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ABSTRAK

Andis Sugrani. Isolasi dan karakterisasi peptida antibakteri dan antikanker
dari hidrolisat protein alga merah Eucheuma spinosum dan bakteri endofit
simbionnya(dibimbing oleh Ahyar Ahmad, M. Natsir Djide, Hasnah
Natsir).

Peptida bioaktif merupakan fragmen pecahan protein spesifik yang
memiliki residu asam amino sekitar 2-50 unit dan mempunyai dampak
positif terhadap fungsional tubuh dengan berdasarkan pada aktivitas
sekuen asam amino penyusunnya. Isolasi protein dari alga merah E.
spinosum dan bakteri endofit simbionnya dilakukan untuk memproduksi
dan mengkarakterisasi peptida antibakteri dan antikanker dari alga E.
spinosum serta bakteri endofit simbionnya.

Tahapan metode penelitian meliputi isolasi dan identifikasi bakteri
endofit simbion alga merah E. spinosum, isolasi protein dari kedua sumber
(alga dan bakteri simbionnya), fraksinasi, hidrolisis dan ultrafiltrasi protein
menjadi peptida. Kemudian dilakukan pengujian aktivitas dan karakterisasi
sekuen peptida bioaktif yang bertanggungjawab terhadap aktivitas
antibakteri dan antikankernya.

Hasil pada penelitian ini menunjukkan bahwa bakteri endofit
simbion dari alga E. spinosum teridentifikasi dalam genus Vibrio sp. strain
ES25. Peptida dengan berat molekul < 3kDa dari alga E. spinosum (PA1d)
dan dari bakteri endofit Vibrio sp. Strain ES25 (QA1ld) diketahui aktif.
Peptida ini dihasilkan dari protein yang diendapkan dengan ammonium
sulfat dengan kejenuhan 20% dan dihidrolisis dengan menggunakan
enzim pepsin. Uji aktivitas antibakteri peptida dari alga E. spinosum dan
bakteri endofit Vibrio sp. strain ES25 paling aktif terhadap bakteri Gram
positif S. aureus. Aktivitas antibakteri dan antikanker bakteri endofit Vibrio
sp. strain ES25 (QA1d; diameter hambatan 19,46+0,65 mm; ICsy 248,18
Mg/mL) lebih aktif dibanding peptida dari alga E. spinosum (PA1d;
diameter hambatan 10,16+0,08 mm; ICso 749,32 pg/mL). Studi
bioinformatik memberikan informasi sekuen yang bertanggungjawab
terhadap aktivitas antibakteri dan antikanker untuk peptida dari alga E.
spinosum vyaitu sekuen PA1d-3 (Lys-Asn-Ser-Leu-Lys-Ala-Thr-Leu-Cys-
Leu-Ser-Leu-Thr-Leu-Ala-Ala-Pro-Ser-Leu) dan untuk bakteri endofit
Vibrio sp. strain ES25 yaitu sekuen QA1d-8 (Ala-Leu-His-Leu-Pro-Leu-
Lys- Leu - Met - Leu-Arg-Pro-Ala-Leu-Pro-Leu-Arg-Leu-Lys-Leu-Thr-Leu).
Peptida bioaktif dari bakteri endofit simbion lebih menjanjikan untuk
dikembangkan sebagai bahan obat antibakteri dan antikanker.

_ i ci: antibakteri, antikanker, bakteri endofit, Eucheuma spinosum
uijﬂs,ﬁg;

g—i.
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ABSTRACT

Andis Sugrani. Isolation and characterization of antibacterial and
anticancer peptides from protein hydrolysate of red algae Eucheuma
spinosum and its Symbion endophytic bacteria (supervised by Ahyar
Ahmad, M. Natsir Djide, Hasnah Natsir).

Bioactive peptides are fragments of specific proteins that have
amino acid residues of around 2-50 units and have a positive impact on
the functional body based on the activity of the amino acid sequences.
Isolation of proteins from the red algae E. spinosum and its endophytic
symbiotic bacteria was carried out to produce and characterize the
antibacterial and anticancer peptides from the E. spinosum algae and their
active endophytic symbiotic bacteria.

Stages of the research method include isolation and identification
endophytic bacteria symbion of E. spinosum red algae, isolation of
proteins from both sources (algae and their symbionts), fractionation,
hydrolysis and ultrafiltration of proteins into peptides. Then testing the
activity and characterization of the bioactive peptide sequences
responsible for their antibacterial and anticancer activity.

The results of this study indicate that the symbiont endophytic
bacteria from the algae E. spinosum were identified in the genus Vibrio sp.
strain ES25. Peptides with molecular weight <3kDa from the algae E.
spinosum (PA1d) and from the endophytic bacteria Vibrio sp Strain ES25
(QA1d) are known to be active. This peptide is produced from protein
precipitated with ammonium sulfate with a saturation of 20% and
hydrolyzed by the enzyme pepsin. The antibacterial activity assay of
peptides from algae E. spinosum and endophytic bacteria Vibrio sp. strain
ES25 is most active against Gram-positive S. aureus bacteria.
Antibacterial and anticancer activity of endophytic bacteria Vibrio sp. strain
ES25 (QALd; diameter of inhibition 19.46 £ 0.65 mm; ICso 248.18 ug / mL)
is more active than peptides from algae E. spinosum (PAld; diameter of
inhibition 10.16 £ 0.08 mm; ICsq 749, 32 ug / mL). Bioinformatic studies
provide sequential information that is responsible for the antibacterial and
anticancer activity of peptides from E. spinosum algae is PAld-3
sequences (Lys-Asn-Ser-Leu-Lys-Ala-Thr-Leu-Cys-Leu-Ser-Leu-Thr-Leu-
Ala-Ala-Pro-Ser-Leu) and for endophytic bacteria, Vibrio sp. strain ES25 is
QA1d-8 sequence (Ala-Leu-His-Leu-Pro-Leu-Lys-Leu-Met-Leu-Arg-Pro-
Ala-Leu-Pro-Leu-Arg-Leu-Lys-Leu-Thr-Leu). Peptide from symbiotic
endophytic bacteria is more promising to be developed as an antibacterial

cancer drug ingredient.

,J;,;\*E*ﬁﬁ s:. antibacterial, anticancer, endophytic bacteria, Eucheuma
_— spinosum
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BAB |

PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Penyakit infeksi dan kanker merupakan masalah kesehatan dengan
kasus kematian yang terus meningkat setiap tahunnya. Tiga setengah juta
orang mati pertahun disebabkan oleh penyakit infeksi (WHO, 2014),
sedangkan penyakit kanker pada tahun 2012 dilaporkan menyebabkan
sekitar 8,2 juta kasus kematian (WHO, 2015). Pada dasarnya penyakit
infeksi dan kanker masing-masing dapat ditangani dengan antibiotik
(Radjasa et al., 2017) dan kemoterapi (Crosta, 2015), akan tetapi
penanganan yang demikian menimbulkan dampak negatif. Menurut
Radjasa et al. (2017), Penggunaan antibiotik yang tidak tepat dan tidak
terkontrol dapat mengakselarasi timbulnya multi drug resistance (MDR),
sedangkan kemoterapi dalam terapinya dapat menimbulkan sakit kepala,
kelelahan/lemah, rambut rontok, mual, muntah, diare, kram perut,
sariawan, mulut kering, gangguan daya ingat dan mati rasa. (Aslam et al. ,
2014). Olehnya itu dibutuhkan agen obat baru yang mampu mengatasi
penyakit infeksi dan kanker tersebut. Salah satu alternatif pencarian obat

baru adalah eksplorasi komponen aktif pada biota laut.

donesia merupakan negara kepulauan yang terdiri atas kurang

| - .000 pulau yang didalamnya terdapat berbagai jenis biota laut
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yang potensial untuk dikaji kandungan senyawa aktifnya. Sejak tahun
1970-an eksplorasi senyawa aktif telah banyak dilakukan dari biota laut.
Sebagai gambaran bahwa lebih dari 10.000 senyawa bioaktif telah
diisolasi dari biota laut termasuk alga dan sekitar 300 paten dari senyawa
tersebut telah berhasil dipublikasi dalam kurun waktu 30 tahun (Rasyid,
2008).

Alga merupakan salah satu biota laut yang menjajikan untuk
berbagai pengembangan karena diketahui mengandung senyawa
metabolit yang aktif sebagai antioksidan, antialergi, anti-HIV, antikanker,
antikoagulan, antibakteri dan antiinflamasi (Ammaranggana dan Wathoni,
2017). Alga terdiri atas tiga kelas, yaitu Rhodophyceae (ganggang merah),
Phaeophyceae (ganggang coklat), dan Chlorophyceae (ganggang hijau)
(Joshi et al., 2018). Di Indonesia terdapat sekitar 782 spesies alga dengan
196 spesies alga hijau, 134 spesies alga cokelat, dan 452 spesies alga
merah. Salah satu jenis alga merah yang potensial dan banyak dijumpai di
Indonesia adalah Eucheuma spinosum (Djakatara et al. 2018; Sepdwiyanti
et al., 2012). Ada tiga wilayah di Indonesia yang banyak membudidayakan
E. spinosum antara lain Bali, Madura, dan Sulawesi Selatan (Diharmi et
al., 2011). Kabupaten Takalar merupakan satu-satunya wilayah di
Sulawesi Selatan yang mampu memproduksi 996.550 ton E. spinosum

dengan luas areal budidaya + 8.780 ha (Anonim, 2019).

erdasarkan kajian literatur diketahui bahwa pemanfaatan E.

m yang paling banyak adalah pada pemanfaatan kandungan
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karaginannya, masih sangat sedikit penelitian yang memanfaatkan
kandungan protein dari alga E. spinosum, padahal protein memiliki
aktivitas biologis sehingga dapat dijadikan sebagai sumber bahan obat
alami seperti antibakteri, antifungal, dan antikanker (Rodrigues et al.,
2009; Zheng et al., 2010).

Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa protein yang diisolasi
dari E. spinosum berpotensi sebagai agen obat antikanker. Selain itu,
penelitian tersebut juga menunjukkan bahwa fraksi protein dari E.
spinosum memiliki aktivitas antibakteri, baik yang digunakan secara
langsung maupun yang dikombinasi dengan obat antibakteri lainnya
(Sugrani et al., 2019a).

Pada umumnya organisme yang hidup di laut bersimbion dengan
bakteri (Rahmayanti et al., 2019). Bakteri simbion tersebut akan
mensintesis metabolit sekunder atau metabolit primer seperti organisme
inangnya (Pringgenies, 2010), sehingga sangat memungkinkan bakteri
simbion menghasilkan protein (metabolit primer) yang mirip dengan
inangnya (E. spinosum). Produksi protein dari sumber daya hayati
membutuhkan biomassa yang cukup banyak (Bintang, 2010). Sehingga
untuk dapat memproduksi protein yang banyak dari bakteri simbion maka
perlu untuk mengkultur bakteri dengan jumlah yang cukup banyak pula.

Setiap bakteri memiliki kondisi pertumbuhan masing-masing (Cappucino,

Oleh karena itu, sangat penting untuk mengetahui spesies

ya terlebih dahulu sebelum digunakan memproduksi protein.
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Dengan diketahuinya spesies dari bakteri tersebut maka kondisi optimum
pertumbuhannya dapat diatur sehingga dapat menghasilkan protein yang
baik.

Pengunaan protein sebagai bahan obat memiliki keunggulan yaitu
dapat diterima dengan baik oleh tubuh dengan efek samping yang kecil
(Arifuddin, 2001). Namun, beberapa protein menunjukkan bioaktivitas
yang lemah (Montalvéo, 2016; Sugrani et al., 2019a). Menurut Montalvéo
(2016) salah satu cara meningkatkan aktivitas protein adalah dengan
memodifikasi protein melalui proses hidrolisis menjadi senyawa peptida
dengan monomer sekitar 2 — 50 residu asam amino.

Peptida memiliki beberapa keunggulan antara lain mampu melawan
berbagai patogen seperti bakteri, jamur, dan virus (Felicio et al., 2017);
memiliki spesifisitas dan selektivitas yang tinggi terhadap sel kanker;
ukurannya kecil terdiri atas 2-50 residu asam amino (Thundimadathil,
2012; Wang dan Zhang, 2016); bobot molekulnya kurang dari 6.000 Da
(Vo et al. 2013); mudah disintesis dan dimodifikasi; mampu menetralisir
atau menembus sel tumor (Thundimadathil, 2012); waktu interaksi dengan
membran sel yang singkat sehingga mengurangi kemungkinan resistensi;
dan toksisitasnya rendah sehingga mengurangi efek samping (Felicio et
al., 2017).

Peptida telah banyak dimanfaatkan dalam bidang kesehatan,

kK pemanfaatannya sebagai antibakteri dan antikanker. Nisin

. merupakan jenis peptida yang potensial sebagai antibakteri
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(Jones et al. 2005) dan Adcetris® merupakan jenis peptida antikanker
(Cheung et al.,, 2015). Selain ditemukan dalam bentuk monoaktivitas,
peptida juga dapat ditemukan dalam bentuk multibioaktivitas (Felicio et al.,
2017) melittin misalnya merupakan peptida yang aktif sebagai antibakteri
dan antikanker (Papo dan Shai, 2003). Peptida antibakteri maupun
antikanker dapat dihasilkan oleh inang maupun bakteri simbionnya.
Hingga saat ini belum ada penelitian yang melaporkan perbandingan
aktivitas antibakteri dan antikanker peptida dari E. spinosum dan bakteri
simbionnya.

Peran serta fungsi peptida bioaktif sangat ditentukan oleh struktur
peptidanya. Penentuan struktur peptida dapat dilakukan secara langsung
dari rantai urutan asam amino suatu peptida dengan menggunakan
bantuan komputer yang dikenal dengan analisis bioinformatik
(Thenawidjaja et al., 2017). Analisis bioinformatik ini dapat digunakan
untuk membantu menyeleksi peptida yang aktif secara fisiologis, dapat
pula digunakan untuk pengembangan dan modifikasi peptida untuk
kepentingan sintesis sehingga diperoleh peptida dengan aktivitas dan
selektivitas yang tinggi (Cantisani et al., 2013).

Berdasarkan informasi pada latar belakang maka dilakukan
penelitian tentang Isolasi dan karakterisasi peptida bioaktif dari hidrolisat

protein alga merah E. spinosum dan bakteri endofit simbionnya dengan

hasil penelitian ini dapat dikembangkan sebagai bahan obat

er dan/atau antibakteri.

Optimization Software:
www . balesio.com




B. Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian pada latar belakang maka rumusan masalah
dalam penelitian ini adalah sebagai berikut

1. Apakah jenis spesies dari bakteri endofit simbion yang diisolasi dari
alga E. spinosum?

2. Apakah peptida yang aktif sebagai antibakteri dan/atau antikanker
dapat diproduksi dari protein alga merah E. spinosum dan bakteri
endofit simbionnya?

3. Bagaimanakah aktivitas antibakteri dan antikanker peptida dari alga
merah E. spinosum dan bakteri endofit simbionnya?

4. Bagaimanakah urutan sekuen peptida antibakteri dan peptida
antikanker yang diprediksi dengan menggunakan analisis

bioinformatik?

C. Tujuan Penelitian

Berdasarkan rumusan masalah dan identifikasi masalah maka
tujuan yang ingin dicapai dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Mengidentifikasi jenis spesies dari bakteri endofit simbion yang
diisolasi dari alga E. spinosum.

2. Memproduksi peptida dari alga merah E. spinosum dan bakteri endofit

I» )ionnya yang aktif sebagai antibakteri dan/atau antikanker.
H |
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3. Menentukan aktivitas antibakteri dan antikanker peptida dari alga
merah E. spinosum dan bakteri endofit simbionnya.
4. Menentukan urutan sekuen peptida antibakteri dan peptida antikanker

yang diprediksi dengan menggunakan analisis bioinformatik.

D. Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat sebagai
berikut:

1. Memperoleh bakteri endofit simbion dari alga E. spinosum yang telah
teridentifikasi spesiesnya.

2. Memperoleh senyawa peptida yang aktif sebagai antibakteri dan/atau
antikanker dari alga merah E. spinosum dan bakteri endofit
simbionnya.

3. Memberikan informasi tentang aktivitas antibakteri dan antikanker
peptida dari alga merah E. spinosum dan bakteri endofit simbionnya.

4. Memberikan informasi hasil prediksi analisis bioinformatik tentang

urutan sekuen peptida yang aktif sebagai antibakteri dan antikanker.
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BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

A. Alga (Rumput Laut)

Alga merupakan salah satu sumber daya alam laut yang paling
potensial di Indonesia. Alga dibagi menjadi dua kelompok yaitu alga
(multiselular) dan mikroalga (uniselular) (Ahmad et al., 2014). Alga atau
rumput laut dikelompokkan menjadi tiga yaitu Chlorophyceae (ganggang
hijau), Phaeophyceae (ganggang coklat), dan Rhodophyceae (alga
merah) (Vijayan et al., 2016).

Rumput laut merupakan alga makroskopis yang tumbuh di wilayah
laut pasang surut (intertidal), dangkal, dan dalam hingga kedalaman 180
meter (Vijayan et al., 2016), beberapa spesies rumput laut yang
keberadaannya melimpah diseluruh dunia antara lain Laminaria sp.,
Fucus sp., Scophyllum nodosum, Chondrus crispus, Porphyra sp., Ulva
sp., Sargassum sp., Gracilaria sp., Palmaria palmate, dan Undaria
pinnatifida (Holdt dan Kraan, 2011).

Alga merupakan sumber komponen makanan bergizi serta menjadi
komponen aktif baru seperti protein bioaktif, peptida, dan asam amino.

Protein alga saat ini masih merupakan bahan baku atau substrat yang

tuk menghasilkan peptida bioaktif, kandungan protein alga

N | si secara signifikan antar spesies (3%-47% w/w berat kering).
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secara umum, alga merah mengandung kadar protein yang tinggi
dibandingkan dengan alga hijau dan coklat (Harnedy dan FitzGerald,

2011).

B. Eucheuma spinosum

Eucheuma spinosum tergolong dalam kelas alga merah
(Rhodophyceae) merupakan salah satu jenis rumput laut yang cukup
potensial dan banyak dijumpai di perairan Indonesia (Sepdwiyanti et al,
2012). Di Indonesia, E. spinosum banyak di budidayakan di perairan Bali
(Nusa Penida), Madura (Sumenep), dan Takalar (Sulawesi Selatan)
(Diharmi et al., 2011). Selain di Indonesia rumput laut spesies ini juga
dibudidayakan secara komersial di Filipina, Cina, Malaysia (Sabah),
Tanzania, dan Kiribati (Ra et al., 2015).

E. spinosum mempunyai ciri-ciri berbentuk thallus silindris,
permukaan licin, warna coklat tua hijau-coklat, hijau kuning atau merah-
ungu. Ciri khusus secara morfologis, jenis ini memiliki duri-duri yang
tumbuh berderet melingkar (Diharmi et al., 2011).

E. spinosum mengandung karagenan, protein, karbohidrat, lemak,
dan serat kasar. Selain itu, E. spinosum dapat mengandung senyawa

bioaktif seperti flavonoid, alkaloid, saponin, tannin, dan turunannya yang

—_ sifat antibakteri (Sabdaningsih et al., 2013). Penelitian
[ | nya yang pernah dilakukan oleh Safitri et al. (2018) diketahui

ckstrak kasar E. spinosum dapat menghasilkan senyawa aktif
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biologis yang mampu membunuh bakteri atau menghambat pertumbuhan

bakteri.

C. Asosiasi alga dengan bakteri

Pada umumnya organisme yang hidup di laut itu bersimbion atau
berasosiasi dengan bakteri (Rahmayanti et al., 2019). Alga termasuk
organisme laut yang kaya akan bakteri simbion (Chakraborty et al., 2017).
Alga dan organisme laut lainnya berasosiasi dan bergantung pada bakteri
untuk pertumbuhan, perkembangan, pasokan nutrisi, dan sebagai
pelindung dari serangan predator (Egan et al., 2013).

Berdasarkan studi deskriptif, isolasi bakteri dari alga ditemukan
kurang lebih 149 alga yang berasosiasi dengan bakteri, 36 diantaranya
berasal dari Chlorophyceae, 46 dari Phaeophyceae, 55 dari
Rhodophyceae, dan 12 alga belum ditentukan (Goecke et al.,, 2010).
Beberapa bakteri yang pernah diisolasi dan dilaporkan dari alga merah
(Rhodophyceae) disajikan pada Tabel 1.

Bakteri dapat diisolasi dari alga dengan menggunakan teknik kultur.
Menurut Cappucino (2013), teknik kultur untuk mendapatkan biakan murni
terbagi menjadi tiga macam yaitu metode spread plate (tebar/sebar),

metode streak plate (gores), dan metode pour plate (tuang).

- etode spread plate merupakan teknik isolasi bakteri dengan cara
H"“ DE| kulasi kultur mikroba secara pulasan/sebaran di permukaan

agar yang telah memadat. Metode ini dilakukan dengan
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mengencerkan biakan kultur mikroba. Konsentrasi sel-sel mikroba pada

umumnya tidak diketahui, sehingga pengenceran perlu dilakukan

beberapa tahap.

Tabel 1. Bakteri simbion alga merah (Rhodophyceae)

e Alga Merah o
No Bakteri Simbion (Rhodophyceae) Aktivitas
1  Acaryochloris sp. Ahnfeltiopsis flabelliformis Komponen
fotosintesis
2  Alteromonas sp. Rhodymenia sp. Antisetlemen
3  Bacillus sp. Schizymenia dubyi Antibiotik
4  Bacillus sp. Glacilaria corticata Antimikroba
5 Bacillus Laurenciae papillosa Antibakteri
amyloliquefaciens
6  Bacillus antracis Plocamium telvairiae Antimikroba
7  Bacillus cereus Gelidium amansii Antimikroba
8 Bacillus cereus Grateloupia filicina Antimikroba
9  Bacillus firmicutes Jania Rubens Antibakteri,
antifungal
10 Bacillus pumilus Phorphyra yezoensis Antimikroba
11 Bacillus pumilus Chondrus ocellatus Antimikroba
12 Pseudomonas sp. alga merah (tidak diketahui  Antibiotik
spesiesnya)
13 Pseudomonas sp. Ceratodictyon spongiosum  Antibiotik
14 Pseudomonas stutzeri Glacilaria corticata Antimikroba
15 Vibrio owensii Glacilaria corticata Antimikroba
16 Pseudoalteromonas Digenea sp. Antibiotik
sp.
Sumher: Goecke et al., 2010; Karthick dan Mohanraju, 2018

Optimization Software:

www.balesio.com

reskan  suspensi

bahan yang mengandung bakteri

etode streak plate merupakan teknik isolasi bakteri dengan cara
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permukaan medium agar yang telah memadat. Setelah inkubasi maka
pada bekas goresan akan tumbuh koloni-koloni terpisah yang mungkin
berasal dari 1 sel mikroba, sehingga dapat diisolasi lebih lanjut.
Penggoresan yang sempurna akan menghasilkan koloni yang terpisah.
Metode pour plate merupakan teknik isolasi bakteri dengan cara
menginokulasi medium agar yang sedang mencair pada suhu 45-50°C
dengan suspensi bahan yang mengandung mikroba, dan menuangkannya
ke dalam cawan petri steril. Setelah inkubasi akan terlihat koloni-koloni
yang tersebar di permukaan agar yang mungkin berasal dari 1 sel bakteri,

sehingga dapat diisolasi lebih lanjut.

D. Hidrolisis Protein

Hidrolisis protein adalah proses terputusnya ikatan peptida dari
protein menjadi molekul yang lebih sederhana (Nielsen, 1997), struktur
yang lebih pendek dengan komposisi dan urutan asam amino tertentu
(Tidona et al., 2009).

Beberapa cara memutus ikatan peptida dari protein antara lain
dengan menggunakan enzim (Wang dan Zhang, 2016; Montalvao, 2016;
Tidona et al., 2009), ekstraksi dengan pelarut tertentu seperti asam atau

basa (Fan et al., 2014; Tidona et al., 2009).

—_ olisis dengan larutan asam;
| idrolisis dengan menggunakan asam kuat anorganik, seperti HCI

50, pekat yang dipanaskan hingga mendidih, tekanan = 1 atm.
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Hidrolisis dengan larutan asam mengakibatkan rusaknya beberapa asam
amino (triptofan, sebagian serin, dan threonin). Gambar 1 menunjukkan

reaksi hidrolisis protein dengan menggunakan asam.

0 R’ H o) 2 ?

H,N rL I ot /‘\H/OH HaN~ |
R S G

R

Gambar 1. Reaksi hidrolisis dengan menggunakan asam

2. Hidrolisis dengan larutan basa;

Hidrolisis protein menggunakan basa merupakan proses
pemecahan polipeptida dengan menggunakan basa / alkali kuat, seperti
NaOH dan KOH pada suhu tinggi dan tekanan = 1 atm. Gambar 2

menunjukkan reaksi hidrolisis protein dengan basa.

s 1 oo dy L, A,

Gambar 2. Reaksi hidrolisis dengan menggunakan basa

3. Hidrolisis dengan enzim.

Hidrolisis enzimatik merupakan metode yang paling banyak dipilih

—_— emproduksi peptida (Fan et al., 2014). Hidrolisis enzimatik banyak

L

N an asam amino esensial lebih rendah, biaya produksi relatif lebih

arena tidak mengakibatkan kerusakan asam amino, tingkat

Optimization Software:
www . balesio.com




14

murah, peptida dengan rantai pendek yang dihasilkan lebih bervariasi, dan
menghasilkan komposisi asam amino tertentu terutama peptida rantai
pendek seperti dipeptida dan tripeptida (Winarno, 2010). Gambar 3

memperlihatkan reaksi hidrolisis dengan bantuan enzim.

Protease
2 2
oL i I
H,oN N H,N OH , H,N
R" H o R R H o] R3
Dipeptida .
Substrat, berupa Peptida

polipeptida

Substrat mengikat enzim,

| o membentuk kompleks
enzim substrat
Ikatan Peptida H-O o Produk dilepaskan
2
dan enzim bebas

mengikat substrat

lainnya
SISI Aktif —P
/’ Penglkatan substrat dan
enzim menempatkan
tekanan pada ikatan
Enzim peptida dan ikatan akan

rusak.

Dimodifikasi dari www.scienceleam.org.nz
Gambar 3. Reaksi hidrolisis protein secara enzimatik (Anonim, 2011)
Hidrolisis enzimatik dilakukan dengan menggunakan enzim, baik itu

dengan menggunakan satu jenis enzim, atau beberapa jenis enzim yang

berbeda. Hidrolisis enzimatik dapat dilakukan secara bertahap misalnya

dihidrolisis dengan satu enzim protease tertentu, kemudian

a dihentikan, lalu dilanjutkan hidrolisis dengan enzim protease

nnya setelah itu reaksinya dihentikan kembali, begitu seterusnya
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hingga semua enzim digunakan menghidrolisis protein habis. Reaksi
enzimatik lainnya adalah yang dilakukan dengan menggunakan enzim
endopeptidase secara bersamaan pada kondisi optimum yang sama, jadi
misalkan terdapat dua enzim dengan kondisi optimum yang sama
digunakan sekaligus dalam menghidrolisis protein, kemudian reaksi
enzimatik tersebut dihentikan pada kondisi tertentu. Hidrolisis dengan
beberapa enzim secara bersamaan dapat meningkatkan bioavailabilitas
peptida dibandingkan hidrolisis dengan satu enzim (Wang dan Zhang,
2016). Beberapa enzim pencernaan yang dapat digunakan menghidrolisis
seperti pepsin, tripsin, kimotripsin, papain, alkalase, neutrase, protamex,
dan flavourzyme (Wang dan Zhang, 2016).

Penambahan enzim perlu memperhatikan pengaturan pada kondisi
pH dan suhu tertentu (Sediaoetama, 2008). Beberapa kondisi optimum
enzim endopeptidase (suhu, pH, buffer, dan rasio perbandingan substrat
dengan enzim) yang perlu diperhatikan dalam melakukan reaksi hidrolisis
enzimatik disajikan pada Tabel 2.

Dalam hidrolisis enzimatik, enzim yang berbeda akan
menghidrolisis protein dengan derajat yang berbeda pula. lkatan antara
enzim dengan peptida memiliki spesifitas yang tinggi, yang bekerja seperti
gembok dan kunci. Enzim memecah molekul ketika terjadi tabrakan antara

molekul dengan enzim. Adanya peningkatan suhu enzim akan

atkan lebih banyak energi yang meningkatkan kecepatan gerakan

dan menghasilkan tabrakan per detik. Tabrakan ini menyebabkan
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dekomposisi zat lebih cepat. Namun, suhu yang sangat rendah atau
sangat tinggi akan menonaktifkan enzim dan dapat menurunkan atau

menghentikan reaksi enzimatik (Zhang dan Zhang, 2013).

Tabel 2. Spesifitas katalitik dan kondisi optimum beberapa enzim

pencernaan
e ) Waktu
Enzim Slgaetsglf i'ttiis Féa§g3 S(tjg)u pH Reaksi Referensi
' (Jam)
Pepsin Ujung N: 6:100 37 2 2 Wang dan
Fenilalanin, Zhang.
Triptofan, 2016
Tirosin
Tripsin Ujung C: 3:100 37 8 3 Wang dan
Lisin dan Zhang.
Arginin 2016
Kimotripsin  Ujung C: 5:100 37 8 3 Wang dan
Fenilalanin, Zhang.
Triptofan, 2016
Tirosin
Papain Ujung C: 4:100 55 6,5 8 Wang dan
Leusin dan Zhang.
Glisin 2015

Peptida Bioaktif

Peptida adalah senyawa rantai pendek antara dua sampai lima
puluh asam amino yang dihubungkan oleh ikatan peptida (Nelson dan

Cox, 2005). Peptida yang telah diturunkan atau dihidrolisis mungkin saja

e nya tidak aktif pada protein induknya, tetapi setelah dilepaskan

tein induknya membentuk peptida yang bersifat aktif. Fragmen
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protein spesifik yang mempunyai dampak positif terhadap fungsional dan
kondisi tubuh disebut peptida bioaktif (Montalvao, 2016).

Peptida bioaktif biasanya terdiri atas 2-50 residu asam amino
(Wang dan Zhang, 2016; Wang dan Zhang, 2015; Fan et al.,, 2014;
Montalvdo, 2016; Wang et al.,, 2017). Asam amino dicirikan oleh gugus
karboksil (-COO") dan amin (-NHs") yang terikat pada suatu atom pusat
(Gambar 4a). Penamaan atom karbon pada rantai samping mengikuti
posisi karbon yaitu alfa (a), beta (8), gamma (y), delta (§), dan epsilon

(¢). Penamaan rantai samping di contohkan pada asam amino lisis

(Gambar 4b).
T - T ,8 6
ooc CH CH MH
2. VYV 2 E -T2
H5N+ ¢ oo R‘c&// KCHZ CH
R HN©

(a) (b)

Gambar 4. Struktur umum asam amino (a) dan Asam amino lisin beserta
penomoran atom karbonnya (b).

Adanya dua gugus fungsi yang dapat terionisasi membuat asam

amino dapat bermuatan positif dan negatif (ion zwitter) tergantung pada

tingkat keasaman (pH) di lingkungan. Sementara itu, gugus fungsi dari

rantai samping (R) yang terikat menentukan apakah asam amino bersifat

au nonpolar. Golongan asam amino nonpolar atau hidrofobik
nh

0 u.l' air, fobik = takut) bersifat sulit larut dalam air. Sedangkan,
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golongan asam amino polar atau hidrofilik (hidro = air, filik = suka) bersifat

mudah larut dalam air (Thenawidjaja et al., 2017).

Tabel 3. Residu-residu asam amino penyusun peptida

Nama asam Kode Kode BM’
. Struktrur Kimia tiga satu

amino (Da)
huruf huruf

Golongan asam amino polar netral (tidak bermuatan)

Glisin o2 Gly G 75

OH

:

Serin Ser S 105
NH,
CH,4
Treonin o” OH Thr T 119
NH,
=
Sistein O/\hSH Cys c 121
NH,,
o>
Tirosin Tyr Y 181
NH,
OH
P NH,
Asparagin OW Asn N 132
NH, O
NH,
— L o> \o GIn Q 146
H. ~ h | NH2
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Tabel 3. Lanjutan

Nama asam struktrur Kimia Kode Kode BM
amino 3 huruf 1 huruf (Da)

Golongan asam amino nonpolar (hidrofobik)

| oF CH,
Alanin Ala A 89
NH,
CH,
valin O%\H\C% val % 117
NH,
_ oF CHy
Leusin Leu L 131
NH, CH,
CH,
Isoleusin o%\HVCH3 lle 131
NH,
H
) N
Prolin O/\E) Pro P 115
Fenilalanin /\(\ | Phe F 131
T T
Triptofan NH, . /\) Trp w 204
H
S
= ~N
Metionin O/\(\/ s Met M 149
NH,
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Tabel 3. Lanjutan

Nama asam struktrur Kimia Kode Kode BM
amino 3 huruf 1 huruf (Da)

Golongan asam amino polar basa (bermuatan positif)

. o7 e
Lisin Lys K 146

NH,
NH,
Argini J\
ginin OWNH NH Arg R 174
NH,
H
o o> N .
Histidin | > His H 155
NH, N/

Golongan asam amino polar asam (bermuatan negatif)

A y OH

sam o)

Aspartat | | Asp D 133
NH, O

OH

Asam N~

Glutamat OWO Glu E 147
NH,

*) BM = Berat Molekul, sumber: Mustatea et al., 2019

Berdasarkan kelarutannya dalam air, asam amino dibagi menjadi
empat golongan antara lain asam amino nonpolar (hidrofobik); polar netral

(tidak bermuatan); polar asam (bermuatan negatif); dan polar basa

(harmuatan positif). Struktur kimia, singkatan dan berat molekul masing-

asam amino dapat dilihat pada Tabel 3. Peptida bioaktif telah

dikembangkan sebagai bahan baku serbaguna untuk
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memproduksi nutraseutikal dan obat farmasi (Tabel 4). Beberapa
penelitian telah mengkonfirmasi bahwa peptida dengan berat molekul
rendah menunjukkan bioaktivitas yang kuat (Wang dan Zhang, 2016).
Beberapa bioaktivitas peptida misalnya sebagai Anti-HIV, anti-aging,
antiinflamasi, antivirus, antijamur, antidiabetes, antioksidan,

antimunomodulator, dan lain-lain (Montalvao, 2016).

Tabel 4. Peptida yang beredar dipasaran

Komponen Aplikasi Status
Ziconotide Prialt ® Analgesik Disetujui FDA
Adcetris ® Obat Terapi Kanker Disetujui FDA
Glembatumumab Obat Terapi Kanker Studi Klinis
vedotin
Katsuobushi Antihipertensi Sebagai nutraseutikal
oligopeptide
Dermochlorella ® Skin toner Sebagai Produk

Kecantikan
Plitidepsin Obat Terapi Kanker Studi Klinis
HTI-286 Obat Terapi Kanker Studi Praklinis
Kahalalide F Obat Terapi Kanker Studi Klinis
Elisidepsin Obat Terapi Kanker Studi Klinis
Fish gelatin Suplemen Kesehatan Sebagai nutraseutikal
Tulang
Protizen ® Ansiolitik / Obat Sebagai nutraseutikal
penenang
Seacure ® Suplemen Kesehatan Sebagai nutraseutikal
Pencernaan
Nutripeptin ® Pengontrol Glukosa Sebagai nutraseutikal
Darah
— ~—MN Peptide ® Pengontrol Glukosa Sebagai nutraseutikal
il Darah
]! L : Cheung et al., 2015
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Karakteristik peptida yang memiliki aktivitas antibakteri
menunjukkan semakin panjang rantai asam amino (maksimal 50 residu
asam amino) maka akan semakin meningkat daya bunuh peptida tersebut
terhadap bakteri Gram positif dan Gram negatif (Liu et al., 2007). Peptida
antibakteri sering mengandung residu basa seperti asam amino lisin dan
arginine; residu hidrofobik seperti alanin, leusin, fenilalanin, isoleusin, dan
valin; serta asam amino lain seperti triptofan dan tirosin. Beberapa peptida
juga mengandung asam amino berulang (Brogden, 2005).

Perbandingan sekuen peptida antibakteri menunjukkan bahwa ada
dua tipe sisi rantai yang penting untuk aktivitas antibakteri yaitu sisi kation
dan sisi nonpolar. Sisi kation umumnya mengandung arginin, lisin, dan
histidin, sisi ini berinteraksi dengan sisi negatif membran atau dinding sel
bakteri termasuk lipopolisakarida (Brown et al., 2006). Sedangkan sisi non
polar peptida antibakteri sering mengandung prolin, fenilalanin, dan
triptofan yang diduga menginduksi kerusakan membran sel bakteri (Tam
et al.,, 2002). Dua sisi ini sering hadir sebagai kombinasi dalam peptida
antibakteri, kombinasi Arginin (R), dan triptofan (W) yang paling sering
ditemukan (Liu et al., 2007), misalnya pada indolicidin mempunyai sekuen
H-ILPWKWPWWPWRR-NH2 (Staubitz et al., 2001). Analisis hubungan
antara aktivitas peptida antibakteri seri (RW)n-NH2 dengan model sistem

membran menunjukkan bahwa kombinasi RW merupakan elemen

aktivitas. Semakin panjang rantai RW, semakin efektif membunuh

5ram positif dan negatif (Liu et al., 2007).

Optimization Software:
www . balesio.com




23

Peptida antibakteri dengan hidrofobisitas tinggi menunjukkan self-
association yang kuat. Muatan positif berfungsi untuk meminimalkan
asosiasi melalui distribusi muatan positif pada kedua sisi terminal.
Keseimbangan antara hidrofobisitas dengan distribusi muatan akan
memberikan efisiensi terhadap aktivitas antibakteri (Yin et al., 2012).

Peptida anionik mengandung banyak aspartat dan glutamat,
sedangkan untuk peptida kationik mengandung banyak lisin dan arginin.
Peptida anion yang membentuk kompleks dengan zinc atau peptida
kationik tinggi sering bersifat lebih aktif daripada peptida netral (Brogden,
2005).

Peptida antibakteri atau antimikroba (Antimicroba Peptides (AMPS))
sering menjadi kandidat peptida antikanker. Penelitian sebelumnya telah
menunjukkan bahwa banyak AMPs kationik, yang beracun terhadap
bakteri tetapi tidak beracun terhadap sel normal. Serta menunjukkan
spektrum sitotoksisitas yang luas terhadap berbagai sel kanker (Tyagi et
al., 2013).

Peptida bioaktif telah diusulkan menjadi agen untuk terapi antitumor
karena merupakan penetrasi tumor tinggi, mudah disintesis dan
dimodifikasi, biaya produksi yang rendah (Tyagi et al., 2013), strukturnya
yang sederhana, tersusun < 50 asam amino (Tyagi et al., 2013; Teerasak

et al.,, 2016), massa molekulnya rendah, sitotoksisitas khusus (spesifik)

) sel kanker sehingga efek samping yang ditimbulkan lebih sedikit

yerapannya mudah (Teerasak et al.,, 2016; Wang dan Zhang,
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2015). Beberapa penelitian yang telah dipublikasi terkait aktivitas

antikanker suatu peptida dari organisme laut (Tabel 5).

Tabel 5. Peptida antikanker dari organisme laut

Berat
Peptida Simbol  Molekul Aktivitas Sumber
(BM) (Da)
Leu-Ala-Asn-Ala- LANAK 515,29 antikanker dan Umayaparvathi
Lys antioksidan et al., 2014
Phe-lle-Met-Gly- FIMGP  726,9 antikanker Pan et al.,
Pro-Tyr Y 2016
GIn-Pro-Lys QPK 343.4 antiapoptosis Huang et al.,
2012

Tyr-Ala-Leu-Arg- YALRA 670,77 antiproliferasi  Song et al.,
Ala-Nya H sel PC-3 2014
Arg-GIn-Ser-Nya- RQSHF 1155 antiproliferasi  Xue et al.,
Phe-Ala-Asn-Ala- ANAQP sel MCF-7 dan 2015
GIn-Pro MDA-MB-231

Peptida kecil yang memiliki aktivitas antikanker merupakan

alternatif yang potensial untuk pendekatan terapi kanker. Saat ini banyak

terapi berbasis peptida untuk mengobati berbagai jenis tumor sedang

dievaluasi dalam berbagai tahapan praklinis dan klinis. Analisis awal

menunjukkan bahwa keberadaan asam amino Cys, Gly, lle, Lys, dan Trp

yang mendominasi di berbagai posisi pada peptida berkaitan dengan

adanya aktivitas antikanker (Tyagi et al., 2013).
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misalnya, aktivitas antikankernya akan menurun seiring dengan
penurunan panjang peptida. Sedangkan pada sel HepG2 (Hepatoma G2)
aktivitas antikankernya akan meningkat seiring dengan penurunan
panjang peptida. Hal ini disebabkan karena sel-sel kanker (MCF-7 dan sel
HepG2) berbeda, sel kanker MCF-7 menggunakan peptida panjang untuk
mengaktifkan aktivitas antikanker, sedangkan pada sel kanker HepG2
lebih memilih peptida yang lebih pendek untuk mengaktitfkan aktivitas
antikanker (Zhang dan Zhang, 2013).

Pengobatan terhadap kanker menggunakan peptida bioaktif dapat
dilakukan dengan beberapa cara misalnya sebagai obat minum langsung,
vaksin, hormone, agen pengantar radionuklida, agen reseptor, dan agen
pengantar obat sitotoksik (Thundimadathil, 2012).

Perbedaan antara membran sel kanker dan sel normal membuat
ACPs bersifat selektif dalam membunuh sel kanker. Interaksi elektrostatik
antara asam amino kationik dari ACPs dengan komponen anionik dari
membran sel kanker merupakan salah satu faktor utama dalam
pembunuhan sel kanker secara selektif (Tyagi et al., 2013). Peptida
kationik antikanker mengikat membran sel kanker yang bermuatan negatif
sehingga mengganggu stabilitas membran dan fluiditas sel kanker. Seperti
pembentukan pori model karpet atau model barel-paranada, serta

peningkatan masuknya ion kalsium, yang mengarah pada kematian sel

ak et al., 2016). Tiga bentuk klasik proses kematian sel kanker

in: autophagy, apoptosis, dan necrosis (Zhang dan Zhang, 2013).
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Beberapa ACPs mampu menginduksi apoptosis (program kematian sel)
(Tyagi et al.,, 2013) dan nerokrosis dengan mengganggu membran

mitokondria ketika sampai pada sel kanker (Teerasak et al., 2016).

F. Identifikasi Peptida (Sekuensing Peptida)

Sekuensing protein pertama kali diperkenalkan oleh Edman pada
tahun 1950 (Seidler et al., 2010) yang dikenal dengan “Degradasi Edman”.
Tahun tersebut menjadi tonggak sejarah dalam perkembangan penelitian
protein. Pada metode sekuensing protein dengan degradasi edman
digunakan kromatografi cair (LC) untuk memisahkan sampel berdasarkan
tingkat kepolarannya. Tidak lama kemudian diperkenalkan spektrometri
massa (MS) sebagai alternatif pengganti LC. Menurut Kennepohl (2020)
degradasi edman dengan LC memiliki keterbatasan dalam sekuensing
peptida besar serta efisiensi metode yang kurang sempurna (waktu yang
panjang dan penggunaan bahan yang banyak).

Seiring dengan kepopuleran MS, MS kemudian ditetapkan sebagai
metode utama untuk identifikasi protein dari sampel biologis (Lau, 2013).
Penyempurnaan metode sekuensing dengan MS terus berkembang
hingga dikemukakannya tehnik MS/MS yang menjadi dasar dalam

identifikasi protein/peptida. MS merupakan teknik analisis untuk mengukur

- pandingan massa dengan partikel bermuatan (m/z) (Lau, 2013).
]! P I. ecara sederhana prinsip sekuensing peptida dengan MS adalah

\n peptida di ionisasi sehingga membentuk ion-ion molekul
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bermuatan positif yang akan dideteksi oleh MS. Akan tetapi menurut
Zhang et al. (2013), melakukan ionisasi terhadap campuran analit tanpa
diawali dengan pemisahan terlebih dahulu akan menghasilkan ionisasi
terhadap molekul yang paling hidrofobik. Hal ini memungkinkan yang
terdeteksi pada MS hanya asam amino yang bersifat hidrofobik saja,
sehingga akan tidak efektif jika digunakan menganalisis campuran yang
kompleks.

Liguid  Chromatography @ MS/MS  (LC-MS/MS)  kemudian
diperkenalkan dalam mengatasi identifikasi protein/peptida pada
campuran yang kompleks. Saat ini peptida baik hasil sintesis maupun
hasil isolasi dari makanan, minuman, dan dari sampel biologi telah banyak
diidentifikasi dengan menggunakan alat LC-MS/MS (Lau, 2013). Person et
al. (2004), telah berhasil mengkarakterisasi dan mengidentifikasi peptida
dengan berat molekul rendah (dipeptida dan tripeptida) dengan
menggunakan LC-MS/MS dibantu dengan ultrafiltrasi menggunakan
MWCO 1000 Da.

Prinsip kerja dari alat ini adalah campuran peptida yang ada pada
fraksi akan dipisahkan berdasarkan kesamaan kepolaran dan
selektivitasnya terhadap fase gerak serta interaksinya dengan fase diam.
Setelah itu masing-masing senyawa akan diionisasi sehingga membentuk

ion-ion molekul bermuatan positif yang akan dideteksi oleh MS1 untuk

Lthui massa peptida. Kemudian dilakukan seleksi parent ion (dari
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MS1) untuk kemudian dideteksi fragmentasinya (product ion) oleh MS2
(Wysocki et al., 2003).

Kromatografi cair (LC) melakukan pemisahan terlebih dahulu
sehingga memungkinkan mendeteksi peptida dengan massa serupa
dengan resolusi yang berbeda. Sumber ion merupakan alat
elektromagnetik yang digunakan untuk mengionisasi sampel yang akan
dianalisis. Metode ionisasi yang umum digunakan dalam identifikasi
protein dan peptida adalah Matrix Assisted Laser Desorption lonization
(MALDI), dan Electrospray lonization (ESI) (Lau, 2013).

Metode ionisasi MALDI menggunakan plat padat dimana sebuah
UV matriks aktif ditempatkan pada plat bersama dengan sampel protein.
Laser mengarah ke titik matriks kristal dan mentransfer energi dari molekul
matriks ke sampel yang kemudian akan menguapkan sampel menuju ion
ke sumber MALDI. Sedangkan pada ESI, sampel protein awalnya
disuntikkan melalui kapiler bermuatan. Sehingga partikel bermuatan
terbentuk pada ujung kapiler. Penguapan partikel akan meningkatkan
muatan partikel dan meledak menjadi tetesan yang lebih kecil. Penguapan
dan pembelahan yang berulang akan menyebabkan terbentuknya tetesan-
tetesan yang bermuatan kecil. lon-ion ini kemudian akan melakukan
perjalanan ke alat analisa untuk dipindai satu massa pada satu waktu

(Aebersold dan Mann, 2003; Lau, 2013).

embilan puluh persen (90%) penelitian mengenai analisis peptida

LC-MS/MS menggunakan campuan asetonitril (ACN) dengan air
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yang diasamkan oleh trifluoroacetic acid (TFA, 0.05-0.1%) sebagai fase
gerak (Mehlis dan Kertscher, 1997). Teknik elusi yang umum digunakan
adalah gradien karena dapat memperkecil kemungkinan hilangnya peptida
yang sangat polar (karena terelusi terlalu cepat) atau kehilangan peptida
yang sangat tidak polar karena berikatan kuat dengan fase diam (Mehlis
dan Kertscher, 1997).

Zat aditif berupa ion pairing agent dapat digunakan untuk lebih
mengoptimalkan pemisahan peptida sehingga mampu mempertajam
bentuk peak (Petritis et al., 2002; McCalley, 2004; Toll et al., 2005). Pada
awalnyanya TFA (Trifluoroacetic acid) merupakan zat aditif yang banyak
ditambahkan pada eluen, akan tetapi penggunaan TFA diketahui dapat
menurunkan sensitiftas MS (McCalley, 2004). Sebagai alternatif pengganti
TFA adalah NFPA (Nonafluoropentanoic acid), TDFHA
(Tridecafluoroheptaenoic acid) (Petritis et al., 2002) atau ammonium
format (McCalley, 2004).

Penganalisis massa (mass analyzer) adalah komponen yang
memisahkan ion yang dihasilkan oleh sumber ion berdasarkan rasio
massa per muatan. MALDI biasanya menggunakan penganalisis Time of
Flight (TOF). lon yang dihasilkan dari sumber ion pada MALDI secara
langsung dalam waktu yang singkat terbaca oleh TOF pada waktu yang

bersamaan. lon dengan massa lebih rendah dan kecepatan yang lebih

kan menyentuh detektor terlebih dahulu. Penganalisis massa

ole banyak digunakan pada ESI. Ini bertindak sebagai penyaring

Optimization Software:
www . balesio.com




30

massa yang selektif. Hanya ion-ion dalam kisaran rasio massa per muatan
yang dilewatkan melalui sistem pada satu waktu (Trauger et al., 2002;
Vorderwilbecke et al., 2005).

Detektor mencatat muatan atau arus yang dihasilkan saat ion
menyentuh permukaan. Sinyal dari muatan atau arus ini akan dikonversi
menjadi spektrum-spektrum massa. Berdasarkan nilai spectrum massa
m/z kemudian akan dilakukan penentuan berat molekul dan urutan asam
amino penyusun peptida dengan bantuan software de novo sequencing.
Untuk setiap spektrum massa, digunakan software untuk menentukan
massa peptida dengan mencocokkannya dengan database protein atau
peptida yang ada pada software (Wisniewski, 2008). Selain itu dapat juga
dilakukan pencarian spektrum massa melalui mesin pencarian (search
engines). Data base protein atau peptida ini disebut Protein/Peptides
Mass Fingerprint (PMF). Beberapa contoh mesin pencarian PMF antara
lain MasCot, Sequest, X! Tandem, Prospector, OMSSA (Seidler et al.,
2010); Contoh Software database PMF seperti GenBank, Swiss-Prot,

dbEST, bioinfor, NCBIlprot, dan lain lain.

G. Analisis Bioinformatik Peptida

Analisis bioinformatika adalah cabang ilmu yang mengembangkan

— dan perangkat lunak untuk memahami data biologis. Bidang ini
]! DF bungkan ilmu komputer, biologi, matematika, dan teknik statistik

enganalisis atau menafsirkan data biologis (Tu et al.,, 2018).
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Bioinformatik juga dikenal sebagai analisis in silico yang melibatkan
metode komputasi untuk mengelola dan menafsirkan informasi yang
terkait dengan sistem biologis (Udenigwe dan Aluko, 2012). Bioinformatika
dapat digunakan dalam identifikasi protein, karakterisasi, homologi,
prediksi struktur, dan fungsi (Persson, 2000). Bioinformatika dapat pula
digunakan untuk mengevaluasi peptida bioaktif dalam protein (Ji et al.,
2018).

Sebelum bioinformatik berkembang, penemuan protein dan peptida
fungsional dilakukan melalui pengujian “trial and error” serta memerlukan
waktu, tenaga serta biaya yang mahal; akan tetapi setelah bioinformatika
berkembang, pencarian, dan penemuan protein atau peptida fungsional
dapat dilakukan lebih cepat (Kusumaningtyas, 2016). Analisis
bioinformatika dapat meminimalkan jumlah tes yang harus dilakukan untuk
menentukan suatu peptida bioaktif dengan menentukan hubungan struktur
dengan aktivitasnya, misalnya pada peptida multifungsi (mampu
menginduksi lebih dari satu aktivitas fisiologis), jika ingin mengetahui
aktivitasnya maka diperlukan serangkaian uji yang banyak (Tu et al.,
2018).

Perkembangan komputasi dan teknik visualisasi terutama 3D (tiga
dimensi) dari senyawa aktif juga telah mengantarkan pada penemuan

hubungan antara struktur dan fungsi senyawa tersebut. Sebelumnya,

. dengan aktivitas biologi tertentu ditemukan dari hasil skrining

iIcak dan kebetulan. Penemuan teknik visualisasi 3D (tiga dimensi)
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memungkinkan prediksi struktur dan fungsi senyawa bioaktif menjadi lebih
akurat tanpa harus melalui rangkaian eksperimen yang mahal (Breda et
al., 2008).

Ruiz et al. (2014) mengilustrasikan bahwa sifat-sifat struktur seperti
panjang rantai dan karakteristik fisikokimia (hidrofobik, muatan molekul,
dan rantai samping asam amino) memiliki efek besar pada bioaktivitas
peptida terhadap berbagai penyakit. Berdasarkan teori tersebut para
peneliti mengembangkan perangkat lunak untuk memprediksi aktivitas
peptida seperti PeptideRanker, AntiCP software, QSAR (Quantitative
structure activity relationship), docking molecular, dan lain-lain (Tu et al.,

2018).

H. Mekanisme Kerja Peptida Antibakteri dan Antikanker

Peptida antibakteri/antimikroba (AMPs) dan antikanker (ACPSs)
merupakan bidang yang telah banyak dikembangkan dan dipelajari.
Walaupun demikian, mekanisme kerja dari keduanya belum diketahui
secara pasti (Kumar dan Li, 2017) serta sulit untuk dipahami (Tyagi et al.,
2013). Peptida antikanker (ACPs) yang sering diperoleh berasal dari
Peptida antibakteri/antimikroba (AMPs). Peptida yang memiiki dua atau

lebih fungsi bukanlah hal yang baru, peptida yang demikian dikenal

—_ peptida multifungsi atau multibioaktivitas (Felicio et al., 2017).
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1. Mekanisme membranolitik

Aktivitas multifungsi AMPs dan ACPs yang sering hadir bersamaan
membuat mekanisme kerja dari keduanya tidak dapat dibedakan, karena
parameter fisikokimia yang menjadi penentu aktivitas AMPs dan ACPs
masih belum jelas (Felicio et al., 2017). Muatan positif merupakan salah
satu parameter fisikokimia yang membentuk interaksi elektroistatik dengan
dinding sel pelindung bakteri maupun sel kanker yang bermuatan negatif.
Hal inilah yang diduga memfasilitasi ikatan awal antara peptida terhadap
membran sel (sel bakteri ataupun sel kanker).

Dinding sel kanker maupun sel bakteri (Gram negatif dan Gram
positif) diketahui bermuatan negatif. Muatan negatif bakteri Gram negatif
diperoleh dari membran luar bakteri ini yang terdiri atas fosfolipid dan
lipopolisakarida. Sedangkan, pada bakteri Gram positif lapisan
peptidoglikan yang sangat tebal dengan polisakarida asam seperti asam
teichoic dan teichuronic yang memberikan muatan negatif bada bakteri ini
(Goyal dan Mattoo, 2016). Muatan negatif sel kanker diperoleh dari
membran luarnya yang mengandung fosfatidilserin dan heparin sulfat
(Aghazadeh et al., 2019; Wang et al., 2017).

Peptida yang telah menempel pada permukaan membran sel
kanker maupun bakteri akan mengganggu stabilitas dan fluiditas membran

dennan . pembentukan pori (model toroidal dan model barrel-stave)

PDF| dengan pembentukan non-pori (model karpet). Ketiga model

me ini disebut dengan mekanisme membranolitik (E-Kobon et al.,
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2016; Goyal dan Mattoo, 2016). llustrasi skematis mekanisme peptida

antibakteri dan antikanker dapat dilihat pada gambar (Gambar 5).
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Gambar 5. llustrasi skematis mekanisme membranolitik  peptida
antibakteri dan antikanker. (a) Model Toroidal, (b) Model
Barrel-Stave, dan (c) Model Karpet (Sumber: Giuliani et al.
2008).

a) Model Barrel-Stave

Pada model ini, peptida menempel pada bagian terluar membran,
agregasi peptida pada membran menyebabkan permukaan luar membran
menipis dan terjadi peregangan membran. Peptida kemudian masuk

melalui membran untuk membentuk pori transmembran. Peptida a-heliks

tang tegak lurus terhadap membran, dengan bagian hidrofobik
berinteraksi dengan inti lipid dan permukaan hidrofiliknya

h kebagian dalam (pori/saluran). Posisi demikian mengakibatkan
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gangguan potensial membran, kebocoran metabolit sel, dan akhirnya lisis

sel (Goyal dan Mattoo, 2016; Wang et al., 2017).

b) Model Toroidal

Model torodial atau disebut mekanisme Iubang cacing,
mekanismenya mirip dengan model barrel-stave. Peptida yang berikatan
akan masuk ke dalam membran sel, kehadiran peptida ini menginduksi
kelengkungan positif dari kepala kutub fosfolipid yang tegak lurus
terhadap bidang membran. Keadaan yang demikian, memecah interaksi
hidrofobik-hidrofobik dari molekul lipid dan mendukung penyelarasan
pembentukan pori-pori toroidal. Model ini telah diusulkan untuk
menjelaskan aksi peptida a-heliks dan B-sheet (Goyal dan Mattoo, 2016;

Wang et al., 2017).

C) Model Karpet

Pada model ini peptida tidak masuk kedalam inti membran tetapi
peptida sejajar dengan permukaan membran dan menutupinya seperti
karpet. Interaksi elektrostatik yang kuat antara komponen membran yang
bermuatan negatif dengan peptida kationik kemudian mendistorsi struktur
dan fluiditas membran. Ketika konsentrasi ambang batas peptida tercapai,

maka peptida diyakini berputar (bereorientasi) kearah inti hidrofobik

n sehingga terjadi miselisasi dengan membran terfragmentasi

detergen. Kerusakan menyeluruh dari membran menyebabkan
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kematian sel. Mekanisme model karpet ini digunakan untuk
menggambarkan mayoritas peptida bioaktif yang bermuatan kationik

bersih (Goyal dan Mattoo, 2016; Wang et al., 2017).

2. Mekanisme non-membranolitik

Mekanisme membranolitik dianggap sebagai atribut penting
terhadap aktivitas antibakteri dan antikanker. Namun, beberapa bukti
menunjukkan mode lain dari aktivitas peptida selain gangguan fungsi
membran (membranolitik). Penelitian in vitro menunjukkan kemampuan
peptida untuk berasosiasi dengan target intraseluler seperti asam nukleat,
protein atau enzim. Mekanisme dengan target intraseluler ini disebut
dengan mekanisme non-membranolitik. Illustrasi skematik mekanisme
non-membranolitik dapat dilihat pada Gambar 6.

Pada Gambar 6 menunjukkan mekanisme non-membranolitik
peptida dengan beberapa jalur kematian sel antara lain: a) Pembukaan
pori transisi permeabilitas mitokondria, b) Produksi reactive oxygen
species (ROS), c) Peningkatan kadar pro-apoptosis dan penurunan anti-
apoptosis, d) Pengaktifan reseptor kematian, dan e) Pelepasan pola

molekul terkait kematian (Wang et al. 2017).

embukaan pori transisi permeabilitas mitokondria
PDF | embukaan pori transisi permeabilitas mitokondria (mitochondrial

ility transition pore, mPTP) pada membran mitokondria bagian
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dalam (inner mitochondrial membrane, IMM) mengganggu sintesis ATP
dan mengakibatkan masuknya sejumlah air dan zat terlarut kecil yang
menyebabkan pembengkakan osmotik mitokondria dan akhirnya kematian
sel nekrotik. Selanjutnya, pembukaan pori mPTP pada membran
mitokondria bagian luar (mitochondrial outer membrane permeabilization,
MOMP) menyebabkan pelepasan faktor-faktor pro-apoptosis, seperti
sitokrom ¢ (Cyt c), faktor penginduksi apoptosis (apoptosis-inducing factor,
AIF), aktivator caspase yang diturunkan dari mitokondria (second
mitochondria-derived activator of caspase, Smac) dan endonuclease-G
(Endo-G) yang mengarah pada pengaktifan caspases dan berakhir
dengan kematian sel secara apoptosis.
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6. llustrasi skematis mekanisme non-membranolitik peptida
antibakteri dan antikanker (Sumber: Wang et al. 2017).
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b) Produksi reactive oxygen species (ROS)

Peptida menginduksi produksi spesies oksigen reaktif (reactive
oxygen species, ROS) menyebabkan penghambatan sintesis DNA serta
mengaktifkan caspase-9 yang mengarah pada kematian sel secara

apoptosis.

C) Peningkatan kadar pro-apoptosis dan penurunan anti-

apoptosis

Pembukaan mitokondria meningkatkan kadar protein pro-apoptosis
Bax dan menurunkan kadar protein anti-apoptosis Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-Xs,
dan XIAP secara bersamaan. Kondisi ini menyebabkan pelepasan
sitokrom ¢ dan mengaktifkan caspase-9 dan caspase-3. Gangguan
membran mitokondria juga mengakibatkan pelepasan faktor penginduksi
apoptosis endonuclease-G (Endo-G) yang mengganggu sintesis DNA

sehingga terjadi kematian sel.

d) Pengaktifan reseptor kematian

Peptida yang melalui membran sel secara spontan mengaktifkan
reseptor kematian TRAIL R2, Fas, dan TNF RI. Pengaktifan terjadi melalui
pengikatan peptida dengan reseptor kematian Fas. Hal ini menyebabkan

pro-caspase-8 membelah menghasilkan caspase-8 diikuti oleh caspase-3

’ i’ﬂ . nirnya menginduksi apoptosis.
|12 .
H.
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e) Pelepasan pola molekul terkait kematian

Peptida mendepolarisasi membran mitokondria dan secara
signifikan mengubah morfologi mitokondria sehingga mengakibatkan
pelepasan pola molekul terkait kematian (death-associated molecular
patterns, DAMPs) seperti sitokrom c¢, ATP, dan HMGB1 secara
bersamaan sehingga merusak integritas sel. Secara khusus DAMPs

mengganggu baik membran sel maupun mitokondria.

l. Kerangka Pikir

Indonesia merupakan negara yang kaya akan sumber
keanekaragaman hayati dan memiliki kekayaan spesies laut tertinggi.
Indonesia memiliki kurang lebih 17.000 pulau dan menjadi tempat yang
cocok untuk pertumbuhan alga karena garis pantainya yang panjang
(Djakatara et al., 2018). Salah satu jenis alga yang potensial dan banyak
dijumpai di perairan Indonesia adalah E. spinosum (Djakatara et al., 2018;
Sepdwiyanti et al., 2012).

Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa protein yang diisolasi
dari E. spinosum berpotensi sebagai agen obat antikanker. Selain itu
penelitian tersebut juga menunjukkan adanya aktivitas antibakteri protein

baik yang digunakan secara langsung maupun yang dikombinasi dengan

- ibakteri lainnya (Sugrani et al., 2019a). Selain aktivitasnya dapat
]! oD I. n dengan memanfaatkan ekstrak protein secara langsung, protein

pat dimodifikasi melalui hidrolisis untuk menghasilkan peptida
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bioaktif. Peptida bioaktif yang dihasilkan menunjukkan aktivitas yang
beragam misalnya sebagai Anti-HIV, anti-aging, antiinflamasi, antivirus,
antijamur, antidiabetes, antioksidan, antimunomodulator, dan lain-lain
(Montalvéao, 2016).

Pada umumnya organisme yang hidup dilaut bersimbion dengan
bakteri, termasuk E. spinosum didalamnya (Rahmayanti et al., 2019)
Menurut Pringgenies (2010), mikroorganisme yang berasosiasi dengan
organisme laut akan mensintesis metabolit sekunder atau metabolit primer
seperti apa yang disintesa oleh organisme inangnya.

Proses produksi peptida dari alga E. spinosum dan bakteri endofit
simbionnya dapat dilakukan melalui beberapa tahapan yaitu isolasi
protein, hidrolisis protein, dan ultrafiltrasi. Pada setiap tahapan produksi
terdapat skrining aktivitas antibakteri dan toksisitas. Peptida yang telah
didapatkan dan berpotensi aktif diuji lebih lanjut aktivitas antibakteri dan
antikankernya, kemudian di analisis LC-MS/MS dan SDS-PAGE
(Sodiumm Dodecyl Sulphate-Polyacrilamide Gel Electrophoresis).

Peptida yang memiliki aktivitas antibakteri dan antikanker, serta
telah diketahui hasil LC-MS/MS ditentukan urutan asam amino
penyusunnya dan diprediksi sekuen yang berperan terhadap aktivitas
antibakteri dan antikankernya untuk kemudian dapat dikembangkan

menjadi bahan obat antibakteri maupun antikanker. Menurut Tyagi et al.

eptida antikanker sering pula berasal dari peptida antibakteri dan
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biasa dikenal dengan peptida multifungsi. Adapun skema kerangka pikir

penelitian ini dapat dilihat pada Gambar 7.
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Gambar 7. Skema kerangka pikir penelitian

J. Hipotesis

Berdasarkan kerangka pikir yang telah diuraikan, maka dapat
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1. Bakteri endofit simbion yang diisolasi dari alga E. spinosum dapat
diidentifikasi spesiesnya.

2. Peptida yang aktif sebagai antibakteri dan antikanker dapat
diproduksi dari protein alga merah E. spinosum dan bakteri endofit
simbionnya

3. Aktivitas antibakteri dan antikanker peptida dari alga merah E.
spinosum dan bakteri endofit simbionnya dapat ditentukan.

4. Urutan sekuen peptida antibakteri dan peptida antikanker yang
diprediksi dengan menggunakan analisis bioinformatik dapat

ditentukan.

f
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