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Abstract

Kesambi seeds contained various fatty acid such as miristic acid, palmitic acid, stearic acid, aracidic
acid, oleic acid and linoleic acid. Germination is a first stage for seeds plants development that supported by
enzymes. Lipase enzyme have important roles for lipid degradation and sinthesys. The aim of this study to
obtained hydrolysis activity and protein content of crude extract lipase from germinated kesambi seeds. The
result of this study showed that the highest hydrolysis activity was founded in 13 days seeds germination 41,3
U/ml hydrolysis activity, the highest protein content in 13 days seeds germination 1,11 gr/mL. the highest
specific activity was found in 11 days seeds germination 69,20 U/gr, so the germinated kesambi seeds in 11
days recommended as lipase source.
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Abstrak

Biji kesambi mengandung beberapa jenis asam lemak seperti asam miristat, asam palmitat, asam stearat,
asam arakidat, asam oleat dan asam linoleat. Proses perkecambahan merupakan tahap awal perkembangan
tumbuhan berbiji yang didukung oleh peran enzim. Enzim lipase berperan untuk mengatur kecepatan
pemecahan lemak dan sintesis lemak. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas hidrolisis ekstrak
kasar lipase kecambah biji kesambi dan kadar protein dalam ekstrak kasar lipase kecambah biji kesambi. Hasil
penelitian ini menunjukan aktivitas hidrolisis ekstrak kasar lipase kecambah biji kesambi tertinggi adalah hari
ke 13 sebesar 41,3 U/ml, kadar protein tertinggi pada hari ke 13 sebesar 1,11 gr/mL, aktivitas spesifik tertinggi
pada hari ke 11 sebesar 69,20 U/ gr, sehingga penggunaan kecambah biji kesambi pada usia kecambah 11 hari
direkomendasikan sebagai sumber lipase.

Kata kunci: Schleichera oleosa L, perkecambahan, ekstrak kasar lipase, hidrolisis, protein
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Pendahuluan

Pohon kesambi (Schleichera oleosa
L) merupakan tumbuhan lokal di Nusa
Tenggara Timur. Pohon kesambi (Schleichera
oleosa L) dalam bahasa Timor dikenal dengan
“usapi” dan dalam bahasa Rote yaitu “kule”,
masyarakat di Nusa Tenggara Timur
memanfaatkan kayu kesambi sebagai jangkar
kapal dan kayu bakar, buah sebagai makanan
atau manisan. Selain kayu dan buah, bijinya
kesambi juga memiliki manfaat yang sangat
penting. Biji kesambi dapat dimanfaatkan
sebagai pengganti minyak tanah yang
digunakan pada pelita, karena mengandung
asam lemak seperti asam miristat, asam
palmitat, asam stearat, asam arakidat, asam
oleat dan asam linoleat. Kandungan asam
oleat memiliki persentase tertinggi yaitu
berkisar 40-60% (Seran, 2011).

Salah satu bagian tanaman yang
berperan sebagai biokatalis adalah biji
kesambi. Biji merupakan tempat cadangan
makanan bagi calon tanaman. Cadangan
makanan selama proses perkecambahan
menjadi energi yang dibutuhkan untuk
proses pertumbuhan. Perkecambahan
merupakan tahap awal perkembangan
suatu tumbuhan, khususnya tumbuhan
berbiji. Dalam tahap ini, embrio didalam biji
yang semula berada pada kondisi dorman
mengalami sejumlah perubahan fisiologis
yang menyebabkan biji berkembang menjadi
tumbuhan muda (Sutopo, 2002).

Salah satu faktor yang mempengaruhi
proses perkecambahan adalah enzim. Enzim
merupakan protein yang dapat meningkatkan
laju reaksi tanpa ikut bereaksi didalamnya.
Enzim disebut juga sebagai biokatalisator,
semua reaksi metabolisme dikatalis oleh
enzim. Dalam reaksi metabolisme, enzim
bekerja secara spesifik terhadap substrat
(Sya’bani et al. 2017). Hasil dari reaksi
hidrolisis lemak yaitu asam lemak dan
gliserol. Enzim Lipase mengatur kecepatan
pemecahan lemak dan sintesis lemak pada
tahap perkecambahan dan pertumbuhan
embrio. Secara umum biji-bijian yang
mengandung lemak tinggi merupakan
sumber lipase (Lotti dan Alberghina, 2007).

Hasil dari reaksi hidrolisis berupa asam
lemak dapat dimanfaatkan dalam berbagai
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bidang misalnya pada bidang kosmetik,
yaitu sebagai pengental, pelembab, dan
pelembut. Pada industri makanan bayi,
yaitu meningkatkan kecerdasan, menambah
daya tahan dan stamina tubuh, mencegah
dan mengatasi masalah gizi, seperti kurang
vitamin, mengoptimalkan kecerdasan anak,
sebagai antimikrobial pada indutri farmasi
(melindungi tubuh dari virus herpes, HIV,
dan bakteri Clamidya).

Penelitian ini bertujuan untuk
menentukan aktivitas hidrolisis ekstrak kasar
lipase dari kecambah biji kesambi (Schleichera
oleosa L) dengan waktu perkecambahan yang
berbeda.

Bahan Dan Metode

Alat yang digunakan dalam penelitian
ini adalah shaker; timbangan; gelas ukur
100 ml; sentrifuge; erlenmeyer; pipet tetes;
pipet volume; kertas saring; corong pisah;
buret dan statip; mortal dan alu; kertas pH,
spektrofotometer. Bahan yang digunakan
dalam penelitian ini adalah biji kesambi,
Na,HPO,, NaH,PO,, Buffer fosfat 0,1 M, pH
8,0, akuades, NaOH, indikator phenolptalein,
minyak kelapa, Na,CO,, CuSO,.5H,0, Na K
-Tartarat, reagen Folin Ciocalteu

Perkecambahan Biji Kesambi

Perkecambahan biji kesambi dilakukan
pada media pasir dengan perlakuan
pendahuluan perendaman air sumur selama
24 jam kemudian ditanam pada bedeng pasir
dengan ukuran bedeng 1 meter kemudian
dilakukan penyiraman dengan air setiap hari.
Hitungan awal perkecambahan dilakukan
pada hari ke 5, 7, 9, 11, 13 dan digunakan
sebagai sampel, dan diuji aktivitas hidrolisis
lipase (Suita, 2012).

Ekstraksi Lipase dari Kecambah Biji Kesambi

Ekstraksi lipase dari biji kesambi
menggunakan metode Sya’bani et al. (2017)
yang telah dimodifikasi. Kecambah biji
kesambi yang telah dibersihkan ditimbang
sebanyak 5 g dan dihaluskan menggunakan
mortal dan alu, lalu ditambahkan 25 ml
buffer fosfat 0,1 M pH 8,0 dan dihomogenkan.
Kemudian didiamkan selama +30 menit.
Disaring menggunakan kertas saring,
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residunya kemudian dibuang, selanjutnya
filtrat disentrifugasi pada kecepatan 12000
rpm selama 30 menit pada suhu 4°C.
Supernatan yang dihasilkan merupakan
ekstrak kasar lipase kecambah biji kesambi.

Uji Aktivitas Ekstrak Kasar Lipase
Kecambah Biji Kesambi

Reaksi hidrolisis dilakukan dengan
cara mencampurkan 5 ml substrat ( minyak
kelapa) dengan enzim 5 ml, dishaker selama
30 menit dengan kecepatan 150 rpm dan
diinkubasi selama 30 menit, lalu ditambahkan
indikator phenolptalien sebanyak 5 tetes,
kemudian dititrasi dengan NaOH 0,05 M
sampai terjadi perubahan warna menjadi
merah muda, dengan ulangan sebanyak 3
kali. Aktivitas ekstrak kasar lipase kecambah
biji kesambi dihitung dengan rumus :

(V. NaOH sampel - V NaOH kontrol) x 100 U/ml
volume enzim

Uji aktivitas spesifik ekstrak kasar
lipase kecambah biji kesambi:

Alktivitas enzim

AS(U =
(U/mg) Total protein
Keterangan :
As = aktivitas spesifik enzim
dalam mg protein (U/mg)
AE = aktivitas enzim (U/ml)

Total protein = mg protein (mg/ml)

Setiap 1 ml NaOH 0,05 M setara dengan
100 unit aktivitas lipase.

Penentuan Kandungan Protein Ekstrak
Kasar Lipase Kecambah Biji Kesambi
Pengukuran kandungan protein
ekstrak kasar lipase kecambah biji kesambi
dilakukan dengan metode Lowry. Ekstrak
kasar lipase kecambah biji kesambi sebanyak
1 ml ditambahkan 1 ml reagen Lowry
D, selanjutnya campuran divortex dan
diinkubasi pada suhu kamar selama 10
menit. Campuran ditambah reagen Lowry E,
kemudian diinkubasi selama 30 menit pada
suhu kamar dengan sesekali divortex. Larutan
diukur absorbansinya pada gelombang
optimum BSA (Bovine Serum Albumin) yaitu
pada panjang gelombang 542 nm, kemudian

96

Sciscitatio, Vol. 1, No. 2, Juli 2020

kadar protein ditentukan dengan persamaan
regresi linear kurva standar BSA.

Hasil dan Pembahasan

Perkecambahan adalah tahapan awal
perkembangan suatu tumbuhan, khususnya
tumbuhan berbiji. Dalam tahap ini embrio di
dalam biji yang semula berada dalam kondisi
dorman mengalami sejumlah perubahan
fisiologis yang menyebabkan tumbuhan
tersebut berkembang menjadi tumbuhan
muda. Selama proses perkecambahan, biji
akan melewati beberapa tahapan yaitu
imbibisi (tahap penyerapanair), pembentukan
enzim, pemanjangan sel radikula yang
diikuti dengan munculnya radikula dari kulit
biji, kemudian pertumbuhan kecambah.

Tipe perkecambahan benih berdasarkan
letak daun tembaga atau kotiledon, tipe
perkecambahan kesambi adalah epigeal
(perkecambahan di atas tanah) dimana
kotiledon berfungsi melakukan proses
fotosintesis untuk menyuplai makanan
selama daun belum terbentuk. Akar kecambah
akan terus mengalami pertumbuhan selama
perkecambahan sebagai gambaran terjadi
perubahan panjang akar dapat dilihat
pada Gambar 4.1. (Debaujon et al., 2007),
mengatakan bahwa makromolekul yang
dirombak selama perkecambahan selain
dijadikan energi juga dibutuhkan dalam
pembentukan sel-sel baru.

Gambar 1. (A) Kecambah biji kesambi hari ke-5,
(B) Kecambah biji kesambi hari ke-7, (C)
Kecambah biji kesambi hari ke- 9, (D)
Kecambah biji kesambi hari ke-11, (E)
Kecambah biji kesambi hari ke-13.
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Kecambah yang digunakan sebagai
sampel pada penelitian ini yaitu kecambah
yang berumur 5, 7, 9, 11, 13 hari seperti
pada gambar 4.1 (a-e), karena pada proses
perkecambahan biji, terdapat makromolekul
yang harus di hidrolisis oleh enzim untuk
menjadi molekul yang sederhana untuk
digunakan selama biji berkecambah. Hal ini
didukung oleh penelitian yang dilakuan oleh
Permana et al. (2013), pada biji kakao pada
hari ke 1 sampai hari ke 10. Selama terjadinya
peristiwa perkecambahan, jaringan-jaringan
yang mengandung karbohidrat, protein
dan lemak mengalami proses hidrolisis
(degradasi yang hasilnya ditranslokasikan
ke titik tumbuh embrio dan disintesakan
kembali ke dalam jaringan baru) (Abidin,
1987).

Biji kesambi (Schleichera oleosa L) yang
diperoleh dikecambahkan dengan cara
direndam selama 24 jam dengan air dingin,
untuk menghilangkan masa dormansi
biji dan memperlunak permukaan kulit
biji untuk proses penyerapan air. Setelah
24 jam biji kesambi ditanam pada media
pasir. Media pasir mempunyai pori yang
cukup besar dan tidak mudah menggumpal
sehingga memudahkan tanaman untuk
mengembangkan akarnya (Hardjowigeno,
2007).

Enzim lipase merupakan enzim yang
dapat menghirolisis lemak (trigliserida)
menjadi asam lemak dan juga gliserol.
Aktivitas hidrolisis lipase dilakukan dengan
metode titrasi. Proses hidrolisis ini dilakukan
untuk mendapatkan aktivitas lipase tertinggi
pada kecambah biji kesambi dengan umur
kecambah yang bervariasi, proses hidrolisis
dengan menggunakan substrat minyak
kelapa dengan perbandingan 1:1 (5 ml
substrat dan enzim). Pada tahap akhir
hidrolisis akan terbentuk 2 lapisan yaitu
lapisan atas asam lemak dan lapisan bawah
gliserol (gambar 4.2) Enzim lipase ini dapat
memecah ikatan ester pada lemak sehingga
menjadi asam lemak dan gliserol (Poedjiadi
dan Supriyanti, 2009).

Perkecambahan biji adalah tahapan
penting dalam perkembangan tumbuhan
dan menentukan produktivitas tumbuhan.
Perubahan fisiologi dan biokimia diikuti
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Gambar 2. Proses hidrolisis minyak kelapa oleh ekstrak
kasar lipase dari kecambah biji kesambi
menghasilkan 2 lapisan A: Lapisan atas :
asam lemak ; b: Lapisan bawah : gliserol.

perubahan morfologi selama perkecambahan
berkaitan erat dengan kecepatan
perkecambahan dan pertumbuhan vegetatif
yang berpengaruh pada hasil dan kualitasnya,
Imbibisi biji memicu aktivasi berbagai
proses metabolik seperti sintesis enzim
hidrolisis yang dihasilkan pada hidrolisis
cadangan makanan menjadi bentuk yang
lebih sederhana untuk kebutuhan embrio.
Aktivitas hidrolisis ekstrak kasar lipase
dari kecambah biji kesambi dengan waktu
perkecambahan yang berbeda tercantum
pada Gambar 3.
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Gambar 3. Aktivitas hidrolisis ekstrak kasar lipase
kecambah biji kesambi (U/ml) pada
berbagai waktu perkecambahan

Aktivitas hidrolisis ekstrak kasar
lipase kecambah biji kesambi meningkat
seiring dengan meningkatnya waktu
perkecambahan. Tingkatan lipid dan aktivitas
lipase telah dipelajari pada berbagai jenis biji
yang dikecambahkan, yang menunjukkan
rekasi B-oksidasi pada perkecambahan biji
jarak selama 4 hari. Sebagian besar enzim
hidrolisis berperan dalam metabolisme
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lipid selama perkecambahan, enzim
lipase mengkatalisis hidrolisis ikatan ester
karboksilat dan melepaskan asam lemak
dan alkohol organik, dan reaksi timbal
balik (esterifikasi) atau beberapa reaksi
transesterifikasi. Kemampuan lipase untuk
mengkatalisis reaksi ini dengan efisisensi,
stabilitas dan berbagai manfaat yang besar
menyebabkan enzim ini menarik untuk
kepentingan komersial.

Demikian juga dengan perkecambahan
biji rami, aktivitas lipase yang paling tinggi
pada hari yang terakhir karena pada tahap ini
kecambah membutuhkan makromolekul untuk
pembentukan organ-organ tumbuhan secara
normal (Samour, 2005). Selama perkecambahan
akan terjadi peningkatan jumlah enzim lipase
yang digunakan untuk mendegradasi lemak
menjadi komponen metabolik yang diperlukan
untuk pertumbuhan biji.

Penelitian Sana et al. (2004), mengalami
fenomena yang sama yaitu pada biji sawit,
pada awal perkecambahan aktivitas spesifik
cukup tinggi karena terjadi pembentukan
lipase untuk mengurai cadangan makanan
dalam kecambah, setelah mengalami
pertunasan maka terjadi penurunan pada
hari ke 7 akibat berkurangnya cadangan
makanan, hal ini menyebabkan selama masa
perkecambahan akan terjadi penurunan
aktivitas spesifik enzim akibat berkurangnya
cadangan makanan. Aktivitas spesifik
ekstrak kasar lipase kecambah biji kesambi
ditentukan dengan melakukan pengukuran
kandungan protein pada sampel ekstrak
kasar lipase kecambah biji kesambi untuk
kemudian dihitung dengan persamaan
aktivitas spesifik (Gambar 4).
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Gambar 4. Grafik hubungan antara variasi waktu
perkecambahan dan kadar protein ekstrak
kasar lipase kecambah biji kesambi (gr/ml)
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Kandungan protein pada ekstrak kasar
lipase kecambah biji kesambi cenderung
fluktuatif namun mengalami peningkatan
pada hari ke 13. Perbandingan analisis 2
dimensi antara biji Podophyllum hexandrum
yang tidak berkecambah dan biji yang
berkecambah mengungkapkan ekspresi 113
protein, dimana analisis fingerprint massa
peptida dari 97 spot protein mengungkapkan
ekspresi 27 protein, namun terjadi kehilangan
40 protein saat perkecambahan. 59 protein
diidentifikasi dalam pencarian homologi
termasuk didalamnya 20 protein dalam
metabolisme karbohidrat dan asam amino,
17 protein sinyal ABA/GA, dan 15 protein
dalam kondisi cekaman dan 7 protein yang
belum diketahui fungsinya (Dogra et al., 2013),
dengan demikian penurunan kandungan
protein pada ekstrak kasar lipase kecambah
biji kesambi selama terjadinya proses
perkecambahan, disebabkan protein yang
besar dipecah menjadi asam amino. Hidayat
(1995), mengatakan bahwa perkecambahan
dapat terjadi apabila substrat (protein)
berperan sebagai penyedia energi yang
akan digunakan dalam proses morfologi
(pemunculan organ-organ tanaman seperti
akar, daun,dan batang). Protein (cadangan
nitrogen pada biji), merupakan polimer asam
amino yang dihubungkan dengan ikatan
peptida.

Aktivitas spesifik ekstrak kasar
lipase kecambah biji kesambi pada waktu
perkecambahan yang berbeda tercantum
pada Gambar 5.
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Gambar 5. Grafik hubungan antara variasi waktu
perkecambahan terhadap aktivitas spesifik
ekstrak kasar lipase kecambah biji kesambi
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Pada waktu perkecambahan selama 11
hari merupakan aktivitas spesifik tertinggi
dengan 69,20 U/gr sedangkan aktivitas
terendah pada hari ke 7 dengan aktivitas 23,86
U/mg, aktivitas spesifik ekstrak kasar lipase
biji kesambi pada hari ke 11 menunjukan
bahwa meskipun kadar proteinnya rendah
tetapi aktivitas spesifiknya tinggi hal ini
mengindikasikan bahwa protein pada
ekstrak kasar lipase kecambah biji kesambi
di hari ke 11 adalah protein enzim khususnya
enzim lipase. Pada hari ke 13 kecambah biji
kesambi memiliki kadar protein yang sangat
tinggi namun memiliki aktivitas spesifik
yang rendah hal ini menunjukan bahwa
tidak semua protein yang di produksi adalah
enzim lipase.

Hal ini menegaskan bahwa kadar
protein tertinggi tidak mutlak memiliki
aktivitas lipase yang tinggi, makin tinggi
aktivitas spesifik menunjukan kualitas yang
baik suatu enzim yang lebih tinggi (Yuneta
2010). Sya’bani et al. (2017), yang menguji
aktivitas enzim spesifik pada kecambah
biji alpukat menyatakan bahwa semakin
tinggi akivitas spesifik suatu enzim maka
semakin tinggi juga tingkat kemurnian
enzim tersebut. Aktivitas spesifik hari ke 11
sangat di rekomendasikan untuk digunakan
dalam penelitian karena meskipun memiliki
aktivitas hidrolisis yang tidak setinggi hari
ke 13 dan kadar protein yang rendah tapi
memiliki aktivitas spesifik yang tinggi.

Kesimpulan

Aktivitas hidrolisis ekstrak kasar lipase
kecambah biji kesambi tertinggi adalah hari
ke 13 sebesar 41,33 U/ml, kadar protein
tertinggi pada hari ke 13 sebesar gr/ml,
aktivitas spesifik tertinggi pada hari ke 11
sebesar 69,20 U/ gr.
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