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Abstrak

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui Kecap ikan merupakan produk bahan makanan
hasil olahan melalui proses fermentasi yang dibuat dari ikan maupun limbah ikan. Protease
merupakan enzim yang berfungsi menghidrolisis ikatan peptida menjadi oligopeptida dan asam
amino. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas dan karakteristik protease dalam
kecap ikan. Uji aktivitas protease dilakukan dengan menggunakan metode Anson. Karakterisasi
protease dilakukan terhadap parameter suhu, pH, serta pengaruh ion logam dan pelarut organik.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa aktivitas protease kecap ikan adalah sebesar 5381,34 U/mL,
sedangkan aktivitas spesifiknya adalah 4,99 U/mg. Suhu 80 0C menunjukkan aktivitas protease
tertinggi sebesar 4981,41 U/mL. pH optimum diperoleh pada pH 6 sebesar 5381,34 U/mL. Ion
logam Mn2+ serta pelarut organik n-heksana, mampu meningkatkan aktivitas protease. Selain
itu, protease kecap ikan menunjukkan kestabilan dalam rentang suhu 30 0C sampai 80 0OC
sedangkan kestabilan pH ditunjukan pada rentang pH 3 sampai pH 10.

Kata kunci : kecap ikan; protease; uji aktivitas; metode anson.

Characterization of Protease from Commercial Fish Sauce

Abstract

Fish sauce is a food product that is processed through a fermentation process made from fish and
fish waste. Protease is an enzyme that functions to hydrolyze peptide bonds into oligopeptides
and amino acids. The purpose of this study was to determine the activity and characteristics of
proteases in fish sauce. The protease activity test was carried out using the Anson method. The
protease characterization was carried out on the parameters of temperature, pH, and the effect
of metal ions and organic solvents. The results showed that the protease activity of fish sauce
was 5381.34 U/mL, while the specific activity was 4.99 U/mg. A temperature of 80 0C showed
the highest protease activity of 4981.41 U/mL. The optimum pH was obtained at pH 6 of 5381.34
U/mL. The metal ion Mn2+ and the organic solvent n-hexane were able to increase protease
activity. In addition, the fish sauce protease showed stability in the temperature range of 30 0C
to 80 OC while the pH stability was shown in the pH range of 3 to pH 10.

Keywords : fish sauce; proteases,; activity test; anson method.
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PENDAHULUAN

Dua pertiga wilayah Indonesia berupa lautan, sehingga Indonesia disebut negara
kepulauan. Dengan kondisi geografis ini, Indonesia memiliki potensi perikanan yang
cukup besar. Sumber daya perikanan melimpah perlu adanya diversifikasi pengolahan
ikan yang dapat menghasilkan nilai tambah. Ikan merupakan salah satu bagian dalam
sektor perikanan yang kaya protein dan banyak dikonsumsi masyarakat karena mudah
didapat dan harganya pun relatif murah. Karena sifat fisik ikan cepat mengalami
pembusukan, maka perlu dilakukan pengawetan dan pengolahan, salah satunya adalah
melalui proses fermentasi.

Kecap ikan merupakan produk bahan makanan hasil olahan melalui proses
fermentasi yang dibuat dari ikan maupun limbah ikan. Kecap ikan berupa cairan
berwarna coklat bening hasil hidrolisis dari ikan yang diberi tambahan garam. Ada
beberapa kandungan yang ada dalam kecap ikan, salah satunya kandungan gizi
misalnya karbohidrat, lemak, protein, mineral, vitamin, dan serat. (Husma et al., 2019).
Produk ini biasanya digunakan sebagai penguat rasa atau pengganti garam pada
beberapa masakan, (Park et al., 2000). Selain itu, kecap ikan mempunyai rasa dan bau
yang khas yang diyakini merupakan hasil aktivitas protease (Peralta et al., 2005).

Protease merupakan enzim yang berfungsi menghidrolisis ikatan peptida menjadi
oligopeptida dan asam amino. Protease merupakan salah satu enzim industri yang
paling penting dan memiliki nilai komersial mencapai 60% dari total penjualan enzim
seluruh dunia serta banyak digunakan dalam industri pengolahan makanan, detergen
dan farmasi (Uyar et al., 2011). Protease memegang peran utama didalam banyak
fungsi hayati, mulai dari tingkat sel, organ sampai organisme, vyaitu dalam
melangsungkan reaksi metabolisme, fungsi regulasi dan reaksi-reaksi yang
menghasilkan sistem berantai untuk menjaga homeostatis normal maupun kondisi
patofisiologis abnormal serta proses kematian sel terencana (Rao at al/, 1998).

Beberapa penelitian menunjukan adanya aktivitas protease dari mikroorganisme
yang diisolasi dari produk pangan laut terfermentasi seperti dalam terasi udang
(Kumaunang et al., 2019; Udomsil et al., 2005), udang air tawar (Sriket et al., 2011),
dan pada kecap ikan (Udomsil et al., 2010).

Berdasarkan uraian di atas maka peneliti tertarik untuk meneliti aktivitas dan
karakterisistik enzim protease dalam kecap ikan.

METODOLOGI PENELITIAN

Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan selama 4 bulan di Laboratorium Kimia Lanjut dan
Laboratorium Farmasi Lanjut Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam,
Universitas Sam Ratulangi, Manado.

Alat dan Bahan

Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah batang pengaduk, blender, kertas
saring, erlenmeyer, gelas piala, gelas ukur, labu takar, pengaduk magnet, pH meter,
pipet mikro, pipet tetes, sentrifus, sudip, tabung reaksi, termometer, timbangan digital,
vortex, water bath, spektrofotometer UV-VIS.

Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah kecap ikan komersial, aquades,
Bovine Serum Albumin (BSA), buffer Na-Fosfat 0,1 M, buffer NaHCO3-NaOH 0,1 M,
Ethylene Diamine Tetra-Acetic Acid (EDTA), Bovine Serum Albumin (BSA), larutan Folin
Ciocalteu, larutan kasein 0,65 %, larutan Na2CO3 500 mM, NaCl, reagen Bradford,
Trichloroacetic Acid (TCA) 10%, tirosin.
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Prosedur Penelitian

Preparasi sampel

Sebanyak 1 mL sampel kecap ikan ditambahkan masing-masing dengan 9 mL larutan
NaCl dan didiamkan selama 2 jam, setelah itu campuran disaring dengan kertas saring,
kemudian disentrifugasi selama 5 menit pada kecepatan 3000 rpm hingga terbentuk
dua lapisan yaitu supernatan dan residu. Selanjutnya supernatan yang didapatkan
digunakan sebagai ekstrak protease.

Ekstraksi Kulit Buah Pangi

Sebanyak 750 g kulit buah pangi diekstraksi dengan cara maserasi menggunakan
etanol sebanyak 1200 mL selama 3 x 24 jam. Selanjutnya disaring dan dipekatkan
filtrathnya dengan menggunakan rotary vacuum evaporator. Ekstrak kental yang
diperoleh dimasukkan dalam oven pada suhu 40°C selama 2 hari.

Uji Aktivitas Protease

Uji aktivitas enzim protease dilakukan dengan menggunakan metode Anson yang
dimodifikasi (Cupp-Enyard, 2008). Sebanyak 65 pL larutan kasein 0,65% (b/v)
dicampurkan dengan ekstrak enzim sebanyak 13 pyL kemudian divortex dan diinkubasi
pada temperatur ruang selama 10 menit. Ke dalam campuran ditambahkan 65 pL TCA
10% (b/v), kemudian divorteks dan diinkubasi selama 20 menit, lalu divorteks kembali
selama 10 menit. Selanjutnya 125 pL dari campuran dipindahkan ke tabung yang baru
dan ditambahkan 313 pL larutan Na2CO3 500 mM dan 63 pL larutan Folin Ciocalteu
50%, kemudian divorteks kembali, dan diinkubasi dalam ruang gelap selama 30 menit.
Selanjutnya ditambahkan 2.500 pL akuades kemudian divorteks. Larutan dibaca
absorbansinya pada 660 nm. Sebagai standar digunakan tirosin dalam berbagai
konsentrasi (0, 10, 20, 50 dan 100 pg/mL). Aktivitas protease (U/mL) dinyatakan dalam
unit aktivitas yaitu satu unit (U) menunjukkan jumlah enzim yang dapat menghidrolisis
substrat dan menghasilkan warna setara dengan 1 pmol produk tirosin setiap menit
pada kondisi percobaan.

Selanjutnya aktivitas enzim protease dapat ditentukan dengan rumus sebagai
berikut:

Unit/mL= (umol tirosinxvolume reaksi)/(volume sampel xwaktu inkubasi xvolume uji)

Keterangan:
Unit/mL : aktivitas enzim
Volume reaksi : volume total reaksi (enzim, kasein, TCA) (mL)

Penentuan Kadar Protein

Pembuatan kurva standar protein dilakukan dengan mengikuti metode Bradford
(1976) menggunakan Bovine Serum Albumin (BSA) sebagai protein standar. Larutan
stok protein BSA 1 mg/mL dibuat dengan mencampurkan sebanyak 0,1 g BSA
dilarutkan ke dalam akuades steril sebanyak 100 mL. Konsentrasi protein BSA
selanjutnya dibuat dari 0 sampai 1.000 yg/mL dari larutan stok protein BSA 1 mg/mL
hingga diperoleh konsentrasi 0; 125; 250; 500; 750 dan 1.000 pg/mL. Pengukuran
konsentrasi protein dilakukan dengan mengambil sebanyak 0,1 mL dari masing-masing
konsentrasi standar protein BSA kemudian ditambah dengan 0,5 mL reagen Bradford.
Campuran diinkubasi pada suhu kamar selama 30 menit. Selanjutnya ditambahkan
2.400 pL akuades kemudian divorteks, nilai absorbansinya dibaca pada panjang
gelombang 595 nm. Blanko yang digunakan adalah konsentrasi standar protein BSA 0
pg/mL (tanpa BSA). Kurva standar protein BSA diperoleh dengan menentukan
hubungan konsentrasi protein BSA dengan nilai absorbansi (A=595 nm).

Kadar protein sampel dilakukan dengan cara yang sama, yaitu sebanyak 0,1 mL
ekstrak enzim ditambahkan dengan 0,5 mL reagen Bradford, diinkubasi selama 30
menit pada suhu kamar. Selanjutnya ditambahkan 2.400 uL akuades kemudian
divorteks dan dibaca absorbansinya pada 595 nm.

Penentuan Aktivitas Spesifik Protease
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Aktivitas spesifik enzim protease (U/ug) ditentukan melalui perbandingan aktivitas
protease dalam setiap bobot protease terhadap kadar protein (Sugioyono et al., 2003).

Karakterisasi Protease
Penentuan Suhu Optimum dan Stabilitas Protease pada Berbagai suhu

Penentuan pengaruh suhu terhadap aktivitas protease ditentukan pada varietas suhu
yaitu 30, 40, 50, 60, 70, dan 80 oC dengan larutan substrat kasein 0,65% (b/v).
Prosedur pengujian aktivitas protease pada berbagai suhu dilakukan dengan prosedur
yang sama dengan pengukuran aktivitas protease menggunakan metode Anson yang
dimodifikasi.

Stabilitas protease pada berbagai suhu diukur dengan cara sebagai berikut: ekstrak
enzim diinkubasi dengan larutan substrat kasein 0,65% (b/v) selama 60 menit, pada
berbagai suhu (30, 40, 50, 60, 70, dan 80 oC). Setelah inkubasi, ekstrak enzim diukur
aktivitasnya menggunakan metode Anson yang dimodifikasi.

Penentuan pH Optimum dan Stabilitas Protease pada Berbagai pH

Penentuan pH optimum ekstrak protease ditentukan pada kisaran pH 3-10, pada
suhu 30 oC, dengan larutan substrat kasein 0,65% (b/v). Untuk mengatur pH ekstrak
digunakan HCI 0,1 M dan NaOH 0,1 M. Prosedur penentuan aktivitas protease pada
variasi pH dilakukan dengan prosedur yang sama dengan penentuan aktivitas protease
menggunakan metode Anson yang dimodifikasi.

Stabilitas protease pada berbagai pH diukur dengan cara sebagai berikut: ekstrak
enzim dengan larutan substrat kasein 0,65% (b/v) diinkubasi selama 60 menit pada
berbagai pH (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, dan 10). Setelah inkubasi, ekstrak enzim diukur
aktivitasnya menggunakan metode Anson yang dimodifikasi.

Pengaruh Ion Logam

Pengaruh ion logam terhadap aktivitas protease ditentukan dengan cara
menambahkan ion logam ke dalam larutan sampel saat uji aktivitas pada suhu 30 oC
dan pH 6. Larutan ion logam yang digunakan adalah 10 mM larutan Co2+, Cu2+, Fe2+,
Mn2+, dan Zn2+. Selanjutnya diuji aktivitasnya menggunakan metode Anson yang
dimodifikasi.

Pengaruh Pelarut Organik

Pengaruh pelarut organik terhadap aktivitas protease ditentukan dengan cara
menambahkan pelarut organik ke dalam larutan sampel saat uji aktivitas pada suhu 30
oC dan pH 6. Larutan yang digunakan adalah etanol, etil asetat, n-heksan, dan
petroleum eter. Selanjutnya diuji aktivitasnya menggunakan metode Anson yang
dimodifikasi.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Uji Aktivitas

Menurut Briani et al., (2014), pengukuran aktivitas protease bertujuan untuk
mengetahui berapa banyak enzim protease pada kecap ikan. Hal tersebut sesuai yang
dinyatakan Simanjorang et al., (2012), bahwa penambahan enzim protease pada kecap
ikan dapat terjadinya peningkatan kadar air oleh adanya perombakan-perombakan
yang terjadi selama proses hidrolisis. Dalam penelitian uji aktivitas dan karakterisasi
protease, digunakan tiga jenis kecap ikan (KL, RG, dan IM). Pada Tabel 1. dapat dilihat
aktivitas protease tertinggi pada kecap ikan KL sebesar 5381,34 karena aktivitas
protease tertinggi terdapat pada kecap ikan KL, maka untuk pengujian selanjutnya
menggunakan kecap ikan KL.

Penentuan kadar protein dan aktivitas spesifik enzim protease pada kecap
ikan
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Aktivitas spesifik enzim diperoleh dengan membandingkan unit aktivitas enzim
dengan kadar protein dari tiap-tiap enzim. Aktivitas spesifik menyatakan jumlah unit
enzim per mg protein atau besarnya aktivitas enzim per jumlah protein yang
terkandung dalam campuran enzim yang diuji. Aktivitas spesifik enzim protease yang
di peroleh pada penelitian ini adalah 4,99 U/mL. Aktivitas spesifik enzim menunjukan
kemurnian suatu enzim. Semakin tinggi aktivitas spesifik enzim, maka semakin tinggi
pula tingkat kemurnian enzim tersebut. Hal ini disebabkan kahilangan protein nonenzim
pada beberapa tahap pemisahan yang dilalui dalam pemurnian enzim (Wijaya, 2002).

Pengaruh suhu terhadap aktivitas enzim protease pada kecap ikan

Uji pengaruh suhu terhadap aktivitas enzim dilakukan untuk mengetahui kondisi
optimum enzim dalam mendegradasi substrat. Setiap enzim memiliki aktivitas
maksimum pada suhu tertentu, aktivitas enzim akan semakin meningkat dengan
bertambahnya suhu sehingga suhu optimum tercapai. Kenaikan suhu di atas suhu
optimum akan menyebabkan aktivitas enzim menurun (Beahaki, 2008).
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Gambar 1. Pengaruh suhu terhadap aktivitas protease pada kecap ikan

Aktivitas enzim optimum pada suhu 30 0C dengan aktivitas 4703,32 U/mL sedangkan
pada suhu 40 0C sampai 50 oC terjadi penurunan, aktivitas enzim secara berurutan
sebesar 4660,82 U/mL dan 4206,33 U/mL. Rendahnya aktivitas enzim pada kedua
temperatur tersebut dibandingkan temperatur optimum, disebabkan rendahnya energi
aktivasi yang tersedia. Temperatur lingkungan yang meningkat di sekitar enzim akan
menyebabkan putusnya ikatan hidrogen, ikatan ion sehingga struktur tersier enzim
berubah, yang menyebabkan struktur lipatan enzim membuka pada bagian permukaan
sehingga sisi aktif enzim berubah mengakibatkan terjadi penurunan aktivitas enzim
(Whitaker, 1994).

Berdasarkan Gambar 1, pada suhu 60 oC sampai 80 OC terjadi kenaikan, aktivitas enzim
sebesar 4736,51 U/mL, 4525,83 U/mL, dan 4981,41 U/mL. Kenaikan temperatur yang
lebih tinggi dapat merusak struktur enzim sehingga fungsi kerja enzim dapat berkurang
(Pakpahan, 2009).

Stabilitas enzim protease pada berbagai suhu
Temperatur sangat erat berhubungan dengan energi aktivitas dan kestabilan enzim.

Peningkatan temperatur dapat menyebabkan peningkatan kecepatan reaksi dan secara
bersamaan meningkatkan kecepatan inaktivasi enzim (Stauffer, 1989).
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Gambar 2. Pengaruh suhu terhadap stabilitas protease

Pengaruh pH terhadap aktivitas enzim protease pada kecap ikan

Pada Gambar 2 stabilitas enzim protease terhadap suhu menunjukan bahwa protease
dari kecap ikan ini relatif stabil pada berbagai suhu (30, 40, 50, 60 dan 80) hanya
terjadi penurunan pada suhu70 OC tetapi masih relatif stabil karena kestabilannya
mencapai diatas 80 %. Apabila dilihat dari keadaan diatas, maka enzim protease dari
kecap ikan memiliki daya tahan yang cukup tinggi terhadap panas. Menurut Naz (2002).

pH berpengaruh terhadap kecepatan aktivitas enzim dalam mengkatalis suatu reaksi.
Hal ini disebabkan konsentrasi ion hidrogen mempengaruhi struktur dimensi enzim dan
aktivitasnya. Setiap enzim memiliki pH optimum di mana pada pH tersebut struktur tiga
dimensinya paling kondusif dalam mengikat substrat.

Dapat dilihat pada Gambar 3 menunjukan pH optimum 6,0 yaitu sebesar 5381,34 u/mL.
Penurunan aktivitas enzim dari pH 8,0 sampai pH 9,0 sebesar 4079,69 u/mL dan
3800,45 u/mL. Menurut Mueda (2015), adanya penurunan pH disebabkan
meningkatnya produksi asam organik terutama asam laktat.
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Gambar 3. Pengaruh pH terhadap aktivitas protease pada kecap ikan
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Kestabilan enzim berhubungan dengan ketahanan enzim dalam mempertahankan
konformasinya terhadap kondisi lingkungan sehingga tidak merubah kedudukan sisi
aktif (Lehninger, 1993). Semakin jauh pH optimum suatu enzim dari kondisi fisiologi
suatu organisme, semakin kurang stabil enzim tersebut. Pada kondisi percobaan
pendapat bahwa enzim lebih stabil pada pH optimumnya tidak selalu benar, karena
aktivitas enzim pada kejenuhan substrat kondisi percobaan tidak sama dengan kondisi
fisiologi alamiahnya. Pada Gambar 4 stabilitas enzim protease terhadap pH menunjukan
bahwa protease dari kecap ikan ini relatif stabil pada berbagai pH (3, 4, 5, 6, 7 dan 10).
Dan mengalami penurunan pada pH 8 sampai 9 tetapi masih relatif stabil karena
kestabilannya mencapai diatas 80 %.
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Gambar 4. Pengaruh stabilitas enzim protease pada berbagai pH
Pengaruh ion logam terhadap aktivitas enzim protease pada kecap ikan

Berdasarkan Gambar 5 menunjukkan aktivitas protease meningkat dengan
penambahan Cu2+, Co2+, Mn2+, Zn2+ dan Fe2+ dimana aktivitas relatif masing-
masing vyaitu sebesar 5022,60, 5144,98, 5626,62, 4784,79, dan 4716,009.
Perhitungannya dapat dilihat pada Lampiran 9. Peningkatan aktivitas relatif protease
oleh Mn2+menunjukkan bahwa ion logam Mn2+berfungsi sebagai aktivator protease
dari kecap ikan. Sedangkan ion logam Fe2+ menurunkan aktivitas residu protease
sebesar 4716,09. Ion logam berperan dalam aktivitas katalitik protease dan stabilitas
konformasi protease (Ogawa et al., 1979). Protease merupakan enzim vyang
mengkatalisis reaksi hidrolisis protein. Pada reaksi hidrolisis protein ion logam yang
berperan sebagai aktivator membentuk ikatan koordinasi dengan residu asam amino
dari protease dan bersifat sebagai akseptor elektron (asam Lewis) sehingga mampu
berinteraksi dengan basa yaitu gugus OH- dari molekul air.
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Pengaruh pelarut organik terhadap aktivitas enzim protease pada kecap ikan

Adanya pelarut organik dihubungkan dengan adanya kenaikan rigiditas molekul enzim
(Russel et al., 1988) yang mana peningkatan rigiditas tersebut akan meningkatkan
stabilitas termal. seperti telah dijelaskan diatas, penggunaan pelarut organik telah
diketahui menyebabkan meningkatnya rigiditas enzim, yang berarti meningkat pula
rigiditas sisi aktif enzim yang bersangkutan. Berdasarkan Gambar 6 menunjukkan
aktivitas protease meningkat dengan penambahan pelarut organik etanol, petroleum
eter, n heksana dan etil asetat dimana aktivitas relatif masing-masing yaitu sebesar
5722,69, 4901,91, 5190,91 dan 4371,21. Peningkatan aktivitas relatif protease oleh n-
heksana menunjukkan bahwa pelarut organik n-heksana sebesar 5190,91 berfungsi
sebagai aktivator protease dari kecap ikan. Sedangkan pelarut organik etil asetat
menurunkan aktivitas residu protease sebesar 4371,21. Adanya peningkatan keaktifan
karena penambahan ion logam tertentu menunjukkan bahwa ion logam diperlukan
sebagai komponen dalam sisi aktif enzim. Mekanisme ion logam dapat memperbesar
aktivitas enzim vyaitu menjadi bagian integral dari sisi aktif, merubah konstanta
kesetimbangan dari reaksi enzimatis, merubah muatan listrik, mengusir ion inhibitor,
menukar ion yang kurang efektif pada sisi aktif enzim atau substrat Pada konsentrasi
tertentu ion logam tertentu dapat bertindak sebagai inhibitor, tetapi dapat juga
bertindak sebagai aktivator pada konsentrasi lain (Richardson et al., 1985).
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Gambar 6. Pengaruh penambahan pelarut organik terhadap aktivitas protease pada
kecap ikan

KESIMPULAN

Ekstrak etanol kulit buah pangi (P. edule Reinw) mengandung flavonoid, saponin,
tanin dan steroid. Fraksi air mengandung flavonoid, saponin, tanin dan triterpenoid.
Fraksi etil asetat mengandung flavonoid, tanin dan steroid. Fraksi n-heksana
mengandung senyawa saponin, tanin dan steroid. Kandungan total fenolik tertinggi
terdapat pada fraksi etil asetat yaitu sebesar 69,65 mg/g diikuti oleh ekstrak etanol
33,65 mg/g, fraksi air 26,4 mg/g dan fraksi n-heksana 16,65 mg/g. Kulit buah pangi (P.
edule Reinw) memiliki aktivitas antioksidan yang kuat hingga sangat kuat. Aktivitas
yang kuat terdapat pada fraksi n-heksana dan fraksi air yakni sebesar 66,365ug/mL
dan 62,419 ug/mL, sedangkan aktivitas antioksidan yang sangat kuat terdapat pada
ekstrak etanol dan fraksi etil asetat yakni sebesar 49,204 pg/mL dan 6,695 pg/mL.
Ekstrak etanol, fraksi air dan fraksi etil asetat kulit buah pangi (P. edule Reinw) memiliki
aktivitas antibakteri tergolong lemah sedangkan pada fraksi n-heksana tidak memiliki
aktivitas antibakteri.
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