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ABSTRAK

Irdawati *
&
Optimasi Konsentrasi Saccharomyces cerevisiae dalam PembentukanPigmen
Monascus purpureus pada Medium Limbah Ubi Kayu (Manihot utillisima).

Penampilan sebuah produk memberikan daya tarik tersendiri pada
konsumen, misalnya warna. Hal ini menjadi dasar untuk digunakannya bahan
tambahan makanan, khususnya zat warna. Pada umumnya digunakan zat warna
sintetis, karena dapat memberikan warna yang menarik, namun akumulasinya di
dalam tubuh dapat menyebabkan efek karsinogenik. Oleh karena itu perlu
ditingkatkan penggunaan pewarna alami, salah satunya yaitu pigmen  yang
dihasilkan oleh kapang Monascus purpureus, pigmen yang dihasilkan memiliki
sifat ketahanan warna, serta terdapatnya senyawa bahan aktif yang baik untuk
kesehatan. Peningkatan intensitas warna dari pigmen Monascus purpureus dapat
dilakukan dengan penambahan Saccharomyces cerevisiae, dengan kadar protein
dan alkohol yang cukup didalam Saccharomyces cerevisiae juga mampu
meningkatkan kelarutan pigmen dalam air. Pigmen ini dapat diproduksi melalui
substrat limbah pertanian dan industri pangan, salah satunya yaitu limbah ubi
kayu (Manihot utillisima). Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui konsentrasi
optimum Saccharomyces cerevisiae dalam pembentukan pigmen pada medium
limbah ubi kayu (Manihot utillisima).

Penelitian ini telah dilakukan pada bulan Mei sampai Juni 2010 di
Laboratorium Mikrobiologi jurusan Biologi FMIPA UNP. Jenis penelitian
eksperimen dengan menggunakan rancangan acak lengkap dengan 7 perlakuan
dan 3 ulangan. Data yang didapat dianalisis dengan ANOVA dan diuji lanjut
dengan uji BNJ.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa terdapat konsentrasi optimum
Saccharomyces cerevisiae dalam pembentukan pigmen Monascus purpureus pada
medium limbah ubi kayu (Manihot utillisima), yaitu pada konsentrasi 4 %, dengan
rata-rata absorbansi pigmen sebesar 4,27.

Kata Kunci: Kelarutan pigmen Monascus purpureus, Saccharomyces cerevisiae,
limbah ubi kayu ‘ :
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PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Penampilan sebuah prodﬁk memberikan daya tarik tersendiri bagi
konsumen, misalnya pada warna. Agar produk makanan dapat bersaing dan
dipilih konsumen, produk makanan harus memiliki warna yang menarik, rasa
yang enak, nilai gizi tinggi, dan ekonomis. Pertimbangan ini menjadi} dasar
digunakannya bahan tambahan makanan, khususnya zat warna sintetis
maupun alami untuk meningkatkan kualitas produk (Kusumawati, 2005).
Peningkatan produksi pangan adalah salah satu cara yang dapat ditempuh
dalam meningkatkan kualitas dan ketahanan pangan. Biopigmen menawarkan
satu solusi untuk meningkatkaﬁ produksi pangan dengan memanfaatkan
pigmen alami sebagai pewéma makanan karena lebih aman dibandingkan
pewarna sintetik. Penggunaan pigmen alami dalam produk makanaﬁ akan

meningkatkan produktivitas dan kualitas gizi makanan (Leenawaty, 2008).
Pewarna ala:ni merupakan pigmen yang dapat diperoleh dari bahan
nabati, hewani, dan mikroorgaﬁvisme. Perhatian terhadap pewarna alami
makanan g*sc.:makin mcningkap seiring dengan kckhawatiran masyarakat
terhadap dampak pewarna sintetik. Beberapa pewarna sintetik diduga bg:rsifat
karsinogenik, yaitu dapat mer;li;:u timbulnya sel kanker (Anonim, 2008).
Rhodamine B merupakan salah satu pewarna sintetis, bentuknya seperti
kristal, biasanya berwama lllijau.atau ungu kemerahan, tidak berbau serta

mudah larut.



Beberapa penelitian telah membuktikan bahwa zat pewarna tersebut
sangat berbahaya bila digunakan pada makanan. Efeknya dapat menyebabkan
gangguan fungsi hati dan bisa menyebabkan timbulnya kaﬁker hati
(Anonimous, 2009). Kondisi ini.' mendorong usaha pengembangan produk
tambahan makanan, terutama zat pewarna yang bersifat alami, contohnya dari
mikroorganisme. .

Salah satu mikroorganisme yang dapat menghasilkan bahan pewarna

alami adalah Monascus purpureus. Zat warna Monascus terdiri . dari

%

ankaflavine dan monascine (berwarna kuning), rubropunctatine = dan
monascorubrine (orange) serta rubropunctamine dan monascorubramine
(merah). Zat warna ini sangat stabil terhadap pengaruh suhu, cahaya,
oksigen, ion logam dan perul_).a‘han pH, sehingga dapat menggantikan zat
warna sintetik ‘pada makanan dan kosmetik (Pastrana et a/.,1995, dalam
Wibowo, 2006)

Pigmen M. purpureus pada umumnya diproduksi melalui substrat beras,
namun ditinjau dari segi ekonohis, penggunaan beras untuk produksi pigmen
M. purpureus kurang tepat digunakan, mengingat beras merupakan makanan
pokok penduduk Indonesia. Sebagai alternatif dapat digunakan bahan-bahan
limbah pertanian dan industri pangan. Salah satu limbah yang dinilai cukup
potensial untuk substrat fermentasi adalah limbah kulit ubi kayu (Oktara,
2008). Hasil penelitian Putri (2009), membuktikan bahwa limbah kulit ubi
kayu berpotensi menghasilkan pigmen merah oleh Monascus purpureus.

Menurut Busairi (2009), kulit umbi ubi kayu mempunyai kadar karbohidrat



- dan kadar proteinﬁ sebesar 78,203 % dan 10,023 %, sehingga dengan rasio
C/N yang cukup ini dapat merhéﬁuhi untuk media pertumbuhan kapang. Hal
ini didukupg oleh Pepler dan Perlman (1979, dalam Busairi, 2009),
menyatakan baﬁwa rasio C/N substrat dalam fermentasi kapang adalah antara
5-15. Biasanya limbah ubi kayﬁ .ini hanya dibuang begitu saja schingga pada
tingkat tertentu dapat menimbulkan masalah, yaitu pencemaran lingkungan.
Oleh karena itu dibutuhkaﬁ usaha pemanfaatan limbah ubi kayu menjadi
bahan yang berpotensi, sélal1 satunya scbagai media fermentasi untuk
M. purpureus.

Pemanfaatan media sukrosa padat oleh Monascus dengan
Saccharomyces cereviseae dapafmeningkatkan pigmen dibandingkan dengan
produksi pigmen dari Monasc.us saja (Shin et al.,1998). Di Cina dikenal
dengan Chu kong tsaw, yang merupakan campuran M. purpureus dan
Saccharomyces (Yuan, 1980). Seungjoo (TT), juga menambahkan 5% dan
10% kultur S cerevisiae untuk meningkatkan pigmen merah dari
M. purpureus, pada YM medium yang terdiri atas ekstrak malt dan ekstrak
yeast. Intensitas pigmen yang dfdapat yaitu 0,472. Penelitian Kim dan Shin
(1998, dalam Seung-Ku, 2000)'melaporkan bahwa S. cerevisiae yang di
kultur campur dengan M. purpureus mampu mensekresikan chitinase dan
amylase yang menyebabkan perubahan morfologi M. purpureus daﬁ efektif
dalam meningkatkan produksi pigmen merah M. purpureus.

Pigmen yang dihasilkan oleh M. purpureus bersifat sangat larut dalam

alkohol dan sedikit larut dalam air (Yuan, 1980). Ditambahkan oleh Fardiaz



(1988) bahwa S. cerevisiae adalah penghasil alkohol yang baik dalam proses
fermentasi pada substrat yang berkarbohidrat, maka dengan penambahan
S. cerevisiae dalam media fermentasi dapat membantu kelarutan pigmen yang
dihasilkan M. purpureus.

Sumber nitrogen dapat menentukan tipe pigmen yang dihasilkan dari
M. purpureus. Sumber nitrogen yang berupa yeast akan menghasilkan pigmen
merah (Yuan, 1980). Namun dalam pemberian yeast belum ada penentuan
konsentrasi yang optimal dalam menghasilkan pigmen merah oleh
M. purpureus. Berdasarkan hal tersebut, maka peneliti tertarik untuk
melakukan penelitian dengan Judul “Optimasi Konsentrasi Saccharonﬁyces
cerevisiae dalam Pembentukan Pigmen Monascus pw;pureus pada Medium

- Limbah Ubi Kayu (Manihot utillisima)’".

METODE PENELITIAN

Jenis penelitian ini adalah penelitian eksperimen.Penelitian ini
akan dilaksanakan pada bulan ‘Mei sampai Juni 2010 di Laboratorium
Mikrobiologi Jurusan Biologi FMIPA UNP.

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah Spektrofotometer
UV-Vis, autoklave, sentrifuge, kompor listrik, timbangan anélitis, lampu
spiritus, tabung reaksi, gelas ukur, jarum-ose, Erlenmeyer, botol slai, LAFC,
pipet tetes, gelas piala, botol selai, spatula, saringan, blender, pH iﬁdikator,

dan termometer.



Bahan yang digunakan adalah limbah kulit ubi kayu, Saccharomyces
cerevisiae yang terdapat dalam Permifan, tepung beras, NH4NO3, KH2POa,
MgS04.7H20, biakan murni Monascus purpureus, akuades, alkohol 70%,
spritus, dan Potato Dextrosa Agar (PDA), aluminium foil, kain kassa, kapas.

Rancangan Penelitian |

Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan Rancangan Acak
Lengkap (RAL) dengan 7 perlakuan dan 3 ulangan.

Perlakuan yang digunakan adalah sebagai berikut:

A. (Kontrol) tanpa penambahan S. cerevisiae

o

Konsentrasi S. cerevisiae 2%
Konsentrasi S. cerevisiae 4%

Konsentrasi S. cerevisiae 6%

o a

E. Konsentrasi S. cerevisiae 8%
F. Konsentrasi S. cerevisiae 10%
G. Konsentrasi S. cereviside 12%
Prosedur Penelitian
1) Persiapan penelitian.
a. Sterilisasi alat |
Alat alat yang terbuat dari kaca disterilkan dengan
menggunakan autoklaf pada suhu 121°C dengan tekanan 15 psi
selama 20 menit, ‘s'edangkan tempat yang digunakan untuk
ipkubasi disterilkan dengan menyemprotkan alkohol 70 %.. _

b. Penyediaan biakan murni Monascus purpureus



Biakan mumi. M. purpureus diperoleh dari stok
Laboratorium Mikrobiologi Universitas Negeri Padang. Untuk
perbanyakan, satu ose biakan murni M. purpureus diinokulasikan
pada agar miring yang berisi medium PDA, dan diinkubasi
selama 8 hari. Medium PDA instan dibuat dengan cara
menimbang 19,5 g PDA, setelah itu dimasukkan kedalam gelas
piala, lalu ditambahkan akuades hingga mencapai volume 500 ml
dan dipanaskan sampai mendidih. PDA yang sudah dipanaskan
dimasukkan kedalaml Erlenmeyer, ditutup dengan kapas dan
aluminium foil. PDA disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C
dengan tekanan 15 psi selama 20 menit. |

¢. Pembuatan starterM purpureus (Ridawati, 1993).

\"Bagian kulit uBi kayu yang digunakan adalah bagian kulit
sebelah dalam (Gahbar 3), yang telah dibersihkan dari kulit
terluar , kemudian; diblender tanpa penambahan air, hasilnya
disaring dengan kain kassa dan diambil sari patinya. 150 ml sari
pati kulit ubi kayu -di‘masukkan kedalam erlemeyer, ditambahkan
4% tepung beras, 0,15% NH4NO3, 0,25% KH2PO4, dan 0,10%
MgS04.7H20, lalu diatur pHnya sampai 6, kemudian ditutup
dengan kapas da.n. aluminium foil, selanjutnya disterilisasi
dengan autoklaf pada suhu 121° C, selama 20 menit. Setelah
dingin, starter diinokulasi kapang M. purpureus dari agar miring

yang permukaannya ditumbuhi kapang M. purpureus,



dimasukkan 7 ml aquades steril. Permukaan kapang dikikis
dengan jarum osé steril sehingga didapatkan suspensi spora.
Kemudian starter afinkubasi selama 7 hari di dalam inkubator.
d. Pényiapan media fermentasi
Bahan yang digunakan berupa limbah kulit ubi kéyu
dikupas dan dibersihkan dari kulit mati lapisan terluar.
Kemudian diblender tanpa penambahan air, lalu disaring, dan
diambil sari patinya; 40 ml sari pati kulit ubi kayu ditambahkan
960 ml akuadeg" dan 15% NH4NOs3. Selanjutnya m‘Aedia
distérilisasi dalam autoklaf pada suhl; 121° C, sclama 20 menit.
€. Penyediaan Saccharomyces cerevisiae
S. cerevisiae yang digunakan adalah yang terdapat dalam
permifan. Untuk konsentrasi S. cerevisiae 2% dibuat dengan
menambahkan 2 g S.  cerevisiae pada kemasan permifan
kedalam 100 ml substrat fermentasi, begitu juga dengan
perlakuan yang lainﬁya.
2) Pelaksanaan penelitiaﬁ
Media fermentasi berupa sari pati kulit ubi kayu
dipanaskan selama 15 menit pada suhu 100 °C. Setelah media
tersebut dingin, kemudian dimasukkan ke dalam botol selai
sebanyak 100 ml, lalu ditambahkan starter sebanyak 12 % dan

ditambahkan konsentrasi S. cerevisiae sesuai dengan perlakuan



yang telah ditentukan dan diaduk , setelah itu media diinkubasi
selama 11 hari (Putri, 2009)
3) Penéamatan
Intensitas pigmen herah
Intensitas  pigmen  diukur dengan  melihat
absorbansi dari pigmen merah dengan menggunakan
Spektrofotometer UV -Vis (Jennie, 1997). Kultur yang
telah ditumbuhkan dipanen dengan cara disaring, lalu
supernatan yang diperoleh disentrifus selama 15 menit pada
kecepatan 4000 rpm. Untuk mengetahui konsentrasi
pigmen merah absorbansi supernatant diamati pada panjang

gelombang 500 nm.

Analisis Data
Data yang didapat akan dianalisis secara ANOVA (Analisis Of .
Variance). Jika hasilnya memperlihatkan perbedaan yang nyata, dilakukan Uji

Lanjut Beda Nyata Jujur (BNJ) (Hanafiah, 1991).



HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Hasil
Intensitas pigmen merah M, purpureus

Dari penelitian yang telah dilakukan, diperoleh hasil mengenai konsentrasi
S. cerevisiae yang optimum dalam pembentukan pigmen M, purpureﬁs pada
medium limbah ubi kayu (M. utillisima). Pembentukan pigmen dilihat deﬁgan
mengamati intensitas pigmen merah, yang diukur dengan melihat absorbansi
pigmen dari supernatan yang dihasilkan, hasil rata-rata intensitas pigmen diolah
secara statistik dengan menggunakan ANOVA, menunjukkan perbedaan yang
nyata (Lampiran 1), uji lanjut dilakukan dengan uji BNJ untuk melihat perbedaan
dari masing-masing perlakuan. Hasil uji lanjut rata-rata intensitas pigmen dengan
BNJ dapat dilihat Tabel 2.

Tabel 2. Rata-rata intensitas pigmen merah dengan penambahan S. cerevisige
pada masing-masing perlakuan

Perlakuan (konsentrasi penambahan Nilai absorbansi pigmen
S.cerevisiae) (rata-rata pada taraf 5%)
A (tanpa S. cerevisiae) 0,18 a
G (12%) ‘ 0,80 ab
F (10%) 0,85 ab
E (8%) ' 0,95 b
B (2%) 229 ¢
D (6%) 242 ¢
C (4%) 4,27 d

Keterangan : angka-angka yang diikuti oleh huruf kecil yang sama tidak
berbeda nyata pada taraf 5% menurut uji Beda Nyata Jujur
(BN)). |

Berdasarkan analisis statistik uji lanjut dapat diketahui bahwa pérlakuan A

(tanpa penambahan konsentrasi S, ¢ 2'1 " iae) tidak berbeda nyata dengan G .



dan F, namun berbeda nyata dengan perlakuan E, B, D, dan C. Perlakuan G juga
tidak berbeda nyata dengan perlakuan F dan E, tetapi berbeda nyata dengan
perlakuan B, D, dan C. Perlakuan B tidak berbeda nyata dengan perlakuan D,
hamun memperlihatkan perbedaan nyata pada perlakuan C, sedangkan perlakuan
C berbeda nyata dengan semua perlakuan.

Dari tabel tersebut dapat kita lihat konsentrasi S cerevisige yang optimum
dalam pembentukan pigmen merah M purpureus, yaitu pada perlakuan C
(konsentrasi 4 %) karena mempunyai rata-rata nilai absorbansi tertinggi sebesar
4,27, sedangkan intensitas pigmen yang terendah terdapat pada perlakuan A G,

dan F dengan masing-masing nilai absorbansi sebesar 0,18; 0,80; dan 0,85.

B. Pembahasan

Intensitas pigmen diukur dengan b_melihat absorbansi pigmen merah yang
dihasilkan supernatan. Pada penelitianb ini, peningkatan intensitas pigmen
mencapai puncak optimal pada perlal'kuanb C, yaitu konsentrasi S. cerevisige 4%
yang diperoleh absorbansi pigmen merah sebesar 4,27. Hal ini discbabkan olch
pengaruh S. cerevisige yang bekerja sinergis dengan M. purpureus dalarﬁ
meninékatkan pigmen. Penambahan S, cerevisiae memperlihatkan pengaruh nyata
dalam peningkatan pigmen M. purpureus.

Selama masa fermentasi S. ‘cerevisiae menghasilkan enzim yang
menyebabkan morfologi M. purpureus  berbeda sehingga membantu
meningkatkan produksi metabolit sekunder berupa pigmen warna merah,
Sebagaimana yang dikemukakan olch Kim dan Shin (1998, dalam Seung-Ku;

2000), S. cerevisiae yang di kultur campur dengan M. purpureus manipu



mensekresikan chitinase dan amylase yang menyebabkan perubahan morfologi
M. purpureus dan efektif dalam meningkatkan produksi pigmen merah.
Sedangkan Pastrana es al, (1995, dalam Sanae, 2005), mengemukakan
mekanisme biosiontesis terbentuknya pigmen merah ini belum banyak diketahui.

Pigmen merupakan metabélit sekunder yang dihasilkan oleh
M. purpureus terutama pada fase staéioner. Menurut Fardiaz (1998), metab‘olit
sekunder adalah hasil metabolisme yang tidak diperlukan untuk pertumbuhaﬁ sel
dan produksinya sangat dipengaruhi olgh faktor lingkungan. Selanjutnya Ridawati
(1993), mengemukakan Qpigmen M. purpureus ada dua jenis, yaitu: ekstraseluler
dan.intraseluler. Pigmen merah ekgtrascluler adalah pigmen yang diekstruksikan
ke media fermentasi, sedangkan pigmen intraseluler merupakan pigmen yang
masih terdapat dibagian dalam hifa.

Nilai intensitas pigmen terendah terdapat pada perlakuan A, G, dan F,
sedangkan perlakuan E, B, dan D juga didapatkan nilai absorbansi yang rendah
dan berbeda nyata dengan perlakuan C. Hal ini terjadi karena dalam kondisi dan
jumlah S. cerevisiae yang berlebihan seperti pada perlakuan D, E, F, dan G
menyebabkan S. cerevisiae mengalami kompetisi nutrisi yang ada pada medium
tersebut, schingga pertumbuhan S cerevisiae tidak maksimal, hal ini
mengakibatkan belum terjadinya simbiosis yang bagus dengan M. purpureus
untuk meningkatkan produksi pigmen merah. Sebagaimana yang dikemukakan
oleh Reed (1983, dalam Irawati, 2001), bahwa pemberian starter dalam jumlah
yang tepat pada suatu bahan fermen'tasi akan memberikan hasil yang baik dalam

proses fermentasi.

TR Y i ok



. KESIMPULAN DAN SARAN

A.Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh, maka dapat disimpulkan
sebagai berikut:
Terdapat konsentrasi S. cerevisiae yang optimum dalam meningkatkan
- pigmen yang dihasilkan M. purpurcus pada medium limbah ubi kayu (M.
utillisima), yaitu pada konsentrasi 4% diperoleh absorbansi intensitas pigmen

sebesar 4,27

B. Saran
Disarankan untuk melakukan penelitian lanjutan tentang pengukuran kadar
alkohol dari S. cerevisiae yang mendukung kelarutan pigmen dan penggunaan

limbah pangan potensial lainnya untuk media fermentasi M. purpureus.
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