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ABSTRAK

PEMISAHAN GLISEROL DARI MINYAK KELAPA SAWIT SECARA
HIDROLISIS ENZIMATIK MENGGUNAKAN LIPASE HASIL
ISOLAT BAKTERI Pseudomonas sp. LPG171

Oleh

DESVICA ROMANDA

Di Indonesia, gliserol digunakan luas dalam industri kimia, makanan, dan
kosmetik. Namun, ketersediaannya masih terbatas. Penelitian ini bertujuan untuk
menghasilkan gliserol dari minyak kelapa sawit secara hidrolisis enzimatik, yaitu
pemecahan lemak menjadi gliserol dan asam lemak bebas dengan bantuan lipase
sebagai katalis. Penelitian ini diharapkan mampu meningkatkan produksi gliserol
dengan menggunakan lipase hasil isolat bakteri Pseudomonas sp. LPG171. Selain
itu, hasilnya dapat mendukung perkembangan industri berbasis enzim di Indonesia.

Penelitian ini melalui beberapa tahapan, yaitu peremajaan bakteri, produksi dan
pemurnian enzim lipase, hidrolisis minyak sawit komersial dengan enzim lipase.
Selanjutnya, pemisahan dan pemurnian gliserol, serta uji kualitatif dan kuantitatif
untuk memastikan keberadaan dan kemurnian gliserol yang dihasilkan dari reaksi
hidrolisis enzimatik tersebut.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa enzim hasil pemurnian memiliki
aktivitas unit dan aktivitas spesifik 115,50 kali lebih tinggi yaitu 208,03 U/mL dan
1.044,15 U/mg dengan substrat minyak sawit komersial, sedangkan 41,86 kali lebih
tinggi 242,16 U/mL dan 1.210,8 U/mg dengan substrat minyak zaitun,
dibandingkan dengan ekstrak kasar enzim. Gliserol berhasil dipisahkan dan
dimurnikan menggunakan asam fosfat 5 % (v/v), menghasilkan kemurnian sekitar
83,46 % dengan volume 3 mL. Uji Dunstan dilakukan untuk memastikan
keberadaan gliserol dengan menunjukkan perubahan warna dari merah muda
menjadi tidak berwarna, bilangan asam (<1 mg KOH/g) memenuhi SNI, dan
diperoleh pH gliserol pada kondisi asam.

Kata kunci: Pseudomonas sp. LPG171, lipase, gliserol, dan hidrolisis enzimatik.



ABSTRACT

SEPARATION OF GLYCEROL FROM PALM OIL BY ENZYMATIC
HYDROLYSIS LIPASE FROM ISOLATED BACTERIA
Pseudomonas sp. LPG171

By

DESVICA ROMANDA

In Indonesia, glycerol is widely used in the chemical, food, and cosmetic
industries. However, its availability remains limited. This study aims to produce
glycerol from palm oil through enzymatic hydrolysis, which involves the
breakdown of fats into glycerol and free fatty acids with the aid of lipase as a
catalyst. The study is expected to increase glycerol production using lipase derived
from a bacterial isolate, Pseudomonas sp. LPG171. Additionally, the results may
support the development of enzyme-based industries in Indonesia.

The research involved several stages, including bacterial rejuvenation,
production and purification of lipase enzyme, hydrolysis of commercial palm oil
using the purified lipase, followed by separation and purification of glycerol.
Qualitative and quantitative tests were carried out to confirm the presence and
purity of glycerol produced from the enzymatic hydrolysis reaction.

The results showed that the purified enzyme had 115.50 times higher activity
and specific activity 208.03 U/mL and 1,044.15 U/mg respectively when using
commercial palm oil as substrate, and 41.86 times higher 242.16 U/mL and 1,210.8
U/mg when using olive oil, compared to crude enzyme extract. Glycerol was
successfully separated and purified using 5% (v/v) phosphoric acid, resulting in
approximately 83,46% purity and a final volume of 3 mL. The Dunstan test
confirmed the presence of glycerol by showing a color change from pink to
colorless. The acid value (<1 mg KOH/g) met the Indonesian National Standard
(SNI), and the glycerol had an acidic pH.

Keywords: Pseudomonas sp. LPG171, lipase, glycerol, enzymatic hydrolysis.
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Industri di Indonesia, baik industri pangan maupun industri non pangan sering kali
menggunakan enzim sebagai biokatalisator untuk mempercepat reaksi kimia.
Semua organisme hidup memiliki enzim. Salah satu daya tarik aktivitas biologis
enzim adalah bagaimana cepatnya mereka bekerja dan menggunakan energi yang
sangat sedikit untuk mengkatalisis reaksi tertentu. Semua tahap metabolisme dan
reaksi biokimia membutuhkan enzim. Beberapa enzim unik karena mereka dapat
berfungsi sebagai katalis untuk berbagai proses biokimia (Ali et al., 2023). Enzim
juga dapat membantu mengurangi biaya produksi dan konsumsi sumber daya
alam seperti air, listrik, dan bahan bakar. Selain itu, enzim dapat digunakan untuk

membuat proses alternatif yang lebih ramah lingkungan daripada metode kimia.

Enzim lipase adalah salah satu enzim industri yang sangat penting karena dapat
mengkatalisis berbagai reaksi seperti hidrolisis lemak dan transesterifikasi.
Namun, karena alasan ekonomi, penggunaan lipase dalam skala komersial masih
terbatas. Banyak industri pangan dan non-pangan telah memanfaatkan kerja enzim
lipase sebagai biokatalisator karena penggunaan enzim lipase di bidang
bioteknologi semakin meningkat (Agung, 2020). Enzim lipase adalah pemecah
lemak yang dikenal sebagai gliserol ester hidrolase atau triasilgliserol asil
hidrolase, dan termasuk dalam kelas enzim yang mengkatalisis reaksi hidrolisis.
Lipase memiliki kemampuan untuk menghidrolisis berbagai jenis lemak dan
minyak dalam waktu yang relatif cepat. Selain kemampuan lipase dalam

menghidrolisis lemak, lipase juga dapat mengkatalisis sintesis dan metabolisme



ester pada substrat dengan konsentrasi air rendah. Enzim lipase ialah protein yang
larut dalam air yang memiliki kemampuan untuk mengkatalisis reaksi dalam

media berair dan organik (Fatimah, 2021).

Lipase dapat dihasilkan dari tanaman, hewan serta mikroba. Sumber utama lipase
yang saat ini digunakan adalah mikroorganisme. Kemampuan mikroorganisme
untuk menghasilkan lipase berbeda-beda tergantung pada jenis lipase yang
dimiliki, kondisi lingkungan, dan media yang digunakan selama proses produksi
enzim (Nabilasani dkk., 2019). Lipase merupakan subkelas esterase yang
bertanggung jawab atas pencernaan, transportasi, dan pemrosesan lipid sebagian
besar organisme hidup. Lipase bersifat serbaguna dan memungkinkan berbagai
reaksi biokonversi pada organisme uniseluler dan multiseluler, termasuk
hidrolisis, alkoholisis, asidolisis, aminolisis, esterifikasi, dan interesterifikasi.
Biokonversi triasilgliserol (TAG) antara organisme dan di dalam organisme

sangat bergantung pada lipase (Ali et al., 2023).

Mikroba seperti Pseudomonas, Aspergillus, Mucor, Moraxella, Arcaligenes,
Candida, dan lainnya dapat menghasilkan enzim lipase (Pratiwi dkk., 2013).
Bakteri lipolitik dapat menghasilkan enzim lipase; bakteri lipolitik memiliki
kemampuan untuk memecahkan atau menghidrolisis lemak, fosfolipid, dan
turunannya. Pseudomonas sp. LPG171 adalah bakteri lipolitik yang banyak
ditemukan di tanah, air, tanaman, dan hewan. Bakteri ini sering ditemukan pada
flora usus dan kulit manusia. Bakteri Pseudomonas sp. LPG171 telah berhasil
diproduksi dan dimurnikan dari enzim lipase, yang dapat diisolasi dari tanah
tercemar. Aktivitasnya optimal pada pH 7, suhu 40 °C, dan waktu inkubasi selama
18 jam (Pretti, 2022). Penelitian sebelumnya juga telah melakukan penentuan
konsentrasi optimum methanol sebesar 75 % (Astuti, 2022). Untuk menghasilkan

enzim lipase dari bakteri Pseudomonas sp. LPG171.

Bakteri Pseudomonas sp. LPG171 adalah kokus atau basil Gram-negatif. Koloni
mikroskopis biasanya membentuk rantai pendek. Bakteri Pseudomonas sp.
bersifat invasif, ganas, dan menyebabkan infeksi pada pasien dengan sistem

kekebalan tubuh yang lemah. Bakteri dari genus ini menghasilkan beberapa enzim



seperti protease, amilase, dan lipase. Genus Pseudomonas sp. juga dapat memecah
protein, karbohidrat, dan senyawa organik lainnya menjadi CO», gas amonia, dan
senyawa sederhana lainnya. Pseudomonas sp. lebih menyukai lingkungan dengan
suhu 15-30 °C. Kelompok bakteri Pseudomonas sp. bersifat aerobic, dan
mempunyai flagela tunggal atau hanya 2-3 flagela, beberapa di antaranya
menghasilkan pigmen yang larut dalam air (Suyono dan Salahudin, 2011). Enzim
lipase yang dihasilkan dari bakteri Pseudomonas sp. LPG171 digunakan dalam

aktivitas hidrolisis yang dapat menghasilkan asam lemak dan gliserol.

Gliserol merupakan suatu trihidroksi alkohol yang terdiri atas tiga atom karbon.
Jadi tiap karbon mempunyai gugus —OH. Gliserol memiliki formula kimia
C3HgOs, dan itu tidak berwarna, kental, tidak berbau, dan memiliki rasa manis.
Sebagian besar, senyawa ini ditemukan dalam hampir semua minyak nabati dan
lemak hewani sebagai ester gliserin dari asam palmitat dan oleat. Gliserol dapat
digunakan untuk gliserolisis lemak atau metil ester untuk membentuk gliserolat
monogliserida, digliserida dan trigliserida. Gliserol sangat bernilai ekonomis dan
penggunaannya sangat luas (Nadir dan Marlinda, 2013). Gliserol adalah bahan
penting dalam industri kimia untuk berbagai tujuan, seperti menambabh cita rasa
makanan, pelarut obat, multivitamin, sabun kecantikan, bedak cair, pembersih
mata, poliester, alkil resin, pelumas, anti beku, bahan untuk proses pengolahan
karet, dan bahan untuk larutan pembersih. Gliserol digunakan baik dalam bentuk
gliserin maupun gliserida. Gliserol, yang diproduksi secara komersial, memiliki
kemurnian antara 85 % dan 96 % (Suseno dkk., 2019).

Indonesia masih mempunyai kendala dalam memperoleh sumber daya gliserol.
Ketersediaan gliserol di Indonesia terutama berasal dari produksi biodiesel
sebagai produk samping sangat sedikit. Mengingat kebutuhan gliserol semakin
meningkat di Indonesia. Gliserol mentah yang dihasilkan dari produk hayati ini
harus dimurnikan lebih lanjut untuk mencapai kualitas yang lebih tinggi. Gliserol
dengan kemurnian lebih rendah umumnya disebut gliserol mentah (Aziz dkk.,
2008). Gliserol memiliki banyak aplikasi di berbagai bidang industri, seperti
makanan, kosmetik, obat-obatan dan industri polimer. Dalam industri makanan,

gliserol ditambahkan ke dalam makanan untuk meningkatkan retensi air dan



bertindak sebagai pelarut dalam berbagai bahan tambahan makanan. Gliserol
digunakan sebagai antiinflamasi dan antiseptik dalam industri kosmetik. Dalam
formulasi farmasi, gliserol dengan kemurnian tinggi ditambahkan sebagai
pelumas dan pelembab. Gliserol juga berguna dalam pembuatan sirup, krim dan
sirup. Kesederhanaan gliserol terutama disebabkan oleh sifat fisik dan sifat
kimianya. Karena struktur polihidroksil gliserol, berbagai senyawa penting dapat
diproduksi dengan beberapa metode Kkatalitik seperti asam laktat, asam akrilat,

dihidroksiaseton, gliserol karbonat dan 1,3-propanadiol (Azelee et al., 2020).

Mengingat banyaknya pemanfaatan gliserol di berbagai industri, maka pada
penelitian ini dilakukan pemisahan gliserol dari minyak kelapa sawit secara
hidrolisis enzimatik menggunakan lipase hasil isolate bakteri Pseudomonas sp.
LPG171 dan pemurnian gliserol menggunakan uji kualitatif menggunakan uji
Dunstan dan uji fisikokimia berupa pengukuran pH, digunakan minyak kelapa
sawit sebagai substrat karena minyak kelapa sawit adalah substrat yang ideal
untuk reaksi hidrolisis, terdiri dari campuran asam lemak jenuh dan tak jenuh.
Enzim lipase memecahkan trigliserida dari minyak sawit menjadi asam lemak
bebas dan gliserol. Minyak kelapa sawit memiliki biaya yang sangat hemat dan
dapat digunakan dalam berbagai industri (Kareem et al., 2017). Minyak kelapa
sawit juga dipilih karena lebih mudah ditemukan dibandingkan substrat lain.
Penggunaan enzim lipase dalam pemisahan gliserol merupakan metode yang
ramah lingkungan dibandingkan dengan proses kimia yang membutuhkan bahan

berbahaya, energi yang lebih besar, dan biaya yang relatif tinggi.

1.2. Tujuan Penelitian

Adapun tujuan yang ingin dicapai pada penelitian ini adalah sebagai berikut.

1. Mendapatkan enzim lipase dari bakteri Pseudomonas sp. LPG171 pada kondisi
optimum.
2. Melakukan pemurnian enzim lipase secara fraksinasi menggunakan amonium

sulfat dan dialisis, serta kromatografi filtrasi gel.



3. Memisahkan gliserol dari minyak kelapa sawit secara hidrolisis enzimatik
menggunakan lipase hasil isolat bakteri Pseudomonas sp. LPG171.
4. Melakukan uji kualitatif dan kuantitatif gliserol hasil reaksi hidrolisis

enzimatik.

1.3. Manfaat Penelitian

Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai
potensi isolat bakteri Pseudomonas sp. LPG171 dalam menghasilkan enzim
lipase, mendukung ketersediaan lipase yang dapat dihasilkan dari bakteri
Pseudomonas sp. LPG171, dan meningkatkan ketersediaan gliserol yang
dihasilkan dari minyak kelapa sawit secara hidrolisis enzimatik.



Il.  TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Bakteri

Bakteri berasal dari bahasa Latin (bacteria) adalah kelompok organisme yang
tidak memiliki membran inti sel. Organisme ini sangat kecil dan hanya dapat
dilihat melalui mikroskop karena termasuk dalam domain prokariota. (Hadi dan
Alamudi, 2019). Bakteri merupakan mikroorganisme bersel tunggal yang
biasanya berukuran 1-2 um dan dapat ditemukan secara individual atau dalam
kelompok sel yang membentuk koloni. Karena ukurannya yang kecil, bakteri
tidak dapat dilihat tanpa mikroskop (Jahira dan Sopialena, 2021). Bakteri tersebar
luas di seluruh dunia dan mampu bertahan hidup di lingkungan ekstrem seperti air
yang sangat asam, sumber air panas, dan di bawah lapisan es. Beberapa bakteri
bersifat parasit dan dapat menyebabkan penyakit pada manusia serta hewan,
sementara yang lain berperan dalam metabolisme dan proses pencernaan. Bakteri
memiliki berbagai bentuk, seperti bulat, batang, spiral, dan berserabut. Sel bakteri
dilindungi oleh dinding sel yang kuat dan berisi organel yang mendukung
metabolisme serta sintesis sel. Beberapa bakteri juga dilengkapi dengan flagela,

struktur mirip ekor yang membantu pergerakan mereka (Effendi, 2020).

2.1.1.Klasifikasi Bakteri

Secara umum, bakteri dikelompokkan berdasarkan ukuran, bentuk, dan
susunannya. Untuk mengukur bakteri, digunakan satuan mikron (mikrometer)

yang disimbolkan dengan "". Satu mikro (um) setara dengan 1000 mm. Ukuran



rata-rata bakteri berkisar antara 0,2 hingga 1,5 um dalam diameter dan
panjangnya 3-5 um. Karena ukurannya yang sangat kecil, bakteri tidak bisa dilihat
dengan mata telanjang, karena batas penglihatan mata manusia hanya sekitar 200
pum. Oleh sebab itu, diperlukan mikroskop untuk mengamati bakteri(Koentjoro
dkk., 2020). Metode pewarnaan bakteri dibagi menjadi dua kategori, yaitu bakteri
Gram positif dan Gram negatif, berdasarkan respons bakteri terhadap zat pewarna.
Respons ini ditentukan oleh komposisi dinding sel bakteri. Oleh karena itu,
pewarnaan Gram tidak bisa diterapkan pada mikroorganisme yang tidak memiliki

dinding sel, seperti Mycoplasma sp.
a. Bakteri Gram Positif

Bakteri gram positif adalah bakteri yang dinding selnya merupakan lapisan
peptidoglikan yang terlihat tebal. Bakteri ini berwarna ungu jika diwarnai dengan
pewarnaan Gram. Contoh yang termasuk bakteri gram positif adalah Neisseria

gonorrhoeae, Treponema pallidum, Vibrio cholerae, dan Bacillus subtilis.
b. Bakteri Gram Negatif

Bakteri gram negatif adalah bakteri dengan lapisan peptidoglikan yang tipis.
Bakteri ini berwarna merah muda bila diwarnai dengan pewarna gram. Contohnya
termasuk Propionibacterium acnes, Streptococcus mutans, Staphylococcus

aureus, dan Escherichia coli (Fikri, 2022).

2.2. Bakteri Pseudomonas sp.

Pseudomonas sp. merupakan kelompok bakteri gram negatif yang bersifat
destruktif hidrokarbon karena mampu mendegradasi berbagai jenis hidrokarbon.
Morfologi spesies Pseudomonas sp. biasanya berbentuk lonjong, seperti batang,
berukuran 0,5 hingga 1,0 um, berwarna neon, dan bersifat aerobik, artinya hanya
dapat hidup pada kondisi lingkungan yang kaya akan oksigen. Pseudomonas sp.
merupakan bakteri yang tidak dapat membentuk spora, mempunyai uji oksidase

positif, dan mempunyai satu atau lebih flagela yang berfungsi sebagai alat gerak



atau penggerak (Listyawati, 2016). Pseudomonas sp. mempunyai ciri-ciri seperti
koloni berwarna putih, merupakan bakteri Gram negatif, basil atau kokus, aerob
obligat, flagela motil, dan polar. Bakteri ini bersifat oksidase positif, katalase
positif, non-fermentatif, dan tumbuh dengan baik pada suhu 4 °C atau di bawah
43 °C. Bakteri Pseudomonas sp. mempunyai batas-batas pH tertentu untuk
pertumbuhannya (Fajarfika dkk., 2022).

Bakteri dari genus ini menghasilkan beberapa enzim seperti protease, amilase, dan
lipase. Selain itu Pseudomonas sp. juga dapat memecah protein, karbohidrat, dan
senyawa organik lainnya menjadi CO2, gas amonia, dan senyawa sederhana
lainnya. Bakteri Pseudomonas sp. lebih suka hidup di lingkungan dengan suhu
antara 15 dan 30 °C. Bakteri Pseudomonas sp. memiliki batasan pH tertentu untuk
pertumbuhannya. Bakteri Pseudomonas sp. pH 5,3-9,7 umumnya tumbuh dengan
baik pada pH 5,5-9,0. pH yang rendah merupakan kondisi optimal bagi
berkembangnya beberapa jenis bakteri patogen, antara lain: Bakteri Pseudomonas
sp. dan perubahan pH yang besar dapat menyebabkan stres pada ikan (Rahmadian
dkk., 2018). Bakteri Pseudomonas bersifat invasif dan beracun, menyebabkan
infeksi pada pasien dengan sistem kekebalan yang lemah (Suyono dan Salahudin,
2011).

Lipase yang dihasilkan oleh bakteri Pseudomonas sp. memegang peranan yang
sangat penting dalam bidang bioteknologi. Enzim yang dihasilkan dari genus ini
merupakan katalis yang sangat baik untuk reaksi sintesis konversi organik.
Produksi enzim lipase akan meningkat jika ada induser yang sesuai dalam
mediumnya (Pratiwi dkk., 2013). Adapun Klasifikasi dari bakteri Pseudomonas
sp. adalah sebagai berikut

Kingdom: Bacteria

Phylum: Proteobacteria

Kelas: Gamma Proteobacteria

Ordo: Pseudomonadales

Famili: Pseudomonadaceae

Genus: Pseudomonas

Spesies: Pseudomonas aeruginosa



2.3. Enzim Lipase

Lipase merupakan enzim yang termasuk dalam kelas hidrolase (EC 3.1.1.3;
triasilgliserol asil hidrolase) dan berfungsi untuk menghidrolisis ikatan ester
secara alami pada triasilgliserida, menghasilkan diasilgliserol (DG),
monoasilgliserol (MG), dan asam lemak bebas (FFA) (Sampaio et al., 2022).
Lipase adalah enzim golongan hidrolase (enzim yang sering digunakan sebagai
katalis biokimia menggunakan udara sebagai pemecah molekul kimia) biasanya
bekerja untuk menghidrolisis lemak, mono-, di-, dan trigliserida untuk
menghasilkan asam lemak bebas dan gliserol Lipase mempunyai situs aktif, lipase
disebut juga serin hidrolase, bekerja pada urutan G-X1-S-X2-G, dimana G-glisin,
S-serin, X1-histidin dan X2-glutamat atau asam aspartat (Masithah, 2023). Lipase
memiliki situs aktif yang dibentuk oleh triad katalitik yang biasanya terdiri dari
histidin, serin, asam aspartat atau glutamat, terlebih lagi, mereka kebanyakan dari
mereka juga memiliki rantai polipeptida yang menutupi situs aktifnya yang
disebut penutup. Mereka juga mampu mengkatalisis sintesis ester melalui
berbagai strategi in vitro, seperti esterifikasi, transesterifikasi, reaksi

interesterifikasi atau asidolisis (Sampaio et al., 2022).

Selain kemampuan untuk menghidrolisis, enzim lipase juga dapat mengkatalisis
reaksi interesterifikasi. Reaksi interesterifikasi bertanggung jawab atas
pembentukan lipid terstruktur. Enzim lipase banyak digunakan sebagai biokatalis
di berbagai industri seperti agrokimia, farmasi, deterjen, penyamakan, makanan,
dan industri yang menghasilkan surfaktan. Karena sifat katalitiknya yang luas,
enzim lipase dapat mengkatalisasi reaksi yang berbeda, baik yang larut maupun
tidak larut dalam air. Enzim lipase menghidrolisis lemak susu pada industri
pangan menjadi lemak bebas dengan rasa keju. Industri deterjen juga
menggunakan enzim sebagai bahan tambahan karena mereka memiliki
kemampuan untuk menghidrolisis lipid. Diketahui bahwa enzim lipase memiliki
kemampuan untuk mengaktivasi faktor nekrosis tumor, yang merupakan alasan

mengapa enzim tersebut dapat digunakan dalam pengobatan tumor. Enzim lipase
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di laboratorium digunakan secara bath. Lipase hanya dapat dilakukan satu kali
siklus reaksi (Fatimah, 2021).

2.3.1.Sumber Enzim Lipase

Enzim lipase dikelompokan berdasarkan sumbernya yaitu enzim lipase pada
mamalia, enzim lipase dari tanaman, dan ezim lipase dari mikroorganisme.
Namun, lipase yang digunakan dalam industri sebagian besar berasal dari
mikroorganisme. Lebih dari 50 % lipase diperoleh dari fungi, dan sekitar 30 %
dari bakteri. Hingga saat ini, lipase yang dikomersialkan adalah lipase
ekstraseluler yang dihasilkan oleh mikroorganisme. Hal ini dikarenakan produksi
enzim dengan menggunakan mikroorganisme memerlukan budidaya
mikroorganisme yang cepat dalam ruang yang kecil untuk menghasilkan enzim
dalam jumlah besar dalam waktu yang singkat, serta kontrol dan prediksi yang
mudah terhadap kandungan enzim yang dihasilkan, komposisi medium, dan
sebagainya (Layly dan Wiguna, 2016). Secara umum, enzim yang berasal dari
mikroba lebih disukai oleh banyak orang karena potensi penerapannya di berbagai
industri. Selain itu, meskipun enzim lipase mikroorganisme umumnya tahan
panas, namun tubuh yang memproduksinya tidak. Cara paling sederhana untuk
mendeteksi keberadaan mikroorganisme penghasil lipase adalah dengan
menggunakan nutrisi agar (Pratiwi dkk., 2013).

2.3.2. Faktor yang Mempengaruhi Aktivitas Enzim

Menurut Cartono, (2023) beberapa faktor krusial yang mempengaruhi aktivitas

enzim adalah sebagai berikut:

a. Suhu

Suhu dapat mempengaruhi enzim karena sebagian besar enzim adalah protein,
suhu mempengaruhi aktivitasnya. Enzim paling aktif pada suhu sekitar 40 °C.

Aktivitas enzim meningkat ketika suhu naik sekitar 40 °C hingga 50 °C. Jika
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suhunya lebih rendah atau lebih tinggi dari suhu optimum enzim, maka kerja
enzim dapat berkurang atau tidak bekerja sama sekali. Ini karena suhu yang terlalu
rendah tidak mendorong kerja enzim secara efektif, dan suhu yang terlalu tinggi
dapat merusak sisi aktif enzim. Hubungan antara suhu dan kerja enzim dapat

dilihat pada Gambar 1.

Kecepatan reaksi enzim

I 1 1 1 1 | -

—— -

10 20 30 40 50 60
Suhu (°C)
Gambar 1. Kurva hubungan suhu dengan kerja enzim

b. PH

Kebanyakan enzim beroperasi pada pH netral, namun beberapa enzim bekerja
paling baik pada kondisi asam atau basa. Enzim yang berfungsi paling baik pada
pH netral dapat kehilangan aktivitas atau rusak dalam lingkungan asam atau basa.

Hubungan antara pH dan kerja enzim dapat dilihat pada Gambar 2.

Aktivitas enzim

pH

Gambar 2. Kurva hubungan pH dengan kerja enzim

¢. Konsentrasi Substrat

Efisiensi enzim dipengaruhi oleh jumlah substrat yang ada. Ketika substrat

kekurangan, enzim bekerja lebih lambat. Sebaliknya aktivitas enzim meningkat
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seiring bertambahnya substrat. Namun, ketika kecepatan maksimum (Vmaks) telah
tiba, meningkatkan konsentrasi substrat dalam jumlah tertentu tidak akan dapat
meningkatkan kecepatan reaksi enzim; sebaliknya, itu dapat menurunkan aktivitas
enzim atau kecepatan reaksi. Hubungan antara konsentrasi substrat dan kerja

enzim dapat dilihat pada Gambar 3.

V (lajuyy ——=>

Konsentrasi [§] — 5

Gambar 3. Kurva hubungan konsentrasi substrat dan kerja enzim

2.3.3. Aktivitas Enzim Lipase

Aktivitas lipase diukur dalam satuan unit, di mana satu unit (U) aktivitas lipase
didefinisikan sebagai kemampuan enzim untuk menghasilkan 1 pmol asam lemak
bebas dari hidrolisis substrat oleh 1 mL enzim lipase per menit. Untuk
menentukan kondisi optimum aktivitas enzim, perlu dilakukan pengukuran
aktivitas lipase pada berbagai suhu dan pH, sehingga diketahui performa enzim
pada setiap rentang suhu dan pH yang diuji. Uji aktivitas lipase dapat dilakukan
dengan metode potensiometri, yang melibatkan pembuatan substrat dalam bentuk
emulsi, penambahan enzim lipase yang belum teridentifikasi aktivitasnya, dan
inkubasi pada suhu serta pH optimum. Selama inkubasi, proses reaksi melepaskan
asam lemak, yang kemudian dihitung berdasarkan jumlah mol NaOH yang
diperlukan selama titrasi. Aktivitas lipase dapat dihitung menggunakan persamaan

berikut (Adio et al., 2015).

(V1-V2)xNx1.000
Vext

1)

Aktivitas Unit (U/ml) =
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Keterangan:

V1 = Volume NaOH sampel (mL)

V2 = Volume NaOH blanko (mL)

Ve = Volume enzim (mL)

N = Normalitas NaOH (0,01-0,05 N)

1.000 = Konversi dari mmol ke pmol

t = Waktu inkubasi

Aktivitas spesifik enzim adalah jumlah unit enzim per miligram protein. Ini
diukur dalam satuan U/mg. Karena lipase hanya bekerja pada fasa antara minyak
dan air, substrat harus diubah terlebih dahulu menjadi emulsi minyak-air untuk
memaksimalkan aktivitas lipase. Minyak zaitun, lemak susu, atau senyawa murni
seperti tributirin dan triolein adalah bahan yang sering digunakan dalam penelitian
(Azizah, 2018). Karena lipase hanya bekerja pada fasa antara minyak dan air,
substrat harus diubah terlebih dahulu menjadi emulsi minyak-air untuk
memaksimalkan aktivitas lipase. Minyak zaitun, lemak susu, atau senyawa murni
seperti tributirin dan triolein adalah bahan yang sering digunakan dalam
penelitian. Adanya garam juga berdampak besar pada aktivitas lipase (Kurnia,
2010).

Aktivitas enzim (U/mL)
Kadar protein (Mg/mL)

Aktifitas spesifik = 2

2.4. Gliserol

Gliserol adalah sumber daya terbarukan dan biokompatibel, salah satu dari
sepuluh bahan kimia tambahan bernilai terbaik yang berasal dari biomassa. Bisa
digunakan dalam industri untuk membuat produk berbasis bio, seperti asam
akrilat. Namun, gliserol mentah mengandung pengotor, yang, ketika dimurnikan,
menyebabkan biaya tinggi dan masalah lingkungan (Wikaputri et al., 2024).
Gliserol dikenal sebagai gliserin, adalah gula alkohol yang viskos, tidak berwarna,
tidak berbau, memiliki rasa manis, dan tidak beracun. Tiga gugus alkoholnya
sangat mudah larut dalam air dan banyak digunakan dalam berbagai formulasi.
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Dalam reaksi transestrifikasi minyak, minyak bereaksi dengan alkohol untuk
menghasilkan gliserol dan methyl ester (Qadariyah dkk., 2010). Karena gliserol
kasar (crude) tidak dapat digunakan langsung oleh industri, melumpuhkan
produksinya akan menurunkan harga gliserol di pasaran. Dengan jumlah gliserol
yang cukup besar, ada peluang untuk pengembangan metode pengolahan gliserol
yang lebih besar. Oleh karena itu, diperlukan tindakan lebih lanjut untuk
mendapatkan kembali gliserol. Industri makanan, kosmetik, dan obat-obatan
menggunakan banyak gliserol. Selain itu, gliserol dapat diubah menjadi bahan
bakar seperti hidrogen atau methanol, atau produk kimia lain yang dapat
meningkatkan nilai ekonomi gliserol, seperti akrolin, propana, dan asam laktat,

karena gliserol didegradasi (Kalla et al., 2016).

2.5. Reaksi Hidrolisis

Tujuan dari proses hidrolisis ini adalah untuk mencari waktu optimal dan
meningkatkan konsentrasi enzim (% lipase) yang optimal untuk diterapkan pada
proses esterifikasi. Proses hidrolisis berlangsung pada suhu 40 °C. Pada akhir
proses hidrolisis terbentuk dua lapisan, lapisan atas terdiri dari asam lemak dan
lapisan bawah terdiri dari gliserin. Salah satu parameter yang menunjukkan
derajat konversi trigliserida menjadi asam lemak adalah bilangan asam produk
hidrolisis. Bilangan asam menunjukkan berapa mg KOH yang diperlukan untuk

menetralkan 1 g minyak (Moentamaria et al., 2016).

Sebagian besar reaksi hidrolisis minyak menggunakan katalis homogen seperti
KOH, NaOH, dll. Katalis homogen berada dalam fase yang sama dengan reaktan.
Hal ini memudahkan molekul katalis dan reaktan untuk berinteraksi sehingga
memungkinkan reaksi terjadi lebih mudah. Namun, memisahkan katalis dari
produk lebih sulit dibandingkan dengan katalis heterogen. Industri makanan,
farmasi, dan bioteknologi sangat membutuhkan proses ini untuk menghasilkan
bahan seperti asam lemak yang berfungsi sebagai antimikroba dan antioksidan.
(Utami, 2023). Reaksi hidrolisis dapat dilihat pada Gambar 4.
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Minyak Gliserol  (Asam Lemak Bebas)

Gambar 4. Reaksi hidrolisis

2.6. Minyak Kelapa Sawit

Minyak kelapa sawit adalah salah satu sumber reaksi hidrolisis yang melimpah
dan banyak digunakan dalam industri, terutama di negara-negara penghasil
minyak sawit seperti Indonesia. Minyak kelapa sawit adalah substrat yang ideal
untuk reaksi hidrolisis karena terdiri dari campuran asam lemak jenuh dan tak
jenuh. Enzim lipase memecahkan trigliserida dari minyak sawit menjadi asam
lemak bebas dan gliserol (Kareem et al., 2017). Minyak kelapa sawit merupakan
minyak nabati yang dihasilkan dari tanaman kelapa sawit, adalah bahan baku yang
sangat dicari karena banyak digunakan di berbagai industri. Minyak kelapa sawit
tidak hanya murah karena mudah didapat, tetapi juga memiliki komposisi asam
lemak yang stabil, seperti asam oleat dan asam palmitat, yang memudahkan
hidrolisis untuk menghasilkan gliserol dan asam lemak bebas dalam jumlah besar
(Pratomo dan Saputra, 2022).



I1l. METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Oktober 2024 sampai Juni 2025 di
Laboratorium Biokimia dan Laboratorium Anorganik-Fisik Jurusan Kimia,
Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung, Bandar
Lampung. Peremajaan bakteri Pseudomonas sp. LPG171 dilakukan menggunakan
koleksi stok isolat dari Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia Fakultas

Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.

3.2. Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah spektrofotometer UV- Vis
Carry Win UV 32, Laminar Air Flow (LAF) CURMA model 9005-FL, shaker
Labtech LSI 1 EDAM 97, waterbath Memmert W 350, sentrifuse 1725010-
Centifuge Cole-Parmer, inkubator, oven, autoklaf, hot plate Stuart, magnetic
stirrer, neraca analitik, pH meter Metrohm, termometer, jarum ose, tabung reaksi,
rak tabung reaksi, tabung sentrifugasi, bunsen, mikropipet Dragon Lab, spatula,
gunting, vortex, corong pisah, pendingin air, kolom fraksionasi, buret, dan alat

gelas lainnya.

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah isolat bakteri
Pseudomonas sp. LPG171 koleksi dari Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia,
Fakultas Matematika dan lImu Pengetahuan Alam Universitas Lampung, Nutrient
Agar (NA), Nutrient Broth (NB), sephadex G-75 Sigma-Al Drich, minyak zaitun,
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minyak sawit komersial, tween 80, asam oleat, HCI, tembaga (I1) asetat, BSA
(Bovine Serum Albumin), amonium sulfat, buffer fosfat, asam fosfat (HzPO.),
etanol, pereaksi C Lowry, pereaksi D Lowry, n-heksana, NaOH, akuades, boraks,
indikator fenolftalein (PP), indikator universal, KOH, etanol 95 %, kapas, tisu,

kain kasa, alumunium foil, pendingin (air es), dan plastik wrap.

3.3. Prosedur Penelitian

3.3.1. Tahap Persiapan

a. Persiapan Alat

Peralatan gelas yang digunakan dicuci bersih terlebih dahulu lalu dikeringkan.
Sebelum disterilisasi, alat yang sudah bersih dibungkus menggunakan kertas.
Kemudian sterilisasi alat yang sudah dibungkus dengan kertas ke dalam autoclave
bertekanan 1 atm dengan suhu 121 °C selama 15 menit. Kemudian keringkan alat

gelas yang telah disterilisasi kedalam oven selama £ 2 jam.
b. Pembuatan Media Selektif

Media Nutrient Agar (NA) yang mengandung pepton, natrium klorida, dan
ekstrak daging sapi dilarutkan dengan 3 g NA dalam 100 mL akuades, kemudian
ditambahkan 1 mL minyak zaitun dan 1 tetes tween 80, lalu dipanaskan. Setelah
media dipanaskan dengan plat panas, kemudian pada sterilisasi media
menggunakan autoklaf selama 15 menit pada tekanan 1 atm dan suhu 121 °C.
Media kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi secara aseptis. Setelah itu,
sumbat yang telah dibuat sebelumnya digunakan untuk menutup mulut tabung
reaksi. Tabung diposisikan dengan kemiringan 5°. Selama 1 hari (24 jam),
kemudian diamkan media di dalamnya hingga siap digunakan (Pretti, 2022).
Selanjutnya Media ini digunakan untuk meremajakan isolate bakteri
Pseudomonas sp. LPG171 koleksi dari Laboratorium Biokimia.
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c. Pembuatan Media Produksi

Media ini digunakan untuk memulai proses dan produksi enzim lipase. Dilakukan
dengan melarutkan 13 g Media Nutrient Broth (NB) dalam 1000 mL 5 g buffer
fosfat 0,05 M. Kemudian ditambahkan 26 mL minyak zaitun dan 20 tetes tween
80, lalu dipanaskan. Setelah media dipanaskan dengan plat panas, sterilkan media
menggunakan autoklaf selama 15 menit pada suhu 121 °C dan tekanan 1 atm.
Selanjutnya, media ini akan digunakan untuk media produksi enzim lipase
(Nurlinda, 2024).

3.3.2. Peremajaan Bakteri

Isolat bakteri Pseudomonas sp. LPG171 diambil 1 ose, lalu digores ke media
peremajaan miring dalam tabung reaksi secara aseptik, kemudian ditumbuhkan
pada pH 7 dan diinkubasi selama 48 jam pada suhu 30 °C dalam incubator dan
setelah itu disimpan dalam lemari pendingin sebagai isolat stok serta secara

berkala diremajakan setiap 1 bulan sekali (Pretti, 2022).

3.3.3. Produksi Enzim Lipase

Setelah bakteri diremajakan, 2 ose dari media peremajaan dimasukkan ke dalam
200 mL starter (media inokulum). Kemudian diinkubasi pada shaker inkubator
dengan kecepatan 110 rpm dilakukan selama 24 jam. Setelah itu, bakteri
dipindahkan ke dalam media produksi sebanyak 10% dari volume media produksi
bakteri pada media starter dimasukkan ke dalam 1000 mL media produksi dan
diinkubasi kembali selama 72 jam. Setelah waktu inkubasi selesai, media produksi
diisolasi dengan cara disentrifugasi selama 15 menit untuk memisahkan fitrat dan
endapannya. Dimana filtrat tersebut merupakan ekstrak kasar enzim lipase,
sedangkan endapannya merupakan sisa-sisa bakteri yang tertinggal. Setelah
ekstrak kasar enzim digunakan, kadar protein diukur dan aktivitas enzim lipase
diuji (Pretti, 2022).
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3.3.4. Pemurnian Enzim Lipase

a. Fraksinasi dengan amonium sulfat dan dialisis

Secara perlahan, ekstrak kasar enzim dan garam amonium sulfat ditambahkan
dengan magnetic stirrer. Sentrifugasi dingin digunakan selama 20 menit pada
kecepatan 5000 rpm untuk memisahkan endapan protein enzim dari filtratnya dari
tiap fraksi kejenuhan amonium sulfat. Selanjutnya, endapan yang diperoleh
dilarutkan dengan buffer fosfat 0,01 M dengan pH 7 dan kadar protein diukur dan
diuji aktivitasnya untuk memastikan bahwa enzim lipase yang sangat aktif
terdapat pada fraksi mana saja. Skema fraksinasi enzim menggunakan ammonium

sulfat dapat dilihat pada Gambar 5.

Ekstrak kasar
(NH.)2S04 (0-20 %)

Endapan F1 (0-20 %) Filtrat (0-20 %)
‘ (NH2)2S04 (20-40 %)

[
Endapan F2 (20-40 %) Filrrln‘ (20-40 %)
| (NH.),S04 (40-60 %)

|
Endapan F3 (40-60 %) Filtrat (40-60 %)
‘ (NH4),S0;4 (60-80 %)
| |
Endapan F4 (60-80 %) Filtrat (60-80 %)
| (NHO:S0: (80-100 %)

| |
Endapan F5 (80-100 %) Filtrat (80-100 %)

Gambar 5. Skema fraksinasi menggunakan amonium sulfat

Berdasarkan skema fraksinasi pada Gambar 5, penelitian ini hanya melakukan
pada satu tingkat kejenuhan yaitu (20-90 %). Hal ini disebabkan karena pada
penelitian yang dilakukan oleh Pretti (2022) sebelumnya telah mengeksplorasi

pola fraksinasi dengan menambahkan garam amonium sulfat pada ekstrak kasar
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enzim lipase pada beberapa tingkat kejenuhan, yaitu (0-20 %); (20-40 %); (40-60
%); (60-80 %); dan (80-100 %) dan yang dilakukan oleh Nurlinda (2024)
sebelumnya telah mengeksplorasi pola fraksinasi (0-20 %) dan (20-90 %).
Selanjutnya, endapan protein yang memiliki aktivitas tertinggi dari fraksinasi
menggunakan amonium sulfat dimasukkan ke dalam kantong selofan dan
didialisis dengan buffer fosfat 0,05 M pH 7 selama + 24 jam pada suhu dingin.
Selama dialisis dilakukan pergantian larutan buffer setiap 4-6 jam sekali agar
konsentrasi ion-ion di dalam kantong dialisis dapat dikurangi. Proses ini
dilakukan secara continue sampai ion-ion di dalam kantong dialisis dapat
diabaikan (Pretti, 2022).

b. Kromatografi Fitrasi Gel

Kalibrasi kolom (sephadex G-75) dilakukan dengan mencuci buffer fosfat 0,05 M
dengan pH 7 dan eluen sebanyak dua kali volume tabung kolom. Matriks
sephadex G-75 sebanyak 5 g dilarutkan dalam akuades, dan kemudian distirrer
selama 2 jam. Setelah dilakukan selama beberapa menit, terbentuk dua fase:
aquades dan gel. Fase akuades dikeluarkan sampai hanya fase gel yang tersisa.
Buffer fosfat 0,05 M dengan pH 7 ditambahkan sebanyak dua kali volume fase
gel. Kemudian, fase gel dibiarkan mengembang selama semalam di dalam kulkas,
dan buffer fosfat dengan pH 7 digunakan untuk membersihkan matriks (Utami,
2023).

Enzim yang dihasilkan dari dialisis diambil dalam jumlah 5 mL dan dimasukkan
ke dalam kolom yang berisi matriks sephadex G-75 yang telah diaktivasi dengan
buffer fosfat 0,05 M pada pH 7 sebelum dielusi dengan buffer fosfat 0,05 M pada
pH 7. Mengukur laju alir (menit/mL) pada masing-masing sampel, sampel
ditampung sebanyak 2 mL pada setiap tabung. Menggunakan spektrofotometer
UV-Vis pada 4 280 nm, kadar protein masing-masing fraksi diukur dan aktivitas

enzim dinilai (Rusman, 2017).
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3.3.5. Penentuan Kadar Protein

Berdasarkan Metode Lowry ((Lowry et al., 1951); dan penelitian (Nurlinda, 2024)
digunakan untuk menentukan kadar protein. Metode ini menggunakan beberapa

pereaksi berikut:

e Pereaksi A : 2 g Na,COs dilarutkan dalam 100 mL NaOH 0,1 M.

e Pereaksi B : 5 mL CuS0O4.5H20 1 % ditambahkan ke dalam 3 mL
larutan NaK-tartrat 1 %.

e Pereaksi C : 2 mL pereaksi B ditambahkan 100 mL pereaksi A.

e Pereaksi D : Reagen folin ciocelteu diencerkan dengan akuades (1:1).

e Larutan Standar : Larutan BSA (Bovine Serum Albumin) sebagai
konsentrasi.

Metode Lowry digunakan untuk menghitung kadar protein. Untuk 0,1 mL sampel
protein, 0,9 mL akuades ditambahkan, direaksikan dengan 5 mL pereaksi C dan
campuran dihomogenkan dan didiamkan selama 10 menit. Kemudian, 0,5 mL
pereaksi D ditambahkan dengan cepat, dan campuran dihomogenkan dan
dibiarkan selama 30 menit pada suhu kamar. Untuk mengontrol digunakan sampel
0,1 mL enzim yang diganti dengan 0,1 mL akuades, dan perlakuan yang
dikerjakan sama seperti perlakuan untuk sampel. Selanjutnya, serapan diukur
dengan spektrofotometer UV-Vis pada 2750 nm. Untuk menentukan konsentrasi

protein digunakan kurva standar Bovine Serum Albumin (BSA).

3.3.6. Penentuan Aktivitas Hidrolisis

Metode Kwon and Rhee (1986) modifikasi digunakan untuk mengidentifikasi
aktivitas hidrolisis enzim lipase. Untuk 0,70 mL enzim, 0,35 mL buffer fosfat
0,05 M dengan pH 7 dan 0,70 mL substrat minyak sawit ditambahkan. Setelah itu,
campuran diinkubasi selama 15 menit pada suhu 40 °C. Setelah proses inkubasi
selesai, sebanyak 2mL minyak diambil dan ditambahkan 0,5 mL HCI 6 N dan

3,25 mL n-heksana. Setelah terbentuk dua fase, 0,5 mL reagen tembaga (I1) asetat
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ditambahkan, dan divorteks selama satu menit dan didiamkan selama 15 menit.
Nilai absorbansi dihitung dengan spektrofotometri UV-Vis pada A746 nm. Proses
yang sama diterapkan pada kontrol, tetapi tanpa enzim. Selanjutnya, kurva standar

dibandingkan dengan absorbansi sampel (Pretti, 2022).

3.3.7.Pemisahan Gliserol

Pemisahan gliserol diapat dilakukan menggunakan proses hidrolisis dengan
mencampurkan minyak sawit komersial dengan enzim lipase sebanyak (1:1),
dimana masing-masing memiliki volume sebanyak 41,5 mL enzim lipase dan 41,5
mL minyak sawit komersial ke dalam erlenmeyer lalu di shaker pada suhu ruang
selama 30 menit. Kemudian campuran tersebut dimasukan kedalam corong
pemisah dan dihomogenkan, lalu didiamkan hingga terjadi pemisahan yang
sempurna dengan ditandai terbentuknya dua lapisan. Lapisan yang berada di atas
menunjukkan gliserol, sedangkan lapisan yang berada di bawah menunjukkan
asam lemak bebas (Nenobahan dkk., 2020).

3.3.8.Pemurnian Gliserol

Proses pemurnian gliserol dilakukan dengan memasukkan gliserol kasar sebanyak
40 mL ke dalam gelas beaker 250 mL dan dipanaskan diatas hot plate hingga
mencapai suhu 20-30 °C sambil diaduk. Selanjutnya, ditambahkan larutan asam
fosfat dengan konsentrasi 5 % (v/v) selama 15 menit. Campuran didinginkan dan
didiamkan hingga terbentuk tiga lapisan. Setelah itu, lapisan berbentuk garam
dipisahkan dengan cara disaring menggunakan kertas saring. Kemudian hasil
penyaringan tersebut didiamkan sampai membentuk dua lapisan dan dipindahkan
kembali untuk mendapatkan gliserol murninya, di mana lapisan bawah merupakan
gliserol yang akan diambil dan disimpan, sedangkan lapisan atas merupakan asam

lemak bebas (Hazra dan Septiawan, 2014).
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3.3.9.Uji Kualitatif Gliserol

Pada uji kualitatif gliserol dilakukan beberapa uji yang dapat membuktikan bahwa
sampel hasil penelitian yang diperoleh adalah benar gliserol. Uji-uji tersebut,

antara lain: uji Dunstan dan uji fisikokimia berupa penentuan pH.

a. Uji Dunstan

Identifikasi gliserol dilakukan menggunakan uji Dunstan, yaitu dengan
mencampurkan 1 mL larutan boraks dan 1 mL indikator fenolftalein (PP) pada 6
tabung reaksi yang berbeda hingga larutan berubah warna menjadi merah jambu.
Kemudian ditambahkan 1 mL sampel (gliserol murni, gliserol kasar, minyak sawit
komersial, enzim lipase, asam lemak bebas, dan sisa asam lemak dari proses
pemurnian gliserol) pada masing-masing tabung reaksi yang berbeda. Jika warna
merah muda berubah menjadi putih setelah ditambahkan sampel, hal itu
menandakan adanya gliserol. Perubahan warna ini hanya terlihat pada sampel
yang mengandung gliserol, sedangkan sampel lainnya tidak menunjukkan

perubahan warna (Saputri, 2021).
b. Penentuan pH

Penentuan pH menggunakan indikator universal juga dilakukan untuk mengetahui
sifat asam atau basa dari setiap sampel. Indikator universal ditetesi dengan
masing-masing sampel. Kemudian, warna yang terbentuk dicocokkan dengan
skala warna standar untuk menentukan nilai pH yang tertera pada kotak indikator
universal (Hazra dan Septiawan, 2014). Menurut Rahmi (2006), kondisi pH yang
paling optimal pada proses pemurnian gliserol adalah pH 3, yang diketahui

memberikan hasil pemurnian yang terbaik.
c. Penentuan bilangan asam

Penentuan bilangan asam pada penelitian ini dilakukan dengan cara mereaksikan
5 g sampel (gliserol, gliserol kasar, asam lemak bebas, sisa minyak, minyak sawit
komersial, dan enzim lipase) dengan 25 mL etanol 95 % pada erlenmeyer 250 mL

yang berbeda. Kemudian, diinkubasi pada water bath dengan suhu 50°C selama



24

15 menit hingga larut sempurna, lalu ditambahkan 2 tetes indikator fenolftalein
(PP) kedalam campuran tersebut dan dititrasi menggunakan KOH 0,1 N hingga
terbentuk warna merah muda membayang dan kemudian hilang dalam waktu 30
detik. Volume KOH yang digunakan kemudian dicatat untuk perhitungan angka
asam (Fitri dan Fitriana, 2019). Selanjutnya, setiap sampel dianalisis dalam tiga
kali ulangan untuk memperoleh nilai rata-rata angka asam. Nilai angka asam
dihitung berdasarkan jumlah KOH (mg) yang dibutuhkan untuk menetralkan asam

lemak bebas dalam 1 g sampel yang dapat dilihat pada persamaan berikut:

VXNXx56,1

Angka Asam (mg KOH/gram) STy s 3)
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Prosedur yang dilakukan pada penelitian ini dirangkum melalui diagram alir yang

dapat dilihat pada Gambar 6.

Bakteri Pseudomonas sp. LPG171

- Peremajaan bakteri pada media
agar miring

- Produksi enzim lipase

Ekstrak Kasar Lipase

~ Pemurnian dengan fraksinasi
dan dialisis.
Kromatografi filtrasi gel

Enzim Hasil Pemurnian

Reaksi hidrolisis minyak sawit
dengan lipase sebagai katalis

- Pemisahan gliserol dengan reaksi
hidrolisis.

Gliserol Kasar

Pemurnian gliserol dengan
penambahan HzPO4 5% (v/v).

Gliserol Murni

Uji kadar protein
Uji aktivitas hidrolisis

_ Penentuan kualitatif gliserol
dapat dilakukan dengan uji
Dunstan, penentuan pH, dan
penentuan bilangan asam.

Hasil

Gambar 6. Diagram alir penelitian



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1. Simpulan

Berdasarkan hasil yang diperoleh dari penelitian ini, maka dapat disimpulkan

bahwa:

1. Produksi enzim lipase dari bakteri Pseudomonas sp. LPG171 dilakukan
kondisi pertumbuhan pada suhu ruang (30 °C), pH 7, dan waktu inkubasi
selama 72 jam. Mempunyai aktivitas unit sebesar 6,42 U/mL
menggunakan substrat minyak sawit komersial dan 20,54 U/mL
menggunakan substrat minyak zaitun, dengan kadar protein sebesar 0,71

mg/mL.

2. Pemurnian enzim lipase dilakukan melalui fraksinasi amonium sulfat dan
dialisis. Diperoleh aktivitas unit sebesar 49,19 U/mL menggunakan
substrat minyak sawit komersial dan 63,67 U/mg menggunakan substrat

minyak zaitun, dengan kadar protein sebesar 0,41 mg/mL.

3. Pemurnian melalui kromatografi filtrasi gel diperoleh aktivitas unit sebesar
208,83 U/mL menggunakan substrat minyak sawit komersial dan 242,16
U/mL menggunakan substrat minyak zaitun, dengan kadar protein sebesar
0,20 mg/mL.

4. Pemisahan gliserol melalui proses hidrolisis enzimatik menghasilkan dua
lapisan, dimana gliserol kasar berada pada lapisan atas dan diperoleh

volume sebanyak 41,5 mL dan dimurnikan menggunakan asam fosfat 5 %,
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sehingga menghasilkan kemurnian sekitar 83,46 % dengan jumlah volume
3 mL.

5. Penelitian ini melakukan uji kualitatif, yaitu uji Dunstan untuk
memastikan keberadaan gliserol yang ditandai dengan perubahan warna
dari merah muda menjadi tidak berwarna pada sampel yang mengandung
gliserol dan uji kuantitatif, yaitu penentuan pH dan bilangan asam,
sehingga diperoleh pH gliserol sebesar 1, dan bilangan asam sebesar 0,845
mg KOH/g (<1 mg KOH/g) memenuhi SNI 06-1564-1995.

5.2. Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka terdapat saran yang dapat

dilakukan, yaitu:

1. Penelitian selanjutnya disarankan untuk menggunakan enzim lipase dalam
proses menghasilkan gliserol dan membandingkan efisiensi pemisahan
gliserol dari berbagai jenis minyak nabati agar diketahui potensi minyak
terbaik yang dapat digunakan.

2. Penelitian selanjutnya disarankan untuk memproduksi enzim Ipase dalam

jumlah yang banyak agar dapat menghasilkan gliserol lebih banyak.

3. Penelitian selanjutnya disarankan untuk melakukan uji kualitatif dan uji
kuantitatif gliserol menggunakan instrumentasi agar mendapatkan hasil
yang lebih spesifik.
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