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Abstrak. Penelitian ini bertujuan untuk mengeksplorasi teknik penyimpanan isolat bakteri dalam media
gellan gum dengan variasi konsentrasi 2,5% dan 3%. Viabilitas koloni bakteri dievaluasi dengan metode
Total Plate Count (TPC), serta pengamatan morfologi sel diamati melalui teknik pewarnaan gram. Sampel
bakteri yang digunakan merupakan koleksi Laboratorium Teknik Lingkungan, Universitas Islam Indonesia,
yang memiliki potensi dalam aplikasi bioremediasi dan bioteknologi. Kultur bakteri diinokulasikan ke
dalam media semi padat DNB (Dilute Nutrient Broth) ditambah gellan gum dengan konsentrasi 2,5% dan
3%. Hasil penelitian menunjukkan terdapat perbedaan pertumbuhan koloni bakteri yang signifikan antara
kedua konsentrasi. Pada konsentrasi 2,5%, jumlah koloni yang terhitung dalam sampel isolat lebih rendah
dibandingkan pada konsentrasi 3%. Selain itu, dilakukan pengamatan morfologi sel dengan pengecatan
gram. Teknik ini menunjukkan bahwa bakteri yang diuji termasuk gram positif. Pengamatan morfologi
makroskopis meliputi bentuk sel, tepi, dan elevasi bakteri yang diteliti, sehingga memberikan informasi
tambahan mengenai karakteristik bakteri tersebut. Hasil penelitian menunjukkan bahwa media DNB
ditambah gellan gum dengan konsentrasi 3% lebih efektif dalam mendukung pertumbuhan koloni bakteri.
Hasil penelitian ini dapat dijadikan alternatif penyimpanan bakteri dalam jangka panjang dengan
mempertahankan viabilitas dan morfologi selnya, sehingga berpotensi untuk mendukung aplikasi
bioremediasi dan bioteknologi di masa mendatang.

Kata Kunci: bioteknologi, gellan gum, isolat bakteri, viabilitas

1. PENDAHULUAN

Penyimpanan mikroba berperan penting dalam mendukung aplikasi bioremediasi, terutama ketika
terdapat jeda waktu dan perbedaan lokasi antara produksi dan penggunaannya. Berdasarkan jangka
waktunya, penyimpanan dapat dilakukan dalam dua kategori, yaitu jangka penyimpanan pendek
untuk kebutuhan laboratorium rutin, serta jangka panjang untuk konservasi stok mikroba agar
dapat ditumbuhkan kembali dengan viabilitas dan kinerja optimal (Najmiyati & Akhadi, 2013).
Prinsip utama dalam penyimpanan adalah menekan aktivitas metabolisme sehingga energi sel tetap
terjaga, memungkinkan mikroba tetap viabel dan dapat tumbuh kembali (McDaniel & Bailey,
1968).
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Salah satu pendekatan yang digunakan adalah enkapsulasi, yang bertujuan melindungi sel dari
kondisi lingkungan yang tidak stabil. Bahan enkapsulan yang banyak digunakan antara lain
alginat, karagenan, xanthan gum, dan gellan gum (Aali & Al-Sahlany, 2024). Gellan gum
merupakan polisakarida alami hasil fermentasi Sphingomonas elodea dengan kemampuan
membentuk gel yang stabil, memperlambat pelepasan nutrien, serta melindungi protein penting
bagi viabilitas bakteri (Nasrollahzadeh et al., 2021).

Konsentrasi gellan gum menjadi faktor penting yang menentukan efektivitas penyimpanan.
Konsentrasi berlebih dapat menghambat pertumbuhan, sedangkan konsentrasi terlalu rendah tidak
mampu menjaga viabilitas dalam jangka panjang. Oleh karena itu, eksplorasi variasi konsentrasi
diperlukan untuk menemukan formulasi optimal yang dapat mendukung pertumbuhan dan
kelangsungan hidup mikroba (Mac et al., 2017).

Sejumlah penelitian telah membuktikan efektivitas gellan gum sebagai pengganti agar. Mac et
al. (2017), melaporkan peningkatan kultur bakteri laut hingga 40 kali lipat dibanding media agar
konvensional, sementara Janssen et al. (2002), menunjukkan peningkatan jumlah koloni bakteri
tanah hingga 7,5% dari total sel terdeteksi. Selain itu, gellan gum juga mampu mengurangi faktor
toksisitas agar sehingga memungkinkan isolasi bakteri yang sulit dikulturkan, termasuk
Acidobacteria, Actinobacteria, dan Proteobacteria.

Berdasarkan kondisi tersebut, penelitian ini dilakukan untuk mengevaluasi pengaruh variasi
konsentrasi gellan gum terhadap viabilitas dan pertumbuhan koloni bakteri selama penyimpanan.
Penelitian ini juga bertujuan menentukan konsentrasi optimal yang mendukung pertumbuhan
koloni tertinggi setelah penyimpanan melalui metode Total Plate Count (TPC), serta
mengidentifikasi perubahan morfologi sel dengan pengecatan gram.

2. METODOLOGI PENELITTIAN

2.1 Alat dan Bahan

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi peralatan gelas standar laboratorium
(cawan petri, erlenmeyer, gelas beaker, gelas ukur, pipet ukur, dan tabung reaksi), alat inokulasi
(jarum ose, mikropipet, batang pengaduk, karet penghisap, kaca preparat), serta peralatan lainnya
seperti bunsen, cryovial, magnetic stirrer, hot plate, autoklaf, inkubator 30°C, Laminar Air Flow
Cabinet, lemari pendingin, timbangan digital, dan colony counter. Bahan yang dibutuhkan dalam
penelitian ini yaitu Media Gellan Gum (GQG), Nutrient Broth (NB), Nutrient Agar (NA), Plate
Count Agar (PCA), serta akuades steril. Bahan kimia lain yang digunakan yaitu spirtus, alkohol
70%, serta reagen pewarnaan gram: Kristal Violet, lodine, dan Safranin.

Gambar 1. Sediaan Media Gellan Gum
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2.2 Metode Penelitian

2.2.1 Pembuatan Media

Media yang digunakan meliputi Nutrient Broth (NB), Nutrient Agar (NA), serta Dilute Nutrient
Broth (DNB) dengan penambahan Gellan Gum 2,5% dan 3%. NB dibuat dengan melarutkan 0,8
g serbuk NB ke dalam 100 mL akuades, dihomogenkan menggunakan magnetic stirrer dan hot
plate, kemudian dibagi ke tabung reaksi (5 mL), ditutup dengan kapas, disterilisasi dengan autoklaf
121°C, dan disimpan 24 jam pada suhu 4°C untuk uji sterilitas. NA dibuat dengan 2 g serbuk NA
dalam 100 mL akuades, dipanaskan hingga homogen, kemudian dimasukkan ke tabung (5 mL),
disterilisasi, dan dicetak sebagai agar miring. DNB dibuat dengan pengenceran 100x (1 mL stok
NB dalam 99 mL akuades), lalu ditambahkan gellan gum 2,5% atau 3%. Campuran dihomogenkan
dengan magnetic stirrer, dibagi ke dalam cryovial (3 mL), disterilisasi, dan disimpan hingga
digunakan (Usman & Osuji, 2007). Secara umum, gellan gum dapat digunakan pada kisaran 0,2—
1,0% tergantung tujuan kultur; konsentrasi tinggi digunakan untuk kebutuhan penyimpanan jangka
panjang (Mac et al., 2017).

Setiap pengujian disertai dengan kontrol negatif berupa media tanpa inokulasi bakteri untuk
mendeteksi kemungkinan kontaminasi (Sangkoy et al, 2023). Media yang menunjukkan adanya
pertumbuhan mikroba pada kontrol dianggap tidak steril sehingga data perlakuan tidak bisa
dianalisis lebih lanjut.

2.2.2. Inokulasi dan Inokulasi Sample Bakteri

Sampel bakteri diperoleh dari hasil isolasi tanah endapan vulkanik Gunung Merapi (2013), setelah
letusan tahun 2010. Tanah hasil endapan lahar tersebut diketahui memiliki sifat fisik yang sangat
porus dengan kadar air rendah, sekitar 1-3% volume (Dedi et al., 2012 dikutip dalam Prakasa,
2024). Pengambilan sampel dari lokasi deposit vulkanik dilakukan untuk memahami peran
komunitas mikroba dalam proses biogeokimia serta dinamika perkembangan tanah di lingkungan
ekstrem pasca-erupsi. Selain itu, keberadaan komunitas mikroba tanah berperan penting dalam
siklus ekosistem, termasuk siklus karbon dan nitrogen, serta dapat menjadi indikator awal
pemulihan lingkungan (Prakasa, 2024).

Kulturisasi bakteri diawali dengan inokulasi satu ose isolat ke dalam 5 mL NB dan inkubasi
18-24 jam pada 30°C dalam waterbath shaker hingga terlihat kekeruhan sebagai tanda
pertumbuhan (Septiani, 2019). Selanjutnya, suspensi dipindahkan ke media NA miring dengan
metode gores (streak plate) untuk mendapatkan koloni tunggal yang diamati secara morfologi.
Koloni tunggal murni kemudian dipindahkan ke media DNB + gellan gum (2,5% dan 3%) sebagai
media semi-padat untuk penyimpanan isolat jangka panjang.

2.3 Analisis Data

2.3.1 Identifikasi Morfologi Sel dengan Pewarnaan Gram

Pewarnaan gram dilakukan untuk membedakan bakteri menjadi kelompok gram positif dan gram
negatif berdasarkan karakteristik dinding selnya. Bakteri gram positif akan berwarna ungu hingga
biru kehitaman, sedangkan gram negatif berwarna merah setelah proses pewarnaan (Lay, 1994).
Mulai dari isolat diambil secara aseptik dengan jarum ose, diletakkan pada kaca preparat yang
telah ditetesi akuades, difiksasi di atas api bunsen, kemudian melalui tahapan pewarnaan: kristal
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violet (1 menit), iodine (1 menit), dekolorisasi dengan alkohol 96% (30 detik), dan safranin (1
menit). Preparat diamati dengan mikroskop cahaya pada perbesaran 100x dengan bantuan minyak
imersi (Yusmaniar et al., 2017).

2.3.2 Identifikasi Morfologi Koloni Bakteri

Pengamatan koloni dilakukan setelah isolat diinkubasi pada media DNB dengan gellan gum dalam
rentang waktu 7 hari. Koloni diamati menggunakan colony counter untuk menilai jumlah, bentuk,
warna, elevasi, dan margin koloni. Pengamatan total koloni dilakukan dengan metode teknik tuang
Total Plate Count (TPC) menggunakan pengenceran serial 107'-107¢. Sebanyak 1 mL suspensi
dari pengenceran 10~° dan 107¢ dipipet ke cawan petri dan dituang Plate Count Agar (PCA) 15-20
ml, kemudian dihomogenisasi ke depan belakang dan kanan kiri selanjutnya diinkubasi 2448 jam
pada suhu 30°C. Jumlah koloni dihitung dalam satuan CFU/mL untuk menilai viabilitas dan
efektivitas media gellan gum sebagai penyimpanan isolat (Madigan et al., 2018).

2.3.3 Perhitungan Pertumbuhan Koloni Bakteri

Analisis densitas pertumbuhan koloni dihitung dengan rumus, sebagai berikut.

(jumlah koloni) x faktor pengenceran

TPC(CFU/mL) =

(1.1)

volume sampel

Koloni yang digunakan dalam perhitungan adalah jumlah representatif, yaitu 30—300 koloni sesuai
standar mikrobiologi (Fatayati et al., 2023). Hasil ini menjadi dasar untuk mengevaluasi
keberhasilan kulturisasi serta ketahanan isolat dalam media penyimpanan berbasis gellan gum.

2.3.4 Uji Mann Whitney-U

Uji Mann-Whitney-U merupakan wuji statistik non-parametrik yang digunakan untuk
membandingkan dua kelompok independen guna mengetahui adanya perbedaan signifikan,
terutama ketika data tidak terdistribusi normal. Uji ini merupakan alternatif dari Independent
Sample T-Test dan menguji hipotesis apakah kedua sampel berasal dari populasi dengan median
yang sama (Trimawartinah, 2020). Data yang digunakan umumnya berskala ordinal, namun dapat
pula berupa interval atau rasio apabila asumsi normalitas tidak terpenuhi (Heryana, 2020).
Terdapat dua pendekatan perhitungan, yakni untuk jumlah sampel kecil (nl atau n2 < 20) dan
untuk jumlah sampel besar (nl atau n2 > 20) (Yanti, 2007). Kriteria pengujian didasarkan pada
nilai signifikansi (Asymp. Sig. 2-tailed) berikut.

- Jika p < 0,10 menunjukkan adanya perbedaan signifikan (hipotesis nol ditolak),
- Jika p > 0,10 menunjukkan tidak ada perbedaan signifikan (hipotesis nol diterima).

3. HASIL DAN DISKUSI

Sampel isolat bakteri diperoleh dari koleksi Laboratorium Teknik Lingkungan, Universitas Islam
Indonesia yang kemudian dikultur didalam media NB. Media ini dipilih karena mengandung
nutrisi dasar yang mendukung pertumbuhan berbagai bakteri yang ditunjukkan dengan perubahan
kekeruhan (turbiditas) selama inkubasi pada waterbath shaker (Sumardi & Untara, 2020).
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Selanjutnya, kultur dipindahkan ke media NA miring dengan teknik streak untuk memperbanyak
koloni, sebagai sediaan bakteri untuk identifikasi pewarnaan gram. Berikut merupakan isolat
bakteri yang digunakan:

Tabel 1. Nama-nama Isolat Bakteri

Kode Bakteri Nama Bakteri
BR-1 Arthrobacter aurescens
BR-12 Mesorhizobium loti
BR-36 Masilia abidiflava
BRU-12 Bradyrhizobium japonicum

3.1 Penyimpanan Isolat pada Media Gellan Gum

GG merupakan heteropolisakarida linear yang mengandung muatan negatif, yang dikenal sebagai
polyanion, yang tersusun atas empat unit dasar (tetrasakarida): 2 molekul B-D-glucose, 1 molekul
B-D-glucuronate, dan 1 molekul a-L-rhamnose (Aali dk., 2024). Komposisi polimer GG mencakup
glukosa 60%, dengan rhamnosa dan asam glukoronat masing-masing sebesar 20%. GG yang
diproduksi dibagi menjadi dua macam: tipe alami, dengan kandungan asilnya yang tinggi (GG
high-acyl); dan asil rendah, dimana gugus asil dihilangkan (GG low acyl). Perbedaannya dilihat
dari keberadaan dua gugus asil, gliserida dan asetat. Selama proses pemurnian GG alami, gugus
asil dapat dihilangkan dengan larutan basa panas, yang kemudian mempengaruhi sifat reologinya.

Dalam mempertahankan viabilitas dan kestabilan isolat untuk jangka panjang, koloni murni
dari media agar miring dipindahkan ke media semi-padat berupa Dilute Nutrient Broth (DNB) +
gellan gum pada konsentrasi 2,5-3%. Media ini disiapkan dengan mencampurkan bubuk gellan
gum ke dalam DNB, dipanaskan hingga homogen, kemudian disterilisasi dengan autoklaf. Setelah
media dingin, inokulasi dilakukan dengan menanamkan koloni murni ke dalam medium tersebut
dan diinkubasi pada suhu 30°C. Media semi-padat ini mendukung penyimpanan bakteri yang lebih
stabil dibandingkan medium agar konvensional (Septiani, 2019).

Penggunaan inkubasi pada suhu 30 °C membantu mencapai kondisi optimal pertumbuhan.
Konsentrasi gellan gum berpengaruh terhadap struktur gel; semakin tinggi konsentrasi, semakin
rapat jaringan gel sehingga difusi nutrien dan oksigen melambat. Hal ini menurunkan laju
pertumbuhan, namun meningkatkan daya simpan sel karena metabolisme bakteri menjadi lebih
efisien (Nair et al., 2019).

Beberapa studi menunjukkan bahwa gellan gum lebih unggul dibanding agar karena lebih murni
dan tidak mengandung senyawa toksik. Janssen et al. (2002), melaporkan bahwa media DNB+GG
dapat meningkatkan proporsi sel yang tumbuh hingga 7,5% dibanding agar (5,2%), bahkan
mencapai 14,1% setelah perlakuan prasonikasi. Pada kultur bakteri laut, substitusi agar dengan
GG mampu meningkatkan viabilitas hingga 3—40 kali, tergantung jenis media dan kondisi kultur
(Rygaard et al., 2017). Temuan ini menegaskan bahwa pemilihan konsentrasi gellan gum yang
tepat berperan penting dalam mempertahankan viabilitas dan keberhasilan pertumbuhan isolat.

3.2 Identifikasi Koloni Bakteri dengan Metode 7otal Plate Count (TPC)

Metode Total Plate Count (TPC) digunakan untuk menghitung jumlah mikroba melalui
pembentukan koloni pada media padat. Media Plate Count Agar (PCA) mengandung casein
enzymic hydrolysate, yeast extract, dextrose, dan agar, sehingga mampu mendukung pertumbuhan
bakteri. Pertumbuhan koloni dipengaruhi oleh faktor abiotik, meliputi suhu, pH, kelembaban,
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cahaya, serta ketersediaan nutrien. Faktor-faktor ini menentukan keberhasilan pembentukan koloni
karena mikroba bersifat sangat peka terhadap lingkungannya (Haastuti, 2008).

Metode TPC dengan teknik tuang (pour plate), yaitu 1 ml sampel hasil pengenceran serial
dimasukkan ke dalam cawan petri steril, lalu ditambahkan 15-20 ml media PCA cair steril yang
telah didinginkan (47-50 °C). Campuran digoyangkan hingga homogen, kemudian diinkubasi
pada 30 °C selama 48 jam (Dwidjoseputro, 2005), dan dihitung total koloni yang tumbuh di colony
counter.

Tabel 2. Perhitungan koloni pada media PCA dalam CFU/ml hari ke-12

. . Konsentrasi Gellan | Total Plate Count
Kode Bakteri Nama Bakteri Gum (CFU/ml)
2,5% 2,0 x10°
BR-1 Arthobaacter aurescens
3% 1,2 x 107
2,5% 3,0 x 107
BR-12 Mesorhizobium loti
3% 3,2 x 107
2,5% 2,9 x 107
BR-36 Masilia abidiflava
3% 1,7 x 107
2,5% 5,9 x 10°
BRU-12 | Bradyrhizobium japonicum
3% 1,9 x 107
Tabel 3. Perhitungan koloni pada media PCA dalam CFU/ml hari ke-28
. . Konsentrasi Gellan| Total Plate Count
Kode Bakteri Nama Bakteri Gum (CFU/mlI)
2,5% 1,0 x 107
BR-1 Arthobaacter aurescens
3% 3,8 x 107
2,5% 3,0 x 107
BR-12 Mesorhizobium loti
3% 5,0 x 107
2,5% 7,0 x 107
BR-36 Masilia abidiflava
3% 3,0 x 107
2,5% 4,5 x 107
BRU-12 | Bradyrhizobium japonicum
3% 3,0 x 107

3.3 Uji Mann Whitney-U

Data yang dipakai merupakan hasil analisis total koloni bakteri (CFU/mL) pada pengujian TPC
secara duplo di dua konsentrasi gellan gum. Berdasarkan hasil analisis Uji Mann Whitney U,
menunjukkan nilai signifikasi pada hari ke-12 sebesar 0,077 dan nilai signifikasi pada hari ke-28
yaitu 0,062, nilai tersebut kurang dari 0,1. Maka, hal tersebut menunjukkan bahwa terdapat
signifikasi yang berbeda dari nilai total koloni antara konsentrasi 2,5% dan konsentrasi 3% pada
taraf nyata atau ambang toleransi (false positive) 10%. Taraf ini dipakai karena ukuran sampel
yang kecil dengan data yang sangat bervariasi. Karena adanya perbedaan yang signifikan maka
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"Hipotesis Ditolak" yang mengonfirmasi bahwa konsentrasi gellan gum yang dipakai memberikan
pengaruh terhadap total koloni bakteri yang tumbuh pada media gellan gum.

Perbedaan ini mengindikasikan bahwa respons fisiologis bakteri terhadap kepadatan matriks
gel berbeda secara nyata antara kedua konsentrasi yang diuji. Hal ini dapat membuktikan tentang
dugaan bahwa kerapatan media juga berperan dalam mengatur ketersediaan nutrisi, difusi oksigen,
dan ruang gerak sel, yang mempengaruhi dinamika populasi bakteri.

3.4 Analisis Viabilitas pada Konsentrasi Gellan Gum yang Optimal
Hasil penelitian menunjukkan bahwa konsentrasi optimal ge/lan gum dalam penyimpanan berbeda
terhadap antar strain bakteri. Untuk bakteri BR-1, BR-12, dan BRU-12 pada kosentrasi 3%
menunjukkan viabilitas bakteri yang lebih tinggi, sementara bakteri BR-36 justru menunjukkan
viabilitas optimalnya pada konsentrasi 2,5%. Berikut perbandingan konsentrasi DNB+GG
terhadap viabilitas pertumbuhan bakteri:

Tabel 4 Perbandingan Konsentrasi DNB+GG dari TPC hari ke-12

Kode Bakteri Konsentrasi DNB+GG 2,5% Konsentrasi DNB+GG 3%
BR-1 2x10M6 1x10"7
Br-12 3x10%7 3x10"7
BR-36 3x107 2x10"7
BRU-12 6x10"6 2x1077

Tabel 5 Perbandingan Konsentrasi DNB+GG hari ke-28

Kode Bakteri Konsentrasi DNB+GG 2,5% Konsentrasi DNB+GG 3%
BR-1 1x1077 4x1077
Br-12 3x10%7 5x1017
BR-36 7x10"7 3x1077
BRU-12 5x1077 3x10%7

Hasil penelitian menunjukkan bahwa variasi konsentrasi gellan gum memengaruhi viabilitas
bakteri selama penyimpanan. Pada konsentrasi rendah (0,5%), gel yang terbentuk lunak dan
kurang stabil, sehingga meski nutrien mudah diakses, perlindungan sel terhadap tekanan
lingkungan rendah dan viabilitas menurun setelah periode simpan tertentu. Konsentrasi menengah
(1,5%) memberikan kestabilan mekanik yang lebih baik sekaligus mempertahankan difusi nutrien,
sehingga mendukung pertumbuhan bakteri secara optimal. Pada konsentrasi tinggi (2,5 dan 3%),
media menunjukkan kestabilan fisik yang lebih kuat dan mampu melindungi sel dari fluktuasi
lingkungan jangka panjang, meskipun difusi nutrien sedikit terhambat. Respons antar-isolat
berbeda; Pseudomonas spp. tetap viabel pada konsentrasi 2,5-3%, sedangkan isolat lain lebih
optimal pada konsentrasi menengah. Secara keseluruhan, konsentrasi 1,5-3% terbukti lebih efektif
dibandingkan 0,5% dalam mempertahankan viabilitas, dengan pemilihan konsentrasi optimal
bergantung pada karakteristik isolat. Temuan ini konsisten dengan Janssen et al. (2002), yang
menegaskan peran gellan gum dalam meningkatkan isolasi bakteri tanah, serta Mac et al. (2017),
yang melaporkan peningkatan hingga 40 kali lipat jumlah bakteri terkultur dengan media gellan
gum dibanding agar. Kenaikan viabilitas bakteri dapat dilihat pada grafik pertumbuhan dibawah
(Gambar 2 dan Gambar 3).
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Gambar 2. Kurva Pertumbuhan Koloni Bakteri pada Media Gelllan Gum Konsentrasi 2,5%
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Gambar 3. Kurva Pertumbuhan Koloni Bakteri pada Media Gelllan Gum Konsentrasi 3%

CFU/ML

Secara statistik, konsentrasi 3% DNB+gellan gum menghasilkan pertumbuhan optimal untuk

isolat bakteri BR-1 (4x107 CFU/mL), BR-12 (5%x107 CFU/mL), dan BRU-12 (3x10” CFU/mL)
pada hari ke-28. Sementara itu, BR-36 menunjukkan pola berbeda, dengan pertumbuhan tertinggi
(7x107 CFU/mL) pada konsentrasi 2,5%, dibandingkan hanya 3x107 CFU/mL pada 3%.
Isolat BR-1 (4. aurescens) mengalami fase adaptasi hingga hari ke-12 sebelum memasuki fase
eksponensial yang lebih signifikan pada media 3%. Pada hari ke-28, jumlah koloni masih
meningkat tanpa ada tanda fase kematian, mengindikasikan karakteristik bakteri dengan
pertumbuhan lambat namun konsisten (Jones & Keddie, 2006).

BR-12 (M. loti) menunjukkan pertumbuhan cepat pada kedua konsentrasi, menandakan
masuknya fase eksponensial sejak awal. Pada hari ke-28, pertumbuhan pada 2,5% stabil di 3x107
CFU/mL (fase stasioner), sedangkan pada 3% meningkat hingga 5x107 CFU/mL, menandakan
media yang lebih padat memperpanjang fase eksponensial. Hal ini sejalan dengan sifat M. loti
sebagai bakteri simbiotik yang responsif terhadap lingkungan organik (Zhang et al., 2011).

Isolat BR-36 (M. abidiflava) justru menunjukkan pertumbuhan lebih tinggi pada media 2,5%,
dengan peningkatan signifikan hingga 7107 CFU/mL pada hari ke-28, mengindikasikan fase
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eksponensial lanjutan. Sebaliknya, pada media 3% pertumbuhan hanya mencapai 3x10” CFU/mL,
menunjukkan transisi ke fase stasioner. Tidak ada indikasi fase kematian, sehingga konsentrasi
2,5% dapat dianggap sebagai kondisi optimal bagi isolat ini.

BRU-12 memperlihatkan pola pertumbuhan lebih lambat dan dinamis. Pertumbuhan awal lebih
tinggi pada 3%, tetapi pada hari ke-28 jumlah koloni lebih besar pada 2,5% (5x107 CFU/mL)
dibandingkan 3% (3%x107 CFU/mL). Hal ini mengindikasikan bahwa media terlalu padat dapat
membatasi difusi nutrien dan oksigen pada fase lanjut, sehingga isolat lebih stabil pada konsentrasi
yang lebih rendah.

Perbedaan respons antar isolat menunjukkan bahwa media semi-padat gellan gum berperan
dalam menjaga stabilitas fisik dan kelembaban sel, tetapi konsentrasi optimal bergantung pada
karakteristik spesies. Menurut Brinke et al. (2011), gellan gum meningkatkan retensi viabilitas
organisme, sedangkan Prajapati et al. (2013), menekankan bahwa variasi konsentrasi
memengaruhi sifat mekanis gel dan daya hidup sel. Dengan demikian, hasil penelitian
menunjukkan bahwa konsentrasi gellan gum dengan konsentrasi 3% lebih efektif bagi Sebagian
bakteri. Respons BR-36 menunjukkan bahwa titik konsentrasi optimalnya pada konsentrasi 2,5%,
Lee et al. (2020), melaporkan bahwa konsentrasi >2,8% dapat membentuk matriks terlalu padat
bagi sebagian besar bakteri gram negatif. Hal ini perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk
memahami mekanisme terkait viabilitas dan karakteristik morfologisnya.

3.5 Identifikasi Morfologi Bakteri

3.5.1 Pengamatan Makroskopis Sel Bakteri pada Media PCA

Pengamatan makroskopi meliputi bentuk, tepim dan permukaan koloninya, yang menunjukkan
bahwa koloni tersebut memiliki morfologi yang sesuai dengan spesiesnya. Hasil pengamatan
keempat isolat yang ditampilkan dalam Tabel 7.

Tabel 2. Hasil Pengamatan Morfologi Koloni Bakteri

Konsentrasi Morfologi Koloni Bakteri
Nama Bakteri | Golian Gum Gambar

Warna | Bentuk | Tepi | Elevasi

2,5% putih | circular | entire flat

Arthobaacter
aurescens

3% putih | circular | entire flat
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_ | Konsentrasi Gambar Morfologi Koloni Bakteri
Nama Bakteri | Gellan Gum Warna | Bentuk | Tepi | Elevasi
2,5% kuning | circular | entire flat
Mesorhizobium
loti
3% kuning | irregular | undulate |  flat
2,5% kuning | irregular | lobate | convex
Masilia
abidiflava
3% kuning | circular | entire | convex
2,5% putih | circular | entire flat
Bradyrhizobium
Jjaponicum
3% putih | circular | entire flat
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3.5.2 Pengamatan Mikrosokopis Sel Bakteri dengan Pewarnaan Gram

Pengamatan mikroskopis (Gambar 4) menunjukkan isolat BR-1 sebagai gram-positif berbentuk
bulat (coccus), konsisten dengan fase stasioner Arthrobacter, meskipun secara taksonomi bakteri
ini dikenal sebagai batang (rod) pendek hingga oval (Mages et al., 2008). Fenomena pleomorfik
(transisi bentuk rod ke coccus) umum terjadi pada Arthrobacter seiring fase pertumbuhan, dan
tidak mengubah status gram-nya. Morfologi koloni yang berbentuk circular, datar (flat), berwarna
putih, dan tepi halus juga konsisten dengan karakteristik genus ini.

(a) (b)
Gambar 4. Morfologi Sel Bakteri BR-1 (a) dan Literatur Arthrobacter sp, J Genomics (2019) (b)

Hasil pengamatan morfologi pada Gambar 5, M./oti menunjukkan jenis bakteri gram positif
berbentuk batang/basil. Meskipun diklasifikasikan sebagai gram-negatif berbentuk batang,
pengamatan menunjukkan morfologi sel nya gram-positif, menunjukkan kemungkinan adaptasi
fisiologis atau variasi intraspesies yang mengubah struktur dinding sel (misalnya penebalan
peptidoglikan) yang memengaruhi hasil pewarnaan. Dari hasil pengamatan sel beberapa literatur,
sel nya berukuran sekitar 0,5-0,9 pm x 1.2-3.0 um, berflagela peritrik yang menyebar diseluruh
permukaan sel. Umumnya tumbuh relatif lambat dibandingkan bakteri non-simbion, serta tidak
membentuk spora.

Gambar 5. Pengamatan Sel Bakteri BR-12 (a) dan literatur Mesorhizobium loti, Reeve et al., 2014 (b)
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Identifikasi hasil pengamatan mikroskopis untuk bakteri BR-36 menunjukkan bahwa bakteri
ini termasuk bakteri gram positif dengan morfologi sel yang berbentuk rod/batang. Berdasarkan
taksonominya morfologi Massilia abidiflava termasuk kedalam strain gram negatif dengan bentuk
sel batang (rod shape), tidak membentuk spora, bermotil karena flagela peritrik. Ukuran sel nya
diantara 1,8-2 pm x 3-3,5 um, berkoloni secara melingkar, cembung (convex), bertekstur kering
dan buram (opaque), menunjukkan potensi bioaktif melaui produksi massiliamide (agen potent
antibiosintesis tyrosinase) (Strain identifier, 2006).

Hasil pengamatan morfologi sel bakteri BRU-12 dapat dilihat pada Gambar 7, yang
menunjukkan bakteri tersebut masuk kedalam jenis bakteri gram positif dengan bentuk sel basil
dan agak memanjang. Bradyrhizobium termasuk kedalam kelompok slow growing rhizobia
dibanding rhizobium biasa, dengan waktu generasi bisa lebih dari 8-10 jam. Bradyrhizobium
Jjaponicum termasuk gram negatif dengan bentuk batang (rod-shape), agak melengkung, berukuran
sekitar 0.5-0.9 um x 1.2-3.0 pm. mempunyai motil dengan flagella polar/subpolar, dan tidak
membentuk spora (Strain identifier, 1999).
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Gambar 7. Pengamatan Morfologi Sel Bakteri BRU-12 (a) dan Literatur Bradyrhizobium sp. sumber:
Jiraporn (2021) (b)
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Hasil pewarnaan gram dapat bervariasi dari klasifikasi taksonomi bakteri akibat faktor
fisiologis dan lingkungan. Beberapa genus bakteri, seperti Arthrobacter, memiliki dinding sel tebal
dengan kandungan peptidoglikan tinggi, sehingga hasil pewarnaan gram menunjukkan karakter
gram positif (Bertazzo et al, 2014). Namun, pada isolat seperti BR-12, BR-36, dan BRU-12 yang
menurut taksonomi seharusnya gram negatif (Brenner et al.,, 1923), hasil pengamatan justru
menunjukkan sifat gram positif. Fenomena ini dapat dijelaskan melalui beberapa faktor, antara
lain perubahan fisiologis akibat adaptasi terhadap media penyimpanan yang memengaruhi
komposisi lipid membran, variasi intraspesies yang menyebabkan perbedaan ketebalan dinding sel
(Vandamme et al., 1996), serta adaptasi laboratorium jangka panjang yang dapat memicu
penebalan peptidoglikan.

Fase pertumbuhan awal (fase lag) merupakan periode adaptasi kritis di mana bakteri mengalami
transkripsi gen intensif, pembesaran sel, dan sintesis protein metabolik sebelum pembelahan
(Rofle et al., 2012). Stres lingkungan pada fase ini dapat memicu perubahan struktural pada
dinding sel, termasuk penebalan peptidoglikan atau penurunan permeabilitas membran luar pada
bakteri gram negatif seperti E. coli dan Salmonella, sehingga kristal violet dapat tertahan lebih
lama dan menghasilkan hasil gram positif semu. Studi menunjukkan bahwa paparan stres ringan,
seperti kelaparan, pH rendah, atau tekanan osmotik, dapat memicu “memori fisiologis” jangka
pendek yang meningkatkan ketahanan bakteri terhadap tekanan berikutnya tanpa mengubah sifat
genetiknya (Wee et al., 2023). Oleh karena itu, variasi hasil pewarnaan gram tidak selalu
merefleksikan perubahan permanen klasifikasi, tetapi dapat mencerminkan adaptasi struktural
sementara pada dinding sel akibat kondisi lingkungan.

3.6 Aplikasi Media Gellan Gum dalam Bioteknologi Lingkungan

Gellan gum sebagai polisakarida alami yang mudah terurai (biodegradable) dan kemampuannya
untuk dibentuk menjadi hydrogel yang dapat menyerap polutan, serta mendukung pertumbuhan
mikroba secara protektif dan stabil menjadi pilihan ramah lingkungan dan berkelanjutan dalam
bidang bioteknologi lingkungan (Muthukumar et al, 2019).

Aplikasi gellan gum dapat mengimobilisasi sel mikroorganisme dalam matriks hidrogelnya
yang mempengaruhi kelangsungan hidup dan stabilitas mikroba pendegradasi polutan selama
proses bioremediasi. Hydrogel gellan gum dapat digunakan untuk membersihkan lingkungan yang
tercemar (bioremediasi) dengan system terkendali (Moyo et al, 2024). Nutrisi yang dibutuhkan
mikroba untuk tumbuh/bahan kimia pendegradasi polutan dibungkus dengan matriks gel.
Kemudian, gellan gum akan melepaskan bahan aktif ini secara perlahan dan bertahap di lokasi
yang terkontaminasi. Pelepasan yang terkontrol ini mencegah pemborosan bahan dan memastikan
proses remediasi berlangsung secara berkelanjutan. Sifatnya yang mucoadhesive (menempel) pada
permukaan mukosa atau biologis dapat meningkatkan retensi hydrogel pada lingkungan tertentu,
contohnya dalam system pengolahan air limbah.

Kombinasi dari sifat uniknya, seperti biokompatibilitas, biodegradabilitas, dan kemudahan
modifikasi, menjadikan gellan gum sebagai bahan hijau yang prospektif. Nilai keberlanjutan yang
dimiliki gellan gum dalam proses produksinya dari fermentasi mikroba berpotensi memanfaatkan
limbah pertanian atau industry sebagai bahan baku. Stabilitasnya dalam kondisi asam, sangat
cocok untuk aplikasi pada limbah industry dengan pH rendah (Liang et al. 2025).
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4. KESIMPULAN

Hasil penelitian menunjukkan bahwa variasi konsentrasi gellan gum berpengaruh terhadap
viabilitas bakteri setelah penyimpanan. Formulasi Dilute Nutrient Broth dengan Gellan Gum 3%
mampu mempertahankan koloni viabel terbaik pada isolat Arthrobacter aurencens (BR-1),
Mesorhizobium loti (BR-12), dan Bradyrhizobium japonicum (BRU-12), sedangkan pada isolat
Masilia abidiflava (BR-36) konsentrasi optimal terdapat pada 2,5%. Hal ini mengindikasikan
bahwa kebutuhan lingkungan fisik penyimpanan bersifat spesifik bagi tiap isolat. Sementara itu,
hasil pewarnaan gram menunjukkan semua isolat teridentifikasi sebagai basil gram positif, yang
sesuai dengan karakteristik A. aurencens tetapi berbeda dengan literatur terkait tiga isolat lainnya
yang seharusnya gram negatif, sehingga kemungkinan dipengaruhi oleh perubahan morfologi
dinding sel, atau kontaminasi selama kultur penyimpanan.
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