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PENGGUNAAN SUBSTRAT LIMBAH BIJI Moringa oleifera 

UNTUK PRODUKSI LIPASE PADA PRETREATMENT YANG 

BERBEDA 

Nama Mahasiswa : Adam Rizky Irfansyah 

NRP   : 01311440000068 

Departemen  : Biologi 

Dosen Pembimbing : Nur Hidayatul Alami, S.Si., M.Si. 

 

Abstrak 

 Sebesar 30% residu lipid dari limbah hasil pengolahan 

biji Moringa oleifera dapat dimanfaatkan sebagai substrat 

produksi lipase. Namun, senyawa fenol yang terdapat di dalam 

limbah sulit didegradasi dan bersifat anti mikroba sehingga perlu 

dihilangkan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui agen 

pretreatment terbaik dalam menghilangkan kandungan fenol pada 

limbah biji M. oleifera sehingga dapat digunakan sebagai substrat 

produksi lipase. Beberapa agen pretreatment yang digunakan 

antara lain lakase, Laccase Mediator System (ABTS), H2SO4, 

H2O2, dan NaOH. Lipase diproduksi menggunakan isolat Bacillus 

sp. SK II-5, kemudian dikarakterisasi dengan uji kandungan 

protein (Bradford), uji titik isoelektrik, dan uji aktvitas secara 

kualitatif. Hasil dari penelitian ini adalah lakase merupakan agen 

pretreatment terbaik yang dapat menurunkan konsentrasi total 

fenol pada limbah M. oleifera sebesar 70% menjadi 3,87 mg 

GAE/g. Hasil tersebut diikuti dengan tingginya konsentrasi total 

protein sebesar 0,43 mg/ml serta adanya aktivitas lipase pada 

rentang 100-200 ppm formaldehid 

 

Kata kunci: lakase, lipase, Moringa oleifera, fenol, Bacillus sp. SK 

II-5 
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UTILIZATION OF Moringa oleifera SEEDS WASTE AS 

SUBSTRATE IN LIPASE PRODUCTION UNDER 

DIFFERENT PRETREATMENTS 

 

Student Name  : Adam Rizky Irfansyah 

Student Number : 01311440000068 

Department  : Biology 

Supervisor  : Nur Hidayatul Alami, S.Si., M.Si. 

 

Abstract 

 As much as 30% of lipid residue from Moringa oleifera 

seeds waste can be used as a substrate for lipase production. 

However, the phenolic compounds contained in the waste are 

difficult to degrade and have antimicrobial property which is need 

to be removed. This study aims to determine the best pretreatment 

agent in removing phenolic content in M. oleifera seed waste so 

that it can be used as a substrate for lipase production. Some 

pretreatment agents used include Laccase, Laccase Mediator 

System (ABTS), H2SO4, H2O2, and NaOH. Lipase is produced 

using Bacillus sp. SK II-5 isolates, then characterized by protein 

content test (Bradford), isoelectric point test, and qualitative 

activity test. The result of this study is that laccase is the best 

pretreatment agent that can reduce total phenol concentration in M. 

oleifera waste by 70% to 3.87 mg GAE / g. The results were 

followed by a high total protein concentration of 0.43 mg / ml and 

lipase activity in the range of 100-200 ppm formaldehyde 

 

Key word: laccase, lipase, Moringa oleifera, phenolic compound, 

Bacillus sp.  SK II-5 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Moringa oleifera merupakan tanaman yang termasuk ke 

dalam family Moringaceae yang terdistribusi pada tropis dan 

subtropis Asia dan Afrika (Sing et al., 2009). Moringa merupakan 

tanaman yang dapat diolah menjadi produk dengan berbagai 

macam kegunaan seperti bubuk teh, minyak sayur atau suplemen 

nutrisi. Secara umum seluruh bagian tanaman dapat dikonsumsi 

atau dapat diproses untuk agen terapetik, profilaktik, medis dan 

kosmetik. Kebutuhan global untuk produk moringa seperti bubuk 

daun moringa dan minyak moringa mengalami pertumbuhan yang 

pesat (Addai dan Jasse ,2013).  

M. oleifera memiliki kandungan minyak sekitar 36,7% 

dari berat bijinya. Minyak biji M. oleifera atau yang dikenal 

sebagai Ben Oil mengandung monounsaturated fatty acid (MUFA) 

tingkat tinggi dengan konsentrasi sekitar 76,73%. Dari total asam 

lemaknya, terkandung sekitar 73,57% asam oleat (Leone et al., 

2016; Ogunsina et al., 2014). Asam oleat memiliki stabilitas 

oksidatif yang baik dibandingkan dengan polyunsaturated fatty 

acid (PUFA) sehingga sering digunakan pada industri makanan 

karena memiliki keuntungan yaitu penyimpanan yang lebih lama 

dan proses penggorengan suhu tinggi (Palafox et al., 2012). 

Proses ekstraksi minyak biji Moringa dengan metode cold 

pressing masih meninggalkan residu minyak sekitar 30% (Leone 

et al., 2016; Ogunsina et al., 2014). Terlepas dari minyaknya, biji 

Moringa memiliki kandungan protein sebesar 31,4% dan 

karbohidrat sebesar 18,4%. Kandungan nutrisi dan kandungan 

asam oleat pada limbah biji Moringa memiliki potensi digunakan 

sebagai substrat dalam produksi lipase. Gupta (2004) menyatakan 

bahwa senyawa yang baik digunakan sebagai substrat dalam 

produksi lipase adalah senyawa yang mengandung trigliserida 

yang merupakan asam lemak rantai panjang.  
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Penelitian yang dilakukan oleh Hidayah (2016) 

menunjukkan kemampuan Bacillus sp. SK II-5 untuk 

memproduksi lipase. Diperoleh nilai aktivitas mencapai 3000 U/ml 

dengan menggunakan substrat limbah visceral rumah potong 

hewan. Limbah biji M. oleifera dapat menjadi substrat yang baik 

dalam produksi enzim lipase namun memiliki kandungan fenolik 

yang memiliki gugus fungsi yang sulit didegradasi dan merupakan 

senyawa yang bersifat anti mikroba seperti asam galat, asam elagat 

dan asam kafeat, juga ditemukan asam p-koumarat, asam vanilla, 

asam protokatekuat, asam ferulat dan asam sinnamat dalam jumlah 

kecil. (Singh et al., 2009; Singh et al., 2013).  

Degradasi senyawa fenolik pada suatu substrat dapat 

dilakukan dengan cara oksidasi gugus hidroksil pada cincin 

benzena aromatik maupun deformasi struktur cincin benzena 

aromatik (Cragg et al., 2015). 

Oleh karena itu dalam penelitian ini dilakukan beberapa 

pretreatment untuk mengetahui metode optimal dalam 

menghilangkan senyawa fenolik dalam limbah biji M. oleifera. 

Jenis pretreatment yang digunakan antara lain: oksidasi enzimatik 

menggunakan lakase, oksidasi enzimatik kimiawi menggunakan 

Laccase Mediator System (ABTS), oksidasi kimiawi menggunakan 

hidrogen peroksida (H2O2), hidrolisis kimiawi menggunakan asam 

sulfat (H2SO4) dan natrium hidroksida (NaOH) (Baadhe et al., 

2014; Yilmaz et al., 2016; Rencoret et al., 2017) 

 

1.2 Rumusan Permasalahan 

Limbah hasil pengolahan biji M. oleifera memiliki 

kandungan trigliserida yang tinggi yang dapat digunakan sebagai 

substrat dalam produksi Moringa. Kendala yang ditemui adalah 

kandungan fenol dalam limbah perlu dihilangkan terlebih dahulu 

karena bersifat antimikroba dan sulit untuk didegradasi. Oleh 

karena itu dirumuskan permasalahan dalam penelitian ini adalah 

metode pretreatment manakah yang sesuai untuk mendapatkan 

limbah biji yang bebas fenol sehingga dapat digunakan sebagai 

substrat produksi lipase 
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1.3 Batasan Permasalahan 

Batasan masalah pada penelitian ini adalah sebagai 

berikut: 

1. Limbah biji M. oleifera diperoleh dari hasil ekstraksi minyak 

oleh CV. Nurul Jannah Kabupaten Sumenep, Jawa Timur 

2. Mikroorganisme lipolitik yang digunakan adalah Bacillus sp. 

SKII-5 koleksi Laboratorium Mkrobiologi dan Bioteknologi 

Departemen Biologi ITS 

3. Produksi lipase dalam penelitian ini dilakukan dalam skala 

laboratorium 

 

1.4 Tujuan 

Tujuan dari penelitian ini adalah mengetahui metode 

pretreatment yang tepat untuk mendegradasi fenol pada limbah biji 

M. oleifera, sehingga limbah dapat digunakan sebagai material 

substrat produksi lipase. 

 

1.5 Manfaat 

Manfaat dalam penelitian ini adalah sebagai referensi 

metode pretreatment yang tepat untuk mendegradasi fenol pada 

limbah biji M. oleifera dan referensi dalam upaya untuk memenuhi 

kebutuhan biokatalis di Indonesia. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Moringa oleifera 

Moringa oleifera Lam merupakan salah satu dari 14 
spesies yang termasuk ke dalam family Moringacea. Tumbuhan ini 
dapat dijumpai pada wilayah tropis dan subtropis dengan kondisi 
lingkungan yaitu iklim kering atau lembab, dengan curah hujan 
760-2500 mm/tahun. Tumbuhan ini memerlukan irigasi setidaknya 
sebesar 800 mm/tahun dan temperatur antara 18°C hingga 28°C. 
Dapat tumbuh pada jenis tanah apapun dengan pH antara 4,5 dan 8 
pada ketinggian hingga 2000 m (Palada, 1996; Nouman et al., 
2014) yang dimana berasal dari India, Afrika, Arab, Asia 
Tenggara, Pasifik dan Kepulauan Karribia, dan Amerika Utara. 
(Morton, 1991). Di Indonesia sendiri M. oleifera Lam disebut 
sebagai tanaman kelor dan tersebar di Jawa, Sumatera, Kalimantan, 
Sulawesi, Nusa Tenggara Barat, dan lainnya. Di beberapa daerah 
kelor disebut kelintang, limaran, atau maronggi. (Kristina dan 
Syahid, 2014) Adapun Klassifikasi Moringa oleifera Lam adalah 
sebagai berikut: 

Kingdom : Plantae 
Divisio : Magnoliophyta 
Classis : Magnoliopsida 
Ordo : Brassicales 
Familia : Moringaceae 
Genus : Moringa 
Spesies : Moringa oleifera Lam (Fahey, 2005) 
 

M. oleifera merupakan tumbuhan semak atau pohon kecil 
dengan daun bi-(tri)-pinnate. Bagian dasar batangnya 
menggembung pada tumbuhan mudanya dan dapat dikonsumsi, 
baik bagian daunnya maupun biji mudanya (Ernst, 1963). M. 

oleifera  memiliki batang berkayu (lignosus), tegak, berwarna 
putih kotor, kulit tipis, permukaan kasar.  
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Gambar 2.1 Bagian Tanaman M. oleifera: (a) Tumbuhan 
Keseluruhan, (b) Bunga, (c) Buah, (d) Daun, (e) Biji, (f) Inti biji, 
(g) Kulit Buah, (h) Minyak biji (Amjad et al., 2015; Leone et al., 
2015; Leone et al., 2016).  

 
Tinggi tanaman dapat mencapai 10 m dengan percabangan 

simpodial, arah cabang tegak atau miring, cenderung tumbuh lurus 

a b

c

d

e f 

g 

h 
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dan memanjang. Daun majemuk, bertangkai panjang, tersusun 
berseling, beranak daun gasal (imparipinnatus), helai daun saat 
muda berwarna hijau muda. Buah berbentuk polong bersegi tiga, 
panjang 20 – 60 cm, buah muda berwarna hijau – setelah tua 
menjadi cokelat, bentuk biji bulat – berwarna cokelat kehitaman, 
berbuah setelah berumur 12 – 18 bulan. Akar tunggang, berwarna 
putih, membesar seperti lobak (Kristina dan Syahid, 2014). 
Karakter morfologi M. oleifera tervisualisasi pada Gambar 2.1 
  

2.1.1 Karakteristik Minyak Biji Moringa oleifera  

Biji M. oleifera berbentuk globular dengan diameter 
sekitar 1 cm, memiliki 3 sudut dengan rata rata berat sekitar 0,3 g, 
memiliki 3 sayap dengan sayap yang diproduksi dari dasar menuju 
apeks sepanjang 2-2,5 cm dan lebar 0,4 -0,7. (Ramachandran, 
1980) 

  Minyak merupakan komponen utama pada biji dan 
merepresentasikan 36,7% dari berat kering biji. Minyaknya dapat 
diekstraksi dengan hampir seluruh pelarut, pada umumnya n-
heksana, sedangkan hasil yang lebih sedikit dihasilkan melalui cold 

press extraction dimana hanya sekitar 69% dari total minyak yang 
dapat diperoleh dengan metode ini. (Tsaknis et al., 1998; Lalas et 

al., 2002; Ogunsina et al., 2014). Komposisi kimia biji M. oleifera 

terangkum pada Tabel 2.1 
 

Tabel 2.1 Komposisi Kimia Biji M. oleifera (g/100 g berat 
kering) (Leone et al, 2016) 

Nutrien 
Biji Moringa oleifera 

Mean SD Range 

Lemak 36,7 2,8 (34,7-40,4) 
Protein 31,4 1,3 (29.4–33.3) 
Karbohidrat 18,4 1,4 (16.5–19.8) 
Serat 7,3 0,5 (6,8-8,0) 
Arang 6,2 0,9 (4,4-6,9) 
Kelembaban 7,0 1,2 (5.7–8.9) 
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Tabel 2.2 merangkum karakteristik fisik dan kimia minyak 
M. oleifera. yang benbentuk cair pada suhu kamar dan berwarna 
kuning keemasan. Metode ekstraksi sama sekali tidak 
mempengaruhi indeks kerapatan dan bias minyak, dan keduanya 
serupa dengan minyak zaitun (Boskou et al., 2011). Sebaliknya, 
titik asap kira-kira 11°C lebih tinggi dari pada minyak zaitun 
(Tsaknis et al., 1998; Tsaknis et al., 1999), menunjukkan stabilitas 
yang lebih besar selama proses penggorengan. Minyak yang 
diperoleh dengan cold pressure extraction memiliki viskositas dan 
keasaman lebih tinggi daripada yang diperoleh dengan ekstraksi 
pelarut. Viskositas yang lebih tinggi ini disebabkan oleh air yang 
terikat dalam minyak selama ekstraksi (Tsaknis et al., 1999), 
sedangkan keasaman yang lebih tinggi dikaitkan dengan air yang 
ditambahkan selama penggilingan biji sebelum cold pressure 

extraction. Memang, penambahan air meningkatkan aksi enzim 
lipolitik (Sengupta dan Gupta, 1970) dan memperpanjang kontak 
benih (digiling sebelum cold pressing) dengan udara dan suhu. 
Meskipun demikian, keasaman minyak cold pressing umumnya 
sedang, menunjukkan ketahanannya yang baik terhadap hidrolisis. 
Jumlah yodium lebih rendah dari minyak zaitun karena minyak 
kelor kurang jenuh dibanding minyak zaitun (Boskou et al., 2011). 
Akhirnya, nilai saponifikasi, terlepas dari metode ekstraksi, mirip 
dengan minyak zaitun (Boskou et al., 2011). 

Kadar asam lemak jenuhnya adalah 21,18%, dengan asam 
palmitat mendominasi, diikuti oleh behenat, asam stearat dan asam 
arakidat. Minyak mengandung kadar monosaturated fatty acid, 
sampai rata-rata 76,73%. Asam oleat adalah asam lemak utama, 
dan menyumbang 73,57% dari total asam lemak. monosaturated 

fatty acid yang ada di dalam minyak adalah asam gadoleat dan 
palmitoleat. Ada kandungan polyunsaturated fatty acid, rata-rata 
1,18%, dan kandungan asam linoleat dan linolenat masing-masing 
adalah 0,76% dan 0,46%. (Ogunsina et al., 2014) 
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Tabel 2.2, Karakteristik Fisik dan Kimia Minyak Biji M. oleifera 

(Leone et al, 2016) 
 

Karakteristik Cold Press n-Heksana Keseluruhan 

Densitas pada 

24°C (mg/mL) 

0.901 ± 0.002 0.901 ± 0.011 0.901 ± 0.009 
(0.899–
0.904) (0.881–0.920) (0.881–0.920) 

Indeks 

refraktif 

(40°C) 

1.462 ± 0.005 1.459 ± 0.004 1.460 ± 0.005 
(1.459–
1.470) (1.455–1.470) (1.455–1.470) 

Unit warna 

merah 

1.7 ± 0.5 1.1 ± 0.6 1.3 ± 0.6 
(1.0–2.0) (ND–2.2) (ND–2.2) 

Unit warna 

kuning 

28.3 ± 2.4 35.8 ± 14.0 33.5 ± 12.0 
(25.0–30.0) (22.3–70.0) (22.3–70.0) 

Titik asap (°C) 
203 ± 2 200 ± 1 201 ± 2 

(201–204) (198–202) (198–204) 

Viskositas  

(mPa x s) 

79.5 ± 25.6 52.8 ± 8.1 64.7 ± 21.8 
(43.8–103.0) (43.6–62.0) (43.6–103.0) 

Keasaman  

(% asam oleat) 

1.91 ± 1.13 1.07 ± 1.12 1.33 ± 1.15 
(1.01–3.50) (0.32–4.00) (0.32–4.00) 

Nilai 

saponifikasi 

(mg KOH/g 

minyak) 

189.6 ± 8.0 183.7 ± 4.3 185.5 ± 6.0 

(179.8–
199.3) (178.1–191.2) (178.1–199.3) 

Nilai iodin 

 (g I/100g 

minyak) 

66.54 ± 0.97 67.86 ± 1.45 67.46 ± 1.43 
(65.73–
67.80) (65.58–69.45) (65.58–69.45) 

Nilai merupakan mean, ± merupakan standar deviasi dan () merupakan 

rentang dalam beberapa literatur 

 

Biji M. oleifera memiliki total kandungan fenol dalam 
rentang 4581-4953 mg/100mg. (Singh et al., 2009; Singh dan 
Prasad, 2013). Flavomoid tumbuhan ini direpresentasikan dalam 
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bentuk katesin, epikatesin, kuersetin dan kaemferol. Beberapa 
asam fenolat yang berhasil teridentifikasi yaitu asam galat, asam 
elagat dan asam kafeat, juga ditemukan asam p-koumarat, asam 
vanilla, asam protokatekuat, asam ferulat dan asam sinnamat dalam 
jumlah kecil. (Singh et al., 2009; Singh dan Prasad, 2013). Selain 
itu ditemukan beberapa senyawa bioaktif termasuk alkaloid, 
glukosinolat, isothiosianat dan thiokarbamat. Senyawa bioaktif 
yang mampu diisolasi dari biji M. oleifera ditunjukkan dalam 
Tabel 2.3. 

Biji M. oleifera memiliki total kandungan fenol dalam 
rentang 4581-4953 mg/100mg. (Singh et al., 2009; Singh dan 
Prasad, 2013). Flavomoid tumbuhan ini direpresentasikan dalam 
bentuk katesin, epikatesin, kuersetin dan kaemferol. Beberapa 
asam fenolat yang berhasil teridentifikasi yaitu asam galat, asam 
elagat dan asam kafeat, juga ditemukan asam p-koumarat, asam 
vanilla, asam protokatekuat, asam ferulat dan asam sinnamat dalam 
jumlah kecil. (Singh et al., 2009; Singh dan Prasad., 2013). Selain 
itu ditemukan beberapa senyawa bioaktif termasuk alkaloid, 
glukosinolat, isothiosianat dan thiokarbamat. Senyawa bioaktif 
yang mampu diisolasi dari biji M. oleifera ditunjukkan dalam 
Tabel 2.3. 
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Tabel 2.3 Senyawa bioaktif pada biji M. oleifera (Leone et al., 
2016) 

Kelas Senyawa 

Alkaloid Moringe 
Flavonoid Katekin 

Epikatekin 
Kuersetin 
Kaemfenol 

Asam fenolat Asam galat 
p-Coumaric acid 

Asam kafeat 
Asam protokatekoat 
Asam sinamat 
Asam ellagat 

Glikosida Strofatidin 
4-(α-L-rhamnosiloksi) benzil isotiosianat 
4-(4’-O-asetil-α-L-rhamnosiloksi) benzil 
isothiosianat 
4-(β-D-glukopiranosil-1!4-α-L-
rhamnopiranosiloksi) benzil thiokarboksamida 
4-O-(α-L-rhamnosiloksi) benzil glukosinolat 
4-(α-L-rhamnopiranosiloksi)-benzilglukosinolat 
Niazimisin 
4-(α-L-rhamnosiloksi) benzil asetonitril 
(niazirin) 
O-etil-4-(α-L-rhamnosiloksi) benzil karmat 
Gliserol-1-1-(9-oktadekanoat) 
3-O-(6’-O-oleoksil-β-D-glukopiranosil)-β-
sitosterol 
β-sitosterol-3-O-β-D-glukopiranosida 
3-Hidroksi-4-(α-L-rhamnopiranosiloksi) benzil 
glukosinolat 
4-(2/3/40-O-acetil-α-L-rhamnopiranosiloksi) 
benzil glukosinolat 
Glukosinalbin 
Glukoraphanin 
Glukoiberin 



12 
 

2.1.2 Pemanfaatan Biji Moringa oleifera 

 Biji M. oleifera dapat digunakan untuk produksi minyak 
dan kulitnya dapat digunakan untuk pakan ternak serta penjernih 
air. Berbagai metode telah digunakan untuk menekstraksi minyak 
dari biji M. oleifera. Metode yang paling umum digunakan yaitu 
cold pressing dimana hasilnya tergantung jenis press dan teknik 
yang digunakan. Kulit biji harus dihilangkan dari kernelnya 
sebelum minyak dapat diekstraksi. Berdasarkan proses 
penyulingannya, minyaknya dapat digunakan sebagai: 
a. Minyak Sayur. Minyak moringa biasa digunakan untuk 

konsumsi manusia karena rasanya yang segar saat disuling dan 
tahan lama. Jumlah asam lemak yang ada sangat mirip dengan 
minyak kacang macadamia. Selanjutnya minyak moringa 
dianggap berpotensi sebagai pengganti minyak zaitun. 

b. Minyak Industri. Minyak moringa digunakan sebagai pelumas 
untuk mesin, karena cenderung tidak memburuk atau menjadi 
tengik atau lengket pada suhu tinggi. 

c. Kosmetik. Minyak moringa bagus dijual di pasaran dunia 
sebagai 100 persen minyak murni. Hal ini juga digunakan 
sebagai komponen dari banyak produk lainnya, seperti sabun, 
body lotion, masker wajah, gel mandi dan pembersih rambut 
pra-shampo. Moringa selanjutnya digunakan sebagai karier 
minyak dalam penggabungan aroma dan minyak esensial. 
Beberapa perusahaan kosmetik telah mengambil keuntungan 
dari protein spesifik yang ditemukan dalam minyak moringa 
untuk mengembangkan produk baru, yang melindungi sel kulit 
dari kerusakan polutan 

d. Kegunaan medis. Biji moringa diketahui dapat menurunkan 
lipid peroksidase pada liver dan dapat digunakan sebagai 
antihipertensi (Addai dan Jasse, 2013; Amjad et al., 2015) 
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2.2. Lipase 

Lipase (EC 3.1.1.3) atau yang disebut triasilgliserol 
asilhidrolase merupakan kelas enzim hidrolase yang mengkatalis 
hidrolisis trigliserida menjadi gliserol dan asam lemak bebas yang 
ditunjukkan pada Gambar 2.2 (Sharma et al., 2001; Treichel et al., 
2009). Lipase dapat diproduksi oleh tumbuhan, hewan, dan 
mikroorganisme. Lipase mikrobia lebih diminati dalam bidang 
industri karena stabilitas, selektivitas, dan lebih spesifik terhadap 
substrat yang luas (Dutra et al., 2008; Griebeler et al., 2009)  

 

 
Gambar 2.2 Hidrolisis trigliserida menjadi asam lemak sederhana 
dan gliserol dikatalis oleh lipase. (a) hidrolisis primer 
trigliseridamenjadi digliserida, (b) dekomposisi digliserida 
menjadi monogliserol, (c) Hidrolisisi asam lemak menjadi gliserol 
(Jamie et al., 2017).  
 

Lipase sebagian besar aktif pada pelarut organik yang 
mengkatalisis beberapa reaksi termasuk esterifikasi, 
transesterifikasi, regioselektif asilasi glikol dan mentol, dan 
sintesis peptida. Aplikasi lipase terjadi dalam proses kimia organik, 
formulasi deterjen, sintesis biosurfaktan, industri oleokimia, proses 
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farmasi (Liese et al., 2001; Chowdary et al., 2001; Sharma et al., 
2001; Guerrand, 2017). 

Lipase merupakan enzim yang berlimpah di alam yang 
terdistribusi pada tumbuhan, hewan dan Mikroba (Duta dan Ray 
2009). Lipase menjadi enzim yang diperhitungkan dalam industri 
karena kemampuannya bereaksi dalam lingkungan mikroakuos 
dan mengkatalis reaksi esterifikasi, transesterifikasi. Aminolisis, 
dan asidolisis (Joseph et al., 2008). Banyak aplikasi industri dari 
enzim lipase yang berfokus dalam selektifitas regio dan anantio 
(He et al., 2010). Lipase tidak membutuhkan kofaktor untuk 
mengkatalis reaksi hidrolisis dan mampu tetap aktif dengan adanya 
pelarut organik (Saxena et al., 2003) 

 

 
Gambar 2.3 Struktur Kristal Lipase Bacillus subtilis. Triad Residu 
Katalitik Ditunjukkan oleh Warna Hijau dan Residu Sisi Aktif 
Ditunjukkan oleh Warna Merah (Srivastawa et al., 2014) 
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Struktur 3D lipase yang dihasilkan B. subtilis memiliki 
bentuk globular dengan dimensi 35Ǻ × 36Ǻ × 42 Ǻ seperti yang 
ditunjukkan pada Gambar 2.3. Strukturnya menunjukkan domain 
tunggal yang terdiri dari 6 β strand di dalam β sheet secara parallel, 
yang dikelilingi secara α heliks. Terdapat 2 α heliks pada satu sisi 
β sheet dan 3 pada sisi lainnya termasuk daerah yang sangat kecil 
yang mengandung 4 residu asam amino (van Pouderoyen et al., 
2001).  Active site /β hydrolase fold enzim terdiri dari tiga 
katalitik residu: residu nukleofilik (serin, sistein, atau aspartat), 
asam katalitik residu (aspartat atau glutamat), dan residu histidin, 
konsisten di urutan asam amino. Lipase yang dihasilkan oleh 
Bacillus sp. memiliki berat molekul 19,6 kDa (Jaeger et al., 1999). 
Berat molekul lipase oleh Bacillus sp. berbeda-beda yaitu 62,2 kDa 

Strain bakteri lebih banyak digunakan sebagai sumber 
lipase karena memiliki aktivitas enzimatik lebih tinggi 
dibandingkan mikroorganisme lain. Enzim yang dihasilkan lebih 
stabil dan aman. Lipase yang dihasilkan memiliki tingkat stabilitas 
tinggi terhadap kisaran pH yang lebih luas, stabilitas suhu yang 
tinggi. Oleh karena itu sifat ekstremofil menjadi kriteria penting 
untuk produksi lipase yang memiliki tingkat aktifitas dan 
kestabilan tinggi terhadap kondisi lingkungan yang ekstrim 
sekalipun. Lipase dengan sumber mikroba memiliki potensi besar 
mereka mengenai penggunaan dalam berbagai aplikasi (Sangeetha 
et al., 2011) 

Lipase (EC 3.1.1.3) telah lama digunakan sebagai 
biokatalis yang menggantikan katalis kimiawi dalam produksi 
biodiesel dengan memanfaatkan reaksi transesterifikasi (Gambar 
2.4) dan esterifikasi. Terdapat beberapa keuntungan menggunakan 
Lipase sebagai biokatalis dalam produksi biodiesel antara lain: 
1) Memiliki kemampuan untuk bekerja dalam lingkungan media 

yang beranekaragam termasuk system bifasik dan monofasik 
(aquos dan non aquos) (Mittelbach, 1990; Linko et al., 1994; 
Mukesh et al., 1994). 

2) Dapat diproduksi dalam jumlah besar dan stabil. 
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3) Pemisahan tidak diperlukan jika proses transesterifikasi dengan 
lipase dilakukan pada reactor packed-bed  

4) Profisiensi seperti rantai pendek, alcohol toleran dan stabilitas 
dalam suhu tinggi lipase membuatnya sangat layak dalam 
produksi biodiesel (Ghaly et al., 2010). 

Dalam proses transesterifikasi kimia, asam lemak bereaksi 
dengan alkohol dan membentuk monoalkil ester (biodiesel). 
Reaksi umum dalam produksi biodiesel ditunjukkan pada Gambar 
2.3, memerlukan triasilgliserol dan alkohol (Meher et al, 2004) 

 

 
Gambar 2.4 Skema reaksi transesterifikasi: (R = CH3) alkohol 
yang merupakan metanol (Gupta et al., 2014).  
 
2.3 Bacillus sp. 

 Bacillus sp. merupakan kelompok bakteri gram positif 
dengan bentuk batang, lurus atau sedikit membengkok, muncul 
dalam pasangan atau tunggal, beberapa membentuk rantai, dan 
terkadang membentuk filamen. Bakteri ini dapat membentuk 
endospora yang membuatnya resisten terhadap kondisi lingkungan 
yang kurang menguntungkan yang ditunjukkan pada Gambar 2.5. 
Termasuk kelompok bakteri motil dengan flagella petrisius atau 
petrisius terdegenerasi dan sebagian besar nonmotil. Aerob atau 
anaerob fakultatif namun beberapa spesies anaerobik obligat. 
Menggunakan oksigen sebagai akseptor elektron terminal, atau 
digantikan bagi beberapa spesies (Logan dan Vos, 2015). 
 



17 
 

 

 

 Klasifikasi Bacillus sp. adalah sebagai berikut: 
Kingdom  : Bacteria 
Divisio  : Firmicutes 
Classis  : Bacilli 
Ordo   : Bacillales 
Familia  : Bacilaceae 
Genus   : Bacillus 

Species  : Bacillus sp. (Logan dan Vos, 2015) 

 
Gambar 2.5 SEM Bacillus sp. AS3 (10.000 X) (Akhtar et al., 2012) 
 

2.4 Senyawa Fenolik 

Fenolik merupakan kelas senyawa kimia yang memiliki 
gugus hidroksil (-OH) yang terikat secara langsung pada gugus 
hidrokarbon aromatik dengan struktur cincin benzena (Enache dan 
Oliveira-Brett, 2011). Fenol (C6H5OH) merupakan kelas paling 
sederhana pada kelompok ini (Saxena et al., 2013). Beberapa kelas 
senyawa fenol dirangkum dalam Tabel 2.4. Kelompok utama dari 
kelas fenolik adalah flavonoid, asam fenolat, dan polifenol (Walton 
et al., 2003). Beberapa kelas senyawa fenolik ditunjukkan pada 
Tabel 2.4. Senyawa fenolik dapat diartikan sebagai gugus 
konstituen kimia kompleks dan besar yang ditemukan pada 
tanaman. Studi farmakologi menjelaskan bahwa senyawa fenolik 
memiliki aktivitas biologis sebagai antiinflamasi, antikejang, 
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antibakteria, antitumor, dan antioksidan (Cai et al., 2003; Miled et 

al., 2017)  
Tabel 2.4 Beberapa Kelas Utama Senyawa Fenolik pada 
Tumbuhan (Saxena et al., 2013) 

No 
Jumlah 

atom C 

Dasar 

skeleton 
Kelas 

1 6 C6 Fenol sederhana Benzoquinon 
2 7 C6-C1 Asam fenolat 
3 8 C6-C2 Derifat Asetofenon Tirosin 

4 9 C6-C3 
Asam Hidroksisinnamat, 

Koumarin 
5 10 C6-C4 Nafthoquinon 
6 13 C6-C1-C6 Xanton 
7 14 C6-C2-C6 Stillben 
8 15 C6-C3-C6 Flavonoid 
9 18 (C6-C3)2 Lignan 

10 30 (C6-C3-C6)2 Bioflavonoid 
11 N (C6-C3-C6)n Tannin terkondensasi 

 
Senyawa fenolik mendonasikan hidrogen dan kemampuan 

antioksidannya meliputi mekanisme scavenge radical atom H atau 
proses transfer elektron fenol yang dikonversikan menjadi radikal 
fenoksil. (Leopoldini, et al., 2004; Soobrattee, et al., 2005). 
Senyawa fenolik memiliki kemampuan antimikroba yang 
disebabkan oleh struktur kimia yang dimilikinya, khususnya pada 
jumlah dan posisi substitusi pada cincin benzenanya dan panjang 
rantai jenuh (Cueva et al., 2010). Mekanisme dari aktivitas 
antimikroba yang dapat menghambat pertumbuhan bakteria berupa 
permeabilisasi dan destabilisasi dari membrane plasma, inhibisi 
enzim ekstraselular mikroba, dampak langsung pada metabolisme 
mikroba, dan degradasi substrat yang dibutuhkan untuk 
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pertumbuhan mikroba (Campos et al., 2009; Dietrich dan Pour-
Nikfardjam, 2009) 

2.5 Oksidasi Senyawa Fenolik 

 Oksidasi senyawa aromatik memperlihatkan peranan 
penting dari fenol dan radikal fenoksi (Brezinsky et al., 1998). 
Fenol, oksigen, dan air merupakan 3 spesies yang berada dalam 
system. Reaksi potensial inisiasi unimolekular sebagai berikut: 
 

 
C6H5OH  C6H5O + H                        (1) 

 
O2  2O                                   (2) 

 
H2O  OH + H                              (3) 

(Gopalan dan Savage, 1994) 
 

2.5.1 Oksidasi Senyawa Fenolik Menggunakan Lakase 

 Lakase (EC 1.10.3.2, p-benzenediol oksigen 
oksidoreduktase) merupakan kelas enzim fenol oksidase yang 
mengandung tembaga yang mampu mengoksidasi substrat fenolik 
dan nonfenolik kaya elektron yang diiringi dengan reduksi oksigen 
menjadi air melalui mekanisme reaksi radikal terkatalisis (Karigar 
dan Lao, 2011; Christopher et al., 2014).  
 Lakase pada umumnya memiliki struktur 3 domain pada 
sisi aktifnya yang mengandung 4 pusat tembaga yang berperan 
penting dalam mekanisme katalitik. Pengelompokan atom tembaga 
berdasarkan distribusi terhadap struktur enzim (T1, T2, dan T3) 
dan spketroskopi alaminya (Piontek et al., 2002; Rodriguez-
Delgado et al., 2017). 
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Gambar 2.6 Skema sisi aktif dan siklus katalitik lakase (Rodriguez-
Delgano dan Ornelas-Solo, 2017) 
 

Situs T1 dan T2 hanya memiliki satu atom tembaga; dua 
atom yang tersisa ditemukan di situs T3. Setiap jenis tembaga 
memiliki karakteristik unik: tipe 1 bertanggung jawab untuk warna 
biru kebiruan pada enzim yang merupakan rongga hidrofobik di 
mana substrat teroksidasi selama mekanisme katalitik lakase 
(Durán et al.2002; Madhavi dan Lele, 2009); tipe 2 tidak berwarna 
karena tidak ada penyerapan dalam daerah visibel yang terlihat; 
tipe 3 menunjukkan puncak yang lemah pada 330 nm (Ba et al., 
2013; Christopher et al., 2014; Goncalves et al., 2014). Bentuk 
tereduksi T1 9dihasilkan dari oksidasi substrat) menyumbangkan 
sebuah elektron, yang dikirim ke gugus trinuklear T2 / T3 
(terbentuk dari atom tembaga T2 dan T3), yang mana terjadi 
pembentukan air (pengurangan oksigen (Durán et al. 2002; 
Madhavi dan Lele 2009) (Gambar 2.6). 

Lakase berperan dalam oksidasi beberapa fenol dan 
senyawa aromatik maupun nonaromatik melalui mekanisme 
katalisis radikal (Gambar 2.7). Selama reaksinya, satu elektron dari 
masing-masing dari empat molekul substrat ditransfer ke satu 
molekul oksigen, yang secara bersamaan mereduksi air. 
Selanjutnya, substrat radikal teroksidasi dapat mengalami reaksi 
nonenzimatik seperti polimerisasi senyawa dengan berpasangan 
dengan radikal lain yang ada dalam larutan (Demarche et al., 2012; 
Goncalves et al., 2014). 
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Gambar 2.7 Skema mekanisme umum oksidasi senyawa fenol oleh 
lakase (Goncalves et al., 2014). 
 
2.5.2 Oksidasi Senyawa Fenolik Menggunakan Mediator 

Lakase ABTS [2,2’-azinobis-(asam 3-etilbenzotiazolin-6-

sulfonat)] 

 Mediator merupakan senyawa kimia kecil yang secara 
kontinyu dioksidasi oleh lakase dan kemudian mengoksidasi 
substrat. Mediator berperan sebagai karier elektron antara enzim 
dengan substrat sehingga dapat menghilangkan penghalang sterik 
antara keduanya. (Li et al., 1999). Reaktivitas lakase akan 
berkurang seiring dengan peningkatan ukuran substrat sehingga 
aksesibilitas substrat yang terbatas dapat diatasi dengan 
menggunakan mediator lakase. Pada reaksi inisial, mediator akan 
teroksidasi menjadi intermediet stabil dengan potensial redoks 
yang tinggi oleh lakase. (Wells et al., 2006; Christopher et al., 
2014). 

Lakase mengoksidasi mediator yang dapat berdifusi keluar 
dari enzim mengoksidasi substrat kemudian mediator tereduksi 
kembali ke siklus katalitik. Oksidan stoikiometrik dalam reaksi ini 
adalh oksigen. Siklus katalitik ditunjukkan pada Gambar 2.8 (a) 
dengan mediator umum.  
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Gambar 2.8 Siklus katalitik oksidasi mediator lakase (a), struktur 
mediator lakase ABTS (b), dan oksidasi ABTS dengan adanya 
lakase (Wells et al., 2006; Christopher et al., 2014) 
 

Oksidasi substrat mediator terjadi melalui mekanisme 
ionik atau mekanisme dua radikal, elektron transfer atau pemisahan 
hidrogen atom. ABTS [2,2’-azinobis-(asam 3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonat)] bereaksi melalui jalur radikal (Fabbrini et al., 2002; 

(a) 

(b) 

(c) 
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d’Acunzo et al., 2003). ABTS tersedia dan dapat dioksidasi oleh 
radikal bebas, beberapa peroksidase dan lakase menjadi kation 
radikal ABTS+•. Kation radikal dapat dioksidasi lebih jauh menjadi 
dikation ABTS2+. Gambar 2.8 (c) menunjukkan modifikasi ABTS 
oleh lakase. 
 
2.5.3 Oksidasi Senyawa Fenolik Menggunakan Hidrogen 

Peroksida (H2O2) 

 Oksidasi senyawa fenolik menggunakan hidrogen 
peroksida biasa digunakan dalam pengolahan air limbah yang 
banyak mengandung fenol (Babuponnusami dan Muthukumar, 
2014). Teknik yang digunakan adalah mereaksikan hidrogen 
peroksida dan katalis besi untuk menghasilkan radikal atau lebih 
dikenal dengan teknik Fenton. Proses oksidasi divisualisasikan 
pada Gambar 2.9. Berikut adalah reaksi kimianya: 
 

Fe2+ + H2O2  Fe3+ + •OH + OH-                                                (1) 
Fe3+ + H2O2  Fe2+ + •OOH + H+                                                (2) 
 
Efisiensi teknik Fenton bergantung pada konsentrasi Fe2+, 

H2O2 dan pH reaksi. Kemampuan menghilangkan fenol terjadi 
karena adanya ferrous/ferric ion. Ion ion metalik ini meiliki peran 
ganda dalam proses katalisis dan koagulan (Yavuz et al., 2007). 

Dihasilkan senyawa aromatik seperti hydroquinone, 

cathecol, dan benzoquinone selama proses oksidasi fenol, yang 
mana memberikan toksisitas yang lebih seperti yang terlihat pada 
(gambar 2.9) Kekurangan ini dapat dikurangi dengan bantuan 
proses enzimatik. Fenol dapat dipolimerisasikan menjadi bifenol 
melaui enzim oksidoreduktasi seperti peroksidase (Azizi et al., 
2017). 
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Gambar 2.9 Skematik mekanisme degradasi fenol menggunakan 
teknik oksidasi Fenton, 1. Oksidasi; 2. Pemutusan ikatan C-C; 3. 
Transfer hidrogenase (Azizi et al.,2017) 
 
 
2.6 Depolimerasi Lignin 

 Lignin merupakan polimer dengan kelimpahan terbanyak 
di alam setelah selulosa. Residu agrikultur biasanya tersusun atas 
10-20% lignin, 40% selulosa dan sisanya adalah hemiselulosa, 
sementara biomassa kehutanan tersusun atas 20-30% lignin, 30-40 
% selulosa dan 20-30% hemiselulosa (Mahmood et al., 2016). 

Beberapa Strategi yang ada di Alam untuk modifikasi 
lignin, meskipun rentang organisme yang mendegradasi lignin 
terbatas dari pada degradasi selulosa. Basidiomycetes pembusuk 
putih dan beberapa bakteri ligninolitik berfungsi sebagai 
pendegradasi utama lignin dengan mensekresikan enzim oksidatif 
seperti peroksidase dan lakase (Bugg et al., 2011; Pollegioni et al., 
2015) (Gambar 2.10), menghasilkan genangan senyawa aromatik 
heterogen. Ini dimetabolisme seluruhnya oleh organisme 
penyekresi atau mikroba lainnya.  

Jamur pembusuk coklat, yang tidak memiliki enzim 
pendegradasi lignin, menggunakan molekul spesies reaktif kecil 
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untuk mendepolimerisasi lignin (Gambar 2.10b), membelah rantai 
samping propil, dan juga demetoksilasi cincin sebelum 
repolimerisasi bahan di tempat lain sebagai sarana membebaskan 
komponen selulosa dan menghasilkan akses yang lebih besar untuk 
dekonstruksi (Arantes & Goodbell, 2014). Lignin yang 
dimodifikasi tidak dimetabolisme oleh jamur pembusuk coklat dan 
malah bertahan di tanah. 
 
 

Gambar 2.10 Depolimerisasi lignin oleh fungi pembusuk putih (a) 
dan Depolimerisasi oleh fungi pembusuk coklat (b) (Cragg et al., 
2015). 
 
2.6.1 Struktur Lignin 

 Lignin merupakan kopolimer amorf tiga dimensi yang 
terikat secara cross-linked yang tersintesis secara radikal melalui 
polimerisasi acak dari 3 unit phenilpropene sebagai building block: 
coumaryl-, coniferyl-, dan sinapyl-alcohol (gambar 2.11). Building 

block penyusunnya terhubung oleh ikatan eter (β-O-4) dan ikatan 

a 

b 
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karbon (C-C) yang secara kolektif disebut monolignin (Rossiger et 

al., 2018).  
Terdapat tiga macam lignin berdasarkan komponen 

penyusunnya: hardwood, softwood, dan grass lignin. Softwood 

lignin tersusun atas 90% coniferyl alcohol dan 10% coumaryl 

alcohol, dimana hardwood lignin memiliki persentase yang 
bervariasi antara coniferyl dan sinapyl alcohol, sedangkan grass 

lignin merupakan campuran dari coniferyl, sinapyl, dan coumaryl 

alcohol (Zakzesky et al., 2010).  
 

 
Gambar 2.11 Skematik lignin (a) struktur polimer lignin dengan 
ikatan eter, (b) building block pada lignin (Pineda and Lee, 2016). 
 

(a) 

(b) 
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Lignin membentuk suatu jaringan tiga dimensi yang 
bersifat tidak larut air. Lignin memiliki peranan penting dalam 
pertumbuhan dan perkembangan sel tumbuhan karena 
mempengaruhi traspor air, nutrient, dan metabolit. Selain itu, 
lignin juga berperan sebagai pengikat antar sel sehingga 
menciptakan suatu material komposit yang memiliki ketahanan 
terhadap benturan, kompresi, dan pembengkokan (Harmsen et al., 
2010). 
 
2.6.2 Depolimerisasi Lignin Menggunakan Katalis Basa 

 Mekanisme depolimerasi berkatalis basa bekerja pada 
pemutusan ikatan eter yang mana lebih mudah dilakukan daripada 
pemutusan ikatan karbon (C-C). Ketika lignin larut pada senyawa 
alkali, ikatan eter akan melemah akibat polarisasi yang dilakukan 
oleh senyawa alkali atau ion ion alkali metal pemutusan ikatan 
berfokus pada ikatan eter aril-gliseril-β-aril (β-O-4) dan ikatan eter 
diaril (4-O-5) yang merupakan ikatan terlemah pada struktur 
lignin. Pemutusan ikatan eter divisualisasikan pada Gambar 2.12. 
Berdasarkan struktur molekul lignin akan terbentuk 25% unit 
monomer cincin aromatik: phenol, guaiacol, syringol dan derivat 
catechol (Schmiedl et al., 2012). 
 Depolimerisasi dilakukan dengan cara perendaman dengan 
larutan alkali pada temperatur antara 250-350℃, tekanan tinggi 
(150-300 bar) dan waktu yang relatif singkat (5-15 menit). 
Dilaporkan penggunaan basa kuat seperti NaOH terbukti bekerja 
secara efektif dengan pelarut organik polar sehingga memicu 
pembentukan monomer yang lebih baik (Pineda dan Lee, 2016). 
 
2.6.3 Depolimerisasi Lignin Berkatalis Asam 

 Depolimerasi berkatalis asam biasa dilakukan 
menggunakan asam mineral (asam sulfat atau asam nitrat) maupun 
asam organik (asam oksalat atau asam malat) karena memiliki 
kemampuan untuk menghilangkan hemiselulosa dan lignin 
sehingga mampu menunjang hidrolisis enzimatik. Pada saat lignin 
berada dalam media asam, reaksi kimia dimulai dengan protonasi 
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hydronium gugus fungsi hidroksil (OH) yang berada dalam 
kesetimbangan kimia dengan karbokation reaktif. Reaksi ini 
kemudian menyebabkan pemotongan ikatan eter (β-O-4') yang 
menghasilkan β-keton (keton Hibbert) atau aldehid fungsional 
serta melepaskan fenol fungsional (Narron et al., 2016) 
 

 
Gambar 2.12 Pemutusan ikatan eter pada lignin dengan 
menggunakan katalis basa (NaOH) (Lin dan Lin, 2002). 
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BAB III 

METODOLOGI 

 

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian dilaksanakan pada bulan Desember 2018 hingga 

April 2019 di Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi dan 

Laboratorium Zoologi dan Rekayasa Hewan Departemen Biologi, 

Fakultas Sains, Institut Teknologi Sepuluh Nopember, 

Laboratorium Pengujian Terpadu, Universitas Pembangunan 

Nasional “Veteran” Jawa Timur, dan Laboratorium Purifikasi dan 

Biologi Molekuler, Fakultas Teknobiologi Universitas Surabaya. 

 

3.2. Metode Penelitian 

 Metode yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari 

beberapa tahapan yang tertera dalam lampiran 1  

3.2.1. Limbah Biji M. oleifera 

Ekstraksi minyak biji M. oleifera dilakukan untuk 

memisahkan minyak dari biji. Limbah biji M. oleifera diperoleh 

setelah proses ekstraksi minyak menggunakan alat screw-type oil 

expeller yang dilanjutkan dengan JM85 type colloid mill untuk 

menghancurkan ampas biji dengan derajat kehalusan (degree of 

fineness) 2-70 µm. Proses ekstraksi dilakukan oleh CV. Nurul 

Jannah Kabupaten Sumenep, Madura, Jawa Timur. Limbah biji M. 

oleifera yang telah dihaluskan digunakan sebagai substrat dalam 

produksi lipase. 

 

3.2.2. Pretreatment 

Pretreatment dikakukan dengan tujuan utama 

mendetoksifikasi atau mendegradasi senyawa fenolik pada limbah 

biji dan dilakukan dengan metode enzimatis dan kimiawi. Metode 

enzimatis dilakukan dengan penambahan enzim lakase dan 

menggunakan Laccase Mediator System (LMS) dengan ABTS 

sebagai mediator sedangkan metode kimiawi dilakukan dengan 

penambahan NaOH, H2SO4, dan H2O2. 
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3.2.2.1 Pretreatment dengan Penambahan Lakase dan Lakase 

dengan mediator ABTS 

 Pretreatment lakase dilakukan dengan mencampurkan 2 

gram bubuk ampas biji M. oleifera dengan 10 ml lakase dan 

ditambahkan 1mM/g ABTS untuk perlakuan lakase dengan ABTS. 

Sampel kemudian ditambahkan 50 mM buffer asetat pH 4,8 

dengan konsentrasi 10% (w/v). Sampel diinkubasi pada rotary 

shaker pada kecepatan 200 rpm dengan suhu 40°C selama tiga jam. 

Setelah inkubasi berakhir, sampel dikeringkan menggunakan oven 

pada suhu 60°C selama 90 menit (Rencoret et al., 2017) 

 

3.2.2.2 Pretreatment dengan Larutan Alkali 

 Pretreatment alkali dilakukan dengan mencampurkan 

bubuk limbah biji M. oleifera dengan 2% NaOH sehingga 

terbentuk suspensi dengan konsentrasi 20% (w/v) (Fermandes et 

al., 2016). Suspensi diinkubasi pada suhu 121°C selama 20 menit 

di dalam autoklaf (Michalska et al., 2015). Setelah mencapai suhu 

ruang, suspensi disentrifus pada 2000 rpm selama 20 menit. Natan 

kemudian dibilas menggunakan akuades hingga pH netral. Padatan 

biomassa yang diperoleh dikeringkan pada suhu 40℃ untuk 

analisa lebih lanjut. 

 

3.2.2.3 Pretreatment dengan Larutan Asam 

 Pretreatment asam dilakukan dengan mencampurkan 

bubuk limbah biji M. oleifera dengan 2% H2SO4 sehingga 

terbentuk suspensi dengan konsentrasi 10% (w/v) (El Asli dan 

Qatibi, 2009). Suspensi diinkubasi pada suhu 121°C selama 20 

menit di dalam autoklaf (Baadhe et al., 2014). Setelah mencapai 

suhu ruang, suspensi disentrifus pada 2000 rpm selama 20 menit. 

Natan kemudian dibilas menggunakan akuades hingga pH netral. 

Padatan biomassa yang diperoleh dikeringkan pada suhu 40℃ 

untuk analisa lebih lanjut. 

 

 



31 

 

 

3.2.2.4 Pretreatment dengan Larutan Peroksida Alkali 

 Pretreatment peroksida alkali dilakukan dengan 

mencampurkan bubuk limbah biji M. oleifera dengan 2% H2O2 

terbentuk suspensi dengan konsentrasi 10% (w/v). Suspensi 

ditambahkan dengan NaOH bubuk hingga diperoleh ph 11,5 

(Martinez-Patino et al., 2017) Suspensi diinkubasi pada suhu 

121°C selama 20 menit di dalam autoklaf (Baadhe et al., 2014). 

Setelah mencapai suhu ruang, suspensi disentrifus pada 2000 rpm 

selama 20 menit. Natan kemudian dibilas menggunakan akuades 

hingga pH netral. Padatan biomassa yang diperoleh dikeringkan 

pada suhu 40℃ untuk analisa lebih lanjut. 

 

3.2.3 Uji Kadar Total Lipid 

 Uji kadar total lipid dilakukan untuk mengetahui kadar 

lipid yang masih tertinggal pada limbah biji M. oleifera. Lipid 

diekstraksi menggunakan pelarut petroleum eter. Serbuk limbah 

biji M. oleifera dibungkus kertas saring dan dimasukkan ke dalam 

alat ekstrakstor soxhlet. Ekstraksi dilakukan dengan menambahkan 

400 ml petroleum eter ke dalam round bottom flask. Ekstraksi 

dilakukan pada titik didih pelarut. Lipid dipisahkan dari pelarutnya 

dengan distilasi, sampai diperoleh lipid murni (Redfern et al., 

2014) 

 

3.2.4 Uji Kadar Total Fenol 

 Kadar total fenol pada substrat diuji secara kolorimetrik 

menggunakan metode Folin-Ciocalteu (Blainski et al., 2013) 

 

3.2.4.1 Kurva Standar Asam Galat 

 Larutan stok asam galat dibuat dengan konsentrasi 1 

mg/ml. 50 mg asam galat ditambahkan 1 ml etanol 96% kemudian 

dihomogenkan. Akuades ditambahkan secara perlahan hingga 

mencapai volume 50 ml. Pengenceran serial dilakukan dari 

pengenceran larutan stok asam galat sehingga diperoleh 
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konsentrasi yang diinginkan (0,100; 0,125; 0,150; 0,175; 0,200 

mg/ml). 

 Sebanyak 0,2 ml dari masing-masing konsentrasi 

ditambahkan dengan 15,8 ml akuades dan 1ml reagen Folin-

Ciocalteu kemudian dihomogenkan dan diinkubasi selama 8 menit. 

Ditambahkan 3 ml larutan Na2CO3 10% kemudian dihomogenkan 

dan diinkubasi selama 2 jam pada suhu ruang. Absorbansi tiap 

larutan diukur dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang 

gelombang 765 nm. Absorbansi yang diperoleh dilakukan regresi 

linear sehingga diperoleh kurva standar (Marjoni et al., 2015). 

 

3.2.4.2 Penetapan Kadar Total Fenol pada Substrat 

 100 mg substrat dilarutkan dengan akuades hingga volume 

10 ml sehingga diperoleh konsentrasi 10 mg/ml. 1 ml dari suspensi 

ditambahkan akuades hingga mencapai volume 10 ml dan 

diperoleh konsentrasi 1 mg/ml. 0,2 ml suspensi ditambahkan ke 

15,8 ml akuades dan 1 ml reagen Folin-Ciocalteu kemudian 

dihomogenkan dan diinkubasi selama 8 menit. Ditambahkan 

Na2CO3 kemudian diinkubasi selama 2 jam pada suhu ruang. 

Absorbansi tiap larutan diukur dengan spektrofotometer UV-Vis 

pada panjang gelombang 765 nm. Kadar total fenol dapat 

ditentukan dari kurva standar asam galat (Orak, 2006; Marjoni et 

al., 2015). 

 

3.2.5 Mikroorganisme 

Mikroorganisme yang digunakan dalam penelitian ini 

adalah Bacillus sp. SK II-5 yang diisolasi dari kawah Dieng. 

Bacillus sp. SK II-5 dilaporkan mampu memproduksi lipase 

dengan substrat limbah visceral rumah potong hewan dengan nilai 

aktivitas mencapai 3000 U/ml dan kandungan protein 0,22, mg/ml 

(Hidayah, 2016). 

 

3.2.5.1 Peremajaan Bacillus sp. SKII-5 

Isolat Bacillus sp. SKII-5 dalam glycerol stock disubkultur 

sebanyak 1 ose medium Nutrient Agar (NA), isolat diinkubasi pada 
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suhu ruang selama 2 x 24 jam. Setelah koloni tumbuh pada 

permukaan agar proses dapat diulang sesuai kebutuhan. Isolat 

dapat disimpan di lemari pendingin. Batas penyimpanan adalah 

selama 2 minggu. Isolat yang akan diberi perlakuan dikultur 

sebanyak 3 ose ke dalam Erlenmeyer yang berisi 100 ml Nutrient 

Broth. 

 

3.2.5.2 Preparasi Bacillus sp. SK II-5 

 Sebanyak 10 ml inokulum Bacillus sp. SKII-5 dimasukkan 

kedalam 9 ml medium aklimatisasi yang mengandung 10% minyak 

goreng; 0,5% NH4SO4; 0,35% K2SO4; 0,25% NaCl; 0,1 gum 

Arabic; 0,05% MgSO4.7H2O; pH 7 dan diinkubasi selama 48 jam 

pada 150 rpm 30 ℃. Setelah 48 jam 1 ml inokulum diinokulasikan 

lagi ke dalam 9 ml medium aklimatisasi. Proses ini dilakukan 

sebanyak tiga kali. Pada siklus ketiga, 10 ml inokulum 

diinokulasikan ke dalam 90 ml medium aklimatisasi dan dilakukan 

pengukuran OD pada 600 nm setiap 2 jam selama 48 jam untuk 

mengetahui kurva pertumbuhan bakteri (Sharma et al., 2014). 

 

3.2.6 Produksi Lipase 

Bacillus sp. SKII-5 sebanyak 10 % ditumbuhkan di dalam 

Erlenmeyer 250 ml yang mengandung 90 ml medium fermentasi 

dengan komposisi 0,2% glukosa; 0,05% pepton; 10% limbah biji 

M. oleifera; 0,3% KH2PO4; 0,2% Na2SO4; 0,01% MgSO4·7H2O; 

0,1% gum Arabic; 0,1% tween 80; pH 7,0. Fermentasi dilakukan 

secara aerobik pada rotary shaker dengan kecepatan 150 rpm. 

Pengukuran OD pada 600 nm dilakukan setiap 2 jam hingga 48 jam 

selama proses fermentasi untuk mengetahui kurva pertumbuhan. 

Panen dilakukan pada akhir fase log. Suspensi kemudian 

disentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit dengan 

suhu 4°C (Ertrugul et al., 2007). Supernatan mengandung crude 

lipase yang akan digunakan untuk uji aktivitas enzim (Sharma et 

al., 2014). 
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3.2.7 Uji Aktivitas Lipase  

Aktivitas lipase diukur secara kualitatif menggunakan 

Quantofix® Formaldehyde tes strip merk Machenery-Nagel (MN). 

Metode yang digunakan berdasarkan (Sharma et al., 2014; Kuhn et 

al., 2015) yang dimodifikasi. Lipase bekerja menghidrolisis lipid 

menjadi asam lemak dan gliserol. Gliserol yang diperoleh 

kemudian dioksidasi oleh sodium periodat sehingga terbentuk 

formaldehid. Formaldehid yang terbentuk selanjutnya akan terbaca 

pada strip tes dengan adanya perubahan warna sesuai dengan 

konsentrasi formaldehid pada sampel. 

 Penentuan aktivitas lipase dimulai dengan melarutkan 1ml 

trigliserida (TG) dengan 9 ml larutan buffer fosfat pH 8 yang 

mengandung 0,44% tween 80 dan 0,11% gum Arab. Reaksi lipase 

dilaksanakan dengan penambahan 0,1 ml crude lipase dengan 0,9 

ml larutan substrat pada suhu 30°C kemudian diinkubasi selama 10 

menit.  

 Penentuan formaldehid dilakukan dengan membuat reagen 

periodat. Sodium periodat ditambahkan ke dalam akuades hingga 

mencapai konsentrasi 18 mg/ml kemudian ditambahkan asam 

asetat 10% (v/v) hingga homogen. Berikutnya ditambahkan 

ammonium asetat sebanyak 77mg/ml. Sebanyak 200 μl sampel 

direaksikan dengan 200 μl reagen periodat dan diinkubasi selama 

10 menit kemudian ditambahkan 1 tetes larutan Formaldehid-1 

(Quantofix) dan dihomogenkan kembali. Strip tes formaldehid 

kemudian dicelupkan pada larutan dan ditiriskan. Strip dibiarkan 

untuk teroksidasi selama 1 menit kemudian warna yang terbentuk 

disesuaikan dengan parameter warna yang tersedia. 

 

3.2.8 Uji Kandungan Total Protein 

 Kandungan total protein diukur secara kolorimetrik 

menggunakan metode bradford (Bradford, 1976). 

 

3.2.8.1 Pembuatan Kurva Standar BSA 

Reagen Bradford dibuat dengan melarutkan 0,1 g 

Coomasie Briliant Blue (CBB) G-250 dengan 50 ml etanol 95%, 
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ditambahkan 100 ml asam fosfat 85% dan 850 ml akuades. Larutan 

dihomogenkan kemudian disaring menggunakan kertas saring, 

disimpan dalam boto gelap pada suhu rendah. Larutan standar yang 

digunkan adalah BSA yang dibuat dengan melarutkan 0,1 g BSA 

pada 100 ml akuades (diperoleh konsentrasi 1 mg/ml). Larutan stok 

BSA dilarutkan secara peralutan serial sehingga diperoleh 

konsentrasi antara 0,5-0,1 mg/ml. setiap 0,1 ml dari setiap 

konsentrasi larutan ditambahkan dengan 5 ml reagen Bradford dan 

diinkubasi pada suhu ruang selama 5 menit dalam kondisi gelap, 

lalu diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-Vis 

pada panjang gelombang 595 nm (Afiati et al., 2018). 

 

3.2.8.2 Pengujian Kandungan Protein 

Pengukuran kandungan protein sampel dilakukan dengan 

cara mereaksikan 0,1 ml larutan sampel enzim dengan 5 ml larutan 

Bradford. Larutan dihomogenkan menggunakan vortex dan 

diinkubasi dalam suhu ruang selama 2 menit dalam kondisi gelap. 

Larutan diukur nilai absorbansinya dengan sprektrofotometer UV-

Vis pada panjang gelombang 595 nm (Bradford, 1976). 

 

3.2.9 Uji Titik Isoelektik 

 Pengujian titik isoelektrik dilakukan dengan 

menambahkan 1 ml lipase ke dalam 6 tabung reaksi. Tiap tabung 

ditambahkan 1 ml buffer asetat dengan variasi pH 3,4,5,6,7, dan 8. 

Setiap sampel kemudian dihomogenkan dan dicatat tingkat 

kekeruhannya setiap 10, 20, dan 30 menit. Reaksi dilakukan di 

dalam water bath pada suhu 25°C (Barbosa et al., 2012). 

 

3.3 Rancangan Penelitian dan Analisis Data 

Analisis data menggunakan teknik analisis kuantitatif dan 

kualitatif. Data kuantitatif maupun kualitatif diinventarisasi dan 

diolah dan dianalisis secara sistematis.  Data kuantitatif dianalisis 

dengan menggunakan perbandingan dengan pendekatan deskriptif. 

Data kualitatif dianalisis dengan pendekatan teoritis. 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1 Preteatment Biji Moringa Oleifera Menggunakan 

Beberapa Agen 

Penelitian ini diawali dengan pemberian perlakuan awal 

(pretreatment) pada biji M. oleifera dengan variasi berbeda. Hasil 

masing-masing variasi pretreatment ditunjukkan dengan analisis 

kandungan total fenol. Hasil analisis kandungan total fenol dapat 

dilihat pada Tabel 4.1.  

 

Tabel 4.1. Hasil Analisis Total Fenol (mg GAE/g). 

Perlakuan Awal Total Fenol (mg GAE/g) 

K(-) 10,08 ± 0,007 

NaOH 4,84 ± 0,002 

H2SO4 3,87 ± 0,002 

H2O2 7,84 ± 0,004 

LMS 7,67 ± 0,001 

Lakase 3,17 ± 0,001 
Keterangan: K (-): kontrol tanpa pretreatment 

 

Berdasarkan Tabel 4.1 dapat diketahui bahwa kandungan 

total fenol mengalami penurunan setelah diberi variasi perlakuan 

awal. Kandungan total fenol tertinggi terdapat pada biji M. oleifera 

yang diberi perlakuan H2O2 dan LMS masing-masing sebesar 7,84 

mg GAE/g dan 7,67 mg GAE/g. Sedangkan kandungan total fenol 

terendah terdapat pada biji M. oleifera yang diberi perlakuan 

H2SO4 dan lakase masing-masing sebesar 3,87 mg GAE/g dan 3,17 

mg GAE/g. Variasi pretreatment pada penelitian ini 

menginterpretasikan laju delignifikasi yang tinggi dikarenakan 

terjadi penurunan jumlah total fenol pada biji M. oleifera. Hal ini 

dikarenakan senyawa lignin merupakan senyawa fenolik. 

Pernyataan tersebut sesuai dengan (Modenbach dan Nokes, 2013; 

Sitarz et al., 2016), bahwa senyawa fenolik yang berkurang 

merupakan hasil dari proses delignifikasi. Hal menarik terjadi pada 
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pretreatment menggunakan LMS yang menunjukkan kadar total 

fenol yang jauh lebih tinggi dibandingkan dengan pretreatment 

Lakase. Penggunakan mediator, dalam penelitian ini adalah ABTS, 

menyebabkan aksesibilitas lakase terhadap substrat menjadi lebih 

besar menyebabkan LMS mampu mengoksidasi tidak hanya 

senyawa fenolik namun juga beberapa lipid dengan gugus aromatik 

seperti asam oleat dan asam asam linoleat sesuai dengan 

pernyataan (Molina et al., 2008), uniknya kemampuan ini tidak 

terjadi pada oksidasi lakase tanpa adanya mediator. 

Visualisasi pretreatment biji M. oleifera oleh beberapa 

agen dapat diamati pada Gambar 4.1.  

 

 
Gambar 4.1 Visualisasi hasil pretreatment biji M. oleifera 

Keterangan : A. K (-) Tanpa pretreatment, B. NaOH, C. H2O2, D. 

H2SO4, E. LMS, F. Lakase  

 

Berdasarkan Gambar 4.1, tampak bahwa pretreatment 

menggunakan oksidasi lakase menghasilkan warna yang lebih 

gelap dibandingkan kelompok pretreatment yang lain. Hal ini 

menunjukkan bahwa kerja lakase pada biji M. oleifera memiliki 

target molekul fenolik aromatik yang menghasilkan radikal. 
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Hidroksi radikal pada fenolik akan menghasilkan pigmentasi 

warna yang lebih tua, karena delokalisasi elektron pada cincin 

aromatik (Paulson dan Parkas, 2012). Sebaliknya, pretreatment 

dengan metode hidrolisis baik asam maupun basa menghasilkan 

karakter warna yang lebih cerah dan massa yang relatif lebih 

ringan. Hal ini disebabkan karena pemutusan ikatan eter gliseril-β-

aril (β-O-4) dan ikatan eter diaril (4-O-5) pada struktur lignin 

(Mukherjee et al., 2016; Rossiger et al., 2018) 

 

4.2  Produksi Lipase Menggunakan Variasi Pretreatment Biji 

M. oleifera 

Profil pertumbuhan bakteri Bacillus sp. SK II-5 dan 

kandungan protein yang dihasilkan pada setiap waktu pengamatan 

tercantum dalam Gambar 4.2 dan 4.3. 

Pada Gambar 4.3, tampak bahwa pretreatment 

menggunakan asam dan alkalin menghasilkan profil pertumbuhan 

yang selaras dengan produksi protein total. Peningkatan 

konsentrasi protein pada fase logaritmik hingga awal fase stasioner 

menunjukkan adanya penggunaan sumber karbon selain lipid yang 

terkandung dalam substrat. Hal ini berbanding terbalik dengan 

profil yang dihasilkan pada K(+) yang menunjukkan peningkatan 

pada fase stasioner.  Sesuai yang dinyatakan Bora dan Bora (2012) 

bahwa peningkatan produksi enzim dikarenakan lipid sebagai 

substrat sehingga terjadi pemecahan lipid menjadi asam lemak 

yang digunakan sebagai sumber karbon utama. Sebaliknya, profil 

pertumbuhan dan produksi protein pada kelompok percobaan 

menggunakan lakase dan LMS terjadi peningkatan pertambahan 

protein pada fase stasioner dari pertumbuhan. Dengan demikian, 

dapat diperkirakan bahwa protein pada kelompok percobaan lakase 

dan LMS adalah metabolit sekunder, salah satunya protein lipase. 
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Gambar 4.2 Profil Pertumbuhan Bacillus sp. SK II-5 (OD 600nm) 

terhadap Kandungan Total Protein (mg/ml) pada K(+), K(-), dan 

H2O2.
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Gambar 4.3 Profil Pertumbuhan Bacillus sp. SK II-5 (OD 600nm) 

terhadap Kandungan Total Protein (mg/ml) pada H2SO4, NaOH, 

LMS, dan Lakase. 
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Berdasarkan studi dari (Jonsson dan Martin, 2015; Amin 

et al., 2017; Kumar dan Sharma, 2017), menunjukkan bahwa 

hidrolisis asam dan alkalin akan menghasilkan prekursor serta 

beberapa gula pereduksi terlarut yang dominan untuk produksi 

metabolit primer, sebaliknya oksidasi yang dilakukan sistem 

enzimatik lakase hanya mengurangi jumlah total fenol yang 

merupakan agen antimikroba sehingga kandungan protein 

meningkat terjadi pada fase stasioner. 

 

4.3   Karakterisasi Produksi Lipase Variasi Pretreatment 

Substrat Biji  M. oleifera 

Hasil pengukuran kadar protein setiap variasi substrat 

tercantum dalam Gambar 4.4.  

 
Gambar 4.4 Grafik hasil purifikasi lipase dengan berbagai macam 

pretreatment pada substrat.  
Keterangan: K(+): Kontrol positif menggunakan minyak goreng. K(-): 

Kontrol negatif menggunakan biji M. oleifera.  

 

Pada Gambar 4.4, dapat diamati bahwa konsentrasi total 

protein tertinggi diperoleh melalui agen pretreatment NaOH 

dengan konsentrasi 0,50 mg/ml kemudian diikuti oleh agen 
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pretreatment Lakase dan H2O2 dengan konsentrasi sebesar 0,43 

mg/ml dan 0,40 mg/ml. 

Apabila mengacu kepada Tabel 4.1., semakin rendah total 

fenol pada kelompok preatreatment seharusnya dapat 

meningkatkan produksi protein enzim karena tingkat 

penghambatan oleh antimikroba akibat fenol semakin rendah 

(Ouerghemmi et al., 2016). Hal tersebut tidak teramati pada 

Gambar 4.4 yaitu nilai kandungan protein hasil produksi 

pretreatment alkalin tidak berbanding lurus dengan sisa total fenol. 

Pretreatment menggunakan senyawa alkalin dan asam kuat 

mampu merusak struktur lignin dan hemiselulosa sehingga 

meningkatkan aksesabilitas mikroba terhadap substrat. Oleh 

karena itu, protein yang terukur belum dapat dipastikan 

mengandung protein target dalam hal ini protein lipase. 

 

  
 

Gambar 4.5 Pengukuran kualitatif aktivitas lipase pada 

pretreatment yang berbeda. (A) K (+), (B) K (-), (C) NaOH, (D) 

H2O2, (E) H2SO4, (F) LMS, (G) Lakase, (H) Marker konsentrasi 

formaldehid (ppm) Quantofix 

 

H 

A B C D 

E F G 
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Pada pretreatment lakase, H2O2, dan LMS, molekul target 

oksidasi adalah senyawa fenolik seperti lignin. Penurunan jumlah 

senyawa fenolik yang dapat bertindak sebagai antimikroba memicu 

peningkatan produksi protein target lipase pada saat fermentasi 

(Maddox et al., 2010).  

Konfirmasi adanya aktivitas yang tinggi dari lipase dapat 

diamati pada pengukuran kualitatif seperti pada Gambar 4.5. Pada 

Gambar 4.4 tampak bahwa oksidasi lakase memberikan warna strip 

Quantofix dengan intensitas yang paling tinggi pada rentang 100-

200 ppm formaldehid. Hasil pengukuran kualitatif ini 

membuktikan konsentrasi protein yang lebih tinggipada 

pretreatment NaOH tidak seluruhnya merupakan protein target 

yang diinginkan yaitu lipase karena warna yang terbentuk pada 

strip Quantofix tidak lebih gelap dari pretreatment lakase. Hal ini 

merupakan indikasi awal bahwa protein lipase memiliki nilai 

kinerja yang tinggi. 

 

 
Gambar 4.6 Visualisasi Pengendapan Enzim Lipase pada pH 5 

dalam Buffer Asetat 

 

Konfirmasi karakter lipase dapat diketahui dari titik 

isoelektrik (pI). Secara umum asam amino dalam proein memiliki 

kisaran nilai isoelektrik yang berbeda. Berdasarkan hasil 

pengujian, lipase yang telah dipresipitasi mengendap pada pH 4, 5, 

dan 6. Endapan terbanyak dan tercepat terdapat pada pH 5 yang 

ditunjukkan Gambar 4.6. Hal ini dikarenakan jumlah muatan 

positif dan negatif protein sama, sehingga terjadi penegndapan 
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protein pada pH tersebut. Titik isoelektrik lipase yang diproduksi 

oleh genus Bacillus dilaporkan terjadi pada pH 4,66; 5,15; dan 6 

(Imamura dan Kitaura, 2000; Castro-Ochora et al., 2005). 
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Kesimpulan 

 Kesimpulan dari penelitian ini adalah lakase 

merupakan agen pretreatment terbaik yang dapat menurunkan 

total fenol pada limbah biji M. oleifera sebesar 70% menjadi 

3,87 mg GAE/g. Hasil tersebut diikuti dengan konsentrasi total 

protein lipase sebesar 0,43 mg/ml.  Tingginya konsentrasi total 

protein dikonfirmasi secara kualitatif dengan adanya aktivitas 

lipase pada rentang 100-200 ppm formaldehid. 

 

5.2 Saran 

 Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka 

dapat diajukan saran, yaitu dilakukan uji aktivitas lipase secara 

kuantitatif menggunakan para-nitrofenil palmitat (pNPP) dan 

dilakuan pengukuran berat molekul protein menggunakan 

SDS-PAGE 
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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1: Skema Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Skema Peneltian 
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Lampiran 2: Pengukuran Standar Asam Galat 

 

Tabel 1. Absorbansi Asam Galat 

No Konsentrasi (μg/ml) Absorbansi (750nm) 

1 0 0 

2 5 0,150 

2 10 0,267 

4 15 0,385 

5 20 0,501 

6 25 0,640 

 

 
Gambar 2. Kurva Standar Asam Galat 
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Lampiran 3: Pengukuran Konsentrasi Total Fenol  

 

Tabel 2. Konsentrasi Total Fenol pada Limbah Biji M. oleifera 

pada Berbagai Pretreatment 

 

  

Ulangan 

Ke- 

Pretreatment 

K(-) NaOH H2SO4 H2O2 LMS Lakase 

1 0,256 0,123 0,097 0,199 0,193 0,080 

2 0,252 0,121 0,095 0,197 0,191 0,079 

3 0,248 0,119 0,098 0,192 0,191 0,079 

Rata 

rata 
0,252 0,121 0,097 0,196 0,192 0,079 

Total 

fenol 

(mg 

GAE/g) 

10,08 4,84 3,87 7,84 7,67 3,17 
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Lampiran 4: Pengukuran Pertumbuhan Bacillus sp. SK II-5  

 

Tabel 3. Profil Pertumbuhan Bacillus sp. SK II-5 pada Berbagai 

Pretreatment dalam Time series 10 jam 

Jam 

ke- 

Absorbansi (600nm) 

K(+) K(-) NaOH H2O2 H2SO4 LMS Lakase 

0 0,123 0,123 0,123 0,123 0,123 0,123 0,123 

2 1,267 0,183 1,145 1,65 0,817 1,143 1,164 

4 1,300 0,354 1,245 1,965 1,279 1,212 1,264 

6 1,425 0,838 1,095 1,244 1,493 1,225 1,205 

8 1,511 0,892 1,138 0,966 0,925 1,293 1,222 

10 1,551 0,904 1,148 0,82 1,561 1,309 1,296 

 

 
Gambar 3. Profil Pertumbuahan Bacillus sp. SK II-5 pada Berbagai 
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Lampiran 5: Pengukuran Standar Bovine Serum Albumin (BSA) 

 

Tabel 4. Absorbansi BSA 

Konsentrasi BSA (mg/ml) Absorbansi (λ = 595nm) 

0.1 0.212 

0.2 0.281 

0.3 0.326 

0.4 0.408 

0.5 0.467 

0.6 0.526 

0.7 0.567 

0.8 0.632 

0.9 0.682 

1 0.745 

 

 
Gambar 4. Kurva Standar BSA 

  

y = 0,5861x + 0,1623

R² = 0,9974
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Lampiran 6: Pengukuran Konsentrasi Total Protein 

 

Tabel 5. Pengukuran Konsentrasi Total Protein 

Ulangan  

Ke- 

Absorbansi (595nm) Jam ke-10 

K(+) K(-) NaOH H2O2 H2SO4 LMS Lakase 

1 0,119 0,074 0,142 0,118 0,094 0,086 0,126 

2 0,115 0,076 0,146 0,117 0,095 0,089 0,126 

3 0,116 0,079 0,149 0,113 0,096 0,085 0,124 

Rata 

rata 
0,117 0,076 0,146 0,116 0,095 0,087 0,125 

ekival

ensi 
0,199 0,130 0,249 0,162 0,198 0,148 0,214 

Total 

Protein 
(mg/ml) 

0,40 0,26 0,50 0,40 0,32 0,30 0,43 
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