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ABSTRACT

Several lipases from microbial and plant, i.e Rhizomucor miehei Pseudomonas sp., Candida anfarica, rice bran, and Carica papava latex (CPL)
were examined for synthesis of omega-3 (n-3) PUFA-rich ghgsanide by hydrolysis and acidolysis reaction. Tuna d was used in hydrolysis reaction,
whereas tuna and palm oils were used as source of irigiycanide (TAG) molecules and n-3 PUFA concentrate from tuna ol as source of EPA and DHA in
acidofysis reaction.

For hydrolysis reaction, the rice tran and CPL lipases showed the lowest hydimdyiic activly of the tuna oi], whereas the R_miehe lipase showed
the highwest hydrolytic activify but was unable to hydrolyza EPA andD M. On the contrary, the C_antarfica and Pseudomanas sp. lipases acfed stronger
on hydrolysis of DHA ester bond than EFAL

For acidoiysis reaction, d | the lipases showed abillty to incorporate n-3 PUFA intotunaand palm ofs, C._anfarticg fipase had the maximum DHA
incorparation into tuna and palm ofs, e bran lipase had reiaffvaly similar ability with R_miehei Epase, and fhe CPL lipase had the lowest ability. This
study proved that rice bran and CPL lipases also had frans esfaniication acifvlly and showed the inasibiily of the rice bran lipase to be a biocatalyst for n-
3 PUFA-rich giycanide praduction Increasing the substrate ratio, of n-3 PUFA concentrate and tuna or paim oil, could increase the EPA and DHA
incorporation. The R, miehei, nca bran, and CPL lipases unabled to incorporate DHA into DHA-containing ghyceride molecule, whereas C_antarics
lipass had the eapabilify in high ratio of n-3 PUFA concentrateto d.  Tharsdam, the lipases were easier to incorporate -3 PUFA into palm oil than tuna
4 since the TAG moecuies of paim d was nof as complex as tuna 0il. /f could be suggesied tha the lipases did not el have acy/ chain and
posifional specificfy, but aso the whole glyceride structure specificity.

Keywords : acidolysks, lipass, n-3 PUFA, palm of, specificily, tunad |

PENDAHULUAN konvensional, diantaranya penggunaan suhu dan tekanan yang
relatif rendah, sehingga kerusakan asam lemak n-3 dapat
Peranan asam lemak omega-3 (n-3), yakni EPA dicegah.
(eicosapentaenoic &cid) dan DHA (docosahexaenoic acid) Lipases (macyigypcend hyddases, EC311.3)
terhadap kesehatan telah banyak diketahui. Disamping mencegah merupakan er@im yang mengkatalis reaksi hidrolisis ikatan
penyakit kardovaskuler, berpengaruh terhadap fungsi kekebalan ester pada trigliserida. Berdasarkan sifat spesifisitasnya, lipase
tubuh, inflamasi, dan kadar lipid darah, asam lemak n-3 juga dapat dbedakan atas (i) lipase nonspesifik; (ii) lipase
dibutuhkan untuk pertumbuhan jaringan otak dan retina manusia stereospesifik, yang menghidrolisis asam lemak pada posisi
(Simopoulos, 1989; Connor et al., 1992; dan Nettleton, 1993). tertentu dari ftrigliserida, dan (i) tiposelektif, yang
Telah banyak penelian yang dlakukan daiam menghidrolisis jenis asam lemak tertentu dan tidak tergantung
an metode sintesis produk giserda kaya asam pada posisinya pada molekul trigliserida (lwai dan Tsuijisaka,
lemak n-3. Dalam bentk ini maka asam lemak n-3 dapat 1984). Dalam kondisi jumlah air yang terbatas, lipase
digunakan sebagai bahan rufrifican pangan, kamsna memiliki diketahui juga mengkatalisa reaksi-reaksi sintesis (reaksi
kterseciaan hayali dan stabiitas oksidalif yang relatf baik. pemindahan ataupun pertukaran asam lemak) pada minyak
Metode yang dikembangkan diantaranya adalah hidrolisis selektif dan lemak.

minyak ikan (Tanaka et d., 1992 dan Shimada et d., 1997a), Penelitian ini bertujuan untiuk mempelajari  sifat
esterifikasi selektif minyak ikan (Shimada et al., 1997b), spesifisitas beberapa jenis lipase terhadap asam lemak n-3,
enrichment asam lemak n-3 pada minyak ikan dengan baik pada \/\/Si hidrolisis maupun sintesis, untuk memperoleh
transesterifikasi (Yamane et d., 1992), atau modifikasi minyak gliserida kaya asam lemak n-3. Reaksi hidrolisis dlakukan
nabati dengan menginkorporasikan asam lemak-n3 dari minyak pada minyak ikan tuna, sedangkan reaksi sintesis, yakni
ikan (Huang dan Akoh, 1994; Huang et al., 1994; Akoh et al., asidolisis, dlakukan antara minyak ikan atau minyak sawit

1996, dan Elisabeth et d., 1998). dengan konsentrat asam lernak n-3.

Umumnya metode yang digunakan dalam sintesis
gliserida kaya asam lemak n-3 menggunakan reaksi enzimatik
dengan lipase sebagai biokatalisator. Proses enzimatik ini
memiliki beberapa keunggulan dibandingkan proses kimia
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METODOLOGI

Bahan

Minyak ikan tuna, yang merupakan funa pre-cook oil,
diperoleh dari PT Aneka Tuna, Gempol, Jawa Timur. Dari
minyak ikan tuna juga dilakukan isolasi asam lemak n-3 dengan
metode kristalisasi urea untuk memperoleh konsentrat asam
lemak n-3 (Elisabeth et al, 1994). Minyak sawit yang
digunakan adalah minyak sawit merah yang dipreparasi di
Pusat Penelitian Kelapa Sawit. Jenis-jenis lipase yang diteliti
adalah lipase mikrobial imobil Rhizomucor miehei (Lipozyme-
IM) dan Candida antartica (Novozym-435) dari Novo Nordisk
Bioindustrial Ltd. (Denmark), Pseudomonas sp. dari Sigma
Chem. Co., USA, serta lipase nabati yakni dedak padi varitas
Merah Munte yang diperoleh dari penggilingan padi di Pancur
Batu - Sumut, dan getah pepaya kering dari Sigma Chem. Co.,
USA..

Reaksi hidrolisis enzimatik

Reaksi hidrolisis dilakukan antara minyak ikan tuna dan
air de-ion yang mengandung 1 mM CaCl; dengan rasio berat
minyak/air 1:2. Sebagai katalis digunakan 5% lipase mikrobial
(dari berat substrat campuran) atau 10% dedak padi atau
0.003% lipase Pseudomonas sp. Campuran direaksikan pada
suhu 30°C dengan pengadukan magnetic stimer 600 rpm
selama 24 jam, dan udara dalam bejana digantikan dengan gas
N2. Pada akhir reaksi dilakukan proses filtrasi atau inaktivasi
lipase dengan penambahan asetorvetanol 1:1 (v/v). Fraksi
lipida diekstraksi dengan heksana sebanyak 2 kali, dan
kemudian pelarut dievaporasi vakum.

Reaksi asidolisis enzimatik

Reaksi asidolisis dilakukan antara minyak tuna atau
minyak sawit merah dengan konsentrat asam lemak n-3,
menggunakan lipase mikrobial (5% dari berat substrat
campuran) atau lipase nabati (10% dari berat substrat
campuran} sebagai katalisator. Campuran diinkubasi pada
suhu 40°C selama 24 jam dengan kecepatan pengadukan 300
pm. Udara dalam bejana digantikan dengan gas N.. Pada
akhir reaksi, dilakukan proses filtrasi/inaktivasi lipase, ekstraksi
fraksi lipida, dan penghilangan asam lemak bebas dengan
menggunakan NaOH metanolik 0,5 N. Lapisan atas kemudian
dipisahkan dan dievaporasi vakum.

Analisis

Analisis komposisi asam lemak dilakukan setelah
proses metilasi sampel dengan BFi-metanol (14%bW),
menggunakan asam lemak C17:0 sebagai standar internal dan
alat kromatografi gas Perkin Elmer 8420 yang dilengkapi
dengan detektor FID dan kolom kapiler DB-225 (30m x 0.2
mm id; J&W Scientific, Folsom, CA). Suhu injektor dan
detektor sebesar 260°C, sedangkan suhu oven isotermat 220°C
dan tekanan gas H: sebagai gas pembawa sabesar 15 psig.

Analisis komposisi lipida dilakukan dengan metode
kromatografi lapis tipis pada plat yang dilapisi dengan silika gel
60, dielusi dengan pelarut petroleum eter/dietil eter/asam asetat
(90:10:1 wviviv), dan visualisasi spot dilakukan dengan
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penyemprotan 2',7'-diklorofluoresens 0,2% (b/v) dalam etanol.
Masing-masing spot fraksi gliserida dan asam lemak dikerok,
diekstraksi dengan pelarut dan kemudian pelarut dievaporasi
vakum. Berat masing-masing fraksi ditimbang dan diambil
sekitar 15-25 mg untuk dimefilasi dan dianalisis komposisi
asam lemaknya.

Komposisi lipida dihitung berdasarkan % berat relatif
dari masing-masing ekstrak fraksi gliserida dan asama lemak
yang diperoleh. Recovery EPA dan DHA pada fraksi trigliserida
(TG) dan gliserida produk hasil hidrolisis minyak ikan tuna
dihitung berdasarkan kandungan EPA dan DHA awal pada
minyak tuna, yakni dengan persamaan R (%) = Fn X WFn / Fix
WFi, d mana Fy, adalah % berat fraksi TG atau gliserida pada
produk hasil hidrolisis, WFn adalah % mol asam lemak pada
fraksi TG atau gliserida, Fi adalah % berat fraksi TG pada
minyak tuna, dan WF; adalah % mol asam lemak pada fraksi
TG minyak tuna.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Spesifisitas beberapa lipase terhadap EPA dan DHA
pada reaksi hidrolisis

Jumlah asam lemak dan TG pada produk hidrolisis
minyak tuna dapat menggambarkan aktivitas hidroliik masing-
masing jenis lipase. Lipase R. miehei menunjukkan aktivitas
hidroliik tertinggi dengan kandungan asam {emak bebas
sebesar 56.5% dan kandungan trigliserida sebesar 22.0%,
diikuti dengan lipase Pseudomonas sp. yang mengandung TG
sebesar 41.3%, dedak padi 60.0%, dan C. antartica 65.2%
(Gambar 1).

Kandungan EPA dan DHA pada minyak tuna masing-
masing adalah 4.2 dan 12.0 %mol. Adapun kandungan EPA
dan DHA pada minyak tuna dan produk hidrolisisnya dengan
berbagai jenis lipase ditampilkan pada Gambar 2.

Setelah proses hidrolisis, kandungan EPA pada produk
hidrolisis tidak mengalami perubahan yang nyata, sedangkan
kandungan DHAnya cenderung meningkat. Kandungan DHA
tertinggi pada minyak tuna terhidrolisis diperoleh pada
penggunaan lipase R. miehei, yakni sebesar 27.5 %mol, diikuti
dengan Pseudomonas sp., dedak padi, dan C. antartica.

Untuk mempelajari  sifat spesifitas lipase yang
digunakan lebih lanjut, maka recovery EPA dan DHA pada
molekul TG dan fraksi gliserida (mono-, di-, dan trigliserida)
dihitung berdasarkan kandungan awalnya pada minyak tuna.
Seperti yang terlihat pada Tabel 1, maka recovery EPA dan
DHA pada penggunaan lipase dedak padi mencapai 100% dan
lebih dari 60%nya terdapat pada fraksi TG. Hal ini berarti
bahwa lipase dedak padi hanya menghidrolisis asam-asam
lemak bukan EPA dan DHA, dan akfivitas hidroliiknya yang
relatif rendah disebabkan karena sifat spesifisitasnya tersebut.
Dapat juga dinyatakan bahwa pengaruh sifat tiposelekdif lipase
dedak padi terhadap jenis asam lemak lebih besar
dibandingkan sifat stereospesifiknya, meskipun hingga saat ini
belum ditemukan informasi tentang kedua karakteristik ini.
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Gambar 1. Komposisi lipida pada minyak tuna dan produk hidrolisisnya
dengan menggunakan beberapa jenis lipase sebagai katalisator.
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Gambar 2. Kandungan EPA dan DHA pada minyak tuna dan produk hidrolisisnya
dengan menggunakan beberapa jenis lipase sebagai katalisator.
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Tabel 1. Recovery EPA and DHA (berdasarkan jumiah mol) pada fraksi TG dan gliserida hasil hidrolisis minyak tuna.

Recovery asam lemak n-3 padafraksi | Recovery asam lemak n-3 pada fraksi
Jens lipase TG (%) gliserida (%)
EPA DHA EPA DHA
Rhizomucor miehei 35.0 56.8 480 80.0
Candida antartica 635 498 84.2 739
Pseudomonas sp 50.8 325 751 724
Dedak padi 69.2 60.9 100 100

Recovery EPA dan DHA pada fraksi gliserida dengan
penggunaan lipase R. miehei masing-masing adalah 48.0 dan
80.0%. Dengan aktivitas hidrolitk yang relatif tinggi dan
recovery DHA yang tinggi pula maka dapat dinyatakan bahwa
lipase R. miehei memiliki sifat spesifisitas yang relatif rendah
terhadap DHA dan spesifisitasnya terhadap EPA lebih tinggi
dibandingkan DHA. . Hasil ini memperkuat hasil penelitian
Langholz et al. (1989) serta Pedersen and Holmer (1995) yang
membuktikan bahwa spesifisitas lipase R. miehei terhadap
DHA sangat rendah pada reaksi esterifikasi dan hidrolisis.

Telah diketahui bahwa lipase R. miehei memilki sifat
stereospesifik sn1,3-. EPA dan DHA pada minyak ikan banyak
terdapat pada posisi sn2- dari molekul TG, sehingga EPA dan
DHA yang terhidrolisis adalah yang terdapat pada posisi sn1,3-.
Dengan demikian dapat dikatakan bahwa sifat stereospesifik
dari lipase R. miehei berperan lebih tinggi dalam menghidrolisis
asam lemak n-3 pada minyak tuna dibandingkan dengan sifat
tiposeiektifnya.

Lipase C. antartica dan Pseudomonas sp. menunjukkan
kemampuan hidrofitk terhadap DHA yang lebih tinggi
dibandingkan lipase R. miehei dan dedak padi. Hasil penelitian
juga menunjukkan bahwa kedua jenis lipase memiliki
kemampuan menghidrolisis DHA yang lebih tinggi
dibandingkan EPA, karena recovery EPA lebih tinggi
dibandingkan DHA. Hal ini menunjukkan sifat spesifisitas yang
berbeda dengan lipase R. miehei dan membuktikan bahwa
tidak semua jenis lipase memiliki sifat spesifisitas yang lebih
rendah dengan meningkatnya derajat ketidak-jenuhan asam
lemak.
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Spesifisitas beberapa lipase terhadap EPA dan DHA
pada reaksi asidolisis

Minyak tuna dan minyak sawit digunakan sebagai
sumber molekul TG dalam reaksi asidolisis dengan konsentrat
asam lemak n-3 untuk melihat pengaruh struktur TG terhadap
inkorporasi EPA dan DHA, seperti yang ditampilkan pada
Gambar 3. Semua jenis lipase memiliki kemampuan yang
hampir sama dalam menginkorporasikan EPA pada minyak
ikan, sedangkan tingkat inkorporasi DHA tertinggi diperoleh
pada penggunaan lipase C. antartica. Di sisi fain, lipase getah
pepaya memiliki aktivitas inkorporasi asam lemak n-3 yang
rendah pada minyak sawit, sedangkan lipase R miehei
memiliki aktivitas yang hampir sama dengan dedak pad.
Tingkat inkorporasi asam lemak n-3 pada minyak sawit lebih
tinggi dibandingkan minyak tuna, yang mengindkasikan bahwa
bentuk molekul TG dari masing-masing jenis minyak
mempengaruhi aktivitas lipase. TG pada minyak tuna lebih
kompleks dibandingkan minyak sawit, karena jenis asam lemak
yang terdapat pada minyak sawit jauh lebih banyak dengan
struktur asam lemak yang juga lebih kompleks.
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Gambar 3. Pengaruh rasio substrat pada inkorporasi EPA dan DHA pada minyak tuna dan minyak sawit dengan menggunakan

beberapa jenis lipase sebagai biokatalisator

Semakin tinggi rasio substrat yang digunakan maka
tingkat inkorporasi asam lemak n-3 cenderung meningkat.
Tingkat inkorporasi DHA juga tebih tinggi dibandingkan EPA,
yang berhubungan dengan jumiah kandungan DHA pada
konsentrat asam lemak n-3 yang tinggi dan meningkatkan
peluang DHA untuk berinteraksi dengan molekul lipase.

Kandungan DHA pada fraksi MG hasil asidolisis minyak
tuna dengan lipase R. miehei pada rasio substrat 4.8:1 dan
7.4:1 masing-masing adalah 55 dan 60 %mol dan pada fraksi
DG sekitar 50%. Data ini mengindikasikan bahwa lebih
separuh dari molekul MG mengandung DHA pada kerangka
gliserolnya. Di sisi lain, terdapat 2 kemungkinan tentang
kandungan DHA pada fraksi DG, bahwa pada setiap molekul
DG terdapat 1 buah DHA atau terdapat molekul DG yang
memiliki 2 buah DHA dan molekul DG lain yang tidak
mengandung DHA. Adapun kandungan EPA dan DHA pada
fraksi TG ditampilkan pada Gambar 4.
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Kandungan DHA pada fraksi TG produk asidolisis
minyak tuna yang menggunakan lipase R. miehei pada tingkat
rasio substrat tertinggi adalah 33,3 %mol, sedangkan dengan
menggunakan lipase C. antartica mencapai 51,9 %mol.
Dengan 3 buah asam lemak yang terdapat pada setiap molekul
TG dan kandungan DHA pada fraksi TG tersebut adalah 33,3
%mol, dduga bahwa setiap molekul TG pada produk hasil
asidolisis minyak tuna dengan lipase R. miehei memiliki 1 buah
DHA. Di sisi lain, dengan kandungan DHA sebesar 51,9 %mol
pada fraksi TG produk asidolisis minyak tuna dengan lipase C.
antartica maka setiap molekul TG ada yang memiliki 2 buah
DHA. Demikian pula hainya dengan 50 %mol kandungan DHA
pada fraksi DG hasil asidolisis minyak tuna yang memitiki 2
buah molekul asam lemak, diduga bahwa masing-masing
molekul DG memiliki 1 buah DHA. Dengan demikian dari hasil
penelitian ini dapat dinyatakan bahwa lipase R. miehei tidak
dapat menginkorporasikan DHA pada molekul-molekul gliserida
yang telah memiliki DHA. Fenomena ini juga ditemukan pada
lipase dedak padi, tetapi tidak pada lipase C. Antartica.
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Gambar 4.
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Kandungan EPA dan DHA pada fraksi TG minyak tuna, produk asidolisis minyak tuna dan minyak sawit menggunakan

beberapa jenis lipase dan pada beberapa tingkat rasio substrat.

KESIMPULAN

Lipase dedak padi memiliki akfivitas hidrolitik yang
sangat rendah pada minyak ikan dan tidak memiliki
kemampuan untuk menghidrolisis EPA dan DHA, sedangkan
lipase R. miehei menunjukkan kemampuan menghidrolisis
DHA yang rendah. Sebaliknya C. antartica dan Pseudomonas
sp. memiliki kemampuan menghidrolisis DHA yang lebih tinggi
dibandingkan EPA.

Sifat spesifisitas lipase terhadap asam lemak berbeda
pada reaksi hidrolisis dan transesterifikasi. Lipase R. miehei,
C. antartica, dan dedak pad menginkorpo-rasikan EPA dan
DHA pada minyak sawit yang lebih tinggi dibandingkan minyak
ikan, sedangkan aktifitas lipase getah pepaya sangat rendah
dalam menginkorporasikan EPA dan DHA pada minyak sawit.
Lipase R. miehei dan dedak padi tidak memiliki kemampuan
untuk menginkorporasikan DHA pada molekul gliserida yang
telah memiliki DHA, dan sebaliknya dengan lipase C. antartica.
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