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ABSTRAK

OPTIMASI PRODUKSI ENZIM LIPASE DARI Bacillus cereus ALP E1
DENGAN SUBSTRAT PALM OIL MILL EFFLUENT (POME)
MENGGUNAKAN RESPONSE SURFACE METHODOLOGY (RSM)

Oleh

ANGGUN NADHIFAHMIA AZIZAH

Lipase (EC 3.1.1.3) merupakan enzim hidrolase yang mampu mengkatalisis
hidrolisis trigliserida menjadi gliserol dan asam lemak bebas. Lipase bakteri
digunakan secara luas di bidang industri. Dalam memproduksi enzim lipase,
diperlukan adanya kondisi optimum seperti waktu pertumbuhan, konsentrasi
substrat, pH, konsentrasi inokulum, dan kecepatan agitasi. Penelitian ini bertujuan
untuk mendapatkan kondisi optimum enzim lipase dari bakteri Bacillus cereus ALP
E1 dengan pemanfaatan substrat POME.

Tahapan yang dilakukan pada penelitian ini meliputi peremajaan bakteri,
penentuan kondisi optimum yang dilakukan melalui dua pendekatan yaitu secara
konvensional untuk menentukan waktu pertumbuhan dan konsentrasi substrat
POME dan secara statistik menggunakan RSM 3 level faktorial, yaitu pH,
konsentrasi inokulum, dan kecepatan agitasi, serta produksi enzim lipase dengan
menggunakan kondisi optimum yang telah didapatkan.

Hasil penelitian diperoleh kondisi optimum produksi enzim lipase dengan
pendekatan konvensional yaitu pada waktu pertumbuhan 72 jam dan konsentrasi
POME 8%, sedangkan secara statistik dengan RSM diperoleh kondisi optimum
pada pH 7, konsentrasi inokulum 1%, dan kecepatan agitasi 155 rpm dengan model
polinomial y = 38,44 + 4,33A - 0,6910B - 0,5900C - 5,49AB + 2,67AC - 2,51BC -
24,12A2+ 13,04B2 - 11,26C2. Hasil produksi ekstrak kasar enzim lipase pada waktu
pertumbuhan 72 jam, konsentrasi POME 8%, pH 7, konsentrasi inokulum 1%, dan
kecepatan agitasi 155 rpm didapatkan aktivitas unit enzim lipase sebesar 55,8072
U/mL, kadar protein sebesar 1,0829 U/mg, dan aktivitas spesifik enzim lipase
sebesar 51,5356 U/mg.

Kata kunci: Bacillus cereus, enzim industri, lipase, POME, RSM



ABSTRACT

OPTIMIZATION OF LIPASE ENZYME PRODUCTION FROM
Bacillus cereus ALP E1 WITH PALM OIL MILL EFFLUENT (POME)
SUBSTRATE USING RESPONSE SURFACE METHODOLOGY (RSM)

By

ANGGUN NADHIFAHMIA AZIZAH

Lipase (EC 3.1.1.3) is a hydrolase enzyme that can catalyze the hydrolysis of
triglycerides into glycerol and free fatty acids. Bacterial lipase is widely used in
industry. In producing the lipase enzyme, optimum conditions are required such as
growth time, substrate concentration, pH, inoculum concentration, and agitation
rate. This research aims to obtain optimal conditions for the lipase enzyme from
the Bacillus cereus ALP E1 bacteria by utilizing the POME substrate.

The procedures in this research carried out in this research include
rejuvenating the bacteria, determining optimum conditions which are carried out
using two conventional approaches, conventionally to determine growth time and
POME substrate concentration and statistically using RSM 3 factorial levels,
namely pH, inoculum concentration, and agitation rate, as well as lipase enzyme
production using the optimal conditions that have been obtained.

The research results obtained optimum conditions for lipase enzyme
production using the conventional approach at growth time of 72 hours and POME
substrate concentration of 8%, while statistically with RSM the optimum conditions
were obtained at pH 7, inoculum concentration 1%, and agitation rate 155 rpm with
polynomial model ¥ = 38,44 + 4,33A - 0,6910B - 0,5900C - 5,49AB + 2,67AC -
2,51BC - 24,12A% + 13,04B? - 11,26C2.  The results of the production of the crude
extract of lipase enzyme in growth time of 72 hours, POME substrate concentration
of 8%, pH 7, inoculum concentration 1%, and agitation rate 155 rpm showed that
the lipase enzyme unit activity of 55.8072 U/mL, protein content of 1,0829 mg/mL
and the specific activity of the lipase enzyme of 51.5356 U/mg.

Keywords: Bacillus cereus, industrial enzymes, lipase, POME, RSM
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l. PENDAHULUAN

1.1, Latar Belakang

Sejak tahun 1940-an, permasalahan lingkungan hidup mulai muncul seiring
dengan pertumbuhan jumlah penduduk yang pesat setiap tahunnya mengakibatkan
adanya industrialisasi yang berlebihan sehingga meningkatkan limbah, polutan,
dan adanya penurunan sumber daya alam. Oleh karena itu, pada tahun 1990,
tercetuslah istilah “Green Chemistry” atau kimia hijau yang mengusulkan gerakan
ramah lingkungan mulai dari perencanaan produk hingga sintesis, pemrosesan,
dan analisis dengan tujuan untuk meminimalkan bahaya lingkungan di bidang
industri, salah satunya dengan menggunakan katalis enzim (Marco et al., 2019).
Katalis enzim akan meningkatkan laju reaksi yang lebih tinggi, bersifat spesifik
dan selektif terhadap substrat tertentu, dan biaya yang lebih rendah dibandingkan
dengan katalis biasa (Mohammeda et al., 2020).

Enzim berperan sebagai biokatalis yang berfungsi untuk mempercepat reaksi-
reaksi kimia. Enzim dapat dihasilkan dari spesies tumbuhan, hewan, dan
mikroorganisme. Namun, enzim yang berasal dari mikroorganisme seperti bakteri
lebih menguntungkan karena sifatnya yang khas, seperti produksi berkelanjutan
yang tidak dipengaruhi oleh musim, aktivitas dan hasilnya yang tinggi, serta
stabilitas yang baik (Thabet et al., 2023). Bahkan, hampir 90% enzim industri
berasal dari mikroorganisme (Phukon et al., 2020). Namun, 99% kebutuhan
enzim di Indonesia masih diimpor dari negara lain seperti Jepang, India, Cina, dan
sebagian negara di Eropa. Pada tahun 2017, kebutuhan enzim industri di

Indonesia mencapai 2.500 ton, dengan nilai impor sekitar 200 miliar



rupiah dan laju pertumbuhan tahunan rata-rata 5-7% (Astriany dkk., 2022).
Lipase termasuk salah satu enzim yang paling banyak dibutuhkan untuk industri.
Pada tahun 2018, pasar lipase global menduduki peringkat ketiga dengan nilai
$336,09 juta atau sebesar 11,6% dari pasar enzim global yang diperkirakan
mencapai $29,07 miliar. Pasar lipase global diperkirakan akan tumbuh menjadi
$466,29 juta pada tahun 2024 dengan pertumbuhan sebesar 7,6% yang
menandakan bahwa kebutuhan enzim lipase untuk industri akan mengalami
peningkatan setiap tahunnya (Kim et al., 2023). Enzim lipase dikenal juga
sebagai triasilgliserol asil hidrolase (EC 3..1.1.3) yang bekerja untuk
menghidrolisis trigliserida menjadi gliserol dan asam lemak bebas. Selain itu,
lipase mampu mengkatalisis reaksi esterifikasi, interesterifikasi, dan
transesterifikasi dalam lingkungan non-air (Budzaki et al., 2022). Saat ini, lipase
bakteri banyak diminati karena potensinya dalam berbagai aplikasi industri seperti
pada industri makanan, minuman, deterjen, tekstil, kosmetik, dan farmasi
(Sukmawati dan Simamora, 2020). Selain itu, enzim ini dapat digunakan di
bidang agrokimia, biosensor, biopolimer, pengelolaan lingkungan, bioremediasi,

biodegradasi, produksi biodiesel, dan sebagainya (Raveendran et al., 2018).

Untuk memproduksi enzim skala industri, diperlukan adanya kondisi optimum
seperti pH, suhu, waktu pertumbuhan, dan konsentrasi substrat, dan kecepatan
agitasi untuk memperoleh aktivitas enzim tertingginya (Seftiono, 2017). Salah
satu metode populer untuk studi optimasi adalah Response Surface Methodology
(RSM). RSM dapat menentukan kondisi tertentu agar diperoleh respon yang
optimal secara statistik dengan menemukan respon rata-rata yang akan menjadi
permukaan respon ketika diplot. Dalam dekade terakhir, RSM telah banyak
digunakan untuk mempelajari optimasi, salah satunya optimalisasi hidrolisis
produksi enzimatik. Metode ini mampu menentukan interaksi antar variabel dan
meningkatkan produksi enzim tanpa peningkatan biaya dalam waktu yang lebih
singkat (Mishra and Varjani, 2019).



Metode ini dinilai lebih mudah karena mempersingkat waktu pengerjaan (Patel et
al., 2021). Pada penelitian lainnya melaporkan bahwa Candida cylindracea
penghasil enzim lipase yang ditumbuhkan pada media produksi yang dibuat
menggunakan POME 1% (v/v) secara statistik dioptimalkan dengan menggunakan
RSM sehingga didapatkan kondisi optimalnya pada penambahan pepton 0,45%
(b/v), Tween-80 0,65% (v/v), dan inokulum 2,2% (v/v) aktivitas lipolitik sebesar
20,26 U/mL. Hal tersebut menunjukkan bahwa adanya optimasi menghasilkan
peningkatan sebesar 5,19 kali lipat produksi secara keseluruhan. Pada penelitian
tersebut, limbah POME digunakan sebagai substrat pertumbuhan yang dapat
mempengaruhi aktivitas enzim (Salihu et al., 2011).

Palm Oil Mill Effluent (POME) termasuk salah satu limbah agroindustri yang
dapat dimanfaatkan sebagai substrat dalam produksi enzim lipase. POME berupa
produk samping dari proses pengolahan Crude Palm Oil (CPO). Limbah lipid
dengan biomolekul yang melimpah dapat berfungsi sebagai media yang kaya
dengan nutrisi-nutrisi yang dapat digunakan sel mikroba untuk tumbuh dan
memproduksi lipase (Fibriana et al., 2021). Selain itu, penggunaan POME
sebagai substrat dapat menjadi solusi dari tingginya biaya produksi enzim dalam
skala besar dan pemanfaatannya di sektor industri (Jana et al., 2013). Penggunaan
substrat yang berasal dari bahan organik dalam produksi enzim menjadi penelitian
yang menarik, salah satunya menggunakan limbah agroindustri khususnya POME
sebagai bahan baku karena tersedia secara luas dan tentunya murah. Selain itu,
dapat juga digunakan sebagai alternatif untuk pengolahan limbah (Girelli et al.,
2020).

Studi pendahuluan terhadap bakteri yang diisolasi dari air laut Pelabuhan Panjang,
Lampung yang tercemar minyak telah dilakukan. Menurut Rachmawati (2021),
dari 12 isolat bakteri Bacillus cereus yang ditemukan, bakteri Bacillus cereus
ALP E1 memiliki diameter zona bening sekitar 25,0 mm dengan aktivitas lipase
tertinggi dengan pada pH 7 sebesar 0,3 U/mL dengan konsentrasi substrat berupa
minyak zaitun 8% sebesar 0,16 U/mL. Namun, aktivitas lipase tersebut belum

terlalu tinggi jika dibandingkan dengan isolat lokal lainnya, seperti bakteri



Lysinibacillus boronitolerans LKM G1 yang pada kondisi optimumnya memiliki
aktivitas lipase sebesar 6592,58 U/mL (Husna, 2022). Oleh karena itu, dilakukan
optimasi dengan menggunakan limbah POME sebagai substrat pertumbuhan yang
diharapkan dapat meningkatkan aktivitas lipolitik dari bakteri Bacillus cereus
ALP E1. Pada penelitian sebelumnya, optimasi dilakukan secara eksperimen di
laboratorium tanpa bantuan perangkat lunak dan metode statistik dengan bantuan
perangkat lunak, seperti RSM belum dilakukan. Berdasarkan uraian tersebut,
penelitian ini dilakukan untuk melihat peran metode RSM dalam proses optimasi
produksi enzim lipase dari Bacillus cereus ALP E1 sehingga dapat meningkatkan
aktivitas enzim lipase menggunakan limbah agroindustri yaitu POME sebagai

substrat pertumbuhan dan diharapkan dapat digunakan untuk aplikasi industri.

1.2. Tujuan

Adapun tujuan dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Mendapatkan waktu pertumbuhan dan konsentrasi optimum POME untuk
produksi enzim lipase dari Bacillus cereus ALP E1 secara konvensional.

2. Mendapatkan kondisi optimum produksi enzim lipase dari bakteri Bacillus
cereus ALP E1 dan menentukan interaksi antar variabel secara independen
dengan RSM.

3. Menentukan aktivitas ekstrak kasar enzim lipase dari bakteri Bacillus cereus
ALP E1.



1.3. Manfaat

Adapun manfaat yang diperoleh dari penelitian adalah sebagai berikut:

1.

Substrat POME dapat menjadi solusi dari tingginya biaya produksi enzim
dalam skala besar dan alternatif untuk pengolahan limbah.

Penggunaan RSM sebagai metode untuk menentukan kondisi optimum dapat
mempersingkat waktu dan mengurangi biaya penelitian.

Ekstrak kasar enzim dari bakteri Bacillus cereus ALP E1 dapat

dikembangkan lebih lanjut untuk aplikasi industri.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Green Chemistry

Green Chemistry atau kimia hijau adalah cabang ilmu kimia yang berfokus pada
perancangan, proses pembuatan, dan pemanfaatan produk dengan meminimalkan
atau menghilangkan penggunaan dan pembentukan zat berbahaya. Penerapan
konsep ini memberikan solusi terhadap tantangan global seperti perubahan iklim,
pencemaran lingkungan, dan penipisan sumber daya alam (Asokan et al., 2019).
Terdapat 12 prinsip kimia hijau yang diperkenalkan oleh Anastas dan Warner
(1998), di antaranya: pencegahan: mencegah adanya limbah lebih baik daripada
mengolah dan membersihkan limbah yang ada, ekonomi atom: metode sintesis
harus mengoptimalkan pemanfaatan semua bahan yang digunakan untuk
menghasilkan produk akhir, sintesis bahan kimia yang tidak terlalu berbahaya,
perancangan bahan kimia yang lebih aman sesuai fungsi yang diinginkan,
penggunaan pelarut dan zat pendamping yang lebih aman, perancangan sistem
untuk mendapatkan efisiensi energi pada suhu dan tekanan yang rendah,
penggunaan bahan baku terbarukan, pengurangan pemanfaatan zat derivatif,
perancangan agar zat kimia yang dihasilkan mudah terurai, analisis real-time

untuk pencegahan polusi, dan penggunaan bahan kimia yang aman.

2.2. Bacillus cereus

Bacillus cereus termasuk genus Bacillus yang merupakan bakteri Gram positif
anaerobik fakultatif yang berbentuk basil (batang) dengan panjang 3-5 pum dan

lebar 1-1,2 um. Suhu pertumbuhan optimumnya biasanya berkisar antara



37-48 °C dan minimum 5-20 °C serta pH berkisar 5,5-8,5 (Jawetz et al., 2014).
Bakteri ini biasanya ditemukan dalam tanah dan berbagai makanan. Bacillus
cereus memiliki kemampuan untuk membentuk spora yang dapat bertahan lama
pada kondisi yang ekstrim karena dapat beradaptasi dengan adanya perubahan
lingkungan (Nguyen and Tallent, 2019). Bakteri Bacillus cereus ditunjukkan
pada Gambar 1.

Gambar 1. Bacillus cereus (Haque, 2021).

Berikut ini adalah klasifikasi bakteri Bacillus cereus (Toldra and Leo, 2017).

Kingdom : Bacteria

Filum : Firmicutes
Kelas : Bacilli

Ordo : Bacillales
Famili : Bacillaceae
Genus : Bacillus
Spesies : Bacillus cereus

Bacillus cereus termasuk bakteri patogen yang dapat menyebabkan keracunan
seperti muntah dan diare serta beberapa infeksi sistemik dan lokal. Pertumbuhan
Bacillus cereus dapat dihambat dengan suhu tinggi yaitu di atas 105 °C maupun
suhu rendah di bawah 4 °C. Namun, terkadang pada tekanan yang berbeda
menyebabkan peningkatan toleransi terhadap suhu karena kemampuan

adaptasinya (Gharib et al., 2020). Walaupun demikian, bakteri ini dapat



memproduksi enzim yang dapat digunakan di bidang industri seperti enzim
amilase, protease, dan lipase (Demirkan et al., 2021).

2.3. Enzim

Istilah “enzim” berasal dari bahasa Yunani “g]Copo” yang berarti ragi. Konsep
enzim diperkenalkan pertama kali olenh Wilhelm Friedrich Kuhne pada tahun 1877
meskipun istilah enzim dan penggunaannya telah digunakan secara luas sejak
zaman kuno (Gurung et al., 2013). Enzim merupakan protein yang berfungsi
sebagai katalis dalam reaksi biokimia, yang mampu mempercepat reaksi 108
sampai 10*! kali lebih cepat dibandingkan dengan reaksi tanpa katalis. Oleh
karena itu, reaksi yang memerlukan waktu bertahun-tahun tanpa katalis dapat
terjadi hanya sepersekian detik jika dikatalisis dengan enzim yang sesuai
(Borgaonkar and Patil, 2020). Enzim termasuk protein yang memiliki bentuk
globular atau bulat dan terdiri dari satu atau lebih rantai polipeptida. Keunggulan
enzim sebagai biokatalisator yaitu dapat mempercepat reaksi tanpa membentuk
produk samping, produktivitas tinggi, spesifikasi tinggi, dan dapat menghasilkan
produk akhir yang tidak terkontaminasi sehingga akan mengurangi biaya
purifikasi dan efek kerusakan lingkungan (Rahmi dkk., 2020).

Enzim memiliki kemampuan untuk mengubah laju reaksi artinya enzim hanya
meningkatkan laju reaksi tanpa mengubah produk akhir yang terbentuk atau
mempengaruhi kesetimbangan reaksi. Selain itu, enzim bekerja secara spesifik
pada substrat tertentu saja dan hanya diperlukan dalam jumlah kecil karena sesuai
dengan perannya sebagai katalisator. Enzim bekerja secara bolak balik,
maksudnya enzim tidak menentukan arah reaksi, melainkan hanya mempercepat
laju reaksi sehingga tercapai keseimbangan. Enzim dapat menguraikan suatu
senyawa menjadi senyawa lain dan membentuk senyawa baru. Aktivitas enzim
dapat menurun atau bahkan hilang karena pH terlalu asam atau basa maupun
adanya pelarut organik sehingga enzim akan bekerja dengan baik pada kondisi
optimumnya (Putri dkk., 2023).



Mikroorganisme merupakan sumber enzim yang paling sering dimanfaatkan
daripada tumbuhan dan hewan karena lebih menguntungkan. Hal ini karena
enzim yang berasal dari isolat mikroorganisme memiliki termostabilitas yang
lebih tinggi, pH cenderung netral atau basa optimal, dan lebih stabil.
Mikroorganisme termofilik seperti bakteri, jamur, dan archaea mampu bertahan
suhu tinggi karena peningkatan interaksi disulfida, elektrostatik, dan hidrofobik
dalam proteinnya sehingga membantu dalam beradaptasi pada kondisi lingkungan
yang ekstrim. Enzim dengan stabilitas termostabilitas dan stabilitas pH dapat
mempertahankan aktivitas katalitiknya, spesifisitasnya dalam reaksi kimia, dan
memiliki aplikasi bioteknologi yang baik (Thapa et al., 2019).

2.3.1. Klasifikasi Enzim

Enzim diklasifikasikan menjadi 6 golongan yaitu oksidoreduktase, transferase,

hidrolase, liase, isomerase, dan ligase.

a. Enzim oksidoreduktase akan mengkatalisis reaksi oksidasi dan reduksi
dengan bantuan koenzim seperti NAD, NADP, dan FAD. Contoh enzim
oksidoreduktase adalah enzim dehidrogenase, oksigenase, peroksidase,
oksidase, reduktase, dan hidroksilase (Susanti dan Fidia, 2017).

b. Enzim transferase akan mengkatalisis pemindahan gugus-gugus tertentu
seperti gugus metil, asil, glikosil, fosfat ataupun sulfur. Contoh enzim
transferase adalah enzim asil transferase, transkarboksilase, transaldolase,
aminotransferase, transketolase, glukokinase dan piruvat kinase
(Susanti dan Fidia, 2017).

c. Enzim hidrolase akan mengkatalisis pemecahan ikatan antara atom karbon
dan atom yang lain dengan adanya penambahan molekul air. Contoh
kelompok enzim hidrolase adalah enzim lipase, esterase, peptidase, amilase,
dan glikosidase (Susanti dan Fidia, 2017).

d. Enzim liase akan mengkatalisis pemecahan ikatan antara atom karbon dan
oksigen (C-0) dan atom-atom karbon (C-C) tanpa menggunakan molekul air.
Contoh kelompok enzim liase adalah piruvat dekarboksilase
(Sumbono, 2021).
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e. Enzim isomerase akan mengkatalisis reaksi perubahan konfigurasi molekul
sehingga menghasilkan molekul baru dengan cara mengatur kembali atom
dan substrat. Contohnya enzim isomerase adalah enzim mutase
(Sumbono, 2021).

f.  Enzim ligase adalah enzim yang mengkatalis pembentukan ikatan seperti
ikatan C-C, C-0O, dan C-N. Contoh enzim jenis ini adalah enzim sintetase
(Sumbono, 2021).

2.3.2. Mekanisme Kerja Enzim

Mekanisme kerja enzim melibatkan reaksi kimia yang terjadi ketika enzim
berikatan dengan substrat sehingga membentuk kompleks enzim-substrat. Proses
ini berlangsung di bagian enzim yang berfungsi sebagai katalis yang disebut situs
aktif enzim. Situs aktif ini terbentuk dari beberapa asam amino yang terletak
berjauhan satu sama lain dalam rantai peptida. Asam amino ini disatukan melalui
pelipatan yang dihasilkan dari struktur enzim sekunder dan tersier. Rantai
samping residu asam amino pada situs aktif menyediakan gugus untuk berikatan
dengan gugus substrat tertentu. Pengikatan menginduksi reaksi konformasi di
situs aktif sehingga enzim membentuk kompleks keadaan transisi. Ketika produk
reaksi terdisosiasi, enzim kembali ke keadaan semula. Mekanisme kerja enzim
terdiri dari dua model yang berbeda (Bhatia, 2018).

2.3.2.1. Model Gembok dan Kunci (Lock and Key)

Model gembok dan kunci diperkenalkan pertama kali oleh Emil Fischer pada
tahun 1894. Suatu enzim berikatan dengan substrat dalam bentuk yang spesifik
pada sisi aktif enzim sehingga saling melengkapi. Suatu enzim digambarkan
sebagai kunci yang dapat membuka dan substrat digambarkan sebagai gembok.
Substrat harus berikatan tepat dengan enzim agar reaksi dapat berlangsung.
Namun, model ini memiliki kelemahan yaitu tidak dapat menjelaskan kestabilan
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enzim ketika berpindah ke tempat reaksi enzim (Tripathi and Bankaitis, 2018).
Model lock and key ditunjukkan pada Gambar 2.

Substrate { /\%/\
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Gambar 2. Model lock and key (Stryer et al., 2002).

2.3.2.2. Model Induced-Fit

Model induced-fit diusulkan pertama kali oleh Daniel Koshland pada tahun 1958
sebagai modifikasi model gembok dan kunci karena enzim menunjukkan
fleksibilitas konformasinya. Koshland mengungkapkan bahwa situs aktif enzim
dibentuk kembali selama interaksi dengan substrat sehingga enzim melakukan
penyesuaian dengan substrat hingga mencapai konfigurasi yang sesuai (Tripathi
and Bankaitis, 2018). Model induced fit ditunjukkan pada Gambar 3.

Substrate %
+ é

ES complex

Enzyme

Gambar 3. Model induced fit (Stryer et al., 2002).
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2.3.3. Faktor yang Mempengaruhi Kerja Enzim

Dalam menjalankan fungsinya, aktivitas enzim dipengaruhi oleh beberapa faktor

di antaranya sebagai berikut:

2.3.3.1. Suhu

Suhu memiliki pengaruh terhadap aktivitas dan stabilitas enzim. Aktivitas enzim
akan meningkat seiring bertambahnya suhu hingga batas optimum kemudian
mengalami penurunan aktivitas enzim. Suhu maksimum menyebabkan struktur
protein dan gugus non polar dalam molekul terbuka yang mengakibatkan
kelarutan protein di dalam air menjadi turun sehingga aktivitas enzim juga akan
menurun. Enzim menjadi kurang efektif ketika melebihi batas tertentu (Putri
dkk., 2023). Grafik hubungan antara peningkatan suhu dengan kecepatan laju
reaksi dapat dilihat pada Gambar 4.

b
»

Aktivitas enzim

\ 4

Suhu

Gambar 4. Pengaruh suhu terhadap aktivitas enzim (Sholeha dan Agustini,
2021).

2.3.3.2. pH atau Derajat Keasaman

Enzim memiliki pH optimum yang khas dengan sifat asam maupun basa.
Aktivitas enzim akan maksimum jika enzim bekerja pada pH optimumnya.
Perubahan pH akan menyebabkan protein penyusun enzim terdenaturasi karena
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adanya gangguan terhadap berbagai interaksi non kovalen yang menjaga
kestabilan struktur tiga dimensi enzim. Grafik hubungan antara peningkatan pH

dengan kecepatan laju reaksi ditunjukkan pada Gambar 5.

»
>

Aktivitas enzim
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Gambar 5. Pengaruh pH terhadap aktivitas enzim (Sholeha dan Agustini, 2021).

2.3.3.3. Konsentrasi Substrat dan Enzim

Konsentrasi enzim dan substrat berbanding lurus dengan aktivitas enzim.
Aktivitas enzim akan meningkat seiring dengan peningkatan konsentrasi substrat
karena substrat akan terikat dengan enzim. Namun, penambahan konsentrasi
substrat tidak dapat lagi meningkatkan aktivitas enzim saat mencapai titik batas
yaitu enzim jenuh dengan substrat yang sesuai dengan hukum hukum Michaelis-
Menten (Sholeha dan Agustini, 2021). Grafik hubungan antara penambahan

konsentrasi substrat terhadap aktivitas enzim ditunjukkan pada Gambar 6.

»

Aktivitas enzim

5
-

Konsentrasi substrat

Gambar 6. Pengaruh konsentrasi substrat terhadap aktivitas enzim (Sholeha dan
Agustini, 2021).
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Penambahan konsentrasi enzim akan meningkatkan aktivitas enzim karena
semakin banyak sisi aktif enzim yang mengikat substrat sehingga terbentuk
produk. Penambahan konsentrasi enzim tersebut menyebabkan produk lebih
cepat terbentuk (Sholeha dan Agustini, 2021). Grafik hubungan antara
penambahan konsentrasi enzim terhadap laju reaksi ditunjukkan pada Gambar 7.

.
»

Aktivitas cnzim

Y

Konsentrasi enzim

Gambar 7. Pengaruh konsentrasi enzim terhadap laju reaksi (Sholeha dan
Agustini, 2021).

2.3.3.4. Kecepatan Agitasi

Kecepatan agitasi mempengaruhi aktivitas enzim yang dihasilkan. Kecepatan
agitasi akan memberikan pencampuran dan perpindahan panas yang memadai,
meningkatkan oksigen terlarut, dan mempengaruhi ketersediaan unsur hara dalam
media kultur. Pada kecepatan agitasi yang lebih rendah akan terjadi kekurangan
oksigen dalam media kultur dan mempengaruhi pertumbuhan mikroba, tetapi jika
kecepatan agitasi yang sangat tinggi juga terkadang akan menurunkan produksi
enzim. Hal ini karena adanya gaya geser di antara sel-sel mikroba yang
tersuspensi dalam media kultur dan produksi menurun karena kerusakan sel akibat
tumbukan sel (Ibrahim et al., 2015).
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2.3.3.5. Konsentrasi Inokulum

Konsentrasi inokulum mempengaruhi aktivitas enzim yang dihasilkan.
Konsentrasi inokulum berhubungan dengan pertumbuhan mikroorganisme yang
menghasilkan enzim. Pada konsentrasi inokulum yang cukup, nutrisi akan
tersedia sehingga mampu memperpanjang waktu yang dibutuhkan
mikroorganisme untuk tumbuh dan menggunakan substrat. Peningkatan
mikroorganisme karena tingginya inokulum dapat menyebabkan kekurangan
nutrisi dalam media. Akibatnya adanya persaingan untuk mendapatkan nutrisi

sehingga terdapat penurunan aktivitas enzim (Cakmak and Halide, 2021).

2.3.3.6. Zat-zat Penggiat (Aktivator)

Aktivator adalah senyawa yang dapat meningkatkan aktivitas enzim. Aktivator
dapat terikat pada molekul enzim (gugus prostetik) yang selanjutnya berikatan
dengan koenzim (Vitolo, 2020). Contoh aktivator seperti garam dan logam alkali
dengan konsentrasi 2 hingga 5% sehingga dapat merangsang aktivitas enzim
(Putri dkk., 2023).

2.3.3.7. Zat-zat Penghambat (Inhibitor)

Inhibitor adalah zat yang menurunkan aktivitas enzim melalui pengikatan spesifik
ke beberapa domain molekul enzim. Biasanya, inhibitor bekerja pada situs aktif
dan tidak merusak struktur tersier dan kuartener protein. Inhibitor enzim sering
kali tidak diinginkan keberadaan terutama dalam industri. Penghambatan enzim
secara diklasifikasikan menjadi dua jenis yaitu inhibitor ireversibel dan reversibel.
Inhibitor ireversibel menyebabkan kerusakan atau modifikasi satu atau lebih
gugus fungsi enzim dan bersifat permanen. Pada inhibitor reversibel, inhibitor
yang terikat oleh enzim dapat dilepaskan dengan adanya jumlah substrat yang

sesuai. Inhibitor reversibel dapat dibagi menjadi tiga jenis utama:
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a. Inhibitor kompetitif: molekul substrat dan inhibitor bersaing untuk
mendapatkan situs aktif enzim.

b. Inhibitor non kompetitif: substrat dan molekul inhibitor tidak bersaing untuk
domain yang sama dari molekul enzim.

c. Inhibitor tidak kompetitif: inhibitor terikat pada enzim hanya setelah substrat
dimasukkan ke dalam situs aktif, maksudnya inhibitor berikatan langsung

dengan kompleks enzim-substrat (Vitolo, 2020).

2.4. Enzim Lipase

Triacylglycerol Lipases, EC 3.1.1.3, atau yang biasa disebut lipase merupakan
kelompok utama biokatalis yang memiliki aplikasi bioteknologi yang luas. Lipase
biasanya larut dalam air dan memiliki kemampuan untuk menghidrolisis
triasilgliserol menjadi asam lemak bebas dan gliserol yang dikonversi menjadi
gula. Selain itu, lipase memiliki kemampuan untuk mengkatalisis reaksi organik
baik dalam media berair maupun dalam media tanpa air dengan melalui reaksi
hidrolisis, gliserolisis, dan transesterifikasi (Budzaki et al., 2022). Oleh karena
itu, selain menghasilkan asam lemak dan gliserol, lipase dapat menghasilkan
berbagai ester, sebagian gliserida, dan lemak yang diesterifikasi dari substrat yang
digunakan. Enzim ini akan memecahkan ikatan ester pada lemak dan gliserol
dengan sifat khususnya (Nugroho dkk., 2022). Gambar reaksi enzim lipase dapat
dilihat pada Gambar 8.
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/O Lipase R2——Cc—0H
c—o—CcZR3 0 C—o0H
R3———C—o0H
Trigliserida asam lemak gliserol

Gambar 8. Reaksi enzim lipase (Sholeha dan Agustini, 2021).
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Bakteri lipolitik merupakan jenis mikroorganisme yang menghasilkan enzim
lipase dengan kemampuan untuk mendegradasi lemak dengan memecah ikatan
ester dan triasilgliserol menjadi asam lemak dan gliserol yang larut dalam air,
sehingga enzim lipase pada bakteri lipolitik dapat membantu sebagai pengurai
bahan organik berupa minyak. Kemampuan bakteri untuk menghasilkan enzim
lipase berkaitan dengan aktivitas bakteri lipolitik dalam mendegradasi lemak
(Khairani dan Kartika, 2023). Bakteri lipolitik merupakan bakteri yang
membutuhkan konsentrasi lemak minimal tertentu untuk pertumbuhannya.
Banyak bakteri yang bersifat aerobik dan proteolitik aktif juga bersifat lipolitik.
Jenis yang mempunyai spesies bersifat lipolitik misalnya Pseudomonas,
Alcaligenes, Serratia dan Micrococcus. Salah satu contoh yang bersifat lipolitik

kuat misalnya P. Fluorescens (Chairunnisa et al., 2019).

2.4.1. Aplikasi Enzim Lipase di Industri

Enzim lipase sebagai biokatalis banyak dikembangkan untuk aplikasi industri
karena lebih ramah lingkungan dengan produksi yang lebih efisien dan tanpa
adanya produk sampingan yang berbahaya. Untuk aplikasi industri, enzim harus
memenuhi persyaratan spesifik agar suatu reaksi dapat berlangsung yaitu enzim
mampu bekerja di lingkungan reaksi ekstrim seperti suhu dan pH rendah atau
tinggi, kekuatan ionik, adanya pelarut organik dan surfaktan. Sumber utama
enzim industri adalah mikroorganisme dan sebagian besar enzim ini diperoleh dari

organisme mesofilik yang tumbuh pada suhu sedang (Vivek et al., 2022).

Lipase dalam aplikasi industri biasanya digunakan dalam sintesis ester melalui
esterifikasi dan transesterifikasi dalam makanan, kosmetik, wewangian, obat-
obatan, dan produksi biodiesel. Selain itu lipase dapat diaplikasikan untuk
bioremediasi dengan hidrolisis lipid, dalam formulasi deterjen untuk
menghidrolisis noda berminyak. Dalam industri farmasi, lipase berperan dalam
produksi obat-obatan penting seperti Diltiazem hidroklorida sebagai zat anti
hipertensi dan Epothilone A untuk anti kanker. Industri lain yang menggunakan
lipase sebagai katalis industri kertas dan tekstil (Chandra et al., 2020).
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2.4.2. Uji Aktivitas Enzim

Aktivitas lipase mempunyai satuan unit (U). Satu unit aktivitas lipase setara
dengan 1 umol asam lemak bebas yang dihasilkan dari hidrolisis substrat yang
dikatalisis oleh lipase tiap satuan menit. Penentuan aktivitas optimum enzim
lipase dapat diketahui dengan pengukuran aktivitas enzimatik pada variasi
temperatur dan pH tertentu. Metode yang digunakan untuk memperkirakan
aktivitas lipase secara kuantitatif ialah titrimetri, spektrofotometri, kromatografi
dan konduktometri (Pliego et al., 2015). Metode titrimetri cukup akurat tetapi
memiliki kekurangan, yakni harus terdapat indikator dan reaksi harus berlangsung
secara stoikiometri sedangkan pada metode spektrofotometri memiliki
keunggulan lebih akurat karena angka yang terbaca langsung dicatat oleh detektor
dan tercetak dalam bentuk angka digital. Metode spektrofotometri lebih selektif
dan dapat digunakan untuk menentukan kuantitas zat yang sangat kecil (Yahya,
2013). Metode spektrofotometri digunakan untuk pengujian aktivitas lipase
dengan menggunakan substrat p-nitrofenil palmitat. Aktivitas lipase diukur
berdasarkan perubahan absorbansi pada Amaks 410 nm yang menunjukkan
pelepasan senyawa p-nitrofenol dari substrat p-nitrofenil palmitat sehingga larutan
menjadi warna kuning. Semakin kuning larutan menunjukkan semakin tinggi
aktivitas lipasenya. Aktivitas lipase dinyatakan dalam satuan unit/mg yang
didefinisikan sebagai pmol produk (p-nitrofenol) yang dihasilkan oleh lipase per

menit per mg enzim (Septiani, 2019).

Ketika ingin melakukan pengujian menggunakan metode spektrofotometri UV-
Vis, terutama untuk pengujian berbasis enzim, maka harus dipertimbangkan
warna sampel, autofluoresensi, kekeruhan yang timbul akibat kelarutan yang
buruk. Kekeruhan akan mengganggu pengukuran karena meningkatkan serapan
dan menghasilkan absorbansi yang terlalu tinggi. Oleh karena itu, untuk
meminimalkan dampak gangguan tersebut, perlu adanya penggunaan blanko dan

reagen yang sesuai (Lankatillake et al., 2021).
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2.4.3. Uji Protein Enzim

Protein merupakan salah satu komponen makromolekul utama yang tersusun dari
asam amino melalui ikatan peptida pada urutan dan jenis tertentu. Metode Lowry
termasuk salah satu metode yang digunakan untuk menguji kadar protein enzim.
Metode ini adalah metode pengembangan dari metode biuret sehingga lebih
sensitif dan dapat menentukan kadar protein larut dalam jumlah yang kecil.
Prinsip metode Lowry adalah kompleks Cu (I1) dalam suasana alkalis akan
tereduksi menjadi Cu (1). ion Cu™ kemudian akan mereduksi reagen Folin-
Ciocalteu, kompleks phosphomolybdat-phosphotungstat
(phospphomolybdotungstate), menghasilkan hetero-polymolybdenum blue yang
diakibatkan oleh reaksi oksidasi gugus aromatik (rantai samping asam amino)
terkatalis Cu yang akan memberikan warna biru intensif yang dapat dideteksi
secara kolorimetri pada Amaks750 Nnm. Warna biru yang dihasilkan tergantung pada
konsentrasi protein yang terkandung di dalamnya. Semakin pekat warnanya maka
konsentrasi protein yang terdapat pada enzim semakin tinggi. Dalam menentukan
kadar protein dengan metode Lowry perlu menggunakan kurva standar seperti
Bovine Serum Albumin (BSA) untuk menggambarkan hubungan antara
konsentrasi protein dengan absorbansinya (Lowry et al., 1951; Subroto et al.,
2020).

2.5. Limbah Cair Kelapa Sawit

Limbah Cair Pabrik Kelapa Sawit (LCPKS) atau yang lebih dikenal dengan istilah
Palm Oil Mill Effluent (POME) dihasilkan dari pabrik kelapa sawit yang terdiri
dari 95% air dan 5% padatan. POME mengandung BOD, COD, dan tingkat
keasaman yang tinggi (Sarwani et al., 2019). Selain itu, gas metana merupakan
penyumbang terbesar gas rumah kaca karena air limbah terdiri dari nutrien yang
kaya akan senyawa organik dan karbon, sehingga dekomposisi dari senyawa-
senyawa organik oleh 6 bakteri anaerob dapat menghasilkan biogas. Limbah yang

langsung dibuang langsung ke lingkungan tanpa adanya pengolahan, sebagian



20

akan mengendap, terurai secara perlahan, menimbulkan kekeruhan, mengeluarkan
bau yang tajam, mengonsumsi oksigen terlarut dalam air, dan merusak ekosistem.
POME memiliki konsentrasi yang tinggi dan berwarna coklat pekat serta
menimbulkan polusi. Saat ini, industri kelapa sawit di Indonesia dapat
memproduksi limbah cair kelapa sawit sekitar 455.000 ton per harinya. Oleh
karena itu, pemerintah memperkirakan bahwa pada tahun 2030, limbah POME
yang membahayakan lingkungan dan makhluk hidup akan mencapai 130 juta ton.
Pencemaran limbah cair kelapa sawit akan menyebabkan turunnya kualitas
lingkungan di mana secara tidak langsung akan berbahaya bagi kesehatan manusia
(Shintawati dkk., 2017).

Air limbah industri kelapa sawit terdiri dari air hydroclone, sludge, air cucian
pabrik, air kondensat, dan sebagainya yang berasal dari sterilisasi dan klarifikasi
yang dialirkan ke sludge recovery tank untuk pengutipan minyak POME memiliki
karakteristik yaitu mengandung bahan organik yang sangat tinggi seperti kadar
BOD mencapai 20.000-30.000 mg/L, COD mencapai 40.000-60.000 mg/L,
padatan tersuspensi mencapai 15.000 — 40.000 mg/L (ppm), padatan total
mencapai 30.000-70.000 mg/L (ppm), minyak dan lemak berkisar 5.000—7.000
mg/L (ppm), N-NHz berkisar antara 30—40 mg/L (ppm), memiliki Ph 4-9, dan
suhu 90-140 °C. Semakin tinggi bahan organik, makan kadar bahan pencemaran
juga semakin tinggi. Oleh karena itu diperlukan pengolahan limbah atau
degradasi limbah untuk menurunkan kandungan kadar bahan pencemaran sebelum
dibuang ke sungai atau laut (Pandia dkk., 2020).

2.6. Spektrofotometri UV-Vis

Spektrofotometri ultraviolet-visible (UV-Vis) adalah sebuah metode yang
digunakan untuk mengukur panjang gelombang dan intensitas sinar ultraviolet
dan cahaya tampak yang diserap oleh sampel. Spektrofotometri menggunakan
sumber radiasi elektromagnetik berupa ultraviolet dekat dengan panjang
gelombang 190-380 nm dan sinar tampak dengan panjang gelombang 380—780
nm (Miarti dan Legasari, 2022). Spektrofotometri UV-Vis termasuk salah satu
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metode analisis yang banyak digunakan dalam penelitian kimia untuk analisis
kualitatif dan kuantitatif senyawa organik dan anorganik. Metode ini diterapkan
secara luas dan umumnya digunakan untuk penentuan senyawa dalam jumlah
yang sangat kecil (Pratiwi dan Nandiyanto, 2022). Instrumentasi dasar
spektrofotometer UV-Vis dapat dilihat pada Gambar 8.
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Gambar 9. Instrumentasi dasar spektrofotometer UV-Vis (Rocha et al., 2018).

Prinsip kerja dari spektrofotometri UV-Vis yaitu adanya interaksi atom atau
molekul dengan cahaya yang berdasar pada hukum Lambert-Beer. Pada hukum
Lambert-Beer, jika sinar monokromatik melewati suatu senyawa, maka cahaya
akan diserap, dipantulkan, ataupun dipancarkan karena material tersebut
mendapatkan energi yang tinggi. Hukum Lambert-Beer menyatakan hubungan
antara serapan dengan konsentrasi bersifat linear (Gao et al., 2023). Konsentrasi
di dalam larutan ditentukan dengan mengukur absorbansi pada panjang
gelombang tertentu menggunakan persamaan Lambert-Beer yang ditunjukkan
pada Persamaan 1.

A=¢.b.c 1)
A menunjukkan absorbansi, € menunjukkan absorptivitas molar, b tebal kuvet
(cm), dan ¢ menunjukkan konsentrasi. Nilai absorbansi dapat dipengaruhi oleh
beberapa faktor, di antaranya jenis pelarut, suhu, pH, konsentrasi larutan elektrolit
yang tinggi, dan adanya zat pengganggu (Wardaniati dan Taibah, 2019).
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2.7. Response Surface Methodology (RSM)

RSM diperkenalkan pada tahun 1950 an oleh George E.P. Box dan K.B. Wilson.
Metodologi ini menggunakan serangkaian uji coba eksperimental untuk
memperoleh respon optimal yang dipengaruhi oleh variabel yang berbeda. RSM
adalah alat optimasi matematis dan statistik yang mengevaluasi hubungan antara
faktor dan respons (Chen et al., 2022). RSM memberikan hasil yang dapat
diandalkan dengan keuntungan karena tidak memerlukan banyak eksperimen atau
uji coba karena permukaan respons dapat dikembangkan dengan menyesuaikan
hasil uji coba pada sejumlah titik sampel yang terbatas. RSM dimulai dengan
menentukan respon atau hasil dari pengaturan eksperimental dan parameternya
perlu ditentukan. Respon rata-rata adalah fungsi yang tidak diketahui yang
bergantung pada parameter yang dipertimbangkan untuk eksperimen

(Koocheki et al., 2020).

Tujuan RSM adalah untuk menemukan respon rata-rata yang akan menjadi
permukaan respon ketika diplot. RSM memperkenalkan desain eksperimen
berbeda yang dapat dirujuk menjadi Design of Experiment (DOE) untuk
mengetahui respon dari data masukan. Perbedaan DOE ini bergantung pada
pilihan titik dimana respon harus dipelajari (Yolmeh and Jafari, 2017). Tiga
desain eksperimen yaitu Full Factorial Design (FFD), Box-Behnken Design
(BBD), dan Central Composite Design (CCD) ditunjukkan pada Gambar 9

sebagai berikut.



23

° { . By | ©
@ ® \ ® o
o — s *
o | o ® of »
* j‘ o o / 4
¢ & ¢ ey
(a) (b) (€)

Gambar 10. Tiga model RSM (a) FFD, (b) BBD, (c) CCD (Chen et al., 2022).

FFD berguna untuk memperoleh banyak informasi tentang efek utama dalam
jumlah percobaan yang relatif lebih sedikit. Namun FFD tidak cocok untuk
memberikan wawasan tentang interaksi antar faktor. Desain ini memerlukan
jumlah percobaan yang paling banyak dari pada desain lainnya. BBD sesuai untuk
mengevaluasi interaksi antar faktor. Namun, BBD tidak cocok untuk mempelajari
faktor-faktor yang memiliki lebih dari tiga level. Oleh karena itu, BBD cukup
memadai ketika mengevaluasi proses tanpa titik ekstrim sehingga memerlukan
jumlah percobaan yang paling sedikit. CCD dapat digunakan untuk membangun
model orde kedua secara efisien dan cocok untuk mempelajari faktor-faktor

dengan tiga hingga lima level (Chen et al., 2022).

Untuk menemukan respons rata-rata, serangkaian eksperimen akan dilakukan.
Eksperimen ini akan ditentukan berdasarkan model yang dipilih untuk
eksperimen. Model paling sederhana dalam RSM didasarkan pada fungsi linear,

seperti yang disajikan pada Persamaan 2.

y=BoXi, Bixi+ ¢ 2

y mewakili prediksi respon, fo mewakili intersep model, i mewakili koefisien
linier, dan x; mewakili level variabel independen. Respons yang didapatkan pada
fungsi linier tidak menunjukkan adanya kelengkungan apapun sehingga dapat
digunakan model orde kedua untuk mengevaluasi kelengkungan. Persamaan

polinomial orde kedua digunakan untuk mengevaluasi respon dan regresi
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berganda diterapkan untuk penyesuaian data. Pengaruh variabel independen
termasuk interaksi linier, kuadrat, dan timbal balik terhadap variabel dependen
ditentukan. Persamaan polinomial kuadrat yang memberikan hubungan
matematis antara variabel terikat (respon) terhadap variabel bebas seperti yang

disajikan pada Persamaan 3.

k
y=PBo+ Xy Bix; + Xiq B xi® + 21 - Biyxixj+ € 3)
<isj

y mewakili prediksi respon, fo mewakili suku konstan, g mewakili koefisien
regresi linier, Si; mewakili koefisien regresi kuadrat, dan x; mewakili level

variabel independen, fij mewakili koefisien regresi interaktif (Satti et al., 2019).

2.8. Analysis of Variance (ANOVA)

ANOVA merupakan sebuah metode statistik untuk memeriksa hubungan antara
dua atau lebih data dengan melakukan analisis varian yang dilakukan oleh
perangkat lunak Design-Expert (Behera et al., 2019). Uji ANOVA digunakan
sebagai metode analisis untuk menguji hipotesis penelitian. Hipotesis yaitu
jawaban sementara terhadap rumusan masalah penelitian. Suatu hipotesis yang
akan diuji dinamakan hipotesis nol (Ho). Hipotesis yang berbeda dengan hipotesis
nol dinamakan hipotesis alternatif (Ha) (Machali, 2021).

Analisis ANOVA dilakukan setelah didapatkan hasil eksperimen, untuk
menentukan kecocokan model yang digunakan dengan Uji-F dan R?. Uji-F
mengukur signifikansi model, semakin tinggi nilai F untuk semua syarat
menunjukkan bahwa persamaan model mampu menjelaskan variasi respon.
Validitas nilai F selanjutnya dikonfirmasi dengan mengevaluasi nilai p yang
sesuai untuk mengidentifikasi signifikansi statistik model dan parameter. Model
matematis yang diberikan dianggap signifikan secara statistik dengan F-value
pada tingkat kepercayaan >95% dan p-value <0,05. Koefisien determinasi (R?)

digunakan untuk mengukur kesesuaian model regresi. Nilai R? selalu terletak di
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antara 0 dan 1, semakin dekat nilai R? dengan 1 maka semakin baik respon
prediksinya. Selain itu, selisih adjusted R? dan predicted R? tidak lebih dari 0,2,
dan adequate precision atau parameter yang mengukur rasio sinyal terhadap
kesalahan harus lebih besar dari 4. Kondisi ini baik karena menandakan model

cocok untuk data eksperimen (Behera et al., 2019).



I11. METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan November 2023-Juli 2024 di
Laboratorium Biokimia, Jurusan Kimia, FMIPA, Universitas Lampung. Analisis
spektrofotometri UV-Vis dilakukan di Laboratorium Biokimia, Jurusan Kimia,

FMIPA, Universitas Lampung.

3.2. Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini meliputi alat-alat gelas, spatula, rak
tabung reaksi, neraca analitik DJ-V220A Lucky, inkubator Precisterm P Selecta,
Laminar Air Flow (LAF) 9005-FL Crumair, oven T60 Heraeus, hot plate,
magnetic stirrer, jarum ose, bunsen, autoklaf model CV-EL, waterbath Mamert
W260, pH meter Metrohm, mikropipet Dragon lab, mikrotip, sentrifugasi 17250-
10-Centrifuge Cole-Parmer, tabung sentrifugasi, spektrofotometer UV-Vis Cary-
100, dan perangkat lunak Design-Expert.

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini meliputi isolat bakteri Bacillus
cereus ALP E1 yang berasal dari air laut di Pelabuhan Panjang, Lampung (Citra
dan Nurhasanah, 2021), limbah cair kelapa sawit (POME) dari PT. Indo Energy
Solutions, Nutrient Agar (NA) Merck, Nutrient Broth (NB) Merck, kapas, kassa,
kertas saring, akuades, Na,CO3s, NaOH, CuSQO4.5H,0, Na/K-tartrat, reagen Folin-
ciocalteu, Bovine Serum Albumin (BSA), p-nitrofenol, p-nitrofenil palmitat,
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gom arab, triton-x 100, buffer Tris HCI pH 8, buffer asetat pH 4, buffer fosfat

pH 6,5 dan 7, buffer borat pH 9, aseton, etanol, dan isopropanol.

3.3. Prosedur

3.3.1. Tahap Persiapan

3.3.1.1 Pembuatan Media Padat

Media padat yang digunakan adalah medium NA untuk meremajakan isolat
bakteri dengan teknik agar miring. Medium NA dibuat dengan cara 2 gram NA
ditimbang dan dilarutkan ke dalam 100 mL akuades dalam Erlenmeyer 250 mL
lalu dipanaskan hingga larut. NA dituangkan ke dalam tabung reaksi sebanyak 5
mL dan ditutup dengan kapas penutup. Media disterilisasi dengan menggunakan
autoklaf pada suhu 121°C pada tekanan 1 atm selama 15 menit. Setelah selesai,
tabung reaksi dibiarkan dalam posisi miring dengan kemiringan 5°. Kegiatan
tersebut dilakukan di LAF untuk menghindari kontaminasi (Purwaningrum dkk.,
2021).

3.3.1.2 Pembuatan Media Cair

Media cair yang digunakan adalah medium NB yang digunakan untuk media
pertumbuhan bakteri. Media cair dibuat dengan cara 0,8 gram NB ditimbang dan
ditambahkan 100 mL akuades di dalam Erlenmeyer dan dipanaskan hingga larut.
Media disterilisasi dengan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C dengan

tekanan 1 atm selama 15 menit (Mirnawati dkk., 2021).
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3.3.1.3 Peremajaan Isolat

Isolat Bacillus cereus ALP E1 diambil sebanyak 1 ose menggunakan jarum ose
dan digoreskan zig-zag ke media NA secara aseptis, lalu diinkubasi selama 24 jam
dalam inkubator pada suhu 37°C (Mirnawati dkk., 2021).

3.3.1.4 Pembuatan Starter

Bakteri Bacillus cereus ALP E1 yang telah diremajakan dalam media NA diambil
sebanyak 2 ose dan diinokulasi ke dalam 20 mL NB, lalu diinkubasi dalam

shaker dan kecepatan 110 rpm selama 24 jam (Rait dkk., 2021).

3.3.2. Kondisi Optimum Produksi Enzim Lipase

3.3.2.1 Kondisi Optimum Produksi Lipase dengan Metode Konvensional

Kondisi optimum produksi dilakukan dengan variabel waktu pertumbuhan (jam)
dan konsentrasi POME (%). Optimasi dilakukan dengan cara ditambahkan
POME pada variasi konsentrasi 0, 2, 4, 6, 8, 10 dan 12% (v/v) ke dalam 100 mL
media NB dan disterilisasi di autoklaf pada suhu 121°C dengan tekanan 1 atm
selama 15 menit (Pratiwi, 2013). Setelah itu, dimasukkan 2% (v/v) starter dan
diinkubasi selama 24 jam, 48 jam, 96 jam, 120 jam, 144 jam, dan 168 jam dalam
shaker. Selanjutnya, media tersebut disentrifugasi dengan kecepatan 5000 rpm
selama 15-20 menit sehingga didapatkan ekstrak kasar enzim kemudian
ditentukan aktivitas lipasenya dengan mengukur absorbansi menggunakan
spektofotometer UV-Vis pada Amaks 410 nm dan kadar protein pada Amaks 750 nm
(Rait dkk., 2021).
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3.3.2.2 Kondisi Optimum Produksi Lipase dengan Metode Response Surface
Methodology (RSM)

Pada penelitian ini, parameter produksi seperti pH, suhu, dan konsentrasi substrat
POME dilakukan menggunakan rancangan desain RSM-CCD dalam perangkat
lunak Design Expert 13.0, sebagaimana dapat dilihat pada Tabel 1. Hal ini
bertujuan untuk meminimalisir munculnya multivariat pada rancangan desain.
Selain itu, optimasi pada waktu pertumbuhan dilakukan terlebih dulu
menggunakan POME dengan variasi konsentrasi dan tanpa POME sebagai
kontrol. Kondisi optimum pada variabel waktu pertumbuhan dan konsentrasi

POME dibuat tetap pada optimasi dengan RSM ini.

Tabel 1. Rentang dan tingkatan parameter optimasi enzim lipase dari bakteri
Bacillus cereus ALP E1

Variabel Rentang dan Level
Independen -1 0 -1
pH 4 6,5 9
Konsentrasi inokulum (%) 1 4,5 8
Kecepatan agitasi (rpm) 100 150 200

(Dutta et al., 2010; Mazhar et al., 2017).

Penentuan aktivitas enzim dilakukan dengan menggunakan kondisi produksi
mengikuti Design of Experiment (DOE) dari perangkat lunak yang dapat dilihat
pada Tabel 2.
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Tabel 2. Design of Experiment (DOE)

Percobaan A:pH B: _Konsentrasi C: Ke_cepgtan
inokulum (%) agitasi (rpm)
L 6.5 4,5 150
2 9 1 100
3 6.5 4,5 150
4 9 4,5 150
> 6.5 4,5 150
6 4 4,5 150
! 6.5 4,5 100
8 4 8 100
9 4 1 200
10 4 1 100
1 6.5 4,5 150
12 6.5 4,5 200
13 6.5 4,5 150
14 6.5 8 150
15 6.5 1 150
16 4 8 200
17 9 8 200
18 9 8 100
19 6,5 4,5 150
20 9 1 200

Hasil dari DOE dianalisis menggunakan ANOVA dengan uji hipotesis. Penelitian
ini menggunakan hipotesis model prasyarat diterima Ho jika p-value <0,05 dan
ditolak Ha jika p-value >0,05, serta Lack of Fit prasyarat diterima Ho jika p-value
>0,05 dan ditolak Ha jika p-value <0,05 (Behera et al., 2019).

3.3.3. Produksi Enzim

Produksi enzim lipase dilakukan setelah kondisi optimum seperti waktu
pertumbuhan, pH, suhu, konsentrasi inokulum dan konsentrasi substrat diketahui.
Isolat Bacillus cereus ALP E1 pada media agar miring diambil sebanyak 2 ose
dan dimasukan ke dalam 20 mL starter dan kemudian diinkubasi pada shaker
selama 24 jam dengan kecepatan 110 rpm. Sebanyak konsentrasi inokulum

optimum % (v/v) diinokulasikan ke dalam media kultur dan diinkubasi pada
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kondisi optimumnya. Selanjutnya, media produksi disentrifugasi dengan
kecepatan 5000 rpm selama 15-20 menit sehingga didapatkan ekstrak kasar
enzim. Ekstrak kasar enzim ditentukan aktivitas enzim dan kadar proteinnya (Rait
dkk., 2021).

3.3.4. Pengujian Enzim Lipase

3.3.4.1. Uji Aktivitas Enzim Lipase

Uji aktivitas enzim lipase dilakukan menggunakan substrat p-nitrofenil palmitat
Untuk menguji aktivitas lipase dibuat kurva standar dengan menggunakan 14 mg
p-nitrofenol yang dilarutkan dalam 10 mL buffer Tris-HCI pH 8. Kemudian,
dibuat deret standar dengan konsentrasi yang berbeda lalu diukur absorbansinya

dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis dengan Amaks 410 nm.

Uji aktivitas lipase dilakukan berdasarkan metode yang dilakukan Ertugal (2007),
pengujian dilakukan dengan mencampurkan 5 mL larutan A (15 mg p-nitrofenil
palmitat dilarutkan dalam 5 mL isopropanol) dengan 45 mL larutan B (0,05 gram
gom arab dan 0,2 mL Triton X-100 dilarutkan dalam 50 Mm buffer Tris-HCI).
Aktivitas lipase diukur dengan mencampurkan 1,8 mL substrat dengan 0,2 mL
larutan enzim yang diinkubasi pada suhu optimum menggunakan waterbath
selama 15 menit. Setelah itu, larutan ditambahkan 0,2 mL aseton:etanol (1:1)
untuk menginaktivasi enzim. Larutan kontrol substrat dibuat dengan
menambahkan 0,2 mL aseton:etanol (1:1) ke dalam 0,2 mL enzim untuk
mengaktivasi enzim sebelum diinkubasi. Absorbansi diukur menggunakan
spektrofotometer UV-Vis dengan Amaks 410 nm. Aktivitas enzim kemudian

dihitung dengan menggunakan Persamaan 4.

[pPNP] (uM) x volume total

Waktu inkubasi (menit) x volume enzim

Aktivitas Enzim (U/mL) = (4)
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3.3.4.2. Uji Kadar Protein Enzim Lipase

Uji kadar protein enzim lipase dilakukan menggunakan metode Lowry (Lowry
dalam Subroto et al., 2020). Untuk menentukan kadar protein digunakan kurva
standar Bovine Serum Albumin (BSA) yang dibuat deret standar 200, 400, 600,
800, dan 1000 ppm. Larutan tersebut masing-masing ditambahkan pereaksi
Lowry dan dilakukan perlakuan seperti uji Lowry. Selanjutnya, diukur

absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-Vis dengan Amaks 750 nm.

Kadar protein enzim ditentukan oleh metode Lowry dengan menggunakan
pereaksi sebagai berikut:

Pereaksi A : 2 gram Na.COz dilarutkan dalam 100 mL NaOH 0,1 N

Pereaksi B : 5 mL larutan CuSO4.5H,0 1% dan 5 mL larutan Na/K tartrat 1%
Pereaksi C : 2 mL pereaksi B ditambahkan 100 mL pereaksi A

Pereaksi D : reagen Folin-ciocalteu diencerkan dengan akuades 1:1

Enzim lipase sebanyak 0,1 mL ditambahkan 0,9 mL akuades dan 5 mL pereaksi C
dan dihomogenkan. Larutan diinkubasi selama 10 menit pada suhu ruang, setelah
itu ditambahkan 0,5 mL pereaksi D. Larutan dihomogenkan selama 30 menit
pada suhu kamar. Absorbansinya diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis
dengan Amaks 750 nm. Untuk larutan kontrol, 0,1 mL enzim digantikan dengan
0,1 mL akuades dan dibuat perlakuan yang sama dengan sampel. Aktivitas

spesifik dapat dihitung dengan menggunakan Persamaan 5.

Aktivitas unit (%)

Aktivitas spesifik (U/mg) = Kadar Protein (2
mL
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3.4. Skema Penelitian

Bakteri Bacillus cereus ALP E1

- Peremajaan bakteri pada media agar miring

- Inokulasi ke media starter dan fermentasi

Optimasiv Produksi

Enzim Lipase
\4
Penelitian secara konvensional Rancangan Desain RSM-CCD
(waktu pertumbuhan dan —» (kecepatan agitasi, pH, dan
konsentrasi POME) konsentrasi inokulum)

|

Produksi Enzim Lipase

\ 4
Ekstrak Kasar Enzim

Gambar 11. Skema penelitian.



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa:

1. Kondisi optimum pertumbuhan bakteri Bacillus cereus ALP E1 untuk
memproduksi lipase pada media dengan waktu pertumbuhan 72 jam pada
konsentrasi POME 8%.

2. Kondisi optimum pertumbuhan bakteri Bacillus cereus ALP E1 dengan
menggunakan RSM untuk memproduksi lipase pada media dengan pH 7,
konsentrasi inokulum 1%, dan kecepatan agitasi 155 rpm. Hasil plot 3D dan
analisis varians, interaksi konsentrasi inokulum dan kecepatan agitasi tidak
signifikan dalam mempengaruhi aktivitas enzim lipase.

3. Aktivitas spesifik ekstrak kasar enzim lipase bakteri Bacillus cereus ALP E1

hasil produksi pada kondisi optimum yang didapatkan sebesar 51,5356 U/mg.

5.2. Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, pada penelitian selanjutnya
disarankan untuk melakukan optimasi lanjutan dengan menggunakan parameter
lain seperti sumber nitrogen dan substrat selain POME untuk meningkatkan
aktivitas enzim dan menentukan pengaruh antar variabelnya. Selain itu, perlu
dilakukan pemurnian dan karakterisasi enzim untuk meningkatkan aktivitas enzim

lipasenya.
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