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Abstrak

Mata tuna yang kaya akan asam lemak omega-3 eicosapentaenoic acid dan docosahexaenoic acid
dapat diperoleh dengan ekstraksi suhu rendah tetapi rendemen yang diperoleh belum maksimal. Nilai
rendemen minyak mata tuna dapat ditingkatkan dengan hidrolisis enzimatis. Response surface methodology
(RSM) dapat membantu menganalisis pengaruh faktor-faktor terhadap respon untuk mengoptimalkan
kondisi hidrolisis enzimatis. Tujuan penelitian ini adalah maksimalisasi rendemen minyak, menentukan
kondisi optimum ekstraksi enzimatis minyak mata tuna dengan faktor konsentrasi papain dan waktu
hidrolisis yang berbeda menggunakan pemodelan central composite design-face centered (CCDFC) pada
RSM, dan determinasi karakteristik minyak hasil ekstraksi dengan suhu 55°C dan enzim papain 100.000
U/g. Kondisi hasil validasi optimum hidrolisis enzimatis minyak mata tuna menghasilkan nilai rendemen
11,24+0,09% pada konsentrasi 1,02% enzim papain selama 3 jam. Kandungan EPA dan DHA minyak mata
tuna pada kondisi optimum tergolong sangat tinggi yaitu 6,02% EPA dan 30,30% DHA dari 99,90% total

asam lemak yang teridentifikasi.

Kata kunci: asam lemak omega-3, hidrolisis enzimatis, mata tuna, response surface methodology, stunting

Integration of Low Temperature Centrifugation with Optimization of Tuna
Eye Oil Enzymatic Extraction Using Response Surface Methodology

Abstract

Tuna eye oil which is rich in omega-3 fatty acids eicosapentaenoic acid and docosahexaenoic acid
can be obtained by low temperature extraction however the yield was not optimum yet. The yield value of
tuna eye oil can be increased with enzymatic hydrolysis. Response Surface Methodology (RSM) can help
analyze the effect of factors on the response to optimize the conditions of enzymatic hydrolysis. The purpose
of this study was to maximization of oil yield, determine the optimum conditions for enzymatic extraction
of tuna eye oil with different papain enzyme concentration and hydrolysis time using central composite
design-face centered (CCDFC) modeling on RSM and determination of oil extracted characteristics with
a temperature 55°C and papain enzyme 100.000 U/g. The validation optimum of the enzymatic hydrolysis
resulted in a yield value of 11.24+0.09% at the concentration of 1.02% papain enzyme for 3 hours. The EPA
and DHA content of tuna eye oil at the optimum condition was classified as very high, 6.02% EPA and

30.30% DHA from 99.90% of the total identified fatty acids.

Keywords: enzymatic hydrolysis, omega-3 fatty acids, response surface methodology, stunting, tuna’s eye
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PENDAHULUAN

Tuna merupakan komoditas ekspor
unggulan Indonesia (KKP 2017). Tuna
diekspor dalam bentuk loin dan kaleng yang
menyisakan hasil samping mencapai 40%
dari bobot keseluruhan (Riyanto 2013).
Renuka et al. (2016) melaporkan bahwa
kepala tuna, khususnya mata tuna dapat
diolah menjadi minyak ikan dan berpotensi
sebagai sumber baru asam lemak omega-3
rantai panjang/long chain omega-3 fatty acid
(LCn3FA) yang baik bagi kesehatan manusia,
terutama eicosapentaenoic acid (20:5, n3; EPA)
(7%) dan docosahexaenoic acid (22:6, n-3;
DHA) (35%). Persentase tersebut cukup tinggi
bila dibanding DHA pada sarden (6,9+1,5%)
yang merupakan ikan-ikan penghasil minyak
(Mohanty et al. 2016).

Ekstraksi dan isolasi LCn-3FA telah
banyak dilakukan menggunakan berbagai
metode konvensional. Penggunaan bahan
kimia dan suhu tinggi pada metode
konvensional dapat menurunkan nilai atau
konsentrasi LCn-3FA (Trilaksani et al. 2014).
Ekstraksi dengan pelarut kimia (metode
goldfisch  (AOAC 1975), dan kloroform/
metanol (Bligh dan Dyer (1959); Folch et al.
(1957)) merupakan ekstraksi yang sangat
rumit, karena harus melalui tahap pemisahan
pelarut yang membutuhkan energi besar dan
menyebabkan kontaminan bagi lingkungan
(Ramakrishnan et al. 2013). Ekstraksi suhu
rendah misalnya pendinginan dan sentrifugasi
serta enzimatis menjadi solusi dalam
mengatasi hal tersebut untuk menghasilkan
minyak ikan dengan kualitas yang baik dan
lebih murni (Trilaksani et al. 2020).

Ekstraksi enzimatis minyak kepala
salmon dengan protease tumbuhan (bromelin)
telah dilakukan Mbatia et al. (2010) dengan
rendemen yang dihasilkan  mencapai
12,241,1% (b/b). Papain (EC 3.4.22.2)
merupakan salah satu protease tumbuhan
yang secara alami terdapat pada getah
pepaya (Carica papaya). Papain tergolong
jenis endopeptidase (endoproteinase) yang
dapat memutus ikatan peptida pada tempat-
tempat tertentu dalam molekul protein serta
tidak memengaruhi gugus di ujung molekul
(Damodaran dan Parkin 2017). Enzim papain
dapat memecah kombinasi antara protein
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dan lemak pada kondisi pH optimum yang
cenderung netral (6-8) dan stabil pada suhu
pemanasan sedang (40-60°C) dengan cara
memotong protein kompleks menjadi asam
amino sederhana sehingga membuat minyak
yang terperangkap mudah untuk dipisahkan
(Fernandez-Lucas et al. 2017). Qi-Yuan et al.
(2016) menyampaikan bahwa ekstraksi minyak
dapat ditingkatkan melalui pra-hidrolisis
menggunakan protease dan sentrifugasi serta
difokuskan pada tahap optimasi proses. Tahap
optimasi proses tersebut dapat dilakukan
dengan beberapa cara, salah satunya dengan
metode response surface methodology (RSM).

RSM merupakan metode statistik untuk
pemodelan optimalisasi beberapa variabel
yang menentukan kondisi proses optimal.
RSM dapat diterapkan untuk optimasi dalam
proses ekstraksi, salah satunya hidrolisis
enzimatis produk hasil samping perikanan
(Qi-Yuan et al. 2016). Beberapa model yang
terdapat dalam RSM, di antaranya central
composite design-face centered (CCDFC)
yang memiliki tingkat akurasi prediksi cukup
tinggi dan minimal hanya membutuhkan
kombinasi dua faktor. Optimasi ekstraksi
enzimatis minyak mata tuna kombinasi faktor
konsentrasi papain dan waktu hidrolisis
dengan RSM belum pernah dilakukan.
Penelitian ini bertujuan menentukan kondisi
optimum ekstraksi enzimatis minyak mata
tuna dengan faktor konsentrasi papain dan
waktu hidrolisis yang berbeda menggunakan
permodelan CCDFC pada RSM, dan
determinasi  karakteristik minyak hasil
ekstraksi dengan suhu 55°C dan enzim papain
100.000 U/g.

BAHAN DAN METODE
Bahan dan Alat

Bahan utama yang digunakan adalah
mata tuna (Thunnus sp.) yang diambil pada
27 Desember 2019 di PT Ruangan Pendingin
Indonesia, Muara Baru, Jakarta Utara. Bahan
yang digunakan untuk hidrolisis minyak mata
tuna adalah enzim papain (powder) (SGonek,
warna putih, food grade, 100.000 U/g). Bahan
yang digunakan untuk analisis mutu minyak
meliputi CHCI3, CH,COOH, Na §,0, 0,01 N,
KI, KOH 0,1 N, p-anisidin, pati 1%, isooktan,
indikator fenoiftalein (Merck, Jerman), dan
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alkohol 95%. Bahan yang digunakan untuk
analisis keragaan asam lemak meliputi
Supelco TM37 component fatty acid methyl
ester (FAME) mix, NaOH 0,5 mL, BF, 20%,
NaCl jenuh. Peralatan yang digunakan dalam
penelitian ini antara lain alat sentrifugasi
(HIMAC CR no. R12A6904357D0 Hitachi,
Jepang) timbangan analitik (Joil), alat
pembeku (Frigigate F-200), penangas air kocok
(WiseBath® WSB Series, Swiss), kromatografi
gas 2010 plus, dan spektrofotometer UV-Vis
2500 (Shimadzu, China).

Metode Penelitian
Preparasi dan karakterisasi
tuna (Murado et al. 2012)
Mata tuna dipotong sebanyak dua sampai
tiga bagian. Pemisahan dilakukan dengan cara
membuang bagian keras, lensa dan sklera.
Daging dihaluskan untuk ekstraksi minyak
ikan. Karakterisasi mata tuna meliputi kadar
air, abu, lemak, protein, dan karbohidrat
(AOAC 2005), pengukuran morfometrik, dan
organoleptik dengan spesifikasi kenampakan
mata sesuai dengan SNI 2729:2013 tentang
ikan segar dan SNI 2346:2015 tentang
ketentuan panelis.

mata

Rancangan ekstraksi minyak mata
tuna (modifikasi Mbatia et al. 2010
dan Trilaksani et al. 2020)

Ekstraksi minyak mata tuna meliputi
(1) ekstraksi suhu rendah (sentrifugasi)
tanpa enzimatis, (2) ekstraksi suhu rendah
(sentrifugasi) dengan enzimatis, dan (3)
ekstraksi  suhu  rendah  (sentrifugasi),
enzimatis, dan suhu rendah (sentrifugasi)
kembali. Konsentrasi enzim 0,5% dan
waktu hidrolisis enzimatis selama satu jam.
Ekstraksi terbaik ditentukan berdasarkan nilai
rendemen tertinggi.

Ekstraksi suhu rendah tanpa enzimatis
dilakukan dengan sentrifugasi (11.200 g, 4
°C, 30 menit). Ekstraksi suhu rendah dengan
enzimatis dilakukan dengan penambahan
papain dengan konsentrasi 0,5% lalu
diinkubasi pada penangas air kocok selama
satu jam, 150 rpm (hidrolisis) kemudian
disentrifugasi (11.200 g, 4 °C, 30 menit).
Ekstraksi suhu rendah, enzimatis, dan suhu
rendah kembali dilakukan sentrifugasi (11.200
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g 4 °C, 30 menit) dan dilakukan pemisahan
dengan komponen lainnya (substrat). Substrat
kemudian ditambahkan papain 0,5% lalu
diinkubasi pada penangas air kocok selama
satu jam, 150 rpm (hidrolisis) kemudian
disentrifugasi kembali (11.200 g, 4 °C, 30
menit).

Optimasi ekstraksi enzimatis minyak
mata tuna dengan metode RPM
(modifikasi Mbatia et al. (2010) dan
Ramakrishnan et al. (2013))

Nilai optimum rendemen minyak
mata tuna ditentukan dari dua faktor yaitu
konsentrasi papain (%) dan waktu hidrolisis
(jam). Konsentrasi papain ditetapkan pada
rentang 0,5-1,5% (titik pusat 1%) dan waktu
hidrolisis ditetapkan pada rentang 1-3 jam
(titik pusat dua jam). Konsentrasi papain
mengacu Ramakrishnan et al. (2013) bahwa
menaikkan konsentrasi enzim hingga 1%
dapat mencapai hasil maksimum untuk
ekstraksi minyak ikan. Waktu hidrolisis
mengacu Mbatia et al. (2010) bahwa nilai
maksimum minyak ikan dihasilkan dengan
waktu hidrolisis selama dua jam.

Substrat terdiri dari light lipid, hidrolisat
protein cair, dan endapan dilakukan
penimbangan kemudian ditambahkan papain
dengan konsentrasi yang disarankan oleh
perangkat lunak Design Expert 11.0, yaitu
0,5%-1,5% serta lama waktu reaksi yang
disarankan adalah 1-3 jam lalu diinkubasi pada
penangas air kocok dengan kecepatan 150
rpm pada suhu 55° setelah itu disentrifugasi
(11.200 g, 4 °C, 30 menit). Minyak mata tuna
dianalisis yang meliputi rendemen minyak
(AOAC 1995) keragaan asam lemak (AOAC
2000), nilai anisidin (AOCS 1998), nilai
peroksida (AOAC 2005), nilai total oksidasi
(AOAC 2005), nilai asam (AOCS 1998) dan
asam lemak bebas (AOAC 2005).

Analisis Data

Rancangan percobaan yang digunakan
adalah CCDFC dari RSM menggunakan dua
variabel bebas konsentrasi enzim papain (X,)
dan waktu hidrolisis (X,) sedangkan variabel
respons adalah nilai rendemen minyak mata
tuna. Desain rancangan percobaan pada Table
I dan 2 diperoleh dengan bantuan perangkat
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lunak Design Expert versi 11. CCDFC terdiri
dari tiga bagian:

1. Titik sudut (corner points) = nf dengan xi =
-1,1;i=1, ...,k membentuk bagian faktorial

pada desain.
2. Titik pusat (centre points) = nc dengan xi =
0;i=1,...,k
3. Titik aksial (axial points) = a dengan xi =
-, a;i=1, ..., k Nilai ini ditentukan oleh
jumlah variabel faktor.
Titik aksial (a) penelitian ini menggunakan

dua variabel faktor sehingga nilai aksialnya
((X) — (22)1/4 =1.

Table 1 Correlation of variables and factor

Desain model orde 1

"

Desain model orde 2

Y = BO + Z{-(:lﬁixi + Zileﬁuxz + Z Zi<j ﬂinin + &

Keterangan:

Y = Hasil perkiraan respons yang diinginkan
(tingkat rendemen)

X, = Peubah yang meliputi konsentrasi enzim

papain dan waktu hidrolisis

Bo = Koefisien model

B, = Pengaruh linier peubah terhadap respons

B, = Pengaruh interaksi antar peubah terhadap

codes on RSM respons
Factor code B, = Pengaruh kuadratik peubah terhadap
Factor variable T o 1 respons
e = Gangguan error
Papain concentration (X1) (%) 05 1 1.5 !
Hydrolysis time (X,) (h) 1 2 3 HASIL DAN PEMBAHASAN

Data hasil eksperimen di laboratorium
dioptimasi untuk mengetahui pengaruh
linier, kuadrat, dan interaksi dari variabel
bebas selama ekstraksi yang dinyatakan dalam
persamaan orde ke-1 linier dan orde ke-2
kuadrat:

Karakteristik Mata Tuna

Mata tuna yang digunakan memiliki
diameter rata-rata 5,98+0,35 cm dan bobot
utuh rata-rata 90,63+5,02 g. Proporsi mata
tuna memiliki empat bagian, mata tuna
bagian lunak mengandung 90% proporsi
bagian yang terdiri dari daging 27,10+2,71
g dan humor bening (vitreous humor)

Table 2 Design experimental of central composite design-face centered on RSM

Factor code

Factor actual

Run X Papain Hydrolysis Response
1 2 concentration (%)  time (h)
1 -1 1 0.5 3 Y1
2 0 0 1 2 Y2
3 -1 0 1.5 2 Y3
4 -1 0 0.5 2 Y4
5 1 1 1.5 3 Y5
6 1 -1 1.5 1 Y6
7 0 -1 1 1 Y7
8 0 0 1 2 Y8
9 0 1 3 Y9
10 -1 -1 0.5 1 Y10
11 0 0 1 2 Y11
12 0 0 1 2 Y12
13 0 0 1 2 Y13

Note: X1 = Papain concentration (%); X2 = Hydrolysis time (h)
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54,29+1,95 g, sementara mata tuna bagian
keras mengandung 10% proporsi bagian
yang terdiri dari sklera 6,41+0,96 g dan lensa
3,10+1,05 g (Figure 1).

'a)

[ - = o
Figure 1 Visual of tuna eye; a) tuna's eye and
b) tuna's eye proportion

Analisis organoleptik kesegaran mata
tuna dengan spesifikasi kenampakan mata
sesuai SNI 2729:2013 memperlihatkan mata
tuna masih memiliki kenampakan bola mata
agak cekung, kornea agak keruh, pupil agak
keabu-abuan, dan agak mengilap spesifik
jenis ikan dengan nilai 6,24. Komposisi
kimia mata tuna terdiri dari kadar air
67,93+1,12% dan kadar lemak 18,44+0,39%
yang merupakan komponen tertinggi. Kadar
protein 11,43+0,24%, kadar abu 1,11+0,04%,
dan karbohidrat (by difference) 1,09+0,58%.
Rendemen minyak mata tuna tertinggi
(15,03+2,43%) dihasilkan dari perlakuan
ekstraksi  suhu  rendah  (sentrifugasi),
enzimatis, dan suhu rendah (sentrifugasi)
kembali (Table 3). Tingginya rendemen
minyak mata tuna tersebut disebabkan
adanya akumulasi minyak hasil sentrifugasi
suhu rendah dengan minyak hasil kombinasi
ekstraksi enzimatis dengan sentrifugasi suhu
rendah. Minyak hasil sentrifugasi pertama
menyisakan daging mata tuna dengan ukuran
yang lebih kecil karena pemisahan sebagian
minyak dengan substratnya. Substrat tersebut
diduga masih mengandung minyak yang
terikat dengan protein kompleks sehingga
dilakukan ekstraksi enzimatis dan sentrifugasi
kembali untuk mendapatkan rendemen

minyak yang maksimal, semakin kecil ukuran
bahan akan semakin besar luas permukaannya
sehingga minyak dapat dengan mudah
dilepaskan. Luas permukaan bahan yang besar
juga diduga dapat membuat penetrasi enzim
lebih cepat saat proses hidrolisis. Hidrolisis
enzimatis dengan protease dapat memutus
ikatan peptida proteolitik yang memfasilitasi
degradasi protein pada jaringan mata tuna dan
pelepasan minyak (Carvajal dan Mozuraityte
2016).

Optimasi Ekstraksi Enzimatis Minyak
Mata Tuna menggunakan RSM

Nilai respons rendemen minyak mata
tuna ekstraksi enzimatis dengan rancangan
CCDFC dalam RSM disajikan pada Table
4. Model yang direkomendasikan adalah
kuadratik dari respons rendemen minyak
mata tuna ekstraksi enzimatis. Pada perangkat
lunak tersebut digunakan tingkat signifikansi
5% (0,05) sehingga penentuan model terbaik
berdasarkan parameter tingkat signifikansi
harus di bawah 0,05 (p <0,05) sementara uji
Lack of Fit harus tidak signifikan (p>0,05)
untuk menunjukkan bahwa model yang
digunakan telah sesuai. Analisis ragam
menunjukkan p-value Lack of Fit 0,7413
lebih besar dari tingkat signifikansi 0,05 yang
telah ditentukan, sehingga dapat dinyatakan
model telah sesuai untuk respons yang
digunakan. Nilai R* diperoleh 0,9350 sehingga
diduga seluruh faktor yang diamati memiliki
pengaruh nyata pada respons.

Nilai adjusted R* dan predicted R* yang
baik adalah keduanya lebih dari 0,70. Selisih
nilai adjusted R*> dan predicted R* sangat
berpengaruh terhadap kesesuaian model,
yaitu tidak lebih dari 0,2. Nilai adjusted R*
yang diperoleh dari perangkat lunak 0,8886,
sementara nilai prediction R* 0,7763. Selisih

Table 3 Extraction of tuna’s eye oil

Papain Hydrolysis
Research design concentration o 0 Yield
0 time (h)
(%)
Low temperature extraction without enzymatic 0 0 5.58+0.01
Low temperature extraction with enzymatic 0.5 1 12.86%2.02
Low temperature extraction, enzymatic, and 0.5 1 15.03+2.43

low temperature again
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Table 4 Response value of enzymatic extraction tuna eye oil with CCDFC design in RSM

Coded variable Original variable Yield (%)
Run ; ;
X, X, conce}r)lifaililcl)n (%) Ht)i,:lreo ?}Ils)ls Actual Prediction
1 0 0 1 2 8.45+0.86 8.24
2 -1 0 0.5 2 6.87+0.07 6.75
3 0 -1 1 1 10.21£0.61 10.42
4 -1 -1 0.5 1 9.24+0.15 9.14
5 0 0 1 2 8.13+0.43 8.24
6 1 0 1.5 2 6.7210.25 6.62
7 0 0 1 2 8.99+0.24 8.24
8 0 0 1 2 7.6710.08 8.24
9 0 0 1 2 7.7210.09 8.24
10 -1 1 0.5 3 9.54+0.19 9.76
11 1 -1 1.5 1 8.71t£1.14 8.60
12 0 1 1 3 11.9+0.06 11.46
13 1 1 1.5 3 9.84+0.53 10.05

Note: X1 = Papain concentration (%); X2 = Hydrolysis time (h)

nilai tersebut adalah 0,1123 (<0,2) dan kedua
nilai juga sudah melebihi batas minimal
yang baik (>0,70), sehingga menunjukkan
data model yang digunakan sangat baik.
Persamaan linier yang mengoptimalkan
respons rendemen minyak mata tuna sebagai
berikut:

Oilyield (%) = +8.24-0.0633 * Conc. of enzyme
+0.5200 * Time of hydrolysis + 0.2075 * Conc.
Of enzyme * Time of hydrolysis - 1.55 * Conc.
of enzyme’ + 2.71 * Time of hydrolysis

Persamaan model tersebut menunjukkan
bahwa respons nilai rendemen minyak mata
tuna ekstraksi enzimatis dipengaruhi oleh
semua faktor yang diamati. Setiap faktor
memengaruhi respons sesuai dengan nilai
konstanta yang ada. Konstanta positif memberi
nilai setara dengan respons dan konstanta
negatif memberi pengaruh berbalikan dengan
respons.

Analisis Kombinasi Faktor Konsentrasi
Papain dan Waktu Hidrolisis pada
Respons Rendemen Minyak Mata
Tuna

Faktor konsentrasi papain dan waktu
hidrolisis memengaruhi hidrolisis enzimatik
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minyak mata tuna yang dilakukan. Grafik tiga
dimensi dan kontur (Figure 2) menunjukkan
hubungan antara faktor X, dan X, yang
menampilkan kondisi kedua faktor memiliki
nilai respons maksimal pada wilayah yang
ditandai dengan warna merah. Persentase
tertinggi dari hasil minyak ikan vyang
diperoleh adalah 11,9+0,06% pada run 12 (1%
konsentrasi enzim selama 3 jam), sementara
untuk persentase terendah dari hasil minyak
ikan adalah 6,72+0,25% pada run 6 (1,5%
konsentrasi papain selama 2 jam).
Ramakrishnan et al. (2013) melaporkan
bahwa ekstraksi minyak ikan makerel
menggunakan enzim alkalase selama 1-4
jam, peningkatan konsentrasi enzim dari 0,5-
2% dapat meningkatkan rendemen minyak.
Liu et al. (2020) juga melaporkan bahwa
ekstraksi minyak salmon dengan menaikkan
level konsentrasi enzim dari 0,1% menjadi 1%
hanya berpengaruh sedikit terhadap rata-rata
rendemen minyak. Peningkatan konsentrasi
enzim tidak selalu mengarah pada peningkatan
hasil minyak yang diperoleh. Mbatia et al.
(2010) menyatakan bahwa penambahan
konsentrasi enzim dapat meningkatkan
laju hidrolisis, tetapi tidak secara signifikan
meningkatkan hasil minyak. Peningkatan
sebanyak tiga kali lipat dari 0,5% konsentrasi
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Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual

Rendemen Minyak (%)

A:Konsentrasi Enzim (%)

Figure 2 Graphic of the effect of papain concentration and hydrolysis time on the response to
tuna eye oil yield; a) Three-dimensional graph and b) Contour graph

enzim hanya berkontribusi sedikit terhadap
peningkatan hasil minyak, oleh sebab itu 0,5-
1% (b/b) konsentrasi enzim dianggap sebagai
titik optimal, selain itu konsentrasi enzim
yang rendah dapat mengurangi biaya yang
terkait dengan enzim pada skala produksi
(Iberahim et al. 2020).

Mbatia et al (2010) melakukan ekstraksi
minyak kepala salmon selama 14 jam dengan
konsentrasi bromelin 0,5% menghasilkan
12,2% minyak ikan (pada jam ke-2) dari
total kandungan lipid 17,6£1,5%. Lama
waktu hidrolisis yang diperpanjang dari 4-14
jam tidak akan meningkatkan hasil minyak
tetapi akan menghasilkan perubahan warna
menjadi cokelat. Penurunan hasil minyak
setelah 2-3 jam disebabkan interaksi lebih
banyak lipid dengan protein terhidrolisis
seperti saat penambahan jumlah air yang
tinggi ke dalam reaksi. Iberahim et al. (2018)
melaporkan bahwa lama waktu hidrolisis
yang ditingkatkan dari 60 menit menjadi
180 menit menghasilkan peningkatan hasil
minyak ikan lele (Clarias gariepinus) dari
14,49+0,50% menjadi 15,91+0,20%, hal
tersebut membuktikan bahwa ketika lama
waktu hidrolisis ditingkatkan maka laju
hidrolisis akan meningkat juga karena enzim
mampu bereaksi lebih terhadap substrat untuk
menghasilkan minyak. Hidrolisis enzimatis

Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual

Overlay Plot
Rendemen Minyak
@ Design Points

X1 = A Konsentrasi Enzim
X2 = B Waktu Hidrolisis

B: Waktu Hidrolisis {Jam)
-

1

Overla.y Plot

dengan waktu antara 1-4 jam sudah cukup
untuk melepaskan lipid (Ramakrishnan et al.
2013).

Optimasi Respons dan Validasi
Kondisi Optimum
Optimasi respons dilakukan untuk

mendapatkan kombinasi model terbaik
sehingga diperoleh hasil rendemen minyak
mata tuna sesuai yang diinginkan dengan
menggabungkan variabel respons dan
variabel bebas. Penentuan optimasi respons
dilakukan dengan memaksimalkan respons.
Plot overlay (Figure 3) dari perangkat lunak
dengan memprediksi wilayah optimal untuk
mendapatkan nilai maksimum respons serta
variabel yang diinginkan.

Solusi  optimasi  variabel  respons
pada ekstraksi enzimatis minyak mata
tuna mendapatkan hasil pada konsentrasi
enzim 1,02% dan waktu hidrolisis 3 jam
berdasarkan perangkat lunak dengan hasil
respons adalah 11,47%. Nilai optimasi
hasil pengolahan ditunjukkan dengan nilai
desirability yang mendekati 1. Solusi terbaik
pada model memiliki nilai desirability sebesar
0,916 dengan persentase kemungkinan
91,6%. Solusi tersebut menggunakan faktor
konsentrasi papain sebesar 1,02% dengan
waktu hidrolisis selama 3 jam. Perlakuan pada

.

Rendemen Minyak 114646
X1 102332
X2 3

05

T
13 15

A: Konsentrasi Enzim (%)

Figure 3 Overlay plot graph of enzymatic extraction tuna eye oil yield
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titik optimal yang ditunjukkan perangkat
lunak diprediksikan rendemen minyak mata
tuna sebesar 11,47%. Nilai optimasi tersebut
perlu dilakukan validasi pada penerapannya.

Validasi terhadap prediksi variabel
respons dilakukan setelah mendapatkan hasil
optimasi respons. Nilai respons aktual pada
tahapan ini dibandingkan dengan nilai respon
prediksi yang diberikan oleh perangkat lunak.
Nilai aktual didapat dari hasil pengamatan
laboratorium sedangkan nilai prediksi didapat
dari hasil pengolahan data dengan pernagkat
lunak Design Expert 11. Hasil uji validasi
terhadap variabel respons pada kondisi
optimum faktor konsentrasi papain 1% dan
waktu hidrolisis 3 jam sebesar 11,24+0,09%.
Nilai tersebut mendekati nilai prediksi
(11,47%) dengan ketepatan pada respons yang
diuji sebesar 98,08%.

Karakteristik Minyak Mata Tuna
Ekstraksi Suhu Rendah dan Enzimatis
Hasil Optimasi

Ekstraksi minyak mata tuna
menggunakan metode sentrifugasi suhu
rendah dan enzimatis hasil optimasi
memisahkan minyak dengan komponen
daging dan fase cair lainnya menjadi empat
lapisan. Lapisan tersebut terdiri dari minyak
mata tuna, emulsi lipid-protein, cairan dan
darah, serta endapan lipid-protein berbobot
molekul besar (Figure 4). Mbatia et al. (2010)
melaporkan bahwa hasil ekstraksi minyak dari
kepala salmon dengan sentrifugasi kecepatan
2.000 g selama 15 menit pada suhu ruang
(25°C) menghasilkan empat lapisan, yaitu
lapisan paling atas adalah minyak diikuti
lapisan lipid-protein (emulsion), lapisan

berair (aqueous), dan endapan sisa (sludge).
Ramakrishnan et al. (2013) melakukan
ekstraksi minyak ikan makarel menggunakan
0,5-2% (b/b) enzim alkalase pada suhu 55°C
selama 1-4 jam menghasilkan empat lapisan,
yaitu lapisan minyak, light Ilipid-protein,
hidrolisat protein ikan cair, dan heavy lipid-
protein serta endapan sisa (sludge). Lapisan
tersebut dapat terpisah karena perbedaan
bobot jenis setiap komponen sehingga minyak
yang memiliki bobot jenis paling rendah akan
terpisah ke bagian atas. Rendemen minyak
mata tuna hasil sentrifugasi suhu rendah
tertinggi adalah 10,33%.

Analisis logam berat minyak mata tuna
ekstraksi suhu rendah dan enzimatis hasil
optimasi terdeteksi arsen (As) berturut-
turut adalah 3,61+0,02 mg/kg dan 3,92+0,01
mg/kg serta tidak terdapatnya unsur logam
berat lain yaitu merkuri (Hg), timbel (Pb),
kadmium (Cd), dan timah (Sn). Nilai arsen
yang terdeteksi lebih tinggi dari standar yang
ditetapkan CODEX STAN 193-1995 Standard
for Contaminants and Toxins in Food and Feed
yaitu 0,1 mg/kg.

Kandungan asam lemak bebas dan
nilai asam pada minyak mata tuna ekstraksi
suhu rendah (0,5740,01% dan 1,12+0,06
mg KOH/g) dan enzimatis hasil optimasi
(0,89+0,01% dan 1,76+0,03 mg KOH/g).
Rendahnya nilai asam pada minyak mata tuna
tersebut menunjukkan bahwa terdapat sedikit
kerusakan yang terjadi saat proses pengolahan
atau penyimpanan (Mahesar et al. 2014).
Nilai peroksida minyak mata tuna ekstraksi
suhu rendah (121,434£0,62 meq/kg) dan
enzimatis hasil optimasi (205,95+0,55 meq/
kg) tergolong sangat tinggi. Nilai tersebut

Figure 4 Visualization of extraction and centrifugation forms (A) separation of tuna’s eye
content (B) tuna's eye oil. (a) tuna’s eye oil, (b) emulsion of lipid-protein, (c1)
aqueous phase, (c2) aqueous protein hydrolysate, (d) sludge, (e) low temperature
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berada di atas batas aman mutu minyak yang
ditetapkan oleh Codex (2017) yaitu <5 meq/
kg. Tingginya nilai oksidasi minyak tersebut
disebabkan oleh tingginya kandungan PUFA
terutama EPA dan DHA yang sangat rentan
teroksidasi (Kaushik et al. 2015). Nilai
organoleptik mata tuna yang diperoleh adalah
6,24 (skala 1 sampai 9) yang menunjukkan
sudah terjadinya kemunduran mutu, salah
satunya adalah perubahan warna mata
menjadi abu-abu kemerahan. Rustad (2010)
menyampaikan bahwa percepatan oksidasi
minyak sangat dipengaruhi oleh beberapa
faktor, di antaranya paparan oksigen, cahaya,
panas, dan tingkat ketidakjenuhan asam
lemak. Nilai p-anisidin pada minyak mata
tuna ekstraksi suhu rendah (54,52+1,02 meq/
kg) dan enzimatis hasil optimasi (104,55+1,41
meq/kg) diduga minyak tersebut mengalami
masa penyimpanan yang cukup lama yaitu
satu bulan sebelum dilakukan pengujian,
selama masa penyimpanan minyak telah
terjadi oksidasi tahap dua (sekunder) yang
ditandai dengan dekomposisi senyawa
hidroperoksida (produk oksidasi primer).
Tingginya nilai peroksida dan nilai p-anisidin
pada kedua sampel minyak mata tuna sangat
memengaruhi nilai TOTOX minyak mata
tuna ekstraksi suhu rendah (297,39+0,22 meq/
kg) dan enzimatis hasil optimasi (516,45+0,31
meq/kg) yang dihasilkan sebagai penentu
adanya senyawa hidroperoksida, aldehida, dan
keton dari degradasi asam lemak tak jenuh
ganda (PUFA) dalam kondisi teroksidasi oleh
suhu tinggi, paparan oksigen dan cahaya, serta
kandungan senyawa logam. Karakteristik
mutu minyak mata tuna ekstraksi suhu rendah
dan enzimatis hasil optimasi dapat dilihat
pada Table 5.

Kandungan asam lemak minyak mata
tuna ekstraksi suhu rendah didominasi oleh
PUFA. Kandungan asam lemak tertinggi
adalah DHA mencapai 30,30% diikuti oleh
asam palmitat (SFA) 21,25%, dan asam oleat
(MUFA) 16,52% serta EPA (PUFA) 6,12%.
Renuka et al. (2016) melaporkan bahwa
kandungan asam lemak pada mata tuna sirip
kuning didominasi oleh PUFA dengan DHA
36,72+1,11% dan EPA 7,07+0,09%.

Kandungan DHA minyak mata tuna
ekstraksi suhu rendah (30,17%) dan
enzimatis hasil optimasi (30,30%) memiliki
nilai tertinggi dibandingkan sumber DHA
lainnya, yaitu minyak ikan sarden dengan
PUFA 30,00+0,27% dan DHA 16,85%+0,90%
(Renuka et al. 2016). Tingginya PUFA
terutama DHA pada minyak mata tuna
diduga karena DHA banyak ditemukan pada
retina yang berperan sebagai pelindung
dalam proses penangkapan cahaya. Van-
Leeuwen et al. (2018) melaporkan asam lemak
DHA mencapai konsentrasi tertingginya
di membran fotoreseptor (wilayah orbital
mata) sebagai faktor pelindung saraf terhadap
stres oksidatif dan berperan penting dalam
perkembangan retina.

Total Rendemen Minyak Mata Tuna
Kombinasi Ekstraksi Suhu Rendah
dan Hidrolisis Enzimatis terhadap
Kandungan Lemak Mata Tuna
Rendemen total minyak mata tuna yang
diperoleh dari hasil kombinasi ekstraksi suhu
rendah (sentrifugasi) dan hidrolisis enzimatis
(1% papain; 3 jam waktu hidrolisis) adalah
16,95%, sedangkan kandungan lemak mata
tuna adalah 18,44+0,39% dengan nilai oil
recovery mencapai 91,91%. Rendemen total

Table 5 Quality characteristics of tuna’s eye oil

Tuna’s eye oil

Parameter Low temperature Optimized Standard*
extraction enzymatic extraction
Free fatty acid (%) 0.57+0.01 0.89+0.01 -
Acid value (mgKOH/g) 1.12+0.01 1.76+0.03 <3
Peroxide value (meq/kg) 121.43+0.62 205.95+0.55
P-anisidine value (meq/kg) 54.52+1.02 104.55+1.41 <20
Total oxidation (meq/kg) 297.39+0.22 516.45+0.31 <26

*) Codex Alimentarius Commission (CAC) 329-2017 Standard for Fish Oil
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minyak mata tuna (16,95%) lebih rendah dari
kandungan lemak mata tuna (18,44+0,39%).
Perbedaan hasil yang didapat diduga karena
minyak pada mata tuna tidak terhidrolisis
sempurna sehingga masih terperangkap di
dalam lapisan emulsi dan lapisan heavy lipid-
protein. Lapisan emulsi terbentuk dari interaksi
antara lipid dan asam amino hidrofobik yang
terletak di antara lapisan minyak dan cairan
sehingga sebagian minyak terperangkap dan
sulit dipisahkan dalam lapisan emulsi yang
dapat memengaruhi perolehan nilai rendemen
minyak (Liu et al. 2020).

SIMPULAN DAN SARAN

Kondisi optimum ekstraksi enzimatis
minyak mata tuna menggunakan permodelan
CCDEC pada RSM perangkat lunak Design
Expert 11 dihasilkan kombinasi variabel
konsentrasi enzim 1,023% dan waktu
hidrolisis selama 3 jam. Kombinasi variabel
tersebut menghasilkan rendemen minyak
11,24+0,09%. Karakteristik minyak mata tuna
hasil ekstraksi enzimatis memiliki parameter
nilai peroksida, p-anisidin, dan total oksidasi
yang tidakbelum sesuai dengan standar Codex.
Penambahan variabel pH perlu ditambahkan
memaksimalkan kerja enzim. Penanganan
rantai dingin secara terintegrasi dari hulu dan
pemurnian minyak ikan masih diperlukan
untuk meningkatkan kualitas fisiko-kimia
minyak mata tuna yang dihasilkan.
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