva Standart p-NP (para-nitrofenol)

0,7
0.6 y =0,0007x - 0,0186
’ R?=0,9979
= 0,5 .
g
S 0,4
20,3
O
<02
0,1
0
0 200 400 600 800 1000 1200
Konsentrasi p-NP (uM)
5. Lampiran 5 : Penentuan suhu dan pH optimum ekstrak kasar lipase

pankreas

Nilai absorbansi pada pengukuran suhu dan pH optimum ekstrak kasar
lipse pankreas.

pH buffer fosfat
Suhu 6,0 7,0 8,0
27°C 0,0180 | 0,0465 0
37°C 0,0755 | 0,1795 | 0,0610
47 °C 0 0,0800 | 0,0450
Konsentrasi  p-NP  (para-nitrofenol) dapat diketahui  dengan

mensubtitusikan nilai absorbansi pada persamaan reagresi linier y = 0,0007x —
0,0186. Aktivitas enzim lipase dapat diperoleh dari persamaan,

Aktivitas lipase (U/mL) =

[p—NP] x 1000
tx 100

Sehingga diperoleh akivitas enzim lipase pada penentuan suhu dan pH optimum

ekstrak kasar li

SKRIPSI

pase pankreas.

pH buffer fosfat
Sl 6,0 7,0 8,0
27 °C 0,0275 | 0,0489 0
37°C 0,0708 | 0,1491 | 0,0599
47 °C 0 0,0742 | 0,0957
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6. Lampiran 6 : Uji inhibisi senyawa kompleks Cu(IT)-kurkumin
6.1 Uji aktivitas ekstrak kasar lipase pankreas

Absorbansi = 0,3490
Persamaan regresi linier p-NP (para-nitrofenol) yang diperoleh yakni y =
0,0007x — 0,0186, maka nilai x dapat diketahui dengan mensubstitusi nilai
absorbansi menjadi y,
y =0,0007x — 0,0186
0,3490 = 0,0007x — 0,0186
0,3490 + 0,0186 = 0,0007x
x=0,5536 uM
Setelah diperoleh konsentrasi p-NP dengan perhitungan diatas, maka aktivitas
enzim lipase dapat ditentukan menggunakan persamaan :
Aktivitas lipase (U/mL) = [p~NP] x 1000
tx 100
~0,5536x1000

20x 100
=0,2768 Unit/mL
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6.2 Uji inhibisi logam Cu(Il), ligan kurkumin, dan senyawa kompleks Cu(II)-
kurkumin terhadap aktivitas ekstrak kasar lipase pankreas

o Absorbansi Selisih Aktivitas | Inhibisi
Inhibitor | g/mL Kontrol | Sampel Absorbansi [p-NP (U/mL) (%)
0 0,485 0,835 0,349 0,5536 | 0,2768 0
0,833
50 0,523 0,859 0,335 0,5325 | 0,2663 3,8
Cu(ID) 0,857
100 0,485 0,809 0,3265 0,5197 | 0,2599 6,12
0,814
200 0,537 0.775 0,2415 0,3917 | 0,1958 29,2
0,782
0 0,485 0,835 0,349 0,5536 | 0,2768 0
0,833
50 0,624 0,846 0,223 0,3638 | 0,1819 | 34,28
. 0,848
Kurkumin 1219
100 1,12 ’ 0,109 0,1921 | 0,096 65,32
1,232
200 1,161 0,912 -0,2405 0 0 100
0,929
0 0,485 0,835 0,349 0,5536 | 0,2768 0
0,833
50 1,1 1,254 0,1685 0,2817 | 0,1408 | 49,11
Cu(II)- 1,283
kurkumin 1,117
100 1,039 0,0825 0,1522 { 0,0761 72,51
1,126
200 0,931 0,801 -0,129 0 0 100
0,803
—NP|x 1000
Aktivitas lipase (U/mL) = [p=NP] x 1000
tx 100
Keterangan :
[p-NP] : Konsentrasi p-nitrofenol (uM)
t : waktu inkubasi (20 menit) (menit)

aktivitas (E+S)—aktivitas (E+S+I)

(0]
aktivitas (E+S) x 100%

Presentase inhibisi (%) =

Keterangan :
(E+S)  :tanpa penambahan inhibitor
(E+S+]) : dengan penambahan inhibitor
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7. Lampiran 7 : Penentuan tipe inhibisi senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin

Absorbansi " Laju reaksi
Prihal | [p-NPP] n — ngss‘h [p-NP] — 1{%4()" 1/V
Kontro ampe . (uM/menit)
0,509
100 0,413 0.508 0,0955 | 0,1717 0,008585 100 116,48
0,62
200 0,471 0,1505 | 0,2545 0,012725 50 78,58
0,623
0,694
300 0,444 0,259 0,418 0,0209 33 47,85
Tanpa 0,712
Inhibitor 0.767
400 0,483 ;) - 0,2905 | 0,4655 0,023275 25 42,96
0,706
500 0,418 0.719 0,2945 | 0,4715 0,023575 20 42,42
0,84
600 0,544 0.841 0,2865 | 0,4595 0,022975 17 43,52
0,524
100 0,498 0.515 0,0219 | 0,06084 0,003042 100 | 328,73
0,477
200 0,435 0,04 0,0881 0,004405 50 227,01
0,474
0,711
300 0,661 0,052 | 0,1062 0,00531 33 188,32
Cu(TI)- 0,715
kurkumin 0,525
400 0,433 0,091 | 0,1649 0,008245 25 121,28
0,523
0,735
500 0,645 0,0945 | 0,1702 0,00851 20 117,51
0,744
0,734
600 0,642 073 0,09 0,1634 0,00817 17 122,40
Selisih serapan (absorbansi) = serapan rata-rata — serapan kontrol
= (A(rata—rata) - A(kontrol))
. . . —-NP
Laju reaksi awal (uM/menit) = [p-NF]
Keterangan :
[p-NP] : Konsentrasi p-nitrofenol (uM)
t : waktu inkubasi (20 menit) (menit)
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Kurva Lineweaver-Burk senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin dapat
ditentukan dari 1/S sebagai sumbu x dan 1/Vj sebagai sumbu y.

Kurva Lineweaver-Burk Cu-kurkumin

360
& y = 2,6068x + 77,768
Z 310 R2=0,9521

260

210

160 y =0,9464x + 23,327
R?=0,9684

110

......... 1/S (10

-100 -80 60, 246 -20 40 0 20 40 60 80 100 120

-------- Tanpa Inhibitor Cu-kurkumin

Nilai konstanta Michaelis-Menten (Kas) dan laju reaksi maksimum (Vaxs)
ditentukan melalui persamaan,
1 ( aKy ) 1 a'

Vo_

+
[S ] Vmaks

Vmaks

Nilai konstanta Michaelis-Menten (Ku) dapat ditentukan dari slope dan
laju reaksi maksimum (V.as) dapat ditentukan dari intercept pada persamaan
regresi linier kurva Lineweaver-Burk senyawa kompleks Cu(Il)-kurkumin.
Persamaan regresi linier kurva Lineweaver-Burk senyawa kompleks Cu(Il)-
kurkumin yaitu y = 2,6068x + 77,768,

1

e [ntercept =

‘n{aks
77,768 =
Vmaks
1
Vinaks =
77,768
Vinaks = 0,0128 uM/menit
e Slope=
P VnI"L{aks
2,6068 = —=
0,0128

Ky =0,0333 (x 10%) uM
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