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ABSTRAK

Indonesia merupakan negara produsen tempe. Proses produksi tempe cenderung
menghasilkan limbah khususnya limbah cair rebusan kedelai. Limbah cair rebusan
kedelai masih mengandung nutrisi lengkap. Tingginya kadar protein (N-total) dalam
limbah cair rebusan kedelai tempe dapat digunakan sebagai media fermentasi
bacterial cellulose seperti nata de soya. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui
pengaruh media air kelapa yang disubstitusi dengan limbah cair rebusan tempe dan
kajian umur inkubasi untuk optimalisasi pertumbuhan Acetobacter xylinum dalam
starter bacterial cellulose. Penelitian disusun dalam Rancangan Acak Kelompok
(RAK) 4x3 dengan dua faktor yaitu waktu inkubasi starter (0, 7, 14, dan 21 hari) dan
substitusi limbah cair rebusan kedelai tempe (0, 30, dan 60%) pada media
pertumbuhan starter. Penelitian ini menggunakan dua belas perlakuan dan tiga kali
ulangan. Parameter yang diuji meliputi jumlah sel, pH (derajat keasaman),
kekeruhan, dan ketebalan bacterial cellulose. Hasil pengamatan dari grafik
kekeruhan menunjukkan bahwa konsentrasi air kelapa murni akan memberikan
angka tertinggi untuk kekeruhan, sedangkan konsentrasi limbah cair rebusan
kedelai tertinggi 60% memberikan kekeruhan terendah. Dari grafik pertumbuhan
bakteri Acetobacter xylinum dapat dilihat jumlah sel mencapai 10* di awal inkubasi
dan pertumbuhan mengalami fase relatif stabil di angka 10% pada umur inkubasi
setelah 15 hari. pH media relatif sama pada awal pertumbuhan berada pada kisaran
3,0 meningkat pada pertumbuhan optimum di angka 3,95 dan menurun setelah umur
inkubasi melewati 15 hari dan berada di angka pH 2,9 pada umur inkubasi 21 hari.
Ketebalan bacterial cellulose tertinggi dicapai oleh media limbah cair rebusan
kedelai tempe sebanyak 60%.Limbah cair rebusan kedelai dapat digunakan sebagai
media alternatif menggantikan air kelapa untuk pertumbuhan Acetobacter xylinum
sampai dengan perbandingan 60%. Pertumbuhan sel bakteri melewati fase konstan
setelah umur inkubasi 15 hari. Semakin lama waktu inkubasi maka pH yield semakin
asam, jumlah sel bakteri bertambah, dan ketebalan bacterial cellulose lebih tinggi
dibandingkan dari media air kelapa.
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menimbulkan limbah dalam

pengolahannya. Wiryani (2007)

Indonesia merupakan negara

menguraikan setiap proses produksi

produsen tempe terkemuka. Gakoptindo
dalam Arief (2019) menyatakan bahwa
produksi tempe dan tahu pada tahun
2019 mencapai angka 4 juta ton dengan
perbandingan produksi tempe dengan
tahu sebesar 65%:35%. Angka produksi
tersebut tidaklah sedikit dan berpotensi
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tempe serta menerangkan bahwa hampir
setiap proses tersebut akan banyak
menghasilkan limbah, khususnya limbah
cair rebusan kedelai tempe. Limbah cair
rebusan kedelai masih mengandung
nutrisi  lengkap. Diba dkk. (2013)
menyatakan nutrisi pada limbah cair
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rebusan kedelai antara lain Protein
0,42%; Lemak 0,13%; Karbohidrat
0,11%; Air 98,87%; Kalsium 13,60 ppm;
Phosfor 1,74 ppm; dan besi 4,55 ppm.
Tingginya kadar protein (N-total) dalam
limbah cair rebusan kedelai tempe dapat
digunakan sebagai media fermentasi
bacterial cellulose seperti nata de soya
(Alwi dkk., 2011), (Iryandi dkk., 2014),
(Tamimi dkk., 2015).

Bacterial cellulose adalah polimer
yang tidak memiliki cabang dengan
nanofibril terdiri dari (1/4) B-glikosidik
terikat unit glukosa. Bacterial cellulose
merupakan  eksopolisakarida  yang
diproduksi oleh berbagai bakteri salah
satunya adalah Acetobacter xylinum
melalui  proses fermentasi  statis
(Nugroho dkk., 2020). Beberapa faktor
yang mempengaruhi fermentasi menurut
Sihmawati dkk., (2014) vyaitu derajat
keasaman (pH), sumber karbon dan
nitrogen, waktu fermentasi, dan starter
yang digunakan. Hamad dkk. (2011)
menyatakan bacterial cellulose (produk
metabolit sekunder) akan terbentuk jika
nutrisi yang tersedia cukup. Menurut
Kementerian Kesehatan Republik
Indonesia (2018) air kelapa mengandung
protein sebanyak 0,2% (per 100 gram
Berat Dapat dimakan). Tidak ditemukan
standar minimal kadar nitrogen yang
dapat digunakan untuk fermentasi
bacterial cellulose namun menurut Edria
dkk. (2009) kadar nitrogen yang optimal
adalah 0,25%. Oleh karena kadar
nitrogen air kelapa masih belum
mencukupi  kadar  optimal  untuk
fermentasi bacterial cellulose sehingga
diperlukan adanya penambahan kadar
nitrogen yaitu dengan cara substitusi air
kelapa menggunakan limbah cair
rebusan kedelai tempe.

Selain sumber nutrisi yang harus
dipenuhi, kondisi starter juga harus
diperhatikan. Menurut Hamad dkk.
(2014)  keberhasilan  pembentukan
bacterial cellulose yang dihasilkan

ISSN 2655 4887 (Print), ISSN 2655 1624 (Online)

melalui  proses fermentasi akan
mengikuti  pada jumlah  populasi
Acetobacter xylinum. Pada penelitian
yang dilakukan oleh Alwi dkk. (2011)
berfokus pada terbentuknya bacterial
cellulose dengan menggunakan limbah
cair rebusan kedelai tanpa
memperhatikan kondisi starternya
sedangkan pada penelitian yang
dilakukan oleh Budiarti (2008) berfokus
pada konsentrasi starter Acetobacter
xylinum dengan parameter pengamatan
ketebalan dan rendemen bacterial
cellulose menggunakan medium limbah
cair tahu. Penelitian ini dilakukan untuk
mengetahui pengaruh media air kelapa
yang disubstitusi dengan limbah cair
rebusan tempe dan kajian umur inkubasi
untuk optimalisasi pertumbuhan
Acetobacter xylinum dalam starter
bacterial cellulose.

METODE PENELITIAN

Penelitian disusun dalam
Rancangan Acak Kelompok (RAK) 4x3
dengan dua faktor yaitu waktu inkubasi
starter (0, 7, 14, dan 21 hari) dan
substitusi limbah cair rebusan kedelai
tempe (0, 30, dan 60%) pada media
pertumbuhan starter. Penelitian ini
menggunakan dua belas perlakuan dan
tiga kali ulangan. Parameter yang diuji
meliputi jumlah sel, pH (derajat
keasaman), kekeruhan, dan ketebalan
bacterial cellulose.

Bahan
Bahan-bahan yang digunakan

dalam penelitian ini adalah starter
Acetobacter xylinum, air rebusan kedelai,
Etanol 70%, Aquadest, Glukosa, dan
bahan-bahan untuk pengujian TPC
meliputi 10 g glukosa, 10 g yeast ekstrak,
15 g Agar, 5 g CaCOs, 4 g Pepton, dan
20 mL Etanol.
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Alat
Alat-alat yang digunakan pada

penelitian ini adalah Autoclave Vertical
Eastern Medical EA-632,
Spektrofotometer UV VIS  Orion
Agquamate 8000, Neraca analitis acis,
Mikropipet Socorex dan tip, jangka
sorong, tabung reaksi, petri dish (cawan
petri), dan gelas ukur.

Prosedur Penelitian
Penelitian diawali dengan

preparasi pembuatan starter. Disiapkan
media starter sebanyak 100 mL dari air
kelapa yang disubstitusi limbah cair
rebusan kedelai tempe. Formulasi air
kelapa dan limbah cair rebusan kedelai
tempe sebanyak tiga taraf yaitu
100%:0% (kontrol), 70%:30% (P1), dan
60%:40% (P2). Masing-masing media
starter ditambahkan glukosa teknis
sebanyak 5% (b/v), ammonium sulfat
0,2% (b/v), dan asam cuka (mengandung
25% asam asetat) sebanyak 0,2% (v/v).
Kemudian media starter dipanaskan
dengan suhu didih selama 30 detik dan
10 menit dengan suhu rendah (T =
60°C+5) selama 10 menit. Setelah itu,
media didinginkan hingga mencapai
suhu normal. Media yang telah mencapai
suhu normal selanjutnya dimasukkan ke

dalam fermentor dan ditambahkan
Acetobacter xylinum. Kemudian
diinkubasi pada suhu kamar 30°C+2
selama 21 hari. Dilakukan pengamatan
derajat keasaman (pH), kekeruhan,
jumlah sel dengan metode TPC pada
umur pertumbuhan 0, 7, 14, dan 21 hari
dan ketebalan bacterial cellulose.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Komposisi media

Konsentrasi gula dan amonium
sulfat berpengaruh terhadap produksi
nata de coco (Yanti dkk., 2017). Nata de
coco terbaik  diperoleh dengan
menambahkan gula pada konsentrasi
5% dan amonium sulfat pada
konsentrasi 0,5%. Komposisi kimia yang
berbeda dengan bahan baku nata
sehingga berbeda pula dengan jumlah
nutrisi pendukung yang ditambahkan
(Esa dkk., 2014). Menurut Gama dkk.,
(2016), kondisi optimal untuk
pertumbuhan nata diantaranya, sukrosa
5-10%, ammonium sulfat sebesar 0,5%-
0,7%, pH fermentasi sebesar 4-5, asam
asetat 2-4%, starter sebanyakl10-20%
dengan lama inkubasi atau lama
fermentasi 7-14 hari, dan suhu 23-32°C.

Nilai OD
—
[ &

15 20 25

Umur dalam hari

——0%

30%LT 60%LT

Gambar 1. Kekeruhan Media
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Gambar 2. Jumlah Sel Acetobacter xylinum

Kekeruhan
Hasil pengamatan dari grafik

kekeruhan menunjukkan bahwa
konsentrasi air kelapa murni akan
memberikan angka tertinggi untuk
kekeruhan, sedangkan konsentrasi
limbah cair rebusan kedelai tertinggi 60%
memberikan kekeruhan terendah. Angka
panjang gelombang 600nm terbaca dari
spektrofotometer.  Menurut  Agustin
(2008) panjang gelombang 600-625 nm
dapat digunakan untuk mengetahui
kekeruhan larutan dengan warna kuning
sampai coklat.

Demikian pula untuk bakteri,
kepadatan populasi diketahui
berdasarkan kekeruhan yang
memungkinkan mikroba terdeteksi dalam
bahan cair. Pertumbuhan sel bakteri
dalam media cair meningkatkan
kekeruhan media yang mempengaruhi
jumlah cahaya yang melewati media
(Kesuma, 2012).

Patria dkk., (2013) menyatakan
bahwap konsentrasi ammonium sulfat
yang ditambahkan dapat dapat
meningkatkan jumlah polisakarida yang
terbentuk, namun jika konsentrasinya
terlalu tinggi (di atas 1%) dapat
menyebabkan penurunan rendemen dan
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penurunan derajat warna putih nata de
coco yang dihasilkan.

Jumlah sel
Dari grafik pertumbuhan bakteri

Acetobacter xylinum dapat dilihat jumlah
sel mencapai 104 di awal inkubasi dan
pertumbuhan mengalami fase relatif
stabil di angka 106 pada umur inkubasi
setelah 15 hari. Dengan variasi
konsentrasi limbah cair rebusan kedelai
tertinggi dengan jumlah sel terbanyak.
Selama proses fermentasi Acetobacter
xylinum jaringan mikrofibril selulosa
terbentuk secara ekstraseluler dari
heksosa, maltosa dan  sukrosa,
sedangkan bakteri tetap berada di
jaringan mikrofibril. Pembentukan
selulosa pada proses fermentasi diawali
dengan munculnya pelikel-pelikel
pendek yang menyebar seperti lendir dan
menutupi sel bakteri. Pelikel ini disusun
menjadi anyaman selulosa yang dikenal
sebagai nata (Putri dkk., 2021). Kadar
gula yang terlalu tinggi pada media
fermentasi dapat memperlambat
metabolisme bakteri Acetobacter,
lambatnya metabolisme terjadi karena
pertumbuhan mikroorganisme
dipengaruhi oleh konsentrasi zat terlarut
dalam larutan (Lusi dkk., 2017).
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Gambar 4. Ketebalan bacterial cellulose

Derajat Keasaman (pH)
Nilai pH media relatif sama pada

awal pertumbuhan berada pada kisaran
3,0 meningkat pada pertumbuhan
optimum di angka 3,95 dan menurun
setelah umur inkubasi melewati 15 hari
dan berada di angka pH 2,9 pada umur
inkubasi 21 hari. Menurut Suharjono dkk.
(2011), penurunan pH disebabkan oleh
koloni mikroorganisme yang
menghasilkan asam asetat, glukonat,
dan laktat. Selain itu, asam glukonat
menumpuk dan kadar gula menurun

Ketebalan bacterial cellulose
Pembentukan bacterial cellulose

semakin bertambah seiring dengan
semakin lama waktu inkubasi starter.
Hasil pengamatan dari grafik
menunjukkan bahwa konsentrasi limbah

cair rebusan kedelai semakin tinggi
memberikan ketebalan yang semakin
tinggi. Sedangkan media dengan
konsentrasi air kelapa murni memberikan
ketebalan bacterial cellulose terendah
dalam 3 perbandingan konsentrasi ini.
Srikandi dkk. (2017) menjelaskan bahwa
semakin tebal nata menunjukkan media
pertumbuhan yang cocok  untuk
Acetobacter xylinum melakukan kegiatan
metabolisme dengan waktu inkubasi
yang lama maka ketebalan bacterial
cellulose semakin bertambah. Putriana &
Aminah (2013) juga menyatakan bahwa
nata yang tebal karena jaringan selulosa
menjadi semakin padat.

Rizal dkk. (2013) menyatakan
bahwa pada medium fermentasi semakin
meningkat kadar gula yang ditambahkan
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maka semakin banyak gula yang dipecah Pengaruh Substitusi Media Limbah
menjadi selulosa. Selulosa tersebut akan Air Rebusan Kedelai

berikatan satu sama lain membentuk _ Berdasarkan kajian yang telah
lapisan bacterial cellulose yang terus dilakukan, peluang Acetobacter xylinum
menebal. Ketebalan nata dicapai dengan dan Acetobacter sp untuk dilakukan studi
sintesis gula dari bakteri Acetobacter lebih lanjut tentang produksi nata dapat
xylinum yang menghasilkan padatan dilakukan sekaligus pengaruh
selulosa. Menurut Effendi & Utami penambahan zat aditif sebagai alternatif
(2013), ketinggian substrat dan waktu sumber .nitrogen dan  pengaruh
inkubasi  serta interaksi keduanya konsentrasi  bahan baku terhadap
berpengaruh nyata terhadap ketebalan produksi nata (Putri dkk., 2021).
nata yang terbentuk. Rose dkk. (2018) Berikut ini data perlakuan substitusi
menyatakan bahwa persyaratan mutu media limbah air rebusan kedelai dan
ketebalan nata menurut SNI bervariasi air kelapa dalam 3 konsentrasi yaitu
mulai dari 1 hingga 1,5 cm. 0%,30% dan 60%.

Tabel 1. Data pengamatan perlakuan 0% media limbah air rebusan kedelai (murni air
kelapa)

Ketebalan Deraiat
Hari  Parameter bacterial Kekeruhan Jumlah Sel K )
easaman
ke- cellulose
(cm) (OD) (... x10® CFU/mL) (pH)
0 02 0,562 0,492 3,032
7 0,77° 1,38° 1,69P 3,420
14 1,08¢ 1,47° 29,00¢ 2,902
21 1,20¢ 1,49b 30,004 2,922

Signifikansi dengan huruf berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan nyata pada
p=0,05

Tabel 2. Data pengamatan perlakuan 30% media limbah air rebusan kedelai

Ketebalan Derajat
Hari  Parameter bacterial Kekeruhan Jumlah Sel K
easaman
ke- cellulose
(cm) (OD) (... x10® CFU/mL) (pH)
0 02 0,612 0,752 3,072
7 0,84b 1,400 2,56° 3,43
14 1,39¢ 1,320 29,80°¢ 3,202
21 1,30¢ 1,420 31,674 3,252

Signifikansi dengan huruf berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan nyata pada
p=0,05

Tabel 3. Data pengamatan perlakuan 60% media limbah air rebusan kedelai
Ketebalan

Hari Parameter bacterial Kekeruhan Jumlah Sel KDeraJat
easaman
ke- cellulose
(cm) (OD) (... x 10 CFU/mL) (pH)
0 02 0,702 0,862 3,402
7 1,01° 1,47° 1,45 4,002
14 1,48b¢ 1,49° 28,00¢ 3,922
21 1,27% 1,382 34,674 3,952

Signifikansi dengan huruf berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan nyata pada
p=0,05
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Pada parameter ketebalan
bacterial cellulose, asumsi normalitas
data terpenuhi untuk kombinasi media O,
30, 60%, sehingga bisa dilakukan uji
ANOVA. Hasil uji ANOVA menunjukkan
bahwa terdapat perbedaan signifikan
antara kombinasi media tersebut. Pada
uji lanjut post hoc data pada hari ke-14
dan ke-21 secara signifikan sama untuk
konsentrasi 0% dan 30%. Sedangkan
pada konsentrasi 60%  terdapat
persamaan pada hari ke-7 dan ke-21.

Pada parameter kekeruhan,
asumsi normalitas terpenuhi untuk
kombinasi media secara keseluruhan
kecuali konsentrasi 0% umur O hari.
Sedangkan hasil uji homogenitas hanya
diperoleh  pada  konsentrasi 0%
sedangkan pada konsentrasi 30% dan
60% data tidak homogen. Hasil uiji
ANOVA menunjukkan terdapat
perbedaan signifikan antara kombinasi
media tersebut. Pada uji lanjut post hoc
data hari ke-7, ke-14, dan ke-21 secara
signifikan sama untuk ke-3 konsentrasi.

Pada parameter jumlah sel,
asumsi normalitas data terpenuhi kecuali
untuk konsentrasi media 60% hari ke-O.
Hasil uji homogenitas menunjukkan
semua data homogen . Sedangkan hasil
uji ANOVA terdapat perbedaan signifikan
antara kombinasi media tersebut. Hasil
uji post hoc tidak ada data yang sama
secara  signifikan untuk  semua
konsentrasi.

Pada parameter pH, asumsi
normalitas data terpenuhi hanya pada
hari ke-0 konsentrasi 0%. Hasil uiji
homogenitas terpenuhi hanya pada
konsentrasi 0%. Hasil uji ANOVA
terdapat perbedaan signifikan antara
kombinasi media tersebut. Pada uji lanjut
post hoc terdapat persamaan data pada
hari ke-0, ke-14, dan ke-21 untuk
konsentrasi 0% dan 30%. Sedangkan
pada konsentrasi 60% tidak ada data
yang sama secara signifikan.
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Hasil uji normalitas data secara
garis besar terpenuhi kecuali parameter
pH. Hasil uji ANOVA menunjukkan
perbedaan signifikan pada semua
parameter baik untuk konsentrasi 0, 30,
60%. Untuk uji post hoc memberikan
hasil yang bervariasi untuk semua
konsentrasi dan umur bakteri. Menurut
Putriana & Aminah (2013), seiring
berjalannya fermentasi, pertumbuhan
perlahan melambat karena
berkurangnya kadar gula dan
terbentuknya asam sebagai hasil
metabolisme  produk dari  proses
fermentasi.

KESIMPULAN

Limbah cair rebusan kedelai dapat
digunakan sebagai media alternatif
menggantikan  air  kelapa  untuk
pertumbuhan bakteri Acetobacter
xylinum sampai dengan perbandingan
60%. Pertumbuhan sel bakteri melewati
fase konstan setelah umur inkubasi 15
hari. Semakin lama waktu inkubasi maka
pH vyield semakin asam, jumlah sel
bakteri bertambah, dan ketebalan
bacterial cellulose lebih tinggi
dibandingkan dari media air kelapa.
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