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Abstract

Bekasam is a fermented fish product. Bekasam was perceived to has an ACE- inhibitory activity
due to the bioactive peptide from degradation product of fish protein by endogenous-proteolytic
enzymes or from the proteolytic activitity of lactic acid bacteria. The changes of the population
of lactic acid bacteria, pH, total acid, soluble proteins and the ACE- inhibitory activity during
the bekasam fermentation were studied. The population of lactic acid bacteria increased from
5,16 to 8,15 log CFU/g, followed by decreasing of pH from the initial value (6,15) at raw milkfish
to 4,41 after 9 days of fermentation and it was followed by the increasing of the total acid.
Bekasam showed an antihypertensive activity of 51.77% at 6 days of fermentation and it was
not showed an ACE- inhibitory activity for the next days of fermentation. There were a
correlation between the increasing of soluble protein and the ACE- inhibitory activity during
the bekasam fermentation.

Key words: Bekasam, fermented fish, lactic acid bacteria, soluble Protein, ACE- inhibitory
activity

Abstrak

Bekasam adalah produk fermentasi ikan. Bekasam diduga mempunyai aktivitas Angiotensin |
Converting Enzyme (ACE) inhibitor, yang disebabkan oleh terbentuknya peptida ACE inhibitor
hasil aktivitas proteolitik enzim endogenous ikan dan bakteri asam laktat. Penelitian ini
bertujuan mengetahui perubahan populasi bakteri asam laktat, pH, total asam, perubahan
protein terlarut dan besarnya aktivitas ACE inhibitor selama proses fermentasi bekasam.
Jumlah populasi bakteri laktat meningkat dari 5,16 menjadi 8,15 log CFU/g, nilai pH menurun
dari 6,5 menjadi 4,41 disertai dengan peningkatan total asam. Bekasam bandeng menunjukkan
aktivitas antihipertensi sebesar 51,77% yang terbentuk pada hari ke 6, dan tidak menunjukkan
aktivitas penghambatan pada proses fermentasi selanjutnya. Besarnya aktivitas ACE inhibitor
berkorelasi dengan terjadinya kenaikan protein terlarut selama proses fermentasi bekasam.

Kata kunci: Bekasam, fermentasi ikan, bakteri asam laktat, protein terlarut, aktivitas ACE
inhibitor
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Pendahuluan

Bekasam adalah salah satu hasil produk
fermentasi tradisional Indonesia yang terbuat
dari campuran ikan, garam dan nasi yang
difermentasi selama 5 sampai 7 hari dalam
wadah tertutup pada suhu ruang. Produk yang
dihasilkan mempunyai karakteristik daging
ikan kenyal seperti ikan segar, berasa asam dan
beraroma asam.

Perkembangan penelitian tentang produk
fermentasi saat ini banyak mendapatkan
perhatian, terutama dengan diketahuinya
manfaat produk fermentasi dalam mengatasi
berbagai masalah kesehatan. Degradasi protein
oleh enzim proteolitik endogenus maupun
mikrobia pada produk fermentasi dapat
menghasilkan peptida bioaktif yang berfungsi
sebagai komponen antihipertensi, antimikrobia,
antithrombotik, antioksidatif, dan
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immonomodulator (First-Gerald dan Meisel,
2003).

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa
bakteri asam laktat mampu mendegradasi
bahan pangan berprotein menghasilkan peptida
yang mempunyai sifat dapat menghambat
aktivitas Angiotensin | Converting Enzyme
(ACE), enzim vyang bertanggung jawab
terhadap terjadinya hipertensi. Penghambatan
terhadap aktivitas ACE akan mencegah
terjadinya hipertensi. Penelitian tentang ACE
inhibitor pada produk fermentasi telah banyak
dilakukan pada susu (Yamamoto et al., 1994;
Maeno et al., 1996; Nakamura et al., 1995;
Gobetti et al., 2000; Seppo et al., 2003;
Minervini et al., 2003; Oeno et al., 2004;
Muguerza et al., 2006). Beberapa penelitian
menunjukkan bahwa produk fermentasi laktat
pada ikan menunjukkan aktivitas ACE inhibitor
(Itou dan Akahane, 2004; Lee, 2003; Yin et al.,
2004).

Bekasam bandeng diduga mempunyai
aktivitas ACE inhibitor yang disebabkan
adanya degradasi proteolitik protein ikan oleh
bakteri asam selama proses fermentasi. Tujuan
penelitian ini mengetahui perubahan populasi
bakteri asam laktat, perubahan protein terlarut
dan besarnya aktivitas ACE inhibitor selama
proses fermentasi bekasam. Hasil digunakan
sebagai dasar penelitian untuk mendapatkan
jenis-jenis bakteri asam laktat dari bekasam
yang berpotensi dalam menghasilkan ACE
inhibitor.

Metode Penelitian

Pembuatan Bekasam

Ikan bandeng dibeli dari pasar lokal di
Yogyakarta, dengan berat + 150 gram,
dibersihkan sisik, insang, isi perut lalu dicuci,
dan ditambah garam sebanyak 10% (b/b),
selanjutnya difermentasi dalam wadah tertutup
selama 2 hari pada suhu ruang. Proses
selanjutnya adalah penambahan nasi dengan
rasio ikan:nasi = 1:1. Proses fermantasi
dilanjutkan hingga 7 hari. Bekasam ini dibuat 3
kali ulangan.

146

Analisa pH dan Total Asam

Sebanyak + 20 gr sampel bekasam
ditambahkan 100 ml aquadest dan
dihomogenkan menggunakan stomacher
selama 10 menit. Selanjutnya, pH ditentukan
menggunakan pH meter yang sudah dikalibrasi.
Untuk analisis total asam dilakukan
menggunakan metode titrasi (AOAC, 2000),
dengan cara 10 ml suspensi ditambah tiga tetes
indikator fenolpthalein, kemudian dititrasi
menggunakan larutan NaOH 0.1N. Dititrasi ini
dilakukan 3 ulangan. Total asam dihitung
berdasarkan rumus:

ml NaOH xN NaOHx 1/10 x 90

% asam laktat=
ml sampel

Penentuan Kadar Protein Terlarut

Penentuan  kadar protein  terlarut
dilakukan dengan mengacu pada metode
Lowrey (AOAC, 2000). Ke dalam 10 ml
suspensi ekstrak bekasam ditambahkan 5 ml
asam trikloro asetat, selanjutnya sampel
disentrifus pada 5000 x g selama 20 menit.
Diambil 0,1 ml supernatan, ditambahkan 3,9 ml
aquadest dan 5,5 ml reagen Lowrey, didiamkan
selama 10 menit pada suhu kamar, ditambah
0,5 ml reagen Folin. Direaksikan selama 30
menit pada suhu kamar. Kadar protein terlarut
diukur pada panjang gelombang 600 nm. Kurva
standart digunakan Bovine Serum Albumin
(BSA). Setiap analisis dilakukan sebanyak 3
ulangan.

Enumerasi Populasi Bakteri Asam Laktat

Metode enumerasi dilakukan menurut
Robert et al., (1995). Sebanyak 10 gram sampel
bekasam diencerkan dalam 90 ml larutan steril
NaCl 0,86% dan dihomogenkan menggunakan
stomacher. Selanjutnya, dilakukan sederet
pengenceran  dari 10"  sampai 10”7
menggunakan larutan steril NaCl 0,86%. Setiap
pengenceran diinolukasikan pada tiap-tiap
medium pertumbuhan MRS agar + CaCOj;
dengan metode “poured plate” dan diinkubasi
pada suhu 35-37°C selama 48 jam. Cawan
yang memberikan hitungan koloni 30-300
dipakai sebagai penghitungan total koloni.
Setiap pengujian dilakukan 3 kali ulangan.
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Pengujian Aktivitas ACE Inhibitor

Pengujian  aktivitas ACE inhibitor
dilakukan dengan modifikasi metode Cheung
dan Chusman, (1971). Ke dalam 65 pl ekstrak
bekasam ditambahkan 75 pl substrat Hip-His-
Leu 5 mM di dalam buffer borat (pH 8,3) yang
mengandung 1 M NaCl dan 25 pl enzim
pengubah angiotensin (2,5 mU). Larutan ini
diinkubasi pada 37°C selama 1 jam. Reaksi
dihentikan dengan menambahkan 125 pl HCI
IM. Untuk mengekstrak asam hipurat,
ditambahkan 750 pl etil asetat. Selanjutnya,
sebanyak 200 pl ekstrak diuapkan sampai
kering. Residu yang terbentuk selanjutnya
dilarutkan di dalam 1 ml aquadest. Absorbansi
diukur pada 228 nm. Analisis dilakukan
sebanyak 3  kali  ulangan.  Aktivitas
penghambatan diukur sebagai % penghambatan
dengan rumus:

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

B = absorbansi enzim tanpa adanya senyawa
inhibitor

C = absorbansi tanpa adanya enzim dan inhibitor
enzim

Analisis Data

Data dianalisis dengan analisis varian
satu arah dengan SPSS versi 13. Perbedaan
secara signifikan ditetapkan pada taraf p <
0,05.

Hasil dan Pembahasan

Perubahan Bakteri Asam Laktat, pH dan
Total Asam

Hasil penelitian ini menunjukkan adanya
peningkatan jumlah populasi bakteri asam
laktat selama proses fermentasi yang diikuti
dengan penurunan nilai pH dan peningkatan
asam tertitrasi. Hubungan antara pH, asam
tertitrasi dan pertumbuhan populasi bakteri

Keterangan: _ asam laktat bekasam ditunjukkan Gambar 1.
A = absorbansi dengan adanya enzim dan

senyawa inhibitor  enzim  pengubah

angiotensin
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Gambar 1. Hubungan antara total BAL, pH dan total asam.
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Total bakteri asam laktat menunjukkan
peningkatan yang berbeda nyata dari awal
proses fermentasi sebesar 5,16 = 0,17 log
CFU/g meningkat menjadi 8,11 + 0,03 log
CFU/g pada hari ke 6 dan tidak menunjukkan
kenaikan yang berbeda secara nyata sampai
akhir proses fermentasi. Hasil ini didukung
oleh beberapa penelitian. Total bakteri asam
laktat pada beberapa produk bekasang
mencapai 4,80-6,15 log CFU/g (ljong dan
Ohta, 1995). Pada pla-som (produk fermentasi
ikan dari Thai) bakteri asam laktat adalah
bakteri yang tumbuh dominan dan dapat
mencapai 10°-10° CFU/g (Christine et al.,
2002).

Hasil analisis statistik menunjukkan
bahwa hari fermentasi berpengaruh terhadap
pH produk. Nilai pH awal ikan bandeng adalah
6,15+0,04 dan mencapai pH akhir 4,41 + 0,05
setelah 9 hari proses fermentasi. Hasil
penelitian ini didukung oleh hasil penelitian
pada beberapa bekasam dan produk serupa
bekasam yang rata-rata menunjukkan nilai pH
sekitar 4. Bekasam nila dan tuna mempunyai
nilai pH masing-masing menurun dari 6,32
menjadi 5,25 dan 6,12 menjadi 4,24
(Wikandari et al., 2009a,b). Bekasam ikan
mujair menurun dari 6,54 menjadi 4,52
(Chamidah et al., 2000). Nilai pH dari ikan
sardina philchardus yang diinokulasi dengan
L.delbruekii subs delbruekii menurun dari
6,08—4,30 (Ndaw et al., 2008). Pada pla—som
(produk ikan fermentasi dari Thai), pH
menurun dari 6,5 menjadi 4,3 (Christine et al.,
2002).

Total asam menunjukkan beda yang
nyata antara awal dan akhir fermentasi. Pada
akhir proses fermentasi total asam mencapai
0,18 £ 0,06%. Pada momoni, produk fermentasi
ikan dari Ghana menunjukkan adanya
peningkatan asam tertitrasi dari 0,14%—0,46%
selama 72 jam fermentasi (Sanni et al., 2002).

Penurunan pH dan peningkatan total
asam pada bekasam diduga diawali dengan
proses sakarifikasi pada nasi menjadi glukosa
dan selanjutnya glukosa akan dimetabolisme
terutama oleh bakteri asam laktat menjadi asam
laktat dan asam-asam organik lainnya. Proses
sakarifikasi diduga hasil degradasi amilolitik
oleh jamur, khamir, bakteri asam laktat yang
tumbuh selama proses fermentasi bekasam.
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Beberapa jenis khamir dan jamur diketahui
mempunyai aktivitas amilolitik (Nurhartadi,
2005; Santana, 2007; Tapai et al.,, 2010).
Beberapa jenis bakteri asam laktat seperti L.
plantarum, L. pentosus, L. fermentum juga
diketahui mempunyai aktivitas amilolitik (Etoa
et al., 2005; Sanni et al., 2002; Tanapasuwat,
2009). Pada proses sakarifikasi pati akan
dihidrolisis oleh o-amilase menghasilkan
campuran maltosa dan glukosa, selanjutnya
enzim maltase akan bekerja memecah maltosa
menjadi glukosa. Glukosa yang terbentuk dari
hasil proses sakarifikasi akan diubah oleh
bakteri asam laktat menjadi asam laktat dan
asam-asam organik lainnya yang akan
menurunkan nilai pH dan meningkatkan jumlah
total asam.

Perubahan Jumlah Protein Terlarut dan
Aktivitas ACE Inhibitor

Adanya peningkatan populasi bakteri
asam laktat, penurunan nilai pH dan
peningkatan total asam menunjukkan bahwa
proses fermentasi berjalan dengan baik. Diduga
beberapa strain bakteri asam laktat yang
tumbuh selama proses fermentasi bekasam
bandeng merupakan bakteri asam laktat
proteolitik yang akan mendegradasi protein
ikan menjadi peptida dan asam-asam amino
yang juga berkontribusi dalam menghasilkan
cita rasa bekasam. Diantara peptida yang
terbentuk diduga terdapat peptida bioaktif yang
mempunyai aktivitas sebagai ACE inhibitor.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
terdapat peningkatan protein terlarut yang di
dalamnya diduga terkandung peptida bioaktif
yang mempunyai aktivitas sebagai ACE
inhibitor. Adanya aktivitas proteolitik akan
menyebabkan terjadinya degradasi protein
menjadi protein dengan berat molekul lebih
kecil atau peptida yang bersifat larut dalam air.
Hidrolisis protein otot akan dicerna menjadi
protein larut air dan peptida, yang akan
didegradasi lebih lanjut menjadi asam-asam
amino (Quaglia dan Orban, 1987). Ada
pengaruh nyata, kadar protein terlarut pada
awal proses fermentasi sebesar 0,46 = 0,04
mg/ml, dan meningkat menjadi 0,74 + 0,01
mg/ml (Tabel 1).

Adanya kenaikan jumlah protein terlarut
selama proses fermentasi bekasam dalam
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penelitian ini diduga sejalan dengan aktivitas
proteolitik selama proses fermentasi. Aktivitas
proteolitik dapat terjadi karena proses
enzimatis dari enzim endogenous, ataupun
berasal dari aktivitas proteolitik bakteri asam
laktat indigenous yang tumbuh selama proses
fermentasi bekasam. Aktivitas proteolitik
bakteri asam laktat disebabkan karena bakteri
asam laktat tidak mampu mensintesis asam-
asam amino yang dibutuhkan  untuk
pertumbuhannya sehingga harus mendapatkan
dari medium pertumbuhannya.

Beberapa strain bakteri asam laktat
diketahui mempunyai aktivitas proteolitik. L.
plantarum, L. pentosus, L. sakei, L. farciminis,
Staphylococcus xylosus, P. acidilactici, P.
pentosaceus adalah bakteri asam laktat yang
telah diketahui mempunyai aktivitas proteolitik
yang mampu mendegradasi protein ikan
(Maurilo et al., 2002, Akta et al., 2004; Basso
et al., 2004; Yin et al., 2004; Sriphochanart dan
Wanwisa, 2005; Rai et al., 2008; Adriana et al.,
2008).

Aktivitas penghambatan terhadap enzim
pengubah angiotensin terjadi pada hari ke 5 dan
ke 6 dengan persentase penghambatan 35,67%
hingga 51,77%. Aktivitas penghambatan
terhadap enzim pengubah angiotensin juga
ditunjukkan oleh bekasam dengan bahan dasar
ikan tuna (Tunnus sp) dan ikan nila
(Oreochromis  niloticus ~ L).  Aktivitas
penghambatan terjadi pada hari ke 5 sampai
hari ke 7 proses fermentasi dan sudah tidak
menunjukkan efek penghambatan pada hari
fermentasi selanjutnya (Wikandari et al.,
2009a,b). Perbedaan aktivitas penghambatan
ini diduga dapat disebabkan oleh keragaman
bakteri asam laktat yang tumbuh terutama jenis
bakteri asam laktat proteolitik yang berperan
dalam menghasilkan peptida ACE inhibitor.
Perbedaan lingkungan hidup pada tuna (laut),
nila (tawar), dan bandeng (payau) akan sangat
memengaruhi keragaman mikrob indigenous
ikan. Beberapa bakteri asam Lactobacillus
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helveticus diketahui mempunyai kemampuan
tinggi dalam menghasilkan peptide bioaktif
inhibitor  enzim  pengubah  angiotensin
(Fuglsang et al., 2003, Yamamoto et al., 1994,
Nakamura et al., 1995). Streptococcus bovis
yang diinokulasikan pada “dahi” diketahui
mempunyai aktivitas penghambatan tertinggi
terhadap aktivitas enzim pengubah angiotensin
dibandingkan bakteri asam laktat lainnya
seperti L. fermentum, L. delbrueckii,
Enterococcus faecalis, Leoconostoc yang
mempunyai kemampuan penghambatan yang
lebih kecil (Harun-ur-Rasyid et al., 2007).

Pada produk bekasam efek
penghambatan terjadi pada hari ke 5 dan ke 6
proses fermentasi, dan tidak menunjukkan efek
penghambatan pada hari fermentasi
selanjutnya. Kemungkinan pada bekasam
hilangnya efek penghambatan selama proses
fermentasi terjadi karena adanya degradasi
lebih lanjut dari peptide antihipertensi dengan
berat molekul yang lebih besar menjadi
peptida-peptida yang lebih pendek dan tidak
mempunyai aktivitas ACE inhibitor. Pada susu
yang difermentasi Enterococucus faecalis,
setelah 24 jam fermentasi, aktivitas proteolisis
lambat. Kenaikan aktivitas penghambatan
enzim pengubah angiotensin sampai 6 jam
fermentasi relatif kecil, aktivitas penghambatan
tertinggi dicapai setelah 24 jam fermentasi, dan
penambahan waktu fermentasi hingga 48 jam
menunjukkan penurunan aktivitas
penghambatan terhadap enzim pengubah
angiotensin (Quirus et al., 2007).

Peningkatan aktivitas ACE inhibitor
pada bekasam bandeng diketahui berkorelasi
dengan peningkatan jumlah protein terlarut.
Hasil penelitian lain menunjukkan bahwa pada
fermentasi susu, selama 5 jam fermentasi
terjadi kenaikan jumlah protein terlarut dari 2.1
menjadi 32,8 mg/gr, dan penghambatan
terhadap enzim  pengubah  angiotensin
meningkat dengan menurunnya 1Cs, dari 0,708
menjadi 0,266 mg/ml (Tsai et al., 2008).
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Tabel 1. Perubahan jumlah protein terlarut pada proses fermentasi bekasam selama 9 hari pada suhu kamar.

Waktu (hari) Protein Terlarut (mg/ml) ACEI (%)
0 0,46+0,04% 0,00+0,00 ®
2 0,46+0,03 0,00+0,00°
5 0,61+0,06" 35,67+ 6,78°
6 0,62+0,04" 51,77+8,80°
7 0,74+0,01° 0,00 + 0,00
8 0,81+0,01° 0,00+0,00°
9 0,81+0,004° 0,00+0,00°

Nilai pada tabel adalah nilai rata-rata dari 3 ulangan. Nilai dengan abjad yang berbeda pada kolom yang sama

menunjukkan beda nyata.

Simpulan dan Saran

Simpulan

Pada proses fermentasi bekasam ikan
bandeng terjadi peningkatan jumlah populasi
bakteri asam laktat, penurunan pH, dan
peningkatan total asam. Pada fermentasi
bekasam bandeng terjadi peningkatan protein
terlarut dan mampu menghasilkan peptida ACE
inhibitor.  Aktivitas penghambatan ACE
mencapai 51,77%.

Saran

Dari hasil penelitian ini, tindak lanjut
yang perlu dilakukan adalah mendapatkan
strain bakteri asam laktat indigenous bekasam
yang mampu menghasilkan peptide ACE
inhibitor.  Selanjutnya, perlu  dilakukan
pengujian secara in vivo untuk mengetahui
aktivitas dalam menurunkan tekanan darah dari
bekasam baik dari ekstrak bekasam maupun
peptide ACE inhibitor yang dihasilkan oleh
aktivitas bakteri asam laktat proteolitik,
mengingat untuk menjalankan fungsinya dalam
menurunkan tekanan darah maka peptide yang
terbentuk dalam produk fermentasi harus stabil
terhadap degradasi enzim pencernakan.
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