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PEMILIHAN SUBSTRAT PRODUKSI BIOMASSA INOKULUM
BIOFERTILIZER

Oleh ;: Oedjijono dan D. Ryandini
Fakultas Biologi Unsoed Purwokerto

Abstrak

Telah dilakukan penelitian tentang produksi biomassa inokulum biofertilizer
yang terdiri atas bakteri penambat nitrogen (Azospirillum sp., Rhizobium sp.), bakteri
pelarut pospat dan penghasil senyawa antifungi patogen tanaman (Fseudomonas sp.
Bacillus sp.). Produksi biomassa kultur campuran dilakukan melalui fermentasi
sistem kultur kontinyu dengan substrat limbah cair tempe dan tapioka dengan laju alir
nutrien 1 mi/menit dan 1,5 ml/menit. Paramater utama yang diukur adalah berat
kering biomassa sel, sedangkan sebagai paramater pendukung adalah persentase C
organik dan jumlah sel. Diamati juga viabilitas kultur setelah biomassa mengalami
pengeringan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa limbah cair industri tempe
menghasilkan biomassa yang lebih tinggi (71,06 mg/ml pada F 1ml/menit dan 88,75
mg/ml pada F 1,5 ml/menit) daripada limbah cair industri tapioka (9,17 mg/ml pada F
1 ml/menit dan 7,25 mg/ml pada F 1,5 mlr’menitl. Viabilitas kultur mengalami
penurunar setelah mengalami pengeringan hingga 107 ~ 107 nya.

willd huncl - DIomassa suiur ualllpuranyumﬁiiﬁff\ﬁﬁr-tgmye. limbah cair tapioka
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1. Pendahuluan

Biofertilizer adalah suatu inokulum
mikroba yanrg mampu meningkatkan
pertumbuhan tanaman dengan
meningkatkan kelarutan hara daiam tanan,
menambat nitrogen, menekan pertumbuhan
patogen tanaman atau menyokong  yang
dapat bersifat “wide spectrum”  (untuk
banyak jenis tanaman) dan dikemas dalam
suatu formula khusus yang bentuknya dapat
berupa bubuk, butiran, atau cair. Mikroba

yang umum
digunakan adalah  bakteri penambat
nitrogen, mikroba pelarut fosfat dan

mikroba pemantap agregat tanah (Suwena,
2002). Oedjijono ef al (2004) dan
Oedijijono et al. (2004) telah mendapatkan
formula kultur biofertilizer yang terdiri
atas kultur campuran bakteri penambat
nitrogen Azospirilum sp. dan Azotobacter
sp., bakteri pelarut pospat dan penghasil

Fermentasi dengan sistem kontinyu
paling baik untuk produksi biomassa sel,
karena dalam sistem tersebut fase
pertumbuhan aktif diperpanjang dengan
adanva pengaturan pengaliran nutrien
dan pemanenan produk (Waites, 2001).
Nutricn merupakan syarat ulama dalam
produksi  biomassa, karena sumber
karbon vang terkandung di dalamnya
merupakan  substrat  yang akan
dikonversi menjadi materi penyusun sel.
Substrat untuk fermentasi  produksi
biomassa sel dapat berasal dan limbah
yang masih banyak mengandung sumber
karbon dan nutrien vang lain. Dengan

demikian, diperlukan penelitian
pemilihan ~ bahan  sebagai substrat
fermentasi . yang akan  dikonversi

mepjadi bigmassa-sel.
= 3@@%@%‘ ertujuan mengetahui
limbah Llimba%ﬂaﬁ; industri tempe

PR DRI, S T
antifungi patogen Pseudomonas | © n;g\a_;?m s %,J:;nﬂun\g;m pz_ﬂmg. Gl
: | ebagai™ Spbstrat meéntasi  secara
fluorescens dan  Bacillus  sp. Kultur | (3 i 4 omitk tnemproduksi biomassa
campuran tersebut terbukti tetap viabel dan | ?-ém}mlim Ll S d P
potensil terhadap pertumbuhan tanaman [ 2 ""“E*: 1
jagung setelah disimpan selama 8 minggu S /
dalam media dedak dan onggok. ,;;‘ 1R Héh i !{/
Penerapan peran kultur biofertilizer ﬁa’iﬁfﬂ- h‘;ﬁl.l-‘-'—‘f
di lapang sccara kolosal memcrlukan Isolat ku.leksi laboratorium
i A T8 i dalam  nirobiologi Fak.  Biolozi - Unsoed
pooss Y s i Azospirillum ~ sp.  (isolat 1G3),
diperlukan biomassa sel kultur biofertilizer . onas  sp. (isolat  KTAI)

dalam jumlah besar. Hasil penelitian
Oedjijono e al. (2004) menunjukkan
bahwa, produksi biomassa scl dalam media
dedak dan onggok meningkat 107 kali
setelah penyimpanan atau inkubasi selama 6
minggu. Peningkatan jumlah biomassa

tersebut  dinilai masih rendah karena
peningkatan tersebut berlangsung selama 6
minggu.  Untuk mendapatkan  jumlah

inokulum dalam jumlah besar dan dalam
waktu lebih singkat diperlukan penelitian
untuk produksi biomassa sel dengan metode
fermentasi kontinyu dalam medium cair.

Bacillus sp. (isolat Bac.26), Rhizobium
sp. (isolat Rh4). media Nutrient Agar
dan Nutrient Broth, limbah cair industri
tempe dan limbah cair industri tapioka.
glukosa, rafinosa, amilum, dextrin,
manosa, maltosa, perangkat peralatan
pelas  untuk  kerja mikrobiologis.
perangkat fermenter sistem  kontinyu
vang dimodifikasi, oven, dan autoklaf .
Cara kerja

2.1. Pengamatan fase pertumbuhan
isolat pada media sumber karbon
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Isolat diuji kemampuannya
memfermentasi berbagai sumber karbon
untuk pertumbuhannya. Kemudian diamati
laju pertumbuhannya pada sumber karbon
dengan penghitungan jumlah sel setiap 2
jam sehingga diketahui fase
eksponentialnya. Penentuan ini bermanfaat
dalam mengetahui umur pertumbuhan aktif
isolat untuk dijadikan inokulum dan waktu
untuk memulai fermentasi kontinyu.

2. 2. Optimasi produksi biomassa pada
medium substitusi

Kultur ditumbuhkan pada medium
susbtitusi yang ‘erdiri dari satu bagian
medium NB dan satu bagian lagi limbah
industri tempe (NB + LTm) atau tapioka
(NB + LTp). Inkubasi dilakukan pada suhu
ruang selama rnasa inkubasi 8 jam.
Pengamatan ditujukan pada jumlah sel atau

dicampurkan  dengan  perbandingan
1:1:1:1 dan jumlah sel 10 ™ sel/ml.
Campuran kultur cair diinokulasikan
schanyak 3% (v/v) ke dalam medium
fermentasi dalam bejana 1L

Setelah  diinokulasikan, Kultur
dibiarkan selama 8 jam untuk mencapai
fase eksponential.  Setelah  Kultur
mencapai fase eksponential, kemudian
medium segar dialirkan ke dalam bejana
fermentasi dengan kecepatan alir |
ml/menit dan 1,5 ml/menit. Fase
eksponential diperpanjang pada kondist
ini dengan laju dilusi tetap hingga
medium  segar habis. P:ngamatan
ditujukan pada penghitungan biomassa
sel yang dihasilkan setelah proses
kontinyu selesai. Berat biomassa sel
pada setiap jenis substrat
diperbandingkan.  Sebagal  paramater
_pendukung dihitung pula % C organik

biomassa yang dihasilkan pada fase— o : ;
: md lah sel awal dan akhr.

rtumbuhan aktif [ gNBEET™an jum

pertumbuhan akti y- N0 Rq,

2. 3. Fermentasi produksi hinmgéa&?

Py T

kultur mikroba inokulum | @ )

Fermentasi  produksi | h@nmss‘a
dilakukan  dengan  sistem | Kentinyu
menggunakan tiga  bejana fnﬂ%mtnsu

kontinyu vang dimodifikasi. Bﬁjané\lu ntuk
tempat medium segar yang dialirkgn ke

bejana Il dengan laju alir | ml/menit atau._

1,5 mU/menit. Laju alir dikendalikan dengan
slang infus berpengendali . Bejana 11 adalah
bejana tempat berlangsungnya fermentasi
dengan pengadukan menggunakan magnetic
stirer. Bejana 111 adalah tempat menampung
hasil fermentasi.

Substrat fermentasi adalah limbah
cair industri tempe (LTm) dan/ limbah cair
tapioka (LTp) dengan volume 300 mi,
sebelumnya disterilkan pada suhu 121°C
selama |5 memt.

Starter dibuat dari masing-masing
isolat yang ditumbuhkan pada medium NB
yang diinkubasi pada suhu ruang selama g
jam. Masing-masing kultur cair

. 4. Pemanenan dan pengeringan

pigmasss %Iﬁn‘_r mikroba inokulum

) 4% ‘Blomassa sel dipanen dengan

7 ¢ara-sentrifagasi dengan kecepatan 3000
rpm-selama’ 10 menit, kemudian pelet

dikeringkgll di dalam oven dengan suhu
70°C selama4 jam.
1963 " /a/ !

~~7.5. Pengujian viabilitas inokulum

Setelah dikeringkan, inokulum
diuji viabilitasnya dengan
menumbuhkannya pada medium NA
secara sebaran. Biakan diinkubasi pada
suhu ruang selama 24 jam. Jumiah
koloni yang tumbuh dihitung untuk
mengetahui jumlah sel yang tetap viable
setelah pengeringan.

2.6. Analisis data

Data yang diperoleh dianalisis
secara deskriptif komparatif antar data
hasil perlakuan penelitian.

¥




3. HASIL PENELITIAN

Hasil pengujian kemampuan isolat
Azospiriflum sp., Bacillus sp., Pseudomonas
sp., dan Rhizobium sp. menggunakan
beberapa jenis sumber karbon menunjukkan

bahwa, semua isolat tidak mampu
menggunakan rafinosa fetapi rata-rata
mampu menggunakan sumber karbon

lainnya. (tabel 1).

Hasil pengujian awal menunjukkan
bahwa semua isolct mampu menggunakan
jenis karbon yang terkandung di dalam
limbah cair industri tempe dan tapioka.
Limbah cair industri tempe (LTm) dan
limbah cair tapioka masih mengandung
senyawa karbon glukosa, amilum, sukrosa,
maltosa, rafinosa, dextrin, dll. Azospirillum,
Pseudomonas dan  Bacillus  diketahwi
menghasilkan enzim-enzim antara lain
maltase, sukrase, laktase. Pseudomonas dan

menurut Crueger dan Crueger (1988)
kultur vang sedang berada pada fase
pertumbuhan aktif yang baik digunakan
sebagai inokulum.

Pengamatan pertumbuhan isolat
atau kultur campuran pada medium
substitusi, vaitu campuran antara NB
dan limbah (NB + LTm dan NB + LTp)
serta pada medium NB dapat dilihat
pada tabel 2. Pada ketiga medium terjadi
peningkatan pertumbuhan yang terlihat
dari biomassa sel dan jumlah scl.
Adanya pertumbuhan kultur campuran
menunjukkan  adanya pemanfaatan
nutrien  pada  medium  schingga
persentase  C  organik medium
mengalami  perubahan.  Berdasarkan
hasil pengujian ini, maka penelitian
produksi biomassa sel menggunakan
limbah cair industri tempe dan tapioka
_dapat dilanjutkan dengan menggunakan

Bacillus merupakan gmdusen ﬂ“ﬂm_ﬂgﬁ% éﬂlgﬁ"ﬁ“ sebagal media fermentasi tanpa
(Schlegel and Schmidt, .8% 2™ camptaign (LTm dan LTp).

Pseudomonas  juga  bersifat ulshitik Produksi biomassa sel kultur
sechingga merupakan sumber sﬁu‘b;:sq_ pur ady media limbah cair

(Schimada et al., 1994 dalam | Fikrinda,
2000) sedangkan Azospirilfuni ‘Wampt
menghasilkan juza Baglukanasé“a thkri._
1998 dalam Faure er al., 1999) dan mampu
menggunakan glukosa n\mtﬂk
metabolismenya. :

Berdasarkan pengamatan te
laju pertumbuhan masing-masing isolat
pada medium dengan berbagai sumber
karbon di atas, diketahui bahwa isolat
mencapai fase eksponential pada jam
kedelapan masa inkubasi. Dengan demikian
dapat diketahui bahwa kultur pada umur
delapan jam ini merupakan kultur baik yang

digunakan sebagai inokulum, Karena
Media BME U awal % Cakhir  Iml sel
mg/m!  medium  medium (sel/ml)
LTp.1 9,17 0,021 051 1,810
LTpl5 725 0.021 1,104  1,4.10°
LTm.1 71,06 1,123 1,062 22.10°
LTml15 8875 1.123 1091 2410

rhada-f:r'

.\.

ustri tapigka (LTp) dan tempe (LTm)
“derigan lajuzalir (F) yang berbeda (I

mi/menit day 1,5 ml/menit) dapat dilihat

pada tahe@. Konversi substrat menjadi

biomassa sel  ditunjukkan  oleh
! Pfrsentase/ C  organik media yang
~—perubah, dan biomassa terdin atas
sejumlah sel yang tumbuh dan sumber
nutrien yang ada pada media. Biomassa
yang dihasilkan kemudian ditimbang
sebagai berat basah dan selanjutnya
dikeringkan sehingga dihasilkan berat
kering biomassa (BMK.).

Tabel 3. Produksi biomassa sel kultur
campuran pada media LTm dan LTp dengan
siarain kontinyu,

Keterangan :

LTp.l : Media limbah cair industr tapioka
dengan laju alir I ml/menit
LTP.1.5 - Media limbah cair industri tapioka
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dengan laju alir 1,5 ml/menit

LTm1 : Media limbah cair industri tempe dengan
laju alir | ml/menit

LTm.1,5 - Media limbah cair industri tempe dengan
laju alir 1,5 mi/menit

BMK  : berat biomassa kering

Qecara keseluruban, pertumbuhan kultur
campuran pada berbagai media (media NB,
NB+LTp, NB+LTm, LTP, dan LTm)
menghasilkan biomassa kultur campuran
yang berbeda dan dapat dilihat pada gambar
berikut:

Biomassa inokulum
HO T

Gambar 4.1 Biomassa kultur campuran pada média 5_-."’
NB, NB-+LTp, NB+LTm, LTp, dan LTm. .

I
Keterangan : \
BMB . berat biomassa basah [

BMK : berat biomassa kering \

Q‘f‘iﬂ ER

Sintesis biomassa kultur campuran

diawali dengan pemanfaatan  sumber
nutrien, terutama sumber karbon dan
nitrogen, pada medium oleh sel.  Sel
memanfaatkan karbon sebagai sumber
karbon untuk membangun bagian sel dan
sebagai sumber energi untuk  reaksi
metabolismenya. Sel juga memanfaatkan
sumber nutrien lainnya, seperti mtrogen,
untuk  sintesis komponen sel lainnya.
Karbon adalah komponen terbesar dari
hiomassa sel, sehingga sintesis biomassa
sangat tergantung pada konsentrasi karbon
pada medium Pemanfaatan  karbon
tergantung  pada  kemampuan sel
menghasilkan enzim yang sesual dengan
jenis substrat pada medium, baik yang
bersifat induktif maupun konstitutif. Namun

demikian. sel lebih mudah mengadakan

pertumbuhan  pada substrat  yang
sederhana (Madigan ef al., 2000).
Sintesis biomassa kultur

campuran pada medium LTp (9,17
mg/ml dan 7,25 mg/ml) lebih rendah
daripada  produksi  biomassa pada
medium LTm (71,06 mg/ml ian 88,75
mg/ml). Perbedaan im dapat disebabkan
LTp merupakan limbah industri tapioka
yang berasal dari singkong vyang
mengandung komponen karbon rantai
panjang amilum atau turunannya dan
sumber N yang rendah (0,008 %)
Sedangkan limbah LTm merupakan
substrat vang mengandung komponen
karbon dan nitrogen yang berasal dari
kedele, Komponen karbon pada LTp
lebih _bersifat tidak tersedia bagi
_perfumbuhan-kultur daripada komponen

= k:ﬁﬁd‘fs%.’l‘n\;{adar nitrogen vang
/& @’rclatii' lebih tifiggi | LTm menjamin

~pertun
rRertun

ihan kiﬁ' vang lebih tingg1.
: | - .
N rsx:nmsc%andmgan C organik
awalpada. LTp a ah'j 021 % dan pada
gkhir/fermentasi gﬂ;ﬁﬁdi 0,51 % pada
dengan laju ’ﬂé@“}n’ 1 ml/menit dan
104 < % ada /F 1,5 ml/menit
Perdafifalan lgqm/punen karbon untuk
pertumbuban kultur  menghasilkan
pemecahan unit karbon rantai panjang
menjadi unit karbon rantai lebih pendek
oleh enzim yang dihasilkan olch kultur.
Terbentuknya unit-unit karbon rantai
lebih pendek meningkatkan
penghitungan persentase lebih tingginyva
penghitungan persentase unit karbon.
Medium LTm mengandung jenis
sumber karbon vang lebih tersedia untuk
digunakan dan sumber N yang masih
tinggi (0,98 %), sehingga menghasilkan
pertumbuhan  Kultur campuran  yang
tinggi. Pertumbuhan yang tinggi terlihat
dari biomassa yang dihasilkan yaitu
71,06 mg/ml (pada F Iml/menit) yang
terdiri dari jumlah sel 2.2.10” sel/ml dan




88.75 mg/ml (pada F 1.5 ml/menit) yang
mengandung jumlah sel 2.4.10° sel/ml,
Pertumbuhan  kultur ~merupakan hasil
konversi substrat menjadi biomassa sel,
yaitu kandungan karbon pada awal
fermentasi adalah 1,123 % dan menjadi
1,062 % (pada F 1 ml/menit) dan 1,091 %
(pada F 1,5 mlmenit). Penurunan
kandungan karbon organik ini menunjukkan
adanya pemanfaatan sumber karbon yang
lebih sederhana untuk pertumbuhan dan
sintesis biomassa sel.

Produksi biomassa dengan
fermentasi kontinyu juga dipengaruhi oleh
laju alir nutrien (F), jenis substrat dan
konsentrasi substrat (S), dan laju dilusi (D).
Semakin cepat laju alir medium F ke dalam
bejana maka semakin tinggi nilai laju dilusi
D. Nilai D meningkat mampu meningkatkan
kelarutan nutrien yang terdapat dalam

Tabel 4. Jumlah sel sebelum dan ses udah
pengeringan

Jumlah sel sbl  Jumiah sel stl

pengeringan  pengenngan

Media (selimi) (cfulml)

NB 2,0.10° 14210
NB+LTp 1,6.10° 1,53.10°
LTp.1 1,8.10° 4.8510°
LTp.1,5 1,4.10° 2.19.10°
NB+LTm 4,0.10° 5,2.10°
LTm. 1 2.2.10° 5.53.10*
LTm.1,5 2 410° 1,310°

Semua biomassa kultur campuran yang
dihasilkan pada semua jenis media
mengalami penurunan viabilitas hingga
10 — 107 nya. Penurunan viabilitas ini
dapat disebabkan pemilihan metode
pengeringan yang belum tepat karena
menggunakan pemanasan di dalam oven

substrat, sehingga terdapat peningkatan nilai _—fingga suhu 70° C. Pemanasan yang

persentase C organik. Namun peni%kaﬁg
nga

nilai D dapat tidak diimbangi de
meningkatnya biomassa  sel. akv ini

kemungkinan dikarenakan C organiy’ yang

ada belum dimanfaatkan secara ma simal
untuk pertumbuhan (Waites ef al. =2001).
Pada LTp, walaupun terdapat periurunan
persentase C dari awal ke akhir fé@mi’

o Nicrkady tinggi dapat merusak protein sel

s‘,ehing%ﬁ sel mengalami kematian.
Dinyatakdf-di dalam Moenne-Loccoz cf
Bih (1999) hx-fx pengeringan inokulan

inokulan

sebelum = /hnkﬂan
11

. af.lah_ tahapan kunci preparasi inokulan
larena. dapt mempengaruhi survival

ai menambah fase lag
menunjukkan

akhir pada F 15 ml/menit lebih tinggl

daripada yang dihasilkan oleh F 1 ml/menit.
Sedangkan pada LTm, F 1.5 ml/menit
menghasilka;  biomassa lebih  tinggi
2z2-padn vans hacillan aleh F 1 ml /e
karena F yang lebih besar meningkatkan D
dan kelarutan C organik.

Viabilitas kultur campuran setelah
mengalami proses pengeringan mengalami
penurunan yang dapat diamati dari jumlah
sel yang hidup atau tumbuh setelah
dibiakkan pada medium agar. Hasil
pengamatan viabilitas kultur sebagai berikut

juga — disebabkan oleh tidak
digunakannya bahan pembawa dalam
biomassa yang dapat berfungsi sebagai
isolator dalam transfer panas. Penelitian
lonjutan  diperlukan untuk  stabilitas
viabilitas biomassa dengan mencoba

metode pengeringan lain dan
penggunaan bahan pembawa.
Metode  preparasi  inokulan

banyak dikembangkan oleh para peneliti.
Ben Rebah ef al (2002) mengembangkan
metode preparasi inokulan dengan
metode menumbuhkan inokulum pada
media limbah padat dan cair kemudian
dikeringkan. Inokulum dikemas dalam
carrier sludge dan peat. Moenne-Loccoz



et al. (1999) menggunakan inokulan
Pseudomonas  fluorescens  F113 untuk
membentuk  pelet benih  bit. Faktor
preparasi inokulum dan pengeringan dalam
formulasi inokulan merupakan faktor kunci
yang berpengaruh dalam formulasi inokulan
Pseudomonas. Preparasi inokulum dengan
medium nutrien Sucrose Asparagine Broth
dan pengeringan cara lambat selama 20 jam
menghasilkan formula inokulan
Pseudomonas yang baik. Walker ef al.
(2004) membandingkan metode aplikasi
inokulan antara lain perendaman benih,
pengkapsulan dalam alginat, membentuk
pelet menggunakan carrier peat Yyang
diinokulasi atau seed priming. Metode seed
priming menunjukkan hasil lebih baik.
Kebanyakan nokulan diproduksi pada suhu
manng kemudian nenvimnanan pada svwhn

rendah atau komudian dikeringkan dahulu -
lalu disimpan pada suhu rendah. /-—"
[

/&
e

4. Kesimpulan dan saran @

Berdasarkan  hasil  penglitian
disimpulkan bahwa produksi biomassa
kultur  campuran  Azespirillum \ s@
Rhizobium  sp., Bacillus  sp., n
Pseudomonas sp. lebih tinggi pada mediurm_
limbah cair tempe daripada medium limbah
cair tapioka. Namun viabilitas sel menurun
setelah mengalami pengeringan. Maka
disarankan untuk  diadakan  penelitian
menggunakan metode pengeringan lainnya
dan menggunakan media pembawa.
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LAMPIRAN :

Tahel 1. Hasil nenouiian kemampuan kultvr hinfertilizer dalam menggunakan beberapa sumber
karbon.

Isolat Glu | ™Mal | Suk | Raf | Ami |Sel |Dex
Azospirillumsp. | + + + - + + | #
Rhizobium sp. . it it - - + it
Pseudomonas sp. | + + + - - + + Keterangan -
Bacillus sp. k3 + g - - - + | + - hasil uji
positif
- hasil uji negatif
tt tidak terdeteksi

Tabel 2. Pertumbuhan kultur campuran pada medium substitusi (NB + LTm dan
NB + LTp) serta pada medium NB——__

/. gNDER "\
Medium | Biomassa | £ sel m;a'i & Tscl aktir 1% Cawal | % C akhir !

mg/ml seiml/ V| sel/mlgn meédium medium
NBLTp | 14.75 25.10° o '-_1“1._6.%" 0086 7| 0,069

NB+LTm | 27,33 4,007 < /| 49007 (|| 0,688 | 10631
| NB 12,75 2510003 [ [ ZeAf S e\ | -
\:—,.:A . T e _“p:‘j;-,.fr =
| )
\\'\‘? . % j.r
T X /s
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