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Abstrak—L.iofilisasi adalah teknik konservasi dengan proses
sublimasi cepat dalam kondisi vakum yang dapat diterapkan
untuk produksi biofertilizer komersial. Liofilisasi menghasilkan
produk bakteri kering yang stabil secara struktur, viabilitas
bakteri yang tinggi pada penyimpanan lama dan mudah
ditransportasikan. Salah satu tahapan penting dalam liofilisasi
adalah kultur bakteri dan agen lioprotektan yang menjaga
viabilitas sel selama penyimpanan. Tujuan studi literatur ini
adalah untuk mencari medium pertumbuhan alternatif yang
ekonomis, serta mencari agen lioprotektan terbaik. Data dari
jurnal, prosiding dan laporan penelitian, disusun dan dianalisis
secara deskriptif. Hasil studi literatur menunjukkan bahwa
lentil hitam (Vigna mungo), kacang hijau (Vigna radiata),
splitpea yellow (Pisum sativum), kacang tunggak (Vigna
unguiculata), ubi kuning (Ipomea batatas) dan ubi ungu
(Dioscorea alata) mampu menjadi medium alternatif sumber
nutrisi. Jumlah pertumbuhan bakteri di medium tersebut lebih
banyak daripada medium paten nutrient broth dan nutrient
agar. Sedangkan agen lioprotektan terbaik adalah sukrosa 5-
10% dan skim milk 10-20% untuk sel tidak terimobilisasi atau
skim milk 6-10% untuk sel terimobilisasi.

Kata Kunci—Agen Lioprotektan, Biofertilizer, Liofilisasi,

Preservasi Sel.

I. PENDAHULUAN

IOFILISASI atau freeze drying merupakan teknik

pengeringan beku yang dilakukan secara cepat melalui
sublimasi dalam kondisi vakum [1]. Liofilisasi diketahui
telah banyak diaplikasikan pada berbagai macam industri,
seperti industri farmasi dan industri pangan. Di industri
farmasi, untuk pembuatan obat, antibiotik dan vaksin,
sedangkan di industri pangan untuk mempreservasi makanan
[2]. Selain itu, teknik liofilisasi juga berpotensi untuk industri
pertanian, seperti untuk pembuatan biofertilizer. Teknik ini
dapat mengeringkan bakteri dalam biofertilizer dengan
struktur dan stabilitas yang tetap terjaga, walau disimpan
lama. Bakteri kering ini mudah ditransportasikan dan dapat
dihidupkan kembali [3].

Namun teknik liofilisasi memiliki beberapa kekurangan,
yaitu antara lain biaya alat dan operasional yang mahal, serta
dapat menyebabkan kerusakan struktur protein sel. Untuk
mengurangi kerusakan struktur sel ini, maka dibutuhkan agen
lioprotektan sebagai pelindung sel [2]. Selain itu, agen
lioprotektan pada bakteri juga berfungsi untuk mengurangi
terbentuknya es kristal pada bagian dalam maupun luar sel
[4].

Salah satu tahapan penting dalam teknik liofilisasi untuk
bakteri adalah pembiakan bakteri pada medium pertumbuhan
yang dapat membuat bakteri tumbuh optimal dan
penambahan senyawa lioprotektan untuk menjaga sel agar
tetap bertahan hidup selama penyimpanan.

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk melakukan studi
literatur tentang medium pertumbuhan bakteri alternatif yang
bernilai ekonomis dan agen lioprotektan terbaik untuk bakteri
tanah.

1. METODOLOGI

A. Waktu dan Tempat Penelitian

Selama masa pandemi global virus Corona 19 ada
kebijakan Pemerintah secara nasional untuk belajar dan
bekerja di rumah, sehingga studi literatur ini pun dilakukan di
rumah pada bulan Februari 2021 hingga Mei 2021.

B. Jenis Penelitian

Penelitian ini merupakan jenis penelitian studi literatur
dengan memperoleh data-data melalui sumber pustaka atau
dokumen. Studi literatur merupakan penelitian yang
mengkaji atau meninjau secara Kkritis pengetahuan, gagasan
atau temuan yang terdapat di dalam literatur berorientasi
akademik, serta merumuskan Kkontribusi teoritis dan
metodologisnya untuk topik tertentu [5].

C. Sumber Data

Sumber data yang digunakan pada penelitian ini berupa
buku, jurnal dan review mengenai, pengertian biofertilizer
dan peranannya; prinsip kerja, mekanisme, dan viabilitas sel
bakteri pada preservasi liofilisasi; faktor-faktor yang
mempengaruhi  preservasi liofilisasi;  jenis-jenis  dan
mekanisme kerja agen lioprotektan; agen lioprotektan yang
digunakan pada genus bakteri Pseudomonas sp., Bacillus sp.,
Rhizobium sp., Azotobacter sp. dan Azospirillum sp.;
kandungan media pertumbuhan bakteri; dan media
pertumbuhan bakteri alternatif yang bernilai ekonomis.

D. Analisa Data

Data yang telah dipublikasi di jurnal, prosiding atau
laporan penelitian, disusun dan dianalisa secara deskriptif.

I1l. HASIL DAN PEMBAHASAN
A. Kebutuhan Nutrisi Mikroorganisme

Nutrisi merupakan hal yang penting untuk kebutuhan
fisiologi mikroorganisme. Setiap mikroorganisme memiliki
kebutuhan nutrisi dengan kadar yang berbeda-beda. Nutrisi
utama yang dibutuhkan oleh mikroorganisme berupa
makronutrisi, mikronutrisi, vitamin dan mineral [6].
Makronutrisi merupakan nutrisi yang dibutuhkan dalam
jumlah yang relatif besar, seperti karbon (C), hidrogen (H),
oksigen (O) nitrogen (N), fosfor (P), belerang (S), potasium
(K), magnesium (Mg), kalsium (Ca), dan natrium (Na) [7].

Mikronutrisi adalah senyawa yang dibutuhkan oleh
mikroorganisme dalam jumlah yang lebih kecil dibandingkan
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Tabel 1.
Bahan media alternatif pengganti nutrient broth

Pertumbuhan Bakteri (OD)

Bahan Media Genus Media Alternatif Nutrient Broth
Lentil hitam* Staphylococcus 1,25 0,57
(V. mungo) E. coli 0,62 0,77
Kacang hijau* Staphylococcus 0,69 0,57
(V. radiata) E. coli 0,47 0,77
Yellow Gram/splitpea yellow* Staphylococcus 1,35 0,57
(P. sativum) E. coli 1,02 0,77

*Pengolahan bahan baku media alternatif dengan perendaman

Tabel 2.
Bahan media alternatif pengganti nutrient agar

Bahan Media Alternatif Genus Media AItP:rrggﬁmfbuhan Bakieri (CFUKthII)ient Adar

Kacang Tunggak** Klebsiella 48 x 10° 2,4x10°

(V. unguicu itf) Enterobacter 3,5 x 10* 1,92 x 10*

U bt E. coli 2,84 x 107 1,71 107

U(%.L;Tagtl;) E. coli 1,73x 107 1,71 x 107

**Pengolahan bahan baku media alternatif dengan perebusan
Tabel 3.
Harga bahan baku media alternatif cair dibandingkan dengan nutrient broth
Harga Media
Kuantitas Lentil Hitam Yellow Gram/Splitpea Yellow Kacang Hijau NB
(V. mungo) (P. sativum) (V. radiata)
Per-kg Rp 83.000 Rp 45.000 Rp 30.000 Rp 3.600.000
Kebutuhan per-liter 100g/1000ml 100g/1000ml 100g/1000ml 13g/1000ml
Produksi skala besar per-liter Rp 8.300 Rp 4.500 Rp 3.000 Rp 46.800
Tabel 4.
Harga bahan baku media alternatif cair dibandingkan dengan nutrient agar
Harga Media
Kuantitas Kacang Tunggak Ubi Kuning Ubi Ungu NA
(V. unguiculata) (1. batatas) (D. alata)
Per-kg (Rp) Rp 40.000 Rp 11.500 Rp 15.000 Rp 3.300.000
Kebutuhan per-liter 30g/1000ml 300g/1000ml 3009/1000ml 28g/1000ml
besar per-liter Rp 1.200 Rp 3.450 Rp 4.500 Rp 92.400

dengan makronutrisi dan berperan dalam mendukung fungsi
enzim serta pemeliharaan struktur protein [8]. Mikronutrisi
terbagi menjadi trace element dan growth factor. Trace
element berfungsi sebagai kofaktor enzim seperti besi (Fe),
mangan (Mn), tembaga (Cu), koblat (Co), seng (Zn), nikel
(Ni), dan molibdenum (Mo) [9]. Growth factor merupakan
senyawa organik yang tidak dapat disintesis secara spesifik
dan berperan untuk mendukung pertumbuhan suatu
mikroorganisme yang terdiri atas asam amino, purin dan
pirimidin, serta vitamin [6]. Tidak semua bakteri
membutuhkan growth factor seperti, E. coli memiliki
kemampuan untuk mensintesis seluruh purin, pirimidin, asam
amino dan vitamin esensial sehingga tidak membutuhkan
growth factor. Sedangkan Lactobacillus, Streptococcus, dan
Leuconostoc membutuhkan growth factor sebagai
pendukung pertumbuhannya [8].

B. Media Pertumbuhan Bakteri

Media buatan adalah campuran nutrien untuk
menumbuhkan  mikroorganisme. Media pertumbuhan
mengandung air untuk menjaga kelembaban dan pertukaran
zat; sumber makronutrisi dan mikronutrisi; keadaan tekanan
osmotik yang seimbang; derajat keasaman (pH) yang
umumnya netral; dan steril [10]. Setiap media memiliki
kompleksitas kandungan yang berbeda-beda bergantung pada
kebutuhan dan jenis mikoorganisme yang akan ditumbuhkan
[11].

Media dapat diklasifikasikan berdasarkan tiga kelas yaitu,
bentuk fisik, komposisi kimia dan tipe fungsional.

Berdasarkan bentuk fisik, media terbagi menjadi media cair,
media semi padat, dan media padat. Berdasarkan komposisi
kimia, media terbagi menjadi media tertentu (defined media)
dan media kaya (complex media). Berdasarkan tipe fungsi
yang disesuaikan dengan tujuan penggunaan media, ada
media untuk isolasi bakteri; enumerasi bakteri; diferensiasi
terhadap kelompok-kelompok bakteri; menjaga kultur di
dalam lab; serta menentukan biokimia dan karakteristik
pertumbuhan bakteri [12].

Nutrient agar dan nutrient broth merupakan contoh dari
complex media. Per liter, nutrient agar mengandung beef
extract (3 g), pepton (5 g), dan agar (15 g), sedangkan
nutrient broth mengandung beef extract (3 g) dan pepton (5
g) tanpa mengandung agar. Komposisi nutrient agar dan
nutrient broth sebagai media pertumbuhan bakteri dapat
disubstitusi dengan bahan alternatif yang memiliki
kandungan nutrisi yang relatif sama dalam mendukung
pertumbuhan bakteri.

Hasil studi literatur mengenai bahan alternatif yang
berpotensi untuk menggantikan nutrient broth pada Tabel 1
adalah lentil hitam (Vigna mungo); kacang hijau (Vigna
radiata); dan splitpea yellow (Pisum sativum). Sebanyak 2
gr bahan baku media direndam semalaman dalam air
sebanyak 20 ml dan kemudian disaring.

Berdasarkan pertumbuhan 24 jam bakteri, terlihat bahwa
lentil hitam (V. mungo), kacang hijau (V. radiata) dan
splitpea yellow (P. sativum) lebih mendukung pertumbuhan
bakteri genus Staphylococcus daripada media nutrient broth
tertera pada Tabel 1. Pertumbuhan dapat mencapai kekeruhan
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sel pada OD 600 nm hingga > 1,00 pada media alternatif
tersebut. Namun pertumbuhan bakteri E. coli relatif lebih
rendah atau sama, bila menggunakan media alternatif. Hal ini
menunjukkan bahwa pertumbuhan dan kelimpahan bakteri
bergantung pada makro dan mikro nutrisi yang terkandung
dalam media pertumbuhannya [13].

Lentil hitam, kacang hijau dan splitpea yellow termasuk
kedalam kelompok tanaman legum yang memiliki kandungan
kaya akan protein dan karbohidrat. Kandungan protein pada
lentil hitam sebesar 27,13 — 34,41%; kacang hijau 24 — 26%
dan splitpea yellow 28%. Kandungan karbohidrat pada lentil
hitam sebesar 51,48 — 58,73%; kacang hijau 51%; dan
splitpea yellow 48% [14]. Kandungan protein dan karbohidrat
yang tinggi dapat berperan dalam memenuhi kebutuhan
makronutrisi C dan N bakteri [15].

Berdasarkan hasil studi literatur yang tertera pada Tabel 2,
pembuatan media alternatif padat dapat menggunakan kacang
tunggak (Vigna unguiculata), ubi kuning (Ipomea batatas)
dan ubi ungu (Dioscorea alata). Pembuatan media alternatif
padat berbahan baku kacang tunggak direbus terlebih dahulu
sebanyak 2 g dalam 100 ml air. Kemudian biji kacang
dikeringkan dan ditumbuk lalu disaring bertingkat dengan
kertas saring ukuran 2 mm dan ukuran 0,2 mm. Bubuk kacang
yang didapatkan akan digunakan dalam pembuatan media
alternatif [16]. Sedangkan media alternatif berbahan baku ubi
kuning dan ubi ungu direbus sebanyak 30 g dalam 100 ml air
dan disaring. Air filtrat rebusan tersebut digunakan untuk
pembuatan media alternatif [27].

Tabel 2 menunjukan bahan baku kacang tunggak (V.
unguiculata), ubi kuning (I. batatas) dan ubi ungu (D. alata)
mampu mendukung pertumbuhan bakteri genus Klebsiella,
Enterobacter, dan E. coli yang lebih tinggi dari
pertumbuhannya pada media nutrient agar. Berdasarkan data
tersebut, kacang tunggak, ubi kuning dan ubi ungu diduga
memiliki makro dan mikro nutrisi yang lebih sesuai untuk
kebutuhan pertumbuhan mikroorganisme. Kacang tunggak,
ubi kuning dan ubi ungu memiliki kandungan karbohidrat dan
protein yang bervariasi. Kacang tunggak mengandung 25.38
— 27,56% protein dan 45,64 — 57,12% karbohidrat. Ubi
kuning dan ubi ungu mengandung karbohidrat sebesar 14,86
— 38,92% dan 31,36 — 39,39%. Namun, kedua ubi tersebut
memiliki kandungan protein yang rendah yaitu 1,97 — 4,09 %
untuk ubi kuning dan 1,05 — 1,81 untuk ubi ungu [17].
Karbohidrat dapat menjadi sumber elemen makro karbon
yang dapat mendukung pertumbuhan bakteri untuk
berproliferasi. Sedangkan kandungan protein berfungsi
sebagai sumber makro elemen nitrogen bagi bakteri [18].
Elemen nitrogen dibutuhkan oleh bakteri untuk proses
sintesis asam amino dan nukleotida. Selain karbohidrat dan
protein, bahan baku media alternatif tersebut juga
mengandung beberapa elemen makronutrisi, mikronutrisi,
trace element dan vitamin lainnya [6].

Genus Klebsiella, E. coli, Staphylococcus, dan
Enterobacter berhasil ditumbuhkan dengan menggunakan
media alternatif [16]. Selain itu, genus Azotobacter,
Azospirillum, dan bakteri pelarut fosfat juga berhasil di
tumbuhkan pada media alternatif, dimana media alternatif
tersebut berhasil meningkatkan 10-100x pertumbuhan bakteri
Azotobacter dan bakteri pelarut fosfat dibandingkan dengan
menggunakan nutrient broth.
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Pengolahan bahan baku seperti perendaman dan
perebusan, terlaporkan juga dapat mengurangi nutrisi yang
terkandung pada media alternatif dan mempengaruhi
pertumbuhan bakteri. Bahan baku yang diolah dengan
perendaman dan perebusan akan mengeluarkan kandungan
nutrisi ke dalam air olahan. Legum yang dimasak dengan
perendaman kemudian dilanjutkan dengan perebusan hingga
bertekstur  halus  mengalami  penurunan  kandungan
karbohidrat sebanyak 26,70 — 36,86%; protein 14,78 —
21,83%; dan mineral 18,99 — 39,50% [19]. Selain itu, ubi
kuning yang direbus selama 20 menit mengalami penurunan
kandungan karbohidrat sebanyak 9,32%; protein 0,65%; dan
lemak 0,01% [20]. Penurunan kadar protein dan lemak akibat
perebusan dapat terjadi karena adanya denaturasi protein dan
kerusakan struktur lemak yang disebabkan oleh suhu yang
tinggi [21]. Pengurangan kandungan nutrisi pada suatu bahan
juga dapat dipengaruhi oleh lama waktu pengolahan.

Walaupun kandungan bahan baku media alternatif
mengalami reduksi nutrisi, bahan-bahan tersebut tetap
memiliki kemampuan untuk menumbuhkan bakteri dengan
angka pertumbuhan bakteri yang lebih tinggi dari media
nutrient broth dan nutrient agar seperti yang ditunjukan oleh
Tabel 1 dan Tabel 2.

Konsentrasi agar yang digunakan dalam pembuatan media
alternatif padat juga menjadi pertimbangan untuk mendukung
pertumbuhan bakteri. Konsentrasi agar yang digunakan
dalam pembuatan media dapat mempengaruhi tingkat
kepadatan media yang berpengaruh pada difusi oksigen dan
laju pertumbuhan mikroorganisme [37]. Konsentrasi agar
yang terlalu tinggi akan mengurangi ketersediaan oksigen
pada media. Konsentrasi agar yang umum digunakan pada
nutrient agar dengan merek HiMedia dan Difco adalah
sebesar 15 gram/liter [22].

Semua bahan pembuat media alteratif tersebut (lentil
hitam, kacang hijau, splitpea yellow, ubi kuning, ubi ungu dan
kacang tunggak) mudah didapat dan murah harganya. Total
harga untuk membuat 1 liter media nutrient broth dan
nutrient agar adalah sekitar Rp 50,000 pada Tabel 3 dan Rp
100,000 yang tertera pada Tabel 4. Bila dibandingkan dengan
media alternatif, maka harga produksi media alternatif
menurun menjadi hanya Rp 1,000— Rp 8,000 per-liter. Hal ini
menunjukkan bahwa penggunaan bahan media alternatif
dapat menurunkan biaya produksi secara signifikan untuk
menumbuhkan mikroorganisme dalam skala produksi.
Penggunaan media alternatif tersebut hanya membutuhkan
biaya sebesar 2-3% dari harga media komersil nutrient broth.

C. Mekanisme Liofilisasi Sel Bakteri

Preservasi mikroorganisme merupakan suatu usaha untuk
menyimpan sel agar tetap viabel dengan mengurangi laju
metabolisme sel. Liofilisasi atau freeze drying merupakan
salah satu teknik preservasi mikroorganisme yang terdiri atas

beberapa tahapan yaitu, pengkulturan sel bakteri;
penambahan kultur bakteri dengan agen protektan;
pembekuan; liofilisasi/freeze  drying;  penyimpanan;

rehidrasi; dan pemulihan sel [23].

Freeze drying memiliki tiga fase pengeringan yaitu pre-
freezing, primary drying dan secondary drying [24]. Pre-
freezing merupakan proses pembekuan sel dengan
menurunkan dan memastikan suhu sampel berada dibawah
suhu eutektik agar mencegah terjadinya kerusakan sel saat
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liofilisasi [25]. Suhu eutektik merupakan titik leleh terendah
pada suatu substansi. Kemudian dilanjutkan dengan proses
primary drying dimana terjadi proses berlangsungnya
sublimasi yaitu penghilangan air pada sel yang merubah fase
air dalam bentuk padat menjadi gas tanpa melalui fase cair
dengan suhu dan tekanan dibawah triple point. Triple point
merupakan kondisi suhu dan tekanan air dimana fase cair,
padat dan gas berada dalam kesetimbangan termodinamika
yaitu berada pada suhu 0,01°C dengan tekanan 0,00603 atm
[26]. Seiring berjalannya waktu, suhu primary drying pada
freeze dryer akan terus meningkat hingga memasuki proses
secondary drying. Secondary drying merupakan proses
berlangsungnya desorpsi, yaitu penyerapan residu air yang
tersisa pada sel dengan meningkatkan suhu freeze dryer [24].
Selanjutnya sel yang telah diliofilisasi disimpan di tempat
penyimpanan dengan suhu yang dingin agar sel tetap terjaga
[27]. Sel hasil preservasi yang ingin digunakan harus
dipulihkan terlebih dahulu melalui proses rehidrasi [28].

Berdasarkan hasil studi literatur, suhu dan waktu
pembekuan yang terbaik adalah berkisar antara -20 hingga -
30°C untuk pendinginan lambat yang berlangsung selama 2 —
3 jam atau 24 jam. Sedangkan suhu untuk pendinginan cepat
adalah -196°C. Proses pembekuan terbagi menjadi dua, yaitu
proses pendinginan lambat (slow freezing) dan pendinginan
cepat (quick freezing). Pendinginan lambat memerlukan
waktu pembekuan yang lama, sedangkan pendinginan cepat
memerlukan waktu pembekuan yang cepat bahkan dapat
dihitung dalam hitungan detik. Secara umum pendinginan
lambat pada liofilisasi memiliki suhu diatas -24°C dan
pendinginan cepat memiliki suhu antara -40°C hingga -196°C
begantung pada jenis sampel yang digunakan [57,58].
Pendinginan lambat menghasilkan ukuran es kristal pada sel
yang besar sehingga porositas sel juga akan membesar dan
meningkatkan permeabilitas sel serta perpindahan massa uap
air. Oleh karena itu penggunaan pendinginan lambat untuk
proses freezing dapat mengurangi waktu dan biaya liofilisasi.
Sedangkan pendinginan cepat menghasilkan ukuran es kristal
yang lebih kecil sehingga membutuhkan waktu liofilisasi
yang lebih lama [23].

Suhu freeze drying berdasarkan hasil studi literatur yang
terbaik adalah -20 hingga -80°C yang berlangsung dibawah
suhu eutektik untuk menghindari kehancuran sel. Secara
umum suhu euktektik untuk material biologis berada diantara
-10 hingga -25°C, sehingga liofilisasi pada umumnya dimulai
pada suhu -50 hingga -80°C [27].

Selain suhu, waktu saat freeze drying juga perlu
diperhatikan. Waktu freeze drying berdasarkan hasil studi
literatur yang terbaik adalah 20 atau 24 jam. Lama waktu
freeze-drying dapat dipengaruhi oleh jenis dan volume
sampel serta wadah yang digunakan. Semakin besar volume
maka waktu yang dibutuhkan dalam melangsungkan freeze
drying akan semakin lama. Namun, waktu tersebut juga
dipengaruhi oleh wadah yang digunakan. Semakin besar
wadah maka akan menyebabkan luas permukaan sampel
menjadi lebih besar mengikuti besarnya wadah, sehingga
waktu melangsungkan freeze drying akan lebih cepat
dibandingkan dengan wadah yang kecil dengan jumlah
volume sampel yang sama. Waktu yang digunakan secara
umum untuk melangsungkan freeze drying adalah selama 24
jam [29].
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Suhu penyimpanan terbaik berdasarkan hasil studi literatur
adalah 4°C. Sel yang telah melalui proses liofilisasi harus
disimpan pada freezer agar suhu sel tetap terjaga. Sel pasca
liofilisasi umumnya disimpan pada freezer dengan suhu
antara 4-8°C. Penyimpanan sel pada suhu yang rendah dapat
memperpanjang kelangsungan hidup sel. Semakin tinggi
suhu tempat penyimpanan semakin cepat produk terdegradasi
[27].

Media rehidrasi yang digunakan untuk memulihkan sel
pasca liofilisasi bervariasi. Namun, media hasil studi literatur
ini menyebutkan bahwa Phosphate Buffer Saline (PBS)
bagus untuk digunakan, karena memiliki kemampuan
memulihkan sel dengan mempertahankan pH sehingga
mengurangi terjadinya kerusakan sel [30].

D. Liofilisasi Bakteri menggunakan Agen Protektan dan
Imobilisasi Gel

Tekanan osmotik dan pembentukan es kristal yang terjadi
selama berlangsungnya liofilisasi berpotensi merusak DNA,
protein dan membran sel serta menyebabkan denaturasi
enzim [31]. Kerusakan tersebut dapat dikurangi dengan
penambahan senyawa agen protektan dan imobilisasi sel [32].
Agen protektan berfungsi untuk menggantikan air yang
terdapat pada sel agar es kristal tidak terbentuk pada
intraseluler maupun ekstraseluler pada suhu dingin sehingga
menghasilkan sel yang tetap utuh (intact) [33]. Selain itu,
agen protektan juga memberikan perlindungan pada sel
dengan menstabilkan membran dan menjaga struktur sel agar
tetap berpori [34].

Agen protektan terbagi menjadi dua, yaitu agen protektan
penetrasi dan non-penetrasi. Mekanisme agen protektan
penetrasi memberikan perlindungan pada intraseluler dengan
menembus lapisan membran sel. Sedangkan mekanisme agen
protektan non-penetrasi memberikan perlindungan pada
bagian ekstraseluler yang tidak dapat menembus membran sel
karena memiliki berat molekul yang besar [34].

Imobilisasi merupakan teknik pelekatan sel atau partikel
pada material pendukung yang berfungsi untuk melindungi
dan memberikan stabilitas sel terhadap stres lingkungan.
Imobilisasi pada teknik liofilisasi menggunakan jenis
pelekatan enkapsulasi, yaitu penyalutan sel dengan suatu
bahan penyalut khusus yang memiliki kemampuan untuk
melindungi sel dari faktor-faktor penyebab kerusakan selama
proses pengolahan dan penyimpanan [35]. Fungsi utama
enkapsulasi adalah untuk melindungi sel dari stres
lingkungan luar, seperti tingkatan pH yang terlalu asam
maupun basa serta suhu dingin pada saat freeze drying dan
suhu panas pada saat spray drying sehingga dapat menjaga
viabilitas sel [36].

Alginat dan K-carrageenan termasuk kedalam polimer
alami yang paling banyak digunakan sebagai material
enkapsulasi yang bersifat tidak toksik. Alginat merupakan
polimer yang terbuat dari alga cokelat dan tersusun atas
monomer B(1,4)-D-mannuronic acid dan «(1,4)-L-guluronic
acid. Sedangkan K-carrageenan merupakan polisakarida
yang terbuat dari alga merah dan tersusun atas unit D-
galactose-4-sulphate dan 3,6-anhydro-D-galactose yang
terikat oleh ikatan R1-4 glycosidic [37].

Penggabungan agen protektan dan imobilisasi sel saat
liofilisasi dapat memberikan perlindungan ekstra terhadap
kondisi yang ekstrim sehingga presentase viabilitas
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mikroorganisme meningkat [32]. Namun di sisi lain,
diketahui bahwa konsentrasi dan jenis senyawa agen
protektan serta material imobilisasi sel yang digunakan dapat
mempengaruhi tingkat viabilitas sel suatu mikroorganisme
[38]. Tingkat viabilitas sel juga dipengaruhi oleh jenis
mikrooganisme bahkan strain dari spesies tertentu yang
digunakan.

Berdasarkan hasil studi literatur, agen protektan yang dapat
mendukung viabilitas sel bakteri relatif tinggi adalah sukrosa
dan skim milk, dimana konsentrasi sukrosa 5-10% dapat
medukung viabilitas sel bakteri sekitar 50,8% - 102,3%. Dan
konsentrasi skim milk 10-20% dapat mendukung viabilitas sel
bakteri sekitar 60% - 90%, baik digunakan secara tunggal
ataupun ditambahkan dengan agen protektan lain seperti
glutamat, meso inositol, dan sukrosa. Selain itu, hasil studi
literatur juga menghasilkan agen protektan yang paling
banyak digunakan pada sel yang terimobilisasi adalah skim
milk 6-10% dengan kemampuan mendukung viabilitas sel
hingga 89,48% - 92,50%. Secara umum konsentrasi agen
protektan yang digunakan untuk memberikan efek optimal
pada sel saat liofilisasi berkisar antara 5-20%, dimana
konsentrasi 10% merupakan angka yang cukup untuk
memberikan efek proteksi sel rata-rata [32].

Skim milk merupakan susu tak berlemak yang mengandung
lemak sekitar 0,6-1,25%; protein 34-37%; laktosa 49-52%;
dan Abu 8,2-8,6% [39]. Skim milk tergolong pada jenis agen
protektan nonpenetrasi, yaitu memproteksi sel dengan
melapisi bagian ekstraseluler tanpa menembus ke dalam sel
yang dilaporkan dapat digunakan secara tunggal atau
ditambah dengan agen protektan lain seperti laktosa [40].
Skim milk bersifat higroskopis yang memiliki kemampuan
untuk mengikat air dalam jumlah yang banyak. Selain itu,
kandungan kalsium pada skim milk dapat meningkatkan
viabilitas sel dan kandungan fosfat serta sitrat dapat bersifat
sebagai larutan penyangga untuk menstabilkan pH dan
menjaga sel saat liofilisasi [41].

Sukrosa (Ci2H22011) merupakan disakarida yang terdiri
atas glukosa dan fruktosa. Sukrosa tergolong pada jenis agen
protektan “penetrasi pada dinding sel”, yaitu memiliki
kemampuan proteksi dengan menempel pada dinding sel
[40]. Sukrosa dapat menstabilkan membran dan protein pada
sel dengan menggantikan air pada sel atau disebut juga
dengan teori “water replacement”, yaitu pembentukan ikatan
hidrogen antara sukrosa sebagai agen protektan dengan
protein atau fosfolipid yang menggantikan ikatan hidrogen
antara protein atau fosfolipid dengan air [41]. Penggantian air
oleh sukrosa dapat mencegah terbentuknya es kristal yang
menyebabkan kerusakan sel pada saat liofilisasi. Selain itu,
sel yang ditambahkan oleh sukrosa akan membentuk fase
amorphous atau glassy matrix sehingga memberikan
stabilitas pada membran sel [32].

Keberhasilan penggunaan agen protektan dan imobilisasi
dapat dilihat dengan presentase viabilitas sel pasca liofilisasi
diatas 50%. Berdasarkan hasil studi literatur, konsentrasi
skim milk 6-10% pada sel terimobilisasi serta konsentrasi
sukrosa 5-10% dan skim milk 10-20% pada sel yang tidak
terimobilisasi sukses memproteksi sel pada saat liofilisasi
dengan presentase viabilitas yang relatif tinggi yaitu diatas
50%.

E21

IV. KESIMPULAN

Berdasarkan studi literatur ini dapat disimpulkan bahwa
bahan baku lentil hitam (Vigna mungo), kacang hijau (Vigna
radiata) dan yellow gram/splitpea yellow (Pisum sativum)
dapat menjadi bahan media alternatif cair. Kacang tunggak
(Vigna unguiculata), ubi kuning (Ipomea batatas) dan ubi
ungu (Dioscorea alata) merupakan bahan media alternatif
padat. Bahan tersebut mengandung makro dan mikro nutisi
yang sesuai dan mendukung pertumbuhan bakteri. Agen
lioprotektan yang potensial untuk digunakan adalah sukrosa
5-10% dan skim milk 10-20% untuk sel yang tidak
terimobilisasi dan skim milk 6-10% untuk sel yang
terimobilisasi.
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