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RINGKASAN

ESTERIFIKASI DENGAN BIOKATALIS LIPASE UNTUK SINTESIS
EMULSIFIER MONO-OLEIL GLISEROL (Sri Sumarsih, Tjitjik Srie Tjahjan-

darie, 2002, 37 halaman)

Pada reaksi esterifikasi poliol, aktivitas esterifikasi dan stabilitas enzim lipase
tinggi dapat dicapai di dalam medium organik hidrofobik, namun poliot vang
hidrofilik bersifat immiscible di dalam pelarut tersebur, sehingga reaksi berjalan
sangat lambat. Lipase dari sumber vang berbeda memperlihatkan aktiviias
dengan spesifisitas vang berbeda terhadap posisi dan jenis asam femak.

Penelitian ini diiakukan untuk menjawab permasalahan (1) Bagaimanakah
kondisi reaksi esterifikasi gliserol dan asam oleat dengan biokatalis lipase di
dalarn medium orgamik hidrofobik, (2) bagaimanakah selcktivitas fipase ( widiiu
rugosa sebagai biokatahs pada reaksi esterifikasi glisero! dan asam olear dan ¢35

apakah mono-oieil gliserci dapat dihasitkan pada kondisi percobaan

Tujuan pencituan ini adalah (1) mengetahui kondisi reaksi berlangsungnya proses
esterifikasi ghserol dan asam oleat dengan biokatalis lipase di dalam medium
organik  hidrofobik, (2) mengetahui selektivitas lipase dari Candida rugosa
sebagal biokatalis pada esterifikasi gliserol dan asam oleat dan (3) mengetahui

apakah mono-oieil gliserol dapat diperoleh pada kondisi percobaan.

ra

Pada penelitian ini, reaksi esterifikasi gliserol dan asam oleat dengan biokatalis
lipase Cuiidida rugosa dilakukan dengan cara mengadsorpsikan substrat
hidroiiiik ghiserol pada silika gel (1 : 1 b/b) dan melarutkan substrat asam oleat
dalam pelarut organik hidrofobik ( n-heksana atau siklohcksana). Reaksi
dilakukan pada berbagai konsentrasi gliserol dan waktu reaksi. Analisis produk
dilakukan dengan metode kromatografi lapis tipis (KLT) menggunakan fasa

gerak campuran kloroform-metanol (1 : 1 v/v) dan GC/ MS.

i



Hasil analisis dengan KLT memperlihatkan bahwa proses reaksi esterifikasi
gliserol dan asam oleat dengan biokatalis lipase di dalam medium organik
hidrofobik dapat berlangsung pada kondisi reaksi : substrat gliserol-silika gel
0,6 — 1,8 gram, substrat asam oleat 30 mM dalam 20 mL medium organik
hidrofobik (n-heksana atau sikloheksana) dan enzim lipase 0,2 gram setelah
inkubasi selama 3 jam pada temperatur 40° C. Pada kondisi reaksi ini dihasilkan
produk dominan dengan Rf = 0,58. Hasil analisis dengan alat GC/ MS
menunjukkan bahwa pada kondisi percobaan, lipase dari (‘andidu rugosa
mempunyai spesifisitas terhadap sintesis di-oleil gliserol. Sedangkan senyawa
yang dikehendaki yaitu mono-oleil gliserol tidak dapat diperoleh dari percobaan
ini. Hal ini kemungkinan disebabkan karena mono-oleil gliserol tidak/ kurang
Jarut di dalam n-heksana atau siklohcksana atau mono-oleil vang terbentuk
teradserpsi pada siiika gel atau karena memang lipase Candida rugosa bersifat

spesifik pada sintesis di-oleil gliserol.

Berdasarkan hasil penclitian yang diperofeh maka disarankan untuk mempelajari
aktivitas lipase sebagai biokatalis pada berbagai reaksi esterifikasi di daiam
media organik, dengan cara (1) modifikasi medium organik untuk mendapatkan
medium dengan kepolaran yang tepat bagi mono-oleil gliserol dan (2) mencari
iipasc dan berbagai sumber vang mempunvai spesifisitas terhadap sintesis

senyawa vang dikehendaki.

(Jurusan Kimia Fakultas Matematuka dan ilmu Pengethuan Alam Universitas
Airlangga :  DIK Suplemen Universitas Airlangga, nomor kontrak
589/503.2/PG/2001)
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang Permasalahan

Ketertarikan penggunaan biokatalis dalam sintesis organik mengalami
peningkatan dengan pesat, terutama untuk produksi senyawa-senyawa aktif
biologis enansiemer tunggal dan hiodegradable. Keadaan fisik biokatalis yang
digunakan untuk biotransformasi dapat berbeda-beda, antara lain : isolat enzim,
enzim murni/ sedikit murni atau mikroorganisme utuh (sel yang sedang tumbuh
atau sel istirahat), baik bentuk bebas atau bentuk amobil. Hai ini sangat
tergantung pada berbagai faktor, antara lain : tipe reaksi, ada/ tidaknya kofakior
vang perlu di-recvcle dan skala biotransformasi vang akan Qilakukan.

Air merupakan medium reaksi vang esensial untuk biokatalisis. baik
dengan enzim maupun dengan sel. Hal ini telah diakui sebagai suatu kelebihan
dari biokonversi. Namun demikian, penggunaan medium air untuk biokonvesi
menyebabkan aplikasi biokatalisis dalam sintesis organik menjadi terbatas,
karena hampir semua senyawa organik kurang larut dalam medium air. Reaksi
samping seperti hidrolisis, rasemisasi, polimerisasi dan dekomposisi sering
terjadi dengan adanya air. Penggunaan pelarut organik dalam sistem reaksi
biokatalisis, mempunyai banyak kelebihan. Pelarut organik memperbesar
kelarutan reaktan sehingga akan meningkatkan produktivitas sistem reaksi.
Kesetimbangan reaksi dapat ditingkatkan ke arah pembentukan produk, karena

produk reaksi terckstraksi di dalam pelarut organik. Hal ini memudahkan dalam




recovery biokatalis dan produk reaksi (disebut extractive bioconversion). Produk
reaksi yang tinggi juga dapat dicapai dengan mereduksi kemungkinan inhibisi
enzim oleh substrat dan produk serta mencegah reaksi samping yang tidak
diinginkan.

Lipase (triasiigliserol hidrolase, EC 3.1.1.3) merupakan kelompok enzim
yang paling banyak dipelajari dalam pengembangan biotransformasi dan telah
dimanfaatkan dalam industri obat-obatan, kosmetika, pestisida, biosurfaktan,
flavor, makanan dan detergen. Lipase mampu mengkatalis hidrolisis trigliserida
atau asil dan anl ester di dalam larutan berair. Di samping itu, lipase juga mampu
mengkatalis reaksi esteritikasi, transesterifikasi dan derivatisasi enansioselektif
senyawa-senyawa khiral. Lipase telah digunakan dalam modifikasi lemak/
minyak melalui reaksi transesterifikasi, untuk menemukan senvawa-senvawa
baru dengan sifat-sifat yang lebih baik dan untuk meningkatkan bahan baku
murah menjadi produk-produk yang lebih berharga. Linko et al. (1998) telah
melaporkan bahwa lipase dapat digunakan sebagai biokatalis pada senyawa-
senyawa biodegradable, misalnya poliester alifatik dan aromatik.

Lipase bersifat aktif di dalam pelarut organik dengan kandungan air
terbatas, di mana kesetimbangan kimia meningkat terhadap sintesis ester.
Aktivitas hidrolitik lipase telah dilaporkan berhubungan dengan aktivitas sintetik.
Pembentukan air merupakan problem dalam reaksi estenifikasi karena
memungkinkan terjadinya reaksi samping hidrolitik, kontrol kandungan air dalam
sistem reaksi merupakan faktor yang penting untuk optimasi reaksi esterifikasi di

dalam media organik.
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Hasil penelitian yang dilakukan terdahulu menunjukkan adanya
keterkaitan antara aktivitas hidrolisis dan aktivitas sintesis dari beberapa jenis
lipase. Walaupun demikian, beberapa lipase yang mempunyai aktivitas hidrolisis
serupa memperlihatkan aktivitas esterifikasi yang bervariasi. Dari 25 jenis lipase
komersial yang tersedia, ditemukan bahwa lipase dari Candida rugosa,
Chromobacterium viscosum, Rhizomucor miehei dan Pseudomonas flourescens
yang memperlihatkan aktivitas yang tinggi sebagai biokatalis pada sintesis butil
oleat (Linko et al., 1998).

Pada reaksi esterifikasi, air merupakan  produk  reaksi yang
memungkinkan terjadinya hidrolisis ester yang terbentuk, sehingga kontrol
kandungan air dalam sistem reaksi merupakan satu faktor yang penting. Pada
umumnya reaksi esterifikasi dilakukan di dalam sistem pelarut organik hidrofobik
ataupun sistem tanpa pelarut, karena kesederhanaan dan kcamannannya (Yahva et
al., 1998).

Ester asam lemak dari poliol telah banyak dimanfaatkan dalam berbagai
industri. Sebagai contohnya, ester asam lemak dari gula memperlihatkan sifat
emulsifving, siabilizing atau conditioning yang sangat baik. Dalam industri
makanan, propilen glikol monoester dari eikesapentanoat dan dokosaheksanoat
merupakan emulsifier yang bermanfaat untuk kesehatan yaitu mampu mereduksi
trombotik dan hipertrigliserida. Mono-ester poliol dilaporkan merupakan
emulsifying agent yang digunakan dalam industri makanan dan obat-obatan,
sedangkan alkil poliglikosida merupakan surfaktan generasi baru dalam industri
detergen. Secara industri, senyawa-senyawa tersebut diproduksi dengan cara

esterifikasi poliol dan asam lemak menggunakan katalis kimia. Metode kimia

el




pada umumnya membutuhkan kondisi reaksi ekstrim schingga menghasilkan
campuran produk reaksi. Penggunaan enzim sebagal biokatalis dalam sintesis
organik merupakan aliernatif vang baik.

Beberapa peneiitian telah dilakukan untuk mempelajan selektivitas lipase
sebagai biokatalis dalam reaksi esterifikasi enzimatik dari poliol, antara lain
penggunaan jenis lipase dan pelarut organik yang berbeda serta variasi
perbandingan reakian. Kwon et al. (1995) melaporkan bahwa iipase Aucor
miehei mempunyai spesifitas untuk produksi di-paimitoil giiseroi sedangkan
lipase Riizopus delemar menghasiikan mono-paimitoil gliserol.

Dart latar belakang permasalahan di atas, pada penelitian ini dipelajari reaksi
esterifikasi gliserol dan asam oieat dengan biokataiis lipase Candida rugosa,
untuk mengetahui kondisi reaksi dan selektivitas lipase Cundida rugosa serta

apakah mono-oleil giiserol dapat dihasiikan pada kondisi reaksi tersebut.

1.Z. Rumusan masalah
Dari uraian latar belakang permasalahan di atas, permasaiahan vang akan
dijawab pada penelitian ini adaiah -
1. Bagaimanakah kondisi reaksi esterifikasi ghserol dan asam oleat
dengan biokatalis iipase di dalam medium organik hidrofobik ?
2. Bagaimanakah selektivitas lipase Candida rugosa pada reaksi
esterifikasi gliserol dan asam oleat ?

Apakah mono-oleil gliserol dapat dihasiikan pada kondisi reaksi

¥
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BAB 11

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tinjauan Tentang Biokatalis

Enzim merupakan protein yang mempunyai fungsi spesifik sebagai katalis
yang efektif, mempunyai spesifitas vang tinggi terhadap substrat dan hanya
mengkatalis jenis reaksi tertentu. Di dalam reaksi enzimatik, substrat berikatan
dengan konfigurasi tertentu pada lokasi spesifik pada permukaan enzim
membentuk kompleks enzim-substrat. Jenis ikatan pada enzim-substrat dapat
berupa ikatan ionik, ikatan kovalen atau interaksi hidrofobik antara gugus fungsi

substrat dan gugus fungsi aminoasil dari enzim (Cunningham, 1978).

Penggunaan cnzim sebagai biokatalis mempunyai beberapa kelebihan

dibandingkan dengan katalis kimia (Faber, 1992; Champe & Harvey, 1994).

a. Enzim adalah katalis vang efisien. mampu mempercepat reaksi 10" - 10"
lebih cepat dibandingkan dengan reaksi non enzimatik dan setiap molekul
enzim mampu mengubah 100 — 1000 molekul substrat menjadi produk setiap
detik.

b. Enzim ramah lingkungan.

¢. Enzim bereaksi pada kondisi lunak.

D1 samping itu, ada beberapa kelemahan yang perlu diperhatikan oleh

pemakai biokatalis, antara lain :



a. enzim membutuhkan parameter operasi yang sempit. Perubahan temperatur
dan pH hanya dapat dilakukan pada kisaran yang sempit, karena kenaikan
temperatur yang ekstrim dapat menyebabkan deaktivasi protein enzim;

b. enzim larut dalam air dan memperlihatkan aktivitas katalitik tertinggi di
dalam larutan berair, sehingga perlu dicari kondisi reaksi yang tepat untuk
senyawa organik yang sukar larut dalam air;

¢. enzim cenderung ke fenomena inhibisi.

2.2. Tinjauan Tentang Biotransformasi
2.2.1. Pengertian Biotransformasi

Biotransformasi telah dikenal sejak zaman Pasteur, tetapi transformasi
mikrobial senyawa industri yang penting baru dilakukan pada tahun 1950-an
yaitu modifikasi steroid. Sejak saat itu, tehnologi penting dikembangkan untuk
mengganti beberapa proses kimia klasik dengan transformasi menggunakan
biokatalis. Keadaan fisik biokatalis yang digunakan untuk biotransformasi dapat
berbeda-beda, antara lain : isolat enzim, enzim murni/ sedikit murni atau
mikroorganisme utuh (sel yang sedang tumbuh atau sel istirahat), baik bentuk
bebas atau bentuk amobil. Hal ini sangat tergantung pada berbagai faktor, antara
lain :

(1) tipe reaksi

(11)  ada/ ridaknya kofaktor yang perlu recycie

(iii)  Skala biotransformasi yang akan dilakukan



dan Whole Cell (sel utuh) (Faber, 1992)

. Prospek & Konsekuensi Penggunaan Sistem Isolat Enzim
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Banyak senyawa penting ( mulai dari asam amino sampai peniciilin) telah

dapat disintesis menggunakan viable whole cells (sel utuh hidup) dengan sumber

karbon murah (misalnya karbohidrat). Sintesis seperti itu memerlukan banyak



tahap reaksi biokimia, yang dikenal sebagai fermentasi, karena merupakan de
novo synthesis di dalam sistem biologi.

Kebanyakan biotransformasi berawal dari molekul organik yang relatif
kompleks, sehingga hanya memerlukan satu (atau beberapa) tahap sintetis
biokimiawi dengan menggunakan (tepatnya mempekerjakan) enzim atau mikroba
vang potensial untuk mengubah senyawa organik non-natural menjadi produk

yang dikehendaki (Leon et al., 1998).

2.2.2. Biotransformasi di dalam Medium Organik

Air merupakan medium reaksi vang esensial untuk biokatalisis, baik
dengan enzim maupun dengan sel. Hal ini telah diakui sebagai suatu kelehihan
dan biokonversi. Namun demikian, penggunaan medium air untuk biokonvesi
menyebabkan aplikasi biokatalisis dalam sintesis organik menjadi terbatas,
karena hampir semua senvawa organik kurang larut dalam medium air. Reaksi
samping seperti hidrolisis. rasemisasi. polimerisasi dan dekomposisi sering
terjadi dengan adanya air. Fungsi air dalam sistem biologi sering kali
kontradiktif. Air sangat diperlukan oleh enzim untuk interaksi non kovalen vang
menjaga konformasi aktivitas katalitiknya, tetapi air juga berperan dalam reaksi
vang menyebabkan denaturasi. Jadi, dengan mengurangi kandungan air dalam
medium reaksi dan menggantinya dengan pelarut organik maka enzim akan dapat
mempertahankan aktivitas katalitiknya. Pelarut non-air (anhidrous) tidak mampu
mendukung aktivitas enzimatik, tetapi sedikit air sangat diperlukan untuk proses
enzimatik. Banyaknya air yang diperlukan untuk mempertahankan aktivitas

enzimatik tergantung pada jenis enzim. Sebagai contohnya, a-khimotripsin hanva



membutuhkan 50 molekul air per molekul enzim untuk mempertahankan
aktivitas katalitiknya, jauh lebih sedikit dibandingkan dengan banyaknya molekul
air yang diperlukan untuk membentuk lapisan air monolayer mengitari enzim.
Hal ini berbeda dengan enzim lain seperti subtilisin. Sedangkan polifenol
oksidase membutuhkan adanya + 3.5 . 10" molekul air (Faber, 1992).

Biotransformasi dalam media organik telah banyak dikembangkan dan
dimanfaatkan dalam sintesis organik, karena banvak senyawa organik yang sukar
larut dalam media air. potensial untuk ditransformasikan dengan enzim atau
mikroorganisme. Penggunaan pelarut  organik  warer-immiscible  dalam
biokatalisis dengan whoie-celi (sel utuh) telah dikembangkan untuk
biotransformasi senyawa-senyawa toksik dan sedikit larut air. Sistem ini dapat
mengatasi problem produktivitas rendah dalam media konvensional karena
kelarutan substrat rendah menggabungkan biokonversi dar recovery produk di
dalam satu reaktor, serta meningkatkan kesetimbangan kimia vang akan
meningkatkan hasil dan selektivitas. Penggunaan whole cell pada biokatalisis
dalam media organik memungkinkan regenerasi kofaktor dan melakukan
biokonversi atau fermentasi vang melibatkan banvak tahapan proses
metabolisme. Proses amobilisasi dapat melindungi sel dari toksisitas pelarut
organik, sehingga penggunaan pelarut organik akan lebih efektif (Leon et al.,
1998).

Transformasi biokatalitik vang dilakukan dalam rﬁedia organik
mempunyai beberapa kelebihan (Cabral, 1997; Faber, 1992), antara lain sebagai

berikut.
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Hasil kescluruhan dari proses yang dilakukan dalam media organik
biasanya lebih baik, disebabkan karena pengurangan jumlah tahap
reaksi dapat dikurangi.

Substrat nonpolar dapat ditransformasi lebih cepat karena penggunaan
pelarut organik akan meningkatkan kelarutan reaktan, dengan cara
demikian akan meningkatkan produktivitas volumetrik dari sistem
reakst. Kesetimbangan reaksi dapat diarahkan ke produk vang
dikehendaki karena produk terekstraksi di dalam fasa pelarut organik,
sehingga memudahkan recovery biokatalis dan produk (piokonversi
ekstraktif).

Deaktivast dan ataw inhibisi eazim oleh substrat dan atau produk
lipofilik dapat diminimalkan karena senvawa lipofilik terlarut dalam
medium organtk schingga konsentrasi pada permukaan enzim lebih
rendah.

Banvak reakst samping seperti hidrohsis ester, polimerisasi quinon,
rasemisasi sianohidrin atau migrasi asil vang tergantung air. dapat
ditekan jika reaksi dilakukan daiam medium organik.

Amobilisasi enzim sering tidak diperlukan karena setelah reaksi enzim
dapat dipisahkan dengan fiitrasi sederhana. Namun denukian jika
diperlukan secara eksperimen maka dimungkinkan adsorpsi sederhana
pada suatu pendukung makroskopik seperti celite, silika atau gelas.
Desorpsi dari padatan pendukung ke medium reaksi tidak dapat terjadi

dalam lingkungan lipofilik.



6. Enzim lebih stabil di dalam lingkungan rendah kandungan air.
Sebagai contohnya, lipase porcine pancreatic aktif selama beberapa
jam pada 100" C dalam medium organik 99 %, tetapi dengan cepat
terdenaturasi pada temperatur tersebut bila di dalam medium air.

Reaksi enzimatik di dalam pelarut organik dapat diklasifikasikan menjadi

3 kategori.

a. Enzim dilarutkan dalam larutan monofasa air-pelarut organik
Enzim, substrat dan atau produk terlarut dalam larutan monofasa vang
mengandung air dan pelarut organik warer-miscible, misalnva
dimetil sulfoksida, dimetii formamida, tertahidrofuran, dooxane.
aseton atau ajkohol rendah. Sistem ini digunakan untuk transformasi
substrat lipofilik vang sedikit larut dalam sistem berair dan akan
beraksi dengan kecepatan rendah. Hampir semua pelarut warer-

miscibic dapat digunakan dalam konsenirasi 10% dari volume totai.

=)

Enzim dilarutkan dalam laruian bifasa air-pelarut organik

Sistem reaksi mempunyval 2 fasa makroskopik, vaitu fasa air vang
mengandung enzim dan fasa kedua adalah pelarut organik nonpolar,
seperti hidrokarbon, eter atau hidrokarbon terklorinasi, vang
memungkinkan pemisahan biokatalis dari fasa organik. Biokatalis
lebih suka dalam lingkungan berair dan tidak kontak langsung dengan
pelarut organik, dimana substrat terlarut. Terbatasnya konsentrasi
senvawa organik dalam fasa air dapat mencegah fenomena inhibisi. Di
dalam sistem bifasa, reaksi enzimatik berjalan di dalam fasa air,

transfer massa dart reaktan ke dan produk dan katalis dan antara 2
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fasa. Jadi pengocokan dan pengadukan merupakan parameter yang

penting sekali.

o

Enzim disuspensikan dalam pelarut organik monofasa

Medium reaksi dengan kandungan pelarut organik > 98%
menyebabkan padatan enzim tersuspensi di dalam larutan monofasa
organik. Walaupun biokatalis dalam keadaan kering, tetapi harus ada
air yang mengelilinginya untuk mempertahankan aktivitas

katalitiknya.

Satu aspek yang paling penting adalah pengarun pH medium. Di dalam
larutan organik yang kekurangan fasa atr, pH medium tidak dapat diukur dengan
mudah. Di lain pihak, keadaan ionisasi enzim merupakan fungsi pH, menentukan
konformasinya sehingga mempengaruhi aktivitas dan selektivitasnya. Karena
keadaan ionisasi dari muatan gugus protein tidak berubah bila ditempatkan dalam
pelarut organik maka sebaiknya menggunakan enzim padat yang diperoleh
dengan cara liofilisasi atau presipitast dan larutan bufer pada pH optimumnya.

Keadaan fisik enzim yang digunakan sebagai biokatalis dapat berupa
kristal, liofil atau endapan. Adsorpsi enzim pada permukaan makroskopik
menyebabkan distribusi biokatalis lebih baik dan akan meningkatkan kecepatan
reaksi. Beberapa materi anorganik seperti celite, silika gel atau padatan organik
non-ionik dapat digunakan sebagai padatan pendukung.

Sebagai pengganti pelarut organik lipofilik, gas superkritis seperti karbon
dioksida superkritis (supercritical carbon dioxide : SCCD) memperlihatkan sifat-

sifat kelarutan yang mirip dengan heksana sehingga dapat digunakan sebagai

I
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solven atau co-solven untuk transformasi enzimatik senyawa organik lipofilik.
Penggunaan medium gas superkritis tidak terbatas pada klas enzim tertentu, tetapi
enzim hidrolase yang paling dominan, misalnya untuk mengkatalis reaksi
esterifikasi,  transesterifikasi,  alkoholisis, hidrolisis,  hidroksilasi  dan
dehidrogenasi.  Penggunaan gas superkritis mempunyai beberapa kelebihan
antara lain : toksisitas rendah, mudah dihilangkan dan viskositasnva rendah
(Faber, 1992; Vija etal., 1997).

Di dalam media organik, ada dua parameter yang tidak dijumpai di dalam
larutan air yaitu jenis pelarut dan kandungan air. Telah diketahui sejak awal
bahwa banyaknya air yang ada sangat penting untuk stabilitas termal dan

aktivitas enzim di dalam media non-air (Ducret et al.. 1998),

2.3. Tinjavan Tentang Lipase

Lipase (triasilgliseroi hidrolase, EC 3.1.1.3) merupakan enzim yang
mampu menghidrolisis trigliserida menjadi asam lemak dan gliserol. Lipase dapat
dikategorikan berdasarkan spesifitasnya dalam memecah minyvak/ lemak. Lipase
nonspesifik memecah molekul asilgliserol pada posisi random, menghasilkan
asam lemak bebas dan gliserol dengan mono- dan diasil gliserol sebagai
intermediet. Produknya mirip dengan produk vang dihasilkan dari reaksi dengan
katalis kimia, hanya saja pada biokatalisis, degradasi dapat terjadi pada
temperatur yang lebih rendah. Sedangkan lipase spesifik-1,3 mengkatalis
pelepasan asam lemak pada posisi 1 dan 3 dari molekul gliserol. Dengan lipase-
spesifik asam lemak, hanya tipe asam lemak tertentu yang akan dibebaskan dari

molekul asilgliserol (Faber, 1992).

ot
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Lipase dari beberapa mikroba dan pankreas kuda & sapl serta pankreas
manusia telah diketahui strukturnya. Berat molekul dari enzim-enzim tersebut
berkisar antara 20.000 — 60.000. Mirip dengan serin hidrolase, enzim-enzim
tersebut bersama-sama dengan residu nukleofilik — histidin - asam menyebabkan
catalytic friad (tiga serangkai katalitik), vang diwujudkan sebagai Ser-His-Asp
(riad atau Ser-His-Glu triad (Faber, 1992: Yahva et al., 1998).

Mekanisme enzim-enzim penghidrolisis amida dan ester mirip dengan
yang digambarkan oleh hidrolisis kimia dengan basa. Suatu gugus nukleofilik
dari sisi aktif enzim menyerang gugus karbonil dari substrat ester atau amida.
Nukleofil yang bertindak sebagai “chemical operator”dapat berupa gugus
hidroksi dari residu serin, gugus karboksil dari residu aspartat atau gugus thiol
dan residu sistein. Mekanisme hidrolisis oleh lipase vang telah dieludasikan
dengan detail adalah mekanisme dari serin hidrolase, vang pada sisi aktifnya

terdapat residu serin dan dua gugus lain (vaitu residu aspartat dan nistidin) vang

terdapat bersama-sama residu serin tersebut. membentuk catalvtic  triad.

Pengaturan tertentu dari ketiga gugus ini menvebabkan penurunan harga pK darni

gus OH serin yang menyebabkan serangan nukleofilik pada gugus karbonil

te

gu
dari substrat. Akibatnya gugus asil dari substrat berikatan secara kovalen dengan
enzim membentuk intermediet asil-enzim dengan membebaskan R'OH.
Kemudian suatu nukleofil lain misalnya air akan menyerang intermediet asil-
enzim dan membebaskan enzim dan asam karboksilat. Bila enzim dioperasikan di
dalam lingkungan dengan kandungan air rendah, maka nukleofil lain (misalnya :

R-OH, R-NH,, H;0,) dapat bersaing dengan air untuk bereaksi dengan




intermediet asil-enzim menghasiikan sejumlah transformasi yang berguna yaitu -

transfer asil, aminolisis ester dan pembentukan perasam (Faber, 1992).

Asp Ser

o Ak iy
—kﬂ\/\/’f R/\ORZ > R2.OH

As His Ser
T Y
N A "\—/,/Y / .

Nu intermediet
asil — enzim

Nu (nukleofil) : H,O, R-OH, R-NH,, H-O,

Transformast vane mungkin re -rjad) antara nukleoii! dan intcrmediet asil-enzim -

H-O -» asi—-enzim — hidrodisis

R-OH - asii - eniziin - transfer asit
R-NH-—» asil — enzim - aminolisis ester

H-O> — asii — enzim — pembentukan perasam

Gambar 2.1, Mekanisme Hidrolisis Serin Hidrolase {Faber, 1992)

Awal penelitian tentang lipase mikrobial difokuskan pada pencegahan
pcmbusukan makanan, kemudian dikembangkan untuk mendapatkan lipase
industri yang lebih stabil dan murah. Hampir semua lipase vang digunakan dalam

industri obat, makanan dan detergen merupakan lipase mikrobial, karena banvak

tersedia secara komersial dan harganya relatif murah. Penggunaan enzim lipase




sebagai katalis khiral pada berbagai reaksi sintesis berbagai senyawa aktif
biologis yang penting juga mengalami peningkatan (Hou and Johnson, 1992).
Terlepas dari arti biologisnya, lipase memainkan peran peniing dalam
bioteknologi. Sebanyak 15 % dari biotransformasi yang dilaporkan, dilakukan
dengan biokatalis lipase. Selama dekade terakhir, lipase menjadi enzim yang
sangat menarik bagi industri kimia dan farmasi, karena akuvitasnya sebagai
biokatalis pada reaksi hidrolisis dan sintesis ester. Walaupun lipase mengkatalis
reaksi hidrolisis trigliserida atau asil dan aril ester di dalam sistem air, lipase juga
mengkatalis reaksi organik di dalam media non-air. Lipase mengkatalis hidrolisis
dan sintesis trigliserida dengan spesifitas posisi dan asam lemak. Okumura et al.
(1979) melaporkan bahwa lipase Aspergilus niger dan Rhizopus delemar
menghidrolisis dan membentuk ikatan ester pada posisi 1 dan 3 dari gliserol.
Sedangkan lipase dari Geoftrichum candidum dan  Penicillium cvelopium
menghidrolisis dan membentuk ikatan esier pada ketiga posisi. Lipase beraksi
pada inrerface (antar muka) antara daerah hidrofobik dan daerah hidrofilik, sifat
Khas yang membedakan lipase dari esterase. Namun demikian, lipase juga
berfungsi sebagai esterase. Sebagai contohnya, Tsujisaka et al 1977)
melaporkan bahwa 4. niger mensintesis gliserida dari asam DL-maleat, asam
suksinat dan asam-asam aromatik seperti asam benzoat dan asam fenil asetat.
Sebaliknya lipase (. candidum dan. P cvclopium hanya mensintesis gliserida dari
asam lemak rantai panjang. Sedangkan lipase dari 4. niger dan. R delemar

mensintesis ester oleil alkohol dari berbagai asam lemak dan beberapa asam

dibasa. (Hou & Johnson, 1992).




Kelebihan lipase yang lain adalah kestabilannya yang tinggi di dalam
pelarut organik dan temperatur tinggi. Lipase juga mempunyai kemampuan
mengkatalis reaksi dengan substrat yang berbeda dan subsirat sintetik serta reaksi
stereoselektif (Marek & Bednarski, 1996).

Aktivitas hidrolitik dari lipase telah dilaporkan berhubungan secara
langsung dengan aktivitas sintetiknya. Walaupun lipase dari sumber vang
berbeda dapat mengkatalis reaksi yang sama, mungkin berbeda aktivitasnya di
bawah kondisis reaksi yang sama.

Lipase telah digunakan secara sukses pada hidrolisis trigliserida untuk
produksi asam lemak bebas. Bagaimanapun, dalam lingkungan rendah air, reaksi
esterifikasi dan transesterifikasi juga depat berlangsung. Lipase merupakan
biokatalis yang efekiif bila beraksi pada inferface (antar muka) antara substrat tak
larut (trigliserida) dan fasa air di mana enzim terlarut. Hal ini menvebabkan
lipase sangat cocok uniuk aplikasi biokonversi di dajam media non-konvensional
(Cabrai eral., 19971

Ketertarikan penggunaan biokatalisis dalam sintesis organik meningkat
dengan cepat. Dalam hal ini, lipase merupakan kelompok enzim vang paling
banvak dipelajari. Lipase telah digunakan dalam modifikasi lemak/ minyak
melatui reaksi transesterifikasi, untuk menemukan senyawa-senyawa baru dengan
sifat-sifat yang lebih baik dan untuk meningkatkan bahan baku murah menjadi
produk-produk yang lebih berharga. I.inko et al. (1998) telah melaporkan bahwa
lipase dapat digunakan sebagai biokatalis di dalam produksi senyawa-senyawa

biodegradable yang bermanfaat, antara lain : esterifikasi langsung antara butanol

dan asam oleat untuk produksi 1-butil oleat, transesterifikasi asam-asam lemak




dari raoeseed oil yang menghasilkan campuran 2-etil-1-heksil ester. Penemuan
bahwa lipase juga dapat mengkatalis sintesis ester, membuka peluang untuk
produksi poliester biodegradable secara enzimatik. Poliesterifikasi 1,4-butanadiol
dan sebacic acid menghasilkan poliester dengan massa > 56000 g/ mol, dan
poliester dengan massa 130000 g/ mol diperoleh bila menggunakan lipase dari
Rhizomucor michei sebagai biokatalis. Poliester aromatik poli (1,6-heksanadiil
isoftalat) dengan massa > 50000 g/ mol dapat diperoleh dari poliesterifikasi

dengan biokatalis lipase (Linkc et al., 1998).




BAB I

TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

3.1. Tujuan Penelitian
a. Menentukan kondisi reaksi esterifikasi gliserol dan asam oleat dengan
biokatalis lipase di dalam medium organik hidrofobik.
b. Mempelajari selektivitas lipase dari Cundida rugosa pada reaksi
esterifikasi gliserol dan asam oleat.
¢. Mengetahui apakah mono-oleil gliserol dapat dihasilkan pada kondisi

reakst tersebut.

3.2. Manfaat Penelitian
Hasil penelitian ini diharapkan dapat imnemberi informasi tentang aktivitas
lipase dan Cundida rugosa sebagai biokatalis pada reaksi esterifikasi di dalam

medium pelarut organik.
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BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Lokasi dan Waktu Penelitian

4.1.1 Lokasi Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kimia Organik Jurusan Kimia
FMIPA Universitas Airlangga

4.1.2  Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan antara bulan September — Desember 2001

4.2. Bahan dar Alat Penelitian

4.2.1 Bahan Penelitian

Enzim lipase yang digunakan pada penelitian ini merupakan enzim
iipase dari Cundido rugosa komersial vang diprodukst oleh Sigma,
mempunyai aktivitas lipolitik sebesar 724 Unit/ mgram serbuk.
Di mana : 1 Unit aktivitas enzim didefinisikan sebagai banvaknva
enzim yang dapat menghidrolisis 1,0 mikroekuivalen
asam lemak dari substrat minyak zaitun dalam waktu 1
jam pada temperatur 37°C dan pH 7,2.
b. Bahan-bahan kimia yang digunakan pada penelitian ini semuanya

berkualitas pro-analysis, antara lain




Gliserol, asam oleat, silika gel, n-heksana, sikloheksana, metanol,

khloroform, lempeng silika gel dan iodium.

4.2.2  Alat Penelitian
Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini meliputi alat-alat gelas yang
lazim digunakan di dalam laboratorium Kimia Organik, hot plate
magnelic stirer dan seperangkat alat kromatografi lapis tipis (KLT).
Sedangkan analisis produk reaksi dilakukan dengan spektrofotometer GC/
MS Shimadzu QP 5050 di Universitas Pendidikan Indonesia (UPI)

Bandung.

4.3. Variabel penelitian
1. Variabel bebas : waktu reaksi, konsentrasi gliserol, jenis pelarut
organik

2. Variabel terikat : produk reaksi yang terbentuk

4.4. Prosedur Kerja

4.3.1 Adsorpsi substrat gliserol pada silika gel
Gliserol vang akan digunakan sebagai substrat pada reaksi esterifikasi
terlebih dahulu diadsorpsikan pada silika gel dengan cara mencampur
gliserol dan silika gel dengan perbandingan 1 : 1 (b/b), sehingga diperoleh

serbuk gliserol-silika gel yang homogen.
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4.3.2 Penentuan kondisi reaksi esterifikasi asam oleat dan gliserol dengan

biokatalis lipase dari Cundida rugosa

Untuk mengetehui kondisi reaksi esterifikasi antara asam oleat dan
gliserol maka pada penelitian ini dilakukan variasi - waktu reaksi, jenis pelarut
organik dan konsentrasi gliserol.

1. Penentuan waktu reaksi

Sebanyak 4 gram substrat gliserol-silika gel dan 1,0 gram enzim
lipase dimasukkan ke dalam labu Erlenmeyer 50 ml yang berisi 30
mM (423 mgram) asam oleat dalam 50 mL n-heksana. Kemudian
campuran diinkubasi di atas penangas air 40° C sambil daduk dengan
magnetic stirer sampai terbentuk produk reaksi. Untuk mengetanu
waktu berlangsungnya proses esterifikasi gliserol dan asam cleat,
setiap interval waktu 30 menit dilakukan pengambilan sampel produk,
dengan cara mengambil 2 mL medium reaksi. Produk esterifikasi
vang terlarut di dalam medium reaksi, selanjutnya diuji dengan
metode KLT pada lempeng silika gel menggunakan fasa gerak
campuran metanot - khloroform (1 : I v/v), dengan pembanding
substrat asam oleat. Noda yang terbentuk pada lempeng silika gel

diperjelas dengan uap I» .

2. Variasi konsentrasi gliserol dan jenis pelarut
Untuk mengetahui perbandingan substrat gliserol terhadap asam

oleat dan jenis pelarut organik yang cocok sebagal medium reaksi

[ S
[




esterifikasi gliserol dan asam oleat, pada penelitian ini, konsentrasi

asam oleat dan jumlah enzim dibuat tetap. Asam oleat 30 mM ( 84,6

mgram) dalam 10 mL pelarut organik, sedangkan substrat gliserol

dibuat berlebihan dengan variasi : 300, 400, 500, 600, 700, 800 dan

900 mgram. Reaksi dilakukan di dalam medium pelarut organik : n-

heksana atau sikloheksana dengan cara sebagai berikut -

a.

Reaksi esterifikasi di dalam medinm n-heksana

Disiapkan 7 buah labu Erlenmeyer 50 mLyang masing-masing
disi dengan 30 mM (84,6 mgram) asam oleat dalam 10 mlL n-
heksana dan 02 gram enzim lipase. Ke dalam setiap labu
Erlenmeyer tersebut berturut-turut dimasukkan - 0.6:0,3; 1,0; 1,2;

2 2

I.4. 1.6 dan 1,8 gram substrat gliserol-silika gel. Selanjutnya
campuran reaksi di dalam masing-masing labu FErlenmeyer
tersebut diinkubasi di atas penangas air 40° C sambil diaduk
dengan pengaduk magnet selama 3 Jam. Pada akhir reaksi medium
organik dipisahkan dari campuran reaksi dan diuapkan, kemudian
produk ester vang terbentuk dideteksi dengan metode KLT
menggunakan fasa gerak campuran metanol - kloroform (1:1
viv). Noda yang terbentuk pada lempeng silika gel diperjelas

dengan uap 1.
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b. Reaksi Esterifikasi di dalam medium sikloheksana
Reaksi ini dilakukan dengan prosedur yang sama dengan
prosedur (a) reaksi esterifikasi di dalam medium n-heksana, hanya

saja pelarut n-heksana diganti dengan sikloheksana.

Uji selektivitas lipase dari Candida rugosa sebagai biokatalis pada reaksi
esterifikasi gliserol dan asam oleat

Untuk uji selektivitas lipase digunakan produk reaksi yang
diperoleh dari prosedur 4.3.2 (1). Medium organik vang mengandung
produk ester dipisahkan dari campuran reaksi, kemudian diuapkan
pelarutnya schingga diperoleh produk ester. Selanjutnva produk ester
vang diperoleh dianalisis dengan GC/ MS untuk mengetahui banyaknya
produk reaksi yang terbentuk dan mengetahui selektivitas lipase dari
Candida rugosa scbagai biokatalis pada reaksi esterifikasi gliserol dan

asam oleat.

Analisis Data

Dari uji KLT dengan fasa gerak campuran kloroform-metanol {(1:1v/v)
dapat diketahui berlangsungnya proses esterifikasi dengan cara
mengamati terbentuknya noda produk reaksi dan dibandingkan dengan Rf

substrat asam oleat. Dari data yang diperoleh kemudian dibuat tabel

sebagai berikut :




!F 3 gliserol-silika gel (1 : 1 b/b) Waktu reaksi

1] Jenis Pelarut | (gram) ; (jam)

, 06 108 11,012714 716 1181051 1,512 12573
R ’ ? ?

| n-heksana | | | | |
L I L

; | Sikioheksana ! | ; i ! | i

| S N N L] ; L

Dari hasil analisis dengan GC/ MS dapat diketahui banyaknya senyawa di
dalam campuran produk reaksi dan dengan cara membandingkan spektrum massa
produk reaksi dengan spekirum massa pada pustaka maka dapat diketahui produk

ester yang terbentuk, sehingga dapat diketahui selektivitas lipase Candida rugosa

pada reaksi esterifikasi gliserol dan asam oleat di bawah kondisi percobaan




BAB YV

HASIL DAN PEMBAHASAN

S5.1. Penentuan Kondisi Reaksi Esterifikasi Gliserol dan Asam Oleat dengan

Biokatalis Lipase dari Candida rugosa

Enzim lipase komersial diperdagangkan berdasarkan aktivitas hidrolitiknya
terhadap substrat alaminya dan tidak dijamin tentang aktivitas esterifikasinya,
Namun demikian, dari hasil penelitian terhadap beberapa jenis lipase
menunjukkan adanva hubungan antara aktivitas hidrolitik dan sintesis ester.
Walaupun mempunvai aktivitas  hidrolisis yang mirip tetapi aktivitas
esterifikasinya mungkin sangat bervariasi. Oleh karena itu pada pencliuan ini
pertu dipelajari kondisi reaksi berlangsungnya reaksi esterifikasi gliserol dan
asam oleat dengan biokatalis lipase dari Candida rugosa.

Pada umumnya reakst enzimatik berlangsung/ dilakukan di dalam
medium air, sehingpa aplikasi di dalam sintesis organik menjadi terbatas karena
kebanyakan senyawa organik sedikit/ tidak larut dalam air. Penggunaan pelarut
organik sebagai media reaksi di dalam reaksi biokatalisis mempunyai beberapa
kelebihan dibandingkan dengan di dalam media konvensional antara lain °
kelarutan reaktan lipofiiik lebih besar dan recovery produk reaksi lebih mudah
karena produk reaksi terekstraksi di dalam medium organik (disebut extractive

bioconversion).




Seperti telah diketahui bahwa air merupakan komponen esensial untuk
aktivitas katalitik suatu enzim di dalam media organik, tetapi pada reaksi
esterifikasi air yang berlebihan dapat menyebabkan reaksi hidrolisis sehingga
reaksi berlangsung ke arah berlawanan. Di lain pihak, pada reaksi esterifikasi
senantiasa dihasilkan air. Oleh karena itu, kontrol kandungan air dalam sistem
reaksi sangat diperlukan untuk optimasi reaksi esterifikasi.

Persamaan reaksi esterifikasi secara umum dapat dituliskan sebagai berikut :

H" atau enzim
RCOOH + ROH <—— RCOOR* + H,O

Reaxsi esterifikasi asam lemak dan poliol dapat dilakukan di dalam
pelarut hidrofobik seperti heksana. Namun demikian, senyawa poliol yang
hidrofilik tidak dapat bercampur (immiscible) di dalam pelarut hidrofobik seperti
itu, sehingga kecepatan esterifikasi rendah. Untuk meningkatkan selektivitas
esteritikasi poliol, beberapa metode dapat diterapkan seperti : penggunaan
berbagai lipase atau pelarut organik vang berbeda serta  variasi perbandingan
reaktan.

Pada penelitian ini, digunakan silika gel sebagai padatan pendukung
dalam reaksi esterifikasi gliserol dan asam oleat. Proses ini melibatkan reaksi
antara substrat polar, yaitu gliserol dan substrat hidrofobik, yaitu asam oleat.
Pada penelitian ini, gliserol diadsorpsikan pada padatan pendukung hidrofilik
(yaitu silika gel), sedangkan asam oleat dilarutkan dalam pelarut non polar.
Dalam hal ini silika gel bertindak sebagai suatu “reservoir” untuk gliserol. Silika

gel mempunyai sifat water-sorption, sehingga adanya silika gel di dalam sistem

27




reaksi diharapkan juga dapat mengurangi kandungan air dalam sistem reaksi.
Dengan demikian akan meningkatkan kesetimbangan reaksi dan % konversi
substrat menjadi produk.

Kim & Lee (1996) mengemukakan bahwa proses reaksi esterifikasi di
dalam medium organik berlangsung lebih lambat dibandingkan dengan proses
resolusi hidrolitik dari rasemat asam 2-arilpropionat. Hasil penelitiannya
menunjukkan bahwa penambahan padatan pendukung ke dalam medium reaksi
dapat meningkatkan kecepatan reaksi dan hasil ester pada reaksi esterifikasi
ibuprofen dengan biokatalis lipase dari Candida cylindracea di dalam medium
organik. Silika gel dan Eupergit C yang ditambahkan ke dalam medium reaksi
secara efektf dapat meningkatkan efisiensi katalitik enzim, karena dapat
mengetektifkan dispersi serbuk enzim di dalam medium organik.

Lipase Candida rugosa yang digunakan pada penelitian ini merupakan
lipase komersial yang diperdagangkan oleh Sigma sebagai enzim hidrolase vang
mempunyal aktivitas lipolitik sebesar 724 Unit/ mg serbuk. Di mana 1 Unit
aktivitas  enzim didefinisikan  sebagai banyaknya enzim vang dapat
menghidrolisis 1,0 mikroekuivalen asam lemak dari substrat minvak zaitun dalam
waktu 1 jam pada temperatur 37° C dan pH 7,2. Oleh karena itu, belum diketahui
aktivitasnya dalam reaksi esterifikasi.

Untuk mengetahui apakah enzim tersebut mempunyai aktivitas sebagai
biokatalis pada reaksi esterifikasi gliserol dan asam oleat, maka pada penelitian
ini dipelajari kondisi reaksi yang diperlukan untuk berlangsungnya ‘reaksi
esterifikasi. Untuk mengetahui kondisi reaksi esterifikasi, analisis produk reaksi

dilakukan secara kualitatif dengan metode KLT.




Campuran reaksi terdiri dari : substrat gliserol yang telah diadsorpsikan
pada silika gel, serbuk enzim lipase, asam oleat yang telah dilarutkan dalam n-
heksana. Dalam hal ini n-heksana sekaligus berfungsi sebagai medium reaksi,
Adanya silika gel di dalam medium menyebabkan gliserol dan serbuk enzim
dapat terdispersi di dalam medium hidrofobik, schingga diharapkan
meningkatnya efisiensi aktivitas enzim. Terbentuknya air selama esterifikasi juga
dapat diamati, serbuk enzim melekat pada substrat gliserol-silixa gel, kemudian
menempel] pada labu Erlenmeyer schingga tidak dapat terdispersi lagi di dalam
medium. Dalam sistem reaksi ini terjadi biokonversi ekstraktif, produk reaksi
terlarut di dalam medium dan mudah dipisahkan dari komponen lainnya.
Scianjutnya. produk ester yang mungkin terbentuk vang terlarut di dalam
n-heksana dapat dianalisis dengan metode KLT dan GC’ MS.

Persamaan reaksi esterifikasi gliserol dan asan oleat dapat dituliskan
sebagai berikut :

CH,-OH Mono-oleil gliserol ?

CH3(CH,);CH=CH(CH,);COOH + éH —OH lipase C. rugosa N Di-oleil gliserol ?

]
CH-- OH Tr-oleit gliserol ?

Hasil uji dengan KLT menunjukkan bahwa reaksi esterifikasi gliserol dan
asam oleat dengan biokatalis lipase Candidu rugosa dapat berlangsung setelah
inkubasi pada temperatur 40° C selama 3 jam. Hal ini ditunjukkan adanya noda
senyawa pada lempeng silika gel, yang berbeda Rf nya dengan noda dari senyawa

standar, asam oleat.
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Pada lempeng silika gel, asam oleat memperhhatkan 1 (satu) noda dengan
Rf=0,7. Adanya 1 (satu) noda yang sangat jelas pada lempeng silika gel dengan
Rf = 0,58 menunjukkan adanya 1 (satu) senyawa yang dominan di dalam
campuran produk reaksi. Oleh karena itu, dapat disimpulkan bahwa reaksi
esterifikasi gliserol dan asam oleat dengan biokatalis lipase dari Candida rugosa
di dalam medium n-heksana, menghasilkan 1 (satu) produk ester yang dominan.

Kim & Lee (1996) mengemukakan bahwa hidrofobisitas dari pelarut
organik berpengaruh pada kecepatan awal reaksi esterifikasi rasemat ibuprofen
dengan biokatalis lipase C. cylindracea. Stereoselektivitas lipase lebih baik dapat
dipercleh bila reaksi dilakukan di dalam pelarut organik dari pada di dalam air.

Gliserol mempunyai 3 gugus fungsi OH yang memungkinkan terjadinya
reaksi esterifikasi dengan asam oleat. Oleh karena itu, untuk mendapatkan mono-
oleil gliserol maka konsentrasi gliserol harus dibuat berlebih, yang pada
percobaan ini konsentrasi gliserol divariasi 300, 400, 500, 600, 700, 800 dan
900 mgram per 10 mL medium organik.. Sedangkan untuk mengetahui jenis
pelarut organik yang sesuai dengan kelarutan mono-oleil ghiserol maka pada
penelitian ini digunakan 2 (dua) jenis pelarut organik sebagai medium. yaitu n-
heksana dan sikloheksana. Hidrofobisitas n-heksana lebih besar dibandingkan
dengan sikloheksana. Reaksi esterifikasi gliserol dan asam oleat dilakukan di
dalam medium n-heksana atau sikloheksana dengan konsentrasi gliserol divariasi.
Hasil uji dengan metode KLT menunjukkan bahwa proses esteritikasi pada
berbagai konsentrasi gliserol, baik di dalam medium n-heksana ataupun
sikloheksana, menghasilkan 1 (satu) produk ester yang dominan dengan Rf =

0,58.




Dengan demikian, dapat disimpulkan bahwa jenis ester yang terbentuk
tidak dipengaruhi oleh konsentrasi substrat gliserol antara 300 — 900 mgram
dalam 10 mL medium organik (baik n-heksana ataupun sikloheksana) dengan
konsentrasi substrat asam oleat 30 mM dan 0,2 gram enzim lipase. Berhubung
pada penelitian ini tidak dilakukan analisis kuantitatif maka tidak dapat dikatakan

apakah kondisi tersebut berpengaruh terhadap % produk ester yang dihasilkan.

5.2. Uji Selektivitas Lipase dari Candida rugosa pada Reaksi Esterifikasi
Gilserol dan Asam Oleat
Lipase merupakan enzim yang mempunyai kemampuan hidrolisis dan
sintesis trigliserida dengan spesifisitas posisi dan asam lemak. Lipase dari
Aspergillus niger dan Rhizopus delemar menghidrolisis dan membentuk ikatan

ester hanya pada posisi 1 dan 3 dari gliserol, sedangkan lipase dari Geoirichum

pada ketiga posisi ({lou & Johnston, 1992). Spesiiisitas lipase terhadap asam

lemak juga telah dilaporkan, lipase AMucor michei mempunvai s

dan asam oleat dilakukan dengan GC/ MS. Pada Kromatogram GC (Lampiran 1)
terlihat adanya beberapa puncak yang menunjukkan bahwa di dalam medium
reaksi esterifikasi terkandung beberapa senyawa, yang merupakan produk reaksi
esterifikasi dan pengotor. Alat GC/ MS dapat mendeteksi adanya 11 senyawa di

dalam campuran produk reaksi. Waktu retensi dan luas puncak dari 11 senyawa
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tersebut tercantum pada Tabel 5.1. Pada kromatogram tersebut dapat dilihat

adanya 1 (satu) senyawa yang memberikan puncak terluas yaitu senyawa-9

dengan waktu retensi 25,026 menit.

Berdasarkan data spektrum massa untuk 11 senyawa yang

terdeteksi, dan dibandingkan dengan spektrum massa pada pustaka (1)

WILEY229.LIB (2) NIST62.LIB dan (3) PESTICD.LIB dapat diperkirakan

sehyawa-senyawa yang mungkin terkandung di dalam campuran produk reaksi.

Data selengkapnya tercantum pada Tabel 5.1.

Tabel 5.1. Perkiraan Senyawa Produk Esterifikasi

f Puncak | Waktu retensi | Luas puncak ; % | Perkiraan senyawa _
. ke- . (menit) j
L1 ,f 8160 . 31311 | 1,10 | Cktanal
L2 . 10349 52014 1.8 , Nonanal ;
| 3 , 3576 1 42905 | 1,51 | 1-Nonanol, i-dode-
? ! 1 | kanol, 1-undekanol |
©4 17429 | 73794 | 259 1 Cinerin I, Jasmolin |
.’ ! B!
5 19,877 77205 | 271 ! Ergosta-4,6,22-trien- |
‘ ! ' 3-alpha-ol
; 6 20683 110930 | 3,90 | Asam miristat, asam |
1 . . stearat
L7 22818 . 39383 2.09 | Asam 9-heksadeka- |
| i , noat, siklododekana |
8 23045 ¢ 254374} 894 | Asam palmitat, asam |
‘ ! | | | stearat !
| 9 25,026 1971588 | 69,33 | Di-(9-oktadekenoil -
| | | gliserol
L1000 23217 T 141815 499 ! Asam 9-oktadeken-
oat, asam oleat
' 11 ' 26,987 L 28626 1,01 ! I-heptadekanol, 1I-
( , . dodekanol, tride-
L i i , kanol ;




Dari data pada Tabel 5.1 dapat dikatakan hanya senyawa-9 dan senyawa-
10 yang berhubungan dengan reaksi esterifikasi gliserol dan asam oleat. senyawa-
9 . di-(9-oktadekenoil)-gliserol atau di-oleil gliserol, merupakan produk ester
sedangkan senyawa-10 adalah sisa asam oleat vang belum vereaksi.

Data spektrum massa senyawa-9 menunjukkan bahwa senyawa tersebut
mempunyai pola fragmentasi sebagai berikut : m/e 41, 55, 69, 83, 97, 111, 125,
138 dan 264 (Lampiran 2 a). Dari data pustaka : WILEY229.LIB didapatkan data
pola fragmentesi dari senvawa dengan (M ~ 1) = 621 (C:H70s) : di-(9-
oktadekenoil) gliserol atau di-oleil gliserol, vaitu : m/c 41,55, 69, 83, 98, 11 I,
125, 151 dan 264 (Lampiran 2 b).

Spektrum massa senyawa-10 memperlihatkan pola fragmentasi sebagai
berikut : m/ e 41, 55, 69, 83, 97, 111, 129 dan 185 (Lampiran 3 a). Sedangkan
dari data pustaka : WILEY229 LIB, didaparkan data pola fragmentasi dari
senyawa dengan massa 282 (CigH7,Cs) : asam 9-oktadekenoat alaﬁ asam oleat.
vaitu:m/e 43,5573, 83,97, 111,129, 143, 157, 171, 185 dan 199 (Lampiran 3
b).

Dari data di atas, dapat disimpulkan bahwa senyawa-9 adalah produk
ester dan senyawa-10 adalah sisa substrat asam oleat yang belum terkonversi.
sedangkan senyawa-senyawa yang lain kemungkinan merupakan pengotor.

Pada kondisi percobaan, reaksi esterifikasi gliserol dan asam oleat dengan
biokaralis lipase di dalam medium organik hidrofobik (n-heksana/ stkloheksana)
menghasilkan di-oleil gliserol, sehingga tidak dapat diperoleh senyawa vang
dikehendaki yaitu mono-oleil gliserol. Dengan kata lain, pada kondisi percobaan

lipase dani Candida rugosa bersifat selektif untuk sintesis di-oleil gliserol.
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Reaksi esterifikasi gliserol dan asam oleat dengan biokatalis lipase

Candida rugosa dapat dituliskan sebagai berikut :

CH,- GCH
' Lipase Candida rugosa
CH:(CH,);CH=CH(CH,);COOH + CH-OH >
é’”L -~ QOH
Asam oleat Gliserol

CHQ-O--CO-(CH:)'}CH:CH(CH:{)';CH;
CH -0-CO~(CH,);CH=CH(CH:)-CHs
l

CH; -OH

Oletl glisero! [Di~(9-oktadekenoil)-gliserot]

Reaksi esterifikasi gliserol dan asam oleat di dalam mediurn organik
hidrofobik (n-heksana atau sikloheksana) tidak menghasilkan mono-cleil gliserol.
kemungkinan disebabkan karena :

- mono-oicil gliserol tidak/ kurang iarut di dalam n-heksana atau

stkloheksana

- mono-oleil gliserol vang terbentuk teradsorpsi pada stlika gel

- Lipase Candida rugosa bersifat spesiiik pada sintesis di-oleil gliserol



Pola fragmentasi senyawa dengan Mr 620 (CsoH7,05)

di-(9-

oktadekenoil)-gliserol adalah sebagai berikut :

(IZHg-O-C-(CHz )CH=CH(CH>);CH3

QH -O-C-(CH2)7CH=CH(CH3)7CH3

!
CH, -OH

- H.C=0

\l/
I

CH-O-C+(CH,);CH=CH{CH,);CH;
!

v H:

CH
il
C- O-C‘(CH:)"CH:CH(CH3)7CH;

| -C3He
CH

i
C-0-C~(CH;);CH=CH(CH>):CHj;

\H‘-/?Zﬁ%
CH /

I B
C-O-C-(CH\);CH CH(CH.:),CHx

]
/ \ ‘;/ -CH;

CH (CH.):CH  CH(CH.),
il m/e 55 m/e 69
C-0-C-(CHa);

m/e 125

v

HO-C-(CH:)7CH=CH(CH3)7CH2
m/e 282
|
Np
k4
Y 3
HO-C-(CH-);CH CH(CH-)CH;
]
Y
CH{CHa),
m/e ili

-CH;s

CH(CHa)
m/e 41



BAB Vi

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan
Berdasarkan hasil yang diperoleh pada penelitian ini, maka dapat diambil
kesimpulan sebagai berikut.
1. Reaksi esterifikasi gliserol dan asam oleat dengan biokatalis lipase
Candida rugosa dapat berlangsung pada kendisi reaksi
a. substrat ghiserol-silika gel (i : 1 b/b) 0,6 - 1,8 gram
b. substrat asam oleat 30 mM dalam 10 mL medium n-
heksana atau sikloheksana
c. enzim hipase 0.2 gram

d. temperatur 40° C

o

Pada kondist percobaan, lipase Candida rugosa mempunyai
spesifisitas terhadap sintesis di-oleil gliserol.
5. Pada kondisi percobaan, tidak dapat diperoleh senyawa vyang

dikehendaki yaitu mono-oleil gliserol.

6.2. Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh disampaikan saran-saran
sebagai berikut.

1. Perlu dilakukan modifikasi medium organik untuk mendapatkan

medium dengan kepolaran yang tepat bagi mono-oleil gliserol



2. Perlu dipelajari aktivitas lipase dari sumber lain sebagai biokatalis

pada sintesis emulsifier mono-oleil gliserol.
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