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ABSTRAK

Biji jarak pagar mengandung asam lemak tidak jenuh asam oleat, dan linoleat yang mengandung satu atau lebih ikatan rangkap. Selain itu, biji jarak pagar yang mengalami kerusakan, atau biji berkecambah juga mengandung enzim lipase. Enzim lipase berfungsi untuk menghidrolisis triacylglycerol menjadi gula sebagai sumber energi. Tujuan penelitian yaitu untuk menganalisis kandungan enzim lipase pada perombakan lipid dan faktor yang mempengaruhi enzim lipase. Metode penelitian ini yaitu menumbuk 25 biji jarak pagar dan ditambakan 50 ml aquades. sentrifugasi dan mengambil supernatannya dan tambahkan aquades 10 ml. dihomogenkan sampai terbentuk emulsi. Larutan dibagi 2 tabung, 1 tabung dipanaskan, 4 buah erlenmeyer 50 ml. Masing-masing diisi 5 ml aquades, 2 ml minyak zaitun, 2 ml penyangga amonium, 0,5 ml CaCl 2 % dan 0,5 ml larutan albumin 3 %, ke dalam botol 1 tambahkan enzim tanpa pemanasan, botol 2 enzim yang dididihkan, botol 3 ditambahkan konsentrasi 5%, botol 4 ditambahkan konsentrasi 46%, selanjutnya menutup botol erlenmeyer, lalu homogenkan sampai terbentuk emulsi. Inkubasi 1 jam pada suhu 370C, tambah 0,5 ml timolftalein. Titrasi dengan KOH 0,5 N hingga terbentuk warna biru. Hasil menunjukkan titrasi kontrol sebesar 2,8 ml. sedangkan pengaruh suhu tinggi 98,3°C titrasinya 2,5 ml, sehingga selisihnya 0,3 ml. Pengaruh suhu dingin  27°C titrasinya sebesar 3,0 ml (selisih 0,2 ml dengan kontrol). Pengaruh enzim terhadap konsentrasi enzin 5% volume titrasinya 2,5 ml (selisih 0,3 ml dengan kontrol). Sedangkan untuk konsentrasi enzim 46% volume titrasinya 3,1 ml (selisih 0,3 ml dengan kontrol). selisih antara nilai titrasi setara dengan asam lemak yang terbentuk oleh aktivitas enzim lipase.
Kata kunci: Enzim Lipase, Hidrolisis Jarak Pagar, Lipid, Titrasi
ABSTRACT
Jatropha seeds contain unsaturated fatty acids, oleic acid, and linoleic acid which contain one or more double bonds. In addition, jatropha seeds that are damaged or germinated also contain lipase enzymes. The lipase enzyme functions to hydrolyze triacylglycerol into sugar as an energy source. The purpose of the study was to analyze the content of the lipase enzyme in the breakdown of lipids and the factors that affect the lipase enzyme. The method of this research is to pound 25 jatropha seeds and add 50 ml of distilled water. centrifugation and take the supernatant and add 10 ml of distilled water. homogenized until an emulsion is formed. The solution is divided into 2 tubes, 1 tube is heated, 4 Erlenmeyer 50 ml. Each filled with 5 ml of distilled water, 2 ml of olive oil, 2 ml of ammonium buffer, 0.5 ml of 2% CaCl and 0.5 ml of 3% albumin solution, into bottle 1 add the enzyme without heating, bottle 2 of the enzyme was boiled, bottle 3 is added concentrated, bottle 4 is added to the dilute concentration. Close the Erlenmeyer bottle, then homogenize it until an emulsion is formed. Incubate for 1 hour at 37°C, add 0.5 ml of thymolphthalein. Titrate with 0.5 N KOH until a blue color is formed. The results showed a control titration of 2.8 ml. while the effect of high temperature 98.3°C titration 2.5 ml, so the difference is 0.3 ml. The effect of cold temperature 27°C on the titration is 3.0 ml (difference 0.2 ml with the control). The effect of the enzyme on the 5% enzyme concentration in the titration volume was 2.5 ml (difference 0.3 ml with the control). As for the enzyme concentration of 46%, the titration volume was 3.1 ml (difference 0.3 ml with the control). the difference between the titration values is equivalent to the fatty acids formed by the lipase enzyme activity.
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Pendahuluan
Tanaman jarak pagar (Jatropha curcas) merupakan semak dengan rata-rata tumbuh dengan ketinggian tiga sampai lima meter (Purnomo et al. 2020). Tanaman jarak pagar memiliki kulit berwarna abu-abu halus, daunnya yang hijau besar dan biasanya pucat, tanaman menghasilkan bunga, buah-buahan yang diproduksi di musim dingin atau sepanjang tahun tergantung pada suhu dan kelembaban tanah. Tanaman jarak pagar (Jatropha curcas Linn) relatif mudah dibudidayakan dan Pemerintah menargetkan penanaman jarak pagar (J. curcas Linn) sampai satu juta ha pada tahun 2006, tetapi pada tahun tersebut lahan yang sudah ditanami jarak pagar berkisar antara 600 sampai dengan 1000 ha. Target sampai dengan 2020 adalah 1,5 juta ha (Pasetriyani et al. 2014). Buah tanaman jarak pagar mengandung 37,5% dan cangkang biji 62,5% (Singh et al. 2007). Biji memiliki kulit luar yang keras, berwarna hitam mengandung kernel putih (Harinder et al. 2008).
 Biji jarak pagar tersusun atas asam lemak tidak jenuh asam oleat, dan linoleat yang mengandung satu atau lebih ikatan rangkap, peka terhadap proses otooksidasi. Biji yang berlemak tinggi akan mengalami penurunan daya berkecambah lebih cepat dibanding biji berkarbohidrat tinggi. Perkecambahan atau germinasi secara teknis adalah permulaan munculnya pertumbuhan aktif yang menghasilkan pecahnya kulit biji dan munculnya semai (Gardner, 1991). Biji-bijian yang berkecambah terdapat beberapa enzim, salah satu diantaranya adalah enzim lipase (Bonner, 1976).

 Aktivitas lipase bibit tanaman meningkat pesat setelah perkecambahan benih. Dalam biji yang mengandung minyak (terutama triacylycerols) sebagai bahan strorage, jelas bahwa tindakan lipase penting dalam perkecambahan ketika cadangan (insolible) tricylglycerols dikonversi ke gula larut yang dapat diangkut ke jaringan tumbuh untuk memasok karbon struktural dan energi (Gilliard, 1980).
Hill dan beevers (1987) mengemukakan bahwa lipase menghidrolisis triacylglycerol untuk gliserol dan asam lemak yang dikonversi menjadi gula dan mendukung pertumbuhan tanaman muda. Asam lemak yang dikeluarkan oleh lipase bertindak sebagai prekursor untuk sintesis fosfolipid yang diperlukan untuk mendukung sistem endomembrane proliferation selular, (Vakharia et al., 1987) yang mungkin Thair peran utama dalam proses perkecambahan (Wilkinson et al., 1984) Selain itu lipase memiliki kemampuan mengkatalisis reaksi organik baik dalam media berair maupun dalam media non-air.

Beberapa reaksi yang dapat dikatalisis oleh lipase adalah reaksi hidrolisis, gliserolisis, asidolisis, dan transesterifikasi. Enzim ini digunakan untuk menghasilkan asam lemak bebas, gliserol, berbagai ester, sebagian gliserida dan lemak yang dimodifikasi atau di esterifikasi dari substrat yang digunakan (Montgomery, 2009). 
Salah satu enzim yang mempunyai peranan penting dan tidak ada bandingannya dalam pertumbuhan bioteknologi adalah lipase. Enzim lipase atau lengkapnya triasilgliserol lipase adalah enzim yang menghidrolisis ester karboksilat. Enzim ini memiliki sifat khusus dapat memecahkan ikatan ester pada lemak dan gliserol.  Hidrolisa dalam hal ini adalah penguraian lemak atau trigliserida oleh molekul air menjadi asam-asam lemak bebas dan gliserol. Reaksi ini akan lebih sempurna jika ditambahkan katalisator misalnya enzim lipase.
Enzim lipase sangat berperan dalam pemisahan asam lemak dan pelarutan noda minyak pada alat industri agar minyak dapat dilarutkan dalam air (Dosanjh, 2002). Enzim lipase termostabil atau asilgliserol hidrolase (E.C 3.1.1.3) merupakan enzim yang dapat menghidrolisis rantai panjang trigliserida. Enzim ini memiliki potensi untuk digunakan memproduksi asam lemak, yang merupakan prekursor berbagai industri kimia. Produksi asam lemak secara industri menggunakan katalis kimia menghasilkan efek samping bagi lingkungan. Selain itu enzim lipase telah banyak dikenal memiliki cakupan aplikasi yang amat luas dalam bidang bioteknologi, seperti biomedikal, pestisida, industri makanan, biosensor, dan industri oleokimia (memproduksi asam lemak dan turunannya) (Macrae,A.R.,1983). Tujuan penelitian menganalisis kandungan enzim lipase pada perombakan lipid dan faktor-faktor yang mempengaruhi enzim lipase.
metode
Penelitian menggunakan mortar, sentifugasi, inkubator 37 0C dan buret. Bahan yang digunakan ialah biji jarak pagar (Jatropha curcas), minyak zaitun, penyangga ammonium, CaCl2 2 %   larutan albumin, timolftallein dan larutan KOH 0,5 N.

Metode yang digunakan yaitu dengan cara menguupas 25 biji jarak pagar yang sudah direndam. Kemudia di tumbuk dengan mortar dan tambahkan 50 ml aquades. Kemudian disentrifugasi selama 15 menit dengan kecepatan 1000 rpm. Ambil supernatannya dan tambahkan aquades 10 ml. dihomogenkan sampai terbentuk emulsi. Bagi larutan menjadi dua bagian masing-masing 5 ml, Panaskan botol 1 sampai larutan mendidih kemudian dinginkan, Siapkan botol erlenmeyer 50 ml sebanyak 4 buah. Masing-masing diisi dengan 5 ml akuades, 2 ml minyak zaitun, 2ml penyangga amonium, 0,5 ml cacl2 % dan 0,5 ml larutan albumin 3 % dalam botol 1 tambahkan enzim yang tak didihkan, botol 2 enzim yang dididihkan, botol 3 ditambahkan pekat, botol 4 ditambahkan konsentrasi encer. Kemudian tutuplah masing-masing botol erlenmeyer rapat-rapat, lalu kocok dengan kuat sampai terbentuk emulsi yang stabil. Inkubasi semua botol pada suhu 370C selama 1 jam, Masing-masing botol ditambah 0,5 ml timolftalein. Titrasi tiap larutan dengan KOH 0,5 N. Hentikan titrasi pada saat warna biru terbentuk, kemudian catat volume titran yang dipakai, Selisih antara nilai titrasi dari larutan yang berisi enzim dan dari kontrol merupakan nilai setara asam-asam lemah yang terbentuk karena aktivitas enzim lipase.

hasiL dan pembahasan

Dalam Hidrolisis Lemak oleh Enzim lipase pada tanaman jarak pagar, hasil yang diperoleh pada setiap perlakuan setelah terjadi perubahan warna menjadi warna biru setelah titrasi disajikan pada tabel 1. di bawah ini:

Tabel 1. . Perubahan Volume KOH Larutan Enzim
	   No
	 Perlakuan
	∆ Vol. KOH Lar. E

	1
	Kontrol
	2,8 ml

	2
	Dipanaskan (98,30C)
	2,5 ml

	3
	Suhu Ruang (270C)
	3,0 ml

	4
	Konsentrasi Enzim 5% 
	2,5 ml

	5
	Konsentrasi Enzim 46%
	3,1 ml


Dalam hidrolisis lemak oleh enzim lipase pada tanaman jarak pagar ada perlakuan yang berbeda. Perlakuan tersebut untuk melihat tingkat aktivitas kerja enzim lipase pada tanaman jarak pagar. Keempat perlakuan di atas dapat dikelompokkan dalam 2 bagian besar guna melihat pengaruh aktivitas kerja enzim. Pengaruh suhu meliputi perlakuan dipanaskan (98,30C), dan perlakuan dingin (suhu ruang) dengan suhu 270C. Sedangkan kategori kedua dikelompokkan dalam pengaruh enzim terhadap konsentrasi yaitu meliputi perlakuan Konsentrasi Enzim 5% dan 46%.
Hasil Penelitian menunjukkan volume titran dari larutan berbeda pada setiap perlakuan terhadap control, meskipun pada perlakuan antara suhu 98,30C dan perlakuan encer adalah sama yaitu 2,5 ml. Aktivitas kerja enzim lipase yang berperan dalam pengubahan lipid menjadi asam lemak diketahui dari penggunaan larutan volume KOH dari larutan H2O yang terpakai saat titrasi. Hasil penggunaan volume KOH dapat dilihat pada table 2 di bawah ini :
Tabel 2. Selisih Penggunaan Volume Larutan KOH dan Volume KOH H2O
	No
	Perlakuan
	Volume Titrasi KOH (ml)
	∆ Vol. KOH Lar. E – Vol. KOH H2O

	1
	Kontrol
	2,8 ml
	0 – 2,8 = 2,8   ml

	2.
	Dipanaskan (98,30C)
	2,5 ml
	2,5 – 2,8 = -0,3 ml

	3. 
	Suhu Ruang (270C)
	3,0 ml
	3,0 – 2,8 = 0,2   ml

	4.
	Konsentrasi Enzim 5% 
	2,5 ml
	2,5 – 2,8 = -0,3  ml

	5. 
	Konsentrasi Enzim 46%
	3,1 ml
	3,1 – 2,8 = 0,3   ml


Hasil penelitian menunjukkan adanya selisih dari setiap perlakuan di atas menunjukkan tingkat penggunaan enzim lipase yang membantu dalam proses hidrolisis lemak menjadi asam lemak pada biji jarak pagar. Hasil terbesar dari seluruh perlakuan adalah pada konsentrasi enzim 46%. Kemudian pada suhu ruang 270C dengan selisih 0,2 ml. Sedangkann pada perlakuan suhu 98,3 0C dan konsentrasi enzim 5% tidak memberikan pengaruh bagi kerja enzim meskipun telah diberikan perlakuan yang berbeda.
Hidrolisis lemak oleh enzim lipase pada tanaman biji jarak pagar, dimulai dengan memecah kulit biji yang berwarna hitam. Biji jarak yang diamati berbentuk bulat lonjong, warna coklat kehitaman. Biji jarak pagar banyak megandung minyak dengan rendemen sekitar 40-60%. Minyak yang dihasilkan dari biji jarak mengandung 21% asam lemak jenuh dan 79 % asam lemak tak jenuh. Biji jarak pagar terdiri 75 persen kernel dan 25 % kulit (Gubitz et al: 1999). 

Kerusakan pada biji-bijian yang berminyak disebabkan oleh enzim lipase dari tanaman yang menghidrolisis lemak. Lemak akan mengalami penguraian menjadi asam lemak dan gliserol terutama jika temperatur dan kadar air bahan tinggi. Asam lemak pada umumnya bersifat semakin reaktif terhadap oksigen dengan bertambahnya jumlah ikatan rangkap pada rantai molekulnya. Minyak jarak pagar yang didominasi asam lemak tidak jenuh oleat, linoleat, dan linolenat mudah mengalami oksidasi sehingga minyak menjadi asam. Reaksi hidrolisis terjadi terjadi secara bertahap yaitu trigiserida terurai menjadi digliserida  dan asam lemak. Digliserida akan terurai menjadi monogliserida dan asam lemak, dan akhirnya monodigliserida terurai menjadi gliserol dan asam lemak. (Ketaren, 1986).

Pada tahap sentrifugasi dengan tujuan mengambil supernatan, dan membuang lapisan air dan residunya. Kemudian memasukkan dalam tabung reaksi berskala 10 ml. Kemudian tambahkan 10 ml aquades pada enzim, kocok kuat hingga emulsi. Emulsi ini adalah untuk menstabilkan antara lemak dan air. Dan yang bekerja disini adalah protein. Protein disini memiliki sifat hidrofobik dan hidrofilik. Dimana hidofobik akan mengikat akan mengikat lemak, dan hidrofilik akan mengikat air. (Kusnandar,  2010)

Dalam penelitian ada 4 macam perlakuan. Perlakuan enzim yang berasal dari biji jarak pagar berupa supernatan, yaitu pertama diperlakukan secara enzim dengan suhu tinggi (98,30C), kemudian yang kedua enzim suhu dingin (270C), suhu dingin yang dimaksud adalah suhu kamar, yang ketiga enzim dengan konsentrasi enzim 5% , dan yang keempat memakai konsentrasi 46%. Dalam 4 perlakuan tersebut kita menempatkan erlenmeyer yang masing-masing diisi oleh 5 ml aquades, 2 ml minyak zaitun, 2 ml penyangga amonium, 0,5 ml CaCl2 2 % dan 0,5 ml larutan albumin 3%. Untuk minyak zaitun disini berfungsi sebagai lipid, yang nantinya akan dihidrolisis oleh enzim dengan berbagai perlakuan seperti yang disebutkan diatas. Minyak zaitun terdiri dari trigliserida (trioleogliserol), kemudian larutan penyangga amonium disini berfungsi untuk mempertahankan nilai pH tertentu agar tidak banyak berubah selama reaksi kimia berlangsung. Sifat yang khas dari larutan penyangga ini adalah pH-nya hanya berubah sedikit dengan pemberian sedikit asam kuat atau basa kuat. Larutan penyangga mengandung komponen asam dan basa dengan asam dan basa konjugasinya, sehingga dapat mengikat baik ion H+ maupun ion OH-. Sehingga penambahan sedikit asam kuat atau basa kuat tidak mengubah pH-nya secara signifikan. Enzim mempunyai aktivitas maksimal pada kisaran pH yang disebut pH optimum. Suasana terlalu asam atau alkali akan mengakibatkan denaturasi protein dan hilangnya secara total aktifitas enzim. Untuk itu dibutuhkan larutan penyangga amonium. Selanjutnya pada larutan garam ini berfungsi sebagai stabilitas enzim dalam larutan meningkat dengan pembubuhan garam-garam kalsium. Pengaruh ini sangat penting pada suhu diatas 65°C, meskipun dengan pembubuhan yang sangat rendah. Penambahan garam kalsium pada umumnya disarankan umtuk mencegah denaturasi protein enzim karena panas (Reed,1980 dalam Muchtadi et al. 1992). Kalsium tidak berperan langsung dalam pembentukan kompleks antara enzim dan media (Muchtadi et al. 1992), sehingga kalsium yang berikatan dengan molekul enzim membuat enzim lipase relatif tahan terhadap suhu (>70°C) dan pada pH (<6,5) (Muchtadi et al. 1992). Garam (CaCl2) dilarutkan dalam air terurai menjadi ion-ion Ca2+ dan Cl-. Ion-ion tersebut bersifat magnet. Ion Ca2+ menarik ion-ion yang bermuatan negatif dan ion Cl- menarik ion-ion yang bermuatan positif. Dan untuk albumin ini berfungsi merupakan protein pengangkut asam lemak. Albumin merupakan fraksi protein, sehingga proses pemisahannya dapat dilakukan menggunakan prinsip-psinsip pemisahan protein. Pemisahan protein acap kali dilakukan dengan menggunakan berbagai pelarut, elektrolit atau keduanya, untuk mengeluarkan fraksi protein yang berbeda menurut karakteristiknya.

Proses titrasi merupakan teknik analisis kimia kuantitatif yang dipergunakan untuk menentukan konsentrasi suatu larutan tertentu, dimana penentuannya menggunakan suatu larutan standar yang sudah diketahui konsentrasinya secara tepat. Pengukuran volume dalam titrasi memegang peranan yang amat penting sehingga ada kalanya sampai saat ini banyak orang yang menyebut titrasi dengan nama analisis volumetri. Hasil penelitian menunjukkan perlakuan kontrol dengan pemberian enzim tanpa diperlakukan apapun didapat 2,8 ml setelah dilakukan titrasi. Kemudian untuk perlakuan panas  (98,3°C) didapat setelah titrasi KOH sebesar 2,5 sehingga dengan kontrol minus 0,3. Artinya tidak aktivitas enzim lipase pada perlakuan panas. Enzim yang mengalami denaturasi akibat kenaikan suhu dapat menyebabkan reaksi menurun secara tajam karena strukturnya mengalami gangguan akibat panas yang menyebabkan aktivitasnya berubah. Hasil yang ditunjukkan sangat berbeda dengan yang didihkan lebih dahulu. Enzim pada suhu ruang tidak mengalami denaturasi meskipun enzim dengan perlakuan tersebut diinkubasi pada suhu 370C. Malik & Singh (1980). Ada beberapa hal mengapa saat perlakuan panas atau kenaikan suhu ini tidak mampu menghidrolisi lipid. Berikutnya perlakuan suhu dingin 27°C dalam hal ini suhu ruang. Didapat data 30 ml setelah titrasi. Sehingga selisih antara nilai tritasi dengan kontrol didapat 0,2 ml. Artinya ada hidrolisis lemak oleh enzim lipase pada perlakuan suhu dingin atau suhu ruang. suhu dingin atau suhu rendah secara teori suhu optimum aktivitas enzim sangat perlu karena apabila suhu terlalu rendah maka kestabilan enzim akan naik tetapi aktifitas turun. Proses hidrolisis lemak adalah reaksi pelepasan asam lemak bebas (free fatty acid) dari gliserin dalam struktur lemak. Reaksi hidrolisis dapat dipicu oleh adanya aktivitas enzim lipase atau pemanasan yang menyebabkan pemutusan ikatan ester dan pelepasan asam lemak bebas (Kusnandar, 2010)

Hasil Penelitian menunjukkan konsentrasi enzim 5% dengan 2,5 ml dengan selisih dengan kontrol minus 0,3. Artinya tidak ada hidrolisis lemak oleh enzim lipase. Ada beberapa mengapa dia tidak terhidrolisis. Salah satu yang bisa diprediksi konsentrasi 5% kandungan enzim sangat rendah. Perlakuan konsentrasi 46% sebesar 3,1 ml. Dengan selisih pada kontrol 0,3 ml artinya dapat terhidrolisis oleh enzim lipase. Secara teori untuk pengaruh konsentrasi. Menurut Whitaker (1996), panambahan konsentrasi enzim akan meningkatkan kecepatan reaksi bila substrat tersedia secara berlebih. Kecepatan reaksi dalam reaksi enzim sebanding dengan konsentrasi enzim, semakin tinggi konsentrasi enzim maka kecepatan reaksi akan semakin tinggi, sehingga pada batas konsentrasi tertentu dimana hasil hidrolisis akan konstan dengan tingginya konsentrasi enzim yang disebabkan penambahan enzim sudah tidak efektif. Penelitian harus meperhatikan saat titrasi adalah Ketelitian (presisi) adalah kesesuaian diantara beberapa data pengukuran yang sama yang dilakukan secara berulang. Tinggi rendahnya tingkat ketelitian hasil suatu pengukuran dapat dilihat dari harga deviasi hasil pengukuran. Selanjutnya ketepatan (akurasi) adalah kesamaan atau kedekatan suatu hasil pengukuran dengan angka atau data yang sebenarnya (true value/ correct result).
Selain faktor yang mempengerahui enzim seperti perlakuan suhu, konsentrasi, ada beberapa faktor yang mempengaruhi kerja enzim lipase, salah satunya adalah pH. Enzim lipase mempunyai aktivitas maksimal pada kisaran pH yang disebut pH optimum. Suasana terlalu asam atau alkali akan mengakibatkan denaturasi protein dan hilangnya secara total aktifitas enzim. pH optimal untuk beberapa enzim pada umumnya terletak diantara netral atau asam lemah yaitu yaitu 5,1-5,6. PH optimum sangat penting untuk menentukan karakteristik enzim. Pada substrat yang berbeda, enzim memiliki pH optimum yang berbeda (Tranggono & Sutardi, 1990).
Kesimpulan 

Hasil menunjukkan pengaruh perlakuan kontrol saat titrasi sebesar 2,8 ml. sedangkan pengaruh suhu untuk perlakuan (pemanasan 98,3°C) suhu tinggi didapat data volume titrasi KOH 2,5 ml, sehingga selisih dengan kontrol minus 0,3 ml. Kemudian untuk pengaruh suhu dingin 27 °C atau suhu ruang volume titrasi KOH sebesar 3,0 ml. Sehingga selisih nilai titrasi dengan kontrol sebesar 0,2 ml. Pengaruh enzim terhadap konsentrasi 5% saat titrasi volume KOH 2,5 ml selisih dengan kontrol minus 0,3 ml. Sedangkan untuk konsentrasi 46% sebesar  3,1 ml sehingga selisih nilai titrasi dengan kontrol 0,3 ml. selisih antara nilai titrasi dari larutan yang berisi enzim dan dari kontrol merupakan nilai setara asam-asam lemak yang terbentuk karena aktivitas enzim lipase.
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