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SINTESIS ESTER SORBITOL OLEAT MENGGUNAKAN LIPASE DARI GETAH
PEPAYA, Candida rugosa dan Rhizopus arrhizus.

SORBITOL OLEATE ESTERS SYNTHESIS USING LIPASE FROM
Carica papaya LATEX, Candida rugosa AND Rhizopus arrhizus

Suhardi', Tranggono', Pudji Hastuti', M.Muchalal?

ABSTRACT

The ability of lipase from Carica papaya latex , Candida rugosa and Rhizopus arrhizus to catalyze esterifica-
tion of sorbitol and oleic acid to produce Sorbitol Oleat Esters (SOE) was investigated in this study. Response Surface
Methodology (RSM) was employed to evaluate the effects of temperature (x, =40-50°C), reaction time (x,=24-72
hours), concentration of enzyme (x,=25-75 units), on percentage molar conversion as well as to determine the opti-
mum condition of this reaction in term of this factors.

Based on RSM analysis using lipase from Carica papaya latex, the optimum synthesis conditions that giving
58.31% molar conversion, were : temperature of 45.15°C, reaction time 51.73 hours, concentration of enzyme 37
units. Using lipase from Candida rugosa , the optimum synthesis conditions that giving 59.49 % molar conversion,
were : temperature of 45.08°C, reaction time 53.42 hours, concentration of enzyme 75 units. Using lipase from Rhizo-
pus arrhizus, the optimum synthesis conditions that giving 61.89 % molar conversion, were : temperature of 45.01°C,
reaction time 61.68 hours, concentration of enzyme 66 units. The characteristics of SOE products using lipase from
Carica papaya latex and Rhizopus arrhizus weve degree of esterification (DE) I and (DE) 2, hydrophilic lypophilic
balance 7.5-8.0, and surface tension 34.8-35.1 dyne/cm. SOE products using lipase from Candida rugosa were DE
1, DE 2, and DE 3, hydrophilic lypophilic balance 3-6, and surface tension 31.18-31.83 dyne/cm. and capable to
maintain emulsion of water in 0il.
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PENDAHULUAN

Ester sorbitol oleat (ESU) dalam penelitian ini me-
rupakan salah satu emulsifier yang disintesis melalui reaksi
esterifikasi antara sorbitol dan asam oleat, dikatalisis oleh li-
pase dari getah pepaya (Carica papaya lipase,CPL), Candi-
da rugosa lipase(CRL) dan Rhizopus arrhizus lipase(RAL).
Lipase tersebut dipilih karena telah diketahui ketiga jenis
lipase ini mempunyai aktifitas dalam esterifikasi gula alko-
hol dengan asam lemak (Gandhi dan Mukherjee. 2001; Su-
hardi, 2003; Suhardi dkk., 2003). Penelitian ini dilakukan
untuk mengatasi berbagai masalah yang berkaitan dengan
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sintesis secara kimiawi seperti penggunaan pelarut yang
bersifat toksik, penggunaan suhu yang tinggi dan produk
berwarna coklat yang membatasi pada penggunaannya serta
dihasilkan berbagai produk samping yang tidak dikehendaki

(Akoh,1994).

Penggunaan lipase sebagai biokatalisator sintesis ESO
berkembang pada berbagai penelitian, antara lain pengaruh
solven organik (Chopineau dkk., 1988; Riva dkk., 1988),
pengaruh donor asil (Therisod dkk., 1986; Pulido dkk.,
1992), dan pengaruh jenis gula (Seino dkk., 1984; Adel-
hourst dkk., 1990; Schlotterbeck dkk., 1993). Peneliti lain
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mengembangkan proses asilasi pada gula dengan asam le-
mak dengan sedikit pelarut organik (Cao dkk., 1996; Yan
dkk., 1999), menggunakan pelarut etil-metilketon dan se-
cara periodik air yang terbentuk selama esterifikasi diambil.
Caro dkk., (2000) menggunakan lipase dari berbagai varietas
untuk menkonversi lipida menjadi turunannya. Arcos dkk.,
(1998) telah berhasil memproduksi sorbitol ester menggu-
nakan lipase Candida antartica.

Emulsifier merupakan molekul bipolar yang terdiri
dari gugus polar dan gugus nonpolar. Bila emulsifier dila-
rutkan dalam campuran minyak dan air, maka molekul ini
akan terkonsentrasi pada lapisan antar muka. Bagian polar
dari emulsifier tersebut berinteraksi dengan fase air, sedan-
gkan bagian nonpolar berinteraksi dengan fase minyak.
Pada keadaan ini, energi bebas termodinamika dalam sistem
berada pada level yang minimum. Manifestasi dari penuru-
nan energi bebas ini adalah penurunan tegangan permukaan
antara fase minyak dan air sehingga kedua cairan tersebut
dapat bercampur. ESO berfungsi sebagai emulsifier karena
memiliki gugus kepala polar berupa sorbitol dan gugus ekor
nonpolar yaitu asam oleat. Sintesis ESO dilakukan melalui
reaksi esterifikasi antara sorbitol dan asam oleat dengan re-
aksi sebagai berikut :

RCOOH +CH, ,0, —» CH, 0,-O0CR +H,0

671276 6 115
Asam oleat Sorbitol ESO (monoester)

RCOOH + C,H,,0,-00CR —® CH, 0, (OOCR), +H,0

67115 6771074

Asam oleat ESO ESO (diester)

Figure. 1. Synthesis of sorbitol oleate esters

Lipase mengkatalisis reaksi substrat yang tidak larut
dalam air atau bersifat nonpolar, padahal diketahui bahwa
enzim bersifat larut dalam air (polar), dan reaksi enzimatis
umumnya terjadi pada media berair. Karena lipase meng-
katalisis substrat yang bersifat tidak larut dalam air, maka
reaksi oleh lipase sangat terbatas dan terjadi pada suatu la-
pisan antar muka. Pada lapisan antar muka, akan terbentuk
kompleks antara enzim-substrat (ES) yang dikatalisis oleh
enzim dan kemudian terpecah menjadi produk. Produk yang
terbentuk (ESO) bersifat larut dalam minyak sehingga akan
cenderung terakumulasi pada fase lipid.

Penelitian ini bertujuan menentukan kondisi optimum
pembuatan ester sorbitol oleat secara enzimatis dengan li-
pase getah pepaya, Candida rugosa,dan Rhizopus arrhizus
dengan menggunakan metode respon permukaan (Response
Surface Methodology). Variabel proses yang dipelajari meli-
puti suhu, lama inkubasi dan kadar lipase. RSM merupakan
sekumpulan teknik matematika dan statistik yang digunakan
untuk menentukan model dan menganalisa suatu masalah,

dimana beberapa variabel bebas mempengaruhi variabel
terikatnya (respon), dengan tujuan menghitung besaran re-
spon yang optimal (Montgomery, 1997). Konsep dasarnya
dikembangkan oleh Box dan Wilson (1951), untuk mempe-
lajari hubungan antara suatu respon dengan beberapa faktor
terkait. Metodologi respon permukaan telah berhasil untuk
menghitung kondisi proses yang optimal dalam pengolahan
yang berhubungan dengan pangan ( Mouquet dkk., 1992,
Shieh dkk.,1995; Chung dkk., 1996; Yan dkk., 2001).

METODE PENELITIAN
Bahan

Bahan-bahan penelitian adalah asam oleat, sorbitol , li-
pase Candida rugosa, lipase Rhizopus arrhizus, buffer fosfat
pH 7, sorbitan monooleat, sorbitan trioleat, TLC silica G 60,
piridin, asam oleat, kupri sulfat, metanol, KOH, asam asetat
anhidrat, isooktan, heksana, petroleum, dietileter, dimetilfor-
mamida, semua bahan kimia produksi SIGMA kualitas pro
analisis. Lipase getah pepaya disadap dari buah pepaya muda
jenis lokal di perkebunan daerah Boyolali dan dikeringkan
dengan freeze drier. Lipase Candida rugosa yang dipakai
berbentuk bubuk putih, mengandung laktosa sebagai exten-
der serta bebas dari -amilase dan protease. Tiap miligram
bubuk enzim mengandung 819 unit lipase. Satu unit akti-
vitas lipase didefinisikan sebagai jumlah enzim yang dapat
menghidrolisis 1 mol asam lemak bebas dari minyak zai-
tun dalam satu menit pada pH 7,7 dengan suhu 37°C. Lipase
Rhizopus arrhizus murni tiap ampul mengandung 4.000.000
unit lipase. Lipase dari bubuk getah pepaya tiap gramnya me-
ngandung 290 unit lipase.

Peralatan

Peralatan yang dipakai dalam pembuatan ESO berupa
tabung reaksi bengkok bertutup ulir, alat inkubasi berupa
penangas air bergoyang. Alat analisis GC- Shimadzu, TLC
scanner Camag, pengukur tegangan permukaan, spectropho-
tometer Shimadzu UV-1650PS, freeze drier Biotron, centri-
fuge Hettich Ebba 3S, waterbath-shaker Kotterman, magne-
tig stirrer Ikamag, analytic balance Shimadzu.

Sintesis ESO. Ester sorbitol oleat (ESO) disintesis
dengan mencampurkan enzim dalam buffer fosfat dengan
substrat (sorbitol dan asam oleat dengan perbandingan molar
1:3 dalam pelarut isooktan) ke dalam tabung reaksi, kemu-
dian diinkubasikan pada suhu 40-50°C yang disertai dengan
penggojogan 100 stroke/menit dalam penangas air. Enzim
yang digunakan adalah lipase bubuk getah pepaya, lipase
non spesifik dari Candida rugosa dan lipase spesifik 1,3 Rhi-
zopus arrhizus. Sebelum dan sesudah inkubasi reaktan dia-
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nalisis asamnya dengan metode spektrofotometri (Marseno
dkk., 1998). Setelah reaksi, reaktan dikeringkan menggu-
nakan freeze-drier dan disimpan sebelum dilakukan anali-
sis selanjutnya. Produk ESO dilakukan karakterisasi dengan
TLC, GC, angka hidroksil, nilai HLB, tegangan permukaan,
dan kemampuan ESO mempertahankan emulsi.

Untuk mengetahui kondisi optimum sintesis ESO,
penelitian dirancang sesuai dengan metode respon permu-
kaan program Box-Behnken dengan 3 variabel masing-mas-
ing 3 level, seperti terlihat pada Tabel 1.

Pemurnian produk ester sorbitol oleat. Produk diekstraksi
dengan kloroform dengan corong pisah. Ekstraksi dengan
kloroform bertujuan untuk melarutkan ESO dan sisa asam
lemak. Ekstraksi dengan kloroform akan menyebabkan ter-
bentuknya dua lapisan dimana lapisan bawah yang tidak
larut dalam kloroform terdiri dari sisa sorbitol dan lapisan
atas bagian yang larut dalam kloroform berupa ESO dan re-
sidu asam oleat. Selanjutnya lapisan atas tersebut dicuci lagi
dengan tetrahidrofuran (THF). Penambahan THF menye-
babkan terbentuknya dua lapisan, lapisan bawah merupakan
fraksi yang larut tetrahidrofuran yang berupa sisa asam oleat
dan lapisan atas berupa fase yang tidak larut THF berupa
produk ESO.

Analisis angka asam (Marseno, dkk., 1998). Hasil reak-
tan diambil 200 pl, ditambah 1800 ul isooktan dan 400 ul
larutan kupri asetat 5%, digojog selama 90 detik, dan disen-
trifus 2000 rpm selama 2 menit, selanjutnya ditera dengan
spektrofotometer pada 715 nm, dan sebagai stan dar digu-
nakan asam oleat.

Konfirmasi ESO dengan TLC. Thin Layer Chromato-
graphy (TLC) yang digunakan berukuran 20 x 20 x 0,25 cm,
dengan silika gel GF 60. Fase mobil campuran petroleum
eter : dietil eter : asam asetat glasial = 65: 35: 1 (v/v/v). Sam-
pel 0,5 ml ESO dalam 1 ml heksana dispotkan sebanyak 0,5
— 15 1 pada TLC. Waktu untuk pengembangan adalah 30
— 60 menit. Visualisasi dilakukan meletakkan plate kedalam
Chamber yang jenuh uap iodin. Spot akan berwarna ungu
kecoklatan dan selanjutnya Rf dapat dihitung menggunakan
TLC Scanner Camag.

Analisis komposisi asam lemak dengan GC (AOAC 963.22).
Diambil 6 ml sampel 5% dalam heksana, dimasukkan keda-
lam tabung reaksi bertutup ulir kapasitas 12 ml. Ditambahkan
150 ul KOH-metanol 2N, divortex selama 5 menit. Kemudian
disentrifuge selama 5 menit dengan kecepatan 2000 rpm. Se-
banyak 1 1 supernatan di injeksikan ke dalam kolom supel-
coport isian DEGS, detektor FID (Flame lonizing Detector).
Gas pembawa menggunakan N, dengan tekanan 200 kPa.
Suhu injektor 160°C dan suhu detektor 250°C.

116

Analisis angka hidroksil (AOAC 965.32). Sebanyak 0,5
gram ESO (W) dimasukkan kedalam erlenmeyer (A) kapa-
sitas 100ml untuk diasetilasi. Kedalam erlenmeyer (B)
ditimbang 1 gram sampel untuk penentuan angka asam.
Setengan mililiter reagen C (campuran 3 volume piridin dan
1 volume asetat anhidrat) dimasukkan kedalam erlenmeyer
(A), dan untuk blanko ditambahkan 0,5 ml piridin. Erlen-
meyer diletakkan diatas penangas uap dengan kondensor
refluks berpita dan dipanaskan selam 1 jam. Satu mililiter
aquadest ditambahkan melalui kondesor dan dipanaskan lagi
selama 10 menit. Ditambahkan 1,25 ml butanol dan erlen-
meyer dibiarkan dingin dengan kondensor tetap terpasang.
Setelah dingin kondensor dilepaskan, erlenmeyer diambil
dan ditambahkan 1,2 ml butanol lagi dan 0,1 ml pp, selan-
jutnya dititrasi dengan 0,5N KOH alkoholik sampai titik
akhir merah jambu. Butanol yang digunakan sebelumnya di-
netralkan dengan 0,5 N KOH alkoholik sampai warna merah
jambu (S ml). Pada sampel untuk penentuan angka asam (B)
ditambahkan 1 ml piridin digoyang sampai campur, kemu-
dian ditambah 0,1 ml pp, dan dititrasi dengan 0,5 N KOH
alkoholik sampai titik akhir merah jambu (V ml).

Angka hidroksil =[B+(WxV/C)-S] x N x 56,1/W

Analisis nilai HLB (Hidrophilic-Lipophilic Balance)
(Gupta, 1983). Sebanyak 1 g sampel dilarutkan dalam 25
ml campuran dimetilformamida (DMF) : benzena = 100:5,
kemudian dititrasi dengan aquades sampai keruh permanen
(kekeruhan tidak hilang dengan penggojogan selama 1 me-
nit). Setiap penambahan aquades perlu diikuti dengan pen-
dinginan sampai suhu 20+1°C karena penambahan aquades
akan meningkatkan suhu campuran. Volume air yang diper-
lukan untuk titrasi dibandingkan dengan kurva standar jum-
lah air vs HLB. Standar HLB diperoleh dengan standar Sor-
bitan monooleat (HLB 4,3), sorbitan trioleat (HLB 1,8).

Penentuan tegangan permukaan. Tegangan permukaan
diukur dengan Digital Tensiometer K 10 T dengan metode
Du Nuoy Ring. Penentuan dilakukan dengan mencelupkan
cincin ke dalam cairan sampel dalam wadah sampai cincin
tercelup seluruhnuya. Ketika wadah tersebut diturunkan per-
lahan-lahan, pada suatu saat, cairan tersebut seakan-akan
melekat pada cincin karena tegangan permukaannya. Berat
cairan yang ‘melekat’ pada cincin dicatat pada alat pengukur
gaya (force measuring device) yang merupakan gaya yang
diakibatkan oleh tegangan permukaannya.

Uji Sifat ESO sebagai stabilisator emulsi. Kedalam cam-
puran 5% air dalam minyak dilarutkan produk ESO dengan
berbagai konsentrasi yaitu 1%, 3%, dan 5% v/v. campuran
tersebut kemudian dihomogenkan dengan homogenizer se-
lama 5 menit dan diamati waktu yang diperlukan sebelum
campuran tersebut kembali memisah. Hasilnya kemudian
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dibandingkan dengan SMO (sorbitan monooleat) dan STO
(sorbitan trioleat) pada konsentrasi yang sama .

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil penelitian pengaruh suhu x: (40, 45, 50° C),
waktu x,: (24, 48, 72 jam) dan kadar enzim x,: (25, 50 dan

75 unit) pada sintesis sorbitol oleat (ESO) dicantumkan pada
Tabel 1. Data konversi ini merupakan rerata dua kali ulangan
perlakuan yang dihitung berdasarkan perubahan angka asam
produk reaksi. Data eksperimen dianalisis dengan metode re-
spon permukaan.

Table 1. Sorbitol oleate esters (SOE) products esterification of sorbitol and oleic acid using Carica papaya latex lipase (CPL),
non spesific Candida rugosa lipase (CRL) and specific 1,3 Rhizopus arrhizus lipase (RAL)

No Temperature °C Time,hours Lipases, unit Conversion (%)
(coded) (coded) (coded) CPL CRL RAL
1 40(-1) 24(-1) 50(0) 29.73 25.97 244
2 50(+1) 24(-1) 50(0) 24.27 25.70 20.0
3 40(-1) 72(+1) 50(0) 31.36 36.47 35.88
4 50(+1) 72(+1) 50(0) 27.91 3431 38.0
5 40(-1) 48(0) 25(-1) 17.91 31.76 19.3
6 50(+1) 48(0) 25(-1) 18.48 33.70 1L11
7 40(-1) 48(0) 72(+1) 26.44 35.85 35.0
8 50(+1) 48(0) 72(+1) 32.38 39.01 32.0
9 45(0) 24(-1) 25(-1) 12.27 23.98 15.0
10 45(0) 72(+1) 25(-1) 17.27 41.01 20.0
1 45(0) 24(-1) 72(+1) 2227 51.70 47.62
12 45(0) 72(+1) 72(+1) 27.17 60.31 63.33
13 45(0) 48(0) 50(0) 37.75 55.36 55.56
14 45(0) 48(0) 50(0) 36.57 55.36 55.56
15 45(0) 48(0) 50(0) 35.19 55.36 55.56

Table 2. Coeffisien regression synthesis of sorbitol oleate esters using lipases from Carica papaya latex, Candida rugosa, Rhi-

zopus arrhizus

Lipase Ao al a2 a3 a4 as a6 a7 a8 a9
CPL 36.503 | -0.300 | 1.8963 | 5.2913 | -2,064 | -6.1217 | -10.1217 | 0.5025 | 1.3425 | -0.0250
CRL 55.36 | 0.3338 | 5.5938 | 7.0525 | -16.95 | -7.7888 | -3.3213 | -0.4725 | 0.305 -2.105
RAL 55.56 | -1.684 | 6.274 | 14.068 | -19.06 | -6.928 | -12.145 1.630 1.297 2.677

CPL~=lipase of Carica papaya latex ; CRL=lipase of Candida rugosa; RAL=lipase of Rhizopus arrhizus; Nilai R: CPL= 0.88,;

CRL=0.75; RAL=0.85

Dari data diatas terlihat bahwa persamaan konversi
secara signifikan dapat diterima sebagai model persamaan
dengan nilai R antara 0,75 sampai 0,87. Data koefisien re-
gresi selanjutnya dianalisis dengan program Matlab akan
diperoleh kondisi optimum dan bentuk persamaan kanonis

yang menggambarkan hubungan antara konversi molar (%)
dengan tiga faktor variabel proses suhu (W), waktu (W,)
dan Enzim (W,) pada sintesis ESO melalui jalur esterifikasi
dengan berbagai sumber lipase sebagai Tabel 3.
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Table 3. Canonical equation synthesis of sorbitol oleate esters using lipases from Carica papaya latex, Candida rugosa,and

Rhizopus arrhizus

Lipases

Canonical equation

Carica papaya latex,

Y =37.3066 -10.6892W *— 6.1366W >~ 1.9969W

Candida rugosa,

Y = 59.488 -16.9544W 2-8.0302W 2-3.0844 W2

Rhizopus arrhizus

Y =61.8913 -19.1628W 2— 12.4399W *— 6.5332W,?

Table 4. Optimation synthesis of sorbitol oleic ester using lipases from Carica papaya latex, Candida rugosa, Rhizopus arrhi-

zus
Lipases

Variable proses optimum Carica papaya latex (CPL) Camiiéiamr:z)tgosa Rhizo](alz::vAx ir)rhizus
W,: Temperature (°C) 45.14 45.08 45.01

W,: Time (hours) 51.73 53.42 61.86

W, : Enzime (units) 56 75 66
Conversion molar(%) 37.308 59.488 61.891
Sorbitol (molar) 0.001 0.001 0.001

Oleic acid (molar) 0.003 0.003 0.003

Koefisien pada persamaan kanonis diperoleh dengan
menghitung nilai eigen dari matriks menggunakan program
Matlab. Tanda koefisien di dalam persamaan dapat digunakan
untuk menentukan sifat dari daerah stasioner, apakah meru-
pakan daerah maksimum, sadel atau minimum. Jika tanda
dari koefisien faktor proses (W) bertanda negatif semua,
maka daerah tersebut maksimum. Jika koefisien W bertanda
positif semua, maka daerah stasionernya minimum. Tetapi,
jika tanda di dalam persamaan tersebut campuran positif dan
negatif, maka daerah stasionernya bersifat sadel. Di dalam
persamaan kanonis, hasil analisis penelitian ini menunjuk-
kan persamaan kanonis dengan tanda negatif pada konstanta
koefisiennya, yang berarti daerah stasioner bersifat maksi-
mum. Dari persamaan kanonis dan analisis Matlab diatas
dapat dihitung kondisi optimum sintesis ESO melalui jalur
esterifikasi seperti disajikan pada Tabel 4

Berdasar data Tabel 4 diketahui bahwa suhu optimum
sintesis ESO untuk ketiga sumber lipase relatif sama yaitu
suhu berkisar antara 45,01 sampai 45,14°C. Konversi sub-
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strat menjadi produk oleh lipase getah pepaya lebih rendah
dibandingkan lipase Candida rugosa dan Rhizopus arrhizus.
Hal ini dikarenakan dalam getah pepaya mengandung papain
yang dapat menghidrolisis protein enzim lipase didalamnya
sehingga aktivitas lipase menjadi rendah. Untuk mengurangi
pengaruh papain maka ditambahkan inhibitor papain misal-
nya menggunakan phenylmethanesulfonylfluorida (PMSF)
(Brockerhoff dan Jensen, 1974). Selain itu dapat dilakukan
pemurnian lipase getah pepaya dengan cara isolasi dan frak-
sinasi menggunakan sephadex G 100, sehingga aktivitasnya
dapat meningkat dari 290 unit menjadi 2994 unit (Suhardi
dkk., 2004). Data yang diperoleh selanjutnya dapat divisua-
lisasikan dalam bentuk kurva dengan menggunakan program
statistica-6. Berdasarkan kondisi optimum diatas selanjutnya
dapat digambarkan tiga dimensi respon permukaan dan kon-
turnya hubungan antara konversi molar (%) dengan faktor
suhu, waktu, jumlah lipase pada sintesis ESO seperti disaji-
kan pada Gambar 2 s/d 4.
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Plot tiga dimensinya menggambarkan bahwa kondisi prosesnya memberikan re-
spon konversi yang maksimum(daerah puncak)

Figure 2. Plot of 3D-response surface synthesis of sorbitol oleate esters using
lipase from Carica papaya latex.
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Plot tiga dimensi response surface menggambarkan bahwa kondisi prosesnya
memberikan respon konversi yang maksimum meskipun areanya mempunyai
puncak yang landai.

Figure 3. Plot of 3D-response surface synthesis of sorbitol oleate esters using
non specific lipase from Candida rugosa.
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Karakterisasi Produk Ester Sorbitol Oleat

Konfirmasi Produk Dengan TLC. Analisa dengan
TLC (Thin Layer Chromatography) merupakan analisa
yang berdasarkan prinsip like dissolves like. Hal ini berarti
untuk memisahkan sampel yang bersifat nonpolar digunakan
sistem pelarut yang bersifat nonpolar juga (Adnan, 1997).
Untuk mengetahui apakah hasil reaksi mempunyai sifat ses-
uai dengan produk yang diinginkan, digunakan TLC dengan

fase stasioner silika gel G. F 60 (20x 20x 0,25 cm) yang
bersifat polar, dan sebagai fase mobil digunakan petroleum
eter : dietil eter : asam asetat glasial = 65: 35: 1 (v/v/v).
Sampel yang bersifat lebih polar akan berada di bawah (ni-
lai Rf lebih kecil) dan sebaliknya yang non polar Rf lebih
besar. Nilai Rf standar dan produk ESO dari TLC dapat
dilihat pada Tabel 5, sedangkan kromatogram dari TLC da-
pat dilihat pada Gambar 5.

Plot tiga dimensi response surface menggambarkan bahwa kondisi prosesnya memberikan respon
konversi yang maksimum dengan permukaan puncak yang relatif landai.

Figure 4. Plot of 3D-response surface synthesis of sorbitol oleate esters using specific 1,2 lipase

from Rhizopus arrhizus.

Kromatogram TLC menunjukkan bahwa ESO hasil
sintesis menggunakan lipase Candida rugosa mempunyai 3
komponen yaitu komponen satu dengan waktu retensi mi-
rip dengan sorbitol monooleat (Derajat esterifikasi = DE 1),
komponen dua dengan Rf antara SMO dan STO dan kom-
ponen ketiga mirip sorbitol trieleat (DE 3). Hal ini berarti
bahwa produk ESO yang diperoleh tersusun dari campuran
ester dengan DE 1, 2 dan 3. Hal ini sesuai dengan sifat lipase
dari Candida rugosa yang non spesifik dapat mengkatalisis
alkohol primer maupun alkohol sekunder. Selain mengeste-
rifikasi pada alkohol primer yang berada di ujung atom C,
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dan atom C, juga yang ada pada rantai atom C yang lainnya
(Macrae, 1983). Ester sorbitol oleat (ESO) yang dihasilkan
menggunakan lipase bubuk getah pepaya maupun lipase
dari Rhizopus arrhizus mempunyai nilai Rf mirip dengan
sorbitan monooleat (DE 1), dan dibawah sorbitan trioleat ,
sehingga dapat diduga merupakan ester sorbitol dioleat (DE
2). Data ini sesuai dengan sifat kedua lipase bubuk getah
pepaya maupun Rhizopus arrhizus yaitu spesifik 1,3 pada
trigliserida atau hanya mengkatalisis esterifikasi pada alko-
hol primer (Gandhi dan Mukherjee, 2001).
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Table 5. Rfvalue of sorbitan esters and sorbitol oleate esters

(SOE) products
Sampel Nilai Rf
Oleic acid 0.74
Sorbitan monooleat (SMO) 0.43
Sorbitan trioleat (STO) 0.94
SOE-CPL: products using lipase 0.43 and 0.57

from Carica papaya latex

SOE-CRL: products using lipase

from Candida rugosa 0.43;0.57 and 0.95

SOE-RAL: products using lipase 0.43 and 0.57

from Rhizopus arrhizus

SOE-CRL

Sorbitan trioleat

eg,””'-‘”"

a* w

Figure 5. Chromatogram of sorbitol monooleat , sorbitol
trioleat and SOE products from CPL,CRL, RAL.

Menurut Gunstone dan Padley (1997), untuk dapat
menyediakan steric hindrance yang diperlukan untuk meng-
hambat pencernaan, struktur ester sorbitol oleat harus mem-
punyai lebih dari empat ester asam lemak (DE>4). Poliester
yang mempunyai derajat esterifikasi kurang dari empat tidak
dapat berfungsi sebagai fat replacer, tetapi hanya sebagai
emulsifier. Oleh karena itu, ESO yang dihasilkan pada pene-
litian ini berfungsi sebagai emulsifier karena ester yang di-
hasilkan mempunyai derajat esterifikasi antara satu dan tiga.

Komposisi Asam Lemak dengan Gas Chromatogra-
phy (GC). Komposisi asam lemak dalam produk ESO yang
disintesis lipase Candida rugosa ditentukan dengan meng-
gunakan kromatografi gas. ESO dalam penelitian ini disin-
tesis dari asam oleat dan sorbitol. Oleh karena itu, kompo-
sisi asam lemak yang utama pada ESO adalah asam oleat
(C,q.)) sebesar 51,63%, seperti yang terlihat pada hasil kro-
matogram GC. Walaupun demikian, hasil kromatogram juga
menunjukkan adanya asam lemak lain berupa impurities se-
perti asam palmitat (C ), sebesar 3%, asam linoleat (C )
sebesar 32,7%. Hal ini menunjukkan bahwa asam oleat yang
digunakan dalam penelitian ini tidak murni dan mengandung
campuran asam lemak lain.

Derajat substitusi (DS) menggunakan angka hidrok-
sil. Untuk mengetahui derajat esterifikasi dari ESO dilaku-
kan analisis angka hidroksil (AOAC 1995). Angka hidroksil
menunjukkan jumlah ekivalen KOH yang berikatan dengan
gugus hidroksil (-OH) bahan. Sorbitol memiliki angka hi-
droksil enam. Setelah reaksi esterifikasi, diharapkan sebagian
atau seluruh gugus hidroksil pada sorbitol mampu mengikat
asam lemak sehingga produk akhir memiliki angka hidrok-
sil yang lebih kecil. Makin kecil angka hidroksil produk,
makin baik proses esterifikasi, ditunjukkan derajat esterifi-
kasi (DE) atau derajat substitusi (DS) tinggi. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa angka hidroksil sorbitol adalah 85,03
mg KOH/g (atau setara dengan 6 gugus —OH), sedangkan
angka hidroksil ESO menggunakan lipase Candida rugosa
adalah 44,08 mg KOH/g. Dengan demikian, persentase asam
oleat yang teresterifikasi pada sorbitol adalah sebesar 48,16
% atau diperkirakan derajat substitusi yang diperoleh pada
produk ESO-CRL adalah 2,89 mendekati 3 atau sebagai
ESO-trioleat. Hasil konversi ini mirip dengan hasil TLC yang
diperoleh, bahwa ESO disusun oleh campuran DE1, DE2
dan DE3. Angka hidroksil ESO hasil sintesis menggunakan
lipase getah pepaya sebesar 57,45 mgKOH/g. Ini berarti de-
rajat substitusi ESO-CPL sebesar 1,9, merupakan campuran
ESO dengan DE 1 dan DE 2 sesuai dengan hasil pengamatan
dengan TLC. Angka hidroksil ESO hasil sintesis menggu-
nakan lipase Rhizopus arrhizus sebesar 55,95 mgKOH/g,
menunjukan bahwa ESO-RAL mempunyai derajat substitusi
sebesar 2,05 hal ini sesuai pengamatan dengan TLC.

Keseimbangan hidrofilik-lipofilik (HL.B). Nilai HLB
digunakan untuk mengetahui kemampuan ESO sebagai
pengemulsi. Nilai HLB emulsifier berkisar antara 0-20. Nilai
HLB yang rendah (3-6) mengindikasikan bahwa emulsifier
tersebut lebih larut dalam minyak daripada di dalam air dan
berfungsi sebagai pengemulsi W/O. Sebaliknya nilai HLB
yang tinggi (8-15) mengindikasikan bahwa emulsifier terse-
but lebih larut dalam air daripada dalam minyak dan ber-
fungsi sebagai pengemulsi O/W (Hui, 1996).
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Penentuan nilai HLB dalam penelitian ini mengguna-
kan metode jumlah air yang menunjukkan volume air yang
harus ditambahkan pada larutan ESO dalam DMF: benzene
100:5 untuk membentuk emulsi stabil yang ditandai oleh
kekeruhan permanen. Berdasarkan kurva kalibrasi jumlah
air vs HLB (Gupta dkk., 1983), ESO yang disintesis meng-
gunakan lipase Candida rugosa memiliki nilai HLB sekitar
3-6. Nilai HLB ESO yang disintesis dengan lipase bubuk
getah pepaya maupun lipase Rhizopus arrhizus sebesar 7,5-
8,0. Hal ini menunjukkan bahwa ESO dengan HLB 3-6 mau-
pun 7,5-8,0 dikelompokan memiliki nilai HLB yang rendah
dan berfungsi sebagai pengemulsi air dalam minyak (W/O),
(McClements, 1999).

Kemampuan ESO mempertahankan emulsi. Sorbit-
an monooleat (SMO) dan sorbitan trioleat (STO) yang digu-
nakan sebagai standar memiliki nilai HLB masing-masing
4,3 dan 1,8 yang berfungsi untuk menstabilkan emulsi air
dalam minyak (W/O) (Gunstone dan Padley,1997). Hasil
penelitian menunjukkan bahwa emulsifier dilarutkan dalam
campuran 5% air dalam minyak, emulsi dapat dipertahankan
45-345 menit tergantung jenis emulsifiernya, seperti terli-
hat pada Tabel 6. Data tersebut menunjukkan makin tinggi
konsentrasi emulsifier makin lama dapat mempertahankan
emulsi air dalam minyak.

Table. 6. Emulsion stability (W/O) by sorbitol oleate esters and sorbitan oleate

. Stability emulsion (W/O) by sorbitol esters (minute)
Emulsifier . . . -
(%) ESO Carica pa- ESO Candida ru- | ESO ha'zopus ar- Sorbitan mono- Sorbitan trioleate
paya latex gosa rhizus oleate
1 45 45 45 210 165
3 90 100 120 285 265
5 140 240 280 345 315

Stabilitas emulsi W/O oleh ESO Rhizopus arrhizus le-
bih baik dari pada ESO Candida rugosa disebabkan gugus
hidrosi yang bersifat hidrofilik lebih banyak apad ESO Rhi-
zopus arrhizus dan air lebih kuat terikat, sehingga emulsi
lebih stabil. Hal ini juga diperkuat dengan data yang menun-
jukkan bahwa sorbitan monooleat lebih lama dapat memper-
tahankan emulsi W/O dari pada sorbitan trioleat. ESO Rhi-
zopus arrhizus dan carica papaya meskipun mempunyai ni-
lai HLB 7,5-8,0, namun karena dalam struktur kimia masih
mengandung gugus hidroksi yang cukup besar yaitu empat
buah, maka dapat dimungkinkan daya ikat terhadap air yang
ada dalam emulsi cukup besar sehingga masih dapat mem-
pertahankan emulsi W/O. Menurut Hui, (1996) surfaktan
yang mempunyai nilai HLB 8-15 berfungsi sebagai penge-
mulsi O/W, ternyata pada ESO CPL dan ESO RAL masih
dapat mempertahankan emulsi W/O. Hal ini menunjukan
bahwa angka tersebut tidak bersifat mutlak, nilai HLB 7,5
ada diperbatasan yang dimungkinkan masih dapat berfungsi
sebagai surfaktan dengan nilai HLB dibawahnya, meskipun
tidak sekuat dengan surfaktan dengan HLB 3-6.

Kemampuan mempertahankan emulsi W/O oleh semua
ESO yang disintesis dengan lipase bubuk getah pepaya, Can-
dida rugosa maupun Rhizopus arrhizus lebih rendah diban-
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dingkan emulsifier yang ada dipasaran yaitu sorbitan mono-
oleat maupun sorbitan trioleat. Hal ini disebabkan kemurnian
produk ESO masih relatif rendah (60-70%). Untuk memper-
tinggi kemampuan mempertahankan stabilitas emulsi dapat
dilakukan dengan pemurnian,misalnya dengan melewatkan
kolom kromatografi.

Tegangan permukaan ESO hasil sintesis menggunakan
lipase bubuk getah pepaya dan Rhizopus arrhizus hampir
sama yaitu masing-masing 35,1 dan 34,9 dyne/cm, sedang-
kan ESO hasil sintesis dengan lipase Candida rugosa sedikit
lebih kecil yaitu 31,18-31,83 dyne/cm. Data ini menunjuk-
kan bahwa ESO yang yang disintesis oleh lipase dari ber-
bagai sumber dapat menurunkan tegangan permukaan suatu
cairan, sehingga dapat digunakan sebagai emulsifier.

KESIMPULAN

1. Kondisi optimum sintesis ESO melalui reaksi esterifi-
kasi menggunakan lipase getah pepaya suhu 45,15 °C,
waktu inkubasi 51,73 jam, banyaknya enzim 56 unit
untuk sorbitol 0,001 molar dan asam oleat 0,003 molar,
konversi substrat menjadi produk 37,30 % molar.

2. Kondisi optimum sintesis ESO melalui reaksi esterifi-
kasi menggunakan lipase Candida rugosa pepaya suhu
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45,08 °C, waktu inkubasi 53,42 jam, banyaknya enzim
75 unit untuk sorbitol 0,001 molar dan asam oleat 0,003
molar, konversi substrat menjadi produk 59,48 % molar.

3. Kondisi optimum sintesis ESO melalui reaksi esterifi-
kasi menggunakan lipase Rhizopus arrhizus suhu 45,01
°C, waktu inkubasi 61,68 jam, banyaknya enzim 66 unit
untuk sorbitol 0,001molar dan asam oleat 0,003 molar,
konversi substrat menjadi produk 61,89 % molar.

4. Karakteristik ESO yang diproduksi menggunakan lipase
getah pepaya, dan Rhizopus arrhizus mempunyai derajat
esterifikasi (DE) 1 dan DE 2, sedangkan yang diproduk-
si dengan lipase Candida rugosa merupakan campuran
ESO dengan DE 1, DE 2 dan DE 3. Semua ESO dapat
digunakan untuk emulsifier sistem emulsi W/O.

5. Meskipun ESO yang dihasilkan lipase getah pepaya
(37,9%) lebih rendah dari pada lipase Candida rugosa
(59,4%) dan Rhizopus arrhizus (61,8%) pada sintesis ester
sorbitol oleat, tetapi karena preparasi lipase getah pepaya
sangat mudah dan produkstivitas tanaman pepaya sangat
tinggi, maka sangat potensial untuk dikembangkan.
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