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ABSTRAK 

Lipase candida rugose immobile, dapat digunakan dengan baik untuk sintesa 
Lipid Terstruktur dari minyak ikan tuna dengan asam laurat.Kondisi optimum reaksi 
adalah pada suhu 50

o
C,konsentrasi lipase 10%,perbandingan ratio substrat( Minyak ikan 

tuna : asam laurat )1:10 selama 12 jam .Profil gliserida dari hasil asidolisis enzimatis 
adalah  78,1 % trigliserida,32,2 % Digliserida dan 11,9% Monogliserida. Hasil penelitian 
menunjukkan bahwa konsentrasi lipase  dan suhu reaksi optimum berturut-turut 10% dan 
50

o
C. Rasio mol optimum minyak ikan dan asam laurat adalah 1:10 , dihasilkan 

inkorporasi asam laurat mencapai 62,8 mol%. Pada waktu inkubasi 12 jam, trigliserida 
menurun seiring dengan meningkatnya waktu inkubasi, sedangkan digliserida meningkat 
seiring dengan meningkatnya waktu inkubasi. Pada suhu reaksi di atas 50

o
C, trigliserida 

menurun seiring dengan meningkatnya suhu reaksi. Metode interesterifikasi ini cukup 
efektif untuk mensintesis lipid terstruktur spesifik. 

 
Kata kunci: Lipid terstruktur,lipase immobilisasi,minyak ikan tuna   
 

PENDAHULUAN 
Sintesis lipid terstruktur telah 

berkembang pesat dalam satu dekade 

ini dengan memodifikasi lipid terutama 

untuk meningkatkan sifat fungsional dan 

nutrisi suatu lemak atau minyak. Lipid 

terstruktur dengan asam lemak rantai 

medium (C6-C12) pada posisi luar dan 

polyunsaturated fatty acid (PUFA) pada 

posisi sn-2 memiliki nilai gizi dan 

absorbsi yang sangat baik [11]. Residu 

rantai medium dengan mudah 

terhidrolisis di dalam saluran 

pencernaan menghasilkan asam lemak 

yang diabsorbsi dengan cepat dan 

digunakan sebagai sumber energi yang 

tinggi di dalam tubuh. PUFA terabsorbsi 

sebagai 2-MG yang paling siap 

diabsorbsi diantara senyawa turunan 

PUFA. Lipid terstruktur dengan residu 

jenuh pada posisi luar dan PUFA pada 

posisi sn-2 juga lebih tahan terhadap 
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oksidasi [6]. Lipid terstruktur (SL) dapat 

disintesis dengan interesterifikasi lipid 

baik secara enzimatis maupun kimia, 

tetapi metode enzimatis lebih disukai 

karena enzim memiliki aktivitas 

biokatalitik yang tinggi dan spesifik. 

Penggunaan enzim sebagai katalis juga 

lebih ramah lingkungan dibandingkan 

secara kimiawi karena limbah dari 

bahan kimia umumnya berbahaya bagi 

lingkungan [2]. 

Berbagai metode sintesis lipid 

terstruktur spesifik secara enzimatik 

telah dilakukan diantaranya melalui 

pembentukan triasilgliserol (TAG) dari 

gliserol dan asam lemak (biasanya 

PUFA) yang dilanjutkan asidolisis 

dengan asam lemak tertentu, biasanya 

medium chain fatty acid (MCFA) 

menggunakan lipase spesifik-1,3 [5]. 

Sintesis lipid terstruktur spesifik juga 

telah diteliti dengan melakukan 

etanolisis pada minyak ikan untuk 

memperoleh 2-monogliserida yang 

dilanjutkan dengan esterifikasi dengan 

asam kaprilat secara enzimatis 

sehingga diperoleh lipid terstruktur 

dengan asam kaprilat pada posisi luar 

dan PUFA pada posisi sn-2 [11], tetapi 

proses tersebut kurang ekonomis dan 

perlu pengendalian proses yang rumit. 

Selama ini sintesis lipid 

terstruktur yang mengandung PUFA dan 

MCFA umumnya menggunakan asam 

kaprilat sebagai sumber MCFA, sangat 

jarang yang menggunakan asam laurat. 

Metode interesterifikasi antara minyak 

ikan dengan asam laurat juga belum 

pernah dilakukan. Pada penelitian ini 

sintesis lipid terstruktur dilakukan 

dengan metode interesterifikasi 

(asidolisis) antara minyak ikan dengan 

asam laurat yang dikatalisis lipase 

Mucor miehei yang bersifat spesifik 1,3 

sehingga diharapkan asam laurat hanya 

akan menempati posisi 1,3 dari 

kerangka gliserol minyak ikan 

sedangkan PUFA tetap tertinggal dan 

berada pada posisi sn-2. Namun 

demikian,harga lipase masih mahal dan 

mudah terjadi inaktivasi jika dalam 

bentuk enzim bebas [3]. Immobilisasi 

enzim diperlukan untuk memperpanjang 

umur simpan dan memperbaiki stabilitas 

enzim, Immobilisasi enzim merupakan 

cara yang penting untuk menggantikan 

konvensional heterogeneous katalis 

[23,24]. Disamping memperbaiki 

stabilitas, enzim amobil mempunyai 

keuntungan antara lain dapat digunakan 

kembali (reusability), mudah dipisahkan 

setelah proses reduksi , mudah 

dikendalikan dan proses menjadi lebih 

ekonomis. Akhir-akhir ini 

pengembangan metode immobilisasi 

enzim dan matrik(carier) untuk 

immobilisasi enzim merupakan topik 

yang penting pada penelitian enzyme 

engineering. 

Pengkajian dilakukan terhadap 

konsentrasi lipase terimmobilisasi 

candida rugose dan suhu reaksi 

sehingga diperoleh waktu reaksi dan 
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kondisi proses yang optimal .Profil 

gliserida yang terbentuk diamati. 

 

METODOLOGI PENELITIAN       

Karakterisasi Minyak ikan 

Karakterisasi minyak ikan 

meliputi beberapa sifat fisik dan 

kimianya, yaitu kadar air dan senyawa 

volatil [2], angka asam dan asam lemak 

bebas [2], angka penyabunan [2], Angka 

peroksida [12], komposisi gliserida [15], 

dan berat molekul rata-rata. 

Interesterifikasi enzimatis minyak 
ikan dengan asam laurat pada 
berbagai konsentrasi lipase 
immobilisasi 

Interesterifikasi dilakukan pada 

berbagai konsentrasi lipase immobilisasi 

(1%;5%;10%;15%;20%) untuk 

mengetahui konsentrasi lipase 

immobilisasi terhadap effisiensi  

inkorporasi dan profil gliserida yang 

diperoleh.Reaksi dilakukan dalam 

Erlenmeyer tertutup yang diinkubasi 

dalam waterbath shaker dengan 

kecepatan 120 rpm pada suhu 40
o
C 

selama 12 jam . hasil reaksi selanjutnya 

diperlakukan seperti pada prosedur 

interesterifikasi enzimatis pada berbagai 

suhu reaksi. Untuk mengetahui tingkat 

keasaman substrat dilakukan 

pengukuran pH dengan pHmeter. 

Analisis profil gliserida dengan 
kromatografi lapis tipis (TLC) 

Plat TLC silika gel GF 254 

diaktifkan terlebih dahulu sebelum 

digunakan. Sebagai larutan 

pengembang digunakan campuran 

petroleum eter : dietil eter : asam asetat 

(60:40:1). Analisis kuantitatif dilakukan 

dengan menggunakan TLC Scanner 

CAMAG II pada panjang gelombang 350 

nm. 

Preparasi FAME [16] dan analisis 
dengan gas chromate graphy untuk 
menentukan inkorporasi asam laurat 

Sebanyak 200 µl lipid terstruktur 

dimasukkan ke dalam tabung reaksi lalu 

ditambahkan 50µl (konsentrasi 0,1 g/ml) 

internal standar asam heptadekanoat, 

100µl metilen klorida dan 1ml NaOH 0,5 

N dalam metanol. Ke dalam tabung 

diberi gas nitrogen sebelum dipanaskan 

pada suhu 90
o
C selama 10 menit. 

Setelah dingin ditambah 1ml BF3 14% 

dalam metanol, kemudian dipanaskan 

lagi selama 10 menit. Setelah dingin 

ditambahkan 1ml aquades dan 200-500 

µl heksana dan divorteks untuk 

mengekstrak metil ester asam lemak. 

Fraksi heksana merupakan FAME dan 

siap untuk dianalisis dengan GC. 

Kromatografi gas (GC) yang digunakan 

dilengkapi dengan kolom HP 5 (5% 

Phenyl Methil Siloxone) panjang 30m. 

Temperatur kolom mula-mula 180
o
C 

ditahan selama 2 menit kemudian 

dinaikkan 10
o
C/menit sampai suhu 

mencapai 280
o
C. Temperatur injektor 

280
o
C dan detektor yang digunakan 

adalah FID dengan suhu 300
o
C. Gas 

Helium digunakan sebagai gas 

pembawa dengan aliran 10 ml/menit.  
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Interesterifikasi enzimatis minyak 
ikan dengan asam laurat pada 
berbagai suhu reaksi 

Waktu reaksi yang optimal 

kemudian digunakan untuk mengkaji 

pengaruh suhu reaksi dengan variasi 

suhu 30, 40, 50, 60, dan 70
o
C. 

Sebanyak 1,43 gram minyak ikan 

dicampur dengan 4 gram asam laurat 

(rasio molar minyak ikan : asam laurat 

1:10) dalam erlenmeyer, lalu 

ditambahkan lipase 0,543 gram candida 

rugose (10% dari substrat) dan 8,1 ml 

heksana (1,5 kali berat substrat). 

Erlenmeyer ditutup rapat lalu diinkubasi 

dalam waterbath shaker pada suhu 

tervariasi dengan kecepatan 120 rpm 

selama 12 jam. Setelah direaksikan 

selama 12 jam, campuran hasil reaksi 

selanjutnya diperlakukan seperti pada 

prosedur interesterifikasi enzimatis pada 

berbagai waktu reaksi. 

3-8.Preparasi FAME dan analisa 
penentuan inkorporasi asam laurat 

Preparasi Fame dilakukan 

sesuai dengan metode [16].Sebanyak 

200μl Lipid terstruktur dimasukkan 

dalam tabung reaksi lalu ditambahkan 

50μ l (konsentrasi 0,1 g/ml) internal 

standar asam heptadekanoat,100 μl 

metilen khlorida dan 1 ml NaOH 0,5 N 

dalam methanol. Kedalam tabung diberi 

gas Nitrogen sebelum dipanaskan pada 

suhu 90 
o
C selama 10 menit.Setelah 

dingin ditambah 1 ml aquades dan 200-

500 μl heksana dan divorteks untuk 

mengekstrak methyl ester asam 

lemak.Fraksi heksana merupakan 

FAME dan siap dianalisa dengan Gas 

Kromatografi (GC)  

 
PEMBAHASAN: 

Reaksi kimia membutuhkan 

panas dalam jumlah tertentu sebesar 

energy aktivasi untuk mencapai tahap 

transisi kemudian membentuk 

produk.Keterlibatan enzim lipase 

sebagai biokatalis menurunkan level 

energy aktivasi [14], sehingga menurun 

kan kebutuhan panas dan mempercepat 

reaksi dibandingkan dengan reaksi 

tanpa katalis. Archenius menyatakan 

bahwa laju reaksi meningkat dengan 

meningkatnya suhu reaksi [5]. Naiknya 

suhu reaksi menurunkan viskositas 

campuran reaksi,sehingga membantu 

mobilisasi molekul substrat untuk 

bereaksi [3]. Namun demikian karena 

enzim adalah protein yang terdenaturasi 

secara irreversible pada suhu tinggi 

maka kenaikan suhu reaksi ternatas 

pada temperature rendah [3]. Menurut 

[17] ,suhu optimum  lipase immobile 

adalah 30-62
o
C. Dari reaksi asidolisis 

minyak ikan tuna dengan asam laurat 

dengan biokatalis lipase candida 

Rugose immobile, diperoleh pada suhu 

optimum 50
o
C,waktu 12 jam. 

Gambar 1 secara umum 

menunjukkan pada suhu diatas 50
o
C 

komponen trigliserida menurun dengan 

naiknya suhu reaksi .Penurunan 

tersebut menandakan terjadinya 

esterifikasi partial komponen trigliserida 

menghasilkan produk antara digliserida 

dan monogliserida. Hal tersebut 
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mungkin disebabkan oleh terjadinya 

migrasi gugus asil yang menyebabkan 

reaksi asidolisis tidak sempurna [25]. 

Migrasi asil merupakan berpindahnya 

asil dari trigliserida dari posisi Sn 2 ke 

posisi sn-1 atau sn-3. Berpindahnya asil 

tersebut dapat menyebabkan posisi sn-2 

kosong sehingga terbentuk digliserida 

ataupun monogliserida. 

 
Gambar 1. Profil gliserida lipid 

terstruktur akibat pengaruh 
suhu reaksi 

 

 
Gambar 2. Profil gliserida lipid 

terstruktur karena pengaruh 
konsentrasi                      
Lipase 

 

Migrasi asil dapat dipicu oleh 

tingginya suhu reaksi ,kadar air,dan ratio 

substrat Selanjutnya juga diketahui 

bahwa suhu reaksi dan waktu reaksi 

memicu terbentuknya 1,3-diasilgliserol 

lebuh besar dari pada 1,2 diasilgliserol 

[25]. Dengan terbentuknya 3-

diasigliserol maka lipase spesifik 1,3 

dari candida rugosa tentu tidak dapat 

atau sulit untuk mengkataalis asidolisis 

pada posisi sn-2. Dengan demikian ,hal 

tersebut dapat menurunkan komponen 

trigliserida dan justru meningkatkan 

digliserida  ataupun monogliserida. 

Pengaruh konsentrasi lipase 

terhadap profil gliserida lipid terstruktur 

ditunjukkan pada Gambar 2. Komponen 

TG (trigliserida) meningkat seiring 

dengan meningkatnya konsentrasi 

lipase (sampai konsentrasi 10%),hal ini 

disebabkan karena lipase candida 

rugose terimmobil sangat spesifik untuk 

asam laurat [17] dan memiliki aktivitas 

relative rendah terhadap PUFA terutama 

DHA [I1]. Ketika konsentrasi lipase 

rendah maka kecenderungan reaksi 

berjalan kekanan cukup lemah dan 

kemampuan lipase untuk mengkatalis 

untuk proses asidolisis juga relative kecil 

.Komponen TG (trigliserida) justru 

menurun jika konsentrasi lipase 

dinaikkan,hal ini mungkin berkaitan 

dengan aktivitas lipase yang menurun 

dengan semakin banyaknya asam 

lemak bebas.Asam lemak bebas 

menyebabkan desorbsi air dari interface 

kemudian mengambil bagian interface 

air disekitar enzim dan meningkatkan 

kelarutannya dalam air sehingga akan 
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membatasi masuknya substrat pada 

interface.Penurunan akivitas lipase 

tersebut menyebabkan terbentuknya 

produk intermediate dan reasi asidolisis 

tidak sempurna. 

Gambar 4 menunjukkan bahwa 

inkorporasi asam laurat pada lipid 

terstruktur (42%) meningkat sampai 

konsentrasi lipase 10 %,jika konsentrasi 

dinaikkan lagi mengakibatkan 

penurunan tingkat inkoorporasinya (32 

% untuk lipase 15%).Hal ini dapat 

disebabkan oleh beberapa hal ,antara 

lain: (1) kompetisi asam laurat dan asam 

lemak bebas lain, (2) penurunan pH 

larutan dengan penambahan asam 

laurat, (3) Substrat inhibitor dan (4) 

desorbsi air pada interface. 

 

Gambar 4,Pengaruh suhu terhadap 
inkoporasi asam laurat pada 

waktu inkubasi 12 jam 
 

KESIMPULAN 

Lipase candida rugose 

immobile, dapat digunakan dengan baik 

untuk sintesa Lipid Terstruktur dari 

minyak ikan tuna dengan asam 

laurat.Kondisi optimum reaksi adalah 

pada suhu 50
o
C,konsentrasi lipase 

10%,perbandingan ratio substrat( 

Minyak ikan tuna : asam laurat )1:10 

selama 12 jam .Profil gliserida dari hasil 

asidolisis enzimatis adalah  78,1 % 

trigliserida,32,2 % Digliserida dan 11,9% 

Monogliserida. 
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PERTANYAAN  :  

1. Uji omega-3 terstruktur hasilnya 

seperti apa ? 
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1. Hasil omega-3 kita uji EPA dan 

DITA dengan GC. 

Kitin beli sudah berupa ____. Kitin dari 

jurusan Teknik Kimia UNDIP, 

bahkan dari ketosa. 
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