BAB I
TINJAUAN PUSTAKA

Reaksi kimia yang terjadi dalam sistem biologiskemelibatkan katalis.
Katalis ini dikenal sebagai katalis biologis (bitMesator) berupa protein yang
sangat spesifik yang disebut enzim (Winarno, 19&%®rupakan katalis yang
sedang dikembangkan dalam industri kimia. Pengegdrarkatalis biologis
ditujukan untuk mengurangi konsumsi energi prosestas menghilangkan
terikutnya senyawa-senyawa pengotor dalam prod@tusproses. Katalis ini
digunakan sebagai alternatif katalis anorganik dep®atrium, kalium atau
kalsium hidroksida.

Enzim merupakan biokatalisator yang sangat efekt#fng akan
meningkatkan kecepatan reaksi kimia spesifik secgeta, dimana reaksi ini
tanpa enzim akan berlangsung lambat (Lehninged5)1Sifat-sifat istimewa
enzim adalah kapasitas katalitik dan spesifisitagrang sangat tinggi. Disamping
itu enzim mempunyai peran dalam transformasi bexb@gis energi (Winarno,
1986).

2.1 Enzim

Kata enzim berasal dari bahasa Yunamzymeéyang berarti “di dalam sel”.
Willy Kuchne (1876) mendefinisikan enzim sebagaifen (ragi) yang bentuknya
tidak tertentu dan tidak teratur, yang dapat beké&ppa adanya mikroba dan
dapat bekerja di luar mikroba. Definisi tersebutubah setelah dilakukan
penelitian lanjutan oleh Buchner pada tahun 18%zirk dapat diproduksi oleh
mikroba atau bahan lainnya seperti hewan dan tuambuBnzim juga dapat
diisolasi dalam bentuk murni (Winarno, 1986).

Enzim merupakan senyawa protein yang dapat menrgsitseluruh reaksi
kimia dalam sistem biologis. Semua enzim murni yealgh diamati sampai saat
ini adalah protein. Aktivitas katalitiknya bergantukepada integritas strukturnya
sebagai protein. Enzim dapat mempercepat reaksodmo dari reaksi yang

sederhana, sampai ke reaksi yang sangat rumit.mEbhzkerja dengan cara
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menempel pada permukaan molekul zat-zat yang t®rsekingga mempercepat
proses reaksi. Percepatan reaksi terjadi karenamemzenurunkan energi
pengaktifan yang dengan sendirinya akan mempermiediadinya reaksi. Enzim
mengikat molekul substrat membentuk kompleks engimstrat yang bersifat

sementara dan lalu terurai membentuk enzim bebagpauknya (Lehninger,

1995)
E=S «——>» ES<«—— E+P
E = enzim S = substrat P= Produk

Enzim memiliki keunggulan sifat, antara lain memyinaktivitas yang
tinggi, efektif, spesifik dan ramah lingkungan di&a dan Djenar, 2000),
sedangkan menurut (Saktiwansyah, 2001), enzim hkesifat yang khas, yaitu
sangat aktif walaupun konsentrasinya amat rendamgas selektif dan bekerja
pada kondisi yang ramalmild), yaitu tanpa temperatur atau tekanan tinggi dan
tanpa logam yang umumnya beracun. Hal inilah yaegymbabkan reaksi yang
dikatalisis secara enzimatik menjadi lebih efisgibandingkan dengan reaksi
yang dikatalisis oleh katalis kimia (August, 2000)

Enzim mempunyai kekhususan aktivitas, yaitu perayarsebagai katalis
hanya terhadap satu reaksi atau beberapa reakgi sganis saja. Jadi dapat
melibatkan beberapa jenis substrat (Winarno, 1988at spesifik (spesifisitas
enzim) didefinisikan sebagai kemampuan suatu enmitak mendiskriminasikan
substratnya berdasarkan perbedaan afinitas substyatrat untuk mencapai sisi
aktif enzim (August, 2000). Sifat spesifinitas dapat dimanfaatkan untuk tujuan
reaksi atau jenis produk yang diharapkan. Sifasamgat menguntungkan karena
tidak akan dijumpai reaksi-reaksi samping, sehidghén ramah lingkungan.

Berdasarkan biosintesisnya, enzim dibedakan meppam konstitutif dan
enzim induktif. Enzim konstitutif adalah enzim yaselalu tersedia di dalam sel
mikroba dalam jumlah yang relatif konstan, sedangkazim induktif adalah
enzim yang ada dalam jumlah sel yang tidak tetemahtung pada adanya
induser. Enzim induktif ini jJumlahnya akan bertamlsampai beberapa ribu kali

bahkan lebih apabila dalam medium mengandung subgaéng menginduksi,
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terutama bila substrat penginduksi merupakan sstuyga sumber karbon (Lidya
dan Djenar, 2000).

Berdasarkan tempat bekerjanya, enzim dapat dibadd&am 2 golongan,
yaitu endoenzim dan eksoenzim. Endoenzim disebgd jenzim intraseluler,
dihasilkan di dalam sel yaitu pada bagian membraplasma dan melakukan
metabolisme di dalam sel. Eksoenzim (enzim ekdtriese merupakan enzim
yang dihasilkan sel kemudian dikeluarkan melaluiddig sel sehingga terdapat
bebas dalam media yang mengelilingi sel dan berea&mecah bahan organik
tanpa tergantung pada sel yang melepaskannya i¢8oed988).

Penggolongan enzim secara internasional telah ukiak secara sistematis.
Sistem ini menempatkan semua enzim ke dalam endas keama, masing-
masing dengan sub kelas, berdasarkan atas jerksi igng dikatalisa (Tabel
2.1).

Tabel 2.1 Klasifikasi Enzim secara Internasionatihearkan reaksi yang dikatalisis

No Kelas Jenis Reaksi yang dikatalisis

1  Oksidoreduktase Pemindahan elektron

2 Transferase Reaksi pemindahan gugus fungsional

3  Hidrolase Reaksi hidrolisis (pemindahan gugugéional
ke air)

4  Liase Penambahan gugus ke ikatan ganda atau
sebaliknya

5 Isomerase Pemindahan gugus di dalam  molekul
menghasilkan bentuk isomer

6 Ligase Pembentukan ikatan C-C, C-S, C-O, dandleN

reaksi kondensasi yang berkaitan dengan
penguraian ATP

Sumber : Lehninger (1990)

Saat ini enzim sebagai biokatalis telah banyak litk@gkan secara
komersial untuk proses-proses industri. Terdapaetapa enzim penting yang
digunakan pada dunia industri dalam jumlah yangahegaitu enzim yang
menghidrolisis karbohidrat, enzim yang bekerja ppeltin, enzim yang bekerja

pada minyak dan lemak serta enzim pengurai protein.
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Jenis enzim yang banyak digunakan di industri antin amilase, protease,
katalase, isomerase dan penicillin asilase. Enaingydigunakan untuk keperluan
analitik antara lairglucose oxidase, galactose oxidase, alcohol delygirase,
hexokinase, muramidas#an cholesterol oxidaseEnzim yang digunakan untuk
obat-obatan antara lain asparaginase, proteaaseliplan streptokinase (Crueger
dan Crueger, 1984).

2.1.1 Enzim dan Lingkungan

Enzim merupakan golongan protein, sehingga mempuwifa fisik dan
kimia yang mirip dengan protein. Beberapa enzimakidtabil dan mudah
terdenaturasi, sehingga aktifitas enzimnya hil&@giap enzim mempunyai suhu
dan pH optimum untuk aktivitasnya. Dalam melakulativitasnya, enzim
dipengaruhi oleh lingkungannya. Pengaruh tersebpatdmengganggu stabilitas
enzim sehingga menjadi masalah yang sering dihatipam industri. Stabilitas
merupakan sifat penting yang harus dimiliki olehzien dalam aplikasinya
sebagai biokatalis. Stabilitas enzim dapat dide#wan sebagai kestabilan
aktivitas enzim selama penyimpanan dan penggunaaimetersebut, serta
kestabilan terhadap senyawa yang bersifat merwegadets pelarut tertentu (asam,
basa) dan oleh pengaruh temperatur dan pH ekstrim.

Terdapat dua prinsip utama untuk memperoleh enzamgymempunyai
stabilitas tinggi, yaitu menggunakan enzim yang ifiknstabilitas ekstrim alami
dan mengusahakan peningkatan stabilitas enzim gaogra alami kurang atau
tidak stabil. Menurut Saktiwansyah (2001), penatgk stabilitas enzim dapat
dilakukan dengan cara imobilisasi enzim, modifikasiia, protein engineeringdan

memperlakukan enzim pada kondisi air yang terljdtdam pelarut organik).

1. Pengaruh Temperatur Tinggi

Enzim merupakan makromolekul yang peka terhadagklingannya.
Dengan demikian harus ditangani dengan sangahbtitagar sifat-sifatnya dapat
dipertahankan, kecuali enzim termostabil yang dagdif pada suhu tinggi.

Pengaruh suhu terhadap aktivitas enzimatik disajgeda Gambar 2.1
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aktif denaturisasi

Aktivitas

A

suhu 20 40 60 °C

Gambar 2.1 Pengaruh suhu terhadap aktivitas enkimat

Sumber: Mangunwidjaja, 1994, 60

Pada prakteknya, aktivitas enzimatik diukur padebdgai suhu (sebagai
contoh antara & dan 48C). Umumnya, semakin tinggi temperatur, semakin
naik laju reaksi baik yang tidak dikatalisis mauptang dikatalisis oleh enzim.
Namun demikian, enzim merupakan senyawa proteig gamgat peka terhadap
perubahan temperatur. Semakin tinggi temperatun s&@adi perubahan struktur
enzim yang diikuti oleh hilangnya aktivitas katiélidlari enzim tersebut. Pada
temperatur rendah, laju inaktivasi enzim berjalamBbat dan sangat kecil,
sehingga boleh diabaikan.

Di Indonesia, temperatur optimum bagi proses eatisndilakukan pada
temperatur kamar. Hampir semua enzim memiliki des/ optimum pada
temperatur sekitar 3G dan denaturasi dimulai pada temperatfiC46Ninarno,
1986).

2. Pengaruh Temperatur Pembekuan

Beberapa enzim dapat terdenaturasi pada tempgratubekuan. Proses
pembekuan yang tiba-tiba dapat menimbulkan hilaagaktivitas enzim yang
sedang diekstraksi, karena proses ini dapat meajiin perubahan struktur
enzim.

Pada pembekuan terjadi larutan dengan viskosiaggit yang dapat
menghalangi difusi enzim substrat, akibatnya dapambatasi aktivitas enzim.
Beberapa enzim dapat rusak apabila dibiarkan madpdratur rendah bukan beku

(chilling). Keadaan tersebut dikenal dengan nama denatdmagin. Hal ini
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dialami oleh beberapa enzim, misalnya laktosa dep&hase (LDH), katala:

dan gutamat dehidrogena:

3. Pengaruh pH

Umumnya enzim bersifat amfolitik, yang berarti enzimempunya
konstanta disosiasi pada gugus basanya, terutade guagus residu termin
karboksil dan gugus terminal aminor

Perubahan aktivitas enzim akibat perubi pH lingkungan disebabke
terjadinya perubahan ionisasi enzim, substrat ktaopleks enzim substrat, se
perubahan kemampuan peningkatan dan pengaruhdaksir Pada umumn
enzim menunjukkan aktivitas maksimum pada suatar&s pH yang disebut p
optimum, yang umumnya antara pH -8,0 (Winarno, 1986). Enzim terter
mempunyai kisaran pH optimum yang sangat sempitsdkitar pH optimun
enzim mempunyai stabilitas yang tinggi. Dalam Im&l @nzim yang sama seril
kali pH optimumnya berbeda tergant dari sumber enzim tersebut. Hubunt
antara aktivitas enzimatik dengan pH sa umum disajikan pada Gambar

Aktivitas
~

N
Ly A . S
4 5 B 7 8 9 10 11 pH

Gambar 2. Kebergantungan aktivitas enzimatik terhadaj

Sumber: Mangunwidjaja, 1994, 58

Berdasarkan gambar diate¢ (a) kurva aktivitas menyajikan secara um
nilai pH optimum yang mempunyai bentuk lonceng, (gai pH optimum
tergantung pada enzim dan ketergantungan ini dapdt atau kurang tajam, (

untuk beberapa enzim, aktivitasnya tidak berganpaua suatnilai pH tertentu
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4. Pengaruh Kadar Air dan A,, (Water Activity)

Kadar air dari bahan sangat mempengaruhi laju regizmatik. Kadar air
bebas yang rendah menghambat difusi enzim atauratjbaskibatnya hidrolisis
hanya terjadi pada bagian substrat yang langsurigubengan dengan enzim.
Misalnya pada kadar air 20% atau kira-kira bahamgaedung 4% air bebas,
amilase hanya menghasilkan produk hidrolisis glakdan maltose. Pada kadar
air yang lebih tinggi, selain glukosa dan malteseéntuk juga dekstrin.

Dalam sistem reaksi enzim, kadar air mutlak bukenupakan faktor yang
penting, tetapi aktivitas enzim lebih banyak dipgdi olehwater activity (Ay)
bahan, dan dapat juga dipengaruhi kelembaban utiaekitarnya. Pada A
rendah hanya sebagian kecil substrat terlarut daenbbebas. Setelah substrat
tersebut habis dihidrolisis, maka reaksinya teliheBengan meningkatkan
kelembaban udara, jumlah air bebas akan meningiat dhpat melarutkan

substrat sehingga reaksi dimulai kembali.

5. Pengaruh Kadar Garam

Kadar elektrolit yang tinggi umumnya mempengarublakutan protein.
Karena itu garam sering digunakan untuk melarutkaberapa jenis protein.
Peristiwa tersebut sering disebut dengan istdaling in Sebaliknya beberapa
jenis larutan garam lain dapat digunakan untuk memnlprotein atau enzim
menjadi tidak larut. Proses ini disebut denganaistsalting out, yang dapat
dimanfaatkan untuk mengisolasi enzim.

Garam ammonium sulfat sering digunakan untuk fresi dan isolasi
enzim karena sifat kelarutannya dalam air yanggiirdan tidak mengganggu

bentuk dan fungsi enzim.

2.1.2 Aktivitas dan Kadar Protein Enzim
Suatu enzim, baik yang masih aktif maupun tidakif arknemiliki
komposisi yang sama. Dengan demikian, aktivitagnenirlak hanya ditentukan

berdasarkan komposisi kimianya saja.
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Aktivitas enzim dapat ditentukan secara kualitangan reaksi kimia
yaitu dengan substrat yang dapat dikatalisis olenine tersebut, dan secara
kuantitatif ditentukan dengan mengukur laju reayairDengan demikian jumlah
enzim lebih banyak dinyatakan dalam satuan atati emdgim. Selain itu bila
membaca harga satuan enzim, perlu diketahui koreh&isi yang digunakan pada
saat proses berlangsung. Penilaian jumlah satws#n suzim dapat saja berbeda,
terutama bila produk yang dihasilkannya berbeda.

Berbagai cara dan ukuran dalam menentukan sahzam enengakibatkan
penentuan satuan enzim tidak seragam. Karena iitu gistandarkan agar dapat
diutarakan dalam pengertian yang seragam dan ddlahasa yang sama
(Gusdiyani, 2005).

Enzyme Commission of the International Union ofocBemistry

mengusulkan suatu definisi untuk satuan enzim seltosgikut :
Satu satuan (unit) dari suatu enzim adalah jumtatne tersebut yang mampu
mengkatalis perubahan 1umol substrat per menit padaisi tertentu. Bila
ternyata substratnya merupakan senyawa polimerrtsgpetein atau pektin,
maka istilah 1pmol substrat diganti dengan 1 migkoiivalen gugus penting
senyawa tersebut (Winarno, 1986).

Kandungan protein di dalam enzim sangat berpengéediadap daya
katalitik enzim tersebut. Pada umumnya dengan mg&ainya kadar protein
dalam suatu enzim, maka daya katalitiknya akan mgdwit. Salah satu metoda
dapat digunakan dalam menentukan kadar proteiralagaétoda Lowry. Rumus
penentuan kadar protein menurut Lowry (Lowry dkiO51) dapat dilihat pada
persamaan 2.1.

X =Y —0,0814 x faktor pengenceran (2.1)
0,0021

Keterangan :
X = Kadar protein (mg/ml)
Y = Absorbansi pada panjang gelombang 750 nm
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2.1.3 Kinetika Reaksi Enzimatik
Konsentrasisubstrat mempengaruhi kecepatan reaksi yang diiataleh
enzim. Pengaruh berbagai konsentrasi substratdaphieecepatan reaksi awal ji

konsentrasi enzim dijaga kctan dapat dilihat pada gambar 2.3.

!

Kecepatan
awal

K Konsentrasi
substrat, M

Gambar 2.3engaruh konsentrasi substrat terhadap kecepatdmeaksi enzimat
Sumber: Lehninger, 1990, 241

Pada konsentrasi substrat yang amat renkecepatan reaksipun an
rendah,tetapi, kecepatan ini akemeningkat @éngan meningkatnya konsentr
substrat. Jika kita mengupengaruh konsentrasi substrang terus meningki
setiap saat kita mengukur kecepatan awal reakgy v#atalisis ini kita akan
menemukan bahwa kecepatini meningkat dengan nilai yang semakin ki
Pada akhirnya, akan tercapai titik batas, danadet#ik ini dilampaui, kecepate
reaksihanya akan meningkat sedemikian kecil dengan beeghnya konsentra
substrat (Gamba2.3). Bagaimanapun tingginyaoksentrasi substrat setelah t
ini tercapai, kecepat reaksi akan mendekati, tetapi, #dakan pernah mencay
garis maksimumPadzbatas ini, yng disebut kecepatan maksim(Vmak9, €nzim
menjadi jenuh oleBubstratnya, d: tidak dapat berfungsi lébcepat

Pengaruh kejenuhan ini diperlihatkan oleh hampmiseerzim. Hal inilah
yang membawad/ictor Henri pada tahun 19 kepada kesimpulan, bahwa en:
bergabung dengamolekul substrat, untuk membentuk suatu komplekane
substrat sebagai tahyang harus dilalui dalam katalisis oleh enzim. Pemikiiair
diperluas menjadi suatu teori um kerja enzim, terutama oleh Leonor Michau

dan Maud Menten pada tahun 1913. Me mengemukakan bahwa enzim
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pertama-tama bergabung dengan substratnya S dadaksirdapat balik,
membentuk kompleks enzim-substrat ES. Reaksi maibgsung relatif cepat
E+S— ES

Kompleks ES lalu terurai dalam reaksi dapat bagitua, yang lebih lambat,

menghasilkan produk reaksi P dan enzim bebas E
ES— P+E

Karena reaksi kedua merupakan tahap yang memb&sepatan,
kecepatan keseluruhan reaksi enzimatik harus segnlilengan konsentrasi
komplek enzim-substrat ES. Pada setiap saat dmdedaksi enzimatik, enzim
terdapat dalam dua bentuk, bentuk bebas atau riikttelan bentuk yang sudah
terikat ES. Kecepatan reaksi katalitik ini menjagaksimum jika semua enzim
terdapat sebagai kompleks ES dan konsentrasi ebelmas E menjadi sangat
kecil. Keadaan ini akan tercapai pada konsentrasstgat tinggi, karena menurut
hukum aksi massa, kesetimbangan reaksi pertama digaser ke kanan jika
konsentrasi S meningkat.

E+Se«> ES

Jika S ditingkatkan sampai ke batas yang cukumtjrsgmua enzim bebas
E akan terubah menjadi bentuk ES. Pada reaksi k@ahga dalam siklus katalitik
ini, kompleks ES terus-menerus, dan dengan cepatiemenghasilkan produk P
dan enzim bebas E. Tetapi, jika konsentrasi S ctikggi, enzim bebas E segera
akan berikatan dengan molekul S yang lain. Padadesa ini, tercapai suatu
keadaan imbang, dengan enzim yang senantiasa jeleth substratnya dan
tercapai kecepatan maksimum.

Pada gambar 2.3 yang memperlihatkan hubungan diraartonsentrasi
substrat dan kecepatan reaksi enzimatik, akanhaerlsukarnya menyatakan
konsentrasi substrat yang diperlukan untuk mencapais dari pendekatan
terhadap kecepatan reaksi yang semakin mendekap&tan maksimumyyks
Namun demikian, karena kurva yang menyatakan huyuing memiliki bentuk
umum yang sama bagi hampir semua erzim (kurva enbdntuk hiperbola),
Michaelis dan Menten mendefinisikan suatu tetagang dinyatakan sebagai,k

yang bermanfaat dalam menyatakan hubungan yang deentara konsentrasi
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substrat dan kecepatan reaksi enzimatikakau tetapan Michaelis-Menten, dapat
didefinisikan secara sederhana sebagai konsersu@isitrat tertentu pada saat
enzim mencapai setengah kecepatan maksimumnya @afhB). Nilai k,
merupakan unsur kunci di dalam persamaan Michségisten dan bersifat khas
bagi setiap enzim dengan menggunakan substrantierigang spesifik pada
kondisi pH dan temperatur tertentu. Persamaan Midhdenten secara
matematika dinyatakan dalam persamaan 2.2.

vy = LoalS] (2.2)

Kun+[S]

dengan vo = kecepatan awal pada konsentrasi atiffSir
Vmaks = kecepatan maksimum

km=tetapanMichaelis-Menten enzim bagi substrat téuten

Persamaan 2.2 merupakan persamaan kecepatan dagresaksi enzimatik
satu substrat, merupakan suatu pernyataan mengebaingan kuantitatif di
antara kecepatan reaksi awa) kecepatan maksimummMs dan konsentrasi
substrat awal yang dihubungkan melalui tetapan &tk-menten k.

Persamaan yang diturunkan oleh Michaelis dan Menbemawal dari
hipotesis dasar bahwa tahap pembatas kecepatatadi deaksi enzimatik adalah
tahap penguraian kompleks ES, menjadi produk damepebas.

Persamaan Michaelis-Menten merupakan dasar bagisseaspek kinetika
kerja enzim. Jika nilai  dan vhaks diketahui, kecepatan reaksi suatu enzim pada
setiap konsentrasi substrat dapat dihitung. Hanspimua reaksi enzimatik,
termasuk reaksi dengan dua atau lebih substrat diéguzalisa secara kuantitatif
dengan teori Michaelis-Menten. Kenyataan ini telaemberikan bukti kuat
bahwa enzim mengkatalisis reaksi dengan menggabunglbstratnya dalam
waktu sementara, jadi menurunkan energi aktivasselkeuhan reaksi.

Pembentukan kompleks enzim-substrat seringkalitddigateksi secara langsung
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dengan metoda fisiko-kimia, yaitu melalui perubalsgektrum absorbsi enzim
tersebut yang bersifat khas, ketika substratnyartahkan.

Persamaan Michaelis-Menten dapat ditransformasraealjabar menjadi
bentuk lain yang lebih umum digunakan untuk menwetaklata percobaan.
Transformasi yang umum digunakan adalah dengan nmnimkebalikan dari

kedua sisi persamaan Michaelis-Menten, sehinggaralggh hubungan :

1 ket[5]
V_o - Vmaks-[s] (23
Persamaan 2.3 dapat disederhanakan menjadi :
1t 141 (2.4)

Vo Vmaks [ S] Vmaks

Persamaan 2.4 dikenal dengan persamaan Lineweavier-Bagi enzim-
enzim yang mengikuti hubungan Michaelis-Menten sedenar, pemetaan 1/v
terhadap 1/[S] menghasilkan garis lurus (Gambay. Zris ini akan memiliki
sudut k/vmaks perpotongan garis terhadap sumbu y sebesagrd(pada sumbu

1/vo) dan perpotongan -1{kpada sumbu 1/[S].

1o

/ } 1/ Vmake

-1/Km

1/1S]

Gambar 2.4 Grafik pemetaan kebalikan ganda (LinegreBurk)
Sumber: Lehninger, 1990, 246
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2.2 Lipase

Lipase merupakan salah satu enzim yang telah Kéeekan pada pros-
proses industri baik industri pangan maupun norg@anLipase dikenal sebag
lipolytic enzymedan didefinisikan sebagalong chain fatty acid ester hydrolé”
atau sebagaidhy esterase capable of hydrolyzing esters of aeid’. Lipase
berfungsi sebagai katalis pada reaksi hidrolisesilgliserol dan ester selain d
asilgliserol (Ngom, 200C. Lipase memisahkan lemaglycerol ester) menjadi
di- atau monogliserida dan asam lermr (Crueger darCrueger, 1984) sepe
terlihat pada Gamba.5.

o]
H H
HT—O’ o R HT—OH
. O
_O/y/\ Lipase g
HC R + 3H20 =—= HC—OH + 3 HO— R

| |
HC—O/A\ R HC—OH
H Fi

Triacylglycerol Ghyrerol Fatty acid

Gamba 2.5 Pemisahan lemak dengan lipase
Sumber: Kulkarni, 2002

2.2.1 Tatanamalipase

International Unit of Biochemist (IUB) telah membagi enzim ke dale
enam golongan, yaitu golongan enzim oksidoreduktas@sferase, hidrolas
liase, isomerase dan lige

Berdasarkan klasifikasi yang direkomendasikan (Enzyme Commisic
of the International Union of Biochemist lipase termasuk kelompok enzim ye
dikenal sebagai ester hidrolase dan diklasifikas#@bagai enzim kelas 3.1. P
pengertian lebih sempit, lipase yang menghidrolester menjadi asam lem
disebut sebagatarboxyl ester hydrola: dan diklasifikasikan ke dalam kel
3.1.1. Lipase lebih jauh kemudian diklasifikasikamenurut substrat yar
digunakan. Kebanyakan lipase bekerja dengan dstieigéserol, yang merupaki

sumber dari sebagian besar material lemalalam. Glicerol ester hydrolas
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diklasifikasikan sebagai EC 3.1.1.3 (Ngom, 200@tanama lipase dapat dilihat
pada Gambar 2.6.

Ester hyrolas€3.1)

v

Carboxyl esters hydrolas€3.1.1)

v

Glycerol ester hydrolasg3.1.1.3)

Gambar 2.6 Tatanama Lipase
Sumber: Ngom, 2000

2.2.2 Sumber Lipase

Enzim lipase secara luas dapat ditemukan pada hetsaaman dan
mikroorganisme (Damaso, 2008). Lipase hewan (majnalikelompokkan
berdasarkan sumbernya, yaitu lipase dalam sistamepgaan seperti lambung
dan pankreas, lipase dalam jaringan hati, paru;ganiung dan ginjal, serta
lipase dalam air susu. Sedangkan lipase tanamagiditenjadi empat kelompok
yaitu : lipase triasilgliserol yang terdapat daleanaman jagung, minyak sawit,
kacang, gandum, beras dan kentang, lipase asilas#royang terdapat pada
kentang, lipase fosfolipid yang terdapat dalam r@ara seledri, kol dan kacang
(Saktiwansyah, 2001) dan terakhir adalah lipasefdsfolipase yang terdapat
dalam gandum (Kristanti, 2001).

Lipase mikroorganisme dapat diproduksi dari golongpakteri, khamir
dan jamur (Falony, 2006)aik sendiri maupun bersama-sama dengan jenis lain
dari family hydrolase, seperti esterase (Pera,6R0Berdasarkan penelitian,
lipase yang diperoleh dari mikroorganisme selamhlenurah juga lebih stabil
terhadap lingkungan dengan demikiemempunyai spektrum yang lebih luas
untuk diaplikasikan di industrigdiantaranya industri lemak, minyak, susu dan
obat-obatan (Ellaiah dkk., 2004) Beberapa diantaranya telah dipurifikasi dan

spesifisitasnya telah diteliti secara seksama. psag itu telah dikembangkan
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pula kondisi kultur untuk mencapai hasil maksimuraridenzim lipase
(Saktiwansyah, 2001).

Mikroorganisme yang dapat menghasilkan lipase antan  jamur
(Aspergillus niger, Geotrichum candidum , Mucor, ieglium cyclopium,
Rhizopus delemadan Fusarium oxysporuin bakteri Pseudomonas fluoresens,
Chromobacterium viscosum, Staphylococcus sp. ($agbccus aureyssS.
hyicus, S. Carnosus), Bacillus, Moraxella, , Pseundoas cepacia,dan
Propionibacteriun), dan khamir Candida rugosa, Candida cylindracea, Candida
curvata, dan Saccharomyces carlbergiensis, Candida paralipodytidan
Saccharomycopsi§polytica) (Anggirasti, 2008 dan Kristanti, 2001). Bebexap
jenis lipase dari mikroorganisme yang telah dikasiakan dapat dilihat pada
Tabel 2.2.

Tabel 2.2 Daftar beberapa lipase yang telah diksiai&an

Enzim Bentuk | pHopt | T. opt. Perusahaan
(°C)
Piccantas@Mucor miehei) Bubuk 7,5 | 45-50 | Gist-Brocades
Lipase (lipase esterase jamur Bubuk | 7-75| 37 Hughes and
Rhizopus arrtiizus) Hughes
Klovozyme 206Aspergillus niger)| cair 5-7 | 35-40 Novo
Lipase A(Aspergillus niger) Bubuk 3-8 40 John and E.
Sturge Ltd.

Lipase preparation 2212F Bubuk 4-7 | 35-45 Rohm Enzym
(Jamur)
Lipase CCL{Candida - - - Sigma
cylindraceai
RAL (Rhizopus anhizu) - - - Fluke
PRL (Penicillium rogueforti) - - - Fluke
GCL (Geotricum candidun) - - - Amanc

(Saktiwansyah, 2001)

Lipase mikrobial umumnya merupakan protein denganob molekul
antara 2000 hingga 120.000 dengan aktifitas sgeS@D - 1.000 unit per mg
protein. Sebagian besar lipase yang dimurnikan padan glikoprotein yang
mengandung 2 hingga 15 persen karbohidrat (Aug080).
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Metoda yang umum digunakan untuk memproduksi engase adalah
metode fermentasi semi padat atau fermentasi medaimFermentasi medium
cair merupakan suatu fermentasi dengan menggunakedia cair yang
substratnya terlarut atau terdispersi dalam cadam mikroorganismenya berada
di bawah permukaan cairan pada kondisi aerob delngiaiuan aerasi dan agitasi
(Saktiwansyah, 2001).

Disamping memperhatikan faktor media, kondisi dexden agitasi,
produksi lipase juga dipengaruhi oleh keberadaduser. Induser tersebut dapat
berupa trigliserida, ester asam lemak berantaigognatau asam lemak bebas
(August, 2000). Beberapa mikroorganisme penghapiasé hanya dapat
memproduksi lipase apabila terdapat induser daladiankultivasi. Namun,
pada mikroorganisme lain keberadaan induser tidamiperikan pengaruh
terhadap produksi lipase. Padanicillium roqueforti keberadaan induser justru

menekan produksi enzim (Crueger dan Crueger, 1984)

2.2.3 Spesifisitas dan Klasifikasi Lipase

Spesifitas enzim didefinisikan sebagai ekspresidmpuan suatu enzim
untuk membedakan substrat-substratnya berdasaréda perbedaan afinitas
substrat dalam berasosiasi dengan sisi aktif enmimk membentuk komplek
enzim substrat dan akhirnya menghasilkan produlat Spesifisitas dari enzim
tersebut sangat bermanfaat untuk menghasilkan krgdng diinginkan serta
dapat digunakan secara optimal untuk tujuan reaksi.

Spesifisitas lipase terhadap substrat dapat dikedkan menjadi
spesifisitas jenis lipid, spesifisitas posisi, $figtas asam lemak, spesifisitas
alkohol, dan spesifisitas gabungan (Saktiwansa01).

1. Spesifisitas Jenis Lipid

Spesifisitas jenis lipid merupakan kemampuan slipase untuk bereaksi

dengan jenis lipid tertentu. Lipase yang memilieimampuan ini misalnya

adalah lipase pankreatik yang memiliki tingkat bldik tinggi terhadap
triasilgliserol dibandingkan dengan diasilgliserdan monoasilgliserol.

Lipase P. cyclopiummemiliki tingkat hidrolitik yang lebih tinggi terloap
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diolein dan monoolein daripada terhadap trioleiipaseAspergillus oryzae
mampu menghidrolisis monoasilgliserol dan diasiglol, tetapi tidak pada
triasilgliserol.

2. Spesifisitas Posisi
Spesifisitas posisi merupakan kemampuan lipas&kunambedakan substrat
berdasarkan posisi ikatan ester pada triasilglisé?erbedaan spesifisitas
posisi lipase didasarkan atas kemampuan lipaseé iméunghidrolisis ikatan
ester pada triasilgliserol pada posisi primer (sstah atau sn-3) atau posisi
sekunder (sn-2). Lipase mikroorganisme yang memdpesifikasi posisi
pada sn-1(3) adalah lipagducor javanicus, R. javanicus, R. delemar,
Penicillium sp., Aspergillus nigefanR. miehei.

3. Spesifisitas Asam Lemak
Spesifisitas asam lemak merupakan kemampuan lypatsd&k membedakan
substrat berdasarkan panjang rantai dan deragtdegn dari asam lemak.

4. Spesifisitas Alkohol
Spesifisitas alkohol merupakan spesifisitas yanguimingan dengan reaksi
sintesis ester, dimana dalam aktifitas esterifikgsi setiap jenis lipase
memiliki perbedaan terhadap jenis alkohol selairhadap jenis asam
lemaknya. Lipase yang berasal dariniger, R. delemar, G. candidwanP.
cyclopiummampu mensintesis berbagai jenis ester dari asaat dengan
alkohol primer, namun hanya lipa& candidumyang mampu mensintesis
ester asam oleat dengan alkohol sekunder

5. Spesifisitas gabungan
Spesifisitas ini merupakan gabungan dari beberape jspesifisitas yang
menyebabkan suatu lipase dapat mempunyai lebih s#du spesifisitas.
Dilaporkan bahwa lipase lipoprotein dari air sudw imenghidrolisis
triasilgliserol dengan asam lemak berantai sedata posisi sn-1. Lipase
lingual pada tikus dapat menghidrolisis triasilglid dengan asam lemak

berantai sedang pada posisi sn-3
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Berdasarkan kemampuannya dalam mensintesis ikasher, elipase
diklasifikasikan ke dalam 3 golongan menurut kekhaya (deMan, 1997),
yaitu:

1. Golongan pertama adalah lipase yang tidak khas.imEnni tidak
menunjukkan kekhasan dari segi posisi ikatan etdéam molekul gliserol
atau sifat asam lemak. Contoh enzim golongan lahiéipase darCandida
cylindracae Corynebacterium acnedanStaphylococcus aureus

2. Golongan kedua mencakup lipase yang mempunyai kakhposisi untuk
posisi-1 dan -3 gliserida. Hal ini umum untuk Bpamikroba dan merupakan
akibat dari ketidakmampuan ikatan ester posisit2kumemasuki pusat aktif
enzim @ctive center karena hambatan ruang. Lipase ini diperoleh dari
Aspergillus nigerMucor javanicusdanRhizopus arrhizus

3. Golongan lipase ketiga menunjukkan kekhasan unsaimalemak tertentu.
Contohnya lipase darGeothricum candidumyang mempunyai kekhasan
menonjol untuk asam lemak rantai panjang yang nmehgsg ikatan rangkap
duacis pada posisi-2.

2.2.4 Fungsi Lipase

Lipase mengkatalisis tiga jenis reaksi. Reaksi litdtalipase bersifat
bolak-balik. Lipase mengkatalisis sintesa esterapadtemmicroageousNamun
pada beberapa biotransformasi industri oleokimiagsgs transesterifikasi
nampaknya lebih disukai daripada hidrolisis dartesis ester.

Reaksi katalitik lipase diklasifikasikan kedalamadkategori utama, yaitu
hidrolisis dan sistesis. Reaksi yang masuk dalabtegkai sistesis terdiri atas
reaksi esterifikasi, interesterifikasi, alkoholisiglan asidolisis. Reaksi
interesterifikasi, alkoholisis dan asidolisis dikénlengan istilah transesterifikasi
(Kaewthong, 2004). Reaksi katalitik lipase dapéhdi pada Gambar 2.7.
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(i) Hydrolysis
RCOOR + H,0 =——» RCOOH + ROH
(11) Synthesis
(a) Esterification
RCOOH + ROH <——+ RCOOR + H,O
(b) Interesterification

RCOOR + R COOR<+— RCOOR™ + R'COOR

(c) Alcoholysis

RCOOR + ROH <—> RCOOR + ROH
(d) Acidolysis

RCOOR + R COOH<+— R COOR + RCOOH

Gambar 2.7 Reaksi katalitik lipase

Digliserida dan monogliserida pada reaksi hidrslisiigliserida olet
enzim lipase merupakan senyawa yang bersifat sebaiaktif penurun tegang:
permukaan yang lebih baik dibandingkan trigliserigalain itu digliserida da
monogliserida dapat memrngaruhi laju reaksi dengan cara memodifil
sistemnya. Ukuran diameter br-butir lemak merupakan indikasi ekster

terbentuknya permukaan antar fasa minyak da (August, 200C.

2.2.5 Aktivitas Lipase

Aktifitas lipase mempunyai satuan unit (U). Satit aktifitas lipase setar
dengan 1 pmol asam lemak bebas yang dihasilkanhaholisis substrat yan
dikatalisis oleh lipase tiap satuan menit (Handgya@05). Untuk menentuke

aktifitas optimum pada kondisi optimum lipase makalu dilakukan pengulran
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aktifitas enzimatik pada variasi temperatur dan giEhingga akan diketahui
aktifitas lipase disetiap rentang temperatur daryah ditentukan.

Uji aktivitas enzim lipase dapat dilakukan dengaatode potensiometri.
Prinsip dari uji aktivitas enzim ini adalah substlve oil dibuat dalam bentuk
emulsi dan diberi enzim lipase yang belum diketakeaktifannya, diinkubasi
pada temperatur 36 dan pH 5,6 (Crueger, 1984). Selama inkubasi deamak
bebas dilepaskan dan akan mengalami penurunan phigad cara titrasi, baik
secara manual maupun otomatis akan didapat junt&hpersatuan waktu yang
merupakan harga aktivitas lipase. Untuk mendapatkauisi yang stabil biasanya
ditambahkan gum arabik, tetapi dapat juga digundkdroksimetilselulosa atau
natrium oleat (Winarno, 1986).

Aktivitas enzim dengan metode potensiometri dagatitung dengan

menggunakan rumus (Harnanik, 2000) :

Aktivitas enzim = (A — B) X Miaon X 1000 (2.5)
VXt
Keterangan :
A = volume NaOH sampel (mL)
B = volume NaOH blanko (mL)
N NaOH =0,01N-0,05N
1000 = konversi dari m mol ke pmol
\% = volume enzim yang digunakan (dalam ml)
t = waktu inkubasi

Keaktifan lipase diketahui dengan habisnya subsataiu timbulnya
produk hidrolisis asam lemak bebas. Habisnya saibdapat dideteksi antara lain
dengan pewarnaile blue sulfatyang bewarna biru. Sebelum hidrolisis, larutan
lemak akan berwarna pink yaitu warna yang ditimballoleh reaksi antanale
blue sulfatdengan globula lemak. Bila substrat telah halhigldilisis, warna pink

akan berubah kembali menjadi biru.
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Produk asam lemak yang dibebaskan dapat digunakak mendeteks
keberadaan enzim lipase dengan menggunakan medtatadengan media agi
Metoda pelat dilakukan dengan menggunakaryawa indikator warna anta
lain methyl red, phenol red, rhodamine atauvictoria blue B Proses hidrolisi
yang terjadi menyebabkan terbentuknya warnafluorescent halc atau wilayah
disekitar koloni (Kulkarni, 2002.

Metoda yang digunakan untumemperkirakan aktivitas lipase sec
kuantitatif adalah metoda titrimetriinterfacial tensiometi, Spectroscopy
(photometry,  fluorimeti, infrared dan turbidimetri), kromatograt
immunochemistrydan konduktometri. Sebagian besar metoda tersebdasair
untuk memperkirakan produk hasil reaksi hidrol (Kulkarni, 2002. Tabel 2.3
dan 2.4memperlihatkan beberapa metoda pengujian aktikgase

Tabel 2.3Pengujian aktivitas lipase dengan metoda pelatngtri dan

tensiometri
Plate assavs
Substrate Reaction product Method Reference
EKouker and
Coloured indicators (Victoria é‘;‘zﬁ ;fsf;’
Triacylglycerols | Free fatty acids blue, methyl red, phenol red, 1989 .
thodamine B) :
Converse ef
al 1981
Titrimetric assav
. . — Rowe and
determmnation -
Triacylglycerols | Free fatty acids pH Gilmour 1981
Interfacial tensiometry
. . i Measurement of  bamner | Ransac ef al
Dicaprin Free fatty acuds ovement 1001
M of drop I{J;’Jg et al
Triacylglycerols | Free fatty acids volome or decrease in :
7 Face tensi Labourdenne
et al 1994
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Tabel 2.4Pengujian aktivitas lipase dengan spektofotometni tlorese

Spectrophotometry
Substrate Product Method Final product Wavelength Reference
nm
2.3- Glycerol Reaction TNB 412 Kurooka ef al.
dimercaptopropan- | analogue (2 | with DTNB 1977
1-ol Tributyrate over 3
positions)
p- Nitro phenyl p-nitro- Product is colored 410 Winkler and
esters phenol Stuckmann
1979
Glycerides Free fatty Enzymatic NAD 340 Woollett ef al.
(triolein) acid CONVETsion 1984
Glycerides Free fatty Negative Safranine 520/560 Rawryer ef al.
(triolein) acid charge 1989
Aryleethene Hydrolysis products are colored Variable Richardson &t a
derivatives 1989
Glycerides Free fatty Complex Rhodamine 6G 513 van Autryve ef
acid formation al. 1591
Glycerides Free fatty Complex Cu (II) salt 715 Safarik 1991
acid formation
1-2- diglycerides Glycerol Enzymatic quinone 550 Fossati et al.
CONVETSion 1992
Fluorescence
Substrate T@;ﬁ? Method Final product w"“’;ln‘;ngth Reference
Glycerides Free acid )
containing pyrene analogues or F‘luura_acmce Free aad analogues or Ex 340 Thuren ef al.
- agoregated shift glycende analogues em 400 450 1987
rng substrate
Glycerides Free fatty Complex 11-{dansylaninojundecanoic Ex 350 Wilton 1990,
acid formation acid em 500 1991
Aktivitas enzim yang diukur menggunakan metodainmitri pade

prinsipnya adalah pembuatan substrat dalam bentuiise kemudian dibel
enzim lipase yang belum diketahui keaktifannya d@émkubasi padd¢emperatur
dan pH optimumnya. Selama inkubasi, pr reaksi terjadi sehingga asam len
Hal

menggunakan larutan alkali akan menghasilkan junit@ehpersatuan waktu yai

bebas dilepaskan. ini akan menurunkan pH. diitrgang dilakukat
menunjukkan jumlah asam lemak yang dihasilkan. damalsam lemak terset
menunjukkan harga aktivitas lipase. Emulsi yangbistalan peningkata
sensitifitas pengujian dapat dilakukan dengan méahkan gum arabil
hidroksimetilselulosa atau natrium oleat (Winarb@86).

Laju reaksi merupakan fungsi linier dari lipase donsentrasi substre
Konsentrasi substrat yang berada pada kondisfastial sangat penting, sehing
aatalain dengan metoc

triasilgliserol dibentuk dalam bentuk emulsi,

sonication Penelitian yang dilakukan oleh Goodman dan Durdaf69)
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menunjukkan bahwa sonikasi minyak zaitun yang disikan dengamgum arabic

meningkatkan sensitifitas pengujian (Kulkarni, 2D0

2.2.6 Sifat Lipase

Aktivitas lipase tergantung pada sumber, jenis sahgpH dan temperatur.
pH dan temperatur optimum reaksi hidrolisis lip&seantung pada jenis dan
sumber substrat, larutan penyangga (bufer) dan ugiangyang digunakan.
Sebagai contoh, lipase pankreas mempunyai pH optimwtara 8 dan 9, tetapi
dapat menurun menjadi sekitar 6-7 bila substratmgideda. Pada lipase yang
berasal dari mikroorganisme, pH optimum dicapaiapald 5,6 - 8,5. Lipase yang
dihasilkan dari bakteri mempunya pH optimum padaxdig netral atau
mendekati kisaran basa, sedangkan lipase yang ilddrasdari jamur pH
optimumnya pada kondisi netral atau mendekati asa@ugust, 2000).
Temperatur optimum lipase pada umumnya berkisaaran88C dan 46C.
meskipun telah pula ditemukan adanya lipase yangjhvektif pada temperatur
-29°C, terutama pada ikan dan udang yang dibekukan givin 1986).
Temperatur dan pH optimum beberapa mikroorganiser@lpasil lipase dapat
dilihat pada Tabel 2.5

Tabel 2.5 Temperatur dan pH optimum beberapa migesosme penghasil lipase

Organisme pH Optimum  Temperatur OptimurfQ)
Penicillium chrysogenum 6,2-6,8 37
Pseudomonas fragi 7,0-7.2 32
Rhizopus delemar 5,6 35
Aspergillus niger 5,6 35
Penicillium roqueforti 6,0 37
Staphylococcus aureus 6,5 45
Geotrichum candidum 6,2 37
Achromobacter lipolyticum 7,0 37

(Crueger dan Crueger, 1984)
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Aktivitas optimum lipase tergantung juga dari semggpengemulsi yang
digunakan karena lipase hanya bekerja pada faseaaninyak dan air. Dalam hal
ini, substrat perlu diubah terlebih dahulu menjadiulsi minyak-air. Substrat
yang sering digunakan dalam penelitian adalah rkirpgatun, lemak susu, atau
senyawa murni seperti tributirin dan triolein.

Terdapatnya garam juga sangat mempengaruhi aktiVippse. Pada
konsentrasi NaCl 7,0 mM, lipase menunjukkan akis/iyang maksimum, tetapi
kemudian menurun. Garam kalsium juga meningkatkktivieas lipase dan
membantu meningkatkan daya tahan enzim tersethédap panas (Winarno,
1986).

2.2.7 Faktor yang Mempengaruhi Aktivitas Lipase

Aktivitas enzim lipase dipengaruhi oleh beberapkidia diantaranya
adalah temperatur, air, pelarut organik, konsenér@am dan substrat.

Peningkatan temperatur akan menambah kecepatani faaka akibat
peningkatan jumlah energi bagi molekul reaktan,inggfa tumbukan antara
molekul persatuan waktu lebih produktif. Temperatang terlalu tinggi akan
menyebabkan enzim sangat mudah terinaktifasi kasgatenzim yang mudah
terdenaturasi. Inaktivasi enzim pada temperatwgtimisebabkan oleh dua hal
yaitu adanya pembukaan partial struktural molekzira dan perubahan struktur
primer enzim karena adanya perubahan atau kerusak#kul-molekul asam-
asam amino tertentu (Saktiwansyah, 2001).

Air juga memegang peranan yang penting dalam prosg&sivasi enzim.
Jika jumlah air dikurangi maka inaktivasi enzimlolganas dapat diperlambat
dan stabilitas termal enzim dapat meningkat. Stabitermal suatu enzim akan
jauh lebih tinggi pada kondisi kering daripada kishdasah. Air berfungsi
sebagai pelumas yang membuat konformasi suatu omladekzim yang fleksibel.
Penghilangan air akan membuat enzim menjadi ledku Krigid). Pada kondisi
air terbatas, lipase masih menunjukkan aktifitaspgda temperatur 180. Hal
ini berarti struktur lipatan protein enzim dalam dige organik masih terjaga
(August, 2000).
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Pelarut organik berhubungan dengan kenaikan “tagtlimolekul enzim
yang disebabkan oleh konstanta dielektrika yangakryang akan memperkuat
dan menstabilkan struktur enzim secara keseluryAamgust, 2000). Penggunaan
enzim untuk sintesis dalam pelarut organik memberikeberapa keuntungan
antara lain kelarutan substrat organik dan enzilandaelarut organik lebih tinggi
dibandingkan dengan air, kestabilan enzim meningleat mudah mengisolasi
produk. Penggunaan pelarut organik juga mempunginkahan seperti residu
pada produk akhir, toksisitas bagi makhluk hidumhal dan mudah terbakar
(Saktiwansyah, 2001).

Studi mengenai aktivitas katalitik enzim dalam p&la organik
menunjukkan bahwa pelarut yang baik yang dapat regatpankan aktivitas dan
stabilitas enzim adalah pelarut yang bersifat Habik. Pelarut ini pada kondisi
bebas air sangat baik untuk menjaga aktivitas erzada temperatur tinggi.
Faktor yang perlu diperhatikan dalam pemilihan pelarganik adalah kelarutan
substrat dan produk dalam pelarut, reaktivitas rpgladensitas, viskositas dan
tegangan permukaan, toksisitas pelarut, mudah riigakerbakar, harga serta
masalah limbah bahan tersebut dan pembuangan aligautptersebut ke alam
(August, 2000).

Peningkatan konsentrasi enzim akan meningkatkanelsterifikasi. Tetapi
konsentrasi enzim yang terlalu tinggi menyebabkamimprosan karena aktivitas
enzim akan mencapai maksimum pada konsentrasi dagiemtu (Saktiwansyah,
2001).

Konsentrasi substrat juga berpengaruh terhadap vitakti enzim.
Konsentrasi substrat yang tinggi akan menghasijkariah produk yang besar
sampai pada konsentrasi substrat tertentu. Keaepataksi setelah itu akan
mencapai maksimum dan tidak meningkat lagi karemzime menjadi jenuh

dengan substrat (Lehninger, 1995).
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2.2.8 Aplikasi Lipase di Industri

Dewasa ini enzim lipase banyak menarik perhatiareria aplikasinya
yang semakin berkembang dalam berbagai indusik,ibdustri pangan maupun
industri non pangan. Pada berbagai produk pangeaimelipase sudah banyak
digunakan terutama dalam pengolahan susu, pembugan pembuatan
mentega, serta dalam pembuatan produk-produk payeyam lain. Pemanfaatan
lain dari lipase mikrobial adalah sebagai katatisaalam proses esterifikasi serta
dalam memodifikasi komposisi dan sifat fisik daigliserida. Pemanfaatan lipase
pada industri dapat dilihat pada Tabel 2.6 (Saktsyah, 2001).

2.3  Aspergillusniger

Dari berbagai jenis mikroorganisme, jamur dikenatasa luas sebagai
sumber lipase yang baik karena umumnya jamur meaiogsd enzim
ekstraseluler, yang memudahka&coveryenzim dari media fermentasi (Damaso,
2008; Pera, 2006 dan Moentamaria, 2009). Bebe@parj yang menghasilkan
lipase komersial penting adal&hizopus arrhizus, Rhizopus japonicus, Mucor
miehei, Aspergillus niger, Rhizopus niveus, Candidgosa Aspergillus terreus
Penicillium spdanAspergillus sp.(Ellaiah dkk., 2004)

Pada proses fermentasi menggunakan jamur, penkla@ntuaisselium
selalu diikuti oleh pembentukan spora yang bergurtak pembuatan inokulum.
Pada proses fermentasi, inokulum yang berupa sperapakan stater yang baik
dalam fermentasi. Keberadaan spora dapat membuainya daya cerna produk

fermentasi dibandingkan dengan sesselium (Anggirasti, 2008).
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Tabel 2.6. Pemanfaatan lipase di industri

Bidang industri

Kegunaan

Produk

A. Pangan

1 Industri susu olahan
2. Industri roti

3. Industri bir

4. industri pengolahan

daging dan ikan

5.

Industri  kimia dan

obat-obatan

Hidrolisis lemak produk
susu

Meningkatkan aroma/ kualitg
dan memperpanjang umur
simpan

Meningkatkan aroma dan
mempercepat fermentasi

Meningkatkan aroma dan
menghilangkan kelebihan
lemak

Transesterifikasi
alami

minyak

'flavouring agent' untuk
industri produk susu

Produk roti dan kue

Produk beralkohol (sake da
bir)

Produk daging dan ikan

Produk lemak dan minyak
(pembentukaicocoa butter)

B. Non Pangan

1

Industri oleokimia

Industri deterjen

Industri kosmetik

Industri kulit

Kedokteran

Bermacam kegunaan

Hidrolisis minyak/lemak.
- Analisis distribusi posisi
asam lemak dalam
trigliserida

Menghilangkan noda/spot
lemak dan minyak

Menghilangkan lemak
Menghilangkan lemak dari
jaringan kulit hewan
Analisis trigliserida darah
Dekomposisi dan

menghilangkan substansi yali
berminyak

Asam lemak, digliserida dan
monogliserida
Reagentuntukanalisis lemak

Deterjen untukaudry dan
penggunaan di rumah tanggs

Kosmetika secara umum

Produk-produk kulit

Diagnostik

Pembersihan pipa, pena-
nganan limbah dan lain-lain,
yang penggunaannya
dikombinasikan dengan enzi

n

=

lain

(Saktiwansyah, 2001)

untuk Menghasilkan Monoasilgliserol
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Jamur yang sering digunakan dalam teknologi ferasenantara lain
Aspergillus niger Aspergillus niger merupakan satu dari mikroorganisme
terpenting yang digunakan dalam bidang bioteknal@gi berperan penting dalam
teknologi panganAspergillus nigemerupakan salah satu jedispergillusyang
tidak menghasilkan mikotoksin sehingga tidak meralgakan.Aspergillus niger
selama lebih dari satu dekade telah digunakan umb@nproduksi enzim
ekstraseluler dan sudah direkomendasikan oleh baamgawasan obat dan
makanan Amerika, FDARood and Drug Administration of the United Statés o
Americg sebagai bahan yang aman untuk dikonsumsi (GRB&erally
Regarded As Sgf¢Falony, 2006; Mhetras, 2009 dan Pera, 2006).

Aspergillus nigeradalah jamur yang termasuk geniispergillus, famili
Moniliceae ordo Moniliales dan subdivisiDeuteromycotynadari kelas fungi
imperfecti Aspergillus sp.adalah jenis jamur yang mempunyai hifa yang
berspora. Hifa yang terletak pada bagian terendaaa pubstrat berfungsi sebagai
penyerap unsur hara dan yang menghadap permukafmdse sebagai alat
reproduksi.

Aspergillus nigerbiasanya diisolasi dari tanah, sisa tumbuhan darau
dalam ruangan. Koloninya berwarna putih p&idatoes Dexrose AgaiPDA)
25°C atau kuning dengan lapisan konidiospora tebavéera coklat gelap sampai
hitam. Kepala konidia berwarna hitam, bulat, cendgr memisah menjadi
bagian-bagian yang lebih longgar seiring dengartabdgyahnya umur. Suhu
optimum pertumbuhannya adalah 35@dengan suhu minimum 6@ dan suku
maksimum 45-47. Dalam proses pertumbuhannyAspergillus niger
memerlukan oksigen yang cukup (aerobik). Selain Agpergillus nigerjuga
membutuhkan mineral dalam pertumbuhannya sepert,)dSO;, KHPO,,
MgSO,, urea, CaGl7H0, FeSQ, MnSQ,.H,0.
(permimalang.wordpress.com/2007/12/12/aspergillgsefin

Bagian-bagian jamur yang menjadi ciAspergillus nigeradalahfootcell
konidiofor, vesike] stigmatambahan dan spora yang tumbuh memanjang di atas
stigma yang disebut konidia (Gambar 2.8 dan 2.9mui ini dalam

pertumbuhannya berhubungan langsung dengan zabakdnan yang terdapat
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dalam medium. Molek-molekul yang sederhana seperti gddankomponen lain
yang terdapat disekeliling hyfa dapat langsungrdgseMolekul lain yang lebif
komplek seperti selulosa, pati, protein dan minj@kak harus dipecah du
sebelum diserap ke dalam dengan menghasilkan enzim ekstrasel(August,
2000).

Sterigmata primer

Sterigmata sekunder

: Ko;lidiofor'
Sel vegetatif
Sel kaki

Gamba 2.8 Bagian-bégiaAspergiIlus niger

: Sumber :
hitp:/www mspectapedia com/mold/ www.mycology.adelside edu. anmages/
meldatlas him niger]. gif

Gambar 2.9 SporAspergillus niger

Pertumbuham\spergillus nige dan pembentukan produk dipengaruhi ¢
beberapa faktofAugust, 200C, yaitu :
1. Temperatur
Temperatur berpengaruh langsung pada kecepatanunymrar
mikroorganisma, kecepatan sintesa enzim dan kemeinaktifasi enzim

Jamurpada umumnya tidak tahan terhadap temperatur tifggnperatt
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terlalu tinggi dapat mengakibatkan proses penganngrotein yang
menyebabkan kematian sel, sedangkan temperaturtgdaty rendah akan
mengurangi aktifitas enzim hingga pertumbuhan naukganisma
terganggu. Temperatur optimum pertumbuBapergillus nigemendekati
37°C, sedangkan temperatur maksimumnya mencap&. 6Bémperatur
optimum adalah temperatur dimana aktifitas metabwi berjalan sebaik-
baiknya. Pembentukan enzim ekstraselular akan lediit pada temperatur
yang lebih rendah dari temperatur optimum perturabuiHal ini terjadi
karena energi yang diperoleh dari respirasi lel@hybk digunakan untuk
melakukan pembentukan spora daripada miselium. Betmkan miselium
akan mempengaruhi jumlah enzim yang dihasilkan fan8elain itu,
semakin tinggi temperatur, sistim enzim satu para&n non aktif hingga
pertumbuhan menjadi tidak stabil. Pada temperaamgylebih rendah,
proses metabolisma akan berjalan lambat dan membar@ngurangi
penghambatan sintesa enzim yang dikenal denagalah istrepresi
katabolitik"

2. pH
Nilai pH media adalah salah satu faktor yang pgntintuk pertumbuhan
mikroorganisma dan pembentukan produk fermentammud umumnya
lebih toleran terhadap suasana asam sampai naitalpada pH sekitar 3
sampai 7.Aspergillus nigermempunyai kisaran pH untuk tumbuh cukup
luas yaitu 2.8 - 8.8. Sedangkan pH optimumnya tértgay pada produk
yang diharapkan. Pada umumnya enzim ekstraselulesitkan paling
banyak pada pH pertumbuhan yang mendekati pH taktifmaksimum
enzim yang bersangkutan.

3. Zat makanan (nutrien)
Karbon adalah sumber nutrien utama yang diperluaam pertumbuhan
jamur. Aspergillus nigerakan tumbuh dengan baik jika menggunakan
glukosa, fruktosa, maltosa, sukrosa, xylosa danos®rsebagai sumber
karbonnya. Nutrien lain yang cukup memegang pergmamting adalah

unsur nitrogen. Selama fase pertumbuhan, jamur gugrakan nitrogen
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dengan cepat dan pada periode ini enzim mulai patddi dalam media.
Kecepatan pertumbuhan jamur yang menggunakan sumbsygen
anorganik lebih rendah daripada campuran asam-asano atau sumber
nitrogen komplek lainnya sebagai sumber nitrogegawik. Campuran
asam-asam amino berpengaruh cukup besar terhadampehan jamur
dan pembentukan enzim. Sumber nitrogen anorgaasahia berasal dari
garam amonium, nitrat atau gas amonia. Sedangkambesu nitrogen
organik biasanya berasal dari senyawa organik sepkstrak khamir,
hidrolisat kasein, wheycorn steep liqugrdan senyawa nitrogen komplek
lainnya seperti limbah pengolahan kedele dan isamber nitrogen yang
paling baik adalah ekstrak yeast. Mineral merupakatrien lain yang
dibutuhkan mikroorganisma. Media untuk pertumbulpmda umumnya
memerlukan magnesium (Mg), Fosfor (P), kalium (8)lfur (S), kalsium
(Ca) dan khlor (Cl) sebagai komponen "essensial"nyasur-unsur

ditambahkan dalam bentuk garamnya dengan konsenjeas) tepat.

Aspergillus nigedalam pertumbuhannya berhubungan dengan zat makanan

(nutrien) yang terkandung dalam medium ferment&&olekul-molekul

sederhana seperti glukosa yang terlarut dalam aig yterkandung pada
sekeliling hifa, dapat langsung diserap oleh anyawa-senyawa polimer
seperti selulosa, pati dan protein harus diuraitealebih dahulu menjadi
molekul yang lebih sederhana ol@ékpergillus nigerSelanjutnya molekul-
molekul sederhana tersebut diserap ke dalam selddamakan sebagai

substrat oleh enzim intraselular.

2.4 Monoasilgliserol (MAG)
Mono-diasilgliserol pertama kali diproduksi oleh rBelot pada tahun

1853 melalui reaksi esterifikasi antara asam ledwk gliserol. Monoasilgliserol
umum digunakan sebagai pengemulsi pada industrian@a farmasi dan
kosmetik. Pada industri farmasi, monoasilgliserajudakan sebagai bahan

pengikat pembuatan tablet. Pada industri makanaonoasilgliserol dan
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diasilgliserol umum digunakan sebagai pengemuldiaman yang menstabilk:
emulsi pada kecap dan memperbaiki tekstur rPada industri kosmet
digunakan sebag#exturising agen, sedangkan diasilgliserol banyak diguna
dalam pembuatan phospolipid, glikolipid, lipoprotsintetik serta sebagai bal
karier dalam industri ob-obatan (Kaewthong, 20@han Kitu, 200

Monaoasilgliserol tersusun atas sebuah asam lemak dammay hidroks
bebas yang menempel pada sebuah molekul glisemglaB asam lemaknya at
rantai asil lemaknya bersifat lipofilik dan daparéampur dengan bal-bahan
yang berlemak, sedangkan grup oksilnya bersifat hidrofilik yang dap
bercampur dengan air. Bagian asam lemaknya dapestdefikasikan ke sati
dua atau tiga grup hidroksil menjadi monoasilgbterdiasilgliserol dat
triasilgliserol (Kitu, 200C

Sifat monoasilgliserol relatif leb tinggi dibandingkan denge
diasilgliserol yang mempunyai dua gugus hidrofotén seu gugus hidrofilil.
Monoasilglserol terdiri dari dua strukt, yaitu struktur alfa monoasilgliserol d
beta monoasilgliserol sedangkan diasilgliserol memypi dua strktur yaitu 1,2
diasilgliserol dan 1,3 diasilgliserol yang dapdihdit padeGamba 2.10

CH, - O~ COR CH, -OH CH, —O- COR CH;—-0-CCR

| .

CH - OH CH-O-OR CH-0 -COR CH-OH
CH, - OH CHz - OH CH2-OH ' CH,—-0O-COR
a. MAG B.MAG 1,2 DAG 1,3 DAG

Gamba 2.10 struktur mono- dan diasilgliserol

Monoasilgliserol merupakan suatu emulsifier yangsii@ non ionik dar

tidak terlalu sensiti terhadap suasana asam. Madaiasilgliserol merupaka
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pengemulsi yang pertamakali digunakan dalam progakgan, yaitu dalam
pembuatan margarin damorteninguntuk produk pembuatgpastry. Pada tahun
1933, mono-diasilgliserol mulai ditambahkan padake shorteningyang
menyebabkan peningkatan aerasi dan karakteristikig padacake sehingga
cakeyang dihasilkan memiliki tekstur yang lebih emptikhun-tahun berikutnya,
mono-diasilgliserol mulai diaplikasikan pada pentanaproduk roti. Hak paten
diberikan oleh pemerintah Amerika pertama kali padaun 1938 yang
mengilustrasikan bahwa penggunaan emulsifier sapgating terutama dalam
pembuatan margarin (Anggirasti, 2008).

Secara umum, dalam industri pangan saat ini moligtiasrol digunakan
sebagai surfaktan, emulsifier pada pengolahan marganentega kacang,
pudding, roti, biskuit dan kue-kue kering yang memiung lemak.
Monoasilgliserol memperbaiki tekstur adonan roti laga memperpanjang masa
simpan tortila jagung (dari segi tekstur). Mongglskrol dalam adonan roti akan
bereaksi dengan amilopektin membentuk seaywmpleks yang berperan
memperbaiki tekstur roti serta memperpanjang masgas dari roti tersebut.

Pada prakteknya penggunaan monoasilgliserol sedikgmbinasikan
dengan koemulsifier untuk meningkatkan daya emydsirseperti campuran
monoasilgliserol dengan lesitin yang diaplikasikaala pembuatan mentega, dan
campuran monoasilgliserol dengan propilen glikolnoester pada pembuatan
kue yang akan meningkatkan kestabilan emulsi kiselb@it (August, 2000)

Saat ini, mono-diasilgliserol merupakan emulsify@ng paling banyak
digunakan di indutri pangan, yaitu sebanyak 70% dafuruh penggunaan
emulsifier. Monodiasilgliserol diproduksi pada tigaacam tingkat konsentrasi
monoasilgliserol, yaitu 40-46%m-monogliserida, 52%a-monogliserida dan
monogliserida destilasi atau yang mengandung 90%ogiserida. Kualitas
mono-diasilgliserol semakin baik jika kandungan oesilgliserol semakin
tinggi. Mono-diasilgliserol digolongkan sebagai dsifier dengan status GRAS
(Generally Recognized As Spftau aman untuk dikonsumsi (Anggirasti, 2008)

Monasilgliserol selain berfungsi sebagai emulsifiega berfungsi sebagai

anti mikroorganisme. Monoasilgliserol tertentu ddekan oleh beberapa peneliti
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mempunyai sifat dapat menghambat pertumbuhan grasitifp yeast virus,
fungi, dan sel tumor. Salah satu jenis monoasdghls adalah glycerol
monolaurateatau monolaurin. Monolaurin terbentuk dari reakstara gliserol
dengan asam laurat, digunakan sebagai emulsifiéa paoduk-produk bakeri,
whipped topping kembang gula, produk keju, produk instan dan raedgng
pati. Selain berfungsi sebagai emulsifier, monatayuga berfungsi sebagai
antimikroba (Kitu, 2000).

Monokaprin dan monolaurin mempunyai aktivitas raiioorganisme yang
digunakan dalam produksi makanan dan kosmelikanolaurin sangat efektif
terhadap bakteri gram positif dan jamur, tetapkidfektif terhadap bakteri gram
negatif. Monolaurin menyebabkan kerusakan yangsteasif pada membran
dengan cara merusak protein  ekstrasehdam nukleat dan menurunkan
aktivitas enzim tertentu serta mempunyai aktiveasmikroorganisme dengan
spektrum luas meliputi bakteri gram positliaknir dan jamur serta sebagian
bakteri gram negatif (Asriani, 2006). Beberapa é&akyang dapat dihambat oleh
monolaurin  adalah Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Bacillus
stearotthermophiluslan Bacillus subtilis Monolaurin juga mampu menghancurkan
virus herpes dan HIV-1 serta menurunkan resiko lpesu virus ini pada bayi dari
ibu hamil yang terinfeksi HIV (Kitu, 2000).

Pada pengujian yang dilakukan oleh Beuchat (1988pymembandingkan
aktivitas antibakteri dari monolaurin, natrium beaz dan asam sorbat
menggunakan bakteri penguwjiibrio parahaemoliticus diperoleh hasil bahwa
antibakteri yang lebih aktif adalah monolaurin. Kalsejalan dengan pernyataan
Branen dan Davidson (1993) yang menyatakan bahiwarmsnoasilgliserol dalam
bentuk monolaurin dan monokaprin memiliki daya #atkteri yang kuat terhadap
B. Cereus, S. AurewanB. Subtilis dimana daya anti bakteri tersebut lebih tinggi
dibandingkan dengan daya anti bakteri asam sohisagfi, 2006).

Monoasilgliserol diproduksi secara komersial melakaksi gliserolisis
lemak dan minyak secara kontinu pada temperatuggitin(220-256C)
menggunakan katalis alkali seperti NaOH, Ca(@MNpaHCQ. Namun produk

yang diproduksi dengan cara ini mempunyai banydutangan. Gliserol yang
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digunakan harus berlebih, selain itu terbentuk waroduk yang gelap dan bau
yang tidak menyenangkan. Bau dan warna yangdapat dalam proses
reaksi berasal dari degradasi minyak dan gliserol. Perolehan

monoasilgliserol juga rendah (30-40%). Destilasilekolar diperlukan untuk

memperoleh monoasilgliserol yang murni (Kaewth@&tif)4; Sari, 2009).

Selain menggunakan katalis kimia, produksi naasilgliserol dapat
dilakukan dengan cara yang lebih ramatildj, yaitu dengan menggunakan
biokatalisator seperti enzim lipase yang berlangspada temperatur rendabh.
Pada temperatur kamar/temperatur ruang lipase atdeygngkatalisis reaksi
esterifikasi asam lemak bebas dengan gliserohghmesilkan monoasilgliserol.
Gliserolisis secara enzimatik menghasilkan proglakg tidak berwarna dan
tidak berbau serta memiliki hasil samping yangtifelabih rendah (August,
2000).

Rendemen monoasilgliserol yang terbentuk terganpada jenis minyak,
sumber lipase, perbandingan antara minyak danrgljgeH, suhu, waktu reaksi
dan substrat. Tujuan yang ingin dicapai adalah medyksi monoasilgliserol
dalam jumlah yang besar dan meminimalisasi kadasilgliserol yang
terkandung di dalamnya. Penggunaan lipase dengataljuyang sama pada
pembuatan monoasilgliserol dari minyak kelapa danak susu menghasilkan
rendemen yang berbeda, rendemen monoasilglisetiahiayak kelapa diatas 70
persen sedangkan dari lemak susu tidak lebih dapesen (Anggirasti, 2008
dan August, 2000).

Monoasilgliserol yang diperoleh secara esterifikdengan lipase sn-1,3
berbeda dengan yang diperoleh secara kimia, kauaaa esterifikasi transfer asil
terjadi pada posisi 1 atau 3, dengan demikian efimnlyyang dihasilkan lebih
baik, karena gugus lipofilik terdapat pada posigiah 3. Monoasilgliserol dan
diasilgliserol dimurnikan dengan teknik pemisahapesti destilasi, sedangkan
untuk skala laboratorium dilakukan dengan cara latografi kolom (AOAC,
1980) dan fraksionasi pelarut.

Monoasilgliserol dapat diproduksi dengan menggumddebagai jenis minyak,

salah satunya adalah minyak kelapa. Monoasilgliselai minyak kelapa
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mempunyai peluang yang cukup tinggi sebagai balemggwet pangan, sebab
memiliki sifat antimikroba yang tidak dimiliki moasilgliserol dari minyak nabati
lain. Monoasilgliserol dari minyak kelapa mempunysifat antimikroorganisme
yang lebih efektif dibandingkan dengan monotawlalam menghambhisteria
monositogenes baik secara invitro maupun dalam susu passirisial ini
disebabkan karena asam lemak minyak kelapa didemihah asam lemak jenuh
rantai pendek dan menengah (C8-C14), sedangkanlasak dari minyak nabati
lain dan lemak susu didominasi oleh asammake rantai panjang (C16-C18)
jenuh dan tidak jenuh. Monoasilgliserol yangrabal dari asam lemak rantai
pendek dan menengah berperan sebagai anti milselangkan monoasilgliserol
yang Dberasal dari asam lemak rantai apgnjenuh dan tidak jenuh tidak
berfungsi sebagai anti mikroba (August, 2000)siHazenelitian Mappiratu (1999)
menunjukkan zona penghambatan monoasilgliserol maryak kelapa terhadap
bakteri gram positif lebih tinggi dibandingkan kekt gram negatif. Zona
penghambatan terhadap khamir dan kapang lebih hreddsndingkan dengan
bakteri gram positif (Asriani, 2006).

Minyak kelapa adalah minyak yang dibuat dari dadingh kelap@Cocos
nucifera sp)Minyak kelapa dapat dipergunakan untuk keperluargga, seperti
minyak goreng, bahan margarin dan mentega pusior{ening. Minyak kelapa
juga digunakan untuk keperluan non pangpere minyak lampu, bahan
sabun, dan kosmetika.

Minyak kelapa dapat diperoleh dengan beberapa raet&dtraksi. Metoda
tradisional adalah metoda pengolahan basah (ekgtiddngan pemasakan santan
yang menghasilkan minyak klentik. Metoda yang dakan di industri adalah
metoda pengepresan daging kelapa yang telah dikenin(kopra) atau kelapa
parut yang telah disangrai serta metoda degradaseip dengan enzim atau
asam. Pengolahan secara industri dapat memperaleipith 95% kandungan
minyak kelapa dengan kualitas yang lebih tinggaddingkan dengan metoda
tradisional. Minyak hasil ekstraksi ini umumngaunakan untuk keperluan

rumah tangga (minyak goreng).
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Masing masing metoda memiliki kelemahan yang b&akaidengan
proses yang terjadi saat ekstrakdan akan menurunkan mutu minyak yang
dihasilkan. Pada proses pemasakan santan, tergapatiwva pencampuran
minyak dengan air saat pembuatan santan, sertaspkara santan dengan
temperatur tinggi. Peristiwa ini akan menyebablegadinya proses hidrolisis
dan oksidasi pada minyak, sedangkan pada prosganmgaian kelapa parut dan
pemanasan pada temperatur tinggi pada kelapa mkpat menyebabkan
terjadinya polimerisasi serta oksidasi pada minyak.

Minyak kelapa mempunyai aroma yang khas, merupadéarak yang
berwarna putih, sampai kuning muda tergantung tasabahan baku dan metoda
ekstraksinya, yang akan membeku pada temperatawdlp 26 derajat Celcius.
Minyak kelapa mengandung 84 persen trigliseridagdentiga molekul asam
lemak jenuh, 12 persen trigliserida dengan dua aeamnak jenuh, 4 persen
trigliserida dengan satu asam lemak jenuh. Kandumagam lemak tidak jenuh
hanya berkisar antara 6.5 - 11.8 persen sehingggalnikelapa termasuk
minyak yang stabil, karena kerusakan atau ketengikaminyak disebabkan
oleh proses hidrolisis, oksidasi dan enzimatang biasanya menyerang
pada ikatan tidak jenuh pada asam lemak.

Monoasilgliserol dari minyak kelapa memiliki komms74-83% C8-C14
dan 43-48% C12 vyang paling aktif dalam aktivitasnysebagai
antimikroorganisme dibandingkan dengan asam leraginya. Monoasilgliserol
dari minyak kelapa memiliki aktivitas anti listéri@rtinggi pada temperatur 4°C,
karena pada temperatur yang lebih rendah baktenn akengubah komposisi
fosfolipid pada membran sitoplasmanya yang sanggiengaruh pada fluiditas

membrannya (August, 2000).

Studi Aktivitas Enzim Lipase dafispergillus nigeisebagai Biokatalis pada Proses Gliserolisis
untuk Menghasilkan Monoasilgliserol






