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ABSTRACT

Desaturases catalyse the bioconversion of saturated fatty acids into monounsaturated fatty acids
(MUFA}, or MUFA into polyunsaturated fatty acids (PUFA). Desaturases are intracellular enzymes, which are
not stable for a long period in homogenate. The objective of this study was to find the immobilization method for
desaturases from Absidia corymbifera in order to obtain maximum activity and best enzyme stability. The
desaturases were extracted from A. corymbifera biomass, and the liquid crude enzymes obtained were then
immobilized by adsorption on granulated bone and zeolite as supporting media. Immobilization using bone
showed a better result than using zeolite. Desaturases immobilized on zeolite and bone gave good results in
continuous system. For the reuse of immobilized desaturases in batch system, the enzymes immobilized on zeolite
showed a beter stability than that was on bone. Immobilization was successful to increase the activity and
stability of desaturases. Based on gas chromatographic analysis, one kind of desaturase enzymes that has been
immobilized on supporting media is A" desaturase as shown by the increasing concentration of linoleic acid

(C18:2) in CPO incubated at 25-27 °C with the immobilized enzymes.
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PENDAHULUAN

Minyak sawit kasar atau CPO (Crude Palm
Oif) merupakan salah satu produk unggulan
Indonesia yang dickspor ke mancanegara. CPO yang
sclama ini beredar memiliki kelemahan, yaitu ber-
bentuk padat pada suhu ruang (25 - 27°C) yang
discbabkan olch tingginya kandungan asam lemak
jenuh berupa asam palmitat (45 - 52%) dan asam
stearat (4 ~ 5%). Tingginya kandungan asam lemak
jenuh menyebabkan rendahnya fraksi yang dapat di-
ubah menjadi minyak goreng (Muderhwa er al.,
1985) dan juga menyebabkan rendahnya mutu
minyak goreng dikaji dari rendahnya bilangan iod,
dan tingginya titik keruh (cloud point). Bentuk padat
juga sering menjadi masalah dalam proses pengapal-
an, terutama dalam pemindahan bahan.

Tingginya kandungan asam lemak jenuh di
dalam CPO dikhawatirkan oleh konsumen Amerika
Serikat dapat menimbulkan masalah bagi tubuh
manusia seperti naiknya kolesterol LDL (Low
Density Lipoprotein) darah yang akan mengakibat-
kan resiko penyakit jantung koroner (Bakrie, 1998)
serta resiko atherogenesis oleh asam lemak jenuh
rantai "’panjang (Djojosoebagio, 1997). Berkem-
bangnya isu-isu tentang LDL tersebut dijadikan
alasan bagi hambatan ckspor (non tariff trade
barrier) CPO Indonesia ke Amerika Serikat.

CPO juga mengandung asam lemak tidak
jenuh, terutama asam oleat dan linoleat. Asam
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linoleat atau LA (Linoleic Acid) dan asam alfa
linolenat atau ALA (& -Linolenic Acid) merupakan
asam lemak tak jenuh majemuk yang esensial. Asam
gamma linolenat atau GLA (y-Linolenic Acid)
merupakan asam lemak tak jenuh yang dapat
diperoleh melalui biokonversi asam linoleat oleh
enzim A® desaturase (Lapinskas, 1993). GLA
memiliki arti penting bagi dunia medis dan farmasi
karena dapat menurunkan kolesterol LDL bagi
penderita hiperkolesterolemia (Ishikawa et al.,1989),
mengobati sindroma prahaid (Horrobin, 1983),
eksema atopik (Biagi et al., 1988), sebagai anti
trombotik (Suzuki, 1991), menjaga kelancaran
metabolisme tubuh (James dan Carter, 1988) dan
kelembaban kulit (Suzuki, 1991).

Pada penelitian sebelumnya (Tri-Panji, 1997),
cairan fermentasi 4. corymbifera terbukti mampu
meningkatkan bilangan iod CPO.  Peningkatan
bilangan iod berasal dari terdesaturasinya asam
lemak jenuh menjadi asam lemak tidak jenuh atau
asam lemak tidak jenuh tunggal menjadi asam lemak
tidak jenuh majemuk. Aktivitas serupa terjadi pada
cairan fermentasi Rhizopus oryzae.

Desaturase merupakan enzim yang tidak
stabil. Menurut Ozols (1997), enzim tersebut menga-
lami degradasi oleh protease yang secara spesifik
menurunkan aktivitas protein-protein yang berada
pada mikrosom. Oshino dan Sato (1972) menemu-
kan bahwa desaturase mengalami penurunan aktivi-
tas sampai pada tingkat yang tidak terdeteksi dalam
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beberapa jam. Hal yang sama juga ditemukan oleh
Suzuki (1991) bahwa enzim diatas sangat tidak
stabil ketika berada di luar sel (in vitro).

Amobilisasi merupakan suatu cara untuk
mengikat enzim sehingga dapat digunakan berulang
kali tanpa harus diadakan pemisahan kembali antara
enzim dari produk yang dihasilkan. Proses amobili-
sasi dapat dilakukan dengan berbagai cara yaitu
entraping, carrier binding ‘dan cross linking
(Chibata, 1978). Proses amobilisasi pada desaturase
diharapkan dapat meningkatkan stabilitas enzim
tersebut hingga waktu yang lama.

Serbuk tulang sapi dan zeolit terbukti dapat
digunakan untuk amobilisasi enzim lipase (Negishi
et al., 1989) dan juga dapat digunakan untuk enzim
desaturase sebagaimana dilaporkan oleh Tri Panji er
al., (2001). Pengikatan enzim desaturase oleh serbuk
tulang sapi dan zeolit diharapkan mampu mengikat
enzim secara baik sehingga dapat meningkatkan
kestabilan dalam jangka waktu yang lama. Tujuan
penelitian ini adalah menetapkan metode amobilisasi
yang tepat dengan aktivitas dan stabilitas desaturase
yang optimal.

BAHAN DAN METODE
Kultur A. corymbifera

Fungi A. corymbifera diperoleh dari Labora-
torium Mikroba dan Bioproses, Unit Penelitian
Bioteknologi Perkebunan, Bogor. Fungi tersebut
ditumbuhkan terlebih dahulu dalam media inokulum
kaldu dekstrosa kentang (PDB) selama tiga hari,
pada subu kamar di atas shaker pada kecepatan
guncangan 110 rpm.

Inokulum kemudian dihomogenkan dengan
blender selama lima menit, kemudian sebanyak 10%
(v/v) ditambahkan ke dalam media sintetik Serrano-
Carreon et al. (1993) dengan komposisi (g/1)
(NH.),;SO, 0.94; KH,PO, 7; Na,HPO.2H,0 2.507;
MgS0,.7H,O0 1.5; CaCl, 0.0041; ZnSO,.7H,O
0.0001, dengan molases sebagai sumber karbon,
serta ditambahkan larutan HCI | : | sampai pH 5,0.
Kultur diinkubasi selama 5 hari pada suhu 25°C di
dalam fermentor film permukaan dengan ketebalan
kultur satu cm.

Isolasi Enzim Desaturase

Isolasi enzim desaturase dilakukan dengan
cara mencampur biomasa 4. corymbifera yang telah
dibersihkan dengan PBS (phosphate buffer saline)
dengan perbandingan | : 2 (v/v), kemudian campur-
an diblender selama 2x15 menit. Pecahan biomassa
miselium dipisahkan dari cairan enzim mengguna-
kan sentrifuse 4000 rpm selama 15 menit. Biomassa
sel dipisahkan dan cairan fermentasi digunakan
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untuk percobaan amobilisasi enzim, sedangkan
biomassanya digunakan untuk percobaan isolasi
desaturase intrasel.

Amobilisasi Desaturase

Tulang paha atau kaki sapi yang diperoleh
dari limbah rumah makan dikeringkan menggunakan
oven, dihancurkan hingga berdiameter 0,3 - 1,0 cm.
Butiran tulang dicuci dengan heksana hingga ter-
bebas dari lemak, dicuci dengan detergen (surfaktan)
dan dikeringkan kembali dengan oven pada suhu
105 °C sampai beratnya tetap. Butiran zeolit ber-
ukuran 0,2 - 0,8 cm yang diperoleh dari pasaran
dicuci dengan air mengalir, dicuci kembali dengan
larutan NaCl IM selama 12 jam dengan dua kali
penggantian larutan NaCl 1M. Butiran zeolit ini
kemudian dikeringkan di dalam oven dengan cara
yang sama dengan di atas dan diaktivasi pada suhu
200°C selama 15 menit.

Amobilisasi desaturase dilakukan dengan
cara menambahkan masing-masing 100 g butiran
tulang dan zeolit teraktivasi tersebut ke dalam 300
ml cairan fermentasi, digoyang menggunakan shaker
pada 180 rpm selama satu jam, kemudian cairan
dipisahkan. Penentuan jumlah enzim teramobilisasi
dilakukan berdasarkan pengurangan kadar protein
cairan enzim sebelum dan setelah amobilisasi meng-
gunakan metode Lowry (1951) dengan standar
protein BSA (Bovine Serum Albumin), serta
pengurangan aktivitas desaturasenya.

U ji Aktivitas Desaturase pada Sistem Batch

Pada sistem batch, aktivitas desaturase
amobil diuji selama penggunaan yang berulang.
Sebanyak dua gram CPO dan dua gram enzim
amobil dalam padatan kemudian divortek selama 2-3
menit dan diinkubasikan selama 30 menit pada
25°C. CPO hasil biokonversi diambil dan diuji
sebagai ulangan pertama. Ulangan berikutnya
dilakukan dengan padatan desaturase amobil yang
sama dan CPO baru. Sampel kemudian diuji bilang-
an iodnya (AOAC, 1995).

Uji Aktivitas pada Sistem Sinambung

Sebanyak 40-50 g enzim amobil dimasukkan
ke dalam kolom. Secara sinambung CPO dialirkan
dari bagian bawah kolom menggunakan pompa
peristaltik pada laju alir satu ml/menit, dengan
waktu kontak 30 menit dan sampel diuji setiap jam
dari mulai jam ke-O hingga jam ke-5. Sampel
kemudian diuji bilangan iodnya (AOAC, 1995).
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Uji Stabilitas Enzim

Sebanyak dua gram enzim amobil dicampur-
kan dengan dua gram CPO pada tabung reaksi,

" dikocok dengan shaker selama 2 - 3 menit, diinku-

L
o

basikan suhu 25°Cselama 30 menit (Paulus, 2001).
Sampel diambil dari enzim amobil yang disimpan
pada suhu ruang untuk jam penyimpanan ke- 0, 6,
12, 18, 24, 48, 72, 96 dan 120. Sampel kemudian
dianalisa bilangan iodnya dibanding kontrol
(AOAC, 1995).

Analisis Komposisi Asam Lemak

Komposisi asam lemak CPO sebelum dan
setelah biokonversi dianalisis menggunakan metode
kromatografi gas melalui esterifikasi menjadi metil
ester asam lemak menurut metode Tri-Panji (1997).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Enzim desaturase diduga merupakan enzim
intraselular. Pemanenan biomassa A. corymbifera
dilakukan pada jam ke-120, saat enzim desaturase
diproduksi secara maksimal. Isolasi desaturase yang
paling baik adalah menggunakan metode pencucian
garam pada fraksi mikrosom (Tri-Panji et al., 2001),
namun metode ini hanya dapat menghasilkan ekstrak
enzim dalam jumlah kecil. Isolasi desaturase secara
kasar menghasilkan ekstrak enzim yang banyak,
namun memiliki tingkat kestabilan yang rendah.
Amobilisasi enzim pada padatan pendukung memer-
lukan jumlah enzim yang banyak, schingga metode
yang digunakan adalah isolasi enzim kasar. Suhu
penyimpanan dan perlakuan saat isolasi adalah 25°C
(suhu ruang).

Amobilisasi enzim desaturase dilakukan
dengan menggunakan padatan pendukung tulang
sapi dan zeolit. Tulang sapi dan zeolit memiliki
rongga-rongga yang memungkinkan untuk meng-
adsorpsi enzim maupun protein lain. Amobilisasi
dilakukan berdasarkan metode Negishi et al., (1989)
dengan sedikit perbedaan dalam perlakuan suhu.
Suhu yang digunakan adalah 25 - 27°C (suhu ruang),
karena pada suhu tersebut aktivitas desaturase murni
dapat bertahan cukup lama (Tri-Panji et al., 2001).

Hasil yang diperoleh pada Tabel 1 menunjuk-
kan adanya penurunan aktivitas desaturase pada
cairan enzim setelah amobilisasi dibandingkan
dengan sebelum amobilisasi. Penurunan aktivitas
desaturase tersebut disebabkan karena terikatnya
enzim dalam padatan. Ini berarti bahwa proses
amobilisasi desaturase dapat dilakukan pada kedua
padatan. Penurunan aktivitas desaturase ~paling
banyak terjadi pada cairan sisa amobilisasi meng-
gunakan zeolit, yaitu sebesar 49.22 %, sedangkan
pada cairan sisa amobilisasi menggunakan tulang
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hanya terjadi penurunan sebesar 17.41%. Rendahnya
desaturase yang dapat diikat oleh tulang menunjuk-
kan bahwa tulang kurang baik dalam menyerap
enzim desaturase.

Tabel 1. Aktivitas cairan enzim sebelum dan setelah
amobilisasi

Aktivitas Enzim (g 1:/100g CPO.ml enzim.menit))
. — ———{Pengura-
Jenis Sebelum Amobilisasi Setelah Amobilisasi “
ngan
Padatan Fa— Enai %
N {Enzim . nzim - o
Enzim B‘lanko Blanko Enzim| Blanko Blanko
045 | -0.24 -0.18 -0.25
Tulang | 1000 | 3000 | ©'° |2002] s001 | 008 | V74
. 0.15] -0.24 -0.25 | -0.30
eotit | 1002 | 2000 | OO [1002] s001 | @ | 92
TP = © Sebelum - Enzim-Blanko $ Y Enzm-Blanko

gurRngan
Sebelum Amobilisasi x 100%

Perbedaan cukup tinggi antara tulang dan
zeolit dalam penyerapan desaturase mungkin
disebabkan oleh adanya ion Ca®’ yang terlepas dari
zeolit setelah proses amobilisasi. Menurut Barrer
(1978) zeolit alam mengandung atom Ca yang dapat
lepas sebagai ion Ca®. Ca’* diduga mengganggu
aktivitas desaturase, sedangkan prosentase pengikat-
an enzim tersebut didasarkan pada selisih pengu-
rangan aktivitas desaturase sebelum dan setelah
amobilisasi.

Nilai negatif pada aktivitas cairan enzim
mungkin disebabkan oleh pengaruh lain yang meng-
akibatkan turunnya bilangan iod. Reaksi tersebut
diduga disebabkan oleh adanya air dan oksigen
bebas. Air akan mempercepat terjadinya reaksi
hidrolisis pada CPO, sedangkan oksigen bebas cen-
derung mengakibatkan reaksi oksidasi. Reaksi
hidrolisa dan oksidasi tersebut akan merusak CPO
(Ketaren, 1986). Aktivitas desaturase dihitung
berdasarkan kenaikan bilangan iod sampel diban-
dingkan CPO awal. Mungkin aktivitas desaturase
tidak mampu mengimbangi reaksi tersebut sehingga
bilangan iod yang dihasilkan lebih rendah dibanding
bilangan iod CPO awal. Kesimpulan bahwa enzim
masih memiliki aktivitas ditunjukkan oleh bilangan
jod blanko yaitu bilangan iod CPO yang diperlaku-
kan dengan cairan blanko (tanpa enzim) yang ber-
nilai negatif lebih besar dibandingkan sampel, atau-
penurunan aktivitas cukup banyak pada blanko
dibandingkan pada cairan enzim.

Enzim diyakini masih memiliki aktivitas pada
jam ke-48, meskipun tidak dapat didetcksi karena
adanya reaksi lain yang bersifat sebaliknya dari
kinerja desaturase.

Perbedaan kepolaran antara CPO dengan
cairan enzim diduga kuat menyebabkan rendahnya
aktivitas desaturase. Enzim dapat larut dalam air
sedangkan CPO tidak. Perbedaan kelarutan tersebut
dapat menyebabkan sedikitnya sisi aktif enzim yang
berinteraksi dengan CPO.
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Hasil pengujian untuk kadar protein (Tabel 2)
yang dapat diserap oleh tulang menunjukkan nilai
sebesar 0,28 mg/mi. lebih besar dibandingkan zeolit
yang hanya sebesar 0,20 mg/ml. Berbeda dengan
hasil uji aktivitas sebelum dan setelah amobilisasi,
uji kadar protein menunjukkan keunggulan tulang
dalam menyerap protein/enzim. Hasil analisis kadar
protein tidak sejalan dengan uji aktivitas desaturase.
Hal ini disebabkan pada analisis protein didapatkan
besarnya kadar protein total yang meliputi protein
enzim dan protein non cnzim, sedangkan uji
aktivitas hanya spesifik untuk desaturase. Terjadinya
perbedaan dalam penyerapan tersebut dimungkinkan
karena struktur tulang lebih mudah menyerap dan
mengikat protein, sebagaimana terikatnya kolagen
sebagai protein alami dalam tulang.

Tabel 2. Kadar protein cairan enzim sebelum dan setelah

Jenis Kadar Protein (mg/ml) Te Y -
Padatan|  Sepelum Setelah | Selisih | piues |

0912005 | 0631013 028 30.90

i 0912005 | 0712000 0.20 22.18 -
" % Teramobilisasi = Sclisit/Scbelum x 100%

Rendahnya penyerapan protein dalam padat-
an yang hanya 20 - 30% dimungkinkan karena sis-
tem amobilisasi yang digunakan adalah adsorpsi,
bukan pengikatan. Adsorpsi hanya menyerap secara
fisik pada rongga yang ada, sehingga protein yang
terikat rendah sekali. Proses pengadukan untuk
amobilisasi yang hanya satu jam mungkin menye-
babkan hanya scbagian enzim yang terikat pada
tulang dan zeolit.

Pengujian terhadap aktivitas desaturase
amobil untuk penggunaan berulang memungkinkan
untuk mengetahui seberapa besar keefektifan proses
pengikatan enzim dalam padatan agar dapat dipakai
secara berulang-ulang. Pemakaian berulang-ulang
memungkinkan dilakukan untuk enzim amobil
mengingat enzim sebagai katalis tidak ikut bersama
dengan substrat, melainkan terikat pada padatan.

Hasil pengujian pada aktivitas desaturase
untuk pemakaian berulang menunjukkan adanya
kestabilan dari ulangan pertama hingga kelima seba-
gaimana terlihat pada Gambar 1. Terjadinya per-
bedaan cukup berarti terjadi pada aktivitas enzim
amobil dalam tulang pada ulangan ke-1 dengan akti-
vitas 0.32 g 1,/100 g CPO.mg enzim amobil.menit.
Perbedaan yang cukup berarti pada amobilisasi
dengan tulang tersebut mungkin disebabkan sebagi-
an enzim yang teradsorbsi terlepas kembali. Pada
ulangan ke-1 sebagian enzim yang tidak terikat
sempurna lepas terbawa oleh CPO, sehingga aktivi-
tasnya menurun,

Kemungkinan lain adalah tertutupnya sisi
aktif enzim oleh substrat CPO pada ulangan ke-1
memungkinkan terjadinya penurunan aktivitas
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enzim pada tulang untuk ulangan ke-2 hingga ke-5.
Enzim amobil juga dimungkinkan mengalami
kejenuhan jika digunakan berulang-ulang.

Atheitas Enzim
(g [2/100g CPO.mg enzim

Gambar 1. Aktivitas enzim amobil untuk pemakaian
berulang (setiap ulangan dilakukan

Salah satu kelebihan dari enzim amobil adal-
ah dari kemudahan dalam menggunakan enzim se-
bagai biokatalisator secara berulang-ulang sehingga
dapat menghemat biaya dan waktu jika dibanding-
kan dengan penggunaan enzim secara langsung.
Kemampuan enzim untuk dipakai secara berulang-
ulang ini juga dipengaruhi oleh banyaknya protein
enzim teradsorpsi pada padatan wulang dan zeolit.

Pengujian aktivitas enzim secara sinambung
dimaksudkan untuk mengetahui berapa lama enzim
amobil dapat digunakan untuk proses terus menerus
dengan umpan dan produk masuk dan keluar melalui
suatu kolom. Sistem tersebut memungkinkan untuk
digunakan dalam proses biokonversi secara oto-
matis.

Berdasarkan Gambar 2, pengujian yang di-
lakukan mulai jam ke-0 hingga jam ke-5 menunjuk-
kan aktivitas yang cukup stabil. Aktivitas desaturase
untuk sistem sinambung ini cenderung stabil untuk
waktu selama lima jam karena kondisi proses berada
dalam keadaan steady.

°
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Aktivitas Enzim
{g 12/100g CPO.mg enzim amobil. menit)
ot
>

Gambar 2. Aktivitas desaturase pada padatan
pendukung untuk sistem sinambung
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Pada sistem sinambung, enzim amobil pada
padatan tulang cenderung lebih kecil aktivitasnya
dibandingkan pada zeolit. Hal yang sama juga ter-
jadi pada data aktivitas desaturase untuk penggunaan
berulang. Kecenderungan tersebut menunjukkan
zeolit lebih baik dalam meningkatkan aktivitas
enzim untuk sistem sinambung dan berulang.

. Aktivitas desaturase sistem sinambung ini
sangat berbeda jika dibandingkan dengan aktivitas
desaturase untuk pemakaian berulang. Pada pema-
kaian berulang, ikatan enzim pada padatan tidak
dapat dipertahankan kestabilannya dalam tulang,
namun pada ulangan selanjutnya menunjukkan ada-
nya kestabilan karena sistem telah mencapai kese-
timbangan. Perbedaan teknis antara kedua sistem
adalah adanya proses pengadukan dengan vortex
pada pemakaian berulang, sedangkan pada sistem
sinambung proses reaksi mengandalkan kontak CPO
dengan padatan yang mengandung enzim. Sistem
sinambung semenjak awal memperlihatkan adanya
kesetimbangan karena proses konversi dirancang
dalam keadaan setimbang antara kecepatan umpan
yang masuk dengan kecepatan produk yang keluar,
serta penahanan padatan dalam kolom tanpa proses
pengadukan.

Hasil penelitian (Gambar 3) menunjukkan
bahwa proses amobilisasi. desaturase mampu mem-
pertahankan kestabilan hingga 96 jam. Aktivitas
desaturase amobil masih terdeteksi pada padatan
tulang pada jam ke-72 sebesar 0.13 g 1100 g
CPO.mg enzim amobil.menit, sedangkan pada
padatan zeolit pada jam ke-48 sebesar 0.30 g I/ 100
g CPO.mg enzim amobil.menit. Pada pengujian
berikutnya tidak memperlihatkan adanya aktivitas
desaturase. Perbedaan waktu kestabilan menunjuk-
kan perbedaan karakteristik tulang dan zeolit dalam
mengikat dan mempertahankan enzim desaturase di
dalamnya.

Gambar 3. Stabilitas desaturase untuk padatan tulang
dan zeolit

Kestabilan desaturase amobil diatas lebih
tinggi dibandingkan dengan yang pernah dilaporkan
oleh Tri-Panji ef a/ (2001). Pada metoda yang
digunakan Tri-Panji et al. (2001) digunakan sistem
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sentrifugasi bertingkat yang akan memisahkan fasep.
mikrosom enzim sehingga terbebas dari penggangse
gunya. Metoda amobilisasi memungkinkan enzim-
tersimpan secara baik dan dalam fase amobil di
dalam padatan. Proses amobilisasi memungkinkan
enzim lainnya seperti protease yang diasumsikan
merusak desaturase berada dalam keadaan terikat
dalam padatan. Terikatnya enzim lain dalam padatan
mengakibatkan sedikitnya kontak antara enzim
desaturase dengan protease. Protease dan desaturase
akan mudah bertumbukan di dalam media air.

Peningkatan aktivitas desaturase terlihat
cukup tinggi pada pengujian jam ke-18, yaitw
sebesar 1.17 dan 1.58 g I /100 g CPO.mg enzim
amobil.menit untuk masing-masing pada padatan
tulang dan zeolit. Tingginya aktivitas itu menunjuk-
kan bahwa proses amobilisasi cukup efektif dalam
meningkatkan aktivitas desaturase. Tingginya akti-
vitas ini diduga berasal dari pengaruh air yang
terdapat pada padatan pendukung tulang dan zeolit.
Adanya air dalam suatu reaksi enzimatis sebenarnya
diperiukan tetapi dalam jumlah sedikit. Menurut
Zack dan Klibanov (1988) air yang diperlukan
dalam suatu reaksi yang melibatkan lipid hanya
diperlukan selapis (monolayer) dan tidak akan
mengganggu aktivitas, bahkan akan meningkatkan
aktivitas karena bertemunya sisi hidrofobik enzim
dengan sisi hidrofobik CPO.

Tingginya aktivitas desaturase dalam padatan
zeolit menunjukkan bahwa zeolit lebih baik diguna-
kan sebagai padatan pendukung amobilisasi diban-
dingkan tulang. Keunggulan zeolit dalam mening-
katkan aktivitas juga telah ditunjukkan dalam proses
pemakaian berulang dan sistem sinambung. Ke-
mungkinan penyebab tingginya aktivitas desaturase
dalam zeolit adalah banyaknya sisi aktif enzim yang
bertemu dengan CPO.

Tulang dan zeolit hanya mampu memper-
tahankan aktivitas enzim hingga 96 jam. Ketidak-
mampuan metode amobilisasi untuk menyimpan
enzim dalam jangka waktu lama dimungkinkan
karena adanya air dalam padatan. Penyimpanan
dalam suhu 25°C (suhu ruang) memungkinkan
terjadinya penguapan. Tidak adanya air menyebab-
kan kerusakan enzim, karena enzim memerlukan
pelarut alaminya meski hanya satu lapis. Dalam
kaitan ini perlu diuji aplikasi enzim tersebut dalam
pelarut organik seperti yang dilakukan olech Stark
dan Holmberg (1989) untuk lipase.

Desaturase mengkatalisa perubahan asam
lemak jenuh menjadi asam femak tidak jenuh. Ter-
dapat berbagai macam jenis desaturase, yaitu A, A%
4’, o' desaturase (Cahoon er al.. 1997). Penelitian
Tri-Panji er al. (2001), memperlihatkan adanya
aktivitas A° dan A'Z desaturase di dalam biomasa
dan cairan fermentasi A. corymbifera. Berdasarkan
hasil analisis kromatografi gas (Tabel 3) terdapat
aktivitas A'® desaturase dalam enzim amobil baik
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dalam padatan tulang maupun zeolit. Aktivitas A"
desaturase ditunjukkan oleh peningkatan konsen-
trasi asam linoleat pada CPO hasil biokonversi
dengan enzim amobil dibandingkan CPO awal.

Tabel 3. Komposisi (%) asam lemak hasil analisis
kromatografi gas pada padatan zeolit dan
tulang

Nama Asam Jenis Sampel
Lemak Rumus | CPO | Zeolit Tulang
IAsam Miristat | C14:0 1.33 0.74 | 0.82
Asam Palmitat | C16:0 | 38.96 | 30.18 |29.70
Asam Stearat Ci8:0 | 233 | 37943322
Asam Oleat C18:1 | 4035 - -
Asam Linoleat | C18:2 | 14.02 | 31.14 | 36.25
[Asam Linolenat | C18:3 | 2.99 - -

Tidak terdapatnya asam oleat (C18:1) pada
CPO yang telah diinkubasikan dengan enzim amobil
dalam padatan tulang dan zeolit menunjukkan ada-
nya aktivitas enzim A'? desaturase yang mengubah
asam oleat (C18:1) menjadi asam linoleat (C18:2).
Enzim ini mengkatalisis pembentukan ikatan
rangkap terjadi pada rantai karbon no 12.

Aktivitas A® desaturase tidak terdeteksi pada
penggunaan enzim amobil dalam tulang maupun
dalam zeolit, berbeda dengan yang dilaporkan oleh
Tri-Panji et al. (2001). Tidak terdeteksinya A®
desaturase diperlihatkan dengan tidak terdapatnya
asam linolenat (C18:3) dalam CPO yang telah
diinkubasikan dengan enzim amobil dalam tulang
atau zeolit. Aktivitas A® desaturase kemungkinan
belum aktif karena asam linoleat sebagai substratnya
masih diproduksi oleh A'? desaturase.

Asam linolenat (C18:3) mudah teroksidasi
sehingga mungkin rusak selama penyimpanan atau
preparasi untuk analisis kromatografi gas. Pada
penelitian Tri-Panji ef al. (2001) asam linolenat ber-
hasil dideteksi pada hasil bickonversi asam linoleat.

Tulang dan zeolit merupakan padatan yang
terbukti mampu mengamobilisasi enzim desaturase.
Proses amobilisasi yang telah dilakukan mereko-
mendasikan tulang dan zeolit untuk digunakan se-
bagai padatan pendukung seperti halnya arang aktif
(Chibata, 1978) dan silika gel (Maeda et al., 1997).

Zeolit memiliki keunggulan dalam mengikat
enzim desaturase dibandingkan tulang berdasarkan
data penurunan aktivitas desaturase zeolit mampu
mengikat aktivitas desaturase hingga 49.22% diban-.
dingkan tulang hanya 17.41% (Tabel 4).

Secara teknis padatan tulang dan zeolit
mampu mengamobilisasi enzim desaturase karena
sifat fisik kedua padatan tersebut. Secara alami,
tulang dalam mahluk hidup digunakan sebagai tem-
pat menempeinya kolagen dan protein lainnya.
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Tulang memiliki rongga-rongga kosong di dalam-
nya, sehingga adsorpsi enzim dapat berlangsung.
Zeolit sering digunakan sebagai media penukar ion
dalam penjernihan air. Zeolit juga memiliki rongga-
rongga kosong seperti tulang sehingga memungkin-
kan diadakan proses adsorpsi enzim.

Tabel 4. Perbandingan setiap padatan pendukung

Jenis Penurunan  Aktivitas Enzim{ Cairan Enzim
Padatan Aktivitas Amobil pada | Teramobilisasi
Desaturase * jamke-18" | dalam Padatan®
Tulang 17.41 .17 30.90
Zeolit 49.22 1.58 22.18
Ket. *': Persen (%)
*: g 1100 g CPO.mg enzim amobil.menit
© : Persen (%)

Desaturase merupakan enzim yang dapat di-
gunakan untuk proses pangan karena erat kaitannya
dengan produk minyak goreng dan farmasi. Salah
satu syarat dalam proses pangan adalah keamanan
bahan seperti tidak adanya racun. Tulang berasal
dari mahluk hidup dan aman untuk digunakan se-
bagai padatan amobilisasi. Zeolit selama ini sering
digunakan dalam penjemihan air schingga juga
aman digunakan untuk proses pangan.

KESIMPULAN

Amobilisasi desaturase dari ekstrak kasar
biomassa sel 4. corymbifera dengan padatan pen-
dukung tulang dan zeolit berhasil meningkatkan
aktivitas dan kestabilan enzim tersebut.

Penggunaan enzim teramobilisasi pada kedua
padatan pendukung untuk penggunaan berulang
memberikan hasil yang stabil kecuali untuk hasil
amobilisasi dengan padatan tulang pada ulangan
pertama. Pemakaian enzim amobil untuk sistem
sinambung untuk kedua padatan pendukung mem-
berikan hasil yang stabil. Teknik biokonversi meng-
gunakan desaturase amobil ini diharapkan dapat di-
kembangkan untuk produksi asam y-linolenat (GLA)
yang bernilai ekonomi tinggi dari asam linoleat.
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