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ABSTRACT

The jack bean plant (Canavalia ensiformis L.) contains storage proteins composed of essential amino acids,
and the biological activity of these components occurs after a hydrolysis process. The hydrolysis of peptide bonds
that appear in the digestive tract can be identified using an in silico approach that utilises a bioinformatics web
page. This study aims to predict bioactive peptides resulting from the hydrolysis of storage proteins in the jack
beans using a web-based in silico method. Based on literature studies, the jack bean’s dominant storage proteins
include canavalin, concanavalin A, and concanavalin B. The amino acid sequences of each type of protein were
obtained from the Universal Protein Resource (UniProt) page. Simulations of hydrolysis or cleavage of peptide
bonds in the body using Gastrointestinal System (GIS) enzymes, in the form of pepsin, trypsin, and chymotrypsin
or a combination thereof, were carried out in the Expert Protein Analysis System (ExPASy) portal on the Peptide
Cutter page. The bioactive peptides resulting from the cleavage were identified for their suitability based on the
literature using the BIOPEP-UWM database. The simulation results indicate that all jack bean storage proteins
possess biological properties, including antihypertensives, antidiabetics, and antioxidant effects. Concanavalin A
produced the highest bioactive peptide yield of 82.89%, followed by concanavalin B at 64.23%, and canavalin at
48.95%. The estimation of bioactive peptides from jack bean storage proteins by hydrolysis of body proteases
using an in silico approach proved helpful. It can be further applied to other protein sources using different enzyme
combinations.
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ABSTRAK

Tanaman koro pedang (Canavalia ensiformis L.) terdiri dari cadangan protein yang tersusun atas asam
amino esensial, dan aktivitas biologis komponen-komponen ini terjadi setelah proses hidrolisis. Hidrolisis ikatan
peptida yang terjadi di saluran cerna dapat diidentifikasi menggunakan pendekatan in silico yang memanfaatkan
halaman web bioinformatika. Penelitian ini bertujuan menduga peptida bioaktif yang dihasilkan dari hidrolisis
cadangan protein pada koro pedang menggunakan metode in silico berbasis laman web. Berdasarkan studi
literatur, cadangan protein dominan pada koro pedang meliputi canavalin, concanavalin A, dan concanavalin B.
Sekuen asam amino dari setiap jenis protein didapatkan dari laman Universal Protein Resource (UniProt). Simulasi
hidrolisis atau pemotongan ikatan peptida dalam tubuh yang memanfaatkan enzim pencernaan (GIS), berupa
pepsin, tripsin, dan kimotripsin maupun kombinasinya, dilakukan dalam portal Expert Protein Analysis System
(ExPASYy) laman Peptide Cutter. Peptida bioaktif hasil pemotongan diidentifikasi kesesuaiannya berdasarkan
literatur dengan menggunakan pangkalan data BIOPEP-UWM. Hasil simulasi menunjukkan bahwa semua
cadangan protein koro pedang memiliki kemampuan biologis, termasuk pengaruh antihipertensi, antidiabetes, dan
antioksidan. Concanvalin A menghasilkan peptida bioaktif tertinggi sebesar 82,89%, diikuti concanvalin B sebesar
64,23%, dan canavalin sebesar 48,95%. Pendugaan peptida bioaktif dari protein penyimpan kacang koro dengan
hidrolisis protease tubuh menggunakan pendekatan in silico terbukti bermanfaat. Pendekatan ini dapat diterapkan
lebih luas pada sumber protein lain dengan menggunakan kombinasi enzim yang berbeda.

Kata kunci: cadangan protein, in silico, koro pedang, pemotongan protein, peptida bioaktif
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PENDAHULUAN

Peptida bioaktif berperan sebagai modulator
berbagai proses regulasi dalam tubuh dengan
memberikan dampak positif (Sanchez dan Vazquez,
2017). Sumber peptida bioaktif telah banyak diguna-
kan dalam produksi makanan fungsional, nutrasetikal,
dan obat-obatan alami. Berdasarkan fungsinya,
peptida bioaktif diklasifikasikan sebagai sumber anti-
oksidan, antihipertensi, antidiabetik, anti-inflamasi,
hingga efek immunomodulator (Chalamaiah et al.,
2019). Kemampuan peptida bioaktif dipengaruhi oleh
jenis, komposisi, dan urutan asam amino peptida.
Peptida bioaktif umumnya tersusun atas 2 hingga 20
asam amino yang dimurnikan dari hidrolisat yang
diperoleh dengan hidrolisis protein. Prekursor protein
melepaskan peptida bioaktif melalui pencernaan
(enzim gastrointestinal), pengolahan makanan
(pemasakan dan fermentasi), penyimpanan (pema-
tangan), atau dengan hidrolisis in vitro enzim
proteolitik (Rizello et al., 2016).

Cadangan protein dapat menjadi jembatan
pemanfaatan makromolekul tanaman untuk meng-
hasilkan peptida bioaktif. Protein tumbuhan memiliki
peranan penting dalam fase perkembangan tertentu,
baik sebagai sumber pangan yang dikonsumsi
maupun ingredien dalam bentuk konsentrat yang
kemudian diakumulasikan sebagai cadangan asam
amino untuk penyimpanan. Asam amino esensial
yang terkumpul dalam cadangan protein ini memiliki
kemampuan bioaktivitas yang mampu melengkapi
kebutuhan tubuh. Cadangan protein (storage) utama
pada kacang-kacangan diketahui dalam dua jenis,
yaitu legumin (11S) dan vicilin (7S). Koro pedang
(Canavalia ensiformis L.) juga memiliki cadangan
protein berupa canavalin yang menunjukkan homo-
loginya dengan cadangan protein kelompok 7S
tanaman lainnya. Selain itu, protein globular berupa
lectin seperti concanavalin A dan concanavalin B
pada koro pedang juga dapat dihidrolisis menjadi
beberapa peptida bioaktif yang bermanfaat bagi
kesehatan manusia (Harvian et al., 2019). Selain
kandungan nutrisinya, budidaya dan produktivitas
dari koro pedang jauh lebih besar dibandingkan
tanaman kacang lainnya seperti kedelai (Saragih et
al., 2018). Sehingga dapat dilakukan eksplorasi nilai
gizi koro pedang yang menjadikannya sebagai
alternatif komplemen.

Gizi utama koro pedang berupa protein,
mengindikasikan terikatnya peptida bioaktif bersama
asam amino esensial yang tidak dapat diproduksi
tubuh manusia (Puspitojati et al., 2019). Pelepasan
ikatan peptida dapat terjadi dalam saluran cerna
dengan adanya hasil kerja enzim pencernaan (pepsin)
dan enzim pankreas (tripsin, kimotripsin, karboksi-
dan aminopeptidase) (Nongonierma dan FitzGerald,

2015). Enzim-enzim protease dalam tubuh ini akan
memecah protein secara acak dan menghasilkan
potongan-potongan peptida yang beragam untuk
diserap dan dimanfaatkan oleh tubuh. Memahami
peran enzim gastrointestinal (GIS) juga sangat
penting untuk menjaga pencernaan dan kesehatan
tubuh secara keseluruhan. Penentuan hasil
pemotongan peptida menjadi fragmen berukuran
kecil dan dampaknya dapat diidentifikasi berdasar-
kan basis pangkalan data yang diperoleh secara
komputerisasi.

Pendugaan peptida bioaktif dapat dilakukan
secara in vitro, in vivo, dan in silico. Eksperimen
pendekatan in silico (computer-based) menggunakan
pemodelan atau simulasi komputer yang mengem-
bangkan kemampuan komputasi dan kalkulasi dalam
merancang dan mengidentifikasi berbagai senyawa
secara spesifik dan efektif. Teknik in silico sering kali
menjadi landasan awal (sinergisme) bagi suatu
penelitian guna mengurangi biaya dan waktu
kuantifikasi. Pendekatan in silico kini lebih rutin dan
beragam dilakukan khususnya berkaitan dengan
enzim makanan karena kinerja yang cepat dan
potensi yang besar (Zhang et al., 2020). Penggunaan
teknik in silico dalam pemotongan protein di bidang
pangan telah dilaporkan dalam mengkarakterisasi
protein pada susu sapi (Sitanggang et al., 2018),
protein canavalin (Harvian et al. 2019), protein pada
tempe kedelai (Tamam, 2020), hingga protein pada
kedelai dan kefir (Fahri et al., 2022). Namun, minim
ditemukannya studi yang mengidentifikasi terkait
peptida dengan bioaktivitas dari cadangan protein
tumbuhan, khususnya yang terdapat pada kacang
koro pedang dengan melibatkan kemampuan hidro-
lisis enzimatik (termasuk enzim GIS).

Identifikasi dan karakterisasi mengenai peptida
bioaktif cadangan protein koro pedang dengan
pendekatan in silico masih perlu dilakukan secara
menyeluruh. Penelitian ini bertujuan menduga
peptida bioaktif yang dihasilkan dari hidrolisis
cadangan protein kacang koro pedang (Canavalia
ensiformis L.) secara in silico dengan memanfaatkan
basis laman web dan perangkat lunak. Simulasi
hidrolisis protein dilakukan menggunakan enzim
protease yang berasal dari gastrointestinal atau GIS
(pepsin, tripsin, dan kimo-tripsin), serta dalam
berbagai strategi kombinasi enzim (individu dan
gabungan). Peptida hidrolisat disusun berdasarkan
pemotongan, komposisi asam amino (AA), dan
urutannya dibandingkan dengan rangkaian peptida
bioaktif yang telah dilaporkan, sehingga protein koro
pedang dapat ditabulasikan. Hasil penelitian ini
diharapkan dapat memberikan informasi mengenai
protein koro pedang sebagai bahan fungsional di
berbagai bidang makanan dan kesehatan.
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BAHAN DAN METODE

Bahan

Bahan penelitian ini diperoleh melalui informasi
elektronik dari berbagai literatur (Chalamaiah et al.,
2019; Daroit dan Brandelli, 2021; Duvaud et al., 2021,
Harvian et al., 2019; Iwaniak et al., 2024; Minkiewicz
et al., 2019; Nongonierma dan FitzGerald, 2015;
Puspitojati et al., 2019; Retnowati et al., 2024,
Sitanggang et al., 2018; Tamam, 2020; Wijatnoko et
al., 2024) maupun situs bioinformatika pangkalan
data BIOPEP-UWM (https://biochemia.uwm.edu.pl/
biopep-uwm/) (diakses pada Juli 2024) dan situs
universal  Protein  Resource atau  UniProt
(https://lwww.uniprot.org/) (diakses pada Juli 2024)
yang memberikan akses atas berbagai data protein
ataupun proteomik.

Alur penelitian

Penelitian ini dibagi melalui beberapa tahapan
utama, di antaranya yaitu: (1) identifikasi cadangan
protein kacang koro pedang, (2) identifikasi dan
tabulasi peptida bioaktif dari komposisi atau sekuen
rangkaian asam amino yang dilaporkan pada
pangkalan data, (3) identifikasi dan tabulasi
komposisi asam amino dan sekuen cadangan protein
kacang koro pedang dengan utilitas Basic Local
Alignment Search Tool atau BLAST, (4) simulasi
pemotongan protein sekuen dengan perangkat lunak
Peptide-Cutter (https://web.expasy.org/peptide_cutter/),
(5) penyusunan peptida hasil pemotongan, dan (6)
perhitungan presentase kecocokan antara peptida
hasil pemotongan dengan pangkalan data BIOPEP-
UWM untuk didapatkan informasi peptida bioaktif
kacang koro pedang in silico dalam tubuh. Informasi
dikumpulkan dari berbagai hasil penelitian, studi
pustaka, hingga pangkalan data, dan sebagian lagi
diperoleh dari perhitungan dengan perangkat lunak.

Identifikasi sekuen dan komposisi AA dengan
utilitas BLAST

Laman Universal Protein Resource atau UniProt
(http://www.uniprot.org/) digunakan sebagai sumber
informasi dalam identifikasi komposisi sumber asam
amino dan sekuen dari cadangan protein koro
pedang yang telah diperoleh (Zaru et al., 2023).
UniProt menyediakan kumpulan informasi fungsional
protein terkini dan komprehensif untuk serangkaian
urutan protein terpilih (The UniProt Consortium,
2023). Pengambilan batch entri dan pemetaan ID
antara UniProt dan basis data eksternal dapat
dibangun dengan utilitas BLAST
(https://www.uniprot.org/blast/). BLAST atau Basic
Local Alignment Search Tool dapat menemukan
kesamaan antar sekuen untuk memprediksi
hubungan fungsional yang juga membantu identi-
fikasi bagian dari suatu gen.

Simulasi pemotongan protein sekuen dengan
PeptideCutter

Pemotongan protein atau proteolisis dilakukan
pada perangkat lunak PeptideCutter portal Expert
Protein Analysis System (ExPASy) Molecular Biology
Server. PeptideCutter digunakan memprediksi lokasi
pemotongan protease dalam sekuen protein
sehingga informasi protease pencernaan berguna
dalam memisahkan domain protein hingga memasti-
kan sensitivitas protein di protease endogen.

Simulasi pemotongan rangkaian asam amino
dari protein koro pedang dilakukan menggunakan
enzim proteolitik GIS, yakni pepsin (pH 1.3), tripsin,
dan kimotripsin (spesifitas tinggi). Pemotongan dila-
kukan menggunakan berbagai kondisi pemotongan
enzim, baik dengan satu (1) enzim, kombinasi dua (2)
enzim, dan kombinasi tiga (3) enzim. Setiap protein
dihidrolisis secara terpisah menggunakan tujuh
kombinasi enzim: (i) pepsin, (ii) tripsin, (iii) kimotripsin,
(iv) pepsin+tripsin, (v) pepsin+kimotripsin, (vi) tripsin+
kimotripsin, dan (vii) pepsin+tripsin+kimotripsin.

Tabulasi peptida dan aktivitas biologis dengan
basis BIOPEP-UWM

Penyusunan peptida hasil simulasi pemotongan
dilakukan secara manual berdasarkan jumlah titik
potong (number of cleavages) dan posisi pemo-
tongan (cleavage sites) untuk setiap simulasi. Jumlah
peptida, peptida bioaktif, dan persentase peptida
bioaktif  simulasi  PeptideCutter  diidentifikasi
menggunakan basis data dari BIOPEP-UWM
(http://www.uwm.edu.pl/biochemia) (Minkiewicz et al.,
2019). Urutan protein terpilih, diperiksa bio-
fungsionalitasnya melalui perintah “profiles of
potential biological activity” di BIOPEP-UMW analysis
dengan menginput setiap protein sekuen pada
perintah “for your sequence”. Pencocokan peptida
hasil pemotongan protein terhadap pangkalan data
peptida bioaktif dilakukan menggunakan fungsi
viookup dan pivot yang tersedia pada perangkat
lunak Microsoft Excel (version 2021).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Karakterisasi sekuen dan komposisi asam amino
cadangan protein koro pedang

Kacang koro pedang (Canavalia ensiformis L.)
memiliki cadangan protein utama yang disebut
canavalin dan concanavalin, protein kelompok
globulin yang diperoleh dalam jumlah terbesar dari
keseluruhan protein terlarut dalam koro pedang.
Karakteristik dan komposisi asam amino dari setiap
cadangan protein koro pedang dilakukan dengan
penelusuran pada laman UniProt menggunakan
utilitas BLAST. Canavalin yang merupakan cadangan
protein utama dalam koro pedang diketahui memiliki
445 residu asam amino, concanavalin A dengan 290
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asam amino, dan concanavalin B dengan 324 residu
asam amino yang hampir sebagian besar masing-
masing protein tersusun dari banyak residu leucin
(Tabel 1).

Komposisi asam amino concanavalin A me-
mungkinkan mengikat karbohidrat tertentu dengan
sensitivitas tinggi dan spesifitas yang kuat terhadap
glukosa (Zhou et al., 2024). Concanavalin A dengan
sistem berbasis afinitas sedang dapat mendeteksi
glukosa darah dan melepaskan insulin sesuai per-
ubahan kadar glukosa (Bai et al., 2018). Komposisi
asam amino concanavalin B yang lebih panjang
memungkinkan pengikatan dan interaksi karbohidrat-
protein dengan berbagai pengaruh proses seluler
(Retnowati et al., 2024). Komposisi asam amino
canavalin memiliki bentuk fraksi vicilin yang dibelah

secara proteolitik (McPherson, 2020), terdiri dari
residu hidrofobik yang memengaruhi fungsionalitas
dengan campuran asam amino polar dan non-polar
yang membantu stabilitas fungsinya (Tabel 2 dan
Tabel 3).

Simulasi pemotongan protein koro pedang dan
penyusunan sekuen peptida

Cadangan protein koro pedang memiliki peptida
yang aktif setelah terhidrolisis, hal ini dapat di-
simulasikan secara in silico menggunakan basis
laman web pada perangkat simulator PeptideCutter
dari portal ExXPASy. Enzim proteolitik GIS digunakan
dalam pemotongan protein untuk menunjukkan
bioaktivitas dalam pencernaan tubuh, berupa pepsin,
tripsin, dan kimotripsin.

Tabel 1. Karakteristik komposisi asam amino (AA) protein koro pedang menggunakan utilitas BLAST pada

laman UniProt

Table 1. Characteristics of amino acid (AA) composition from jack bean protein using BLAST utility on UniProt

page
Jenis Protein Kode, Status Komposisi AA* (gg;a(t/w'\gzibl;;r Jumlah AA**
(Type of Protein)  (Code, Status) (Composition of AA) Weight (Da)) (Total of AA)
Concanavalin A P02866, MAISKKSSLFLPIFTFITMFLMVVNKVSSSTHE 31480.3672 290 AA
ter-verifikasi TNALHFMFNQFSKDQKDLILQGDATTGTDGN
(P02866, LELTRVSSNGSPQGSSVGRALFYAPVHIWES
verified) SAVVASFEATFTFLIKSPDSHPADGIAFFISNID
SSIPSGSTGRLLGLFPDANVIRNSTTIDFNAAY
NADTIVAVELDTYPNTDIGDPSYPHIGIDIKSVR
SKKTAKWNMQNGKVGTAHIIYNSVDKRLSAV
VSYPNADSATVSYDVDLDNVLPEWVRVGLSA
STGLYKETNTILSWSFTSKLKSNEIPDIATVV
Concanavalin B P49347, MGCERKALILMVVIWIMSFWTLSLADISSTEIA 36727.9102 324 AA
ter-verifikasi VYWGQREDGLLRDTCKTNNYKIVFISFLDKFG
(P49347, CEIRKPELELEGVCGPSVGNPCSFLESQIKEC
verified) QRMGVKVFLALGGPKGTYSACSADYAKDLAE
YLHTYFLSERREGPLGKVALDGIHFDIQKPVD
ELNWDNLLEELYQIKDVYQSTFLLSAAPGCLS
PDEYLDNAIQTRHFDYIFVRFYNDRSCQYSTG
NIQRIRNAWLSWTKSVYPRDKNLFLELPASQA
TAPGGGYIPPSALIGQVLPYLPDLQTRYAGIAL
WNRQADKETGYSTNIIRYLNATAMPFTSNLLK
YPS
Canavalin P50477, MAFSARFPLWLLLGVVLLASVSASFAHSGHS 50326.5273 445 AA
ter-verifikasi GGEAEDESEESRAQNNPYLFRSNKFLTLFKN
(P50477, QHGSLRLLQRFNEDTEKLENLRDYRVLEYCS
verified) KPNTLLLPHHSDSDLLVLVLEGQAILVLVNPD

GRDTYKLDQGDAIKIQAGTPFYLINPDNNQNL
RILKFAITFRRPGTVEDFFLSSTKRLPSYLSAF
SKNFLEASYDSPYDEIEQTLLQEEQEGVIVKM
PKDQIQEISKHAQSSSRKTLSSQDKPFNLRSR
DPIYSNNYGKLYEITPEKNSQLRDLDILLNCLQ
MNEGALFVPHYNSRATVILVANEGRAEVELV
GLEQQQQQGLESMQLRRYAATLSEGDIIVIPS
SFPVALKAASDLNMVGIGVNAENNERNFLAG
HKENVIRQIPRQVSDLTFPGSGEEVEELLENQ
KESYFVDGQPRHIDAGGKARRAHLPNLFRTF
Y

Keterangan: *Penamaan AA (asam amino) berdasarkan sistem satu huruf, **Perhitungan berat molekul menggunakan perangkat
lunak Protein Calculator v3.4 yang dibuat oleh The Scripps Research Institute, USA (https://protcalc.sourceforge.net/)

Note: *Entitle of AA (amino acids) is based on a single letter system, **Calculation of molecular weight using Protein Calculator
v3.4 software made by The Scripps Research Institute, USA (https://protcalc.sourceforge.net/)
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Tabel 2. Simulasi pemotongan canavalin dengan enzim pepsin (pH 1,3) dengan perangkat PeptideCutter
Table 2. Simulation of canavalin cleavage with pepsin enzyme (pH 1.3) with PeptideCutter
Panjang Peptida

Berat Molekul

Posisi Pemotongan Sekuen Peptida Hasil Pemotongan (Jumlah AA) (Da) (Peptide
(Position of Cleavage Site) (Resulting Peptide Sequence) (Peptide Length M.
ass (Da)
(Total of AA))

2 MA 2 220.287
7 SARF 4 479.536
10 PLW 3 414.505
16 GV 3 273.332
24 ASVSAS 6 520.540
50 AHSGHSGGEAEDESEESRAQNNPYL 25 2671.646
55 RSNK 4 503.559
58 LT 2 232.280
67 KNQHGSL 7 782.854
69 RL 2 287.362
73 LQRF 4 562.669
79 NEDTEK 6 734.718
82 EN 2 261.235
88 RDYRV 5 707.787
97 LEYCSKPNT 9 1054.183
100 LL 2 244.334
107 PHHSDSD 7 793.748
118 EGQAI 5 516.552
131 VNPDGRDTYK 10 1164.240
145 DQGDAIKIQAGTP 13 1313.430
147 FY 2 328.368
156 INPDNNQN 8 927.926
159 RI 2 287.362
161 LK 2 259.349
165 AIT 3 303.359
174 RRPGTVED 8 929.001
186 SSTKRLPSY 9 1038.169
189 SA 2 176.172
193 SKN 3 347.371
195 FL 2 278.351
209 EASYDSPYDEIEQT 14 1646.638
248 QEEQEGVIVKMPKDQIQEISKHAQSSSRKTLSSQDKP 37 4195.672
250 FN 2 279.296
264 RSRDPIYSNNYGK 13 1569.697
275 YEITPEKNSQ 10 1208.290
278 RD 2 289.291
281 LDI 3 359.423
285 NC 2 235.258
292 QMNEGA 6 648.689
305 FVPHYNSRATVI 12 1403.604
316 VANEGRAEVE 10 1073.128
319 VG 2 174.200
327 EQQQQQG 7 844.836
332 ESMQ 4 493.532
339 RRYAAT 6 736.829
352 SEGDIIVIPSSF 12 1263.410
355 PVA 3 285.343
361 KAASD 5 490.514
377 NMVGIGVNAENNERN 15 1630.753
379 FL 2 278.351
396 AGHKENVIRQIPRQVSD 17 1947.184
399 TF 2 266.297
408 PGSGEEVEE 9 931.909
417 ENQKESY 7 896.909
437 VDGQPRHIDAGGKARRAHL 19 2054.302
440 PNL 3 342.395
443 RT 2 275.308
445 FY 2 328.368

Keterangan: Sekuen peptida yang digaristebal menunjukkan peptida dengan sifat fungsional (berdasarkan basis data BIOPEP-UWM),
sekuen peptida yang digarisbawah menunjukkan peptida dengan berat molekul di atas 1.500 Da (berdasarkan kalkulasi Protein
Calculator v3.4)

Note: Bolded peptide sequences indicate peptides with functional properties (based on BIOPEP-UWM database), underlined peptide
sequences indicate peptides with molecular weights above 1,500 Da (based on Protein Calculator v3.4 calculations)
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Tabel 3. Penggolongan kepolaran rantai samping sekuen peptida hasil simulasi pemotongan canavalin
dengan enzim pepsin (pH 1,3)

Table 3. Classification of side chain polarity of peptide sequences from simulation of canavalin cleavage with
pepsin enzyme (pH 1.3)

Persentase AA (%)*** Sifat Fungsional***

Sekuen Peptida Hasil Pemotongan (Percentage of AA (%))*** (Functional
(Resulting Peptide Sequence) Hidrofobik Hidrofilik Properties)**
(Hydrophobic) (Hydrophilic)

MA 100 0 DPP-IV inhibitor

SARF 50 50 -
PLW 100 0 ACE inhibitor

Gvv 66.67 33.33 -
ASVSAS 50 50 -
AHSGHSGGEAEDESEESRAQNNPYL 20 80 -
RSNK 0 100 -

LT 50 50 Antioksidatif
(Antioxidative); DPP-IV
inhibitor; Hipourisemia

(Hypouricemic)
KNQHGSL 14.29 85.71 -
RL 50 50 ACE inhibitor; DPP-IV
inhibitor
LQRF 50 50 -
NEDTEK 0 100 -

EN 0 100 -

RDYRV 20 80 -
LEYCSKPNT 22.22 77.78 -

LL 100 0 Rangsangan
(Stimulating); DPP-IV
inhibitor; Lactocepin

inhibitor; Cytosol alanyl
aminopeptidase
inhibitor
PHHSDSD 14.29 85.71 -
EGQAI 40 60 -
VNPDGRDTYK 20 80 -
DQGDAIKIQAGTP 38.46 61.54 -
FY 50 50 Alpha-amylase
inhibitor; ACE inhibitor;
Antioksidatif
(Antioxidative);
Hipotensi
(Hypotensive)
INPDNNQN 25 75 -
RI 50 50 DPP-IV inhibitor
LK 50 50 Antioksidatif
(Antioxidative);
AIT 66.67 33.33 -
RRPGTVED 25 75 -
SSTKRLPSY 22.22 77.78 -
SA 50 50 -
SKN 0 100 -
FL 100 0 ACE inhibitor;
Neuropeptida
(Neuropeptide); DPP-IV
inhibitor; DPP-III
inhibitor
EASYDSPYDEIEQT 21.43 78.57 -
QEEQEGVIVKMPKDQIQEISKHAQSSSRKTLSSQDKP 27.03 72.97 -
FN 50.00 50 DPP-IV inhibitor
RSRDPIYSNNYGK 15.38 84.62 -
YEITPEKNSQ 20.00 80 -
RD 0.00 100 -
LDI 66.67 33.33 -
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Sekuen Peptida Hasil Pemotongan

Persentase AA (%)***

(Percentage of AA (%))*** Sifat Fungsional

(Resulting Peptide Sequence) Hidrofobik Hidrofilik Pﬁ(l):g gftf(g;i{**
(Hydrophobic) (Hydrophilic)
NC 0 100 -
QMNEGA 33.33 66.67 -
FVPHYNSRATVI 50 50 -
VANEGRAEVE 40 60 -
VG 50 50 ACE inhibitor; DPP-IV
inhibitor
EQQQQQG 0 100 -
ESMQ 25 75 -
RRYAAT 33.33 66.67 -
SEGDIIVIPSSF 50 50 -
PVA 100 0 -
KAASD 40 60 -
NMVGIGVNAENNERN 33.33 66.67 -
FL 100 0 ACE inhibitor;
Neuropeptida
(Neuropeptide); DPP-IV
inhibitor; DPP-III
inhibitor
AGHKENVIRQIPRQVSD 35.29 64.71 -
TF 50 50 ACE inhibitor; Hipotensi
(Hypotensive); DPP-IV
inhibitor; DPP-III
inhibitor; Renin
inhibitor; Penghambat
lipase pankreas
(Pancreatic lipase
inhibitor)
PGSGEEVEE 22.22 77.78 -
ENQKESY 0 100 -
VDGQPRHIDAGGKARRAHL 36.84 63.16 -
PNL 66.67 33.33 -
RT 0 100 -
FY 50 50 Alpha-amylase
inhibitor; ACE inhibitor;
Antioksidatif
(Antioxidative);
Hipotensi
(Hypotensive)

Keterangan: Rantai samping sekuen peptida yang diwarna-merah menunjukkan asam amino dengan sifat hidrofobik,
***Perhitungan persentase kepolaran AA menggunakan perangkat lunak Peptide Synthesis yang dibuat oleh Peptide
2.0 Inc., USA (http://www.peptide2.com/), ****Aktivitas peptida dengan sifat fungsional (berdasarkan basis data

BIOPEP-UWM)

Note: Red-colored side chains of the peptide sequence indicate amino acids with hydrophobic properties, ***Calculation
of AA polarity percentage using Peptide Synthesis software made by Peptide 2.0 Inc., USA (http://www.peptide2.com/),
****Peptide activity with functional properties (based on the BIOPEP-UWM database)

Berdasarkan Gambar 1, pemotongan protein
dilakukan menggunakan tujuh (7) kombinasi enzim
pemotong (individu dan gabungan) secara terpisah,
sehingga didapatkan 21 simulasi pemotongan (tiga
jenis protein dan tujuh jenis kombinasi enzim).
Penggambaran informasi hasil pemotongan dapat
terlihat pada Tabel 2, menunjukkan simulasi
pemotongan protein canavalin dengan enzim pepsin
(pH 1,3). Simulasi meng-hasilkan informasi umum
yang terdiri dari posisi pemotongan, sekuen peptida
hasil pemotongan, jumlah AA, dan berat molekul dari

setiap simulasi ketujuh kombinasi jenis enzim yang
digunakan.

Pemotongan protein menjadi gugusan fragmen
atau fraksi ini menghasilkan peptida bioaktif dengan
efek positif bagi tubuh (El-Sayed et al., 2020). Hasil
simulasi pemotongan protein didapatkan berupa
polipeptida, oligopeptida, dipeptida, hingga asam
amino bebas (Tabel 3). Gambar 2 menunjukkan
jumlah sekuen fragmen hasil pemotongan protein
untuk setiap kombinasi enzim yang digunakan.
Jumlah peptida yang dihasilkan berbanding lurus
dengan berat molekul dari protein yang dipotong. Dari
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ketiga protein terpilih, canavalin memiliki berat
molekul terbesar yaitu 50326,53 Da (Tabel 1) yang
juga menghasilkan total fragmen terbesar dengan
ketujuh kombinasi enzim sebesar 721 sekuen
fragmen. Sedangkan concanavalin A dengan berat
molekul terkecil (31480,37 Da) memiliki jumlah
fragmen terkecil berkisar 370 sekuen fragmen.

Penyusunan peptida-peptida dilakukan ber-
dasarkan huruf pertama kombinasi AA, sehingga
memudahkan pencarian aktivitas biologi melalui
pangkalan data. Fragmen peptida kemudian di-
analisis lanjut kesesuaian urutan dan komposisi AA
terhadap fragmen peptida bioaktif yang diperoleh dari
basis data BIOPEP-UWM (lwaniak et al., 2024). Pada
Tabel 2 terdapat 445 kemungkinan fragmen peptida
canavalin hasil pemotongan enzim pepsin (pH 1.3),
yang sebagian besar memiliki berat molekul lebih
kecil dari 1500 Da (93,75%) dan 12 peptida di
antaranya berupa peptida bioaktif.

Peptida hasil pemotongan protein koro pedang
dengan aktivitas biologis

Peptida hasil pemotongan ditabulasikan meng-
gunakan fungsi viookup dan pivot yang terdapat pada
perangkat lunak Microsoft Excel untuk mendapatkan
informasi peptida bioaktif dari cadangan protein koro
pedang dengan kombinasi enzim yang digunakan.
Peptida bioaktif yang ditunjukkan oleh Gambar 3 dan
Gambar 4 memiliki variasi dalam jumlah berdasarkan
kombinasi enzim pemotongnya. Kombinasi enzim
simulasi tidak selalu memberikan jumlah peptida
bioaktif tertinggi. Hidrolisis protein canavalin dengan
menggunakan kombinasi tiga enzim (pepsin+tripsin+
kimotripsin) menghasilkan 11 peptida bioaktif,
sedangkan hidrolisis dengan pepsin saja dapat
menghasilkan 12 peptida bioaktif. Selain itu, hidrolisis
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dengan kombinasi tiga enzim pada protein
concanavalin A yang memiliki berat molekul terendah
(31480,37 Da) apabila dibandingkan protein
canavalin dengan berat molekul tertinggi (50326,53
Da) juga sama-sama memiliki jumlah peptida bioaktif
sebanyak 11. Sementara hidrolisis protein con-
canavalin B menghasilkan peptida bioaktif tertinggi
sejumlah 13 (dengan kombinasi tiga enzim) dan juga
peptida bioaktif terendah sejumlah 1 (dengan enzim
tripsin), diikuti canavalin dengan 1 peptida bioaktif
untuk masing-masing hidrolisis dengan tripsin dan
kimotripsin.

Enzim gastrointestinal (GIS) seperti pepsin,
tripsin, dan kimotripsin diproduksi oleh tubuh dan
bekerja sebagai katalis dalam pemecahan protein
menjadi peptida dan asam amino kecil. Pepsin
sangat efisien pada pH rendah sesuai dengan
karakteristiknya yang bekerja di lambung, sementara
tripsin dan kimotripsin bekerja di usus halus sehingga
lebih aktif pada pH netral. Tergolong sebagai
kelompok endopeptidase yang memecah protein
secara acak pada bagian tengah (dalam) rantai
molekul berdasarkan jenis asam amino atau yang
berdekatan dengan situs pemotongan enzim, umum-
nya menghasilkkan asam amino spesifik dengan
jumlah terbatas (Witono et al., 2020). Pepsin
memotong ikatan peptida setelah AA hidrofobik pada
pH rendah (Fu et al., 2021), tripsin memotong ikatan
peptida setelah AA lisin dan arginin pada polipeptida
terminal C (Zhang dan Zhu, 2024), sementara
kimotripsin memotong ikatan peptida setelah AA
hidrofobik aromatik bermolekul besar seperti tirosin,
triptofan, ataupun fenilalanin (Vreeke et al., 2023).
Perbedaan spesifitas inilah yang mengakibatkan
hidrolisis cadangan protein koro pedang menjadi
beragam dan berbeda.

Concanavalin A

Concanavalin B

Canavalin

Protein Koro Pedang
Jack Bean Protein

CPepsin  BETripsin  BKimotripsin

Keterangan: Pep= pepsin; Trip= tripsin; Kimo= kimotripsin
Note: Pep= pepsin; Trip= trypsin; Kimo= chymotrypsin

BPep+Trip ®Pep+Kimo @DOTrip+Kimo &EPep+Trip+Kimo

Gambar 1. Jumlah fragmen dari hasil pemotongan protein koro pedang dengan enzim pencernaan GIS
Figure 1. Number of fragments from the cleavage of jack bean protein with GIS digestion enzyme
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Peptida Hasil Pemotongan
Peptide Cleavage Results

Protein Koro Pedang
Jack Bean Protein

OPepsin  BTripsin  BKimotripsin  BPep+Trip EBPep+Kimo mTrip+tKimo EPep+Trip+Kimo
Keterangan: Pep= pepsin; Trip= tripsin; Kimo= kimotripsin
Note: Pep= pepsin; Trip= trypsin; Kimo= chymotrypsin

Gambar 2. Jumlah peptida dari hasil pemotongan protein koro pedang dengan enzim GIS
Figure 2. Number of peptides from the cleavage of jack bean protein with GIS enzyme
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Concanavalin A Concanavalin B Canavalin

Protein Koro Pedang
Jack Bean Protein

Bioactive Peptides Cleavage
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Keterangan: Pep= pepsin; Trip= tripsin; Kimo= kimotripsin
Note: Pep= pepsin; Trip= trypsin; Kimo= chymotrypsin

Gambar 3. Jumlah peptida bioaktif dari hasil pemotongan protein koro pedang dengan enzim GIS
Figure 3. Number of bioactive peptides from the cleavage of jack bean protein with GIS enzyme
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Jack Bean Protein
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Keterangan: Pep= pepsin; Trip= tripsin; Kimo= kimotripsin
Note: Pep= pepsin; Trip= trypsin; Kimo= chymotrypsin

Gambar 4. Persentase peptida bioaktif hasil pemotongan protein koro pedang
Figure 4. Percentage of bioactive peptides from the cleavage of jack bean protein
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Peptida bioaktif ditabulasikan menggunakan
fungsi viookup dan pivot dari perangkat lunak
Microsoft Excel, maka diperoleh persentase peptida
bioaktif hasil pemotongan dari berbagai protein
menggunakan berbagai kombinasi enzim. Secara
persentase (Gambar 5), dengan menggunakan
ketujuh kombinasi enzim pemotong menghasilkan
peptida bioaktif tertinggi pada protein concanavalin A
sebesar 82,89%, diikuti concanavalin B sebesar
64,23%, dan canavalin sebesar 48,95%. Peptida
dengan sifat fungsional yang dihasilkan dari
pemotongan berbentuk dipeptida dan tripeptida,
seperti pada concanavalin A terdapat Met-Phe dan
Val-Arg yang memiliki bioaktivitas ganda sebagai
ACE dan DPP-1V inhibitor, serta Val-Gly-Leu (DPP-IV
inhibitor) dan Pro-Glu-Trp (antioksidatif), pada
concanavalin B terdapat lle-Arg (antioksidatif dan
DPP-IV inhibitor), Val-Arg-Phe (ACE inhibitor), Leu-
Ser-Trp (ACE Inhibitor dan antioksidatif), dan /le-Val-
Phe (ACE inhibitor), serta pada canavalin terdapat
Val-Gly (ACE dan DPP-IV inhibitor), Thr-Phe (ACE,
DPP-IIl, dan DPP-IV Inhibitor), Pro-Leu-Trp (ACE
Inhibitor), Arg-Asp-Tyr (Antioksidatif), dan Asn-Leu-
Arg (ACE Inhibitor). Rekapitulasi peptida bioaktif
yang didapat-kan dari hasil komputasi (Tabel 2),
kemudian dicocokkan potensinya berdasarkan
database BIOPEP-UWM (data potensi seluruh
peptida tidak dapat ditampilkan).

Potensi koro pedang diuji lebih luas akan sifat
fungsional dan aktivitas biologis peptidanya sebagai
antioksidan, antidiabetes, antihipertensi, imuno-
modulator, antimikroba, antikanker, dan bioaktivitas
relevan lainnya dalam penghambatan enzim spesifik
(Daroit dan Brandelli, 2021). Frekuensi kemunculan
peptida bioaktif untuk setiap jenis biaoktivitas dapat
dilihat pada Gambar 6. Basis data BIOPEP-UWM
berisi 48 kelas utama aktivitas biologis peptida,

Persentase (%)
Percentage (%)

dengan 12 kelas di antaranya ditemukan dalam
urutan protein koro pedang yang dianalisis. Nilai yang
relatif rendah menunjukkan bahwa jumlah peptida
dengan aktivitas biologis yang diketahui dalam
jumlah sedikit di protein koro pedang. Semua jenis
protein koro pedang diketahui dapat menjadi sumber
antihipertensi, antioksidan, dan antidiabetes. Hal ini
sejalan  dengan beberapa literatur, yang
menyebutkan bahwa canavalin, concanavalin A, dan
concanavalin B memiliki peptida bioaktif sebagai
antioksidan dan penghambatan angiotensin |-
converting enzyme (ACE), yang mampu menurunkan
hipertensi dan bertindak sebagai antioksidan
(Harvian et al, 2019). Concanavalin khususnya
concanavalin B memiliki aktivitas antioksidan dan
penurunan lipid, serta penghambat dipeptidyl
peptidase IV (DPP-1V) dan ACE (Maldonado-Torres
et al., 2021). Begitupun pelepasan peptida anti-
inflammatory yang diduga pada concanavalin B
(Wijatnoko et al., 2024).

Hasil penelitian in silico ini dapat digunakan
sebagai informasi dasar untuk pelaksanaan studi in
vitro, in vivo, maupun uji aktivitas lanjutan secara in
silico untuk mendukung penentuan aktivitas peptida
bioaktif yang dapat ditemukan dalam cadangan
protein koro pedang. Keterbatasan model dalam
penelitian ini adalah belum mencakup seluruh
interaksi molekuler yang relevan dengan aktivitas
biologis peptida, sehingga perlu ditindaklanjuti
melalui pemodelan yang lebih komprehensif. Analisis
variabilitas dan bioaktivitas yang diperoleh juga dapat
menjadi acuan agar studi lanjutan dapat dilakukan
lebih efisien, baik dari segi waktu maupun biaya.
Strategi kombinasi studi in silico diikuti studi in vitro
dan in vivo telah banyak digunakan sebagai
eksplorasi komponen bioaktif yang berasal dari alam
serta pengaplikasiannya pada pangan.
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Gambar 5. Persentase bioaktivitas protein koro pedang hasil hidrolisis enzim GIS
Figure 5. Percentage of bioactivity jack bean proteins with GIS enzyme hydrolysis
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KESIMPULAN

Pendugaan peptida bioaktif cadangan protein
koro pedang secara in silico dengan hidrolisis
protease tubuh berupa enzim GIS (pepsin, tripsin,
dan kimotripsin) dapat dengan mudah dilakukan
menggunakan pemanfaatan laman web UniProt
utilitas BLAST, basis pangkalan data BIOPEP-UWM,
serta perangkat lunak PeptideCutter pada ExPASy
dan fungsi Microsoft Excel. Hasil simulasi semua
jenis protein koro pedang terpilih (concanavalin A,
concanavalin B, dan canavalin) dapat menjadi
sumber peptida bioaktif yang memiliki aktivitas
antihipertensi, antidiabetes, dan  antioksidan.
Berdasarkan proteolitis in silico, concanavalin A
memiliki kemampuan bioaktivitas tertinggi, diikuti
concanavalin B, dan canavalin, Jumlah dan aktivitas
peptida hasil pemotongan secara in silico dapat saja
menampilkan perbedaan atas dasar jenis, jumlah,
dan kombinasi enzim yang digunakan. Hasil
penelitian ini diharapkan dapat diverifikasi secara in
vitro maupun in vivo sebagai informasi tambahan
yang menunjukkan potensi cadangan protein koro
pedang sebagai sumber peptida bioaktif.
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