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ABSTRACT

Fish was a highly perishable product. The deterioration of fish quality was followed by modification of biochemical components. These Biochemical components include a total volatile base, glycogen, cathepsin activity, and water holding capacity. The objective of this study was to determine the changes of biochemical components in fish deterioration quality. The highest TVB value showed on post rigor phase (38,40 mg N/100 g). The highest glycogen content showed on pre-rigor phase (765,1707 mg/ml). The decreasing of cathepsin activity showed on rigor mortis until post rigor phase, 0,0285 U/ml to 0,0095 U/ml. The ability fresh fish to retain water (76,39%) from total moisture content (76,89%).
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ABSTRAK

Ikan merupakan produk yang cepat mengalami kebususkan. Kemunduran mutu pada ikan diikuti dengan perubahan komponen biokimia yang tekandung di dalamnya. Komponen biokimia yang mengalami perubahan antara lain total volatile base, glikogen, aktivitas enzim katepsin, dan water holding capacity. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui perubahan komponen biokimia tersebut pada fase-fase kemunduran mutu ikan. Hasil pengujian komponen biokimia pada proses kemunduran mutu ikan menunjukkan nilai TVB yang diperoleh menunjukkan nilai tertinggi pada saat fase postrigor dengan nilai sebesar 38,40 mg N/100g. Nilai glikogen yang didapatkan setelah proses kemunduran mutu ikan tertinggi pada fase postrigor yaitu sebesar 765,1707 mg/ml. Nilai aktivitas enzim katepsin menunjukkan penurunan dari fase rigor mortis yang bernilai 0,0285 U/ml ke fase postrigor menjadi 0,0095 U/ml. Ikan segar yang ditunjukkan oleh ikan nila memiliki kemampuan untuk menahan air sebesar 76,39% dari kadar air total sebesar 76,89%.

Kata kunci : katepsin, glikogen, ikan nila, total volatile base, water holding capacity
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PENDAHULUAN

Ikan tergolong produk yang mudah mengalami kerusakan karena kandungan protein dan kadar air yang tinggi. Berbagai proses perubahan fisik, kimia, dan organoleptik berlangsung dengan cepat mengarah ke pembusukan. Urutan proses perubahan yang terjadi pada ikan setelah mati meliputi perubahan prerigor, rigor mortis, aktivitas enzim, aktivitas mikroba, dan oksidasi (Junianto 2003). Ikan nila merupakan salah satu ikan air tawar yang digemari masyarakat karena dapat dibudidayakan dan rasanya yang gurih. Kementerian Kelautan dan Perikanan (KKP) (2011) menargetkan produksi ikan nila tahun 2011 sebanyak 639.300 ton. Jumlah ini naik sekitar 36,26% dari tahun 2010 yang sebanyak 469.173 ton.
Ikan nila merupakan salah satu komoditi perikanan yang mudah mengalami kerusakan. Mutu ikan dapat diketahui dengan melakukan uji seperti uji organoleptik, total volatile base (Castro et al. 2006), kadar glikogen (Chiou et al. 1998), water holding capacity (Ozogul et al. 2004), dan aktivitas enzim katepsin. Parameter-parameter tersebut memiliki keterkaitan selama proses kemunduran mutu ikan nila dan enzim memiliki peranan yang vital.
Kemunduran mutu suatu organisme berbeda-beda berdasarkan spesiesnya. Enzim memiliki peranan penting dalam proses kemunduran mutu tersebut. Christine et al. (2006) menyatakan proses perombakan pertama pada otot ikan post mortem adalah akibat kerja enzim endogenous yang bersifat proteolitik dan mendegradasi secara aktif protein otot, jaringan ikat dan hidrolisis lemak.
Kesegaran ikan merupakan hal yang sangat penting dalam menentukan keseluruhan mutu dari suatu produk perikanan. Tingkatan mutu akan menjadi alasan bagi konsumen untuk membeli produk tersebut. Oleh karena itu perlu dilakukan penelitian untuk mengetahui tingkat mutu ikan dan komponen-komponen yang mengalami perubahan selama kemunduran mutu ikan.

BAHAN DAN METODE

Bahan dan Alat
Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah ikan nila (Oreochromis niloticus), akuades, TCA 5% dan 7%, K2CO3, asam borat, HCl, KOH, etanol, hemoglobin, larutan folin, buffer-tris HCl. Alat-alat yang digunakan antara lain score-sheet organoleptik, sentrifuge, pH meter, cawan Conway, oven, vortex, dan spektrofotometer.

Prosedur Penelitian
Penelitian dilakukan dalam beberapa tahap. Tahap awal dilakukan pengamatan fase kemunduran mutu ikan nila (Oreochromis niloticus). Ikan-ikan yang telah berada pada fase kemunduran mutu tertentu dipreparasi dan disimpan untuk menjaga tingkatan mutunya. Tahap penelitian selanjutnya adalah pengujian sampel sesuai dengan parameter yang ingin diketahui.
 
Prosedur Pengujian
Sampel ikan pada fase kemunduran mutu diuji untuk melihat komponen biokimia yang terkandung di dalamnya. Pengujian sampel yang dilakukan antara lain pengujian kadar total volatile base, kadar glikogen, aktivitas enzim dan penentuan water holding capacity daging ikan nila (Oreochromis niloticus).
[bookmark: _GoBack]
Penentuan kadar TVB (Total Volatile Base)
Sebanyak 25 gram daging ikan yang sudah dicacah dihomogenasi dengan 75 ml larutan TCA 7%. Campuran disentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm selama 10 menit, sehingga didapatkan supernatan yang siap untuk dianalisis. Sebanyak 1 ml larutan asam borat dimasukkan ke inner chamber cawan Conway. Sementara itu larutan sampel jernih dimasukkan dengan jumlah yang sama ke outer chamber cawan Conway. Dalam kondisi setengah tertutup, 1 ml larutan K2CO3 jenuh dimasukkan ke outer chamber cawan Conway yang lain, cawan segera ditutup. Cawan diinkubasi selama 24 jam dalam suhu kamar. Titrasi dilakukan terhadap larutan asam borat menggunakan HCl 0,2 N hingga mencapai warna merah muda. 

Penentuan kadar glikogen
Metode pengujian kadar glikogen dimulai dengan mengambil sampel sebanyak 100 gram daging ikan nila yang dicincang halus, kemudian dilakukan persiapan larutan KOH (40 gram) ditambah aquades 100 ml diaduk hingga menjadi larutan, sampel yang telah dicincang dicampurkan dengan persiapan larutan KOH sebelumnya, selanjutnya dilakukan perebusan sampel hingga 100°C, setelah itu didiamkan hingga suhu 28°C-30°C, kemudian dilakukan penambahan etanol dengan perbandingan 1:1. Tahap berikutnya larutan tersebut disaring dengan residu dan kertas saring direndam dengan akuades. Penetralan air rendaman dengan asam asetat glacial sampai pH 7, kemudian dilakukan penyaringan, filtrat hasil penyaringan ditambahkan dengan etanol 40 ml, kemudian dilanjutkan dengan penyaringan kembali. Tahap berikutnya residu dan kertas saring yang telah dilakukan tersebut dioven selama 21 jam dalam suhu 50°C, selanjutnya dilakukan penimbangan kertas saring dan perhintungan rendemen. Kertas saring setelah dioven kemudian direndam dengan akuades 2 mg sampel/20 ml larutan, pengambilan 0,5 ml larutan kemudian ditambahkan 1 ml fenol 5%, selanjutnya dihomogenkan dengan vortex selama 10 detik. Setelah itu diinkubasi selama 30 menit dan dilakukan pengukuran absorbansi larutan dengan panjang gelombang berbeda yaitu 260, 280, 320, dan 490. Selanjutnya panjang gelombang 490 nm untuk perhitungan kadar glukosa.

Penentuan aktivitas enzim (Dinu et al. 2002)
Pengujian diawali dengan pencacahan 25 gram daging ikan nila. Sampel kemudian ditambahkan akuades sebanyak 50 ml. Homogenisasi dilakukan pada suhu 0oC. Sampel yang ada disentrifugasi pada kecepatan 3000 rpm dalam waktu 10 menit. Proses yang ada menghasilkan pelet dan supernatan. Supernatan kemudian disentrifugasi kembali dengan kecepatan 2000 rpm selama 10 menit. Dihasilkan supernatan dan pelet, kemudian dilakukan pengujian lanjutan. Pelet yang dihasilkan dilarutkan dengan buffer-tris HCl sebanyak 40 ml pada pH 7,4. Sampel kembali disentrifugasi dengan kecepatan 8000 rpm selama 10 menit. Hasil akhir berupa supernatan kemudian digunakan pada pengujian aktivitas enzim katepsin.
Prosedur kerja pembuatan larutan standar pada assay enzim katepsin diawali dengan penyiapan 0,2 gram hemoglobin (Hb) yang kemudian dilarutkan hingga 10 ml. Nilai pH larutan diatur menjadi 2. Pengukuran assay aktivitas enzim dilakukan dengan 4 kali pengulangan. Metode pengukuran absorbansi dilakukan menggunakan spektrofotometer. Sebanyak 1 ml enzim, hemoglobin 0,5 ml, dan 0,1 ml buffer-tris HCl dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Sampel kemudian diinkubasi pada suhu 37oC dalam waktu 10 menit. Kemudian sampel ditambahkan 2 ml TCA 5%. Sampel kemudian disaring dan diambil filtratnya. Sebanyak 1 ml  folin kemudian ditambahkan ke dalam 1 ml filtrat. Sampel yang ada diinkubasi pada suhu 37oC selama 10 menit. Kemudian absorbansi sampel diukur menggunakan spektofotometer dengan panjang gelombang 750 nm. 

Penentuan kadar air (AOAC 2005) dan water holding capacity
Cawan porselen dikeringkan dalam oven pada suhu 105°C selama 1 jam.  Cawan porselen lalu diletakkan dalam desikator (kurang lebih 15 menit) kemudian ditimbang. Cawan tersebut ditimbang kembali hingga beratnya konstan. Sebanyak 5 gram sampel dimasukkan ke dalam cawan porselen kemudian dikeringkan dengan oven pada suhu 105°C selama 5 jam. Setelah selesai cawan tersebut dimasukkan ke dalam desikator. Proses selanjutnya adalah penimbangan cawan dan sampel yang terdapat didalamnya.
Pengukuran WHC dilakukan dengan cara satu gram daging ikan dihaluskan dan ependove ditimbang. Daging yang telah dilumatkan kemudian dimasukkan ke dalam ependove dan disentrifugasi selama 5 menit dengan kecepatan 1500 rpm. Air yang telah terpisah yang terdapat dalam ependove diambil dengan pipet mikro lalu daging dalam ependove ditimbang dan dilakukan perhitungan WHC.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Total volatile base dan glikogen ikan
TVB (total volatile base) merupakan salah satu metode dalam penentuan kesegaran ikan yang dilakukan secara kimiawi. Prinsip penetapan TVB adalah menguapkan senyawa-senyawa volatil yang terbentuk karena penguraian asam-asam amino yang terdapat pada daging ikan (Munandar et al. 2009). Senyawa volatil yang menguap seperti amoniak dan trimetilamin. Perubahan nilai TVB pada masing-masing fase post mortem ikan nila (Oreochromis niloticus) dapat dilihat pada Tabel 1.
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Tabel 1 Nilai TVB dan Glikogen Ikan Nila (Oreochromis niloticus) 
	Fase
	TVB (mg N/100)
	Glikogen (mg/ml)

	Prerigor
	-
	765,1707

	Rigor mortis
	31,7520
	126,2439

	Postrigor
	38,4048
	-



Pengujian kadar TVB dengan menggunakan metode cawan Conway didapatkan hasil bahwa ikan nila pada fase rigor mortis memiliki nilai TVB sebesar 31,7520 mg N/100 gram dan pada fase postrigor adalah sebesar 38,4048 mg N/100 gram. Nilai TVB semakin meningkat seiring dengan fase kemunduran mutu yang terus terjadi (Utama 2008). Peningkatan nilai TVB ikan selama penyimpanan terjadi akibat degradasi protein atau derivatnya yang menghasilkan sejumlah basa yang mudah menguap seperti amoniak, histamin, hidrogen sulfida, dan trimetilamin yang berbau busuk (Suptijah et al. 2008). Kesegaran ikan dapat dibagi menjadi empat kriteria berdasarkan nilai TVB. Ikan termasuk kriteria sangat segar apabila nilai TVB kurang dari  10 mg N/100 g. Ikan dengan  nilai TVB antara 10-20 mg N/100 g termasuk dalam kriteria segar. Ikan termasuk kriteria masih bisa dikonsumsi dengan apabila nilai TVB antara 20-30 mg N/100 g dan tidak bisa dikonsumsi apabila lebih dari 30 mg N/100 g (Nurilmala et al. 2009).
ATP dapat dihasilkan dari glikogen dengan proses glikolisis dan sebagian kecil dapat dihasikan dari substansi lain pada jaringan yang anaerobik seperti jaringan otot saat post mortem. Simpanan glikogen di otot ikan umumnya lebih sedikit jika dibandingkan dengan hewan mamalia. Namun glikogen otot bertanggung jawab pada pembentukkan ATP di ikan selama post mortem. Glikogen terdegradasi melalui glikogen fosforilasi (Simpson et al. 2012).
Hasil pengujian glikogen menunjukkan bahwa pada saat prerigor kandungan glikogen 765,1707 mg/ml, sedangan pada saat rigor mortis kandungan glikogennya sebesar 126,2439 mg/ml. Hal tersebut menunjukkan bahwa kandungan glikogen pada otot atau daging ikan mengalami penurunan selama proses post mortem. Glikogen akan diurai menjadi asam laktat dan ATP oleh proses glikolisis sehingga pH jaringan otot ikan akan menurun hingga masuk ke fase rigor mortis. Lamanya tahap rigor dipengaruhi oleh kandungan glikogen dalam tubuh ikan dan suhu lingkungan, dimana kandungan glikogen yang tinggi dapat menunda datangnya proses rigor. Namun, semakin lama cadangan glikogen akan menurun, karena terus terpakai untuk proses glikolisis (Eskin 1990).

Aktivitas Enzim Proteolitik
Fase kemunduran mutu ikan yang memiliki nilai pH rendah adalah fase rigor mortis. Nilai pH yang rendah pada fase ini menyebabkan enzim proteolitik khususnya katepsin menjadi aktif. Kekhasan dari enzim proteolitik yang hanya aktif pada pH yang rendah tersebut dapat digunakan untuk mengetahui sejauh mana kemunduran mutu yang terjadi pada ikan.


Tabel 2 Aktivitas enzim proteolitik pada ikan nila (Oreochromis niloticus) dan Ikan Mas (Cyprinus carpio)
	Fase
	Aktivitas Enzim
Katepsin Ikan Nila (U/ml)
	Aktivitas Enzim Katepsin Ikan Mas (U/ml)

	Prerigor
	-
	-

	Rigor mortis
	0.0285
	0.0150

	Postrigor
	0.0095
	0.0050



Aktivitas enzim pada sampel ikan nila mengalami penurunan dari fase rigor mortis ke fase postrigor. Nilai aktivitas enzim pada fase rigor mortis sebesar 0,0285 U/ml, sedangkan pada fase postrigor aktivitas enzim menurun menjadi 0,0095 U/ml. Terjadi penurunan aktivitas enzim pada kedua fase kemunduran mutu ikan nila yang diamati.
Nurilmala et al. (2009) juga menjelaskan bahwa saat ikan mati dan mulai memasuki fase rigor mortis maka akan terjadi respirasi anaerob yang menghasilkan produk berupa asam laktat. Keberadaan asam laktat ini membuat pH daging ikan menjadi turun. Penurunan pH mengakibatkan inhibitor enzim pembusukan (protease) tidak dapat bekerja sehingga melepaskan ikatan dengan enzim pembusuk. Pelepasan ini membuat enzim pembusukan menjadi aktif dan dapat bekerja pada substratnya. Enzim yang berperan pada proses pembusukan umumnya adalah enzim katepsin, kolagenase, dan kalpain namun yang memiliki pengaruh paling besar terhadap kemunduran mutu ikan adalah enzim katepsin.
Nilai aktivitas enzim katepsin pada fase awal rigor mortis berdasarkan hasil pengujian adalah 0,0285 U/ml. Nilai aktivitas enzim tersebut relatif tinggi bila dibandingkan pada fase awal postrigor yaitu sebesar 0,0095 U/ml. Menurut Ladrat et al. (2004) pada akhir fase rigor mortis, saat hasil penguraian jaringan makin banyak, kegiatan bakteri pembusuk dengan enzimnya makin meningkat dan setelah melewati fase rigor (badan ikan mulai menjadi lembek) kecepatan pembusukan atau kemunduran mutu makin meningkat. Beberapa enzim lisosom yang telah dicatat pada jaringan ikan adalah katepsin A, B, C, D, serta protein asam, netral, dan alkali (Santoso et al. 2011).
Katepsin merupakan enzim protease bersifat asam (Chereta et al. 2007). pH menjadi asam ketika fase rigor mortis, pembebasan dan pengaktifan katepsin akan menyebabkan terjadinya penguraian protein menjadi senyawa-senyawa yang lebih sederhana. Hal ini menimbulkan terjadinya akumulasi metabolit dan pembentukan senyawa-senyawa basa volatil yang berakibat terhadap kenaikan pH Kenaikan pH tersebut membuat katepsin kembali tidak aktif dan hanya bakteri pembusuk yang memiliki peranan penting dalam proses pembusukan selama fase postrigor (Nurilmala et al. 2009). Ketika ikan menuju proses pembusukan peristiwa ini terus berlangsung dengan lebih cepat (Martinez 2006). 
Aktivitas enzim katepsin meningkat seiring dengan bertambahnya pH, tapi pada pH yang lebih tinggi aktivitasnya menurun. pH optimum aktivitas enzim katepsin tercapai pada pH 6. Hal ini sesuai dengan penelitian Choi et al. (2005) bahwa enzim katepsin aktif pada pH asam. Toyohara et al. (1981) juga melaporkan bahwa pada carp muscle memiliki pH optimum katepsin A pada pH 5.


Tabel 3. Kadar Air dan Water holding capacity Ikan Nila
	Fase
	Kadar Air (%)
	Bobot air hilang/bobot daging (%)
	Air tertahan (%)

	Ikan Nila (Prerigor)
	76, 89
	0,50
	76,39

	Ikan Bandeng (Rigormortis)
	71,45
	2,99
	68,46



Kadar air dan water holding capacity
Kandungan air dan ion dalam tubuh hewan ditentukan oleh proses osmoregulasi (Lantu 2010). Kandungan air dalam organisme perairan sangat menentukan accetability, kesegaran dan daya tahan bahan pangan terhadap reaksi biologis atau kimiawi. Semakin tinggi kadar air dan nilai aw (aktivitas air) pada suatu bahan pangan maka semakin tinggi pula pertumbuhan mikroorganisme sehingga akan mempercepat proses pembusukan mengingat air merupakan media tumbuh mikroorganisme (Winarno 2002).
Tingginya kandungan air bebas dapat berimplikasi terhadap rendahnya kemampuan otot dalam mengikat air (water holding capacity) sehingga menyebabkan nilai WHC pada ikan nila lebih rendah dibandingkan ikan bandeng (Winarno 2002). Ikan nila memiliki kadar air yang lebih tinggi dibandingkan dengan ikan bandeng, sehingga WHC yang dimiliki ikan nila lebih rendah daripada WHC yang dimiliki oleh ikan bandeng. Water holding capacity untuk ikan air tawar jauh lebih rendah dibandingkan Water holding capacity untuk ikan air laut, sehingga kapasitas daging ikan air laut akan lebih besar jika dibandingkan dengan kapasitas daging ikan air tawar (Adawyah 2008)

KESIMPULAN

Hasil pengujian komponen biokimia pada proses kemunduran mutu ikan menunjukkan nilai TVB yang diperoleh menunjukkan nilai tertinggi pada saat fase postrigor dengan nilai sebesar 38,40 mg N/100g. Nilai glikogen yang didapatkan setelah proses kemunduran mutu ikan tertinggi pada fase postrigor yaitu sebesar 765,1707 mg/ml. Nilai aktivitas enzim katepsin menunjukkan penurunan dari fase rigor mortis yang bernilai 0,0285 U/ml ke fase postrigor menjadi 0,0095 U/ml. Ikan segar yang ditunjukkan oleh ikan nila memiliki kemampuan untuk menahan air sebesar 76,39% dari kadar air total sebesar 76,89%.
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