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ABSTRACT: Antioxidant peptides are a group of peptides that can capture free radicals, so as to prevent premature aging and
degenerative diseases, one of the natural antioxidant peptide compounds that has been found by previous researchers is the linear
tetrapeptide compound FLAP (Phe-Leu-Ala-Pro) isolated from the sea cucumber Acaudina Molpadiodes found in Zheijing China and
reported to have poor antioxidant activity. In this study, tetrapeptide FmeLAP (Phe-meLeu-Ala-Pro) has been synthesized using the
Solid phase peptide synthesis method on 2-chlorotrityl chloride resin. Fmoc was used as a protective amino acid group. In the
preparation of the peptide fragment, a combination of HOBt and HBTU was used as a coupling reagent in the synthesis of FmeLAP.
After the peptide fragments were arranged on the resin, the combination of trifluoroacetic acid in dichloromethane was added for the
process of releasing the peptides from the resin. Concentration was carried out using a rotary evaporator. Then the characterization
was carried out using a mass spectrophotometer, the peak of the fragment was obtained at m/z 461 and a purity test was carried out
using RP-HPLC the results were obtained at 11.035 minutes. In testing the antioxidant activity using the DPPH method, the results
obtained from the tetrapeptide compound (Phe-meLeu-Ala-Pro) is an inhibition value of 47% which indicates that substitution of
leucine to methyl leucine did not improve the antioxidant activity of the compound.
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ABSTRAK: Peptide antioksidan merupakan kelompok peptide yang dapat menangkap radikal bebas, sehingga dapat mencegah
penuaan dini dan penyakit degenerative, salah satu senyawa peptide antioksidan alami yang telah ditemukan peneliti sebelumnya
yaitu senyawa tetrapeptida linier FLAP (Phe-Leu-Ala-Pro) yang diisolasi dari teripang Acaudina Molpadiodes yang di temukan di
Zheijing China dan dilaporkan memiliki aktifitas antioksidan yang kurang baik. Telah dilakukan sintesis Tetrapeptida FmeLAP (Phe-
melLeu-Ala-Pro) dengan menggunakan metode Solid phase peptide synthesis pada resin 2-klorotritil klorida. Pada penelitian ini
digunakannya Fmoc sebagai gugus pelindung asam amino. Pada penyusunan fragmen peptida digunakan kombinasi HOBt dan
HBTU sebagai reagen pengkopling dalam sintesis FmeLLAP. Setelah fragmen peptida tersusun pada resin, ditambahkan kombinasi
asam triflouroasetat dalam diklorometana untuk proses pelepasan peptida dari resin. Dilakukan pemekatan menggunakan rotary
evaporator. Kemudian dilakukan karakterisasi menggunakan spektrofotometer massa didapat puncak fragmennya pada m/z 461 dan
dilakukan uji kemurnian menggunakan RP-HPLC hasil yang didapat pada menit ke 11,035. Pada pengujian aktivitas antioksidan
dengan menggunakan metode DPPH, hasil yang didapat dari senyawa tetrapeptida (Phe-meLeu-Ala-Pro) yaitu nilai inhibisi sebesar
47% yang menunjukan bahwa pergantian asam amino leusin menjadi metil leusin tidak meningkatkan aktivitas antioksidan dari
senyawa tetrapeptida.

Kata Kunci: Antioksidan, tetrapeptida FmeL AP, Solid Phase Peptide Synthesis (SPPS)

1 PENDAHULUAN ataupun makanan karena memiliki efek samping
yang rendah dan dapat dicerna dalam tubuh (Byun,
et. al., 2009; Elias, et. al., 2008). Peptida dengan
beberapa urutan asam amino memiliki aktivitas
sebagai antioksidan melalui hidrolisis enzimatik
(Bougatef, et. al., 2010).

Peptida tersusun atas 20 asam amino, beberapa
senyawa ini diketahui memiliki bioaktivitas
sehingga disebut peptida bioaktif. Peptida bioaktif
diantaranya diketahui memiliki aktivitas sebagai
antihipertensi ~ (Minervini, et. al., 2003),

. . . Menurut Jin, et. al., (2009), telah ditemukan
meningkatkan kekebalan tubuh, anti kanker (Kim, . ’ ' .
et. al., 2009), antimikroba dan antioksidan (Jeong, urutan asam amina FLAP (Phe-Leu-Ala-Pro) dari

et. al., 2007) Teripang Acaudina Molpadiodes di Zheijing di

’ ' Cina yang telah berhasil di isolasi, dari hasil
penelitian  tersebut  menunjukan  hasil  uji
antiokisdan yang kurang baik. Pada penelitian ini
akan dilakukan sintesis peptide dengan urutan
asam amino FLAP dengan menganggati salah satu

Peptida berpotensi sebagai antioksidan karena
diketahui dapat mereduksi radikal hidroperoksida
dan menstabilkan radikal secara enzimatik. Peptida
antioksidan dapat digunakan dalam obat-obatan
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analognya yaitu Leu menjadi melLeu. Terdapatnya
metil pada asam amino karena dapat mengurangi
terjadinya hidrolisis senyawa sehingga tidak
mudah rusak.

Salah satu metode yang digunakan untuk
sintesis yaitu metode Solid Phase Peptide
Synthesis (SPPS) selain diperoleh dengan cara
isolasi dari bahan alam, karena metode SPPS ini
bersifat otomatis dan menghasilkan peptida sintetik
yang panjang dalam periode waktu yang singkat
(Murray, 2003). Selian itu porses pengerjaannya
cepat dan sederhana sehingga tidak memerlukan
pelarut yang banyak.

Berdasarkan latar belakang di atas, maka pada
penelitian ini akan dilakukan sintesis tetrapeptida
linier FmeLAP sebagai kandidat antioksidan
dengan metode SPPS. Sedangkan rumusan
masalah dalam penelitian ini adalah apakah
senyawa tetrapeptida FmeLAP dapat disintesis
menggunakan metode SPPS, serta apakah senyawa
hasil sintesis tetrapeptida FmeLAP memiliki
aktivitas sebagai antioksidan.

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mensintesis senyawa tetrapeptida linier FmeLAP
menggunakan metode SPPS, serta menguiji
aktivitas antioksidan tetrapeptida FmeLAP dari
hasil sintesis menggunakan metode DPPH.

Jika pada penelitian ini tetrapeptida FmeLAP
yang mempunyai efek antioksidan berhasil
disintesa, maka dapat dimanfaatkan menjadi
senyawa antioksidan baru yang dapat digunakan
sebagai suplemen, bahan tambahan makanan atau
kosmetik.

2 METODE

Pada penelitian ini  dilakukan sintesis
tetrapeptida linier di Laboratorium Sentral
Universitas Padjadjaran Bandung. Pada penelitian
ini, peptida Phe-melLeu-Ala-Pro disintesis dengan
menggunakan SPPS. Proses sintesa terdiri dari
beberapa tahap diantaranya pengkondisian tabung,
pengembangan resin, pengkoplingan asam amino
pertama amino pertama pada resin yang bertujuan
sebagai penyangga fase padat, uji kloranil, capping
resin dengan senyawa Fmoc bertujuan untuk
menutupi gugus aktif pada resin agar tidak
berkaitan dengan asam amino lain, pelepasan
gugus pelindung Fmoc agar terjadi pengikatan
antara asam amino satu dengan asam amino
berikutnya, uji kloranil, pelepasan tetrapeptide dari
resin, pemekatan dan pengeringan tetrapeptide
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yang bertujuan untuk menghilangkan pelarut
dalam sampel, selanjutnya dilakukan uji
kemurnian dengan meihat kromatogram pada RP-
HPLC kemudian dikarakterisasi menggunakan
spektrofotometer massa dan uji  aktivitas
antioksidan.

3 PEMBAHASAN DAN DISKUSI

Pada penelitian ini  dilakukan sintesis
tetrapeptide  Fmoc-Phe-OH, Fmoc-melLeu-OH,
Fmoc-Ala, Fmoc-Pro  (FmeLAP)  dengan
menggunakan metode solid peptide synthesis
(SPPS) dimana metode ini merupakan metode
yang mempunyai beberapa keuntungan
diantaranya vyaitu lebih sederhana serta dapat
memproduksi senyawa yang diinginkan dengan
cepat. Sintesis ini dilakukan dengan perpanjangan
rantai dari C-terminal ke N-terminal dikarenakan
adanya pemutusan gugus pelindung sementara
pada atom N lebih mudah dilakukan dibandingkan
dengan pemutusan gugus pelindung sementara
pada atom C (Chan dan White, 2000).
Pengklopingan Asam Amino Pertama

Pada sintesis kali ini dilakukan pengklopingan
asam amino pertama dari ujung-C termimal ke
ujung-N terminal asam amino selanjutnya sampai
terbentuk tetrapeptida. Pada proses sintesis
tetrapeptida ini menggunakan asam amino pertama
yaitu Fmoc-Pro-OH dengan resin 2-klorotritil
klorida. Pengikatan asam amino prolin pada resin
2-klorotritil klorida diawali dengan melarutkan
asam amino prolin dengan DCM dan ditambahkan
larutan DIPEA.

Reaksi pengikatan asam amino pertama Fmoc-
Pro-OH ke resin 2-klorotritil Kklorida tidak
melibatkan aktivasi gugus karboksil sehingga
dapat mencegah terjadinya reaksi rasemisasi yang
tidak diinginkan. Proses reaksi yang terjadi yaitu
pada asam amino pertama Fmoc-Pro-OH dengan
DIPEA yang bersifat basa sebagai reagennya.

Reaksi yang terjadinya yaitu reaksi asam basa
hanya mengambil hidrogen dari gugus karboksil
pada Fmoc-Pro-OH  membentuk  nukleofil,
nukleofil yang terbentuk tersebut akan menyerang
dan menggantikan atom klorida pada atom karbon
kuarterner yang terdapat pada resin 2-klorotritil
klorida, sehingga atom klorida dapat disubtitusikan
dan akan membentuk ikatan dengan resin
(Maharani, et. al., 2016).

Selanjutnya dilakukan loading resin bertujuan

untuk menentukan jumlah asam amino yang akan
Farmasi
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ditimbang pada proses selanjutnya. Sampel resin
yang telah kering ditimbang sebanyak dan
ditambahkan piperidin 20 % dalam DMF lalu
didiamkan selama 30 menit. Sampel yang
ditimbang rentangnya 0,4 - 0,8 mg tidak boleh
terlalu  besar karena dapat menyebabkan
penumpukan sampel dan dapat mempengaruhi
nilai absorbansi ketika dilakukan spektrofotometer.
Hasil loading resin yang diperoleh vyaitu 0,4
mmol/mg, dari nilai ini menandakan bahwa
peptide yang terikat pada resin baik.

Dilakukannya Capping resin bertujuan untuk
menutupi gugus aktif pada resin 2-klorotritil
klorida yang tidak bereaksi dengan asam amino
pertama, reaksi yang terjadi dapat dilihat pada
Gambar 1. Sampel yang mengandung Fmoc-Pro-
OH dan resin ditambahkan metanol : DCM :
DIPEA (2:7:1). Hal ini dilakukan untuk menutupi
sisi aktif asam amino yang tidak berikatan dengan
resin pada asam amino pertama dengan
menggunakan gugus metoksi dari metanol
sehingga dapat mencegah asam amino selanjutnya
dapat berikatan dengan sisi aktif resin. Dipilihnya
DCM Kkarena sifatnya volatil sehingga lebih mudah
menguap (Chan dan White, 2000).

Resin

Gambar 1. Reaksi Capping Resin

Setelah  proses  pengklopingan  lalu
dilakukan uji kloranil untuk melihat keberhasilan
proses pengklopingan, beberapa butir asam amino
yang telah dikloping kemudian dilarutkan dengan
larutan kloranil dan larutan asetaldehid, reaksi
yang terjadi dapat dilihat pada gambar 2. Pada
proses ini dikatakan berhasil dengan tidak adanya
perubahan warna pada butiran resin (Chan &
White, 2000)

0
cl cl cl NH,
+ RNH)——
cl cl cl cl
0 o}

Gambar 2. Reaksi pengujian asam amino dengan kloranil

Selanjutnya dilakukan deproteksi Fmoc
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pelindung bertujuan untuk menyediakan sisi aktif
gugus amina (NH2) pada asam amino sehingga
sifatnya lebih reaktif pada saat direaksikan dengan
asam amino selanjutnya. Gugus pelindung Fmoc
merupakan gugus pelindung yang stabil pada
kondisi asam namun tidak stabil dalam kondisi
basa. Proses deproteksi asam amino tetrapeptida
yang mengandung gugus pelindung Fmoc
dilakukan dengan menambahkan piperidin 20 %
dibuat dalam DMF lalu dimasukan kedalam tabung
reaktor. Dipilih DMF sebagai pelarut karena
sifatnya yang tidak volatile. Senyawa ini dengan
mudah terurai menjadi senyawa karbondioksida
dan dibenzofulven. Pada tahap ini juga akan
terbentuk dibenzofulven yang akan berikatan
dengan piperidin, senyawa yang dihasilkan dari
reaksi ini dapat menyerap sinar ultraviolet,
sehingga dapat digunakan untuk monitoring reaksi
(Chan dan White, 2000).

Penyusunan Peptida Linier

Setelah dihasilkan gugus NH2 bebas pada
asam amino pertama, tahap selanjutnya dilakukan
kopling dengan asam amino kedua, ketiga, dan
keempat menggunakan reagen kopling kombinasi
HOBt dan HBTU dimana keduanya merupakan
reagen kopling kelompok benzotriazol. HOBt
dapat meningkatan rendemen, sedangkan HBTU
dianggap sebagai reagen kopling yang biasanya
dapat menunjukan performa yang sangat baik
(\Valeur dan Bradley, 2009).

Pengkoplingan pertama mereaksikan Fmo-
Pro-OH dengan Fmoc-Ala-OH kemudian Fmoc-
meLeu-OH dan yang terakhir di reaksikan dengan
Fmoc-Phe-OH. Dengan menimbang asam amino,
HBTU, dan HOBT dalam vial lalu dilarutkan
DIPEA kemudian ditambahkan DMF sebanyak 4
ml setelah itu di masukkan kedalam tabung
reaktor. Pengkoplingan ini dilakukan selama 15
jam diharapkan agar senyawa peptide yang terikat
lebih banyak. Penggunaan DIPEA dan HOBt disini
berfungsi sebagai pemberi suasana basa pada
reaksi dan reagen. Dimana ketiga reagen tersebut
akan mengganggu kestabilan dari asam amino
sehingga akan mengaktivasi gugus karboksilat dan
mendesak ion H untuk lepas. Sehingga gugus
amina yang ada pada asam amino lain akan
bereaksi dengan gugus karboksilat. Gugus
karboksilat dibuat lebih negatif sedangkan gugus
amina dibuat lebih positif sehingga akan lebih
mudah untuk bereaksi satu sama lain dan
mempermudah proses penyatuan asam amino.

ISSN: 2460-6472



Pemutusan resin pada asam amino

Pelepasan tetrapeptida ini bertujuan untuk
melepaskan senyawa target tetrapeptida dari resin
2-klorotritil  klorida dengan  menggunakan
penambahan TFA 95 % dalam aquadest.
Penggunaan TFA dengan konsentrasi tinggi ini
bertujuan untuk melepaskan resin dari senyawa
target tetrapeptida dan dapat melepaskan gugus
pelindung pada rantai samping seperti tBu yang
terdapat pada gugus pelindung rantai samping pada
asam aminofenilalanin dan prolin, serta gugus
pelindung rantai samping Boc yang terdapat pada
asam amino alanin. Resin 2-klorotritil sifatnya
labil terhadap pemambahan asam dan stabil pada
kondisi basa maka dari itu TFA dengan konsentrasi
tinggi dipilih untuk melepaskan senyawa target
asam amino tetrapeptida dari resin sedangkan TFA
merupakan asam Kkuat, reaksi yang terjadi dapat
dilihat pada Gambar 3. Hasil dari pelepasan resin
ini kemudian dipekatkan menggunakan evaporator
dan dihasilkan ekstrak yang agak pekat.

e
TFA
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Phe-MeLeu-Ala-Pro

Gambar 3. Reaksi pelepasan resin

Selanjutnya senyawa tetrapeptide FmeLAP
dikarakterisasi menggunakan spektrofotometer
massa, untuk melihat puncak fragmentasi dan
memastikan senyawa tetrapeptide dengan melihat
bobot molekulnya m/z, dalam sintesis tetrapeptida
FmeLAP urutan asam amino yang terdapat dalam
peptide sudah diketahui, sehingga untuk
karakterisasi dapat digunakan metode spektroskopi
massa untuk mengetahui bobot molekul dari
produk sintesis. Dari puncak tersebut menunjukan
bahwa senyawa tetrapeptida berhasil disintesis,
dapat dilihat pada Gambar 4.

Sintesis Tetrapeptida FmeLAP ... | 685

« Puncak spektrum

136.0547
l463.3190
2431320 2751907
gsoogy  |fearsar 3913058 419 3308 i o
0ea7 .
i A
00 150 200 %0 30 350 X 500 00

Gambar 4. Hasil Spektrofotometer Massa Tetrapeptida

Setelah dilakukan pengujian
spektofotometer massa  dilanjutkan  dengan
pengujian RP-HPLC vyang bertujuan untuk
memastikan kemurnian dari senyawa Yyang
dihasilkan dengan melihat waktu retensi puncak
senyawa.  Proses ini  dilakukan  dengan
menggunakan fase balik C18, dengan fase gerak
bergradien asetinitril : air (1:1) dengan buffer TFA
0,1% selama 40 menit, laju alir 1 mL/menit dan
menggunakan detektor PDA dengan deteksi pada
panjang gelombang 210 dan 240 nm. Hasil
kromatogram tetrapeptida yang didapat waktu
retensi pada menit ke 11,035 dan membentuk
beberapa puncak, dapat dilihat pada gambar 5. Hal
tersebut menandakan bahwa peptida belum murni
sehingga memerlukan pemurnian lagi.
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Uji Antioksidan Metode DPPH

Pada uji aktivitas antioksidan menunjukan
senyawa tetrapeptida FmeLAP memiliki 1Cso
sebesar 8253,38 ppm, dapat dilihat pada table 1.
Dari hasil tersebut dapat dikatakan bahwa senyawa
FmeLAP memiliki aktivitas antioksidan yang
lemah, tingkat dari kekuatan senyawa yang
memiliki aktivitas antioksidan terhadap DPPH
dikatakan aktivitasnya lemah vyaitu jika nilai 1Cso
>150 pg/mL.
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Tabel 1. Hasil Uji Aktivitas Antioksidan Sampel
Tetrapeptida

Konsentrasi (ppm) ABS %INH  1C50 (ppm)
0 1,648 0
1600 1,416 14,063 8253,38
8000 0,858 47,946

4 KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian ini dapat diambil
kesimpulan bahwa senyawa tetrapeptida linier
FmeLAP dapat disintesis dengan metode Solid
Phase Peptide Synthesis. Hasil Kkarakterisasi
menggunakan spektrofotometer massa menunjukan
puncak ion molekul untuk senyawa tetrapeptida
FmeLAP linier dan puncak ion molekul [M-H]+
pada m/z 461,2764. Hasil analisis RP- HPLC
senyawa tetrapeptida FMeLAP memiliki waktu
retensi pada menit ke 11 dan terlihat adanya
puncak lain yang menunjukan bahwa hasil sintesis
belum murni. Hasil yang diperoleh dari uji
aktivitas antioksidan pada tetrapeptida FmeLAP
didapatkan nilai 1Cso sebesar 8253,38 ppm
sehingga aktivitas antioksidan dari senyawa
tersebut lemah, karena jika suatu senyawa
memiliki antioksidan sangat kuat memiliki nilai
ICso kurang dari 50. Sehingga semakin kecil nilai
ICs0o maka semakin tinggi aktivitas antioksidan.
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