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ABSTRAK 

 
Enzim laktase (β-galactosidase) adalah enzim yang digunakan dalam produksi susu rendah/bebas laktosa yang 

dikonsumsi terutama manusia yang memiliki intoleransi laktosa. Dalam penelitian yang sudah banyak dilakukan, 

enzim laktase diisolasi dari berbagai spesies bakteri asam laktat (BAL). Lactobacillus lactis adalah salah satu 

spesies bakteri asam laktat yang menjadi perhatian dalam penelitian ini. Isolat enzim laktase diperoleh dengan 

metode kimia menggunakan pelarut toluene dan metode fisika menggunakan sonikasi untuk memecahkan sel. 

Hasil penelitian secara kualitatif menggunakan metode fehling dan oNPG disc menunjukkan secara positif 

Lactobacillus lactis menghasilkan enzim laktase. Pada pengujian semi kuantitatif dilakukan menggunakan strip 

Bayer Keto-Diastix menunjukan bahwa kadar glukosa hasil hidrolisis berada pada rentang 0-990 ppm. Penelitian 

ini berkelanjutan untuk mengetahui aktivitas isolat enzim dari Lactobacillus lactis, kemudian dapat menjadi 

referensi bagi penelitian-penelitian selanjutnya dan sebagai penghasil enzim laktase untuk mengurangi kadar 

laktosa dalam susu. 
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1. PENDAHULUAN 

Intoleransi laktosa sering diderita anak-anak. Sekitar 

70% anak dan remaja di seluruh dunia mengalami 

intoleransi laktosa [1]. Di Indonesia, khususnya di 

Jakarta, 21% anak usia 3-5 tahun mengalami 

intoleransi laktosa, 58% pada anak 6-11 tahun 2. 

Intoleransi laktosa adalah suatu kondisi di mana 

orang mengalami gejala pencernaan, seperti 

kembung, diare, dan pengeluaran gas setelah makan 

atau minum susu atau produk susu lainnya 3. 

Penyebab intoleransi laktosa adalah tidak memiliki 

enzim laktase dalam tubuh yang cukup. Konsumsi 

laktosa bagi konsumen intoleransi laktosa dapat 

dilakukan dengan memecah terlebih dahulu laktosa 

yang ada dalam produk seperti susu dengan 

menggunakan enzim laktase. Oleh karena itu, 

penderita intoleransi laktosa hanya dapat 

mengkonsumsi susu rendah laktosa. Namun, susu 

rendah laktosa yang ada di pasaran banyak diimpor 

dari luar negeri dan harganya mahal 4.  

β-galaktosidase (laktase) telah menarik perhatian 

banyak peneliti karena memiliki  banyak  potensi  di  

berbagai  bidang industri,  tidak  lain  di  Indonesia. 

Banyak penelitian yang dilakukan untuk 

mendapatkan isolat enzim laktase dari berbagai 

mikroba yang paling optimum. Enzim ini dapat 

diproduksi dari berbagai macam sumber seperti 

bakteri, ragi dan jamur. Berbagai jenis dan spesies 

bakteri dilaporkan mengandung β-galactosidase 5, 

6, 7. Perbedaan karakter β-galaktosidase 

mungkin dihasilkan dari perbedaan jenis dan spesies 

bakteri yang memproduksi β-galaktosidase. Selain 

itu, diperkirakan bahwa kondisi optimum yang 

berbeda dari β-galaktosidase (aktivitas enzim, suhu 

dan pH) mungkin dihasilkan dari perbedaan karakter 

laktase dari bakteri yang berbeda. Telah dilaporkan 

bahwa ada kondisi optimum yang berbeda dari 

aktivitas β-galaktosidase antara berbagai jenis 

mikroorganisme 6. Terlepas dari kenyataan bahwa 

banyak teknik telah dikembangkan berdasarkan 

berbagai mikroorganisme, masih ada kebutuhan 

untuk sumber enzim alternatif. Misalnya, dalam 

industri susu, laktase yang stabil dalam pH yang 

lebar dan kisaran suhu yang harus digunakan. 

Lactobacillus lactis (L. lactis) merupakan salah satu 

bakteri asam laktat. L.lactis sudah dipakai di 

berbagai industri makanan, seperti produksi produk-

produk yang mengandung susu (dairy). Sehingga L. 

lactis dapat menjadi bakteri alternatif penghasil β-

galaktosidase yang diperlukan untuk mengurangi 

kadar laktosa dalam susu. 

Enzim laktase yang dihasilkan dari bakteri secara 

umum bersifat intraseluler dan dapat diisolasi 

dengan berbagai metode. Terdapat tiga jenis metode 

isolasi β-galaktosidase secara intraseluler, yaitu 

metode fisika, kimia, dan enzimatik. Ketiga jenis 

metode tersebut berfungsi untuk memecahkan sel 

mikroba sehingga enzim dapat keluar dari dalam sel. 

Secara umum, metode fisika yang digunakan adalah 

ultrasonication, homogenizer, dan bead mills. 

Sedangkan metode kimia secara umum 

menggunakan berbagai pelarut organik, seperti 

toluen, kloroform, dan etanol. Metode enzimatik 
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memanfaatkan enzim yang dapat merusak dinding 

sel bakteri, seperti enzim Lisozim [8]. 

Untuk melihat kemampuan bakteri dalam 

menghasilkan enzim laktase yang dapat mengurangi 

kadar laktosa dengan cara menghidrolisis laktosa 

menjadi glukosa dan galaktosa, maka harus 

ditentukan keberadaan aktivitas dari enzim tersebut 

dengan menggunakan substrat antara lain oNPG (o-

nitrophenol-β-Dgalactopyranoside). Secara positif, 

keberadaan enzim laktase dapat diketahui ketika 

warna larutan yang sudah ditambahkan isolat 

berwarna kuning [9]. Selain substrat oNPG, dapat 

digunakan substrat laktosa. Pengujian keberadaan 

enzim laktase menggunakan substrat laktosa dapat 

dilakukan menggunakan metode fehling dengan 

melihat kepekatan larutan yang sudah ditambahkan 

isolat enzim [10]. 

Pada penelitian ini, dilakukan isolasi enzim laktase 

dengan metode sonikasi (fisika) dan metode toluen 

(kimia). Hasil isolasi enzim diuji secara kualitatif 

dan semi kuantitatif untuk mengetahui kemampuan 

L. lactis dalam menghasilkan enzim laktase. 

 

2. METODE PENELITIAN 

2.1 Alat dan Bahan 

2.1.1 Alat 

Autoklaf, inkubator, centrifuge, sonikator, laminar air 

flow, neraca analitik, termometer, cawan petri, tabung 

reaksi, pembakar spirtus, erlenmeyer, pipet, spatula, 

gelas ukur, jarum ose, kuvet kuarsa. 

2.1.2 Bahan 

Padatan MRS Broth, Bayer Keto-Diastix, Beef 

Extract, Pereaksi Molisch, Yeast Extract, Laktosa, 

Pepton, Glukosa, Lactobacilluslactis, toluen, 

Nutrient Broth, Pantothenate Culture Agar NaCl 0,9 

%, Buffer fosfat, laktosa, 

oNPG(o
_
nitrophenol

_
β

_
Dgalactopyranoside) Disc. 

2.2 Tahapan Prosedur Penelitian 

2.2.1 Membuat Media Pertumbuhan Bakteri 

Lactobacillus lactis 

Media pertumbuhan Bakteri Lactobacillus lactis 

adalah Pantothenate Culture Agar yang terbuat dari 

2 gram yeast extract, 0,5 gram dekstrosa, 0,5 gram 

Na-Asetat, 1,5 gram agar yang dilarutkan dalam 100 

mL amidis. Kemudian pH media tersebut diatur 

hingga ±6,8. Media tersebut disterilkan 

menggunakan autoklaf 121°C selama 15 menit lalu 

dibuat media agar miring dalam tabung reaksi. 

2.2.2 Memperbanyak Kultur Bakteri 

Lactobacillus lactis 

Bakteri Lactobacillus lactis digesek ke dalam media 

agar miring yang sebelumnya telah dibuat. 

Kemudian diinkubasi dalam inkubator pada suhu 

30
o
C selama 3 hari. 

2.2.3 Isolasi Enzim Laktase 

a) Metode Sonikasi 

Bakteri Lactobacillus lactis hasil inokulasi di 

inkubasi pada suhu 30°C selama 24 jam. Hasil 

inokulasi pertama kemudian di inokulasikan 

kembali kedalam media cair MRS dan diinkubasi 

pada suhu 30°C selama 24 jam. Inokulum aktif 

dimasukkan ke media produksi (media cair MRS 

yang ditambahkan substrat laktosa 1%) dan 

diinkubasi pada suhu 30°C, pH 5,6 selama 24 jam. 

Kemudian hasilnya disentrifugasi pada kecepatan 

4500 RPM, suhu 4°C selama 60 menit. Biomassa 

yang diperoleh kemudian ditambahkan dengan 

buffer fosfat 0,1 M pH 7. Selanjutnya dilakukan 

sonikasi 30 Hz selama 30 menit. Setelah disonikasi, 

dilakukan sentrifuge kembali suspense sel dengan 

kecepatan 4500 RPM, suhu 4°C selama 60 menit. 

b) Metode Toluen 

Bakteri Lactobacillus lactis hasil inokulasi di 

inkubasi pada suhu 30°C selama 24 jam. Hasil 

inokulasi pertama kemudian di inokulasikan 

kembali kedalam media cair Nutrient Broth dan 

diinkubasi pada suhu 30°C selama 24 jam. 

Inokulum aktif dimasukkan ke media produksi 

(media cair Nutrient Broth yang ditambahkan 

substrat laktosa 2%) dan diinkubasi pada suhu 

30°C, pH 7 selama 24 jam. Kemudian hasilnya 

disentrifugasi pada kecepatan 4500 RPM, suhu 4°C 

selama 60 menit. Biomassa yang diperoleh 

kemudian ditambahkan dengan buffer fosfat 0,1 M 

pH 7. Selanjutnya dilakukan penambahan toluen 

kemudian dilakukan vortex selama 1 menit. 

2.2.4 Uji Kualitatif 

Enzim Laktase hasil isolasi diatas kemudian 

dilakukan pengujian keberadaannya dengan 

menggunakan metode analisis kualitatif,  

a) Metode Fehling 

Penentuan kadar glukosa dilakukan untuk 

mengukur kemampuan enzim menghidrolisa 

laktosa menjadi glukosa dan galaktosa. Metode 

fehling digunakan untuk mengetahui keberadaan 

glukosa hasil hidrolisis oleh enzim. Sebanyak 1mL 

hasil isolasi enzim ditambahkan pada 1 mL larutan 

laktosa 1 M, kemudian ditambahkan beberapa tetes 

larutan fehling. Dilakukan pengamatan pada saat 

sebelum dan sesudah ditambahkan larutan fehling. 

b) Metode oNPG-disc 

Metode oNPG-disc digunakan untuk mengetahui 

keberadaan enzim laktase untuk menghidrolisa 

oNPG. Sebanyak 1mL hasil isolasi enzim 

ditambahkan kedalam tabung reaksi, kemudian 

dimasukkan oNPG-disc kedalam tabung reaksi. 
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Dilakukan pengamatan pada saat sebelum dan 

sesudah dimasukkan oNPG-disc. 

 

 

Gambar 1. Diagram Alir Penelitian 

 

2.2.5 Uji Semi Kuantitatif 

Pada uji semi kuantitatif, 200 μL isolat enzim 

dipipet ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan 1 

mL buffer fosfat dan 1 mL larutan laktosa dengan 

konsentrasi 6000 ppm. Kemudian diinkubasi pada 

suhu 37
o
C selama 15 menit. Larutan diteteskan ke 

strip reagen dan tunggu selama 30 detik dan lihat 

perubahan warnanya. 

 
3. HASIL DAN PEMBAHASAN 

Perkembangbiakan bakteri Lactobacillus lactis 

sudah dapat dilakukan dengan baik. Setelah 

memvariasikan media yang digunakan, didapat 

media pertumbuhan bakteri yang terbaik yaitu 

menggunakan media selektif Pantothenate Culture 

Agar. Proses isolasi enzim laktase dilakukan sesuai 

prosedur. 

Berikut tabel hasil uji kualitatif: 

Tabel 1. Hasil isolasi enzim laktase dari 

Lactobacillus lactis 

Metode Isolasi Metode uji 

kualitatif 

Hasil 

Sonikasi Fehling + 

Toluen oNPG_disc + 

 

 

3.1 Uji Kualitatif Metode Fehling 

Pada uji kualitatif dilakukan dengan uji Fehling 

untuk melihat ada atau tidaknya aktivitas enzim. 

Larutan Fehling (CuO) digunakan untuk 

mengidentifikasi adanya gugus aldehid pada suatu 

senyawa, jika suatu pengujian dikatakan positif, 

maka akan terbentuk endapan merah Cu2O [11].  

 

Gambar 2. Reaksi gugus aldehid dengan larutan 

fehling. 

Gugus aldehid terdapat pada struktur glukosa dan 

galaktosa. Glukosa dan galaktosa tersebut yaitu hasil 

dari hidrolisis laktosa dengan enzim laktase. 

Dari hasil percobaan yang dapat dilihat pada gambar 

1, sebelum dan sesudah ditambahkan isolat enzim 

laktase menunjukan hasil yang positif. Pengujian 

sampel sebelum ditambahkan isolat enzim 

menunjukan hasil yang positif dikarenakan laktase 

dapat terdegradasi sehingga memungkinkan 

terbentuknya glukosa. Namun didapat perbedaan 

warna yang dihasilkan, dimana sesudah 

ditambahkan isolat enzim, warna larutan lebih pekat 

dari sebelum ditambahkan. Dapat disimpulkan 

bahwa dari pengujian ini, adanya aktivitas enzim 

yang dapat diketahui, dimana kadar glukosa dan 

galaktosa bertambah setelah ditambahkan isolat 

enzim. 

 

 

 

(a) (b) 

Gambar 3. a) sebelum ditambahkan isolat enzim 

laktase, b) setelah ditambahkan isolat enzim laktase 

 

3.2 Uji Kualitatif Metode oNPG-disc 

Pada uji kualitatif menggunakan substrat oNPG, 

menunjukkan hasil yang positif. Larutan isolat 

enzim sebelum ditambahkan oNPG-disc 

menunjukkan hasil yang tidak berwarna. Setelah 

larutan isolat enzim ditambahkan oNPG-disc, 

menunjukkan hasil berwarna kuning. Hal ini 

menunjukkan bahwa terjadi hidrolisis oleh enzim 

laktase menjadi o-nitrophenol (oNP) dan β-D-

galactose. Senyawa oNP ini berwarna kuning, 

sedangkan senyawa oNPG tidak berwarna [9].  



Prosiding The 11
th

 Industrial Research Workshop and National Seminar 

Bandung, 26-27 Agustus 2020 

723 

 

 

Gambar 4. Reaksi oNPG dengan enzim laktase. 

 

  
(a) (b) 

Gambar 5. a) sebelum ditambahkan oNPG-disc, b) 

setelah ditambahkan oNPG-disc. 

3.3 Uji Semi Kuantitatif 

Pengujian aktivitas enzim secara semi kuantitatif 

dilakukan menggunakan produk Bayer Keto-Diastix. 

Bayer Keto-Diastix adalah strip reagen yang 

digunakan untuk mengetahui kadar glukosa dan 

keton dalam tubuh secara urinalisis. Bayer Keto-

Diastix menawarkan metode pengujian urin yang 

sederhana, cepat dan nyaman untuk glukosa. Saat 

strip berubah warna, kadar glukosa dalam sampel 

dapat dibandingkan dengan bagan yang ada di kotak 

untuk melihat kadar yang terkandung didalam 

sampel [12]. 

 

Gambar 6. Rentang warna kadar glukosa dan keton 

dalam Bayer Keto-Diastix 

 

Pada penelitian ini produk Bayer Keto-Diastix 

digunakan untuk mengukur kadar glukosa dari 

proses hidrolisis laktosa oleh enzim laktase. 

Pengukuran kadar glukosa dengan Bayer Keto-

Diastix ini diharapkan dapat memberikan hasil 

aktivitas enzim laktase secara semi kuantitatif yang 

dilihat dari perubahan warna strip dan dibandingkan 

dengan bagan yang ada untuk menunjukan kadar 

glukosa dari hasil hidrolisis laktosa dengan enzim 

laktase. 

 

 
 

Gambar 7. Warna yang dihasilkan dari strip setelah 

ditetesi sampel 

Dilihat dari perubahan warna strip, menunjukan 

bahwa konsentrasi glukosa hasil hidrolisis berada 

diantara 0-100 mg/dl atau 0-990 ppm. Hal ini 

menunjukan bahwa aktivitas enzim masih sangat 

rendah untuk dideteksi menggunakan Bayer Keto-

Diastix. Aktivitas enzim yang rendah ini dapat 

disebabkan dari kerusakan enzim dan konsenstrasi 

enzim yang rendah.  

4. KESIMPULAN 

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan 

bahwa :  

1. Isolat enzim dari bakteri Lactobacillus lactis 

diperoleh menggunakan metode sonikasi (fisika) dan 

metode toluen (kimia) untuk memecah sel karena 

Lactobacillus lactis menghasilkan enzim laktase 

secara intraseluler. dengan  

2. Pengujian aktivitas enzim ditentukan dengan cara 

kualitatif dan semi kuantitatif. Pada pengujian 

kualitatif dilakukan dengan metode Fehling dan 

oNPG-disc yang menunjukan hasil positif. Pada 

pengujian semi kuantitatif dilakukan menggunakan 

strip Bayer Keto-Diastix menunjukan bahwa kadar 

glukosa hasil hidrolisis berada pada rentang 0-990 

ppm. 
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