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Lampiran 1. Diagram Alir Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Subkultur isolat  
Rhizopus oryzae 

Isolasi lipase dengan metode 
fermentasi fase padat (SSF) 

Ekstrak kasar lipase 

Amobilisasi enzim lipase 
(adsorption-crosslinking) 

 

Analisis kualitatif lipase 
(metode ROA plate assay) 

Pengukuran konsentrasi lipase 
amobil (metode Lowry) 

 

Uji kadar protein (metode 
Lowry) dan penentuan aktivitas 

enzim  

Variasi konsentrasi induser 
(1%, 2%, 3%, dan 4% dengan 

kontrol tanpa induser) 

Variasi waktu fermentasi  
(3 hari, 5 hari, 7 hari, 9 hari, 

dan 11 hari) 

Karakterisasi enzim (penentuan pH, 
suhu, konsentrasi substrat, konsentrasi 

enzim optimum dan pengaruh 
penambahan kofaktor) 

Hasil dan Kesimpulan 
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Lampiran 2. Subkultur Isolat Rhizopus oryzae 

 

- dimasukkan ke dalam gelas kimia 100 mL 

- dilarutkan dengan 80 mL akuades 

- dipanaskan menggunakan hot plate hingga mendidih 

-  disterilisasi dengan autoclave pada suhu 121 oC dan 

tekanan 1 atm selama 15 menit 

-  dimasukkan ke dalam tabung reaksi (±1/3 bagian tabung 

reaksi) 

- dimiringkan 

 

 

- diambil menggunakan ose 

- digoreskan secara zig-zag pada permukaan medium 

subkultur 

- diinkubasi pada suhu 30 oC selama 7 hari  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3,12 gram PDA 

 

Medium subkultur 

Isolat Rhizopus oryzae Went & Prins. Geerl 

Isolat subkultur 
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Lampiran 3. Penentuan Aktivitas Lipase dari R. oryzae Secara Kualitatif 

1. Pembuatan Medium ROA 

 

- dilarutkan dengan 200 mL akuades 

- dipanaskan diatas hot plate hingga mendidih 

- ditambahkan 2 mL larutan rodamin B 0,01% 

- ditambahkan 0,117 gram PVA 

- ditambahkan 0,312 mL minyak zaitun 

- diaduk 

- disterilisasi dengan autoclave pada suhu 121 oC pada 

tekanan 1 atm selama 15 menit  

- dituang kedalam cawan petri 

 

2. Uji Aktifitas Lipase Secara Kualitatif  

 

- diambil menggunakan ose 

- digoreskan secara zig-zag pada permukaan medium ROA 

- diinkubasi pada suhu 30 oC selama 7 hari  

- diamati dibawah sinar UV (l=365 nm)  

- terbentuknya pendaran berwarna jingga mengindikasikan 

terbentuknya lipase 

 

 

 

 

 

 

 

 

7,8 gram PDA 

Medium ROA 

Isolat Rhizopus oryzae Went & Prins. Geerl 

Data 
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Lampiran 4. Isolasi Enzim Lipase dari R. oryzae 

1. Preparasi Substrat  

 

- dikeringkan dengan oven pada suhu 60 oC selama 12 jam 

- dihaluskan menggunakan hammer mill dengan ukuran  

60 mesh 

 

2. Pembuatan Larutan Nutrien  

 

 

 

- dilarutkan dalam 80% (b/b dss) akuades  

- dibuat sebanyak 5 rangkap (duplo) 

- ditambahkan minyak zaitun masing-masing  

1% (b/b dss) (A), 2% (b/b dss) (B),  

3% (b/b dss) (C), 4% (b/b dss) (D), dan tidak 

ada penambahan induser (E) 

- dikocok 

 

3. Preparasi Medium Fermentasi   

 

- dimasukkan ke dalam erlenmeyer 250 mL 

- ditambahkan larutan nutrien  

- disterilisasi dengan autoclave pada suhu 121 oC dan 

tekanan 1 atm selama 15 menit 

 

 

1000 gram Ampas Kelapa 

Substrat 

1,5% (b/b dss) glukosa, 0,75% (b/b dss) 
(NH4)2SO4, 0,34% (b/b dss) NH2CONH2,  
1,8% (b/b dss) NaH2PO4, 0,3% (b/b dss) 

KH2PO4, 0,045% (b/b dss) MgSO4.7H2O, dan  
0,0375% (b/b dss) CaCl2.2H2O 

Larutan Nutrien 

20 gram Substrat 

Medium Fermentasi 
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4. Fermentasi Fase Padat  

 

- ditambahkan 2 mL akuades 

- dikocok perlahan 

- dituang ke atas medium fermentasi 

- dilakukan fermentasi pada suhu 30 oC dengan variasi 

waktu 3 hari, 5 hari, 7 hari, 9 hari, dan 11 hari 

 

5. Ekstraksi Enzim Lipase    

 

- ditambahkan 80 mL akuades 

- dikocok dengan shaker inkubator pada suhu 30 oC 

selama 30 menit  

- disaring dengan whatman 42/125 mm 

 

 

- disentrifugasi pada kecepatan 5000 rpm 

selama 30 menit pada suhu 30 oC 

 

 

- dilakukan karakterisasi untuk 

memperoleh kondisi optimum 

enzim serta diukur aktivitas dan 

kadar protein enzim lipase 

 

 

 

 

 

Medium Subkultur 

Medium Biakan 

4 gram Medium Biakan 

Residu Filtrat 

Pelet Supernatan 
(Ekstrak Lipase) 

Data 
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Lampiran 5. Penentuan Kadar Protein Enzim Lipase dari R. oryzae 

1. Pembuatan Reagen Lowry  

 

 

- dimasukkan ke dalam gelas kimia 50 mL 

- dikocok 

 

 

 

 

- dimasukkan ke dalam gelas kimia 50 mL 

- dikocok 

 

2. Pembuatan Larutan Standar BSA 

 

- dipipet masing-masing 2 mL, 4 mL, 6 mL, 8 mL,  

dan 10 mL 

- dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL 

- dihimpitkan dengan akuades hingga tanda batas 

- dihomogenkan 

 

 

 

 

 

 

18 mL Folin-ciocalteu 

30 mL Na2CO3 2% 
dalam NaOH 0,1 N 

Reagen Lowry B 

Larutan Induk BSA 1 mg/mL 

Deret standar dengan konsentrasi  
masing-masing 0,02 mg/mL 0,04 mg/mL, 
0,06 mg/mL, 0,08 mg/mL, dan 0,1 mg/mL 

18 mL Akuades 

Reagen Lowry A 

0,3 mL CuSO4.5H2O 1% 0,3 mL Na-K tartrat 1% 
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3. Penentuan Kadar Protein Enzim    

 

 

- ditambahkan 2,75 mL Lowry B 

- dikocok 

- diinkubasi selama 15 menit pada suhu 30 oC 

- ditambahkan 0,25 mL Lowry A  

- dikocok 

- diinkubasi selama 30 menit pada suhu 30 oC 

- ditentukan nilai absorbansinya menggunakan  

spektrofotometer uv-vis (λmaks =738 nm) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 mL Enzim Lipase 

Data Kadar Protein Lipase 

1 mL Larutan Standar 1 mL Blanko 
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Lampiran 6. Penentuan Aktivitas Lipase dari R. oryzae Secara Kuantitatif 

1. Pembuatan Reagen Cu(II) Asetat 5% pH 6 

 

- diencerkan dengan akuades 85 mL 

- ditambahkan piridin hingga mencapai pH 6 

- disaring dengan kertas saring 

- ditambahkan akuades hingga volume 100 mL 

 

 

2. Pembuatan Larutan Standar Asam Oleat   

 

- dipipet masing-masing 0,125; 0,250; 0,375; 0,500; dan 

0,625 mL 

- diencerkan dengan n-heksan hingga volume 3,75 mL 

- ditambahkan 0,5 mL reagen Cu(II) asetat 5% pH 6 

- dikocok selama 1 menit  

 

 

- ditentukan absorbansinya menggunakan 

spektrofotometer uv-vis (λmaks = 676 nm) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 gram Cu(II) Asetat  

Cu(II) Asetat 5% pH 6 

Larutan Induk Asam Oleat 30 mg/mL 

Deret standar dengan konsentrasi  
masing-masing 1 mg/mL, 2 mg/mL,  
3 mg/mL, 4 mg/mL, dan 5 mg/mL 

Fase Air 
(Fase Bawah) 

Fase Minyak 
(Fase Atas) 



 65 

3. Uji Aktivitas Enzim Lipase   
 

 

 

- diinkubasi pada suhu 45 oC 

selama 15 menit pada kecepatan 

120 rpm 

- ditambahkan 0,5 mL HCl 6 N 

- ditambahkan 3,25 mL n-heksan 

- dikocok 

- didiamkan selama 15 menit 

 

 

- diambil sebanyak 2,5 mL 

- ditambahkan 1,25 mL n-heksan  

- ditambahkan 0,5 mL reagen Cu(II) asetat 5% pH 6 

- dikocok selama 1 menit 

 

 

- ditentukan absorbansinya menggunakan 

spektrofotometer uv-vis  

(λmaks = 676 nm) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0,7 mL Enzim

 

Fase Air Fase Minyak 

Fase Air Fase Minyak 
(Fase Substrat) 

Data Aktivitas Lipase 

0,35 mL Buffer Fosfat 
0,05 M pH 7  0,7 mL Substrat
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Lampiran 7. Karakterisasi Enzim Lipase dari R. oryzae 
 

 

 

- ditambahkan 0,175 mL larutan 

FeCl2.6H2O, CaCl2.2H2O dan 

MgCl2.6H2O 10 mM dan 50 mM* 

- diinkubasi pada suhu 30 oC, 35 oC, 

40 oC, 45 oC, dan 50 oC selama  

15 menit pada kecepatan 120 rpm 

- ditambahkan 0,5 mL HCl 6 N 

- ditambahkan 3,25 mL n-heksan 

- dikocok 

- didiamkan selama 15 menit 

 

 

- diambil sebanyak 2,5 mL 

- ditambahkan 1,25 mL n-heksan  

- ditambahkan 0,5 mL reagen Cu(II) asetat 5% pH 6 

- dikocok selama 1 menit 

 

 

- ditentukan absorbansinya menggunakan 

spektrofotometer uv-vis (λmaks = 676 nm) 

 

 

 

*dilakukan pada karakterisasi pengaruh ion logam, sebelumnya ditambahkan buffer 
fosfat 0,05 M pH 7 sebanyak 0,175 mL 

 
 
 
 
 
 

Konsentrasi Enzim 10%, 
20%, 30%, 40%, dan 50% 

 

Fase Air Fase Minyak 

Fase Air Fase Minyak 
(Fase Substrat) 

Data Aktivitas Lipase 

0,35 mL buffer fosfat 0,05 M 
pH 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; dan 7,5  

Konsentrasi Substrat 10%, 
20%, 30%, 40%, dan 50% 
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Lampiran 8. Amobilisasi Adsorpsi-Crosslinking   

 

- ditambahkan 0,75 gram macroporous anion resin 

- dikocok dengan shaker pada suhu 30 oC pada kecepatan 

150 rpm selama 4 jam 

- disaring 

 

 

- dicuci dengan 10 mL buffer fosfat 0,05 M pH 7 

- disaring 

 

 

- diukur kadar protein yang 

mewakili persentase konsentrasi 

lipase amobil  

 

 
 

 

- dicuci dengan 10 mL buffer fosfat 0,05 M pH 7 

- disaring 

 

 

- diukur kadar protein yang mewakili persentase 

konsentrasi lipase amobil 

 

 

 

 

1% (v/v) Ekstrak Lipase  

Filtrat 

Filtrat macroporous anion resin 

Lipase Amobil macroporous anion resin 

 
- ditambahkan 5 mL glutaraldehid 

- dikocok dengan shaker pada suhu 30 oC pada 

kecepatan 150 rpm selama 20 menit 

- disaring 

macroporous anion resin yang 
diaktivasi dengan glutaraldehid 

Hasil 

Lipase Amobil 

Hasil 

macroporous anion resin 
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Lampiran 9. Pengukuran Konsentrasi Lipase Amobil   

 

- ditambahkan 2,75 mL Lowry B 

- dikocok 

- diinkubasi selama 15 menit pada suhu 30oC 

- ditambahkan 0,25 mL Lowry A  

- diinkubasi selama 30 menit pada suhu 30oC 

- ditentukan nilai absorbansinya menggunakan  

spektrofotometer uv-vis (λmaks = 738 nm) 

 

 

1 mL Lipase Amobil 

Data Konsentrasi 
Lipase Amobil 
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Lampiran 10. Perbandingan Produksi Lipase Menggunakan Metode Fermentasi Fase Padat pada Berbagai Mikroorganisme  

No Jurnal Jenis Mikroorganisme Substrat Padat Induser Kondisi Fermentasi Unit Aktivitas 
Lipase 

1 Utami dkk (2017) Aspergillus niger 
Dedak padi dan 

sekam padi 

Minyak 

zaitun 
168 jam, pH 7, 30oC 38.6 U/g 

2 
Prabaningtyas dkk 

(2018) 
Aspergillus niger 

Biji sawit, 

kedelai, dan sabut 

kelapa 

Minyak 

zaitun 
168 jam, pH 7, 30oC 163 U/g 

3 Ângelo dkk (2014) Fusarium oxysporum Dedak gandum 
Setrimonium 

bromida 
96 jam, pH 8.5, 40oC 111.48 U/mL 

4 Toscano dkk (2013) Aspergillus flavus 
Dedak gandum 

dan limbah 

minyak jarak 

- 96 jam, pH 7, 30oC 121.35 U/gds 

5 
Hosseinpour dkk 

(2012) 
Aspergillus niger Dedak padi - pH 6.87, 30.3oC 121.53 U/g dss 

6 Balaji (2008) 
Colletotrichum 
gloeosporioides 

Minyak bunga 

matahari 
Triton X100 pH 6.5, 25oC 2560 U/g DM 

7 Sarat dkk (2010) 
Yarrowia lipolytica 

NCIM 3589 Biji sawit 
Minyak 

zaitun 
168 jam 18.58 U/gds 

8 
Edwinoliver dkk 

(2010) 

Aspergillus niger MTCC 

2594 

Dedak gandum 

dan limbah 

minyak kelapa 

Minyak 

zaitun, 

minyak 

wijen dan 

minyak biji 

bunga 

matahari 

72 jam, pH 7, 30oC 
745.7 ± 11 

U/gds 
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9 Falony dkk (2006) Aspergillus niger J-1 
Minyak zaitun 

dan glukosa 
- 168 jam, pH 7, 30oC 9.14 IU/g dss 

10 Cordova dkk (1998) 
Rhizomucar 

rhizopodiformis  

Ampas tebu, 

limbah minyak 

zaitun 

- 20-20 jam 79.60 U/gds 

11 Kamini dkk (1998) 
Aspergillus niger MTCC 

2594 
Minyak wijen - 120 jam, pH 7, 30oC 363.6 U/gds 

12 Gombert dkk (1999) Penicilium restrictum Minyak babassu 

Pepton, 

minyak 

zaitun dan 

pati 

15-65 jam, 30oC 30.3 U/g 

13 Mahadik dkk (2002) 
Rhizopus oligosporous 

NCIM 1207 
Dedak gandum 

Minyak 

zaitun, NaCl 

dan Triton 

X100 

168 jam, pH 6,5, 45oC 130 IU/gds 

14 
Adinarayana dkk 

(2004) 
Aspergillus sp. Gandum - 96 jam, pH 7, 30oC 1934 U/g 

15 Castilho dkk (2000) Penicillium restrictum 
Minyak babassu 

dan minyak 

zaitun 

- 24 jam, pH 7, 37oC 5.8 U/mL 

16 Vaseghi dkk (2012) 
Rhizopus oryzae PTCC 

5176 
Tebu dan urea 

Minyak 

zaitun dan 

minyak 

kanola 

pH 7, 35oC 22,9 U/gds 

17 
Benjamin dan Pandey 

(2004) 
Candida rugosa Minyak kelapa 

Urea, pepton 

dan maltosa 
96 jam 87.76 U/g dss 

18 
Benjamin dan Pandey 

(2001) 

Candida rugosa  
DSM-2031 spesies pati 

Minyak kelapa 

dan dedak padi 

- 

- 

28oC 

96 jam, 30oC 
48.61 U/mL 
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Bhushan dkk (1994) Ekstrak dedak 

padi, minyak 

dedak padi dan 

garam mineral 

58 LU/gm 

dedak kering 

19 Sethi dkk (2013) Aspergillus terreus Minyak mustard - 96 jam, pH 6, 30oC 
1566.67 ± 

133.33 U/mL 

20 Damaso dkk (2008) 
Aspergillus niger IIT 

53A14 

Dedak gandum 

dan minyak 

zaitun 

- 

soapstock 

48 jam, pH 6.3-6.6, 

32oC 

48 jam, pH 6.3-6.6, 

32oC 

48.6 U/gds 

62.5 U/gds 

21 Salihu dkk (2013) Aspergillus niger Limbah mentega Tween 20 168 jam, pH 7, 30oC 3.35 U/g 

22 Fleuri dkk (2014) Aspergillus sp. Dedak gandum - 96 jam, pH 7, 30oC 13.1 U/mL 

23 Colla dkk (2014) Aspergillus niger Kedelai dan 

sekam padi 
- 96 jam, pH 7.7, 37oC 4.23 U/mL 

gds: gram substrat kering; LU: unit lipase; dss: substrat padat kering; DM: bahan kering; U atau IU: jumlah enzim yang terkatalisis dalam 

1 µmol substrat per menit (Kumar, 2015)
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Lampiran 11. Penentuan Kurva Standar BSA (λmaks = 738 nm) 

Konsentrasi BSA 
(mg/mL) 

Absorbansi 
(A) 

0,02 0,083 
0,04 0,156 
0,06 0,246 
0,08 0,330 
0,10 0,362 

 

 

Kadar protein sampel dihitung dengan persamaan berikut: 

x	= 
y	-	0,0158

3,66
 x fp 

keterangan: 
x = kadar protein (mg/mL) 
y = absorbansi (A) 
fp = faktor pengenceran 
 

 

 

 

 

 

 

y = 3,66x + 0,0158
R² = 0,9905

0,00
0,05
0,10
0,15
0,20
0,25
0,30
0,35
0,40
0,45

0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12

A
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or
ba

ns
i (

A
)

Konsentrasi BSA (mg/mL)
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Lampiran 12. Penentuan Kurva Standar Asam Oleat (λmaks = 676 nm) 

Konsentrasi Asam Oleat 
(mg/mL) 

Absorbansi 
(A) 

1,00 0,206 
2,00 0,320 
3,00 0,464 
4,00 0,610 
5,00 0,744 

 

 

Kadar oleat pada sampel dapat dihitung berdasarkan persamaan berikut: 

x	=	 y	-	0,059

0,1366
	 

keterangan: 
x = kadar oleat (mg/mL) 
y = absorbansi (A)  
 
Aktivitas enzim lipase dihitung berdasarkan persamaan berikut: 

Aktivitas lipase	= 
([Oleat sampel]	-	[Oleat kontrol]) x 1000

(BM Oleat x t)
 

keterangan: 
BM Oleat = 282,468 g/mol 
t (waktu) = 15 menit 
 

 

y = 0,1366x + 0,059
R² = 0,9992

0,00

0,10

0,20

0,30

0,40

0,50

0,60

0,70
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0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00

A
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A
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Lampiran 13. Data Hasil Karakterisasi Ekstrak Lipase dari R. oryzae 

a. Penentuan suhu optimum 

T (oC) A [Oleat] (mg/mL) Aktivitas (U/mL) 
30 0,1480 0,6515 0,1192 
35 0,1690 0,8053 0,1555 
40 0,1710 0,8199 0,1590 
45 0,1860 0,9297 0,1849 
50 0,1750 0,8492 0,1659 

Keterangan: pH = 7,0; [S] = 12,7% 

b. Penentuan pH optimum 

pH A [Oleat] (mg/mL) Aktivitas (U/mL) 
5,5 0,2110 1,1127 0,2281 
6,0 0,2250 1,2152 0,2523 
6,5 0,2300 1,2518 0,2609 
7,0 0,2420 1,3397 0,2816 
7,5 0,2310 1,2592 0,2626 

Keterangan: T = 45oC; [S] = 12,7% 

c. Penentuan konsentrasi substrat optimum 

[S] (%) A [Oleat] (mg/mL) Aktivitas (U/mL) 
10 0,2130 1,1274 0,2315 
20 0,2360 1,2958 0,2713 
30 0,2860 1,6618 0,3577 
40 0,3730 2,2987 0,5080 
50 0,3730 2,2987 0,5080 

Keterangan: pH = 7,0; T = 45oC 

d. Penentuan konsentrasi enzim optimum 

[E] (%) A [Oleat] (mg/mL) Aktivitas (U/mL) 
10 0,2470 1,3763 0,2903 
20 0,2530 1,4202 0,3006 
30 0,2622 1,4876 0,3165 
40 0,2740 1,5739 0,3369 
50 0,2740 1,5739 0,3369 

Keterangan: pH = 7,0; T = 45oC; [S] = 40% 
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e. Pengaruh penambahan ion logam 

Ion 
Logam  

Konsentrasi 
(mM) A [Oleat] 

(mg/mL) 
Aktivitas 
(U/mL) 

Aktivitas 
Relatif 

(%) 
Keterangan 

Kontrol - 0,0790 0,1464 0,0346 100 - 

Fe2+ 
10 0,0940 0,2562 0,0259 75 Inhibitor 
50 0,0920 0,2416 0,0225 65 Inhibitor 

Ca2+ 10 0,1050 0,3367 0,0449 130 Aktivator 
50 0,1150 0,4100 0,0622 180 Aktivator 

Mg2+ 10 0,0960 0,2709 0,0294 85 Inhibitor 
50 0,1000 0,3001 0,0363 105 Aktivator 

Keterangan: pH = 7,0; T = 45oC; [S] = 40%; [E] = 40% 
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Lampiran 14. Perhitungan Konsentrasi Lipase Amobil 

Metode Amobilisasi A Konsentrasi Enzim 
Amobil (mg/mL) 

Konsentrasi Enzim 
Amobil (%) 

Adsorpsi 1,3810 0,3730 12,6 
Adsorpsi-Crosslinking 0,1270 0,0304 92,8 

Keterangan: Aekstrak kasar = 1,5785; [E]ekstrak kasar = 0,4270 mg/mL 
 
1. Konsentrasi lipase amobil melalui metode adsorpsi 

x	=	 y	-	0,0158

3,66
 

x	= 
1,3810-0,0158

3,66
 

x	= 0,3730 

Konsentrasi Enzim Amobil (%) = 	 [E]awal −	 [E]akhir
[E]awal

	x 100% 

Konsentrasi Enzim Amobil (%) = 	0,4270− 0,3730	
0,4270

	x 100% 

Konsentrasi Enzim Amobil (%) = 	12,6 

2. Konsentrasi lipase amobil melalui metode adsorpsi-crosslinking 

x	=	 y	-	0,0158

3,66
 

x	= 
0,1270-0,0158

3,66
 

x	= 0,0304 

Konsentrasi Enzim Amobil (%) = 	 [E]awal −	 [E]akhir
[E]awal

	x 100% 

Konsentrasi Enzim Amobil (%) = 	0,4270− 0,0304	
0,4270

	x 100% 

Konsentrasi Enzim Amobil (%) = 	92,8 
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Lampiran 15. Dokumentasi Penelitian 

 
Isolat Rhizopus oryzae Went & Prins. Geerl 

 
Substrat Ampas Kelapa pada Tahap Pengeringan 

  
Penentuan Aktivitas Lipase Secara Kualitatif dengan Metode ROA Plate Assay 

(tanpa penyinaran dan dengan penyinaran lampu UV) 
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Isolasi Lipase Melalui Fermentasi Fase Padat pada Hari ke 3, 5, 7, 9, dan 11  

 

 
Ekstraksi Lipase 
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Pentuan Kadar Protein dengan Metode Lowry 

 
Penentuan Aktivitas Lipase Secara Kuantitatif dengan Metode Kwon dan Rhee 

 
Amobilisasi Lipase 


