ISOLASI BAKTERI PENGHASIL LIPASE DENGAN KEMAMPUAN
ESTERASE UNTUK PRODUKSI METIL ESTER

ISOLATION OF LIPASE BACTERIA WITH ESTERASE ABILITY
FOR METHYL ESTHER PRODUCTION

Arba Susanty’, Fitriani"’dan Krishna Purnawan Candra?
DBalai Riset dan Standardisasi Industri Samarindall. Banggeris No.1, Samarinda, ?Jurusan
Teknologi Hasil Pertanian Universitas Mulawarman, JI.TanahGrogot,
Kampus Unmul Gunung Kelua, Samarinda 75119,
Darba@kemenperin.go.id, ¥candra@faperta.unmul.ac.id

Naskah diterima, 10 Oktober 2013, disetujui 2 Desember 2013
ABSTRAK

Lipase (triasilglieserol hidrolase, EC 3.1.1.3) adalah enzim yang dapat menghidrolisis mono-, di-
dan triasilgliserol menjadi asam lemak bebas dan gliserol, sebaliknya enzim ini juga mempunyai
aktivitas esterase yaitu dapat membentuk ester antara asam lemak bebas dengan alkohol.
Mikroorganisme penghasil lipase (lipolitik) tersebar secara merata mulai dari kapang, khamir, dan
bakteri. Empat isolat bakteri lipolitik (SG_T, SG_Z, DS_T, dan DS_Z) yang mempunyai
kemampuan esterase untuk asam lemak dari minyak zaitun dan metanol telah berhasil diisolasi
dari pangan khas Indonesia yang mengandung minyak cukup tinggi (singkong goreng, dodol
salak) dengan menggunakan media isolasi tributirin agar yang mengandung tributirin atau
minyak zaitun. Isolat singkong goreng mempunyai kecenderungan hidup pada lingkungan pH
asam, sedangkan isolat dodol salak memiliki kecenderungan hidup pada pH basa. Semua isolat
menunjukkan bahwa produksi optimum lipase (0,45 0,73 U/mL) dicapai pada waktu inkubasi
kisaran 32 jam (suhu ruang). Isolat singkong goreng menunjukkan aktivitas esterase paling
tinggi, yaitu dapat menghasilkan metil ester yang terbesar yaitu 15,303%. Isolat tersebut
merupakan bakteri lipolitik yang potensial sebagai produsen lipase untuk keperluan produksi fatty
acid methyl esther (FAME) / biodiesel secara enzimatis.

Kata kunci : lipase, isolasi, fatty acid methyl ester
ABSTRACT

Lipase (triasilglieserol hidrolase, EC 3.1.1.3) is an enzyme that can hydrolyze mono-and
di and tri acylglycerols (TAG) into free fatty acids, glycerol. Lipase has esterase activity
that can form between free fatty acid esters with alcohols. Microorganisms that produced
lipase spread from molds, yeasts, and bacteria. Four isolates of bacterial lipolytic ( SG_T
,SG_Z,DS T, and DS_Z ) that has the ability esterase for fatty acids from olive oil and
methanol have been isolated from typical Indonesian food containing high oil (fried
cassava , dodol salak). Media isolation which used are tributyrin agar tributyrin and
tributyrin - olive oil. Fried cassava isolates have a tendency to live in an acidic pH
environment , while isolates dodol salak (fruit snake) has a tendency to live at alkaline
pH . All isolates showed that the optimum production of lipase (from 0.45 to 0.73 U m )
was achieved in the range of 32 -hour incubation time (room temperature ) . Fried
cassava isolates showed the highest esterase activity, which produce the largest methyl!
ester is 15.303%. This isolates is a potential lipolytic bacterial as a lipase producer for
production of fatty acid methyl! ester ( FAME ) / enzymatic biodiesel

Keywords : lipase, isolation, fatty acid methyl ester
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PENDAHULUAN

3.1.1.3) adalah enzim yang sangat

penting, karena peranannya yang
sangat luas dalam bidang industri
(Mahadik et al., 2002). Lipase dapat
mengkatalis reaksi-reaksi antara lain
hidrolisa triasilgliserol (TAG), esterifikasi,
transesterifikasi dan interesterifikasi lipida
(Colla et al., 2010).

Lipase dapat ditemukan pada
hewan, tanaman dan mikroorganisme.
Disamping  dikenal sebagai enzim
ekstrasellular, lipase juga dapat ditemukan
dalam Rhizopus oryzae sebagai enzim
intrasellular (Saleh et al, 1993).Lipase
yang dapat digunakan dalam proses
pembuatan Fatty Acid Methyl Ester
(FAME) adalah lipase yang mempunyai
aktivitas esterase, dapat melakukan
esterifikasi dan juga transesterifikasi.
Telah banyak mikroba yang menghasilkan
lipase jenis ini, antara lain adalah
Pseudomonas fluorescens dan
Pseudomonas cepacia (Noureddiniet
al., 2005).

Selain sebagai katalisator yang
dipergunakan dalam menghasilkan lipid
terstruktur, lipase juga banyak digunakan
dalam berbagai macam industri. Beberapa
tahun  terakhir ini telah  banyak
dikembangkan produksi lipase yang
dikaitkan dengan penggunaannya sebagai
bahan tambahan pangan (modifikasi
aroma), bahan aditif deterjen (hidrolisis
lemak), pengolahan air limbah
(dekomposisi dan mengurangi senyawa-
senyawa berminyak), industri kosmetik
dan farmasi (Burkert et al., 2004). Lipase
memiliki peranan yang penting pula dalam
bioenergi khususnya dalam produksi
biodiesel karena semakin meningkatnya
kebutuhan dunia dalam penggunaan
energi terbarukan (Colla et al., 2010).
Dengan peranan lipase yang sangat besar
ini, membuat kebutuhan dan permintaan
akan lipase terus mengalami peningkatan.

Lipase dapat berasal dari tanaman,
hewan dan mikroorganisme. Namun

Lipase (triasilglieserol hidrolase, EC

demikian lipase mikrobia paling banyak
digunakan karena untuk produksinya
memerlukan waktu yang singkat dan
aktivitasnya dapat ditingkatkan dengan
kondisi pertumbuhan yang tepat serta
tidak memerlukan lahan produksi yang
luas. Mikroorganisme seperti bakteri,
jamur, yeast dan actinomycetes dikenal
sebagai sumber lipase ekstraseluler, yang
dapat memfasilitasi pemulihan enzim dari
media tumbuhnya. Jenis mikrobia seperti
Candida, Pseudomonas, Mucor,
Rhizopus dan Geotrichum  sp
merupakan sumber lipase komersial yang
telah banyak tersedia (Ertugrul et al,
2007).

Untuk memproduksi lipase, mikrobia
penghasil lipase memerlukan kondisi
tertentu untuk pertumbuhannya (Lima et
al, 2003). Komposisi media tumbuh dan
kondisi pertumbuhan jamur
mempengaruhi  aktivitas enzim yang
dihasilkan. Media dengan nutrisi yang kaya
sumber energi seperti trigliserida akan
meningkatkan lipase yang dihasilkan,
begitu pula suhu dan pH pertumbuhan
(Mayordomo et al., 2000).

Bakteri merupakan salah satu
mikroorganisme yang mempunyai
beberapa keuntungan untuk digunakan
sebagai agen penghasil lipase terutama
dari segi produksi dan kemudahannya
dalam meningkatkan kemampuan
produksinya melalui rekayasa genetika.
Sumber bakteri dapat berasal dari jenis
jenis pangan yang ada disekitar kita atau
bahan-bahan pangan yang telah rusak.

Isolasi  bakteri khas Indonesia
diharapkan menemukan bioagen (bakteri)
penghasil lipase dengan kemampuan
esterase yang dapat menunjang
konservasi energi yang pada saat ini
sedang dikembangkan, vyaitu melalui
penyediaan lipase untuk produksi biodiesel
secara biokimia. Tujuan penelitian ini
adalah  memperoleh  isolat  bakteri
penghasil lipase yang memiliki
kemampuan esterase untuk  produksi
fatty acid methyl ester (FAME).
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METODE PENELITIAN

Bahan dan Alat

Sumber mikroba adalah tanah,
pangan berminyak (dodol salak dan
singkong goreng), roti, dan minyak
jelantah. Media tributirin agar (TA) dengan
komposisi (pepton daging 2,5g, pepton
kasein 2,5g, esktrak ragi 3 g, agar 12g
dan tributirin 10 ml), tributirin netral dan
Potato Dextrose Agar diperoleh dari Oxoid;
NaCl, aceton, Cu-asetat, etanol, dan
isooktan diperoleh dari Merck. Minyak
zaitun yang digunakan adalah minyak
zaitun komersial. Crude Palm QOil (CPO)
diperoleh dari Pabrik Kelapa Sawit PTPN
XIII di Kecamatan Longikis Kabupaten
Penajam  Paser Utara.  Mikroburet
digunakan untuk pengukuran kadar asam
lemak bebas.

Prosedur Penelitian

Isolasi bakteri penghasil lipase
(Sharma et al., 2001, dan Cardenas et al.,
2001).

Sumber mikroba diencerkan 10
'dengan cara melarutkan 10 gram contoh
sumber isolat dalam 90 mL larutan
fisiologis. Setelah divorteks dengan merata
dan padatannya dibiarkan mengendap, 1
mL larutan sumber mikroba tersebut
dilarutkan dalam 9 mL larutan fisiologis
dan dihomogenkan, sehingga diperoleh
larutan sumber mikroba dengan
pengenceran 107

Isolasi bakteri penghasil lipase
dilakukan dengan melakukan penanaman
(plating) larutan sumber mikroba dari
masing-masing sumber isolat (tanah,
singkong goreng, dodol salak, roti, minyak
jelantah) sebanyak 0,1 mL ke dalam
media TA yang mengandung tributirin
(TAT) dan TA yang mengandung minyak
zaitun (TAZ). Kemudian diinkubasi pada
temperatur +40°C selama 48 jam. Dipilih
koloni bakteri yang menunjukkan zona
bening (halo) terbesar untuk masing-
masing sumber isolat, dan ditanam ulang
pada media dan kondisi yang sejenis
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sampai diperoleh isolat bakteri yang stabil
menunjukkan aktivitas lipasenya.

Karakterisasi lipase

Karakterisasi lipase masing-masing
isolat dilakukan dengan menentukan profil
aktivitas lipasenya pada kisaran pH 4-10
dan pada suhu 3700C. Dari kondisi ini
ditentukan metode assay lipase untuk
masing-masing isolat yang diperoleh, yaitu
kondisi assay yang menunjukkan aktivitas
optimum.Satu unit lipase didefinisikan
sebagai jumlah produk (mol asam lemak)
yang dibebaskan dalam waktu 1 menit.
Asam lemak dideteksi dengan
menggunakan metode volumetri
menggunakan mikroburet (Lononet al.,
1998; Asaharaet al., 1993)

Produksi lipase (Lonon et al., 1988,
Asahara et al., 1993)

Kondisi produksi optimum untuk
lipase dari isolat terpilih dilakukan dengan
metode batch ditentukan dengan
menentukan kondisi optimum  untuk
masing-masing kondisi produksi, meliputi
suhu inkubasi, lama inkubasi, dan
komposisi media produksi. Masing-masing
kondisi  produksi tersebut dikerjakan
secara bertahap pada inkubator
bergoyang 150 rpm. Tahap pertama
adalah penentuan suhu produksi (40, 50,
60°C), dengan parameter lainnya (lama
inkubasi dan media produksi tetap). Tahap
kedua adalah penentuan lama inkubasi,
dilakukan dengan menggunakan suhu
optimum produksi dikombinasikan dengan
lama produksi yang berbeda (8, 16, 32,
dan 40 jam) menggunakan jenis media
yang sejenis. Tahap ketiga adalah
penentuan jenis media produksi, dilakukan
dengan menggunakan suhu dan lama
inkubasi optimum produksi dikombinasikan
dengan penggunaan jenis media produksi
yang berbeda vyaitu triburitin agar
Tributirin  (TAT) dan tributirin agar
minyak zaitun (TAZ).

Sintesis fatty acid metil ester (FAME)
(Sukartin et al., 2007)



— JURNAL RISET TEKNOLOGI INDUSTRI

Sebanyak 30 gram (33,9 mmol) CPO
dicampurkan dengan metanol dengan
perbandingan molar antara CPO dan
metanol adalah 1:6. Satu mLlarutan enzim
( 25.000 U/ml lipase dalam larutan buffer
fosfat pH 7) dimasukkan ke dalam
campuran CPO-metanol, dan
diinkubasikan selama 4 jam pada suhu
50°C. Reaksi sintesis metil ester dihentikan
dengan cara diinkubasikan pada suhu -4°C
selama 5 menit dan dianalisis kandungan
FAME-nya.

Analisis FAME

Satu mL campuran reaksi (CPO-
metanol-enzim) diambil dan disentrifusi
dengan mikrosentrifus dengan 150 rpm
selama 5 menit. Fase atas (FAME) dari
CPO-metanol-enzim diambil untuk analisis
dengan gas khromatografi menggunakan
kolom Innowax dan detektor FID.
Sebanyak 100 uL fase atas tersebut
ditambahkan 1 gram natrium sulfat
anhidrat dan 1,0 mL heksan untuk
menghilangkan air dari FAME. Campuran
FAME-natrium sulfat anhidrat-
heksandivorteks dan disentrifus sehingga
terbentuk dua lapisan, dan diambil fase
atasnya. Sebanyak 1uL fase atas tersebut
diinjeksikan ke GC menggunakan metode
split, dan standar FAME.

Kondisi uji FAME adalah suhu inlet
220°C, suhu detektor 275°C, sedangkan
suhu kolom diatur secara gradien, yaitu
150°C selama 1,0 menit, suhu dinaikkan
15°C per menit ke 240°C, dinaikkan lagi
5°C per menit ke 260°C, kemudian suhu
dipertahankan pada 260°C selama 8
menit. Untuk beberapa kasus digunakan
juga suhu awal 150°C selama 0,5menit.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi Bakteri Penghasil Lipase
Pertumbuhan koloni mikroorganisme
pada media seleksi (TAT dan TAZ) mulai
terlihat setelah inkubasi selama 48 jam.
Pada hari kedua (48 jam) disekitar
beberapa koloni terlihat zona bening
(halo). Dari enam sumber isolat yang

diteliti, hanya dua sumber isolat yang
menghasilkan  koloni  bakteri  yang
menunjukkan halo, yaitu sumber isolat
singkong goreng dan dodol salak. Dari
hasil pengamatan diambil koloni yang
menunjukkan  halo  paling  besar.
Pertumbuhan isolat singkong goreng dan
dodol salak  tersebut disajikan pada
Gambar 1.

@)

(b)

Gambar 1. Isolat bakteri lipolitik.
(a) dari singkong goreng dengan
media TAT (SG_T), (b) dodol salak
dengan media TAT (DS_T)

Singkong goreng dan dodol salak
menjadi isolat yang potensial diduga
karena mengandung unsur-unsur yang
lebih lengkap dibandingkan sumber isolat
lainnya. Unsur-unsur seperti C dan N
dibutuhkan oleh bakteri untuk
menghasilkan enzim lipase.

Bakteri penghasil lipase dapat
tumbuh baik dalam media tributirin yang
menggunakan substrat tributirin maupun
minyak zaitun, hal ini kemungkinan
disebabkan karena mikroorganisme yang
tumbuh pada media tersebut dapat
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menghidrolisis asam lemak rantai pendek
(4 atom C). Speck (1984) menyatakan
bahwa tributirin dapat dihidrolisis oleh
beberapa mikroorganisme vyang tidak
dapat menghidrolisis trigliserida yang
mengandung asam lemak rantai panjang,
akan tetapi untuk tujuan isolasi, tributirin
merupakan substrat yang paling cocok.
Cardens et al. (2001) mengisolasi 2000
mikroorganisme penghasil lipase,
diperoleh 450 mikroorganisme
menghasilkan zona bening disekeliling
koloninya pada media yang mengandung
minyak zaitun.

Tributirin, minyak zaitun, triolein,
butter oil emulsion dan minyak babi (lard)
adalah substrat alami yang sering
digunakan  sebagai  substrat  untuk
mengukur aktivitas lipase (Ibriket al.,
1998; Mirandaet al., 1999; Kermasha et
al., 1998).

Karakterisasi Lipase Isolat Terpilih

Aktivitas enzim sangat dipengaruhi
oleh kondisi lingkungannya seperti pH dan
suhu (Weete, 2002). Aktivitas enzim juga
dipengaruhi oleh konsentrat substrat,
aktivator, inhibitor  spesifik  enzim,
kekuatan ionik, dan dalam beberapa kasus
tertentu juga dipengaruhi oleh interaksi
dengan protein atau membran (Tucker,
1995).

Aktivitas lipase kedua isolat bakteri
potensial penghasil lipase ditentukan
dengan menguji aktivitas hidrolitik lipase
pada filtrat hasil fermentasinya dalam
media cair. Hasil uji aktivitas lipase
terhadap pH dan lama masa inkubasi
dapat dilihat pada Gambar 2 dan 3.

Hasil uji aktivitas lipase pada
Gambar 2 menunjukkan bahwa bakteri
yang tumbuh pada media tributirin agar
yang menggunakan substrat minyak
zaitun, cenderung mempunyai aktivitas
lipase yang optimum pada media yang
mempunyai pH  mendekati  netral
cenderung basa. Aktivitas lipase pada
media dengan pH ekstrim (asam atau
basa) menunjukkan hasil kecil bahkan

Arba Susanty, Fitriani dan Krisnha Purnawan Candra

138 Isolasi Bakteri Penghasil Lipase Dengan Kemampuan Esterasi

Untuk Produksi Metil Ester

negatif. Hal ini kemungkinan bakteri yang
tumbuh pada media tributirin dengan
substrat minyak zaitun tersebut adalah
bakteri tidak tahan basa atau asam kuat.

Hasil uji aktivitas lipase pada
Gambar 2 juga menunjukkan bahwa
bakteri yang tumbuh pada media tributirin
agar dengan substrat tributirin agar -
tributirin (TAT) mempunyai pH optimum
yang lebih tahan asam. Hasil uji aktivitas
lipase Isolat SG_T pada pH 4 sebesar
0.975 U/mL dan DS_T pada pH 5 sebesar
0.225 U/mL, dibandingkan pada perlakuan
dengan pH yang netral atau basa (6 10)
yang menurun aktivitas hidrolitiknya.

Hal ini menunjukkan bahwa bakteri
yang tumbuh pada kedua sumber isolat
cenderung mempunyai aktivitas lipase
yang optimum pada media yang
mempunyai pH mendekati netral
cenderung basa. Menurut Ismadi (1998),
beberapa enzim memiliki  toleransi
terhadap perubahan pH, tapi yang lainnya
bekerja dengan baik pada rentang pH
yang tidak terlalu jauh. Jika suatu enzim
diberi pH yang ekstrim, maka akan
terdenaturasi. Seperti dilaporkan oleh
Pratiwiet al (2013) vyang meneliti
karakterisasi enzim lipase dari
Pseudomonas aeruginosa yang
menyebutkan bahwa aktivitas enzim
mengalami peningkatan hingga pH 7,5
dan menurun secara drastis pada pH 8,
yang disebabkan oleh putusnya ikatan
hidrogen sehingga struktur enzim tersebut
berubah atau terdenaturasi.
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Gambar 2. Profil aktivitas lipase dari 4 isolat terpilih terhadap pH.
SG_T (Singkong Goreng pada media tributirin agar-tributirin), SG_Z (Singkong Goreng

pada media tributirin agar-minyak Zaitun), DS_T (Dodol Salak pada media tributirin
agar-tributirin), DS_Z (Dodol Salak pada media tributirin agar-minyak Zaitun)
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Gambar 3. Produksi lipase 4 isolat bakteri terhadap waktu inkubasi.

SG_T (Singkong Goreng pada media tributirin agar-tributirin), SG_Z (Singkong
Goreng pada media tributirin agar-minyak Zaitun), DS_T (Dodol Salak pada media
tributirin agar-tributirin, DS _Z (Dodol Salak pada media tributirin agar-minyak
Zaitun).
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Selain faktor derajat keasaman (pH),
faktor lama inkubasi juga merupakan hal
yang penting untuk mengetahui waktu
yang dibutuhkan bakteri sehingga dapat
menghasilkan enzim lipase yang optimum.
Hasil uji aktivitas lipase berdasarkan lama
masa inkubasi dapat dilihat pada Gambar
3. Pada lama masa inkubasi 32 jam
menunjukkan angka aktivitas lipase
tertinggi, hasil tersebut menunjukkan
bahwa semakin lama masa inkubasi juga
terjadi peningkatan aktivitas lipase pada
semua isolat baik yang menggunakan
substrat tributirin agar - minyak zaitun
maupun yang menggunakan substrat
tributirin agar - tributirin, walaupun pada

masa inkubasi 40 jam terjadi penurunan
aktivitas lipase.
Produksi Metil Ester

Berdasarkan penelitian Sukartin et
al(2007) perbandingan metanol dan CPO
yang digunakan untuk produksi FAMEa
dalah 1 : 6, yang kemudian ditambahkan
enzim lipase dari sumber isolat terpilih.
Untuk mengetahui kemampuan enzim
lipase yang diproduksi dalam
menghasilkkan  metil ester dilakukan
pengujian metil ester menggunakan alat
gas kromatografi (GC) dengan hasil seperti
terlihat pada Gambar 4 dan 5.

Gambar 4. Standar FattyAcid Metil Ester (FAME). Keterangan gambar: 1. asam
miristat (C14:0), (2) asam palmitat (C16:0), (3) asam palmitoleat (C16:1),
(4) asam stearat (C18:0), (5) asam oleat (C18:1), (6) asam linoleat

(C18:2), (7) asam linolenat (C:18:3).

Gambar 5. Metil ester dari CPO setelah proses metanolisis menggunakan enzim
lipase dari sumber isolat singkong goreng zaitun (SG-Z). (1) asam palmitat (C16:0),
(2) asam palmitoleat (C16:1), (3) asamtearat (C18:0), (4) asam oleat (C18:1), (5)

asam linoleat (C 18.:2).
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Gambar 4. menunjukkan
khromatogram dari FAME standar yang
digunakan yaitu metil ester untuk C:14
(asam miristat), C:16 (asam palmitat),
C:16:1 (asam palmitoleat), C18:0 (asam
stearat), C18:1 (asam oleat), C18:2 (asam
linoleat), C18:3  (asam linolenat).
Sedangkan pada Gambar 5 menunjukkan
lipase dari isolat singkong goreng yang
ditumbuhkan pada media tributirin-zaitun
(SG_Z) dapat mengkatalisis reaksi
transesterifikasi CPO menjadi metil ester.
Hal ini terlihat dari munculnya puncak
(peak) pada retention time yang sama
sesuai dengan standar FAME pada Gambar
4. Adapun prosentase metil ester yang
diperoleh dapat dilihat pada Tabel 1.
Untuk perbandingan dilakukan pula
esterifikasi CPO menggunakan enzim
komersil yaitu Pseudomonas
fluorescens.

Tabel 1. Prosentase FAME dari Sumber Isolat

Terpilih.
Asal enzim Yield (%)
Pseudomonas 10,417
fluorescens
SG 7 15,303
DS 7 10,597
SG. T 5,956
DS T 7,766

Tabel 1 menunjukkan bahwa isolat
yang berasal dari singkong goreng yang
ditumbuhkan pada media tributirin
minyak zaitun (SG_Z) mempunyai yield
yang paling besar vyaitu 15.3%
dibandingkan dengan vyield dari isolat
lainnya. Besarnya prosentase FAME pada
isolat SG_Z kemungkinan dapat
disebabkan komposisi minyak zaitun
yang juga mengandung asam palmitat dan
asam stearat yang hampir sama dengan
komposisi metil ester yang terkandung
dalam CPO sebagai bahan baku FAME
dalam penelitian ini. Dengan komposisi
yang mirip ini menyebabkan enzim lipase
bekerja lebih optimum untuk

mempercepat reaksi esterifikasi
menghasilkan metil ester dan gliserol.

KESIMPULAN

Bakteri penghasil lipase dengan
kemampuan esterase dapat diisolasi dari
pangan berminyak yaitu dodol salak dan
singkong goreng sebagai sumber isolat
potensial.Bakteri penghasil enzim lipase
pada media tributirin agar tributirin
mempunyai kecenderungan hidup pada pH
asam sedangkan pada media tributirin
agar minyak  zaitun  memiliki
kecenderungan hidup pada pH basa,
dengan masa inkubasi optimum pada 32
jam. Isolat yang berasal dari singkong
goreng yang ditumbuhkan pada media
tributirin ~ agar minyak  zaitun
menghasilkan fatty acid metil ester (FAME)
yang terbanyak yaitu 15,303%.
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