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Abstrak

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas pertumbuhan bakteri selulolitik  Enterobacter

cloacae Selulolitik Aerob Rumen-1 (SAR-1) yang berasal dari limbah cairan rumen sapi. Isolat yang telah

dikultur diambil sebanyak 10 mL kemudian dipindahkan ke dalam  media pertumbuhan Luria Bertani

100 mL dalam labu Erlenmeyer.  Suspensi biakan diinkubasi dalam shaker incubator (37°C, 120 rpm).

Dilakukan pengukuran optical density  pada panjang gelombang ë 600 nm, dengan cara mengambil sampel

sebanyak 1 mL setiap selang waktu dua jam  selama 24 jam (jam ke 0; 2; 4; 6; 10; 12; 14; 16; 18; 20; 22; 24).

Sampling pertama dilakukan pada jam ke-0 dilanjutkan sampai nilai OD menunjukkan penurunan yang

jelas.  Nilai OD diukur dengan spektrofotometer UV-Vis. Kurva pertumbuhan diperoleh dari hasil

pengukuran absorbansi terhadap waktu. Hasil penelitian menunjukkan bahwa isolat E. cloacae SAR-1

memiliki kurva pertumbuhan dengan waktu optimum pada jam ke-12 masa inkubasi, serta mempunyai

aktivitas pada suhu optimum 35°C  dan pH optimum  6.

Kata-kata kunci: kurva pertumbuhan; suhu; pH optimum; selulolitik bakteri

Abstract

This study aimedto know the growth activityofcellulolytic bacteria EnterobactercloacaeSAR 1isolated

frombovinerumen fluidwaste. Isolates that had been cultured were taken as much as 10 mL and then

transferred to100 mL growth medium in Erlenmeyer flask. Culturesuspensions were incubated in a shaker

incubator (37°C, 120 rpm). Optical density was measured  at  ë 600 nm by taking as much as 1 mL

sampling with interval of two hours for 24 hours (hour 0; 2; 4; 6; 10; 12; 14; 16; 18; 20; 22; 24). The first

sampling was done at 0thhour and continued until OD values  †showed a clear decline. Optical density was

measured with a UV-Vis spectrophotometer at wave length ë 600 nm. Growth curve was obtained from the

result of absorbance measurement on the time. Optimum growth production of E.cloacae SAR 1 occurred

at the 12thhoursof incubation, optimum temperature of 35°C and optimum pH 6.
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PENDAHULUAN

Mikrob di dalam rumen dan retikulum

terdiri dari bakteri, jamur, serta protozoa yang

mempunyai peranan penting dalam proses

fermentasi pakan.  Rumen merupakan lingku-

ngan yang sangat baik untuk pertumbuhan

mikrob-mikrob tersebut. Ekosistem mikrob

rumen antarra lain terdiri dari bakteri 1010-1011

sel/mL, protozoa 104-106 sel/mL, jamur anaerob

103-105 zoospora/mL (Kamra, 2005).  Selanjutnya

menurut Stiverson et al. (2011), kompleks

mikrob rumen memiliki peranan essential

untuk mendegradasi pakan dan menyuplai

nutrien pada inangnya.  Penggunaan enzim

pendegradasi serat untuk ternak ruminansia
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seperti sapi dan domba, dapat meningkatkan

penggunaan pakan, produksi susu dan pertam-

bahan bobot badan.  Pada sapi yang ditambah-

kan campuran enzim yang mengandung xyla-

nase dan selulase menunjukkan peningkatan

pertambahan bobot badan sekitar 30-36%

(Howard et al., 2003).

Bakteri  rumen  aktif  melakukan

fermentasi selulosa dengan menghasilkan enzim

selulase yang berperan  menghidrolisis selulosa

dan menghasilkan volatile fatty acid (VFA)

(Hungate, 2013).   Bakteri selulolitik pada

umumnya didapatkan di dalam rumen antara

lain  Bacteroides strain A, Ruminococcus strain

A, Clostridiales strain A.  Jenis bakteri yang

ada di rumen di antaranya mempunyai

kemampuan untuk mendegradasi selulosa

(Howard et al., 2003; Moon et al., 2014).  Hasil

yang sama diperoleh oleh Lokapirnasari et al.

(2015), dari cairan rumen sapi peranakan ongole

(PO) juga berhasil diidentifikasi bakteri

selulolitik E. cloacae WPL 214 yang memiliki

kemampuan menghasilkan enzim endoselulase,

eksoselulase, dan â-glukosidase.  Selain bakteri

selulolitik tersebut, dari cairan rumen juga telah

berhasil diisolasi dan diidentifikasi oleh penulis,

jenis bakteri selulolitik yang lain yaitu E.

cloacae Selulolitik Aerob Rumen-1 (E. cloacae

SAR-1).  Bakteri tersebut digolongkan sebagai

bakteri selulolitik didasarkan pada kemam-

puannya  tumbuh pada media selektif Carboxyl

Methyl Celullose (CMC).  Kemampuan tumbuh

tersebut menunjukkan bahwa bakteri E.cloacae

SAR-1 mampu memanfaatkan selulosa sebagai

sumber nutriennya.  Menurut Hatami (2008),

adanya clear zone pada media padat selektif

CMC menunjukkan  kemampuan mikrob untuk

mendegradasi selulosa.

Beberapa penelitian telah dilakukan oleh

peneliti lain yaitu E. cloacae NCIB 11836,

diisolasi dari jerami;  Enterobacter spp. aktif

dalam fiksasi nitrogen pada limbah kayu dan

dalam rizosfer; juga dapat berkontribusi untuk

fiksasi nitrogen di jerami (Harper dan Lynch,

1986).  Borji et al. (2003) juga telah mengisolasi

dan mengidentifikasi Enterobacter dari rayap

yang memiliki kemampuan mendegradasi lignin

dan polisakarida pada jerami.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui

kemampuan E. cloacae SAR-1 yang telah

diisolasi dari cairan rumen sapi PO, terhadap

aktivitas pertumbuhan, suhu optimum serta pH

optimum untuk pertumbuhannya sebagai

bakteri selulolitik. Biodegradasi oleh bakteri

selulolitik rumen E. cloacae SAR-1 diharapkan

dapat digunakan sebagai sumber bakteri

selulolitik yang berperan mendegradasi bahan

pakan berserat sehingga dapat meningkatkan

kualitas nutrien dan  kecernaan bahan pakan

dengan harga lebih murah dibandingkan

penggunaan enzim selulase komersial.

METODE PENELITIAN

Pengukuran Kurva Pertumbuhan

Isolat E. cloacae SAR-1 yang telah dikultur

diambil sebanyak 10 mL kemudian dipindahkan

ke dalam  media pertumbuhan Luria Bertani

100 mL dalam labu Erlenmeyer.  Suspensi

biakan diinkubasi dalam shaker incubator

(37°C, 120 rpm).  Dilakukan pengukuran optical

density  pada panjang gelombang ë 600 nm

dengan mengambil sampling sebanyak 1 mL

setiap selang waktu dua jam  selama 24 jam

(jam ke 0; 2; 4; 6; 10; 12; 14; 16; 18; 20; 22; 24).

Sampling pertama dilakukan pada jam ke-0

dilanjutkan sampai nilai OD menunjukkan

penurunan yang jelas.  Densitas optik diukur

dengan spektrofotometer UV-Vis. Kurva

pertumbuhan diperoleh dari hasil pengukuran

absorbansi terhadap waktu (Lokapirnasari et

al., 2015).

Pengukuran Suhu dan pH Optimum E.

cloacae SAR-1

Isolat bakteri selulolitik E. cloacae SAR-1

diambil sebanyak 1 mL untuk dibiakan kembali

ke dalam media pertumbuhan Luria Bertani 10

mL, selanjutnya suspensi biakan tersebut

diinkubasi selama 24 jam dalam shaker

incubator dengan penggoyangan 120 rpm pada

beberapa perlakuan suhu  (30°C, 35°C, 40°C,

dan 45°C ) dan beberapa perlakuan pH (pH 6, 7,

dan 8).  Setelah masa inkubasi masing-masing

perlakuan selesai, sampel diambil sebanyak 1

mL serta dilakukan pengukuran densitas optik

pada panjang gelombang  ë 600 nm dengan

spektrofotometer UV-Vis (Lokapirnasari et al.,

2015).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kurva Pertumbuhan E.cloacae SAR-1

Pertumbuhan inokulan bakteri selulolitik

E.cloacae SAR-1 disajikan pada Gambar 1 dan

Tabel 1.  Fase logaritmik pertumbuhan tertinggi

ditemukan pada jam ke-12.  Menurut  Rolfe et

al. (2012),  kurva pertumbuhan menggambar-
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Fase eksponensial isolat E. cloacae SAR-1 terjadi

pada jam ke-12 dengan absorbansi sebesar 0,925.

Menurut Lokapirnasari et al. (2015), fase

eksponensial tertinggi pada isolat  E. cloacae

WPL 214 terjadi pada jam  ke-16 dengan

absorbansi sebesar 3,122.

Fase stasioner merupakan fase terjadinya

keseimbangan penambahan aktivitas dan

penurunan aktivitas atau dalam pertumbuhan

koloni terjadi keseimbangan antara yang mati

dengan penambahan individu. Oleh karena itu

fase ini membentuk kurva datar.  Fase ini juga

diakibatkan karena sumber nutrisi yang

semakin berkurang, terbentuknya senyawa

penghambat, dan faktor lingkungan yang mulai

tidak menguntungkan.  Fase stasioner  isolat

E. cloacae kode SAR-1 terjadi  setelah jam ke-12

masa inkubasi.

Fase kematian merupakan fase mulai

terhentinya aktivitas atau dalam pertumbuhan

koloni terjadi kematian yang mulai melebihi

bertambahnya individu. Fase kematian  isolat

E. cloacae kode SAR-1 terjadi  setelah jam ke-24

masa inkubasi.

Suhu Optimum  Enzim Selulase E. cloacae

SAR-1

Kondisi suhu inkubasi dalam penelitian ini

ditentukan pada suhu 30°C, 35°C, 40°C, 45°C,

dan 50°C. Data karakterisasi suhu enzim

selulase E. cloacae SAR-1 disajikan pada

Tabel 2.

Suhu turut memengaruhi aktivitas mikrob

selulolitik dalam proses degradasi selulosa.

Perlekatan mikrob selulolitik rumen  Rumino-

coccus albus dan Fibrobacter succinogenes pada

selulosa dihambat pada suhu di bawah 4°C dan

di atas 50°C  (Gong dan Forsberg, 1989; Morris

dan Cole, 1987).  Demikian pula dengan bakteri

selulolitik asal cairan rumen E. cloacae SAR-1

kan adanya proses pembelahan sel maupun

pertumbuhan bertahap suatu  mikroorganisme

dimulai dari awal pertumbuhan sampai dengan

berakhirnya aktivitas, terdiri atas empat fase

utama yaitu: lag, eksponensial, stasioner, dan

kematian.

Fase lag atau fase adaptasi merupakan fase

paling awal atau merupakan fase penyesuaian/

pengaturan suatu aktivitas mikrob dalam

lingkungan barunya (Rolfe et al., 2012).  Pada

fase ini pertambahan massa atau pertambahan

jumlah sel belum begitu terjadi, sehingga kurva

pertumbuhan pada fase ini pada umumnya

mendatar. Selang waktu fase lag tergantung

kepada kesesuaian pengaturan aktivitas dan

lingkungannya.  Pada isolat E. cloacae SAR 1,

fase lag ini terjadi  pada dua jam pertama masa

awal pertumbuhannya, setelah itu  pada dua

jam berikutnya telah terjadi fase eksponensial.

Fase eksponensial atau logaritmik

merupakan fase peningkatan aktivitas

perubahan bentuk maupun pertambahan

jumlah mencapai kecepatan maksimum

sehingga kurvanya dalam bentuk eksponensial.

Peningkatan aktivitas tersebut harus diimbangi

oleh banyak faktor,  antara lain faktor biologi

dan non biologi.  Termasuk faktor biologi seperti

bentuk dan sifat mikroorganisme terhadap

lingkungan yang ada, asosiasi kehidupan di

antara organisme yang bersangkutan,

sedangkan yang termasuk faktor non-biologi

seperti  kandungan nutrisi di dalam medium

pertumbuhan, suhu, dan pH (Rolfe et al., 2012).

Tabel 1. Data kurva pertumbuhan E.cloacae

SAR-1 diukur optical density dengan

spektrofotometer pada panjang

gelombang ë 600 nm

Jam ke- Absorbansi (A)

0 0,133

2 0,668

4 0,758

6 0,797

8 0,895

10 0,907

12 0,925

14 0,779

16 0,771

18 0,782

20 0,762

22 0,449

24 0,129

Gambar 1. Kurva pertumbuhan isolat E.

cloacae SAR-1 pada medium

pertumbuhan Luria Bertani.
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Berdasarkan hasil penelitian dengan ber-

bagai kondisi tingkat keasaman, isolat E.cloacae

SAR-1 mampu tumbuh pada kisaran pH 5-10.

Namun, aktivitas tertinggi didapatkan pada pH

6 (Tabel 3).  Kondisi pertumbuhan yang demikian

masih sesuai dengan habitat alaminya, karena

mikrob selulolitik rumen memiliki  aktivitas

maksimum pada pH 7, sedangkan apabila pH

rumen menurun menjadi pH 6 maka terjadi

penurunan aktivitas. Hal tersebut dibuktikan

pada penelitian dimana sejumlah bakteri

selulolitik pendegradasi kertas saring menurun

dari 106/mL pada pH 6,9 menjadi 103/mL pada

pH 6.  Berdasarkan pengamatan, tampak bahwa

pencernaan selulosa juga didasarkan ukuran

zona bening yang terbentuk pada medium.  Pada

saat konsentrasi selobiosa ditingkatkan, maka

ukuran zona bening relatif berkurang  (Hiltner

dan Dehority, 1983).

Ramin et al. (2008) dan Ramin et al. (2009),

berhasil mengisolasi Enterobacteriaceae dari

rayap, dan bakteri tersebut memiliki

kemampuan untuk mendegradasi selulosa

sebesar 34-62%, hemiselulosa 14-32%, dan  lignin

18-39%  Enterobacter cloacae menghasilkan

enzim selulase yang dapat mengkatalisis reaksi

pemutusan ikatan 1,4 â-glycoside dalam

selulosa, yaitu endoglucanases yang berperan

memotong secara acak  internal amorf pada

rantai 1,4-â polisaccharides cellulose  menjadi

cellulo-oligosaccharides, enzim  exoglucanases

serta â-glucosidases yang menghidrolisis

cellobiose menjadi glucose (Ahmed et al., 2010;

Lynd et al., 2002).

SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian, maka dapat

disimpulkan bahwa  isolat selulolitik  E. cloacae

SAR-1  memiliki aktivitas sebagai bakteri

selulolitik pada waktu optimum jam ke-12  masa

inkubasi serta mempunyai aktivitas pada suhu

optimum 35°C, dan pH optimum 6.

SARAN

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut

untuk mengetahui kemampuan isolat selulolitik

E. cloacae SAR-1 pada berbagai bahan pakan

ternak yang memiliki kandungan serat tinggi

untuk mengetahui kemampuan degradasinya

terhadap kandungan serat kasar.

juga menunjukkan aktivitas pada suhu 30°C,

35°C, 40°C, 45°C, dan 50°C yaitu berturut-turut

sebesar 0,94 U/mL, 1,00 U/mL; 0,76 U/mL; 0,75

U/mL,  dan  0,71 U/mL.  Walaupun isolat E.

cloacae SAR-1 mampu menunjukkan aktivitas

selulolitiknya pada kisaran suhu 30-50°C,

namun aktivitas tertinggi dihasilkan pada suhu

35°C.  Aktivitas E. cloacae SAR-1 tersebut dalam

kisaran yang sama seperti mikrob selulolitik

rumen lainnya R. albus and F. succinogenes

yang menunjukkan aktivitas pada suhu

optimum 30-38°C (Pell dan Schofield, 1993;

Roger et al., 1990).

Tingkat Keasaman/pH Optimum Enzim

Selulase E. cloacae SAR 1

Kondisi pH  inkubasi enzim selulase dalam

penelitian ini dilakukan pada  berbagai pH. Data

karakterisasi pH enzim selulase E.cloacae SAR

I disajikan pada Tabel 3.

Tabel 3.  Penentuan pH optimum enzim selulase

E. cloacae SAR-1

pH Absorbansi panjang Aktivitas

gelombang λ 550 nm (U/mL)

Buffer Fosfat 0,330 0,746

Sitrat pH 5

Buffer Fosfat 0,349 0,805

Sitrat pH 6

Buffer Fosfat pH 6 0,348 0,800

Buffer Fosfat pH 7 0,328 0,739

Buffer Fosfat pH 8 0,322 0,722

Buffer Tris HCl pH 8 0,319 0,712

Buffer Tris HCl pH 9 0,317 0,706

Buffer Glisin pH 9 0,300 0,652

Buffer Glisin pH 10 0,294 0,635

Tabel  2. Data karakterisasi suhu enzim selulase

E. cloacae SAR-1

Suhu Absorbansi Aktivitas

(°C) λ 550 nm (U/mL)

30 0,394 0,94

35 0,413 1,00

40 0,334 0,76

45 0,330 0,75

50 0,318 0,71
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