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ABSTRAK

Nama : Merisa Bestari Faiz

Program studi : Teknologi Bioproses

Judul . Sintesis Human Milk Fat Substitute (HMFS) Melalui Selektif
Interesterifikasi Etil Oleat Susu Sapi Dengan Tripalmitin Minyak

Sawit Menggunakan Biokatalis

Air Susu lbu (ASI) merupakan makanan sempurna untuk bayi karena
mempunyai  komposisi gizi paling lengkap dan ideal untuk pertumbuhan dan
perkembangannya. Namun, tak jarang terdapat kasus dimana ibu harus menggantikan
ASI dengan susu formula. Bayi membutuhkan kombinasi distribusi posisi asam
lemak yang tepat dalam trigliserida agar lemak tersebut dapat dicerna secara optimal.
Sayangnya, distribusi asam lemak pada trigliserida susu formula dapat menyebabkan
konstipasi jika didigesti di dalam tubuh bayi. Oleh karena itu, penelitian ini
memberikan solusi atas permasalah tersebut yaitu dengan mensintesis lemak yang
memiliki trigliserida dengan distribusi posisi asam lemak mirip dengan distribusi
posisi asam lemak pada ASI yang dikenal dengan Human Milk Fat Substitute
(HMFES). HMES disintesis melalui interesterifikasi dengan substrat etil oleat yang
berasal dari susu sapi dengan tripalmitin yang merupakan turunan dari minyak sawit.
Interesterifikasi ini dikatalis dengan lipase selektif sn-1,3. Untuk alasan teknis dan
ekonomi, lipase diimobilisasi melalui metode entrapment pada karbon aktif. Enzim
loading yang dihasilkan adalah 92,64%. Berdasarkan hasil penelitian, diketahui
bahwa vyield HMFS vyang diperoleh dari reaksi yang dikatalis oleh lipase
terimobilisasi memiliki hubungan positif terhadap kenaikan temperatur dan waktu
reaksi. Sedangkan, untuk HMFS yang dihasilkan oleh reaksi yang dikatalis oleh
lipase bebas memiliki hubungan yang berkebalikan. Sementara itu, yield HMFS yang
dihasilkan dari reaksi yang dikatalis oleh lipase terimobilisasi maupun lipase bebas,
memiliki hubungan positif dengan kenaikan rasio mol substrat.

Kata Kunci: Human Milk Fat Substitute, interesterifikasi, etil oleat, tripalmitat, PPL
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ABSTRACT

Name : Merisa Bestari Faiz

Study Program: Bioprocess Technology

Title . Synthesis Human Milk Fat Substitute (HMFS) by Selective
Interesterification Ethyl Oleate Cow’s Milk with Tripalmitate Palm
Oil Using Biocatalyst

Breast milk is the perfect food for babies because they have the most complete
nutritional composition and ideal for the growth and development. However, there are
cases when mothers have to replace breast milk with formula. Babies need an exact
combination of fatty acid distribution of the triglycerides in milk fat so can be
digested optimally. Unfortunately, the distribution of fatty acids on the triglyceride
milk formula can cause constipation if digested in babies’ small intestines. Therefore,
this study provides a solution to this problem. The solution is to synthesize
triglycerides with fatty acids position distribution similar to the distribution of fatty
acid in human milk, known as the Human Milk Fat Substitute (HMFS). HMFS
synthesized through selective interesterification of ethyl oleate derived from cow's
milk with tripalmitate rom palm oil. This selective interesterification catalyzed by
lipase sn-1, 3. For technical and economic reasons, lipase immobilized by entrapment
method on activated carbon. The resulting enzyme loading was 92.64%. Based on
this research, it is known that HMFS yield obtained from the reaction catalyzed by
immobilized lipase has a positive relationship to the increase of temperature and
reaction time. Meanwhile, for HMFS resulted by reaction catalyzed by free lipase had
the negative relationship. Besides, HMFS yield resulted from reaction catalyzed by
immobilized lipase and free lipase, have a positive relationship with increase in mole
ratio of substrates.

Keyword : Human Milk Fat Substitute, interesterification, etil oleat, tripalmitate, PPL
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1.Latar Belakang

Air Susu Ibu (ASI) merupakan satu-satunya makanan terbaik untuk bayi hingga
berumur enam bulan karena mempunyai komposisi gizi paling lengkap dan ideal
untuk pertumbuhan dan perkembangan bayi yang dapat memenuhi kebutuhan
gizinya selama enam bulan pertama (Aritonang, 2007). Oleh karena itu, pedoman
internasional menganjurkan pemberian ASI eksklusif selama enam bulan pertama
pada bayi. Namun, di kota-kota besar, khususnya pada kelompok ibu pekerja, mereka

menggantikan pemberian ASI dengan susu formula untuk bayinya.

Lemak di dalam ASI (Human Milk Fat/ HMF) merupakan sumber energi
terbesar. Triasilgliserol (TAG) dalam HMF memiliki struktur unik, 60-70% asam
palmitat (16:0) berlokasi di posisi sn-2 dan asam stearat (18:0), asam oleat (18:1)
serta asam linoleat (18:2) berlokasi di posisi sn-1,3 (Sgrensen et al., 2009). Saat
pencernaan, TAG terhidrolisis menjadi 2-monoasilgliserol (2-MAG) dan asam lemak
bebas oleh lipase pankreatik di dalam usus. 2-MAG yang dihasilkan diabsorpsi oleh
usus (Lee et al., 2010). Jika asam lemak bebas yang dilepaskan dari posisi sn-1,3
berupa asam lemak jenuh (contohnya asam palmitat), akan terbentuk kompleks
insoluble soap antara asam lemak jenuh dengan mineral, seperti kalsium dan
magnesium, di dalam lumen (Sahin et al., 2005c). Apabila hal ini terjadi, insoluble
soap akan terbuang melalui feses dan menjadikan feses keras yang dapat
mengakibatkan konstipasi atau sembelit (Scott, 2009). Sayangnya, susu formula yang
kini banyak digunakan sebagai pengganti ASI, banyak mengandung asam lemak
jenuh pada posisi sn-1,3 (Sahin et al., 2005c). Oleh karena itu, komposisi asam lemak
dan distribusinya dalam triasilgliserol pada susu formula telah banyak mendapatkan
perhatian (Sgrensen et al., 2009). (Wang, et al., 2006)
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Lokasi asam palmitat pada posisi sn-2 dalam ASI meningkatkan absorpsi asam
palmitat (16:0) dan 18:0, 18:1 atau 18:2 dalam tubuh bayi, serta meminimalisasi
kalsium yang terbuang melalui feses (Sahin et al., 2005c). Human Milk Fat Substitute
(HMFS) telah dikembangkan untuk menyerupai komposisi dan struktur triasilgliserol
dalam HMF yang bersumber dari minyak kelapa sawit dan lemak babi atau dari

tripalmitat dan campuran minyak nabati (Sgrensen et al., 2009).

Lipase telah digunakan sebagai biokatalis dalam produksi produk turunan
lemak spesifik termasuk jugaHMFS dan produk-produk nutrisi penting lainnya
melalui hidrolisis, esterifikasi dan interesterifikasi (Lee et al., 2010). Untuk
mensintesis HMFS, diperlukan lipase yang selektif terhadap sn-1,3, yaitu porcine
pancreatic lipase (PPL). PPL banyak dijual di pasaran, namun dengan harga tinggi.
Untuk menurunkan biaya produksi HMFS, lipase harus dapat digunakan kembali
dengan tanpa mengurangi produktivitasnya. Imobilisasi lipase merupakan pendekatan
penting yang dapat digunakan sebagai metode untuk meningkatkan optimasi stabilitas
operasi, aktivitas dan selektivitas yang mendukung lipase untuk beroperasi pada
kondisi lingkungan yang keras dan juga menyediakan pemisahannya dari reaksi
campuran tanpa filtrasi dalam reaktor packed bed (Ghaly et al., 2010). Di sisi lain,
penggunaan lipase dalam bentuk terimobilisasi sangat diperlukan mengingat reaksi
interesterifikasi yang dilakukan pada penelitian ini harus berlangsung pada kondisi di

atas temperatur optimal lipase yang digunakan.

Saat ini penelitian mengenai sintesis HMFS dengan melibatkan metode
imobilisasi lipase sebagai variabel belum banyak dilakukan. Oleh karena itu, pada
penelitian ini akan dilakukan skrining metode imobilisasi lipase dengan enzim
loading dan yield HMFSsebagai parameternya. Lipase terimobilisasi dari metode
terpilih akan diuji aktifitasnya melalui selektif interesterifikasi dengan substrat etil
oleat yang berasal dari susu sapi dan tripalmitin yang merupakan turunan minyak
sawit untuk mensintesis HMFS. Untuk mengetahui pengaruh penggunaan lipase
terimobilisasi terhadap yield HMFS yang dihasilkan, maka pada penelitian ini juga

dilakukan reaksi interesterifikasi yang dikatalis oleh lipase dalam bentuk bebas.
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Selain itu, pada penelitian ini juga akan diselidiki pengaruh berbagai parameter reaksi

(waktu, temperature dan rasio mol substrat) terhadap yield HMFS yang dihasilkan.

1.2.Rumusan Masalah

Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah
1) Manakah jenis supportdan metode imobilisasi lipase yang unggul?

2) Bagaimana pengaruh variasi temperatur, waktu reaksi dan variasi mol substrat
terhadap reaksi interesterifikasi untuk mensintesis Human Milk Fat Substitute
(HMFS)?

3) Bagaimana pengaruh penggunaan lipase terimobilisasi dalam reaksi
interesterifikasi terhadap yield HMFSjika dibandingkan dengan yield HMFS
yang disintesis melalui reaksi interesterifikasi yang menggunakan lipase

dalam bentuk bebas?

1.3. Tujuan

Tujuan penelitian ini adalah
1) Menentukan jenis supportdan metode imobilisasi lipase yang unggul.
2) Menyelidiki hubungan temperatur, waktu serta rasio mol substrat terhadap
yield Human Milk Fat Substitute (HMFS)yang dihasilkan.
3) Membandingkan yield OPO yang dihasilkan dari reaksi interesterifikasi yang
dikatalis oleh lipase dalam bentuk bebas (free lipase) dengan lipase dalam

bentuk terimobilisasi (immobilized lipase).

1.4.Batasan Masalah

Dalam penelitian ini, masalah yang akan dibahas terbatas pada beberapa aspek

berikut :

1) Human Milk Fat Substitute (HMFS) yang diinginkan adalah berupa trigliserida
1,3-dioleyl-2-palmitoylglycerol (OPO).

2) Lipase yang digunakan adalah lipase selektif sn-1,3 yang berasal dari porcine
pancreas.

3) Etil oleat dan tripalmitin dibeli dari Sigma Chemical Co.
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1.5.Manfaat Penelitian

Keluaran dari penelitian ini adalah berupa lemak yang kaya akan triasilgliserol
dengan distribusi susunan asam lemak yang mirip dengan triasilgliserol pada Human
Milk Fat (HMF) atau lemak Air Susu Ibu (ASI). Lemak ini dikenal dengan nama
Human Milk Fat Substitute (HMFS). HMFS ini dapat dimanfaatkan oleh kalangan
industri, Kkhususnya industri pangan, sebagai salah satu komponen dalam
memproduksi susu formula bayi. Apabila telah diproduksi, susu formula bayi tersebut
dapat dikonsumsi oleh bayi dengan penyerapan nutrisi yang optimum dan aman di
dalam tubuh bayi. Dengan demikian, HMFS ini dapat membantu mempersiapkan

generasi muda sehat yang dapat mendukung keberhasilan pembangunan bangsa.
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BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1.Komposisi Asam lemak dalam Human Milk Fat (HMF)

Sistem lipid dalam lemak Air Susu lbu (ASI)/ HMF tersusun untuk dapat
memfasilitasi digesti dan absorpsi lemak dengan baik. Sistem lipid terdiri dari milk
fat globule, asam lemak jenuh dan asam lemak jenuh tak jenuh (Tabel 2-1). Proporsi
terbesar asam lemak jenuh adalah asam palmitat. Sedangkan untuk asam lemak tak

jenuh, proporsi terbesarnya adalah asam oleat.

Meskipun terdapat variasi kecil dalam komposisi asam lemak pada ASI yang
disebabkan oleh beberapa faktor seperti genetik, makanan ibu, musim, tahap laktasi,
fisiologi dan bahkan psikologi, seluruh ASI dikarakterisasi oleh dominasi dari
triasilgliserol (TAG > 98% HMF), asam palmitat (C16:0, 20-30% dari total asam
lemak) yang ada pada posisi sn-2 (70% dari seluruh asam palmitat) dari backbone
gliserol dan posisi sn-1 dan sn-3 ditempati oleh asam lemak tak jenuh (Gambar 2-1).
Asam oleat sebagian besar hadir (44%) pada posisi sn-1 dari TAG ASI, diikuti oleh
asam palmitat (18,7%) dan asam stearat (14,2%). Posisi sn-2 ditempati sebagian besar
oleh asam palmitat (57,1%), asam miristat (15,4%) dan asam oleat (8,1%). Pada
posisi sn-3, asam lemak yang dominan adalah asam oleat (50,5%), diikuti oleh asam
linoleat (12,7%) dan asam laurat (10,4%).(Sahin et al., 2005b)

Keterangan:

U U Asam lemak tak jenuh
P P Asam palmitat
U

Gambar 2- 1. Struktur Trigliserida Dominan pada lemak ASI/ HMF
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Tabel 2- 1. Konsentrasi Asam Lemak dalam Human Milk

Asam Lemak Jenuh

Konsentrasi

(mg/100 ml susu)

Butirat 4:0 0
Caporat 6:0 0
Caprylat 8:0 Trace
Caproat 10:0 54

Laurat 12:0 213
Myristat 14:0 290
Palmitat 16:0 1051
Stearat 18:0 393
Lainnya Trace

Jumlah asam lemak jenuh 2001
Konsentrasi

Asam Lemak Tak Jenuh

(mg/100 ml susu)

Myristoleat 14:1 Trace
Palmitoleat 16:1 160
Oleat 18:1 1408
Lainnya 44
Jumlah mono-unsaturated 1612
Linoleat 18:2 285
Linolenat 18:3 32
Arachidonat 20:4 Trace
Lainnya Trace
Jumlah poly-unsaturated 317

adalah asam oleat (Tabel 2-2).

2.2.Komposisi Asam Lemak dalam Susu Sapi

17

Dilihat dari kejenuhannya, asam lemak dalam susu sapi terdiri dari 63,3% asam
lemak jenuh, 33,8% asam lemak mono-unsaturated, dan 2,9% asam lemak

polunsaturated. Sementara itu, proporsi asam lemak terbesar dalam lemak susu sapi
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Tabel 2-2. Konsentrasi Asam Lemak dalam Susu Sapi

Asam Lemak Konsentrasi
(mg/100 ml susu)

Butirat 4:0 188
Caporat 6:0 74
Caprylat 8.0 44
Caproat 10:0 103

Laurat 12:0 129
Myristat 14:0 413
Palmitat 16:0 959

Stearat 18:0 413
Lainnya 77

Jumlah asam lemak jenuh 2330
Konsentrasi

Asam Lemak
(mg/100 ml susu)

Myristoleat 14:1 52
Palmitoleat 16:1 100
Oleat 18:1 1026
Lainnya 66
Jumlah mono-unsaturated 1244
Linoleat 18:2 52
Linolenat 18:3 55
Arachidonat 20:4 Trace
Lainnya Trace
Jumlah poly-unsaturated 107
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2.3.Komposisi Asam Lemak dalam Minyak Sawit

Minyak sawit terdiri dari trigliserida sebagai komponen terbesar, serta
monogliserida dan digliserida dalam jumlah kecil. Terdapat berbagai variasi struktur
dan jumlah karbon dari rantai asam lemak yang ada dalam trigliserida minyak sawit.
Panjang asam lemak yang ada dalam trigliserida bervariasi antara 12 hingga 20
karbon seperti ditunjukan pada Tabel 2-3(Basiron, 2005 ). Asam lemak 16:0 (asam

palmitat) merupakan asam lemak dengan komposisi terbesar pada minyak sawit.

Tabel 2-3. Komposisi Asam Lemak dari Minyak Sawit Malaysia(Basiron, 2005 )

Komposisi
Asam Lemak (%)

Rata-rata Range

Laurat 12:0 0,23 0,1-1,0

Myristat 14:0 1,09 0,9-1,5
Palmitat 16:0 44,02 41,8-46,8

Palmitoleat 16:1 0,12 0,1-0,3

Stearat 18:0 454 4.2-51
Oleat 18:1 39,15 37,3-40,8
Linoleat 18:2 10,12 9,1-11,0

Linolenat 18:3 0,37 0-0,6

Eicosanoat 20:0 0,38 0,2-0,7

Minyak sawit dapat diseparasi pada kondisi termal terkontrol menjadi dua
komponen, yaitu fraksi solid (stearin) dan liquid (olein). Tabel 2-4 menunjukkan
komposisi asam lemak pada stearin dan olein. (Basiron, 2005 ). Pada Tabel 2-4, dapat
diketahui bahwa asam palmitat lebih banyak terkandung pada stearin dibandingkan

pada olein.
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Tabel 2-4. Komposisi Asam Lemak (%) (Basiron, 2005 )

Asam Lemak Olein Rata-rata Stearin
(%) (%) (%)

12:0 0,1-0,5 0,2 0,1-0,6
14:0 0,9-1,4 1,0 1,1-19
16:0 37,9-41,7 39,8 47,2-73,8
16:1 0,1-04 0,2 0,05-0,2
18:0 4,0-4,8 4.4 4,4-5,6
18:1 40,7-43,9 42,5 15,6-37,0
18:2 10,4-13,4 11,2 3,2-9,8
18:3 0,1-0,6 0,4 0,1-0,6
20:0 0,2-0,5 0,4 0,1-0,6
lodine value (Wijs) 56,1-60,6 58,0 21,6-49,4

2.4.Preparasi Etil Oleat dari Asam Oleat

Etil oleat dapat dipreparasi dari asam oleat dengan cara sebagai berikut. Asam
oleat dan etanol dicampurkan dengan rasio 1:4 pada 70°C selama lima jam dengan
kehadiran asam sulfur (2% dari total berat campuran) sebagai katalis. Setelah
netralisasi dengan sodium hidroksida, ditambahkan 3-4 tetes larutan 0,5% fenoftalein.
Asam oleat yang tidak bereaksi dihilangkan dengan titrasi 50% NaOH hingga timbul
warna merah muda. Larutan kemudian dicuci dengan air, dan dilewatkan melalui
kolom anhydrous sodium sulfat. Etanol dievaporasi di dalam rotary evaporator pada
kondisi vakum, dan dikeringkan dengan nitrogen dalam heating module (60°C).
Untuk mengecek sintesis etil oleat, produk tersebut dilarutkan di dalam petroleum
eter, dan diisolasi dengan thin-layer chromatoghraphy (TLC, silica gel 60 Fzs4, 10 cm
x 10 cm) dengan petroleum eter/ dietil eter/ asam asetat (90/10/1, v/v/v) sebagai
developingsolvent. llustrasi prosedur preparasi etil oleat dari asam oleat dapat dilihat
pada Gambar 2-2. (Lee et al., 2010)
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Etil oleat

Asam oleat : Pencampuran Asam sulfur T
etanol (700 C & iam) (2% dari total —
2! berat) Isolasi etil
‘l' oleat dalam
NaOH TLC
. Na
Netralisasi ,r
3-4 tetes Petroleum
0.5% v Pelarutan oter
fenoftalein Titrasi T
hingga NaOH Pengeringan <N,
¢ (heating
module)
Pencucian Air 1‘
Evaporasi
Dilewatkan melalui kolom (rotary KEtanol
anhydrous sodium sulfate evaporator)

Gambar 2-2. Preparasi Etil Oleat dari Asam Oleat

2.5.Preparasi Tripalmitin (PPP) dari Palm Stearin

Palm stearin dicampurkan dengan aseton (1:9, w/v), dan ditempatkan pada

temperature-controlled chamber pada 28°C selama 24 jam. Fraksi solid diisolasi

dengan mendekantasi fraksi liquid, dan setelah evaporasi aseton dalam fraksi solid,

diperoleh fraksi yang banyak menganduung PPP (92% PPP). Titik leleh fraksi yang

banyak mengandung PPP adalah 64,5°C. Preparasi Tripalmitin dari palm stearin
diilustrasikan pada Gambar 2-3.(Lee et al., 2010)
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Penyimpanan (temperature-
controlled chamber )
0

(28 C, 24 jam)

v

Dekantasi

(1:9. wi)

Fraksi solid
terisolasi

Evaporasi > Aseton

v

Fraksi solid denaan 92% PPP

Gambar 2-3. Preparasi Tripalmitin dari Palm Stearin

2.6.Interesterifikasi

Interesterifikasi digunakan untuk memodifikasi sifat fisik campuran minyak
atau minyak atau lemak dengan menyusun ulang gugus asam lemak di dalam dan
diantara trigliserida yang berbeda. Mekanisme interesterifikasi dapat dilihat pada
gambar berikut (Shapero, 2005).

0] 8]
0 HC=0—L—R 0 HE=0—C—Fy
Rg—% —D—&H Cl — R,_ly_D—dH 0]
Edeo-dg, ad_ol_g
H H
Gambar 2-4. Interesterifikasi di dalam trigliserida (Shapero, 2005)
i
H o i I
'ﬁ H ?—D—C—Rel iﬁ) HC—O0O—C—ER,
Ro—0 —O—?H iﬁj RrC—D—(i:H
HE—0—C—Rs HE—O—0 s
0

Gambar 2-5. Interesterifikasi di antara trigliserida(Shapero, 2005)
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'ﬁ Hr:;—o—C—Rﬁ ilfli' HL“T“—O—C 3
Rz—C—D—C;H l:l:lj RS—C—D—fT“H

HC —0——F

HE—D—C—Rq i i 1

Gambar 2-6. Produk akhir interesterifikasi di antara trigliserida (Shapero, 2005)

Berdasarkan katalis yang digunakan, terdapat dua jenis interesterifikasi, yaitu
(Shapero, 2005)

1) Interesterifikasi Kimia

Interesterifikasi kimia berlangsung dengan katalis kimia, termasuk akali
metal seperti sodium dan potassium beserta campurannya, juga alkoxida
seperti sodium methylate atau sodium ethoxide (CH3ONa) (Shapero, 2005).
Namun, interesterifikasi dengan katalis kimia, dimana biasanya digunakan
sodium methoxide sebagai katalisnya memiliki beberapa kelemahan, yaitu
e Terlalu basa
e Terlalu reaktif
e Dapat mengkatalis reaksi samping yang tidak diinginkan, seperti
degradasi tokoferol, pembentukan ester tokoferol, pembentukan di-
alkilketon dan pembentukan ester phytosterol.
2) Interesterifikasi Enzimatis

Interesterifikasi enzimatis merupakan metode interesterifikasi yang
menggunakan enzim, biasanya lipase, untuk mengkatalis reaksinya
(Shapero, 2005). Terdapat beberapa kelebihan interesterifikasi enzimatis,
yaitu
e Tidak melibatkan sodium methoxide (sangat flammable dan rekatif)
e Tidak menghasilkan limbah cair atau limbah padat

e Mengurangi kehilangan minyak
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e Nutrien lebih terlindungi

e Lebih ramah lingkungan
Namun, interesterifikasi enzimatis juga memiliki beberapa kekurangan,
seperti tingginya harga enzim dan biaya operasi.
Dalam interesterifikasi triasilgliserol, untuk meningkatkan kualitas
produknya, dilakukan beberapa modifikasi, seperti penggunaan lipase
selektif. Penggunaan lipase selektif ini dapat menghasilkan triasilgliserol
murni dan membuatnya memiliki kelebihan dibandingkan katalis kimia,

yang memilki campuran produk triasilgliserol (Adamczak, 2004).

2.7.Lipase Regiospesifik

Lipase merupakan enzim yang menghidrolisis lipid. Lipase disintesis oleh
tanaman, hewan, dan mikroorganisme. Berdasarkan sumbernya (bakteri, fungi,
tanaman atau hewan), lipase memiliki karakteristik yang beragam seperti spesifisitas
posisi, enantioselektifitas, toleran terhadap temperatur dan tergantung terhadap pH.
(Illanes, 2008)

Berdasarkan spesifitas substrat, lipase dibagi menjadi tiga kategori, yaitu : non-
spesifik, regiospesifik dan spesifik asam lemak. Lipase dalam kategori pertama
mengkatalis secara sempurna pemecahan triasilgliserol menjadi gliserol dan asam
lemak bebas bersama dengan diasilgliserol dan monoasilgliserol sebagai intermediet
di dalam reaksi. Intermediet ini tidak terakumulasi karena intermediet tersebut
terhidrolisis secara cepat dibandingkan triasilgliserol. Lipase regiospesifik asam
lemak dari ikatan ester primer pada posisi 1 dan 3 asilgliserol. Lipase ini
menghidrolisis triasilgliserol untuk menghasilkan asam lemak bebas 1,2 (atau 2,3)-
diasilgliserol dan 2-monoasilgliserol. Tabel 2-5menunjukkan contoh lipase
regiospesifik dan sumbernya yang digunakan dalam sintesis triasilgliserol. Sementara
itu, untuk kategori spesifik asam lemak, beberapa lipase dari kategori ini lebih
menyukai untuk menghidrolisis triasilgliserol yang terdiri dari asam lemak rantai
panjang. Namun, lipase kategori ini juga dapat ditemukan juga dalam hidrolisis asam

lemak rantai medium dan pendek. (Illanes, 2008)
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Tabel 2-5. Lipase regiospesifik yang dan Sumbernya (Adamczak, 2004)

Lipase

Regiospesifik

Referensi

Rhizopus delemar
Rhizopus miehei

Porcine pancreas

Humicola lanuginosa

Pseudomonas sp.

Candida rugosa

Penicillium cambertii

Candida antarctica

1,3>>2
1>3>>2
1,3
1,3>>2
1,3>2
Non-selektif
2

2

(Shimada et al., 1997a)
(Chandler, et al., 1998)
(Berger & Schneider, 1991)
(Berger & Schneider, 1991)
(Shimada et al., 1997Db)
(Benjamin & Pandey, 1998)
(Watanabe, et al., 2002)

(Irimescu, et al., 2001)

Kemampuan selektifitas lipase terhadap panjang rantai asam lemak juga

berbeda-beda, seperti ditunjukkan pada Tabel 2-6.

Tabel 2-6. Lipase Spesifik Panjang Rantai Asam Lemak dan Sumbernya (Adamczak,

2004)
) Panjang Rantai Asam ;
Lipase = Referensi
Lemak Spesifik
Rhizopus delemar M,L>>S (Shimada et al., 1997a)
Rhizopus miehei S>M,L (Chandler, et al., 1998)
Porcine pancreas S>M,L (Berger & Schneider, 1991)
Humicola lanuginosa SM,L (Berger & Schneider, 1991)
Pseudomonas sp. S,M,L (Shimada et al., 1997b)
Candida rugosa Non-selektif (Benjamin & Pandey, 1998)
Penicillium cambertii Non-selektif (Watanabe, et al., 2002)
Candida antarctica M,L>S (Irimescu, et al., 2001)

Universitas Indonesia

Sintesis human..., Merisa Bestari Faiz, FT Ul, 2012



26

2.8. Porcine Pancreatic Lipase (PPL)

Pancreatic lipase sangat sensitif terhadap panas dan secara cepat kehilangan
aktivitas lipolitiknya pada temperatur 45°C. Pada 65°C aktivitas lipolitik secara
keseluruhan hilang dalam 10 menit (McGillivray, 1930). Fakta ini diperkuat oleh
Bagi, et al., pada tahun 1997 dengan melakukan penelitian mengenai profil inaktivasi
free PPL. Pada penelitian tersebut, free PPL diaplikasikan sebagai biokatalis dalam
reaksi hidrolisis minyak zaitun. Grafik hasil penelitian tersebut ditunjukkan pada
Gambar 4-4. Hasil penelitian tersebut menunjukkan bahwa pada temperatur 30°C,
aktivitas free PPL tidak dipengaruhi oleh waktu. Sementara itu, pada temperatur
40°C, 50°C dan 60°C, free PPL mengalami penurunan aktivitas yang disebabkan

karena adanya inaktivasi enzim.
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Gambar 2- 7. Profil Penurunan Tingkat Aktivitas Free PPL Pada Temperatur 30°C, 40°C, 50°C
dan 60°C Seiring Perubahan Waktu(Bagi, et al., 1997)

Berdasarkan gambar tersebut terlihat bahwa pada temperatur 40°C, free PPL
mengalami penurunan persentase aktivitas residu hingga 20%. Pada temperatur 50°C,
hingga menit ke-30, free PPL mengalami penurunan aktivitas secara drastis hingga
70%. Sementara itu, pada temperatur 60°C, hingga menit ke-10, free PPL mengalami
penurunan aktivitas secara drastis hingga 90%. Profil penurunan tingkat aktivitas free

PPL dapat dilihat pada gambar berikut.
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2.9. Oksidasi Asam Lemak
Rantai alkil asam lemak mudah terkena oksidasi pada ikatan rangkap dan karbon
allylik. Baik autooksidasi dan fotooksidasi menghasilkan hidroperoksida allylic dari

pusat ketidakjenuhan.
wrrCH=CH—CHy» + 0 ——= o CH=CH—CH(OOH)-~r

Gambar 2- 8. Mekanisme Reaksi Oksidasi pada Asam Lemak (Scrimgeour, 2005)

Selama proses ini, posisi dan geometri ikatan rangkap dapat berubah.
Campuran hidroperoksida dihasilkan oleh autooksidasi dan fotooksidasi tidak sama,

yang mengindikasikan bahwa terjadi mekanisme yang berbeda.

2.10.Imobilisasi Lipase

Untuk alasan teknis dan ekonomi, kebanyakan proses kimia yang dikatalis oleh
enzim membutuhkan penggunaan biokatalis yang dapat digunakan ulang (reuse) atau
dapat digunakan secara kontinyu dalam waktu yang panjang. Dalam konteks ini,
imobilisasi enzim dapat didefinisikan sebagai metode yang mengizinkan biokatalis
untuk dapat di-reuse ataupun digunakan secara kontinyu. Imobilisasi enzim
merupakan pendekatan yang relevan untuk stabilisasi dan recovery enzim. (lllanes,
2008).

Pada subbab ini akan dibahas mengenai imobilisasi yang terfokus hanya pada
lipase. Terdapat beberapa metode imobilisasi lipase dengan berbagai jenis support.
Metode immobilisasi diklasifikasikan menjadi empat kategori, yaitu adsorpsi,
entrapment, covalent binding, dan cross-linking. Dalam mempertimbangkan sisi
keekonomisan, aktifitas dan stabilitas operasi biokatalis merupakan hal yang penting.
Yield aktifitas enzim yang telah mengalami imobilisasi tidak hanya tergantung pada
kehilangan yang disebabkan oleh prosedur imobilisasi namun juga dapat berkurang
karena efek transfer massa. Di sisi lain, peningkatan stabilitas di bawah kondisi
proses dapat mengimbangi kekurangan tersebut. Keseluruhan hal tersebut merupakan
parameter dari pengukuran produktifitas sistem lipase terimobilisasi(Knezevi¢ et al.,
2004).
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2.10.1.Adsorpsi

Imobilisasi oleh adsorpsi merupakan metode yang termudah dan murah untuk
mempersiapkan biokatalisis solid-support. Metode ini berdasarkan adsorpsi fisik atau
ikatan ionik lipase, atau keduanya, terhadap permukaan support. lkatan yang lemah
antara enzim dan support (biasanya van der Waals, ikatan hidrogen dan interaksi
hidrofobik) memberikan efek yang kecil terhadap aktivitas katalitik. Regenerasi
biokatalis terimobilisasi sangat mungkin dilakukan. Namun, karena ikatan terlalu
lemah, enzim dapat dengan mudah terdesorpsi dari carrier. Metode adsorpsi harus

dihindari jika enzim tidak toleran di dalam produk.(KneZzevi¢ et al., 2004).

Imobilisasi lipase dengan adsorpsi non-kovalen sangat berguna di dalam sistem
non-aqueous, dimana desorpsi dapat diabaikan karena rendahnya solubilitas lipase di
dalam solven organik. Karena alasan tersebut dan kesederhanaan prosedur adsorpsi,
penggunaan lipase teradsorpsi telah banyak digunakan untuk katalisis dalam water-

immiscible solvent pada skala industri. (Knezevic et al., 2004)

Sejumlah carrier natural ataupun sintetik dengan bentuk/ ukuran yang berbeda,
struktur pori/ non-pori, perbedaan aquafilisitas dan kapasitas ikatan telah digunakan
untuk imobilisasi lipase. Beberapa diantara support tersebut yang telah diteliti yaitu
alumina, silika, polietilena, polistirena, poliakrilat nilon, dan lainnya. (Knezevic et al.,
2004)

Proses adsorpsi terdiri dari dua tahap utama, yaitu: difusi enzim dari sejumlah
besar larutan kepada permukaan support dan pengikatan enzim pada tempat adsorpsi
pada permukaan carrier. Laju ikat lipase terhadap permukaan jauh lebih besar
dibandingkan laju difusi dan karena itu proses adsorpsi seringkali dikontrol dengan
difusi. Namun, dalam beberapa support non-pori seperti zeolit tipe Y, proses adsorpsi

dikontrol dengan kinetika permukaan.(Knezevi¢ et al., 2004)

Tujuan utama prosedur imobilisasi adalah untuk mencapai yield yang tinggi
dari aktifitas enzim terimobilisasi. Tidak terdapat aturan untuk memprediksi aktifitas
dan stabilitas enzim terimobilisasi selama adsorpsi. Aktifitas lipase teradsorpsi dapat

bervariasi dari nol hingga nilai yang tinggi. Sifat alami carrier (seperti ukuran pori,
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keseimbangan hidrofilik/ hidrofobik, permukaan kimia) sangat mempengaruhi
karakteristik  katalitik lipase (seperti aktifitas, selektifitas dan stabilitas).
Keseimbangan hidrofobik/ hidrofilik material support merupakan faktor terpenting
karena material support mempengaruhi kandungan air dalam lingkungan mikro dari
enzim dan perbandingan substrat dan/ atau produk dalam reaksi campuran. Aktifitas

lipase pada umumnya lebih tinggi dengan support hidrofobik.(Knezevi¢ et al., 2004)

llustrasi enzim yang diimobilisasi dengan metode adsorpsi dapat dilihat pada
Gambar 2-7dan Gambar 2-8.

(VA

-—— -—__l-L!ﬂ.ﬁ. —_—_L 1* Support

Gambar 2-9. Metode Imobilisasi Enzim dengan Metode Adsorpsi (Elnashar, 2009)

Gambar 2-10. Imobilisasi Enzim dengan Metode Adsorpsi (Nunes and Marty, 2006 )

2.10.2.Entrapment

Imobilisasi lipase dengan metode entrapment adalah berdasarkan porositas
yang rendah dari matriks yang pada waktu yang bersamaan menahan enzim di dalam
carrier dan menyediakan difusi substrat/ atau produk (Gambar 2-9 dan Gambar 2-
10). Polimer alami dapat digunakan sebagai material carrier untuk imobilisasi lipase
seperti alginate yang ter-cross-linked dengan rantai linear ion Ca®*, gelatin,
carrageenan dan agarose, kitin dan kitosan, memiliki kelebihan yaitu bersifat non-
toksik, biokompatibel dan biodegradabel. Namun permasalahan difusi dan kebocoran

sangat jelas dalam sistem gel entrapped.
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Gambar 2-11. Metode Imobilisasi Enzim dengan Entrapment(Nunes and Marty, 2006 )

Support

Gambar 2-12. Metode Imobilisasi Enzim dengan Entrapment(Elnashar, 2009)

Pembatasan aktifitas difusi dari lipase terimobilisasai dapat diminimalisir
dengan memperkecil ukuran partikel terimobilisasi, meningkatkan pergerakan atau
laju alir, meningkatkan porositas dan mengoptimasi distribusi lipase di dalam bead.
Diameter merupakan parameter terpenting dari bead hidrogel ketika digunakan
sebagai carrier biokatalis. Bead alginate dihasilkan dengan metode dropping, yang
terdiri dari pembentukan droplet oleh pemompaan larutan lipase alginate melalui
dorongan dan solidifikasi droplet dalam larutan pekat melalui counter-ion exchange.
Akselerasi proses dropleting dan penurunan ukuran droplet dapat dilakukan dengan
menggunakan metode ekstrusi. Metode ekstrusi menghasilkan bead lipase-alginate
berdiameter kecil dan pengontrolan yang mudah terhadap ukuran bead.

Sejumlah polimer sintetik dapat digunakan dalam metode ini, seperti photo-
crosslinkable resin, polyurethane prepolymer, dan acrylic polymer seperti
poliakrilamida. Lipase dicampurkan dengan prepolimer dan campuran tersebut
dipolimerisasi radikal atau fotokimia. Sebagai contoh, lipase dapat di-entrapment ke

dalam gel poliakrilamida ketika poliakrilamida tersebut dicampurkan dengan akril-
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amida, dan ditambahkan N,N-metilena bisakrilamida dan potassium persulfat.
Urethane prepolimer dan material lainnya telah digunakan untuk polimerisasi
fotokimia. Untuk meminimalisasi konsentrasi radikal bebas, gel entrapment dapat
digunakan untuk mengefisiensikan imobilisasi lipase. Matriks resin Photo-
crosslinkable berdasarkan poly(ethylene glycol) atau poly(propylene glycol) banyak

digunakan sebagai material matriks untuk imobilisasi lipase.

Lipase juga dapat di-entrapment di dalam membran semi-permeable atau
mikrokapsul yang impermeable terhadap enzim tetapi permeabel terhadap substrat
dan produk berberat molekul rendah(Gambar 2-11). Kelebihan jenis imobilisasi ini
adalah masing-masing enzim berada dalam daerah kontak yang lebih dekat dengan
larutan sekitar dibandingkan entrapment di dalam interior gel. Namun,
kekurangannya adalah adanya kemungkinan penggabungan enzim di dalam dinding
membrane dan restriksi substrat terhadap substansi berberat molekul rendah.
(Knezevié et al., 2004)

= Support

( ) » Enzyme

Gambar 2-13. Metode Imobilisasi Enzim dengan Microencapsulation (Membrane Entrapment)
(Elnashar, 2009)

2.10.3.Covalent Binding

Metode yang paling intensif dipelajari dalam metode imobilisasi enzim
adalah pembentukan ikatan kovalen antara enzim dengan matriks support(Goel,
1994) (Gambar 2-12 dan Gambar 2-13). Covalent binding lipase terhadap carrier
organik dan anorganik yang berbeda lebih menguntungkan dibandingkan metode lain
karena pembatasan difusi pada substrat/ produk sangat menurun. Selain itu,
imobilisasi kovalen memberikan keuntungan yang sangat besar dengan meningkatkan
stabilitas enzim dan mencegahnya melekat pada larutan. Terdapat banyak support

anorganik dan organik yang tersedia untuk imobilisasi lipase, termasuk porous
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alumina, metallic oxides, stainless steel, dan controlled pore glass (CPG), selulosa,
pati, Kkitin, sepharose dan polimer sintetik. Support tersebut tidak memilliki gugus
reaktif untuk langsung mengikat enzim. Namun gugus hidroksi, amino, amida dan
karboksi dapat diaktifasi untuk imobilisasi enzim. Ikatan kovalen biasanya dibentuk
oleh jembatan molekul aktif, seperti CNBr, dan reagen bi- atau multifungsional
seperti glutaraldehida. Sebagian besar metode umum untuk aktifasi support
mengandung gugus karboksi atau amino termasuk penggunaan karbodiimida dan
reagen sejenisnya. Turunan aktif dan lipase berikatan kovalen secara ringan.
(Knezevi¢ et al., 2004)

Meskipun carrier anorganik memiliki keuntungan yang lebih banyak
dibandingkan polimer organik seperti tingginya kekuatan mekanik, stabilitas termal
dan kimia, resistansi terhadap pelarut organik dan serangan mikroba, kemudahan
penanganan, dan kemudahan regenerasi dengan proses pirolisis sederhana,
aplikasinya untuk covalent attachment lebih terbatas karena carrier anorganik hanya
dapat diaktifasi dengan sedikit metode. Salah satu metode derivatisasi carrier
anorganik adalah metode silanisasi, yang melibatkan turunan trialkoxy silane yang
mengandung gugus fungsi organik. Gugus organik ini dimodifikasi lebih lanjut untuk
menghasilkan intermediet teraktivasi, yang direaksikan dengan lipase. Selain itu,
kondisi reaksi yang diperlukan relatif rumit dan tidak ringan, dan efisiensi prosedur
imobilisasi sangat rendah. Metode derivatisasi carrier anorganik lainnya melibatkan
penggunaan triklorotriazina untuk aktivasi gugus hidroksil. Lipase secara kovalen
terikat pada beberapa support anorganik yang teraktivasi oleh triklorotriazina, seperti

alumina, silika dan controlled pore glass. (Knezevi¢ et al., 2004)

Polimer support yang berbahan polisakarida sengat popular karena
mengandung gugus hidroksi yang dapat diaktivasi secara langsung dengan
mengintroduksi gugus elektrofilik, yang reaktif terhadap enzim, ke dalam support,
namun gugus elektrofilik tersebut cenderung mudah mengembang dan memilki
stabilitas yang rendah terhadap degradasi fisik, kimia, termal, dan mikroba.
(Knezevi¢ et al., 2004)
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Gambar 2-14. Metode Imobilisasi Enzim dengan Covalent Binding (Nunes and Marty, 2006 )

; .—)...L_—\-.L..— L!-J- L » Support

Gambar 2-15. Metode Imobilisasi Enzim dengan Covalent Binding(Elnashar, 2009)

2.10.4.Cross-linking

Imobilisasi enzim juga dapat dilakukan dengan pembentukkan cross-linking
intermolekular protein dengan molekul protein lain atau dengan gugus fungsi pada
matriks support (Goel, 1994)(Gambar 2-14 dan Gambar 2-15). Metode cross-linking
enzim melalui reaksi glutaraldehid dengan gugus NH> reaktif pada permukaan protein
telah dikembangkan pada tahun 1960-an. Metode ini menghasilkan cross-linked
enzymes (CLEs). Namun, metode ini memiliki beberapa kelemahan, seperti
rendahnya aktivitas retensi, kemampuan reproduksi ulang yang rendah, stabilitas
mekanik yang rendah dan kesulitan dalam penanganan CLEs bergelatin. (Sheldon et
al., 2006)

Stabilitas mekanik dan kemudahan dalam penanganan dapat ditiingkatkan
dengan cross-linking dalam matriks gel atau pada carrier namun hal ini memberikan
kelemahan pada aktivitas dilusi. Oleh karena itu, pada akhir tahun 1960-an, perhatian

beralih pada carrier-bound enzyme sehingga banyak digunakan di industri.

Gambar 2-16. Metode Imobilisasi Enzim dengan Cross-linking (Nunes and Marty, 2006 )
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Gambar 2-17. Metode Imobilisasi Enzim dengan Cross-linking (Elnashar, 2009)

2.11.State of the Art

Sejumlah penelitian mengenai sintesis Human Milk Fat Substitute (HMFS)
telah dilakukan. Berbagai substrat digunakan dalam penelitian tersebut seperti
minyak nabati (Sahin et al., 2005c, Karabulut et al., 2007, Lee et al., 2010), campuran
minyak nabati dan minyak babi (Nielsen et al., 2006, Silva et al., 2009b, Wang et al.,
2009), serta campuran minyak nabati dan susu sapi (Yang et al., 2003, Soresen et al.,
2010). Studi mengenai optimasi kondisi operasi dari interesterifikasi juga telah
dilakukan secara cukup (Lee et al., 2010, Sahin et al., 2005a, Karabulut et al., 2007).

Pada umumnya, sintesis HMFS dilakukan dengan menggunakan lipase sebagai
katalisnya. Karena harga lipase di pasaran sangat tinggi, lipase perlu diimobilisasi
terlebih dahulu agar dapat digunakan kembali tanpa mengurangi tingkat aktivitasnya.
Di samping itu, dengan menggunakan lipase terimobilisasi, biaya produksi HMFS
dapat berkurang. Namun, penelitian mengenai imobilisasi lipase dalam kaitannya
dengan sintesis HMFS, hingga Kkini jumlahnya masih kurang(Nielsen et al., 2006).
Oleh karena itu, pada penelitian ini, akan dicoba melakukan skrining terhadap metode
imobilisasi lipase dalam kaitannya dengan sintesis HMFS. Selain itu, pada penelitian
ini juga akan dilakukan optimasi kondisi interesterifikasi dalam mensintesis HMFS,
yaitu berupa temperatur reaksi, waktu reaksi dan perbandingan mol substrat yang

digunakan.
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BAB 111
METODOLOGI PENELITIAN

3.1.Model Penelitian

Pada dasarnya, metode imobilisasi lipase dapat dibedakan menjadi empat
kelompok, yaitu adsorpsi, entrapment, covalent binding, dan cross-linking. Masing-
masing metode tersebut memiliki support yang beragam. Oleh karena itu, tahap awal
penelitian ini adalah melakukan skrining terhadap beragam support dan metode
imobilisasi lipase. Tahap skrining dilakukan melalui studi literatur. Setelah support
dan metode imobilisasi terpilih, dilakukanlah imobilisasi lipase dengan menggunakan

support dan metode tersebut.

Lipase terimobilisasi (immobilized lipase) dari metode terbaik kemudian
diaplikasikan sebagai biokatalis dalam reaksi interesterifikasi untuk mensintesis
Human Milk Fat Substitute (HMFS) dengan menggunakan substrat etil oleat dan
tripalmitin. Temperatur reaksi, waktu reaksi dan rasio mol substrat yang divariasikan
diperlakukan dalam reaksi interesterifikasi ini. Untuk mengetahui seberapa besar
yield HMFES (1,3-dioleyl-2-palmitoylglycerol (OPO)) yang dihasilkan, dilakukan
analisis melalui metode kromatografi dengan menggunakan alat High Performance
Liquid Chromatography (HPLC). Dalam penelitian ini juga dilakukan reaksi
interesterifikasi dengan menggunakan lipase dalam bentuk bebas (free lipase).
Tujuannya adalah untuk mengetahui pengaruh penggunaan lipase terimobilisasi jika
dibandingkan dengan lipase dalam bentuk bebas. Parameter yang digunakan dalam

perbandingan ini adalah yield OPO yang dihasilkan dari masing-masing reaksi.

Untuk lebih jelasnya mengenai diagram alir penelitian yang dilakukan,

perhatikan Gambar 3-1.
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Sintesis Human Milk Fat Substitute (HMFS)
melalui Interesterifikasi yang Dikatalis oleh
Lipase dalam Bentuk Bebas

Variasi Temperatur

v Toea
Variasi Waktu Variasi Rasio Mol
Reaksi Substrat

o AN e

Separasi

!

Analisis

Gambar 3- 1. Diagram Alir Prosedur Penelitian
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3.2.Mekanisme Reaksi

Pada penelitian ini, Human Milk Fat Substitute (HMFS) disintesis melalui
reaksi interesterifikasi dengan substrat etil oleat dan susu sapi. Reaksi ini dikatalis
dengan menggunakan lipase selektif sn-1,3 yang berasal dari porcine pancreas.
Reaksi interesterifikasi bersifat reversible. Untuk memanipulasi jumlah keluaran dari
reaksi ini, diterapkanlah azas Le Chatelier's, yaitu dengan menggunakan substrat etil
oleat dalam jumlah berlebih (excess). Dengan demikian, reaksi akan bergeser akan
bergeser ke kanan sehingga meningkatkan jumlah yield HMFS yang dihasilkan.

[lustrasi mekanisme reaksi interesterifikasi ini ditunjukkan pada Gambar 3-2.
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Gambar 3- 2. Mekanisme Reaksi Interesterifikasi dalam Mensisntesis Human Milk Fat Substitute (HMFS)
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3.3.Variabel
Variabel independen dalam penelitian ini adalah
*  Temperatur reaksi
*  Waktu reaksi

* Rasio mol substrat

Variabel dependen dalam penelitian ini adalah
*  Temperatur reaksi
*  Waktu reaksi

»  Rasio mol substrat

3.4.Alat dan Bahan
a. Alat
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini dapat dilihat pada tabel berikut.

Tabel 3- 1. Alat yang Digunakan dalam Penelitian

No. Alat Fungsi

1. Labu Erlenmeyer 250 mil dengan e Tempat untuk mengimobilisasi lipase
SCrew cap e Tempat untuk terjadinya reaksi
interesterifikasi untuk mensintesis Human
Milk Fat Substitutes (HMFS)

2. Hot plate stirrer dan stirrer Alat untuk menghomogenkan campuran lipase,

bar (magnetic stirrer) aquades, karbon aktif dan larutan NaF
3. Kacaarloji Wadah untuk menimbang bahan
4.  Timbangan digital Alat untuk menimbang berat bahan
5.  Tabung reaksi Tempat untuk mereaksikan sampel pada saat

dilakukan uji protein melalui metode Lowry
6. Batang pengaduk Alat untuk mengaduk campuran

7. Spatula besi Alat untuk mengambil bahan dalam bentuk

padatan atau bahan berbentuk powder
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(Lanjutan)

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Pipet tetes

Pipet volumetrik (1 ml, 10 ml)

Kertas filter

Corong kaca

Pompa vakum

Kulkas

Shaking water bath

Termometer

Spektrofotometer

Erlenmeyer arm-side

Alat untuk memindahkan bahan dalam bentuk
liguid dengan cara meneteskan bahan liquid

tersebut

Pipet yang digunakan saat dibutuhkan untuk
memindahkan bahan liquid yang volumenya

harus presisi

e Untuk memisahkan lipase terimobilisasi dan
lipase bebas setelah dilakukan proses
imobilisasi

e Untuk memisahkan biokatalis dengan produk

hasil interesterifikasi

Alat untuk membantu untuk menempatkan kertas
saring dalam posisi yang tepat serta untuk
menyalurkan filtrat yang lolos dari saringan ke

tempat penampungan filtrat.

Alat yang dapat menciptakan kondisi vakum

sehingga dapat mempercepat proses filtrasi

Tempat untuk menyimpan berbagai
bahan/sampel yang membutuhkan temperatur

penyimpanan yang cukup rendah (<5°C)

Alat untuk mencapai kondisi reaksi yang

diinginkan (temperatur dan guncangan)
Alat untuk mengukur temperature

Alat yang digunakan untuk mengukur absorbansi

sampel saat dilakukan uji protein

Erlenmeyer yang digunakan saat melakukan

filtrasi vakum
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Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini ditunjukkan pada tabel berikut.

Tabel 3- 2. Bahan yang Digunakan dalam Penelitian

No. Bahan Supplier
1. Etil Oleat 70% Sigma Chemical Co.
2. Tripalmitat 85% Sigma Chemical Co.
3. Porcine Pancreatic Lipase Sigma Chemical Co.
200 units/mg protein
4. NaF padatan Merck
5. Karbon aktif Brataco
6. Na,COs Laboratorium Bioproses
7. NaOH Laboratorium Bioproses
8. NaK Tartrate Laboratorium Bioproses
9. CuS0,.5H,0 Laboratorium Bioproses
10. Folin Ciocalteu Phenol Reagent Laboratorium Dasar Proses Kimia
18 Aquades Laboratorium Dasar Proses Kimia
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3.5.Prosedur Penelitian

3.5.1.Skrining Supportdan Metode Imobilisasi Lipase (Studi Literatur)
Tabel 3- 3. Skrining Support dan Metode Imobilisasi Lipase

43

Kehilangan Enzim i
Metode ) N ) ) ' ) Konversi "
L Biaya aktivitas Referensi® Jenis Support Loading Reaksi Referensi
Imobilisasi ) (%0)
enzim (mg/g)
Powder MP1004 - B (Saliset al.,
250 Transesterifikasi 100
polypropylene 2003)
(Karra-
Selulosa 0,85 Esterifikasi 80 Chéaabouni, et
al., 2008)
. F (Nunes and Kharrat, et al.,
Adsorpsi Murah Diabaikan Silika aerogel 0,9 Esterifikasi 80 (
Marty, 2006 ) 2011)
Hexagonal o (Yadav, et al.,
At 100 Transesterifikasi 68
mesoporous silica 2005)
Resin ion N o s (Liu, etal.,
i , idrolisis :
exchanger cation 2004)

(SP-Sephadex C-
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{(Lanjutan)

Entrapment

Covalent

Binding

Murah

Mabhal

50)

Celite R633

Celite R632
(Nunes and
Marty, 2006 ) Celite R647

Diabaikan

Activated carbon

Poly(l -glutamic
acid) (L1 -PGA)
Poly(acrylonitrile-

(Nunes and co-2-hydroxyethy!l

Signifikan
g Marty, 2006 ) methacrylate)

electrospun fibrous

membranes

Aldehyde-resin

(Meunier and

0,6 Transesterifikasi 25-65
Legge, 2010)
o (Meunier and
2,8 Transesterifikasi 25-65
Legge, 2010)
o (Meunier and
4,05 Transesterifikasi 25-65
Legge, 2010)
(Moreno-Pirajan
50 Transesterifikasi 85 and Giraldo,
2010)
| (Chang et al.,
26,11 Esterifikasi 81,8
2008)
L (Huang, et al.,
16,2 Hidrolisis 3,6 .
(Lanjutan)
80 Transesterifikasi 100 (Mendes, et al.,
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{(Lanjutan)
affinity 2011)
Electrospun PAN
nanofibrous 21,2 Hidrolisis 85 (Li, et al., 2009)
membranes
o (Nieto, et al.,
Butyl-Sepabeads 12,2 Hidrolisis 49
2005)
» b (Nieto, et al.,
Octyl-agarose 17,3 Hidrolisis 50
2005)
Octadecyl- . (Nieto, et al.,
16,3 Hidrolisis 47
Sepabeads 2005)
) g (Nieto, et al.,
Amberlite 414 Hidrolisis 8
2005)
2005)
Matriks diatomit Yang et al.,
. 50 Esterifikasi 50 (vang
Cross- o (Nunes and anorganik 2009)
linki Murah Sedikt M 2006 ) Polyanili (L d Hongil
inkin arty, olyaniline ee and Hongi
. i 4 5 Esterifikasi 10 J
nanofibre Joo, 2008)
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Tidak ada metode imobilisasi lipase yang ideal untuk digunakan. Namun,
berdasarkan berbagai parameter yang tertera pada Tabel 3-1, activated carbon dengan
metode imobilisasi entrapment terpilih sebagai support dan metode imobilisasi lipase

unggul untuk diterapkan dalam penelitian ini.

Jika hanya mempertimbangkan tingkat enzim loading dan persentase
konversi, powder MP1004 polypropylene dengan metode adsorpsiadalah yang paling
tinggi tingkat dan persentasenya. Namun, metode adsorpsimemiliki kelemahan, yaitu

enzim mudah terdesorpsi dari support.

Metode covalent binding dan berbagai support-nya tidak terpilih menjadi
support unggul adalah karena tingkat enzim loading dan persentase konversinya tidak
terlalu tinggi. Selain itu, pada metode ini, terjadi kehilangan aktivitas enzim secara
signifikan. Meskipun salah satu support dari metode tersebut (aldehyde-resin affinity)
memiliki enzim loading dan konversi yang cukup tinggi, namun metode covalent

binding memiliki kelemahan lain, yaitu biaya yang mahal.

Sementara itu, metode cross-linking beserta support-nya tidak terpilih sebagai
metode dan support unggul adalah karena tingkat enzim loading dan persentase
konversinya yang rendah. Selain itu, lipase yang diimobilisasi dengan metode cross-

linking dapat terjadi kehilangan aktivitas enzimnya meskipun sedikit.

3.5.2.EntrapmentLipase(Moreno-Pirajan and Giraldo, 2010)

Sejumlah lipase (optimalnya 1 g) dimasukkan ke dalam labu dan ditambahkan
air sebanyak 10 ml. Campuran di-stirrer pada 200 rpm menggunakan magnetic
stirrer selama 15 menit. Kemudian ditambahkan 0,5 ml larutan NaF dan activated
carbon. Selanjutnya labu dipisahkan dari stirrer dan dibiarkan tersegel pada
temperatur ruang selama 24 jam. Setelah selesai, segel labu dibuka dan diinkubasi
dalam water bath pada 37°C selama 48 jam. Lipase yang telah terjebak di dalam
karbon aktif kemudian dikeringkan lagi pada 37°C selama 48 jam. Lipase
terimobilisasi disimpan pada 4°C hingga digunakan. Perlu diketahui bahwa lipase

yang digunakan dalam penelitian ini berasal dari porcine pancreas(PPL).
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Air 10ml—>] Pencampuran f<——— Lipase (1 g)

v

Magnetic stirring
T 0,5 ml larutan NaF
. Activated carbon

Didiamkan dalam keadaan tertutup

v

Lnkubasi

l< 100 ml air distilasi

Pencucian

v

Filtrasi
v

Pengeringan

v

Lipnase Terimobhilisasi

Gambar3-3. Imobilisasi Lipase dengan Metode Entrapment

3.5.3.Penentuan Enzim Loading

3.5.3.1.Kurva Kalibrasi Standar

Tujuan dari pembuatan kurva kalibrasi ini adalah untuk mengukur konsentrasi
protein dalam larutan. Metode yang digunakan adalah metode Lowry. Adapun bahan-
bahan yang digunakan dalam metode Lowry ini adalah sebagai berikut:

1) Lowry Reagent (48 ml larutan A + 1 ml larutan B + 1 ml larutan C), dimana:
s Larutan A : 2 gram NayCO3z dalam 100 ml 0,1 N NaOH (0,4 gram NaOH
dalam 100 ml aquadest)
¢+ Larutan B : 0,1 gram NaK Tartrate dalam 10 ml aguadest
% Larutan C : 0,1 gram CuS0O4.5H,0 dalam 20 ml aquadest
2) Phenol reagent (5 ml Follin Ciocalteu phenol reagent + 5 ml aquadest)

Prosedurnya adalah sebagai berikut:
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5)
6)

7)
8)
9)

48

Larutan Porcine Pancreantic Lipase(PPL)dengan konsentrasi 0,01 gram/ml (1
gram PPL dalam 100 ml larutan aquades) dan 0,1 gram/ml (1 gram PPL dalam 10
ml aquades).

Memvariasikan konsentrasi PPL menjadi beberapa konsentrasi dengan cara
mengencerkan 0,01 gram/ml larutan PPL dan 0,1 gram/ml yang telah dibuat pada

tahap 1). Kemudian menyiapkan tiap-tiap larutan pada tabung reaksi.

Tabel 3- 4. Bahan-bahan yang digunakan untuk Membuat Kurva Kalibrasi Standar

Konsentrasi Konsentrasi Volume Volume Aquadesyang
Awal Akhir Akhir Awal ditambahkan
(gr/ml) (gr/ml) (ml) (ml) (ml)
0,01 0,0002 10 0,2 9,8
0,01 0,0005 10 0,5 9,5
0,01 0,001 10 1 9
01 0,05 10 5 5
0,1 0,1 10 10 0

Menambahkan 2 ml Lowry Reagent ke setiap sample konsentrasi PPL.
Menginkubasi selama 10 menit pada suhu ruang.

Menambahkan 0,2 ml larutan phenol reagent pada setiap tabung.

Vortex (melakukan pencampuran dengan bantuan vibrator) segera setiap tabung
tersebut.

Menginkubasi selama 30 menit pada suhu ruang.

Mengambil tiap sampel ke dalam kuvet.

Menentukan absorbansi setiap sampel menggunakan spektrofotometer pada
panjang gelombang 750 nm. (Sampel dibuat duplo dan blanko menggunakan

larutan agquades)

10) Memplot absorbansi vs gram/ml PPL untuk memperoleh kurva kalibrasi standar.
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3.5.3.2.Pengukuran Enzim Loading

Larutan sebelum dan setelah reaksi diukur absorbandinya dengan
menggunakan metode Lowry. Absorbansi yang diperoleh kemudian dikonversikan
menjadi skonsentrasi. Selanjutnya konsentrasi yang didapat dikonversikan menjadi

massa (gram). Enzim loading dihitung dengan menggunakan rumus :

mPPLsebelum imobilisasi — mPPLsetelah imobilisasi
%EnzimLoading = x 100%

mPPLsebelum imobilisasi

dimana :
MPP Lsepelum imobilisasi = Massa PPL sebelum imobilisasi (gr)

MPP Lsetelan imobitisasi = massa PPL setelah imobilisasi(gr)

3.5.4.Sintesis Human Milk Fat Substitute (HMFS) melalui Interesterifikasi (Lee
et al., 2010)

Tripalmitin dicampur dengan etil oleat dengan rasio mol yang bervariasi (1:4;
1:5, 1:6) di dalam Erlenmeyer flask (250 ml) dengan screw cap, kemudian
ditambahkan biokatalis yang berupa PPL bebas dan lipase terimobilisasi. Jumlah
biokatalis yang ditambahkan adalah 10% dari total berat substrat, yaitu 1,01; 1,27
dan 1,52 g untuk rasio mol substrat 1:4, 1:5, dan 1:6. Larutan direaksikan di dalam
shaking water bath pada 200 rpm dengan kondisi reaksi temperatur dan waktu yang
bervariasi, yaitu 50°C, 55°C dan 60°C serta 3 jam, 7,5 jam dan 12 jam.Range
temperature tersebut digunakan karena substrat, yaitu tripalmitat dan etil oleat tidak
dapat bercampur secara sempurna pada temperatur di bawah 50°C. Setelah selesai,
lipase difiltrasi dari produk hasil reaksi dengan menggunakan kertas filter. Filtrasi
dilakukan di dalam water bath pada temperatur 60°C. Tujuannya adalah untuk
memperlancar pemisahan karena produk lemak yang dihasilkan dari reaksi akan

memadat jika berada pada temperatur ruang.

Universitas Indonesia

Sintesis human..., Merisa Bestari Faiz, FT Ul, 2012



3.5.5.Variasi

Dalam penelitian

0,5ml .
Air 10ml

larutan NaF

!

Magnetic stirring

50

Lipase
Terimobilisasi

(15 menit, 200 rpm)

!

Didiamkan dalam

v

Inkubasi

Gambar 3- 3. Sintesis Human Milk Fat Substitute (HMFS)

ini, variasi dilakukan pada saat melakukan reaksi

interesterifikasi. Variasi yang dilakukan adalah berupa variasi bentuk lipase, variasi

waktu waktu reaksi, variasi rasio mol substrat dan variasi temperature reaksi.

Interesterifilkasi dengan Katalis Free Lipase

Variasi Wakin Variasi Rasio Mol Substrat Variasi Temp.
K 1 N
D 550C; 1:6; 3 jam D 550C; 14; 7.5 jam D 500C; 1:6; 7.5 jam
D 550C; 1:6; 7.5 jam D 550C; 1:5: 7.5 jam D 550C: 1:6; 7.5 jam
D 550C; 1:6: 12 jam D 550C: 1:6; 7.5 jam D 60°C: 1:6: 7.5 jam
Interesterifikasi dengan Katalis Immeobilized Lipase
Variasi Waktu Variasi Rasio Mol Substrat Variasi Temp.
O 550C; 1:6; 3 jam O 550C; 1:4; 7.5 jam (| 50°C; 1:6; 7.5 jam
[ 55°C; 1:6; 7.5 jam O 550C; 1:5; 7.5 jam [] 559%C; 1:6; 7.5 jam
[ 55%C: 1:6: 12 jam [ 55°C; 1:6; 7.5 jam [] 60°C: 1:6: 7.5 jam

Gambar 3- 4. Variasi yang Dilakukan dalam Penelitian
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3.5.6. Analisis
Analisis dilakukan menggunakan High Performance Liquid Chromatography
(HPLC). Pada kromatografi ini yang akan dideteksi adalah asam lemak berupa asam

oleat dan asam palmitat yang terkandung di dalam sampel produk setelah reaksi.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Hasil Kurva Kalibrasi Standar

Metode ini berdasarkan reaksi Biuret, dimana ikatan peptide protein bereaksi
dengan copper pada kondisi alkali untuk memproduksi Cu®. Reaksi tersebut
menghasilkan warna biru (Waterborg, 2008). Kepekatan warna biru yang dihasilkan
tergantung dari protein yang terkandung di dalamnya. Pada penelitian ini, protein
yang digunakan adalah berupa Porcine Pancreatic Lipase (PPL). Tabel 4-1
menunjukkan konsentrasi PPL (mg/ml) dan absorbansi yang dihasilkan. Sementara
itu, Gambar 4-1 menunjukkan kurva kalibrasi standar konsentrasi Porcine Pancreatic

Lipase (PPL). Persamaan garis yang dihasilkan adalah
y = 0.5993x - 0.0198 (4-1)
dimana,
X = absorbansi
y = konsentrasi PPL (gr/ml)

Confidence level (R?) dari yang dihasilkan adalah sebesar 0.9994.

Tabel 4- 1. Hasil Absorbansi dari berbagai konsentrasi PPL

Konsentrasi PPL

Absorbansi
(gr/ml)
0.0306 0.0002
0.0335 0.0005
0.0364 0.001
0.0429 0.005
0.1997 0.1

Universitas Indonesia

Sintesis human..., Merisa Bestari Faiz, FT Ul, 2012



53

0.12 I I

=== Konsentrasi Protein (g/ ml)

0.1

0.08

0.06

0.04

Konsentrasi Protein (g/ ml)

0.02

0 = ! !

0 0.05 0.1 0.15 0.2
Absorbansi

Gambar 4- 1. Kurva Kalibrasi Standar Konsentrasi Porcine Pancreatic Lipase

4.2. Hasil Entrapment PPL dalam Karbon Aktif

Setelah entrapment enzim ke dalam karbon aktif melalui proses inkubasi selama
24 jam, dilakukanlah proses filtrasi untuk memisahkan enzim yang terimobilisasi di
dalam support dari larutan enzim yang tidak berhasil terjebak ke dalam support.
Selisih massa enzim pada larutan sebelum dan setelah imobilisasi menjadi dasar
untuk penentuan persentase enzim loading. Untuk mengetahui massa enzim sebelum
dan setelah imobilisasi, dapat dilakukan dengan cara menyelidiki konsentrasi di
dalam larutan sebelum dan setelah imobilisasi. Penentuan konsentrasi ini dilakukan
dengan melalui metode Lowry dengan menggunakan spektrofotometer dimana output
dari proses ini adalah berupa nilai absorbansi. Selanjutnya, nilai absorbansi tersebut
dikonversikan menjadi nilai konsentrasi dengan menggunakan persamaan (4-1). Hasil
absorbansi serta kandungan PPL dalamlarutan sebelum dan setelah imobilisasi adalah

sebagai berikut.
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(1) Larutan PPL Sebelum imobilisasi
e Absorbansi (x)
x =0.1997
e Konsentrasi (y)
y = 0.5993x - 0.0198
y =0.5993(0.1997) — 0.0198 = 0.1 gr/ml
e Massa

gT‘
Massa PPLgepeium imobitisasi = 0-1== x 10 ml = 1gr

ml
(2) Larutan PPL Setelah Imobilisasi

e Absorbansi (x)
x =0.1886
e Konsentrasi (y)
y = 0.5993x - 0.0198
y = 0.5993(0.1886) — 0.0198 = 0.093 gr/ml
e Massa
Volume filtrat biokatalis = 0,8 ml
Sehingga massa PPL yang terkandung dalam larutan larutan setelah
imobilisasi adalah sebesar

r
Massa PP e 20092250 0.8 M= 0.0736gr

ml

Dengan demikian, persentase enzim loading yang dihasilkan adalah

sebesar

] | (1-0.0736)gr
%EnzimLoading = 1gr x 100% = 92,64%

Berdasarkan hasil perhitungan di atas, persentase enzim loading yang dihasilkan
dari entrapment PPL pada karbon aktif adalah sebesar 92,64%. Nilai persentase
tersebut menunjukkan bahwa enzim PPL berhasil dijebak dalam karbon aktif. Hal ini
terjadi karena karbon aktif memiliki pori-pori yang memungkinkan enzim terjebak di

dalamnya(Polyakov, et al., 1993). Pencampuran larutan NaF ke dalam karbon aktif,
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ukuran pori akan semakin membesar (Aegerter, et al., 2004). Dengan demikian, ruang
untuk menjebak enzim PPL menjadi semakin besar sehingga lebih banyak enzim PPL

yang terjebak di dalamnya.

4.3. Hasil Reaksi Interesterifikasi Enzimatis

Tujuan dilakukannya reaksi interesterifikasi adalah untuk menghasilkan produk
Human Milk Fat Substitute (HMFS) yang berupa senyawa 1,3-dioleoyl-2-palmitoyl
glycerol. Substrat yang diguanakan adalah trigliserida yang ketiga asam lemaknya
berupa asam palmitat atau dikenal dengan nama tripalmitat. Pada reaksi ini yang
berperan sebagai pendonor acyl adalah etil oleat. Karena reaksi ini bersifat bolak-
balik (reversible) sehingga harus digunakan etil oleat dalam jumlah yang berlebih
(excess). Dengan demikian, reaksi dapat berlangsung searah. Reaksi interesterifikasi
ini dikatalis dengan menggunakan enzim Porcine Pancreatic Lipase (PPL) yang
bersifat selektif terhadap sn-1,3. Sehingga hanya ester yang terdapat pada posisi sn-1
dan sn-3 yang mengalami pertukaran acyl. Dengan demikian, terdapat dua produk
yang dihasilkan reaksi ini, yaitu 1,3-dioleoyl-2-palmitoyl gliserol (produk utama) dan

etil palmitat.

Campuran sebelum reaksi dan produk hasil reaksi interesterifikasi dianalisis
dengan menggunakan High Performance Liquid Chromatography (HPLC). Dalam
analisis tersebut, dilakukan pre-treatment terhadap sampel sehingga dapat terukur
konsentrasi asam oleat dan asam palmitat bebas yang berasal dari etil oleat dan etil
palmitat bebas yang terkandung di dalam sampel (Gambar 4-2). Perubahan
konsentrasi asam oleat dan asam palmitat pada sampel sebelum dan setelah reaksi
menjadi dasar penentuan yield produk hasil reaksi. Pada perhitungan yield produk
hasil reaksi, diasumsikan bahwa PPL bersifat selektif sn-1,3 absolut. Berdasarkan
asumsi tersebut, peneliti menganggap bahwaasam palmitat yang terlepas adalah
berasal dari posisi sn-1,3 tripalmitat dan kedudukannya dalam trigliserida tersebut
digantikan oleh asam oleat yang berasal dari substrat etil oleat. Dengan demikian
yield produk OPO yang dihasilkan dalam reaksi ini dapat dihitung menggunakan
persamaan berikut.
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(% volume asam palmitat setelah reaksi)

%OPO = 2 , x100%
% volume tripalmitat

(excess)

P O
EP + CEtil Oleat) LP2sesn L3 EF 4
P‘

o

(Tripalmiitin)
(1,3-dioleyl-2-
................... palmiteylglyeerel{OPO)) - % _____________,
' Sumber Asam ! Sumber Asam i
'~ Oleat Bebas Palmitat Bebas i

e, — — -

Gambar 4- 2. Sumber Asam Lemak Bebas dalam Sampel yang Terdeteksi saat Dilakukan
Analisis HPLC

4.3.1. Efek Variasi Waktu

Untuk mengetahui pengaruh waktu terhadap persentase yield OPO yang
dihasilkan, dilakukanlah reaksi dengan berbagai variasi waktu reaksi. Selain untuk
mengetahui pengaruh waktu terhadap yield OPO, dilakukan juga penyelidikan
mengenai perbandingan kestabilan free PPL dan immobilized PPL sebagai biokatalis
dalam kaitannya dengan waktu reaksi.Sampel sebelum dan setelah filtrasi dari produk
hasil reaksi dari percobaan ini dapat dilihat pada Gambar 4-3.Pembahasan lebih lanjut

dipaparkan pada subbab berikut ini.
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55°C: 3 Jam; 1:6

Setelah

Gambar 4- 3. Sampel Sebelum dan Setelah Filtrasi dari Hasil Reaksi untuk Percobaan Variasi
Waktu (F=Produk Hasil Reaksi yang dikatalis oleh Free PPL; I=Produk Hasil Reaksi yang
dikatalis oleh ImmobilizedPPL)

4.3.1.1. FreePorcine Pancreatic Lipase (PPL)
Tabel 4-2 dan Gambar 4-4 menunjukkan hasil penelitian untuk menyelidiki
pengaruh variasi waktu terhadap persentase yield produk utama 1,3-dioleoyl-2-

palmitoyl gliserol (OPO) dalam reaksi interesterifikasi yang dikatalis oleh porcine
pancreatic lipase (PPL) dalam bentuk bebas.
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Tabel 4- 2. Pengaruh Variasi Waktu terhadap Yield OPO pada Reaksi Interesterifikasi
dengan Free PPL sebagai Biokatalis (Temperatur 55°C; Rasio Mol Substrat 1:6)

Faktor Sebelum Reaksi Setelah Reaksi
No. ) ) ) Etil Etil )
] Rasio  Tripalmitat ) Yield
Eksperimen € Jam Oleat Palmitat
Mol (%ovol) (%)
(%o vol) (% vol)
BlFree 55 3 6 14.29 85.71 0.56 13.86
B2Free 55 7.5 6 14.29 85.71 0.89 5.42
B3Free 55 12 6 14.29 85.71 162 4.44
]"4 | | | | |
—— Yield OPO Free (%) I
12 s
= 10 - -
E
5
 °T g
ﬁ
ﬁ - —
4 1 | | 1 |
2 4 ] 5 10 12 14

Wakitu Reaksi (Jam)

Gambar 4- 4. Pengaruh Variasi Waktu terhadap Yield OPO pada Reaksi Interesterifikasi
dengan Free PPL sebagai Biokatalis (Temperatur 55°C; Rasio Mol Substrat 1:6)

Pada Gambar 4-4 terlihat bahwa dalamreaksi interesterifikasi yang dikatalis
oleh free PPL, semakin lama waktu reaksi maka persentase yield 1,3-dioleoyl-2-
palmitoyl gliserol (OPO) yang diperoleh semakin menurun. Penyebabnya adalah
karena reaksi berlangsung di atas temperatur optimal kinerja PPL, yaitu 55°C. Selain

itu, pada temperatur yang cukup tinggi tersebut, semakin lama waktu yang digunakan
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maka semakin banyak PPL yang terinaktivasi dan semakin banyak produk yang
terserang reaksi oksidasi. Dengan demikian, sebenarnya fungsi waktu dalam hal ini
hubungannya bersifat tak langsung dengan yield OPO yang dihasilkan. Alasan lebih
detail mengenai penyebab penurunan yield OPO ini dipaparkan pada poin-poin
berikut.

(1) Inaktivasi Enzim

Berdasarkan Gambar2-7,dapat dilakukan interpolasi bahwa profil penuruan
aktivitas terhadap waktu pada temperature 55°C (temperatur yang digunakan
dalam penelitian ini) berada di antara temperatur 50°C dan 60°C. Sehingga,
diketahui bahwa di antara menit ke-10 dan ke-30, sebenarnya free PPL yang
digunakan dalam reaksi interesterifikasi pada temperatur 55°C mengalami
penurunan aktivitas secara drastis (sebesar 70% - 90%). Dengan demikian, Kira-
kira setelah jam pertama, free PPL sudah berhenti mengkatalis reaksi.
Sedangkan, pada penelitian ini, waktu reaksi yang digunakan adalah 3 jam, 7,5
jam dan 12 jam. Waktu reaksi tersebut telah melebihi waktu optimal bagi lipase
untuk mengkatalis reaksi pada temperatur 55°C. Sehingga yield OPO yang
diperoleh di temperatur 55°C pada waktu reaksi yang digunakan tersebut tidak
akan meningkat.

(2) Reaksi Oksidasi

Selain karena inaktivasi enzim, hal lain yang menyebabkan penurunan yield OPO
adalah terjadinya reaksi oksidasi di dalam campuran reaksi. Reaksi oksidasi ini
dapat mengubah struktur kimia asam lemak, termasuk asam palmitat. Seperti
yang telah dijelaskan sebelumnya bahwa penentuan yield trigliserida OPO yang
terbentuk adalah berdasarkan konsentrasi asam palmitat yang terlepas dari sn-
1,3. Terdapat kemungkinan bahwa asam palmitat yang terlepas mengalami reaksi
oksidasi. Peristiwa ini menyebabkan beberapa asam palmitat tidak terdeteksi
keberadaanya olen HPLC sehingga konsentrasi asam palmitat yang terdeteksi

lebih rendah dibandingkan dengan asam palmitat yang sebenarnya terlepas dari
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tripalmitat. Reaksi oksidasi yang terjadi tidak hanya dapat terjadi pada asam
palmitat yang telah terlepas dari tripalmitat, namun juga dapat terjadi pada asam
lemak yang terdapat dalam trigliserida produk utama yang terbentuk, yaitu 1,3-
dioleoyl-2-palmitoyl gliserol (OPO). Oksidasi yang menyerang OPO ini terjadi
karena tidak terdapat antioksidan di dalam produk HMFS tersebut(Nielsen, et al.,
2006). Meski oksidasi yang terjadi berjalan pada laju yang lebih lambat
dibandingkan laju produksi OPO. Namun demikian, karena tidak terjadi lagi
sintesis OPO dan oksidasi terus berjalan, maka yield OPO semakin lama semakin
menurun. Mekanisme reaksi oksidasi yang menyerang asam lemak secara umum
dapat dilihat pada Gambar 2-8.

4.3.1.2. ImmobilizedPorcine Pancreatic Lipase (PPL)

Pada Tabel 4-3 dan Gambar 4-5, ditunjukkan bahwa penggunaan
immobilized PPL sebagai biokatalis dalam reaksi interesterifikasi menyebabkan yield
OPO meningkat seiring dengan meningkatnya waktu reaksi yang digunakan. Hal ini
terjadi karena karbon aktif yang digunakan sebagai support dalam menjebak
(mengimobilisasi) PPL memiliki stabilitas termal yang tinggi (Boonpoke, et al.,
2011)(Nik, et al., 2006)(Balducci, et al., 2006). Pada tahun 2006, Nik, et al.,
melakukan penyelidikan mengenai karakteristik karbon aktif yang berasal dari batok
kelapa sawit. Hasil penelitian menunjukkan bahwa karbon aktif memiliki stabilitas
termal optimum pada temperature sekitar 600°C.Seperti telah dijelaskan bahwa pada
temperatur 55°C, setelah jam pertama, free PPL akan mengalami kehilangan aktivitas
yang disebabkan karena terjadinya inaktivasi enzim. Namun, hal ini tidak berlaku
bagi PPL yang telah terimobilisasi di dalam karbon aktif. Penyebabnya adalah karena
PPL yang telah digunakan telah terimobilisasi di dalam karbon aktif sehingga
terlindung dari temperatur lingkungan yang dapat menyebabkan free PPL kehilangan
aktivitasnya pada jam pertama.Meskipun terdapat terjadi oksidasi yang menyerang
produk OPO yang telah dihasilkan, namun laju reaksi oksidasi tersebut lebih lambat
dibandingkan laju produksinya. Dengan demikian, pada reaksi interesterifikasi yang

dikatalis oleh immobilized PPL, yield OPO meningkat seiring berjalannya waktu.
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Tabel 4- 3. Pengaruh Variasi Waktu terhadap Yield OPO pada Reaksi Interesterifikasi dengan
ImmobilizedPPL sebagai Biokatalis(Temperatur 55°C; Rasio Mol Substrat 1:6)

No. Faktor Sebelum Reaksi Setelah Reaksi
Eksperimen € Jam  Rasio  Tripalmitat( Etil Etil Yield(
Mol %vol) Oleat(% Palmitat %)
vol) (% vol)
B1 Immo 55 3 6 14.29 85.71 0.56 1.96
B2 Immo 55 75 6 14.29 85.71 0.89 3.11
B3 Immo 55 12 6 14.29 85.71 1.62 5.67
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Gambar 4- 5. Pengaruh Variasi Waktu terhadap Yield OPO pada Reaksi Interesterifikasi
dengan ImmobilizedPPL sebagai Biokatalis (Temperatur 55°C; Rasio Mol Substrat 1:6)
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4.3.1.3. Perbandingan Free PPL dan Immobilized PPL
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Gambar 4- 6. Perbandingan Pengaruh Variasi Waktu terhadap Yield OPO pada Reaksi
Interesterifikasi dengan FreePPL dan Immobilized PPL sebagai Biokatalis (Temperatur 55°C;
Rasio Mol Substrat 1:6)

Pada gambar di atas terlihat bahwa penggunaan immobilized PPL dan free
PPL memberikan dampak yang sangat berbeda terhadap yield OPO yang dihasilkan
terkait waktu yang digunakan. Pada reaksi interesterifikasi yang dikatalis oleh free
PPL, waktu reaksi dan yield OPO memiliki hubungan negatif. Sedangkan pada reaksi
yang dikatalis oleh immobilied PPL, waktu reaksi dan yield OPO memiliki hubungan
positif. Hal ini menunjukkan bahwa immobilized PPL memiliki kestabilan termal
yang lebih tinggi dibandingkan dengan free PPL. Namun demikian, dapat dilihat pada
gambar di atas bahwa pada umumnya reaksi interesterifikasi yang dikatalis oleh free
PPL menghasikkan yield OPO yang lebih besar dibandingkan yield OPO pada reaksi
yang dikatalis olen immobilized PPL.Hal ini terjadi karena jumlah enzim PPL yang

terdapat pada reaksi yang dikatalis oleh immobilized PPL hanya 6% dari massa
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biokatalis yang digunakan. Sementara pada reaksi interesterifikasi yang dikatalis oleh
free PPL, keseluruhan (100%) biokatalis yang digunakan adalah berupa enzim PPL.

4.3.2.Efek Rasio Mol Substrat

Untuk mengetahui pengaruh rasio mol substrat terhadap persentase yield OPO
yang dihasilkan, dilakukanlah reaksi dengan berbagai variasi rasio mol substrat.
Selain untuk mengetahui pengaruh rasio mol substrat terhadap yield OPO, dilakukan
juga penyelidikan mengenai perbandingan kestabilan free PPL dan immobilized PPL
sebagai biokatalis dalam kaitannya dengan rasio mol substrat. Sampel sebelum dan
setelah filtrasi dari produk hasil reaksi dari percobaan ini dapat dilihat pada Gambar

4-7. Pembahasan lebih lanjut dipaparkan pada subbab berikut ini.
55°C; 7,5 Jam; 1:4

Gambar 4- 7. Sampel Sebelum dan Setelah Filtrasi dari Hasil Reaksi untuk Percobaan Variasi
Rasio Mol Substrat (F=Produk Hasil Reaksi yang dikatalis oleh Free PPL; I=Produk Hasil
Reaksi yang dikatalis oleh Immaobilized PPL)
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4.3.2.1. Free Porcine Pancreatic Lipase (PPL)

Komposisi triasilgliserol dari produk yang dihasilkan dalam reaksi
interesterifikasi enzimatis tergantung pada rasio substrat (donor asil/ triasilgliserol)
setelah kesetimbangan reaksi tercapai. Berdasarkan data penelitian yang ditunjukkan
pada Tabel 4-4 dan Gambar 4-8, terlihat bahwa pada reaksi interesterifikasi yang
dikatalis oleh PPL dalam bentuk free, semakin tinggi nilai rasio mol substrat yang
digunakan, maka semakin besar vyield 1,3-dioleoyl-2-palmitoyl gliserol yang

diperoleh. Peristiwa ini terjadi karena beberapa hal, yaitu

(1) Peningkatan nilai rasio mol substrat juga menyebabkan pergeseran
kesetimbangan reaksi ke sisi produk dan meningkatkan penggabungan asil.

(2) Peningkatan rasio mol substrat menyebabkan terjadinya peningkatan transfer
massa karena viskositas dalam campuran reaksi menurun. Dengan demikian,
laju reaksi menjadi semakin tinggi.

Tabel 4- 4. Pengaruh Rasio Mol Substrat terhadap Yield OPO pada Reaksi Interesterifikasi
dengan Free PPL sebagai Biokatalis (Temperatur 55°C; Waktu Reaksi 7,5 Jam)

Faktor Sebelum Reaksi Setelah Reaksi
No. i - : Etil Etil )
: Rasio  Tripalmitat ) Yield
Eksperimen € Jam Oleat Palmitat
Mol (%ovol) (%)
(% vol) (% vol)
C1 Free S s 4 20.00 85.71 0.56 0.72
C2 Free Ny 5 16.67 85.71 0.89 3.42
C3 Free 5, 75 6 14.29 85.71 1.62 5.42
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Gambar 4- 8. Pengaruh Rasio Mol Substrat terhadap Yield OPO pada Reaksi Interesterifikasi
dengan Free PPL sebagai Biokatalis (Temperatur 55°C; Waktu Reaksi 7,5 Jam)

4.3.2.2.Immobilized Porcine Pancreatic Lipase (PPL)

Pada Tabel 4-5 dan Gambar 4-9 terlihat bahwa pada reaksi interesterifikasi
enzimatis yang dikatalis oleh PPL terimobilisasi, semakin tinggi nilai rasio mol
substrat yang digunakan maka persentase yieldproduk OPO yang dihasilkan juga
semakin tinggi. Seperti pada reaksi yang dikatalis oleh free PPL, penyebab terjadinya

peristiwa ini adalah karena dua hal, yaitu

(1) Peningkatan nilai rasio mol substrat juga menyebabkan pergeseran
kesetimbangan reaksi ke sisi produk dan meningkatkan penggabungan asil.

(2) Peningkatan rasio mol substrat menyebabkan terjadinya peningkatan transfer
massa karena viskositas dalam campuran reaksi menurun. Dengan demikian,

laju reaksi menjadi semakin tinggi.
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Tabel 4- 5. Pengaruh Rasio Mol Substrat terhadap Yield OPO pada Reaksi Interesterifikasi

dengan Immobilized PPL sebagai Biokatalis (Temperatur 55°C; Waktu Reaksi 7,5 Jam)

Faktor Sebelum Reaksi Setelah Reaksi
No. ) ) ) Etil Etil )
) Rasio  Tripalmitat ) Yield
Eksperimen € Jam Oleat Palmitat
Mol (Yovol) (%)
(% vol) (% vol)
Climmo 60 7.5 4 20.00 80.00 0.29 0.72
C2lmmo 60 7.5 5 16.67 83.33 1.14 1.02
C3lmmo 60 7.5 6 14.29 85.71 1.55 3.11
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Gambar 4- 9. Pengaruh Rasio Mol Substrat terhadap Yield OPO pada Reaksi Interesterifikasi

dengan ImmobilizedPPL sebagai Biokatalis (Temperatur : 55°C; Waktu Reaksi : 7,5 Jam)
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4.3.2.3. Perbandingan Free PPL dan Immobilized PPL
E I I I I I

= YVield OPO Free (%)
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Gambar 4- 10. Perbandingan Pengaruh Variasi Rasio Mol Substrat terhadap Yield OPO pada
Reaksi Interesterifikasi dengan Immobilized PPL dan Immobilized PPL sebagai Biokatalis
(Temperatur : 55°C; Waktu Reaksi : 7,5 Jam)

Pada gambar di atas terlihat bahwa baikfree PPL dan immobilized PPL,
keduanya memiliki hubungan positif terhadap nilai rasio mol substrat (tripalmitat :
etil oleat). Namun demikian, dapat dilihat pada gambar di atas bahwa pada umumnya
reaksi interesterifikasi yang dikatalis oleh free PPL menghasilkan yield OPO yang
lebih besar dibandingkan yield OPO pada reaksi yang dikatalis oleh immobilized PPL.
Hal ini terjadi karena jumlah enzim PPL yang terdapat pada reaksi yang dikatalis oleh
immobilized PPL hanya 6% dari massa biokatalis yang digunakan. Sementara pada
reaksi interesterifikasi yang dikatalis oleh free PPL, keseluruhan (100%) biokatalis

yang digunakan adalah berupa enzim PPL.
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4.3.3.Efek Temperatur Reaksi
Untuk mengetahui pengaruh rasio mol substrat terhadap persentase yield OPO
yang dihasilkan, dilakukanlah reaksi dengan berbagai variasi rasio mol substrat.
Selain untuk mengetahui pengaruh rasio mol substrat terhadap yield OPO, dilakukan
juga penyelidikan mengenai perbandingan kestabilan free PPL dan immobilized PPL
sebagai biokatalis dalam kaitannya dengan rasio mol substrat. Sampel sebelum dan
setelah filtrasi dari produk hasil reaksi dari percobaan ini dapat dilihat pada Gambar
4-11. Pembahasan lebih lanjut dipaparkan pada subbab berikut ini.
50°C; 7,5 Jam; 1:6

Sebelum I-P‘ _

Gambar 4- 11. Sampel Sebelum dan Setelah Filtrasi dari Hasil Reaksi untuk Percobaan Variasi
Rasio Temperatur (F=Produk Hasil Reaksi yang dikatalis oleh Free PPL; I=Produk Hasil
Reaksi yang dikatalis oleh Immaobilized PPL)
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4.3.3.1. Free Porcine Pancreatic Lipase (PPL)

Peningkatan temperatur reaksi biasanya menghasilkan efek percepatan,
berdasarkan hukum Arrhenius, selama reaksi yang dikatalis oleh enzim. Tingginya
temperatur menyebabkan meningkatnya yield untuk reaksi endotermik karena
pergeseran kesetimbangan termodinamik. Pada peningkatan temperatur, operasi dapat
berjalan dengan mudah, karena meningkatnya temperatur dapat menurunkan
viskositas larutan. Namun, di sisi lain, kenaikan temperatur juga menyebabkan

meningkatnya laju inaktivasi lipase (Martinek, 1993).

Pada Tabel 4-6 dan Gambar 4-12 terlihat bahwa penigkatan temperatur reaksi
menyebabkan penurunan persentase yield produk 1,3-dioleoyl-2-palmitoyl gliserol
(OPO) vyang diperoleh. Meskipun dengan peningkatan temperatur dapat
menyebabkan penurunan viskositas campuran dimana pada keadaan tersebut
interesterifikasi dapat berlangsung secara cepat (Wang, et al., 2006), namun ternyata
inaktivasi PPL lebih besar pengaruhnya terhadap persentase yield produk OPO yang
dihasilkan.

Dari Gambar 2-7, diketahui bahwa pada temperatur 50°C, hingga menit ke-30
free PPL mengalami penurunan aktivitas secara drastis hingga 70%. Sementara itu,
pada temperatur 60°C, hingga menit ke-10, free PPL mengalami penurunan aktivitas
secara drastis hingga 90%. Dengan menggunakan Gambar 4-3, dapat dilakukan
interpolasi penurunan aktivitas untuk free PPL pada temperatur 55°C. Berdasarkan
interpolasi, diketahui bahwa sebenarnya di antara menit ke-10 dan ke-30 enzim PPL
yang digunakan dalam reaksi interesterifikasi pada temperature 55°C mengalami
penurunan aktivitas secara drastis. Hal ini menjadi penyebab penurunan yield OPO

seiring meningkatnya temperatur reaksi yang digunakan.
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Tabel 4- 6. Pengaruh Temperatur terhadap Yield OPO pada Reaksi Interesterifikasi dengan
Free PPL sebagai Biokatalis (Waktu Reaksi 7,5 Jam; Rasio Mol 1:6)

Faktor Sebelum Reaksi Setelah Reaksi
No. ) ) ) Etil Etil )
] Rasio  Tripalmitat ) Yield
Eksperimen € Jam Oleat Palmitat
Mol (%ovol) (%)
(%o vol) (% vol)
AlFree 50 75 6 20.00 85.71 056 1015
A2Free 55 75 6 16.67 85.71 0gg 2425
A3Free 60 75 6 14.29 85.71 162 329
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Gambar 4- 12.Pengaruh Temperatur Reaksi terhadap Yield OPO pada Reaksi Interesterifikasi
dengan Free PPL sebagai Biokatalis

4.3.3.2 Immobilized Porcine Pancreatic Lipase (PPL)
Pada Tabel 4-7 dan Gambar 4-13, dapat dilihat bahwa dalam reaksi

interesterifikasi yang dikatalis oleh PPL terimobilisasi, pada umumnya semakin
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tinggi temperatur yang digunakan maka semakin besar persentase yield produk utama
1,3-dioleoyl-2-palmitoyl gliserol yang diperoleh. Hal ini terjadi karena karbon aktif
yang digunakan sebagai support dalam menjebak (mengimobilisasi) PPL memiliki
stabilitas termal yang tinggi (Boonpoke, et al., 2011)(Nik, et al., 2006)(Balducci, et
al., 2006). Pada tahun 2006, Nik, et al., melakukan penyelidikan mengenai
karakteristik karbon aktif yang berasal dari batok kelapa sawit. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa karbon aktif memiliki stabilitas termal optimum pada
temperature sekitar 600°C. Dengan demikian, enzim PPL yang telah terjebak di
dalam karbon aktif terlindungi dari pengaruh temperatur lingkungan yang dapat
menyebabkan inaktivasi pada bagian active site dari enzim. Di samping itu,
peningkatan temperatur dapat menyebabkan penurunan viskositas campuran dimana
pada keadaan tersebut interesterifikasi dapat berlangsung secara cepat (Wang, et al.,
2006). Dengan demikian, pada reaksi interesterifikasi yang dikatalis oleh immobilized
PPL, seiring dengan peningkatan temperatur reaksi yang digunakan, maka semakin

tinggiyield OPO yang diperoleh.

Pada grafik terlihat bahwa untuk nomor reaksi A2 Immo, yield OPO yang
dihasilkan lebih rendah dibandingkan dengan yield OPO yang dihasilkan oleh nomor
reaksi Al Immo. Hal ini terjadi karena immobilized PPL yang digunakan pada A2
Immo bentuknya berupa butiran besar (granular), tidak seperti immobilized PPL yang
digunakan pada Al Immo dan A3 Immo yang bentuknya berupa butir-butir kecil
(serbuk). Sehingga luas area kontak pada immobilized lipase yang digunakan saat
dilakukan reaksi interesterifikasi A2 Immo lebih kecil dibandingkan pada reaksi Al
Immo dan A3 Immo. Karena luas kontak enzimnya lebih kecil, maka kinerja katalisis
pada A2 Immo lebih rendah dibandingkan A1 Immo dan A3 Immo. Dengan
demikian, yield produk OPO yang dihasilkan lebih rendah. Peristiwa ini terjadi
karena pada saat tahap imobilisasi tidak dilakukan penyeragaman ukuran immobilized
PPL. Fenomena ini dapat dilihat pada Gambar 4-14.
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Tabel 4- 7. Pengaruh Temperatur Reaksi terhadap Yield OPO pada Reaksi Interesterifikasi
dengan Immobilized PPL sebagai Biokatalis (Waktu Reaksi 7,5 Jam ; Rasio Mol Substrat 1:6)

Faktor Sebelum Reaksi Setelah Reaksi
No. ) ) ) Etil Etil )
] Rasio  Tripalmitat ) Yield
Eksperimen € Jam Oleat Palmitat
Mol (%ovol) (%)
(% vol) (% vol)
Allmmo 50 75 6 20.00 85.71 0.56 6.37
A2Immo 55 75 6 16.67 85.71 0.89 3.115
A3Immo 60 75 6 14.29 85.71 162 13.685
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Gambar 4- 13. Pengaruh TemperaturReaksi terhadap Yield OPO pada Reaksi Interesterifikasi
dengan Immobilized PPL sebagai Biokatalis (Waktu Reaksi 7,5 Jam ; Rasio Mol Substrat 1:6)
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Gambar 4- 14. Kondisi Sampel Setelah Reaksi pada Nomor Reaksi A1 Immo (Immobilized PPL
tercampur rata), A2 Immo (Immobilized PPL terkonsentrasi di satu tempat) dan A3 Immo

(Immobilized PPL tercampur rata)

4.3.3.3. Perbandingan Free PPL dan Immobilized PPL
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Gambar 4- 15. Perbandingan Pengaruh Temperatur Reaksi terhadap Yield OPO pada Reaksi

Interesterifikasi dengan Immobilized PPL dan Immobilized PPL sebagai Biokatalis

Pada gambar di atas terlihat bahwa penggunaan immobilized PPL dan free
PPL memberikan dampak yang sangat berbeda terhadap yield OPO yang dihasilkan
terkait temperature reaksi yang digunakan. Pada reaksi interesterifikasi yang dikatalis
oleh PPL dalam bentukfree,temperature reaksi memiliki hubungan negatif dengan
yield OPO yang dihasilkan. Sementara pada reaksi interesterifikasi yang dikatalis
dengan PPL terimobilisasi, temperatur reaksi memiliki hubungan positif dengan yield
OPO yang dihasilkan. Berdasarkan data penelitian yang diperoleh juga terlihat bahwa
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persentase yield produk OPO tertinggi diperoleh pada temperatur reaksi 60°C saat
digunakan PPL terimobilisiasi sebagai Kkatalis dalam interesterifikasi.Namun
demikian, dapat dilihat pada gambar di atas bahwa pada umumnya reaksi
interesterifikasi yang dikatalis oleh free PPL menghasilkan yield OPO yang lebih
besar dibandingkan yield OPO pada reaksi yang dikatalis oleh immobilized PPL. Hal
ini terjadi karena jumlah enzim PPL yang terdapat pada reaksi yang dikatalis oleh
immobilized PPL hanya 6% dari massa biokatalis yang digunakan. Sementara pada
reaksi interesterifikasi yang dikatalis oleh free PPL, keseluruhan (100%) biokatalis
yang digunakan adalah berupa enzim PPL.
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan yang dapat diambil dari penelitian ini adalah

5.2. Saran

Dari segi enzim loading dan konversiyang dihasilkan, metode entrapment
dengan support karbon aktif lebih unggul dibandingkan metode dan
support imobilisasi lainnya.

Semakin lama waktu reaksi maka yield produk yang dihasilkan pada
reaksi yang dikatalis oleh enzim bebas akan semakin menurun.

Semakin lama waktu reaksi maka yield produkyang dihasilkan pada reaksi
yang dikatalis oleh enzim yang terjebak pada karbon aktif akan semakin
meningkat.

Semakin tinggi temperatur reaksi maka yield produk yang dihasilkan pada
reaksi yang dikatalis oleh enzim bebas akan semakin menurun.

Semakin tinggi temperatur reaksi maka yield produk yang dihasilkan pada
reaksi yang dikatalis oleh enzim yang terjebak pada karbon aktif akan
semakin meningkat.

Semakin besar rasio mol substrat yang digunakan maka vyield
1produkyang dihasilkan pada reaksi yang dikatalis oleh enzim bebas
ataupun enzim yang terjebak pada karbon aktif akan semakin meningkat.
Enzim terimobilisasi memiliki stabilitas termal lebih tinggi dibandingkan
enzim bebas sehingga dapat memperlambat terjadinya penurunan aktivitas

katalitiknya.

Untuk penelitian-penelitian yang akan datang mengenai sintesis Human Milk Fat

Substitute (HMFS), diharapkan dilakukan variasi terhadap metode dan support

imobilisasi yang digunakan. Hal ini sangat penting dilakukan mengingat penggunaan
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enzim terimobilisasi dapat menekan jauh pengeluaran biaya untuk mensintesis
HMFS. Selain itu, juga diharapkan penelitian selanjutnya dapat mensintesis HMFS
dengan trigliserida yang berbeda dari yang dihasilkan dalam penelitian ini, contohnya
HMFS yang mengandung asam lemak omega-3. Selain itu, diharapkan juga
penelitian selanjutnya dapat menggunakan lipase selektif sn-1,3 yang bukan berasal
dari porcine. Hal ini sangat penting mengingat status halal dan haram dari suatu

produk yang sangat diperhatikan oleh agama tertentu.
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Lampiran 1: Gambar Proses Penelitian

Tabel i. Gambar Penelitian Pembuatan Kurva Kalibrasi Standar

Gambar

No. Prosedur

1. Memvariasikan konsentrasi PPL menjadi
beberapa  konsentrasi  dengan  cara
mengencerkan 0,01 gram/ml larutan PPL
dan 0,1 gram/ml. Kemudian menyiapkan
tiap-tiap larutan pada tabung reaksi.

2. Menambahkan 2 ml Lowry Reagent ke
setiap sample konsentrasi PPL.

3. Menginkubasi selama 10 menit pada suhu
ruang.

4, Menambahkan 0,2 ml larutan phenol
reagent pada setiap tabung.

5. Vortex (melakukan pencampuran dengan
bantuan vibrator) segera setiap tabung
tersebut.

6. Menginkubasi selama 30 menit pada suhu
ruang

7. Mengambil tiap sampel ke dalam kuvet.

8. Menentukan absorbansi —setiap sampel

menggunakan  spektrofotometer  pada

panjang gelombang 750 nm. (Sampel
dibuat duplo dan blanko menggunakan

larutan aquades)
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B. Entrapment Lipase (Lanjutan)

Tabel ii. Gambar Penelitian Entrapment Lipase

No. Prosedur Gambar

1. Melakukan stirring pada 200 rpm selama 15 menit
untuk mencampurkan larutan 10ml porcine
pancreatic lipase (PPL) 0,1gr/ml, 16,67gr karbon
aktif dan 0,5ml larutan NaF 0,5M.

2. Inkubasi dalam keadaan tertutup pada temperatur

ruang selama 24 jam

3. Inkubasi dalam keadaan terbuka pada temperature

37°C selama 48 jam

4.  Filtrasi menggunakan melalui metode filtrasi vakum
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5. Inkubasi dalam keadaan terbuka pada temperature

37°C selama 48 jam (untuk pengeringan)

= mm
I‘.!llmmt::snml N

LSS T B
¢ 4o e MmNy
— -L'E:’,mnm

» ‘ |

C. Sintesis Human Milk Fat Substitute

No. Prosedur Gambar
1. | Tripalmitin dicampur dengan etil oleat di dalam Sampel sebelum reaksi dengan
Erlenmeyer flask (250 ml) dengan screw cap rasio mol substrat 1:4
dengan rasio mol substrat yang bervariasi, yaitu 4, 5
dan 6

Sampel sebelum reaksi dengan
rasio mol substrat 1:5

Sampe

(Lanjutan)

Sampel sebelum reaksi dengan
rasio mol substrat 1:6
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Memasukkan Porcine Pancreatic Lipase (PPL)
dalam bentuk terimobilisasi dan PPL dalam bentuk
bebas ke dalam campuran masing-masing campuran

dengan berat sebesar 10% dari total berat substrat.

Campuran direaksikan di dalam shaking water bath | 50°C; 200 rpm

pada 200 rpm dengan kondisi reaksi temperatur dan |

waktu yang bervariasi.

Setelah  reaksi, campuran difiltrasi dengan Proses Filtrasi

menggunakan corong dan kertas saring di dalam

water bath pada temperature 60°C.
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Lampiran 2:Data Kromatogram Hasil Analisis HPLC

Variasi Waktu Reaksi

a. 55°C; 3 Jam; 1:6

Free PPL

Analysis Report, Laborato

sam oleat /}B\ 4re(;

Asam oleat
npel name Marisa
Calibration Fi standar asam mitat. CAL
Mobile Phat Acatonitril 1
Flow Rate 06
Column C-18
Temperatu Ruang
Detector uv
Analysis Date 26 Desember 201
Analyst Arie Bachtiar
Ret. Time Area one. (%)
15.265 121042 0.396
17.622 122 0.000
21.649 4 0.000

Gambar i. Kromatogram HPLC untuk Kondisi Reaksi 55°C; 3 Jam; 1:6; Free PPL
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(Lanjutan)
Immobilized PPL

HPLC Analysis Report, Laboratorium Teknologi Bioindustri, BPPT

File Name rasamoleat /3B \ ipy,
Method File : Asam oleat

Sampel name : Marisa

Calibration File : standar asam Palmitat. CAL
Mobile Phase : Acatonitril : hexan

Flow Rate 106

Column :C-18

Temperature : Ruang

Detector SOV

Analysis Date : 6 Desembe;

Analyst : Arie Ba
90,

AN )
\m o~
< ..~.-.‘-f’

Gambar

Immobilized PPL
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(Lanjutan)
b. 55°C: 7,5 Jam; 1:6

Free PPL

HPLC Analysis Report, Laboratorium Teknologi Bioindustri, BPPT

File Name casamoleat [ froe 1S
Method File : Asam oleat
Sampel name : Marisa

Calibration File : standar asam oleat. CAL
Mobile Phase . Acatonitril : hexan

Flow Rate :06
Column :C-18
Temperature ‘R
Anal)

>
<

/,
"
s

Gambar iii. K ,5Jam; 1:6; Free PPL
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(Lanjutan)
Immobilized PPL

HPLC Analysis Report, Lab ium Teknologi Bi BPPT
File Name : asam oleat /er‘.l—‘- V.rol D
Method File : propandiol RLMET
Sampel name : Marisa
Calibration File : standar asam oleat. CAL
Mobile Phase - Acatonitril : hexan
Flow Rate 106
Column :C-18

Temperature : Ruang
Detector g
Analysis Date
Analyst

(. e )
L e
4

10 14 16 18 20 22 24
Ti inutes

349 oleat
0.034 palmitan

Immobilized PPL
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¢.55°C; 12 Jam: 1:6

Free PPL

HPLC Analysis Report, Lab ium Teknologi

92

(Lanjutan)

File Name
Method File
Sampel name
Calibration File
Mobile Phase
Flow Rate
Column
Temperature
Detector
Analysis D
Analys

¢
>

~odf

Gamb

:asamoleat /3¥ 3 dree

: Asam oleat

: Marisa

: standar asam Palmitat CAL

: Acatonitril : hexan

106
:C-18
: Ruang

- U\

:6; Free PPL
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(Lanjutan)
Immobilized PPL

HPLC Analysis Report, Lab ium Teknologi Bioindustri, BPPT

File Name : asam oleat I‘!g 2 \nny
Method File : Asam oleat

Sampel name : Marisa

Calibration File : standar asam Palmitat. CAL

Mobile Phase : Acatonitril : hexan

Flow Rate 106

Column :C-18

Temperature : Ruang
Detector A
Analysis D

&N
SY,
<

Gambar ; Immobilized PPL
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(Lanjutan)
Variasi Rasio Mol Substrat

a. 55°C; 7,5 Jam; 1:4
Free PPL

HPLC Analysis Report, L ium T i Bi i, BPPT

File Name casamoleat [ free \
Method File : Asam oleat
Sampel name : Marisa
Calibration File : standa
Mobile Phase T A
Flow Rate

Colum

¢
>
T

Gambar vii. K 5 Jam; 1:4; Free PPL
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(Lanjutan)
Immobilized PPL

HPLC Analysis Report, Lab ium Teknologi Bioindustri, BPPT
File Name : asam oleat /Hn],« () ‘3
Method File : propandiol RL.MET
Sampel name : Marisa
Calibration File : standar asam oleat. CAL
Mobile Phase : Acatonitril : hexan
Flow Rate :0.6
Column :C-18
Temperature : Ruang

()
SNV
>

Gambar viii. Kro am; 1:4; Immobilized PPL
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(Lanjutan})
b. 55°C: 7,5 Jam; 1:5

Free PPL
HPLC Analysis Report, Lab ium Teknologi Bioi i, BPPT
File Name : asam oleat ! fte& "-l
Method File : Asam oleat
Sampel name : Marisa
Calibration File : standar asam oleat. CAL
Mobile Phase < Acatonitril : hexan

Flow Rate 106
Column :C-18
Temperature :Rug
Detector i
Analysis

&

Ret. Time
133
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(Lanjutan)
Immobilized PPL

HPLC Analysis Report, Laboratorium Teknologi Bioindustri, BPPT

File Name casamoleat [ €C 2 \mt g
Method File : Asam oleat

Sampel name : Marisa

Calibration File : standar asam Palmitat. CAL
Mobile Phase : Acatonitril : hexan

Flow Rate :06

Column :C-18

Temperature : Ruang

Detector 3

Analysis Date
Analyst

> ~
< s

almitan

:5; Immobilized PPL
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(Lanjutan)
¢. 55°C: 7,5 Jam: 1:6

Free PPL

HPLC Analysis Report, Laboratorium Teknologi Bicindustri, BPPT

File Name : asam oleat I“"u &
Method File : Asam oleat
Sampel name : Marisa

Calibration File : standar asam oleat. CAL
Mobile Phase : Acatonitril : hexan
Flow Rate :06

Column :C-18
Temperature R
Detecto
Anal)

N
b

Gamb i
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(Lanjutan)
Immobilized PPL

HPLC Analysis Report, Laboratorium Teknologi Bioindustri, BPPT

File Name casamoleat /Vzel se V.rol T
Method File : propandiol RLMET

Sampel name : Marisa

Calibration File : standar asam oleat. CAL

Mobile Phase : Acatonitril : hexan

Flow Rate :0.6

Column :C-18

Temperature : Ruang

Detector UV,

Analysis Date

14 noven

W

Analyst

(=
=
%

2

-
[

3.349 oleat
0.034 __ palmitan

Gambar xii. K ;: 1:6; Immobilized PPL
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(Lanjutan)
Variasi Temperatur
a. 50°C: 7,5 Jam; 1:6

Free PPL

HPLC Analysis Repo

File Name : asam olea
Method File : Asam
Sampel name 4
Calibratig

S
<

ponse - Mill

Gambar xiii. ,5Jam; 1:6; Free PPL
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(Lanjutan)
Immobilized PPL

HPLC Analysis Report, Lab Teknologi Bioi BPPT
File Name : asam oleat /AA\ immg
Method File : Asam oleat
Sampel name : Marisa
Calibration File : standar asam Palmitat. CAL
Mobile Phase < Acatonitril : hexan
Flow Rate 106
Column :C-18

Temperature : Ruang
Detector :
Analysis Da

Analys

&

> -~
- —
~ >

Gambar xi ; Immobilized PPL
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. (Lanjutan)
b.55°C; 7,5 Jam; 1:6

Free PPL

File Name : asam oleat I‘l‘“ 1Y
Method File : Asam oleat

Sampel name : Marisa

Calibration File : standar asam oleat. CAL
Mobile Phase : Acatonitril : hexan

Flow Rate 106

Column :C-18
Temperature R
Detector

Anal)

HPLC Analysis Report, Laboratorium Teknologi Bicindustri, BPPT
b : E

/,

. 1.545__ oleat
mitan

et

5 J*, 1:6; Free PPL

-’
Gamba*n
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(Lanjutan)
Immobilized PPL

HPLC Analysis Report, Lab ium Te gi Bi BPPT
File Name : asam oleat /"‘7r\.4» P
Method File : propandiol RLMET
Sampel name : Marisa
Calibration File : standar asam oleat. CAL
Mobile Phase - Acatonitril : hexan
Flow Rate 106
Column :C-18
Temperature : Ruang
Detector tuv,

Analysis Date : 14 november 2011
Analyst : Arie Bachtia

120

' < *
8 12
Tlms Mig
Ret. Time onc. (%)
14.080 3.349  oleat
15.620 0.034 _palmitan
060 8 0.00

romatogram Re 55°C; 7,5 Jam; ilized PPL
[ ] U

-\
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(Lanjutan)
c. 60°C: 7,5 Jam: 1:6

Free PPL
i
HPLC Analysis Report, Lab ium T gi Bioindustri, BPPT
File Name asamoleat / AAT dree
Method File : Asam oleat
Sampel name : Marisa
Calibration File : standar asam Palmitat. CAL
Mobile Phase : Acatonitril : hexan

Flow Rate 106
Column :C-18
Temperature : Ruan
Detector 7
Analysis:

Ana

-

am; 1:6; Free PPL
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(Lanjutan)
Immobilized PPL

HPLC Analysis Report, Laboratorium Teknologi Bioindustri, BPPT

File Name
Method File
Sampel name
Calibration File
Mobile Phase
Flow Rate
Column
Temperature
Detector
Analysis Date
Analyst

=
-

-

Ga

&

asamoleat /AA ]
: Asam oleat

: Marisa

: standar asam Palmitat. CAL
: Acatonitril : hexan
106

:C-18

: Ruang

UV

e Seciuet

B0

‘O

15.279
17.635

:6; Immobilized PPL
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