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Abstrak
Mono-digliserida (MGDG) disintesis melalui reaksi transesterifikasi enzimatis menggunakan minyak inti sawit
mentah (MISM) dan gliserol sebagai substrat. Reaksi berlangsung pada temperatur 30°C, rasio mol MISM :
gliserol = 1:2 mol, waktu reaksi 8 jam dan rasio enzim Candida antarctica : MISM = 0,05% (b/b). MISM dan
gliserol tidak mudah larut sebab memiliki polaritas yang berbeda. Untuk meningkatkan homogenitas kedua
substrat, ditambahkan n-heksana sebagai pelarut dalam berbagai rasio, yaitu 1:1 — 1:10 (% b/v) terhadap massa
MISM. Tujuan penelitian ini adalah mengamati pengaruh n-heksana terhadap aktifitas katalitik dari enzim
Candida antarctica untuk meningkatkan konversi substrat. Konversi substrat diukur secara kuantitatif berdasarkan
persentase penurunan bilangan asam. Sebagai kontrol terhadap reaksi enzimatis, dilakukan reaksi non enzimatis
dengan menggunakan kondisi reaksi yang sama. Dari hasil penelitian diketahui bahwa enzim Candida antarctica
mampu menahan n-heksana dalam sistem campuran reaksi hingga batasan tertentu. Konversi substrat optimal
diperoleh pada rasio MISM : n-heksana = 1:3 (b/v) sebesar 58,29% dengan kadar bilangan asam akhir = 2,28%.
Penggunaan rasio MISM : n-heksana diatas 1:3 (b/v) menunjukkan penurunan konversi substrat karena terjadi
toksisitas pada enzim Candida antarctica yang meningkatkan rigiditas sisi aktif enzim. Produk dengan konversi
optimal kemudian dianalisis menggunakan metode kromatografi gas dan diperoleh total yield MGDG sebesar
56,91%, dengan komposisi MG = 8,96% dan DG = 47,95%.

Kata kunci: Candida antarctica, Enzimatis, n-Heksana, Mono-digliserida, Minyak Inti Sawit Mentah.

1. PENDAHULUAN

Mono-digliserida (MGDG) adalah salah satu pengemulsi non ionik. MGDG memiliki aplikasi luas
pada industri yang memproduksi bahan-bahan kebutuhan hidup manusia (Kaewthong dkk., 2005).
Berdasarkan panjang rantai asam lemak yang digunakan sebagai bahan baku, maka MGDG dibagi atas
MGDG rantai pendek, menengah dan panjang. MGDG golongan rantai menengah seperti mono-dilaurat,
mono-dimiristat dikenal sebagai pengemulsi yang bermanfaat bagi kesehatan karena memiliki aktifitas
antimikroba. Sebagai pengemulsi, MGDG mampu mempertahan emulsi antara air yang terdispersi dalam
minyak, sehingga MGDG disebut sebagai pengemulsi golongan (w/o0) atau water in oil (Hudson, 1993).
Emulsi yang terdiri dari air yang terdispersi dalam minyak atau lemak sangat banyak ditemukan di
industri pangan, seperti dalam pembuatan margarin, mayones, whipped cream, cake dan roti. MGDG
memiliki rentang Hidrophilic Lipophilic Balance (HLB) yang cukup lebar dari 3,7-9,2 bergantung pada
kelarutannya (Mintarti & Kusumah, 2017; Murod dkk., 2019).

Dalam skala industri, MGDG diproduksi melalui transesterifikasi kimia melibatkan katalis basa
pada temperatur 200-250°C menggunakan bahan baku trigliserida atau asam lemak nabati dan hewani
(Cetina dkk., 2011). Temperatur tinggi meningkatkan proses kelarutan, sehingga dalam metode kimia
penggunaan pelarut dapat ditiadakan. Berbeda halnya dengan transesterifikasi enzimatis yang
berlangsung pada temperatur moderat. Untuk meningkatkan kelarutan bahan baku, dibutuhkan suatu
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pelarut yang bertindak sebagai penghubung antara kedua substrat. Meskipun demikian, transesterifikasi
kimia memiliki kelemahan antara lain : terdapat residu dari produk samping (sabun), warna produk yang
lebih gelap hingga aroma terbakar. Selektifitas produk yang diperoleh melalui transesterifikasi kimia
juga rendah berkisar 30-40%. Untuk mendapatkan MGDG dengan kemurnian > 90% memerlukan tahap
pemurnian lebih lanjut, salah satunya dengan distilasi molekuler (Kaewthang, 2004; Kaewthong dkk.,
2005), pemisahan metode kromatografi kolom (Rosita, 2016). MGDG komersial biasanya mengandung
45-55% monogliserida (MG), 38-45% digliserida (DG), dan 8-12% trigliserida (TG) (Scrimgeour and
Harwood, 2007). Aplikasi reaksi enzimatis untuk sintesis MGDG dapat menjadi solusi untuk mengatasi
masalah pada transesterifikasi kimia. Sintesis MGDG melalui transesterifikasi enzimatis dilakukan
menggunakan enzim lipase Candida antarctica sebagai katalis organik. Enzim Candida antarctica
bekerja secara spesifik pada minyak inti sawit mentah (MISM) karena mengandung asam lemak rantai
pendek dan menengah sebesar 85,525%. Berbeda dengan katalis anorganik, penggunaan enzim Candida
antarctica sebagai biokatalis tidak menyebabkan terbentuknya sabun, sehingga MGDG memiliki
karakteristik sensori yang lebih baik dan tahap pemurnian produk yang panjang dapat dihindari.
Meskipun pada transesterifikasi enzimatis terjadi penambahan pelarut, tetapi pada akhir reaksi dapat
dilakukan recovery pelarut menggunakan metode evaporasi atau distilasi. Sehingga pelarut dapat
digunakan berulang kali dan efisiensi biaya pengadaan pelarut. Dalam penelitian ini, pemilihan n-
heksana sebagai pelarut berdasarkan beberapa pertimbangan, yaitu :

1. Dibandingkan dengan tert-butanol (Log P = 0,3), maka n-heksana (Log P > 2) memiliki kelarutan
yang lebih tinggi dalam MISM dan MGDG, sehingga peluang untuk tercapainya homogenitas
campuran lebih besar (Collago dkk., 2021)

2. Senyawa n-heksana tergolong dalam pelarut organik yang bersifat hidrofobik, sehingga mampu
melindungi enzim lipase Candida antarctica dari pengaruh air.

3. Penggunaan pelarut organik golongan alkohol sepertil tert-butanol, etanol, isopropil alkohol
berpeluang membentuk senyawa ester akibat reaksi antara trigliserida dan alkohol

4. Titik didih n-heksana lebih rendah dari pelarut organik lainnya, sehingga proses recovery dapat
dilakukan dengan proses penguapan pada temperatur didih yang lebih rendah dibandingkan pelarut
organik lainnya

5. Harga n-heksanaa relatif lebih ekonomis dan mudah untuk diperoleh

Beberapa penelitian telah menggunakan n-heksana sebagai pelarut dalam transesterifikasi
enzimatis, diantaranya oleh (Purnama dkk, 2021) yang menggunakan substrat palm fatty acid distilate
(PFAD) dan menghasilkan yield MGDG 61%, tetapi menggunakan temperatur reaksi 65°C (>30°C).
Berikutnya adalah penelitian (Palilingan, 2023), yang menghidrolisis crude palm oil (CPO) menjadi
MGDG menggunakan lipase immobil dengan penambahan n-heksana. Dari hasil penelitian diperoleh
konversi MGDG sebesar 33% dengan waktu reaksi 21 jam. Penggunaan n-heksana sebagai pelarut dapat
memberikan dampak positif bagi reaksi. Tetapi keberadaan n-heksana sebagai pelarut dalam campuran
reaksi juga dapat menyebabkan toksisitas pada enzim Candida antarctica dan menurunkan yield produk.
Untuk itu dibutuhkan suatu penelitian guna menentukan rasio n-heksana yang tepat pada sintesis MGDG
secara enzimatis. Sehingga tujuan dalam penelitian ini adalah mengamati pengaruh rasio n-heksana
terhadap aktifitas katalitik dari enzim Candida antarctica untuk meningkatkan konversi substrat.

2. METODOLOGI
1.1. Bahan

MISM vyang berasal dari pabrik pengolahan kelapa sawit (PKS), PTPN IV Pabatu, Kecamatan
Tebing Tinggi, Kabupaten Serdang Bedagai, Sumatera Utara. Gliserol yang digunakan dalam penelitian
ini merupakan produk samping dari sintesis metil ester yang telah dipurifikasi. Enzim Candida
antarctica berasal dari Novozyme Inc. Bahan kimia berasal dari PT. Merck meliputi n-heksana p.a,
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C2HsOH p.a (etanol), KOH p.a (kalium didroksida), Na.S,03.5 H,O p.a (natrium tiosulfat), indikator
phenolphthalein p.a dan aquadest.

1.2. Prosedur Kerja Sintesis Mono-digliserida

Campuran substrat terdiri dari 50 gr MISM dan 8,6 mL gliserol dimasukkan dalam reaktor kaca
berbentuk labu leher tiga dan dihomogenkan dengan 50 mL n-heksana (rasio MISM : n-heksana = 1:1
b/v). Selanjutnya enzim Candida antarctica dimasukkan secara perlahan dan diaduk dengan kecepatan
400 rpm selama 8 jam. Selama reaksi berlangsung, temperatur reaksi dijaga konstan pada 30°C. Untuk
mencegah penguapan n-heksana, reaktor dilengkapi dengan kondensor tegak untuk proses kondensasi
pelarut. Setelah 8 jam reaksi, dilakukan pemisahan produk dari enzim Candida antarctica menggunakan
filtrasi vakum. Untuk memudahkan proses filtrasi, campuran reaksi dapat diencerkan dengan n-heksana
bila diperlukan. Filtrat yang mengandung MGDG dipisahkan dari pelarut n-heksana dengan metode
penguapan pada temperatur 90°C. Selanjutnya melakukan analisis bilangan asam pada produk akhir
MGDG (Balgis & Kurniasih, 2020; Kurniasih, 2014). Ulangi percobaan dengan perlakuan rasio pelarut
berikutnya dan perlakuan tanpa enzim Candida antarctica.

1.3. Perhitungan Konversi Substrat

Penurunan bilangan asam dapat digunakan sebagai indikator utama adanya pembentukan MGDG.
Sehingga konversi substrat dihitung berdasarkan selisih bilangan asam di awal reaksi dengan bilangan
asam di akhir reaksi. Analisis bilangan asam dilakukan secara kuantitatif sesuai metode AOCS Ca 5a-
40 (1998). Perhitungan konversi substrat, dilakukan mengikuti rumus berikut ini (Satyawali dkk., 2021).

. ALBawa] - ALBakhir
Konversi Substrat (%) = LB x 100 €9

awal

2.4 Analisis Komposisi Mono-Digliserida Menggunakan Kromatografi Gas

Produk MGDG dengan konversi optimal dikonfirmasi menggunakan GC untuk mengetahui
komposisi MG dan DG yang terbentuk. Sebanyak 0,05 gr sampel MGDG ditambahkan 100uL N-metil-
trimethylsilyl-trifluoroacetalmida (MSTFA) dan internal standard (tricaprin 0,04 g, 5 mL piridin), tetra
hidro furan (THF) 0,1 mL kemudian di vortex selama 1-2 menit. Lalu sampel didiamkan ditempat gelap
selama 1-10 menit, lalu ditambahkan n-heptana 2,5 mL dan divortex kembali selama 1-2 menit. Sampel
kemudian sampel dipipet sebanyak 1pL dan dinjeksikan kedalam GC 2010 Plus (Shimadzu Corp,
Kyoto, Jepang) dengan spesifikasi peralatan yaitu detektor FID, kolom DB 5HT dengan panjang 15
meter dan diameter dalam (ID) 0,25 mm, tebal film 0,1 um menggunakan gas N, dan H,. Temperatur
injektor 320°C, injektor split rasio 1:5 dan temperatur detektor 350°C. Temperatur pada saat injeksi
hingga analisis selesai berkisar antara 50-380°C selama 30 menit (Kuntom et.al., 2005).

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Penggunaan pelarut bertujuan untuk meningkatkan homogenitas dari sistem campuran, karena
MISM memiliki kepolaran yang berbeda dengan gliserol sehingga sulit untuk bercampur. Beberapa
pelarut organik telah digunakan dalam reaksi enzimatis, antara lain tert-butanol, aseton, n-heksana, iso-
propil alkohol dan etanol. Pelarut organik secara general digunakan untuk membentuk sistem dua fase
agueous-senyawa organik, sehingga meningkatkan homogenitas dari campuran (gliserol-asam lemak-
lipase) atau campuran gliserol-minyak-lipase (Miao & Lin, 2018). Tidak semua senyawa organik dapat
digunakan sebagai pelarut dalam reaksi enzimatis, karena harus mempertimbangkan efek sampingnya
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terhadap kinerja enzim lipase. Selain itu, harus dipastikan bahwa pelarut yang digunakan tidak akan
menyebabkan reaksi samping yang mengakibatkan terbentuknya senyawa lain yang bukan merupakan
produk utama. Dalam penelitian sebelumnya, n-heksana adalah salah satu pelarut organik yang banyak
digunakan dalam berbagai reaksi antara lain reaksi esterifikasi, transesterifikasi, hidrolisis ataupun
amidasi yang melibatkan enzim lipase (Ahmad dkk., 2019; Foukis dkk., 2018; Vidya & Chadha, 2010).
Penggunaan pelarut organik dalam sintesis enzimatis memiliki kelebihan antara lain : (1) kelarutan
substrat (biasanya adalah senyawa organik) dan enzim dalam pelarut organik lebih tinggi dibandingkan
dengan H:0, (2) kestabilan enzim meningkat dan mudah mengisolasi produk (Yandri & Suhartati, 2018).
Meskipun pelarut organik dapat bersifat toksik bagi makhluk hidup, tetapi dengan kemudahan dalam
proses pemurnian produk akhir maka efisiensi pemisahan produk utama dengan pelarut dapat mencapai
90-99%.

Untuk mengetahui pengaruh n-heksana terhadap transesterifikasi enzimatis, maka dalam
penelitian ini dilakukan percobaan dengan variasi rasio MISM : n-heksana dari 1:1 hingga 1:10 (b/v)
dengan faktor lain dalam kondisi konstan. Untuk melihat sejauh mana pengaruh yang dapat diberikan
oleh penggunaan pelarut dalam reaksi, dilakukan percobaan tanpa menggunakan pelarut n-heksana.
Sedangkan untuk mengamati pengaruh n-heksana terhadap aktifitas enzim Candida antarctica,
dilakukan percobaan tanpa menggunakan enzim Candida antarctica (non enzim). Tujuannya adalah
untuk mengetahui toleransi dari Candida antarctica terhadap n-heksana. Karena penggunaan pelarut,
tidak hanya untuk membantu meningkatkan homogenitas campuran reaksi, namun juga harus berdampak
positif bagi kinerja enzim lipase. Performa enzim Candida antarctica dalam pelarut n-heksana diukur
berdasarkan konversi substrat, dapat dilihat pada Gambar 1.
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Gambar 1. Konversi Substrat Pada Berbagai Variasi n-heksana (Waktu Reaksi = 8 Jam, Konsentrasi
Enzim Candida antarctica = 0,05% b/b, Rasio MISM : Gliserol = 1:2 mol)

Hasil penelitian menunjukkan adanya pengaruh yang signifikan atas penggunaan pelarut terhadap
peningkatan konversi substrat. Pada reaksi enzimatis, untuk rasio pelarut n-heksana 1:0 (b/v) diperoleh
konversi substrat sebesar 32,4% setelah 8 jam reaksi. Sementara pada reaksi enzimatis dengan
penambahan pelarut n-heksana dengan rasio 1:1 (b/v), diperoleh peningkatan konversi substrat yang
cukup signifikan sebesar 51,8%. Sementara pada reaksi non enzim, diketahui bahwa peningkatan rasio
pelarut menunjukkan peningkatan konversi substrat secara linier. Hal ini disebabkan oleh peningkatan
rasio pelarut dapat meningkatkan homogenitas campuran reaksi, sehingga peluang kontak antara
molekul MISM dan gliserol semakin besar. Selain itu, n-heksana adalah senyawa organik yang bersifat
inert sehingga tidak mereduksi salah satu reaktan. Konversi substrat maksimal untuk reaksi non enzim
berada pada rasio pelarut 1:10 (b/v) sebesar 52,1%. Walaupun reaksi non enzim menunjukkan
peningkatan konversi substrat, tetapi penggunaan enzim lipase Candida antarctica sebagai bioaktalis
tetap memberikan konversi substrat yang lebih tinggi.
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Pada rasio MISM : n-heksana pada 1:1 (b/v), enzim Candida antarctica = 0,05% (b/b), rasio
MISM : gliserol = 1:2 mol diperoleh konversi substrat optimal sebesar 51,8%. Sementara dengan
peningkatan rasio n-heksana pada 1:2 (b/v) telah diperoleh konversi substrat yang lebih tinggi dari reaksi
non enzim pada rasio n-heksana = 1:10 (b/v) sebesar 54,0%. Pada reaksi enzimatis, konversi substrat
mencapai kondisi optimal sebesar 58,29% diperoleh pada rasio n-heksana = 1:3 (b/v). Sementara
peningkatan rasio pelarut diatas 1:3 (b/v) telah menunjukkan penurunan konversi substrat. Hal ini terjadi
karena peningkatan rasio pelarut diatas 1:3 (b/v) telah menyebabkan toksisitas pada enzim lipase
Candida antarctica. Toksisitas terjadi karena volume n-heksana yang berlebihan menyebabkan
perubahan spesifitas enzim lipase terhadap substrat. Spesifitas enzim terhadap substrat berubah karena
adanya peningkatan rigiditas atau kekakuan dari sisi aktif enzim. Rigiditas sisi aktif enzim menjadikan
substrat tidak dapat berikatan membentuk kompleks enzim-substrat (Hariyadi, 1996). Berikut
mekanisme pembentukan komplek enzim-substrat dalam sisi aktif enzim.

0A
enzim lipase 2,
7 kompleks enzim-substrat .%
%,
% ’ &
o %,
Q%
—_— —
pelepasan produk

sisi aktif enzim (berbentuk
lekukan 3 dimensi)

Gambar 2. Mekanisme Pembentukan Kompleks Enzim Substrat Hingga Pelepasan Produk

Enzim Candida antarctica bekerja spesifik sehingga mekanisme pembentukan kompleks enzim-
substrat mengikuti teori lock and key. Saat terjadi rigiditas, sisi aktif enzim tidak lagi fleksibel dan
substrat tidak dapat masuk ke sisi aktif enzim sebab ukuran substrat yang lebih besar dibandingkan luas
sisi aktif enzim. Untuk mengetahui yield MGDG yang dihasilkan dari pengaruh n-heksana, maka
dilakukan analisis kromatografi gas (GC) dua perlakuan berbeda.
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Monogliserida Digliserida MISM Gliserol Monogliserida  Digliserida MISM Gliserol
8,96% 47,95% 29,05% 9,91% 5,76% 42,30% 29,51% 11,96%

Gambar 3. Kromatogram Mono-Digliserida Pada Rasio MISM : n-heksana Berbeda, (a) 1:3 b/v,
(b) 1:0 b/v (Tanpa Pelarut)
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Dari kromatogram GC (Gambar 3) menunjukkan profil peak yang sama sebab disintesis dari
subtrat yang sama. Pada rasio MISM : n-heksana = 1:3 b/v terlihat banyak peak MG dengan intensitas
yang kuat. Peak MG mulai terdeteksi pada waktu retensi + 1 menit hingga = 21 menit. Peak DG
terdeteksi pada waktu retensi + 22 menit. Sedangkan pada menit awal terdeteksi peak gliserol dan peak
MISM terdeteksi pada waktu retensi diatas 25 menit yang menunjukkan adanya substrat yang belum
terkonversi menjadi MGDG. Pada perlakuan tanpa pelarut terdeteksi senyawa MG dan DG tetapi dengan
jumlah peak yang lebih sedikit dibandingkan perlakuan dengan penambahan pelarut n-heksana. Total
yield pada perlakuan dengan pelarut sebesar 56,91%, sedangkan tanpa pelarut total yield sebesar 48,06%.
Hal ini memperkuat bahwa penambahan pelarut n-heksana sebagai perantara kelarutan antara MISM dan
gliserol memiliki pengaruh signifikan terhadap peningkatan yield MGDG, dan enzim Candida
antarctica mampu menahan n-heksana hingga batas rasio 1:3 b/v.

4. KESIMPULAN

Enzim Candida antarctica masih dapat mentoleransi keberadaan n-heksana hingga rasio MISM :
n-heksana = 1:3 (b/v). Penggunaan n-heksana diatas 1:3 (b/v) menyebabkan penurunan konversi substrat
karena meningkatnya rigiditas dari sisi aktif enzim. Pada rasio MISM : n-heksana = 1:3 (b/v) diperoleh
konversi substrat sebesar 58,29%. Berdasarkan analisis GC diperoleh total yield MGDG = 56,91%
dengan komposisi MG = 8,9574% dan DG = 47,9542%.
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