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PENINGKATAN KANDUNGAN DAN PENGKAYAAN ASAM LEMAK TAK JENUH
BEKATUL MELALUI FERMENTASI MENGGUNAKAN [RHYZOPUS ORIZAE‘

ABSTRACT

This study aims to determine the volume of inoculum and optimum incubation time during the
fermentation process, determine the types of unsaturated fatty acids during fermentation and
determine the content of omega -3 fatty acid fermented?. This research was conducted through
the fermenting bran using Rhzopus oryzae? with a variation of volume and fermentation time.
Rice bran oil extraction by maceration and analysis of fatty acid composition in rice bran oil?
using GCSM. There were 9 treatments used?: Fermentation with the volume of inoculum 3 ml
and fermentation time of 3 days? (V3H3) V3H6, V3H9, V5H3, V5H6, V5H9, V7H3, V7HS,
V7H9, parameters measured were 1) the volume of inoculum and fermentation time bran
optimum? to get the content of unsaturated fatty acids 2) volume of inoculum and
fermentation optimum time to get the content variations of the types of unsaturated fatty acids,
and the enrichment of omega-3 fatty acids?. The results of the analysis GCSM show? 1) the
amount of the content of unsaturated fatty acids decreases with the length of fermentation time
2) there are enriching the amount of content of unsaturated fatty acids after fermentation?
(erucic acid, C22: 1N9 and arachidonic acid, C20: 4n6) 3) Volume of inoculum and bran
optimum fermentation time is? VV7H3 treatment?, the treatment volume 7 fermentation time 3
days with a total amount of unsaturated fatty acid content% w / w 35.94?2???)

Keywords: unsaturated fatty acids, fermentation, rice bran, Rhyzopus orizae,

ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan mengetahui volume inokulum dan waktu inkubasi yang optimum
selama proses fermentasi, mengetahui jenis—jenis asam lemak tak jenuh selama fermentasi
dan mengetahui kandungan asam lemak omega -3 hasil fermentasi.  Penelitian ini dilakukan
melalui fermentasi bekatul menggunakan kapang Rhzopus oryzae dengan variasi volume dan
waktu fermentasi. Ekstraksi minyak bekatul dengan maserasi dan analisis komposisi asam
lemak pada minyak bekatul [menggunakan alat GCSM. Ada 9 perlakuan yang digunakan : |
Fermentasi dengan volume inokulum 3 ml dan waktu fermentasi 3 hari (V3H3), V3H6, V3H9,

V5H3, V5H6, V5H9, V7H3, V7H6, V7H9, Parameter yang diukur adalah 1) volume
inokulum dan waktu fermentasi bekatul yang optimum untuk mendapatkan kandungan asam
lemak tak jenuh 2) volume inokulum dan waktu fermentasi yang optimum untuk
mendapatkan variasi kandungan jenis-jenis asam lemak tak jenuh, ]pengkayaan dan asam
lemak omega-3?. Hasil analisis GCSM memperlihatkan 1) jumlah kandungan asam lemak tak
jenuh semakin menurun dengan semakin lamanya waktu fermentasi 2)terdapat pengkayaan
jumlah kandungan asam lemak tak jenuh setelah fermentasi (erucic acid,C22:1n9 &
arachidonic acid,C20:4n6) 3) Nolume inokulum dan waktu fermentasi optimum bekatul
adalah perlakuan V7H3, |perlakuan volume 7 waktu fermentasi 3 hari dengan total jumlah
kandungan asam lemak tak jenuh P/ow/w 35,94

Kata Kunci: asam lemak tak jenuh, fermentasi, bekatul, Rhyzopus orizae,
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PENDAHULUAN

Lemak atau minyak merupakan nutrisi yang sangat bermanfaat sebagai sumber energy
tubuh. Energi yang dihasilkan oleh lemak jauh lebih besar dari energy yang dihasilkan oleh
karbohidrat. Apabila energy pokok utama sudah terpenuhi dari makanan yang dikonsumsi ,
maka sisanya akan disimpan dalam bentuk lemak sebagai cadangan energy. Lemak dan
turunannya berupa asam lemak berperan penting dalam kesehatan manusia. Menurut
Almatsier (2002), asam lemak adalah asam organik yang terdiri atas rantai hidrokarbon lurus
yang pada satu ujung mempunyai gugus karboksil (COOH) dan pada ujung gugus lain gugus
metil (CH3). Asam lemak dibedakan atas asam lemak jenuh dan asam lemak tak jenuh.Asam
lemak tak jenuh adalah asam lemak yang mengandung satu atau lebih ikatan rangkap. Asam
lemak omega-3 adalah asam lemak yang mempunyai posisi ikatan rangkap pertama pada atom
karbon nomor tiga dari ujung gugus metilnya, asam- asam lemak alami yang termasuk
kelompok asam lemak omega-3 adalah asam lemak linolenat (C18:3), eikosapentaenoat (EPA
atau C20:5) dan dokosaheksaenoat (DHA atau C22:6). Asam lemak tak jenuh sangat baik
untuk kesehatan manusia, seperti mengurangi resiko penyakit arterosklerosis dan
kardiovaskular (Ardiyansyah, 2008) dan meningkatkan kecerdasan otak serta penglihatan
(Huang et al., 2002).Mengingat kebutuhan lemak dan asam lemak tak jenuh sangat penting,
maka perlu dicari suatu upaya untuk memproduksi dan memperkaya kandungan asam lemak
tak jenuh ini.

Alternatif sumber lemak dan asam lemak tak jenuh yang paling potensial untuk
dikembangkan adalah penggunaan mikroorganisme dalam media fermentasi. Jenis
mikroorganisme yang paling potensial untuk menghasilkan asam lemak tak jenuh adalah
kapang. Hal ini disebabkan karena kapang lebih mudah ditangani, dapat tumbuh pada kisaran
pH yang rendah, dapat mendagradasi sumber karbon yang kompleks dan dapat tumbuh cepat
dalam limbah serta dapat menghasilkan berbagai asam lemak. Kecuali itu kapang telah banyak
digunakan masyarakat dalam pembuatan tempe atau oncom melalui fermentasi padat seperti
jenis kapang Rhyzopus orizae. Menurut lArbianto (1980)], kondisi suhu di Indonesia adalah
sekitar 30°C dengan kelembaban 90% sangat sesuai untuk pertumbuhan Rhizopus oryzae.
Menurut Mitchell et al. (1988), pH optimum untuk pertumbuhan Rhizopus oryzae adalah
sekitar 7- 7,5. Pada media campuran yang digunakan, pH dari media adalah berkisaran 5- 6,5.
Hal ini tidak terlalu berpengaruh terhadap pertumbuhan spora dikarenakan kapang tersebut
tetap tumbuh meskipun tidak optimal [Pada umumnya sebagian besar lemak kapang
merupakan asam lemak oleat, palmitat dan linoleat dan sebagian kecil terdiri dari asam stearat,
linolenat dan palmitoleat.

Pertumbuhan kapang sangat dipengaruhi oleh substrat sebagai penyedia nutrisi ;
sumber karbon, sumber N, sumber energi dan sumber pertumbuhan berupa vitamin mineral .
Bekatul sebagai sisa limbah pertanian yang kaya akan nutrisi sangat cocok digunakan sebagai
media pertumbuhan kapang. Untuk meningkatkan nilai nutrisi dan meningkatkan kandungan
asam lemak tak jenuh maka diperlukan fermentasi dengan menggunakan kapang Rhyzopus
orizae. TUJUAN PENELITIAN???

METODE PENELITIAN

Metode Penelitian yang dilakukan meliputi 4 tahap utama, yaitu persiapan kultur
kapang, fermentasi bekatul, ekstraksi minyak bekatul dengan cara maserasi, soxhletasi, dan
penentuan komposisi asam lemak dalam minyak bekatul menggunakan IGCMS]
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(Sukma et al,. 2010).

Jelaskan cara penyiapan sampel V3H3, V3H6, VV3H9, V5H3, V5H6, V5H9, V7H3, V7HS,
VTH9???

Langkabh--Persiapan Kultur Kapang (pembuatan inokulum)

Pembuatan inokulum yaitu dimulai dengan membuat laruran suspensi miselia kapang.
Miselia dibuat dari 4 ]kultur stok\. Masing-masing kultur kemudian ditambahkan dengan 10 mL
akuades, lalu miselia kapang dikikis secara halus menggunakan jarum ose steril hingga
terkikis seluruhnya. Semua larutan suspensi miselia kapang dimasukkan ke dalam gelas kimia
steril lalu diencerkan hingga mencapai volume 100 mL. Kemudian suspensi dihomogenkan
dengan cara diaduk.

Langkah-2: Fermentasi Bekatul
Cara—keria- Pertama-tama, bekatul disaring dengan ukuran partikel 60 mesh. Bekatul

ditimbang sebanyak 20 g dan kemudian dimasukkan ke dalam botol lalu ditambahkan dengan
sejumlah mineral, yaitu 0,1 g KH2PO4; 0,05 g MgS0O4.7H20; 0,05 g ZnS04.6H20; 1 g
NaNO3; 0,05 g KCI. Selanjutnya semua media fermentasi dalam botol ditutup rapat dengan
aluminium foil dan siap disterilkan. Di dalam laminar, semua media fermentasi yang telah
disterilisasi ditambah dengan akuades steril dengan inokulum yang bervariasi, yaitu 3 mL, 5
mL, dan 7 mL hingga aw A, (activity-water) 65% pada pH media 5-7. Apabila belum
mencapai pH tersebut, ditambahkan HCI atau NaOH, kemudian dilakukan fermentasi untuk
menentukan volume inokulum optimumn pada variasi waktu fermentasi 3, 6, dan 9 hari.

Langkah-3- Ekstrak Minyak Bekatul dengan Maserasi

Carakerja- Sampel bekatul yang telah selesai difermentasi, dimaserasi dengan n-heksan
selama 24 jam. Perbandingan masa bekatul dengan pelarut adalah 1:4 (w/v). Setelah maserasi,
ekstrak minyak dalam heksan disaring dengan corong Buncner untuk memisahkan ekstrak dari
bekatul. Ekstrak minyak dalam pelarut heksan kemudian diuapkan untuk menguapkan
pelarutnya dengan menggunakan evaporator. Pelarut jernih yang tertampung lalu dimasukkan
dalam botol penampung sisa pelarut (Sukmaet al., 2010).

Langkah-4-Analisis Komposisi Asam Lemak pada Minyak Bekatul
Caratkerja- Komposisi asam lemak ditentukan menggunakan alat Gas Chromatography
Mass Spectroscopy (GCMS) untuk menganalisis kandungan asam lemak pada minyak bekatul.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengaruh Variasi Volume Inokulum dan Waktu Fermentasi terhadap Kandungan Asam
Lemak Tak Jenuh Minyak Bekatul
Berdasarkan

Analisa kandungan asam lemak tak jenuh bekatul hasil fermentasi dengan variasi volume
inokulum dan waktu fermentasi menggunakan Gas Chromatoghraphy Mass Spectroscopy
(GCMS) dapat dilihat pada Tabel 1. Fermentasi bekatul dengan volume inokulum 3 ml, 5 ml
dan 7 ml dengan waktu fermentasi 3 hari memiliki jumlah kandungan asam lemak tak jenuh
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lebih tinggi (%, w/w) yaitu masing-masing; 33,14 ; 35 ; 35,94 jika dibandingkan dengan
kontrol % w/w 32,11, Hal ini menunjukkan bahwa besarnya volume inokulum dan waktu
fermentasi mempengaruhi kandungan asam lemak tak jenuh yang dihasilkan. Penyebab hal ini
adalah karena kapang termasuk jenis mikroorganisme penghasil lemak tinggi. Dengan media
fermentasi kapang Rrhyzopus oryzae akan ]menemukanl kehidupannya untuk berkembang yang
juga dibantu oleh substrat sebagai nutrisinya sehingga dapat dihasilkan enzim dan lemak lipid
yang lebih banyak. Bekatul yang memiliki kandungan lemak dan asam lemak tak jenuh tinggi
dengan adanya enzim yang dihasilkan oleh kapang akan lebih tersedia.

Tabel 1. Kandungan asam lemak tak jenuh pada minyak bekatul hasil proses maserasi*

( commented [U18]: (32,11%, wiw).

[Commented [U19]: Optimal?

Perlakuan Unit
ALT) | K V3H3 | V3H6 | V3H9 | V5H3 | V5H6 | V5H9 | V7H3 | V7H6 | V7H9
Cl14:1 | 0,06 0,09 0,20 0,24 0,02 0,26 0,24 0,09 0,17 0,18 Y%w/w
Cl6:1 | 0,11 0,10 0,08 0,24 0,10 0,09 0,24 0,11 0,08 0,19 Yow/w
*x
C17:1 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00 Yow/w
C18:In | 0,02 0,00 0,03 0,00 0,00 0,02 0,08 0,05 0,11 0,00 Y%ow/w
ot
C18:In | 16,05 17,27 10,97 5,81 17,68 8,74 4,43 19,41 10,93 2,59 %w/w
90**
C18:2 | 1511 | 14,82 |10,45 |5,93 16,38 | 8,03 4,90 1541 |9,80 2,80 Yow/w
nec**
C18:3 | 0,02 0,04 0,03 0,00 0,00 0,03 0,03 0,02 0,20 0,04 %ow/w
né
C20:1 | 0,21 0,25 0,16 0,07 0,19 0,13 0,07 0,29 0,16 0,05 Yow/w
*%x
C18:3 | 0,47 0,47 0,33 0,15 0,62 0,29 0,12 0,45 0,30 0,08 Yow/w
n3**
C20:2 | 0,04 0,06 0,03 0,00 0,03 0,03 0,00 0,07 0,02 0,00 %w/w
*x
C20:3 | 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 Y%ow/w
n3
C22:In | 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00 %w/w
9***
C20:4 | 0,00 0,02 0,05 0,00 0,00 0,04 0,04 0,02 0,04 0,05 %w/w
n6***
Jmlh 32,11 33,14 22,01 12,49 | 35,00 17,66 10,20 21,81 5,98

Keterangan ; ALTJ, Asam Lemak Tak Jenuh, * Sumber hasil Analisa GCMS Laboratorium Bersama IPB
Bogor, 2013; **kandungan asam lemak tak jenuh semakin menurun seiring lamanya waktu fermentasi;
***Tambahan asam lemak tak jenuh hasil fermentasi; ****Volum inokulum dan waktu fermentasi (V7H3) yang
paling optimum

Besarnya volume inokulum yang ditambahkan pada bekatul akan berpengaruh pada

kandungan asam lemak minyak bekatul karena akan berpengaruh pada hasil metabolisme
kapang yaitu enzim (desaturase dan elongase) yang mengkatalis pembentukan asam lemak tak
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jenuh dan lipid. Telah dilaporkan bahwa aktivitas enzim yang dihasilkan mikroorganisme
oleaginous??? akan semakin besar ketika tercukupinya sumber karbon dan nitrogen pada
substrat, sehingga dapat mendukung pertumbuhan sel kapang dan metabolisme, serta dapat
meningkatkan kemampuan kapang untuk menghasilkan lipid (Ratledge and Wynn., 2002).
Hal ini dipertegas oleh Jang et al (2000) yang mengemukakan bahwa konsentrasi karbon dan
nitrogen di dalam substrat sangat menentukan kualitas dan kuantitas lpid lemak yang
dihasilkan oleh kapang. Pada umumnya sebagian besar lemak kapang merupakan asam lemak
oleat, palmitat dan linoleat dan sebagian kecil terdiri dari asam stearat, linolenat, palmitoleat.
Kesemua jenis asam lemak ini merupakan asam lemak esensial dan sangat dibutuhkan oleh
tubuh.

Variasi waktu fermentasi (3 hari, 6 hari dan 9 hari) untuk masing-masing volume
inokulum menunjukkan penurunan jumlah kandungan asam lemak tak jenuh berturut-turut;
V3H3, V3H6, V3H9 (velume penambahan inokulum sebanyak 3 ml) masing masing adalah
33,14: 22,01: 12,49 (%, w/w), V5H3, VV5H6, V5H9 (velume penambahan inokulum sebanyak
5 ml) masing masing adalah 35:17,66:10,2 (%, w/w) dan V7H3, V7H6, V7H9 (velume
penambahan inokulum sebanyak 7 ml) 35,94:21,81:5,98 (Tabel 1). Kadar penurunan jumlah
kandungan asam lemak tak jenuh dari waktu fermentasi 3 hari ke 9 hari untuk masing-masing
volume inokulum (3 m1,5 ml dan 7 ml) masing masing adalah 37,69%:29,14% dan 16,64% (%,
w/w). Hasil tersebut Bata—ini mengindikasikan bahwa waktu fermentasi selama 3 hari
memberikan jumlah kandungan asam lemak yang lebih tinggi jika dibandingkan dengan waktu
fermentasi 6 hari dan 9 hari, dan semakin lama waktu fermentasi menunjukkan jumlah
kandungan asam lemak tak jenuh yang semakin menurun. Penyebab ini diduga erat kaitannya
dengan ketersediaan nutrisi dalam substrat. Rasio C: N pada substrat sangat berpengaruh
terhadap kandungan asam lemak tak jenuh yang dihasilkan. Perkembangan sel kapang
terhambat dengan bertambahnya waktu fermentasi akibat cadangan nutrisi pada substrat yang
sudah habis untuk dimanfaatkan, akibatnya enzim dan lipid lemak yang dihasilkan juga
menurun. Hasil penelitian ini didukung oleh penelitian Sukma et al., (2010) bahwa bekatul
hasil fermentasi padat dengan penambahan 5 ml dan 7 ml inokulum Aspergillus terreus
memiliki persentase kelimpahan asam lemak tak jenuh (asam linoleat dan asam eikosenoat)
lebih kecil dibandingkan dengan yang ditambak penambahan 3 ml inokulum. Semakin
banyak inokulum maka semakin banyak nutrisi yang dibutuhkan.Ketika nutrisi tidak tercukupi
maka kapang tidak dapat memperbanyak selnya sehingga aktivitas metabolismenya terhambat
dan kapang mulai mengalami kematian. Pertumbuhan sel kapang yang terhambat
menyebabkan metabolisme sel kurang sempurna sehingga menghasilkan ]enzim\ yang sedikit.

Pengaruh Variasi Volume Inokulum dan Waktu Fermentasi terhadap Variasi
Kandungan Masing-Masing Jenis Asam Lemak Tak Jenuh, dan Pengkayaan Asam
Lemak Omega-3 Minyak Bekatul

Fermentasi padat dengan waktu fermentasi 3 hari menunjukkan jumlah kandungan
asam lemak tak jenuh yang cukup signifikan dibanding dengan waktu fermentasi lainnya.
Kandungan asam lemak tak jenuh oleic acid, C18:1n9c (V3H3) adalah sebanyak 17,27 (%,
w/w) menurun menjadi 5,81 (%w/w) pada fermentasi hari ke 9 ; fermentasi 5 hari (V5H3)
adalah sebanyak 17,68 (%, w/w) menurun menjadi 4,43 (%, w/w) pada hari fermentasi ke 9
dan begitu juga pada V7H3 (fermentasi 7 hari) adalah sebanyak 19,41 (%, w/w) menurun
drastis menjadi 2,59 (%w/w) pada hari fermentasi ke 9. Angka ini juga diikuti oleh beberapa
kandungan asam lemak tak jenuh lainnya (linoleic acid (C18:2n6c), linolenic acid (C18:3n3),
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cis-11-eicosenoic acid (C20:1). Hal ini diduga pada waktu fermentasi selamat 3 hari, kapang
rhyzopus berada pada fase stasioner, yaitu masa pada saat kapang mengalami masa
pertumbuhan terbaik. Sabri et al., (1990) melaporkan bahwa produksi lipid dari Rhodotorula
glutinis meningkat pada fase stasioner dan diperkuat oleh Razavi et al., (2007) bahwa
produksi asam lemak dari Sporobolomyces ruberrimus mencapai maksimum pada waktu
inkubasi 4 hari.

Fermentasi bekatul menggunakan kapang Rhyzopus orizae juga memperkaya
kelimpahan jenis asam lemak tak jenuh (Tabel 1) yaitu |Erucic Acid dan Arachidonic Acidl
yang tidak ditemui pada kontrol. Terdapat juga asam gamma linolenat; (y linolenic acid,
C18:3n6) adalah asam lemak omega 6 yang merupakan turunan asam linoleat (linoleic acid,
C18:2n6¢). Asam linoleat merupakan asam lemak esensial yang harus disuplai dari makanan.
GLA?? merupakan senyawa penting pembentukan prostaglandin dan dapat digunakan sebagai
Health Food Suplement untuk mengatasi berbagai gangguan kesehatan akibat gizi lebih seperti
jantung koroner, hipertensi dan obesitas. Kecuali itu terdapat juga asam linolenat yang
merupakan kelompok asam lemak omega 3 yang sangat baik untuk kesehatan. Menurut
Almatsier (2002) bahwa kelompok asam lemak omega-3 adalah asam lemak linolenat (C18:3),
eikosapentaenoat (EPA atau C20:5) dan dekosaheksaenoat (DHA atau C22:6)

KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa, fermentasi bekatul
menggunakan kapang rhyzopus oryzae dapat meningkatkan dan memperkaya kandungan asam
lemak tak jenuh dalam minyak bekatul. Semakin lama waktu fermentasi yang digunakan
menunjukkan persentase kandungan asam lemak tak jenuh yang semakin menurun.
Berdasarkan kandungan asam lemak tak jenuh hasil maserasi minyak bekatul yang dihasilkan ,
maka wvelum penambahan inokulum sebanyak 7 ml dengan waktu fermentasi 3 hari
memperlihatkan hasil yang optimum. Terdapat penambahan jenis asam lemak tak jenuh dalam
minyak bekatul hasil fermentasi yaitu asam erukat (C22:1n9) dan asam arakhidonat (C20:4n6)
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PENINGKATAN KANDUNGAN DAN PENGKAYAAN ASAM LEMAK TAK JENUH
BEKATUL MELALUI FERMENTASI MENGGUNAKAN ]Rhizopus\oryzae

ABSTRACT

This study aims to determine the volume of inoculum and optimum incubation time during the
fermentation process, determine the types of unsaturated fatty acids during fermentation and
determine the content of omega -3 fatty acid fermented?. This research was conducted through
the fermenting bran using Rhzopus oryzae? with a variation of volume and fermentation time.
Rice bran oil extraction by maceration and analysis of fatty acid composition in rice bran oil?
using GCSM. There were 9 treatments used?: Fermentation with the volume of inoculum 3 ml
and fermentation time of 3 days? (V3H3) V3H6, V3H9, V5H3, V5H6, V5H9, V7H3, V7HS,
V7H9, parameters measured were 1) the volume of inoculum and fermentation time bran
optimum? to get the content of unsaturated fatty acids 2) volume of inoculum and
fermentation optimum time to get the content variations of the types of unsaturated fatty acids,
and the enrichment of omega-3 fatty acids?. The results of the analysis GCSM show? 1) the
amount of the content of unsaturated fatty acids decreases with the length of fermentation time
2) there are enriching the amount of content of unsaturated fatty acids after fermentation?
(erucic acid, C22: 1N9 and arachidonic acid, C20: 4n6) 3) Volume of inoculum and bran
optimum fermentation time is? VV7H3 treatment?, the treatment volume 7 fermentation time 3
days with a total amount of unsaturated fatty acid content% w / w 35.94?2???)

Keywords: unsaturated fatty acids, fermentation, rice bran, Rhizopus oryzae,

ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan mengetahui volume inokulum dan waktu inkubasi yang optimum
selama proses fermentasi, mengetahui jenis—jenis asam lemak tak jenuh selama fermentasi
dan mengetahui kandungan asam lemak omega -3 hasil fermentasi.  Penelitian ini dilakukan
melalui fermentasi bekatul menggunakan kapang R. oryzae dengan variasi volume dan waktu
fermentasi. Ekstraksi minyak bekatul dengan maserasi dan analisis komposisi asam lemak
pada minyak bekatul ditentukan menggunakan Gas chromatography-Mass Spectroscopy

(GC-MS). Ada 9 perlakuan yang diberikan : ]Fermentasi dengan volume inokulum sebanyak
3 ml dan waktu fermentasi selama 3 hari | yaitu masing-masing (V3H3), V3H6, V3H9, V5H3,

V5H6, V5H9, V7H3, V7H6, V7H9, Parameter yang diukur adalah 1) volume inokulum dan
waktu fermentasi bekatul yang optimum untuk mendapatkan kandungan asam lemak tak jenuh
2) volume inokulum dan waktu fermentasi yang optimum untuk mendapatkan variasi
kandungan jenis-jenis asam lemak tak jenuh serta penambahan jumlah asam lemak kak jenuh.
Hasil analisis GCSM memperlihatkan 1) jumlah kandungan asam lemak tak jenuh semakin
menurun dengan semakin lamanya waktu fermentasi 2)terdapat pengkayaan jumlah
kandungan asam lemak tak jenuh setelah fermentasi (erucic acid,C22:1n9 & arachidonic
acid,C20:4n6) 3) Fermentasi bekatul dengan volume inokulum 7 ml dan waktu fermentasi 3
hari (V7H3) adalah paling optimum | dengan total jumlah kandungan asam lemak tak jenuh |
35,94 %wiw

Kata Kunci: asam lemak tak jenuh, fermentasi, bekatul, R orizae,
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PENDAHULUAN

Lemak atau minyak merupakan nutrisi yang sangat bermanfaat sebagai sumber energi
tubuh. Energi yang dihasilkan oleh lemak jauh lebih besar dari energi yang dihasilkan oleh
karbohidrat. Apabila energi pokok utama sudah terpenuhi dari makanan yang dikonsumsi ,
maka sisanya akan disimpan dalam bentuk lemak sebagai cadangan energi. Lemak dan
turunannya berupa asam lemak berperan penting dalam kesehatan manusia. Menurut
Almatsier (2002), asam lemak adalah asam organik yang terdiri atas rantai hidrokarbon lurus
yang pada satu ujung mempunyai gugus karboksil (COOH) dan pada ujung gugus lain gugus
metil (CHs). Asam lemak dibedakan atas asam lemak jenuh dan asam lemak tak jenuh.Asam
lemak tak jenuh adalah asam lemak yang mengandung satu atau lebih ikatan rangkap. Asam
lemak omega-3 adalah asam lemak yang mempunyai posisi ikatan rangkap pertama pada atom
karbon nomor tiga dari ujung gugus metilnya, asam- asam lemak alami yang termasuk
kelompok asam lemak omega-3 adalah asam lemak linolenat (C18:3), eikosapentaenoat (EPA
atau C20:5) dan dokosaheksaenoat (DHA atau C22:6). Asam lemak tak jenuh sangat baik
untuk kesehatan manusia, seperti mengurangi resiko penyakit arterosklerosis dan
kardiovaskular (Ardiyansyah, 2008) dan meningkatkan kecerdasan otak serta penglihatan
(Huang et al., 2002).Mengingat kebutuhan lemak dan asam lemak tak jenuh sangat penting,
maka perlu dicari suatu upaya untuk memproduksi dan memperkaya kandungan asam lemak
tak jenuh ini.

Alternatif sumber lemak dan asam lemak tak jenuh yang paling potensial untuk
dikembangkan adalah penggunaan mikroorganisme dalam media fermentasi. Jenis
mikroorganisme yang paling potensial untuk menghasilkan asam lemak tak jenuh adalah
kapang. Hal ini disebabkan karena kapang lebih mudah ditangani, dapat tumbuh pada kisaran
pH yang rendah, dapat mendagradasi sumber karbon yang kompleks dan dapat tumbuh cepat
dalam limbah serta dapat menghasilkan berbagai asam lemak. Kecuali itu kapang telah banyak
digunakan masyarakat dalam pembuatan tempe atau oncom melalui fermentasi padat seperti
jenis kapang R orizae. Menurut Sofyan, (2003) ﬂkapang mempunyai karakteristik yang unik
yaitu dapat tumbuh dengan cepat pada suhu 30°C — 37°C, sehingga cocok dengan kondisi
suhu di Indonesia adalah sekitar 30°C dengan kelembaban 90% sangat sesuai untuk
pertumbuhan R oryzae. Menurut Pagarra (2009), pH optimum untuk pertumbuhan Rhizopus
oryzae adalah sekitar 3,4- 6. Pada media campuran yang digunakan, pH dari media adalah
berkisaran 5- 6,5. Hal ini tidak terlalu berpengaruh terhadap pertumbuhan spora dikarenakan
kapang tersebut tetap tumbuh meskipun tidak optimal. Sumanti et al, (2017) menyatakan
bahwa kapang merupakan mikroorganisme oleaginous yang paling tepat untuk menghasilkan
lemak dibandingkan dengan bakteri dan khamir. Hal ini disebabkan karena kapang lebih
mudah ditangani, dapat tumbuh pada kisaran pH yang rendah, dapat mendegradasi sumber
karbon (C) yang kompleks dan mampu tumbuh cepat pada limbah serta dapat menghasilkan
berbagai asam lemak.

Pertumbuhan kapang sangat dipengaruhi oleh substrat sebagai penyedia nutrisi ;
sumber karbon, sumber N, sumber energi dan sumber pertumbuhan berupa vitamin mineral .
Bekatul sebagai sisa limbah pertanian yang kaya akan nutrisi sangat cocok digunakan sebagai
media pertumbuhan kapang. Untuk meningkatkan nilai nutrisi dan meningkatkan kandungan
asam lemak tak jenuh maka diperlukan fermentasi dengan menggunakan kapang R orizae.
Oleh sebab itu penelitian ini difokuskan untuk melihat manfaat fermentasi bekatul
untuk menghasilkan asam lemak tak jenuh
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BAHAN DAN CARA KERJA
Bahan dan Alat

Bahan utama yang digunakan dalam penelitian ini adalah bekatul yang diperoleh di
tempat penggilingan padi yang terletak di Desa Sakatiga, Indralaya, Ogan Ilir, Sumatera
Selatan. Bahan lain yang digunakan antara lain ragi tempe, akuades, KH2PO4, MgSQOa4.7H20,
ZnS04.6H20, NaNOs, KCI, HCI, NaOH, dan nheksan.

Alat yang digunakan antara lain gelas piala ukuran 100 ml dan 500 ml, labu
erlenmeyer ukuran 250 ml, pengaduk, ose, bunsen, laminar, pH meter, corong buncher,
timbangan analitik, autoclave

Penelitian yang dilakukan meliputi 4 tahap utama, yaitu persiapan kultur kapang,
fermentasi bekatul, ekstraksi minyak bekatul dengan cara maserasi dan soxhletasi, dan
penentuan komposisi asam lemak dalam minyak bekatul menggunakan |GCMS|

Cara Kerja

Penyiapan sampel V3H3, V3H6, V3H9, V5H3, V5H6, V5H9, V7H3, V7H6, V7H9
dengan persiapan kultur kapang, fermentasi bekatul, ekstraksi minyak bekatul dengan cara
maserasi dan soxhletasi (Yossi et al., 2014)

Persiapan Kultur Kapang (pembuatan inokulum)

Pembuatan inokulum yaitu dimulai dengan membuat laruran suspensi miselia kapang.
Miselia dibuat dari 4 kultur stok. Masing-masing kultur kemudian ditambah dengan 10 mL
akuades, lalu miselia kapang dikikis secara halus menggunakan jarum ose steril hingga
terkikis seluruhnya. Semua larutan suspensi miselia kapang dimasukkan ke dalam gelas kimia
steril lalu diencerkan hingga mencapai volume 100 mL. Kemudian suspensi dihomogenkan
dengan cara diaduk.

Fermentasi Bekatul

Pertama-tama, bekatul disaring dengan ukuran partikel 60 mesh. Bekatul ditimbang
sebanyak 20 g dan kemudian dimasukkan ke dalam botol lalu ditambah dengan sejumlah
mineral, yaitu 0,1 g KH2PO4; 0,05 g MgS04.7H20; 0,05 g ZnS0O4.6H20; 1 g NaNO3; 0,05 g
KCI. Selanjutnya semua media fermentasi dalam botol ditutup rapat dengan aluminium foil
dan siap disterilkan. Di dalam laminar, semua media fermentasi yang telah disterilisasi
ditambah dengan akuades steril dengan inokulum yang bervariasi, yaitu 3 mL, 5 mL, dan 7
mL hingga Aw 65% pada pH 5-7. Apabila belum mencapai pH tersebut, ditambahkan HCI atau
NaOH, kemudian dilakukan fermentasi untuk menentukan volume inokulum optimumn pada
variasi waktu fermentasi 3, 6, dan 9 hari.

Ekstrak Minyak Bekatul dengan Maserasi
Sampel bekatul yang telah selesai difermentasi, dimaserasi dengan n-heksan selama 24
jam. Perbandingan masa bekatul dengan pelarut adalah 1:4 (w/v). Setelah maserasi, ekstrak

minyak dalam heksan disaring dengan corong Buncner untuk memisahkan ekstrak dari bekatul.

Ekstrak minyak dalam pelarut heksan kemudian diuapkan untuk menguapkan pelarutnya
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dengan menggunakan evaporator. Pelarut jernih yang tertampung lalu dimasukkan dalam
botol penampung sisa pelarut (Sukma et al., 2010).

Ada 9 perlakuan yang digunakan dalam penelitian ini, yaitu fermentasi bektul dengan

volume inokulum 3 ml dan waktu fermentasi 3 hari (V3H3), volume inokulum 3 ml dan waktu
fermentasi 6 hari (V3H6), volume inokulum 3 ml dan waktu fermentasi 9 hari (V3H9),
volume inokulum 5 ml dan waktu fermentasi 3 hari (V5H3), volume inokulum 5 ml dan waktu
fermentasi 6 hari (V5H6), volume inokulum 5 ml dan waktu fermentasi 9 hari (V5H9),
volume inokulum 7 ml dan waktu fermentasi 3 hari (V7H3), volume inokulum 7 ml dan waktu
fermentasi 6 hari (V7H6), dan volume inokulum 7 ml dan waktu fermentasi 9 hari V7H9.

Analisis Komposisi Asam Lemak pada Minyak Bekatul (Sukma et al,. 2010).

Gas Chromatography Mass Spectroscopy (GCMS) merupakan alat yang digunakan untuk
menganalisis komposisi asam lemak yang terdapat dalam minyak bekatul. Analisis GCMS
dilakukan di laboratorium bersama Institut Pertanian Bogor. Kondisi GCMS yang digunakan
adalah :

Suhu kolom = 60°C, Suhu Injektor = 310°C, Suhu detector = 320C, Volume injeksi = 2 pL,
Tekanan = 100 kPa, Laju alir = 36 mL, Gas pembawa = helium, Kolom = DB — 5 ms, Panjang
kolom = 30 m, dan Diameter kolom = 0,25 mm.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengaruh Variasi Volume Inokulum dan Waktu Fermentasi terhadap Kandungan Asam
Lemak Tak Jenuh Minyak Bekatul

Analisa kandungan asam lemak tak jenuh bekatul hasil fermentasi dengan variasi volume
inokulum dan waktu fermentasi menggunakan Gas Chromatoghraphy Mass Spectroscopy
(GCMS) dapat dilihat pada Tabel 1. Fermentasi bekatul dengan volume inokulum 3 ml, 5 ml
dan 7 ml dengan waktu fermentasi 3 hari menunjukkan jumlah kandungan asam lemak tak
jenuh lebih tinggi (%, w/w) yaitu masing-masing; 33,14 ; 35 ; 35,94 jika dibandingkan dengan
kontrol 32,11 % w/w. Hal ini menunjukkan bahwa besarnya volume inokulum dan waktu
fermentasi mempengaruhi kandungan asam lemak tak jenuh yang dihasilkan. Penyebab hal ini
adalah karena kapang termasuk jenis mikroorganisme penghasil lemak tinggi. Dengan media
fermentasi kapang Rrhyzopus oryzae lmenemukan\ kehidupan yang optimal untuk berkembang
karena dibantu oleh substrat yang menyediakan karbon dan nitrogen sebagai nutrisinya
sehingga dihasilkan enzim dan asam lemak yang lebih banyak. Bekatul yang memiliki
kandungan lemak dan asam lemak tak jenuh tinggi dengan adanya enzim yang dihasilkan oleh
kapang akan lebih tersedia.
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Tabel 1. Kandungan asam lemak tak jenuh pada minyak bekatul hasil proses maserasi*

Perlakuan Unit
ALT) | K V3H3 | V3H6 | V3H9 | V5H3 | V5H6 | V5H9 | V7H3 | V7H6 | V7H9
C14:1 | 0,06 0,09 0,20 0,24 0,02 0,26 0,24 0,09 0,17 0,18 Yow/w
C16:1 | 0,11 0,10 0,08 0,24 0,10 0,09 0,24 0,11 0,08 0,19 Y%ow/w
*%x
C17:1 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00 Y%ow/w
C18:In | 0,02 0,00 0,03 0,00 0,00 0,02 0,08 0,05 0,11 0,00 Y%w/w
ot
Ci8:n| 16,05 | 17,27 |10,97 |5,81 17,68 8,74 4,43 19,41 ]10,93 | 2,59 Y%ow/w
90**
C18:2 | 15,11 | 14,82 | 10,15 |5,93 16,38 8,03 4,90 15,41 | 9,80 2,80 Y%w/w
nec**
C18:3 | 0,02 0,04 0,03 0,00 0,00 0,03 0,03 0,02 0,20 0,04 Yow/w
né
C20:1 | 0,21 0,25 0,16 0,07 0,19 0,13 0,07 0,29 0,16 0,05 Y%ow/w
*x
C18:3 | 0,47 0,47 0,33 0,15 0,62 0,29 0,12 0,45 0,30 0,08 %w/w
n3**
C20:2 | 0,04 0,06 0,03 0,00 0,03 0,03 0,00 0,07 0,02 0,00 Y%ow/w
*x
C20:3 | 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 %w/w
n3
C22:In| 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00 %w/w
9***
C20:4 | 0,00 0,02 0,05 0,00 0,00 0,04 0,04 0,02 0,04 0,05 %w/w

n6***

Jmlh | 32,11 |3314 |22,01 |1249 |3500 |17,66 |10,20 21,81 | 5,98

Keterangan ; ALTJ, Asam Lemak Tak Jenuh, * Sumber hasil Analisa GCMS Laboratorium Bersama IPB
Bogor, 2013; **kandungan asam lemak tak jenuh semakin menurun seiring lamanya waktu fermentasi;
***Tambahan asam lemak tak jenuh hasil fermentasi; ****Volum inokulum dan waktu fermentasi (V7H3) yang
paling optimum

Besarnya volume inokulum yang ditambahkan pada bekatul akan berpengaruh pada
kandungan asam lemak minyak bekatul karena akan berpengaruh pada hasil metabolisme
kapang yaitu enzim (desaturase dan elongase) yang mengkatalis pembentukan asam lemak tak
jenuh dan lipid. Telah dilaporkan bahwa aktivitas enzim yang dihasilkan mikroorganisme
oleaginous (bakteri, khamir, kapang serta alga tertentu) akan semakin besar Kketika
tercukupinya sumber karbon dan nitrogen pada substrat, sehingga dapat mendukung
pertumbuhan sel kapang dan metabolisme, serta dapat meningkatkan kemampuan kapang
untuk menghasilkan lipid (Ratledge and Wynn., 2002). Hal ini dipertegas oleh Jang et al
(2000) yang mengemukakan bahwa konsentrasi karbon dan nitrogen di dalam substrat sangat
menentukan kualitas dan kuantitas lemak yang dihasilkan oleh kapang. Pada umumnya
sebagian besar lemak kapang merupakan asam lemak oleat, palmitat dan linoleat dan sebagian

167




kecil terdiri dari asam stearat, linolenat, palmitoleat. Kesemua jenis asam lemak ini merupakan
asam lemak esensial dan sangat dibutuhkan oleh tubuh.

Variasi waktu fermentasi QS, 6 dan 9 harib untuk masing-masing volume inokulum
menunjukkan penurunan jumlah kandungan asam lemak tak jenuh berturut-turut; V3H3,
V3H6, V3H9 (penambahan inokulum sebanyak 3 ml) masing masing adalah 33,14: 22,01:
12,49 (%, w/w), V5H3, V5H6, V5H9 (penambahan inokulum sebanyak 5 ml) masing masing
adalah 35:17,66:10,2 (%, w/w) dan V7H3, V7H6, V7H9 (penambahan inokulum sebanyak 7
ml) 35,94:21,81:5,98 (Tabel 1). Kadar penurunan jumlah kandungan asam lemak tak jenuh
dari waktu fermentasi 3 hari ke 9 hari untuk masing-masing volume inokulum (3 ml,5 ml dan
7 ml) masing masing adalah 37,69%:29,14% dan 16,64% (%, w/w). Hasil tersebut
mengindikasikan bahwa waktu fermentasi selama 3 hari memberikan jumlah kandungan asam
lemak yang lebih tinggi jika dibandingkan dengan waktu fermentasi 6 hari dan 9 hari, dan
semakin lama waktu fermentasi menunjukkan jumlah kandungan asam lemak tak jenuh yang
semakin menurun. Penyebab ini diduga erat kaitannya dengan ketersediaan nutrisi dalam
substrat. Rasio C: N pada substrat sangat berpengaruh terhadap kandungan asam lemak tak
jenuh yang dihasilkan. Perkembangan sel kapang terhambat dengan bertambahnya waktu
fermentasi akibat cadangan nutrisi pada substrat yang sudah habis untuk dimanfaatkan,
akibatnya enzim dan lemak yang dihasilkan juga menurun. Hasil penelitian ini didukung oleh
penelitian Sukma et al., (2010) bahwa bekatul hasil fermentasi padat dengan penambahan 5 ml
dan 7 ml inokulum Aspergillus terreus memiliki persentase kelimpahan asam lemak tak jenuh
(asam linoleat dan asam eikosenoat) lebih kecil dibandingkan dengan penambahan 3 ml
inokulum. Semakin banyak inokulum maka semakin banyak nutrisi yang dibutuhkan. Ketika
nutrisi tidak tercukupi maka kapang tidak dapat memperbanyak selnya sehingga aktivitas
metabolismenya terhambat dan kapang mulai mengalami kematian. Pertumbuhan sel kapang
yang terhambat menyebabkan metabolisme sel kurang sempurna sehingga menghasilkan
|enzim| yang sedikit. Jenis enzim yang dihasilkan kapang adalah amylase, lipase dan protease.
Terdapat hubungan konsentrasi inokulum dan waktu fermentasi terhadap jumlah enzim dan
aktivitas enzim yang dihasilkan. Bertambahnya inokulum dan waktu fermentasi yang lama,
menyebabkan persediaan nutrisi subtrat jadi berkurang, sehingga menurunkan kehidupan sel
kapang. Hal ini mengakibatkan enzim yang dihasilkan juga berkurang. Aktivitas enzim
lipase yang bertugas menguraikan lemak menjadi asam lemak pun juga menurun. Akibatnya
asam lemak bebas dan asam lemak tak jenuh yang dihasilkan juga terbatas.

Pengaruh Variasi Volume Inokulum dan Waktu Fermentasi terhadap Variasi
Kandungan Masing-Masing Jenis Asam Lemak Tak Jenuh, dan Pengkayaan Asam
Lemak Omega-3 Minyak Bekatul

Fermentasi padat dengan waktu fermentasi 3 hari menunjukkan jumlah kandungan
asam lemak tak jenuh yang cukup signifikan dibanding dengan waktu fermentasi lainnya.
Kandungan asam lemak tak jenuh |0Ieic acidl atau asam oleat, C18:1n9c (V3H3) sebanyak
17,27 (%, w/w) menurun menjadi 5,81 (%w/w) pada fermentasi hari ke 9 ; fermentasi 5 hari
(V5H3) sebanyak 17,68 (%, w/w) menurun menjadi 4,43 (%, w/w) pada hari fermentasi ke 9
dan begitu juga pada V7H3 (fermentasi 7 hari) sebanyak 19,41 (%, w/w) menurun drastis
menjadi 2,59 (%w/w) pada hari fermentasi ke 9. Angka ini juga diikuti oleh beberapa
kandungan asam lemak tak jenuh lainnya (linoleic acid (C18:2n6c), linolenic acid (C18:3n3),
cis-11-eicosenoic acid (C20:1). Hal ini diduga pada waktu fermentasi selamat 3 hari, kapang
rhyzopus berada pada fase stasioner, yaitu masa pada saat kapang mengalami masa
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pertumbuhan terbaik. Sabri et al., (1990) melaporkan bahwa produksi lipid dari Rhodotorula
glutinis meningkat pada fase stasioner dan diperkuat oleh Razavi et al., (2007) bahwa
produksi asam lemak dari Sporobolomyces ruberrimus mencapai maksimum pada waktu
inkubasi 4 hari.

Fermentasi bekatul menggunakan kapang Rhyzopus orizae juga memperkaya
kelimpahan jenis asam lemak tak jenuh (Tabel 1) yaitu ﬁirucic Acid atau asam erukat dan
Arachidonic Acid atau asam arakidonat ] yang tidak ditemui pada kontrol. Terdapat juga
asam gamma linolenat; (y linolenic acid, C18:3n6) adalah asam lemak omega 6 yang
merupakan turunan asam linoleat (linoleic acid, C18:2n6c). Asam linoleat merupakan asam
lemak esensial yang harus disuplai dari makanan. ]GLA\ atau vy linoleic acid merupakan
senyawa penting pembentukan prostaglandin dan dapat digunakan sebagai Health Food
Suplement untuk mengatasi berbagai gangguan kesehatan akibat gizi lebih seperti jantung
koroner, hipertensi dan obesitas. Kecuali itu terdapat juga asam linolenat yang merupakan
kelompok asam lemak omega 3 yang sangat baik untuk kesehatan. Menurut Almatsier (2002)
bahwa kelompok asam lemak omega-3 adalah asam lemak linolenat (C18:3),
eikosapentaenoat (EPA atau C20:5) dan dekosaheksaenoat (DHA atau C22:6)

KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa, fermentasi bekatul
menggunakan kapang rhyzopus oryzae dapat meningkatkan dan memperkaya kandungan asam
lemak tak jenuh dalam minyak bekatul. Semakin lama waktu fermentasi yang digunakan
menunjukkan persentase kandungan asam lemak tak jenuh yang semakin menurun.
Berdasarkan kandungan asam lemak tak jenuh hasil maserasi minyak bekatul yang dihasilkan ,
maka velum penambahan inokulum sebanyak 7 ml dengan waktu fermentasi 3 hari
memperlihatkan hasil yang optimum. Terdapat penambahan jenis asam lemak tak jenuh dalam
minyak bekatul hasil fermentasi yaitu asam erukat (C22:1n9) dan asam arakhidonat (C20:4n6)
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