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Abstrak

Mikroorganisme memiliki peran penting dalam berbagai bidang, seperti
bioteknologi, lingkungan, dan industri pangan. Salah satu tantangan dalam
pemanfaatannya adalah menjaga viabilitas isolat bakteri selama penyimpanan
tanpa mengubah sifat fisiologis maupun genetiknya. Teknik penyimpanan jangka
pendek masih banyak bergantung pada pemindahan rutin ke media baru,
sedangkan metode jangka panjang seperti kering beku dan kriopreservasi
membutuhkan peralatan khusus yang tidak selalu tersedia. Gellan gum, sebagai
ekspolisakarida yang diproduksi oleh Sphingomonas adalah salah satu polimer
yang paling banyak digunakan karena sifatnya yang serbaguna dan merupakan
biomaterial berbiaya rendah dengan kualitas reproduktif yang tinggi, serta
memiliki daya optimal untuk menghambat sineresis sehingga stabilitas gel dapat
terjaga dalam waktu yang lama. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis
pengaruh variasi konsentrasi gellan gum terhadap viabilitas isolat bakteri selama
penyimpanan, dan menentukan konsentrasi gellan gum yang paling optimal.
Empat isolat bakteri (Arthrobacter aurescens (BR 13), Arthrobacter aurescens
(BR 35), Rhizobacter fulvus (BR 47), dan Alsobacter metallidurans (BRU 50))
diinokulasikan ke dalam media minimal DNB (Dilute Nutrient Broth) + gellan
gum dengan konsentrasi 1% dan 2%, lalu diinkubasi selama satu bulan pada suhu
30°C. Selama masa inkubasi berlangsung, viabilitas diamati pada hari ke-7 dan
ke-23 menggunakan metode Total Plate Count (TPC). Hasil menunjukkan bahwa
konsentrasi 2% lebih efektif mempertahankan viabilitas seluruh isolat

dibandingkan konsentrasi 1% yang hanya mendukung pertumbuhan BR 47. Nilai

il



TPC tertinggi ditemukan pada BR 13 sebesar 2 x 10"9 CFU/mL. Dengan
demikian, gellan gum dengan konsentrasi 2% dapat menjadi alternatif media
penyimpanan yang efektif dalam menjaga kelangsungan hidup dan pertumbuhan

isolat bakteri selama penyimpanan.

Kata kunci: Gellan Gum, Total Plate Count, Viabilitas Bakteri.
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Abstract

Microorganisms play an important role in various fields, including biotechnology,
environmentaal science, and food industry. One of the main challenges in their
application is maintaining the viability of bacterial isolates during storage
without altering their physiological or genetic characteristics. Short-term storage
techniques still largely rely on routine sub-culturing into fresh media, while long-
term methods such as freeze-drying and cryopreservation require specialized
equipment that is not always accessible. Gellan gum, an exopolysaccharide
produced by Sphingomonas, is one of the most widely used polymers due to its
versatility. It is a low-cost biomaterial with high reproducibility and strong ability
to inhibit syneresis, yhus ensuring long-term gel stability. This study aims to
analyze the effect of varying gellan gum concentrations on the viability of
bacterial isolates during storage and to determine the most optimal
concentration. Four bacterial isolates ((Arthrobacter aurescens (BR 13),
Arthrobacter aurescens (BR 35), Rhizobacter fulvus (BR 47), and Alsobacter
metallidurans (BRU 50)) were inoculated into minimal media DNB (Dilute
Nutrient Broth) suplemented with 1% and 2% gellan gum, then incubated for one
month at 30°C. Viability was observed on days 7 and 23 using the Total Plate
Count (TPC) method. Results showed that the 2% concentration was more
effective in maintaining the viability of all isolates, while the 1% concentration
supported only BR 47. The highest TPC value was found in BR 13, reaching 2 x
10”9 CFU/mL. Therefore, 2% gellan gum may serve as an effective storage
medium for preserving bacterial viability during storage.

Key words: Gellan Gum, Total Plate Count, Bacterial Viability.
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Mikroorganisme merupakan agen biologi yang memiliki peran dalam bidang
bioteknologi. Mikroorganisme sendiri adalah organisme berukuran mikroskopis
yang tidak dapat diamati secara langsung dengan mata telanjang. Secara umum,
kelompok mikroorganisme mencakup bakteri, protozoa, virus, fungi, dan
mikroalga. Perannya dalam kehidupan manusia sangat beragam, mulai dari
memberikan manfaat hingga menimbulkan dampak negatif seperti menyebabkan
penyakit. Mikroorganisme memiliki kontribusi besar dalam berbagai sektor,
termasuk kesehatan, industri pangan, dan lingkungan. Dalam industri pangan,
mikroorganisme dimanfaatkan dalam proses fermentasi untuk menghasilkan
berbagai produk makanan seperti keju, dan anggur (wine) (Prasetyo & Sari, 2021).
Sementara itu, di bidang lingkungan, mikroorganisme berperan sebagai agen
bioremediasi serta dalam proses pengelolaan limbah.

Salah satu tantangan dalam penggunaan bakteri adalah bagaimana menjaga
isolatnya dengan baik tanpa mengubah sifat fisiologis dan genetiknya.
Pemeliharaan mikroba merupakan aspek krusial dalam mikrobiologi, sehingga
penting untuk memiliki pemahaman mengenai sifat biokimia dan aktivitas
metabolik mikroba tersebut agar manfaatnya dapat dieksplorasi. Pemeliharaan
mikroba untuk keperluan jangka pendek maupun jangka panjang adalah langkah
penting untuk memastikan bahwa aktivitas metaboliknya tetap stabil (Fariani et al.,
2021).

Penentuan teknik penyimpanan isolat bakteri merupakan proses yang
memakan waktu lama, dan memerlukan ketelitian yang tinggi. Proses ini
berkaitan dengan upaya untuk mengurangi laju metabolisme mikroorganisme
hingga ke tingkat terendah agar viabilitas tetap terjaga dan tidak terjadi perubahan
sifat morfologi bakteri. Untuk penyimpanan jangka pendek, mikroba biasanya
dipindahkan secara berkala seperti setiap bulan, dari media lama ke media baru.
Namun, teknik ini membutuhkan waktu dan tenaga yang cukup besar. Beberapa

metode sederhana, seperti penyimpanan dalam minyak mineral, tanah steril,



parafin cair, serta lempengan gelatin umumnya kurang cocok untuk penyimpanan
isolat bakteri dalam jangka panjang. Sebaliknya, metode penyimpanan jangka
panjang yang paling efektif dan banyak diterapkan adalah teknik kering beku dan
kriopreservasi. Kedua metode ini telah terbukti berhasil dalam menjaga berbagai
jenis mikroba untuk jangka waktu yang lama. Namun, kendala utama dalam
penerapannya adalah keterbatasan fasilitas laboratorium yang memiliki peralatan
khusus untuk melalukan metode tersebut (Machmud, 2001).

Gellan gum merupakan eksopolisakarida yang disekresikan terutama oleh
bakteri Sphingomonas elodea, tetapi juga oleh Sphingomonas paucimobilis ATCC
(Munch & Biotechnology, 2024). Gellan gum telah dikenal sebagai agen
pembentuk gel yang dapat menggantikan agar dalam media kultur padat untuk
mendukung pertumbuhan berbagai mikroorganisme karena kemampuannya untuk
mempertahankan struktur gel pada suhu tinggi hingga 120°C. Gellan gum berasal
dari berbagai spesies seperti Sphingomonas, seperti S. pseudosanguinis dan S.
yabuuchiae. Salah satu keunggulan utama gellan gum dibandingkan media
lainnya adalah sifat yang termoreversibel, di mana gel akan mengeras saat
didinginkan dan kembali mencair ketika dipanaskan. Karakteristik ini sangat
bermanfaat dalam aplikasi yang memerlukan pengelolaan suhu secara presisi.
Selain itu, gellan gum mampu membentuk gel pada konsentrasi yang lebih rendah
dibandingkan agar, sehingga lebih hemat biaya dan memberikan dampak sensorik
yang lebih optimal. Gellan gum juga memiliki ketahanan terhadap sineresis, yaitu
kemampuan untuk mencegah keluarnya cairan dari gel, yang berperan penting
dalam menjaga stabilitas dan daya tarik visual produk dalam jangka waktu yang
lama (Abdl Aali & Al-Sahlany, 2024).

Penelitian yang dilakukan oleh (Janssen et al., 2002) diketahui bahwa DNB
(Dilute Nutrient Broth) yang dipadatkan dengan gellan gum terbukti menjadi
media yang lebih baik untuk mengkultur bakteri tanah, dengan jumlah sel hidup
yang dihitung tanpa sonikasi sebesar 7.5% dan dengan sonikasi mencapai 14.1%
dari jurnal total sel yang diamati secara mikroskopis. Selain itu, dalam studi
(Suzuki, 2001), isolasi strain menggunakan media berbasis gellan gum berhasil
menghasilkan 10 senyawa bioaktif baru. Pada media agar konvensional, strain-

strain memiliki keterbatasan dalam membentuk spora, namun mampu tumbuh



dengan baik dan menghasilkan spora pada media Humic acid-MOPS Gellan gum
(HMG), kecuali Streptomyces strain A 5008.

Berdasarkan penelitian sebelumnya, maka penelitian ini menggunakan gellan

gum sebagai gelling agent untuk mengetahui kemampuan gellan gum sebagai

alternatif media penyimpanan isolat bakteri. Diharapkan hasil yang diperoleh

dapat memberikan informasi yang bermanfaat dalam upaya menjaga viabilitas dan

stabilitas isolat bakteri.

1.2 Perumusan Masalah

Rumusan masalah pada penelitian ini adalah:

1.

Bagaimana pengaruh variasi konsentrasi gellan gum terhadap viabilitas

isolat bakteri selama penyimpanan?

. Berapa konsentrasi gellan gum yang paling optimal untuk

mempertahankan viabilitas isolat bakteri selama penyimpanan?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah:

1.

Menganalisis pengaruh variasi konsentrasi gellan gum terhadap viabilitas

isolat bakteri selama penyimpanan.

2. Menentukan konsentrasi gellan gum yang paling optimal untuk

mempertahankan viabilitas isolat bakteri selama penyimpanan.

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah:

1.

Memperluas pemahaman dan informasi tentang efektivitas dalam menjaga
isolat bakteri selama penyimpanan.

Memberikan kontribusi dalam pengembangan metode alternatif
penyimpanan bakteri yang lebih sederhana.

Sebagai referensi untuk penelitian mendatang dengan topik yang sama.

1.5 Ruang Lingkup

Ruang lingkup dari penelitian ini adalah:



. Lokasi penelitian berada di Laboratorium Bioteknologi Jurusan Teknik

Lingkungan Universitas Islam Indonesia.

. Menggunakan empat isolat bakteri koleksi Laboratorium Bioteknologi

yaitu Arthrobaacter aurescens (BR 13), Arthrobaacter aurescens (BR
35), Rhizobacter fulvus (BR 47), dan Alsobacter metallidurans (BRU 50).
. Media pertumbuhan isolat bakteri menggunakan Dilute Nutrient Broth
(DNB) dan gellan gum.

. Konsentrasi gellan gum yang digunakan sebesar 1% dan 2%.



BAB II
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Gellan Gum

Gellan gum adalah eksopolisakarida mikroba yang diproduksi oleh
Sphingomonas elodea dan Sphingomonas paucimobilis, adalah salah satu polimer
yang paling banyak digunakan karena sifatnya yang serbaguna dan karena
merupakan biomaterial berbiaya rendah yang diproduksi pada skala industri
dengan kualitas reproduktif yang tinggi. Setelah gellan gum disetujui oleh FDA
pada tahun 1992 untuk digunakan sebagai aditif makanan, minat pada polisakarida
ini untuk biomedis, farmasi, dan bidang lainnya telah meningkat pesat karena
biokompatibilitas dan biodegradabilitasnya. Terdapat dua jenis gellan gum yaitu
gellan gum alami (native gellan gum) (Gambar 2.1) yang dikenal sebagai high
acyl gellan gum, dan gellan gum yang telah dideasetilasi (deacetylated gellan
gum) (Gambar 2.2), yang dikenal sebagai low acyl gellan gum. Perbedaan utama
antara keduanya terletak pada dua gugus asli, yaitu gilserat dan asetat, yang

terdapat pada unit tetrasakarida gellan gum alami (Gomes et al., 2023).

OH

Gambar 2. 1 Native Gellan Gum

Sumber: Gomes, 2023
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Gambar 2. 2 Deacylated Gellan Gum

Sumber: Gomes, 2023

Gellan gum terdiri dari unit tetrasakarida, dengan komposisi dua residu -D-
glukosa, satu residu B-D-glukuronat, dan satu residu a-L-ramnosa. Proporsi
kandungan dalam gellan gum adalah sekitar 60% glukosa, 20% rhamnose, dan
20% glukuronat. Dalam unit tetrasakarida yang berulang, gugus gliserat selalu
hadir di setiap unit, sementara gugus asetat hanya muncul pada dua unit
tetrasakarida yang berulang. Gugus asli ini dapat dihilangkan melalui proses
klasifikasi menggunakan perlakuan alkali, yang menghasilkan gellan gum yang
telah dideasetilasi (Gomes et al., 2023).

Gellan gum merupakan salah satu jenis hidrogel yang dapat digunakan
bersama polisakarida lain seperti agar, xanthan gum, dan carrageenan. Secara
umum, gellan gum memiliki keuntungan dalam membentuk gel pada kadar yang
rendah dan sifat termoversibel. Selain itu, gellan gum juga memiliki daya optimal
untuk menghambat sineresis sehingga stabilitas gel dapat terjaga dalam waktu
yang lama. Gellan gum juga memiliki kejernihan tinggi dan kemampuan dalam
membentuk lapisan film. Disamping itu, gellan gum juga memiliki kekurangan
yaitu gellan gum memerlukan konsentrasi yang tinggi daripada agen pembentuk
gel lainnya, dan keberadaan beberapa ion tertentu dapat mempengaruhi tekstur gel

lainnya (Abdl Aali & Al-Sahlany, 2024).

2.2 Karakteristik Bakteri

Seluruh bakteri yang digunakan berasal dari hasil isolasi endapan vulkanik
Gunung Merapi setelah letusan tahun 2010. Gunung Merapi, sebuah stratovolcano
aktif di Indonesia pada letusan tersebut mempengaruhi seluruh wilayah di

sekitarnya. Tiga tahun pasca letusan, wilayah terdampak menunjukkan munculnya



area tertutup lumut pada endapan vulkanik sehingga menjadi lokasi penelitian
yang unik untuk mengklarifikasi hubungan antara kolonisasi lumut dan komunitas

mikroba (Lathifah et al., 2019).

2.2.1 Arthrobacter aurescens

Arthrobacter merupakan salah satu genus eubakteri yang banyak
ditemukan di lingkungan tanah dan bersifat kosmopolitan. Selain di tanah, bakteri
ini juga dapat ditemukan di habitat ekstrim seperti lapisan tanah bawah
permukaan yang dalam, laut Arktik, hingga tangki limbah radioaktif. Arthrobacter
dikenal memiliki kemampuan metabolisme yang sangat fleksibel, terutama dalam
memanfaatkan berbagai senyawa sebagai sumber karbon. Beberapa spesies dari
Arthrobacter telah diidentifikasi memiliki potensi besar dalam proses
bioremediasi, karena kemampuannya dalam mendegradasi senyawa polutan yang
bersifat toksik seperti endotal, nikotin, nitrogliserin, campuran fenol, hingga
herbisida berbahan dasar atrazin. Secara taksonomi, Arthrobacter diklasifikasikan
sebagai bakteri gram positif aerobik dengan kandungan GC yang tinggi. Bakteri
ini termasuk ke dalam kelas Actinobacteria, ordo Actinomycetales, dan famili
Micrococcaeceae. Terdapat tiga strain Arthrobacter yaitu Arthrobacter aurescens
TC11, Arthrobacter chlorophenolicus A6, dan Arthrobacter sp. FB24.
Arthrobacter aurescens TC1 merupakan strain yang diisolasi dari tanah di lokasi
tumpahan herbisida atrazin di South Dakota. Strain in diketahui mampu tumbuh
dengan berbagai jenis senyawa karbon serta memiliki kemampuan dalam
menguraikan senyawa xenobiotik (Pal et al., 2011).

Genom Arthrobacter aurescens TC1 memiliki 11 pulau genomik yang
terdiri dari 180 gen dengan komposisi GC dan pola nukleotida yang berbeda
dibandingkan dengan bagian lain dari genomnya. Pulau-pulau ini mengandung
gen-gen yang berfungsi dalam metabolisme, regulasi transkripsi, serta resistensi,
yang mendukung strategi hidup tipe-K yang menitikberatkan pada daya tahan dan
keunggulan kompetitif. Berdasarkan hasil analisis fungsi gen, sekitar 17,7% gen
pada genom Artrhobacter aurescens TC1 berperan dalam proses metabolisme
energi. Jumlah ini jauh lebih tinggi dibandingkan dengan organisme lain yang

umumnya hanya memiliki 4% hingga 7% gen untuk fungsi tersebut. Kondisi ini



menggambarkan kapasitas metabolik yang besar serta kemampuan adaptasi

ekologis yang tinggi dari Arthrobacter aurescens TC1 (Mongodin et al., 2006).

2.2.2 Rhizobacter fulvus

Genus Rhizobacter pertama kali dikenalkan oleh Goto dan Kuwata pada
tahun 1988, dan kemudian diperbarui oleh Stackebrandt dan rekan-rekannya pada
tahun 2009. Genus ini diketahui terdiri dari dua spesies yang namanya telah
dipublikasikan secara resmi yaitu Rhizobacter dauci dan Rhizobacter fulvus.
Bakteri yang termasuk dalam genus Rhizobacter umumnya berbentuk batang,
bersifat gram negatif, aerob, tidak membentuk spora, dan menunjukkan hasil
positif pada uji oksidase. Rhizobacter fulvus pertama kali diisolasi dari tanah di
lahan budidaya ginseng yang ada di Korea Selatan (Wei et al., 2015). Secara
taksonomi, bakteri  Rhizobacter  fulvus termasuk ke dalam kelas
Gammaproteobacteria, ordo Pseudomonadales, dan famili Pseudomonadaceae.

Rhizobacter fulvus merupakan spesies baru yang berasal dari reklasifikasi
dari Methylibium fulvum. Secara morfologi, bakteri ini memiliki sel yang motil
dengan satu flagela di kutub sel dan menunjukkan hasil negatif pada uji katalase.
Bakteri ini mampu mereduksi nitrat menjadi nitrit, dan mampu menghidrolisis
aesculin, tetapi tidak mampu menghidrolisis substrat lain seperti pati, xilan, kitin,
CM-selulosa, kasein, maupun DNA. Beberapa substrat yang dapat dimanfaatkan
untuk pertumbuhan antara lain D-fruktosa, D-likosa, L-ksilosa, sukrosa, asetat,
sitrat, laktat, 3-hidroksibutirat, 3-hidroksibenzoat, D-sorbitol, D-manitol, serta
asam amino seperti L-asparagin, L-glutamat, dan L-prolin. Di sisi lain, substrat
seperti D-galaktosa, D-glukosa, L-arabinosa, maltosa, serta berbagai jenis asam
organik dan asam amino lainnya tidak dapat digunakan sebagai sumber

pertumbuhan (Stackebrandt et al., 2009).

2.2.3 Alsobacter metallidurans

Alsobacter metallidurans merupakan bakteri berbentuk batang yang
tergolong dalam bakteri gram negatif, tidak bergerak (non motil), dan tidak
membentuk spora. Bakteri ini bersifat aerobik serta memperoleh energi melalui

proses kemo-organotrofik. Hasil analisis sekuens gen 16S rRNA menunjukkan



bahwa bakteri ini termasuk dalam kelompok Alphaproteobacteria, namun berasal
dari garis keturunan yang sebelumnya belum pernah dibudidayakan. Kerabat
dekat dari bakteri ini yang sudah dikenal sebelumnya berasal dari famili
Methylocystaceae dan Beijerinckiaceae yang keduanya termasuk ordo Rhizobiales.
Pertumbuhan optimal terjadi pada suhu sedang (25 - 30°C) dan pH netral (sekitar
pH 7). Secara fisiologis, Alsobacter metallidurans menunjukkan aktivitas enzim
seperti alkalin fosfatase, leusin arilamidase, asam fosfatase, dan naftol
fosfohidrolase, sedangkan aktivitas valin arilamidase hanya terdeteksi dalam
jumlah kecil. Alsobacter metallidurans mampu memanfaatkan senyawa sebagai
sumber karbon, termasuk asetat, D-glukosa, L-arabinosa, L-glutamat, piruvat, dan

suksinat (Bao et al., 2014).

2.3 Pertumbuhan Bakteri

Peningkatan yang berkelanjutan pada seluruh bagian sel organisme dikenal
sebagai pertumbuhan. Pertambahan jumlah individu pada organisme uniseluler
terjadi melalui pembelahan atau reproduksi sel. Pertumbuhan bakteri juga dapat
diamati melalui peningkatan jumlah maupun massa sel. Bakteri berkembang biak
dengan mekanisme pembelahan biner, di mana satu sel membelah menjadi dua sel
baru. Oleh karena itu, pertumbuhan bakteri dapat diukur melalui peningkatan

jumlah sel (Suryani & Taupiqurrahman, 2021).
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Gambar 2. 3 Kurva Pertumbuhan Bakteri

Sumber: Yani Suryani, 2022



Pola pertumbuhan mikroorganisme umumnya digambarkan melalui kurva
pertumbuhan bakteri (Gambar 2.3) yang mencerminkan seluruh siklus hidup
bakteri mulai dari fase lag, fase ekponensial, fase stasioner, hingga fase kematian.
Fase lag merupakan fase awal ketika bakteri mulai beradaptasi setelah
dipindahkan ke lingkungan atau ke media baru yang berbeda dengan media
sebelumnya. Pada tahap ini, sel bakteri melakukan penyesuaian metabolik agar
bisa bertahan dan mulai tumbuh di kondisi yang baru. Lama fase lag dipengaruhi
oleh berbagai faktor seperti jenis bakteri, perubahan kondisi lingkungan, serta
kondisi kultur sebelumnya. Jika kultur yang sedang tumbuh secara aktif dalam
fase eksponensial dipindahkan ke media baru dengan kondisi lingkungan yang
serupa, maka fase lag bisa saja tidak terjadi. Namun, jika kultur dipindahkan dari
media yang kaya nutrisi ke media dengan kandungan nutrisi yang lebih rendah,
maka sel akan memasuki fase lag karena membentuk enzim dan metabolit yang
dibutuhkan untuk bertahan hidup dilingkungan yang baru (Wahyuningsih &
Zulaika, 2018).

Fase eksponensial atau fase log merupakan tahap kedua dalam kurva
pertumbuhan mikroba yang ditandai dengan laju pertumbuhan yang sangat cepat.
Pada fase ini sel bakteri membelah secara aktif dan jumlah populasi meningkat
secara signifikan dalam waktu yang relatif singkat. Kecepatan pertumbuhan pada
fase ini sangat dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti suhu, pH, ketersediaan
nutrisi dalam media, serta karakter genetik dari mikroba itu sendiri. Fase
eksponensial juga merupakan fase penting dimana mikroba mengalami
pembelahan sel secara teratur yang dikenal dengan istilah waktu generasi. Fase
stasioner merupakan tahap ketiga dimana laju pertumbuhan mikroba setara
dengan laju kematiannya sehingga jumlah total mikroba akan tetap. Bakteri yang
tumbuh akan mencapai titik di mana laju pertumbuhannya mulai menurun. Hal ini
menandakan awal dari fase stasioner. Sementara itu, fase kematian ditandai
dengan meningkatnya laju kematian mikroba yang melebihi laju pertumbuhan
(Risna et al., 2022).

Menurut (Suryani, 2011), terdapat beberapa faktor yang memengaruhi
pertumbuhan mikroorganisme, yaitu ketersediaan nutrien, air, suhu, pH, dan

ketersediaan oksigen. Nutrien berfungsi untuk membuat energi dan membuat
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komponen sel, dengan karbon sebagai sumber energi utama. Namun, beberapa
mikroorganisme juga dapat memanfaatkan nitrogen dari senyawa organik atau
anorganik. Selain itu, ketersediaan air sangat penting karena 70-80% komponen
sel terdiri dari air. Air diperlukan untuk pertumbuhan, perkembangbiakan, dan
reaksi biokimia. Suhu juga memengaruhi aktivitas enzim dan pertumbuhan
mikroorganisme, suhu ideal biasanya sekitar 30°C. Pertumbuhan mikroorganisme
akan meningkat seiring meningkatnya suhu hingga mencapai titik maksimum,
tetapi akan menurun drastic jika suhu lebih tinggi. Selain suhu, pH lingkungan
juga memengaruhi pertumbuhan mikroorganisme, dengan kisaran ideal antara 6,5
dan 7,5. Mikroorganisme biasanya sulit bertahan pada pH di bawah 5 atau di atas
8, tetapi beberapa spesies mampu menyesuaikan diri dengan kondisi ekstrim.
Bukan hanya itu, ketersediaan oksigen juga sangat penting karena masing-masing
mikroorganisme membutuhkan jumlah oksigen yang berbeda-beda tergantung
pada jenisnya. Beberapa mikroorganisme membutuhkan oksigen untuk
metabolisme aerobik, sementara yang lain dapat tumbuh dalam kondisi anaerobik

atau bahkan dalam lingkungan dengan kadar oksigen yang sangat rendah.

2.4 Pertumbuhan Koloni Bakteri

Jumlah bakteri menentukan efektivitas kinerjanya. Untuk memastikan bahwa
ada bakteri hidup, metode perhitungan koloni masih viabel digunakan. Dalam
analisis ini, jumlah koloni yang dapat diterima berkisar antara 30 hingga 300.
Mengalikan jumlah koloni pada cawan dengan faktor pengenceran yang
digunakan adalah cara untuk mengetahui jumlah bakteri total dalam suspensi
(Meitasari, 2021). Koloni yang digunakan dalam perhitungan harus memenuhi
beberapa kriteria, antara lain:

1. Satu koloni dihitung satu koloni.

2. Dua koloni yang bertumpuk menjadi satu dihitung satu koloni.

3. Beberapa koloni yang bergabung menjadi satu dihitung satu koloni.

4. Dua koloni yang berdekatan dan masih dapat dibedakan dihitung 2 koloni.
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2.5 Karakterisasi Morfologi Bakteri

Salah satu prosedur dasar yang umum dilakukan dalam penelitian mengenai
mikrobiologi adalah karakterisasi morfologi bakteri. Karakterisasi yang dilakukan
meliputi identifikasi sel bakteri dengan pengecatan gram dan identifikasi koloni
bakteri. Tujuan dari identifikasi morfologi sel bakteri adalah untuk
mengumpulkan data tentang morfologi dan karakteristik dinding sel bakteri dari
dua kelompok utama, yaitu bakteri gram positif dan bakteri gram negatif. Proses
identifikasi bakteri baik secara manual maupun dengan metode rapid test
menggunakan test kit, bergantung pada data hasil pengecatan gram (Prayekti et al.,
2022).

Dua jenis bakteri yaitu bakteri gram positif dan bakteri gram negatif,
dibedakan berdasarkan reaksi terhadap pewarnaan gram. Bakteri gram positif
menunjukkan warna ungu karena dinding selnya dapat mempertahankan
pewarnaaan kristal violet meskipun terpapar larutan dekolorisasi seperti alkohol.
Sedangkan bakteri gram negatif tidak dapat mempertahankan pewarnaan ungu
karena dinding selnya lebih tipis, yang mana membuat bakteri gram negatif lebih
mudah terpapar oleh larutan dekolorisasi (Permana, 2021).

Pada pengecatan gram, hasil yang diperoleh bergantung pada komposisi
dinding sel bakteri. Proses pengecatan gram menggunakan 4 jenis reagen yaitu
kristal violet, iodin, alkohol, dan fuchsin alkali. Perwarnaan gram bergantung
pada perubahan struktur dinding sel bakteri. Perubahan ini memengaruhi
permeabilitas zat warna dan bagaimana bakteri bertindak terhadap larutan pencuci.
Bakteri gram positif maupun gram negatif memiliki lapisan peptidoglikan yang
tebal sehingga keduanya akan menyerap pewarna kristal violet. Namun, karena
dinding sel bakteri gram negatif memiliki banyak lipid, warna kristal violet akan
luntur ketika dicuci menggunakan alkohol. Kemudian, pada saat ditambahkan
fuchsin alkali, bakteri gram negatif akan menyerap zat warna tersebut yang
menyebabkan bakteri gram negatif berwarna merah (Mahmudah et al., 2016).

Dalam mikrobiologi, istilah morfologi sel mengacu pada bentuk dasar sel
suatu organisme. Beragam bentuk morfologi telah teridentifikasi pada organisme
prokariotik, dengan beberapa diantaranya diklasifikasikan ke dalam bentuk-

bentuk umum yang telah menjadi bagian dari terminologi dasar dalam bidang
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mikrobiologi. Bakteri dengan bentuk bulat dikenal sebagai coccus, sedangkan
yang memiliki bentuk silindris disebut sebagai batang atau bacillus. Bentuk lain
yang ditemukan adalah spirillum yaitu bakteri yang berbentuk batang tetapi
melintir menjadi spiral (Michael T. Madigan et al., 2012). Contoh morfologi sel
bakteri dapat dilihat pada Gambar 2.4.
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Gambar 2. 4 Contoh Morfologi Sel Bakteri

Sumber: (Michael T. Madigan et al., 2012)

Setiap spesies bakteri memiliki bentuk koloni yang beragam dan menjadi
karakteristik khas dari spesies tersebut. Pengamatan terhadap morfologi koloni
bakteri dilakukan untuk mendukung proses identifikasi hingga tingkat genus
maupun spesies. Karakteristik morfologi yang diamati meliputi bentuk koloni,

tepi koloni, elevasi koloni, dan warna (Agustina et al., 2022).

Tabel 2. 1 Morfologi Koloni Bakteri

No | Morfologi Koloni Bakteri Gambar Keterangan
o
1 Bentuk Koloni i Circular
ol Irregular
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No | Morfologi Koloni Bakteri Gambar Keterangan
W Rizoid
B Entire
AR
¢ }f Undulate
2 Tepi Koloni ~ ]
“Nr S Lobate
A
W) Curled
S Flat
3 Elevasi Q Raised
Q Convex

Sumber: SNI 9099:2024

2.6 Penelitian Sebelumnya

Berikut ini adalah beberapa sumber penelitian sebelumnya yang membantu

dan mendukkung penelitian tugas akhir ini dapat dilihat pada Tabel 2.2.

Tabel 2. 2 Penelitian Sebelumnya

Nama Peneliti dan .
No Tahun Penelitian Judul Penelitian

Hasil Penelitian

Improved Culturability of
Soil Bacteria and Isolation
in Pure Culture pf Novel

1 (Janssen et al., 2002) Members of the Divisions

Dilute Nutrient Broth (DNB)
yang dipadatkan dengan
gellan gum terbukti menjadi
media yang lebih baik untuk
mengkultur bakteri tanah,
dengan jumlah sel hidup

Acidobacteria, yang dihitung tanpa

Actinobacteria, sonifikasi sebesar 7.5% dan

Proteobacteria, and | dengan sonikasi mencapai

Verrucomicrobia 14,1% dari jurnal total sel
yang diamati secara
mikroskopis.

Establishment and Use of
2 (Suzuki, 2001) Gellan gum Media for
Selective  Isolation and

Isolasi strain menggunakan
media berbasis gellan gum
berhasil menghasilkan 10
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Nama Peneliti dan

No Tahun Penelitian

Judul Penelitian

Hasil Penelitian

Distribution
Spesific
Actinomycetes

Survey

of

Rare

senyawa bioaktif baru. Pada

media agar konvensional,
strain-strain memiliki
keterbatasan dalam
membentuk spora, namun

mampu tumbuh dengan baik
dan menghasilkan spora pada
media Humic acid - MOPS
Gellan gum (HMG), kecuali
Streptomyces strain A 5008.

3 | (Rygaard et al., 2017)

Effect of Gelling Agent

and
Signaling Molecules

Extracellular

on

the Culturability of Marine

Bacteria

Agar yang digantikan dengan
gellan gum dapat
meningkatkan jumlah bakteri
viabel 3 hingga 40 kali lipat,
tergantung pada komposisi
media dan kondisi inkubasi.
Tingkat kulturabilitas
tertinggi adalah 6,6%
dibandingkan dengan jumlah
sel yang diamati secara
langsung. Menurut analisis
sekuensing amplicon V4,
varietas bakteri yang dapat
dikultur dipengaruhi oleh
perubahan agen pemadat.
Perubahan ini
memungkinkan  kelompok
bakteri yang sebelumnya
tidak dapat tumbuh pada
media berbasis agar untuk
berkembang biak.

(Borisovna et al.,
2024)

Gellan
Nutrient
Increases the Diversi

gum-Based
Medium

ty of

Cultivated Groups of Soil

Microorganisms

Komposisi mikroba pada
gellan gum dan agar-agar
berbeda secara signifikan.
Pada gellan gum,
keberagaman mikroba lebih
besar pada media oligotrofik,
yang merupakan modifikasi
dari media R2A. beberapa
jenis  bakteri  ditemukan
jarang atau bahkan tidak
dapat tumbuh pada media
agar-agar akan tetapi tumbuh
pada gellan gum.

Berdasarkan beberapa sumber penelitian terdahulu, dapat diketahui bahwa

gellan gum efektif meningkatkan pertumbuhan dan keanekaragaman mikroba,

dapat mengkulturkan bakteri tanah dengan baik, dan dapat menghasilkan senyawa
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bioaktif baru. Namun, belum diketahui bagaimana konsentrasi gellan gum dapat
mempengaruhi ketahanan dan viabilitas isolat bakteri saat dilakukan penyimpanan.
Oleh karena itu, dilakukan penelitian ini untuk memberikan informasi mengenai
bagaimana pengaruh konsentrasi gellan gum terhadap viabilitas isolat bakteri

selama penyimpanan.
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BAB III
METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Lokasi
Penelitian ini dimulai pada bulan Maret 2025 hingga Agustus 2025. Adapun
lokasi penelitian berada di Laboratorium Bioteknologi, Program Studi Teknik

Lingkungan, Universitas Islam Indonesia.

3.2 Alat dan Bahan
Pada penelitian ini alat dan bahan yang digunakan dapat dilihat pada Tabel 3.1.

Tabel 3. 1 Alat dan Bahan

No Alat Bahan

1 | Gelas Ukur 4 Isolat Bakteri

2 | Erlenmeyer Nutrient Broth (NB) (Merck)
3 | Gelas Beaker Nutrient Agar (NA) (Merck)
4 | Tabung Reaksi Gellan gum (Himedia)

5 | Cawan Petri Plate Count Agar (PCA) (Merck)
6 | Jarum Inokulasi Alkohol 70%

7 | Spatula Alkohol 96%

8 | Bunsen Aquades

9 | Mikropipet Safranin

10 | Laminar Air Flow Kristal Violet

11 | Batang Pengaduk lodin

12 | Lemari Pendingin Sarung Tangan

13 | Inkubator Masker

14 | Colony Counter Kertas Label

15 | Autoclave Kertas Cokelat

16 | Timbangan Alat Tulis

17 | Kaca Arloji Aluminium Foil

18 | Pipet Ukur

19 | Karet Hisap

20 | Magnetic Stirrer

21 | Mikroskop

22 | Kaca Preparat

23 | Shaker Waterbath
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3.3 Tahapan Penelitian

Berikut adalah diagram alir yang menggambarkan tahapan yang dilakukan

selama penelitian, seperti yang ditunjukkan pada Gambar 3.1.

Mulai
Studi Lteratu:
Pengllmp‘tlan Dats
| Dﬂtﬂiﬁmer | Data E'El'ku.uder |
Persiapan alat j'anhahanmtuk] | Studi Lt:erﬂtur |
pengujian
| Pembuatan Media |
| lunL.ﬂasiIilatBakteﬁ |
| Pengecatn Gram |
| Pengn‘mpamjlmlm Balkter |
»  AnalisisData [«
Laporan
Seisai

Gambar 3. 1 Tahapan Penelitian
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3.4 Pembuatan Media

Media stok bakteri adalah media pertumbuhan yang disiapkan dalam jumlah
tertentu dan disterilkan untuk disimpan dalam jangka waktu tertentu, sehingga
siap digunakan saat dibutuhkan tanpa harus mengambil langsung dari kultur
aslinya secara berulang. Dalam penelitian ini, media stok yang digunakan adalah
Nutrient Broth (NB) dan Nutrient Agar (NA). Untuk pembuatan NB, sebanyak
0,44 gram NB dituangkan dalam gelas beaker lalu ditambahkan aquades sebanyak
55 mL, kemudian diaduk menggunakan magnetic stirrer sampai semua larut.
Larutan NB kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi sebanyak 5 mL lalu
ditutup menggunakan kapas. Setelah itu, sterilisasi media NB menggunakan
autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. Sedangkan untuk pembuatan NA,
sebanyak 1,1 gram NA dilarutkan dalam 55 mL aquades, kemudian dipanaskan
menggunakan magnetic stirrer sampai agar terlarut. NA yang sudah larut
dimasukkan ke dalam tabung reaksi sebanyak 5 mL lalu ditutup dengan kapas.
Setelah itu, sterilisasi media NA menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama
15 menit. Berikut merupakan diagram alir yang menunjukkan tahapan pembuatan
media stok Nutrient Agar (NA) miring (Gambar 3.2) dan Nutrient Broth (NB)
(Gambar 3.3).

Timbang sebanyak 1,1 gr Ambil sebanyak 5 mL
NA dan mazukkan ke larutan NA lalu masuklkan
dalam erlenmeyer. ke dalam tabung reaks=i

Tambahkan aquades Stenilizazi NA
sebanyak 53 mL ke menggunakan autoclave
dalam erlenmeyer o
i Dmginkan media lalu
Aduk hingga hnm-:rgen letakkan tabung dalam posiz
menggunakan magnetic miring hingea NA memadat
stirrer pada hotplate membentuk agar minng

Gambar 3. 2 Pembuatan Media NA Miring
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Timbang sebamyak 0,44 gr Ambil sebamyak 5 mL

NB dan masukkan ke larutan NB lalu masukkan
dalam erlenmeyer. ke dalam tabung reak=
Tambahkan aguades Sterilizasi NB
sebanyak 33 mL ke menggunakan autoclave
dalam erlenmeyer o
Aduk hingga homogen
menggunakan mapgnetic
shirrer pada hotplate

Gambar 3. 3 Pembuatan Media Nutrient Broth (NB)

Media pertumbuhan mikroorganisme merupakan campuran nutrisi yang
diformulasikan sedemikian rupa untuk mendukung pertumbuhan mikroorganisme.
Nutrisi yang terkandung di dalam media akan dimanfaatkan oleh mikroorganisme
dalam bentuk molekul-molekul kecil yang kemudian digunakan untuk membentuk
struktur dan komponen sel. Setiap mikroorganisme memiliki kebutuhan nutrisi
yang berbeda, baik dari segi jenis maupun jumlahnya. Oleh karena itu, media
pertumbuhan bakteri perlu diformulasikan dengan kandungan nutrisi yang
memadai untuk mendukung proses pertumbuhan dan perkembangan bakteri
secara optimal (Novitasari et al., 2019).

Media pertumbuhan bakteri yang digunakan dalam penelitian ini adalah Dilute
Nutrient Broth (DNB) + Gellan gum dengan variasi konsentrasi gellan gum
sebesar 1% dan 2%. Gellan gum adalah polisakarida yang memiliki viskositas
tinggi dan peka terhadap geseran, sehingga dapat mengalami perubahan struktur
dan viskositas ketika mengalami tegangan geser. Pada konsentrasi di bawah 0,9%,
gellan gum terdeasetilasi menunjukkan perilaku Newtonian sedangkan pada
konsentrasi diatas 1% menunjukkan perilaku aliran plastis. Karakteristik gelasi
pada gellan gum sangat dipengaruhi oleh jenis dan konsentrasi kation, pH, suhu,

dan konsentrasi polimer dalam larutan (Gomes et al., 2023).
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Tahap awal pembuatan media DNB adalah dengan mengencerkan Nutrient
Broth (NB) sebanyak 100 kali. Proses ini dilakukan dengan menyiapkan 100 ml
larutan NB kemudian mengambil 1 ml larutan NB dan memasukkannya ke dalam
Erlenmeyer 100 ml yang berisi 99 ml aquades. Setelah itu, larutan kemudian
dihomogenkan hingga tercampur secara merata. Sementara itu, pembuatan DNB +
gellan gum mengikuti prosedur yang sama dengan pembuatan DNB, akan tetapi
ditambahkan gellan gum ke dalam media sebesar 1% dan 2%. Berikut adalah

diagram alir (Gambar 3.4) yang menunjukkan tahapan pembuatan media DNB +

gellan gum.
: Ambil larutan DNE sebamyak 25
Timbang sebanyak 0,08 gr L
NB dan masukkan ke ml. lalu masukkan ke dalam
dalam gelas beaker masing-masing dar J
= ' erlenmeyer berubouran 100 mL
Tambahkan gellan gum sebanyak
Tambahkan aquades o rnome o e
sebanyak 10 mL ke 1% (0.25 gr) dan 2% (0.3 gr) ke
dalam velas beaker dalam mazing-masing e:r_le_nmeyer
= 100 mL vang sudah terisi DINB
Aduk hingga homogen Homogenkan larmtan menggunakan
menggunzkan magnetic magnetic stirrer di atas hotplate
stirrer pada hotplate hingga larut

I

Ambil sebanyak 1 mL
larutan NE lalu tuangkan ke
dalam zelas ukur 100 mL

|

Tambahkan 99 mL
aquades ke dalam gelaz
ukur 100 mL

I

Sterilizasi larutan
menggunzakan autoclave

Gambar 3. 4 Pembuatan Media DNB + Gellan Gum



Gellan gum mempunyai karakteristik fisik dan kimia yang berperan dalam
mempertahankan viabilitas bakteri selama penyimpanan. Secara fisik, gellan gum
dapat membentuk gel yang stabil meskipun digunakan pada konsentrasi yang
rendah, dengan kekuatan dan elastisitas yang dapat disesuaikan melalui
penambahan ion seperti Ca** dan Mg?". Struktur gel yang dihasilkan bersifat
porus sehingga memungkinkan terjadinya difusi nutrien dan oksigen dalam
jumlah cukup untuk mendukung aktivitas metabolisme rendah tanpa memicu
pertumbuhan berlebihan. Gellan gum juga memiliki stabilitas tinggi terhadap
variasi suhu dan pH sehingga matriks gel tetap terjaga pada berbagai kondisi
penyimpanan. Secara kimia, gellan gum tersusun atas tetrasakarida berulang yang
terdiri dari glukosa, rhamnosa dan asam glukuronat. Komponen ini bersifat inert
secara nutrisi sehingga tidak mudah terdegradasi oleh sebagian besar bakteri non-
degrader. Gugus asam glukuronat juga berperan dalam peningkatan ion logam
yang membentuk ikatan silang, memperkuat struktur gel, serta memberikan
perlindungan fisik dan stabilitas terhadap sel bakteri. Kombinasi antara sifat fisik
dan kimia tersebut menjadikan gellan gum mampu menjaga kelangsungan hidup
bakteri selama proses penyimpanan (Abdl Aali & Al-Sahlany, 2024).

Jika dibandingkan dengan agar, gellan gum menawarkan keunggulan yang
lebih relevan dalam konteks penyimpanan bakteri. Agar diketahui memiliki
keterbatasan seperti agar memungkinkan untuk mengalami degradasi oleh enzim
agarase yang diproduksi oleh bakteri tertentu. Selain itu, terbatasnya difusi nutrien
pada konsentrasi yang tinggi, dimana dapat menyebabkan pertumbuhan koloni
menjadi terhambat bahkan menurunkan viabilitas bakteri. (Bonnet et al., 2020).
Agar juga diketahui mampu menghambat pertumbuhan banyak spesies mikroba.
Hambatan ini disebabkan oleh beberapa hal, seperti terbentuknya reaksi Reactive
Oxygen Species (ROS), dimana adanya kontaminan organik beracun atau efek
persaingan antar mikroba (Demin et al., 2024).

Pemilihan konsentrasi 1% dan 2% dalam penelitian ini didasarkan pada
pertimbangan sifat fisik gel yang terbentuk. Penelitian (Saha & Bhattacharya,
2010) yang menggunakan konsentrasi 0,5 — 3% gellan gum menunjukkan bahwa
peningkatan konsentrasi gellan gum hingga 2% masih menghasilkan gel dengan

kekuatan yang baik, sedangkan konsentrasi diatas 2% membuat gel terlalu kaku
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dan mengurangi elastisitasnya. Kondisi tersebut dapat membatasi difusi oksigen
dan nutrien yang diperlukan karena ketersediaan oksigen sangat mempengaruhi
proses pertumbuhan mikroorganisme (Yani Suryani, 2022). Oleh karena itu,
konsentrasi 1% digunakan sebagai representasi konsentrasi rendah, sementara 2%
dipilih sebagai batas optimal sebelum terjadi penurunan sifat gel yang berpotensi

menghambat viabiltas bakteri.

3.5 Inokulasi Isolat Bakteri

Pemindahan kultur bakteri murni ke dalam media pertumbuhan untuk
mendukung pertumbuhan dikenal sebagai inokulasi isolat bakteri. Proses ini
sangat penting dalam bidang bakteriologi untuk memastikan bahwa sampel yang
digunakan tidak terkontaminasi dan steril. Beberapa teknik yang umum digunakan
dalam inokulasi bakteri meliputi metode streak plate, spread plate, dan
pengenceran berseri (Panwar et al., 2023).

Inokulasi dilakukan dengan menyiapkan media DNB + gellan gum
konsentrasi 1% dan 2%. Kemudian diambil satu ose masing-masing suspensi
bakteri koleksi Laboratorium Bioteknologi, lalu diinokulasikan di media. Masing-
masing suspensi bakteri diinkubasi pada suhu 30°C selama satu bulan. Adapun
isolat bakteri yang digunakan ada empat yaitu Artrhobacter aurescens (BR 13),
Arhtrobacter aurescens (BR 35), Rhizobacter fulvus (BR 47), dan Alsobacter
metallidurans (BRU 50). Berikut merupakan diagram alir (Gambar 3.5) dari

inokulasi isolat bakteri.
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Dhziapkan media
DNB+gellan gum
konsentrasi 1% dan 2%

diambil satu ose masing-masing suspensi bakten
kolek= Laboratorium Bioteknologl, Program Studi
Telmk Lmgkungan, Universitas Islam Indonesia lalu
dimokulasikan di media

Inkubasi pada
suhu 30°C zelama 1

bulan.

Gambar 3. 5 Diagram Alir Inokulasi Bakteri

3.6 Pengecatan Gram

Pengecatan gram merupakan salah satu cara penting untuk mengidentifikasi
bakteri. Teknik ini menggunakan beberapa reagen, yaitu safranin sebagai pewarna
kontras, etanol 95% yang berperan sebagai dekolorisasi, iodin sebagai mordant,
dan kristal violet sebagai pewarna primer. Safranin memberikan warna merah
pada bakteri gram negatif. Mekanisme pewarnaan terjadi melalui interaksi ionik
antara pewarna basa dengan komponen peptidoglikan pada dinding sel bakteri,
khususnya gugus karboksil dan amino yang bermuatan negatif (Natarajan, 2018).

Dua jenis bakteri yaitu bakteri gram positif dan bakteri gram negatif,
dibedakan berdasarkan reaksi terhadap pengecatan gram. Bakteri gram positif
menunjukkan warna ungu karena dinding selnya dapat mempertahankan
pewarnaaan kristal violet meskipun terpapar larutan dekolorisasi seperti alkohol.

Sedangkan bakteri gram negatif tidak dapat mempertahankan pewarnaan ungu
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karena dinding selnya lebih tipis, yang mana membuat bakteri gram negatif lebih
mudah terpapar oleh larutan dekolorisasi (Permana, 2021).

Bakteri memiliki tiga bentuk dasar, yaitu kokus (bulat), basil (batang), dan
spirilum (lengkung). Bentuk bakteri dapat dipengaruhi oleh faktor usia serta
kondisi lingkungan yang kurang mendukung seperti keterbatasan nutrisi,
perubahan suhu, dan perubahan bentuk sel akibat stress. Selain itu, beberapa
bakteri juga dapat bersifat pleomorfik yang berarti memiliki variasi bentuk
meskipun tumbuh dalam lingkungan yang ideal. Bakteri biasanya berukuran
antata 0,5 dan 10 mikrometer (Suryani & Taupiqurrahman, 2021).

Pengecatan gram diawali dengan meneteskan kaca objek steril dengan
aquades sebanyak 4 tetes menggunakan pipet tetes. Isolat kemudian diambil
secara aseptik menggunakan jarum ose dan ditempatkan di atas kaca objek.
Kemudian sampel dikeringkan dengan cara melewatkannya di atas nyala api
bunsen sebanyak 3 — 4 kali. Setalah itu, isolat diberi kristal violet selama 1 menit,
kemudian dibilas menggunakan air mengalir dan dikeringkan. Selanjutnya, iodin
diteteskan pada preparat dan didiamkan selama 1 menit, lalu dicuci kembali
dengan aquades kemudian dikeringkan. Setelah itu, diteteskan alkohol 96%
selama 20 — 30 detik kemudian dibilas dengan air dan dikeringkan. Selanjutnya,
safranin diteteskan pada isolat dan dibiarkan selama 1 menit sebelum dikeringkan.
Preparat yang telah selesai diwarnai kemudian diamati menggunakan mikroskop
dengan perbesaran 100 x 10 untuk mengidentifikasi bakteri (Singh et al., 2017).
Diagram alir karakterisasi morfologi bakteri dengan pewarnaan gram dapat dilihat

pada Gambar 3.6.
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Kaca preparat ditetesi aquades
steril sebanyak 4 titik

—— | mengalir dan tunggu hingga

v

Tzolat diambil secara asepktik,
lalu diletaklean di atas kaca

objek untuk di encerkan.

Keringkan zampel
dengan dilewati 3-4 kali
di atas api bunsen

- ™)
Cuei sampel dengan aguades

kering
. J

.

-
Teteskan alkohol 96%: sebagai
dekolonsasi, lalu diamlan
zelama 30 detik

Cuei sampel dengan aquades
mengalir |:Ia|1 tungzu hingga

Teteskan zafranin laln
diamkan selama 1 memt

Teteskan kristal viclet pada
1zolat, lalu diamlcan zelama
1 menit
Cuei sampel dengan aquades Cuel sampel dengan aquades
mengalir dan tunggn hingga mengalir |:Ia|1 fungzzu hingga
kering
Teteskan iodin lalu diamk Amat 1zolat menggunakan
. mikroskop dengan perbes
selama 1 memnit A0=10

Gambar 3. 6 Diagram Alir Pengecatan Gram

3.7 Penyimpanan Isolat Bakteri

Isolat bakteri disimpan dalam media DNB + gellan gum dengan dua variasi
konsentrasi yaitu 1% dan 2%. Isolat tersebut kemudian diinkubasi pada suhu
30°C selama satu bulan untuk mengamati viabilitasnya selama masa penyimpanan.
Suhu berperan penting dalam proses pertumbuhan mikroba karena berkaitan
langsung dengan aktivitas enzim. Setiap mikroba memiliki kisaran suhu minimum,
optimum dan maksimum untuk dapat tumbuh. Kisaran tersebut mencakup suhu

30°C (Yani Suryani, 2022). Pertumbuhan bakteri dan fungi berlangsung optimal
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ketika disimpan pada suhu kamar yaitu sekitar 30°C (Elfrida Theresia P. Siburian
et al.,, 2012). Oleh karena itu, suhu 30°C dipilih dalam penelitian ini untuk
memastikan kondisi yang mendukung aktivitas metabolisme mikroba.

Selama periode inkubasi, viabilitas isolat bakteri Arthrobacter aurescens (BR
13), Arthrobacter aurescens (BR 35), Rhizobacter fulvus (BR 47), dan Alsobacter
metallidurans (BRU 50) diamati secara berkala dengan menghitung jumlah koloni
bakteri yang tumbuh pada media Plate Count Agar (PCA). Pengamatan dilakukan
pada hari ke-7, dan hari ke-23. Pemilihan hari ke-7 sebagai titik pengamatan awal
pada penelitian ini didasarkan pada beberapa hasil penelitian yang menunjukkan
adanya perubahan yang nyata pada viabilitas mikroba maupun sel pada periode
tersebut. Pada penelitian (Danah et al.,, 2019), penyimpanan hari ke-7
memperlihatkan signifikansi jumlah bakteri pada susu hasil pasteurisasi yang
disimpan pada kemasan. Sementara pada penelitian (Rinendyaputri & Arif
Wibowo, 2021), hari ke-7 dapat dianggap sebagai titik kritis untuk mengevaluasi
perubahan awal viabilitas baik pada sistem mikroba maupun kultur sel sehingga
relevan dijadikan pengamatan awal pada penelitian ini.

Dalam penelitian (Hutchison et al., 2019), media berbasis polisakarida yaitu
xanthan gum + L-cysteine dapat mempertahankan viabilitas berbagai bakteri
hingga 28 hari pada rentang suhu 22 - 40°C. Pada penelitian (Najafpour et al.,
2025), viabilitas probiotik selama 28 hari penyimpanan menunjukkan penurunan
selama penyimpanan pada semua perlakuan. Periode tiga hingga empat minggu
merupakan rentang waktu yang penting untuk mengevaluasi daya tahan media,
karena mendekati batas penyimpanan sebelum terjadi penurunan signifikan
viabilitas bakteri. Berdasarkan beberapa hasil studi yang didapatkan, hari ke-23
yang berada dalam rentang tiga hingga empat minggu dipilih sebagai titik
pengamatan untuk melihat tren ketahanan bakteri dalam mempertahankan
viabilitas.

3.8 Analisis Data

Analisis data dilakukan dengan melakukan pengujian viabilitas bakteri
menggunakan metode Total Plate Count (TPC) melalui serangkaian pengenceran
bertingkat. Pengujian diawali dengan mengambil 0,1 mL kultur bakteri yang telah

disimpan, kemudian diinokulasikan ke dalam media DNB + gellan gum. Kultur
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tersebut diinkubasi pada suhu 30°C selama 24 — 48 jam untuk memungkinkan
bakteri beradaptasi dan berkembang biak. Setelah inkubasi, 1 mL kultur diambil
dan dimasukkan ke dalam 9 mL aquades steril, menghasilkan pengenceran 107,
Selanjutnya 1 mL dari pengenceran tersebut dipindahkan ke 9 mL aquades steril
yang menghasilkan pengenceran 102, Proses ini dilanjutkan hingga mencapai
pengenceran 10, Hasil dari pengenceran 107 dan 10, masing-masing 1 mL
sampel diambil dan diinokulasikan ke dalam media DNB + gellan gum
menggunakan metode pour plate (Gambar 3.7).

Metode isolasi bakteri dengan teknik tuang merupakan salah satu yang
digunakan untuk menghitung jumlah organisme dalam suatu sampel. Dalam
metode ini, volume tertentu dari kultur (sekitar 0,1 — 1 mL) diteteskan ke dalam
cawan petri steril kemudian media agar cair ditambahkan dan didinginkan hingga
mendekati suhu pembekuan. Campuran tersebut dihomogenisasi dengan cara
menggoyangkan cawan secara perlahan diatas meja kerja. Koloni yang terbentuk
setelah inkubasi akan tersebar di seluruh media agar, bukan hanya di permukaan
sehingga proses penghitungan koloni harus dilakukan dengan hati-hati (Michael T.
Madigan et al., 2012).

/‘\,(
: s, Sample to

! be counted

1ml 1ml 1ml 1ml 1ml
9-ml H H ‘ ‘
) U
Total 1410 1100 1/10°  1/10° 1405 1/10°
dilution (107") (1073 (107%) (1079 (109 (1075

Plate 1-ml samples

b—— 159 17 2 0
Too many colonies colonies colonies colonies  colonies
to count

159 x 10° = 1.59 x 10°
Plate Dilution Cells (colony-forming
count factor units) per milliliter of

original sample



Gambar 3. 7 Isolasi Bakteri Dengan Teknik Tuang
Sumber: (Michael T. Madigan et al., 2012)

Cawan petri yang telah diinokulasikan kemudian diinkubasi pada suhu 30°C
selama 24 — 48 jam. Setelah masa inkubasi, jumlah koloni bakteri yang tumbuh
dihitung untuk menentukan tingkat viabilitas bakteri setelah penyimpanan (Seniati
et al., 2020). Perhitungan jumlah sel bakteri menurut (Fatayati et al., 2023)

dilakukan menggunakan rumus berikut:

CFU) _ (Jumlah Koloni — Kontrol) x Faktor Pengenceran

TPC
< mL

Volume Sampel

Viabilitas bakteri merupakan parameter yang menunjukkan kemampuan
bakteri dalam mempertahankan kelangsungan hidupnya. Pengujian viabilitas,
serta karakteristik bakteri dilakukan pada hari ke-7, dan hari ke-23 selama periode

penyimpanan berlangsung.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

Terdapat empat tahapan dalam pelaksanaan penelitian tugas akhir ini yaitu,
kultivasi bakteri, karakterisasi koloni bakteri, karakterisasi sel bakteri, dan

kuantifikasi mikroba dengan Total Plate Count (TPC).

4.1 Kuantifikasi Mikroba

Kuantifikasi mikroba dilakukan untuk mengetahui seberapa banyak sel bakteri
yang masih hidup (viabel) setelah disimpan dalam media DNB + gellan gum
dengan konsentrasi 1% dan 2%. Dalam penelitian ini, masing-masing isolat
bakteri dinokulasikan pada media gellan gum dengan dua variasi konsentrasi yaitu
1% dan 2%, kemudian disimpan di inkubator pada suhu 30°C selama satu bulan.

Sebelum proses penyimpanan, empat isolat bakteri yaitu Arthrobacter
aurescens (BR 13), Arthrobacter aurescens (BR 35), Rhizobacter fulvus (BR 47),
dan Alsobacter metallidurans (BRU 50) diinokulasikan secara duplo ke dalam
media Nutrient Broth (NB), kemudian diinkubasi dalam waterbath shaker selama
2 x 24 jam. Setelah menunjukkan pertumbuhan di media NB, masing-masing
isolat dipindahkan ke media agar miring menggunakan jarum ose dan diinkubasi
kembali selama 2 x 24 jam pada suhu 30°C di inkubator. Setelah koloni bakteri
tumbuh di media agar miring, isolat kemudian diinokulasikan ke dalam media
DNB + gellan gum dengan konsentrasi 1% dan 2%.

Pada hari ke-7 dan hari ke-23 masa inkubasi, dilakukan perhitungan jumlah
koloni menggunakan metode Total Plate Count (TPC). Sampel yang
menunjukkan pertumbuhan diambil dan ditanam pada media agar menggunakan
metode pour plate, lalu koloni yang muncul dihitung dan dikalikan dengan faktor
pengenceran yang digunakan. Hasil perhitungan disajikan dalam satuan CFU/mL.
Data ini digunakan untuk melihat sejauh mana perbedaan konsentrasi gellan gum

mempengaruhi viabilitas masing-masing isolat bakteri selama penyimpanan.
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Gambar 4. 1 Pengamatan Pertumbuhan Hari ke-7 (a) 1% BR 13, (b) 1% BR 35,
(c) 1% BR 47, (d) 1% BRU 50, (e) 2% BR 13, (f) 2% BR 35, (g) 2% BR 47,
(h) 2% BRU 50

Pada pengamatan hari ke-7 (Gambar 4.1) , diketahui bahwa pertumbuhan
bakteri terjadi pada media dengan konsentrasi 2%. Seluruh isolat menunjukkan
pertumbuhan yang ditandai dengan adanya kekeruhan pada media. Sementara itu,
pada konsentrasi 1%, hanya satu isolat yang menunjukkan pertumbuhan, yaitu
Rhizobacter fulvus (BR 47). Isolat-isolat yang menunjukkan pertumbuhan tersebut
kemudian dilanjutkan ke tahap perhitungan jumlah sel menggunakan metode
Total Plate Count (TPC) untuk mengetahui jumlah bakteri yang masih viabel
setelah masa inkubasi. Pada tahap ini, sampel diuji dengan pengenceran bertingkat

hingga 10~°. Hasil perhitungan TPC untuk hari ke-7 dapat dilihat pada Tabel 4.1.

Tabel 4. 1 Hasil Perhitungan TPC Hari ke-7

Isolat Bakteri Pengencer.'an CFU/ mL
dipakai
Arthrobacter aurescens (BR 13) 2% 10°° 220000 2 x 10°
Arthrobacter aurescens (BR 35) 2% 10~° 3750000 4 x 10°
Rhizobacter fulvus (BR 47) 1% 10~° 3700000 4 x10°
Rhizobacter fulvus (BR 47) 2% 10~° 8450000 9 x 10°
;(f/iobacter metallidurans (BRU 50) 10-5 5750000 6 x 106
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Tabel 4.1 menyajikan hasil perhitungan jumlah bakteri viabel dari lima isolat
bakteri yang diuji setelah satu minggu masa inkubasi dalam media DNB + gellan
gum. Berdasarkan hasil perhitungan, isolat Rhizobacter fulvus (BR 47) pada
konsentrasi 2% menunjukkan nilai TPC tertinggi yaitu sebesar 9 x 10® CFU/mL.
Sedangkan isolat Arthrobacter aurescens (BR 13) menunjukkan nilai TPC paling
rendah yaitu 2 x 10 CFU/mL. Seluruh isolat menunjukkan koloni yang berada
dalam rentang yang diterima pada perhitungan TPC yaitu 30 — 300, kecuali isolat
Arthrobacter aurescens (BR 13) yang hanya memiliki hasil dibawah rentang yaitu
22. Setelah dilakukan perhitungan TPC, seluruh isolat kemudian dilanjutkan ke
tahap inkubasi minggu kedua untuk melihat kelanjutan viabilitasnya dalam media

penyimpanan yang sama.
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Gambar 4. 2 Pengamatan Pertumbuhan Hari ke-23 (a) 1% BR 13, (b) 1% BR 35,
(c) 1% BR 47, (d) 1% BRU 50, (e) 2% BR 13, (f) 2% BR 35, (g) 2% BR 47,
(h) 2% BRU 50

Hasil pengamatan pada hari ke-23 (Gambar 4.2) menunjukkan pola yang sama
dengan hari ke-7. Seluruh isolat yang sebelumnya tumbuh pada konsentrasi 2%
tetap menunjukkan pertumbuhan, sementara pada konsentrasi 1% hanya isolat
Rhizobacter fulvus (BR 47) yang masih mampu untuk tumbuh. Pada minggu
kedua, seluruh isolat dianalisis pertumbuhannya menggunakan metode yang sama
seperti sebelumnya. Hasil pengamatan yang didapatkan menunjukkan bahwa
koloni yang tumbuh pada cawan terlalu padat sehingga sulit untuk dilakukan

perhitungan. Oleh karena itu, dilakukan perhitungan ulang dengan menggunakan

34



tingkat pengenceran yang lebih tinggi, yaitu hingga 108 agar jumlah koloni yang
tumbuh berada dalam rentang yang dapat dihitung. Hasil perhitungan TPC untuk
minggu kedua dapat dilihat pada Tabel 4.2.

Tabel 4. 2 Hasil Perhitungan TPC Hari ke-23

Isolat Bakteri Pengencel.'an CFU/ mL
dipakai
Arthrobacter aurescens (BR 13) 2% 10~8 2000000000 2x10°
Arthrobacter aurescens (BR 35) 2% 10~8 350000000 4x108
Rhizobacter fulvus (BR 47) 1% 1077 110000000 1x 108
Rhizobacter fulvus (BR 47) 2% 1077 20000000 2x107
gl({j)obacter metallidurans (BRU 50) 10-7 40000000 4x107

Tabel 4.2 menunjukkan bahwa nilai TPC tertinggi ditunjukkan oleh isolat
Arthrobacter aurescens (BR 13) dengan konsentrasi 2% yaitu sebesar 2 x 10°
CFU/mL. Sedangkan isolat Rhizobacter fulvus (BR 47) dengan konsentrasi 2%
menunjukkan nilai TPC paling rendah yaitu 2 x 107 CFU/mL. Pengamatan
viabilitas bakteri yang dilakukan pada hari ke-7 dan hari ke-23 mengalami
peningkatan pada semua isolat yang dapat dilihat pada Tabel 4.3.

Tabel 4. 3 Perbandingan Hasil Perhitungan TPC Hari ke-7 dan Hari ke-23

Isolat Bakteri Konsentrasi | -y, i k7 Hari ke-23
Gellan Gum
Arthrobacter aurescens (BR13) 2% 2x 1076 2x 10M9
Arthrobacter aurescens (BR35) 2% 4x10M6 4x10"8
Rhizobacter fulvus (BR47) 1% 4x 1076 1 x 108
Rhizobacter fulvus (BR47) 2% 9x 106 2 x 10M7
Alsobacter metallidurans (BRU50) 2% 6 x 1006 4x 10M7

Dari Tabel 4.3, diketahui bahwa isolat Arthrobacter aurescens (BR 13)
mengalami peningkatan viabilitas paling tinggi yaitu dari 2 x 1076 menjadi 2 x
10"9 CFU/mL. Isolat bakteri lainnya seperti Arhtrobacter aurescens (BR 35) dan
Rhizobacter fulvus (BR 47) (1%) juga menunjukkan peningkatan yang cukup
besar. Hal ini menandakan bahwa bakteri tersebut masih aktif dan mampu

bertahan hidup selama masa inkubasi. Sebaliknya, isolat bakteri Rhizobacter
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fulvus (BR47) dengan konsentrasi media gellan gum 2% hanya naik dari 9 x 10"6
ke 2 x 10”7 yang artinya pertumbuhannya lebih lambat dibandingkan isolat lain.

Kurva Pertumbuhan Bakteri
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Gambar 4. 3 Kurva Pertumbuhan Bakteri

Pertumbuhan mikroorganisme merupakan pertambahan jumlah sel bakteri,
bukan perubahan individu dari organisme yang terdiri dari empat fase yaitu fase
lag, fase log, fase stationer, dan fase kematian (Yani Suryani, 2022). Kurva
pertumbuhan bakteri (Gambar 4.3) yang disajikan menunjukkan bahwa pada awal
pengamatan (hari ke-0), seluruh isolat bakteri yaitu BR 13 (2%), BR 35 (2%), BR
47 (1%), BR 47 (2%s), dan BRU 50 (2%) belum menunjukkan pertumbuhan
karena bakteri masih berada dalam fase lag. Pertumbuhan bakteri biasanya tidak
secara langsung terjadi karena dibutuhkan jangka waktu untuk bakteri beradaptasi
dengan lingkungan yang baru (Novanti & Zulaika, 2019).

Kemudian pada hari ke-7, terjadi peningkatan jumlah sel bakteri yang
signifikan pada seluruh isolat. Kenaikan ini menggambarkan fase pertumbuhan
eksponensial dimana bakteri mampu beradaptasi terhadap lingkungan media dan
melakukan pembelahan sel secara aktif. Laju pertumbuhan pada fase ini sangat
dipengaruhi oleh media pertumbuhan, seperti pH, kandungan nutrisi, serta kondisi
lingkungan termasuk suhu dan kelembapan (Syarifuddin et al., 2022). Pada fase
ini, isolat bakteri BR 47 (2%) menghasilkan nilai tertinggi yaitu sebesar 6,93 Log
CFU/mL.
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Pada hari ke-23, isolat bakteri BR 47 (2%) dan isolat bakteri BRU 50 (2%)
mengalami kenaikan jumlah populasi yang mulai melandai yang menandakan
pertumbuhannya cenderung melambat. Hal ini menandakan bahwa isolat bakteri
mulai menuju fase stasioner yang kemungkinan disebabkan oleh berkurangnya
ketersediaan nutrisi yang dibutuhkan dalam pertumbuhan bakteri (Novanti &
Zulaika, 2019). Laju pertumbuhan bakteri bergantung pada kondisi lingkungan.
Jika lingkungan memiliki sedikit nutrisi, pertumbuhan bakteri umumnya akan
lebih lambat dibandingkan dengan pertumbuhan bakteri dalam media yang kaya
akan nutrisi. Pertumbuhan kultur akan memasuki fase stasioner ketika nutrisi
dalam medium habis atau ketika terdapat penumpukan produk samping lain yang
dapat menghambat pertumbuhan bakteri (Wahyuningsih & Zulaika, 2018). Pada
fase ini, isolat bakteri BR 13 (2%) menunjukkan pertumbuhan yang paling
optimal dengan peningkatan jumlah populasi dari 6,34 Log CFU/mL menjadi 9,30
Log CFU/mL. Hal ini menjadikan isolat BR 13 (2%) memiliki kepadatan tertinggi
pada akhir periode inkubasi. Isolat bakteri BR 35 (2%) mengikuti isolat bakteri
BR 13 (2%) dengan nilai akhir sebesar 8,54 Log CFU/mL. Disamping itu, isolat
bakteri BR 47 (1%) juga menunjukkan peningkatan viabilitas pada akhir inkubasi
dengan nilai 8,04 Log CFU/mL.

Berdasarkan hasil pengamatan hingga hari ke-23, belum terdapat isolat bakteri
yang menunjukkan indikasi fase kematian. Hal ini terlihat dari tidak adanya
penurunan nilai Log CFU/mL dan peningkatan jumlah sel yang terus berlanjut
meskipun dengan laju yang lebih lambat. Kondisi ini menunjukkan bahwa bakteri
tetap mempertahankan viabilitasnya dan tetap berada dalam fase pertumbuhan.

Hasil penelitian (Ali et al., 2023) menunjukkan bahwa kombinasi alginat
dengan xanthan gum sebagai matriks enkapsulasi dalam jus jeruk mengalami
penurunan viabilitas Lactobacillus rhamnosus GG yang disimpan selama 21 hari
penyimpanan. Sementara itu, hasil penelitian ini menunjukkan bahwa gellan gum
mampu mempertahankan viabilitas bakteri lebih stabil. Perbedaan ini
mengindikasikan bahwa penggunaan gellan gum sebagai media penyimpanan
lebih efektif dalam mempertahankan viabilitas bakteri dibandingkan penggunaan
matriks alginat maupun kombinasi alginat dengan xanthan gum dalam media jus

jeruk.

37



Pada penelitian ini, ditemukan bahwa seluruh isolat bakteri dapat tumbuh pada
media gellan gum dengan konsentrasi 2%, sedangkan pada konsentrasi 1% hanya
isolat Rhizobacter fulvus (BR 47) yang menunjukkan pertumbuhan. Hal ini
mengindikasikan bahwa konsentrasi gellan gum berperan penting dalam
mempengaruhi viabilitas bakteri selama penyimpanan. Gellan gum diketahui
membentuk gel melalui mekanisme pembentukan heliks ganda yang saling
berikatan, dan struktur ini sangat dipengaruhi oleh faktor konsentrasi, suhu, serta
keberadaan ion bermuatan positif seperti kalsium (Ca®"). Pada konsentrasi 2%,
gellan gum cenderung membentuk gel yang lebih kuat dan stabil sehingga mampu
menyediakan lingkungan mikro yang lebih mendukung bagi sel bakteri untuk
bertahan hidup, dengan retensi air yang lebih baik serta perlindungan dari
fluktuasi lingkungan (Abdl Aali & Al-Sahlany, 2024).

Sebaliknya, pada konsentrasi 1%, struktur gel kemungkinan kurang stabil
sehingga tidak mampu mempertahankan kelembaban dan distribusi nutrien secara
merata. Hal ini didukung oleh pernyataan (Abdl Aali & Al-Sahlany, 2024) bahwa
komposisi gel dipengaruhi oleh jumlah polimer yang ditambahkan ke dalam
larutan. Di samping itu, ion seperti Ca’" juga berperan dalam memperkuat
struktur jaringan gel, yang dapat meningkatkan ketahanan lingkungan bagi sel
bakteri. Oleh karena itu, hasil penelitian ini menunjukkan bahwa konsentrasi
gellan gum mempengaruhi pembentukan gel dan secara langsung berdampak
terhadap ketahanan dan viabilitas bakteri yang disimpan.

Variasi jumlah koloni bakteri pada berbagai media kemungkinan besar
disebabkan oleh ketidaksesuaian kondisi lingkungan media dengan kebutuhan
fisiologis bakteri, salah satunya terkait tekanan osmotik. Media yang ideal untuk
pertumbuhan mikroorganisme adalah media yang memiliki tekanan osmotik yang
seimbang terhadap sitoplasma sel bakteri. Apalagi media bersifat hipertonik, air
dari dalam sel akan keluar sehingga menyebabkan sel mengalami plasmolisis.
Sebaliknya, jika media bersifat hipotonik, air akan masuk ke dalam sel secara
berlebihan dan berpotensi menyebabkan plasmoptisis. Plasmoptisis yaitu
pecahnya membran sel akibat tekanan internal. Selain tekanan osmotik, aktivitas
air juga menjadi faktor penting yang mempengaruhi kelangsungan hidup dan

pertumbuhan bakteri. Setiap bakteri memerlukan kadar air tertentu untuk
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mempertahankan aktivitas biologisnya, dengan nilai aktivitas air optimum
mendekati 1 dan batas minimal sekitar 0,91. Semakin tinggi konsentrasi bahan
pembentuk gel maka nilai aktivitas air cenderung menurun yang dapat
mempengaruhi kemampuan bakteri untuk tumbuh (Fatmariza et al., 2017).

Hasil yang ditunjukkan pada penelitian ini menunjukkan bahwa seluruh isolat
dapat tumbuh pada media dengan konsentrasi 2% sedangkan pada media 1%
hanya satu isolat yang menunjukkan pertumbuhan. Perbedaan ini menunjukkan
bahwa konsentrasi gellan gum mempengaruhi kondisi fisikokimia media yang
pada akhirnya berdampak pada viabilitas isolat bakteri. Media dengan gellan gum
1% memiliki kepadatan gel yang rendah sehingga kondisi media menjadi terlalu
encer yang mempengaruhi aktivitas air.

Berdasarkan penelitian (Ajam et al., 2024), peningkatan konsentrasi gellan
gum dari 1% menjadi 2% diketahui secara signifikan meningkatkan karakteristik
mekanik hidrogel, seperti kekuatan tarik, kekakuan (modulus elastisitas),
kapasitas regangan, energi patah, dan ketahanan patah. Selain itu, dalam formulasi
dengan konsentrasi gellan gum 2%, peningkatan konsentrasi PEGDMA
ditemukan dapat lebih meningkatkan sifat mekanik keseluruhan hidrogel,
sebagaimana dibuktikan oleh hubungan linier positif yang secara statistik
signifikan (p < 0,05). Temuan ini berhubungan dengan hasil penelitian yang
menunjukkan bahwa viabilitas bakteri lebih baik dalam medium dengan
konsentrasi gellan gum 2% dibandingkan 1%. Struktur gel yang lebih padat dan
stabil secara mekanis pada konsentrasi 2% menyediakan lingkungan yang lebih
protektif bagi bakteri selama penyimpanan, sehingga mendukung kelangsungan
hidup sel bakteri yang optimal.

Pada penelitian (de Camargo Ribeiro et al., 2020) menunjukkan bahwa
konsentrasi gellan gum berperan penting dalam efektivitas probiotik. Dalam
penelitian tersebut, hanya formulasi 1% yang mampu mendukung kolonisasi
Lactobacillus paracasei 28.4 di rongga mulut tikus, sementara konsentrasi 0,6%
tidak efektif. Konsentrasi gellan gum yang lebih tinggi memberikan retensi yang
lebih lama di rongga mulut, sehingga probiotik memiliki waktu yang cukup untuk
berinteraksi dan melekat pada jaringan inang. Formulasi gellan gum 1% juga

terbukti dapat menekan pertumbuhan Candida albicans dan melindungi tikus dari
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oral candidiasis. Temuan ini sejalan dengan penelitian ini, dimana peningkatan
konsentrasi gellan gum lebih efektif dalam mendukung pertumbuhan bakteri.
Peningkatan konsentrasi gellan gum tidak selalu berdampak positif terhadap
viabilitas bakteri. Analisis viskositas gellan gum sangat penting untuk menilai
potensinya sebagai bahan penstabil, pengemulsi, pengental, maupun pembentuk
gel. Viskositas gellan gum meningkat seiring bertambahnya konsentrasi (0,5 — 3%
w/v) (Gambar 4.4) pada laju geser 100 rpm (Sukumar et al., 2021). Pada
penelitian (Huang et al., 2012), diketahui bahwa meskipun produksi gellan gum
meningkat dengan rasio C/N yang lebih tinggi, konversi glukosa menurun akibat
viskositas tinggi yang membatasi difusi oksigen dalam cairan kultur yang tidak
homogen antara 16-40 jam. Ketersediaan oksigen ini sangat mempengaruhi proses
pertumbuhan mikroorganisme (Yani Suryani, 2022). Beberapa penulis juga
mengemukakan bahwa keterbatasan difusi oksigen dapat berkontribusi terhadap

penurunan laju pertumbuhan (Zur et al., 2016).
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Gambar 4. 4 Pengukuran viskositas gellan gum dengan konsentrasi yang
berbeda pada kecepatan 100 rpm

Sumber: (Sukumar et al., 2021)

Untuk memastikan apakah perbedaan viabilitas bakteri pada konsentrasi
gellan gum 1% dan 2% signifikan secara stastistik, dilakukan uji non-parametrik
Mann-Whitney U. Menurut Corder el all dalam (Mufarrikoh, 2024), uji Mann-
Whitney merupakan uji statistik non-parametrik yang digunakan untuk

mengetahui perbedaan dua kelompok data yang sifatnya bebas atau tidak saling
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terkait. Uji ini dipilih karena data tidak berdistribusi normal dan ukuran sampel
relatif kecil. Berdasarkan hasil analisis menggunakan uji Mann-Whitney U,
diperoleh bahwa terdapat perbedaan yang signifikan antara konsentrasi gellan
gum 1% dan 2% dalam mempertahankan viabilitas isolat bakteri. Pada hari ke-7,
nilai U yang didapatkan sebesar 15,5 (Gambar 4.5) dengan nilai p-value < 0,001,
sedangkan pada hari ke-23 nilai U yang didapatkan sebesar 40,0 (Gambar 4.6)
dengan nilai p-value < 0,001. Karena kedua nilai p-value yang dihasilkan lebih
kecil dari taraf signifikansi yang ditetapkan yaitu a = 0,01, maka dapat
disimpulkan bahwa perbedaan antara kedua perlakuan tersebut signifikan secara
statistik (Ho ditolak). Selain itu, nilai rerata peringkat (mean rank) pada
konsentrasi 2% lebih tinggi dibandingkan 1%, sehingga dapat disimpulkan bahwa
gellan gum 2% lebih mampu mempertahankan jumlah koloni bakteri selama
penyimpanan.

Hasil uji statistik ini menunjukkan bahwa variasi konsentrasi gellan gum
memberikan pengaruh yang nyata terhadap viabilitas bakteri, sehingga perbedaan
yang diperoleh benar-benar dipengaruhi oleh perlakuan konsentrasi gellan gum

yang diberikan.

Test Statistics®

Milai TP CImL
Mann-Whitney L 156.500
Wilcoxon W 151.500
Zz -4 5495
Asymp. Sig. (2-tailed) =001
Exact Sig. [2*(1-tailed <.001"
Sig.Jl

a. Grouping Variahle: Konsentrasi
Gellan Gum

. Mot corrected for ties.

Gambar 4. 5 Uji Mann-Whitney U Hari ke-7
Menggunakan SPSS
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Test Statistics®

Milai TRC/mL
Mann-Whitney LI 40.000
Wilcoxon W 176.000
il -3.925
Asymp. Sig. (2-tailed) =001
Exact Sig. [2*(1-tailed =.001°
Sig.Jl

a. Grouping Variable: Konsentrasi
Gellan Gum

. Mot carrected for ties.

Gambar 4. 6 Uji Mann-Whitney U Hari ke-23
Menggunakan SPSS

Pada konsentrasi 1%, isolat Rhizobacter fulvus (BR 47) yang identik dengan
Methylibium fulvum menunjukkan kemampuan untuk tumbuh. Hal ini dapat
terjadi karena secara morfologis, methylibium fulvum merupakan bakteri gram
negatif yang bersifat motil dengan menggunakan satu flagel polar. Motilitas ini
memungkinkan BR 47 bergerak aktif dalam media gellan gum 1% yang memiliki
viskositas rendah, sehingga bakteri dapat menjelajahi media dan memperoleh
nutrien secara efisien. Selain itu, Rhizobacter fulvus juga mampu tumbuh pada
media yang memiliki nutrisi rendah seperti R2A agar dan mampu tumbuh dalam
rentang pH yang luas yaitu antara pH 5,5 hingga 8,5 dengan pH optimum pada 6,5
— 7. Kemudian dari sisi metabolisme, Rhizobacter fulvus memiliki fleksibilitas
yang sangat tinggi dalam pemanfaatan substrat. Bakteri ini mampu menggunakan
berbagai senyawa organik sebagai sumber karbon dan energi seperti asetat, D-
fruktosa, 3-hidroksibutirat, sitrat, laktat, serta beberapa asam amino seperti L-
glutamat, L-aspartat, dan L-prolin (Yoon et al., 2007). Sifat-sifat fisiologis dan
metabolik dari isolat Rhizobacter fulvus (BR 47) menunjukkan bahwa
karakteristik bakteri sangat menentukan keberhasilan untuk tumbuh dalam

berbagai kondisi media yang digunakan.

4.2 Morfologi Koloni Bakteri
Setiap spesies bakteri memiliki bentuk koloni yang beragam dan menjadi

karakteristik khas dari spesies tersebut. Pengamatan terhadap morfologi koloni
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bakteri dilakukan untuk mendukung proses identifikasi hingga tingkat genus
maupun spesies. Karakteristik morfologi yang diamati meliputi bentuk koloni,
tepi koloni, elevasi koloni, dan warna (Agustina et al., 2022). Hasil pengamatan

dapat dilihat pada Tabel 4.4.

Tabel 4. 4 Hasil Pengamatan Morfologi Koloni Bakteri

No Bakteri Warna Bentuk Tepi Elevasi
1 | Arthrobacter aurescens (BR 13) Putih Circular | Entire Flat
2 | Arthrobacter aurescens (BR 35) Putih Circular | Entire Flat
3 | Rhizobacter fulvus (BR 47) Putih Circular | Entire Flat
4 | Alsobacter metallidurans (BRU 50) Putih Circular | Entire Flat

Berdasarkan Tabel 4.4 diketahui bahwa seluruh isolat bakteri yang digunakan
yaitu Arthrobacter aurescens (BR 13), Arthrobacter aurescens (BR 35),
Rhizobacter fulvus (BR 47), dan Alsobacter metallidurans (BRU 50)
menunjukkan morfologi koloni serupa yaitu berbentuk bulat (circular), dengan
tepi koloni rata (entire), memiliki elevasi datar (flaf), dan juga berwarna putih. Hal

ini dapat dilihat pada Gambar 4.7.
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(©) (d)

Gambar 4. 7 Morfologi Koloni (a) Arthrobacter aurescens (BR 13), (b)
Arthrobacter aurescens (BR 35), (¢) Rhizobacter fulvus (BR 47), (d) Alsobacter
metallidurans (BRU 50) pada media PCA

Berdasarkan penelitian (Mages et al, 2008), Arthrobacter memiliki
karakteristik berupa koloni besar, berwarna putih kebau-abuan, tidak berbau
seperti keju, dan bersifat non-fermentatif. Selain itu, berdasarkan (Khusnuryani et
al., 2015) isolat dengan kode SG3 yang dimiripkan dengan Arthrobacter memiliki
bentuk koloni circular, elevasi raised, warna krem, tepi entire, dan struktur dalam
smooth.

Dua strain bakteri yang dinamai Gsoil 322" dan Gsoil 328 yang
diklasifikasikan sebagai spesies baru yang diberi nama Methylibium fulvum sp.
nov. dan direklasifikasikan lagi menjadi Rhizobacter fulvus merupakan bakteri
yang memiliki karakteristik bulat, permukaan halus, menonjol (convex), dan
berwarna kekuningan setelah diinkubasi pada media R2A agar pada suhu 25°C
(Yoon et al, 2007). Kemudian, koloni dari strain SK200a-9' (Alsobacter
metallidurans) berukuran sangat kecil (punctiform), memiliki warna putih hingga
krem, dan memiliki diameter 0,2 — 0,3 mm setelah 1 minggu di inkubasi pada
suhu 30°C di medium Peptone-Yeast (PY) (Bao et al., 2014).

Penelitian yang dilakukan oleh (Sousa et al., 2013) bertujuan untuk
menunjukkan dampak dari beberapa variabel dengan menggunakan dua strain
Pseudomonas aeruginosa. Percobaan yang dilakukan sebanyak 5 kali replikasi
menunjukkan bahwa semua variabel mempengaruhi morfologi koloni, dan

teridentifikasi 18 jenis morfotipe yang berbeda, yang menunjukkan perbedaan
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baik dalam ukuran, bentuk, warna, tekstur, dan tepi koloni. Waktu pertumbuhan
serta komposisi media merupakan variabel yang memberikan dampak besar
terhadap diferensiasi morfologi koloni.

Dari hasil yang didapatkan, dapat diketahui bahwa morfologi koloni bakteri
dapat dipengaruhi oleh berbagai kondisi percobaan seperti lama inkubasi, jenis
media yang digunakan, kepadatan koloni, dan latar belakang genetik dari strain
bakteri itu sendiri. Perbedaan kondisi tersebut menghasilkan variasi morfologi
koloni yang cukup beragam, baik dari segi ukuran, bentuk, warna, tekstur,

maupun bentuk tepi koloni.

4.3 Morfologi Sel Bakteri

Dalam mikrobiologi, istilah morfologi sel mengacu pada bentuk dasar sel
suatu organisme. Beragam bentuk morfologi telah teridentifikasi pada organisme
prokariotik, dengan beberapa diantaranya diklasifikasikan ke dalam bentuk-
bentuk umum yang telah menjadi bagian dari terminologi dasar dalam bidang
mikrobiologi. Bakteri dengan bentuk bulat dikenal sebagai coccus, sedangkan
yang memiliki bentuk silindris disebut sebagai batang atau bacillus. Bentuk lain
yang ditemukan adalah spirillum yaitu bakteri yang berbentuk batang tetapi
melintir menjadi spiral (Michael T. Madigan et al., 2012). Adapun hasil
pengamatan morfologi sel bakteri pada penelitian dapat dilihat pada Tabel 4.5.

Tabel 4. 5 Hasil Pengamatan Morfologi Sel Bakteri

No Bakteri Jenis Gram Bentuk Bakteri
1 | Arthrobacter aurescens (BR 13) Gram Positif Bacillus
2 | Arthrobacter aurescens (BR 35) Gram Positif Bacillus
3 | Rhizobacter fulvus (BR 47) Gram Positif Bacillus
4 | Alsobacter metallidurans (BRU 50) Gram Positif Bacillus

Berdasarkan hasil pengamatan, seluruh isolat bakteri mulai dari Arthrobacter
aurescens dengan kode BR13 dan BR 35, Rhizobacter fulvus dengan kode BR47,
dan Alsobacter metallidurans dengan kode BRU 50 memiliki gram positif, dan

berbentuk batang. Hal ini dapat dibuktikan dengan Gambar 4.8 dan 4.9.
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(b)

Gambar 4. 8 Morfologi Sel (a) Arthrobacter aurescens (BR 13), (b) Arthrobacter
aurescens (BR 35) Pada Perbesaran 100x Dengan Skala 10 um
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(b)
Gambar 4. 9 Morfologi Sel (a) Rhizobacter fulvus (BR 47), (b) Alsobacter
metallidurans (BRU 50) Pada Perbesaran 100x Dengan Skala 10 um
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Secara taksonomi, Arthrobacter diklasifikasikan sebagai bakteri gram positif
aerobik dengan kandungan GC yang tinggi (Pal et al., 2011). Bakteri pereduksi
atrazin yang kemudian diidentifikasi sebagai Arthrobacter aurescens strain TC1
merupakan bakteri gram positif berbentuk batang yang tampak menyerupai coccus
pada fase stasioner (Strong et al., 2002). Berdasarkan penelitian (Wei et al., 2015),
bakteri yang termasuk dalam genus Rhizobacter umumnya berbentuk batang,
bersifat gram negatif, aerob, tidak membentuk spora, dan menunjukkan hasil
positif pada uji oksidase. Selain itu, berdasarkan (Bao et al., 2014), Alsobacter
metallidurans merupakan bakteri berbentuk batang yang tergolong dalam bakteri
gram negatif, tidak bergerak (non motil), dan tidak membentuk spora.

Hasil pengamatan morfologi sel bakteri yang diperoleh dalam penelitian ini
menunjukkan bahwa seluruh isolat yang digunakan memiliki kesesuaian dengan
karakteristik yang telah dilaporkan dalam beberapa penelitian sebelumnya, kecuali
isolat Rhizobacter fulvus (BR 47) dan Alsobacter metallidurans (BRU 50). Hasil
yang diperoleh bergram positif sedangkan data yang dilaporkan dalam beberapa
penelitian memiliki gram negatif.

Perubahan hasil pewarnaan gram yang tidak konsisten pada beberapa bakteri
tidak disebabkan oleh perubahan genetik, melainkan lebih dipengaruhi oleh
kondisi fisiologis sel maupun faktor teknis selama proses pewarnaan. Fenomena
ini dikenal sebagai gram variabel, dimana bakteri dapat tampak sebagai gram
positif pada satu kondisi, namun pada kondisi dapat terlihat gram negatif pada
kondisi lain (Windya Nazmatur Rahmah et al., 2023). Keberhasilan pewarnaan
gram juga sangat dipengaruhi oleh ketepatan dalam prosedur pelaksanaan
pewarnaan gram. Dekolorisasi yang dilakukan terlalu lama dapat menyebabkan
seluruh sel tampak sebagai gram negatif, sedangkan dekolorisasi yang terlalu
singkat berpotensi menyebabkan semua sel terlihat gram positif. Selain itu, apusan
yang terlalu tebal dapat menjebak pewarna, sehingga menghasilkan interpretasi
yang keliru terhadap karakteristik dinding sel bakteri. Proses fiksasi panas juga
harus dilakukan secara hati-hati. Pemanasan yang berlebihan dapat merusak
dinding sel dan mengganggu morfologi sel bakteri yang pada akhirnya

berpengaruh pada hasil pengamatan mikroskopis (Moyes et al., 2009)
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Mekanisme perbedaan hasil pewarnaan gram dapat dijelaskan melalui
perbedaan struktur dinding sel antara bakteri gram positif dan gram negatif.
Bakteri gram negatif memiliki dua membran, yaitu membran sitoplasma dan
membran luar (outer membrane) dengan ruang periplasma di antaranya yang
hanya berisi lapisan peptidoglikan yang tipis. Membran luar ini mengandung
lipopolisakarida serta protein porin yang berfungsi sebagai penghalang tambahan.
Sebaliknya, bakteri gram positif memiliki lapisan peptidoglikan yang tebal dapat
mencapai 30 — 100 nm, tanpa membran luar dan mengandung asam teikoat
maupun asam lipoteikoat sebagai komponen khas dinding selnya. Perbedaan
ketebalan inilah yang menjadi dasar perbedaan hasil pewarnaan gram. Pada
bakteri gram positif, peptidoglikan yang tebal mampu menjebak kompleks kristal
violet — iodin, sehingga pewarna tetap bertahan meskipun dilakukan proses
dekolorisasi. Pada bakteri gram negatif, lapisan peptidoglikan yang tipis tidak
mampu menahan kompleks pewarna, dan keberadaan membran luar yang kaya
akan lipid menyebabkan kompleks pewarna tersebut mudah terlepas saat diberi
alkohol, sehingga sel kemudian menyerap pewarna tandingan yaitu safranin dan

tampak merah muda (Rohde, 2019).
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BAB YV
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan terhadap pengaruh

konsentrasi gellan gum terhadap viabilitas isolat bakteri selama penyimpanan

dapat disimpulkan sebagai berikut:

1.

Konsentrasi gellan gum yang berbeda memberikan pengaruh yang
signifikan terhadap viabilitas isolat bakteri selama penyimpanan. Hal ini
dibuktikan dengan hasil pengamatan jumlah koloni, dimana media
dengan konsentrasi 2% mampu mempertahankan viabilitas semua isolat
bakteri hingga masa inkubasi, sedangkan pada konsentrasi 1% hanya satu
isolat yang tumbuh. Temuan ini mengindikasikan bahwa peningkatan
konsentrasi gellan gum cenderung meningkatkan kemampuan media
dalam mempertahankan kondisi hidup bakteri selama penyimpanan,
sehingga penggunaan konsentrasi yang lebih tinggi dinilai lebih efektif
dalam menjaga kestabilan pertumbuhan isolat.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa penggunaan gellan gum dengan
konsentrasi 2% merupakan pilihan yang paling efektif dalam menjaga
kelangsungan hidup (viabilitas) dan pertumbuhan isolat bakteri selama

penyimpanan pada suhu 30°C.

5.2 Saran

Saran yang dapat diberikan berdasarkan hasil penelitian mengenai “Pengaruh

Konsentrasi Gellan Gum terhadap Viabilitas Isolat Bakteri selama Penyimpanan”

yaitu sebagai berikut:

l.

Penelitian ini dilakukan dalam jangka waktu penyimpanan selama satu
bulan. Oleh karena itu, perlu dilakukan pengamatan lanjutan dengan
durasi penyimpanan yang lebih panjang untuk mengevaluasi media gellan
gum dalam mempertahankan viabilitas bakteri pada jangka menengah

hingga jangka panjang.
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2. Penelitian selanjutnya disarankan untuk menggunakan metode
penyimpanan pembanding, seperti gliserol stok atau metode freeze drying
untuk memperoleh perbandingan efektivitas dalam mempertahankan
isolat bakteri.

3. Perlu dilakukan uji lanjutan terhadap isolat bakteri setelah masa
penyimpanan seperti uji fisiologis, uji biokimia, dan uji genetik. Hal ini
penting dilakukan untuk memastikan bahwa tidak terjadi perubahan sifat

fisik penting dari bakteri yang disimpan.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. 1 Perhitungan Media Cair (Nutrient Broth)

Diketahui:
- Jumlah tabung = 11 tabung reaksi (duplo + kontrol)
- Volume per tabung = 5 mL
- Volume Total =55 mL
- Takaran media cair = 8 gr/1000 mL

Penyelesaian:
8gr  xgr
1000 mL ~ 55mlL

8 gr x55mL = x gr x 1000 mL
440 = 1000x

x = 0,44 gr NB

Lampiran 1. 2 Perhitungan Media Agar Miring

Diketahui:
- Jumlah tabung = 11 tabung reaksi (duplo + kontrol)
- Volume per tabung = 5 mL
- Volume Total =55 mL
- Takaran media cair = 20 gr/1000 mL

Penyelesaian:
20gr  xgr
1000 mL 55 mlL

20 gr x 55mL = x gr x 1000 mL
1100 = 1000x

x=11gr NA
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Lampiran 1. 3 Perhitungan Media DNB + Gellan Gum

Pembuatan Dilute Nutrient Broth (DNB)
8gr  xgr
1000 mL 10 mL

8grx10mL = x gr x 1000 mL
80 = 1000x
x =0,08gr NB

NB diambil 1 mL lalu ditambahkan 99 mL aquades.
Pembuatan media gellan gum 1% dan 2%
- Larutan DNB =25 mL
- Konsentrasi gellan gum 1%:
=25mL x 1% =0,25 gr
- Konsentrasi gellan gum 2%:

=25mL x2%=0,5gr

Lampiran 1. 4 Media yang Digunakan

Nutrient Broth (NB)

NI
Microbiology I

Nutrient broth -
for microbiology DAy

Microbiology
GranuCult®

Nutrient agar
[* acc 1506579, 1SO 10273 and 180 21528

/.

Nahrbouillon

fur die Mikrobiologie
Caldo nutritivo
para microbiologia
Bouillon nutritif
pour la microblologie

nacﬁT;ga.m 150 10273 und 1S02152
Agar nutr
segun IS &

e —
m‘o%sn lsommusozms 2

i

06579 nso 10273y15Q 21528 = !,‘

Made in GumaY

"'ﬁ,,,,,.w"’ . rin08 ST
ipore o igon WA 02
400 sw"' 7154321 s

U ToL <t ETE T

< wwmy

Concard Road. ilerica MA 01821
UBA. Tl +1:078.715.4321

‘;
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Plate Count Agar (PCA) __Gellan Gum (Clerigel Super

Lot

CleriGel™ , Plant Culture Tested

o Pt e ot 4

Lampiran 2. 1 Pengamatan Hasil Total Plate Count (TPC)

Isolat Bakteri Konsentrasi Hari ke-7
Gellan Gum | 10”5 1075 1076 10”6
1 0 _ - - -
Arthrobacter aurescens (BR13) 2(;; % 0 20 14
Arthrobacter aurescens (BR35) 1% - - - -
2% 45 30 75 42
. 1% 0 37 0 0
Rhizobacter fulvus (BR47) 2% 31 88 38 114
Alsobacter metallidurans (BRUS50) 1% - - -
sobacte s 2% 76 39 18 6
. Konsentrasi Hari ke-23
Isolat Bakteri Gellan Gum | 107 | 10~7 [ 1078 | 1078
1% - - - -
Arthrobacter aurescens (BR13) > %(: 3 0 20 2
Arthrobacter aur (BR35) L% - - - y
obacter aurescens 2% 1 1 3 4
1% 11 0 3 0
Rhi BR4
hizobacter fulvus ( 7) 2% > 0 0 0
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Isolat Bakteri . Hari ke-23
Gellan Gum | 107 1077 108 10”8
1% - - - -
Alsobact tallid BRU50
sobacter metallidurans ( ) 2% 0 1 1 1
Log CFU/mL
Hari | BR13 (2%) | BR 35 (2%) BR 47 (1%) | BR 47 2%) BRU 50 (2%)
0 0 0 0 0 0
7 6 7 7 7 7
23 9 9 8 7 8
Lampiran 2. 2 Pertumbuhan Bakteri
Pertumbuhan Bakteri Hari ke-7
9000000
8000000
___ 7000000
€ 6000000
> 5000000
© 4000000
£ 3000000
¥ 2000000
1000000 .
0
Arthrobacter Arthrobacter Rhizobacter Rhizobacter Alsobacter
aurescens (BR13)aurescens (BR35) fulvus (BR47) 1% fulvus (BR47) 2% metallidurans
2% 2% (BRUS0) 2%
Pertumbuhan Bakteri Hari ke-23
2.5E+09
2E+09
£ 15e409
)
S
O 1E+09
o
'_
500000000
; | .
Arthrobacter Arthrobacter Rhizobacter Rhizobacter  Alsobacter

aurescens
(BR13) 2%

aurescens
(BR35) 2%

fulvus (BR47) fulvus (BR47) metallidurans
1% 2% (BRU50) 2%
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Lampiran 3. 1 Dokumentasi Hasil TPC
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Lampiran 3. 2 Dokumentasi Tugas Akhir

Sterilisasi Alat Inokulasi isolat bakteri ke meia NB

RN
_

e

Isolat dalam media aar mirin 2) Pembuatan Dilute Nutrient Broth (DNB)
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Pembuatan media gellan gum Inokulasi bakteri ke media gellan gum

Pembuatan media Plate Count Agar Proses pengenceran TPC
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TPC

Perhitungan jumlah koloni di colony

counter
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