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ABSTRACT

STUDY OF LIPASE STABILITY FROM THE BACTERIA Lysinibacillus
boronitolerans LKM G1 AGAINST VARIATIONS IN pH,
TEMPERATURE, AND ORGANIC SOLVENTS

By

VERINDA INDAH SARI

Lipase is an enzyme that functions to hydrolyze ester bonds in triglycerides to
produce diglycerides, monoglycerides, glycerol, and fatty acids. Lipase has the
ability to be in the interface area, which causes the biocatalyst to become more
active in the presence of a substrate that is partially soluble in an aqueous
environment and can catalyze in a media environment containing organic
solvents. The aim of this research is to study the stability of the lipase enzyme
from the bacterium Lysinibacillus boronitilerans LKM G1 against variations in
pH, temperature, and organic solvents. The stages carried out include bacterial
rejuvenation, production and purification, pH and temperature characterization
and testing enzyme stability in variations in pH, temperature, and organic
solvents. The results show that the production of the lipase enzyme from the
bacteria Lysinibacillus boronitolerans LKM G1 at pH 6, temperature 30 °C, and
4% palm oil inducer can produce a crude extract of the lipase enzyme with a
specific activity value of 1082,45 U/mg. The purification stage using ammonium
sulfate and dialysis obtained 4 times purity compared to the crude extract. The
results of testing the lipase enzyme from the bacterium Lysinibacillus
boronitolerans LKM G1 show that the enzyme has an optimum pH of pH 6 and
an optimum temperature of 40 °C and is relatively more stable at pH 6, a
temperature of 40 °C, and in the solvent hexane. Lipase from this bacteria can be
used to catalyze organic synthesis reactions such as esterification,
transesterification and alcoholysis.

Keywords: lipase, various organic solvents, Lysinibacillus boronitolerans,
stability, hexane.
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Lipase merupakan enzim yang berfungsi menghidrolisis ikatan ester dalam
trigliserida menghasilkan digliserida, monogliserida, gliserol, dan asam lemak.
Lipase memiliki kemampuan untuk berada pada daerah antarmuka, yang
menyebabkan biokatalis tersebut menjadi lebih aktif dengan adanya substrat yang
sebagian larut dalam lingkungan berair serta dapat mengkatalis dalam lingkungan
media mengandung pelarut organik. Tujuan dari penelitian ini adalah mempelajari
kestabilan enzim lipase dari bakteri Lysinibacillus boronitilerans LKM G1
terhadap variasi pH, suhu, dan pelarut organik. Tahapan yang dilakukan meliputi
peremajaan bakteri, produksi dan pemurnian, karakterisasi pH dan suhu serta
menguji kestabilan enzim dalam variasi pH, suhu, dan pelarut organik. Hasil
menunjukan bahwa produksi enzim lipase dari bakteri Lysinibacillus
boronitolerans LKM G1 pada kondisi pH 6, suhu 30 °C, dan induser minyak
kelapa sawit 4% dapat menghasilkan ekstrak kasar enzim lipase dengan nilai
aktivitas spesifik 1082,45 U/mg. Tahap pemurnian menggunakan ammonium
sulfat dan dialisis diperoleh kemurnian 4 kali dibandingkan dengan ekstrak
kasarnya. Hasil pengujian enzim lipase dari bakteri Lysinibacillus boronitolerans
LKM G1 menunjukkan bahwa enzim tersebut memiliki pH optimum pH 6 dan
suhu optimum 40 °C serta relatife lebih stabil pada pH 6, suhu 40 °C, dan pada
pelarut heksana. Lipase dari bakteri ini dapat dimanfaatkan untuk mengkatalis
reaksi sintesis organik seperti esterifkasi, transesterifikasi, dan alkoholisis.

Kata Kunci: lipase, vasiasi pelarut organik, Lysinibacillus boronitolerans,

kestabilan, heksana.
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l. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Lipase pada umumnya dikenal sebagai triasil gliserol asil hydrolase (EC 3.1.1.3)
yang katalik alaminya berfungsi untuk menghidrolisis ikatan ester dalam
trigleserida menghasilkan digliserida, monogliserida, gliserol, dan asam lemak
(Chavan et al., 2014). Salah satu sifat unik lipase yaitu memiliki kemampuan
katalisis antarmuka, di mana biokatalis tersebut menjadi lebih aktif dengan adanya
substrat yang sebagian larut dalam lingkungan berair dan mampu mengkatalisis
sintesis transesterifikasi ester dalam media organik yang mengandung konsentrasi
air (Sholeha & Agustini, 2021). Lipase telah terbukti efisien digunakan sebagai
biokatalis yang selektif dalam banyak aplikasi industri, seperti biosensor, bahan
kimia, farmasi, pestisida, makanan, kulit, kosmetik hingga detergen
(Wahyuningsih et al., 2015).

Saat ini banyak industri di Indonesia yang bergantung pada hasil produksi enzim
lipase impor, padahal ketersediaan dan harga lipase impor cenderung mahal
karena sedikitnya produsen yang mampu memproduksi enzim lipase (Telussa,
2013). Hal tersebut sejalan dengan informasi pasar global mengenai peningkatan
penjualan lipase, pada tahun 2018 penjualan lipase diperkirakan mencapai USD
425,0 juta dan mengalami peningkatan mencapai USD 590,2 juta pada tahun
2023, yang menandakan kebutuhan lipase pada industri juga akan terus
mengalami peningkatan (Chandra et al., 2020). Mahalnya harga enzim lipase
sering menjadi masalah dalam industri, sehingga hal tersebut mendorong untuk

dikembangkannya suatu teknologi yang dapat menjadikan enzim menjadi lebih



stabil serta awet, sehingga penanganan dan penggunaan enzim sebagai biokatalis
dapat lebih mudah dan ekonomis (Panji et al., 2014).

Saat ini bidang industri membutuhkan enzim lipase yang memiliki kestabilan
yang baik untuk memperkecil biaya produksi, sedangkan kestabilan lipase sendiri
dipengaruhi oleh suhu, pH, lama penyimpanan, dan adanya pelarut organik (Lotti
et al., 2015). Proses-proses di industri membutuhkan kondisi enzim lipase yang
ekstrem seperti rentang pH yang luas, suhu tinggi, dan penggunaan pelarut
organik (Wahyudi, 2014). Kestabilan enzim lipase dalam pelarut organik sangat
penting karena pada sebagian industri digunakan senyawa-senyawa non polar,
senyawa non polar yang akan digunakan adalah senyawa non polar yang mudah
larut dalam pelarut organik (Kumar et al., 2016). Sebagai contohnya yaitu pada
pembuatan biodesel yang proses pembentukan melalui reaksi transesterifikasi
rantai panjang asam-asam lemak dan alkohol dengan bantuan katalis, sehingga

membentuk alkil ester atau biodiesel (Nenobahan et al., 2020).

Pengaruh pH dan suhu terhadap kestabilan enzim juga tidak kalah penting karena
bentuk struktur aktif enzim perlu dijaga agar tidak berubah sehingga tetap
memenuhi konsep Lock and Key dimana enzim dengan substratnya mampu
mempertahankan aktivitasnya pada kondisi tertentu (Hans, 2010). Enzim bakteri
cenderung memiliki pH optimum pada pH netral atau basa dan sering kali lebih
termostabil dibandingkan dengan ragi dan jamur (Bakir & Metin, 2016).
Aktivitas enzim dipengaruhi oleh perubahan kondisi sekitarnya terutama suhu dan
pH. Hal ini dikarenakan enzim dibangun dari residu asam amino yang memiliki
gugus basa, netral atau asam (Gusniah et al., 2020). Untuk memperoleh bakteri-
bakteri yang menghasilkan lipase dengan kestabilan pH, suhu dan pelarut organik
yang baik, banyak sumber yang dapat dieksplorasi baik dari lingkungan alam

yang ekstrem hingga sumber lingkungan buatan.

Beberapa penelitian terkait kestabilan lipase telah dilaporkan diantaranya lipase
termostabil yang diproduksi oleh bakteri Aeromonas sp.,diisolasi dari lumpur laut
di Angsila, Thailand menghasilkan lipase termostabil yang stabil pada pH
optimum >8.0 dan stabil pada dalam kondisi asam lemah serta stabil pada suhu



sedang sekitar <40°C (Charoenpanich et al., 2011). Liu et al (2009) melaporkan
bakteri yang diisolasi dari air laut dengan menggunakan bakteri gram positif
seperti Bacillus sp memiliki tingkat stabilitas yang baik dalam pelarut benzene,
butanol, heksanol, dan toulena. Salain itu, lipase yang di uji menggunakan bakteri
isolasi dari tanah terkontaminasi minyak di Pasar Anyar Singaraja, Bali
menghasilkan lipase alkali yang stabil dalam etanol dan n-propanol (Parwata, |
dan Martiningsih, 2014). Lipase dari bakteri yang diisolasi dari lumpur kawah
Bleduk Kuwu, Jawa Tengah juga dilaporkan stabil pada metanol dan etanol
(Parwata et al., 2014).

Isolat lokal bakteri Lysinibacillus borontolerans LKM G1 merupakan bakteri
yang diperoleh dari fase mesofilik proses pengomposan limbah domestik dengan
suhu pengomposan 37 °C. Studi pendahuluan telah dilakukan terhadap isolat-
isolat bakteri yang diisolasi dari limbah domestik dan ketahananya terhadap
pelarut organik, yaitu metanol, benzena, dan n-heksana. Hasil dari pengujian
tersebut menunjukan bahwa isolat tersebut relatif tahan terhadap pelarut organik
n-heksana (Husna, 2022). Namun untuk kestabilan dalam berbagai pH, suhu, dan
pelarut organik lain belum di pelajari lebih lanjut. Berdasarkan uraian diatas,
maka pada penelitian ini dilakukan studi kestabilitan enzim lipase dari bakteri
isolat lokal Lysinibacillus boronitrolerans LKM G1 dalam berbagai variasi pH,
suhu, dan pelarut organik polar ( etanol dan butanol), semi polar (etil asetat dan
kloroform) serta pelarut non polar (heksana dan benzena).



1.2. Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Mengetahui aktivitas lipase dari bakteri Lysinibacillus boronitolerans LKM
Gl

2. Mempelajari kestabilan lipase dari bakteri Lysinibacilus boronitrolerans LKM
G1 dalam berbagai pH, suhu dan pelarut organik seperti etanol, butanol, etil
asetat, kloroform, heksana, dan benzena.

3. Mengetahui variasi pH, suhu dan jenis pelarut organik yang dapat
menstabilkan enzim lipase dari bakteri Lysinibacillus boronitrolerans LKM
Gl.

1.3. Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberi informasi mengenai variasi pH, suhu dan
jenis pelarut organik yang mampu menstabilkan enzim lipase bakteri
Lysinibacillus boronitrolerans LKM G1 serta pada tahap lanjut dapat dipelajari

sintesis reaksi-reaksi organik.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Enzim

Enzim merupakan sekelompok protein yang bertanggung jawab mengatur dan
menjalankan perubahan-perubahan kimia dalam sistem biologi (Supriyatna et al.,
2015). Enzim memiliki sifat yang sangat spesifik terhadap substrat tertentu pada
konfirmasi tiga dimensi dari protein-protein penyusunnya (Hasna, 2012). Pada
umumnya enzim menghasilkan kecepatan, spesifikasi dan kendali pengaturan
terhadap reaksi dalam tubuh. Enzim juga bertindak sebagai katalis yaitu senyawa
yang dapat meningkatkan laju reaksi kimia seperti katalis, di sisi lain enzim juga
mereduksi atau mengurangi energi aktivasi reaksi kimia (Supriyatna & Ukit,
2016). Enzim sangat penting dalam proses biokimia karena enzim dapat
mengkatalis ratusan reaksi bertahap yang dapat menghasilkan makromolekul dari

prekursor-prekursor sederhana (Lehninger, 2005).

Enzim dikenal sebagai suatu biokatalis yang diproduksi oleh semua organisme
hidup dan dapat diekstraksi dari sel yang kemudian dapat digunakan sebagai
katalis secara komersial. Enzim disebut biokatalis karena enzim memiliki
kemampuan untuk mengkatalis suatu reaksi (Robinson, 2015). Enzim sendiri
tersusun dari polimer asam amino yang membentuk rantai panjang linier dan
dihubungkan dengan peptida menjadi suatu protein dan memiliki fungsi katalik
yang khusus. Sebagai katalis, enzim memiliki beberapa kelebihan diantaraya
memiliki aktivitas tinggi meskipun pada konsentrasi rendah (Christy & Kavitha,
2014). Berdasarkan tempat bekerjanya enzim dapat dibedakan dalam 2 golongan,
yaitu endoenzim dan eksoenzim. Endoenzim (enzim intaseluer) adalah enzim yang

dihasilkan di dalam sel yaitu pada bagian membran sitoplasma dan melakukan



metabolisme di dalam sel. Sedangkan eksoenzim (enzim ekstraseluler) merupakan
melalui dinding sel sehingga terdapat bebas dalam media yang mengelilingi sel
dan bereaksi memecah bahan organik tanpa tergantung pada sel yang
melepaskannya (Kasipah et al., 2013). Dalam melakukan aktivitasnya enzim
dipengaruhi oleh lingkungan. Pengaruh lingkungan tersebut dapat mengganggu
kestabilan enzim sehingga dapat menjadi masalah yang sering terjadi dalam
industri. Kestabilan enzim dapat didefinisikan sebagai kemampuan enzim untuk
mempertahankan aktivitasnya selama penyimpanan dan penggunaan, serta
ketahananya yang dapat merusak dalam pelarut tertentu (seperti asam-basa) dan
pengaruh dari suhu dan pH yang ekstrem (Nawani et al., 2006).

2.2.1. Sifat-sifat Enzim

Enzim sebagai suatu senyawa yang memiliki struktur sama dengan protein baik
murni maupun protein yang terikat pada gugus non protein, yang memiliki sifat
yang sama dengan protein lain yaitu:

a. Dapat didenaturasikan oleh panas,

b. Terpresipitasikan atau terendapkan oleh senyawa-senyawa organik cair seperti
etanol dan aseton juga oleh garam-garam organik berkonsentrasi tinggi seperti
ammonium sulfat,

c. Memiliki bobot molekul yang relatif besar sehingga tidak dapat melewati
membran semi permeabel atau tidak dapat terdialisis .
sebagai katalis enzim memiliki ciri khas khusus yaitu:

a. Enzim bersifat tidak diubah oleh reaksi yang dikatalisnya,

b. Enzim merupakan biokatalisator yang dalam konsentrasi kecil dapat
memacu laju reaksi, enzim sangat peka terhadap faktor-faktor yang
menyebabkan denaturasi, seperti suhu dan pH (Susanti & Fibriana,
2017).



2.2.2. Penggolongan Enzim

Enzim digolongkan ke dalam kelas utama berdasarkan tipe reaksi yang dikatalis

dan beberapa sub kelas seperti yang tercantum dalam Tabel 1 dan 2 dibawah ini

Tabel 1. Klasifikasi Enzim Berdasarkan Tipe Reaksi (Risnoyatiningsih, 2008).

Kelas Kelas Enzim Tipe Reaksi

1 Oksidoreduktase | Reaksi reduksi oksidasi (transfer elektron dari
satu substratke substrat lainnya)

2 Transferase Transfer atom atau gugus dari satu substrat ke
substrat lain

3 Hidrolase Reaksi hidrolisis (pemecahan ikatan karena
adanya air)

4 Liase Penambahan gugus fungsi pada ikatan
rangkap(adisi) atau pemutusan ikatan rangkap
dengan pelepasan gugus fungsi

5 Isomerase Reaksi isomerisasi (penyusunan ulang atom-
atom substrat)

6 Ligase Pembentukan ikatan C-C, C-S, C-O, dan C-N
diikuti dengan pemutusan isofosfat ATP

Tabel 2. Klasifikasi Subkelas Enzim.

Kelas Subkelas Tipe Reaksi yang dikatalis
Oksidoreduktase Oksidase Oksidasi substrat
Reduktase Reduksi substrat

Dehidrogenase

Pelepasan atom hydrogen( H)
Sehinggaterbentuknya ikatan
rangkap

Transferase Transaminase | Transfer gugus amino antara substrat
Kinase Transfer gugus fosfat antara substrat
Hidrolase Lipase Hidrolisis gugus ester dalam lipid
Protonase Hidrolisis gugus amida dalam
Nuklenase protein
Hidrolisis gugus fosfat dalam lasam
nukleat
Liase Dehidrase Kehilangan air
Dekarboksilase | Kehilangan karbondioksida
Isomerase Epimerase Isomerisasi pada pusat kiral substra
Ligase Sintetase Pembentukan ikatan baru dengan

Karboksilase

melibatkan ATP

Pembentukan ikatan baru antara
substrat dan CO, dengan melibatkan
ATP




2.1.3. Faktor-faktor yang Mempengaruhi Kerja Enzim

Dalam menjalankan perannya sebagai katalis, kerja enzim dapat dipengaruhi oleh

berbagai faktor yaitu:

a.

Suhu

Suhu sangat berpengaruh terhadap aktivitas enzim, pada suhu yang rendah
reaksi enzimatis berlangsung lambat, sedangkan kenaikan suhu akan
mempercepat reaksi hingga suhu optimum tercapai dan reaksi enzimatis
maksimum. Tetapi kenaikan suhu yang terlalu tinggi hingga melebihi
optimumnya akan menyebabkan terjadinya denaturasi enzim (kerusakan
struktur enzim).

pH

Setiap enzim memiliki pH optimum yang khas, yaitu pH yang menyebabkan
aktivitas maksimal. pH optimum enzim tidak perlu sama dengan pH
lingkungan normalnya, dengan pH yang mungkin sedikit diatas atau dibawah
pH optimum.

Konsentrasi Enzim dan Substrat

Kecepatan suatu reaksi yang menggunakan enzim bergantung pada
konsentrasi enzim tersebut. Pada konsentrasi substrat tertentu kecepatan reaksi
bertambah seiring dengan bertambahnya konsentrasi enzim (Wuryanti, 2004).
Aktivator dan Inhibitor

Akativator merupakan molekul yang mempermudah ikatan antara enzim
dengan substratnya, misalnya ion klorida yang bekerja pada enzim amilase.
Sedangkan inhibitor merupakan suatu molekul yang menghambat kerja enzim
yang dapat menghasilkan produk bersama substrat melalui molekul yang dapat
berikatan dengan enzim (Wuryanti, 2004).

Induser dan Repressor

Induser merupakan suatu zat yang dapat meningkatkan kerja mikroorganisme
dalam memproduksi enzim tertentu. Misalnya pada produksi enzim lipase,
biasanya induser yang digunakan berupa minyak, lemak atau asam lemak

seperti minyak kelapa sawit. Repressor pada produksi enzim lipase ada berupa



sumber karbon yang sederhana seperti monosakarida dan disakarida (Murni et
al., 2011).

2.1.4. Isolasi dan Pemurnian Enzim

Isolasi dan pemurnian enzim terdiri dari beberapa metode yaitu diantaranya:

a. Ekstraksi
Ekstraksi enzim dilakukan pada suhu yang rendah dan pH yang sesuai dengan
jenis enzim yang akan diisolasi yang bertujuan untuk mempertahankan
struktur dan fungsi biologinya. Hal tersebut disebabkan karena enzim
merupakan kelompok biomakromolekul yang tidak stabil jika di luar sel
(Satwika, 2010).

b. Sentrifugasi
Sentrifugasi adalah sebuah proses pemisahan partikel padat dari cairan sesuai
dengan prinsip gravitasi dan sentrifugal di mana kerapatan partikel padat harus
lebih besar dari kepadatan cairan, sehingga partikel padat dipisahkan dari
partikel cair. Pada pemisahan padat — cair, partikel padat akan terpisah pada
bagian terluar sentrifuge, cairan dengan densitas lebih tinggi juga akan
terpisah di luar sentrifuge, hal ini disebabkan oleh gravitasi. Semakin besar
kepadatannya, semakin banyak besarnya gaya gravitasi yang diberikan
(Manurung & Saptini, 2020)

c. Fraksinasi Ammonium Sulfat
Fraksinasi ammonium sulfat merupakan salah satu dari teknik pemurnian
enzim yang banyak digunakan. Fraksinasi didasarkan oleh pengendapan
protein karena interaksi antara gugus polar dengan molekul air, molekul
protein dengan garam dan gaya tolak-menolak antar protein yang muatan
sama. Pada tahap salting in yaitu peningkatan kelarutan protein dan salting out
yaitu penurunan kelarutan protein yang diakibatkan oleh penambahan garam
dengan konsentrasi tertentu (Arafah, 2016).
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d. Dialisis
Dialisis adalah metode dapat digunakan untuk meningkatkan kemurnian suatu
enzim setelah dilakukanya proses fraksinasi garam. Dalam proses dialisis,
membran semi permeable digunakan untuk memisahkan molekul besar dan
molekul kecil. Peningkatan kemurnian enzim setelah proses dialisis dengan
pengendapan garam ammonium sulfat pada saturasi 70% memiliki tingkat
kemurnian 4,70 kali dibandingkan dengan supernatan selulase, kemudian
dilakukan dialisis untuk kemurnian meningkat menjadi 21,25 kali

dibandingkan dengan supernatan (Ratnayani et al., 2021).

2.2. Enzim Lipase

Lipase (triacylglycerol hydrolases, E.C. 3.1.1.3) adalah enzim golongan hidrolase
yang mengkatalisis proses hidrolisis trigliserida menjadi gliserol dan asam lemak
bebas (Sholeha & Agustini, 2021). Lipase ditemukan sebagai enzim ekstraseluler
yang dihasilkan dari berbagai mikroorganisme, mulai dari tanaman, hewan serta
mikroba seperti bakteri, actinomycetes, yeast, dan kapang (Falony et al, 2006).
Mikroorganisme dapat digolongkan menjadi 3 berdasarkan suhu optimumnya
yaitu psikrofilik (14°C-20°C), mesofilik (30°C-40°C), dan termofilik (42°C-
100°C). Pada mikroba mesofilik dapat bertahan hidup pada pH berkisar antara 5,5
hingga 8, spesies bakteri mesofilik diantaranya Bacillus, Clostridium ,

Pasteurianum, Staphylococcus aureus (Aslim et al., 2002).

Enzim lipase dapat berkembang pesat dalam bidang bioteknologi, sehingga lipase
banyak digunakan sebagai biokatalisator didalam modifikasi minyak dan lemak .
Enzim lipase dapat diisolasi dari mikroba, tumbuhan, dan hewan (Firdaus et al.,
2017). Namun hanya lipase dari mikroba yang banyak digunakan di dalam
industri karena sifat-sifat enzim dan spesifik substratnya (Ramakrishnan et al.,
2013). Lipase yang berasal dari hewan dapat diperoleh pada pankreas sapi, domba
dan babi. Lipase yang berasal dari hewan sangat rentan terhadap residu pembawa

yang berupa hormon dan virus yang berasal dari hewan asalnya (Vakhlu & Kour,
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2006). Sedangkan lipase dari tumbuhan jarang dimanfaatkan karena prosesnya
yang rumit dan hasilnya sangat sedikit (Souissi et al., 2009).

Lipase sangat lambat bekerja pada larutan lemak dalam air, tetapi dalam keadaan
emulsi, hidrolisis lipase sangat cepat. Lipase yang mempunyai sifat spesifik
bergantung pada substrat asalnya, pH dan substrat lipase sangat bergantung pada
keaktifan optimum lipase. Lipase dari bakteri aktif pada umumnya memiliki pH
basa, sehingga perlu terus dipelajari tentang faktor-faktor penting seperti kondisi
pertumbuhan, cara isolasi, serta cara pemurnianya yang dilakukan sehingga dapat
memperoleh lipase dengan kemurnian tingkat tinggi (Vieille & Zeikus, 2001).
Lipase dikenal sebagai katalis yang dapat digunakan pada reaksi chemo-, region-,
dan enantio-selektif. Lipase sangat dikenal karena kemudahan penangananya,
substrat yang toleransinya luas dan stabilitasnya yang tinggi terhadap suhu tinggi

dan kehadiran pelarut organik (Kumar et al., 2016).

2.2.1. Aplikasi Enzim Lipase

Potensi aplikasi lipase yang tak terbatas terlihat dalam produksi biofuel, senyawa
sintetis organik, deterjen, parfum, kosmetik, kulit, obat-obatan enantiopure,
diagnostik medis, makanan, dan pakan. Pemilihan lipase untuk masing-masing
aplikasi ini didasarkan pada spesifisitas dan stabilitasnya dalam sistem pelarut
yang berbeda (Salihu & Alam, 2015). Lipase juga dieksploitasi sebagai katalis
yang harganya relative murah dan diaplikasikan dalam industri yang lebih
modern, seperti kue, deterjen, dan bahkan sebagai biokatalis dalam proses
pembuatan energi alternatif untuk mengubah minyak nabati menjadi bahan bakar.
Penggunaan enzim lipase dalam pengolahan biodiesel menggantikan katalis kimia
memiliki keunggulan yaitu lebih ramah lingkungan dan aman. Aplikasi industri
lipase membutuhkan proses intensifikasi untuk pengolahan terus menerus
menggunakan alat-alat seperti microreactors aliran kontinu pada skala kecil.

Aplikasi lipase dalam dunia industri dapat dilihat pada Tabel 3.



Tabel 3. Aplikasi enzim lipase dalam dunia industri (Susanti & Fibriana, 2017).
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Industri Aksi enzim
lipase

Aksi enzim lipase

Produk/ Aplikasi

Deterjen

Hidrolisis lemak

Penghapusan noda
minyak dari kain

Produk susu

Hidrolisis lemak susu,
pematangan keju

Pengembangan agen
penyedap dalam susu,
keju, dan mentega

Makanan Bakery

Modifikasi lemak
mentega

Rak-hidup
perpanjangan

Minuman

Peningkatan rasa

Minuman beralkohol

Dressing makanan

Peningkatan aroma

Mayones dan saus

Daging dan ikan

Transesterifikasi

Produk daging dan
ikan; penghilangan
lemak

Lemak dan minyak

Pengembangan rasa

Cocoa bultter,
margarin, asam lemak

Bahan kimia Transesterifikasi; Gliserol, mono dan
hidrolisis digliserida
Farmasi Enantioselectivity, Blok bangunan Kiral,
sintesis Lipid khusus, obat
untuk membantu
pencernaan
Kosmetik Transesterifikasi, Pengemulsi,
hidrolisis pelembab kulit dan
krim matahari,
cokelat, minyak
mandi, dll
Kulit Perpaduan Produk kerajinan kulit
Kertas Hidrolisis Kertas dengan
peningkatan kualitas
Pembersihan dan Hidrolisis Penghapusan lemak,
pengendalian polusi untuk menghapus
noda dan
menghidrolisis
minyak dan gemuk
Agro-kimia Hidrolisis dan Herbisida seperti
transesterifikasi minyak phenoxypropionate
dan lemak
Surfaktan Poligliserol dan asam

lemak karbohidrat
ester digunakan
sebagai deterjen
industri dan
emulsifier dalam
formulasi makanan
seperti saus dan es
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krim
Industri bahan bakar Esterifikasi Produksi biodiesel

2.2.2. Uji Aktivitas Lipase

Aktivitas enzim adalah besarnya kemampuan enzim dalam mengkatalisis reaksi
penguraian sumber karbon. Aktivitas enzim dinyatakan dengan unit/mL menit.
Satu unit aktivitas enzim didefinisikan sebagai jumlah yang menyebabkan 1pumol
karbon diubah menjadi 1 pmol produk per menit pada kondisi tertentu sehingga
pengertian aktivitas enzim lipase adalah jumlah yang dibutuhkan untuk
menghidrolisis 1 pmol ikatan per menit pada kondisi pengujian. Ada beberapa
cara untuk menentukan aktivitas enzim, yang paling umum digunakan yaitu

metode titrimetri dan metode spektrofotometri (Sholeha & Agustini, 2021).

Metode titrimetri cukup akurat tetapi juga mempunyai kekurangan, kekuranganya
yaitu harus terdapat indikator dan reaksi harus berlangsung secara stokiometri,
sedangkan pada metode spektrofotometri memiliki keunggulan lebih akurat
karena angkanya terbaca langsung dan di catat oleh detektor dan tercetak dalam
bentuk digital (Yahya, 2013). Aktivitas lipase yang diukur berdasarkan perubahan
absorbansi pada panjang gelombang 410 nm dengan menunjukkan pelepasan
senyawa p-nitrofenol (p-NP) dari substrat p-NPP. Data absorbansi yang diperoleh
kemudian dikonversi menjadi kadar p-NP (umol) dengan cara interpolasi ke kurva
standar. Sebagai standar digunakan senyawa p-nitrofenol dengan seri konsentrasi

2-12 pg/mL yang diukur pada panjang gelombang 410 nm (Septiani, 2019).

2.2.3. Penentuan Kadar Protein Metode Lowry

Metode lowry merupakan metode pengembangan dari metode biuret. Reaksi yang
terlibat adalah reaksi kompleks Cu(ll) protein akan terbentuk sebagaimana metode
biuret, yang dalam suasana alkalis Cu(Il) menjadi Cu(l). lon Cu* kemudian akan

mereduksi reagen Folin-Ciocalteu, kompleks phosphomolybdat-phosphotungstat
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(phospphomolybdotungstate), menghasilkan hetero-polymolybdenum blue yang
diakibatkan oleh reaksi oksidasi gugus aromatik (rantai samping asam amino)
terkatalis Cu yang akan memberikan warna biru intensif yang dapat dideteksi

secara Kalorimeter (Purwanto, 2014).

2.2.4. Kestabilan Enzim

Stabilitas enzim merupakan sifat penting yang harus dimiliki oleh enzim, sebagai
biokatalisator sehingga stabilitas enzim dapat didefinisikan sebagai aktivitas
enzim selama penggunaan serta penyimpanan enzim tersebut, serta kestabilanya
terhadap senyawa yang bersifat merusak seperti pelarut (asam, basa) dan oleh
pengaruh suhu dan pH (Kurnia, 2010). Stabilitas enzim terhadap pH tergantung
oleh beberapa faktor antara lain, suhu, kekuatan ion, dan komposisi kimia buffer
yang digunakan. Terdapat dua prinsip utama untuk memperoleh enzim yang
mempunyai stabilitas tinggi, yaitu menggunakan enzim yang memiliki stabilitas
ekstrem alami dan mengusahakan peningkatan stabilitas enzim yang secara alami
kurang atau tidak stabil (Kurnia, 2010). Adanya perubahan konsentrasi substrat
atau pH lingkungan akan mengakibatkan aktivitas enzim ikut mengalami
perubahan, karena itu setiap enzim yang mempunyai pH dan temperatur tertentu
yang menyebabkan aktivitasnya mencapai keadaan optimum. Kondisi pH dan
temperatur yang optimum akan mendukung enzim dalam melakukan katalisa
suatu reaksi dengan baik sedangkan temperatur dan pH yang kurang sesuai akan

mengakibatkan kerusakan atau tidak aktifnya protein dalam suatu enzim.

Ketahanan terhadap asam dihasilkan oleh adaptasi bakteri mikroorganisme lipase
dengan meningkatkan permeabilitas selektif memberan terhadap proton dan
penyesuaian memberan (Salihu & Alam, 2015). Lipase yang memiliki toleransi
terhadap basa dapat digunakan dalam formulasi detergen karena sifatnya yang
dapat memecah lemak (Romdhane, 2010). Sifat toleransi terhadap pelarut organik
yang dipengaruhi oleh efek kumulatif dari konstanta dielektrik, momendipol,
pengikatan hidrogen, poliarisasi dan nilai log P, perlakuan lipase dalam pelarut

organik terkait dengan kapasitas dalam reaksi sintesis dan hidrolisis. Telah di
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ketahui bahwa Baccilus sp sangat stabil dalam pelarut organik hidrofobik dan
aktivitasnya sedikit meningkat dengan adanya 10-50% (Y/;,) dari alkane rantai
pendek seperti benzen dan toluena (Kumar et al, 2016b). Pelarut organik dengan
nilai log P>4 memiliki aktivitas katalis yang tinggi, sedangkan pada pelarut
dengan nilai log P antara 2 sampai 4 memiliki aktivitas yang rendah terlebih
pelarut organik yang memiliki nilai P<2, pelarut dengan nilai P<2 cenderung
kurang menstimulasi pembukaan lid pada enzim lipase sehingga aktivitas katalis
menjadi rendah (Rahman et al., 2006). Nilai Log P pelarut organik dapat dilihat
pada Tabel 4.

Tabel 4. Nilai log P beberapa pelarut organik (Masomian et al., 2018).

Pelarut LogP
Control -
Glycerol -3.0
DMSO -1.3
Methanol -0.76
Ethanol —0.18
1-Propanol 0.28
Pyridine 0.77
1-Butanol 0.84
Propyl acetate 1.2
Isoamy! alcohol 1.36
Benzene 2.0
Toluene 25
Xylene 3.15
Hexane 3.9
Isooctane 4.7
Octane 5.2
Decane 5.8
n-Tridecane 7.33
n-Tetradecane 7.6
n-Hexadecane 8.86

2.3. Spektrofotometri UV-Vis

Spektrofotometri merupakan salah satu metode instrumen yang paling sering
diterapkan dalam analisis kimia untuk mendeteksi senyawa (padat/cair)

berdasarkan absorban foton. Sampel biasanya harus diperlakukan atau derivatasi
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pada panjang gelombang foton 200 nm-700 nm agar sampel dapat menyerap
foton, misalnya pada sampel penambahan reagen dalam pembentukan garam
kompleks dan lain sebagainya (Irawan, 2019). Instrument Spektrofotometer UV-
Vis atau spektrofotometer ultraviolet-sinar tampak memanfaatkan sinar dengan
panjang gelombang 180-380 nm untuk daerah UV dan 380-780 nm untuk daerah
visible atau sinar tampak. Spektrofotometer ini jenisnya terdiri berkas tunggal
(single beam) dan berkas rangkap (double beam). Perbedaan pada keduanya
adalah pada spektrofotometer double beam pengukuran dapat dilakukan secara
bersamaan antara kuvet yang berisi larutan contoh atau standar dan kuvet yang
berisi blanko dalam satu ruang sehingga pembacaan serapan zat tidak dipengaruhi
oleh perubahan tegangan listrik karena blangko dan zat diukur pada saat yang

bersamaan (Warono & Syamsudin, 2013).

Konsentrasi didalam larutan dapat ditentukan dengan mengukur absorben pada

panjang gelombang tertentu dengan menggunakan hukum Lambert-Beer

(Rohman, 2007). Hukum Lambert-Beer dinyatakan dalam persamaan berikut:
A=axbxc

Keterangan :

A=absorban

a=absorptivitas molar

b=tebal kuvet (cm)

c=konsentrasi

Prinsip kerja spektrofotometri UV-Vis yakni cahaya yang berasal dari lampu

deuterium maupun wolfram diteruskan melalui lensa menuju ke manokromator

pada spektrofotometer dan fotometer.



I11.  METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan November 2022-Juni 2023 dilaboratorium
Biokimia, Jurusan Kimia, Fakultas Matematika Dan limu Pengetahuan Alam

Universitas Lampung.

3.2. Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini meliputi alat-alat gelas (kaca arloji,
gelas kimia 1000 mL, gelas ukur 1000 mL, labu ukur 10 mL, erlenmayer 250 mL,
erlenmayer 500 mL, corong gelas, batang pengaduk, tabung reaksi, cawan petri),
hot plate, neraca analitik, bunsen, termometer 100 °C, jarum ose, pH meter, ice
box, baskom plastik, waterbath incubator, oven, shaker, micropipette, tip,
magnetic stirrer, autoclave model S-90N, sentrifuga, tabung sentrifuga, laminar
air flow (LAF) CRUMA model 9005-FL, dan spektroftometer UV-Viseble
Agilent Cary 100.

Bahan — bahan yang digunakan pada penelitian ini, meliputi bakteri mesofilik
isolat lokal LKM G1 dari pengomposan limbah domestik (Fransiska, 2019).
Nutrient Broth (NB), Nutrient Agar (NA), minyak zaitun bertolli, minyak kelapa
sawit, tween 80, p-nitrofenol (p-NP), p-nitrofenil palmitat (p-NPP), gum arab,
isopropanol, tris HCI, NaOH, HCI, Na,CO,, triton —X 100, CuSO,, Na-K tartrat,
reagen folin —Ciocelteau, akuades, NaH,PO,4, Na,HPQO,4, metanol, butanol, etil
asetat, klorofrom, benzena, heksana, kapas, kertas saring, alumunium foil, kasa,

plastik wrap, dan spirtus.
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3.3. Prosedur Penelitian

Prosedur yang dilakukan pada penelitian ini diantaranya persiapan, pembuatan
media, peremajaan bakteri Lysinibacillus boronitolerans LKM G1 penghasil
lipase, produksi lipase, pemurnian lipase, karakterisasi enzim lipase pH dan suhu
optimum serta uji kestabilitan enzim lipase dalam berbagai variasi pH, suhu, dan

pelarut organik.

3.3.1. Tahap Persiapan

a. Persiapan Alat

Peralatan gelas yang akan digunakan dicuci bersih, dikeringkan, dan
disterilisasi agar alat-alat terhindar dari kontaminasi mikroba yang tidak
diinginkan. Sterilisasi alat dilakukan menggunakan autoclave pada suhu
121° C dengan tekanan 1 atm selama 15 menit. Seluruh kegiatan secara
aseptik dilakukan didalam Laminar Air Flow (LAF).

3.3.2. Pembuatan Media

Media yang digunakan dalam penelitian ini adalah media padat/agar miring,
pembuatan media cair, dan pembuatan media kultur. Pembuatan media dapat
dilakukan dengan cara berikut:
a. Pembuatan Media Padat/ Media Agar Miring
Media padat yang digunakan adalah medium Nutrient Agar (NA) untuk media
pertumbuhan bakteri. Media padat dibuat dengan cara menimbang 2,8 gram
NA, lalu ditambahkan kedalam akuades 100 mL dan dipanaskan hingga larut.
Setelah itu media disterilisasi menggunakan autoclave pada suhu 121 °C

dengan tekanan 1 atm selama 15 menit.

b. Pembuatan Media Cair
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Media cair yang digunakan yaitu medium Nutrient Broth (NB) untuk media
pertumbuhan bakteri. Media cair yang dibuat dengan cara menimbang 1,3
gram NB, lalu ditambahkan ke dalam 100 mL akuades dan dipanaskan hingga
larut. Media disterilisasi menggunakan autoclave pada suhu 121°C dengan

tekanan 1 atm selama 15 menit.

c. Pembuatan Media Kultur
Media kultur yang akan digunakan sebagai starter dan kultur disiapkan dengan
cara ditimbang sebanyak 1,3 gram Nutrient Broth (NB) kemudian dilarutkan
dalam 100 mL buffer fosfat pH 6. Lalu ditambah 2 tetes tween 80 dan 2 mL
minyak zaitun. Media disterilisasi di autoclave pada suhu 121°C dengan

tekanan 1 atm selama 15 menit.

3.3.3. Peremajaan Bakteri Lysinibacillus boronitolerans LKM G1

Isolat LKM G1 diambil 1 ose dimasukan kedalam media NB, kemudian dishaker
selama 24 jam dengan kecepatan 120, lalu dituang kedalam media NA pada
cawan dan dibiakan diinkubasi selama 24 jam kemudian digores ke media NA
miring dalam tabung secara aseptik, lalu dibiakan diinkubasi selama 24 jam pada

suhu 30 °C dan disimpan sebagai isolat stok.

3.3.4. Produksi Enzim

Isolat LKM G1 dalam media agar miring diambil sebanyak 2 ose dimasukan
dalam 20 mL starter kemudian diinkubasi pada shaker incubator dengan
kecepatan 120 rpm selama 24 jam. Sebanyak 2 % starter dipindahkan ke media
kultur (medium fermentasi) dan diinkubasi dalam shaker incubator dengan
kecepatan 120 rpm selama 60 jam pada pH 6 dan penambahan induser minyak
kelapa 4% (Husna, 2022). Setelah proses inkubasi selesai, media kultur yang
berisi bakteri di sentrifugasi dengan kecepatan 5000 rpm selama 15 menit. Filtrate
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hasil sentrifugasi disebut ekstrak kasar enzim, kemudian ditentukan aktivitas
lipasenya menggunakan metode spektrofotometri dengan substrat p-NPP dan

kadar protein enzim mengunakan metode Lowry (Rait, 2022).

3.3.5. Pemurnian Enzim

Pemurnian enzim lipase hasil produksi dilakukan dengan 2 tahapan sebagai
berikut:

a. Fraksinasi Ammonium Sulfat
Proses pemurnian sampel ekstrak kasar enzim lipase diawali dengan fraksinasi

bertingkat menggunakan garam ammonium sulfat dengan tingkat kejenuhan
(0-20)%, (20-40)%, (40-60)%, (60-80)%, dan (80-100)%. Fraksinasi dengan
ammonium sulfat dilakukan dengan cara menambahkan ammonium sulfat
perlahan-lahan kedalam larutan estrak kasar enzim dalam gelas beaker sambil
diaduk dengan pengaduk magnet. Pengadukan diusahakan sedemikian rupa
sehingga tidak menimbulkan busa selama pengadukan kurang lebih 20 menit.
Setiap endapan protein enzim yang didapat lalu dipisahkan dari filtratnya
dengan sentrifugasi pada kecepatan 5000 rpm selama 15 menit kemudian
dilarutkan ke dalam larutan buffer fosfat pH 6 dengan konsentrasi 0,25 M.
Setiap fraksi diuji aktivitas lipasenya menggunakan metode spektrofotometri
dengan substrat p-NPP dan kadar protein dengan metode Lowry.

b. Dialisis
Dialisis dilakukan pada suhu dingin menggunakan pengaduk magnet. Enzim
yang telah dimurnikan dengan fraksinasi ammonium sulfat dimasukan ke
dalam kantong selofan, lalu kantong selofan tersebut dimasukan kedalam
wadah yang berisi buffer fosfat pH 6 0,1 M dan diletakkan diatas pengaduk
magnet. Pada saat dialisis dilakukan pergantian buffer setiap 4 jam agar
konsentrasi ion-ion dalam kantong dialisis dapat berkurang. Proses ini
dilakukan secara berulang terus sampai ion-ion dalam kantong dialisis dapat

diabaikan. Untuk mengetahui bahwa sudah tidak ada ion garam dalam
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kantong, diuji dengan menambah larutan Ba(OH), atau BaCl,. Bila masih ada
ion sulfat dalam kantong, maka akan terbentuk endapan putih BaSO,.

3.3.6. Karakterisasi Enzim

a. Pengaruh pH Terhadap Aktivitas Enzim
Enzim yang telah dimurnikan selanjutnya dikarakterisasi pH optimumnya,
yaitu pada rentang pH 5, 6, 7, 8, 9, dan 10. Lalu enzim hasil pemurnian parsial
direaksikan dengan substrat masing-masing pH kemudian diinkubasi selama
15 menit, setelah itu ditentukan aktivitas lipasenya menggunakan metode

spektrofotometri menggunakan substrat p-NPP.

b. Pengaruh Suhu Terhadap Aktivitas Enzim
Enzim yang telah dimurnikan selanjutnya dikarakterisasi suhu optimumnya
yaitu pada rentang suhu 25, 30, 35, 40, 45, dan 50 °C. enzim hasil pemurnian
ditambahkan substrat p-NPP lalu diinkubasi dengan masing-masing suhu pada
pH optimumnya dan ditentukan aktivitas nya dengan metode spektofotometri

menggunakan subtrat p-NPP (May & Herasari, 2021).

3.3.7. Stabilitas Enzim

a. Variasi pH

Efek pH pada stabilitas lipase ditentukan dengan menginkubasi enzim lipase
hasil permunian kedalam larutan buffer 50 mM dengan rentang pH 5,0-10,0
kemudian di inkubasi pada suhu 37°C selama 15 menit, 30 menit, 45 menit,
dan 60 menit, ditentukan aktivitasnya menggunkan metode spektrofotometri
dengan substrat paranitofenil palmitat (p-NPP) pada pH optimum, sebagai
kontrol digunakan akuades sebagai pengganti buffer (Charoenpanich et al,
2011).
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b. Variasi Suhu
Efek suhu pada stabilitas lipase ditentukan dengan mereaksikan enzim lipase
hasil pemurnian dengan substrat p-nitrofenil palmitat pada pH optimum dalam
berbagai suhu, rentang suhu yang digunakan adalah 25-50 °C. selanjutnya
campuran reaksi di inkubasi pada suhu tertentu dalam water bath dan di uji
aktivitas lipase dengan metode spektrofotometri menggunakan substrat
paranitofenil palmitat ( p-NPP). Stabilitas terhadap suhu ditentukan dengan
mengukur aktivitas lipase setelah perinkubasian enzim dalam 50 Mm buffer
pH 6 pada berbagai suhu (25-50 °C) selama 15 menit, 30 menit, 45 menit dan
60 menit. Aktivitas lipase tanpa proses inkubasi digunakan sebagai kontrol
yang dimana stabilitas lipase di nyatakan dalam bentuk aktivitas relatif
terhadap kontrol (Parwata, 2012).

c. Pelarut Organik
Pelarut organik yang digunakan adalah metanol, butanol, etil asetat,
klorofrom, benzena, dan heksana. Stabilitas lipase terhadap pelarut organik di
tentukan dengan menginkubasi enzim dalam pelarut organik dengan
perbandingan pelarut organik terhadap larutan enzim sebesar 1:1 (1 mL enzim
dan 1 mL pelarut organik). Lalu diinkubasi dalam shaker dengan kecepatan
150 rpm pada suhu 37°C. Selama 30 menit (Abd Rahman et al., 2010).
Selanjutnya campuran larutan di tambahkan substrat p-NPP sebanyak 1 mL
dan di shaker kembali selama 15 menit, 30 menit, 45 menit, dan 60 menit
dengan kecepatan 150 rpm. Kemudian campuran larutan ditentukan aktivitas
enzimnya. Sebagai larutan kontrol digunakan akuades untuk menggantikan
pelarut organik, stabilitas lipase terhadap pelarut organik dinyatakan dalam

bentuk aktivitas relatif terhadap kontrol

Kestabilan enzim ditentukan dengan cara menghitung persen aktivitas sisa yaitu
aktivitas enzim setelah perlakuan inkubasi dibagi dengan aktivitas sebelum enzim
diinkubasi . enzim dapat dikatakan stabil apabila aktivitas enzim sisanya lebih
dari 50% (Sukmana et al., 2014).
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3.3.8. Uji Aktivitas Enzim Lipase

a. Kurva Standar p-nitrofenol (p-NP)
kurva p-nitrofenol(p-NP) dibuat dengan cara : larutan p-NP 0,01 M dibuat
dengan melarutkan 14 mg serbuk p-NP dengan akuades sebanyak 10 mL.
larutan p-NP merupakan larutan stok untuk pembuatan larutan dengan
konsentrasi lebih kecil . deret konsentrasi standar yang digunakan dalam
penelitian ini adalah 300uM, 500uM, 700uM,900uM,1100uM, 1300uM
(Umar, 2016).

b. Uji Aktivitas Lipase
Aktivitas lipase diukur dengan menggunakan substrat p-nitrophenyl palmitat
dengan cara berikut:
Larutan A (15 mg p-nitrophenyl palmitat dilarutkan dalam 5 mL isopropanol)
di campurkan kedalam larutan B (0,05 gram Gum Arabic dan 0,2 mL triton X-
100 lalu dilarutkan dalam 50 Mm buffer Tris-HCL pH 8), kemudian
dihomogenkan seluruh bahan hingga volume akhir 50 mL. Aktivitas lipase
diukur dengan mencampur 1,8 mL larutan subtrat dengan 0,2 mL larutan
enzim dan diinkubasi dalam suhu ruang selama 15 menit. Lalu larutan kontrol
disiapkan sebanyak 0,2 mL larutan enzim lalu ditambahkan aseton:etanol (1:1)
untuk menginaktivasi enzim dan dilakukan perlakuan yang sama seperti
sampel. Absorbansi diukur menggunakan spektrofotometer dengan panjang
gelombang 410 nm (Vitisant, T et al., 2013)

c. Uji Kadar Protein
Kadar protein enzim di tentukan dengan menggunakan metode lowry (Lowry
et al, 1951). Adapun pereaksi yang digunakan dalam pengujian kadar protein
antara lain:
Pereaksi A : 2 gram Na,COs dilarutkan dalam 100 mL NaOH 0,1 N
Pereaksi B : 5 mL larutan CuSO4.5H,0 1% ditambahkan 5 mL larutan Na(K)-
tartat 1%.
Pereaksi C : 2 mL pereaksi B ditambahkan 100 mL pereaksi A

Pereaksi D: reagen Folin-ciocalteu diencerkan dengan akuades 1:1.
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Sebanyak 0,1 mL enzim lipase ditambahkan 0,9 mL akuades lalu ditambahkan
5 mL pereaksi C kemudian dihomogenkan dan didiamkan selama 10 menit
pada suhu kamar, lalu ditambahkan dengan cepat 0,5 mL pereaksi D kemudian
dihomogenkan dan didiamkan selama 30 menit, setelah itu diukur pada
panjang gelombang 750 nm. Sebagai larutan kontrol 0,1 mL enzim diganti
dengan 0,1 mL akuades dengan perlakuan yang sama seperti sampel, untuk
menentukan konsentrasi protein enzim digunakan kurva standar Bovine Serum
Albumin (BSA)
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Tahap-tahap penelitian yang akan dilakukan dalam penelitian ini dapat dilihat

pada Gambar 1.

Bakteri Lokal Isolat LKM G1

Peremajaan bakteri pada
media agar miring

produksi enzim lipase

uji aktivitas lipase dan kadar
protein

Enzim lipase bakteri isolat LKMG1

Pemurnian dengan fraksinasi
dan dialisis

uji aktivitas lipase dan kadar
protein

Enzim hasil pemurnian

Karakterisasi pH dan suhu
optimumnya

uji kestabilan lipase dalam
pH, suhu dan berbagai
pelarut organik

uji aktivitas

Dianalis dengan
spektrofotometer UV-Vis
(A=410nm)

UV-Vis

Data analisis Spektrofotometri

Gambar 1. Skema Alur Prosedur

Penelitian



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Simpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan :

1.

Ekstrak kasar enzim lipase dari bakteri Lysinibacillus boronitolerans LKM G1
memiliki aktivitas spesifik sebesar 1082,45 U/mg, mengalami peningkatan 4
kali pada tahap pemurnian dialisis yang memiliki aktivitas spesifik 4340,30
U/mg. Enzim lipase dari bakteri Lysinibacillus boronitolerans LKM G1
memiliki pH optimum pada pH 6, dan memiliki suhu optimum pada suhu 40
°C.

Enzim lipase dari bakteri Lysinibacillus boronitlerans LKM G1 stabil pada
pH 5, 6, 7, 8, 9, dan 10 pada waktu inkubasi 15-30 menit. Sedangkan pada
variasi suhu 25, 30, 35, 40, 45, dan 50 °C stabil pada waktu inkubasi 15-45
menit, dan pada variasi pelarut organik metanol, butanol, etil asetat, klorfrom,
heksana, dan benzena stabil pada waktu inkubasi 15-30 menit.

pH 6, suhu 40 °C dan pelarut heksana retatif menstabilkan enzim lipase dari
isolat lokal bakteri Lysinibacillus boronitolerans LKM G1 dibandingkan

dengan pH, suhu dan pelarut lainnya.

5.2. Saran

Pada penelitian selanjutnya disarankan untuk melakukan pemurnian enzim

menggunakan metode kromatografi kolom agar mendapatkan enzim lipase dengan

tingkat kemurnian lebih baik dan penentuan berat molekul dari enzim serta

disarankan mempelajari metode lain untuk meningkatkan kestabilan lipase dari



bakteri isolat lokal Lysinibacillus boronitolerans LKM G1 sehingga dapat
digunakan dalam berbagai bidang industri.
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