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ABSTRAK

Penelitian ini mempelajari kondisi hidrolisis minyak kelapa yang optimum menggunakan enzim lipase dari kentos
kelapa. Kondisi hidrolisis yang dipelajari meliputi konsentrasi substrat optium, perbandingan enzim : substrat dan lama
hidrolisis yang optimum serta pengaruh pengadukan selama hidrolisis. Hasil penelitian menunjukkan bahwa, hidrolisis
minyak kelapa menggunakan enzim lipase kentos kelapa menghasilkan asam lemak bebas paling banyak pada kon-
sentrasi substrat (minyak kelapa) 10 %, perbandingan enzim : substrat yaitu 3 : 10 (v/v), lama hidroloisa 60 menit dan
dilakukan pengadukan selama hidrolisis.
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ABSTRACT

This research was aimed to study hydrolysis conditions of houstorium lipases enzyme using coconut oil as substrate.
Hydrolysis conditions studied were substrate (coconut oil) concentration, enzyme substrate ratio, duration of hydro-
lysis and effect of stirring to hydrolysis. The results show that lipase of coconut houstorium may be optimally used
at a coconut oil concentration of 10 %, enzyme to substrate ratio of 3 : 10 (v/v) and hydrolysis for 60 minutes with

stirring.
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PENDAHULUAN

Enzim lipase mampu menghidrolisis lemak atau min-
yak menghasilkan asam lemak bebas (Sana dkk., 2004). Le-
mak dalam biji atau buah akan dihidrolisis secara enzimatis
dengan bantuan enzim lipase untuk memecahkannya menjadi
asam lemak. Asam lemak ini kemudian memasuki siklus ka-
tabolisme trigliserida dan glukoneogenesis untuk memben-
tuk suatu heksosa yang akan digunakan dalam pembentukan
selulosa sebagai penyusun tunas kelapa (Bewley dan Black,
1985).

Enzim lipase merupakan enzim yang menghidrolisis
ikatan ester terutama lemak netral seperti trigliserida (Sana
dkk., 2004). Menurut Pahoja dkk. (2001), enzim lipase meng-
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hidrolisis minyak (trigliserida), digliserida dan mono gliseri-
da menjadi asam lemak bebas dan gliserol. Enzim lipase dari
kelapa sawit mampu menghidrolisis minyak dalam biji sawit
(endogeneus). Dalam waktu hidrolisis 1 jam, hanya 0,8% to-
tal minyak yang dihidrolisis menjadi asam lemak bebas. (Oo
dan Stumpf, 1983 ).

Apabila minyak kelapa dihidrolisis, maka akan diha-
silkan asam lemak bebas penyusunnya. Asam lemak dalam
minyak kelapa terdiri atas asam laurat, asam miristat, asam
kaprilat dan asam kaprat. Asam lemak ini termasuk asam le-
mak rantai sedang atau Medium Chain Fatty Acid (MCFA)
yang dapat menurunkan kadar kolesterol darah (Nicole dkk.,
2001). Disamping itu, asam laurat, asam kaprat, asam pal-
mitat, asam miristat, asam linoleat, asam linolenat yang di-
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peroleh dari hidrolisis minyak kelapa memiliki kemampuan
antibakteri. Asam lemak ini dapat menghambat pertumbuhan
bakteri diantaranya Pneumococci, streptococcus, Micrococci,
Candida, S. aureus, S. epidermis (Kabara dkk., 1972) dan
menghambat perkembangan virus (Harnung dkk., 1994).

Hasil penelitian Sui dan Chandra (2007) menyatakan
bahwa, kentos dari buah kelapa memiliki aktivitas lipase
yang cukup tinggi. Kentos yang diperoleh dari buah kelapa
yang ditunaskan selama 30 hari memilki aktivitas spesifik li-
pase sebesar 0,0581 unit/mg protein.

Apabila enzim lipase dari kentos kelapa ini digunakan
untuk menghidrolisis minyak kelapa, maka akan diperoleh
asam lemak bebas yang sangat bermanfaat bagi keschatan.
Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan untuk menentukan
kondisi hidrolisis yang tepat agar diperoleh asam lemak bebas
yang maksimum.

METODE PENELITIAN

Bahan

Bahan yang digunakan antara lain, buah kelapa vari-
tas dalam yang diperoleh dari Lawang, Kabupaten Malang,
virgin coconut oil (VCO) merk Bagoes, aquades, air desti-
lasi bebas ion. Bahan kimia antara lain gum arab, dietil eter,
petroleum eter, Na,CO,, etanol 95 %, NaOH, indikator pp,
Ca(OH),, K,HPO,, KH,PO,, bovin serum albumin (BSA)
yang diperoleh dari Merck.

Ekstraksi Enzim Lipase

Enzim lipase yang digunakan adalah ekstrak kasar yang
diperoleh dari kentos kelapa yang ditunaskan selama 30 hari.
Pertunasan kelapa menggunakan metode Oo dan Stumpf
(1983) yang dimodifikasi. Modifikasi dilakukan pada tahap
penyimpanan kelapa. Oo and Stumpf (1983) menyimpan ke-
lapa yang ditunaskan di dalam tanah. Dalam penelitian ini,
kelapa disimpan dalam lemari penyimpanan yang gelap pada
suhu 20 °C dengan kelembababan antara 80 - 90 %. Isolasi
lipase dengan metode Sana dkk. (2004) yang dimodifikasi.
Pada metode Sana dkk. (2004), sampel diberi dengan air de-
stilat bebas ion. Pada penelitian ini, air destilat diganti dengan
larutan buffer fosfat pH 7 untuk mencegah perubahan pH se-
lama isolasi enzim.

Hidrolisis Minyak Kelapa

Kemampuan hidrolisis enzim lipase kentos terhadap
minyak kelapa menggunakan metode Rashid dkk. (2001).
Kondisi hidrolisis enzim lipase yang optimum dipelajari de-
ngan memvariasi: (a) Kadar Substrat yaitu 2, 6, 10, 14 dan 18
%, (b) Perbandingan enzim dan substrat meliputi 1:10; 2:10;

3:10; 4:10 dan 5:10 (v/v), (¢) Pengaruh pengadukan selama
hidrolisis (tanpa diaduk dan diaduk dengan stirrer 300 rpm)
dan (d) Lama hidrolisis (0, 30, 60, 90 dan 120 menit).

Enzim lipase yang digunakan adalah hasil isolasi dari
kentos kelapa yang ditunaskan selama 30 hari dengan aktivi-
tas 0,402 unit/ml ekstrak enzim atau 0,058 unit/mg protein.
Aktivitas enzim lipase diukur dengan menggunakan para nitro
phenil laurat (PNPL) sebagai substrat. Para nitrofenol yang
dilbebaskan dari hirolisa PNPL oleh lipase diukur dengan
spektofotometer pada panjang gelombang 410 nm (Bhardwaj
dkk., 2001).

Reaksi hidrolisis dilakukan dengan cara mencampurkan
10 ml substrat (minyak kelapa dalam bentuk emulsi dengan
air ditambahkan gum arab sebagai emulsifier) konsentrasi 10
% dengan enzim 3 ml (kecuali untuk penentuan perbandingan
enzim:substrat) yang diatur pada pH 7.

Untuk penentuan perbandingan enzim:substrat, konsen-
trasi substrat diatur sehingga konsentrasi akhir setelah ditam-
bah enzim dengan perbandingan yang berbeda (1:10 ; 2:10;
3:10;4:10 dan 5:10 v/v) konsentrasi substrat menjadi 10 %.

Selanjutnya diinkubasi pada suhu 60 °C selama 60 me-
nit. Penentuan pH 7, suhu 60 °C dan lama inkubasi 60 menit
berdasarkan penelitian terdahulu tentang karakterisasi enzim
lipase kentos kelapa (Sui, 2007). Jumlah asam lemak bebas
atau Free Fatty Acid (FFA) yang dihasilkan ditentukan den-
gan cara titrasi dengan larutan NaOH 0,005 N menggunakan
metode Rashid dkk. (2001).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Konsentrasi Substrat

Dalam penelitian ini diuji beberapa konsentrasi substrat
yang berbeda (2, 6, 10,14 dan 18 %) terhadap asam lemak be-
bas yang dihasilkan (Tabel 1). Hasil penelitian menunjukkan
bahwa peningkatan konsentrasi substrat sampai 10 % dapat
meningkatkan produksi asam lemak bebas (FFA). Tetapi jika
konsentrasi substrat ditingkatkan lagi akan terjadi penurunan
produksi FFA.

Tabel 1. Produksi asam lemak bebas (FFA) pada konsentrasi

substrat yang berbeda

Konsentrasi FFA
Substrat (%) (umol/ml/jam)

2% 0,64

6% 1,42

10 % 2,19

14 % 1,31

18 % 0,64
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Hasil penelitian ini didukung oleh penelitian Pahoja
dkk. (2001) melaporkan bahwa, peningkatan konsentrasi sub-
strat hingga 10 % meningkatkan aktivitas lipase Caesalpinia
bonducella L. Jika konsentrasi substrat ditingkatkan lagi di
atas 10 % maka akan terjadi penurunan aktivitas enzim li-
pase. Penurunan aktivitas enzim juga akan menurunkan pro-
duk yang dihasilkan (dalam hal penelitian ini adalah FFA).
Fenomena ini memang kurang sesuai dengan kinetika enzim
yang menyatakan bahwa, aktivitas enzim akan meningkat
sejalan dengan peningkatan konsentrasi substrat. Peningka-
tan substrat hingga batas konsentrasi tertentu tidak bisa me-
ningkatkan aktivitas enzim schingga aktivitasnya mendekati
konstan (tidak menurunkan aktivitas enzim). Hal ini diduga
karena terjadi penghambatan aktivitas enzim lipase pada
kondisi substrat terlalu tinggi. Pada saat konsentrasi substrat
sudah optimum, penambahan sejumlah substrat justru akan
menghambat interaksi enzim dengan substrat sehingga akti-
vitas enzim menurun.

Perbandingan Enzim : Substrat

Perbandingan enzim : subtrat yang dipelajari dalam
penelitian ini 1:10 ; 2:10 ; 3:10 ; 4:10 dan 5:10 (v/v). Dari
perbandingan enzim : substrat yang berbeda, selanjutnya di-
ukur asam lemak bebas yang dihasilkan seperti terlihat pada
Tabel 2.

Tabel 2. Produksi asam lemak bebas (FFA) pada perbanding-
an enzim : substrat yang berbeda

Enzim : Substrat FFA
(v/v) (pmol/jam)
1:10 3,33
2:10 5,00
3:10 6,87
4:10 5,21
5:10 1,67

Hasil penelitian menunjukkan bahwa peningkatan en-
zim hingga 3 : 10 dapat meningkatkan produksi FFA. Pening-
katan enzim setelah 3 : 10 justru menurunkan produksi FFA.

Hasil penelitian ini sependapat dengan penelitian Paho-
ja dkk. (2001) yang menyebutkan bahwa, penambahan enzim
terhadap substrat hingga konsentrasi enzim tertentu (12 %)
akan meningkatkan aktivitas lipase Caesalpinia bonducella
L. Jika jumlah enzim ditingkatkan lagi, aktivitas lipase akan
menurun yang ditunjukkan oleh jumlah produk hidrolisis
yang lebih rendah.

Penurunan produk hidrolisis berupa FFA diduga karena
perbandingan enzim : substrat pada rasio 3 : 10 (v/v) aktivitas
hidrolisis mencapai maksimal. Jika enzim ditingkatkan lagi,
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reaksi akan berlangsung lebih cepat, sehingga asam lemak
bebas mencapai maksimal sebelum 60 menit. Jika hidrolisis
dilanjutkan hingga 60 menit, diduga reaksi akan berlanjut de-
ngan menguraikan asam lemak bebas menjadi senyawa lain.

Menurut Bewley dan Black (1985), lemak dalam biji
atau buah akan dihidrolisis secara enzimatis dengan bantuan
enzim lipase untuk memecahkannya menjadi asam lemak
bebas. Asam lemak ini selanjutnya akan memasuki siklus
katabolisme trigliserida dan glukoneogenesis untuk memben-
tuk suatu heksosa yang akan digunakan dalam pembentukan
selulosa sebagai penyusun tunas kelapa.

Pengaruh Pengadukan Selama Hidrolisis

Proses pengadukan dalam industri pengolahan memer-
lukan biaya. Penelitian ini ingin menguji apakah pengaduk-
an selama hidrolisis (60 menit) berbeda hasilnya terhadap
produksi FFA dibandingkan tanpa pengadukan. Produksi FFA
selama hidrolisis antara yang dilakukan pengadukan dan tan-
pa pengadukan tertera pada Gambar 1.

FFA (u mol/ml/jam)
o

Diaduk Tidak diaduk

Pengadukan

Gambear 1. Produksi asam lemak bebas (FFA) pada pengaruh pengadukan

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pengadukan den-
gan stirer selama hidrolisis menghasilkan FFA lebih tinggi
yaitu 2,540 pmol FFA/ml/jam dibandingkan tanpa stirer yaitu
2,250 pmol/ml enzim/jam.

Hal ini karena dengan pengadukan, peluang interaksi
enzim dengan substrat menjadi lebih besar, sehingga kecepa-
tan reaksi lebih tinggi. Dengan demikian, FFA yang dihasil-
kan juga akan lebih tinggi.

Lama Hidrolisis

Lama hidrolisis optimum lipase dari kentos kelapa
diperoleh pada 60 menit dengan produksi asam lemak bebas
(FFA) 2,25 umol/ml enzim kasar. Jika hidrolisis dilanjutkan
menjadi 180 menit, produksi FFA menurun tajam menjadi
0,819 umol/ml enzim (Tabel 3).
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Tabel 3. Produksi asam lemak bebas (FFA) pada variasi lama

hidrolisis

Waktu FFA

(menit) (umol/ml)
30 1,69
60 2,25
90 1,40
120 0,87
150 0,82
180 0,69

Penelitian Pahoja dkk. (2001) menghasilkan fenomena
yang sama yaitu hidrolisis hingga lama waktu tertentu (180
menit) akan meningkatkan aktivitas lipase Caesalpinia bon-
ducella L. Tetapi jika hidrolisis dilanjutkan maka aktivitas
lipase akan terjadi penurunan. Jika aktivitas enzim lipase
menurun, maka juga akan menurunkan produk hidrolisisnya.

Penurunan produk hidrolisis yang berupa asam lemak
bebas (FFA) ini diduga karena pada jumlah tertentu (kon-
sentrasi tertentu) keberadaan FFA justru menghambat reaksi
hidrolisis selanjutnya. Menurut Galliard (1971), aktivitas
enzim lipase kentang akan mengalami penurunan aktivitas
karena produksi senyawa penghambat aktivitas enzim, atau
produk samping dari hasil reaksi atau terjadi inaktivasi enzim
dengan semakin lama hidrolisis.

Kemungkinan lain penyebab menurunnya FFA adalah
karena FFA sudah mencapai maksimal pada lama hidrolisis
60 menit. Jika hidrolisis dilanjutkan lagi, maka FFA akan di-
urai lebih lanjut dalam siklus katabolisme lemak menghasil-
kan suatu heksosa sehingga jumlah FFA akan berkurang.

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Substrat (minyak kelapa) konsentrasi 10 % dengan per-
bandingan enzim:substrat 3:10 (v/v) yang dihidrolisis sela-
ma 60 menit menghasilkan asam lemak bebas paling tinggi.
Pengadukan dengan magnetic stirrer selama proses hidrolisis,
menghasilkan FFA sedikit lebih tinggi dibandingkan tanpa
pengadukan.

Saran

Perlu penelitian lebih lanjut proses produksi asam laurat
dari minyak kelapa, serta metode pemisahannya.
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