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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji pengaruh degradasi enzim pencernaan proteolitik terhadap stabilitas peptida
dan aktivitas Angiotensin Converting Enzyme Inhibitor (ACEI) bekasam yang difermentasi dengan kultur starter
Lactobacillus plantarum B1765. Terhadap ekstrak bekasam diberi perlakuan enzim proteolitik pepsin dan tripsin.
Pengujian stabilitas peptida diukur dengan ada tidaknya perubahan jumlah peptida setelah perlakuan enzim menggunakan
metode formol, sedangkan aktivitas ACEI dilakukan dengan mengetahui jumlah asam hipurat dari substrat Hip-His-Leu
yang dibebaskan oleh ACE diukur dengan spektrofotometer. Hasil pengujian menunjukkan perlakuan enzim proteolitik
tidak berpengaruh pada konsentrasi peptida dengan p>0,05 dengan nilai rata-rata konsentrasi peptida sebesar 36,72.
Hal ini berkorelasi dengan aktivitas ACEI yang juga menunjukkan tidak ada pengaruh antara perlakuan sebelum dan
setelah degradasi enzim (p>0,05) dengan rata-rata aktivitas ACEI sebesar 70,73. Hasil penelitian ini menunjukkan
bahwa aktivitas ACEI bekasam tidak berubah jika mengalami degradasi enzim pencernaan.

Kata kunci: Bekasam, fermentasi ikan, peptida, ACE inhibitor

ABSTRACT

This research studied the effect of digestive enzyme degradation on the Angiotensin Converting Enzyme Inhibitor
(ACE]) activity and the stability of bekasam peptide and ACEI activity. Water extract of bekasam was subjected to
pepsin and trypsin. The stability of peptide was measured from the changes of peptide concentration before and after
treatment by those enzymes. The stability of ACEI activity was measured by hypuric acid liberated from Hip-His-Leu
as ACE substrate and determined by spectrophotometer. The results showed that proteolytic enzyme degradation did
not affect the concentration of peptide (p>0,05) and the mean concentration 36.72. It was closely related with the ACEI
activity that did not change significantly before and after digestion by pepsin and trypsin (»>0,05) and the mean ACEI
activity was 70.73. It showed that ACEI activity of bekasam did not change by the degradation of digestive enzyme.

Keywords: bekasam, fermented fish, peptides, ACEI activity

PENDAHULUAN pasaran internasional. Hal yang perlu dilakukan untuk
mengangkat citra bekasam adalah dengan mengetahui khasiat
Bekasam adalah salah satu jenis produk fermetasi ikan dan keunggulan bekasam sebagai makanan tradisional. Telah
dengan campuran garam dan nasi. Sebagai salah satu jenis dilakukan serangkaian penelitian terkait dengan potensi
makanan tradisional Indonesia, jenis makanan ini hampir bekasam sebagai pangan antihipertensi.
tidak lagi dikenal oleh masyarakat umum, padahal makanan Berdasarkan penelitian pendahuluan yang telah
sejenis bekasam seperti plachom (Thailand), burong isda dilakukan peneliti, diketahui bahwa bekasam dengan proses
(Philipina) sangat dikenal di negaranya dan telah memasuki fermentasi spontan mempunyai aktivitas Angiotensin
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Converting Enzyme Inhibitor (ACEI) (Wikandari dkk.,
2012a). ACE adalah enzim yang mengubah Angiotensin
I menjadi Angiotensin II yang menyebabkan adanya
vasokonstiksi yang menjadi salah satu penyebab terjadinya
hipertensi, sehingga penghambatan terhadap aktivitas ACE
akan menghambat terjadinya hipertensi (Acharya dkk., 2003).

Aktivitas ACEI dihasilkan dari adanya peptida yang
mempunyai aktivitas sebagai ACEI yang dihasilkan dari
aktivitas proteolitik bakteri asam laktat selama proses
fermentasi bekasam. Belum dilakukan penelitian lebih lanjut
tentang jenis peptida pada bekasam yang menghasilkan
aktivitas antihipertensi, walaupun peptida ACEI telah
banyak diteliti pada proses fermentasi susu dengan kultur
starter beberapa jenis bakteri asam laktat yaitu Lactobacillus
helveticus  CP790, Lactobacillus  delbrueckii  subsp.
bulgaricus SS, L. lactis subsp.cremoris FT 4 (Gobetti dkk.,
2000; Yamamoto dkk., 2003; Seppo dkk., 2003; Muguerza
dkk., 2006). Penelitian ACE inhibitor pada proses fermentasi
ikan lainnya juga belum banyak diteliti. Penelitian yang
telah dilakukan terkait ACE inhibitor dari produk fermentasi
ikan adalah Heshiko dan narazhuzi, produk fermentasi ikan
tradisional Jepang, diketahui menunjukkan aktivitas ACEI
dan mampu menurunkan tekanan sistol Spontaniously
Hypertension Rat (SHR), akan tetapi belum diidentifikasi
jenis peptida ACEI pada produk tersebut. (Itou dan Akahane,
2004; Itou dkk., 2007)

Karena ada dugaan bahwa aktivitas ACEI disebabkan
oleh peptida yang dihasilkan dari aktivitas proteolitik bakteri
asam laktat yang tumbuh pada bekasam, maka selanjutnya
telah dilakukan penelitian untuk menemukan isolat bakteri
asam laktat (BAL) dengan aktivitas proteolitik tinggi yaitu
Lactobacillus plantarum N2352, L. plantarum T2565, L.
plantarum B1765, L. plantarum B1465, L. pentosus B2555
dan Pediococcus peoteontosaceus B1661 (Wikandari dkk.,
2011), dan diketahui bahwa L. plantarum B1765 menghasilkan
aktivitas ACEI tertinggi (68,17+1,32%) dibandingkan isolat
bekasam proteolitik lainnya (Wikandari dkk., 2012b). Hasil
ini menunjukkan hasil yang mirip dengan aktivitas ACEI
hasil hidrolisis protein ikan dengan enzim protease non
mikroorganisme dengan aktivitas penghambatan antara 63-
79% (Bougatef dkk., 2008; Balti dkk., 2010).

Berdasarkan temuan-temuan tersebut maka bekasam
yang dihasilkan dengan fermentasi menggunakan kultur starter
L. plantarum B1765, berpotensi untuk dikembangkan sebagai
pangan fungsional antihipertensi, namun masih perlu kajian
lebih lanjut bagaimana pengaruh degradasi enzim proteolitik
pencernaan terhadap stabilitas peptida yaitu ada tidaknya
perubahan jumlah peptida dan aktivitas ACEI pada bekasam
sebelum dan sesudah didegradasi oleh enzim pencernaan
pepsin dan tripsin. Hal ini perlu dilakukan mengingat untuk
dapat berfungsi sebagai pangan antihipertensi, maka setelah

dikonsumsi peptida ACEI harus stabil terhadap degradasi
enzim pencernaan. Oleh sebab itu, penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui resistensi peptida hasil fermentasi bekasam
terhadap degradasi enzim dan stabilitasnya aktivitas ACEI
proteolitik akibat degradasi enzim pencernaan proteolitik.

METODE PENELITIAN

Persiapan Kultur Starter

Stock isolat L. plantarum B1765 dalam MRS (Oxoid)
yang telah diregenerasi selama 24 jam pada suhu 37 °C,
selanjutnya diambil sebanyak 1% untuk diinokulasi kedalam
10 mL MRS dan diinkubasi pada 37 °C selama 24 jam. Kultur
yang tumbuh selanjutnya dipisahkan dengan cara dilakukan
sentrifugasi selama 5 menit pada 3500 rpm, supernatant
didekantasi dan residu pellet diresuspensi didalam 10 mL
larutan steril NaCl 0,85% dan dilakukan sentrifugasi kembali
untuk memisahkan MRS. Pellet diresuspensi didalam 10
mL larutan NaCl steril 0,85% dan disimpan pada suhu 4 °C
sebelum diinokulasikan pada ikan yang telah diberi nasi dan
garam.

Pembuatan Bekasam

Ikan bandeng berat + 100 gram yang digunakan mula-
mula dibersihkan sisik, isi perut, dan insangnya, kemudian
dicuci sampai bersih. Ikan bandeng yang telah dibersihkan
ditambahkan garam dengan rasio ikan : garam adalah 10 :
1 sampai merata, selanjutnya ditempatkan di dalam wadah
tertutup. Setelah 2 hari penggaraman ditambahkan nasi
dengan rasio ikan : nasi = 1:1 dan ditambahkan bakteri asam
laktat Lactobacillus plantarum B1765 sebanyak 10° CFU/
gram. Selanjutnya bekasam difermentasi selama 7 hari.
Bekasam control dibuat dengan fermentasi spontan tanpa
penambahan kultur starter.

Pembuatan Ekstrak Bekasam

Sebanyak + 10 mg bekasam dihomogenasi dengan
100 mL aquadest, dan selanjutnya dilakukan sentrifugasi
pada 10.000 x g selama 20 menit. Supernatan dipisahkan,
dan pada residu ditambahkan 50 ml aquadest dan dilakukan
sentrifugasi kembali. Supernatan ke dua dicampurkan dengan
supernatan pertama dan disaring dengan Whatman No 2, dan
ditepatkan sampai 200 mL dengan aquadest.

Degradasi Enzim Pepsin dan Tripsin

Prosedur degradasi enzim pepsin dan tripsin
menggunakan metode Kuba dkk. (2003). Sebanyak 0,2 ml
larutan sampel diinkubasi dengan 0,2 mL pepsin (Sigma
Chemical Co.), 0,05% (w/v) (dalam buffer KCI-HC1 0,1 M pH
2) atau tripsin (Sigma Chemical Co.) (dalam buffer potassium
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fosfat 0,1 M pH 8) dan 0,2 ml buffer selama 6 jam pada 37
°C. Reaksi dihentikan dengan mendidihkan pada water bath
selama 5 menit untuk dilakukan pengujian kadar peptida dan
aktivitas ACEIL. Sampel dengan perlakuan pepsin selanjutnya
dievaporasi sampai kering. Diinkubasi dengan 0,2 ml tripsin
0,05% (w/v) (dalam buffer potassium fosfat 0,1 M pH 8) dan
0.4 ml buffer potassium fosfat 0,1 M pH 8 selama 6 jam pada
37 °C. Reaksi dihentikan dengan mendidihkan pada penangas
air selama 5 menit.

Pengujian Kadar Peptida

Pengujian kadar peptida ekstrak dilakukan dengan
menggunakan metode titrasi formol. Prosedurnya adalah 10
mL ekstrak sampel dimasukkan dalam erlenmeyer 100 mL.
Sampel ditambahkan 20 mL aquades dan + 1 mL indikator
PP. Kemudian sampel dititrasi dengan NaOH 0,1 N sampai
berwarna merah muda. Sampel ditambah 2 mL larutan
formaldehid 40% dan dititrasi kembali dengan NaOH.
Perhitungan protein dapat dilakukan dengan rumus:

%N =—2_x N NaOH x Ar N x fp )]
bx10

Keterangan:

a = volume titrasi formol
b = berat sampel

fp = faktor pengenceran

Pengujian Aktivitas ACE Inhibitor

Pengujian aktivitas ACE inhibitor dilakukan menurut
metode Chusman dan Cheung, (1971). Sebanyak 1 mL
larutan sampel dilakukan centrifugasi (10.000 x g, 40 menit),
diatur pH nya pada pH 8,3 dengan penambahan NaOH 10
N, selanjutnya 65 pL larutan sampel ditambah subtrat ACE
yaitu tripeptida Hip-His-Leu (Sigma-Aldrich) (5 mM Hip-
His-Leu dalam 0,1 M buffer sodium borat yang mengandung
0,3 M NacCl pada pH 8,3) dan di pre-inkubasi pada suhu 37 °C
selama 10 menit, selanjutnya campuran diinkubasi dengan 25
pL enzim ACE (Sigma-Aldrich) 2,5 mUnit/mL pada suhu 37
°C selama 30 menit. Reaksi dihentikan dengan menambahkan
250 uL HC1 1 M. Asam hipurat yang dibebaskan diekstraksi
dengan 0.5 mL etil asetat. Setelah dicentrifuse (800 x g selama
2 menit), sebanyak 0,2 mL lapisan atas dipindahkan ke dalam
tabung reaksi dan dievaporasi pada suhu 100 °C selama 30
menit. Asam hipurat selanjutnya dilarutkan dalam 1,0 mL
aquadest, diukur absorbansinya pada 288 nm menggunakan
spektrofotometer.

% penghambatan= (A-B)/(A-C) x 100% 2)

Keterangan:

A= absorbansi enzim ACE + substrat
B= absorbansi sampel + enzim ACE + substrat
C= absorbansi substrat + sampel
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Stabilitas Peptida Bekasam

Stabilitas peptida bekasam akibat degradasi enzim
pencernaan ditinjau dari ada tidaknya jumlah peptida sebelum
degradasi dan setelah degradasi oleh enzim pepsin dan tripsin.
Data jumlah peptida hasil degradasi ekstrak bekasam seperti
pada Tabel 1.

Tabel 1. Jumlah peptida ekstrak bekasam akibat degradasi
enzim proteolitik pencernaan

Jenis perlakuan Peptida (%)

Kontrol 35,58 +2,14
Pepsin 38,42 + 3,29
Tripsin 37,71 £3,18
Pepsin + Tripsin 36,29 + 3,69

Hasil analisis ANOVA satu arah menunjukkan bahwa
perlakuan enzim tidak berpengaruh terhadap total peptida
yang dihasilkan (F=1,031; p=0,415). Kadar peptida tidak
menunjukkan perbedaan yang nyata dengan nilai rata-
rata 36,72%. Hal ini menunjukkan bahwa peptida dalam
ekstrak bekasam bersifat resisten terhadap degradasi enzim
proteolitik pepsin yang ada di dalam lambung, maupun enzim
tripsin yang dihasilkan oleh pankreatin.

Sebagian besar enzim di dalam saluran pencernakan
merupakan enzim endopeptidase yaitu enzim yang cenderung
mendegradasi ikatan peptida pada bagian dalam struktur
protein dan bukan pada yang merupakan ujung N dan ujung
C. Dengan demikian kemungkinan enzim pencernaan menjadi
kurang berperan untuk memecah peptida pendek. Jika Peptida
ACE inhibitor masih ada dalam bentuk peptida yang relatif
lebih panjang, maka peptida ini masih memungkinkan untuk
dapat didegradasi oleh endopeptidase yang terdapat pada
saluran pencernakan, menghasilkan peptida lebih pendek dan
mempunyai aktivitas antihipertensi yang lebih tinggi daripada
peptida induknya.

Resistensi peptida terhadap degradasi proteolitik enzim-
enzim pencernaan sangat ditentukan oleh komposisi dan urutan
asam-asam amino pada rantai primernya. Peptida dan residu
prolin dan hidroksi prolin diketahui lebih resisten terhadap
hidrolisis enzim pencernaan. Yamamoto (2003) menunjukkan
bahwa Ile-Pro-Pro, dan Val-Pro-Pro diketemukan di dalam
sirkulasi darah yang berarti peptida ini resisten terhadap
enzim pencernakan dan dapat melalui dinding membrane
sel. Gobbetti dkk. (2000) juga menemukan peptida ACE
inhibitor pada susu fermentasi dengan 5-7 residu asam amino
dan dan menunjukkan resistensi terhadap hidrolisis enzim
tripsin dan kimotripsin. Peptida dengan 2-3 residu antara lain
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Asp-Leu-Pro dan Asp-Gly, Val-Pro-Prodiketahui peptida ini
stabil terhadap perlakuan pH, suhu dan hidrolisis protease
gastrointestinal invitro (Wu dan Ding, 2007; Masuda dkk.,
1996). Aktivitas ACE inhibitor dari beberapa susu komersial
telah disimulasikan dengan hidrolisis enzim pencernaan.
Tidak ada perubahan yang signifikan atau adanya kenaikan
aktivitas penghambatan ACE setelah hidrolisis dengan enzim
pencernaan (Hernandez dkk., 2004).

Dari hasil-hasil penelitian tersebut maka diduga
bahwa peptida yang dihasilkan selama proses fermentasi
bekasam adalah peptida-peptida pendek di, tripeptida atau
pentapeptida yang sudah tidak dapat didegradasi lebih lanjut
baik oleh enzim protease pepsin maupun peptidase tripsin.
Sebagian besar peptida yang mempunyai efek antihipertensi
adalah peptida pendek, di atau tripeptida, walaupun juga
dijumpai peptida dengan 9 sampai 11 residu asam amino
(Yamamoto, 2003; Fujita dkk., 2000). Nateshs dkk. (2003)
telah menunjukkan dari studi kristalografi bahwa sisi aktif
ACE tidak dapat mengakomodasi peptida-peptida dengan
ukuran besar.

Stabilitas Aktivitas ACEI

Stabilitas ACEI akibat degradasi enzim pencernaan
perlu dikaji mengingat bekasam akan dikonsumsi, sehingga
walaupun ekstrak bekasam telah diketahui mempunyai
aktivitas ACEI, akan tetapi bagaimana resistensi peptida
bioaktif ACEI terhadap pengaruh enzim-enzim pencernaan
proteolitik pencernaan harus dikaji untuk diketahui khasiat
bekasam sebagai pangan antihipertensi.

Tabel 2. Aktivitas ACEI ekstrak bekasam akibat degradasi
enzim proteolitik pencernaan

Jenis perlakuan Aktivitas ACEI (%)
Kontrol 71,54 £ 1,49
Pepsin 69,02 + 1,52
Tripsin 69,87 £ 1,91
Pepsin + Tripsin 72,48 £ 1,29

Hasil analisis Anova satu arah menunjukkan bahwa
perlakuan enzim tidak berpengaruh terhadap aktivitivitas
penghambatan ACE (F=3,557; p=0,067). Pengaruh perlakuan
enzim tidak menghasilkan perbedaan yang nyata terhadap
aktivitas penghambatan. Rata-rata aktivitas penghambatan
adalah 70,73. Data ini menunjang data tentang resistensi
peptida bekasam oleh enzim-emzim pencernaan, karena
tidak ada perubahan komposisi peptida, maka aktivitas nya
sebagai ACE inhibitor juga relatif tetap. Beberapa peptida
ACE inhibitor juga dapat didegradasi lebih lanjut oleh enzim
pencernaan dan menghasilkan aktivitas penghambatan yang

lebih tinggi dibandingkan peptida induknya. Peptida ACE
inhibitor Lys-Val-Leu-Pro-Val-Pro-Gln, yang dihasilkan dari
fermentasi susu dengan L. helveticus CP790 menunjukkan
aktivitas penghambatan yang relatif kecil (IC,> 1000 uM),
akan tetapi peptida yang lebih pendek Lys-Val-Leu-Pro-Val-
Pro yang dihasilkan dari hidrolisis enzim pankreatik peptida
induknya menunjukkan aktivitas inhibitor ACE yang relatif
lebih tinggi (IC,, = 5 uM) (Yamamoto dkk., 2003).

Fujita dan Yoshikawa (1999) melakukan studi in vivo
aktivitas penghambatan terhadap ACE dari Peptida ACE
inhibitor yang dihasilkan dari ikan bonito kering. Dari 8
Peptida ACE inhibitor yang dihasilkan, peptida Leu-Lys-
Pro-Asp-Meth yang dihidrolisis menghasilkan Leu-Lys-Pro
memberikan nilai penurunan tekanan sistole 8 kali lipat
lebih tinggi dibandingkan peptida induknya. Berdasarkan
hasil-hasil penelitian ini maka diketahui bahwa beberapa
peptida dengan residu asam amino yang lebih banyak juga
dapat menghasilkan aktivitas ACEI, akan tetapi dengan nilai
yang lebih kecil dan masih dapat terhidrolisis oleh enzim
pencernaan menjadi peptida yang lebih pendek dengan
aktivitas ACEI yang lebih besar.

Dari fakta tersebut maka kemungkinan bahwa peptida
yang dihasilkan selama fermentasi bekasam dengan kultur
starter L. plantarum B1765 adalah peptida pendek yang sudah
tidak mampu lagi didegradasi oleh enzim-emzim pencernaan
sehingga juga tidak memberikan perubahan terhadap aktivitas
ACEI. Beberapa hasil penelitian menunjukkan bahwa ACEI
dihasilkan dari hasil degradasi ekstraseluler proteinase bakteri
asam laktat yang menghasilkan peptida yang beragam, akan
tetapi mayoritas adalah pendek 2-5 residu asam amino
(Yamamoto dkk., 1994, Maeno dkk., 1996, Minervini dkk.,
2003).

Jika dikaitkan dengan struktur peptida dalam
penghambatannya terhadap enzim ACE, walaupun tidak
selalu pasti, sebagian besar dari peptida yang mempunyai
aktivitas penghambatan terhadap ACE yang besar mempunyai
residu prolin, lisin atau arginin pada ujung karboksilat peptida
tersebut. Peptida-peptida tersebut juga merupakan peptida
pendek dengan 2 sampai 12 asam amino. Pada umumnya
residu prolin, lisin dan arginin pada ujung karboksilat berperan
dalam berikatan dengan sisi aktif enzim ACE melalui ikatan
ionik, ikatan Fhidrogen maupun kemampuannya untuk
membentuk kompleks dengan atom Zn pada sisi katalitik
enzim (FirztGeral dkk., 2004; Meisel, 1998).

KESIMPULAN

Peptida yang dihasilkan selama proses fermentasi
bekasam stabil terhadap degradasi enzim pencernaan pepsin
dan tripsin. Aktvitas ACEI juga relatif tidak berubah sebelum
dan setelah mengalami degradasi enzim pencernaan pepsin
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dan tripsin dan menghasilkan aktivitas penghambatan
yang relatif tinggi. Dengan demikian bekasam berpotensi
untuk dapat dikembangkan menjadi pangan fungsional
antihipertensi.
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