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Menggunakan Bakteri Isolat Lokal
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Surface Area of Growth Media to the Production of Cellulose
by Indigenous Isolates
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RBP-52 and PDS5 isolates were isolated from Indonesian fruits samples that contains glucose. RBP-52 isolate was
obtained from coconut water (waste), collected from nata factory, and PD5 isolate was obtained from rotten coconut sample,
collected from Parung. They were identified as Acetobacter liquefaciens. RBP-52 and PDS isolate produced cellulose in static
and shaking cultivation. Production of cellulose by RBP 52 and PD5 were optimized in static cultivation. Cellulose was
found to be produced at the liquid surface in static cultivation. The rate of ccllulose production depended proportionally on
the surface area of the cuiture medium. The maximum production rate of cellulose was 2.78 g/l per 7 days (surface area

77.60 cm™) in the static cultivation.
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Selulosa merupakan homopolisakarida linear yang tidak
bercabang, terdiri atas 10000 atau lebih unit D-glukosa
yang dihubungkan oleh ikatan P—1,4 glikosidik. Selulosa
ialah senyawa seperti serabut, liat, tidak larut dalam air, dan
ditemukan di dalam dinding sel pelindung tumbuhan ter-
utama pada tangkai, batang, dahan, dan semua bagian ber-
kayu dari jaringan tumbuhan (Thenawijaya 1950).

Sumber selulosa terpenting digunakan dalam industri
ialah kayu. Walaupun demikian, selulosa juga dapat di-
hasilkan dari fermentasi beberapa mikroorganisme.

Mikroorganisme penghasil selulosa terutama dari
golongan Acetobacter. Selulosa yang dihasilkan oleh
Acetobacter disebut selulosa bakteri. Molekul selulosa ini
berikatan melalui ikatan hidrogen dan menghasilkan selu-
losa yang mumi tanpa komponen lignin sebagai pelindung-
nya. Analisis difraksi sinar-x dari selulosa bakteri menun-
jukkan tingginya kemampuan membentuk kristal dari mole-
kul selulosa yang disebut selulosa I (selulosa murni). Dia-
meter umumnya sekitar 0.1 mm, 300 kali lebih kecil dari-
pada serat selulosa kayu, jaringan serat memiliki area yang
luas, kapasitas pengikat air tinggi, resistensi tinggi, dan
memiliki kekuatan tarik yang besar (Yoshino er al. 1996).

Mikroorganisme pembentuk selulosa didapat damn jenis
buah-buahan yang banyak mengandung glukosa seperti
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nenas, apel, anggur, pisang, dan kelapa yang rulai mem-
busuk. Sumber lainnya ialah produk minuman hasil
fermentasi yang mengandung glukosa seperti minuman
buah dan bir (Swings 1980).

Sintesis selulosa dari glukosa oleh Acetobacter xylinum
di dalam medium cair merupakan fungsi dari suplai oksi-
gen. Peningkatan jumlah selulosa yang relatif cepat diduga
terjadi sebagai akibat konsentrasi sel kultur yang terus
berkembang di daerah permukaan yang teracrasi. Pada
kultur yang tumbuh, suplai oksigen yang lebih banyak di
permukaan akan merangsang peningkatan massa sel dan
enzim pembentuk selulosa, akibatnya akan meningkatkan
produksi selulosa (Hestrin & Schramm 1954a).

Luas permukaan media tumbuh yang berbeda dengan
volume media tetap, akan berpengaruh terhadap produksi
selulosa {(Masaoka et al. 1993). Media yang digunakan
untuk menumbubkan mikroorganisme harus dapat me-
menuhi kebutuhan senyawa karbon, nitrogen, serta be-
berapa zat pertumbuhan seperti asam amino dan garam-
garam mineral (Casida 1968).

Jenis gula, konsentrasi gula, sumber nitrogen, dan nilai
pH media memberikan pengaruh terhadap produktivitas
selulosa. Jenis gula yang memberikan produk paling tinggi
ialah fruktosa diikuti oleh kombinasi fruktosa, glukosa,
laktosa, dan sukrosa pada media yang mengandung suk-
rosa. Sumber nitrogen yang dapat digunakan ialah sumber
nitrogen anorganik (amonium sulfat, amonium fosfat, dan
kalium nitrat) dan sumber nitrogen organik (pepton, tripton,
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ekstrak khamir, dan urea) serta kombinasi antara kedua
sumber nitrogen tersebut (Embuscado et al. 1994).

Kondisi kultivasi akan mempengaruhi produksi selu-
losa. Pada kultivasi diam (static cuiture) sintesis selulosa
terjadi di permukaan (Masaoka ef al. 1993). Kondisi peng-
goyangan menghasilkan pertumbuhan yang cepat untuk tipe
mikroorganisme mutan yang memiliki daya tahan yang
spesifik dalam membentuk selulosa (Hestrin & Schramm
1954 b).

Tujuan penelitian ini ialah untuk mendapatkan teknik
kultivasi dan luas permukaan media tumbuh yang terbaik
pada produksi selulosa menggunakan bakteri isolat lokal
(RBP-52 danPD5).

BAHAN DAN METODE

Bahan. Bahan yang digunakan dalam penelitian ini
ialah buah yang mulai membusuk (kelapa, kedondong,
jeruk, nenas, alpukat, dan tomat).

Isolasi Mikroorganisme Penghasil Selulosa. Bagian
buah yang mulai membusuk diambil, dicacah pada cawan
petri menggunakan pisau. Sebanyak satu gram bahan
tersebut diencerkan pada larutan bufer natrium fosfat.
Ekstrak sampel dalam bufer diambil sebanyak ! ml dan di-
tumbuhkan pada media cair Hestrin dan Schramm (HS)
yang ditambahkan antibiotik dan diinkubasi selama tujuh
hari pada suhu 30°C (Hestin & Schramm 1954a,b).

Setelah inkubasi selama tujuh hari, dipilih sampel yang
memperlihatkan terbentuknya pelikel selulosa di permuka-
an media cair sebagai indikasi adanya mikroorganisme
penghasil selulosa. Pelikel tersebut diambil untuk inokulasi
dan inkubasi pada media agar-agar untuk diidentifikasi
lebih lanjutdengan metode pengenceran bertingkat.

Produksi Selulosa Bakteri. Sebanyak dua ose koloni
bakteri diinokulasi ke media HS 100 ml dalam erlenmeyer
500 ml dan dipropagasi selama empat hari. Biakan di-
inokulasi ke dalam media HS dengan luas permukaan 25.97
cnt’, 36.53 cm’ dan 77.60 cny’, konsentrasi inokulum 10%,
pH awal 5.00, volume 100 ml. Biakan diinkubasi secara
diam dan tergoyang selama tujuh hari pada suhu + 30°C.
Selanjutnya produk diambil untuk dianalisis.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi dan Identifikasi Mikroorganisme Penghasil
Selulosa Bakteri. Mikroorganisme yang dikenal sebagai
penghasil selulosa ialah genus Acetobacter. Mikroor-
ganisme ini biasanya diisolasi dari jenis buah-buahan yang
banyak mengandung gula. Yang et al. (1998) telah berhasil
mengisolasi Acefobacter dengan cara memasukkan buah-
buahan yang telah mulai membusuk dan air kelapa yang
mulai asam ke dalam tabung reaksi yang berisi medium HS.
Acetobacter tersebut ditumbuhkan pada medium yang ba-
nyak mengandung gula dan akan memecah ikatan gliko-
sidik membentuk suatu polisakarida yang dikenal dengan
istilah selulosa ekstraseluler. Pecahnya ikatan glikosidik
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membentuk pelikel selulosa ini terjadi pada permukaan
medium.

Pada penelitian ini isolasi dilakukan pada buah-buahan
yang mulai membusuk dan air kelapa yang mulai asam,
yang berasal dari berbagai daerah di Jawa Dbarat.
Buah-buahan yang diisolasi ialah kelapa, kedondong, jeruk,
nenas, alpukat, dan tomat. Beberapa isolat yang diperoleh
dari isolasi yang dilakukan ialah PD5 berasal dari daging
buah kelapa (diperoleh dari daerah Parung), RBP-52 yang
berasal dari limbah cair pabrik nata, dan RBP-34 yang
berasal dari buah jeruk (diperoleh dari daerah Cipanas).

Berdasarkan identifikasi secara morfologi, ketiga isolat
memiliki koloni berbentuk bulat (kokus), elevasi cembung,
motil, dan gram negatif (Hadicetomo 1989). Koloni yang
diamati mudah diangkat dengan menggunakan jarum ose
karena konsistensinya yang menyerupai karet.

Uji identifikasi yang dilakukan terhadap ketiga isolat
tersebut meliputi uji katalase, pewarnaan gram, uji
motilitas, uji dehidroksiaseton dari gliserol, dan uji per-
tumbuhan pada medium Hoyer's, serta uji pertumbuhan
pada medium cair. Uji katalase digunakan untuk me-
ngetahui apakah bakteri yang bersangkutan mampu mem-
produksi katalase (enzim yang mampu memecah hidrogen
peroksida). Uji motilitas dilakukan untuk mengetahui ada
tidaknya flagela pada sel. Uji dehidroksiaseton dari gliserol
dilakukan untuk mengetahui apakah bakteri yang dihasilkan
termasuk genus Acetobacter atau tidak. Uji pertumbuhan
pada medium Hoyer's dilakukan untuk membuktikan bak-
teri penghasil selulosa tidak dapat tumbuh pada medium
tanpa glukosa. Komposisi dari media Hoyer's ini tanpa
sakarida (seperti glukosa, sukrosa, dan fruktosa). Semua uji
yang dilakukan di atas menunjukkan genus dari bakteri
Acetobacter, sedangkan spesiesnya belum diketahui (Tabel
1).

Uji identifikasi lebih lanjut terhadap ketiga isolat lokal
tersebut dilakukan bekerja sama dengan tim Bioproducts
Research Center (BRC) dari Yonsei University, Korea
Selatan, yang dilakukan dengan tekmik kromatografi gas.
Hasil yang diperoleh tersebut dibandingkan dengan A.
xylinum (BRC 5). Hasil identifikasi ke-3 isolat tersebut
dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 1. Hasil identifikasi isolat lokal (PD5, RBP-52, dan RBP-34)

Uji (Breed et al. 1957) PD5 RBP-52 RBP-34
Pewarnaan Gram negatif Gram negatif Gram negatif
Pertumbubhan pada  pada permu- pada permu- pada permu-
medium cair kaan kaan kaan
Motilitas motil motil motil

Uji Biokimiawi:

Uji katalase' ++ +H+ +
Dihidroksiaseton dari ~ + + +
gliserol®

Pertumbuhan pada - - -

media Hoyer's’

'terbentuk gelembung gas, ‘koloni warna merah muda, ’tidak
terbentuk pelikel.
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Tabel 2. Identifikasi isolat lokal dengan teknik gas kromatografi

Isolat Jenis
BRC 5 Acetobacter xylinum
PD3 Acetobacter liquefaciens
RBP-34 Ancylobacter aquaticus
RBP-52 Acetobacter liquefaciens

Produksi Selulosa oleh Isolat RBP-52 dan PDS5.
Selulosa yang diperoleh dapat dipengaruhi oleh banyak
faktor. Penggunaan media sintetis yang cocok untuk per-
tumbuhan Acetobacter liquefaciens, pH awal, konsentrasi
inokulum, dan volume media yang tepat akan menghasilkan
selulosa yang tinggi. Selain itu pemilihan wadah kultivasi
yang sesuai dapat meningkatkan perolehan selulosa.
Mengingat 4. liquefaciens merupakan bakteri aerobik maka
pasokan oksigen ke media harus diperhatikan.

Pada proses produksi selulosa oleh isolat RBP-52 dan
PD5 digunakan medium yang sama dengan tahap isolasi
yaitu medium. Medium ini cukup efektif bagi bakteri A.
liquefaciens untuk memproduksi selulosa. Hal ini di-
sebabkan karena medium ini mengandung glukosa sebagai
sumber karbon. Glukesa yang terdapat dalam media ini
sebagian akan digunakan oleh bakteri untuk aktivitas
metabolismenya dan sebagian lagi diuraikan menjadi suatu
polisakarida yang berbentuk gel. Polisakarida inilah yang
disebut nata.

Pada penelitian ini volume media yang digunakan sama
(100 ml), walaupun luas permukaan media tumbuh yang
digunakan berbeda, sehingga ketinggian dari media tersebut
juga berbeda. Hal ini didasarkan pada hasil penelitian
Masaoka et al. (1993) yang menjelaskan bahwa volume
media tidak mempengaruhi jumlah selulosa yang di-
hasilkan, demikian juga tingkat kedalaman wadah tidak
mempengaruhi produksi selulosa. Luas permukaan media
yang digunakan ialah 25.97 cr’, 36.53 cm’ dan 77.60 cm’.
Nilai pH awal yang digunakan ialah 5.00 dan konsentrasi
inokulum ialah 10%. Menurut Riyanto (1997) dengan pH
dan konsentrasi inckulum seperti di atas terbukti bahwa
bakteri dapat memproduksi selulosa dengan baik.

Pembentukan pelikel pada permukaan medium cair
dapat dilihat setelah tujuh hari waktu inkubasi. Pada saat ini
akan terjadi penjernihan pada cairan yang terdapat di bawah
pelikel. Jaringan halus dan transparan yang terbentuk di
permukaan membawa sebagian bakteri yang terperangkap
di dalamnya. Gas CO, yang dihasilkan olch bakteri akan
menyebabkan pengapungan sehingga pelikel terdorong ke
permukaan. :

Pemanenan dilakukan setelah tujuh hari waktu inkubasi
schingga telah terbentuk lapisan yang sangat kompak dan
tebal {pelikel) yang langsung berhubungan dengan lapisan
udara. Pelikel yang dihasilkan ini berupa selulosa kasar.
Jika digoyang lapisan ini akan tenggelam, namun ke-
mungkinan masih bisa membentuk lapisan baru selama
persediaan nutrien pada medium masih mencukupi.
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Produk akhir selulosa yang dikehendaki berupa selulosa
kering. Sebelum diperoleh selulosa kering, selulosa kasar
harus dimurnikan terlebih dahulu karena selulosa kasar
masih banyak mengandung massa sel dan sisa-sisa media.
Pada pemurnian tahap awal selulosa basah direndam selama
24 jam dalam larutan NaOH 1% yang tujuannya untuk
melarutkan massa sel dan sisa-sisa media yang masih
terdapat dalam pelikel. Setelah perendaman selama 24 jam
larutan NaOH berubah menjadi kuning yang menandakan
telah terjadi difusi media dari lapisan selulosa ke dalam
larutan alkali (Yoshino et al. 1996). Selulosa yang telah
direndam dengan alkali selanjutnya dinetralkan dengan
perendaman dalam larutan asam asetat 1% selama 24 jam.
Kemudian selulosa direndam dengan air destilata selama 24
jam dan sebelum dilakukan pengeringan (suhu 70°C - 80°C)
untuk mencapai berat konstan, pelikel dicuci lagi dengan air
sehingga selulosa yang dihasilkan memiliki tingkat ke-
murnian yang tinggi.

Berdasarkan hasil penelitian isolat RBP-52 dan PD$
mampu memproduksi selulosa pada kedua teknik kultivasi
(kultivasi diam dan tergoyang). Produksi selulosa pada
kultivasi diam dan tergoyang dengan tiga luas permukaan
media tumbuh yang berbeda dapat dilihat dari histogram
pada Gambar 1.
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Selulosa (g/l)
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Luas permukaan wadah (cm2)
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Gambar 1. Histogram hubungan teknik kultivasi dengan luas
permukaan wadah terhadap perolehan selulosa: isolat RBP-52 (atas) dan
isolat PDS (bawah).
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Histogram di atas memperlihatkan bahwa selulosa yang
dihasilkan oleh kedua isolat (PD5 dan RBP-52) tidak jauh
berbeda. Hal ini menandakan bahwa kemampuan kedua
isolat untuk memproduksi selulosa hampir sama.

Berdasarkan analisis keragaman (o 0.01 dan o 0.05)
yang dilakukan, diketahui bahwa teknik kultivasi ber-
pengaruh nyata terhadap perolehan selulosa. Produksi
selulosa tertinggi pada kultivasi diam dan tergoyang di-
hasilkan oleh luas permukaan 77.60 cm’ yaitu sebanyak
2.73 g/l dan 0.94 g/l untuk isolat RBP-52 serta 2,78 g/l dan
0.45 g/l untuk isolat PDS5. Pada semua ukuran luas per-
mukaan wadah kultivasi diam menghasilkan selulosa yang
lebih besar dibandingkan kultivasi tergoyang.

Berdasarkan analisis keragaman (a 0.01 dan o 0.05)
yang dilakukan terhadap isolat PD5 diketahui bahwa faktor
teknik kultivasi, luas permukaan wadah, dan interaksi an-
tara keduanya berpengaruh nyata terhadap perolehan se-
lulosa. Hal ini berarti antara kondisi kultivasi dengan luas
permukaan wadah tidak saling bebas, satu sama lain ber-
pengaruh.

Uji Duncan's Multiple Range Test terhadap isolat PD5
menunjukkan bahwa interaksi antara kondisi diam dengan
luas permukaan 77.60 cm’ berbeda nyata terhadap interaksi
kultivasi diam dengan luas permukaan 36.53 cm’ dan 25.97
cm’. Jika dibandingkan interaksi antara kondisi tergoyang
dengan masing-masing luas permukaan (77.60 cm’, 36.53
cm’, 25.97 cm’), ketiga interaksi yang terjadi tersebut tidak
berpengaruh nyata terhadap perolehan selulosa. Pada kul-
tivasi diam produksi selulosa ditentukan oleh tekanan
oksigen pada permukaan. Pada luas permukaan yang lebih
besar tekanan cksigennya juga besar sehingga sangat ber-
pengaruh pada perolehan selulosa. Pada kultivasi tergoyang
adanya pengadukan menyebabkan tekanan oksigen yang
terdapat pada permukaan tidak tetap (berubah-ubah). Oleh
karena itu luas permukaan media tumbuh tidak berpengaruh
terhadap perolehan selulosa pada kultivasi tergoyang.

Produksi Selulosa pada Kultivasi Diam. Proses
kultivasi ini terjadi pada permukaan media (surface
fermentation). Sel-sel kultur 4. liguefaciens akan meng-
uraikan sebagian glukosa yang ada pada media sehingga
pada permukaan media tumbuh akan terbentuk jaringan
sehilosa. Jaringan ini akan diangkat ke permukaan oleh
karbondioksida yang dihasilkan cleh metabolisme sel.

Berdasarkan uji Duncan's Multiple Range Test luas
permukaan media tumbuh (wadah) berpengaruh nyata ter-
hadap perolehan selulosa pada kondisi kultivasi diam.
Selulosa yang dihasilkan oleh isolat PD5 pada kultivasi
diam ialah 0.54 g/l (luas permukaan 25.97 cm’), 1.19 g/
(luas permukaan 36.53 cm®), dan 2.78 g/l (luas permukaan
77.60 c¢m’). Sedangkan untuk isolat RBP-52 perolehan
selulosa pada masing-masing luas permukaan ialah 1.02 g/l
1.55g/1,dan2.73 g/1.

Gambar 2 memperlihatkan bahwa produksi selulosa
meningkat dengan semakin luasnya permukaan media
tumbuh. Dengan kata lain produksi selulosa berbanding
secara proposional dengan luas permukaan media tumbuh.
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Gambar 2. Produksi selulosa pada kultivasi diam.

Pada kondisi kultivasi diam selulosa yang dihasilkan
terdapat pada permukaan. Produksi selulosa ini ditentukan
oleh pasokan oksigen. Pasokan oksigen yang tinggi akan
mendukung kehidupan A. liquefaciens, mengingat bakteri
ini bersifat acrobik. Semakin luas permukaan media tum-
buh yang digunakan maka pasokan oksigen pun semakin
besar. Banyaknya pasokan oksigen ini akan meningkatkan
aktivitas bakteri dalam sintesis selulosa dari glukosa
sehingga selulosa yang dihasilkan meningkat. Banyaknya
persediaan oksigen pada lapisan permukaan dalam kultur
yang digunakan untuk pertumbuhan akan merangsang
peningkatan massa sel dan enzim pembentuk selulosa dan
sebagai akibatnya akan meningkatkan produksi selulosa.
Pada penelitian ini pasokan oksigen lebih banyak pada
wadah yang luasnya 77.60 cm’ daripada luas permukaan
25.97 cm’ dan 36.53 cm’ sehingga selulosa yang dihasilkan
oleh wadah yang luasnya 77.60 lebih besar dibandingkan
dengan yang lain.

Nilai pH awal sangat mempengaruhi jumlah selulosa
yang dihasilkan. Menurut Masaoka et al. (1993) pH
optimum untuk produksi selulosa ialah 4.00 sampai 6.00
dan hasil penelitian Riyanto (1997) melaporkan nilai pH
yang baik untuk produksi selulosa ialah 5.00. Selama
proses kultivasi akan terjadi penurunan pH. Berdasarkan
hasil pengamatan secara umum terlihat bahwa terjadi pe-
nurunan pH media untuk semua teknik kultivasi. Terjadinya
penurunan pH selama kultivasi ini disebabkan karena
terbentuknya asam-asam organik selama kultivasi. Asam-
asam organik yang terbentuk merupakan hasil metabolisme
glukosa menjadi asam glukonat oleh bakteri 4. liguefaciens.
Asam glukonat akan menyebabkan keasaman media me-
ningkat sehingga terjadi penurunan pH media akhir kulti-
vasi. Dari hasil pengukuran pH akhir yang dilakukan dike-
tahui bahwa nilai pH akhir media sisa kultivasi berkisar
antara 3.41 sampai4.09.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pH akhir media
lebih rendah dari pH awal media. Hal ini sesuai dengan
penelitian Masaoka et ql. (1993) yang menjelaskan bahwa
bakteri akan mengoksidasi sebagian glukosa yang di-
tambahkan pada media menjadi asam glukonat, me-
nurunkan pH media dan menghambat pembentukan produk,
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Tetapi penelitian Masaoka et al. (1993) menyanggah
pendapat Shcramm tersebut, yaitu asam glukonat yang
terbentuk selama proses kultivasi tidak mempengaruhi
produksi selulosa.

Berdasarkan analisis keragaman (o 0.05) untuk isolat
PDS diketahui bahwa interaksi antara teknik kultivasi
dengan luas permukaan wadah berpengaruh nyata terhadap
pH akhir media sisa kultivasi, sedangkan untuk isolat
RBP-52 interaksi antara keduanya tidak berpengaruh nyata
terhadap pH akhir media. Hal ini menandakan bahwa untuk
isolat PD5 teknik kultivasi dan luas permukaan wadah tidak
saling bebas, satu sama lain berpengaruh.

Uji lanjut Duncan's Multiple Range Test terhadap isolat
PD5 menunjukkan bahwa interaksi antara teknik kultivasi
diam dengan luas permukaan media tumbuh 77.60 cm’
berpengaruh nyata terhadap pH akhir pada luas permukaan
media tumbuh 25.97 cm’ dan 36.53 cm’. Nilai pH akhir
yang dihasilkan oleh luas permukaan 25.97 cm’, 36.53 cm’
dan 77.60 cm’, masing-masing ialah 3.72, 3.68, dan 3.95.
Pada isolat RBP-52 pH akhir untuk masing-masing luas
permukaan ialah 3.41,3.43, dan4.09.

Glukosa yang terdapat pada media akan digunakan oleh
bakteri 4. liquefaciens sebagian untuk sintesis selulosa dan
sebagian untuk aktivitas metabolismenya, seperti meta-
bolisme glukosa menjadi asam glukonat. Dengan sendirinya
hal ini akan mempengaruhi perolehan selulosa dan pH akhir
media sisa kultivasi.

Nilai pH akhir ini sangat berkaitan dengan perolehan
selulosa. Sehubungan dengan nilai pH akhir media sisa
kultivasi pada kondisi diam terlihat bahwa semakin luas
permukaan media tumbuh, pH akhir juga semakin me-
ningkat, namun tetap lebih rendah dari nilai pH awal. Hal
ini disebabkan karena pada luas permukaan media tumbuh
yang lebih besar glukosa yang ada pada media lebih banyak
digunakan untuk sintesis selulosa daripada untuk meta-
bolisme glukosa menjadi asam glukonat sehingga keasaman
media menurun (pH semakin naik). Sebaliknya pada luas
permukaan yang lebih kecil selulosa yang dihasilkan juga
lebih kecil yang berarti glukosa banyak digunakan untuk
produksi asam (asam yang terbentuk kemungkinan ialah
asam laktat) sehingga meningkatkan keasaman media.

Selain pengukuran nilai pH akhir, juga dilakukan
pengukuran kadar gula sisa dengan menggunakan metode
DNS pada panjang gelombang sebesar 550 nm. Adapun
tujuan pengukuran kadar gula sisa ini ialah untuk me-
ngetahui berapa banyak glukosa yang terakumulasi pada
media sisa kultivasi.

Berdasarkan analisis keragaman (ot 0.05) luas per-
mukaan berpengaruh nyata terhadap kadar gula sisa yang
dihasilkan oleh isolat PD5. Kadar gula sisa yang dihasilkan
oleh isolat PD5 untuk luas permukaan 25.97 cm’, 36.53
cm’, dan 77.60 cm’ ialah 3.66 mg/ml, 3.20 mg/ml, dan 1.82
mg/ml. Terjadinya penurunan nilai kadar gula sisa di-
sebabkan karena pada luas permukaan yang lebih besar glu-
kosa banyak digunakan untuk sintesis selulosa (perolehan
selulosa besar) sehingga glukosa yang tertinggal dalam
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media menjadi sedikit. Pada luas permukaan yang kecil
hanya sedikit glukosa yang terurai menjadi  selulosa
sehingga glukosa yang tertinggal dalam media masih cukup
banyak. Hubungan antara kadar gula sisa dan pH akhir
media dapat dilihat pada Gambar 3.

Nilai kadar gula sisa pada media sangat tergantung pada
selulosa yang dihasilkan dan pH akhir media sisa kultivasi.
Dari Gambar 3 terlihat bahwa semakin luas permukaan
media tumbuh kadar gula sisa semakin menurun dan nilai
pH akhir lebih tinggi.

Produksi Selulosa pada Kultivasi Tergoyang.
Kultivasi tergoyang merupakan kondisi kultivasi yang
disertai dengan proses penggoyangan. Pada proses ini
bakteri Acetobacter akan tumbuh dengan cepat, tidak mem-
bentuk pelikel, tetapi membentuk suatu bola selulosa. Pada
penelitian ini proses penggoyangan dilakukan dengan
kecepatan 150 rpm.

Selulosa yang dihasilkan pada kondisi tergoyang
berbentuk bola-bola yang kemudian bergabung. Di samping
itu selulosa yang terbentuk pada kondisi tergoyang tidak
padat. Hal ini disebabkan karena adanya penggoyangan
yang menghalangi pembentukan pelikel dari selulosa yang
terbentuk.

Selulosa yang dihasilkan oleh isolat PD5 dan RBP-52
pada kondisi tergoyang lebih kecil dibandingkan dengan
kondisi diam. Hal ini berarti bahwa kondisi kultivasi ter-
goyang tidak cocok untuk isolat PD5 dan RBP-52 dalam
memproduksi selulosa.

Pada penelitian ini umumnya cairan kultur akhir
berwarna kuning keruh sehingga hanya sedikit perolehan
selulosa yang teramati. Cairan kultur akhir kultivasi dapat
digolongkan menjadi dua tipe. Tipe pertama ialah cairan
kultur yang dihasilkan keruh oleh sel, sebenarnya hanya
sedikit massa sel yang dapat diamati di dalam cairan ini.
Tipe kedua ialah cairan kultur akhir jernih dan terdapat
massa selulosa padat di dalamnya (Toyosaki ez al. 1995).

Analisis keragaman (o 0.01 dan « 0.05) menunjukkan
bahwa ada interaksi antara luas permukaan wadah dengan
kondisi kultivasi. Berdasarkan uji lanjut Duncan's Multiple
Range Test terlihat bahwa masing-masing interaksi antara
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Gambar 3. Hubungan kadar gula sisa dan pH akhir pada kultivasi
diam oleh isolat PDS dan RBP-52.
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kondisi tergoyang dengan ketiga luas permukaan, pe-
ngaruhnya tidak berbeda nyata terhadap perolehan selulosa.
Hal ini menandakan bahwa pada kondisi tergoyang, luas
permukaan tidak berpengaruh terhadap selulosa yang di-
hasilkan. Hal ini dapat dilihat dari histogram hubungan luas
permukaan dengan perolehan selulosa (Gambar 4), ber-
fluktuasi pada ketiga luas permukaan media tumbuh ter-
sebut. Menurut Hestrin & Schramm (1954b) untuk kondisi
tergoyang produksi selulosa dipengaruhi oleh volume
media, tidak oleh luas permukaan.

Pada pengamatan nilai pH terlihat bahwa pH akhir lebih
kecil dibandingkan dengan pH media awal kecuali untuk
luas permukaan 77.60 c¢cm’. Adanya penurunan pH ini
menandakan bahwa selama proses kultivasi terjadi konversi
glukosa menjadi asam glukonat sehingga keasaman media
meningkat. Pada luas permukaan 77.60 cm’ pH akhir lebih
besar daripada nilai pH awal. Terjadinya kenaikan pH ini
disebabkan karena adanya ion-ion yang terurai dari bahan
yang terkandung dalam media yang bersifat basa, seperti K’
dan NH,". Ekstrak khamir dan bakto pepton merupakan
sumber nitrogen dari media HS yang mengandung ion yang
bersifat basa (NH,"), dan jika terurai akan menyebabkan
kenaikan pH media sisa kultivasi.
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Gambar 4. Histogram produksi selulosa pada kultivasi tergoyang.
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Gambar 5. Nilai pH akhir pada kultivasi tergoyang.
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