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Abstract

The production of natural flavors through the extraction of natural materials is
considered less effective to meet the growing demand for natural flavors.
Biotransformation of sugars and/or amino acids into benzaldehydes which are the
main components of almond flavoring can be an alternative method of natural
flavor production. However, the accumulation of benzaldehydes in cultures can kill
microbes and produce limited yield. This causes biotransformation to be difficult to
apply to large-scale production. This narrative review discusses the potential use of
the R. oligosporus and P. putida consortiums as well as the potential use of to-know
amputate substrates as strategies for increasing production and benzaldehyde
resistance in biotransformation processes. Studies are conducted by qualitative
descriptive methods using secondary data. The content of phenylalanine in the
ampas is known to be a substrate that provides the highest production of
benzaldehydes in the biotransformation process. The results of the study also
showed that synergistic interactions between R. oligosporus and P. putida can
increase cultural resistance to benzaldehyde. Biofilm P. putida increases resistance
to benzaldehyde antimicrobial activity in cultures up to 3 times compared to
monoculture R. oligoposrus. Based on prediction calculations, increased resistance
allows cultures to increase benzaldehyde production by up to 74% or reach 2.25
g/L. The use of HP20 resins added to cultures is known to prevent benzaldehydes
from being re-metabolized by cultures into other compounds.
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Abstrak
Produksi perisa alami melalui ekstraksi bahan alam dinilai kurang efektif untuk
memenuhi permintaan perisa alami yang terus meningkat. Biotransformasi gula
dan/atau asam amino menjadi benzaldehid yang merupakan komponen utama
perisa almond dapat menjadi metode alternatif porduksi perisa alami. Namun,
akumulasi benzaldehid pada kultur dapat membunuh mikroba dan menghasilkan
yield terbatas. Hal tersebut menyebabkan biotransformasi sulit diaplikasikan pada
produksi skala besar. Review naratif ini membahas potensi penggunaan konsorsium
R. oligosporus dan P. putida serta potensi penggunaan substrat ampas tahu sebagai
strategi  peningkatan produksi dan resistensi benzaldehid pada proses
biotransformasi. Studi dilakukan dengan metode deskriptif kualitatif menggunakan
data sekunder. Kandungan fenilalanin dalam ampas tahu diketahui merupakan
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substrat yang memberikan produksi benzaldehid tertinggi pada proses
biotransformasi. Hasil studi juga menunjukan bahwa interaksi sinergis antara R.
oligosporus dan P. putida dapat meningkatkan resistensi kultur terhadap
benzaldehid. Biofilm P. putida meningkatkan resistensi aktifitas antimikroba
benzaldehid pada kultur hingga 3 kali lipat dibandingkan dengan monokultur R.
oligoposrus.  Berdasarkan  perhitungan  prediksi, peningkatan  resistensi
memungkinkan kultur mengalami peningkatan produksi benzaldehid hingga 74%
atau mencapai 2.25 g/L. Penggunaan resin HP20 yang ditambahkan pada kultur
diketahui dapat mencegah benzaldehid dimetabolisme kembali oleh kultur menjadi
senyawa lain.

Kata kunci: Biotranformasi; Benzaldehyd; P. putida; R. oligosporus

Pendahuluan

Perisa almond merupakan salah satu dari tiga jenis perisa yang paling banyak
digunakan dalam industri pangan olahan selain vanilla dan kayu manis. Meskipun
demikian hanya 30% kebutuhan perisa yang dapat dipenuhi industri lokal. Berdasarkan
data Kementrian Perindustrian Tahun 2016, Indonesia harus memenuhi 70% kebutuhan
perisa melalui impor tiap tahunnya (Gunawan, 2009) . Hal tersebut disebabkan karena
proses produksi perisa alami yang rumit, hasil panen yang terbatas dan harga perisa
almond yang tinggi (Erten, 2016). Rasa dan aroma yang timbul pada perisa almond
berasal dari senyawa kimia benzaldehid (Geng et al., 2016). Sintesis benzaldehid secara
kimiawi menghasilkan hasil samping yang tidak ramah lingkungan dan berpotensi
membentuk campuran rasemat yang dapat meningkatkan biaya pascaproduksi, yang
menyebabkan konsumen lebih memilih produk alami (Poornima dan Preetha, 2017).
Namun, produksi melalui ekstrak bahan alam menghasilkan konsentrasi yang rendah dan
bergantung dengan musim, dan beresiko tinggi kontaminasi akibat penyakit tanaman
(Xuemin Li, Liu, Hao, & Wang, 2018). Maka dari itu, diperlukan metode alternatif dalam
menghasilkan perisa almond alami dengan konsentrasi tinggi, ramah lingkungan, dan
biaya produksi yang terjangkau.

Berdasarkan penelitian Li et al. (2013) ampas tahu mengandung asam amino
fenilalanin mencapai 95 mg/g. Ampas tahu dapat digunakan sebagai sumber L-fenilalanin
yang dapat ditransformasi menjadi benzalaldehid dengan menggunakan menggunakan
mikroorganisme seperti kapang Rhizopus oligosporus dan bakteri Pseudomonas putida.
Namun, konsentrasi belzaldehid yang terlalu tinggi pada kultur dapat bersifat toksik
terhadap mikroorganisme hingga menyebabkan kematian sel. Berdasarkan hal tersebut
diperlukan modifikasi proses fermentasi diperlukan untuk meningkatkan produksi
senyawa benzaldehid (Dastanger, 2009).

Formasi biofilm pada konsorsium bakteri-kapang memungkinkan mikroorganisme
memiliki ketahanan lebi terhadap tekanan biotik dan abiotik (Frey-Klett et al., 2011).
Disisi lain kapang meningkatkan aksesibilitas bakteri dalam mencari nutrisi. Metode
fermentasi substrat padat sangat cocok digunakan pada produksi metabolit senyawa
aroma karena dapat meningkatkan resistensi mikroba terhadap represi katabolit atau
penghambatan sisntesis enzim pada kondisi substrat melimpah. Selain itu, fermentasi
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substrat padat memungkinkan pemanfaatan hasil samping agroindustri menjadi produk
dengan nilai jual yang lebih tinggi (Rudakiya, 2019). Studi biotransformasi ampas tahu
menjadi benzaldehid dengan metode fermentasi substrat padat menggunakan konsorsium
bakteri-kapang berpotensi menjadi cara alternatif dalam meningkatkan produksi perisa
almond alami dengan memanfaatkan hasil samping produksi dengan harga terjangkau.

Metode Penelitian

Penelitian dilakukan selama 2 bulan secara daring dengan metode deksriptif
eksploratif dimana data-data yang diperoleh berasal dari laman publikasi GoogleScholar
dan NCBI. Adapun jenis publikasi yang digunakan merupakan publikasi jurnal
internasional yang berasal dari 25 tahun terakhir dengan kata kunci pencarian yaitu:
biotransformasi, benzaldehid, Rhizopus oligosporus, Psudomonas putida, biofilm, dan
solid state fermentation. Berdasarkan pencarian diperoleh 576 jurnal terkait, dimana
dipilih 25 jurnal utama sebagai sumber data dan pembahasan pada penelitian ini.

Hasil dan Pembahasan
1. Biosintesis Benzaldehid pada P. putida dan R. oligosporus

Produksi senyawa benzaldehid pada bakteri seperti P. putida, umumnya
diperoleh dari oksidasi senyawa fenilasetaldehid yang merupakan produk turunan
dari L-Fenilalanin (L-Phe) hasil metabolisme jalur shikimate yang merupakan
permulaan biosintesis asam amino aromatic (Noda, Shirai, Oyama, & Kondo,
2016). Oksidasi fenilasetaldehid tejadi ketika sel pecah akibat pemanasan, pH
tinggi dan penambahan ion logam yang mengoksidasi fenilasetaldehida dari sel
menjadi benzaldehid dan senyawa aromatic lain. P. putida juga dapat memproduksi
senyawa benzaldehid pada substrat dengan kandungan asam mandelate (Ben
Akacha & Gargouri, 2015). Namun, produksi senyawa benzaldehid melalui bakteri
dinilai kurang efisien karena memerlukan tahapan ekstraksi untuk mengeluarkan
benzaldehid yang terdapat didalam sel.

Biosintesis benzaldehid pada jamur seperti kapang R. oligosporus secara
hipotesis dapat terjadi melalui jalur phenylalanine ammonia lyase (PAL) dan jalur
enzim aminotransferase (Norliza dan Ibrahim, 2005; Valera et al., 2020). Pada jalur
aminotransferase, asam amino aromatik berupa L-Phe akan secara langsung diubah
menjadi benzaldehid (Norliza dan Ibrahim, 2005). Adapun pada jalur PAL,
biotransformasi asam amino aromatik seperti L-Phe terjadi dengan memanfaatkan
produk intermediet berupa asam trans-sinamat (t-CA) pada jalur tersebut (Hyun,
Yun, Kim, & Kim, 2011; MacDonald & D’Cunha, 2007). Enzim PAL akan
mendeaminasi L-Phe menjadi (t-CA) dan ammonia. (t-CA) kemudian secara
hipotesis akan dilanjutkan menuju metabolisme senyawa aryl, dimana sebagian (t-
CA) teroksidasi menjadi asam a-hidroksilfenilpropionat dan sebagian lainnya akan
dihidroksilasi menjadi asam B-hidroksilfenilpropionat sebelum akhirnya terbentuk
benzaldehid ekstraseluler (Norliza dan Ibrahim, 2005; Valera et al., 2020).
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Gambar 1
Pengaruh Substrat pada Produksi Benzaldehid pada Fungi (Norliza dan
Ibrahim, 2005) Keterangan: (A) Pengaruh sumber karbon, (B) Pengaruh
sumber nitrogen.

Berdasarkan penelitian Norliza dan lIbrahim 2005, biosintesis senyawa
benzaldehid pada R. oligosporus dipengaruhi oleh sumber gula dan nitrogen dalam
substrat. Suplementasi berbagai jenis gula pada kultur menunjukkan bahwa
pengaruh gula pada pertumbuhan kultur berbanding lurus dengan produksi
benzaldehid. D-glukosa memberikan respon pertumbuhan yang paling tinggi yang
ditandai dengan produksi glukosamin yang terdeteksi. Suplementasi berbagai
sumber nitrogen menunjukan bahwa asam amino berupa L-Phe memberikan
produksi benzaldehid tertinggi. Adapun grafik pengaruh sumber karbon dan
nitrogen dapan dilihat pada Gambar 1. Berdasarkan hasil penelitian tersebut
terbukti bahwa pemberian subtrat L-Phe secara langsung dapat memberikan hasil
benzaldehid yang lebih tinggi dan dapat mempersingkat jalur metabolisme PAL.

2. Potensi Ampas Tahu pada Produksi Senyawa Benzaldehid

786

Kacang kedelai diketahui merupakan salah satu substrat dengan kandungan L-
Phe yang relatif tinggi. Penelitian Feng et al. (2007) dan Chukeatirote et al. (2017)
menunjukan adanya aktifitas produksi senyawa benzaldehid pada R. oligosporus
yang ditumbuhkan di media berbasis kacang kedelai. Penelitian Norliza dan Ibrahim
(2005) juga mengkonfirmasi bahwa penggunaan produk turunan kedelai seperti
ampas tahu dapat digunakan sebagai substrat biotransformasi L-Phe menjadi
senyawa benzaldehid. Adapun penelitian mengenai produksi senyawa benzaldehid
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dengan substrat berbasis kedelai dapat dilihat pada Tabel 1. Hal ini menunjukan
bahwa pemanfaatan ampas tahu sebagai substrat produksi benzaldehid sangat
mungkin dapat dilakukan. Penggunaan ampas tahu pada proses produksi dapat
mengurangi biaya produksi serta memberikan kondisi tumbuh alami pada mikroba.

Tabel 1
Produksi benzaldehid pada substrat berbasis kedelai
Mikroba Jenis Substrat Hasil Referensi
R. oligosporus Ampas tahu dan sekam 5.14 mg/g (Norliza dan Ibrahim,
padi 2005)
R. oligosporus, Kacang kedelai 1.55mg/g (Chukeatirote et al.,2017)
B. Subtilis
R. oligosporus Kacang kedelai 1.03 mg/g (Chukeatirote et
al.,2017)(Chukeatirote et
al., 2017)
B. Subtilis Kacang kedelai 3.24 mg/g  (Chukeatirote et al.,2017)
Bakteri Kacang kedelai 7.29 mg/g (Chukeatirote et al.,2017)
indigenous
R. oligosporus,  Kacang kedelai dan jelai - (Feng et al., 2007)
L. plantarum

Keterangan: (-) data tidak tersedia
Resistensi Mikroba terhadap Benzaldehid

Toksisitas benzaldehid terhadap mikroba terjadi akibat gugus fenol yang
terdapat pada senyawa. Gugus fenol menyebabkan koagulasi intraselular pada
komponen sitoplasma sehingga menyebabkan inhibisi pada pertumbuhan sel (Jing
Li, Shi, Adhikari, & Tu, 2017). Pada mikroba yang dapat memetabolisme senyawa
aromatik seperti benzaldehid, konsentrasi senyawa aromatik yang terlalu tinggi
dapat meningkatkan stress oksidatif endogen menyebabkan gagalnya reaksi
oksidasi dalam sel, kerusakan membran yang berujung pada kematian sel (Kim &
Park, 2014). Pada fungi seperti R. oligosporus, senyawa aldehid pada konsentrasi
yang cukup tinggi dapat menghambat aktivitas metabolik hingga menghambat
pertumbuhan dan sporulasi (Zhang, Merino, Okamoto, & Gedalanga, 2018).

Disisi lain, P. putida merupakan salah satu mikroba dengan resistensi terhadap
sifat antimikroba pada senyawa aromatik yang cukup tinggi. Hasil penelitian Molina
et al. (2014) membuktikan bahwa biofilm pada P. putida meningkatkan resistensi
terhadap berbagai senyawa antimikroba 3-40 kali lebih tinggi dibandingkan dengan
sel P. putida planktonik. Adapun perbandingan resistensi senyawa antimikroba pada
biofilm dan sel planktonik dapat dilihat pada Tabel 2. Polisakarida kapsular seperti
alginat pada biofilm bersifat rekalsitran terhadap senyawa antimikroba dan berperan
untuk mempertahankan kondisi lingkungan yang terkontrol, selain itu komponen
biofilm lain berupa selulosa bakteri dan polisakarida berperan penting dalam
mempertahankan stabilitas biofilm (Mann & Wozniak, 2012; Zhurina, Gannesen,
Zdorovenko, & Plakunov, 2014).
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Tabel 2
Resistensi Antimikroba P. putida Biofilm dan Planktonik (Molina et al., 2014)
o P. putida Planktonik P. putida Biofilm
Senyawa Antibiotik (MIC) (MBEC)

Tetracycline 8 2500
Kanamycin 10 1600
Gentamicin 20 1250
Nalidixic acid 30 625

Spectinomycin 30 1250
Rifampicin 2000 5000
Choramphenicol 376 1800
Ampicillin 625 12500
Amikacin >100 625

Ceftriaxone 10 1600
Norfloxacin 10 75

Keterangan: Angka mengindikasikan nilai MIC (pg/mL) dan MBEC (pg/mL)
yang dibutuhkan untuk mengahambat 90% pertumbuhan
dan mengahncurkan biofilm

Berdasarkan penelitian Li et al. (2006), pengamatan resistensi sel biofilm dan
sel planktonik Zymomonas mobilis menunjukan terjadinya peningkatan resistensi
hingga 20 mM pada sel penghasil biofilm. Seperti yang dapat diamati pada Gambar
2, ketika diberi perlakuan dengan 30 mM benzaldehid sebanyak kurang lebih 75% sel
biofilm masih dapat mempertahankan aktivitas selnya, sedangkan pada sel plaktonik
hanya terdapat 50% yang masih bertahan pada konsentrasi tersebut. Pada konsentrasi
benzaldehid 50 mM, sebanyak 45% sel biofilm masih dapat mempertahankan
aktivitas selnya, sedangkan keseluruhan sel planktonik telah inaktif. Hasil penelitian
tersebut mengkonfimasi bahwa biofilm pada sel mikroba peningkatan resisten
benzaldehid yang signifikan.

Tanpa Benzaldehid Benzaldehid 50 mM

Gambar 2
Uji kualitatif toksisitas benzaldehid pada sel biofilm dan planktonik (L.i et al., 2006)
Keterangan: (hijau) menandakan sel aktif dan (merah) menandakan sel inaktif
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4. Potensi Konsorsium R. oligosporus dan P. putida terhadap Peningkatan

Produksi dan Resistensi Senyawa Aromatik
Pada interaksi sinergis bakteri penghasil biofilm P. putida dan kapang R.

oligosporus, biofilm yang dibentuk dan menempel pada permukaan hifa kapang
diketahui dapat meningkatkan ketahanan fungi terhadap tekanan lingkungan
melalui perlindungan matriks biofilm (Sun et al., 2011). Disisi lain, pada interaksi
fungi-bakteri, fungi memungkinkan bakteri untuk berpindah melalui hifa untuk
mencari nutrisi, serta meningkatkan bioaksesibilitas bakteri (Perera et al., 2019).
Biofilm P. putida yang menempel pada hifa R. oligosporus diharapkan dapat
meningkatkan ketahanan kultur terhadap sifat antimikroba benzaldehid sehingga
dapat meningkatkan produksi benzaldehid melalui biotransformasi.

5. Prediksi Yield dan Resistensi Benzaldehid pada Biotranformasi Ampas Tahu
dengan Konsorsium R. oligosporus dan P. putida

Pada penelitian (Norliza dan Ibrahim (2005) hasil biotransformasi

benzaldehid dengan substrat ampas tahu dan sekam padi selama 4 hari
menghasilkan yield dengan konsentrasi 1.3 g/L. Namun, diketahui bahwa rata-rata
konsentrasi minimal inhibisi (MIC) benzaldehid untuk menghentikan pertumbuhan
kapang adalah 0.99 g/L (Ullah et al., 2015). Penambahan waktu inkubasi pada
proses biotransformasi R. oligosporus dari 4 hari menjadi 7 hari tidak akan
meningkatkan konsentrasi yield akhir karena pada konsentrasi benzaldehid tersebut
kapang akan cenderung berhenti tumbuh meskipun masih terdapat nutrisi dan
substrat yang dibutuhkan untuk memproduksi benzaldehid.

B
2,97 3
3 A = 2,25
=]

o g 2
w2 @ 1,29
o) 0,99 E |
* '

0 0

RO* RO-FP RO** RO-FP
u MIC (g/L) u Benzaldehid (g/L)

Gambar 3
Yield dan resistensi benzaldehid pada monokultur dan konsorsium
Keterangan: (A) Resisntesi benzaldehid, (B) Yield benzaldehid, (RO*) R. oligosporus , (RO**)
R. oligosporus (Norliza dan Ibrahim, 2005), (RO-PP) R. oligosporus-P.putida (prediksi)

Berdasarkan penelitian Molina et al. (2014) diketahui bahwa biofilm P.
putida meningkatkan resistensi kultur terhadap senyawa antimikroba sedikitnya 3
kali lipat dari konsentrasi yang dibutuhkan untuk inaktifasi sel non-biofilm.
Berdasarkan informasi tersebut, penambahan P. putida pada kultur R. oligosporus
juga akan meingkatkan ketahanan kultur terhadap aktifitas antimikroba
benzaldehid. Hasil perhitungan prediksi menunjukan bahwa biofilm P. putida
meningkatkan MIC benzaldehid R. oligosporus menjadi 2.97 g/L. Penambahan
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waktu inkubasi menjadi 7 hari pada proses biotransformasi konsentrasi benzaldehid
yang dapat diperoleh dibandingkan biotransformasi hanya dengan R. oligosporus.
Berdasarkan perhitungan prediksi, penggunaan konsorsium R. oligosporus dan P.
putida pada fermentasi substrat padat ampas tahu dapat menghasilkan benzaldehid
dengan konsentrasi sebesar 2.25 g/L pada hari ke-7. Perbandingan yield benzaldehid
dari hasil biotransformasi dapat dilihat pada Gambar 3.

6. Strategi Produksi dan Pemisahan Benzaldehid dengan Resin HP20

Pada berbagai penelitian terdahulu telah teruji bahwa kromatografi resin
dapat meningkatkan produksi senyawa aromatik seperti benzaldehid pada
mikroorganisme. Resin HP20 merupakan salah satu resin yang terjangkau dan
memiliki kemampuan tinggi dalam meningkatkan stabilitas produksi senyawa
aromatic (Le Goff, Adelin, Cortial, Servy, & Ouazzani, 2013). Berdasarkan
penelitian Lomascolo et al. (2001), diketahui bahwa penambahan resin pada kultur
Trametes suaveolens CBS 334.85 dapat meningkatkan konsentrasi benzalaldehid
dari 33 mg/L menjadi 710 mg/L. Peningkatan yied yang diperoleh terjadi akibat
resin mencegah benzaldehid dimetabolisme kembali menjadi benzil alkohol. Proses
pemisahan benzaldehid dari substrat pasca-fermentasi dapat dilakukan dengan
mudah, karena hifa yang tumbuh diantara resin membentuk suatu lapisan yang
menyebabkan resin menjadi mudah dipisahkan. Adapun lapisan hifa pada resin
dapat dilihat pada Gambar 4.

Gambar 4
Hifa Kapang dan Resin HP20 pada Fermentasi Substrat Padat (Le Goff et al.,
2013)

Penggunaan tray sebagai medium biotransformasi dilakukan untuk mencegah
peningkatan suhu yang dapat memperngaruhi pertumbuhan mikroba dibagian
tengah substrat akibat panas hasil metabolisme mikroba yang terperangkap (Blick,
Casciatori, Thoméo, & Tsotsas, 2015). Tray juga memaksimalkan pemerangkapan
benzaldehid ekstraselular oleh resin HP20 yang diletakkan dibagian atas dan bawah
substrat ampas tahu, diman resin di bagian atas digunakan untuk menangkap
benzaldehid volatil sedangkan resin di bagian bawah digunakan untuk mengikat
benzaldehid pada bagian bawah substrat. Penambahan resin dibagian atas substrat
dilakukan setelah spora R. oligosporus ditambahkan, sedangkan penambahan
inokulum P. putida dilakukan setelah R. oligosporus diinkubasi selama 4 hari. Hal
tersebut dilakukan karena pada waktu tersebut akumulasi benzaldehid mencapai
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batas maksimal toleransi akumulasi benzaldehid oleh R. oligosporus. Penambahan
inokulum P. putida setelah 4 hari inkubasi juga dilakukan untuk mencegah biofilm
yang terbentuk terlalu tebal dan mengganggu difusi oksigen yang dibutuhkan oleh
R. oligosporus (Halan et al., 2011). Adapun ilustrasi gambaran tahapan produksi
dapat dilihat pada Gambar 5.

* Resin HP20 (mengandung benzaldehid)

e e 23e=% + Hifa R. oligosporus + Biofilm

\ /—‘va oA = it - P. putida

NNNNN HP20
\ ” s = B 7/ * Ampas Tahu

] - N

-.';Q\ /_0, . ¥ P Metanol
b * ¥ S + Spora R. oligosporus
\' P S e Diinkubasi 4 hari

Gambar 5
llustrasi metode biotransformasi dengan konsorsium kapang-bakteri dan resin
HP20 Keterangan: (A) Tahapan proses biotransformasi, (B) Tahapan
pemisahan benzaldehid
Kesimpulan
Biotransformasi merupakan metode yang sangat potensial untuk digunakan pada
proses produksi perisa alami. Berdasarkan penelitian terdahulu, penggunaan kapang dan
bakteri diketahui dapat mengatasi hambatan produksi benzaldehid atau senyawa aroma
almond melalui proses biotransformasi. Biofilm P. putida diketahui dapat meningkatkan
resistensi mikroba terhada aktifitas senyawa antimikroba seperti benzaldehid. Hasil
perhitungan prediksi menunjukan bahwa penggunaan konsorsium R. oligosporus dan P.
putida dapat memberikan yield benzaldehid dengan konsentrasi mencapai 2.25 g/L.
Nilai tersebut 74% lebih tinggi dibandingkan pada proses biotransformasi benzaldehid
monokultur R. oligosporus. Penggunaan ampas tahu dipilih karena merupakan substrat
yang terjangkau dan memiliki kandungan asam amino tinggi, sedangkan resin HP20
digunakan untuk meningkatkan kestabilan produk selama produksi.
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