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ABSTRAK

PENINGKATAN KESTABILAN ENZIM LIPASE DARI BAKTERI
Klebsiella sp. LPG172 DENGAN IMOBILISASI METODE
ADSORPSI PADA MATRIKS HIDROKSIAPATIT

Oleh
Dyasmin Dwi Larasati

Penelitian ini dilakukan untuk mempelajari enzim lipase dari bakteri
Klebsiella sp. LPG172 terimobil dengan hidroksiapatit mengenai kemampuannya
sebagai katalis pada reaksi hidrolisis dan transesterifikasi. Pada penelitian ini
dilakukan peremajaan dan produksi lipase dari bakteri Klebsiella sp. LPG172
yang memiliki kondisi optimum pertumbuhan pada pH 7 dan waktu inkubasi 66
jam pada media NA/NB mengandung minyak zaitun, serta serangkaian pemurnian
enzim lipase seperti fraksinasi ammonium sulfat, dialisis dan kromatografi kolom
filtrasi gel sephadex G-75 untuk memperoleh enzim lipase murni. Kemudian
dilakukan imobilisasi pada matriks hidroksiapatit, ditentukan kondisi optimum
enzim imobil dan dilakukan pemakaian berulang.

Ekstrak kasar enzim memiliki kadar protein sebesar 3,34 mg/mL dan
aktivitas unit enzim sebesar 34,6 U/mL. Setelah pemurnian kromatografi kolom
filtrasi gel sephadex G-75 enzim lipase memiliki kadar protein sebesar 0,70
mg/mL dan aktivitas unit sebesar 1.401,67 U/mL pada uji hidrolisis, sedangkan
uji transesterifikasi sebesar 1.723,6 U/mL. Imobilisasi lipase pada matriks
hidroksiapatit menunjukkan aktivitas unit sebesar 962,67 U/mL pada uji hidrolisis
dan 1.334,8 U/mL pada uji transesterifikasi.

Imobilisasi lipase Klebsiella sp. LPG172 pada matriks hidroksiapatit
mengubah kondisi optimum aktivitas enzim. Pada reaksi hidrolisis kondisi
optimum lipase imobil memiliki pH 8, suhu 50°C dan inkubasi 15 menit
dibandingkan enzim bebasnya yang menunjukkan aktivitas optimum pada pH 7,
suhu 80°C, dan inkubasi 25 menit. Pada reaksi transesterifikasi memiliki kondisi
optimum lipase imobil pH 8, suhu 60, dan inkubasi 10 menit dibandingkan enzim
bebasnya yang optimum dengan pH 7, suhu 70°C, dan inkubasi 25 menit. Kondisi
optimum enzim imobil tersebut digunakan untuk pemakaian berulang yang stabil
pada reaksi hidrolisis sebanyak 2 kali pemakaian dengan aktivitas sisa sebesar
30% dari enzim bebasnya dan aktivitas enzim imobil sebesar 37% dari enzim
bebasnya dipemakaian ke 4 pada reaksi transesterifikasi.

Kata kunci : Klebsiella sp. LPG172, imobilisasi, hidroksiapatit, hidrolisis,
transesterifikasi.



ABSTRACT

INCREASING THE STABILITY OF LIPASE FROM THE BACTERIA
Klebsiella sp. LPG172 BY IMMOBILIZING THE ADSORPTION
METHOD ON THE HYDROXYAPATITE MATRIX

By
Dyasmin Dwi Larasati

This study was conducted to study lipase from Klebsiella sp. LPG172
bacteria immobilized with hydroxyapatite regarding its ability as a catalyst in
hydrolysis and transesterification reactions. In this study, the rejuvenation and
production of lipase from Klebsiella sp. LPG172 were carried out which had
optimum growth conditions at pH 7 and an incubation time of 66 hours in NA/NB
media containing olive oil, as well as a series of lipase purifications such as
ammonium sulfate fractionation, dialysis and sephadex G-75 gel filtration column
chromatography to obtain pure lipase. Then immobilization was carried out on the
hydroxyapatite matrix, the optimum conditions of the immobilized enzyme were
determined and repeated use was carried out.

The crude enzyme extract has a protein content of 3.34 mg/mL and an
enzyme unit activity of 34.6 U/mL. After purification by sephadex G-75 gel
filtration column chromatography, the lipase has a protein content of 0.70 mg/mL
and a unit activity of 1,401.67 U/mL in the hydrolysis test, while the
transesterification test is 1,723.6 U/mL. Immobilization of lipase on
hydroxyapatite matrix shows a unit activity of 962.67 U/mL in the hydrolysis test
and 1,334.8 U/mL in the transesterification test.

Immobilization of Klebsiella sp. LPG172 lipase on hydroxyapatite matrix
changes the optimum conditions of enzyme activity. In the hydrolysis reaction,
the optimum conditions of immobilized lipase have a pH 8, a temperature 50°C
and an incubation 15 minutes compared to the free enzyme which shows optimum
activity at pH 7, a temperature 80°C, and an incubation 25 minutes. In the
transesterification reaction, the optimum conditions of immobilized lipase are pH
8, a temperature 60°C, and an incubation 10 minutes compared to the free enzyme
which is optimum at pH 7, a temperature 70°C, and an incubation 25 minutes. The
optimum conditions of the immobilized enzyme are used for stable repeated use in
the hydrolysis reaction as many as 2 uses with a residual activity of 30% of the
free enzyme and the activity of the immobilized enzyme is 37% of the free enzyme
in the 4th use in the transesterification reaction.

Keywords : Klebsiella sp. LPG172, immobilization, hydroxyapatite, hydrolysis,
transesterification.
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l. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Lipase (triasilgliserol asilhidrolase; EC 3.1.1.3) merupakan kelompok enzim yang
didefinisikan sebagai karboksilesterase yang mengkatalisis hidrolisis asil gliserol
rantai panjang pada antarmuka lipid air. Lipase juga dapat mengkatalisis reaksi
transesterifikasi pada sintesis biodiesel dengan reagen yang sesuai dan kehadiran
air yang terbatas (Castro-Ochoa et al., 2005). Enzim lipase banyak ditemukan
dalam berbagai hewan, tanaman, bakteri, ragi dan jamur. Enzim yang berasal dari
mikroorganisme seperti bakteri lebih disukai karena berpotensi untuk aplikasi
dalam berbagai industri (Telussa, 2013). Lipase banyak digunakan dalam
pengolahan lemak dan minyak, detergen, pengolahan makanan, sintesis bahan
kimia, farmasi, sintesis kertas, produksi kosmetik, industri biodiesel dan untuk
aplikasi bioteknologi logis dalam industri susu, tekstil, dan produksi surfaktan
(Sari, 2012). Beberapa contoh mikroorganisme penghasil enzim lipase adalah
Staphylococcus aureus, Bacillus, Pseudomonas, Miraxella, Mucor meihei, dan
Candida rugosa (Hernawati, 2010). Klebsiella sp juga termasuk salah satu bakteri

yang dapat menghasilkan enzim lipase.

Enzim lipase adalah protein yang larut dalam air dan dapat mengkatalisis reaksi
dalam dua jenis sistem yaitu media berair dan organik. Rantai panjang
triasilgliserol disintesis oleh suatu pelarut atau senyawa yang dapat mengemulsi
triasilgliserol seperti pelarut organik (Fatimah, 2021). Enzim lipase
dilaboratorium biasa digunakan secara bath, yaitu enzim lipase dilarutkan ke
dalam air dan direaksikan dengan substrat, sehingga enzim lipase dan substrat
bercampur (Firdaus dkk., 2017).



Enzim lipase larut dalam air menyebabkan enzim lipase hanya dapat digunakan
satu kali siklus reaksi, sedangkan enzim lipase masih memiliki aktivitas enzim.
Selain itu, enzim lipase memiliki keterbatasan penggunaan karena biaya yang
tinggi (Maroufi et al., 2022).

Imobilisasi dilakukan untuk mengatasi keterbatasan enzim lipase yang larut dalam
air dan meningkatkan penggunaan enzim lipase dengan memisahkan enzim lipase
dan substrat diakhir reaksi, sehingga enzim lipase menjadi dapat digunakan
berulang (Firdaus dkk., 2017), lebih efisien, berguna untuk mengatasi masalah
enzim dan menurunkan biaya. Enzim imobilisasi terpakai lebih sedikit
dibandingkan enzim bebas dalam suatu reaksi, sehingga dihasilkan produk yang
lebih baik dan lebih murni (Susilo, 2012).

Imobilisasi enzim adalah teknik penjebakan enzim pada suatu matriks. Imobilisasi
merupakan suatu cara untuk mempertahankan sisi aktif enzim agar tahan terhadap
lingkungan, dengan cara mengikat suatu enzim pada molekul penyangga yang
membuat persilangan yang kuat di antara asam amino penyusun enzim hingga
membentuk struktur granula yang stabil. Struktur padat ini dapat digunakan
berulang kali, karena enzim yang terimobilisasi menjadi tidak larut dalam air,

sehingga mudah dipisahkan dari larutan pereaksi (Matsumoto and Ohashi, 2003).

Metode imobilisasi melibatkan penyertaan enzim dalam matriks atau mengikatnya
pada berbagai permukaan. Beberapa contoh metode imobilisasi adalah; adsorpsi,
enkapsulasi, pengikatan kovalen, entrapment dan lain-lain. Salah satu metode
imobilisasi yang banyak digunakan adalah metode adsorpsi. Metode adsorpsi
merupakan metode penjeratan enzim berdasarkan interaksi ikatan ionik, interaksi
ikatan hidrogen, ikatan hidrofobik antara enzim atau sel mikroba dengan bahan
penyangga. Metode ini tidak menyebabkan perubahan konformasi enzim atau
destruksi pada pusat aktif enzim (Bintang et al., 2015). Keuntungan lain
menggunakan metode ini yaitu mudah dan murah, tanpa perlu menggunakan
reagen dan aktivitas katalitik yang bagus (Maroufi et al., 2022).

Imobilisasi dilakukan dengan bantuan bahan pendukung sebagai media yang dapat

mencegah terlarutnya enzim. Matriks pembawa yang ideal harus memiliki sifat



sebagai berikut; ekonomis, inertness, stabilitas, kekuatan fisik, kemampuan untuk
meningkatkan aktivitas enzim, kemampuan regenerasi, kemampuan untuk
mengurangi penghambatan produk dan kemampuan untuk mencegah adsorpsi
nonspesifik dan bakteri kontaminasi. Ada beberapa jenis pendukung seperti zeolit,
CaCOg, silika gel, dan tulang sapi. Kemudian salah satu matriks pendukung yang
lain yaitu hidroksiapatit (Maroufi et al., 2022).

Hidroksiapatit (HA) dengan rumus kimia Cayo(PO4)s(OH), merupakan salah satu
senyawa kalsium fosfat dan termasuk dalam kelompok mineral apatit yang saat ini
sedang banyak dikembangkan. Keunggulan dari material hidroksiapatit adalah
memiliki komposisi dan struktur kristal yang mirip dengan tulang dan paling
banyak digunakan dalam aplikasi biomedis (Noviyanti et al., 2017). Pembuatan
hidroksiapatit (HA) pada umumnya menggunakan padatan atau serbuk kalsium
oksida (Ca0). Dengan tingginya kebutuhan akan biomaterial ini, sintesis HA
menjadi cukup bermanfaat untuk dilakukan. Keuntungan lain dari teknik
imobilisasi dengan hidroksiapatit adalah; mendukung aktivasi terendah, atau tidak
diperlukan praaktivasi sama sekali sehingga tidak diperlukan reagen, melindungi
dari agregasi, proteolisis, dan interaksi utama, yang dapat mengganggu potensi
enzim dan pembawa (Maroufi et al., 2022). Karena keunggulan-keunggulan dari

hidroksiapatit tersebut maka digunakan hidroksiapatit sebagai matriks pembawa.

Pada penelitian ini dilakukan imobilisasi enzim lipase dari Klebsiella sp. LPG172
koleksi Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia FMIPA Universitas Lampung
(Arif, 2022). Enzim lipase diproduksi dan dilakukan pemurnian untuk
mendapatkan enzim lipase hasil pemurnian, kemudian dilakukan uji aktivitas
enzim pada setiap tahap pemurnian. Setelah tahap pemurnian dilakukan
imobilisasi enzim lipase dengan menggunakan metode adsorpsi pada matriks
pendukung hidroksiapatit dan dilakukan penentuan kondisi optimum enzim lipase
terimobil untuk mengetahui karakteristik dari enzim lipase terimobil pada matriks

hidroksiapatit.



1.2. Tujuan Penelitian

Adapun tujuan dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Mendapatkan enzim lipase murni dari bakteri Klebsiella sp. LPG172 dan
pemurnian.
2. Melakukan imobilisasi enzim lipase menggunakan hidroksiapatit untuk
mendapatkan enzim lipase terimobilisasi.
3. Mengetahui kondisi optimum enzim lipase terimobil dan pemakaian

berulang.

1.3. Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai potensi
isolat bakteri Klebsiella sp. LPG172 dalam menghasilkan enzim lipase. Enzim
dapat dipisahkan di akhir reaksi, tanpa terkontaminasi dengan hasil reaksi,
sehingga enzim dapat digunakan kembali untuk reaksi selanjutnya atau dapat

digunakan secara berulang.



1.  TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Bakteri Klebsiella sp.

Klebsiella sp. adalah bakteri gram negatif dari kelompok Enterobacteriaceae yang
bersifat nonmotile. Mereka cenderung lebih pendek dan lebih tebal jika
dibandingkan dengan yang lain di keluarga Enterobacteriaceae. Sel-selnya
berbentuk batang dan umumnya berukuran lebar 0,3 - 1,5 pum dengan panjang 0,5
- 5,0 um. Mereka bisa ditemukan dalam bentuk sendiri-sendiri, berpasangan,
dalam rantai, atau dihubungkan ujung ke ujung. Klebsiella bisa tumbuh di
laboratorium biasa dan tidak memiliki persyaratan pertumbuhan khusus, seperti
anggota Enterobacteriaceae lainnya. Spesies ini aerobik tetapi secara fakultatif
anaerobik. Pertumbuhan ideal mereka suhu 35 - 37°C, sedangkan tingkat pH
idealnya sekitar 7,2 (Arif, 2022).

Menurut Arif (2022) bakteri Klebsiella sp dapat menghasilkan isolat seperti enzim
lipase dan mempunyai kemampuan yang dapat menghidrolisis minyak. Hal ini
diketahui setelah melakukan studi awal dengan menumbuhkan isolat bakteri
Klebsiella sp dalam media selektif dan menghasilkan indeks lipolitik sebesar 21,2.
Indeks lipolitik sebesar 21,2 diperoleh dari hasil pembagian antara diameter

koloni yang tumbuh dan diameter zona bening pada uji lipolitik.

2.2. Enzim Lipase

Lipase (triasilgliserol asilhidrolase; EC 3.1.1.3) merupakan kelompok enzim yang
didefinisikan sebagai karboksilesterase yang mengkatalisis hidrolisis asil gliserol
rantai panjang pada antarmuka lipid air (Castro-Ochoa et al., 2005). Lipase telah
banyak digunakan untuk aplikasi bioteknologi logis dalam deterjen, industri susu,
tekstil, produksi surfaktan, dan pengolahan minyak.



Contoh lain aplikasi lipase yang banyak diperhatikan yaitu sehubungan dengan
pembuatan obat - obatan murni enansiomer, karena lipase memiliki sejumlah
karakteristik unik yaitu; spesifisitas substrat, spesifisitas regio, dan selektivitas
kiral. Banyak reaksi dilakukan efisien pada suhu tinggi dan dalam pelarut organik
(Castro-Ochoa et al., 2005).

Sejumlah mikroorganisme termofilik yang memproduksi lipase dan esterase
termoaktif telah dimurnikan dan dikarakterisasi. Lipase termofilik menunjukkan
termostabilitas yang lebih tinggi, aktivitas yang lebih tinggi pada suhu tinggi, dan
sering menunjukkan lebih banyak ketahanan terhadap denaturasi kimia,
menjadikannya ideal dalam proses industri dan kimia di mana suhu reaksi atau
pelarut organik yang relatif tinggi digunakan. Karena setiap aplikasi industri
mungkin memerlukan sifat khusus dari biokatalis, untuk menemukan lipase baru

yang dapat membuat aplikasi baru (Castro-Ochoa et al., 2005).

Keunggulan lipase sebagai katalis sekaligus pembeda dari esterase lainnya adalah
terdapat bagian sisinya yang bersifat hidrofobik (Hidayat et al., 2014).
Berdasarkan karakteristik dan keunggulan yang dimiliki lipase, diketahui bahwa
lipase sangat dimanfaatkan pada suatu industri. Sehingga lipase perlu diproduksi
dalam jumlah banyak, karena lipase banyak dimanfaatkan dalam suatu industri.
Pengetahuan mengenai berbagai sumber yang dapat menghasilkan lipase dapat
mempermudah dalam produksi lipase. Secara umum sumber lipase terbagi

menjadi tiga bagian yaitu bersumber dari mamalia, tumbuhan dan mikroba.
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Gambar 1. Reaksi umum hidrolisis enzim lipase (Sholeha and Agustini, 2021).



2.2.1. Klasifikasi Enzim Lipase Berdasarkan Sumbernya

Adapun Klasifikasi enzim lipase berdasarkan sumbernya menurut Kurnia. (2010)
yaitu :

1. Pengelompokkan lipase yang bersumber dari mamalia:

a) Lipase pada sistem pencernaan, seperti lingual, lambung, dan pankreas.

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

c) Lipase dalam air susu.

2. Pengelompokkan lipase yang bersumber dari tumbuhan di bagi menjadi empat

jenis :

a) Triasilgliserol lipase, terdapat pada tanaman jagung, minyak sawit, kacang,
beras, dan kentang.

b) Silhidrolase, dapat diperoleh dari tanaman kentang.

¢) Phospolipase, terdapat pada tanaman seledri, kol, dan kacang.

d) Liphospolipase, terdapat dalam tanaman gandum.

3. Sedangkan lipase yang bersumber dari mikroba dibagi menjadi tiga jenis :

a) Bakteri, seperti lipase Staphylococcus aureus, Bacillus, Pseudomonas, dan
Miraxella.

b) Kapang, seperti lipase Penicillium camberti, Geotrichum candidum, dan Mucor
meihei.

c¢) Khamir, seperti lipase Candida antartika, C. rugosa, dan C.cylindraceae.

Lipase yang bersumber dari mikroba merupakan lipase yang dapat dihasilkan
secara cepat dan banyak didalam industri. Enzim lipase mempunyai daya katalitik
dan sifat sangat spesifik sehingga menguntungkan karena dapat meminimalisir
adanya reaksi samping yang mungkin terjadi. Beberapa hal yang perlu
diperhatikan saat memilih mikroba penghasil lipase 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 (Hernawati, 2010).



Selain sifat spesifik 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 pada saat
mengkatalisis suatu reaksi, yaitu terjadi dengan menempelkan sisi aktifnya pada
permukaan molekul zat-zat yang bereaksi. Akibatnya energi aktivasi pada suatu
reaksi akan menurun dan reaksi berlaju cepat. Kerja enzim spesifik dapat
dipengaruhi oleh beberapa faktor. Faktor umum dan krusial diantaranya adalah

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

2.2.2. Faktor yang Mempengaruhi Kerja Enzim

1. Temperatur

Enzim merupakan protein yang mempunyai sifat mengalami denaturasi jika
terkena panas. Karena sifatnya sebagai protein tersebut setiap enzim memiliki
suhu optimumnya masing-masing. Suhu dapat mempengaruhi kerja enzim. Jika
suhunya dibawah atau diatas suhu optimum yang dimiliki enzim maka kerja
enzim dapat berkurang atau tidak bekerja sama sekali. Karena suhu yang terlalu
rendah tidak mendorong kerja enzim secara efektif sedangkan suhu yang terlalu
tinggi dapat merusak sisi aktif enzim (Irawati, 2016). Hubungan antara suhu dan

kerja enzim dapat dilihat pada Gambar 2.
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Gambar 2. Kurva hubungan suhu dan enzim (Arif, 2022).

2. Tingkat Keasaman (pH)

Tingkat keasaman (pH) pada enzim memiliki titik optimumnya sendiri.
Lingkungan yang terlalu asam atau terlalu basa dapat mendenaturasi enzim.

Kebanyakan enzim yang ditemukan memiliki pH optimum pada keadaan netral



atau nilai pHnya sebesar 7 (Ayu, 2017). Kurva yang menyatakan hubungan pH
dengan kerja enzim dapat dilihat pada Gambar 3.

pH optimum

Aktivitas

pH EE—
Gambar 3. Kurva hubungan nilai pH (Arif, 2022).

3. Konsentrasi substrat

Konsentrasi substrat yang digunakan juga mempengaruhi aktivitas kerja enzim.
Konsentrasi substrat berbanding lurus dengan aktivitas kerja enzim. Semakin
tinggi konsentrasi substrat yang digunakan, maka semakin tinggi aktivitas enzim
atau semakin tinggi kecepatan reaksi yang dikatalisis oleh enzim tersebut. Pada
suatu titik tertentu, yaitu kecepatan maksimum (Vmaks), penambahan konsentrasi
substrat dalam jumlah tertentu tidak akan dapat meningkatkan kecepatan reaksi
enzim, melainkan dapat menurunkan aktivitas enzim atau kecepatan reaksi
(Elawati dkk., 2018). Hal ini terjadi karena pada konsentrasi yang sangat tinggi
semua sisi aktif enzim telah berikatan dengan substrat sehingga tercapailah laju
reaksi maksimum (Ayu, 2017). Adapun kurva hubungan antara konsentrasi

substrat dengan kerja enzim dapat dilihat pada Gambar 4.

Vmaks

V (laju)

Konsentrasi [S] ——— >

Gambar 4. Kurva hubungan konsentrasi (Arif, 2022).
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4. Inhibitor

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.

a) Inhibitor kompetitif

Inhibitor kompetitif adalah molekul penghambat yang bersaing dengan substrat
untuk mendapatkan sisi aktif enzim. Contohnya, sianida bersaing dengan oksigen
untuk mendapatkan hemoglobin dalam rantai respirasi terakhir. Penghambatan
inhibitor kompetitif bersifat sementara dan dapat diatasi dengan cara menambah

konsentrasi substrat.

b) Inhibitor nonkompetitif

Inhibitor nonkompetitif adalah molekul penghambat enzim yang bekerja dengan
cara melekatkan diri pada luar sisi aktif enzim. Sehingga, bentuk enzim berubah
dan sisi aktif enzim tidak dapat berfungsi. Hal ini menyebabkan substrat tidak
dapat masuk ke sisi aktif enzim. Penghambatan inhibitor nonkompetitif bersifat

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

2.3. Karakteristik Enzim Lipase Klebsiella sp. LPG172

Penentuan kondisi optimum enzim lipase sebelum terimobilisasi digunakan dari
hasil penelitian sebelumnya yaitu pada penelitian Arif (2022) dan Partini (2023).
Karakteristik enzim lipase hasil pemurnian perlu ditentukan untuk mendapatkan
kondisi optimum pada beberapa parameter yang dapat mempengaruhi kerja enzim
pada reaksi hidrolisis. Parameter yang digunakan pada penelitian ini berupa pH,
suhu, dan waktu inkubasi.

2.3.1. pH Optimum

Kerja enzim dipengaruhi beberapa faktor seperti nilai pH, temperatur dan juga
waktu inkubasinya. Optimasi dari setiap faktor dilakukan untuk mendapatkan
kerja enzim yang optimal pula. Prinsip optimasi kerja enzim ini adalah penentuan

aktivitas enzim dalam reaksi hidrolisis lipid dengan variasi pH tertentu. Penentuan
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pH optimum dilakukan dengan cara memvariasikan besar pH pada larutan buffer
fosfat yang digunakan untuk menentukan uji nilai aktivitas unit enzim. Variasi
nilai pH larutan buffer fosfat yang digunakan sebesar 6, 7 dan 8 dengan
konsentrasi sebesar 0,05 M. Selanjutnya enzim yang telah ditambahkan buffer dan
substrat diinkubasi selama 15 menit pada suhu 40°C. Hasil yang didapatkan pada
perlakuan ini ditunjukkan pada kurva hubungan nilai aktivitas unit dengan nilai
pH buffernya, seperti yang ditunjukkan pada Gambar 5.

P N W
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Gambar 5. Pengaruh pH pada aktivitas lipase dalam reaksi hidrolisis (Arif, 2022)
dan tranesterifikasi (Partini, 2023).
Gambar 5 menunjukkan pada reaksi hidrolisis memiliki puncak pada pH 7 dengan
nilai aktivitas unitnya sebesar 29,51 U/mL (Arif, 2022) dan reaksi transesterifikasi
pada puncak pH 7 memiliki nilai aktivitas unit sebesar 28,064 U/mL (Partini,
2023) merupakan pH optimum enzim lipase dari bakteri Klebsiella sp. LPG172.
Pada pH selain pH optimum, enzim dapat mengalami denaturasi yang dapat
mengakibatkan menurunnya aktivitas enzim. Hal ini dikarenakan enzim
merupakan protein sehingga perubahan pH dapat menyebabkan ionisasi pada
molekul protein berubah. Perubahan yang terjadi dapat menyebabkan struktur tiga
dimensi enzim berubah sehingga sisi aktif enzim yang berguna untuk menjalankan

aktivitas katalitik menjadi terganggu dan tidak efektif.

2.3.2. Suhu Optimum

Penentuan suhu optimum dilakukan agar didapatkan kerja optimum enzim pada
suhu tertentu dalam reaksi hidrolisis. Penentuan suhu optimum dilakukan dengan
cara memvariasikan temperatur selama masa inkubasi untuk mendapatkan nilai

aktivitas unit enzim. Variasi temperatur yang digunakan sebesar 70, 75, 80, 85
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dan 90°C. Persiapannya dilakukan dengan menambahkan enzim, substrat dan
buffer fosfat 0,05 M dengan pH optimum yakni 7. Kemudian di inkubasi selama
15 menit pada masing masing temperatur. Hasil yang didapatkan pada perlakuan
ini ditunjukkan pada kurva hubungan nilai aktivitas unit dengan temperaturnya,

seperti yang ditunjukkan pada Gambar 6.
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Gambar 6. Pengaruh suhu pada aktivitas enzim lipase dalam (a) reaksi hidrolisis
(Arif, 2022) dan (b) reaksi transesterifikasi (Partini, 2023).
Pada Gambar 6 (a) menunjukkan puncak aktivitas unit tertinggi pada temperatur
80°C dengan nilai AU sebesar 16,89 U/mL (Arif, 2022). Sedangkan pada Gambar
6 (b) menunjukkan aktivitas unit enzim lipase tertinggi berada pada puncak suhu
70°C sebesar 25,125 U/mL (Partini, 2023). Hal ini menunjukkan bahwa enzim
dapat bekerja secara optimal pada suhu tersebut. Sejalan dengan meningkatnya
suhu, makin meningkat juga nilai aktivitasnya. Namun, peningkatan suhu di atas
suhu optimumnya dapat menyebabkan lemahnya ikatan dalam enzim secara
struktural. Pada saat itu enzim akan terdenaturasi karena struktur protein terbuka
dan gugus polar yang berada di dalam molekul menjadi terbuka ke luar. Kelarutan
protein dalam air akan berkurang sehingga aktivitas enzimnya juga akan menurun.
Inilah yang menyebabkan pada temperatur 85°C dan 90°C nilai aktivitas unitnya

mengalami penurunan.

2.3.3. Waktu Inkubasi Optimum

Penentuan waktu inkubasi optimum dilakukan agar didapatkan kerja optimum
enzim pada waktu tertentu dalam reaksi hidrolisis. Penentuan waktu inkubasi

optimum dilakukan dengan cara memvariasikan rentang waktu inkubasi yang
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digunakan untuk menentukan nilai aktivitas unit enzim. Variasi rentang waktu
yang digunakan sebesar 10, 15, 20, 25 dan 30 menit. Persiapannya dilakukan
dengan menambahkan enzim, substrat dan buffer fosfat 0,05 M dengan pH
optimum yakni 7. Kemudian di inkubasi dengan setiap varian waktu pada
temperatur optimumnya yakni 80°C. Hasil yang didapatkan pada perlakuan ini
ditunjukkan pada kurva hubungan nilai aktivitas unit dengan waktu inkubasinya,
seperti yang ditunjukkan pada Gambar 7.
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Gambar 7. Pengaruh waktu inkubasi pada aktivitas enzim lipase dalam reaksi
hidrolisis (Arif, 2022) dan transesterifikasi (Partini, 2023).
Pada Gambar 7 waktu inkubasi optimum pada menit ke 25 merupakan puncak
tertinggi dengan aktivitas unit sebesar 21, 86 U/mL pada reaksi hidrolisis (Arif,
2022) dan sebesar 25,92 U/mL pada reaksi transesterifikasi (Partini, 2023). Hal ini
dapat diartikan dengan semakin bertambahnya waktu aktivitas enzim akan
semakin meningkat, kemudian menjadi sangat efektif dan optimum pada waktu
tertentu, dan setelahnya mengalami penurunan kembali. Menurunnya aktivitas
enzim bisa diakibatkan karena enzim yang berupa protein mengalami denaturasi

sehingga mengalami perubahan bentuk sisi aktifnya.

2.4. Hidroksiapatit

Hidroksiapatit (HA) dengan rumus kimia Cajo(PO4)s(OH), 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
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ortopedi, seperti untuk perbaikan tulang, baik pada perbaikan tulang retak maupun
tulang patah. Material yang digunakan dalam pengobatan tersebut harus bersifat
bioaktif, biokompatibel, dan tidak beracun (Noviyanti et al., 2017).

Sebagai material kimia, HA adalah senyawa kalsium fosfat dan anggota kelompok
mineral apatit dengan rumus kimia secara umum M1o(RO,)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 et al., 2017).

Kalsium fosfat memiliki sifat alami yang komplek, bisa berada pada berbagai
fase, dapat pula dalam bentuk larutan padat. Selain itu kalsium fosfat dapat dalam
bentuk nonstoikiometri dengan adanya pengotor yang mengganti ion kisi dalam
kristal. Pada umumnya, kalsium fosfat berada dalam bentuk amorf maupun
berbagai kristal. Komposisi kimia HA Caso(PO4)s(OH). berupa kesatuan sel dari
HA dalam 3 dimensi yang memiliki panjang 0,944 nm, lebar 0,944 nm dan tinggi
0,688 nm dengan bentuk keseluruhan berupa jajaran genjang. Kesatuan sel HA
terdiri atas dua dataran berbentuk jajaran genjang di permukaan atas dan bawah.
Tiga ion terletak ditengah pada masing-masing dataran, sedangkan 8 ion lain
berada pada tepi dan bergabung dengan sel lain yang berdekatan. Dua ion terletak
di tengah dan merupakan inti dari unit sel, 8 ion terletak di tepi dan bergabung
dengan 4 unit sel lainnya yang berdekatan. Delapan ion pada keempat dataran
vertikal sel (Rossi et al., 2007). Struktur kristal dari HA adalah hexagonal dengan
dimensi sel a = 9,423 A dan ¢ = 6,875 A (Majhooll et al., 2019).

Gambar 8. Struktur kimia hidroksiapatit (Noviyanti et al., 2017).
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Menurut Noviyanti et al. (2017) persamaan reaksi pembentukan hidroksiapatit
dapat dilihat pada Persamaan 1 yaitu :
10Ca(NO3)2 aq) + 6(NH4)2H(PO)4 (ag) + 8NH4OH (5q) = 10Ca(PO4)s(OH): ()
+ 20NH4NO3 (o) + 6H20 () (1)

Pada penelitian ini hidroksiapatit yang digunakan merupakan hidroksiapatit

komersial yang memiliki sifat kimia dan fisik yaitu :

Kelas farmasi Bovine Hydroxyapatite

Klasifikasi : Keramik, Hidroksiapatit

Sinonim : Hidroksiapatit, Kalsium Fosfat Hidroksida, Kalsium
Hidrofosfat, Dekalsium Heksafosfat Dihidroksida, Kalsium

Fosfat Tribasic

Rumus kimia : Cayo(PO4)s(OH),
Berat molekul : 502,31 g/mol
Ukuran partikel  : 400-650 nm
Kemurnian > 95%

Suhu dekomposisi : 1000°C (1832°F)
Rasio molar Ca/P : 1,60 hingga 1,90

Titik leleh :1.100°C (2012°F)

Pembuatan : Reaksi Hidrotermal (Kalsinasi)
Morfologi : Kristal Heksagonal

Warna : Putih hingga putih mati

Kegunaan : Implan biokompatibilitas atau tulang

2.5. Imobilisasi Enzim

Sebagian besar lipase yang digunakan dalam proses industri berada dalam
keadaan imobil. Imobilisasi enzim menggunakan bahan pendukung padat sangat
menarik karena beberapa keuntungan penting seperti; peningkatan aktivitas dan
stabilitas enzim, kemungkinan pemulihan enzim yang diimobilisasi pada akhir
reaksi, potensi penggunaan kembali dan pencapaian reaksi. Banyak yang telah
melaporkan teknik imobilisasi lipase yang berbeda seperti adsorpsi fisik enzim
pada bahan pembawa, penjebakan atau mikroenkapsulasi dalam pendukung padat
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dan pengikatan kovalen ke matriks padat (Kharrat et al., 2011). Adapun
keuntungan perlakuan imobilisasi menurut Susilo. (2012) antara lain sebagai
berikut :
- Enzim dapat digunakan kembali.
- Proses dapat dioperasikan terus menerus dan dapat dengan mudah
dikontrol.
- Produk dapat dipisahkan dengan mudah.
- Limbah dan penanganan masalah bahan dapat diminimalkan.
- Dalam beberapa kasus, sifat enzim (aktivitas dan stabilitas) dapat diubah
menjadi lebih baik oleh media imobilisasi.

- Meningkatkan kestabilan pH dan termal.

Ada berbagai metode penjeratan enzim seperti penjebakan serat, penjebakan gel,

mikroenkapsulasi, dll. Berbagai metode imobilisasi dapat dilihat pada Gambar 9

(Maroufi et al., 2022) :

~
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Gambar 9. Jenis-jenis metode imobilisasi.

Salah satu metode imobilisasi yang biasa dilakukan adalah adsorpsi. Pada metode
adsorpsi, 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
(Maroufi et al., 2022).



I1l. METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan November 2023 - Juni 2024 di
Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan limu

Pengetahuan Alam Universitas Lampung, Bandar Lampung.

3.2. Alat dan Bahan

Alat - alat yang dibutuhkan dalam penelitian ini adalah; cawan petri, tabung
reaksi, tabung sentrifuga, centrifuge cole parmer, labu ukur, gelas ukur,
Erlenmeyer, gelas piala, rak tabung reaksi, pipet tetes, batang pengaduk, Laminar
Air Flow CRUMA model 9005-FL, autoklaf model S-90N, corong pisah,
spektrofotometer UV-Vis Cary Win UV 100, mikropipet dragon lab, mikrotip,
neraca analitik DJ-V 220A Lucky, pH meter metrohm, jarum ose, inkubator
precisterm P selecta, magnetic stirrer CB161 Stuart, hot plate CB162 Stuart,
spin bar, termometer, orbital shaker Daihan Labtech Co., LTD, waterbath
Memmert W 350, oven, bunsen dan buret sebagai kolom kromatografi dengan

volume 50 mL.

Bahan - bahan yang diperlukan pada penelitian ini adalah; kertas saring, kapas,
kain kasa, Alumunium foil, plastik wrap, Nutrient Agar, Nutrient Broth, tween 80,
minyak zaitun Bertolli, akuades, Na,HSO,4, NaH,SO,4, BaCl,, HCI 6N, n-heksana,
metanol, asetonitril, isopropanol, tembaga(ll)asetat, BSA(Bovine Serum Albumin),
Asam oleat, pNP(p-Nitrofenol), pNPP(p-Nitrofenolpalmitat), pereaksi Lowry
(A,B,C dan D), ammonium sulfat, sephadex G-75, bakteri Klebsiella sp. LPG172,

dan matriks hidroksiapatit yang diperoleh secara komersial.
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3.3. Prosedur Penelitian
3.3.1. Tahap Persiapan
a) Persiapan alat

Peralatan gelas sebelum digunakan terlebih dahulu dicuci, dikeringkan, dan
dibungkus dengan kertas. Setelah dibungkus, semua peralatan disterilisasi dalam
autoklaf bertekanan 1 atm dan bersuhu 121°C selama 15 menit. Alat yang telah
disterilisasi kemudian dikeringkan dalam oven selama kurang lebih 2 jam (Arif,
2022).

b) Pembuatan media selektif

Media selektif dalam Erlenmeyer 250 dibuat dengan mencampurkan NA 2,8 %
dan minyak zaitun sebanyak 1 % yang dilarutkan dalam akuades. Media
dipanaskan dengan hot plate hingga homogen dan disterilisasi pada suhu 121°C,
tekanan 1 atm, selama 15 menit dalam autoklaf. Media dituang pada cawan
petri/tabung reaksi secara aseptik. Media didiamkan hingga mengeras dan siap
pakai (Arif, 2022).

c¢) Pembuatan media inokulum

Media inokulum dibuat dengan komposisi minyak zaitun 1 %, tween 80 0,1 %,
dan nutrient broth 1,3 % yang dilarutkan dengan buffer fosfat 0,05 M pH 7 dalam
Erlenmeyer 250 mL. Media inokulum disterilisasi pada suhu 121°C, tekanan 1
atm, selama 15 menit dalam autoklaf (Arif, 2022).

d) Pembuatan media fermentasi

Media fermentasi dibuat dengan komposisi minyak zaitun 2 %, tween 80 0,1 %,
dan nutrient broth 1,3 % yang dilarutkan dengan buffer fosfat 0,05 M pH 7 dalam
Erlenmeyer 1000 mL. Media fermentasi disterilisasi pada suhu 121°C, tekanan 1

atm, selama 15 menit dalam autoklaf (Arif, 2022).

e) Inokulasi bakteri

Media agar selektif dituang pada tabung reaksi secara aseptis. Mulut tabung reaksi
ditutup menggunakan sumbat. Media disterilisasi pada autoklaf dengan tekanan 1
atm, suhu 121°C selama 15 menit. Tabung reaksi diletakkan dengan kemiringan
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lima derajat. Tabung reaksi didiamkan 3 hari hingga siap dipakai. Isolat bakteri
Klebsiella sp. LPG172 dipindahkan ke dalam media agar miring yang telah dibuat
secara aseptis. Media agar miring diinkubasi pada inkubator dengan suhu 30°C
selama 66 jam (Arif, 2022).

f) Peremajaan isolat bakteri Klebsiella sp. LPG172

Peremajaan isolat dilakukan dengan cara isolat bakteri Klebsiella sp. LPG172
diambil 1 ose dan digoreskan ke media NA miring dalam tabung reaksi secara
aseptik, lalu biakan diinkubasi selama 66 jam pada suhu 30°C dan disimpan dalam
kulkas sebagai isolat stok. Bakteri Klebsiella sp. LPG172 yang digunakan adalah
stok di laboratorium biokimia yang diperoleh dengan metode isolasi dari tanah
tercemar minyak didaerah kampung baru, Bandar Lampung yang dilakukan oleh
Arif (2022).

3.3.2. Persiapan untuk Penentuan Kadar Protein

Penentuan kadar protein menurut Lowry et al. (1951) :

1. Pereaksi Lowry A
Pereaksi Lowry A dibuat dengan melarutkan Na,CO3 dalam larutan NaOH
0.1 N dengan konsentrasi 2%.

2. Pereaksi Lowry B
Pereaksi Lowry B dibuat dengan mencampurkan larutan CuSO4.5H,0 1% dan
larutan NaK 1% dengan perbandingan 5 : 3 (v/v).

3. Pereaksi Lowry C
Pereaksi Lowry C dibuat dengan mencampurkan larutan pereaksi Lowry B dan
larutan pereaksi Lowry A dengan perbandingan 2 : 100 (v/v).

4. Pereaksi Lowry D
Pereaksi Lowry D dibuat dengan mencampurkan larutan Folin ciocalteu dan

akuades dengan perbandingan 1:1 (v/v).
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3.3.3. Uji Aktivitas Enzim

Aktvitas lipase ditentukan dengan dua reaksi yaitu aktivitas hidrolisis dan

aktivitas transesterifikasi.

3.3.3.1. Uji aktivitas hidrolisis

Aktivitas enzim lipase ditentukan dengan menggunakan metode Kwon and Rhee.
(1986). Campuran enzim lipase 0,70 mL, buffer fosfat 0,05 M pH 7 0,35 mL dan
substrat minyak zaitun 0,70 mL dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan
diinkubasi pada shaker kecepatan 120 rpm selama 15 menit. Campuran
ditambahkan 0,5 mL HCI 6 N dan 3,25 mL n-heksana, divorteks selama 1 menit
dan didiamkan selama 15 menit menghasilkan terbentuknya dua fase. Fase
minyak diambil sebanyak 2,50 mL. Akuades sebanyak 0,70 mL digunakan
sebagai kontrol dan pelarut n-heksana sebanyak 3,75 mL sebagai blanko. Sampel,
kontrol dan blanko ditambahkan 0,5 mL reagen tembaga (I1) asetat 5% lalu
divorteks. Penentuan nilai absorbansi sampel dilakukan dengan menggunakan
spektrofotometer UV-Vis dengan panjang gelombang 746 nm. Aktivitas Hidrolisis
diukur dengan menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang

maksimum dengan menggunakan asam oleat sebagai standar.

3.3.3.2. Uji aktivitas transesterifikasi

Uji aktivitas transesterifikasi dilakukan dengan metode yang dilakukan oleh Fu et
al. (2014). Substrat p-nitrofenol palmitat sebanyak 0,25 mL dicampurkan dengan
0,25 mL asetonitril dalam tabung reaksi. Campuran substrat ditambahkan 1 mL
enzim lipase dan diinkubasi pada suhu 30°C selama 10 menit. Campuran diambil
sebanyak 0,045 mL, ditambahkan dengan 4,455 mL metanol dan diuji absorbansi
pada panjang gelombang 315 nm spektrofotometer UV-Vis. Kontrol dilakukan
kondisi dan prosedur yang sama tetapi tanpa penambahan enzim. Aktivitas
transesterifikasi diukur dengan menggunakan spektrofotometer pada panjang

gelombang maksimum dengan menggunakan p-NP (p-nitrofenol) sebagai standar.
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3.3.4. Penentuan Kadar Protein Enzim Lipase

Kadar protein enzim lipase diukur berdasarkan metode Lowry et al. (1951) yaitu;
0,1 mL sampel enzim lipase ditambahkan 0,9 mL akuades dan dimasukkan ke
dalam tabung reaksi. Campuran ditambahkan 5 mL pereaksi Lowry C, dikocok
dan didiamkan selama 10 menit. Campuran ditambahkan pereaksi Lowry D (folin
ciocalteu) sebanyak 0,5 mL, dikocok dan didiamkan selama 30 menit. Absorbansi
sampel ditentukan dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 750
nm. Kadar protein diukur dengan menggunakan spektrofotometer pada panjang
gelombang maksimum dengan menggunakan BSA (Bovine Serum Albumin)
sebagai standar. Larutan kontrol digunakan 0,1 mL akuades. Kadar protein dapat

ditentukan nilainya dengan menghitung menggunakan Persamaan 2 :

Kadar Protein (mg/mL) = (Abssabw : 1000 (2)

3.3.5. Produksi Enzim

Kultur bakteri diambil menggunakan ose dan dimasukkan ke dalam 50 mL media
inokulum pada Erlenmeyer 250 mL, dilakukan hingga tiga kali pengulangan.
Media diinkubasi pada suhu 30°C dan diagitasi menggunakan shaker dengan
kecepatan 120 rpm selama satu hari. Hasil inkubasi digunakan sebagai inokulum.
10% inokulum difermentasi pada 500 mL media fermentasi, dilakukan kultivasi
selama dua hari dan diagitasi dengan kecepatan 120 rpm. Larutan disentrifus
dengan kecepatan 10000 rpm selama 20 menit untuk memisahkan supernatan
(ekstrak kasar enzim) dari pelletnya (sisa-sisa sel) (Sugiharni, 2010). Ekstrak
kasar enzim lipase dilakukan uji aktivitas enzim dan penentuan kadar protein yang

dapat dilihat pada metode uji aktivitas enzim dan penentuan kadar protein.

3.3.6. Pemurnian Enzim Lipase

a. Fraksinasi ekstrak kasar

Ekstrak kasar enzim lipase dilakukan pemurnian menggunakan ammonium sulfat
pada 2 tingkat fraksi, yaitu fraksi (0 - 20 dan 20 - 90) %. Ammonium sulfat

ditambahkan secara perlahan ke dalam ekstrak kasar enzim sambil diaduk. Suhu
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lingkungan dibuat menjadi 4°C, didiamkan selama 30-60 menit, dan disentrifugasi
selama 20 menit pada suhu 4°C. Supernatan dipisahkan dari endapan yang
terbentuk dan ditampung untuk fraksinasi pada tingkat berikutnya. Endapan
protein pada masing-masing fraksi dilarutkan dalam 30 mL buffer fosfat pH
optimum produksi untuk selanjutnya didialisis (Parwata, | dan Martiningsih,
2014).

b. Dialisis

Endapan protein terlarut buffer dari tiap fraksi ammonium sulfat dimasukkan ke
dalam kantong selofan dan didialisis dengan buffer fosfat 0,01 M pH 7 selama £
24 jam pada suhu dingin. Larutan buffer diluar kantong dialisis diganti setiap 4-6
jam sekali selama proses dialisis, agar konsentrasi ion-ion di dalam kantung
dialisis dapat dikurangi (Popoola and Olateru, 2021). Dialisis dilakukan secara
kontinu sampai ion-ion didalam kantong dialisis dapat diabaikan. BaCl,/BaOH,
ditambahkan pada buffer untuk melihat sisa endapan garam ammonium sulfat
setiap pergantian buffer. Hasil dialisis ditentukan melalui nilai aktivitas lipase dan
kadar proteinnya yang dapat dilihat pada metode uji aktivitas enzim dan

penentuan kadar protein.

c. Kromatografi filtrasi gel

Sephadex G-75 berupa serbuk dikembangkan menggunakan buffer fosfat,
ditentukan pHnya menggunakan buffer fosfat pH optimum produksi enzim dan
didiamkan pada suhu dingin selama 24 jam. Buret digunakan sebagai kolom
kromatografi filtrasi gel dan sephadex G-75 sebagai matriks kolom (Rahmi et al.,
2020). Enzim hasil fraksinasi sebanyak 5 mL dimasukkan ke dalam kolom yang
berisi matriks sephadex G-75 yang telah diaktivasi menggunakan buffer fosfat
0,05 M pH optimum produksi. Enzim lipase dielusi dengan menggunakan buffer
fosfat 0,05 M pH optimum produksi. Sampel ditampung sebanyak 5 mL pada
setiap tabung vial. Masing-masing fraksi ditentukan kadar protein dan aktivitas
enzimnya menggunakan spektrofotometer UV-Vis (A =280 nm) (Rusman, 2017).
Metode uji aktivitas enzim dan penentuan kadar protein dapat dilihat pada metode

uji aktivitas dan penentuan kadar protein enzim.
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3.3.7. Imobilisasi Enzim Lipase

Pada penelitian ini digunakan hidroksiapatit (HA) yang diperoleh secara
komersial. Imobilisasi enzim lipase dengan metode adsorpsi pada hidroksiapatit
dilakukan dengan mengambil enzim lipase sebanyak 1 mL, ditambahkan dengan
1 mL buffer fosfat pH 7 dan 0,67 gram hidroksiapatit. Enzim dan matriks
dishaker selama 30 menit dengan kecepatan 120-150 rpm pada suhu kamar,
kemudian disentrifugasi selama 10 menit dengan kecepatan 1000 rpm (Firdaus
dkk., 2017).

3.3.8. Penentuan Kondisi Optimum Enzim Lipase Imobil

a) Penentuan pH Optimum

Penentuan pH optimum dilakukan dengan menginkubasi campuran enzim dan
substrat selama 15 menit pada suhu 40°C dengan prosuder uji aktivitas
menggunakan beberapa kondisi pH (6, 7, 8, 9, 10) dengan buffer fosfat (Su’l dkk.,
2013).

b) Penentuan Suhu Optimum

Penentuan suhu optimum dilakukan dengan menginkubasi campuran enzim dan
substrat selama 15 menit pada prosedur uji aktivitas menggunakan variasi suhu
(30, 40, 50, 60, 70°C) dan pH optimum yang telah ditentukan (Su’I dkk., 2013).

c) Penentuan Waktu Inkubasi Optimum

Penentuan waktu inkubasi optimum dilakukan dengan menginkubasi campuran
enzim dan substrat dengan suhu dan pH optimum pada prosedur uji aktivitas
menggunakan variasi lama waktu inkubasi (5, 10, 15, 20, 25, 30) menit (Susanti,
2011).

3.3.9. Uji Stabilitas Enzim

Stabilitas enzim lipase dilakukan dengan uji aktivitas enzim lipase secara berulang
hingga didapatkan hasil yang maksimal yaitu jika hasil yang diperoleh sudah
setengah dari hasil enzim terimobil. Menurut Firdaus dkk., (2017) penggunaan
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berulang enzim lipase dilakukan dengan menggunakan uji hidrolisis; Sebanyak 1
g enzim imobil dimasukkan kedalam tabung sentrifus, ditambahkan 1 mL buffer
fosfat pH optimum imobil dan 0,70 mL substrat minyak zaitun. Campuran
diinkubasi pada waktu inkubasi optimum imobil (menit), pada suhu optimum
imobil (°C). Campuran disentrifugasi pada kecepatan 10000 rpm selama 10 menit.
Produk hasil imobilisasi diuji aktivitas enzimnya dengan menggunakan metode
Kwon and Rhee (1986) pada panjang gelombang 746 nm. Larutan sisa pemakaian
enzim imobil pertama dibuang dan matriks yang masih terikat enzim dicuci
dengan ditambahkan 1 mL buffer fosfat pH optimum imobil dan disentrifugasi
selama 10 menit. Filtrat dibuang dan enzim yang masih terikat pada matriks
digunakan untuk penentuan aktivitas enzim lipase berikutnya. Prosedur yang sama
dilakukan untuk uji transesterifikasi dengan metode Fu et al., (2014)

menggunakan pNPP sebagai substrat dan diuji pada panjang gelombang 315 nm.

3.3.10. Skema Penelitian

Adapun skema penelitian yang dilakukan adalah sebagai berikut :

Fraksinasi
Dialisis
l Kromatografi Filtrasi Gel
Imobilisasi
1 . R A—
= Inkubasi. Protein




V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Berdasarkan hasil yang diperoleh dari penelitian yang telah dilakukan dapat

disimpulkan bahwa :

1.

Enzim lipase yang didapatkan melalui pemurnian bertahap seperti fraksinasi
ammonium sulfat, dialisis dan kromatografi filtrasi gel memiliki aktivitas
spesifik pada reaksi hidrolisis sebesar 2.002,39 U/mg dengan kemurnian
sebesar 193 kali lebih besar dari ekstrak kasar enzim lipase. Sedangkan, pada
reaksi transesterifikasi memiliki aktivitas spesifik sebesar 2.462,29 U/mg
dengan kemurnian sebesar 237,33 kali lebih besar dari ekstrak kasar enzim.
Enzim lipase terimobil dengan matriks hidroksiapatit memiliki aktivitas
spesifik sebesar 1.375,24 U/mg pada uji hidrolisis. Sedangkan, pada uji
transesterifikasi memiliki aktivitas spesifik sebesar 1.906,86 U/mg.

Enzim lipase terimobilisasi memiliki kondisi optimum pada reaksi hidrolisis
yaitu; pH 8, suhu 50°C dan waktu inkubasi 15 menit, dan pada reaksi
transesterifikasi yaitu; pada pH 8, suhu 60°C dan waktu inkubasi 10 menit.
Enzim lipase imobil dengan matriks hidroksiapatit dapat dilakukan 2 kali
pemakaian dengan sisa aktivitas sebesar 30% dari enzim bebasnya pada reaksi
hidrolisis dan sebanyak 4 kali pemakaian dengan aktivitas sisa sebesar 37%

dari enzim bebasnya untuk reaksi transesterifikasi.



5.2. Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh, terdapat beberapa saran yang dapat

dilakukan dan membantu dalam penelitian selanjutnya yaitu :

1. Pada tahap pemurnian kromatografi filtrasi gel dengan sephadex G-75,
dibutuhkan perhatian lebih untuk mempertahankan laju alir fase gerak yang
berupa buffer fosfat guna menjaga sephadex G-75 tetap dalam keadaan
terendam sehingga tidak menyebabkan keretakan pada gel sephadex G-75.

2. Disarankan untuk penelitian selanjutnya digunakan matriks yang berbeda
pada imobilisasi, untuk mengetahui karakteristik dari enzim lipase terimobil

pada matriks selain hidroksiapatit.
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