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Abstrak: Hydroxy octadecadienoic acid (HODE) adalah salah satu senyawa asam lemak alifatik
teroksidasi golongan oksilipin yang bersifat bioaktif dan dapat dihasilkan oleh kapang endofit Curvularia
Iunata BioMCC FE-00283 dengan fermentasi kultur terendam. Glukosa, monosodium glutamat dan
minyak jagung adalah komponen media yang mempunyai pengaruh signifikan terhadap produksi HODE
oleh C. funata BioMCC FE-00283. Optimasi komposisi ketiga komponen media tersebut dilakukan
dengan menggunakan metode respons permukaan (response surface methodology/RSM). Rancangan
percobaan central composite design (CCD) digunakan untuk menjelaskan pengaruh interaksi antar
komponen medium terhadap pruduksi HODE. Produksi HODE maksimum yang diprediksi melalui model
kuadratik mempunyai luas kromatogram 4540000 yang secara eksperimental diverifikasi mempunyai luas
kromatogram 1091338 =+ 152489, Meskipun verifikasi eksperimen menunjukkan hasil lebih rendah dari
prediksi melalui model, akan tetapi hasil verifikasi lebih tinggi dibandingkan produksi menggunakan
media basal dengan variasi proporsi sumber karbon, nitrogen, dan inducer belum dipotimasi yang
menghasilkan luas kromatogram HODE 95045 + 71200. Hasil verifikasi menunjukkan komposisi media
yang optimum dapat meningkatkan produksi HODE 3.7 kali lipat dibandingkan dengan media basalnya.

Kata kunei: optimasi. RSM, hydroxoctadecadienoic acid, kapang endofit, Curvularia lunatea.

Abstrak: Hydroxyl octadecadienoic acid (HODE) is an oxidized aliphatic fatty acid from the oxylipins
group, which shows bioactivity and can be produced by Curvularia lunata BioMCC FE-00283 by
submerged fermentation. Glucose, monosodium glutamate. and corn oil were media components that
showed significant effect toward HODE production by C. funara BioMCC FE-00283. Composition
optimization of these three medium components was carried out by Response surface methodology
(RSM). A full factorial central composite design (CCD) was used to explain the interaction effect between
media components. Maximum HODE production as predicted by the quadratic model have chromatogram
area of 4540000, which was verified experimentally to be 1091338 £ 152489. Eventhough experimental
verification showed lower result compared to the model prediction, however it was higher compared to
the HODE production using basal media with unoptimized composition of carbon. nitrogen. and inducer
which only have chromatogram area of 295045 + 71200. The verification also showed that optimization
increased HODE production by 3.7 fold compared to that produced by the unoptimized media.

Keywords: optimization, RSM, hydroxy octadecadienoic acid, endophytic fungi, Culvularia lunata.
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PENDAHULUAN

HYDROXY octadecadienoic acid (HODE) adalah
kelompok hidroksi asam lemalk, atau yang dikenal luas
dengan sebutan oksilipin. HODE yang mempunyai 18
karbon, 2 ikatan rangkap dan 1 gugus hidroksi, adalah
salah satu oksilipin yang bersifat biocaktif. HODE yang
dihasilkan oleh Basidiomisetes Gomphus floccosius
dilaporkan mampu menghambat pathogen tanaman’.
Senyawa 13-HODE yang diisolasi dari hepatoma tikus
dilaporkan mampu menghambat proliferasi sel kanker™.
Mundt ef al.,®) melaporkan bahwa senyawa 13-HODE
vang dihasilkan oleh Oscillaroria redekei HUB 051
mampu menghambat bakteri Gram positif Bacillus
subtillis SBUG 14, Micrococcus flavus SBUG 16 dan
Staphviococcus aureus SBUG 11.

- HODE dapat dihasilkkan oleh makro fungi"®, mikro
fungi® sianobakteria®. HODE juga dapat diproduksi
dengan biokonversi mikroba, enzimatis atau kimia®".

Komposisi media merupakan faktor yang kritis
dalam proses fermentasi, karena komposisi media
mempunyai pengaruh terhadap konsentrasi produk
yang dihasilkan. Penentuan komposisi media bukan
hal yang mudah karena melibatkan metabolisme yang
sangat terpengaruh oleh komponen yang menyusun
media®!. Metode respons permukaan adalah salah satu
metode yang efisien sehingga banyak digunakan untuk
optimasi dalam proses fermentasi, baik untuk komposisi
media (%1910 maupun kondisi proses® 3.1, Metode ini
banyak dipilih karena dapat menjelaskan interaksi yang
muncul antar peubah dan dapat memberikan respons
secara simultan dalam waktu yang bersamaan.

Terdapat beberapa rancangan percobaan yang dapat
digunakan untuk dapat melakukan optimasi dengan
metode respons permukaan. Central composite design
(CCD) merupakan salah satu rancangan percobaan yang
dapat digunakan untuk optimasi dengan metode respons
permukaan®®. Central composite design diperkenalkan
oleh Box dan Wilson pada tahun 1951 yang terdiri
dari rancangan faktorial tingkat dua dengan dua level
(tertinggi dan terendah) ditambah dengan beberapa
titik yang memungkinkan untuk meramalkan adanya
efek interaksi antar faktor yang dicoba. Kelompok
titik tambahan yang pertama disebut starting point
yang merupakan matriks bujur sangkar yang diagonal
utamanya bernilai £2%4, dimana k adalah jumlah faktor
yang dioptimasi. Sementara, kelompok titik tambahan
kedua disebut center point yang merupakan kombinasi
dari semua titik tengah faktor yang akan dioptimasit'®.

Dalam tulisan ini dilaporkan hasil optimasi
komposisi glukosa, monosodium glutamat (MSG) dan
minvak jagung dalam media fermentasi Curvularia
lunara untuk menghasilkan HODE. Data percobaan
diperoleh dari fermentasi pada skala kultur kocok yang
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dirancang dengan rancangann CCD, sementara optimasi
komposisi media akan dilakukan metode respons
permukaan. Optimasi dilakukan untuk mendapatkan
komposisi yang dapat menghasilkan HODE tertinggi.

BAHAN DAN METODE

BAHAN. Kapang. Kapang Curvularia lunata BioMCC
FE-00283 adalah koleksi dari Balai Pengkajian
Bioteknologi BPPT. Kapang diisolasi dari tanaman obat
Cibotium baromelz yang diambil dari Lombok Timur
Nusa Tenggara Barat, dan diisolasi dengan metode
sterilisasi permukaan mengikuti metode Tomita®?.
Kapang yang sudah murni dan diidentifikasi kemudian
disimpan dalam gliserol 20% pada suhu -80 °C. Kapang
diidentifikasi secara morfologi dengan menggunakan
mikroskop Olympus CX 51. Morfologi yang diamati
dibandingkan dengan definisi morfologi dalam Piciorial
Atlas of Soil and Seed Fungi®®.

Media fermentasi. Media fermentasi terdiri dari
medium basal dan medium untuk optimasi. Medium
basal merupakan modifikasi dari medium potato
dextrose yeast extract (PDY) yang mengandung
glukosa (10 g/L), MSG (4 g/L), minyak jagung (5 g/L)
dan ekstrak kentang (200 g/L). Medium optimasi terdiri
dari ekstrak kentang (200 g/L), glukosa, monosodium
glutamate dan minyak jagung sesuai dengan rancangan
CCD.

METODE. Fermentasi. Proses fermentasi
dilakukan dalam 2 tahap, yaitu vegetasi dan fermentasi.
Pada tahap vegetasi 1 potong kultur jamur dalam
media potato dextrose agar (PDA) diinokulasikan
kedalam labu Erlenmeyer 250 ml yang berisi 100 mL
media poiato dextrose veast extract (PDY) sebagai
medium wvegetasi. Kultur diinkubasi dalam incubator
shaker dengan kecepatan 150 rpm pada suhu 28 °C
selama 2 hari. Lima milliliter dari miselia yang sudah
tumbuh diinokulasikan ke dalam labu Erlenmeyer yang
mengandung media optimasi. Kultur diinkubasi dalam
incubator shaker dengan kecepatan 150 rpim, pada suhu
28 °C selama 10 hari.

Ekstraksi dan analisa HODE. Semua kaldu
fermentasi diekstrak dengan etil asetat dengan
perbandingan volume 1:1. Etil asetat adalah
organik terbaik untuk ekstraksi HODE (data tidak
dipublikasikan). Fase organik dipisahkan dari fasa
air, diukur velumenya dengan volume akhir 100 mL,
dan dipekatkan menggunakan centrifitge consentraior
disertai pengurangan tekanan. Ekstrak kering kemudian
dilarutkan kembali menggunakan metanol dengan
erade high pressure liguid chromatograpin: (HPLC)
dengan volume akhir 1 mL. Ekstrak tersebut kemudian
dianalisis dengan kromatografi cair kinerja tinggi
(KCKT) Waters menggunakan kolom C18 (Puresil, 150
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x 4.6 mm) dan dielusi secara gradien dengan asetonitril-
air dari 15% sampai 100% selama 33 menit. Puncak
HODE mempunyai waktu retensi 14.6-14.8 menit. Data
luas kromatogram HODE akan digunakan sebagai inpu?
optimasi menggunakan metode respons permukaan.
Rancangan percobaan. Untuk mendapatkan data
luas kromatogram HODE pada berbagai perbandingan
komposisi media dilakukan dengan menggunakan
metode Central Composite Design (CCD). Percobaan
ini terdiri dari 8 satuan percobaan untuk rancangan
faktorial dan diperbesar dengan 6 starting point dan 6
center point. Rancangan percobaan dengan tiga level
faktor yang dikodekan dari selang konsentrasi untuk
tiap faktor yang disajikan pada Tabel 1, sedangkan level
konsentrasi tiap faktor sebelum dikodekan disajikan
pada Tabel 2. Pengujian ini dilakukan untuk mengetahui
respons dari setiap komposisi faktor yang dicobakan.
Analisis data dan optimasi media. Untuk membuat
model persamaan yang menghubungkan antara respons
(luas kromatogram HODE) dengan peubah (komposisi
media) data yang diperoleh dari hasil percobaan diolah
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dengan menggunakan perangkat lunak Design Expert
versi 7. Model yang dihasilkan dari pengolahan data
percobaan akan dioptimasi dengan menggunakan
metode respons permukaan dengan perangkat lunak
Design Expert versi 7.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Metode respons permukaan adalah suatu cara
empiris yang dapat digunakan untuk mengevaluasi
hubungan antara suatu kelompok peubah dari suatu
percobaan dan respons yang terukur berdasarkan suatu
kriteria tertentu'”. Pengaruh peubah yvang akan diuji
terhadap proses perlu diketahui terlebih dahulu untuk
mendapatkan model yang lebih mendekati kenyataan.

Berdasarkan penelitian pendahuluan yang sudah
dilakukan sebelumnya, glukosa dan MSG merupakan
sumber karbon dan sumber nitrogen yang mempunyai
pengaruh nyata terhadap produksi HODE oleh C. /unata
0 sementara minyak jagung adalah inducer yang
mempunyai pengaruh nyata terhadap produksi HODE

Tabel 1. Rancangan percobaan central compoiste design.

Level faktor yang dikodekan

Per::l.;aan Rancangan Percobaan X, X5 X, Respon

1 Faktorial 5 1 Y,

2 5 8 16 Y

3 5 16 9 Ys

4 5 16 9 - ¥a

5 15 8 1 ¥

6 15 8 9 e

7 15 16 1 Yo

8 15 16 (8] Yg

9 Starting 10 327 5 Ya

10 point 10 18.73 s Yio

11 10 12 0 Y

12 10 12 11.73 Y2

13 1.59 12 5 Yia

14 18.41 172 5 Y4

15 Center point 10 12 5 Y s

Tabel 2. Level Konsentrasi setiap faktor pada central composite design.
Level

Faee Kode -1.682 -1 (1] 1 1.682
Glukosa (g/L) =7 1.59 E 10 15 18.41
Sodium glutamat (g/L) Xa 5272 8 12 16 18.73
Minyak jagung (ml/L) s 1 5 9 11.73
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(data tidak dipublikasikan). Ketiga peubah tersebut
dipilih untuk optimasi komposisi media produksi HODE
menggunakan central composite design dan metode
respons permulkaan.

Sebanyak 15 unit percobaan. yvang terdiri dari 23(=
8) unit percobaan faktorial, 6 starting point, dan 1 center
pointtelah dikerjakan dalam eksperimen (Tabel 3). Hasil
pengolahan data dengan perangkat lunak Desigr expert
menunjukkan bahwa model linier dan kuadratik secara

Tabel 3. Luas kromatogram HODE sebagai respon dari
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nyata dapat menjelaskan data yang diperoleh (p-value <
0.01) pada tingkat kepercayaan 99% (Tabel 4).

Uji lanjut ketidak cocokan model (lack of fir)
menunjukkan bahwa hanya model kuadratik yang secara
tidak nyata menunjukkan ketidakcocokan (p-value =
0.01). Dengan demikian model kuadratik dipilih sebagai
model untuk optimasi komposisi media produksi HODE
dari C.lunata (Tabel 5).

Amnalisa ANOVA terhadap model respons permukaan
kuadratik kembali menunjukkan bahwa model kuadratik
secara nyata (p-value < 0.01) dapat menjelaskan data

perlakuan. vang ada (Tabel 6). Dari model yang diperoleh hanya
= l..ev;: I:‘z:lct?:‘ yang o Luas glukosa., minyak jagung dan interaksi antara glulcosa
o ekan omatogram = = .
Percobssn Ulingan X X, X, HODE dan minyak jagung yang menunjukkan pengaruh
(rerata) nyata terhadap produksi HODE oleh kapang C. lunara
1 1 -1 -1 -1 4287768 (p-value < 0.01), sedangkan MSG dan interaksinya
" " dengan peubah lain tidak menunjukkan pengaruh nyata.
: = 5 ! L'#e420% Adapun perkiraan pengaruh setiap peubah dan
3 L -1 1 -1 3306000 interaksinya disertai dengan hasil uji beda nyata dapat
4 1 -1 1 1 1290489 dilihat dari pengolahan data ini. Koefisien dari setiap
5 ] 1 n A SEAGET peubah dalam eksperimen ini disajikan dalam Tabel 7,
) akan tetapi tidak setiap peubah mempunyai pengaruh
6 L 1 -1 1 L5Ae57S signifikan terhadap produksi HODE. Dengan demikian
7 1 1 1 -1 1913877 model yang dapat menjelaskan data yvang diperoleh
8 1 1 1 1 1360721 adalah:
o 1 0 _1.682 0 1026659 Log Y= 6.26—-0.092A —0.17 C + 0.087 AC
10 1 o 1.682 o 1588842 dimana Y = luas kromatogram HODE
1 1 o o _1.682 6948121 A = konsentrasi glukosa
12 1 Q 0 1.682 1142417 € = wolome mlnylak jagung
13 1 S1.682 0 o 2370013 Model yvang dihasilkan dari pengolahan data
. percobaan menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi
14 1 L%z o o 1256222 glukosa akan menurunkan HODE vang dihasilkan
15 1 0 0 o 1943203 kapang C. /unata sampai konsentrasi glukosa 5 g/L.
Tabel 4. Hasil uji anova terhadap model.
Source Sum of square D Mean of square F value P value
Mean 1882.47 1 1882.47 - =
Linier 1.47 3 0.49 14.56 = 0.0001
Quadratic 0.37 3 0.12 5.45 0.0032
Cubic 0.22 0.055 2.91 0.0359
Residual 0.64 34 0.019 - -
Total 1885.42 48 39.28 - -
Tabel 5. Hasil uji ketidakcocokan model.
Source Sum of square Df Mean of sguare F value P value (Prob = )
Linier 0.84 0.077 9.85 0.0010
Quadratic 0.23 5 0.045 8.98 0.06432
Cubic 5.340E-003 1 5.340E-003 6.15 0.6027
Pure Error 0.64 3 0.019 - =
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Tabel 6. Analisa ANOVA terhadap model respon permukaan kuadratik.

Source Sum of square Df Mean of square F value P value (Prob = F)
Model 2.09 9 0.23 10.21 = 0.0001
A- Glukosa 0.34 1 0.34 15.13 0.0004
B- Glutamat 4.960E-003 1 4.960E-003 0.22 0.6430
C- Minyak jagung 1.12 1 1.12 49.35 = 0.0001
AB 0.043 1 0.043 1.89 0.1773
AC 0.18 1 0.18 7.91 0.0077
BC 0.023 1 0.023 1.02 0.3200
A2 7. 771E-003 1 7.771E-003 0.34 0.5621
B2 0.072 1 0.072 3.19 0.0821
c2 0.13 1 0.13 5.94 0.0196
Residual 0.86 38 0.023 - -
Lack of fit 0.23 5 0.45 2.33 0.0642
Pure error 0.64 33 0.019 - -
Cor total 2,95 47 - = =

Tabel 7. Estimasi pengaruh variabel dalam model.

Wariabel Coetficieirt Df Standard Error
estimate
Intercept 6.26 1 0.061
A -0.092 1 0.024
B 0.011 1 0.024
(o -0.17 1 0.024
AB 0.042 1 0.031
AC 0.087 1 0.031
BC -0.031 1 0.031
A -0.017 | 0.029
B? -0.051 1 0.029
2 0.070 1 0.029

Bila konsentrasi glukosa dinaikkan lagi, HODE yang
dihasilkan akan menurun. Seperti halnya kelompok
senyawa asam lemak yang lain, HODE disintesis di
dalam kapang melalui jalur sintesis menyerupai jalur
poliketida. Menurut Jenni ef a/. @V triosa sebagai hasil
pemecahan glukosa dikonversi menjadi asetat melalui
asam piruvat. Penambahan CO, secara kedalam gugus
asetat akan menghasilkan malonat. Reaksi malonat
dengan asetat secara berlanjut akan menghasilkan asam
lemak atau poliketida. Enzim piruvat dekarboksilase
sebagai penentu konversi piruvat menjadi asetat pada
Saccharomyces cerevisae, dilaporkan hanya dapat
bekerja dalam keadaan glukosa terbatas®®. Hal yang
sama diduga menyebabkan turunnya produksi HODE
apabila konsentrasi glukosa meningkat.

Seperti halnya glukosa, minyak jagung ternyata
juga berpengaruh nyata terhadap produksi HODE
oleh kapang C. lunata. Meskipun penambahan minyak
jagung berpengaruh secara nyata terhadap produksi
HODE, akan tetapi peningkatan penambahan minyak
jagung diatas 1 ml/L justru menurunkan produksi
HODE. Penambahan minyak jagung dalam produksi
HODE oleh kapang C. /unata dimaksudkan sebagai
senyawa pemicu (inducer). Beberapa publikasi
melaporkan minyak nabati yang mengandung asam
oleat, linoleat maupun asam linolenat digunakan
sebagai substrat untuk produksi oksilipin®?23 29,

Pada penelitian sebelumnya C. /unata dapat
menghasilkan HODE tanpa penambahan minyak
jagung akan tetapi penambahan minyak jagung dapat
meningkatkan produksi HODE oleh C. funata (data
tidak dipublikasikan). Omar et al. ® melaporkan
bahwa produksi 13-HODE dari asam linoleat dengan
menggunakan enzim lipoksigenase, mencapai 75.8%
apabila asam linoleat yang digunakan 800 mg/L.. Akan
tetapi tingkat konversi menurun ketika konsentrasi
asam linoleat dinaikkan, meskipun konsentrasi enzim
dinaikkan dari 70 mg/L menjadi 100 mg/L. Kerja enzim
lipoksigenase ternyata terhambat apabila konsentrasi
asam linoleat terus ditingkatkan. Hal yang sama
diduga menjadi penyebab menurunkannya produksi
HODE oleh kapang C. lunata, karena sintesa oksilipin
pada kapang juga melibatkan enzim lipoksigenase,
meskipun jenis enzim lepoksigenase yang terlibat bisa
berbeda-beda untuk masing-masing kapang.

Meskipun dalam penelitian pendahuluan MSG
adalah jenis sumber nitrogen yang paling baik untuk
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terhadap produksi HODE.
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Gambar 3. Pengaruh interaksi minvak jagung dan MSG
terhadap produksi HODE.
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produksi HODE, akan tetapi optimasi menggunakan
RSM menunjukkan bahwa konsentrasi MSG di dalam
media tidak berpengaruh nyata terhadap produksi
HODE. Pengaruh interaksi antar peubah disajikan
dalam Gambar 1, 2, dan 3. Hasil pengolahan data
menunjukkan hanya interaksi antara glukosa dan
minyak jagung yang mempunyai pengaruh nyata
terhadap produksi HODE, sedangkan interaksi semua
peubah dengan MSG tidak memberikan pengaruh
signifikan terhadap produksi HODE.

Optimasi dengan RSM dilakukan menggunalan
perangkat lunak Design Expert versi 7. Optimasi ini
dilakukan untuk mendapatkan komposisi komponen
penyusun media yang dapat menghasilkan HODE
paling tinggi. Luas kromatogram HODE maksimal
hasil optimasi adalah 4.54 E+006 tercapai pada
penggunaan glukosa sebagai sumber karbon 5 g/L.;
MSG sebagai sumber nitrogen 12 g/L dan minyak
jagung sebagai inducer 1 ml/l. Hasil optimasi tersebut
mempunyai desirablity (R2) sebesar 0.780) (Tabel 8).

Verifikasi produksi HODE dengan komposisi
media hasil optimasi menghasilkan HODE dengan
area kromatogram 1091338 £ 152489, Luas area ini
masih jauh dibawah area kromatogram yang diprediksi
oleh model model sebesar 4540000 (Tabel 8). Hasil
verifikasi belum menunjuklkan HODE sebesar prediksi
model akan tetapi hasil optimasi mampu meningkatkan
produksi HODE dibandingkan dengan media basal
yvang menghasilkan HODE dengan luas kromatogram
295045 + 71200 pada saat bersamaan dilakukan
kultivasi.

Metode respons permukaan adalah metode yang
terpercaya untuk optimasi. Banyak peneliti yang
melaporkan verifikasi hasil optimasi dengan metode
respons permukaan sangat dekat dengan prediksi
modelnya'® 1o 11. 25 Kapang yang digunakan dalam
optimasi ini adalah kapang wi/d rvpe vang relatif belum
stabil, diduga ketidakstabilan kapang tersebut yvang
menyebabkan hasil verifikasi jauh dibawah prediksi
maodel.

Tabel 8. Hasil optimasi komposisi media.

Lower

Upper

MName Goal limit limit Lower weight Upper weight Solution
Glukosa in range -1 1 1 1 5.00
MSG in range -1 1 1 1 12.00
Minyak jagung in range -1 1 1 1 1.00
Area HODE Maximise 832726 7320000 1 1 4540000
Desirability (R) - - - - 0.780
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SIMPULAN

Hydoxy octadecadiencic acid maksimum yang dapat
diproduksi oleh kapang endofit Curvularia lunata

mempunyai luas kromatogram

1091338 = 152489

pada komposisi media glukosa 5 g/L, MSG 12 g/L. dan
minyak jagung 1 ml/L.

st

10.

& (8
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