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HIDROLISAT PROTEIN SEBAGAI PEPTIDA BIOAKTIF DARI BUNGKIL INTI 
SAWIT DAN FUNGSI BIOLOGINYA

protein dari BIS memiliki profil asam amino yang terdiri 
dari cysteine (Cys), methionine (Met), lysine (Lys), 
asam amino aromatik glutamic dan aspartic acids (Glu 
dan Asp) (Chang et al., 2014c). 
 Enzimatik proteolisis merupakan cara tercepat, 
aman dan paling mudah dikontrol untuk menghasilkan 
peptida bioaktif BIS yang berfungsi sebagai 
antioksidan, antimikroba dan antihipertensi (Zarei et 
al., 2014). BIS juga memiliki asam laurat, asam miristat 
dan asam palmitat dalam jumlah besar yang dapat 
memberikan kontribusi untuk efikasi antibakteri dari 
peptida BIS (Tan et al., 2011).
 Protein dari BIS merupakan protein edible dengan 
profil asam amino yang relatif seimbang serta 
kelarutan dan kemampuan emulsifikasi yang baik. 
Protein BIS mengandung globulin, glutelin-1 dan 
glutelin-2 masing-masing sebesar 40,10%, 24,01% 
dan 33,32%. Hidrolisat globulin memiliki aktivitas 
sebagai antikanker, antihipertensi dan antibakteri. 
Beberapa petida dari glutelin-2 dapat menurunkan 
tekanan darah sistolik hipertensi spontan pada tikus 
secara efektif. Glutelin-1 dari BIS menunjukkan 
scavenging activity of DPPH radical yang tinggi 
(77,69%), ABTS radical (64,19%), superoxide radical 
(49,54%) dan hydroxyl radical (34,41%) dan high 
reducing power (0,211 ± 0,009) (Zheng et al., 2017a).

PENDAHULUAN
 Bungkil inti sawit (BIS) atau palm kernel cake 
adalah produk samping utama dari proses ekstraksi 
minyak inti sawit. BIS mengandung kadar protein 
sebesar 15-21% dan telah dimanfaatkan sebagai 
pakan ternak akuakultur dan ruminansia (Zarei et al., 
2012; Zarei et al., 2014). Meskipun kandungan protein 
tidak begitu tinggi, namun jumlah BIS cukup banyak 
sehingga dapat dijadikan sebagai sumber bahan baku 
untuk pembuatan isolat protein dan hidrolisat protein 
(Chang et al., 2014b), yang memiliki bioaktivitas 
sebagai peptida bioaktif untuk nutrisi bagi manusia 
(Zarei et al., 2012; Zarei et al., 2015).
 Protein dari BIS dapat diekstraksi secara efektif 
menggunakan larutan alkali diikuti dengan hidrolisis 
enzimatik untuk menghasilkan hidrolisat protein BIS 
atau crude peptida BIS (Ng and Khan, 2012). BIS yang 
telah dihilangkan minyaknya dan isolat protein dari BIS 
mengandung kadar protein kasar masing-masing 
sebesar 50-55% dan 75%. Isolat protein dan hidrolisat 
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Abstrak - Bungkil inti sawit (BIS) atau palm kernel cake mengandung protein sebesar 15-21%. Selain sebagai 
pakan ternak, BIS dapat dimanfaatkan sebagai sumber bahan baku untuk produksi isolat dan hidrolisat protein. 
Protein BIS mengandung globulin, glutelin-1 dan glutelin-2. Protein dari BIS dapat diekstraksi secara efektif 
menggunakan larutan alkali diikuti dengan hidrolisis enzimatik untuk menghasilkan hidrolisat protein. Isolat protein 
dan hidrolisat protein mengandung asam-asam amino yang memenuhi syarat sebagai asam amino esensial yang 
dibutuhkan oleh manusia. Hidrolisat protein mengandung peptida-peptida yang memiliki bioaktivitas sebagai 
antioksidan, antibakteri dan antihipertensi. Makalah ini mengulas tentang hidrolisat protein (peptida) dari BIS 
meliputi ekstraksi protein, hidrolisis protein, fungsi biologi peptida bioaktif, purifikasi dan identifikasi peptida dari 
BIS. 

Kata kunci: bungkil inti sawit, ekstraksi, hidrolisis, hidrolisat protein, peptida bioaktif

METODOLOGI

Purifikasi hidrolisat protein BIS menggunakan gel 
filtration menghasilkan beberapa fraksi. Fraksi yang 
memiliki berat molekul tertinggi akan terelusi lebih 
awal dibandingkan berat molekul rendah. Fraksi yang 
memiliki aktivitas antibakteri tertinggi adalah fraksi 
dengan berat molekul sebesar 2,4 kDa dengan 
komposisi asam amino seperti disajikan pada Tabel 6. 
Purifikasi menyebabkan hilangnya beberapa asam 
amino seperti asam amino esensial leucine dan valine. 
Namun, leucine rendah dan lysine tinggi (merupakan 
hal yang positif) karena berkontribusi untuk efek 
penghambatan (Tan et al., 2013b).

Zarei et al., (2014) memperoleh squence peptida 
AWFS, WAF dan LPWRPATNVF yang menunjukkan 
aktivitas radical scavengging tertinggi masing-masing 
sebesar 71%, 56% dan 50%. Sementara itu, sequence 
peptida GGIF, YGIKVGYAIP dan YLLLK menunjukkan 
aktivitas metal chelating tertinggi masing-masing 
sebesar 56%, 53% dan 50%. Namun, sequence 
peptida yang menunjukkan nilai IC  terbaik 50

menggunakan  DPPH  a s sa y  y a i t u  G I FE , 
GVQEGAGHYALL dan GGIF masing-masing pada 
0,02 µM, 0,09 µM dan 0,35 µM. Nilai half maximal 
inhibitory concentration tertinggi menggunakan metal 
chelating activity ditunjukkan sequence peptida 
LPWRPATNVF, AWFS dan YGIKVGYAIP masing-
masing pada 0,001 µM, 0,002 µM dan 0,087 µM. Zarei 
et al., (2015) juga memperoleh peptida yang 
menunjukkan aktivitas ACE inhibitory sebesar 100% 
dengan sequence YLLLK, YGIKVGYAIP dan 
LPWRPATNVF, namun nilai IC  yang terbaik adalah 50

YGIKVGYAIP, GIFE dan LPWRPATNVF masing-
masing pada 1 µM, 3 µM dan 20 µM.
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alcalase sebanyak 8% dapat menghidrolisis protein 
BIS menjadi hidrolisat protein BIS dengan DH tinggi 
sebesar 75,96% setelah 1 jam hidrolisis. Meskipun 
demik ian ,  pada konsen t ras i  2% a lca lase 
menghasilkan hidrolisat protein BIS dengan DH 
sebesar 81,35% namun dibutuhkan waktu hidrolisis 
selama 12 jam. Pepsin merupakan protease yang 
relatif kurang efisien untuk menghidrolisis protein BIS 
(Ng and Khan (2012). Sementara itu, Chang et al., 
(2014a) menghidrolisis protein BIS menggunakan 
protease dari Bacillus licheniformis dan pepsin-
pancreatin dengan DH masing-masing adalah 43% 
dan 38%.
 Zarei et al., (2012) menghidrolisis protein BIS 
menggunakan trypsin (37°C, pH 8), flavourzyme 
(55°C, pH 8), chymootrypsin (50°C, pH 6,8), bromelain 
(55°C, pH 5), alcalase (55°C, pH 7,5), pepsin (37°C, 
pH 1,5) dan papain (65°C, pH 6,5) pada rasio enzim 
dan substrat 1:50 serta diaduk pada 150 rpm dengan 
waktu reaksi selama 30 jam. Hidrolisat protein juga 
d ipero leh dengan DH yang berbeda-beda 
menggunakan trypsin, flavourzyme, chymootrypsin, 
bromelain, alcalase, pepsin dan papain masing-
masing sebesar 19 ± 0,11%, 56 ±0,15%, 74± 0,27%, 
76 ± 1,3%, 77± 2,1%, 85 ±0,23% dan 87 ± 0,1%. 
Hidrolisat protein yang dihasilkan menggunakan 
papain setelah 38 jam menghasilkan DH sebesar 
91±0,1%. Dalam penelitian lain, Zarei et al., (2014) 
melaporkan bahwa untuk menurunkan waktu 
proteolisis, rasio enzim dan substrat ditingkatkan dari 
1:100 menjadi 1:10 akan menghasilkan DH mencapai 
93% setelah 15 menit proteolisis kemudian konstan.
 Zheng et al., (2017a) menghidrolisis glutelin-1 BIS 
dengan DH sebesar 31,90±2,72% pada konsentrasi 
pepsin 2 g/100 g protein, pH 2, suhu 37°C selama 4 
jam. Nilai ini lebih rendah dibandingkan hidrolisis 
globulin BIS dengan DH sebesar 59% menggunakan 
pepsin dan trypsin (Tapal et al., 2016). Selain itu, 
Zheng et al., (2017b) menggunakan 4 jenis enzim yaitu 
alcalase, flavourzyme, pepsin dan trypsin untuk 
menghidrolisis glutelin BIS dengan perlakuan yang 
berbeda-beda yaitu glutelin BIS tanpa perlakuan, 
dipanaskan 100°C selama 10 menit, ultrasonication 28 
kHz, 600 W selama 20 menit dan tekanan tinggi, 300 
MPa selama 20 menit menghasilkan DH masing-
masing sebesar 23,79±1,05%, 28,44±4,05%, 
31,67±1,87% dan 36,17±3,61%. DH dapat meningkat 
dengan perlakuan protein BIS menggunakan tekanan 
tinggi karena dapat menyebabkan protein unfolding, 

EKSTRAKSI PROTEIN DARI BIS

 Ekstraksi protein dari BIS disajikan pada Tabel 1, 
yang umumnya dilakukan menggunakan larutan alkali 
kuat (Tan et al., 2011). Selain itu, pengggunaan trypsin 
juga dapat membantu proses ekstraksi protein. Cara 
ini dapat meningkatkan yield protein yang terekstraksi 
dari BIS (Chee et al., 2012). Pemisahan fraksi-fraksi 
protein BIS juga dapat dilakukan menggunakan 
prosedur Osborne-Type seperti yang dilakukan oleh 
Chang et al., (2014b) untuk menghasilkan fraksi 
protein pada BIS meliputi albumin, globulin dan 
glutelin. Berbedanya prosedur ekstraksi protein dari 
BIS akan menghasilkan karakteristik isolat protein 
yang berbeda-beda. Tabel 2 menyajikan salah satu 
contoh karakteristik isolat protein hasil ektraksi dari 
BIS (Hasibuan dan Daulay, 2015), yang relatif berbeda 
dengan yang dilaporkan oleh Chang et al., (2014b) 
(Tabel 4), dan Tan et al., (2013b) (Tabel 6).

HIDROLISIS PROTEIN BIS MENJADI HIDROLISAT 
PROTEIN (PEPTIDA) 

 Hidrolisat protein dari BIS dapat diperoleh melalui 
hidrolisis protein dengan menentukan persentase 
derajat hidrolisis (DH%), yang umum dilakukan 
menggunakan enzim. DH% merupakan indikator 
penting yang digunakan untuk membandingkan 
perbedaan hidrolisat protein. Selama hidrolisis, 
perbedaan dari jenis peptida yang dihasilkan 
tergantung pada spesifitas enzim (Zarei et al., 2012). 
Hidrolisis enzimatik protein BIS menggunakan 
alcalase (Tan et al., 2011) dan trypsin (Ng et al., 2013) 
pada kondisi pH, rasio enzim/substrat, konsentrasi 
substrat dan waktu dan temperatur reaksi seperti yang 
disajikan pada Tabel 3 dapat menghasilkan DH% yang 
berbeda-beda.

 Hidrolisis enzimatik protein dari BIS menggunakan 
enzim alcalase, flavourzyme, pepsin dan tripsin akan 
menghasilkan DH% yang berbeda-beda. Enzim 
alcalase memberikan DH tertinggi (71,31-81,35%) 
selama waktu hidrolisis (6-48 jam) dibandingkan enzim 
yang lain. Pepsin dan trypsin memiliki trend yang sama 
dalam memberikan nilai DH yaitu sebesar 46% selama 
6 jam dan selanjutnya menurun seiring peningkatan 
waktu hidrolisis. Flavourzyme menghasilkan DH 
terendah (23,17%) dari hidrolisis protein BIS dari 
semua protease. Selain itu, konsentrasi enzim juga 
memberikan DH yang berbeda-beda. Konsentrasi 
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yang dapat meningkatkan kerentanan dari protein 
terhadap aksi enzim melalui pembukaan bagian 

pembelahan baru yang membawa enzim mencapai 
sisi hidrolisis.

Tabel 1. Ekstraksi protein dari BIS

Ekstraksi Karakteristik isolat protein Referensi
Rasio bubuk BIS dan larutan alkali NaOH 1 N 1:10 
(g/ml), diaduk pada 150 rpm, 50°C selama 30 menit. 
Ekstrak protein diperoleh dari supernatan dengan pH 
di-adjust menjadi 4,3-4,5 dengan penambahan HCl 3 N

Protein kasar 68,5±3,08%, 
lemak 0,54±0,03% dan abu
0,73±0,02%

Ng and Khan 
(2012)

Rasio bubuk BIS yang telah dihilangkan minyaknya
menggunakan larutan NaOH 0,1 M pada rasio 1:10, 
diaduk pada 24±2°C selama 2 jam. Ekstrak protein 
diperoleh dari supernatan dengan pH di-adjust hingga
4,6 menggunakan HCl 0,1 M. Pengendapan protein 
melaui sentrifugasi pada 10.000 g selama 30 menit
pada 4-8°C

Kadar protein 75,6±24,71%, 
air 2,11±0,37%, lemak 
4,93±0,19%, abu 
8,71±4,57%, total 
karbohidrat 6,35±3,12%, 
serat kasar 2,33±0,31%, 
dan total fenolik 13,4±06,87 
mg

Chang et al.,
(2014b)

Bubuk BIS yang telah dihilangkan lemaknya diekstrak
dengan air dingin pada temperatur ruang (22±1°C) 
dalam tabung sentrifugasi selama 1 jam dengan
magnetic stirrer. Campuran disentrifugasi pada 10.000 
g selama 15 menit dan supernatan dikumpulkan. 
Residu diekstraksi dengan NaCl 0,5 M dingin dan 
etanol 70% untuk mengekstraksi globulin (salt-soluble 
proteins) dan prolamin (alcohol-soluble proteins). 
Residu setelah ekstraksi alkohol selanjutnya diekstraksi
dengan NaOH 0,1 M untuk mengekstraksi glutelin 
(alkali-soluble proteins). Supernatan albumin (aqueous-
soluble proteins), prolamins dan glutelin didialisis
dengan air pada 4°C selama 72 jam

Kadar protein pada:
- Albumin 25,0±13,65%
- globulin 5,7±3,23%
- glutelin 60,0±8,06%.

Chang et al.,
(2014b)

Rasio bubuk BIS dengan larutan alkali 1,1 g/100 ml, 
trypsin sebanyak 1,36 g/100 g pada pH 9,5 diaduk
dengan pemanasan suhu 50°C selama 2 jam 

Kadar protein 61,99±0,74% Chee et al., 
(2012)

METODOLOGI

Purifikasi hidrolisat protein BIS menggunakan gel 
filtration menghasilkan beberapa fraksi. Fraksi yang 
memiliki berat molekul tertinggi akan terelusi lebih 
awal dibandingkan berat molekul rendah. Fraksi yang 
memiliki aktivitas antibakteri tertinggi adalah fraksi 
dengan berat molekul sebesar 2,4 kDa dengan 
komposisi asam amino seperti disajikan pada Tabel 6. 
Purifikasi menyebabkan hilangnya beberapa asam 
amino seperti asam amino esensial leucine dan valine. 
Namun, leucine rendah dan lysine tinggi (merupakan 
hal yang positif) karena berkontribusi untuk efek 
penghambatan (Tan et al., 2013b).

Zarei et al., (2014) memperoleh squence peptida 
AWFS, WAF dan LPWRPATNVF yang menunjukkan 
aktivitas radical scavengging tertinggi masing-masing 
sebesar 71%, 56% dan 50%. Sementara itu, sequence 
peptida GGIF, YGIKVGYAIP dan YLLLK menunjukkan 
aktivitas metal chelating tertinggi masing-masing 
sebesar 56%, 53% dan 50%. Namun, sequence 
peptida yang menunjukkan nilai IC  terbaik 50

menggunakan  DPPH  a s sa y  y a i t u  G I FE , 
GVQEGAGHYALL dan GGIF masing-masing pada 
0,02 µM, 0,09 µM dan 0,35 µM. Nilai half maximal 
inhibitory concentration tertinggi menggunakan metal 
chelating activity ditunjukkan sequence peptida 
LPWRPATNVF, AWFS dan YGIKVGYAIP masing-
masing pada 0,001 µM, 0,002 µM dan 0,087 µM. Zarei 
et al., (2015) juga memperoleh peptida yang 
menunjukkan aktivitas ACE inhibitory sebesar 100% 
dengan sequence YLLLK, YGIKVGYAIP dan 
LPWRPATNVF, namun nilai IC  yang terbaik adalah 50

YGIKVGYAIP, GIFE dan LPWRPATNVF masing-
masing pada 1 µM, 3 µM dan 20 µM.
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alcalase sebanyak 8% dapat menghidrolisis protein 
BIS menjadi hidrolisat protein BIS dengan DH tinggi 
sebesar 75,96% setelah 1 jam hidrolisis. Meskipun 
demik ian ,  pada konsen t ras i  2% a lca lase 
menghasilkan hidrolisat protein BIS dengan DH 
sebesar 81,35% namun dibutuhkan waktu hidrolisis 
selama 12 jam. Pepsin merupakan protease yang 
relatif kurang efisien untuk menghidrolisis protein BIS 
(Ng and Khan (2012). Sementara itu, Chang et al., 
(2014a) menghidrolisis protein BIS menggunakan 
protease dari Bacillus licheniformis dan pepsin-
pancreatin dengan DH masing-masing adalah 43% 
dan 38%.
 Zarei et al., (2012) menghidrolisis protein BIS 
menggunakan trypsin (37°C, pH 8), flavourzyme 
(55°C, pH 8), chymootrypsin (50°C, pH 6,8), bromelain 
(55°C, pH 5), alcalase (55°C, pH 7,5), pepsin (37°C, 
pH 1,5) dan papain (65°C, pH 6,5) pada rasio enzim 
dan substrat 1:50 serta diaduk pada 150 rpm dengan 
waktu reaksi selama 30 jam. Hidrolisat protein juga 
d ipero leh dengan DH yang berbeda-beda 
menggunakan trypsin, flavourzyme, chymootrypsin, 
bromelain, alcalase, pepsin dan papain masing-
masing sebesar 19 ± 0,11%, 56 ±0,15%, 74± 0,27%, 
76 ± 1,3%, 77± 2,1%, 85 ±0,23% dan 87 ± 0,1%. 
Hidrolisat protein yang dihasilkan menggunakan 
papain setelah 38 jam menghasilkan DH sebesar 
91±0,1%. Dalam penelitian lain, Zarei et al., (2014) 
melaporkan bahwa untuk menurunkan waktu 
proteolisis, rasio enzim dan substrat ditingkatkan dari 
1:100 menjadi 1:10 akan menghasilkan DH mencapai 
93% setelah 15 menit proteolisis kemudian konstan.
 Zheng et al., (2017a) menghidrolisis glutelin-1 BIS 
dengan DH sebesar 31,90±2,72% pada konsentrasi 
pepsin 2 g/100 g protein, pH 2, suhu 37°C selama 4 
jam. Nilai ini lebih rendah dibandingkan hidrolisis 
globulin BIS dengan DH sebesar 59% menggunakan 
pepsin dan trypsin (Tapal et al., 2016). Selain itu, 
Zheng et al., (2017b) menggunakan 4 jenis enzim yaitu 
alcalase, flavourzyme, pepsin dan trypsin untuk 
menghidrolisis glutelin BIS dengan perlakuan yang 
berbeda-beda yaitu glutelin BIS tanpa perlakuan, 
dipanaskan 100°C selama 10 menit, ultrasonication 28 
kHz, 600 W selama 20 menit dan tekanan tinggi, 300 
MPa selama 20 menit menghasilkan DH masing-
masing sebesar 23,79±1,05%, 28,44±4,05%, 
31,67±1,87% dan 36,17±3,61%. DH dapat meningkat 
dengan perlakuan protein BIS menggunakan tekanan 
tinggi karena dapat menyebabkan protein unfolding, 

EKSTRAKSI PROTEIN DARI BIS

 Ekstraksi protein dari BIS disajikan pada Tabel 1, 
yang umumnya dilakukan menggunakan larutan alkali 
kuat (Tan et al., 2011). Selain itu, pengggunaan trypsin 
juga dapat membantu proses ekstraksi protein. Cara 
ini dapat meningkatkan yield protein yang terekstraksi 
dari BIS (Chee et al., 2012). Pemisahan fraksi-fraksi 
protein BIS juga dapat dilakukan menggunakan 
prosedur Osborne-Type seperti yang dilakukan oleh 
Chang et al., (2014b) untuk menghasilkan fraksi 
protein pada BIS meliputi albumin, globulin dan 
glutelin. Berbedanya prosedur ekstraksi protein dari 
BIS akan menghasilkan karakteristik isolat protein 
yang berbeda-beda. Tabel 2 menyajikan salah satu 
contoh karakteristik isolat protein hasil ektraksi dari 
BIS (Hasibuan dan Daulay, 2015), yang relatif berbeda 
dengan yang dilaporkan oleh Chang et al., (2014b) 
(Tabel 4), dan Tan et al., (2013b) (Tabel 6).

HIDROLISIS PROTEIN BIS MENJADI HIDROLISAT 
PROTEIN (PEPTIDA) 

 Hidrolisat protein dari BIS dapat diperoleh melalui 
hidrolisis protein dengan menentukan persentase 
derajat hidrolisis (DH%), yang umum dilakukan 
menggunakan enzim. DH% merupakan indikator 
penting yang digunakan untuk membandingkan 
perbedaan hidrolisat protein. Selama hidrolisis, 
perbedaan dari jenis peptida yang dihasilkan 
tergantung pada spesifitas enzim (Zarei et al., 2012). 
Hidrolisis enzimatik protein BIS menggunakan 
alcalase (Tan et al., 2011) dan trypsin (Ng et al., 2013) 
pada kondisi pH, rasio enzim/substrat, konsentrasi 
substrat dan waktu dan temperatur reaksi seperti yang 
disajikan pada Tabel 3 dapat menghasilkan DH% yang 
berbeda-beda.

 Hidrolisis enzimatik protein dari BIS menggunakan 
enzim alcalase, flavourzyme, pepsin dan tripsin akan 
menghasilkan DH% yang berbeda-beda. Enzim 
alcalase memberikan DH tertinggi (71,31-81,35%) 
selama waktu hidrolisis (6-48 jam) dibandingkan enzim 
yang lain. Pepsin dan trypsin memiliki trend yang sama 
dalam memberikan nilai DH yaitu sebesar 46% selama 
6 jam dan selanjutnya menurun seiring peningkatan 
waktu hidrolisis. Flavourzyme menghasilkan DH 
terendah (23,17%) dari hidrolisis protein BIS dari 
semua protease. Selain itu, konsentrasi enzim juga 
memberikan DH yang berbeda-beda. Konsentrasi 
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yang dapat meningkatkan kerentanan dari protein 
terhadap aksi enzim melalui pembukaan bagian 

pembelahan baru yang membawa enzim mencapai 
sisi hidrolisis.

Tabel 1. Ekstraksi protein dari BIS

Ekstraksi Karakteristik isolat protein Referensi
Rasio bubuk BIS dan larutan alkali NaOH 1 N 1:10 
(g/ml), diaduk pada 150 rpm, 50°C selama 30 menit. 
Ekstrak protein diperoleh dari supernatan dengan pH 
di-adjust menjadi 4,3-4,5 dengan penambahan HCl 3 N

Protein kasar 68,5±3,08%, 
lemak 0,54±0,03% dan abu
0,73±0,02%

Ng and Khan 
(2012)

Rasio bubuk BIS yang telah dihilangkan minyaknya
menggunakan larutan NaOH 0,1 M pada rasio 1:10, 
diaduk pada 24±2°C selama 2 jam. Ekstrak protein 
diperoleh dari supernatan dengan pH di-adjust hingga
4,6 menggunakan HCl 0,1 M. Pengendapan protein 
melaui sentrifugasi pada 10.000 g selama 30 menit
pada 4-8°C

Kadar protein 75,6±24,71%, 
air 2,11±0,37%, lemak 
4,93±0,19%, abu 
8,71±4,57%, total 
karbohidrat 6,35±3,12%, 
serat kasar 2,33±0,31%, 
dan total fenolik 13,4±06,87 
mg

Chang et al.,
(2014b)

Bubuk BIS yang telah dihilangkan lemaknya diekstrak
dengan air dingin pada temperatur ruang (22±1°C) 
dalam tabung sentrifugasi selama 1 jam dengan
magnetic stirrer. Campuran disentrifugasi pada 10.000 
g selama 15 menit dan supernatan dikumpulkan. 
Residu diekstraksi dengan NaCl 0,5 M dingin dan 
etanol 70% untuk mengekstraksi globulin (salt-soluble 
proteins) dan prolamin (alcohol-soluble proteins). 
Residu setelah ekstraksi alkohol selanjutnya diekstraksi
dengan NaOH 0,1 M untuk mengekstraksi glutelin 
(alkali-soluble proteins). Supernatan albumin (aqueous-
soluble proteins), prolamins dan glutelin didialisis
dengan air pada 4°C selama 72 jam

Kadar protein pada:
- Albumin 25,0±13,65%
- globulin 5,7±3,23%
- glutelin 60,0±8,06%.

Chang et al.,
(2014b)

Rasio bubuk BIS dengan larutan alkali 1,1 g/100 ml, 
trypsin sebanyak 1,36 g/100 g pada pH 9,5 diaduk
dengan pemanasan suhu 50°C selama 2 jam 

Kadar protein 61,99±0,74% Chee et al., 
(2012)

METODOLOGI

Purifikasi hidrolisat protein BIS menggunakan gel 
filtration menghasilkan beberapa fraksi. Fraksi yang 
memiliki berat molekul tertinggi akan terelusi lebih 
awal dibandingkan berat molekul rendah. Fraksi yang 
memiliki aktivitas antibakteri tertinggi adalah fraksi 
dengan berat molekul sebesar 2,4 kDa dengan 
komposisi asam amino seperti disajikan pada Tabel 6. 
Purifikasi menyebabkan hilangnya beberapa asam 
amino seperti asam amino esensial leucine dan valine. 
Namun, leucine rendah dan lysine tinggi (merupakan 
hal yang positif) karena berkontribusi untuk efek 
penghambatan (Tan et al., 2013b).

Zarei et al., (2014) memperoleh squence peptida 
AWFS, WAF dan LPWRPATNVF yang menunjukkan 
aktivitas radical scavengging tertinggi masing-masing 
sebesar 71%, 56% dan 50%. Sementara itu, sequence 
peptida GGIF, YGIKVGYAIP dan YLLLK menunjukkan 
aktivitas metal chelating tertinggi masing-masing 
sebesar 56%, 53% dan 50%. Namun, sequence 
peptida yang menunjukkan nilai IC  terbaik 50

menggunakan  DPPH  a s sa y  y a i t u  G I FE , 
GVQEGAGHYALL dan GGIF masing-masing pada 
0,02 µM, 0,09 µM dan 0,35 µM. Nilai half maximal 
inhibitory concentration tertinggi menggunakan metal 
chelating activity ditunjukkan sequence peptida 
LPWRPATNVF, AWFS dan YGIKVGYAIP masing-
masing pada 0,001 µM, 0,002 µM dan 0,087 µM. Zarei 
et al., (2015) juga memperoleh peptida yang 
menunjukkan aktivitas ACE inhibitory sebesar 100% 
dengan sequence YLLLK, YGIKVGYAIP dan 
LPWRPATNVF, namun nilai IC  yang terbaik adalah 50

YGIKVGYAIP, GIFE dan LPWRPATNVF masing-
masing pada 1 µM, 3 µM dan 20 µM.
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Tabel 2. Karakteristik isolat protein hasil ektraksi dari BIS

a
Komposisi dalam g asam amino/100 g sampel. Rerata dari setiap baris dengan simbol yang berbeda adalah berbeda signifikan (p<0,05)

b
asam amino esensial rekomendasi oleh WHO (2007) untuk infants, preschool children, adolescent dan adult (kombinasi laki-laki dan wanita)

c
 E/T (%), rasio total asam amino esensial dengan total asam amino

d
asam aspartic + asparagines

e
asam glutamic + glutamine

ftyrosin + phenylalanine
gmethionine + cysteine

Tabel 4. Komposisi asam amino isolat dan hidrolisat protein (Chang et al., 2014b)

Sumber: Hasibuan dan Daulay, 2015

Karakteristik Nilai

Kadar protein (%) 49,72

Kadar air (%) 5,99

Kadar lemak (%) 33,12

Kadar serat (%) 0

Alanine (%) 4,38

Arginine (%) 4,30

Aspartate (%) 5,69

Glutamate (%) 11,04

Glycine (%) 3,53

Histidine (%) 0,66

Isoleucine (%) 3,14

Leucine (%) 5,03

Lycine (%) 0,25

Methionine (%) 0,71

Phenil Alanine (%) 2,44

Serine (%) 2,45

Tyrosine (%) 1,15

Valine (%) 4,96

Tabel 3. Parameter reaksi untuk membuat peptida BIS dengan DH bervariasi

DH % pH
Temperatur

(°C)

Rasio 
enzim/substrat 

(%)

Konsentrasi
substrat

(%)

Waktu 
(jam) Enzim Referensi

30 7,06 30,92 2,62 1,67 6 Trypsin Ng et al., 
(2013)40 7,18 40,76 3,53 1,44

50 8,36 46,24 3,84 1,09
50 6,99 50 1,0 1,68 6 Alcalase Tan et al., 

(2011)60 9,13 50 1,0 1,99
70 9,59 50 1,0 1,68
80 10,48 50 1,0 1,44
90 9,63 50 1,0 1,13

100 10,50 50 1,0 1,00

Asam mino Isolat protein
Hidrolisat

protease

Hidrolisat

pepsin-

pancreatin

Infantsb
Preschool 

childrenb
Adolescentb Adultb

Aspartic acidd 11,30±0,50a 9,43±0,00b 9,08±0,54c

Serine 0,25±0,02a 0,31±0,00a 0,31±0,00a

Glycine 4,53±0,63a 3,51±0,30b 3,99±0,04c

Histidine 2,02±0,27a,b 1,47±0,75a 1,55±0,10a 2,0 1,8 1,6 1,5

Arginine 5,20±1,84a 3,50±0,04b 4,30±0,94c

Threonine 5,32±0,18a 4,37±0,09b 4,14±0,03c 3,1 2,7 2,5 2,3

Alanine 6,98±0,45a 5,47±0,44b 5,77±0,02c

Proline 3,40±1,40a 2,57±1,10b 2,91±1,04c

Tyrosine 3,16±0,24a 2,01±0,05b 2,59±0,28c 5,2 4,6 4,0 3,8f

Valine 4,93±0,18a 3,94±0,11b 3,85±0,24c 4,3 4,2 4,0 3,9

Methionine 2,34±0,21a 1,94±0,07b 1,74±0,16c 2,8 2,6 2,3 2,2g

Cysteine 5,00±1,69a 6,06±1,54a,b 5,46±1,09a

Isoleucine 3,40±0,35a,b 2,65±0,07a 2,56±0,13a 3,2 3,1 3,0 3,0

Leucine 6,83±0,88a,b 5,27±0,61a 5,11±1,20a 6,6 6,3 6,0 5,9

Phenylalanine 4,93±1,05a,b 3,71±1,29a 3,73±1,45a

Lysine 5,12±1,85a 6,89±1,50a,b 5,63±1,38a 5,7 5,2 4,8 4,5

Total Essential 43,05 38,31 36,36

Total Non-

Essential
57,48 45,11 47,22

E/T (%) 37,9 45,9 43,5

Total Amino 

Acids
100,53±4,78 83,42±13,45 83,58±20,61

Hidrolisat protein sebagai peptida bioaktif dari bungkil inti sawit dan fungsi biologinyaHasrul Abdi Hasibuan

METODOLOGI

Purifikasi hidrolisat protein BIS menggunakan gel 
filtration menghasilkan beberapa fraksi. Fraksi yang 
memiliki berat molekul tertinggi akan terelusi lebih 
awal dibandingkan berat molekul rendah. Fraksi yang 
memiliki aktivitas antibakteri tertinggi adalah fraksi 
dengan berat molekul sebesar 2,4 kDa dengan 
komposisi asam amino seperti disajikan pada Tabel 6. 
Purifikasi menyebabkan hilangnya beberapa asam 
amino seperti asam amino esensial leucine dan valine. 
Namun, leucine rendah dan lysine tinggi (merupakan 
hal yang positif) karena berkontribusi untuk efek 
penghambatan (Tan et al., 2013b).

Zarei et al., (2014) memperoleh squence peptida 
AWFS, WAF dan LPWRPATNVF yang menunjukkan 
aktivitas radical scavengging tertinggi masing-masing 
sebesar 71%, 56% dan 50%. Sementara itu, sequence 
peptida GGIF, YGIKVGYAIP dan YLLLK menunjukkan 
aktivitas metal chelating tertinggi masing-masing 
sebesar 56%, 53% dan 50%. Namun, sequence 
peptida yang menunjukkan nilai IC  terbaik 50

menggunakan  DPPH  a s sa y  y a i t u  G I FE , 
GVQEGAGHYALL dan GGIF masing-masing pada 
0,02 µM, 0,09 µM dan 0,35 µM. Nilai half maximal 
inhibitory concentration tertinggi menggunakan metal 
chelating activity ditunjukkan sequence peptida 
LPWRPATNVF, AWFS dan YGIKVGYAIP masing-
masing pada 0,001 µM, 0,002 µM dan 0,087 µM. Zarei 
et al., (2015) juga memperoleh peptida yang 
menunjukkan aktivitas ACE inhibitory sebesar 100% 
dengan sequence YLLLK, YGIKVGYAIP dan 
LPWRPATNVF, namun nilai IC  yang terbaik adalah 50

YGIKVGYAIP, GIFE dan LPWRPATNVF masing-
masing pada 1 µM, 3 µM dan 20 µM.
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Purifikasi hidrolisat protein BIS menggunakan gel 
filtration menghasilkan beberapa fraksi. Fraksi yang 
memiliki berat molekul tertinggi akan terelusi lebih 
awal dibandingkan berat molekul rendah. Fraksi yang 
memiliki aktivitas antibakteri tertinggi adalah fraksi 
dengan berat molekul sebesar 2,4 kDa dengan 
komposisi asam amino seperti disajikan pada Tabel 6. 
Purifikasi menyebabkan hilangnya beberapa asam 
amino seperti asam amino esensial leucine dan valine. 
Namun, leucine rendah dan lysine tinggi (merupakan 
hal yang positif) karena berkontribusi untuk efek 
penghambatan (Tan et al., 2013b).

Zarei et al., (2014) memperoleh squence peptida 
AWFS, WAF dan LPWRPATNVF yang menunjukkan 
aktivitas radical scavengging tertinggi masing-masing 
sebesar 71%, 56% dan 50%. Sementara itu, sequence 
peptida GGIF, YGIKVGYAIP dan YLLLK menunjukkan 
aktivitas metal chelating tertinggi masing-masing 
sebesar 56%, 53% dan 50%. Namun, sequence 
peptida yang menunjukkan nilai IC  terbaik 50

menggunakan  DPPH  a s sa y  y a i t u  G I FE , 
GVQEGAGHYALL dan GGIF masing-masing pada 
0,02 µM, 0,09 µM dan 0,35 µM. Nilai half maximal 
inhibitory concentration tertinggi menggunakan metal 
chelating activity ditunjukkan sequence peptida 
LPWRPATNVF, AWFS dan YGIKVGYAIP masing-
masing pada 0,001 µM, 0,002 µM dan 0,087 µM. Zarei 
et al., (2015) juga memperoleh peptida yang 
menunjukkan aktivitas ACE inhibitory sebesar 100% 
dengan sequence YLLLK, YGIKVGYAIP dan 
LPWRPATNVF, namun nilai IC  yang terbaik adalah 50

YGIKVGYAIP, GIFE dan LPWRPATNVF masing-
masing pada 1 µM, 3 µM dan 20 µM.
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 Isolat protein dan hidrolisat protein dari BIS 
menunjukkan komposisi asam amino yang baik 
dibandingkan BIS yang telah dihilangkan minyaknya. 
Chang et al., (2014b) melaporkan komposisi asam 
amino dari isolat protein, hidrolisat protein dari 
protease dan pepsin-pancreatin (Tabel 4). Rasio asam 
amino esensial dan total asam amino lebih besar dari 
36% yang sesuai dengan syarat asam amino untuk 
infants. Hal ini disebabkan oleh hidrolisat protein 
memisahkan agregat protein yang tidak larut 
menghasilkan peptida berukuran kecil, meningkatkan 
pembukaan grup hidrofilik dan memfasilitasi interaksi 
asam amino hidrofilik dengan lingkungan yang berair. 
Komposisi asam amino dari isolat protein dan 
hidrolisat protein juga sesuai dengan syarat asam 
amino esensial untuk manusia (Chang et al., 2014b), 
yaitu bayi (0–1 tahun), anak-anak (2–10 tahun), 
remaja (11–19 tahun) dan dewasa (20–60 tahun).

FUNGSI BIOLOGI PEPTIDA BIOAKTIF DARI BIS

Antioksidan

 Peptida bioaktif dari hidrolisat protein BIS memiliki 
aktivitas sebagai antioksidan sebagaimana telah 
dilaporkan oleh Zarei et al., (2012) dan Zarei et al., 
(2014). Peptida yang memiliki aktivitas antioksidan 
terdiri atas tiga hingga enam belas asam amino 
(Chang et al., 2014a). Penggunaan enzim berbeda 
akan memberikan pengaruh berbeda terhadap 
fungsinya sebagai antioksidan. Papain memberikan 
radical scavenging activity tertinggi diikuti pepsin, 
alcalase, chymotrypsin, bromelain, flavourzyme dan 
trypsin. Ada korelasi yang kuat antara DH% dengan 
radical scavenging activity dari hidrolisat protein. 
Hidrolisat protein yang dihasilkan oleh papain setelah 
38 jam hidrolisis menghasilkan DH sebesar 91±0,1% 
dan DPPH* radical scavenging activity sebesar 
73,5±0,25% (Zarei et al., 2012). Sementara itu, Ng et 
al., (2013) melaporkan hidrolisat protein BIS dengan 
DH% yang berbeda menunjukkan perbedaan 
antiradikal yang signifikan. Hidrolisat protein BIS 
dengan DH 50% menunjukkan aktivitas antioksidan 
yang lebih tinggi dibandingkan DH 30% dan 40%.

Antibakteri

 Peptida dari BIS juga memiliki aktivitas sebagai 
antibakteri. Tan et al., (2011) melaporkan bahwa 

peptida dari BIS memiliki pengaruh yang besar 
melawan bakteri yang dimungkinkan karena adanya 
komponen gula, beberapa asam lemak dan kombinasi 
asam amino. DH yang berbeda dari peptida BIS 
menghasilkan efikasi antibakteri yang berbeda. 
Peptida dari BIS dengan DH 70% menunjukkan 
pengaruh yang besar dibandingkan DH 100% untuk 
melawan B. cereus, B. coagulans, B. megaterium, B. 
pumilus, B. stearothermophillus, B. subtilis, B. 
thuringiensis, Cl. Perfringens, Lisinibacillus sphaericus 
dan L. monocytogenes (Tan et al., 2011). Beberapa 
bakteri patogen yang bila terdapat pada pangan dapat 
menyebabkan penyakit pada manusia meliputi B. 
cereus, Cl. Perfingens, dan L. monocytogenes. B. 
cereus dapat menyebabkan gejala mual, muntah, sakit 
perut dan keram perut. Cl. Perfingens dapat 
menyebabkan diare dan muntah. L. monocytogenes 
dapat menyebabkan gejala muntah, kesulitan 
bernafas, demam, kemungkinan meningitis dan 
keracunan pada darah (Rahayu dan Nurwitri, 2012). 
Lysinibacillus sphaericus merupakan bakteri yang 
dapat menghasilkan toksin protein (Indayati dan 
Purwanto, 2021).    
 Umumnya, ukuran peptida alami sebagai 
antibakteri berkisar 12 hingga lebih dari 50 asam 
amino. Meskipun demikian, peptida yang terlalu 
pendek atau panjang mungkin tidak optimum sebagai 
antibakteri (Tan et al., 2011). Tan et al., (2013a) juga 
menambahkan bahwa peptida yang dihasilkan dari 
purifikasi hidrolisis protein BIS menggunakan alcalase 
menunjukkan aksi penghambatan terbaik dalam 
melawan B. cereus dibandingkan menggunakan 
tryptic. Keduanya dapat menghambat pertumbuhan 
bakteri melalui pengubahan permeabilitas membran 
sel bakteri.

Anti Hipertensi

 Hipertensi merupakan faktor resiko yang signifikan 
terhadap penyakit kardiovaskuler yang dapat dicegah 
melalui penghambatan angiotensin-I-converting 
enzyme (ACE). ACE berperan dalam regulasi tekanan 
darah karena mengkatal is is dalam koversi 
angiotensin-I yang tidak aktif menjadi angiotensin-II 
(Zarei et al., 2015; Zheng et al., 2017b). Peptida dari 
BIS juga dilaporkan memiliki aktivitas penghambatan 
ACE. Zarei et al., (2015) menginformasikan bahwa 
aktivitas penghambatan ACE dari hidrolisat protein 
yang berbeda akan meningkat dengan meningkatnya 

waktu hidrolisis. Papain merupakan enzim protease 
yang memberikan penghambatan ACE tertinggi 
dibandingkan enzim protease yang lain seperti tryspin, 
alcalase, pepsin, flavourzyme dan bromelain. 
Tingginya efisiensi yang dihasilkan oleh papain 
dikarenakan papain memiliki spesifikasi dan aktivitas 
untuk pembelahan ikatan peptida dengan asam amino 
dasar yang berdekatan seperti lycine atau glycine.
 Chang et al., (2014a) melaporkan bahwa hidrolisat 
protein BIS yang dihasilkan dengan menggunakan 
peps i n - panc r ea t i n  membe r i k an  a k t i v i t a s 
penghambatan ACE tertinggi dibandingkan hidrolisat 
protease. Aktivitas biologi dari peptida bioaktif 
tergantung pada spesifikasi enzim yang digunakan 
untuk produksi peptida, DH, peptida alami yang 
dihasilkan (berat molekul, komposisi asam amino dan 
sequence asam amino) dan pengaruh kombinasi dari 
karakteristik biokimianya. Ukuran peptida mungkin 
juga penting karena peptida penghambat ACE 
spesifikasinya pendek, terdiri dari dua hingga sembilan 
asam amino.

PURIFIKASI DAN IDENTIFIKASI PEPTIDA DARI 
PROTEIN HIDROLISAT BIS

 Teknik purifikasi dan identifikasi hirolisat 
prote in dar i  BIS disaj ikan pada Tabel 5. 
Purifikasi peptida dilakukan menggunakan gel 
filtrasi, ultrafiltrasi, reversed-phase dan semi-
preparative HPLC. Identifikasi peptida melalui 
penentuan aktivitasnya sebagai antioksidan, 
antimikroba dan antihipertensi. Selanjutnya 
fraksi peptida terpilih sesuai dengan fungsinya 
yang terbaik dikarakterisasi asam amino, berat 
molekul, sequence dan strukturnya.
 Purifikasi hidrolisat protein BIS menggunakan 
gel filtration menghasilkan beberapa fraksi. Fraksi 
yang memiliki berat molekul tinggi akan terelusi 
lebih awal dibandingkan berat molekul rendah. 
Fraksi yang memiliki aktivitas antibakteri tertinggi 
adalah fraksi dengan berat molekul sebesar 2,4 
kDa dengan komposisi asam amino seperti 
disajikan pada Tabel 6. Purifikasi menyebabkan 
hilangnya beberapa asam amino seperti asam 
amino esensial leucine dan valine. Namun, leucine 
rendah dan lysine tinggi (merupakan hal yang 
pos i t i f )  ka rena  be rkon t r i bus i  un tuk  e fek 
penghambatan (Tan et al., 2013b).

 Zarei et al., (2014) memperoleh squence 
peptida AWFS, WAF dan LPWRPATNVF yang 
menunjukkan akt iv i tas radical scavengging 
tertinggi masing-masing sebesar 71%, 56% dan 
50%. Sementara itu, sequence peptida GGIF, 
YGIKVGYAIP dan YLLLK menunjukkan aktivitas 
metal chelating tertinggi masing-masing sebesar 
56%, 53% dan 50%. Namun, sequence peptida 
yang menunjukkan nilai IC  terbaik menggunakan 50

DPPH assay yaitu GIFE, GVQEGAGHYALL dan 
GGIF masing-masing pada 0,02 µM, 0,09 µM dan 
0,35 µM. Nilai half maximal inhibitory concentration 
tertinggi menggunakan metal chelating activity 
ditunjukkan sequence peptida LPWRPATNVF, 
AWFS dan YGIKVGYAIP masing-masing pada 
0,001 µM, 0,002 µM dan 0,087 µM. Zarei et al., 
( 2 0 1 5 )  j u g a  mempe r o l e h  p e p t i d a  y a n g 
menunjukkan aktivitas ACE inhibitory sebesar 100% 
dengan sequence YLLLK, YGIKVGYAIP dan 
LPWRPATNVF, namun nilai IC  yang terbaik adalah 50

YGIKVGYAIP, GIFE dan LPWRPATNVF masing-
masing pada 1 µM, 3 µM dan 20 µM.
 Selain itu, hidrolisat glutelin dari BIS juga dapat 
menghasilkan peptida yang berbeda fungsi 
biologinya. Zheng et al., (2017a) menghasilkan 
peptida dari hidrolisat glutelin-1 BIS dengan 
fungsinya sebagai antioksidan. Sementara itu, 
Zheng et al., (2017b) menghasilkan peptida dari 
hidrolisat glutelin-2 BIS dengan fungsinya sebagai 
penghambatan ACE. 

KESIMPULAN
 Kadar protein pada BIS cukup tinggi (15-21 %) 
sehingga berpotensi digunakan sebagai sumber 
protein untuk menjadi hidrolisat protein sebagai 
peptida bioaktif. Hidrolisis protein dari BIS dapat 
dilakukan melalui hidrolisis enzimatik. Peptida boaktif 
yang dihasilkan dari BIS dapat digunakan sebagai 
antioksidan, antibakteri dan antihipertensi. Peptida 
yang memiliki aktivitas antioksidan, antibakteri dan 
antihipertensi, masing-masing terdiri atas 3-16, 12 - 50 
dan 2 – 9 asam amino. Namun demikian, aktivitas 
biologi dari peptida bioaktif yang dihasilkan tergantung 
pada spesifikasi enzim yang digunakan. Fungsi biologi 
ini dapat mendukung diversifikasi BIS menjadi produk 
yang bernilai tambah menjadi produk pangan 
fungsional dan nutrasetikal.
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METODOLOGI

Purifikasi hidrolisat protein BIS menggunakan gel 
filtration menghasilkan beberapa fraksi. Fraksi yang 
memiliki berat molekul tertinggi akan terelusi lebih 
awal dibandingkan berat molekul rendah. Fraksi yang 
memiliki aktivitas antibakteri tertinggi adalah fraksi 
dengan berat molekul sebesar 2,4 kDa dengan 
komposisi asam amino seperti disajikan pada Tabel 6. 
Purifikasi menyebabkan hilangnya beberapa asam 
amino seperti asam amino esensial leucine dan valine. 
Namun, leucine rendah dan lysine tinggi (merupakan 
hal yang positif) karena berkontribusi untuk efek 
penghambatan (Tan et al., 2013b).

Zarei et al., (2014) memperoleh squence peptida 
AWFS, WAF dan LPWRPATNVF yang menunjukkan 
aktivitas radical scavengging tertinggi masing-masing 
sebesar 71%, 56% dan 50%. Sementara itu, sequence 
peptida GGIF, YGIKVGYAIP dan YLLLK menunjukkan 
aktivitas metal chelating tertinggi masing-masing 
sebesar 56%, 53% dan 50%. Namun, sequence 
peptida yang menunjukkan nilai IC  terbaik 50

menggunakan  DPPH  a s sa y  y a i t u  G I FE , 
GVQEGAGHYALL dan GGIF masing-masing pada 
0,02 µM, 0,09 µM dan 0,35 µM. Nilai half maximal 
inhibitory concentration tertinggi menggunakan metal 
chelating activity ditunjukkan sequence peptida 
LPWRPATNVF, AWFS dan YGIKVGYAIP masing-
masing pada 0,001 µM, 0,002 µM dan 0,087 µM. Zarei 
et al., (2015) juga memperoleh peptida yang 
menunjukkan aktivitas ACE inhibitory sebesar 100% 
dengan sequence YLLLK, YGIKVGYAIP dan 
LPWRPATNVF, namun nilai IC  yang terbaik adalah 50

YGIKVGYAIP, GIFE dan LPWRPATNVF masing-
masing pada 1 µM, 3 µM dan 20 µM.
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 Isolat protein dan hidrolisat protein dari BIS 
menunjukkan komposisi asam amino yang baik 
dibandingkan BIS yang telah dihilangkan minyaknya. 
Chang et al., (2014b) melaporkan komposisi asam 
amino dari isolat protein, hidrolisat protein dari 
protease dan pepsin-pancreatin (Tabel 4). Rasio asam 
amino esensial dan total asam amino lebih besar dari 
36% yang sesuai dengan syarat asam amino untuk 
infants. Hal ini disebabkan oleh hidrolisat protein 
memisahkan agregat protein yang tidak larut 
menghasilkan peptida berukuran kecil, meningkatkan 
pembukaan grup hidrofilik dan memfasilitasi interaksi 
asam amino hidrofilik dengan lingkungan yang berair. 
Komposisi asam amino dari isolat protein dan 
hidrolisat protein juga sesuai dengan syarat asam 
amino esensial untuk manusia (Chang et al., 2014b), 
yaitu bayi (0–1 tahun), anak-anak (2–10 tahun), 
remaja (11–19 tahun) dan dewasa (20–60 tahun).

FUNGSI BIOLOGI PEPTIDA BIOAKTIF DARI BIS

Antioksidan

 Peptida bioaktif dari hidrolisat protein BIS memiliki 
aktivitas sebagai antioksidan sebagaimana telah 
dilaporkan oleh Zarei et al., (2012) dan Zarei et al., 
(2014). Peptida yang memiliki aktivitas antioksidan 
terdiri atas tiga hingga enam belas asam amino 
(Chang et al., 2014a). Penggunaan enzim berbeda 
akan memberikan pengaruh berbeda terhadap 
fungsinya sebagai antioksidan. Papain memberikan 
radical scavenging activity tertinggi diikuti pepsin, 
alcalase, chymotrypsin, bromelain, flavourzyme dan 
trypsin. Ada korelasi yang kuat antara DH% dengan 
radical scavenging activity dari hidrolisat protein. 
Hidrolisat protein yang dihasilkan oleh papain setelah 
38 jam hidrolisis menghasilkan DH sebesar 91±0,1% 
dan DPPH* radical scavenging activity sebesar 
73,5±0,25% (Zarei et al., 2012). Sementara itu, Ng et 
al., (2013) melaporkan hidrolisat protein BIS dengan 
DH% yang berbeda menunjukkan perbedaan 
antiradikal yang signifikan. Hidrolisat protein BIS 
dengan DH 50% menunjukkan aktivitas antioksidan 
yang lebih tinggi dibandingkan DH 30% dan 40%.

Antibakteri

 Peptida dari BIS juga memiliki aktivitas sebagai 
antibakteri. Tan et al., (2011) melaporkan bahwa 

peptida dari BIS memiliki pengaruh yang besar 
melawan bakteri yang dimungkinkan karena adanya 
komponen gula, beberapa asam lemak dan kombinasi 
asam amino. DH yang berbeda dari peptida BIS 
menghasilkan efikasi antibakteri yang berbeda. 
Peptida dari BIS dengan DH 70% menunjukkan 
pengaruh yang besar dibandingkan DH 100% untuk 
melawan B. cereus, B. coagulans, B. megaterium, B. 
pumilus, B. stearothermophillus, B. subtilis, B. 
thuringiensis, Cl. Perfringens, Lisinibacillus sphaericus 
dan L. monocytogenes (Tan et al., 2011). Beberapa 
bakteri patogen yang bila terdapat pada pangan dapat 
menyebabkan penyakit pada manusia meliputi B. 
cereus, Cl. Perfingens, dan L. monocytogenes. B. 
cereus dapat menyebabkan gejala mual, muntah, sakit 
perut dan keram perut. Cl. Perfingens dapat 
menyebabkan diare dan muntah. L. monocytogenes 
dapat menyebabkan gejala muntah, kesulitan 
bernafas, demam, kemungkinan meningitis dan 
keracunan pada darah (Rahayu dan Nurwitri, 2012). 
Lysinibacillus sphaericus merupakan bakteri yang 
dapat menghasilkan toksin protein (Indayati dan 
Purwanto, 2021).    
 Umumnya, ukuran peptida alami sebagai 
antibakteri berkisar 12 hingga lebih dari 50 asam 
amino. Meskipun demikian, peptida yang terlalu 
pendek atau panjang mungkin tidak optimum sebagai 
antibakteri (Tan et al., 2011). Tan et al., (2013a) juga 
menambahkan bahwa peptida yang dihasilkan dari 
purifikasi hidrolisis protein BIS menggunakan alcalase 
menunjukkan aksi penghambatan terbaik dalam 
melawan B. cereus dibandingkan menggunakan 
tryptic. Keduanya dapat menghambat pertumbuhan 
bakteri melalui pengubahan permeabilitas membran 
sel bakteri.

Anti Hipertensi

 Hipertensi merupakan faktor resiko yang signifikan 
terhadap penyakit kardiovaskuler yang dapat dicegah 
melalui penghambatan angiotensin-I-converting 
enzyme (ACE). ACE berperan dalam regulasi tekanan 
darah karena mengkatal is is dalam koversi 
angiotensin-I yang tidak aktif menjadi angiotensin-II 
(Zarei et al., 2015; Zheng et al., 2017b). Peptida dari 
BIS juga dilaporkan memiliki aktivitas penghambatan 
ACE. Zarei et al., (2015) menginformasikan bahwa 
aktivitas penghambatan ACE dari hidrolisat protein 
yang berbeda akan meningkat dengan meningkatnya 

waktu hidrolisis. Papain merupakan enzim protease 
yang memberikan penghambatan ACE tertinggi 
dibandingkan enzim protease yang lain seperti tryspin, 
alcalase, pepsin, flavourzyme dan bromelain. 
Tingginya efisiensi yang dihasilkan oleh papain 
dikarenakan papain memiliki spesifikasi dan aktivitas 
untuk pembelahan ikatan peptida dengan asam amino 
dasar yang berdekatan seperti lycine atau glycine.
 Chang et al., (2014a) melaporkan bahwa hidrolisat 
protein BIS yang dihasilkan dengan menggunakan 
peps i n - panc r ea t i n  membe r i k an  a k t i v i t a s 
penghambatan ACE tertinggi dibandingkan hidrolisat 
protease. Aktivitas biologi dari peptida bioaktif 
tergantung pada spesifikasi enzim yang digunakan 
untuk produksi peptida, DH, peptida alami yang 
dihasilkan (berat molekul, komposisi asam amino dan 
sequence asam amino) dan pengaruh kombinasi dari 
karakteristik biokimianya. Ukuran peptida mungkin 
juga penting karena peptida penghambat ACE 
spesifikasinya pendek, terdiri dari dua hingga sembilan 
asam amino.

PURIFIKASI DAN IDENTIFIKASI PEPTIDA DARI 
PROTEIN HIDROLISAT BIS

 Teknik purifikasi dan identifikasi hirolisat 
prote in dar i  BIS disaj ikan pada Tabel 5. 
Purifikasi peptida dilakukan menggunakan gel 
filtrasi, ultrafiltrasi, reversed-phase dan semi-
preparative HPLC. Identifikasi peptida melalui 
penentuan aktivitasnya sebagai antioksidan, 
antimikroba dan antihipertensi. Selanjutnya 
fraksi peptida terpilih sesuai dengan fungsinya 
yang terbaik dikarakterisasi asam amino, berat 
molekul, sequence dan strukturnya.
 Purifikasi hidrolisat protein BIS menggunakan 
gel filtration menghasilkan beberapa fraksi. Fraksi 
yang memiliki berat molekul tinggi akan terelusi 
lebih awal dibandingkan berat molekul rendah. 
Fraksi yang memiliki aktivitas antibakteri tertinggi 
adalah fraksi dengan berat molekul sebesar 2,4 
kDa dengan komposisi asam amino seperti 
disajikan pada Tabel 6. Purifikasi menyebabkan 
hilangnya beberapa asam amino seperti asam 
amino esensial leucine dan valine. Namun, leucine 
rendah dan lysine tinggi (merupakan hal yang 
pos i t i f )  ka rena  be rkon t r i bus i  un tuk  e fek 
penghambatan (Tan et al., 2013b).

 Zarei et al., (2014) memperoleh squence 
peptida AWFS, WAF dan LPWRPATNVF yang 
menunjukkan akt iv i tas radical scavengging 
tertinggi masing-masing sebesar 71%, 56% dan 
50%. Sementara itu, sequence peptida GGIF, 
YGIKVGYAIP dan YLLLK menunjukkan aktivitas 
metal chelating tertinggi masing-masing sebesar 
56%, 53% dan 50%. Namun, sequence peptida 
yang menunjukkan nilai IC  terbaik menggunakan 50

DPPH assay yaitu GIFE, GVQEGAGHYALL dan 
GGIF masing-masing pada 0,02 µM, 0,09 µM dan 
0,35 µM. Nilai half maximal inhibitory concentration 
tertinggi menggunakan metal chelating activity 
ditunjukkan sequence peptida LPWRPATNVF, 
AWFS dan YGIKVGYAIP masing-masing pada 
0,001 µM, 0,002 µM dan 0,087 µM. Zarei et al., 
( 2 0 1 5 )  j u g a  mempe r o l e h  p e p t i d a  y a n g 
menunjukkan aktivitas ACE inhibitory sebesar 100% 
dengan sequence YLLLK, YGIKVGYAIP dan 
LPWRPATNVF, namun nilai IC  yang terbaik adalah 50

YGIKVGYAIP, GIFE dan LPWRPATNVF masing-
masing pada 1 µM, 3 µM dan 20 µM.
 Selain itu, hidrolisat glutelin dari BIS juga dapat 
menghasilkan peptida yang berbeda fungsi 
biologinya. Zheng et al., (2017a) menghasilkan 
peptida dari hidrolisat glutelin-1 BIS dengan 
fungsinya sebagai antioksidan. Sementara itu, 
Zheng et al., (2017b) menghasilkan peptida dari 
hidrolisat glutelin-2 BIS dengan fungsinya sebagai 
penghambatan ACE. 

KESIMPULAN
 Kadar protein pada BIS cukup tinggi (15-21 %) 
sehingga berpotensi digunakan sebagai sumber 
protein untuk menjadi hidrolisat protein sebagai 
peptida bioaktif. Hidrolisis protein dari BIS dapat 
dilakukan melalui hidrolisis enzimatik. Peptida boaktif 
yang dihasilkan dari BIS dapat digunakan sebagai 
antioksidan, antibakteri dan antihipertensi. Peptida 
yang memiliki aktivitas antioksidan, antibakteri dan 
antihipertensi, masing-masing terdiri atas 3-16, 12 - 50 
dan 2 – 9 asam amino. Namun demikian, aktivitas 
biologi dari peptida bioaktif yang dihasilkan tergantung 
pada spesifikasi enzim yang digunakan. Fungsi biologi 
ini dapat mendukung diversifikasi BIS menjadi produk 
yang bernilai tambah menjadi produk pangan 
fungsional dan nutrasetikal.
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METODOLOGI

Purifikasi hidrolisat protein BIS menggunakan gel 
filtration menghasilkan beberapa fraksi. Fraksi yang 
memiliki berat molekul tertinggi akan terelusi lebih 
awal dibandingkan berat molekul rendah. Fraksi yang 
memiliki aktivitas antibakteri tertinggi adalah fraksi 
dengan berat molekul sebesar 2,4 kDa dengan 
komposisi asam amino seperti disajikan pada Tabel 6. 
Purifikasi menyebabkan hilangnya beberapa asam 
amino seperti asam amino esensial leucine dan valine. 
Namun, leucine rendah dan lysine tinggi (merupakan 
hal yang positif) karena berkontribusi untuk efek 
penghambatan (Tan et al., 2013b).

Zarei et al., (2014) memperoleh squence peptida 
AWFS, WAF dan LPWRPATNVF yang menunjukkan 
aktivitas radical scavengging tertinggi masing-masing 
sebesar 71%, 56% dan 50%. Sementara itu, sequence 
peptida GGIF, YGIKVGYAIP dan YLLLK menunjukkan 
aktivitas metal chelating tertinggi masing-masing 
sebesar 56%, 53% dan 50%. Namun, sequence 
peptida yang menunjukkan nilai IC  terbaik 50

menggunakan  DPPH  a s sa y  y a i t u  G I FE , 
GVQEGAGHYALL dan GGIF masing-masing pada 
0,02 µM, 0,09 µM dan 0,35 µM. Nilai half maximal 
inhibitory concentration tertinggi menggunakan metal 
chelating activity ditunjukkan sequence peptida 
LPWRPATNVF, AWFS dan YGIKVGYAIP masing-
masing pada 0,001 µM, 0,002 µM dan 0,087 µM. Zarei 
et al., (2015) juga memperoleh peptida yang 
menunjukkan aktivitas ACE inhibitory sebesar 100% 
dengan sequence YLLLK, YGIKVGYAIP dan 
LPWRPATNVF, namun nilai IC  yang terbaik adalah 50

YGIKVGYAIP, GIFE dan LPWRPATNVF masing-
masing pada 1 µM, 3 µM dan 20 µM.
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-

-

semi-
preparative 
C18 reversed 
phase HPLC
isoelectric 
focusing 
system

-

-

Analisa berat 
molekul (MS)
Sequencing 
peptide

AWFS, WAF dan LPWRPATNVF 
(aktivitas radical scavengging
tertinggi), GGIF, YGIKVGYAIP dan 
YLLLK (aktivitas metal chelating
tertinggi), GIFE, GVQEGAGHYALL 
dan GGIF (nilai IC50 -DPPH assay), 
LPWRPATNVF, AWFS dan 
YGIKVGYAIP (nilai half maximal 
inhibitory concentration tertinggi)

Antioksidan Zarei et 
al., 2014 

-

-

-

Membran 
ultrafiltrasi 
dengan cut off  
berat molekul 
< 3 kDa dan > 
3 kDa
Semi 
preparative 
HPLC (kolom 
ZORBAX) 
300SB-C18
HPLC (Kolom 
LiChospher 
RP18-5

-

-

-

Analisa asam 
amino
Analisa kadar 
protein
Sequencing 
peptide

Val-Val-Gly-Gly-Asp-Gly-Asp-Val 
(VVGGDGDV), Val-Pro-Val-Thr-Ser-
Thr (VPVTST),
Leu-Thr-Thr-Leu-Asp-Ser-Glu 
(LTTLDSE)

Antioksidan Chang et 
al., 2015 

-

-

membran 
ultrafiltrasi 
cutoff 5 kDa, 
3-5 kDa dan 3 
kDA
Sephadex G-
15 kolom gel 
filtrasi

- Sequencing 
peptide

Thr-Val-Phe-Asp-Gly-Glu-Leu-Arg 
(935,5 Da), Ala-Asp-Val-Phe-Asn-
Pro-Arg (818,7 Da), Cys-Ala-Gly-Val-
Ser-Ala-Ile-Arg (832,4 Da) dan leu-
Val-Tyr-Ile-Ile-Gin-Gly-Arg (819,4 Da) 
(IC50 terhadap aktivitas hidroksi 
radical scavengening ), LVYIIQGR 
(aktivitas antioksidan tertinggi), 

Antioksidan Zheng et 
al., 2017a

Tabel 5. Teknik purifikasi, identifikasi, sekuen dan bioaktivitas peptida 

Tabel 6. Komposisi asam amino (g/100 g protein) BIS, protein BIS, hidrolisat protein kasar BIS dan fraksi F6 dari 
hidrolisat protein BIS terpurifikasi

(continued) (continued)

- RP-HPLC 
(kolom Zorbax 
semi 
preparative 
C18

CAGVSAIR dan ADVFNPR (stabilitas 
dalam gastrointestinal digestion 
system)

- Gel filtration - berat molekul 
(molecular 
weight 
marker)

- asam amino
- ESI-mass 

spectra

Tidak dianalisa Antibakteri Tan et al., 
2013b

- semi-
preparative 
C18 reversed 
phase HPLC

- isoelectric 
focusing 
system

- Analisa berat 
molekul (MS)

- Sequencing 
peptide

YLLLK, YGIKVGYAIP dan 
LPWRPATNVF (akitivitas ACE 
inhibitory tertinggi), YGIKVGYAIP, 
GIFE dan LPWRPATNVF (nilai IC50 

tertinggi)

ACE 
inhibitory

Zarei et 
al., 2015

- Ultrafiltrasi
- sephadex G-

15 gell filtration
- RP-HPLC

- Sequencing 
peptide

Ala-Asp-Val-Phe-Asn-Pro-Arg, Val-
Val-Leu-Tyr-Lys, Leu-Pro-Ile-Leu-Arg 
dan Val-Ile-Glu-Pro-Arg (ACE 
inhitory), Val-Val-Leu-Tyr-Lys (nilai 
IC50 tertinggi)

ACE 
inhibitory

Zheng et 
al., 2017b

Asam mino
Bahan baku 

BIS

Isolat protein dari

BIS

Hidrolisat 

crude BIS

Fraksi berat molekul 2,4 

kDa dari BIS 

terpurifikasi

Non-polar, hidrofobik

Alanine 4,46 5,89 5,75 3,17
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METODOLOGI

Purifikasi hidrolisat protein BIS menggunakan gel 
filtration menghasilkan beberapa fraksi. Fraksi yang 
memiliki berat molekul tertinggi akan terelusi lebih 
awal dibandingkan berat molekul rendah. Fraksi yang 
memiliki aktivitas antibakteri tertinggi adalah fraksi 
dengan berat molekul sebesar 2,4 kDa dengan 
komposisi asam amino seperti disajikan pada Tabel 6. 
Purifikasi menyebabkan hilangnya beberapa asam 
amino seperti asam amino esensial leucine dan valine. 
Namun, leucine rendah dan lysine tinggi (merupakan 
hal yang positif) karena berkontribusi untuk efek 
penghambatan (Tan et al., 2013b).

Zarei et al., (2014) memperoleh squence peptida 
AWFS, WAF dan LPWRPATNVF yang menunjukkan 
aktivitas radical scavengging tertinggi masing-masing 
sebesar 71%, 56% dan 50%. Sementara itu, sequence 
peptida GGIF, YGIKVGYAIP dan YLLLK menunjukkan 
aktivitas metal chelating tertinggi masing-masing 
sebesar 56%, 53% dan 50%. Namun, sequence 
peptida yang menunjukkan nilai IC  terbaik 50

menggunakan  DPPH  a s sa y  y a i t u  G I FE , 
GVQEGAGHYALL dan GGIF masing-masing pada 
0,02 µM, 0,09 µM dan 0,35 µM. Nilai half maximal 
inhibitory concentration tertinggi menggunakan metal 
chelating activity ditunjukkan sequence peptida 
LPWRPATNVF, AWFS dan YGIKVGYAIP masing-
masing pada 0,001 µM, 0,002 µM dan 0,087 µM. Zarei 
et al., (2015) juga memperoleh peptida yang 
menunjukkan aktivitas ACE inhibitory sebesar 100% 
dengan sequence YLLLK, YGIKVGYAIP dan 
LPWRPATNVF, namun nilai IC  yang terbaik adalah 50

YGIKVGYAIP, GIFE dan LPWRPATNVF masing-
masing pada 1 µM, 3 µM dan 20 µM.
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-

-

semi-
preparative 
C18 reversed 
phase HPLC
isoelectric 
focusing 
system

-

-

Analisa berat 
molekul (MS)
Sequencing 
peptide

AWFS, WAF dan LPWRPATNVF 
(aktivitas radical scavengging
tertinggi), GGIF, YGIKVGYAIP dan 
YLLLK (aktivitas metal chelating
tertinggi), GIFE, GVQEGAGHYALL 
dan GGIF (nilai IC50 -DPPH assay), 
LPWRPATNVF, AWFS dan 
YGIKVGYAIP (nilai half maximal 
inhibitory concentration tertinggi)

Antioksidan Zarei et 
al., 2014 

-

-

-

Membran 
ultrafiltrasi 
dengan cut off  
berat molekul 
< 3 kDa dan > 
3 kDa
Semi 
preparative 
HPLC (kolom 
ZORBAX) 
300SB-C18
HPLC (Kolom 
LiChospher 
RP18-5

-

-

-

Analisa asam 
amino
Analisa kadar 
protein
Sequencing 
peptide

Val-Val-Gly-Gly-Asp-Gly-Asp-Val 
(VVGGDGDV), Val-Pro-Val-Thr-Ser-
Thr (VPVTST),
Leu-Thr-Thr-Leu-Asp-Ser-Glu 
(LTTLDSE)

Antioksidan Chang et 
al., 2015 

-

-

membran 
ultrafiltrasi 
cutoff 5 kDa, 
3-5 kDa dan 3 
kDA
Sephadex G-
15 kolom gel 
filtrasi

- Sequencing 
peptide

Thr-Val-Phe-Asp-Gly-Glu-Leu-Arg 
(935,5 Da), Ala-Asp-Val-Phe-Asn-
Pro-Arg (818,7 Da), Cys-Ala-Gly-Val-
Ser-Ala-Ile-Arg (832,4 Da) dan leu-
Val-Tyr-Ile-Ile-Gin-Gly-Arg (819,4 Da) 
(IC50 terhadap aktivitas hidroksi 
radical scavengening ), LVYIIQGR 
(aktivitas antioksidan tertinggi), 

Antioksidan Zheng et 
al., 2017a

Tabel 5. Teknik purifikasi, identifikasi, sekuen dan bioaktivitas peptida 

Tabel 6. Komposisi asam amino (g/100 g protein) BIS, protein BIS, hidrolisat protein kasar BIS dan fraksi F6 dari 
hidrolisat protein BIS terpurifikasi

(continued) (continued)

- RP-HPLC 
(kolom Zorbax 
semi 
preparative 
C18

CAGVSAIR dan ADVFNPR (stabilitas 
dalam gastrointestinal digestion 
system)

- Gel filtration - berat molekul 
(molecular 
weight 
marker)

- asam amino
- ESI-mass 

spectra

Tidak dianalisa Antibakteri Tan et al., 
2013b

- semi-
preparative 
C18 reversed 
phase HPLC

- isoelectric 
focusing 
system

- Analisa berat 
molekul (MS)

- Sequencing 
peptide

YLLLK, YGIKVGYAIP dan 
LPWRPATNVF (akitivitas ACE 
inhibitory tertinggi), YGIKVGYAIP, 
GIFE dan LPWRPATNVF (nilai IC50 

tertinggi)

ACE 
inhibitory

Zarei et 
al., 2015

- Ultrafiltrasi
- sephadex G-

15 gell filtration
- RP-HPLC

- Sequencing 
peptide

Ala-Asp-Val-Phe-Asn-Pro-Arg, Val-
Val-Leu-Tyr-Lys, Leu-Pro-Ile-Leu-Arg 
dan Val-Ile-Glu-Pro-Arg (ACE 
inhitory), Val-Val-Leu-Tyr-Lys (nilai 
IC50 tertinggi)

ACE 
inhibitory

Zheng et 
al., 2017b

Asam mino
Bahan baku 

BIS

Isolat protein dari

BIS

Hidrolisat 

crude BIS

Fraksi berat molekul 2,4 

kDa dari BIS 

terpurifikasi

Non-polar, hidrofobik

Alanine 4,46 5,89 5,75 3,17
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METODOLOGI

Purifikasi hidrolisat protein BIS menggunakan gel 
filtration menghasilkan beberapa fraksi. Fraksi yang 
memiliki berat molekul tertinggi akan terelusi lebih 
awal dibandingkan berat molekul rendah. Fraksi yang 
memiliki aktivitas antibakteri tertinggi adalah fraksi 
dengan berat molekul sebesar 2,4 kDa dengan 
komposisi asam amino seperti disajikan pada Tabel 6. 
Purifikasi menyebabkan hilangnya beberapa asam 
amino seperti asam amino esensial leucine dan valine. 
Namun, leucine rendah dan lysine tinggi (merupakan 
hal yang positif) karena berkontribusi untuk efek 
penghambatan (Tan et al., 2013b).

Zarei et al., (2014) memperoleh squence peptida 
AWFS, WAF dan LPWRPATNVF yang menunjukkan 
aktivitas radical scavengging tertinggi masing-masing 
sebesar 71%, 56% dan 50%. Sementara itu, sequence 
peptida GGIF, YGIKVGYAIP dan YLLLK menunjukkan 
aktivitas metal chelating tertinggi masing-masing 
sebesar 56%, 53% dan 50%. Namun, sequence 
peptida yang menunjukkan nilai IC  terbaik 50

menggunakan  DPPH  a s sa y  y a i t u  G I FE , 
GVQEGAGHYALL dan GGIF masing-masing pada 
0,02 µM, 0,09 µM dan 0,35 µM. Nilai half maximal 
inhibitory concentration tertinggi menggunakan metal 
chelating activity ditunjukkan sequence peptida 
LPWRPATNVF, AWFS dan YGIKVGYAIP masing-
masing pada 0,001 µM, 0,002 µM dan 0,087 µM. Zarei 
et al., (2015) juga memperoleh peptida yang 
menunjukkan aktivitas ACE inhibitory sebesar 100% 
dengan sequence YLLLK, YGIKVGYAIP dan 
LPWRPATNVF, namun nilai IC  yang terbaik adalah 50

YGIKVGYAIP, GIFE dan LPWRPATNVF masing-
masing pada 1 µM, 3 µM dan 20 µM.



Asam mino
Bahan baku 

BIS

Isolat protein dari

BIS

Hidrolisat 

crude BIS

Fraksi berat molekul 2,4 

kDa dari BIS 

terpurifikasi

Valine 5,48 7,46 7,89 2,82

Leucine 6,88 10,14 10,72 4,71

Isoleusine 3,81 5,37 5,63 2,52

Phenylalanine 4,40 5,97 6,17 4,74

Tryptophan ND ND ND ND

Metionine ND ND ND ND

Proline 3,89 4,81 5,61 4,75

Polar

Glycine 4,91 4,64 3,79 3,67

Serine 4,66 1,64 1,55 2,29

Threonine 3,34 1,36 1,23 12,49

Cysteine ND ND ND ND

Tyrosine 2,60 2,81 3,33 4,49

Aspartic Acid 8,78 10,47 10,08 2,78

Glutamic acid 20,10 22,44 21,02 4,05

Lysine 3,31 3,21 2,72 21,38

Arginine 13,12 2,92 4,08 1,91

Histidine 2,01 2,40 2,03 1,40

Sumber: Tan et al., (2013b)
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Purifikasi hidrolisat protein BIS menggunakan gel 
filtration menghasilkan beberapa fraksi. Fraksi yang 
memiliki berat molekul tertinggi akan terelusi lebih 
awal dibandingkan berat molekul rendah. Fraksi yang 
memiliki aktivitas antibakteri tertinggi adalah fraksi 
dengan berat molekul sebesar 2,4 kDa dengan 
komposisi asam amino seperti disajikan pada Tabel 6. 
Purifikasi menyebabkan hilangnya beberapa asam 
amino seperti asam amino esensial leucine dan valine. 
Namun, leucine rendah dan lysine tinggi (merupakan 
hal yang positif) karena berkontribusi untuk efek 
penghambatan (Tan et al., 2013b).

Zarei et al., (2014) memperoleh squence peptida 
AWFS, WAF dan LPWRPATNVF yang menunjukkan 
aktivitas radical scavengging tertinggi masing-masing 
sebesar 71%, 56% dan 50%. Sementara itu, sequence 
peptida GGIF, YGIKVGYAIP dan YLLLK menunjukkan 
aktivitas metal chelating tertinggi masing-masing 
sebesar 56%, 53% dan 50%. Namun, sequence 
peptida yang menunjukkan nilai IC  terbaik 50

menggunakan  DPPH  a s sa y  y a i t u  G I FE , 
GVQEGAGHYALL dan GGIF masing-masing pada 
0,02 µM, 0,09 µM dan 0,35 µM. Nilai half maximal 
inhibitory concentration tertinggi menggunakan metal 
chelating activity ditunjukkan sequence peptida 
LPWRPATNVF, AWFS dan YGIKVGYAIP masing-
masing pada 0,001 µM, 0,002 µM dan 0,087 µM. Zarei 
et al., (2015) juga memperoleh peptida yang 
menunjukkan aktivitas ACE inhibitory sebesar 100% 
dengan sequence YLLLK, YGIKVGYAIP dan 
LPWRPATNVF, namun nilai IC  yang terbaik adalah 50

YGIKVGYAIP, GIFE dan LPWRPATNVF masing-
masing pada 1 µM, 3 µM dan 20 µM.
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Valine 5,48 7,46 7,89 2,82

Leucine 6,88 10,14 10,72 4,71

Isoleusine 3,81 5,37 5,63 2,52

Phenylalanine 4,40 5,97 6,17 4,74

Tryptophan ND ND ND ND

Metionine ND ND ND ND

Proline 3,89 4,81 5,61 4,75

Polar

Glycine 4,91 4,64 3,79 3,67

Serine 4,66 1,64 1,55 2,29

Threonine 3,34 1,36 1,23 12,49

Cysteine ND ND ND ND

Tyrosine 2,60 2,81 3,33 4,49

Aspartic Acid 8,78 10,47 10,08 2,78

Glutamic acid 20,10 22,44 21,02 4,05

Lysine 3,31 3,21 2,72 21,38

Arginine 13,12 2,92 4,08 1,91

Histidine 2,01 2,40 2,03 1,40
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Purifikasi hidrolisat protein BIS menggunakan gel 
filtration menghasilkan beberapa fraksi. Fraksi yang 
memiliki berat molekul tertinggi akan terelusi lebih 
awal dibandingkan berat molekul rendah. Fraksi yang 
memiliki aktivitas antibakteri tertinggi adalah fraksi 
dengan berat molekul sebesar 2,4 kDa dengan 
komposisi asam amino seperti disajikan pada Tabel 6. 
Purifikasi menyebabkan hilangnya beberapa asam 
amino seperti asam amino esensial leucine dan valine. 
Namun, leucine rendah dan lysine tinggi (merupakan 
hal yang positif) karena berkontribusi untuk efek 
penghambatan (Tan et al., 2013b).

Zarei et al., (2014) memperoleh squence peptida 
AWFS, WAF dan LPWRPATNVF yang menunjukkan 
aktivitas radical scavengging tertinggi masing-masing 
sebesar 71%, 56% dan 50%. Sementara itu, sequence 
peptida GGIF, YGIKVGYAIP dan YLLLK menunjukkan 
aktivitas metal chelating tertinggi masing-masing 
sebesar 56%, 53% dan 50%. Namun, sequence 
peptida yang menunjukkan nilai IC  terbaik 50

menggunakan  DPPH  a s sa y  y a i t u  G I FE , 
GVQEGAGHYALL dan GGIF masing-masing pada 
0,02 µM, 0,09 µM dan 0,35 µM. Nilai half maximal 
inhibitory concentration tertinggi menggunakan metal 
chelating activity ditunjukkan sequence peptida 
LPWRPATNVF, AWFS dan YGIKVGYAIP masing-
masing pada 0,001 µM, 0,002 µM dan 0,087 µM. Zarei 
et al., (2015) juga memperoleh peptida yang 
menunjukkan aktivitas ACE inhibitory sebesar 100% 
dengan sequence YLLLK, YGIKVGYAIP dan 
LPWRPATNVF, namun nilai IC  yang terbaik adalah 50

YGIKVGYAIP, GIFE dan LPWRPATNVF masing-
masing pada 1 µM, 3 µM dan 20 µM.



41

Warta PPKS, 2022, 27(1): 41-50

Naskah masuk: 11/01/2022; Naskah diterima: 25/01/2022   

BAKTERI PENAMBAT NITROGEN SEBAGAI AGEN BIOFERTILIZER 

menggunakan bakteri. Kebutuhan akan unsur nitrogen 
dapat dipenuhi oleh bakteri dari sumber nitrogen 
dalam berbagai senyawa organik maupun dari N  2
udara. Fiksasi nitrogen secara biologis bergantung 
pada serangkaian proses oleh bakteri dengan cara 
mengubah N  menjadi bentuk anorganik yang 2

kemudian diserap tanaman. Bakteri tersebut dapat 
menambat nitrogen udara melalui non-simbiosis (free-
living nitrogen-fixing bacteria) dan simbiosis (root-
nodulating bacteria) dengan tanaman (Simanungkalit 
et al., 2004).
 Penambatan nitrogen oleh bakteri memberikan 
keuntungan bagi tanaman, sehingga pada masa 
sekarang banyak dimanfaatkan untuk praktek 
pertanian, karena menjadi alternatif pengganti pupuk 
anorganik (Bhat et al., 2015; Soumare et al., 2020). 
Penggunaan bahan kimia pertanian secara terus-
menerus dapat memberikan efek jangka panjang, 
maka untuk mengatasi hal tersebut digunakanlah 
bakteri. Pemanfaatan bakteri ini bertujuan untuk 
pertanian berkelanjutan dan tidak menimbulkan 
ancaman bagi lingkungan. Penggunaan pupuk 
anorganik secara berlebihan dapat menyebabkan 
pencemaran tanah, udara, dan air melalui leaching, 
destruksi karakteristik fisika tanah dan akumulasi 
bahan kimia beracun. Sementara itu, dalam jangka 
waktu lama dapat menimbulkan masalah lingkungan 

PENDAHULUAN
 Nitrogen (N ) merupakan unsur yang penting bagi 2

makhluk hidup, khususnya tanaman. Unsur nitrogen 
termasuk salah satu komponen penyusun protein dan 
berperan dalam proses fotosintesis (Leghari et al., 
2016). Kandungan nitrogen di atmosfer sangat 
melimpah yaitu sekitar 78%, tetapi nitrogen tersebut 
dalam bentuk molekul yang sebagian besar tidak 
reaktif, sehingga tidak dapat diserap langsung oleh 
tanaman. Oleh karena itu, perlu transformasi nitrogen 
di udara menjadi bentuk molekul yang dapat diserap 
tanaman. Nitrogen hanya dapat diserap oleh tanaman 

+ -dalam bentuk ion amonium (NH ) atau ion nitrat (No ). 4 3

Gas dinitrogen dari atmosfer diubah menjadi amonia 
(NH ), kemudian difiksasi di dalam tanah melalui 3

proses fiksasi (Martinez-Dalmau et al., 2021). 
 Secara umum fiksasi nitrogen terbagi atas tiga cara 
yaitu secara fisika melalui petir, secara kimiawi pada 
industri pembuatan pupuk, dan secara biologis. 
Fiksasi nitrogen secara biologis terjadi dengan 
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Abstrak - Bakteri penambat nitrogen merupakan bakteri yang mampu memfiksasi nitrogen bebas menjadi 
amonium atau nitrat, sehingga dapat diserap oleh tanaman. Penggunaan biofertilizer yang mengandung bakteri 
penambat nitrogen menjadi alternatif pengganti pupuk anorganik yang dapat mendukung tercapainya pertanian 
berkelanjutan. Pada tulisan ini dibahas secara ringkas tentang siklus nitrogen, mekanisme penambatan nitrogen 
oleh bakteri simbiosis dan non-simbiosis, metode isolasi bakteri penambat nitrogen, penelitian terkini dan prospek 
penelitian lanjutan terkait bakteri penambat nitrogen. Umumnya penelitian melaporkan metode isolasi bakteri 
penambat nitrogen dengan nutrient-free medium dan beberapa diantaranya memodifikasi medium dengan 
menambahkan reagen. Penelitian terkini cenderung dilakukan melalui pendekatan teknik molekuler seperti Next 
Generation Sequencing (NGS) untuk mengetahui mikrobioma di rizosfer. Penerapan teknik molekuler berpeluang 
untuk mendapatkan novel strain yang bersifat culture-independent dan tidak hanya terbatas pada tanaman legum 
saja. Selanjutnya, melalui rekayasa genetika diharapkan terbentuk strain bakteri yang efektif dengan inokulum 
dosis rendah dan tahan pada berbagai kondisi lingkungan untuk masa yang akan datang. Tulisan ini bertujuan 
untuk mengkaji secara sederhana tentang bakteri penambat nitrogen sebagai agen biofertilizer.

Kata kunci: biofertilizer, bakteri penambat nitrogen, tanah
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METODOLOGI

Purifikasi hidrolisat protein BIS menggunakan gel 
filtration menghasilkan beberapa fraksi. Fraksi yang 
memiliki berat molekul tertinggi akan terelusi lebih 
awal dibandingkan berat molekul rendah. Fraksi yang 
memiliki aktivitas antibakteri tertinggi adalah fraksi 
dengan berat molekul sebesar 2,4 kDa dengan 
komposisi asam amino seperti disajikan pada Tabel 6. 
Purifikasi menyebabkan hilangnya beberapa asam 
amino seperti asam amino esensial leucine dan valine. 
Namun, leucine rendah dan lysine tinggi (merupakan 
hal yang positif) karena berkontribusi untuk efek 
penghambatan (Tan et al., 2013b).

Zarei et al., (2014) memperoleh squence peptida 
AWFS, WAF dan LPWRPATNVF yang menunjukkan 
aktivitas radical scavengging tertinggi masing-masing 
sebesar 71%, 56% dan 50%. Sementara itu, sequence 
peptida GGIF, YGIKVGYAIP dan YLLLK menunjukkan 
aktivitas metal chelating tertinggi masing-masing 
sebesar 56%, 53% dan 50%. Namun, sequence 
peptida yang menunjukkan nilai IC  terbaik 50

menggunakan  DPPH  a s sa y  y a i t u  G I FE , 
GVQEGAGHYALL dan GGIF masing-masing pada 
0,02 µM, 0,09 µM dan 0,35 µM. Nilai half maximal 
inhibitory concentration tertinggi menggunakan metal 
chelating activity ditunjukkan sequence peptida 
LPWRPATNVF, AWFS dan YGIKVGYAIP masing-
masing pada 0,001 µM, 0,002 µM dan 0,087 µM. Zarei 
et al., (2015) juga memperoleh peptida yang 
menunjukkan aktivitas ACE inhibitory sebesar 100% 
dengan sequence YLLLK, YGIKVGYAIP dan 
LPWRPATNVF, namun nilai IC  yang terbaik adalah 50

YGIKVGYAIP, GIFE dan LPWRPATNVF masing-
masing pada 1 µM, 3 µM dan 20 µM.
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