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ABSTRACT

THE EFFECT OF ADDITION OF METHANOL AND METHYL ESTER
INHIBITORS ON LIPASE ENZYME ACTIVITY FROM OVER-RIPE
PALM OIL FRUIT

By

SAFITRI ADININGRUM

Overripe oil palm fruits contain a high amount of fatty acids, due to increased
activity of lipase enzymes, on the other hand lipase enzymes can be used as
biocatalysts in the reactions between tryglicerides and methanol to produce
methyl esters. Methanol and methyl in excessive amount can act as inhibitors
that affected the enzyme activity. The purpose of this study was to determine
the effect of adding methyl ester and methanol on inhibition of lipase enzyme
activity from overripe oil palm fruit. This study was conducted using a
Completely Randomized Block Design (CRBD) with three repititions. The
independent variables used were methanol consisting of two levels, namely 0%
and 2% and methyl ester consisting of four levels, namely 0%, 2%, 4%, and
6%. The data were analyzed by ANOVA followed by Orthogonal Polynomial
(OP) analysis. The results showed that methyl ester and methanol inhibitors
had a significant effect on inhibiting the activity of crude extracts of lipase
enzymes from overripe oil palm fruit. The highest inhibitory power of lipase
enzyme activity was obtained at a concentration of 2% methanol and 5.06%
methyl ester, which produced the lowest lipase enzyme activity of 0.97 U/ml.

Keywords : crude extract activity of lipase enzyme, inhibitor, over ripe palm
fruit



ABSTRAK

PENGARUH PENAMBAHAN INHIBITOR METANOL DAN
METIL ESTER TERHADAP AKTIVITAS ENZIM LIPASE
DARI BUAH SAWIT OVER RIPE

Oleh

SAFITRI ADININGRUM

Buah sawit over ripe mengandung asam lemak yang tinggi, karena enzim lipase
yang meningkat. Enzim lipase yang tinggi, dapat digunakan sebagai biokatalis
reaksi trigliserida dengan metanol untuk menghasilkan metil ester. Tetapi metanol
dan metil ester dalam jumlah berlebih dapat menjadi inhibitor yang memengaruhi
aktivitas enzim. Tujuan penelitian ini adalah mengetahui pengaruh penambahan
inhibitor metil ester dan metanol terhadap penghambatan aktivitas enzim lipase
dari buah sawit over ripe. Penelitian ini dilakukan menggunakan Rancangan Acak
Kelompok Lengkap (RAKL) dalam 3 ulangan. Variabel bebas yang digunakan
yaitu metanol terdiri dari dua taraf yaitu 0% dan 2% dan metil ester terdiri dari
empat taraf yaitu 0%, 2%, 4%, dan 6%. Data hasil penelitian dianalisis dengan
ANOVA dilanjutkan dengan analisis Ortogonal Polinomial (OP). Hasil penelitian
menunjukkan inhibitor metil ester dan metanol berpengaruh nyata terhadap
penghambatan aktivitas ekstrak kasar enzim lipase dari buah sawit over ripe.
Daya hambat aktivitas enzim lipase tertinggi diperoleh pada konsentrasi metanol
2% dan metil ester 5,06%, yang menghasilkan aktivitas enzim lipase terendah
sebesar 0,97 U/ml.

Kata kunci : aktivitas ekstrak kasar enzim lipase, buah sawit over ripe, inhibitor
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang dan Masalah

Kelapa sawit merupakan bahan baku yang digunakan untuk kelompok industri
yang mengolah minyak sawit menjadi bahan setengah jadi. Kelapa sawit juga
mempunyai potensi besar untuk dimanfaatkan sebagai bahan baku utama produksi
biodiesel (Sinaga et al., 2023). Waktu panen buah kelapa sawit sangat
mempengaruhi jumlah dan mutu minyak yang dihasilkan. Waktu panen yang tepat
akan memperoleh kandungan minyak yang maksimal, tetapi pemanenan buah
kelewat matang akan meningkatkan asam lemak bebas (ALB), sehingga dapat
merugikan karena sebagian kandungan minyak akan berubah menjadi ALB dan
menurunkan mutu minyak, karena ALB yang tinggi menyebabkan buah kelapa
sawit yang terlalu matang jarang sekali dimanfaatkan. Pemanenan buah sawit
yang masih mentah memiliki kandungan ALB yang rendah, akan tetapi

menurunkan kandungan minyak yang dihasilkan (Ugroseno dan Wachjar, 2017).

Buah sawit over ripe merupakan sumber potensial enzim lipase yang berfungsi
mengkatalis hidrolisis trigliserida menjadi asam lemak bebas dan gliserol. Buah
sawit over ripe memiliki aktivitas enzim lipase yang meningkat karena proses
fisiologis yang memicu ekspresi enzim-enzim hidrolitik, termasuk lipase sebagai
bagian dari mekanisme degradasi jaringan buah. Aktivitas lipase yang tinggi pada
buah sawit over ripe ini dapat dimanfaatkan dalam proses bioteknologi, salah
satunya untuk produksi biodiesel melalui transesterifikasi minyak nabati. Ekstrak
kasar lipase dari buah sawit over ripe menunjukkan aktivitas enzimatik yang
cukup tinggi dan berpotensi sebagai biokatalis ramah lingkungan dalam industri

energy terbarukan (Sani et al., 2014). Pemanfataan enzim lipase dari buah sawit



over ripe memiliki potensi besar untuk produksi biodiesel karena prosesnya
bersifat ramah lingkungan dibandingkan dengan bahan kimia lain sebagai
katalisator, enzim hanya mengkatalis substrat tertentu, enzim tidak menghasilkan
produk sampingan yang tidak diperlukan, memiliki spesifisitas tinggi, dan hemat
biaya karena dapat memanfaatkan buah sawit over ripe yang biasanya menjadi
limbah (Fachrial, 2022).

Enzim lipase (triacylglycerol hydrolases, E.C. 3.1.1.3) adalah enzim golongan
hidrolase yang mengkatalis proses hidrolisis trigliserida menjadi asam lemak
bebas dan gliserol. Hidrolase yang mengkatalisis proses hidrolisis trigliserida
menjadi asam lemak bebas dan gliserol (Sholeha dan Agustini, 2021). Enzim
lipase berfungsi sebagai biokatalis yang dimanfaatkan secara luas dalam bidang
bioteknologi dan memiliki banyak aplikasi di bidang industri khususnya industri
pengolahan lemak dan minyak, oleokimia, pangan, dan farmasi. Enzim ini juga
berfungsi sebagai biokatalis dalam reaksi esterifikasi dan transesterifikasi dalam
pembuatan biodiesel. Bahan baku yang memiliki kadar asam lemak bebas tinggi
seperti Crude Palm Oil (CPO) dan minyak jelantah dapat dimanfaatkan dalam
produksi biodiesel dengan reaksi esterifikasi, yang merupakan reaksi antara asam
lemak bebas dan metanol dengan bantuan katalis enzim lipase sehingga
menghasilkan metil ester (biodiesel) dengan produk samping berupa air
(Jayaraman et al., 2020). Biodiesel juga dapat diproduksi melalui reaksi antara
trigliserida dan metanol dengan katalis enzim lipase sehingga menghasilkan metil
ester (biodiesel) dan gliserol. Enzim lipase sebagai biokatalis dalam reaksi
esterifikasi dan transesterifikasi mampu mempercepat reaksi dengan cara
menurunkan energi aktivasi. Enzim lipase sebagai biokatalis dimanfaatkan dalam
produksi biodiesel karena kelebihannya mampu bekerja secara spesifik, sehingga
memhimalkan pembentukan produk samping dan lebih hemat energi karena
bekerja pada kondisi ringan atau tidak memerlukan suhu dan tekanan tinggi
(Sholeha dan Agustini, 2021).

Enzim merupakan suatu biokatalis yang mempunyai peranan penting dalam

industri, pertanian dan kesehatan. Enzim lipase atau asilgliserol hidrolase (E.C



3.1.1.3) adalah enzim yang mampu menghidrolisis trigliserida rantai panjang.
Lipase merupakan enzim yang memiliki peran penting dalam bioteknologi
modern. Banyak industri yang telah mengaplikasikan penggunaan enzim sebagai
biokatalis. Lipase terkenal memiliki aktivitas yang tinggi dalam reaksi hidrolisis,
esterifikasi dan transesterifikasi (Jeyarani, 2010). Enzim lipase merupakan enzim
hidrolase yang berfungsi sebagai biokatalis dalam hidrolisis lemak mono-, di-, dan
trigliserida menghasilkan asam lemak bebas dan gliserol (Winarno, 1986).
Kondisi tertentu lipase juga mampu mengkatalisis reaksi kebalikannya, yaitu
sintesis ester dari asam lemak bebas dan gliserol atau substrat lainnya (Pera et al.,
2006). Lipase merupakan enzim induktif yang sangat dipengaruhi konsentrasi
lemak atau minyak dalam substrat. Keterlibatan enzim lipase sebagai biokatalis
mampu menurunkan kebutuhan panas dan mempercepat reaksi dengan cara

menurunkan level energi aktivasi (Idris, 2005).

Aktivitas atau kerja enzim dipengaruhi oleh banyak faktor, seperti suhu, pH,
konsentrasi substrat, waktu inkubasi, konsentrasi enzim, inhibitor, dan pelarut
organik (Nurhaeni et al., 2017). Faktor inhibitor merupakan molekul yang
menghambat kerja enzim yang dapat menghasilkan produk bersama substrat
melalui molekul yang dapat berikatan dengan enzim (Wuryanti, 2004). Inhibitor
metanol mampu menghambat aktivitas enzim lipase pada berbagai konsentrasi
dan mampu merusak enzim sehingga aktivitasnya menurun (Nurhaeni et al.,
2017). Namun hanya terdapat beberapa penelitian terdahulu yang menunjukkan
bahwa methanol dan metil ester berpengaruh terhadap aktivitas enzim lipase. Oleh
karena itu, penelitian ini penting untuk dilakukan untuk mengetahui pengaruh
penambahan inhibitor metanol dan metil ester terhadap aktivitas ekstrak kasar

enzim lipase dari buah sawit over ripe.



1.2. Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini ialah sebagai berikut.

1. Mengetahui pengaruh penambahan inhibitor metanol dan metil ester terhadap
aktivitas enzim lipase dari buah sawit over ripe.

2. Mengetahui variasi konsentrasi penambahan inhibitor metanol dan metil ester
terhadap aktivitas enzim lipase dari buah sawit over ripe.

3. Mengetahui penghambatan aktivitas tertinggi ekstrak kasar enzim lipase dari
buah sawit over ripe berdasarkan penambahan inhibitor metanol dan metil
ester.

1.3. Kerangka Pemikiran

Aktivitas atau kerja enzim dipengaruhi oleh banyak faktor, seperti suhu, pH,
konsentrasi substrat, waktu inkubasi, konsentrasi enzim, inhibitor, dan pelarut
organik (Nurhaeni et al., 2017). Kondisi pertumbuhan yang menunjang produksi
enzim lipase secara maksimal adalah pH, suhu, dan waktu. Lingkungan dimana
enzim akan mengkatalis reaksi harus berada pada kondisi optimum enzim untuk
bereaksi (Hutasoit, 2017). Mulyadi dan Asmara (2013) aktivitas optimum enzim
lipase terjadi pada suhu 30°C, pH 7, dengan waktu 60 menit. Penurunan aktivitas
enzim kemungkinan disebabkan oleh tingginya konsentrasi substrat yang bisa
berefek menghambat (inhibitor) aktivitas enzim lipase. Enzim akan hilang
kestabilannya pada lingkungan pelarut organik seperti metanol. Aktivitas enzim
lipase akan sebanding dengan rendah dan tingginya produk yang dihasilkan juga
(Suhartono, 1989).

Penambahan metanol dan metil ester sebagai inhibitor dalam enzim lipase
bertujuan untuk pengendalian aktivitas enzim dalam reaksi biokatalitik, terutama
dalam proses produksi biodiesel. Metanol sering digunakan dalam proses
transesterifikasi minyak untuk menghasilkan metil ester (biodiesel). Pada
konsentrasi tinggi, metanol dapat menghambat aktivitas enzim lipase. Metanol

berfungsi untuk mengontrol atau menghentikan aktivitas lipase setelah reaksi



mencapai titik tertentu agar tidak terjadi overreaksi. Metanol juga mampu
mencegah denaturasi atau degradasi substrat oleh enzim, dan menghindari
pembentukan produk samping yang tidak diinginkan. Metanol ditambahkan secara
bertahap untuk mengurangi efek inhibisi langsung, karena jika ditambahkan
sekaligus bisa langsung menginhibisi lipase (Sharma et al., 2001). Metil ester
merupakan produk dari reaksi transesterifikasi itu sendiri, tetapi juga dapat
berperan sebagai inhibitor. Metil ester bertujuan untuk mengontrol laju reaksi atau
menghindari akumulasi produk yang dapat menyebabkan ketidakseimbangan
reaksi. Metil ester juga mampu mengubah lingkungan reaksi, dengan
memengaruhi aktivitas enzim secara tidak langsung (Iso et al., 2001).

Biodiesel dibuat melalui reaksi transesterifikasi, yaitu reaksi antara trigliserida
dan alkohol (metanol) dengan bantuan katalis (enzim lipase). Metanol yang tidak
ditambahkan dalam produksi biodiesel, maka tidak akan ada alkohol yang
berfungsi untuk bereaksi dengan trigliserida, sehingga tidak akan terbentuk metil
ester (biodiesel). Minyak yang menjadi bahan baku pembuatan biodiesel akan
tetap dalam bentuk trigliserida dan katalis yang dipakai utuh, sehingga dapat
dikatakan pembuatan biodiesel tanpa metanol hampir tidak mungkin (Meher et
al., 2006).

Enzim mampu menurunkan kebutuhan panas dan mempercepat reaksi. Enzim
akan hilang kestabilannya pada lingkungan pelarut organik seperti metanol
(Suhartono, 1989). Kholifah (2008) menyatakan penggunaan ekstrak metanol
dapat menghambat aktivitas kerja enzim lipase. Penggunaan minyak jelantah
sebagai substrat untuk sintesis metil ester dengan biokatalis ekstrak kasar lipase
menunjukan adanya penurunan aktivitas enzim yang signifikan, dimana semakin
meningkat substrat (metanol) yang ditambahkan, maka aktivitas lipase semakin
menurun. Penelitian Nurhaeni et al. (2017), yaitu pengujian ekstrak metanol daun
papaya (Carica papaya L) terhadap aktivitas enzim lipase menggunakan variasi
konsentrasi metanol 0%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5% didapatkan hasil konsentrasi terbaik
sebagai menghambat aktivitas enzim lipase adalah 2% dengan aktivitas 3,67 U/ml

menit.



Enzim lipase akan tidak aktif jika direaksikan dengan dengan metanol yang
berkonsentrasi tinggi, sehingga dalam prosesnya penambahan metanol dilakukan
secara bertahap (Amoah et al., 2016). Pengaruh katalis terhadap yield yang
dihasilkan yaitu semakin besar berat enzim maka semakin besar yield biodiesel
yang dihasilkan. Enzim Lipase merupakan enzim yang memiliki peran penting
dalam bioteknologi modern, dan terkenal memiliki aktivitas yang tinggi dalam
reaksi hidrolisis pada kimia sintesis (Nenobahan, 2020). Penelitian Aznury et al.
(2022) vyaitu pengaruh metanol dalam produksi biodiesel dari tamanu oil
menggunakan katalis lipase dengan variasi lipase 1%, 2%, 3%, 4%, dan 5%,
menunjukan hasil bahwa Yield tertinggi diperoleh pada katalis 4% dengan rasio
1:5 sebesar 87,67%. Pada rasio 1:3 didapat yield tertinggi pada katalis 5% sebesar
75,50%.

Penelitian-penelitian terdahulu menunjukkan bahwa penambahan inhibitor
metanol dan metil ester berpengaruh terhadap aktivitas enzim yang dihasilkan.
Penelitian tersebut belum mendapatkan variasi konsentrasi inhibitor metanol dan
metil ester terhadap aktivitas enzim lipase dari ekstrak kasar buah sawit over ripe.
Oleh karena itu, penelitian yang telah dilakukan sebelumnya dijadikan acuan
dalam penelitian ini agar dapat diketahui variasi konsentrasi inhibitor metanol dan

metil ester dalam penghambatan aktivitas enzim lipase.

1.4. Hipotesis

Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut.

1. Terdapat pengaruh penambahan inhibitor metanol dan metil ester terhadap
aktivitas enzim lipase dari buah sawit over ripe.

2. Terdapat variasi konsentrasi inhibitor metanol dan metil ester terhadap
aktivitas enzim lipase dari buah sawit over ripe.

3. Terdapat penghambatan aktivitas ekstrak kasar enzim lipase tertinggi

berdasarkan penambahan inhibitor metanol dan metil ester.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tanaman dan Buah Kelapa Sawit

Kelapa sawit (Elaeis guineensis Jack) merupakan salah satu tanaman perkebunan
penghasil minyak nabati yang telah menjadi komoditas pertanian utama dan
unggulan di Indonesia. Menurut Sunarko (2009), keberhasilan pertumbuhan
tanaman kelapa sawit sangat ditentukan oleh mutu bibit yang ditanam. Bibit yang
pertumbuhanya baik memiliki daya adaptasi yang tinggi di lapangan. Salah satu
faktor utama yang mempengaruh pertumbuhan bibit, yaitu media tanam. Kelapa
sawit dapat tumbuh pada berbagai jenis tanah, tetapi pertumbuhan optimal akan
tercapai jika sifat fisik dan kimia tanah yang terpenuhi, yaitu memiliki ketebalan
tanah lebih dari 75 cm, tidak berbatu agar perkembangan akar tidak terganggu,
drainase yang baik dan permukaan air tanah cukup dalam. Ketinggian lokasi
perkebunan kelapa sawit yang ideal berkisar antara 0-500 m dpl yang memiliki
curah hujan yang baik adalah 2000 — 2500 mm/tahun (Pahan, 2012).

Buah kelapa sawit merupakan bahan dasar dari minyak kelapa sawit yang
diperoleh dengan metode ekstraksi. Buah sawit terdiri dari dua bagian utama yaitu
perikarpium yang terdiri dari epikaprium dan mesokaprium, dan biji yang terdiri
dari endokaprium, endosperm, dan embrio. Epikaprium adalah kulit buah yang
keras dan licin, sedangkan mesokaprium yaitu daging buah yang berserabut dan
mengandung minyak dengan rendemen paling tinggi. Endokaprium merupakan
tempurung berwarna hitam dan keras. Endosperm atau disebut juga kernel
merupakan penghasil inti sawit, sedangkan embrio merupakan bakal tanaman
(Siradjuddin, 2015).



Tanaman kelapa sawit menghasilkan rata-rata 20 — 22 tandan buah setiap tahun.
Jumlah buah pertanda pada tanaman yang cukup tua mencapai 1.600 buah.
Panjang buah antara 2-5 cm dan berat sekitar 20 - 30 g/buah (Fauzi et al., 2012).
Buah muda berwarna hijau pucat. Semakin tua berubah menjadi hijau hitam
hingga kuning. Buah sawit yang masih mentah berwarna hitam (nigrescens),
beberapa diantaranya berwarna hijau (virescens). Buah sawit yang matang
berwarna merah kuning (oranye). Selanjutnya, buah matang akan rontok
(Sunarko, 2009). Tingkat kematangan buah sawit tersebut disajikan dari warna
fisiknya, kematangan juga dapat ditentukan secara kimia berdasarkan pada jumlah
asam lemak bebas (ALB) yang terkandung di dalamnya. Fraksi tingkat
kematangan buah sawit berdasarkan warna, jumlah brondolan, dan kadar ALB

disajikan dalam Tabel 1.

Tabel 1. Fraksi tingkat kematangan buah sawit

Kategori Warna Jumlah Warna Kadar Rendemen  Kadar

Buah Sawit  Brondolan Mesokarp  ALB (%) (%) Air (%)
Buah Sawit

Mentah Hitam 0 Kuning 0,4 22,5 86,9
Keunguan

Hampir Hitam 0-5 Kuning 0,8 23,5 59,0

Matang  Kejinggaan Kejinggaan

Matang Merah >10 Kuning 1,9 245 440
Kejinggan Kejinggaan

Terlalu Jingga >50% dari Kuning 3,2 24,3 24,6

Matang tandan Kejinggaan

(Sumber : Yanuardi et al., 2023; Misron et al., 2020; Hasibuan, 2020)

2.2. Minyak Sawit

Minyak sawit merupakan salah satu jenis minyak yang sering digunakan dalam
proses pengolahan pangan. Minyak sawit berasal dari ekstraksi mesokarp buah
kelapa sawit yang dilanjutkan ke tahap pemurnian dan fraksinasi (Yustina dan
Rahayu, 2014). Penelitian ini menggunakan minyak makan sawit sebagai substrat.
Minyak sawit banyak digunakan karena harganya yang murah, tersedia dalam

jumlah banyak, dan memiliki stabilitas terhadap oksidasi yang cukup tinggi



(Matthaus, 2007). Beberapa karakteristik yang dapat digunakan untuk menilai
mutu minyak, yaitu asam lemak bebas (ALB), bilangan peroksida, warna minyak,
bilangan asap, dan komposisi lemak. Konsentrasi asam lemak pada tiap jenis
minyak umumnya berbeda-beda, menurut penelitian Jacoeb et al. (2015) minyak
memiliki asam lemak dominan, asam lemak jenuh yang dominan yaitu asam
miristat (C14:0), asam palmitat (C18:0) dan asam stearat (C18:0). Asam lemak
tak jenuh tunggal yang dominan yaitu asam palmitoleat (C16:1) dan asam oleat

(C18:1). Konsentrasi asam lemak minyak sawit disajikan pada Tabel 2.

Tabel 2. Konsentrasi asam lemak pada minyak sawit

No Jenis Asam Lemak Konsentrasi Asam Lemak (%)
1.  Asam lemak jenuh

e Asam kaproat 0,4-0,6

e Asam kaprilat 6,9-94

e Asam kaprat 6,2-7,8

e Asam laurat 45,9 - 50,3

e Asam miristat 16,8 - 19,2

e Asam palmitat 7,7-97

e Asam streat 23-32

2. Asam lemak tidak jenuh
e Asam oleat 54-74
e Asam linoleat 13-21

(Sumber : Hambali et al., 2007)

2.3. Enzim

Enzim adalah protein alami yang diproduksi dalam jumlah kecil oleh makhluk
hidup (bakteri, tanaman, dan hewan) dan berfungsi sebagai katalis biokimia yang
sangat selektif untuk mengkonversi satu molekul ke bentuk molekul lainnya.
Enzim sangat penting untuk kehidupan karena enzim dapat mempercepat reaksi
metabolisme dan tidak mengubah struktur pada enzim tersebut saat reaksi
berlangsung. Enzim diketahui sangat sensitive terhadap perubahan kondisi
lingkungan dan berfungsi pada rentang suhu tertentu dan pH (Al-Baarri et al.,
2016). Enzim tersusun atas protein dibuktikan dengan analisis kristalografi sinar
X. Enzim dapat di susun dengan protein saja maupun protein kompleks, dan juga
kombinasi antara protein (apoprotein) dan kofaktor (Sutrisno, 2017). Skematik



diagram enzim sederhana dan

dan Gambar 2.

Situs Aktif

Substrat Produk
\ 4
+ Protein ‘ '
+

-— .

Enzim Enzim-substrat Enzim
kompleks

Gambar 1. Skema diagram enzim sederhana tanpa kofaktor

(Sumber : Sutrisno, 2017)
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Gambar 2. Skema diagram enzim dengan kofaktor

(Sumber : Sutrisno, 2017)

10

enzim dengan kofaktor disajikan pada Gambar 1

Enzim berfungsi sebagai katalis dengan mempercepat suatu reaksi terjadi. Enzim

tidak mengalami perubahan struktur secara permanen, bersifat reversibel, dan

dapat mengkatalisis beberapa reaksi. Enzim merupakan biokatalisator dalam

sistem kehidupan, dengan enzim kecepatan reaksi bisa dipercepat dibandingkan

dengan reaksi tanpa melibatkan enzim. Enzim mampu mempercepat reaksi

dengan kondisi sedang (tidak ekstrim). Enzim mengkatalisis reaksi dengan tanpa

mengalami perubahan yang permanen selama proses katalis, sehingga enzim yang
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telah menghasilkan produk akan bereaksi kembali dengan substrat menghasilkan
produk secara berulang-ulang hingga rekasi selesai.

Enzim merupakan biokatalis yang memiliki sifat-sifat unik, tetap aktif meskipun
dalam jumlah yang sangat kecil dan memiliki aksi katalitik yang bersifat spesifik.
Sifat enzim yang spesifik begitu penting dan menjadi kelebihan enzim
dibandingkan dengan katalisator kimia. Sifat enzim yang spesifik ditunjukkan
dengan dua model, yaitu model gembok-kunci (lock and key) dan model induced
fit. Model gembok-kunci, enzim berinteraksi dengan substrat membentuk
kompleks enzim-substrat, seperti interaksi kunci (substrat) yang masuk ke dalam
gembok (enzim). Model induced fit, situs enzim aktif bersifat tidak kaku atau
fleksibel, substrat menginduksi situs enzim untuk menyesuaikan dengan bentuk

substrat yang ada sehingga tercipta kompleks enzim-substrat (Sutrisno, 2017).

2.4. Mekanisme Kerja Enzim

Fungsi suatu enzim adalah sebagai katalis untuk proses biokimia yang terjadi
dalam sel maupun di luar sel. Suatu enzim dapat mempercepat reaksi 108 sampai
10! Kkali lebih cepat daripada apabila reaksi tersebut dilakukan tanpa katalis. Jadi
enzim dapat berfungsi sebagai katalis yang sangat efisien, di samping itu
mempunyai derajat kekhasan yang tinggi (Poedjiadi, 2006). Enzim berfungsi
sebagai katalis untuk mempercepat atau meningkatkan kecepatan reaksi kimia
dengan jalan menurunkan energi aktivasinya. Kecepatan reaksi kimia dapat
ditingkatkan dengan dilakukan peningkatan suhu reaksi. Enzim mempunyai
kekhasan yaitu hanya bekerja pada satu reaksi saja. Suatu enzim mempunyai
ukuran yang lebih besar daripada substratnya. Oleh karena itu tidak seluruh
bagian enzim dapat berhubungan dengan substrat, bagian enzim yang

mengadakan hubungan dengan substrat disebut bagian aktif (Poedjiadi, 2006).

Enzim bekerja dengan mengurangi energi aktivasi dari substrat tertentu.

Mekanisme kerja enzim vyaitu dengan terikat sementara ke substrat untuk
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membentuk sebuah kompleks enzim substrat yang lebih tidak stabil, dibandingkan
substrat yang berdiri sendiri. Selama berlangsungnya reaksi, enzim dilepaskan
dalam keadaan tidak berubah. Pelepasan enzim tetap utuh sehingga bisa terus
bereaksi dan menyebabkan enzim tetap efektif meski dalam jumlah yang sangat
kecil. Kegiatan enzim dapat berlangsung dengan baik jika kondisi lingkungannya

mendukung.

Cara kerja enzim terhadap substrat adalah dengan teori lock and key serta dengan
teori kecocokan induksi (Induced Fit) diantara kedua teori ini memiliki kesamaan
yaitu sifat ikatan substrat dan enzim adalah ikatan sementara dan akan segera
terlepas setelah reaksi terjadi (Victor, 2014). Model kunci dan anak kunci
menerangkan adanya kespesifikan suatu enzim. Kecocokan induksi reaksi antara
enzim dengan substrat berlangsung karena adanya induksi substrat terhadap sisi
aktif enzim sedemikian rupa sehingga keduanya merupakan struktur yang
komplemen atau saling melengkapi. Model induced fit bereaksi antara enzim
dengan substrat berlangsung karena adanya induksi substrat terhadap sisi aktif
enzim sedemikian rupa sehingga keduanya merupakan struktur yang komplemen
atau saling melengkapi. Teori induced-fit dapat menjelaskan pengaruh suatu

inhibitor bersifat kompetitif atau non kompetitif disajikan pada Gambar 3.
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Gambar 3. llustrasi teori lock and key dan induced fit
(Sumber : Susanti, 2018)
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2.5. Faktor yang Memengaruhi Aktivitas Enzim

Kemampuan atau kerja enzim dalam mengkatalisis reaksi kimia dipengaruhi oleh
banyak faktor, seperti suhu, pH, waktu inkubasi, konsentrasi substrat dan enzim,

aktivator, serta inhibitor.

2.5.1.Suhu

Suhu merupakan faktor penting yang sangat memengaruhi aktivitas kerja enzim.
Enzim memiliki suhu optimal yang akan menunjukkan aktivitas katalitik
maksimum. Aktivitas enzim akan terus meningkat sampai batas suhu tertentu.
Batas suhu tersebut dinamakan suhu optimum, suhu yang paling tepat bagi suatu
reaksi yang menggunakan enzim. Peningkatan suhu secara umum akan
meningkatkan kecepatan reaksi kimia enzim, tetapi kenaikan suhu yang terlalu
tinggi akan menyebabkan terjadinya denaturasi enzim yaitu berubahnya struktur
protein enzim, sehingga menyebabkan terjadinya penurunan kecepatan reaksi
yang dianalisis enzim tersebut (Saropah et al., 2012). Pada suhu tinggi laju reaksi
akan tinggi juga, begitu pun dengan tekanannya. Pada suhu rendah aktivitas enzim
akan sangat rendah karena energi kinetik yang sangat kecil (Noviyanti et al.,
2012). Suhu yang tinggi dapat mempercepat gerak molekul. Namun demikian,
penggunaan suhu tidak selamanya baik dan tepat, karena tidak semua senyawa
(reaktan) dapat tahan terhadap suhu yang tinggi. Selain dapat merusak reaktan,

penggunaan suhu tinggi juga mengakibatkan biaya proses yang lebih besar.

2.5.2.pH

Tiap enzim memerlukan pH atau tingkat keasaman optimum yang berbeda, karena
enzim adalah protein yang dapat mengalami perubahan bentuk jika tingkat
keasaman berubah. Faktor pH merupakan salah satu faktor yang dapat
mempengaruhi aktivitas enzim, dimana protein enzim akan mengalami denaturasi
pada pH ekstrim tinggi atau rendah, dan juga dapat menyebabkan perubahan

muatan pada enzim dan substrat. Perubahan pH lingkungan akan berpengaruh
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terhadap efektivitas bagian aktif enzim dalam membentuk kompleks enzim
substrat. Selain pH, faktor ini juga dapat menyebabkan proses denaturasi yang
mengakibatkan penurunan aktivitas enzim. Pada suatu pH tertentu atau daerah pH
yang dapat menyebabkan kecepatan reaksi paling tinggi, maka pH tersebut

dinamakan pH optimum. (Poedjiadi, 2006).

2.5.3.Waktu

Aktivitas enzim dapat dipengaruhi oleh waktu inkubasi, yaitu waktu yang
dibutuhkan oleh enzim untuk berikatan dengan substrat. Penambahan waktu
inkubasi akan meningkatkan aktivitas ekstrak kasar enzim. Sisi aktif enzim dalam
mengikat substrat secara optimum membutuhkan waktu yang cukup. Aktivitas
enzim yang belum optimal dalam membentuk kompleks enzim-substrat, maka
perlu waktu untuk melepas produk dan jika proses enzimatis ini dihentikan maka
produk yang dihasilkan belum optimal. Sebaliknya apabila waktu reaksi enzimatis
sudah mencapai optimum dalam menghasilkan produk yang maksimum, dengan
penambahan waktu inkubasi semakin lama aktivitas enzim akan mengalami
penurunan. Produk yang dihasilkan dari reaksi enzimatis sebanding dengan lama
waktu inkubasi, tetapi jika sisi aktif enzim telah jenuh oleh substrat, maka
penambahan waktu inkubasi kurang berpengaruh terhadap jumlah produk, dimana
produk yang dihasilkan hanya mengalami peningkatan yang relatif kecil (Susanti,
2012).

2.5.4. Konsentrasi Substrat dan Enzim

Kecepatan suatu reaksi yang menggunakan enzim tergantung pada konsentrasi
enzim tersebut. Pada suatu konsentrasi substrat tertentu, kecepatan reaksi
bertambah dengan bertambahnya konsentrasi enzim. Dengan kata lain, semakin
tinggi konsentrasi enzimnya maka semakin besar pula aktivitas enzim tersebut.
Adanya konsentrasi enzim yang tetap, maka pertambahan konsentrasi substrat
akan menaikkan kecepatan reaksi (Poedjiadi, 2006). Akan tetapi pada batas

konsentrasi tertentu, tidak terjadi kenaikan kecepatan reaksi walaupun konsentrasi



15

substrat diperbesar. Hal ini dikarenakan, untuk dapat membentuk kompleks
enzim-substrat diperlukan adanya kontak antara enzim dengan substrat.

2.5.5. Aktivator

Senyawa atau ion yang dapat mempercepat proses enzimatik dikenal sebagai
aktivator. Aktivator enzim merupakan senyawa atau zat yang dapat meningkatkan
aktivitas enzim dalam mengkatalisis reaksi hidrolisis protein oleh enzim (Rongan,
2024). Enzim membutuhkan aktivator untuk meningkatkan aktivitasnya. Biasanya
aktivator berupa bahan anorganik yang berupa ion serta juga dapat berbentuk
bahan organik yang biasanya disebut sebagai koenzim.

2.5.6. Inhibitor

Inhibitor merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi kerja enzim. Inhibitor
atau zat penghambat ialah suatu senyawaan, ion, logam, yang menghambat
aktivitas kerja enzimatik. Molekul inhibitor dapat berupa modifikasi gugus fungsi
pada molekul enzim, molekul yang mirip dengan substrat. Inhibitor dapat
mengurangi peluang bagi terbentuknya kompleks enzim substrat dan hal ini

menyebabkan berkurangnya kecepatan reaksi (Poedjiadi, 2006).

Inhibitor dapat dihambat secara reversibel dan ireversibel. Ireversibel merupakan
penghambatan kerja enzim dengan pembentukan atau pemecahan ikatan kovalen
dalam enzim. Inhibitor ireversibel menonaktifkan enzim dengan mengikat ke sisi
aktifnya dengan ikatan kovalen yang kuat. Inhibitor ireversibel secara permanen
menonaktifkan enzim. Inhibitor ireversibel tidak menyerupai substrat sehingga
penambahan substrat berlebih tidak membalik proses ini. Sedangkan inhibitor
reversibel terbagi atas dua yakni kompetitif dan non kompetitif. Inhibitor
kompetitif bersaing dengan substrat untuk terikat pada sisi aktif. Biasanya
inhibitor kompetitif menyerupai substrat dan mengikat enzim membentuk

kompleks enzim-substrat. Inhibitor ini dapat dicegah dengan penambahan
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substrat. Inhibitor non kompetitif mengikat enzim di tempat lain selain sisi aktif.
Inhibitor non kompetitif tidak bersaing langsung dengan substrat, tetapi dengan
mengubah struktur enzim agar tidak dapat berikatan dengan substrat (Fikri et al.,
2014).

2.6. Enzim Lipase

Enzim lipase atau asilgliserol hidrolase (E.C 3.1.1.3) adalah enzim yang mampu
menghidrolisis trigliserida rantai panjang. Enzim lipase termasuk dalam enzim
induktif yang sangat dipengaruhi oleh adanya konsentrasi minyak atau lemak di
dalam substrat (Sarjono et al., 2022). Salah satu karakteristik utama dari lipase,
yaitu enzim ini dapat bekerja pada lapisan antar muka karena adanya perbedaan
kepolaran antara lipase dengan substrat yang dikatalisisnya. Lipase cenderung
bersifat polar, sedangkan substratnya berupa senyawa non polar, sehingga lipase
bekerja pada bagian antar muka antara fasa yang larut dalam air dan fasa minyak
dari substratnya (Dali et al., 2010). Lipase merupakan protein kompleks yang
berfungsi sebagai biokatalisator. Fungsi enzim sebagai biokatalisator yaitu
mempercepat reaksi dengan cara menurunkan energi aktivasi sehingga reaksi
dapat berlangsung lebih cepat pada suhu atau kondisi normal. Enzim lipase
merupakan enzim hidrolase yang berfungsi sebagai biokatalis dalam hidrolisis
lemak mono-, di-, dan trigliserida menghasilkan asam lemak bebas dan gliserol.

Reaksi hidrolisis oleh enzim lipase disajikan pada Gambar 4.
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Gambar 4. Reaksi hidrolisis oleh enzim lipase
(Sumber : Sarjono et al., 2022)

2.7. Pemanfaatan Enzim Lipase

Enzim memegang peranan penting dalam dunia industri seperti industri tekstil,
detergen, bahan pangan, dan minuman, bahan kimia, obat-obatan dan industri
kulit. Pemanfaatan enzim yang berasal dari mikroorganisme lebih menguntungkan
karena lebih mudah berkembang biak dalam waktu yang relatif singkat dan tidak
memerlukan tempat yang luas, termasuk enzim lipase. Lipase atau disebut juga
triasilgliserol hidrolase, merupakan enzim yang penting dalam bidang
bioteknologi, dan memiliki banyak aplikasi di bidang industri. Kelebihan metode
dengan menggunakan enzim lipase yaitu mudahnya dalam pemisahan gliserol
yang dihasilkan sebagai produk samping dan pemurnian dilakukan dengan
sederhana. Kelemahan dari penggunaan enzim lipase adalah terjadinya inaktivasi
enzim oleh metanol selama reaksi transesterifikasi sehingga methanol harus
ditambahkan secara bertahap (Mumtaz et al., 2017). Lipase mampu mengkatalisis
reaksi esterifikasi dan transesterifikasi (Sholeha dan Agustini, 2021).

Reaksi esterifikasi merupakan reaksi antara asam lemak bebas dan metanol
dengan katalis enzim sehingga menghasilkan metil ester (biodiesel) dan air
(Jayaraman et al., 2020). Esterifikasi merupakan proses mereaksikan asam

karboksilat dengan alkohol rantai pendek (metanol atau etanol) untuk
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menghasilkan fatty acid methyl ester (FAME) dengan produk samping berupa air
(Prihanto dan Rahayu, 2015). Esterifikasi asam lemak bebas langkah untuk awal
mengurangi asam lemak bebas yang dikonversi menjadi metil ester. Esterifikasi
asam lemak bebas dan methanol dilakukan dengan katalis asam yang akan
berlangsung dengan cepat, hasil yang diperoleh adalah campuran trigliserida
dengan metil ester (Van Gerpen et al.,2004). Katalis asam yang biasa digunakan
dalam reaksi esterifikasi adalah H2SO4. Menurut Talukder et al. (2010), katalis
asam mampu secara simultan mengkatalisis esterifikasi asam lemak dan
metanolisis trigliserida. Esterifikasi merupakan reaksi bolak-balik yang relatif
lambat, sehingga untuk mempercepat jalannya reaksi dan meningkatkan hasil,
dilakukan pengadukan yang baik, penembahan katalis untuk menurunkan energi
aktivasi dan pemberian reakstan yang berlebihan agar reaksi bergeser ke arah

kanan. Persamaan reaksi dan mekanisme esterifikasi disajikan pada Gambar 5.
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Gambar 5. Persamaan reaksi dan mekanisme esterifikasi
(Sumber : Canacki dan Gerpen, 1999)

Transesterifikasi adalah suatu reaksi yang menghasilkan ester dimana salah satu
pereaksinya juga merupakan senyawa ester. Reaksi antara minyak (trigliserida)

dan alkohol adalah merupakan reaksi transesterifikasi (Darnoko dan Cheryan,



19

2000). Metode transeaterifikasi juga memiliki keterbatasan yaitu sensitif terhadap
kemurnian dari reaktan, kadar asam lemak bebas (ALB), dan kandungan air
reaktan. Transesterifikasi merupakan proses transformasi kimia molekul
trigliserida yang besar, bercabang dari minyak nabati dan lemak menjadi molekul
yang lebih kecil, molekul rantai lurus, dan hampir sama dengan molekul dalam
bahan bakar diesel. Minyak nabati atau lemak hewani bereaksi dengan alkohol
(biasanya metanol) dengan bantuan katalis (biasanya basa) yang menghasilkan
alkil ester (atau untuk metanol, metil ester) (Ishag, 2021). Persamaan reaksi dan

mekanisme transesterifikasi disajikan pada Gambar 6.
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Gambar 6. Persamaan reaksi dan mekanisme transesterifikasi
(Sumber : Canacki dan Gerpen, 1999)
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2.8. Aktivitas Enzim Lipase

Aktivitas enzim lipase menyatakan jumlah enzim yang mampu menghidrolisis
sejumlah lemak dan minyak dalam satu satuan waktu. Satu unit lipase per ml
(U/ml) menyatakan banyaknya enzim lipase yang dapat melepaskan 1 U (1 x 10°
mol) asam lemak bebas per menit (Murni et al., 2011). Cara menentukan aktivitas

enzim lipase pada penelitian ini dengan menggunakan metode titrimetri.

Metode titrimetri merupakan metode kuantitatif dimana larutan baku dan larutan
yang dititrasi digunakan suatu zat kimia yang dikenal sebagai indikator dengan
adanya perubahan warna dan campuran homogeny (Wibisono, 2018). Batas titrasi
ditandai dengan penambahan indikator fenolftalein (PP) yang akan memberikan
perubahan warna dari tidak berwarna menjadi warna merah muda yang bertahan
selama 30 detik. Nilai aktivitas lipase dihitung berdasarkan selisih volume titran
sampel dengan blanko (standar). Titrasi dilakukan setelah campuran enzim dan
substrat diinkubasi dan dihentikan reaksinya dengan penambahan larutan
campuran aseton dan etanol (1:1), tetapi pada penelitian ini pemberhentian
aktivitasnya dilakukan dengan cara memasukan campuran enzim dan substrat ke
dalam lemari pendingin. Metode titrimetri ini banyak digunakan karena
kemudahan dan keakuratannya.



I11. METODOLOGI

3.1. Tempat dan Waktu

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Analisis Kimia dan Biokimia Hasil
Pertanian dan Laboratorium Pengelolaan Limbah Agroindustri Jurusan Teknologi
Hasil Pertanian Fakultas Pertanian Universitas Lampung pada bulan Desember

2024 sampai dengan Februari 2025.

3.2. Bahan dan Alat

Bahan baku yang digunakan pada penelitian ini adalah buah sawit over ripe dan
minyak goreng sawit. Bahan-bahan lainnya adalah larutan buffer pH 7, metanol,
aseton, etanol, NaOH, indikator phenolpetalien (PP). Alat-alat yang digunakan
pada penelitian ini adalah gelas beaker 50 ml; 100 ml; dan 500 ml, gelas ukur 25
ml; 50 ml; dan 100 ml, labu Erlenmeyer 250 ml, blender, labu destilasi, labu tiga
leher, hot plate, magnetic stirrer, timbangan analitik, oven, desikator, cawan
porselen, pipet tetes, pipet gondok, termometer, kertas saring, corong pisah,
corong gelas, buret, statif dan klem, alumunioum foil, centrifuge, dan waterbath

shaker.

3.3. Metode Penelitian

Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan Rancangan Acak Kelompok
Lengkap (RAKL) disusun secara faktorial 2x4x3 dalam taraf berbeda. Faktor
metanol terdiri dari dua taraf yaitu 0% (M1) dan 2% (M2). Faktor rasio metil ester
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terdiri dari 4 taraf yaitu 0% (E1), 2% (E2), 4% (E3), 6% (E4). Kedua faktor
dikombinasikan sehingga diperoleh 8 perlakuan (t), dengan jumlah ulangan (r)
(t-1) (r-1) > 15, (9-1) (r-1) > 15, sehingga setidaknya terdapat 3 (tiga)

ulangan. Total pengulangan keseleruhan adalah 24 perlakuan. Kombinasi antar

perlakuan disajikan pada Tabel 3.

Tabel 3. Kombinasi perlakuan

Metil Ester
Metanol
0% (E1) 2% (E2) 4% (E3) 6% (E4)
0% (M1) E1M1 E2M1 E3M1 E4M1
2% (M2) E1M2 E2M2 E3M2 E4M2

Data yang dihasilkan akan dilakukan analisis ragam untuk memperoleh penduga
ragam galat dan uji signifikansi untuk mengetahui pengaruh antara perlakuan.
Kemudian, untuk mengetahui perlakuan terbaik dilakukan uji lanjut dengan

Ortogonal Polinomial (OP).

3.4. Pelaksanaan Penelitian

3.4.1. Karakterisasi Minyak Sawit

1. Analisis kadar air

Prosedur penentuan kadar air merujuk pada penelitian Lesteri et al. (2018),
menggunakan oven dengan pemanasan suhu 105°C selama 30 menit dan
dimasukkan ke dalam desikator kurang lebih selama 20 menit, kemudian
ditimbang dengan neraca analitik untuk mendapatkan berat awal (WO0) dari
cawan yang digunakan, selanjutnya masukkan 1-5 g sampel minyak ke dalam
cawan lalu ditimbang (W1). Panaskan sampel ke dalam oven pada suhu 105°C
selama 3 jam. Selanjutnya cawan berisi sampel didinginkan di dalam desikator

selama 20 menit kemudian timbang (W2). Prosedur diulang sebanyak tiga kali
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hingga diperoleh bobot tetap. Hitung kadar air dengan menggunakan rumus
berikut.

W1-1W2
- 0 1
Kadar Air WIWo 100% ... (1)
Keterangan:
W0 = Bobot cawan kosong dan tutupnya (g)
w1 = Bobot cawan, tutupnya + sampel sebelum dikeringkan (g)
W2 = Bobot cawan, tutupnya + sampel setelah dikeringkan (g)

. Analisis kadar asam lemak bebas

Analisis kadar asam lemak bebas dilakukan mengikuti SNI-7709-2019 dengan
proses titrimetri. Prinsip analisis kadar asam lemak bebas yaitu pelarutan
sampel dalam pelarut organik. Prosedur kerja diawali dengan ditimbang
sebanyak 28-56 g minyak jelantah, dimasukkan ke labu Erlenmeyer 250 ml dan
ditambahkan 50 ml etanol 95% hangat. Kemudian, ditambahkan 5 tetes
indikator fenolftalein dan dilakukan titrasi menggunakan larutan titar (KOH 0,1
N) dengan cara mengoyangkan labu Erlenmeyer hingga terjadi perubahan
warna menjadi merah muda yang stabil minimal 30 detik. Dicatat volume
larutan NaOH yang diperlukan. Perhitungan kadar asam lemak bebas dilakukan

menggunakan rumus berikut:

256 NwWV
Kadar Asam Lemak Bebas = —w X 100% ... (2)
Keterangan:
25,6 = Konstanta untuk menghitung kadar ALB sebagai asam palmitat
N = Normalitas NaOH
Vv = Volume NaOH (ml)

W = Bobot sampel (g)
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3.4.2. lsolasi Ekstrak Kasar Enzim Lipase Buah Sawit

Proses isolasi ekstrak kasar enzim lipase buah sawit dilakukan berdasarkan
penelitian Pomeistia dan Bayani (2021) yang dimodifikasi. Persiapan isolasi
ekstrak kasar enzim lipase buah sawit dilakukan dengan tahap awal ditimbang
buah sawit sebanyak 20 g, kemudian dicampurkan buffer fosfat 0,05 M pH 7
sebanyak 40 ml dan dihaluskan dengan cara ditumbuk menggunakan cawan
porselen, kemudian didiamkan selama 30 menit. Lalu, disaring menggunakan
kertas saring untuk memisahkan residu, selanjutnya dilakukan proses pemisahan
menggunakan centrifuge dengan kecepatan 10.000 rpm dengan suhu 40°C selama
30 menit sehingga dihasilkan ekstrak kasar enzim lipase. Prosedur kerja pada

isolasi ekstrak kasar enzim lipase buah sawit disajikan pada Gambar 7.

Buah Sawit
over ripe 20g

Buffer fosfat
0,05 M pH 7
40 ml

—> Pencampuran dan penghalusan

Diamkan selama 30 menit

v

Penyaringan menggunakan kertas saring 9

Proses pemisahan dengan centrifuge
(10.000 rpm, T = 40°C, t = 30 menit)

Ekstrak kasar
enzim lipase

Gambar 7. Diagram alir isolasi ekstrak kasar enzim lipase buah sawit over ripe
(Sumber : Pomeistia dan Bayani, 2021 yang dimodifikasi)
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3.4.3. Daya Hambat Enzim Lipase

Penelitian inti dilakukan dengan penambahan inhibitor metanol dan metil ester.
Prosedur kerja diawali dengan disiapkan ekstrak kasar enzim lipase 10 ml yang
dimasukkan kedalam Erlenmeyer dan ditambahkan 10 ml buffer fosfat 0,05 M pH
7 ml dan 20 ml minyak goreng, kemudian masukkan metanol dengan variasi
konsentrasi yaitu 0% dan 2%, juga metil ester dengan variasi 0%, 2%, 4%, 6%
lalu lakukan pengadukan. Setelah itu, diinkubasi dalam waterbath shaker pada
suhu 40°C selama 60 menit, setelah selesai inkubasi ekstrak kasar enzim lipase
tersebut langsung dimasukan ke dalam lemari pendingin selama 20 menit.
Selanjutnya dilakukan pengujian aktivitas ekstrak kasar enzim lipase. Diagram
alir penambahan inhibitor metanol dan metil ester terhadap aktivasi ekstrak kasar

enzim lipase dari buah sawit over ripe disajikan pada Gambar 8.

Ekstrak kasar
enzim lipase
10 ml

10ml buffer fosfat
0,05 M pH 7 dan 20
ml minyak goreng
sawit, metanol
konsentrasi 0%,
2%, metil ester 0%,
2%, 4%, 6%

Pengadukan

v

Proses inkubasi dalam waterbath shaker
(T =30°C, t = 60 menit)

N\

Masukkan ke lemari pendingin
(t = 20 menit)

Ekstrak kasar
enzim lipase

Pengujian Aktivitas Ekstrak Kasar
Enzim Lipase

Gambar 8. Diagram alir penelitian inti
(Sumber : Nenobahan et al., 2020 yang dimodifikasi)
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3.5.  Aktivitas Ekstrak Kasar Enzim Lipase

Uji aktivitas lipase dilakukan dengan metode titrimetri (titrasi asam basa) menurut
penelitian Hendrik et al. (2020). Sampel hasil hidrolisis ditambahkan indikator
phenolptalien sebanyak 5 (lima) tetes, kemudian dititrasi dengan NaOH 0,05 M
sampai terjadi perubahan warna menjadi merah muda, dengan ulangan sebanyak 3
(tiga) kali. Akivitas lipase menyatakan jumlah enzim yang mampu menghidrolisis
jumlah lemak dan minyak dalam satuan waktu. Penentuan blanko dilakukan
dengan komposisi larutan yang sama, tetapi tidak diinkubasi dalam waterbath
shaker sehingga langsung blanko langsung dimasukkan ke dalam lemari
pendingin, lalu titrasi dengan prosedur yang sama dengan analisis sampel.

Aktivitas ekstrak kasar enzim lipase buah sawit dapat dihitung dengan rumus:

o . (" sampel —Vblankao) x N x 1000
Aktivitas Enzim = - ©)
Venzim =1

Keterangan :

V sampel : Volume NaOH sampel (ml)
V blanko : Volume NaOH blanko (ml)
N : Normalitas NaOH

V enzim : Volume enzim (ml)

t : Waktu inkubasi (menit)

1000 : Nilai konversi dari mmol ke dalam satuan U



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Kesimpulan yang diperoleh dari hasil penelitian yang telah dilakukan adalah

sebagai berikut ;

1. Variabel metil ester dan metanol berpengaruh nyata terhadap penghambatan
aktivitas ekstrak kasar enzim lipase dari buah sawit over ripe.

2. Konsentrasi metil ester dan metanol tertinggi sebagai penghambat aktivitas
enzim lipase pada perlakuan metanol 0% yaitu pada konsentrasi 1,65% dengan
aktivitas yang terhambat menjadi 1,29 U/ml dan pada perlakuan metanol 2%
yaitu pada konsentrasi 5,06% dengan aktivitas yang terhambat menjadi 0,97
U/ml.

3. Penghambatan aktivitas ekstrak kasar enzim lipase tertinggi pada perlakuan
penambahan inhibitor metil ester 6% dengan metanol 2% yaitu sebesar 0,97
U/ml.

5.2. Saran

Penelitian lebih lanjut yang dapat dilakukan mengenai pengaruh penambahan
inhibitor terhadap aktivitas kasar enzim lipase dari buah sawit over ripe. Selain
itu, pada penelitian selanjutnya disarankan untuk melakukan pemurnian ekstrak
kasar enzim lipase untuk mendapatkan aktivitas enzim yang lebih tinggi.
Melakukan variasi konsentrasi apabila menggunakan inhibitor metil ester dan

metanol.
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