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BAB1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Selama bertahun-tahun, kelapa sawit memainkan peranan penting dalam
perekonomian Indonesia dan merupakan salah satu komoditas andalan dalam
menghasilkan devisa. Indonesia dan Malaysia merupakan negara penghasil kelapa

sawit terbesar di dunia. Indonesigggdapat menghasilkan CPO (crude palm oil)

sebesar 20 juta ton per tal

(Pikiran Rakya

sia sebesar 16 juta ton per tahun
ang diproduksi oleh
Indonesi if C anya di ekspor ke
luar i : 2 : g clif@banyak yang
bg . agmenjadi

ang biasa di

an pra ang bg P besar

PO Indonesia d spor ke negeri, sangat disayangkan jika

2@ hanyg acngelSpoiBahdn ba ja.. Jika lapat

gningcka ai jual CPOidan’da di' ekspor ke luar neg entu peildapatan

s an naik dan‘kes e aky ningkat.
‘asilgliserol (DAG) 2 n pQ alami dari bdinyak
(‘cwI minyak nab3 0 dan biasany“‘iakan di
maka bagaigemulsifier TW Nv uSians carau‘ sadar telah

11 #@:‘: m“ ang lalu, namun

elapa sawit)

sangatlah ren eneliti menunjukkan

bahwa diasilgliserol, kh miliki efek metabolisme yang
berbeda dengan minyak konvensional#ang kaya akan triasilgliserol (TAG).

Jika kita mengkonsumsi minyak goreng biasa yang banyak mengandung
TAG, maka konsentrasi TAG dalam darah meningkat dan mencapai puncaknya
sekitar empat jam kemudian. Lalu kadar TAG ini akan berangsur-angsur turun.
Kadar TAG dalam darah yang terlalu tinggi akan menyebabkan berbagai penyakit

seperti hiperlipidemia yang beresiko pada penyakit kardiovaskular.
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Dengan demikian, mengkonsumsi minyak DAG dalam jangka panjang
memiliki efek menurunkan kadar lemak tubuh. Studi klinis yang telah dilakukan
oleh peneliti menyebutkan bahwa minyak dengan kandungan DAG yang cukup
tinggi dapat mencegah obesitas dan penyakit lainnya yang disebabkan oleh gaya
hidup. Studi yang dilakukan oleh Yamada dkk, menunjukkan perbedaan
penurunan berat yang signifikan ketika minyak DAG digunakan dibandingkan
pada penggunaan TAG pada diet lemak [Yamada, 2005].

Kao memperkenalkan pan baru minyak diasilgliserol (DAG)
kepada konsumengepan . i almmenemukan bahwa minyak
DAG memi nyak konvensional

stninyak DAG

d n demikian

'A@H sering
lemak emiliki__efe o o ingkan
an penccgahian dap manaje obesitds®e angk adar

secara berlebihan Setclalfmakan [ Tada, 2003].

eknolggifproduksi ; ('yapg*berkemB di Jepang ini
it meng ologi

1drolis ak ke
tk ﬁ pro§es), esterifikasi as ¢ (fatty
s (hakan biokatal (s ologi produksi ua step

gorcieDAG sangat 1itu 11 kali

nya (Diandra,
angkah menjadi satu
langkah langsun ¥éfigan mengkombinasikan
proses reaksi yaitu proses p parsial esterifikasi menggunakan
teknologi biokatalis yang diimobilisasi dalam reaktor hollow fiber membrane.
Penelitian tersebut belum sempurna dan perlu dilanjutkan sehingga penelitian ini
berdasarkan apa yang telah dilakukan pada penelitian sebelumnya. Minyak DAG
hasil reaksi pada penelitian sebelumnya, ketika di diamkan akan terjadi
penjenuhan dan membentuk endapan putih sehingga perlu adanya pemisahan.

Dengan menggunakan reaktor dan sistem reaksi yang sedikit berbeda, penelitian
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ini akan melihat efek dari variasi konfigurasi sistem reaksi, variasi komposisi
enzim, variasi waktu tinggal, uji stabilitas reaksi, serta pemisahan minyak yang
mengalami penjenuhan. Pemisahan endapan putih pada minyak DAG hasil reaksi
dilakukan dengan menggunakan prinsip pendinginan untuk mempercepat proses

penjenuhan dan menggunakan centrifuge untuk mempecepat proses pengendapan.

1.2.  Rumusan Masalah

Adapun yang menjagi ahan dalam penelitian ini adalah

bagaimana cara emnsing ah dengan konsentrasi

yang tinggi n sebelumnya dan

bagaimdiia : v jadi endapan
puti '
Lujuan Penelitian
dilaksanakannya pe an ingadalah:
sintesis minyak DAG sd€ara ¢nzimatis melalui reaksimseni lisis-
ollg

esterifi mengg anigeakior iber me .

yelesaik: i A da pen@

Wmisahkan miny bentulk endapan putih gecara

ya.

sawit yang

* Enzim yang diguna adal e pancreatic lipase dan Candida
rugosa lipase.

= Reaksi yang akan digunakan yaitu hidrolisis dan esterifikasi.

* Suhu yang digunakan sebesar 37 °C
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1.5  Sistematika Penulisan
Sistematika penulisan yang digunakan dalam makalah seminar ini adalah:
BAB1 :PENDAHULUAN
Bab ini terdiri atas latar belakang, rumusan masalah, tujuan
penelitian, pembatasan masalah, dan sistematika penulisan.
BABII : TINJAUAN PUSTAKA

Bab ini menjelaskan berbagai informasi yang didapatkan dari

berbagai pu i tecori yang menjadi dasar penelitian

-
- 1.¥X.
=~

-
—
>

- R\
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kelapa Sawit
Indonesia merupakan salah satu penghasil komoditas kelapa sawit terbesar
di dunia. Kebutuhan buah kelapa sawit meningkat tajam seiring dengan

meningkatnya kebutuhan CPO dunia, seperti yang terjadi beberapa bulan terahir

ini. Dengan meningkatnya harge eptah dunia, menjadikan CPO sebagai
pilihan untuk bahaaeba ’ Reluang industri pengolahan
kelapa sawit n dan luar negeri.

el i hasil minyak

sia adalah

a @it daerah

Mur Sumatra, C esi. Kelapa g pohon

apat meneapai 24 . 4 serapu Jagsawit
e bawah dan sampihg. i juga terdapat be apas

mbu 1garah kegsamping ats menda an ta brasi.

a hija tersus MU ip, dan arna

ebih muda . Pe pilannya “sedikit ) dengan tanaman salalgdhanya

aff ¢ . Batang tanam@n®diselimuti

ah hingga wilOr 124 ANUMNSE teld™itil pelapah yan ring akan

terlep.asds;:i 9 4’:';; i di gngan ‘\‘!ﬁ

crada pa satu pohon

(monoeciou diel atafigs beda sehingga sangat
jarang terjadi p H{l bentuk lancip dan
panjang sementara bunga esar dan mekar. Tanaman sawit
dengan tipe cangkang pisifera bersifat female steril sehingga sangat jarang
menghasilkan tandan buah dan dalam produksi benih unggul digunakan sebagai
tetua jantan. Buah sawit mempunyai warna bervariasi dari hitam, ungu, hingga
merah tergantung bibit yang digunakan. Buah bergerombol dalam tandan yang

muncul dari tiap pelapah. Minyak dihasilkan oleh buah dimana kandungan

minyaknya bertambah sesuai kematangan buah. Setelah melewati fase matang,
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kandungan asam lemak bebas (free fatty acid) akan meningkat dan buah akan
rontok dengan sendirinya. Buah terdiri dari tiga lapisan:

o Eksoskarp, bagian kulit buah berwarna kemerahan dan licin.

e Mesoskarp, serabut buah

o Endoskarp, cangkang pelindung inti

Mesoskarp Endoskarp

£l b

DAY 5 Jan Sav
sawit (kernel, yaigisebetllllya adélah biji) merupak - dan
gan kandwmgan miny@k intberkialitas tinggi

Kelapa sawit berkembang gafifCara gencta Buah sawi tang

tertentul . ghasilke ula)

akar (radikulg daerah sema Sawit

d buh dengan LU — 15° L§). Tapnaman ini
tumb purna gl 0 . aan laut d elembaban
80-90%. Sawiten utuhk i oAt :ﬁ_\‘ pil, 2000-2500 mm

setahur§ival h yang tidak teigei S pidak kekeringan
saat kemarau. Bola curahdaug . ¢ ku pembungaan dan
produksi buah sawitr Kelagas : 1 erdiri dari dua jenis: E.
guineensis dan E. oleifera. is a adalah yang pertama kali dan terluas
dibudidayakan orang. E. oleifera sekarang mulai dibudidayakan pula untuk

menambah keanekaragaman sumber daya genetik.

2.1.1 Minyak Kelapa Sawit
Minyak kelapa sawit adalah salah satu minyak bahan pangan yang paling

banyak dikonsumsi disamping minyak kedelai. Minyak sayur, minyak kedelai,
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minyak sawit, dan minyak bunga matahari merupakan yang paling dominan
karena paling banyak diproduksi yaitu sekitar 73% dari keseluruhan produksi
minyak di dunia. Produksi minyak sawit meningkat tajam, terutama pada dua
dekade terakhir. Jumlah perdagangan minyak sawit di dunia juga meningkat
secara dramastis. Dari semua tanaman penghasil minyak, kelapa sawit adalah
tumbuhan yang paling banyak menghasilkan minyak yaitu 5-7 ton minyak per
hektar.

45000

40000

3500

0

ah Minyak (ton)

2001 2002 03 2005 2006

un

@ E | Konsumsi Du

umber dari http://w| a
Gambar 2. 2. uni ekspor dari In
dak i darihelapa sawit

(palm k i i_bahan mentah
minyak da minyak goreng,
shortening, m 1 m. sawit mengandung
asam lemak jenuh dan ikatannya mudah dipisahkan
dengan alkali.
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Gambar 2. 3. Aneka jeni ang berbahan baku kelapa sawit

Dengaj imerupakan sumber
pro-vitaifii l3imnya. Minyak
sawi ST 3¢ ’ i 3 buah kelapa sawit.
) . g bag atay 1 engain nama

POl PQ) dan bag afiehTj1 buahnya diseOUPgla el Oil

yes ekstrasi minyakighke jif' biasanya dilanjutk roses
' ng (pg han) datfideodor iz enghilangan ba car mi gftcbut

[
D

h, beni id i ebut 72 fl and

dorized (RBD) stearmeida dan stearin iroses
p (fractinatio silkan bc m-macam pr. g biasa
diw stri oleochenieal E

ﬁ:' ﬁ' na danl kelapamsawit :F;_"h_ ganya yang murah,

rendah fkote gan memihikt kandungan kartoen tingg 1 y ke]apa sawit
selain diola adt ba ii*a u * g
margarin. \ !

h

Crude Palm Oil (C
melalui proses perebusan Tandan Buah Segar (TBS), perontokan, dan

gno juga aretan menjadi bahan baku

olahan daging buah kelapa sawit

pengepresan. CPO ini diperoleh dari bagian mesokarp buah kelapa sawit yang
telah mengalami beberapa proses, yaitu sterilisasi, pengepresan, dan klarifikasi.
Minyak ini merupakan produk level pertama yang dapat memberikan nilai tambah

sekitar 30% dari nilai tandan buah segar.
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oreng, industri
selama ini
emudian

] ' (4%, trigmnrgarin

PKO d enghasi imi ¥ terdiri

ak dan gliserol@Seccat@kescl@fihan proses produk vakSsawit
apat pkan 1800 foleight 2 1% % Pa Acid

[late LREAP), dan 0.5%

<

(@)

el u a

Sifat Fisik ﬁ A ﬂ Nilai
hiigliscrica N g5 %
ASaaf lemak bebasyiiko gl BN - 5%
Tt (g 0foond Gl b Wi W, MO cranee
oleinba DANIRRIPUELICS,. il T— -3.0%
Bilang = 50 (meq/kg)
Bilangan At e 2 — 6 (meq/kg)
Kadar p-caf@ ' = wr | ‘ 500-700 ppm
Kadar fosfor ‘ v ‘ 10-20 ppm
Kadar besi (Fe) 4-10 ppm
Kadar Tokoferols 600-1000 ppm
Digliserida 2-6 %
Bilangan Asam 6,9 mg KOH/g minyak
Bilangan Penyabunan 224-249 mg KOH/g minyak
Bilangan iod (wijs) 44-54
Titik leleh 21-24°C
Indeks refraksi (40°C) 36,0-37,5
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Minyak kelapa sawit seperti umumnya minyak nabati lainnya adalah
merupakan senyawa yang memiliki komponen penyusun utamanya trigliserida
dan nontrigliserida. Seperti halnya lemak dan minyak lainnya, minyak kelapa
sawit terdiri atas trigliserida yang merupakan ester dari gliserol dengan tiga
molekul asam lemak.

Minyak kelapa sawit mengandung asam lemak tidak jenuh dan jenuh

dengan perbandingan yang hampir sama, yaitu 40 % asam oleat, dan 44 % asam

palmitat. Minyak sawit jug umber vitamin E, tokoferol dan
tokotrienol yang_ begpey ok atigzat_yang dapat mencegah
terjadinya o gkap radikal bebas
dan mefice; g et@#karoten, yaitu

prek it

Linolenat

Sumber : Majalah Sasaran No.4 Th.1, 1986
(Tim Penulis PS, 1992)

2.1.2 Standar Mutu Minyak Kelapa Sawit
Mutu minyak kelapa sawit dapat dibedakan menjadi dua arti, pertama,
benar-benar murni dan tidak bercampur dengan minyak nabati lain. Mutu minyak

kelapa sawit tersebut dapat ditentukan dengan menilai sifat-sifat fisiknya, yaitu
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dengan mengukur titik lebur angka penyabunan dan bilangan yodium. Kedua,
pengertian mutu sawit berdasarkan ukuran. Dalam hal ini syarat mutu diukur
berdasarkan spesifikasi standar mutu internasional yang meliputi kadar asam
lemak bebas, air, kotoran, logam besi, logam tembaga, peroksida, dan ukuran
pemucatan.

Kebutuhan mutu minyak kelapa sawit yang digunakan sebagai bahan baku
industri pangan dan non pangan masing-masing berbeda. Oleh karena itu keaslian,

kemurnian, kesegaran, mauyp igicnisnya harus lebih diperhatikan.

Rendahnya mu oleh banyak faktor.

Faktor-fakto nnya, penanganan
pasca pane S tafly, Syarat mutu
inti ba B T : : ndar Mutu
Produ fala

K adar minyakgninimum () 485 eara penguji -SMP-13

maksimuimio):8, ara pghigtjian SP-SME

); caFa pengujian SP-SM

taminasigaksimumyo)

Kadas pecah mIk8a ): IS, caf pengujia

andar Mutu MinyalgiGore d
Untuk memp ﬂ K80 diiggli@ruslah mengik I yang

H'tentukan. Jika o1k lard donesia maka [13 dasarkan

3741- 1995

1

2 Muda Jernih

3 Kadar Air Max 0,3%

4 Berat Jenis 0,900 g/liter

5 Asam lemak bebas Max 0,3%

6 | Bilangan Peroksida Max 2 Meg/Kg

7 Bilangan Iod 45-46

8 | Bilangan Penyabunan 196-206

9 Index Bias 1,448-1,450

10 Cemaran Logam Max 0,1 mg/kg kecuali seng
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2.2 Diasilgliserol (DAG)

Diacylglyceride atau dikenal juga sebagai diacylglycerol adalah suatu
glyceride yang mengandung dua rantai asam lemak yang terikat secara kovalen
terhadap glycerol melalui suatu ester.

Diasilgliserol (DAG) adalah satu satu dari asilgliserol yang merupakan
komponen alami dari lemak hewani dan nabati yang terdapat dalam berbagai

minyak yang dapat dimakan, selain monoasilgliserol (MAG), dan triasilgliserol

(TAG). Tubuh manusia juga

D AG, sebagai hasil dari pencernaan

TAG. DAG telak ¢ ; hkapmdalam makanan sebagai

emulsifier.

~ SN N

Gambar 2. S§Biglisetida dépgan dua asam lemak

diri da

)-dia AG)

KKan pada gambDamZee™1sé form
terbentuk set ernaan
abati sebagiar] IU‘konversi

ses produksi

y5-diasilgliserol (

diakui sebaga

l)AG yang te
menja; :

& ; a5yl Selama
dalam OO, ‘

2 CH20COR;

R2OC O G=tH

: HOI-C:I—-IH
CH20H CH20OCOR1 CH20COR2
sn-1,2-DAG sn-2,3-DAG sn-1,3-DAG

(sn : stereospecific numbering system)

Gambar 2. 6. Struktur diasilgliserol (Yasukawa, 2004)
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sifi@an esterifikasi

an._Mminyak hast r dari

sal d mbuhan atas

1 senyawaspembentt imadla triasilgliserol me onen

crbanyalg g terkandiing a Vlinyak 'SQf€ag berguna gebagai

pemana
dan tekstur makanan.

Minyak dia

p n kompongi

%. Nam .ﬁf-—--.

emi membce oma,

- A ‘-- k yang telah sa agar

alahigiasietise dengar* ungan > 80

gliserol merupakan

iso g betraniaat _Selif oo dapaiadi AtPahwa minyak

diasilglisergl“mctupakan

diasilgliserol

Tabel 2. 4.

andungan utama adalah 1,3

goreng DAG (Nishide, 2004)

Minyak DAG 99,42—99,83%
(80% diasilgliserol)

Emulsifier
Antioksidan

Tocopherols

0,07-0,35%
0,1-0,23%

L-Ascorbyl palmitat
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2.2.2 Sifat Kimia dan Fisika Minyak Diasilgliserol

Minyak DAG mengandung aditif seperti antioksidan dan gliserin
dalam jumlah kecil. Aditif ini mempengaruhi tegangan interfasial, nilai asam
awal, dan stabilitas oksidatif minyak DAG, namun tidak mempengaruhi sifat

fisika kimia minyak DAG.

Tabel 2. 5. Sifat kimia dan fisika minyak DAG dan TAG (Nakajima, 2004)

Karakteristik Suhu | Minyak DAG | Minyak TAG |
Spec:lﬁc gravit g/ 0 o 0,923 0922 |
' 0,914

0,908
745 |
: 0.1 |
oke point (°C) ' i
h poings( : i

Fie 50) . :
0 1gﬁiti0n pe ; 35
‘angan permuka - g L | 33.8(33.9") \mml B
Wangan interfaci ’ L 11,9 (14,6°
-ﬂ.\kuran bada
7y

titik leleh s 1daliids DAG, pada komposisi

lemak yang sa (B | perbedaan titik leleh ini
terletak pada kekuatan ikatan en dari gugus hidroksil dan penyusunan
rantai asam lemak dari isomer DAG. Sn-1,3-DAG memiliki susunan rantai
asam lemak berbentuk V, sementara sn-1,2-DAG memiliki penyesuaian
berbentuk hairpin (gambar 2.8). Jenis-jenis penyusunan molekul isomer DAG
berhubungan dengan bentuk polimorfiknya. Tidak seperti polimorfik TAG,
DAG memiliki 2 tipe bentuk polimorfik. Sn-1,2-DAG memiliki bentuk o dan

B’ tetapi tidak memiliki bentuk B, sementara sn-1,3-DAG tidak memiliki
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bentuk o tetapi memiliki dua bentuk B, yaitu Bl dan B2 yang tidak stabil.
(Nakajima, 2004)

()
q\j .

al dafiisn- 143FDAG bentuk 3 dan sn-1,2-D
BE(Scong, 200

sambar 2. 8. Penyusunan K

anfaat DS M stleliserol
‘ Manfaat ya apat A sgie mengkonsumu DAG
wmgkan denga : . preng biasa (Tvtu :
'dPost hpemta o 1eBih, rcTda :i_\ h’
i .-.. i e konsailka AC d
dan ggian pada s sctelah menelan

minyakv. @ s vanusia. Peningkatan
b o B

arah meningkat

konsentrasi TA terlihat lebih rendah ketika
minyak DAG digunakan, “@tbandingkan dengan minyak TAG. Efek
penurunan hipertrigliseridemia (kadar gliserida dalam darah berlebih) ini
adalah salah satu karakteristik DAG. TAG dalam serum adalah sumber
lemak yang diakumulasikan di tubuh dan hiperlipidemia setelah makan

adalah faktor yang beresiko pada penyakit kardiovaskular.
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2. Menurunkan kadar lemak pada tubuh Manusia
Chicago Center for Clinical Research melakukan sebuah studi
paralel double-blind pada 131 pria dan wanita obesitas atau kelebihan

berat yang mencerna diet DAG dan TAG selama 24 minggu (Maki, 2002).

Penurunan berat badan dan lemak tubuh secara signifikan lebih tinggi pada

kelompok DAG daripada kelompok TAG (gambar 2.9).

Iy

|
[=2]

% Change from
aline Fat Mass

Gambar 2. 9. Pers SEM pada berat badan dari basis
diantara subjek yang ditandai untuk kelompok minyak DAG dan minyak TAG.
Nilai-P mewakili hasil dari perulangan pengukuran ANOVA. (Maki, 2002)

3. Pencernaan dan Penyerapan DAG Dibandingkan dengan TAG
Proses pencernaan dan absorpsi DAG diinvestigasi dalam
eksperimen yang melibatkan perubahan waktu pada komposisi lemak

setelah perfusi triolein and diolein (1,2-:1,3-diolein = 3:7) dalam bidang
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intestinal pada tikus. Kondo et al. melaporkan bahwa, ketika DAG diinfusi
di usus dua belas jari pada pembentukan emulsi, TAG dicerna menjadi
1,2-DAG, 2-MAG, dan FFA, sedangkan 1,3-DAG dicerna menjadi 1(3)-
MAG dan FFA. Dengan demikian, pembentukan 1(3)-MAG dibandingkan
2-MAG mungkin merupakan salah satu ciri khas metabolisme DAG.

Triclein Diclein
1o TO: trioleig DO: diolein
DOz 1-MQ: 1-menoelein

2-M0: 2-monoolein
AQ: oleic acid

b .
& B
A LY

t Perfusio
. oe atanabe,
AN ! itelial 11

e at, d an TAG yang
] a ® yang

alk dalam redksi

i 21
Perfusion

alur pent
‘n 2-MAG dz
ﬂngingat 2-M!/
#G, realetivit EMAG sang?
i”

pada“ja {f ofosfat, na ajil Teaksin
ulang TAG
oleat menjadi TAG

cukup v ;
secara signifikan..di jutestinal tikus yang diinfuskan

emulsi minyak TAG (Kondo, 2003).

emulsi minyak DAG diban
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Digeston in the Re-estarification
small Intesfine inepitheial cells Lymah
Triacylglyzerol (TAG) Re-ssterified to TAG @ @

Chylomicron

1, 2-diacylglyceral . E
= »

1, 3-diacylgycearol

[ﬁ Poarly — @
re-esterified L
_-_I

AG) pada perbandingan

onal, kami
i ka ak e g SONg bl G tika¥minyak
G digunakan, dibandingi Ngan 1 : dadar.

enelan tel0fi@adar ig@afig digi@8ak dengan™a

tu penggsencan peflit uitlk t8lor dadagasane dima

akan
akan

YAG lebiMsingkapidibandia@kan yang gsak mengg
ak kontr 3, ( D)

duksi Diasil A . d

N3
quran moneasilgliserol (M i."""r"“ ilo 1serol (Mak lama

telah digung industri makanan.

Monoasilg AR d1aSITE1TSE Vo S dan minyak

dengan gliser C i isiswddimia padd_suhu di atas 200°C
menggunakan k S npONe Cperti monoasilgliserol,
diasilgliserol, dan triasilglis ¢ pada rasio molar antara gliserol dan
gugus asil yang digunakan pada pada reaksi [Sontang, 1982]. Gliserolisis kimia
adalah proses yang telah lama digunakan untuk memproduksi mono- dan
diasilgliserol. Namun demikian proses tersebut tidak ideal untuk memproduksi

minyak dengan kandungan DAG yang tinggi karena produk utama dari gliserolisis

kimia adalah MAG. Sedangkan produk yang diinginkan adalah minyak dengan
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kandungan DAG yang tinggi yang diperuntukkan mengganti minyak
konvensional. Persyaratannya adalah sebagai berikut:
e Memiliki kandungan DAG yang tinggi untuk meningkatkan efek
keuntungan pada kesehatan
e Kondisi proses yang ringan untuk meminimalkan penurunan dan
pergantian komposisi asam lemak
e Sifat fisik yang dapat dibandingkan dengan minyak konvensional yang

berperan pada raga anan yang dimasak.

akan lipase melalui
U inyak yang
1ka sam lemak,

perfibuangan

multaigsmdimana 1,3-D sintesispdaiiy csterifikasi lemak

C Ol mengguna pgiosgleKtif lipasc™ e gbilisasi
.12). Deagan cara Rosyugéts al. men® eaksi

sterifikasi g beberapa “agam He angBliserol pad@iSistem tanpagp€larut
buanga . IM. ™% fereka
Wan 85% hasil fI§3-DA ; aplilat digunakw999]
D agsmetode-meto ' R Wy a dapat digu ara luas
uMprod' g kaya okan gunawi enzim

menjadi penti mobilisasi enzim

sangatlaliba shsdatail.biaya produk st Haiya lipase yang

dapat diimmobgliSas1 dan.di

Ny,
T

Fatty Acid

¢'¢
I
© T
. = L
O

©
1, 3-Regioselective Lipase

Gambar 2. 12 Reaksi esterifikasi menggunakan 1,3-regioselektif lipase.
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2.3.1 Produksi Diasilgliserol pada Reaktor Batch Berpengaduk
Esterifikasi asam lemak dengan gliserol pada sistem bebas pelarut
menggunakan Lipozyme RM IM pada reaktor batch berpengaduk telah
diinvestigasi sebelumnya [Watanabe 2003]. Asam lemak yang digunakan sebagi
bahan esterifikasi didapatkan dari minyak lobak dan minyak kacang kedelai, yang
direduksi menjadi asam lemak jenuh. Karena titik leleh DAG lebih tinggi dari
TAG dengan komposisi asam lemak yang sama, perlu digunakan asam lemak

inyak kaya DAG. Gambar 2.13

jenuh tereduksi sebagai subs

memperlihatkan_hLasi pigounakan reaktor batch

berpengadu r' ‘ )
e i'#’ g "# )
& N

N = =AY ’% ol

ri
i ir'
\ bar 2. 13 Dragr: E : dengan reaksi ¢ ?
Bk "I.

""5 .

Time (h)

Gambar 2. 14 Laju reaksi esterifikasi menggunakan lipase yang diimmobilisasi dimulai dengan
2,59 M asam lemak dan 1,29 M gliserol. Pada 50°C, rasio molar asam lemak terhadap gliserol
sebesar 2 : 0, konsentrasi resin enzim yang diimmobilisasi 5% (basis berat kering). Pembuangan
air dilakukan pada keadaan vakum 3 mmHg. (0),Asam lemak; (A),1-MAG; (A), 2-MAG;
(9),1,3-DAG; (0),1,2(2,3)-DAG; (4),TAG.
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2.3.2 Perlakuan pada Lipase Yang Diimmobilisasi
Reaksi lipase terjadi pada permukaan lapisan minyak-air, namun pada
reaksi yang menggunakan lipase yang diimmobilisasi, reaksi asam lemak dengan
gliserol akan terjadi pada fasa minyak dan bukan paad fasa gliserol [Watanabe
2003]. Data eksperimen mengindikasikan bahwa reaksi esterifikasi tidak terjadi
ketika terjadi kontak pertama kali antara enzim yang diimmobilisasi dengan

gliserol diikuti asam lemak. Oleh karena itu, enzim yang diimmbolisasi awalnya

sebaiknya dijenuhkan dalarg fasa minyak) lebih dulu untuk
penambahan glisciolPs 1 abseipsi pada silika gel adalah
metode yang liserol pada pelarut

organilg tara gliserol

ga i padalifeaksi estC
rena kesetimbangad indbergeser ke arah cStgi
bembtianga dungan efapay mafde untuliiliembuang ai

en, age

. misa

atau penyari

\% ebih disukai u )

anta ingga 10 muakkg C]
DAG didapa; !EP .15). Hasil ini

menyargika gL OTTOTSIVARTTTT v a1 T TCOMSIN OOl Chay gan air yang
lebih tinggi) akKancoir tungkan pa "3-DAG. Telah diketahui
bahwa air mfw I i g r struktur enzim dan
aktivitas katalitiknya. Dengan j buangan kelebihan air mungkin
memudahkan deaktivasi enzim. Percobaan pada kondisi vakum 3 mmHg,
kandungan air termasuk pada enzim yang diimmobilisasi sekitar 3% pada akhir
reaksi, serupa dengan reaksi sebelumnya. Dengan demikian, jumlah air yang
dibutuhkan selama reaksi dapat diatur selama esterifikasi pada kondisi vakum,

ketika enzim lipase yang diimmobilisasi digunakan.
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1.2
0.8 '

4, 3-DAG (molL)

efigim yang

akum 1

M1gras1 Asil

pada pro

vebabka : : Prose dari

‘i Froduk sangat ang diproduksi ?eakm
i, mungkin akhir mmya runkan
AG. Pada

TAG menjadi*pentiacsunnkl mendapatkan mmyaki
reaksi e!erlf nozyme Rd . -regioselektif lipase,

1,3-DA -'i--m- ks gat barkide ,_,,__.._,u-m 2-I yang dapat
diabaikan. Mierasi“asil, val AG, terjadi selama
reaksi berlangM dengan mudah akan

diubah menjadi TAG o ip , kadar rendah TAG membuat
peningkatan migrasi asil menjadi lebih rendah. Efek dari berbagai faktor seperti
kandungan air, suhu, enzim yang diisi, dan waktu reaksi pada migrasi asil pada
reaksi transesterifikasi diinvestigasi oleh Xu et al. [Xu, 1999]. Hasilnya
menunjukkan bahwa semua faktor tersebut memiliki pengaruh positif pada
migrasi asil. Efek berbagai faktor terhadap peningkatan migrasi asil juga

diinvestigasi untuk reaksi esterifikasi menggunakan Lipozyme RM IM
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[Watanabe, 2003]. Sebagai hasil, pada produksi 1,3-DAG menggunakan
Lipozyme RM IM semakin tinggi suhu dan enzim yang diisi menunjukkan
kenaikan konsentrasi TAG, daripada laju reaksi yang lebih tinggi. Hasil tersebut
menyarankan bahwa suhu dan jumlah enzim yang lebih rendah akan lebih
menguntungkan pada produksi 1,3-DAG yang lebih tinggi. Penentuan suhu reaksi
dan jumlah enzim optimal yang diisi adalah hal penting pada produksi DAG pada
skala industri baik dari sudut pandang laju produksi 1,3-DAG maupun kemurnian

DAG.

sofimg digunakan
a memiliki

ganlainnya

ahan produk danproduksifyang berkelanjutan.

efZ1imatis gourl lipg88*pada pa

i oleh sejumlah peneliti amtukdtransesterifikasi dan

J

asant temak d m alkohOlIR eaksi ed#bed reacto 1k este

pliserol & dip me ir um

ngatur,struktur dan stabilitas ikian, pada kasus'es ikasi,

k air dihasilka I e enog emikian seb untuk

men i air yang dibeatuk selams pjadi penting u ndapatkan
hasil yang ti 45’_"?‘ : 1 % kolom packed-bed.
Akumulas; lrunan stabilitas

enzim. Karena air di dalam reaktor

dilaporkan pada pelarut organik, seperti
penggunaan pelarut polar, eriodik dengan aliran udara, atau
dengan pelarut murni. Acros dan tim, mempelajari esterifikasi tanpa pelarut untuk
asam lemak dengan gliserol dalam packed-bed reactor kontinyu berisi lipase yang
diimmobilisasi dari Mucor meihei. Mereka menggunakan gliserol berlebih untuk
mengurangi air, yaitu gliserol berlebih digunakan untuk melarutkan air yang
dihasilkan oleh reaksi esterifikasi. Meskipun konversi asam lemak mencapai 90%,

namun konsentrasi DAG pada minyak yang dihasilkan hanya 48%. Sistem
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produksi DAG yang efektif menggunakan packed-bed reactor diinvestigasi oleh
Sugiura et al. yaitu sistem yang meliputi kolom packed-bed dan bejana pembuang

air eksternal pada kolom packed-bed seperti pada gambar 2.16 [Yamada, 2005].

[~
o é\
reduction of pressure

1: dehydration tank
: pdure of raw materials

eride, byproducts,
mmaterials and intermediates

e enzyme-packed tower
hydration tank

-

acram Packed-Bed § g digunakan reaksi esterifikasi

diasilglig 3
#a sistem ini b an fair dica dengan menggyuna kondisi
vakum. Sftem produksim. A am e dan glisetw,enggunakan
Lipozyme RNV _,ﬁr iti operasi batch'b :E_ bagaimana diperlihatkan

pada tabgh 2 gL ket o datai blamkandungan air

oleh kondisi vakum. HasilgPA @ ﬁ dip@releh_dari asam lemak lobak dan
kacang kedelai sekitar 60%sK ¢ erncapal 80% atau lebih dicapai

dengan menggunakan Lipozyme R padd sistem ini.
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Tabel 2. 6. Hasil produksi diasilgliserol dalam Packed-Bed Reactor (Yamada, 2005)

1 2 3
Ukuran batch (kg) 100 100 100
Asam oleat (kg ) 86 86 86
Gliserol (kg ) 14 14 14
Enzim yang diimmobilisasi Lipozyme IM Lipozyme IM Lipozyme IM
Ukuran rata-rata partikel d ( mm ) 0,43 0,43 0,43
Jumlah (kg) 5 5 20
Ketebalan lapisan (m ) 0,18 0,18 0,7
Kecepatan superfisial U ( mm/s ) 4,4 2,2 3,7
Waktu tinggal (s ) 40 79 190
Kehilanggan tekanan P 1,5 9,5
Pipa semprot Digunakan Digunakan
Diamete 1
Sirkul 1,2
Waktu re 3,5
11,6

0,4

,0
£3S,

5,9

100

D + T ) (% berat) 5

igliseri /D + T) % 01,7

A 1' Ir

esimpule ge Pro i s DAG
‘erlﬁkam asa ﬂ dan ¢ gt nakan 1,3-re Jpase

ya'“at selektif te emastikan pr ,3-DAG

secardien. ,,‘ J AI. pada h Memiliki
kinerja yang Stk ﬁ: aft selek 1} ¥a& nhamun juga stabil.

Kemurnifan i didapatkan di ¢ betpengaduk juga

di dalam pack:
dapat digunakan untuk st Ihw engan kandungan DAG yang
DAG lebih besar dari 90% dengan reaksi

engan sistem vakum

tinggi. Kandungan 1,3-DAG dala
esterifikasi ini. Namun, sebagian 1,3-DAG dikonversikan menjadi 1,2-DAG
selama proses fabrikasi yang melibatkan pemanasan minyak. Akhirnya, akan
dihasilkan campuran dari sekitar 70% 1,3-DAG dan 30% 1,2-DAG sebagai hasil
dari kesetimbangan.

Kandungan air pada campuran reaksi memiliki efek yang dapat

dipertimbangkan pada hasil 1,3-DAG dalam reaksi esterifikasi. Kandungan air
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dikontrol umumnya dengan menyeimbangkan air yang dihasilkan oleh reaksi
esterifikasi dan air yang dibuang oleh sistem vakum. Karena itu, pemilihan
kondisi vakum yang sesuai adalah poin penting untuk efisiensi produksi DAG
pada skala industri.

Meskipun produksi enzimatis DAG terlihat efektif, pengembangan lebih

lanjut teknik enzim pada bagian ini penting untuk peningkatan proses produksi.

2.4. Enzim Lipase sebagaiB

Lipase adalaherei ak. Lipase mikrobial
(glycerol esg 76 alam bioteknologi
moderpgll i 3 calg g rolisis lemak atau
ipase yang
disgkaesikan

mbuhapnya Unta cne lemak

bersifat aktif dala ik dimana ia dapat agai

KS1 este ¢ ifakasi, sinte peptida; ahan

ifat-sifat lipase an bstratl dan asal perolghart ipase
y asal dan mikrobatceaty e rﬂa ivitas optimu erbeda

den jkroba lipolitikCHaT iy JAT gas Jpase dipengarufy beberapa
faktor, antara 4’3: “%.‘.‘,‘ gantung pada derajat
keasa SO TSPEPESyaTTe T ra N dar O D1 LI 2 enyebabkan

inaktivasi, k@ adi kepusakan“strukt rOtCIN™e . Kondisi pH yang
terlalu rendah mengakiba 0 ' ‘ ik a —NH,; membentuk —
NH;". Proses pengikatan eb V sbabkan ikatan hidrogen antara atom
nitrogen dengan atom hidrogen terputus, sehingga enzim terdenaturasi. Kondisi
pH yang tinggi mengakibatkan ion -OH berikatan dengan atom hidrogen dan
gugus COOH enzim membentuk H,O. Hal tersebut mengakibatkan rusaknya

ikatan antara atom hidrogen dengan nitrogen atau oksigen, sehingga struktur

enzim mengalami kerusakan.
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Suhu merupakan faktor yang mempengaruhi laju reaksi enzimatis.
Kenaikan suhu dalam reaksi enzimatis akan meningkatkan laju reaksi, sehingga
jumlah produk yang dihasilkan meningkat. Kenaikan suhu pada batas maksimum
akan menyebabkan enzim terdenaturasi. Enzim pada umumnya mempunyai
aktivitas optimum pada suhu 30-40°C dan mulai terdenaturasi diatas suhu 45°C.
2.5 Asam Lemak Bebas (Free Fatty Acid)

Asam lemak bebas adalah asam lemak yang terpisahkan dari trigliserida,

digliserida, monogliserida, daa pas. Asam lemak bebas dapat berupa

asam lemak olegtimo nggtidak terikat pada molekul
gliserin. Ha pay i atnya air sehingga
terjadi ghros 118 g ‘ asam lemak
bebas a : AT ¢ S kan bahwa
inya gh _ C S : 2 yatig baik,

inokatasam lemak bebas irang dagi0,05 %.

ak bebas'tefjadi ak reaks ara air de sam
s yang sangat tinggi (sekitagh3-4%) bisa menghasi yang
, Ta ng tidakgedapyl sefta fPaufengik. AS emak Dcbagilapat

dlam pe : invak berkua caruh

Mtk minyak gorenw

an_atau pem@u dalam
minyg ,\_ﬂ!_zﬂ; i ‘\\j}; g_lipase, dan enzim

all '-un|w,ﬂgjjg_m!mm-_d“ll‘d"“- nglkan Juga
adt j1ka minyak d # g dadaiy jangKamwang panjang, sehingga

akan terjad*proses okSid f !

2. Meningkatnya kadarkele amAminyak

adar asamn lemak bebas

*Timbulnya kete
‘fngikan pad:

dapat €

Pada dasarnya minyak kelapa sawit terdiri dari sejumlah asam lemak tidak
jenuh yang mengandung fitosterol. Asam lemak bebas di dalam minyak
kelapa sawit dihitumh sebagai asam palmitat yang merupakan asam lemak
jenuh yang mengandung kolesterol. Semakin besar asam lemak bebas
yang terdapat di dalam minyak maka semakin besar pula kadar kolesterol

di dalamnya.
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Sifat fisika asam lemak bebas

e Rumus molekul : C16H320; ( 80 % Asam Palmitat)
e Berat molekul : 256 kg/kmol

e Densitas (pada 50 °C, 1 atm) : 860,221 kg/m3

e Titik didih 204 °C

e Titik leleh :29°C

N=G=02=03
1y

Gambar 2.
rniangAsza

urnian asa hk, bebas tela :
bngan berbagaifi€togde v asam lemak ah ada

di a adalah

raksi distilasi

: ‘sahkan asam lemak

r. Awalnya distilasi seperti ini

pada tekan
dengan ester yang
sangat tidak efisien. Namun“pcrkembangannya begitu pesat sehingga
teknologi pemurnian asam lemak yang digunakan adalah teknologi
menggunakan prinsip distilasi.

Proses distilasi awalnya dilakukan pada tahun 3600 sebelum masehi,
ditemukan di Mesopotamia, dimana peralatannya setinggi 48 cm, diameter

sebesar 53 cm dengan kapasitas 40 liter, dan kapasitas distilat sebesar 2 liter.

Alat ini digunakan untuk membuat parfum (Great Chemists, E Farber ed,
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Interscience, NY 1961). Perkembangan metode distilasi kemudian
berkembang pesat sejak adanya hukum-hukum fisika Dalton (1766-1844) and
Raoult (1830-1901).

Pembuatan peralatan distilasi untuk laboratorium kimia dilakukan pada
awal abad 19 (Underwood). Setelah itu banyak penemuan-penemuan metode
distilasi seperti kolom distilasi bubble-plate, open tubes and spiral-type
column (Warren, 1864), high vacuum distillation (Krafft, 1903), packed

columns (Podbielniak, 19 plates (Privett OS et al), molecular
distillation (Bilisa€ L

Salt-soly

ion logam,
an sifat ion

1 asam

1gung yaitu mecte
dimana_tergantung e erbgdaan kelagutan gara dari
aSam lemdkdalam ef
an o it

dietilgter. who substituted e

digtingkan untuk mémiSahks e engandung ak tidak
Jﬁéfengan hanjaiigetds ('t ebilladaii, 18, dan a mak jenuh
dengan pg dr’__;; ' d ;i‘a_, pendek. Metode ini

dapat d Sikan. pDada minyak nabatt.“tetapl lidal perasal dari kelapa

sawit. . ‘
Low—tempeWa i F

Kristalisasi asam lema

da 1 campuran pada suhu rendah
diperkenalkan pada tahun 1930 dimana distilasi fraksi sedang berkembang.
Umumnya metode ini digunakan untuk memisahkan asam lemak dan
monoester, dan juga untuk memisahkan gliserida dan senyawa lemak lainnya.
Liquid chromatography

Konsep dan teknik chromatography pertama kali, pada dasarnya dilakukan

untuk memisahan pigmen tanaman (karoten). Namun Kuhn R et al,

Universitas Indonesia

Sintesis minyak..., Muhamad Firdaus Muttaqi, FT Ul, 2011



30

menemukan konsep lain dari chromatography  dalam studi karoten.
Chromatography dapat diaplikasikan pada asam lemak. Pemisahan

kromatografi pertama kali hanya dilakukan pada asam lemak rantai pendek.

o  Gas-liquid chromatography
Penggunaan metode Gas-liquid chromatography pada asam lemak dilakukan

pada 1952 oleh James A gmisahan hanya dilakukan pada asam

lemak dengan.
o  Membra

padé, minyak dan

lus pemisahan

of€ty dan

elain Pros enggunaka ane efisien

Pemisahe emakidari triasile gounakan

ne telah banyak dilgkuk@® Campuran taasilelisero emak

1ckstraks gan mengg aleohe emudianthasil ekstrakstSakan

ntuk , knik pc bran.

enisgimembrane yang betfupa cellulosic da losic,

jenis polyamiés ki sclektifitas yang lebi 1k dalam
1 hkan asamelema : afidingkanydengcan cell acetate dan
2.5 Pemuinian Minyak yang Diguns istri
Dalam proses pembuatan 1 VeRsl crdapat proses pemurnian
minyak dengan mcHghtlang 2 cmak bebas. Metode yang telah
digunakan dalam proses pentrnic® addlah sebagai berikut :
e Short Path Distillation
Minyak goreng nabati umumnya mengalami proses pemurnian dengan
menggunakan short path distillation untuk memisahkan minyak dari asam
lemak bebas (FFA). Short path distillation atau yang lebih dikenal dengan
molecular distillation merupakan proses pemisahan fisik yang didasarkan

pada perbedaan titik didih dari senyawa yang akan dipisahkan. Prinsipnya
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sama dengan proses distilasi yang kita ketahui, perbedaannya hanya pada
kondisi operasi dimana pada short path distillation beroperasi pada
tekanan vakum antara 10~ - 1 mbar dan sistem alat yang sedikit berbeda.
Dengan adanya penurunan tekanan maka titik didih dari senyawa yang
akan dihilangkan pun akan turun dan menyebabkan suhu operasi yang
digunakan juga mengalami penurunan. Suhu yang digunakan pada short

path distillation bisanya diantara suhu 200-350 °C  Pada short path

distillation tidak terjada pi. diantara permukaan evaporator dan
condenseL daian g afasak antara evaporator dan

condg ¢ = a evaporator dan

amin si , poli
Farmasi
. smetik
Wool ‘
\ r = Pengolahanfmi
Minyak p
‘ 4.
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3y d D d . !
Wilisasi Enzim 4
Immebilisasi enzim. adale gnggabung déngan

padat o1 ) s Si g a dapat ccara
ang kali dan secata®ko sfo 1995). Keunt

ung kita
obilisasi enzi A bago i@’ Souza, 2008) i

im dapat diguakan be

((

,'"“'hln D114
e ProduK yang dihasi

Kontrol yangileb

Penggunaan lipase memiliki potensi yang bagus untuk menjadikan biaya
produksi lebih efektif ketika enzim digunakan dalam bentuk terimmobilisasi
dibanding dalam bentuk tersuspensi. Pada prinsipnya, teknik immobilisasi lipase
ini ditujukan untuk mengembangkan produksi secara kontinyu dan komersil
dalam skala besar yang memiliki efisiensi tinggi per unit volume reaktor (Malcata,

1991). Penggunaan immobilisasi lipase juga dapat mengurangi potensi produk
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terkontaminasi melalui sisa lipase. Hal tersebut tentu saja menguntungkan, karena
dapat menghindari perlakuan tambahan untuk memurnikan produk.

Dengan immobilisasi, penggunaan lipase sebagai biokatalis dapat
digunakan secara berulang. Selain itu juga dapat memberikan kontrol yang lebih
baik pada proses maupun kualitas produk. Namun kekurangan dari immobilisasi

adalah (Ramachandra, 2002):

e Kemungkinan terjadinya deaktivasi lipase selama proses immobilisasi

e Keterbatasan substrat.d
e Terdapata
Metode Imng

han) padatan

akgll antara
Dinc o
Zlm tergantung
. MetodgdiizmemiliKitbi i murah.gdibandingk
yang ebih mirdah dila aifThember1kan gangguan
31n yang

tan Kovalen

im dihubung prt melalui sugtu s fungsi

alam enzias g engarul dap. aktivita itik. Gugus
fungsigfian ing diinvesti ade amin boksil, dan gugus fenol
ik healdll Kovalen SETinG Thengae gport inorganik.
Jenis enzifl Sepekti j meikaxidase, luyvertase telah berhasil
diimmobilis3
Sol-Gel
Sol adalah sistem di mana enzim terjebak dalam jaringan partikel padat.
Proses sol-gel itu sendiri terdiri dari reaksi hidrolisis dan kondensasi yang
berlangsung secara simultan selama proses sintesis gel, meskipun ada
kemungkinan salah satu reaksi tersebut berjalan dengan lebih dominan.

Dari proses ini, ketika sol menjadi tidak stabil dan terhidrolisis lalu

terkondensasi, ia berubah menjadi gel. Pembentukan sol menjadi gel dapat
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berlangsung dalam beberapa detik, namun dapat pula berjalan lama yaitu
dalam beberapa hari. Pelapisan dengan metode sol-gel dapat dilakukan
dengan melapisi support dengan sol, lalu menghidrolisis dan
mengkondensasikannya sehingga membentuk gel.

4. Intermolecular Cross-Linking
Proses immobilisasi enzim ini adalah dengan menghubungkan secara

silang ikatan kovalen antar molekul protein. Metode ini sangatlah mahal

dan tidak mencukupi ke alis yang besar, selain itu enzim yang

terbentuk memntily a
2.7 34 ( )
( e ' 0 Stha

@embran yang asimetrik i eter dalam seki 1% 0.0016

r fasa satu

d ollow

er luar ar 83 ron 0033 Incre akan

enjadi _bundel dafilidili sgtengah dengan kon i patan

akan y paling tinggi capail30000m /m". areta,
ollow E Jof: da alire atau

ier dan juga dapat diglina ﬁ berbagai orientasi alitan (berlawanan
Aiipuin ot zontal. Hollow fibe Btan tidak

a earah) dan flafvertika

taha ap tekanap dai TCnporalTtinggl (Maigarcta, 2010)gAPHKasi hollow
fiber membrai d’;‘f’r Bi '
1. JU 111114

e PemiSahe
° Des‘ahv
2. Kesehatan
¢ Fraksinasi darah
e Unit ginjal buatan
3. Industri Bioteknologi dan Biokimia

e Proses hilir

e Bioreaktor membran
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Immobilisasi enzim menggunakan metode adsorpsi dalam reaktor hollow
fiber membran memiliki beberapa keuntungan, diantaranya (Hong, 1986):
e Rasio luas area permukaan terhadap volume reaktor yang sangat tinggi.
e Selektivitas untuk reaktan dengan menggunakan membran padat memiliki
permeabilitas berbeda atau karakteristik biaya tetap.
e Tidak memerlukan proses pemisahan enzim dari aliran produk limbah

yang mahal.

e Memungkinkan operas teady.
Melindua 1 r Wi i_aliran umpan seperti

enzi

2nai dias? telah di alimolel eneliti.

1 stlgliserol melalOfxeaks erifikasi asam lemak dan glises ngan

an enziambiekatalis Tl 3-regioselektif lip ang dii sertal

embuangam@ifisccara sim 3 h dan dipatenkam. R osu melakukan

asam |é e : pada siste pelarut
an LipozymeiRily ' L versi hingga 8§82 rnian
9 an menambal as ' Vi be, 2003]. Kemudianglou, J.F

pentuk produk
samping (MA: Nate 3 stigasi kinetika dan
kondisi reaksi esteri enggunakan Lipozyme RM
IM yang diproduksi Novozymes. ya menunjukan bahwa peningkatan suhu
dan jumlah enzim yang diisi meningkatkan konsentrasi triasiigliserol yang
terbentuk pada akhir reaksi . Lalu Yamane melakukan penelitian dan berhasil
menghasilkan yield 1,3-DAG sekitar 90% dengan menggunakan suhu antara 48-
60 °C, tekanan operasi sekitar 0,2-0,4 KPa, serta menggunakan reaksi esterifikasi
antara gliserol dengan asam lemak di dalam packed bed reactor [Watanabe,

2003]. Namun masih belum maksimal, karena memerlukan waktu yang lama
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sehingga kurang ekonomis untuk diproduksi. Akhirnya Watanabe melakukan
reaksi esterifikasi antara gliserol dengan asam lemak dengan menggunakan enzim
1,3-regioselektif lipase dalam stirred-tank bioreactor pada suhu 50 °C dan
tekanan vakum (1 mm Hg) [ Yamada, 2005]. Hasilnya didapatkan yield sebesar 84
% dan kemurnian 90 %, tetapi reaktor yang digunakan tidak dapat digunakan
untuk waktu yang lama (diproduksi oleh industri). Hal tersebut dikarenakan
imobilisasi enzim tidak dapat dilakukan di reaktor pada massa jenis yang tinggi
[Watanabe, 2004]. Kemudias

gmbali mencoba dengan melakukan
reaksi esterifikasiant#rs pgan menggunakan enzim
1,3-regioselg ed bioreactor pada
suhu 588°C I ) 70 % dan
alah 2:1).
agproduksi

besar _{tidak

flaktkan de

biaya _produksi. yelesajkan perm
dilaktkanla elitian SHis e scu®dengan pnghidrolisis
berba Zi ! e PS-D

un yield DAG ya

ya),

kisar 60-65%. Penclitiafl pun

ki ilakukan ole o hengitlrolisis miny a sawit

(min reng) menggunake I ec oTosekektif lipase acked bed
reactor pada afi’? ' ‘\‘g apatkan yield DAG

sebesa god 1113 13 soantikai @l esterifikasi.

SintesiS dengar 2 dro dan esterifikasi pada
packed bed rwl hamada melakucrkan
hidrolisis minyak kelapa saw# d8 akan uap panas sehingga minyak
kelapa sawit (TAG) terhidrolisis menjadi asam lemak. Kemudian asam lemak ini
akan di esterifikasi dengan gliserol secara enzimatis menghasilkan DAG dengan
konsentrasi > 80%.

Sintesis DAG dengan kombinasi parsial hidrolisis dan esterifikasi
menggunakan reaktor hollow fiber membrane secara enzimatis menggunakan

enzim Candida Rogusa dan Porcine Pancreatic Lipase dengan perbandingan 3
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(CRL) : 1 (PPL) telah dilakukan [Diandra, 2010]. Hasil reaksi hidrolisis tersebut
yaitu asam lemak akan dilakukan reaksi esterifikasi menggunakan gliserol
sehingga terbentuk senyawa DAG. Variasi yang telah dilakukan adalah variasi
konsentrasi enzim, konfigurasi system reaktor, dan waktu tinggal. Kondisi operasi
yang optimum pada penelitian ini yaitu 37 °C, laju alir 0,05 ml/s, konsentrasi
enzim 5 mg/ml menghasilkan konsentrasi DAG sebesar 79,19 %.

Pada penelitian sebelumnya, minyak DAG yang terbentuk sebagian besar

merupakan rantai ikatan jenuli engendap, sehingga perlu pemisahan
untuk mendapatkansshi gilakukan pada penelitian
sebelumnya i, pengaruh waktu
pengaruh

dengan

ielitian
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Tabel 2. 7. State of the art

Rute
Katalis Kombinasi
Hidrolisis Esterifikasi | Hidrolisis dan
Esterifikasi

Katalis Alkali Sontang, 1984

Lipase PS-D Kristen8ea, 2005

Hirota, 1988
211 4 e’

amada, 1999

Jmo;

IWﬂtian ini

S1S-Esterifikasi
embran Reactor
Komposisi UJI Pemisahan
Stabilitas

enzim . DAG
reaksi
2 o Candida
& £ 2| rugosa Penelitian ini
“ .ﬁ “ .
Z é E_ Porcine Diandra [2010] Firdaus [2010]
/® pancreatic
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BAB3
METODOLOGI PENELITIAN

Sebagian besar penelitian dilaksanakan di Laboratorium Bioproses dan
Laboratorium Dasar Proses Kimia (DPK), Departemen Teknik Kimia Universitas

Indonesia. Sedangkan analisis sampel dilakukan di BPPT Serpong, Banten.

2
=
s

3.1 Alur Penelitian

ail D U

1. Studi 1itCra

2. Immobilis”

Proses imobilis

LA
bit w i% agar biokatalis terperangkap
pada permukaan material membran. Jenis membran yang akan digunakan
adalah hollow fiber yang akan berfungsi selain tempat imobilisasi juga
berfungsi sebagai tempat terjadinya reaksi parsial hidrolisis dan parsial
esterifikasi.

Proses immobilisasi ini digunakan dengan menggunakan kombinasi

larutan enzim yaitu enzim Candida rugosa lipase dan Porcine pancreatic
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lipase dengan perbandingan yang divariasikan. Enzim Candida rugosa lipase
bekerja dominan pada proses hidrolisis, dimana enzim ini berfungsi untuk
memotong ikatan fatty acid dari triasilgliserol seccara optimal sedangkan
enzim Porcine pancreatic lipase bekerja dominan pada proses esterifikasi,
dimana enzim ini bersifat selektif sehingga gliserol dapat mengikat fatty acid
pada posisi 1,3 membentuk 1,3 diasilgliserol. Enzim dilarutkan dengan
menggunakan phosphate buffer dengan pH = 7.

3. Sintesis Minyak DAG

Suhu_operasi o1 cligign_ini yaitu 37 °C karena
pada s

2l )
midya P D
) AT
k u, |
ak hasil akhir TogKsNQ@IIPakan minyak yang tclal indung
gan Konscntrasieyang Mg n, terbcity illyang
diketahui _kandungafinyassBerdaSarkan analisa yan ukan
apa i nretwpak nyawadyang me i, kandUmiganDAG,
perlu UL k
Wumhkan wak ama M Walktu tersebut sanga 1dal@g€fisien
inyak DAG akan diproduksi Secats masil (pabrikasi),
#Juam cara yntukanCinis ANk engap teputih dengan p ng cepat.
Pre _ﬁf_&; ‘ eng % ginyak dan proses

penges GCUO A "N SO UNAKAN ~ CeHTFIIUIe d o emp ercepat

pemisahan “antara eiw s ‘ -Wn anaungan DAG dengan
minyak. \ i

Hasil eksperimen ini diperoleh melalui analisis HPLC (High Performance

caksi terbentuknya

emvariasikan

pengend tlami,

rena itu

5. Hasil Analisa dan Pem sa

Liquid Chromatography) yang terdapat di LIPI. Dengan alat ini maka kita
akan mendapatkan komposisi DAG yang terdapat dalam sampel.

6. Kesimpulan dan Rekomendasi
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3.2 Alat dan Bahan Penelitian
3.2.1 Alat Penelitian

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut

e Reaktor Hollow Fiber beserta sistem | e Beaker Glass, sebagai wadah
pemanas air, sebagai tempat sintesis. penampung larutan

3. Beaker glass

ambar 3. 4. Spektrofotomete
@ & Gambar 3. 5. T

engukur

owmeter, untuk 1 bangan digital,
p@s ] Senyava danw
77 e T\

‘.’

Gambar 3. 7. Timbangan

e Pompa peristaltik, untuk mengalirkan | ¢ Stopwatch, untuk mengukur waktu
larutan menuju reaktor

Gambar 3. 9. Stopwatch
Gambar 3. 8. Pompa peristaltik
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e Pipet tetes, untuk mengambil larutan

Gambar 3. 10. Pipet tetes

e Botol sampel, untuk menempatkan
sampel minyak

Gambar 3. 11. Botol sampel

e Selang silicon, untuk me
larutan ke dalam reaktg

!

o HPLC (High Performance Liquid
Blhiromatography)

Gam

N ”ﬁ (s
!

Gambar 3. 14. ng

'

ntuk memutar‘mag

ﬁ".

Gambar 3. 16. Stirer

- Gambar 3. 1 ge

Merone zers (;uﬁ Pnigadu
Y
=
- A0 N\

Gambar 3. 17. Magnetic Stirer

e Kaca Arlogi, wadah untuk mengukur senyawa.

Gambar 3. 18. Kaca Arlogi
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3.2.2 Bahan Penelitian

e Enzim Candida rugosa lipase| e Enzim Porcine Pancreas lipase (Sigma.Co)

(Sigma.Co)

ambar 3. 20. Porcine pancreaatic lipase
Gambar 3. 19. Candida

E$2))

Gambar 3. 22. Gliserol

oo,
- 1' 'r v Reagent (men

0, (Merck Kga
@ l i

-
=y W

BLULICT DROSPIAtC | = i bapd \ cagent

Ji
Phenol \ itmin (BSA)
sendiri) hi

Gambar 3. 26. Bovine serum albumin

Gambar 3. 25. Phenol reagent
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3.3 Hollow Fiber Membrane Bioreactor untuk Sintesis DAG
3.3.1 Desain Sistem Reaktor Overall
Gambar desain reaktor yang akan digunakan untuk mensintesis minyak

yang diperkaya dengan kandungan DAG dapat dilihat pada dibawah ini.

CONTROL PANEL

Seca ’ i reaktor hollow fiber
i w AT sistem pemanas.

Di dalam reaktor terdapat 2 buah lubang, yaitu lubang untuk air

membrane, pompa pe

pemanas dan lubang untuk reaksi (shell). Sedangkan di dalam shell itu sendiri
terdapat hollow fiber membrane yang nantinya akan berfungsi sebagai tempat
reaksi baik reaksi hidrolisis dan esterifikasi.

Sistem pemanas terdiri dari heater yang disertai pengontrol suhu,

dimana fungsinya untuk mempertahankan suhu operasi. Air yang telah
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dipanaskan kemudian akan dialirkan ke dalam reaktor. Suhu operasi yang
digunakan yaitu 37 oC.

Reaktor yang digunakan dalam penelitian ini adalah reaktor Aollow
fiber membran. Reaktor hollow fiber membran memiliki 3 aliran masuk dan 3

aliran keluar. Skema reaktor ini dapat dilihat pada berikut:

ar 3. 28. Skema reaktofifholl

stem Re ]

: ;
Reaktor pada ba AW & .
digunakan dalaisSirifes dlay

njukkan sistem reastor aktual

AG.

wit menjadi mft

\o

- R\
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Gambar 3. 30: nas (Tampak Belakang)
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i aman
w ‘V'

Membran
(polipropi (polipropilen
e Bahan e Bahan
mikroporos mikroporos
hidrofobik) hidrofobik)

ml

20 buah

Sintesis minyak...,
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3.4 Percobaan Imobilisasi Enzim
3.4.1 Immobilisasi Enzim
Prosedur immobilisasi biokatalis adalah sebagai berikut :
1. Membuat larutan phosphet buffer 0,05 M, pH 7, dengan melarutkan
senyawa K,HPO, sebanyak 5,0256 gr dan KH,PO, sebanyak 2,8775 gr
dengan aqudest sampai 1000 ml.

2. Membuat larutan enzim dengan konsentrasi dan komposisi yang

y

.\

diinginkan.

jale

—

Gambar

fatan larutan enzim

yaring_larutanien engantkertas saring; gan kerta8iSaring
dan pindat
‘ Mengambil

A £ j E
El a1y & k mengukur kdnzim
"' sebelum i
i

etode Low an UV
S, -'-Fr ) ci' glas udian hubungkan

\r

ters n ke hell pada reaktor.

6. Memastikan dah*terse engan beaker glass (larutan
enzim) dan pompa perista

7. Membuat aliran recycle pada reaktor, dengan memasukkan aliran
keluaran reaktor bagian shell dan lumen ke dalam beaker glass yang
berisi larutan enzim tersebut.

Catatan :
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e Hitung berapa kali recycle dilakukan (memasukkan enzim keluaran
reaktor ke dalam beaker glass) dengan menghitung laju alir larutan
enzim dari keluaran reaktor.

8. Menutup rapat beaker glass (larutan enzim) yang telah terpasang
selang silicon dengan plastic wrap.

9. Nyalakan pompa peristaltik sedang dengan memvariasikan laju alir
yang berbeda setiap 1 jam sekali selama 6 jam.

10. Matikan pompa pgis arkan larutan enzim yang terdapat

di dalamgi€a

11. S

baik pada bagian

lian larutan
0 P¥den e nakan
Dhosphates buffer 8 hguku onsentra 0Z1 setelah
abilisasi menggunakanmetode lowry dengad eter.
4.2 Pg an En

Duatan an
Tujuan d: a k@librasi ini adalah uraksCagukur
‘onsentrasi prot | Al Qdey ang digunakadétode

wry. Adapun riu‘owry ini

akan dalam

‘i\ -

Matutan 1 mL larutan

.UL 0,1 N NaOH (0.4

est)

£
b0
¢ Larutan B : 0,1 gram NaK Tartrate dalam 10 mL aquadest
¢ Larutan C : 0,1 gram CuSO4.5H,0 dalam 20 mL aquadest
b. Phenol reagent (5 mL Follin Ciocalteu phenol reagent + 5 mL
aquadest)
Prosedurnya adalah sebagai berikut:
1) Larutan BSA dengan konsentrasi 2 mg/ml (20 mg BSA dalam 10 ml
larutan phosphate buffer).
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2) Memvariasikan konsentrasi BSA menjadi beberapa konsentrasi
dengan cara mengencerkan 2 mg/ml larutan BSA yang telah dibuat.

Kemudian menyiapkan tiap-tiap larutan pada tabung reaksi.

Tabel 3. 2. Bahan-bahan yang digunakan untuk membuat kurva kalibrasi

Konsentrasi Konsentrasi Volume Volume
Awal (mg/ml) | Akhir (ug/ml) | Awal (ul) | Akhir (ml)
2 50 1

| i
‘ |

Menambahkan 0,580 13flitan pli€nol reagent pada s

Vol ] kanip Q uan

r'l

|
\F

‘ ea0C komsentrasi

glama nit pade

etiap tab
segera

ap tabuag.ter

Menginktibz ' ruang.

Mengambil : d

Menentukan a1 enggunakan otometer
‘ffr‘"{" 10 oF pan ¢ 1. at hdan blanko

Sge

oo
.’

Pengukuran Enzim Loading
Mengukur absorbansi tiap sampel dengan menggunakan metode

emperoleh kurva

Lowry. Enzim /oading dihitung dengan menggunakan rumus :

m,, =m,—m,

m

(M

im

Enzyme loading =

membran

)
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Dengan :
Mim = massa enzim ter-immobilisasi (mg)
m, = massa enzim sebelum immobilisasi, t=0 (mg)
my = massa enzim pada waktu t (mg)
Lmembran = Luas total membran= 628 ¢cm>

3.5 Percobaan Produksi Minyak DAG
3.5.1 Pengaruh Konfig

1. Mengambi 1 biiffer.ke dalam beaker glass,

glass, tutup

oan plastic wrap.

takkan KCt bed glasgBiberis1 larote

liserol, dan at pompa peristalti

Reakto Esterifikasi)
Shell

Gliserol

Minyak

gan benar pada setiap
bagian reakt

7. Membuat aliran recycle pada reaktor, dengan memasukkan aliran
keluaran reaktor ke dalam beaker glass yang berisi masing-masing
larutan

8. Menyediakan wadah/beaker glass untuk menampung minyak DAG

yang keluar.
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9. Menutup rapat ketiga beaker glass (larutan phosphate buffer, gliserol,
minyak goreng) yang telah terpasang selang silicon dengan plastic
wrap.

10. Menyalakan kedua pompa peristaltik dan set sesuai dengan laju alir
laju alir 0,05 ml/s.

11. Memisahkan hasil keluaran (DAG) setiap 1 jam sekali ke botol sampel
yang berbeda.

12. Melakukan reaksi tg

0 jam reaksi

an_seluruh larutan yang

1mepbilisasi
zim yangdiingin

si kon si enzi

Mcne m i beaker glass,
T.w beaker glass, tutup

beaker glass, tutup beaker glass

beaker glass

4. Mengambil minyak goreng
dengan plastic wrap.

5. Meletakkan ketiga beaker glass berisi larutan phosphate buffer,
gliserol, dan minyak goreng di dekat pompa peristaltik.

6. Menghubungkan selang silicon pada reaktor bawah bagian shell dan

beaker glass (phosphate buffer = hidrolisis) dengan melewatkannya

pada pompa peristaltik I (besar).
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7. Menghubungkan selang silicon pada reaktor atas bagian shell dengan
beaker glass (gliserol > esterifikasi) dengan melewatkannya pada
pompa peristaltik II (sedang).

8. Menghubungkan selang silicon pada reaktor bawah bagian lumen
dengan beaker glass (minyak goreng) dengan melewatkannya pada
pompa peristaltik III (kecil).

9. Memastikan selang silicon sudah tersambung dengan benar pada setiap
bagian reaktor sesuai gsinya.

10. Membuat memasukkan aliran

[/
. aK goreng ang 1 terp o selang astic
|3 ; ai dengan

3.5.3

1
"’Melakuk SO, TR o TR i
IV 4’5; “L ;h C U.I'erutan yang

isi masing-masing

ngdfminyak DAG

vicnutup rapat ketigs eiglass (larutan phosphete buffs liserol,

rap.
' akan keduia pompatpémistaltik dan sc alir

alir 0

v Memisahkan [ ke ﬂ ) 8etiap 1 jam sekalike bot mpel
yang berbed? . -

o

Gl Cld 1] ear

U dl O %
Peng 13 L . 1 ‘

Menggunakan kofSent g/n#*dengan komposisi enzim CRL (3) :
PPL (1) pada proses imobilisasi enzim.
Mengambil 700 ml larutan phosphate buffer ke dalam beaker glass,
tutup beaker glass dengan plastic wrap.
Mengambil 600 ml larutan gliserol ke dalam beaker glass, tutup

beaker glass dengan plastic wrap.
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4. Mengambil minyak goreng ke dalam beaker glass, tutup beaker glass
dengan plastic wrap.

5. Meletakkan ketiga beaker glass berisi larutan phosphate buffer,
gliserol, dan minyak goreng di dekat pompa peristaltik.

6. Menghubungkan selang silicon pada reaktor bawah bagian shell dan
beaker glass (phosphate buffer = hidrolisis) dengan melewatkannya
pada pompa peristaltik I (besar).

7. Menghubungkan sg

beakeraeitss ) dsmgan melewatkannya pada
bu q , ak hhlBagian lumen

pada reaktor atas bagian shell dengan

ewatkannya pada

o1 8. ersambung dengan be

Va.

adalfreaktor, . dengan m
e n reaktorike ddlam! Heclkerliglass yang

tan
u Menyediakan Swada uk menampunWDAG
yang keluar.
wl\/lenyala an kedtra g 2 512 an_set sesua% laju alir

aju Alir Minyak
(mL/detik)
0,05
0,02

13. Memisahkan hasil keluaran (DAG) setiap 1 jam sekali ke botol sampel
yang berbeda.

14. Melakukan reaksi tersebut sampai 9 jam reaksi

15. Mematikan pompa peristaltik dan keluarkan seluruh larutan yang

terdapat di dalam reaktor, jika reaksi telah selesai.
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3.5.4 Pengaruh Uji Stabilitas Reaksi
1. Menggunakan komposisi enzim CRL (3) : PPL (1) pada proses
imobilisasi enzim.
2. Mengambil 700 ml larutan phosphate buffer ke dalam beaker glass,
tutup beaker glass dengan plastic wrap.
3. Mengambil 600 ml larutan gliserol ke dalam beaker glass, tutup

beaker glass dengan plastic wrap.

Mengambil minya am beaker glass, tutup beaker glass

phosphate buffer,

deng O I: ]
| shell dan
R KCERE 9SDITE p ! annya
peristal ik Iucbes

pada pompd

ehubungka ang on pg eaktor ‘ata F déngan
eaker glass (glise estefiifikasi) dengan mel pada
istaltRel (S s

NQ perista 13

fcnghub S o tor ba men

\ r dengan beakeriglas ﬁ vor¢ng) dengan melew pada
pompa perist

quemastl an selao s sudah. lcTsambung denganiMda setiap

bag

masukkan aliran
keltaram™1 e. g g gss yaRg-DOerisi masing-masing
laruta

11. Menyediakan wadah/# ! ntuk menampung minyak DAG
yang keluar.

12. Menutup rapat ketiga beaker glass (larutan phosphate buffer, gliserol,
minyak goreng) yang telah terpasang selang silicon dengan plastic
wrap.

13. Menyalakan kedua pompa peristaltik dan set sesuai dengan laju alir

laju alir 0,05 ml/s.
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14. Memisahkan hasil keluaran (DAG) setiap 1 jam sekali ke botol sampel
yang berbeda.

15. Melakukan reaksi tersebut sampai 9 jam reaksi

16. Mematikan pompa peristaltik dan keluarkan seluruh larutan yang
terdapat di dalam reaktor, jika reaksi telah selesai.

Tabel 3. 6. Parameter eksperimen yang dilakukan

Parameter Eksperimen 3 & 6
Suhu operasi (°C) 37
Laju alir ( 0,05

Konseat

]

Investigasi P¢iige ] l’
I. Menampu ak ha pai jam
! ke-9, ke dala

“"’*'“’-'wﬂ!ﬂwﬂ"l"ﬁ"" ]

v ; 1
dala safp . amb + inyak sampel 1 untuk

dianalisa men

ang masih fresh ke

5. Mengambil sampel 2 yaitu minyak hasil reaksi ketika mulai timbul
endapan putih ke dalam botol sampel. Mengambil + 3 ml minyak
sampel 2 untuk dianalisa menggunakan HPLC. Amati dan catat
waktu yang dibutuhkan sampai minyak hasil reaksi mulai timbul

kembali endapan putih.
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Mengambil sampel 3 yaitu minyak hasil reaksi ketika endapan putih
sudah tidak terbentuk (stabil) ke dalam botol sampel. Mengambil + 3
ml minyak sampel 3 untuk dianalisa menggunakan HPLC. Amati
dan catat waktu yang dibutuhkan sampai endapan putih sudah stabil
pada waktu 1 .

Mengambil sampel 4 yaitu minyak hasil reaksi ketika endapan putih
sudah tidak terbentuk (stabil) ke dalam botol sampel. Mengambil + 3

ml minyak sampe ganalisa menggunakan HPLC. Amati

dan_ca . paigendapan putih sudah stabil

oIk, liter dengan

dengan suhu

sa iéneair selurubnva ke A dahkan

alam botols@mpel. banggberdt endap? bgntuk.

Mengambil sampdl, yaitu eddapan putih vang tel

abel 3. a g i asi peng
Samp . 4 m bampel
1 ﬂ' g’ "Il ﬂ i (fresh) d
ﬂ pan putih H‘

.rf-r’m‘w“
_———_.—--""“'

—# =

&
‘.’

Gambar 3. 33. Sampel-sampel yang akan diambil pada setiap waktu perubahan
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3.6.2 Percobaan Pemisahan

1. Mengambil sampel minyak yang sudah mengendap dan akan

dipisahkan.

2. Memisahkan antara minyak dengan endapan putih yang terbentuk.

3. Memanaskan endapan putih sampai mencair dan memindahkannya
ke dalam tabung centrifuge.

4. Memvariasikan proses pemisahan

a. Proses pemigah pembekuan dan centrifuge)
» _Meimb g r almlemari es dengan suhu +

0 menit).

08 ) C
et a al iflige selama 10
) a1 gaﬂ SMg akdengan
endapan puti 0 mengendap di dasa 1

VlenganiBilisampa nyalgi{sampel 6) a8
mengendap (Sainpeliy).

b. Pros 1S3 5€SIDe an dan'e

» Mendingiika ﬁ yalg@di dalam lemari es.den hu +
0 luruh  sampel mulai

2,08 /hampir

.

membeit {7
) ‘ﬁ; @ yan :m idinginkan ke dalam

SHILIIITOC a d U CCILO gl (1 n 1200-1300

> 4‘ : . 1 i sing minyak dengan
endapan p y gendap di dasar tabung.
» Mengambil sampel minyak (sampel 8) dan endapan putih yang

mengendap (sampel 9).

c. Proses pemisahan III (centrifuge)
» Memasukkan sampel minyak ke dalam centrifuge selama 10

menit, dengan laju putaran 1200-1300 rpm.
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» Memisahkan secara fisik masing-masing minyak dengan
endapan putih yang sudah mengendap di dasar tabung.

» Mengambil sampel minyak (sampel 10) dan endapan putih yang
mengendap (sampel 11).

o
-
= U

2
=
s

1-1;—-'
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BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Immobilisasi Biokatalis
4.1.1 Kurva Kalibrasi Penentuan Enzyme Loading
Untuk menentukan enzim loading diperlukan kurva kalibrasi.
Pembuatan kurva kalibrasi bertujuan untuk mengukur konsentrasi protein

yang terdapat di dalam ang diambil akan diukur dengan

menggunakaps geatat nilai absorbansinya.

Metode ini didasari pada

sd.yante dihasilkan akan se

-
=

asi konsentrasi enzim

Gambar 4. lwr

Sampel protein yang digtifakan dalam pembuatan kurva kalibrasi ini
adalah BSA (Bovine Serum Albumin) dimana kadar kandungan proteinnya

mendekati kemurnian.
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Kurva Standar BSA

0.8 —®

y =0.0008x + 0.0711

} R?=0.9771
0.4

D4 A

1 tbrasi st rotel 1
o2 car y = 0,0008x%#0,0 dima@fa x merupakan X
dan p,a bsorbamnsi. safmaan ig ebut na

nkur konsentrasi [an enzumrdari nilai abs

p ke dala

Absorbansi
o
(92}

Banyak

ran dapat dihitung genggupakan persamaan berikut:

im :mO _ml

m, = massa en asi, t=0 (mg)
my = massa enzim pada waktu t (mg)
Liembran = Luas membran reaktor (1256 sz)

Reaktor 1 =628 cm?®
Reaktor 2 =628 cm’
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Dari persamaan di atas dapat disimpulkan bahwa setelah immobilisasi,
konsentrasi enzim akan semakin berkurang. Enzim yang terlarut dalam buffer
akan teradsorp pada pori membran seiring dengan teradsorpnya molekul air
pada membran. Enzim loading dihitung untuk setiap eksperimen.

Data enzim /oading eksperimen ini disajikan pada tabel dibawah ini
Pada eksperimen ini, imobilisasi enzim seluruhnya dilakukan dengan

melakukan sirkulasi enzim di dalam lumen dan shell selama 6 jam, dengan

demikian, massa enzim pagé dalah massa enzim pada waktu 6 jam

setelah imobjlisasi m reaksi dilakukan

Enzyme

loading

581,

Ekspei 2,2260

__-'-"‘l---u—_hn‘“'-_

Eksperimen 6 “ ] . w “.—.- 737,62 0,5873
RE i 'l

Enzyme loading sangat ditentukan oleh adsorpsi fisik yang terjadi saat

immobilisasi, dan kemampuan menyerap enzim pada permukaan membran
sebagai support.
4.2 Hasil Produksi Minyak DAG
Proses reaksi yang terjadi yaitu hidrolisis dan esterifikasi, dimana kedua

reaksi tersebut dilakukan secara berturut-turut dalam 2 reaktor hollow fiber
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membrane yang berbeda. Proses awal dilakukan dengan melakukan proses
imobilisasi larutan enzim selama 6 jam pada kedua reaktor. Kemudian setelah
kedua reaktor telah terimobilisasi enzim, reaktor kemudian diisi dengan larutan
senyawa yang berbeda tergantung proses reaksi yang akan dilakukan. Untuk
proses hidrolisis, reaktor dimasukan larutan phosphate buffer. Sedangkan untuk
proses esterifikasi, reaktor dimasukan larutan gliserol. Setelah semua persiapan

siap, minyak goreng lalu dialirkan menuju reaktor 1, untuk mengalami reaksi

hidrolisis antara air (phospg pcan minyak. Kemudian hasil dari
keluaran reakto

reaksi esterifi

||||||||||| i

.|T|TF'

Gambar 4. 3. Diagram skematik alat pada sintesis minyak DAG
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HOLLOW FIBER HOLLOW FIBER
MEMBRANE

HOLLOW FIBER REACTOR HOLLOW FIBER REACTOR MEMBRANE

SURFACE OF ENZYME

‘SURFACE OF ENZYM|

Ga 4 ) S
asi

O
ane adalah sebagai beri

empg

=
e

ntrasi

-y

Gambar 4. 5. Minyak DAG fresh (kiri) dan minyak goreng BIMOLI (kanan)

Kurva hasil analisis HPLC terdiri dari kurva standar HPLC dan kurva

HPLC untuk sintesis diasilgliserol melalui reaksi parsial hidrolisis dan parsial
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esterifikasi dalam reaktor membran hollow fiber. Gambar kurva HPLC dapat
dilihat pada lampiran. Standar yang digunakan dalam analisa HPLC adalah
standar biodiesel dimana dapat melihat senyawa asam oleat, triolein, diolein, dan
monoolein. Dengan demikian TAG diwakili oleh triolein, DAG diwakili oleh
diolein, dan MAG diwakili oleh monoolein. Komponen oleat digunakan karena
mewakili jumlah komponen asam lemak terbesar di dalam kandungan trigliserida

pada minyak kelapa sawit. Data standar HPLC digunakan sebagai acuan untuk

/,
<

‘Gambar 4. 6. @ ﬂ @ yak goreng BIH

A Gh’g dihasilkan

Lmhassrimus seperti di

menghitung konsentrasi dari sai

®)

Kemurnian DAG(%) = [D4G] x100%

~ [DAG)+[T4G]+[DAG]
(6)
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4.2.1 Hasil Konfigurasi Sistem Reaksi
Eksperimen variasi konfigurasi ini dilakukan dengan memvariasikan
posisi larutan pada masing-masing reaktor. Tujuan dari eksperimen ini adalah

untuk melihat konfigurasi arah aliran mana yang dapat menghasilkan konversi

minyak DAG yang lebih tinggi.

Gambar 4. 2aksi (eksperim

Eksp. FA
(Hidrolisis)
(mol/L) (mol/L)
Lumen Shell
. Phosphate . .
b| Minyak Minyak | Gliserol | 53x10* | 6,5x10* | 1,1x10° | 3,84 x10°
buffer
Phosphate ) ) .
2 bufey | Minyak | Gliserol | Minyak | 83x10* | 49x10% | 3x10° | 1,01x10°

Universitas Indonesia

Sintesis minyak..., Muhamad Firdaus Muttaqi, FT Ul, 2011




67

Tabel 4. 3. Konsentrasi variasi konfigurasi sistem reaksi

Komposisi Minyak
Kemurnian
Eksperimen TAG DAG MAG
DAG (%)
(o) (o) (%)
1 44,61 | 5529 | 0,09 55,29
2 62,49 | 37,28 | 023 37,28

.

|

s Flr4.8.Perban an kg x.":f

] Ol 01 d anwe CON 1S LkaS 1 arutan dalam

il rg ‘ ng tegjadi. Konwersi DAG yang tertinggi

pat ‘ M lumen reaktor dan
. A

larutan phosphate buffe g p

erimen 2

, dan MAG pada eKSpegimen

reaktor mcmMpengs
dilakukan dcnga
gian shell reaktor (eksperimen
1). Maka dapat disimpulkan bahwa konfigurasi pada eksperimen 1 lebih baik

daripada eksperimen 2, karena konversi minyak DAG-nya yang lebih tinggi.

4.2.2 Hasil Variasi Komposisi Enzim
Larutan enzim yang digunakan merupakan larutan enzim yang berasal
dari campuran larutan enzim Candida rugosa Lipase (CRL) dengan Porcine

pankreatic Lipase (PPL). Eksperimen ini dilakukan dengan memvariasikan
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perbandingan komposisi larutan enzim yang akan di immobilisasi di dalam

reaktor hollow fiber membran. Tujuan dari eksperimen ini adalah untuk

melihat rasio larutan enzim yang optimal pada produksi minyak DAG.

Tabel 4. 4. Data komposisi minyak pada variasi komposisi enzim

C Rasio Perbandingan Komposisi Minyak
Eksp. N Massa | PPL (Massa| TAG DAG MAG FA
(mg/ml) | CRL
(gr) (mol/L) (mol/L) (mol/L)
1 5 1 1,1 x10° | 3,84 x10°
3 5 2x10° | 598x10°
4 0° | 1514107
5 8,97 x10°

Lksperimen I A
0

A

Sintesis minyak..., Muhamad Firdaus Muttaqi, FT Ul, 2011
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80.00

69.45

70.00 62.59 61.19

60.00 55.29
50.00
40.00
30.00

Konsentrasi (%)

0.22

Eksperimen 5

eksperimen

sambar dIa

ROVEI'S

yang menggunakan rd

idgan enzim 3 (CRL PP Hal
ut di anpenzim « grmas S WeVAl kdyang

10arahkan 3 : rlalu

%

inggal int dilakug kAfigdonga mvariasikan
RetslRRete. cl

1a] i 1 002 i FaWa inggal dengan

konve 3 ya dence time) untuk

setiap laju eng; ’ Samaan :

A
laju’t L/s)

TV=
(7
Tabel 4. 6. Data kondisi operasi yang digunakan

Eksperimen | Konsentrasi Enzim Suhu Laju Alir Minyak | Waktu Tinggal
(mg/ml) Operasi (°C) (mL/detik) (jam)
3 5 37 0,05 0,349
8 5 37 0,02 0,872

Universitas Indonesia
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Tabel 4. 7. Data komposisi minyak pada variasi waktu tinggal

Komposisi Minyak
Eksperimen TAG DAG MAG FA
(mol/L) | (mol/L) (mol/L) (mol/L)
3 53x10* | 6,5x10* | 1,1x10° | 3,84x10°
8 51x10* | 9,5x10* | 53x10° | 9,93x10?

70

Tabel 4. 8. Konsentrasi ak pada variasi waktu tinggal

emurnian

{) )V

Gambar 4. 10. pada pengaruh waktu

Dari gambar diatas dapat dilihat bahwa pengaruh waktu tinggal (laju
alir) pada reaksi sangat berpengaruh pada besarnya konsentrasi minyak DAG
yang dihasilkan. Berdasarkan hasil analisa, semakin kecil waktu waktu
tinggal maka konsentrasi DAG akan semakin besar. Hal tersebut dapat dilihat
pada tabel 4.8 dimana waktu tinggal untuk eksperimen 3 yang lebih kecil
dapat menghasilkan konsentrasi DAG yang lebih besar. Waktu tinggal yang
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terlalu lama akan menyebabkan pembentukan struktur TAG yang lebih
banyak pada proses esterifikasi. Hal tersebut disebabkan oleh aktifitas enzim
yang masih bekerja pada reaktor meskipun telah terbentuk senyawa DAG.
Akibatnya konsentrasi DAG yang terbentuk kembali teresterifikasi dengan
gliserol membentuk TAG dan air.

4.2.4 Hasil Uji Stabilitas Reaksi

Eksperimen ini dilg melihat kestabilan reaksi yang terjadi

pada reakto !

sama, mg {
k\ l
ﬂ&a

.'"L-nl‘!!;i“

kondisi operasi yang

ang terjadi.

Tabe

i % i abilitas reaksi

g ﬂ m Kemurniar
.,_...ﬂ DAG (%

s I k"ll-.cui
nFa | T4 ‘h-mﬂt_ 45

T e e A By oy e
‘?—-

1-1

-

| -

t—r
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80.00

69.45 /157

70.00

60.00

Konsentrasi (%)

uji'stabilitas reaksi

stabil
fiana da pex ap jika

gounakan metode @ ama. Konsentra

at pag nen 3 ¢ AT Mgk 0 %.

asil Analisis“"Pemisah D A
‘nyak hasil rgak8izy: ajgaAkandungan DA‘dapat
laudigunakan ka an pada ekspev‘ni masih
o 'amk ama 1 hari,

gses penjenuhan
ar 20 hari. Jika
proses penjenu tidak efisien.
Endapan putih t etahui kandungannya sehingga
perlu dianalisis lebih lanjut. Peng endapan putih tersebut dilakukan dengan
menggunakan analisis HPLC.
4.3.1 Hasil Investigasi Pengendapan

Minyak hasil reaksi ketika didiamkan selama 3 minggu akan terjadi

perubahan secara fisik, yaitu timbulnya endapan putih. Untuk mengetahui apakah

perubahan fisik tersebut mempengaruhi komposisi minyak didalamnya maka
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perlu dilakukan analisis menggunakan HPLC. Pada minyak hasil eksperimen 7
didapatkan data sebagai berikut :

Tabel 4. 11. Data komposisi minyak berdasarkan perubahan fisik yang terjadi

Komposisi Minyak
Sampel TAG DAG MAG FA
(mol/L) (mol/L) (mol/L) (mol/L)
Mmyak Hasil 4 4 -6 3
Reaksi Fresh 7 x10 6,8 x10 3,8 x10 5,71 x10
Mulai Timbul o =) 510 0
Endapan . !
Endapan S Wi 0% W 0
EndapaniSabil? | 7 X T

(10} 0
Endag 107 4,92 x10°
AL 4
§

ambar 4 nyak DAG Eeshi(k L aigtimbul endapad il (tengah apan
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Tabel 4. 12. Komposisi minyak dalam persentase

Komposisi Minyak
Kemurnian
Sampel TAG DAG | MAG
DAG (%)
(%) (%) (%)

Minyak Hasil

Reaksi Fresh 50,94 | 49,03 0,04 49,03

Molai Timbul 50 60 | 4035 | 0.04 | 4035

ndapan

Endapan Stabil 1 | 70 9,80 0,04 29,80
Endapan Stabil 2 : 0,04 28,96

EndapangPuji ),2 " 0,06 53,79

imbul Endapan

1S

SR

Gambar 4.% onscnira aktu berdasarkan

'ﬁ dan DA'S C
')

Dari data dan gambar diatas dapat dilihat bahwa minyak hasil reaksi yang
kaya akan kandungan DAG akan berangsur-angsung berkurang komposisinya.
Hal tersebut terjadi karena minyak DAG tersebut mengalami penjenuhan menjadi
endapan putih. Dalam minyak kelapa sawit, salah satu kandungan terbesar
senyawa pembentuknya merupakan asam palmitat yang merupakan asam lemak

jenuh dimana pada suhu ruang akan berbentuk padatan. Pada minyak hasil reaksi,

minyak yang kaya akan kandungan DAG terbagi menjadi 2, yaitu minyak DAG
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yang jenuh dan tak jenuh. Minyak DAG yang jenuh memiliki rantai asam lemak
dasi asam palmitat sedangkan minyak DAG yang tak jenuh memiliki rantai asam
lemak oleat. Minyak DAG dengan asam lemak palmitat akan berangsur-angsur
berubah menjadi padatan (endapan putih), hal tersebut karena asam palmitat tidak
mengandung ikatan rangkap sehingga memiliki titik lebur yang tinggi. Pada
gambar 4.14, terlihat bahwa konsentrasi minyak DAG dalam endapan putih
mencapai 53,79 %.

4.3.2 Hasil Pe
Enda pada proses yang
terjadi gihid S | t@lah dilakukan
enda bu : : ] , sehingga
a3 C tuhkan

minggu. Waktutetse gatlah tidak efisiChyika DAG

ccara ma pab ). Oléh*Karena 1109 ntuk

endapagputih defi@an p@ses §iang cepa

minya laklah aluflama,

y cukup

cukup tinggi,

ebut
ty
, N

endapan
Wrabbagian minyak

nya proses

10 11 l'ﬂlbmmwmmunldll' all > jel’luhan dan

pengendapan "dapat dipersingkat ﬁ akanmproses pendinginan dan
pemisahan fisik oejb Pros A nhan untuk mempercepat
i ant

penjenuhan, setelah itu bart™dip

minyak. Se

endapan dan minyak. Bila suatu
asam lemak didinginkan, panas yang hilang akan memperlambat gerakan
molekul-molekul dalam lemak, sehingga jarak antara molekul-molekul lebih
kecil. Jika jarak antara molekul-molekul dalam lemak tersebut mencapai S5A,
maka akan timbul gaya tarik-menarik antarmolekul yang disebut gaya Van der
Walls. Akibat adanya gaya ini, radikal- radikal asam lemak dalam molekul lemak

akan tersusun berjajar dan saling bertumpuk serta berikatan membentuk Kristal.
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Gambar 4. 15. Minyak dengan p# adinginan (kiri) dan minyak tanpa proses

aling efektif untuk
| etode 1 dan
ag proses

proses

Tabel 4. 13. Komposisi ak pada metode pemisahan+.A
% amCl e

O | ™
e @0 o
i i8R @ 1 3,

A

TG \ g
- -
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100

75

54.81 55.24 54.67

44.76 45.33

45.19

Konsentrasi (%)

selu
proses dilanjutkdfedeng
antara padatanifend

1 minyak n kembali

.
~of

suhu

-y

Gambar 4. 17. Temperatur lemari es yang dihasilkan
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Gambar 4. 18. Perbandingan antara minyak DAG fresh (kiri), minyak DAG yang beku
(tengah), dan minyak DAG yang telah dicentrifuge (kanan)

Pada gambar dapa ak DAG fresh (hasil reaksi) masih
belum terliha pa f y j rantai asam lemak
jenuh dapa da Jun; dengan kecepatan
sekitagdl8 0 a - A dam, suhu sangat

are C At g : mpat maka

dapan dka e ? pat. Schali naik

m;
e a §
ninyak yang me mak
s mencair dan akan'sudit nat eddapan putih.

Pada gambar diatas dapat ahwa minyak tersebut telah mengalami
proses yang sama, yaitu didinginkan bahkan dibekukan dan telah mengalami
centrifuge. Namun hasil yang didapatkan ternyata minyak tidak terbentuk
endapan, serta hampir kembali kebentuk awalnya (bening). Ketika minyak
tersebut didiamkan selama beberapa hari, endapan putih tersebut akan muncul
pada dasar tabung. Tidak terbentuknya endapan pada prosesn centrifuge, dapat

disebabkan karena suhu pada centrifuge yang melebihi suhu titik lebur minyak
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DAG yang memiliki ikatan rantai asam lemak jenuh, sehingga minyak yang sudah

dijenuhkan kembali mengalami pencairan.

o
-
= U

2
=
s

- R\
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BABS
KESIMPULAN

Dari hasil percobaan dan analisis data hasil pengamatan bisa disimpulkan
beberapa hal berikut ini :
1. Konfigurasi tempat dialirkannya larutan pada sintesis minyak DAG
menunjukkan perubahan yang cukup signifikan dimana, minyak yang

dialirkan di bagian lumga pversi minyak DAG yang jauh lebih

besar dibandingka . ] adiam.shell reaktor.

Kompg pobilisasi memiliki
arlbahwa dengan

pesar, yaitu

engap menggunakankd reaksi yang sama pada.p ian ini

atakan stabilg@Artin 3 apanpu t ini

kondisi_operasi yang f8amaliserta reaksi yang akan

enghas data yangytid h berbeda*(sama).

nggal gmilil aruh yang tikan

na waktu ting

) ? Waktu ting
?05 ml/s (Q,3488% 2

5. Minya ﬁ; il rea ; prose bagi menjadi 2 jenis

y : Ao 1 ' anfat_asaii ! dan minyak

yang mefr K tai ; nui.
6. Minyak w ilik : 1 mak jenuh, mengalami

7. Minyak DAG yang memiliki ikatan rantai asam lemak jenuh dapat

h menurunkan konsen dari

erimen ini a gan laju

penjenuhan setelah 1 menjadi endapan putih.
dipercepat proses penjenuhannya dengan cara menurunkan suhu minyak.
Sedangkan proses pengendapan minyak dapat dilakukan dengan
menggunakan centrifuge.

8. Suhu dan kecepatan pada proses pengendapan menggunakan centrifuge

sangat berpengaruh pada proses ini. Suhu yang terlalu tinggi (akibat adanya
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putaran) dapat menyebabkan endapan putih yang sudah jenuh akan kembali
mencair. Sedangkan kecepatan putaran akan mempengaruhi lamanya proses
pengendapan yang dilakukan. Pada proses pengendapan, kecepatan
centrifuge yang digunakan adalah sebesar 1300 rpm.

o
-
= U

2
=
s

- R\
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