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ABSTRAK
ISOLASI LIPASE DARI BAKTERI PADA LIMBAH CAIR RUMAH
PEMOTONGAN HEWAN (RPH) DAN POTENSINYA SEBAGAI BAHAN
ADITIF BIODETERGEN
Oleh:
Amir
16630046
Dosen Pembimbing :
Dr. rer.medic. Esti Wahyu Widowati, M.Si., M.Biotech

Isolasi lipase (E.C. 3.1.1.3) dari bakteri pada limbah cair rumah
pemotongan hewan (RPH) dan potensinya sebagai bahan aditif biodetergen telah
dilakukan. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi lipase dari bakteri pada
limbah cair rumah pemotongan hewan dan diuji potensinya sebagai bahan aditif
biodetergen.  Penelitian ini juga bertujuan untuk mengetahui bagaimana
pemurnian lipase menggunakan kromatografi kolom dengan matriks Ca-bentonit.

Media yang digunakan untuk seleksi bakteri penghasil lipase yaitu
rhodamine olive oil agar (ROA). Penentuan aktivitas lipase dilakukan
menggunakan metode copper soap calorimetry. Lipase hasil isolasi dimurnikan
menggunakan kromatografi kolom dengan Ca-Bentonit sebagai matriks dan NaCl
dalam buffer fosfat sebagai eluen. Uji potensi lipase sebagai bahan aditif
biodetergen dilakukan menggunakan uji stabilitas dan washing test.

Hasil penelitian didapatkan empat isolat yang mampu menghasilkan lipase
dengan aktivitas masing-masing sebesar 84,63 U/ml; 114,39 U/mL; 73,88 U/mL,
dan 62,01 U/mL. Lipase dapat dimurnikan menggunakan kromatografi kolom
dengan matriks Ca-bentonit. Ekstrak kasar lipase dan lipase hasil pemurnian pada
empat isolat berpotensi sebagai bahan aditif biodetergen kecuali pada lipase
pemurnian isolat A2.4 eluen NaCl 0,5 M. Berdasarkan hasil yang didapatkan
maka lipase dari bakteri pada limbah cair rumah pemotongan hewan berpotensi
untuk diaplikasikan sebagai bahan aditif biodetergen.

Kata kunci: Bio-detergen, Ca-Bentonit, Copper soap calorimetry, Lipase.
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ABSTRACT
ISOLATION OF LIPASE FROM BACTERIA AT SLAUGHTERHOUSE
WASTEWATER AND ITS POTENTIAL AS BIO DETERGENT ADDITIVE
COMPOUND
Oleh:
Amir
16630046
Dosen Pembimbing :
Dr. rer. medic. Esti Wahyu Widowati, M.Si., M.Biotech

Isolation of lipase (E.C. 3.1.1.3) from bacteria in Slaughterhouse
wastewater (RPH) and its potential as a biodetergent additive has been carried
out.. Most lipases are applied as bio-detergent additives. In this research, aims to
isolation of lipase from bacteria isolated from slaughterhouse wastewater and to
test its potential as a bio-detergent additives. It also aims to determine how to
purify lipase using column chromatography with Ca-bentonite as the matrix.

Rhodamine Olive oil Agar (ROA) medium was used for the selection of
lipase-producing bacteria. Determination of lipase activity was carried out using
the copper-soap calorimetry method. Crude lipase extract was purified using
column chromatography with Ca-Bentonite as the matrix and NaCl in phosphate
buffer as the eluent. The potential test of lipase as a bio-detergent additive was
carried out using stability test exposing by comercial detergent and washing test.

The results showed that four isolates were able to produce lipase with
each activity of 84.63 U/ml; 114.39 U/mL; 73.88 U/mL; and 62.01 U/mL. Lipase
can be purified using column chromatography with Ca-bentonite as the matrix.
Crude extract lipase and lipase purified from four isolates was potential as a
biodetergent additive except 0.5 M eluent in isolate A2.4. Based on the results
obtained, lipase from bacteria in slaughterhouse wastewater has the potential to
be applied as a biodetergent additive

Keyword: Bio-detergent, Ca-Bentonite, Copper soap calorimetry, Lipase.
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BAB |

PENDAHULUAN

A. Latar Belakang Masalah

Enzim adalah protein yang diproduksi oleh organisme untuk mempercepat
laju reaksi biokimia di dalam sel. Suatu enzim dapat mempercepat reaksi sampai
10°-10" kali dibandingkan tanpa enzim. Enzim juga bekerja spesifik yakni hanya
bekerja pada suatu substrat saja, meski ada beberapa enzim yang bekerja dalam
beberapa substrat namun tetap mempunyai kekhasan tertentu (Poedjiadi, 1994).
Aktivitas katalitik yang sangat tinggi serta spesifitas substrat dari enzim,
menjadikan enzim banyak digunakan dalam berbagai bidang industri. Namun
selama ini Indonesia masih melakukan impor enzim dengan total biaya sekitar 200
miliar (Sugiono dan Parmin, 2014).

Lipase merupakan salah satu enzim yang banyak digunakan di berbagai
industri baik pangan maupun non pangan. Lipase (EC 3.1.1.3) adalah enzim yang
mengkatalisis hidrolisis triasilgliserida menjadi gliserol dan asam lemak bebas
(Sharma et al., 2001). Lipase banyak digunakan sebagai bahan aditif untuk
industri  detergen, karena kemampuannya dalam menghidrolisis lemak.
Penggunaan lipase dalam detergen dapat mengurangi penggunaan bahan-bahan
kimia dari detergen yang bersifat mencemari lingkungan. Lipase dalam detergen
juga dinilai dapat menambah daya cuci detergen dalam menghilangkan kotoran

khususnya lemak atau minyak (Layly dan Wiguna, 2016). Aplikasi enzim lipase



sebagai bahan aditif biodetergen di Indonesia saat ini masih belum diterapkan
secara maksimal.

Kriteria lipase untuk dapat diaplikasikan sebagai bahan aditif biodetergen
diantaranya mampu bertahan pada kondisi pH basa, temperatur sekitar 30-60°C,
serta mampu bertahan dari kerusakan oleh komponen detergen (Layly dan
Wiguna, 2016). Sumber lipase yang memenuhi Kkriteria ini banyak didapatkan
dari bakteri (Septiani, 2019). Bakteri penghasil lipase dapat ditemukan di limbah
industri, pabrik pengolahan minyak sayur, perusahaan susu, tanah yang
terkontaminasi dengan minyak, makanan yang membusuk, dan timbunan kompos
(Sharma et al., 2001). Informasi isolat bakteri penghasil lipase yang berpotensi
sebagai bahan aditif biodetergen di Indonesia masih sangat minim, sehingga
masih diperlukan eksplorasi isolat penghasil lipase lokal yang memenuhi Kkriteria
sebagai bahan aditif biodetetergen.

Limbah cair rumah pemotongan hewan (RPH) merupakan limbah yang
mengandung bahan-bahan organik seperti feses, urine, isi rumen, daging, lemak,
dan air (Hastutiningrum et al., 2017). Limbah cair RPH juga mengandung
polutan seperti air sabun sisa pencucian alat, amonia, fosfat, potasium,
magnesium, dan lainnya (Padmono, 2005). Menurut Furini et al. (2018) Limbah
cair yang mengandung lemak atau minyak merupakan parameter lingkungan
hidup bakteri penghasil lipase. Adanya polutan seperti air sabun pada limbah cair
RPH juga memungkinkan didapatkannya lipase yang tahan terhadap paparan

detergen komersial. Isolasi bakteri penghasil lipase yang bersumber dari limbah

2



cair telah dilakukan oleh Suyasa (2012) yang menunjukkan bahwa pada bak
pengolahan limbah cair RPH terdapat 11 bakteri pendegradasi lemak/minyak
sedangkan pada saluran effluent limbah cair RPH terdapat 17 bakteri pendegradasi
minyak atau lemak. Akan tetapi penelitian tersebut tidak dilakukan uji potensi
lipase sebagai bahan aditif biodetergen, sehingga diperlukan penelitian isolasi
lipase yang bersumber dari bakteri pada limbah cair RPH serta di uji potensinya
sebagai bahan aditif biodetergen.

Penggunaan enzim dalam industri tergantung pada tingkat kemurnian
enzim. Semakin tinggi kemurnian suatu enzim, maka semakin tinggi aktivitas
yang dihasilkan, meningkatkan stabilitas enzim serta umur simpan enzim
(Iskandar et al., 2017; Javed et al., 2017). Oleh karena itu ekstrak kasar lipase
yang digunakan sebagai bahan aditif biodetergen perlu dimurnikan untuk
meningkatkan aktivitasnya.

Pemurnian lipase dapat dilakukan menggunakan kromatografi kolom
seperti kromatografi kolom penukar ion, kolom afinitas, interaksi hidrofobik dan
kromatografi kolom filtrasi gel. Teknik pemurnian enzim kromatografi kolom
didasarkan pada interaksi antara matriks dan protein enzim (Javed et al., 2017).
Namun demikian harga matriks pada pemurnian menggunakan kromatografi
kolom tergolong mahal, sehingga diperlukan penggati matriks pemurnian
kromatografi yang lebih murah. Bentonit adalah salah satu mineral lempung
yang kandungan utamanya montmorilonit. (Huang et al., 2017; Adawiah et al.,

2020). Struktur montmorillonit tersusun atas tiga lembar lapisan, yaitu satu

3



lembar aluminol (AlOg*) berbentuk oktahedral pada bagian tengah yang diapit
oleh dua lembar silanol (SiO.*) berbentuk tetrahedral. Adsorpsi lipase pada
matriks bentonit dapat terjadi karena adanya gaya van deer wall, ikatan hidrogen,,
atau interaksi hidrofobik (Tang et al., 2018 dan Dong et al., 2013). Menurut
Roosdiana et al. (2009) desorpsi atau pelepasan enzim dari matriks aluminosilikat
dapat dilakukan menggunakan air akibat dari pelepasan ikatan hidrogen.
Penelitian penggunaan bentonit sebagai matriks kromatografi kolom untuk
memurnikan lipase sejauh pengetahuan peneliti belum pernah dilakukan.
Berdasarkan semua uraian tersebut maka diperlukan penelitian isolasi
lipase dari bakteri isolat lokal yang bersumber dari limbah cair rumah pemotongan
hewan untuk mendapatkan bakteri penghasil lipase baru yang berpotensi sebagai
bahan aditif biodetergen. Selain itu penelitian ini juga dilakukan pemurnian lipase
menggunakan kromatografi kolom dengan matriks bentonit untuk meningkatkan
aktivitas lipase dan diuji stabilitasnya dibawah paparan detergen..
B. Batasan Masalah
Batasan masalah yang perlu diberikan pada penelitian ini adalah:
1. Limbah cair yang digunakan pada penelitian ini adalah limbah cair yang
didapatkan dari bak pengendapan rumah pemotongan hewan.
2. Optimasi suhu dan pH lipase dilakukan dengan variasi pH pada rentang 6-10

dengan selisih 1 tingkat pH dan suhu 30 °C-50 °C dengan selisih 5 °C.



Penentuan potensi lipase sebagai komponen aktif biodetergen dilakukan
dengan uji aktivitas lipase terhadap paparan detergen komersial pada
konsentrasi 7 mg/mL.

Bentonit yang digunakan adalah jenis Ca-bentonit yang didapatkan dari
penelitian Indri (2021).

Pemurnian lipase menggunakan kromatografi kolom dengan matriks bentonit
dilakukan untuk mengetahui pengaruh pemurnian terhadap stabilitas lipase di

bawah paparan detergen.

. Rumusan Masalah

Rumusan masalah pada penelitian ini meliputi:
Bagaimana potensi bakteri pada limbah cair rumah pemotongan hewan (RPH)
sebagai penghasil lipase?
Bagaimana pemurnian lipase menggunakan kromatografi kolom dengan
matriks Ca-bentonit?
Bagaimana potensi ekstrak kasar lipase dan lipase hasil pemurnian yang
diisolasi dari bakteri pada limbah cair rumah pemotongan hewan (RPH)
sebagai bahan aditif biodetergen?
. Tujuan Penelitian
Menentukan potensi bakteri pada limbah cair rumah pemotongan hewan
(RPH) sebagai sumber penghasil lipase?
Menguji pemurnian lipase menggunakan kromatografi kolom dengan matriks

Ca-bentonit?



Menentukan potensi ekstrak kasar lipase dan lipase hasil pemurnian yang
diisolasi dari bakteri pada limbah cair rumah pemotongan hewan (RPH)

sebagai bahan aditif biodetergen?

. Manfaat Penelitian

Mengetahui aktivitas, suhu optimum, pH optimum, dan stabilitas lipase hasil
isolasi dari bakteri yang hidup pada limbah cair rumah pemotongan hewan
(RPH).

Mengetahui pemurnian lipase menggunakan kromatografi kolom dengan
matriks Ca-bentonit.

Mengetahui potensi lipase dari bakteri pada limbah cair rumah pemotongan

hewan (RPH) sebagai bahan aditif biodetergen.



BAB V
PENUTUP

A. Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan:

1. Bakteri pada limbah cair RPH berpotensi sebagai salah satu sumber penghasil
lipase. Hasil isolasi didapatkan empat isolat bakteri penghasil lipase yakni
isolat Al.4, A2.4, A4.4, dan Al.2 dengan aktivitas ekstrak kasar lipase
masing-masing sebesar 84,63 U/ml; 114,39 U/mL; 73,88 U/mL; dan 62,01
U/mL.

2. Lipase dapat dimurnikan menggunakan kromatografi kolom matriks
Ca-bentonit ditunjukkan dengan adanya peningkatan aktivitas lipase hasil
pemurnian tanpa paparan detergen.

3. Ekstrak kasar lipase dan lipase hasil pemurnian menggunakan kromatografi
kolom matriks Ca-bentonit dari empat isolat berpotensi untuk diaplikasikan
sebagai bahan aditif biodetergen kecuali isolat A4.4 pada konsentrasi eluen

NaCl 0,5 M.
B. Saran

1. Diperlukan penelitian lebih lanjut mengenai pengaruh berbagai jenis substrat
terhadap aktivitas lipase yang dihasilkan.

2. Diperlukan penelitian lebih lanjut mengenai interaksi antara bentonit dan
lipase untuk mengetahui proses adsorpsi yang terjadi sehingga dapat

ditentukan eluen untuk mendesorpsi lipase dari bentonit.
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3. Diperlukan penelitian lebih lenjut mengenai pengaruh aktivasi bentonit
terhadap pemurnian lipase menggunakan kromatografi kolom matriks Ca-
bentonit.

4. Diperlukan penelitian lebih lanjut mengenai pengaruh masing-masing

komponen penyusun detergen terhadap aktivitas lipase yang dihasilkan.
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