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Pendahuluan

Abstract: Chlorella sorokiniana is a microalgae with an outstanding
nutritional profile and numerous therapeutic substances that can be used as
an immunostimulant, including in aquaculture. This research aimed to
investigate and characterize peptides isolated from C. sorokiniana protein
using TCA digestion and hydrolyzed enzymatically with trypsin. Peptides
were then subsequently identified using Tandem LC-MS/MS and Mascot
Distiller. Results showed that the percentage of pure protein yield following
TCA digestion was 54.66%, and 12 peptides with lengths ranging from 7 to
23 sequences were discovered after trypsin digestion. These peptides
originated from various enzymes and chloroplast proteins, including protein
synthesis elongation factor TU, photosystem | iron-sulfur center,
photosystem 11 43 kDa, Ycf4, ATP-dependent zinc metalloprotease FtsH
homolog, nitrate reductase, chloroplastic  glucose-6-phospate
dehydrogenase, and ATP synthase CF1 alpha chain. These findings
demonstrated that C. sorokiniana might serve as a source of
immunostimulant peptides and proteins, particularly for aquaculture biota.

Keywords: Chlorella sorokiniana, Trypsin Enzymatic Hydrolysates,
Immunostimulants, Peptides, TCA Digestion

Chlorella sorokiniana dicirikan dengan
kandungan protein yang tinggi, profil asam

salah satu

Akuakultur  merupakan
industri penting karena dapat menyediakan
sumber pangan protein tinggi untuk memenuhi
permintaan global yang terus meningkat (Li et
al., 2021). Pada industri ini, penggunaan
imunostimulan, probiotik, maupun vitamin,
mendapatkan perhatian signifikan sebagai
sarana untuk meningkatkan kesehatan dan
produktivitas biota budidaya. Salah satu
imunostimulan yang menjanjikan adalah jenis
microalga Chlorella  sorokiniana  yang
merupakan alga hijau bersel tunggal (Liu &
Chen, 2014; Rendon-Castrillon et al., 2021).

This article is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0

International License.

amino yang sesuai, serta berbagai senyawa
bermanfaat lain seperti vitamin essensial,
mineral, serta berbagai senyawa bioaktif
seperti karotenoid, klorofil, dan polisakarida
(Chou et al., 2012; Zhang et al., 2014),
sehingga dapat digunakan sebagai
imunostimulan maupun suplementasi
tambahan pakan pada biota akuakultur (Safi et
al., 2014). Penelitian yang dilakukan oleh
Zhang et al (2014) menunjukkan dampak
positif genus Chlorella dalam makanan
terhadap status kekebalan berbagai spesies
ikan.  Chlorella  telah  terbukti  dapat
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meningkatkan kadar parameter imun utama,
seperti imunoglobulin M, interleukin-22, dan
ligan kemokin 5, di dalam jaringan ikan (Zhang
et al., 2014). Temuan ini menunjukkan bahwa
Chlorella dapat menstimulasi sistem imun
adaptif dan bawaan organisme akuatik, yang
berpotensi meningkatkan kemampuan
mikroalga ini dalam menahan patogen maupun
stressor lingkungan (Reverter et al., 2014).
Pada jangka pendek, terjadi peningkatan sel
natural killer dan respons inflammasi dini pada
organisme patogen yang menyerang (Wu et al.,
2021).

Meskipun adanya protein pada Chlorella
dapat digunakan sebagai imunostimulan,
namun peptida sebagai turunan protein
Chlorella juga berpotensi untuk memberikan
efek peningkatan sel imun dan metabolisme
yang lebih cepat (Bishop & Zubeck, 2012).
Peptida merupakan rantai pendek asam amino
yang dapat menunjukkan berbagai aktivitas
biologis, termasuk modulasi respons imun
yang cepat (Senevirathne & Kim, 2012). Untuk
memanfaatkan  potensi  peptida turunan
Chlorella sebagai imunostimulan, digunakan
salah satunya menggunakan metode pelarutan
trikloroasetat (TCA) vyang melibatkan
hidrolisis enzimatik protein, diikuti dengan
proses pemurnian untuk mengisolasi fraksi
peptida yang diinginkan (Orusmurzaeva et al.,
2022; Wang & Zhang, 2012).

Bahan dan Metode

Ekstraksi Chlorella

Bubuk C. sorokiniana diambil sebanyak 5
mg dan dimasukkan ke dalam tube eppendorf 1.5
mL untuk dilarutkan ke dalam 1% larutan sodium
dedocyl sulfate (SDS) dan disonikasi selama 3
menit. Protein yang telah terekstraksi selanjutnya
disentrifugasi selama 10 menit dan dihilangkan
pelarutnya.

Presipitasi TCA

Protein C. sorokiniana selanjutnya
dilarutkan kembali dengan larutan asam
trikloroasetat (TCA) 20% dan disimpan selama
12 jam pada suhu 4°C. TCA selanjutnya
dihilangkan dengan mencuci presipitasi protein
dengan aseton dan etanol (1:9) dan proses beku
kering (freeze dried) pada suhu -20°C. Setelah
benar-benar kering, protein dipecah menjadi
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peptida menggunakan enzim tripsin pada suhu
37°C (1/20; enzim/sampel) selama 16 jam dan
disimpan pada pH 8.5. Reaksi dihentikan dengan
pemanasan campuran pada suhu 100°C selama 10
menit dan dilakukan fraksinasi berat molekul < 3
kDA.

Identifikasi Peptida

Peptida potensial diidentifikasi
menggunakan LC-MS/MS (LCQ Deca XP Max)
dan informasi sekuens ditentukan menggunakan
analisis  tandem-mass-spektrometer.  Sekuens
selanjutnya diidentifikasi menggunakan database
NCBI dengan kode Chlorella sorokinia
menggunakan aplikasi Mascot Distiller v2.3.2.0
(Matrix Science, London, UK).

Hasil dan Pembahasan

Persentase Protein

Protein dan Peptide berperan penting
sebagai nutrisi utama untuk menjaga kesehatan
dan proses metabolisme biota akuakultur.
Penelitian terkini terkait potensi biomolekul
genus Chlorella, terutama C. sorokiniana, yaitu
difokuskan pada karakteristik hidrolisat protein,
peptida, eksplorasi senyawa bioaktif, yang
digunakan untuk pencegahan penyakit, regulasi
sistem imun, dan peningkatan pertumbuhan (Gao
etal., 2021).

Protein dan turunannya berupa peptida
merupakan biomolekul esensial yang mengatur
jalur metabolik kunci dan berperan penting
sebagai pembangun struktur biologis biota
akuakultur (Mohanty et al., 2014). Senyawa-
senyawa Yyang terkandung didalamnya tidak
hanya berperan dalam adanya kandungan nutrisi
yang tinggi sebagai sumber pangan namun juga
sebagai zat bioaktif yang secara langsung dapat
meningkatkan kesehatan biota (Taylor et al.,
2006).

Proses hidrolisis protein, baik melalui cara
enzimatik maupun kimia, dapat melepaskan
berbagai peptida bioaktif dari molekul protein
induk (Gouic et al., 2018). Proses ini, dikenal
sebagai presipitasi asam trikloroasetat (TCA),
yaitu suatu metode untuk mengidentifikasi dan
karakterisasi peptida bioaktif potensial didalam
matriks protein kompleks (Mohanty et al., 2014).
Pencernaan TCA secara efektif dapat memecah
struktur kompleks protein dan menghasilkan
potongan peptida yang lebih pendek sehingga
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dapat memberikan bioaktivitas yang lebih cepat
(Gao et al., 2021).

Pada penelitian ini, dilakukan serangkaian
tahapan untuk mengekstraksi protein dari C.
sorokiniana, yang dimulai dengan pemurnian
melalui proses presipitasi hingga pemotongan
peptida menggunakan enzim. Proses presipitasi
menggunakan asam trikloroasetat  untuk
memperoleh larutan protein murni setelah proses
pemisahan dari senyawa non protein.
Berdasarkan hasil penelitian, sampel awal yang
berjumlah 5 mg, didapatkan hasil akhir setelah
proses presipitasi TCA sebanyak 2.73+2.3 mg
protein murni. Hasil ini menunjukkan bahwa
presipitasi yang dilakukan cukup efisien dengan
persentase  yield sebesar 54.66%, yang
menunjukkan bahwa lebih dari separuh protein
yang terkandung dalam sampel ekstrak kasar C.
sorokiniana telah berhasil diisolasi. Tejano et al.,
(2019) menyatakan bahwa C. sorokiniana
memiliki kandungan protein 65.08+0.88% dari
4.4% biomassa awal kering.
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Identifikasi Peptida

Bioaktif peptida merupakan molekul
protein berantai pendek (3-20 residu asam
amino) yang dapat diaktivasi melalui proses
hidrolisis secara enzimatik maupun selama
pencernaan gastrointestinal. Pada umumnya,
bioaktif peptida yang paling sesuai untuk
formulasi imunostimulan adalah berukuran
kurang dari 3 kDa (Aluko, 2012).

Berbagai biota akuakultur telah diteliti
kandungan protein kasar dan komposisi asam
aminonya, yang menunjukkan variasi Yyang
signifikan. Spesies akuakultur yang hidup di
perairan dingin cenderung kaya akan asam amino
lisin dan asam aspartat, sedangkan biota laut
cenderung memiliki leucine yang lebih tinggi.
Ikan asli berukuran kecil kaya akan histidin,
sedangkan kerapu dan manyung terkarakterisasi
dengan proporsi glisin dan asam glutamat yang
lebih tinggi. Perbedaan profil asam amino ini
berhubungan dengan kebutuhan metabolik yang
unik serta adaptasi lingkungan dari setiap spesies
(Mohanty et al., 2014).
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Gambar 1. Hasil identifikasi LC-MS/MS pada hidrolisat enzimatik C. sorokiniana

Sementara itu, mikroalga secara spesifik
kaya akan asam glutamat (Taylor et al., 2006).
Organisme fotosintetik sel tunggal ini merupakan
bagian penting dari rantai makanan akuatik,
cenderung memiliki kadar asam glutamat
bermuatan  negatif yang lebih  tinggi
dibandingkan dengan asam amino lain dalam
proporsi  komposisi proteinnya (Caporgno &
Mathys, 2018). Kelimpahan asam glutamat
dalam mikroalga diduga disebabkan oleh
perannya yang krusial dalam berbagai proses
metabolisme, seperti produksi energi dan
asimilasi nitrogen, yang sangat penting untuk
kelangsungan hidup dan pertumbuhan mikroalga
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ini dalam jejaring makanan ekosistem perairan
(Rizwan et al., 2018).

Salah satu metode identifikasi bioaktif
peptida adalah  menggunakan instrumen
kromatografi LC-MS/MS. Tandem Mass-
Spektrometer (MS/MS) merupakan instrumen
krusial yang digunakan pada studi proteomik.
MS dapat digunakan untuk menganalisis
campuran protein kompleks serta karakterisasi
peptida. Pada MS/MS, peptida diionisasi dari MS
pertama dan selanjutnya difragmentasi dan
diukur rasio massa terhadap muatan (m/z) dari
ion yang terdeteksi (Lu dan Chen, 2023) th.


http://doi.org/10.29303/jbt.v24i3.7585

Safitri et al., (2024). Jurnal Biologi Tropis, 24 (3): 985 — 993

DOI: http://doi.org/10.29303/jbt.v24i3.7585

Tabel 1. Identifikasi peptida potensial dari C. sorokiniana menggunakan kombinasi presipitasi TCA

dan hidrolisis tripsin

No Nama Protein Sekuens Peptida M/Z Mr Skor
1. Protein  synthesis  elongation  factor TU | KYDDIDSAPEEK 705.7419 | 1408.6358 76
(chloroplast)
2. Photosystem | iron-sulfur center (chloroplast) VVLGSETTR 513.5886 | 1024.5189 42
3. Photosystem | iron-sulfur center (chloroplast) CESACPTDFLSVR | 713.4929 | 14249712 20
4, Photosystem 11 43 kDa protein (chloroplast) LGANVASAQGPTG | 721.4177 | 1440.8209 38
LGK
5. | ATP synthase CF1 alpha chain (chloroplast) ELIIGDR 408.6222 815.2298 36
6. Ycf4 (chloroplast) FLQVSLEGI 503.1352 | 1004.2559 31
7. Photosystem 11 D2 protein (chloroplast) NILLNEGIR 521.5266 | 1041.0387 31
8. Unnamed protein product (chloroplast) LSSFSVASKSAEK | 447.0614 | 1338.1624 24
9. | Nitrate reductase VCDLLQLCGMKS | 2362.4163 | 2522.8180 21
MAEGALHVCFR
10. | ATP-dependent zinc  metalloprotease  FtsH LSLKNLNGR 506.8833 | 1011.7520 19
homolog (chloroplast)
11. | Unnamed protein product (chloroplast) QALMISAIKK 552.8085 | 1103.6024 18
12. | Chloroplastic glucose-6-phospate dehydrogenase AALSIVVVGASGD | 799.3719 | 1596.7293 18
LAKK

Teknik LC-MS/MS dapat digunakan
untuk identifikasi dan karakterisasi struktur dan
sifat fungsional dari berbagai peptida bioaktif,
sehingga dapat berpotensi untuk digunakan
sebagai imunostimulan biota akuakultur (Ryu &
Kim, 2013; Kim & Kang, 2011). Berdasarkan
hasil penelitian, selama 75 menit masa
pemrosesan sampel hasil hidrolisat, ditemukan
sejumlah puncak (peak) pada waktu retensi (RT)
yang berbeda. Terdapat dua puncak (area) yang
memiliki kuantitas/jumlah total senyawa yang
terdeteksi relatif tinggi dalam sampel hidrolisat
C. sorokiniana, yaitu pada RT 53.23 dan 60.94.
Selain itu, ditemukan sejumlah puncak yang
menunjukkan intensitas sinyal yang tinggi,
seperti pada RT 1.54, 10.24, 11.78, 13.73, 18.57,
22.55, 24.66, serta 29.82. selain itu, ditemukan
dua puncak yang memiliki intensitas sinyal
deteksi cenderung rendah, seperti pada RT 2.09,
7.10, 9.48, 33.09, 35.22, 46.92, 48.00, 58.99,
64.17, 67.82, dan 71.23. Untuk mengidentifikasi
peptida yang terdeteksi, analisis dilanjutkan
dengan menggunakan aplikasi Mascot Distiller.

Hasil proteolisis spesifik pada masing-
masing puncak yang terdeteksi pada LC-MS/MS
selanjutnya diukur rasio m/z berdasarkan
database protein yang tersedia dari NCBI

menggunakan database in silico (Lu & Chen,
2003). Meskipun ditemukan beberapa puncak
yang menunjukkan keberadaan peptida spesifik
di dalam sampel, tidak semua peptida dapat
teridentifikasi. Hal ini disebabkan karena tingkat
sensitivitas sampel terhadap instrumen. Beberapa
peak vyang tidak simetris menunjukkan
ketidakstabilan peptida di dalam sampel
(Aebersold & Mann, 2003; Domon & Aebersold,
2006).

Kloroplas merupakan rumah bagi beragam
protein yang berkontribusi pada berbagai proses
metabolisme penting pada tumbuhan (Lu et al.,
2020). Hal ini tidak hanya mencakup kompleks
protei fotosintesis, namun juga enzim yang
terlibat dalam asimilasi nutrisi, redoks,
homeostatis, dan fungsi penting lainnya (Balafrej
et al., 2020). Berdasarkan hasil penelitian,
ditemukan 12 sekuens peptida (Tabel 1) dari
hidrolisat enzimatik C. sorokiniana, dimana 83%
protein yang ditemukan merupakan protein
regulator  kloroplas.  Protein-protein ini
berimplikasi  penting untuk  meningkatkan
efisiensi fotosintesis, toleransi stres, dan sifat lain
yang relevan sebagai potensinya sebagai
imunostimulan (Fu et al., 2022).

Sekuens KYDDIDSAPEEK (KK12)
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merupakan potongan asam amino yang
ditemukan berasal dari protein synthesis
elongation factor TU (chloroplast), dengan M/Z
705.7419 dan skor kesesuaian (identity) 76.
Protein ini merupakan protein esensial untuk
translasi protein dalam kloroplas (Pilon et al.,
2006). Faktor ini membantu memastikan bahwa
materi genetik kloroplas diekspresikan dengan
baik yang memungkinkan untuk menjalankan
fungsi metabolisme esensialnya (Sjuts et al.,
2017). Protein ini sangat melimpah dalam sel
bakteri, dengan sekitar 10 salinan per ribosom,
dan berfungsi untuk mengirimkan aminoasil-
tRNA ke ribosom yang diprogram oleh RNA
pembawa. Selain perannya dalam sintesis
protein, kompleks yang terbentuk antara
elongation factor TU dan aminoasil-tRNA juga
berfungsi untuk melindungi aminoasil-tRNA
dari deasilasi (Kavaliauskas et al., 2012). Fungsi
perlindungan ini sangat penting, karena
membantu menjaga stabilitas dan integritas
molekul tRNA selama proses penerjemahan
(Sjuts et al., 2017). Protein ini telah menunjukkan
potensi yang signifikan sebagai trget obat karena
fungsinya yang penting di dalam sintesis protein,
sehingga merupakan kandidat yang menarik
dalam pengembangan obat antibakteri. Adanya
gangguan aktivitas pada protein penting ini dapat
mengganggu sintesis protein dalam sel target
yang menyebabkan kematian sel atau
penghambatan  pertumbuhan  sel  patogen
(Czworkowski & Moore, 1996; Ho et al., 2012),
sehingga dapat dijadikan alternatif
imunostimulan terbaru.

Sekuens VVLGSETTR dan
CESACPTDFLSVR yang teridentifikasi berasal
dari protein Photosystem | iron-sulfur center
(chloroplast), dengan M/Z 513.5886 dan
713.4929 dan skor identitas 42 dan 20. Gugus
besi-sulfur dalam protein ini berperan penting
dalam transpor elektron fotosintesis Kkloroplas
serta dalam proses metabolisme lainnya, seperti
asimilasi nitrogen dan sulfur (Przybyla-Toscano
etal., 2018).

Sekuens LGANVASAQGPTGLGK yang
teridentifikasi  dari  hidrolisat  tripsin  C.
sorokiniana berasal dari protein Photosystem Il
43 kDa protein (chloroplast), dengan M/Z
721.4177 dan Mr 1440.8209. Di dalam sistem
fotosintesis, protein ini merupakan komponen
penting dalam mesin  fotosintesis yang
bertanggungjawab pada reaksi pemisahan air
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oleh cahaya sehingga menghasilkan gradien
proton yang digunakan untuk memberi daya pada
sintesis ATP (Finazzi et al., 2009). Protein ini
juga membantu dalam proses reduksi NAD(P)H
berbagai proses biosintesis dan antioksidan
dalam organel (Kruger & Schaewen, 2003).

Sekuens ELIIGDR berasal dari protein
ATP synthase CF1 alpha chain (chloroplast),
yang berperan penting dalam menghasilkan ATP
pada sel dalam proses fotosintesis. Protein ini
sangat penting terutama dalam proses konversi
energi cahaya menjadi energi kimia secara
efisien dalam proses selular Chlorella (Caffarri
et al., 2014). Sekuens peptida ini memiliki M/Z
408.6222 dan skor identitas 36.

Sekuens FLQVSLEGI berasal dari protein
Ycf4 (chloroplast), dengan Mr 1004.2559 dan
M/Z 503.1352. Protein Ycf4 merupakan salah
satu protein yang terlibat dalam proses perakitan
Fotosistem | (Andersen et al., 2003). Selain
protein ini, ditemukan sekuens peptida yang
didapatkan dari protein fotosistem yang terlibat
dalam proses fotosintesis, yaitu NILLNEGIR
yang berasal dari protein Photosystem Il D2
protein (chloroplast) dengan M/Z 521.5266 dan
Mr 1041.0387. Protein ini merupakan komponen
utama dari pusat reaksi kompleks fotosintesis,
bersamaan dengan Fotosistem 1. (Pilon et al.,
2006; Timko, 2006).

Sekuens LSSFSVASKSAEK dan sekuens
QALMISAIKK berasal dari produk protein
kloroplas yang belum teridentifikasi (unnamed
protein  product). Masing-masing  sekuens
memiliki M/Z 447.0614 dan 552.8085.

Berbeda dengan sekuens lainnya, peptida
VCDLLQLCGMKSMAEGALHVCFR berasal
dari golongan enzim nitrat reductase dengan M/Z
2362.4163 dan Mr. 2522.8180. Enzim ini
merupakan komponen utama dalam asimilasi
nitrogen pada Chlorella yang membantu sintesis
asam amino maupun biomolekul lain yang
mengandung nitrogen yang penting untuk
pertumbuhan dan perkembangan Chlorella (Saha
& Singh, 2018). Manipulasi ekspresi atau
aktivitas enzim ini dapat berpotensi untuk
meningkatan produksi biomassa dan kandungan
protein dalam Chlorella, sehingga bisa
meningkatkan efisiensi nutrisi (Naik et al., 2018)
pada biota akuakultur.

Peptida LSLKNLNGR memiliki M/Z
506.8833 dan Mr. 1011.7520 berasal dari protein
ATP-dependent zinc metalloprotease FtsH
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homolog (chloroplast). Enzim ini banyak
ditemukan pada bagian kloroplas dan berperan
penting dalam pengendalian kualitas protein
fotosintesis (Bashir et al.,, 2016) dengan
mendegradasi protein yang rusak secara selektif
sehingga membantu  menjaga  integritas
fungsional fotosintesis dan memastikan konversi
cahaya menjadi energi yang optimal (Kato &
Sakamoto, 2018). Homolog FtsH merupakan
kandidat target yang menarik untuk aplikasi
bioteknologi  terutama dalam  peningkatan
produktivitas  Chlorella dan toleransinya
terhadap tekanan dan stres (Niazian et al., 2021).

Sekuens peptida  terakhir yang
teridentifikasi berdasarkan aplikasi Mascot
Distiller adalah sekuens AALSIVVVGASGDLA
KK berasal dari enzim chloroplast glucose-6-
phosphate dehydrogenase, dengan M/Z 799.3719
dan Mr. 1596.7293. Sesuai dengan namanya,
enzim ini terlibat dalam jalur pentosa fosfat
oksidatif di dalam kloroplas. Jalur ini berperan
penting dalam menyediakan daya reduksi dalam
bentuk NADPH, yang diperlukan dalam berbagai
proses biosintesis, termasuk sintesis asam lemak
dan regenerasi askorbat serta antioksidan penting
(Riganti et al., 2012). Aktivitas enzim ini
berperan penting dalam fotosintesis dan
metabolisme tanaman (Corpas & Barroso, 2014).
Penelitian  Kruger & Schaewen (2003)
menunjukkan bahwa ekspresi berlebihan enzim
ini dapat meningkatkan pertumbuhan dan
toleransi tanaman terhadap stres abiotik dengan
meningkatkan  ketersediaan NADPH dan
antioksidan tanaman, sehingga berpotensi untuk
digunakan menjadi imunostimulan pada biota
akuakultur.

Kesimpulan

Secara keseluruhan, hasil yang diperoleh
dari penelitian ini menunjukkan bahwa proses
presipitasi protein C. sorokiniana dengan TCA
mampu mengekstraksi protein C. sorokiniana
secara efisien, dengan perolehan hasil akhir
sebanyak 54.66% dari sampel awal. Selain itu,
analisis hidrolisat secara enzimatis menggunakan
tripsin menunjukkan adanya 12 sekuens peptida
yang teridentifikasi dan berasal dari berbagai
enzim dan protein kloroplas, seperti: protein
synthesis elongation factor TU, photosystem |
iron-sulfur center, photosystem Il 43 kDa, nitrat
reduktase, dan ATP synthase CF1 alpha chain.
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Penemuan ini menunjukkan bahwa protein C.
sorokiniana dapat menjadi sumber peptida
potensial yang dimanfaatkan sebagai
imunostimulan, terutama pada biota akuakultur.
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