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ABSTRACT

PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF LIPASE ENZYME
FROM Bacillus cereus ALP E1 AND CATALYSIS TEST IN
TRANSESTERIFICATION REACTIONS

By

NINDY NOVITA SARI

Lipase is a hydrolase enzyme capable of catalyzing reactions such as
esterification, transesterification, hydrolysis, alcoholysis, acidolysis, aminolysis,
and interesterification. Lipase has broad industrial applications but exploration of
new lipases from Bacillus cereus is still limited. This study aims to obtain lipase
enzymes from B. cereus ALP El, purify, characterize enzymes, and determine
catalytic ability of lipase in transesterification reactions.

Lipase enzyme production used the submerged fermentation method, then
purification by ammonium sulfate fractionation and dialysis. Lipase enzyme
activity was analyzed by UV-Vis spectrophotometry and protein content by the
Lowry method. Characterization was carried out on several parameters, including
pH, temperature, substrate variation, surfactants, metal ions, and organic solvents.
After that, the catalytic ability of the lipase enzyme in the transesterification
reaction was tested.

The results of lipase enzyme production from B. cereus ALP E1 using
optimum conditions of pH 7, 8% Palm Oil Mill Effluent (POME) substrate, 155
rpm agitation, and 72 hours growth time obtained a specific activity of 2525.34
U/mg. Purification with 20-90% ammonium sulfate fraction and dialysis obtained
specific activities of 12,520.22 U/mg and 31,083.14 U/mg. SDS-PAGE analysis
showed a dominant protein band with a molecular weight of 55 kDa. The
characteristics of the lipase enzyme showed optimum activity at pH 5, a temperature
of 40°C, the optimum substrate p-Nitrophenyl palmitate. The addition of Tween 20
surfactant, Ba®" ion, and organic solvent chloroform increased the relative activity
of the lipase enzyme. Transesterification test using lipase catalyst produced oleate
compounds and loss of trilaurin. Based on these results, it can be concluded that
lipase from B. cereus ALP E1 has the potential to be used in industrial applications.

Keywords: B. cereus ALP E1, characterization, lipase, purification,
transesterification.



ABSTRAK

PRODUKSI DAN KARAKTERISASI ENZIM LIPASE DARI
Bacillus cereus ALP E1 SERTA UJI KATALISIS DALAM REAKSI
TRANSESTERIFIKASI

Oleh

NINDY NOVITA SARI

Lipase adalah salah satu enzim hidrolase yang memiliki kemampuan
mengkatalisis reaksi seperti, esterifikasi, transesterifikasi, hidrolisis, alkoholisis,
asidolisis, aminolisis, dan interesterifikasi. Lipase memiliki aplikasi luas di bidang
industri, namun eksplorasi lipase baru dari Bacillus cereus masih terbatas.
Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan enzim lipase dari B. cereus ALP El,
memurnikan dan mengkarakterisasi enzim, serta mengetahui kemampuan katalisis
lipase dalam reaksi transesterifikasi.

Produksi enzim lipase menggunakan metode submerged fermentation,
kemudian dimurnikan dengan metode fraksinasi amonium sulfat dan dialisis.
Aktivitas enzim lipase dianalisis dengan metode spektrofotometri UV-Vis dan
kadar protein dengan metode Lowry. Karakterisasi dilakukan pada beberapa
parameter diantaranya: pH, suhu, variasi substrat, surfaktan, ion logam, dan pelarut
organik. Setelah itu dilakukan uji kemampuan katalisis dari enzim lipase dalam
reaksi transesterifikasi.

Hasil produksi enzim lipase dari B. cereus ALP E1 menggunakan kondisi
optimum pH 7, substrat Palm Oil Mill Effluent (POME) 8%, agitasi 155 rpm, dan
waktu pertumbuhan 72 jam didapatkan aktivitas spesifik 2525,34 U/mg. Pada
pemurnian dengan fraksi amonium sulfat 20-90% dan dialisis didapatkan aktivitas
spesifik sebesar 12.520,22 U/mg dan 31.083,14 U/mg. Analisis SDS-PAGE
memperlihatkan pita protein dominan dengan berat molekul 55 kDa. Karakteristik
enzim lipase menunjukkan aktivitas optimum pada pH 5, suhu 40°C, substrat
optimum p-Nitrofenil palmitat. Penambahan surfaktan Tween 20, ion Ba*", dan
pelarut organik kloroform meningkatkan aktivitas relatif enzim lipase. Uji
transesterifikasi menggunakan katalis lipase menghasilkan senyawa oleat dan
hilangnya trilaurin. Berdasarkan hasil tersebut dapat disimpulkan bahwa lipase dari
B. cereus ALP E1 berpotensi digunakan dalam aplikasi industri.

Keywords: B. cereus ALP E1, karakterisasi, lipase, pemurnian, transesterifikasi.
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Lipase adalah salah satu enzim hidrolase yang paling banyak dibutuhkan pada
bidang industri. Lipase memiliki kemampuan mengkatalisis pemecahan
trigliserida menjadi asam lemak bebas dan gliserol, serta mengkatalisis reaksi
lainnya seperti reaksi esterifikasi, transesterifikasi, hidrolisis, alkoholisis,
asidolisis, aminolisis, dan interesterifikasi (Ali et al., 2023; Jayaraman ef al.,
2020; and Kim et al., 2023). Karena kemudahannya digunakan dalam berbagai
reaksi, maka enzim lipase banyak dimanfaatkan dalam berbagai bidang industri
seperti industri deterjen, kertas, minyak dan lemak, kosmetik, farmasi, dan
makanan. Aplikasi lipase lainnya yakni dalam biosensor, biodiesel, aplikasi

biomedis, pestisida, dan bioremediasi (Ali et al., 2023).

Enzim lipase dapat diperoleh dari berbagai sumber seperti tumbuhan, hewan, dan
mikroorganisme. Enzim dari mikroorganisme lebih banyak dipelajari karena
sifatnya yang ramah lingkungan dan dapat diproduksi dengan metode fermentasi
pada substrat yang ekonomis, kondisi pertumbuhan yang dapat dikendalikan, dan
menghasilkan enzim dengan aktivitas yang tinggi (Chandra et al., 2020).
Beberapa mikroorganisme penghasil lipase di antaranya bakteri, jamur, dan ragi.
Enzim dari mikroorganisme seperti bakteri lebih menguntungkan karena memiliki
sifat yang khas dan dapat diproduksi berkelanjutan yang tidak dipengaruhi oleh
musim, aktivitas yang dihasilkan tinggi, dan stabilitas yang baik (Thabet ef al.,
2023). Mikroorganisme penghasil lipase dengan aktivitas tinggi salah satunya
yakni bakteri Bacillus cereus (Chandra et al., 2020).



B. cereus merupakan bakteri gram positif yang dikenal mampu menghasilkan
lipase dengan aktivitas tinggi, yang berperan penting dalam berbagai aplikasi
industri, termasuk dalam produksi biodiesel. Beberapa penelitian enzim lipase dari
B. cereus telah dilaporkan diantaranya, optimasi dan karakterisasi lipase alkalifilik
dari strain B. cereus NC7401 yang baru diisolasi dari tanah tercemar bahan bakar
diesel pada sumber karbon yang berbeda seperti pati, maltosa dan tripton
didapatkan aktivitas lipase maksimum berturut-turut sebesar 30,6; 40; dan 38,6
U/mL. Enzim dari B. cereus NC7401 optimal pada suhu 55 °C dan pH 8,0 toleran
terhadap metanol 1,5% (v/v) sebagai pelarut organik, Triton X-100 sebagai media
aditif 1,5% (b/v) dan Ni*" sebagai ion logam (Akhter et al., 2022). Lipase yang
dihasilkan dari B. cereus (PCSIR NL-37) didapatkan karakter enzim yang
menunjukkan aktivitas tertinggi pada suhu 60 °C dan pH 7 berturut-turut sebesar
95,56 U/mL dan 124,50 U/mL. Aktivitas enzim sangat meningkat dengan adanya
ion logam K* dan Zn" adanya SDS tidak mempengaruhi aktivitas lipase,
sedangkan pada penambahan triton X-100 didapatkan aktivitas lipase maksimum
sebesar 23,90 U/mL dan pada substrat minyak almond aktivitas lipase sebesar
120,00 U/mL (Mazhar et al., 2023). Enzim lipase dari B. pumilus endofit WSS5
memiliki berat molekul sekitar 28 KDa berdasarkan hasil SDS-PAGE, dengan
aktivitas optimal pada suhu 37 °C dan pH 8. Aktivitas lipase meningkat dengan
adanya pelarut organik seperti etil asetat, metanol, 2-propanol, aseton, dan etanol

(Khan et al., 2023).

Aplikasi lipase lainnya yakni produksi biodiesel pada reaksi transesterifikasi.
Penelitian yang dilakukan Bacha ef al., (2022) melaporkan bahwa pada reaksi
transesterifikasi enzimatik yang dilakukan untuk produksi biodiesel dari minyak
goreng bekas (WCO) dengan menggunakan enzim lipase Bacillus
stearothermophilus dan Staphylococcus aureus yang diimobilisasi secara
individual pada CaCO3 untuk digunakan sebagai katalis didapatkan hasil biodiesel
yang signifikan sebesar 97,66 + 0,57%. Stabilitas enzim dalam kehadiran ion
logam, surfaktan, dan inhibitor, serta parameter kinetik menunjukkan potensi

aplikasi enzim ini dalam industri kulit dan deterjen (Khan et al., 2023).



Produksi enzim lipase pada skala industri umumnya dilakukan menggunakan
metode Submerged Fermentation (SmF) karena memiliki keunggulan seperti
kontrol yang lebih baik terhadap parameter proses serta risiko kontaminasi yang
relatif rendah jika dibandingkan dengan metode Solid-State Fermentation (SSF).
Hal ini menjadikan SmF lebih cocok untuk produksi enzim dalam jumlah besar
(Bussamara ef al., 2010; Szymczak et al., 2021). Penelitian yang dilakukan oleh
Ertugrul et al., (2007) mengeksplorasi produksi enzim lipase dari Bacillus sp.
dengan menggunakan campuran limbah air dari penggilingan zaitun sebagai
media fermentasi. Media tersebut terdiri dari 20% (v/v) whey yang ditambahkan
dengan 1% (v/v) triolein, serta 20% (v/v) whey yang dicampur dengan 1% (v/v)
limbah air pabrik zaitun, dengan tambahan 5,0 g/L pepton dan 3,0 g/L ekstrak
ragi. Fermentasi dilakukan selama 64 jam pada suhu 30 °C dengan pH 6,0, dan
hasilnya diperoleh aktivitas lipase ekstraseluler sebesar 15 U/mL dan aktivitas
lipase intraseluler sebesar 168 U/mL. Selain penentuan kondisi optimum pada
produksi enzim, karakterisasi enzim lipase juga perlu memperhatikan berbagai
parameter, seperti pengaruh pH, suhu, senyawa organik, dan ion logam, guna
mencapai aktivitas enzim yang optimal. Oleh karena itu, optimasi dan
karakterisasi enzim lipase sangat penting untuk memperoleh aktivitas enzim yang

maksimal (Haeruddin dkk., 2023).

Isolat bakteri B. cereus ALP E1 merupakan salah satu bakteri indigen yang telah
berhasil diisolasi dari air laut pelabuhan panjang (Citra dan Nurhasanah, 2021).
Bakteri ini sudah dilakukan uji aktivitas lipase pada kondisi optimum pH 7,
konsentrasi substrat minyak zaitun 8% diperoleh aktivitas sebesar 0,16 U/mL
(Rachmawati, 2021). Penambahan Palm Oil Mill Effluent (POME) sebagai
substrat dalam pertumbuhan mikroba ini sudah diperoleh yaitu pada kondisi
optimum substrat POME 8%, pH 7, konsentrasi inokulum 1%, kecepatan agitasi
155 rpm, dan waktu pertumbuhan 72 jam didapatkan aktivitas lipase tertinggi
sebesar 55,8072 U/mL (Azizah et al., 2024). Namun, aktivitas lipase tersebut
relatif masih rendah dan karakteristik enzim lipase yang dihasilkan belum

diketahui.



Berdasarkan uraian di atas, pada penelitian ini akan dilakukan produksi dan
karakterisasi enzim lipase dari B. cereus ALP E1. Produksi enzim lipase
dilakukan dengan metode submerged fermentasi menggunakan kondisi optimum
yang telah didapat oleh peneliti sebelumnya (Azizah et al., 2024). Enzim lipase
yang dihasilkan kemudian dimurnikan secara parsial dengan fraksinasi amonium
sulfat dan dialisis, enzim lipase hasil pemurnian selanjutnya dikarakterisasi
meliputi pH, suhu, variasi substrat, pengaruh pelarut organik, ion logam, dan
surfaktan. Uji aktivitas enzim dilakukan dengan metode spektrofotometri UV-Vis,
kadar protein dengan metode Lowry dan penentuan bobot molekul menggunakan
SDS-PAGE. Enzim lipase hasil pemurnian juga dilakukan uji katalisis reaksi
transesterifikasi, hasil reaksi transesterifikasi dianalisis menggunakan

kromatografi gas (GC).

1.2. Tujuan Penelitian

Adapun tujuan dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Mendapatkan enzim lipase dari B. cereus ALP E1 dengan kemurnian yang
relatif tinggi.

2. Mengetahui karakteristik enzim lipase dari B. cereus ALP E1.

3. Mengetahui kemampuan enzim lipase dari B. cereus ALP E1 dalam

mengkatalisis reaksi transesterifikasi.

1.3. Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan wawasan baru dalam
pengembangan mikroba indigenus lokal sebagai penghasil lipase. Enzim lipase
yang berhasil dikarakterisasi dapat dipelajari lebih lanjut untuk diaplikasikan pada
berbagai bidang industri.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Enzim Lipase

Triacylglycerol Lipase EC 3.1.1.3 atau yang lebih dikenal sebagai lipase,
merupakan salah satu kelompok utama biokatalis yang memiliki beragam aplikasi
dalam bioteknologi. Lipase umumnya larut dalam air dan berfungsi
menghidrolisis triasilgliserol menjadi asam lemak bebas dan gliserol, yang
kemudian diubah menjadi gula. Selain itu, lipase juga mampu mengkatalisis
reaksi organik, baik dalam media berair maupun media tanpa air, melalui reaksi
hidrolisis, gliserolisis, dan transesterifikasi (Fathi et al., 2021). Oleh karena itu,
selain menghasilkan asam lemak dan gliserol, lipase juga dapat menghasilkan
berbagai ester, sebagian gliserida, serta lemak yang diesterifikasi dari substrat
yang digunakan. Enzim in1 memecah ikatan ester pada lemak dan gliserol karena
sifat khususnya (Nugroho dkk., 2022). Reaksi katalis oleh enzim lipase dapat
dilihat pada Gambar 1.

0

A H,C—OH //O
H,C—0—C—R, Ho—Z—r,
0 O

2 Lipase

O

Va 7
Hzc——o—c/—R3 H,C—OH HO——C™Ry
Trigliserida Gliserol Asam Lemak

(Lemak/Minyak)

Gambar 1. Reaksi enzim lipase



Lipase dapat dibagi menjadi beberapa jenis berdasarkan fungsi khususnya, yang
merupakan faktor kunci dalam penentuannya dalam aplikasi industri. Berdasarkan

spesifisitasnya lipase dapat dikelompokkan menjadi empat tipe utama:

1. Regioselektif

Lipase regioselektif cenderung mengarahkan reaksi ke arah yang lebih
menguntungkan dan menghindari reaksi sampingan lainnya. Sifat lipase ini sangat
penting bagi industri kimia dan farmasi, terutama dalam produksi gliserida
terstruktur seperti substitusi lemak kakao (Cocoa-butter substitutes/CBS) dan
trigliserida rantai medium long medium (MLM). Lipase regioselektif dibagi lebih

lanjut menjadi:

a. Lipase 1,3
Lipase ini mengkatalisis hidrolisis triasilgliserol pada posisi C1 dan C3 pada
tulang punggung gliserol dari trigliserida, menghasilkan asam lemak bebas,
2-monoasilgliserol, dan 1,2 atau 2,3-diasilgliserol.
b. Lipase 2
Lipase ini mengkatalisis penghilangan selektif asam lemak dari posisi kedua
(karbon) pada tulang punggung gliserol dari molekul triacylglycerol, sehingga
menghasilkan 1,3-diasilgliserol secara spesifik. Spesifisitas sn-2 ini sangat
langka dan telah dikaitkan dengan lipase dari Geotrichum candidum, yang
memiliki kemampuan untuk menghidrolisis asam oleat dan linoleat dari posisi
sn-2 pada trigliserida (Verma et al., 2021).
2. Lipase spesifik substrat
Lipase spesifik substrat dapat digunakan secara efektif dalam reaksi di mana
mereka secara selektif bekerja pada substrat tertentu dalam campuran bahan yang
berbeda, sehingga memfasilitasi sintesis produk yang diinginkan. Secara umum,
substrat yang dapat dihidrolisis oleh lipase spesifik substrat meliputi asam lemak
dan alkohol. Lipase-lipase ini memiliki spesifisitas terhadap gugus asam lemak
atau alkohol dari substrat lipase. Mereka dapat diklasifikasikan secara luas
menjadi kategori berikut:
a. Lipase spesifik lemak adalah lipase ini spesifik untuk asam lemak berdasarkan
panjang rantainya. Beberapa lipase lebih suka bekerja pada asam lemak rantai

pendek, beberapa pada rantai sedang, sementara yang lain pada rantai panjang.



Lipase dari B. cereus menunjukkan spesifisitas untuk asam lemak rantai
pendek (C4:0) hingga rantai sedang (C12:0). Lipase dari Pseudomonas sp.
menunjukkan spesifisitas untuk asam lemak terkait posisi ikatan rangkap dan
urutan preferensinya adalah sebagai berikut:

asam a-linoleat > asam stearat > asam oleat > asam [B-linoleat > asam linoleat
terkonjugasi.

b. Lipase spesifik alkohol adalah bentuk spesifisitas substrat lain dari lipase.
Gugus alkohol pada suatu substrat merupakan faktor penting dalam
menentukan afinitas lipase terhadap substrat tersebut. Lipase mikroba
memiliki spesifisitas substrat yang luas yang memungkinkan mereka
mengkatalisis sintesis ester dari alkohol primer, sekunder, dan tersier dengan
senyawa aromatik, alifatik, dan alilik. Ester dari alkohol primer dan sekunder
telah berhasil disintesis menggunakan lipase, sedangkan biotransformasi
alkohol tersier masih menantang karena hambatan sterik dari struktur tersier

(Verma et al., 2021).

3. Lipase Non-Spesifik

Lipase ini sangat kuat dan mampu bekerja pada berbagai substrat, seperti yang
ditunjukkan oleh lipase Mucor miehei yang dapat digunakan dalam berbagai
aplikasi mulai dari industri kosmetik hingga produksi biodiesel. Lipase ini
umumnya mengkatalisis hidrolisis triacilglycerol menjadi asam lemak bebas dan
gliserol dengan mono- dan diasilgliserol sebagai intermedietnya, juga mampu
membalik reaksi di bawah kondisi mikroakuatik yang menghasilkan gliserida dari

gliserol dan asam lemak (Verma et al., 2021).

4. Enantioselektif

Lipase enantioselektif ini secara khusus menghidrolisis salah satu isomer dari
suatu rasemat. Lipase ini mampu membedakan enantiomer dalam campuran
rasemik. Beberapa proses yang dikatalisis oleh lipase enantiospesifik mencakup
transesterifikasi alkohol sekunder menjadi produk farmasi, hidrolisis mentol
benzoat untuk produk kosmetik/makanan, dan hidrolisis metil ester asam glisidat

untuk produk medis/kesehatan. Contoh penerapan lipase semacam ini meliputi



sintesis senyawa isomerik yang hanya berfungsi optimal dalam konfigurasi

tertentu (Verma et al., 2021).

Sisi aktif lipase terdiri dari triad katalitik Ser-His-Asp / Glu, triad katalitik serupa
dengan yang diamati pada serin protease, oleh karena itu katalis lipase
diperkirakan akan berlangsung melalui jalur yang sama seperti protease serin.

Mekanisme reaksi lipase berlangsung seperti yang ditunjukkan oleh Gambar 2.
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Gambar 2. Mekanisme reaksi lipase (Jaeger et al., 1999).

Berdasarkan mekanisme reaksi pada Gambar 2, tahapan reaksi yang terjadi yaitu,
tahap 1 terdapat ikatan lipid, terjadi aktivasi nukleofilik residu serin oleh histidin
tetangga dan serangan nukleofilik atom karbon ke karbonil substrat oleh gugus
dari Ser O". Kemudian terjadi tahap 2 yaitu transisi intermediet tetrahedral, dengan
O yang distabilkan oleh interaksi dua kelompok NH peptida. Histidin
menyumbangkan proton untuk menghilangkan komponen alkohol sebagai gugus
dari substrat. Tahap 3 disebut sebagai intermedia kovalen (asil enzim), yaitu
komponen asam dari substrat diesterifikasi ke residu serin enzim. Molekul air

yang masuk diaktifkan oleh residu histidin tetangga, dan menghasilkan ion



hidroksil yang melakukan serangan nukleofilik pada kovalen intermediet atom
karbon karbonil. Selanjutnya pada tahap 4 residu histidin menyumbangkan proton
ke atom oksigen dari residu serin aktif, ikatan ester antara komponen serin dan

asil terputus, kemudian produk asil dilepaskan (Jaeger et al., 1999).

Reaksi katalitik lipase diklasifikasikan kedalam dua kategori utama, yaitu
hidrolisis dan sintesis. Reaksi yang masuk dalam kategori sintesis terdiri atas
reaksi esterifikasi, interesterifikasi, alkoholisis dan asidolisis, dan reaksi
transesterifikasi (Sholeha dan Agustini, 2021). Reaksi katalitik lipase dapat dilihat
pada Gambar 3.

(i) Hydrolysis
RCOOR’ + H,O S RCOOH + R’OH
(ii) Synthesis
(a) Esterification
RCOOH + R’0OH S RCOOR’ + H,O
(b) Interesterification
RCOOR + R”’COOR* 5 RCOOR* + R”’COOR’
(c) Alcoholysis
RCOOR’ +R’OH 5 RCOOR”’ + R°’OH
(d) Acidolysis
RCOOR’ +R”’COOH S R’COOR’ + RCOOH
(e) Transesterification
R’0OH + R”’O0R 5 R’OH + R’O0OR

Gambar 3. Reaksi katalisis enzim lipase.

2.2. Aplikasi Enzim Lipase di Industri

Enzim lipase banyak dikembangkan sebagai biokatalis untuk aplikasi industri
karena lebih ramah lingkungan, efisien, dan tidak menghasilkan produk samping
berbahaya. Pada bidang industri, enzim perlu memenuhi berbagai syarat tertentu
agar reaksi dapat berjalan, seperti kemampuan untuk berfungsi pada kondisi yang

ekstrim, termasuk suhu dan pH yang sangat rendah atau tinggi, kekuatan ionik,
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serta adanya pelarut organik dan surfaktan. Sebagian besar enzim industri berasal
dari mikroorganisme, terutama dari organisme mesofilik yang tumbuh pada suhu

sedang (Vivek et al., 2022).

Lipase digunakan dalam berbagai industri seperti industri susu, minyak dan
lemak, deterjen, kosmetik, dan farmasi. Lipase dalam industri minyak dan lemak
biasanya digunakan dalam sintesis ester melalui esterifikasi dan transesterifikasi
dalam makanan. Selain itu lipase dapat diaplikasikan pada industri deterjen untuk
menghidrolisis noda berminyak serta bioremediasi dengan hidrolisis lipid. Pada
industri farmasi, lipase berperan dalam produksi obat-obatan seperti Diltiazem
hidroklorida sebagai zat anti hipertensi dan Epothilone A untuk anti kanker.
Industri lain yang menggunakan lipase sebagai katalis industri kertas dan tekstil
dan pada industri susu, lipase menghidrolisis lemak susu dan memodifikasi
panjang rantai asam lemak untuk meningkatkan rasa keju, mempercepat
pematangan keju, lipolisis lemak, mentega dan krim. Reaksi lipase pada lemak
susu, berbagai produk terutama keju lunak dengan karakteristik rasa tertentu
dihasilkan dengan asam lemak bebas (Chandra ef al., 2020). Selain itu, lipase
dapat diaplikasikan pada produksi biodiesel sebagai biokatalis, dimana lipase
mampu mengkatalisis reaksi transesterifikasi trigliserida dan hidrolisis sehingga
cocok untuk produksi biodiesel (Yusuf et al., 2024). Aplikasi enzim lipase dalam
berbagai bidang industri beserta aksi enzim lipase dan produk dari aplikasinya

dapat dilihat pada Tabel 1.
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Tabel 1. Aplikasi enzim lipase di bidang industri (Susanti dan Febriana, 2017).

Ipdus‘Fn Aksi Enzim Lipase Produk Aplikasi Sumber. Penghasil
Enzim Lipase Lipase
Deterjen Hidrolisis Lemak Penghapusan noda Pseudomonas

minyak dari kain Protegens (LipA),

Produk susu

Makanan
Bakery
Minuman
Dressing
makanan
Daging dan
ikan
Lemak dan
Minyak

Bahan kimia

Farmasi

Kosmetik

Kertas

Agro-kimia

Surfaktan

Industri
Bahan Bakar

Hidrolisis lemak
susu, pematangan
susu

Modifikasi lemak
mentega
Peningkatan rasa
Peningkatan aroma

Transesterifikasi

Pengembangan rasa

Transesterifikasi,
hidrolisis
Enantioselectivity,
sintesis

Transesterifikasi,
hidrolisis

Hidrolisis
Hidrolisis dan

transesterifikasi
minyak dan lemak

Esterifikasi

Pengembangan agen
penyedap dalam susu,
keju, dan mentega
Rak-hidup perpanjangan

Minuman beralkohol
Mayones dan saus

Produk daging dan ikan;
penghilangan lemak
Cocoa butter, margarin,
asam lemak

Gliserol, mono dan
digliserida

Blok bangunan kiral,
Lipid khusus, obat untuk
membantu

pencernaan
Pengemulsi, pelembab
kulit dan

krim matahari, cokelat,
minyak

mandi, dll

Kertas dengan
peningkatan kualitas
Herbisida seperti
phenoxypropionate

Poligliserol dan asam
lemak karbohidrat ester
digunakan sebagai
deterjen industri dan
emulsifier dalam
formulasi makanan
seperti saus dan es krim
Produksi Biodiesel

P. aeruginosa
ECS3, Bacillus
sp.

Lactobacillus spp

Bacillus subtilis,
Pseudomonas
Lactobacillus spp
Bacillus sp,
Pseudomonas sp
Bacillus subtilis,
Pseudomonas sp
Geobacillus
thermocatenulatus
(GTL2), Bacillus
sp

Bacillus sp,
Pseudomonas sp
Bacillus sp,
Pseudomonas sp

Bacillus sp,
thermostable
streptpmyces Sp

Bacillus sp

Bacillus cereus
BC-003

Geobacillus sp,
Bacillus sp

Geobacillus
thermocatenulatus
GTL2, Bacillus
subtilis KUBT4
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2.3. Produksi Enzim

Produksi enzim lipase biasanya dilakukan dengan metode fermentasi, meliputi
metode fermentasi terendam (submerged fermentation) dan fermentasi padat
(solid-state fermentation). Penggunaan metode fermentasi dilakukan berdasarkan

jenis mikroorganisme tertentu (Szymczak et al., 2021).

2.3.1. Submerged Fermentation

Submerged fermentation adalah proses fermentasi yang dilakukan dalam kondisi
dengan kelebihan air, memungkinkan budidaya mikroorganisme seperti bakteri,
ragi, atau jamur filamen dalam wadah tertutup yang berisi media nutrisi cair.
Produksi enzim menggunakan metode fermentasi terendam menggunakan substrat
dengan cukup cepat, sehingga perlu terus diganti atau ditambah nutrisi untuk
pertumbuhan mikroorganisme. Mikroorganisme ini memanfaatkan nutrisi dalam
media, tumbuh, dan melepaskan enzim ke dalam cairan tersebut. Teknik
fermentasi ini paling cocok untuk mikroorganisme seperti bakteri yang

membutuhkan kadar air tinggi (Szymczak et al., 2021).

Fermentasi terendam memiliki keuntungan meliputi, pemurnian produk lebih
mudabh, sistem fermentasi lebih mudah untuk direkayasa oleh para peneliti karena
kemudahan kontrol proses dan sterilisasi. Selain itu, produksi enzim dapat bersifat
konstitutif atau diinduksi dan menunjukkan pola produksi yang berbeda,
tergantung pada strain dan kondisi kultur (Mukti et al., 2020). Pada produksi skala
industri, fermentasi terendam biasanya dilakukan menggunakan peralatan modern
yang memungkinkan pengendalian berbagai parameter seperti suhu, pH,
kecepatan pengadukan, suplai gas, serta pemantauan densitas optik, kadar

oksigen, dan karbon dioksida dalam gas hasil keluaran.

Produksi lipase melalui metode submerged fermentation telah banyak dilaporkan,
antara lain oleh B. cereus NC7401 yang menghasilkan lipase dengan aktivitas
lipolitik tertinggi (Akhter et al., 2022), serta B. methylotrophicus PS3 yang

berhasil memproduksi lipase dengan aktivitas maksimum mencapai 127,31 U/mL
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(Sharma et al., 2017). Temuan tersebut menunjukkan bahwa metode submerged
fermentation efektif digunakan untuk menghasilkan enzim lipase dengan aktivitas

yang optimal.

2.3.2. Solid-state Fermentation

Solid-state fermentation adalah proses fermentasi yang berlangsung dengan
sedikit atau tanpa air, fermentasi keadaan padat menggunakan substrat padat
seperti dedak, ampas tebu, dan pulp kertas. Proses ini memungkinkan
mikroorganisme seperti bakteri, ragi, atau jamur filamen untuk tumbuh pada
media padat yang lembab. Pada skala laboratorium, fermentasi ini memiliki
beberapa keunggulan yakni penggunaan bahan-bahan limbah kaya nutrisi dapat
dengan mudah didaur ulang sebagai substrat. Pada metode fermentasi ini, substrat
digunakan sangat lambat dan stabil, sehingga substrat yang sama dapat digunakan
untuk periode fermentasi yang lama. Oleh karena itu, teknik ini mendukung
pelepasan nutrisi yang terkontrol. SSF paling cocok untuk teknik fermentasi yang
melibatkan jamur dan mikroorganisme yang membutuhkan kadar air lebih sedikit.
Namun, tidak bisa digunakan dalam proses fermentasi yang melibatkan organisme

yang membutuhkan air (aktivitas air), seperti bakteri (Maftukhah, 2020).

2.4. Bacillus cereus

B. cereus termasuk dalam genus Bacillus yang merupakan bakteri gram positif
anaerobik fakultatif yang berbentuk batang dengan ukuran lebar 1-1,2 m. Suhu
pertumbuhan optimum biasanya berkisar antara 37-48 °C dengan minimum 5-20
°C serta pH berkisar 5,5-8,5 (Jawetz, 2014). Bakteri ini biasanya ditemukan
dalam tanah dan berbagai makanan. B. cereus memiliki kemampuan untuk
membentuk spora yang dapat bertahan lama pada kondisi yang ekstrim karena
dapat beradaptasi dengan adanya perubahan lingkungan (Nguyen and Tallent,
2019). Bakteri B. cereus ditunjukkan pada Gambar 4.
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Gambar 4. Bakteri B. cereus (Haque, 2021)

Berikut ini adalah klasifikasi dari bakteri B. cereus

Kingdom : Bacteria
Filum : Firmicutes
Kelas : Bacilli

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

B. cereus dapat menyebabkan penyakit seperti muntah dan diare. Selain itu,
bakteri ini menyebabkan berbagai infeksi sistemik dan lokal pada individu dengan
sistem kekebalan tubuh yang lemah. Pada suhu tinggi yakni diatas 105 °C dan
suhu rendah 4 °C mampu menghambat pertumbuhan B. cereus. Namun, dengan
tekanan berbeda menyebabkan peningkatan toleransi suhu karena kemampuannya

dalam beradaptasi (Gharib et al., 2020).

Bakteri B. cereus ALP E1 merupakan bakteri yang berhasil diisolasi dari air laut
yang tercemar minyak di Pelabuhan Panjang, Lampung (Citra dan Nurhasanah.,
2021). Berdasarkan karakterisasi morfologi dan biokimia, bakteri ini tergolong
gram positif berbentuk basil dan mampu membentuk endospora, menunjukkan
kemampuan bertahan hidup pada kondisi ekstrem. Selain itu, B. cereus ALP E1
memiliki potensi untuk menghasilkan biosurfaktan, yang dapat menurunkan

tegangan permukaan dan mengemulsikan minyak, serta enzim lipase, yang
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berperan penting dalam reaksi biokatalitik seperti hidrolisis dan transesterifikasi
lemak. Kombinasi sifat ini menjadikan isolat ALP E1 berpotensi diaplikasikan
dalam remediasi lingkungan, bioteknologi industri, pengolahan limbah, dan
produksi energi terbarukan. Bakteri ini secara genetik juga dapat menghasilkan
enzim lipase yang berfungsi untuk memecah trigliserida (lemak dan minyak)
menjadi sumber energi yang lebih ramah lingkungan. B. cereus ALP El
menghasilkan lipase ekstraseluler yang dapat diproduksi dalam jumlah besar

(Rachmawati, 2021).

2.5. Uji Aktivitas Enzim Lipase

2.5.1. Uji Aktivitas Enzim

Aktivitas lipase dinyatakan dalam satuan unit (U), satu unit aktivitas lipase setara
dengan 1 pmol asam lemak bebas yang dihasilkan dari hidrolisis substrat yang
dikatalisis oleh lipase per menit. Aktivitas optimum enzim lipase dapat ditentukan
dengan mengukur aktivitas enzim pada variasi suhu dan pH tertentu. Beberapa
metode yang digunakan untuk mengukur aktivitas lipase secara kuantitatif

meliputi titrimetri, dan spektrofotometri UV-Vis (Vera et al., 2023).

Metode titrimetri cukup akurat tetapi memiliki kekurangan, yaitu harus terdapat
indikator dan reaksi harus berlangsung secara stoikiometri sedangkan pada
metode spektrofotometri memiliki keunggulan dibandingkan metode titrimetri
yakni lebih akurat karena angka yang terbaca langsung dicatat oleh detektor dan
tercetak dalam bentuk angka digital. Metode spektrofotometri lebih selektif dan
dapat digunakan untuk menentukan kuantitas zat yang sangat kecil (Yahya, 2013).

Spektrofotometri digunakan dalam pengujian aktivitas lipase dengan substrat p-
Nitrofenil palmitat (p-NPP). Aktivitas lipase diukur dari perubahan absorbansi
pada Amaks 410 nm, yang menunjukkan pelepasan senyawa p-Nitrofenol (p-NP)
dari substrat, sehingga larutan berubah menjadi kuning. Semakin kuning larutan,
semakin tinggi aktivitas lipase. Aktivitas lipase dinyatakan dalam satuan unit/mg,

yang diartikan sebagai jumlah pmol produk (p-Nitrofenol) yang dihasilkan per
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menit per mg enzim (Septiani, 2019). Reaksi hidrolisis yang terjadi dapat
dituliskan pada Gambar 5.

O C15H31 : OH
- L
W ipase + HO C15L-|31
0] aq. medium T
0]

O,N O,N

p-Nitrofenil Palmitat (p-NPP) Asam Palmitat

p-Nitrofenol

Gambar 5. Reaksi hidrolisis p-NPP dengan lipase

Metode spektrofotometri UV-Vis memiliki beberapa faktor yang perlu untuk
diperhatikan seperti warna sampel, autofluoresensi, dan kekeruhan akibat
kelarutan yang buruk. Kekeruhan dapat mengganggu pengukuran dengan
meningkatkan serapan cahaya dan menyebabkan absorbansi yang terlalu tinggi.
Untuk mengurangi gangguan ini, diperlukan penggunaan blanko dan reagen yang

sesuai (Lankatillake et al., 2021).

2.5.2. Uji Protein Enzim dengan Metode Lowry

Metode Lowry termasuk salah satu metode yang digunakan untuk menguji kadar
protein enzim. Metode ini adalah metode pengembangan dari metode biuret
sehingga lebih sensitif dan dapat menentukan kadar protein dalam jumlah yang
kecil (Subroto et al., 2020). Metode Lowry didasarkan pada 2 reaksi yaitu, reaksi
kompleks Cu(Il) protein dalam suasana alkalis akan tereduksi menjadi Cu(I). Ion
Cu" kemudian akan mereduksi reagen Folin-Ciocalteu dengan kompleks
fosfomolibdat fosfotungstat (fosfomolibdotungstat), menghasilkan heteropoly
molybdenum blue akibat reaksi oksidasi gugus aromatik (rantai samping asam
amino) terkatalis Cu, yang kemudian memberikan warna biru intensif yang dapat
dideteksi secara kalorimetri pada Amaks 750 nm (Lowry ef al., 1951 dan Subroto et
al., 2020). Reaksi Reduksi Reagen Folin—Ciocalteu oleh Kompleks Cu—Protein
pada Metode Lowry dituliskan pada Gambar 6.
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. NHy 2+ HoN Folin reagent ~ Warna biru dari reagen Folin
Protein + Cu?f —= Cu tereduksi diukur pada panjang

o;/ /\:o gelombang 750 nm

Gambar 6. Reaksi pada metode Lowry

Warna biru yang dihasilkan tergantung pada konsentrasi protein yang terkandung
di dalamnya. Semakin pekat warnanya maka konsentrasi protein yang terdapat
pada enzim semakin tinggi. Penentuan kadar protein dengan metode Lowry perlu
menggunakan kurva standar seperti Bovine Serum Albumin (BSA) untuk
menggambarkan hubungan antara konsentrasi protein dengan absorbansinya

(Lowry et al., 1951 dan Subroto et al., 2020).

2.6 Spektrofotometri UV-VIS

Spektrofotometri ultraviolet-visible (UV-Vis) adalah metode yang digunakan
untuk mengukur panjang gelombang dan intensitas sinar ultraviolet dan cahaya
tampak yang diserap oleh sampel. Spektrofotometri menggunakan sumber radiasi
elektromagnetik berupa ultraviolet dekat dengan panjang gelombang 190-380 nm
dan sinar tampak dengan panjang gelombang 380-780 nm (Wahyuni et al., 2022).
Spektrofotometri UV-Vis adalah salah satu metode analisis yang banyak
digunakan dalam penelitian kimia khususnya analisis kualitatif dan kuantitatif
senyawa organik dan anorganik. Metode ini diterapkan secara luas digunakan
untuk penentuan senyawa dalam jumlah yang sangat kecil (Pratiwi and
Nandiyanto, 2022). Instrumentasi dasar spektrofotometer UV-Vis dapat dilihat
pada Gambar 7.
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Gambar 7. Instrumentasi dasar spektrofotometer UV-Vis (Arora et al., 2021)

Prinsip kerja spektrofotometri UV-Vis didasarkan pada interaksi antara atom atau
molekul dengan cahaya, sesuai dengan hukum Lambert-Beer. Menurut hukum ini,
ketika sinar monokromatik melewati suatu senyawa, cahaya akan diserap,
dipantulkan, atau dipancarkan karena material tersebut menerima energi yang
tinggi. Hukum Lambert-Beer menyatakan bahwa ada hubungan linear antara
absorbansi cahaya dan konsentrasi senyawa (Gao ef al., 2023). Konsentrasi dalam
larutan ditentukan dengan mengukur absorben pada panjang gelombang tertentu
menggunakan persamaan Lambert-Beer yang ditunjukkan pada Persamaan 1

sebagai berikut.

A adalah nilai absorbansi, a adalah absorptivitas spesifik analit yang bergantung
pada panjang gelombang dan pelarut yang digunakan, b adalah ketebalan kuvet,
dan c menyatakan konsentrasi analit. Nilai absorbansi dapat dipengaruhi oleh
beberapa faktor, diantaranya jenis pelarut, suhu, pH, konsentrasi larutan elektrolit

yang tinggi, dan adanya zat pengganggu (Nurani ef al., 2023).

2.7 Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS)

Kromatografi gas secara umum digunakan untuk memisahkan campuran kimia
berdasarkan pendistribusian sampel diantara fase diam dan fase gerak. Fase gerak

dalam kromatografi gas berupa gas dan fase diamnya berupa padatan atau cairan.
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Fase gerak akan membawa campuran untuk dipisahkan masing-masing
komponennya. Pemisahan komponen akan bergantung pada lamanya waktu relatif
yang dibutuhkan oleh komponen-komponen tersebut di dalam fase diam (Indriani
et al., 2023). Prinsip kerja dari GC-MS, yaitu molekul-molekul gas bermuatan
akan diseleksi berdasarkan massa dan beratnya, spektrum yang didapat dari
pengubahan sampel menjadi ion-ion yang bergerak, kemudian dipisahkan
berdasarkan perbandingan massa terhadap muatan (m/e). Ionisasi menghasilkan
fragmen-fragmen yang akan menghasilkan spektrum. Spektrum massa merupakan
gambar antara kelimpahan relatif dengan perbandingan massa per muatan (m/e)

(McLafferty, 1987).

Analisis kromatografi gas (GC-MS) terhadap biodiesel yang diproduksi
menunjukkan bahwa proses transesterifikasi minyak goreng bekas (WCO)
menghasilkan komposisi asam lemak metil ester (FAME) yang sesuai dengan
standar internasional EN 14214. Biodiesel yang dihasilkan memiliki kandungan
ester sebesar 97,7 + 0,21% dan nilai iodin 65,3 £ 1,15 g iodine/100 g, memenuhi
spesifikasi bahan bakar biodiesel. Komposisi asam lemak mencakup senyawa
seperti kaprilat (C8), kaprat (C10), palmitat (C16), dan linolenat (C18:3), dengan
kandungan linolenat sebesar 0,55 + 0,02% yang juga sesuai dengan standar.
Biodiesel menunjukkan efisiensi konversi asam lemak rantai panjang menjadi
ester metil yang lebih tinggi dibandingkan dengan WCO, serta mengidentifikasi
senyawa baru seperti asam oktadekanoat 9.10 epoksi dan 15.16 epoksi dalam
WCO yang merupakan hasil degradasi selama proses penggorengan. Hasil ini
menegaskan efektivitas lipase imobilisasi dalam menghasilkan biodiesel
berkualitas tinggi dari limbah minyak goreng (Bacha et al., 2022).Kemampuan
biokatalis untuk mengubah asam lemak minyak menjadi metil ester ditunjukkan
pada Tabel 2 hasil perbandingan antara analisis GC-MS dari biodiesel, WCO, dan

olive oil.
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Tabel 2. Analisis Gas Chromatography Mass-Spectrometry (GC-MS) (Bacha et

al.,2022).
i‘fig Common Name OliveOil  WCO  Biodiesel
C8 Caprylic - 0.27£0.02  0.38+0.01

C10 Capric - 0.05+£0.01  0.06+0.01

Cl12 Lauric - 0.03+0.01  0.02+0.01

Cl4 Myristic 0.01£0.02  0.01+£0.01  0.01+0.02

Cl15 Pentadedecylic 0.01£0.01  0.02+0.01  0.02+0.01

Cle6 Palmitic 17.00£0.41 20.30+0.56 25.6+0.23

C17 Margaric 0.15+£0.01  0.08+0.01  0.11+£0.02

C18 Stearic 2.34+0.11  2.04+0.020 1.48+0.21

C20 Arachidic 0.38+0.05 0.26+0.04  0.08+0.04

C22 Behenic 0.12+0.04  0.25+0.07 -

C24 Lignoceric 0.05+0.02  0.02+0.01 -
Cl6:1w7 Palmitoleic 2.15+0.11 1.32+0.02  1.77+0.03
Cl7:1o7 - 0.08+0.02  0.03+0.02 0.6+0.02
Cl18:1m9 Oleic 56.66£1.36 55.12+0.25 57.2+0.25
Cl18:107 Cis-vaccenic 2.95+0.08 2.77£0.05 2.90+0.10
C20:1m9 Condoic 0.21+0.06 0.3+0.07 -
C22:109 Erucic - - -
Cl18:2mw6 Linoleic 17.17£0.47 14.06+0.88  6.5+0.86
C10:303 Linolenic 0,69 0,05 0.39+0.04 0.19+0.05

Octadenoic Acid 9.10 - 0.47£0.01  0.75+0.04
Epoxy

Stearic Acid Allyl - 0.52+0.03  0.72+0.03

14-Methylhexadecanoic - 0.55+£0.02  0.71+0.01

Octadenoic Acid 15.16 - 0.68+0.01  0.81+0.02
Epoxy

Analisis GC-MS terhadap biodiesel yang dihasilkan melalui reaksi

transesterifikasi minyak goreng bekas menggunakan lipase B. subtilis yang

diimobilisasi pada CaCO3; mengidentifikasi komponen utama biodiesel berupa

ester-ester etil asam lemak (FAEEs). Berdasarkan kromatogram, puncak utama

terlihat pada waktu retensi 18,57, 20,764, dan 23,669 menit yang masing-masing

merepresentasikan ester asam oleat, ester asam linoleat, dan ester asam arakidat.

Puncak-puncak ini menunjukkan bahwa produk transesterifikasi mengandung

ester-ester lemak yang dominan, sesuai dengan karakteristik biodiesel. Hasil ini

mendukung keberhasilan katalisis lipase dalam mengubah trigliserida minyak

bekas menjadi biodiesel dengan efisiensi tinggi, menghasilkan yield hingga 71%.

Analisis GC-MS memberikan validasi komposisi kimia biodiesel yang sesuai
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untuk penggunaan energi terbarukan (Alshehri et al., 2024). Hasil kromatogram
reaksi transesterifikasi minyak goreng bekas menggunakan lipase B. subtilis yang
diimobilisasi pada CaCO3; mengidentifikasi komponen utama biodiesel dapat

dilihat pada Gambar 8 sebagai berikut.
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Gambar 8. Hasil kromatogram reaksi transesterifikasi oleh lipase
(Alshehri et al., 2024).

Pada GC-MS, setelah masing-masing komponen dalam campuran telah terpisah
dalam kolom GC semua komponen akan memasuki detektor ionisasi elektron.
Bobot metil ester yang terbentuk dapat dihitung menggunakan Persamaan 2

sebagai berikut (Elma dkk., 2018).

Berat biodiesel yang dihasilkan

Biodiesel (w/w) =
( ) Berat minyak yang digunakan



III. METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari - Juli 2025 di Laboratorium
Biokimia, Jurusan Kimia, FMIPA, Universitas Lampung. Analisis
spektrofotometri UV-Vis di Laboratorium Biokimia, Jurusan Kimia, FMIPA,
Universitas Lampung. Analisis penentuan bobot molekul protein di Laboratorium
Sentral, Universitas Padjadjaran, serta analisis Kromatografi Gas (GCMS) di

Badan Reserse Kriminal Polri Pusat Laboratorium Forensik, Bogor.

3.2. Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini, antara lain: spektrofotometer UV-
Vis (Shimadzu 1780), kromatografi gas-spektrometri massa (GC-MS) Agilent
7890B, neraca analitik (Optica Analytical Balance 220), inkubator (Presisterm
P’selecta), autoclave (Gea LS-35L EDAM 63), centrifuge (Hermle Z207A dan
Refrigerated Centrifuge Z327K), tabung sentrifugasi (15 dan 50 mL), mikropipet
50 — 1.000 pL (Eppendorf) dan tip mikropipet, Laminar Air Flow/LAF (Airtech
HVS-1300), water bath (Memmert W 350), shaker incubator (Labtech LSI
EDAM 97), pengaduk magnetik pelat panas (CB162 Stuart) dan stir bar, oven
(ARGO LAB TCN 115), pH meter (Basic Benchtop XS), jarum ose, pembakar
spiritus, freezer (Labfreez Ultraflow), botol semprot, spatula dan sendok stainless
steel, kaca arloji, termometer, batang pengaduk, pipet tetes, tabung reaksi, rak

tabung reaksi, penjepit tabung reaksi, dan alat-alat gelas kimia.
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Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini meliputi isolat bakteri B.cereus
ALP E1 yang merupakan collection culture di Laboratorium Biokimia yang telah
diisolasi dari air laut di Pelabuhan Panjang, Lampung (Citra dan Nurhasanah,
2021), limbah cair kelapa sawit (POME) dari PT. Sumber Indah Perkasa, Nutrient
Agar (NA) Merck, Nutrient Broth (NB) Merck, kapas, kasa, kertas saring,
akuades, Na,CO3, NaOH, CuSO4.5H>0, Na/K-tartrat, reagen Folin-Ciocalteu,
Bovine Serum Albumin (BSA), p-Nitrofenol, p-Nitrofenil palmitat, p-Nitrofenil
Dekanoat, p-Nitrofenil Butirat, p-Nitrofenil Oktanoat, Gom Arab, Triton-x 100,
buffer Tris HCI pH 8, buffer asetat pH 4, buffer fosfat pH 7, aseton, etanol, tween
80, tween 20, Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), Cetyltrimethylammonium bromide

(CTAB), kloroform, metanol, etil asetat, dan isopropanol.

3.3. Prosedur Penelitian
3.3.1. Tahap Persiapan

3.3.1.1. Pembuatan Media Padat

Media padat yang digunakan adalah medium NA untuk meremajakan isolat
bakteri dengan teknik agar miring. Medium NA dibuat dengan menimbang 1 gram
NA dan dilarutkan ke dalam 50 mL aquades dalam Erlenmeyer 250 mL lalu
dipanaskan hingga larut. NA dituangkan ke dalam tabung reaksi sebanyak 5 mL
dan ditutup dengan kapas penutup. Media disterilisasi dengan menggunakan
autoklaf pada suhu 121 °C pada tekanan 1 atm selama 15-20 menit. Setelah
selesai, tabung reaksi didiamkan dalam posisi miring dengan kemiringan 5°.
Kegiatan tersebut dilakukan pada LAF untuk menghindari kontaminasi (Sangkoy
etal., 2023).

3.3.1.2. Pembuatan Media Cair

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

tekanan 1 atm selama 15-20 menit (Octaviani dkk., 2022).

3.3.1.3. Peremajaan Isolat

Isolat B. cereus ALP E1 diambil sebanyak 1 ose menggunakan jarum ose dan
digoreskan secara zig-zag ke media agar miring secara aseptis, lalu diinkubasi

selama 24 jam dalam inkubator pada suhu 37 °C (Purba dkk., 2021).

3.3.1.4. Pembuatan Inokulum

Bakteri B. cereus ALP E1 yang telah diremajakan dalam media agar miring,
kemudian diambil sebanyak 2 ose dan diinokulasikan ke dalam 20 mL NB dan
diinkubasi dalam shaker dengan kecepatan 110 rpm selama 24 jam (Rait dkk.,
2022).

3.3.2. Produksi Enzim

Produksi enzim lipase dilakukan menggunakan metode submerged fermentasi
pada kondisi optimum seperti waktu pertumbuhan 72 jam, pH 7, konsentrasi
inokulum 1% dan konsentrasi substrat POME 8%, kecepatan agitasi 155 rpm
dalam volume 1000 mL (Azizah et al., 2024). Pembuatan media produksi
menggunakan NB yang dilarutkan dengan akuades serta ditambahkan substrat
POME 8%, dan dipanaskan hingga larut. Kemudian media disterilisasi pada
autoklaf selama 15-20 menit pada suhu 121°C dengan tekanan 1 atm, media yang
telah steril ditambahkan sebanyak 1% konsentrasi inokulum yang berisi bakteri
B. cereus ALP EI yang diinokulasikan ke dalam media produksi serta diinkubasi
pada shaker selama 72 jam dengan kecepatan 155 rpm pada suhu ruang

(Azizah et al., 2024). Selanjutnya, media produksi disentrifugasi dengan
kecepatan 5000 rpm selama 15-20 menit sehingga didapatkan ekstrak kasar
enzim. Ekstrak kasar enzim ditentukan aktivitas dan kadar proteinnya

(Ertugrul et al., 2007; Lowry et al., 1951).
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3.3.3. Pengujian Aktivitas Enzim dan Kadar Protein

3.3.3.1 Uji Aktivitas Enzim Lipase

Uji aktivitas enzim lipase dilakukan menggunakan substrat p-Nitrofenil palmitat.
Untuk menguji aktivitas lipase dibuat kurva standar dengan menggunakan 14 mg
p-Nitrofenol yang dilarutkan dalam 10 mL buffer Tris-HCI pH 8. Kemudian,
membuat deret standar dengan konsentrasi 0, 5, 25, 50, 75, dan 100, lalu diukur

absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-Vis dengan Amaks 410 nm.

Uji aktivitas lipase dilakukan berdasarkan metode yang dilakukan Ertugrul et al.,
(2007) pengujian dilakukan dengan mencampurkan 5 mL larutan A

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

kemudian dihitung dengan menggunakan Persamaan 3 sebagai berikut.

[pPNP] (uM)x Volume total

Waktu inkubasi (menit)x Volume enzim

Aktivitas Enzim (U/mL) =

3.3.3.2. Uji Protein Enzim

Uji kadar protein enzim lipase dilakukan menggunakan metode Lowry (Lowry et
al., 1951 dalam Subroto et al., 2020). Untuk menentukan kadar protein digunakan
kurva standar Bovine Serum Albumin (BSA) yang dibuat deret standar 0, 200,
400, 600, 800, dan 1000 ppm. Larutan tersebut masing-masing ditambahkan
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pereaksi Lowry dan dilakukan perlakuan seperti uji Lowry. Selanjutnya, diukur
absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-Vis dengan Amaks 750 nm.
Kadar protein enzim ditentukan oleh metode Lowry menggunakan pereaksi

sebagai berikut:

Pereaksi A: 2gram Na>COs dilarutkan dalam 100 mL NaOH 0,1 N
Pereaksi B: 5 mL CuS0O4.5H20 1% dan 5 mL larutan Na/K tartrat 1%
Pereaksi C: 2 mL pereaksi B ditambahkan 100 mL pereaksi A

Pereaksi D: reagen Folin-Ciocalteu diencerkan dengan aquades 1:1

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

dihitung dengan menggunakan Persamaan 4 sebagai berikut.

Aktivitas unit (U/mL)
Kadar Protein (mg/mL)

Aktivitas Spesifik (U/mg) =

3.3.4. Pemurnian Enzim

Pemurnian enzim dilakukan bertujuan untuk memurnikan enzim dari zat pengotor
lainnya. Pemurnian enzim dalam penelitian ini dilakukan dengan 2 cara, yaitu

fraksinasi dengan amonium sulfat dan dialisis.

3.3.4.1. Fraksinasi Amonium Sulfat

Fraksinasi dengan amonium sulfat dilakukan terhadap ekstrak kasar enzim lipase
dengan cara ditambahkan amonium sulfat sesuai fraksi kejenuhan 0-20, 20-40, 40-
60, 60-80, dan 80-100% sedikit demi sedikit ke dalam larutan ekstrak kasar enzim
dalam Erlenmeyer sambil diaduk dengan pengaduk magnet. Pengadukan

diusahakan sedemikian rupa sehingga tidak menimbulkan busa selama kurang
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lebih 20 menit. Kemudian dilakukan sentrifugasi pada kecepatan 5000 rpm selama
15 menit sehingga terpisah antara filtrat dan endapan. Setiap endapan protein
enzim yang didapat lalu dilarutkan dalam larutan buffer fosfat pH 7 dengan
konsentrasi 0,05 M dan ditentukan aktivitas enzimnya menggunakan metode
Ertugrul et al., (2007) serta kadar proteinnya menggunakan metode Lowry et al.,
(1951), sedangkan filtrat yang diperoleh digunakan pada fraksi kejenuhan tahap
selanjutnya (Hapsari dkk., 2021).

3.3.4.2. Dialisis

Proses dialisis bertujuan untuk membersihkan enzim dari sisa garam dan ion-ion
selama fraksinasi dengan garam amonium sulfat sehingga diperoleh enzim dengan
tingkat kemurnian dan aktivitas yang lebih tinggi. Enzim yang telah dimurnikan
dengan fraksi amonium sulfat yang memberikan aktivitas tertinggi dimasukkan ke
dalam kantong selofan, lalu kantong selofan tersebut dimasukkan dalam wadah
yang berisi buffer fosfat 0,01 M. Selama dialisis, dilakukan pergantian buffer
setiap 4 jam agar konsentrasi ion-ion dalam kantong dialisis dapat berkurang.
Proses ini dilakukan secara berulang terus sampai ion-ion di dalam kantong
dialisis dapat diabaikan. Untuk mengetahui bahwa sudah tidak ada ion garam di
luar kantong, diuji dengan menambah larutan Ba(OH); atau BaCl,. Bila masih ada
ion sulfat di luar kantong, maka akan terbentuk endapan putih BaSO4 (Hapsari
dkk., 2021). Enzim hasil dialisis ditentukan aktivitas dan kadar protein, serta

digunakan dalam tahap karakterisasi enzim.

3.3.5. Karakterisasi Enzim

Pada penelitian ini, karakterisasi enzim lipase dilakukan untuk melihat pengaruh
variasi pH, suhu, substrat, surfaktan, ion logam, dan pengaruh pelarut organik
terhadap aktivitas enzim lipase. Tahapan yang dilakukan dalam karakterisasi

adalah sebagai berikut.
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3.3.5.1. Penentuan pH optimum enzim

Tahap ini bertujuan untuk mendapatkan pH optimum dari enzim lipase. Enzim
yang sudah dimurnikan selanjutnya ditentukan karakterisasi pH. Rentang pH yang
digunakan yaitu pH 4, 5, 6, 7, dan 8. Enzim hasil pemurnian direaksikan dengan
buffer pada masing-masing pH, untuk pH 4 digunakan buffer asetat 0,05 M, pH
5,6, dan 7 digunakan buffer fosfat 0,05 M sedangkan untuk pH 8 digunakan buffer
Tris-HC1 0,05 M (Indriyani dkk., 2021). Selanjutnya diinkubasi selama 15 menit
pada suhu 35 °C dan ditambah substrat, lalu ditentukan aktivitas enzimnya

menggunakan spektrofotometri UV-Vis Amaks 410 nm (Ertugrul et al., 2007)

3.3.5.2. Penentuan suhu optimum enzim

Tahap ini bertujuan untuk memperoleh suhu optimum. Setelah karakter pH
didapatkan, selanjutnya dilakukan karakterisasi enzim berdasarkan variasi suhu
reaksi. Rentang suhu yang digunakan yaitu suhu 30 °C, 35 °C, 40 °C, 45 °C dan
50 °C. Enzim ditambahkan substrat dengan pH optimum yang telah diperoleh,
lalu diinkubasi pada rentang suhu 30 °C, 35 °C, 40 °C, 45 °C dan 50 °C selama 15
menit (Indriyani dkk., 2021) yang selanjutnya ditentukan aktivitas enzim
menggunakan spektrofotometri UV-Vis Amaks 410 nm (Ertugrul et al., 2007).

3.3.5.3. Pengaruh variasi substrat

Tahap ini dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui substrat yang paling optimal
untuk enzim lipase. Pada tahap ini substrat yang digunakan yaitu p-Nitrofenil
butirat, p-Nitrofenil oktanoat, p-Nitrofenil dodekanoat, dan p-Nitrofenil palmitat.
Selanjutnya 0,2 mL enzim direaksikan dengan 1,8 mL masing-masing variasi
substrat pada pH optimum dan diinkubasi selama 15 menit pada suhu optimum
(Kaur et al., 2023). Kemudian aktivitas enzim ditentukan menggunakan

spektrofotometri UV-Vis Amaks 410 nm (Ertugrul et al., 2007).
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3.3.5.4. Pengaruh variasi surfaktan

Tahap ini dilakukan bertujuan untuk mengetahui kemampuan enzim lipase
terhadap penambahan variasi surfaktan. Surfaktan yang digunakan pada tahap ini
yaitu, Sodium Dodecy! Sulfate (SDS), Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB),
Tween 20, Tween 80, dan Triton X-100. Selanjutkan masing-masing surfaktan
sebanyak 0,2 mL direaksikan dengan 0,2 mL enzim, campuran tersebut diletakkan
pada shaker inkubator selama 30 menit dengan kecepatan 150 rpm. Kemudian 1,8
mL substrat ditambahkan dan diinkubasi pada suhu optimum selama 15 menit
(Saraswat et al., 2017; Sharma et al., 2017). Aktivitas enzim ditentukan dengan
spektrofotometri UV-Vis Amaks 410 nm (Ertugrul et al., 2007).

3.3.5.5. Pengaruh variasi ion logam

Pada tahap ini bertujuan untuk mengetahui kemampuan enzim lipase dengan
penambahan ion logam. Ion logam yang digunakan yaitu ion K*, Na*, Ba**, Mg?*,
Ca®", Zn** dan AP, selanjutnya 0,2 mL enzim ditambahkan masing-masing ion
logam dengan konsentrasi 1 mM. Kemudian campuran diletakkan pada shaker
inkubator selama 30 menit dengan kecepatan 150 rpm, selanjutnya ditambahkan
1,8 mL substrat pada pH optimum kemudian diinkubasi dengan suhu optimum
selama 15 menit (Fetyan ef al., 2023). Penentuan aktivitas enzim terhadap variasi
ion logam ditentukan dengan spektrofotometri UV-Vis Amaks 410 nm (Ertugrul et
al.,2007)

3.3.5.6. Pengaruh pelarut organik

Pada tahap ini bertujuan untuk mengetahui kemampuan enzim lipase dengan
penambahan pelarut organik. Pelarut organik yang digunakan yaitu kloroform,
aseton, etanol, metanol, etil asetat, dan 2-propanol pada konsentrasi 5%. Tahap ini
mereaksikan sebanyak 0,2 mL enzim yang ditambahkan masing-masing 0,2 mL
pelarut organik, kemudian diletakkan pada shaker inkubator selama 30 menit

dengan kecepatan 150 rpm (Khan et al., 2023). Selanjutnya tambahkan substrat
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sebanyak 1,8 mL dan diinkubasi selama 15 menit pada suhu optimum, aktivitas
enzim dapat ditentukan dengan spektrofotometri UV-Vis Amaks 410 nm (Ertugrul et
al., 2007). Pada kontrol dengan prosedur yang sama, tanpa ditambahkan pelarut
organik (Akhter et al., 2022).

3.3.6 Penentuan Bobot Molekul

Penentuan bobot molekul enzim lipase dilakukan analisis menggunakan Sodium
Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Elektroforesis (SDS-PAGE). SDS-PAGE
dilaksanakan pada 110V dengan gel 12% dan buffer SDS, di mana pita protein
divisualisasikan menggunakan 0,1% Coomassie Brilliant Blue untuk mewarnai
gel. Massa dari molekul enzim yang dimurnikan dihitung menggunakan Protein

Marker III (pra-pewarnaan), peqGOLD Protein Ladder (Haryati et al., 2022).

3.3.7. Uji Transesterifikasi

Uji reaksi transesterifikasi pada produksi biodiesel dilakukan dengan
menggunakan katalis lipase dari B. cereus hasil karakterisasi, kemudian
direaksikan dengan cara sebagai berikut, 2 mL minyak kelapa sawit dicampurkan
dengan 0,1 mL lipase dalam labu leher dua, lalu ditambahkan 500 pL t-butanol
sebagai kosolven dan 500 pL metanol sebagai pelarut. Campuran tersebut
didiamkan selama 3 jam, kemudian disentrifugasi pada 1000 rpm selama 15 menit
untuk memisahkan enzim dan gliserol dari biodiesel. Hasil sentrifugasi
membentuk dua lapisan yakni asam lemak metil ester (Fatty Acid Methyl Ester
atau FAME) dan produk sampingan berupa gliserol. Lapisan atas atau supernatan
yang diperoleh dari sentrifugasi kemudian dianalisis menggunakan GC-MS untuk

menentukan kandungan FAME (Nor et al., 2024; Purkan dkk., 2020).
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3.4. Skema Penelitian

Keseluruhan aktivitas yang dilakukan dalam metode penelitian ini dirangkum

dalam Gambar 9.

Isolat Bakteri B. cereus ALP E1

- Peremajaan isolat
- Inokulasi pada media inokulum dan fermentasi
- Produksi enzim lipase berdasarkan kondisi opimum

Ekstrak kasar enzim lipase dari B. cereus ALP El

- Uji aktivitas enzim

- Uji kadar protein

- Fraksinasi dengan (NH4),SO4

- Dialisis

- Penentuan Bobot molekul (SDS-PAGE)
- Uji Reaksi Transesterifikasi

Enzim Lipase Hasil Pemurnian

- Uji aktivitas enzim

- Uji kadar protein

- Penentuan Bobot molekul (SDS-PAGE)
- Karakterisasi berdasarkan:
Variasi pH

Variasi Suhu

Variasi Substrat
Pengaruh Pelarut Organik
Pengaruh Ion Logam

. Variasi Surfaktan

- Uji Reaksi Transesterifikasi

SRR

Enzim Hasil Reaksi Transesterifikasi

- Analisis menggunakan GC-MS

Hasil

Gambar 9. Diagram alir penelitian



BAB V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Berdasarkan hasil pembahasan dari penelitian yang telah dilakukan, diperoleh

kesimpulan sebagai berikut:

1.

Enzim lipase dari B. cereus ALP E1 pada tahap ekstrak kasar lipase
menunjukkan aktivitas sebesar 133,37 U/mL dengan aktivitas spesifik 2525,34
U/mg. Setelah dilakukan pemurnian tahap fraksinasi amonium sulfat 20-90%,
aktivitas enzim meningkat menjadi 568,73 U/mL dengan aktivitas spesifik
12.520,22 U/mg, dengan tingkat kemurnian 4,96 kali lebih tinggi
dibandingkan ekstrak kasar. Sementara itu, dari hasil dialisis memberikan
aktivitas sebesar 366,00 U/mL dan aktivitas spesifik mencapai 31.083,14
U/mg, dengan peningkatan kemurnian hingga 12,31 kali dibandingkan enzim
ekstrak kasar.

Enzim lipase yang dihasilkan oleh B. cereus ALP E1 memiliki karakter pH 5,
suhu optimum 40 °C, memiliki aktivitas tertinggi terhadap substrat rantai
panjang, yaitu p-nitrofenil palmitat (C16). Pada penambahan surfaktan
menunjukkan persen relatif paling baik pada surfaktan Tween 20. Sementara
itu, pada pelarut organik, menunjukkan persen relatif paling baik pada pelarut
organik kloroform dan ion logam Ba** juga memberikan efek positif dengan
persen relatif paling baik, yang menunjukkan peran penting kofaktor tertentu
dalam menjaga stabilitas enzim.

Penelitian ini berhasil mengetahui kemampuan enzim lipase dari B. cereus
ALP E1 dalam mengkatalisis reaksi transesterifikasi. Hasil uji transesterifikasi

mampu memodifikasi profil komponen kimia minyak kelapa sawit
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menggunakan katalis enzim lipase. Berdasarkan analisis GC-MS
menggunakan katalis enzim lipase ekstrak kasar didominasi oleh senyawa
Dodecanoic acid, 1,2,3-propanetriyl ester (Trilaurin) (32,13%), sehingga
menunjukkan konversi yang belum maksimal. Sebaliknya, hasil reaksi
transesterifikasi menggunakan katalis enzim lipase hasil dialisis menunjukkan
hilangnya trilaurin dan munculnya senyawa 9-Octadecenoic acid dengan luas
area sebesar 3,01%, yang mengindikasikan terjadinya pembentukan produk

hasil reaksi transesterifikasi.

5.2. Saran

Penelitian selanjutnya disarankan untuk melanjutkan pemurnian lipase B. cereus
ALP E1 menggunakan teknik kromatografi agar diperoleh rendemen yang lebih
tinggi dengan aktivitas spesifik tetap terjaga. Selain itu, perlu dilakukan kajian
lebih mendalam terkait stabilitas dan kinetika enzim terhadap variasi pH, suhu,
surfaktan, ion logam, serta pelarut organik guna memperkuat data karakterisasi.
Kondisi reaksi transesterifikasi juga perlu dioptimalkan melalui pengaturan rasio
metanol terhadap minyak,enzim, suhu, dan waktu reaksi, serta penerapan teknik
immobilisasi enzim sehingga konversi FAME dapat meningkat dan aplikasi lipase

sebagai biokatalis biodiesel menjadi lebih potensial.
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