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Abstract 

Two micro-Rhizopus were grown on the various plant natural substrate to investigate the 

extracellular lipase activity. The medium basal was added with the olive, coconut, corn, 

sunflower and soya bean oil. Lipase activity was assayed using titration method. The high 

lipolytic activity was found when olive oil was used for R. microsporus var. oligosporus UICC 

550 (16,23 U/g Biomassa) and coconut oil for R. microsporus var. rhizopodiformis UICC 520 

(30,5 U/g Biomassa) after 48 hours incubations. The pH value tended to increase during the 

fermentation process. 

Key words: extracellular lipolytic, micro-rhizopus, R. microsporus var. oligosporus UICC 550, R. 

microsporus var. rhizopodiformis UICC 520 

Abstrak 

Dua biakan micro-Rhizopus ditumbuhkan pada substrat minyak nabati untuk meneliti  

kemampuan memproduksi lipase ekstraselular. Medium basal ditambahkan minyak olive, 

kelapa, jagung, bunga matahari dan minyak kedelai. Aktivitas lipase diuji dengan metode 

titrasi. Aktivitas lipase tertinggi pada substrat minyak olive pada R. microsporus var. 

oligosporus UICC 550 (16,23 U/g Biomassa) dan minyak kelapa pada R. microsporus var. 

rhizopodiformis UICC 520 (30,5 U/g Biomassa) setelah 48 jam inkubasi. Nilai pH mengalami 

kenaikan selama berlangsungnya proses fermentasi. 

Kata kunci: enzim ektraselular, lipase, micro-rhizopus, R. microsporus var. oligosporus 

UICC550, R. microsporus var. rhizopodiformis UICC 520 

Diterima: 15 Februari 2010, disetujui: 16 Desember 2010 

Pendahuluan 

Lipase telah digunakan dalam industri 

makanan untuk mengkatalisis proses 

penggantian subtituen asam lemak dari lipid 

dalam cocoa butter (Mojovick et al., 1993), 

katalisator reaksi transesterifikasi atau 

esterifikasi untuk memproduksi senyawa ester 

yang digunakan sebagai penambah aroma dan 

rasa pada keju (Ward, 1985) atau teh 

(Ramarethiam et al., 2002). Dalam industri 

kosmetik, lipase digunakan sebagai katalisator 

produksi emulsifier dan pelembap (Sarma et 

al., 2001). Lipase juga dapat diaplikasikan pada 

produksi biodiesel dan biopolimer (Hama et al., 

2006). 

Lipase diproduksi oleh beberapa mikrob, 

tumbuhan, dan hewan. Pada umumnya 

produksi lipase yang diproduksi untuk tujuan 

komersial berasal dari mikrob (Sarma et al., 

2001 dan Mangunwardoyo et al., 2009). Lipase 

berasal mikrob bersifat lebih baik dibandingkan 

dengan sumber lain. Isolasi mikrob penghasil 

lipase telah banyak dilakukan dari buah kelapa 

sawit (Hiol et al., 1999), limbah industri (Ferrer 

et al., 2000), tanah (Cardenas et al., 2001) dan 

artik tundra (Bancerz et al., 2005).  

Beberapa mikrob memproduksi lipase 

sebagai enzim induktif, (Akhtar et al., 1980; 
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Zhang dan Wei, 2003). Akan tetapi, pada 

sebagian lain, lipase merupakan enzim 

konstitutif (Samad et al., 1990; Kulkarni 2002). 

Produksi lipase sangat dipengaruhi oleh kondisi 

medium dan lingkungannya (Elibol dan Ozer, 

2001). Sumber karbon, nitrogen, dan oksigen 

merupakan faktor yang paling menentukan 

aktivitas spesifik lipase suatu mikrob 

(Davranov dan Khalameizer, 1997; 

Mangunwardoyo et al., 2009).   

Tujuan penelitian adalah meneliti 

aktivitas lipase pada substrat minyak nabati 

dari R. microsporus var. rhizopodiformis UICC 

520 dan R. microsporus var. oligosporus UICC 

550. 

Metode Penelitian 

Mikrob 

R. microsporus var. rhizopodiformis 

UICC 520 dan R. microsporus var. oligosporus 

UICC 550 strain micro-Rhizopus koleksi 

University of Indonesia Culture Collection 

(UICC).   

Medium Basal 

Medium basal yang digunakan adalah 

metode Samad et al., (1990) yang dimodifikasi 

dengan metode Ellibol dan Ozer (2002) terdiri 

dari pepton, 50 g/l glukosa, 10 g/l; KH2PO4, 0.5 

g/l K2HPO4 3H2O, 0.5 g/l; MgSO4. 7H2O, 0.5 

g/l dalam akuades dengan pH 6,0. 

Uji Substrat Lipid yang Ditambahkan 

Dalam Medium Basal 

Uji substrat lipid dilakukan berdasarkan 

metode Akhtar et al., (1980) dan Kulkarni 

(2002).  Substrat lipid yang akan ditambahkan 

pada medium basal, diemulsifikasi terlebih 

dahulu dengan polivinil alkohol (PVA). Emulsi 

minyak 20% (v/v) dibuat dengan 

mencampurkan substrat lipid dan larutan PVA 

(2% g/v) dengan perbandingan 1:4. Emulsi 

dihomogenkan dalam shaker 150 rpm selama 

satu jam dan disterilisasi dengan autoklaf 

121
o
C, 15 menit. Emulsi substrat lipid 

ditambahkan ke medium fermentasi yang berisi 

medium basal dengan konsentrasi akhir 

substrat lipid 2% (v/v). Sebanyak 0,2 ml 

suspensi spora (1,4−2,67 x 10
6 

spora/ml) 

diinokulasi ke dalam medium fermentasi. 

Diinkubasi dalam inkubator bergoyang, dengan 

suhu ruang (27−30
o
C) dan kecepatan agitasi 

110 rpm. Penghitungan biomassa kering, pH 

dan aktivitas spesifik lipase dilakukan pada jam 

ke 24, 48, dan 72. Setiap perlakuan dibuat tiga 

ulangan. 

Penentuan Aktivitas Spesifik Lipase 

Aktivitas lipolitik ditentukan dengan cara 

titrasi menurut metode Samad et al., (1990). 

Substrat minyak zaitun diemulsikan terlebih 

dahulu, dengan menambahkan 1% (b/v) PVA 

ke dalam  minyak zaitun 50% (v/v) kemudian 

ditambahkan sedikit demi sedikit bufer fosfat  

pH 7.5, 50% (v/v) sambil dikocok. Emulsi 

dihomogenkan dengan shaker 150 rpm, selama 

minimal satu jam. Substrat sebanyak 2,5 ml 

yang telah diemulsi ditambahkan 1 ml filtrat 

enzim dan 20 µl CaCl2 0,02M. Campuran 

tersebut diinkubasi dalam inkubator bergoyang, 

pada suhu 35
o 

C selama 30 menit, kecepatan 

pengocokan 120 rpm. Sebanyak 3,5 ml 

campuran etanol dan aseton p.a (1: 1) 

ditambahkan pada substrat setelah diinkubasi 

untuk menghentikan kerja enzim. Selanjutnya, 

ditambahkan tiga tetes larutan fenolftalein 1% 

dan dititrasi dengan larutan NaOH yang telah 

distandarisasi. Satu unit (U) aktivitas lipase 

didefinisikan sebagai sejumlah enzim yang 

membebaskan 1 µmol asam lemak per menit 

pada kondisi pengujian. 

Hasil dan Pembahasan 

Uji Substrat Lipid (minyak nabati) yang 

Ditambahkan Dalam Medium Basal 

Aktivitas spesifik lipase R. microsporus 

var. rhizopodiformis UICC 520 pada jam ke 48 

dari yang tertinggi keterendah berturut-turut 

adalah minyak kelapa, minyak zaitun, minyak 

kedelai, minyak biji bunga matahari, dan 

minyak jagung. Semua aktivitas spesifik lipase 

kapang dalam lima jenis substrat terendah pada 

jam ke 72 dibandingkan waktu inkubasi 24 dan 

48 jam. Berat biomassa R. microsporus var. 

oligosporus UICC 520 tertinggi dicapai pada 

jam ke 48 dalam medium minyak biji matahari 

(262,5 mg/20 ml medium) tetapi aktivitas 

spesifiknya hanya 5,1 U/g Biomassa. Berat 
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biomassa paling rendah terjadi pada medium 

minyak kelapa dalam tiga waktu inkubasi 

(Gambar 1 dan 2). 

Enzim lipolitik dari R. microsporus var. 

rhizopodiformis UICC 520 memberikan 

aktivitas tertinggi dalam medium yang 

ditambahkan minyak kelapa (30,5 U/g 

Biomassa). Kemungkinan enzim lipolitik 

kapang tersebut memiliki kekhususan terhadap 

substrat yang mengandung ester asam lemak 

dengan rantai sedang (C8−C12). Komposisi 

asam lemak minyak kelapa terdiri dari asam-

asam lemak  rantai pendek dan sedang seperti 

asam kaproat (C6) 1%, asam kaprilat  (C8) 

5−7%, asam kaprat (C10) 7−9%, asam laurat 

(C12) 40−50% dan asam miristat (C16) 9−12%. 

Beberapa spesies Rhizopus sp. menunjukan 

aktivitas spesifik lipase yang tinggi terhadap 

asam-asam lemak dengan rantai sedang. 

Diketahui pula, bahwa beberapa mikroba dapat 

memproduksi dua atau lebih lipase dengan 

spesifitas substrat asam lemak yang berbeda 

(Saxena et al., 1999). Penambahan minyak 

zaitun juga memperlihatkan pengaruh terhadap 

aktivitas spesifik strain UICC 520 pada jam ke 

48 (15,5 U/g Biomassa), walau hanya separuh 

dari aktivitas spesifik pada medium minyak 

kelapa, lebih dari minyak jagung, minyak 

kedelai dan minyak biji bunga matahari. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
 

Gambar 1. Aktivitas spesifik lipase R. microsporus var. rhizopodiformis UICC 520 

dengan lima jenis substrat lipid (minyak nabati) pada inkubasi 24, 48, 

dan 72 jam (M = minyak). 
 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

 
 

 
 

 
 
 

Gambar 2. Berat biomassa R. microsporus var. rhizopodiformis UICC 520 dengan 

lima jenis substrat lipid, (minyak nabati) pada inkubasi 24, 48, dan 72 

jam (M = minyak). 
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Aktivitas spesifik lipase tertinggi (16,23 

U/g Biomassa) R. microsporus var. oligosporus 

UICC 550 pada jam ke-24 dicapai pada 

medium minyak kelapa yang mengandung 

asam lemak rantai pendek; asam laurat (C12) = 

40−50%; asam miristat (C14) = 15−20%. 

Aktivitas spesifik lipase R. microsporus var. 

oligosporus UICC 550 berikutnya adalah pada 

medium yang ditambahkan minyak kedelai  

(9,96 U/g Biomassa) yang mengandung asam 

linoleat (C18:2) = 50−58% dan asam linolenat 

(C18:3) = 5−10%. Aktivitas spesifik kapang 

pada substrat lipid minyak kelapa dan minyak 

kedelai  lebih tinggi dari pada aktivitas spesifik 

lipase  pada medium minyak jagung (1,98 U/g 

Biomassa), minyak zaitun (1,42 U/g Biomassa) 

dan biji bunga matahari (1,06 U/g Biomassa) 

pada jam ke-24. Berat biomassa R. microsporus 

var. oligosporus UICC 550 dalam medium 

minyak kelapa (91 mg/20 ml medium) dan 

minyak kedelai terendah (108 mg/20 ml 

medium) dibandingkan medium dengan 

substrat lipid lain pada jam ke-24 (Gambar 3 

dan 4).   

Minyak kelapa mengandung asam lemak 

dengan rantai C pendek, tetapi minyak kelapa 

dan minyak kedelai tidak mengandung asam 

oleat (C18:1). Sebaliknya minyak jagung, 

minyak zaitun dan minyak biji matahari 

masing-masing mengandung asam oleat 

25−35% pada minyak jagung, 71% pada 

minyak zaitun dan 19% pada minyak biji 

matahari. Kemungkinan enzim lipolitik R. 

microsporus var. oligosporus UICC 550 lebih 

mudah menghidrolisis asam lemak rantai 

pendek dan asam lemak linolenat daripada 

asam lemak oleat, terutama pada awal inkubasi 

(24 jam). 

Komposisi asam lemak rantai pendek 

yang dominan (40−50%) dalam minyak kelapa, 

mungkin menjadi alasan mengapa minyak 

kelapa mudah dihidrolisis dari minyak lain oleh 

enzim lipolitik yang diproduksi oleh R. 

microsporus var.  oligosporus UICC 550 pada 

jam ke-24. Lipase dari Candida deformans 

misalnya, lebih cepat menghidrolisis asam 

lemak jenuh atau tak jenuh dengan rantai 

karbon yang pendek (Muderhwa dan 

Ratomahenia, 1985).  

Hasil pengujian pengaruh lima jenis 

substrat lipid terhadap aktivitas spesifik lipase 

R. microsporus var. rhizopodiformis UICC 520 

dan R. microsporus var. oligosporus UICC 550 

menunjukan bahwa di kelima substrat lipid, 

strain R. microsporus var. rhizopodiformis 

UICC 520 dan R. microsporus var. oligosporus 

UICC 550 memproduksi enzim lipolitik dengan 

aktivitas, spesifikasi substrat dan waktu 

inkubasi yang bervariasi. Dalam penelitian ini 

aktivitas spesifik lipase R. microsporus var. 

rhizopodiformis UICC 520 dan R. microsporus 

var. oligosporus UICC 550, diinduksi oleh 

penambahan minyak kelapa dengan nilai yang 

tinggi. Di samping itu minyak zaitun, minyak 

kedelai  dan minyak biji bunga matahari juga 

mempunyai potensi untuk menjadi induser 

aktivitas lipase pada kedua strain kapang 

tersebut, dengan waktu inkubasi yang berbeda.  

Minyak kedelai merupakan induser yang baik 

untuk strain UICC 550 pada jam ke-24, minyak 

zaitun sebagai induser yang baik untuk strain 

UICC 520 pada jam ke-48, sedangkan minyak 

biji matahari induser bagi strain UICC 520 

pada jam ke-24. Beberapa literatur 

menyebutkan produksi lipase beberapa fungi 

meningkat ketika difermentasi dalam medium 

minyak zaitun, di antaranya adalah: Mucor 

hiemalis dengan penambahan emulsi minyak 

zaitun 1% (Akhtar et al., 1980) dan Rhizopus 

oligosporus dengan emulsi minyak zaitun 0,7% 

(Nahas 1988; Lima et al., 2003). Minyak biji 

bunga matahari memberikan pengaruh yang 

baik terhadap penambahan biomassa kedua 

strain kapang tersebut terutama diawal 

fermentasi (jam ke-24). Minyak kelapa 

meningkatkan aktivitas lipase kedua strain, 

tetapi pertumbuhan biomassanya rendah. 

Aktivitas lipase suatu strain tidak selalu 

beriringan dengan penambahan jumlah 

biomassa  (Yoshida et al., 1968; Nahas, 1988). 

Perubahan pH Medium Fermentasi 

Perubahan pH medium (pH awal 

medium = 6,0) yang terjadi pada fermentasi 

menggunakan strain R. microsporus var. 

rhizopodiformis UICC 520 (Gambar 5). 

Perubahan pH medium fermentasi dengan 

penambahan substrat lipid minyak zaitun, dan 

kedelai, mengalami pergeseran pH ke arah 

lebih basa hingga jam ke-72 (pH akhir kedua 

medium adalah 8,0). Dalam medium minyak 

kelapa, minyak jagung dan biji bunga matahari 
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pada jam ke-48, pH medium juga bergeser ke 

arah basa (pH 7,60 untuk minyak jagung, pH 

7,87 untuk minyak kelapa, dan pH 7,60 untuk 

minyak biji bunga matahari), tetapi pada jam ke 

72 pH medium bergeser sedikit lebih asam (pH 

6,50 untuk medium dengan substrat lipid 

minyak jagung, 7,30 minyak kelapa dan 7,40 

untuk minyak biji matahari). Menurut Bilgarmi 

dan Verma (1981) pH medium dalam 

fermentasi akan memengaruhi permiabilitas 

membran, pH internal miselium dan aktivitas 

enzim. 

Gambar 5, menunjukkan pH semua 

medium fermentasi strain R. microsporus var. 

rhizopodiformis UICC 520 dengan lima jenis 

substrat lipid berbeda bergeser ke arah lebih 

basa (pH 7,30−8,30) pada jam ke-24 dan 48 

(pH medium awal 6,0), dimana pada saat itu 

aktivitas spesifik lipase R. microsporus var. 

rhizopodiformis UICC 520 (30,50 U/g 

Biomassa) dicapai dalam medium substrat lipid 

minyak kelapa dengan pH medium paling basa 

(pH 8,30).   

Perubahan pH medium fermentasi 

dengan penambahan substrat lipid minyak 

zaitun, dan kedelai, mengalami pergeseran pH 

ke arah lebih basa hingga jam ke-72 (pH akhir 

kedua medium adalah 8,0). Dalam medium 

minyak kelapa, minyak jagung dan biji bunga 

matahari pada jam ke-48, pH medium juga 

bergeser ke arah basa (pH 7,60 untuk minyak 

jagung, pH 7,87 untuk minyak kelapa, dan pH 

7,60 untuk minyak biji bunga matahari), tetapi 

pada jam ke-72 pH medium bergeser sedikit 

lebih asam (pH 6,50 untuk medium dengan 

substrat lipid minyak jagung, 7,30 minyak 

kelapa dan 7,40 untuk minyak biji matahari). 

Perubahan pH medium fermentasi R. 

microsporus var. oligosporus UICC 550 dari 

pH medium awal 6,0 bergeser ke arah basa 

untuk semua jenis minyak yang ditambahkan. 

Dalam medium dengan substrat lipid minyak 

kelapa dan minyak kedelai pada waktu inkubasi 

24 jam, pH medium menjadi sedikit lebih asam 

(pH 5,50) dari pH awal (6,0). Aktivitas spesifik 

lipase pada saat tersebut sedang meningkat. 

Perubahan pH semua medium bergeser ke arah 

pH basa, pada jam ke-48 dan 72, (6,0−7,90) 

(Gambar 6). 

Medium fermentasi strain R. 

microsporus var. oligosporus UICC 550 

dengan substrat minyak zaitun, jagung dan biji 

bunga matahari mengalami  perubahan pH ke 

arah yang lebih basa dengan bertambahnya 

waktu inkubasi. Akan tetapi, medium 

fermentasi dengan dua substrat lipid lain yaitu, 

minyak kedelai dan kelapa, mengalami  

penurunan pH ke arah pH asam (5,50) pada 

jam ke-24 dan bergeser kembali ke arah basa 

pada jam ke-72. Pada saat yang sama aktivitas 

spesifik lipase R. microsporus var. oligosporus 

UICC 550 dalam medium minyak kedelai dan 

kelapa tinggi. Penurunan pH substrat mungkin 

disebabkan oleh peningkatan konsentrasi asam 

dalam medium, akibat dilepaskannya asam-

asam lemak hasil hidrolisis enzim lipolitik. 

Waktu inkubasi selanjutnya (jam ke-72 jam), 

pH medium berubah menjadi lebih basa karena 

protein dalam medium sudah mulai didegradasi 

menjadi senyawa peptida, asam amino bebas, 

dan senyawa basa ammonium sebagai hasil 

deaminasi asam amino (Allonso et al., 2005). 

Kemungkinan perbedaan dari pH setelah 

fermentasi adalah perbedaan sifat karakteristik 

dari biakan yang digunakan dalam penelitian, 

misalnya, perbedaan respon antara strain R. 

microsporus var. oligosporus UICC 550 dan R. 

microsporus var. rhizopodiformis UICC 520 

terhadap adanya sumber N berupa pepton. 

Strain R. microsporus var. oligosporus UICC 

550 diduga tidak langsung (atau hanya sedikit) 

mendegradasi pepton diawal inkubasi (jam ke-

24) sehingga dalam medium tidak banyak 

mengandung senyawa-senyawa peptida dan 

amina yang bersifat basa, sedangkan strain R. 

microsporus var. rhizopodiformis UICC 520 

disamping menggunakan substrat lipid 

(trigliserida) karena pada saat itu aktivitas 

spesifik lipase tinggi,  juga mendegradasi 

pepton menjadi senyawa-senyawa basa. 

Karakterisasi lain dari strain R. microsporus 

var. rhizopodiformis UICC 520 telah diteliti 

oleh Suharyanto (2000) yang melaporkan 

bahwa aktivitas proteolitik R. microsporus var. 

rhizopodiformis UICC 520 tinggi. 
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Gambar 3. Aktivitas spesifik lipase R. microsporus var. oligosporus UICC 550 dengan 

lima jenis substrat lipid (minyak nabati) pada inkubasi 24, 48, dan 72 jam (M = 

minyak). 

 

 

 
 

Gambar 4. Berat biomassa R. microsporus var. oligosporus UICC 550 dengan lima jenis 

substrat lipid (minyak nabati) pada inkubasi 24, 48, dan 72 jam (M = minyak). 
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  Gambar 5. Perubahan pH medium fermentasi R. microsporus var. rhizopodiformis 

UICC 520 dengan lima jenis substrat lipid (minyak nabati) pada inkubasi 

24, 48, dan 72 jam (M = minyak). 

 

 
  Gambar 6. Perubahan pH medium fermentasi R. microsporus var. oligosporus UICC 

550 dengan lima jenis substrat lipid (minyak nabati) pada inkubasi 24, 48, 

dan 72 jam (M = minyak). 
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ditambahkan substrat lipid minyak kelapa (2% 

v/v) pada jam ke-24. pH medium mengalami 

perubahan kearah basa selama fermentasi pada 

kedua kapang. 

Saran 

Perlu penelitian lebih lanjut tentang 

faktor-faktor lain yang berpengaruh terhadap 

produksi lipase misalnya: sumber nitrogen, pH, 

dan variasi agitasi untuk optimasi produksi 

enzim lipase. 
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