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Abstrak Kuda laut merupakan biota laut yang memiliki nilai komersial dan dimanfaatkan sebagai ikan hias dan
bahan obat tradisional. Pemanfaatan kuda laut sampai saat ini masih belum diteliti secara luas, terutama dalam
bentuk hidrolisat. Hidrolisat kuda laut diketahui memiliki khasiat dalam aktivitas biologis. Penelitian ini bertujuan
untuk mengidentifikasi kuda laut secara morfometrik, menentukan enzim terpilih berdasarkan derajat hidrolisis
dan menentukan aktivitas antiinflamasi hidrolisat. Hasil identifikasi morfometrik menunjukkan ciri-ciri morfologi
Hippocampus kuda yaita jumlah cincin tubuh 12 unit, cincin ekor 35 unit, tonjolan mata dan pipi sebanyak 1 unit,
rata-rata panjang kepala 3,5 cm, jumlah cincin tubuh pada sirip dorsal 3 unit. Derajat hidrolisis kuda laut terbaik
yaitu hidrolisis protein menggunakan enzim alkalase sebesar 42,49%. Aktivitas antiinflamasi tertinggi pada
hidrolisat kuda laut memiliki % inhibisi sebesar 42,88%.

Kata kunci: Alkalase; derajat hidrolisis; enzim; inhibisi; morfometrik

Abstract Seahorse is marine biota that have commercial value and used as ornamental fish and traditional medicinal
ingredients. Utilization of seahorses has still not been extensively studied, especially in the form of hydrolysates.
Hydrolysates of seahorses are known to have efficacy in biological activity. This study was conducted to identify
seahorse morphometrics, determine selected enzymes based on the degree of hydrolysis and determine the anti-
inflammatory activity of hydrolysates. The results showed that morphometric identification showed morphological
characteristics of Hippocampus kuda, namely the number of body rings 12 units, tail ring 35 units, eye protrusion
and cheeks as much as 1 unit, average head length of 3.5 cm, number of body rings on dorsal fin 3 units. The
best degree of hydrolysis of seahorses is protein hydrolysis using alkalase enzyme of 42.49%. The highest anti-
inflammatory activity on sea horse hydrolyzate has %inhibition of 42.88%.
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PENDAHULUAN

Kuda laut (Hippocampus kuda) merupakan salah satu
komoditas perikanan yang memiliki nilai komersial dan
banyak diperdagangkan. Kuda laut dapat dimanfaatkan
sebagai ikan hias, souvenir dan bahan dasar obat-obatan
tradisional yang diyakini dapat mengobati beberapa
penyakit. Kuda laut tersebar luas di seluruh dunia
termasuk di perairan Indonesia. Menurut data yang ada,
negara-negara pengekspor kuda laut terbesar adalah
Thailand, Filipina, Indonesia, India, Vietnam dan Australia.
Konsumsi kuda laut di wilayah Asia menempati posisi
tertinggi yaitu mencapai 45 ton atau sekitar 16 juta ekor
per tahun (FAO, 2010). Pada tahun 2004-2011 CITES
(Convention on International Trade in Endangered Species of
Wild Fauna and Flora) melaporkan perdagangan kuda laut
diIndonesia berkisar 2.000.000-45.000.000 ekor per tahun
(Foster et al., 2016).

Kuda laut berkhasiat sebagai bahan pengobatan tradisional
di Cina secara turun temurun dan dipercaya dapat
memperkuat stamina. Berbagai manfaat kuda laut sudah
dilakukan beberapa peneliti. Kuda laut dapat memperbaiki
perubahan histologis vesikula seminalis dan kelenjar

prostat (Zhang et al,, 2001), meningkatkan jumlah sperma
(spermatogenesis) (Xu et al., 2003), memiliki aktivitas anti
bakteri terhadap Klebsilla pneumoniae, Vibrio cholerae
dan Staphylococcus aureus (Kumaravel et al.,, 2010),
meningkatkan kadar hemaglobin darah (Adam et al., 2014)
aktivitas anti kelelahan (Kang et o/, 2017) dan memiliki
aktivitas antioksidan sebesar 24,04% (Sanaye et al,, 2014).

Kuda laut memiliki kandungan kimia secara dry basis
dengan kadar protein sebesar 70,70%, kadar lemak 1,71%,
kadar abu sebesar 20,92% dan mengandung mineral Zn
sebesar 38,15 (ug/g) (Lin et al, 2008). Kandungan protein
yang tinggi dari kuda laut ini berpotensi untuk dijadikan
produk hidrolisat protein dari kuda laut.

Hidrolisat protein merupakan produk yang dihasilkan dari
penguraian protein menjadi peptida dan asam amino
melalui proses hidrolisis oleh asam, basa, dan enzim. Salah
satu enzim yang digunakan dalam pembuatan hidrolisat
protein adalah protease. Menurut Haslaniza et al. (2010),
penggunaan enzim dalam menghidrolisis protein dianggap
paling aman dan menguntungkan karena kemampuan
enzim dalam menghidrolisis protein dapat menghasilkan
produk hidrolisat yang terhindar dari perubahan dan
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kerusakan produk.

Peptida-peptida yang merupakan hasil hidrolisis dari
protein memiliki aktivitas biologi yang penting untuk
kesehatan manusia. Peptida bioaktif hidrolisat kuda laut
memiliki aktivitas antikelelahan (Guo et al., 2017; Kang et
al, 2017), memberikan pengaruh terhadap neuroprotektif
(Pangestuti, 2013), dan memiliki aktivifitas antiinflamasi
(Ryu et al., 2010). Inflamasi adalah suatu respon yang
ditimbulkan oleh cedera atau kerusakan pada jaringan
yang berfungsi untuk menghancurkan atau mengurangi
agen pencendera maupun jaringan yang cedera (Erlina et
al., 2007). Obat yang biasa digunakan untuk pengobatan
inflamasi jika dikonsumsi dalam jangka panjang dapat
menimbulkan efek samping seperti luka pada lambung,
menurunnya imunitas terhadap infeksi, osteoporosis,
gangguan ginjal dan anemia (Rinayanti et al., 2014),
sehingga diperlukan obat alternatif yang berasal dari
bahan alam. Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi
kuda laut secara morfometrik, menentukan enzim
terpilih berdasarkan derajat hidrolisis, menentukan
kandungan asam amino hidrolisat dan menentukan
aktivitas antiinflamasi hidrolisat secara in vitro.

Metode pengujian aktivitas antiinflamasi secara in
vitro terdiri dari beberapa metode yaitu pelepasan
fosforilasi oksidatif (ATP biogenesis terkait dengan
respirasi), stabilisasi membran eritrosit, stabilisasi
membran lisosomal, tes fibrinolitik, agregasi trombosit
dan penghambatan denaturasi protein (Oyedapo et al.,
2010). Pada penelitian ini dilakukan pengujian aktivitas
antiinflamasi dengan metode penghambatan denaturasi
protein dengan Bovine Serum Albumin (BSA). Kelebihan
pengujian dengan menggunakan metode ini yaitu mudah
digunakan, sampel yang digunakan sedikit, proses analisa
cepat, dan merupakan uji pendahuluan untuk skrining awal
antiinflamasi (Mufidah, 2014).

BAHAN DAN METODE

Persiapan sampel kuda laut

Pada pembuatan hidrolisat, tahap awal yang dilakukan
yaitu pembuatan serbuk kuda laut. Kuda laut dilakukan
proses pemisahan daging dengan isi perut. Kemudian
daging kuda laut di freez dry pada suhu -50°C lalu diperoleh
serbuk kuda laut.

Identifikasi morfometrik

Identifikasi morfometrik kuda laut mengacu pada metode
Lourie et al. (2004) meliputi beberapa parameter yaitu
panjang tubuh, tonjolan mata, tonjolan dagu, jumlah sirip
insang, jumlah cincin ekor, dan jumlah sirip punggung dari
kuda laut. Karakteristik morfometrik kuda laut diamati dan
disamakan dengan karakteristik yang terdapat pada buku
identifikasi Marine Fishes of South-East Asia.

Pembuatan hidrolisat

Serbuk kuda laut sebanyak 0,2% ditambahkan akuades
sebanyak 100 mL. Hidrolisis dilakukan dengan
menggunakan dua enzim berbeda yaitu alkalase pH 8
suhu 55°C selama 3 jam (Sari et al., 2017) enzim pancidase
pH 7 suhu 48°C selama 12 jam (Arafah, 2017). Setelah
waktu hidrolisis tercapai, dilakukan inaktivasi enzim pada
suhu 85°C selama 20 menit untuk menghentikan proses
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hidrolisis. Kemudian di sentrifugasi pada kecepatan 6000
g selama 30 menit pada suhu 4°C untuk memisahkan
supernatant dan pelet. Selanjutnya supernatant di freeze
dryer pada suhu -50°C.

Perhitungan derajat hidrolisis

Analisis derajat hidrolisis berdasarkan Baharrudin et al.
(2016) dilakukan dengan metode titrasi formol melalui
pembandingan nilai N-terasimilasi terhadap nilai total
nitrogen sampel. Derajat hidrolisis dihitung berdasarkan
persentase rasio trichloroacetic acid (TCA). Sampel yang
digunakan yaitu 10 mL hidrolisat protein ditambahkan TCA
20% (b/v) sebanyak 10 mL. Campuran tersebut kemudian
didiamkan selama 30 menit agar terjadi pengendapan,
kemudian disentrifugasi (kecepatan 6000 g, selama 30
menit). Supernatannya lalu dianalisis kadar nitrogennya
menggunakan metode Kjeldahl (AOAC, 2005). Derajat
hidrolisis dapat dihitung dengan rumus sebagai berikut:

Nitrogen terlarut dalam TCA 10%
Nitrogen total sampel

Derajat hidrolisis (%) = X 100%
Analisis asam amino (AOAC, 2005)

Analisis asam amino dilakukan untuk mengetahui jenis dan
kadar asam amino pada serbuk kuda laut serta hidrolisatnya.
Prinsip analisis asam amino adalah memanfaatkan reaksi
pra kolom gugus amino yaitu pereaksi ortoftalaldehida
(OPA) yang akan bereaksi dengan asam amino primer
dalam suasana basa, mengandung merkaptoetanol
membentuk senyawa yang berfluoresensi sehingga dapat
dideteksi dengan detector fluoresensi. Proses analisis
asam amino menggunakan HPLC meliputi: (1) Preparasi
sampel, sampel ditimbang sebanyak 3 mg dan dihaluskan.
Sampel yang telah halus dihidrolisis asam menggunakan
HCl 6 N sebanyak 1 mL yang kemudian dipanaskan dalam
oven pada suhu 110°C selama 24 jam. Pemanasan dalam
oven dilakukan untuk menghilangkan gas ata udara yang
ada pada sampel agar tidak mengganggu kromatogram
yang dihasilkan. Sampel kemudian dipindahkan ke labu
rotary evaporator untuk dikeringkan, ditambah dengan
HCI 0,01 N dan ditera sampai 5 mL lalu disaring dengan
kertas milipore no. 45. (2) Injeksi sampel ke HPLC, larutan
buffer kalium borat pH 10,4 ditambahkan ke dalam sampel
dengan perbandingan 1:1, kemudian dimasukkan 50 pL
sampel dan ditambahkan 250 pL pereaksi OPA dengan
perbandingan 1:5. Larutan standar diinjeksikan ke dalam
kolom HPLC sebanyak 5 pL. Tunggu sampai pemisahan
semua asam amino selesai, waktu yang diperlukan sekitar
25 menit. Kondisi alat HPLC saat dilakukan analisis yaitu
temperatur 27°C (suhu ruang), jenis kolom HPLC yaitu
Ultra techspere (Coloum C-18), kecepatan alir eluen yaitu
1 mL/menit, tekanan yaitu 3000 psi, fase gerakyaitubuffer
Na-Asetat dan methanol 95%, detektor yaitu Fluoresensi
dan panjang gelombang yaitu 254 nm. Kandungan asam
amino dalam 100 g bahan dapat dihitung dengan rumus:

luas puncak sampel x konsentrasi standar

Konsentrasi asam amino (umol) =
(umeol) Luas puncak standard

pumol AA x Mr AA x 100%
g sampel

%AA

Penguijian aktivitas antiinflamasi

Pengujian aktivitas antiinflamasi dilakukan secara in vitro
berdasarkan Williams et al. (2008) dengan pembuatan
pereaksi: (1) Pembuatan Tris Buffer Saline (TBS), sebanyak
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1,21 g tris base dan 8,7 g NaCl lalu dilarutkan dalam 900
mL aquadest. Selanjutnya pH diatur sampai pH 6,2-6,5,
kemudian ditambahkan aquadest sampai 1000 mL. (2)
Pembuatan 0,2% BSA (Bovine Serum Albumin), sebanyak
0,2 g Bovine Serum Albumin dan dimasukkan ke dalam
labu ukur 100 mL, Lalu ditambahkan larutan TBS hingga
volume 100 mL. (3) Pembuatan larutan kontrol negatif,
sebanyak 50pL metanol lalu ditambahkan larutan 0,2%
BSA ke labu ukur hingga volume 5 mL. (4) Pembuatan
larutan kontrol positif, sebanyak 100 mg natrium diklofenak
kemudian dilarutkan dengan methanol ke dalam labu
ukur 25 mL dan ditambahkan dengan methanol sampai
25 mL. (5) Pembuatan larutan uji, sebanyak 0,5 g sampel
dan dilarutkan dalam metanol didalam labu ukur 25 mL,
kemudian ditambah dengan pelarut sampai volume 25
mL. (6) Pengukurun aktivitas antiinflamasi, larutan uji
dipipet 50pL kemudian ditambahkan larutan 0,2% BSA
sampai mencapai volume 5 mL, kemudian diinkubasi
pada suhu 25°C selama 30 menit, lalu dipanaskan selama
5 menit pada suhu 72°C, kemudian didiamkan selama
25 menit suhu 23°C. Setelah dingin, larutan divortex dan
diukur absorbansi dengan spektrofotometri Uv-Visible
pada panjang gelombang 660 nanometer. Perhitungan
persentase penghambatan denaturasi protein diukur
dengan menggunakan rumus sebagai berikut:

Abs control negatif — Abs larutan uji x 100%

%inhibisi =
’ Abs control negatif

HASIL DAN PEMBAHASAN

Identifikasi morfometrik

Berdasarkan hasil identifikasi morfometrik, kuda laut yang
digunakan dalam penelitian ini adalah Hippocampus kuda.
Morfometrik dilakukan dari 15 sampel diperoleh rata-
rata panjang tubuh berkisar 12,9+0,83 cm dan memiliki
rata-rata berat sebesar 2,84+0,61 g. Ciri-ciri morfologi H.
kuda yaitu memiliki warna tubuh bercak hitam, moncong
lebih tebal, duri halus, mahkota rendah, jumlah cincin
tubuh 12 unit, cincin ekor 35 unit, tonjolan mata dan pipi
sebanyak 1 unit, rata-rata panjang kepala 3,5 cm, jumlah
cincin tubuh pada sirip dorsal 3 unit. H. kuda menurut
Lourie et al. (2004) memiliki tubuh yang lebih besar dengan
maksimum panjang tubuh 17 cm, jumlah cincin ekor 34-38
unit, cincin tubuh 11 unit, rata-rata panjang hidung dan
kepala 2,0-2,6 cm. Kuda laut memiliki ekor yang dapat
dililitkan dan pada kuda laut jantan terdapat kantong
pengeraman yang terletak di bawah perut sedangkan
betina tidak memiliki kantong pengeraman. Jenis kuda laut
yang terdapat di Indonesia yaitu Hippocampus barbouri,
Hippocampus comes, Hippocampus histrix, Hippocampus
kelloggi, Hippocampus bargibanti, Hippocampus pontohi,
Hippocampus spinosissimus, Hippocampus trimaculatus dan
Hippocampus kuda (Lourie et al., 2004).

Kuda laut termasuk dalam ordo Gasterosteiformes dan
famili Syngnathidae. Komoditi perikanan yang termasuk
dalam famili Syngnathidae termasuk ikan air laut dan ikan
air tawar memiliki bentuk badan memanjang. Memiliki satu
sirip punggung yang biasanya terdiri dari 15-60 jari-jari
lunak, 2-6 jari-jari sirip dubur dengan ukuran yang sangat
kecil, dan tidak memiliki sirip perut (Rabiansyah, 2015).
Kuda laut atau yang dikenal sebagai tangkur kuda termasuk
dalamjenisikan, bernafas dengan menggunakaninsang dan

49

merupakan jenis ikan yang sangat berbeda dibandingkan
dengan ikan lainnya. Kepala kuda laut memiliki mahkota,
tubuh agak pipih dan melengkung, seluruh bagian tubuh
kuda laut terbungkus oleh lempengan-lempengan tulang
atau cincin, terdapat mata kecil dan sama lebar, memiliki
mulut yang panjang seperti pipa Lourie et al., 2004).

Derajat hidrolisis

Derajat hidrolisis merupakan parameter utama memantau
reaksi suatu hidrolisis. Proses hidrolisis kuda laut dengan
menggunakan alkalase memiliki derajat hidrolisis lebih
tinggi dibandingkan hidrolisis dengan pancidase. Hidrolisis
dengan pancidase memiliki nilai derajat hidrolisis sebesar
20,42% sedangkan menggunakan alkalase sebesar
42,49%. See et al. (2011) menyatakan nilai derajat hidrolisis
dipengaruhi oleh jenis enzim. Enzim yang ditambahkan
ke dalam substrat akan terserap pada partikel yang
tersuspensi dan enzim yang tersuspensi akan berikatan
dengan peptida. Ryu et al. (2010) melaporkan bahwa kuda
laut (Hippocampus kuda) yang dihidrolisis menggunakan
alkalase paling efektif dibandingkan dengan enzim protease
lainnya seperti papain dan tripsin. Menurut Charoenphun
et al. (2013) semakin tinggi derajat hidrolisis menunjukkan
proses hidrolisis yang efektif dalam memecah ikatan
peptida. Hidrolisis secara enzimatik lebih menguntungkan
karena tidak menyebabkan kerusakan peptida dan asam
amino selama proses hidrolisis (Baehaki et al,, 2015).

Asam amino

Tabel 1. Asam amino hidrolisat protein kuda laut.

Hidrolisat Hidrolisat

Asam Amino Asam amino kuda laut kuda laut
dengan dengan

pancidase alkalase

Esensial Histidin 0,705 0,767
Threonin 0,765 0,891

Leusin 1,175 1,248

Valin 0,800 0,822

Isoleusin 0,521 0,579

Phenilalanin 0,515 0,556

Lisin 1,094 1,168

Metionin 0,604 0,592

Non esensial Prolin 1,231 1,295
Tirosin 0,658 0,619

Asam aspartat 1,309 1,565

Glisin 0,896 1,009

Arginin 0,958 1,211

Alanin 0,505 0,520

Asam glutamat 3,609 4,122

Sistein 0,331 0,375

Serin 0,417 0,464

Asam amino merupakan komponen utama penyusun
protein yang memiliki fungsi dalam metabolisme tubuh.
Kandungan kimia kuda laut menurut Sari et al. (2017) terdiri
dari kadar abu 9,65+0,16% kadar lemak 4,89+0,37%, kadar
protein 69,83+0,31%, dan karbohidrat 5,50+0,34. Analisis
asam amino bertujuan untuk mengetahui jumlah dan jenis
asam amino esensial yang terkandung dalam hidrolisat
kuda laut. Metode analisis yang digunakan yaitu metode
HPLC. Hasil analisis asam amino hidrolisat protein kuda laut
dengan enzim berbeda disajikan pada Tabel 1. hidrolisat
protein kuda laut memiliki 17 jenis asam amino yang terdiri
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dari asam amino esensial dan asam amino non esensial.
Asam amino yang tidak dianalisis yaitu triptofan, prolin,
sistein, asparagine, dan glutamin.

Kadarasamamino hidrolisatkudalautdengan menggunakan
pancidase lebih rendah dibandingkan dengan kadar asam
amino hidrolisat protein kuda laut alkalase. Hal ini diduga
karena perbedaan jenis enzim yang digunakan dalam
proses hidrolisis kuda laut dapat menghasilkan komposisi
asam amino yang berbeda dan protein terlarut lainnya
masih dalam bentuk peptida-peptida. Menurut Gauthier
et al. (1982) enzim yang digunakan dalam pembuatan
hidrolisat akan menghidrolisis ikatan peptida secara
spesifik sehingga menghasilkan kandungan asam amino
yang berbeda.

Hidrolisat kuda laut pancidase dan alkalase yaitu asam
glutamat (3,609%) dan (4,122%), sedangkan persentase
asam amino terendah sistein (0,331%) dan (0,375%).
Menurut Sari (2018) kandungan asam amino tertinggi
hidrolisat dan tepung kuda laut adalah asam glutamat
dengan nilai masing-masing 9,13% (hidrolisat) dan 7,33%
(tepung). Asama glutamate merupakan asam amino yang
paling banyak terdapat dalam produk perikanan (Uju et
al., 2009).

Uji aktivitas antiinflamasi

Metode pengujian antiinflamasi pada penelitian ini adalah
metode penghambatan denaturasi protein Bovine Serum
Albumin (BSA). Pengujian dengan BSA dilalukan untuk
skrining awal pengembangan obat baru dengan proses
ketika BSA dipanaskan, maka akan terjadi denaturasi dan
menunjukkan reaksi hipersensitif tipe lll yang berhubungan
dengan antigen. Senyawa yang dapat menstabilkan
protein dari proses denaturasi merupakan senyawa yang
berpotensi sebagai antiinflamasi. Interaksi BSA dengan zat
aktif terjadi akibat adanya ikatan antara zat aktif dengan
tirosin, treonin, dan lisin. Ketika zat aktif menempel dengan
tirosin, treonin, dan lisin yang terdapat pada BSA maka
akan tidak mencegah terjadinya denaturasi BSA (Williams et
al,, 2008). Hidrolisat terbaik yaitu hidrolisis dengan alkalase.
Hasil uji antiinflamasi disajikan pada Tabel 2.

Tabel 2. Aktivitas antiinflamasi hidrolisat kuda laut.

No. Sampel Konsentrasi %Inhibisi
1 Natrium 250 ppm 44,40
Diklofenak 275 ppm 47,33
300 ppm 44,86
325 ppm 54,11
350 ppm 54,12
375 ppm 59,54
2 Hidrolisat 250 ppm 28,02
kuda laut 275 ppm 30,32
300 ppm 34,51
325 ppm 37,44
350 ppm 38,49
375 ppm 42,88

Penghambatan denaturasi protein hidrolisat kuda laut
mulai ditunjukkan pada konsentrasi 250 ppm. Berdasarkan
William et al. (2008) senyawa yang memiliki persen inhibisi
denaturasi protein >20% merupakan senyawa yang
memiliki aktivitas antiinflamasi. Senyawa yang diduga
berperan sebagai antiinflamasi adalah flavonoid. Hal ini
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didukung dengan hasil penelitian dari Sari (2018) pengujian
senyawa flavonoid pada kuda laut menunjukkan hasil
yang positif. Pada penelitian Bandawane (2013) yang
menyatakan bahwa tanin dan flavonoid pada Tamarandus
indica diduga menimbulkan efek antiinflamasi.

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Identifikasi morfometrik menunjukkan ciri-ciri morfologi
Hippocampus kuda yaitu jumlah cincin tubuh 12 unit, cincin
ekor 35 unit, tonjolan mata dan pipi sebanyak 1 unit, rata-
rata panjang kepala 3,5 cm, jumlah cincin tubuh pada sirip
dorsal 3 unit. Derajat hidrolisis kuda laut terbaik yaitu
hidrolisis protein menggunakan enzim alkalase sebesar
42,49%. Aktivitas antiiflamasi tertinggi pada hidrolisat kuda
laut memiliki %inhibisi sebesar 42,88%.

Saran
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai identifikasi
sekuens asam amino dengan menggunakan LC-MS.
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