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Abstrak

Salah satu produk mrunan dari ikan nila yaitu peptida bioaktif dari protein miosin. Peptida
bioaktif dapat berperan aktif di bidang kesehatan yaitu sebagai antibiofilm terhadap
Staphylococcus aureus, bakteri penyebab infeksi pada manusia. Metode vang digunakan
mencakup pemotongan protein menggunakan enzim pepsin dan tripsin, prediksi kelarutan,
toksisitas, serta aktivitas antibiofilm menggunakan berbagai web server. Hasil penapisan
menunjukkan 10 peptida yang memenuhi kriteria kelarutan yang baik dalam air, non-toksik,
dan memiliki aktivitas antibiofilm. Analisis docking molekuler menggunakan AutoDock Vina
menunjukkan bahwa 9 peptida memiliki nilai binding affinity (AG) lebih negatif dibandingkan
dengan cefotaxime sebagai ligan referensi, dengan nilai AG terendah mencapai -12,0
keallmol. Penelitian ini menunjukkan bahwa peptida bioaktif dari protein miosin ikan nila
memiliki potensi sebagai antibiofilm terhadap S. aureus, vang dapar dikembangkan lebih
lanjut dalam aplikasi teknologi hijau dan formulasi bio-sanitizing. Uji lanjutan secara in vitro
perlu dilakukan untuk mengonfirmasi potensi antibiofilm dari peptida yang dihasilkan.

Kata kunci: peptida bioaktif, protein miosin, ikan nila, antibiofilm, Staphylococcus aureus,
docking molekuler, PBP3.

Abstract

One of By-product Nile tilapia (Oreochromis niloticus) is bioactive peptides from myosin
protein. Bioactive peptides can play role in health, such as antibiofilm agents against
Staphylococeus aureus, a bacterium that causes infections in humans. The methods used
include protein cleavage using the enzymes pepsin and trypsin, prediction of solubility,
toxicity, and antibiofilm activity using various web servers. The screening results showed 10
peptides that meet the criteria of good water solubility, non-toxicity, and antibiofilm activity.
Molecular docking analysis using AutoDock Vina revealed that 9 peptides had a more negative
binding affinity (AG) compared to cefotaxime, the reference ligand, with the lowest AG value
reaching -12.0 kcal/mol. This study demonstrates that bioactive peptides from nile tilapia
myosin protein have potential as antibiofilm agents against S. aureus, which can be further
develff¥d for applications in green technology and bio-sanitizing formulations. Further in
vitro testing is needed to confirm the antibiofilm potential of the peptides produced.

Keywords: Bioactive peptide, myosin protein, Nile tilapia, antibiofilm, Staphylococcus
aureus, moleculer docking, PBP3.
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1. PENDAHULUAN

Indonesia sebagai negara penghasil ikan nila (Oreochromis niloticus) terbesar

kedua di dunia terus mengalami pertumbuhan yang positif dari tahun 2017-2022
dengan rata-rata produksi ikan nila mencapai 1,6% per tahun. Pemanfaatan ikan nila
dan produk turunannya tentu menjadi peluang besar dalam bidang pangan dan
kesehatan (KKP RI, 2023). Salah satu produk yang bisa diolah adalah peptida bioaktif
dari protein miosin yang merupakan protein terbesar penyﬁln otot skeletal pada ikan
(Chen et al., 2023; Le Gouic et al., 2018). Pada otot ikan, miosin berfungsi mengubah
energi kimia dalam bentuk ATP menjadi energi gerak. Selain itu, protein ini berperan
sebagai pembentuk gel dalam produksi surimi (Nurfaidah et al., ZUEDau etal., 2022).

Peptida bioaktif merupakan senyawa yang tersusun dari 2-20 asam amino yang
dihubungkan oleh ikatan peptida. Peptida ini adalah produk dari proses hidrolisis
protein oleh peptidase seperti pepsin dan tripsin (Jiang et al., 2024). Peptida tidak aktif
ketika menjadi bagian dari protein induk (parent protein), tetapi menjadi aktif ketika
dipisahkan dari protein induk oleh aktivitas enzim (Mora et al.. 2019). Peptida bioaktif
memiliki aktivitas fisiologis tertentu seperti peptida bioaktif dari protein miosin
memiliki potensi sebagai anti kanker, antioksidan, dan penghambat enzim ACE secara
in silico (Julia & Komari, 2022; Yu etal., 2018).

Pembentukan biofilm merupakan ancaman dalam industri pangan dan
kesehatan karena komunitas mikroba tersebut mampu berkembang biak di permukaan
biotik dan abiotik sehingga menyebabkan penyakit pada manusia dan menurunkan
efisiensi produksi serta masa pakai peralatan di industri (Shineh et al., 2023). Salah
satu bakteri pembentuk biofilm adalah Staphylococcus aureus penyebab penyakit
infeksi pada manusia (Wu et al., 2024). Penanganan biofilm dengan sinar UV, steam
heating, dan disinfektan masih belum efektif, apalagi munculnya resistensi bakteri
terhadap sanitizer (Zhu et al., 2022). Peptida bioaktif bisa menjadi alternatif sebagai
antibiofilm terhadap S. aureus (Alahyaribeik & Nazarpour, 2024).

Beberapa peptida bioaktif telah diteliti memiliki kemampuan antibiofilm
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terhadap S. aureus seperti peptida dari protein susu yang mampu menghambat sistem
quorum sensing dari S. aureus (Li et al., 2022) dan peptida dari keratin bulu ayam yang
mampu mengganggu pembentukan biofilm S. aureus pada konsentrasi 200 ug/ml
(Alahyaribeik & Nazarpour, 2024). Potensi peptida bioaktif sebagai antibiofilm secara
in silico dapat diprediksi dengan metode docking molekular. Metode ini mampu
memprediksi interaksi molekul wuji dengan reseptor protein target sehingga
menghasilkan nilai binding affinity (Meng et al., 2011). Peptida dari keratin ikan nila
telah diprediksi memiliki aktivitas antibiofilm dan mampu menghambat reseptor
Penicilin Binding Protein (PBP3) dari S. aureus secara in silico (Prasetyo, 2024).

Oleh karena potensi dari protein miosin ﬁbagai sumber peptida bioaktif dan
kemampuan antibiofilm dari peptida biocaktif, penelitian ini bertujuan melakukan
penapisan peptida bioaktif yang memiliki aktivitas antibiofilm dari protein miosin ikan
nila dan memprediksi ikatan peptida bioaktif dengan PBP3 dari S. aureus secara in
silico. Penelitian ini diharapkan menjadi referensi uji pendahuluan sebelum dilakukan
uji secara in vitro sehingga nantinya peptida bioaktif yang dihasilkan mampu
menghambat pembentukan biofilm dari §. aureus.

2. METODE PENELITIAN

21  Lokasidan Waktu Pelaksanaan

Penglitian ini dilakukan pada bulan Januari-Maret 2025 di Jurusan Teknologi
Pertanian, Politeknik Negeri Jember.
22  Alat dan Bahan

Alat terdiri dari perangkat keras yaitu laptop denﬁn sistem operasi Windows 10 Home

N, Intel(R) Core(TM) 13-3217U CPU @ 1.80GHz, RAM 8.00 GB, sistem operasi 64-
bit operating system, dan x64-based processor. Perangkat lunak yang digunakan
adalah Chimera 1.18, AutoDockTools 1.5.7, Py%O.S, dan BIOVIA Discovery Studio.
Web server yang digunakan adalah UniProtKB (https://www .uniprot.org/), RCSB PDB
(https://www rcsb.org/), Peptide Cutter (https://web.expasy.org/peptide_cutter/),

Innovagen (http://www.innovagen.com/proteomics-tools),
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o
CSM-Toxin (https://biosig.lab.ug.edu.au/csm_toxin/), AntiBFP: AntiBioFilm Peptide
Screening (https://antibfp-antibiofilm-peptide-screening.onrender.com/predict).

Bahan yang digunakan adalah sekuen protein miosin pada Oreochromis
niloticus (Nile tilapia) dengan kode 13K077 dan Penicillin-binding protein 3 (PBP3)
dengan kode 3VSL yang disimpan dalam format FASTA.
2.3 Prosedur
231 Eemi[.ikan sekuen protein dan pemotongan protein

Pemilihan sekuen protein diakses pada web server UniProtKB, kemudian
diperoleh protein miosin Oreochromis niloticus (Nile tilapia) dengan kode I13K077.
Sekuen protein disimpan dalam format FASTA. Pemotongan sekuen protein
menggunakan web server Peptide Cutter dimulai dengan menyalin sekEn protein yang
telah disimpan dalam format FASTA dan memilih enzim pepsin (pH 1.3). pepsin
(pH>2), dan tripsin. Setelah menekan tombol perform, hasil yang diperoleh mencakup
jumlah, posisi, enzim, sekuen, panjang, dan masa peptida hasil pemotongan (Tu et al..
2018).
232  Prediksi kelarutan dan sifat toksik peptida

Kelarutan peptida hasil pemotongan diprediksi dengan menggunakan web
server Innovagen. Sekuen peptida dimasukkan ke kolom Peptide Property Calculator,
kemudian tekan calculate. Hasil perkiraan kelarutan dalam air akan tampil pada bagian
physiochemical properties (Innovagen, 2024). Sifat toksik pada peptida dapat
diprediksi menggunakan web server CSM-Toxin. Pada halaman depan web, tekan run
prediction, kemudian sekuen peptida dimasukkan di dalam kolom yang tersedia dalam
format FASTA (Morozov et al., 2023).
233  Prediksi antibiofilm

Prediksi antibiofilm pada peptida dengan menggunakan web server AntiBFP:
AntiBioFilm Peptide Screening. Sekuen peptida dimasukkan pada kolom peptide
sequence, kemudian pilih Best Model dan tekan Predict (Puchakayala et al., 2023).

2.34  Persiapan protein dan ligan
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Persiapan protein diawali dengan mengunduh protein reseptor dari web server
RCSB PDB. Protein reseptor yang dipilih adalah Penicillin-binding protein 3 (PBP3)
dari methicillin-resistant Staphylococcus aureus dengan kode 3VSL, kemudian file
disimpan dalam format PDB. Selanjutnya, penghilangan molekul air dan ligan asli pada
protein reseptor menggunakan program USCF Chimera [.18. Protein kemudian
dilakukan optimasi dengan penambahan hidrogen dan penambahan muatan Kollman
menggunakan program AutoDockTools 1.5.7. Protein hasil optimasi disimpan dalam
format pdbqt. Persiapan ligan dilakukan menggunakan program USCF Chimera 1.18
(Forli et al., 2016; Pettersen et al., 2004).
235 ases docking molekular dan visualisasi data

Proses docking molekuler menggunakan perangkat lunak PyRx 0.8 dengan
sistem Autodock Vina (Dallakyan & Olson, 2015) . Ukuran grid box yang digunakan
adalah 25 x 25 x 25 dengan posisi center_x; center_y; center_z (49; -39, 18). Hasil
docking akan menampilkan nilai binding affinity dan model docking antara ligan
dengan protein target. Model yang telah diperoleh kemudian dianalisis menggunakan

program BIOVIA Discovery Studio (BIOVIA, 2024).

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Pemotongan protein miosin ikan nila menjadi peptida bioaktif dapat diperoleh
secara in silico dengan menggunakan web server Peptide Cutter (Hasan et al., 2021).
Pemotongan tersebut menghasilkan 9 dipeptida, 1 tripeptida, dan 30 oligopeptida.
Peptida yang sudah diperoleh kemudian diseleksi berdasarkan tingkat kelarutan,
toksisitas, dan prediksi aktivitas antibiofilm secara in silico. Hasil penapisan dapat
dilihat pada Tabel 1 yang menunjukkan terdapat 10 peptida yang memenuhi kriteria
kelarutan dalam air, bersifat tidak toksik, dan memiliki aktivitas antibiofilm.

Peptida yang larut dalam air dan memiliki aktivitas antibiofilm merupakan
kandidat yang bagus untuk dikembangkan sebagai penerapan green technologies dan
formulasi bio-sanitizing (Zhu et al., 2022). Selain itu, peptida yang dihasilkan juga

diharapkan tidak memiliki efek toksik sehingga aman bagi organisme dan lingkungan
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(Lv et al., 2022). Prediksi aktivitas antibiofilm dipilih berdasarkan physicochemical
properties model karena model ini memiliki tingkat akurasi dan nilai Matthew s
correlation coefficient (MCC) yang lebih baik dibandingkan model lain (Puchakayala
et al., 2023).

Tabel 1. Hasil penapisan peptida bioaktif

. Enzim - Prediksi T rediksi Antibiofilm
Sekuen Peptida Pemoton Prediksi Kelarutan Ksisitas (physicochemical
I 151 .
properties model)
EAFTIDQNR Good water solubility  Non-Toxic ~ Probable antibiofiim
NEELEAMVK Good water solubility Non-Toxic  Probable antibiofilm
GADPEDVILSAFK Good water solubility ~Non-Toxic ~ Probable antibiofilm
VLDPEGTGTIK Good water solubility Non-Toxic  Probable antibiofilm
EFLEELLTTQCDR Good water solubility  Non-Toxic  Probable antibiofilm
NICYVITHGEDK nmd water solubility nm-Taxic Probable antibiofilm
THDQNRDGIISKDDL Pepsin Good water solubility  Non-Toxic  Probable antibiofilm
EAMVKEASGPIN (pH 1.3)  Good water solubility  Non-Toxic ~ Probable antibiofilm
LDPEGTGTIKKEFL & Pepsin  Good water solubility Non-Toxic — Probable antibiofilm
TTQCDRF (pH >2)  Good water solubility  Non-Toxic __ Probable antibiofilm

Sepuluh peptida pada Tabel 1 dilanjutkan dengan analisis docking molekuler.
Docking molekuler merupakan metode komputasi untuk memprediksi binding affinity
antara ligan dgl protein reseptor (Agu et al., 2023). Dalam penelitian ini bertujuan
memprediksi nilai binding affinity dan interaksi ikatan yang terjadi antara peptida
bioaktif dengan PBP3 dari S. aureus. Hasil docking molekuler terdapat pada Tabel 2.
Tabel 2. Nilai AG hasil docking molekuler

Protein Target Ligan Estimated AG (keal/mol)
Cefotaxime -1.5
EAFTIIDQNR -11.7
NEELEAMVK -8,7
GADPEDVILSAFK 95
VLDPEGTGTIK -1.9
Penicillin-binding protein 3 (kode 3VSL) E[’\IFII;:]i]’EVLI'LTTl:ITSISDle ) :23
THDQNRDGIISKDDL -9.9
EAMVKEASGPIN -85
LDPEGTGTIKKEFL 9.5
TTQCDRF -1.3

Pada tabel 2 diperoleh nilai AG (kcal/mol) dari setiap peptida yang diuji dan
molekul cefotaxime sebagai native ligand pada PBP3. Hasil menunjukkan terdapat 9

peptida yang memiliki nilai AG lebih negatif dibandingkan molekul cefotaxime,
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dengan nilai paling negatif yaitu -12,0 keal/mol. Nilai AG merupakan binding affinity
yang mengukur sejauh mana ligan dapat berikatan dengan protein target (Paggi et al.,
2024). Semakin negatif nilai AG, semakin kuat energi pengikatan dan semakin stabil
interaksi ikatan antara ligan dan protein target (Kaavin et al., 2024; Terefe & Ghosh,
2022).
Peptida AM1 dari tumbuhan Aegle marmelos memiliki nilai binding affinity
sebesar -10.2 kcal/mol dan hasil uji in vitro mampu menghambat pertumbuhan S.
aureus dengan metode MIC (Mishra & Muthukaliannan, 2024). Peptida dari protein
Nef HIV-1 jﬁa menunjukkan ikatan yang kuat dengan protein target secara in silico
dan mampu menghambat pembentukan biofilm Pseudomonas aeruginosa secara in

itro (Koosehlar et al., 2024). Energi pengikatan yang kuat dan interaksi yang stabil
antara ligan dan protein target pada metode in silico menunjukkan ligan tersebut

memiliki potensi menghambat kerja dari protein target secara in vitro.

Tabel 3. Hasil visualisasi ligan-protein target

. . . Interaksi
Protein Target Ligan Ikatan Hidrogen Hidrofobik
N . Asn-450, Ser-392, Ser-
Cefotaxime 448, Thr-603, Gln-524 Thr-621, Glu-623
Ser-429, Asn-530, Arg-
EAFTIIDQNR 128, Ala-622 Glu-623
NEELEAMVK Asn-450, GIn-524 Thr-621, Glu-623
Ser-429, Asn-432, Ser-
GADPEDVILSAFK 392, Lys-427 Thr-621, Glu-623
Penicillin-binding Glu-623, Phe-625,
protein 3 (kode 3VSL) VLDPEGTGTIK Arg-428 Asp-519
EFLEELLTTQCDR Gln-524, Tyr-430 Thr-621, Glu-623
NICYVITHGEDK Asn-516, GIn-524 Asp-519
Asn-516, Pro-509, Asn-
TIDQNRDGHISKDDL 512, Glu-508 Phe-625
EAMVKEASGPIN Arg-428 Asp-319, Glu-623
LDPEGTGTIKKEFL Tyr-430, Arg-428 Asp-519, Glu-623
TTQCDRF Arg-428, Asn-513 Asp-519, Phe-625

Hasil docking molekuler dilanjutkan visualisasi untuk rrﬁhat residu asam
amino yang berikatan dengan peptida. Pada Tabel 3 menunjukkan residu asam amino,
ikatan hidrogen, dan interaksi hidrofobik antara PBP3 dengan masing-masing peptida.

Peptida akan berikatan dengan PBP3 pada sisi aktif, yaitu bagian protein tempat
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substrat terikat dan mcngaamj reaksi kimia (Toscano et al., 2007). Beberapa peptida

menunjukkan pengikatan pada residu asam amino yang sama dengan cefotaxime
sebagai native ligand, contoh peptida dengan urutan GADPEDVILSAFK memiliki
residu asam amino yang sama dengan cefotaxime pada asgm amino Ser-392, Thr-621
& Glu-623, kemudian pada peptida EFLEELLTTQCDR memiliki residu yang sama
dengan cefotaxime pada asam amino Gln-524, Thr-621 & Glu-623. Residu asam amino
Glutamat (Glu) menjadi binding site yang paling sering muncul ketika PBP3 berikatan
dengan peptida. Glutamat merupakan asam amino yang berperan dalam metabolisme
dan signaling (Brosnan & Brosnan, 2012).

Selain jenis residu asam amino, terdapat pula tipe ikatan dan interaksi yang
dihasilkan dari docking molekuler yaitu ikatan hidrogen dan interaksi hidrofobik.
Ikatan hidrogen akan memperkuat stabilitas dari kompleks protein-ligan, sedangkan
interaksi hidrofobik menstabilkan ligan padaﬂ'si pengikatan di permukaan protein.
Interaksi hidrofobik sendiri terdiri dari tipe pi-pi. pi-alkil, pi-kation atau anion, pi-
sigma, dan pi-amide (Vaidyanathan et al., 2023; Varma et al., 2010). Ikatan hidrogen
yang disertai beberapa interaksi hidrofobik akan menghasilkan variasi energi dan

stabilitas dalam kompleks ligan-protein pada uji in silico (Vaidyanathan et al., 2023).

4. KESIMPULAN DAN SARAN
4.1 Kesimpulan

Peptida bioaktif dari protein miosin ikan nila memiliki kelarutan yang baik
dalam air, bersifat non-toksik dan probable antibiofilm dengan menghasilkan nilai AG
sebesar -7,3 hingga -12.0 kcal/mol. Semua peptida yang diuji memiliki ikatan hidrogen
dan interaksi hidrofobik dengan PBP3 dari S. aureus secara in silico. Peptida bioaktif
yang dihasilkan memiliki potensi untuk dikembangkan sebagai antibiofilm.

4.2 Saran
Peptida bioaktif yang telah diperoleh secara in silico perlu dilanjutkan dengan

uji in vitro untuk menilai aktivitas antibiofilm terhadap S. aureus.
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