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Abstrak. Kebutuhan enzim sebagai biokatalis dalam bidang industri saat ini sangat tinggi. Jenis
enzim yang bermacam-macam dan dari berbagai sumber telah banyak diteliti dan dikembangkan.
Salah satu jenis enzim yang terus diteliti dan dikembangkan adalah lipase. Lipase adalah enzim
golongan hidrolase yang mengkatalisis proses hidrolisis trigliserida menjadi gliserol dan asam lemak
bebas.Lipase dapat ditemukan dalam berbagai sumber seperti pada mikroorganisme, hewan dan
tumbuhan. Lipase banyak digunakan pada industri makanan, detergen, minyak, biodiesel dan
farmasi. Artikel ini memaparkan beberapa aspek utama pada lipase yang berasal dari biji seperti
reaksi-reaksi yang dikatalisis, karakteristik (suhu, pH, aktivator dan inhibitor), mekanisme katalisis
oleh lipase serta contoh lipase biji yang telah diteliti karakteristiknya. Lipase ditemukan pada biji
yang berkecambah yang berfungsi sebagai katalisator dalam proses mobilisasi lipid. Lipase memiliki
kemampuan mengatalisis reaksi hidrolisis, esterifikasi, transesterifikasi, asidolisis, alkoholisis dan
aminolisis dengan efisien dan stabil. Lipase dapat diklasifikasikan menjadi 3 golongan didasarkan
pada kemampuannya dalam mensintesis ikatan ester yaitu lipase non spesifik, lipase spesifik 1,3 dan
lipase spesifik asam lemak. Mekanisme katalisis oleh lipase melibatkan serangan nukleofilik
pertama dari serin pada karbon karbonil ikatan ester menghasilkan enzim asil kovalen sebagai
perantara dan melepaskan alkohol. Karakteristik biji-bijian yang telah diteliti karakteristik jenis
lipase yang dihasilkan contohnya adalah African bean seed (Pentaclethra macrophylla Benth),
Durian seed germination (Durio zibethinus L.), dan Biji karet (Hevea brasiliensis).

Kata kunci : Lipase biji, karakteristik, mekanisme reaksi

Abstract. The need for enzymes as biocatalysts in industry is currently very high. Various types of
enzymes and from various sources have been widely researched and developed. One type of enzyme
that is being researched and developed is lipase. Lipase is a hydrolase group enzyme that catalyzes
the hydrolysis of triglycerides into glycerol and free fatty acids. Lipases can be found in various
sources such as in microorganisms, animals and plants. Lipase is widely used in the food, detergent,
oil, biodiesel and pharmaceutical industries. This article describes some of the main aspects of lipase
derived from seeds such as catalyzed reactions, characteristics (temperature, pH, activator and
inhibitor), the mechanism of catalysis by lipases and examples of seed lipases that have been
investigated for their characteristics. Lipase is found in germinated seeds which functions as a
catalyst in the lipid mobilization process. Lipase has the ability to catalyze hydrolysis, esterification,
transesterification, acidolysis, alcoholysis and aminolysis reactions efficiently and stably. Lipases can
be classified into 3 groups based on their ability to synthesize ester bonds, namely non-specific
lipases, 1,3-specific lipases and fatty acid-specific lipases. The mechanism of catalysis by lipase
involves the first nucleophilic attack of serine on the ester-bond carbonyl carbon producing covalent
acyl enzymes as intermediates and releasing the alcohol. The characteristics of the grains that have
been studied are the characteristics of the type of lipase produced, for example, African bean seeds
(Pentaclethra macrophylla Benth), Durian seed germination (Durio zibethinus L.), and rubber seeds
(Hevea brasiliensis).
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PENDAHULUAN
Lipase (triacylglycerol hydrolases, E.C. padi [5]. Lipase mengatalisis reaksi asidolisis dari
3.1.1.3) adalah enzim golongan hidrolase yang bahan utama yaitu, minyak ikan tuna dan asam
mengkatalisis proses hidrolisis trigliserida laurat. Penelitian ini menunjukkan bahwa lipase
menjadi gliserol dan asam lemak bebas. Reaksi bekerja optimum pada suhu 50 °C, konsentrasi
umum hidrolisis triasilgliserol oleh enzim lipase enzim 10% dan konsentrasi substrat 1:10 dengan
ditunjukkan dengan Gambar 1. Selain itu, lipase lama waktu reaksi 12 jam.
juga mengkatalisis proses transesterifikasi ester Lipase memiliki kemampuan mengatalisis
lain serta proses sintesis ester [1]. reaksi-reaksi tersebut dengan efisien, stabil dan
serbaguna sehingga membuat lipase sangat menarik
R untuk digunakan secara komersial. Selain itu,
_JNA . proses katalisis lipase juga tidak memerlukan
: A - i XA kofaktor serta dapat dengan mudah diimobilisasi
| oL T _’ B v pada matriks yang berbeda [6].
Lo V% e |_ou
Tnacylglycerol (TAG Glvoerol Fatty Acd Sifat-Sifat Lipase

Lipase memiliki sifat-sifat yang sama seperti

Gambar 1. Reaksi umum hidrolisis oleh enzim lainnya. Lipase merupakan protein

enzim lipase kompleks yang berfungsi sebagai biokatalisator.

Fungsi enzim sebagai biokatalisator yaitu

Kemampuan  lipase  untuk  melakukan memperce_pat_reak_si dengan_cara menurunkan
transformasi  kimia yang sangat spesifik  €nergi aktivasi sehingga reaksi dapat berlangsung
(biotransformasi) membuatnya semakin populer di  lebih cepat paada suhu atau kondisi normal.
industri makanan, deterjen, kimia, dan farmasi [1]. Setiap enzim memiliki ~ spesifitas terhadap

Lipase bekerja pada bagian antar-muka substratnya. sifat_ l_(h_as inilah yang menjadi _ciri
organic-air untuk mengkatalisis proses hidrolisis  khusus yang dimiliki oleh enzim. Beberapa sifat
ikatan ester karboksilat dan melepaskan asam khas dari lipase adalah sebagai berikut.
lemak dan alkohol organik apabila lipase berada di ) &
lingkungan dengan jumlah air yang cukup [2]. 1. Biokatalisator _ _

Lipase yang berada pada lingkungan dengan L.|pasg . berfungsi sebgga_l katalisator dalam
jumlah air terbatas akan menyebabkan reaksi balik ~ Nidrolisis lemak menjadi asam lemak dan

(esterifikasi) atau bahkan terjadi transesterifikasi ~ 9liserol. Para peneliti telah banyak menggunakan
yang merupakan pertukaran kelompok antara ester ~ lipase sebagai  biokatalisator.  Lipase dapat
dan asam (asidolisis), antara ester dan alkohol ~ Mengatalisis reaksi hidrolisis, esterifikasi,
(alkoholisis) atau antara dua ester (interesterifikasi) ~(ransesterifikasi dan reaksi perhidrolisis. Reaksi-
[3]. reaksi tersebut ditunjukkan pada Gambar 2. _

Kemampuan enzim lipase sebagai Katalis dalam ~ Salah satu contoh penggunaan lipase sebagai
reaksi esterifikasi telah dilakukan menggunakan ~ biokatalis adalah penggunaan lipase dari
enzim lipase yang telah terimobilisasi (Novozyme).  kecambah biji jarak pagar untuk mengoptimalkan

pembuatan biosurfaktan karbohidrat ester. Lipase ~ Yang terjadi pada bungkil jarak pagar. Kondisi
mengkatalisis proses esterifikasi asam plamitat dan ~ Yang dioptimalkan pada penelitian ini adalah
fruktosa sebagai bahan utama pembuatan surfaktan waktu reaksi, rasio volume buffer terhadap
karbohidrat ester tersebut. Penelitian tersebut ~ bungkil jarak pagar, dan rasio enzim terhadap

menunjukkan bahwa untuk mendapat hasil bungkil jarak pagar. Hasil dari penelitian tersebut
optimum dari karbohidrat ester diperlukan jumlah ~ Menunjukkan bahwa kondisi optimum dicapai
enzyme sebanyak 12% dari asam palmitat [4]. pada quty reaksi 29,33 jam, rasio volume buffer

Lipase sebagai biokatalis dalam reaksi - bungkil jarak pagar yaitu 51,11 : 6 (ml/g) dan

asidolisis  dibuktikan dalam pembuatan lipid ~ rasio enzim terhadap bungkil jarak pagar adalah
terstruktur dengan menggunakan lipase dari dedak 30,10 : 5 (U/g). Hasil penelitian tersebut
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menunjukkan bahwa penggunaan lipase efektif dalam degradasi phorbol ester [7].
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Gambar 2. Reaksi-reaksi yang dikatalisis oleh lipase

2. Bersifat Termolabil
Lipase termasuk sebagai protein yang
membuat aktivitasnya sangat bergantung pada

memiliki aktivitas tertinggi pada suhu 37 °C.
Penelitian ~ lainnya  dilakukan  dengan
menggunakan lipase yang diisolasi dari biji

suhu. Lipase memerlukan kondisi suhu yang
cocok untuk dapat menghasilkan produk katalisis
yang optimal. Suhu yang terlalu tinggi dapat
merusak struktur protein lipase yang disebut
dengan denaturasi [8].

Penelitian tentang suhu optimum pada bakteri
lipolitik yang diisolasi dari minyak yang
terkontaminasi tanah telah dilakukan oleh Sirisha
dkk [9]. Penelitian tersebut menggunakan minyak
kelapa sawit sebagai substrat. Hasil dari penelitian
tersebut menunjukkan enzim lipase yang diisolasi
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alpukat [10]. Substrat yang digunakan dalam
penelitian tersebut adalah minyak zaitun. Hasil
dari penelitian tersebut menunjukkan bahwa lipase
dari biji alpukat tersebut memiliki aktivitas
tertinggi pada suhu 35 °C.

3. Bekerja secara spesifik dan selektif.

Enzim tertentu hanya dapat mengadakan
pengubahan pada zat tertentu pula. Lipase
memiliki sifat spesifik yang khas mengenai
kemampuannya untuk menghidrolisis lemak
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menjadi asam lemak dan gliserol yaitu
regioselektivitas. Lipase memiliki kemampuan
selektivitas yang kuat dalam menghidrolisis
substrat pada molekul gliserol yang terikat pada

dahulu menghasilkan digliserida dan asam lemak
bebas. Jika hidrolisis dilanjutkan kembali maka
lipase akan cenderung untuk menghidrolisis gugus
asil  nomer 3 yang akan menghasilkan

gugus asil nomer 1 dan 3 (sn-1,3) pada monogliserol dan asam lemak bebas. Pengetahuan
triasilgliserol. tentang regioselektivitas lipase sangat penting
Gambar 3 menunjukkan hidrolisis untuk mengetahui nutrisi dan sifat lemak sehingga

triasilgliserol oleh lipase dimana lipase cenderung
untuk menghidrolisis gugus asil nomer 1 terlebih

dapat dimanipulasi dengan mengubah konstituen
rantai asil pada posisi spesifik [11].

'd = C ~OH . O
"ML — -t
L o l v. l o
o~ — .
l W X T TR X HGC —O— C—R
T O C—R — e G I ? —-“ o |
< D3 R _ - Fegoa 5
I ‘-]) H.C <2 c <o H,C— OM
R0 C—R"
- Digly >V AR >ty Cer
rgly o .
< e /0 . "
= & &
~ e C
oM e
Faary aci Fatty acio O

Gambar 3. Reaksi hidrolisis trigliserida dengan lipase sn-1 dan sn-3

Klasifikasi Lipase

Lipase dapat diklasifikasikan menjadi 3
golongan didasarkan pada kemampuannya dalam
mensintesis ikatan ester. Tiga golongan tersebut
dijelaskan sebagai berikut :

1. Lipase Non Spesifik

Lipase non spesifik mengkatalisis hidrolisis
triasilgliserol lengkap menjadi asam lemak dan
gliserol secara acak. Lipase memiliki kemampuan
yang sama dalam menghidrolisis gugus asil pada
nomer 1, 2 atau 3. Gambar 4 menunjukkan bahwa
triasilgliserol lengkap yang dihirolisis oleh lipase
non spesifik memiliki 3 produk yang kemungkinan
terbentuk. [12]

| o A 7R
-075R 0 Y [
, maspeciicipse -0 R, o’ e w o
-0 “‘_’ 6} a v
I Lo’ | o\
_o \R

Gambar 4. Reaksi hidrolisis trigliserida
denaan lipase non-spesifik
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2. Lipase Spesifik 1,3

Berbeda dengan lipase non spesifik, lipase
spesifik 1,3 menghidrolisis triasilgliserol pada
gugus asil nomer 1 dan 3. Produk-produk yang
dihasilkan dari hidrolisis triasilgliserol oleh lipase
spesifik 1,3 ini adalah 2-monoasilgliserol dan 1,2-
diasilgliserol atau 2,3-diasilgliserol [12]. Reaksi
hidrolisis dari lipase spesifik 1,3 ditunjukkan pada
Gambar 5.
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Gambar 5. Reaksi hidrolisis trigliserida
dengan lipase spesifik 1,3

3. Lipase Spesifik Asam Lemak

Kelompok ketiga merupakan lipase yang
memutus asam lemak terutama pada tipe asam
lemak spesifik dari molekul gliserida. Lipase ini
menghidrolisis ester asam lemak yang terletak di
posisi mana saja pada triasilgliserol [13].
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Sumber Lipase
1. Lipase dari Hewan

Svendsen [14] mengelompokkan enzim lipase
berdasarkan sumbernya yaitu: lipase pada sistem
pencernaan, lipase yang terdapat pada jaringan
seperti hati, paru-paru dan ginjal serta lipase dalam
air susu. Dalam proses industri lipase hewan yang
digunakan adalah lipase pankreas dan pregastric
yang berasal dari babi (fosfolipase A2).

Lipase dalam industri digunakan untuk
memproduksi zat pengemulsi dan antijamur dalam
makanan lysophosphatidylcholine atau makanan
lysolecithin. Kelemahan dari lipase yang berasal
dari hewan ini adalah harganya yang mahal [2].

2. Lipase dari Mikroorganisme

Lipase yang berasal dari mikroorganisme dibagi
menjadi lipase yang berasal dari yang berasal dari
bakteri, kapang dan khamir. Lipase mikroba
sebagian besar merupakan jenis ekstraseluler dan
produksinya sangat dipengaruhi oleh komposisi
medium. Untuk biaya produksi yang lebih rendah
dapat digunakan limbah argoindustri sebagai pakan
[15].

Lipase bakteri biasanya dipengaruhi oleh kondisi
gizi, seperti sumber karbon, lipid, nitrogen dan
garam anorganik [16]. Spesies yang paling banyak
digunakan  untuk  produksi  lipase bakteri
Pseudomonas dan Burkholderia karena aktivitas
enzim yang tinggi pada berbagai suhu dan nilai pH
serta enansioselektivitas tinggi [17].

Selanjutnya lipase dari jamur berasal dari jamur
yang dapat tumbuh di beberapa habitat, termasuk
biji, minyak nabati bekas, tanah yang terkontaminasi
minyak, serta makanan dan produk susu yang rusak
[1].

Genera yang paling banyak dikutip untuk
produksi lipase adalah Aspergillus, Rhizopus,
Penicillium, Mucor, Geotrichum dan Fusarium
[18]. Jamur berfilamen juga dianggap sebagai
sumber lipase ekstraseluler terbaik untuk
produksi industri skala besar di antara semua

Tabel 1. Sumber Lipase

organisme yang digunakan sebagai sumber

lipase [19].

3. Lipase dari Tanaman

Mukherjee dan Hills [20] mengelompokkan
enzim lipase dari tanaman menjadi lipase
triasilgliserol, asilhidrolase, fosfolipase dan
lisofosfolipase. Lipase tanaman telah diisolasi
dari daun, minyak, batang, getah dan biji
tanaman dan sereal yang mengandung minyak
[21]. Bagian tanaman dan tingkat pemurnian
yang diinginkan menentukan metode Yyang
paling tepat untuk menyiapkan biokatalis dari
biomassa tanaman [22].

Perbedaan penggunaan lipase tanaman
didokumentasikan dengan baik, meskipun ada
kebutuhan untuk studi lebih lanjut tentang
aplikasi  dalam  produksi asam  lemak
terkonsentrasi dari minyak nabati dan reaksi
biotransformasi [21]. Berdasarkan uraian di atas
maka pada Tabel 1 ditunjukkan beberapa contoh
spesies yang telah diteliti dapat menghasilkan

lipase.

Enzim ini sangat menarik  karena
kemudahan pemurnian, biaya rendah dan
keanekaragaman [23]. Namun, spesifikasi

substrat unik lipase tanaman untuk aplikasi
industri belum sepenuhnya ditentukan karena
kurangnya penelitian tentang produksi optimal
lipase tanaman [24]. Meskipun lipase dari
mikroba telah ditemukan, penggunaan enzim ini
masih terbatas karena biaya produksi yang
cukup tinggi sehingga pencarian sumber-sumber
lipase lainnya sangat diperlukan. Saat ini, lipase
biji mendapat perhatian untuk digunakan sebagai
biokatalis.  Enzim ini memiliki kelebihan
dibandingkan dengan enzim lipase yang berasal
dari hewan dan mikroba vyaitu spesifitas,
ketersediaan dan kemudahan pemurnian dan
biaya yang rendah [25].

Sumber Nama Spesies Referensi

Hewan Porcine pancreatine lipase [26]
Hexaplex trunculus [27]
Litopenaus vannamei [28]

Bakteri Burkholderia ubonensis [29]
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Staphylococcus warneri [30]
Bacillus sp. [31]
Serratia marcescens [32]
Enterococcus faecium [33]
Acinetobacter sp. [34]
Fungal Trichoderma harzianum [35]
Rhodotorula glutinis [36]
Sporidiobolus pararoseus [37]
Candida cylindracea [38]
Talaromyces thermophilus [39]
Geotrichum candidum [40]
Botryosphaeriaribis [41]
Tumbuhan Coffea Arabica [42]
Avena Sativa [43]
Jatropha curcas [24]
Cucurbita moschata [44]
Lipase Biji energi untuk sintesis gula, asam amino (Asparagin,

Biji yang sedang berkecambah memiliki
kandungan minyak di dalamnya dan mobilisasi
asam lemak yang disimpan tersebut sangat penting
untuk memasok energi dan karbon untuk
pertumbuhan embrionik. Enzim lipolitik akan
mengkatalisis mobilisasi lipid tersebut dan
selanjutnya akan dikendalikan selama dan setelah
periode perkecambahan [45].

Minyak pada biji terdapat pada dua bagian
yaitu pada sekam atau tegument dan kernel. Sekam
merupakan lapisan eksternal benih yang menutupi
kernel. Kernel memiliki dua bagian yaitu embrio
yang akan membentuk tanaman baru ketika benih
berkecambah dan endosperma yang berfungsi
menyimpan nutrisi cadangan untuk digunakan
tanaman pada tahap pertama pengembangan.

Biji-bijian mengandung protein, pati atau
triasilgliserol yang berguna sebagai sumber
cadangan energi. Tiga cadangan nutrisi utama
tersebut dalam mobilisasinya dihidrolisis secara
khusus oleh protease, amylase dan lipase. Beberapa
penelitian telah menunjukkan bahwa lipase
memiliki aktivitas tertingginya selama masa
perkecambahan [46].

Triasilgliserol terdapat sekitar 20% hingga 50%
dari berat kering biji yang tersimpan pada oleosom
atau badan minyak. Pada periode perkecambahan,
triasilgliserol tersebut digunakan dalam produksi
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aspartat, glutamine dan glutamate) dan rantai
karbon yang diperlukan untuk pertumbuhan embrio
[45].

Hasil dari berbagai penelitian terhadap
lipase biji menunjukkan bahwa aktivitas lipolitik
hanya dapat ditemukan pada biji yang
berkecambah sedangkan pada biji yang tidak
berkecambah tidak dapat diamati aktivitas
lipolitik [47]. Dzulkarnain dkk [48] melakukan
isolasi lipase dari kecambah biji durian dan
menentukan kondisi kerja optimum (pH, suhu
dan konsentrasi substrat) lipase yang dihasilkan.
Substrat yang digunakan dalam penelitian ini
adalah minyak zaitun. aktivitas lipase diketahui
dengan menggunakan metode titrimetri. Hasil
dari penelitian tersebut didapatkan bahwa lipase
yang dihasilkan dari biji durian bekerja optimum
pada pH 7, suhu 60 °C dan konsentrasi substrat
1% viv.

Waktu perkecambahan juga berpengaruh
terhadap aktivitas enzim lipase. Hal ini dijelaskan
pada penelitian yang menggunakan sampel
kecambah biji kesambi yang berusia 5, 7, 9, 11 dan
13 hari yang lipasenya diisolasi dan diuji aktivitas
hidrolitiknya. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
kecambah pada usia 13 hari memiliki aktivitas
hidrolitik yang optimum yaitu sebesar 41,33 U/ml.
Selain itu, hasil dari penelitian ini juga menunjukkan
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bahwa kecambah biji kesambi yang berusia 11 hari ~ Serangan nukleofilik pertama akan distabilkan
memiliki aktivitas spesifik yang paling tinggi yaitu  oleh residu lain dari sisi aktif yaitu histidin dan
69,20 U/gr sehingga dapat digunakan sebagai  asam aspartat. Selanjutnya, serangan nukleofilik

sumber lipase [49]. kedua terjadi ketika air menghidrolisis perantara
asil-enzim  yang akan membentuk asam
Mekanisme Katalitik Lipase karboksilat. Banyak senyawa yang berbeda dapat

Hidrolisis ester menjadi asam lemak dan bertindak sebagai donor asil. Banyak senyawa
triasilgliserol oleh lipase tentunya melewati suatu nukleofilik selain air yang dapat melakukan peran
rangkaian reaksi yang tergabung menjadi sebuah yang sama dan memecah perantara asil-enzim
mekanisme hidrolisis oleh lipase. Hidrolisis ester [51].
oleh lipase ini melibatkan serangan nukleofilik Gambar 7 menunjukkan proses hidrolisis
pertama dari serin pada karbon karbonil ikatan triasilgliserol dari biji yang membebaskan asam
ester, menghasilkan enzim asil kovalen sebagai lemak dan gliserol melalui kerja satu atau lebih
perantara dan melepaskan alkohol. Gambar 6 lipase. Gliserol yang terbentuk difosforilasi dan
menunjukkan bahwa diasilgliserol akan dilepaskan mengalami glikogenesis setelah dikonversi
setelah membentuk gugus hidroksil dalam molekul menjadi dihidroksiaseton fosfat (DHAP) [52].
triasilgliserol [50]. Asam lemak bebas diangkut ke dalam

peroksisom, di mana asam tersebut diaktifkan
a 1 - Ser menjadi acytil-COA dan memulai oksidasi f.
. Asetil-COA yang diproduksi oleh [-oksidasi
g HN 0 Mo ——= aotEm+ROH memasuki siklus glioksilat dan kemudian
3 ’ mengambil bagian dalam glikogenesis untuk
’ menghasilkan gula yang dibutuhkan oleh embrio
) sebagai sumber energi selama perkecambahan
- [45]. Hal tersebut menunjukkan bahwa pada biji
o A " yang sedang berkecambah terdapat aktivitas
N~ TR ‘Em enzim lipase yang tinggi sehingga Dbiji-bijian
- - yang sedang berkecambah dapat dijadikan
sebagai sumber lipase yang dapat digunakan
Gambar 6. Mekanisme Katalitik lipase. untuk mengkatalisis proses hidrolisis trigliserida
menjadi gliserol dan asam lemak bebas yang

diperlukan oleh industry.
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Gambar 7. Skema proses hidrolisis triasilgliserol pada biji
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Aktivitas enzim
Aktivitas enzim adalah besarnya kemampuan
enzim dalam mengkatalisis reaksi penguraian
sumber karbon. Aktivitas enzim dinyatakan
dengan unit/mL menit. Satu unit aktivitas enzim
didefinisikan sebagai jumlah yang menyebabkan
lumol karbon diubah menjadi 1umol produk per
menit pada kondisi tertentu sehingga pengertian
aktivitas enzim lipase adalah jumlah yang
dibutuhkan untuk menghidrolisis 1pumol ikatan per
menit pada kondisi pengujian tertentu.
1.Cara penentuan aktivitas lipase
a. Metode Titrimetri

Metode Titrimetri adalah metode penentuan
aktivitas lipase dengan menggunakan larutan basa
(KOH atau NaOH) sebagai titran serta
phenolphthalein sebagai indicator. Campuran
etanol-aseton (1:1) ditambahkan pada larutan
untuk menghentikan reaksi. Aktivitas lipase
dengan menggunakan metode titrimetri dapat
dihitung dengan menggunakan rumus :

Tahap 1
(]
1
R=C—0O—CHjp ©
| I
MHC~O—C—R ' HaO
|
R=C=0~=CHy
1
(&)
IAG
Tahap 2
(o] © [&]

i I ) n I
2R=C=0QOM + HyC—C—0O~-CuUu-O0O—C—~CHjy -

Kuning Biru

(Vs=Vbl)x[Titran]x 1000
V.enzimxt

Aktivitas Lipase =

Enzim Lipasa

Keterangan :
Vs : Volume titran yang digunakan untuk titrasi
sampel (mL)
Vb : Volume titran yang digunakan untuk titrasi
blanko (mL)

1000 : nilai konversi dari mmol kedalam
satuan pmol
t: waktu inkubasi (menit)

b. Metode Spektrofotometri

Penentuan  aktivitas  lipase  dengan
menggunakan spektrofotometri perlu
penambahan reagen tembaga (I1) asetat dan diuji
pada panjang gelombang 715 nm. Prinsip
reaksinya adalah asam lemak yang dihasilkan
dari hidrolisis triasilgliserol akan membentuk
senyawa komplek berwarna biru dengan Cu?
dari tembaga (lI) asetat yang dapat diukur
absorbansinya dengan panjang gelombang 715
nm. Reaksi tersebut ditunjukkan pada Gambar 8.

HO — GH.,
|
OM N HC — O+
|
MO~ CHy

~—
=V

o AR

Asam Lemak Gllserol

© (&) ©
1" 0 = o U]
= (&} O-Cu-O—C—R + 2H,C =0+

Hijjau/Biru

Gambar 8. Prinsip reaksi penentuan aktivitas lipase dengan metode spektrofotometri [53].

Beberapa contoh metode penentuan aktivitas
lipase yang digunakan pada biji dari spesies
berbeda dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Metode Penentuan Aktivitas Lipase
Pada Beberapa Spesies

Spesies Metode Referen
Si

Persea Americana  Metode [10]

mill titrimetri

Jatropha curcas L. Metode [24]

spektrofotome

tri
Theobroma cacao  Metode [54]
L. spektrofotome
tri
Hevea brasiliensis  Metode [55]
titrimetri
Durio zibethinus Metode [48]

L. titrimetri
Schleiraoleosa L.  Metode [49]
titrimetri
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Dendrocalamusasp Metode [56]
er titrimetri
Pentaclethra Metode [57]
macrophylla spektrofotome

tri

2. Faktor-faktor yang mempengaruhi aktivitas
enzim

Aktivitas katalitik enzim bergantung kepada
integritas strukturnya sebagai protein. Hal tersebut
juga berlaku pada lipase yang juga merupakan
salah satu jenis enzim. Faktor-faktor utama yang
mempengaruhi aktivitas enzim adalah pH, suhu,
konsentrasi enzim, konsentrasi substrat, senyawa
activator dan inhibitor [58].

a. Suhu

Enzim memerlukan jumlah kalor tertentu
untuk dapat aktif dalam melakukan proses
katalisis. Aktivitas enzim akan meningkat seiring
dengan kenaikan suhu. Aktivitas enzim akan
mengalami kenaikan sebanyak dua kali pada setiap
peningkatan 10 °C di atas suhu minimum.
Peningkatan aktivitas enzim akan terhenti ketika
mencapai suhu optimum. Hal ini dikarenakan pada
suhu optimum struktur ikatan dalam enzim akan
melemah [59].

Suhu maksimum akan membuat struktur
protein terbuka dan gugus non polar yang berada
di dalam molekul menjadi terbuka yang
mengakibatkan kelarutan protein di dalam air yang
polar menjadi turun sehingga aktivitas enzim juga
akan menurun [8]. Grafik hubungan antara
peningkatan suhu dengan kecepatan laju reaksi
dapat dilihat pada Gambar 9.

Laju
Reaksi
Suhu
Gambar 9. Pengaruh suhu terhadap laju
reaksi
b. pH

Interaksi  ionik yang terjadi didalam
strukturnya akan menstabilkan enzim dan
memungkinkan enzim untuk mengenali dan
berikatan dengan substratnya. Proton dapat dengan
mudah berikatan dengan enzim karena enzim yang
merupakan protein yang tersusun atas asam-asam
amino. Proton dapat terikat di bagian gugus
amino, karboksil dan gugus fungsional lain [60]. .
Gugus fungsional yang berperan dalam katalisis
suatu reaksi oleh enzim adalah rantai asam amino
basa dan asam amino asam. Aktivitas Katalitik
enzim akan maksimum jika enzim bekerja pada
pH optimum. Perubahan pH akan menyebabkan
protein penyusun enzim terdenaturasi karena
adanya gangguan terhadap berbagai interaksi non
kovalen yang menjaga kestabilan struktur tiga
dimensi enzim [61]. Grafik hubungan antara
peningkatan pH dengan kecepatan laju reaksi
ditunjukkan pada Gambar 10.

Laju
Reaksi

v

pH

Gambar 10. Pengaruh pH terhadap laju reaksi

c. Konsentrasi Substrat dan Enzim

Faktor berikutnya yang mempengaruhi
aktivitas enzim adalah konsentrasi substrat. Enzim
tidak akan mencapai konversi maksimum karena
terbatasnya substrat yang direaksikan. Kecepatan
reaksi akan meningkat seiring dengan adanya
peningkatan  konsentrasi  substrat  karena
banyaknya substrat yang terikat pada enzim.
Namun, penambahan konsentrasi pada titik-titik
jenuh tidak dapat lagi meningkatkan kecepatan
laju reaksi. Hal ini sesuai dengan hukum
Michaelis-Menten vyaitu kecepatan reaksi akan
terus meningkat seiring dengan penambahan
substrat hingga mencapai titik batas dimana enzim
jenuh dengan substrat [59]. Grafik hubungan
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antara penambahan konsentrasi substrat dengan

kecepatan laju reaksi dapat dilihat pada Gambar

11.

Konsentrasi enzim yang digunakan juga sangat A
mempengaruhi  kecepatan laju reaksi Yyang

berlangsung. Penambahan konsentrasi enzim

akan meningkatkan laju reaksi karena akan Laju
semakin banyak sisi aktif yang akan ditempeli Reaksi
oleh substrat membentuk produk. Hal tersebut

akan mengakibatkan produk akan lebih cepat

terbentuk [59]. Grafik hubungan antara

penambahan konsentrasi enzim terhadap laju Konsentrasi Enzim
reaksi ditunjukkan pada Gambar 12.

v

Gambar 12. Pengaruh konsentrasi enzim
terhadap laju reaksi

d. Aktivator dan Inhibitor

Enzim dapat juga membutuhkan komponen
lain agar dapat berfungsi secara maksimal
sebagai katalis. Komponen pendukung ini
disebut dengan kofaktor. Jenis-jenis kofaktor
dapat dibagi menjadi tiga kelompok vyaitu :
koenzim, gugus prostetik dan activator. Pada
umumnya aktivator merupakan ion-ion logam
yang dapat terikat atau mudah terlepas dari
enzim. Beberapa contoh aktivator logam adalah
K*, Mn%, Mg?*, Cu?, atau Zn?* [58].

Enzim akan  bekerja dengan cara
Konsentrasi Substrat pembentukan kompleks enzim-substrat dalam
suatu reaksi. Hambatan atau inhibisi pada suatu
reaksi yang dikatalisis oleh enzim dapat terjadi
apabila terjadi penghambatan saat
penggabungan substrat pada sisi aktif enzim.
Hambatan tersebut terjadi karena adanya
molekul atau ion yang disebut inhibitor [58].

Berdasarkan uraian di atas maka pada Tabel
3 ditunjukkan karakteristik lipase yang meliputi
pH optimum, suhu optimum, aktivator dan
inhibitor dari beberapa spesies.

Laju
Reaksi

v

Gambar 11. Pengaruh konsentrasi substrat
pada laju reaksi

Tabel 3. Karakteristik lipase

Sumber pH Suhu Aktivator Inhibitor = Substrat  Posisi Referensi
Lipase optimum  optimum spesifik

African 7,0 30°C Ca?* EDTA Minyak - [62]

bean seed kelapa

(Pentaclet

hra

177
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macrophyl
la Benth)

Durian
seed
germinati
on (Durio
zibethinus
L.)
Barbados
nut
(Jatropha
curcas L.)
Lupin
seed
(Lupinus
luteus L.)
French
peanut
(Panchira
aquatic
bombacac
eae)
Almond
seed
(Amygdal
us
communis
L.)

7,0

7,5

5,0

8,0

8,5

60 °C

37°C

45°C

40°C

65 °C

Ca®*, Mg?*

Ca?*,
Mg?*,

Ca®*, Mg?*

Ca?*, Fe?*
Mn2+
Co%*, Ba?*

Fe?

Minyak
zaitun

Minyak
zaitun

Minyak
lupin

p_
nitrofenil
asetat

Minyak
kedelali

Sn-1
Sn-2

[48]

[63]

[64]

[25]

[65]

Laurel
seed
(Laurus
nobilis L.)
Bamboo
Shoots
Betung
(Dendroca
lamusaspe
r

Wheat
seed
(Triticum
aestivum
L.)

Oat seed

8,0

7,0

8,0

9,0

s50°C

30°C

37°C

Ca?t,
Mg?*,
C02+,
Cu?*, Fe?*

65-75°C Ca', Ba*

178

Mn2+ Zn2+

Minyak
laurel

Minyak
kelapa

Triolein

p_

[66]

[56]

[67]

[68]
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(Avena
fatua)
Coconut 8,5
seed

(Cocos
nucifera
Linn)

Biji karet 7,0
(Hevea
brasiliensi

)

Biji 6 35°C -
Alpukat

(Persea

americana

Mill)

30-40°C

40 °C. -

KESIMPULAN

Lipase merupakan salah satu biokatalis yang
dibutuhkan saat ini karena kemampuannya
dalam mempercepat berbagai reaksi. Artikel-
artikel lain yang menunjukkan tentang isolasi
lipase dari berbagai biji telah banyak yang
diterbitkan. Eksplorasi tentang sumber lipase
dari  biji-bijian  harus dilakukan  secara
berkelanjutan  dengan  disertai  penentuan
karakteristik dari tiap lipase biji. Hasil dari
berbagai penelitian tersebut memungkinkan
untuk mendapatkan lipase yang diperoleh secara
mudah dan murah.
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