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BIOEONVERSI KOLESTEROL OLEH BAETERI
Arthrobacter simplex DALAM LABU EOCOK

Haspirsan

[abaratorism Kimia Organik furwan Kimia FMIPA Universitas Andalas

[NTISARI

Pemakaian  bakteri  Arthrobacter smplex: wnteR  proses  biokonversis
barransformasi kolesierol telab dilakuban. Pertama sekalf periuminehan bakeert
Arthrobgcter simpiex difnokulasikan dalam mediem germinasi pertama dan
wintkan pada mediuny germinasi kedus yung ditnkubasikan pada Shaker

(ncwbator pedd sidng 25°C dengan Récepatan 200 rpm dan pH- netrad serta
san il harge Optical Demspty (0D} = 1,3 Setelab itn swmpenst
dictndabban deltm loby kogon  desgan fRondisi dan aful yong sama.  Dari

penpavealan yang dilglukan didepatkan - petuatabar baktert Anarobdacier
sbmplex demgan Bondisf optimumrya pada germinas pertard dan kedug adalal
L sorkien I6,F fam barga ODB=21307 dar J23.5 fambarga Of=2.282, Hagd
cnaliss pads ekstrak fermentast demgan menggunakan Kiormatografl Lapisan
Tipn dan pelfarut dikeloromecan @ metanod (83 ;7 | didapatkan lima nosa yang
fearge BY mya ¢ 0,59, 0,09, 0,05, 0,03 dan 0,62, Sedangkan wituk elues kloroform
- pferat anbidrida {10 : 1) didapatkan dua nada dengan R 0.95 dan 0,68, Dari
shramategrdm Shromatografi Gas, menunjufkan batwwa boktert Arthrobacter
|;_"."_|_|‘:I_|I£-_r_' R PTRrs Fufd Ifll_‘.l?xll.&dull.l kolesteral mrrrgb#h'lfkﬂﬂ {israr J::DH'!FD-'H"J:’. Homporen
terrebug belume dapar ditdentifikast lebih Lanjut, mengingar basil analisis banya
dilakkuen dengan alar bramatografi pas saja,

ABSRTRACT

Cislization of Arnbrobactes sonplee bacteria for cholestersl bioconversion/
biptranstarmatinn process has been done. Arthrobacter simplex bacieria gratod)
w0 weocwdated at the first germination medinm [oilowed by the second perming
tion medium that wwas incubated in Shaker Incubator at a temperare of 280,
wabrasion of 200 rpm and pH mewtral.  The incubation was stopped wihen an
aptical density of 2.5 was obtained. The suspension was then traniferred to
Shaker fluch at the some condition. The resuil showed the aptimum condition of
Arthrabacter simplex bacteria growth at the first and the second germinaiion were
ar {ncubation time of 16,3 bours with optical density of 2300 and 12.5 bowrs &
aptical density of 2.290 respectively.  Thin layer chromarography asing
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atchloroethane : methanal (93:7) eluent thawwed Fspots with Rfs af 0,59, 509, 0.05,
O.0F ard 0.02, and wsing chlsraform : aceric anpydride (IC:0) efwenr showwed 2
spots with Rfi of 0.95 and 068, Gas chromatogram showed that Arbrobacter
smplex bacteria was able to convert cholestersl giving five components were not
vet further identificd since the amalysic was only perfarmed by gas
chromatograpky.

PEMNDAHULUAN

Pada beberapa dehade terabhir ini, terlihar adanya perkembangan vang cukup
besar dan pesat dari ilmu Biotekpo-logi, vaitu  suatu teknolog: vang
mengeksploitasikan  potensi  dari  mikroorganisme.  Pengzzunaan
mikroorganisme untuk mela-kukan suatw reaksi kinsa celab banvak dil=iekan
oleh kelompok Bicteknolog vang merupskan sumber enzimeenzim dalam
melakukan reaksi kimia tersebue. Salah satu bagian dari Bioteknologi ini sdalah
biokonversi/biotansformasi  steroid (kolesterol), dimana  mikroorssnisme
dimamfaathan kemampuoannya untuk memodifikasi senvawa-senvawz orzanik
secara biologis .

Steroid yang mempunyai struktur dasar suatu siklopentasoperhidro
fenantrena dan secara alami mempunyai sifatsifat hoemon ini kRanvak
digunakan untuk kepentingan medis. Melihar betapa pentinanya porensi
iEnvawa-senyvawa steroid  Ini. El:pm'ti |:|r_'||ﬂr:[:-.1 turiunan sterand vans hisa
dizunakan sebapai bahan kontrasepst maka biokonversi/biotransformas: sterojd
sangatlah pantas mendapat perhatian vang besar dari negaranegsns di dunia
termzsul Tndonsesiz

Dalam proses biokonveesi/bintransformas, substrat dapat dimecabalisme
terapi ada beberapa reaksi konversi berlangsusg tanpa menghasillian energl.
Zalah satu contoh : reaksi oksidasi etanol menjadi osam ssetat oleh bakreri
Acetatracter dan Ghiconebacter. Beberapa galur dari spesics ini mengharalis
realesi  oksidas: \l.‘:lt:-:h'.:gi;:'. woyaws organik  kareox tdak rEmpUEn YAl
mizimeesafam T rishlore Acesic Acd TCA uniul elisidas: '_|_'1|gj-.._-||_-.| oleh karena
itu kemampuannya cerbacas datam memeczh sumber kachon,

Paila umumnya, reakst dalam suatue proses industri dapat diperoleh melatol
pinbests - kimia  atau biokenvers;, dimana zecara bickoovessi lehik
menguntungkan karena kelebihan-kelebibannya, seperti = reaksinya spesifik,
vield tinggi, kondisi realsi metral, reaksi dapar dilakulan pada salah sare {15
malekul dimana sukar direaksikan dengan reaksi kimia bitsa. Realssi Berantai
= hin | I.'Illl't'[ﬂ.['l‘d.p I.!.'!'rl:lf I\.E!-l.'!iii.l.!:.'ll'l -T-I_I_'i'l |'|1i_k]'|:||3|:'5_-_—_|:|1i_1:|-|-|g yang ]1]¢rlgj:1.ju11g
beberapa enzim ataw menpgunakan beberapa mikroorganisme yang herbeda b

Beberapa jemia reaksn vang dapat terjadi dalam proses biokonversi/
biotransformasi steroid oleh mikroba adalah sebagai bertbuc @ ohsidasi, veduksi,
hidrolisis, pembentakan ester dan pemecahan ranwi samping, diancaranva
adzlah pemutusan C-27 menjadi C-17 L

Dienigan banyahnya kebutuhan metabolic sekunder oleh manusia v2ng mana
Mezmoli dan Vercellone (19371 adalah pessernu pértama proses kenversi steroid
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skeara |:::|ii-lrl,‘;-|.]'ll:‘:l||:rgi melalur  reakst |'|E|:|r|:|gL-n.:|.-ii dan :!ghi_rlrugmnﬁ. ‘Pada
mulanya diperaunakan untuk produksi testosteron untule rujuzn kemersial.
Ronversi kolesterol oleh beberapa mikroba telah dilaporkan  dart  hasil
penelitian, diantaranya hasil penelitian Turtier (t948) yaite hiekonvers
kolesterol menjadi 4-dehidroetiokolonat oleh  MNocordis se. serza cleh Kreamli
ilasn Horvath |:1":|4F~1‘i'-‘1']‘]. VAL biokonversi kolescizol menjadi F-hidroksi
kolesterol oleh Mocordia roserrs. Kei Arima dik. (1949) menumjukkan hahwa
Irovrobacier vimplex dapat mengubah keleseerol mengadi cholest-d-en-3-onedan
cholesta- §4-dien-3-one, sedanpkan Wolf Crueger dick, (1989 melaporkan bahwa
lkolesteral dapat pula dikenversikan olen arktrmfacter siorpler menjadi senvamwa
1obandrastadenes 31 7 -dione.

Penelitian-ini bertujuan untuk dipergunakan dalam predulisi senyawa hasil
Biokonversi/biotransformasi kelesterol oleh bakteri Antbrobacter dmplex, maka
untuli menear Kondis optimom dari pertumbuhan bakeer: tessebur diperlaku.

kan heberapa tahap proses ©7,

BAHAM DAN METODA

Bokeerl vane dinereunaiman ontuli penelitian’ ing sdalak hakeert Anbrobacter

ity Sangs beromaes 4 jam dalem betdl Boux vang diperolel dsn
Laberororiunt Telnolopr Fermentas) PALU-TTH Bandung

Baban wany digupakan mntuli mediem germinag pertarma ferdic dart 3

wit sceep Liquor (G500, 3 g Beef exoract, 3,6 ¢ glukosa, &5 g K.HPO,, 2

i 1T A5 % ifan 300 ml s suling. Sedanpilan untul médivm germinasi

- "y

i vaige ¢ 30 g CEL -I0- g Beef exreace, 4 g plokose, ¢.5 0 BHPO, dan i
ailing, Dan vintuk medivm Isboe kool volume 300 mil vaiws 120 g C51L, 20 ¢
Beef exrrarr. 7.5 ¢ K;HPO, dan air suiing, '

[en=litian 1ni bertujouan untuk dipergunakan dalam produlisi senyawa hasil
lokonversid biostransformasi kolesterol olely balicert Artbrobacrer simpler, maka
untuk mencart keondisi optimum  dam  pertumbuhan bakteri fersebuc
diperiakukan beberapa tahap proses,

Tahap Kerpa

Buliders Artbrnpacier sompiier Jinekulasikan pacia medium germinasi pertama,
dimana bakteri vang berumur 48 jam disuspensikan dengan laruran Tween 40
Tirl o sebanvak 3% ml. Suspens in dipiper sehanyak 3 ml diubklan dalam
tiap-tiap crlenmeyer (3 buah) vang berisi medium germinasi perrama,
Sefanjuetnya ditambahkan 12 mi laruan glukosa dan pada eclenmeyer keenam
isehagai blanko),pH medium dibvar netral dengan menambahkan farutan
WaldH 1 N sebanyak 2,6 ml. Kelima erlenmeyer diinkubasikan pada Shaker
incuhator Lamimer Adr Flow Cabiner pada subu 28°C, 200 rpm dan inkobasi
dihentikan bila harga OD mencapa 2,3



Eemudian suspens baktert Arthrabacter simplex dalam gesminasi pertama
dipmdahkan sebanyak 120 ml kedalam ma-sing-masing medium germinasi
kedua dan tambahkan 120 ml larutan glukosa pada masing-masiong erlsnmevear
terschut. Proses ini dilakukan secara aseptis. Lakukan inkubasi pada Shaker
incithator pada subw 28°C, 200 rpm dan inkubasi dihentikan bila harsa OD
mencapai 2,5,

Pertumbuhan baktert pada germinasi pertama dan kedua diamati denaan
cara mementukan harga O nya mendekast atau sama dengan 2.5 vane mana
pada harga OD tersebut menunjukkzn waktu yang optimumnya.

Saal suspensi bakteri Antbroeacrer spiés paids germi-nas hedua mencapa
pertumbuhan vang optimum, maka suipensi dipindahkan ked2izm labu kocok
300 ml ¥ang telah disterilkan dan berusi mediz Corn Steep Liguor 10510 beef
extrace, K-HPO, dan ;Iuknsn. Lakvkan inewbasi dalam shaker Trsubator
dengan kondisi : subu 28°C, pH=7 dan 322-560 rpen . Sewakiu pertumbiuian
bakteri mendekati fasa scasioner, maka dimasulkan kolesceral secara aseptis dan
amyili hasil biokonvarsi.

Degarw pacda saar proses brokon verss mendskati fasa stasaoner kemmbali, ambil
32 ml larutan pada labu kocok dam cambahkan Solasodin pada labe cerra
lanjuthan inloubas.

50 mi laruean hasil biokonversi kolesteral diekstrall denzan diklor petar dar

fasil chsrrak dipekatkan deazan aiat rotary epavorater, selanmuinya dilakivkan
hhromatografi Lapisan Tipis dan Khromatografi gas.
Hasil ekstrak ditentukan jumiah komponennva dengan plar TLC ilika =l
5F.., ukoran 19X10 cm dan bejana efust vang tedah dijenuhkan oleh fasa gerak
ieluent). Fasa perak nva 1 diklorometan @ metamol (93:7) dan klorotorm « asetat
anhidrida {19:1). Sampel dan Kolestero| standar ditotolkan pada plar TLO dan
kemudizn’ dimasekkan kedalam  Chamber (bojzna elusi), Setelah elusi
dihentikarn, plac dikeringman selampuiniadisemprot -;_’ung;]_n FES0r, 52% daiam
metanol. Keringkan dalam oven dan amatl noda demean lampu UV sermt
I'.'iI:Ll:l‘.lg noda vang terbentuk dan Blava,

Untuk analisis dengan alar Ehromatografi Gas mengpunakan GO
Shimadzu 14-A dengan kolom OV-17, Kondisi operasi diamue = suhu 273°C,
detehtor FID, gas pembawa nitrogen dan laju gas pembawa 62 ml/menic
Larutan kolesterol 20 mgsmi ditnpeksitkan sebanvak 3 wl kemudian dilzrguikan
injeksi ehstrak fermentasi sebanvak 4 ul. Khormatogram vang dihasitkan
libandingkan dengan khromatogram standar, schingga dapat dikerahui
Eomponen hasil biokonversi kolesteral,

HASIL AN PEMBAHASAN

Dhari pengwmatan vang dilakukan pads pertumbuban bakter: Arthrobacter
..'mpa'e': rereehiag |!i'|.~F.1".L:.:|.rI dlira Bpasil penganiEtan dam prosss  fermentasi,

sebasal berikut

an
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Tabel L. Pertumbuhan  baktert  Arthrobacter wimpler pada medinm
SETITLNAS] pertama

M. WAt Tam) SE g C
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Tabel 2, Pertumbrhan bakteri Artbrabacter simples pada medium germinasi

Ledua

L. d'n =ik
= d a GEllaTmoanen SOLEREQELIN 3 ey

Ok LIl ds
(]

Pola periumbuhan bakteri Arbirobacter smplex setelab germinasi kedua

pada labu kocok 522 ml dapat dilihat pada Gambar 1,

Pertumbuhan bakteri dari kurva diatas menunjuklian tidak terdapatnya
fasa log, hal ind berarti pemindahan kelabu kocok dari zermlinas kedua sangac
tepat. Penambaban  kolesterol dan  solasodin  diberikan pada saac fasa
periwmbuhan diperlambat, jumlah sel bakieri opimum dan persedizan nutris
menipis, schingga bakten akan segera menghonsumsi Keolesterol mavpun
solassdin untuk divbah meojad senyawa hasil hiokonversinva, MNamun hasil
biokonversi snlasodin belum  dapat  diketahui, karena analisimya bBelum

dilakukan,
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Crarmbaar 1. Rurva Pertumbinhan  bakteri Arthrabacter simpler dalam |abe
kocok 330 ml,

Tabel 4, Hasil kromatozrafi Lapisan Tipis (KLT)

Hg= | Sampel Harga "L sluen a

Keteérangan @ a= eluen diklorometan ; metanol (93:73
b= eluen kloroform : asctat anhidrida (12:1)
¢= penampak doda lampa LTV
d= penampak noda larutan HL.50, 10% dalam etanol

Khromatogram dari kbromatografi gas untuk biokonversi Kolsterol, dapat
dilhar dary Gambar 2.

Bila dilihac dari khromatogram hasidl khromatografi sas {Gambar 3], maka
diduga bahwa 1 4-androsteadiene-3,17-dione tidak dihasilban dalam fabu kocok.
Hal int dapat dilthat bafiwa tidak ada puncak pada waktu retensi (RT) vang
lehih kel dari BT holesrernl dimana seharusnva senvawa tersebur muncul.
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Gambar 2 : Khromatogram dari kolesterol standar
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Gambar 3 : Khromatogram dari sampel labu kocok 510 mi



KESIMPULAN

Diari pengamatan vang dilakukan terhadap periumbuhan bakeeri Arthrabacer
simplex yang oprimum didapatkan kesimpulan sebagal berikat:

1. Pertumbuhan cptimum bakteri  pada medium germinasi perama
didapatkan harga OD nya 2,300 dengan waktu 16 jam.

3, Pertumbuban optimum bakeeri pada medium germinasi kedua didapatkan
harga 0D nya 2,290 dengan wakte 12,5 jam.

5. Hasil analisis KLT dengan eluen diklorometan : metanol (%3:7) didapathkan
lima senvawa dengan harga R 0,59, 0,09, 0,03, 2,03 dan 2,02 dan untuk
cluen kleroform : aserat anhidrida (12:1} didapatkan dua senyawa dengan
harga Rf nya 3,68 dan 0,95.

1. Darikhromatogram kromacografi gas didapatkan lima kemponen, namun
struktue senyawanva belum dapac diketahui dengan pasti.
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