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ABSTRAK

Fendahulnan: Asam folat memiliki peran yang penting dalam pertumbuban dan
perkembangan bayi. Asam folat dibutuhkan dalam jumlah optimal. Defisiens: asam
folat berkaitan dengan wewral mube defiect, sementara itu kelebithan asam folat juga
menimbulkan nsiko keganasan. Untuk mengetahui kadar asam folat serum dapat
dilakukan dengan teknik pemeriksaan enzyme protein binding assay (EPBA). Salah
satu sumber protein dalam EPBA adalah protein tkat folat (PIF). Penelitian i
bertujuan untuk mengetahui karokienstik protein ikat folal dan ASI dan
hubungannya dengan kadar asam folat serum bayt ASI eksklusit.

Metode: Penelitan mi merupakan penelian eksperimental laboratonum yang
dilanjutkan dengan peneliban amalisis korelatif. Karktenshk PIF dan ASI
diidentifikas: dengan selting ow. kromatograh, sodivm dodecy! sulphate
polvacryfamide gel electrophoresis  (SDS-PAGE), western blot. dan  figuid
chromatography-masy specirometry/mass spectrometry (LC-MSMS). Kadar PIF
dalam ASI dan kadar asam folat serum bavi diukur dengan menggunakan metode

enzvme-linked immunosorbent assay (EL1SA ).

Hasll: Protein ikat folat dapat diisolasi dan ASI dengan metode salring oud
bertingkat mulai dani 45%, T3%, sampai 95%. Pemurnian PIF dapat dilakukan
dengan kromatografi pertukaran ion dan kromatografi afimtas. SDS-PAGE dan
western blos menunjukkan bahwa PIF dan AS] memiliki satu pita vang hampir
sejajar dengan marker 37 kDa. Berdasarkan hasil LC-MSMS. PIF dan ASI
memiliki sekuens sekitar 257 asam anuno. Ui korelasi antara kadar PIF dalam ASI
dan kadar asam folat serum bayr menunjukkan mlar p=0.230 dan r=0,222.

Stmpulan: Protein kat folat dari ASI memiliki berat molekul sekitar 37 kDa
dengan sekuens 257 asam amino. Protemn ikat folat dalam ASI tidak berkorelas:
dengan kadar asam folat serum bayi ASI eksklusif.

Kata kunci: Asam folat, ASL, protemn ikat folat.

v Universitas Sriwijaya



ABSTRACT

Introduction: Folic acid plays a crucial role in the growth and development of
mfants and needs to be present in optimal amounts. Folic acid deficiency is
associated with neural tube defects, while excess folic acid can also increase cancer
risk. Serum folate levels can be measured using the enzyme protein binding assay
(EPBA), whnch utilizes folate binding protein (FBP) as a source of protein. This
study aims to mvestigate the charactenstics of folate bmding protein from breast
milk and its relationship with serum folate levels in exclusively breastfed infants.

Methods: This research was an expenimental laboratory study followed by
correlational analysis. The charactenistics of FBP from breast milk were identified
using  salting out, chromatography, sodium  dodecyl  sulphate
polyacrylamide gel electrophoresis  (SDS-PAGE), western blot. and hgud
chromatography-mass spectrometry/'mass spectrometry (LC-MS/MS). The FBP
levels in breast milk and serum folate levels in infants were measured using the
ELISA method.

Results: Folate-binding protein was solated from breast milk using a tiered salting-
out method starting from 43%,, 75%, to 95%. The purnification of FBP was achieved
through ion exchange chromatography and affinity chromatography. SDS-PAGE
and western blot analyses showed that FBP from breast milk had a single band that
nearly aligned with the 37 kDa marker. Based on LC-MS5/MS results, FBP from
breast milk had a sequence of approximately 257 amino acids. Spearman
correlation tests between the levels of FBP in breast malk and the serum folate levels
in infants showed a p-value of 0.230 and an r-value of 0.222.

Conclusion: The folate-binding protein from breast milk has a molecular weight of
approximately 37 kDa and consists of 257 amino acids. Additionally, this folate-
binding protein from breast milk does not correlate with the serum folate levels of
exclusively breastfed infanis.

Keywords: Breast milk, folate, folate binding protein.
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Asam folat memuliki peran untuk pertumbuhan dan perkembangan. Peran utama
asam folat dalam tubuh adalah sebagai koenzim vang terlibat dalam metabolisme
nukleotida dan asam amno, yang sangat penting untuk pertumbuhan dan
perkembangan, terutama pada ofak dan sistem saraf bayi. Defisiens: asam folat
berhubungan dengan berbagai masalzh kesehatan seperti cacal tabung saraf, anemia
megaloblashik, dan beberapa kelainan kongenital. Sementara 1tu, ada juga nsiko
kesehatan yang terkait dengan kelebthan asam folat. Oleh karena itu, asam
folat harus berada dalam jumlah vang optimal. Salah satu metode pengukuran asam
folat serum yang menawarkan potensi efisien dan tepat adalah enzyme binding
protein assay (EPBA). Metode ini menggunakan protein ikat folat {PIF). Salah satu
sumber protein 1kat folat adalah ASL Protemn ikat folat dalam AS| diduga berperan
dalam transporiasi asam folal dan membantu penyerapan asam folat pada bayi
Penelitian ini bertujuan untuk untuk mengetahu karakteristik protein ikat folat dan
AS] dan hubungannya dengan kadar asam folat serum bayi ASI eksklusif.

Penelitian mi adalah penelitian ekspenmental laboratorium untuk mengisolasy,
memumikan, dan menentukan karakienistik proteimn ikat folat dari A5 Penelitian
ini juga melakukan pengembangan metode pengukuran kadar asam folat serum
dengan PIF yang diisolasi dari ASL Penelitian analisis komparatif digunokan untuk
mengetahun perbedaan kadar asam folat yang diukur dengan metode EPBA dan

ELISA. Penelitian anahisis korelatif digunakan untuk menilai hubungan antara
kadar PIF dalam ASI dan kador asam folal serum bayi ASI eksklusif. Penelitian

dilakukan di Laboratornum Bioteknolopn dan Laboratorium Kimsa Dasar
Kedokteran, Fakultas Kedokteran, Universitas Smwijaya, dan Maret 2023 -
Oktober 2024

Isotasi dan purifikasi PIF dilakukan dan sampel ASI {0 mL. Dalam penelifian,
PIF dapat diisolasi dengan metode salting oui secara bertingkat menggunakan
amonium sulfat konsentrasi 45%, 75% sampai 95%. Punfikasi PIF dengan
kromatografi pertukaran on mendapatkan adanya tiga puncak. yvakni puncak
Puncak 1, Il dan 11l DEAE Endapan I1. Protein ikat folat diduga ada pada puncak
L. Punfikasi PIF dengan kromatografi afinitas mendapatkan adanya dua puncak
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yakni Puncak 1.2 AF Endapan [l dan Puncak I1 AF Endapan II. Puncak kedua mi
adalah protemn ikat folat.

Kemumian PIF hasil isolasi dikonfirmasi dengan adanya satu pita pada sodium
dodecyl sulphate polvacrylamide wel electropharesis (SDS-PAGE) dan western
Blot. Poda SDS-PAGE dan western blot, PIF menunjukkan pita yang hampir sejajar
dengan pita 37 kDa pada marker. Hasil wuji fliguid chromatography-mass
spectrometry/mass spectrometry (LC-MS/MS) terhadap pita tersebut menunjukkan
adanya sekuens dengan panjang sekitar 257 asam amino. Protein ikat folat dan ASI
dapat mengikat asam folatl secara in vitro dengan perbandingan 1:1 mol. Pengikatan
asam folat oleh PIF dipengarubi oleh derajal keasaman dan asetilasi atou reduksi
terhadap asam ammo tertentu, tetapi hidak dipengaruhi keberadaan jon kalsum.

Protein tkat folat dan ASI dapat digunakan dalam metode EPBA untuk mengukur
kadar asam folat serum. Uji presisi metode tersebut menunjukkan nilai standar
deviasi relatif 4,17 dan 9,81 (<10%%), dan uji akurasinya menunjukkan nilai 83.4%-
106,9% (80-120%%). Metode EPBA mampu mengukur kadar asam folat serum
dengan nilai yang lebih tingpi dibandingkon dengan ELISA (p<0,05).

Dalam penelitian ini, dari 30 subjek penelitian didapatkan rerata kadar PIF ASI
adalah 32,74+15.9 np/mL dan rerata kadar asam folat serum bayi adalah 10,3266
ng/ml. Hasil uji korelasi Spearman antara kadar kadar PIF ASI dan kadar asam folat
serum bayl menunjukkan nilai p=0.230 (p=0,05) dan mlai =0,226. Nilai tersebut
mempetlihatkan bahwa korelasi antara kadar PIF AS] dan kadar asam folat serum bayi
tidak bermakmna.

Dengan demikian dapat disimpulkan bahwa PIF dapat diisolasi dan punfikasi dari AS]
dengan metode salting owt bertingkat, kromatogmfi pertukaran ion, dan kromatograh
afinitas. Protein ikat folat dari AS] memiliki beral molekul sekitar 37 kDa, dan mampu
mengikal asam folat dengan perbandingan |:1 mol. Protemn ikat folat dan ASI dapat
digunakan dalam metode EPBA untuk mengukur kadar asam folat serum. Namun, tidak
ada korelas: antara kadar PIF ASI dan kadar asam folat serum bayi ASI eksklusif.

Kata kunci: Asam folat, ASL protein ikat folat,
Kepustakaan: 162 (20]12-2024)
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SUMMARY

PURIFICATION OF FOLATE BINDING PROTEIN (FBP) IN BREAST MILK
AND THE RELATIONSHIP BETWEEN FBP LEVELS IN BREAST MILK AND
FOLATE LEVELS IN EXCLUSIVELY BREASTFED INFANTS

Scientific Thesis in the form of a Dissertation, December 2024
Subandrate; Supervised by Mgs. Irsan Saleh, Dwirimi Retno Gunarti, Hermansyah

Doctoral Program of Biomedical Sciences. Faculty of Medicine, Universitas
Sriwijaya

xxiii + 183 pages, 30 figures, |8 tables, 22 appendices

Folate plays a entical role in growth and development. Its primary function in the
body is as a coenzyme involved in nucleotide and amino acid metabolism, which is
particularly important for the growth and development of the brain and nervous
system 1n infants. Folate deficiency is associated with vanous health issues such as
neural tube defects, megaloblastic anemia, and several congenital disorders.
Conversely, excessive folate intake also poses health nsks. Therefore, mamtaining
optimal levels of folate is essential. One method for measuring serum folate that
offers efficient and accurate potential 15 the enzyme binding protemn assay (EPBA).
This method utilizes folate-binding protein, one source of which is breast milk.
Folate-binding protein in breast milk is believed to facilitate the transport and
absorption of folate in infants. This study aims to determine the charactenstics of
folate-binding protein from breast milk and its relationship with serum folate levels
in exclusively breastfed infants,

This research was a laboratory expenmental study mimed at 1solating, purifying, and
charactenzing folate-binding profein from breast milk. The study also involved the
development of a serum folate measurement method using FBP isolated from breast
milk. A comparative analysis was conducted to determine differences in serum
folate levels measured by the enzyme protein binding assay and ELISA. A
correlational analysis was performed to assess the relabonship between FBP levels
m breast milk and serum folate levels mn exclusively breastfed infanis. The study
was conducted at the Biotechnology Laboratory, and Basic Medical Chemistry
Laboratory, Faculty of Medicine, Umiversitas Snwijaya, from March 2023 to
Ovctober 2024,

Isolation and punfication of FBP were performed from a 1000 mL sample of breast
milk. The FBP was isolated using a stepwise saltmg out method with ammonium
sulfate concentrations of 43%, 75%, and 93%. Punfication via ion exchange
chromatography revealed three peaks: Peaks 1, 11 and 111 DEAE Pellet I1. Folate-
binding protem 1s suspected to be present at Peak [I. Affinity chromatography
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purtfication produced two peaks: Peak 1.2 of AF Pellet 1l and Peak II of AF Pellet
11, with the second peak being the FBP.

The punty of the isolated FBP was confirmed by the presence of a single band in
sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and
western blot analysis. The FBP exhibited a band nearly aligning with the 37 kDa
marker. Ligud chromatography-mass spectrometry/mass spectrometry (LC-
MS/MS) analysis of this band revealed a sequence of approximately 257 amino
acids. The folate-binding protein from breast milk can bind folate in vitro at a molar
ratio of 1:1. Folate binding by FBP 15 influenced by pH and acetylation or reduction
of specific amino acids but 15 not affected by the presence of calcium ions.

The folate-binding protein from breast milk can be utilized in the EPBA method for
measuring serum folate levels. Precision testing of this method showed relative
standard deviation values of 4.17 and 9.8] (<10%), and accuracy testing yielded
values of 83.4%-106.9% (R0-120%). The EFBA method demonstrated higher
serum folate measurements compared to ELISA (p<(.053).

In this study, among 30 subjects, the average FBP level in breast milk was
32.74+159 ng/mL, and the average serum folate level in infants was 10366
ng/mL. Spearman comrelation testing between FBP levels in breast milk and serum
folate levels i infants yielded a p-value of 0230 (p=0.05) and an r-value of 0.226
{weak). This indicates that the correlation between FBP levels in breast milk and
serum folate levels in exclusively breastfed infants i1s not stahistically significant.

In conclusion, FBP can be isolated and purified from breast milk using stepwise
salting out, ion exchange chromatography. and affinity chromatography methods.
The folate-binding protein from breast milk has a molecular weight of
approximately 37 kDa and 1s capable of binding folate at a 1:1 molar ratio. Folate-
binding protein from breast milk can be used in the EPBA method to measure serum

folate levels. However, no correlation was found between FBP levels in breast milk
and serum folate levels in exclusively breastfed infants.

Keywords: Breast milk. folate, folate binding protem.
Citation: 162 (20]2-2024)
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hidayah. dan mayah-Nya yvang melimpah sehingga penulis dapat menyelesaikan
penelitian dan penuhisan disertasi yang beudul “Punfikasi Protein Ikat Folat {PIF)
dalam ASI dan Hubungan Kadar PIF AS] dengan Kadar Asam Folal Bayi ASI
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Asam folat merupakan salah satu jenis vitamin B. Sumber asam folat adalah
jeruk, susu, dan hati.'” Peran ssam folat dalam tubuh adalah sebagai koenzim
dalam metabolisme, Dalam metabolisme mnokleotida dun asam  amino,
tetrahidrofolat (THF) mendonorkan gugus meteml atau formil dan gugus mehl.
Pada bayi keberadnan asam folat penting untuk pertumbuhan dan perkembangan
terutama pada otak dan sistem samaf.’™

Prevalensi defisiensi asam folat di dumia masih cukup tingg. Pada negara
maju prevalensi defisiensi asam folat kurang dan 3%, tetapi pada negarma
berkembang lebih dan 20%." Penelitian di Meksiko pada tahun 2012 menunjukkan
bahwa prevalensi defisiensi asam folat pada anak berumur 1-6 tahum adalah sekitar
3.2%." Sementara penelitian tahun 2022 di Guatemala memperiihatkan bahwa
prevalensi defisiensi asam folat pada anak-snak prasekolsh adalah 33.5%.° Di
Indonesia, belum ditemukan data prevalensi defisiensi asam folat pada anak-anak.

Defisiensi asam tolat telah dikaitkan dengan berbagai penyakit seperti newral
fube defect. anemia megaloblastik, beberapa kelainan kongenital, atau penyakit
kardiovaskuler ~*'"" Sementarn itu, kelebihan asam folat juga menimbulkan
masalah kesehatan. Fortifikasi asam folat berhasil mengurangi newral tube defect
atau mnemia megn]uh]nsti.k.l'""” Wamun, datn dan Scientific Advisory Committes
o Nutrition (SACN) menunjukkan bahwa fortifikasi asam folat memimbulkan
dampak buruk seperti meningkatkan nistko keguguran, nisiko kanker prostat, risiko
penurunan fungsi kognitif dan nsiko kerusakan hepar. 131415

Menurut WHO kadar asam folat normal dalam serum adalah 6-20 ng/mL. "™
Untuk menjaga kadar asam folal dalam darah diperluknn diet atau suplementasi
asam folat yang tepat.**'"'* Asam folat dibutuhkan dalam jumlah yang optimal.'”
Kekurangan dan kelebihan asam folat telah diduga dan diketahw berkaitan dengan
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beberapa gangguan kesehatan.™'" Oleh karena itu, periu diketabu cara yang
efektf, efisien, dan akurat dalam menentukan kadar asam folat serum,

Saal ini pengukuran asam folat serum dengan metode mikrobiologi masih
menjadi baku emas.'*! Metode lain pengukuran asam folat adalah redioassay,
high pevfarmance liguid chromatography (HPLC), encvme-finked immunosorbent

IRILIS

assay (ELISA) atau menggunakan ewzyme binding protein assay (EFBA).
Metode EPBA mempakan metode baru dalam pemeriksaan asam folat. Pada
metode ini digunakan protein ikat folat (PIF) sebagai pendeteksi asam folat dalam
sampel 12429

Metode EPBA telah digunakan dalam analisis kadar folat dalam makanan,
tetapt belum digunakan untuk mengukur kadar folat serum. Ada perbedaan bentuk
folat dalam makanan dan serum. Dalam makanan, bentuk folat adalah poliglstamat.
sedangkan dalam serum bentuk folat adalah monoglutamat dengan berbagai bentuk
reduksinya. Oleh karena itu, pemanfaatan metode ini dalam pengukuran asam folat
serum merupakan tantangan baru. "4 Metode pemeriksaan EPBA diharapkan
memiliki  keunggulan metode pemeriksaan  melipuh  kemudshan  proses
pemeriksaan, murah, waktu yang cepat, tidak berbahaya, spesifik dan sensitif serta
cocok untuk semua bentuk folat. '+

Pada umumnya, metode EPBA menggunakan PIF dan susu sapi. Pada tahun
2008, Sadikin et /. menggunakan PIF belum murni dan susu sapi dan pada tahun
2019, Budiman e+ of. menggunakan PIF murmi dan susu sapi untuk mengukur kadar
asam folat serum. Belum ada laporan penggunaan PIF dan AS] untuk pengukuran
asam folal serum. Padahal, keminpan PIF dan ASI dan susu sapi diduga hanya di
bawah 80%%.** Oleh karena itu, penggunaan PIF dari ASI diharapkan memberikan
hasil yang lebih baik dalam pengukuran kadar asam folat serum.

Protein tkat folat merupakan salah satu protein yang terdapat dalam ASL
Reratn Kadar PIF dalam ASI adalah sekitar 180-250 nmol/L. Kadar PIF dalam ASI
diperkirakan menurun seiring dengan  peningkatan usia  menyusui YT
Karaktenstik, berast molekul dan struktur, PIF dari ASI belum dibahas secam
terperinei. Para peneliti hanya menyebut beberapa perannya. Keberadaan PIF dalam
AS| penting untuk menjamin ketersediaan asam folat dalam tubuh. Sebagian besar
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PIF berperan untuk transportasi folat di membran sel. dan sebagian kecilnya sebagai
pengangkut folat serum. """

Pada bay. keberndzan PIF dalam ASI dibutuhkan untuk membantu
penyerapan asam folat di intestinum. Bayi AS1 eksklusif hanya mendapatkan asam
folat dari ASI sehingga keberadaan PIF dalam ASI sangat dibutuhkan. "% Belum
ditemukan data yang memperlihatkan hubungan langsung antara kadar PIF dalam
ASI dengan kadar asam folat serum bayi. Beberapa penelitan hanya menunjukkan
rafa-rata kadar asam folat serum bayi di beberapa negara seperti di Pantar Gading
2.6 ng/ml, di Vietnam 7,7 ng'mL, di Uzbekistan 5.2 ng/mL." di Indonesia™ 19,03
ng/mL dan di Jerman™ 17,7 ng/mL. Seperti kadar PIF, kadar asam folal bayi
mengalami penurunan berangsur-angsur setelah fase menyusu.™

Karakienistik PIF AS] sampai ssat im belum dilaporkan, sehingea metode
EPBA menggunakan PIF ASI belum pernah dikembangkan untuk pengukuran
kadar asam folat serum. Adanya dugasn bahwa PIF berperan dalam membantu
penyerapan asam folat di mtestmum bayi, dan belum adanyva penelition yang
melihat hubungan PIF AS] dengan asam folat serum bayi. Dengon demikian, perlu
dilakukan penelitian tentang punfikas PIF dalam ASI dan hubungan kadar PIF ASI
dengan kadar asam folat seram bayr ASI eksklusif.

1.1 Rumusan Masalah
Rumusan masalah dalam penelittan im adalah

|. Bagaimana cara mengisolasi dan memurnikan PIF dan ASI?

2. Bagaimana karakteristik PIF dan ASI?

3. Bapaimana mengembangkan metode pengukuran kadar asam folat serum dan
PIF ASI?

4. Bagaimana hubungan kadar PIF dalam AS] dengan kadar asam folat serum
bayi yang diben ASI eksklusif?
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1.3 Tujusn Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum

Tujpuan umum penelitian ini adalah untuk mengetaln karaktenstik protemn
tkat folat dan AS] dan hubungannya dengan kadar asam folat serum bayi ASI
eksklusif.

1.3.2 Tujuan Khusus
Tujuan khusus penelitian i adalah,
.  Menmsolasi dan memumikan PIF dan ASL
Menentukan karakteristik PIF dan ASL
Mengembangkan metode pengukuran asam folat dan PIF,
Menganalisis hubungan antara kadar PIF dalam AS| dan kadar asam folat

P Rk cpd

serum pada bayi.

1.4 Hipotesis Penelltian

Penelitian mengenai eksplorasi protemn tkal folat dalam ASI merupakan
penelitian deskriptif sehingga tidok memerlukan hipotesis penelitian. Sedangkan
penelitian mengenal hubungan antara kadar PIF dalam ASI dan kadar folat serum
pada bayr merupakan penelitian analibk, sehinggas memliki hipotesis yakm
terdapat korelasi antara kadar antara PIF dalam ASI dengan kadar folat serum pada
bayi ASI eksklusif.

1.5 Manfaat Penelitian
1.5.1 Manfanat Teoritis

Hasil penelitian imi diharapkan memberikan informasi teontis mengendi
karaktenistik PIF dan ASIl meliputi berat molekul, daya ikat, rantm asam amino,
kadar dan kemampuan mengukur asam folat serum. Selain itu, hasil penelitian 1m
diharapkan dapat menjadi rujukan dalam isolasi dan purifikasi PIF khususnya dan
protein umumnya. Penelitian i juga dapat membenkan informasi awal mengenai

hubungan PIF ASI dan kadar asam folat bayi.
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1.5.2 Manfaat Praktis

Hasil penelitian im diharapkan memberikan salah satu alternatif metode
pengukuran asam folat dan PIF dalam ASlserum. Hasil peneliian ini juga
diharapkan dapat dikembangkan menjadi pengukuran asam folat dan PIF serum
dengan cara vang mudah, murah, akurat dan sensitivitas yvang tinggi sehingga dapat
digunakan dalam keperluan yang lebih luas dalam pelayanan kesehatan masyarakat.
Selamn itu, hasil penelitian i juga diharapkan memben mformasi pada masyarakat
mengenal manfaat pembenan ASI bagi kadar asam folat bayi.
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