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ABSTRAK 

 

 

PENGARUH RASIO MOLAR MINYAK DENGAN METANOL TERHADAP 

AKTIVITAS TRANSESTERIFIKASI MENGGUNAKAN KATALIS ENZIM 

LIPASE YANG DIHASILKAN OLEH ISOLAT BAKTERI Klebsiella sp. 

LPG172 PADA PRODUKSI BIODIESEL 

 

 

Oleh 

 

 

Partini 

 

 

 

 

Dalam penelitian telah didapatkan enzim lipase yang dihasilkan dari bakteri 

Klebsiella sp. LPG172 sebagai katalis pada reaksi transesterifikasi untuk produksi 

biodiesel. Dilakukan untuk mempelajari lipase yang dihasilkan oleh Klebsiella sp. 

LPG172 mengenai kemampuannya sebagai katalis dengan menentukan kurva 

pertumbuhan bakteri, pemurnian ekstrak kasar enzim, penentuan karakteristik 

enzim murni dan penggunaanya pada produksi biodiesel. Kurva pertumbuhan 

bakteri Klebsiella sp. LPG172 menunjukan aktivitas tertinggi lipase pada jam ke-

66. Ekstrak kasar enzim dengan volume 2500 mL/L dengan aktivitas sepesifik 

13,07 U/mg. Sedangkan ekstrak kasar enzim yang dimurnikan secara bertahap 

dengan ammonium sulfat dan dialisis menghasilkan enzim murni dengan tingkat 

kemurnina sebesar 2,3 kali. Pada karakterisasi enzim didapatkan aktivitas 

optimum enzim murni berada pada pH 7, suhu 70 
o
C, waktu inkubasi 25 menit, 

dan metanol 75%. Produksi biodiesel menggunakan katalis enzim lipase dari 

bakteri Klebsiella sp. LPG172 pada reaksi transesterifikasi dengan variasi rasio 

molar minyak kelapa sawit dan methanol 1:4, 1:5, dan 1:6 dilakukan pengujian 

pada nilai uji densitias dan viskositas kinematik yang relatif baik pada 

berbandingan rasio molar minyak kelapa sawit dan metanol yakni 1:4 dengan nilai 

densitas sebesar 877 Kg/m
3
 dan nilai viskositas kinemtik 2,848 × 10

-6
 m

2
/s. Hasil 

analisis GC-MS dari reaksi transesterifikasi menunjukan jumlah relatif metil ester 

pada sampel 1:4  sebesar 5,99%. 

 

 

 

 

Kata kunci: Klebsiella sp., karakteristik enzim, transesterifikasi, biodiesel. 



ABSTRACT 

 

 

THE EFFECT OF THE MOLAR RATIO OF OIL TO METHANOL ON THE 

TRANSESTERIFICATION REACTION USING THE LIPASE ENZYME 

CATALYST PRODUCED BY THE BACTERIA ISOLATE Klebsiella sp. LPG172 

IN BIODIESEL PRODUCTION 

 

 

 

By 

 

 

Partini 

 

 

 

 

In research, the lipase enzyme produced from the bacteria Klebsiella sp. LPG172 

was used as a catalyst in the transesterification reaction of palm oil for biodiesel 

production. Before used as catalyst, the bacterial growth curve was determined 

and then the crude extract of the enzyme was purified. The growth curve of the 

bacteria shows the highest lipase activity at the 66
th

 hour. Enzyme crude was 

found to have a specific activity of 13.07 U/mg. Meanwhile, the crude extract of 

the enzyme was gradually purified with ammonium sulfate and dialysis to produce 

pure enzyme with a purity level of 2.3 times. In enzyme characterization, it was 

found that the optimum activity of pure enzyme was at pH 7, temperature 70 
o
C, 

incubation time 25 minutes, and 70% methanol. Biodiesel production using the 

enzyme catalyst was conducted with variations in the molar ratio of palm oil and 

methanol 1:4, 1:5, and 1:6. The biodiesel with relatively good density and 

kinematic viscosity was produced from the exeperiment with a molar ratio of palm 

oil and methanol is 1:4 with a density value of 877 Kg/m
3
 and a kinetic viscosity 

value of 2.848 × 10-6 m
2
/s. The results of GC-MS analysis of the 

transesterification reaction showed that the relative amount of methyl ester in the 

1:4 sample was 5.99%. 
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People don’t have to like you 

People don’t have to love you 

They don’t even have to respect you 

But when you look in the mirror 

You have better love what you see 

(Sherly Lee Raph) 

 

 

“Teruslah berani, dunia menunggu keajaibanu”. 

(Par) 

 

 

Boleh jadi kamu membenci sesuatu padahal ia amat baik bagimu, dan 

boleh jadi pula kamu menyukai sesuatu padahal ia amat buruk bagimu, 

Allah mengetahui sedang kamu tidak mengetahui,”  

(QS Al-Baqarah: 216) 

 

 

 

Rasulullah SAW bersabda: “Barang siapa yang tidak mensyukuri yang 

sedikit, maka ia tidak akan mampu mensyukuri sesuatu yang banyak,” 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

1.1. Latar Belakang 
 
 

Kebutuhan akan energi utama bahan bakar minyak terus menerus meningkat 

disebabkan oleh semakin bertambahnya penduduk dan teknologi dibidang 

industri. Oleh karena itu dibutuhkan bahan bakar alternatif untuk mengurangi 

terbatasnya sumber energi di Indonesia. Salah satu sumber energi yang dapat di 

produksi adalah biodiesel. Biodiesel merupakan mono-alkil ester yang terdiri dari 

asam lemak rantai panjang yang didapatkan dari minyak nabati dan lemak hewani. 

Mono-alkil ester dapat berupa metil ester atau etil ester, hal tersebut ditentukan 

oleh jenis alkohol yang digunakan. Biodiesel memiliki beberapa keunggulan yaitu 

tidak perlu modifikasi mesin, dikarenakan biodiesel mempunyai efek pembersihan 

terhadap tangki bahan bakar injektor dan slang, tidak menambah efek rumah kaca 

karena karbon yang dihasilkan masih dalam siklus karbon. Energi yang dihasilkan 

hampir sama dengan petroleum diesel (Devita, 2015). Biodiesel berasal dari minyak 

nabati yang berasal dari tanaman kelapa, kelapa sawit, minyak jarak, minyak biji karet 

dan lain sebagainya. Selain dari minyak nabati biodiesel berasal dari minyak hewani yang 

mengandung trigliserida, Asam Lemak Bebas (ALB), dan pencemar (Bustaman, 2009).  

 

Pada penelitian ini menggunakan salah satu bahan baku yang produktif untuk 

diolah menjadi biodiesel yaitu minyak kelapa sawit (Elaeis guineensis jacq) 

karena memiliki kadar asam lemak bebas yang tinggi (Mardawati et al., 2019). 

Kelapa sawit merupakan tanaman yang telah dibudidayakan secara intensif di 

Indonesia, khususnya dalam pembuatan Crude Palm Oil (CPO) sebagai bahan 

dasar pembuatan minyak goreng, sabun di dalam negeri atau dieskpor. Luas 

perkebunan minyak kelapa sawit mencapai 15,08 juta hektar (ha) pada 2021. Luas 

perkebunan tersebut naik 1,5% atau seluas 1,48 juta ha dibanding tahun 
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sebelumnya.  Kementan juga mencatat, jumlah produksi kelapa sawit nasional 

sebesar 49,7 juta ton pada 2021. Angka tersebut naik 2,9% dari tahun sebelumnya 

yang berjumlah 48,3 juta ton (Kementan, 2021). 

 

Biodiesel dapat diproduksi melalui reaksi transesterifikasi, yaitu reaksi yang 

dilakukan dengan mereaksikan trigliserida dan alkohol menggunakan katalis asam 

atau basa (Jumari, 2013). Reaksi transesterifikasi yaitu reaksi pertukaran antara 

alkohol dengan suatu ester untuk membentuk ester lain pada suatu proses yang 

mirip dengan hidrolisis, kecuali pada penggunaan alkohol untuk menggantikan air 

dan menghasilkan produk (Rasyid, 2020). Pada reaksi transesterifikasi diperlukan 

asil aseptor berupa alkohol. Jenis alkohol yang umum digunakan pada penelitian 

adalah metanol dan etanol karena kemampuan mengurainya yang lebih tinggi 

dibandingkan dengan alkohol rantai panjang (Gog et al., 2012). Oleh karena itu 

pada penelitian ini digunakan preaksi metanol karena mudah didapat dan harga 

lebih murah. Reaksi transesterifikasi lebih disukai dari pada esterifikasi karena 

reaksinya lebih cepat dan tidak memerlukan banyak alkohol. Untuk mempercepat 

jalannya reaksi dan meningkatkan hasil proses dilakuka pengadukan yang baik 

dan penambahan katalis (Gerpen, 2005).  

 

Proses transesterifikasi dilakukan dengan menggunakan suatu katalis. Katalis 

yang umumnya dipakai adalah KOH dan NaOH (Saragih, 2021). Transesterifikasi 

dipengaruhi oleh beberapa faktor, diantaranya waktu reaksi, suhu, jenis katalis, 

dan rasio molar trigliserida dengan alkohol. Produk biodiesel umumnya dilakukan 

dengan suhu tinggi dengan sumber panas eksternal. Namun penggunaan katalis 

enzim juga banyak digunakan karena lebih banyak keuntungan yang didapat 

dibandingkan menggunakan katalis asam basa. Keuntungan menggunakan katalis 

enzim antara lain prosesnya dilakukan dengan suhu yang lebih rendah,hasilnya 

lebih tinggi, katalisnya dapat digunakan secara berulang, menghemat bahan kimia 

dan pemisahan gliserol lebih mudah (Aziz, 2007). Dalam penelitian Arba, 2013, 

menggunakan metode transesterifikasi minyak kelapa sawit dan metanol dengan 

enzim lipase sebagai katalis.  Hasil penelitiannya menunjukkan pada rasio molar 

minyak kelapa sawit 1:6 menghasilkan FAME tertinggi sebesar 4.55%. Hal ini 

disebabkan minyak goreng komersial, telah mengalami bebrapa tahapan proses 
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pemurnian sehingga dapat mengurangi adanya impurities atau pemgotor-pengotor 

dalam minyak. Dengan berkurangnya impurities maka akan meningkatkan reaksi 

terbentuknya FAME dalam minyak goreng komersial. 

Enzim yang dapat mengkatalisis reaksi hidrolisis trigliserida menjadi gliserol dan 

asam lemak bebas, esterifikasi, aminolisis dan reaksi transesterifikasi disebut 

dengan enzim lipase (Sholeha et al., 2021). Enzim lipase dapat dihasilkan dari 

bakteri Klebsiella sp. LPG172 karena bakteri ini memiliki kemampuan dalam 

menghidrolisis minyak. Pada penelitian ini digunakan lipase dari bakteri 

Klebsiella sp. LPG172 (Firyal, 2022). Produksi lipase dapat dilakukan melalui 

teknik fermentasi secara substrat padat dengan menggunakan mikroorganisme 

khususnya pada kelapa sawit (Indah et al., 2017). Klebsiella penghasil lipase 

dibuktikan dengan adanya zona bening disekitar koloni bakteri yang tumbuh.  

Zona ini terbentuk karena isolat mampu menghidrolisis tween-80 menjadi asam 

lemak dan menghasilkan enzim lipase. Karena semakin besar daerah zona bening 

yang terbentuk, maka semakin besar kemampuan bakteri dalam menghasilkan 

enzim ekstraseluler lipase untuk mendegradasi lipid. (Mazhar et al., 2018). 

Kemudian, enzim lipase yang dihasilkan dari bakteri Klebsiella sp. LPG 172 

digunakan sebagai katalis untuk produksi biodiesel dari minyak kelapa sawit dan 

metanol untuk proses reaksi transesterifikasi, lalu didapatkan nilai aktivitas 

transesterifikasi lipase yang tinggi. Enzim dapat digunakan secara luas dalam 

bidang industri, serta dapat meningkatkan informasi tentang penggunaan katalis 

enzim lipase sebagai biodiesel (Dewi et al., 2019).  

 

Bakteri Klebsiella sp. LPG172 merupakan sel bakteri berwarna merah 

menunjukkan bahwa bakteri tersebut merupakan bakteri gram negatif karena 

komposisi dinding sel bakteri gram negatif sebagian besar tersusun dari lapisan 

lipid, sehingga pada saat pewarnaan kurang dapat mempertahankan zat warna 

kristal violet saat dicuci dengan alkohol (lipid rusak saat dicuci dengan alkohol), 

sel bakteri terwarnai oleh safranin sehingga sel bakterinya berwarna merah. 

Beberapa contoh mikroorganisme penghasil lipase diantaranya yaitu 

Staphylococcus aures, Bacillus, Pseoudomonas, Miraxella, Mucor meihei dan 

Candida rugosa (Dan et al., 2012). Pada penelitian ini digunakan isolat bakteri 
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Klebsiella sp. LPG172 sebagai penghasil lipase yang selanjutnya akan digunakan 

sebagai katalis pada reaksi transesterifikasi dalam produksi biodiesel. Pada uji 

aktivitas lipase menggunakan metode Fu, dengan cara mereaksikan substrat P- 

nitrophenil palmitat. Selain itu penelitian ini dilakukan juga untuk mengetahui 

hasil produk dari biodiesel dengan analisis menggunakan GC-MS. 

 

 

 

1.2. Tujuan Penelitian 
 
 

Adapun tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Menentukan kurva pertumbuhan bakteri Klebsiella sp. LPG172 dalam 

memproduksi enzim lipase. 

2. Menentukan nilai aktivitas spesifik dan tingkat kemurnian enzim hasil 

pemurnian. 

3. Menentukan karakteristik enzim lipase hasil pemurnian nilai pH, suhu, waktu 

inkubasi dan pengaruh konsentrasi metanol. 

4. Mengetahui hasil produksi biodiesel melalui proses transesterifikasi. 

 

 

 

1.3. Manfaat Penelitian 
 
 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai bakteri 

Klebsiella sp. LPG172 dalam menghasilkan enzim lipase. Serta dapat mengetahui 

potensi dari enzim lipase keterkaitan untuk memproduksi biodiesel sebagai bahan 

bakar alternatif, melalui proses transesterifikasi. 

 



 
 

  

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 
 
 

2.1. Bakteri 
 
 

Bakteri berasal dari bahasa Latin bacterium; jamak: bacteria adalah kelompok 

organisme yang tidak memiliki membran inti sel. Organisme ini termasuk ke 

dalam domain prokariota dan berukuran sangat kecil (mikroskopik). Hal ini 

menyebabkan organisme ini sangat sulit untuk dideteksi, terutama sebelum 

ditemukannya mikroskop. Dinding sel bakteri sangat tipis dan elastis ,terbentuk 

dari peptidoglikan yang merupakan polimer unik yang hanya dimiliki oleh 

golongan bakteri. Fungsinya dinding sel adalah- memberi bentuk sel, member 

perlindungan dari lingkungan luar dan mengatur pertukaran zat-zat dari dan ke 

dalam sel teknik pewarnaan Gram adalah untuk menunjukan perbedaan yang 

mendasar dalam organisasi struktur dinding sel bakteri atau cell anvelope. Bakteri 

Gram positif memiliki dinding sel relatif tebal, terdiri dari berlapis-lapis polymer 

peptidoglycan (disebut juga murein). Tebalnya dinding sel menahan lolosnya 

komplek kristal violet-iodine ketika dicuci dengan alkohol atau aseton. Bakteri 

Gram negatif memiliki dinding sel berupa lapisan tipis peptidoglycan, yang 

diselubungi oleh lapisan tipis outer membran yang terdiri dari lipopolysaccharide 

(LPS) (Maryanti et al., 2007). Bakteri merupakan golongan prokariotik karena 

organisme yang tidak memiliki nukleus dan membran. Patogen juga merupakan 

bakteri, yang memiliki ukuran kecil (0,5-0,5 pm) ada pun jenis yang lain yaitu 

berukuran 0,3 mm dalam diameter. Bakteri sebagai makhluk hidup tentu memiliki 

informasi genetik berupa DNA, tapi tidak terlokalisasi dalam tempat khusus 

(nukleus) dan tidak ada membran inti. DNA pada bakteri berbentuk sirkuler, 

panjang dan biasa disebut nukleoid DNA bakteri tidak mempunyai intron dan 

hanya tersusun 
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atas ekson saja. Bakteri juga memiliki DNA ekstra kromosomal yang tergabung 

menjadi plasmid yang berbentuk kecil dan sirkuler (Boleng et al.,2015). 

 

 

2.1.1. Klebsiella sp. 
 
 

Salah stau bakteri yang dapat menghasilkan enzim lipase yaitu bakteri Klebsiella 

sp. Klebsiella sp. merupakan bakteri gram negatif dari famili Enterobacteriaceae 

yang dapat ditemukan di traktus gastrointestinal dan traktus respiratorius. 

Ukurannya cenderung lebih pendek dan lebih tebal., berukuran 0,3- 1,5 µm 

dengan panjang 0,5-5,0 µm. Pertumbuhan ideal nya pada suhu 35-37
o
C, 

sedangkan tingkat pH  idealnya 7,2. Adapun beberapa bagian dari  Klebsiella sp. 

antara Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Klebsiella ozaenae dan 

Klebsiella rhinoscleromatis. Pada manusia, K. pneumoniae hidup secara saprofit 

dalam sistem pernafasan dan tinja manusia normal sebesar 5%, dengan 1% dapat 

menyebabkan radang paru – paru. Berdasarkan kebutuhannya akan oksigen, 

Klebsiella sp. merupakan bakteri fakultatif anaerob (Ramaditya et al., 2018). 

Pada penelitian (Fitriasari et al.,2020) menyatakan bahwa menemukan beberapa 

jenis bakteri yang terdapat pada tanah tempat penimbunan sampah salah satunya 

yaitu bakteri Klebsiella sp. pada penelitiannya juga menjelaskan bahwa tanah 

merupakan habitat bagi mikroorganisme penghasil enzim hidrolitik.  

 

 

 

2.1.2. Fase Pertumbuhan Bakteri 
 
 

Apabila bakteri ditumbuhkan kembali ke dalam medium yang baru maka bakteri 

tidak akan segera membelah diri akan tetapi mengalami fase pertumbuhan. Fase-

fase pertumbuhan bakteri sebagai berikut: 

a) Fase permulaan. Fase ini juga dikenal sebagai fase initial atau lag phase. Pada 

fase ini bakteri belum berkembangbiak atau perbanyakan sel. Pada fase ini 

biasanya terjadi pembentukan enzim induktif atau germinasi spora. 



7 
 

  

b) Fase Pertumbuhan. Pada fase ini terjadi pertumbuhan yang dipercepat dan sel 

bakteri belum memperbanyak diri secara optimal. 

c) Fase Logaritma. Fase ini juga dikenal exponensial phase oleh karena pada fase 

ini kecepatan pertumbuhan populasi sel berjalan maksimal dan konstan. Sel 

bakteri sangat aktif membelah diri, 

d) Fase pertumbuhan diperlambat/terhambat. Pada fase ini pertumbuhan sel 

bakteri mulai terhambat, kecepatan pertumbuhan makin lama makin menurun. 

Penurunan kecepatan pertumbuhan sel disebabkan oleh kehabisan nutrisi 

akumulasi substansi toksik hasil metabolisme sel dan perubahan pH yang 

tajam. 

e) Fase Stasioner. Pada fase ini kecepatan pertumbuhan sel adalah nol. jumlah 

pembentukan sel baru sebagai hasil reproduksi seimbang dengan jumlah sel 

yang mati. 

f) Fase Kematian. Fase ini dikenal sebagai phase of decline oleh karena jumlah 

sel yang hidup makin lama makin menurun, sedangkan jumlah kematian sel 

makin banyak. Hal ini disebabkan oleh kondisi lingkungan yang tidak sesuai 

terutama adanya akumulasi toksin hasil metabolisme sel (Risna et al., 2022). 

 

 

 

2.2. Enzim 
 
 

Enzim merupakan protein yang berfungsi sebagai katalis untuk proses biokimia. 

Suatu enzim dapat mempercepat reaksi 10
8
 sampai 10

11
 kali lebih cepat daripada 

tanpa menggunakan katalis. Seperti katalis lainnya, enzim juga menurunkan atau 

memperkecil energi aktivasi suatu reaksi kimia (Poedjiadi et al.,2006). Enzim 

dapat diproduksi oleh kelompok bakteri, kapang maupun khamir. Setiap enzim 

memiliki aktivitas maksimum pada suhu tertentu, aktivitas enzim akan semakin 

meningkat dengan bertambahnya suhu hingga suhu optimum tercapai. Setelah itu 

kenaikan suhu lebih lanjut akan menyebabkan aktivitas enzim menurun 

(Megiadari, 2009). Adapun faktor-faktor utama yang mempengaruhi aktivitas 

enzim adalah: 
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1. Suhu 

Salah satu faktor yang mempengaruhi kerja enzim yaitu suhu. enzim akan 

mengalami denaturasi pada keadaan suhu tinggi dan menurunnya aktivitas enzim. 

Denaturasi terjadi pada kerusakan struktur sekunder protein. Keadaan ini dapat 

menyebabkan terganggunya fungsi protein sebagai katalis, karena enzim 

diibaratkan sebagai kunci dari protein. Begitu pun dengan suhu rendah enzim 

tidak mendukung kerja secara efektif, enzim masing-masing memiliki suhu 

optimum sehingga kerja enzim dapat efektif (Murni et al., 2011).  Hubungan 

antara suhu dan kerja enzim tersebut dapat dilihat dalam gambar 1. 

 

 

 

 

 

 

  

 

2. Tingkat Keasaman (pH) 

Tingkat keasaman (pH) pada enzim harus sesuai dengan rentang pH nya masing-

masing. Kondisi pH yang terlalu asam atau terlalu basa asam amino penyusun 

enzim in aktif. Perubahan pH tersebut akan mempengaruhi ionisasi pada molekul 

protein, sebagian besar pH optimum yaitu pH 7 (netral) (Risna et al., 2022). 

Potensial Hidrogen (pH) merupakan salah satu faktor penting yang harus 

diperhatikan apabila bekerja dengan enzim, hal ini dikarenakan enzim hanya 

mampu bekerja pada kondisi pH tertentu saja. Suatu kondisi pH dimana enzim 

dapat bekerja dengan aktivitas tertinggi yang dapat dilakukannya dinamakan pH 

optimum. Sebaliknya pada pH tertentu enzim sama sekali tidak aktif atau bahkan 

rusak. Hal ini dapat dijelaskan karena diketahui bahwa enzim merupakan molekul 

protein, molekul protein kestabilannya dapat dipengaruhi oleh tingkat keasaman 

lingkungan, pada kondisi keasaman yang ekstrim molekul-molekul protein dari 
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 Gambar 1. Kurva Hubungan Suhu dengan Kerja Enzim 



9 
 

  

0    2    4    6    8    10    12 

pH 

enzim akan rusak. Kurva yang menyatakan hubungan pH dengan kerja enzim 

dapat dilihat pada gambar 2.  

 

 

 

 

 

 

 

pH merupakan salah satu faktor penting yang harus diperhatikan apabila bekerja 

dengan enzim, hal ini dikarenakan enzim hanya mampu bekerja pada kondisi pH 

tertentu saja. Suatu kondisi pH dimana enzim dapat bekerja dengan aktivitas 

tertinggi yang dapat dilakukannya dinamakan pH optimum. Sebaliknya pada pH 

tertentu enzim sama sekali tidak aktif atau bahkan rusak. Hal ini dapat dijelaskan 

karena diketahui bahwa enzim merupakan molekul protein, molekul protein 

kestabilannya dapat dipengaruhi oleh tingkat keasaman lingkungan, pada kondisi 

keasaman yang ekstrim molekul-molekul protein dari enzim akan rusak 

(Poedjiadi,1994).  

3. Konsentrasi Substrat   

Seperti halnya konsentrasi substrat mempengaruhi kerja enzim secara optimal. 

Dimana naiknya konsentrasi substrat maka semakin tinggi kecepatan reaksi yang 

dikatalis oleh enzim pada batas konsentrasi substrat tertentu tidak akan terjadi 

kenaikan reaksi walaupun konsentrasi substrat diperbesar. Jika konsentrasi 

substrat diperbesar maka makin banyak substrat yang akan bergabung pada sisi 

aktif enzim. Maka dengan demikian konsentrasi kompleks enzim substrat makin 

besar. Sedangkan pada penambahan konsentrasi substrat yang tinggi akan 

menyebabkan terjadinya penurunan kecepatan reaksi (Murni et al., 2011). Adapun 

kurva hubungan antara konsentrasi substrat dengan kerja enzim dapat dilihat pada 

gambar 3. 
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 Gambar 2. Kurva Hubungan Nilai pH dengan Aktivitas Enzim 
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Konsentrasi Substrat [S] (mM) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Inhibitor 

Inhibitor yaitu molekul atau ion yang dapat menghambat reaksi tersebut Molekul 

inhibitor dapat berupa modifikasi gugus fungsi pada molekul enzim, molekul 

yang mirip dengan substrat. Inhibitor dapat mengurangi peluang bagi 

terbentuknya kompleks enzim substrat dan hal ini menyebabkan berkurangnya 

kecepatan reaksi. Berdasarkan kerjanya inhibitor dibagi menjadi dua yakni 

inhibitor kompetitif dan non kompetitif. 

a) Inhibitor kompetitif 

Inhibitor kompetitif adalah molekul penghambat yang bersaing dengan substrat 

untuk mendapatkan sisi aktif enzim.  Contohnya sianida bersaing dengan oksigen 

untuk mendapatkan hemoglobin dalam rantai respirasi terakhir. Penghambatan 

inhibitor kompetitif bersifat sementara dan dapat diatasi dengan cara menambah 

konsentrasi substrat. 

b) Inhibitor non kompetitif 

Inhibitor non kompetitif adalah molekul penghambat enzim yang bekerja dengan 

cara melekatkan diri pada luar sisi aktif enzim. Sehingga, bentuk enzim berubah 

dan sisi aktif enzim tidak dapat berfungsi. Hal ini menyebabkan substrat tidak 

dapat masuk ke sisi aktif enzim. Penghambatan inhibitor non kompetitif bersifat 

tetap dan tidak dapat dipengaruhi oleh konsentrasi substrat (Bariroh, 2014). 
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Gambar 3. Kurva Hubungan Konsentrasi Substrat dengan Kerja Enzim 
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2.2.1. Enzim Lipase 
 
 

Lipase (triacylglycerol hydrolases) (E.C.3.1.1.3) merupakan enzim golongan 

hidrolase yang mengkatalisis proses hidrolisis trigliserida menjadi gliserol dan 

asam lemak bebas. Selain itu lipase dapat mengkatalisis proses transesterifikasi 

ester lain serta sintesis ester. Salah satu enzim yang dapat mengkatalisis reaksi 

transesterifikasi untuk mensintesis biodiesel yaitu enzim lipase. Selama ini 

biodiesel diproduksi melalui proses esterifikasi diikuti dengan transesterifikasi 

secara kimia. Dalam satu dekade terakhir ini telah dikembangkan produksi 

biodiesel secara enzimatik menggunakan katalis lipase. Sintesis secara enzimatik 

mempunyai banyak keunggulan dibanding sintesis secara kimia antara lain 

prosesnya dilakukan dengan suhu yang lebih rendah, hasilnya lebih tinggi, dalam 

bentuk enzim. Lipase memiliki kemampuan sebagai katalis dengan reaksi yang 

efisien, stabil dan serbaguna sehingga lipase sangat menarik digunakan secara 

komersial. Selain itu lipase tidak memerlukan kofaktor, dapat bekerja dengan 

rentang pH yang sangat luas serta dapat dengan mudah diimobilisasi pada matriks 

yang berbeda, memiliki kemampuan selektivitas yang  kuat dalam menghidrolisis 

substrat dalam molekul gliserol yang terikat pada gugus asil pada triasilgliserol.  

 

Lipase mengkatalisis tiga jenis reaksi. Reaksi katalitik lipase bersifat bolak-balik 

lipase mengkatalisis sintesis ester pada sistem microaqeous. Namun pada 

beberapa biotransformasi industri oleokimia, proses transesterifikasi nampaknya 

lebih disukai dari pada hidrolisis dan sintesis ester. Reaksi katalitik lipase 

diklasifikasikan kedalam dua kategori utama, yaitu hidrolisis dan sistesis. Reaksi 

yang masuk dalam kategori sistesis terdiri atas reaksi esterifikasi, interesterifikasi, 

alkoholisis dan asidolisis. Reaksi interesterifikasi, alkoholisis dan asidolisis 

dikenal dengan istilah transesterifikasi.  
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2.1.1. Klasifikasi Enzim Lipase Berdasarkan Sumbernya 
 
 

Menurut (Sholeha, 2021) klasifikasi enzim lipase berdasarkan sumbernya dapat 

dikelompokan menjadi 3 kelompok yaitu: 

1. Pengelompokan lipase yang bersumber dari mamalia dibagi menjadi: 

a) Lipase pada sistem pencernaan 

b) Lipase pada jaringan, seperti hati, paru- paru,ginjal dan jantung 

c) Lipase dalam air susu 

2. Pengelompokan lipase yang bersumber dari mikroorganisme dibagi menjadi: 

a) Bakteri, seperti Pseudomonas dan Burkholderia 

b) Kapang, seperti Aspergillus, Rhizopus, Penicillium, Mucor, Geotrichum 

dan  

Fusarium 

c) Khamir, seperti Candida antartika dan C. Rugosa 

3. Pengelompokan lipase yang bersumber dari tumbuhan dibagi menjadi: 

a) Triasilgliserol terdapat pada tanaman minyak sawit, kentang dan beras 

b) Asil Hidrolase terdapat pada tanaman kentang 

c) Fosfolipase terdapat pada kol dan seledri dan  

d) Lysophospholipase terdapat pada tanaman gandum. 

 

Menurut Klasifikasi lipase kemampuannya dalam  mensintesis ikatan ester dibagi 

menjadi 3 golongan yaitu: 

1. Lipase non spesifik  

Lipase   non   spesifik   mengkatalisis   hidrolisis triasilgliserol   lengkap   

menjadi   asam   lemak   dan  gliserol  secara  acak.  Lipase  memiliki  

kemampuan  yang  sama  dalam    menghidrolisis  gugus  asil  pada nomer  1,  

2  atau  3. 

2. Lipase spesifik 1,3 

Berbeda   dengan   lipase   non   spesifik,   lipase spesifik   1,3   menghidrolisis   

triasilgliserol   pada gugus  asil  nomer  1  dan  3. Produk-produk  yang 

dihasilkan  dari  hidrolisis  triasilgliserol  oleh  lipase spesifik  1,3  ini  adalah  

2-monoasilgliserol  dan  1,2-diasilgliserol   atau   2,3-diasilgliserol 
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3. Lipase  spesifik asam  lemak 

Kelompok   ketiga   merupakan   lipase   yang memutus  asam  lemak  terutama  

pada  tipe  asam lemak spesifik dari molekul gliserida. Lipase ini 

menghidrolisis ester asam lemak yang terletak di posisi mana saja pada 

triasilgliserol. 

 

 

2.2.2. Aktivitas Enzim 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 1 µmol 

karbon diubah menjadi 1 µmol produk per menit pada kondisi tertentu sehingga 

pengertian aktivitas enzim lipase adalah jumlah yang dibutuhkan untuk 

menghidrolisis 1 µmol ikatan per menit pada kondisi pengujian tertentu. Aktivitas 

spesifik enzim adalah jumlah unit enzim per protein. Aktivitas spesifik enzim 

merupakan suatu ukuran kemurnian yang ukuran nilainya akan meningkat selama 

proses pemurnian Penentuan aktivitas spesifik selulase dapat diperoleh dengan 

cara membagi hasil aktivitas enzim dengan kadar proteinnya. Satuan dari aktivitas 

spesifik enzim yaitu jumlah unit enzim per mg (U/mg) pada kondisi optimum 

(Wijaya, 2002).  Adapun cara penentuan aktivitas lipase dapat dilakukan dengan 

beberapa metode yaitu: 

a. Metode Titrimetri Metode Titrimetri adalah metode penentuan aktivitas lipase 

dengan menggunakan larutan basa (KOH atau NaOH) sebagai titran serta 

phenolphthalein sebagai indicator. Campuran etanol-aseton (1:1) ditambahkan 

pada larutan untuk menghentikan reaksi.  

b. Metode Spektrofotometri Penentuan aktivitas lipase dengan menggunakan 

spektrofotometri perlu penambahan reagen tembaga (II) asetat dan diuji pada 

panjang gelombang 715 nm. Prinsip reaksinya adalah asam lemak yang 

dihasilkan dari hidrolisis triasilgliserol akan membentuk senyawa komplek 

berwarna biru dengan Cu2+ dari tembaga (II) asetat yang dapat diukur 

absorbansinya dengan panjang gelombang 715 nm (Sholeha dan Agustini, 

2021). 
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c. Metode Kwon and Rhee dengan menggunakan substrat yang digunakan dalam 

metode ini adalah minyak zaitun (Isti’nah et.al.,2020). 

d. Metode Fuu dengan menggunakan substrat yang digunakan dalam metode ini 

yaitu p-Nitrofenol Palmitat (Fuu, 2021). 

 

Pada penelitinan menggunakan metode uji aktivitas lipase dengan metode Fu. 

Substrat yang digunakan pada metode ini adalah p-nitrofenol palmitat. 

Menggunakan p-nitrofenol palmitat sebanyak 10 mmol/L dengan 1 mol/L 

isopropanol didalam 500 μL asetonitril. Diukur menggunakan spektrofotometri 

Uv-Vis dengan panjang gelombang 315 nm. Selanjutnya aktivitas enzim lipase 

dapat dihitung dengan menggunakan persamaan 1. 

AU=
   ;   

   ;   
×FP×

1

 
…………………………………………………………….(1) 

Keterangan: 

Asp: Nilai absorbansi larutan sampel 

Abi: Nilai absorbansi larutan blanko 

Ast: Nilai absorbansi larutan standar 

FP: Faktor pengenceran 

T  : Waktu inkubasi 

Penentuan kadar protein dalam penelitian ini dilakukan analisa secara kuantitatif 

dengan metode Lowry berdasarkan kurva standart BSA (Bovine Serum Albumin). 

Kadar protein harus diketahui agar dapat menentukan aktivitas spesifik enzim 

terkait per milligram protein (Cahyani dan Raharjo, 2017). Selanjutnya kadar 

protein dapat dihitung dengan menggunakan persamaan 2. 

Kadarprotein(mg/mL) 
            ;   

 
…………………………………..(2) 

 

 

 

2.3. Transesterifikasi 
 

 

Transesterifikasi adalah salah satu metode yang digunakan untuk memproduksi 

biodiesel sebagai bahan bakar alternatif ramah lingkungan dan tidak beracun dari 

minyak tumbuhan atau hewan. Dalam reaksi ini metnaol direaksikan dengan 

trigliserida untuk menghasilkan metil ester (biodiesel) dan gliserol (Khazaai et al., 
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2017).  Faktor yang mempengaruhi rendemen metil ester yang dihasilkan pada 

reaksi transesterifikasi adalah rasio molar antara trigliserida dan alkohol, jenis 

katalis yang digunakan, suhu reaksi, waktu reaksi, kandungan air dan kandungan 

asam lemak bebas pada bahan baku yang dapat menghambat reaksi (Suleman et 

al., 2019). Dalam reaksi transesterifikasi molekul trigliserida dalam bentuk 

minyak bereaksi dengan rantai pendek metil dari methanol dalam suasana katalis 

membentuk metil ester dan gliserol Kemudian tahap demi tahap dikuti dengan 

reaksi esterifikasi secara stoikiometri, setiap mol metanol bereaksi dengan asam 

lemak bebas untuk menghasilkan metil ester dan air (Khazaai et al., 2017) reaksi 

tersebut seperti disajikan pada gambar 4.  

 

Gambar 4. Reaksi Transesterifikasi 

Reaksi transesterifikasi merupakan reaksi bolak balik yang relatif lambat. Pada 

reaksi transesterifikasi membutuhkan katalis agar mempercepat proses reaksi dan 

meningkatkan hasilnya maka lakukan pengadukan dengan baik, dan tambahkan 

katalis. Pemilihan katalis dilakukan berdasarkan kemudahan penanganan dan 

pemisahannya dari produk (Aziz, 2007). Katalis yang dapat digunakan pada 

proses transesterifikasi salah satunya yaitu enzim karena saat ini lebih dinilai 

efektif (Azizah, 2018). Reaksi transesterifikasi menggunakan katalis lipase dapat 

dilihat pada gambar 5  (Toldrá-Reig et al., 2020). 
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Gambar 5. Skema Reaksi Transesterifikasi Trigliserida oleh Katalis Lipase 
 

Pada reaksi transesterifikasi digunakan katalis untuk meningkatkan laju reaksi dan 

menurunkan energi aktivasi sehingga reaksi dapat berlangsung lebih cepat. Katalis 

diperkenalkan oleh Baron J.J,.Berzellius sebagai suatu zat atau substansi yang 

dapat mempercepat dan menurunkan energy aktivitas dalam reaksi kimia tanpa 

mengalami perubahan secara kimiawi pada akhir reaksi. Katalis mempunyai tiga 

fungsi: aktvitas untuk memacu laju reaksi, selektivitas untuk mengarahkan suatu 

reaksi menghasilkan produk tertentu, stabilitas untuk menahan hal-hal yang dapat 

mengakibatkan terjadinya deaktivitasi katalis (Deutschmann et.al., 2009). 

Secara umum  katalis dapat dibedakan ke dalam dua golongan utama, yaitu katalis 

homogen dan katalis heterogen. Katalis homogen adalah katalis yang mempunyai 

fase sama dengan zat yang dikatalisis. Biasanya katalis homogen adalah 

asam,basa, serta kompleks logam yang larut dalam medium reaksi. Katalis 

homogen dapat digunakan pada suhu dan tekanan rendah serta biasanya spesifik 

untuk reaksi tertentu. Katalis homogen yang umum digunakan adalah H2SO4 dan 

NaOH (Guru et.al., 2008), kompleks (Damanik, 1997).  
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2.4. Biodiesel 
 
 

Biodiesel adalah salah satu bahan bakar alternatif yang dapat diperbarui, ramah 

terhadap lingkungan, dan tidak mempunyai efek terhadap kesehatan. Biodiesel 

dapat disintesis melalui reaksi kimia yang disebut transesterifikasi dimana reaksi 

antara senyawa trigliserida (komponen utama minyak nabati) dengan senyawa 

alkohol (biasanya metanol). Reaksi ini menghasilkan dua produk yaitu metil ester 

asam lemak (biodiesel) dan gliserida. Berdasarkan ilmu kimia biodiesel adalah 

metil ester sebagai bahan bakar diesel yang diperoleh dari reaksi antara trigliserida 

dan methanol berbasis katalis pada suhu tertentu. Biodiesel terbuat dari minyak 

nabati berasal dari sumberdaya yang dapat diperbarui. Beberapa bahan baku untuk 

pembuatan biodiesel antara lain adalah miyak kelapa sawit, kedelai, bunga 

matahari, dan jarak pagar. Produksi biodiesel menggunakan bahan baku minyak 

kelapa sawit (Kalita et al., 2022), minyak kelapa (Hidayanti et al., 2015), minyak 

jarak (Hala et al., 2009), dan minyak biji karet (Shahab  dan  Husnah, 2022). 

Selain minyak nabati bahan baku lain adalah lemak hewani, misalnya lemak ayam 

(Broiler) menggunakan katalis kapur tohor (Marnoto dan Efendi, 2011). 

Biodiesel memiliki kelebihan diantaranya, tidak memerlukan modifikasi mesin , 

tidak menambah efek rumah kaca karena karbon yang dihasilkan masih dalam 

siklus Adapun kekurangan dari biodiesel diantaranya energi lebih kecil 

dibandingkan dengan solar,  dan jika disimpan dalam waktu yang lama biodiesel 

cenderung berubah menjadi seperti gel dan berpotensi menyumbat mesin. Untuk 

mengatasi kelemahan tersebut, biodiesel umumnya dicampur dengan diesel 

petroleum (Knothe et al., 2004).  

 

 

 

2.4.1. Kelapa sawit  

 
 

Kelapa sawit (Elaeis guineensis Jacq) adalah tumbuhan industri atau perkebunan 

yang berguna sebagai penghasil minyak masak, minyak industri, maupun bahan 

bakar. Pohon kelapa sawit terdiri dari dua spesies yaitu elaeis guineensis dan 

elaeis oleifera yang digunakan untuk pertanian komersil dalam pengeluaran 
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minyak kelapa sawit. Kelapa sawit menjadi populer setelah revolusi industri pada 

akhir abad ke-19 yang menyebabkan tingginya permintaan minyak nabati untuk 

bahan pangan dan industri sabun  (Badan Stastistik Perkebunan, 2007). Tumbuhan 

kelapa sawit dapat dilihat pada gambar 6. 

 

Gambar 6. Tumbuhan Kelapa Sawit 

Minyak kelapa sawit adalah suatu sumber energi yang potensial. Sebagai negara 

yang tanahnya subur, Indonesia memiliki potensi yang sangat besar untuk 

berperan dalam industri kelapa sawit. Terlebih lagi pada 2007 Indonesia tercatat 

sebagai penghasil dan pengekspor minyak kelapa sawit terbesar di dunia. Luas 

area perkebunan minyak kelapa sawit di Indonesia selama 2017 – 2021 

mengalami peningkatan. Kementerian Pertanian (Kementan, 2021) mencatat, luas 

perkebunan minyak kelapa sawit mencapai 15,08 juta hektar (ha) pada 2021. Luas 

perkebunan tersebut naik 1,5% atau seluas 1,48 juta ha dibanding tahun 

sebelumnya.  Dari 15,08 juta ha, mayoritas dimiliki oleh Perkebunan Besar 

Swasta (PBS) yaitu seluas 8,42 juta ha (55,8%). Kemudian, Perkebunan Rakyat 

(PR) seluas 6,08 juta ha (40,34%) dan Perkebunan Besar Negara (PBN) seluas 

579,6 ribu ha (3,84%). Kementan juga mencatat, jumlah produksi kelapa sawit 

nasional sebesar 49,7 juta ton pada 2021. Angka tersebut naik 2,9% dari tahun 

sebelumnya yang berjumlah 48,3 juta ton. Areal perkebunan kelapa sawit tersebar 

di 26 provinsi di Indonesia. Provinsi Riau memiliki area perkebunan kelapa sawit 

terluas dengan 2,89 juta ha pada 2021 atau 19,16% dari total luas areal 

perkebunan kelapa sawit di negeri ini. Adapun, produksi kelapa sawit di Riau 

mencapai 10,27 juta ton pada 2021. Jumlah ini menjadi yang terbesar di Indonesia 

dan menyumbang 20,66% pada produksi kelapa sawit nasional (Kementan, 2021). 
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Minyak kelapa sawit berpotensi besar untuk dijadikan bahan baku pembuatan 

biodiesel karena kelapa sawit merupakan tanaman tahan lama dan penyakit 

dibandingkan dengan tanaman penghasil minyak nabati lainnya. Kelapa sawit 

merupakan minyak yang paling produktif di dunia. Satu hektar kelapa sawit dapat 

meneghasilkan 5000 kg minyak mentah, atau hampir 6000 L minyak mentah. 

Produktifitas yang tinggi menyebabkan harga produksi menjadi lebih ringan, 

selain itu masa produksi kelapa sawit yang cukup panjang (22 tahun) juga akan 

turut mempengaruhi ringanya biaya produksi yang dikeluarkan oleh pengusaha 

kelapa sawit (Supraniningsih, 2012). 

 

Minyak kelapa sawit memilki beberapa komposis asam lemak diantaranya asam 

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

(C16:1), asam stearat (C18:0), asam oleat (C18:1), asam linoleat (C18:2), dan 

asam linolenat (C18:3).  Asam stearate merupakan asam lemak jenuh berantai 

panjang. Asam oleat merupakan asam lemak tidak jenuh yang memilki satu ikatan 

rangkap pada atom C atau sering disebut juga monounsaturated. Asam linoleat 

merupakan asam lemak tidak jenuh yang memilki ikatan rangkap ganda pada 

atom C atau disebut juga dengan polyunsaturated  (Hasibuan, 2020). 

 

 

 

2.5. Karakterisasi Biodiesel 
 
 

Biodiesel hasil reaksi trasesterifikasi akan dikarakterisasi untuk mengetahui 

karakteristik biodiesel yang diperoleh meliputi analisis komponen biodiesel 

dengan menggunakan Gas Chromatography Mass Spectometry (GC-MS), 

karakteristik fisik seperti densitas dan viskositas. 

 

 

2.5.1. Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) 
 
 

Biodiesel hasil dari reaksi transesterifikasi dengan nilai yield tertinggi juga 

dianalisa kandungan metil ester dengan menggunakan Gas Chromatography Mass 

Spectroscopy (GC-MS). Gas Chromathography Mass Spectrometry (GC-MS) 
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merupakan metode pemisahan senyawa organik yang menggunakan dua metode 

analisis senyawa yaitu Gas Chromatography (GC) untuk menganalisis jumlah 

senyawa atau komponen dalam suatu campuran secara kuantitatif dan 

spektrometri massa (MS) untuk menganalisis struktur molekul senyawa analit 

prinsip kerja dari GC-MS yaitu molekul-molekul gas bermuatan akan diseleksi 

berdasarkan massa dan beratnya, spektrum yang didapat dari pengubahan sampel 

menjadi ion-ion yang bergerak, kemudian dipisahkan berdasarkan perbandingan 

massa terhadap muatan (m/e). Ionisasi menghasilkan fragmen-fragmen yang akan 

menghasilkan spektrum. Spektrum massa merupakan gambar antara limpahan 

relatif dengan perbandingan massa per muatan (m/e) (McLafferty, 1988). 

Berdasarkan analisis kromatografi gas diperoleh puncak-puncak kromatogram 

yang memberikan informasi jumlah komponen yang ada dalam sampel 

berdasarkan waktu retensi dan spektra dari spektroskopi massa memberikan 

kunci-kunci penting dalam proses identifikasi senyawa berdasarkan 

fragmentasinya memuat harga massa/muatan (m/e) terhadap kelimpahan relatif. 

Spektra massa biasanya dibuat dari massa rendah ke massa tinggi dengan data 

tersebut dapat diperkirakan bagaimana struktur molekul awal dari senyawa yang 

dianalisis. Kromatografi gas secara umum digunakan untuk memisahkan 

campuran kimia menjadi komponennya berdasarkan pendistribusian sampel di 

antara fasa diam dan fasa gerak. Fasa gerak dalam kromatografi gas berupa gas 

dan fasa diamnya berupa padatan atau cairan. Fase gerak akan membawa 

campuran untuk dipisahkan masing-masing komponennya. Pemisahan komponen 

akan bergantung pada lamanya waktu relatif yang dibutuhkan oleh komponen-

komponen tersebut di dalam fase diam (Sparkman et al., 2011).  

 

Spektroskopi massa diperlukan untuk identifikasi senyawa sebagai penentu bobot 

molekul dan penentuan rumus molekul. Prinsip dari MS adalah pengionan 

senyawa-senyawa kimia untuk menghasilkan molekul bermuatan atau fragmen 

molekul dan mengukur rasio massa/muatan. Molekul yang telah terionisasi akibat 

penembakan elektron berenergi tinggi tersebut akan menghasilkan ion dengan 

muatan positif, kemudian ion tersebut diarahkan menuju medan magnet dengan 

kecepatan tinggi. Medan magnet atau listrik akan membelokkan ion tersebut agar 

dapat menentukan bobot molekulnya dan bobot molekul semua fragmen yang 
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dihasilkan (David, 2005). Detektor kemudian akan menghitung muatan yang 

terinduksi atau arus yang dihasilkan ketika son dilewatkan atau mengenai 

permukaan, massa dan menghitung ion sebagai perbandingan massa terhadap 

muatan (m/e). Pada Gass Chromatography Mass - Spectrometri (GC-MS), setelah 

masing-masing komponen dalam campuran telah terpisah dalam kolom GC semua 

komponen akan memasuki detektor ionisasi electron (Asthasari, 2008). Bobot 

metil ester yang terbentuk dapat dihitung menggunakan persamaan 3 (Elma et al., 

2018). 

Biodiesel  (
 

 
)  

                               

                           
 ×100%………………………….(3) 

 

 

 

2.5.2. Densitas 
 
 

Densitas didefinisikan sebagai massa persatuan volume. Densitas berhubungan 

erat dengan nilai panas kalor dan daya yang dihasilkan oleh mesin diesel per 

satuan bahan bakar yang digunakan Berdasarkan SNI 7182:2015 densitas standar 

untuk biodiesel yakni 850-890 kg/m
3 

yang diukur pada suhu 40 °C. Densitas 

biodiesel dapat dihitung menggunakan persamaan 4. 

Densitas  
 2; 2 

    
………..……………………………………………………..(4) 

Keterangan: 

W1 : berat piknometer kosong (g) 

W2 : berat piknometer dan biodiesel (g)  

ρ air : densitas air (g/mL) 

Pengukuran densitas dapat dilakukan dengan menggunakan piknometer. Dapat 

dilihat contoh alat piknometer pada gambar 7. 
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Gambar 7. Alat Piknometer 
 
 
 

2.5.3. Viskositas 
 
 

Viskositas (kekentalan) diartikan sebagai ukuran ketahanan bahan bakar untuk 

mengalir yakni waktu yang diperlukan suatu volume cairan untuk mengalir secara 

gravitasi melalui kapiler viskometer yang terkalibrasi pada suhu yang terkendali 

dengan teliti. Pengujian viskositas dilakukan dengan menggunakan Viskometer 

Ostwald dengan mengukur waktu yang diperlukan cairan uji untuk melewati batas 

yang telah ditentukan. Viskositas disebabkan oleh adanya gaya kohesi atau gaya 

tarik menarik antara molekul sejenis (Sari, 2007). Viskositas kinematik adalah 

salah satu parameter untuk menentukan mutu atau karakteristik biodiesel yang 

diperoleh. Jika viskontas suatu bahan bakar terlalu rendah atau encer, maka akan 

menyebabkan kebocoran pipa injeksi yang mengurangi daya pembakaran. 

Sedangkan jika viskositas terlalu tinggi atau kental, bahan bakar akan sulit displai 

baik dialirkan ataupun dipompa ke ruang pembakaranhal ini juga menyebabkan 

berkurangnya daya pembakaran (Knothe et al., 2004). Viskostas biodiesel 

dipengaruhi oleh panjangnya rantai hidrokarbon dan jumlah ikatan rangkap asam 

lemak yang terkandung didalamnya Semakin banyak ikatan rangkap pada rantai 

hidrokarbon asam lemak akan menambah viskositas biodiesel yang dihasilkan (De 

Almeida et al., 2015). Viskositas biodiesel dapat dihitung menggunakan 

persamaan 5 dan 6. 
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µ 
                           

                
……………………………………………………(5) 

v 
 

 
…………………………………………………………………………….(6) 

Keterangan: 

µ  : viskositas dinamis (Cp), 

µ air  : viskositas dinamis air (8,9 × 10
-1

 Cp), 

v  : viskositas kinematik (m
2
/s), 

ρ air  : massa jenis air (1000 Kg/m
3
), 

ρ biodiesel : massa jenis biodiesel (Kg/m
3
), 

t air  : waktu aliran air (s), 

t biodiesel : waktu aliran larutan (s). 

 

 

 

2.6. Spektofotometri UV-Vis 
 
 

Spektrofotometeri UV-Vis salah satu instrumen yang paling sering digunakan 

dalam analisis kimia untuk mendeteksi senyawa padat atau cair berdasar dengan 

absorbansi foton. Panjang gelombang Foton biasanya (200-700 nm), sampel 

biasanya harus diderivatisasi, dengan penambahan Reagen dalam pembentukan 

garam kompleks Spektrofotometeri Uv-Vis digunakan untuk analisis fosfat pada 

sedimen melalui interaksi antara interaksi antara cahaya/sinar pada panjang 

gelombang tertentu dengan materi yang berupa molekul atau atom (Angraini dan 

Yanti, 2021). Cahaya atau sinar dapat yaitu berupa cahaya visible (tampak), 

cahaya ultraviolet (tidak tampak), dan infrared sedangkan materi dapat berupa 

molekul atau atom dengan elektron valensi . Menurut (Irawan, 2019) secara 

sederhana, spektrofotometeri Uv-Vis terdiri dari :  

1. Sumber Cahaya, berupa cahaya polikromatis dari lampu Tungsten/Wolfram 

pada daerah Visibel (400-800  nm) dan lampu Deuterium pada daerah 

Ultraviolet (0-400 nm) (3) .  

2. Monokromator untuk menyeleksi untuk menyeleksi panjang gelombang.  

3. Kuvet/sel sampel sebagai tempat sampel. Berbentuk persegi panjang lebar 1 

cm, memiliki permukaan lurus dan sejajar secara optis, transparan, tidak 
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bereaksi terhadap bahan kimia, tidak mudah rapuh, dan memiliki bentuk yang 

sederhana namun solid (4) .  

4. Detektor untuk menangkap sinar yang melewati sampel.  

5. Read Out yaitu suatu sistem yang menangkap isyarat listrik yang berasal dari 

detektor dan mengeluarkannya dalam bentuk angka transmitan dan absorbansi 

yang ditampilkan pada display alat. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

  

III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

3.1. Waktu dan Tempat 
 
 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari hingga Agustus 2023 di 

Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu 

Pengetahuan Alam, Bandar Lampung. Identifikasi komponen biodiesel 

menggunakan Gass Chromatgraphy Mass Spectrometri (GC-MS) dilakukan di 

Laboratorium Kimia Poltekes Bandung. 

 

 

 

3.2.  Alat dan Bahan 
 
 

Alat-alat yang dibutuhkan dalam penelitian ini adalah cawan petri, tabung reaksi, 

tabung sentrifus, sentrifus (17250-10-Centrifuge Cole Parmer), labu ukur, gelas 

ukur, erlenmeyer, gelas piala, rak tabung reaksi, Laminar Air Flow (900-FL 

Crumair), autoklaf (S-90-N Electric Steroclave), oven, spektrofotometer UV-Vis 

(Cary-100 UV-Vis Agilent Technologies), mikropipet, termometer, bunsen, neraca, 

analitik, sumbat, pH meter, mikro tip, jarum ose, inkubator, pengaduk stirrer, hot 

plate, piknometer, labu leher tiga, corong pisah, Viskometer Ostwald, piknometer 

dan GC-MS (Aglient Technologies). 

 

Bahan-bahan yang diperlukan pada penelitian ini adalah bakteri Klebsiella sp. 

LPG172, Nutrient Agar (NA), Nutrient Broth (NB), minyak zaitun bertolli, tween 

80, akuades, p-Nitrophenol Palmitat, p-Nitrophenol, isopropanaol, asetonitril, 

ammonium sulfat, Bovine Serum Albumin (BSA), minyak kelapa sawit, metanol, 

Na2CO3, NaOH, Na/K tartarat, CuSO4.5H2O dan reagen folin cioceltean. 
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3.3. Prosedur Penelitian 
 
 

Prosedur pada penelitian ini meliputi tahap persiapan, menentukan kurva 

pertumbuahn bakteri, fraksinasi enzim, produksi biodiesel dan karakterisasi hasil 

biodiesel. 

 

 

 

3.3.1. Tahap Persiapan 
 
 

a) Persiapan Alat 

Peralatan gelas yang akan digunakan dicuci, dikeringkan dan dibungkus dengan 

kertas. Setelah dibungkus, semua peralatan disterilisasi dalam autoklaf bertekanan 

1 atm dan bersuhu 121 
o
C selama 15 menit. Alat yang telah disterilisasi kemudian 

dikeringkan dalam oven selama kurang lebih 2 jam. 

 

b) Pembuatan Media Selektif  

2,8 g NA (komposisinya berupa pepton, NaCl, dan beef extract) ditimbang dan 

dilarutkan dalam 100 mL akuades kemudian ditambahkan minyak zaitun 

sebanyak 1 mL. Media dipanaskan dengan hot plate dan sterilisasi pada autoklaf 

dengan tekanan 1 atm, suhu 121 
o
C selama 15 menit. Media dituang pada cawan 

petri secara aseptik. Diamkan media hingga mengeras dan siap pakai. 

 

c) Pembuatan Media Inokulum 

50 mL aquades ditambahkan 1 mL minyak zaitun, tween 80 sebanyak 2 tetes dan 

metanol sebanyak 1% dari volume. Kemudian media disterilisasi pada autoklaf 

dengan tekanan 1 atm, suhu 121 
o
C selama 15 menit.  

 

d) Pembuatan Media Fermentasi 

1000 mL aquades ditambahkan 20 mL minyak zaitun, 1 mL tween 80 dan metanol 

sebanyak 1% dari volume. Kemudian media disterilisasi pada autoklaf dengan 

tekanan 1 atm, suhu 121 
o
C selama 15 menit. 
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e) Pembuatan Pereaksi untuk Penentuan Kadar Protein ( Lowry et al., 1951). 

1. Preaksi Lowry A 

Na2CO3 dilarutkan dalam NaOH 0,1 N, dibuat menjadi larutan dengan 

konsentrasi 2%. 

2. Preaksi Lowry B 

5 mL CuSO4.5H2O 1% dicampurkan dengan 3 mL NaK 1%. 

3. Preaksi Lowry C 

2 mL preaksi Lowry B dicampurkan dengan 100 mL preaksi Lowry A. 

4. Preaksi Lowry D 

Folin ciocalteu dan aquades dicampurkan dengan perbandingan 1:1 (v/v). 

5. Larutan standar Bovine Serum Albumin (BSA)  

0,037 gram padatan BSA dilarutkan dalam akuades 25 mL, kemudian 

dimasukan kedalam labu ukur 25 mL, kemudian dihomogenkan. 

f) Inokulasi bakteri  

Media agar selektif dibuat sebanyak 50 mL. Media sterilisasi pada autoklaf 

dengan tekanan 1 atm, suhu 121 
o
C  selama 15 menit. Kemudian media dituang 

pada tabung reaksi secara aseptis. Mulut tabung reaksi ditutup menggunakan 

sumbat, tabung diletakkan dengan kemiringan lima derajat. Tabung didiamkan 

hingga 3 hari hingga siap dipakai. Kemudian diinkubasi pada inkubator dengan 

suhu optimum selama kurang lebih 66 jam. 

g) Peremajaan isolat bakteri Klebsiella sp. LPG172 

Isolat bakteri Klebsiella sp. LPG172 diambil 1 ose dan digoreskan ke media 

NA miring dalam tabung secara aseptik, lalu biakan diinkubasi selama 24 jam 

pada suhu 30 
o
C dan disimpan sebagai isolat stok. 

 

 

3.3.2. Kurva Pertumbuhan Bakteri 
 
 

Penentuan kurva pertumbuhan bakteri dilakukan untuk mengetahui waktu 

pertumbuhan optimum bakteri yang digunakan sebagai starter, yaitu waktu ketika 

bakteri berada pada fase logaritmik. Kultivasi dilakukan pada 120 rpm dan suhu 

ruang, disesuaikan dengan kondisi alat dan lingkungan. Sebanyak 1 loop bakteri 

dari koloni terpilih diinokulasikan kedalam 100 mL media inokulum. Kemudian 
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diinkubasi menggunakan shaker kecepatan 120 rpm dan suhu ruang selama 72 

jam. Kurva pertumbuhan bakteri ditentukan dengan mengukur Optical Density 

(OD) pada panjang gelombang 600 nm menggunakan spektrofotometer UV-Vis, 

setiap 6 jam dengan rentang waktu 72 jam (Risna et al., 2022). Pengukuran nilai 

OD disertai dengan pengukuran aktivitas enzim lipase pada setiap sampel. 

 

 

 

3.3.3. Produksi Enzim 
 
 

Isolat yang telah diinkubasi selama 2 hari pada agar miring digunakan sebagai 

kultur bakteri. Kultur bakteri diambil menggunakan ose dan dimasukan kedalam 

50 mL media inokulum pada erlenmeyer 250 mL, lakukan hingga tiga kali 

pengulangan. Kemudian diinkubasi pada shaker dan diagitasi dengan kecepatan 

114-120 rpm selama satu hari. Hasil inkubasi digunakan sebagai inokulum 10% 

inokulum difermentasi pada 1000 mL media fermentasi. Kemudian dilakukan 

kultivasi selama dua hari dan diagitasi dengan kecepatan 115-120 rpm. Setelahnya 

larutan disentrifus dengan kecepatan 10000 rpm selama 15 menit untuk 

memisahkan supernatan (ekstrak kasar enzim) dari pellet nya (sisa-sisa sel) 

(Hernawati, 2010). 

 

 

3.3.4. Fraksinasi  
 
 

a. Fraksinasi Ammonium Sulfat 

Fraksinasi lipase dari ekstrak kasar dilakukan menggunakan ammonium sulfat 

pada  tingkah fraksi, yaitu fraksi 0-20% dan 20-90%. Ammonium sulfat yang 

telah dihaluskan ditambahkan secara perlahan-lahan ke dalam ekstrak kasar enzim 

sambil diaduk. Suhu lingkungannya dibuat menjadi 4 
o
C setelah didiamkan 

selama 30-60 menit, selanjutnya disentrifugasi  dengan kecepatan 10000 × g 

selama 15 menit pada temperature 4 
o
C. Supernatan dipisahkan dari endapan yang 

terbentuk dan ditampung untuk fraksinasi pada tingkat berikutnya. Endapan 

protein pada masing-masing fraksi kemudian dilarutkan dalam 50 mm buffer 

fosfat pH optimum produksi untuk selanjutnya didialisis. Masing-masing fraksi 
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enzim yang diperoleh kemudian ditentukan aktivitas lipase dan kadar proteinya 

(Rusman, 2017). 

 

b. Dialisis 

Endapan protein yang telah dilarutkan dari setiap fraksi ammonium sulfat 

dimasukkan ke dalam kantong selofan dan didialisis dengan buffer fosfat 0,05 M 

pH optimum produksi selama ± 24 jam pada suhu dingin. Selama dialisis 

dilakukan pergantian larutan buffer setiap 4 jam sekali agar konsentrasi ion-ion di 

dalam kantong dialisis dapat dikurangi (Popoola, 2021). Proses ini dilakukan 

secara kontinu sampai ion-ion di dalam kantong dialisis dapat diabaikan. Hasil 

dialisis ditentukan melalui nilai aktivitas lipase dan kadar proteinnya. 

 

3.3.5. Karakterisasi Enzim 
 
 

a. Penentuan pH optimum 

Penentuan pH optimum dengan cara menginkubasi (campuran enzim substrat) 

selama 15 menit dan suhu 50 
o
C pada prosedur uji aktivitas menggunakan 

beberapa kondisi pH (6,7,8) dengan buffer fosfat (Su’i et al., 2013). 

 

b. Penentuan suhu optimum  

Penentuan suhu optimum dilakukan dengan menginkubasi (campuran enzim 

substrat) selama 15 menit pada prosedur uji aktivitas menggunakan variasi suhu 

(60, 65, 70, 75, 80 
o
C) dan pH optimum yang telah ditentukan (Su’i et al., 2013). 

 

c. Penentuan waktu inkubasi optimum 

Penentuan waktu inkubasi optimum dilakukan dengan cara menginkubasi 

(campuran enzim substrat) dengan suhu dan pH optimum pada prosedur uji 

aktivitas menggunakan variasi lama waktu inkubasi (10,15,20, 25, dan 30) menit 

(Susanti, 2011). 
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d. Penentuan konsentrasi metanol optimum 

Penentuan konsentrasi metanol dilakukan dengan menginkubasi (campuran enzim 

metanol) selama 30 menit dengan suhu optimum. Konsentrasi metanol yang 

digunakan adalah 30,50,70 dan 90% Kemudian campuran tersebut diinkubasi 

kembali pada prosedur uji aktivitas menggunakan pH, suhu, dan waktu inkubasi 

optimum (Susanti, 2011). 

 

e. Uji Aktivitas Enzim  

Penentuan aktivitas transesterifikasi lipase dilakukan dengan menggunakan 

metode Fu (Fu, et al., 2014). Menggunakan p-nitrophenol palmitat sebanyak 10 

mmol/L dengan 1 mol/L isopropanol didalam 500 μL asetonitril. Sebanyak 1 mL 

lipase kemudian ditambahkan dan diinkubasi selama 10 menit dengan kecepatan 

100 rpm pada suhu 50 
o
C. Setelah reaksi 15 μ mL campuran diambil dan 

dicampurkan dengan 1485 μL etanol dan diukur menggunakan spektrofotometri 

UV-Vis dengan panjang gelombang 315 nm. Kontrol direaksikan dengan prosedur 

yang sama namun tanpa penambahan enzim.  

 

f. Uji Kadar Protein 

Kadar protein dalam media kultur diukur berdasarkan metode Lowry (1951) 0,1 

mL sampel enzim ditambahkan 0,9 mL akuades. Kemudian campuran 

ditambahkan 5 mL preaksi Lowry C, dikocok dan didiamkan selama 10 menit. 

Kemudian ditambahkan preaksi Lowry D (folin ciocalteu) sebanyak 0,5 mL 

dikocok dan didiamkan selama 30 menit. Lalu ditentukan absorbansi 

spektrofotometer pada panjang gelombang 750 nm. Kadar protein diukur dengan 

menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang maksimum dengan 

menggunakan Bovine Serum Albumin (BSA) sebagai standar. Untuk larutan 

kontrol, larutan enzim 0,1 mL diganti dengan aquades.  

 

 

 

 

 

 

 



31 
 

  

3.3.6. Produksi Biodiesel 
 
 

Produksi biodiesel dilakukan menggunakan minyak kelapa sawit sebagai sumber 

trigliserida. 

a) Pembuatan Biodiesel Dengan Reaksi Transesterifikasi 

Minyak kelapa sawit dan metanol dengan perbandingan 1:4;1:5 dan1:6 (Rasio 

molar) (Katsiroh, 2017).  Sebanyak 10% enzim lipase dicampurkan dari volume 

minyak. Kemudian direaksikan dalam labu leher tiga sambil dipanaskan 70 
o
C 

(dalam keadaan stabil) selama 1 jam dan diaduk menggunakan pengaduk 

magnetis. Ditambahkan metanol pada volume yang sudah ditentukan berdasarkan 

perbandingannya. Setelah semua volume metanol telah dimasukkan maka waktu 

reaksi transesterifikasi mulai dapat dihitung sampai 24 jam setelahnya. Sampel 

yang terbentuk berupa dua fasa, sehingga dibutuhkan pemisahan menggunakan 

corong pisah. Sampel biodiesel yang telah dipisahkan kemudian dievaporasi untuk 

menghilangkan impurities yang masih tersisa dan jumlah yieldnya dengan 

membandingkan dari jumlah berat awal minyak kelapa (Andrade et al., 2017). 

 

b) Uji Densitas 

Piknometer yang telah dibersihkan kemudian ditimbang. Dimasukkan produk 

biodiesel kedalam piknometer kemudian  ditutup, dan ditimbang. Nilai 

densitasnya ditentukan dengan memasukkan nilai berat piknometer kosong dan 

berat piknometer sampel (Hala et al., 2009). 

 

c) Uji Viskositas Kinematik 

Alat viskometer dibersihkan dengan metanol hingga bersih dan kering. 10 mL 

aquades dimasukkan menggunakan pipet volume cairan dihisap hingga berada 

pada tanda atas viscometer. Cairan dibiarkan turun dan dicatat waktu yang 

diperlukan untuk melewati 2 tanda batas pada viskometer. Catat waktu yang 

diperlukan biodiesel untuk mengalir sampai batas kedua pada tabung viskometer 

(Nenobahan et al., 2020). 
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d) Analisis Kuantitatif Menggunakan GC-MS 

Analisis metil ester dilakukan di Pusat Laboratorium Kimia Poltekes Bandung. 

Tujuan analisa ini untuk menentukan konsentrasi metil ester sebagai produk 

transesterifikasi dengan menggunakan Gas Chromatography-Mass Spectrometry 

(GC-MS) (Aglient Technologies) (Elma et al., 2018). 
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3.4. Skema Penelitian 

  

 

-Penentuan waktu inkubasi optimum 

-Penentuan pH optimum 

-Penentuan konsentrasi methanol  

 

 

-Fraksinasi ekstrak kasar 

-Dialisis 

-Kromatografi filtrasi gel 

Karakterisasi 

      -Penentuan pH optimum 

      -Penentuan suhu optimum 

      -Penentuan waktu inkubasi 

      -Penentuan konsentrasi methanol  

 

-Pembuatan biodiesel dengan reaksi    

transesterifikasi 

-Uji densitas menggunakan 

piknometer 

-uji viskositas kinematic 

-Analisis kuantitatif menggunakan 

GC-MS 

Hasil 

Tahap persiapan 

Optimasi Produksi Enzim 

Produksi Enzim 

Pemurnian Enzim 

Pembuatan biodiesel 



 
 

  

IV. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

5.1. KESIMPULAN 

 

 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa: 

1. Bakteri Klebsiella sp. LPG172 kurva pertumbuhan optimum dalam 

menghasilkan enzim lipase pada waktu inkubasi 66 jam dengan nilai aktivita 

sunit sebesar 11,38 U/mL. 

2. Hasil pemurnian enzim lipase dengan fraksinasi ammonium sulfat didapatkan 

nilai aktivitas unit sebesar 12,32 U/mL dan aktivitas spesifik sebesar 25,20 

U/mL, pada fraksinasi dialisis didapatkan nilai aktivitas unit sebesar 15,32 

U/mL dan aktivitas spesifik sebesar 69,08 U/mL. 

3. Enzim yang telah dimurnikan memiliki karakteristik pada reaksi 

transesterifikasi pada pH 7, suhu 80 
o
C, dan waktu inkubasi 25 menit. 

Penambahan methanol 70% berhasil meningkatkan nilai aktivitasnya sebesar 

31,80%. 

4. Hasil analisis GC-MS menghasilkan metil ester sebesar 5,99%. Hasil reaksi 

transesterifikasi yang berupa biodiesel telah memenuhi spesifikasi standar SNI 

7182:2015 hasil densitas sebesar 877 kg/m
3
 dan nilai viskositas 2,84 mm

2
/s. 
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5.2. Saran 

 

Beberapa hal yang disarankan untuk penelitian selanjutknya sebagai  

1. Disarankan untuk mengidentifikasi lebih lanjut bakteri Klebsiella sp. LPG 

172 untuk mengetahui spesiesnya. 

2. Disarankan pada produksi biodiesel dilakukan uji titik nyala sesuai dengan 

SNI 7182:2015. 
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