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Enzim lipase merupakan salah satu enzim hidrolase yang banyak 

dimanfaatkan di bidang industri karena kemampuannya dalam mengkatalisis 

hidrolisis triasilgliserol, transesterifikasi dan esterifikasi. Penggunaan enzim lipase 

dalam bentuk bebas sering kali terkendala oleh stabilitas operasional yang rendah 

serta sulitnya pemisahan dan penggunaan ulang. Salah satu pendekatan untuk 

mengatasi permasalahan tersebut adalah melalui proses imobilisasi enzim. 

 Penelitian ini bertujuan meningkatkan stabilitas enzim lipase dari L. 

boronitolerans LKM G1 melalui imobilisasi menggunakan matriks zeolit alam. 

Tahapan penelitian meliputi produksi enzim, pemurnian (fraksinasi dan dialisis), 

serta imobilisasi enzim menggunakan matriks zeolit alam. Karakterisasi dilakukan 

untuk menentukan aktivitas, pH dan suhu optimum, serta stabilitas penggunaan 

ulang enzim imobil. 

 Hasil penelitian menunjukkan bahwa aktivitas spesifik enzim lipase dari L. 

boronitolerans LKM G1 setelah proses pemurnian hingga tahap dialisis mencapai 

3.484,35 U/mg, dengan peningkatan tingkat kemurnian sebesar 2,36 kali lipat 

dibandingkan ekstrak kasar. Enzim lipase telah diimobilisasi pada matriks zeolit 

alam pada kondisi optimum pada pH 7,5 dan suhu 55 °C. Uji penggunaan berulang 

menunjukkan bahwa enzim lipase terimobilisasi dapat digunakan sebanyak tiga kali 

siklus reaksi dengan aktivitas sisa sebesar 53,8%. 
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Lipase enzyme is one of the hydrolase enzymes that is widely utilized in the 

industrial field due to its ability to catalyze triacylglycerol hydrolysis, 

transesterification, and esterification. The use of lipase enzymes in free form is 

often constrained by low operational stability and the difficulty of separation and 

reuse. One approach to overcome these problems is through the process of enzyme 

immobilization. This study aims to increase the stability of lipase enzyme from L. 

boronitolerans LKM G1 through immobilization using natural zeolite matrix. The 

research stages included enzyme production, purification (fractionation and 

dialysis), and enzyme immobilization using natural zeolite matrix. Characterization 

was carried out to determine the activity, optimum pH and temperature, as well as 

the stability of the reuse of immobilized enzymes. The results showed that the 

specific activity of lipase enzyme from L. boronitolerans LKM G1 after the 

purification process until the dialysis stage reached 3.484,35 U/mg, with an increase 

in purity level by 2,36 times compared to the crude extract. The lipase enzyme was 

immobilized on natural zeolite matrix under optimum conditions at pH 7,5 and 55 

°C. Repeated use test showed that the immobilized lipase enzyme could be used for 

three reaction cycles with residual activity of 53,8%. 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

 

1.1. Latar Belakang 

 
 

Lipase menjadi salah satu enzim yang paling banyak dipelajari karena 

signifikansinya yang luas. Lipase digunakan untuk mengkatalisis proses hidrolisis 

triasilgliserol menjadi gliserol dan asam lemak bebas. Lipase juga mampu 

mengkatalisis reaksi lain seperti esterifikasi (pembentukan ester dari asam lemak 

dan alkohol) dan transesterifikasi (reaksi antara ester dan alkohol yang sering 

digunakan dalam produksi biodiesel). Lipase merupakan hidrolase serin, yang 

berarti menunjukkan aktivitas minimal apabila digunakan dalam larutan air yang 

mengandung substrat yang larut dalam air, karena lipase lebih efektif bekerja di 

antara lapisan air dan minyak. Lipase terlibat dalam proses metabolisme lipid 

pada eukariota seperti pencernaan lemak, penyerapan, dan metabolisme 

lipoprotein, sedangkan pada tumbuhan, lipase disimpan dalam jaringan cadangan 

energi (Khan et al., 2019). Sifat selektif lipase yang unggul membuatnya menjadi 

katalis yang sangat fleksibel dalam bioteknologi industri. Enzim lipase digunakan 

dalam produksi biodiesel, farmasi, kosmetik, perasa, dan wewangian, serta dalam 

sintesis berbagai antioksidan organik dan lipofilik. Lipase juga diterapkan dalam 

pengolahan awal air limbah yang kaya lipid (Ismail and Baek, 2020). 

Enzim lipase memiliki banyak karakteristik yang diinginkan dan digunakan secara 

luas dalam industri, namun penggunaannya sering terhambat oleh keterbatasan 

stabilitas operasional jangka panjang, umur simpan, dan kemampuan 

pemulihannya. Salah satu strategi untuk mengatasi masalah ini adalah dengan 

melakukan imobilisasi enzim (Maghraby et al., 2023). Imobilisasi enzim 

merupakan teknik yang dilakukan untuk memodifikasi enzim dengan cara 
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memasangkan atau mengikatkan enzim dengan suatu padatan tanpa 

menghilangkan aktivitas katalitiknya. Kestabilan enzim dalam imobilisasi baik 

dari segi termal maupun kemampuan penggunaannya secara berulang, sangat 

dipengaruhi oleh metode imobilisasi dan jenis bahan pendukung yang digunakan. 

Proses imobilisasi harus dilakukan dengan kuat agar enzim tidak terlepas dari 

permukaan bahan pendukung. Pemilihan metode imobilisasi dan bahan 

pendukung yang tepat sangat penting untuk memastikan imobilisasi yang stabil 

dengan aktivitas katalitik yang optimal, karena keduanya berperan besar dalam 

menentukan aktivitas enzim yang diimobilisasi (Wardoyo dan Kartika, 2018). 

Imobilisasi dapat menjadikan enzim mampu untuk mempertahankan aktivitasnya, 

lebih mudah dipisahkan dari campuran reaksi, dan dapat digunakan kembali 

sehingga dapat mengurangi limbah dan biaya produksi (Mahargyani dkk., 2017). 

Metode imobilisasi yang umum digunakan antara lain metode adsorpsi, ikatan 

kovalen, penjebakan, dan ikatan silang (Sardar and Ahmad, 2015). Menurut Khan 

et al. (2019) metode adsorpsi termasuk salah satu metode yang efektif dan 

merupakan metode imobilisasi non-kovalen, metode adsorpsi dapat memberikan 

aktivitas yang lebih tinggi karena enzim terikat secara fisik pada matriks serta 

mampu mempertahankan struktur konformasi enzim yang diimobilisasi. Enzim 

yang teradsorpsi pada permukaan matriks cenderung tetap mempertahankan 

aktivitasnya, bahkan ketika jumlah enzim yang terikat cukup tinggi. Imobilisasi 

enzim meningkatkan ketahanannya terhadap denaturasi termal. 

Bahan pendukung metode imobilisasi enzim salah satunya dapat berupa suatu 

padatan. Padatan pendukung yang dapat digunakan dalam imobilisasi enzim harus 

memiliki area permukaan yang luas, dapat ditembus, tidak dapat larut, memiliki 

stabilitas kimia, stabilitas termal, kekakuan yang tinggi, mempunyai bentuk dan 

ukuran pori yang cocok, tahan terhadap serangan mikrobial dan dapat diregenerasi 

(Wardoyo dan Kartika, 2017). Zeolit merupakan media yang sangat baik untuk 

imobilisasi enzim karena memiliki kepadatan rendah dan struktur kristal 

aluminosilikat mikropori. Zeolit memiliki berbagai sifat unggul, seperti kapasitas 

pertukaran ion yang tinggi, situs asam yang kuat, luas permukaan yang besar, 

serta stabilitas termal dan mekanis yang tinggi (Qayoudi and Al-zuhair, 2022). 

Zeolit digunakan sebagai matriks untuk imobilisasi lipase karena merupakan 
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bahan berpori mikro dengan spesifikasi luas dan kemampuan adsorpsi tinggi, serta 

memiliki pusat aktif (Moentamaria dkk., 2018). Berdasarkan penelitian yang 

dilakukan oleh Naseri et al. (2018),  lipase dari Pseudomonas fluorescens 

diimobilisasi pada matriks zeolit imidazolat, menunjukkan tingkat penggunaan 

ulang yang optimal. Enzim tersebut mempertahankan 40% dari aktivitas awalnya 

setelah digunakan dalam lima siklus reaksi, menandakan stabilitas yang baik 

selama proses imobilisasi dan reaksi berulang. Moentamaria dkk. (2018) juga 

melaporkan bahwa lipase terimobilisasi memiliki kemampuan yang lebih baik 

daripada lipase bebas dalam menghidrolisis trigliserida dalam minyak sawit 

menghasilkan asam lemak bebas. 

Salah satu bakteri yang dapat memproduksi enzim lipase adalah L. boronitolerans 

LKM G1. Beberapa studi pendahuluan telah dilakukan terhadap isolat lokal 

bakteri ini, mencakup karakterisasi, ketahanannya terhadap pelarut organik serta 

kestabilan enzim lipase yang dihasilkannya pada variasi pH, suhu, dan pelarut 

organik. Nurhasanah et al. (2023) melaporkan bahwa L. boronitolerans LKM G1 

relatif tahan terhadap pelarut organik n-heksana. Sari (2023) juga melaporkan 

bahwa enzim lipase dari bakteri tersebut relatif stabil dalam pelarut heksana, 

dengan pH optimum 6 dan suhu optimum 40 °C. Menurut Zahra (2024), enzim 

lipase dari bakteri L. boronitolerans LKM G1 memiliki kemampuan untuk 

mendegradasi senyawa lipid, namun ketahanan enzim tersebut untuk digunakan 

berulang kali masih perlu diteliti lebih lanjut. Berdasarkan uraian tersebut, maka 

pada penelitian ini akan dipelajari imobilisasi enzim lipase dari bakteri L. 

boronitolerans LKM G1 menggunakan matriks zeolit alam. 
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1.2. Tujuan Penelitian 
 
 

Adapun tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut. 

1. Mendapatkan enzim lipase dari L. boronitolerans LKM G1. 

2. Mendapatkan kondisi optimum enzim lipase dari bakteri L. boronitolerans 

LKM G1setelah imobilisasi. 

3. Menilai kemampuan enzim lipase hasil imobilisasi untuk digunakan secara 

berulang pada reaksi hidrolisis. 

 

 

 

1.3. Manfaat Penelitian 

 
 

Adapun manfaat yang diperoleh dari penelitian ini adalah memberikan informasi 

mengenai keefektifan matriks zeolit alam dalam mengimobilisasi enzim lipase 

dari bakteri L. boronitolerans LKM G1 serta dengan adanya imobilisasi enzim, 

enzim lipase dapat digunakan berulang, sehingga mengurangi biaya untuk 

pembelian atau produksi enzim baru setiap kali proses dilakukan.



II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

 

2.1. Enzim 

 
 

Enzim adalah biokatalis yang sangat spesifik dan terlibat dalam reaksi kimia di 

dalam sel hidup. Enzim pada umumnya berupa molekul protein dan sering 

mengandung komponen non-protein yang disebut kofaktor yang diperlukan untuk 

aktivitas katalitiknya. Spesifisitas enzim berasal dari afinitas stereokimia dan 

kimia terhadap substrat, yang dicapai melalui interaksi di tiga titik berbeda antara 

substrat dan enzim. Substrat mengikat enzim pada lokasi tertentu, membentuk 

kompleks enzim-substrat. Daerah pada enzim yang mengandung ikatan substrat 

dan situs katalitik dikenal sebagai situs aktif (Arsalan and Younus., 2018). 

Enzim banyak diaplikasikan di berbagai bidang karena keunggulannya, seperti 

aktivitas, selektivitas, spesifisitas, dan kemudahan produksi. Enzim digunakan 

dalam pembuatan berbagai produk dalam kondisi yang ramah lingkungan, serta 

mengurangi jumlah langkah reaksi dan penggunaan pelarut berbahaya. Hal ini 

tidak hanya membuat proses lebih aman bagi lingkungan, tetapi juga lebih 

ekonomis, sehingga biomolekul ini sangat diminati dalam berbagai aplikasi 

praktis, mulai dari industri makanan hingga farmasi (Spasojevic et al., 2020). 

Mekanisme kerja enzim didasarkan pada interaksi antara enzim dan substrat yang 

menjelaskan spesifisitas reaksi katalis biologis. Situs aktif atau katalitik enzim 

terdiri dari beberapa asam amino yang terletak berjauhan dalam rantai peptida, 

tetapidisatukan oleh pelipatan yang membentuk struktur sekunder dan tersier 

enzim. Rantai samping dari residu asam amino di situs katalitik menyediakan 

gugus kimia yang berinteraksi dengan gugus tertentu dari substrat. Kofaktor 

berperan dalam membantu proses katalisis. Substrat mengikat residu asam amino 
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di domain pengikatan substrat pada situs aktif yang memicu perubahan 

konformasi di situs tersebut. Selama reaksi berlangsung, enzim membentuk 

kompleks dalam keadaan transisi. Setelah produk reaksi terbentuk dan terlepas, 

enzim kembali ke bentuk awalnya (Bhatia, 2018). 

 

 

 

2.2. Sifat-Sifat Enzim 

 

 

Sifat-sifat enzim menurut Bhatia (2018) : 

a. Enzim sangat spesifik baik dalam reaksi yang dikatalisisnya maupun dalam 

pemilihan reaktannya, yang dikenal sebagai substrat. 

b. Enzim merupakan katalis koloid dan organik yang larut yang diproduksi oleh 

sel hidup, tetapi mampu bekerja secara independen dari sel. 

c. Enzim tidak beracun, dapat diurai secara hayati dan dapat diproduksi dalam 

jumlah yang cukup oleh mikroorganisme untuk aplikasi industri. 

d. Aktivitas katalitik enzim dapat hilang pada suhu ekstrem atau pH ekstrem. 

e. Tingkat aktivitas katalitik bergantung pada integritas struktur enzim sebagai 

protein. 

f. Enzim memiliki berat molekul berkisar antara sekitar 12.000 hingga lebih dari 

1 juta Da. 

g. Sejumlah enzim memerlukan satu atau lebih ion logam untuk aktivitasnya. 

 

 

 

2.3. Faktor yang Memengaruhi Aktivitas Enzim 
 
 

a. pH 

pH larutan berperan penting dalam menentukan aktivitas molekul biologis. 

Perubahan pH menyebabkan perubahan muatan pada gugus-gugus terionisasi 

yang terdapat di permukaan maupun di dalam enzim. Perubahan muatan terjadi 

melalui protonasi atau deprotonasi residu enzim yang menyebabkan denaturasi 

dan perubahan kecepatan aktivitas enzim. Setiap enzim memiliki nilai pH yang 

dapat bekerja dengan efisiensi maksimum yang disebut pH optimal. Aktivitas 
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enzim menurun hingga berhenti bekerja apabila pH berada di bawah atau di atas 

pH optimal (Grahame et al., 2015).  

 

b. Suhu 

Suhu memiliki peranan penting dalam mendukung aktivitas optimal enzim, karena 

setiap enzim memiliki suhu optimum di mana kecepatan reaksinya mencapai nilai 

maksimum. Struktur enzim tetap stabil pada suhu tersebut sehingga reaksi 

katalitik dapat berlangsung secara efisien. Peningkatan suhu yang melebihi titik 

optimum akan menyebabkan penurunan stabilitas enzim dan memicu proses 

denaturasi. Perubahan struktur tiga dimensi enzim akibat denaturasi ini 

menyebabkan situs aktifnya tidak berfungsi dengan baik, yang pada akhirnya 

menyebabkan turunnya kecepatan reaksi hingga enzim kehilangan 

kemampuannya untuk bekerja (Hanum dkk., 2022). 

 

c. Konsentrasi Enzim dan Substrat 

Peningkatan konsentrasi suatu enzim akan menyebabkan laju reaksi meningkat. 

Reaksi berlangsung dengan pembentukan produk secara linier terhadap waktu, 

dan laju reaksi bertambah seiring dengan peningkatan konsentrasi enzim. 

eningkatan laju reaksi akan melambat apabila konsentrasi substrat ditingkatkan 

sementara jumlah enzim tetap (Arsalan and Younus, 2018). Penentuan laju reaksi 

yang dikatalisis oleh enzim penting dilakukan dengan menggunakan kecepatan 

awal (v₀), saat tidak lebih dari 5% substrat telah diubah menjadi produk. Laju 

reaksi dapat menurun pada tahap reaksi lebih lanjut akibat penurunan konsentrasi 

substrat, ketidakstabilan enzim, reaksi balik akibat peningkatan konsentrasi 

produk, dan penurunan konsentrasi kofaktor (Scanlon et al., 2017). 

 

d. Aktivator 

Ion logam umumnya berperan sebagai aktivator atau inhibitor enzim yang 

memengaruhi kerja enzim pada sisi aktif katalitiknya. Umumnya enzim hanya 

akan aktif apabila ada kofaktor yang dapat membantu reaksi katalitik dengan cara 

mengikat substrat. Ion logam mengikat enzim secara langsung untuk menstabilkan 

konformasi aktifnya atau menginduksi formasi sisi pengikatan atau sisi aktif suatu 

enzim. Ion logam meningkatkan aktivitas enzim dengan beberapa cara, di 
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antaranya yaitu menjadi bagian penting dari situs aktif enzim, mengubah 

keseimbangan reaksi enzim, mengubah muatan listrik enzim, menghilangkan ion 

yang menghambat enzim, dan menggantikan ion yang kurang efektif pada situs 

aktif enzim (Hanum dkk., 2022). 

 

e. Inhibitor 

Suatu zat yang dapat menurunkan laju reaksi yang dikatalisis oleh enzim disebut 

inhibitor. Inhibitor terdapat dua jenis yaitu inhibitor reversibel dan irreversibel. 

Inhibitor reversibel akan mengikat enzim secara reversibel dan aktivitas enzim 

maksimum dapat diperoleh dengan menghilangkan inhibitor reversibel dengan 

proses dialisis. Inhibitor ireversibel terikat secara kovalen dengan enzim dan tidak 

dapat dilepaskan dari enzim melalui dialisis. Inhibitor reversibel menunjukkan 

tingkat penghambatan tertentu dengan cepat membentuk keseimbangan dengan 

enzim. Tingkat penghambatan tergantung pada konsentrasi enzim, substrat dan 

inhibitor, serta tingkat penghambatan juga tetap konstan untuk jangka waktu 

tertentu (Arsalan and Younus, 2018). 

 

 

 

2.4. Pemurnian Enzim 

 
 

Beberapa metode yang umum digunakan untuk pemurnian enzim antara lain : 

a. Sentrifugasi 

Sentrifugasi merupakan teknik untuk memisahkan dan memurnikan campuran 

partikel biologis dalam media cair yang menggunakan gaya sentrifugal. 

Sentrifugasi digunakan untuk mengisolasi dan menganalisis sel, fraksi subseluler, 

kompleks supramolekul, dan makromolekul terisolasi, seperti protein dengan 

menggunakan instrumen gaya gravitasi yang lebih tinggi atau ultrasentrifugasi 

(hingga 60.000 putaran per menit) (Ohlendieck and Harding, 2018).  

Proses sentrifugasi menggunakan prinsip rotasi atau perputaran tabung yang berisi 

larutan sehingga larutan tersebut dapat dipisahkan berdasarkan massa jenisnya. 

Larutan akan terbagi menjadi dua fase, partikel yang lebih padat akan mengendap 

yang disebut pellet sedangkan larutan yang tersisa dan terpisah dari cairan 
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endapan disebut cairan supernatan. Sentrifugasi merupakan alat untuk memutar 

sampel pada kecepatan tinggi. Perputaran ini akan memaksa partikel yang lebih 

berat terkumpul ke dasar tabung sentrifugasi (Indrawati dan Amoryna, 2023). 

 

b. Fraksinasi dengan Amonium Sulfat 

Protein dalam larutan dapat difraksinasi karena pengendapannya bergantung pada 

konsentrasi garam. Peningkatan kekuatan ionik larutan dengan menambahkan 

garam akan meningkatkan kelarutan zat terlarut, proses ini dikenal sebagai 

"salting-in". Konsentrasi garam yang terus meningkat akan menyebabkan 

kelarutan protein berkurang dan protein mengendap, yang disebut "salting-out". 

Amonium sulfat adalah garam yang paling umum digunakan untuk proses ini 

karena murah, sangat larut dalam air, dan mudah bereaksi dengan air. Metode ini 

memurnikan protein tertentu dengan menambahkan sejumlah amonium sulfat 

untuk mengendapkan protein yang tidak diinginkan kemudian mengambil 

supernatan, dan menambahkan lebih banyak amonium sulfat untuk 

mengendapkan protein yang diinginkan. Protein yang diendapkan tersebut 

kemudian disimpan sebagai pelet. Pengendapan garam hanya memengaruhi 

kelarutan protein tanpa mengubah sifat-sifatnya. Fraksi yang telah diambil dapat 

disimpan dalam larutan garam untuk jangka waktu lama tanpa risiko kontaminasi 

bakteri, karena kadar garam yang tinggi mencegah pertumbuhan mikroba dan 

aktivitas enzim. Presipitasi menggunakan amonium sulfat menurunkan kelarutan 

protein tanpa mendenaturasikannya, oleh karena itu protein dapat 

dikonsentrasikan dengan menghilangkan sisa amonium sulfat dan melarutkan 

kembali pelet protein dalam buffer standar atau dalam konsentrasi amonium sulfat 

yang lebih rendah (Mukherjee, 2019). 

 

c. Dialisis 

Dialisis merupakan metode pemurnian yang memanfaatkan gradien konsentrasi 

sebagai penggerak utama, karena biomakromolekul seperti protein tidak dapat 

menembus membran semipermeabel. Dialisis jarang digunakan untuk 

memurnikan protein secara mandiri. Dialisis biasanya dikombinasikan dengan 

metode pemisahan dan pemurnian protein lainnya untuk meningkatkan tingkat 

kemurnian. Metode tersebut meliputi sentrifugasi, kromatografi afinitas logam 
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terimobilisasi, kromatografi pertukaran ion, dan penggaraman (Liu et al., 2020). 

Dialisis bertujuan untuk memisahkan  residu garam amonium sulfat maupun zat 

terlarut lainnya berdasarkan ukuran molekul menggunakan membran selofan. 

Protein akan berada  di dalam membran selofan karena protein memiliki ukuran 

molekul yang lebih besar dari ukuran pori membran (Rahmi dkk., 2020). 

 

 

 

2.5. Enzim Lipase 

 
 

Lipase merupakan enzim yang berperan dalam pemecahan trigliserida menjadi 

gliserol dan asam lemak bebas. Lipase (triasilgliserol asilhidrolase EC: 3.1.1.3) 

diproduksi dari berbagai organisme hidup seperti tumbuhan, hewan, bakteri, 

jamur, ragi (Joshi and Kuila, 2018). Enzim lipase termasuk dalam kelas serin 

hidrolase dari superfamili α/β-hidrolase, serta mengandung triad asam amino khas 

Ser-Asp (Glu)-His pada situs aktifnya. Lipase paling umum digunakan untuk 

hidrolisis dan esterifikasi minyak dan lemak, tetapi juga dapat mengkatalisis 

berbagai macam reaksi, termasuk interesterifikasi, transesterifikasi, alkoholisis, 

asidolisis, dan aminolisis (Almeida et al., 2021).  

Substrat lipase beragam termasuk lipid, fosfolipid, lipid eter, lisofosfolipid, dan 

lainnya. Enzim lipase berperan penting dalam transportasi, pencernaan, dan 

pemrosesan lipid makanan. Lipase yang berasal dari mikroba merupakan enzim 

yang adaptif, mampu melakukan berbagai reaksi biokonversi seperti aminolisis, 

interesterifikasi, alkoholisis, esterifikasi, dan hidrolisis. Karakteristik utamanya 

meliputi stereospesifisitas substrat, spesifisitas, dan regioselektivitas. Lipase juga 

memiliki sifat katalitik yang enantioselektif dan kemampuan selektivitas wilayah 

yang tinggi (Maghraby et al., 2023). 
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2.5.1. Aktivitas Enzim Lipase 

 

 

Pengukuran aktivitas enzim untuk menentukan aktivitas lipase pada kondisi 

optimum perlu dilakukan dengan variasi suhu dan pH, sehingga dapat diketahui 

aktivitas lipase pada setiap rentang suhu dan pH yang diuji. Metode yang 

digunakan untuk mengukur aktivitas lipase secara kuantitatif adalah metode 

spektrofotometri, termasuk pembuatan kurva standar asam oleat. Aktivitas lipase 

dipengaruhi oleh sumbernya, jenis substrat, pH, dan suhu. pH dan suhu optimum 

untuk reaksi hidrolisis lipase bergantung pada jenis substrat, larutan penyangga, 

dan metode pengujian. Aktivitas lipase diukur dalam satuan unit (U), satu unit 

aktivitas lipase setara dengan 1 µmol asam lemak bebas yang dihasilkan dari 

hidrolisis substrat yang dikatalisis oleh lipase per menit (Handayani, 2005). 

 
 
 

2.5.2. Penentuan Kadar Protein Metode Lowry 
 
 

Uji protein Lowry yang juga dikenal sebagai metode Lowry, telah menjadi metode 

yang paling banyak digunakan untuk memperkirakan jumlah protein dalam 

sampel biologis. Metode ini merupakan kombinasi reagen biuret dengan reagen 

fenol Folin-Ciocalteau, yang berinteraksi dengan residu triptofan dan tirosin yang 

terdapat dalam protein. Hal ini menghasilkan warna kebiruan pada larutan yang 

dapat dibaca pada 750 nm. Metode ini lebih sensitif terhadap konsentrasi protein 

yang rendah dibandingkan metode biuret dan spektrofotometri UV-Vis (Satpathy 

et al., 2020). Metode ini memerlukan dua tahap dengan waktu inkubasi minimal 

sekitar 40 menit. Pertama, protein diolah dengan larutan alkali tembaga sulfat dan 

tartrat, kemudian reagen Folin-Ciocalteu ditambahkan. Peningkatan warna dalam 

prosedur Lowry terjadi ketika kompleks tembaga tetradentat mentransfer elektron 

ke reagen Folin Ciocalteu. Warna tersebut berasal dari transisi elektronik yang 

melibatkan perpindahan elektron valensi (Martina and Vojtech, 2015). 
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2.5.3. Aplikasi Lipase 
 
 

Lipase memiliki peran penting dalam produksi yoghurt dan fermentasi keju. 

Selain itu, lipase juga dimanfaatkan sebagai katalis yang relatif murah dan 

digunakan dalam berbagai industri modern, seperti pembuatan kue, deterjen, dan 

bahkan sebagai biokatalis dalam produksi energi alternatif, yaitu mengubah 

minyak nabati menjadi bahan bakar. Penerapan lipase di berbagai industri dapat 

dilihat pada Tabel 1. 

 

Tabel 1. Aplikasi enzim lipase (Susanti dan Febriana, 2017) 

 

Industri Aksi enzim lipase Produk/ Aplikasi 

Deterjen  Hidrolisis lemak Penghapusan noda 

minyak dari kain 

Produk susu Hidrolisis lemak susu, 

pematangan keju 

Pengembangan agen 

penyedap dalam susu, 

keju, dan mentega 

Minuman  Peningkatan rasa Minuman beralkohol 

Dressing makanan  Peningkatan aroma Mayones dan saus 

Daging dan ikan  Transesterifikasi Produk daging dan ikan; 

penghilangan lemak 

Lemak dan minyak  Pengembangan rasa  Cocoa butter, margarin, 

asam lemak 

Bahan kimia Farmasi Transesterifikasi, 

hidrolisis 

Gliserol, Lipid khusus, 

obat untuk membantu 

pencernaan 

Kosmetik  Enantioselectivity, 

sintesis 

Pengemulsi, pelembab 

kulit dan krim matahari 

Pembersihan dan 

pengendalian polusi  

Hidrolisis Penghapusan lemak, 

untuk menghapus noda 

dan menghidrolisis 

minyak 
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2.6. Imobilisasi 

 
 

Imobilisasi enzim didefinisikan sebagai proses menempelkan enzim pada bahan 

pendukung tertentu yang disebut matriks sehingga enzim tidak bergerak bebas di 

dalam larutan. Metode imobilisasi memungkinkan enzim tetap berada di 

tempatnya, sedangkan substrat (bahan yang akan diubah oleh enzim) dan produk 

(hasil reaksi) dapat bergerak bebas masuk dan keluar dari area tempat enzim 

terikat. Proses reaksi tetap berjalan dengan baik meskipun enzim terikat (Sirisha et 

al., 2016). Enzim yang diimobilisasi dapat digunakan berulang kali dan terus-

menerus dengan mempertahankan aktivitas katalitiknya (Spasojevic et al., 2020). 

Berbagai bahan yang dapat digunakan sebagai matriks atau sistem pendukung 

untuk imobilisasi enzim umumnya polimer inert dan bahan anorganik. Matriks 

pembawa ideal harus mempunyai sifat-sifat sebagai berikut: (i) ekonomis, (ii) 

inert, (iii) stabilitas, (iv) kekuatan fisik, (v) kemampuan meningkatkan 

spesifisitas/aktivitas enzim, (vi) kemampuan mengurangi penghambatan produk, 

dan (vii) kemampuan untuk mencegah penyerapan nonspesifik dan kontaminasi 

bakteri. Sebagian besar matriks hanya memiliki beberapa sifat, pemilihan matriks 

pembawa untuk imobilisasi enzim harus dipilih berdasarkan sifat dan keterbatasan 

matriks. Proses imobilisasi menghasilkan operasi ekonomi berkelanjutan, 

otomatisasi, rasio investasi/kapasitas tinggi, dan pemulihan produk dengan 

kemurnian lebih tinggi (Sirisha et al., 2016). 

 

 

 

2.6.1. Metode Imobilisasi 
 
 

Metode imobilisasi enzim yang paling umum meliputi : 

a. Adsoprsi 

Adsorpsi merupakan metode imobilisasi enzim yang didasarkan pada gaya Van 

der Waals, ikatan ionik, ikatan hidrogen, serta interaksi hidrofobik. Adsorpsi 

termasuk metode yang sederhana dengan aplikasi yang luas serta kemampuan 

memuat enzim yang lebih tinggi dibandingkan dengan metode imobilisasi lainnya 

(Sardar and Ahmad, 2015). Enzim yang teradsorpsi dapat bersifat kuat atau tidak 
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terdistorsi, bergantung pada susunan protein dan muatan matriks. Berbagai jenis 

bahan matriks yang dapat digunakan antara lain resin penukar ion, alumina, dan 

karbon aktif, namun tidak semua enzim dapat diimobilisasi pada setiap matriks. 

Keberhasilan penyerapan bergantung pada adanya gugus aktif tertentu pada 

matriks, yang memfasilitasi interaksi antara enzim dan matriks. Keuntungan 

imobilisasi enzim dengan adsorpsi adalah langkah aktivasi yang minimal, 

penggunaan reagen yang sedikit, serta metode yang murah dan mudah 

diimplementasikan (Maghraby et al., 2023). 

b. Ikatan Ionik 

Ikatan ionik merupakan teknik imobilisasi yang sederhana, murah, dan reversibel, 

yang melibatkan interaksi ionik antara enzim dan bahan pendukung. Bahan 

pendukung yang digunakan dalam teknik ini umumnya bermuatan, karena enzim 

harus memiliki muatan yang berlawanan agar dapat terikat. Ikatan ionik dapat 

dibalik dengan mengubah pH atau melalui penggaraman enzim. Kontrol 

keasaman atau alkalinitas perlu dilakukan secara terus-menerus untuk menjaga pH 

optimal selama reaksi. Muatan pada bahan pendukung bisa menyebabkan 

beberapa masalah, seperti distorsi struktur enzim dan perubahan kinetika enzim. 

Muatan berlebih dapat mengganggu aktivitas katalitik enzim, yang pada akhirnya 

menghambat pencapaian hasil produk yang tinggi (Maghraby et al., 2023). 

 

c. Entrapment 

Entrapment merupakan metode imobilisasi dengan enzim terperangkap dalam 

matriks polimer. Berbagai matriks yang dapat digunakan dalam metode 

entrapment antara lain kitosan, kalsium alginat, kolagen, selulosa triasetat, 

poliakrilamida, gelatin agar, karet silikon, polivinil alkohol, dan poliuretan. 

Metode entrapment mengimobilisasi enzim melalui penjebakan dalam gel, serat, 

atau mikroenkapsulasi. Tidak ada ikatan langsung antara enzim dan matriks 

pendukung, sehingga konformasi enzim tetap terjaga dan memastikan aktivitas 

katalitik yang tinggi, namun hambatan difusi yang tinggi dapat mencegah 

perpindahan makromolekul substrat melalui jaringan yang menjadi kelemahan 

utama teknik ini (Liu et al., 2018). 
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d. Ikatan Kovalen 

Kovalen merupakan metode konvensional untuk imobilisasi enzim. Ikatan 

kovalen terbentuk melalui reaksi kimia antara bahan pendukung dan asam amino 

rantai samping enzim, seperti lisin, sistein, atau residu asam aspartat dan glutamat. 

Gugus fungsi dari gugus amino, karboksilat, imidazol, indolil, dan hidroksil 

fenolik mendukung pembentukan ikatan kovalen. Ikatan kovalen bersifat stabil 

untuk mencegah kebocoran enzim dari matriks pendukung sehingga 

meningkatkan stabilitas enzim yang diimobilisasi (Liu et al., 2018). Metode ini 

mengimobilisasi enzim ke pembawa melalui pembentukan ikatan kovalen antara 

pembawa dan enzim. Gugus fungsional enzim berpartisipasi dalam pembentukan 

ikatan, Imobilisasi dapat terjadi melalui pengikatan kovalen melalui lengan 

pengatur jarak yang panjang atau pengikatan multititik. Proses ini cukup rumit 

dan membutuhkan waktu inkubasi lebih lama daripada imobilisasi dengan 

adsorpsi (Spasojevic et al., 2020). 

 

e. Ikatan Silang 

Berdasarkan reaksi antarmolekul, enzim diikat silang ke matriks pendukung 

menggunakan reagen bifungsional. Enzim diimobilisasi secara kuat melalui ikatan 

kovalen untuk meningkatkan penggunaan ulang dan stabilitas, tetapi enzim dapat 

kehilangan aktivitas katalitiknya selama proses ikatan silang (Liu et al., 2018). 

Ikatan silang adalah proses yang relatif sederhana, tetapi bukan metode 

imobilisasi yang ideal karena tidak menggunakan matriks pendukung yang 

mengakibatkan biokatalis yang dihasilkan cenderung kurang stabil dan tidak 

terlalu kuat. Biokatalis yang diimobilisasi dengan metode ikatan silang sering 

mengalami perubahan bentuk yang menyebabkan hilangnya aktivitas. Ikatan 

silang akan menjadi lebih efektif apabila dikombinasikan dengan teknologi 

imobilisasi lain seperti adsorpsi, untuk mengurangi kebocoran enzim yang telah 

diimobilisasi (Sardar and Ahmad, 2015). 
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2.6.2. Faktor yang Memengaruhi Kinerja Imobilisasi 
 
 

Faktor-faktor yang dapat memengaruhi kinerja imobilisasi enzim dapat dilihat 

pada Tabel 2. 

Tabel 2. Faktor-faktor yang dapat memengaruhi kinerja imobilisasi enzim (Datta 

et al., 2013) 
 

No Faktor Implikasi Imobilisasi 

1 Partisi hidrofobik Peningkatan laju reaksi substrat 

hidrofobik 

2 Lingkungan mikro pembawa Sifat hidrofobik menstabilkan enzim 

3 Pelekatan multipoint pada 

pembawa 

Peningkatan stabilitas termal enzim 

4 Spacer atau lengan dari berbagai 

jenis enzim terimobilisasi 

Mencegah deaktivasi enzim 

5 Kendala difusi Aktivitas enzim menurun, sementara 

stabilitas meningkat 

6 Kehadiran substrat atau inhibitor Retensi aktivitas lebih tinggi 

7 Perlakuan fisik pasca-imobilisasi Meningkatkan kinerja enzim 

8 Mode pengikatan yang berbeda Aktivitas dan stabilitas dapat terpengaruh 

9 Struktur fisik pembawa 

(misalnya, ukuran pori) 

Retensi aktivitas sering bergantung pada 

ukuran pori 

 
 
 

2.7. Zeolit Alam 

 
 

Zeolit merupakan material anorganik berbasis silika yang dianggap sebagai 

material pilihan dan digunakan secara luas karena memiliki ketahanan termal dan 

mekanis. Material ini juga menawarkan ketahanan terhadap mikroba karena 

penyangga anorganik tidak berfungsi sebagai substrat untuk pertumbuhan bakteri 

atau jamur. Ciri khas penyangga anorganik adalah memberikan kekakuan dan 

porositas serta dapat memastikan invariasi diameter pori atau volume pori yang 

memastikan volume dan bentuk penyangga tetap (Sirisha et al., 2016). Silika 
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menjadi salah satu pembawa yang paling menarik perhatian di antara banyak 

pembawa anorganik yang digunakan untuk imobilisasi enzim melalui metode 

adsorpsi (Jesionowski et al., 2014).  

Zeolit alam merupakan senyawa alumina silikat terhidrasi yang secara fisik dan 

kimia mempunyai kemampuan sebagai penyerap (adsorpsi), penukar kation dan 

sebagai katalis. Sampai saat ini telah ditemukan lebih dari 50 jenis spesies zeolit, 

namun mineral pembentuk zeolit terbesar ada 9 (sembilan) yaitu analsim, habazit, 

klinoptilolit, erionit, mordenit, ferrierit, heulandit, laumontit dan filipsit. Menurut 

Dur (2019) terdapat beberapa sifat-sifat zeolit antara lain : 

a. Sangat berpori karena kristal zeolit sebenarnya merupakan kerangka yang 

terbentuk dari jaringan tetrahedra SiO4 dan AlO4. 

b. Pori–porinya berukuran molekul karena pori zeolit terbentuk dari tumpukan 

cincin beranggotakan 6,8,10 atau 12 tetrahedra. 

c. Dapat mempertukarkan kation karena perbedaan muatan Al+3 dan Si+4 

menjadikan atom Al dalam kerangka kristal bermuatan negatif dan 

membutuhkan kation penetral. Kation penetral yang bukan menjadi bagian 

kerangka ini mudah diganti dengan kation lainnya. 

d. Mudah dimodifikasi karena setiap tetrahedra dapat  dikontakkan  dengan 

bahan-bahan pemodifikasi. 

 

 

Gambar 1. Struktur zeolit alam (Yadav et al., 2022) 
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2.8. Spektrofotometri UV-Vis 

 
 

Spektrofotometri UV-Vis merupakan teknik karakterisasi yang sangat penting dan 

tak tergantikan, yang memberikan wawasan mendalam tentang sifat berbagai 

sampel melalui analisis interaksinya dengan radiasi elektromagnetik. Metode ini 

dikenal karena kemudahan penggunaan, kesederhanaan, keakuratan, validitas, dan 

efektivitas biayanya, menjadikannya alat analisis yang berharga, terutama dalam 

menentukan konsentrasi spesies penyerap ketika diterapkan pada senyawa murni 

dengan kurva standar yang tepat. Penerapan spektrofotomwtri UV-Vis meluas ke 

berbagai disiplin ilmu dasar seperti kimia, farmasi, fisika, dan ilmu material. 

Spektrofotometri UV-Vis berfungsi sebagai alat fundamental yang menganalisis 

komposisi, struktur fisik, serta struktur elektronik materi pada tingkat atom dan 

molekuler (Alekhya et al., 2023). Spektrofotometri UV-Vis biasanya diterapkan 

pada molekul organik, ion anorganik atau kompleks dalam suatu larutan. 

Spektrum UV-Vis yang diperoleh sangat berguna untuk pengukuran kuantitatif 

suatu senyawa tertentu. Konsentrasi suatu analit dalam larutan dapat ditentukan 

dengan mengukur absorbansi pada panjang gelombang tertentu (Toledo, 2015). 

Prinsip kerja Spektrofotometri UV-Vis didasarkan pada langkah-langkah berikut : 

a. Pelarut (misalnya air atau alkohol) ditambahkan ke dalam wadah yang sesuai, 

transparan, dan tidak menyerap kuvet. 

b. Sinar cahaya yang dipancarkan oleh sumber cahaya melewati kuvet berisi 

pelarut. 

c. Intensitas cahaya yang ditransmisikan pada panjang gelombang yang berbeda 

kemudian diukur oleh detektor yang diposisikan setelah kuvet dengan pelarut 

dan dicatat. 

Konsentrasi di dalam larutan dapat ditentukan dengan mengukur absorben pada 

panjang gelombang  tertentu dengan menggunakan hukum Lambert-Beer. Hukum 

Lambert-Beer dinyatakan dalam Persamaan 1. 
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A= a × b × c (Persamaan 1) 

Keterangan : 

A = Absorban 

a = Absorptivitas molar  

b = Tebal kuvet (cm) 

c = Konsentrasi 

 

Berdasarkan Hukum Lambert-Beer, konsentrasi suatu senyawa dalam larutan 

dapat ditentukan secara kuantitatif dengan spektrofotometri UV-Vis. Garis 

kalibrasi ditentukan dengan mengukur penyerapan beberapa larutan standar 

dengan konsentrasi yang diketahui, dengan cara ini konsentrasi sampel seperti 

DNA, RNA, protein, atau senyawa organik dapat ditentukan (Toledo, 2015). 



III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

 

 3.1. Waktu dan Tempat Penelitian 

 

 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari 2025-Mei 2025 di Laboratorium 

Biokimia, Jurusan Kimia, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam 

Universitas Lampung. 

 

 

 

3.2. Alat dan Bahan 

 

 

Adapun alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah ultra low temperature 

freezer (lab freez), autoclave GEA LS-35 L EDWM 63, water bath (Memmert W 

350), oven (T60 Heraeus), shaker Labtech LSI 1 EDAM 97, pH meter (pH mobile 

827 Metrohm), magnetic stirrer CB161 Stuart, sentrifuse Hermle Z327K, neraca 

analitik DJ-V220A Lucky, inkubator Precisterm P' selecta, laminar air flow 

Airtech HVS-1300, gelas kimia 1000 mL, gelas ukur 1000 mL, labu ukur 10 mL, 

erlenmayer 250 mL, erlenmayer 500 mL, corong gelas, batang pengaduk, tabung 

reaksi, hot plate, dan spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu UV-1780). 

Adapun bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah bakteri L. 

boronitolerans LKM G1, zeolit alam yang berasal dari Campang Tiga Lampung 

Selatan yang dikelola oleh CV. Minatama, Nutrient Broth (NB), Nutrient Agar 

(NA),  minyak zaitun bertolli, minyak kelapa sawit, tween 80, gum arab, 

isopropanol, tris HCl, Na2CO3, triton –X 100, CuSO4, Na-K tartrat, reagen folin-

Ciocelteau, akuades, NaH2PO4, Na2HPO4, buffer fosfat, aseton, ethanol, 
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kapas, kertas saring, alumunium foil, kasa, plastik wrap, p-nitrofenol (p-NP), p-

nitrofenil palmitat (p-NPP). 

 

 

 

3.3. Prosedur Penelitian 

 
 

Prosedur penelitian yang dilakukan pada penelitian ini meliputi persiapan alat, 

pembuatan media, peremajaan bakteri L. boronitolerans LKM G1 penghasil 

lipase, produksi lipase, pemurnian lipase, penentuan aktivitas lipase, penentuan 

kadar protein, penentuan kondisi optimum enzim lipase terimobil, dan uji 

pemakaian enzim berulang. 

 

 

 

3.3.1. Tahap Persiapan 
 

 

a. Persiapan Alat 

Alat-alat gelas yang akan digunakan dicuci bersih, dikeringkan, kemudian 

disterilisasi agar terhindar dari kontaminasi mikroba yang tidak diinginkan. 

Sterilisasi alat dilakukan menggunakan autoclave pada suhu 121 ºC dengan 

tekanan 1,5 atm selama 15 menit. Semua kegiatan secara aseptik dilakukan di 

dalam Laminar Air Flow (LAF). 

 

b. Pembuatan Media Padat 

Media padat yang digunakan adalah medium Nutrient Agar (NA) untuk media 

pertumbuhan bakteri. Medium Nutrient Agar dibuat dengan menimbang 2 g NA, 

lalu dilarutkan dalam 100 mL aquades, dan disterilisasi dalam autoclave pada 

suhu 121°C dengan tekanan 1,5 atm selama 15 menit. 

 

c. Pembuatan Media Cair Nutrient Broth (NB) 

Media cair yang akan digunakan sebagai media kultur dan media fermentasi 

dibuat dengan menimbang 8 g Nutrient Broth (NB) dan dilarutkan dalam 1000 mL 

aquades. Setelah itu disterilisasi dalam autoclave pada suhu 121 °C dengan 

tekanan 1,5 atm selama 15 menit.  
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3.3.2. Peremajaan Bakteri L. boronitolerans LKM G1 
 
 

Peremajaan Bakteri dilakukan pada media agar miring dengan cara 

menginokulasikan 1 ose bakteri lokal isolat LKM G1 ke permukaan media agar 

miring secara zig-zag dan diinkubasi selama 48 jam. 

 

 

 

3.3.3. Produksi Enzim 
 
 

Bakteri L. boronitolerans LKM G1 dalam media agar miring diambil sebanyak 

tiga ose dan dimasukkan ke dalam 20 mL media starter, kemudian media starter 

berupa Nutrient Broth (NB) dan diinkubasi dalam shaker inkubator dengan 

kecepatan 150 rpm selama 24 jam. Media starter sebanyak 2% dipindahkan ke 

1000 mL media fermentasi, kemudian ditambahkan 3% n-heksana, 2% tween 80, 

2% minyak kelapa sawit, dan 2% minyak zaitun. Setelah itu media dishaker 

dengan kecepatan 150 rpm selama 48 jam. Media fermentasi yang telah berisi 

bakteri disentrifugasi dengan kecepatan 5000 rpm selama 15 menit. Filtrat hasil 

sentrifugasi disebut ekstrak kasar enzim, kemudian ditentukan aktivitas lipasenya 

menggunakan spektrofotometer dengan substrat p-nitrofenil palmitat (Nurhasanah 

et al., 2023). 

 

 

 

3.3.4. Pemurnian Enzim 
 
 

Pemurnian enzim lipase hasil produksi dilakukan dengan fraksinasi amonium 

sulfat dan dialisis dengan tahapan sebagai berikut : 

 

b. Fraksinasi Amonium Sulfat 

Ekstrak kasar enzim yang telah diperoleh selanjutnya diendapkan dengan 

menggunakan amonium sulfat dengan tingkat kejenuhan 20-80%. Fraksinasi 

dilakukan dengan menambahkan amonium sulfat sedikit demi sedikit ke dalam 

ekstrak kasar enzim dan diaduk menggunakan magnetic stirrer. Endapan protein 

enzim yang didapat kemudian dipisahkan dari filtratnya dengan sentrifugasi pada 
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kecepatan 5000 rpm selama 20 menit. Endapan yang diperoleh dilarutkan dalam 

buffer fosfat pH 7 dengan konsentrasi 0,25 M. Kemudian diuji aktivitas lipase dan 

kadar proteinnya (Nurhasanah et al., 2023). 

 

c. Dialisis 

Dialisis dilakukan pada suhu rendah dengan menggunakan magnetic stirrer. 

Enzim yang telah dimurnikan melalui fraksinasi amonium sulfat dimasukkan ke 

dalam kantong selofan, kemudian kantong tersebut ditempatkan dalam wadah 

berisi buffer fosfat pH 7 dengan konsentrasi 0,01 M dan diletakkan di atas 

pengaduk magnet. Selama proses dialisis, buffer diganti setiap 4 jam untuk 

mengurangi konsentrasi ion-ion dalam kantong. Proses ini diulang sampai ion-ion 

dalam kantong berkurang hingga tidak terdeteksi, kemudian diuji aktivitas lipase 

dan kadar proteinnya (Nurhasanah et al., 2023). 

 

 

 

3.3.5. Uji Aktivitas Lipase 
 
 

a. Kurva Standar p-nitrofenol (p-NP) 

Larutan p-nitrofenol 0,01 M disiapkan dengan melarutkan 14 mg serbuk p-

nitrofenol ke dalam 10 mL akuades. Larutan ini berfungsi sebagai larutan stok 

untuk membuat larutan dengan konsentrasi yang lebih rendah. Konsentrasi yang 

digunakan dalam penelitian ini adalah 100 µM, 300 µM, 500 µM, 700 µM, 900 

µM, 1100 µM, dan 1300 µM. 

b. Uji Aktivitas Lipase 

Aktivitas lipase diukur menggunakan substrat p-nitrofenil palmitat dengan 

langkah-langkah berikut :  

Larutan A (15 mg p-nitrofenil palmitat dilarutkan dalam 5 mL isopropanol) 

dicampurkan ke dalam larutan B (0,05 gram Gum Arabic dan 0,2 mL Triton X-

100 yang dilarutkan dalam buffer Tris-HCl 50 mM pH 8), kemudian semua bahan 

dihomogenkan hingga mencapai volume akhir 50 mL. Aktivitas lipase diukur 

dengan mencampurkan 1,8 mL larutan substrat dengan 0,2 mL larutan enzim, 
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Abs - b 

    a 

µmol/menit 

       mL 

diinkubasi pada suhu ruang selama 15 menit, dan ditambahkan 0,2 mL 

aseton:etanol (1:1). Larutan kontrol disiapkan dengan 0,2 mL larutan enzim 

ditambahkan 0,2 mL aseton:etanol (1:1), ditambahkan 1,8 mL substrat dan 

diinkubasi selama 15 menit. Absorbansi diukur menggunakan spektrofotometer 

pada panjang gelombang 410 nm (Nurhasanah et al., 2023). Menurut Gupta et al. 

(2002), aktivitas lipase dapat dihitung dengan Persamaan 2 dan 3.  

Aktivitas lipase (U/mL) =         × FP (Persamaan 2) 

 

Konsentrasi 𝑝−NP =            (Persamaan 3) 

 

Keterangan : 

µmol 𝑝−NP  : Konsentrasi 𝑝−NP 

t   : Waktu reaksi 

FP   : Faktor Pengenceran 

Status aktivitas enzim :  

a    : Slope 

b    : Intersep 

 

 

 

 

 

3.3.6. Penentuan Kadar Protein Metode Lowry 
 
 

Kadar protein dapat diukur berdasarkan metode Lowry (Lowry et al., 

1951 ; Febrianti, 2024), yaitu : 

Pereaksi A    : 2 gram Na2CO3 dilarutkan dalam 100 mL NaOH 0,1 M  

Pereaksi B    : 5 mL CuSO4.5H2O 1% ditambahkan ke dalam 3 mL larutan 

     NaK-tartarat 1%  

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

Pereaksi D    : Reagen folin ciocelteau diencerkan dengan akuades (1:1)  

Larutan Standar  : Larutan BSA (Bovine Serum Albumin) 

Sebanyak 0,1 mL enzim lipase dicampurkan dengan 0,9 mL akuades dan 5 mL 

pereaksi C, kemudian dihomogenkan dan dibiarkan selama 10 menit pada suhu 
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ruang. Ditambahkan 0,5 mL pereaksi D secara cepat, dihomogenkan lagi, dan 

dibiarkan selama 30 menit. Absorbansinya kemudian diukur menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 750 nm. Sebagai kontrol, 0,1 

mL enzim digantikan dengan 0,1 mL akuades, dengan perlakuan yang sama 

seperti sampel. Konsentrasi protein enzim ditentukan menggunakan kurva standar 

Bovine Serum Albumin (BSA) dengan deret konsentrasi 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, 

80 ppm, 100 ppm, 120 ppm, dan 140 ppm. 

 

 

 

3.3.7. Aktivasi Zeolit 
 
 

Aktivasi zeolit alam dilakukan dengan cara ditimbang sebanyak 20 gram dalam 

cawan porselen lalu diaktivasi menggunakan tanur pada suhu 600 oC selama 6 

jam (Putri, 2018). Sampel zeolit alam yang telah diaktivasi kemudian disimpan 

di desikator yang akan digunakan sebagai matriks imobilisasi enzim. 

 

 

 

3.3.8. Imobilisasi Enzim 
 
 

a. Penetapan pH untuk proses pengikatan enzim lipase pada zeolit 

Sebanyak 0,25 gram zeolit dimasukkan ke dalam tabung sentrifugasi, kemudian 

distabilkan menggunakan buffer fosfat 0,1 M dengan variasi pH 6 ; 6,5 ; 7 ; 7,5 

dan 8. Matriks kemudian dipisahkan dari supernatannya melalui sentrifugasi 

selama 15 menit, lalu ditambahkan dengan 0,5 mL larutan enzim dan 0,5 mL 

buffer fosfat 0,1 M sesuai variasi pH masing-masing. Sampel diaduk selama 30 

menit dan disentrifugasi kembali selama 15 menit. Supernatan enzim dipisahkan 

dari matriks untuk dijadikan sebagai kontrol enzim tidak terimobil. Matriks-enzim 

ditentukan aktivitasnya, pH buffer yang memberi aktivitas enzim tertinggi pada 

matriks dalam proses pengikatan enzim ditetapkan sebagai pH buffer pengikatan 

enzim-matriks (Yandri et al., 2023). 
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aktivitas setelah penggunaan berulang (U) 

aktivitas sebelum penggunaan berulang (U) 

b.  Imobilisasi enzim lipase 

Sebanyak 0,25 gram zeolit distabilkan menggunakan buffer pengikatan dengan 

pH optimum, kemudian disentrifugasi selama 15 menit. Setelah itu, sebanyak 0,5 

mL enzim hasil dialisis dan 0,5 mL buffer pengikatan ditambahkan ke dalam 

matriks zeolit yang telah distabilkan. Campuran tersebut diaduk selama 30 menit 

agar enzim dapat berinteraksi dengan permukaan matriks, kemudian disentrifugasi 

kembali selama 15 menit. Supernatan yang diperoleh dipisahkan dan digunakan 

sebagai kontrol dalam uji aktivitas enzim (Yandri et al., 2023). 

 

c. Optimasi suhu imobilisasi enzim 

Penentuan suhu optimum enzim lipase dilakukan dengan memvariasikan suhu 

inkubasi, yaitu 30; 35; 40; 45; 50; 55; dan 60 °C selama 15 menit pada masing-

masing variasi suhu. Enzim hasil pemurnian ditambahkan substrat p-NPP lalu 

diinkubasi dengan masing-masing suhu pada pH optimumnya dan ditentukan 

aktivitasnya dengan spektrofotometer (Nurlinda, 2024).  

 

 

 

3.3.9. Uji Penggunaan Berulang 
 
 

Setelah digunakan dalam reaksi dengan substrat, enzim lipase yang diimobilisasi 

dibilas menggunakan buffer fosfat 0,1 M pada pH optimum untuk menghilangkan 

sisa substrat dan produk reaksi yang mungkin masih menempel pada permukaan 

enzim atau matriks pendukung. Proses pembilasan ini penting untuk menjaga 

kebersihan dan integritas enzim sebelum digunakan kembali. Enzim imobil yang 

telah dibilas digunakan kembali dalam reaksi dengan substrat p-nitrofenil palmitat 

(pNPP), dan aktivitasnya diukur menggunakan spektrofotometer. Penggunaan 

ulang enzim ini dilakukan setiap 24 jam, dan aktivitas enzim dipantau hingga 

menurun di bawah 50% dari aktivitas awalnya. Menurut Angsari dan Agustini 

(2020) penentuan aktivitas sisa enzim setelah penggunaan berulang dihitung 

berdasarkan Persamaan 3. 

 

Aktivitas sisa  =        × 100% (Persamaan 3) 
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3.4. Skema Alur Penelitian 

 

Tahap-tahap penelitian yang dilakukan dalam penelitian ini dapat dilihat pada 

Gambar 2. 

 

Gambar 2. Skema alur penelitian

  Isolat Bakteri Lysinibacillus boronitolerans LKM G1 

- diremajakan pada media agar miring 

- diproduksi enzim lipase 

          Ekstrak Kasar Enzim lipase  

Zeolit Alam                                                  -  dimurnikan dengan  

                 fraksinasi ammonium             -  ditentukan aktivitas 

                   sulfat dan dialisis                      dan kadar protein 

                                       Enzim Hasil Pemurnian  

                    -  diimobilisasi dengan matriks zeolit alam 

                           - ditentukan pH buffer pengikatan enzim-matriks 

     Enzim Hasil Imobilisasi 

       - ditentukan suhu optimum 

       - diuji pemakaian berulang 

       - ditentukan aktivitas sisa 

    Hasil 

-  diaktivasi menggunakan tanur 

600oC selama 6 jam 



V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

5.1. Simpulan 

 

 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa : 

 

1. Aktivitas spesifik enzim lipase dari L. boronitolerans LKM G1 setelah proses 

pemurnian hingga tahap dialisis mencapai 3.484,35 U/mg. Nilai tersebut 

menunjukkan bahwa kemurnian enzim meningkat hingga 2,36 kali lipat 

dibandingkan dengan ekstrak kasarnya. 

2. Enzim lipase hasil imobilisasi pada matriks zeolit alam memiliki kondisi 

optimum pada pH 7,5 dan suhu 55 °C. 

3. Enzim lipase yang diimobilisasi pada matriks zeolit alam mampu digunakan 

hingga tiga kali pengulangan dengan aktivitas sisa sebesar 53,8%. 

 
 
 

5.2. Saran 

 

 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka pada penelitian selanjutnya 

perlu dilakukan : 

1. Modifikasi matriks zeolit alam, seperti aktivasi permukaan atau penambahan 

gugus fungsi, untuk meningkatkan kekuatan ikatan enzim dan stabilitasnya 

dalam pemakaian berulang.  

2. Uji pemakaian berulang dilakukan dengan interval waktu lebih singkat dari 24 

jam agar dapat memperoleh lebih banyak siklus penggunaan dan gambaran 

yang lebih jelas mengenai stabilitas enzim dalam jangka pendek.
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