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Abstrak

Riset ini bertujuan untuk mengembangkan skema produksi linamarin dari daun singkong
melalui proses inaktivasi enzim linamarase dan dehidrasi osmosis simultan menggunakan
teknologi fotobioekstraktor-UV. Parameter-parameter yang diteliti seperti: kecepatan putar
pengaduk ditetapkan pada putaran 75 rpm, sedangkan kecepatan putar pisau pencacah
sebesar 125 rpm. Jenis drying agent berupa magnesium sulfat, suhu pengering ditetapkan
pada 80°C dan voltase sinar UV juga ditetapkan. Variabel bebas berupa rasio pelarut-daun
singkong (10:1; 15:1; 20:1; 25:1 % (b/b)), konsentrasi etanol (80; 85; 90; 95%),
konsentrasi drying agent (5; 7,5; 10; 12,5 % (b/b)), suhu fotobioekstraktor-UV (25; 30; 35;
40 °C) sebagai fungsi waktu ekstraksi. Setelah proses ekstraksi selesai, ekstrak yang telah
terpisah dari padatannya (supernatan) dimurnikan menggunakan karbon aktif. Hasil
pemurnian dianalisa kandungan linamarin menggunakan spektrofotometer. Hasil riset
menunjukkan semakin besar kecepatan putaran pengaduk, maka fraksi berat linamarin dalam
ekstrak semakin tinggi yang berarti semakin banyak linamarin terekstrak. Kenaikan
temperatur menyebabkan linamarin yang terekstrak semakin besar. Semakin besar
perbandingan pelarut-umpan, linamarin yang terekstrak semakin besar.

Kata kunci: daun singkong, ekstraksi, fotobioekstraktor-uv, inaktivasi enzim, linamarin

1. PENDAHULUAN

Indonesia sebagai penghasil ubi kayu terbesar ke-3 dunia setelah Brazil dan Thailand dengan
luas tanam 1.119.784 hektar dan produktivitas 23.922.075 ton/tahun ubi kayu (BPS, 2012). Potensi
pengembangan tanaman singkong di Indonesia sangat prospek. Hal ini disebabkan lahan yang
tersedia untuk budidaya ubi kayu cukup luas terutama dalam bentuk lahan di dataran rendah
maupun lahan-lahan di dataran tinggi dekat kawasan hutan.

Ubi singkong merupakan tanaman yang memiliki kandungan senyawa cyanogen. Senyawa
cyanogen pada singkong berupa senyawa glukosida cyanogen yang terdiri dari linamarin (2-p-D-
glucopyranosyloxy-2-methylpropanenitrile) dan lotaustralin ((2R)-2- B -D-glucopyranosyloxy-2-
methylbutyronitrile). Linamarin adalah turunan dari valine sedangkan lotaustralin merupakan
turunan dari isoleucin (Li, 2010). Rasio linamarin dan lotaustralin pada daun dan ubi singkong
sekitar 93:7. Senyawa glukosida cyanogenik pada tanaman singkong sebagian besar terakumulasi
pada daun, batang dan kulit ubinya (De Bruijn, 1973).

Senyawa glukosida cyanogenik, dengan adanya enzim linamarase (f glukosidase), akan
terhidrolisa menjadi cyanohidrin. Cyanohidrin akan terurai menjadi hidrogen cyanida. Diduga
mekanisme tersebut digunakan oleh tanaman singkong dan tanaman lain seperti sorghum untuk
mengusir predator (Haque, 2003), mengingat hidrogen cyanida bersifat toksik bagi struktur mahluk
hidup. Pada beberapa kasus, konsumsi singkong dengan kandungan senyawa cyanida yang relatif
tinggi dapat menyebabkan keracunan hingga kematian (Akintonwa, 1994).
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Gambar 1. Reaksi pembentukan hidrogen cyanida dari linamarin
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Proses hidrolisa linamarin oleh enzim linamarase terutama terjadi akibat proses mekanis
(proses persiapan bahan baku) atau akibat aktivitas mikrobial (proses fermentasi). Hidrolisa
linamarin (Gambar 1) terdiri dari dua tahap reaksi yang melibatkan pembentukan senyawa
intermediet, yaitu acetonecyanohidrin, yang selanjutnya secara spontan atau oleh aksi dari enzim
hydroxynitrilelyase akan membentuk acetone dan hidrogen cyanida (Yeoh et al., 1998)

Linamarin memiliki sifat-sifat yang dapat menjadikannya sebagai kandidat yang baik sebagai
senyawa antineoplastik (antikanker). Linamarin disebut juga sebagai nitrilosida yang memiliki
kandungan vitamin Bj; yang diharapkan pada proses hidrolisis dapat menghasilkan senyawa
cytotoksik yakni HCN. Sel neoplastik (sel kanker) yang kekurangan akan enzim detoksifikasi
(rhodenase) tetapi kaya enzim hidrolase akan terpapar terhadap efek lethal dari cyanida yang
dilepaskan oleh linamarin.

Saat ini belum ada metode recovery linamarin dari tanaman singkong yang efektif. Kesulitan
yang dialami dalam proses produksi linamarin adalah selama proses ekstraksi, dengan rusaknya
jaringan, maka linamarin akan dengan segera terhidrolisa menjadi komponen-komponen
individualnya yaitu acetocyanohidrin dan glukosa. Proses hidrolisa tersebut diyakini dikatalisasi
oleh enzim yang terdapat dalam tanaman itu sendiri yaitu linamarase. Untuk mengatasi hal ini,
perlu dicari metode untuk mengekstraksi linamarin dari tanaman pada kondisi dimana aktivitas
enzim linamarase minimal atau bahkan hilang. Dengan demikian reaksi hidrolisa linamarin menjadi
acetocyanohidrin dan glukosa tidak akan terjadi.

Beberapa metode recovery linamarin yang pernah dilakukan antara lain, ekstraksi linamarin
secara konvensional, yaitu menggunakan pelarut organik (King dan Bradbury, 1995). Penggunaaan
pelarut organik (aseton) dan proses pemurnian menggunakan evaporator rotary mengakibatkan
yield linamarin yang dihasilkan relatif kecil. Diduga hal tersebut dikarenakan pada penggunaan
aseton, ada enzim linamarase yang ikut terekstrak. Akibatnya sebagian enzim linamarase akan
mengkatalisis reaksi hidrolisa linamarin menjadi acetocyanohidrin dan glukosa. Selain itu,
sebagian linamarin ada yang hilang selama proses evaporasi aseton. Metode lain yang lebih
sederhana adalah ekstraksi menggunakan air. Proses konvensional tersebut tidak melibatkan pelarut
organik maupun proses evaporasi rotary (rotatary evaporation). Akan tetapi, proses hidrolisis pada
larutan netral masih tetap terjadi (Haque, 2003). Hal ini, dikarenakan enzim linamarase maupun
senyawa linamarin keduanya larut dalam air. Namun demikian, larutan linamarin biasa dibuat
dengan menggunakan pelarut asam (Bradbury, 1991).

Pengembangan produksi linamarin pada prinsipnya dilakukan dengan cara menghambat
aktivitas enzim hydrolase (Ribnicky dkk., 2006). Oleh karenanya, perlu menela’ah produksi
linamarin dari daun singkong melalui teknologi fotobioekstraksi-UV dan dehidrasi osmosis
(penambahan drying agent) secara simultan untuk inaktivasi enzim linamarase. Modifikasi
bioekstraktor berbasis sinar ultra violet berfungsi sebagai inaktivasi enzim linamarase dan
pengrusakan sel selular, agar linamarin terekoveri secara maksimal. Pelarut polar akan berfungsi
ganda, yaitu inaktivasi enzim sekaligus mengekstrak linamarin. Aktivitas enzim hydrolase diyakini
dapat terhambat dengan penambahan senyawa polar seperti etanol (Ribnicky dkk., 2002). Hal ini
terjadi karena mekanisme difusi pelarut polar ke dalam daun singkong bertujuan agar enzim
linamarase yang berada dalam sitoplasma bepenetrasi dengan etanol, menyebabkan aktivitas enzim
linamarase terhambat karena proses unfolding. Mekanisme selanjutnya bahwa pelarut etanol akan
menyusup menembus dinding membran tonoplast dan terjadi kontak fasa dengan senyawa bioaktif
linamarin di zona vokuola. Pelarut polar tersebut kemudian mendifusi ke luar sel daun dengan
menyeret linamarin karena perbedaan kelarutan.

Sedangkan penambahan drying agent seperti: gelatin, kalsium klorida, dan sodium sulfat
berfungsi sebagai pengering secara osmosis, yaitu proses pengambilan air dari suatu bahan yang
dilakukan dengan menempatkan bahan pada larutan berkonsentrasi tinggi dimana diantara
keduanya terdapat membran semipermiabel. Oleh karenanya akan mereduksi reaksi hidrolisa
linamarin menjadi cyanohidrin. Hal ini dapat dijelaskan bahwa perpindahan massa air melalui
membran semipermiabel dapat berlangsung karena adanya beda potensial kimia antara kedua
larutan tersebut, dimana potensial kimia air di larutan encer lebih tinggi daripada potensial kimia
air di larutan dengan konsentrasi tinggi. Air dari larutan encer akan mendifusi melalui membran ke
larutan yang lebih tinggi konsentrasinya terus - menerus hingga tercapai keadaan setimbang.
Mengingat sifat membran semipermiabel yang hanya dapat dilewati air dan senyawa dengan berat
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molekul kecil maka solut tidak dapat mendifusi melalui membran ke arah sebaliknya. Bilapun ada
solut yang mendifusi, perpindahan massa yang terjadi sangat lambat.

Belakangan ini, aplikasi teknologi UV berkembang sangat pesat baik skala rumah tangga
maupun skala industri komersial. Sifat oksidator UV yang aman dan tidak toksid, menjadikan UV
sebagai desinfektan dalam pengolahan air minum (Gadgil dkk., 1998) dan degradasi komponen
organik limbah cair (Moody dkk., 2005), UV juga secara luas digunakan untuk purifikasi dan
sterilisasi dalam proses produksi makanan (Sajo dkk., 2008). Penggunaan sinar ultraviolet, juga
dikembangkan untuk menginaktivasi enzim dan sekaligus mengekstrak senyawa bioaktif dalam
satu ekstraktor (http://www.sineo.cn/en/Products_px.asp?pid=47). Metoda pengrusakan sel secara
selular yang diikuti dengan gaya afinitas juga telah dikembangkan secara fisik melalui sinar UV
(Penna dan Ishii, 2002). Oleh karenanya, dengan mengembangkan fotobioekstraktor-UV, akan
mereduksi reaksi hidrolisis dan meningkatkan perolehan gaultherin, karena sinar UV mampu
mendegradasi sel secara selular disamping menginaktivkan enzim.

Secara teoritis pengembangan fotobioekstraksi-UV dan drying agent secara sumultan sangat
mungkin untuk diterapkan. Hal ini dikarenakan teknologi ini mampu meringkas tiga tahapan proses
sekaligus dalam satu tahap, yaitu: proses inaktivasi enzim linamarase, proses ekstraksi, dan proses
dehidrasi osmosis. Untuk itu, skema proses fotobioekstraksi-UV ini diharapkan dapat memberikan
sedikitnya lima keuntungan, yaitu (i) enzim linamarase mengalami unfolding, akibatnya akan
mereduksi reaksi hidrolisa linamarin menjadi cyanohidrin yang dikatalisis enzim linamarase, (ii)
yield linamarin meningkat, karena degradasi sel selular oleh sinar UV, (iii) kebutuhan energi untuk
inaktivasi enzim dan pengambilan linamarin lebih sedikit, (iv) beban pemurnian produk lebih
ringan, dan (v) jumlah limbah sedikit. Semua keuntungan ini akan mereduksi biaya produksi. Akan
tetapi, permasalahannya adalah bagaimana mengkondisikan supaya laju difusi etanol ke dalam
sitoplasma (enzim linamarase) seoptimal mungkin, sehingga dapat memperluas penetrasi pelarut ke
sisi aktif enzim disamping mereduksi terseretnya fasa diluen ke fasa kontinyu.

2. METODOLOGI
2.1 Bahan dan Alat Penelitian

Bahan baku yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun singkong diperoleh dari daerah pertanian
di Kecamatan Gunungpati Semarang. Bahan lain yang diperlukan seperti pelarut, pH buffer, dan bahan untuk
keperluan analisa kadar linamarin diperoleh dari CV. Aneka Kurnia Semarang.

Peralatan utama yang dipakai pada penelitian ini adalah fotobioekstraktor-UV, alat filtrasi, centrifuge,
shaker dan corong pemisah vakum. Alat lain yang diperlukan adalah alat penentuan kadar linamarin berupa
spektrofotometer dan GC.
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Gambar 2. Alat fotobioekstraktor-Uv

2.2 Variabel Proses

Kecepatan putar pengaduk ditetapkan pada putaran 75 rpm, sedangkan kecepatan putar pisau
pencacah sebesar 125 rpm. Jenis drying agent berupa magnesium sulfat, suhu pengering ditetapkan pada
80°C dan voltase sinar UV juga ditetapkan. Variabel bebas berupa rasio pelarut-daun singkong (10:1; 15:1;
20:1; 25:1 % (b/b)), konsentrasi etanol (80; 85; 90; 95%), konsentrasi drying agent (5; 7,5; 10; 12,5 %
(b/b)), suhu fotobioekstraktor-UV (25; 30; 35; 40 °C) sebagai fungsi waktu ekstraksi.
2.3 Prosedur Percobaan

Ekstraksi dilakukan dalam fotobioekstraktor-UV inaktivasi enzim dengan etanol sebagai pelarut.
Fotobioekstraktor-UV dilengkapi blade atau pisau pencacah dibagian bawah dan dilengkapi sinar UV pada
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bagian atas. Umpan (berupa daun singkong) dan pelarut (etanol) yang telah dikondisikan pada temperatur
tertentu, dengan perbandingan dan konsentrasi tertentu pula, dimasukkan ke dalam alat fotobioekstraktor-
UV. Sebelum umpan dan pelarut dimasukkan ke dalam alat fotobioekstraktor-UV, alat tersebut juga
dikondisikan pada temperatur yang diinginkan. pH larutan dalam proses ekstraksi inaktivasi enzimatis
dikondisikan dengan penambahan buffer phosfat. Perhitungan waktu ekstraksi (t = 0) dimulai ketika
pengaduk dan pisau pencacah (dengan putaran tertentu) mulai dijalankan. Proses fotobioekstraktor-UV
dilangsungkan dalam jangka waktu sesuai variabel proses. Selama tempuhan, pengambilan sampel dilakukan
tiap 3 menit sekali dan ekstraksi dihentikan pada menit ke 30. Setelah proses ekstraksi selesai, padatan
kemudian dipisahkan dari ekstrak menggunakan filter atau sentrifugasi.Ekstrak yang telah terpisah dari
padatannya (supernatan) dimurnikan menggunakan karbon aktif. Hasil pemurnian dianalisa kandungan
linamarin menggunakan spektrofotometer.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Ekstraksi daun singkong menggunakan senyawa polar berupa etanol berfungsi ganda, yaitu
menginaktivkan enzim linamarase dan mengekstrak senyawa aktif linamarin. Difusi etanol ke
dalam sel daun singkong (Gambar 3) bertujuan agar enzim linamarase yang berada dalam
sitoplasma bepenetrasi dengan pelarut, sehingga menyebabkan aktivitas enzim terhambat.
Pernyataan ini juga diungkapkan oleh Polev et al (2003) bahwa aktivitas linamarase terhambat
dengan penambahan senyawa polar. Mekanisme selanjutnya bahwa pelarut etanol akan menyusup
menembus dinding membran tonoplast dan terjadi kontak fasa dengan senyawa aktif linamarin.
Pelarut polar tersebut akan mendifusi ke luar sel daun dengan membawa linamarin. Hal ini
disebabkan oleh perbedaan kelarutan.
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Gambar 3. Sel daun singkong

3.1 Penentuan Konsentrasi Linamarin Berdasarkan pendekatan kurva

Gambar 4 menyajikan perolehan senyawa aktif linamarin yang dilakukan oleh Hock- Hin
Yeoh, dkk 1994. Hasil ekstraksi dianalisa dengan menggunakan spektrofotometer panjang
gelombang 570 nm. Oleh karenanya dengan menggunakan grafik pendekatan pada panjang
gelombang 570 nm dari Hock- Hin Yeoh, dkk 1993 sebagai analisa pendekatan empiris, dan yang
ditunjang dari data-data analisa laboratorium.
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Gambar 4. Grafik linamarin dengan absorbansi dengan pendekatan empiris

Gambar 5 menyajikan grafik hasil riset hubungan antara absorbansi dan perolehan linamarin.
Plot grafik diperoleh dari data-data analisa absorbansi dengan spektrofotometer.

Prosiding SNST ke-7 Tahun 2016
Fakultas Teknik Universitas Wahid Hasyim Semarang 53



Pengembangan Teknik Inaktivasi Enzimatis ... (Yulianto, dkk.)

0 2 46 81012141618202224

@® Absorbansi Linamarin

—— Linear (Absorbansi Linamarin)

Gambar 5. Grafik hubungan antara Absorbansi 570 nm dengan linamarin

3.2 Pengaruh Kondisi Operasi Terhadap Hasil Ekstraksi

Semakin besar kecepatan putaran pengaduk, maka fraksi berat linamarin dalam ekstrak
semakin tinggi yang menunjukkan semakin banyak linamarin terekstrak. Hal ini terjadi karena
semakin besar laju putaran pengaduk, semakin kecil ukuran butiran fasa terdispersi, sehingga luas
permukaan pindah fasa semakin besar. Disamping itu, semakin besar laju putaran pengaduk,
menyebabkan semakin tipis lapisan tahanan perpindahan massa, sehingga koefisien perpindahan
massa semakin besar.
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Gambar 6. Grafik hubungan antara absorbansi terhadap waktu

Kenaikan temperatur menyebabkan linamarin yang terekstrak semakin besar. Hal ini terjadi
karena semakin besar temperatur, difusivitas linamarin semakin besar sehingga koefisien
perpindahan massa semakin besar. Hasil penelitian ini sesuai dengan ungkapan Wilke dan Chang
(Laddha, 1976), yaitu hubungan difusi terhadap temperatur.
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Gambar 7. Grafik hubungan antara rasio bahan terhadap waktu

Semakin besar perbandingan pelarut-umpan, linamarin yang terekstrak semakin besar. Hal
ini terjadi karena memperbesar pelarut berarti memperbesar fasa kontinyu, akibatnya fraksi yang
terdispersi semakin kecil dan diameter partikel juga mengecil. Dengan mengecilnya diameter
partikel, maka akan memperluas kontak antar fasa yang disebabkan semakin meningkatnya solut
yang terseret dalam fasa pelarut. Hal ini sesuai dengan korelasi yang diusulkan oleh Mlynek dan

Resnick’s (1972), yaitu:
% =0,058-(1+5,4-¢)- Nwe™°® (2)
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Gambar 8. Grafik hubungan antara transmitasi terhadap waktu

4. KESIMPULAN

Hasil riset menunjukkan semakin besar kecepatan putaran pengaduk, maka fraksi berat
linamarin dalam ekstrak semakin tinggi yang berarti semakin banyak linamarin terekstrak.
Kenaikan temperatur menyebabkan linamarin yang terekstrak semakin besar. Semakin besar
perbandingan pelarut-umpan, linamarin yang terekstrak semakin besar.
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