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fihe Molecular Characteristic of Protein that Catalyze Silica Biosynthesis from Marine Diatom Chaefoceros gracirfis]
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ABSTRACT

ln he food industry, silica is used a a fifteing agett, uftra fiftrdion nemhrane conponent of the beverage industry, element of bio-nanosensor, composite

rctive packqing mderialsl afi othets. Mdhods of silica production ue afuays under ertrene condition but in the nature, Diatam produced very high nan
silica (90 o/o of the cell wall) under nild condition. Silica structure of diaton k genetically controlled by a protein silaffin. Pralein Silaffin has been

successfully used as a polymer2ation cahgst nanosilika at room temperature within sweral minuts by in vifo. By undetstanding the various molecules

involved in formalion of biosilica in vivo and in vifo w{ll open a new understanding in the design process of the formation of nanosilika. The aim of this

research was to study of characteristic of protein that catalyzes nanosilica biosynthesis with electophoresis 2D analysis. These methads included'solation

af protein sildfin and 2D maffsk with Melaie 7 progran for bioinformatics study. Concentrd,ion of protein silaffin of Chaetoceros gracil'ts is vety small
(femto scale). Resuft of protein malysis by 2D was faund 5 fraction of silaffrn protein: silaffin I (^M 43.49 kDa, pl 7.78), silaffin 2 {tlW 47.56 kDa, pl
S.97),sildfrn 3 (MW 70.36 kDa pl 4.30), silafrn 4 (MW 72.32 kDa, pt 4.29), sildfin 5 $NV 11.04, pl 6.97).

Key wards : Ch*toeeros grrcilis, Silba, Protein silaffin, Hxtrophoresls 2D,

PENDAHULUAN

. Nanosilika adalah material silika berskala nano yang akhir-

akhir ini menjadi bafan penting untuk berbagai alal Pada bidang
pangan nanosilika dimanfaatkan antara lain sebagai tifteing agenl
biananosensor &n active prckaging. Silika merupakan polimer

tersusun dalam tiga dimensi dari silikon dioks.ida (SiOz) yarg
banyak ditemukan di alam. $ilika memiliki sifat tidak berwama, tidak

berasa dan secara fisiologi bersifat ine( tahan terhadap reaksi

kimia pada temperatur biasa tetapi dapat mengalami berbagai
transformasi pada temperatur tinggi. Karakteristik demikian
menyebabkan banyaknya apl ikasi berbasis sil i ka.

Metod+metode yang digunakan untuk memperoleh silika
(polimer) dengan kemumian tinggi atau silikon (unsur silika) yang

diaplikasikan di industri saat ini, pada umumnya menggunakan

kondisi ekstrim seperti temperatur, tekanan dan prekursor toksik.
Misalnya silik+silika ultrapure polycrystalline silicon dan silicon
carbide s*agai bahan semikonduktor diperoleh dengan
meleburkan quafu. pada tungku temperatur tinggi hingga ribuan

derajat cdcius (Maeda & Komatsu 1996; Rhicardson, 2001).

Kondisi ekstrim yang juga melibatkan bahan kimia behahaya,
menjadi evaluasi mendasar dalam industri silika akhir-akhir ini.

*Korepndensi penulb : 08568076720

E+nait : rikaSratiwi@yahoo co.id

Sementara, di dam terdapat organisme salah satu keluarga

mikroqlga yakni datom yang menghasilkan silika dalam kondisi

ringan. Krakteristik diatom adalah memiliki silika sekitar 90%
sebagai komponen dlnding selnya dengan struktur teratur berskala

nano dan menyimpan cadangan makanannya berupa lipid (Round,

ef a/., 1990). Kedua bahan tersebut diproduksi oleh diatom melalui
suatu mekansime sintesis yang metibatkan biokatalis protein

tertentu.
Protein yang berperan dalam proses silitrkasi diatom telah

diketahui, yakni s/lsic add transport protein (protein SIT), yang

berperan membawa asam silikat dari lingkungannya melewati fipid

bllayer masuk ke dalam silica depos'rtion vesicle (SDV) dan protein

silaffin (sl/lca affrnrty) yang berperan dalam polimerisasi asam silikat
menjadi nanosilika d dalam SDV. Protein-protein tersebut telah
diketahui mengatur biosilifikasi secara ln vivo dalam sistem

metabolisme pada kondisi lingkungan alam yang ringan. Kroger ef
aL QA02) telah melakukan reaksi in vitro protein silaffin diatom
Chilindrotheca fuciformis dengan susbtrat Tetraethoxy-orthosilicate

untuk menghasilkan polimer nanosilika dalam beberapa menit pada

temperatur ruang. Sementara Manurung et al. (2007) juga telah
berhasil mengekstraksi protein silaffin dari diatom Chaefoceros
graalis dan mereaksikan secara in vitro dengan TEOS

menghasilkan polimer silika dalam waktu 10 menit pada suhu ruang

(26-28"C).

Studi mempelajari protein yang terlibat dalam biosilikasi in vivo

akan membuka pemahaman baru dalam mendesain proses
pembentukan material berbasis silika secara ramah lingkungan.
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Menurut Poulsen & Kroger (2004), sekuen asam amino protein

silaffin yang dlisolasi dari dr.ra jenis diatom yang berbeda tidak

saling memiliki homologi, sehingga setiap jenis diatom diduga

memiliki karakteristik protein silaffin yang khusus sesuai dengan

karakteristik struktur nanosilika yang dimiliki. Dengan demikian

masih diperlukannya informasi protein-protein yang terlibat dalam

biosintesis silika dari spesies-spesies diatom spesifik, misalnya dari

laut tropis seperti perairan wilayah lndonesia. Hal ini bertujuan

untuk menghasilkan polimer nanosilika spesifik yang dapat

diaplikasikan untuk setiap kebutuhan secara khusus.

Chaetoceros gracilis adalah salah satu jenis diatom yang

banyak ditemukan di perairan laut lndonesia, teknik kultur mudah

dilakukan, bukan merupakan jenis mikroalga toksik serta belum

banyak kajian dari aspek molekuler untuk mempelajari nanosilika.

Berdasarkan latar belakang yang disampaikan, maka tujuan

umum dari penelitian ini adalah mengkaji protein yang terlibat

dalam biosintesis nanosilika dari diatom laut C. gracilis asd
lndonesia. Secara lebih terperinci penelitian ini bertujuan

mempelajari karakteristik (berat molekul dan titik isoelektrik) protein

melalui analisis 2 dimensi dan studi bioinformatika untuk identifikasi

protein yang terlibat dalam biosintesis nanosilika.

METODOLOGI

Bahan dan alat
Diatome Chaetoceros gracilis merupakan organisme yang

menjadi objek penelitian studf protein, diperoleh sebagai kultur

mumi dari Pusat Penelitian dan Pengkajian Oceanofogi-LlPl yang

diambil dari perairan Teluk Jakarta lndonesia. Medum kultur

modifikasi ll2 Guilard meliputi makronutrien (NaNOa

NaHzPOc.2HzO, Na2Si&.9HzO), mikronutrien (FeCls.6HzO dan

NazEDTA), dan vitamin (81, 812, biotin) serta trace metal

(CuS0+.SHzO, ZnSO+.7HzO, NaMoO+.2HzO, (NHr)sMozOu.4HtA,

MnClz.4HzO, 0.6 pM CoClz.6HzO). Perangkat kultur sistem bafch

dilengkapi dengan sumber cahaya, pengatur waktu dan aerator.

Ekstr:aksi protein silaffin menggunakan kemikalia yang meliputi

Tri-Cl pH 6.8 SDS, EDTA, aseton, HF, NH+F. Pengukuran kadar
protein menggunakan metode Bradford dengan pelarut yang terdid

dari etanol, asam fosforat, Seffa Blue G. Analisis 2 dimensi yang

terdiri dari preparasi protein, elektroforesis 1-Dimensi dan 2 dimensi

menggunakan Tris-Cl pH 7.5,lt4gClz, KCl, EDTA PMSF, Triton X-

100, TCA; urea, Triton X-100, B-merkaptoetanol, ampholine pH 1
10. SDS, Tris-HClpH 8.8, gliserol, DTT, iodoacetamida. Pewamaan

hasil 2 dimensi menggunakan p6#amaan Coomasde blue yang

mengandung Coomassie blue R-250, metanol dan asam asetat

glasial.

Alat yang digunakan untuk analisis protein adalah

spektrofotometer, Protean IEF-Biorad, Mini Elel<tophoresls SDS
PAGE-Biorad. Hasil elektroforesis 2 dimensi clipindai menggunakan

High Resolution Scanner - lmage Scanner (Amersham Pharmacia

Biotech).
Karakterisasi protein dilakukan menggunakan perangkat lunak

Melanie 7.0 sedangan identifikasi protein menggunakan program

Tagldent.
Ekstraksi Protein Silaffi n

Metode ekstraksi prrotein silaffin berdasarkan metode Kroger ef
a/., (1999). Pelet sel diatom Chaetoeros gracilis diekstrak dengan

ISBN 978-60 2-98902-l-l

2Yo SDS/ 3.7% EDTA lalu dididihkan selama 15 menit. Endapan
yang diperoleh dlcuci 2 kali dengan air bebas ion, dlanjutkan

dengan aseton 2 kali dan diulang kembali dengan air bebas ion.

Setelah proses pencucian kemudan dikeringudarakan dan

dilarutkan ke dalam bufer 2 M HF dalam 8M NH4F (pH 5) pada

suhu 4oC. Selanjutnya dilakukan proses desalfing dengan kolom

HiTrap desalting 5 ml.

Analisis Kadar Protein
Pengukuran kadar protein menggunakan metode Bradford

dengan Bovine Serum Albumiun (BSA) sebagai standar. Sebanyak

100 prl liltrat protein direaksikan dengan 2 ml larutan Bradlord

diinkubasi sekitar 5 menit lalu diukur absorbansinya dengan

spektrofotometer pada 1" 595 nm. Selanjutnya konsentrasi protein

ditentukan berdasarkan kurva standar protein BSA (Bollag &

Edelstein, 1991).

Analisis 2 dimensi

Analisis 2 dimensi dilakukan untuk memperoleh informasi

protein yang dimiliki berdasarkan perkiraan berat molekul dan titik

isoelektrik. Dengan menggunakan metode ini, protein dipisahkan

sesuai dalam dmensi pertama (titik isoelektrik/ Pl) dan berat

molekul di dimensi ke dua (Phillips & Bogyo, 2005). Ada tiga tahap

yang dilakukan dalam analisis 2D, yakni tahap 1 dimensi, tahry
equilibrasidan tahap 2 dimensil

Tahap satu dimensi untuk memisahkan protein berdasarkan titik

ismlektriknya. Pertama{ama adalah merehidrasi gel sfnp. Gel yang

digunakan adalah Ready Sfirp IPG Stips 7 crn pH 3-10. Protein

sampel dilarutkan dalam bufer rehidrasi yang dimodifikasi,

mengandung 9.5 M urea, 2oloTiton X-100, 5% $merkaptoetanol
Mn 5o/o ampholine pH 110. Protein dalam bufer diiniekkan pada

gel, didiamkan 1 jam, ditutup mineral oll lalu diinkubasi di

rehidration fray selama 1 1-16 jam pada suhu 65'C. Gel yang telah

direhidrasi dalam dalam foatsing fray kemudian dijalankan dalam

PROTEAN IEF (/soelecfrc Focusing) dengan voltase bertahap 250

V selama 20 menit (linier), 400 V selama 6 jam (linier) dilanjutkan

800 V selama zjam{rapid) pada suhu 10 "C (Rousch et al.,2AA$.
Tahap ekuilibrasi dilakukan berdasarkan prosedur BioRad

manufacture.lPG sfrp beku dari tahap 1 dimensi dicairkan dalam

suhu ruang 10 menit kemudian direndam dalam bufer ekuilibrasi I

yang terdiri 6 M urea, 2% SDS, 0.375 M Tris-HCl pH 8.8, 2Aolo

gliserol dan 130 mM DTT selama 10-15 menit. Perendaman

dilanjutkan dalam bufer ekuilibrasi ll (6 M urea, 2% SDS, 0.375 M
Tris-HCl pH 8.8, 20% gliseroldan 135 mM iodoasetamida) selama

1-3 jam.

Tahap 2 dimensi, gel strip yang telah diekuilibrasi, diseparasi

dengan menyisipkan gel di posisi gel penahan pada 1070 gd
separasi elektroforesis SDS-PAGE, dengan voltase 150 V selama

B0 menit. Pewamaan geldlakukan dengan pewama cooma$e blue

(Bollag & Edelstain, 1991). Gel hasil 2D dipindai dengan

karakteristik 256 @i (dot per inch) pada grey level. Selanjutnya
protein yang telah terseparasi dalam berat molekul dan titik
isoelektrik, dideteksi menggunakan perangkat lunak Melanie 7.0

dan identifikasi noktah protein target berdasarkan stud

bioinformatika dengan program Tagldent dan koleksi data protein

yang terdeposit dalam UniProt Consortium (National Center for

Biotechnology lnformatian, Strudural Bioinformalic lnc, Protein
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lnformation Resources, European Bioinformalix lttstitute dan

European Molealar Biology taboratory).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Konsentrai protein silaffin
Rata+ata protein per sel diatom dari fase adaptasi atau fase lag

hingga fase kematian meneapai kisaran 0.5-fi W sel. Hal ini

sangat jauh dengan konsentrasi silaffin yang hanya mencapai

kisaran 5-50 fg/ sel. Konsentnasi yang sangat jauh ini membuktikan

bahwa protein silaffin hanya sebagian kecil dari seluruh protein

yang dimiliki oleh sel diatom, meskipun sangat berperan dalam

sintesis silika dinding sel diatom.

Karakteristik 2D protein silaffin
Protein silaffin yang diisolasi dengan pelarut HF/NH4F dari

frusfule slllcasaeous dinding *l C. gracilis ini telah diketahui

mampu menrpolimerisasi silika seoara in vifro menggunakan

substrat TEOS dan telah dikarakterisasi berat molekulnya.

Berdasarkan analisis 2 dimensi protein silaffin C. gradlis ini
mengandung 5 fraksi protein silaffin (Gambar 1), yakni protein

Silaffin 1, Silaffin 2, Silaffin 3, Silaffin 4 dan Silaffin 5. Gambar 18

menunjukkan presentasi 3 dimensi noktah tiap fraksi protein dari

protein silaffin.

ISBN 978-60 2-98902-l-l

hasil elektrosforesis SDS-PAGE (12.06, 23.88, 43.18 dan 44.65

kDa) yang dilakukan oleh Manurung et al., (2007).

Protein ekstrak silaffin tersebut telah tebukti mampu melakukan

polimerisasi silika dalam suhu ruang dalam beberapa menit
(Manurung et al., 20071. Namun karakeristik tiga protein tersebut

tidak memiliki kesamaan BM maupun pl dengan sebagian besar

protein silaffin yang telah teridentifikasi dari jenis diatom lainnya

(Tabel 1).

Menurut Krdger ef at, (1999), protein pembentuk silika diatom

dapat memiliki karakteristik molekuler berbeda-beda tergantung
jenis diatomnya, karena memiliki struktur atau profil susunan silika

yang spesifik untuk masing+nasing jenisnya. Berdasarkan data

yang terkumpul pada Tabel 1, protein silaffin dapat mengandung

beberapa protein silaffin seperti yang dlhasilkan diatom T.

pseudonana. Hal ini memberikan peluang membuat modifikasi

reaksi polimerisasi dari fraksi{raksi protein yang dmiliki sesuai

kebutuhan. Di dalam laporan Kroger, ef al., (1999) dan Poulsen ef

al., Q0A3) dikatakan, bahwa reaksi polimerisasi menggunakan

campuran fr:aksi S,il 2 dan Sil 1A'akan menghasilkan pori-pori silika

yang berbeda dengan yang hanya dihasilkan dari fraksi Sil 1 A.

Reaksi ln uitro dai dari ekstr:ak protein silaffin C. gradlis tanp
difraksinasi, memberikan struktur silika bentuk sphere.

Satu protein silaffin (Silaffin 2) C. gracilis dengan BM 47.56 dan

pl 5.97 yang mempunyai kesamaan dengan proein silaffin 2 diatom

Ihalassrbslra pseudonana (A5Y2C1). Kedua jenis diatom tersebut

tergolong satu tipe yakni diatom centris. Keduanya memiliki

karakteristik protein SIT yang hampir sama. Untuk 2 ienis protein

silafiin dari T. pseudonana lainnya temyata tidak memiliki

kesamaan dengan 4 protein silaffin C. gracilis lannya. Hal tersebut

dapat terjadi, kemungkinan dikarenakan C. gracilis dan T,

pseudonana memiliki profil struktur nano silika yang berbeda,

meskipun dalam satu tipe centris (Round ef a1.,1990).

Menurut Kroger ef al, (1999i, protein pembentuk silika diatom

dapaf memiliki karakteristik molekuler berbeda$eda tergantung
jenis diatomnya, karena memiliki struktur atau profil susunan silika

yang spesifik untuk masing-masing jenisnya (Tabel 1).

Berdasarkan data yang terkumpul pada Tabd 1, protein silaffin

dapat mengandung ffierapa protein silaffin seperti yang dihasilkan

diatom T. pseudonana. Hal ini memberikan peluang membuat

modifikasi reaksi polimerisasi dari fraksi{raksi protein yang dimiliki

sesuai kebutuhan, Di dalam laporan Kroger ef al, (1999) dan

Poulsen ef aL, (2003) dikatakan, bahwa reaksi polimerisasi

menggunakan campuran fraksi Sil 2 dan Sil 1A akan menghasilkan

poripri silika yang hrbeda dengan yang hanya dihasilkan dari

fraksiSil 1A.

Reaksi ln vito Mi dari ekstrak protein silaffin C. gracilis tanpa
difraksinasi, msnberikan struktur silika bentuk sphere telah

dilakukan oleh Manurung et al., {2047).

,HC

::lr:.i
:i;;i

,i,

11C

E0.t

45

35

?5

14.4

Gambar 1: Analisis 2D terhadap protein silafrin (A), gambar 3 dimensi tiap

noktah faksiprotein silaffin (B). BM = berat molekul,

pl = titik isoelektik, Vol.= volume relatif nokhh protein

Hasil 2 dmensi terhadap protein silaffin, diperoleh tiga protein

dengan berat molekul 43.49 kDa, 47.56 kDa dan 11.04 kDa

{Gambar 1 B nomor 1 , 2 Mn 5) yang mempunyai kemiripan dengan

BM :43,49 kDi
pl :7.78
Val :7,19t

BM 1"10,36;72,32kDa

pl | 4,10:4,29
Vol ,32,6r;1944Y.
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Tabel 1. Berat molekul protein silaffin yang telah diketahui&ri berbagaijenis diatom

BM ftDa) (pl), Jenis protein Jenis diatom Pustaka/ kode akses

SiI 18

sit'rA2
sil 41

Silafiin 1

Silafiin 2

Silaffin 3

Q5Y2C2

Q5Y2C1

a5Y2C0
B8BRK6

Kr6ger et a/., 2000

Poulsen d a1.,2003
Poulsen & Kr6ger, 2004

Manurung etal., 2007

Silafiin TP/TPSil2 7,peudonanaCCMP1335
Silafiin Chaetoceros didlnium
natSil'lA, natSillB, NatSil2 Cylindrothecafttciformis
p sil 1H, p sil 2H, P sil 11, T . Peudonma
fisil2L,pSil3
Silafiin Chaetocaos gracilis

3.062 ( S.e2)

1.825 (10.00)

1.474 (At1)
s0.74 {5.77)
4s.28 (5.71)

23.e6 (e.17)

24.45 {s.17)
3.5 & 35

6.5, 10;40
19, 35

12.08; 23.88:43.18;
M.65

Thalaidra pseudanana

f . peudanma
1. pseudonana

KESIMPULAN

Protein yang teridentifikasi sebagai protein yang terlibat dalam

silika adalah protein silaffin dengan karakteristik spesifik untuk jenis

diatom Chaefoceros gracilis, yakni mengandung 5 fraksi protein

yang tertibat dalam pernbentuk silika. Protein silaffin ters*ut
disebut sebagai Silaffin 1 (BM 43.49 kDa, pl 7.78); Silaffin 2 (BM

47.56 kDa, pl 5.97); Silaffin 3 (BM 70,36 kDa, pl 4.30); Silaffin 4

(BtA 72.32 kDa, pl 4.29) dan Silaffin 5 (BM 1 1.04 kDa, pl 6.97).
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