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ABSTRAK

Pembuatan dan Pemurnian Senyawa Nukleotida Bertanda [y-32P]JATP. Dalam
perkembangan biologi molekul, radionuklida dalam bentuk senyawa bertanda telah digunakan
sebagai perunut deoxyribonucleic acid(DNA)/ribonucleic acid(RNA) untuk mendalami berbagai
macam proses fisiologi dan patologi. Salah satu senyawa nukleotida bertanda fosfor-32 (32P) [y-
32P]-adenosine triphosphate {[\(-3 P]-ATP} yang banyak digunakan dalam penelitian biologi
molekul. Untuk dapat menunjang penelitian biologi molekul di Indonesia, pada penelitian ini
telah dilakukan pembuatan senyawa nukleotida bertanda [y-**P]-ATP melalui serangkaian
reaksi enzimatis yang merupakan bagian dari proses glikolisis dengan prekursor fruktosa 1,6-
diphosphat, nukleotida adenosine diphosphate (ADP) dan H332PO4, menggunakan enzim
aldolase, gliseraldehid 3-phosphat dehidrogense, 3-phosphogliserat-kinase dan laktat
dehidrogenase. Pemurnian [V-SZP]-ATP hasil sintesis dilakukan berdasarkan metoda pemisahan
dari Schendel dan Wells, dengan menggunakan kolom kromatografi DEAE-Sephadex. Dari
proses sintesis dan pemurnian yang telah dilakukan berhasil diperoleh [y-32P]-ATP dengan
aktifitas 103,5uCi dan kemurnian radiokimia 96,74%. Dengan berhasilnya dilakukan sintesis
dan pemurnian [y-szP]-ATP, maka Pusat Radiosiotop dan Radiofarmaka akan dapat
menyediakan nukleotida bertanda dimaksud di atas atau nukleotida bertanda lainnya untuk
menunjang penelitian biologi molekul di Indonesia.

Kata Kunci: nukleotida bertanda [y—32P]A TP, sintesis, reaksi enzimatis, pemurnian

PENDAHULUAN

Pemanfaatan teknologi nuklir untuk
kese-jahteraan manusia telah merambah
ber-bagaibidang kehidupan seperti
kesehatan, industri, riset kebumian, energi,
pangan dan pertanian, ilmu fisika dan
kimia, serta kelautan dan hidrologi, dan
lain-lain. Selama dekade terakhir ini aplikasi
radio-isotop telah berkembang dengan
cepat, tidak hanya digunakan dalam
pencitraan untuk memperoleh informasi
fungsional suatu senyawa, melainkan juga
untuk men-dalami berbagai proses fisiologi
dan patologi. [1.2.3]

Salah satu aplikasi teknologi nuklir
dalam bidang kesehatan yang dikombinasi-
kan dengan teknik biologi molekul adalah

Seminar Nasional Kimia dan Pendidikan Kimia IV

deteksi human papilloma virus (HPV)
penyebab kanker serviks.  Deteksi ini
dilakukan melalui penentuan urutan asam
nukleat DNA virus menggunakan teknik
polymerase chain reaction (PCR) dan hibri-
disasi dot blot. Teknik hibridisasi membu-
tuhkan pelacak (probe) yang berperan
untuk mendeteksi fragmen DNA virus yang
spesifik tersebut. Pelacak merupakan asam
nukleat rantai pendek beruntai tunggal
(untai tunggal RNA atau DNA) yang
memiliki sekuen spesifik yang akan
dideteksi dan berlabel radioaktif P-32, salah
satunya adalah [y-?P]ATP “*%. Teknik
penggunaan pelacak DNA/RNA untuk
mendeteksi gen atau fragmen DNA yang
diinginkan atau untuk mendeteksi klon yang
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benar dikenal dengan nama teknik
Southern Blotting *.

Pelacak DNA/RNA yang digunakan
untuk mendeteksi gen atau fragmen DNA
yang diinginkan atau untuk mendeteksi klon
yang benar ["**®. pendeteksian dilakukan
dengan memisahkan sampel DNA utas
ganda menjadi utas tunggal dan mentrans-
fernya ke membran nilon. Saat diinkubasi
dengan membran dalam larutan, pelacak
mengikat bagian-bagian yang merupakan
pasangannya dalam DNA dan "melekat"
pada membran. Setelah itu, dilakukan kon-
tak antara membran dengan selembar film
fotografis yang sensitif terhadap emisi
radioaktif. Hanya bagian-bagian dari sam-
pel tempat lokasi gen yang terlihat sebagai
titik gelap pada film, karena hanya bagian
itulah yang terikat pada pelacak radioaktif.

Seiring dengan perkembangan
biologi molekul di Indonesia maka kebu-
tuhan akan senyawa nukleotida bertanda
untuk perunut menjadi sangat penting.
Untuk itu penguasaan teknik sintesa nuk-
leotida bertanda akan sangat mendukung
peningkatan kemampuan di bidang biologi
molekul.  Penelitian ini bertujuan untuk
membuat senyawa nukleotida bertanda [y-
2P]ATP yang akan digunakan untuk pene-
litian dalam bidang biologi molekul. Sintesa
[y-*?PJATP dalam penelitian ini dilakukan
berdasarkan metoda yang dikembangkan
oleh Sakamoto'” yang kemudian diikuti
dengan pemurnian dengan menggunakan
penukar anion DEAE-Sephadex.

TATA KERJA

Bahan-bahan yang digunakan dalam
penelitian ini adalah H332PO4 bebas
pengemban dengan kemurnian radiokimia
diatas 97% vyang diperoleh dari proses
pemurnian Hs?PO, yang dihasilkan oleh
PTNBR BATAN, Bandung. Enzim aldolase
(9 unit/mg) 10 mg/ml, gliseraldehid-3-phos-
phat dehidrogenase (80 unit/mg) 10 mg/ml,
phosphogliserat kinase (450 unit/mg) 10
mg/ml, fruktosa-1,6-disfosfat, sodium piru-
vat, dithiothreitol, tris-HCI, etilendiamintetra-
asetat (EDTA), fructose 1,6-bisphosphate
dari Sigma Aldrich. Sedangkan laktat dehi-
drogenase (250 unit/mg) 5 mg/ml, adenosin
difosfat (ADP), pB-nicotinamide adenine
dinucleotide (NAD), magnesium klorida dari
Merck.

Bahan penunjang yang digunakan
dalam penelitian ini diantaranya yaitu kolom
kromatografi DowexAG 50 (1x8), kolom
kromatografi DEAE-Sephadex dengan
pendingin, kromatografi lapisan tipis (KLT),
plastik polyethyleneimine (PEI)
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cellulosedari E.Merck, kertas indikator pH

universal, peralatan gelas dan tabung

mikro.

Peralatan yang digunakan yaitu sen-
trifuga berpendingin (refrigerated
centrifuge) (Allegra Beckman Coulter),
penangas air (Memmert), Mini TLC
Scanner (Bioscan AR-2000), dan Liquid
Scintilation  Counter (LSC) (MicroBeta
Trilux).

Cara kerja

1. Preparasi campuran yang digunakan
pembuatan larutan campuran A (Tabel
1).

2. Preparasi pereaksi campuran untuk
buffer pelet enzim. Pembuatan larutan
campuran B (Tabel 2).

3. Preparasi campuran enzim (Tabel 3)
Campuran enzim tersebut disentrifugasi
pada kecepatan 15000 rpm selama 20
menit. Setelah diambil supernatannya,
endapan enzim kemudian dilarutkan
dengan 10 pL campuran B.

4. Proses pembuatan [y-32P]ATP
Ke dalam tabung mikro bervolume 1,5
mL dimasukkan 40 uL H;*’PO, (aktivitas
terukur) pH diatur menjadi 7-9 dengan
penambahan larutan 5M NaOH. Selan-
jutnya ke dalam larutan tersebut ditam-
bahkan berturut-turut 40 L larutan cam-
puran A dan 10 pyL campuran enzim.
Campuran reaksi kemudian diinkubasi
selama (t) menit dan dicuplik setiap
waktu tertentu selama 1 jam. Reaksi
enzimatis kemudian dihentikan dengan
memasukkan tabung mikro ke dalam
penangas air bersuhu 70°C selama 3
menit. [y-32P]ATP yang terbentuk kemu-
dian dimurnikan dengan menggunakan
kolom penukar ion DEAE-Sephadex.

5. Proses pemisahan hasil sintesa [y-
%PIATP
[y-""P]JATP hasil sintesa dimurnikan/
dipisahkan dengan menggunakan kolom
DEAE-Sephadex berpendingin (4°C)
yang telah dikondisikan dengan HCI
0,03 M. Pemurnian [y->’P]ATP dilakukan
dengan menggunakan dua eluen ber-
beda yaitu HCI dan NH4;HCOs.
Cara pertama, kolom dielusi dengan 20
mL HCI 0,03 M untuk menghilangkan
fosfat anorganik, AMP, ADP dan ATP
yang tidak tertandai. Untuk mendapat-
kan [y-32P]ATP, kolom selanjutnya
dielusi dengan HCI 0,3 M (30 fraksi, 0,5
mL/fraksi).  Aktivitas masing-masing
fraksi diukur, selanjutnya dibuat grafik
antara aktivitas terhadap nomor fraksi.
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Puncak ATP ditentukan dengan LSC
dan KLT PEICellulose.

Cara kedua, kolom dielusi dengan 16
mL NH,HCO; 0,01 M (fraksi 1-8, 2 mL/
fraksi) untuk mengelusi enzim dari
kolom. Kemudian kolom dielusi dengan
10 mL NH4HCO; 0,1 M (fraksi 9-13)
untuk menghilangkan sisa ADP dan
ATP yang tidak bereaksi. Kolom dielusi
kembali dengan 16 mL NH4HCO; 0,23
M (fraksi 14 — 21) untuk menghilangkan
P-32 yang tidak bereaksi. ATP yang
telah  tertandai P-32, [y-“’PJATP
selanjutnya dielusi dari kolom dengan
10 mL NH4,HCO; 0,4 M (fraksi 22 — 26).
Aktivitas masing-masing fraksi diukur
dan dibuat grafik antara aktivitas terha-
dapnomor fraksi. Puncak ATP ditentu-
kan dengan LSC dan KLT PEICellulose.

6. Pengujian/Karakterisasi hasil sintesa [y-
pPIATP
Hasil penandaan dikarakterisasidengan
KLT dengan menggunakan PE/Cellu-
lose sebagai fasa diam dan larutan
KH,PO, 0,5 M pH 3,5 sebagai fasa
gerak yang kemudian ditentukan Rrnya
dengan Bioscanner.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Proses sintesa nukleotida bertanda
[y-*P]JATP menggunakan metoda yang
dikembangkan oleh Sakamoto!'” yaitu
dengan memanfaatkan sebagian jalur
glikolisis. Pembuatan senyawa nukleotida
bertanda P-32 dilakukan secara enzimatis
seperti terlihat pada Gambar 1. Reaksi
diawali dari perubahan fruktosa-1,6-difosfat
(6C) menjadi 3-difosfogliseraldehida (3C)
dan dihidroksi-aseton-fosfat (3C) dengan
bantuan enzim aldolase. Dihidroksi-aseton-
fosfat kemudian diubah menjadi 3-fosfogli-
seraldehid dengan pertolongan enzim
glyce-rol-3-phosphate dehydrogenase.
Selanjut-nya fosfogliseraldehid bereaksi
dengan asam fosfat (H3*POy,)
menghasilkan 1,3—difosfogliseraldehid.
Senyawa 1,3-difosfo-gliseraldehid berubah
menjadi asam 1,3-difosfogliserat dengan
bantuan enzim gliseraldehid-3-fosfat
dehidrogenase, kofak-tor ion Mg™ serta
koenzim NAD". Selama reaksi berlangsung
molekul NAD® akan berubah menjadi
NADH. Molekul NADH ini dengan bantuan
enzim laktat dehidrogenase akan berubah
kembali menjadi NAD" disertai pengubahan
asam piruvat menjadi asam laktat.
Senyawa 1,3-difosfogliserat selanjutnya
berubah menjadi 3-fosfogliserat dengan
bantuan enzim fosfogliserat kinase, disertai
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dengan perubahan ADP menjadi ATP.
Proses pemisahan dan pemurnian [y-
32P]ATP dilakukandengan menggunakan
kromatografi ~ penukar anion  DEAE-
Sephadex® %",

Oleh karena dalam proses penyiapan
[y->*PJATP dibutuhkan **P dalam bentuk
H332PO4, maka hal pertama yang dilakukan
adalah melakukan uji kualitas H3>°PO, yang
akan digunakan dalam proses penandaan
yang dimaksud di atas. Hal ini dilakukan
karena radionuklida *P berupa larutan
H,*PO, (dalam bentuk ortofosfat) cende-
rung tidak stabil dalam penyimpanan dan
mudah berubah menjadi senyawa
polifosfat.

Hasil pemeriksaan H332PO4 dengan
sistim KLT, dengan menggunakan
PEICellulose sebagai fasa diam dan larutan
KH,PO,4 0,5 M pH 3,5 sebagai fasa gerak,
memperlihatkan adanya dua komponen
dalam larutan H;**PO, yang diuji. Seperti
terlihat pada Gambar 2, hanya ada 86,48%
2P dalam bentuk H5**PO, (R; = 0,7) dalam
larutan H3**PO, yang diuiji.

Dalam proses sintesis [y-°P]JATP
diperlukan radiokimia 2p dengan
kemurnian dalam bentuk H332PO4 > 97%.
Kemurnian radiokimia®P dalam bentuk
H,2PO, yang < 97% dapat menginhibisi
reaksi enzimatis yang akan dilakukan.
Untuk mengatasi hal tersebut H332PO4
(kemurnian < 97%) yang akan digunakan
harus dimurnikan terlebih dahulu sehingga
diperoleh larutan H332PO4 dengan
kemurnian radiokimia yang tinggi (> 97%)
dan layak digunakan untuk pembuat-an
nukleotida bertanda [y-’PJATP. Pemur-
nian dilakukandengan melewatkan H332PO4
(kemurnian 86,48%) pada sebuah kolom
penukar kation Dowex AG 50 (1 x 8) yang
telah dikondisikan dengan HCI 1M. Fraksi-
fraksi hasil elusi kemudian ditam-pung dan
dianalisa dengan sistim KLT dengan
menggunakan PEI cellulose sebagai fasa
diam dan larutan KH,PO, 0,5M pH 3,5
sebagai fasa gerak. Radio-kromatogram
H,2PO, yang telahdimurni-kan dengan
kolom penukar kation Dowex AG 50 (1 x 8)
dapat dilihat pada Gambar 3. Dari
kromatogram ini dapat dilihat kemur-nian
¥p  dalam bentuk H332PO4 meningkat
secara sisgznifikan menjadi 99,85%.

H3;™“PO4 hasil pemurnian (kemurnian
> 99%) selangutnya digunakan untuk proses
sintesis [y-3 P]JATP dengan cara meng-
inkubasi sejumlah tertentu larutan H332PO4
dengan prekursor-prekursor lainnya dengan
keberadaan campuran enzim selama
selang waktu tertentu. Pemben-tukan [y-
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32P]ATP diamati/ dimonitor dengan cara
mencuplik sejumlah tertentu sampel setelah
(t) menit reaksi yang kemudian dianalisis
dengan sistim KLT dengan menggunakan
PEl Cellulose sebagai fasa diam dan
larutan KH,PO,4 0,5 M pH 3,5 sebagai fasa
gerak. Radiokromatogram cuplikan yang
diambil 60 menit setelah proses inkubasi
dapat dilihat pada Gambar 4.Dari
kromatogram ini dapat dlllhat per-sentase
kelimpahan penandaan [y— P]ATP sebesar
33,46%, (Rf 0,241). Dari kroma-togram
yang sama juga dapat dilihat masih
terdapat 65,90% H;**PO, (R{0,608) bebas
atau yang tidak terikat pada ATP.

Untuk  mendapatkan [y-32P]ATP
dengan kemurnian radiokimia yang meme-
nuhi persyaratan untuk dapat digunakan
dalam aplikasi teknologi nuklir dalam
bidang kesehatan (kemurnian radiokimia >
95%), [v- P]ATP hasil sintesis kemudian
dimurnikan dengan sistim kromatografi
dengan menggunakan kolom kromatografi
penukar anion DEAE-Sephadex yang telah
dikembangkan dengan air selama 24 jam
menggunakan orbital shaker dengan
kecepatan 150 rpm, kemudian dikondisikan
dengan HCI 0,03 M. Kolom pertama dielusi
dengan 20 mL HCI 0,03 M untuk
menghilangkan sisa-sisa fosfat anorganik,
AMP, ADP dan ATP vyang tidak terikat.
Untuk mengelusi ATP bertanda P-32, [y-

P]ATP yang terbentuk, kolom kemudian
dielusi dengan 15 mL HCI 0,3 M (30 fraksi,
0,5 mL/ fraksi). Aktivitas setiap fraksi (15
fraksi) kemudian diukur dengan LSC. Pada
Gambar 5 dapat dlllhat profil elusi/ kroma-
togram pemurnian [y- P]ATP

Untuk melihat kemurnian radiokimia
[y-32P]JATP hasil pemisahan, setiap fraksi
yang ditampung dianalisis dengan sistim
KLT dengan menggunakan PE/ Cellulose
sebagai fasa diam dan larutan KH,PO, 0,5
M pH 3,5 sebagai fasa gerak. Hasil radio-
analisa ini menunJukan adanya aktivitas
nukleotida bertanda [y— P]ATP pada fraksi
5, 6, 7 dan 8 dengan kemurnian radiokimia
berturut-turut adalah 70,57, 78,44 , 73,69
dan 76,53%. Gambar 6 memperlihat
radiokromatogram [y-32P]JATP hasil pemur-
nian (fraksi 6) dengan kolom kromatografi
penukar anion DEAE-Sephadex dengan
menggunakan eluen HCI 0,03 M. Dari
kromatogram ini dapat dilihat bahwa
kemurnian radiokimia [y-32P]JATP hasil
pemurnian hanya ~ 75% jauh dari kemur-
nian radiokimia yang diinginkan (>95%).

Untuk  mendapatkan [y-32P]ATP
dengan kemurnian radiokimia > 95%,
metoda pemurnian kemudian dimodifikasi
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seperti proses pemlsahan yang digunakan
oleh Schendel dan Wells "], ya|tu dengan
menggunakan larutan (NH4)HCO; pH 7,5
dengan konsentrasi 0,01 M; 0,1 M; 0,23 M
dan 0,4 M sebagal eluen Pada proses
pemurnian ini [y- P]ATP hasil sintesis
dilewatkan ke dalam kolom DEAE-
Sephadex yang telah dikondisikan dengan
10 mL NH4HCO; 0,01 M. Kolom kemudian
berturut-turut  dielusi dengan 16 mL
NH,HCO; 0,01 M untuk menghilangkan
enzim, dengan 10 mL NH4HCO; 0,1 M
untuk menghilangkan ADP dan ATP yang
tidak bereaksi dan dengan 16 mL NH4HCO;
0,23 M untuk menghilangkan P-32 yang
tidak bereaksi. Kolom kemudian dielusi
dengan 10 mL NHHCO; 0,4 M untuk
mendapatkan ATP yang telah tertandai P-
32, [y-2°P]ATP.

Gambar 7 memperllhatkan profil elusi
pemurnian [y- P]ATP dengan kolom
kroma-tografi penukar anion DEAE
Sephadex menggunakan NH4,HCO;sebagai
eluen. Hasil analisa fraksi-fraksi hasil elusi
dengan KLT menggunakan PEI Cellulose
sebagai fasa gerak dan larutan KH,PO, 0,5
M pH 35 sebagai fasa diam
memperlihatkan bahwa fraksi 15, 16, 17
dan 18 merupakan P- 32 bebas yang tidak
bereaksi menjadi [y- P]ATP (Rf = 0,6).
Sementara itu fraksi 22, 23 dan 24
merupakan  fraksi [y-32P]ATP dengan
kemurnian radiokimia > 95%. Gambar 8
memperlihatkan kromatogram salah satu
fraksi yang dimaksud diatas (fraksi 23), [y-
PIATP(R= 0,2), dengan kemurnian
radiokimia > 95%.

Fraksi 22, 23 dan 24 kemudian
dikumpulkan untuk mendapat [y-32P] yang
akan digunakan untuk aplikasi teknologi
nuklir dalam bidang kesehatan. Tetapi
karena radioaktifitas yang didapatkan dari
ketiga fraksi tersebut hanya 103,5 uCi/2ml,
untuk sementara waktu [y- P]ATP dengan
kemurnian radiokimia mencapai 96,74% ini
belum dapat digunakan. Penelitian selan-
jutnya yang menggunakan NH4HCO;
dengan aktifitas yang Ieb|h tinggidiharap-
kan dapat menyedia [y- P]ATP dengan
aktivitas yang lebih tinggi sehingga dapat
digunakan untuk aplikasi teknologi nuklir
dalam bidang kesehatan.

KESIMPULAN

Pemurnian larutan H;*PO4 yang
akan  digunakan untuk pembuatan
nukleotida bertanda *’P, [y-’P]JATP, telah
berhasil dilakukan. Pemurnian dilakukan
dengan cara melewatkan H;*>PO4 dengan
kemurnian radiokimia 86,48% kedalam
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kolom penukar kation Dowex AG 50 (1 x 8)
yang telah dikondisikan dengan HCI 1M.
Kemurnian radiokimia H332PO4 meningkat
secara siknifikan (> 99%) setelah proses
pemurnian ini. Sementara itu rendemen
sintesis [y-32P]ATP dengan menggunakan
metoda yang dilaporkan oleh Sakamoto
adalah 33,46 %. Untuk mendapatkan [y-
32P]ATP dengan kemurnian radiokimia yang
memenuhi syarat untuk dapat digunakan
pada aplikasi teknologi nuklir dalam bidang
kesehatan (> 95%), raw product dimurnikan
dengan sistim  kromatografi dengan
menggunakan kolom DEAE-Sephadex
dengan menggunakan dua eluen vyang
berbeda yaitu HCI dan NH4;HCO; Proses
pemurnian [y-32P]ATP dengan
menggunakan eluen HCI hanya dapat
memberikan [y-32P]ATP dengan kemurnian
radiokimia ~ 75%, jauh dari kemurnian
radiokimia yang diharapkan (>95%).
Sebaliknya pemurnian yang meng-gunakan
NH4HCO; sebagai eluen (metoda
pemisahan dari Schendel dan Wells),
berhasil memberikan [VSZP]-ATP dengan
kemurnian radionuklida ~ 96,74%.

Dengan berhasilnya dilakukan
proses pemurnian [y32P]-ATP dari raw
product nya, sehingga membuka peluang
proses pembuatan berkelanjutan untuk
memproduksi nukleotida bertanda *°P
lainnya. Oleh sebab itu penelitian
selanjutnya akan lebih ditekankan untuk
mendapatkan [y32P]-ATP dengan aktivitas
yang lebih tinggi dengan cara
mengoptimasi Iamanga waktu penandaan
dan menggunakan Hs PO, dengan aktifitas

yang tinggi.
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LAMPIRAN

Tabel 1.Pembuatan larutan campuran A: 100 pL campuran berikut dibuat dalam satu tabung
mikro

500mM___ Tris-HCI )

120 mM MgCl, r (pH 8.0) 50 pL
1 mM EDTA  J
125 mM Na piruvat 20 pL
200 mM Dithiothreitol 15 pL
Fructose 1,6-
20 mM bisphosphate SuL
5 mM ADP 5uL
20 mM B-NAD 5 L
Tabel 2.Pembuatan larutan campuran B: 50 pL larutan berikut disiapkan dalam satu tabung
mikro
500 MM Tris-HCI )
120 mM  MgCl, r (pH 8,0) 5 uL
1 mM EDTA ]
200 mM Dithiothreitol 1,5 L
Air 43,5 uL
Tabel3.Pembuatan campuran enzim:12 uL campuran enzim berikut dibuat didalam satu tabung
mikro
Enzim Vol. Konsentrasi
Aldolase 6 uL (0,54 unit)
Glyceraldehydes 3-phosphate .
dehydrogenase 2HL (1,6 unit)
Lactate dehydrogenase 2L (2,5 unit)
3-phosphoglycerate kinase 2L (0,9 unit)

(E-0HaC CHy 0~
QDH
OH
Fructose 1,8-bisphosphate

£ Aldolase l

CHz0-® ¢Ho

II:=0 H(IJDH .

CH0H CHz0—-& i CO0H
Dihydroxyacetone —————— §lyceraldehyde HUCH
phosphate {;D:;?aigusphate 3-phosphate CH3

! Lactlc acid
Elyzi?cﬁ 3-phosphate ;;g:;;iigehvde }‘b\‘ADW :
dehydrogenase dehydrogenase
FAD NADH+H
CHa 0P CUO 32p g coon
HOCH HCOH é r=
CHp0H CHzD*@ CHz
Glycerol 1.,3-Bisphosphaglycerate i Pyruvic acid
3-phosphate Phosphoglycerate ADP
kinase Ly —#2PIATP
COOH
(®:PO;H. néon
CH0-F)

3-Phosphoglycerate

Gambar. 1. Bagian dari proses glikolisis dengan reaksi enzimatis pembentukan ADP menjadi
ATP dengan penambahan fosfat radioaktif (H332PO4)
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(mm) (mm) {mm) Region Region % of % of
Reg Start  Stop Centroid RF Counts CPM  Total ROI

Rgn 1 357 659 552 0276 5756.0 11512.0 1.02 1.07
Rgn 2 73.7 116.0 98.9 0495 67030.0 1340600 11.84 1246
Rgn 3 1255 1557 1400 0700 465390.0 930780.0 8222 8648

3 Peaks 5381760 10763520 95.08 100.00
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Catatan: RH;*PO,= 0,7
Gambar 2. Radiokromatogram dari larutan H332PO4 sebelum proses pemurnian

(mm) (mm) (mm) Region Region % of % of
Reg Start Stop Centroid RF Counts CPM Total ROI
Rgn 1 201 28.8 243 0.122 596.0 1192.0 0.15 0.15
Rgn 2 1125 1376 124.5 0.623 384120.0 768240.0 96.02 99.85
2 Peaks 384716.0 7694320 96.17 100.00
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Catatan: Ry H;**PO,= 0,7
Gambar 3. Radiokromatogram larutan H332PO4 setelah proses pemurnian

{(mm) (mm) (mm) Region Region % of % of
Reg Start Stop Centroid RF Counts CPM Total ROI
Rgn 1 19.3 296 253 0.126 1869.0 3738.0 0.59 0.64
Rgn 2 34.8 61.6 482 0.241 98433.0 196866.0 30.85 3346
Rgn 3 1004 138.4 1215 0608 193860.0 387720.0 60.76 65.90
3 Peaks 2941620 5883240 9220 100.00
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Gambar 4. Radiokromatogram pembentu-kan [y-**P]ATP setelah inkubasi (60) menit
Catatan: R, £y-32P]ATP =0,241;
RH;*PO, = 0,608
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Gambar 5. Profil elusi pemisahan dengan kolom kromatografi penukar anion
DEAE-Sephadex menggunakan HCI sebagai larutan pengelusi

(mm) (mm) (mm) Region Region % of % of
Reg Start Stop Centroid RF Counts CPM  Total ROI
Rgn 1 348 66.8 495 0248 59039.0 118078.0 7645 7844
Rgn 2 1117 135.8 123.3 0617 16227.0 32454.0 21.01 21.56
2 Peaks 75266.0 150532.0 97.47 100.00
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Gambar 6. Radiokromatogram dari hasil proses pemisahanmenggunakan HCI sebagai larutan

pengelusi

Catatan: R{y-P]ATP = 0,241;
RH;*PO, = 0,608
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Gambar 7. Profil elusi pemisahan dengan kolom kromatografi penukar anion DEAE Sephadex
menggunakan NH,HCO;sebagai larutan pengelusi
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(mm) (mm) (mm) Region Region % of % of
Reg Start Stop Centroid RF Counts CPM Total ROI
Rgn 1 40.0 66.8 524 0262 48734.0 97468.0 9326 96.74
Rgn 2 1358 1635 147.5 0.738 1643.0 3286.0 3.14 3.26
2 Peaks 50377.0 100754.0 96.41 100.00
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Gambar 8.Radiokromatogramfraksi 23 dari hasil

Position (mm)

proses pemurnian [y->’PJATP menggunakan

kolom penukar anion DEAE Sephadex danNH4HCO3;sebagai eluen

Catatan: Rfs
RH;

Seminar Nasional Kimia dan Pendidikan Kimia IV

[y-“PIATP = 0,241;
PO, = 0,608

381



