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ABSTRACT

Endophyte bacteria isolate from the leaves of Macaranga hullettii King ex Hook.f. has potential to produce
lipase. The study was conducted to filter lipase producing endophyte bacteria from Macaranga hullettii King ex
Hook.f. and determine the optimum production time. The results of screening endophyte bacteria showed 6 isolates
of endophyte bacteria that had the potential to produce lipase and 1 isolate was chosen which was number 5 to
determine the optimum production time. The optimum production time of lipase from Macaranga hullettii King ex

hook.f. leaves for 72 hours with activity of 2.92 U/mL.
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PENDAHULUAN

Lipase merupakan enzim yang mampu
menghidrolisis ikatan ester terutama lemak netral
seperti trigliserida menjadi asam lemak bebas dan
gliserol  [1]. Enzim yang diisolasi  dari
mikroorganisme sangat banyak digunakan karena
untuk produksinya hanya memerlukan waktu yang
sangat singkat dan nilai aktivitasnya dapat meningkat
dengan kondisi pertumbuhan yang tepat serta lahan
produksi yang diperlukan tidak luas [2].

Bakteri endofit ialah bakteri yang hidup pada
jaringan tumbuhan dan berkoloni pada sistem
vaskular dan daerah ruang interseluler. Setiap
tanaman mengandung beberapa jenis bakteri endofit
yang dapat memperoleh senyawa biologi dan
metabolit sekunder yang diduga akibat koevolusi atau
transfer genetik [3]. Beberapa penelitian telah
dilakukan untuk mengisolasi bakteri endofit yang
berpotensi menghasilkan lipase yaitu bakteri endofit
dari buah tanaman kelapa sawit yang menunjukkan
adanya aktivitas lipase [4]. Selain itu, bakteri endofit
dari tanaman obat Plectranthus tenuiflorus yang
menunjukkan adanya aktivitas lipase dari spesies
bakteri Bacillus megaterium, Bacillus pumilus dan
Pseudomonas sp [5].

Melihat potensi  bakteri endofit dalam
memproduksi lipase, maka diduga bakteri endofit
yang diisolasi dari daun Macaranga hullettii King ex

Hook.f. dapat memproduksi lipase. Sehingga perlu
dilakukan penelitian untuk menentukan waktu
optimum produksi lipase dari bakteri endofit daun
Macaranga hullettii  King ex Hook.f. dan
menentukan aktivitasnya.

METODOLOGI PENELITIAN
Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini
adalah beaker glass, gelas ukur, pipet tetes, pipet
mikro (20-200 pL), pipet mikro (100-1000 pL),
tabung mikro 2 mL, tabung reaksi, rak tabung reaksi,
waterbath shaker, labu Erlenmeyer, hot plate, labu
ukur, laminar air flow cabinet, magnetic stirrer,
jarum ose, spatula, oven, cawan petri, inkubator,
autoclave, hocky stick, tip biru, tip kuning, korek api,
hot plate, batang pengaduk, neraca analitik, lampu
spiritus, klem, buret dan Sentrifugasi Allegra X-22R.

Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian
ini adalah sampel isolat bakteri endofit daun
Macaranga hullettii King ex Hook.f., aquadest,
aluminium foil, tisu, media padat nutrient agar (NA),
media Luria Bertani (yeast extract 0,5 %, tripton 1 %
dan NaCl 0,5%), kapas, kain kasa, plastik HD, plastik
wrap, rhodamin B, NaOH, indikator phenolftalein,
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aseton, etanol 95%, etanol 70%, gum arab, olive oil,
dan larutan buffer pH 7,5.

Prosedur Penelitian
Penapisan bakteri endofit penghasil lipase

Secara kualitatif, aktivitas lipase diidentifikasi
dengan terbentuknya warna orange yang berpendar
pada permukaan koloni bakteri [6]. Isolat bakteri
yang telah diinokulasikan ke media nutrient agar
yang mengandung rhodamin B dan olive oil dengan
metode streak plate untuk memperoleh koloni
tunggal yang tunggal yang berpotensi menghasilkan
enzim lipase. Kemudian diinkubasi pada suhu 37°C
selama + 16 jam. Isolat-isolat yang memperlihatkan
adanya aktivitas lipase selanjutnya ditentukan waktu
optimum produksinya dan dilakukan uji aktivitas
secara kuantitatif.

Penentuan waktu produksi optimum lipase

Penentuan waktu optimum produksi lipase
dilakukan pada variasi waktu 24, 48, 72 dan 96 jam.
Isolat bakteri terpilih ditumbuhkan ke dalam 5 mL
media LB, lalu diinkubasi masing-masing pada
variasi waktu dengan suhu 37°C. Selanjutnya
dilakukan uji aktivitas lipase untuk memperoleh
waktu optimum yang akan digunakan untuk produksi
lipase.

Produksi lipase dari isolat bakteri

Media LB digunakan untuk memproduksi
enzim lipase, yaitu dengan menumbuhkan 20 pL
isolat bakteri ke dalam 10 mL media produksi LB.
Selanjutnya, diinkubasi pada suhu 37°C selama + 72
jam di atas water shaker dengan kecepatan 150 rpm.
Isolat disentrifugasi pada kecepatan 12.000 rpm
dengan suhu 4°C selama 30 menit untuk memisahkan
supernatan dan endapannya. Supernatan yang
diperoleh merupakan ekstrak kasar lipase dan
dilakukan uji aktivitasnya secara kuantitatif.

Uji aktivitas lipase secara kuantitatif

Aktivitas lipase dilakukan berdasarkan metode
Lienfield et al., (1984) [1]. Aktivitas lipase ditentukan
secara titrimetri dengan menggunakan emulsi olive
oil yang dibuat dengan mencampurkan 0,05 mL olive
oil dan 0,05 gram gum arab di dalam labu
Erlenmeyer dan  dihomogenkan. Kemudian,
ditambahkan 4 mL larutan buffer pH 7,5 dan 1 mL
ekstrak kasar enzim, lalu diinkubasi pada suhu
ruang selama 30 menit. Ditambahkan 10 mL aseton-
etanol (1:1) dan dihomogenkan. Ditambahkan 2 tetes
indikator phenolphthalein dan dititrasi menggunakan
larutan NaOH 0,02 M. Ketika larutan menjadi warna
merah jambu dan tidak hilang maka proses titrasi
dihentikan sehingga diperoleh volume titrasi dan

dicatat volume titrasinya. Blanko dibuat dengan cara
menggantikan enzim dengan aquadest.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Penapisan Bakteri Endofit Penghasil Lipase
Penapisan  bakteri  endofit dari  daun
Macaranga hullettii King ex Hook.f. yang mampu
menghasilkan lipase diperolen 6 isolat yang
menunjukkan pendar orange di sekitar koloni pada
media padat nutrient agar yang mengandung olive oil
dan rhodamin B seperti yang ditampilkan pada
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Gambar 1. Hasil penapisan bakteri endofit daun
Macaranga Hullettii King ex Hook.f.
yang berpendar orange di bawah lampu
uv.

Hasil uji kuantitatif menunjukkan bahwa isolat
nomor 5 memiliki aktivitas tertinggi yaitu 1,8
Unit/mL, isolat nomor 5 kemudian dipilih untuk
diproduksi lipasenya. Pendaran warna orange yang
terbentuk di bawah sinar lampu UV tersebut akibat
terbentuknya suatu kompleks antara ion asam lemak
yang dihasilkan pada reaksi hidrolisis enzimatik oleh
lipase dengan kationik rhodamin B. Keberadaan olive
oil dalam medium petumbuhan adalah sebagai
substrat yang komposisinya sebagian besar terdiri
atas trigliserida. Sedangkan rhodamin B sebagai
indikator adanya asam lemak yang dihasilkan dari
proses hidrolisis substrat oleh lipase [7].

Produksi dan Penentuan Waktu Produksi
Optimum Lipase

Penentuan waktu produksi optimum lipase
dilakukan dengan 4 variasi waktu inkubasi. Waktu
optimum yang diperoleh kemudian akan digunakan
untuk waktu produksi selanjutnya. Hasil pengukuran
waktu optimum produksi disajikan pada Tabel 1.




Tabel 1. Hasil penentuan waktu produksi optimum
lipase.

Waktu produksi

Nilai aktivitas

(Jam) (U/mL)
24 1,60
48 1,63
72 2,96
96 1,25

Berdasarkan Tabel 1. maka dibuat grafik yang
menunjukkan hubungan antara waktu produksi lipase
dengan nilai aktivitas lipase yang ditampilkan pada
Gambar 2.
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Gambar 2. Waktu produksi optimum lipase

Waktu inkubasi optimum untuk produksi
lipase yakni 72 jam dengan aktivitas lipase
sebesar 2,96 U/mL. Kemudian pada saat 96 jam
inkubasi  aktivitas lipase menjadi menurun
sebesar 1,25 U/mL. Peningkatan aktivitas lipase
pada waktu 72 jam diduga karena jumlah bakteri
yang tumbuh sama dengan jumlah bakteri yang
mati, hal ini terjadi karena nutrisi dan cadangan
enegi dalam sel mulai menipis akibatnya bakteri
tidak lagi membelah diri dan menghasilkan
produk. Sedangkan pada waktu 96 jam semakin
banyak jumlah bakteri yang mati daripada
bakteri yang hidup karena jumlah nutrisi dalam
media telah habis, akibatnya produk yang
dihasilkan bakteri menjadi sedikit [9]. Menurut
Andersson aktivitas lipase dari Pseudomonas
fluoroscens diperoleh maksimal pada waktu 3
hari inkubasi (72 jam) [10]. Selain itu, lipase dari
Neurospora sitophila diproduksi maksimal pada
waktu 72 jam [11].

KESIMPULAN

Bakteri endofit dari daun Macaranga hullettii
King ex Hook.f. menghasilkan lipase pada waktu
produksi optimum 72 jam dengan aktivitas lipase
sebesar 2,96 Unit/mL.
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