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The message of a master

“I am master of my own destiny
and I can make my life anything

that I wish it to be”

- John McDonald -

Dedicated to
the happiness of all sentient beings
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ABSTRAK

Khamir oleaginous dari genus Rhodotorula dapat memproduksi lipid

dengan kandungan asam lemak tertentu. Penelitian dilakukan untuk

mengetahui persentase lipid total, kelas lipid, dan komposisi asam lemak

khamir Rh. acheniorum SD4233, Rh. glutinis L4236, Rh. mucilaginosa

UICC-Y-283, Rh. mucilaginosa UICC-Y-402, dan Rh. nothofagi UICC-Y-253

milik UICC dari Taman Nasional Gunung Halimun. Penelitian dilakukan di

Departemen Biologi, FMIPA UI, Depok dan Balai Penelitian Bioteknologi

Perkebunan Indonesia, Bogor dari September 2007--April 2008. Hasil kurva

pertumbuhan menunjukkan strain khamir Rh. acheniorum SD4233,

Rh. glutinis L4236, Rh. mucilaginosa UICC-Y-402, dan Rh. nothofagi UICC-Y-

253 memiliki waktu yang sama untuk pencapaian fase stasioner dalam

mengakumulasi lipid, yaitu pada jam ke-72, sedangkan Rh. mucilaginosa

UICC-Y-283 pada jam ke-96. Ekstraksi lipid khamir menggunakan heksana

dengan alat Soxhlet dan tanpa alat Soxhlet. Kelas lipid dideteksi dengan

kromatografi lapis tipis (KLT) dan komposisi asam lemak dideteksi dengan

kromatografi gas-cair (KGC). Strain khamir Rh. acheniorum SD4233 memiliki

persentase lipid total tertinggi sebesar 19,19%. Strain khamir Rh. nothofagi

UICC-Y-253 memiliki persentase lipid total tertinggi kedua sebesar 10,76%

dengan kandungan asam linoleat tertinggi sebesar 32,15% dibandingkan

empat strain khamir lain. Lipid lima strain khamir mengandung ergosterol,

1,2-diolein, dan triolein. Mono-olein hanya terdeteksi pada strain
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Rh. acheniorum SD4233, Rh. glutinis L4236, dan Rh. mucilaginosa

UICC-Y-402, sedangkan 1,3-diolein tidak terdeteksi pada lipid kelima strain

khamir. Strain Rh. acheniorum SD4233 mengandung asam laurat 0,35%,

miristat 13,60%, palmitat 38,80%, stearat 1,28%, oleat 27,62%, dan linoleat

18,76%. Strain Rh. glutinis L4236 mengandung asam laurat 11,38%, miristat

7,50%, palmitat 33,94%, stearat 1,63%, oleat 29,27%, dan linoleat 15,18%.

Strain Rh. mucilaginosa UICC-Y-283 mengandung asam laurat 12,61%,

miristat 5,80%, palmitat 29,14%, stearat 0,76%, oleat 35,99%, dan linoleat

15,70%. Strain Rh. mucilaginosa UICC-Y-402 mengandung asam laurat

2,00%, miristat 8,81%, palmitat 27,99%, stearat 1,81%, dan oleat 60,28%.

Strain Rh. nothofagi UICC-Y-253 mengandung asam laurat 5,05%, miristat

3,96%, palmitat 28,41%, oleat 30,43%, dan linoleat 31,15%.

Kata kunci: asam linoleat; 1,2-diolein, ergosterol; lipid total; mono-olein;

Rhodotorula; triolein.

x + 102 hlm; gbr; tab; lamp.

Bibliografi : 99 (1960--2008)
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BAB I

PENDAHULUAN

Lipid adalah sekelompok senyawa yang tidak larut di dalam air, tetapi

larut di dalam pelarut organik non polar seperti eter dan benzena (Zumdahl

1997: 1106). Lipid umumnya dapat dibedakan menjadi dua berdasarkan

bentuk pada suhu ruang, yaitu lemak yang berbentuk padat dan minyak yang

berbentuk cair (Page 1989: 198). Sebagian besar lipid tersusun atas asam

lemak. Asam lemak terdiri atas dua macam, yaitu asam lemak jenuh yang

tidak memiliki ikatan rangkap karbon-karbon dan asam lemak tidak jenuh

yang memiliki ikatan rangkap karbon-karbon (Ritter 1996: 328).

Beberapa mikrooganisme dapat mengakumulasi lipid dengan

kandungan asam lemak tidak jenuh cukup tinggi. Kelompok tersebut

dinamakan mikroorganisme oleaginous dan meliputi bakteri, khamir, kapang,

serta alga tertentu. Contoh beberapa khamir oleaginous adalah dari genus

Candida Berkhout, Cryptococcus Vuillemin, Lipomyces Lodder & Kreger-van

Rij, Rhodosporidium Banno, dan Rhodotorula F.C. Harrison (Ratledge 1997:

140; Buzzini & Martini 2006: 539).

Khamir dapat mengakumulasi lipid intraselular 20% hingga 70% dari

berat biomassa kering (Buzzini & Martini 2006: 539). Menurut Ratledge

(2002: 1047), Rhodotorula spp. dapat mengakumulasi lipid antara 40%

hingga 70%. Ratledge dan Tan (1990: 226) melaporkan bahwa lipid total

Penentuan lipid..., Suryani, FMIPA UI, 2008
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maksimum pada Rh. glutinis 72%, Rh. graminis 41%, dan Rh. mucilaginosa

28%.

Lipid pada khamir dapat ditemukan di dinding sel, membran plasma,

vakuola, mitokondria, nukleus, dan dalam bentuk tetes lemak di sitoplasma

(Hunter & Rose 1971: 227). Kelas lipid utama pada khamir dapat

dikelompokkan menjadi dua, yaitu lipid polar sebagai penyusun membran

dan non polar sebagai cadangan energi. Lipid polar terdiri dari fosfolipid dan

sterol, sedangkan lipid non polar terdiri dari triasilgliserol dan ester sterol

(Rose & Veazey 1988: 271). Triasilgliserol merupakan lipid utama yang

diakumulasi di dalam sel (Ratledge 1997: 140).

Perrier dkk. (1995: 173) melaporkan bahwa asam lemak utama pada

khamir Rhodotorula adalah asam palmitat, oleat, dan linoleat. Alvarez dkk.

(1992: 215) melaporkan bahwa Rh. glutinis mengandung asam laurat 1,5%,

palmitat 30%, stearat 6%, oleat 55%, dan linoleat 5%. Menurut Ratledge dan

Tan (1990: 228) Rh. gracilis mengandung asam palmitat 14%, palmitoleat 2%,

stearat 4%, oleat 26%, linoleat 49%, dan linolenat 3%.

Asam linolenat dan linoleat dari lipid khamir Rhodotorula dapat

dimanfaatkan sebagai sumber asam lemak esensial alternatif untuk

suplemen kesehatan manusia atau pakan ternak (Ratledge 2004: 809;

Razavi dkk. 2007: 1591). Manusia dan beberapa hewan tidak memiliki enzim

untuk sintesis asam lemak esensial sehingga perlu disuplai dari nutrisi atau

pakan (Bettelheim & March 1995: 290).
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Salah satu aplikasi mikroorganisme sebagai suplemen untuk pakan

ternak telah dilaporkan oleh Franklin dkk. tahun 1990. Pemberian tambahan

pakan berupa alga laut Schizochytrium sp. yang mengandung asam lemak

esensial pada ternak sapi menunjukkan adanya asam lemak

dokosaheksanoat pada susu sapi sebesar 0,76 g per 100 g lipid total,

sedangkan susu yang dihasilkan dari ternak sapi tanpa tambahan pakan alga

tidak mengandung asam dokosaheksanoat (Franklin dkk. 1990: 2050).

Ratledge (2004: 808) melaporkan beberapa perusahaan komersial telah

memanfaatkan mikrooganisme untuk produksi suplemen kesehatan. Produk

yang dihasilkan antara lain asam arakidonat dan dokosaheksanoat untuk

formula bayi, suplemen untuk orang dewasa, suplemen untuk unggas, dan

pakan ternak.

Lipid khamir mendapat perhatian besar di dunia penelitian dan industri

sejak tahun 2004 karena memiliki beberapa keunggulan. Lipid khamir dapat

mengandung asam lemak unik dengan jumlah atom karbon ganjil yang tidak

dapat disintesis oleh tumbuhan (Ratledge 2004: 807). Perrier dkk. (1995:

176) melaporkan beberapa strain Rhodotorula, seperti Rh. acheniorum,

Rh. glutinis, dan Rh. mucilaginosa mengandung asam lemak dengan jumlah

atom karbon ganjil antara 7 hingga 25. Welch dan Burlingame (1973: 464--

465) melaporkan lipid khamir wild-type strain X2180 mengandung asam

lemak dengan jumlah atom karbon lebih dari 18 sebesar 1--2% dari asam

lemak total dan asam lemak yang memiliki jumlah atom karbon ganjil dengan
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konsentrasi kurang dari 5%. Selain itu, produksi lipid khamir tidak

bergantung pada musim dan lahan yang luas (Dyal & Narine 2005: 450)

Beberapa spesies khamir dari genus Rhodotorula telah ditemukan dari

Taman Nasional Gunung Halimun (TNGH) yang merupakan kawasan hutan

hujan tropis (Sjamsuridzal 2007: 27), yaitu Rh. acheniorum SD4233,

Rh. glutinis L4236, Rh. mucilaginosa UICC-Y-283, Rh. mucilaginosa UICC-Y-

402, dan Rh. nothofagi UICC-Y-253. Kelima strain khamir tersebut diduga

dapat mengakumulasi lipid dalam selnya dan terdapat perbedaan persentase

lipid total, kelas lipid, dan komposisi asam lemak. Penelitian bertujuan untuk

mengetahui persentase lipid total, kelas lipid, dan komposisi asam lemak

dalam khamir Rhodotorula milik UICC dari Taman Nasional Gunung Halimun.

Data yang diperoleh dapat menambah informasi strain khamir UICC yang

berpotensi dalam mengakumulasi lipid dengan kandungan asam lemak

esensial yang tinggi. Selain itu, strain khamir yang potensial dapat

dimanfaatkan sebagai alternatif sumber asam lemak esensial bagi kesehatan

dan pakan ternak.

Penentuan lipid..., Suryani, FMIPA UI, 2008



5

BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

A. LIPID

Lipid adalah biomolekul yang tidak larut di dalam air, karena lipid

umumnya merupakan molekul yang memiliki gugus non polar, sedangkan air

merupakan molekul yang memiliki gugus polar. Lipid dapat larut di dalam

pelarut organik non polar seperti benzena, eter, heksana, dan metanol

(Zumdahl 1997: 1106; Boyer 2002: 208 & 211). Lipid dapat dikelompokkan

berdasarkan struktur dan karakteristik non polar menjadi lemak (fat), lilin,

fosfolipid, sfingolipid, glikolipid, eikosanoat, steroid, lipoprotein, dan vitamin

yang larut di dalam lemak. Beberapa jenis lipid memiliki gugus polar dan non

polar, sehingga bersifat amfipatik yang akan membentuk misel di dalam air

(Ritter 1996: 336).

Lipid juga dapat dikelompokkan berdasarkan gugus polar dan non

polar. Lipid yang hanya mengandung gugus non polar disebut lipid non polar

atau lipid netral, sebagai contoh kelompok lemak (fat). Lipid non polar

berperan dalam metabolisme, khususnya sebagai cadangan energi. Lipid

yang mengandung gugus polar dan gugus non polar disebut lipid polar,

sebagai contoh fosfolipid. Lipid polar berperan di dalam membran sel dan

membran organel untuk melindungi isi sel dan organel dari lingkungan luar

sel (Plummer 1987: 189; Boyer 2002: 208--216).
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Triasilgliserol (TAG) merupakan lipid yang terdiri atas gliserol

polihidroksi alkohol dan asam karboksilat berantai panjang (asam lemak) dan

banyak ditemukan di alam (Zumdahl 1997: 1106). Triasilgliserol yang banyak

mengandung asam lemak jenuh, berbentuk padat pada suhu ruang, dan

memiliki titik cair tinggi disebut lemak. Triasilgliserol yang banyak

mengandung asam lemak tidak jenuh, berbentuk cair pada suhu ruang, dan

memiliki titik cair rendah disebut minyak (Ketaren 1986: 6; Boyer 2002: 211--

212). Bakteri, khamir, tumbuhan, dan hewan dapat menyintesis TAG

(Coleman & Lee 2004: 135).

Menurut Ratledge (1991: 438) lipid yang umumnya diakumulasi oleh

mikroorganisme adalah TAG, karena TAG merupakan komponen utama

cadangan energi dalam sel (Walker 1998: 12). Triasilgliserol disimpan oleh

sel dalam bentuk tetes-tetes lemak di sitoplasma (Mϋllner & Daum 2004: 324).

Kelompok lipid lain yang terdapat pada sel khamir adalah

monoasilgliserol (MAG) dan diasilgliserol (DAG). Monoasilgliserol merupakan

esterifikasi pada satu gugus hidroksil gliserol, sedangkan diasilgliserol

merupakan esterifikasi pada dua gugus hidroksil gliserol (Ritter 1996: 326--

327). Menurut Athenstaedt dan Daum (2006: 1355) MAG dan DAG khamir

merupakan hasil degradasi TAG untuk sintesis lipid polar, seperti fosfolipid.

Rest dkk. (1995: 305) melaporkan lipid polar utama yang terdapat

pada membran plasma Saccharomyces cerevisiae adalah fosfolipid,

sfingolipid, dan sterol. Fosfolipid merupakan lipid kompleks yang terbentuk

dari gliserol, asam lemak, alkohol amino, dan gugus fosfat (Seager &
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Slabaugh 1994: 215). Menurut Walker (1998: 20), fosfolipid berperan dalam

permeabilitas membran sel. Sfingolipid merupakan lipid kompleks yang

terbentuk dari sfingosin, asam lemak, alkohol kolin, dan gugus fosfat

(Bettelheim & March 1995: 293). Plummer (1987: 192) melaporkan bahwa

sfingolipid berperan dalam kestabilan struktur sel. Sterol merupakan lipid

dengan tiga cincin sikloheksana yang bergabung dengan satu cincin

siklopentana dan asam lemak. Menurut Madigan dkk. (2003: 718) jenis sterol

khusus yang terdapat pada fungi adalah ergosterol. Ergosterol memiliki

peranan dalam menjaga permeabilitas membran sel (Walker 1998: 238).

Beberapa mikroorganisme oleaginous dapat mengakumulasi lipid yang

banyak di dalam sel (Ratledge 1991: 429). Khamir Rhodosp. toruloides yang

ditumbuhkan pada medium dengan sumber karbon glukosa sebesar 7%

dapat mengakumulasi lipid 76% (Li Yong-Hong dkk. 2006: 651). Beberapa

genus Zygomycetes, seperti Mucor dan Rhizopus mengakumulasi lipid antara

10% hingga 28% ketika ditumbuhkan pada medium dengan sumber karbon

glukosa sebesar 3% (Kavadia dkk. 2001: 341).

B. ASAM LEMAK

Sebagian besar lipid tersusun atas asam lemak. Asam lemak

umumnya merupakan asam monokarboksilat berantai lurus dengan jumlah

atom karbon sebanyak 4--36 (Page 1989: 194). Asam lemak memiliki gugus

karboksil tunggal sebagai “head” dan rantai hidrokarbon sebagai “tail”.

Gugus karboksil (-COOH) merupakan gugus polar sehingga bersifat hidrofil,
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sedangkan rantai hidrokarbon merupakan gugus non polar sehingga bersifat

hidrofob. Rantai hidrokarbon asam lemak dapat atau tidak memiliki ikatan

rangkap karbon-karbon (Boyer 2002: 209).

Asam lemak dapat dibagi menjadi dua berdasarkan ada tidaknya

ikatan rangkap karbon-karbon, yaitu asam lemak jenuh dan tidak jenuh.

Asam lemak jenuh tidak memiliki ikatan rangkap karbon-karbon. Asam lemak

tidak jenuh memiliki ikatan rangkap karbon-karbon (Denniston dkk. 2004:

524). Menurut Ratledge (2002: 1047) lipid mikroorganisme lebih banyak

mengandung asam lemak tidak jenuh. Menurut Walker (1998: 236), asam

lemak tidak jenuh memiliki peranan penting pada integritas membran sel

khamir.

Asam lemak jenuh tidak dapat mengalami proses penambahan atom

hidrogen pada rantai hidrokarbon atau hidrogenasi, karena semua lengan

atom karbon pada rantai hidrokarbon telah berikatan dengan atom hidrogen

dan karbon (Denniston dkk. 2004: 524). Notasi pada asam lemak jenuh

misalnya asam palmitat (16:0) menyatakan asam tersebut memiliki 16 atom

karbon dan tidak ada ikatan rangkap karbon-karbon (Plummer 1987: 190).

Lomascolo dkk. (1994: 2160) melaporkan asam palmitat merupakan salah

satu asam lemak utama pada kapang strain Penicillium.

Asam lemak tidak jenuh membentuk ikatan rangkap karbon-karbon

pada rantai hidrokarbon. Asam lemak tidak jenuh dapat dibagi berdasarkan

jumlah ikatan rangkap karbon-karbon, yaitu asam lemak monoenoat

(monounsaturated fatty acid atau MUFA) yang memiliki satu ikatan rangkap
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karbon-karbon dan polienoat (polyunsaturated fatty acid atau PUFA) yang

memiliki ikatan rangkap karbon-karbon lebih dari satu (Boyer 2002: 210).

Notasi pada asam lemak tidak jenuh misalnya oleat (18:1) menyatakan asam

tersebut memiliki 18 atom karbon dan satu ikatan rangkap karbon-karbon

(Gurr dkk. 2002: 13). Menurut Walker (1998: 236) asam palmitoleat (16:1)

dan oleat (18:1) memiliki peranan penting untuk integritas membran sel

khamir.

Ratledge (1991: 434) melaporkan bahwa beberapa kapang dapat

menjadi sumber asam lemak polienoat, seperti asam lemak omega 3 (n-3)

dan omega 6 (n-6). Menurut Montgomery dkk. (1993: 169) penamaan asam

lemak omega berdasarkan posisi ikatan rangkap karbon-karbon pertama dari

ujung gugus metil (CH3-). Sebagai contoh, asam lemak omega 3, α-linolenat

(18:3,n-3) menyatakan asam tersebut memiliki 18 atom karbon, 3 ikatan

rangkap karbon-karbon, dan asam lemak jenis omega 3 dengan posisi ikatan

rangkap pertama pada karbon ketiga dan keempat dari ujung gugus metil.

Hung-Der Jang dkk. (2000: 41) melaporkan kapang Mortierella alpina dapat

menghasilkan asam lemak omega 3, yaitu asam α-linolenat (18:3,n-3) dan

asam eikosapentanoat (20:5,n-3), serta asam lemak omega 6, yaitu asam

linoleat (18:2,n-6), asam γ-linolenat (18:3,n-6), dan asam arakidonat (20:4,

n-6). Swaaf dkk. (2003: 666) melaporkan mikroalga Crypthecodinium cohnii

menghasilkan asam lemak omega 3 dokosaheksanoat (22:6,n-3).

Asam lemak disintesis di dalam sitoplasma. Prekursor asam lemak

adalah asetil KoA yang memiliki dua atom karbon. Hal tersebut
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menyebabkan sebagian besar asam lemak yang berada di alam memiliki

jumlah atom karbon genap (Boyer 2002: 209). Sumber asetil KoA dalam

sintesis asam lemak dapat berasal dari degradasi karbohidrat atau asam

lemak (McGarry 2002: 698). Menurut Montgomery dkk. (1993: 751) glukosa

merupakan sumber utama untuk pembentukan asetil KoA yang digunakan

dalam sintesis asam lemak. Glukosa diubah menjadi asam piruvat melalui

proses glikolisis. Asam piruvat masuk ke dalam siklus Krebs di mitokondria.

Pada mikroorganisme oleaginous, asam sitrat yang merupakan senyawa

antara siklus Krebs banyak diakumulasi dalam mitokondria. Asam sitrat

dikeluarkan dari mitokondria ke sitoplasma untuk diubah menjadi asetil KoA

dengan bantuan enzim ATP: citrate lyase (Gambar 1) (Ratledge 2004: 810).

Menurut Ratledge (2002: 1047) mikroorganisme non oleaginous tidak

memiliki enzim ATP: citrate lyase.

Sintesis asam lemak memerlukan fatty acid synthase (FAS) yang

merupakan enzim kompleks. Sebagian besar hasil akhir sintesis asam lemak

adalah asam palmitat (Boyer 2002: 503--506; McGarry 2002: 698). Menurut

Ratledge (2004: 812), asam lemak tidak jenuh monoenoat dan polienoat

pada mikroorganisme disintesis dari asam palmitat dengan bantuan enzim

elongase dan desaturase yang berlangsung dalam retikulum endoplasma

(Gambar 2).

Mikroorganisme dapat menyintesis asam lemak yang unik yaitu asam

lemak dengan jumlah atom karbon ganjil atau jumlah atom karbon banyak.

Perrier dkk. (1995: 176) melaporkan beberapa strain Rhodotorula, seperti
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Rh. acheniorum, Rh. glutinis, dan Rh. mucilaginosa mengandung asam

lemak dengan jumlah atom karbon ganjil antara 7 hingga 25, yaitu C7, C15,

C17, C19, C21, dan C25. Welch & Burlingame (1973: 464--465) melaporkan

lipid khamir wild-type strain X2180 mengandung asam lemak dengan jumlah

atom karbon lebih dari 18 sebesar 1--2% dari asam lemak total, yaitu C22, C24,

C26, dan C28. Selain itu, juga ditemukan adanya asam lemak yang memiliki

jumlah atom karbon ganjil dengan konsentrasi kurang dari 5%, seperti C15,

C23, C27, dan C29.

C. POTENSI LIPID DARI MIKROORGANISME

Asam lemak esensial merupakan asam lemak yang tidak dapat

disintesis oleh manusia dan hewan, tetapi diperlukan dalam tubuh (Seager &

Slabaugh 1994: 210). Asam lemak esensial terdiri dari asam linoleat yang

merupakan prekursor untuk omega 6 (asam γ-linolenat dan arakidonat), dan

asam α-linolenat yang merupakan prekursor untuk omega 3 (asam

eikosapentanoat dan dokosaheksanoat) (Boyer 2002: 212). Asam lemak

esensial dapat diperoleh dari lipid mikroorganisme, tumbuhan, dan beberapa

hewan. Mikroorganisme dapat dimanfaatkan sebagai sumber asam lemak

esensial alternatif yang potensial dibandingkan tumbuhan dan beberapa

hewan. Produksi asam lemak omega 3 dan 6 pada tumbuhan dan ikan

bergantung pada musim dan lokasi, sedangkan mikroorganisme tidak.

Tumbuhan umumnya tidak dapat menyintesis asam lemak omega 3 atau 6

yang memiliki atom karbon lebih dari 18, sedangkan mikroorganisme dapat.
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Ikan laut dalam merupakan sumber asam lemak omega 3 terbesar, namun

jumlahnya semakin berkurang akibat penangkapan yang berlebihan dan juga

dapat terkontaminasi oleh logam berat akibat pencemaran limbah (Nichols

2003: 35).

Asam lemak omega 3 dan 6 memiliki peranan penting dalam

kesehatan manusia. Asam γ-linolenat merupakan prekursor untuk asam

arakidonat, sedangkan asam arakidonat merupakan prekursor untuk

eikosanoat yang berperan sebagai hormon untuk regulasi fisiologi, seperti

penggumpalan darah. Asam dokosaheksanoat banyak terkandung dalam air

susu ibu yang berperan untuk perkembangan otak dan penglihatan pada bayi

(Ritter 1996: 329 & 343).

Mikroorganisme dapat menjadi sumber yang sangat potensial untuk

asam lemak omega 3 dan 6. Kavadia dkk. (2001: 343) melaporkan beberapa

strain Zygomycetes yang termasuk ke dalam genus Zygorhynchus,

Mortierella, Rhizopus, Mucor, dan Cunninghamella dapat menghasilkan asam

γ-linolenat. Tri-Panji dkk. (1996: 39) melaporkan bahwa mikroalga Spirulina

platensis dapat menjadi sumber asam γ-linolenat. Swaaf dkk. (2003: 666)

melaporkan mikroalga Crypthecodinium cohnii dapat menjadi sumber asam

dokosaheksanoat.

Achmadi dkk. (2000: 68) melaporkan ekstrak lipid Spirulina platensis

meningkatkan konsentrasi high density lipoprotein (HDL) pada plasma darah

kelinci yang diberi pakan kolesterol sebesar 28 mg/dl menjadi 66 mg/dl.

Ekstrak lipid tersebut mengandung asam γ-linolenat paling tinggi 0,49%
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dibandingkan asam lemak lain, seperti asam palmitat, stearat, dan oleat.

Franklin dkk. (1999: 2050) melaporkan bahwa ternak sapi yang diberi

tambahan pakan alga laut Schizochytrium sp. menghasilkan asam lemak

omega 3 dokosaheksanoat pada susu sapi.

Ratledge (2004: 808) melaporkan asam arakidonat dan

dokosaheksanoat telah diproduksi secara komersial dari beberapa

mikroorganisme. Martek Biosciences Corporation memproduksi

dokosaheksanoat (life`sDHATM) dari mikroalga Crypthecodinium cohnii dan

Schizochytrium sp.. Produk life`sDHATM dicampur dalam formula untuk bayi,

produk susu, yogurt, dan jus untuk anak-anak, ibu yang sedang menyusui,

dan orang dewasa (Martek Biosciences Corporation 2008: 1).

D. LIPID PADA KHAMIR

Khamir merupakan salah satu mikroorganisme yang dapat

mengakumulasi lipid di dalam sel (Ratledge 1991: 434). Kelompok khamir

yang dapat mengakumulasi lipid lebih dari 20% disebut sebagai khamir

oleaginous (Ratledge & Tan 1990: 224). Menurut Buzzini dan Martini (2006:

539), beberapa genus khamir dapat mengakumulasi lipid 20--70% dari berat

biomassa kering, antara lain genus Candida, Cryptococcus, Lipomyces,

Rhodosporidium, dan Rhodotorula. Khamir Rhodotorula spp., L. starkeyi dan

Cr. curvatus diketahui dapat mengakumulasi lipid antara 40% hingga 70%

(Ratledge 2002: 1047). Lipid total maksimum dapat dihasilkan oleh

Rh. glutinis sebesar 72%, Rh. graminis sebesar 41%, dan Rh. mucilaginosa
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28% (Ratledge & Tan 1990: 226). Lipid utama yang terdapat pada khamir

dapat dikelompokkan menjadi lipid polar, yaitu dari kelas fosfolipid dan sterol

serta lipid netral, yaitu dari kelas triasilgliserol dan ester sterol (Rose &

Veazey 1988: 271). Menurut Ratledge (1997: 140) triasilgliserol merupakan

lipid utama yang diakumulasi di dalam sel.

Lipid pada khamir dapat ditemukan di dinding sel, membran sel,

vakuola, mitokondria, dan nukleus. Dinding sel mengandung lipid, umumnya

3--10% dari berat dinding sel kering atau 0,1--1% dari berat biomassa kering

(Hunter & Rose 1971: 227; Rattray dkk. 1975: 199). Selain itu, lipid dapat

juga ditemukan dalam bentuk tetes lemak di dalam sel khamir (Gambar 3)

(Robinow 1975: 8; Buzzini & Martini 2006: 539). Athenstaedt dan Daum

(2006: 1355) melaporkan bahwa tetes lemak khamir terdiri dari triasilgliserol

dan ester sterol. Triasilgliserol merupakan lipid utama yang terdapat pada

tetes lemak khamir (Hunter & Rose 1971: 256).

Menurut Hunter dan Rose (1971: 227) membran sel umumnya

mengandung lipid dengan asam lemak tidak jenuh yang tinggi, seperti asam

palmitoleat dan oleat. Menurut Ratledge dan Tan (1990: 225) triasilgliserol

khamir yang diakumulasi dalam bentuk tetes lemak mengandung asam lemak

jenuh seperti asam palmitat dan stearat, dan asam lemak tidak jenuh seperti

asam oleat dan linoleat.

Komponen asam lemak dari lipid khamir umumnya memiliki memiliki

16 atom karbon (C16) dan 18 atom karbon (C18) (Rattray dkk. 1975: 200).

Yonghong Li dkk. (2007: 312) melaporkan lipid khamir Rhodosp. toruloides
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Y4 mengandung asam palmitat, stearat, oleat, dan linoleat. McMurrough dan

Rose (1971: 754) melaporkan komposisi asam lemak khamir C. utilis terdiri

dari asam palmitat, palmitoleat, stearat, oleat, linoleat, dan linolenat.

Faktor-faktor yang umumnya memengaruhi pertumbuhan khamir juga

memengaruhi lipid total, komposisi lipid, dan asam lemak. Faktor-faktor

tersebut antara lain adalah nutrien, suhu, pH, dan waktu inkubasi (Hunter &

Rose 1971: 215--216).

Khamir oleaginous akan mengakumulasi lipid intraselular dalam jumlah

besar bila ditumbuhkan dalam medium mengandung sumber karbon

konsentrasi tinggi (Ratledge & Tan 1990: 224). Sumber karbon yang dapat

digunakan untuk akumulasi lipid pada khamir antara lain glukosa, fruktosa,

galaktosa, dan laktosa. Saxena dkk. (1998: 501) melaporkan glukosa

merupakan sumber karbon terbaik untuk akumulasi lipid pada Rh. minuta

IIP-30 yaitu sebesar 48%. Li Yong-Hong dkk. (2006: 651) melaporkan khamir

Rhodosp. toruloides yang ditumbuhkan pada medium dengan sumber karbon

glukosa sebesar 7% dapat mengakumulasi lipid 76%. Granger dkk. (1993:

785) melaporkan Rh. glutinis mengakumulasi lipid 30--40% pada medium

dengan sumber karbon glukosa sebesar 3%.

Suhu memengaruhi lipid total dan komposisi asam lemak khamir.

Johnson dkk. (1992: 382) melaporkan produksi lipid oleh Rh. glutinis IIP-30

optimum pada suhu 30o C dengan konsentrasi lipid sebesar 66%.

McMurrough dan Rose (1971: 753) melaporkan komposisi asam lemak

C. utilis yang diinkubasi suhu 25o C mengandung asam oleat sebesar 35,1%
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dan asam linoleat sebesar 27,9%, sedangkan yang diinkubasi pada suhu

30o C mengandung asam oleat sebesar 39,2% dan asam linoleat sebesar

34% dari asam lemak total.

Johnson dkk. (1992: 382) melaporkan pengaruh pH pada akumulasi

lipid dalam Rh. glutinis IIP-30. Lipid total Rh. glutinis IIP-30 yang

ditumbuhkan pada medium yang memiliki pH 3, 4, 5, dan 6 adalah 12%, 66%,

48%, dan 44%. Hasil tersebut menunjukkan pH 4 merupakan pH yang

sesuai untuk akumulasi lipid dalam jumlah banyak.

Menurut Hunter dan Rose (1971: 215) waktu inkubasi memengaruhi

akumulasi lipid pada khamir. Somashekar dan Joseph (2000: 492)

melaporkan Rh. gracilis mengakumulasi lipid sebesar 57% pada fase

stasioner setelah diinkubasi selama 120 jam. Sabry dkk. (1990: 310)

melaporkan lipid total maksimum sebesar 24,1% dicapai Rh. glutinis pada

saat khamir tersebut mencapai fase stasioner akhir.

E. KHAMIR Rhodotorula F.C. Harrison

Khamir merupakan fungi uniselular yang dapat bereproduksi secara

aseksual dan seksual. Reproduksi secara aseksual dilakukan dengan cara

bertunas atau membelah, dengan membentuk sterigmata, serta dengan atau

tanpa membentuk miselium sejati dan miselium palsu. Reproduksi secara

seksual dilakukan dengan menghasilkan spora seksual tanpa membentuk

tubuh buah (Alexopoulos dkk. 1996: 272; Yarrow 1998: 80--84).
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Rhodotorula merupakan salah satu contoh genus khamir yang

bereproduksi dengan cara bertunas dengan atau tanpa menghasilkan

miselium sejati dan miselium palsu. Pola pertunasan dapat multilateral atau

multipolar. Sel khamir Rhodotorula umumnya berbentuk bulat, oval, atau

memanjang. Sel khamir pada medium agar gandum akan memperbanyak

diri membentuk koloni yang umumnya berwarna kuning atau merah. Warna

tersebut disebabkan oleh produksi pigmen karotenoid (Fell & Statzell-Tallman

1998: 800).

Rhodotorula merupakan khamir yang berada pada fase aseksual

(anamorfik). Khamir genus Rhodotorula termasuk ke dalam famili

Sporobolomycetaceae dari ordo Filobasidiales dan kelas Urediniomycetes

dari filum Basidiomycota (Boekhout dkk. 1998: 613 & 624). Khamir

Rhodotorula memiliki habitat yang luas. Anggota dari genus tersebut dapat

ditemukan di air, bagian dalam bunga, permukaan bunga, permukaan daun

tumbuhan atau phylloplane, sedimen, serangga, dan tanah (Spencer &

Spencer 1997: 39--57).

1. Rhodotorula acheniorum (Buhagiar & J.A. Barnett) Rodrigues de Miranda

Rhodotorula acheniorum umumnya memiliki bentuk sel elips dan

memanjang pada medium ekstrak gandum 5%, sedangkan sel berukuran

(1,6--3,9)x(2,4--8,2) µm. Khamir tersebut dapat membentuk tangkai pendek

untuk mendukung tunas baru. Koloni memiliki warna merah muda
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kekuningan dan tekstur halus hingga kasar pada medium agar berisi ekstrak

gandum 5% (Fell & Statzell-Tallman 1998: 805).

2. Rhodotorula glutinis (Fresenius) F.C. Harrison

Rhodotorula glutinis umumnya memiliki bentuk sel ovoid, bulat, dan

memanjang pada medium ekstrak gandum 5%, sedangkan sel berukuran

(2,3--5,0)x(4,0--10) µm. Koloni memiliki warna merah koral hingga merah

salmon atau jingga muda pada medium agar berisi ekstrak gandum 5%.

Koloni memiliki permukaan halus, mengerut, atau mengilap, serta memiliki

tekstur mukoid atau seperti mentega. Tepi koloni dapat tidak beraturan atau

lurus (Fell & Statzell-Tallman 1998: 814).

3. Rhodotorula mucilaginosa (Jörgensen) F.C. Harrison

Rhodotorula mucilaginosa umumnya memiliki bentuk sel ovoid dan

bulat pada medium ekstrak gandum 5%, sedangkan sel berukuran (2--8)x

(2--12) µm. Khamir tersebut bereproduksi dengan pertunasan multilateral.

Susunan sel dapat tunggal, berpasangan, rantai pendek, atau berkelompok.

Koloni memiliki warna jingga safron, merah salmon muda, atau merah koral

pada medium agar berisi ekstrak gandum 5%. Koloni memiliki permukaan

halus, mengerut, atau mengilap, sedangkan tepi koloni lurus (Fell & Statzell-

Tallman 1998: 821).
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4. Rhodotorula nothofagi (Ramirez & González) Roeijmans, van Eijk &

Yarrow

Rhodotorula nothofagi memiliki bentuk sel ovoid dan memanjang pada

medium yang berisi glukosa, ekstrak khamir, dan pepton dengan ukuran sel

(2--6)x(4,7--8,7) µm. Susunan sel dapat tunggal atau berpasangan. Koloni

memiliki warna merah muda kekuningan yang terang pada medium agar

berisi ekstrak gandum 5%. Koloni memiliki permukaan halus atau mengilap,

serta memiliki tekstur seperti mentega dan tepi koloni lurus (Fell & Statzell-

Tallman 1998: 823).

F. PERBANYAKAN BIOMASSA

Biomassa khamir dapat diperbanyak melalui fermentasi. Fermentasi

dapat berlangsung secara fermentatif atau respiratif bergantung pada sifat

mikroorganisme, seperti aerob, anaerob, atau anaerob fakultatif.

Berdasarkan substrat, fermentasi dapat dibagi dua yaitu fermentasi substrat

padat dan substrat cair. Fermentasi substrat cair dapat dilakukan secara

batch atau continuous. Fermentasi yang umumnya dilakukan dalam skala

laboratorium adalah fermentasi batch (Gandjar dkk. 1992: 92; Lowrie & Wells

1994: 51). Berdasarkan produk mikroorganisme yang ingin diperoleh,

fermentasi dapat dilakukan secara diam atau dengan pengocokan (Gandjar

2006: 40).
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Perbanyakan biomassa khamir dengan fermentasi dipengaruhi oleh

beberapa faktor antara lain, substrat atau medium, volume inokulum, suhu,

dan kecepatan pengocokan (Stanbury dkk. 1995: 148). Oladipo dkk. (2007:

2175) melaporkan perbanyakan biomassa khamir Lipomyces untuk

akumulasi lipid melalui fermentasi dalam medium Yeast Extract Broth yang

berlangsung selama 168 jam dalam shaker incubator pada suhu 28o C.

Chuan-Chao Dai (2007: 2133) melaporkan perbanyakan biomassa khamir

Rh. glutinis untuk akumulasi lipid melalui fermentasi dalam medium cair berisi

glukosa 10%, ekstrak khamir 0,8%, dan pepton 0,3% serta volume inokulum

sebesar 5%. Fermentasi dilakukan dalam shaker incubator selama 96 jam

dengan kecepatan 180 rpm/menit pada suhu 28o C. Aoki dkk. (2002: 2633)

melaporkan perbanyakan biomassa khamir Pichia methanolica untuk

akumulasi lipid dan asam dokosaheksanoat melalui fermentasi dalam

medium Yeast Malt Broth yang ditambahkan asam dokosaheksanoat.

Fermentasi berlangsung selama 72 jam pada suhu 25o C dalam resiprocal

shaker incubator dengan kecepatan 120 rpm/menit.

G. ANALISIS LIPID

Penentuan lipid dari khamir Rhodotorula memerlukan analisis lipid total,

kelas lipid, dan asam lemak yang terdapat di dalam sel. Analisis tersebut

memerlukan proses ekstraksi terlebih dahulu. Ekstraksi lipid dapat dilakukan

menggunakan pelarut atau secara mekanik. Ekstraksi menggunakan pelarut

umumnya digunakan untuk sampel yang sedikit dan dapat dilakukan dengan

Penentuan lipid..., Suryani, FMIPA UI, 2008



21

alat Soxhlet atau tanpa alat Soxhlet. Ekstraksi secara mekanik umumnya

digunakan untuk sampel yang banyak dan menggunakan peralatan khusus,

seperti expeller (Ketaren 1986: 36; Pavia dkk. 1995: 187; Anderson 2005: 9).

Ekstraksi lipid dapat dilakukan menggunakan pelarut organik non polar

seperti heksana, kloroform, dan metanol (Zumdahl 1997: 1106). Kloroform

dan metanol merupakan pelarut organik yang bersifat toksik dan karsinogenik

(Schneiter dan Daum 2006a: 44). Menurut Fajardo dkk. (2007: 120) heksana

merupakan pelarut organik non polar yang murah dan memiliki tingkat

toksisitas yang rendah. Lomascolo dkk. (1994: 2161) melaporkan pelarut

heksana umumnya digunakan untuk ekstraksi lipid.

Kavadia dkk. (2001: 345) melaporkan ekstraksi lipid beberapa strain

Zygomycetes menggunakan pelarut heksana. Lipid total yang diperoleh dari

strain Zygorhynchus moelleri, Mucor isabellina, dan Cunninghamella sebesar

26,6%, 28,1%, dan 28,1%. Somashekar dkk. (2001: 317) melaporkan

ekstraksi lipid beberapa strain kapang menggunakan pelarut heksana. Lipid

total yang diperolah pada strain Mucor hiemalis dan Mucor sp.1 adalah

9,75±1,13% dan 15,52±1,70%. Perrier dkk. (1995: 174) melaporkan

ekstraksi lipid beberapa khamir Rhodotorula menggunakan pelarut heksana

untuk lipid netral dan campuran kloroform:metanol (2:1, v/v) untuk lipid polar.

Lipid total Rh. acheniorum dan Rh. glutinis yang diperoleh adalah sebesar

31,2% dan 10%.

Metode yang dapat digunakan untuk analisis lipid, antara lain

penyulingan, partisi, atau kromatografi. Metode penyulingan dapat
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memisahkan asam lemak berdasarkan panjang rantai karbon, namun tidak

efisien dalam memisahkan asam lemak tidak jenuh. Metode partisi dapat

memisahkan asam lemak menggunakan pelarut, namun memerlukan

peralatan yang besar dan rumit. Metode yang umumnya digunakan adalah

kromatografi karena dapat memberikan hasil yang lebih cepat dan memiliki

resolusi yang tinggi dibandingkan metode penyulingan dan partisi (Fontell dkk.

1960: 393--402; Mayes 2000: 157).

Kromatografi adalah teknik pemisahan campuran senyawa

menggunakan fase diam dan fase gerak. Kromatografi yang digunakan

untuk pemisahan berbagai kelas lipid adalah kromatografi lapis tipis (KLT)

(thin layer chromatography atau TLC), sedangkan untuk pemisahan asam

lemak adalah kromatografi gas-cair (KGC) (gas liquid chromatography atau

GLC) (Kuksis 1983: B76).

Kromatografi lapis tipis (KLT) menggunakan pelat tipis sebagai fase

diam dan eluen (pelarut) sebagai fase gerak. Pelat tipis dapat berupa

lembaran logam atau polimer yang dilapisi oleh aluminium oksida, silika gel,

atau selulosa. Fase gerak dapat menggunakan satu jenis atau campuran

eluen (Gritter dkk.1991: 6 & 115). Kromatografi lapis tipis mempunyai

beberapa kelebihan yaitu murah, mudah dilakukan, cepat, dan dapat

mendeteksi komponen zat dalam konsentrasi relatif rendah (Plummer 1987:

85).

Hasil dari kromatografi lapis tipis adalah kromatogram dengan

berbagai spot yang terpisah. Lipid umumnya tidak berwarna, sehingga
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memerlukan visualisasi spot yang terpisah dengan senyawa tertentu.

Senyawa yang dapat digunakan antara lain 2`,7`-dichlorofluorescein (Gurr

dkk. 2002: 10), uap iodin (Kaneko dkk. 1976: 839), dan asam sulfur 50%

(Blagovićdkk. 2001: 176). Menurut Schneiter & Daum (2006b: 76) uap iodin

dan asam sulfur merupakan senyawa yang umum digunakan. Penggunaan

uap iodin tidak merusak kromatogram, lebih cepat, tetapi tidak dapat

mendeteksi senyawa di bawah 1µg, sedangkan asam sulfur dapat

mendeteksi senyawa di bawah 1µg, tetapi dapat merusak kromatogram.

Beberapa peneliti telah melaporkan penggunaan KLT untuk

pemisahan lipid khamir. Blagovićdkk. (2001: 177) melaporkan penggunaan

KLT untuk pemisahan lipid polar dan netral pada khamir Sacch. uvarum.

Eluen yang digunakan adalah petroleum eter:dietil eter:asam asetat (70:30:2,

v/v). Pemisahan tersebut menunjukkan lipid polar terdiri dari fosfolipid dan

lipid netral terdiri dari MAG, DAG, TAG, lanosterol, ergosterol, ester sterol,

dan asam lemak bebas.

Pham dan Rasco (2001: 289) melaporkan analisis kelas lipid dengan

KLT pada beberapa strain potensial penghasil lipid, antara lain C. utilis,

Rh. glutinis, dan Rh. minuta. Campuran eluen yang digunakan adalah

heksana:dietil eter:asam format (80:20:2, v/v/v) dan kromatogram dideteksi

dengan 2`,7`-dichlorofluorescein. Kromatogram beberapa strain tersebut

menunjukkan adanya MAG, DAG, TAG, sterol, ester kolesterol, dan asam

lemak bebas.
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Kaneko dkk. (1976: 839) melaporkan pemisahan lipid netral pada 30

spesies khamir menggunakan KLT. Eluen yang digunakan adalah petroleum

eter:dietil eter:asam asetat (90:10:1, v/v). Visualisasi kromatogram

menggunakan uap iodin. Tiga puluh spesies khamir, antara lain

Sacch. cerevisiae, C. utilis, dan Rh. glutinis memiliki komposisi lipid netral

dan polar yang hampir sama. Lipid netral terdiri dari triasilgliserol, sterol,

ester sterol, dan asam lemak bebas. Lipid polar terdiri dari fosfolipid,

kardiolipin, dan seramida.

Kromatografi gas-cair (KGC) merupakan kromatografi yang

menggunakan cairan yang tidak mudah menguap dalam kolom sebagai fase

diam dan gas seperti nitrogen sebagai fase gerak. Hasil KGC adalah

kromatogram berupa kurva dengan tinggi puncak dan waktu retensi yang

berbeda. Waktu retensi adalah waktu yang diperlukan suatu senyawa dari

campuran untuk mencapai puncak maksimum dihitung dari waktu

penyuntikan campuran senyawa. Setiap senyawa memiliki waktu retensi

yang berbeda. Konsentrasi setiap senyawa yang telah dipisahkan oleh KGC

dapat dihitung dari luas puncak yang terbentuk karena konsentrasi

berbanding lurus dengan luas puncak. Kromatografi gas-cair memiliki

kepekaan, kecepatan, ketelitian, dan kesederhanaan dalam pemisahan dan

identifikasi campuran senyawa yang mudah menguap (McNair & Bonelli

1988: 1--8).

Tri-Panji dkk. (1998: 51) melaporkan penggunaan KGC untuk

penentuan komposisi asam lemak pada Rhi. oryzae yang ditumbuhkan dalam
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medium limbah cair pengolahan kopi. Hasil KGC menunjukkan konsentrasi

asam palmitoleat sebesar ± 18%, oleat ± 40%, linoleat ± 20%, dan γ-linolenat

± 22%. Alvarez dkk. (1992: 214) melaporkan penggunaan KGC untuk

penentuan komposisi asam lemak Rh. glutinis yang ditumbuhkan dalam

medium dengan sumber karbon molase tebu. Hasil KGC menunjukkan

konsentrasi asam laurat 1,5%, palmitat 30%, stearat 6%, oleat 55%, dan

linoleat 5%.
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BAB III

BAHAN DAN CARA KERJA

A. LOKASI DAN WAKTU PENELITIAN

Penelitian dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi, Departemen Biologi

Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Indonesia

(FMIPA UI), Depok dan Laboratorium Bioproses Balai Penelitian Bioteknologi

Perkebunan Indonesia selama 8 bulan dari September 2007--April 2008.

B. BAHAN

1. Mikroorganisme

Mikroorganisme yang digunakan adalah lima strain dari empat spesies

Rhodotorula milik University of Indonesia Culture Collection (UICC) yang

berasal dari Taman Nasional Gunung Halimun. Kelima strain tersebut adalah

Rh. acheniorum SD4233, Rh. glutinis L4236, Rh. mucilaginosa UICC-Y-283,

Rh. mucilaginosa UICC-Y-402, dan Rh. nothofagi UICC-Y-253 (Gambar 4).

2. Medium

Medium Potato Dextrose Agar (PDA) digunakan untuk pemeliharaan

khamir di dalam stock culture dan working culture. Medium Yeast Malt Agar

(YMA) yang ditambahkan antibiotik tetrasiklin digunakan untuk pertumbuhan,

pemurnian, serta pengamatan makroskopik dan mikroskopik. Medium Yeast
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Malt Broth (YMB) digunakan sebagai medium perbanyakan biomassa khamir

untuk akumulasi lipid melalui fermentasi.

3. Bahan kimia

Bahan-bahan kimia yang digunakan pada penelitian berasal dari

berbagai merk. Bahan kimia dari merk Difco adalah agar (bacto agar),

ekstrak gandum (malt extract), ekstrak khamir (yeast extract), pepton, dan

PDA. Bahan kimia dari merk Merck adalah asam asetat, dietil eter, glukosa,

dan heksana. Bahan kimia dari merk Sigma adalah standar campuran mono-

olein, 1,2-diolein, 1,3-diolein, dan triolein, serta standar ergosterol. Bahan

kimia lainnya adalah alkohol, aseton teknis, spirtus, dan tetrasiklin [Phaphros].

C. PERALATAN

Peralatan yang digunakan pada penelitian adalah berbagai peralatan

yang umum digunakan di dalam Laboratorium Mikrobiologi dan Biokimia.

Peralatan yang digunakan adalah autoklaf [Hirayama HA 240 MIV], autoklaf

[Hirayama HL 36 AE], freeze-drier [Edwards Modulyo], reciprocal shaker

incubator [OSK Seiwa Reiko], kromatografi gas-cair [Hitachi 263-50], kompor

listrik [Tanita], lemari pendingin [Sharp], pengaduk magnet [As One],

microwave oven [Hitachi], mikropipet [Gilson], oven [Blue M], oven [Heraeus],

pemanas air [Kenwood], sentrifugator Biofuge Primo [Heraeus], timbangan

analitik [Sartorius], timbangan digital [And EW-300G], dan vorteks

[Thermolyne tipe Maxi Mix II]. Peralatan habis pakai yang digunakan adalah
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kapas, kertas pH indikator universal [Merck], pelat kromatografi lapis tipis

[Merck], tabung [Eppendorf], tabung sentrifugasi [Iwaki], tip [Axygen], dan tisu.

D. CARA KERJA

Alur kerja penelitian terdiri dari beberapa tahap. Tahapan kerja

penelitian secara umum dapat dilihat pada Lampiran 1.

1. Pembuatan medium

Medium Potato Dextrose Agar (PDA) dibuat berdasarkan petunjuk

kemasan. Medium Yeast Malt Agar (YMA) dibuat berdasarkan Yarrow (1998:

79). Medium YMA steril untuk cawan petri ditambahkan antibiotik tetrasiklin

sebanyak 500 mg/l pada saat suhu medium mencapai 40--50o C. Medium

Yeast Malt Broth (YMB) dibuat berdasarkan Yarrow (1998: 79) yang

dimodifikasi pada sumber karbon glukosa dan ekstrak gandum yaitu menjadi

0,3% ekstrak khamir, 0,5% pepton, 0,9% ekstrak gandum, dan 3% glukosa.

2. Pembuatan koloni tunggal representatif

Pembuatan koloni tunggal representatif dilakukan dengan metode

quadrant-streak berdasarkan Cappuccino & Sherman (2002: 13--14). Satu

ose biakan khamir diambil dari original culture, kemudian digores pada

medium YMA steril yang telah ditambahkan tetrasiklin di dalam cawan petri.

Goresan dibuat dalam empat arah kuadran. Medium yang telah digores,
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kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 48 jam hingga diperoleh koloni

tunggal representatif pada kuadran keempat.

3. Pembuatan stock culture dan working culture

Pembuatan stock culture dan working culture dibuat berdasarkan

Yarrow (1998: 78) dan Cappuccino & Sherman (2002: 8). Satu ose koloni

tunggal representatif digores pada medium PDA miring steril secara zig-zag

dari permukaan bagian bawah hingga permukaan bagian atas medium.

Medium yang telah digores, kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 48

jam. Biakan yang telah tumbuh, kemudian disimpan di dalam lemari

pendingin pada suhu 4--12o C selama 6--8 bulan sebagai stock culture.

Working culture merupakan salah satu stock culture yang digunakan untuk

kerja penelitian.

4. Pengamatan makroskopik koloni

Pengamatan makroskopik koloni dilakukan berdasarkan Yarrow (1998:

81--82). Ciri-ciri koloni yang diamati yaitu warna, tekstur, tepi, permukaan,

dan profil koloni. Pengamatan dilakukan pada biakan berumur 48 jam yang

ditumbuhkan dalam medium YMA pada suhu ruang (20o--25o) C.

5. Pengamatan mikroskopik dan pengukuran sel

Pengamatan mikroskopik khamir dilakukan berdasarkan Yarrow (1998:

81). Biakan yang tumbuh pada medium YMA diinkubasi selama 48 jam pada
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suhu ruang. Pengamatan mikroskopik meliputi bentuk sel, susunan sel, tipe

pertunasan, dan ukuran sel. Pengukuran sel dilakukan menggunakan

mikrometer pada 20 sel yang representatif, kemudian dibuat rentang ukuran

sel.

6. Pembuatan suspensi sel

Satu ose biakan diambil dari working culture, kemudian digores secara

zig-zag pada medium YMA sebanyak 15 gores dan diinkubasi selama 48 jam

pada suhu ruang. Pembuatan suspensi sel dilakukan dengan menambahkan

5 ml akuades steril ke dalam tabung biakan. Biakan dikerik menggunakan

jarum tanam bulat steril, kemudian dihomogenkan menggunakan vorteks.

7. Penghitungan jumlah sel

Penghitungan jumlah sel menggunakan metode Total Plate Count

(TPC) dengan pengenceran berseri berdasarkan Cappuccino & Sherman

(2002: 121). Suspensi sel diencerkan di dalam akuades steril hingga

diperoleh faktor pengenceran 10-5, 10-6 , dan 10-7 dengan dua kali

pengulangan pada masing-masing faktor pengenceran. Sebanyak 0,1 ml

suspensi sel dari masing-masing faktor pengenceran diambil menggunakan

mikropipet. Suspensi sel tersebut disebar ke permukaan medium YMA yang

telah ditambahkan tetrasiklin menggunakan spatel Drygalski. Biakan

diinkubasi selama 48 jam, kemudian jumlah koloni yang tumbuh di

permukaan medium dihitung.
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Koloni yang tumbuh dan dapat dihitung berjumlah antara 30--300

koloni (CFU=Colony Forming Unit) (Madigan dkk. 2003: 146). Penghitungan

CFU dilakukan berdasarkan Gandjar dkk. (1992: 40) dengan rumus:

Jumlah koloni yang terhitung
Jumlah CFU/ml =

Volume yang diinokulasi x faktor pengenceran

8. Penentuan kurva pertumbuhan

Penentuan kurva pertumbuhan dilakukan dengan menghitung jumlah

CFU/ml menggunakan metode TPC berdasarkan Cappuccino & Sherman

(2002: 121). Sebanyak 1 ml suspensi sel yang diambil setiap 24 jam

(jam ke-0, 24, 48, 72, 96, dan 120) diencerkan ke dalam akuades steril

hingga diperoleh faktor pengenceran 10-5, 10-6 , dan 10-7. Sebanyak 0,1 ml

suspensi sel dari masing-masing faktor pengenceran diambil menggunakan

mikropipet. Suspensi sel tersebut disebar ke permukaan medium YMA yang

telah ditambahkan tetrasiklin menggunakan spatel Drygalski. Biakan

diinkubasi selama 48 jam, kemudian dilakukan penghitungan jumlah koloni

yang tumbuh di permukaan medium. Jumlah sel dinyatakan dalam Colony

Forming Unit permililiter (CFU/ml). Skema pengerjaan TPC dapat dilihat

pada Lampiran 2.

9. Perbanyakan biomassa

Perbanyakan biomassa khamir dilakukan dengan fermentasi bertujuan

mengetahui fase-fase pertumbuhan untuk penentuan waktu pemanenan
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biomassa. Sebanyak 10% suspensi sel (20 ml) dimasukkan ke dalam 180 ml

medium YMB modifikasi dalam erlenmeyer berukuran 1.000 ml hingga total

volume medium adalah 200 ml. Fermentasi berlangsung selama 120 jam

menggunakan resiprocal shaker incubator dengan kecepatan 110 rpm/menit

pada suhu 30o C untuk pembuatan kurva pertumbuhan. Pemanenan

biomassa dilakukan pada saat khamir telah mencapai fase stasioner

berdasarkan kurva pertumbuhan.

10. Penentuan biomassa kering

Suspensi sel disentrifugasi pada kecepatan 3.000 rpm selama

10 menit. Supernatan dibuang dan pelet yang berisi sel dibilas dua kali

dengan akuades steril. Biomassa yang telah diperoleh kemudian dibekukan

dalam freezer selama 1 hari agar dapat dikeringkan dalam kondisi beku.

Pengeringan sel dilakukan dengan freeze-dryer pada suhu di bawah -40o C

selama 8--9 jam selama 3 hari berturut-turut. Biomassa yang telah kering

disimpan dalam desikator, kemudian ditimbang sebanyak 3 kali selama 3 hari

berturut-turut hingga diperoleh berat konstan. Skema penentuan biomassa

kering dapat dilihat pada Lampiran 3.

11. Ekstraksi lipid

Ekstraksi lipid menggunakan pelarut heksana dilakukan dalam alat

Soxhlet dan tanpa alat Soxhlet untuk membandingkan waktu, alat, dan

volume pelarut yang diperlukan. Ekstraksi lipid menggunakan pelarut
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heksana tanpa alat Soxhlet berdasarkan Tri-Panji (Komunikasi pribadi) yang

dimodifikasi. Sebanyak 1,5 g biomassa kering khamir ditumbuk hingga halus

selama 10 menit, lalu ditambahkan 5 ml heksana dan ditumbuk kembali

selama 10 menit. Biomassa kering yang telah halus dicampur dengan 10 ml

pelarut heksana. Campuran biomassa dan pelarut dihomogenkan dengan

vorteks selama 5 menit, kemudian didiamkan hingga terbentuk dua fraksi

yaitu pelet yang berisi biomassa dan supernatan yang berisi pelarut heksana

yang telah mengikat lipid. Ekstraksi dilakukan kembali pada pelet dengan

cara yang sama sebanyak dua kali. Semua supernatan diuapkan dalam

oven pengering pada suhu 105o C hingga semua pelarut heksana menguap

dan lipid ditimbang berulang kali hingga diperoleh berat konstan. Pengerjaan

ekstraksi untuk setiap sampel biomassa dilakukan sebanyak 3 kali

pengulangan. Skema ekstraksi lipid tanpa menggunakan alat Soxhlet dapat

dilihat pada Lampiran 4.

Ekstraksi lipid menggunakan alat Soxhlet dilakukan oleh Balai Besar

Penelitian dan Pengembangan Pascapanen Pertanian Bogor berdasarkan

SNI 01-2891-1992. Sebanyak 2 g biomassa kering khamir yang telah halus

dibungkus dengan kertas saring, kemudian diletakkan dalam alat Soxhlet.

Alat Soxhlet dihubungkan dengan labu penampung hasil ekstrak dan

pendingin. Pelarut heksana digunakan untuk proses esktraksi dengan

memanaskan labu penampung hasil ekstrak pada suhu 80o C selama 6 jam.

Pelarut heksana disuling dan labu penampung hasil ekstrak lipid dikeringkan

dalam oven pengering pada suhu 105o C, lalu ditimbang berulang kali hingga
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diperoleh berat konstan. Skema ekstraksi lipid menggunakan alat Soxhlet

dapat dilihat pada Lampiran 5.

12. Penentuan persentase lipid total

Penentuan persentase kandungan lipid khamir dilakukan dengan

menimbang lipid yang diperoleh dari hasil ekstraksi. Persentase lipid total

dihitung berdasarkan Ketaren (1986: 37) dengan rumus:

Berat lipid (g)
Persentase lipid (%) = X 100%

Berat biomassa kering yang diperiksa (g)

13. Penentuan kelas lipid

Penentuan kelas lipid dilakukan berdasarkan Pham & Rasco (2001:

289) dan Rickers-Haunerland (2008: 1) menggunakan kromatografi lapis tipis

(KLT). Pelat KLT (8x10 cm2, tebal 0,25 mm) digores dengan jarum sebagai

batas antar lintasan spot dengan lebar lintasan 1 cm. Batas bawah 1,5 cm

dan atas 0,5 cm pada pelat KLT ditandai dengan pensil. Sebanyak 1µl

standar lipid berupa campuran mono-olein, 1,2-diolein, 1,3-diolein, dan

triolein ditotolkan pada titik awal lintasan pertama, kemudian standar

ergosterol dan lipid khamir ditotolkan pada lintasan lain dengan cara yang

sama. Pelat KLT kemudian dimasukkan ke dalam chamber berukuran 500 ml

yang telah dijenuhkan dengan 30 ml eluen selama 15 menit. Eluen yang

digunakan berupa campuran heksana:dietil eter:asam asetat (60:40:1, v/v/v).

Pelat dikeluarkan setelah elusi, dan dipaparkan pada uap iodin hingga
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muncul spot-spot pada pelat. Setiap spot yang muncul dihitung nilai ratio-to-

front (Rf) dan kemudian dibandingkan dengan standar lipid. Nilai Rf dihitung

berdasarkan Pavia dkk. (1995: 765) dengan rumus:

Lintasan spot dari batas bawah (cm)
Rf =

Lintasan eluen dari batas bawah hingga batas atas pelat (cm)

Skema pengerjaan KLT dapat dilihat pada Lampiran 6.

14. Penentuan komposisi asam lemak

Penentuan komposisi asam lemak dilakukan oleh Balai Besar

Penelitian dan Pengembangan Pascapanen Pertanian Bogor berdasarkan

AOAC (1995: 28.057) menggunakan kromatografi gas-cair (KGC). Sebanyak

200 mg lipid khamir dan 5 ml NaOH-metanol 0,5 N dimasukkan ke labu yang

dilengkapi pendingin balik, kemudian dilakukan refluks selama 20 menit

menggunakan water bath pada suhu 80o C. Sampel yang telah dingin

selanjutnya ditambahkan 5 ml BF3-metanolat dan dilakukan refluks kembali

selama 20 menit. Sampel yang telah dingin ditambahkan 2 ml larutan NaCl

jenuh dan 2 ml heksana, kemudian dikocok. Lapisan heksana yang terdapat

pada bagian atas campuran dipindahkan ke dalam botol berisi Na-sulfat,

kemudian sampel diinjeksikan ke dalam alat KGC. Kondisi alat tersebut

yaitu: suhu injektor 200o C, suhu detektor 250o C, suhu kolom terprogram

180o C/5o C/menit, jenis detektor flame ionization detector (FID), dengan gas

pembakar hidrogen, gas pembawa nitrogen dialirkan dengan kecepatan alir

50 ml/menit, dan jenis kolom diethyleneglycol succinate (DEGS) dengan
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diameter 0,1 mm dan panjang 4 m. Skema pengerjaan KGC dapat dilihat

pada Lampiran 7.

15. Penyusunan dan analisis data

Data disusun dalam bentuk Gambar, Kurva, dan Tabel. Data kualitatif

dan kuantitatif dianalisis secara deskriptif. Data kualitatif meliputi

pengamatan makroskopik koloni dan mikroskopik sel. Data kuantitatif

meliputi penghitungan jumlah sel untuk penentuan kurva pertumbuhan, berat

biomassa kering, lipid total, kelas lipid dan komposisi asam lemak.
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

A. PENGAMATAN MAKROSKOPIK KOLONI DAN MIKROSKOPIK SEL

Pengamatan makroskopik dilakukan untuk mengetahui warna, tekstur,

permukaan, tepi, dan profil koloni lima strain khamir yang digunakan.

Pengamatan mikroskopik bertujuan mengetahui bentuk, ukuran, pola

pertunasan, dan susunan sel dari lima strain khamir yang digunakan. Strain-

strain khamir tersebut ditumbuhkan pada medium YMA dan diinkubasi

selama 48 jam. Menurut Yarrow (1998: 78) YMA merupakan medium yang

sesuai untuk pertumbuhan khamir. Menurut Boundy-Mills (2006: 83),

umumnya khamir membentuk koloni di medium agar setelah diinkubasi

selama 48 jam hingga 72 jam. Thyagarajan dan Naylor (1961: 129)

melaporkan bahwa sel Rh. glutinis aktif membelah pada saat berumur 24 jam

hingga 48 jam.

Hasil pengamatan makroskopik menunjukkan koloni dari strain

Rh. acheniorum SD4233, Rh. glutinis L4236, Rh. mucilaginosa UICC-Y-283,

Rh. mucilaginosa UICC-Y-402, dan Rh. nothofagi UICC-Y-253 memiliki

variasi warna, yaitu berturut-turut putih, jingga, merah muda, merah muda

pucat, dan krem (Gambar 5 & Tabel 1). Menurut Fell dan Statzell-Tallman

(1998: 800), warna koloni khamir Rhodotorula disebabkan oleh produksi

pigmen karotenoid. Maldonade dkk. (2007: 68) melaporkan bahwa jenis
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pigmen karotenoid yang diproduksi oleh Rh. graminis dan Rh. mucilaginosa

adalah ß-karoten dan torulen. Lima strain khamir memiliki tekstur, tepi, dan

profil koloni yang sama yaitu seperti mentega (butyrous), lurus, dan

menggunung. Permukaan koloni kelima strain khamir terdapat perbedaan

antara mengilap atau kusam. Strain Rh. acheniorum SD4233,

Rh. mucilaginosa UICC-Y-283, dan Rh. nothofagi UICC-Y-253 menunjukkan

permukaan mengilap, namun strain Rh. glutinis L4236 dan Rh. mucilaginosa

UICC-Y-402 menunjukkan permukaan kusam.

Hasil pengamatan mikroskopik menunjukkan adanya variasi bentuk sel

pada masing-masing strain khamir, yaitu bulat, semi bulat, oval, elips, dan

memanjang (Gambar 6 & Tabel 2). Berdasarkan hasil pengamatan, sel strain

Rh. acheniorum SD4233, Rh. glutinis L4236, Rh. mucilaginosa UICC-Y-283,

dan Rh. mucilaginosa UICC-Y-402 umumnya berbentuk bulat dan semi bulat,

sedangkan Rh. nothofagi UICC-Y-253 umumnya berbentuk memanjang.

Menurut Fell dan Statzell-Tallman (1998: 800), sel khamir Rhodotorula

umumnya berbentuk bulat, oval, atau memanjang. Hasil pengamatan

mikroskopik menunjukkan adanya keragaman ukuran sel pada masing-

masing strain khamir (Tabel 2). Ukuran sel kelima strain khamir yang

ditumbuhkan dalam medium YMA hampir sama dengan ukuran sel yang

dideskripsikan oleh Fell dan Statzell-Tallman (1998: 805--825) pada

Rh. acheniorum, Rh. glutinis, Rh. mucilaginosa, dan Rh. nothofagi yang

ditumbuhkan dalam medium berisi ekstrak gandum 5%.
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Kelima sel strain khamir menunjukkan pola pertunasan yang sama,

yaitu multipolar (Tabel 2). Menurut Fell dan Statzell-Tallman (1998: 800), sel

khamir Rhodotorula umumnya memiliki pola pertunasan multipolar atau

multilateral. Pertunasan multipolar adalah tunas yang tumbuh pada berbagai

sisi sel. Bertunas merupakan cara reproduksi aseksual pada khamir

Rhodotorula. Tunas tersebut merupakan sel anak yang akan menjadi calon

sel induk (Yarrow 1998: 80).

Sel-sel pada masing-masing kelima strain khamir membentuk susunan

tunggal, berpasangan, atau membentuk rantai pendek (Tabel 2). Menurut

Fell dan Statzell-Tallman (1998: 821 & 823), susunan sel Rh. mucilaginosa

dan Rh. nothofagi dapat tunggal, berpasangan, rantai pendek, atau

berkelompok.

B. KURVA PERTUMBUHAN DAN WAKTU PEMANENAN BIOMASSA

Fase pertumbuhan khamir dapat dibagi menjadi empat, yaitu fase lag,

log, stasioner, dan kematian. Fase pertumbuhan khamir diketahui dari kurva

pertumbuhan yang dibuat setelah dilakukan perbanyakan biomassa khamir

melalui fermentasi. Perbanyakan biomassa khamir dilakukan selama 120

jam karena diduga khamir telah melakukan semua fase pertumbuhan. Kurva

pertumbuhan yang telah diperoleh digunakan untuk menjadi acuan dalam

pemanenan biomassa khamir yang mengakumulasi lipid.

Perbanyakan khamir berlangsung dalam medium Yeast Malt Broth

(YMB) yang mengandung glukosa, ekstrak khamir, ekstrak gandum, dan

Penentuan lipid..., Suryani, FMIPA UI, 2008



40

pepton. Menurut Yarrow (1998: 78) YMB merupakan medium yang sesuai

untuk pertumbuhan khamir karena menyediakan sumber nutrien seperti

karbon, nitrogen, hidrogen, oksigen, fosfor, sulfur, dan vitamin. Khamir akan

menggunakan sumber nutrien tersebut terlebih dahulu untuk keperluan sel,

seperti pembentukan enzim atau biomolekul untuk komponen sel. Bila

terdapat sumber karbon berlebih setelah keperluan sel terpenuhi, maka

sumber karbon tersebut akan digunakan untuk pembentukan cadangan lipid

dalam bentuk tetes-tetes lemak dalam sel. Medium YMB untuk perbanyakan

biomassa khamir ditambahkan sumber karbon glukosa dan ekstrak gandum

berlebih agar khamir mengakumulasi lipid. Menurut Ratledge dan Tan (1990:

224) khamir akan mengakumulasi lipid di dalam sel bila ditumbuhkan dalam

medium dengan sumber karbon konsentrasi tinggi. Granger dkk. (1993: 785)

melaporkan Rh. glutinis yang ditumbuhkan dalam medium dengan sumber

karbon glukosa sebesar 3% dapat mengakumulasi lipid 30% hingga 40%.

Perbanyakan biomassa kelima strain khamir menggunakan fermentasi

kocok dengan kecepatan pengocokan sebesar 110 rpm/menit. Lima strain

khamir yang digunakan merupakan khamir Rhodotorula aerob obligat (Deak

2006: 161). Menurut Gandjar (2006: 40) pengocokan bertujuan

meningkatkan aerasi untuk penyediaan oksigen. Menurut Spencer dkk.

(1997: 72) khamir aerob memerlukan oksigen untuk pertumbuhan. Fonairon-

Bonnefond dkk. (2002: 179) melaporkan bahwa sintesis asam lemak tidak

jenuh dan sterol pada khamir Sacch. cerevisiae memerlukan oksigen. Selain
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itu, biomassa khamir Sacch. cerevisiae yang dihasilkan menjadi rendah bila

tidak terdapat oksigen.

Perbanyakan biomassa khamir berlangsung pada suhu 30o C agar

pertumbuhan kelima strain khamir lebih optimal. Lima strain khamir yang

digunakan pada penelitian merupakan khamir mesofilik. Menurut Deak

(2006: 146) khamir mesofilik tumbuh baik pada suhu 20--30o C.

Volume inokulum yang digunakan untuk memulai perbanyakan

biomassa khamir dengan fermentasi adalah 10% dari volume total. Menurut

Stanbury dkk. (1995: 148) volume inokulum yang umumnya digunakan

adalah 3% hingga 10% dari volume total. Sabry dkk. (1990: 310)

menggunakan volume inokulum sebesar 5% dari volume total medium

dengan sumber karbon molase untuk perbanyakan biomassa khamir

Rh. glutinis yang mengakumulasi lipid. Hassan dkk. (1994: 535)

menggunakan volume inokulum sebesar 10% dari volume total medium berisi

jus buah pir untuk perbanyakan biomassa khamir Cr. curvatus yang

mengakumulasi lipid.

Inokulum lima strain khamir memiliki jumlah Colony Forming Unit

(CFU) per ml dengan kisaran (1,20--4,00)x108 (Tabel 3). Kisaran jumlah sel

108 merupakan kisaran jumlah sel yang optimal untuk memulai perbanyakan

biomassa khamir. Bossie & Martin (1989: 6409) melaporkan jumlah sel yang

dapat digunakan untuk memulai perbanyakan biomassa khamir adalah

(1--2)x108 per ml.
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Pertumbuhan lima strain khamir dalam medium ditandai dengan

kekeruhan medium karena adanya peningkatan jumlah sel. Kekeruhan

medium ditunjukkan dari medium yang semula berwarna cokelat bening

menjadi keruh dan berwarna sesuai dengan warna koloni masing-masing

strain, yaitu krem, merah muda, dan merah (Gambar 7). Medium yang

menjadi keruh dan berwarna mengindikasikan adanya banyak sel dan

pigmen karotenoid khamir Rhodotorula yang sedang tumbuh. Perrier dkk.

(1995: 177) melaporkan beberapa strain Rhodotorula seperti Rh. acheniorum,

Rh. glutinis, Rh. minuta, dan Rh. mucilaginosa menghasilkan karotenoid.

Peningkatan jumlah sel dari hasil TPC yang diambil pada jangka waktu 24

jam digunakan untuk pembuatan kurva pertumbuhan.

Fase lag mulai terjadi setelah inokulum khamir dimasukkan ke dalam

medium perbanyakan biomassa khamir. Lamanya waktu fase lag kelima

strain khamir tidak diketahui secara pasti pada penelitian ini karena pada jam

ke-24 telah terjadi peningkatan jumlah sel (Gambar 8). Nilai pH medium

pada jam ke-0 setelah diinokulasi khamir hampir mendekati pH medium, yaitu

6,0. Perubahan nilai pH yang tidak signifikan mengindikasikan khamir belum

aktif melakukan pertumbuhan (metabolisme), sehingga belum mengeluarkan

metabolit yang dapat mengubah pH medium. Khamir diduga melakukan

pembentukan enzim dalam sel yang diperlukan untuk mengurai nutrien dalam

medium. Sabry dkk. (1990: 312) melaporkan fase lag sel khamir Rh. glutinis

yang ditumbuhkan dalam medium dengan sumber karbon molase bit

berlangsung selama kurang dari 24 jam dan tidak terjadi perubahan nilai pH.
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Aktivitas biokimia sel tetap berlangsung, namun sel belum melakukan

perbanyakan sel secara signifikan.

Fase log kelima strain khamir ditandai dengan adanya peningkatan

jumlah sel pada jam ke-24 (Gambar 8 & Tabel 4--8). Menurut Tortora dkk.

(2001: 173) sel aktif membelah dan jumlah sel meningkat dengan cepat pada

fase log. Aktivitas metabolisme sel juga meningkat (Batzing 2002: 53). Pada

fase log terjadi penurunan nilai pH yang mengindikasikan adanya asam-asam

organik yang dihasilkan akibat metabolisme oleh biakan khamir. Singh dkk.

(2006: 862) melaporkan bahwa sel khamir Sacch. cerevisiae mulai memasuki

fase log yang ditandai dengan perbanyakan sel yang aktif melakukan

metabolisme. Menurut Walker (1998: 207) metabolisme khamir dapat

menghasilkan asam organik seperti asam asetat, sitrat, dan suksinat yang

dapat dikeluarkan oleh sel ke medium. Belviso dkk. (2004: 671--672)

melaporkan khamir Sacch. cerevisiae menghasilkan asam asetat sebesar

0,2--1,0 g/l pada fase log.

Strain Rh. acheniorum SD4233, Rh. glutinis L4236, Rh. mucilaginosa

UICC-Y-402, dan Rh. nothofagi UICC-Y-253 memiliki fase stasioner yang

hampir sama, yaitu setelah jam ke-48 hingga sebelum jam ke-72, kecuali

Rh. mucilaginosa UICC-Y-283 setelah jam ke-72 hingga sebelum jam ke-96

(Gambar 8 & Tabel 4--8). Pada fase stasioner, jumlah sel yang bertambah

seimbang dengan jumlah sel yang mati (Tortora dkk. 2001: 174). Menurut

Madigan dkk. (2003: 145), sel-sel umumnya masih melakukan proses

biosintesis pada fase stasioner, seperti akumulasi lipid. Apabila masih
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terdapat sumber karbon pada fase stasioner, maka karbon tersebut akan

disimpan sel sebagai cadangan lipid (Batzing 2002: 55). Pada fase stasioner,

penurunan nilai pH tidak terlalu signifikan dan berkisar 4,0--4,7. Johnson dkk.

(1992: 382) melaporkan khamir Rh. glutinis IIP-30 pada fase stasioner

mengandung lipid total maksimum sebesar 66% pada pH 4.

Strain Rh. acheniorum SD4233, Rh. glutinis L4236, Rh. mucilaginosa

UICC-Y-402, dan Rh. nothofagi UICC-Y-253 memiliki fase kematian dengan

jam yang sama, yaitu pada jam ke-96, kecuali Rh. mucilaginosa UICC-Y-283

pada jam ke-120 (Gambar 8 & Tabel 4--8). Fase kematian kelima strain

khamir ditandai dengan penurunan jumlah sel. Penurunan jumlah sel dapat

disebabkan oleh berkurangnya nutrien dan oksigen sehingga aktivitas

biokimia sel menjadi menurun dan sel akhirnya mati. Kisaran nilai pH

fermentasi kelima strain khamir pada fase kematian adalah sebesar 4,0--4,7.

Nilai pH tersebut mengindikasikan adanya asam-asam organik yang

dihasilkan oleh khamir. Menurut Batzing (2002: 55) asam-asam organik yang

terlalu banyak dalam medium dapat bersifat racun bagi sel. Razavi dkk.

(2007: 1593) melaporkan terjadi penurunan nilai pH dari 6 pada fase lag

menjadi 3,8 pada fase kematian khamir Sporobolomyces ruberrimus.

Pemanenan biomassa strain Rh. acheniorum SD4233, Rh. glutinis

L4236, Rh. mucilaginosa UICC-Y-402, dan Rh. nothofagi UICC-Y-253

dilakukan setelah diinkubasi 72 jam, sedangkan Rh. mucilaginosa

UICC-Y-283 dilakukan setelah diinkubasi 96 jam karena diperkirakan kelima

strain khamir tersebut telah memasuki fase stasioner. Sabry dkk. (1990: 310)
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melaporkan lipid total maksimum Rh. glutinis dicapai pada saat khamir

mencapai fase stasioner akhir setelah diinkubasi selama 192 jam karena

kabon berlebih digunakan untuk mengakumulasi lipid.

Hasil penelitian menunjukkan kelima strain khamir melakukan semua

fase pertumbuhan selama 120 jam inkubasi. Waktu untuk melaksanakan

masing-masing fase pertumbuhan hampir sama. Empat strain khamir

memiliki waktu fase stasioner yang sama, yaitu jam ke-72, sedangkan satu

strain lainnya pada jam ke-96. Pemanenan biomassa dilakukan pada fase

stasioner karena diduga khamir telah mengakumulasi lipid.

C. PERSENTASE LIPID TOTAL

Pada penelitian ini, banyaknya lipid yang dikandung dalam lima strain

khamir ditunjukkan oleh persentase lipid total, sedangkan kandungan lipid

bergantung pada lipid yang diakumulasi dan metode ekstraksi yang

digunakan. Menurut Rattray dkk. (1975: 209) lipid yang diakumulasi

dipengaruhi oleh strain atau spesies khamir, komposisi medium, dan kondisi

fermentasi untuk perbanyakan biomassa seperti suhu, pH, dan kecepatan

pengocokan. Gurr dkk. (2002: 3) melaporkan efisiensi ekstraksi dipengaruhi

oleh jenis pelarut, alat, dan kondisi ekstraksi.

Biomassa yang digunakan untuk ekstraksi lipid dikeringkan

menggunakan metode freeze-drying (Tabel 9). Ekstraksi lipid menggunakan

biomassa kering karena tidak memerlukan perlakuan dengan larutan garam,

penanganan mudah, dan pengerjaan lebih cepat. Menurut Smith dan Onions
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(1994: 37) metode freeze-drying dapat menjaga kestabilan bentuk, struktur,

dan aktivitas produk mikroorganisme. Nyns dkk. tahun 1968 melaporkan

bahwa ekstraksi lipid khamir C. lipolytica lebih efisien dengan biomassa beku-

kering dibandingkan biomassa basah (lihat Hunter & Rose 1971: 213--214).

Ohta dkk. (1983: 342) melaporkan bahwa lipid khamir Hansenula polymorpha

diesktraksi menggunakan biomassa beku-kering dan dihasilkan lipid total

sebesar 58%.

Persentase lipid total kelima strain khamir diperoleh setelah biomassa

kering diekstraksi menggunakan alat Soxhlet, serta tanpa alat Soxhlet. Lipid

dari lima strain khamir tersebut menunjukkan adanya variasi warna (Gambar

9 & 10). Warna tersebut kemungkinan disebabkan oleh pigmen karotenoid

yang dihasilkan oleh lima strain khamir ikut terekstraksi. Menurut Page

(1989: 206) karotenoid juga termasuk ke dalam kelompok lipid. Oleh karena

itu, karotenoid dapat diekstraksi dengan metode ekstraksi lipid.

Lipid total setiap strain khamir yang diperoleh berdasarkan ekstraksi

tanpa menggunakan alat Soxhlet menunjukkan adanya variasi persentase

(Tabel 10). Persentase lipid total tertinggi terdapat pada strain khamir

Rh. acheniorum SD4233 sebesar 19,19% dan Rh. nothofagi UICC-Y-253

sebesar 10,76%. Variasi persentase lipid total menunjukkan spesies yang

berbeda mengandung persentase lipid total yang berbeda (Tabel 10).

Menurut Hunter dan Rose (1971: 212) spesies yang berbeda akan

mengandung persentase lipid total yang berbeda bergantung pada

kemampuan masing-masing spesies dalam mengakumulasi lipid. Ratledge
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(2004: 809) melaporkan kemampuan mengakumulasi lipid bergantung pada

pembentukan asetil KoA yang banyak dari asam sitrat oleh khamir dengan

bantuan enzim ATP:citrate lyase (ACL).

Persentase lipid total kelima strain khamir berdasarkan ekstraksi lipid

menggunakan alat Soxhlet juga menunjukkan hasil yang bervariasi untuk

setiap strain khamir (Tabel 10). Persentase lipid total tertinggi terdapat pada

strain Rh. acheniorum SD4233 sebesar 5,12% dan Rh. nothofagi

UICC-Y-253 sebesar 4,65%. Perrier dkk. (1995: 174) melaporkan lipid total

beberapa strain Rhodotorula dan lipid total tertinggi terdapat pada strain

Rh. acheniorum sebesar 31,2% dan Rh. bacarum sebesar 18,8% yang

diekstraksi dengan alat Soxhlet.

Lipid total lima strain khamir yang diekstraksi menggunakan alat

Soxhlet, serta tanpa alat Soxhlet menunjukkan adanya kesamaan urutan

tertinggi hingga terendah. Kesamaan urutan mengindikasikan data yang

konsisten untuk kedua metode ekstraksi.

Hasil ekstraksi lipid lima strain khamir menggunakan dua metode

ekstraksi menunjukkan persentase lipid total yang berbeda, walaupun

ditumbuhkan dalam medium dan kondisi pertumbuhan yang sama. Hal

tersebut mengindikasikan metode ekstraksi yang berbeda mempengaruhi

persentase lipid total yang diperoleh. Kedua metode tersebut masing-masing

memiliki kelebihan dan kekurangan. Metode ekstraksi tanpa menggunakan

alat Soxhlet lebih mudah dilakukan dibandingkan dengan alat Soxhlet.

Waktu pengerjaan lebih singkat, biaya yang diperlukan relatif lebih murah,
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dan metode tersebut dapat digunakan untuk deteksi awal kandungan lipid

khamir. Kekurangan metode tersebut adalah terdapat kemungkinan sel

terbawa dalam hasil ekstraksi. Pada metode ekstraksi menggunakan alat

Soxhlet, tidak ada kemungkinan sel terbawa ke dalam hasil ekstraksi, namun

biaya yang diperlukan lebih mahal karena memerlukan alat dan banyak

pelarut organik, serta waktu pengerjaan lebih lama. Metode ekstraksi tanpa

alat Soxhlet perlu dioptimasi antara lain pada tahap penumbukan sel untuk

pelisisan sel sehingga lipid yang dapat dikeluarkan oleh sel lebih banyak.

Persentase lipid total kelima strain khamir Rhodotorula relatif rendah

dibandingkan informasi yang dilaporkan Ratledge (2002: 1047) bahwa

Rhodotorula spp. dapat mengakumulasi lipid antara 40% hingga 70%.

Persentase lipid total yang rendah dapat disebabkan oleh strain atau spesies

khamir yang digunakan, jenis sumber karbon, konsentrasi sumber karbon,

kondisi fermentasi, dan metode ekstraksi yang digunakan.

Strain atau spesies khamir yang berbeda dapat menyebabkan

kandungan lipid sel khamir yang berbeda. Alvarez dkk. (1992: 214)

melaporkan khamir Rh. glutinis L/24-2-1 memiliki lipid total sebesar 39%.

Johnson dkk. (1992: 382) melaporkan spesies khamir yang sama dengan

strain berbeda yaitu Rh. glutinis IIP-30 memiliki lipid total sebesar 66%.

Saxena dkk. (1998: 501) melaporkan khamir Rh. minuta memiliki lipid total

sebesar 48%. Hasil penelitian yang dilaporkan para peneliti tersebut

menunjukkan persentase lipid total bergantung pada strain khamir yang

digunakan.
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Kandungan lipid sel khamir dapat dipengaruhi oleh jenis dan

konsentrasi sumber karbon. Sabry dkk. (1990: 310) melaporkan produksi

lipid oleh Rh. glutinis menggunakan molase bit 6% sebagai sumber karbon

menghasilkan lipid total sebesar 24,1%. Perrier dkk. (1995: 175) melaporkan

khamir Rh. glutinis yang ditumbuhkan dalam medium Yeast Nitrogen Base

yang ditambahkan 1% glukosa mengandung lipid total 15,2%.

Kondisi fermentasi dan metode ekstraksi dapat memengaruhi

kandungan lipid sel khamir. Alvarez dkk. (1992: 214) melaporkan ekstraksi

lipid khamir Rh. glutinis yang ditumbuhkan secara batch dalam medium

dengan sumber karbon molase tebu selama 72 jam pada suhu 32o C.

Ekstraksi lipid menggunakan alat Soxhlet dengan pelarut organik dietil eter

dan menghasilkan lipid total sebesar 39%. Johnson dkk. (1992: 382)

melaporkan ekstraksi lipid khamir Rh. glutinis yang ditumbuhkan secara fed-

batch dalam medium dengan sumber karbon glukosa selama 120 jam dan

pada suhu 30o C. Ekstraksi lipid menggunakan pelarut kloroform:metanol

(2:1) menghasilkan lipid total sebesar 66%. Somashekar dan Joseph (2000:

491) melaporkan ekstraksi lipid khamir Rh. gracilis yang ditumbuhkan secara

batch dalam medium dengan sumber karbon glukosa 4% selama 96 jam

dalam incubator shaker orbital pada suhu 28 ± 2o C. Ekstraksi lipid

menggunakan alat Soxhlet dengan pelarut petroleum eter menghasilkan lipid

total sebesar 55%.

Berdasarkan persentase lipid total dan berat biomassa kering yang

telah diperoleh, belum dapat diketahui korelasi yang jelas antara lipid total
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dan berat biomassa kering. Biomassa kering tertinggi diperoleh dari strain

Rh. mucilaginosa UICC-Y-283 yang menghasilkan persentase lipid total

terendah. Hal tersebut mengindikasikan masing-masing spesies khamir

Rhodotorula yang digunakan memiliki kemampuan pertumbuhan

(perbanyakan biomassa) dan akumulasi lipid yang berbeda. Sabry dkk.

(1990: 311) melaporkan bahwa tidak terdapat hubungan yang konsisten

antara akumulasi lipid dengan berat biomassa khamir. Khamir

Sacch. cerevisiae VIII memiki biomassa kering sebesar 534 mg dan

mengandung lipid total sebesar 7,12%, sedangkan Sacch. cerevisiae IXV

(SB) memiliki biomassa kering sebesar 464 mg dan mengandung lipid total

sebesar 11,64%.

Berdasarkan hasil ekstraksi menggunakan dua metode menunjukkan

strain Rh. acheniorum SD4233 dan Rh. nothofagi UICC-Y-253 memiliki

persentase lipid total yang relatif tinggi dibandingkan strain-strain lainnya.

Kedua strain khamir tersebut berpotensi dalam mengakumulasi lipid.

D. KELAS LIPID

Kelas lipid dideteksi dari lipid hasil ekstraksi dengan kromatografi lapis

tipis (KLT). Standar kelas lipid menggunakan campuran mono-olein

(monoasilgliserol), 1,2-diolein dan 1,3-diolein (diasilgliserol), dan triolein

(triasilgliserol), serta ergosterol. Menurut Ratledge (1997: 140) triasilgliserol

merupakan lipid netral utama yang diakumulasi dalam bentuk tetes lemak di

dalam sitoplasma sel khamir. Ergosterol merupakan lipid polar yang
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umumnya terdapat pada membran sel kelompok fungi untuk menjaga

permeabilitas membran (Walker 1998: 238).

Kromatografi lapis tipis (KLT) dilakukan pada sampel lipid hasil

ekstraksi menggunakan alat Soxhlet, serta tanpa alat Soxhlet. Eluen yang

digunakan sebagai fase gerak dalam KLT adalah heksana:dietil eter:asam

asetat dengan perbandingan volume 50:50:1, 60:40:1, dan 80:20:1.

Berdasarkan kromatogram yang dihasilkan, eluen heksana:dietil eter:asam

asetat dengan perbandingan volume 60:40:1 merupakan campuran eluen

terbaik karena menghasilkan pemisahan spot-spot yang lebih baik. Menurut

Pavia dkk. (1995: 762) urutan kepolaran dari paling non polar hingga paling

polar berturut-turut adalah heksana, dietil eter, dan asam asetat. Sampel

lipid merupakan campuran senyawa yang memiliki kepolaran yang berbeda,

sehingga diperlukan campuran eluen yang memiliki tingkat kepolaran yang

berbeda untuk memisahkan campuran lipid.

Kromatogram yang diperoleh divisualisasi menggunakan uap iodin

karena metode tersebut paling sederhana, tidak merusak kromatogram, dan

hasil spot lebih cepat diperoleh. Menurut Pavia dkk. (1995: 763) iodin akan

bereaksi dengan senyawa organik membentuk senyawa kompleks yang

berwarna cokelat atau kuning. Kromatogram hasil KLT menunjukkan adanya

spot-spot kuning yang terpisah (Gambar 11 & 12). Spot kuning

mengindikasikan senyawa kompleks yang terbentuk akibat reaksi iodin dan

lipid.
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Standar lipid campuran mono-olein, 1,2-diolein, 1,3-diolein, dan triolein

menunjukkan empat spot yang terpisah. Spot-spot tersebut mengindikasikan

standar lipid yang murni. Empat spot standar lipid campuran menunjukkan

nilai Rf yang berbeda (Tabel 11). Urutan nilai Rf dari tertinggi hingga

terendah mengindikasikan triolein, 1,3-diolein, 1,2-diolein, dan mono-olein.

Schneiter dan Daum (2006b: 79) melaporkan bahwa triasilgliserol akan

memiliki nilai Rf yang relatif lebih tinggi dibandingkan diasilgliserol dan

monoasilgliserol pada pemisahan lipid dengan KLT menggunakan fase diam

pelat silika gel dan eluen petroleum eter:dietil eter:asam asetat (70:30:2,

v/v/v). Menurut Mayes (2000: 157) 1,3 diasilgliserol memiliki nilai Rf lebih

tinggi dibandingkan 1,2 diasilgliserol pada pemisahan lipid dengan KLT

menggunakan fase diam pelat silika gel dan eluen heksana:dietil eter:asam

format (80:20:2, v/v/v). Lipid non polar akan bermigrasi dengan cepat

menjauhi titik asal sampel dan memiliki nilai Rf yang relatif tinggi, sedangkan

lipid polar sebaliknya (Schneiter & Daum 2006b: 76).

Standar ergosterol menunjukkan satu spot pada kromatogram. Spot

tersebut memiliki nilai Rf hampir mendekati nilai Rf 1,2-diolein. Nilai Rf yang

hampir mendekati menunjukkan adanya kesamaan kepolaran. Schneiter dan

Daum (2006b: 79) melaporkan bahwa sterol dan diasilgliserol memiliki nilai Rf

yang hampir sama pada pemisahan lipid dengan KLT menggunakan fase

diam pelat silika gel dan eluen heksana:dietil eter:asam format (80:20:2,

v/v/v).
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Spot-spot pada kromatogram sampel lipid lima strain khamir hasil

ekstraksi menggunakan alat Soxhlet selalu menunjukkan adanya ergosterol,

1,2-diolein, dan triolein (Gambar 11). Spot yang mengindikasikan mono-olein

hanya terdeteksi pada kromatogram untuk sampel lipid strain Rh. acheniorum

SD4233, Rh. glutinis L4236, dan Rh. mucilaginosa UICC-Y-402. Spot yang

mengindikasikan 1,3-diolein tidak terdeteksi pada kromatogram sampel lipid

kelima strain khamir.

Spot-spot pada kromatogram sampel lipid lima strain khamir hasil

ekstraksi tanpa menggunakan alat Soxhlet selalu menunjukkan adanya

ergosterol dan triolein (Gambar 12). Spot yang mengindikasikan 1,2-

diolein.hanya terdeteksi pada kromatogram untuk sampel lipid strain

Rh. glutinis L4236. Spot yang mengindikasikan mono-olein dan 1,3-diolein

tidak terdeteksi pada kromatogram sampel lipid kelima strain khamir.

Lipid 1,3-diolein tidak terdeteksi pada lipid lima strain khamir,

sedangkan mono-olein tidak terdeteksi pada strain Rh. mucilaginosa

UICC-Y-283 dan Rh. nothofagi UICC-Y-253. Hal tersebut mengindikasikan

jenis kedua lipid terdapat dalam konsentrasi rendah sehingga tidak

terekstraksi dan tidak terdeteksi dengan KLT. Menurut Hunter dan Rose

(1971: 218) monoasilgliserol dan diasilgliserol khamir berasal dari hasil

degradasi triasilgliserol dan umumnya terdapat dalam konsentrasi rendah.

Blagovićdkk. (2001: 177) melaporkan lipid khamir Sacch. uvarum yang

dideteksi dengan KLT menunjukkan adanya monoasilgliserol, diasilgliserol,

triasilgliserol, ergosterol, ester sterol, dan asam lemak bebas.
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Setiap titik asal penotolan sampel lipid lima strain khamir hasil

ekstraksi pada kromatogram menunjukkan adanya spot cokelat yang pekat.

Spot tersebut kemungkinan merupakan kelas lipid yang memiliki tingkat

kepolaran yang lebih tinggi dibandingkan ergosterol. Menurut Schneiter dan

Daum (2006b: 79) fosfolipid dan ergosterol merupakan lipid polar pada

khamir.

Kromatogram sampel lipid lima strain khamir hasil ekstraksi

menggunakan alat Soxhlet, serta tanpa alat Soxhlet menunjukkan adanya

spot-spot yang tidak diketahui kelas lipidnya secara pasti. Spot-spot tersebut

terletak antara spot 1,3-diolein dan triolein, serta setelah triolein. Kelas lipid

tidak dapat diketahui secara pasti karena standar lipid yang digunakan tidak

lengkap. Spot-spot yang terletak di antara 1,3-diolein dan triolein tersebut

diduga merupakan kelas lipid lain yang memiliki tingkat kepolaran relatif

rendah dibandingkan 1,3-diolein. Menurut Mayes (2000: 157) asam lemak

bebas memilik tingkat kepolaran relatif lebih rendah dibandingkan sterol dan

1,3-diasilgliserol. Spot yang terletak di atas spot triolein kemungkinan

merupakan kelas lipid yang memiliki tingkat kepolaran relatif lebih rendah

dibandingkan triolein. Menurut Schneiter dan Daum (2006b: 79) ester sterol

merupakan lipid netral khamir yang tingkat kepolaran relatif lebih rendah

dibandingkan triasilgliserol dan memiliki nilai Rf yang lebih tinggi. Mϋllner dan 

Daum (2004: 324) melaporkan khamir menyimpan lipid netral triasilgliserol

dan ester sterol dalam bentuk tetes-tetes lemak sebagai cadangan energi.
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Hasil analisis kelas lipid menggunakan kromatografi lapis tipis

menunjukkan lipid lima strain khamir mengandung ergosterol, 1,2-diolein, dan

triolein. Lipid mono-olein hanya terdeteksi pada strain Rh. acheniorum

SD4233, Rh. glutinis L4236, dan Rh. mucilaginosa UICC-Y-402. Lipid lima

strain khamir tidak terdeteksi adanya 1,3-diolein. Berdasarkan kromatogram,

spot triolein pada lipid semua strain khamir tampak lebih besar dibandingkan

spot lainnya. Hal tersebut dapat mengindikasikan konsentrasi triolein yang

relatif lebih tinggi dibandingkan konsentrasi lipid lainnya.

E. KOMPOSISI ASAM LEMAK

Komposisi asam lemak dari lipid hasil ekstraksi dideteksi dengan

kromatografi gas-cair (KGC). Standar asam lemak yang digunakan dalam

KGC adalah asam laurat, miristat, palmitat, stearat, oleat, dan linoleat.

Menurut Walker (1998: 236--237) asam-asam lemak tersebut umumnya

merupakan penyusun lipid khamir.

Hasil analisis komposisi asam lemak dengan KGC menunjukkan

adanya asam lemak jenuh dan tidak jenuh pada lipid kelima strain khamir.

Asam lemak jenuh meliputi asam laurat, miristat, palmitat, dan stearat,

sedangkan asam lemak tidak jenuh meliputi asam oleat (monoenoat) dan

linoleat (polienoat). Terdapat perbedaan komposisi asam lemak kelima strain

khamir yang ditunjukkan dari variasi persentase asam lemak jenuh dan tidak

jenuh (Tabel 12). Lima strain khamir yang digunakan terdiri dari empat

spesies. Menurut Rattray dkk. (1975: 201) spesies khamir yang berbeda
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akan memiliki komposisi asam lemak yang berbeda. Perrier dkk. (1995: 175)

melaporkan khamir Rh. mucilaginosa yang ditumbuhkan dalam medium

Yeast Nitrogen Base mengandung asam laurat 0,05%, miristat 1,53%,

palmitat 14,94%, stearat 3,11%, oleat 49,29%, dan linoleat 14,71%. Alvarez

dkk. (1992: 215) melaporkan khamir Rh. glutinis yang ditumbuhkan dalam

medium molase tebu mengandung asam laurat 1,5%, palmitat 30%, stearat

6%, oleat 55%, dan linoleat 5%.

Asam palmitat merupakan asam lemak jenuh yang memiliki

persentase relatif lebih tinggi pada lipid kelima strain khamir dibandingkan

asam laurat, miristat, dan stearat. Hal tersebut mengindikasikan lima strain

khamir relatif lebih banyak menyintesis asam lemak jenuh dalam bentuk

asam palmitat. Persentase asam palmitat tertinggi terdapat pada strain

khamir Rh. acheniorum SD4233 sebesar 38,30%, sedangkan terendah pada

Rh. mucilaginosa UICC-Y-402 sebesar 27,99%.

Menurut Gaffney (1991: 155) asam palmitat merupakan produk utama

sintesis asam lemak. Asam palmitat dapat diubah menjadi asam lemak baru

yang memiliki jumlah atom karbon kurang dari 16 atau lebih, seperti asam

laurat, miristat, dan stearat. Ratledge dan Tan (1990: 225) melaporkan

bahwa asam palmitat merupakan salah satu asam lemak jenuh yang

menyusun triasilgliserol khamir dalam bentuk tetes lemak.

Asam laurat dan miristat merupakan asam lemak jenuh pada lipid

kelima strain khamir yang memiliki persentase relatif lebih rendah

dibandingkan asam palmitat. Persentase asam laurat tertinggi terdapat pada
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strain Rh. glutinis L4236 sebesar 11,38%, sedangkan terendah pada

Rh. acheniorum SD4233 sebesar 0,35%. Persentase asam miristat tertinggi

terdapat pada Rh. acheniorum SD4233 sebesar 13,60%, sedangkan

terendah pada Rh. nothofagi UICC-Y-253 sebesar 3,96%. Menurut Gaffney

(1991: 155) asam laurat dan miristat dibentuk dari asam palmitat melalui

pemendekan rantai karbon.

Asam stearat merupakan asam lemak jenuh yang memiliki persentase

relatif lebih rendah pada lipid kelima strain khamir dibandingkan asam laurat,

miristat, dan palmitat. Persentase asam stearat tertinggi terdapat pada strain

Rh. mucilaginosa UICC-Y-402 sebesar 1,81%, sedangkan terendah pada

Rh. mucilaginosa UICC-Y-283 sebesar 0,76%. Asam stearat Rh. nothofagi

UICC-Y-253 tidak terdeteksi. Asam stearat yang tidak terdeteksi mungkin

disebabkan senyawa tersebut hanya terdapat dalam konsentrasi rendah di

bawah 0,01 ppm sehingga tidak dapat dideteksi oleh alat KGC yang memiliki

batas limit deteksi 0,01 ppm. Persentase asam stearat yang relatif rendah

pada kelima strain khamir mengindikasikan telah banyak asam stearat yang

diubah menjadi asam lemak tidak jenuh (monoenoat). Menurut Montgomery

dkk. (1993: 760) asam stearat dapat diubah menjadi asam oleat dengan

bantuan enzim desaturase ∆9.  

Asam oleat merupakan asam lemak tidak jenuh (monoenoat) yang

memiliki persentase relatif tinggi pada lipid lima strain khamir. Persentase

asam oleat tertinggi terdapat pada strain Rh. mucilaginosa UICC-Y-402

sebesar 60,28%, sedangkan terendah pada Rh. acheniorum SD4233
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sebesar 27,62%. Konsentrasi asam oleat yang relatif tinggi pada keempat

strain khamir mengindikasikan banyak asam stearat yang telah diubah

menjadi asam oleat. Menurut Walker (1998: 236--237) sintesis asam oleat

pada khamir berlangsung melalui desaturasi oksidatif dengan bantuan enzim

desaturase. Asam oleat merupakan asam lemak utama penyusun

triasilgliserol dalam tetes-tetes lemak yang berperan dalam integritas

membran sel khamir.

Asam linoleat merupakan asam lemak tidak jenuh (polienoat) yang

memiliki persentase relatif lebih rendah dibandingkan asam oleat.

Persentase asam linoleat tertinggi terdapat pada strain Rh. nothofagi

UICC-Y-253 sebesar 32,13%, sedangkan terendah pada Rh. glutinis L4236

sebesar 15,18%. Asam linoleat Rh. mucilaginosa UICC-Y-402 tidak

terdeteksi. Asam linoleat yang tidak terdeteksi kemungkinan hanya terdapat

dalam konsentrasi rendah di bawah 0,01 ppm. Diduga hanya sedikit asam

oleat yang diubah menjadi asam linoleat sehingga tidak terdeteksi. Menurut

Montgomery dkk. (1993: 760) asam linoleat dibentuk dari desaturasi asam

oleat dengan bantuan enzim desaturase ∆12.

Hasil analisis komposisi asam lemak kelima strain khamir

menunjukkan persentase asam palmitat, oleat, dan linoleat lebih tinggi

dibandingkan asam laurat, miristat, dan stearat. Perrier dkk. (1995: 173)

melaporkan bahwa asam lemak utama pada khamir Rhodotorula adalah

asam palmitat, oleat, dan linoleat. Hassan dkk. (1994: 536) melaporkan
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asam oleat dan palmitat merupakan asam lemak utama pada lipid khamir

Cr. curvatus.

Hasil penelitian menunjukkan strain khamir Rh. nothofagi UICC-Y-253

berpotensi menghasilkan asam linoleat dengan persentase relatif tinggi

dibandingkan empat strain khamir lainnya. Asam linoleat merupakan asam

lemak esensial yang diperlukan dalam bidang kesehatan manusia. Asam

linoleat berperan sebagai prekursor sintesis asam lemak omega 6 lainnya,

seperti asam arakidonat yang berperan sebagai prekursor untuk sintesis

hormon dalam regulasi fisiologi tubuh. Asam lemak lain dengan jumlah atom

karbon ganjil dan lebih dari 18 yang tidak dapat dideteksi oleh kromatografi

gas-cair (KGC) dapat dideteksi dengan gas chromatography-mass

spectrometry (GC-MS).

Salah satu kemungkinan pemanfaatan strain khamir tersebut adalah

dalam bentuk lipid ekstrak atau biomassa kering sebagai suplemen dalam

produk makanan, susu, atau pakan ternak. Khamir yang dimanfaatkan

sebagai suplemen dalam pakan ternak akan menguntungkan ternak tersebut

karena memperoleh asam linoleat. Manusia yang mengonsumsi ternak

tersebut dengan demikian juga mendapat keuntungan memperoleh asam

linoleat.

Penentuan lipid..., Suryani, FMIPA UI, 2008



60

BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

A. KESIMPULAN

1. Lipid total khamir strain Rh. acheniorum SD4233, Rh. nothofagi

UICC-Y-253, Rh. mucilaginosa UICC-Y-402, Rh. glutinis L4236 berturut-

turut sebesar 19,19%, 10,76%, 3,53%, dan 4,28% setelah khamir

mencapai fase stasioner pada jam ke-72. Lipid total khamir strain

Rh. mucilaginosa UICC-Y-283 sebesar 1,48% setelah khamir mencapai

fase stasioner pada jam ke-96.

2. Lipid pada lima strain khamir mengandung ergosterol, 1,2-diolein, dan

triolein, sedangkan mono-olein hanya terdekteksi pada strain

Rh. acheniorum SD4233, Rh. glutinis L4236, dan Rh. mucilaginosa

UICC-Y-402. Lipid 1,3-diolein tidak terdeteksi pada semua strain khamir.

3. Strain Rh. acheniorum SD4233 mengandung asam laurat 0,35%, miristat

13,60%, palmitat 38,80%, stearat 1,28%, oleat 27,62%, dan linoleat

18,76%. Strain Rh. glutinis L4236 mengandung asam laurat 11,38%,

miristat 7,50%, palmitat 33,94%, stearat 1,63%, oleat 29,27%, dan linoleat

15,18%. Strain Rh. mucilaginosa UICC-Y-283 mengandung asam laurat

12,61%, miristat 5,80%, palmitat 29,14%, stearat 0,76%, oleat 35,99%,

dan linoleat 15,70%. Strain Rh. mucilaginosa UICC-Y-402 mengandung

asam laurat 2,00%, miristat 8,81%, palmitat 27,99%, stearat 1,81%, dan
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oleat 60,28%. Strain Rh. nothofagi UICC-Y-253 mengandung asam laurat

5,05%, miristat 3,96%, palmitat 28,41%, oleat 30,43%, dan linoleat

31,15%.

B. SARAN

1. Perlu dilakukan optimasi metode ekstraksi yang telah digunakan untuk

memperoleh lipid yang lebih banyak.

2. Perlu dilakukan deteksi komposisi asam lemak dari strain khamir

Rh. nothofagi UICC-Y-253 dengan gas chromatography-mass

spectrometry (GC-MS) untuk memperoleh komposisi asam lemak yang

lebih lengkap.

3. Perlu dilakukan optimasi komposisi medium melalui pemilihan jenis dan

konsentrasi sumber karbon dan kondisi fermentasi (nutrien, suhu, pH, dan

kecepatan pengocokan) agar khamir mengakumulasi lebih banyak lipid.
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Gambar 1. Biosintesis lipid pada mikroorganisme oleaginous
[Sumber: Ratledge 2004: 810.]

Keterangan:
1: Pyruvate dekarboxylase
2: Malate dehydrogenase
3: Malic enzyme
4: Pyruvate dehydrogenase
5: Citrate synthase
6: ATP: citrate lyase
7: Citrate/malate translocase
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Gambar 2. Sintesis asam lemak jenuh dan tidak jenuh
[Sumber: Ratledge 2004: 812.]
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Gambar 3. Tetes-tetes lemak dalam sel Saccharomyces
cerevisiae [Sumber: Robinow 1975: 8.]

Keterangan:
a: Strain Rh. acheniorum SD4233
b: Strain Rh. glutinis L4236
c: Strain Rh. mucilaginosa UICC-Y-283
d: Strain Rh. mucilaginosa UICC-Y-402
e: Strain Rh. nothofagi UICC-Y-253

Gambar 4. Lima strain khamir berumur 72 jam pada medium Yeast
Malt Agar (YMA)

e
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Gambar 5. Penampakan makroskopik koloni lima strain khamir pada medium
Yeast Malt Agar (YMA) yang telah diinkubasi selama 48 jam.

b. Strain Rh. glutinis
L4236

1,5 cm

a. Strain Rh. acheniorum
SD4233

1,5 cm

c. Strain Rh. mucilaginosa
UICC-Y-283

1,5 cm

d. Strain Rh. mucilaginosa
UICC-Y-402

1,5 cm

e. Strain Rh. nothofagi
UICC-Y-253

1,5 cm
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Gambar 6. Penampakan mikroskopik sel lima strain khamir yang ditumbuhkan
pada medium Yeast Malt Agar (YMA) selama 48 jam

b. Strain Rh. glutinis L4236

e. Strain Rh. nothofagi
UICC-Y-253

d. Strain Rh. mucilaginosa
UICC-Y-402

a. Strain Rh. acheniorum SD4233

Keterangan:
1. Sel yang bertunas
2. Sel vegetatif

c. Strain Rh. mucilaginosa
UICC-Y-283

1

2
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Keterangan:
a: Strain Rh. acheniorum SD4233 pada jam ke-72
b: Strain Rh. glutinis L4236 pada jam ke-72
c: Strain Rh. mucilaginosa UICC-Y-283 pada jam ke-96
d: Strain Rh. mucilaginosa UICC-Y-402 pada jam ke-72
e: Strain Rh. nothofagi UICC-Y-253 pada jam ke-72

Gambar 7. Perbanyakan biomassa khamir dalam medium Yeast Malt Broth

Sebelum fermentasi

Sesudah fermentasi

a b c d e

4 cm

a b c d e

4 cm
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Gambar 8. Kurva pertumbuhan lima strain khamir
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b. Strain Rh. glutinis L4236
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c. Strain Rh. mucilaginosa UICC-Y-283
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d. Strain Rh. mucilaginosa UICC-Y-402
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e. Strain Rh. nothofagi UICC-Y-253
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Gambar 9. Sampel lipid lima strain khamir

d. Rh. mucilaginosa
UICC-Y-402

b. Rh. glutinis
L4236

c. Rh. mucilaginosa
UICC-Y-283

e. Rh. nothofagi
UICC-Y-253

a. Rh. acheniorum
SD4233
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Gambar 10. Sampel lipid lima strain khamir dalam heksana

Keterangan:
a: Strain Rh. acheniorum SD4233
b: Strain Rh. glutinis L4236
c: Strain Rh. mucilaginosa UICC-Y-283
d: Strain Rh. mucilaginosa UICC-Y-402
e: Strain Rh. nothofagi UICC-Y-253

Sampel lipid khamir hasil ekstraksi menggunakan alat
Soxhlet

a b c d e
1 cm

Sampel lipid khamir hasil ekstraksi tanpa menggunakan
alat Soxhlet

a b c d e
1 cm
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Gambar 11. Kromatogram lapis tipis dari lipid yang diekstraksi menggunakan alat
Soxhlet

0,97--098
0,93--096

0,51--056

0,40
0,31--0,35
0,24--0,27

0,04--0,05

td
Triolein

td

1,3-diolein
1,2-diolein
Ergosterol

Mono-olein

Nilai Rf Kelas lipidKromatogram

Keterangan:

a : strain Rh. acheniorum SD4233
b : strain Rh. glutinis L4236
c : strain Rh. mucilaginosa UICC-Y-283
d : standar lipid campuran mon-olein, 1,2-diolein, 1,3-diolein, dan triolein
e : standar lipid ergosterol
f : strain Rh. mucilaginosa UICC-Y-402
g : strain Rh. nothofagi UICC-Y-253
td : tidak diketahui
Eluen : heksana:dietil eter:asam asetat (60:40:1, v/v/v)
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Gambar 12. Kromatogram lapis tipis dari lipid yang diekstraksi tanpa menggunakan
alat Soxhlet
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Keterangan:

a : strain Rh. acheniorum SD4233
b : strain Rh. glutinis L4236
c : strain Rh. mucilaginosa UICC-Y-283
d : standar lipid campuran monoolein, 1,2-diolein, 1,3-diolein, dan triolein
e : standar lipid ergosterol
f : strain Rh. mucilaginosa UICC-Y-402
g : strain Rh. nothofagi UICC-Y-253
td : tidak diketahui
Eluen : heksana:dietil eter:asam asetat (60:40:1, v/v/v)
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Tabel 1
Hasil pengamatan makroskopik koloni khamir yang ditumbuhkan pada medium
Yeast Malt Agar (YMA) pada suhu ruang (20--25)o C selama 48 jam

Tabel 2
Hasil pengamatan mikroskopik sel khamir yang ditumbuhkan pada medium Yeast Malt
Agar (YMA) pada suhu ruang (20--25)o C selama 48 jam

Strain khamir Asal
strain

Warna Tekstur Permukaan Tepi Profil

Rh. acheniorum
SD4233

Sedimen
sungai

Putih Butyrous Mengilap Lurus Menggunung

Rh. glutinis L4236 Serasah Jingga Butyrous Kusam Lurus Menggunung

Rh. mucilaginosa
UICC-Y-283

Tanah Merah
muda

Butyrous Mengilap Lurus Menggunung

Rh. mucilaginosa
UICC-Y-402

Moluska Merah
muda
pucat

Butyrous Kusam Lurus Menggunung

Rh. nothofagi
UICC-Y-253

Serasah Krem Butyrous Mengilap Lurus Menggunung

Strain khamir Bentuk sel Susunan sel Pertunasan Ukuran sel
Rh. acheniorum

SD4233
Bulat, semi bulat,
oval, memanjang

Tunggal,
berpasangan,
rantai pendek

Multipolar p = (5--10) µm
l = (2,5--5) µm

Rh. glutinis L4236 Bulat, semi bulat,
oval, memanjang

Tunggal,
berpasangan,
rantai pendek

Multipolar p = (3,75--8,75) µm
l = (2,5--7,5) µm

Rh. mucilaginosa
UICC-Y-283

Bulat, semi bulat,
oval, memanjang

Tunggal,
berpasangan,
rantai pendek

Multipolar p = (2,5--7,5) µm
l = (2,5--5) µm

Rh. mucilaginosa
UICC-Y-402

Bulat, semi bulat Tunggal,
berpasangan,
rantai pendek

Multipolar p = (5--7,5) µm
l = (5--7,5) µm

Rh. nothofagi
UICC-Y-253

Memanjang, elips,
oval, bulat, semi bulat

Tunggal,
berpasangan,
rantai pendek

Multipolar p = (5--10) µm
l = (2,5--5) µm
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Tabel 3
Hasil penghitungan sel dengan metode Total Plate Count (TPC) pada inokulum
lima strain khamir

10-5 10-6 10-7Kode
strain a b

Jumlah
sel

(CFU/ml)
a b

Jumlah
sel

(CFU/ml)
a b

Jumlah
sel

(CFU/ml)

Kisaran
jumlah sel
(CFU/ml)

SD4233 139 142 1,41x108 14 19 1,65x108 2 3 2,50x108 (1,41--2,50)
x108

L4236 124 134 1,29 x108 11 17 1,40 x108 1 5 3,00 x108 (1,29--3,00)
x108

UICC-
Y-283

>300 >300 ~ 42 44 4,30 x108 4 6 5,00 x108 (4,30--5,00)
x108

UICC-
Y-402

116 182 1,49 x108 10 14 1,20 x108 2 4 3,00 x108 (1,20--3,00)
x108

UICC-
Y-253

144 164 1,54 x108 15 17 1,60 x108 2 6 4,00 x108 (1,54--4,00)
x108
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Tabel 4
Hasil Total Plate Count (TPC) strain Rh. acheniorum SD4233 dan nilai pH
setiap 24 jam selama 5 hari fermentasi

Jam
ke-

pH Pengenceran Jumlah
koloni

Jumlah sel
(CFU/ml)

Jumlah sel
(CFU/ml)

21510-4

226
2,21 x 107

3010-5

34
3,20 x 107

2

0 5,5

10-6

2
2,00 x 107

2,47 x 107

>30010-4

>300
~

16210-5

164
1,63 x 108

23

24 4,7

10-6

24
2,35 x 108

1,99 x 108

>30010-4

>300
~

21210-5

213
2,13 x 108

36

48 4,4

10-6

40
3,80 x 108

2,97 x 108

>30010-4

>300
~

22110-5

222
2,22 x 108

33

72 4,0

10-6

33
3,30 x 108

2,76 x 108

>30010-4

>300
~

24310-5

266
2,55 x 108

25

96 4,0

10-6

28
2,65 x 108

2,60 x 108

>30010-4

>300
~

22310-5

231
2,27 x 108

27

120 4,0

10-6

30
2,85 x 108

2,56 x 108
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Tabel 5
Hasil Total Plate Count (TPC) strain Rh. glutinis L4236 dan nilai pH setiap
24 jam selama 5 hari fermentasi

Jam
ke-

pH Pengenceran Jumlah
koloni

Jumlah sel
(CFU/ml)

Jumlah sel
(CFU/ml)

13710-4

139
1,38 x 107

1010-5

10
1,00 x 107

2

0 5,8

10-6

2
2,00 x 107

1,46 x 107

>30010-4

>300
~

12010-5

126
1,23 x 108

11

24 4,0

10-6

12
1,15 x 108

1,19 x 108

>30010-4

>300
~

12310-5

128
1,26 x 108

19

48 4,0

10-6

19
1,90 x 108

1, 58 x 108

>30010-4

>300
~

11910-5

121
1,20 x 108

10

72 4,0

10-6

12
1,10 x 108

1,15 x 108

>30010-4

>300
~

11110-5

114
1,13 x 108

11

96 4,0

10-6

12
1,15 x 108

1,14 x 108

>30010-4

>300
~

9210-5

94
9,30 x 107

6

120 4,0

10-6

9
7,50 x 107

8,40 x 107
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Tabel 6
Hasil Total Plate Count (TPC) strain Rh. mucilaginosa UICC-Y-283 dan
nilai pH setiap 24 jam selama 5 hari fermentasi

Jam
ke-

pH Pengenceran Jumlah
koloni

Jumlah sel
(CFU/ml)

Jumlah sel
(CFU/ml)

>30010-4

>300
~

6210-5

62
6,20 x 107

4

0 6,0

10-6

4
4,00 x 107

5,10 x 107

18410-5

194
1,89 x 108

2410-6

25
2,45 x 108

2

24 5,0

10-7

3
2,50 x 108

2,28 x 108

21610-5

228
2,22 x 108

2410-6

27
2,55 x 108

2

48 5,0

10-7

3
2,50 x 108

2,42 x 108

21410-5

213
2,13 x 108

3110-6

35
3,30 x 108

3

72 4,7

10-7

4
3,50 x 108

2,97 x 108

19110-5

185
1,88 x 108

3210-6

35
3,40 x 108

1

96 4,4

10-7

7
3,00 x 108

2,76 x 108

16110-5

160
1,61 x 108

3010-6

31
3,05 x 108

3

120 4,4

10-7

3
3,00 x 108

2,55 x 108
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Tabel 7
Hasil Total Plate Count (TPC) strain Rh. mucilaginosa UICC-Y-402 dan
nilai pH setiap 24 jam selama 5 hari fermentasi

Jam
ke-

pH Pengenceran Jumlah
koloni

Jumlah sel
(CFU/ml)

Jumlah sel
(CFU/ml)

10210-4

112
1,07 x 107

1010-5

10
1,00 x 107

1

0 5,8

10-6

1
1,00 x 107

1,02 x 107

>30010-4

>300
~

10710-5

128
1,18 x 108

11

24 5,0

10-6

12
1,15 x 108

1,17 x 108

>30010-4

>300
~

11010-5

115
1,13 x 108

16

48 4,7

10-6

17
1,65 x 108

1,39 x 108

>30010-4

>300
~

10410-5

109
1,07 x 108

13

72 4,7

10-6

14
1,35 x 108

1,19 x 108

>30010-4

>300
~

10210-5

107
1,05 x 108

12

96 4,7

10-6

13
1,25 x 108

1,15 x 108

>30010-4

>300
~

10110-5

108
1,05 x 108

11

120 4,7

10-6

12
1,15 x 108

1,10 x 108
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Tabel 8
Hasil Total Plate Count (TPC) strain Rh. nothofagi UICC-Y-253 dan nilai
pH setiap 24 jam selama 5 hari fermentasi

Jam
ke-

pH Pengenceran Jumlah
koloni

Jumlah sel
(CFU/ml)

Jumlah sel
(CFU/ml)

19210-4

219
2,06 x 107

2010-5

20
2,00 x 107

1

0 6,0

10-6

1
1,00 x 107

1,69 x 107

>30010-4

>300
~

7510-5

75
7,50 x 107

7

24 4,0

10-6

8
7,50 x 107

7,50 x 107

>30010-4

>300
~

14510-5

148
1,47 x 108

17

48 4,0

10-6

20
1,85 x 108

1,66 x 108

>30010-4

>300
~

10010-5

100
1,00 x 108

10

72 4,0

10-6

10
1,00 x 108

1,00 x 108

>30010-4

>300
~

7710-5

81
7,90 x 107

7

96 4,0

10-6

7
7,00 x 107

7,45 x 107

15610-4

160
1,58 x 107

2410-5

27
2,55 x 107

3

120 4,0

10-6

3
3,00 x 107

2,38 x 107
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Tabel 9
Berat biomassa kering lima strain khamir yang ditumbuhkan dalam medium
Yeast Malt Broth (YMB) pada fase stasioner

Tabel 10
Persentase lipid total lima strain khamir yang diekstraksi menggunakan
heksana dengan alat Soxhlet, serta tanpa alat Soxhlet

Strain khamir Waktu inkubasi
(jam)

Berat biomassa
kering (g/l)

Rh. mucilaginosa UICC-Y-283 96 12,44
Rh. acheniorum SD4233 72 11,54

Rh. mucilaginosa UICC-Y-402 72 7,83
Rh. glutinis L4236 72 7,69

Rh. nothofagi UICC-Y-253 72 5,55

Persentase lipid total (%)Strain khamir
Dengan
Soxhlet

Tanpa Soxhlet

Rh. acheniorum SD4233 5,12 19,19
Rh. nothofagi UICC-Y-253 4,65 10,76

Rh. glutinis L4236 1,96 4,28
Rh. mucilaginosa UICC-Y-402 2,80 3,53
Rh. mucilaginosa UICC-Y-283 1,79 1,48
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Tabel 11

Nilai Rf kromatogram hasil deteksi kromatogram lapis tipis (KLT) pada
sampel lipid lima strain khamir

Standar lipid Nilai Rf Kelas lipid
Mono-olein 0,06 Mono-olein
1,2-diolein 0,31 1,2-diolein
1,3-diolein 0,40 1,3-diolein

Lipid campuran

Triolein 0,93 Triolein
Ergosterol 0,27 Ergosterol

Sampel lipid Nilai Rf Dugaan kelas lipid
0,04 Mono-olein
0,24 Ergosterol
0,34 1,2-diolein
0,56 Tidak diketahui
0,94 Triolein

Hasil ekstraksi
dengan alat

Soxhlet

0,98 Tidak diketahui
0,24 Ergosterol
0,96 Triolein

Rh.
acheniorum

SD4233

Hasil ekstraksi
tanpa alat Soxhlet

0,98 Tidak diketahui
0,05 Mono-olein
0,27 Ergosterol
0,34 1,2-diolein
0,54 Tidak diketahui
0,93 Triolein

Hasil ekstraksi
dengan alat

Soxhlet

0,97 Tidak diketahui
0,26 Ergosterol
0,51 Tidak diketahui
0,60 Tidak diketahui
0,74 Tidak diketahui
0,96 Triolein

Rh. glutinis
L4236

Hasil ekstraksi
tanpa alat Soxhlet

0,98 Tidak diketahui
0,27 Ergosterol
0,32 1,2-diolein
0,93 Triolein

Hasil ekstraksi
dengan alat

Soxhlet
0,97 Tidak diketahui
0,27 Ergosterol
0,96 Triolein

Rh.
mucilaginosa
UICC-Y-283

Hasil ekstraksi
tanpa alat Soxhlet

0,98 Tidak diketahui
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(Lanjutan Tabel 11)

Sampel lipid Nilai Rf Dugaan kelas lipid
0,05 Mono-olein
0,27 Ergosterol
0,38 Tidak diketahui
0,55 Tidak diketahui
0,95 Triolein

Hasil ekstraksi
dengan alat

Soxhlet

0,97 Tidak diketahui
0,24 Ergosterol
0,49 Tidak diketahui
0,60 Tidak diketahui
0,74 Tidak diketahui
0,96 Triolein

Rh.
mucilaginosa
UICC-Y-402

Hasil ekstraksi
tanpa alat Soxhlet

0,97 Tidak diketahui
0,28 Ergosterol
0,36 Tidak diketahui
0,54 Tidak diketahui
0,95 Triolein

Hasil ekstraksi
dengan alat

Soxhlet

0,98 Tidak diketahui
0,24 Ergosterol
0,96 Triolein

Rh.
nothofagi

UICC-Y-253

Hasil ekstraksi
tanpa alat Soxhlet

0,98 Tidak diketahui

Tabel 12
Komposisi asam lemak lima strain khamir

Persentase (%) terhadap total asam lemakJenis asam
lemak Rh.

acheniorum
SD4233

Rh.
glutinis
L4236

Rh.
mucilaginosa
UICC-Y-283

Rh.
mucilaginosa
UICC-Y-402

Rh.
nothofagi

UICC-Y-253
Laurat 0,35 11,38 12,61 2,00 5,05
Miristat 13,60 7,50 5,80 8,81 3,96
Palmitat 38,30 33,94 29,14 27,99 28,41
Stearat 1,28 1,63 0,76 1,81 Tidak terdeteksi

Oleat 27,62 29,27 35,99 60,28 30,43
Linoleat 18,76 15,18 15,70 Tidak terdeteksi 32,15
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Pemurnian strain khamir

Lampiran 1

Skema kerja penelitian

_____________________________________________________________

Pembuatan koloni tunggal representatif

Perbanyakan biomassa dengan fermentasi dalam medium YMB

Pembuatan stock culture dan working culture

Pembuatan kurva pertumbuhan

Penentuan biomassa kering

Ekstraksi lipid dan penentuan persentase lipid total

Penentuan kelas lipid

Penentuan komposisi asam lemak
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Lampiran 2

Skema pengerjaan Total Plate Count (TPC)

_____________________________________________________________

Jumlah CFU/ml dihitung
Membuat kurva pertumbuhan

Total Plate Count (TPC)

Sampel diambil
setiap 24 jam

pH
diukur

10-610-5 10-7

1 ml

99 ml 9
ml

9
ml

9
ml

99 ml

1 ml 1 ml 1 ml 1 ml

10-2 10-4

Medium YMB
yang telah
diinokulasi

Diinkubasi hingga 120 jam dalam
resiprocal shaker incubator , 110

rpm, suhu 30o C

Biakan
khamir

Disebar

Suspensi
sel
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Lampiran 3

Skema perbanyakan biomassa dan persiapan biomassa kering

_____________________________________________________________

Biakan khamir hasil
fermentasi

Disentrifugasi 5000 rpm,
10 menit

Pelet dicuci akuades
2 kali

Pelet dibekukan
dalam freezer

Pelet beku dikeringkan
dalam freeze-dryer

Biomassa kering

Diinkubasi hingga fase stasioner
dalam resiprocal shaker

incubator, 110 rpm, 30o C

Supernatan

Pelet
YMBSuspensi

sel
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Lampiran 4

Skema ekstraksi lipid tanpa alat soxhlet

_____________________________________________________________

Biomassa kering
1,5 g

Ditumbuk selama 10
menit

Ditambahkan 5 ml
heksana, ditumbuk selama

10 menit

Dihomogenkan
selama 5 menit

10 ml
heksana

Lipid + heksana

Lipid

Heksana diuapkan dalam
oven pada suhu 70o C

Lipid+heksana

Biomassa

Biomassa
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Lampiran 5

Skema ekstraksi lipid dengan alat soxhlet

_____________________________________________________________

Berat lipid (g)
Persentase lipid (%) = X 100%

Berat biomassa kering yang diperiksa (g)

Biomassa kering halus

Diekstraksi selama 6 jam pada suhu
80o C

Alat soxhlet

Pelarut heksana dalam hasil ekstraksi
disulingkan dan dikeringkan pada

oven pengering suhu 105o C

Lipid ditimbang dan dihitung
persentase lipid total
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Lampiran 6

Skema penentuan kelas lipid

_____________________________________________________________

Lintasan spot dari batas bawah (cm)
Rf =

Lintasan eluen dari batas bawah hingga batas atas pelat (cm)

Ditotolkan 1µl
sampel lipid

Chamber

Pelat

Eluen

Pelat dikeluarkan dan
dikering-anginkan, lalu

dilewatkan pada uap iodin

Kromatogram

Nilai Rf dihitung dan diidentifikasi
dengan standar lipid

Pelat KLT

Batas atas

Batas bawah

Lintasan
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Lampiran 7

Skema penentuan komposisi asam lemak

_____________________________________________________________

200 mg lipid khamir +
5 ml NaOH-metanol 0,5 N

Direfluks selama 20 menit menggunakan
water bath suhu 80o C

Ditambah 5 ml BF3-metanolat

Direfluks kembali selama 20 menit

Lapisan heksana dipindahkan ke botol
berisi Na-sulfat

Kromatogram

Kromatografi Gas Cair
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