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SRI ASTUTI 
 

 

 

Produksi biodiesel melalui reaksi transesterifikasi secara enzimatik telah banyak 

dikembangkan.  Oleh karena itu,enzim yang digunakan sebagai katalis harus 

memiliki stabilitas yang baik dalam alkohol.  Pada penelitian ini dilakukan isolasi 

dan identifikasi bakteri penghasil lipase toleran alkohol dari sampel tanah di 

lingkungan penjual nasi goreng.  Isolat bakteri yang diperoleh diidentifikasi dan 

diuji aktivitas lipolitiknya dalam pelarut alkohol (metanol dan etanol) 

menggunakan metode plate assay.  Produksi enzim juga dilakukan untuk 

memperoleh enzim lipase yang selanjutnya digunakan sebagai katalis reaksi 

transesterifikasi antara minyak kelapa dan metanol dengan perbandingan 1:6 

sebanyak 10% dari volume minyak.  Identifikasi isolat bakteri menunjukkan uji 

positif bakteri Pseudomonas sp..  Pseudomonas sp. lebih stabil dalam metanol 

dibandingkan dengan etanol dengan kondisi optimum pertumbuhan pada media 

pH 7 dan waktu inkubasi ke-36 jam dengan nilai aktivitas unit sebesar 23,06 

U/mL.  Enzim lipase yang telah dimurnikan mempunyai nilai aktivitas spesifik 

sebesar 22,48 U/mg dan mempunyai aktivitas optimum pada suhu 35℃, pH 6, 

dan konsentrasi metanol 75% dengan aktivitas spesifik sebesar 22,76 U/mg.  Hasil 

analisis produk reaksi transesterifikasi menggunakan GC-MS menunjukkan 

adanya senyawa metil ester yang terbentuk yaitu metil laurat 4,6%; metil miristat 

1,53%; dan metil palmitat 1,11%.  Jumlah metil ester yang dihasilkan 

menunjukkan bahwa reaksi transesterifikasi belum berjalan dengan baik karena 

hanya sedikit asam lemak penyusun minyak yang terkonversi menjadi metil ester. 
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ABSTRACT 

 

 

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF ALCOHOL-TOLERANT 

LIPASE PRODUCING BACTERIA FROM OILY SOIL ENVIRONMENT 

AS CATALYST FOR TRANSESTERIFICATION REACTION FOR 

BIODIESEL PRODUCTION 

 

 

 

By 

 

 

SRI ASTUTI 

 

 

 

Biodiesel production through enzymatic transesterification reactions has been 

widely developed.  Therefore, the enzyme used as a catalyst must have good 

stability in alcohol.  In this study, the isolation and identification of alcohol-

tolerant lipase-producing bacteria from soil samples in the fried rice seller's 

environment was carried out.  The bacterial isolates obtained were identified and 

tested for their lipolytic activity in alcohol solvents (methanol and ethanol) using 

the plate assay method.  Enzyme production is also carried out to obtain lipase 

enzymes which are then used as a catalyst for transesterification reactions between 

coconut oil and methanol with a ratio of 1:6 as much as 10% of the volume of oil. 

Identification of bacterial isolates showed a positive test for Pseudomonas sp.. 

Pseudomonas sp. more stable in methanol than ethanol with optimum growth 

conditions at pH 7 media and incubation time of 36 hours with unit activity value 

of 23,06 U/mL.  The purified lipase enzyme has a specific activity value of 22,48 

U/mg and has optimum activity at a temperature of 35℃, pH 6, and 75% 

methanol concentration with a specific activity of 22,76 U/mg.  The results of the 

analysis of the product of the transesterification reaction using GC-MS showed 

the presence of methyl ester compounds formed, namely methyl laurate 4,6%; 

methyl myristate 1,53%; and methyl palmitate 1,11%.  The amount of methyl 

ester produced indicates that the transesterification reaction has not gone well 

because only a few fatty acids that make up the oil are converted into methyl 

esters. 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

 

1.1 Latar Belakang 

 

 

 

Pertambahan jumlah penduduk telah meningkatkan kebutuhan sarana transportasi 

dan aktivitas industri yang berakibat pada peningkatan kebutuhan dan konsumsi 

bahan bakar minyak (BBM) nasional.  Sementara itu, ketersediaan bahan bakar 

minyak konvensional yang berasal dari fosil dalam beberapa dekade terakhir telah 

mengalami penyusutan.  Selain itu polusi akibat emisi pembakaran bahan bakar 

fosil ke lingkungan menjadi ancaman yang cukup serius karena memiliki dampak 

negatif bagi kesehatan.  Hal ini terjadi karena bahan bakar fosil menghasilkan 

emisi gas buang NOx, SOx, CO, partikel-partikel padat, dan komponen organik 

volatil (VOCs) (Marchetti and Errazu, 2008). 

 

 

Saat ini banyak dilakukan penelitian untuk menemukan bahan bakar alternatif 

yang ramah lingkungan dalam rangka mengatasi krisis energi serta mengurangi 

dampak negatif bahan bakar fosil bagi lingkungan, salah satunya yaitu biodiesel.  

Biodiesel merupakan salah satu bahan bakar alternatif sebagai pengganti bahan 

bakar diesel dari sumber yang dapat diperbarui seperti minyak nabati dan lemak 

hewan.  Kelebihan biodiesel dibandingkan dengan bahan bakar fosil diantaranya 

bersifat biodegradable, non-toxic, mempunyai angka emisi CO2 dan gas sulfur 

yang rendah, dan sangat ramah terhadap lingkungan (Marchetti dan Errazu, 2008).  

Produksi biodiesel secara enzimatik menggunakan katalis lipase telah 

dikembangkan dalam satu dekade terakhir ini.  Sintesis secara enzimatik 

mempunyai banyak keunggulan dibanding sintesis secara kimia antara lain 

prosesnya dilakukan pada suhu rendah, hasilnya lebih tinggi, katalisnya dapat 

digunakan secara berulang dalam bentuk enzim amobil, menghemat bahan kimia, 
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dan pemisahan gliserol lebih mudah (Susanty dkk., 2013).  Enzim lipase 

merupakan bagian dari enzim hidrolase yang bekerja pada ikatan ester.  Lipase 

dapat menghidrolisis trigliserida menjadi digliserida, monogliserida, asam lemak, 

dan gliserol.  Pada kondisi tertentu lipase juga mampu mengkatalisis reaksi 

kebalikannya, yaitu sintesis ester dari asam lemak bebas dan gliserol atau substrat 

lainnya (Pera dkk., 2006).  Selain menghidrolisis ikatan ester, lipase juga dapat 

mengkatalisis reaksi esterifikasi, interesterifikasi, dan transesterifikasi pada media 

tanpa air (Momsia and Momsia, 2013).  Salah satu yang menarik saat ini adalah 

pemanfaatan lipase untuk produksi biodiesel dari minyak nabati melalui reaksi 

transesterifikasi.  Reaksi transesterifikasi dalam produksi biodiesel terjadi dalam 

lingkungan organik karena menggunakan sejumlah besar alkohol (metanol atau 

etanol) sebagai pendonor gugus alkil.  Untuk itu, lipase yang digunakan harus 

memiliki stabilitas yang baik dalam pelarut alkohol (Parwata dan Martiningsih, 

2014). 

 

 

Kemampuan enzim untuk mempertahankan aktivitasnya di hadapan pelarut 

organik merupakan sifat yang menarik, karena banyak media reaksi untuk reaksi 

enzimatis melibatkan penggunaan pelarut organik.  Pelarut organik pada dasarnya 

diketahui beracun bagi kebanyakan bakteri karena merusak integritas struktural 

dan fungsional sel.  Bakteri toleran pelarut organik menunjukkan adaptasi tertentu 

untuk menghindari efek toksik dengan memiliki pompa pembuangan pelarut, 

perbaikan membran yang cepat, penurunan hidrofobisitas permukaan sel, 

permeabilitas membran sel yang lebih rendah dan peningkatan kekakuan 

membran.  Enzim yang dihasilkan oleh mikroba toleran pelarut organik ini secara 

logis stabil dalam lingkungan yang kaya pelarut (Gupta dan Khare, 2009).   

Mikroorganisme penghasil lipase ditemukan dalam bermacam-macam habitat 

seperti limbah industri, pabrik pengolahan minyak sayur, perusahaan susu, tanah 

yang terkontaminasi dengan minyak, makanan yang membusuk, dan timbunan 

kompos (Sharma et al., 2001).  Tanah yang terkontaminasi oleh minyak menjadi 

salah satu habitat bagi mikroorganisme ekstremofil.  Mikroba-mikroba yang 

mampu menghasilkan enzim-enzim yang stabil terhadap lingkungan ekstrim dapat 

ditemukan dalam tanah tersebut.  Sebagai contoh, lipase hasil kloning dari bakteri 
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Staphylococcus epidermis yang diisolasi dari tanah terkontaminasi minyak di 

bengkel mobil menunjukkan ketahanan terhadap berbagai pelarut organik seperti 

toluena, oktanol, p-xylena, dan n-hexana (Rahman et al., 2010).  Sementara itu, 

Parwata dan Sukarta (2013) melaporkan lipase yang diisolasi dari tanah 

terkontaminasi minyak di Pasar Anyar Singaraja, Bali menunjukkan stabilitas 

yang baik dalam pelarut organik polar (metanol dan etanol) maupun pelarut non 

polar (n-heksana). 

 

 

Mengingat pentingnya peran lipase dalam dunia industri khususnya sebagai 

katalis pada pembuatan biodiesel, maka pada penelitian ini dilakukan isolasi dan 

identifikasi bakteri penghasil enzim lipase toleran terhadap alkohol dari sampel 

tanah yang terkontaminasi minyak di lingkungan tanah penjual nasi goreng 

kedaton, Bandar Lampung. 

 

 

 

1.2 Tujuan Penelitian 

 

 

Adapun tujuan dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut. 

 

1. Memperoleh isolat tunggal bakteri penghasil enzim lipase toleran alkohol 

2. Melakukan identifikasi biokimia bakteri penghasil lipase toleran alkohol 

3. Melakukan uji aktivitas dan mengetahui stabilitas lipase terhadap alkohol 

4. Melakukan karakterisasi lipase yang diperoleh dengan parameter suhu, pH, 

dan alkohol 

5. Melakukan sintesis biodiesel secara enzimatik 

6. Mengidentifikasi komponen biodiesel menggunakan Gas Chromatography-

Mass Spectroscopy (GC-MS) 
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1.3 Manfaat Penelitian 

 

 

Manfaat penelitian ini yaitu diharapkan dapat memberikan informasi berkaitan 

dengan isolat bakteri dan stabilitas enzim lipase yang diperoleh terhadap alkohol 

serta penggunaannya untuk biokatalis reaksi transesterifikasi pembuatan biodiesel 

sebagai energi terbarukan.   



 

 

 

 

 

 

 

 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA 
 

 

 

 

2.1 Tanah 

 

 

Tanah terbentuk secara alami melalui kombinasi proses fisik, kimia dan biologi. 

Sebagian besar mikroba tumbuh dan berkembang biak di permukaan tanah, 

bahkan dapat tumbuh pada petak tanah yang sama dengan mikroorganisme yang 

berbeda (Panagan, 2011).  Partikel mineral utama dalam tanah adalah silikon, 

aluminium, dan besi.  Mineral lain yang juga berperan adalah kalsium, 

magnesium, kalium, titanium, mangan, natrium, nitrogen, fosfor, dan belerang.  

Faktor yang mempengaruhi pertumbuhan mikroorganisme dalam tanah adalah: 

1. Jumlah dan macam zat hara 

2. Kelembaban  

3. Tingkatan  

4. Suhu 

5. pH 

6. Perlakuan pada tanah seperti penambahan pupuk atau banjir menyebabkan 

peningkatan jumlah mikroorganisme (Lay, 1992).  

 

 

Produktivitas tanah tidak hanya tergantung pada komposisi kimianya, tetapi juga 

pada sifat alami mikroorganisme yang hidup di dalamnya.  Mikroorganisme yang 

hidup di tanah dapat dibagi menjadi bakteri, actinomycetes, fungi, alga dan 

protozoa.  Bakteri adalah kelompok mikroorganisme yang paling dominan di 

dalam tanah dan dapat menyumbang setengah dari biomassa mikroba di dalam 

tanah.  Bakteri ditemukan di banyak jenis tanah, tetapi jumlahnya berkurang 

dengan bertambahnya kedalaman tanah.  Bakteri hidup dalam tanah sebagai 

kokus (bulat 0,5 µ), basil (batang 0,5 – 3,0 µ) atau spirilum (spiral).  Basil umum 
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terdapat dalam tanah sedangkan spirilum sangat jarang terdapat dalam lingkungan 

alami.  Bakteri tanah  yang paling umum termasuk dalam genus Pseudomonas, 

Arthrobacter, Clostradium, Achromobacter, Bacillus, Micrococcus, 

Flavobacterium, Corybacterium, Sarcina, dan Mycrobacterium ( Rao, 1994 ).  

 

 

Menurut Waluyo (2004) , populasi mikroba di dalam tanah terbagi menjadi tiga 

golongan besar yaitu: 

1. Golongan autohtonus  

Kelompok autohtonous adalah kelompok mikroba yang masih ada di dalam tanah 

dan tidak bergantung pada pengaruh lingkungan luar, seperti iklim, suhu dan 

kelembaban. 

2. Golongan zimogenik 

Kelompok zimogen adalah sekelompok mikroba yang keberadaannya di dalam 

tanah karena pengaruh dari luar, misalnya penambahan senyawa organik. 

3. Golongan transien 

Golongan transien merupakan golongan mikroba yang kehadirannya bersama 

dengan adanya penambahan secara buatan, misalnya dalam bentuk inokulum 

(preparat hidup mikroba) Rhizobium atau Azotobacter ke dalam tanah.  

 

 

 

2.2 Mikroorganisme   

 

 

Mikroorganisme ada di berbagai habitat, di tubuh kita, di dalam tubuh kita, dan di 

sekitar kita.  Mikroorganisme juga dapat diperoleh dari lingkungan air, tanah, 

udara, substrat  berupa makanan, tumbuhan dan hewan.  Populasi mikroba di 

lingkungan ini sangat beragam.  Jenis mikroorganisme dapat berupa bakteri, 

khamir, kapang, dan lain-lain.  Isolasi mikroba memerlukan beberapa langkah 

kultur untuk mendapatkan satu koloni mikroba.  Koloni tunggal yang diperoleh 

dapat diperbanyak untuk keperluan penelitian, misalnya  mengisolasi DNA 

mikroba yang mampu menghasilkan enzim tertentu atau menentukan mikroba 

mana yang digunakan untuk bioremediasi (Fardiaz, 1992).  Pada lingkungan 

alaminya, mereka hidup dengan spesies biologis lain dalam komunitas yang 
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terdiri dari berbagai jenis mikroorganisme.  Dalam komunitas ini, satu spesies 

mikroba dapat mempengaruhi spesies lain, beberapa spesies dapat bermanfaat dan 

beberapa spesies dapat  merugikan (Pelczar et al., 1988). 

 

 

Mikroorganisme merupakan sumber potensial sebagai bahan baku untuk produksi 

berbagai jenis enzim.  Hal ini disebabkan oleh beberapa faktor, antara lain: 

ekonomis (dapat dilakukan dalam waktu yang sangat singkat dan media yang 

sangat murah), kondisi reaksi seperti pH dan suhu yang mudah dikontrol, dan 

peningkatan produksi enzim dapat dikondisikan dengan menambahkan 

penginduksi tertentu (Wang et al., 1979). 

 

 

 

2.3 Bakteri 

 

 

Bakteri adalah organisme bersel tunggal yang terlalu kecil untuk dilihat kecuali di 

bawah mikroskop, dengan struktur sel yang relatif sederhana tanpa nukleus, 

sitoskeleton, dan organel lain seperti mitokondria dan kloroplas.  Seperti makhluk 

hidup lainnya, bakteri membutuhkan makanan, air, dan suhu yang tepat untuk 

hidup dan tumbuh.  Bakteri potensial dapat diperoleh dengan menyaring 

mikroorganisme dari lingkungan (Dwijoseputro, 1986).  Umumnya, isolat bakteri 

diperoleh sesuai dengan habitatnya.  Hal ini karena bakteri biasanya 

menggunakan kondisi lingkungan tersebut sebagai substrat utama, misalnya 

bakteri amilolitik dari sampel limbah pengolahan singkong, limbah sayuran 

(Chakrabarty and Sen, 1998), babat (Freer, 1993), ikan hasil fermentasi dan bahan 

lainnya dari makanan berbasis beras (Olympia et al., 1995).  Bakteri lipolitik telah 

diisolasi dari tanah, limbah  susu (Duangsong et al., 2002) dan susu mentah 

(Hantsis-Zacharov dan Halpern, 2007).  Beberapa di antaranya telah diidentifikasi 

sebagai Pseudomonas dan Bacillus (Amara et al., 2009; Kumar et al., 2012; 

Krishnaveni et al., 2012), Serratia marcescens (Prakash et al., 2007), 

Arthrobacter, Staphylococcus (Shivsharan et al., 2013) dan Acinetobacter 

(gamma proteobacteria) (Hantsis-Zacharov dan Halpern, 2007) 
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Bakteri lipolitik adalah bakteri yang dapat mendegradasi atau menghidrolisis 

lemak, fosfolipid, dan turunannya (Winarno, 1983).  Banyak bakteri aerob dan 

proteolitik juga memiliki kemampuan lipolitik (Fardiaz, 1992).  Jenis-jenis 

mikroorganisme yang mempunyai sejumlah spesies bersifat lipolitik misalnya 

bakteri Pseudomonas, Alcaligenes, dan Staphylococcus; kapang termasuk jenis 

Rhizopus, Geotrichum, Aspergillus, dan Penicillium; serta khamir termasuk jenis 

Candida, Rhodotorula, dan Hansenula.  Salah satu contoh yang bersifat lipolitik 

kuat misalnya P. Fluorescens (Buckle, 1987).  Jaeger et al. (1998) menyatakan 

bahwa aktivitas lipolitik yang dihasilkan oleh bakteri merupakan metabolit utama 

dari bakteri tersebut yang digunakan untuk memecah lipid.  Dalam hampir semua 

kasus, bakteri lipolitik bekerja dengan baik dalam emulsi minyak dalam air 

dimana kandungan airnya tinggi dan area antarmuka tersedia luas untuk degradasi 

dan substrat trigliserida dapat digunakan. 

 

 

 

2.4 Nutrien untuk Pertumbuhan Bakteri  

 

 

Mikroorganisme tumbuh subur di lingkungan yang kaya nutrisi.  Nutrisi untuk 

pertumbuhan bakteri mengandung bahan kimia organik atau anorganik.  Bahan 

kimia organik dan anorganik diekstraksi dari lingkungan dalam berbagai bentuk.  

Nutrisi diambil dari lingkungan kemudian diangkut melalui membran plasma ke 

dalam sel.  Beberapa nutrisi diproses dalam sel untuk menghasilkan energi yang 

digunakan dalam proses seluler.  Misalnya, mikroba yang tumbuh pada makanan 

biasanya bersifat heterotrof karena menggunakan karbohidrat sebagai sumber 

energi dan karbon, meskipun komponen karbon organik lainnya juga dapat 

digunakan.  Sebagian besar organisme heterotrofik menggunakan komponen 

organik yang mengandung protein sebagai sumber N, tetapi beberapa mikroba 

juga dapat  menggunakan sumber nitrogen anorganik (Lim, 1998). 

 

 

Nutrisi pertumbuhan terdiri dari makronutrien dan mikronutrien.  Mikronutrien 

terdiri dari mikronutrien organik dan anorganik.  Zat yang berperan sebagai 

mikronutrien organik adalah beberapa asam amino (triptofan) dan beberapa 



9 

 

komponen DNA dan RNA (purin dan pirimidin).  Beberapa unsur logam yang 

terdapat dalam trace element anorganik adalah Co, Mo, Cu, Zn.  Unsur logam ini 

sangat penting untuk kehidupan sel, meskipun jumlahnya sangat kecil.  Ada tujuh 

unsur dasar yang dibutuhkan semua makhluk hidup, yaitu karbon, oksigen, 

nitrogen, hidrogen, fosfor, belerang, dan kalium.  Kebutuhan akan sumber karbon 

dipenuhi dengan adanya gula, pati dan karbohidrat lainnya (Irianto, 2006). 

 

 

 

2.5  Enzim 

 

 

Enzim merupakan molekul biopolimer protein yang tersusun dari serangkaian 

asam amino dalam komposisi dan susunan rantai yang teratur dan tetap.  Enzim 

berfungsi sebagai aktivator dalam reaksi biokimia dan bersifat spesifik terhadap 

substrat, sehingga mempermudah proses pemutusan suatu rantai kompleks 

tertentu (Syamsudin dkk., 2008).  Enzim bekerja mengubah substrat menjadi 

produk dengan cara menurunkan energi aktivasi.  Substrat akan terikat pada 

bagian permukaan sisi aktif enzim yang terdiri atas residu asam dengan gugus 

fungsi yang dapat mengikat susbtrat dan mengkatalisis transformasi kimianya 

sehingga terjadi penggabungan antara enzim dan substrat yang bersifat sementara.   

Selain itu, sisi aktif enzim akan menglilingi substrat dan memisahkannya dari 

larutan.  Dengan demikian, keadaan transisi dicapai dengan energi aktivasi yang 

lebih rendah dibandingkan dengan energi aktivasi yang dibutuhkan untuk 

mencapai keadaan transisi tanpa bantuan enzim biokatalis (Hasna, 2012).  

Mengingat bahwa enzim memiliki sifat yang sesuai dengan mikroorganisme yang 

memproduksinya, kemungkinan untuk menghasilkan enzim yang serupa dengan 

sifat yang berbeda tetap terbuka (Sunaryanto dan Kaseno, 2004). 

 

 

Enzim adalah biokatalis yang sangat efektif secara signifikan meningkatkan laju 

reaksi kimia tertentu yang akan berjalan lambat tanpa enzim (Lehninger, 1995).  

Ciri khusus enzim adalah kemampuan katalitik dan spesifisitasnya yang sangat 

tinggi.  Selain itu, enzim berperan dalam konversi berbagai jenis energi (Winarno, 

1986).  Menurut tempat kerjanya, enzim dapat dibedakan menjadi dua golongan, 
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yaitu endoenzim dan eksoenzim.  Endoenzim juga disebut enzim intraseluler, 

yang diproduksi di dalam sel, yaitu di membran sitoplasma, dan melakukan 

metabolisme di dalam sel.  Eksoenzim (enzim ekstraseluler) adalah enzim yang 

diproduksi oleh sel dan kemudian dilepaskan melalui dinding sel sehingga bebas 

di media sekitarnya dan bereaksi menghancurkan bahan organik secara 

independen dari sel yang menghasilkan.  Menurut biosintesisnya, enzim dibagi 

menjadi enzim konstitutif dan enzim induktif.  Enzim konstitutif adalah enzim 

yang selalu ada dalam jumlah yang relatif konstan dalam sel mikroba, sedangkan 

enzim induktif adalah enzim yang ada dalam jumlah yang bervariasi dalam sel 

tergantung pada adanya penginduksi (Soedigdo, 1988). 

 

 

Menurut Poedjadi (1994), enzim dibagi kedalam enam berdasarkan pada jenis 

reaksi yang dikatalisis, keenam golongan enzim tersebut yaitu :  

 

a. Oksido-reduktase 

Enzim oksido-reduktase adalah enzim yang terlibat dalam reaksi oksidasi dan 

reduksi.  Ada dua jenis enzim yaitu dehidrogenase dan oksidase.  Contoh enzim 

dehidrogenase adalah alkohol dehidrogenase dan glutamat dehidrogenase.  

Contoh enzim oksidase adalah glukosa oksidase dan glisin oksidase. 

 

b. Transferase 

Enzim transferase adalah enzim yang terlibat dalam reaksi transfer gugus tertentu.  

Contoh enzim dalam kelompok ini adalah metiltransferase, 

hidroksimetiltransferase, dan aminotransferase. 

 

c. Hidrolase 

Enzim hidrolase merupakan enzim yang terlibat dalam reaksi hidrolisis.  Ada tiga 

jenis enzim hidrolase, enzim yang memecah ikatan ester, glikosida, dan ikatan 

peptida.  Contoh enzim hidrolase adalah esterase, lipase, amilase, aminopeptidase, 

karboksipeptidase, pepsin, tripsin, dan kimotripsin. 

 

 

 



11 

 

d. Liase 

Enzim yang termasuk golongan enzim liase berperan penting dalam reaksi 

pemisahan gugus dari substrat (bukan hidrolisis) atau sebaliknya.  Contoh enzim 

dalam kelas ini adalah: dekarboksilase, aldolase, dan hidratase. 

 

e. Isomerase 

Enzim yang termasuk dalam golongan isomerase bekerja pada reaksi perubahan 

intramolekular misalnya reaksi perubahan glukosa menjadi fruktosa.  Contoh: 

ribulosafosfat epimerase dan glukosafosfat isomerase.  

 

f. Ligase 

Enzim ligase adalah enzim yang berperan dalam penggabungan dua molekul, 

sehingga enzim ini disebut juga sintetase.  Ikatan yang terbentuk merupakan 

ikatan C-O, C-S, C-N atau C-C.  Contohnya yaitu glutamin dan piruvat 

karboksilase. 

 

 

Enzim dapat bekerja secara efektif apabila faktor-faktor yang mendukung kerja 

enzim dapat dikondisikan.  Adapun faktor yang mempengaruhi aktivitas enzim 

sebagai berikut. 

 

a. Suhu 

Suhu inkubasi memiliki pengaruh yang besar terhadap kinerja enzim, suhu 

inkubasi di bawah suhu kinerja enzim yang optimal dapat mengakibatkan 

denaturasi protein enzim (Arbianto, 1989).  Sebagian besar enzim mengalami 

denaturasi pada suhu di atas 50°C (Wolfe, 1993).  Pada kisaran suhu tertentu, laju 

reaksi yang dikatalisis oleh enzim meningkat dengan kenaikan suhu.  Reaksi 

tercepat terjadi pada suhu optimum (Rodwell, 1987).  Pada suhu 0℃, enzim 

menjadi tidak aktif dan dapat diaktifkan kembali pada suhu normal (Lay and 

Sugyo, 1992). 

 

b. pH (Derajat keasaman) 

Enzim umumnya bersifat amfolit, artinya enzim memiliki konstanta disosiasi baik 

pada gugus asam maupun gugus basa, terutama residu terminal karboksil dan 
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gugus terminal amino.  Perubahan reaktivitas enzim merupakan akibat dari 

perubahan pH lingkungan (Winarno, 1989).  Perubahan pH dapat mempengaruhi 

asam amino kunci pada sisi aktif dan mencegah sisi aktif enzim membentuk 

kompleks dengan substratnya (Page, 1989). 

 

c. Konsentarasi enzim 

Laju reaksi enzim berhubungan langsung dengan konsentrasi enzim dan substrat 

(Orten and Neuhaus, 1970).  Konsentrasi enzim secara langsung mempengaruhi 

laju reaksi enzim, laju reaksi meningkat dengan meningkatnya konsentrasi enzim 

(Poedjiadi, 1994). 

 

d. Konsentrasi substrat 

Secara umum, laju reaksi enzimatik tergantung pada konsentrasi substrat.  

Kecepatan reaksi meningkat dengan meningkatnya konsentrasi substrat.  

Peningkatan laju reaksi ini melambat hingga tercapai titik kritis, dimana 

penambahan konsentrasi substrat akhirnya hanya meningkatkan sedikit laju reaksi 

(Lehninger, 1982). 

 

e. Aktivator dan inhibitor 

Beberapa enzim memerlukan aktivator untuk reaksi katalitiknya.  Aktivator 

adalah senyawa atau ion yang dapat meningkatkan laju reaksi enzimatik.  

Komponen kimia yang membentuk enzim juga disebut  kofaktor.  Kofaktor 

tersebut dapat berupa ion anorganik seperti Zn, Fe, Ca, Mn, Cu, Mg atau molekul 

organik kompleks yang disebut koenzim (Martoharsono dan Soeharsono, 1997).  

Menurut Wirahadikusumah (2001), inhibitor adalah suatu zat kimia tertentu yang 

dapat menghambat aktivitas suatu enzim.  Secara umum inhibitor bekerja dengan 

cara menyerang sisi aktif enzim, mencegah pengikatan enzim dengan substrat, dan 

menghentikan fungsi katalitik enzim (Winarno, 1989). 

 

 

Enzim adalah kelas protein, sehingga memiliki sifat fisik dan kimia yang mirip 

dengan protein.  Beberapa enzim tidak stabil dan mudah mengalami denaturasi 

hingga kehilangan aktivitas enzimatiknya.  Aktivitas enzim tergantung pada 

lingkungannya.  Efek ini dapat mengganggu kestabilan enzim, sehingga menjadi 
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masalah yang sering dihadapi oleh industri.  Stabilitas adalah properti penting 

yang harus dimiliki enzim ketika digunakan sebagai biokatalis.  Stabilitas enzim 

dapat didefinisikan sebagai stabilitas aktivitas enzim selama penyimpanan dan 

penggunaan enzim, serta ketahanan terhadap senyawa pendegradasi seperti pelarut 

tertentu, paparan pH, dan temperatur.  Ada dua prinsip utama untuk memperoleh 

enzim yang sangat stabil, yaitu penggunaan enzim dengan stabilitas alami yang 

ekstrim dan upaya untuk meningkatkan stabilitas enzim yang kurang stabil atau 

tidak stabil secara alami.  Meningkatkan stabilitas enzim dapat dicapai dengan 

imobilisasi enzim, modifikasi kimia, rekayasa protein, dan perlakuan enzim dalam 

kondisi terbatas air atau dalam pelarut organik (Saktiwansyah, 2001). 

 

 

 

2.6 Enzim Lipase 

 

 

Enzim lipase atau asilgliserol hidrolase (E.C 3.1.1.3) adalah enzim yang mampu 

menghidrolisis trigliserida rantai panjang.  Deskripsi kode enzim ini adalah 3 

Hydrolases, 1 Acting on ester bonds, 1 Carboxylic-ester hydrolases, 3 

triacylglycerol lipase (Bornscheuer, 1995).  Lipase merupakan enzim induktif 

yang sangat dipengaruhi konsentrasi lemak atau minyak dalam substrat.  Enzim 

lipase merupakan enzim hidrolase yang berfungsi sebagai biokatalis dalam 

hidrolisis lemak mono-, di-, dan trigliserida menghasilkan asam lemak bebas dan 

gliserol (Winarno, 1986).  Selain enzim lipase termolabil, berbagai laporan 

penelitian mengungkapkan bahwa enzim lipase termostabil diproduksi dari bakteri 

termofilik, misalnya Bacillus thermotenulatus (Schmidt et al., 1997).  Bacillus 

thermotenulatus menghasilkan dua jenis lipase yaitu lipase BTL 1 dan BTL 2.  

Gen lipase BTL 2 telah diklon dan urutan nukleotida serta sifat-sifat enzimnya 

telah diketahui (Schmidt et al., 1998).  Enzim lipase sebagai biokatalisator 

mempunyai beberapa kelebihan dibandingkan katalisator alkali diantaranya: 

bekerja secara spesifik, aktivitas katalitik enzim yang tinggi dan kemampuannya 

bekerja pada suhu yang relatif rendah sekitar 30ºC, katalisator alkali bekerja pada 

suhu (220-250)℃.  Suhu yang tinggi menghasilkan produk berwarna coklat 

(gelap) dan bau tidak diinginkan (Noureddini, 2004).  
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Enzim lipase yang dihasilkan oleh mikroba memiliki sifat utama yaitu enzim ini 

dapat bekerja pada lapisan antarmuka karena adanya perbedaan polaritas antara 

substrat dengan lipase yang mengkatalisisnya.  Lipase cenderung bersifat polar, 

sedangkan substratnya merupakan senyawa non polar (Seniwati dkk., 2010).  

Aktivasi pada lapisan antar muka lipase ini meningkat bila substrat yang tersedia 

berupa emulsi.  Karena karakteristik ini, kinetika lipase tidak mengikuti aturan 

klasik model Michaelis-Menten.  Substrat dan produk yang dibentuk oleh lipase 

ini terkadang tidak larut dengan baik dalam media berair.  Hal ini memungkinkan 

enzim untuk dengan mudah dipisahkan dari substrat dan produknya.   

 

 

Secara umum, enzim tidak stabil dalam pelarut organik dan dapat mengalami 

denaturasi atau kehilangan aktivitas katalitiknya.  Namun, lipase dapat stabil dan 

aktif dalam pelarut organik tanpa penambahan senyawa penstabil.  Jenis substrat 

lipase terkadang larut atau sedikit larut dalam air.  Pada kondisi tersebut, pelarut 

organik atau larutan organik-air digunakan sebagai media reaksi.  Karena 

kemampuannya mempertahankan kemampuan katalitik dalam pelarut organik, 

lipase banyak digunakan dalam bioteknologi (Jaeger et al., 1994) 

 

 

Lipase yang dihasilkan oleh bakteri dipengaruhi oleh beberapa faktor, salah 

satunya adalah lamanya masa inkubasi.  Masa inkubasi mempengaruhi jumlah 

lipase yang dihasilkan.  Kemampuan bakteri untuk menghasilkan lipase telah 

ditunjukkan selama masa inkubasi yang panjang mulai dari beberapa jam hingga 

beberapa hari.  Penelitian yang dilakukan oleh Pabai et al (1996) menunjukkan 

bahwa Pseudomonas spp., P. fragi, dan P. fluorescens BW 96CC dapat 

menghasilkan lipase maksimum setelah 72 hingga 96 jam inkubasi. 

 

 

 

2.7  Biodiesel 

 
 

Biodiesel didefinisikan sebagai bahan bakar diesel non-minyak bumi yang terdiri 

dari alkil (metil atau etil) ester rantai pendek, biasanya dibuat melalui 

transesterifikasi minyak nabati atau lemak hewani yang dapat digunakan pada 
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kendaraan bermesin diesel yang tidak dimodifikasi.  Biodiesel dapat terurai secara 

hayati, tidak beracun, memiliki emisi rendah, dan bermanfaat bagi lingkungan.  

Namun, biaya biodiesel merupakan rintangan utama untuk komersialisasi produk.  

Ada empat cara untuk membuat biodiesel yaitu penggunaan dan pencampuran 

langsung, mikroemulsi, pirolisis, dan transesterifikasi.  Metode yang sering 

digunakan adalah transesterifikasi dimana minyak atau lemak bereaksi dengan 

alkohol monohidrat dengan adanya katalis seperti asam, basa atau lipase 

(Krawczyk, 1996).  Biodiesel merupakan bahan bakar alternatif dari sumber daya 

terbarukan (renewable resources) dengan komposisi ester asam lemak dari 

minyak nabati, antara lain minyak kelapa sawit, minyak kelapa, minyak jarak 

pagar, minyak biji kapuk, dan masih ada lebih dari 30 macam tumbuhan Indonesia 

yang memiliki potensi untuk dijadikan bahan baku pembuatan biodiesel (Lemigas, 

2005).  

 

 

Sebagai bahan bakar alternatif, biodiesel memiliki banyak keunggulan 

dibandingkan bahan bakar minyak bumi, antara lain: ramah lingkungan, emisi 

polutan udara yang relatif rendah, dapat terdegradasi secara alami (biodegradable) 

dan dapat digunakan tanpa perlu proses modifikasi.  Biodiesel diproduksi melalui 

reaksi transesterifikasi, yaitu reaksi antara minyak nabati atau lemak hewani dan 

alkohol untuk menghasilkan alkil ester (biodiesel) dan produk samping gliserol 

dengan bantuan katalis (Noiroj dkk., 2009).  Katalis digunakan untuk 

meningkatkan laju reaksi dan hasil produk karena reaksi ini merupakan reaksi 

reversibel dan diperlukan alkohol berlebih untuk menggeser kesetimbangan 

menjadi produk.  Konversi trigliserida menjadi metil ester atau etil ester melalui 

proses transesterifikasi dapat menurunkan sepertiga berat molekul trigliserida, 

viskositas seperdelapan, dan sedikit meningkatkan titik nyala (Lemigas, 2005). 

 

 

 

2.8 Reaksi Transesterifikasi 
 

 

Reaksi transesterifikasi merupakan reaksi antara trigliserida dengan alkohol 

membentuk Fatty Acid Methyl Ester (FAME) dan gliserol sebagai produk 
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samping.  Umumnya , agar asam lemak penyusun minyak dapat sepenuhnya 

diubah menjadi triasilgliserol melalui reaksi transesterifikasi diperlukan paling 

sedikit tiga mol alkohol untuk setiap satu mol trigliserida.  Pada proses 

transesterifikasi menggunakan berbagai jenis minyak, triasilgliserol bereaksi 

dengan alkohol, umumnya metanol atau etanol menghasilkan ester dan gliserol.  

Keseluruhan prosesnya biasanya merupakan urutan tiga langkah berturut-turut dan 

merupakan reaksi yang dapat balik.  Metanol lebih disukai untuk semua 

pengembangan komersial karena biayanya yang rendah dan keunggulan fisik dan 

kimianya (alkohol rantai kutub dan terpendek).  Meskipun etil ester dapat 

diproduksi tetapi tidak ada permintaan komersial saat ini untuk memproduksinya 

(Meher et al., 2006).  Persamaan umum reaksi transesterifikasi sebagai berikut. 

 

                                 CH2OH 

CH2COOR1 + 3CH3OH        ⇌        3RCOOCH3 + CHOH 

                  

  CHCOOR2                    CH2OH 

                 

CH2COOR3 

Trigliserida      Metanol                          Metil Ester       Gliserol  

RCOOCH3 + H2O        ⇌       RCOOH + CH3OH  

Metil Ester                            Asam Lemak    Metanol 

 

 

Proses transesterifikasi dipengaruhi oleh beberapa faktor penting antara lain:  

 

1. Lama reaksi 

Semakin lama waktu reaksi, semakin banyak produk yang dihasilkan karena 

keadaan ini memungkinkan molekul-molekul reaktan saling bertumbukan.  

Namun, ketika kesetimbangan tercapai, penambahan waktu reaksi tidak 

mempengaruhi reaksi, tetapi dapat menyebabkan penurunan produk, karena reaksi 

sebaliknya, yaitu pembentukan metil ester  menjadi trigliserida (Affandi dkk., 

2013). 

 

Katalis 
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2. Rasio perbandingan alkohol dengan minyak 

Rasio molar antara alkohol dengan minyak sangat mempengaruhi metil ester yang 

dihasilkan.  Semakin banyak jumlah alkohol yang digunakan maka konversi metil 

ester yang dihasilkan akan bertambah banyak.  Perbandingan molar antara alkohol 

dan minyak nabati yang biasa digunakan dalam proses industri untuk 

mendapatkan produksi metil ester yang lebih besar dari 98% berat adalah 6:1 

(Freedman et al., 1984). 

 

 

 

2.9 Analisis Produk Transesterifikasi menggunakan Gas 

Chromatography-Mass Spectroscopy (GC-MS) 

 

 

GC-MS adalah kombinasi analisis dari kromatografi gas dan spektroskopi massa.  

Spektroskopi massa digunakan sebagai detektor yang memberikan informasi 

tentang struktur kimia senyawa yang tidak diketahui.  Ketika gas terlarut 

memasuki spektroskopi massa, molekul organik dibombardir dengan elektron 

berenergi tinggi dan dipecah menjadi molekul yang lebih kecil.  Komponen-

komponen campuran yang dipisahkan dengan kromatografi gas kemudian 

disajikan dalam spektrum massa (Hendayana, 2006). 

 

 

Analisis GC-MS merupakan kombinasi dua teknik analisis berbeda yang 

digunakan untuk menganalisis dan mengidentifikasi campuran senyawa organik 

dan biokimia kompleks (Hussain dan Maqbool, 2014).  Karakterisasi 

menggunakan GC-MS ini digunakan untuk mengetahui komponen yang 

dihasilkan dari reaksi transesterifikasi (Cao et al., 2005).  Metode GC-MS ini 

dapat digunakan untuk mengkonfirmasi komponen metil ester yang dihasilkan 

dan memberikan informasi mengenai mono-, di-, dan tri-gliserida yang berhasil 

dikonversi menjadi Fatty Acid Methyl Ester (FAME).  Hasil analisa menggunakan 

GC-MS berupa kromatogram dan spektrum massa yang nantinya dibandingkan 

dengan standar internal dari GC-MS (Zhang et al., 2010). 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

 

3.1 Waktu dan Tempat 

 

 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan November 2020 sampai dengan Desember 

2021 di Laboratorium Biokimia Fmipa Unila.  Pengambilan sampel dilakukan di 

lingkungan penjual nasi goreng, Jl. Bumi Manti 1 No. 107 Kampung Baru, Kec. 

Kedaton, Bandar Lampung.  Identifikasi bakteri dilakukan di Balai Veteriner 

Bandar Lampung dan identifikasi komponen biodiesel menggunakan Gas 

Chromatography-Mass Spectroscopy (GC-MS) dilakukan di Laboratorium 

Universitas Negeri Semarang.  

 

 

 

3.2 Alat dan Bahan 

 

 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi: autoklaf, oven, neraca 

analitik, Erlenmeyer, gelas beaker, tabung reaksi, pipet tetes, mikro pipet, jarum 

ose, sumbat, aluminium foil, spatula, bunsen, labu ukur, pH meter, termometer, 

botol urin, label, shaker inkubator, inkubator, kertas saring, corong kaca, corong 

pisah, cawan petri, magnetic stirrer, Laminar Air Flow (LAF), sentrifius, vorteks, 

kantong selofan, labu leher tiga, kondensor, hot plate, Spektrofotometer UV-Vis 

Agilent Cary 100, dan GC-MS Shimadzu QP2010 SE.  

 

 

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu sampel tanah, Nutrient 

Agar (NA), akuades, minyak zaitun, asam oleat, Cu asetat, piridin, coconut oil, 

tween 80, metil merah, Nutrient Broth (NB), HCl, NaCl, Na2CO3, NaOH, KOH, 

CuSO4.5H2O, Na (K)-tartarat, reagen Folin Ciocelteau, metanol, etanol, 
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alkohol 70%, ammonium sulfat, buffer fosfat, Ba(OH)2 atau BaCl2, aseton, Bovine 

Serum Albumin (BSA), dan n-heksana. 

 

 

 

3.3 Prosedur Penelitian  

 

 

3.3.1 Tahap persiapan 

 

3.3.1.1 Persiapan alat 

 

Semua peralatan gelas yang digunakan dicuci bersih, dikeringkan dan disterilisasi 

agar terhindar dari mikroba yang tidak diinginkan.  Sterilisasi alat dilakukan 

menggunakan autoklaf pada suhu 121℃ dengan tekanan 1 atm selama 15 menit.  

Alat-alat tersebut kemudian dimasukkan ke dalam oven selama kurang lebih 2 

jam. 

 

 

3.3.1.2 Pembuatan media padat 

 

Media padat yang digunakan untuk pertumbuhan bakteri adalah Nutrient Agar 

(NA).  Media NA dibuat dengan menimbang 2,8 g NA, kemudian dilarutkan 

dalam 100 ml akuades, ditambah 1000 µL minyak zaitun, kemudian disterilkan 

menggunakan autoklaf selama 15 menit pada temperatur 121°C dan tekanan 1 

atm. 

 

 

3.3.1.3 Pembuatan media selektif 

 

Substrat untuk skrinning lipase toleran pelarut terdiri dari Tween 80 2 gram, agar-

agar 2,5 gram, dan Metil Merah 0,01 gram.  Seluruh bahan dilarutkan dalam 100 

mL akuades dan disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121℃ dengan 

tekanan 1 atm selama 15 menit (Samad et al., 1989) 
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3.3.1.4 Pembuatan media kultur 

 

Media kultur lipase dibuat dengan komposisi 1,3 gram Nutrient Broth (NB) 

dilarutkan dalam 100 mL akuades ditambah dengan 2 tetes tween 80 dan 2 mL 

minyak zaitun kemudian disterilisasi menggunakan autoklaf selama 15 menit pada 

suhu 121℃ dengan tekanan 1 atm. 

 

 

3.3.1.5 Pembuatan media produksi lipase toleran metanol 

 

Media produksi lipase toleran metanol dibuat dengan komposisi 2 mL minyak 

zaitun, 2 tetes tween 80, 1% metanol dalam 100 mL buffer fosfat 0,05 M yang 

kemudian disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121℃ dengan tekanan 1 

atm selama 15 menit. 

 

 

3.3.1.6 Pembuatan larutan fisiologis 

 

Bubuk NaCl ditimbang sebanyak 0,85 g menggunakan neraca analitik lalu 

dilarutkan dengan 100 mL akuades dan ditutup menggunakan kapas dan 

aluminium foil.  Larutan tersebut disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121℃ 

dengan tekanan 1 atm selama 15 menit.  Larutan ini digunakan sebagai larutan 

pengencer sampel tanah yang akan digunakan. 

 

 

3.3.1.7 Pembuatan pereaksi 

 

Pereaksi yang digunakan pada penelitian ini adalah pereaksi Lowry (Lowry et al., 

1951).  Pereaksi Lowry digunakan untuk menguji kadar protein ekstrak kasar 

enzim lipase.  Pereaksi Lowry terdiri atas 4 macam, yaitu: 

i. Pereaksi A: 2 g Na2CO3 dilarutkan dalam 100 mL NaOH 0,1 N  

ii. Pereaksi B: 5 mL larutan CuSO4.5H2O 1% (w/v) ditambahkan 5 mL larutan 

Na(K)-tartarat 1% (w/v) 

iii. Pereaksi C: 2 mL pereaksi B ditambahkan 100 mL pereaksi A 

iv. Pereaksi D: reagen Folin-Ciocelteau diencerkan dengan akuades 1:1 
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3.3.1.8 Pengambilan dan penyiapan sampel 

 

Pengambilan sampel tanah yang tercemar minyak dilakukan di kawasan Kampung 

Baru dengan cara sebagai berikut. 

i. Membersihkan permukaan tanah yang tercemar limbah minyak di lokasi/titik 

pengambilan sampel 

ii. Menggali tanah dengan sendok tanah atau spatula  

iii. Mengambil sampel tanah dengan mengunakan botol yang telah disterilkan 

dan diberi label 

 

 

3.3.2 Skrining bakteri lipolitik 

 

Sebanyak 1 gram sampel tanah dimasukkan ke dalam gelas beaker dan dilarutkan 

dengan larutan fisiologis (NaCl 0,85% (w/v)) sebanyak 100 mL lalu dishaker 

selama 15 menit.  Kemudian sampel disaring, diambil larutannya dan dilakukan 

pengenceran bertingkat hingga 5 kali (10
-5

).  Setelah itu diambil 1-2 mL kemudian 

dituangkan dengan metode pour plate pada media Nutrien Agar dan diinkubasi 

pada suhu 37℃ selama 24 jam. 

 

 

3.3.3 Peremajaan isolat  

 

Isolat diremajakan pada media NB dan NA.  Isolat ditumbuhkan dalam 100 mL 

media NB secara aseptik dan diinkubasi dalam shaker inkubator selama 24 jam 

pada suhu 37ºC.  Sebanyak 100 μL kultur cair dipindahkan ke media NA plate 

secara aseptik dengan metode spread plate lalu diinkubasi selama 48 jam pada 

suhu 37 ºC, lalu isolat dipindahkan ke media NA miring sebagai isolat stok. 

 

 

3.3.4 Identifikasi bakteri lipolitik 

 

Identifikasi bakteri secara biokimia dilakukan cara mengirimkan sampel ke Balai 

Veteriner untuk mengetahui jenis isolat yang diperoleh.  
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3.3.5 Uji kualitatif aktivitas lipolitik 

 

Isolat terpilih dari hasil skrining ditumbuhkan secara aseptis dalam media NB 

steril yang telah ditambahkan pelarut organik (metanol dan etanol) dengan variasi 

konsentrasi 1%, 3% dan 5%, untuk mencegah pelarut organik menguap maka 

sumbat dilapisi dengan plastik wrap.  Selanjutnya dishaker selama 48 jam dan 

diuji aktivitas lipolitiknya (Jaiganesh dan Jaganathan, 2018).  Uji aktivitas 

lipolitik dilakukan menggunakan metode plate-assay yang dikembangkan oleh 

Samad et al. (1989).   

 

 

3.3.6 Penentuan kurva standar asam oleat  

 

Pembuatan kurva standar lipase dibuat dengan larutan stok asam oleat 2000 ppm, 

dari stok tersebut dibuat beberapa variasi konsentrasi yaitu 200, 300, 400, 500, 

dan 600 ppm.  Selanjutnya campuran masing-masing variasi diambil 4 mL dan 

ditambahkan reagen tembaga (II) asetat sebanyak 1 mL lalu divorteks selama 1 

menit.  Pengukuran absorbansi dilakukan dengan menggunakan spektrofotometer 

UV-Vis pada panjang gelombang 715 nm. 

 

 

3.3.7 Optimasi produksi enzim lipase 

 

Penentuan pH optimum untuk pertumbuhan Pseudomonas sp. dilakukan pada pH 

5, 6, 7, dan 8.  Optimasi diawali dengan pembuatan media starter yang 

mengandung 0,5 ml minyak zaitun, 5 tetes metanol, 1 tetes Tween 80 dan 25 ml 

buffer fosfat 0,05 M pH 7.  Isolat yang dipilih diambil sebanyak dua ose lalu 

dimasukkan ke dalam 25 mL starter kemudian diinkubasi pada shaker inkubator 

kecepatan 110 rpm selama 24 jam.  Sebanyak 2% starter dipindahkan ke media 

kultur (media fermentasi) lalu diinkubasi selama 72 jam.  Aktivitas dan Optical 

Density (OD) diukur setiap 6 jam.  Kurva pertumbuhan dibuat dengan cara 

menggabungkan data antara nilai absorbansi dan waktu inkubasi. 
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3.3.8 Produksi enzim lipase 

 

Satu ose kultur isolat tunggal ditumbuhkan dalam 25 mL media inokulum dengan 

komposisi 2 mL minyak zaitun, 1 mL metanol, 2 tetes Tween 80 dalam 100 mL 

buffer fosfat pH 7 0,05M kemudian diinkubasi menggunakan inkubator kocok 

pada suhu ruang dengan kecepatan 110 rpm selama 24 jam.  Sebanyak 2% 

inokulum kemudian dipindahkan secara aseptik ke dalam 500 mL media produksi 

lipase dengan komposisi yang sama, diinkubasi dalam inkubator kocok pada suhu 

ruang dengan kecepatan 110 rpm selama 36 jam.  Sel dipisahkan dari ekstrak 

kasar enzim melalui sentrifugasi dengan kecepatan 5.000 rpm selama 15 menit. 

 

 

3.3.9 Pemurnian enzim 

 

3.3.9.1 Fraksinasi dengan ammonium sulfat 

 

Ekstrak kasar lipase difraksinasi dengan penambahan ammonium sulfat pada 

berbagai tingkat kejenuhan pada fraksi 0-20%, 20-40%, 40-60%, 60-80%, dan 80-

100%.  Caranya sebagai berikut: amonium sulfat dimasukkan secara perlahan ke 

dalam gelas piala yang berisi ekstrak lipase sambil diaduk dengan magnetik stirrer 

hingga terbentuk endapan.  Ekstrak kasar lipase kemudian disentrifus selama 20 

menit dengan kecepatan 5.000 rpm.  Endapan yang diperoleh dinamakan Fraksi 

(F1).  F1 dilarutkan menggunakan buffer fosfat 0.01M dan disimpan pada suhu 

4℃.  Selanjutnya dilakukan prosedur yang sama sehingga diperoleh F2, F3, F4, 

dan F5.  Fraksi enzim dengan aktivitas tertinggi didialisis menggunakan kantong 

selofan (Saxena et al., 2003).  

 

 

3.3.9.2 Dialisis 

 

Endapan protein terlarut dari fraksi dengan aktivitas tertinggi dimasukkan ke 

dalam kantong selofan dan didialisis dengan buffer fosfat 0,005M pH 7 selama ± 

24 jam pada suhu dingin.  Selama dialisis, dilakukan pergantian larutan buffer 

setiap 4-6 jam sekali untuk mengurangi konsentrasi ion-ion di dalam kantong 

dialisis.  Proses ini dilakukan terus menerus sampai ion-ion di dalam kantong 

dialisis dapat diabaikan.  Untuk mengetahui bahwa sudah tidak ada lagi 
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kandungan ion-ion garam di dalam kantong, maka diuji dengan menambahkan 

larutan Ba(OH)2 atau BaCl2.  Apabila masih terdapat ion sulfat maka akan 

terbentuk endapan putih BaSO4. 

 

 

3.3.10 Uji aktivitas enzim lipase 

 

Pengukuran aktivitas enzim ekstrak kasar dilakukan dengan metode Kwon and 

Rhee (1986).  Substrat yang digunakan dalam metode ini adalah minyak zaitun.  

Ekstrak kasar enzim sebanyak 0,7 mL ditambah dengan 0,35 mL buffer fosfat 

0,05 M pH 6,5 dan 0,7 mL minyak zaitun.  Campuran dipanaskan menggunakan 

waterbath dengan suhu 30℃ selama 15 menit.  Setelah proses inkubasi, 

ditambahkan 0,5 mL HCl 6 N dan 3,25 mL n-heksana, dikocok dengan kuat lalu 

didiamkan selama 15 menit.  Setelah terbentuk dua fase, fase minyak diambil 

sebanyak 2,5 mL kemudian ditambah n-heksana sebanyak 1,25 mL dan 0,5 mL 

reagen tembaga (II) asetat 5% pH 6 lalu dikocok dengan kuat.  Campuran pada 

bagian atas diukur dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 715 

nm. 

 

 

3.3.11 Penentuan kadar protein 

 

Jumlah protein enzim ditentukan dengan metode Lowry (Lowry et al., 1951).  

Sebanyak 0,1 ml enzim lipase ditambahkan ke dalam 0,9 ml akuades, kemudian 

ditambahkan 5 ml pereaksi C, kemudian dihomogenkan dan dibiarkan pada suhu 

kamar selama 10 menit, kemudian ditambahkan 0,5 ml pereaksi D dengan cepat. 

dihomogenkan dan dibiarkan dingin kemudian diamkan selama 30 menit, lalu 

diukur pada panjang gelombang maksimum 750 nm.  Kurva standar Bovine Serum 

Albumin (BSA) digunakan untuk menentukan konsentrasi protein enzim. 
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3.3.12 Karakterisasi enzim 

 

3.3.12.1 Penentuan pH optimum 

 

Penentuan pH optimum dilakukan dengan menguji aktivitas enzim lipase 

menggunakan metode Kwon and Rhee pada pH yang bervariasi yaitu: 5, 6, 7, dan 

8.  

 

 

3.3.12.2 Penentuan suhu optimum 

 

Penentuan suhu optimum dilakukan dengan cara menguji aktivitas enzim lipase 

menggunakan metode Kwon and Rhee pada variasi suhu inkubasi 30, 

35,40,45,50,55, dan 60℃.  

 

 

3.3.12.3 Penentuan konsentrasi optimum metanol 

 

Penentuan konsentrasi optimum metanol dilakukan untuk mengetahui aktivitas 

enzim lipase setelah ditambahkan metanol dengan variasi konsentrasi 25, 50,75, 

dan 100% .  

 

 

3.3.13 Sintesis biodiesel secara enzimatik 

 

3.3.13.1 Transesterifikasi pembuatan biodiesel 

 

Transesterifikasi pembuatan biodiesel dilakukan dengan cara memasukkan 

minyak kelapa ke dalam labu leher tiga kemudian dipanaskan terlebih dahulu 

dengan enzim lipase 10% dari volume minyak pada suhu 35℃ selama 1 jam agar 

enzim menghidrolisis minyak kelapa terlebih dahulu.  Setelah itu ditambah 

metanol (perbandingan metanol-minyak 6:1) secara bertahap.  Penambahan 

metanol secara bertahap akan mencegah inaktivasi enzim dan metanol dapat 

bereaksi secara perlahan dengan minyak.  Campuran kemudian direaksikan 

selama 24 jam.  Selanjutnya dilakukan penyaringan untuk memisahkan gliserol 

(lapisan bawah) dengan metil ester (lapisan atas) yang terbentuk.  Metil ester yang 

diperoleh kemudian dievaporasi untuk menghilangkan pelarut yang tercampur.   
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3.3.13.2 Analisis biodiesel menggunakan Gas Cromatography-Mass 

Spectroscopy (GC-MS) 

 

Analisis ini dilakukan untuk mengidentifikasi komponen apa saja yang menyusun 

produk tersebut dan untuk melihat apakah semua trigliserida yang terdapat pada 

minyak nabati telah diubah menjadi metil ester.  Selain itu untuk menguji 

kelayakan biodiesel sebagai bahan bakar aplikasi, biodiesel hasil proses 

transesterifikasi dianalisis untuk menentukan beberapa parameter teknis meliputi 

titik nyala, viskositas, dan densitas berdasarkan SNI 7182:2015.  Analisis 

dilakukan dengan cara mengirimkan sampel yang diperoleh ke laboratorium 

Universitas Negeri Semarang.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

5.1 Simpulan 

 

 

Berdasarkan hasil yang diperoleh pada penelitian ini, diperoleh kesimpulan 

sebagai berikut. 

1. Identifikasi isolat bakteri menunjukkan uji positif Pseudomonas sp. 

2. Aktivitas lipolitik Pseudomonas sp. lebih besar dengan penambahan metanol 

dibandingkan etanol. 

3. Kondisi optimum pertumbuhan Pseudomonas sp. terjadi pada lingkungan 

media pertumbuhan pH 7 dan waktu inkubasi ke-36 jam. 

4. Aktivitas enzim tertinggi diperoleh pada tahap fraksinasi dengan nilai 

aktivitas spesifik 43,6 U/mg. 

5. Enzim lipase yang dihasilkan mampu mengkatalisis reaksi transesterifikasi 

minyak kelapa pada kondisi optimum pH 6, suhu 35℃, dan konsentrasi 

metanol 75% dengan aktivitas spesifik 22,76 U/mg. 

6. Metil ester yang dihasilkan berdasarkan analisis produk transesterifikasi 

menggunakan GC-MS yaitu metil laurat, metil miristat, dan metil palmitat 

dengan jumlah relatif 4,6%; 1,53%; 1,11%.   

7. Reaksi belum berlangsung dengan baik ditandai dengan banyaknya asam 

lemak penyusun minyak kelapa yang belum terkonversi menjadi metil ester.  
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5.2 Saran 

 

 

Berdasarkan hasil yang diperoleh dan beberapa tahapan yang belum dilakukan 

pada penelitian ini, beberapa saran untuk penelitian selanjutnya sebagai berikut. 

1. Identifikasi lebih lanjut Pseudomonas sp. menggunakan analisis gen 16S 

rRNa. 

2. Menentukan kondisi optimum pertumbuhan Pseudomonas sp. dengan 

memvariasikan konsentrasi substrat. 

3. Menentukan pengaruh variasi konsentrasi pelarut, konsentrasi enzim, suhu, 

dan waktu reaksi transesterifikasi terhadap jumlah metil ester yang 

dihasilkan. 
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