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ABSTRACT

Fat is an important nutrient for health, Considering the ever-increasing annual demand for cooking ol as a result of the rapid
increase in population new sources of poly-unsaturated fals must be searched for.

Ona potential source is the Single Cell Qil (SCO); production of SCO does nol require vast areas of land, production time is relatively
short and is not affected by enviromental condifions. Moreover, product synthesis and production volume can be easily controfled; Moreover,
the ti-acyl-glyceral produced confain essential falty acids, i.e linoteic and linolenic acid.

The cbjectives of this research was to study the influence of two mold strains of A. terreus and the C/N ralio of the growth medium
consisting of cassava atarch and lofu processing waste on SCO production,

This research consisted of two parts. The first part was a study on keeping methods of pure cultures of A. terreus, praparation of
slarter cultures, isolation of mold from the starter culture and preparalion of fermeniation media. The second part of the research was
fermentation of A. terreus sfrain FNOC 6039 and FNOC 6040 on solid media made of tapioca and fofu waste having C/N ratios of 25/1, 3011,
35/1, 40/1 and 45/1. Post-fermentation observations on the growth medium slabs consisted of moisture, starch, total sugars and profein confent
and SCO production.

Both strain of A. terreus and G/N ratio affected moisture, starch, total sugars and protein content of the growth media. The A. terreus
FNOC 6040 strain growth an a medium with C/N ratio of 451 was the mos!t polential oil producer, i.e. 14,63% crude SCO. The oil was
brownish yellow in color and has a slightly fishy aroma.

Keywords : Single Cell Oil, Solid Fermentation, Casava starch and Tofu Processing Waste, Aspergillus terreus moid sirain.

PENDAHULUAN tunggal {MST), dengan alasan tidak memerukan lahan
yang luas, membutuhkan waklu yang relatif singkat, tidak
Kebutuhan lemak atau minyak makan di dunia banyak dipengaruhi cleh kondisi ekologi pertumbuhan dan
meningkat dari tahun ke tahun sejalan dengan makin pembentukan produk dapat diatur, dengan demikian harga
bertambahnya jumlah penduduk. Kira-kira setengah dari dapat menjadi lebih stabil.
kebutuhan yang dapat terpenuhi oleh produksi dunia Mikroorganisme ~ yang  berlemak tinggi
berasal dari sumber yang ada sekarang. Dari produksi {Oleaginous) seperti kapang, khamir dan bakieri
sekilar 60 juta fon/tahun, yang dikonsumsi oleh manusia mempunyai potensi  sebagai sumber alternalif dari
kurang lebih 80% dan sisanya dimanfaatkan untuk industri lemal/minyak.  Kapang merupakan mikroorganisme
(Evans and Ratledge, 1985). oleaginous yang paling tepat untuk menghasitkan lemak
Mengingal kebutuhan lemak yang ferus dibandingkan dengan bakteri dan khamir. Hal ini
meningkat maka perlu dicari suatu sumber lemakiminyak disebabkan karena kapang lebih mudah ditangani, dapat
altematif yang mengandung senyawa-senyawa yang tumbuh pada kisaran pH yang rendah, dapat
mendukung kesehatan yaitu senyawa asam lemak tidak mendegradasi sumber karbon (C) yang kompleks dan
jenuh jamak {Polyunsaturated Fatly Acid/PUFA). mampu tumbuh cepal pada limbah serla dapat
Alternalif sumber lemak atau minyak yang menghasilkan berbagal asam lemak.
mempunyai prospek cerah untuk dikembangkan adalah ~ Minyak sel tunggal (MST) mengandung asam
penggunaan mikroorganisme untuk produksi minyak sel lemak tidak jenuh ganda tertentu seperti asam gamma
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linolenat {(GammaLinolenic Acid/GLA) dan
eikosapentaenoat (EPA). GLA adatah asam lemak omega-
6 yang merupakan turunan asam linoleal. Asam linoleat
merupakan asam lemak esensial yang harus disuplai dari
makanan. GLA merupakan senyawa penting pembentukan
prostaglandin dan dapat digunakan sebagai Health Food
Supplement  untuk mengatasi berbagai gangguan
kesehatan akibat gizi lebih seperti jantung koroner,
hipertensi dan obesitas. Oleh karena itu minyak mikroba
mempunyai fungsi diefik dan ferapeutik sehingga dapat
disebut sebagai High Value Oil.

Produksi GLA dari kapang telah dilakukan dalam
skala industri di Inggris dan Jepang dengan menggunakan
kapang dari Ordo Mucorales yaitu Mucor javanicus dan
Motierella isabellina. Di Indonesia, peneliian terhadap
kapang penghasil GLA telah dilakukan dengan
menggunakan seleksi terhadap 11 kapang Mucor (Nuraida
et al,, 1995) dan 11 kapang Rhizopus (Suliantari et al.,
1998).

Aspergillus  adalah  kapang utama yang
digunakan dalam proses fermentasi kecap, tauco dan
miso. Diketahui bahwa Aspergilius flavus. mampu
memproduksi lemak (%,wiw) sebesar 28%, A. nidufans
sebesar 51%, A. ochraceu sebesar 48% dan pada A
terreus sebesar 57%. Dari beberapa spesies kapang
Aspergillus tersebut, terlihat bahwa A. terreus merupakan
satah satu jenis kapang yang dapat memproduksi lemak
dalam jumlah tinggi. Selain itu juga lemak yang diproduksi
oleh A. ferreus mempunyai komposisi asam lemak tidak
jenuh yang lebih tinggi dibandingkan dengan jenis kapang
lainnya. Diketahui bahwa kandungan asam lemaknya
hampir sama dengan minyak kelapa sawit yang terdiri dari
asam oleat dan linoleat {Ratledge, 1974 dalam Birch et al,
1978).

Adapun strain kapang A. lterreus yang dicoba
dalam penelitian ini adalah FNOC 6039 dan FNOC 6040,
kedua strain tersebut memiliki beberapa keunggulan datam
praduksi minyak sel tunggal.

Kapang Aspergiflus mempunyai kemampuan
untuk menguraikan limbah, sehingga limbah industri
pertanian seperti ampas tahu, onggok {ampas tapioka),
dedak padi, molase, limbah cair fapioka dan tahu dapat
dicoba sebagai medium pertumbuhan untuk produksi
minyak sel tunggal.

Selama proses fermentasi, kapang
membutuhkan  nutrient  untuk  kehidupan  dan
perfumbuhannya yaitu (1) sumber karbon, (2} sumber
nitrogen, (3) sumber energi, dan (4) faktor pertumbuhan
yang terdiri dari vitamin dan mineral (Fardiaz, 1992).

Ada beberapa faktor yang mempengaruhi
produksi minyak sel tunggal antara lain suhy, pH, wakiu
inkubasi, aerasi, nutrien meliputi sumber karbon, nitrogen,
vitamin dan mineral serta rasio karben (C) : nitrogen (N).
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Rasio karbon dan nitrogen merupakan faktor
penting dalam produksi minyak sel tunggal. Rasio C : N
dalam medium fermentasi berperan sebagai sumber
nutrien yang dibutuhkan untuk membentuk energi dan
menyusun komponen-komponen sel. Setiap
mikroorganisme bervariasi dalam kebutuhannya akan rasio
C : N tersebut,

Menurut Rahman (1989), rasio C : N yang
digunakan dalam industri fermentasi harus memenuhi
beberapa kriteria berikut ini : dapat memproduksi biomassa
dengan hasil maksimum untuk seliap gram substralnya,
dapat menekan pembentukan produk yang tidak diinginkan
sampai  serendah  mungkin dan  memungkinkan
pembentukan produk fermentasi dengan laju maksimum
serta mutu yang konsisten.

Kyle dan Rotledge (1992), menyatakan bahwa
rasio G : N = 62,9 : 1 pada Mucorisabelfina IFQO 7884 dapat
meningkatkan produksi lemak sampai 67%.

Untuk memenuhi kebutuhan rasio karbon dan
nitrogen tersebut maka diperlukan media fermentasi padat
salah salunya adalah onggok (ampas tapioka) sebagai
sumber karbon dan ampas tahu sebagai sumber nitrogen
yang digunakan dalam penelitian ini.

Penelitian ini berfujuan untuk mengetahui kadar
air, kadar pafi, kadar gula total dan kadar protein pada
media fermentasi yang digunakan kapang Aspergillus
ferreus unfuk metabolisme sel yang selanjutnya dapat
diketahui strain A. ferreus dan rasio C : N yang optimum
untuk menghasitkan minyak sel tunggal dalam jumiah

tinggi.
METODOLOGI

Bahan dan alat

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini
adalah : limbah padat tapicka {onggok) yang merupakan
hasil sampingan industri tapioka yang berasal dari unit
eksiraksi patt singkong yang dipercleh dari Industri Tapioka
Pak Dadang di Garut, ampas tahu yang merupakan limbah
padat yang diperoleh dari ekstraksi protein biji kedelai pada
proses pembuatan fahu yang berasal dari Perusahaan
Tahu Pak Marad Cikeruh Jatinangor, biakan murni (agar
miring} A. ferreus strain FNOC 6038 dan FNOC 6040 yang
diperoleh dari Laboratorium Mikrobiclogi PAU UGM
Yogyakarta, larutan mineral yang terdiri dari KHzPO,
FeCli.6Hz0, ZnS04.7H20, CuS04.5H:0, MnSO:H:0 dan
CaCl,.2H:0 sebagai sumber vitamin dan mineral, asam D-
tartat, Potato Dextrose Agar (PADA) Malt Agar (MA),
aquades, spirtus, alkchol 95% serta bahan-bahan untuk
analisis kimia seperti larutan Luff Schoor, H2504 6 N, KI
30%, NaOH 0,1 N, NaOH 4 N, NaOH 35%, HCI 4 N, HCI
0,4 N, HCl 25%, amylum, phenolphthalein 1%, pekat
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H250s, selenium mixture, Naz5:0:0,1 N, H:BO3 3% dan
pelarit n-Hexana.

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini
adalah oven cabinet, kompor gas, grinder, timbangan
analitk, inkubator, aufociave, mikroskop, termometer,
lampu spirtus, saringan, jarum cse, cawan Petri, labu ukur,
Erlenmeyer, pipet volume, corong gelas kimia, gelas ukur,

batang pengaduk, pH meter, panic, baki plastik/kotak kue-

plastik persegi, plastik wrapping/kertas sampul, kapas,
perban, aluminium foil dan alat-alat analisis kimia.

Metode penelitian

Penelitian tahap pertama

Persiapan kultur kapang

a. Pemelikaraan bakan murni

Memelihara dan memperbanyak biakan murni A.
terreus strain FNOC €039 dan FNOC 6040 dengan
menginokulasi secara zig-zag pada media agar miring
PADA dan MA dengan menggunakan ose steril secara
aseptis. Selanjutnya setelah ditutup lalu diinkubasi pada
suhu 300 C selama 3 - 5 harl. Perbanyakan dari biakan
murni ini digunakan sebagai kuitur stok.

b. Pembuatan inokulum / laru dari nasi

Pembuatan inckulum ini dilakukan dengan cara
menginokulasi kultur stok A. ferreus masing-masing
strain FNOC 6039 dan FNOC 6040 ke dalam cawan
petri yang berisi nasi setengah matang. Caranya
dengan menuangkan 1 ml aquades ke dalam tabung
reaksi yang berisi kultur stok tersebut lalu dikocok-kocok
dengan ose steril secara aseplis. Setelah itu lalu
dituangkan ke dalam cawan petri tersebul dan diaduk
sampai rata bercampur dengan nasi. Perbandingan nasi
setengah matang dengan kultur stok A. terreus adalah
nasi setengah matang sebanyak 100 g menggunakan 2
agar miring. Selanjutnya diinkubasi setama 5 - 7 hari
pada suhu 30° C dalam keadaan dibungkus dan
diletakkan terbalik. Apabita telah tumbuh spora kapang
secara merata pada nasi hari ke-5, maka dapat
dikeringkan inokulum tersebut dalam aven pada suhu 40
- 450 C selama 2 hari, lalu dihancurkan sehingga
diperoleh inokulumflaru bubuk.  Kemudian inokulum
bubuk tersebut dicampurkan dengan tepung beras yang
telah disangrai dan disaring. Perbandingan inokulum
bubuk dengan tepung beras adalah 19: 1.

¢ Isolasi kapang dari inokulum bubuk / faru
Isolasi kapang diakukan dengan cara
Menimbang 1 g inokulum bubuk, lalu dilakukan
pengenceran sampai dengan 10+ dengan menggunakan
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buffer fosfat sebanyak 9 ml untuk masing-masing tabung
reaksi. Memipet 1 mi untuk masing-masing
pengenceran ke dalam cawan petri steril. Memasukkan
media PDA (Pctatc Dextrose Agar) cair (450 ()
sebanyak 15 ml ke dalam cawan petri untuk meratakan
penyebaran inokulum dengan cara menggoyang-goyang
cawan petri tersebul.  Setelah PDA membeku falu
dibungkus dan diinkubast dalam keadaan terbalik pada
suhu 309 C selama 3 - 5 harl. Apabila telah terbentuk
koloni kapang maka dapat diamatt kuitur kapang mefiputi
warna spora, ukuran sgora, bentuk spora, ketebalan
spora, warna miselium dan kecepatan pertumbunannya.
Untuk mempercieh gambar struktur dan identifikasi
kapang dapat difakukan dengan membuat preparat di
atas gelas objek yang diberi tetes giiserol 10%,
kemudian secara hati-hati menggunakan jarum ose steril
mengambit miselium kapang beserta sporanya untuk
diamaii dibawah mikroskop dengan pembesaran (lensa
10X dan 45X). Dari isolasi kapang tersebut juga dapat
fangsung menghitung jumlah total kapang dengan
menggunakan suatu standar yan disebut “Standard
Plate Count” sehingga mencapai jumlah 5 X 108 sporaig
faru.

Persiapan media fermentasi
Bahan dasar unfuk media fermentasi padat terdiri
dari onggok yang digunakan sebagal sumber karbon (C)
dan ampas tahu yang digunakan sebagai sumber nitrogen
(N). Onggok dan ampas tahu tersebut dikeringkan dan
digiling menjadi tepung, kemudian dibuat campuran media
padat, yaitu onggok-arpas tahu. Pada campuran media
onggok-ampas  tahu  dilakukan  formulasi  media
berdasarkan perbandingan karbon dan nitrogen {C/N).
Penentuan kadar karbon dengan cara memperhitungkan
sumber karbon yang berasal dan
a. Gula sebagai glukosa
b. Pati {by different), sehagai homopolimer dari
glukosa
¢. Lemak, dengan asumsi merupakan frigliserida
sederhana
d. Protein yang merupakan polimer asam amino
dengan asam amino doméinan asam ghiamat

Penelitian tahap kedua

Penelitian tahap kedua yang dilakukan adalah
melakukan fermentasi padal onggok-ampas tahu dengan
berbagai rasio C : Nyaitu25:1,30:1,35: 1,40 tdan
45 1. Inokulum bubuklaru yang digunakan adalah A.
terreus strain FNOC 6039 dan FNOC 6040 dengan suthu
pertumbuhan 30° C dan pH pertumbuhan datam media 5,0.
Diagram Alir Produksi Minyak Sel Tunggal dapat dilihat
pada Gambar 1. Cara pembuatan media dengan rasio
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Onggek dan ampas takhu
dengan berbagai
perlakuan rasioC ;N

A

v

Larutan Mineral Formulasi media dengan

pH awal 5.0 dan k. a65%

y

Pembentukan peliet masing-masing 65 ¢
dimasukkan erlenmeve r

v

Sterilisasi 121°C, 20-30 menit

) 4
Pendinginan sampai suhu 30-45°C

Y
Pewadahan secara steril dan aseptis

Y

Inokulasi pada media 5 x 106
sporala laru

Larutan A. ferreus FNOC
6039 dan 6040

v

y
Inkubasi 30°C, 6 hari

y

Pemanenan

y

Pengeringan pada suhu 40-50° selama
24-48 iam

Y

Penghancuran dengan grinder

Ekstraksi minyak dengan melode Soxhlel

Y

Minyak sel tunggal

Gambar 1. Produksi minyak sef tunggal
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C : N yang berbeda-beda dari kedua bahan tersebut
adalah sebagal berikut :

Kadar C onggok = 41,71 ¢/ 100 g onggok

Kadar N onggok = .88 g/ 100 g onggok

Radar T ampas tahu = 40,87 g7 1900 g ampas tahu
kadar N ampas tahu = 2529 7100 g ampas tahu

Parbandingan C/IN = 251 antus formufas: anggok-ampas
tahu (basis 100 g onggok)

25 = {04171 X i00) + (0,4087 X ¥}

1 (0,0088 X 100} + (0,0252 XY}

25 ={41,71) .+ (0.4087 Y)
1 (0,88) +(0,0252Y)

25 ((0,88) + (0,0252 Y)} = 41,71 + 0,4087 Y
22 + 083Y = 4171 +0,4087Y
063Y - 04087 Y = 19,71-22
0.2213Y = 19,71
Y = 89,06g

Jadi 100 g onggok + 89,06 g ampas tahu

Dengan cara  perhitungan serupa  diperoleh jumlah
senambahan ampasa tahu terhadap 100 g onggok pada
perbandingan C/N 30,35, 40 dan 45 berturut-turut 89.08,
44.08,23.05,dan29q.

Pada tahap ini ditakukan analisis terhadap
onggok-ampas tahy awal media siap unluk fermentasi dan
media akhir fermentasi serta produksi minyak sel tunggal
yang dilakukan meliputi ; kadar air, kadar pati, kadar gula
fotal, kadar protein, dan produksi minyak sel tunggal.
Prosedurnya adalah sebagai berikut :

Kadar air metode oven (Sudarmadii et al., 1984)

Menimbang saimpel schanyak 2 g don dimasukkan
ke dalam cawan kering yang telah dikelahui beratnya,
Kermudian dikeringkan dalam oven selama 3 - 5 jam pada
suhu 100 - 105° C. Setelah itu didinginkan datam desikator
dan ditimbang kembali sampai diperoleh berat yang
konstan (selisih berturut-furut < 0,2 mg). Persen kadar air
dihitung berdasarkan basis basah dengan rumus :

Kehilangan berat {g)
Kadar air (%} = ——emeesermemremnenneeoeees X100 %
Berat sample (g)

Kadar pati {Sudarmadji et al., 1984}

Menimbang dengan tetiti 3 g sampel. Tambahkan
30 mt air dingin, diciamkan selama 1 jam sambil diaduk-
aduk. Saring pada kertas saring, kemudian dicuci sehingga
volume tolalnya menjadi 250 mid. Fillratnya  akan
mengandung senyawa-senyawa Kkarbohidrat yang larut
dalam air, sedangkan senyawa karbohidrat yang tidak larut
lerdapat dalam fitter. Residunya kemudian direfluks dengan
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200 mi HCI 2,5% (20 m! HCI 8D 1,12 dalam 200 ml H:0)
selama 2 y jam. Dinginkan falu netralkan campuran
tersebut dengan menambahkan larutan NaOH 4 N
Gunakan indikator phenclpthalein 1% selama 5 tetes.
Tambahkan air hingga voiume mencapai 250 mi {gunakan
labu ukury, lalu disaring Tentukan selanjutnya kadar
glukosa menurut metede Lufl Schoorl. Kadar pati dapat
dihitung dengan rumus ;

0.90 x 250 x hadar glukosa
Kadar patl = --------ermeemns smmemnenonnnen % 100%
25 mg sample

Kadar gula total dengan metode Luff Schoorl
{Sudarmadji et al., 1984)

Menimbang bahan sekitar 2.5 g secara teliti dan
dimasukkan ke dalam fabu ukur 250 ml. Tambankan 200
ml ethanol 40% atau aguades 50 ml. Kemudian tambahkan
5 ml larulan carez |, lalu digojlog sefama 1 menit.
Selanjutnya ditambahkan 5 ml larutan carez Il gan digojlog
lagi selama 1 menit. Tambahkan lagi ethanol 40% atau
aquades sampai garis balas. Gejlog sebentar larutannya
menjadi homogen lalu disaring. Fipat 50 mt filtrat secara
teliti, masukkan dalam gelas kimia, kemudian dievaporasi
sampai volumenya menjadi setengahnya. Pindahkan sisa
tersebut ke dalam labu ukur 10 m} dengan menggunakan
air panas sebagai pembilas.  Dinginkan, kemudian
ditambahkan air sampai garis batas. Larutan ini kita sebut
dengan : Larutan A.

Masukkan 50 ml larutan A ke dalam labu ukur
100 mf. Tambahkan beberapa indikator methyl oranye.
Kemudian teteskan HCl 4 N ke dalamnya hingga larutan
berubah warna menjadi merah. Tambahkan 15 ml HCI 0,1
N kemudian panaskan sclama 30 menit dalam penangas
air mendidih. Dinginkan secara cepat sampai 20° C,
kemudian tambahkan 15 mi NaOH @,1 N. Tambahkan air
sampai garis batas, lalu dikocek agar farutannya homogen.
Untuk mencegah ferjadinya busa pada pemanasan setelah
difambahkan larutan Schoorl, maka tambahkan 1 ml
Isopentanat. Larutan ini kita sebut sebagai : Larutan B

Untuk  penentuan  kadar  gula  pereduksi
digunakan larutan A, sedangkan untuk penentuan gula
{otal digunakan larulan B,

Pipet 25 ml larutan yang akan diperiksa, dan
dimasukkan ke dalam erlenmeyer 250 mi. Kemudian
fambahkan 25 ml larutan Iuff schoorl. Tambahkan pula
beberapa batu didih, lalu panaskan sampai mendidih (2
menit). Pindahkan iabu ke atas kasa asbes dan atur apinya
sampai fepat herada di bawah kasa (lidak kena kasaj.
Pasang pendingin balik, lalu direfiuks selama 10 menit.
Kemudian didinginkan dengan cepatl. Selanjutnya
masukkan 10 ml Kl 30% dan tambahkan pula 25 mi H250:
6 N. Titrasi dengan laritan Na:5:0: 0,1 N. Bila wama



Hasil Penelitian

Jurnal Teknol. dan Industri Pangan, Vol. XVI, No. I Th. 2005

berubah menjadi kuning, tambahkan indikatoor amylum 1
ml. Lanjutkan fitrasi sampai warna biru tepat berubah putih
seperti susu. Membuat juga suatu percobaan blanko
dengan menggurakan 25 ml air sebagai pengganti larutan
A atau larutan B.

Perhiturngan

Dengan mengetahui selisth antara titrasi blanko
dan sampel (jumlah gula), kadar guia total dalam bahan
dagat ditentukan dengan melihal pada Tabel Luff Schoorl.
Dimana jumiah ml tiosulfal dalam 2,5 g sampel adatah
selisih ml blanko dengan sampe! X faklor pengenceran.
Jumlah mi tiosulfat setara dengan mgram gula reduksi.
Jadi kadar gula total dapat dihitung dengan rumus

mg gula total
Kadar guia total = -=---resreemnnes x 100%
2.5 x 1000

Kadar protein metode Kjeldahl-Mikro {Sudarmadji et
al., 1984)

Menimbang 0,5 - 1 g bahan, dimasukkan ke
dalam labu kjeldahl. Menambahkan 25 mi H2504 pekat +
katalisator : CuSQCa 1 g atau NazSQa atau satu sendok kecil
selenium mixture dan 2 - 3 bulir batu didih. Lalu
dipanaskan dengan api kecil dalam lemari asam dan
sesekali digoyang-goyang. Dekstruksi selesai bila larutan
sudah berwarna hijau jernih. Didinginkan dengan cara
mengalirkan air ledeng pada tabung. Setelah itu lalu
ditambah 50 ml air suling dan dilakukan destruksi lagi
selama 30 menit serta didinginkan kembali. Larutan yang
telah jernih tersebut lalu dimasukkan dalam labu destilasi,
ditambah aquades secukupnya dan 35 mi NaOH 35%,
selanjutnya  didestilasi  perlahan-lahan. Destilatnya
ditampung dengan H3BO: 3% (asam borat) yang telah
diberi beberapa tetes indikator campuran methyl merah +
brom kresol hijau. Deslilasi dihentikan bila salu feles
destilat terakhir tidak merubah warna kertas lakmus merah
yang dibasahkan dengan air suling. Membilas alat
penyuling dengan aquades, air bilasannya dicampur
dengan destilal. Kemudian difitrasi dengan HCI 0,1 N
sampai terjadi perubahan warna dari hijau menjadi violel.
Kadar protein dihitung dengan rumus :

{ ml HCL ~ mi HC! blanko} x N HCIi x 6,25 x 14

Kadar protein (%) = x 100%

mg sample

{ mi HCL — mi HCl blanko) x N HCE x 14
x 100%

Kadar nitrogen (%) =
mg sample
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Poduksi minyak se! ‘unggal

Berdasaikan 1ormulasi media campuran onggok-
ampas tahu dari rasio G/N yang digunakan, maka media
campuran tersebut ditambahkan larutan mineral yang
terdii dari  KH:PQs:, FeCl.6H:0, ZnS04.7H:0,
CuS04.5H20, MnS504.H2C dan CaClz.2H:0 masing-masing
sebanyak satu tetes dan kemudian dilakukan pengaturan
pH awal menjadi pH 5,0. Sefanjulnya ditambahkan air
hingga mencapai kadar air sekitar 65% dan dicampur
merata lalu dibuat pelet dengan diameter 4 mm
menggunakan super grider. Masing-masing media
sebanyak 65 g dimasukkan ke dalam erlenmeyer ukuran
500 ml, ditutup dengan kapas dan aluminium foil dan
sterilkan pada suhu 1219 C selama 20 - 30 menit dalam
otoklaf,

Selanjutnya setelah dingin {suhu % 300 C)
masing-masing media dinockulasi dengan inokulum
bubuk/laru kapang A. terreus FNOC 6039 dan FNOC 6040
dengan jumiah spora 5 X 108 sporalg laru. Kemudian
diinkubasi pada suhu 30° C selama 6 hari. Pada hari ke-6
dilakukan pemanenan, setelah itu dikeringkan dalam cven
pada suhu 40 - 45° C kemudian dihaluskan. Bahan yang
lelah halus tersebut lalu diekstraksi dengan metode
Soxhlet untuk mendapatkan minyak sel tunggal yang
diinginkan.

Kadar lemak/minyak metode soxhlet (Sudarmadiji et al.,
1984)

Sampel kering yang telah dihaluskan dan
ditimbang sebanyak 3 - 5 g lalu dibungkus dengan kertas
saring {hult) secara kuantitatif dan diletakkan pada labu
soxhlet. Dibawahnya diletakkan labu lemak yang telah
diketahui beratnya dan dipasang kondensornya. Pefarut
yang digunakan adalah n-Hexana. Panaskan soxhlet
tersebut. Eksiraksi dilakukan sampai 10 sirkulasi. Setelah
ekstraksi selesal, kemudian pelarut dalam labu lemak
didestilasi selanjutnya tabu lemak tersebut dipanaskan
dalam oven pada suhu 105°C sampai beratnya konstan
dan fidak berbau zat pelans lagi. Kemudian didinginkan
dalam desikator dan ditimbang. Kadar lemak/minyak
dihitung berdasarkan rumus :

Selisih berat labu {(g)

Kadar lemak/minyak (%) = % 100%

Berat sample {g)

HASIL DAN PEMBAHASAN

Komposisi kimia onggok dan ampas tahu
Onggok dan ampas tahu yang digunakan dalam
penelitian ini adalah limbah padat tapioka dan limbah padat
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tahu dengan komposisi kimia seperti tercantum pada Tabel
1.

Taba! 1. Komposisi kimia onggok dan ampas tahu dalam satuan
berat kering

Komposisi kimia Onggok Ampas tahu
Kadar Air (%) 6,75 13,83
Kadar Abu (%) 1,09 3,36
Kadar Lemak (%)} 254 12,10
Kadar Guia Toltal (%) 03 0,23
Kadar Protain (%) 551 15,75
Kadar Nitrcgen (%) 088 2,52
Kadar Pati {%) 83.80 54,713

Kadar air

Periakuan rasic C : N yang semakin tinggi
menghasifkan media onggok-ampas tahu dengan kadar air
yang semakin rendah, kecuali rasio C : N =40 : 1. Kadar
air tertingoi diperoleh dari perlakuan rasio G : N = 40 : 1
yaitu 74,53%, sedangkan kadar air terendah diperoleh dari
perlakuan rasio C : N = 45: 1 sebesar 65,23%.

Penurunan kadar air setelah fermentasi yang
sejalan dengan semakin tingginya rasio C : N karena
besamya rasio C : N dalam media fermentasi berpengaruh
terhadap tersedianya oksigen dalam pengendalian laju
pertumbuhan dan produksi metabolit (Hz0 dan CO2).

Menurut Sinthia Prideaka Soekarlo (1996},
konsentrasi karbon yang terlampau tinggi pada medium
dapat menghambat pertumbuhan mikroorganisme karena
adanya perbedaan tekanan osmotic yang dapat
mengakibatkan plasmolisis dan penghambatan sintesis

wadar Alr (*3)

Kadar Air {%]

enzim-enzim pada rantai respirasi.” Dengan demikian
kemampuan A, ferreus untuk melakukan metabolisme yang
menghasilkan uap afr menjadi berkurang.

Selama  fermentasi  berdangsung,  terjadi
perubahan kadar air pada media onggok-ampas tahu.
Perubahan kadar air pada media onggok-ampas tahu
sebelum dan sesudah fermentasi dapat dilfhat dalam
Gambar 2.

Dart Gambar 2 terlihal bahwa setelah fermentasi
berlangsung selama 6 hari terjadi peningkatan kadar air.
Meningkatnya kadar air selama fermentasi disebabkan
karena kapang yang diinckulasikan pada media melakukan
metabolisme yang mengeluarkan uap air, sehingga akan
mempengaruhi kadar air media setelah fermentasi.

Kadar pati

Perubahan kadar pati selama proses fermentasi
dapat menunjukkan jumlah pali yang digunakan oleh
kapang untuk perlumbuhannya dan menghasikan
metabolit lain. Perubahan kadar pati media onggok-ampas
tahu sebelum dan sesudah fermentasi dapal diiihat pada
Gambar 3. Pada gambar tersebut terfihat bahwa
penurunan kadar pati terbesar sefelah fermentasi terjadi
pada media dengan rasio C : N = 30 : 1 yang diinokulasi
oleh strain kapang A. terreus FNOC 6039 (31,35% menjadi
26,86%), sedangkan penurunan kadar pati terkeci terjadi
pada media dengan rasio C : N = 35 : 1 yang diinokulasi
cleh strain kapang A. ferreus FNOC 6040 (33,99% menjadi
31,50%).
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Gambar 2. Kadar air (%) media fermentasi padat onggok-ampas tahu sebelum dan sesudah fermentasi. A. Perubahan kadar air (%) oleh A
terreus FNOC 6039; B. Perubahan kadar air (%} oleh A. lerreus FNOC 6040.
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Gambar 3. Kadar pati (%) media fermentasi padat onggok-ampas tahu sebelum dan sesudah fermentasi. A. Perubahan kadar pati (%) oieh A
terreus ENQC 603%; 8. Perubahan kadar pati (%) oleh A. terreus FNOC 6040,

Penurunan kadar pati disebabkan karena
berlangsungnya proses hidrolisis pati menjadi gula-gula
sederhana oleh enzim pemecah pati yang dihasilkan oleh
A terreus. Hal tersebut menunjukkan terjadinya
pertumbuhan sel pada fase logaritmik, dimana semua
nutrisi  digunakan  untuk  keperiuan  metabolisme
pertumbuhan sel.

Rahman (1992} menyatakan bahwa selama
pertumbuhan  mikroorganisme  oleoginous,  yaitu
pertumbuhan (pembentukan sel-sel) kapang akan terhenti
pada fase awal stasioner. Mulai saat itu konsumsi gula
akan dipakai unfuk pembentukan metabolit primer,
diantaranya adalah bicsintesis asam lemak.

Kadar gula total

Besarnya rasio C : N pada seliap strain kapang
A. terreus memberikan pengaruh yang nyata terhadap
kadar guia total, kecuali pada rasio € : N =25 1, dimana
strain kapang A. terreus FNOC 6039 tidak berbeda nyata
dengan FNOC 6040. Hal ini diduga karena selama proses
fermentast teqjadi pemanfaatan gula oleh kapang A. terreus
yang merupakan hasil penguraian pafi untuk selanjutnya
akan dikenversi menjadi lemak atau minyak.
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Gambar 4 lerlihat bahwa kadar gula fotal media
onggok-ampas tahu mengalami penurunan setelah & hari
fermentasi. Penurunan kadar gula terbesar terjadi pad
media onggok-ampas tahu dengan rasio C : N = 25 : 1
yang diinokulasi oleh kapang A. terreus FNOC 6040 (dari
1,25% menjadi 0,87%). Penurunan lerkecit terjadi pada
media onggok-ampas tahu dengan rasio C - N =30 : 1
yang diinckulasi oleh kapang A. terreus FNOC 6039
(dari 1,06% menjadi 1,02%).

Penelitian Sutrisno {1987) dalam Helianti (1994)
juga menunjukkan bahwa kadar gula akan meningkat terus
sampai mencapai keadaan maksimum dan akhimya
menurun lagi sampai akhir fermentasi. Terjadi peningkatan
kadar gufa merupakan hasil hidrolisis pati oleh enzim-
enzim hidrolase. Peningkatan kadar gula yang nyata
sampai hari keempat fermentasi sesuai dengan penurunan
kadar pati yang nyata pula.

Hal ini sesuai dengan teori akumulasi lemak
dalam Rahman (1992) bahwa selama perlumbuhan
mikroorganisme  ofeaginous,  yaitu  pertumbuhan
{pembentukan sel-sel) kapang akan berhenti smapai pada
awal fase stasioner. Mulai saat itu konsumsi gula akan
dipakai untuk pembentukan metabolil primer, diantaranya
adalah biosintesis asam lemak.
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Gambar 4. Kadar Gula Tolal (%) Media Fermentasi Padat Onggok-Ampas Tahu Sebelum dan Sesudah Fermentasi. A, Perubahan Kadar Gula
Total {%) oleh A ferreus FNOC 6039; B. Perubahan Kadar Gula Total (%) oleh A. terreus FNOC 6040.
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Gambar 5. Kadar Protein (%) media fermentasi padat onggok-ampas tahu sebelum dan sesudah fermentasi. A. Perubahan kadar protein (%)
oleh A terreus FNOC 6039; B. Perubahan kadar protein (%) oleh A. ferreus FNOC 6040,
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Kadar protein

Besarnya rasio C : N pada setiap strain kapang
A. terreus memberikan pengaruh yang nyata terhadap
kadar protein, kecuali pada rasio C : N = 40 : 1, dimana
strain A, ferreus FNOC 6039 fidak herbeda nyata dengan
FNOC 6040. Hal ini diduga karena strain kapang A. ferreus
mempunyai kemampuan yang tinggi uniuk merombak
sumber nifrogen yang ada menjadi protein pada medium
onggok-ampas tahu.

Menurut Rahman (1992), apabila nitrogen telah
habis dalam medium fermentasi, maka karbon yang
berlebih  tersebu! akan terus  dikonsumsi  oleh
mikroorganisme oleaginous dan kahirnya karbon tersebut
dikonversi menjadi lemak. Dengan demikian tinginya kadar
protein pada media ongok-ampas tahu tenfunya akan
mempengaruhi pertumbuhan sel kapang dan pembentukan
misefium kapang sehingga akan berpengaruh besar pada
proses akumuiasi lemak kapang.

Dari Gambar 5 terlihat bahwa kadar profein
media onggok-ampas tahu juga mengalami penurunan
seperti halnya kadar pati dan gula total setelah 6 hari
fermentasi. Penurunan kadar protein terbesar terjadi pada
media onggok-ampas tahu dengan rasio C: N = 45 : 1
yang diinokulasi oleh kapang A. terreus FNOC €033 (dari
6,26% menjadi 5,47%). Penurunan kadar protein terkecil
terjadi pada media onggok-ampas tahu dengan rasic C : N

Kadar Lemak (%)

= 35 : 1 yang diinokulasi oleh kapang A. terreus FNOC
6039 (dari 2,95% menjadi 2,75%).

Produksi minyak sel tunggal

Strain kapang A. ferreus yang dikombinasikan
dengan rasio.C : N tidak memberikan pengaruh yang nyata
terhadap produksi minyak sel tunggal. Secara mandini, baik
strain kapang A. ferreus maupun rasio C : N menunjukkan
pengaruh yang noyala terhadap produksi minyak sel
{unggal.

Pada Gambar 6 memperlihatkan perubahan
kadar iemak/minyak pada media onggok-ampas tahu
sebelum dan sesudah fermentasi. Terlihat bahwa terjadi
peningkatan kadar lemak/minyak setelah 6 hari fermentasi.
Peningkatan kadar lemak/minyak lertinggi ferdapat pada
media onggok-ampas tahu dengan rasio € : N = 45 : 1
yang dinokulasi oleh kapang A. ferreus FNOC 6040
sebesar 14,63%.

Hal ini erat kaitannya dengan kemampuan strain
kapang yang tumbuh untuk mengakumulasi substrat
menjadi lemak dalam jaringan intraselulernya dan adanya
aklivitas spesifik enzim lipase yang dimilikinya. Strain
kapang A. ferreus FNOC 6040 diduga mempunyai
kemampuan yang tinggi dalam mengkonversi sumber C
dan N yang tersedia menjadi minyak sel tunggal,
dibandingkan strain kapang A. ferreus 6039.
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Gambar 6. Kadar Lemak (%} media fermentasi padat onggok-ampas tahu sebelum dan sesudzh fermentasi. A. perubahan kadar lemak (%)
oieh A ferrets FNOC 6039; B. Perubahan kadar iemak (%) oleh A. terreus FNOC 6040,
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Rasio C : N yang tinggi dalam media berarti
ketersediaan sumber karbon dan nitrogen lebih banyak
dan aktivitas spesifik lipase pun semakin besar sehingga
dapat mendukung periumbuhan sel kapang, metabolisme
dan dapat meningkatkan kemampuan kultur kapang untuk
mengakumulasi lemak intraselulernya.

Seiama metabolisme berlangsung, sumber C
yang tersedia mesupakan bentuk simpan yang ideal untuk
surplus energi metabolik. Selanjtnya bersama sitrat, Co-A
dan ATP (sitrat liase) membentuk asetil Co-A, oxaloasetat
gan ADP + Pi. Dengan bantuan asetit Co-A karboxilase
kemudian membentuk malonil Co-A yang menghasilkan
asam lemak kompleks dan lemak.

Menurut Rahman {1992), akumulasi tlemak yang
tejadi pada mikroorganisme oleaginous mengikuti pofa 2
tahap yaitu tahap pertama ialah perkembangbiakan sel
dengan laju maksimum yang berlangsung terus sampai
nutrien selain karbon, biasanya nitrogen telah habis dalam
medium. Kemudian karbon yang berlebih tersebut akan
terus dikonsumsi olen mikroorganisme oleaginous dan
pada akhirnya karbon tersebut dikonversi menjadi lemak.
Minyak kapang A. ferreus yang dihasilkan berbau amis
{fishy flavor) yang disebabkan oleh interaksi trimetil-amin
oksida (NMea} dengan ikatan rangkap dari lemak tidak
jenuh. Trimetil-amin oksida terbentuk akibat oksidasi
trimetil-amin oleh peroksida (Ketaren, 1986).

KESIMPULAN

Strain kapang Aspergiilus tereus dan rasio C : N
memberikan pengaruh terhadap kadar air, kadar pafi,
kadar gula’ total dan kadar protein media fermentasi
onggok-ampas tahu. Strain kapang A. ferretss yang paling
berpotensi untuk memproduksi minyak sel fungal adalah
FNOC 6040 dan rasio C : N = 45 ; 1 dengan nilai raia-rata
kadar minyak sebesar 14,63%, warna minyak kuning
kecoklatan dan berbau amis (fishy flavor).
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