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KATA PENGANTAR

Puji Syukur kami haturkan kepada Tuhan Yang Maha Esa atas berkat yang telah
diberikan sehingga Prosiding Seminar Nasional Bioteknologi (SNB) Universitas
Surabaya (UBAYA) 2014 dapat diselesaikan. SNB UBAYA 2014 merupakan
seminar nasional pertama yang diselenggarakan oleh Fakultas Teknobiologi,
Universitas Surabaya, sekaligus mengawali rangkaian kegiatan peringatan lustrum
pertama Fakultas Teknobiologi, Universitas Surabaya yang jatuh pada tanggal 1
Februari 2015. Tema seminar nasional ini adalah ‘Biorechrological Approaches to
Blue Economy Implementation’ yang diadakan pada tanggal 27-28 Februari 2014,
bertempat di Gedung Perpustakaan lantai V, Universitas Surabaya, serta dihadiri
oleh enam pembicara utama yang pakar di bidang Industri dan Bisnis, Kesehatan
dan Forensik, serta Pangan dan Pertanian. Peserta vang berpartisipasi dalam
presentasi oral maupun poster berasal dari berbagai perguruan tinggi negeri
maupun swasta di Indonesia serta instansi pemerintah maupun industri,

Prosiding ini dibuat dengan tujuan memberikan pengetahuan bagi masyarakat luas
terkait dengan penelitian di bidang bioteknologi untuk mendukung implementasi
Blue economy di Indonesia . Prosiding SNB UBAY A 2014 ini berisi makalah dan
hasil penelitian dari para pembicara utama maupun peserta presentasi oral.
Adanya sesi diskusi pada sesi oral yang dibagi menjadi 4 kelas paralel, yaitu kelas
Bioteknologi Kesehatan dan Forensik, Bioteknologt Pangan, Bioteknologi
Tanaman, dan Bioteknologi Lingkungan, maupun sesi poster diharapkan dapat
menjadi motivasi bagi pemakalah untuk terus berkarya di bidang bioteknolog:
untuk mendukung implementasi Blue economy di Indonesia.

Kami menyadari bahwa Prosiding ini tentu saja tidak luput dar kekurangan, untuk
itu segala saran dan kritik kami harapkan demi perbaikan Prosiding pada terbitan

tahun yang akan datang. Kami berharap Prosiding ini dapat bermanfaat bagi kita
semua.

Hormat saya,

Theresia Desy Askitosari
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Imobilisasi Enzim Lipase pada Ca-Bentonit serta Aplikasinya pada Produksi Asam
Lemak Omega-3 dari Limbah Minyak Ikan

Ruth Chrisnasari'”’, Restu Kartiko Widi”, Billy Adrian Halim",
Maria Goretti Marianti Purwanto
YDepartemen Biologi, Fakultas Teknobiologi, Universitas Surabaya
D Turusan Teknik Kimia, Fakultas Teknik, Universitas Surabaya
JI. Raya kalirungkut, Surabaya, 60293, Indonesia
*Email: ruth c@staff.ubaya.ac.id

ABSTRAK

Limbah minyak ikan menyisakan asam lemak omega-3 vang berpotensi sebagai bahan baku produksi
konsentrat asam lemak omega-3. Penggunaan enzim lipase vang terimobilisasi dapat memberikan keuntungan
tambahan secara teknologi dan ekonomis dalam proses hidrolisis minyak ikan. Ca-bentenit merupakan lempung
(¢fay) mineral montmorilonit dengan lapisan tetrahedral dan oktahedral yang memiliki daya tukar ion cukup
besar, schingga dapat digunakan sebagai imobilisalor. Fnzim lipase terimobilisasi pada Ca-bentonit
menunjukkan aktifitas terbaik pada pH 6,5 dan suhu 35°C, serta konsentrasi substrat minyak yang paling efisien
acalah 3 gram substrat/ 10 ml campuran buffer-subsirat. Pada lhinbah minyak :kan, aktivitas enzim lipase
terimobilisasi Ca-bentonit adalah sebesar 13,745 mg KOH/ g substrat. Selain itu, enzim lipase terimobilisasi Ca-
bentonit juga dapat meningkatkan kadar asam eikosapentacnoat-asam dokosaheksaenoat (EPA-DHA) dalam
bentuk gliserida sebesar 80,07%.

Kata kunei: lipase, imobilisasi, Ca-bentonit, Hmbah minyak ikan, omega-3

Pendahuluan

Indonesia adalap salah satu negara kepulauvan terbesar yang memiliki potensi sumber daya
laut yang melimpah, salah satunya ialah ikan laut. Besarnya potensi pemanfaatan ikan laut mendorong
banyaknya industri yang bergerak di bidang pengolahan ikan. Industri pengolahan ikan umumnya
menghasilkan limbah berupa minyak ikan dari berbagai aktivitas dan proses industri [1]. Limbah
minyak ikan tersebut masih banyak mengandung asam lemak tak jenuh berantai panjang yang
berkonfigurasi omega-3, vaitu eikosapentaenoat (EPA) dan dokosaheksaenoat (DHA) yang telah
dilaporkan sangat bermanfaat untuk mencegah beberapa penyakit degeneratif [2]. Oleh karena itu,
limbah minyak ikan ini sangat berpotensi untuk dimanfaatkan lebih lanjut untuk produksi konsentrat
asam lemak omega-3.

Produksi konsentrat asam lemak omega-3 secara konvensional dilakukan melalui proses
saponifikasi dan ekstraksi minyak ikan menggunakan senyawa basa kuat dan asam kuat [2]. Cara ini
lebih banyak digunakan karena relatif murah, namun proses ini memerlukan membutuhkan suhu dan
tekanan tinggi serta masih sering menghasilkan produk samping yang tidak diinginkan [3]. Produksi
secara enzimatis menggunakan enzim lipase dapat memberikan metode alternatif selain dengan secara
konvensional. Keuntungan dari proses secara enzimatis adalah dapat dilakukan dalam kondisi netral
dan bersifat selektif [2]. Penggunaan enzim lipase yang terimobilisasi dapat memberikan keuntungan
tambahan secara teknologi dan ekonomis dalam proses hidrolisis minyak ikan. Imobilisasi enzim
dapat mengatasi masalah yang ada pada penggunaan enzim terlarut, seperti keterbatasan stabilitas,
pemisahan yang rumit, dan keterbatasan pemakaian ulang. Selain itu, penggunaan enzim
terimobilisasi dapat memudahkan pengontrolan produk serta pengoperasian secara kontinu. Hal ini
membuat desain reaktor lebih fleksibel pada skala lab maupun industri [4].

Bentonit merupakan lempung (¢/ay) mineral montmorilonit dengan dua lapisan tetrahedral
dan satu lapisan oktahedral {5,6). Dua lapisan tetrahedral akan saling bergabung pada ujung-ujung kisi
silikat dengan hidroksil vang ada pada lapisan oktahedral, sehingga terbentuk 3 susunan lapisan
tetrahedral-oktahedral-tetrahedral {6]. Bentonit terdiri dari dua tipe yaitu Na-bentonit dan Ca-bentonit,
dimana jenis bentonit yang melimpah di Indonesia adalah Ca-bentonit. Jenis ini mengandung kalsium
(Ca) dan magnesium (Mg) lebih banyak dibandingkan natriumnya, memiliki sifat sedikit menyerap air
schingga apabila didispersikan dalam air tidak membentuk suspensi, pH berkisar 4 — 7 (bersifat
asam), dan memiliki daya tukar ion besar [7]. Karakteristik ini membuat bentonit sesuai digunakan
sebagai material imobilisator.
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Enzim lipase yang terimobilisasi oleh bentonit dapat meningkatkan stabilitas suhu dan tidak
mengubah pH optimum aktivitas enzimnya secara signifikan [5]. Enzim lipase yang digunakan dalam
penclitian ini berasal dari Candida rugosa. Karakier dari enzim ini memungkinkan enzim dapat
digunakan pada suhu dan pH yang netral dengan kemampuan hidrolisis dengan yield 95-97% [8].
Melalui penelitian ini, diharapkan diketahui karakteristik enzim lipase terimobilisasi pada Ca-bentonit
serta aplikasinya pada limbah minyak ikan untuk memproduksi asam lemak omega-3.

Metodologi

Bahan

Penelitian ini menggunakan beberapa bahan uji sebagai berikut: Ca-bentonit yang berasal dari kota
Pacitan, Jawa Timur, enzim lipase Candida rugosa (E.C.3.1.1.3, type VII) 807 U/mg (Sigma-
Aldrich), limbah minyak ikan yang berasal dari kecamatan Muncar, kabupaten Banyuwangi, Jawa
Timur, olive oil (BORGES 100% extra virgin olive oil)

Alat

Alat-alal vang dipergunakan selama penelitian ini adalahperalatan gelas, kondensor, perangkat
refluks, ayakan ukuran 140 mesh, rotary shaker, incubator shaker, pHmeter, pH universal indicator,
satu set mikropipet, sentrifuge, Thin Laver Chromatography (TLC), gas chromatography (Hewlett
Packard, HP C1540A), spektrofotometer UV-vis (Thermo Scientific GENESYS 10S).

Tmobilisasi Enzim Lipase pada Ca-bentonit

Sebanyak 5 mg lipase Candida rtigosa dilarutkan dalam 5 ml 0,1 M larutan buffer tosfat pH 7
kemudian dicampurkan dengan 0,5 gram Ca-bentonit. Campuran diaduk dengan stirrer selama 1 jam
pada suhu ruang lalu disentrifugasidengan kecepatan 11.000 rpm selama [3 menit. Pelet yang
diperoleh adalah enzim lipase yang terimobilisasi Ca-bentonit, sedangkan supernatannya merupakan
enzim lipase yang tidak terimobilisasi. Supernatan diuji dengan metode Lowry {9] untuk mengetahut
banyaknya enzim lipase yang tidak terimobilisasi. Pelet dicuei dengan disuspensikan dalam 5 ml
buffer fosfat pH 7 dan di-centrifuge dengan kecepatan 11.000 rpm selama 15 menit. Supernatan
diambil dan diuji dengan metode Lowry untuk mengetahui banyaknya enzim lipase yang tidak
terimobilisasi yang masih tersisa. Persentase enzim terimobilisasi ditentukan dari rumus berikut -
Persentase Enzim Terimobilisasi (%3]

konsentrasi enzim awal )
= : , _ —— , —— x 100%¢
(konsentrasi enzim awal — konsentrasi enzim tidak terimobilisasi)

Karakterisasi pH dan Suhu Enzim Lipase Terimobilisasi

Karakterisasi pH dilakukan melalui uji aktivitas dengan cara mencampurkan 600 U enzim lipase
terimobilisasi Ca-bentonit dalam 6 ml huffer fosfat 0,1 M dengan variasi pH 6,3, 7, dan 7.5. Larutan
enzim kemudian dicampurkan dengan 3 gram ofive oil (200 U enzim tiap gram substrat). Campuran
kemudian diinkubasi selama 12 jam pada suhu 35°C sambil diaduk. Reaksi dihentikan dengan
menambahkan 3 ml etanol 96%. Ofive oil hasil hidrolisis kemudian diukur bilangan bilangan asamnya
[10] untuk mengetahui aktivitas enzimnya. Selain itu, untuk memastikan bahwa variasi pH buffer itu
sendiri tidak mempengaruhi volume titrasi KOH pada saat penentuan bilangan asam, maka dibuat
kontrol dengan kondisi reaksi dan komposisi substrat ofive oil dan variasi pH buffer yang sama,
namun tanpa menggunakan enzim lipase terimobilisasi. Setelah diperoleh pH terbaik, maka dilakukan
karakterisasi suhu dengan variasi suhu 30, 35, dan 40°C. Tahapan uji aktivitas pada penentuan suhu
terbaik sama dengan penentuan pH terbaik.

Penentuan Konsentrasi Substrat yang Efisien untuk Enzim Lipase Terimobilisasi Ca-Bentonit
Penentuan konsentrasi substrat yang efisien dilakukan dengan uji aktivitas seperti pada penentuan
suhu dan pH terbaik, namun dengan variasi komposisi substrat olive ol dan buffer fostat 0,1 M pH

"terbaik, vaitu I, 2, 3, 4, dan 5 gram olive oil/ 10 ml campuran larutan buffer-olive oil. Pengujian
dilakukan pada pH dan suhu terbaik.
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Pretreatment Limbah Minyak Tkan

Getah pepaya dicampurkan dalam larutan buffer fostat pH 7 0,1 M sebanyak 10% (b/v) dan diaduk
selama 1 jam. Campuran disentrifugasi4d000 rpm pada suhu 4°C selama 15 menit dan diambil
supernatannya {ekstrak papain). Limbah minyak ikan (crude oil) dicampurkan dengan ckstrak papain
sebanyak 0,5% (b/b) dari berat limbah minyak ikan (crude oil). Campuran diinkubasi selama 1 jam
pada suhu 55°C sambil diaduk dengan magnetic stirrer. Campuran disentrifugasi dengan kecepatan
4.000 rpm selama 15 menit lalu lapisan minyaknya diambil. Lapisan minyak dicampurkan dengan Ca-
bentonit sebanyak 4% (b/b) dari volume lapisan minyak, kemudian diinkubasi selama 1 jam pada
suhu 40°C sambil diaduk dengan magnetic stirrer. Campuran kemudian disentrifugasi dengan
kecepatan 4.000 rpm selama 15 menit dan diambil supernatannya. Supernatan kemudian diukur
bilangan asam dan bilangan penyabunan untuk diamati perubahan kadar lemaknya.

Aplikasi Enzim Lipase Terimobilisasi pada Ca-Bentonit pada Substrat Limbah Minyak Ikan
Aplikasi enzim lipase terimobilisasi pada substrat limbah minyak ikan dilakukan dengan uji aktivitas
pada suhu dan pH terbaik dengan komposisi substrat dan huffer yang paling efisien. Substrat yang
digunakan adalah limbah minyak ikan yang telah mengalami proses prefreatment. Secbagai
pembanding substrat ofive o0il juga digunakan. Sebagai kontrol, uji aktivitas juga dilakukan tanpa
menggunakan cnzim lipase. Pengujian aktivitas enzim pada kedua jenis substrat selain dengan
pengukuran bilangan asam, juga dilakukan analisa Gas Chromatography (GC) yang diawali dengan
Thin Layer Chromotography (TLC) [11]. Hasil kerokan TLC diderivatisasi ke bentuk Fatty Acid
Methyl Fster (FAME) [12] sebelum diinjeksikan ke dalam GC.

Analisa Gas Chromatography (GC)

Pengaturan GC untuk limbah minyak ikan, gas Helium yang dipunakan scbhagai carrier gas diatur
total flow rate 26,1 ml/menit. Kenaikan suhu diatur dari 120°C ke 220°C dengan rate 7°C/menit
kemudian ditahan pada suhu akhir selama 10 menit. /njector diatur pada suhu 250°C dan Front
fonization Detector (FID) diatur pada suhu 275°C, Sedangkan pada ofive oif, earrier gas diatur total
flow rate 17,8 mi/menit. Kenaikan suhu diatur dari 100°C ke 220°C dengan rare 5°C/menit kemudian
ditahan pada suhu akhir selama 10 menit. /njector diatur pada suhu 250°C dan FID diatur pada suhu
275°C.

Hasil dan Pembahasan

Karakterisasi pH Enzim Lipase Terimobilisasi Ca-Bentonit

Hasil pengukuran pada Gambar 1 menunjukkan bahwa inkubasi dengan buffer pH 6,5 memiliki rata-
rata nilai bilangan asam tertinggi. Jika dibandingkan dengan kontrol, variasi pH buffer pada saat
pereaksian tidak memberikan pengaruh besar pada volume titrasi KOH pada saat pengukuran
bilangan asam.

-1

OHasil Hidrolisls
# Kontrol

6.5 7 7.5
pH
Gambar 1. Grafik Rata-rata Bilangan Asam Substrat Hasil Hidrolisis dan Kontrol pada Karakterisasi pH
Enzim Lipase Terimobilisasi
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Hasil karakterisasi pH ini menunjukkan enzim lipase C. rugosa terimobilisasi memiliki aktivitas yang
tinggi pada kondisi pH yang lebih asam. Hasil penelitian lain juga menunjukkan pH optimum enzim
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lipase C. rugosa berada pada range pH 6 hingga 7, dengan aktivitas enzim tertinggi pH 6,5 [4,13,14].
Sebaliknya enzim lipase C. rugosa lebih tidak stabil pada kondisi pH yang lebih alkaline (pH=7).
Hasil karakterisasi pH ini menunjukkan pH terbaik dari enzim lipase C. rugosa saat terimobilisasi Ca-
bentonit tidak berbeda dengan keadaan bebasnya.

Perbedaan aktivitas pada variasi pH disebabkan perubahan struktur protein enzim seiring dengan
perubahan pH. Perubahan pH mengakibatkan ionisasi rantai sampingnya dan mengubah kenformasi
alaminya, apabila enzim fterdenaturasi. pH optimum menunjukkan kondisi yang dapat
mempertahankan konformasi optimumnya. Kebanyakan aktivitas enzim pada variasi pH dalam range
dua/ tiga unit pada tiap sisi titik iseelektrik (pl) masih digolongkan proses yang reversibel [15].
Sebaliknya pH ekstrim mengakibatkan denaturasi ireversibel. Pada larutan alkalin{pH>8), ada
kemungkinan kerusakan asam amino cystine yang disebabkan B-elimination/ dehyvdrohalogenation.
Sedangkan pada larutan sangat asam (pH<4), hidrelisis ikatan peptida yang tidak conserved sering
terjadi di sebelah asam amino asam aspartat[i5}.

Karakterisasi Suhu Enzim Lipase Terimobilisasi Ca-Bentonit

Hasil pengukuran pada Gambar 2 menunjukkan bahwa inkubasi suhu 35°C memiliki rata-rata nilai
bilangan asam tertinggi. Jika dibandingkan dengan kontrol, hasil pengukuran bilangan asam tersebut
menunjukkan bahwa variasi suhu pada saat pereaksian tidak memberikan pengaruh besar terhadap
volume titrasi KOH pada saat penentuan bilangan asam hasil hidrolisis enzim lipase.
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Gambar 2. Grafik Rata-rata Bilangan Asam Substrat Hasil Hidrolisis dan Kontrol pada Karakterisasi Suhu
Enzim Lipase Terimobilisasi

Peningkatan aktivitas enzim lipase sejalan dengan meningkalnya suhu dapat disebabkan oleh
meningkatnya jumlah panas yang menycbabkan kontak substrat dan enzim meningkat. Peningkatan
temperatur meningkatkan kecepatan reaksi karena molekul atom memiliki energi lebih besar dan
memiliki kecenderungan berpindah [16]. Hal int menycbabkan interaksi enzim lipase dengan substrat
minyak lebih sering terjadi. Pada suhu 40°C, terjadi penurunan aktivitas dari enzim lipase
terimobilisasi. Hal ini menunjukkan gejala denaturasi struktur protein enzim dan perubahan
konformasi karena temperatur vang terfalu tinggi [4].

Hasil karakterisasi suhtu secara keseluruhan menunjukkan ada dua faktor yang mempengaruhi, Faktor
pertama adalah struktur primer enzim. Tingginya kandungan asam amino dengan rantai samping
hidrofobik pada molekul enzim dapat memberikan struktur enzim yang lebih padat, sehingga tidak
mudah terdenaturasi oleh perubahan lingkungan seperti suhu {4]. Enzim lipase C. rugosa memiliki
persentase asam amino rantai samping hidrofobik sebanyak 37,34% [17]. Rendahnya kadar hidrofobik
ini membuat enzim rentan denaturasi, sechingga pada suhu di atas 35°C terjadi penurunan aktivitas.
Faktor kedua adalah kompoenen matriks dan kation bivalen juga mampu menstabilkan protein enzim,
Ca-bentonit berperan sebagai matriks yang mengadsorpsi enzim lipase serta menstabilkannya karena
adanya kation seperti Ca. Pori interfayer dari Ca-bentonit membuat enzim lipase lebih tahan terhadap
panas karena kalsium justru dapat menstabitkan enzim lipase C. rugosa [18].
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Hasil Pencntuan Konsentrasi Substrat yang Efisien pada Enzim Lipase Terimobilisasi Ca-
Bentonit

Hasil pengukuran pada Gambar 3 menunjukkan konsentrasi substrat 1 gram substrat/ 10 ml
campuran puffer-substrat memiliki nilai bilangan asam tertinggi. Konsentrasi substrat efisien
ditentukan dari nilai bilangan asam setinggi mungkin pada jumlah substrat scbanyak mungkin.
Sehingga konsentrasi substrat yang efisicn adalah 3 gram substrat/ 10 ml campuran buffer-substrat.
Hal ini disebabkan secara statistik (perhitungan metode One-Way ANOVA Multiple Comparisons
Tukev's Method) konsentrasi 1, 2, dan 3 gram substrat/ 10 ml campuran buffer-substrat tidak berbeda
signifikan, Hasil penelitian lain menunjukkan komposisi substrat minyak-puffer efisien lipase C
rugosa adalah 3 gram substrat dalam 6 ml huffer (perkiraan volume totalnya 4 10ml) [19].

Enzim lipase hanya aktif menghidrolisis substrat pada lapisan iwerphase minyak dan buffer
[20]. Peningkatan jumlah buffer akan meningkatkan luas arca inferphase, schingga meningkatkan
persentase pengaktifan enzim. Namun, peningkatan jumlah suffer hingga dua kali lipat hanya dapat
meningkatan aktivitas enzim lipase dalam jumlah kecil {19, Enzim lipase € rugosa memiliki
"penutup” yang terdiri dari amphiphile o-heliks untuk melindungi enzim pada saat berada dalam fase
hidrofilik dan hanya bisa terbuka pada saat berada pada lapisan inferphase antara minyak dan buffer
[20]. Oleh karena itu, dengan semakin banyaknya luas arca bagian inferphase pada suatu campuran
substrat-buffer. maka semakin banyak pula enzim lipase teraktivasi dan mendapatkan akses menuju
sisi aktif enzim. Kondisi ini juga didukung oleh meningkatnya sifat hidrofobik pada permukaan
daerah sisi aktif enzim ketika "penutup” enzim lipase terbuka [8], sehingga memudahkan interaksi
substrat minyak yang bersifat hidrofobik ke sisi aktif enzimnya.
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Gambar 3 Gralik Rata-rata Bilangan Asam Substrat Hasil Hidrolisis pada Penentuan Konsentrasi Substrat yang
Efisicn untuk Enzim Lipase Terimobilisasi

Hasil Aplikasi Enzim Lipase Terimobilisasi pada Ca-Bentonit Termoditikasi Asam pada
Substrat Limbah Minyak Ikan

Tabel 1. Nilai Rata-rata Bilangan Asam dan Rata-rata Aktivitas Enzim Lipase Terimobilisasi pada
Substrat Limbah Minyak Tkan dan Ofive(il - ]
Rata-Rata Bilangan Asam  Rata-rata Aktivitas Enzim

Variazsi Substrat

_ (mg KOH/ g substrat) (mg KOH/ g substrat)
Limbah Minyak [kan 20,757 13,745
Oiive O1f 18,560 S 17,999

Keterangan @ S
Kontrol Bilangan Asam Substrat imbah minyak ikan = 7,013 mg KOH/ g substrat limbah minyak ikan
Kontrol Bilangan Asam Substrat ofive off = 0,501 mg KOI I/ g substrat olive vil

Rata-rata Aktivitas Fnzim = Rata-rata Bilangan Asam  Kontrol Bilangan Asaml

Hasil pengukuran rata-rata aktivitas enzim lipase pada Tabel I menunjukkan bahwa enzim
lipase terimobilisasi Ca-bentonit dapat diaplikasikan pada limbah minyak ikan. Aktivitas enzim pada
tahapan ini didetinisikan sebagai banyaknya mg KOH yang dibutuhkan untuk menetralkan asam
lemak bebas hasil hidrolisis enzim terimobilisasi tiap gram substrat. Kedua substrat hasil hidrolisis ini
tidak bisa dibandingkan aktivitasnya menggunakan bilangan asam, karena komposisi asam lemak
pada kedua substrat tersebut berbeda sehingga berat molekul kedua substrat tersebut juga berbeda.
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Secara teoritis, substrat olive o/l seharusnya alkan memberikan laju aktivitas enzim lipase yang lebih
tinggi daripada limbah minyak ikan. Jenis substrat yang berbeda akan menghasilkan metabolisme olch
lipase dengan laju aktivitas yang berbeda [21]. Penyebab perbedaan aktivitas enzim lipase i dapat
disebabkan oleh beberapa faktor. Kandungan bahan pengotoryang tinggi pada substrat limbah minyak
ikan dapat menjadi salah satu faktor utama. Upaya pre-treatment yang dilakukan pada penelitian ini
masih belum maksimal, sehingga masih banyak materi pengotor yang mempengaruhi aktivitas enzim.
Faktor lain yang menjadi penyebab penurunan aktivitas adalah perbedaan komposisi berbagai jenis
asam lemak pada kedua substrat tersebut.

Hasil Gas Chromatography (GC)

Hasil pengukuran kandungan asam lemak Eicosupentacnoate (EPA)-Docosahexaenvic acid
(DHA) menggunakan GC pada limbah minyak ikan {Gambar 4) menunjulkckan kandungan EPA-DHA
dalam fraksi Triacylglyceride (TAG), Diacylglyceride (DAG), dan Monoacylglyceride (MAG) pada
limbah minyak ikan sesudah hidrolisis mengalami peningkatan. Kandungan EPA-DHA pada fraksi-
fraksi gliserida sesudah hidrolisis ini sccara kescluruhan meningkat sebesar 80,07%. Sebaliknya
kandungan EPA-DHA fraksi Free Fatty Acid (FFA) sesudah hidrolisis mengalami penurunan scbesar
62,86%. Hal ini menunjukkan reaksi hidrolisis enzim lipase tidak bettangsung satu arah menghasilkan
FFA saja, namun dua arah (reversible) membentuk gliserida-gliserida asam lemak tertentu. Enzim
lipase tidak hanya mengkatalis hidrolisis TAG menjadi bentuk FFA, MAG, DAG, dan gliserel, namun
secara reversibel juga membentuk gliserida dari gliserot dan FI'A [22].
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=
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Gambar 4. Grafik Kandugan FPA-DHA pada TAG, DAG, MAG, dan FFA dati Limbah Minyak Tkan

Lipase C. rugosa terbukti memberikan Mydrolysis Resistant Value (HRV) tinggi terhadap
Polyunsaturated Fatty Acid (PUFA) jenis EPA dan DHA [19]. HRV disini didefinisikan sebagai
persentase asam lemak tertentu dalam bentuk gliseridanya. Hasil yang sama juga diperoleh dari hasil
hidrolisis dalam #ile perch oif, dimana lipase C. rugosa mampu meningkatkan kandungan EPA-DHA
secara seimbang di gliserida [23]. Hal ini berarti peningkatan bilangan asam dari limbah minyak ikan
sesudah hidrotisis yang terjadi pada penclitian ini disebabkan oleh pelepasan asam lemak golongan
Saturated Fatty Acid (SFA) dan Monounsaturated Fatty Acid (MUFA). Sehingga lipase dari C
rugosa pada penelitian ini diindikasikan secara spesifik membuat asam lemak EPA-DHA yang
terkandung dalam FFA limbah minyak ikan bereaksi secara reversibel membentuk gliserida baru,

600
500
400 -

300 - M Sebeium Hidrolisis
200 OSesudah Hidrolisis

- W
0 - R R S R i - -
DAG MAG FFA

TAG
Gambar 5. Grafik Kandugan Oleat-Linolcat pada TAG, DAG, MAG, dan FFA dari Olive Oif
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Hasil pengukuran kandungan asam lemak oleat-linoleat menggunakan GC pada ofive oif (Gambar 5}
menunjukkan kandungan Oleat-Linoleat fraksi TAG olive oil sesudah hidrolisis mengalami
penurunan sebesar 36,31%, sebaliknya kandungan Oleat-Linoleat fraksi DAG, MAG, dan FFA olive
oil mengalami peningkatan masing-masing scbesar 61,77% ; 295,35%; dan 20,78%. Hal ini
menunjukkan reaksi hidrolisis enzim lipase pada olive oil cenderung memotong gliserida-gliserida
menghasilkan asam lemak bebas. Akan tetapi peningkatan kandungan Oleat-Linoleat dalam fraksi
FFA lebih sedikit daripada peningkatan kandungan Oleat-Linolcat dalam fraksi DAG dan MAG. Hal
ini menunjukkan bahwa selain reaksi hidrolisis, diduga juga terjadi reaksi sintesis ester. Enzim lipase
C rugosa menghidrolisis gliserida-gliserida yang asam lemaknya bukan EPA dan DHA seperti asam
oleat [19,23]. Enzim lipase €. rugosa memiliki pola HRV asam oleat yang berbeda dengan HRV EPA
dan DHA. Lipase C. rugosa memiliki trend penurunan HRV asam oleat yang signifikan sejalan
dengan meningkatnya derajat hidrolisis [19]. Enzim lipase C. rugosa terimobilisasi Ca-bentonit dalam
penelitian ini diindikasikan memiliki aktivitas hidrolisiy yang cenderung untuk memotong asam oleat
dan linofeat dalam bentuk gliserida pada oflive oil. Namun cnzim lipase C. rugosa terimobilisasi
mengalami reaksi sintesis ester EPA dan DHA dari bentuk FFA ke bentuk gliserida pada limbah
minyak ikan.

Kesimpulan dan Saran
Kesimpulan

Hasil karakterisasi pH menunjukkan pH terbaik enzim lipase C. rugosa terimobilisasi Ca-
bentonit adalah pH 6,5, Sedangkan suhu terbaiknya adalah suhu 35°C. Konsentrasi substrat paling
efisien enzim lipase C. rugosy terimobilisasi Ca-bentonit adalah 3 gram substrat/ 10 ml campuran
buffer-substrat. Enzim lipase C  rugosa terimobilisasi Ca-bentonit dapat digunakan untuk
menghidrolisis substrat limbah minyak ikan dengan rata-rata aktivitas 13,745 mg KO/ g substrat,
Sclain itu enzim lipase C. rugosa terimobilisasi dapat meningkatkan kadar EPA-DHA dalam bentuk
gliserida scbesar 80,07%.

Saran

Diperlukan karakterisasi pH lanjutan pada pH di bawah pH 6,5 agar dapat diketahui titik
puncak pH optimum aktivitas enzim lipase € rugosa terimobilisasi. Optimasi metode pre-freatment
limbah minyak tkan pertu dilakukan agar mendukung aktivitas enzim lipase terimobilisasi. Penelitian
lebih lanjut mengenai spesifisitas enzim lipase C. rugose menggunakan gas chromatography (GC)
Juga perlu dilakukan.
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