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Abstrak

Abstract

PENDAHULUAN

Kepulauan Indonesia terletak pada
salah satu wilayah tektonik yang sangat
aktif dan dibatasi oleh lempeng Indo-
Australia, Pasifik, Filipina, dan lempeng
Eurasia. Hal ini menyebabkan Indonesia
memiliki aktivitas panas bumi yang tinggi
karena banyak ditemukan gunung berapi.

Indonesia memiliki lebih dari 200 gunung
berapi yang terbentang sepanjang pulau
Sumatra, Jawa, Bali, dan kepulavan di
bagian Timur Indonesia sehingga dikenal
sebagai The Ring of Fire (Ibrahim et al.,
2005). Tingginya aktivitas gunung berapi
menyebabkan pemanfaatan energi yang
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bersumber dari panas bumi semakin
berkembang. Hal ini juga akan
mempengaruhi aktivitas mikroorganisme
di sekitar gunung berapi. Di antara
mikroorganisme tersebut, terdapat bakteri
penghasil pigmen yang diisolasi dari
sedimen sumber air panas di Gedong
Songo, Bandungan, Semarang. Bakteri
tersebut  adalah  Serratia marcescens
penghasil pigmen merah.

Pigmen alami dan pewarna sintesis
telah digunakan di berbagai bidang
kehidupan sehari-hari, seperti industri
tekstil, produksi makanan, produksi kertas,
dan berbagai kegiatan pertanian (Tibor,
2007). Pigmen alami dapat diperoleh dari
dua sumber utama, yaitu tumbuhan dan
mikroorganisme.  Pigmen  tumbuhan
memiliki kelemahan, seperti daya larut air
yang rendah dan tidak stabil terhadap
cahaya, panas, atau pH tertentu. Pigmen
mikroorganisme memiliki keunggulan,
yaitu dapat diproduksi dengan mudah dan
cepat dalam medium pertumbuhan yang
murah (Dufosse, 2009). Pigmen
mikroorganisme sifatnya ramah
lingkungan dan memiliki beberapa fungsi,
seperti  anti-aging, antikanker, dan
antioksidan (Williamson et al. 2007; Raj et
al., 2009).

Pertumbuhan mikroorganisme
mempengaruhi pigmen yang dihasilkan.
Faktor-faktor yang mempengaruhi
pertumbuhan dan produksi pigmen oleh
mikroorganisme adalah sumber karbon,
nitrogen, temperatur, pH, aerasi,
konsentrasi oksigen, tekanan, dan radiasi.
Sumber karbon merupakan salah satu
komponen  penting dalam  media
mikroorganisme sebagai sumber energi
untuk pertumbuhan. Tanpa sumber karbon,
mikroorganisme tidak dapat melakukan
pertumbuhan dan aktivitas
metabolismenya. Hal ini dikarenakan
sumber karbon adalah makronutrien yang
sangat diperlukan oleh mikroorganisme
untuk tetap hidup. (Willey et al., 2008).

Sumber karbon yang sering
digunakan oleh mikroorganisme, misalnya,
glukosa, fruktosa, maltosa, dan laktosa.

Penggunaan sumber karbon yang berbeda
dapat mempengaruhi pertumbuhan dan
produksi pigmen. Berdasarkan keterangan
tersebut, maka penelitian ini akan
mengkaji penggunaan sumber karbon yang
berbeda terhadap pertumbuhan dan
produksi pigmen S. marcescens. S.
marcescens yang digunakan dalam
penelitian ini merupakan hasil isolasi dari
sedimen sumber air panas di Gedong
Songo, Bandungan, Semarang.

METODE PENELITIAN
a. Pembuatan Medium
Medium dibuat dalam

Erlenmeyer dengan volume 50 ml untuk
medium starter dan volume 100 ml
untuk medium pertumbuhan. Medium
yang digunakan, baik medium starter
maupun medium pertumbuhan adalah
sama. Komposisi medium dalam
volume 1 liter terdiri dari medium NB 8
gram.  Sebagai  perlakuan, NB
dikombinasikan dengan 0,5% sumber
karbon (glukosa, fruktosa, maltosa, dan
laktosa) dan pH medium diatur menjadi
7 (Giri et al., 2004).

Tabel 1. Komposisi medium untuk
pertumbuhan Serratia marcescens pada
sumber karbon yang berbeda

Perlakuan Komposisi Medium

PO NB (Kontrol)

Pl NB + 0.,5% Glukosa
P2 NB + 0,5% Fruktosa
P3 NB + 0,5% Maltosa
P4 NB + 0,5% Laktosa

b. Pembuatan Starter

Isolat dari kultur peremajaan
diambil sebanyak 1 ose dan dimasukkan
ke dalam medium starter yang telah
dibuat sebelumnya. Starter dibuat dalam
volume 50 ml dan diinkubasi hingga
kepadatan sel mencapai ODx=600nm= 1,0
(Kim et al., 2012; Jeffrey et al., 2012).

¢. Pertumbuhan Serratia marcescens
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Medium pertumbuhan bakteri
Serratia  marcescens  menggunakan
medium yang telah dibuat sebelumnya.
Starter dengan volume 5% (v/v)
dipindahkan dari medium starter ke
dalam medium pertumbuhan. Masing-
masing perlakuan dibuat 3 kali
pengulangan dan diinkubasi selama 72
jam dengan agitasi 120 rpm pada suhu
ruang. Sampel diambil setiap 6 jam
sekali untuk dilakukan pengukuran
pertumbuhan, yaitu pengukuran berat
kering sel dan pengukuran Optical
Density (OD).

Pengukuran berat kering sel

Sampel dalam mikrotube
scbanyak 1 ml dilakukan sentrifugasi
dengan kecepatan 5000 rpm selama 20
menit pada suhu 4 °C. Supernatan dan
sel dipisahkan, kemudian sel dalam
mikrotube dikeringkan dalam oven
pada temperatur 80 °C selama 15 jam.
Tabung berisikan sel yang sudah kering
dimasukkan ke dalam desikator, setelah
dingin tabung berisi sel kering
ditimbang hingga konstan, kemudian
dibuat grafik untuk pengukuran
pertumbuhan (Kurbanoglu et al., 2015).

Pengukuran Optical Density (OD)

Sampel diambil sebanyak 3 ml
dan kemudian dilakukan pengukuran
dengan spektrofotometer pada panjang
gelombang 600 nm. Nilai OD yang
diperoleh  dibuat  grafik  untuk
pengukuran pertumbuhan (Hussein &
Hyup, 2014).

d. Pengukuran Gula Reduksi dengan
Metode DNS (Dinitrosalisilat)
Pembuatan Kurva Standar Glukosa,
Fruktosa, Maltosa, dan Laktosa

Larutan glukosa, fruktosa, dan
galaktosa  standar dibuat dengan
konsentrasi masing-masing 0, 2, 4, 6, 8,
dan 10 mg/ml. Masing-masing larutan
diambil 1 ml, kemudian ditambahkan 1
ml reagen DNS dan 2 ml aquades.
Masing-masing larutan divorteks dan

dipanaskan dalam air mendidih selama
5 menit, kemudian didinginkan dalam
suhu ruang. Absorbansi masing-masing
larutan diukur dengan spektrofotometer
Optima  SP-300 pada  panjang
gelombang 540 nm, kemudian dibuat
persamaan linearnya sebagai kurva
standar (Mago, 2015).

Pengukuran Gula Reduksi

Pengukuran gula pereduksi pada
sampel  dilakukan  dengan  cara
mengambil supernatan sebanyak 1 ml
kemudian ditambahkan 1 ml reagen
DNS dan 2 ml aquades. Proses
selanjutnya  sama  seperti  pada
pembuatan larutan standar, kemudian
nilai pengukuran yang diperoleh diplot
pada kurva standar (Mago, 2015).

. Ekstraksi dan Pengukuran Pigmen

Kultur - diambil dari medium
pertumbuhan dan disentrifugasi dengan
kecepatan 10.000 rpm dalam waktu 10
menit. Supernatan dipisahkan dan pelet
disuspensi dengan metanol asam (4 ml
1 N HCL + 96 ml metanol) dalam

volume yang sama. Larutan
disentrifugasi kembali dengan
kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit.
Supernatan diukur dengan

spektrofotometer  dengan  panjang
gelombang 535 nm (Kurbanoglu et al.,
2015). Pengukuran pigmen dilakukan
dengan memasukkan nilai absorbansi
ke dalam rumus berikut (Mahmoud ez
al.,2015):

. OD x 323,4 x df
Pigmen Merah (g/L) = ——

7,07 x 10*
Keterangan:
oD = absorbansi pada ODj=5350m
3234 = berat molekuler pigmen
merah
df = faktor pengenceran

707 x 10* = koefisien ekstensi pigmen
merah pada A=535nm
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f. Rancangan Percobaan dan Analisis
Data
Penelitian ini dilakukan dengan
menggunakan Rancangan Acak
Kelompok (RAK) dengan lima
perlakuan sumber karbon yang berbeda
(PO, P1, P2, P3 P4 P5) dimana setiap
perlakuan diulang sebanyak tiga kali.
Data yang diperoleh dianalisa dengan
SPSS 16 menggunakan uji Anova pada
taraf uji 5%, bila terdapat perbedaan
nyata maka dilanjutkan dengan uji
Duncan. Parameter yang diamati adalah
pengukuran nilai berat kering sel dan

waktu inkubasi 72 jam menunjukkan
kisaran antara 037-4,73 g/L. Rata-rata
nilai berat kering sel terendah terdapat
pada perlakuan P2 (0,37 g/L) pada waktu
inkubasi 0 jam dan nilai berat kering sel
tertinggi dicapai oleh perlakuan P3 (4,73
g/l) dan P4 (4,73 g/L) pada waktu
inkubasi 54 jam.

Hasil  analisis  sidik ragam
menunjukkan bahwa rata-rata nilai berat
kering sel menghasilkan nilai yang tidak
berbeda nyata di antara perlakuan yang
digunakan. Hal tersebut menunjukkan
bahwa penambahan sumber karbon tidak

nilai  ODa=60onm, pengukuran gula berpengaruh signifikan terhadap
reduksi, pengukuran pH medium pertumbuhan S. marcescens.
pertumbuhan, dan pengukuran
konsentrasi pigmen merah.
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Gambar 1. Pertumbuhan S. marcescens berdasarkan: (a). Rata rata nilai berat kering sel; (b). Rata-
rata nilai ODa—goonm. (PO) = NB (Kontrol); (P1) = NB + 0,5% Glukosa; (P2) = NB +
0,5% Fruktosa; (P3) = NB + 0,5% Maltosa; (P4) = NB + 0,5% Laktosa. ra

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pertumbuhan Serratia marcescens
Rata-rata nilai berat kering sel S.

marcescens untuk semua perlakuan selama

rata-rata nilai berat kering sel dengan rata-
rata nilai ODh=goonm menghasilkan nilai
signifikansi kurang dari 0,05. Nilai
tersebut menunjukkan bahwa terdapat
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hubungan yang kuat antara nilai berat
kering sel dan nilai ODj=s00nm. Nilai
korelasi yang dihasilkan adalah 0983,
dimana nilai tersebut menunjukkan bahwa
antara nilai berat kering sel dan nilai
ODh=600nm memiliki hubungan yang kuat
sekali. Jika nilai berat kering sel naik,
maka nilai ODi=eoonm juga akan naik,
begitu pula sebaliknya. Hal ini sesuai
dengan pernyataan Sujarweni (2015), yang
menyatakan bahwa nilai korelasi dengan
rentang 0,91 sampai 0,99 memiliki
keeratan korelasi yang kuat sekali.

Kurva pertumbuhan pada Gambar
1. menunjukkan bahwa fase adaptasi §.
marcescens pada medium pertumbuhan
relatif sangat singkat. Hal ini dikarenakan
bakteri tersebut telah ditumbuhkan terlebih
dahulu sebagai inokulum pada medium
yang sama dengan medium produksi
sehingga  penyesuaian  diri  dengan
lingkungan yang baru berlangsung cepat.
Fardiaz (1987) menjelaskan bahwa cepat
atau lamanya fase adaptasi bergantung
pada beberapa kondisi, di antaranya
kondisi morfologis dan fisiologis dari
mikroorganisme yang ditumbuhkan, serta
banyak sedikitnya jumlah sel yang
diinokulasikan.

Fase cksponensial pada semua
perlakuan dicapai oleh S. marcescens pada
waktu inkubasi 6 jam sampai 24 jam,
kemudian dilanjutkan ke fase stationer
hingga akhir waktu inkubasi. Pada fase
eksponensial, nutrisi yang terkandung
dalam medium akan digunakan oleh
bakteri S. marcescens untuk melakukan
pertumbuhan.

Medium NB yang digunakan dalam
penelitian ini telah mengandung komponen
nutrisi yang cukup untuk pertumbuhan §.
marcescens sehingga penambahan sumber
karbon tidak berpengaruh signifikan
terhadap pertumbuhan S. marcescens.
Menurut Shaikh (2016), medium NB
mengandung komponen utama, yaitu
pepton, ekstrak daging, dan yeast extract.
Pepton menyediakan sumber nitrogen,

sulfur, dan sumber energi bagi S.
marcescens. Ekstrak daging dan yeast
extract merupakan sumber asam amino,
vitamin, koenzim, dan faktor pertumbuhan
bagi S. marcescens.

Sumber karbon merupakan
komponen terpenting bagi pertumbuhan
semua makhluk hidup. Penambahan
sumber karbon dalam penelitian ini
diharapkan dapat memberikan
pertumbuhan yang maksimal bagi S.
marcescens. Namun, sumber karbon yang
ditambahkan pada medium NB tidak
menunjukkan fungsi yang maksimal bagi
metabolisme §. marcescens. Sumber
karbon tersebut tidak digunakan langsung
oleh §. marcescens karena medium NB
sudah mengandung nutrisi yang lebih
lengkap dibandingkan sumber karbon itu
sendiri. Pepton yang terkandung dalam NB
akan terlebih dahulu dihidrolisis oleh
enzim  metaloproteinase  ekstraseluler
untuk  membentuk dinding sel dan
pembelahan sel (Kushwaka er al., 2014)

Pengukuran Sisa Gula Reduksi pada
Medium dengan Sumber Karbon yang
Berbeda

Berdasarkan Gambar 2., semua
sumber karbon menghasilkan sisa gula
reduksi yang berbeda. Sisa gula reduksi
pada akhir waktu inkubasi untuk sumber
karbon - glukosa, fruktosa, maltosa, dan
laktosa berturut-turut adalah 0,780 mg/ml;
0,862 mg/ml; 0,876 mg/ml; dan 1,563
mg/ml. Konsumsi sumber karbon yang
digunakan  §.  marcescens untuk
pertumbuhan pada media yang
mengandung glukosa, fruktosa, maltosa,
dan laktosa berturut-turut adalah 4,220
mg/ml; 4,138 mg/ml; 4,124 mg/ml; dan
3,437 mg/ml.

Sumber karbon digunakan untuk
pertumbuhan S. marcescens pada fase
eksponensial. Konsumsi nutrisi  pada
fase eksponensial sangat besar bagi
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sula Reduksi

Nilai Sisa C

Waktu Inkubasi (Jam)

——P0
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Gambar 2. Sisa gula reduksi §. marcescens pada medium dengan sumber karbon yang berbeda. (PO)
= NB (Kontrol); (P1) = NB + 0,5% Glukosa; (P2) = NB + 0,5% Fruktosa; (P3) = NB +
0,5% Maltosa; (P4) =NB + 0,5% Laktosa.

pertumbuhan dan aktivitas metabolisme sel
pada §. marcescens. Hal ini sesuai dengan
pendapat Setyati et al. (2015), bahwa pada
fase eksponensial, kebutuhan energi lebih
tinggi dibandingkan fase lag (adaptasi),
atau fase stationer, sehingga konsumsi
nutrisi juga semakin besar. Sisa gula
reduksi menunjukkan bahwa sumber
karbon dalam penelitian ini tetap
digunakan dan akan berkurang seiring
dengan pertumbuhan S. marcescens.
Namun, sumber karbon tersebut tidak
dapat memberikan efek yang maksimal
bagi pertumbuhan S. marcescens. Hal ini
dikarenakan sumber nutrisi dalam medium
pertumbuhan S. marcescens sudah berlebih
dari nilai kritisnya, sehingga penambahan

sumber karbon tidak memberikan efek
yang maksimal bagi pertumbuhan S.
marcescens atau bahkan dapat
menghambat pertumbuhannya (Pirt, 1975;
Young, 1985).

Pengukuran pH Medium Pertumbuhan
S. marcescens

Pertumbuhan §. marcescens selain
ditentukan oleh sumber karbon, juga
ditentukan oleh pH. Derajat keasaman
yang optimal akan  menghasilkan
pertumbuhan  yang  optimal  pula.
Berdasarkan Gambar 3., pH akhir pada
semua perlakuan tergolong basa, karena
menunjukkan nilai pH lebih dari 8.
Kondisi basa tersebut disebabkan karena

pH

0 6 12 18 24 30 36 4

2 48 54 60 66 72 78
Waktu Inkubasi (Jam)

= P3
i P

Gambar 3. Derajat keasaman medium pertumbuhan §. marcescens pada sumber karbon yang
berbeda. (P0) = NB (Kontrol); (P1) = NB + 0,5% Glukosa; (P2) = NB + 0,5% Fruktosa;
(P3) = NB +0,5% Maltosa; (P4) = NB + 0,5% Laktosa.
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adanya pertumbuhan sel  bakteri
(Zilberstain er al., 1984). Dalam kondisi
basa, bakteri S. marcescens dapat
meningkatkan ekspresi kation monovalen
atau proton antiporter dalam sitoplasmanya
dan meningkatkan akitivitas ATP sintetase
untuk mengikat H* masuk ke jalur
pembentukan ATP. Hal ini dilakukan
bakteri §. marcescens sehingga bakteri
tetap dapat bertahan dalam kondisi basa
hingga nutrisi dalam medium habis (Padan
etal.,2005).

Produksi Pigmen Merah oleh Serratia
marcescens

Berdasarkan Gambar 4., rata-rata
kandungan pigmen merah S. marcescens
pada semua perlakuan selama waktu
inkubasi 72 jam menghasilkan nilai
dengan kisaran antara 0055-0451 mg/L,
dengan rata-rata kandungan pigmen merah
tertinggi pada perlakuan P4 (0,451 mg/L)
yang dicapai pada waktu inkubasi 24 jam.

Berdasarkan Gambar 4., pigmen
merah mulai diproduksi saat sel bakteri §.
marcescens masih berada pada fase
eksponensial. Hal ini dikarenakan pada
fase eksponensial, sel bakteri sudah
banyak berkembang dalam  kondisi
pertumbuhan yang sesuai. Keadaan ini
akan mengaktifkan ekspresi gen pigmen
merah, schingga pigmen dapat mulai
dihasilkan. Pigmen dapat diekspresikan

ketika S. marcescens sudah mencapai
densitas sel yang tinggi dan ketika §.
marcescens  sudah  dalam  kondisi
lingkungan yang sesuai untuk
pertumbuhannya (Khanafari et al., 2006).

Perlakuan PO dan P4 menghasilkan
pigmen tertinggi pada waktu inkubasi 24
jam, sedangkan Pl dan P2 menghasilkan
pigmen tertinggi pada waktu inkubasi 36
jam. P3  baru menghasilkan pigmen
tertinggi pada waktu inkubasi 60 jam dan
P4 kembali menghasilkan pigmen dengan
jumlah yang tinggi pada waktu inkubasi 60
jam. Produksi pigmen pada perlakuan PO,
P1, dan P2 relatif menurun setelah waktu
inkubasi 36 jam.

Rata-rata kandungan pigmen merah
S. marcescens akan dilakukan uji lanjut
dengan menggunakan uji Duncan jika hasil
analisis sidik ragamnya menunjukkan
perbedaan sangat nyata. Hasil yang
diperoleh menunjukkan bahwa sumber
karbon yang maksimal untuk produksi
pigmen merah adalah laktosa yang
terkandung dalam perlakuan P4.

Perlakuan P4 yang mengandung
sumber karbon laktosa memiliki rata-rata
produksi pigmen tertinggi pada waktu
inkubasi 24 jam. Menurut Giri et al.,
(2004), sumber karbon memiliki peran
penting  untuk produksi pigmen.
Penambahan laktosa atau maltosa akan
meningkatkan konsentrasi pigmen, namun

dalam  beberapa kondisi,  yaitu penambahan glukosa akan menghambat
0500 -
=
20400
= —4—P0
g 0300
£ 0.200 o
.E : P2
£ 0.100 = P3
=
%0.000 ' . . . . =P
= 0 12 24 48 60 72 84

Waktu (Jam)

Gambar 4. Produksi pigmen merah §. marcescens pada medium dengan sumber karbon yang
berbeda. (P0) = NB (Kontrol); (P1) = NB + 0.5% Glukosa; (P2) = NB + 0,5% Fruktosa;
(P3)=NB +0,5% Maltosa; (P4) =NB + 0,5% Laktosa.
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produksi pigmen. Gargallo et al., (1987)
menjelaskan bahwa pada medium yang
mengandung glukosa, §. marcescens akan
menghasilkan glukosa-6-phosphat
dehidrogenase alloenzim yang akan
menghambat produksi pigmen.

Konsumsi glukosa yang tinggi pada
waktu inkubasi 6 jam sampai 12 jam
menyebabkan pH medium pertumbuhan
menjadi asam. Asam tersebut merupakan
asam organik hasil metabolisme S.
marcescens. Glukosa yang digunakan
dalam  penelitian ini lebih  cepat
menghasilkan asam karena tingginya
konsumsi glukosa oleh S. marcescens.
Menurut Solé et al. (2000), karbohidrat
yang lebih cepat menghasilkan asam pada
medium  pertumbuhan, tidak  dapat
digunakan untuk mempelajari pengaruh
karbohidrat dalam menghasilkan pigmen.
Solé et al. (1997) juga menjelaskan bahwa
pemberian glukosa akan mengganggu
proses sintesis pigmen. Faktor inilah yang
juga mengakibatkan konsentrasi pigmen
pada medium yang mengandung glukosa
tidak terlalu maksimal jika dibandingkan
dengan medium yang mengandung
laktosa.

Pigmen sudah mulai sedikit
dihasilkan ketika pertumbuhan mencapai
waktu inkubasi 48 jam sampai 72 jam. Hal
ini dikarenakan pada rentang waktu
tersebut, pH medium pertumbuhan §.
marcescens sudah menunjukkan kondisi
basa dengan nilai pH sebesar 7,7-8.7.
Penelitian yang dilakukan oleh
Sundaramoorthy et al. (2009) menjelaskan
bahwa pertumbuhan pigmen terbaik berada
pada pH 7. Shaikh (2016) juga
menjelaskan bahwa pertumbuhan pigmen
terbaik terdapat pada medium
pertumbuhan dengan nilai pH tidak lebih
dari7.5.

Pigmen pada perlakuan P3 dan P4
meningkat pada waktu inkubasi 60 jam.
Hal ini dapat dimungkinkan karena adanya
gula yang telah terhidrolisis masuk ke
dalam jalur biosintesis asam mevalonat. S.
marcescens memiliki kemampuan untuk
membentuk enzim maltase dan laktase

yang mampu memecah maltosa dan
laktosa (Shaikh, 2016). Pembentukan
enzim maltase dan laktase saat proses
glikolisis menyebabkan gula yang sudah
terhidrolisis akan masuk ke dalam jalur
asam mevalonat yang akan merangsang
pembentukan pigmen merah (Rahayu,
2004).

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian ini
menunjukkan bahwa sumber karbon tidak
berpengaruh signifikan terhadap
pertumbuhan §. marcescens. Sumber
karbon terbaik untuk menghasilkan
produksi  pigmen merah oleh .
marcescens  adalah  laktosa  dengan
konsentrasi pigmen scbesar 0451 mg/L
yang dicapai pada waktu inkubasi 24 jam.

DAFTAR PUSTAKA
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