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PEMIL[HAN SUBSTRAT PRODUKSI BIOMASS4A INOKULUM 

BIOFERTILIZER 

Oleh ; Oedjijono dan D. Ryandini 
Fakultgs Biologi Unsoed Purwokerto 

Abstrak 

Telah dilakukan penelitian tentang produksi biomassa inokulum biofertilizer 

yang terdiri atas bakteri penambat nitrogen (Azospirillum sp., Rhizobium sp.), bakter 
pelarut pospat dan penghasil senyawa antifungi patogen tanaman (Pseudomonas sp 
Bacillus sp.) Produksi biomassa kultur campuran dilakukan melalui fermentasi 
sistem kultur kontinyu dengan substrat limbah cair tempe dan tapioka dengan laju air 
nutrien I ml/menit dan IS ml/menit. Paramater utama yang diukur adalah berat 
kering biomassa sel, sedangkan sebagai paramater pendukung adalah persentase f 
organik dan jumlah sel. Diamati juga viabilitas kultur setelah biomassa mengalam 
pengeringan. Hasil penelitian menunjukkan bah wa limbah cair industri temp€ 
menghasilkan biomassa yang lebih tinggi (71,06 mg/'ml pada F ml/menit dan 88.75 
mg/ml pada F I,5 m/menit) daripada limbah cair industi tapioka (9,17 mg/ml pada F 

ml/menit an 725 mg/ml pada F 1,5 ml/menit). Viabilitas kultur mengalami 
penurunar setelah mengalami pengeringan hingpa 1@ 10nya 

ata lac comassa utur caumpuran, mabah car tempe, imbah cair tapioka 

• 

I I \ 
PEMIL HAN SUBSTRAT PRODUKSI BIOMASS4 INOKULUM 

BIOFERTILZER 

Ole h : Oedjijono dan D. Ryandini 
Fakultas Biologi nsoed Purwokerto 

% 

bk! ,o 
2¢As 

Abstrak 

Telah dilakukan penelitian tentang produksi biomassa inokulu biofertilizer 

yang terdiri atas bakteri penambat nitrogen (Azospirllum sp., Rhizobium sp.) bakter 
pelarut pospat dan penghasil senyawa antifungi patogen tanaman (Pseudomonas sp 
Bacillus sp.) Produksi biomassa kultur campuran dilakukan melalui fermentasr 
sistem kultur kontinyu dengan substrat limbah cair temp dan tapioka dengan laju alit 
nutrien 1 ml/menit dan IS 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 mengalad 
pengermingan. Hasil penelitian menunjukkan bah wa limbah cair industni tempc 
menghasilk.an biomassa yang lebih tinggi (71,06 mg/ml pada F Iml/menit dan 88.75 
mg/ml pada F I,5 ml/menit) daripada limbah cair industni tapioka (9,17 mg/ml pada F 

ml/menit tan 725 mg/ml pada F 1,5 ml/menit). Viabilitas kultur mengalam 
penurunar setelah mengalami pengeringan hingga 10 10nya 

ata kc tornarssa .tu caumpuran, bah car tempe_limbah eair tapiok.a 



• • • • 

I, Peadahuluan 

Biofertilizer adalah suatu inokulum 
mikroba yang mampu meningkatk.an 
pertumbuhan tanaman dengan 
menagkati.an elarut.an a.ca a.as.am tan.a., 
menambat nitrogen, menekan pertumbuhan 
patogen tanaman atau menyokong yang 
dapat bersifat wide spectrum" (unui 
banyak jenis tanaman) dan dikemas dalam 
suatu formula khusus yang bentuknya dapat 
berupa bubuk, butiran, atau cair Mikroba 
yang umum 
digunak.an adalah bakteni penambat 
mtrogen, mikroba pelarut fosfat dan 
mikroba pemantap agrecgat tanah (Suwen 
2002) Oedijijono er al (2004) dan 
Oedjijono et al. (2004) telah mendapatkan 
formula kultur biofertilizer yang terdiri 
at.as kultur campuran bakteri penambeat 
nitrogen Azospirllom sp dan Azotobacter 
sp, bakteni pelarut pospat dan penghasil 
antifungi patogen Pseudomonas 
fluorescens dan Bacillus sp. Kultu 
campuran tersebut terbukti tetap viabel dan 
potensil terhadap pertumbuhan tanaman 
agung setelah disimpan selama 8 minggu 
dalam media dedak dan onggok 

Penerapan peran kultur biofertilier 
di lapang secara kolosal memerluk.an 
pengemasan yang praktis dalam 
penggunaannya. Untuk tujuan terselut 
diperlukan biomassa sel kultur biofertilier 
dalam jumlah besar. Hasil perelitian 
Oedjijono er al. (2004) menunjukl.an 
bah wa, produksi biomassa sel dalam media 
dedak dan onggok meningkat 10' Lli 
setelah penyimpanan atau inkubasi selama 6 
minggu Peninglkatan jumlah biomassa 
tersebut dinilat masth rendah karena 
peningkatan tersebut berlangsung selama 6 
mnggu. Untuk mendapatkan jumlah 
inokulum dalam jurnlah besar dan dalam 
waktu lebih singkat diperlulan penelitian 
untuk produksi biomassa sel dengan metode 
fermentasi kontinyu dalam medium cair 

Fermentasi dengan sistem kontinyu 
paling baik untuk produksi biomassa sel 
arena dalam sistem tersebut fee 
pertumbuhan aktif diperpanjang dengan 
ad pengaturan pengahran nutrien 
dan pemanenan produk (Waites, 2001) 
Nutrien merupakan syarat utama dalam 
produksi biomassa, karena sumber 
larbon yang terkandung di dalam«ya 
merupakan substrat yang akan 
dikoversi menjadi maten peryusun sel 
Substrat untuk fermentasi produksi 
biomasss sel dapat berasal dani limbah 
yang masih banyak mengandung sumber 
karbon dan nutmien yang lain Dengan 
demikian, diperlukan penelitian 
perihihan bahan sebagai substrat 
fermentasi yang akan dikonversi 
menjadi biomassa sel 

Penelitian bertujuan mengetahui 
jemis himbah (limbah cair industni tempe 
dan tapioka) yang berfungsi paling bail 
sebagai substrat fermentasi secara 
kontinyu untuk memproduksi biomass.a 
nokulum bofertilizer 

• Metode penelitia 
Materi penelitin : 

Isolat koleksi laboratorium 
Mikrobiologi Fak Biolo_;i Unsoed 
Aosprilluam sp. (isolat JG3) 
Peudomonas sp (isolat KTA1) 
Bacillus sp. (isolat Bac.26), hczobtum 
sp. (isolat Rh4), media Nutrient Agar 
dan Nutrient Broth, limbah cair industri 
tempe dan himbah cair industni tapioka, 
glukosa, rafiosa, amilurm, dextrin 
manosa, maltoss, perangkat peralatan 
gelas untuk kerja mikrobiologis, 
perangkat fermenter sistem kontinvu 
yang dimodifilasi, oven, dan autoklaf 
Cara kerja 
.1. Pengamatan fase pertumbuhan 
isolat pad.a media sumber karbon 

--- 
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pertumbuhan aktif diperpanjang dengan 
ad pengaturan pengahran nutrien 
dan pemanenan produk (Waites, 2001) 
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produksi biomassa, karena sumber 
karbon yang terkandung di dalammya 
erupakan substrat yang ak.an 
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Substrat untuk fermentasi produki 
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yang masth baryak mengandung sumber 
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denlia, diperluk.an penelite 
pemihihan bahan sebagai substrat 
fermentasi yang akan dikoversi 
menjadi biomassa sel 

Penelitian bertujuan rengetahut 
jemis himbah (limbah cair industni tempe 
dan tapiola) yang berfungsi paling bail 
sebagai substrat fermentasi secara 
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inokulum biofertilizer 
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lsolat diuji kemampuannya 
memfermentasi berbagai sumber karbon 
untuk pertumbuhannya. Kemudian diamatr 
laju pertumbuhannya pada sumber karbon 
dengan penghitungan jumlah sel setiap 2 
jam sehingga diketahui fase 
eksponentialnya Penentuan ini bermanfaat 
dalam mengetahui umur pertumbuhan aktif 
iso lat untuk dijadikan inokulum dan waktu 
untuk memulai fermentasi kontinyu 

2.2. Optimasi produksi biomassa pad.a 
medium substitusi 

Kultur diumbuhkan 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 masa inkubasi 8 jam 
Pengamatan ditujukan pada jumlah sel atau 
biomassa yang dihasilkan pada fase 
pertumbuhan aktif 

2.3. Fermentasi produksi biomassa 
kultur mikroba inokulum 

Fermentasi produksi biomassa 
dilakukan dengan sistem kontinyu 
menggunakan tiga bejana fermentasi 
kontinyu yang dimodifikasi. Bejana I untuk 
tempat medium Segar yang dialirkan kc 
bejana II dengan laju alitr I ml/menit atau 
I,5 ml/menit, Laju alir dikendalikan dengan 
slang infus berpengendali. Bejana II adalah 
bejana tempat berlangsungnya fermentas 
dengan pengadukan menggunakan magnets 
stirer. Bejana l adalah tempat menampung 
hasil fermentasr 

Substrat fermentasi adalah limbah 
cair industri tempe (LTm) dan/ limbah cair 
tapioka (LTp) dengan volume 300 ml, 
sebelumnya disterilkan pada suhu 121C 
selama I5 menit 

Starter dibuat dari masing-masing 
isolat yang ditumbuhkan pada medium NB 
yang diinkubasi pada suhu rang selama 8 
jam. Masing-masing kultur car 

dicampurkan dengan perbandingan 
Ettl dan jumlah sel 1o et/ml 
Campuran kultur cair diinokulasikan 
sebanyak 3% (/v) ke dalam medium 
fermentasi dalam bejana ll 

Setelah diinokulasikan, kultur 
dibiarkan selama 8 jam untuk mencapa 
fase eksponential. Setelah kultur 
mencapai fase eksponential, kemudian 
medium segar dialirkan ke dalam bejana 
fermentasi dcngan kecepatan alir l 
ml/menit dan I,S ml menit Fase 
eksponential diperpanyang pada kondisi 
ii 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. Sebagai paramater 
pendukung dihitung pula % C organik 
medium dan jumlah sel awal dan ak hir 

2.4. Pemanenan dan pengeringan 
biomass.a kulfur mikroba inokulun 

Biomassa sel dipanen dengan 
cara sentrifugasi dengan kecepatan 3000 
rpm selama I0 menit, kemudian pelect 
dikeringkan di dalam oven dengan suhu 
70°C selama 4 jam 

2.5. Pengujian viabilitas inokulun 
Setelah dikeringkan, inokulum 

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

2.6. Analisis data 
Data yang diperoleh dianalisis 

secara deskripuif komparatif antar data 
hasil perlakuan penehitian 
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lsolat diujt kemampuannya 
memfermentasi berbagar sumber karbon 
untuk pertumbuhannya. Kemudian diamat 
laju pertumbuhannya pada sumber karbon 
dengan penghitungan jumlah sel setiap 2 
jam sehingga diketahui fase 
eksponentialnya. Penentuan ini bermanfaat 
dalam mengetahui umur pertumbuhan aktif 
iso lat untuk dijadikan inokulum dan waktu 
untuk memulai fermentasi kontinyu 

2.2. Optimasi produksi biomassa pada 
medium substitusi 

Kultur diumbuhkan 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 masa inkubasi 8 jam 
Pengamatan ditujukan pada jumlah sel atau 
biomassa yang dihasilkan pada fase 
pertumbuhan aktif 

2.J. Fermentasi produksi biomassa 
kultur mikroba inokulum 

Fermentasi produksi biomassa 
dilakukan dengan sistem kontinyu 
menggunakan tga bejana fermentast 
kontinyu yang dimodifikasi. Bejana I untuk 
tempat medium segar yang dialirkan ke 
bejana II dengan laju alit I ml/menit atau 
I,5 ml/menit. Laju alir dikendahikan dengan 
slang infus berpengendali . Bejana II adalah 
bejana tempat berlangsungnya fermentas 
dengan pengadukan menggunakan magnet 
stirer. Bejana Ill adalah tempat menampung 
hasi fermentasr 

Substrat fermentasi adalah imbah 
cair industri tempe (LTm) dan/ limbah cair 
tapioka (LTp) dengan volume 300 ml, 
sebelumnya disterilkan pada suhu 121C 
selama I5 menit 

Starter dibuat dani masing-masing 
isolat yang ditumbuhkan pada medium NB 
yang diinkubasi pada suhu ruang selama 8 
jam. Masing-masing kultur cait 

dcampurkan dengan perbandingan 
Ettl dan jumlah set fo gel/ml 
Campuran kultur cair dinokulasikan 
sebanyak 3% (/v) ke dalam medium 
fermentasi dalam bejana l 

Setelah diinokulasikan, kultur 
dibiarkan selama 8 jam untuk mencapat 
fase cksponential Setelah kutur 
mencapai fase eksponential, kemudian 
medium segar dialirkan ke dalam bejana 
fermentasi dengan kecepatan alir l 
ml/menit dan LS ml/menit Fase 
eksponential diperpanjang pada kondrsi 
mi dengan laju dilusi tetan hngga 
medium segar habis. P ngamatan 
ditujukan pada penghitungan biomassa 
sel yang dihasilk.an setelah proses 
kontinyu selesai Berat biomassa sel 
pada setiap jenis substrat 
diperbandingkan. Sebagai paramater 
pendukung dihitung pula % C organil 
medium dan jumlah sel awal dan ak hit 

2.4. Pemanenan dan pengeringan 
biomassa kultur mikroba inokulum 

Biomassa sel dipanen dengan 
cara sentrifugasi dengan kecepatan 3000 
rpm selama I0 menit, kemudian pele 
dikeringkan di dalam oven dengan suh 
70°C selama 4 jam 

2.5. Pengujian viabilitas inokulun 
Setelah dikeringkan, inokulunm 

diuji viabilitasnya dengan 
menumbuhkannya pada medium NA 
secara sebaran Biakan diinkubast pada 
suhu ruang selama 24 jam. Jumlah 
koloni yang tumbuh dihitung untuk 
mengetahui jumlah sel yang tetap viable 
setelah pengeringan 

2.6. Analisis data 
Data yang diperoleh dianahsis 

secara deskripuif komparatif antar data 
hasil perlakuan penelitian 
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3. HASIL PENELITIAN 
Hasil pengujian kemampuan isolat 

Azospirillum sp., Bacillus sp., Pseudomonas 
sp., dan PRhizobium sp. menggunakan 
beberapa jenis sumber karbon menunjukkan 
bahwa, semua isolat tidak mamp 
menggunakan rafinosa tetapr rata-rata 
mampu menggunakan sumber karbon 
lainnya. (tabel I) 

Hasil pengujian awal menunjukkan 
bahwa semua isolt mampu menggunak an 
jenis karbon yang terkandung di dalam 
limbah cair industni tempe dan tapioka 
Limbah cair industni tempe (LTm) dan 
limbah cair tapioka masih mengandung 
senyawa karbon glukosa, amilum, sukrosa 
maltosa, rafinosa, dextrin, dlL. Azospirillum, 
Pseudomonas dan Bacillus diketahut 
menghasilkan enzim-enzim antara lain 
maltase, sukrase, laktase. Pseudomonas da.n 
Bacillus merupakan produsen o-amilase 
(Schlegel and Schmidt, 1985) 
Pseudomonas Juga bersifat selulolitik 
sehingga merupakan sumber selulase 
(Schimada et al,, 1994 dalam Fikrinda, 
2000) sedangkan Azospirillum mampu 
menghasilkan juga [-glukanase (Bekni, 
1998 dalam Faure et al,, 1999) dan mampu 
menggunak.an glukosa untuk 
metabolismenya 

Berdasarkan pengamatan terhadap 
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 
Mei BM %Cawal %Cakhir eel el 

mg/m' medium medium (sel/ml) 

LTp.I 9.17 0.021 0,51 1,s.10' 

LTp.IS 1.25 0,021 1,IO4 1,410° 
LTml 71,06 1.123 1,062 2210' 
LTm1.S 88.75 1.12 1,09l 2410° 

menurut Creger dan Crueger (1988) 
kultur yang sedang berada pada fase 
pertumbuhan aktif yang baik digunakan 
sebagar inokulum 

Pengamatan pertumbuhan isolat 
atau kultur campuran pada medium 
substitusi, yaitu campuran antara NB 
dan limbah (NB + LTm dan NB + LTp) 
serta pada medium NB dapat dihihat 
pada tabel 2. Pada ketiga medium terjadi 
peningkatan pertumbuhan yang terhihat 
dani biomassa sel dan jumlah sel 
Adanya pertumbuhan kultur campuran 
menunjukkan adanya permanfaatan 
nutrien pada medium sehingga 
persentase C organik medium 
mengalami perubahan. Berdasarkan 
hasil pengujian ini, maka penehitian 
produksi biomassa sel menggunakan 
imbah cair industni tempe dan tapioka 
dapat dilanjutkan dengan menggunakan 
limbah sebagai media fermentasr tanpa 
campuran (LTm dan LTp) 

Produksi biomassa sel kultur 
campuran pada media limbah cair 
industri tapioka (LTp) dan tempe (LTm) 
dengan laju alir (F) yang berbeda (I 
ml/menit dan I,S ml/menit) dapat dilihat 
pada tabel 3. Konversi substrat menjadi 
biomassa sel ditunjukkan oleh 
persentase C organik media yang 
berubah, dan biomassa terdini atas 
sejumlah sel yang tumbuh dari sumber 
nutrien yang ada pada media. Biomassa 
yang dihasilk.an kemudian ditimbang 
scbagai berat basah dan selanjutnya 
dikeringkan sehingga dihasilkan berat 
kering biomassa (BMK) 

Tabel 3, Produkssi biomassa sel kultur 
carmpuran pada media LTm dan LTp dengan 
ow.okontny 

Keterangan 

L.To Media limb.ah cair industri tapioka 
dengan laju ali I ml/merit 
t.PIS Media limbah cair industri tapioka 
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menurut Creger dan Crueger (1988) 
kultur yang sedang berada pada fase 
pertumbuhan aktif yang batik digunakan 
sebagar inokulum 

Pengamatan pertumbuhan isolat 
atau kultur campuran pada medium 
substitusi, yaitu campuran antara NI 
dan limbah (NB + LTm dan NB + LTp) 
serta pada medium NB dapat dihihat 
pada tabel 2. Pada ketiga medium terjadr 
peningkatan pertumbuhan yang terhihat 
dani biomassa sel dan jumlah sel 
Adanya pertumbuhan kultur campuran 
menunjukkan adanya pemanfaatan 
nutrien pada medium sechingga 
persentase C orgamik medium 
mengalami perubahan Berdasarkan 
hasil pengujian ini, maka penehitian 
produksi biomassa sel menggunak.an 
limbah cair industri tempe dan tapioka 
dapat dilanjutkan dengan mengguna8an 
limbah scbagai media fermentasi anpa 
campuran (LTm dan LTp) 

Produksi biomassa sel kultur 
campuran pada media limbah car 
industri tapioka (LTp) dan tempe (LTm) 
dengan laju alir (F) yang berbeda ( 
ml/menit dan I,5 ml/menit) dapat dihihat 
pada tabe 3. Konversi substrat menjade 
biomassa sel ditunjukkan oleh 
persentase C organik media yang 
berubah, dan biomassa terdini atas 
sejumlah sel yang tumbuh dani sumber 
nutrien yang ada pada media. Biomassa 
yang dihasilkan kemudian ditimbang 
scbagai berat basah dan selanjutnya 
dikeringkan sehingga dihasikan berat 
kering biomassa (BMK) 

1Abel 3, Produksi biomassa sel kultur 
carpuran pada media LTm dan LTp dengan 
ow.kontny 

3. HASIL PENELITIAN 
Hasil pengujian kemampuan isolat 

Azospirillum sp., Bacillus sp., Pseudomonas 
sp., dan Rhizobium sp. menggunakan 
beberapa jenis sumber karbon menunjukkan 
bahwa, semua isolat tidak mampu 
menggunakan rafinosa tetapi rata-rata 
mampu menggunakan sumber karbon 
lainnya. (tabel I) 

Hasil pengujian awal menunjukkan 
bahwa semua isolct mampu menggunak.an 
jenis karbon yang terkandung di dalam 
limbah cair industni tempe dan tapioka 
Limbah cair industri tempe (LTm) dan 
limbah cair tapioka masih mcngandung 
senyawa karbon glukosa, amilum, sukrosa, 
maltosa, rafinosa, dextrin, dll. Azospirillum, 
Pseudomonas dan Bacillus diketahut 
menghasilkan enzim-enzim antara lain 
mnaltase, sukrase, laktase. /'eudomonas dan 
Bacillus merupakan produsen a-amilase 
(Schlegel and Schmidt, 198$) 
Pseudomonas juga bersifat selulolitik 
sehingga merupakan sumber selulase 
(Schimada et al., 1994 dalam Fikrinda, 
2000) sedangkan Azospirillum mampu 
menghasilkan juga [-glukanase (Bekni, 
1998 dalam Faure et at_, 1999) dan mamp 
menggunakan glukosa untuk 
metabolismenya 

Berdasarkan pengamatan terhadap 
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 
digunak.an sebagai inokulum, karena 
Me BM % awal %Ca±chit fl eel 

mg/m! medium medium (sel/ml) 

LTp.I 9.17 0,021 0,5 1,810° 

LTp.IS 1.2$ 0.021 1,IO4 1,4 10' 
L.Tm l 71,06 1,12 1,062 2.210° 
LTm1.S 88.75 1.12 1,09l 2410°' 

Keterangan 

t.Tel Medi limbah air industri tapiok 
denga laju alir I ml/merit 
t1PIS Media limbah cair industri tapioka 
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dengan hay lir I,Sm/rent 
LTm! Medi limb.ah cir industri temge denga 
laju alir I ml/merit 

L.fl.$ Medi lib.ah cir industri ternpe denga 
lhju alir I,Sm/merit 

MK berat biocnassa kerieg 

Secara keseluruhan, perturbuhan kultur 
campuran pada berbagai media (media NB, 
NB+LTp, NB+LTm, LTP, dan LTm) 
menghasilkan biomassa kultur campuran 
yang berbeda dan dapat dihihat pada gambar 
berikut 

e4 
«0 
1o 
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Gambar 4I Biomass.a kultur capuran pad medi 
NB, NB+LTp, NB+LTm, LTp. dan L.Tm 

Keteragan 
BMB berat biomassa basal 
BMK berat biomassakering 

Sintesis biomassa kultur campuran 
diawahi dengan pemanfaatan sumber 
nutnen, terutarna sumber karbon dan 
nitrogen, pada medium oleh sel Sel 
memanfaatkan karbon sebagar $umber 
karbon untuk membangun bagan sel dan 
sebagai sumber energi untuk reaksi 
metabolismenya Sel juga memanfaatkan 
sumber nutrien lainnya, seperti nitrogen, 
untuk sintesis komponen sel lainnya 
Karbon adalah komponen terbesar dart 
biomassa sel, sehingga sintesis biomassa 
sangat tergantung pada konsentrasi karbon 
pada medium Pemanfaatan karbon 
tergantung pada kemampuan sel 
menghasilkan enzim yang sesuai dengan 
jenis substrat pada medium, baik yang 
bersifat induktif maupun konstitutif Namun 

demikian, sel lebih mudah mengadakan 
pertumbuhan pada substrat yang 
sederhana (Madigan et al., 2000' 

Sintesis biomassa kultur 
campuran pada medium LTp (9.17 
mg/ml dan 725 mg ml) lebih rendah 
daripada produksi biomassa pada 
medium LTm (71,06 mg/ml an 88,75 
mg/'ml) Perbedaan ini dapat disebabkan 
LTp merupakan limbah industni tapioka 
yang berasal dari singkong yang 
mengandung komponen karbon ranta 
panang arilum atau turunannya dan 
sumber N yang rendah (0,008 %) 
Sedangkan limbah LTm merupakan 
substrat yang mengandung komponen 
larbon dan nitrogen yang berasal dani 
kedele Komponen karbon pada LTp 
lebih bersifat tidak tersedia bagi 
pertumbuhan kultur danipada komponen 
karbon pada LTm. Kadar nitrogen yang 
relatif lebih tinggi pada LTm menjamin 
pertumbuhan kultur yang lebih tinggi 

Persentase kandungan C organik 
awal pada LTp adalah 02I % dan pada 
akhir fermentasi menjadi 0,51 % pada 
dengan laju alit (F) I ml/memit dan 
1,I04 % pada F 1 ml merit 
Peranfaatan komponen karbon untuk 
pertumbuhan kultur menghasilkan 
pemecahan unit karbon rantai panjang 
menjadi unit karbon rantai lebih pendek 
oleh enzim yang dihasilkan oleh kultur 
Terbentuknya umtt-unit karbon ranta 
lebih pendek meningkatkan 
penghtungan persentase lebih tinggmya 
penghitungan persentase unit karboin 

Medium LTm mengandung jcnis 
sumber karbon yang lebih tersedia unfuk 
digunakan dan sumber N yang masih 
tinggi (0,98 %), sehingga menghasilkan 
pertumbuhan kultur campuran yang 
tnggt Pertumbuhan yang tinggi terhihat 
dani biomassa yang dihasilkan yaitu 
71,06 mg/ml (pada F Iml menit) yang 
terdiri dari jumlah sel 22.10 el/ml dan 
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dengun hay lir I,S me/net 
L[ml Medi limb.ah cir imdsti temp dens 
hajulir l ml/remit 
L.Tm I,$ Media libah ear industri tesnpe deng. 
fulir I,ml/remit 

MK berat biomassa kering 

Secara keseluruhan, perturbuhan kultur 
campuran pada berbagai media (media NB, 
NB+LTp, NB+LTm, LTP, dan LTm) 
menghastkan biomassa kultur campuran 
yang berbeda dan dapat dihihat pada gambar 
berikut -- •• 
' •• 8 T e • { 
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kKeteraga 
0MB berat biomassa bars.a h 
BMK berat biomass kerimg 

Sintesis biomassa kultur campuran 
diawahi dengan pemanfaatan sumber 
nutnen, terutama sumber karbon dan 
nitrogen, pada medium oleh sel Sel 
memanfaatkan karbon sebagar $umber 
karbon untuk membangun bagan sel dan 
sebagai sumber energi untuk reaksi 
metabolismenya Sel juga memanfaatk.an 
sumber nutrien lainnya, seperti nitrogen, 
untuk sintesis komponen sel lainnya 
Karbon adalah komponen terbesar dart 
biomassa sel, sehingga sintesis biomassa 
sangat tergantung pada konsentrasi karbon 
pada medium Pemanfaatan karbon 
tergantung pada kemampuan sel 
menghasilkan enzim yang sesuai dengan 
jenis substrat pada medium, bank yang 
bersifat induktif maupun konstitutif Namun 

demikian, sel lebih mudah mengadakan 
pertumbuhan pada substrat yang 
sederhana (Madigan er al., 2000' 

Sintesis borassa kultur 
campuran pada medium LTp (9,17 
mg/ml dan 725 mg ml) lebih rendah 
daripada produksi biomassa pada 
medium LTm (7I,06 mg/ml an 88,75 
mg/'ml) Perbedaan ini dapat disebabl.an 
LTp merpakan limbah industni tapioka 
yang berasal dani singkong yang 
mengandung komponen karbon fantai 
panyang arilum atau turunannya dan 
sumber N yang rendah (0,008 %) 
Sedangkan limbah LTm merupakan 
substrat yang mengandung komponen 
larbon dan nitrogen yang berasal dart 
kedele Komponen karbon pada LTp 
lebih bersifat tidak tersedia bagi 
pertumbuhan kultur danipada komponen 
karbon pada LTm. Kadar nitrogen yang 
relatif lebih tinggi pada LTm menjamin 
pertumbuhan kultur yang lebih tinggi 

Persentase kandungan C organik 
awal pada LTp adalah 02I % dan pada 
akhir fermentasi menjadi 0,51 % pada 
dengan laju alit (F) I ml/memit dan 
1,I04 % pada F 1S ml merit 
Pernanfaatan komponen karbon untuk 
pertumbuhan kultur menghasilkan 
pemecahan unit karbon rantar panjang 
menjadi unit karbon rantai lebih pendek 
oleh enzim yang dihasilkan oleh kultur 
Terbentukmya umrt-unit karbon ranta 
lebih pendek meningkatkan 
penghtungan persentase lebih tinggiya 
penghttungan persentase unit karbon 

Medium LTm mengandung jcnis 
sumber karbon yang lebih tersedia untuk 
digunakan dan sumber N yang masih 
tinggi (0,98 %), sehingga menghasilkan 
pertumbuhan kultur campuran yang 
inggt Pertumbuhan yang unggi terhihat 
dan biomassa yang dihaslkan yattu 
71,06 mg/ml (pada F ml menit) yang 
terdiri dari jumlah sel 2,2.10 el/ml dan 
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88,75 mg/ml (pada F 1,5 ml/menit) yang 
mengandung jumlah sel 24.10 sel/ml 
Pertumbuhan kultur merupakan hasil 
konversi substrat menjadi biomassa scl, 
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 ml/meni). 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 nilair laju dilusi 
D. Nilai D meningkat mampu meningkatkan 
kelarutan nutrien yang terdapat dalam 
substrat, sehingga terdapat peningkatan nilai 
persentase C organik. Namun peningkatan 
nilai D dapat tidak diimbangi dengan 
meningkatnya biomassa sel. Hal in 
kemungkinan dikaarenakan C organik yang 
ada belum dimanfaatkan secara maksimal 
untuk pertumbuban (Waites et al., 2001) 
Pada LTp, wala.pun terdapat penurunan 
persentase C dari awal ke akhir fermentasi, 
namun dapat dihhat bahwa persentase C 
akhir pada F I5 ml/menit lebih tingg 
daripada yang dihasilkan oleh F I ml/menit 
Sedangkan pada LTm, F I,5 ml/ menit 
menghasilka. biomassa lebih tingg 
ial cit ala f el/ri --· ,. - 

karena F yang lebih besar meningkatkan D 
dan kelarutan C organik 

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

Media 
NB 
NB+LTp 
LT.1 
LT1.5 
NB+LTm 
LTm. 1 
LTm1,5 

Jumlah sel sbl 
pengenngan 
(sellmnl) 

20.10° 
1,6 10° 
1.8.10° 
1,4.10° 
4.0.10° 
2.210° 
2.410° 

Jumlah sel stl 
pengenngan 
(cfuml) 

1,42.10' 
1,53.10° 
4.85.10' 
21910° 
6.210° 

5.53.10' 
1.3.10° 

Tabel 4. Jumlah sel sebelum dan sesudah 
pengeringan 

Sernua biomassa kultur campuran yang 
dihasilkan pada semua jenis media 
mengalami penurunan viabilitas hingga 
0 10nya Penurunan viabilitas in 
dapat disebabk.an perihihan metode 
pengeringan yang belum tepat karena 
menggunakan pemanasan di dalam oven 
hingga suhu 70° C. Pemanasan yang 
terlalu tinggi dapat merusak protein sel 
sehingga sel mengalami kematan 
Dinyatakan di dalam Moenne-Loccoz 
al. (999) bahwa pengeringan inokulan 
adalah tahapan kunci preparasi inokulan 
karena dapat mempengaruhi survival 
inokulan dan menambah fase lag 
sebelum inokulan menunjukan 
perannya. Turunnya viabilitas mungkin 
juga disebabkan oleh tidak 
digunakannya bahan pembawa dalam 
biomassa yang dapat berfungsi sebagan 
isolator dalam transfer panas. Penehitian 
a:jatan diperlukan untuk stabilitas 
viabilitas biomassa dengan mencoba 
metode pengeringan lain dan 
penggunaan bahan pembawa 

Metode preparasi inokulan 
banyak dikembangkan oleh para peneliti 
Ben Rebah et 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-Loco 

$ 
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88,75 mg/ml (pada F 1,5 ml/menit) yang 
mengandung jumlah sel 24.10 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 I,S ml/menit). 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 nilair laju dilusi 
D. Nilai D meningkat mampu meningkatkan 
kelarutan nutrien yang terdapat dalam 
substrat, sehingga terdapat peningkatan nilai 
persentase C organik. Namun peningkatan 
nilai D dapat tidak diimbangi dengan 
meningkatnya biomassa sel Hal ini 
kemungkinan dik.arenakan C organik yang 
ada belum dimanfaatkan secara maksimal 
untuk pertumbuban (Waites er al., 2001) 
Pada LTp, wala.pun terdapat penurunan 
persentase C dari awal ke akhir fermentasi, 
namun dapat dihihat bahwa persentase C 
akhir pada F 15 ml/menit lebih tingg 
daripada yang dihasilkan oleh F 1 ml/ menit 
Sedangkan pada LTm, F 1,5 ml/menit 
menghasilka. biomassa lebih tmnggr 

Ad vvar eill Leh l rl/rm 

karena F yang lebih besar meningkatkan D 
dan kelarutan C organik 

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

Media 
NB 
NB+LTp 
LT.1 
LTp1.5 
NB+LTm 
LTm 1 
LTm1.,5 

Jumlah sel sbl 
pengenngan 
(se/ml) 

2010° 
16 10° 
1.810° 
1,4.10° 
4.010° 
2210° 
2.410° 

Jumlah sel std 
pengenngan 
(cu/ml) 

1,42 10' 
1,53 10° 
4.85.10 
219 10° 

6.210' 
5.53 10 

1.310° 

Tabe] 4. Jumlah sel sebelum dan sesudab 
pengenngan 

Sernua biomassa kultur campuran yang 
dihasilkan pada semua jenis media 
mengalami penurunan viabilitas hingga 
0 10nya Penurunan viabilitas int 
dapat disebabkan pemihihan metode 
pengeringan yang belum tepat karend 
menggunakan pemanasan di dalam oven 
hingga suhu 70° C. Pemanasan yang 
terlalu tinggi dapat merusak protein sel 
sehingga sel mengalami kematan 
Dinyatakan di dalam Moenne-Loocoz el 
al. (999) bahwa pengeringan inokulan 
adalah tahapan kunci preparasi inokulan 
karena dapat mempengaruhi survival 
inokulan dan menambah fase lag 
sebelum inokulan menunjukkan 
perannya Turunnya viabilitas mungkin 
juga disebabkan oleh tidak 
digunakannya bahan pembawa dalam 
biomassa yang dapat berfungsi sebagan 
isolator dalam transfer panas. Penehtian 
'a.jatan diperlukan untuk stabilitas 
viabilitas biomassa dengan mencoba 
metode pengeningan lain dan 
penggunaan bahan pembawa 

Metode preparasi inokulan 
banyak dikembangkan oleh para peneliti 
Ben Rebah er al (200.2) mengembangkan 
metode preparasi inokulan dengan 
metode menumbuhkan inokulum pada 
media limbah padat dan cair kemud1an 
dikeringkan. Inokulum dikemas dalam 
carrier sludge dan peat. Moenne-Loccoz 
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et al, (1999) menggunakan inokulan 
/sedomonas fluorescens F13 untul 
membentuk pelet bemih bit Faktor 
preparasi inokulum dan pengeringan dalam 
formulasi inokulan merpakan faktor kunci 
yang berpengaruh dalam formulasi inokulan 
Pseudomoas. Preparasi inokulum dengan 
medium nutrien Sucrose Asparagine Broth 
dan pengeringan car lambat selama 20 jam 
menghasilk.an formula inokulan 
Pseudomonas yang baik Walker et al 
(2004) membandingkan metode aphikasi 
inokulan antara lain perendaman bemih, 
pengkapsulan dalam alginat, membentuk 
pelet menggunakan carrier peat yang 
diinokulasi atau seed priming. Metode seed 
priming menunjukkan hasil lebih baik 
Kebanyakan nokulan diproduksi pada suhu 
waker«iv nervimnanan pad «oh 
rendah atau k.mudian dikeringkan dahulu 
lalu disimpan pada suhu rendah 

4. Kesim pulan dan saran 

Berdasark.an hasil penelitian 
disimpulkan bahwa produksi biomassa 
kultur campuran Azospirillum sp., 
hczobtum sp., Bacillus sp, dan 
Pseudomonas sp. lebih tinggr pada medium 
limbah cair tempe danipada medium hmbah 
cair tapioka Namun viabilitas sel menurun 
setelah mengalami pengeringan Maka 
disarankan untuk diadakan penelitian 
menggunak.an metode pengerngan lainnya 
dan menggunakan media pembawa 

DAFTAR REFERENSI 
Ben Rebah E. R.D. Tyagi, D. Prevost, 2002 
Wastewater Sludge as a Substrate for Growth 
and Carrier for Rhizobig The Effect of Storage 
Conditions on Survival of Sinorhzobum 
meliloti Bi@resource Technology 83 : 14$ 
15 

Faure, D, J. Dear, V. Kijers, M.A. Bekni, P 
Proost, B. Henrissat and J. Van der Leyden 

1999, Growth of Azospirillant vralene 
KBC on the Ary1 p-glucoside Salicin 
Requires either salA or salB. Journal of 
Bacteriology (18) 10 -3003 3009 

Fkrinda, A, lsawadi, p_ Tesarwati dan 
D.A. Sant0so. 2000. Identifikasi 
Ekstrarnonm Selulase lsolat Bakterni dari 
Llosister Air Hitam Hayti (8)I.S - 10 

Go adi, DH 1996. Pemanfaatan Mikroba 
Pelarut Pospat dale Pembuatan Pupuk Bio. 
p Wanta ushit Biotek Perkebunan I ( 
43 48 

Madigan, MT, IM. Martinko, J. Parke 
Broeck Biology of Microorganisms 9h Ed 
2000. Prentice Hall, Upper Saddle River, NJ 
07458 

Mane-Loco, Y., M. Naughton, P 
Higgins, J Powell, B. O'Connor, F. O'Gara 
1999. Efeet of loculure Preparation and 
Formulation on Survival and Biocontrol 
Etieacy of Pseudomonas fluorescen F113 
Journal of App Microbiology 86 : 108 
16 

Oedjijono, D. Ryandii, IDSAP Peramiarti. 
2004. Formulasi Biofertilizer dani Kultur 
Carpuran Balteni Perfiksasi Nitrogen, 
Pelarut Pospat dan Antagonis Fungi Patogen 
dengan Media Omggok dan Dedak Makalah 
Serina Pertermu llrah Tahu.an PERMI 
di Semarang tgl 27 28 Agustus 2004 

Oedjijono, D. Ryandini, A. Tjahyadi. 2004 
Formulasi Biofertilizer di Kultur Balter 
Carnpuran scbagai lnokuhum pada Medium 
Ekstrak Oggok da Dedek Mak.al.ah 
Seminar Perterua llriah Tahunan PERMI 
di Semarang tgt 27- 28 Agustus 2004 

Waites, MJ, NL. Morgan, JS. Rockey, G 
Higton. 2001. Industrial Microbiology An 
Introduction Blackwell Science Ltd 
Oxford 

Walker. R.. S. Rossali, MJC Asher 2004 
Comparison of Applicatioa Methods to 
Prolong the Survival of Potential Biocontrol 

6 

----- 

- 
• ' ' 

• 

• 

et al (1999) menggunakan inokulan 
!edomonas fluorescens F[3 untul 
mcmbentuk pelet bemih bit. Faktor 
preparasi inokulum dan pengeringan dalam 
formulasi inokulan merupakan faktor kunci 
yang berpengaruh dalam formulasi inokulan 
l'seudomonas. Preparasi inokulurm dengan 
medium nutrien Sucrose Asparagine Broth 
dan pengeringan car lambat selama 20 jam 
mcnghasilkan formula inokulan 
Pseudomonas yang baik Walker et al 
(2004) membandingkan metode aphikasi 
inokulan antara lain perendaman bemih, 
pengkapsulan dalam alginat, membentuk 
pelet menggunakan carrier peat yang 
diinokulasi atau seed priming Metode seed 
priming menunjukkan hasil lebih baik 
Kebanyakan nokulan diproduksi pada suhu 
waken«iv nervmnnanan pd «lw 
rendah atau k.mudian dikeringkan dahulu 
lalu disimpan pada suhu rendah 

4. Kesim pulan dan saran 

Berdasark.an hasil penehrtran 
disimpulkan bahwa produksi biomassa 
kultur campuran Azosprtllam sp., 
Rhizobrum sp., Bacillus sp, dan 
Pseudomonas sp. lebih tinggr pada medium 
limbah car tempe danipada medium himbah 
cair tapioka Namun viabihitas sel menurun 
setelah mengalami pengeringan Maka 
disarankan untuk diadakan penehitian 
menggnakan metode pengenngan lainnya 
dan menggunakan media pembawa 
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Tabel 2. Pertumbuhan kultur campuran pada medium substitusi (NB + LTm dar 
NB +LTp)serta pada medium NB 

positif 
- hasil uji negatif 
tt tidak terdeteks 

Medin Biorassa sel awal E sel akhir %Cawal %Cakhr 
sel/'ml sel/ml medium medium 

NB+LT 14,75 2.5.1 1.6.1 0.056 0,069 

NB+LTm 27.33 4.0.10 4.9.1 0.659 0.631 
NB 12.75 2.5.1 2.0.10 . . 

7 

Keterangan 
+ hasil uji 

lsolat Glu Mal Suk Raf Ami Sel Dex 

Ao rillum • • • . • • • 
Rhizobrum • tt tt . . • tt 

Pseudomonas • • • . . • • 
Bacillus • • • . . • • 

Bacteria on Stored Sugar-beet Seed. Journal of 
Applied Microbiology 97 ·293 -- 305. 

LAMPIRAN ; 

The] I, Haeil rewouiian kemampua kulr ifertilizer dalam menggunakan beberapa sumber 

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

positif 
- hasil uji negatif 
tt tidak terdeteksr 

Medin Biomassa sel awal sel ak hit %Cawal %Cakhir 

m ml sel/ml sel/ml medium medium 

NB+LT 14.75 2.5.1 1.6.1 0.056 0.069 
NB+LTm 27.33 4.0.10' 4.9.1 0.659 0.631 
NB 12.75 2.5.1 2.0.1 . . 

Keterang.an 
+ hasil up 

lsolat Glu Mal Suk Raf Am Sel Dex 

Ao rillam • • • . • • • 
Rhizobtuun • tt tt . . • ft 

Pseudomonas • • • . . • • 
Bacillus • • • . . • • 

Bacteria on Stored Sugar-beet Seed. Journal of 
Applied Microbiology 97;293 - 305. 

LAMPIRAN ; 

Tahel I, Hail rewruiiasn kermarpun klfr hi fertilizer dalam menggunakan beberapa sumbe 
karbon 
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