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ABSTRACT

Many studies on microbial flavor were directed to find new sources of natural flavor. Hansenula anomala is a
film yeast, produces little alcohols but is able to produce esters, especially ethyl acetate. The aim o) this research
was fo examine the effects of fermentattion condition (pH) and extraction methods on flavor components from H.
anomala grown on coconut water subsirate. Five major components were observed, three of them were identified as
ethyl acetate, isoamyl acetate and ethyl-laurate. These five components are extracted from the cell. It was found
that production of each component was affected by pH of the susbirate. Fiavor compounds oblained were affeeted

by the extraction methods. .

PENDAHULUAN

Mikroorganisme dikenal dapat memproduksi flavor
pada bahan pangan terfermentasi. Ester umumnya meru-
pakan bagian terbesar dalam komponen :lavor yang di-
hasilkan selama fermentasi. Senyawa kunci dalam bio-
sintesis ester adalah asil-koA yang dapat diproduksi an-
tara lain melalui aktivasi asam lemak (Nykanen, 1988).
Asam lemak terbentuk dari degradasi lipid dengan ban-
tuan lipase. Sebagaimana enzim lainnya, lipase memi-
liki pH optimum untuk melakukan aktivitasnya.

Hansenula anomala merupakan khamir pembentuk
film, sedikit menghasilkan alkohol namun dapat meng-
hasilkan ester terutama etil asetat (Amerine dan Qugh,
1980). Khamir ini dikenal scbagai penghasil flaver
pada tape, brem dan ragi. Sudiati (1993) menenliti fer-
mentasi /' anvmala dan Candida utilis pada air kelapa
dan hati nenas dalam menghasilkan komponen flavor.
Komponen fiavor paling banyak dihasilkan oleh .
anomala yang ditumbuhkan pada air kelapa.
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METODOLOGI

Bahan

Bahan yang digunakan antara lain : air kelapa yang
diperoleh dari kantin Fakultas Teknologi Pertanian, IPB;
kultur Hansenula anomala yang diperolch dari Labora-
torium Teknologi dan Fermentasi, ITB; glukosa, asam
tartarat, dietil eter, dan bahan-bahan kimia penunjang
diperoleh dari toko bahan kimia di Bogos, sedangkan
untuk standar etil asetat, isoamil asetat, dan etil laurat
diperoleh dari PT Quest International.

Metode

Pada penelitian ini dilakukan pengaturan pH subs-
trat dengan asam tartarat 10% hingga tercapai pH vang
dii-nginkan (3,5; 4,0; 4,5; dan 5,0). Setelah selesai
masa inkubasi, sebagian kuitur dipisahkan selnya dari
media (tanpa sel), sedang sebagian lagi dibiarkan tetap
dengan selnya untuk selanjutnya dilakukan ckstraksi,
Ekstraksi dilakukan dengan dua cara, yaitu (1) ekstraksi
langsung, dan (2) ekstraksi dengan pelarut dan desiilasi
uap sekaligus. Pada esktraksi langsung, sampel dikocck
dengan pelarut dietil eter dan dipisahkan fasc ainya.
Fase pelarut selanjutnya dikeringkan dengan Na,SO, an-
hidrat dan dipekatkan dengan rotary evaporator. Se-
dangkan pada ekstraksi dengan alat "Likens-Nickerson"
digunakan dietil eter sebagai pelarut. Sampel dicampur
dengan air destilata dan suhu penangas air pada labu pe-
larut diatur 37,3°C, ekstraksi-destilasi dilangsungian se-
lama 1 jam. Pelarut yang sudah mengandung komponen
volatil ini dikeringkan dengan Na,SO, anhidrat, dipekai-
kan dengan rotary evaporator.
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Tabel 1. Waktu retensi, identifikasi dan kondisi pH optimum perolehan kelima komponen flavor utama yang
dihasilkan oleh /. anomala pada substrat air kelapa

Kisaran waktu Komponen Produksi optimum pada
Komponen retensi (menit) teridentifikasi pH ——

A 4,18 -5,68 - 3,5-40 langsung; Likens-Nickerson

B 5,08-723 etil asetat 45-5,0 Likens-Nickerson

C 10,35-16,15 - 35-4,0 Likens-Nickerson

D 18,16 - 21,46 isoamil asetat 3,5-50 Likens-Nickerson

E 28,10 -33,45 etil laurat 3,5-50 langsung

Analisis profil dengan kromatografi gas Hitachi berbeda-beda lipase memiliki pH optimum yang
26370 dan integrator Hitachi D-2500 dilakukan dengan berbeda-beda pula.

menggunakan kolom jejal Carbowax 20M, fase gerak
gas nitrogen (kecepatan alir 20 ml/menit), suhu ter-
program 30-150°C (peningkatan suhu 2°C.menit dengan
suhu injektor 200°C. Detektor yang digunakan adalah
detektor pengionan nyala api. Untuk identifikasi digu-
nakan senyawa-senyawa standar sebagai pembanding.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil penelitian menunjukkan terdapat lima kompo-
nen utama yang terlihat pada semua profil komponen
ekstraksi kultur A. anomala (Tabel 1). Selanjutnya keli-
ma komponen ini disebut sebagai komponen A, B, C, D
dan E (Gambar 1). Setiap komponen yang diproduksi
kemudian diurutkan berdasarkan perbandingan luas area
puncak komponen tersebut terhadap komponen lain da-
lam kromatogram yang sama (jumlah relatif perolehan
seryawa). Pengurutan ini dilakukan untuk melihat pen-
garuh perlakuan pH dan cara ekstraksi terhadap perole-
han masing-masing komponen. Secara keseluruhan
tidak tampak adanya pengaruh ekstraksi tanpa maupun
dengan sel terhadap perolehan kelima komponen. Hal
ini menunjukkan bahwa kelima komponen ini bersifat
ekstraseluler. Grosch (1982) menyatakan bahwa lipase
vang dihasilkan oleh mikroba bersifat ekstraseluler dan
dapat diinduksi dengan adanya lipid pada substrat.

Kompouen A

Komponen A memiliki kisaran waktu retensi 4,18-
5,68 menit dan merupakan komponen yang cukup ba-
nyak dihasilkan oleh kultur 4. anomala. Urutan pero-
lehan komponen A dapat dilihat pada Tabel 2.

Dari Tabel 2 terlihat baliwa komponen A cenderung
lebih banyak dihasilkan pada pH 3,5 dan 4,0 {(urutan
2-3) daripada pH 4,5 dan 5,0 {urutan 3-4). Hal ini
mungkin terjadi karena menurunnya aktivitas esterifika-
si dari lipase pada pH di atas 4,5. Welsh dan Williams
(1989) menyatakan bahwa untuk membentuk ester yang

13

Tabel 2. Pengaruh pH dan cara ekstraksi ternadap
urutan jumlah relatif nerolehan komponen A

Cara Urutan jumlah relatif komponen E
elstraksi | 35 | pH4,0 | pH45 | pHS0
AlB1 2 2 3 3
AlB2 3 3 7 5
A2B1 2 2 4 4
A2B2 2 3 3 3
Al = ekstraksi langsung; A2 = Likens Nickerson
BI = tanpa sel; B2 = dengan sel

Cara ekstraksi tampaknya tidak berpengaruh terha-
dap komponen A. Diduga bahwa komponen A cukup
stabil terhadap panas.

Komponen B

Komponen B memiliki kisaran waktu retensi 5,08 -
7,23 menit. Berdasarkan waktu retensi etil asetat stan-
dar, yaitu 5,59 menit dan bahwa ctil asetat merupakan
ester utama yang dihasilkan oleh 77, anomala (Amerine
dan Ough, 1980), maka diperkirakan bahwa komponen
B adalah etil asetat.

Dari Tabel 3 terlihat bahwa komponen B lebih bany-
ak pada pH 4,5 dan 5,0. Diduga hal ini terjadi karecna
aktivitas lipase untuk pembentukan ester asam asctat le-
bih baik pada pH di atas 4.5.

Cara ekstraksi tampak mempengaruhi produksi
komponen B. Komponen B lebih banyak dihasilkan
pada ekstraksi langsung. Hal ini terjadi kemungkinan
larena komponen B tahan terhadap panas. Panas yang
digunakan pada ekstraksi Likens-Nickerson dapat men-
dorong proses trans-esterifikasi dan membeniuk ester
yang lebih stabil (Griffin Jr, 1969).

Reaksi umum trans-esterifikasi adalah sebagai beri-
kut :

R,COOR, + R,OH ----- > R,COOR, + R,0H
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Tabel 3. Pengaruh pH dan cara ckstraksi terhadap
urutan jumlah relatif perolehan komponen B

Cara Urutan jumlah relatif komponen E
ekstraksi | 35 | pH40 | pH45S | pHSO
AlBI 4 4 2 2
AlB2 2 2 2 1
A2BI 1 4 1 S|
A2B2 1 2 1 2
Al = ekstraksi langsung; A2 = Likens Nickerson
B1 = tanpa sel; B2 = dengan sel

Reaksi yang mungkin terjadi dalam trans-esterifikasi
ester-ester lain menjadi etil asetat adalah sebagai
berikut:

CH,COOH + C,HOH -----> CH,COOC,H, + H,0
Asam asetat etanol etil asetat

Etil asetat mempunyai rumus molekul CH,COOC,H;
dengan berat molekul 88,10. FEtil asctat merupakan
komponen berbentuk cair, jernih, volatil dan mudan ter-
bakar dengan karakteristik organoleptik aroma vinegar
dan cat kuku dengan sedikit rasa khas (Stecher, 1960).
Dalam industri flavor etil asetat digunakan untuk mem-
beri kesan seperti buah dan meningkatkan flavor.

Komponen C

Komponen C memiliki kisaran waktu retensi 10,35 -
16,15 menit. Pengaruh pH dan cara ckstraksi terhadap
perolehan komponen C dapat dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Pengaruh pH dan cara ekstraksi terhadap
urutan jumlah relatif perolehan komponen C

| Cara Urutan jumlah relatif komponen E
ekstraksi | gy3s | pH4,0 | pH45 | pHS0

AlBI 5 5 6 6
AlB2 5 5 | 8 8
A2B1 4 3 5 "5
A2B2 5 4 7 6

Al = ekstraksi langsung; A2 = Likens Nickerson

Bl = tanpa sel; B2 = dengan sel

Dari Tabel 4 terlihat bahwa pH mempengaruhi per-
olehan komponen C. Komponen C lebih banyak dihasil-
kan pada pH 3,5 dan 4,0 (urutan 3-5) daripada pH 4,5
dan 5,0 (urutan 5-8). Kemungkinan aktivitas lipase un-
tuk membentuk ester komponen C lebih baik pada pH
3,5 dan 4.0. Pengaruh ekstraksi menunjukkan bahwa
komponen C dihasilkan lebih banyak pada ckstraksi
Likens-Nickerson. Hal ini terjadi kemungkinan karena
komponen C tahan terhadap panas yang digunakan da-
lam ekstraksi Likens-Nickerson.
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Komponen D
Komponen D memiliki kisaran waktu retensi 18,16 - -

21,46 menit. Berdasarkan waktu rctensi isoamil asetat
standar, yaitu 18,58 menit, maka diperkirakan bahwa
komponen D adalah isoamil asetat. Perolehan kompo-
nen D tidak menunjukkan perbedaan nyata pada kisaran
pH 3.5 - 5,0. Kemungkinan aktivitas lipase untuk mem-
bentuk ester isoamil asetat tidak berubah pada kisaran
pH tersebut.

Tabel 5. Pengaruh pH dan cara ekstraksi terhadap
urutan jumliah relatif perolehan komponen D

Cara Urutan jumlah relatif komponen E
ekstraksi | 35 | pH4,0 | pH45 | pHS0
AlBI 3 3 4 5
Al1B2 4 4 6 4
A2BI K 1 3 3
A2B2 3 1 2 1
Al = ekstraksi langsung; A2 = Likens Nickerson
B1 = tanpa sel; B2 = dengan sel

Dari Tabel 5 dapat dilihat bahwa komponen D lebih
banyak dihasilkan dengan cara ekstraksi Likens-Nicker-
son daripada ekstraksi langsung. Ini menunjukkan bah-
wa kemungkinan komponen D tahan terhadap panas.
Panas dapat mendorong terjadinya transesterifikasi dari
ester-ester lain menjadi isoamil asetat. Reaksi vang ter-
jadi pada pembentukan ester adalah sebagai berikut :

CH,COOR + HC(CH,),CH,CH,0H ---->
CH,COOCH,CH,CH(CH,), + R,0H

Senyawa isoamil asetat mempunyai rumus molekul
CH,COOCH,CH,CH(CH,), dengan berat molekul
130,18. Komponen ini dikenal juga dengan nama miny-
ak pir atau minyak pisang (Stecher, 1960). Karakieris-
tik organolepiik isoamil asetat adalah aroma dan rasa pir
dan pisang yang kuat.

Komponen E

Komponen E memiliki kisaran waktu retensi 28,10 -
33,45 menit. Berdasarkan waktu retensi ctil laurat stan-
dar, yaitu 31,68 menit dan pernyataan Amerine dan
Ougn (1980) bahwa etil laurat merupakan saiah satu
komponen yang banyak diproduksi oleh khamir, maka
diperkirakan E ini adalah etil laurat.

Dari Tabel 6 terlihat bahwa perolehan komponen E
tampaknya tidak dipengaruhi oleh pH, namun dipenga-
ruhi oleh cara ckstraksi. Komponen E lebih banyak di-
hasilkan pada estraksi langsung daripada ckstraksi
Likens-Nickerson. Hal ini terjadi kemungkinan karena
komponen E tidak tahan terhadap panas. Panas yang di-
gunakan dalam ekstraksi Likens-Nickerson 1
komponen E terurai dan atau mengalami trans
kasi menghasilkan ester laurat dan etanol.




Hasil Penelitian

Bul. Tek. dan Industri Pangan, Vol VIno. 1. Th. 1995

Tabel 5. Pengaruh pH dan cara ekstraksi terhadap
urutan jumlah relatif perolehan komponen E

Cara Urutan jumlah relatif komponen E
ekstraksi | py3s | pH40 | pH4,5 | pHS0
AlB1 1 1 1 1
AlB2 1 1 1 3
A2B1 11 5 2 .
A2B2 4 3 9 8
Al = ekstraksi langsung; A2 = Likens Nickerson
B1 = tanpa sel; B2 = dengan sel

Reaksi yang terjadi pada pembentukan ester adalah
sebagai berikut :

CH,(CH,),,COOC,H, + ROH --—> CH,(CH,),COOR + C,H,OH
etil laurat ester laurat etanol

Etil laurat (etil dodekanoat) memiliki ramus molekul
CH,(CH,),,COOC,H; dengan berat molekul 22836.
Komponen ini tidak larut dalam air, namun sangat larut
dalam alkohol dan ester (Stecher, 1960). Karakteristik
organoleptik etil laurat adalah aroma seperti leniak, mi-
nyak dengan rasa seperti lemak dan buah. :

KESIMPULAN DAN SARAN

Pada penelitian ini diperoleh komponen A, B, C, D
dan E yang bersifat ekstraseluler, karena ekstraksi tanpa
maupun dengan sel tidak mempengaruhi jumlah ester
yang dihasilkan. Perolehan kelima komponen ini dipen-
garuhi oleh pH substrat dan cara ekstraksi. Pengaruh
pH substrat diduga berhubungan dengan pengaruh pH
terhadap aktivitas esterifikasi lipase yang mempengaruhi
jenis ester yang dihasilkan. Pengaruh cara ckstraksi di-
duga berhubungan dengan panas yang digunakan pada
cksiraksi Likens-Nickerson yang mempengaruhi jumlah
ester-ester yang tampaknya memiliki ketahanan panas
yang berbeda-beda. Untuk identifikasi lebih lanjut perlu
digunakan standar yang lebih beragam dan standar in-
ternal. Selain pH dan cara ekstraksi, perolehan ester
juga dipengaruhi oleh adanya alkohol dan lipid pada
substrat serta aerasi selama fermentasi, schingga perlu
dilakukan penelitian untuk melihat pengaruh faktor-
faktor tersebut terhadap produksi ester.
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