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ABSTRAK

Nama : Ahmad Baihaqi
Program Studi : S1 Kimia Reguler
Judul . Studi Optimasi Reaksi Esterifikasi antara Asam Lemak

Hasil Hidrolisis Minyak Kelapa Sawit dengan Sukrosa
Menggunakan Lipase Candida rugosa EC 3.1.1.3
Terimmobilisasi pada Matriks Zeolit

Ester asam lemak sukrosa dapat disintesis melalui esterifikasi antara sukrosa
dengan asam lemak menggunakan lipase Candida rugosa bebas pada buffer pH 8.
Pada penelitian ini, ester asam lemak sukrosa disintesis melalui esterifikasi antara
asam lemak hasil hidrolisis minyak kelapa sawit dengan sukrosa menggunakan
lipase Candida rugosgang terimmobilisai pada matriks zeolit. Immobilisasi

lipase Candida rugosa menunjukkan % loading efficieedyesar sebesar

78,31% dan % aktivitas immobilisasi terbesar sebesar 10,475%. Optimasi reaksi
esterifikasi dilakukan pada beberapa parameter, yaitu suhu, rasio substrat, waktu
inkubasi dan berat molecular siemetuk menghasilkan persentase konversi
terbesar. Kondisi optimum diperoleh pada suhiGQasio mol asam lemak

dengan sukrosa 64:1, waktu inkubasi 32 jam, serta berat moleculainslegeam
dengan % konversi sebesar 3,698%.

Kata kunci : ester asam lemak sukrosa, lipase Candida rugosa,

sukrosa, asam lemak minyak kelapa sawit, zeolit,

immobilisasi.
xiii + 53 halaman . 23 gambar; 11 tabel; 13 lampiran
Daftar Pustaka ;27 (1986-2011)
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ABSTRACT

Name : Ahmad Baihaqi
Study Programe . Chemistry
Title . Optimization Study of Esterification Reaction between

Fatty Acid Obtained from Hydrolyzed Palm Oil with
Sucrose Using Immobilized Candida rugosa Lipase EC
3.1.1.3 on Zeolite.

Sucrose fatty acid esters can be synthesized via esterification between sucrose
with fatty acids enzymatically using free Candida rugosa lipase in buffer pH 8. In
this study, sucrose fatty acid esters are synthesized by esterification between fatty
acid obtained from hydrolyzed palm oil with sucrose used immobilized Candida
rugosa lipase on zeolite. The highest % loading efficiency for immobilized lipase
was 78.31% with highest % immobilizing activity 10.475%. Optimization of
esterification reaction carried out on several parameters, such as temperature,
substrate ratio, incubation time and the weight of molecular sieve to produce the
largest percentage of conversion. The optimum condition is obtained at
temperature in 48C, mole ratio in 64:1 fatty acids with sucrose, for 32 hours
incubation time, and 1.1 grams of molecular sieve with 3,698% conversion.

Key words : sucrose fatty acid esters, Candida rugosa lipase, sucrose,
palm oil fatty acid, zeolite, immobilize.

xiii + 53 pages : 23 pictures, 11 tables, 13 appendixes

References : 27 (1986-2011)
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Ester asam lemak sukrosa merupakan salah satu jenis karbohidrat poliester
dengan inti sukrosa sebagal karbohidrat. Ester asam |emak sukrosa dibedakan
menjadi dua, yaitu ester asam lemak sukrosa dan poliester sukrosa. Poliester asam
lemak karbohidrat dengan derajat substitusi yang lebih besar antara 4-8
merupakan molekul yang bersifat lipofilik, sertatidak dapat dicerna dan diserap
yang digunakan sebagai fat replacer (Adamopoulos, 2006).

Ester asam lemak sering dimodifikasi, bark untuk bahan makanan maupun
untuk bahan surfaktan, aditif, detergen , dan lain sebagainya. Modifikasi ini
tentunya akan menambah daya guna ester asam lemak ini. Metode yang biasa
digunakan untuk membentuk ester asam lemak adalah dengan carareaksi
esterifikasi, interesterifikas, alkoholisis, dan asidolisis (Tarigan, 2009).

Pada penelitian sebelumnya telah dilakukan esterifikasi antara asam lemak
hasil hidrolisis minyak kelapa sawit dengan sukrosa menggunakan lipase Candida
rugosa (Novianingsih, 2011). Kelemahan reaks secara enzimatis, selain karena
biaya, juga karena enzim tidak stabil terhadap kondisi yang berubah-ubah,
ketersediaannya dalam jumlah yang kecil, dan juga kesulitan untuk memperoleh
kembali enzim tersebut dari larutan di akhir proses katalisis. Oleh karenaiitu,
modifikasi enzim dengan caraimmobilisasi dewasaini menjadi perhatian dalam
perindustrian.

Immobilisasi enzim pada suatu matriks yang inert dan tidak larut memiliki
beberapa keuntungan, salah satunya cenderung menstabilkan struktur enzim,
sehingga meningkatkan ketahanan enzim terhadap kondisi pH, suhu, dan pelarut
organik (Matsumoto dan Ohashi, 2003). Immobilisasi enzim diketahui juga
mengurangi biaya operasional pada prosesindustri (Da Silva, et al., 2008).

Pada penelitian ini dilakukan esterifikasi menggunakan substrat yang sama

dengan penelitian sebelumnya. Namun, pada penelitian ini lipase Candida rugosa

Universitas Indonesia
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diimmobilisasi pada suatu matriks, yaitu zeolit. Selain itu, pada esterifikasi
ditambahkan molecular sieve untuk menarik produk samping, yaitu air, agar
kesetimbangan reaksi tidak berbalik arah ke reaksi hidrolisis (Tarigan, 2009).

12  Perumusan Masalah
1. Perlu diketahui caraimmobilisasi lipase Candida rugosa pada matriks
zeolit.
2. Perlu diketahui suhu, waktu inkubasi, berat molecular sieve dan rasio
substrat reaks esterifikasi antara asam lemak hasil hidrolisis minyak
kel apa sawit dengan sukrosa untuk mendapatkan persen konversi ester

sukrosa terbesar.

1.3  Tujuan Pendlitian
1. Melakukan immobilisasi lipase Candida rugosa pada matriks zeolit
sebagal katalis untuk reaks esterifikasi antaraasam lemak hasil hidrolisis
minyak kelapa sawit dengan sukrosa.
2. Mendapatkan kondis optimum dari reaksi esterifikasi antara asam lemak
hasil hidrolisis minyak kelapa sawit dengan sukrosa menggunakan lipase

Candida rugosa terimmobilisasi pada matriks zeolit.

14  Hipotesis
1. Lipase Candida rugosa dapat diimmobilisasi pada matriks zeolit dengan
mempertahankan aktivitas katalitiknya.
2. Suhu, waktu inkubasi, berat molecular sieve dan rasio substrat reaksi
esterifikasi antara asam lemak hasil hidrolisis minyak kelapa sawit dengan

sukrosa berpengaruh terhadap persentase konversi ester sukrosa.

15 M anfaat Pendlitian

Melalui studi ini akan diketahui kondisi optimum reaksi esterifikasi antara
asam lemak hasil hidrolisis minyak kelapa sawit dengan sukrosa melaui bantuan
lipase Candida rugosa terimmobilisasi pada matriks zeolit. Kondisi optimum ini
didapatkan pada skala laboratorium, yang nantinya dimungkinkan untuk
ditindaklanjuti dalam skala semi atau bahkan reaktor.

Universitas Indonesia
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

21  Tanaman Kelapa Sawit

Tanaman kelapa sawit umumnya digunakan untuk pertanian komersil
berupa produk minyak kelapa sawit. Pohon kelapa sawit Afrika, Elaeis
guineensis, berasal dari Afrika barat di antara Angola dan Gambia. Selain itu,
pohon kelapa sawit Amerika, Elaeis oleifera, berasal dari Amerika Tengah dan
Amerika Selatan.

Kelapa sawit termasuk tumbuhan pohon yang tingginya dapat mencapai
24 meter. Bunga dan buahnya berupa tandan, serta bercabang banyak. Buahnya
kecil dan apabila masak, berwarna merah kehitaman. Daging buahnya padat.
Daging dan kulit buahnya mengandung minyak. Minyaknya digunakan sebagai
bahan minyak goreng, sabun, dan lilin. Ampasnya dimanfaatkan untuk makanan
ternak, khususnya sebagai salah satu bahan pembuatan makanan ayam.
Tempurungnya digunakan sebagai bahan bakar dan arang. Taksonomi pohon

kelapa sawit ditunjukkan pada Tabel 2.1 di bawah ini:

Tabel 2.1 Taksonomi Pohon Kelapa Sawit

Kingdom : Tumbuhan
Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Liliopsida
Ordo: Arecales
Famili : Arecaceae
Jenis : Elaeis

Spesies : Guineensis

[Sumber: Gambaran Sekilas Industri Kelapa Sawit, Depperin]
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Kelapa sawit, sebagai tanaman penghasil minyak sawit dan inti sawit,
merupakan salah satu primadona tanaman perkebunan yang menjadi sumber
penghasil devisa non migas bagi Indonesia. Cerahnya prospek komoditi minyak
kelapa sawit dalam perdagangan minyak nabati dunia telah mendorong
pemerintah Indonesia untuk memacu pengembangan areal perkebunan kelapa
sawit. Berkembangnya swgektor perkebunan kelapa sawit di Indonesia tidak
lepas dari adanya kebijakan pemerintah yang memberikan berbagai insentif,
terutama kemudahan dalam hal perijinan dan bantuan subsidi investasi untuk
pembangunan perkebunan rakyat dan dalam pembukaan wilayah baru untuk areal
perkebunan besar swasta. Persebaran luas lahan dan produksi kelapa sawit
ditunjukkan pada Gambar 2.1 di bawah ini:

Keterargan : =GP, Frodubsi taben 2004 = 104 jutz tw

. =Minyal Goreng Sawit, kapasitas imn tabun 2004 = 0.7 juta ton

. =Luas Feriztanan Sawh tdum A04= 425170 Ha

[Sumber: Pusat Data dan Informasi Departemen Perindustrian]

Gambar 2.1 Peta Persebaran Luas Lahan dan Produksi Kelapa Sawit
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22 Minyak Kelapa Sawit

Produk minyak kelapa sawit sebagai bahan makanan mempunyai dua
aspek kualitas. Aspek pertama berhubungan dengan kadar dan kualitas asam
lemak, kelembaban, dan kadar kotoran. Aspek kedua berhubungan dengan rasa,
aroma dan kejernihan serta kemurnian produk. Kelapa sawit bermutu prima (SQ,
Soecial Quality) mengandung asam lemak (FHAgee Fatty Acid) tidak lebih dari
2 % pada saat pengapalan. Kualitas standar minyak kelapa sawit mengandung
tidak lebih dari 5 % FFA. Setelah pengolahan, kelapa sawit bermutu akan
menghasilkan rendemen minyak 22,1 22;2 % (tertinggi) dan kadar asam
lemak bebas 1,7 %2,1 % (terendah). Kadar asam lemak dalam minyakt sawi

ditunjukkan pada Tabel 2.2 di bawah ini:

Tabe 2.2 Kadar Asam Lemak Dalam Minyak sawit

A1/
-l-lilhl-“ =
-mh X
s

10.5%

*ll-ﬂIE

[Sumber: Gambaran Sekilas Industri Kelapa Sawit, Depperin]
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2.3 Sukrosa

Sukrosa (G2H220;1), atau yang biasa dikenal sebagai gula pasir,
merupakan jenis gula yang terdapat paling banyak di alam. Gula ini dapat
diperoleh dari batang tebu, nira palem, dll. Sukrosa merupakan senyawa
disakarida yang tersusun atas molekul glukosa dan fruktosa (Barkah, 2011).
Selain itu sukrosa lebih manis dibandingkan dengan glukosa. Unit glukosa dan
fruktosa diikat oleh jembatan eter, yaitu berupa ikatan glikosida yang
menghubungkan karbon ketal dan asetal yang bersifati fruktosa dam dari
glukosa. Struktur ini dikenali melalui enam cincin glukosa dan lima cincin
fruktosa. Selain itu sukrosa dapat dikenali melalui sifatnya yang tidak memiliki
gugus hemiasetal, sebab sukrosa tidak mengandung atom karbon anomer bebas.
Oleh karena itu, sukrosa bukan merupakan gula pereduksi dan di dalam air tidak
berada dalam kesetimbangan dengan suatu bentuk aldehida atau keto serta tidak
mengalami mutarotasi.

Secara kimia, sukrosa memiliki 8 gugus hidroksil, 3 di antaranya adalah
gugus hidroksi primer dan 5 yang lainnya adalah gugus hidroksi sekunder
(Novianingsih, 2011). Struktur sukrosa dapat dilihat pada Gambar 2.2 di bawah

ine

01, 0H ,
p - T
B/n N\ AN

N ol Mt PR HO A
HO % \ SN CHOH
0O :

3 3 i

- o1 4

I-ﬂ

[Sumber: www.chem.-is-try.com]

Gambar 2.2 Struktur Molekul Sukrosa

24  Lipase Candidarugosa

Lipase merupakan enzim yang mengkatalisis pemecahan lemak dan

minyak menjadi asam lemak bebas, diasilgliserol, monogliserol, dan gliserol.
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Selain itu, lipase juga dapat digunakan untuk esterifikasi, transesterifikasi, dan
aminolisis dalam pelarut organik (OZTURK, 2001). Enzim ini dapat diperoleh
dari hewan, tumbuhan, dan mikroorganisme. Lipase Candida rugosa berasal dari
mikroorganisme, yaitu khamir Candida rugosa dan memiliki massa molekular
sebesar 120.000 Dalton dan titik isoelektrik berada pada pH 4,5, serta aktivitas
optimum berada di antara pH 6,5 dan 7,5 (Petersen, &1). Lipase yang
diisolasi dari Candida rugosa termasuk ke dalam kelompok yang menghidrolisis
triasilgliserol secara acak terhadap posisi asam lemak trigliserida menjadi asam
lemak. Struktur tiga dimensi lipase Candida rugosa dapat dilihat pada Gambar 2.3

di bawah ini:

[Sumber: OZTURK, 2001]
Gambar 2.3 Struktur 3 Dimensi Lipase Candida rugosa

Beberapa lipase memiliki spesifisitas terhadap asam lemak rantai pendek.
Di samping itu, beberapa lipase memiliki spesifisitas terhadap asam lemak rantai
panjang. Sebagian besar lipase dari sumber mikroba menunjukkan spesifisitas
yang kecil pada jenis asam lemak sebagai substrat. Namun, lipase dari
Geotrichum candidum memiliki spesifisitas pada asam lemak rantai panjang yang
mengandung ikatan rangkap cis-9. Lipase Candida rugosa spesifik untuk
menghidrolisis asam lemak gliserida yang dibentuk oleh cis-9 asam lemak tak
jenuh (oleat, linoleat, dan asam linolenat). Urutan spesifisitas asam lemak lipase
Candida rugosa, yaitu oleat > laurat > palmitat > miristat > stearat (OZTURK,
2001).
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Pada reaksi esterifikasi, lipase telah berhasil mengkatalisis 19 reaksi
pembentukan ester dengan yield terbesar terbentuk pada ester rantai pendek
(pentil propanoat, isopentil butanoat, dan butil butanoat). Penurunan yield terjadi
seiring dengan penambahan panjang rantai karbon pada substrat. Meskipun
banyak studi yang telah mempelajari spesifisitas lipase Candida rugosa terhadap
substrat dalam reaksi esterifikasi, detil lengkap tentang spesifisitas tersebut belum
dapat tersedia (Bezbradica, et,&006).

25 Imobilisasi Enzim

Imobilisasi enzimadalah enzim yang secara fisik ditempatkan di dalam
suatu daerah/ruang tertentu, sehingga dapat menahan aktivitas katalitiknya serta

dapat digunakan secara berulang-ulang dan kontinyu.

Keuntungan Imobilisasi :

1. Dapat digunakan berulang.

. Penghentian proses cepat (diambil dengan filtrasi, laju alir <<).
. Kestabilan lebih baik dengan adanya ikatan pada imobilisasi.

. Hasil tidak terkontaminasi enzim untuk pangan dan farmasi.

a b~ W N

. Dapat digunakan untuk tujuan analisis, misalnya menentukan umur tengah

enzim dan perkiraan penurunan aktivitas.

(o2}

. Dapat digunakan untuk proses kontinyu.
7. Pengontrolan lebih baik.

Pada dasarnya metode imobilisasi dapat dibedakan menjadi tiga yaitu
metode pengikatan, adsorbsi, dan metode penjebakan atau pemerangkap.

2.6 Zeolit

Zeolit adalah mineral yang terdiri atas kristal alumino silikat terhidrasi
yang mengandung kation alkali atau alkali tanah dalam kerangka tiga dimensi.
Zeolit biasanya ditulis dengan rumus kimig/M(AIO>)x (Si0),). H-0, dengarx

dan y adalah bilangan bulat, y/x sebanding atau lebih besar daadalah valensi
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logam M z adalah jumlah molekul air dalam masing-masing unit, x dan y adalah
masing-masing jumlah alumina dan silika (Tang 2003).

. Struktur dasar zeolit ditunjukkan pada Gambar 2.4 di bawah ini:

Si
|
0 O O

I | |
-AI—D—Sli—D—.ﬂld——D—Sli—D—AI

O O O

|
Si

[Sumberhttp://www.cheresources.com/zeolitezz.shtml |

Gambar 2.4 Struktur Dasar Zeolit

Menurut proses pembentukannya, zeolit dapat digolongkannya menjadi
dua kelompok, yaitu zeolit alam dan zeolit sintesis. Zeolit alam terbentuk karena
adanya proses perubahan alam (zeolitisasi) dari batuan vulkanik, sedangkan zeolit
sintesis direkayasa oleh manusia secara proses kimia (Rosdiana, 2006).

Jenis-jenis zeolit yang umum di temukan adalah analsim
Nays(Al 16Si320096).16H20, kabasit (NaCa)(Al 12S4072).40H20, klinoptilotit
(NasK4) (Al gSi400096).24H20, erionit (Na,CeK)(A 19Siz7072)..7H20 ferrierit
(NaeMQ>)(A6Siz0072).18H20, heulandit CAAlgSi»g077).24H,0, laumonit
Ca(AlgSi;6048).16H20, mordenit Ng(Al gSis00g6).24H20, filipsit
(Na,K)1o(Al 10S122064).20H20, natrolit Na(Al 4SisO-20).4H20, dan wairakit
Ca(Al;Si4012).12H20. Jenis yang paling umum dijumpai di Indonesia adalah jenis
klinoptilolit dan mordenit (PPPTM 1994).

Perbedaan jenis zeolit adalah mempunyai daya sadlsqrption) molekul
yang berbedabeda secara selektif (Ginting, dkk., 2007). Keselektifan ini
tergantung dari struktur masing-masing jenis zeolit, sehingga zeolit dapat
digunakan sebagai:

1. Penyaring ion, molekul atau sebagai katalis

Zeolit dapat menyaring ion, molekul, maupun atom karena mempunyai

saluran ¢hannel) dan rongga (cavifydalam struktur zeolit bila oxygen

window dari saluran atau rongga lebih kecil dari ion, molekul, atau atom.
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Zeolit mempunyai pori sehingga juga dapat digunakan sebagai katalis
untuk mempercepat reaksi dalam proses kimia.

2. Bahan penyerap
Bila zeolit dipanaskan pada suhu tinggi maka akan terjadi dehidrasi,
penguapan yang dikandungnya, sehingga menyebabkan zeolit akan
selektif dalam menyerap molekul-molekul seperti He, N2, 02, CO2, SO2,
Ar, dan Kr. Proses penyerapan molekul oleh zeolit terjadi karena
strukturnya juga mempunyai polaritas yang tinggi.

3. Penukar ion
Pertukaran ion pada dasarnya terjadi dalam suatu cairan yang mengandung
anion, kation, dan molekul air yang salah satu atau sebagian ion yang

terikat pada matriks mikropori berfase padat.

2.7 Molecular Sieve

Molecular sieve merupakan material yang mengandung pori-pori yang
sangat kecil dengan ukuran yang seragam, biasanya digunakan sebagai adsorben
untuk gas dan cairan. Molecular siemeemiliki empat tipe, yaitu tipe 3A, 4A, 5A,
dan 13X. Tipe 3A spesifik untuk adsorpsi molekulNtan BHO. Tipe 4A
digunakan untuk adsorpsi @0, H,S, GH4, GHs, dan GHs. Tipe 5A biasa
diaplikasikan untuk adsorpsi @0, NCHeOH, GHg-CooHas. Tipe 13X untuk
adsorpsi gas #D, H:S, dan CQ.

Setelah digunakan, molecular siedapat diregenerasi. Metode untuk
meregenerasi molecular sievdi antaranya ialah perubahan tekanan, pemanasan,
dan pembersihan dengearrier gas, atau pemanasan dibawah tekanan yang
vakum. Suhu yang biasa digunakan untuk meregenerasi molecular sievetipe 3A

(yang mengadsorpsi air) ialah antara®7360C.

2.8 Reaks Edterifikasi

Esterifikasi secara umum dikenal sebagai suatu reaksi pembentukan ester
antara alkohol dengan asam karboksilat. Reaksi ini merupakan reaksi kebalikan
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dari reaksi hidrolisis. Umumnya reaksi ini menggunakan katalis asam anorganik
seperti HCI dan HSO,. Reaksi ini juga dapat dipercepat dengan menggunakan
katalis enzim. Esterifikasi menggunakan katalis enzim memiliki beberapa
keuntungan, yaitu reaksi berjalan dengan lembut, mengurangi produk samping,
serta reaksi lebih spesifik (OZTURK, 2001). Reaksi esterifikasi dengan katalis

asam dapat dilihat pada Gambar 2.5 di bawah ini:

o o

H |
R=-C-0H + R=0CH —_—————Pp R-C=-0-R' + H2O
Asnm Karboksilar Alkobol = Ester

[Sumber: Novianingsih, 2011 ]

Gambar 2.5 Reaksi Esterifikasi dengan Katalis Asam

Reaksi ini dapat berlangsung dengan melakukan dehidrasi, yaitu dengan
menarik air yang terbentuk sebagai hasil samping reaksi. Air dapat dipisahkan
dengan cara menambahkan pelarut yang bersifat nonpolar seperti misalnya benzen
dan kloroform, sehingga ester yang terbentuk akan segera tertarik pada pelarut
yang digunakan. Dehidrasi juga dapat dilakukan dengan menambahkan molecular

sieve (Tarigan, 2009).

29 Ester Asam Lemak Sukrosa

Ester asam lemak sukrosa merupakan salah satu jenis karbohidrat poliester
dengan inti sukrosa sebagai karbohidrat. Ester asam lemak sukrosa dapat
dibedakan menjadi dua, yaitu ester asam lemak sukrosa dan poliester sukrosa.
Ester sukrosa asam lemak ini dapat disintesis dengan 3 cara, yakni : 1) reaksi
esterifikasi antara asil klorida asam lemak ataupun anhidrida asam lemak dengan
sukrosa, 2) interesterifikasi antara metil ester asam lemak dengan sukrosa pada
pemanasan suhu tinggi, dan 3) reaksi enzimatis antara sukrosa dengan asam lemak
menggunakan lipase (Novianingsih, 2011).

Ester asam lemak sukrosa dengan Derajat Substitusi (DS) 1-3 merupakan
ester non ionik yang memiliki gugus yang bersifat lipofilik dan hidrofilik. Ester
asam lemak sukrosa dengan derajat substitusi yang rendah dapat digunakan

Universitas Indonesia
Studi optimasi..., Ahmad Baihagi, FMIPA Ul, 2012



12

sebagai emulsifier dan telah banyak digunakan secara luas pada bahan makanan
karena mudah dicerna dan diabsorbsi dalam tubuh. Poliester asam lemak
karbohidrat dengan derajat substitusi yang lebih besar antara 4-8 merupakan
molekul yang bersifat lipofilik, serta tidak dapat dicerna dan diserap yang
digunakan sebagai fat replacer (Adamopoulos, 2006). Struktur poliester sukrosa
ditunjukkan pada Gambar 2.6 di bawah ini:

RO

(o]
R = CH;(CHZ),.!

[Sumber: Adamopoulos, 2006]

Gambar 2.6 Struktur Poliester Sukrosa

Poliester sukrosa dapat digunakan sebagai bahan tambahan mé&baohan (
additive) yang mampu menggantikan lemak dalam shortening dan minyak makan.
Ester sukrosa memiliki sifat yang sama dengan trigliserida tetapi tidak dapat
dicerna sehingga tidak akan meningkatkan kadar lemak, kolesterol, maupun kalori
bagi tubuh. Ester sukrosa dapat digunakan sebagai lemak non kalori, sehingga
penambahan ester sukrosa ini dalam makanan dapat menyebabkan makanan

tersebut menjadi makanan rendah kalori (Adamopoulos, 2006).

2.10 Analisis Gugus Fungsi

Analisis gugus fungsi dilakukan dengan mengguanakan FFd&ier
Transformation Infrared) untuk mengetahui gugus fungsi yang terdapat dalam
sampel. Spektroskopi infra merah merupakan teknik spektroskopi yang dapat
digunakan untuk mengidentifikasi gugus-gugus fungsional. Spektrum radiasi
inframerah terletak pada kisaran bilangan gelombang 12800-10Bardasarkan

pertimbangan instrumentasi dan aplikasi, sejauh ini yang paling banyak digunakan
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terbatas pada daerah 4000-760'deerah inframerah tengah) terutama untuk
tujuan identifikasi. (Khopkar 1990).

Pada dasarnya inti-inti atom yang terikat oleh ikatan kovalen dapat
mengalami getaran (vibrasi). Atom dalam molekul bervibrasi secara konstan, baik
berupa ulurangretching) maupun tekukarbénding). Tipe ikatan yang berbeda
akan menyerap radiasi infra merah pada panjang gelombang yang berbeda pula,
sehingga spektroskopi infra merah dapat digunakan untuk tujuan kualitatif yaitu
untuk mengidentifikasi berbagai gugus fungsi yang terdapat dalam senyawa yang
diujikan (Novianingsih, 2011).
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BAB 3

METODE PENELITIAN

3.1 Alat dan Bahan
311 Alat

Pada penelitian ini alat yang digunakan adalah beaker glzssang
pengaduk, corong biasa, labu ukur, pipet tetes, pipet ukur, gelas ukur, erlenmeyer,
neracaanalitik, tabung reaksi, tabung sentrifuge, sentrifygeagnetic stirrer,
horizontal incubator shaker, labu leher tiga, termometer, corong pisah, hot plate
sistemrefluks, buret, rotatory evaporatoy dan pH meter. Peralatan yang
digunakan untuk keperluan analisis adalah instrumen FT-IR Shimidzu, FE-SEM

FEI Inspect F50, dan Spektrofotometer sinar tampak.

3.1.2 Bahan
3.1.2.1 Enzim

Enzim yang digunakan pada penelitian ini adalah enzim lipase PA ,
Candida rugosa yang didapatkan dari Sigma-Aldrich Corporation. Enzim yang
diperoleh memiliki aktivitas spesifik 2,45 U/mg dan suhu optimurfc0

3.1.2.2 Bahan Kimia

Bahan kimia yang digunakan didapatkan dari Laboratorium Biokimia dan
Organik Departemen Kimia FMIPA Universitas Indonesia. Bahan-bahan kimia
yang digunakan dalam penelitian ini, di antaranya : minyak kelapa sawit, NaOH,
indikator fenolftalein (pp), aseton, etanol 95%, minyak kelapa sawit, sukrosa, HCI
0,1 N dan 3 N, KOH 1 M dalam etanol 95%, n-heksanaSNaanhidrat, gum,
buffer tris-HCI pH 7, zeolit alam, NaCl 1 M, metil asetat, molecular sievetipe 3A,
BSA, Natrium Karbonat 2%, NaOH 0,1 N, CuS66% berat, Natrium

Pottasium Tartarate 2,37% berat, reagen Folin 1 N, dan aquades.
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3.2  Prosedur Pendlitian
3.2.1 HidrolisisMinyak Kelapa Sawit

Hidrolisis ini dilakukan dengan mencampurkan 20 g minyak kelapa sawit
dengan 100 mL KOH 1 M dalam alkohol 95% di dalam labu bulat berleher tiga.
Selanjutnya campuran dipanaskan dengan sistem refluks selama 1 jam pada suhu
62+2°C sambil diaduk menggunakan magnetic stir&etelah itu, ke dalam
campuran tersebut ditambahkan 50 mL aquades, serta diasamkan dengan 35 mL
HCI 3 N, dan diekstraksi dengan 50 mL n-heksana. Lapisan atas dipisahkan dari
lapisan bawah. Lapisan atas ditambahkan 1 &®8gaanhidrat. Setelah itu, cairan
ddam campuran tersebut didekantasi untuk memisahkan padata@/NaN-
heksana diuapkan seluruhnya dengan menggunakan ratapgrator pada suhu
70°C.

3.22 Immobilisas Lipase Candida Rugosa

Zeolit ditumbuk kemudian diayak menggunakan saringan mesh berukuran
0,8 mm agar ukuran menjadi seragam. Kemudian zeolit yang diperlukan
ditimbang. Zeolit yang sudah ditimbang kemudian dicuci dengan air untuk
dibersihkan pada suhu 70 selama 1 jam dengan pengulangan sebanyak tiga
kali.

Zeolit diaktivasi dengan direndam pada NaCl 1 M selama 12 jam dengan
penggantian larutan sebanyak 2 kali untuk menghilangkan ioBeclit
kemudian dipanaskan pada suhu 8GGselama 3 jam dalam oven dan
didinginkan pada suhu ruang. Zeolit yang sudah teraktivasi ini kemudian
dipersiapkan untuk proses immobilisasi lipase.

Lipase yang telah ditimbang dengan variasi (1:3; 1:4; 1:5) terhadap zeolit
dilarutkan pada 50 mL bufféfris-HCI 0,05 M pH 7. Zeolit yang sudah teraktivasi
kemudian dimasukkan ke dalam larutan buffeng sudah berisi lipase. Campuran
kemudian diaduk dengan variasi suhu (27, 32, 37 dafi48¢lama 1 jam.
Diharapkan selama proses pengadukan terjadi proses adsorpsi lipase pada zeolit.
Pada tahap proses adsorpsi inilah lipase akan menempel pada penyangganya
(lipase terimmobilisasi). Kemudian, campuran disaring dengan penyaring vakum

dan dibilas dengan bufféris-HCI pH 7. Filtrat diambil untuk penentuan %
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loading efficiency enzim. Enzim yang telah terimmobilisasi disimpan pada suhu 4
°C sampai digunakan.

Enzim immobilisasi serta zeolit murni dianalisis dengan FT-IR dan FE-
SEM.

3.2.2.1 Penentuan Konsentrasi Enzim yang Terimmobilisasi (% Loading
Efficiency)

Metode yang digunakan untuk menentukan konsentrasi enzim yang
terimmobilisasi adalah dengan menggunakan metode Lowry. Pertama, dibuat
kurva kalibrasi dengan cara membuat larutan Bovine Serum Albumin (BSA)
dengan konsentrasi 1 mg/L. Setelah itu, reagen untuk analisis dibuat dengan cara
2 g padatan N&O; dilarutkan pada NaOH 0,1 N 100 mL (reagen a) dan 10 mL
larutan CuSQ1,56% berat dicampurkan dengan Natrium Pottasium Tartarate
2,37%berat (reagen b). Selanjutnya 50 mL reagen a dicampurkan dengan 1 mL
reagen b, sehingga terbentuk reagen analisis.

Larutan BSA diencerkan dengan konsentrasi yang berbeda dengan air.
Volum dari setiap tabung reaksi adalah 6 mL. Konsentrasi BSA berkisar antara
6,67-33,33 ppm. Selanjutnya, 0,5 mL BSA pada masing-masing konsentrasi
ditambahkan 5 mL reagen analisis, kemudian campuran dikocok dan diinkubasi
pada suhu kamar selama 10 menit. Setelah itu, ke dalam larutan ditambahkan 0,5
mL reagen Folin 1 N, lalu diinkubasi selama 30 menit. Setelah itu, standar BSA
tersebut diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer pada panjang
gelombang 700 nm. Konsentrasi sampel dihitung menggunakan kurva standar

tersebut.
3.2.2.2 Penentuan % Aktivitas | mmobilisas

Aktivitas immobilisasi pada penelitian ini ditentukan dengan metode titrasi
pada reaksi hidrolisis. Pertama, gditambahkan ke dalam campuran yang berisi
0,425 mL minyak sawit dan 7,65 mL buffexs-HCI pH 7 agar campuran
teremulsi, kemudian diaduk. Larutan tersebut ditambahkan enzim immobilisasi

dan dikocok pada suhu ruang pada kecepatan 150 rpm selama 1 jam. Selanjutnya,
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reaksi diterminasi dengan cara ditambahkan 10 mioasealkohol = 1:1 (v/v).
Setelah itu, larutan dititrasi menggunakan NaOH 0,05 M.

3.2.3 SintesisEster Sukrosa

Sintesis ester sukrosa dilakukan dengan mencampurkan sukrosa,
molecular sieve, dan asam lemak yang terlarut dalam n-heksana, kemudian
campuran di inkubasi ke dalam horizontal incubator shaker selama beberapa
menit untuk pengkondisian sesuai keadaan saat reaksi. Campuran memiliki
komposisi bahan, yaitu asam lemak : sukrosa = 2,7:1 (v/v) setara dengan
perbandingan mol asam lemak dengan sukrosa 80:1; enzim immobilisasi 0,1
gram, rasio pelarut : substrat = 1:1 (v/v), dan 0,1 gram molecular.sieve

Ke dalam campuran tersebut ditambahkan dengan lipase dari Candida
rugosa yang telah diimmobilisasi pada matriks zeolit. Campuran diinkubasi pada
suhu 40°C dalam horizontal incubator shaker

Sistem dibuat triplo dengan melakukan variasi pada waktu inkubasi,
temperatur, dan perbandingan molar rasio antara sukrosa dengan asam lemak.
Variasi temperatur reaksi yang digunakan adalah suhu 30, 35, 37, 40, %&n 45
Variasi waktu inkubasi yang digunakan adalah 4, 8, 16, 32, dan 64 jam. Variasi
perbandingan molar rasio antara sukrosa dan asam lemak yang digunakan adalah
rasio 1:16, 1:32, 1:64, 1:80. Variasi berat molecular sieve yang digunakan adalah
0,1;0,7;1,1; dan 1,5 gram.

Produk hasil esterifikasi dihitung sebagai % konversi asam lemak yang
bereaksi menggunakan metode titrimetri menggunakan NaOH 0,1 N dengan

indikator fenolftalein.
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Gambar 3.1 Skema Kerja secara Umum
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BAB 4

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1  HidrolisisMinyak Kelapa Sawit

Reaks hidrolisistrigliseridaminyak kelapa sawit bertujuan untuk
memperoleh asam lemak yang terkandung di dalam minyak tersebut. Pada
dasarnyareaks ini dapat menggunakan katalis asam, basa, ataupun enzim.
Namun, penelitian ini digunakan katalis basa, yaitu KOH. Katalis basa memiliki
beberapa kelebihan dibandingkan katalis lainnya, yaitu bersifat irreversible,
mudah disimpan, serta lebih ekonomis (Refaat, et al., 2008).

Penggunaan KOH sebagal katalis basa yang digunakan didasari oleh
kelebihan KOH dibandingkan katalis basa lainnya, yaitu kalium lebih reaktif
sehingga mudah membentuk garam asam lemak. Selain itu, garam asam lemak
yang terbentuk lebih larut dalam air sehingga memudahkan untuk proses
pemisahan. KOH terlarut dalam etanol 95% yang berfungsi sebagai medium
interaksi antara KOH dengan minyak.

Setelah proses saponifikasi selesal, aguademin ditambahkan ke dalam
campuran yang berfungsi sebagai medium pemisah antara lipid tersabunkan
dengan lipid yang tidak tersabunkan. Lipid tersabunkan yang berupa garam asam
lemak kalium selanjutnya diasamkan dengan HCI untuk mengubah garam tersebut
menjadi asam lemak. Reaksi trigliserida minyak kelapa sawit ditunjukkan pada
Gambar 4.1 di bawah ini:

CH;OCOR,4 CH,0H R,COOK R, COOH
) 4 4
‘ IKOH SECI
R-OCOHC )—‘-' HOHC + R,COOK J—)r R,CO0H 1 3Kl
] ‘ Heat ‘ i n
CH;0COR; CH,0H R;COOK R;COOH

Gambar 4.1 Reaks TrigliseridaMinyak Kelapa Sawit dengan Katalis Basa

Selanjutnya, untuk mengisolasi asam lemak yang terbentuk, dilakukan

pemisahan dengan cara ekstraksi menggunakan n-heksana. Pada tahap ekstraksi
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ini diperoleh dua lapisan, yaitu lapisan atas berwarna kuning yang merupakan
asam lemak terlarut dalam n-heksana serta | apisan bawah tidak berwarna yang
merupakan pereaks sisadan produk samping dalam fasa air.

Asam lemak murni didapatkan setelah |apisan atas dipisahkan lalu
diuapkan menggunakan rotatory evaporator sehingga n-heksana menguap
seluruhnya.

Gambar 4.2 Asam Lemak Hasil Hidrolisis Minyak Kelapa Sawit pada Suhu
Ruang

Asam lemak yang dihasilkan berwarna kuning terang pada wujud cair.
Namun, asam lemak tersebut berwujud padat pada suhu ruang dan berwarna
kuning pucat seperti terlihat pada Gambar 4.2. Hal ini disebabkan mayoritas asam
lemak yang terkandung di dalam minyak kelapa sawit berantai panjang. Hidrolisis
ini menghasilkan % yield sebesar 90,6%. Berdasarkan hasil analisis sebelumnya
yang dilakukan oleh BBIA (Balai Besar Industri Agro), kandungan asam lemak

terbesar yaitu asam palmitat dan ol eat.

4.2  Immobilisasi Lipase Candida rugosa pada Matriks Zeolit
4.2.1 Aktivas Zeolit

Aktivasi zeolit dilakukan untuk menghasilkan luas permukaan yang lebih
luas melalui pembentukan struktur berpori dan juga untuk menghilangkan
senyawa-senyawa pengotor (Rosdiana, 2006). Sebelum aktivasi dilakukan, zeolit
dihaluskan dengan cara ditumbuk agar ukuran partikelnya seragam, kemudian
disaring menggunakan penyaring mesh berukuran 0,8 mm. Zeolit kemudian dicuci

dengan aguades yang bertujuan untuk menghilangkan senyawa-senyawa pengotor
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yang bersifat polar. Pencucian ini disertai dengan pengadukan agar senyawa-
senyawa tersebut dapat terpisah dari zeolit, kemudian didiamkan semalam agar
pemisahan |ebih sempurna. Dalam proses ini terbentuk 3 lapisan, yaitu lapisan
atas berupa senyawa-senyawa pengotor terlarut dalam aguades, |apisan tengah
berupa koloid yang mengandung partikel zeolit yang berukuran sangat kecil, dan
lapisan bawah berupa partikel zeolit yang berukuran lebih besar. Lapisan bawah
inilah yang diambil untuk diproses selanjutnya. Pencucian ini diulang sebanyak 3
kali agar zeolit |ebih bersih.

Oleh karena zeolit yang digunakan merupakan klinoptilolit, dengan rumus
molekul (NayK4)(AlsSiz0gs).24 H,O memiliki dua yang kation berbeda, maka
diperlukan proses penyeragaman kation yaitu natrium. Penyeragaman kation
tersebut menggunakan NaCl melaui proses perendaman dengan penggantian
larutan sebanyak 2 kali. Di dalam proses tersebut terjadi pergantian kation kalium
oleh kation natrium sehingga menghasilkan Na-Zeolit. Kemudian zeolit tersebut
dikalsinasi untuk menghilangkan senyawa-senyawa pengotor yang mengandung
atom karbon. Zeolit sebelum dan sesudah aktivas ditunjukkan pada Gambar 4.3
di bawah ini:

@ ()
Gambar 4.3 Zeolit. (a) Sebelum Aktivasi, (b) Sesudah Aktivas

Sebelum dan sesudah proses aktivasi, zeolit diidentifikasi dengan
menggunakan FT-1R untuk mengetahui gugus-gugus yang terkandung di
dalamnya. Berikut ini spektrum serapan yang dihasilkan padaidentifikasi
tersebut:
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E sHimapzu

No. of Scans: 45 LABORA TORIUM AFILIASI DEPT KIMIA U1

Resolior: 4 [T/em]

Gambar 4.4 Spektrum FT-IR Zeolit. Sebelum Aktivasi (Merah), Sesudah
Aktivas (Biru)

Tabel 4.1 Identifikasi Gugus Fungsi Spektrum IR Zeolit Sebelum Aktivas dan

Sesudah Aktivasi
No il Gej il Identifikasi Jenis Gugus
(cm™)
1 3236-3550 O-H
2 2301-2378 Si-OH
3 1616-1635 Si-O
4 1041 Al-O
5 615-617 Na-O

Berdasarkan Spektrum FT-IR pada Gambar 4.4 dan Tabel 4.1 diketahui
bahwa serapan-serapan yang terjadi pada bilangan gelombang 3236-3550 cm™
(gugus OH), 2301-2378 cm™ (gugus Si-OH), 1616-1635 cm™ (gugus Si-O), 1041
cm* (gugus Al-0), 615-617 cm™ (gugus Na-O). Gugus-gugus tersebut merupakan
gugus yang khas pada zeolit alam (Supriatna, 1995). Perubahan sprektrum FT-IR
zeolit sebelum dan sesudah aktivasi hanya berkurangnya intensitas serapan-
serapan pada tiap-tiap panjang gelombang. Hal tersebut disebabkan proses
aktivas yang dilakukan kurang optimal.
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Selain identifikasi menggunakan FT-IR, zeolit sesudah aktivas juga
diidentifikasi dengan menggunakan FE-SEM (Field Emission Scanning Electron
Microscope). Berikut ini Gambar yang diperoleh padaidentifikas tersebut:

Gambar 4.5 Gambar Zeolit Sebelum Immobilisasi Enzim Menggunakan FE-
SEM dengan Detektor SE (Secondary Electron). (a) 10.000 kali, (b) 50.000 kali,
(c) 100.000 kali.

Berdasarkan Gambar 4.5 di atas dapat diketahui bahwa pada perbesaran
10.000 kali pori belum terlihat jelas, sedangkan pada perbesaran 50.000 kali agak
terlihat jelas dan pada perbesaran 100.000 kali barulah terlihat jelas. Jumlah pori
dari zeolit berdasarkan identifikasi FE-SEM secara kesel uruhan sangat sedikit.
Hal tersebut disebabkan banyak pori yang belum terbuka atau dengan katalain
masih tertutup oleh pengotor-pengotor (Rosdiana, 2006).

4.2.2 Immobilisasi Lipase Candida rugosa

Immobilisasi lipase Candida rugosa pada matriks zeolit ini bertujuan agar
enzim tersebut lebih stabil atau dengan kata lain memiliki ketahanan yang baik
terhadap kondisi pH, suhu, dan pelarut organik serta dapat digunakan kembali.
Zeolit sebagal matriks padaimmobilisasi ini memiliki beberapa kelebihan, yaitu
murah dan mudah disimpan. Namun, zeolit memiliki ikatan yang lemah dengan
enzim. Immobilisasi pada matriks zeolit ini merupakan tipe immobilisasi berupa
adsorpsi (Knezevic, 1998).

Pada proses tersebut, lipase Candida rugosa dilarutkan terlebih dahulu di
dalam buffer trissHCI pH 7 agar enzim tersebut berada pada kondisi optimum
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sebelum diimmobilisasi. Enzim immobilisas setelah pengeringan ditunjukkan
pada Gambar 4.6 di bawah ini:

Gambar 4.6 Enzim Immobilisasi Setelah Pengeringan

Guna mengetahui enzim tersebut teradsorpsi pada bagian manadi dalam
zeolit, makadilakukan identifikasi dengan menggunakan FE-SEM. Berikut ini
merupakan Gambar yang diperoleh pada identifikas tersebut:

(b)
Gambar 4.7 Gambar Zeolit Setelah Immobilisasi Enzim Menggunakan FE-SEM
dengan Perbedaan Detektor pada Perbesaran 10.000 kali. (a) SE (Secondary
Electron) , (b) BSE (Back Scattered Electron).

Identifikasi zeolit setelah immobilisasi menggunakan detektor berbeda,
yaitu BSE (Back Scattered Electron), karena detektor tersebut dapat menghasilkan
Gambar dengan memperhatikan perbedaan senyawa kimia di dalam sampel.
Perbedaan senyawa ditandai dengan perbedaan kontras. Pada Gambar (a) tidak
menunjukkan adanya perbedaan kontras. Namun, Pada Gambar (b) terlihat
terdapat bagian yang lebih kontras dibandingkan dengan senyawa yang menjadi

latarnya. Bagian tersebut merupakan enzim yang menempel pada permukaan
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zeolit. Oleh karenaitu, dapat dikatakan bahwa enzim hanyateradsorpsi pada

permukaan zeolit atau dengan kata lain tidak masuk ke dalam pori karena ukuran

enzim yang relatif lebih besar.

4.2.3 % Loading Efficiency

Adsorpsi lipase pada zeolit ditandai dengan % |loading efficiency yang

didapatkan melalui metode Lowry. Untuk mengetahui pengaruh rasio substrat

terhadap adsorpsi lipase pada zeolit maka dilakukan variasi rasio substrat.

Tabel 4.2 Data Absorbansi terhadap Konsentrasi Standar BSA

Konsentrasi .
Absorbansi
(ppm)
6,67 0,129
13,33 0,246
20,00 0,337
26,67 0,480
33,33 0574
Grafik Standar BSA
08 |
07 | y = 0.01596x + 0.01686
| . 0.6 R2=0.996
0 5
2 o4 |
sda
oS
RN
0.1
. B wa’ B
0 10 20 30

Konsentrasi (ppm)

40

Gambar 4.8 Grafik Absorbans terhadap Konsentrasi Standar BSA

Melalui Tabel 4.2 dan Gambar 4.8 di atas dapat dihitung konsentrasi

enzim (protein) padavariasi rasio substrat dengan menggunakan persamaan yang
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terdapat di dalam grafik tersebut. Konsentrasi yang telah ditemukan selanjutnya
digunakan untuk menghitung % loading efficiency pada varias tersebuit.

Tabel 4.3 Data % Loading Efficiency terhadap Rasio Substrat

Rasio Substrat _
) . ) Berat Enzim
(zeolit : enzim =100 : % Loading
o Masuk
X) Efficiency
(gram)
(wiw))
20 78,31 0,031
25 76,13 0,038
33 74,81 0,050

Grafik Pengaruh Rasio Substrat terhadap %
Loading Efficiency dan Berat Enzim yang Masuk

78.5 ﬁ 0.06
-
=]
2ol 005 2
S 775 —_— s
S 0.04 w
5 7 ST
> 765 003 =8
| ~§ 76 002 & 2 —4—% Loading Efficiency
S -
S 755 = =fi—Berat Enzim Masuk
® . - 001 ©
| 75 =
[~2]
' 74.5 SR — 0

0 10 20 30 40

Rasio (zeolit : enzim = 100 : x (w/w))

Gambar 4.9 Grafik Pengaruh Rasio Substrat terhadap % Loading Efficiency dan
Berat Enzim yang Masuk.

Dari Tabel 4.3 dan Gambar 4.9 terlihat bahwa % |loading efficiency
terbesar terdapat padarasio zeolit : enzim = 100 : 20 (w/w) sebesar 78,31%.
Selanjutnya, % loading efficiency mengalami penurunan seiring bertambah
besarnya rasio substrat. Jika dihitung jumlah berat enzim yang teradsorpsi pada

jumlah zeolit yang tetap, maka yang terbesar pada rasio zeolit : enzim = 100 : 33
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(w/w) sebesar 0,05 gram. Hal ini menandakan bahwa pada jumlah zeolit yang
tetap, semakin besar jumlah enzim yang dicampurkan maka akan semakin besar

pulajumlah enzim yang teradsorpsi pada zeolit.
4.24 % AktivitasImmaobilisasi

Selain dihitung % loading efficiency-nya, enzim immobilisasi ini juga
dihitung % aktivitas immobilisasinya. % Aktivitas immobilisasi menandakan
perbandingan seberapa besar aktivitas enzim yang telah diimmobilisasi terhadap
aktivitas enzim bebas. Pada penelitian ini dihitung aktivitas enzim immobilisas
padareaks hidrolisis minyak karenareaksi hidrolisis minyak cenderung lebih
mudah dan cepat dibandingkan reaksi-reaksi lain yang dapat dikatalisasi oleh
enzim tersebut. Pengaruh suhu terhadap % aktivitas immobilisasi dapat dilihat
pada Tabel 4.4 dan Gambar 4.10 di bawah ini:

Tabel 4.4 Data % Aktivitas Immobilisasi terhadap Suhu

Suhu % Aktivitas
(°C) | Immobilisasi
27 2,441
32 4,882
37 6,433
45 3,217

Grafik Pengaruh Suhu terhadap %
| Aktivitas Immobilisasi

O FRLr NWPHAULIO

% Aktivitas Immobilisasi

20 30 40 50

Suhu (°C)
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Gambar 4.10 Grafik Pengaruh Suhu terhadap % Aktivitas Immobilisasi

Berdasarkan Tabel 4.4 dan Gambar 4.10 diperoleh suhu optimum
immobilisasi enzim lipase Candida rugosa pada zeolit, yaitu 37 °C sebesar
6,433%. % Aktivitasimmobilisasi meningkat seiring peningkatan suhu. Namun,
setelah mencapai suhu optimum % aktivitas menurun yang disebabkan oleh
berubahnya struktur primer enzim akibat kerusakan asam-asam amino tertentu
(Ahern dan Klibanov, 1987).

Selanjutnya pengaruh rasio substrat terhadap % aktivitas immobilisas
dapat dilihat pada Tabel 4.5 dan Gambar 4.11 di bawah ini:

Tabel 4.5 Data% Aktivitas Immobilisasi terhadap Rasio Substrat

Rasio Substrat o
) . % Aktivitas
(zeolit : enzim = o
Immobilisasi

100: x (wiw))

20 5,191

25 6,433

33 10,475

Grafik Pengaruh Rasio Substrat |
terhadap % Aktivitas Immobilisasi |

’ 12
10 | |

O N B OO ©

15 20 25 30 35

% Aktivitas Immobilisasi

| Rasio (Zeolit : Enzim = 100 : x (w/w))

Gambar 4.11 Grafik Pengaruh Rasio Substrat terhadap % Aktivitas Immobilisasi

Berdasarkan Tabel 4.5 dan Gambar 4.11 di atas diperoleh pengaruh rasio
substrat terhadap % aktivitas immobilisasi. Dalam jumlah zeolit yang tetap,
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semakin banyak jumlah enzim yang diadsorpsi maka semakin besar % aktivitas
immobilisasinya.

Dengan didasari oleh data % loading efficiency serta % aktivitas
immobilisasi yang didapatkan, ditentukan suhu dan rasio substrat immobilisasi
enzim yang digunakan untuk reaksi esterifikasi antara sukrosa dan asam lemak
hasil hidrolisis minyak kelapa sawit, yaitu pada suhu 37 °C dan rasio zeolit :
enzim = 100 : 25 (w/w). Rasio substrat yang digunakan bukan zeolit : enzim =
100 : 33 (w/w) walaupun memiliki % aktivitas immobilisasi yang lebih besar
disebabkan pertimbangan ekonomi serta ketersediaan enzim yang kurang

memadai .
4.3 Reaks Esterifikasi

Padareaks esterifikasi antara asam |lemak minyak sawit dengan sukrosa
secara enzimatik, beberapa parameter yang perlu dipertimbangkan antaralain
suhu, rasio substrat, waktu inkubasi, dan berat molecular sieve reaksi.

Reaks pada penelitian ini menggunakan substrat yang berlebih, yaitu
asam lemak. Digunakan substrat berlebih agar kesetimbangan reaks bergeser ke
arah pembentukan ester (Y 00, et al., 2006). Pelarut yang digunakan adalah n-
heksana karena memiliki nilai 2 <log P < 4 agar tidak menggangu aktivitas enzim
(Novianingsih, 2011). Reaks tersebut merupakan reaksi reversible yang
menghasilkan produk samping air. Oleh sebab itu, diperlukan molecular sieve
untuk menarik produk samping tersebut agar kesetimbangan resksi tidak berbalik
ke arah reaks hidrolisis. Untuk mengetahui kondisi optimum reaksi, dilakukan
optimasi pada suhu, rasio substrat, waktu inkubasi, dan berat molecular sieve
reaksi. Penampakan produk setelah disentrifugas ditunjukkan pada Gambar 4.12

di bawah ini:
F J

Gambar 4.12 Produk Hasil Reaksi
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4.3.1 Optimas Reaks Esterifikasi
4.3.1.1 Optimasi suhu

Optimasi yang pertama dilakukan adalah optimasi suhu karena suhu
merupakan parameter utama dalam reaksi esterifikasi secaraenzimatis. Hal ini
disebabkan aktivitas enzim immobilisasi sangat berpengaruh pada perubahan
suhu. Optimasi ini dilakukan pada kondisi rasio sukrosa: asam lemak = 1:80; 0,1
gr molecular sieve dan waktu reaksi 4 jam. Pengaruh suhu terhadap % konversi
reaks tersebut ditunjukkan pada Tabel 4.6 dan Gambar 4.13 di bawah ini:

Tabel 4.6 Pengaruh Suhu terhadap % Konversi

Suhu(°C) | % Konversi
30 2,032
35 2,134
37 2,167
40 2,439
45 0,407

Grafik Optimasi Suhu Reaksi |

Esterifikasi |
S [
| 2.5
‘?
1 '
§ 1.5 \
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0.5
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| Suhu (°C)

Gambar 4.13 Grafik Optimasi Suhu Reaks Esterifikasi

Berdasarkan grafik pada Gambar 4.13 di atas diperoleh suhu optimum

reaks esterifikasi antara sukrosa dengan asam lemak minyak kelapa sawit, yaitu
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40 °C dengan % konversi sebesar 2,439%. Laju reaksi esterifikasi secara
enzimatis meningkat seiring dengan meningkatnya suhu reaksi. Namun, setelah
suhu optimum enzim akan menjadi inaktif karena adanya perubahan struktur
primer enzim yang disebabkan oleh kerusakan asam-asam amino tertentu (Ahern
dan Klibanov, 1987).

4.3.1.2 Optimasi Rasio Substrat

Rasio substrat juga merupakan parameter penting dalam resksi esterifikasi.
Untuk membuat reaksi esterifikasi menjadi optimal, maka kesetimbangan
diusahakan bergeser ke arah sisi pembentukan ester dengan menggunakan reaktan
berlebih atau dengan membuang salah satu produk (Y oo, et.al., 2006). Reaktan
berlebih yang digunakan adalah asam lemak karena apabila digunakan sukrosa
sebagai reaktan berlebih maka kadar air akan semakin tinggi. Optimasi ini
dilakukan pada kondisi suhu reaksi 40°C; 0,1 g molecular sieve dan waktu reaksi
4 jam. Pengaruh penambahan asam lemak terhadap % konvers reaksi tersebut
ditunjukkan pada Tabel 4.7 dan Gambar 4.14 di bawah ini:

Tabel 4.7 Pengaruh Rasio Substrat terhadap % Konversi

Rasio Substrat (1
Sukrosa: x Asam | % Konvers
Lemak)
16 2,629
32 2,629
64 2,708
80 2,439
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Grafik Optimasi Rasio Reaksi
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Gambar 4.14 Grafik Optimasi Rasio Reaksi Esterifikas

Berdasarkan grafik pada Gambar 4.14 di atas diperoleh rasio substrat
optimum pada reaksi esterifikas antara sukrosa dengan asam lemak minyak
kelapa sawit, yaitu pada rasio sukrosa : asam lemak = 1:64 dengan % konversi
sebesar 2,708%. Peningkatan % konversi seiring dengan peningkatan jumiah asam
lemak. Namun, setelah titik optimum tercapal, terjadi penurunan % konvers yang
disebabkan substrat berlebih yang bertindak sebagai inhibitor sehingga terjadi
penurunan aktivitas enzim (Reed, Michael C., 2010).

4.3.1.3 Optimasi Waktu Inkubasi

Parameter lain yang juga penting dalam reaksi esterifikas adalah waktu
inkubasi. Optimasi waktu inkubasi dilakukan untuk mengetahui waktu yang
dibutuhkan untuk menghasilkan ester sukrosa dengan % konversi terbesar.
Kondisi reaksi padasuhu 40 °C, 0,1 gr molecular sieve, dan rasio sukrosa : asam
lemak = 1:80. Pengaruh waktu inkubas terhadap % konversi ester sukrosa
ditunjukkan pada Tabel 4.8 dan Gambar 4.15 di bawah ini:
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Tabel 4.8 Pengaruh Waktu Inkubasi terhadap % Konversi

Waktu Inkubasi %
(jam) Konversi
4 2,439
8 2,395
16 4,454
32 5,192
64 4,000

Grafik Optimasi Waktu Inkubasi
Reaksi Esterifikasi

% Konversi
NS

Waktu (jam)

Gambar 4.15 Grafik Optimasi Waktu Inkubasi Reaksi Esterifikas

Berdasarkan grafik pada Gambar 4.15 di atas diperoleh waktu inkubasi
optimum untuk reaks antara sukrosa dengan asam lemak minyak sawit, yaitu 32
jam dengan % konversi sebesar 5,192%. Setelah waktu optimum tercapal, terjadi
penurunan % konversi yang disebabkan meningkatnya volume air yang dihasilkan
dari produk samping hasil esterifikas seiring dengan semakin panjangnya waktu
inkubasi. Peningkatan volume air ini dapat menyebabkan enzim cenderung
mengarahkan ke reaksi hidrolisis (Villenueve, et al., 2003).

4.3.1.4 Optimasi Berat Molecular Sieve

Berat molecular sieve juga dijadikan sebaga parameter dalam reaksi
esterifikasi. Optimasi ini dilakukan paling akhir karena molecular sieve memiliki
peran utama apabila kesetimbangan reaks sudah berjalan sempurna atau dengan
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katalain pada kondisi waktu inkubasi optimum. Kondisi reaksi pada suhu 40 °C,
rasio sukrosa: asam lemak = 1:64, dan waktu inkubasi 32 jam. Pengaruh berat
molecular sieve terhadap % konversi ditunjukkan pada Tabel 4.9 dan Gambar
4.16 di bawah ini:

Tabe 4.9 Pengaruh Berat Molecular Seve terhadap % Konversi

Berat Molecular Sieve ]
% Konvers
(gram)
0,1 2,969
0,7 3,125
L1 3,698
1,5 3,333

| Grafik Optimasi Berat Molecular ‘
Sieve Reaksi Esterifikasi

% Konversi
o = N w D

0 0.5 1 1.5 2 |

Berat Molecular Sieve (gram)

i i W

Gambar 4.16 Grafik Optimasl Berat Molecular Seve Reaks Esterifikasi

Berdasarkan grafik pada Gambar 4.16 di atas diperoleh berat molecular
sieve optimum untuk reaks esterifikasi antara sukrosa dengan asam lemak minyak
kelapa sawit, yaitu 1,1 gram dengan % konversi sebesar 3,698%. Peningkatan %
konversi seiring dengan peningkatan berat molecular sieve. Namun, setelah berat
optimum, terjadi penurunan % konversi yang disebabkan oleh terhambatnya
pergerakan substrat akibat jumlah molecular sieve yang berlebih.
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BAB 5

PENUTUP

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa:

. Immobilisasi lipase Candida rugosa pada matriks zeolit berhasil dilakukan

dengan % loading efficiency terbesar sebesar 78,31% serta % aktivitas
immobilisas terbesar sebesar 10,475%.

. Hasil analisis dengan FE-SEM menunjukkan bahwaimmobilisas lipase

Candida rugosa terjadi pada permukaan zeolit.

. Enzim immobilisasi dapat mengkatalisis reaks esterifikas antara asam

lemak hasil hidrolisis minyak kelapa sawit dengan sukrosa

. Kondisi optimum reaksi esterifikas terjadi pada suhu 40 9C, rasio sukrosa

: asam lemak = 1.:64, waktu inkubasi 32 jam dan berat molecular sieve 1,1

gram.

. Esterifikas pada kondis optimum menghasilkan % konversi yang belum

baik, yaitu 3,698%.

Saran
Untuk penelitian selanjutnya, hendaknya:

. Pada proses aktivas zeolit digunakan aktivasi kimia pula dengan

pencucian menggunakan asam dan basa, selain aktivasi fisik, agar zeolit
yang digunakan untuk immobilisasi |ebih bersih, pori-pori banyak yang

terbuka serta luas permukaan zeolit seragam.

. Dilakukan karakterisasi yang lebih rinci terhadap zeolit agar mendukung

proses immobilisasi enzim.

. Digunakan metode esterifikasi yang lebih baik agar menghasilkan %

konversi yang baik.

. Dilakukan isolasi ester sukrosa agar mendukung proses identifikasi produk

tersebut.
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5. Dilakukan identifikasi dergat subtitusi ester sukrosayang didapat agar
mengetahui jenis ester sukrosa yang terbentuk.

6. Dilakukan uji keterulangan terhadap enzim immobilisasi pada reaksi
esterifikas agar mengetahui berapakali pengulangan enzim immobilisasi

dapat digunakan kembali.
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Perhitungan BM Hidrolisat Minyak Kelapa Sawit

Lampiran 1

Parameter Hasil (%) BM % BM
Asam Lemak Jemuh
Kaprilat (C8) 0,09 144 0,13
Kaprat (C10) 013 k77 0,224
Laurat (C12) 0.51 200 1.02
Miristat (C14) 1,24 228 2,83
Palmitat  (Cla-0) 35,50 256 90,88
Stearat (C1R-0 282 284 8,01
Asam Lemak Tidak
Jenuh
Oleat (IC18-1) 41,1 282 115,90
Linoleat (C18-2) 17,8 280 49, 84
Linolenat  (CI18-3) 0,78 278 217
BM rata-rata 71

[Sumber: 1ka, 2011]
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Lampiran 2

Data Andisis Kandungan Asam Lemak Minyak Kelapa Sawit
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Lampiran 3

Perhitungan Rasio Bahan

Perhitungan Massa Jenis Asam Lemak

Perhitungan massa jenis asam lemak digunakan piknometer 10 ml.

Massa asam lemak = 8,4050 gr
M assa jenis asam lemak = % = 0,8405 gr/mL

. Perhitungan Massa dan Volume Asam Lemak
Massa = mmol x Mr

= 8,0 mmol x 271 mg/mmol

=2.168 mg

2,168 gr

———— = 2,694 mL
0,8405 gr/ml

Volume =

. Perhitungan Massa Sukrosa
1 ml sukrosa0,1 M = 0,1 mmol
Massa = mmol x Mr
= 0,2 mmol x 342,3 mg/mmol
= 34,23 mg

Perhitungan Volume Pelarut (n-heksana)

Volumen-heksana = Volume sukrosa + volume asam lemak
=2,694ml+1ml
= 3,694 ml
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Lampiran 4

Perhitungan Hasil Reaksi

1. Perhitungan Aktivitas Enzim (u/ml) melalui reaksi hidrolisis

_ (volum NaOH sampel — Volum NaoH blanko)x N NaOH x 1000
B massa minyak x waktu (menit)

2. Perhitungan Aktivitas Spesifik Enzim

aktivitas enzim

mg enzim

3. Perhitungan % Konverst Asam Lemak

__(volum blanko—volum sampel) x N NaOH X 100%

mol asam lemak awal
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Lampiran 5

Perhitungan Immobilisasi Enzim

% Loading Efficiency

Untuk menghitung loading efficiency dari enzim yang terimmobilisasi

CiVi— CpVs 0

ditentukan dengan persamaan:
Keterangan: C; = konsentrasi awal
V; = volume awal
Ct = konsentrasi akhir

V't = volume akhir

%% Aktivitas Immobilisasi

% Aktivitas immobilisasi dihitung dengan membandingkan aktivitas
spesifik enzim terimmobilisasi dengan aktivitas spesifik enzim bebas.

aktivitas spesifik enzim terimobilisasi (mig)
= 7 x 100%
aktivitas spesifik enzim bebas (m—g)
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Lampiran 6

Absorbansi Sampel

1. Absorbansi BSA

Absorbans | Absorbansi
[BSA] ppm Blanko Sampel
100 0,117 0,246
200 0,117 0,363
300 0,117 0,454
400 0,117 0,597
500 0,117 0,691

2. Absorbans Filtrat Enzim Imobilisasi

Ras;;ﬂ? m-: Absorbans
1:3 0,544
1:4 0,435
1:5 0,353
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Lampiran 7

Data Titrasi Asam Lemak SisaVarias Suhu

Molaritas
Suhu Volum NaOH
0 Erlenmeyer NaOH
(O (ml)
(mol/L)
1 13,30
2 13.20
30
3 13,00
Blanko 13,50
0,4878
1 12,70
2 12,60
35
3 12,65
Blanko 13,00
1 20,20
2 20,40
37 0,1000
3 20,50
Blanko 22,10
1 12,90
40 2 12,80
3 13,00
Blank
anko 13,30 0,4878
1 13,60
2 13,55
45
3 13,60
Blanko 13,65
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Lampiran 8
DataTitrass Asam Lemak SisaVariasi Rasio Substrat

_ Molaritas
Rasio Volum NaOH
Erlenmyer NaOH
(mmol) (ml)
(mol/L)
1 6,80
2 6,70
16
3 7,10
Blanko 7,30
0,0971
1 12,50
2 12,40
32
3 12,10
Blanko 13,20
1 22,30
2 22,50
64 0,1000
3 22,30
Blanko 24,10
1 12,80
% 12,90
80 0,4878
3 13,00
Blanko 13,30
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Lampiran 9

Data Titrasi Asam Lemak SisaVarias Waktu

Volum Molaritas
Waktu
. Erlenmeyer NaOH NaOH
(jam)
(ml) (mol/L)
il 12,90
2 12,80
4 0,4878
3 13,00
Blanko 13,30
1 11,50
8 2 11,78 0,1000
3 11,40
Blanko 12,30
1 51,70
2 52,00
16
3 50,60
Blanko 54,20 0,0967
L 44.50
2 46,50
32
3 44,00
Blanko 49,30
1 35,40
2 35,50
64 0,1000
3 34,10
Blanko 38,20
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Lampiran 10

Data Titrasi Asam Lemak Variasi Molecular Seve

Berat _
Volum Molaritas
Molecular
_ Erlenmeyer NaOH NaOH
Seve
(ml) (mol/L)
(gram)
1 44 50
2 44,70
0,1
3 44 30
Blanko 46,40
1 41,60
07 2 41,20
3 41,70
Blank 43
'S & 0,1000
1 39,50
2 39,70
11
3 39,40
Blanko 41,90
1 42 50
2 42,20
15
3 42,10
Blanko 44,40
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Lampiran 11

Spektrum IR Zeolit Sebelum dan Sesudah Aktivasi
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Lampiran 12

Spektrum IR Sukrosa
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Lampiran 13

Spektrum IR Asam Lemak Minyak Kelapa Sawit
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