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ABSTRAK

Sargassum aquifolium memiliki kandungan protein dan asam glutamat yang tinggi, sehingga
dapat dimanfaatkan menjadi bahan penyedap rasa. Rasa umami dapat dihasilkan oleh peptida taste-
active yang berkontribusi dalam meningkatkan rasa umami dan memberikan sensasi rasa kokumi.
Meskipun banyak penelitian mengenai peptida umami dan kokumi dalam bahan pangan, namun
penelitian sejenis pada rumput laut belum banyak ditemukan. Analisis in silico telah banyak dilakukan
untuk memprediksi dan mengidentifikasi peptida dengan taste-active umami dan kokumi pada bahan
pangan dan efektif dalam mengevaluasi rasa peptida sebelum dilakukan evaluasi secara in vitro dan
in vivo. Tujuan penelitian ini adalah memprediksi dan mengidentifikasi keberadaan peptida taste-
active yang berkontribusi terhadap rasa umami dan kokumi pada rumput laut S. aquifolium dengan
analisis in silico. Ekstraksi peptida S. aquifolium menggunakan pelarut air dengan metode reflux dan
ultrasound, isolasi dan purifikasi peptida berdasarkan berat molekul. . Peptida hasil isolasi dianalisis
berat molekulnya menggunakan Tricine-SDS-PAGE dan aktivitas sensori potensial secara in silico
menggunakan database BIOPEP-UWM. Hasil penelitian menunjukkan analisis Tricine-SDS-PAGE
menemukan 5 pita peptida yaitu 673 Da, 797 Da, 1.019 Da, 1.195 Da, dan 1.408 Da. Analisis in
silico menunjukkan sekuen DFVEVPTGSN (1.019 Da) dan DTPDFVEVATESP (1.408 Da) diprediksi
sebagai peptida umami yang ditandai adanya residu asam amino aspartat (D), dan asam amino
glutamat (E), serta peptida ES, EV, TE, VE. Namun, tidak ditemukan peptida yang menunjukkan
potensi kokumi. Pendekatan ekstraksi Water Soluble Extraction (WSE) menggunakan metode reflux
dan ultrasound, serta pendekatan dengan in silico berhasil mengidentifikasi peptida taste-active
umami, namun kurang efektif dalam mengidentifikasi peptida kokumi dari S. aquifolium .

KATA KUNCI: Sargassum aquifolium, aktivitas sensori potensial, peptida umami, in silico

ABSTRACT

Sargassum aquifolium has high protein and glutamic acid to be used as a flavor enhancer. The
umami taste can be produced by taste-active peptides which contribute to enhancing umami taste
and providing kokumi taste sensation. Although there has been a lot of research on umami and
kokumi peptides, similar research on seaweed has not been widely found. In silico analysis has been
carried out to predict and identify taste-active peptides umami and kokumi in food and is effective
in evaluating the taste of peptides before in vitro and in vivo evaluation. This research aimed to
predict and identify taste-active peptides that contributed to umami and kokumi in S. aquifolium
using in silico analysis. This research consisted of extracting S. aquifolium peptides using water
with reflux and ultrasound methods, isolating and purifying peptides based on molecular weight. The
isolated peptides were analyzed for their molecular weight using Tricine-SDS-PAGE and in silico
potential sensory activity analysis using the BIOPEP-UWM database. Based on the Tricine-SDS-
PAGE analysis, found 5 peptide bands 673 Da, 797 Da, 1,019 Da, 1,195 Da, and 1,408 Da. In silico
analysis showed that the sequences of DFVEVPTGSN (1,019 Da) and DTPDFVEVATESP (1,408
Da) were predicted as umami peptides characterized by the presence of aspartate (D) and glutamic
(E) amino acid residues, as well as ES, EV, TE, and VE peptides. However, no peptides were found
that showed kokumi potential. The Water Soluble Extraction (WSE) approach using the reflux and
ultrasound method, as well as in silico approach, succeeded in identifying the taste-active umami
peptide, but was less effective in identifying the taste-active kokumi peptide from S. aquifolium.

KEYWORDS: Sargassum aquifolium, potential taste-active peptide, umami-tastepeptide, in silico
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PENDAHULUAN
Sargassum sp. merupakan salah satu
jenis rumput laut cokelat (Phaeophyta) yang

keberadaannya sangat melimpah dan tersebar
luas di perairan Indonesia (Kadi, 2014; Pakidi
& Suwoyo, 2017). Sargassum sp. memiliki
kandungan protein yang tinggi berkisar 11,60 —
16,30% (Pereira, 2011; Ramos et al., 2000). Salah
satu jenis rumput laut Sargassum sp. yang banyak
tumbuh di perairan Indonesia adalah Sargassum
aquifolium. S. aquifolium biasa dikonsumsi sebagai
bahan makanan di berbagai negara termasuk di
Indonesia (Pereira, 2016). Penelitian terhadap
konsentrasi protein dan asam amino pada S.
aquifolium menunjukkan rumput laut jenis ini
memiliki kandungan protein dan asam amino umami
(asam glutamat dan asam aspartat) yang lebih
tinggi dibandingkan dengan edible rumput laut lain
seperti Ulva lactuca dan Gracilariopsis longissima
(Pratiwi et al., 2021). Tingginya kandungan protein,
asam amino glutamat, dan aspartat menyebabkan
S. aquifolium memiliki flavor dan rasa umami.
Sensasi rasa inilah yang menyebabkan rumput
laut ini digemari untuk dikonsumsi dalam bentuk
mentah atau matang (Pereira, 2016), serta dapat
dimanfaatkan menjadi bahan utama penyedap rasa
(Pratiwi et al, 2020).

Penelitian terbaru mengungkapkan bahwa selain
asam amino umami dan 5’-nukleotida, peptida taste-
active juga memberikan efek sinergis terhadap
peningkatan rasa umami dalam makanan (Zhang
et al., 2017) dan berkontribusi dalam memberikan
sensasi rasa kokumi (Hartley et al., 2019; Kurihara,
2015). Peptida taste-active dapat berfungsi sebagai
prekursor aroma terhadap rasa makanan umami
dan kokumi (Xu et al., 2018), selain itu juga memiliki
potensi untuk diaplikasikan sebagai modulator
rasa dan meningkatkan palatabilitas pada produk
makanan (Li et al., 2020; Salger et al., 2019; Suzuki
et al., 2017). Penelitian sebelumnya telah banyak
dilakukan untuk mengidentifikasi rantai peptida
taste-active umami dan kokumi yang terdapat
dalam bahan pangan nabati, hewani, maupun
produk fermentasi. Beberapa peptida taste-active
seperti EE, EL, LE, VE, TGC, GLE, VEAL (Zhu et al.,
2020), GE, GCG (Kong et al., 2019), KGDEESLA
(Yamasaki & Maekawa, 1978), SSRNEQSR,
EGSEAPDGSSR (Su et al., 2012) memberikan rasa
umami dan peptida y-EE, y-EC, y-EL, LE (Zhu et al.,
2020), y-ECG, y-EAC (Ueda et al., 1990), y-EVG
(Kuroda et al., 2013) memberikan rasa kokumi.

Identifikasi peptida sebelumnya dilakukan
dengan menggunakan prinsip kromatografi seperti
LC-MS/MS (Kuroda et al., 2012; Miyamura et al.,

2014; Hillman & Hofmann, 2016; Amin et al., 2020),
LC-Q-TOF-MS (Xu et al., 2018; Kong et al., 2018;
Liu et al., 2020), UPLC-Q-TOF-MS (Shibata et al.,
2017; Feng et al., 2019; Zhu et al., 2020), UPLC-
MS/MS (Phewpan et al., 2020; Zhang et al., 2019b),
atau HPLC-MS/MS (Toelstede & Hofmann, 2009;
Hillman & Hofmann, 2016). Namun, metode tersebut
umumnya membutuhkan waktu yang lama dan biaya
yang tinggi. Selain itu, sulit untuk mendapatkan
peptida dengan kemurnian tinggi dalam campuran
yang kompleks, cakupan sampel yang terbatas,
dan hasil peptida terisolasi yang rendah (Udenigwe,
2014; Zhao et al., 2022), sehingga perlu adanya
metode penelitian yang lebih sederhana.

Dalam ekstraksi rumput laut, kehadiran
polisakarida seperti alginat, polifenol (Harnedy &
FitzGerald, 2013), serta protein yang berikatan
dengan dinding sel menyebabkan proses ekstraksi
menjadilebih kompleks, sehingga diperlukan metode
ekstraksi yang tepat. Metode ekstraksi dengan
penggilingan mekanis (Barbarino & Lourenco,
2005) dan osmotic shock (Joubert & Fleurence,
2008) dapat membantu dalam pemecahan dinding
sel rumput laut dan meningkatkan peptida yang
dihasilkan. Penambahan air dalam proses ekstraksi
peptida rumput laut dapat menimbulkan osmotic
shock pada rumput laut sehingga peptida taste-
active umami dan kokumi, serta asam amino
umami (Glu dan Asp) yang merupakan komponen
hidrofilik dapat larut dalam pelarut air selama
proses ekstraksi (Cermefio et al., 2020; Zhao et al.,
2019). Metode ekstraksi dengan pelarut air (Water
Soluble Extraction/WSE) dapat dilakukan dengan
beberapa macam metode, dua diantaranya dengan
metode reflux dan ultrasound. Metode reflux
merupakan metode ekstraksi dengan perlakuan
panas dan memerlukan jumlah pelarut yang lebih
sedikit karena proses ekstraksi berlangsung secara
kontinyu, sedangkan metode ekstraksi ultrasound
merupakan teknik yang menggunakan perlakuan
frekuensi berkisar 20 kHz sampai 2.000 kHz
yang akan mengaktifkan permeabilitas dinding
sel sehingga lebih banyak komponen senyawa
yang dapat terekstraksi ke dalam pelarut (Dewi et
al., 2016; Kadam et al., 2015). Selain itu, metode
ekstraksi WSE telah banyak diterapkan dalam
penelitian terkait ekstraksi peptida taste-active
umami dan kokumi pada bahan pangan dengan
menggunakan metode reflux (Shibata et al., 2017;
Feng et al., 2019; Li et al., 2019; Zhang et al., 2012)
dan kombinasi metode reflux dan ultrasound (Liu et
al., 2020).

Analisis secara in silico telah dilakukan
untuk memprediksi dan mengidentifikasi peptida
termasuk peptida dengan taste-active umami dan
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kokumi. Analisis peptida taste-active secara in silico
menjadi metode yang efektif dalam mengevaluasi
rasa peptida sebelum dilakukan evaluasi secara in
vitro dan in vivo (Keska & Stadnik, 2017). Selain
itu, metode in silico lebih hemat biaya dan telah
dilakukan dalam beberapa penelitian sebelumnya
terkait sensori dan rasa dari peptida (lwaniak et
al., 2016a; lwaniak et al., 2016b; Zhao et al., 2022;
Keska & Stadnik, 2017; Li et al., 2019).

Meskipun telah banyak dilakukan penelitian
mengenai peptida taste-active umami dan
kokumi dalam bahan pangan, namun belum ada
kajian yang berasal dari sumber umami rumput
laut khususnya Sargassum sp. yang berlimpah
di Indonesia. Adanya kemungkinan kontribusi
dan peningkatan sensasi rasa yang kompleks
dari peptida taste-active, membuat pentingnya
dilakukan penelitian mengenai peptida taste-active
yang terkandung dalam Sargassum aquifolium
untuk meningkatkan kualitas komponen rasa dari
penyedap rumput laut ini (Pratiwi et al., 2020)
dan memberikan manfaat dalam pengembangan
potensi rumput laut di Indonesia. Penelitian ini
bertujuan untuk memprediksi dan mengidentifikasi
keberadaan peptida taste-active yang berkontribusi
terhadap rasa umami dan kokumi pada rumput laut
S. aquifolium dengan analisis in silico.

BAHAN DAN METODE

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini berupa
blender (Philips HR 2115), mesh 20 dan 80, oven

“ 1 1:30.000

(Binder ED56), ultrasonic processor (Branson 1510),
kertas saring (Whatmann No. 1), membrane 0,45
pum (Sartorius SC 0,45 ym), tabung ultrasentrifugasi
10.000 Da (Amicon® Ultra-15 Centrifugal Filter
Units), sentrifuge dingin (Eppendorf Centrifuge 5430
R), sentrifuge (Hettich EBA 20), spektrofotometer
(UV-VIS 1800 Shimadzu), Biometra Sodium
Dodecyl! Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis
(Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad), power
supplies (Bio-Rad), fixing box, stain dan destain
box, gel documentation system (Bio-Rad), neraca
analitik (Ohaus), magnetic stirrer, pipette tips 10-
1000 pL (Bio-Rad), blue tip 1000 yL (OneMed),
vortex (Thermolyne), Erlenmeyer (Pyrex), beaker
glass (Pyrex), pipet volume (Pyrex), tabung reaksi
(Pyrex), corong (Pyrex), labu takar 100 mL (Pyrex).

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini
berupa sampel rumput laut Sargassum aquifolium
(Turner) C. Agardh yang diambil dari Pantai Sayang
Heulang Garut, Jawa Barat pada bulan Juli 2022 lalu
dicuci dan dikeringkan menggunakan Solar Tunnel
Dryer, Mini-Protean Tris-Tricine Precast Gels 16,5%
(Bio-Rad), Tris/Tricine/SDS buffer (Bio-Rad), buffer
sampel Tricine (Bio-Rad), p-mercaptoetanol (Bio-
Rad), Coomassie Blue (Coomassie Nano Protein
Staining Solution, Bio-Helix), marker protein Ultra
Low Range Molecular Weight Marker 1.060 — 26.600
Da (SIGMA), marker protein Precision Plus Protein
Dual Xtra Standards 2.000 — 250.000 Da (Bio-Rad),
NaOH (Merck), NaCl (Merck), Na,CO, (Merck),
CuSO, (Merck), KNaC,H,O,.4H,0 (Merck), Folin
(Merck), BSA (Bovine Serum Albumine) (Merck).

KABUPATEN
GARUT

Legenda

E Pantai Sayang Heulang| ["3

Tarss's

107" 4050°E

Gambar 1. Lokasi dan titik pengambilan sampel

Figure 1. Location and sample collection point
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Metode

Preparasi Sargassum aquifolium

Sargassum aquifolium Kkering dicuci dengan air
hingga bersih dari pasir, lalu dikeringkan dengan
oven pada suhu 60°C selama 24 jam. Rumput laut
kering kemudian dihaluskan dan diayak dengan
mesh 80 untuk memperoleh tepung rumput laut S.
aquifolium.

Sampel  kering  selanjutnya  dihilangkan
pigmennya dengan perendaman food grade etanol
96% dengan rasio 1:10 (w/v) selama 24 jam,
suhu 25°C dengan pengadukan konstan 250 rpm
menggunakan magnetic stirrer. Pergantian larutan
perendaman dilakukan setiap hari hingga warna
memudar (Saepudin et al. 2018). S. aquifolium hasil
depigmentasi kemudian dipisahkan dari pelarut dan
dikeringkan pada suhu ruang.

Ekstraksi peptida Sargassum aquifolium

Ekstraksi peptida dilakukan dengan dua macam
metode yaitu reflux dan ultrasound. Proses ekstraksi
dilakukan menggunakan pelarut air atau WSE. Hasil
ekstraksi dari masing-masing metode kemudian
difiltrasi menggunakan ultrafiltrasi (UF).

Ekstraksi peptida rumput laut menggunakan
metode reflux sesuai dengan metode Li et al. (2019)
& Liu et al. (2020) dengan modifikasi. Biomassa
kering S. aquifolium hasil dari depigmentasi
dilarutkan dengan aquades 1:10 (w/v), kemudian
dipanaskan pada suhu 100°C selama 20 menit

dengan pengadukan konstan 250 rpm menggunakan
magnetic stirrer. Larutan kemudian disentrifugasi
menggunakan sentrifuge (Hettich EBA 20 dengan
tipe rotor fixed-angle) dengan kecepatan 5000 rpm
selama 15 menit dilanjutkan dengan pre-filtrasi
menggunakan membran filter 0,45 um.

Ekstraksi peptida rumput laut dengan metode
ultrasound mengacu pada Liu etal. (2020). Biomassa
kering S. aquifolium yang telah dihilangkan pigmen
warnanya dilarutkan dengan aquades 1:10 (w/v) dan
dimaserasi pada suhu 4°C selama 2 jam. Tahapan
berikutnya ekstraksi menggunakan ultrasound
processor selama 30 menit dengan amplitude 70%
dan frekuensi 53 kHz, selanjutnya pengadukan
menggunakan magnetic stirrer selama 30 menit.
Hasil ekstraksi kemudian disentrifugasi dengan
kecepatan 5000 rpm selama 15 menit, selanjutnya
filtrat dipre-filtrasi menggunakan membran filter
0,45 ym.

Pemisahan peptida dengan ultrafiltrasi (UF)

Pemisahan dan purifikasi peptida dilakukan
berdasarkan prinsip ultrafiltrasi (Shibata et al.,
2017; Miyamura et al., 2015; Liu et al., 2020; Li
et al, 2020). Ekstrak S. aquifolium dipisahkan
melalui sistem ultrafiltrasi menggunakan tabung
ultrasentrifugasi membran 10.000 Da. Proses
pemisahan dilakukan dengan sentrifugasi kecepatan
5000 rpm menggunakan fixed rotor pada suhu 4°C
selama 30 menit. Supernatan hasil filtrasi (<10.000
Da) kemudian dianalisis kandungan protein dan
fraksi berat molekulnya.

Gambar 2. Sargassum aquifolium sebelum dikeringkan

Figure 2. Sargassum aquifolium before drying process
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Gambar 3. Sargassum aquifolium setelah dikeringkan

Figure 3. Sargassum aquifolium after drying process

Analisis kandungan protein menggunakan
metode Lowry

Analisis kandungan protein diperlukan sebagai
dasar untuk menentukan volume sampel saat
dilakukan loading pada pemisahan peptida dengan
Tricine-SDS-PAGE. Analisis protein dilakukan sesuai
dengan Meehre et al. (2018) dengan modifikasi.
Analisis dilakukan pada sampel filtrat hasil ekstraksi
reflux dan ultrasound, serta filtrat <10.000 Da dari
pemisahan ultrafiltrasi setelah proses ekstraksi
reflux dan ultrasound. Filtrat sampel sebanyak 0,5
mL dilarutkan dengan aquades sampai volume
total 4 mL kemudian ditambahkan dengan 5,5 mL
larutan (3) yang merupakan campuran larutan (1)
dan (2) yaitu larutan Na,CO, 2% dalam larutan
NaOH 0,1 N (1) dan larutan campuran CuSO, 0,5%
dalam larutan KNaC,H,0..4H,0 1% (2). Larutan
tersebut selanjutnya divortex dan didiamkan
selama 15 menit. Tahapan selanjutnya, larutan
ditambahkan dengan larutan folin (1:10) sebanyak
0,5 mL kemudian divortex dan didiamkan selama
30 menit. Absorbansi larutan diukur menggunakan
spektrofotometer UV-VIS pada panjang gelombang
650 nm. Kurva standar menggunakan BSA (Bovine
Serum Albumine) dengan konsentrasi 0; 2,344;
4,688; 9,375; 18,750; 37,500; 75; 150; 300; 600
ppm dan absorbansinya dihitung pada panjang
gelombang 650 nm.

Pengukuran berat molekul peptida dengan
Tricine-SDS-PAGE

Identifikasi peptida berdasarkan berat
molekulnya diawali dengan menghitung berat
molekul dari fraksi peptida menggunakan metode
Tricine-Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamyde

Gel Electrophoresis (Tricine-SDS-PAGE)
berdasarkan metode Schagger & Jagow (1987)
dan Schagger (2006) dengan modifikasi. Pada
penelitian ini  menggunakan marker protein
Precision Plus Protein Dual Xtra Standards 2.000 —
250.000 Da dan Ultra Low Range Molecular Weight
Marker 1.060 — 26.600 Da, serta menggunakan
precast gel Tris-Tricine 16,5% dengan 10 sumur.
Persiapan sampel dimulai dengan menambahkan
buffer sampel tricine pada ekstrak rumput laut yang
merupakan supernatan hasil filtrasi (<10.000 Da).
Buffer sampel tricine terdiri dari 200 mM Tris-HCI pH
6,8, 40% gliserol, 2% SDS, dan 0,04% Coomassie
Blue G-250, kemudian ditambahkan agen pereduksi
berupa B-mercaptoetanol dengan konsentrasi akhir
2% (v/v). Perbandingan sampel dengan buffer
sampel tricine 1:2 yaitu sebanyak 10 puL sampel
ekstrak rumput laut ditambahkan dengan 20 uL
buffer sampel tricine kemudian diinkubasi suhu 37°C
selama 15 menit. Sampel kemudian dimasukkan ke
dalam sumur sebanyak 20 yL/sumur. Buffer running
yang digunakan adalah 100 mL buffer Tris/Tricine
(BioRad) ditambahkan dengan ddH,O sampai
volume akhir mencapai 1 L. Proses running sampel
dilakukan dalam kondisi tegangan konstan 100 V
selama 240 menit, kemudian dilanjutkan dengan
proses pewarnaan Coomassie blue.

Proses pewarnaan Coomassie blue dilakukan
dengan inkubasi gel di dalam 0,025% pewarna
Coomassie dalam 10% asam asetat selama
overnight, kemudian dihilangkan warnanya dengan
menginkubasi gel dalam 5% asetat glasial dalam
metanol sebanyak dua kali masing-masing selama
5 menit, selanjutnya gel dipindah dalam ddH.,O.
Tahapan selanjutnya dilakukan pengukuran pada
pita protein dari hasil Tricine-SDS-PAGE dengan
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mencari nilai Retardation Factor (Rf) dari pita protein
dengan rumus berikut:

Jarak pergerakan pita dari posisi awal (cm)

Rf= Jarak panjang gel dari posisi awal (cm)

Selanjutnya nilai Rf dimasukkan ke dalam
persamaan regresi polynomial order 2 dengan
rumus sebagai berikut:

y=ax2+bx+c

Keterangan:

y =log BM

x =Rf

BM= anti log y

Analisis in silico

Analisis in silico atau
menjadi dua tahap vyaitu
dan rantai (sequence) peptida berdasarkan
berat molekul, selanjutnya memprediksi aktivitas
sensori atau faste-active potensial dari peptida
teridentifikasi. Analisis profil dan rantai peptida
dilakukan dengan mengakses Protein Data Bank
UniProtKB, sedangkan prediksi peptida taste-active
potensial, frekuensi kemunculan fragmen sensorik
pada peptida, dan analisis proteolisis peptida
teridentifikasi dilakukan menggunakan database
BIOPEP.

bioinformatika terbagi
mengidentifikasi profil

Identifikasi profil peptida berdasarkan berat
molekul peptida

Analisis  bioinformatika  dilakukan  untuk
mengetahui profil dan rantai (sequence) peptida
berdasarkan berat molekul yang telah diketahui
dengan mengakses Protein Data Bank pada
UniProtKB melalui https://www.uniprot.org
(Udenigwe, 2014), sehingga diketahui urutan rantai
peptida (sequence) dan berat molekul peptida (Da)
berdasarkan spesies organisme yg digunakan yaitu
Sargassum atau Sargassum aquifolium.

Prediksi taste-active potensial peptida
teridentifikasi

Taste-active potensial dari peptida yang
teridentifikasi diprediksi menggunakan database
BIOPEP https://biochemia.uwm.edu.pl/biopep-
uwm/ melalui menu peptida sensorik dan asam
amino. Analisis dilakukan dengan memilih menu
“analysis” kemudian pilih “profiles of sensory
activity” dan masukkan rantai peptida teridentifikasi
pada menu “for your sequence”. Setelah hasil
prediksi aktivitas sensori potensial atau taste-active
potensial dari rantai peptida muncul, data disortir

berdasarkan urutan peptida dengan memilih menu
"sort by sequence” untuk mengetahui taste-active
potensial peptida berdasarkan urutan rantai peptida
(lwaniak et al.,, 2016b; Keska & Stadnik, 2017;
Hakimi et al., 2022).

Frekuensi kemunculan fragmen sensorik pada
peptida teridentifikasi

Frekuensi kemunculan fragmen sensorik
dalam urutan rantai peptida (A) dihitung menurut
persamaanA=a/N, dimana a adalah jumlah fragmen
dengan jenis taste-active potensial tertentu dalam
urutan peptida dan N adalah jumlah residu asam
amino dalam peptida (Udenigwe, 2014; Iwaniak et
al., 2016b; Dziuba et al., 2003). Analisis dilakukan
dengan mengakses database BIOPEP https://
biochemia.uwm.edu.pl/biopep-uwm, selanjutnya
pilih melalui menu “sensory peptides and amino
acids” kemudian memilih submenu “analysis”
dan “calculations”. Urutan peptida teridentifikasi
dimasukkan pada kolom sequence yang tersedia
pada menu “for your sequence” untuk memasukkan
rantai peptida teridentifikasi pada kolom lalu “report’.

Proteolisis peptida teridentifikasi menggunakan
in silico

Proteolisis merupakan proses pemecahan
protein menjadi polipeptida atau peptida menjadi
asam amino yang lebih kecil. Proses proteolisis
secara in silico dianalisis menggunakan database
BIOPEP https://biochemia.uwm.edu.pl/biopep-
uwm. Dalam penelitian ini, hidrolisis rantai peptida
teridentifikasi menggunakan enzim protease
(Glutamyl endopeptidase) pH 7,8 (EC 3.4.21.19),
enzim tripsin (EC 3.4.21.4), enzim pepsin pH >2
(EC 3.4.23.1), dan enzim papain (EC 3.4.22.2).
Analisis diawali dengan mengakses database
BIOPEP kemudian pilih menu “sensory peptides
and amino acids”, selanjutnya pilih menu “analysis”
dan “enzyme(s) action”. Tahapan selanjutnya pilih
menu “for your sequence” untuk memasukkan
urutan peptida yang telah teridentifikasi dimasukkan
pada kolom “paste the sequence” kemudian pilih
menu “enzyme id” untuk memilih jenis enzim yang
digunakan dan selanjutnya pilih menu “view the
report with the results”.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kandungan Protein pada Ekstrak Sargassum
aquifolium

Kandungan protein rumput laut setelah proses
WSE baik secara reflux dan ultrasound mengalami
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penurunan sebesar 55-59% dibandingkan dengan
kandungan protein pada rumput laut sebelum proses
ekstraksi (Tabel 1). Pada proses WSE reflux terjadi
kenaikan suhu selama 20 menit yang menyebabkan
terjadinya proses proteolisis yaitu terjadi perubahan
terhadap struktur protein yang terpecah menjadi
rantai peptida yang lebih kecil dan asam amino.
Meningkatnya suhu saat proses ekstraksi dapat
meningkatkan komponen peptida yang terbentuk
dari pemecahan protein (lkeda, 2002; Hartley et al.,
2019), sedangkan proses WSE ultrasound mampu
memecah matriks rumput laut yang dihasilkan dari
proses turbulensi mikro dan tumbukan antarpartikel
sehingga terjadi pelepasan protein dari dinding sel
dan pemecahan rantai protein (Kadam et al., 2015).
Terpecahnya kandungan protein menjadi rantai
peptida yang lebih kecil mengurangi intensitas
pembentukan warna biru pada analisis Lowry,
karena metode ini lebih sensitif terhadap molekul
protein besar dibandingkan peptida kecil, sehingga
hasil kandungan protein yang terdeteksi pada WSE
reflux dan WSE ultrasound cenderung menurun.
Dalam penelitian ini, proses WSE baik secara reflux
maupun ulfrasound menghasilkan kandungan
protein yang tidak jauh berbeda (Tabel 1).

Prinsip dari analisis Lowry adalah reaksi antara
protein dengan tembaga sulfat alkali dan kehadiran
natrium kalium tartrat yang membentuk ikatan
kompleks tembaga tetradentat (ikatan empat
peptida: satu atom tembaga). Tembaga (Cu*) dalam
ikatan kompleks tersebut kemudian mereduksi
asam fosfomolibdat-fosfotungstat (reagen fenol
Folin-Ciocalteu) untuk menghasilkan warna biru
pekat (Schaich, 2006). Metode Lowry memiliki

tingkat sensitivitas hingga sekitar 0,01 mg protein/
mL dan paling baik digunakan pada larutan dengan
konsentrasi dalam kisaran 0,01—1,0 mg/mL protein
(Waterborg, 2009). Selain itu, analisa Lowry juga
sensitif terhadap banyak senyawa pengganggu
yang dapat menghasilkan respons terhadap
hasil yang tidak linier. Hal ini dapat membuat
terganggunya ekstrapolasi data menjadi lebih rumit
(Noble & Bailey, 2009).

Dalam analisis protein menggunakan metode
Lowry, intensitas warna yang terbentuk juga
bergantung pada ukuran protein dan komposisi
asam amino. Pembentukan warna meningkat seiring
dengan besarnya ukuran peptida yang sebanding
dengan jumlah ikatan peptida yang terdapat dalam
larutan. Semakin panjang ikatan peptida, maka
semakin pekat intensitas warna yang terbentuk
(Noble & Bailey, 2009; Schaich, 2016). Oleh karena
itu, peptida dengan ukuran yang kecil menghasilkan
jumlah warna (intensitas warna) yang rendah. Hal
serupa juga terjadi pada penelitian Barea et al.,
(2023) dimana analisis kandungan total protein
dengan metode Lowry menghasilkan intensitas
warna yang rendah dalam menganalisis kandungan
peptida dengan rantai pendek dan asam amino
dengan berat molekul yang kecil.

Komposisi asam amino seperti rantai samping
juga mempengaruhi intensitas warna biru yang
terbentuk. Peptida tanpa rantai samping yang mudah
teroksidasi secara ideal memberikan dua ekuivalen
reduksi pada kompleks Cu?* tetradentat dengan
hasil samping berupa imino-peptida, sedangkan
peptida yang memiliki rantai samping aromatik akan
memiliki penambahan empat ekuivalen yang akan

Tabel 1. Kandungan Protein pada Rumput Laut Sargassum aquifolium
Table 1. Protein content in seaweed Sargassum aquifolium

Sampel/Sample

Perlakuan/Treatment

Kandungan Protein (mg/100g)/
Protein Content (mg/100g)

Sargassum aquifolium

Ekstrak Reflux/Reflux extract

Ekstrak Reflux <10.000 Da/Reflux

Depigmentasi 72 jam/ Depig-
mentation 72 hours

WSE Reflux/Water Soluble
Extraction with Reflux

Ultrafiltrasi/Ultrafiltration

740.4925 + 12.51

332.6239 + 10.73

415.3419 £ 0.39

extract <10,000 Da
Ekstrak Ultrasound/Ultrasound WSE Ultrasound/Water
Extract Soluble Extraction with Ultra-

sound

Ekstrak Ultrasound <10.000 Da/
Ultrasound extract <10,000 Da

305.1026 + 9.96

Ultrafiltrasi/Ultrafiltration

358.2479 + 0.27
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meningkatkan intensitas pembentukan warna biru
(Legler et al., 1985). Kandungan asam amino tirosin
(Y) dan triptofan (W) memiliki gugus fenol dan
gugus indol yang teroksidasi dan menyumbangkan
4 elektron pada Folin sehingga meningkatkan warna
biru, sedangkan asam amino sistein (C) dan histidin
(H) berkontribusi sedang hingga rendah terhadap
pembentukan warna pada reaksi Lowry. Hal ini
dikarenakan sistein (C) memiliki gugus tiol yang
dapat teroksidasi membentuk disulfida dan histidin
(H) memiliki gugus imidazol yang termasuk gugus
aromatik dan dapat teroksidasi sebagian. Asam
amino seperti metionina (M), lisina (K), arginina (R),
aspartat (D), glutamat (E), serina (S), treonina (T),
prolina (P), glisina (G), alanin (A), valina (V), leusina
(L), dan isoleusina (I) memiliki susunan gugus rantai
yang relatif stabil dan tidak reaktif terhadap folin,
sehingga tidak berkontribusi terhadap pembentukan
warna (Waterborg, 2009; Schaich, 2016; Legler et
al., 1985).

Proses ultrafitrasi membran 10.000 Da
menghasilkan kandungan protein yang lebih tinggi
berkisar 14 sampai 20% dibandingkan dengan
kandungan protein pada ekstrak rumput laut hasil
WSE sebelum melalui proses ultrafiltrasi membran
(Tabel 1.). Pemisahan dengan ultrafiltrasi (UF)
merupakan suatu proses pemekatan dan pemurnian
awal yang dipengaruhi oleh permeabilitas membran

terhadap perbedaan ukuran partikel terlarut (Belter
et al.,, 1988). Dalam proses ini partikel dengan
ukuran lebih besar (> 10.000 Da) tertahan di
permukaan membran dan partikel yang berukuran
lebih kecil (< 10.000 Da) akan melewati membran
dan lolos ke bawah. Terjadinya proses pemekatan
dan pemurnian mengakibatkan peningkatan hasil
analisis kandungan protein filtrat < 10.000 Da pada
ekstrak rumput laut.

Pemisahan Berat Molekul Peptida dengan
Tricine-SDS-PAGE

Pemisahan berat molekul dilakukan dengan
proses elektroforesis menggunakan Tricine-SDS-
PAGE dengan pewarnaan Coomassie blue. Pita
peptida yang terdeteksi dapat dilihat pada Gambar
4. Metode Tricine-SDS-PAGE optimal untuk
pemisahan peptida terutama dengan berat molekul
1.000 sampai 20.000 Da (Schagger & Jagow, 1987;
Schagger, 2006). Metode Tricine-SDS-PAGE telah
banyak dilakukan sebelumnya terutama untuk
pemisahan peptida dengan taste-active dan peptida
dengan kemampuan bioaktif pada bahan makanan
seperti daging sapi (Claeys et al., 2004; Mikami et
al., 1999; Tajima & Ito, 1999) dan rumput laut (Wu
et al.,, 2017; Indumathi & Metha, 2016). Kedua
jenis peptida tersebut memiliki berat molekul yang
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Gambar 1. Pemisahan Berat Molekul Peptida dengan Tricine-SDS-PAGE. (R) ekstrak metode WSE Reflux
MW <10.000 Da, (U) ekstrak metode WSE Ultrasound MW <10.000 Da, (M1) Marker Precision
Plus Protein Dual Xtra Standards 2.000 — 250.000 Da (Bio-Rad), (M2) Marker Ultra Low Range
Molecular Weight Marker 1.060 — 26.600 Da (SIGMA)

Figure 1.

Separation of Molecular Weights using Tricine-SDS-PAGE. (R) WSE Reflux method extract

MW <10,000 Da, (U) WSE Ultrasound method extract MW <10,000 Da, (M1) Marker Precision
Plus Protein Dual Xtra Standards 2,000 — 250,000 Da (Bio-Rad), (M2) Ultra Low Marker Range
Molecular Weight Marker 1,060 — 26,600 Da (SIGMA)
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rendah yaitu kurang dari 3.000 Da untuk peptida
taste-active (Zhao et al., 2019; Rhyu & Kim, 2011)
dan kurang dari 30.000 Da untuk peptida bioaktif
(Cermernio et al., 2020).

Pemisahan Tricine-SDS-PAGE menunjukkan
terdapat perbedaan susunan berat molekul
peptida pada hasil WSE reflux dan ultrasound,
meskipun kandungan protein ekstrak S. aquifolium
yang didapatkan dari proses WSE reflux dan
ultrasound tidak jauh berbeda. Metode WSE reflux
menghasilkan peptida dengan berat molekul yang
lebih rendah dibandingkan dengan metode WSE
ultrasound (Tabel 2). Hal ini dikarenakan proses
pemanasan saat WSE reflux meningkatkan
terbentuknya komponen peptida dari pemecahan
protein (lkeda, 2002; Hartley et al.,, 2019).
Mekanisme reaksi pemecahan protein menjadi
peptida terjadi pada proses pemanasan dengan
air bersuhu tinggi. Peptida dengan berat molekul
berkisar 1.500 sampai 8.300 Da dapat diperoleh
dari terpecahnya protein melalui perlakuan
hidrotermal tanpa penambahan katalis asam atau
basa. Proses pemecahan disebabkan oleh proses
hidrolisis protein yang mekanismenya bergantung
pada sifat hidrofilisitas asam amino yang ditentukan
oleh struktur kimia rantai samping dalam polimer
(Aida et al., 2017). Dalam penelitian sebelumnya
yang dilakukan oleh Powell et al. (2016),
dekomposisi protein BSA terjadi pada ikatan ASP-X
dan GLU-X dalam kondisi hidrotermal. Reaktivitas
hidrolisis yang tinggi pada ikatan ASP-X dan GLU-X
disebabkan oleh struktur kimia rantai samping
keduanya yang memiliki struktur asam karboksilat.

Proses WSE ultrasound tidak terjadi proses
pemanasan. Ekstraksi dengan metode ultrasound
terjadi dengan mengubah gelombang suara
menjadi energi mekanik untuk merusak dinding
sel. Kerusakan dinding sel terjadi akibat fenomena
kavitasi akustik yang menyebabkan ledakan
gelembung udara yang mengakibatkan turbulensi
mikro (Cermefio et al., 2020). Meskipun proses WSE
ultrasound tidak melibatkan proses pemanasan,
namun peptida yang dihasilkan juga memiliki
berat molekul dibawah 2.000 Da (Gambar 4) yang
berarti metode WSE ultrasound juga berhasil dalam
memecah protein menjadi peptida dengan berat
molekul yang kecil.

Secara keseluruhan, pita peptida yang
teridentifikasi memiliki ketebalan pita yang rendah
dibandingkan dengan ketebalan pita pada marker
peptida. Hal ini dapat dipengaruhi oleh konsentrasi
peptida yang rendah pada kedua jenis ekstrak

rumput laut. Hal ini sesuai dengan penelitian
Baharuddin et al. (2021) bahwa ketebalan pita yang
terbentuk menunjukkan banyaknya protein/peptida
yang memiliki berat molekul yang sama, sehingga
apabila terbentuk pita yang tebal berarti terdapat
akumulasi molekul dengan muatan dan ukuran
yang sama pada pita yang sama atau berdekatan
dan begitu pula sebaliknya. Selain itu, adanya
kemungkinan peptida yang keluar dari gel (diffusing
out) saat proses pewarnaan dan destaining karena
berat molekul peptida yang kecil.

Identifikasi Profil Peptida secara In Silico

Identifikasi profil peptida hasil pemisahan Tricine-
SDS-PAGE dilakukan secara in silico menggunakan
database UniProtKB. Database UniProt telah
banyak digunakan dalam berbagai bidang penelitian
biomedis secara luas seperti menggunakan anotasi
UniProt sebagai sumber data atau sequence,
mengintegrasikan data dari  UniProt, untuk
mengidentifikasi protein, anotasi fungsional, dan
studi komparatif (The UniProt Consortium, 2015).
Penelitian ini mengidentifikasi profil rantai peptida
(sequence) dengan mengintegrasikan berat molekul
peptida yang didapatkan dari hasil pemisahan
Tricine-SDS-PAGE yang paling mendekati dengan
berat molekul peptida dari database UniProtKB
genus Sargassum sp.

Susunan rantai peptida (sequence) yang
diperoleh dari kedua hasil ekstraksi WSE reflux
dan ultrasound dapat dilihat pada Tabel 2. Peptida
dengan berat molekul 1.019 Da diprediksi memiliki
rantai peptida DFVEVPTGSN yang merupakan data
dari database UniProtKB dengan berat molekul
1.064 Da. Rantai peptida DFVEVPTGSN dimiliki
oleh organisme Carpophyllum plumosum yang
merupakan spesies rumput laut cokelat dengan
nama asli (original name) Sargassum plumosum
A. Richard, 1832 (Guiry & Guiry, 2023a), sehingga
Carpophyllum plumosum termasuk dalam genus
Sargassum sp. dalam pencarian di database
UniProtKB. Peptida dengan berat molekul 1.408 Da
diprediksi memiliki rantai peptida DTPDFVEVATESP
yang memiliki berat molekul 1.406 Da. Rantai
peptida DTPDFVEVATESP dimiliki oleh organisme
Sargassum thunbergii yang termasuk dalam
genus Sargassum sp. dengan nama Sargassum
thunbergii (Mertens ex Roth) Kuntze, 1880 dan
memiliki induk (parent) Sargassum C. Agardh, 1820
(Guiry & Guiry, 2023c). Selain itu, peptida dengan
berat molekul 1.195 Da diprediksi memiliki rantai
peptida MRLTQGCFSF dengan berat molekul 1.189
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Tabel 2. Profil Peptida Ekstrak berdasarkan Analisis in Silico Database UniProtkKB
Table 2. Peptide Profile based on in Silico Analysis from Database UniProtKB

Metode Berat Molekul/ . A . .
WSE Method Weight (Da) P 9

1 1019 Subunit besar ribulosa-1,5-bifos- DFVEVPTGSN
fat karboksilase/oksigenase/ Rib-
ulose-1,5-bisphosphate carboxy-

Reflux lase/oxygenase large subunit

2 673 - -

3 797 - -

1 1408 Subunit besar ribulosa-1,5-bifos- DTPDFVEVATESP
fat karboksilase/oksigenase/ Rib-
ulose-1,5-bisphosphate carboxy-
lase/oxygenase large subunit

2 1195 Subunit kecil ribulosa-1,5-bifosfat MRLTQGCFSF

Ul d karboksilase/oksigenase/ Ribu-
rasoun lose-1,5-bisphosphate carboxy-
lase/oxygenase small subunit
3 1019 Subunit besar ribulosa-1,5-bifos- DFVEVPTGSN

fat karboksilase/oksigenase/ Rib-
ulose-1,5-bisphosphate carboxy-

lase/oxygenase large subunit

Alanin (A), Sisteina (C), Asam Aspartat (D), Asam Glutamat (E), Fenilalanin (F), Glisina (G), Histidina (H), Isoleusina
(), Lisina (K), Leusina (L), Metionina (M), Asparagina (N), Prolina (P), Glutamina (Q), Arginina (R), Serina (S), Treonina

(T), Valina (V), Triptofan (W), Tirosina (Y)

"Yenis peptida ditentukan dari berat molekul peptida hasil pemisahan Tricine-SDS-PAGE yang mendekati dengan

berat molekul pada database UniProtkKB

Alanine (A), Cysteine (C), Aspartic Acid (D), Glutamic Acid (E), Phenylalanine (F), Glycine (G), Histidine (H), Isoleucine
(), Lysine (K), Leucine (L), Methionine (M), Asparagine (N), Proline (P), Glutamine (Q), Arginine (R), Serine (S),

Threonine (T), Valine (V), Tryptophan (W), Tyrosine (Y)

*) The type of peptide is determined from the molecular weight of the peptide resulting from Tricine-SDS-PAGE
separation which is close to the molecular weight in UniProtKB database

Da. Rantai peptida MRLTQGCFSF dimiliki oleh
organisme Sargassum licifolium yang termasuk
dalam genus Sargassum sp. dan memiliki nama
lain Sargassum ilicifolium (Turner) C. Agardh, 1820
(Guiry & Guiry, 2023b).

Terdapat dua peptida yang tidak teridentifikasi
profil peptidanya berdasarkan database UniProtKB
yaitu peptida dengan berat molekul 673 Da dan 797
Da yang keduanya merupakan hasil dari WSE reflux.
Hal ini mungkin disebabkan adanya keterbatasan
data yang terdapat pada database UniProtKB.
Berdasarkan database UniProtKB, ukuran berat
molekul peptida terkecil yang terdapat pada genus
Sargassum sp. dan Sargassum aquifolium adalah
955 Da, yang menunjukkan adanya kemungkinan
bahwa peptida dengan berat molekul lebih
rendah belum tercakup dalam database tersebut.
Ketersediaan informasi pada database UniProtKB

terus berkembang seiring dengan ditemukannya
jenis protein baru dan penelitian yang terus
bertambah, sehingga peptida-peptida tersebut
mungkin akan teridentifikasi di pembaruan database
mendatang.

Berdasarkan analisis in silico dengan database
UniProtKB, berat molekul peptida yang teridentifikasi
pada ekstrak rumput laut WSE reflux dan
ultrasound merupakan Ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase/oxygenase dengan subunit besar
dan kecil. Enzim ini lebih dikenal dengan sebutan
RuBisCO merupakan enzim metabolisme yang
berperan dalam fiksasi karbon dioksida dalam siklus
Calvin dan fotorespirasi dengan bergantung pada
afinitasnya terhadap karbon dioksida atau oksigen
(Udenigwe et al., 2017). RuBisCO terdapat pada
organisme autotropik termasuk alga (mikroalga
dan makroalga), bakteri (bakteri fotosintetik dan
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bakteri chemoautotrophic), cyanobacteria, dan
tanaman (Udenigwe et al., 2017). Dalam penelitian
sebelumnya oleh Kose (2021) telah dilakukan
analisis aktivitas bioaktif RuBisCO subunit besar
dari edible seaweed secara in silico menggunakan
database BIOPEP dan diketahui bahwa peptida
RuBisCO dari rumput laut dapat menjadi komponen
menjanjikan untuk pengembangan  DPP-IV,
penghambat ACE, dan aktivitas antioksidan.

Prediksi Taste-active Potensial dari Peptida
Teridentifikasi

Peptida yang berasal dari makanan tidak hanya
diteliti berdasarkan aktivitas biologisnya tetapi juga
dapat dianalisis secara spesifik komposisi asam
aminonya yang memiliki sifat sensorik (lwaniak
et al.,, 2016b; Poojary et al., 2017). Database
BIOPEP dapat memberikan informasi dan mampu
memprediksi potensi aktivitas sensorik potensial
atau taste-active potensial dari substrat rantai
peptida melalui proses proteolisis menggunakan
berbagai jenis enzim (Minkiewicz et al., 2008;
Iwaniak et al., 2016a; Iwaniak et al., 2016b). Dalam
penelitian ini dilakukan tiga tahapan analisis yaitu
1) analisis profil taste-active potensial, 2) analisis
frekuensi kemunculan fragmen sensorik dalam
urutan rantai peptida, dan 3) analisis tfaste-active
potensial dari peptida hasil proses proteolisis.

Profil Taste-active Potensial Peptida

Berdasarkan analisis taste-active potensial,
diketahui bahwa rantai peptida DFVEVPTGSN
memiliki taste-active potensial umami. Hal ini
berdasarkan keberadaan adanya asam amino
aspartat (D) yang berada pada susunan 1-1 dan
glutamat (E) pada 4-4, serta peptida umami EV
yang berada pada susunan 4-5 dan peptida VE
pada susunan 3-4. Selain rasa umami, hasil
analisis taste-active potensial juga menunjukkan
ada potensi kemunculan jenis rasa lain seperti rasa
pahit, asam, manis, dan asin. Prediksi taste-active
potensial pada rantai peptida DTPDFVEVATESP
menghasilkan taste-active potensial rasa umami
yang lebih dominan yang diperoleh dari asam
amino umami yaitu aspartat (D) pada rantai 1-1
dan 4-4, asam glutamat (E) pada rantai 7-7 dan
11-11. Selain itu juga terdapat kandungan peptida
dengan rasa umami yaitu peptida ES (11-12), EV
(7-8), TE (10-11), dan VE (6-7). Selain itu, peptida
DTPDFVEVATESP juga memiliki potensial sensorik
rasa pahit, asam, manis, dan sedikit asin. Hasil
analisis in silico pada rantai peptida MRLTQGCFSF
juga menunjukkan prediksi taste-active potensial
yang paling dominan adalah rasa pahit. Hal ini dapat

dilihat dari hasil analisis taste-active potensial bahwa
peptida MRLTQGCFSF terdiri dari asam amino yang
memiliki rasa pahit seperti fenilalanin (F), leusin
(L), arginin (R), dan peptida RL yang merupakan
susunan peptida dari asam amino arginin (R) dan
leusin (L). Peptida dengan kemampuan taste-active
dikelompokkan berdasarkan afinitasnya terhadap
air yaitu asam amino hidrofilik seperti asam aspartat
(D), glutamat (E), lisin (K), arginin (R), dan glisin
(G) yang memberikan pengaruh rasa asin, asam,
umami, astringent, dan suppressing bitterness
(Keska & Stadnik, 2017), sedangkan asam amino
dengan sifat hidrofobik yaitu fenilalanin (F), prolin
(P), valin (V), leusin (L) triptofan (W), dan alanin
(A) berkaitan dengan rasa pahit dan manis. Selain
dipengaruhi oleh kelarutannya terhadap air, bentuk
dan keberadaan asam amino juga berpengaruh
signifikan terhadap taste-active yang ditimbulkan
(Solms, 1969; Keska & Stadnik, 2017). Hal inilah
yang dapat menjelaskan bahwa taste-active
potensial yang berbeda pada asam amino yang
sama.

Aktivitas sensori dari peptida dipengaruhi oleh
beberapa faktor seperti kondisi fisikokimia terutama
pH, kondisi panelis saat kegiatan sensori, dan
sifat kelarutan asam amino. Kemampuan sensorik
panelis dapat dipengaruhi oleh berbagai aspek
seperti status kesehatan, termasuk potensi alergi
terhadap jenis makanan, pengalaman dalam
evaluasi sensorik sebelumnya, kemampuan dalam
menjelaskan sensasi sensorik, dan konsentrasi
selama pengujian sensorik (Murray et al., 2001),
sehingga sangat diperlukan panelis sensorik
terlatih untuk menghasilkan evaluasi yang objektif
dari berbagai sifat sensorik makanan (Djekic et al.,
2021). Kondisi panelis juga dapat mempengaruhi
hasil identifikasi rasa dari asam amino dan peptida
yang dapat disebabkan oleh perbedaan pendapat
mengenai sensasi rasa yang dirasakan (lwaniak
et al.,, 2016b). Satu jenis asam amino dapat
memiliki beberapa nomor identitas (ID number)
dalam database BIOPEP yang dikelompokkan
berdasarkan sifat sensorisnya yang muncul pada
pH tertentu. Kegiatan sensori yang tercantum
dalam database BIOPEP dikelompokkan menjadi
lima rasa yaitu manis, asam, asin, pahit, dan umami
yang diperoleh dari panelis sensori.

Frekuensi Kemunculan Fragmen Sensorik
dari Urutan Rantai Peptida

Rantai peptida  DFVEVPTGSN  secara
keseluruhan memiliki frekuensi kemunculan fragmen
sensorik potensial dengan rasa pahit lebih tinggi
dibandingkan dengan rasa yang lain, diikuti dengan
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rasa manis, umami, dan asam. Kemunculan rasa
pahit, manis, dan umami memiliki frekuensi lebih
tinggi dikarenakan ketiga rasa tersebut merupakan
rasa yang paling utama dipengaruhi oleh peptida
(Temussi, 2011; lwaniak et al., 2016a), sedangkan
rasa asin dan asam dari peptida berhubungan
dengan zwitterionic atau sifat dari rantai samping
asam amino (Temussi, 2011; Iwaniak et al., 2016a).
Selain itu, adanya kemungkinan muncul taste-active
potensial rasa yang berbeda pada jenis asam amino
atau peptida yang sama. Hal ini dikarenakan bentuk
dan keberadaan asam amino juga berpengaruh
signifikan terhadap taste-active yang ditimbulkan,
seperti bentuk L- dari fenilalanin, leusin, dan tripsin
menimbutkan rasa pahit, sedangkan bentuk D- dari
asam amino ini dapat menghasilkan rasa manis
yang kuat daripada rasa pahit (Solms, 1969; Keska
& Stadnik, 2017).

Frekuensi kemunculan fragmen sensorik dari
rantai peptida DTPDFVEVATESP menghasilkan nilai
A yang sama pada rasa umami dan pahit, kemudian
rasa asam, rasa manis, dan rasa asin. Rasa umami
dan rasa pahit memiliki frekuensi kemunculan
fragmen yang sama besarnya dikarenakan rantai
peptida DTPDFVEVATESP memiliki peptida EV
dan VE, yang masing-masing memiliki potensial
sensorik rasa pahit dan umami dalam satu jenis
peptida yang sama. Hal ini dapat dipengaruhi oleh
bentuk dan keberadaan asam amino dalam kedua
peptida tersebut, seperti bentuk L- dan bentuk
D- dari asam amino yang berpengaruh signifikan
terhadap tfaste-active yang ditimbulkan (Solms,
1969; Keska & Stadnik, 2017). Rasa umami juga
dipengaruhi oleh adanya asam amino aspartat (D),
glutamat (E), peptida ES dan TE yang memiliki rasa
umami.

Berdasarkan analisis mengenai frekuensi
kemunculan fragmen sensorik, peptida
MRLTQGCFSF hanya memiliki frekuensi

kemunculan fragmen rasa pahit, manis, dan rasa
penekan pahit (bitterness suppressing). Frekuensi
kemunculan dari fragmen sensorik menunjukkan
rasa pahit memiliki nilai A paling tinggi. Kemunculan
taste-active potensial dari peptida MRLTQGCFSF
sesuai dengan pendapat Keska & Stadnik (2017)
yang menunjukkan asam amino penyusun peptida
MRLTQGCFSF terdiri dari asam amino leusin (L),
metionin (M), arginin (R), dan fenilalanin (F) yang
termasuk dalam asam amino yang memiliki faste-
active rasa pahit dan terdapat asam amino glisin (G)
dan serina (S) yang memiliki rasa manis.

Taste-active Potensial dari Peptida Hasil
Proses Proteolisis

Dalam penelitian sebelumnya, analisis peptida
taste-active tidak hanya dilakukan pada bahan
makanan yang melalui proses ekstraksi pemanasan
dan WSE, melainkan juga dilakukan pada bahan
makanan yang melalui proses fermentasi seperti
saus kedelai fermentasi dan kecap (Zhu et al.,
2020; Oka & Nagata, 1974; Zhuang et al., 2016),
keju (Gomez-Ruiz et al., 2007), dan tempe (Amin
et al.,, 2020), dan proses isolasi peptida dengan
metode penambahan enzim tertentu untuk
diperoleh hidrolisat protein dari bahan pangan
(Noguchi et al., 1975; Arai et al., 1972; Zhang
et al.,, 2019b; Su et al.,, 2012). Sifat sensoris
dan fungsi bioaktif peptida sangat bergantung
pada struktur rantainya (sequence) dan proses
proteolisis dapat meningkatkan sifat sensoris dan
bioaktif dari peptida. Analisis in silico menggunakan
database dapat digunakan untuk mensimulasikan
reaksi proteolitik enzim secara spesifik untuk
menghasilkan profil peptida. Salah satu database
yang paling banyak digunakan untuk proses
proteolisis secara in silico adalah BIOPEP “enzyme
action” (Udenigwe, 2014). Beberapa enzim yang
kerap digunakan untuk mengisolasi peptida umami
antara lain enzim protease dengan kondisi pH 7
(Noguchi et al., 1975), enzim pepsin (Arai et al.,
1972), enzim protease dan tripsin dengan kondisi
pH 6,5 (Zhang et al., 2019b), serta enzim protease
dan papain dengan kondisi pH 7 (Su et al., 2011).
Oleh karena itu, dalam penelitian ini juga dilakukan
analisis karakteristik sensoris dari hasil hidrolisis
peptida teridentifikasi menggunakan beberapa jenis
enzim tersebut.

Berdasarkan hasil proteolisis secara in silico pada
Tabel 3 dan Tabel 4 diketahui bahwa hidrolisis rantai
peptida DFVEVPTGSN dan DTPDFVEVATESP
menggunakan enzim protease pH 7,8 menghasilkan
asam amino aspartat (D), hidrolisis menggunakan
enzim pepsin menghasilkan peptida dan asam
amino yang memiliki dominan rasa umami. Kedua
asam amino hidrofilik yaitu asam aspartat (D) dan
asam glutamat (E) merupakan asam amino yang
bertanggungjawab terhadap rasa umami. Glutamat
terdapat dalam berbagai bahan makanan salah
satunya rumput laut dan sebagian besar protein
mengandung asam glutamat dengan komposisi
yang tinggi. Proses proteolisis yang terjadi selama
fermentasi menghasilkan kandungan glutamat
bebas yang tinggi (Kurihara, 2015). Dalam penelitian
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Tabel 3. Karakteristik Sensori Hidrolisat Peptida DFVEVPTGSN
Table 3. Sensory Characteristics of Peptide Hydrolyzate from DFVEVPTGSN

Protease (pH 7.8)/ Tripsin/ Pepsin/ Papain/
Protease (pH 7.8) Trypsin Pepsin Papain
Peptida/ Aktivitas Peptida/  Aktivitas  Peptida/ PEFS’;?:‘/ Aktivitas
Asam amino/ Sensori/ Asam amino/ Sensori/ Asam amino/ Aktivitas Sensori/ amino/ Sensori/
Peptide/Amino Sensory Peptide/ Sensory Peptide/  Sensory Activity . Sensory
. o ; ) . ; ) Peptide/ o
acid Activity Amino acid  Activity = Amino acid : . Activity
Amino acid
D Asam/Sour - - D Asam/Sour G Manis/ Sweet
D Umami/Umami D Umami/Umami
D Asin/Salty D Asin/Salty
F Pahit/Bitter
G Manis/Sweet
VE Pahit/Bitter
VE Umami/Umami
VE Asam/Sour
VE Umami/Umami

Alanin (A), Sisteina (C), Asam Aspartat (D), Asam Glutamat (E), Fenilalanin (F), Glisina (G), Histidina (H), Isoleusina (I), Lisina (K),
Leusina (L), Metionina (M), Asparagina (N), Prolina (P), Glutamina (Q), Arginina (R), Serina (S), Treonina (T), Valina (V), Triptofan (W),
Tirosina (Y)/Alanine (A), Cysteine (C), Aspartic Acid (D), Glutamic Acid (E), Phenylalanine (F), Glycine (G), Histidine (H), Isoleucine
(), Lysine (K), Leucine (L), Methionine (M), Asparagine (N), Proline (P), Glutamine (Q), Arginine (R), Serine (S), Threonine (T), Valine
(V), Tryptophan (W), Tyrosine (Y)

Tabel 4. Karakteristik Sensori Hidrolisat Peptida DTPDFVEVATESP
Table 4. Sensory Characteristics of Peptide Hydrolyzate from DTPDFVEVATESP

Protease (pH 7.8)/
Protease (pH 7.8)

Pept'dq/ Aktivitas Sen-  Peptida/Asam Akt|V|ta§ Peptida/Asam Aktivitas Sen- Pept'd?/
Asam amino/ Sensori/ Asam amino/

Tripsin/Trypsin Pepsin/Pepsin Papain/Papain

Aktivitas Sen-

; . sori/Sensory amino/Peptide/ amino/Peptide/ sori/Sensory . . sori/Sensory
Peptide/Ami- = 4 Ctivity Aminoacid S0 Aminoacid  Activity T ePHAS/AMI= T Chivity
no acid Activity no acid
D Asam/ Sour - - D Asam/Sour - -
Umami/ Um- Umami/
D . D .
ami Umami
D Asin/ Salty D Asin/ Salty
E Asam/ Sour
Umami/
E .
Umami
F Pahit/ Bitter
VA Panhit/ Bitter
VE Panhit/ Bitter
VE Umami(
Umami
VE Asam/ Sour
VE Umami(
Umami

Alanin (A), Sisteina (C), Asam Aspartat (D), Asam Glutamat (E), Fenilalanin (F), Glisina (G), Histidina (H), Isoleusina (I), Lisina (K),
Leusina (L), Metionina (M), Asparagina (N), Prolina (P), Glutamina (Q), Arginina (R), Serina (S), Treonina (T), Valina (V), Triptofan (W),
Tirosina (Y)/Alanine (A), Cysteine (C), Aspartic Acid (D), Glutamic Acid (E), Phenylalanine (F), Glycine (G), Histidine (H), Isoleucine
(), Lysine (K), Leucine (L), Methionine (M), Asparagine (N), Proline (P), Glutamine (Q), Arginine (R), Serine (S), Threonine (T), Valine
(V), Tryptophan (W), Tyrosine (Y)
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ini, proteolisis secara in silico terhadap rantai
peptida DFVEVPTGSN dan DTPDFVEVATESP
menggunakan enzim tripsin tidak menghasilkan
peptida dan asam amino. Hal ini dikarenakan
enzim tripsin secara khusus menghidrolisis peptida
pada gugus karboksil residu arginin (R) dan lisin
(K) (Jellouli et al, 2009), sedangkan kedua gugus
tersebut tidak terdapat dalam rantai peptida
DFVEVPTGSN dan DTPDFVEVATESP, sehingga
pada hasil prediksi proteolisis secara in silico tidak
menghasilkan peptida dan asam amino. Proses
proteolisis tidak hanya menghasilkan asam amino
dan peptida yang memiliki potensi rasa umami,
tetapi juga melepaskan asam amino dengan jenis
rasa yang lain seperti rasa pahit berupa fenilalanin
(F) dan asam amino dengan rasa manis seperti
glisin (G) dalam konsentrasi yang berbeda (Hartley
et al., 2019).

Rantai peptida dengan lebih dari 7 residu asam
amino memiliki keragaman profil rasa karena
kompleksitas dan ketidakhomogenan komposisi
dari asam amino. Asam amino aspartat (D) dan
glutamat (E) merupakan residu asam amino aktif
yang dominan dan keberadaan asam amino tersebut
sangat penting karena kontribusinya terhadap
rasa umami (Wang et al., 2022). Dalam penelitian
Choudhury & Sarkar (2017) dan Chaudhari et al.
(2009) menyebutkan asam amino bentuk garam
dan jonic dari asam amino glutamat (E) dan aspartat
(D) berkontribusi terhadap rasa umami pada rumput
laut. Residu asam amino alanin (A), serina (S), dan
aspartat (D) yang berada pada posisi N-terminal
ditemukan pada banyak peptida rantai panjang
yang memiliki rasa umami dengan frekuensi
penemuannya lebih dari 10% (Wang et al., 2022).
Hal ini menunjukkan bahwa adanya kemungkinan
rantai peptida teridentifikasi DFVEVPTGSN dan
DTPDFVEVATESP memiliki potensi rasa umami
karena adanya asam amino aspartat (D) yang
berada pada N-terminal.

Rantai peptida DFVEVPTGSN (1.019 Da) dan
DTPDFVEVATESP (1.408 Da) memiliki komposisi
asam amino aspartat (D), glutamat (E), glisin (G),
dan alanin (A) yang diketahui memiliki kontribusi
sebagai asam amino pembentuk cita rasa lezat,
terutama asam glutamat (E) (Winarno, 2008).
Hal ini juga membuktikan bahwa penambahan
air dalam proses ekstraksi peptida rumput laut
dapat menimbulkan osmotic shock pada rumput
laut sehingga asam amino umami (glutamat dan
aspartat) yang merupakan komponen hidrofilik
dapat larut dalam pelarut air selama proses ekstraksi
(Cermefio et al., 2020; Zhao et al., 2019). Selain

itu, Sargassum aquifolium termasuk dalam rumput
laut cokelat yang diketahui memiliki kandungan
protein, asam glutamat, dan asam aspartat yang
lebih tinggi dibandingkan dengan rumput laut merah
yang memiliki kandungan asam amino yang rendah
(Milinovic et al.,, 2021). Dilihat dari komposisi
asam amino, keberadaan asam aspartat (D) pada
posisi N-terminal, dan aktivitas sensorik potensial
dari peptida yang terkandung menjadikan adanya
kemungkinan rasa umami dapat ditimbulkan dari
kedua peptida tersebut.

Prediksi Taste-active Potensial Kokumi dari
Peptida Teridentifikasi

Peptida dengan taste-active kokumi memiliki
potensi sebagai komponen bahan penyedap
yang berperan dalam menciptakan kompleksitas
mouthfeel dan berinteraksi sebagai komponen
umami-enchancing yang dapat mengurangi MSG
yang dibutuhkan untuk meningkatkan cita rasa
dan kelezatan (Vasilaki et al., 2021), sehingga
penelitian dengan upaya mengisolasi peptida taste-
active penting dilakukan. Pada penelitian ini belum
berhasil mengisolasi peptida dengan taste-active
potensial kokumi. Meskipun banyak penelitian yang
telah dilakukan untuk mengidentifikasi peptida
taste-active dengan rasa kokumi, sebagian besar
penelitian lebih berfokus pada mengidentifikasi
susunan rantai peptida daripada pengukuran
berat molekul dari peptidanya. Sebagian besar
data mengenai peptida taste-active kokumi tidak
diketahui berat molekul peptidanya (Xu et al., 2018;
Pinsorn et al.,, 2018; Ueda et al.,, 1990; Kuroda
et al.,, 2013; Shibata et al.,, 2017; Toelstede &
Hofmann, 2009; Hillmann & Hofmann, 2016; Feng
et al., 2019; Miyamura et al., 2014; Phewpan et al.,
2020; Miyamura et al., 2015; Kuroda et al., 2012;
Zhu et al., 2020; Zhang et al., 2019b; Yu et al.,
2017). Hal inilah yang menjadi keterbatasan dalam
penelitian ini, yang lebih berfokus pada identifikasi
peptida berdasarkan berat molekul peptida.
Penelitian  sebelumnya menunjukkan bahwa
peptida taste-active kokumi memiliki berat molekul
peptida kurang dari 2.000 Da yaitu berkisar 1.000
sampai 1.500 Da (Zhang et al., 2019a) bahkan
terdapat peptida kokumi dengan berat molekul
247 Da (Dunkel et al., 2007). Penelitian ini berhasil
mengisolasi peptida dengan ukuran berat molekul
kurang dari 1.000 Da yaitu 673 Da dan 797 Da.
Kedua peptida ini berpotensi memiliki faste-active
kokumi dikarenakan berat molekulnya yang kurang
dari 1.000 Da, meskipun juga memungkinkan untuk
memiliki taste-active rasa yang lain dikarenakan
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kedua peptida ini belum diketahui susunan rantai
peptidanya.

KESIMPULAN

Ekstraksi WSE menggunakan metode reflux dan
ultrasound pada rumput laut Sargassum aquifolium
menghasilkan peptida dengan berat molekul kurang
dari 2.000 Da yang teridentifikasi melalui Tricine-
SDS-PAGE. Berdasarkan pendekatan in silico,
peptida tersebut teridentifikasi dengan sekuen
DFVEVPTGSN (1.019 Da) dan DTPDFVEVATESP
(1.408 Da) yang diprediksi memiliki faste-active
potensial umami. Namun demikian, peptida
taste-active potensial kokumi belum berhasil
teridentifikasi dengan pendekatan ekstraksi WSE
baik metode reflux maupun metode ultrasound,
serta pendekatan dengan in silico.
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