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ABSTRAK

IMOBILISASI ENZIM LIPASE DARI BAKTERI Pseudomonas sp. LPG171
DENGAN METODE ADSORPSI PADA MATRIKS HIDROKSIAPATIT

Oleh

M. FAHREZI CAHAYA SAPUTRA

Kebutuhan industri yang meningkat terhadap Kkatalis tidak sebanding
dengan ketersediaannya, sehingga perlu cara yang optimal dalam penggunaannya.
Salah satu katalis yang efisien dan ekonomis adalah enzim lipase. Enzim lipase
memiliki aktivitas katalitik yang tinggi namun tidak bisa digunakan berulang kali.
Untuk mengatasi hal tersebut, solusi yang efektif adalah dengan mengimobilisasi
enzim tersebut, agar dapat digunakan secara berulang.

Penelitian ini bertujuan untuk mengimobilisasi enzim lipase dari bakteri
Pseudomonas sp. LPG171 melalui metode adsorpsi pada matriks hidroksiapatit.
Prosedur yang dilakukan meliputi: peremajaan bakteri, produksi enzim, pemurnian,
imobilisasi enzim, dan karakterisasi enzim lipase. Aktivitas hidrolisis enzim lipase
diukur dengan metode Kwon and Rhee, aktivitas transesterifikasi dengan metode
Fu, serta kadar protein dengan metode Lowry.

Hasil aktivitas hidrolisis pada tahap pemurnian kromatografi filtrasi gel
menunjukkan aktivitas spesifik 80,15 U/mg, meningkat kemurniannya 16,18 kali
dibandingkan dengan ekstrak kasar yang memiliki aktivitas spesifik 4,95 U/mg.
Aktivitas hidrolisis enzim lipase yang diimobilisasi dan enzim lipase bebas tidak
mengubah kondisi pH dan waktu inkubasi, tetapi suhu optimalnya meningkat dari
35 °C menjadi 50 °C. Uji pemakaian berulang menunjukkan bahwa aktivitas enzim
lipase pada reaksi hidrolisis menurun dari 2,53 U/mL menjadi 1,25 U/mL setelah 5
kali pemakaian, menunjukkan penurunan aktivitas hingga 50% dari aktivitas awal.

Kata kunci: Pseudomonas sp. LPG171., lipase, imobilisasi, hidroksiapatit.



ABSTRACT

IMMOBILIZATION OF LIPASE ENZYMES FROM THE BACTERIA
Pseudomonas sp. LPG171 USING ADSORPTION IN
HYDROXYAPATITE MATRIX

By

M. FAHREZI CAHAYA SAPUTRA

The increasing industrial demand for catalysts is not matched by their
availability, necessitating optimal methods for their use. One efficient and
economical catalyst is lipase enzyme. Lipase has high catalytic activity but cannot
be reused multiple times. To address this issue, an effective solution is to
immobilize the enzyme, allowing it to be used repeatedly.

This research aims to immobilize lipase enzyme from Pseudomonas sp.
LPG171 bacteria using an adsorption method on hydroxyapatite matrix. The
procedures involved include: bacterial rejuvenation, enzyme production,
purification, enzyme immobilization, and characterization of lipase enzyme. The
hydrolysis activity of lipase enzyme is measured using the Kwon and Rhee method,
transesterification activity is measured using the Fu method, and protein
concentration is determined using the Lowry method.

Transesterification activity in gel filtration chromatography showed unit
activity of 31,08 U/mL. While hydrolysis activity at the purification stage using gel
filtration chromatography showed a specific activity of 80.15 U/mg, increasing its
purity by 16.18 times compared to the crude extract, which had a specific activity
of 4.95 U/mg. The hydrolysis activity of both immobilized lipase enzyme and free
lipase enzyme did not change the pH conditions and incubation time, but the
optimal temperature increased from 35 °C to 50 °C. The repeated use test showed
that the activity of lipase enzyme in the hydrolysis reaction decreased from 2.53
U/mL to 1.25 U/mL after 5 uses, indicating a 50% reduction in activity from the
initial value.

Keywords: Pseudomonas sp. LPG171., lipase, immobilization, hydroxyapatite.
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Enzim memiliki peranan yang sangat penting dalam berbagai industri, termasuk
makanan, farmasi, dan bioteknologi, karena kemampuannya untuk mempercepat
reaksi biokimia secara efisien dan spesifik. Riset biokimia dan bioteknologi juga
selama bertahun-tahun telah meningkatkan pemanfaatan enzim untuk industri.
Banyak teknologi baru dikembangkan untuk memodifikasi enzim agar lebih
stabil, lebih murah dan memperluas ruang lingkup aplikasinya. Penggunaan enzim
dalam proses industri memungkinkan peningkatan produktivitas serta
pengurangan penggunaan bahan kimia berbahaya, sehingga mendukung praktik
berkelanjutan. Salah satu enzim yang banyak digunakan adalah lipase, yang
berfungsi menghidrolisis trigliserida menjadi asam lemak dan gliserol. Pada
industri makanan, lipase berkontribusi pada peningkatan kualitas produk seperti
keju dan roti, sedangkan di sektor farmasi, lipase digunakan dalam formulasi obat
berbasis lipid untuk meningkatkan bioavailabilitas senyawa aktif. Di bidang
bioteknologi, lipase juga berperan dalam proses biokatalitik, seperti sintesis ester
dan produksi biodiesel (Supriyatna dkk., 2015).

Enzim lipase secara luas dapat ditemukan pada hewan, tanaman dan
mikroorganisme. Pada hewan, lipase dihasilkan oleh pankreas, pada enzim ini
berkontribusi pada proses pencernaan lemak dalam saluran pencernaan. Lipase
pankreas memecah lemak yang dikonsumsi menjadi komponen yang lebih kecil,
sehingga memudahkan penyerapan oleh tubuh. Lipase juga terdapat dalam
jaringan adiposa dan hati, yang berperan dalam regulasi metabolisme lipid. Selain

itu, pada tumbuhan juga dapat memproduksi lipase, meskipun dalam jumlah yang



lebih sedikit dibandingkan hewan. Lipase pada tumbuhan berfungsi dalam proses
pengolahan lipid yang tersimpan dalam biji, serta berperan dalam perkembangan
dan perkecambahan biji. Enzim ini dapat membantu dalam mobilisasi lipid untuk
menyediakan energi bagi pertumbuhan tanaman. Selain itu, beberapa jenis
tumbuhan menghasilkan lipase yang memiliki potensi aplikasi industri, seperti
dalam pengolahan makanan dan produksi biodiesel (Damaso, 2008). Lipase yang
berasal dari mikroorganisme dapat diproduksi dari bakteri, khamir dan jamur
(Falony et al., 2006) baik sendiri maupun bersama-sama dengan hidrolase
lainnya, seperti esterase (Pera et al., 2006). Sebagian besar lipase yang
dimurnikan sebagai glikoprotein yang mengandung 2 hingga 15 persen
karbohidrat (August, 2020). Produksi enzim lipase akan meningkat jika ada
induser yang sesuai dalam medium. Enzim lipase tanpa induser tetap diproduksi,
tetapi dalam jumlah yang kecil (Pratiwi dkk, 2013). Lipase komersial pada
umumnya berasal dari jamur (Rhiomur, Rhyomur, dan Candida) dan bakteri
(Pseudomonas dan Chromobacterium) (Shah et al., 2009). Pada sumber lipase
baik berasal dari hewan, tumbuhan dan mikroba, ternyata lipase mikroba paling
banyak digunakan. Hal ini disebabkan karena mikroba dapat dengan mudah
dibudidayakan. Selain itu, enzim lipase dari mikroba umumnya tahan terhadap

panas meskipun jasad penghasilnya tidak tahan (Hidayat, 2006).

Enzim lipase dari Pseudomonas sp. LPG171 dikatakan sebagai enzim
ekstraselular yang relatif lebih mudah diisolasi dan diproduksi karena lebih stabil
dibandingkan enzim intraselular. Enzim lipase memiliki sub unit berupa
glikoprotein dan lipoprotein. Sub unit tersebut dapat sebagai monomer, dimer,
oligomer, atau polimer. Enzim lipase stabil pada suhu optimumnya yaitu 30°C,
walaupun masih aktif pada 51°C (Nishio et al., 1987). Lipase yang dihasilkan
oleh bakteri Pseudomonas sp. LPG171 memiliki peranan yang sangat penting
dalam bidang bioteknologi. Saat ini enzim sebagai biokatalis telah banyak
diaplikasikan secara komersial untuk proses-proses industri. Enzim lipase menjadi
salah satu enzim yang sering digunakan dalam industri, terutama dalam proses
yang melibatkan lemak dan asam lemak. Selain itu, lipase juga berperan sebagai
katalis dalam sintesis organik, industri polimer, dan proses pembuatan bioenergi
(Kamelia dkk., 2005).



Enzim lipase memiliki daya katalitik yang sangat spesifik sehingga dapat
meminimalisir adanya reaksi samping yang terjadi. Namun, enzim sangat mudah
terpengaruh oleh kondisi pH dan juga suhu serta mahalnya harga enzim lipase.
Kestabilan enzim juga mudah terkontaminasi dengan produk yang dihasilkan
karena enzim sulit dipisahkan setelah digunakan dalam suatu reaksi (Krajewska,
2004). Sulitnya memisahkan enzim di akhir reaksi ini menyebabkan sebagian
besar enzim hanya digunakan untuk satu kali reaksi. Untuk memisahkan enzim di
akhir reaksi, agar dapat digunakan kembali, diperlukan suatu metode dengan cara
mengikatkan enzim pada padatan yang tidak larut dalam air. Metode ini biasa

disebut sebagai imobilisasi enzim.

Imobilisasi enzim artinya melokalisir enzim, sehingga enzim dapat digunakan
secara berkelanjutan. Keuntungan dari imobilisasi enzim yakni, enzim dapat
dipisahkan di akhir reaksi, tanpa mengkontaminasi hasil reaksi, sehingga enzim
dapat digunakan kembali untuk reaksi selanjutnya dan menurunkan penggunaan
biaya. Salah satu metode imobilisasi enzim yang paling sederhana adalah dengan
cara adsorpsi pada suatu padatan pendukung. Menurut Cahyaningrum (2009)
padatan pendukung yang dapat digunakan dalam imobilisasi enzim harus area
permukaan yang luas, dapat ditembus, tidak dapat larut, memiliki stabilitas kimia,
stabilitas termal, kekakuan yang tinggi, mempunyai bentuk dan ukuran pori yang
cocok, tahan terhadap serangan mikrobial dan dapat diregenerasi. Imobilisasi
enzim menggunakan metode adsorpsi sebagai metode penjeratan enzim
berdasarkan interaksi ikatan ionik, interaksi ikatan hidrogen, ikatan hidrofobik
antara enzim atau sel mikroba dengan bahan penyangga. Metode ini tidak
menyebabkan kerusakan konformasi enzim atau destruksi pada pusat aktif enzim
(Wang et al., 2009).

Kesesuaian matriks yang digunakan terhadap imobilisasi yang dilakukan
menggunakan hidroksiapatit dengan enzim lipase yang menjadi target pengikatan.
Metode adsorpsi dapat dilakukan dengan pengondisian reaksi yang relatif mudah,
dan matriks dapat digunakan kembali untuk imobilisasi. Hidroksiapatit memiliki
permukaan yang berpori dan area permukaan yang luas, memungkinkan enzim

lipase menempel secara efektif melalui interaksi fisik, seperti ikatan van der



Waals dan interaksi hidrofobik. Secara umum matriks hidroksiapatit termasuk
kategori matriks anorganik yang digunakan dalam metode adsorpsi. Matriks
tersebut dapat dimodifikasi secara kimia untuk disesuaikan dengan kondisi enzim
dan aplikasinya. Selain itu, hidroksiapatit dapat meningkatkan ketahanan lipase
terhadap suhu dan pH ekstrem, serta memperpanjang masa pakainya. Kesesuaian
ini membuat hidroksiapatit menjadi pilihan yang ideal untuk aplikasi imobilisasi
enzim lipase, memungkinkan reaksi berlangsung secara efisien dalam berbagai

kondisi industri.

1.2. Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Mendapatkan enzim lipase dari bakteri Pseudomonas sp. LPG171 hasil
pemurnian yang memiliki aktivitas spesifik lebih tinggi dibandingkan ekstrak
kasar enzim lipase.

2. Mendapatkan enzim lipase dari bakteri Pseudomonas sp. LPG171 yang
memiliki penurunan aktivitasnya lebih stabil dan tidak mudah terdenaturasi
dibandingkan enzim lipase hasil pemurnian melalui metode imobilisasi dengan
penggunaan matriks hidroksiapatit menggunakan parameter uji pemakaian
berulang.

3. Mendapatkan kondisi optimum pH, suhu dan waktu inkubasi dari enzim lipase
bebas dan enzim lipase hasil imobilasasi menggunakan metode Kwon and
Rhee.

1.3. Manfaat Penelitian

Manfaat dilakukannya penelitian ini adalah untuk mendapatkan enzim lipase yang
efisien digunakan secara berulang khususnya pada skala industri dengan kualitas
lipase hasil pemurnian agar dapat mengurangi biaya dan meningkatkan daya guna,

serta meminimalkan pembuangan air limbah.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Bakteri

Bakteri adalah organisme prokariotik yang umumnya tidak mempunyai klorofil,
dan produksi aseksualnya terjadi melalui pembelahan sel. Bakteri pada umumnya
merupakan makhluk hidup yang juga memiliki DNA, akan tetapi DNA bakteri
tidak berada pada nukleus yang juga tidak mempunyai membran sel. DNA
ekstrakromosomal dari bakteri tergabung menjadi satu plasmid yang berbentuk
kecil dan sirkuler (Jawetz et al., 2001). Menurut Dwidjoseputro (1985), ukuran sel
bakteri pada umumnya adalah 0,5-1,0 um, dan mempunyai tiga bentuk dasar yaitu
bulat atau kokus, batang atau bacillus, dan bentuk melingkar. Koes (2006)
menyebutkan ada beberapa faktor yang dapat mempengaruhi pertumbuhan bakteri
antara lain adalah :

a. Sumber energi.

b. Sumber karbon.

c. Sumber nitrogen.

d. Sumber garam-garam anorganik.

e. Bakteri-bakteri tertentu membutuhkan faktor-faktor tumbuh tambahan.

Menurut Fardiaz (1989), pertumbuhan bakteri memiliki beberapa fase, beberapa
fase pertumbuhan bakteri yaitu :

a. Fase adaptasi.

b. Fase pertumbuhan.

c. Fase logaritmik.

d. Fase pertumbuhan lambat.



2.1.1. Identifikasi Bakteri

Penentuan jenis bakteri yang ditemukan perlu dilakukan dengan beberapa metode

identifikasi, antara lain sebagai berikut :

a. Pemeriksaan Mikroskopis

Pemeriksaan langsung digunakan untuk mengamati pergerakan dan pembelahan
secara biner, mengamati bentuk dan ukuran sel yang dialami, pada saat
mengalami fiksasi panas serta selama proses pewarnaan mengakibatkan beberapa

perubahan (Tjampakasari dan Kusmaryeni, 2021).

b. Pewarnaan Gram

Pewarnaan Gram merupakan salah satu teknik pewarnaan yang digunakan untuk
mengidentifikasi bakteri (mikroorganisme). Pewarnaan Gram bertujuan untuk
mengidentifikasi mikroba. Bakteri yang diwarnai dengan metode Gram ini dibagi
menjadi dua kelompok yaitu bakteri Gram positif dan bakteri Gram negatif. Zat
warna yang digunakan pada pengecatan Gram meliputi kristal violet, logul,
alkohol 70% dan safranin. Metode pewarnaan Gram termasuk pewarnaan
differensial. Hal ini menyatakan bahwa pewarnaan digunakan untuk mengetahui
bakteri Gram positif dan bakteri Gram negatif (Agustine dkk., 2018).

Metode pewarnaan Gram yaitu pemberian larutan kristal violet, safranin, iodin,
alkohol, dan akuades. Pemberian larutan kristal violet untuk memberikan warna
ungu pada mikroba sebagai pewarna sekunder. Pemberian larutan alkohol untuk
membilas larutan zat pewarna primer. Pemberian akuades untuk membilas kristal

violet, iodin dan safranin (Suarni dan Herman, 2013).

c. Media Selektif dan Differensial

Media selektif adalah media yang bersifat selektif hanya terhadap salah satu jenis
bakteri. Media ini berfungsi untuk menumbuhkan organisme target atau yang
diinginkan dan menekan pertumbuhan mikroorganisme yang tidak diinginkan
(background flora). Umumnya media selektif menyeleksi mikroorganisme target
berdasarkan kelompok, genus, spesies (Pertiwi dkk., 2021). Sedangkan media

differensial merupakan medium yang mengandung senyawa kimia tertentu yang



dapat membedakan sifat mikroorganisme lainnya karena adanya perbedaan respon
terhadap senyawa kimia (Safitri, 2010). Adanya zat pewarna atau bahan kimia
tertentu di dalam media akan menghasilkan perubahan karakteristik atau pola
pertumbuhan organisme yang digunakan untuk identifikasi dan diferensiasi.
Karakter tersebut dapat berupa warna dan bentuk dari koloni. Perbedaan karakter
ini menjadi tahap yang sangat penting dalam proses diferensiasi dan dasar untuk
proses identifikasi selanjutnya. Contoh media ini antara lain adalah, Mannitol Salt
Agar (MSA), Mac Conkey Agar, Eosin Methylene Blue Agar (Emba), Hektoen
Enteric (HE) agar, Xylose-Lysine-Desoxycholate (XLD) agar, dan Blood Agar
(Atmanto dkk., 2022).

2.1.2. Klasifikasi Bakteri

Metode pengecetan bakteri dapat dikelompokkan menjadi dua yaitu, bakteri gram
positif dan bakteri gram negatif yang didasarkan dari reaksi atau sifat bakteri
terhadap pewarnaan yang dipakai. Reaksi atau sifat bakteri tersebut ditentukan
oleh komposisi dinding selnya sehingga pengecatan gram tidak bisa dilakukan
pada mikroorganisme yang tidak mempunyai dinding sel seperti Mycoplasma sp.
(Lay, 1994).

a. Bakteri Gram Positif

Bakteri gram positif adalah bakteri yang mampu mempertahankan zat warna
kristal violet atau nama senyawanya gentian violet pada dinding selnya sewaktu
proses pewarnaan gram sehingga akan berwarma ungu di bawah mikroskop,

seperti dapat dilihat pada Gambar 1.
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Gambar 1. Bakteri gram positif (Jawetz and Adelberg, 2008).



b. Bakteri Gram Negatif

Bakteri gram negatif merupakan bakteri yang mempunyai lapisan peptidoglikan
yang tipis, terdapat pada ruang periplasmik, yaitu antara membran luar dengan
membran plasma. Bagian dinding sel bakteri ini dapat menyerap zat warna merah
atau nama senyawanya safranin pada pewarnaan gram karena tidak mampu

mempertahankan warna kristal violet seperti pada Gambar 2.
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Gambar 2. Bakteri gram negatif (Radji, 2011).

2.1.3. Bakteri Pseudomonas sp. LPG171

Pseudomonas berasal dari bahasa yunani yaitu pseudo berarti palsu dan monas
berarti satu unit. Pseudomonas sp. LPG171 merupakan bakteri
hidrokarbonoklastik yang mampu mendegradasi berbagai jenis hidrokarbon.
Keberhasilan penggunaan bakteri Pseudomonas dalam upaya bioremediasi
lingkungan akibat pencemaran hidrokarbon membutuhkan pemahaman tentang
mekanisme interaksi antara bakteri Pseudomonas sp. LPG171 dengan senyawa
hidrokarbon. Klasifikasi Pseudomonas berdasar pada homologi rRNA atau DNA
dan sifat pertumbuhannya. Spesies - spesies pseudomonas: Pseudomonas

aeruginosa, P. flouresen, P. putida, P. stutzeri, P. mendocina (Boyd, 1995).

Identikasi bakteri Pseudomonas sp. LPG171 telah dilakukan Pretti (2022) dari
tanah tercemar yang terkontaminasi dengan minyak untuk memproduksi enzim
lipase dilakukan di Laboratorium Uji Bakteriologi Balai Veteriner Lampung,
Bandar Lampung. Tahapan yang telah dilakukan Pretti (2022) untuk identifikasi
bakteri Pseudomonas sp. LPG171 adalah dengan penentuan kurva pertumbuhan

bakteri, dengan diawali pembuatan medium starter (media inokulum). Mikroba



yang telah diinkubasi selama 72 jam dengan pH optimum dilakukan pengambilan
sampel setiap 6 jam sekali dan diukur OD (Optical Density) serapannya
menggunakan spektrofotometer Uv -Vis pada panjang gelombang 600 nm.
Kemudian dilakukannya penentuan kondisi optimum pertumbuhan bakteri,
dengan mencari optimasi pH dari pH 5, 6, dan 7, serta diuji aktivitas unitnya
dengan menggunakan metode Kwon and Rhee. Selanjutnya dilakukan optimasi
waktu inkubasi selama 0 sampai 72 jam pada pH optimum dengan pengambilan
sampel setiap 6 jam, dan diuji aktivitas unitnya menggunakan metode Kwon and
Rhee.

2.2. Enzim

Enzim merupakan sekelompok protein yang mengatur dan menjalankan
perubahan - perubahan kimia dalam sistem biologi. Enzim dikatakan sebagai
biokatalisator yang berfungsi sebagai katalis dalam proses biologis. Enzim
dihasilkan oleh organ - organ pada hewan dan tanaman yang secara katalitik
menjalankan berbagai reaksi, seperti hidrolisis, oksidasi, reduksi, isomerasi, adisi,
transfer radikal, pemutusan rantai karbon. Secara umum, enzim menghasilkan
kecepatan, spesifikasi, dan kendali pengaturan terhadap reaksi dalam tubuh.
Enzim berfungsi sebagai katalisator, yaitu senyawa yang meningkatkan kecepatan
reaksi kimia (Supriyatna dkk., 2015). Enzim disusun oleh untaian asam amino
yang panjang dan antar asam amino dihubungkan dengan ikatan peptida
(Judoamidjojo dkk., 1992). Fungsi suatu enzim adalah sebagai katalis untuk
mempercepat proses biokimia yang terjadi didalam sel maupun di luar sel
(Poedjiadi, 1994).

Pemanfaatan enzim dapat dilakukan secara langsung menggunakan hasil isolasi
maupun dengan cara pemanfaatan mikroorganisme yang dapat menghasilkan
enzim yang diinginkan. Enzim dapat diperoleh dari makhluk hidup seperti hewan,
tumbuhan dan mikroorganisme (Mahardhika dkk., 2021). Berdasarkan tempat
bekerjanya, enzim dapat dibedakan dalam dua golongan, yaitu endoenzim dan

eksoenzim. Endo enzim disebut juga enzim intraseluler, dihasilkan di dalam sel
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yaitu pada bagian membran sitoplasma dan melakukan metabolisme di dalam sel.
Eksoenzim (enzim ekstraseluler) merupakan enzim yang dihasilkan sel kemudian
dikeluarkan melalui dinding sel sehingga terdapat bebas dalam media yang
mengelilingi sel dan bereaksi memecah bahan organik tanpa tergantung pada sel

yang melepaskannya (Soedigdo, 1988).

Berdasarkan biosintesisnya, enzim dibedakan menjadi enzim konstitutif dan
enzim induktif. Enzim konstitutif adalah enzim yang selalu tersedia di dalam sel
mikroba dalam jumlah yang relatif konstan, sedangkan enzim induktif adalah
enzim yang ada dalam jumlah sel yang tidak tetap, tergantung pada adanya
induser. Enzim induktif ini jumlahnya akan bertambah sampai beberapa ribu kali
bahkan lebih apabila dalam medium mengandung substrat yang menginduksi,
terutama bila substrat penginduksi merupakan satu-satunya sumber karbon
(Kurnia, 2010).

2.2.1. Mekanisme Reaksi Enzim

Terikatnya substrat pada sisi aktif enzim menyebabkan berubahnya keadaan
substrat sehingga berada dalam keadaan transisi dan akibatnya molekul substrat
mengalami perubahan konformasi transisi yang diperlukan agar dapat diubah
menjadi produk. Beberapa ion logam yang merupakan kofaktor juga membantu
terjadinya ikatan sustrat dengan enzim (Wheeler, 1994). Jika enzim telah
melakukan pembentukan ikatan antara enzim dengan substrat dengan membentuk
molekul kompleks enzim substrat, pembentukan molekul ini sangat dipengaruhi
oleh bentuk sisi aktif enzim dan kespesifikan substrat.

Menurut Shahib (2005) ada dua teori yang mendukung dalam penjelasan
pembentukan kompleks enzim substrat, teori pertama yang diajukan oleh Fisher
yaitu teori Kunci dan Gembok / Lock and Key yang menjelaskan bahwa adanya
kespesifikan enzim terhadap substrat tertentu yang bentuknya sesuai dengan sisi
aktif enzim. Enzim dan substrat bergabung bersama membentuk kompleks, seperti
kunci yang masuk dalam gembok. Dalam kompleks, substrat dapat bereaksi

dengan energi aktivasi yang rendah. Setelah bereaksi, kompleks lepas dan
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melepaskan produk serta membebaskan enzim. Teori kedua adalah teori yang
diajukan oleh Koshland yaitu teori Induced fit yang menjelaskan bahwa substrat
akan menginduksi suatu perubahan bentuk sisi aktif enzim sehingga dapat dengan
mudah berikatan. Menurut teori kecocokan yang terinduksi, sisi aktif enzim
merupakan bentuk yang fleksibel. Ketika substrat memasuki sisi aktif enzim,
bentuk sisi aktif termodifikasi melingkupi substrat membentuk kompleks. Ketika
produk sudah terlepas dari kompleks, enzim tidak aktif menjadi bentuk yang
lepas. Sehingga, substrat yang lain kembali bereaksi dengan enzim tersebut.
Adapun ilustrasi dari teori Lock and Key oleh Fischer dan Induced fit oleh
Koshland dapat dilihat pada Gambar 3.

Substrat
q
Produk
(a) Lock and key
Substrat Kompleks enzim Produk

W {j_\J ‘ substrat m
by B T

Enzim (b) Induced fit Ennm

Gambar 3. Mekanisme reaksi enzim (a) Lock and Key (b) Induced fit
(Wahyudiati, 2017)

2.2.2. Klasifikasi Enzim

Enzim diklasifikasikan ke dalam 6 kelas utama berdasarkan tipe reaksi yang
dikatalisis dan beberapa sub kelas seperti tercantum pada Tabel 1 dan Tabel 2

(McMurry and Castellion, 1992).
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Tabel 1. Klasifikasi enzim berdasarkan tipe reaksi (McMurry and Castellion,

1992).

Kelas Kelas Enzim

Tipe Reaksi

1 Oksireduktase

2 Transferase

3 Hidrolase

4 Liase

Reaksi reduksi oksidasi (transfer elektron dari satu

substrat ke substrat lainnya)

Reaksi reduksi oksidasi (transfer elektron dari satu

substrat ke substrat lainnya).

Transfer atom atau gugus dari satu substrat ke

substrat lain.

Reaksi hidrolisis (pemecahan ikatan karena

adanya air).

Penambahan gugus fungsi pada ikatan rangkap

(adisi) atau pemutusan ikatan rangkap dengan

pelepasan gugus fungsi.

Berdasarkan klasifikasi subkelas enzim dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Klasifikasi subkelas enzim (McMurry and Castellion, 1992).

Kelas Subkelas Tipe Reaksi yang dikatalisis
Oksireduktase Oksidase Oksidasi substrat
Reduktase Reduksi substrat

Transferase

Hidrolase

Liase

Dehidrogenase

Transaminase
Kinase
Lipase
Protoase

Nuklease

Dehidrase

Dekarboksilase

Pelepasan atom hydrogen (Hz)
sehingga terbentuknya ikatan rangkap.
Transfer gugus amino antara substrat
Transfer gugus fosfat antara substrat.
Hidrolisis gugus ester dalam lipid
Hidrolisis gugus amida dalam protein
Hidrolisis gugus fosfat dalam asam
nukleat

Kehilangan air

Kehilangan karbondioksida
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2.2.3. Faktor yang Mempengaruhi Aktivitas Enzim

Adapun beberapa faktor-faktor yang mempengaruhi aktivitas enzim antara lain,

sebagai berikut :

a. Temperatur

Suhu inkubasi sangat mempengaruhi kerja dari enzim, suhu inkubasi yang lebih
tinggi dari suhu optimum kerja enzim dapat menyebabkan terjadinya perubahan
konformasi sisi aktif enzim yang disebabkan adanya denaturasi protein enzim.
Sebagian besar enzim terdenaturasi pada suhu diatas 50 °C. Dalam temperatur
rendah, pada reaksi enzimatis berlangsung lambat, kenaikan temperatur akan
mempercepat reaksi, hingga suhu optimum tercapai dan reaksi enzimatis
mencapai maksimum. Kenaikan temperatur melewati temperatur optimum akan
menyebabkan enzim terdenaturasi dan menurunkan kecepatan reaksi, sehingga

efek dari suhu pada aktivitas enzim dapat dilihat pada Gambar 4.

Laju
Reaksi

v

Suhu

Gambar 4. Hubungan aktivitas enzim dengan suhu (Rusman, 2017).

b. Derajat keasaman (pH)

Efek pH berhubungan dengan kombinasi beberapa faktor seperti energi yang
terlibat dalam ikatan substrat pada sisi aktif enzim, ionisasi residu asam amino
yang terlibat dalam aktivitas katalitik enzim, 1onisasi substrat, perbedaan struktur
protein karena kekuatan ionik medium. Laju reaksi enzimatik karena perbedaan
pH membuat kurva lonceng normal, dimana laju maksimum tercapai pada pH
optimum larutan. Nilai pH optimum, berhubungan dengan pKs asam amino
terionisasi yang terlibat dalam struktur protein. Sehingga efek derajat keasaman

(pH) dapat dilihat pada Gambar 5.
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Laju
Reaksi

v

pH
Gambar 5. Efek pH pada aktivitas enzim (Rusman, 2017).

c. Efek konsentrasi enzim
Dengan meningkatnya konsentrasi enzim berarti ada molekul tambahan yang akan
membawa substrat sehingga laju reaksi meningkat. Jika konsentrasi meningkat

dua kali maka laju reaksi atau aktivitas enzim akan meningkat 2 kali lebih besar.

d. Efek konsentrasi substrat

Enzim bekerja sesuai dengan kapasitasnya. Meningkatnya konsentrasi substrat
maka laju reaksi akan meningkat karena lebih banyak enzim yang bekerja. Seperti
pada Gambar 6, hubungan antara konsentrasi substrat dan aktivitas enzim

mengikuti kurva hiperbolik.

Enzymatic activity

:/K"‘

Substrate concentration

Gambar 6. Efek konsentrasi substrat (Rusman, 2017).

Ketika konsentrasi substrat rendah, aktivitas enzim meningkat secara linear
dengan konsentrasi substrat. Bagian ini mencerminkan reaksi orde pertama,
menyatakan hubungan langsung antara laju reaksi enzim dan konsentrasi substrat.
Konsentrasi substrat meningkat, terjadi peningkatan laju enzim hingga mencapai

satu titik di mana aktivitas tidak meningkat, bahkan jika konsentrasi substrat terus
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meningkat. Kurva cenderung menjadi horizontal pada titik yang sesuai dengan

kecepatan maksimum (Vmaks) enzim.

Kurva hiperbolik adalah karakteristik dari reaksi dimana satu substrat yang
terlibat dalam reaksi. Ketika dua substrat terlibat, kurva hiperbolik juga dapat
diperoleh untuk salah satunya jika terdapat kelebihan konsentrasi substrat lain
yang digunakan. Hubungan substrat - aktivitas pertama kali digambarkan oleh
Michaelis dan Menten. Dalam kasus yang paling sederhana, substrat berikatan
dengan enzim secara reversibel. Kompleks yang terbentuk terdisosiasi lebih
lambat dibandingkan reaksi pertama dan enzim akan melepaskan produk.

Pada konsentrasi substrat yang sangat rendah, sebagian besar molekul enzim (E)
bebas. Ketika substrat (S) meningkat, molekul enzim terlibat dalam pembentukan
kompleks enzim - substrat (ES) juga meningkat. Jika konsentrasi substrat terus
meningkat, tercapai satu titik di mana hampir semua molekul enzim ditempati
oleh substrat (dengan asumsi konsentrasi enzim konstan). Pada titik ini, enzim
menjadi jenuh dengan substrat. Jika melebihi jumlah enzim, tercapai steady state,

dimana laju reaksi tidak akan meningkat lagi.

e. Inhibisi enzim

Inhibitor merupakan zat yang dapat menghambat kerja enzim. Zat penghambat
atau inhibitor dapat menghambat kerja enzim untuk sementara atau secara tetap.
Berdasarkan kerjanya inhibitor dibagi menjadi dua, yakni inhibitor kompetitif dan

non kompetitif.

f. 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.

g. Inhibitor nonkompetitif
Inhibitor nonkompetitif adalah molekul penghambat enzim yang bekerja dengan

cara melekatkan diri pada luar sisi aktif enzim. Sehingga, bentuk enzim berubah
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dan sisi aktif enzim tidak dapat berfungsi. Hal ini menyebabkan substrat tidak
dapat masuk ke sisi aktif enzim. Penghambatan inhibitor nonkompetitif bersifat

tetap dan tidak dapat dipengaruhi oleh konsentrasi substrat (Bariroh, 2014).

2.3. Enzim Lipase

Enzim lipase merupakan kelompok enzim yang secara umum berfungsi dalam
hidrolisis triasilgliserol (trigliserida) untuk menghasilkan asam lemak rantai
panjang dan gliserol. Enzim ini juga digunakan untuk hidrolisis triasilgliserol
menjadi diasilgliserol dan asam lemak bebas. Diasilgliserol adalah ester gliserol
digunakan sebagai bahan pengemulsi dan penstabil produk makanan, kosmetika
dan farmasetika. Lipase mikrobial telah digunakan sebagai katalis dalam
menghasilkan produk - produk berbasis oleokimia antara lain lemak/minyak

termodifikasi seperti trigliserida rendah kalori, minyak kaya EPA dan DHA.

Enzim lipase dapat pula digunakan sebagai biokatalis untuk meningkatkan
kualitas Crude Palm Oil (CPO) yang lebih baik yaitu minyak sehat (healthy oil).
Healthy Econa Cooking Qil telah diproduksi massal pada tahun 2001 oleh Kao
Industries of Japan bekerja sama dengan Novozymes, Co. Bahan utama yang
terkandung di dalam minyak ini adalah diasilgliserol yang dibuat secara enzimatik
menggunakan minyak murni. Dalam jangka panjang minyak ini mampu
mencegah peningkatan lemak tubuh, terutama lemak yang terdeposit dalam organ
internal (Dali dkk., 2017). Enzim lipase sebagai biokatalisator mempunyai
beberapa kelebihan dibandingkan katalisator alkali antara lain: bekerja secara
spesifik, aktivitas katalitik enzim yang tinggi dan kemampuannya bekerja pada
suhu yang relatif rendah sekitar 30°C, katalisator alkali bekerja pada suhu (220-
250) °C. Suhu yang tinggi menghasilkan produk berwarna coklat (gelap) dan bau
tidak diinginkan (Noureddini et al., 2004).
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2.3.1. Karakteristik Enzim Lipase yang Dihasilkan oleh Mikroba

Salah satu karakteristik utama dari lipase, yaitu enzim ini dapat bekerja pada
lapisan antar muka karena adanya perbedaan kepolaran antara lipase dengan
substrat yang dikatalisisnya. Lipase cenderung bersifat polar, sedangkan
substratnya berupa senyawa non polar, sehingga lipase bekerja pada bagian antar
muka antara fasa yang larut dalam air dan fasa minyak dari substratnya (Seniwati
dkk., 2010). Aktivasi pada lapisan antar muka dari lipase ini akan meningkat
ketika substrat yang tersedia berada dalam bentuk emulsinya. Sebagai akibat dari
karakteristik ini, maka kinetika dari lipase tidak mengikuti aturan klasik model
Michaelis-Menten (Jaeger ef al., 1994). Substrat dan produk yang dihasilkan dari
katalitik lipase ini terkadang bersifat tidak dapat larut dengan baik dalam media
air. Hal ini membuat enzim dapat dengan mudah dipisahkan dari substrat dan
produknya. Pada umumnya enzim bersifat tidak stabil dalam pelarut organik dan

dapat terdenaturasi atau hilang aktivitas katalitiknya.

Akan tetapi lipase dapat stabil dan tetap aktif dalam suatu pelarut organik tanpa
adanya penambahan senyawa penstabil. Jenis substrat dari lipase juga terkadang
tidak dapat larut atau bersifat sedikit larut dalam media air. Karena itu, dalam
fenomena seperti ini digunakan suatu pelarut organik atau larutan organik-air
sebagai media reaksi. Karena lipase tetap memiliki kemampuan katalitiknya
dalam suatu pelarut organik, membuat lipase banyak diaplikasikan dalam bidang
bioteknologi (Jaeger ef al., 1994). Lipase yang dihasilkan bakteri dipengaruhi oleh
beberapa faktor, salah satunya adalah lama waktu inkubasi. Lama waktu inkubasi
mempengaruhi jumlah lipase yang dihasilkan. Kemampuan bakteri dalam
menghasilkan lipase telah ditemukan dengan lama waktu inkubasi dari beberapa
jam sampai beberapa hari. (Gilbert et al., 1996) melaporkan bahwa Pseudomonas
sp., P. fragi, dan P. fluorescens BW 96CC mampu menghasilkan lipase hingga

mencapai maksimum setelah inkubasi antara 72 dan 96 jam.

Lipase yang diperoleh dari mikroba menjadi salah satu solusi bagi industri untuk
memproduksinya secara efisien dan dalam jumlah besar. Selain itu keuntungannya
enzim mempunyai daya katalitik yang sangat spesifik sehingga dapat

meminimalisir adanya reaksi samping yang terjadi. Namun ada beberapa hal yang
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perlu diperhatikan saat memilih mikroba penghasil lipase. Beberapa di antaranya
adalah mikrobanya merupakan penghasil enzim ekstraseluler agar mempermudah
proses isolasi enzimnya, penghasil enzim dalam jumlah banyak dan cepat, tidak
mudah mengalami mutasi, mampu tumbuh pada media kultivasi dan mudah

dipanen, serta tidak menginduksi toksin (Hermawati, 2010).

Sama halnya dengan lipase yang hanya bekerja pada substrat lipid, enzim-enzim
lain juga bekerja spesifik pada substrat yang sesuai karena enzim mempunyai
perbedaan struktur kimia yang tetap. Kerja enzim secara umum saat mengkatalisis
suatu reaksi dapat diketahui, yaitu dengan menempelkan sisi aktifnya pada
permukaan molekul zat-zat yang bereaksi. Akibatnya energi aktivasi pada suatu
reaksi akan menurun dan reaksi berlaju cepat. Perlu diketahui bahwa kerja enzim
ini dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor. Faktor umum dan krusial antara lain

adalah temperatur, tingkat keasaman (pH), konsentrasi substrat dan juga inhibitor.

2.3.2. Pemanfaatan Enzim Lipase

Pemanfaatan enzim dalam bidang bioteknologi dan industri semakin meningkat,
oleh karena itu pengkajian enzim perlu dilakukan untuk dapat digunakan dalam
bidang tersebut. Sifat enzim yang sangat spesifik dibandingkan dengan katalis
anorganik menyebabkan enzim banyak digunakan dalam berbagai proses industri
pangan maupun non pangan. Selain itu, lebih dari 70% industri kimia
menggunakan enzim sebagai katalis. Hal tersebut dikarenakan penggunaan enzim
mempunyai beberapa keuntungan, yaitu mempunyai aktivitas yang selektif, aman,
mudah dikontrol, dapat didegradasi secara biologis, memiliki daya katalitik yang
tinggi. Selain itu, reaksi enzimatik yang terjadi tidak menghasilkan produk
samping dan enzim dapat aktif pada suhu dan pH tertentu, sehingga enzim sangat
potensial untuk menggantikan katalis kimiawi dalam bidang industri (Indah dkk.,
2017). Penggunaan lipase sebagai biokatalis pada konversi (transesterifikasi
minyak nabati) menghasilkan reaksi kondisi yang lebih aman dan memudahkan
recovery katalis dan gliserol tanpa purifikasi atau produksi limbah kimia (Mulya

dkk., 2020).
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2.3.3. Aktivitas Enzim Lipase

Aktivitas lipase memiliki satuan unit, satu unit (U) aktivitas lipase didefinisikan
sebagai kemampuan enzim lipase untuk menghasilkan 1 pumol asam lemak bebas
dari hidrolisis substrat oleh 1 mL enzim lipase tiap satuan menit (Adio et al.,
2015). Sedangkan aktivitas spesifik adalah jumlah unit enzim permiligram
protein. Aktivitas spesifik biasanya mencerminkan kemurnian enzim. Selama
pemurnian, aktivitas spesifik enzim meningkat dan tetap jika enzim sudah
menjadi murni. Aktivitas enzim lipase yang dapat mengkatalisis pemutusan ikatan
ester disebut aktivitas hidrolisis lipid (lipolisis). Aktivitas hidrolisis lipid dapat
maksimal jika teradsorpsi pada bidang pertemuan (interface) air minyak
(Lehninger, 1995). Menentukan aktivitas optimum pada kondisi optimum maka
perlu dilakukan pengukuran aktivitas enzimatik pada variasi suhu dan pH,
sehingga diketahui aktivitas lipase disetiap rentang suhu dan pH yang ditentukan.
Metode yang digunakan untuk memperkirakan aktivitas lipase secara kuantitatif
ada metode interfacial, tensiometri, kromatografi, konduktometri, titrimetri,
spektrofotometri (Kasipah et al.,2013). Aktivitas optimum lipase tergantung dari
senyawa pengemulsi yang digunakan karena lipase hanya bekerja pada fasa antara
minyak dan air. Substrat perlu diubah terlebih dahulu menjadi emulsi minyak-air.
Substrat yang sering digunakan dalam penelitian adalah minyak zaitun, lemak
susu, atau senyawa murni seperti tributirin dan triolein. Aktivitas spesifik enzim
memiliki satuan U/mg. Aktivitas spesifik enzim didefinisikan sebagai jumlah unit

enzim tiap miligram protein.

2.3.4. Uji Aktivitas Lipase Metode Kwon and Rhee

Metode kolorimetri yang sederhana dan cepat dikembangkan untuk menentukan
aktivitas lipase untuk pemecahan lemak. Bebas asam lemak yang dihasilkan oleh
lipase dari triasilgliserol ditentukan dengan mengamati warna yang terbentuk
menggunakan kupri asetat-piridin sebagai pewarna berkembang reagen. Metode
yang dimodifikasi ini hanya membutuhkan beberapa menit untuk menentukan
asam lemak bebas, sedangkan membutuhkan waktu lebih dari 20 menit dengan

metode konvensional yang memerlukan langkah-langkah penguapan pelarut dan
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sentrifugasi. Sensitivitas dan reproduktifitas metode ini baik untuk asam kaproat,
kaprilat, kaprat, laurat, miristat, palmitat, stearat dan oleat Kwon and Rhee.

2.3.5. Uji Aktivitas Lipase Metode Fu

Metode Fu dilakukan bertujuan untuk mengukur kemampuan lipase dalam
menghidrolisis trigliserida menjadi asam lemak dan gliserol. Penelitian ini
menggunakan teknik spektrofotometri untuk mendeteksi perubahan absorbansi,
yang mencerminkan jumlah asam lemak yang dihasilkan selama reaksi. Aktivitas
lipase dihitung berdasarkan konsentrasi asam lemak yang dihasilkan, waktu
inkubasi, dan konsentrasi enzim, yang biasanya dinyatakan dalam satuan unit per
mililiter (U/mL). Metode ini penting untuk aplikasi di berbagai bidang, termasuk
industri makanan, bioteknologi, dan kesehatan, serta memberikan pemahaman
yang lebih baik tentang sifat enzim lipase dan efisiensinya dalam proses
transesterifikasi. Selain itu, penelitian ini juga menekankan pentingnya melakukan
kontrol positif dan negatif untuk memastikan keakuratan hasil yang diperoleh (Fu
etal., 2014).

2.4. Penentuan Kadar Protein Metode Lowry

Metode Lowry merupakan pengembangan dari metode Biuret. Dalam metode ini
terlibat dua reaksi. Awalnya, kompleks Cu (II) - protein akan terbentuk
sebagaimana metode biuret, yang dalam suasana alkalis Cu (II) akan tereduksi
menjadi Cu(I). Ion Cu” kemudian akan mereduksi reagen Folin - Ciocalteu,
kompleks phosphomolibdat-phosphotungstat, menghasilkan heteropoly-
molybdenum blue akibat reaksi oksidasi gugus aromatik (rantai samping asam
amino) terkatalis Cu, yang memberikan warna biru intensif yang dapat dideteksi
secara kolorimetri. Kekuatan warna biru terutama bergantung pada kandungan

residu tryptophan dan tyrosine-nya.

Keuntungan metode Lowry adalah lebih sensitif (100 kali) daripada metode biuret

sehingga memerlukan sampel protein yang lebih sedikit. Batas deteksinya berkisar



21

pada konsentrasi 0,01 mg/mL. Namun metode Lowry lebih banyak
interferensinya akibat kesensitifannya. Beberapa zat yang bisa mengganggu
penetapan kadar protein dengan metode Lowry ini, antara lain; buffer, asam
nuklet, gula atau karbohidrat, deterjen, gliserol, Tricine, EDTA, Tris, senyawa-
senyawa kalium, sulfhidril, disulfida, fenolat, asam urat, guanin, xanthine,
magnesium, dan kalsium. Interferensi agen - agen ini dapat diminimalkan dengan
menghilangkan interferensi tersebut. Oleh karena itu dianjurkan untuk
menggunakan blanko untuk mengkoreksi absorbansi. Interferensi yang
disebabkan oleh deterjen, sukrosa dan EDTA dapat dieliminasi dengan

penambahan SDS atau melakukan preparasi sampel dengan pengendapan protein.

Metode Lowry-Folin hanya dapat mengukur molekul peptida pendek dan tidak
dapat mengukur molekul peptida panjang. Prinsip kerja metode Lowry adalah
reduksi Cu** (reagen Lowry B) menjadi Cu’oleh tirosin, triptofan, dan sistein
yang terdapat dalam protein. Ion Cu" bersama dengan fosfotungstat dan
fosfomolibdat (reagen Lowry D) membentuk warna biru, sehingga dapat
menyerap cahaya. Metode ini relatif sederhana dan dapat diandalkan serta
biayanya relatif murah. Namun, metode ini mempunyai kelemahan yaitu sensitif
terhadap perubahan pH dan konsentrasi protein yang rendah. Untuk mengatasinya
adalah dengan cara menggunakan volume sampel yang sangat kecil sehingga

tidak mempengaruhi reaksi (Lowry et al., 1951).

2.5. Reaksi Hidrolisis

Dalam reaksi hidrolisis trigliserida, katalis yang sering digunakan ialah enzim
lipase. Lipase merupakan jenis enzim yang dapat mengkatalisis pemecahan ikatan
ester dalam molekul trigliserida, menghasilkan gliserol dan asam lemak. Proses
ini terjadi di antar muka antara fasa air dan fasa minyak, Dimana molekul air
ditambahkan untuk membantu pemecahan ikatan ester (Andaka, 2008). Reaksi
hidrolisis dapat dilihat pada Gambar 7.
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H,C—O0—C—R, H,C—OH R,COOH

s
HC—O—C—R, + 3H,0 —> HC—OH + R,COOH

O

Il
H,C—0—C—R, H,C—OH R;COOH
trighserida ar gliserol asam lemak

Gambar 7. Mekanisme reaksi hidrolisis (Andaka, 2008).

Dalam konteks biologis, lipase dapat ditemukan dalam system pencernaan
manusia, terutama di pankreas, dan berperan dalam pemecahan lemak dari
makanan menjadi bentuk yang dapat diseerap oleh tubuh. Selain itu enzim lipase
dalam kondisi tertentu, katalis kimia tertentu juga dapat digunakan untuk
mengkatalisis reaksi hidrolisis trigliserida, seperti katalis asam atau basa. Namun,
dalam kebanyakan proses biologis dan industri, lipase merupakan katalis pilihan
karena dapat bekerja secara spesifik pada ikatan ester dalam molekul trigliserida

(Andaka, 2008).

2.6. Reaksi Transesterifikasi

Transesterifikasi merupakan suatu reaksi yang menghasilkan ester dimana salah
satu pereaksinya juga merupakan senyawa ester. Terjadi pemecahan senyawa
trigliserida dan migrasi gugus alkil antara senyawa ester. Ester yang dihasilkan
dari reaksi transesterifikasi ini disebut biodiesel. R’ adalah gugus alkil dan R1-R3
merupakan gugus asam lemak jenuh dan tak jenuh rantai panjang, yang dapat

dilihat pada Gambar 8 (Aziz, 2007).
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} 0
HZC—O—M—R3 H,C—O0—H H,C—O0—C——R,
Trigliserida Metanol Gliserol Metil Ester

Gambar 8. Mekanisme reaksi transesterifikasi (Aziz, 2007).

Reaksi transesterifikasi secara umum dapat dilakukan dengan menggunakan
katalis asam, basa dan enzim. Enzim sebagai katalis homogen dan penggunaan
katalis homogen tersebut memiliki kekurangan terbesar yakni, dibutuhkannya
tahap pemurniaan reaksi yang tidak ramah lingkungan karena menghasilkan
sejumlah besar limbah air. Untuk mengatasi permasalahan pada penggunaan
katalis homogen ini maka digunakanlah katalis enzim. Enzim yang digunakan
biasanya adalah enzim lipase yang terimobilisasi. Kelebihan penggunaan enzim
ini adalah dapat digunakan kembali tanpa proses pemisahan, beroperasi pada suhu
rendah (50°C), mudah untuk diregenerasi, mudah dipisahkan dari produk
biodiesel, nonpolusi, dan tidak terbentuk sabun. Namun proses transesterifikasi
dengan enzim ini memiliki beberapa kelemahan antara lain adalah harga enzim
yang sangat mahal, volume reaksi yang sangat besar dan udah terdenaturasi pada

suhu tinggi (Buchori dkk., 2015).

2.7. Imobilisasi Enzim

Imobilisasi enzim merupakan suatu proses dimana pergerakan molekul enzim
dalam ruang tempat reaksi ditahan sedemikian rupa sehingga terbentuk sistem
enzim yang aktif dan tidak larut dalam air. Dalam imobilisasi enzim, pengikatan
enzim pada suatu karier haruslah terjadi tanpa adanya perusakan pada struktur
ruang tiga dimensi dari sisi aktif enzim tersebut, sehingga spesifitas substrat
maupun gugus fungsi aktif tidak terganggu oleh proses ini. Imobiisasi enzim
diketahui memiliki beberapa keunggulan, meliputi stabilitas enzim dan enzim

dapat digunakan berulang-ulang. Aktivitas dan stabilitas enzim dipengaruhi oleh



24

metode imobilisasi, jenis enzim maupun jenis matrik yang digunakan enzim dapat

diimobilisasi dengan menggunakan beberapa cara, antara lain adalah :

a. Cara fisik, yang meliputi teknik penjebakan (ecapsulationn gel lattice
formation) atau teknik pembungkusan dengan membran;

b. Cara kimia, yang meliputi teknik pengikatan (adsorpsi) pada bahan pendukung
melalui ikatan - ikatan ionik, kovalen atau polar, atau dengan teknik ikatan
silang;

c. Cara penggumpalan sel atau enzim;

d. Kombinasi dari cara-cara sebelumnya seperti, cara adsorpsi kemudian cross

linking.

Metode imobilisasi secara fisik memiliki aktivitas enzim imobil ditentukan oleh
bahan pendukung yang digunakan. Pada proses imobilisasi, jumlah enzim yang
teradsorpsi dipengaruhi oleh lama pengocokan dan konsentrasi adsorbat / enzim
(Sediawan, 2000). Lama pengocokan dan konsentrasi enzim akan mempengaruhi
massa enzim yang teradsorpsi, sehingga berpengaruh terhadap aktivitas enzim
tersebut (Ariesta, 2009). Keuntungan penggunaan imobilisasi enzim antara lain,
adalah :

a. Sistem enzim yang telah diimobilisasi dapat digunakan berulang-ulang

b. Memungkinkan proses pengoperasian secara berkesinambungan

c. Dapat meminimalkan terjadinya pencampuran antara hasil reaksi dengan residu
d. Memudahkan pengendalian kondisi reaksi

e. Dapat meningkatkan stabilitas enzim.

Selain keuntungan imobilisasi enzim juga mempunyai kekurangan yaitu dapat
menyebabkan penurunan aktivitas katalitik enzim untuk beberapa kasus serta

terjadi pergeseran pH dan suhu optimum dari enzim (Payne ef al.,1992).

2.8. Metode Adsorpsi

Teknik adsorpsi merupakan metode yang paling banyak digunakan untuk
imobilisasi enzim. Metode ini dapat dilakukan dengan pengondisian reaksi yang

relatif mudah, dan matriks dapat digunakan kembali untuk imobilisasi ulang (Tan
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et al., 2010). Adsorpsi memanfaatkan interaksi lemah antara enzim dengan
matriks, seperti interaksi Van der Waals maupun ikatan hidrogen. Secara umum,
matriks yang digunakan untuk adsorpsi dapat dibagi dalam 2 kategori: matriks
anorganik dan matriks organik. Matriks anorganik yang umum digunakan antara
lain silika, titania, dan hidroksiapatit. Adapun matriks organik dapat berasal dari
sumber alami (contoh: kitin, kitosan, selulosa, alginat) maupun polimer hasil
sintesis. Matriks tersebut dapat dimodifikasi secara kimia untuk disesuaikan
dengan kondisi enzim dan aplikasinya (Radzimska and Jesionowski, 2014).
Walaupun adsorpsi memiliki keuntungan ekonomis dan mempertahankan aktivitas
tinggi milik enzim, terdapat resiko lepasnya enzim dari matriks karena interaksi

yang lemah (Jegannathan et al., 2008).

Dalam metode ini, molekul enzim menempel pada permukaan matriks pembawa
dengan kombinasi interaksi hidrofobik dan pembentukan berbagai ikatan garam
per molekul enzim. Imobilisasi adsorpsi adalah metode fisik yang dihasilkan dari
Van der Waals dan interaksi nonkovalen lainnya, termasuk interaksi hidrofobik
dan ikatan elektrostatik ikatan hidrogen antara pendukung dan enzim yang

menempel.

2.9. Hidroksiapatit [Ca10(PO4)s(OH)z]

Hidroksiapatit adalah bahan keramik kalsium fosfat [Caio(PO4)s(OH)2] yang
sangat penting sebagai biomaterial karena sifat osteofilik sehingga memiliki
gambaran identik dengan hidroksiapatit pada tulang. Hidroksiapatit bersifat
biokompatibel, osteokonduktif dan dapat menyatu dengan tulang sehingga dapat
meningkatkan proses regenerasi tulang. Menurut Noviyanti dkk., (2017),
hidroksiapatit merupakan salah satu biomaterial yang bersifat bioaktif untuk
tulang. Biomaterial adalah suatu bahan sintesis yang dapat diimplan ke dalam
sistem hidup sebagai pengganti fungsi dari jaringan hidup atau organ. Pada saat
ini kebutuhan akan biomaterial sangat tinggi dan telah memberi dampak yang
cukup besar terutama dalam bidang kedokteran ortopedi, misalnya saja untuk

perbaikan tulang, baik pada perbaikan tulang retak maupun tulang patah. Material
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yang digunakan dalam pengobatan tersebut harus bersifat bioaktif, biokompatibel,

dan tidak beracun.

Hidroksiapatit (HA) memiliki banyak aplikasi dalam bidang medis dan
bioteknologi karena kemiripannya dengan komponen matriks ekstraseluler dalam
jaringan biologis. Imobilisasi enzim, terutama lipase, pada HA dapat menawarkan
keuntungan seperti peningkatan stabilitas, kemampuan untuk digunakan kembali,
dan kemudahan pemisahan. Lipase, enzim yang bertanggung jawab untuk
hidrolisis lipid, memiliki aplikasi luas dalam industri makanan, detergen, dan
farmasi. Sebagai material kimia, HA adalah senyawa kalsium fosfat dan anggota
kelompok mineral apatit dengan rumus kimia secara umum M;o(RO4)X>, dengan
R biasanya merupakan unsur fosfor, M adalah salah satu dari unsur logam yang
biasanya adalah unsur kalsium, dan X biasanya merupakan hidroksida atau unsur
halogen. Senyawa kalsium fosfat berbentuk kristal dan terdapat dalam empat fase,
yaitu dikalsium fosfat, okta kalsium fosfat, trikalsium fosfat, dan hidroksiapatit

(Noviyanti dkk., 2017).



I11. METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini telah dilakukan pada bulan Oktober 2023 sampai dengan Juni 2024
di Laboratorium Biokimia, Jurusan Kimia, FMIPA Universitas Lampung. Uji
aktivitas hidrolisis dan kadar protein pada ekstrak kasar enzim, fraksinasi, dan
dialisis menggunakan spektrofotometri UV-Vis dilakukan di Laboratorium Botani,
Jurusan Biologi, FMIPA Universitas Lampung. Uji aktivitas hidrolisis,
transesterifikasi, fraksi protein, dan kadar protein serta karakterisasi enzim pada
hasil kromatografi filtrasi gel dan imobilisasi enzim lipase menggunakan
spektrofotometri UV-Vis (Genesys TM 140/150 Vis/UV-Vis) dilakukan di Institut
Teknologi Sumatera.

3.2. Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah alat-alat gelas (gelas ukur,
tabung reaksi, erlenmeyer, labu ukur), rak tabung reaksi, batang pengaduk,
mikropipet, mikro tip, bunsen, neraca analitik, sumbat, pH meter, jarum ose,
inkubator, autoklaf (S-90-N Electric Stereoclave), oven, pengaduk magnetik,
spektrofotometer UV-Vis (Genesys TM 140/150 Vis/UV-Vis), waterbath,
pemanas, tabung sentrifugasi, sentrifugasi, Laminar Air Flow (CRUMA model
9005-FL), botol semprot, , pipet tetes, spatula, termometer, corong, jarum ose
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Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah isolat bakteri
Pseudomonas sp. LPG171 dari penelitian Pretti (2022), Nutrient Agar (NA),
Nutrient Broth (NB), akuades, kolom sephadex G-75 (Merck Sigma-Aldrich),
minyak zaitun (Merck Bertolli), tween 80, asam oleat, larutan Bovine Serum
Albumin (BSA), pereaksi Lowry A (Na2COs dan NaOH 2%), pereaksi Lowry B
(CuS0O4.5H20 1% dan NaK 1%), pereaksi Lowry C (Pereaksi Lowry B dan Lowry
A), pereaksi Lowry D (Reagen Folin-Ciocelteu dan akuades), metanol, n-heksana,
kapas, tisu, kain kassa, alumunium foil, buffer fosfat, hidroksiapatit komersil
(Merck Bhanex) [Cai0(PO4)s(OH):], aseton nitril, para-nitrofenil palmitat,

isopropanol, ammonium sulfat [(NH,)SO4], BaOH2 atau BaClz dan plastik wrap.

3.3. Metode Penelitian

Prosedur pada penelitian ini meliputi tahap persiapan, pembuatan media, produksi
enzim lipase, fraksinasi enzim lipase, dialisis enzim lipase, kromatografi enzim
lipase, imobilisasi enzim lipase, dan karakterisasi enzim lipase sebelum

imobilisasi dan sesudah imobilisasi enzim serta uji pemakaian berulang enzim.

3.3.1. Tahap Persiapan Alat

Mencuci bersih alat yang ingin digunakan dan mengeringkannya. Kemudian
mensterilisasi alat dan dibungkus menggunakan kertas ke dalam autoklaf
bertekanan 1 atm dengan suhu 121 °C selama 15 menit, setelah itu
mengeringkan alat gelas yang telah disterilisasi ke dalam oven selama +2 jam

dalam suhu 40 °C.

3.3.2. Pembuatan Media

Adapun tahapan pembuatan media dalam penelitian ini meliputi :
a. Pembuatan Media Selektif

Media Nutrient Agar (NA) yang mengandung nutrient dengan komposisi pepton,
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NaCl dan beef ekstract. Menimbang 2,8 g NA yang dilarutkan dalam 100 mL
akuades kemudian menambahkan minyak zaitun sebanyak 1 mL. Memanaskan
media dengan pemanas dan mensterilisasi media menggunakan autoklaf pada
tekanan 1 atm, suhu 121 °C selama 15 menit. Menuangkan media selektif pada
tabung reaksi secara aseptis lalu mendiamkan media hingga mengeras dan siap
pakai.

b. Peremajaan Bakteri

Pada penelitian ini, bakteri yang digunakan yaitu isolat bakteri yang telah diambil
dari tanah tercemar hasil isolasi penelitian sebelumnya oleh Pretti, (2022).
Peremajaan bakteri dilakukan menggunakan media agar selektif yang telah dibuat
sebelumnya. Kemudian memindahkan bakteri Pseudomonas sp. LPG171 dari
isolat awalnya Pretti, (2022) sebanyak 1 ose secara zig-zag, ke dalam tabung
reaksi media selektif, menutup kembali mulut tabung menggunakan sumbat
diposisikan tabung dengan kemiringan 5 °. Kemudian, menginkubasi pada

inkubator dengan suhu optimal selama kurang lebih 48 jam.

c. Pembuatan Media Starter

Menimbang 1,3 gram media Nutrient Broth lalu melarutkannya dalam 100 mL
buffer fosfat, setelah itu menambahkan 2 tetes tween 80 dan 2 mL minyak zaitun.
Kemudian memanaskan media dengan pemanas untuk melarutkan semua
komponen pada media. Mensterilisasi media menggunakan autoklaf pada tekanan
1 atm, suhu 121 °C selama 15 menit. Lalu mendinginkan media dengan cara

menghidupkan blower di Laminar Air Flow.

d. Pembuatan Media Fermentasi

Menimbang 6,5 gram media Nutrient Broth lalu melarutkannya dalam 500 mL
buffer fosfat, lalu menambahkan 10 tetes Tween 80 dan 10 mL minyak zaitun.
Kemudian memanaskan media dengan menggunakan pemanas untuk melarutkan
semua komponen pada media. Mensterilisasi media menggunakan autoklaf pada
tekanan 1 atm, suhu 121 °C selama 15 menit. Setelah itu, diamkan media di

Laminar Air Flow selama 24 jam.
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3.3.3. Produksi Enzim Lipase

Produksi enzim lipase dilakukan setelah diketahui kondisi optimum pertumbuhan
bakteri. Bakteri terpilih yang disimpan di dalam medium agar miring diambil
sebanyak dua ose dan dimasukkan dalam media starter, kemudian diinkubasi pada
shaker inkubator dengan kecepatan 110 rpm selama 24 jam. Sebanyak 10%
volume media starter dipindahkan ke medium kultur (media fermentasi), dan
diinkubasi kembali sesuai dengan waktu pertumbuhan optimum bakteri yakni
selama 18 jam. Media produksi disentrifugasi untuk memisahkan filtrat dengan
endapan. Filtrat yanag dihasilkan merupakan ekstrak kasar enzim lipase,
selanjutnya diuji aktivitas hidrolisisnya dengan metode Kwon and Rhee dan

analisa protein dengan metode Lowry et al.

3.3.4. Penentuan Kadar Protein Enzim Lipase Metode Lowry

Pembuatan pereaksi pada penentuan kadar protein metode Lowry antara lain

adalah, sebagai berikut :

a. Pereaksi Lowry A, 2 gram Na;COs dilarutkan dalam 100 mL NaOH 0,1 N
menjadi larutan dengan konsentrasi 2%.

b. Pereaksi Lowry B, 5 mL CuS04.5H20 1% dicampurkan dengan 3 mL NaK 1%.

c. Pereaksi Lowry C, 2 mL pereaksi Lowry B dicampurkan dengan 100 mL
pereaksi Lowry A.

d. Pereaksi Lowry D, reagen Folin-Ciocalteu dan akuades dicampurkan dengan

perbandingan 1:1 (v/v).

Kadar protein dalam media kultur diukur berdasarkan metode Lowry et al, 0,1 mL
sampel enzim ditambahkan 0,9 mL akuades. Kemudian campuran ditambahkan 5
mL pereaksi Lowry C, dikocok dan didiamkan selama 10 menit. Kemudian
ditambahkan pereaksi 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,
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menggantikan larutan enzim 0,1 mL dengan akuades. Selanjutnya kadar protein

dapat ditentukan nilainya dengan menghitung menggunakan persamaan 1 berikut.

__ (Abs sampel- Kontrol) — b

Kadar Protein (mg/mL) = " XFP:1000 .......cccceetnne. (D)
Keterangan
Abs : Absorbansi
: Slope
b : Intersept
FP : Faktor Pengenceran
1000 : Konversi gram ke mg

3.3.5. Uji Aktivitas Enzim Lipase

Adapun aktivitas lipase yang dihasilkan, dapat ditentukan dengan penentuan
aktivitas hidrolisis metode Kwon and Rhee dan penentuan aktivitas

transesterifikasi metode Fu.

1. Penentuan aktivitas hidrolisis

Aktivitas enzim lipase ditentukan dengan menggunakan metode Kwon and Rhee.
Penentuan kurva standar asam oleat dilakukan dengan larutan induk asam oleat
yang diambil, kemudian dibuatkan konsentrasi 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800,
900, dan 1000 ppm. Kemudian untuk melakukan uji aktivitas hidrolisis dengan
enzim lipase sebanyak 0,70 mL ditambahkan 0,35 mL buffer fosfat 0,05 M pH 7
dan substrat minyak zaitun sebanyak 0,70 mL. Campuran tersebut diinkubasi pada
kecepatan 120 rpm pada suhu 35 °C selama 15 menit. Setelah diinkubasi,
campuran ditambahkan 0,5 mL HCI1 6 N dan 3,25 mL n-heksana, homogenkan
larutan menggunakan vorteks selama 1 menit dan didiamkan selama 15 menit
dengan suhu ruangan. Setelah terbentuk dua fase, fase minyak diambil sebanyak
3,20 mL. Kemudian ditambahkan 0,5 mL reagen tembaga (II) asetat 5% pH 7, lalu
homogenkan larutan menggunakan vorteks. Perlakuan ini menggunakan kontrol
yaitu akuades 0,70 mL yang ditambahkan 0,35 mL buffer fostat 0,05 M pH 7 dan

substrat minyak zaitun sebanyak 0,70 mL. Selain itu, digunakan blanko pelarut n-
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heksana sebanyak 3,75 mL. Kemudian dilakukan penentuan nilai absorbansi
dengan menggunakan spektrofotometri UV-Vis dengan panjang gelombang 715
nm. Penentuan aktivitas unit pada penentuan hidrolisis metode Kwon and Rhee,

dapat dilihat pada persamaan 2.

Kadar Asam Oleat \%

Aktivitas Unit (U/mL) = X XFP .o (2)
Mr Asam Oleat pxq

Keterangan :

Kadar Asam Oleat  : Konsentrasi sampel

VvV : Volume sampel (mL)

P : Jumlah enzim yang ditambahkan (mL)

q : Waktu Inkubasi (menit)

FP : Faktor Pengenceran

2. Penentuan aktivitas transesterifikasi

Aktivitas transesterifikasi lipase diukur menggunakan metode yang dilakukan (Fu
et al., 2014) dengan beberapa modifikasi. Penentuan kurva standar p-Nitrophenol
Palmitat dilakukan dengan larutan induk para-nitrophenol palmitat yang diambil,
kemudian dibuatkan konsentrasi 200, 400, 600, 800, 1000, dan 1200 ppm.
Kemudian untuk melakukan uji aktivitas transesterifikasi dilakukan dengan
mencampurkan 0,01 M/mL substrat para-nitrofenol palmitat dengan isopropanol
di dalam 500 pL asetonitril. Sebanyak 1 ml enzim lipase kemudian diinkubasi
selama 10 menit dengan kecepatan 100 rpm pada suhu 50° C. Setelah reaksi, 15
uL campuran diambil dan dicampurkan dengan 1485 pL etanol dan diukur
serapannya pada panjang gelombang 315 nm. Kontrol direaksikan dengan
prosedur yang sama, namun tanpa penambahan enzim. Absorbansi sampel
kemudian dibandingkan dengan kurva standar p-NPP dalam etanol untuk
menentukan aktivitas enzim. Penentuan aktivitas unit pada penentuan

transesterifikasi metode (Fu et al., 2014) dapat dilihat pada persamaan 3.
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pmol p — NPP

Aktivitas Unit (U/mL) = t(meni) FP o 3)
Keterangan :

u mol p - NPP : Konsentrasi p - NPP

t : Waktu Inkubasi (menit)

FP : Faktor pengenceran

3.3.6. Pemurnian Enzim Lipase

Adapun beberapa tahapan pemurnian enzim dilakukan dengan fraksinasi
menggunakan ammonium sulfat [(NH4)2SO4], dialisis menggunakan kantong

selofan, serta kromatografi filtrasi gel.

a. Fraksinasi dengan amonium sulfat [(NH4)2SO4]

Ekstrak kasar enzim ditambahkan garam ammonium sulfat secara perlahan sambil
diaduk dengan magnetik stirrer. Endapan protein enzim yang didapatkan pada tiap
fraksi kejenuhan ammonium sulfat dipisahkan dari filtratnya dengan sentrifugasi
dingin pada kecepatan 5000 rpm selama 20 menit. Kemudian endapan yang
diperoleh dilarutkan dengan buffer fosfat 0,05 M pH 7 dan diuji aktivitasnya
dengan metode Kwon and Rhee, serta diukur kadar proteinnya dengan metode
Lowry et al, untuk mengetahui pada fraksi mana saja terdapat enzim lipase
dengan aktivitas spesifik yang tinggi. Ekstrak kasar enzim yang diproleh
dimurnikan dengan cara fraksinasi menggunakan garam ammonium sulfat pada
berbagai derajat kejenuhan yaitu (0-20); (20-40); (40-60); (60-80); dan (80- 100)
%. Selanjutnya, filtrat yang didapat dari fraksi (0-20) % digunakan untuk
diendapkan kembali dengan fraksi kejenuhan (20-40) %, dengan prosedur yang
sama dilakukan hingga fraksi kejenuhan (80-100) %. Diagram alir proses

pemurnian fraksinasi dengan ammonium sulfat dapat dilihat pada Gambar 9.
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Ekstrak Kasar Enzim

+ (NH4)>SO04 (0-20%)

Endapan(F1)  Filtrat
‘ + (NH4)>SO4 (20-40%)

Endapan(F2)  Filtrat
+ (NH4)2SO4 (40-60%)

Endapan(F3)  Filtrat
+ (NH,4),SO;4 (60-80%)

Endapan(F4) iltrat
+ (NH4)2S04 (80-100%)

Endapan(F5)  Filtrat

Gambar 9. Skema proses pengendapan protein enzim dengan ammonium
sulfat.

b. Dialisis
Endapan enzim yang telah dilarutkan dari tiap fraksi ammonium sulfat dengan
aktivitas spesifik yang tinggi dimasukkan ke dalam kantong selofan dan didialisis
dengan buffer fosfat 0,01 M pH 7 selama + 24 jam pada suhu dingin. Selama
dialisis, dilakukan pergantian larutan bufer selama 4-6 jam agar konsentrasi ion-
ion di dalam kantong dialisis dapat dikurangi. Proses ini dilakukan secara kontinu
sampai ion-ion di dalam kantong dialisis dapat diabaikan. Untuk mengetahui
bahwa sudah tidak ada lagi ion-ion garam dalam kantong, maka diuji dengan
menambahkan larutan Ba(OH); atau BaCl,. Bila masih ada ion sulfat dalam
kantong, maka akan terbentuk endapan putih BaSO4. Semakin banyak endapan

yang terbentuk, maka semakin banyak ion sulfat yang ada dalam kantong.

c. Kromatografi filtrasi gel

Persiapan kolom (sephadex G-75) dilakukan dengan mengkalibrasi menggunakan
buffer fosfat 0,05 M dan pH 7 dengan eluen sejumlah dua kali volume tabung
kolom. Pembuatan matriks sephadex G-75 dengan mengembangkan serbuk
sephadex G -75 menggunakan akuades, dan diinkubasi pada suhu kamar selama
24 jam (Rahmi dkk., 2020). Enzim hasil dialisis sebanyak 5 mL dimasukkan ke
dalam kolom yang berisi matriks sephadex G-75 yang telah diaktivasi

menggunakan buffer fosfat 0,05 M pH 7, kemudian dielusi dengan menggunakan
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buffer fosfat 0,05 M pH 7. Sampel ditampung sebanyak 5 mL pada setiap tabung
dengan menentukan laju alir (1 mL/ 4 menit) pada masing-masing sampel.
Masing-masing fraksi ditentukan kadar proteinnya menggunakan metode Lowry
dan aktivitas hidrolisis enzim menggunakan metode Kwon and Rhee serta
aktivitas transesterifikasinya menggunakan metode Fu dan diukur absorbansinya

menggunakan spektrofotometer UV-Vis (Rusman, 2017).

3.3.7. Imobilisasi Enzim

Imobilisasi enzim lipase dengan metode adsorpsi menggunakan matriks
hidroksiapatit metode adsorpsi (Kharrat ef al., 2011) yang telah dimodifikasi
yaitu; Adsorpsi enzim lipase 3 mL dengan menambahkan hidroksiapatit sebanyak
1 g, kemudian dilarutkan dengan buffer fosfat 0,05 M sebanyak 3 mL (pH 7).
Adsorpsi dilakukan selama 1 jam pada 4 °C dengan digoyangkan. Enzim lipase -
adsorpsi ke hidroksiapatit dicuci dengan 20 mL aseton yang sebelumnya
didinginkan pada suhu -20 °C, disaring menggunakan sentri, dipisahkan antara
endapan dan filtratnya. Lipase imobil disimpan pada suhu 4°C sampai digunakan.
Hasil dari aktivitas lipase yang diimobilisasi didefinisikan sebagai rasio dari
aktivitas yang teradsorpsi yang diperoleh kembali pada akhir periode imobilisasi
dibagi dengan total aktivitas lipase yang dapat larut yang mula-mula ditambahkan

ke dalam 1 g bahan pendukung.

3.3.8. Karakterisasi Enzim Lipase

Adapun karakterisasi enzim lipase pada penelitian ini dilakukan sebelum
imobilisasi enzim lipase dan sesudah imobilisasi enzim lipase menggunakan
penentuan aktivitas hidrolisis metode Kwon and Rhee. Penentuan yang dilakukan

meliputi :

a. Optimasi pH
Penentuan optimasi pengaruh pH optimum, dilakukan uji aktivitas menggunakan

substrat minyak zaitun dengan buffer fosfat 0,05 M dengan variasi pH yang
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digunakan yaitu 5, 6, 7, dan 8. Larutan enzim yang telah dicampurkan dengan
buffer fosfat dan substrat minyak zaitun lalu diinkubasi pada suhu optimum
selama 15 menit. Kemudian larutan campuran enzim tersebut ditentukan
absorbansinya untuk melihat aktivitas menggunakan spektrofotometer UV-Vis

pada panjang gelombang 715 nm.

b. Optimasi Suhu

Penentuan optimasi pengaruh suhu optimum terhadap aktivitas enzim dilakukan
menggunakan substrat minyak zaitun dengan buffer fosfat 0,05 M pH optimum.
Larutan enzim yang telah dicampurkan dengan buffer fosfat dan substrat minyak
zaitun diinkubasi selama 15 menit dengan variasi suhu yang digunakan, yaitu 30,
35, 40, 45, 50, dan 55 °C. Kemudian larutan tersebut ditentukan absorbansinya

menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 715 nm.

c. Optimasi Waktu Inkubasi

Penentuan optimasi pengaruh waktu inkubasi terhadap uji aktivitas enzim lipase
juga dilakukan dengan menggunakan substrat minyak zaitun dan buffer fosfat
0,05 M pH optimum dan suhu optimum menggunakan variasi waktu inkubasi
sekitar 10,15, 20, 25, 30 dan 35 menit. Kemudian campuran larutan enzim yang
sudah diinkubasi pada rentang waktu 10-30 menit ditentukan absorbansinya untuk
melihat aktivitas unit enzim menggunakan s pektrofotometer UV-Vis pada panjang

gelombang 715 nm.

3.3.9. Uji Pemakaian Berulang Enzim Lipase Hasil Imobilisasi

Uji pemakaian berulang imobilisasi enzim lipase dilakukan dengan pengujian
aktivitas enzim secara berulang setiap perlakuan, hingga didapatkan hasil akhir
yang maksimal dengan metode (Firdaus dkk, 2017) yang telah dimodifikasi yaitu ;
Sebanyak 1 gram enzim imobil ditambahkan 5 mL buffer fosfat pH 7 dan 5 mL
substrat minyak zaitun, kemudian campuran tersebut diinkubasi selama 15 menit
pada suhu 35 °C dengan kecepatan 250 rpm, selanjutnya campuran tersebut
disentrifugasi pada kecepatan 1000 rpm selama 5 menit. Produk yang dihasilkan

diuji aktivitas enzimnya, sedangkan enzim imobil dicuci dengan buffer fosfat 20
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mL pH 7, disaring, selanjutnya enzim imobil yang sudah dicuci digunakan
kembali untuk penentuan aktivitas enzim lipase berikutnya. Secara keseluruhan,

penelitian ini terangkum dalam diagram alir yang ditunjukkan dalam Gambar 10.

Isolat Bakteri Pseudomonas sp.
LPG171 (Pretti, 2022).

- Peremajaan bakteri Pseudomonas sp. LPG171
- lIsolasi enzim lipase
Y

Ekstrak Kasar Enzim Lipase

- Uji aktivitas hidrolisis dengan metode Kwon
and Rhee.

- Uji kadar protein metode Lowry et al.

- Fraksinasi dengan ammonium sulfat
[(NH4)2S04]

- Dialisis

- Kromatografi filtrasi gel

A

Enzim Hasil Pemurnian

- Uji aktivitas transesterifikasi dengan
metode Fu et al.

- Karakterisasi (pH, suhu dan waktu
inkubasi) enzim lipase bebas dengan
metode Kwon and Rhee.

- Imobilisasi enzim lipase metode adsorpsi

A 4

Enzim Lipase Hasil Imobilisasi

- Uji pemakaian berulang enzim lipase hasil
imobilisasi

- Karakterisasi (pH, suhu dan waktu inkubasi)
enzim lipase bebas dengan metode Kwon
and Rhee.

Hasil

Gambar 10. Diagram alir penelitian



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Berdasarkan pembahasan hasil yang diperoleh dari penelitian yang telah

dilakukan, dapat disimpulkan bahwa :

1. Enzim lipase yang dihasilkan dari bakteri Pseudomonas sp. LPG171 telah
dimurnikan melalui kromatografi filtrasi gel memiliki aktivitas spesifik 80,15
U/mg dengan tingkat kemurnian 16,18 kali lipat dibandingkan dengan ekstrak
kasar enzim yang memiliki aktivitas spesifik 4,95 U/mg dari aktivitas
hidrolisisnya.

2. Enzim lipase hasil kromatografi filtrasi gel pada aktivitas transesterifikasi
memiliki aktivitas unit tertinggi pada fraksi 24 dengan aktivitas unitnya 31,08
U/mL.

3. Aktivitas hidrolisis enzim lipase bebas dan enzim lipase hasil imobilisasi yang
dihasilkan tidak mengubah kondisinya, yaitu pada pH 7 dan waktu inkubasi 30
menit, tetapi suhu optimalnya meningkat dari 35 °C menjadi 50 °C.

4. Imobilisasi enzim lipase dari bakteri Pseudomonas sp. LPG171 menggunakan
matriks hidroksiapatit didapatkan 14,4 gram enzim lipase hasil imobilisasi.

5. Hasil pemakaian berulang menunjukkan bahwa aktivitas unit dari enzim lipase
hasil imobilisasi pada reaksi hidrolisis menurun dari 2,53 U/mL, menjadi 1,25
U/mL setelah 5 kali pemakaian, menunjukkan penurunan aktivitas hingga 50%

dari aktivitas awalnya.
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5.2. Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh, terdapat saran untuk penelitian
selanjutnya, yaitu mengoptimalkan kembali proses pemurnian dialisis dan

kromatografi filtrasi gel agar mendapatkan hasil yang lebih baik dari sebelumnya.
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