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AMOBILISASI ENZIM LIPASE DARI  Mucor miehei PADA
MATRIKS POLIPROPILEN UNTUK ESTERIFIKASI
LAKTOSIL OLEAT

ABSTRAK

Lipase dapat digunakan untuk mengkatalisis reaksi

esterifikasi dan memiliki peran yang penting dald®rbagai
industri. Lipase perlu diamobilkan agar dapat daj@am untuk
beberapa kali pemakaian. Lipase daviucor miehei dapat
diamobilisasi menggunakan matriks polipropilen (Pd#ngan
adsorpsi fisik. Tujuan penelitian ini adalah menk&ah kondisi
optimum amobilisasi lipase menggunakan PP meligatha

pengocokan dan konsentrasi lipase, mengetahuiitaktigpesifik
lipase bebas serta pengaruh jumlah lipase yangdsiEmasi

terhadap aktivitas spesifik lipase amobil. Aktigitapesifik lipase
dapat ditentukan berdasarkan jumlah asam oleat yeengaksi
dengan laktosa dalam membentuk laktosil oleat paEmitnper mg
lipase. Hasil penelitian menunjukkan bahwa kondiptimum

adsorpsi lipase dicapai pada lama pengocokan 2 g¢&m

konsentrasi lipase 2082 ppm, menghasilkan lipasadserpsi
sebanyak 68,51 mg/g PP. Jumlah lipase teradsogrspengaruhi
aktivitas spesifiknya, yaitu pada jumlah lipaseatisorpsi 4,47 —
19,75 mg/g (PP + lipase), aktivitas spesifik menu(li6,926 —
10,670 pg/mg menit). Amobilisasi dapat meningkatk&tivitas

spesifik lipase, yaitu 5,2 kali dibandingkan lipadsdam keadaan
bebas.

Kata kunci: lipase, esterifikasi, amobilisasi, ksnéptimum



IMMOBILIZATION OF Mucor miehei LIPASE

ON POLIPROPILEN MATRIX FOR ESTERIFICATION OF
LACTOSIL OLEAT

ABSTRACT

Lipase can be used to catalyze esterification asddnucial
role in industries. Lipase needs to be immobilifedrepeatable
use. Mucor miehel lipase is immobilized in polypropylene (PP)
matrix by physical adsorption. The aim of this expent was to
determine optimum condition of immobilized lipassing PP
include shaking time and lipase concentration, stigate specific
activity of free lipase and also the effect of abied lipase
guantity to specific activity of immobilized lipas8pecific activity
of lipase is determined based on the amount ot @eid which
reacted to lactose to produce lactosyl oleate peuter per mg of
lipase. The result showed that the optimum of Epassorption
was reached at 2 hours shaking time and lipaseeotmation of
2082 ppm resulting in adsorbed lipase of 68,51 nigRy The
adsorbed lipase quantity influenced its specifidiviag that
showed from decreasing the specific activity (16,92 10,670
pg/mg minute) on 4,47 — 19,75 mg/g (PP + lipaseadsorbed
lipase. The immobilized lipase showed 5,2 timesigigeactivity
of free lipase.

Keywords: lipase, esterification, immobilization, ptomum
condition
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Enzim merupakan suatu protein yang khusus disst@eh sel
hidup untuk mengkatalisis reaksi yang berlangsungladamnya.
Enzim dapat diisolasi dari jaringan hewan, tanamdan mikroba.
Enzim dari mikroba lebih cepat diproduksi diband&wg dengan
enzim dari tanaman dan hewan (Suharto, 1995), gghirenzim
sering diisolasi dari mikroba.

Lipase merupakan enzim yang banyak digunakan dalam
berbagai industri diantaranya industri makanarergen, kosmetika,
farmasi dan agrokimia (Putrantdkk, 2006). Lipase dapat diisolasi
dari berbagai mikroba, salah satunya yaitu kapsiugor miehel
(Winarno, 1995). Menurut Othmer (1987), lipase hissilasi masih
bercampur dengan protein non enzim, sehingga hditakukan
pemurnian untuk memperoleh lipase murni. Metodeysaman yang
sering dilakukan adalah pengendapan protein demgarambahkan
garam amonium sulfat dengan berbagai variasi karzsrke dalam
larutan ekstrak kasar enzim disertai pengadukam [gaitiu rendah
(Sorensengt al, 1999). Pada penelitian ini lipase dimurnikan pada
fraksi 20-60% karena menurut Roosdialklz (2006) pada fraksi ini
lipase terendapkan paling maksimal.

Salah satu peran lipase dalam esterifikasi yaitla ggembuatan
ester gula, karena lipase dapat mengkatalisis irehksolisis,
esterifikasi dan transesterifikasi (Leef al, 2006). Ester gula
merupakan ester dari gula dan asam lemak yang alildengan
sebutan biosurfaktan (Schmid, 2001). Contoh estda @dalah
laktosil oleat, yang dapat disintesis dari lakt@sn asam oleat
melalui proses esterifikasi secara enzimatis. M&nRioosdianalkk
(2006), kondisi optimum lipase dalam mengkatalie&terifikasi
dicapai pada temperatur 50°C dan waktu inkubagr24

Pemakaian enzim dalam pembuatan ester gula dapeiegen
hasil reaksi samping dibandingkan penggunaan kaktatia, tetapi
enzim tidak dapat dipakai kembali karena sulit shpkan dari
produknya (Judoamidjojogkk, 1992). Oleh karena itu, perlu



dilakukan amobilisasi enzim karena dapat meningkat&tabilitas
dan aktivitas enzim serta enzim dapat dipakai begikali (Chibata,
et al, 1978). Selain memberikan keuntungan, amobilisazim juga
memiliki kekurangan, yaitu turunnya aktivitas sfiksenzim yang
disebabkan karena kondisi pori yang terlalu rapehingga
menyulitkan interaksi antara enzim dan substrat@8ano, 1989).

Enzim amobil merupakan enzim yang berada dalamgryang
dibatasi secara sempurna oleh pembatas (Suhar®).1®letode
amobilisasi yang digunakan pada penelitian ini @dametode
pengikatan enzim pada karier yang tidak larut dalaim dan
merupakan metode paling sederhana. Menurut Wise(h885)
amobilisasi enzim melalui metode ikatan pada kadipengaruhi
oleh konsentrasi enzim dan lama pengocokan. Semakgyi
konsentrasi enzim maka semakin banyak jumlah engang
teradsorpsi pada karier sampai pada batas tertlantusemakin lama
waktu pengocokan maka semakin besar jumlah enzimg ya
teradsorpsi pada karier, namun ketika kesetimbategg@di adsorpsi
cenderung tetap, yang berarti lama pengocokan telahcapai
optimum.

Dalam metode pengikatan pada Kkarier, jenis kariengy
digunakan bisa dari bahan anorganik ataupun orgaal&h satunya
adalah polipropilen (PP). Minovskat al (2005) melakukan
penelitian hidrolisis minyak zaitun oleh lipase gateramobilkan
pada PP. Jumlah lipase yang teradsorpsi oleh PiR Enyak
dibanding dengan menggunakan silika gel dan, 8&ena adsorpsi
lipase pada permukaan PP lebih kuat. Hal ini diskdya karena
lipase memiliki sisi hidrofobik yang mampu berikatdengan PP
yang memiliki sifat hidrofob yang tinggi. Selain rah dan tidak
bereaksi dengan substrat yang digunakan, penggiRfaanembuat
stabilitas lipase tinggi karena memiliki kepolagamg sama dengan
t-butanol sebagai media esterifikasi pada penelitia



1.2.Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikaatas, maka
rumusan masalah yang dapat diajukan dalam pendthiiimdalah:

1. Bagaimanakah kondisi optimum amobilisasi lipase
menggunakan polipropilen yang meliputi lama pengano
dan konsentrasi lipase?

2. Sejauh mana pengaruh jumlah lipase yang teradsorpsi
terhadap aktivitas spesifik lipase amobil?

3. Bagaimana pengaruh amobilisasi terhadap aktivjpasisk
lipase amobil dibandingkan lipase dalam keadaaadizb

1.3. Batasan Masalah

Berdasarkan rumusan masalah yang telah disebutkatasl
maka penelitian ini dibatasi pada:

1. Lipase diisolasi dari kapanducor miehel

2. Pemurnian  lipase  dengan metode  pengendapan
menggunakan amonium sulfat fraksi 20-60%

3. Aktivitas spesifik lipase diukur berdasarkan aks
esterifikasi laktosa dan asam oleat

1.4. Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini adalah untuk:

1. Menentukan  kondisi  optimum amobilisasi lipase
menggunakan polipropilen yang meliputi lama pengaoo
dan konsentrasi lipase

2. Mengetahui pengaruh jumlah lipase yang teradsorpsi
terhadap aktivitas spesifik lipase amobil

3. Mengetahui pengaruh amobilisasi terhadap aktidtsesifik
lipase amobil dibandingkan lipase dalam keadaaa$eb

1.5. Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan infoimangenai
kondisi optimum lipase yang diamobilkan dengan pyopilen
sehingga dapat meningkatkan kinerja lipase dalamghagalisis
reaksi esterifikasi pembentukan laktosil oleat.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Enzim Lipase sebagai Katalis Reaksi Esterifils

Enzim adalah katalis protein yang dapat memediadesss
suatu senyawa organik. Enzim banyak diaplikasikalard bentuk
teramobilisasi (Connet al, 1987). Sifat istimewa enzim yang
menonjol adalah kapasitas katalitik dan spesifitasyang sangat
tinggi. Enzim memiliki spesifitas yang tinggi dalajanis reaksi
maupun substratnya. Enzim dapat mempercepat lajksir@aling
sedikit satu juta kali (Winarno, 1995). Enzim meknigugus yang
dapat terionisasi. Perubahan pH dapat memberi géela bagian
katalitik dan konformasi enzim. Secara umum enzemyla aktif
pada selang pH yang terbatas dan sebagian besatedaaan itu
ditemukan suatu pH optimum tertentu (Wong, 1995)kniMut
Lehninger (1992), enzim memiliki pH optimum yangakhyaitu pH
yang menyebabkan aktivitas enzim maksimal.

Salah satu jenis enzim adalah lipase. Lipase adatatein
hidrofobik yang berperan pada ester asam karboksdperti lipid
gliserida. Lipase memiliki resistansi yang cukumggi dalam pelarut
organik dimana lipase dapat memfasilitasi reaksitesis ester
(Pereiragt al, 2003).

Lipase bekerja sangat lambat pada larutan lema&ndadir
tetapi lipase aktif dalam emulsi minyak dalam &ieaktifan lipase
dapat diketahui dengan mengikuti hilangnya substiai timbulnya
produk hidrolisis asam lemak bebas. Lipase hankaerfzepada fase
antara minyak dan air, sehingga substrat perludiéga emulsi
minyak/air lebih dahulu (Winarno, 1995). Keaktifaptimum lipase
tergantung pada pH, temperatur dan juga senyawgepersi yang
digunakan, serta ada dan tidaknya garam dalamratioBemperatur
optimal lipase pada 50-80 (Sekeroglugt al, 1998). Pada rentang
temperatur tersebut aktivitas lipase maksimum datssngkatalisis
substratnya, sedangkan pH optimum lipase berkistara 4,5-8,0
(Mathews dan Van Holde, 1990). Menurut Wong (19%®juktur



sisi aktif lipase adalah seperti pada Gambar 2.1.

— cC——0

é Histidin
Asam aspartat .
P GH2 Serin

o

Gambar2.1. Struktur sisi aktif lipas

Pada Gambar 2.1 diketahui lipase mengandung 3 asano
utama yang sangat berperan dalam reaksi kataliikaytu histidin,
serin dan asam aspartat. Satu atom N pada cinstiiglihi berikatan
hidrogen dengan atom H dari Serin, sedang N yaimgblerikatan
dengan atom H gugus karboksilat dari asam aspartat.

2.2. Mikroba Penghasil Lipase

Lipase dapat diproduksi oleh berbagai mikroba, lsa@unya
yaitu kapandviucor miehel (Winarno, 1995). Adapun klasifikasi dari
Mucor miehei adalah sebagai berikut (Charlie dan Wilkinson,4)99

Kingdom : Thallophyta
Divisi : Fungi

Sub divisi : Eumycetes
Kelas : Phycomycetes
Sub kelas : Zygomycetes
Ordo : Mucorales
Famili : Mucoraceae
Genus : Mucor
Spesies : Miehei

Mucor miehel merupakan fungi yang berfilamen, penampakan
fisiknya berwarna abu-abu, tidak memiliki rhizoibersifat non



patogenik dan non toksik pada manusia dan heway) (E91).
Mucor banyak ditemukan di tanah dan sisa tanaman ldiar(i€ dan
Wilkinson, 1994).

2.3. Isolasi Enzim

Proses isolasi enzim ditentukan oleh sumber enamagakah
dari tanaman atau hewan (Utomo, 1997). Isolasinendari hewan,
tumbuhan dan mikroorganisme dapat dilakukan dertgelverapa
cara antara lain: metode ekstraksi, presipitasigitasi, sentrifugasi,
filtrasi, dan kromatografi (Judoamidjojalkk, 1992). Keberhasilan
isolasi enzim bergantung pada macam dan kondisbsumnzim,
proses produksi dan cara ekstraksinya (Rahayu, )19Béknik
pemisahan enzim dari sel dan komponen lain dipehgaoleh
keberadaan enzim tersebut. Lipase termasuk enzstraskluler
yang aktivitasnya berada di luar sel sehingga tipglttu dilakukan
pemecahan dinding sel dan isolasinya dapat dilakutangan
metode sentrifugasi (Suhartono, 1989).

2.4. Pemurnian Enzim

Pemurnian enzim dilakukan dengan tujuan untuk memken
enzim dari pengotor komponen lain. Hal ini dipedaok untuk
menghilangkan senyawa lain yang mengganggu sisi ekiim
(Othmer, 1987). Menurut Smith (1993), proses peimarrenzim
dapat dilakukan dengan metode pengendapan, filiresnbran,
kromatografi serapan, afinitas dan filtrasi gel.

Pemurnian dengan metode pengendapan dilakukan mlenga
penambahan amonium sulfat. Penambahan amoniun keltialam
larutan protein akan memberikan pengaruh terhadigpuan enzim,
yaitu menurunkan kelarutan enzim di dalam air (efaking out)
(Voet dan Voet, 1990). Amonium sulfat merupakanagamdengan
kelarutan tinggi (Anonymod@s2008), sehingga dapat dengan mudah
menarik molekul air yang mensolvasi protein.



Setelah enzim diendapkan dengan amonium sulfat dan
dilarutkan dalam buffer, larutan tersebut mengagduwesidu
amonium sulfat yang terikat pada enzim. Salah satwa
memisahkan kelebihan garam amonium sulfat adalddlundialisis
protein menggunakan buffer dengan konsentrasi Iednidah pada
temperatur sekitar 4°C (Sorensenal, 1999). Penggantian fase cair
diluar beberapa kali dapat menurunkan konsentrasekal garam
dalam larutan sampai jumlah yang sedikit (Lehnin862). Selama
dialisis, molekul yang kecil (BM lebih kecil darkuran pori-pori
kantong dialisis) akan berdifusi dari kantong diali sampai
konsentrasi molekul tersebut di dalam dan di luamivran selulosa
sama (Sorensert al, 1999).

2.5. Amobilisasi Enzim

Amobilisasi enzim adalah suatu keadaan dimana enaing
secara fisik maupun kimia tidak bebas bergerakngela dapat
dikendalikan atau diatur kapan enzim harus kon&kgedn substrat
(Fennema, 1996).

Metode-metode amobilisasi enzim digolongkan menj&di
kelompok, yaitu (Said, 1987):

1. Metode pengikatan enzim pada karier

Metode ini didasarkan pada pengikatan suatu mat@Eisy
tidak larut dalam air. Sebagai matriks dapat diganabahan
organik maupun bahan anorganik, misalnya alumiglalcsa,
tanah liat, hidroksilpatit.

2. Metode ikatan silang

Metode ini didasarkan pada pembentukan ikatangsidatiara
molekul-molekul enzim. Dalam metode ini tidak digkan
matriks. Gugus fungsional dalam molekul enzim yéugn
digunakan untuk pembentukan ikatan antar molekpkrse
gugus amino dari lisin, gugus fenolik dari tirosdan gugus
imidazol dari histidin.



3. Metode penjebakan

Metode ini didasarkan pada penempatan enzim dndalai

suatu polimer atau dalam suatu membran yang bersfai

permeabel. Contohnya adalah penjebakan enzim dptam
membran Ca-alginat.

Dalam metode pengikatan enzim pada karier, fakioma yang
mempengaruhi jumlah enzim yang dapat diadsorpsh ddarier
adalah konsentrasi enzim yang dikenakan pada pe@nukarier
selama proses amaobilisasi serta lama pengocokamakae tinggi
konsentrasi enzim maka akan semakin banyak jumtaimeyang
teradsorpsi pada karier sampai pada batas tert€@ningkatan
waktu pengocokan juga akan meningkatkan jumlahnengang
teradsorpsi pada karier, namun ketika kesetimbateggdi adsorpsi
cenderung tetap, yang berarti lama pengocokan telahcapai
optimum (Wiseman, 1985). Menurut Ariesta (2009pase yang
diadsorpsi oleh polietiien mencapai kondisi optimgpada lama
pengocokan 3 jam dan konsentrasi 2778 ppm.

Enzim amobil memiliki beberapa keunggulan yaitu atap
meningkatkan aktivitas spesifik dibandingkan enzialam keadaan
bebas, stabilitas enzim lebih tinggi dalam arti tuagenyimpanan,
macam enzim amobil dapat dibuat sesuai perencamnamink
pemakaian tertentu, enzim dapat dipakai berulatigd@pa melalui
prosedur regenerasi yang non-ekonomis, pemakaisanb&aku
lebih efisien dan polusi yang diharapkan dapatrdikgi (Chibataet
al, 1978).

Amobilisasi enzim juga memiliki kekurangan, yaitwrdnnya
aktivitas spesifik enzim yang disebabkan karenadisbrpori yang
terlalu rapat sehingga menyulitkan interaksi antar&im dan
substrat (Suhartono, 1989).

2.6. Polipropilen

Polipropilen (PP) merupakan polimer termoplastikgalapat
diaplikasikan secara luas untuk tekstil, plastikergtatan
laboratorium, komponen otomotif, dan lain-lain. Bérsifat kasar
dan lebih kaku dibanding plastik-plastik yang lamemiliki daya
tahan yang sangat baik serta memiliki titik leleB0AC sehingga



sering dimanfaatkan untuk keperluan medis ataupboratorium
karena dapat menahan panas pada autoklaf (Anon{m2088).
Pemanfaatannya yang sangat luas dimungkinkan ka@@maer ini
memiliki banyak sifat-sifat yang bermanfaat antdsen tahan
terhadap zat kimia, non toksik dan ekonomis (Anonoysn 2008).

PP merupakan salah satu karier organik yang mangngikat
enzim, salah satunya enzim lipase, dengan metosiersi fisik.
Menurut Minovskagt al (2005), jumlah lipase yang teradsorpsi oleh
PP lebih banyak dibanding dengan menggunakan ksilika gel
atau SiQ karena adsorpsi lipase dengan permukaan PP lefaifh k
Hal ini disebabkan karena lipase memiliki sisi bfdbik yang
mampu berikatan dengan PP yang memiliki sifat fatroyang
tinggi. PP memiliki kepolaran yang sama dengantéil sebagai
media esterifikasinya, sehingga penggunaan PP nangtabilitas
lipase tinggi. Struktur umum PP adalah seperti p&aanbar 2.2

(Anonymous, 2008).
Hs

n

Gambar 2.2. Struktur Polipropilen

2.7. Ester Gula dari Laktosa dan Asam Oleat
2.7.1. Ester gula

Ester gula merupakan ester dari gula dengan asaaklgang
terbentuk berdasarkan reaksi esterifikasi, yaiakseantara asam
karboksilat dengan alkohol (Fessenden dan Fessenti@®o).
Contoh ester gula adalah laktosil oleat. Laktosiabdapat disintesis
dari laktosa dan asam oleat melalui proses e$@&sifi secara
enzimatis, karena reaksi enzim berlangsung spesifilecara
ekonomis proses ini memiliki keunggulan karenaregtda yang
terbentuk memiliki komponen yang mudah dibiodegsadan tidak
beracun (Aranet al, 2000).



2.7.2. Laktosa

Susu adalah sumber utama dari laktosa (Fox danfeByuf
1991). Laktosa merupakan disakarida alamiah yajugngai hanya
pada binatang menyusui; airsusu sapi dan manusilanD
metabolisme tubuh manusia yang normal, laktosaldihsis secara
enzimatis menjadi D-Galaktosa dan D-Glukosa. Smmukaktosa
adalah sebagai berikut (Fessenden dan Fessen@®); 19

CH,OH

OH

HOCH,

OH

OH

Gambar 2.3. Struktur Laktosa
2.7.3. Asam oleat

Asam oleat adalah asam lemak tak jenuh yang mernapuny
rumus molekul GH3,0, (asam-9-oktadekanoat). Berat molekul
asam oleat adalah 282,470 g/mol, mempunyai titlikhd286°C, titik
leleh 4°C dan densitas 0,895 g/mL pada 25°C. Adaat berbentuk
cairan minyak berwarna kuning kecoklatan, tidalutladalam air
tetapi larut dalam alkohol. Asam ini stabil dalaemperatur kamar,
tetapi dalam udara terbuka asam oleat dapat teladisidan
warnanya berubah dari kuning menjadi coklat dengam tengik.
Struktur asam oleat seperti terlihat pada Gambdr (Blarrison,
2008).

I
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Gambar 2.4. Struktur Asam Oleat



2.8. Aktivitas Esterifikasi Lipase

Lipase mengkatalisis reaksi antara laktosa dan ashzat
sehingga dihasilkan produk ester yaitu laktosibbléembentukan
ester dapat ditentukan dengan aktivitas enzim dafsngkatalisis
reaksi (Schmidgt al, 2001). Hal ini karena enzim bekerja secara
spesifik terhadap substrat yang dikatalisnya.

Enzim memiliki gugus-gugus asam amino yang dapat
mengalami ionisasi dan berperan dalam reaksi k&tgla. Lipase
memiliki tiga asam amino yang merupakan sisi akpfise dan
berperan dalam mengkatalisis reaksi esterifikagja Bilsam amino
tersebut yaitu asam aspartat, histidin dan sergp{Alis—Ser) yang
letaknya berdekatan. Gugus-gugus asam amino iendgruhi oleh
pH sehingga konsentrasi ion’ Wang ada di sekitar asam amino
tersebut mempengaruhi keadaan ionisasinya. Padgap#l sesuali,
gugus R mengion dan berperan dalam reaksi kat@iifibtng, 1995).
Reaksi enzimatis dalam pembentukan ester secarna ywaitu:

E+85 ES+ HO tihboivrens, 1)
ES+S S ESS, > E+P ... @)

sehingga reaksi esterifikasi pembentukan produkestezm kembali
tidak bersifat reversibel seperti pada reaksi gs@@si pada
umumnya. Hal ini menyebabkan tidak terjadi reakdrdiisis oleh
lipase.

2.9. Penentuan Aktivitas Spesifik Lipase

Aktivitas enzim didefinisikan sebagai jumlah enzigang
menyebabkan perubahan iy substrat per menit pada keadaan
pengukuran optimal (Lehninger, 1992). Aktivitas age dalam
mengkatalisis pembentukan ester gula dapat ditantakcara titrasi
asam basa (Sekeroglet, al, 1998), yaitu berdasarkan jumlah asam
lemak sisa hasil esterifikasi. Prinsip dari pengakuini adalah
substrat asam oleat dan laktosa ditambahkan liyasg belum
diketahui aktivitasnya, diinkubasi pada pH dan terafur



optimum. Selama inkubasi asam oleat bereaksi deladgosa, dan
dengan cara titrasi akan didapat jumlah titer p¢wan waktu yang
merupakan harga aktivitas lipase. Aktivitas enzipedgaruhi oleh
pH, temperatur dan waktu inkubasi (Winarno, 1995).

1. pH

Perubahan pH dapat berpengaruh dalam pembentukapléis
enzim substrat. pH yang terlalu tinggi dapat meap&hn denaturasi
dan perubahan struktur protein. Pada umumnya, ealzifinpada pH
netral dan mempunyai aktivitas yang maksimal (Mcldaa James,
2003). pH optimum lipase berkisar antara 4,5-8,@tfldw dan Van
Holde, 1990).

2. Temperatur

Pengaruh temperatur terhadap enzim agak komplekap@ratur
yang terlalu tinggi dapat mempercepat pemecahan pe¢ausakan
enzim, sebaliknya semakin tinggi temperatur (dalmtas tertentu)
semakin aktif enzim tersebut. Bila temperatur masik terus,
kerusakan enzim akan melampaui reaksi katalisismenPada
temperatur rendah, laju inaktivasi enzim sangatbEmsehingga
boleh diabaikan. Sebaliknya pada temperatur tinggs, inaktivasi
enzim semakin cepat sehingga reaksi enzimatik isre&thenti sama
sekali (Winarno, 1995). Temperatur optimum lipasekisar antara
50-60°C (Sekerogliet al, 1998).

3. Waktu inkubasi

Aktivitas enzim juga dipengaruhi waktu inkubasi. kitainkubasi
ini diperlukan enzim untuk berikatan dengan sulbs8amakin lama
waktu inkubasi semakin banyak enzim yang berikati@mgan
substrat sehingga produkyang terbentuk semakin abarpula.
Apabila enzim sudah jenuh dengan substrat, makanganwaktu
inkubasi sudah tak berpengaruh lagi (Pudjiharti dan
Wirahadikusumah, 1994).

Menurut Lehninger (1992), aktivitas spesifik didédikan
sebagai aktivitas enzim per miligram protein. Aitds spesifik
enzim akan meningkat selama proses pemurnian danrakncapai



nilai maksimum dan konstan apabila enzim tersebildand keadaan
murni.

2.10. Penentuan Kadar Protein

Kadar protein dapat ditentukan secara kuantitagihgen
menggunakan metode Biuret dan kasein sebagai tehda&unya.
Kasein dapat digunakan sebagai larutan baku kalasein
merupakan protein yang dapat membentuk komplekgasfereagen
Biuret sehingga menghasilkan warna yang dapatagigeada daerah
L 400-600 nm. Selain itu kasein memiliki BM yang dreslan
stabilitas tinggi sehingga dapat memperkecil késalgpengukuran
dan memenuhi syarat sebagai larutan baku (Wesg)188ensitas
warna proporsional terhadap kadar protein yanguliakialah pada
530-550 nm. Kompleks terbentuk jika suatu proteiangy
mempunyai 4 atom nitrogen yang berasal dari asamoaberikatan
dengan ion CU dari CuSQ (Owusu dan Appenten, 2002).
Polipeptida dan protein yang mempunyai dua atath lékatan
peptida dapat memberikan warna ungu yang karatikeapabila
ditambah dengan larutan tembaga sulfat pada pHi.aWarna ini
terbentuk karena terbentuknya ikatan kompleks ar@ar(l) dengan
atom nitrogen yang berasal dari dua ikatan peptirizaksi yang
terjadi seperti terlihat pada Gambar 2.5 (West6199

o (:3 c —o
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Gambar 2.5. Pembentukan kompleks ungu Protein-Biure



2.11. Hipotesis

Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini adalah

1.

Amobilisasi lipase menggunakan polipropilen
mempunyai kondisi optimum meliputi lama pengocokan
dan konsentrasi lipase.

Aktivitas spesifik lipase amobil menurun dengan alkeim
banyaknya jumlah lipase yang teradsorpsi pada
polipropilen.

Amobilisasi meningkatkan aktivitas spesifik lipase
amobil dibandingkan dalam keadaan bebasnya.
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METODE PENELITIAN

3.1. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Biokimia am
Laboratorium Fisik Jurusan Kimia, Fakultas Matekatdan IImu
Pengetahuan Alam Universitas Brawijaya Malang muaian
Oktober 2008 sampai Januari 2009.

3.2. Bahan dan Alat Penelitian
3.2.1. Bahan penelitian

Bahan penelitian yang digunakan dalam penelitianadalah
sampel kapangVucor miehel yang diperoleh dari Laboratorium
Biokimia Fakultas MIPA Universitas Brawijaya Malangerta
plastik polipropilen komersil.

3.2.2.Bahan kimia

Bahan kimia yang digunakan adalah dekstrosa, NG&P O,
ZnSQ, MgSQ,.7H,O, CuSQ.5H,0O, KNa-tartrat, NgHPO,, asam
sitrat, laktosa, asam oleat, ammonium sulfat Jp%0,, BaClb, HCI
pekat, KOH, indikator fenolftalein, t-butanol, etdntoluena dan
metanol. Semua bahan tersebut mempunyai kemurn@arnalisis
(p-a) kecuali kasein, ekstrak yeast, agar, pepkamntas saring,
kentang, dan akuades.

3.2.3. Alat penelitian

Alat penelitian yang digunakan antara lain sepéranglat
gelas, magnetik stirer, autoklaf elektris, jarune,askubator (merek
Heracus tipe B 50 Memmert), sentrifuse (Fischere@dic
Centrifuge), shaker (Edmund Buhler SM 25), pH megzhott-
gerate tipe CG-820), oven (Memmert), neraca akalithettler
Todelo AL 204), spektrofotometer UV-Vis, kuvet daeezer.



3.3. Metode Penelitian

Metode penelitian yang digunakan adalah pemurnipasé
menggunakan amonium sulfat dengan tingkat kejen@8e60% dan
amobilisasi lipase dengan variasi lama pengocokenksénsentrasi.
Pola rancangan yang digunakan adalah rancangan langkap
(RAL). Tahapan penelitiannya adalah sebagai beriku

1. Pembuatan matriks polipropilen
Penyiapan media padat
Peremajaan biakan murni
Pembuatan media cair
Pembuatan inokulum
Produksi dan isolasi ekstrak kasar lipase
Pemurnian ekstrak kasar lipase
Penentuan kadar protein hasil pemurnian
Penentuan aktivitas enzim hasil pemurnian
OAmoblllsaS| enzim meliputi:

- penentuan lama pengocokan optimum adsorpsinetiengan

variasi waktu (1, 2, 3, 4 dan 5) jam
- penentuan konsentrasi optimum enzim saat arsabildengan
variasi larutan lipase (1, 2, 3, 4 dan 5) mL

11 Penentuan kadar protein sisa
12 Penentuan aktivitas enzim amobil

BPO®NDUIEWN

3.4. Cara Kerja Penelitian
3.4.1. Pembuatan matriks polipropilen

Matriks polipropilen dibuat dari plastik polipropi komersil
dengan cara digunting kecil-kecil lalu ditimbandpaayak 3 gram,
kemudian dimasukkan ke dalam 300 mL toluena latliddikan
hingga larut. Larutan polimer dalam keadaan panasrgikan
sedikit demi sedikit ke dalam 600 mL non pelarutamel sambil
diaduk. Setelah itu disaring menggunakan kertastmdoa dan
dibiarkan hingga mengering. Setelah kering dilakukgngayakan
untuk mendapatkan serbuk polipropilen dengan ukuyamg



seragam, yaitu antara 80 sampai 100 mesh.
3.4.2. Pembuatan media padat

Media padat yang digunakan adalah PDA atau agastrdsk
kentang, yang terdiri atas: kentang 50 gram, dekstb gram, agar 5
gram, dan akuades 200 mL. Kentang dicuci dan digpkecil-kecil,
lalu direbus dalam akuades hingga mendidih damweldibuat tetap
dengan menambahkan akuades, kemudian disaring rdeegtas
saring. Filtrat ditambah dekstrosa 5 g dan dipaarad&lu larutan
didinginkan. pH larutan diatur dengan menambahksama sitrat
sampai pH 5 kemudian ditambahkan larutan buffeatsfosfat pH 5
untuk mempertahankan pH. Setelah itu larutan digdmdgar dan
dididihkan sampai larut. Larutan tersebut dipipehb, dimasukkan
dalam tabung, disterilkan dalam autoklaf pada 121%Cpsi selama
15 menit. Tabung yang berisi media disimpan dalemperatur
kamar dengan keadaan miring 45° dan dibiarkan mamad

3.4.3.Penanaman biakan murni

Biakan Mucor miehei digoreskan pada media padat dengan
ujung jarum ose secara aseptik yaitu dengan metidekanulut
tabung pada nyala api saat menggoreskan jarum Teesing
ditutup kembali dengan kapas steril dan diletakkdalam
inkubator pada temperatur 30° C selama 4 hari.

3.4.4.Pembuatan media cair untuk produksi enzim lipase

Media pertumbuhamMucor miehel untuk menghasilkan enzim
lipase terdiri atas pepton 0,75 g, ekstrak yeastg?,NaCl 2,5 g,
KH,PO, 6,7 g, KHPO, 8,4 g, MgSQ.7H,O 0,25 g, larutan aktivator
0,5 mL dan asam oleat 15,0 mL. Kondisi pH diatunghga 5 dengan
penambahan asam sitrat. Ditambah larutan buffiext $gsfat hingga
volume 400 mL, lalu tiap 200 mL larutan dituang kelam
erlenmeyer 500 mL dan ditambahkan 15 mL asam d#eadalam
masing-masing erlenmeyer sebagai larutan pertamamu&
erlenmeyer ditutup dengan kapas dan kertas. Satgmjulisterilkan
dalam autoklaf pada temperatur 32115 psi selama 15 menit.

Laktosa 5 g dan dekstrosa 5 g dilarutkan dalam &@0



akuades, lalu tiap 50 mL larutan dituang ke dalaleneneyer 250

mL. Semua erlenmeyer ditutup kapas dan kertas daterilkan

dalam autoklaf pada temperatur 21 15 psi selama 15 menit.
Setelah itu larutan didinginkan pada temperatumguiemudian

masing-masing larutan dipindah ke dalam larutatape.

3.4.5.Pembuatan inokulum

Kapang yang telah tumbuh dalam media padat yangrher4
hari ditambahkan akuades steril sebanyak 10 mL pagatabung
reaksi lalu dikocok. Hasil kocokan dipindah ke dald00 mL media
cair dan diinkubasi pada inkubator goyang dengasepatan 150
rom pada suhu kamar selama 24 jam. Suspensi spob&rfungsi
sebagai inokulum.

3.4.6.Produksi dan isolasi enzim lipase

Dua buah erlenmeyer 500 mL masing-masing diisi 880
media cair steril lalu ditambah 30 mL larutan inlbka secara
aseptis dan diinkubasi pada temperatur kamar daleaker selama
96 jam. Isolasi lipase dilakukan dengan menambaBkamL larutan
buffer sitrat fosfat pH 5 ke dalam dua buah erleyenejag berisi
campuran biakan tersebut. Kemudian campuran biakanbuffer
disentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm pada temuped °C
selama 1 jam. Supernatan yang diperoleh merupaksinak kasar
lipase.

3.4.7.Pembuatan kurva baku larutan kasein

1,0000 gram kasein ditimbang lalu dilarutkan deng@nmL
akuades dalam gelas kimia. Kemudian ditambahkariaarNaOH
0,1 N sampai kasein larut sempurna dan dimasuk&atalam labu
ukur 100 mL serta ditambahkan akuades hingga thaties. Larutan
dikocok sampai homogen sehingga diperoleh larutak kasein
10000 ppm, kemudian dipipet masing-masing (1, 4, 3, 6, 7, 8, 9)
mL lalu dimasukkan labu ukur 10 mL yang berbedasikgmasing
larutan ditambahkan akuades sampai tanda batasggatdiperoleh

larutan kasein (1000, 2000, 3000, 4000, 5000, 68000, 8000,



9000) ppm. Larutan kasein 5000 ppm diambil 2 mL diamsukkan
pada tabung reaksi lalu ditambah 8 mL reagen Bidagt 2 mL
buffer sitrat fosfat pH 5, kemudian dikocok damkibasi pada
suhu 56C selama 30 menit. Setelah itu diukur absorbangiayia).

kasein yaitu 460-650 nm untuk dicaki maksimumnya. Untuk
membuat kurva baku kasein, dilakukan pengukuranorbbssi
larutan pada masing-masing konsentrasi kasein dengea yang
sama, kemudian dibuat kurva hubungan antara absrdangan
konsentrasi sehingga dihasilkan kurva baku kasein.

3.4.8. Pemurnian ekstrak kasar lipase

Ekstrak kasar lipase dimurnikan menggunakan amosiulfat
dengan tingkat kejenuhan 20-60%. Berat amoniumaswfng
ditambahkan dihitung berdasarkan tabel kejenuhaonamm sulfat
yang tertera pada Lampiran 8.2. Sebelum dibuatsifrak-60%
terlebih dahulu dibuat fraksi 0-20% vyaitu sebanyd}650 g
(NH4).SO, dicampurkan dalam 75 mL larutan ekstrak kasarsépa
lalu diaduk hingga (NE.SO, larut semua. Selanjutnya
disentrifugasi pada 300 rpm dan suhfC4selama 30 menit.
Supernatan yang dihasilkan ditambahkan 19,650 g,)@SB, lalu
disentrifugasi menghasilkan endapan yang setelakudian dialisis
menghasilkan fraksi 20-60%. Dialisis dilakukan cs&mg
menambahkan 10 mL buffer sitrat fosfat pH 5 paddapan lalu
dimasukkan dalam kantong selofan. Kemudian direndaiam 100
mL buffer sitrat fosfat 0,07 M pH 5 dalam beaketage250 mL
sambil diaduk menggunakan stirrer pada suhu rendaalisis
dilakukan selama 24 jam dengan tiga kali pengganéeutan buffer
perendam dengan buffer perendam yang baru agarasgamam
terpisah dari larutan enzim. Untuk mengetahui batisésis sudah
selesai, diuji dengan cara 5 mL buffer perendanmbiba dan
dimasukkan ke dalam tabung reaksi ditambah 1 mitdarHCL 0,1
M dan ditambah beberapa tetes larutan Ba¢ll M. Apabila tidak
ada endapan, dialisis dihentikan. Larutan enzingyiperoleh untuk
selanjutnya dilakukan uji kadar protein dan ak#sitya.



3.4.9. Penentuan kadar protein lipase

Penentuan kadar protein dilakukan dengan metodeetBiu
Sebanyak 2 mL larutan enzim ditambah 2 mL larutaseln 5000
ppm dan 8 mL reagen Biuret, kemudian dikocok dagiadikan
selama 30 menit pada suhu°G0 Selanjutnya diukur serapannya
pada panjang gelombang maksimum kasein sehingga lgadtein
diketahui diketahui dengan memplotkan nilai absesbapada
persamaan kurva baku kasein.

3.4.10. Uji aktivitas lipase bebas

Laktosa dan asam oleat dengan perbandingan mo(@,A86 g:
0,317 mL) dicampur dan dimasukkan dalam erlenmeyer.
Ditambahkan ke dalamnya larutan t-butanol sebagadian
esterifikasinya sebanyak 5 mL dan lipase hasil peran 2 mL.
Campuran diinkubasi selama 24 jam pada suHi€.58etelah itu
ditambahkan indikator fenolftalein sebanyak 3 te@@smpuran yang
berisi asam oleat sisa hasil esterifikasi dititidemgan larutan KOH
0,1653 M hingga terjadi perubahan dari tidak benaamenjadi
merah muda dan tidak hilang selama 30 detik. Sebblgako
digunakan campuran yang dititrasi sebelum inkubasi.

3.4.11. Amobilisasi enzim
3.4.11.1 Penentuan lama pengocokan optimum adsorpsi enzim

Enzim hasil pemurnian dipipet sebanyak 1 mL kerdat@bung
reaksi lalu diencerkan dengan buffer sitrat fopfats hingga volume
5 mL. Kemudian larutan tersebut dimasukkan ke ddéa@nmeyer
yang berisi 0,1 gram polipropilen yang telah digktékan dengan
2,5 mL etanol. Campuran diinkubasi dalam inkubafmyang pada
suhu ruang dengan kecepatan 22 rpm selama (1,42,dan 5) jam
agar diketahui lama pengocokan optimum enzim terpads pada
polipropilen.  Selanjutnya suspensi yang dihasilkalisaring
menggunakan Corong Buchner dengan bantuan pompanyd&lu
filtrat yang diperoleh diuji kadar protein. Diplatk grafik hubungan



antara lama pengocokan dengan jumlah lipase yaadstapsi.
3.4.11.2.Penentuan konsentrasi optimum enzim saat amobilisas

Penentuan konsentrasi optimum enzim dilakukan dergaa
yang sama dengan penentuan lama pengocokan optadsanpsi
enzim, namun enzim murni yang diambil bervariasiw (1, 2, 3, 4
dan 5) mL dan lama pengocokan yang digunakan adalaia
pengocokan optimum enzim. Filtrat yang dihasilkaoji dkadar
protein sisa dan endapan yang dihasilkan diuji va&snya.
Diplotkan grafik hubungan antara konsentrasi endatam larutan
dengan jumlah protein yang teradsorpsi.

3.4.12. Penentuan kadar protein sisa

Untuk menentukan kadar protein tidak terjebak medaanyak
2 mL filtrat dari enzim amobil setelah penyaringéitambah 2 mL
larutan kasein 5000 ppm dan 8 mL reagen Biuret kimudikocok
dan didiamkan selama 30 menit pada sufi€ 58elanjutnya diukur
serapannya pada panjang gelombang maksimum kasein, 540
nm. Kadar protein lipase diketahui dengan memplotkalai
absorbansi pada persamaan kurva baku kasein.

3.4.13. Uji aktivitas lipase amobil

Laktosa dan asam oleat dengan perbandingan mo(@Q86 g:
0,317 mL) dicampur dan dimasukkan dalam Erlenmeyer
ditambahkan kedalam t-butanol sebanyak 5 mL dammetipase
amobil 0,1 g. Campuran diinkubasi selama 24 janapadu 5€C.
Setelah itu ditambahkan indikator fenolftalein 3ese Campuran
yang berisi asam oleat sisa hasil esterifikastrd&i dengan larutan
KOH 0,1653 M hingga terjadi perubahan dari tidakwaena
menjadi merah muda dan tidak hilang selama 30 .d&dbagai
blanko digunakan campuran yang dititrasi sebelikabasi.



3.5. Analisa Data

Data tentang penentuan aktivitas spesifik enzirasipamobil
dianalisis dengan uji F menggunakan metode and&lisacangan
Acak Lengkap (RAL) dan perlakuan diulang 3 kalilaBF hitung
lebih besar dari F tabeb (db) maka dilanjutkan dengan Uji Beda
Nyata Terkecil (BNT) dengan tingkat kepercayaan 9&#u BNT
5% yang dapat dilihat pada lampiran 13.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Penentuan Kondisi Optimum Amobilisasi Enzim Lpase
Menggunakan Matriks Polipropilen

4.1.1. Lama pengocokan optimum

Dalam proses amobilisasi, setiap enzim membutuhkaktu
tertentu untuk berinteraksi dengan karier. Lama gpeokan
optimum pada penelitian ini merupakan waktu optimyang
dibutuhkan oleh lipase untuk berinteraksi dengarsétfagai media
pengadsorpsinya. Penentuan lama pengocokan optidiakukan
pada variasi (1, 2, 3, 4, 5) jam dengan konsenligese sama, yaitu
dari 1 mL lipase hasil pemurnian dan berat PP OHagil penentuan
lama pengocokan optimum terhadap lipase yang temasisPP dapat
dilihat pada Gambar 4.1.
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Gambar 4.1. Penentuan lama pengocokan optimundegoljamlah
lipase yang teradsorpsi polipropilen

Berdasarkan Gambar 4.1. dapat diketahui bahwa lama
pengocokan optimum terjadi pada lama pengocokaa?dengan
jumlah lipase teradsorpsi sebesar 16,76 mg/g Ritdlatan jumlah
lipase teradsorpsi PP pada lama pengocokan 1 jampase? jam



terjadi karena peningkatan waktu kontak antarahgisofobik lipase
dengan permukaan PP yang bersifat non polar sembagsar
sehingga jumlah lipase yang teradsorpsi oleh PR jsgmakin
banyak. Sedangkan jumlah lipase yang teradsorpsp&fa lama
pengocokan 2, 3, 4 dan 5 jam menunjukkan jumlahy ylaempir
konstan. Hal ini sesuai dengan uji BNT 5% (Tabel3.6) yang
menunjukkan bahwa lama pengocokan 2, 3, 4 dan 5 tidak
berbeda nyata, sehingga lama pengocokan 2 jam aienpvaktu
kesetimbangan adsorpsi lipase pada PP.

Interaksi yang terjadi antara lipase dengan PPahdateraksi
antara gugus R lipase yang bersifat non polar dempgamukaan
makromolekul PP yang juga bersifat non polar. Lgreagocokan
mem pengaruhi banyaknya enzim lipase yang teradsomuia °P.
Semakin lama waktu pengocokan yang dilakukan makaakin
besar pula jumlah lipase yang teradsorpsi, namurikake
kesetimbangan terjadi adsorpsi cenderung tetapg penarti lama
pengocokan telah mencapai optimum dan selanjutnkan a
memberikan jumlah lipase teradsorpsi yang konstan.

4.1.2. Konsentrasi lipase optimum

Proses amobilisasi lipase menggunakan matriks PRuga
dilakukan dengan berbagai variasi konsentrasi dipgsg diambil
dari (1, 2, 3, 4, 5 mL lipase hasil pemurnian, gén lama
pengocokan 2 jam dan berat polipropilen 0,1 g. Hasnhentuan
konsentrasi lipase optimum terhadap lipase yangdserpsi PP
dapat dilihat pada Gambar 4.2.
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Gambar 4.2. Penentuan konsentrasi lipase optimunmadep
jumlah lipase yang teradsorpsi polipropilen

Gambar 4.2. menunjukkan bahwa jumlah lipase yang
teradsorpsi PP cenderung meningkat sesuai dengaimgkatan
konsentrasi lipase, dengan nilai optimum tercajpait &onsentrasi
2082 ppm dan jumlah lipase teradsorpsi adalah 6&glg PP.
Mulai konsentrasi lipase 694 hingga 2082 ppm, gasdipase pada
PP meningkat secara signifikan, namun saat korzriatas 2082
ppm, meningkatnya perubahan - konsentrasi hanya isedik
berpengaruh terhadap lipase yang teradsorpsi.nfletan adsorpsi
pada keadaan awal terjadi karena perbedaan pdtamaa fasa
ruah dengan permukaan PP yang tinggi, sehinggadlfjsi lipase
cepat. Laju difusi yang cepat pada kondisi ini netmapkan laju
adsorpsi lebih tinggi dibanding laju desorpsi. Se@dentrasi lebih
besar dari 2082 ppm, laju adsorpsi tidak berbedla ghbanding laju
desorpsi, sehingga peningkatan jumlah lipase terpsistidak terlalu
besar.

4.2. Pengaruh Jumlah Lipase Teradsorpsi terhadap Akvitas
Spesifik Lipase Amobil

Aktivitas spesifik enzim adalah aktivitas enzim pailigram
protein. Aktivitas spesifik merupakan indikatorgkat kemurnian



relatif suatu enzim. Semakin tinggi aktivitas spkssuatu enzim
maka tingkat kemurnian enzim dalam larutan menihkahninger,

1997). Aktivitas spesifik lipase pada penelitiandiperoleh dengan
membandingkan nilai aktivitas lipase dari masingimg variasi

konsentrasi lipase dengan kadar proteinnya.

Nilai aktivitas lipase diperoleh dari pengukurartinatas lipase
untuk mengkatalisis reaksi esterifikasi secara iz berdasarkan
jumlah asam oleat yang bereaksi dengan laktosek unembentuk
laktosil oleat yang diukur sebelum dan sesudah wakkubasi
secara titrasi asam basa. Sedangkan kadar praam digunakan
merupakan jumlah lipase yang teradsorpsi 0,1 griah « lipase)
pada proses amobilisasi, sehingga jumlah lipase yaradsorpsi
dapat mempengaruhi aktivitas spesifik lipase amoBgngaruh
jumlah lipase teradsorpsi terhadap aktivitas sgxe$ifase amobil
dapat dilihat pada Gambar 4.3.
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Gambar 4.3. Pengaruh jumlah lipase teradsorpsadegh aktivitas
spesifik lipase amobil

Berdasarkan Gambar 4.3. tampak bahwa aktivitasfikpesase
amobil mengalami penurunan dengan semakin meningkatimlah
lipase yang teradsorpsi. Hal ini didukung oleh analisa statistik
dimana nilai Riwng> F wpel (taraf nyatae = 0,05) yang berarti bahwa



jumlah enzim teradsorpsi berpengaruh terhadap itdivspesifik
lipase amobil. Uji BNT 5% menunjukkan bahwa konezsitlipase
0,694 mg/mL dan 1,388 mg/mL berbeda nyata dengasektrasi
lipase 2,082 mg/mL, 2,776 mg/mL dan 3,470 mg/mL.

Kenaikan jumlah lipase yang teradsorpsi tidak seiman
dengan kenaikan aktivitasnya, yaitu kenaikan jumlahzim
teradsorpsi lebih besar daripada kenaikan aktiyias
Ketidaksebandingan tersebut disebabkan substiatistuk mencari
sisi aktif lipase karena permukaan PP semakin geBwinakin besar
konsentrasi lipase yang dikenakan pada permukadoeiriRti jumlah
lipase teradsorpsi pada PP semakin besar pula. #skapi dengan
semakin banyaknya jumlah enzim teradsorpsi makagrusmng
tersisa pada PP semakin berkurang, dan substitairgulk berikatan
dengan sisi aktif enzim. Hal ini menyebabkan kohkplenzim-
substrat tidak terbentuk secara optimal.

Mekanisme reaksi esterifikasi enzimatis pembentulkkiosil
oleat ditunjukkan pada Gambar 4.4.
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Gambar 4.4. Mekanisme reaksi esterifikasi enzimatis

Dari Gambar 4.3. diketahui bahwa mekanisme reag&wrigkasi
asam oleat dengan laktosa terdiri dari dua tahdp wesilasi dan
deasilasi. Pada tahap asilasi enzim asil dibenaurk dstidin yang
mendeprotonasi dari rantai samping hidroksi darfinsedan
menyerang atom C dari asam oleatOHni berasal dari gugus OH
asam oleat dan H dari serin. Pada tahap deasilagisgN dari
histidin membentuk ikatan hidrogen dengan laktosa gugus OH
dari laktosa menyerang atom C asam oleat menghaspkoduk
laktosil oleat dan enzim kembali pada bentuk semiddnap asilasi
berjalan lambat, semakin banyak enzim yang mengikaim oleat,
maka pada tahap deasilasi akan semakin banyaksiakyang
bereaksi dengan asam oleat.

4.3. Pengaruh Amobilisasi terhadap Aktivitas Spesif Lipase

Amobilisasi enzim adalah suatu keadaan dimana enaing
secara fisik maupun kimia tidak bebas bergerakinggh dapat



dikendalikan atau diatur kapan enzim harus konegen substrat
(Fennema, 1996). Pada penelitian ini dihasilkanwaalaktivitas

spesifik lipase pada keadaan amobil lebih besandilngkan pada
keadaan bebasnya. Pengaruh amobilisasi terhadsiaskspesifik

lipase dapat dilihat pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1. Perbandingan aktivitas spesifik lipdsbas dengan
lipase teramobil PP

Jumlah lipase| Aktivitas spesjfik Notasi aktisﬁgslgsgsifik
(mg) (ng/mg menit) BNT 5% (kali)
3,470* 3,286 - 1
0,447 16,926 C 5,2
1,115 15,026 b 4,6
1,757 11,319 a 3,5
1,865 10,953 a 3,3
1,975 10,67 a 3,2

* lipase bebas

Dari Tabel 4.1. dapat diketahui bahwa lipase amotamiliki
aktivitas spesifik lebih besar dibanding lipaseadakeadaan bebas.
Amobilisasi menyebabkan lipase dalam keadaan stsisngga
substrat lebih mudah mencari sisi aktif lipase knherikatan,
dimana sisi aktif lipase yang bersifat non polarrirteraksi
hidrofobik dengan PP dan sisi aktif lipase yangsier hidrofilik
berinteraksi dengan substrat, sehingga tidak mexiketn perubahan
konformasi sisi aktif lipase. Hal ini menyebabkapase amobil
bekerja secara spesifik lebih baik terhadap subSetlangkan pada
lipase bebas, baik lipase maupun substrat terugetade sehingga
substrat lebih sulit mencari sisi aktif lipase. qamlah lipase 4,47
mg/g lipase amobil menghasilkan aktivitas spesiéikbesar, yaitu
16,926 ng/mg menit dari variasi larutan lipase yang digarak
dengan kenaikan aktivitas spesifik sebesar 5,2 dati aktivitas
spesifik dalam keadaan bebasnya, sehingga padaahutipase
tersebut merupakan jumlah lipase amobil yang optima



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan
Dari hasil penelitian dapat diambil kesimpulan aatain:

1. Kondisi optimum amobilisasi lipase menggunaké&hdicapai
pada lama pengocokan 2 jam dan konsentrasi lipagg 2
ppm, menghasilkan lipase teradsorpsi sebanyak 68D
PP.

2. Jumlah lipase yang teradsorpsi PP berpengamitadap
aktivitas spesifik. Pada jumlah lipase teradsodpév — 19,75
mg/g (PP + lipase), aktivitas spesifik menurun 926, —
10,670 pg/mg menit).

3. Amobilisasi lipase pada PP dapat meningkatkitivitas
spesifik lipase, yaitu 5,2 kali dibandingkan dal&eadaan
bebasnya.

5.2. Saran

Pada penelitian selanjutnya perlu dikaji tentangestébilan
lipase pada lama dan temperatur penyimpanan, Keldalgan
lipase amobil dan matriks pengamobil lainnya.
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LAMPIRAN
Lampiran 1. Preparasi Larutan

L.1.1. Larutan asam sitrat 0,1 M

Sebanyak 1,9200 gram ¢s0; ditimbang lalu dilarutkan
dengan 50 mL akuades dalam gelas beaker 100 mL.ud#iam
larutan dipindahkan dalam labu ukur 100 mL danckekan sampai
tanda batas.

L.1.2. Larutan dinatrium hidrogen fosfat 0,2 M

Sebanyak 2,8400 gram MNEPO, ditimbang lalu dilarutkan
dengan 50 mL akuades dalam gelas beaker 100 mL.udiem
larutan dipindahkan dalam labu ukur 100 mL danckekan sampai
tanda batas.

L.1.3. Larutan buffer sitrat fosfat pH 5

Sebanyak 100 mL larutan dinatrium hidrogen fosféz B
dimasukkan dalam gelas beaker, lalu ke dalamnyaasiikkan
batang pengaduk magnetik. Kemudian dipasangkartredizk pH
meter ke dalam larutan tersebut. Dilakukan penaamalsam sitrat
sedikit demi sedikit ke dalam larutan hingga meacap! 5.

L.1.4. Larutan aktivator

Komposisi bahan-bahan larutan aktivator adalah gssba
berikut:
ZnSQ.7H,0 = 10,2200 gram
FeSQ.7H,O = 0,0500 gram
CuSQ.5H,0 =0,0160 gram

Semua bahan dilarutkan dengan akuades sebanyaklL 5@alam
gelas beaker 100 mL, kemudian dipindahkan dalam l&ur 100
mL dan diencerkan sampai tanda batas.

L.1.5. Larutan stok kasein 10000 ppm

Sebanyak 1,0000 gram kasein ditimbang lalu dilamtttengan
akuades 50 mL dalam gelas beaker dan ditambahkatartaNaOH



0,1 M hingga kasein larut sempurna. Kemudian lardipindahkan
dalam labu ukur 100 mL dan diencerkan sampai taatks.

L.1.6. Larutan standar kasein

Sembilan buah labu ukur 10 mL masing-masing dienghn
larutan stok kasein 10000 ppm sebanyak 1,0; 2(0;430; 5,0; 6,0;
7,0; 8,0 dan 9,0 mL. Kemudian larutan diencerkamgda akuades
sampai tanda batas, sehingga diperoleh konsert@g®, 2000,
3000, 4000, 5000, 6000, 7000, 8000 dan 9000 pm.

L.1.7. Pereaksi biuret

Sebanyak 0,1500 gram Cu$SB,0 dan 0,6000 gram NakOs
ditimbang lalu dilarutkan dengan akuades sebanyaknB dalam
gelas beaker 100 mL. Kemudian larutan ditambahkamB NaOH
10% sambil diaduk. Selanjutnya dipindahkan ke dd&ba ukur 100
mL dan diencerkan sampai tanda batas.

L.1.8. Larutan indikator fenolftalein 0,1%

Sebanyak 0,1000 gram fenolftalein ditimbang lallardikan
dengan etanol 70% sebanyak 50 mL dalam gelas bé&kemL.
Kemudian larutan dituangkan dalam labu ukur 100 iodn
diencerkan dengan etanol 70% sampai tanda batas.

L.1.9. Larutan HCI 0,1 M
Sebanyak 0,80 mL larutan HCI pekat dipipet lalu aokkan

dalam gelas kimia yang telah berisi air. Kemudenutian ditambah
akuades hingga volume 100 mL.

L.1.10. Larutan BaCl, 0,1 M

Sebanyak 2,4430 gram BaG@itimbang lalu dilarutkan dengan
50 mL akuades dengan gelas kimia. Kemudian lardigindah ke
dalam labu ukur 100 mL lalu ditambah akuades satapaia batas.

L.1.11. Larutan KOH 0,2 M

Sebanyak 2,8000 gram KOH ditimbang lalu dilarutki@mgan
etanol 70% sebanyak 100 mL dalam gelas beaker 260 m



Kemudian larutan dituangkan ke dalam labu ukur 280 dan
diencerkan dengan etanol 70% sampai tanda batas.

L.1.12. Pembakuan larutan KOH 0,2 M

Sebanyak 1,2600 gram asam oksalat dihidrat ditignbatu
dilarutkan dengan akuades sebanyak 50 mL dalans ge&ker 100
mL. Kemudian larutan dipindahkan ke dalam 100 nidulakur dan
diencerkan sampai tanda batas. Larutan yang telahcatkan
tersebut dipipet 10 mL lalu dimasukkan ke dalanererleyer 250
mL dan ditambahkan 3 tetes indikator fenolftaleih%e. Kemudian
larutan dititrasi dengan larutan KOH 0,2 M sampaiviarna merah
muda dan dicatat volume KOH yang digunakan. Dilaku& kali.



Lampiran 2. Perhitungan Preparasi Larutan

L.2.1. Larutan asam sitrat 0,1 M

Larutan asam sitrat 0,1 M dibuat sebanyak 100 nid (BHsO-,
=192,06 g/mol).

mol GHsO; = [CsHsO7] X Viarutan
=0,21mol/Lx0,1L
= 0,01 mol
berat GHsO; = mol GHgO; x BM CgHgO4
= 0,01 mol x 192,06 g/mol
=192¢
Jadi, asam sitrat yang harus ditimbang untuk memlbwatan asam
sitrat 0,1 M adalah 1,92 gram.
L.2.2. Larutan dinatrium hidrogen fosfat 0,2 M

Larutan dinatrium hidrogen fosfat 0,2 M dibuat sgjak 100
mL (BM NaHPQO, = 142 g/mol).
mol NaHPQO; = [N&HPOy] X Vianutan
=0,2mol/lLx0,1L
= 0,02 mol
berat NaHPO, = mol NgHPO, x BM NaHPO,
= 0,1 mol/L x 142 g/mol
=284¢9
Jadi, dinatrium hidrogen fosfat yang harus ditindpantuk membuat
larutan dinatrium hidrogen fosfat 0,2 M adalah Z;84m.
L.2.3. Larutan buffer sitrat fosfat pH 5

Untuk mendapatkan larutan buffer dengan pH yangrdipkan
dibuat dengan mencampur larutan asam sitrat datatadinatrium



hidrogen fosfat (Lampiran L.1.3), berdasarkan peesmn berikut ini:

[garam]
pH = pKa + log

[asam]

Maka, untuk membuat larutan buffer sitrat fosfahgbn pH 5
dimana larutan dinatrium hidrogen 0,2 M yang dicarkan

sebanyak 100 mL, maka volume larutan asam sitratg ya
ditambahkan adalah:

pKa asam sitrar— 41 62

(100 mL x 0,2 mmal/m
5 = 4,62 + log

(V x 0,2 mmol/mL)
20

0,38 =log
0,1V

V =83,37 mL
L.2.4. Larutan KOH 0,2 M

Larutan KOH 0,2 M dibuat sebanyak 250 mL (BM KO6&
g/mol).

mol KOH = [KOH] X Viarutan
= 0,2 mol/L x 0,25 L

0,05 mol

berat KOH = mol KOH x BM KOH
= 0,05 mol x 56 g/mol
=2,80¢g

Jadi KOH yang harus ditimbang untuk membuat lar#t@h 0,2 M
adalah 2,80 gram.



Lampiran 3. Pembakuan Larutan KOH
Tabel L.3.1. Pembakuan KOH 0,2 M dengan asam oksdl8,1 M

Volume Volume KOH (mL) Total Volume
asam oksala KOH
(mL) I Il 0l (mL) rata-rata
10 12,10 12,10{ 12,14 36,30 12,1(
Konsentrasi asam oksalat:
W asam oksalat 1,2600 g
= = 0,01 mol
BM asam oksalat 126 g/mol
0,01 mol
[asam oksalat] AT O =0,1M
100 x 16L

Reaksi antara asam oksalat dengan KOH:
H.C,0, + 2KOH — K,C,04 + 2H,0
1 mol asam oksalat akan bereaksi dengan 2 mol ks@lingga:

2 x V asam oksalat x [asam oksalat]

[KOH] =
V KOH

2x10mL x 0,1 M
= 12,10 mL

=0,1653 1



Lampiran 4. Alur Penelitian

Pembuatan matrikpolipropiler

v

Pembuatan media pa

v

Penanaian biakan muri

v

Pembuatan media ¢

v

Pembuatan inokulu

v

Produksi dan isolasi enzim lip:

v

Pemurnian ekstrak kasar lip.

[ Penentuan kadar protein lipase m ]

v

Penentuan aktivitas lipase hasil pemur

v

—
—

[ Amobilisasi enzir ]
[ Penentuan waktu pengocokan optimum adsorpsi
{ Penntuan konsentrasi optimum lipase saat amobi

v

Penentuan kadar protein ¢

v

Penentuan aktivitas lipase am




Lampiran 5. Diagram Kerja Penelitian

L.5.1. Pembuatan Matriks Polipropilen

[ Plastik polipropile

- digunting kecil-kecil

- ditimbang sebanyak 3 gram

- dimasukkan ke dalam toluena 300 mL
- dididihkan hingga larut

o

B

lipropilen terlart

- dituang ke dalam 600 mL metanol dalam keadaan

mendidih sambil diaduk

- disaring
- dibiarkan mengering
- diayak hingga didapatkan butiran berukuran 80-168m

[ Serbuk Polipropile ]

L.5.2. Pembuatan Media Padat

[ 50 g Kentan ]

dicuci dan dipotong kecil — kecil
ditambah 200 mL akuades
direbus hingga mendidih
disaring

A

ditambah dektrosa 5 g sambil dipanaskan

ditambah asam sitrat hingga pH 5

ditambah buffer sitrat fosfat pH 5

ditambah agar sambil dipanaskan hingga mendidih
dipipet 5 mL

dimasukkan tabung reaksi lalu ditutup kapas
disterilkan dengan autoklaf pada 121°C, 15 psi
selama 15 menit

diletakkan dalam posisi miring 45°

dibiarkan mengeras selama 24 jam pada suhu kamar

Media Pad:




L.5.3. Pembuatan Media Padat

Peptor0,75 g. ekstrak yeast 2,5 g, NaCl 2,5 g,,PC;6,7 g,
K,HP(,8,4 g, MgSQ.7H20 0,25 g, larutan aktivator 0,5 mL|

- dilarutkan dalam 350 mL akuades

- ditambah asam sitrat hingga pH 5

- ditambah larutan buffer sitrat fosfat hingga volume
400 mL

- dituang tiap 200 mL larutan ke dalam Erlenmeyer
500 mL

- ditambah 15 mL asam oleat

- ditutup dengan kapas dan kertas

- disterilkan dalam autoklaf pada 21 15psi selama
15 menit

Laktosa (5 g) dan dekstrc (5 g)

- dilarutkan dalam 100 mL
akuades

- dituang tiap 50 mL larutan ke
dalam Erlenmeyer 250 mL

- ditutup kapas dan kertas

- disterilkkan dalam autoklaf
pada 123C, 15 psi selama 15
menit

- dicampurkan tiap 50 mL larutan laktosa
dan dekstrosa ke dalam tiap 200mL larutan
pertama

Media Cai




L.5.4. Penanaman Biakan Murni

Kapang dari biake

- dipindahkan dengan jarum ose kedalam media
padat

- diinkubasi pada suhu 3D selama 4 hari di
inkubator

[ Kapang tumbuh pada PI ]

L.5.5. Pembuatan Inokulum

[ Kapang tumbuh pada PI ]

- ditambahkan akuades steril 10 mL pada tiap
tabung reaksi

- dipindahkan ke dalam 100 mL media cair

- diinkubasi dalam inkubator goyang dengan
kecepatan 150 rpm selama 24 jam dalam suhu
ruang

A 4

[ Suspensi inokulu ]

L.5.6. Produksi dan Isolasi Enzim Lipase

[ Larutan inokulur ]

- dipindahkan secara aseptis ke dalam 2 buah
erlenmeyer 500 mL berisi 250 mL media calir
- diinkubasi goyang pada temperatur kamar dalam

. shaker selama 96 jam

[ Hasil inkubas ]

- ditambah masing-masing 25mL larutan buffer sitrat
fosfat pH 5

- disentrifuse dengan kecepatan 3000 rpm pada suhu
4°C, selama 1 jam

- diambil supernatannya

Ekstrak kasar lipa:




L.5.7. Pembuatan Larutan Stok Kasein 10000 ppm

1 gram kasel

A

dilarutkan dalam 50 mL akuades

ditambah beberapa tetes larutan NaOH 0,1 M
dipindahkan ke dalam labu ukur 100mL
diencerkan dengan akuades hingga tanda batas
dikocok sampai homogen

Larutan kasein 1000 ppn

diambil sebanyak (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, dan 9)mL
lalu dimasukkan labu ukur 10 mL yang berbeda
ditambah akuades hingga tanda batas

dikocok sampai homogen

5000, 6000, 7000, 8000, 9000) ¢

{ Larutan kasein (1000, 2000, 3000, 4C ]

L.5.8. Penentuank,as Kasein

[ 2 mL larutan kasein 5000 pj ]

dimasukkan ke dalam tabung reaksi
ditambah 8 mL reagen Biuret

ditambah 2 mL buffer sitrat fosfat pH5
dikocok dan diinkubasi pada suhu °60
selama 30 menit

diukur absorbansinya pada460 nm sampai
650 nm

dicarix maksimumnya

540 nn




L.5.9. Penentuan Kurva Baku Kasein

2 mL larutan kasein (1000, 2000, 3000, 4(
5000, 6000, 7000, 8000, 9000)

A\ 4

- dimasukkan ke dalam tabung reaksi

- ditambah 8 mL reagen Biuret

- ditambah 2 mL buffer sitrat fosfat pH 5

- dikocok

- diinkubasi pada temperatur ®Dselama 30 menit

- diukur absorbansi pada540 nm

- diplotkan hubungan antara absorbansi dengan kaasent

[ Kurva baki ]

L.5.10. Penentuan Kadar Protein

[ 2 mL larutan enzii ]

A

- dimasukkan ke dalam tabung reaksi

- ditambah 2 mL larutan kasein 5000 ppm
- ditambah 8 mL reagen Biuret

- dikocok

- diinkubasi pada suhu %D selama 30 menit
- diukur absorbansinya padla.skasein

- diplotkan pada kurva baku larutan kasein

[ Kadar protei ]

L.5.11. Uji Aktivitas Lipase

[ Laktosa : asamoleat (1:1 ]

- dimasukkan ke dalam erlenmeyer

- ditambahkan 5 mL t-butanol

- ditambahkan 2 mL larutan enzim

- diinkubasi selama 24 jam pada suhf&0

- ditambah 3 tetes fenolftalein

- dititrasi dengan larutan KOH 0,1653 M sampali
A berwarna merah muda

Volume KO}




L.5.12. Pemurnian Ekstrak Kasar Lipase Fraksi 20-66

75 mL ekstrak lipas

ditambah 8,550 g (NBLSO,
diaduk sampai larut
disentrifugasi dingin pada suhC4

didekantasi
y y
[ Endapa ] [ Supernatan
v . ditambah 19,650 ¢
: (NH4)2SOu
[ Fraksi -20% ] . diaduk sampai larut
. disentrifuse  dingin
pada suhuC
. didekantasi
y
[ Endapa ] [ Supernata
- dialisis
A

[ Fraksi 2(-60% ]

L.5.13. Dialisis

[ Endapan enzim hasil pemurn ]

- ditambahkan 10 mL buffer sitrat fosfat pH 5

- dimasukkan ke dalam kantong selofan

- direndam dalam 100 mL buffer sitrat fosfat pH 5

- diaduk dengan pengaduk magnetik

- diuji dengan mengambil 5 mL buffer perendam
ditambah 1 mL HCI| 0,01 M dan BaC0,1 M
(jika tidak ada endapan dialisis dihentikan)

A\ 4
Lipase murr




L.5.14. Amobilisasi Enzim Lipase

L.5.14.1. Penentuan Lama Pengocokan Optimum Adsosp
Lipase

Lipase hasil penrnian 1 ml

dimasukkan ke dalam tabung reaksi

- ditambah buffer sitrat fosfat pH 5

hingga volume 5 mL

dimasukkan ke dalam Erlenmeyer
yang berisi 0,1 g polipropilen yang

telah dipreaktifkan dengan 2.5 mL

etanol

diinkubasi dalam inkubator goyang

(shaker) dengan kecepatan 22 rpm
selama (1, 2, 3, 4, dan 5) jam

Suspen:

- disaring vakumkan dengan corong
Buchner

[ Filtrat ] Endapa

- ditampung dalam tabung reaksi
- diuji kadar protein

[ Kadar protei ]




L.5.14.2. Penentuan Konsentrasi Optimum Lipase Saat
Amobilisasi

Lipase hasil pemurnian (1, 2, 3, 4, 5)

- dimasukkan ke dalam tabung reaksi

- ditambah buffer sitrat fosfat pH 5
hingga volume 5 mL

- dimasukkan ke dalam Erlenmeyer
yang berisi 0,1 g polipropilen yang
telah dipreaktifkan dengan 2.5 mL
etanol

- diinkubasi dalam inkubator goyang
(shaker) dengan kecepatan 22 rpm
selama waktu pengocokan
optimum

[ Suspen: ]

- disaring vakumkan dengan corong

Buchner
y A 4
[ Filtrat ] [ Endapa ]
- ditampung dalam tabung reaksi - diuji
- diuji kadar protein sisa aktivitasnya
w

[ Kadar protein sis ] [ . Aktivitas ]




Lampiran 6. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum Ksein
Tabel L.6.1. Absorbansi Larutan Baku Kasein 833,3 pm

A Al A2 A
(nm) rata-rata
460 0,100 0,097 0,099
470 0,109 0,107 0,108
480 0,121 0,119 0,120
490 0,135 0,132 0,134
500 0,150 0,147 0,149
510 0,164 0,161 0,163
520 0,175 0,172 0,174
530 0,183 0,180 0,182
540 0,186 0,183 0,185
550 0,185 0,182 0,184
560 0,181 0,178 0,180
570 0,174 0,171 0,173
580 0,164 0,162 0,163
590 0,153 0,151 0,152
600 0,14 0,138 0,139
610 0,126 0,125 0,126
620 0,111 0,110 0,111
630 0,096 0,096 0,096
640 0,081 0,082 0,082
650 0,069 0,070 0,070

0,2 §
0,18 4
0,16
0,14 4
0,12 4

0,1 -
0,08 A
0,06 1
0,04 4
0,02 A

o

Absorbansi

460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660

Panjang Gelombang {nm)

Gambar L.6.1. Kurva Serapan Kasein



Lampiran 7. Pembuatan Kurva Baku
Tabel L.7.1. Absorbansi Larutan Baku Kaseinh 540 nm

Konsentrasi Kasein (ppm)

Kasein Al A?2 A3 A
(ppm) (rata-rata)
0 0 0 0 0

166,6 0,042 0,042 0,045 0,043
333,3 0,067 0,063 0,069 0,066
500,0 0,098 0,093 0,100 0,097
666,6 0,123 0,120 0,116 0,120
833,3 0,180 0,174 0,176 0,177
1000,0 0,206 0,196 0,200 0,201
1166,6 0,237 0,241 0,239 0,239
1333,3 0,255 0,266 0,255 0,259
1500,0 0,308 0,310 0,310 0,309
0,35 -
03 -
0,25
% 0,2 4
=
=]
2 0,15
<
* y = 0,0002x
0.1 1 R?=0,9939
0,05 -
0 - - - : - .
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Gambar L.7.1. Kurva Baku Kasein




Lampiran 8. Pemurnian Enzim

L.8.1. Pemurnian ekstrak kasar lipase dengan amaum sulfat
fraksi 20-60%
Penambahan amonium sulfat ke dalam ekstrak kapaseli
berdasarkan Tabel amonium sulfat yang ditambahleda setiap
liter larutan enzim (Lampiran L.8.2).

Contoh: fraksi 0-20%, maka perlu ditambahkan 114ngonium
sulfat pada 1000 mL larutan enzim, sehingga padmlZ5
ekstrak kasar lipase adalah:

1149  w
1000 mL 75 mL
w = 85500

w = banyaknya amonium sulfat yang ditambahkan



Ammonium Sullafe Saluraflon Tables

L.8.2. Berat amonium sulfat (gram) yang ditambahka pada
setiap liter larutan

Starting
concentralion Finz] concentration

10% 20% 15% 30% 35% 40% 45% S50% 55% 60% 65% 70% 75% B0%
0% 56 114 144 176 269 243 277 M3 351 390 430 472 516 S6)
0% — &7 8 115 150 1B3 216 251 288 326 365 406 440 404
W% - & 5 9 123 155 189 225 262 300 34C 362 424
IS% - 3 81 93 125 158 193 230 267 307 48 3%
e — M 6 94 127 162 | 235 273 314 156
35% — 3 63 9% 129 154 200 238 1278 319
405 — 31 & 9 132 148 205 M5 285
45% —~ 32 65 99 13 171 210 250
% — 3 66 101 137 176 114
55% - 3 & 103 141 18
6070 — M 69 05 143

Yalues piven are the aumber of grams 1o be added to 1 liter of solution to change the ammaonium sulfate
“ancentration from the starting concentritior to finsl concentration. All values arc adjusted for changes in
volume at room temperatyre, The situration of smmonism sulfate does not vary significantly betwesn 4°C
dnd 25 L, a0 the values given here can aormally be used ot both temperalures. Suturated ammonivm sulfate
B M Al O dd 768 grams 1o 1 e of distitled H,0),




Lampiran 9. Penentuan Aktivitas dan Aktivitas Spediik Lipase
Bebas

Tabel L.9. Data volume titran KOH hasil titrasi

Fraksi Volume titran KOH (mL)
(%) | Il [ Rerata | Blanko
0 7,05 7,05 7,05 7,05 7,17
0-20 6,95 6,95 7,00 6,97 7,17
20-60 6,45 6,50 6,45 6,47 7,17

L.9.1. Aktivitas lipase bebas
Satu unit aktivitas lipase bebas adalalpglasam oleat yang
bereaksi dengan laktosa oleh 2 mL lipase bebasdsdtiap menit.

Volume titrasi KOH x [KOH]
Aktivitas =

X BMasam oleat
Volume enzim x waktu inkubasi

Volume titrasi (blanko — sampel)kdH]

X BMsam oleat
Volume enzim x waktu inkubasi
Contoh: Penentuan aktivitas lipase fraksi 0%gdenvolume titrasi
7,05 mL (volume titrasi blanko 7,17 mL) adalah:
0,12 mL x 0,1653 mmol/mL
Aktivitas =

X 282,470 mg/mmol
2 mL x 1440 menit

= 1,946.10 mg/mL menit
= 1,946pg/mL menit
Tabel L.9.1. Aktivitas lipase bebas

Fraksi Aktivitas (ug/mL menit) Aktivitas
(%) I Il 1] rata-rata
0 1,946 1,946 1,946 1,946
0-20 3,567 3,567 2,756 3,297
20-60 11,673 10,862 11,673 11,403




L.9.2. Aktivitas Spesifik Lipase Bebas
L.9.2.1. Perhitungan kadar protein lipase bebas

Perhitungan kadar protein yaitu melalui pengkonsgersilai
absorbansi lipase pada persamaan kurva standarinkase
menggunakan persamaan regresi kurva baku kasein.

Diketahui persamaan kasein:
Y =2.10* X
Dimana: Y = absorbansi
X = konsentrasi

Volume lipase yang digunakan untuk penentuan = 2 mL
Volume larutan standar kasein yang ditambahkammt 2
Volume larutan biuret yang ditambahkan = 8 mL
Volume total larutan yang diukur absorbansinya 2

V]_ X M]_ = Vz X Mz
2 mL x 5000 ppm =12 mL x M
M, = 833,333 ppm

Konsentrasi total = Konsentrasi Enzim + Konsentkasiein

Contoh: Perhitungan kadar protein dengan absorlBa282 adalah:

Y=210*X
0,282 = 2.10x
X =1410 ppm

Maka konsentrasi enzim = konsentrasi total — kamasnkasein
= 1410 ppm — 833,333 ppm

= 576,667 ppm

= 0,577 mg/mL
12 mL
Sehingga kadar protein lipase bebas = 0,577 mg/mEx——
2 mL

= 3,460 mg/mL



Tabel L.9.2.1. Kadar protein lipase bebas

Fraksi Absorbansi Kadar Protein (mg/mL

(%) | T M | T M
0 | 0174 | 0173 | 0,174 | 5,220 | 5,190 5,220 5,210

0-20 | 0,143 | 0,143 | 0,14Z | 3,990 | 3,990 3,960 3,980
20-60 | 0,282 0,283 0,282 3,460 3,490 3,460 3,470
* dilakukan tanpa penambahan larutan standar kasein

Rerata

Perhitungan kadar protein tanpa penambahan ka38i83& ppm:
Contoh: Perhitungan kadar protein dengan absorlBahss adalah:

Y =2.10*X
0,174 = 2.10x
X =870 ppm
= 0,870 mg/mL

12 mL
Sehingga kadar protein = 0,870 mg/ml—x— = 5,220 mg/mL
2 mL

L.9.2.2. Perhitungan aktivitas spesifik lipase belma
aktivitas
Aktivitas spesifik =
kadar protein

Contoh: Penentuan aktivitas spesifik lipase betaman aktivitas
1,946pug/mL menit.

aktivitas
Aktivitas spesifik =
kadar protein

1,94G.9/mL menit

5,210 mg/mL
= 0,374ug/mg menit



Tabel L.9.2.2. Aktivitas, kadar protein dan aktivitas spesifik

lipase bebas
Fraksi Aktivitas Kadar Protein | Aktivitas Spesifik
(%) (ng/mL menit) (mg/mL) (ug/mg menit)
0 1,946 5,210 0,374
0-20 3,297 3,567 0,824
20-60 11,403 3,470 3,286




Lampiran 10. Penentuan Jumlah Enzim Lipase pada \i@asi
Lama Pengocokan

L.10.1. Jumlah lipase sebelum amobilisasi

Diketahui bahwa jumlah enzim lipase bebas setedhupnian
yaitu 3,470 mg/mL enzim. Sehingga jumlah enzimdga&ebelum
amobilisasi dalam 5 mL larutan enzim yang mengagduWnmL
enzim dapat ditentukan dengan rumus berikut:

W = 3,470 mg/mL enzim x V mL enzim yang dicuplik

Dimana:

V = volume enzim murni yang dicuplik = 1 mL
W = jumlah enzim mula-mula sebelum amobilisasiYmg

Sehingga:
W (1 mL) enzim = 3,470 mg/mL enzim x 1 mL = 3,47@ m
Konsentrasi lipase sebelum amobilisasi untuk 1 mb¥5adalah:
3,470 mg/mL x 1 mL

= 0,694 mg/mL
5 mL

L.10.2. Jumlah lipase setelah amobilisasi pada vasi lama
pengocokan

Tabel L.10.2.1. Volume larutan enzim setelah amolsasi pada
variasi lama pengocokan

Konsentrasi Lama Volume larutan enzim Volume
enzim pengocokan (mL) larutan enzim
(mg/mL) (jam) | 3 - (mL) rata-rata
0,694 1 265 | 2,60 2,60 2,62
0,694 2 230 | 2,35 2,35 2,33
0,694 3 250 | 2,45 2,50 2,48
0,694 4 260| 2,60 255 2,58
0,694 5 2,75 | 2,75 2,70 2,73




Volume lipase yang digunakan untuk penentuan = 2 mL
Volume larutan standar kasein yang ditambahkamnt 2
Volume larutan biuret yang ditambahkan = 8 mL
Volume total larutan yang diukur absorbansinya sml2

Jumlah lipase setelah amobilisasi ditentukan dengara
mengkonversi nilai absorbansi lipase yang tidakebek dengan
persamaan regresi kasein.

Contoh: Perhitungan jumlah lipase setelah amosilipada lama
pengocokan 1 jam dengan nilai absorbansi 0,20@ladal

Diketahui persamaan regresi:

Y =2.10*X
0,200 = 2.10x
X =1000 ppm

Maka konsentrasi enzim = konsentrasi total — kamasnkasein

= 1000 ppm — 833,333 ppm

= 166,667 ppm

= 0,167 mg/mL
Diketahui volume larutan enzim lipase setelah afsatsi adalah
2,62 mL sehingga jumlah lipase setelah amobiliadalah:

12 mL
0,167 mg/mL x X 2,62 mL = 2,620 mg
2 mL
Tabel L.10.2.2. Jumlah lipase setelah amobilisasi
Konsentrasi Lama | Jumlah lipase setelah
enzim pengocokan Absorbansi amobilisasi (mg) e
mg/mL jam
(mg/mL) Gam) | 1l 1] | 1l 1]
0,694 1 0,200/ 0,201 0,20 2,620 2,699 2,620 2,64
0,694 2 0192| 0193 0,192 1771 1841 1,771 1,79
0,694 3 0191/ 0192 0192 1810 1885 1885 1,84
0,694 4 0,191 04191 0,191 1,889 1,8é9 1,889 1,84
0,694 5 0,190/ 0,199 0,19 1,911 1911 1,911 1,91




L.10.3. Jumlah lipase yang teradsorpsi PP

Untuk menentukan jumlah lipase yang teradsorpsinfdRa
jumlah lipase sebelum amobilisasi dikurangkan dengalah lipase
setelah amobilisasi.

w teradsorpsi: w sebelum amobilisast™ w setelah amobilisasi

Dimana;:

W sebelum amoilisas= Jumlah lipase sebelum amobilisasi (mg)
W setelan amabilisast jumlah lipase setelah amobilisasi (mg)

Tabel L.10.3. Jumlah lipase yang teradsorpsi PP

Jumlah lipase

Jumlah lipase

sebelum Lama Jumlah lipase setelall  aradsorpsi 0,1 g PP
A obiliE pengocokan amobilisasi (mg) (mg) Rerata
(mg) Gam)
[ Il 1] | Il 11

3,470 1 2,620 2,699 2,62 0,850 0,770 0850  0,8p3
3,470 2 1,771| 1,841 1,771 1699 1,629 1,699  1,6/6
3,470 3 1,810 1,888 1,885 1660 1,585 1,585 1,610
3,470 4 1,889| 1,889 1,88 1581 1,581 1,581 1,581
3,470 5 1911 1,913 1,911 15599 15%9 1,859 1,559




Lampiran 11. Penentuan Jumlah Enzim Lipase pada \i@asi
Konsentrasi Enzim murni

L.11.1. Jumlah lipase sebelum amobilisasi

Diketahui bahwa jumlah enzim lipase bebas setedahupnian
yaitu 3,470 mg/mL enzim. Sehingga jumlah enzimdgaebelum
amobilisasi dalam 5 mL larutan enzim yang mengagdJWnmL
enzim dapat ditentukan dengan rumus berikut:

W = 3,470 mg/mL enzim x V mL enzim yang dicuplik

Dimana:
V = volume enzim murni yang dicuplik = 1 mL
W = jumlah enzim mula-mula sebelum amobilisasiYmg

Contoh:

W (1 mL) enzim = 3,470 mg/mL enzim x 1 mL = 3,47 m
Dengan cara yang sama, maka jumlah enzim sebeluobiksasi
yaitu: (3,470; 6,940; 10,410; 13,880; 17,350) mg.

Konsentrasi lipase sebelum amobilisasi untuk 1 nhl/5adalah:
3,472 mg/mL x 1 mL

= 0,694 mg/mL

5 mL
Dengan cara yang sama diketahui konsentrasi laamnaim sebelum
amobilisasi sebesar: (0,694; 1,388; 2,082; 2,745, mg/mL.

L.11.2. Jumlah lipase setelah amobilisasi pada vasi
konsentrasi enzim murni

Tabel L.11.2.1. Volume larutan enzim setelah amolsasi pada
variasi konsentrasi enzim murni

Konsentrasi | Volume larutan enzim Volume larutan

enzim (mL) enzim (mL)

(mg/mL) | " m rata-rata
0,694 2,40| 2,30 2,30 2,33
1,388 2,20 2,30 2,20 2,23
2,082 2,10| 2,20 2,10 2,17
2,776 2,00| 2,00 2,00 2,00
3,470 2,00 1,90 1,90 1,93




Volume lipase yang digunakan untuk penentuan = 2 mL
Volume larutan standar kasei 333 ppmyang ditambahkan = 2 mL
Volume larutan biuret yang ditambahkan = 8 mL

Volume total larutan yang diukur absorbansinya 2

Jumlah lipase setelah amobilisasi ditentukan dengara
mengkonversi nilai absorbansi lipase yang tidakebek dengan
persamaan regresi kasein.

Contoh: Perhitungan jumlah lipase setelah amoBilispada
konsentrasi enzim 0,694 mg/mL dengan nilai absaiban
0,192 adalah:

Diketahui persamaan regresi:
Y =2.10* X
0,192 = 2.10X
X =960 ppm
Konsentrasi total = konsentras enzim + konsenkas2in
Maka konsentrasi enzim = konsentrasi total — kamasnkasein

= 960 ppm — 833,333 ppm

= 126,667 ppm

= 0,127 mg/mL
Diketahui volume larutan enzim lipase setelah afigasi adalah
2,33 mL sehingga jumlah lipase setelah amobiliadalah:

12 mL
0,127 mg/mL x X 2,33 mL=1,771 mg
2mL
Tabel L.11.2.2. Jumlah lipase setelah amobilisasi
Konsentrasi Absorbansi Jumlah lipase setelah
enzim amobilisasi (mg) | Rerata
(mg/mL) | o | |
0,694 0,192| 0,193 0,193 1,741 1,841 1841 1,818
1,388 0,207 0,204 0,20y 2,703 2,703 2,703 2,703
2,082 0,221 0,221 0,222 3,537 3,587 3,602 3,859
2,776 0,274 0,273 0,274 6,440 6,380 6,440 6,420
3,470 0,330 0,330 0,330 9,448 9,448 9,448 9,448




L.11.3. Jumlah lipase yang teradsorpsi PP

Untuk menentukan jumlah lipase yang teradsorpsinfdRa
jumlah lipase sebelum amobilisasi dikurangkan dengalah lipase
setelah amobilisasi.

w teradsorpsi: w sebelum amobilisast™ w setelah amobilisasi

Dimana:
W sebelum amotilisas= jumlah lipase sebelum amobilisasi (mg)
W setelan amobilisast jumlah lipase setelah amobilisasi (mg)

Tabel L.11.3.1. Jumlah lipase yang teradsorpsi PP

Jumlah lipase Jumlah lipase setelah ~ Jumlah lipase
sebelum amobilisasi (mg) teradsorpsi 0,1 g PH
amobilisasi (mg) e
(mg) | | | o
3,470 1,771 1,841 1,841 1,699 1,629 1,629 1,652
6,940 2,703| 2,703 2,708 4,237 4,237 4,237 4,237
10,410 3,537 3,537 3,602 6,873 6,873 6,808 6,851
13,880 6,440, 6,380 6,440 7,440 7,500 7,440 7,460
17,350 9,448 9,448 9,448 7,902 7,902 7,902 7,902

Diketahui: berat (PP + lipase) yang digunakan psedd pengukuran
aktivitas = 0,1 g, sedangkan berat (PP + lipask)denya setelah
amobilisasi adalah:

Tabel L.11.3.2. Berat (PP + lipase) setelah amoisisi

Konsentrasi larutan lipase Berat (PP + lipase)
hasil pemurnian setelah amobilisasi
(mg/mL) (9)

0,694 0,37

1,388 0,38

2,082 0,39

2,776 0,40

3,470 0,40




Sehingga jumlah lipase dalam 0,1 g (PP + lipaspptditentukan
dengan rumus sebagai berikut:

0,19
Berat lipase dalam 0,1 g (PP + lipase) =— %MYorpsi
Wc

Dimana: Weragsorps= jumlah lipase yang teradsorpsi dalam 0,1 g PP
Wc = berat (PP + lipase) setelah amobilisasi

Contoh: Perhitungan jumlah lipase setelah amaisilisalam 0,1 g
(PP + lipase) dengan Wc sebesar 0,37 g adalah:

0,19
= x 1,652 mg = 0,447 mg

0,37 g
Tabel L.11.3.3. Jumlah lipase dalam 0,1 g (PP +phse)
Konsentrasi larutan lipase Berat lipase (mg)
hasil pemurnian yang teradsorpsi dalam 0,1 g

(mg/mL) (PP + lipase)

0,694 0,447

1,388 1,115

2,082 1,757

2,776 1,865

3,470 1,975




Lampiran 12. Penentuan Aktivitas dan Aktivitas Spsifik Lipase
Amobil

Tabel L.12. Data volume titran KOH setelah amoilisai

Volume Volume titran KOH (mL)
Enzim (mL) I Il 1] Rata-rata | Blanko
1 6,80 | 6,85| 6,80 6,82 7,05
2 7,00 | 6,95| 7,00 6,98 7,50
3 7,10 | 7,10| 7,00 7,07 7,68
4 7,20 | 7,20| 7,20 7,20 7,83
5 7,20 | 7,20| 7,20 7,20 7,85

L.12.1. Penentuan aktivitas lipase amobil

Penentuan aktivitas lipase amobil dilakukan dengzma
membuat variasi konsentrasi larutan lipase, yagtogdn mengamabil
(1, 2, 3, 4, 5) mL larutan enzim kemudian dilarutkdengan buffer
sitrat fosfat pH 5 hingga volume 5 mL. Perhitungdativitas lipase
amobil dilakuka seperti pada perhitungan aktivilgase bebas pada

L.9.1.
Tabel L.12.1. Aktivitas lipase amobil
Konsentrasi| Volume KOH yang Aktivitas
enzim dipakai (mL) (rg/g menit) Rerata
(mg/mL) | oo ! I il
0,694 0,25/ 0,20 0,25 81,068 64,850 81,063 75,6
1,388 0,50 0,55 0,5 162,126 178,389 162,126 167
2,082 0,58/ 0,58 0,68 188,066 188,066 220,490 198
2,776 0,63 0,63 0,683 204,279 204,29 204,279 204
3,470 0,65 0,65 0,65 210,764 210,764 210,764 240

L.12.2. Penentuan aktivitas spesifik lipase amobil

Perhitungan aktivitas spesifik lipase amobil dilkdkn seperti
pada perhitungan aktivitas spesifik lipase bebas had.2.2, dimana
kadar protein untuk lipase amobil adalah jumlafadp tiap 0,1 g

(PP+lipase).



Tabel L.12.2. Aktivitas spesifik lipase amobil

Konsentrasi Aktivitas spesifik Aktivitas spesifik
enzim (ng/mg menit) rata-rata
(mg/mL) | I m (ng/mg menit)

0,694 18,135 14,508 18,135 16,926
1,388 14,541 15,995 14,541 15,026
2,082 10,704 10,704 12,549 11,319
2,776 10,953 10,953 10,953 10,953
3,470 10,670 10,670 10,610 10,670




Lampiran 13. Analisa Statistik
A. Aktivitas spesifik lipase amobil

Untuk mengetahui pengaruh jumlah lipase teradsaepsadap
aktivitas spesifik lipase amobil maka harus diamlidengan
menggunakan pola RAL sebagai berikut:

Tabel L.13.1. Aktivitas lipase amobil

Konsentrasi Aktivitas spesifik
enzim (ng/mg menit) Total Rataan
AA | |
0,694 18,135 14,508 18,135 50,778 16,926
1,388 14,541 15,995 14,541 45,077 15,026
2,082 10,704 10,704 12,549 33,957 11,319
2,776 10,953 10,958 10,953 32,859 10,9583
3,470 10,670 10,670 10,670 32,01( 10,670

Untuk mengetahui ada tidaknya pengaruh tiap-tiagakean,
maka dilakukan uji F dengan langkah-langkah sebaeyaiut:

1. Menghitung Faktor Korelasi (FK)

p__n 2
i=1 j=1
FK=
np
_ (50,778 + ... + 32,019)
u 3x5

= 2526,713

2. Menghitung Jumlah Kuadrat (JK)
p n
a. IK o = {ZZ( Yij )2] FK
i=1 j=1

= (18,135 + ... + 10,678 — 2526,713
= 108,327



p n 2
i

i=1\ j=1

b. JerrIakuan(JKp) = - FK

n
(50,778 + ... + 32,019
= - 2526,713
3

= 95,878

c. JK galat percobaav(\J KG) = JK{otaI - \]errlakuan
= 108,327 - 95,878 = 12,449

. Menghitung Kuadrat Tengah (KT)
JKp 95,878

a. KT perlakuan— 5 = 23,970
dlQerlakuan 4
dK 12,449
b. KT galat percobaar— N == 1,250
q:tarcobaan 10
. Menghitung nilai F
KTp 23,970
F hitung= "~ — = 19,253
KTs 1,250

I:tabel 5% — F(O,OS; 4, 10) 55 3,480

Karena F niung > F wew mMaka H ditolak, artinya variasi
konsentrasi lautan enzim berpengaruh terhadapitaktigpesifik
lipase amobil. Untuk mengetahui variasi konsentriasutan
enzim mana saja yang berpengaruh terhadap aktispasifik
lipase amobil, maka dilakukan uji BNT dengas 0,05.

BNT 5% = ta/z; db) X (ZKTg / nf's
= {0,052 10X (2 X 1,245/3)°
=2,228 x 0,911
= 2,030



Kemudian dibuat tabel selisih dua nilai rataan deglima
variasi kosentrasi larutan enzim yang disusun ddai terkecil
sampai nilai terbesar sebagai berikut:

FK 2526,713
JK total 108,327
JK perlakuan 95,878
JK galat percobaan 12,449
KT perlakuan 23,970
KT galat percobaan 1,250
F hitung 19,253
F tabel 5% 3,480
BNT 5% 2,030

Tabel L.13.2. Data analisa varian satu arah

Sebar F =
keragaman | db JK KT | hitung | tabel
Perlakuan 4 95,878 23,970 19,253 3,480
Galat percobaar 10 12,449 1,250
Total 14 108,327 25,215
Tabel L.13.3. Data uji BNT 5% terhadap variasi kaxsentrasi
enzim
Konsentrasi| ' C0seMfas! | 5 470 | 2776| 2082 1384 0,69k
. enzim (mg/mL)
enzim Notasi
(mg/mL) rataan 10,67 10,958 11,319 150p6 16,926
3,470 10,670 0 a
2,776 10,953 0,283 0 a
2,082 11,319 0,649 0,366 0 a
1,388 15,026 4356 4,073 3,707 0 b
0,694 16,926 6,256/ 5973 5607 1,900 0 g
Notasi: a = tidak berbeda nyata
b = berbeda nyata

¢ = sangat berbeda nyata



B. Jumlah lipase yang teradsorpsi dalam 0,1 g PP

B.1. Pada variasi lama pengocokan

Tabel L.13.4. Analisis pengaruh lama pengocokan teadap
jumlah lipase teradsorpsi pada PP

L Jumlah lipase teradsorpsi

21 0,1 g PP (mg)
pengocokan =9 9 Total Rerata

(jam) I Il 1
1 0,850 | 0,770/ 0,850 2,470 0,823
2 1,699 | 1,629 1,699 5,027 1,676
3 1,660 | 1,585/ 1,585 4,830 1,610
4 1,581 | 1,581 1,581 4,743 1,581
5 1,559 | 1,559 1,559 4,677 1,559

Untuk mengetahui ada tidaknya pengaruh tiap-tiagakean,
maka dilakukan uji F dengan langkah-langkah sedaeyaiut:

1. Menghitung Faktor Korelasi (FK)

p _n 2
i=1 j=1
FK=
np
_ (2,470 + ... + 4,677)
b 3x5

=31,529
2. Menghitung Jumlah Kuadrat (JK)

a. IK o = {szzn:( Yij )2] FK

i=1 j=1

= (0,856 + ... + 1,558 — 31,529
= 1,506



p n 2
OIS
b- JerrIakuan(JKp) = et - FK
n
(2,476 + ... + 4,677
= - 31,529
3

=1,495

c. JK galat percobaav(J KG) = JK{otaI - \]errlakuan
=1,506 - 1,495 = 0,011

. Menghitung Kuadrat Tengah (KT)

JKp 1,495
a. KT perlakuan—= — — = 0,374
dl@erlakuan 4

3K 0,011
b. KT galat percobaar— 7 = 0,001
db)srcobaan 10

. Menghitung nilai F

KTp 0,374

F hitung=— _ — = 339,773
KTz 0,001

I:tabel 5% — F(O,OS; 4, 10) 5 3,48

Karena Fhiung > F wnes Maka H ditolak, artinya variasi lama
pengocokan berpengaruh terhadap jumlah lipasesiamasl pada
PP. Untuk mengetahui variasi lama pengocokan majaysng

berpengaruh terhadap jumlah lipase teradsorpsi p&jamaka
dilakukan uji BNT dengan = 0,05.

BNT 5% = fuz. an X (2KTg / nf*°
= to0s2: 10X (2 X 0,001/3)°
= 2,228 x 0,029
= 0,067



Kemudian dibuat tabel selisih dua nilai rataan deglima
variasi lama pengocokan yang disusun dari nil&etgl sampai nilai
terbesar sebagai berikut:

FK 31,529
JK total 1,506
JK perlakuan 1,495
JK galat percobaan 0,011
KT perlakuan 0,374
KT galat percobaan 0,001
F hitung 339,773
F tabel 5% 3,48
BNT 5% 0,067

Tabel L.13.5. Data analisa varian satu arah

Sebar
keragaman db JK KT F hitung F tabe
Perlakuan 4 1,495 0,374 339,7V3 3,48
Galat percobaar 10 0,011 0,001
Total 14 1,506 0,375

Tabel L.13.6. Data uji BNT 5% terhadadap variasi lana

pengocokan
Lama pengocokan|
Lama 1 2 3 4 5
(Jam)
pengocokan Notasi
(Jam) rataan 0,823 1,676 1,610 1,581 1,559
1 0,823 0 a
2 1,676 0,853 0 b
3 1,610 0,787 0,064 0 b
4 1,581 0,758 0,093 0,029 0 b
5 1,559 0,736 0,117 0,050 0,022 0 b

Notasi: a = tidak berbeda nyata
b = berbeda nyata
¢ = sangat berbeda nyata



B.2. Pada variasi konsentrasi larutan enzim

Tabel L.13.7. Analisis pengaruh konsentrasi laruta enzim

terhadap jumlah lipase teradsorpsi PP

Konsentrasi | Jumlah lipase teradsorpsi
enzim 0.1 g PP (mg) Total Rataan
(o a8 | I i
0,694 1,699 | 1,629 1,629 4,957 1,652
1,388 4,237 | 4,237 4,237 12,71] 4,237
2,082 6,873 | 6,873| 6,808 20,554 6,851
2,776 7,440 | 7,500 7,440 22,380 7,460
3,470 7,902 | 7,902 7,902 23,706 7,902

Untuk mengetahui ada tidaknya pengaruh tiap-tiagakean,
maka dilakukan uji F dengan langkah-langkah sebaeyaiut:

1. Menghitung Faktor Korelasi (FK)

p__n S
i=1 j=1
FK=
np
(4,957 + ... + 23,708)
u 3x5

= 473,856

2. Menghitung Jumlah Kuadrat (JK)

a. IK o = {szzn:( Yij )2] FK

i=1 j=1
= (1,699 + ... + 7,902) — 473,856
= 83,302



P(.n 2
> Yij
i=1\ j=1
b. IK periakuarl JKP) = - FK
n
(4,957 + ... + 23,709
= - 473,856
3

= 83,293

a. JK galat percobaav(\J KG) = JK{otaI - \]errlakuan
= 83,302 - 83,293 = 0,009

. Menghitung Kuadrat Tengah (KT)

JKp 83,293
a. KT perlakuan— — _ — = 20,823
dlQerlakuan 4
K 0,009
b. KT galatpercobaar— — — =0,001
dpercobaan 10
. Menghitung nilai F
KTp 20,823
F hitung= "~ — =23136,667
KTz 0,001

F tabei 596= F(0,05; 4, 10) = 3,48

Karena F niung > F wes maka H ditolak, artinya variasi
konsentrasi lautan enzim berpengaruh terhadap furimse
teradsorpsi pada PP. Untuk mengetahui variasi ks
larutan enzim mana saja yang berpengaruh terhadaph lipase
teradsorpsi pada PP, maka dilakukan uji BNT dengai®,05

BNT 5% = to2; db) X (ZKTg / nj),S
= to0s2: 10X (2 X 0,001/3)°
= 2,228 x 0,025
= 0,056



Kemudian dibuat tabel selisih dua nilai rataan deglima
variasi kosentrasi larutan enzim yang disusun ddai terkecil
sampai nilai terbesar sebagai berikut:

FK 473,856
JK total 83,302
JK perlakuan 83,293
JK galat percobaan 0,009
KT perlakuan 20,823
KT galat percobaan 0,001
F hitung 23136,667
F tabel 5% 3,480
BNT 5% 0,056

Tabel L.13.8. Data analisa varian satu arah

Sebar =
keragaman | db JK KT F hitung | tabel
Perlakuan 4 83,293 20,828 23136,66%480

Galat percobaar

10

0,009 0,001

Total

14

83,302 | 20,824

Tabel L.13.9. Data uji BNT 5% terhadadap variasikonsentrasi

enzim

Konsentrasi

Konsentrasi
enzim (mg/mL)

0,694

1,388| 2,082 2,776 3,47D

enzim Notasi
(mg/mL) rataan 1,652 4,237 6,851 7,460 7,902

0,694 1,652 0 a

1,388 4,237 2,585 0 b

2,082 6,851 5,199 2,614 0 c

2,776 7,460 5,808 3,223 0,60P 0 c

3,470 7,902 6,250 3,664 1,051 0,442 0| g

Notasi: a = tidak berbeda nyata

b = berbeda nyata
¢ = sangat berbeda nyata




