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ABSTRAK  

ISOLASI BAKTERI PENGHASIL LIPASE  

DARI LIMBAH INDUSTRI PENYAMAKAN KULIT  

DAN UJI AKTIVITASNYA SEBAGAI BIOSURFAKTAN 

 

Oleh  : 

Hanifah Aryani 

17106030041 

Dosen Pembimbing :  

Dr. rer. medic. Esti Wahyu Widowati, M.Si., M.Biotech 

Lipase merupakan enzim yang mampu mengkatalisis reaksi hidrolisis 

triasilgliserol menjadi gliserol dan asam lemak. Lipase dapat dihasilkan oleh 

mikroorganisme seperti jamur dan bakteri. Sumber  bakteri penghasil lipase (bakteri 

lipolitik) adalah limbah yang mengandung lemak. Limbah penyakamakan kulit 

sebagian besar terdiri atas lemak sehingga memungkinkan limbah penyamakan 

kulit menjadi sumber penghasil bakteri lipolitik. Tujuan penelitian ini, yaitu 

mengisolasi bakteri lipolitik dari limbah padat yang diperoleh dari PT Adi Satria 

Abadi, Sitimulyo, Bantul, DIY dan menguji aktivitas lipase sebagai biosurfaktan. 

Isolasi bakteri lipolitik dilakukan dengan menggunakan media selektif 

Rhodamine-B Olive Oil Agar. Pengujian aktivitas lipase dilakukan dengan 

menggunakan metode copper soap colorimetry dengan minyak zaitun sebagai 

substrat. Aktivitas lipase sebagai biosurfaktan ditentukan dengan uji Oil 

Displacement Area (ODA) dan Indeks Emulsifikasi (IE24) serta karakterisasi 

biosurfaktan menggunakan FTIR. 

Hasil dari penelitian ini diperoleh empat isolat bakteri lipolitik gram negatif, 

yaitu LP3-1, LP3-2, LP1-1, dan LPM1. Kondisi optimum aktivitas lipase isolat 

LP3-1 pada suhu 45⁰C dan pH 5, isolat LP3-2 pada suhu 40⁰C dan pH 9, isolat LP1-

1 pada suhu 50⁰C dan pH 8, isolat LPM1 pada suhu 45⁰C dan pH 6. Nilai ODA dan 

IE24 tertinggi pada isolat LP1-1 dan LPM1, yaitu masing-masing sebesar 34,85 cm2 

dan 41,99%. Jenis biosurfaktan isolat LP1-1 dan LPM1 adalah glikolipid. 

Kata kunci   : bakteri lipolitik, lipase, biosurfaktan. 
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ABSTRACT 

ISOLATION OF LIPASE PRODUCING BACTERIA FROM TANNERY 

WASTE AND ITS ACTIVITY AS BIOSURFACTANT 

By : 

Hanifah Aryani 

17106030041 

Advisor :  

Dr. rer. medic. Esti Wahyu Widowati, M.Si., M.Biotech 

Lipases are enzymes that catalyze the hydrolysis of triacylglycerides to 

glycerol and fatty acid. Lipase can be produced by a microorganism such as fungi 

and bacteria. Lipase-producing bacteria or known as lipolytic bacteria found in 

waste that contains fats. Lipolityc bacteria could be founded in tannery waste 

because it contains a lot of fats. The purpose of this research was to isolated lipolytic 

bacteria from solid waste of tannery waste from PT Adi Satria Abadi, Sitimulyo, 

Bantul, DIY and also to assay lipase's activity as a biosurfactant.  

Isolation of lipolytic bacteria was done using selective media Rhodamine-

B Olive Oil Agar. Assay of lipase activity was done using the copper soap 

colorimetry method with olive oil as a substrate. Assay of biosurfactant activity was 

done using Oil Displacement Area (ODA) and Emulsification Index (EI24). 

Characterization of biosurfactant was done using FTIR.  

The result of this research was gained four gram-negative isolates of 

lipolytic bacteria. These isolates are LP3-1, LP3-2, LP1-1, and LPM1. The lipase 

activity of isolate LP3-1 was optimum at temperature 45⁰C and pH 5, isolate LP3-

2 optimum at temperature 40⁰C and pH 9, isolate LP1-1 optimum at temperature 

50⁰C and pH 8, and isolate LPM1 optimum at temperature 45⁰C and pH 6. The 

highest ODA and EI24 were LP1-1 and LPM1, with each of its values were 34,85 

cm2 and 41,99%. Biosurfactant type of LP1-1 and LPM1 was glycolipid. 

Key words : lipolytic bacteria, lipase, biosurfactant.  
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BAB I 

PENDAHULUAN 

A. Latar Belakang 

Enzim merupakan protein yang bersifat efektif, efisien, selektif, dan dapat 

mempercepat reaksi hingga 1011 kali (Pudjiadi, 1994; Lehninger, 1995).  Enzim 

banyak digunakan di berbagai industri, baik industri pangan maupun industri kimia, 

salah satunya, yaitu lipase. Lipase (triacylglycerol hydrolase, EC 3.1.1.3) mampu 

mengkatalisis reaksi hidrolisis triasilgliserol (trigliserida) menjadi gliserol dan 

asam lemak rantai panjang (Susanti dan Fibriana, 2017).  

Lipase dapat dihasilkan dari tumbuhan, hewan, dan mikroorganisme 

(microbial enzyme). Microbial enzyme diproduksi dari bakteri (bakteri lipolitik) dan 

jamur. Microbial enzyme lebih unggul dibandingkan lipase dari tumbuhan dan 

hewan karena mikroorganisme dapat diproduksi dengan jumlah yang banyak dalam 

waktu yang singkat, tidak terpengaruh oleh fluktuasi musiman, dan mudah 

dilakukan rekayasa genetik (Wiseman, 1995).  Bakteri lipolitik diantaranya, yaitu 

generea bakteri Achinetobacter, Aeromonas, Aspergillus, Bacillus, dan 

Pseudomonas (Andualema dan Gessesse, 2012).  

Bakteri lipolitik dapat diperoleh dari limbah.  Harga produksi lipase yang 

lebih murah dan masih terdapat nutrisi untuk mikroorganisme tumbuh menjadi 

alasan bahwa limbah merupakan sumber potensial untuk bakteri lipolitik dapat 

tumbuh (Oliveira dkk., 2014). Keberadaan lemak dalam limbah memungkinkan 

mikroorganisme tumbuh dan menghasilkan lipase karena adanya sumber karbon 

dari lemak (Roveda dkk., 2010).  
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Salah satu limbah yang berpotensi menghasilkan bakteri lipolitik adalah 

limbah industri kerajinan kulit yang meliputi limbah proses pencucian kulit, 

penghilangan lemak (degreasing), dan proses penyamakan kulit (tanning). Menurut 

Ghori dkk. (2011), penggunaan lipase pada industri penyamakan kulit sangat 

dibutuhkan terutama pada proses pencucian dan penghilangan lemak pada kulit.  

Proses penyamakan kulit dari kulit mentah menjadi kulit jadi (leather) 

membutuhkan volume air yang besar sehingga menghasilkan limbah dalam jumlah 

yang besar.  Limbah penyamakan kulit sebagian besar terdiri atas lemak, protein, 

dan air sehingga memungkinkan limbah penyamakan kulit menjadi media tumbuh 

bakteri (Said dan Likadja, 2012).  Menurut Wardani dkk. (2015) bakteri yang 

ditemukan pada limbah cair penyamakan kulit adalah Streptococci, Streptobacili, 

dan Coccus.  Ghori dkk. (2011) melaporkan bahwa bakteri penghasil lipase Bacillus 

sp. ditemukan pada limbah penyamakan kulit. 

Isolasi bakteri lipolitik dapat dilakukan dengan media tributirin agar atau 

media Rhodamine-B Olive Oil Agar (ROA).  Penggunaan media tributirin agar 

dinilai kurang selektif dalam mengisolasi bakteri lipolitik, karena selain dapat 

mengidentifikasi terbentuknya lipase juga dapat mengidentifikasi terbentuknya 

enzim esterase dengan terbentuknya zona bening di sekitar koloni bakteri. 

Penggunaan media ROA untuk mengisolasi bakteri lipolitik lebih selektif karena 

hanya mampu mengidentifikasi keberadaan lipase yang ditandai oleh terbentuknya 

pendaran berwarna orange di sekitar koloni bakteri apabila diamati di bawah sinar 

ultraviolet (UV) (Lanka dan Latha, 2015). 
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Aplikasi lipase di bidang industri diantaranya yaitu sebagai formula 

detergen, sintesis biosurfaktan, kosmetik, produksi kertas, dan industri susu 

(Andualema dan Gessesse, 2012).  Lipase sebagai biosurfaktan merupakan molekul 

aktif permukaan yang dihasilkan oleh mikroorganisme secara ekstraseluler ketika 

tumbuh dalam medium yang mengandung substrat tidak larut dalam air.  

Biosurfaktan mampu mengurangi tegangan permukaan karena memiliki gugus 

hidrofilik dan hidrofobik sehingga mampu meningkatkan kinerja lipase dalam 

menghidrolisis lemak atau minyak supaya dapat larut dalam air (Desai dan Banat, 

1997). 

Biosurfaktan memiliki keunggulan dibandingkan dengan surfaktan kimia, 

yaitu sangat mudah terurai, tidak mencemari lingkungan, serta memiliki sifat fisika 

dan kimia yang stabil (El-Sheshtawy dan Doheim, 2014). Biosurfaktan dapat 

diaplikasikan di bidang pertanian, kesehatan, dan industri-industri seperti industri 

kosmetik, industri pangan, dan industri perminyakan.  Aplikasi di bidang pertanian, 

yaitu sebagai biopestisida yang ramah lingkungan dan mampu mencegah resistensi 

serangga terhadap pestisida. Peran biosurfaktan dalam industri kosmetik dan 

pangan, yaitu sebagai pengemulsi, agen pembusa, agen anti mikroba, dan agen 

pembasah serta peran di bidang industri perminyakan, yaitu berperan dalam 

ekstraksi minyak bumi (Fakruddin, 2012). 

Pengujian aktivitas biosurfaktan perlu dilakukan untuk menilai produksi 

biosurfaktan oleh isolat bakteri lipolitik. Aktivitas biosurfaktan dapat diuji dengan 

oil displacement test dan uji emulsifikasi (indeks emulsifikasi). Diameter zona 

bening yang terbentuk akibat pergeseran permukaan minyak pada uji oil 
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displacement menunjukkan aktivitas biosurfaktan (El-Sheshtawy dan Doheim, 

2014). Uji oil displacement hanya memerlukan sedikit sampel, tidak membutuhkan 

peralatan khusus, dan mudah dilakukan. Uji emulsifikasi digunakan untuk 

mengetahui kemampuan emulsifikasi biosurfaktan (Hausmann dan Syldatk, 2014). 

Gugus fungsi biosurfaktan dapat diketahui menggunakan spektrofotometer 

inframerah atau Fourier Transform Infrared (FTIR) untuk mengetahui jenis 

biosurfaktan (Chittepu, 2019). 

Berdasarkan latar belakang tersebut, telah dilakukan isolasi bakteri lipolitik 

dari limbah padat industri penyamakan kulit yang diambil dari Instalasi Pengolahan 

Air Limbah (IPAL) PT Adi Satria Abadi (ASA) di Sitimulyo, Bantul, Daerah 

Istimewa Yogyakarta (DIY) dan uji aktivitas lipase.  Lipase dapat diaplikasikan 

sebagai biosurfaktan dan aktivitas lipase sebagai biosurfaktan diuji dengan oil 

displacement test dan uji emulsifikasi. Karakterisasi biosurfaktan dilakukan dengan 

FTIR.  

B. Batasan Masalah 

Batasan masalah yang perlu diberikan untuk penelitian ini, yaitu : 

1. Sampel yang digunakan sebagai penghasil bakteri lipolitik, yaitu limbah 

industri penyamakan kulit berupa limbah padat dari PT Adi Satria Abadi 

(ASA), Sitimulyo, Bantul, DIY.  

2. Karakterisasi bakteri lipolitik yang dilakukan adalah uji morfologi yang 

meliputi pewarnaan gram, pengamatan bentuk sel, dan pengamatan bentuk 

koloni. Uji biokimia yang dilakukan meliputi uji produksi indol, uji motilitas, 
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uji produksi asam sulfida (H2S), uji hidrolisis pati, uji katalase, uji urease, uji 

reduksi nitrat, dan uji fermentasi karbohidrat. 

3. Penentuan suhu dan pH optimum dilakukan pada produksi lipase menggunakan 

isolat terpilih.  

4. Penentuan unit aktivitas enzim lipase dari bakteri diukur dengan metode 

spektrofotometri menggunakan reagen cupric acetate-pyridine dan minyak 

zaitun sebagai substrat.  

5. Aktivitas lipase sebagai biosurfaktan diukur dengan pengujian oil displacement 

dan aktivitas emulsifikasi. 

6. Karakterisasi gugus fungsi biosurfaktan dilakukan dengan menggunakan 

spektrofotometer inframerah (FTIR).   

C. Rumusan Masalah 

1. Bagaimana isolasi dan karakterisasi bakteri lipolitik pada limbah industri 

penyamakan kulit? 

2. Bagaimana pengaruh variasi suhu dan pH terhadap aktivitas lipase? 

3. Bagaimana aktivitas lipase sebagai biosurfaktan dari bakteri lipolitik? 

4. Bagaimana karakterisasi spektra biosurfaktan menggunakan spektrofotometer 

inframerah (FTIR)? 

D. Tujuan Penelitian 

1. Mengetahui proses isolasi dan karakteristik bakteri lipolitik pada limbah 

industri penyamakan kulit.   

2. Mengetahui kondisi optimum aktivitas lipase. 

3. Mengetahui aktivitas lipase dari bakteri lipolitik sebagai biosurfaktan. 
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4. Mengidentifikasi gugus fungsi biosurfaktan menggunakan spektrofotometer 

inframerah (FTIR). 

E. Manfaat Penelitian 

1. Memberikan informasi mengenai karakteristik bakteri lipolitik yang terdapat 

pada limbah penyamakan kulit. 

2. Memberikan informasi mengenai suhu dan pH optimum aktivitas lipase dari 

limbah penyamakan kulit. 

3. Memberikan informasi mengenai jenis biosurfaktan dari lipase.  
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

A. Kesimpulan 

Berdasarkan hasil dan pembahasan dapat disimpulkan bahwa : 

1. Isolasi bakteri lipolitik dapat dilakukan dengan metode inokulasi pada media 

Rhodamine-B Olive Oil Agar (ROA). Hasil dari isolasi bakteri lipolitik pada 

media ROA ditunjukkan dengan adanya pendaran berwarna orange di sekitar 

koloni bakteri lipolitik apabila diamati di bawah sinar UV dengan panjang 

gelombang 365 nm.  Berdasarkan hasil penelitian diperoleh 4 isolat bakteri 

lipolitik gram negatif, yaitu LP3-1, LP3-2, LP1-1, dan LPM1. 

2. Berdasarkan penentuan pengaruh suhu dan pH terhadap aktivitas lipase, 

diperoleh kondisi optimum isolat LP3-1 suhu 45⁰C dan pH 5, isolat LP3-2 suhu 

40⁰C dan pH 9, isolat LP1-1 suhu 50⁰C dan pH 8, isolat LPM1 suhu 45⁰C dan 

pH 6. 

3. Aktivitas lipase sebagai biosurfaktan ditentukan dengan nilai Oil Displacement 

Area (ODA) dan Indeks Emulsifikasi (IE24) dengan nilai ODA dan IE24 

tertinggi pada isolat LP1-1 dan LPM1, yaitu masing-masing sebesar 34,85 cm2 

dan 41,99%. 

4. Karakteristik spektra FTIR isolat LP1-1 dan LPM1 menunjukkan adanya 

serapan gugus hidroksil (–OH), ikatan glikosida (−C−O−C), dan gugus 

karbonil (C=O) yang merupakan gugus khas dari jenis biosurfaktan glikolipid.  
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B. Saran 

Beberapa saran untuk penelitian selanjutnya, yaitu : 

1. Perlu dilakukan pembuatan kurva pertumbuhan bakteri lipolitik untuk 

menentukan waktu inkubasi optimum sehingga diperoleh produksi lipase yang 

maksimal. 

2. Perlu dilakukan pemurnian enzim supaya diperoleh aktivitas lipase yang lebih 

tinggi. 
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