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III. Konversi B-sitosterol oleh Mycobacterium sp. DSM 2987.
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Pendaluluan

Hasil penelitian talun lalu (Laporan Teknik 1888-1890) menunjukkan
disntara bisk-bisk bakteri yang diuji kemasmpuannys merombak B-sitosterol
menjadi Androsts-1,4-diene-3,17-dione (ADD), biak Mycobacterium sp. DSH
2967 adalah yang paling kuat daya konversinyas. Dalam tahun 1890-1981
perhatian difokuskan pada lanjutan pencarian metoda ekstraksi dan puri-
fikasi sitosterol dari blotong (limbah pabrik gula) dan mempelajari lebih
lanjut kemampusn biokonversi biak Mycobacterium DSM 2967 dalsm menghasil-
kan ADD dari B-sitosterol. Hasil kegiatan tersebut sebagaimana disampai-
kan dalam laporan ini.

" Bahan dan Cara Kerja

Ekstraksi dan Purifikasi sitosterol blotong

Tiga macam metoda ekstraksi dan purifikssi sitosterol dibandingkan.
Ketiga metoda tersebut adalah : 1) Metoda saponifikasi langsung (Goswani
dkk., 1883), 2) Metoda Yokota (Yokota dkk., 1887) dan 3) Metoda Lubis
(modifikasi metoda Srivastava, 18868). Ekstrak kasar dan sitosterol murni
yvang didaspatkan dianalisis dengsn metoda Liebermann-Burchard untuk penen-
tuan senyawa sterol, metoda Khromatografi Lapis Tipis (TLC) untuk identi-
fikasi senyawa sitosterol dan nilai rf-nya, serta penentuan titik leleh.
Rincian metoda asnalisis sitosterol tersebut sebagaiména dikemukskan dalam
laporan talun lalu.



Dinamika biokonversi B-sitosterol

Untuk mengetalmi waktu optimsl pembentukkan ADD oleh biak Myco-
bacterium sp. DSM 2867 dilakuksn percobasn di dalam media Nihira dan
Srivastava, masing-masing sebanyak 1 L, yang mengandung 0,5% B-sitosterol
(SIGMA S-5753), pH 7,1. Setelah diinokulasi, media kemudian dieramkan
selama 12 hari pada sulu 30 C di atss alat pengocok dengan kecepatan
putar 250 rpm. Selanjutnya percobssn diulangi dalam tiga macam media
yaitu medium Nihira, Srivastava dan medium Marsheck (Marsheck dkk.,
1872). Medium diinokunlssi dengan 10% (v/v) suspensi biask Mycobacterium
sp. DSM 29687 (0.D. 0,35), kemudian dieramkan pada sulu ksmasr dengan
aerasi 100 ml/menit. Analisis produk fermentasi dilakukan setisp 24 Jjam
dengan menggunakan alat gas khromatografi.

Pengaruh glukosa dsn corn steep liquor (CSL)

Percobaan dilakukan dalam labu erlenmeyer ukunran 250 ml. Setisp
labu berisi 50 ml medium Srivastava mengandung 0.1% (w/v) B-sitosterol.
Glukosa maupun CSL ditambshksn sebsnysk 0,5%. Setelsh diinoknlasi dengan
biak Mycobacterium sp. DSM 2967, lsbu erlenmeyer kemudian dieramkan di
atas pengocok dengan kecepatsn putar 250 rpm pada sulu kamar selama 10
hari. Produk yang dihasilkan disnalisis setisp 24 jam.

Determinasi produk biokonversi sitosterol

Determinasi produk biokonversi dilakukan secara gas khromatografi
vang dilengkapi dengsn detektor FID dan kolom OV-17 (3%), pada sulm 300 C
(detektor) dan 275 C (oven dan injektor) serta aliran gss N, dengan
kecepatan 20 ml/menit. Preparasi produk bickonversi dilaknksn mengiknti
cara Srivastava (1986), sebelum sebanyask 1 ul produk hasil preparasi
tersebut diinjesikan ke dalam alat GC.

Hasil den Pembahasan

Ekstraksi dsn Purifikasi sitosterol blotong

Hasil ektraksi dan purifikasi seperti dipertelsksn dalam Tabel I.
Hasil pengujian secara metoda Liebermann-Burchard menunjukksn bahwa
senyawa yang dihasilksn adalah sterol. Terlihat metoda Yokota merupaksn
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metoda yang paling baik diantara ketiga metoda yang diuji. Selain mem-
beriksn hasil recovery yang tinggi (dari 250 gr blotong), senyawa vyang
didépatkan mempunyai kemarnian yang mendekati sitosterol standar, dengan
titik leleh 100 C. Titik leleh sitosterol standar adalah 120 C. Bila
dibandingkan dengan sterol standar, besarb kemungkinan ketiga puncak
senyawa yang ditemukan dari snalisis GC adalah campesterol, B-sitosterol
- dan stigmaterol. Sitosterol standar (SIGHMA S-5753) diketshui berisi dua

senyawa yaitu campestrol dan B-sitosterol.

Tabel I. Hasil isclasi dan purifikasi sitostercl blotong

Analisis . YOROTA . GOSWANI LUBIS

Ekstrak kssar 977 mg 611 mg 820 mg
Sitosterol murni 215 mg 311 mg 233 mg

TILC, rf 0,79 0,79 0,76
Liebermann-Burchard sterol sterol sterol

Titik leleh 100 C 68,8 C 72,1 C

GC 2-3 puncak 2-3 puncak banyak puncak

Dinamika biokonversi B-sitosterol

Seperti pertelaan di Tabel II, pembentukkan ADD meningkat sejalan
dengan kenaikkan jumlah ekstrak kasar yang terbentuk. Jelas kelihatan
pula bahwa ADD yang terbentuk dalam medium Srivastava lebih banyak bila
dibandingkan dengan yang diperoleh dari medium Nihira. Hasil analisis GC
memperlihatkan bahwa pembentukkan ADD dalam medium Srivastava dimalai
sejak hari pertama (Gambar 1). Pengujian dalam media Nihira dan Marsheck
tidak menunjukkan hasil memusskan.



Tabel II. Pembentukkan ekstrak kasar dan ADD dari B-sitosterol oleh
Mycobacterium sp. DSM 2867

NIHIRA SRIVASTAVA
Lama
Fermentasi Ekstrak ADD ADD/ Ekstrak ADD ADD/
kasar E. kasar kasar E. kasar
(hari) (gr) (mg) (mg/gr) (gr) (mg) (mg/gr)
6 1,341 76 58,867 1,345 86 63,94
9 1,477 80 56,16 1,379 g3 687,44
12 2,746 159 57,80 2,635 185 70,21

Pengaruh glukosa dan CSL

Pengaruh glukosa dan CSL terhadasp pembentukkan ADD dipelajari dalam
medium Srivastava yang masing-masing secara terpisah berisi 0,5% glukosa
dan CSL. Seperti diperlihatkan dalam Gambar 2, pada 0,5%, penambahan
glukosa tidak berpengaruh terhadsp pembentukkan ADD dari sitosterol
tetapi berpengaruh sedang dari campesterol (Gambar 2b). Sebaliknya,
penambahan 0,5% CSL menyebabkan kenaikan kelarutan sitosterol (dan cam-
pesterol) yang selanjutnya berakibat pada kenaikan jumlsh ADD yang ter-
bentuk (Gambar 2c).
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