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PRODUKS! ALGINAT CLEH BAKTERI Azotobacter vinelandii DALAM
MEDIUM LIMBAH CAIR TAPIOKA

Olch:
Nurjanai, W. Trilaksani, S. Purwaningsih' dan Wahyuliastuti®

PENDAHULUAN

Alginal umumnya diprodukst dari alga coklat dan telah divsahakan sccara komersial di
beberapa negara subtropis. Jenis alga coklat yang biasa digunakan schagai bahan baku peng-
hasil alginat adalah: Macrocystis pyrifera, Laminaria digitata, L. hyperborea, L. japonica. As-
cophyllum nodosum, Ecklonia masima, dan Eisenia bycyclis. Jenis- jenis alga coklat ini hanya
baik hidupnya di perairan subtropis, scdangkan di Indonesia yang beriklim tropis tidak ter-
dapat jenis-jenis tersebul. Alga coklal yang terdapat di Indonesia hanyalah beberapa jenis dari
Sargasswn dan Turbinaria (Indriani dan Swmniarsih, 1992). Namun scjauh ini belum ada usaha
budidayanya.  Schingga usaha pengolahan alginat dari rumput lawt tidak memungkinkan,
karena kontinuitas bahan baku tidak (crjamin. Scmentara itu kebutuhan akan alginat cukup
tinggi, bahkan ccnderung meningkat terus yang dimanfaatkan dalam industri, khususnya in-
dustri tekstil dan industri pangan. Uniuk memcenuhi kebutuhan tersebut Indonesia sampat saat
ini masih mengimpor dari RRC, Perancis, Jepang, dan Jerman, Jumlah impor alginal pada
tahun 1991 adalah 1 721 445 kg d(BPS, 1992).

Dalam rangka mengantisipasi permintaan alginal yang semakin meningkat, perkby
dipikirkan upaya untuk mencart alterpatil lain dalam menghasilkan alginat.  Salah satu al-
ternatif untuk menghasilkan alginat dengan dimanfaatkan mikroorganisme.

Menurut Jarman et al. (1978) bakterd Psendomonas ecruginose dan beberapa galur
baktacri 4zotobacter vinelandii dapat memproduksi alginal yang mirip dengan alginat yang
dihasilkan dari alga.

Produksi alginat dengan menggunakan bakteri memerlukan investast yang tinggi dalam
peralatan maupun bahan kimia scrta medium untuk pertumbuban. Untuk itu perlu dicoba
penggunaan medium limbah cair tapioka (LCT) yang banyak terdapat di Bogor dan belum
ditangani. Dengan demikian penggunaan limbah cair tapioka dikarapkan dapat mengurangi
pencemaran lingkungan pada batas-batas tertentu serta dapat meningkatkan nilai tambah dari
LCT dalam menghasilkan alginat.

Tujuan penelitian ini adalah untuk mempelajari penggunaan LCT sebagai sumber
nutricn bagt mikroorganisme dalam menghasilkan alginat serta mengetahui pengarub pen-
ambahan mineral dan waktu inkubasi pada kultur Azotobucter vinelandii guna menghasitkan al-
ginal,

METODOLOG)

Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan dalam penciitian ini adainh bakieri Azotobacter vinelandii yang
diperoleh dari laboratorium BCC Balat Penelilian Veteriner Bogor dengan kode ATCC 837 a
atau BCC 2026. Bahan untuk medium pertumbuhan yaity limbah calr tapioka yang diambil

dari industri pengolahan tapioka akyat di dacrah Ciluar Bogor.
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Bahan kimia yang digunakan untuk mengekstrak alginat adalah isopropanol, NaaEDTA
dan NaCl. Uji residu gula dengan larutan DNS.
Alat-alat yang digunakan adalah: pengaduk magne(ik, pipet, sentrilusi, osc, spcklrul‘n[u-w

meter, viskometer, oven, inkubator goyang, otoklaf serta alat bantu lainnya.

Metode Penelifian

Bakteri diaktifkan pada medium padat dan cair sclama 3 hari pada subu 34°C. Untuk
medium pada ditambahkan bacto agar 1.5%. Komposisi medium untuk pertumbuhan dapat
dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Komposisi Medium Dalam Satu Liter Larutan

Medium

Kompcnen 1 M
Sukrosa (g) 20 20
Nj asctat {g) 2 -
KHPO4 (g) 1.20 -
KH2P04(g) 0.30 -
Ca804 2 H20 () 0.15 -
MpSOs TH20 () 0.10 -
FeSQ4 TH20 (mg) i5 -
NaaMoQa 2H20 (mg) 0.70 -
Limbah cair tapioka - -

1000 ml 1000 ml

Kelerangam:
[ LCT (+)= Limbah Cair Tapioka ditambah mincral
11 LCT () = Limbah Cair Tapioka tanpa ditambah mincral

1. Propagasi pada berbagai medium yang diinkubasikan pada suhu 34°C, dengan pH 6,5 dan
kecepatan goyang 140 rpm. Inkubasi dilakukan dari bari 1,2, 3,4, 5, dan 6. Pada kultur
cair diadakan pengamatan Lerhadap viskositas, massa kering scl, konsentrasi alginat dan
residu pula.

2. Pengukuran viskosilas dilakukan dengan viskometer Brookheld Model MB, menggunakan
Spindel No.1 pada keeepatan 60 rpm.

3. Pengukuran massa kering sel (modifikasi Mctode Jarman ct al, 1979). Kultur cair 25 ml
dicampur Na2EDTA 0,5m scbanyak 0,8 ml, dinduk sccara scksama, disentrifusi pada
keeepatan 2000 rpm sclama 30 menit. Filtrat diambil untuk diukur konsentrasi alginatnya.
Endapan dibilas beberapa kali dengan aquadest dan disentrifusi kembali pada 2000 rpm
sclama 30 menit. Endapan dikeringkan dalam oven pada suhu 105°C sclama 24 jam,
kemudian ditimbang scbagai massa kering scl.

4. Pengukuran konsentrasi alginat (modifikasi metode Jarman ¢t al, 1978). Filtrat dari pe-
ngukuran massa kering sci diambil scbanyak 50 ml. Fiitrat ditambah NaCl 5N schanyak 1.6
ml dan isopropanol 95% schanyak 150 ml, diaduk sccara scksama selama 10 menit, dan di-
seatrifusi fugi sclama 30 menit pada kecepatan 2000 rpm. Isopropanol segar ditambahkan
untuk mengendapkan alginat. Alginat yang didapatkan dikeringkan pada subu 45°C sampai
diperale berat konstan.  Alginat ditimbang dan berat yang didapatkan merupakan alginat
kasar,

5. Penentuan residu gula dengan melode DNS {Dinistrosalisilat)
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HASIL DAN PEMBAHASAN

LCT yang digunakan dalam ~._zelitian ini diambil dari industri pengolaban tapioka
rakyat di dacrah Ciluar, Bogor. i o~ ini herasal dari proses pengendapan tepung tapioka,
Kadar mineral LCT yang divji dape <. at pada Tabel 2,

Tabel 2. Kompesisi Lirm== = Cair Tapioka

Komponen Nilai
Bahan organik total 2514.41 ppm
Total Amonia Nitrogen (NH32-™ 11.8% ppm
Total fosfat 24.02 ppm
Ortholos{at 1632 ppm
Kalsium (Ca) 18.70 ppm
Magnesium (Mg) 4.64 ppm
Natrium (Na) 2,68 ppm
Besi (Fe) 230 ppm
Total Gula 0.11 g/l
pH 376

Dari hasil pengujian bakteri diketahut bahwa bakteri Azotobacter vinelandii merupakan
jenis bakteri gram ncgatif, bentuk batang (tunggal atau bergerombol menyerupal rantai) seria
bersifat motil. Total Plate Count awal adalah 2.2 x 10°/ml.

Viskositas Kultur
Berdasarkan pengujian viskositas kultur pada medivm LCT(+) dan LCT(-) diperolch
data yang dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Hasil Pengukuran Viskosilas Rata-rata Koltur A. Vinelandii
dalam medium LCT (+) dan LCT (-)

5

Viskositas {cps) L Lama inkubasi (hari)
1 | 2 3 4 5 G
LCT (4) 380 1 470 495 5.10 4.65 4,50
LCT(-) 350 ' 355 3.65 3.80 3.58 3.45

_ Dari Tabel 3 terlihat bahwa penggunaan LCT ditambah menicral viskosilasnya
meningkat dari hari kesatu sampai hari kecnam. Scdangkan LCT(-) viskositasnya relatifl sama
dari hari kesatu sampai hari keenam. Jika dibandiagkun nilai viskosias (LCT (+) deagan
LCT(-) maka viskositas LCT{ 4+ lebih tinggi,  Viskositas maksimum diperoleh pada hari
keempat, sama dengan hasil yang dicapai olch Chen et of (1985) pada kondisi inkubasi yang
sama dengan menggunakan medium sintetis. Menurut Couperwhite dan Me.Collum (1975)
peningkatan viskositas kultur terjadi bersamaan dengan produkst polisakarida ckstrascluler
yang larut dalam air, peningkatan polisakarida ini diduga memegang peranan penting dalam
peningkatan viskositas kultur.

Polisakarida ckstrascluler dibedakan datum dua bentuk yaitu kapsul yang bersatu

© dengan dinding sel dan lendis yasg terkumpul banyak diluar dinding scl dan berdifusi kedalam

media kultur. Seclama pertumbihan bakieri, polisakarida ini menambah tekstur gum Loloni

bakteri menjadi media pada atau menyebabkan peningkatan viskositas pada media cair (Kang
dan Kotrel, 1978).
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Konsentrasi Alginat

Hasil pengukuran konsentrasi alginat dalam medium LCT( A} dan LCT(-) dapat dilihat
pada Tabel 4.

Tabel 4. Husil Pengukuran Koinsentrasi Alginat Rata-rata Kultur Baklcari
A vinelandii dalam medium limbah cair tahu,

Konsentrasi Lama inkubasi (hari)

alginat (/1) 1 2 3 4 5 6
LCT (+) 1.71 222 4.05 573 3.04 213
LCT(-) 1.25 3.68 4.52 495 3.78 1.51

Konsentrasi alginat kultur Azotobacter vinelandii dalam medium LCT(+} dan LCT(-)

menunjukkan peningkatan sctelah inkubasi 1 hari, Peningkatan terscbut mencapai maksimum

4 pada hari ke-4, yaitu 5.93 g/l untuk LCT(=) dan 4.53 g/l untuk LCT(-). Hasil konscntrasi

! alginat pada hari ke-4, sama dengan yang dicapai oleh Chen er af (1985) yaitu scbesar 5.5 g/l
dengan menggunakan medium sintetis pada kondisi inkubasi yang sama.

Peningkatan konsentrasi alginat ini dischabkan karcna pada awal pertumbuhan bakteri
masth menyesuaikan diri dengan kondisi lingkungunnya, schingga alginat yang dibentuk Juga
kecil.  Hal ini scsuai dengan pendapat Horan ef af (1981) yang menyatakan bahwa per-
tumbuhan bakteri dalam medium dengan kandungan fosfat terbatas dan sukrosa sebagai satu-
satunya sumber karbon, produksi alginat dimulai scgers setelah awal pertumbuhan eksponen-
sial.

ARG s, -

Untuk mendapatkan konsentrasi alginat yang maksimum diperlukan mineral dalam
jumlah optimum scperti yang diusulkun oleh Chen ef af (1985) ke dalam medium pertumbuhan
bakteri.  Limbah cair (apioka yang digunakan untuk pertumbuhan bakteri mengandung
komponen mineral seperti yang tercantum pada Tabel 2. Mineral- mineral tersehut terdapat
dalam jumlah yang sangat kecil dibandingkan dengan kebutuhan optimum untuk pertumbuhan
bakteri Azotabacier vinclandii. Kaisium misalnya hanya terdapat pada kadar 0.0000187 gram
per liter dibundingkan dengan kalsium yang dibutuhkan untuk mendapatkan pertumbuban op-
timum schesar 0.075 g/l Mincreal-mineral tain seperti Mg, Na, Fe, dan total fosfat beeturut-
turut terdapat dalam jumlah 0.00000464 &/, 0.00000268, 00000023, 0.000024 g/, Rendahnya
kadar mincral ini menycbabkan perlunya penambahan mineral sampai kadar optimum ke
dalam medium pertumbuhan guna mendapatkan hasil alginat yang maksimum,

oy

Mcnurut Deavin yang dikulip olch Horan et of (1981), produksi alginat dengan
menggunakan sukrosa scbagai satu-satunya sumber karbon tergantung pada konsentrasi fosfat
inorganik awal. Pada fermentasi kontinyu dengan kondisi oksigen dan fosfat terkontrol, hasil
alginat maksimum scbesar 45% dari sukrosa yang digunakan terjadi pada laju respirasi yang
rendah.  Pada laju respirasi yang lebil tinggi hasil produksi menurun seeara dras(is, schab
scbagian substrat dioksidasi menjadi karbondioksida. Rendemen alginat datam biakan "batch"
yang umum hanya mencapai 25% dari sukrosa yang digunakan. Chen ef af (1985) menyatakan,
bahwa produksi alginat bakteri beardasarkan jumlah sukroso yanaag ditambahkan adalah
scbesar 31%, atau lebih tinggi 6% dari yang dilaporkan Deavin, Pada penclitian ini, dari 20%
sukrosa yang digunakan dalam satu liter medium LCT(+ ), maksimum alginat yang dibasilkan
adalah scbesar 5.93 g atay kurang Icbhih 29% dari berat sukrosa yang ditambahkan. Untuk kul-
lur dalam medium LCT(-), maksimum alginat yang dihasilkan schesar 4.96 g atay kurang lebib
25% dari berat sukresa yang digunakan. ’

Berdasarkan pendapal Annison dan Couperwhite (1986), asam polimannuronat dan
poliguluronat merupakan komponen ulama penyusun alginat bakici. Annison dan Couper
while juga mencliti variasi komposisi alginat pada tahap-tahap pertumbuhan yang berbeda.
dalam kultur "bateh”. Alginal dengan jumlah guluronat yang lebib besar diisolusi padit takap
awal pertumbuhan, sedangkan alginat dengan kandungan mannuronat lebih tnpgl didapatkan
pada kultur yang lebih tua,
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Massa Kering Sel

Pengukuran massa kering dimaksudkan untuk melihat pertumbuhan bakteri. Hasil Pen-
gukuran massu kering, scl bakteri Azotobacter vinelandii dapat dilthat pada Tabel 5.

Tabel 5. Hadil Pengukuran Massa Kering sel Rata-rata Kultur Azotobacter
vinelandii dalam limbah cair tapioka

. Lama inkubasi (hari)
Masa kering set g/l ] 5 3 2 5 7
LCT (+) 0.055 0.140 0.220 0.455 0.285 0.145
LCT(-) 0.015 0.045 0.080 0.355 0.265 0.210

Massa kering sl tertinggi diperolch pada fama inkubasi 4 hari dengan medium LCT(+)
yaitu scbesar 0.455 g/l. Menurut Nurjanah (1993), massa kering sel yang terukur adalab massa
kering scl bakteri baik yang hidup maupun yang mati, dan tidak menggambarkan massa scl
yang terbentuk dan kemudian hilang karcna sel melisis.  Berdasarkan asumsi lerschut,
diharapkan dengan peningkatan massa scl maka jumlah ckspolisakarida (alginat) yang
dihasilkan olch bakteri juga meningkat.

Residu Gula

Pengukuran residu gula bertujuan untuk mengetahui sukrosa schagai sumber karbon
yang dapat diubah oleh bakteri Azotobacter vinelandii menjadi alginat. Hasil pengukurannya
dapat dilihat pada Fabel 6.

Tabel 6. Hasil Pengukuran Residu Gula Rata-rata Kultur Azotobacter vinelandii
Dalam Mcdium Limbah Cair Tapioka

Konsentrasi Lama inkubasi (hari)

alginat (g/1) 1 2 3 4 5 {
LCT (+) 0.5790 | 02085 | 0.1465 | 0.0230 | 0.6345 | 0.0670
LCT(-) 0.8655 | 0.5034 | 0.2185 | 0.1395 | 0.3040 | 0.2285

Dari Tabel 6 terlihat kecenderungan turunnya residu gula pada kultur Azotobacter
vinelandii dalam medium LCT (+) dan LCT(-) dengan bertambahnya waktu inkubasi. Pe-
nurunan residu gula sclama inkubasi menunjukkan bahwa sukrosa digunakan olch bakter
scbagai sumber karbon. Sukrosa akan diubah olch baktcri menjadi alginat melalui jalur
biosintesis yang dikemukakan oleh Pindar dan Bucke yang dikutip olch Horan et af (1981).

Residu gula terendah diperoleh pada medium LCT(+) dengan masa inkubasi sclama 4

hari, hal ini scsuai dengan jumlah alginat yang dibasilkan demikian juga dengan massa kering
scl.

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan
Dari hasil penclitian ini dapat diambil kesimpulan scbagai herikut:

1. Limbah cir tapioka (LCT) dapat digunakan schagai medinm pertumbuhan bakleri Azoto-
bacter vinefandii,

2. Konscnlrasi alginat terbesar diperoleh dari mediam LCT( + Y pada.inkubaasi 4 hari yaitu:
573 g1

L2

Residu gula cenderung menurun sclama proses inkubasi dan terkeci] pada hari ke 4 dar
LCT(+) yaitu 0.0230%. :

4. Viskositas dan massa kering scl tertinggi juga diperoleh pada medium ECT(+) dengan
massa inkubasi 4 hart, sesuai dengan alginai yaeg dihasitkan.
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Saran
1. Perlu penclitian Iebih lanjut untuk meneliti mutu alginag yang dihasilkan,
2. Aplikasi alginal yang dihasilkan pada produk perikanan.

3. Mempertahankan kondisi oplimum sclama masa inkubasi dengan cara kontrol pl dan suhu
datam selang waklu tertentu,
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