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Abstract: Sea products are valuable resources of natural substances such as lipids, polysaccharides, enzymes,

vitamins, and proteins. Fish proteases have been characterized and some purified. Many of these enzymes
display potentially interesting new biochemical properties for biotechnological applications. In this research, we
have found activity of some proteases (alkaline proteinase, cathepsin S and cathepsin D) in muscle tissues of
marine tropical commercial fish species in North Sulawesi (i.e. Epinephelus fuscoguttatus, Caranx ferdau,
Lutjanus malabricus, and Katsuwonus pelamis). All of these fish are economical species with low prices that are
highly consumed by local people©
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Abstrak: Produk yang berasal dari laut merupakan sumberdaya yang kaya akan bahan-bahan alamiah seperti lipida,

polisakarida, enzim, vitamin dan protein. Beberapa enzim protease pada ikan telah diidentifikasi dan dimurnikan.
Banyak dari enzim ini menunjukkan potensi yang penting sebagai bahan biokimia yang baru. Pada penelitian ini,
kami menemukan beberapa jenis protease (alkalin proteinase, katepsin S dan katepsin D) yang aktif pada otot
dari beberapa jenis ikan laut tropis yang komersil di Sulawesi Utara (Epinephelus fuscoguttatus, Caranx ferdau,
Lutjanus malabricus, and Katsuwonus pelamis). Ikan-ikan ini sangat bernilai ekonomis dan sangat digemari oleh

masyarakat lokal©

Kata-kata kunci: enzim; protease; ikan; Sulawesi Utara.
PENDAHULUAN

Enzim protease sangat berperan penting untuk
fungsi-fungsi fisiologi serta proses terjadinya
penyakit pada organisme hidup. Protease dapat
diklasifikasikan menurut enzim acidic protease,
neutral dan alkaline protease, yaitu enzim-enzim
yang aktif pada pH asam, netral, dan pH basa.
Enzim acidic  protease  berperan  dalam
melembutkan daging pada waktu pengolahan, juga
berfungsi dalam proses fermentasi serta sebagai
salah satu komposisi pembersih yang bersifat asam
(Rao et al., 2007).

Enzim neutral dan alkaline protease sangat
baik digunakan dalam detergen serta industri
penyamakan  kulit, karena bersifat ramah
lingkungan (Rao et al., 1998). Penggunaan enzim
alkaline protease dalam industri makanan juga
sangat penting (Kalisz, 1988; Outtrup and Boyce,
1990), demikian pula pada penggunaan sinar X-ray
untuk recovery silver (Fujiwara et al., 1991) dan
beberapa proses bioremediasi. Protease ini juga
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digunakan  untuk industri  farmasi  pada
penyembuhan luka bakar dan luka pada umumnya.
Keterlibatan peran enzim protease dalam siklus
patologi dalam organism hidup menyebabkan
perkembangan yang pesat dalam penggunaan bahan
obat-obatan untuk penyembuhan terutama pada
penyakit-penyakit yang bersifat fatal seperti kanker
dan AIDS (Rao et al., 1998). Penggunaan secara
oral dari beberapa produk enzim protease untuk
pasien luka bakar menunjukkan keadaan di mana
proses kesembuhan menjadi sangat cepat (Bogner
and Snyder, 1962; Shaw, 1969; Tsomides and
Goldberg, 1969).

Studi mengenai enzim alkalin protease pada
ikan subtropis telah dilakukan oleh beberapa ahli
seperti Makinodan et. al. (1982). Pada kesempatan
ini, kami melakukan riset tentang alkalin proteinase
pada beberapa ikan tropis seperti ikan kerapu
macan (Cephalopolis miniata), ikan bobara
(Caranx ferdau), ikan kakap (Lutjanus malabricus),
dan ikan cakalang (Katsuwonus pelagis).
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MATERIAL DAN METODE

Bahan penelitian

Ikan kerapu macan, bobara, kakap dan
cakalang diambil dari nelayan setelah penangkapan
dan disimpan dalam wadah yang berisi es
(diusahakan sesegar mungkin). Kelompok ikan ini
dibawa ke laboratorium untuk diambil dagingnya,
masing-masing dengan berat 200 gram.

Larutan enzim

Masing-masing daging ikan (100 gram)
dilarutkan dalam 33 mM fosfat buffer, pH 7,0;
kemudian diblender pada kecepatan tertinggi
selama 1 menit. Larutan ini didiamkan selama 3
jam pada suhu 4 °C dan disentrifus pada kecepatan
13.000 g selama 30 menit. Supernatan didialisis
selama semalam untuk digunakan sebagai larutan
enzim.

Pengukuran protein

Protein diukur dengan menggunakan metode
menurut Lowry et al. (1951) dengan menggunakan
standard Bovine serum albumin.

Enzim assay

Aktifitas enzim alkalin proteinase
(YYanagihara, 1991); aktivitas enzim ini diukur
dengan cara membuat larutan (volume 1 ml) yang
terdiri dari 600 ul larutan 50 mM buffer borat (pH
8,0), 200 pl larutan 10 uM substrat Boc-Val-Leu-
Lys-MCA, 200 pl larutan enzim. Larutan ini
diinkubasi selama 10 menit pada suhu 60 °C; reaksi
dihentikan dengan menggunakan 1,5 ml larutan
stopper (methyl alcohol : n-butyl alcohol : DW =
35:30:35); aktifitas enzim diukur dengan
spektrofluorometer pada panjang gelombang 380
nm.

Aktifitas enzim katepsin S (Barrett and
Kirschke, 1981); aktifitas enzim ini diukur dengan

cara membuat larutan (volume 1 ml) yang terdiri
dari 600 pl larutan 100 mM buffer sodium fosfat
(pH 7,0), 2 mM sistein dan 2 mM EDTA, 200 pl
larutan 5 UM substrat Z-Phe-Arg-MCA, 200 pl
larutan enzim. Larutan ini diinkubasi selama 15
menit pada suhu 37 °C; reaksi dihentikan dengan
menggunakan 1,0 ml larutan stopper 0,1 M
CICH2COONa-3 mM CH3COONa-0,07 M
CH3COOH. Aktifitas enzim diukur dengan
spektrofluorometer pada panjang gelombang 380
nm.

Aktifitas enzim katepsin D (Perlmann and
Lorand, 1970); aktifitas enzim ini diukur dengan
cara membuat larutan (volume 1 ml) yang terdiri
dari 600 pl larutan 400 mM buffer sitrat, pH 2.8,
200 pl substrat 2.5% (wi/v) larutan Hemoglobin,
200 pl larutan enzim. Larutan ini diinkubasi selama
10 menit pada suhu 37 °C; reaksi dihentikan
dengan menggunakan 1,0 ml larutan stopper 5%
(v/v) Trichloroacetic Acid Solution (TCA).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Besaran protein dan aktifitas protease pada ikan
kerapu macan, ikan bobara, ikan kakap dan ikan
cakalang dapat dilihat pada Tabel 1, Gambar 1, dan
Gambar 2. Hasil ini menunjukkan bahwa enzim
alkalin proteinase, katepsin S dan katepsin D
terdapat pada semua otot ikan yang menjadi hewan
uji. Hasil menunjukkan, enzim alkalin proteinase
terdapat tinggi pada ikan bobara dan ikan kakap,
disusul oleh ikan kerapu macan; nilai enzim alkalin
proteinase yang paling kecil adalah terdapat pada
ikan cakalang.

Katepsin S, yang adalah enzim protease yang
aktif pada kondisi netral (pH netral), dijumpai
memiliki nilai tinggi pada ikan bobara dan ikan
kakap, yang disusul oleh ikan kerapu macan. Ikan
cakalang memiliki nilai enzim katepsin S yang

Tabel 1. Aktifitas beberapa enzim protease pada keempat jenis ikan laut

No Spesis ikan Protein (mg)

Alkalin proteinase
(U/mg protein)

Katepsin S
(U/mg protein)

Katepsin D
(U/mg protein)

1 Ikan kerapu 9250 447 21.05 27,8
macan (8000-10500) (40,1-49,3) (19,6-22,5) (25,4-30,2)
6600 68,7 33,15 23,3
2 Ikan bobara (5400-7800) (60,9-76,5) (30,1-36,2) (21,2-25 4)
8550 59,2 27,9 36,6
3 Ikan kakap (7500-9600) (55,2-63,2) (25,3-30,5) (32,3-40,9)
5700 21,5 6,65 7,5
4 Ikan cakalang (4900-6500) (18,6-23,5) (6,1-7,2) (6,8-7,9)
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Gambar 1. Perbandingan jumlah protein pada

keempat jenis ikan

paling rendah.

Enzim proteinase yang aktif pada pH rendah
(kondisi asam) adalah katepsin D, ditemukan
memiliki nilai tertinggi pada ikan kakap; sementara
ikan kerapu macan dan ikan bobara memiliki nilai
yang hampir sama. lkan cakalang memiliki nilai
katepsin D yang paling rendah.

Beberapa spesis ikan yang menunjukkan
aktifitas enzim alkalin proteinase pada ototnya
adalah seperti pada ikan bandeng (Chanos chanos)
(Nurhayati et al., 2011), ikan carp (Catla catla)
(Bhaskar and Mahendrakar, 2007), ikan Atlantic
Croaker (Micropogon undulatus) (Su et al., 2006)
dan ikan mullet (Mugil sp.) (Deng, 1981). Dewasa
ini, enzim alkalin proteinase dapat diekstraksi pula
dari mikroorganisme seperti pada Bacillus sp.
(Reungsang et al., 2006; Asokan and Jayanthy,
2010). Demikian juga aktifitas katepsin D pada otot

80 -~
M Alkalin Proteinase
W Katepsin S

H Katepsin D
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K Macan Bobara Kakap  Cakalang

Gambar 2. Diagram perbandingan enzim protease
untuk keempat jenis ikan laut
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ikan dapat pula ditemui pada ikan pacific sardine
(Slutskaia, 1987), ikan mas Cyprinus carpio
(Makinodan, 2006), ikan cod (McLay, 2006), ikan
winter flounder Pseudopleuronectes americanus
(Reddi et al., 2006), ikan gold fish Carassius
auratus (Dinu et al., 2002), ikan herring Clupea
harengus (Nielsen and Nielsen, 2001). Katepsin S
ditemui memiliki aktifitas pada hepatopankreas
ikan mas (Pangkey et al., 2000). Distribusi enzim
proteinase bervariasi dan sangat tergantung pada
spesis dan organ (Nasri et al., 2011).

Katepsin B, L, dan D ditemukan tersebar
dalam otot merah dan putih dari beberapa ikan laut
serta ikan perairan tawar (Aoki et al., 2000).
Katepsin B dan L dalam otot merah ikan laut lebih
tinggi aktifitasnya dibandingkan pada otot putih.
Katepsin D dijumpai 1,4 lebih tinggi pada daging
dibandingkan pada otot ikan (Cheretab et al.,
2006).

Suhu sangat berpengaruh terhadap aktifitas
enzim. Pada penelitian ini, ikan diperoleh saat
dalam keadaan hidup kemudian dimatikan dan
diambil dagingnya dan seluruh proses dilakukan
pada kondisi dengan menggunakan es (4°C)
sehingga dipastikan kualitas daging ikan yang
diperoleh benar-benar segar. Kualitas dan rasa ikan
dengan proses penyimpanan yang tepat (-20°C)
dapat dipertahankan selama beberapa bulan
(Nielsen and Jessen, 2007) dan selama beberapa
hari jika disimpan pada 0 °C (Cappeln et al., 1999).
Hal ini disebabkan karena selama penyimpanan,
kerusakan protein dan lemak dapat dicegah. lkan
tersusun atas protein (£ 20 %), lemak (0,2-25 %)
dan air (x 80 %).

Keberadaan enzim di atas, akan menun-
jukkan perbedaan laju autolisis pada ikan-ikan ini
di mana pH sangat berperan penting. Pada ikan
postmortem autolisis akan berlangsung pada pH
6,0-6,5. Hal ini terjadi setelah sel-sel otot ikan

rusak Kkarena proses pencairan; menyebabkan
terlepasnya enzim yang dapat mendegradasi
glikogen  menjadi asam laktat  sehingga

menyebabkan terjadinya perubahan pH dalam otot
ikan. Fenomena ini menjadi pemicu enzim-enzim
proteinase (baik yang aktif pada pH basa, netral
maupun asam) menjadi aktif untuk mendegradasi
protein dan menyebabkan perubahan tekstur ikan
(Singh et al., 2011).

Ukuran ikan juga menentukan degradasi
protein. lIkan-ikan berukuran kecil memiliki nilai
laju turn over protein yang lebih tinggi di mana
enzim katepsin D akan menunjukkan aktifitas yang
lebih tinggi. Pada hasil penelitian ini, ikan kakap
memiliki resiko yang paling cepat terdegradasi,
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karena saat penelitian dilakukan, ikan kakap
diambil dengan ukuran yang paling kecil (300 gr),
disusul oleh ikan kerapu macan (350 gr), ikan
bobara (500 gr), dan ikan cakalang (1000 gr).

KESIMPULAN

Dari hasil penelitian ini, dapat disimpulkan bahwa
ketiga jenis enzim protease (alkalin proteinase,
katepsin S, dan katepsin D) yang fungsinya penting
sekali dalam mendegradasi protein terdapat dalam
otot keempat jenis ikan laut yang dijadikan objek
penelitian.

Ucapan terima kasih: penulis mengucapkan terima
kasih kepada Pimpinan Universitas Sam Ratulangi
(UNSRAT), Pimpinan Fakultas Perikanan dan limu
Kelautan (FPIK), dan Pimpinan Program Studi
limu Kelautan, FPIK-UNSRAT, vyang telah
memberi dana penelitian (IMHERE) hingga
penelitian ini dapat terlaksana.
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