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 Abstrak  

Lipase diketahui memiliki peranan penting dalam bidang industri. Produksi lipase dapat dihasilkan 

oleh kapang, khamir, dan bakteri. Penelitian bertujuan untuk meningkatkan aktivitas lipase yang 

dihasilkan oleh Bacillus halodurans CM1. Aktivitas lipase dapat ditingkatkan dengan optimasi 

komposisi media, mutasi bakteri dengan radiasi gamma dan N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine 

(NTG). Enzim yang dihasilkan dipekatkan dengan metode stirred-cell ultrafiltration (UF)-

ammonium sulfat dan UF-Polyethylene glycol (PEG). Uji aktivitas dilakukan pada tujuh media 

yang berbeda untuk mendapatkan media produksi. Delapan variabel komposisi media dioptimasi 

dengan rancangan Plackett-Burman. Bakteri dimutasi dengan radiasi gamma dosis 0,1–0,4 kGy dan 

NTG 0,05–0,15 mg/mL dengan waktu inkubasi 1–3 jam. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 

media produksi yang digunakan berdasarkan optimasi media dan komposisi media Plackett-Burman 

adalah media dasar Bora & Bora yang mengandung 0,5% palm oil (PO) dan 0,09% CaCl2. Aktivitas 

lipase optimal diproduksi oleh bakteri hasil mutasi dengan NTG 0,1 mg/mL yang diinkubasi selama 

3 jam. Pemekatan enzim UF-ammonium sulfat dan UF-PEG mampu meningkatkan aktivitas enzim 

lipase sebesar 18,44%.  

Kata kunci: Bacillus halodurans; lipase; mutasi; optimasi; pemekatan enzim 

Abstract 

Lipase is known to have an important role in the industrial field. Lipase can be produced by molds, 

yeasts, and bacteria. The research aimed to increase the activity of lipase produced by Bacillus 

halodurans CM1. Lipase activity can be improved by optimization of the composition of the media, 

the mutation of bacteria with gamma radiation and N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (NTG). 

The enzyme was concentrated by stirred-cell ultrafiltration method (UF)-ammonium sulfate and 

UF-Polyethylene glycol (PEG). The activity test was performed on seven different media to get 

production media. The eight variables of the media composition were optimized by Plackett-

Burman design. The bacteria were subject to mutation by using 0.1–0.4 kGy dose of gamma 

radiation and 0.05–0.15 mg/mL NTG with incubation time for 1–3 hours. The results showed that 

the production media used based on optimization and composition of Plackett-Burman media was 

Bora Bora medium that containing 0.5% palm oil (PO) and 0.09% CaCl2. Optimum lipase activity 

was produced by the bacterium that mutated with 0.1 mg/mL NTG, incubated for 3 hours. The 

concentrated by UF-ammonium sulfate and UF-PEG could increase the lipase activity by 18.44%. 
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PENDAHULUAN 

Lipase (EC 3.1.1.3) merupakan enzim 

hidrolisis yang mengkatalis hidrolisis 

triacylglycerol menjadi glycerol dan asam 

lemak dengan melepaskan gugus asam dan 

alkohol, serta mengkatalis reaksi seperti 

esterifikasi dan transesterifikasi (Damaso et 

al., 2008; Mala & Takeuchi, 2008). 

Kemampuan tersebut menyebabkan lipase 

memilki peranan penting dalam bidang industri 

dan proses kimia organik, seperti industri 

makanan, kimia, farmasi, kertas, kosmetik, 

agrokimia, dan deterjen (Anbu et al., 2013). 

Lipase diproduksi oleh banyak 

mikroorganisme, seperti bakteri, kapang, dan 

khamir (Devi et al., 2012). Sharma et al. 

(2001) mengatakan bahwa bakteri dari genus 

Bacillus mampu menghasilkan lipase. 

Berdasarkan penelitian pendahuluan yang 

dilakukan oleh tim BPP Teknologi, Bacillus 

halodurans CM1, diisolasi dari sumber air 

panas, Cimanggu, Jawa Barat berpotensi dalam 

menghasilkan enzim ekstraselular, seperti 

xilanase dan protease (Ulfah et al., 2011). 

Penelitian mengenai produksi dan optimasi 

lipase sudah banyak dilakukan pada bakteri 

Bacillus, namun pada B. halodurans belum 

diketahui kemampuannya dalam menghasilkan 

lipase.  

Produksi lipase oleh mikroorganisme 

dipengaruhi oleh beberapa faktor, seperti 

sumber karbon dan nitrogen, pH, serta suhu. 

Faktor-faktor tersebut perlu diatur, sehingga 

dapat menghasilkan kondisi optimum untuk 

produksi lipase. Peningkatan aktivitas lipase 

dapat ditingkatkan dengan mengoptimasi 

komposisi dan kondisi medium menggunakan 

suatu metode statistik. Plackett-Burman 

merupakan salah satu bagian dari metode 

permukaan respon (RSM) yang dapat 

menentukan kondisi optimum menggunakan 

analisis statistik, di mana tiap variabel yang 

digunakan terdiri dari rentang nilai terendah 

dan nilai tertinggi dengan mengandung respon 

optimal (Liu et al. 2012). Abdel-Fattah et al. 

(2002) menggunakan lima belas variabel faktor 

dalam rancangan Plackett-Burman untuk 

produksi lipase dari Bacillus sp. Rancangan 

Plackett-Burman diharapkan mampu 

membantu meningkatkan aktivitas lipase. 

Selain dengan optimasi komposisi dan 

kondisi media, peningkatan aktivitas lipase 

juga dapat dilakukan dengan meningkatkan 

kemampuan strain bakteri dalam menghasilkan 

produk (Vu et al., 2009; Xu et al., 2011; 

Sharma & Singh, 2012; Shahbazi et al., 2014). 

Vu et al. (2011) melakukan mutasi dengan 

radiasi gamma dan N-methyl-N’-nitro-N-

nitrosoguanidine (NTG) untuk meningkatkan 

produksi selulase. Mutasi juga dapat diprediksi 

dengan metode bioinformatika, seperti yang 

dilakukan oleh Tambunan et al. (2014) 

terhadap Candida antartica yang 

menghasilkan lipase. 

Penelitian yang dilakukan bertujuan 

untuk meningkatkan aktivitas lipase yang 

dihasilkan oleh B. halodurans CM1. 

Peningkatan aktivitas dilakukan dengan meng-

optimasi komposisi dan kondisi media 

produksi enzim serta meningkatkan 

kemampuan bakteri dalam menghasilkan 

enzim dengan mutasi. Pemekatan enzim 

dilakukan dengan pendekatan filtrasi dan 

pengendapan. 

 

MATERIAL DAN METODE 

Bahan 

 Bacillus halodurans CM1 koleksi 

LAPTIAB BPP Teknologi, perangkat radiasi 

gamma (BATAN), N-methyl-N’-nitro-N-

nitrosoguanidine (NTG), ammonium sulfat, 

dan polyethylene glycol (PEG). 

 

Cara Kerja 

Penentuan Media Produksi 

Bakteri dibiakkan dalam medium LB cair 

pH 9 dalam erlenmeyer 250 mL, volume kerja 

50 mL untuk membuat seed culture. Seed 

culture diberi agitasi 200 rpm, suhu 50 C dan 

diinkubasi selama 18–24 jam. Seed culture 

dimasukkan sebanyak 10% (v/v) dari total 

medium LB starter pH 9 ke dalam medium 

starter. Biakan diinkubasi pada suhu 50 C 

dengan agitasi 200 rpm, sampai optical density 

(OD) terukur 0,6–0,8 dalam spektrofotometer 

dengan panjang gelombang 600 nm. Ketika 

OD biakan sudah mencapai rentang 0,6–0,8 

biakan dimasukkan ke dalam masing-masing 

media produksi sebanyak 10% (v/v) dari total 

volume medium produksi. 

Media produksi yang digunakan 

berdasarkan media Mamo
 
et al. (2006) dan  

Bora & Bora
 

(2012) dengan modifikasi. 

Sumber N (pepton) disubstitusi dengan tepung 
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ikan. Sumber C (minyak) yang digunakan 

adalah sunflower oil (SFO), palm oil (PO), dan 

crude palm oil (CPO).  Media dasar Mamo, 

yaitu tepung ikan 0,92%, NaCl 0,20%, Na2CO3 

1%, MgSO4.7H2O 0,01%, KH2PO4 0,10% dan 

CaCl2.2H2O 0,01% pada pH 11. Media dasar 

Bora & Bora mengandung tepung ikan 0,92%, 

NaCl 0,02%, Na2CO3 0,10%, MgSO4.7H2O 

0,04%, KH2PO4 0,30% pada pH 9. Media yang 

digunakan dapat dilihat pada Tabel 1. 

Tabel 1. Media produksi lipase 

No. Media 
Komposisi (%) 

dasar Sumber C CaCl2 

1 Mamo +  -  -  

2 Mamo + PO 0,50  -  

3 Bora & Bora +   -  -  

4 Bora & Bora + SFO 0,50   - 

5 Bora & Bora + CPO 0,50   - 

6 Bora & Bora + PO 0,50 0,09 

7 Bora & Bora + PO 0,50 0,01 

 

Biakan kocok medium produksi 

diinkubasi dalam Erlenmeyer 500 mL dengan 

volume kerja 100 mL, agitasi 200 rpm pada 

suhu 50C selama 20 jam. Media kemudian 

dimasukkan dalam falcon dan disentrifugasi 

3800 rpm selama 30 menit pada suhu 4 C. 

Supernatan diambil sebagai enzim kasar. 

Aktivitas Lipase 

Uji aktivitas lipase dilakukan 

berdasarkan metode titrasi (Li et al., 2014) 

Substrat dibuat dengan komposisi minyak 

zaitun 25%, poly vinyl alcohol (PVA) 1,5%, 

dan air reverse osmosis (RO) yang 

dihomogenkan dengan homogenizer. Substrat 

sebanyak 5 mL diambil dan ditambahkan 

dengan larutan penyangga tris-HCl 0,05 M pH 

8 sebanyak 4 mL, lalu ditambahkan enzim 

sebanyak 1 mL. Inkubasi dilakukan pada suhu 

37C, 150 rpm, selama 20 menit. Setelah 

inkubasi, sampel ditambahkan dengan 5 mL 

metanol, lalu dititrasi dengan NaOH 0,05 M. 

Aktivitas enzim (U/mL) dihitung berdasarkan 

rumus berikut: 

 

Optimasi Komposisi Media 

Optimasi komposisi media produksi 

dirancang dengan menggunakan program 

Design Expert v.7.1.5. Plackett-Burman 

digunakan sebagai screening factor dengan 

delapan variabel yang merupakan komposisi 

dan kondisi media terpilih, yaitu konsentrasi 

PO, tepung ikan, NaCl, Na2CO3, MgSO4, 

KH2PO4, CaCl2, dan pH. Tiap variabel terdiri 

dari dua level, yaitu level bawah (-) dan level 

atas (+). Rancangan percobaan dapat dilihat 

pada Tabel 2. dan Tabel 3. 

Tabel 2.Variabel bebas dan rentang level 

No. Variabel 
Level 

(-) (+) 

1 PO 0,30 1,00 

2 Tepung ikan 0,70 1,40 

3 NaCl 0,01 0,05 

4 Na2CO3 0,08 0,12 

5 MgSO4 0,02 0,06 

6 KH2PO4 0,20 0,50 

7 CaCl2 0,07 0,14 

8 pH 9 10 
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Tabel 3.  Rancangan percobaan Plackett-Burman 

Run 

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4 Faktor 5 Faktor 6 Faktor 7 Faktor 8 

A:PO B:T.ikan C:NaCl D:Na2CO3 E:MgSO4 F:KH2PO4 G:CaCl2 H:pH 

% % % % % % %   

1 1 0,7 0,05 0,12 0,02 0,5 0,14 10 

2 1 1,4 0,05 0,08 0,02 0,2 0,14 9 

3 1 1,4 0,01 0,08 0,02 0,5 0,07 10 

4 1 0,7 0,01 0,08 0,06 0,2 0,14 10 

5 0,3 0,7 0,01 0,08 0,02 0,2 0,07 9 

6 0,3 0,7 0,01 0,12 0,02 0,5 0,14 9 

7 0,3 0,7 0,05 0,08 0,06 0,5 0,07 10 

8 1 0,7 0,05 0,12 0,06 0,2 0,07 9 

9 0,3 1,4 0,05 0,12 0,02 0,2 0,07 10 

10 1 1,4 0,01 0,12 0,06 0,5 0,07 9 

11 0,3 1,4 0,05 0,08 0,06 0,5 0,14 9 

12 0,3 1,4 0,01 0,12 0,06 0,2 0,14 10 

 

Produksi dilakukan pada kultur kocok 

dengan volume 25 mL dalam erlenmeyer 125 

mL selama 18 jam untuk selanjutnya diuji 

aktivitas enzim. Data yang didapat selanjutnya 

akan dianalisis dengan program Design Expert 

v.7.1.5. Masing-masing data dilihat 

signifikansinya berdasarkan nilai F dan P pada 

ANOVA (Wibisana et al., 2015). 

Mutasi Bacillus halodurans CM1 

Bakteri dimutasi dengan cara diradiasi 

gamma dan diberi N-methyl-N’-nitro-N-

nitrosoguanidine (NTG). Langkah mutasi 

dengan radiasi gamma adalah bakteri 

dibiakkan dengan biakan kocok pada media 

LB pH 9 dengan volume kerja 50 mL dalam 

erlenmeyer 250 mL, selama 18–24 jam pada 

suhu 50C, dan agitasi 200 rpm. Suspensi 

bakteri sebanyak 3 mL selanjutnya diradiasi. 

Dosis yang digunakan untuk iradiasi, yaitu 0,1; 

0,2; 0,3; dan 0,4 kGy (Iftikhar et al., 2010; 

Shahbazi et al., 2014). Uji aktivitas dilakukan 

terhadap bakteri yang diradiasi. 

Konsentrasi NTG yang digunakan untuk 

mutasi bakteri, yaitu 0,05; 0,1; dan 0,15 

mg/mL (Vu et al., 2009). Mutasi bakteri 

dengan NTG terbagi menjadi beberapa 

tahapan, yaitu tahap pembuatan biakan bakteri, 

pencucian, dan inkubasi. 

Satu koloni bakteri diinokulasikan ke 

dalam 5 mL LB pH 9, diinkubasi 18–24 jam 

pada suhu 50C, agitasi 200 rpm. Biakan 

sebanyak masing-masing 1 mL dimasukkan ke 

dalam microtube, disentrifugasi 10000 rpm, 10 

menit, 4C. Pelet ditambahkan dengan 1 mL 

larutan penyangga tris-maleat (TM), 

dihomogenisasi. Suspensi kemudian 

disentrifugasi. Tahapan pencucian tersebut 

diulangi sebanyak dua kali. Setelah 

disentrifugasi, pelet ditambahkan 1 mL larutan 

penyangga NTG. Suspensi dihomogenisasi, 

kemudian diinkubasi selama 1 jam. Suspensi 

disentrifugasi lalu masuk ke tahap pencucian 

kembali. LB sebanyak 1 mL ditambahkan pada 

pelet, dihomegenisasi, lalu diuji aktivitasnya. 

Konsentrasi NTG yang telah didapat 

kemudian digunakan untuk mutasi bakteri, 

dengan variasi waktu inkubasi. Waktu inkubasi 

yang digunakan, yaitu 1, 2, dan 3 jam. Metode 

yang digunakan sama dengan mutasi variasi 

konsentrasi. 

Pemekatan Enzim 
Pemekatan enzim dilakukan dengan 

metode stirred-cell ultrafiltration (UF), 

presipitasi ammonium sulfat (AS), dan 

polyethylene glycol (PEG). Enzim kasar 

dipekatkan bertingkat dengan UF-AS dan UF-

PEG. Sampel hasil pemekatan dilihat 

aktivitasnya. 

Enzim kasar sebanyak 200 mL 

dimasukkan ke dalam tangki. Perangkat UF 

dengan membran filter berukuran 30 kDa 

diletakkan dalam wadah berisi air es, sebelum 

gas dengan tekanan 30 psi dialirkan. Enzim 

dalam tangki diberi putaran 100 rpm. Sampling 
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dilakukan pada enzim kasar sebelum proses 

UF dan pada pemekatan 10x. Sampel dianalisis 

untuk mengetahui aktivitas enzim. 

Enzim hasil pemekatan dengan UF 

dipekatkan kembali dengan AS. AS 

ditambahkan secara perlahan dengan fraksinasi 

bertingkat 20–80% ke dalam 10 mL enzim 

yang disiapkan dalam gelas beker pada wadah 

berisi air es sambil diputar di atas magnetic 

stirer. Enzim diinkubasi selama 1 jam lalu 

disentrifugasi dalam falcon dengan kecepatan 

3800 rpm selama 30 menit. Endapan yang 

didapat ditambahkan dengan 5 mL larutan 

penyangga tris-HCl 0,05 M pH 7. Supernatan 

hasil sentrifugasi dihitung volumenya untuk 

digunakan untuk fraksi selanjutnya (Borkar et 

al., 2009). 

Selain dilakukan presipitasi AS, enzim 

hasil pemekatan dengan UF juga dipekatkan 

kembali dengan PEG. Membran selofan 

terlebih dahulu disiapkan, kemudian sampel 

enzim 10 mL dimasukkan ke dalamnya. 

Membran sampel diletakkan dalam wadah 

berisi PEG, kemudian ditaburi kembali dengan 

PEG sampai seluruh membran tertutupi dan 

diletakkan dalam kulkas. Enzim dipekatkan 

dengan faktor pemekatan 2x, selanjutnya diuji 

aktivitas. 

HASIL 

Media Produksi 

Produksi enzim dari B. halodurans CM1 

dilakukan pada tujuh media yang berbeda. 

Media 6 (Bora & Bora dengan PO 0,50 % dan 

CaCl2 0,09%) menghasilkan aktivitas lipase 

tertinggi, yaitu 6,47 U/mL. Grafik aktivitas 

lipase dapat dilihat pada Gambar 1. 

 
Gambar 1. Aktivitas lipase tertinggi dari tiap media 

Tabel 4. Kadar protein bahan dengan metode Lowry 

Sampel Kadar protein (mg/mL) 

Yeast extract 10,32 

Pepton 11,18 

Tepung ikan 12,18 

 

Kadar protein bahan diujikan saat pra 

penelitian. Tepung ikan sebagai pengganti 

pepton menghasilkan kadar protein yang tinggi 

dibandingkan bahan lainnya. Kadar protein 

tepung ikan sebesar 12,18 mg/mL. 

Rancangan Plackett-Burman 

Respon dari rancangan Plackett-Burman 

berupa aktivitas enzim. Run 5 memberikan 

hasil tertinggi dengan kadar PO 0,30%, tepung 

ikan 0,70%, NaCl 0,01%, Na2CO3 0,06%, 

MgSO4 0,02%, KH2PO4 0,20%, CaCl2 0,07%, 

dan pH 9 (Tabel 5). Data dari rancangan 

Plackett-Burman selanjutnya dianalisis dengan 

ANOVA pada Design Expert. ANOVA dari 

rancangan Plackett-Burman menunjukkan 

model bernilai F 0,93 yang  berarti bahwa 

model tidak signifikan terhadap noise 

(kesalahan). Nilai p (prob > F) juga 

menunjukkan bahwa model tidak signifikan. 

Mutasi Bakteri 

Hasil uji aktivitas berdasarkan Tabel 6. 

menunjukkan bahwa dosis 0,4 kGy 

menghasilkan aktivitas enzim yang paling 

tinggi dibandingkan dosis lain, sebesar 3,44 

U/mL. Konsentrasi NTG 0,1 mg/mL (Tabel 7) 

dengan masa inkubasi 3 jam (Tabel 8) 

menghasilkan aktivitas lipase tertinggi, yaitu 

sebesar 5,13 U/mL. 
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Tabel 5. Rancangan Plackett-Burman 

Run 
PO 

(%) 

T.ikan 

(%) 

NaCl 

(%) 

Na2CO3 

(%) 

MgSO4 

(%) 

KH2PO4 

(%) 

CaCl2 

(%) 
pH 

Aktivitas 

(U/mL) 

1 1 0,7 0,05 0,12 0,02 0,5 0,14 10 1,63 

2 1 1,4 0,05 0,06 0,02 0,2 0,14 9 1,28 

3 1 1,4 0,01 0,06 0,02 0,5 0,07 10 1,25 

4 1 0,7 0,01 0,06 0,06 0,2 0,14 10 1,66 

5 0,3 0,7 0,01 0,06 0,02 0,2 0,07 9 1,84 

6 0,3 0,7 0,01 0,12 0,02 0,5 0,14 9 1,41 

7 0,3 0,7 0,05 0,06 0,06 0,5 0,07 10 1,03 

8 1 0,7 0,05 0,12 0,06 0,2 0,07 9 0,75 

9 0,3 1,4 0,05 0,12 0,02 0,2 0,07 10 1,44 

10 1 1,4 0,01 0,12 0,06 0,5 0,07 9 1,13 

11 0,3 1,4 0,05 0,06 0,06 0,5 0,14 9 1,16 

12 0,3 1,4 0,01 0,12 0,06 0,2 0,14 10 1,41 

Tabel 6. Aktivitas lipase berdasarkan hasil radiasi gamma 

Dosis Aktivitas (U/mL) 

0,10 3,31 

0,20 3,38 

0,30 3,22 

0,40 3,44 

Tabel 7. Aktivitas lipase berdasarkan hasil variasi konsentrasi NTG 

 

  

 

 

 

Tabel 8. Aktivitas lipase berdasarkan hasil variasi lama inkubasi 

Jam Aktivitas (U/mL) 

1 4,75 

2 4,72 

3 5,13 

Tabel 9. Aktifitas enzim hasil pemekatan 

Sampel Aktivitas (U/mL) Aktivitas Spesifik (U/mg) Kenaikan Aktivitas (%) 

Enzim Kasar 2,38 9,50 
 

UF 2,63 8,31 10,53 

UF-AS 2,81 12,96 18,44 

UF-PEG 2,81 9,50 18,44 

 

Pemekatan Enzim 

Aktivitas enzim mengalami peningkatan 

setelah dipekatkan dengan UF, yaitu dari 2,38 

U/mL menjadi 2,63 U/mL. Enzim hasil UF 

mengalami peningkatan aktivitas ketika 

dipekatkan kembali dengan ammonium sulfat, 

yaitu menjadi 2,81 U/mL. Hasil yang sama 

didapat dari pemekatan enzim hasil UF yang 

Konsentasi (mg/mL) Aktivitas (U/mL) 

0,05 3,44 

0,10 3,56 

0,15 3,63 
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dipekatkan kembali dengan PEG. Aktivitas 

enzim setelah dilakukan pemekatan dengan UF 

meningkat 10,53%. Aktivitas lipase meningkat 

sebesar 18,44% pada hasil pemekatan, baik 

UF-AS maupun UF-PEG (Tabel 9). 

PEMBAHASAN 

Media Produksi 
Aktivitas enzim tertinggi dihasilkan pada 

media 6 (Bora & Bora, 2012) dengan PO 0,5% 

dan CaCl2 0,09% (Gambar 1).
 
PO berfungsi 

sebagai sumber karbon sekaligus substrat, 

sedangkan tepung ikan berfungsi sebagai 

sumber nitrogen. Kebutuhan energi untuk 

pertumbuhan mikroba dapat dipenuhi oleh 

adanya sumber karbon, selain dapat digunakan 

sebagai substrat untuk produksi enzim. Sumber 

nitrogen berfungsi sebagai penyedia protein 

dan asam amino untuk menunjang 

pertumbuhan bakteri dan produksi enzim 

(Chauhan & Garlapati, 2013). 
 

PO memberi efek pada aktivitas lipase 

lebih tinggi dibandingkan dengan SFO dan 

CPO. Hal ini sedikit berbeda jika dibandingkan 

dengan penelitian yang dilakukan oleh Bora & 

Bora (2012) menggunakan Bacillus sp. 

terhadap beberapa sumber karbon untuk 

produksi lipase selama 70 jam menunjukkan 

SFO menghasilkan aktivitas yang lebih tinggi 

jika dibandingkan dengan PO. SFO 

menghasilkan aktivitas sekitar 17 U/mL, 

sedangkan PO sekitar 5 U/mL. 
 

Pepton diketahui sebagai sumber 

nitrogen terbaik untuk produksi lipase (Kanwar 

et al., 2002; Thomas et al., 2003; Gulati et al., 

2005). Tepung ikan digunakan sebagai 

pengganti pepton karena kadar protein tepung 

ikan ikan sebesar 12,18 mg/mL, sedangkan 

kadar protein pepton 11,18 mg/mL (Tabel 4).  

Rancangan Plackett-Burman 

Hasil analisis yang tidak signifikan 

kemungkinan disebabkan oleh data yang tidak 

mendukung hipotesis. Data yang tidak 

mendukung mungkin disebabkan oleh 

penentuan rentang level pada tiap variabel 

kurang lebar karena menurut Demain dan 

Davies (1999) rentang level pada Plackett-

Burman harus lebar dan mengandung respon 

optimal. Penelitian ini mendapatkan hasil 

analisis yang berbeda dengan penelitian lain 

yang dilakukan oleh Wibisana et al. (2015) 

dengan hasil ANOVA yang signifikan pada 

empat dari tujuh variabel yang dianalisis. 

Abdel-Fattah et al. (2002) menggunakan lima 

belas variabel faktor dalam rancangan Plackett-

Burman untuk produksi lipase dari Bacillus sp. 

Mutasi Bakteri 

Berdasarkan Tabel 7, konsentrasi NTG 

0,15 mg/mL merupakan konsentrasi yang 

memberikan hasil aktivitas terbaik. Namun 

untuk optimasi mutasi selanjutnya, konsentasi 

NTG yang digunakan adalah 0,1 mg/mL. 

Konsentrasi tersebut digunakan berdasarkan 

literatur Vu et al. (2011) yang menyatakan 

bahwa kosentrasi NTG yang dipakai adalah 0,1 

mg/mL. Jika dibandingkan aktivitas pada 

konsentrasi NTG 0,1 dan 0,15 mg/mL tidak 

jauh berbeda, hanya terpaut 0,07. 

Konsentrasi NTG 0,1 digunakan untuk 

optimasi waktu inkubasi yang digunakan 

selama mutasi. Tabel 7. menunjukkan bahwa 

aktivitas lipase  terbaik pada waktu inkubasi 3 

jam. Waktu inkubasi yang lebih lama, yaitu 3 

jam memungkinkan terjadinya mutasi lebih 

besar (Andreoni et al., 1995). Jika 

dibandingkan aktivitas lipase hasil mutasi 

dengan iradiasi gamma dan mutasi dengan 

NTG, maka terlihat bahwa mutasi dengan 

NTG lebih baik dalam meningkatkan aktivitas 

lipase. 

Pemekatan Enzim 

Pemekatan enzim kasar dengan UF 

menggunakan membran milipore berpori 30 

kDa dengan diameter 76 mm. Kondisi tersebut 

mengindikasikan bahwa enzim lipase yang 

dipekatkan dengan UF berukuran >30 kDa. 

Lipase yang dihasilkan oleh bakteri dari genus 

Bacillus memiliki berat molekul berkisar dari 

19–40 kDa (Sangeetha et al., 2010; Shah & 

Bhatt, 2012; Rabbani et al., 2015). Enzim 

kasar dengan aktivitas sebesar 2,38 U/mL 

dipekatkan 10x, sehingga aktivitasnya menjadi 

2,63 U/mL. Enzim hasil pemekatan dengan UF 

selanjutnya dipekatkan kembali dengan AS 

dan PEG. 

Penambahan konsentrasi garam pada 

metode AS meningkatkan kelarutan protein 

sejalan dengan meningkatnya konsentrasi 

garam (salting in). Ammonium sulfat yang 

ditambahkan secara terus-menerus akan 

menyebabkan kelarutan protein menurun 

(salting out) yang berarti protein hampir 

sepenuhnya terendapkan (Wingfield, 2001). 



AL-KAUNIYAH: Journal of Biology, 10(2), 2017 

Copyright © 2016, AL-KAUNIYAH: Journal of Biology, P-ISSN: 1978-3736, E-ISSN: 2502-6720 | 121 

Enzim lipase dipekatkan dengan AS sampai 

fraksi 20%. Hasil fraksi 20% dilarutkan dalam 

larutan penyangga tris-HCl 0,05 M pH 7, 

kemudian didialisis. Aktivitas enzim lipase 

meningkat dari 2,63 U/mL menjadi 2,81 

U/mL. Adanya peningkatan aktivitas enzim 

tersebut, sesuai dengan penelitian yang 

dilakukan Nurhasanah & Herasasi (2008) yang 

menyatakan pemekatan dengan ammonium 

sulfat mampu meningkatkan aktivitas enzim 

lipase. 

Enzim hasil pemekatan dengan UF juga 

dipekatkan dengan PEG. Membran dialisis 

yang digunakan mempunyai ukuran pori 12 

kDa, sedangkan PEG berukuran 20 kDa. PEG 

akan menyebabkan molekul pada enzim yang 

berukuran lebih kecil dari 12 kDa akan tertarik 

keluar membran, sedangka PEG tidak dapat 

masuk ke dalam membran karena ukurannya 

lebih besar dari 20 kDa. Aktivitas enzim lipase 

hasil PEG sebesar 2,81 U/mL. Hasil 

pemekatan lipase dapat dilihat pada Tabel 9. 

KESIMPULAN 

Aktivitas lipase tertinggi B. halodurans 

dihasilkan pada media Bora & Bora yang 

mengandung 0,5% PO dan 0,09% CaCl2. 

Mutasi dengan NTG 0,1 mg/mL inkubasi 3 

jam meningkatkan aktivitas lipase paling tinggi 

dibandingkan dengan sinar gamma. Pemekatan 

enzim dengan metode UF-AS dan UF-PEG 

mampu meningkatkan aktivitas enzim dengan 

nilai sama, sebesar 18,44%. 
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