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ABSTRACT

Tofu industrial wastewoters contain organic materials that couse environment pollution. In
alternative of handling and utility of the waste is as substrotes of biogass production. The process of
biogas production pass through four stoges, are hydrolysis, ocidogenesis, ocetogenesis, ond
methanogenesis carried out consortium of bacteria. Methanogenesis occurs under anaerobic condition.
The objective of this research are to know genera of methanogenic bocterio in the biodegrodation
process of tofu wostewater and to know genero of methanogenic bacterio dominated biodegrodation
process of tofu wastewoter in the biogoss production in Kalisari villoge, Cilongok, Banyumnas. The sludge
was sampled from cutlet pipe to trickiing filter (A) and liguid waste was sampled from recycle pipe (B).
Characters of methanogenic bacteria observed were colony morphology, cell morphology, biochemieal,
and physiological tests. Identification of the isolates referred to Bergey's Manual of Determinctive
Bacteriology. Based on charocterizotion end identificotion found & genero of methanogenic bacteria le.
Methanothermus, Methonasphaera, Methanospirillum, Methanococcoides, Methanomicrobivom, ond
Methanococeus. The genera dominated in blodegradation process of tofu wostewater were
Methanococcus and Methanothermus.

Keywards: biodegradation, methanogenic bocterio, ond tofu wastewater
PENDAHULUAN

Produks! tahu di Indonesia setiap tahun meningkat £ 22% (Potter et ol, 1894}, peningkatan
tersebut juga terjadi pada industri tahu di Kabupaten Banyumas. Menurut Dewanto et of. [2008),
jumlah industri tahu skala kecil-menengah di Kasbupaten Banyumas mencapal 24 unit vang tersebar di
17 kecamatan. Produksi tahu di samping memberixan nilai ekonomi tinggi, tetapi menghasikan dua
macam limbah yang merugikan lingkungzsn, yaitue limbah cair dan limbah padat. Raliby et ol (2005}
melaporkan bahwa limbah padat banyak dimanfaatkan sebagai pakan ternak dan tempe gembus, tetapi
limbah cair belum dimanfaatkan sama sekaii atau langsung dibuang begitu sala ke perziran. Hal inl
mengakibatkan perairan menjadi tercemar, begitu puia dengan simpanan air tanah vang ditandas oish
kotornya air sumur dan timbulnya bau menyengat,

Pencemaran flimbah cair tahu dapat diztasi mefalul proses biodegradasi yang daoat
menurunkan kadar BOD dan CODnya, sehingga limbah mempunyal nilai ekonemi dan tidak mencemari
lingkungan. Darmoneo (2001) menyatakan bahwa limbah cair tahu merupakan salah satu jenis limbah
organik. Alam et cl. (2007) menyatakan limbah-limbsh organik dengan kandungan BCD dan COD tinggi
dapat difermentasi menghasilkan biogas. Hal ini berartl bahwa limbah cair tahu dzpat difermentasi
menjadi biogas, sehingga dapat dimanfaatkan secara langsung oleh produsen tahu untuk mengurang
biaya produksi.

Proses pembentukan biogas dapat melalul empat tahap, yaitu tahap hidrolisis, tahap
asidogenesis (pengasaman), tahap asetogenesis, dan tahap metanogenesis (pembentukan gas metan),
Setiap tahap pembentukan biogas melibatkan peran bakteri. Bakteri yang berperan dalam tahap
hidrolisis limbah tahu adalah Acid forming bacteria, sedangkan bakteri yang berperan dalam tahap
asidogenik dan asetogenik adalah Acetogenic bacteria (Sufyandi, 2001). Banyak bakteri yang berperan
dalam pembentukan biogas, khususnys gas metan. Bakteri tersebut termasuk kelompok bakteri
metanogenik yang sangat beragam jenisnya dan dapat diisolasi serta dikarakterisasi morfologi dan sifat-
sifatnya. Identifikasi bakteri metanogenik dilakukan untuk mengetahui jenis-jenis yang mampu
membentuk gas metan, dimana gas metan ini termasuk komponen penyusun biogas yang berfungsi
sebagai energi terbarukan. Menurut Kristoferson dan Bokalders (1991), satu meter kubik biogas yang
mengandung gas metan setara dengan 0,7 kg minyak tanah, dapat menjalankan satu motor tenaga kuda
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#lama dua jam, dapat menghidupkan bohlam 60-100 watt selama enam jam dan dapat menghasilkan

1,25 kwh listrik.
Berdasarkan permasalahan yang ada, telah dilakukan penelitian dengan tujuan:

l. Mengetahui genera bakteri metanogenik yang terdapat dalam proses biodegradasi limbah cair tahu
menjadi biogas di instalasi biogas desa Kalisari, Kecamatan Cilongok, Kabupaten Banyumas.

L Mengetahui genera bakteri metanogenik yang dominan dalam proses biodegradasi limbah cair tahu
menjadi bicgas di instalasi bicgas desa Kalisar], Kecamatan Cilongok, Kabupaten Banyumas.

Bakteri metanogenik dapat diperoleh dari rawa, lumpur sungai, sumber air panas (hot spring),
ian perut hewan herbivors sepertl domba (Meynell, 197€). Bakteri metanogenik memiliki morfologi dan
tarakteristix yang berbeda-beda tergantung dari habitat hidupnya dan kondisi lingkungan. Genera
sskteri metanogenik yang terdapat pada lumpur diantaranya Methanosarcing, Methanospirillum,
Methonobacterium strain W.o.H., dan Methonobacterium farmicicum (Edwards dan Mcbride, 1975).
Senera bakteri methancgenik yang banyak ditemukan pada digester anaerob adalah Methanosgirillum,
Methanosorcing, Methanothrix, Methanoculleus, dan Methanobrevibacter (Holt et ol, 1994).
Malakahmad {2002} melaporkan bahwa genera bakteri metanogenik yang ditemukan pada sampah
rumah tangga antara lain Methanobacterfum, Methanosprilium, Methanococeus, Methonosarcing dan
Methanotrix, ‘Wright et ol (2008) melaporkan bahwa genera bakteri metanogenik yang dominan
terdapat pada rumen domba dan lembu di Venezuela adalah Methanobrevibacter.

MATERI DAN METODE PENELITIAN
A. Materi, Lokasi dan Waktu Penelitian

1. Materi Panelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah plastik; akuades; alkohol 70%;
alumunium foil; wropper; kasa; kapas; karet; KH.PO,; K;HPO, 3H,0; NH,Cl; MgCl,.H.0; Na.S.9H.0;
asam nitrilotriacetic; FseCls.d4H;0; MnCl2.4H:0; CoCl.6H;0; ZnCly; CaCl;; H;BO;; sodium
molybdate; sodium format; vitamin B; asam asetat; asam format; sistein; yeast extroct; metanol;
cairan rumen; larutan resazurin 0,2%; agar; akuades; reagen anaerogen; Sulphide Indole Motility
Agar(SIMA), NMaCl 0,1 M; 0,2 M; 0,6 M; dan Mn50,

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah gunting, beaker gloss 250 ml dan 1000
ml (IWAKI Pyrex , Japan), gelas ukur (IWAKI Pyrex , Japan), jarum inokulasi, mikroskep binckuler
{CH20 Olympus, lapan), labu Erlenmeyer ukuran 50 ml, 250 ml [Schott Duran, Germany), dan 500
ml (IWAKI Pyrex , lapan), filler, drugalsky, batang pengaduk, pipet seukuran veolume 1 ml dan 10 ml
(IWAKI P',-'rEx', lapan), anaerobic jar, hot plate (IKA Laboratory), stirrer bor, gelas ukur, tabung
reaksi (IWAKI Pyrex , Japan), rubber bulb, cawan petri (IWAKI Pyrex , Japan), rak tabung reaksi,
timbangan analitik tipe EO 2140 (Ohaus Co., USA) dengan ketelitian 0.0001, gutoclove model
HL3IBAE (Hirayama Manufacturing Corporation, lapan), pembakar spiritus, inkubator (leic-Tech IB-
600 M), oven, pH meter digital (ketelitian 0,1), colony counter, kulkas standar (National' model
B22AF), kompor gas (Rinnai), dan kamera digital.

3.2, Lokasl dan Waktu Penalitian

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiclogi Fakultas Biclogi Universitas
lenderal Soedirman Purwokerto dan instalasi biogas di Desa Kalisari, Kecamatan Cilongok,
Kabupaten Banyumas selama 11 bulan dari Bulan Mei 2010 hingga Bulan April 2011,
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Metode Penelitian

B.1. Rancangan Penelitian

Penelitian dilakukan dengan metode survey. Isolasi bakteri metanogenik dilakukan dari
substrat proses biodegradasi limbah cair tahu yang berada di bagian dasar digester. Karakterisasi
yang diamati mencakup pengamatan morfologi, uji biokimiawi, dan uji fisiologi.

B.2. Cara Kerja

1. Sterilisasi Alat (Hadioetomo, 1994) )
Alat yang digunakan pada isolasl bakteri disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121°C

dengan tekanan 2 atm selama 15 menit.

2. Pembuatan Media Basal untuk pertumbuhan Bakterl Metanogenik (Zeikus, 1877)

Media vang digunakan untuk pertumbuhan bakteri metan merupakan media sslektif
dengan komposisi NH,Cl 0,2 g; ¥;HPO, 3H;0 1,45 giKH,PO, 0,75 g ; MgCl:. H,0 0,2 2: N2;5.9H;0
0,5 g; asam nitrilotriacetic 4,5 g; FeCl,.4H,0 0,4 g; MnCl2.4H,0 0,1 g; CoCl;.6H,0 0.175; 2nCl 0.1
g ; CaCi; 0,02 g; HyB0, 0,019 g; sodium molybdate 0,01 g; sedium format 2,5 g; vitamin 2 5 mil;
larutan resazurin 0,2% 1 ml; agar 15 g; dan akuades 1000 ml. Bahan-bahan tersebut selsin agar
dilarutkan ke dalam 500 ml akuades kemudian dipanaskan dan dihemogenkan. Agar dilzrutkan
ke dalam askuades sisanya sebanyak 500 mi, kemudian dipanaskan dan dihomogenkan
menggunakan hot plate dan stirrer. Kedua larutan dicampur dan dihomogenkan. Madia diukur
pH sebesar 7,4 + 0,1 dan disterilisasi menggunakan sutoklaf dengan suhu 121 °C dan tekanan 2
atm.

3. Isolasi dan Perhitungan Jumiah Koloni Bakterl Metanogenik (Lay, 19584)

Isalasi bakteri metanogenik diambil dari dua saluran yang berbeds vaitu saluran outlet
menuju frickling filter dan pipa recycle dari  hasil biodegradasi limbah csir tahu menjadi gas
metan. Masing-masing sampel diambli sebanyak 1 ml dan dibuat pengenceran berseri tiga kali
{10°%) dengan akuades steril. Dari dua pengenceran terakhir diambil 0,1 ml dan diglaiing duplo
secara spread plate pada media Ros Bengal (Kapahang et al., 2007), diinkubasi pada suhu 37 °C
selama 5x24 jam di dalam anaerobic for yang diberi reagen anaerogen. Bakteri yang tumbuh
selanjutnya dipindahkan pada media basal anaerch dengan metode streak dan diinkubesi pada
suhu 37 °C selama 5x24 jam di dalam anaerobic jar dengan reagen anaercgen. Koloni yang
tumbuh dihitung dengan menggunakan metode Total! Plate Count (TPC).

4. Pemurnian Bakteri Metanogenik dengan Metode Streak Kuadran (Zeikus, 1977)

Fermurnian bakteri metanogenik dilakukan dengan cara membagi media basal anzerob
menjadi empat zona. Satu koleni yang tampsk sebagai satu tipe sel dan tumcouh pada
permukazan media diambil dengan menggunakan jarum ose. Bakteri yang telah menemipe! pada
jarum ose digoreskan ke zona pertama pads permukaan media basal anaerob. Goresan ini
dianggap sebagai goresan primer pada permukaan media. Bagian ujung nasil garesan pada zona
pertama diambil dengan jarum ose yang telah dibakar, kemudian digoreskan melewati goresan
primer dan dilanjutkan goresan sekunder pada zona kedua tanpa kembali ke goresan primer.
Proses tersebut dilakukan sampai pada zona keempat, Cawan diinkubasi di dalam anesrobic jor
yang diberi reagen anaerogen pada suhu 37 ° selama 5 x 24 jam.

5. Pengamatan Morfologl Koloni (Hadicetomo, 1994)

Pengamatan morfologi dilakukan pada koloni tunggal yang terbentuk setelah
pemurnian dengan cara mengamati bentuk, ukuran, permukaan, tepi, warna, dan elevasi
koloni.

a. Pembuatan stokkultur Bakteri Metanocgenik .
Koloni tunggal yang terbentuk setelash pemurnian dengan metode streak kuadra
ditanam pada media basal anaerob tabung miring kemudian diinkubasi di dalam onoerobic
jor yang diberi reagen anaerogen pada suhu 37 °C selama 5 x 24 jam.
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b. Pengamatan Morfologi Sel (Lay, 1994)

Pengamatan morfologi sel dilakukan menggunakan pewarnaan Gram. Sztu koloni
bakt=rl stok diulaskan pada object glass kemnudian difiksasi. Preparat ulasan ditetesi larutan
Gram A (crystal violet), didiamkan celama 60 detik, dicuci dan dikeringanginkan. Freparat
ulasan kemudian ditetesi dengan |arutan Gram B (lugol’s iodine) didiamkan selama 80 detik,
dicuci dan dikeringanginkan. Preparat ulasan dicuci dengan larutan Gram C {ethanol 96%)
Preparat ulasan ditetesi larutan Gram D [safranin), didiamkan selama 45 detik, kemudian
dicuc) dan dikeringanginkan. sel yang telah terwarnai kemudian diamati di bawah
mikroskop, sel bakteri Gram positif akan terwarnal ungu, sedangkan sel bakteri Gram
negatif akan terwsa rrai merah.

c. Pewarnaan Endospora (Lay, 1994])

Satu jarum ose kisolat bakteri dari stok dioleskan pada object glass dan diratakan.
Ulasan tersebut ditutup dengan kertas merang berukuran 2x2 cm dan ditetesi pewarna
malachite green, selanjutnya sediaan dipanaskan pada penangas air yang telah mendidih
selama 5 menit. Sediaan dicuci dengan akuades mengalir hingga warna hijau hilang. Sedizan
dikeringanginkan dan ditetesi dengan pewarna safranin selama 1 menit. Sediaan dicuc
dengan akuades mengalir hingga warna merah hilang. sedigan dikeringanginkan dan
dizmztl di bawsh mikroskop. Endospora yang terbentuk berwarna hijau dan sel terwarnai
meran.

d. Uji Motiiias (Lay, 1954)
Satu jarum ose isolat bakteri stok diambil dan ditanam padamedia SIMA (Suiphide
Indele Motility Agarjtegak dan diinkubasi pada suhu 37 °c selama 5x24 jam. Eaktari motil
ditandal dengan adanya pertumbuhan seperti serabut menyebar dari daerah tusukan pada
bagizn bawah media, sedangkan bakteri yang tidak motil pertumbuhannya hanya pada
bagian yang ditusuk saja.
a. Ujl Toleransi Suhu (Holt etal., 1994)
satu jarum ose isolat bakteri stok ditanam pada media basal anaerob cair di lima
tabung reaksi, kemudian diinkubasi di dalam anoerobic jor yang diberi reagen anzercgen
pada suhu 37°C, 45°C, 50°C, 80 °C, 85 °C, dan 30 °C selama 5x24 jam. Pertumbuhan bakteri
pada media tersebut ditandal dengan adanya kekeruhan pada media.

§ Uji Toleransi pH (Holt et al, 1994)
Satu jarum ose isolat stok bakteri ditanam pada media basal anaerob cair dengan pH
§,5: 7,5 dan 8,5 dan diinkubasi di dalam anaerobic jor pada suhu 37 °c selama 5x24 jam.
pertumbuhan bakteri pada media tersebut ditandai dengan adanya kekeruhan pada madia.

6. Uji Blokomiawidan Fisiologl

3. Uji Ketahanan terhadap NaCl (Holt et al., 1994)
isolat bakteri stok diambil satu jarum ose dan ditanam pada media basal anzerob cair
vang ditambah NaCl dengan konsentrasi 0,1 M; 0,3M; dan 0,6 M, kemudiandiinkubasi di
dalam onaercbic jar yang diberl reagen anaerogen pada subu 37 °¢C selama 5x24 jam.
pertumbuhan bakteri pada media tersebut ditandai dengan adanya kekeruhan pada media.

b. Uji Penggunazn Asam Eormat (Edwards and McBride, 1975)
izolat bakteri stok diambil satu jarum ose dan ditanam pada media basal anaerob cair
yang ditambah asam format sebanyak 10% dari media, kemudian diinkubasi di dalam
anoerobic joryang diberi reagen anaerogen pada suhu 37 °c salama 5x24 jam: Pertumbuhan
hakteri pada media tersebut ditandai dengan adanya kekeruhan pada media.
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¢. Ul Penggunaan Metanol [Edwards and McBride, 1975)

Isolat bakteri stok diambil satu jarum ose dan ditanam pada mediz basz| 2nac ob cair
yang ditambah metanol sebanyak 10% dari media kemudian ditnkubzs] 4] daism oroermile
Jaryang diberi reagen anaerogen pads suhu 37 °C selama Sx24 jam. Portumbuhan balkter
padz media tersebut ditandal dengan adanya kekeruhan pads medi-.

d. Uji Penggunaan Mineral sebagal Faldtor Pertumbuhan (Godsy, 1980

Isolat bakteri stok diambil satu jarum ose dan ditanam padz mediz basa| snaerab cair
yang ditambahkan dengan asam asetat, vitamin B, sistein, yeost syiroct, dan ceiran rumen
yang masing-masing sebanyak 1026 dari media, kemudian diinkubasi ¢ datam onosrobic for
yang diberl reagen anaerogen pada subu 37 °C selama 5x24 Jam. Periumbuhar baicer pada

media tersebut ditandai dengan adanya kekeruhan pada media.

7. Pengukuran Derajat Keasaman (pH) Medium {Hadloetomao, 1994)
Cerajat keasaman {pH) medium diukur dengan pH meter dig! Hanna Tents],
Derajat keasaman {pH) dikalibras| mengzunaksn tarutan buffer gH 4 7, 1al . .
meter dicslupkan ke dalam medium selama 10 menit atsu :ampal =ter o Lreh
angka yang konstan, nilal pH vang tercantum pada pH metar merupakan nilal of o T Yen
diukur.

an A
T T |

B. Metars Anslisiz

Penentuan genera bakteri metanogenik didasarkazn pada hasit pengsratan o lagi, wufi
blokimiawi, dan uji fislologl. !dentifikasi mengacu pada buku Bergev's Monual of Dete minotive
Bacteriology (Holt =t al., 1994).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Ssampel lumpur diambil dari pipa outlet menuju Irickling filter {A) dan sampel cair clamoil dar
pipa recycle (B) hasil degradasi limbah cair tahu menjadi gas metan pada digester bicgas di Dess Kalisari,
Kecamatan Cilongck, Kabupaten Banyumas. Berdasarkan hasil isolasl, diperoler 2 isolat bakizrl yang

diduga sebagai bakteri metancogenik, yang 4 Isclat berasai darl pipa outlet menu|u rrickiine (ter (A)
yvaiti: AM1, AM2, ARA3, AMA dan 5 izolat berasal dari oipa recpecle (B BriL, BRI, S043, BRC <20 BaS
Hasil karakterisasi dan identifikas! yang mengacu pada Bergey's Manual of Determinative oo enoloay
terhadap isolat tersebut diperoleh € genera, yaitu: Methanotharmus (AWML dan B0, Metho vosonaers

(AMZ dan BMZ], Methanospiriffum {AM3 dan Em3), Methanacoccoides (AN, N ethone =irrakivm
(BM4), dan Mettonococeus (BMS).

Tabel 3.1. Kepadatan koloni bakteri metanogenik

Nama Genera Kepadatan koloni (CFU sfmi]
Methanothermus sp. AM1 10 % 10° .
Methanosphaera sp. AM2 10x% 10 ¢
Methanospirillum sp. AM3 10 % 10°
Methanococcoides sp. AM4 7 x10° g
Methonothermus sp, BM1 50 x 10° -
Methanosphaero sp. BM2 15 % 10°
Adethonospiriflum sp. BM3 15 x 16°
AMethonomicrobium sp. BM4 10 x 10°
Methanococcus sp. BMS 55 x 10°

Tabel 3.1. menunjukkan bahwa genera bakteri metanogenik yang mendominasi dalam proses
biodegradasi limbah cair tahu menjadi gas metan adalah Methaenococcus dan Methanoriermus,
Sebaliknya, kepadatan bakteri metanogenik lainnya sangat sedikit. Hal tersebut mengindikasitan bahwa
kedua genera tersebut diduga paling berperan dalam proses biodegradasi limbah cair tahu smeniadi gas
metan dibandingkan dengan genera bakterl lainnya. Galand (2002) menyatskan bahwes bakisr
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metanogenik merupakan salah satu bakteri yang sulit untuk dikembangkan, karena sebagian besar tidak
dapat dikultur (uncultured) sehingga memeriukan penanganan khusus.

Bakteri metanogenik secara filogenetik termasuk dalam archaea yang bersifat anaerob obligat
(Kim dan Gadd, 2008). Energi metabolismenya berasal dari €O, dan H; asam format, metanol,
methylamine dan atau asam asetat (Thaueret al., 2008).Ketersediaan bahan-bahan ataupun asam-asam
organik sangat menentukan pembentukan gas metan. Prekursor pembentukan gas metan adalah asam
format, asam asetat, dan H; + CO; dimana bahan-bahan tersebut dapat secara langsung dikatabolisme
oleh bakteri metanogenik. Selama proses metabolisme gula dan asam-asam amino, produksi asam
asetat lebih menguntungkan untuk pertumbuhan bakteri metanogenik pada proses metanogenesis. Hal
ini dikarenakan banyak dihasilkan energi ATP dari acetyl-CoA yang berasal dari oksidasi asam piruvat.
Pembentukan asam asetat akan menuntut sel untuk melakukan mekanisme alternatif dalam melakukan
reoksidasi NADH selama fermentasi. Kebanyakan bakteri fermentasi termasuk bakteri metanogenik
memiliki enzim NADH hidrogenase dan piruvat dehidrogenase. Enzim-enzim tersebut dapat bekerja
pada konsentrasi H; dan asam format yang tinggi untuk melakukan oksidasi NADH (Whitman et al.,
2006).

Holt et a/. (1994) menyatakan bahwa bakteri Methanococcus mampu tumbuh pada rentang suhu
35 °C — 91 °C dan pH 6 - 9. Hal ini sesuai dengan pH yang ada di dalam digester yaitu 7, sehingga dapat
mendukung proses perrtumbuhan bakteri tersebut. Kim dan Gadd (2008) menambahkan bahwa
ketersaediaan M, + CO, dan asam format dapat digunakan sebagai donor elektron bagi genus
Methanococcus.

Genus Methanococcus yang ditemukan pada penelitian merupakan bakteri motil yang ditandai
dengan adanya pertumbuhan bakteri ke samping seperti adanya serabut pada media SIMA. Hasll
pengujian juga menunjukkan adanya warna hitam pada media SIMA. Warna hitam tersebut merupakan
hasil samping dari metabolisme bakteri yang berupa gas hydrogen sufida (H,5). Gerardi {2003)
menyatakan bahwa gas tersebut merupakan hasil reaksi antara asam asetat dengan sulfat (50.") yang
terkandung di dalam media SIMA. Bakteri akan mereduksi sulfat menjadi H;5. Whitman et al. (2006}
menyatakan bahwa genera Methanococcus mampu menggunakan H;5 dan sulfur sebagai sumber sulfur
untuk pertumbuhannya. Warna hitam di seluruh media tersebut juga mengindikasikan motilitas atau
| pergerakan bakteri pada media.

1 Prescott et al. (2002) menyatakan bahwa bakteri yang motil akan lebih dominan pada suatu

" habitat atau sistem dibanding bakteri yang non motil, karena motilitas menunjukkan adanya
| kemampuan bakteri dalam bergerak dan berpindah tempat. Hal tersebut berarti bahwa bakteri motil
lebih aktif bergerak dalam mendekati sumber nutrien. Menurut Bitton (2005), motilitas merupakan
kemampuan bakteri dalam merespon adanya oksigen dalam suatu media atau sistem. Bakteri anaerob
akan menjauhi keberadaan oksigen, karena oksigen bersifat toksik bagi bakteri anaerob obligat.

Methanococcus hanya didapatkan dari sampel saluran outiet menuju trickling filter, pipa tersebut
| merupakan saluran pengeluaran lumpur hasil degradasi limbah cair tahu yang terletak pada bagian
'I' bawah digester. Hal ini berarti bahwa kondisi di bagian bawah digester adalah anaerob. Gerardi {2003)
menyatakan bahwa biodegradasi limbah cair tahu akan menghasilkan lumpur sebagai hasil samping.
" Llumpur tersebut berada pada bagian bawah digester, karena memiliki berat molekul yang lebih besar
dibandingkan dengan cairan hasil biodegradasi. Lumpur juga mengandung bahan-bahan organik seperti
. karbohidrat, lemak, dan protein yang dipecah menjadi monomer-monomernya pada proses hidrolisis,
| kemudian dipecah menjadi asam-asam organik pada proses asidogenik dan asetogenik. Asam-asam
'-i:!:ganH: tersebut akan digunakan oleh bakteri metanogenik sebagai substrat pembentukan gas metan.
Oleh karena itu, ketersediaan nutrisi untuk pertumbuhannya tercukupi.

4 Leigh et al. {2009) menyatakan bahwa Methanococeus memiliki koenzim Faqe dan M. Koenzim Faze
dapat dihasilkan dari oksidasi asam format pada proses metanogenesis. Whitman et al. (2006)
yatakan bahwa koenzim-koenzim tersebut berfungsi sebagai biomarker pada proses biosintesis gas
an. Koenzim Fazo berperan dalam reaksi transfer elektron pada tahap metanogenesis. Koenzim
ebut berpasangan dengan enzim hidrogenase, piruvat dehidrogenase, karbon monoksida
shidrogenase, NADP" reduktase, piruvat sintase, dan a-ketoglutarat sintase. Koenzim M berfungsi
ai pembawa karbon ujung dari senyawa asam 2-mercaptoethanesulfonic pada proses
pgenesis, dimana metil koenzim M akan direduksi menjadi gas metan.

Genus Methanothermus yang ditemukan termasuk bakteri Gram positif dengan sel berbentuk
fang (basil), motil, tidak memiliki endospora, mampu tumbuh pada media yang diperkaya dengan
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sistein, metanol, asam format, dan cairan rumen. Bakteri tersebut juga mampu tumbuh pada pH 6,5 dan
7.5 serta suhu 80 °C, 85 °C, dan 90 °C. Holt et ol. (1994) menyatakan bahwa Methanothermus
merupakan bakteri Gram positif berbentuk batang agak melengkung dengan lebar sel antara 0,3 - 04
pum dan panjangnya 1-3 pm, kadang membentuk rantai. Dinding sel bakteri tersebut mengandung
pseudomurein, dan memiliki flagella sebagal alat geraknya. Suhu optimum untuk pertumbuhannya
berkisar antara 83 °C — 88 °C dan pH 6,5.

Kim dan Gadd (2008) menyatakan bahwa genus Methanothermus mampu menggunakan asam
asetat sebagal sumber karbon dalam pertumbuhannya dan menggunakan H; + CO; sebagai donor
elektron pada proses metabolisme. Energi metabolismenya diperoleh dari konversi H; + CO; menjadi gas
metan. Ammonia dapat digunakan sebagai sumber nitrogen dan sulfat sebagai sumber sulfur untuk
pertumbuhannya.

Genera bakteri Methanosphoera yang berhasil ditemukan pada penelitian termasuk bakteri Gram
positif berbentuk bulat, non motil, mampu tumbuh pada suhu 37 °C dan 45 °C, pH 5,5 dan 7,5.
Berdasarkan uji biokimia, bakteri tersebut dapat tumbuh pada media yang diperkaya dengan yeast
extract, metanaol, vitamin B, dan NaCl 0,1 M; 0,2 M; dan 0,6 M. Akan tetapi, bakteri tersebut tidak dapat
tumbuh pada media yang diperkaya dengan asam format, sistein, asam asetat dan cairan rumen. Holt et
al. (1994) menyatakan bahwa asam asetat, CO., isoleusin, dan thiamin merupakan bahan organik yang
dimanfaatkan sebagal faktor pertumbuhannya. Ammonia dimanfaatkan oleh bakteri sebagai sumber
nitrogen dan sulfid sebagai sumber sulfur,

Menurut Kim dan Gadd (2008B), Methanosphoere memanfaatkan metanol sebagai substrat
pertumbuhannya dengan aseptor elektronnya berupa CO;. Energi metabolismenya diperoleh dari
reduksi metanol menjadi gas metan dengan H; sebagai donor elektron. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa genera Methenosphoera mampu tumbuh pada media basal anaerob yang diperkaya dengan
methanol.

Karakteristik Methonococcoides yang ditemukan pada penelitian telah sesuai dengan pernyataan
Holt et al. (1994) bahwa Methanococcoides termasuk bakteri Gram negatif dengan sel berbentuk bulat,
non motil, dan tidak memiliki endospora. Endospora berfungsi sebagai alat perlindungan diri pada
kondisi yang tidak memungkinkan untuk pertumbubannya. Hasll penelitian menunjukkan bahwa
Methanococcoides mampu tumbuh pada suhu 27 °C - 50 °C serta pH 7,5. Hal ini berbeda dengan
pernyataan Holt et al. (1994) bahwa suhu eptimum untuk pertumbuhan Methanococeoides berkisar
antara 30-35°CdanpH 7-7,5.

Uji biokirmia yang dilakukan menunjukkan bahwa Methanococcoides mampu tumbuh pada media
basal anaerch yang diperkaya dengan sistein, yeast extract, cairan rumen, metanol, vitamin B, dan NaQ
0,1 M serta 0,3 M. Bakteri ini tidak mampu tumbuh pada media yang diperkaya dengan asam format
dan asam asetat. Kim dan Gadd (2008) menyatakan bahwa genus Methanococcoides termasuk dalam
ordo Methonosarcinales yang bersifat halofil dengan konsentrasi NaCl berkisar antara 0,2 — 0,6 M dan
konsentrasi Mg®™ antara 25 — 200 mM. Konsentrasi NacCl yang melebihi konsentrasi optimum untuk
pertumbuhannya dapat menyebabkan sel bakteri mengalami lisis. Metanol dan methylamine yang
terdapat di dalam media digunakan sebagai donor elektron untuk pertumbuhannya. Holt et al. {1994)
menyatakan bahwa energi metabolisme bakteri Methonococcoides berasal dari dismutasi methylamine
menjadi gas metan,

Genus Methanomicrobium bersifat Gram negatif, bentuk sel batang, motil, dan menghasilkan
warna hitam pada media. Kim dan Gadd (2008) menyatakan bahwa Genus Methanomicrobium termasuk
dalam ordo Methanomicrobiales dengan sel berbentuk batang agak melengkung, diameter 0,7 pm dan
panjangnya 1,5 — 2 pm. Hasil uji biokimia dan fisiologi, bakteri tersebut mampu tumbuh pada media
vang diperkaya dengan asam format, metanol, sistein, cairan rumen, suhu 37 °C, 45 °C, dan 50 °C, pH 6,5
dan 7.5; NaCl 0,1 M; 0,32 M; dan 0.6 M. Sebaliknya, bakteri tidak mampu tumbuh pada media yang
diperkaya dengan yeast extroct, vitamin B, dan asam asetat. Kim dan Gadd (2008) menyatakan bahwa
genus Methanobacterium mampu memanfaatkan asam asetat sebagal sumber karbon serta asam
format dan H; + CO, sebagai donor elektron pada proses metabolismenya.

Berdasarkan hasil penelitian, Methanospirillum merupakan bakteri Gram negatif yang memiliki
bentuk sel batang, motil, dan tidak memiliki endospora. Bakteri tersebut mampu tumbuh pada suhu 37
°C - 45 °C dan pada pH 6,5 - 7,5. Menurut Holt et al. (1994), genus Methanospirillum bersifat anaerob
obligat, sel berbentuk batang dan kadang melengkung, motil dan memiliki filamen spiral. Bakteri
tersebut mampu tumbuh pada kisaran suhu antara 35 - 40 °C dan pH 7-7,5. Perbedaan toleransi suhu
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isolat yang didapat diperkirakan karena kondisi digester yang terbuat dari fiber memungkinkan suhu
dalamnya menjadi semakin panas. Whitman et al. {2006) menyatakan bahwa genera
fethanospirillum memiliki toleransi suhu pertumbuhan hingga suhu 47 °C.
Hasil uji biokimia dan fisiologi menunjukkan bahwa Methanospirillum dapat tumbuh pada media

ibasal anaerob yang diperkaya dengan asam format, yeast extract, dan vitamin. Zeikus dan Bowen (1975)

sniyatakan bahwa Methanespirillum merupakan salah satu jenis bakteri metanogenik yang unik dan
banyak ditemukan pada digester anaerob dengan substrat utamanya adalah asam-asam organik seperti
asam format yang akan didekomposisi menjadi gas metan. Holt et al. (1994) menyatakan bahwa
thanospirillum dapat memanfaatkan asam format dan H; + CO; untuk melakukan katabolisme. Akan
tetapi, bakteri hasil penelitian Holt et ol. tidak dapat tumbuh pada media yang diperkaya dengan asam
asetat dan cairan rumen.
Schauer et of. (1982) menyatakan bahwa asam format merupakan salah satu prekursor
sembentukan gas metan (CH,) pada kondisi anaerob. Sebagian besar genera bakteri metanogenik pada
kultur murni mampu menggunakan asam format sebagai donor elektron pada proses metanogenesis.
Holt et al. (1994) menyatakan bahwa energi yang didapatkan oleh bakteri tersebut berasal dari konversi
H, + CO,, asam format, atau beberapa alkohol sekunder yang ditambah CO; menjadi gas metan. Asam
asetat, yeast extroct dan vitamin merupakan bahan-bahan yang dapat digunakan sebagai pemacu
rtumbuhan bakteri Methanospirillum.
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Gambar 1. Kenampakan koloni bakteri metanogenik pada media Res Bengal
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Merhanobacterium Methanococous

Methanococcoldes

Gambar 2. Kenampakan bentuk sel bakteri metanogenik
SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan, maka dapat diambil simpulan sebagai berikut:
1. Genera bakteri metanogenik yang berhasil ditemukan pada proses biodegradasi limbah cair tahu
menjadi di instalasi biogas Desa Kalisari, Kecamatan Cilongok, Kabupaten Banyumas yaitu
Methanothermus, Methanococcus, Methanomicrobium, Methanococcoides, Methanosphaera, dan

Methanospirillum.
2. Genera bakteri yang dominan ditemukan pada proses biodegradasi limbah cair tahu di instalasi
biogas Desa Kalisari, Kecamatan Cilongok, Kabupaten Banyumas adalah Methonococcus dan

Methanothermus.
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