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Seminar ini bertujuan untuk menciptakan-suatu sistem komunikasi ilmiah antar kimiawan dan
pemerhati dari berbagai kelangan:merintis kérja_sama riset antarperguruan tinggi, lembaga
penelitian, industri, pemerintah' dawmasyardkal “bagi pengembangan penelitian kimia dan
pendidikan kimia yang mendiikung pada penguatan péran kimia dan pendidikan kimia dalam
mengeksplorasi dan melakukan igovasi suriber daya [okal untuk penguatan daya saing bangsa
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KATA PENGANTAR

Asanliomen wlaikion waraloomaitellali winlrnfiitole

Puji syukur kita haturkan ke hadirat Illahi atas anugerah dan limpahan rahman dan rahiem-
Nya hingga prosiding ini dapat diselesaikan dan diterbitkan. Prosiding ini merupakan bentuk
publikasi atas makalah-makalah yang telah dipresentasikan pada Seminar Nasional Kimia dan
Pendidikan Kimia 2010 atas kerjasama Jurusan Kimia FMIPA Universitas Diponegoro (Undip),
Universitas Negeri Semarang (Unnes), Universitas Negeri Sebelas Maret (UNS) Surakarta dan
Universitas Jendral Soedirman (Unsoed) dengan tema Eksplorasi dan Inovasi Sumber Daya
Lokal Untuk Penguatan Daya Saing Bangsa dalam Bidang Sains, Pendidikan, Teknologi, dan
Industri Kimia.

Prosiding ini disusun dalam 5 volume berdasarkan kategori kelas seminar. Volume A
menyajikan makalah-makalah dengan tema kimia fisik, volume B menghimpun makalah bidang
kimia analitik. volume C bidang kimia organik dan biokimia, volume D menyajikan makalah
bidang kimia anorganik (dan material) dan E berisi makalah-makalah bidang pendidikan kimia.
Scbagaimana diharapkan, prosiding ini sebagai perwujudan kerja sama publikasi hsil-hasil riset
untuk memberikan kontribusi pada kemajuan ilmu kimia dan pendidikan kimia serta perluasan

terapan hasil riset di Indonesia

Semoga prosiding ini dapat memberik?}-mfan:ip’a*atxt)'@gﬁﬁe#u}-is pembaca dan masyarakat
dalam rangka menempatkan kontribusi da an_'l_f:pcngembangah{i]%u \ dan terapannya bagi
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SAMBUTAN KETUA PANITIA
Eismilladivindoapainindion Husaloonplaiiboom Wa WY

Seminar Masional Kimia dan Pendidikan Kimia (SKPK) 2010 ini merupakan agenda
tahunan serta lanjutan kerjasama publikasi karya ilmiah yang telah dibangun Jurusan
Kimia/Pendidikan Kimia Undip-Unnes dan UNS beberapa tahun lalu, dan Unsoed yang mulai
bergabung pada tahun ini. Kerja sama ini diharapkan dapat mendekatkan harapan pada kerja sama
riset Jawa Tengah khususnya dan nasional pada umumnya dan meningkatkan atmosfer keilmuan
serta dapat memberikan nilai tambah bagi kemajuan ilmu kimia dan pendidikan kimia di Indonesia.

Sebagai institusi pengembang ilmu pengetahuan dan teknologi, Jurusan Kimia FMIPA
Universitas Diponegoro (Undip), Universitas Negeri Semarang (Unnes), Universitas Negeri
Sebelas Maret (UNS) Surakarta dan Universitas Jendral Soedirman (Unsoed) bersinergi
menciptakan media bagi para klmmwaﬂ’“ r:lau rakusu yang berasal dari institusi pendidikan,
pemerintah, lembaga penelitian, d_:,'ﬁ" m%‘ rtemu, berkomunikasi dan berdiskusi melalui
Seminar Nasional Kimia dan/P Al K EDT‘ﬂ dengan tema Eksplorasi dan Inovasi
Sumber Daya Lokal Untu n%’uatan ra Samgjﬁah@n dalam Bidang Sains, Pendidikan,
Teknologi, dan Industri e ﬂ

| m [ = |
Pada SKPK 2010 |inimibagi rncﬂjam dun; bagigh anm sesi pleno yang akan diisi oleh
pembicara undangan baik da\ru'»g.nl.‘mn'm palkdr maapun ,@dmtn (4 pembicara) dan sesi paralel (100
peserta). Pada seminar ini p{:s&% tidak saja berasal dari 4 Universitas penyelenggara melainkan
dari berbagai Universitas di uh_Indonesia, tenag Jédldik di lingkungan Jawa Tengah serta
peneliti dengan berbagai rn?lc\ﬂah ;meg npéf‘rna lahan di bidang Kimia Analitik, Kimia
Anorganik, Kimia Organik dan Biskimia, K}mnaﬁ;srk serta bidang Pendidikan Kimia.

Ucapan terima kasih kami sampaikan kepada PT Wacos Total Engineering selaku sponsor
tunggal pada penyelenggaraan seminar ini.

Billaiktucestiy wisl £idisud Wissnnilomsuiloiduvom Wi W

Semarang, 20 November 2010
Ketua,

Purbowatiningrum Ria §., 8.5i., M.5i.
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SAMBUTAN KETUA JURUSAN KIMIA FMIPA
UNIVERSITAS DIPONEGORO

Assalinmis alaidenr warahmatollals walaradatol

Syukur alhamdulillah kita panjatkan kehadirat Allah SWT yang dengan ridho Nya kita
dapat Berrtemu kembali dalam forum Seminar Nasional dan Pendidikan Kimia 2010. Acara ini
terselenggara berkat kerjasama antara 4 Jurusan Kimia di Jawa Tengah yaitu Jurusan Kimia Undip-
Unnes-UNS-Unsoed. Kerjasama ini diharapkan dapat meningkatkan kedekatan setiap institusi yang
terlibat sehingga diperoleh sinergi dalam menyelesaian permasalahan yang ada di Jawa tengah
khususnya maupun permasalahan nasional.

Sumber daya alam yang ada di Indonesia sangat melimpah dan memiliki kekhasan,
sehingga menjadi bahan kajian yang tidak ada habisnya baik dari tinjauan ilmu kimia, pendidikan
kimia maupun teknologi dan industri kimia. Dengan mengembangkan potensi sumber daya alam
melalui eksplorasi bahan alam, maka nantinya dapat digunakan sebagai bahan baku industri yang
dapat dipergunakan bagi kesejahteraan bersama. Disamping itu dengan mengkaji kekhasan sumber
daya alam lokal, maka akan memperkuat spesifikasi lulusan kimia yang akan dihasilkan tiap-tiap
universitas yang terlibat, sehingga mempunyai lulusan-yang berdaya saing di pasaran kerja.
Melalui seminar dengan tema eksplorasi dan inovasi _sumber daya lokal untuk penguatan daya
saing bangsa dalam bidang sains, pendidik -,"':e@};f'éi;; cgzﬁ#?‘-tndustﬁf kimia diharapkan muncul
gagasan, kajian atau temuan baru yang berk ta%@engan be}ilan a[ﬁ‘m{%xoka‘\l.

{ "h".. - ". . - I‘O \\r

Kami mengucapkan terima kasih kg?ad‘a“peseifa-ﬁmim{r'nfgah:-mudahan niat baik ini
mendapat berkah dari Allah SWT dan berfiianfaat bagi semud. Tidak lupa kami mengucapkan
terima kasih kepada sponsor dan segenap, papitia #tas kerjd keras dan@qnt\hannya hingga acara ini
dapat terselenggara. 3 T-}; §“‘ {

.-'k 1.? %__ J

Semoga sinergi berbagai kalangan in\i\gapai m :nberLkaqcni]ai,,{émbah bagi kemajuan ilmu
kimia dan pendidikan kimia di Indonesia. Seké‘c;il.._a_pa;::iﬁ':l;l féﬂ'gkql_l.ménuju kemajuan itu lebih baik
dari pada tidak melangkah sama sekali. T

gv‘ ‘-m :- M :- ‘ (
Wissalaoin alaitiom wradonatilladi waliraduatiode

Semarang, 20 November 2010
Ketua Jurusan Kimia

Drs. Gunawan, M.Si.

Seminor Hasional Kimia dan Pendidiken Kimia 2010
Semarang, 10 Nepember 2010
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SAMBUTAN KETUA JURUSAN KIMIA FMIPA
UNIVERSITAS NEGERI SEMARANG

Segala puji hanya milik Allah S.W.T yang telah memberikan rahmat dan hidayah-Nya
sehingga kegiatan seminar bersama yang telah berlangsung selama ini antara Jurusan Kimia
FMIPA Undip, Jurusan Kimia FMIPA Unnes, Jurusan Kimia FMIPA UNS dan Jurusan Kimia
Unsoed dapat terlaksana pada tanggal 20 Nopember 2010.

Kegiatan seminar sebenarnya merupakan kegiatan rutin bagi lembaga pendidikan tinggi
yang diselenggarakan dengan maksud sebagai media komunikasi dan diskusi antara berbagai pihak
antara lain: peneliti, pendidik, praktisi dar_}fs-fii&c{(ioﬁfgf. Tujuan lainnya adalah untuk menciptakan
kondisi yang memungkinkan terjadinya kayhmni agir?jgziéh-\{mtar berbagai kalangan baik dari
akademis maupun non akademis dayl mgningkatkan kerjasama‘antar perguruan tinggi khususnya
dan antara perguruan tinggi dengan h}’nbaga pémerintah dan swasta lainnya. Penyelenggaraan
seminar bersama yang diikuti oleh beﬁd}erap‘ﬁ* Pergurtian Tinggrdimaksudkan untuk mempermudah
jaringan komunikasi antar perserfa §&mihar, Berbeda denganﬂahhn kemarin, tahun ini kegiatan

=

seminar bersama diikuti oleh anggota baru dari selatan Jﬁj’a_iTengah yakni Jurusan Kimia

Universitas Jenderal Soedirman Pﬁrxﬂ"é,kerto. Selamat bergaqgﬂgfdengan sesama pecinta kimia di
Wilayah Jawa Tengah. "\\ 7 &

N T o X S :

Tema seminar Kali ini yakni “Eksploradi d4# fhovasi Sumber Daya Lokal untuk Penguatan
daya Saing Bangsa dalam Bidang Sains, Pendidikari, Teknologi dan Industri Kimia” kiranya
relevan dengan kondisi kehidupan sekarang ini. Sebagai negara yang kaya sumber daya alam,
seharusnyalah hal ini dapat menunjang pembangunan untuk kesejahteraan masyarakat.
Persoalannya adalah dengan cara bagaimana eksplorasi harus dilakukan agar tetap memperhatikan
daya dukung lingkungan, bersifat tepat guna dan murah. Jawaban terhadap persoalan inilah yang
perlu ditemukan melalui kegiatan seminar bersama ini. Pada gilirannya, jika persayaratan tersebut
dipenuhi, maka diharapkan muncul penguatan daya saing bangsa, sehingga tidak bergantung
dengan negara lain. Untuk itu diperlukan banyak terobosan dan inovasi melalui berbagai jalur,
termasuk pendidikan yang berkualitas, agar menjadi bangsa yang maju, mandiri dan sejahtera.

Kerja keras seluruh Panitia Pelaksana selama kurun waktu yang panjang, banyak memberi
sumbangan bagi kelancaran pelaksanaan seminar dan penerbitan proceeding seminar. Atas nama
seluruh keluarga besar Jurusan Kimia FMIPA UNNES, kami mengucapkan selamat kepada rekan-
rekan dari Jurusan Kimia FMIPA UNDIP yang pada tahun 2010 menjadi penyelenggara seminar.
Semoga seminar kali ini membawa pencerahan bagi kita semua.

Ketua Jurusan Kimia
FMIPA Unnes,

Drs. Sigit Priatmoko, M.Si.

Temnar Wesondl Rimia dan Peadiiken Kimig 2010 ' T
Semarang, 10 Hopember 20(0




ISBN: 978-979-097-105-9

Q)

SAMBUTAN KETUA JURUSAN KIMIA FMIPA
UNIVERSITAS NEGERI SEBELAS MARET

Assaliomindiiboom Wasakomatollalss WabliradnZed,
Salam sejahtera,

Pertama-tama marilah kita panjatkan Puji Syukur kehadirat Illahi Robby atas rahmat dan
karunuaNya, kita dapat berkumpul dalam suasana yang sangat membahagiakan, yaitu dalam acara
Seminar Nasional bersama di Universitas Diponegoro Semarang, dengan mengangkat tema
“Eksplorasi dan inovasi sumber daya lokal untuk penguatan daya saing bangsa dalam
bidang sains, pendidikan, teknologi dan industri kimia” . Acara ini merupakan acara tahunan
yang diselenggarakan secara bergantian antara UNS, Undip, Unnes dan sekarang bertambah satu
dengan Unsoed.

Kegiatan semnas bersama ini secara sistematik berfungsi sebagai forum komunikasi ilmiah
mengenai perkembangan mutakhir di bidang sains, pendidikan, teknologi dan industri kimia.
Adapun pemilihan tema “Eksplorasi dan inovasi sumber daya lokal untuk penguatan daya
saing bangsa dalam bidang sains, pendidikan, teknologi dan industri kimia” sangatlah tepat
karena pada saat ini sumber-sumber daya lokal belum digarap secara maksimal. Dengan adanya
pertemuan ini kita berharap dapat bertukar informasi-bahkan mungkin menjalin kerjasama untuk
melakukan suatu penelitian sehingga dapat meﬁ'gt;{gsﬁ&m;_s,ibmﬁ'\bgr daya lokal secara maksimal
kemudian melakukan inovasi dan terobosdn- robosan ba'rh‘.?{{vlua‘a\h—mudahan dengan adanya
forum tahunan ini kita dapat mewujudkan’ ide; gagasang kajian dan témuan baru yang berakaitan
dengan pemberdayaan sumber-sumber la alg‘:- = L 3 QY

i e ~ il
&n g | 4 {2,

Kami mengucapkan terima kasih kepada semug panitia yang telibat dan semua peserta
dalam SemNas Bersama di UNDIP semogd kebersamaan ini mendapat berkah Alloh SWT dan

dapat memberikan manfaat bagi kita seritna. Sekecil apapun {éﬁgl{:ah kita didalam menuju
kamajuan akan lebih baik daripada tidak melangkah sama sekali. &/

\ " 1963 T /
Billuatitinndiq wal lidayal, Warsalamoslaiuwm Wa WE, A

Surakarta, 20 November 2010

Ketua Jurusan Kimia FMIIPA UNS

Seminar Nasional Kimia den Pendidikan Kimia 2010
Semarang, 10 opember 10(0
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SAMBUTAN KETUA PROGRAM STUDI KIMIA JURUSAN MIPA
FST UNIVERSITAS JENDERAL SOEDIRMAN

Asiadamislaibican Wa WE

Salam Kimiawan...,

Segala Puji Bagi Allah SWT yang telah memberikan kesempatan kepada kita untuk bisa
terus berkreasi dan menghasilkan kegiatan yang bermanfaat bagi pengembangan ilmu pengetahuan
pada umumnya dan ilmu kimia khususnya.

Semnas Kimia dan Pendidikan Kimia yang bertemakan “Eksplorasi dan Inovasi Sumber
Daya Lokal untuk Penguatan Daya ;Samg Bangsa dalam Bidang Sains, Pendidikan,
Teknologi, dan Industri Kimia” jni me fﬂl: n salah satu wahana bagi para ilmuwan, akademisi,
mahasiswa dan praktisi kunl?/untuléf'll'igl %ura thmi dan mempublikasikan hasil karyanya
sehingga bisa diketahui dan/ digianfaatkan oleh ruh masyarakat. Untuk itu, perlu kiranya
kegiatan ini tetap dlpcrtahapkdw&'an secan“rﬂtm dllak n §Qtlap tahunnya.

| @ TR

Program studi ktmxa soed saat \? sudah berusta 11 tahun dengan jumlah dosen 26 orang
dan jumlah mahasiswa sekltar,—}SO Orang setiap tahunn@ Pfodl Kimia Unsoed sudah meluluskan
sekitar 280 mahasiswa (per Sep.tember 2010) yang sﬂéarang sudah bekerja di berbagai instansi
pemerintah ataupun swasta. Senﬁas inimerupakan k&rku;«sertaan pertama kami dalam kepanitian,
semoga saja keberadaan kamgn dapat Gmembe{:kan /manfaat dan efek yang baik dalam

pelaksanaannya. 0 <

. —

Pada kesempatan yang berbahagia ini saya ingin menyampaikan ucapan terima kasih
kepada seluruh perserta yang berkenan hadir pada kegiatan semnas ini dan saya juga
menyampaikan apresiasi yang sebesar-besarnya kepada seluruh panitia (Undip, Unnes, UNS dan
Unsoed) atas usaha dan kerja kerasnya sehingga pelaksanaan semnas ini bisa sukses. Semoga
pelaksanaan di tahun yang akan datang akan lebih baik dan sukses. Amien.

Wariadamintaibowon Wa W

Purwokerto, 20 Nopember 2010
Kaprodi Kimia Unsoed,

Roy Andreas

Semine Retonel imia on Pendidhon R 100 " ix
Semaran. 20 Keoember 2010
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SAMBUTAN DEKAN FAKULTAS MIPA
UNIVERSITAS DIPONEGORO

Assiliconss wlbiibion warallomatol il waloradntodo

Puji syukur Alkhamdullilah selalu kita ungkapkan dengan tulus kehadirat-Nya yang telah
memberikan Rahmat dan Hidyah, sehingga pada pagi hari ini kita semua dapat bertemu dan
dipertemukan untuk berdiskusi dalam forum Seminar Nasional Kimia dan Pendidikan Kimia 2010.

Dengan kemajuan sains teknologi dan industri, era modern berawal dari kematangan riset,
aplikasi dan keberlanjutan dalam kehidupan masyarakat yang terus tertopang' oleh sumber daya
alam Indonesia. Dengan demikian penelitian-penelitian dasar, aplikasi, disain dan proses produksi

harus mempertimbangkan ketersediaan sumber daya, modifikasi, aspek keterbaharuan, dan
efisiensi. Permasalahan tidak mungkin ditangani pada satu bidang ilmu tetapi harus secara
multidisiplin termasuk di dalamnya para pendidik maupun peneliti kimia mempunyai tanggung
jawab besar untuk memberikan solusi.

Atas dasar pemikiran tersebut sebagai salah satu”inistitusi pengembang ilmu pengetahuan
dan teknologi maka saya sangat menghargai qpﬁ}aéﬁgﬁmwnfp‘cmemukan para kimiawan dan
pemerhati dari institusi pendidikan, lembaga peneliti n, pemerinf-a'.@f da‘iﬁg\industri serta swasta untuk
bertemu berkomunikasi dan berdiskusi melalui §eminar yang diangkat oleh jurusan kimia Undip,
Unnes, UNS dan Unsoed dengan tema YEksplerasi daa Inovasi Sumber Daya Lokal Untuk
Penguatan Daya Saing Bangsa dalaan:gng Saifi‘é}\?"é'ffdidilcarﬁ;ﬁTdknologi, dan Industri

. [T =
Kimia™. [ = =3
7 o Y
T T =

| ¥ Fr
Semoga komunikasi dan diskusi Kali fti memberikan mantaat dan membuka mata kita
untuk lebih arif dan bijak dalam mengehx@augkan Sains dgn Teknologi guna mendukung
perkembangan industri untuk memperkuat daya\saing bahia-Selamat mengikuti seminar. Terima
kasih. T

Semarang, 20 Npember 2010
Dekan FMIPA Universitas Diponegoro,

Dra. Hj. Rum Hastuti, M.Si.

Semnar Rasiond! Kimia dan Pendidikan Kimia 1010
Semarang, 10 Nopember 2010
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Abstrak- Enzim lipase memiliki peran penting
sebagai katalis dalam berbagai industri, salah
satunya dalam industri flavor melalui reaksi
esterifikasi. Salah satu sumber lipase yang potensial
adalah bakteri  Azospirillum  sp.PRDI dari
Laboratorium  Mikrobiologi, Fakultas Biologi
Universitas Jenderal Soedirman. Penelitian ini
bertujuan untuk mendapatkan lipase :_~defigan
kemurnian tinggi dan mengetahui edrakgepistik’
biokimianya. Metode yang diguhakan “adalah
peremajaan  bakteri  Azospiri ume ¥ sp.PRD jg

samping dan produk yang dihasilkan dapat dilabel
sebagai senyawa alami (Shah- dkk., 2007).

Enzim lipase atau asilgliserol hidrolase (EC.
3.1.1.3) didefinisikan sebagai karboksilesterase
yang mengkatalisis reaksi hidrolisis triasilgliserol

(ester asam karboksilat) maupun sintesis monoester

~secara stereoselektif dan enantioselektif (Snellman
E Jgan‘t:o_lwell, 2004).. Lipase merupakan biokatalis

' y‘a?ug bé\:'hxar_ga karena bekerja pada kondisi yang
lembut}’ sangat stabil dalam pereaksi organik, dan

pembuatan inokulum, penentuan fasg;pertumbuhafl o memperfibatkan spesifisitas substrat yang luas.

bakteri dan waktu produksi optimum ekstraksi™
pemurnian. enzim lipase menggunakan -

lipase,
fraksinasi amonium \_sulifat dan
mengkarakterisasinya. Hasill "z “penelitian
menunjukkan bahwa ekstrak kasar-lipase memiliki
aktivitas spesifik 7,0547Unit/mg. Akﬁyitaﬁ-spesiﬁk
tertinggi lipase hasil

sebesar 590,639 Unit /mg. Suhu optimum tipase-
FHD-60 adalah 40°C dan pH optimumnya adalah 7.
FHD-60  merupakan _ metaloenzim  dengan
kofaktornya adalah ion Ca™, Mg’ +, Zn®* dan Cu®".
Kata kunci: Fraksinasi lipase, Azospirillum
sp.PRDI, karakterisasi biokimia

PENDAHULUAN

Senyawa ester flavor dari asam lemak rantai
pendek dan alkohol merupakan senyawa alami
beraroma penting yang dimanfaatkan pada berbagai
industri. Industri yang memanfaatkan flavor
diantaranya adalah industri makanan, kosmetik dan
farmasi. Senyawa ini dapat diperoleh secara
tradisional dengan cara diekstrak dari tanaman atau
disintesis secara kimia menggunakan katalis kimia.
Akan tetapi, perolehan senyawa ini dengan cara
diekstraksi sangat mahal. Sintesis secara kimia
menggunakan  katalis  senyawa kimia dapat
menyebabkan kontaminasi produk ester flavor yang
dihasilkan, terjadinya reaksi saponifikasi sehingga
menurunkan produk ester yang dihasilkan, dan
adanya kecenderungan produk yang terbentuk
kembali terurai menjadi reaktan. Alternatif’ yang
lebih baik adalah sintesis dengan menggunakan
biokatalis enzim. Enzim yang digunakan adalah
lipase. Keunggulan menggunakan biokatalis enzim
lipase adalah reaksi
yang lebih lembut, tidak menghasilkan produk-

bisa berjalan dalam kondisi

Lipdse ddpat diperoleh dari berbagai organisme,
baik hewan, tanaman, maupun mikroba seperti dari
golongaﬁ_"ba-kteri yang tersebar luas di alam (Gupta
dkk.,28 4)./ Lipase dari golongan bakteri terutama
adalah lipase ekstraseluler, Salah satu bakteri

fraksinasi ada‘lah.___FHégOﬁ?’pépgha%il lipase adalah Azospirillum sp. PRDI

“{Oedjijono dkk., 2007).
Penelitian ini difokuskan pada pemurnian lipase
ekstraseluler dari Azospirillum sp.PRDl dan
menentukan karakteristik biokimianya.

ALAT, BAHAN DAN METODE

Alat- Alat yang digunakan dalam penelitian
adalah tabung reaksi, labu erlenmeyer, pHmeter
(Hanna Instrument) , mikro buret, corong pisah,
pipet mikro otomatis (Wheaton Soccorex) sentrifuge
T 120, shaker incubator (Memmert), shaker
(Kottermann 4010), Spektrofotometer (Shimidzu
UV-1601), hot plate stirrer, autoklaf, dan
seperangkat alat kromatografi kolom filtrasi gel.

Bahan- Bahan yang digunakan adalah isolat
bakteri Azospirillum sp.PRD1 koleksi Laboratorium
Mikrobiologi Fakultas Biologi Unsoed, minyak
zaitun dan minyak sawit komersial yang ada di
pasaran. medium NA, medium NB, gum arab,
ammonium sulfat, kantong selofan, NaCl 1%,
- Ba(OH),, Sephadex G-100, buffer Na-Asetat, buffer
Na-Fosfat, buffer Tris-HCl, buffer fosfat pH 7,
CaCl, 110 mM, MgCl, 110 mM, CoCl; 110 mM,
CuCl; 110 mM , ZnCl, 110 mM, aseton, etanol,
NaOH 50 mM, EDTA, Follin Ciocalteau, akuades,
Bovine Serum Albumin (BSA), fenolftalein,
pereaksi Lowry.

Cara  Kerja- Pembuatan inokulum
Azospirillum sp.PRD1- Isolat bakterl Azospirillum

Semnar Resondl Rimia dan Pendidlken fimia 2010
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sp.PRD1 diinckulasikan pada medium NB,
kemudian diinkubasi pada shaker incubator
Kottermann pada suhu ruang selama 30 jam, Setiap
3 jam sekali diambil sampelnya dan diukur OD
(optical density) nya dengan spektrofometer visibel
pada A 600 nm untuk menentukan kurva
pertumbuhan selnya. Inckulum yang diinokulasikan
ke dalam medium produksi adalah inokulum yang
berada pada fase eksponensial berdasarkan kurva
pertumbuhan selnya. .

Pembuatan kurva produksi lipase- Kurva
produksi lipase dibuat untuk menentukan masa
inkubasi yang menghasilkan lipase dengan aktivitas
tertinggi. Inokulum sebanyak 20 ml diinokulasikan
ke dalam 200 mL medium NB (sebagai medium
fermentasi) dalam Labu Erlenmeyer 500 mL yang
diperkaya dengan [% minyak zaitun (offve oif)
sebagai induser. Medium fermentasi diinkubasi pada
shaker incubator Kottermann pada suhu ruang
selama 2x24 jam. Pengambilan cuplikan dilakukan
setiap 6 jam sekali. Sebagian cairan fermentasi
diukur absorbansnya menggunakan
spektrofotometer visibel pada L 600 nm untuk

mengetahui kepadatan selnya, sebagian disentrifus
dengan sentrifus dingin (6000 rpm, 4°C, 10 i), 3T

Supernatan yang didapat merupakan eks .I-:‘lg?ar
lipase dan diukur aktivitasnya. g

Produksi lipase- Produksi lipase
dalam Labu Erlenmeyer 1 liter dengan imedium
fermentasi sebanyak 750 ml vang diperkaya @ngan
1% minyak zaitun (olive oil) sebagai indusér f
waktu inkubasi optimum yang telah diﬁapaik\a\m?{
penentuan kurva produksi. Ekstrak kasar lpase
yang didapat diukur volume, aktivitas dan kadar
proteinnya serta ditentukan aktivitas spesifiknya.
Aktivitas lipase diukur menggunakan metode
titrimetri dari Prazeres dkk (2006). Setiap 1 ml
NaOH 50 mM setara dengan 100 unit aktivitas
lipase. Kadar protein diukur menggunakan metode
Lowry (Bollag dkk.1996) untuk menentukan
aktivitas spesifik enzim. Aktivitas spesifik adalah
aktivitas enzim per mg protein enzim,

Fraksinasi dan dialisis lipase- Ekstrak kasar
lipase difraksinasi menggunakan garam ammonium
sulfat dengan kejenuhan 15%, 30%, 45% dan 60%.
Semua  fraksi yang diperoleh  didialisis
menggunakan kantong selofan, Diﬂisis dilakukan
pada suhu 4°C sambil diaduk dengan magneric
stirrer. Dialisis dilakukan selama 15 jam dengan
penggantian dialisat setiap 30 menit.  Dialisis
dihentikan bila dialisat sudah tidak mengandung
garam. Hasil dialisis diukur volume, aktivitas dan

|I L‘"‘f Ly __\.\
| d ir@.u Kan®

kadar proteinnya. Fraksi dengan aktivitas spesifik
tertinggi ditentukan karakteristik biokimianya.
Karakterisasi Lipase

Penentuan pengaruh pH terhadap aktivitas
lipase- Pengaruh pH terhadap aktivitas lipase
ditentukan pada pH antara 4-9 dengan berbagai
variasi buffer yang sesuai dengan konsentrasi 50
mi. Prosedur pengujian aktivitas lipase pada
berbagai pH dilakukan dengan prosedur yang sama
dalam pengukuran aktivitas lipase.

Penentuan pengaruh suhu terhadap aktivitas
lipase- Penentuan pengaruh suhu terhadap aktivitas
lipase ditentukan pada beberapa variasi suhu yakni
30, 35, 40, 45, 50, 55, dan 60°C pada larutan emulsi
(substrat) dengan pH optimum enzim yang telah
didapat sebelumnya. Pengukuran aktivitas lipase
pada berbagai suhu digunakan prosedur yang sama
dengan pengukuran aktivitas lipase.

Pengaruh berbagai ion logam, serta EDTA
terhadap aktivitas lipase- Pengaruh ion logam
terhadap aktivitas lipase ditentukan dengan
menambahkan | mM jon Cu®* , Ca®™, Mg®" Zn"
dan Co* serta EDTA. Setiap ion logam, serta EDTA
dengan konsentrasi 1. mM ditambahkan ke dalam

__lipase_dengan perbandingan 1: 1. Kontrol dibuat

' depgan taiipa penggunaan ion logam, dan EDTA

pada fpage Penentuan aktivitas lipase dilakukan
(;l ujj aktivitas.

sama deng

M

SiL DAV DISKUSI

Pegtnfuan fasé eksponensial  pertumbuhan

baktérd oo

Pembuplan = kufva  pertumbuhan  bakteri
Azospiriflum spePRID] dilakukan untuk menentukan
rur inokului p/a,da fase eksponensialnya. Bakteri
185 ojcillygn  splPRD1 pada fase  eksponensial
i d:%ﬁah’cm}_‘_sﬂbdgai inokulum untuk produksi lipase.
“Kurva pertumbuhan bakteri Azospiritlum sp.PRDI

dapat dilihat pada Gambar 1.
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Gambar |, Kurva Pertumbuhan Bakteri Azospiriffum
sp, PRDI

Berdasarkan hasil penelitian diketahui bahwa
isolat bakteri Azospiriflum sp.PRD1 mencapai fase
eksponensial dengan laju pertumbuhan paling cepat
pada waktu inkubasi 7 jam dengan nilai OD sebesar
1,0929, wang dicapai, Inokulum pada fase
eksponensial inilah yang dimasukkan ke dalam
medium produksi untuk menghasilkan lipase.
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Penentuan Waktu Produksi Optimum Lipase
Penentuan waktu produksi optimum lipase
dibuat untuk menentukan waktu inkubasi yang
menghasilkan lipase dengan aktivitas tertinggi.
Hasil pengukuran kepadatan sel dan aktivitas enzim
lipase yang dihasilkan oleh isolat bakteri
Azospirillum sp.PRD1 ditampilkan pada Gambar 2.

1.4000 -
1.2000 -
1.0000
§ 0.8000 1
2 0.6000 -
0.4000
0.2000 -

0.0000 <+

Lama inkubasl (Jam ke-)

Gambar 2. Kurva optical density dan _aktivi_g_as
Lipase - ekstrak  kasar- —bakteri-

Azospirillum sp. PRD.1 /* 1D Kete
spi. p Y Jw!_,}'. Ep 4

Berdasarkan hasil penelitni’;n__ =;:%enunju!$kgn
Azospirillum sp. PRD1 pada mediugivproduksi tidak

mengalami fase lag (fase adaptasi) karena-bakteri .
yang dimasukkan ke dalam medigm produksi telah
mengalami adaptasi pada | medium " inckulum

sehingga bakteri pada medium prgduksi telah siap
membelah (Volk dan Wheeler, 1988). Aktivitas
tertinggi lipase tercapai pada fase“log akhir dengan
lama inkubasi 3 jam dan aktivitas sebesar 40 Uik
Produksi lipase :
menumbuhkan inokulum pada fase eksponensial
yaitu inokulum umur 7 jam ke dalam -medium
produksi. Supernatan yang diperoleh merupakan
ekstrak kasar lipase. Volume ekstrak kasar lipase

yang dihasilkan adalah 1092 mL dengan aktivitas
sebesar 12 Unit/mL, kadar protein 1,7010 mg/mL,
dan aktivitas spesifik 7,0547 Unit, Ekstrak kasar
selanjutnya difraksinasi dengan ammonium sulfat
untuk mendapatkan lipase dengan kemurnian yang

lebih tinggi.

Fraksinasi Lipase '

Pemurnian ekstrak kasar lipase dilakukan
dengan cara fraksinasi bertingkat menggunakan
garam ammonium sulfat yang dilanjutkan dengan
dialisis sehingga didapatkan fraksi-fraksi protein
enzim (yakni FHD-15, FHD-30, FHD-45, FHD-60).
Hasil uji aktivitas dan kadar protein ekstrak kasar
dan tiap fraksi hasil dialisis ditampilkan pada Tabel
I

Berdasarkan Tabel 1, diketahui bahwa
fraksi ke-60 (FHD-60) merupakan fraksi dengan
aktivitas spesifik tertinggi sebesar 590,1639 U/mg
protein, dengan yield sebesar 83,66%. FHD-60
ditentukan nilai suhu dan pH optimum, serta
pengaruh EDTA dan ion logam.

dilakukan—_ dengan =

Berdasarkan Tabel |, diketahui bahwa fraksi ke-
60 (FHD-60) merupakan fraksi dengan aktivitas
spesifik tertinggi sebesar 590,1639 U/mg protein,
dengan yield sebesar 83,66%. FHD-60 ditentukan
nilai suhu dan pH optimum, serta pengaruh EDTA
dan ion logam.

Tabel 1. Data aktivitas, kadar protein dan aktivitas
spesifik lipase pada ekstrak kasar dan

fraksi hasil dialisis dari fraksinasi protein
enzim dengan ammonium sulfat

Tahap

Bacationlik Vol  Aktivitas [protein] spcsiﬁk yield
(Umly  (mg/ml)  (U/mg) Yo
Eks. Kasar 1092 12 1,7010 7,0547 100,00
F-15 30 164 0,7695  213,1254 30,21
F-30 30 36 0,2686  134,0283 18,99
F-45 30 158 03028 521,7966 73,96
_F-60 30 54 0,0915 590,1639 83,66

rangan:

BK . : Ekstrak Kasar

FHD, :“{'raksi hasil dialisis dari fraksinasi protein
" enzim dengan ammonium sulfat

7 =
Py Lo
I_'I"l

KnraEerii_asi Lipase FHD-60

Penentaan pH optimum

@em’uan pH optimum dilakukan pada kisaran
&

pH .ﬁuil penelitian diperlihatkan pada Gambar
>/
150
£ 100 ]
=
2 so0 -
'p 0 T T T ] T 1
w + 2 4 6 8 10 12
-50 -
pH

Gambar 3. Grafik  penentuan suhu optimum
aktivitas lipase FHD-60

Berdasarkan hasil pengujian diperoleh pH
optimum aktivitas lipase FHD-60 yaitu 7 dengan
nilai aktivitas sebesar 116 U/ml Pada kondisi pH
optimum, gugus pemberi dan penerima proton yang
penting pada sisi katalitik enzim mempunyai
struktur tiga dimensi yang paling sesuai dengan
substrat sehingga dapat mengikat substrat dengan
tepat, membentuk kompleks enzim-substrat dan
menghasilkan produk secara maksimum
(Nurhasanah dan Herasari, 2008).

Penentuan Suhu Optimum
Penentuan suhu optimum dilakukan pada kisaran
suhu 30-60 C. Hasil ditampilkan pada Gambar 4.
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Gambar 4. Grafik  penentuan suhu optimum
aktivitas lipase FHD-60

Berdasarkan hasil pengujian diperoleh suhu
optimum aktivitas lipase FHD-60 yaitu 40 °C
dengan nilai aktivitas sebesar 32 U/ml. Menurut
Gupta dkk (2004) lipase yang diisolasi dari bakteri
memiliki suhu optimum pada Kisaran 30-60°C,
sedangkan menurut Volk dan Wheeler (1988)
kebanyakan enzim mempunyai aktivitas optimum
pada suhu antara 30 dan 40°C.

Pengaruh penambahan ion logam dan EDTA
Penentuan pengaruh penambahan EDTA dan ion
logam terhadap aktivitas lipase FHD-60 dilakukan

pada suhu optimum 40°C dan pH optimum 7. lon- -

ion logam yang digunakan adalah Ca®, Mg, cu¥,

&

bahwa aktivitas lipase yang diperoleh  dari
Pseudomonas sp. KLB1 ditingkatkan oleh ion Ca™*
dengan aktivitas relatif sebesar 151,59% dan
dihambat oleh ion Co** dan EDTA dengan aktivitas
relatif sebesar 75,84% dan 95,63%.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil  penelitian  yang telah
dilakukan, dapat disimpulkan bahwa lipase dari
bakteri Azospirillum sp.PRD1 dapat dimurnikan
dengan tahapan ekstraksi untuk mendapatkan
ekstrak kasarnya dan fraksinasi bertingkat dengan
amonium sulfat. Lipase hasil fraksinasi dengan
amonium sulfat yang .memiliki aktivitas spesifik
tertinggi adalah FHD-60. FHD-60 memiliki
karakteristik biokimia yaitu suhu optimum 40°C, pH
optimum 7 dan merupakan metaloenzim dengan
kofaktornya adalah ion-ion ‘logam ca*, Mg¥,
Zn**dan Co®".
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Gambar 5. Histogram pengaruh penambahan EDTA
dan ion logam terhadap aktivitas lipase
FHD-60

Berdasarkan hasil pengujian diperoleh bahwa
penambahan EDTA menurunkan aktivitas lipase
FHD-60 menjadi 24 U/mL dibandingkan nilai
aktivitas kontrol (32 U/mL). EDTA mengkhelat
logam pada sisi aktif lipase sehingga struktur enzim
berubah dan enzim kehilangan sisi Kkatalitiknya

(Sindumarta dan Natalia, 1 999), Hal ini
menunjukkan  bahwa lipase FHD-60 adalah
metaloenzim, vyaitu kelompok enzim yang

mempunyai ikatan yang erat dengan logam, dan
logam tersebut merupakan kofaktor. Aktivitas lipase
FHD-60 meningkat dengan penambahan ion logam
Ca¥*, Mg¥, Zn®, dan Cu®, sedangkan dengan
adanya ion Co** menjadikan aktivitasnya menurun
(22 Unitml) daripada kontrol (32 Unit/ml) yang
berarti adanya logam Co’* sebanyak 1 mM sebagai
inhibitor. Bumibhamon dkk. (2002) menyatakan

tanggal 5 Oktober 2009. _
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