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Abstrak 

Sintesis sukrosa ester (SEs) melalui reaksi enzimatis menggunakan substrat metil 

ester dan sukrosa. Kondisi reaksi adalah konsentrasi substrat 0,6 g/ml, waktu reaksi 

600 menit, dan kecepatan pengadukan 400 rpm. Penelitian bertujuan untuk 

meningkatkan bilangan ester (BE) melalui pengaruh rasio Novozyme®435 pada 0,1-

1,0% (b/b) dan temperatur reaksi pada 30-75oC. Selanjutnya mengetahui 

karakteristik fisika-kimia serta potensinya sebagai senyawa anti bakteri. Data 

pengamatan mengikuti rancangan faktorial 1 faktor (2 kali ulangan). Berdasarkan 

hasil penelitian, diketahui bahwa temperatur reaksi memberikan pengaruh lebih 

signifikan dibandingkan Novozyme®435 (p-value ≤ 0,05) terhadap peningkatan BE, 

pada temperature 40oC sebesar 82,94%. Karakteristik SEs optimal adalah bilangan 

asam 2,446 mg KOH/g, titik leleh 32oC, densitas 0,285 g/ml, kadar air 0,046%, kadar 

abu 0,292%, larut dalam H2O dan tidak larut dalam C2H5OH. SEs memiliki sifat anti 

bakteri dan dapat menghambat pertumbuhan Escherichia coli dengan zona hambat 

terbesar 12,5 mm selama 3 hari inkubasi. 

 

Kata kunci: Anti Bakteri, Escherichia coli, Lipase, Metil Ester, Sukrosa Ester 
 

 

Abstract 

The sucrose esters (SEs) were synthesized through an enzymatic reaction using 

methyl ester and sucrose as substrates. The reaction conditions were substrate 

concentration of 0.6 g/ml, reaction time of 600 min, and 400 rpm stirring speed. The 

study aimed to increase the ester number (EN) through the influence of 

Novozyme®435 ratio at 0.1-1.0% (w/w) and reaction temperature at 30-75oC. 

Furthermore, to determine the physico-chemical characteristics and its potential as 

an anti-bacterial compound. The observation data followed a 1-factor factorial 

design (2 replicates). Based on the results of the study, it is known that reaction 

temperature has a more significant effect than Novozyme®435 (p-value ≤ 0.05) on 

the increase in BE, at a temperature of 40oC by 82.94%. The optimal SEs 

characteristics are acid number 2.446 mg KOH.g-1, melting point 32oC, density 0.285 

g.ml-1, moisture content 0.046%, ash content 0.292%, soluble in H2O, and insoluble 

in C2H5OH. SEs has anti-bacterial properties and can inhibit the growth of 

Escherichia coli with the largest inhibition zone of 12.5 mm for 3 days of incubation. 

 

Keywords: Anti Bacteria, Escherichia coli, Lipase, Methyl Ester, Sucrose Ester 
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PENDAHULUAN 

Sukrosa ester (SEs) adalah salah satu 

senyawa gula ester yang disintesis dari 

disakarida dengan asam lemak atau alkil ester. 

SEs tergolong emulsifier non ionik dengan 

banyak keunggulan, diantaranya HLB yang 

lebar (1-16), toksisitas rendah, biodegrabilitas 

yang baik karena dapat disintesis dari bahan 

nabati (Zeng et al., 2021). Menurut FDA (Food 

and Drug Administration), SEs aman digunakan 

sebagai bahan tambahan pangan (BTP). SEs 

dapat digunakan sebagai BTP golongan 

pengemulsi tunggal atau dalam bentuk BTP 

campuran (Sari et al., 2019). SEs digunakan 

dalam berbagai industri pangan antara lain 

produk berbasis gandum, permen, susu, es krim, 

cokelat dan lainnya. SEs mampu meningkatkan 

kekuatan adonan pada saat pengadukan, 

meningkatkan volume kue dan roti, mengurangi 

pelengketan adonan pada mesin, menjaga 

stabilitas emulsi, meningkatkan elastisitas 

(kalis) adonan, hingga meningkatkan rasa di 

mulut (mouthfeel) (Mitsubishi-Kagaku Food 

Corporation, 2022).  

Produksi SEs skala industri dilakukan 

melalui reaksi esterifikasi antara asam lemak 

dengan sukrosa menggunakan katalis basa, pada 

temperatur 120-185oC dan tekanan vakum. 

Katalis basa menyebabkan munculnya produk 

antara, yaitu sabun yang dapat menurunkan 

kualitas produk akhir. Metode kimia dinilai tidak 

selektif dan sangat tidak dianjurkan dalam 

industri pangan. Penggunaan katalis basa 

berpeluang meninggalkan residu bahan kimia 

yang bersifat toksik meskipun telah dipurifikasi 

(Ferrer et al., 2000; Habulin et al., 2008; Pérez et 

al., 2017). Beberapa penelitian melaporkan 

bahwa metode kimia sering menghasilkan 

produk dengan sifat fungsional yang rendah. Hal 

ini semakin mendorong pengembangan metode 

enzimatik, yang terbukti berhasil meningkatkan 

sifat fungsional produk (Abdulmalek et al., 

2016; Bidjou-Haiour & Klai, 2013; Bouzaouit & 

Bidjou-Haiour, 2016; Jia et al., 2010). 

Produksi SEs melalui metode enzimatis 

menggunakan enzim lipase sebagai biokatalis 

menunjukkan selektifitas reaksi yang lebih 

tinggi dibandingkan metode kimia. Enzim lipase 

berkerja spesifik pada substrat tertentu saja, 

sehingga menghasilkan produk yang spesifik 

pula. Reaksi yang melibatkan enzim lipase 

adalah proses yang mudah terdegradasi karena 

disintesis dari bahan organik dan bahan kimia 

dengan toksisitas rendah. Metode enzimatis 

dapat berlangsung pada temperatur moderat, 

sehingga karakteristik alami produk terjaga dan 

mencegah terjadinya karamelisasi sukrosa 

(browning) yang menyebabkan warna produk 

menjadi lebih gelap (Habulin et al., 2008; Teng 

et al., 2021). Mayoritas industri menambahkan 

zat pewarna untuk memperbaiki warna akhir SEs 

(Lioe & Fadhilah, 2020).  

Selain sebagai BTP pengemulsi, SEs yang 

disintesis dari asam lemak rantai pendek hingga 

menengah dilaporkan memiliki aktivitas 

biologis dan digunakan sebagai antimikroba, 

antitumor (Adnani et al., 2011), antibakterial dan 

micital (Gumel et al., 2011), dan agen insektisida 

(Šabeder et al., 2006). Sehingga aplikasi dari 

SEs atau gula ester lainnya sangat bergantung 

pada jenis asam lemak yang berikatan dengan 

struktur gula tersebut. Asam lemak yang umum 

digunakan adalah asam kaprat (C10) asam laurat 

(C12), asam miristat (C14), asam palmitat (C16), 

dan asam stearat (C18) (Pérez et al., 2017).  

Pada penelitian ini dilakukan sintesis SEs 

menggunakan metil ester sebagai substrat 

menggunakan enzim lipase Novozyme®435. 

Metil ester disintesis dari minyak inti sawit 

mentah (MISM) pada penelitian sebelumnya 

(Kurniasih et al., 2023). Beberapa penelitian 

melaporkan penggunaan ester dari turunan asam 

lemak seperti vinyl kaprat (Inprakhon et al., 

2017), etil linolenat (Shin et al., 2019), vinyl 

laurat (He et al., 2017) sebagai substrat. Belum 

ada laporan mengenai penggunaan metil ester 

turunan MISM sebagai substrat.  Penggunaan 

metil ester mencegah terbentuknya produk 

samping H2O. Reaksi yang menggunakan 

substrat asam lemak selalu menghasilkan H2O 

sebagai produk samping yang harus dipisahkan 

melalui proses penguapan pada temperatur 

≥110oC (Kurniasih et al., 2023). Selain itu, metil 

ester yang disintesis dari MISM mengandung 

metil laurat yang tinggi. Komposisi MISM 

terdiri atas 59,83% asam laurat, dan diketahui 

memiliki karakteristik alami sebagai anti bakteri. 

Penelitian ini bertujuan untuk meningkatkan 

konversi substrat yang diukur secara kuantitatif 

melalui peningkatan bilangan ester, dan 

menganalisis karakterisik fisika-kimia dan 

biologi dari SEs sebagai senyawa anti bakteri. 
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METODE 

Bahan 

Metil ester disintesis dari MISM melalui 

reaksi esterifikasi dan transesterifikasi. Metil 

ester mengandung ester content 96,6%. Bahan 

kimia lain yang digunakan adalah sukrosa, 

KOH, HCl, C2H5OH dengan kualitas analytical 

grade. Biokatalis adalah Novozyme®435 (enzim 

lipase Candida antarctica immobile). 

 

Sintesis Sukrosa Ester 

Sebanyak 50 g metil ester dan sukrosa 

dihomogenkan pada temperatur ruang selama 24 

jam dengan pengadukan konstan 400 rpm. 

Campuran substrat dipanaskan hingga 

temperatur reaksi tercapai (sesuai rancangan 

data). Selanjutnya dimasukkan Novozyme®435 

(sesuai rancangan data) kedalam campuran 

substrat. Reaksi berlangsung selama 600 menit 

dan kecepatan pengadukan konstan 250 rpm. 

Waktu reaksi dimulai saat Novozyme®435 telah 

dimasukkan ke dalam campuran susbtrat. 

Pembentukan SEs ditandai dengan peningkatan 

bilangan ester. Pada akhir reaksi Novozyme®435 

dipisahkan dari campuran reaksi dengan metode 

filtrasi. SEs dikeringkan dalam oven selama 6 

jam pada temperatur 40oC. Konversi substrat 

disetarakan dengan peningkatan bilangan ester 

diakhir reaksi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Rangkaian Reaktor Sintesis Sukrosa 

Ester Secara Enzimatis 

 

Rancangan Data Pengamatan 

Data pengamatan disusun mengikuti 

rancangan faktorial 1 faktor, 2 kali ulangan yang 

diamati melalui analisis varian (ANAVA) 

menggunakan software Minitab 16. 

a.  Variabel Tetap 

Konsentrasi substrat  : 0,6 g/ml 

Waktu reaksi  : 600 menit 

Kecapatan pengadukan : 250 rpm 

Massa metil ester  : 50 g 

b.  Variabel Bebas 

Rasio Novozyme®435 : 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 

0,6; 0,7; 0,8; 0,9; 1,0 (% b/b) 

Temperatur reaksi : 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 

65, 70, 75 (oC) 

c.  Variabel Terikat 

Bilangan ester 

d. Karakteristik Fisika dan Kimia : bilangan 

asam, titik leleh, kelarutan, densitas, kadar 

air, kadar abu 

d. Karakteristik Biologi : aktivitas anti bakteri 

pada Eschericia coli  

 

Bilangan Ester  

Bilangan ester adalah metode volumetri 

yang dapat digunakan untuk mengetahui 

kuantitas asam lemak yang membentuk senyawa 

ester. Bilangan ester dihitung berdasarkan selisih 

antara bilangan penyabunan dengan bilangan 

asam (PPKS, 2004). 

Perhitungan : 

                                                                        (1) 

                                                                                  

Keterangan : 

BE = Bilangan Ester 

BP = Bilangan Penyabunan 

BA = Bilangan Asam 

 

Bilangan Asam  

Menimbang 2 g sampel SEs yang akan 

dianalisa dan memasukkan ke dalam erlenmeyer 

250 ml. Mencairkan SEs pada temperatur 40oC. 

Menambahkan C2H5OH yang telah dinetralisasi 

dengan NaOH 0, N. Menambahkan ± 2 ml 

indikator phenolfthaelin dan kocok perlahan. 

Mentitrasi dengan KOH 0,1 N (standarisasi) 

sampai terbentuk warna merah muda yang 

bertahan selama ± 30 detik (AOCS, 1998). 

Perhitungan : 

  

                                                                        (2) 

 

Keterangan : 

V  = Volume NaOH (ml) 

N  = Normalitas NaOH (N) 

W = Berat sampel (g) 
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Bilangan Penyabunan  

Menimbang 2 g sampel SEs, dan 

memasukkan ke dalam erlenmeyer. Mencairkan 

pada temperatur 40oC. Menambahkan 50 ml 

larutan KOH etanolik 0,5 N. Memasang 

pendingin balik dan panaskan 60 menit sambil 

diaduk agar campuran homogen. Mentritrasi 

sampel dengan HCl 0,1 N sampai warna merah 

rosa hilang (AOCS, 1998). 

 

                                                                        (3) 

  

Keterangan : 

B = Volume HCl untuk titrasi blanko (ml) 

S = Volume HCl untuk titrasi sampel (ml) 

N = Normalitas KOH (N) 

W = Berat sampel (g) 

 

Analisa Karakteristik Fisika dan Kimia 

Karakteristik fisika dan kimia yang 

dilakukan adalah titik leleh, kelarutan, densitas 

(PPKS, 2004), kadar air, dan kadar abu (AOCS, 

1998). 

 

Karakteristik Biologi 

Analisis Anti Bakteri Metode Difusi Cakram 

SEs diujikan pada bakteri gram negative 

Eschericia coli ATCC 25922. Analisis diawali 

dengan pembuatan media Mueller Hinton Agar 

(MHA) dan sterilisasi media pada 121oC selama 

15 menit. Menuang 20 ml media MHA yang 

telah steril ke dalam cawan petri ukuran 10 cm x 

9 cm x 2 cm dan biarkan memadat. SEs 

dilarutkan dalam aquadest steril (1 g/ml) dan 

dihomogenkan dengan vortex selama 5 menit. 

Rendam kertas cakram dalam larutan SEs 

selama 30 menit.  Mengambil suspensi bakteri 

Escherichia coli yang tingkat kekeruhannya 

telah disamakan dengan Standar Mc Farland 0.5 

(±1.5 x 108 CFU/ml), kemudian diswab di atas 

seluruh permukaan media MHA menggunakan 

cotton swab steril. Meletakkan kertas cakram 

yang telah direndam dan dikeringkan pada 

cawan petri. Selanjutnya diinkubasi pada 

temperatur 37℃ selama 72 jam. Sebagai kontrol 

positif digunakan gentamicin dan kontrol negatif 

adalah aquadest steril. Pengamatan dilakukan 

secara duplo. Aktivitas anti bakteri diukur 

melalui zona hambat yang bentuk oleh SEs. 

Pengukuran daya hambat SEs dilakukan setiap 

24 jam selama 3 hari pengamatan. Zona hambat 

yang merupakan aktivitas antibakteri adalah area 

sekitar cakram disk yang tidak ditemukan 

pertumbuhan bakteri. Daya hambat diukur 

secara kuantitatif menggunakan jangka sorong. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Pengukuran Zona Hambat Bakteri 

Metode Difusi Cakram 

 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Pengaruh Rasio Novozyme®435 Terhadap 

Peningkatan Bilangan Ester 

Penggunaan asam lemak atau alkil ester 

sebagai substrat berlebih dapat meningkatkan 

peluang terbentuknya ikatan ester yang bereaksi 

dengan gugus hidroksil (O-H) dari sukrosa 

(Inprakhon et al., 2017; Jia et al., 2010; Marathe 

et al., 2020). Penggunaan sukrosa sebagai 

substrat berlebih terbukti menurunkan koversi 

SEs karena peningkatan konsentrasi sukrosa 

dapat menurunkan homogenitas campuran 

reaksi (Ren & Lamsal, 2017).  

Pada penelitian ini digunakan metil ester 

sebagai substrat berlebih sehingga sukrosa 

bertindak sebagai substrat pembatas. Untuk 

menganalisis pengaruh rasio Novozyme®435 

terhadap peningkatan bilangan ester dilakukan 

percobaan pada berbagai rasio Novozyme®435  

dari 0,1-1,0% (b/b). Variabel penelitian lain 

berada dalam keadaan tetap. Meskipun 

Novozyme®435 diketahui mampu mengkatalisis 

reaksi transesterifikasi, tetapi aktivitasnya pada 

substrat metil ester terutama yang disintesis dari 

MISM dan sukrosa belum diketahui.  

Mekanisme Novozyme®435 sebagai 

biokatalis dalam merombak substrat menjadi 

produk utama diawali dengan pembentukan 

kompleks enzim-substrat (ES) yang terjadi pada 

bagian aktif enzim. Saat kompleks ES telah 

terombak menjadi produk utama, bagian aktif 

akan melepaskan produk dan mengikat kembali 

substrat membentuk ES. Aktivitas ini terus 

belanjut hingga substrat habis, atau kinerja 

enzim lipase mengalami penurunan karena 
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faktor eksternal ataupun internal. Berikut 

pengaruh peningkatan rasio Novozyme®435 

terhadap konversi subsrat. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3. Bilangan Ester Pada Berbagai Rasio 

Enzim Lipase Novozyme®435 

 

Berdasarkan hasil penelitian diketahui 

bahwa penggunaan Novozyme®435 sebagai 

biokatalis terbukti dapat meningkatkan 

kecepatan reaksi. Kondisi ini menunjukkan 

bahwa enzim lipase golongan Novozyme®435 

memiliki selektifitas yang tinggi untuk 

mengkatalisis reaksi dalam sintesis SEs. 

Penggunaan rasio Novozyme®435 pada 0,1-0,4% 

(b/b) dapat meningkatkan bilangan ester. 

Bilangan ester optimal diperoleh pada rasio 

Novozyme®435 0,4% (b/b) sebesar 79,25%. 

Sementara peningkatan Novozyme®435 diatas 

0,4% (b/b) menunjukkan adanya penurunan 

bilangan ester. Beberapa hal yang dapat 

menyebabkan penurunan bilangan ester antara 

lain : 

1. Pembentukan kompleks ES terhambat karena 

kuantitas enzim lipase Novozyme®435 telah 

melebihi ketersediaan substrat yang akan 

dikatalisis. Kompleks ES terbentuk apabila 

bagian aktif enzim lipase telah seluruhnya 

berikatan dengan substrat yang akan 

dikatalisis. Sementara pada tahap ini 

konsentrasi substrat yang digunakan adalah 

tetap yaitu 0,6 g/ml agar pengaruh tunggal 

dari peningkatan rasio Novozyme®435 dapat 

diamati (Susanti & Febriana, 2017). 

2. Peningkatan rasio enzim Novozyme®435  

menyebabkan peningkatan viskositas sistem 

reaksi. Viskositas yang tinggi menurunkan 

kecapatan perpindahan massa antara substrat 

ke dalam bagian aktif Novozyme®435 

(Abdulmalek et al., 2016). 

3. Terjadinya proses aglomerasi pada sistem 

reaksi. Aglomerasi adalah pengumpulan 

partikel atau zat menjadi satu bentuk yang 

lebih compact. Aglomerasi menyebabkan 

penurunan luas permukaan kontak antara 

enzim lipase dengan substrat, sehingga 

menyebabkan penurunan konversi subsrat 

secara keseluruhan (Marathe et al., 2020). 

Dalam penelitian ini, aglomerasi dapat 

diamati dengan terbentuknya gumpalan 

menyerupai bola, dimana substrat terpusat 

pada Novozyme®435 sehingga mengganggu 

aktivitas katalisis. 

 

Untuk mengetahui pengaruh rasio 

Novozyme®435 terhadap bilangan ester 

dilakukan analis menggunakan ANAVA.  

Hipotesis 

Ho : βi = 0 (Bilangan ester tidak dipengaruhi oleh 

peningkatan rasio Novozyme®435) 

H1 : βi ≠ 0 (Bilangan ester dipengaruhi oleh 

peningkatan rasio Novozyme®435) 

 

Tabel 1. Hasil Analisis Regresi Non Linier 

Ragam DF SS MS F P 

Regresi  3 1.072,5 357,5 41,7 0,0 

Error 6 51,4 8,6   

Total 9 1.123,9    

 

Dari ANAVA menunjukkan bahwa 

peningkatan rasio enzim lipase Novozyme®435 

berpengaruh signifikan terhadap peningkatan 

bilangan ester (p-value ≤ 0,05).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4. Plot Distribusi Normalitas Residual 

Model Regresi Non Linier 
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Model regresi non linier (kubik) adalah 

model yang paling memenuhi bubungan antara 

rasio enzim Novozyme®435 sebagai prediktor (x) 

dengan bilangan ester sebagai respon (y). Nilai 

standar deviasi (S) yang diperoleh dari fitted line 

plot data (Gambar 3) adalah 2,93 dan koefisien 

determinasi (R2) = 95,43%. Sebaran data 

residual pada model non linier terlihat merata, 

dan p-value uji kenormalan model adalah 0,024 

(Gambar 4). Sehingga uji normalitas untuk 

model regresi non linier telah memenuhi 

distribusi normal. Model regresi non linier yang 

dapat digunakan adalah : 

y = 35,7 + 238,8x - 427,4x2+ 198,1x3             (4) 

 

Pengaruh Temperatur Reaksi Terhadap 

Peningkatan Bilangan Ester 

Penelitian dilakukan pada 10 level 

temperatur reaksi berbeda, yaitu 30-75oC dengan 

interval kenaikan temperatur 5oC. Diketahui 

bahwa peningkatan temperatur setiap 10oC dapat 

meningkatkan kecepatan reaksi sebesar dua kali, 

sehingga dijustifikasi dengan adanya kenaikan 

temperatur, maka dapat terjadi peningkatan 

bilangan ester. Pada penelitian ini, kenaikan 

temperatur dibuat dalam interval <10oC untuk 

mengamati aktifitas Novozyme®435 terhadap 

temperatur. Pemilihan range temperatur ini 

didasarkan pada keaktifan dari  Novozyme®435  

yang bekerja dengan baik pada temperatur 30-

70oC (Ortiz et al., 2019) . 

Meskipun terdapat penelitian mengenai 

sintesis fruktosa ester yang dilakukan pada 

temperatur reaksi 90oC. Tetapi kondisi ini 

berhubungan dengan penambahan pelarut 

organik dalam campuran reaksi, sehingga 

membutuhkan temperatur reaksi yang lebih 

tinggi (Šabeder et al., 2006). Sementara dalam 

penelitian ini, sintesis SEs dilakukan tanpa 

pelarut organik. Penggunaan susbtrat metil ester 

juga dapat membantu menurunkan viskositas 

sistem reaksi, sehingga proses transfer massa 

antara substrat dan enzim Novozyme®435 lebih 

mudah terjadi dibandingkan substrat asam 

lemak. Sintesis SEs tanpa pelarut telah dilakukan 

pada penelitian sebelumnya menggunakan 

katalis kimia (basa) dengan substrat asam oleat 

(Smidrkal et al., 2004; Reddy et al., 2015), palm 

metil ester (Claverie, 2004), metil palmitat 

(Fitremann et al., 2007), tetapi konversi substrat 

yang dihasilkan masih sangat rendah. 

Hubungan antara temperatur reaksi 

dengan bilangan ester ditampilkan dalam grafik 

berikut ini. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5. Bilangan Ester Pada Berbagai Level 

Temperatur Reaksi 

 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah 

dilaksanakan, diketahui bahwa peningkatan 

temperatur reaksi berpengaruh terhadap 

peningkatan bilangan ester. Pada temperatur 30-

40oC terjadi peningkatan bilangan ester yang 

signifikan hingga 82,94%. Tetapi penggunaan 

temperatur diatas 40oC menyebabkan penurunan 

bilangan ester. Hal ini disebabkan oleh 

Novozyme®435 bekerja optimal pada 40oC untuk 

mengkatalisis reaksi enzimatis. Hasil penelitian 

yang sama ditunjukkan oleh (Gumel et al., 2011; 

Yu et al., 2008), yang melakukan sintesis 

glukosa ester secara enzimatis menggunakan 

Novozyme®435, dimana diperoleh temperatur 

reaksi optimal pada 35-45oC. Dilaporkan bahwa 

pada temperatur reaksi dibawah 30oC, kelarutan 

dari sistem substrat sangat rendah, dan berakibat 

pada rendahnya konversi produk yang 

dihasilkan. Sementara penggunaan temperatur 

reaksi ≥70oC mengakibatkan penurunan 

aktivitas enzim lipase Novozyme®435 dan 

berakhir dengan rendahnya konversi produk 

yang dihasilkan (Gumel et al., 2011). 

Karakteristik dasar dari enzim lipase adalah 

makro molekul protein yang tersusun atas asam-

asam amino, sehingga enzim lipase memiliki 

sifat yang bersesuaian dengan protein. Salah 

satunya adalah mudah terdenaturasi pada 

temperatur ≥60oC. Hal ini menyebabkan 

Novozyme®435 atau sebagian besar golongan 

enzim lipase lainnya mengalami penurunan 



TK - 001  p - ISSN : 2407 – 1846 
          e - ISSN : 2460 – 8416 

Website : jurnal.umj.ac.id/index.php/semnastek 

 
 
Seminar Nasional Sains dan Teknologi 2024  7 
Fakultas Teknik Universitas Muhammadiyah Jakarta, 30 April 2024 

aktivitas biokatalitiknya ketika terjadi 

peningkatan temperatur reaksi (Godtfredsen, 

1993; Susanti & Febriana, 2017; Wahyuni, 

2017). 

 

Pengaruh temperatur reaksi terhadap 

peningkatan bilangan ester dianalisis 

menggunakan ANAVA.  

Hipotesis 

Ho  : βi = 0 (Bilangan ester tidak dipengaruhi oleh 

temperatur reaksi) 

H1 : βi ≠ 0 (Bilangan ester dipengaruhi oleh 

temperatur reaksi) 

 

Tabel 2. Hasil Analisis Regresi Non Linier  

Ragam DF SS MS F P 

Regresi 3 793,2 264,4 36,4 0,0 

Error 6 43,5 7,2   

Total 9 836,6    

 

Analisis ANAVA menunjukkan bahwa 

temperatur reaksi berpengaruh signifikan 

terhadap peningkatan bilangan ester. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 6. Plot Distribusi Normalitas Residual 

Model Regresi Non Linier 

 

Berdasarkan analisis regresi, model 

regresi non linier kubik adalah model yang 

paling sesuai untuk menyatakan hubungan 

antara temperatur reaksi (x) sebagai prediktor 

dan bilangan ester (y) sebagai respon 

dibandingkan regresi linier dan kuadratik. Nilai 

standar deviasi (S) yang diperoleh dari fitted line 

plot data (Gambar 5) adalah 2,69 dan koefisien 

determinasi (R2) = 94,80%. Sementara regresi 

linier dan kuadratik memiliki nilai S dan R2 yang 

lebih besar. Data residual pada model non linier 

tertumpu pada beberapa titik tertentu yang 

menunjukkan bahwa terdapat data pengamatan 

berada pada titik yang berdekatan atau berada 

pada sebaran data yang sama. Nilai p-value 

untuk uji kenormalan model adalah 0,035 

(Gambar 6).  

Kondisi tersebut menunjukkan bahwa uji 

normalitas untuk model regresi non linier telah 

mengikuti distribusi normal (Iriawan & Astuti, 

2006). Uji kenormalan model bertujuan untuk 

mempertegas kesesuaian model yang diperoleh 

dengan data. Model regresi non linier yang dapat 

digunakan adalah : 

y = 203,8 + 16,6x – 0,31x2+ 0,0018x3            (5) 

 

Karakteristik  Sukrosa Ester 

a. Karakteristik Fisika dan Kimia 

Untuk mengidentifikasi kualitas SEs yang 

dihasilkan dari sintesis enzimatis, dilakukan 

analisa karakteristik. 

 

Tabel 3. Karakteristik Sukrosa Ester 

Parameter SEs(1) SEs(2) SEs(3) FAO 

Bilangan Asam 

(mg KOH/g) 
2,349 2,446 3,181 

Maks 

6 

Titik leleh (oC) 33 32 30 - 

Densitas (g/ml) 0,284 0,285 0,289 - 

Kadar air (%) 0,048 0,046 0,037 - 

Kadar abu (%) 0,292 0,290 2,897 - 

Kelarutan     

a. H2O L L L - 

b. C2H5OH TL TL TL - 
Keterangan : 

(1) : Perlakuan 0,4% (b/b) Novozyme®435 

(2) : Perlakuan Temperatur 40oC 

(3) : SEs Komersial 

T   : Larut, TL = Tidak Larut 

FAO : Food AgriculturalOrganization 

  

Berdasarkan hasil analisis, SEs yang 

dihasilkan dari sintesis enzimatis memiliki 

karakteristik yang mendekati standar FAO dan 

komersial. FAO menetapkan bilangan asam 

tidak melebihi 6 mg KOH/g, dan SEs hasil 

sintesis memenuhi standar sebab MISM telah 

dikonversi menjadi metil ester sebelum 

digunakan sebagai substrat sehingga asam lemak 

bebas telah turun. Titik leleh SEs enzimatis lebih 

tinggi dibandingkan komersial, yang disebabkan 

oleh masih terdapat sukrosa bebas yang 

terkandung pada produk akhir sehingga titik 

leleh lebih mendekati titik didih sukrosa. 
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Sedangkan kadar air dari SEs telah memenuhi 

standar karena selama proses sintesis tidak 

dihasilkan H2O dan substrat lainnya telah 

dihilangkan melalui proses pengeringan. 

Begitupula dengan kadar abu, telah memenuhi 

standar yang menunjukkan bahwa dalam SEs 

enzimatis tidak terkandung material anorganik 

yang dapat menurunkan kualitas produk akhir.  

Densitas adalah salah satu karakteristik 

fisika-kimia yang paling sering digunakan 

karena memiliki keakuratan yang tinggi sebagai 

indikator pembeda suatu senyawa. Dari hasil 

analisis diketahui bahwa densitas SEs sintesis 

memiliki kesesuaian dengan densitas SEs 

komersial. Densitas SEs sintesis adalah 0,284-

0,285 g/ml, sementara densitas SEs komersial 

adalah 0,289 g/ml. Densitas sukrosa adalah 

1,580 g/ml dan densitas metil ester adalah 0,860 

g/ml. Hal ini menunjukkan bahwa campuran 

substrat telah terkonversi menjadi SEs karena 

terjadi perubahan densitas mendekati densitas 

senyawa SEs. Karakteristik lain yang penting 

adalah kelarutan. SEs memiliki kelarutan yang 

sangat tinggi dalam air melebihi sukrosa, dan 

tidak larut dalam C2H5OH (etanol). Meskipun air 

dan etanol adalah senyawa polar, tetapi karena 

SEs telah mengikat gugus ester sehingga 

karakteristiknya menjadi tidak dapat larut dalam 

alkohol menyerupai karakteristik senyawa ester.  

 

b. Karakteristik Anti Bakteri 

Aktivitas anti bakteri dari SEs diujikan 

pada bakteri Escherichia coli. Bakteri jenis ini 

sering mengkontaminasi produk minuman dan 

makanan. Morfologi Escherichia coli berbentuk 

basil pendek ±2 µm, dengan garis tengah 0,7 µm, 

lebar 0,4-0,7 µm dan bersifat anaerob fakultatif 

yang dapat hidup dengan atau tanpa O2. Koloni 

Escherichia coli berbentuk bulat, permukaan 

cembung, dan halus dengan batas tepi koloni 

yang jelas (Khairunnida et al., 2020). 

Pemilihan Escherichia coli sebagai 

bakteri uji didasarkan pada sifat patogeniknya 

yang dapat menimbulkan berbagai penyakit 

yang berkaitan dengan saluran pencernaan, 

pneumonia pernafasan, dan saluran uretra. 

Ditambah dengan kemampuan multiplikasinya 

yang sangat cepat, sehingga proses 

penyebarannya menjadi lebih cepat untuk 

menyerang sistem kekebalan tubuh manusia. 

Escherichia coli adalah salah satu bakteri gram 

negatif. Golongan bakteri ini memiliki struktur 

membran luar dan dalam, serta peptidoglikan. 

Membran luarnya terdiri dari lipid, liposakarida 

dan protein. Bakteri negatif memiliki struktur 

peptidoglikan yang lebih kompleks dan rumit 

dibandingkan bakteri gram positif (Hidayat, 

2015). Peptidoglikan mencegah terjadinya lisis 

sel, menyangga sel agar rigiditasnya tinggi dan 

membentuk morfologi pada sel. Struktur ini 

menyebabkan bakteri gram negatif lebih sulit 

ditembus oleh senyawa anti bakteri (Zhao et al., 

2015). 

Berdasarkan hasil penelitian, diketahui 

bahwa SEs memiliki sifat anti bakteri. SEs 

mampu menghambat pertumbuhan Escherichia 

coli (Shin et al., 2019; Wulandari & Kurniasih, 

2020). Berikut data zona hambat SEs selama 3 

hari inkubasi. 

 

Tabel 4. Hasil Pengukuran Zona Hambat SEs 

Sampel 
Kontrol 

Zona Hambat (mm)  

(-) (+) 1 2 3 

A1 0 19,5 8.4 10,3 11,6 

A2 0 20,5 9,6 10,9 11,8 

Rerata 0 20,0 9,0 10,6 11,7 

B1 0 21,3 11.6 12,1 12,4 

B2 0 21,6 12,2 12,5 12,6 

Rerata 0 21,5 11,9 12,3 12,5 
Keterangan :  

Ai (SEs perlakuan 0,4% b/b Novozyme®435, ulangan ke-i), Bi (SEs 

perlakuan 40oC, ulangan ke-i) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 7. Penampilan Zona Hambat SEs Pada 

Bakteri Escherichia Coli 

 

Zona hambat tertinggi diperoleh pada sampel 

kode B (perlakuan temperatur 40oC). Pada B1 

(ulangan 1) diperoleh rata-rata zona hambat hari 
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ke-3 sebesar 12,4 mm. Pada B2 (ulangan 2) 

diperoleh rata-rata zona hambar sebesar 12,5 

mm. Sementara pada sampel kode A (perlakuan 

Novozyme®435 0,4% b/b), diperoleh rata-rata 

zona hambat tertinggi pada A2 (ulangan 2) hari 

ke-3 sebesar 11,7 mm. Zona hambat SEs 

meningkat seiring dengan meningkatnya waktu 

inkubasi. Zona hambat SEs pada sampel A dan 

B, tergolong pada zona hambat yang kuat, 

karena memiliki diameter 11-20 mm (Sudrajat et 

al., 2012). Adanya perbedaan besarnya zona 

hambat dari sampel kode A dan B, disebabkan 

oleh perbedaan kemurnian produk. Sampel kode 

A memiliki bilangan ester yang lebih yang tinggi 

dibandingkan kode B. Hal ini menyebabkan 

konsentrasi sampel SEs lebih tinggi pada sampel 

B dibandingkan A.  

Zona hambat ditunjukkan oleh daerah bening 

yang diciptakan oleh SEs yang menunjukkan 

area yang tidak terkontaminasi oleh bakteri 

Escherichia coli. SEs masuk kedalam sel bakteri 

dan menghambat terjadinya sintesis protein 

sehingga menekan laju pertumbuhan bakteri 

(Andrés et al., 2020). Zona hambat atau area 

bening terbentuk karena adanya aktivitas 

metabolit sekunder dari SEs yang mengandung 

metil laurat yang berikatan dengan sukrosa 

(Marciello et al., 2011). Metil laurat yang 

merupakan turnan asam laurat (asam lemak 

terbesar dalam MISM) diketahui memiliki 

karakteristik alami sebagai anti bakteri. 

Karakteristik alami ini terbukti tidak mengalami 

kerusakan selama sintesis antara sukrosa dan 

metil ester pada temperatur reaksi 40oC. Salah 

satu faktor yang dapat menyebabkan kerusakan 

struktur asam lemak adalah temperatur tinggi 

(Godtfredsen, 1993b; Manley & Mayer, 2012). 

 

SIMPULAN DAN SARAN 

Simpulan 

Sintesis SEs menggunakan substrat metil 

ester yang disintesis dari MISM memiliki 

peluang yang bersar untuk dikembangkan 

menuju skala pilot plant. Penggunaan substrat 

metil ester mencegah munculnya H2O sebagai 

produk samping. Hal ini merupakan suatu 

keutamaan dari metil ester, karena tidak lagi 

dibutuhkan proses penguapan. Kontak antara 

SEs dengan temperatur tinggi saat penguapan 

yang menyebabkan browning reaction 

(karamelisasi sukrosa) dapat dihindari. Selain 

meminimalisasi proses pemurnian, juga 

mencegah kerusakan karaktersitik fisika, kimia 

dan biologi dari produk akhir. Berdasarkan hasil 

penelitian, terdapat dua faktor eksternal yang 

dapat dikontrol untuk meningkatkan bilangan 

ester, yaitu rasio enzim lipase Novozyme®435 

dan temperatur reaksi. Bilangan ester digunakan 

sebagai indikator terhadap kuantitas sukrosa 

yang berikatan dengan metil ester membentuk 

senyawa ester. Sehingga semakin tinggi 

bilangan ester, maka secara linier semakin 

banyak substrat yang telah terkonversi menjadi 

SEs. Melalui analisis ANAVA diketahui bahwa 

rasio Novozyme®435 dan temperatur reaksi 

menunjukkan pengaruh yang signifikan terhadap 

peningkatan bilangan ester. Tetapi temperatur 

reaksi memberikan peningkatan bilangan ester 

yang lebih tinggi dibandingkan rasio 

Novozyme®435 sebesar 82,94% (p-value ≤ 0,05). 

Karakteristik fisika dan kimia SEs telah 

memenuhi standar FAO dan bersesuaian dengan 

SEs komersial. SEs juga memiliki potensi 

sebagai senyawa anti bakteri. SEs bersifat 

bakteriostatik yaitu mampu menghambat 

multiplikasi bakteri gram negatif Escherichia 

coli. Zona hambat tertinggi diperoleh pada 

produk SEs dengan perlakuan temperatur 40oC 

sebesar 12,5 mm selama 3 hari inkubasi. 

 

Saran 

Penelitian ini belum mengkaji pengaruh 

konsentrasi metil ester sebagai substrat terhadap 

peningkatan bilangan ester. Berdasarkan hasil 

penelitian yang telah dilakukan, konsentrasi 

substrat tetap (0,6 g/ml) pada temperatur 40oC 

memghasilkan bilangan ester sebesar 82,94%. 

Penggunaan metil ester memegang peranan 

penting dalam sintesis SEs secara enzimatis. 

Selanjutnya penelitian ini belum membahas 

mengenai pengaruh berbagai konsentrasi SEs 

terhadap aktivitas biologis dalam menghambat 

bakteri gram negatif Escherichia coli.  
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