
PENGARUH PEMBERIAN BERBAGAI KONSENTRASI GULA PASIR 
TERHADAP PRODUKSI BIOMASSA DAN ASAM 5-AMINOLEVULINAT 

(ALA) OLEH ISOLAT BAKTERI BD-16  

 

SKRIPSI 

Disusun untuk melengkapi syarat-syarat 
guna memperoleh gelar Sarjana Sains 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SHEILLA ANGELINA 
3425111408 

 

 

PROGRAM STUDI BIOLOGI 
JURUSAN BIOLOGI 

FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM 
UNIVERSITAS NEGERI JAKARTA 

2015



i 
 

ABSTRAK 

SHEILLA ANGELINA. Pengaruh Pemberian Berbagai Konsentrasi 
Gula Pasir Terhadap Produksi Biomassa dan Asam 5-Aminolevulinat 
(ALA) oleh Isolat Bakteri BD-16. Skripsi. Jakarta: Program Studi Biologi, 
Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, 
Universitas Negeri Jakarta.  

Isolat bakteri BD-16 hasil isolasi dari tanah masam gambut Sulawesi Barat 
diketahui dapat menghasilkan asam 5-Aminolevuliat (ALA). Senyawa ini 
diaplikasikan dalam berbagai bidang baik pertanian maupun medis. 
Penggunaan gula pasir sebagai sumber karbon diharapkan dapat 
menurunkan biaya produksi ALA yang dihasilkan oleh bakteri. Penelitian 
ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian berbagai konsentrasi 
gula pasir terhadap biomassa dan konsentrasi ALA yang dihasilkan oleh 
isolat bakteri BD-16, serta mengetahui konsentrasi gula pasir yang 
optimum dalam produksi ALA. Penelitian ini merupakan penelitian 
eksperimen dengan desain rancangan acak lengkap. Faktor yang diujikan 
adalah konsentrasi gula pasir dalam media kultivasi yang terdiri dari 0, 10, 
20, 30, 40, 50, 60, 70 dan 80 g/l. Parameter yang diukur dalam penelitian 
ini adalah biomassa (g/l) dan konsentrasi ALA (µM). Produksi ALA 
dideteksi oleh metode kolorimetri yang didasarkan pada reaksi Ehrlich. 
Hasil pengukuran menunjukkan bahwa konsentrasi gula pasir 
berpengaruh terhadap produksi biomassa dan ALA yang dihasilkan oleh 
isolat bakteri BD-16. Media tanpa pemberian gula pasir (0 g/l) 
menghasilkan biomassa terendah yaitu 2,56 g/l, yang juga diikuti dengan 
konsentrasi ALA terendah yaitu 26,99 µM. Sementara media dengan 
pemberian 50 g/l gula pasir menghasilkan biomassa tertinggi yaitu 6,29 
g/l, yang diikuti dengan konsentrasi ALA terendah yaitu 260,79 µM. Uji 
ANAVA satu arah menunjukan pengaruh konsentrasi gula pasir yang 
signifikan terhadap produksi biomassa dan ALA yang dihasilkan oleh 
isolat bakteri BD-16. 

 

Kata Kunci : isolat bakteri BD-16, gula pasir, biomassa, ALA. 
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ABSTRACT 

SHEILLA ANGELINA. The Effect of Various Sugar Concentrations For 

Biomass Production And 5-Aminolevulinic Acid (ALA) By BD-16 

Bacterial Isolate. Thesis. Jakarta: Biological Studies Program, 

Department of Biology, Faculty of Mathematics and Natural Sciences, 

State University of Jakarta. 

Bacterial isolates BD-16 was isolated from acidic peat soil of West 

Sulawesi known to produce 5-aminolevulinic acid (ALA). This compound is 

applied in various sector of agriculture and medicine. The utilization of 

sugar as a carbon source is expected to lower cost of produced ALA by 

bacteria. The aim of this research was to determine the effect of sugar 

concentration to biomass and ALA production by BD-16 bacterial isolate, 

and determine the optimum of sugar concentration in the production of 

ALA.  This research was an experimental study design with a completely 

randomized design. Factors tested is sugar concentration in the cultivation 

medium that consists of 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 and 80 g/l. The 

parameters in this study are the biomass (g/l) and the concentration of 

ALA (µM). ALA production was detected by colorimetric method based on 

Ehrlich reaction. The result showed that the sugar concentration effect on 

biomass production and ALA produced by BD-16 bacterial isolate. Media 

without giving sugar (0 g/l) resulted in low biomass, namely 2.56 g/l, which 

is also followed by a low concentration of ALA is 26.99 µM. While the 

media by giving 50 g/l of sugar to produce the highest biomass of 6.29 g/l, 

which is followed by a high concentration of ALA is 260.79 µM. One-way 

ANOVA test showed the effect of sugar concentration significantly to the 

production of biomass and ALA produced by  BD-16 bacterial isolate.  

 

Keywords: BD-16 bacterial isolate, sugar, biomass, ALA. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

A. Latar Belakang 

Asam 5-aminolevulinat atau 5-aminolevulinic acid (ALA) adalah 

turunan dari asam amino 5-karbon yang memiliki berat molekul 131 

dan terdapat pada semua organisme hidup (Jordan, 2003). ALA 

merupakan metabolit antara yang digunakan untuk biosintesis 

tetrapirol seperti heme, klorofil, dan vitamin B12 pada hewan, 

tumbuhan, alga, dan bakteri (Choorit et al., 2011).  

ALA memiliki potensi untuk digunakan dalam bidang pertanian 

sebagai herbisida yang dapat terurai, insektisida, dan beberapa 

aplikasi medis (Sasaki et al., 1997). Konsentrasi ALA yang rendah  

(10-300 µM) mampu meningkatkan pertumbuhan dan fotosintesis 

tanaman gandum, kentang, lobak, bawang putih dan kacang merah 

(Hotta et al., 1987). Selain itu, pada konsentrasi 4 mM, ALA dapat 

menghambat pertumbuhan gulma (Trifolium repens). ALA digunakan 

dalam bidang medis untuk terapi kanker melalui efek fotodinamik yang 

mengakibatkan kematian sel kanker tanpa merusak sel normal. 

Mengingat potensi ALA dalam berbagai bidang pertanian dan 

medis maka produksi ALA dalam jumlah besar perlu dilakukan. ALA 

dapat diproduksi secara kimia dan biologis. Produksi ALA secara kimia 

memiliki tahapan yang kompleks dan biaya yang mahal. Sementara 

itu, produksi ALA secara biologis menggunakan bakteri terus 
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dikembangkan karena memiliki tahapan produksi yang lebih mudah 

dan biaya yang murah.  

Bakteri mampu menghasilkan ALA dalam jumlah besar karena 

bakteri dapat dimanipulasi dan memiliki pertumbuhan yang cepat 

(Sasaki et al., 1993). Pertumbuhan bakteri dapat diukur melalui 

metode berat kering sel (Scragg, 1991). Selama pertumbuhan, bakteri 

menghasilkan metabolit primer ataupun sekunder (Rahman, 2007). 

Menurut Tangprasittipap & Prasertsan (2002) ALA merupakan 

metabolit primer yang dihasilkan pada akhir fase logaritmik.  

Penelitian Choorit et al., (2011) menunjukkan bahwa terdapat 

hubungan antara konsentrasi ALA dengan biomassa pada bakteri 

Rhodopseudomonas palustris KG31. Konsentrasi ALA terendah     

(4,76 µM) terdapat pada medium dengan penambahan asam asetat 

(dalam kondisi gelap) yang diikuti dengan penurunan biomassa (0,9 

g/l), sedangkan konsentrasi ALA tertinggi (12,62 µM) terdapat pada 

medium dengan penambahan mixed volatile fatty acids (dalam kondisi 

terang) yang diikuti dengan peningkatan biomassa (3,6 g/l).  

Konsentrasi ALA yang dihasilkan bakteri sangat dipengaruhi 

oleh faktor-faktor yang dibutuhkan untuk pertumbuhan sel bakteri. 

Sumber karbon merupakan salah satu faktor yang dibutuhkan bakteri 

untuk pertumbuhan, metabolisme dan pembentukan sel baru 

(Vandekar & Dulmage, 1982). Menurut Sukenda et al., (2007) sumber 

karbon yang sedikit dalam medium pertumbuhan akan menghambat 
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laju pertumbuhan bakteri secara umum. Ketika laju pertumbuhan 

bakteri terhambat maka metabolisme bakteri akan terganggu (Pelczar 

& Chan, 1986).  

Gula pasir merupakan sumber karbon yang baik untuk 

pertumbuhan bakteri karena terdiri dari glukosa, fruktosa, dan senyawa 

organik serta anorganik lain yang mudah untuk didegradasi menjadi 

energi (Ruth et al., 2014). Selain itu, gula pasir adalah sumber karbon 

alternatif yang mudah diperoleh (Cahyati, 2009).  

Hardi (2002) menyatakan bahwa penggunaan gula pasir 

sebanyak 40 g/l dalam medium pertumbuhan bakteri Pseudomonas 

denitrificans terbukti dapat meningkatkan konsentrasi ALA sebanyak 

263,6 µM. Sedangkan penggunaan 40 g/l sukrosa, hanya dapat 

memproduksi ALA sebanyak 242,37 µM. Oleh karena itu penggunaan 

sukrosa dalam medium pertumbuhan bakteri dapat digantikan oleh 

gula pasir. 

Isolat bakteri BD-16 yang merupakan hasil isolasi dari tanah 

masam gambut Sulawesi Barat, diketahui dapat memproduksi ALA 

sebanyak 112,42 µM. Penelitian ini dilakukan dalam rangka 

mendapatkan sumber karbon yang mudah diperoleh untuk 

meningkatkan produksi ALA oleh isolat bakteri BD-16. 
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B. Perumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang yang telah dituliskan, maka 

rumusan masalah yang diajukan adalah: 

1. Bagaimanakah pengaruh konsentrasi gula pasir terhadap produksi 

biomassa dan ALA yang dihasilkan oleh bakteri BD-16? 

2. Berapakah konsentrasi gula pasir yang optimum untuk 

meningkatkan produksi ALA oleh bakteri BD-16? 

C. Tujuan Penelitian 

Penelitian ini bertujuan untuk: 

1. Mengetahui pengaruh konsentrasi gula pasir terhadap produksi 

biomassa dan ALA oleh bakteri BD-16. 

2. Mengetahui konsentrasi gula pasir yang optimum untuk 

meningkatkan produksi ALA oleh bakteri BD-16. 

D. Manfaat Penelitian 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi 

tentang pengaruh konsentrasi gula pasir terhadap produksi biomassa 

dan ALA. Selain itu, konsentrasi gula pasir yang optimal dalam 

meningkatkan produksi ALA dapat dijadikan acuan penggunaan gula 

pasir sebagai sumber karbon alternatif yang mudah diperoleh untuk 

produksi ALA. 
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BAB II 

KAJIAN PUSTAKA, KERANGKA BERPIKIR,  

DAN HIPOTESIS PENELITIAN 

 
 

A. Kajian Pustaka 

1. Asam 5-aminolevulinat (ALA)  

Asam 5-Aminolevulinat (ALA) adalah asam amino non-protein 

yang merupakan senyawa antara atau metabolit intermediet yang 

dihasilkan untuk biosintesis tetrapirol. Menurut Pu et al., (2013) 

tetrapirol memiliki peran utama dalam transpor elektron dan 

pigmentasi jaringan organisme. Tetrapirol memiliki tiga kelas penting 

yaitu heme, klorofil, dan vitamin B12 yang secara luas terdapat pada 

bakteri, jamur, hewan, dan tumuhan. 

ALA memiliki lima atom karbon yang terdiri dari campuran 

mono-karboksil, mono-amino, dan mono-keto, yang ada di semua 

organisme hidup (Kang et al., 2012). Adapun struktur molekul 

senyawa ALA adalah seperti Gambar 1 di bawah ini. 

 

 

 

 

Gambar 1.  Struktur molekul asam 5-aminolevulinat (Francis, 2000) 
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2. Biosintesis ALA 

ALA dibentuk dalam 2 jalur metabolisme yang berbeda yaitu 

jalur Shermin atau C4 dan jalur Beale atau C5 (Gambar 2). 

 

 

 

 

 

 

 

Jalur Shermin atau C4 terdapat pada sel mamalia, ragi, 

jamur dan bakteri fotosintetik ungu non-sulfur (Sasaki et al., 1987). 

Enzim kunci yang terlibat dalam jalur C4 adalah 5-aminolevulinic 

acid sintetase (ALAS), yang merupakan katalisator kondensasi 

suksinil-CoA dan glisin (Lin et al., 2009). 

Jalur Beale atau C5 terdapat pada tanaman tingkat tinggi, 

alga dan beberapa bakteri sulfur ungu dan hijau (Sasikala & 

Ramana, 2001). Dalam jalur C5, ALA dibentuk dari glutamat atau   

α-ketoglutarat melalui jalur yang tidak melibatkan reaksi ALAS 

(Moser et al., 2004). Glutamat diubah menjadi ALA dalam 3 tahap 

yaitu; 1) Ligasi t-RNA ke glutamat yang dikatalisis oleh glutamil-t-

RNA sintetase, 2) Pengurangan glutamil-t-RNA menghasilkan      

Gambar 2. Biosintesis ALA pada jalur C4 dan jalur C5

         (Lin et al., 2009) 
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glutamat-1-semialdehid (GSA) dikatalisis oleh glutamil-t-RNA 

reduktase, 3) Transaminasi dari GSA untuk menghasilkan ALA 

dikatalisis oleh GSA amino transferase (Kang et al., 2011) 

3. Faktor-faktor yang mempengaruhi produksi ALA oleh bakteri 

a. Sumber karbon  

Sumber karbon merupakan salah satu nutrisi yang 

dibutuhkan bakteri untuk pertumbuhan, metabolisme dan 

pembentukan sel baru (Vandekar & Dulmage, 1982). Berbagai 

sumber karbon yang dapat digunakan untuk produksi ALA yaitu :  

1) Glutamat  

Glutamat dapat digunakan untuk media pertumbuhan 

bakteri dalam memproduksi ALA melalui media; Glutamate-

malate (GM), Glutamate-glucose (GG), Monosodium 

glutamate glucose salt (MGS) dan Monosodium glutamate 

glucose salt yeast extract (MGSY). Bakteri Rubrivivax 

benzoatilyticusstrain PS-5 yang dikultivasi dengan media GM 

menunjukkan produksi ALA tertinggi (45,10 µM) pada 

kultivasi 48 jam dan produktivitas 0,94 µM hˉ¹ 

(Sattayasamitsathit & Prasertsan, 2013). 

2) Asam lemak volatil (VFA) 

Rhodobacter sphaeroides dapat memanfaatkan asam 

lemak volatil (VFA) seperti asetat, propionat dan butirat 
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sebagai sumber karbon (Sasaki et al., 1995). Produksi ALA 

oleh bakteri Rhodobacter sphaeroides sebesar 12,45 µM 

didapatkan dengan penambahan 1.80 g/l asam asetat,   

13,06 µM ALA didapatkan dengan penambahan 0,2 g/l 

propionat dan 11,70 µM ALA didapatkan dengan 

penambahan 1.0 g/l butirat (pada kondisi terang) (Choorit et 

al., 2011). 

3) Glukosa  

Glukosa merupakan sumber karbon yang paling 

sering digunakan dalam media kultivasi. Strain mutan 

Rhodopseudomonas sphaeroides CR606 dapat 

mengakumulasi ALA sebanyak 20 mM setelah 18 jam 

dengan laju produksi 1,1 mMhˉ¹ (Nishikawa et al., 1999). 

Bakteri rekombinan Escherichia coli BL21 (DE3) 

menghasilkan 9,7 mM dengan penambahan 20 g/l glukosa 

dalam medium Luria-Berthani (LB). 

4) Gula pasir 

Gula pasir merupakan sumber karbon alternatif yang 

mudah didapat dengan harga yang relatif murah. 

Penggunaan gula pasir sebanyak 40 g/l pada media PS4 oleh 

bakteri Pseudomonas denitrificans meningkatkan produksi 

ALA sebesar 263,6 µM, sedangkan penambahan 40 g/l 

sukrosa hanya meningkatkan produksi ALA sebesar       
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242,37 µM (Hardi, 2002). Menurut Yulianingsih (2006), gula 

pasir selain dominan mengandung sukrosa, juga 

mengandung gula invert 2 mg/ 100 g, kalsium 5 mg/ 100 g, 

fosfor 1 mg/ 100 g, besi 0,1 mg/ 100 g, dan mineral lainnya 

0,5 mg/ 100 g. Oleh karena itu, gula pasir baik untuk 

pertumbuhan sel karena mengandung senyawa organik dan 

anorganik. 

b. Prekursor  

Penambahan prekursor suksinat dan glisin pada kisaran 

20-60 mM ke dalam media memberikan efek positif untuk 

produksi ALA pada Rhodobacter sphaeroides, tetapi 

penambahan di atas 80 mM menghasilkan dampak negatif. 

Ketersediaan glisin diatas 80 mM akan membatasi pembentukan 

ALA (Sasaki et al., 1990).  

c. Asam levulinat atau Levulinic acid (LA) 

Levulinic Acid (LA) atau asam levulinat, merupakan 

analog ALA dan inhbitor kompetitif yang dapat menghambat 

aktivitas ALAD (Aminolevulinic acid dehidratase) yang akan 

meningkatkan pembentukan ALA ekstraseluler (Sasaki et al., 

1993). Penambahan LA dalam media kultur dapat meningkatkan 

produksi ALA dan menekan pertumbuhan sel bakteri. 

Penambahan 50 mM LA akan menyebabkan pertumbuhan sel 

berhenti dan ALA tidak diekskresikan (Sasaki et al., 1997). 
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d. Ion logam 

Ion logam terutama Fe2+ dan Co2+ adalah elemen penting 

untuk mengatur biosintesis tetrapyrrole pada bakteri 

Rhodobacter sphaeroides. Medium kultur yang mengandung zat 

besi atau kobalt akan meningkatkan akumulasi ALA        

(Sasikala et al., 1994). 

e. Intensitas cahaya 

Intensitas cahaya merupakan faktor penting untuk 

meningkatkan pembentukan ALA. Produksi ALA mencapai nilai 

maksimum pada 3 Klux. Pencahayaan tinggi (lebih dari 5 Klux) 

tidak efektif untuk produksi ALA dan pencahayaan rendah (di 

bawah 1 Klux) menghasilkan pertumbuhan yang rendah dan 

hampir tidak ada pembentukan ALA (Sasaki et al., 1990).  

f. Aerasi 

Oksigenasi adalah salah satu faktor penting yang 

mempengaruhi aktivitas ALAS (5-aminolevulinic acid synthetase) 

dalam hilangnya pigmentasi akibat penurunan aktivator ALAS, 

seperti sistein trisulfide dan glutathione trisulfide (Sandy et al., 

1985). Oleh karena itu, kondisi kultur yang berubah dari aerobik 

menjadi mikroaerobik akan meningkatkan aktivitas ALAS           

2-4 kali.   
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g. pH  

Pengaruh pH (6,0-8,0) terhadap produksi ALA oleh          

Rhodobacter sphaeroides pada media kultur VFA telah dipelajari. 

Pada pH netral (6,8 dan 7,0) produksi ALA ekstraseluler 

mencapai 16 mM. Pada pH 5,5 dan penambahan 5 mM LA, 

aktivitas ALAD terhambat sebesar 85% (in vitro), sedangkan 

pada pH 7,5 dan penambahan 100 mM LA, aktivitas ALAD hanya 

terhambat sebesar 45% (Sasaki et al., 1995).        

4. Aplikasi ALA dalam bidang pertanian dan medis 

Beberapa aplikasi ALA telah digunakan dalam bidang 

pertanian dan medis, diantaranya yaitu : 

a. Herbisida  

Percobaan laboratorium telah menunjukkan bahwa ALA 

sangat efektif terhadap banyak spesies gulma. pada konsentrasi 

4 mm, ALA dapat menghambat pertumbuhan gulma Trifolium 

repens. Selain itu, media kultur dari Rhodobacter sphaeroides 

dalam produksi ALA dapat langsung digunakan sebagai 

herbisida (Sasaki et al., 1990). 

b. Insektisida 

Pencampuran antara ALA (30 Mm) dengan 30 Mm          

2-2'-Dipyridyl (pH 3,5) menyebabkan kematian pada larva 

serangga Trichoplusia sp. akibat akumulasi dari protoporfirin IX. 
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ALA memiliki keunggulan yaitu tidak bersifat toksik pada 

organisme yang bukan target (Nishikawa et al., 1999). 

c. Stimulator Pertumbuhan 

ALA dapat meningkatkan pertumbuhan tanaman, 

fotosintesis, merangsang fiksasi karbondioksida (CO2), hasil 

panen dari beberapa tanaman, menekan respirasi dan 

pelepasan CO2 di bawah kondisi gelap (Hotta et al., 1997). 

Aplikasi ALA yang tepat menunjukkan pengaruh (10-60%) dalam 

meningkatkan pertumbuhan lobak, kacang merah, barley, 

kentang, bawang putih, beras dan jagung (Sasikala et al., 1994). 

d. Ketahanan dingin tanaman  

Tanaman padi yang diberikan 1 ppm ALA dalam waktu 5 

hari (setelah perlakuan dingin selama 30 hari dengan suhu 5ºC) 

memiliki rasio kelangsungan hidup 85%, dibandingkan dengan 

tanaman kontrol yang hanya 65%. Hasil ini membuktikan bahwa 

ALA memiliki efek protektif terhadap stres dingin pada bibit padi 

(Hotta et al., 1997). 

e. Toleransi Tanaman Terhadap Garam  

Watanabe et al., (2000) mengemukakan bahwa ALA 

dapat meningkatkan toleransi tanaman terhadap garam pada 

bibit kapas. Bibit kapas yang telah diberikan ALA dapat tumbuh 

di tanah yang mengandung kadar garam (NaCl) setinggi 1,5%. 
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Analisis komposisi mineral dari bagian tanaman menunjukkan 

bahwa ALA menyebabkan serapan terhadap NA+ berkurang 

sehingga konsentrasi NA+ di akar rendah. 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

f. Terapi fotodinamik 

Photodynamic therapy (PDT) atau terapi fotodinamik 

dapat digunakan untuk terapi kanker dengan melibatkan 

penggunaan fotosensitizer (molekul yang peka terhadap cahaya) 

(Bhowmick dan Girotti, 2010; Mikolajewska et al., 2010;. 

Sakamoto et al., 2012). Fotosensitizer akan bereaksi dengan 

foton (unit energi laser) dan bersama oksigen akan 

mengakibatkan kematian sel kanker secara selektif tanpa 

merusak sel normal. Penambahan ALA pada penderita kanker 

akan menyebabkan akumulasi PpIX dalam biosintesis heme 

yang merupakan fotosensitizer yang efisien (Haedersdal et al., 

2014). 

Gambar 3. Perbedaan pertumbuhan tanaman antara 
         tanaman kontrol dengan tanaman yang 
         diberikan 10 ppm ALA pada tanah yang 
         mengandung 0,5% NaCl, Nishikawa & 
         Murooka (2001). 
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5. Deteksi ALA dengan Metode Kolorimetri (Colorimetric method) 

Metode kolorimetri merupakan cara untuk mendeteksi ALA 

secara cepat, murah dan akurat. Secara umum metode ini digunakan 

untuk perhitungan atau perkiraan kuantitatif ALA yang diproduksi 

oleh bakteri (Tomokuni & Ogata, 1972). Adapun yang diperlukan 

untuk deteksi ALA melalui metode kolorimetri adalah bufer asetat 

dan reagen Ehrlich. Bufer asetat (mengandung sodium asetat, asam 

asetat dan asetil aseton) digunakan dalam metode ini untuk 

mengkondensasi ALA dengan asetil aseton sehingga menghasilkan 

2-metil-3-asetil-5-asam propionat pirol. Kondensasi antara ALA 

dengan asetil aseton hanya dapat berlangsung pada kondisi panas, 

oleh sebab itu setelah supernatan ditambahkan bufer asetat harus 

dipanaskan. Proses deteksi ALA (Gambar 4) akan menghasilkan 

senyawa pirol 1(2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-yl)-ethanone yang 

merupakan kompleks senyawa kimia berwarna ungu kemerahan 

(Tomokuni & Ogata, 1972).  

Reagen Ehrlich dengan berbagai modifikasi telah dapat 

digunakan untuk deteksi ALA dalam urin seseorang yang terpapar 

timbal (Aronsen, 1960). Terjadi peningkatan produksi ALA pada urin 

seseorang yang keracunan timbal.  

 

 

 

 



15 
 

15 
 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. Pengukuran pertumbuhan bakteri dengan metode berat kering sel 

Pertumbuhan sel bakteri dapat dihitung dengan dua cara yaitu 

perhitungan langsung dan tidak langsung. Jutono et al., (2009) 

menyatakan bahwa perhitungan langsung dapat dilakukan dengan 

membuat preparat dari suatu bahan (preparat sederhana diwarnai 

atau tidak diwarnai) dan penggunaan ruang hitung (counting 

chamber). Menurut Dwidjoseputro (1994) yang termasuk dalam 

perhitungan tidak langsung yaitu: perhitungan pada cawan petri (total 

plate count/TPC), perhitungan melalui pengenceran, kalorimeter 

(cara kekeruhan atau turbidimetri) dan perhitungan jumlah terkecil 

atau terdekat (Most Probable Number Method).  

Biomassa sel dapat dihitung melalui perhitungan tidak 

langsung dengan metode berat kering sel (cara yang paling cepat 

untuk mengukur jumlah sel). Metode ini relatif mudah dilakukan, yaitu 

+ 

     R=CH3 : Aminoacetone 

     CH2CH2COOH : 5-Aminolevulinic Acid 

Acetylacetone 

CH3CH2COOH : 2-metil-3-acetyl-4-(3-

propionic acid)pyrrole  

R=CH3 : 1-(2,4-dimetyl-1H-pyrrole-3-yl)-

ethanone  

Purple-red compound (553 nm) 

p-dimethylamino 

benzaldehyde 

Gambar 4. Reaksi kolorimetri 
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kultur disaring atau disentrifugasi, kemudian bagian yang tersaring 

atau yang mengendap hasil sentrifugasi dikeringkan pada suhu 

103ºC (Chaikritsadakarn et al., 2004). Kelemahan pada metode ini 

adalah tidak dapat membedakan sel yang hidup dan yang mati. Akan 

tetapi, keterbatasan itu tidak menutup manfaat metode ini dalam hal 

mengukur efisiensi fermentasi, karena pertumbuhan diukur dengan 

satuan berat, sehingga dapat diperhitungkan dengan parameter 

konsumsi substrat dan produksi senyawa yang diinginkan. 

B. Kerangka Berpikir 

Asam 5-aminolevulinat (ALA) adalah metabolit antara yang 

ada di semua organisme hidup dan berperan dalam biosintesis 

tetrapirol. ALA dapat digunakan sebagai herbisida yang mudah 

terurai, insektisida dan terapi kanker. Produksi ALA dalam jumlah 

besar perlu dilakukan karena potensi ALA yang menjanjikan.  

Bakteri dapat dimanipulasi baik secara molekuler maupun 

konvensional untuk menghasilkan ALA dalam jumlah yang besar. 

Penambahan sumber karbon untuk mengoptimalkan produksi ALA 

merupakan manipulasi bakteri secara konvensional. Gula pasir 

merupakan sumber karbon yang mengandung glukosa dan fruktosa 

(sebagai molekul penyusun sukrosa) yang mudah untuk didegradasi 

menjadi sumber energi, serta mengandung senyawa anorganik yang 

baik untuk pertumbuhan sel. Ketika pertumbuhan bakteri tercukupi 

oleh nutrisi maka metabolit yang dihasilkan pun akan meningkat.  
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Isolat bakteri BD-16 merupakan salah satu isolat bakteri 

koleksi LAPTIAB, BPPT, yang dapat menghasilkan ALA sebanyak 

112,42 µM pada tahap seleksi bakteri penghasil ALA. Penelitian 

tentang penggunaan gula pasir dalam produksi ALA ini dilakukan 

sebagai upaya mendapatkan sumber karbon yang murah dan mudah 

didapat. 

C. Hipotesis penelitian 

Berdasarkan tinjauan pustaka dan kerangka berpikir diatas, 

maka dirumuskan hipotesis penelitian sebagai berikut: 

1. Terdapat pengaruh perbedaan konsentrasi gula pasir  terhadap 

produksi biomassa dan ALA oleh isolat bakteri BD-16. 

2. Terdapat kosentrasi gula pasir yang optimal untuk meningkatkan 

produksi ALA oleh isolat bakteri BD-16. 
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BAB III 

METODOLOGI 

 

A. Tujuan Operasional Penelitian 

Penelitian ini bertujuan untuk: 

 
1. Mengukur produksi biomassa isolat bakteri BD-16 melalui metode 

berat kering sel (g/l) pada konsentrasi gula pasir 0, 10, 20, 30, 40, 

50, 60, 70 dan 80 g/l. 

2. Mengukur konsentrasi ALA (µM) yang dihasilkan oleh isolat bakteri 

BD-16 melalui metode kolorimetri pada konsentrasi gula pasir       

0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 dan 80 g/l. 

3. Menentukan waktu inkubasi bakteri melalui pembuatan kurva 

pertumbuhan isolat bakteri BD-16.  

 
B. Tempat dan Waktu Penelitian  

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Bakteriologi dan 

Mikologi LAPTIAB, PUSPIPTEK, Serpong dan dilaksanakan pada 

bulan Januari 2015 - Maret 2015. 

C. Metode Penelitian 

Metode penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah 

metode eksperimen dengan Rancangan Acak Lengkap (RAL). 

Parameter yang diamati meliputi biomassa (g/l) dan konsentrasi ALA 

(µM). Variabel bebas pada penelitian ini adalah konsentrasi gula pasir 
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yang terdiri dari sembilan perlakuan yaitu 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 

dan 80 g/l. Variabel terikat pada penelitian ini adalah produksi 

biomassa (g/l) dan konsentrasi ALA (µM).   

Banyaknya ulangan ditentukan berdasarkan rumus berikut 

(Nainggolan, 1965) :  

t (n -1) ≥ 15 

9 (n – 1) ≥ 15 

9n – 9 ≥ 15 

9n ≥ 15 + 9 

9n ≥ 24 

n ≥ 24/9 

n ≥ 2,667 (dibulatkan menjadi 3) 

Keterangan: 

t = treatment (perlakuan) 

n = ulangan 

Berdasarkan perhitungan diatas, banyaknya minimal ulangan yang 

digunakan adalah 3 kali ulangan.  

Berdasarkan kombinasi perlakuan yang diujikan terdapat 27 unit 

percobaan (Tabel 1). Tata letak (disain penelitian) dilakukan secara 

acak (Tabel 2).  
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Jenis 

Bakteri 

Konsentrasi 

Gula Pasir 

Ulangan 

1 2 3 

Isolat 

BD-16 

(X) 

A X1A X2A X3A 

B X1B X2B X3B 

C X1C X2C X3C 

D X1D X2D X3D 

E X1E X2E X3E 

F X1F X2F X3F 

G X1G X2G X3G 

H X1H X2H X3H 

I X1I X2I X3I 

  

 X : Isolat bakteri BD-16 

 A : Konsentrasi gula pada media LB 0 g/l 

B : Konsentrasi gula pada media LB 10 g/l 

C : Konsentrasi gula pada media LB 20 g/l 

 D : Konsentrasi gula pada media LB 30 g/l 

 E : Konsentrasi gula pada media LB 40 g/l 

 F : Konsentrasi gula pada media LB 50 g/l 

 G : Konsentrasi gula pada media LB 60 g/l 

 H : Konsentrasi gula pada media LB 70 g/l 

 I : Konsentrasi gula pada media LB 80 g/l 

 

 

 

Tabel 1. Kombinasi perlakuan yang diujikan dalam penelitian 

*Keterangan Tabel 
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Tabel 2. Disain penelitian produksi biomassa dan ALA oleh isolat 
          bakteri BD-16 

X1A X1H X2F X2C X1I X3A X3H X2D X1D 

X3E X3F X2A X1E X3C X2G X1F X2B X2I 

X3B X1G X3D X3G X1B X2H X1C X3I X2E 

 

D. Alat dan Bahan 

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini terdiri dari: tabung 

reaksi, erlenmeyer, microtube, stirer, kompor listrik, lemari pendingin, 

oven, autoklaf, pipet mikro, pemanas air, pH meter, kuvet, 

spektrofotometer, timbangan analitik, dan vortex. Bahan yang 

digunakan dalam penelitian ini adalah isolat bakteri BD-16 yang 

diisolasi dari tanah masam gambut Sulawesi Barat (merupakan salah 

satu kultur koleksi laboratorium bakteriologi), media nutrien agar (NA) 

[Acumedia], tryptone [Acumedia], yeast extract [Himedia], NaCl 

[Merck], gula pasir lokal [berwarna kuning]. Bahan kimia lain yang 

digunakan yaitu asam klorida 0,1 M (HCl), asam asetat, sodium asetat, 

p-dimethylaminobenzaldehyde, asetil aseton, asam perklorat 70%. 
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E. Cara Kerja 

1. Pembuatan Media 

Media yang digunakan terdiri dari media Nutrien Agar (NA) dan 

media Luria-Bertani (LB). Media NA digunakan untuk peremajaan 

bakteri, yang dibuat dengan melarutkan 28 gr serbuk NA dalam 1 liter 

akuades. Media LB merupakan media yang umum digunakan sebagai 

media kultivasi untuk bakteri penghasil ALA. Komposisi media LB      

per liter berdasarkan modifikasi Sambrook & Russel (2001) dan 

Gerhardt et al., (1994) sebagai berikut: 10 gram tryptone [Acumedia], 

5 gram yeast extract [Himedia], 10 gram NaCl [Merck], dan 10 gram 

glukosa. Penelitian ini menggunakan sembilan variasi konsentrasi 

gula pasir  sebagai sumber karbon pengganti glukosa pada media LB. 

Gula pasir yang digunakan memiliki derajat kemanisan/brix 94% 

(Lampiran 7). 

2. Sterilisasi Alat dan Bahan 

Alat yang digunakan dicuci bersih dan dikeringkan. Alat kaca 

yang telah disiapkan, dimasukkan ke dalam autoklaf bersamaan 

dengan bahan lainnya, seperti microtips dan media. Proses sterilisasi 

berlangsung pada suhu 121ºC dan tekanan 2 atm selama 15 - 20 

menit. 

3. Peremajaan Bakteri 

Isolat bakteri BD-16 diperoleh dari koleksi stok laboratorium 

bakteriologi, LAPTIAB. Isolat ini merupakan hasil isolasi dari tanah 
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masam gambut Sulawesi Barat. Peremajaan bakteri dilakukan dengan 

cara sebagai berikut; sebanyak satu ose kultur bakteri diambil secara 

aseptis untuk digoreskan secara zig-zag pada permukaan agar NA. 

Selanjutnya diinkubasikan pada suhu 30ºC selama 24 jam. 

4. Pembuatan Kurva Pertumbuhan Bakteri 

Pembuatan kurva pertumbuhan bakteri bertujuan untuk 

menentukan waktu inkubasi bakteri yang tepat dalam mengukur 

produksi ALA. Pembuatan kurva pertumbuhan didasarkan pada 

penelitian Chaikritsadakarn et al., (2004) yaitu: sebanyak satu ose 

kultur bakteri BD-16 dipindahkan secara aseptis ke dalam 50 ml 

medium LB dalam Erlenmeyer bervolume 100 ml dan diinkubasi 

dengan mesin shaker pada kecepatan 150 rpm. Selanjutnya setiap 

enam jam sekali selama empat hari, pertumbuhan sel diukur melalui 

metode berat kering sel. ALA yang dihasilkan oleh bakteri dideteksi 

melalui metode kolorimetri. Pengukuran konsentrasi ALA yang 

dihasilkan dilakukan dengan spektrofotometer pada panjang 

gelombang 553 nm (Tomokuni & Ogata, 1972). Data biomassa dan 

konsentrasi ALA yang diperoleh digunakan untuk membuat kurva 

biomassa (g/l) dan konsentrasi ALA (µM) terhadap waktu 

pertumbuhan (jam). Dengan demikian, pertumbuhan bakteri, waktu 

pemanenan sel bakteri, dan hubungan antara  biomassa dan 

konsentrasi ALA dapat diketahui.  
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Konsentrasi ALA 
(µM) 

Biomassa (g/l) 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

5. Pembuatan Kurva Standar ALA  

Kurva standar ALA dibuat dengan menyiapkan 10 mM larutan 

standar ALA dan HCL 0,1 M sesuai komposisi pada Tabel 3. 

Sebanyak 100 µl dari larutan standar ALA dimasukkan ke dalam 

microtube, selanjutnya ditambahkan 2 ml bufer asetat dan 

dihomogenisasi menggunakan vortex selama 10 detik. Kemudian 

microtube diinkubasi selama 15 menit pada suhu 90ºC di dalam 

waterbath. Microtube kemudian didinginkan dalam es batu selama 10 

menit. Setelah itu dilakukan homogenisasi kembali menggunakan 

vortex. Tahap berikutnya sebanyak 350 µl reagen Ehrlich 

ditambahkan ke dalam microtube dan dihomogensisasi kembali 

menggunakan vortex. Larutan standar ALA diukur menggunakan 

spektrofotometer dengan panjang gelombang 553 nm (Tomokuni & 

Ogata, 1972)  dan larutan HCL 1 M digunakan sebagai blanko. 
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Gambar 5. Kurva biomassa (g/l) dan konsentrasi ALA (µM) terhadap 
         waktu pertumbuhan (jam) 
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Data absorbansi yang diperoleh selanjutnya dibuat menjadi 

kurva standar persamaan regresi linier konsentrasi ALA (Gambar 6) 

dengan Microsoft Excel. Suatu persamaan regresi linier didapatkan 

No Konsentrasi 
larutan stok 

ALA (µM) 

Volume larutan 
stok ALA (µl) 

yang 
ditambahkan 

Volume larutan 
HCL 0,1 M (µl)  

yang 
ditambahkan 

Konsentrasi 
akhir dari 

larutan standar 
ALA (µM) 

1 10000 100 900 
1000.0 

2 1000 500 500 
500.0 

3 500 400 600 
200.0 

4 200 500 500 
100.0 

5 100 500 500 
50.0 

6 50 400 600 
20.0 

7 - - 
Hanya larutan 

HCL 0,1 M 
0.0 (Blank) 

Tabel 3. Komposisi larutan standar ALA 

(Sumber: Van der Werf, M. J. & Zeikus, J. G. 1996)  

y = ax + b 
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Gambar 6. Kurva standar persamaan regresi linier konsentrasi ALA 
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untuk mengkonversi data absorbansi pada tiap perlakuan dalam 

bentuk micromolar (µM). 

Persamaan yang didapatkan yaitu y = ax + b. 

Keterangan : 

y = data absorbansi pada tiap perlakuan. 

x = konsentrasi ALA yang diperoleh pada tiap perlakuan. 

 
6. Proses Produksi ALA 

Sebanyak satu ose bakteri diinokulasikan dari medium nutrien 

agar (NA) ke dalam 10 ml medium Luria Bertani (LB) secara aseptis. 

Selanjutnya inkubasi dilakukan dalam mesin shaker pada kecepatan 

150 rpm. Waktu inkubasi ditentukan berdasarkan kurva hubungan 

antara produksi ALA dengan waktu yang telah diperoleh sebelumnya. 

7. Perhitungan produksi biomassa melalui metode berat kering sel 

Produksi biomassa dianalisa dengan menggunakan metoda 

berat kering sel (Sattayasamitsathit & Prasertsan, 2013) yang 

dimodifikasi. Sebanyak 1 ml cairan kultivasi disentrifugasi selama     

15 menit pada kecepatan 10.000 rpm dalam microtube yang telah 

dikeringkan dengan oven dan ditimbang sebelumnya. Setelah 

supernatan dibuang, secara hati-hati ditambahkan 5 ml NaCl 0,9% ke 

endapan sel (pelet) untuk membersihkan sel dari media. Sentrifugasi 

kembali dilakukan pada kondisi yang sama dengan sebelumnya. 

Endapan sel kemudian dikeringkan dalam oven pada suhu 103ºC 
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selama 24 jam atau sampai beratnya konstan. Tabung berisikan sel 

kering selanjutnya dimasukkan ke dalam desikator, setelah dingin 

tabung berisi sel kering ditimbang. Biomassa dihitung berdasarkan 

rumus berikut ini (Yuliana, 2008) : 

Biomassa (g/l)    =  T – To  x  103 

                   V 

Keterangan:  

T   = Berat tabung berisi sel kering (g) 

To = Berat kosong tabung (g) 

V   = Volume sampel (ml) 

8. Deteksi ALA dengan metode kolorimetri  

Produksi ALA ektrasel ditentukan melalui metode kolorimetri 

(Sasaki et al., 1997). Sebanyak 1 ml kultur cair bakteri hasil dari 

kultivasi pada medium LB, dimasukkan kedalam microtube dengan 

menggunakan micropipet. Supernatan diperoleh melalui sentrifugasi 

selama 5 menit pada kecepatan 12.000 rpm. Supernatan hasil 

sentrifugasi dipindahkan ke dalam microtube. Sebanyak 200 µl buffer 

asetat dan 1% asetil aseton ditambahkan dan campuran tersebut 

dihomogenisasi menggunakan vortex selama 10 detik. Microtube 

diinkubasi selama 15 menit ke dalam air mendidih (90ºC) 

menggunakan waterbath. Inkubasi dilanjutkan dalam es batu selama 

10 menit. Setelah diinkubasi microtube dihomogenisasi kembali 

menggunakan vortex selama 10 detik. Selanjutnya ditambahkan     

350 µl reagen Ehrlich dan dihomogenisasi kembali menggunakan 
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vortex selama 10 detik. Perubahan warna larutan menjadi ungu 

kemerahan  mengindikasikan adanya produksi ALA (hasil positif).  

9. Pengukuran produksi ALA menggunakan spektrofotometer  

Produksi ALA untuk tiap sampel dideteksi menggunakan 

spektrofotometer dengan panjang gelombang 553 nm           

(Tomokuni & Ogata, 1972) dan larutan HCL 1 M digunakan sebagai 

blanko. Data absorbansi yang didapatkan pada spektrofotometer akan 

dikonversikan dalam bentuk micromolar (µM) menggunakan kurva 

standard ALA. 

10. Teknik Pengumpulan Data  

Konsentrasi ALA dalam micromolar (µM) didapatkan dengan 

mengkonversikan data absorbansi yang diperoleh dari hasil 

spektrofotometri dengan kurva standar ALA. Pertumbuhan bakteri 

diketahui melalui produksi biomassa yang diukur dengan perhitungan 

berat kering sel (g/l) (Yuliana, 2008). 
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F. Hipotesis Statistik 

Berdasarkan rancangan penelitian yang telah disusun, maka 

dibuat hipotesis statistik sebagai berikut : 

1. Hubungan antara konsentrasi gula pasir terhadap produksi ALA. 

Ho: Jika rata-rata produksi ALA sama pada sembilan perlakuan 

 H1: Jika salah satu rata-rata produksi ALA berbeda pada sembilan 

   perlakuan 

Keterangan: 

Ho: Tidak terdapat pengaruh perbedaan konsentrasi gula pasir

 (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 dan 80 g/l) terhadap produksi

 ALA. 

H1: Terdapat pengaruh perbedaan konsentrasi gula pasir (0, 10,

 20, 30, 40, 50, 60, 70 dan 80 g/l) terhadap produksi ALA. 

2. Hubungan antara konsentrasi gula pasir terhadap biomassa. 

Ho: Jika semua rata-rata produksi biomassa sama pada sembilan 

   perlakuan 

 H1: Jika salah satu rata-rata produksi biomassa berbeda pada  

    sembilan perlakuan 

Keterangan: 

Ho: Tidak terdapat pengaruh perbedaan konsentrasi gula pasir

 (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 dan 80 g/l) terhadap biomassa. 

H1: Terdapat pengaruh perbedaan konsentrasi gula pasir (0, 10,

 20, 30, 40, 50, 60, 70 dan 80 g/l) terhadap biomassa. 
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G. Teknik Analisis Data 

Data yang diperoleh dianalisis dengan uji F melalui ANAVA satu 

arah dengan α = 0,05, untuk mengetahui pengaruh konsentrasi gula 

pasir terhadap produksi biomassa dan ALA. Jika F hitung > F tabel 5% 

maka perhitungan dilanjutkan dengan uji Duncan Multiple Range Test 

(DMRT) 5% untuk mengetahui perbedaan perlakuan terhadap 

parameter yang diukur. 
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Gambar 7. Pertumbuhan dan produksi ALA oleh isolat bakteri BD-16
          selama 96 jam 

Biomassa (g/) 

Konsentrasi ALA 
(µM) 

BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

1. Pertumbuhan dan produksi ALA oleh isolat bakteri BD-16  

a. Pertumbuhan isolat bakteri BD-16 

Pertumbuhan isolat bakteri BD-16 didapatkan dengan mengukur 

produksi biomassa melalui metode berat kering sel, setiap 6 jam 

selama 96 jam (Gambar 7). Kurva pertumbuhan yang diperoleh 

memperlihatkan 3 fase pertumbuhan yaitu fase lag, fase logaritmik dan 

fase stasioner. Dwidjoseputro (1994) menyatakan bahwa kurva 

pertumbuhan bakteri terdiri atas beberapa fase yaitu fase lag, fase 

logaritmik, fase stasioner dan fase kematian.  

 
 

 

Berdasarkan hasil pengukuran, isolat bakteri BD-16 memiliki 

fase lag (fase adaptasi) yang relatif pendek, yaitu pada jam ke-6 

hingga jam ke-12 (Gambar 7). Fase lag merupakan fase awal 
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pertumbuhan bakteri ketika dipindahkan ke dalam suatu media. Bakteri 

mempersiapkan enzim-enzim pendegradasi nutrisi dalam media pada 

fase lag. 

Bakteri yang dipindahkan ke dalam media, mula-mula akan 

mengalami fase adaptasi untuk menyesuaikan diri dengan kondisi 

lingkungan di sekitarnya (Waluyo, 2008). Panjang atau pendeknya 

fase adaptasi sangat ditentukan oleh jumlah sel yang diinokulasikan, 

kondisi fisiologis bakteri dan media kultivasi yang digunakan (Scragg, 

1991).  

Kondisi fisiologis bakteri dapat dipertahankan, salah satunya 

melalui peremajaan bakteri. Setelah ditumbuhkan pada media 

peremajaan, umur bakteri menjadi penting karena akan mempengaruhi 

kondisi fisiologis bakteri tersebut. Bakteri yang ditumbuhkan selama  

24 – 48 jam akan memiliki kondisi fisiologis yang lebih baik jika 

dibandingkan dengan bakteri yang telah ditumbuhkan selama satu 

bulan.  Sebelum diinokulasikan pada media Luria Bertani (LB), isolat 

bakteri BD-16 ditumbuhkan pada nutrien agar (NA) selama 24 jam. 

Diperkirakan bakteri ini masih aktif membelah sehingga fase lag 

menjadi relatif pendek. 

Selain itu, kesamaan komposisi antara media NA (sebagai 

media peremajaan bakteri) dengan LB (sebagai media kultivasi) akan 

menyebabkan bakteri mudah untuk beradaptasi. Kandungan yang 

sama pada kedua media akan mempermudah bakteri dalam 

 



33 
 

33 
 

mendegradasi nutrisi sehingga memiliki fase lag yang relatif pendek 

yaitu pada jam ke-6 hingga jam ke-12. Ali & Fozia (2011) menyatakan 

bahwa media NA dan LB merupakan media kaya yang secara umum 

memiliki kandungan sumber karbon, nitrogen, protein, vitamin dan 

mineral yang sama. 

Fase logaritmik isolat bakteri BD-16 terjadi pada jam ke-18 

hingga jam ke-48. Berdasarkan hasil pengamatan, biomassa 

meningkat menjadi dua kali lipat pada jam tersebut (Lampiran 3). Hal 

ini sesuai dengan pendapat Middelbeek et al., (1992) yang 

menyatakan bahwa fase logaritmik dicirikan dengan adanya 

peningkatan berat kering sel menjadi dua kali lipat. Peningkatan jumlah 

sel bakteri pada fase logaritmik didukung dengan ketersediaan nutrisi 

yang masih cukup melimpah pada media kultivasi (Kabinawa, 1983). 

Ketika nutrisi dalam media cukup melimpah maka bakteri akan 

menghasilkan energi yang cukup banyak untuk melakukan 

pembelahan (memperbanyak diri) secara maksimal. Oleh karena itu, 

fase logaritmik dapat dikatakan sebagai fase pembelahan maksimal 

(Pelczar & Chan, 1986). 

Isolat bakteri BD-16 mengalami fase stasioner pada jam ke-54 

hingga jam ke-96. Hasil pengamatan menunjukkan pada kisaran waktu 

tersebut biomassa hanya mengalami sedikit peningkatan (Lampiran 3). 

Biomassa yang terus meningkat sampai jam ke-96 disebabkan karena 

pengukuran dilakukan menggunakan metode berat kering sel yang 
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menghitung baik sel hidup maupun sel mati. Oleh karena itu, 

peningkatan biomassa akan terjadi sampai akhir pengukuran. Menurut 

Gaman & Sherrington (2004) selama fase stasioner, laju pertumbuhan 

menurun yang disebabkan oleh berkurangnya beberapa nutrien 

esensial dalam media atau karena terjadinya akumulasi autotoksin 

dalam media atau kombinasi dari keduanya. Berdasarkan kurva 

pertumbuhan (Gambar 7), laju pertumbuhan isolat bakteri BD-16 

mengalami penurunan pada jam ke-54 hingga jam ke-96, sedangkan 

laju pertumbuhan mengalami peningkatan pada jam ke-18 hingga    

ke-48 (fase logaritmik). 

b. Produksi ALA oleh isolat bakteri BD-16 

Produksi ALA oleh isolat bakteri BD-16 dideteksi melalui metode 

kolorimetri dan diukur menggunakan spekrofotometer setiap 6 jam 

selama 96 jam. Pengukuran konsentrasi ALA bertujuan untuk 

mengetahui waktu inkubasi optimal dari bakteri dalam menghasilkan 

ALA. 

Konsentrasi ALA terendah (1,83 µM) dihasilkan pada fase lag 

yaitu pada jam ke-6 (Lampiran 3). Konsentrasi ALA selanjutnya mulai 

mengalami peningkatan pada jam ke-12 hingga jam ke-48. 

Konsentrasi ALA tertinggi (141,48 µM) dihasilkan pada akhir fase 

logaritmik yaitu pada jam ke-48 (Gambar 7). Berdasarkan hasil 

pengamatan, konsentrasi ALA terendah terdapat pada fase lag (jam 

ke-6 hingga jam ke-12). Michele et al., (2012) mengatakan bahwa 
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rendahnya konsentrasi ALA pada fase lag disebabkan karena bakteri 

perlu menyesuaikan diri dengan lingkungan baru untuk dapat 

memanfaatkan nutrisi yang tersedia. 

Produksi ALA menunjukkan peningkatan pada fase logaritmik 

yaitu pada jam ke-18 hingga jam ke-48 (Lampiran 3). Puncak produksi 

ALA terjadi pada akhir fase logaritmik (48 jam) dengan konsentrasi 

141,48 µM. Hasil ini sesuai dengan penelitian Nishikawa et al., (1999) 

yang mengukur produksi ALA pada bakteri Rhodobacter shaeroides 

setelah masa kultivasi ke-48 jam karena diperkirakan bakteri tersebut 

telah mencapai akhir fase logaritmik. Waktu inkubasi 48 jam 

selanjutnya dijadikan dasar untuk mengukur produksi ALA dalam 

berbagai konsentrasi gula pasir yang berbeda (sesuai perlakuan yang 

telah ditetapkan pada penelitian).  

Produksi ALA oleh isolat bakteri BD-16 mengalami penurunan 

pada fase stasioner yaitu pada jam ke-54 hingga jam ke-96 (Lampiran 

3). Menurut Kang et al., (2012) pada fase stasioner nutrisi yang 

tersedia tidak sama dengan jumlah sel bakteri yang ada. Karena terjadi 

ketidakseimbangan, maka metabolisme sel bakteri mengalami 

gangguan dan mengakibatkan menurunnya produksi ALA yang 

dihasilkan oleh isolat bakteri BD-16.  

Berdasarkan hasil pengukuran selama 96 jam, peningkatan 

produksi ALA berbanding lurus dengan peningkatan biomassa pada 

fase logaritmik (jam ke-18 hingga jam ke-48). Sementara itu, produksi 

 



36 
 

36 
 

ALA mengalami penurunan saat bakteri memasuki fase stasioner   

(jam ke-54 hingga jam ke-96). Hasil penelitian menunjukkan bahwa 

ALA telah dihasilkan sejak awal fase pertumbuhan dan produksinya 

mengikuti kurva pertumbuhan bakteri. Selain itu, produksi ALA yang 

terus mengalami peningkatan pada fase logaritmik dan mengalami 

penurunan pada fase stasioner menegaskan bahwa ALA merupakan 

suatu metabolit primer. Hal tersebut sesuai dengan pernyataan Monika 

& Klemme (2009) yang menyatakan bahwa ALA merupakan suatu 

metabolit primer, yaitu senyawa yang dihasilkan mengikuti kurva 

pertumbuhan bakteri dan berperan dalam pertumbuhan sel. 

2. Produksi biomassa dalam berbagai konsentrasi gula pasir 

Gula pasir sebagai sumber karbon merupakan bahan utama untuk 

mensintesis sel baru. Hasil penelitian ini memperlihatkan bahwa variasi 

konsentrasi gula pasir (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 dan 80 g/l) dalam 

media kultivasi berpengaruh terhadap produksi biomassa oleh Isolat 

bakteri BD-16 (Gambar 8). 

Data pengukuran berat kering sel memperlihatkan bahwa produksi 

biomassa terendah terdapat pada media kultivasi tanpa pemberian gula 

pasir (0 g/l) yaitu 2,56 g/l (Lampiran 5). Perbanyakan sel bakteri sangat 

dipengaruhi oleh ketersediaan nutrisi dalam media. Senyawa karbon pada 

umumnya merupakan salah satu nutrisi yang mudah digunakan untuk 

menghasilkan energi yang akan digunakan untuk proses biosintesis sel. 
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Media LB tanpa penambahan gula pasir hanya menyediakan tripton 

sebagai komponen yang akan digunakan untuk menghasilkan energi. 

 

 

 

 

 

 

Menurut Winarno (1997) protein dapat digunakan sebagai sumber 

energi ketika sel kekurangan karbohidrat. Akan tetapi, protein sebelumnya 

harus dipecah berdasarkan asam amino pembentuknya.         

Asam  amino-asam amino tersebut diubah oleh enzim sehingga gugus 

karboksil (–COOH) dari asam amino tersebut dapat menjadi asam piruvat, 

asetil KoA, atau masuk dalam siklus Krebs. Suksinil Co-A dan α-

ketoglutarat merupakan senyawa intermediet dari siklus Krebs yang 

selanjutnya akan digunakan sebagai bahan baku dalam biosintesis ALA. 

Choorit et al., (2011) menyatakan bahwa pertumbuhan sel akan 

mempengaruhi produksi ALA, karena selama sel bakteri tumbuh maka 

ALA akan dihasilkan. 

Tidak tersedianya sumber karbon dalam media LB menyebabkan 

bakteri hanya menghasilkan energi dari proses pemecahan protein. Oleh 

karena itu, media tanpa pemberian gula pasir menghasilkan biomassa 

Gambar 8. Produksi biomassa dalam berbagai
         konsentrasi gula pasir 
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terendah. Banyak sedikitnya energi yang dimiliki oleh bakteri akan 

mempengaruhi jumlah sel yang dihasilkan pada proses pembelahan.  

Produksi biomassa tertinggi terdapat pada media kultivasi dengan 

pemberian 50 g/l gula pasir yaitu 6,29 g/l (Lampiran 5). Gula pasir dalam 

konsentrasi 50 g/l dapat digunakan secara maksimal oleh isolat bakteri 

BD-16, sehingga pertumbuhan sel pesat dan menghasilkan biomassa 

yang banyak jika dibandingkan dengan konsentrasi gula pasir lain. Media 

dengan penambahan gula pasir, menghasilkan biomassa yang lebih tinggi 

dibandingkan dengan media tanpa pemberian gula pasir. Hal ini 

disebabkan karena gula pasir mengandung sukrosa yang dibentuk dari 

monomer-monomer glukosa dan fruktosa. Pemecahan sukrosa menjadi 

glukosa dan fruktosa akan menghasilkan ATP yang dibutuhkan untuk 

pertumbuhan sel. Glukosa dan fruktosa selanjutnya akan masuk jalur 

respirasi yang akan menghasilkan banyak energi sehingga pertumbuhan 

sel menjadi pesat dan menghasilkan biomassa yang banyak. 

Sementara itu, penurunan produksi biomassa terjadi pada media 

kultivasi dengan pemberian gula pasir diatas 50 g/l yaitu 6,04 g/l (untuk 

pemberian 60 g/l gula pasir), 5,45 g/l (untuk pemberian 70 g/l gula pasir) 

dan 5,09 g/l (untuk pemberian 80 g/l gula pasir). Pemberian gula pasir 

diatas 50 g/l diduga meyebabkan media kultivasi dalam kondisi yang 

pekat (hipertonik). 

Oleh karena konsentrasi zat terlarut lebih tinggi (tekanan osmotik 

yang lebih tinggi) dari pada yang lain maka air bergerak ke luar sel 
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(Gambar 9). Jika proses ini terus menerus terjadi maka sitoplasma akan 

mempunyai konsentrasi air yang sedikit sehingga sel tidak berfungsi lagi.  

 

Gambar 9. Proses osmosis pada bakteri dalam kondisi hipertonik 

Hal ini sesuai dengan penelitian Rodrigues et al., (2006) yang 

menyatakan bahwa konsentrasi gula pasir yang melebihi 50 g/l pada 

media kultivasi akan menurunkan pertumbuhan bakteri karena terjadi 

dehidrasi sel. Bila dehidrasi terus berlangsung, maka sel-sel bakteri akan 

mengkerut dan mengalami gangguan fungsi. 

Menurut Young (2010) gula pasir merupakan sumber karbon yang 

akan dirombak dan digunakan untuk membangun massa sel. Pirt (1975) 

menyatakan bahwa gula pasir yang berfungsi sebagai substrat merupakan 

salah satu faktor penghambat pertumbuhan bila keberadaannya berlebih.  

Data produksi biomassa yang telah diperoleh kemudian dilanjutkan 

dengan pengujian hipotesis melalui ANAVA satu arah (Lampiran 5). Uji 

hipotesis melalui anava satu arah digunakan untuk mengetahui apakah 

pemberian berbagai konsentrasi gula pasir pada media kultivasi 

berpengaruh secara signifikan terhadap produksi biomassa yang 

dihasilkan oleh isolat bakteri BD-16.  
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Berdasarkan uji ANAVA satu arah dapat diketahui bahwa 

pemberian berbagai konsentrasi gula pasir pada media kultivasi 

berpengaruh terhadap produksi biomassa yang dihasilkan oleh isolat 

bakteri BD-16. Hal ini dapat dilihat dari nilai FHitung > FTabel  yaitu 72,9029  > 

2,51 pada level 5%.  

Uji Duncan Multiple Range Test (DMRT) 5% (Tabel 4) dilakukan 

untuk mengetahui perbedaan perlakuan (konsentrasi gula pasir) terhadap 

produksi biomassa yang dihasilkan oleh isolat bakteri BD-16. Perhitungan 

selengkapnya pada Lampiran 5. 

     Tabel 4. Hasil Uji Duncan Multiple Range Test (DMRT) 5% pada 
         produksi biomassa yang dihasilkan isolat bakteri BD-16 

Konsentrasi Gula Pasir (g/l) Berat Kering Sel (g/l) 

0 2,56 a 
10 3,81 b 
20 4,52 c 
30 5,05 d 
40 5,53 e 
50 6,29 f 
60 6,04

 f
 

70 5,45 de 
80 5,09 d 

Berdasarkan Uji Duncan Multiple Range Test (DMRT) 5%, 

pemberian gula pasir sebanyak 50 g/l dan 60 g/l pada media kultivasi 

diikuti oleh huruf yang sama yaitu “f”, yang artinya kedua perlakuan tidak 

berbeda nyata. Namun kedua perlakuan tersebut berbeda nyata terhadap 

perlakuan lain (0, 10, 20, 30, 40, 70, 80 g/l). Pemberian gula pasir 

sebanyak 0 g/l, 10 g/l dan 20 g/l pada media kultivasi diikuti oleh huruf 

yang berbeda, yang berarti ketiga perlakuan tersebut berbeda nyata. 
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Produksi biomassa tertinggi diantara ketiga perlakuan (0 g/l, 10 g/l dan     

20 g/l), terdapat pada media kultivasi dengan pemberian 20 g/l gula pasir, 

yaitu sebesar 4,52 g/l. Sedangkan produksi ALA terendah terdapat pada 

media kultivasi tanpa pemberian gula pasir (0 g/l) yaitu sebesar 2,56 g/l. 

Dengan demikian, ketersediaan gula pasir pada media kultivasi memiliki 

pengaruh yang nyata terhadap produksi biomassa yang dihasilkan isolat 

bakteri BD-16.  

Pemberian gula pasir 30 g/l dan 40 g/l pada media kultivasi diikuti 

oleh huruf yang sama yaitu “d”, yang artinya tidak berbeda nyata. 

Pemberian gula pasir sebanyak 30 g/l, 20 g/l, 60 g/l dan 70 g/l pada media 

kultivasi diikuti oleh huruf yang sama yaitu “d”, yang artinya keempat 

perlakuan tidak berbeda nyata. Pemberian gula pasir sebanyak 40 g/l dan 

70 g/l pada media kultivasi diikuti oleh huruf yang sama yaitu “e”, yang 

artinya kedua perlakuan tidak berbeda nyata. Pengertian tidak berbeda 

nyata pada perlakuan yang diujikan memiliki arti bahwa rata-rata produksi 

ALA antar tiap perlakuan memiliki selisih yang dekat. Berdasarkan hasil 

pengukuran, dengan demikian dapat diketahui bahwa konsentrasi gula 

pasir memberikan pengaruh yang nyata terhadap rata-rata produksi 

biomassa yang dihasilkan oleh isolat bakteri BD-16. 

3. Produksi ALA dalam berbagai konsentrasi gula pasir 

Gula pasir sebagai sumber karbon merupakan salah satu faktor 

yang dapat mempengaruhi produksi ALA. Hasil penelitian ini 

memperlihatkan bahwa variasi konsentrasi gula pasir (0, 10, 20, 30, 40, 
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50, 60, 70 dan 80 g/l) dalam media kultivasi berpengaruh terhadap 

produksi ALA oleh Isolat bakteri BD-16 (Gambar 8).  

 
  

 
Berdasarkan gambar diatas, produksi ALA terendah terdapat pada 

media kultivasi tanpa pemberian gula pasir (0 g/l). Konsentrasi ALA yang 

dihasilkan pada media tanpa pemberian gula pasir yaitu sebesar 26,99 µM 

(Lampiran 5). Hal ini menunjukkan bahwa ALA tetap diproduksi oleh isolat 

bakteri BD-16 meskipun dalam konsentrasi yang rendah. Seperti yang 

telah dijelaskan sebelumnya bahwa pertumbuhan bakteri akan 

mempengaruhi produksi ALA sehingga media kultivasi tanpa pemberian 

gula pasir menghasilkan biomassa dan konsentrasi ALA terendah.  

Produksi ALA tertinggi yang dihasilkan oleh isolat bakteri BD-16 

terdapat pada media kultivasi dengan pemberian 50 g/l gula pasir. 

Konsentrasi ALA pada media dengan pemberian 50 g/l gula pasir adalah 

260,79 µM. Media dengan penambahan gula pasir menghasilkan ALA 

yang lebih tinggi dibandingkan media tanpa pemberian gula pasir karena 

pada media dengan penambahan gula pasir, suksinil Co-A dan                
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α-ketoglutarat tidak hanya dihasilkan melalui jalur pemecahan protein, tapi 

juga melalui jalur jalur pemecahan karbon (jalur glikolisis).  

Secara umum, bakteri mengangkut sukrosa (sebagai kandungan 

dominan di dalam gula pasir) dan karbohidrat lainnya ke dalam sel melalui 

protein transport membran spesifik, dan mengkatabolisasi mereka 

(Stanbury & Whitaker, 2003). Setelah sukrosa masuk ke dalam sel maka 

langkah pertama dalam jalur pemecahan sukrosa (Gambar 11) adalah 

pemutusan ikatan glikosidik dengan enzim invertase yaitu:              

sukrosa + H2O → D-glukosa + D-fruktosa atau sukrosa sintase yaitu 

sukrosa + UDP (Uridine difosfat) → UDP-glukosa + D-fruktosa. 

Menurut Purwoko (2007) dua molekul ATP yang diperlukan untuk 

metabolisme heksosa terbentuk dari pemecahan sukrosa menjadi           

D-glukosa + D-fruktosa dengan bantuan enzim invertase. Namun, ketika 

sukrosa pecah menjadi  UDP-glukosa + D-fruktosa oleh enzim sukrosa 

sintase, bagian dari energi dalam ikatan glikosidik disimpan dalam 

pembentukan UDP-glukosa dan hanya satu molekul ATP yang diperlukan 

untuk metabolisme fruktosa. UDP-glukosa dapat dikonversi menjadi 

glukosa-1-P oleh UDP-glukosa pirofosforilase. Glukosa 1-P diubah 

menjadi glukosa-6-P, dan glukosa-6-P menjadi fruktosa-6-P, oleh 

fosfoglukomutase dan fosfoheksosa isomerase. Selanjutnya fruktosa-6-P 

diubah menjadi fruktosa-1,6-P oleh fosfofrukto fosfotransferase yang 

kemudian masuk ke dalam jalur glikolisis. 
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Keterangan Gambar: 
1) Invertase; 2) Sukrosa sintase; 3) UDP-glukosa pirofosforilase;          
4) Heksokinase; 5) Fruktokinase; 6) fosfoglukomutase; Isomerase;           
7) fosfoheksose; 8) fosfofrukto fosfotransferase; 9) fosfofruktokinase. 

Gambar 11. Jalur pemecahan sukrosa pada bakteri. 

Jalur glikolisis akan memecah glukosa menjadi asam piruvat, ATP 

dan NADH. Selanjutnya asam piruvat diubah menjadi asetil Co-A pada 

tahapan reaksi antara. Asetil masuk ke dalam siklus Krebs sedangkan   

Co-A keluar dari siklus tersebut. Suksinil Co-A dan α-ketoglutarat yang 

dihasilkan dalam siklus Krebs, selanjutnya akan dijadikan bahan utama 

dalam biosintesis ALA (Gambar 12). 

Smith & Rogers (2008) menyatakan bahwa ALA dibentuk melalui 

dua jalur metabolisme yaitu jalur Shemin atau C4 dan Beale atau C5. 

Jalur C4 menggunakan suksinil-CoA dan glisin dengan bantuan enzim             

5-aminolevulinic acid sintetase (ALAS) untuk menghasilkan ALA. 

Sedangkan jalur C5 menggunakan asam α-ketoglutarat tanpa melibatkan 
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reaksi ALAS. Produksi ALA pada jalur C5 dipengaruhi oleh 3 enzim utama 

yaitu glutamil-tRNAglu sintase, glutamil-tRNAglu dehidrogenase dan 

glutamat 1-semialdehid aminotransferase (GSA) (Choi et al., 2008). 

Gambar 12. Jalur biosintesis ALA 

Diperkirakan laju enzimatik ALAS (C4) atau Glutamil-tRNAglu 

sintase glutamil-tRNAglu dehidrogenase dan glutamat 1-semialdehid 

aminotransferase (C5) mencapai maksimum pada konsentrasi 50 g/l gula 

pasir. Laju enzimatik yang mencapai maksimum menyebabkan ALA 

dihasilkan dalam jumlah yang banyak. Media dengan pemberian 50 g/l 

gula pasir menghasilkan konsentrasi ALA tertinggi yaitu 260,79 µM. 

Sedangkan pada konsentrasi gula pasir diatas 50 g/l, enzim ALAS atau 

Glutamil-tRNAglu sintase, glutamil-tRNAglu dehidrogenase dan          

glutamat 1-semialdehid aminotransferase (GSA) telah dalam kondisi 

“jenuh” oleh substrat. Oleh karena itu produksi ALA tidak lagi mengalami 

peningkatan. Berdasarkan pengukuran, produksi ALA mengalami 
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penurunan pada pemberian gula pasir 60 g/l (183,2 µM), 70 g/l (169,76 

µM), dan 80 g/l (164,24 µM).  

Hasil penelitian ini sesuai dengan pendapat Lehninger (1997) yang 

menyatakan kecepatan reaksi enzimatis dapat dipengaruhi oleh 

konsentrasi substrat. Kecepatan reaksi akan meningkat apabila 

konsentrasi substrat meningkat. Namun ketika laju enzimatik mencapai 

maksimum dan enzim telah dalam kondisi “jenuh” oleh substrat, 

peningkatan konsentrasi substrat tidak akan memberikan perbedaan 

dalam aktivitas enzim. 

Selain itu, seperti yang telah dijelaskan, pemberian gula pasir 

diatas 50 g/l menyebabkan media kultivasi dalam kondisi yang pekat 

(hipertonik). Kondisi tersebut menyebabkan metabolisme sel mengalami 

gangguan. Diperkirakan produksi enzim yang berperan dalam sintesis 

ALA juga menjadi terhambat.   

Data hasil pengukuran produksi ALA yang telah diperoleh, 

kemudian dilanjutkan pada uji hipotesis melalui ANAVA satu arah 

(Lampiran 6). Pengujian hipotesis dilakukan untuk mengetahui apakah 

pemberian berbagai konsentrasi gula pasir pada media kultivasi 

berpengaruh secara signifikan terhadap produksi ALA yang dihasilkan 

oleh isolat bakteri BD-16.  

Berdasarkan uji ANAVA satu arah (Lampiran 6) dapat diketahui 

bahwa pemberian berbagai konsentrasi gula pasir pada media kultivasi 

berpengaruh secara signifikan terhadap produksi ALA yang dihasilkan 
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oleh isolat bakteri BD-16. Hal ini dapat dilihat dari nilai FHitung > FTabel  yaitu 

91,86  > 2,51 pada level 5%. Perhitungan selengkapnya dapat dilihat pada 

Lampiran 5. 

Uji Duncan Multiple Range Test (DMRT) 5% dilakukan untuk 

mengetahui perbedaan pada tiap perlakuan terhadap parameter yang 

diukur (Tabel 5). Perhitungan selengkapnya pada Lampiran 6. 

Tabel 5. Hasil Uji Duncan Multiple Range Test (DMRT) 5% pada 
          produksi ALA yang dihasilkan oleh isolat bakteri BD-16. 

Konsentrasi Gula Pasir (g/l) Produksi ALA (µm) 

0 26,99 a 
10 160,45 b 
20 179,64 bcd 
30 185,60 d 
40 208,50 e 
50 260,79 f 
60 183,20 cd 
70 169,76 bcd 
80 164,24 bc 

 
Berdasarkan Uji Duncan Multiple Range Test (DMRT) 5%, 

pemberian gula pasir sebanyak 0 g/l, 40 g/l dan 50 g/l pada media 

kultivasi diikuti oleh huruf yang berbeda, yang berarti ketiga perlakuan 

tersebut berbeda nyata. Konsentrasi ALA tertinggi di antara ketiga 

perlakuan (0 g/l, 40 g/l dan 50 g/l), terdapat pada media kultivasi dengan 

pemberian 50 g/l gula pasir, yaitu sebesar 260,79 µM. Konsentrasi ALA 

terendah terdapat pada media kultivasi tanpa pemberian gula pasir (0 g/l) 

yaitu sebesar 26,99 µM.  

Pemberian gula pasir sebanyak 10 g/l, 20 g/l, 70 g/l dan 80 g/l pada 

media kultivasi diikuti oleh huruf yang sama yaitu “b”, yang artinya tidak 
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berbeda nyata. Pemberian gula pasir sebanyak 20 g/l, 60 g/l, 70 g/l dan 80 

g/l pada media kultivasi diikuti oleh huruf yang sama yaitu “c”, yang artinya 

tidak berbeda nyata. Pemberian gula pasir sebanyak 30 g/l, 20 g/l, 60 g/l 

dan 70 g/l pada media kultivasi diikuti oleh huruf yang sama yaitu “d”, 

yang artinya tidak berbeda nyata. Pengertian tidak berbeda nyata pada 

perlakuan yang diujikan memiliki arti bahwa rata-rata produksi ALA antar 

perlakuan memiliki selisih yang dekat. Namun, dari keseluruhan data yang 

didapatkan, konsentrasi gula pasir berpengaruh nyata terhadap produksi 

ALA yang dihasilkan isolat bakteri BD-16. 

Berdasarkan hasil penelitian ini, produksi biomassa dan ALA yang 

dihasilkan oleh isolat bakteri BD-16 memiliki korelasi positif, yaitu ketika 

produksi biomassa rendah maka produksi ALA yang dihasilkan pun 

rendah, demikian pula sebaliknya. Pertumbuhan sel yang terhambat akan 

menyebabkan gangguan dalam metabolisme sel. Ketika metabolisme sel 

terganggu maka produksi ALA yang dihasilkan juga rendah. Menurut Shoji 

et al., (2010) pertumbuhan sel yang optimal akan menguntungkan 

metabolisme sel bakteri, sehingga produksi ALA yang dihasilkan pun 

tinggi.
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BAB V 

KESIMPULAN, IMPLIKASI DAN SARAN 

A. Kesimpulan 

Isolat bakteri BD-16 mampu tumbuh dan menghasilkan ALA pada 

media kultivasi dengan pemberian gula pasir. Konsentrasi gula pasir 

dalam media kultivasi berpengaruh terhadap produksi biomassa dan ALA 

yang dihasilkan. Produksi ALA tertinggi (260,79 µM) terdapat pada media 

dengan pemberian 50 g/l gula pasir. Produksi biomassa tertinggi (6,29 g/l) 

terdapat pada media dengan pemberian 50 g/l gula pasir. 

B. Implikasi 

Hasil penelitian ini memberikan informasi bahwa konsentrasi gula 

pasir dalam media kultivasi sangat berpengaruh terhadap produksi 

biomassa dan ALA dari isolat bakteri BD-16. Gula pasir dengan demikian 

dapat digunakan sebagai sumber karbon alternatif ALA untuk isolat bakteri 

BD-16. 

C. Saran 

Perlu dilakukan uji lanjutan mengenai kemampuan fisiologis bakteri 

dan aktivitas enzim yang berperan dalam sintesis ALA agar data dapat 

lebih dikembangkan. 
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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Pembuatan bufer asetat 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 2. Pembuatan reagen Ehrlich 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    4 gram  

p-dimethylaminobenzaldehyde 

dimasukkan ke dalam gelas kimia 

dan ditambahkan 46 ml air. 

ditambahkan 120 ml asam 

asetat dan 34 ml asam 

perklorat. 

Seluruh larutan diaduk 

hingga homogen. 

Reagen Ehrlich disimpan dalam lemari pendingin pada 

suhu 4ºC agar tetap fresh saat akan digunakan. 

76 gram sodium asetat dan 

800 ml air dimasukkan ke 

dalam gelas kimia. Kemudian 

70 ml asam asetat 

ditambahkan dan diaduk 

sampai larutan homogen. 

Air ditambahkan hingga larutan 

menjadi 1000 ml. Selanjutnya 

pH larutan diukur (pH larutan 

harus diantara 4,5 – 4,6). 

10 ml acetyl acetone 

ditambahkan dan seluruh 

larutan dimasukkan ke dalam 

botol untuk ditutup rapat dan 

aduk hingga homogen. 
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Lampiran 3. Pertumbuhan dan produksi ALA oleh isolat bakteri BD-16  

Biomassa (g/l) dan produksi ALA oleh isolat bakteri BD-16 yang 

diukur setiap 6 jam selama 4 hari dapat dilihat pada Tabel 6. 

Tabel 6. Hasil pengukuran biomassa dan produksi ALA oleh  isolat bakteri 
     BD-16. 

No 
Waktu 

Pertumbuhan 
(Jam) 

Biomassa (g/l) Produksi ALA (µM) 

1 6 0,50 1,83 
2 12 0,66 9,76 
3 18 1,02 20,10 
4 24 1,76 33,21 
5 30 2,52 75,62 
6 36 3,40 101,82 
7 42 4,61 115,96 
8 48 5,45 141,48 
9 54 5,71 132,86 

10 60 5,80 134,58 
11 66 5,86 131,83 
12 72 5,95 127,00 
13 78 5,98 119,41 
14 84 6,04 111,83 
15 90 6,10 115,62 
16 96 6,20 114,24 

Lampiran 4. Kurva standar ALA 

Hasil pengukuran larutan standar ALA dapat dilihat pada Tabel 7 dan 

Gambar 13. 

Tabel 7. Hasil pengukuran konsentrasi larutan standar ALA (µM). 

Konsentrasi Larutan 
Standar ALA (µm) 

Nilai Absorbansi (nm) 

0 0 
20 0,073 
50 0,136 

100 0,196 
200 0,296 
500 0,590 
1000 0,995 
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Gambar 13. Kurva standar persamaan regresi linier konsentrasi  
           ALA 

Berdasarkan hasil pengukuran konsentrasi larutan standar ALA 

(µM) didapatkan persamaan regresi linier yaitu: y = 0,0029x + 0,1567, 

Persamaan regresi linier ini selanjutnya digunakan untuk mengkonvesikan 

data absorbansi (y) produksi ALA dalam nanometer menjadi micromolar 

(x) (Gambar 13).  

Lampiran 5. Produksi biomassa oleh isolat bakteri BD-16 

Konsentrasi 
Gula Pasir 

(g/l) 

Ulangan 

Jumlah 

Rata-rata/ 
Produksi 
biomassa 

(g/l) 1 2 3 

0 2,76 2,34 2,57 7,67 2,56 

10 3,79 3,66 3,97 11,42 3,81 

20 4,49 4,83 4,23 13,55 4,52 

30 
40 

5,11 4,86 5,18 15,15 5,05 

5,79 5,54 5,27 16,6 5,53 
6,29 50 

60 
70 

6,44 6,34 6,08 18,86 

5,86 6,03 6,25 18,14 6,04 

5,87 5,42 5,08 16,37 5,45 

80 5,09 4,97 5,23 15,29 5,09 

Jumlah 45,2 43,99 43,86 133,05 44,34 

 

y = 0,0029x + 0,1567 
R² = 0.9861 
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      {(45,2)2 + (43,99)2 + (43,86)2} 

3 

JKP 

DBP 

32,51 

8 

JKE 

DBE 

1,00 

18 

RJKP 

RJKE 

4,06 

0,05 

1. Faktor koreksi  = 
 

   
(∑г)2 = 

 

  
(15,29)2 = 8,66 

2. Jumlah kuadrat (JK) 

JK (Total)   = {(2,76)2 + (3,79)2 +...+ (5,23)2} – FK  

    = 33,51 

 

JK (Perlakuan)  =  

         

= 32,51 

     JK (Eror)   = JKT – JKP  

    = 33,51 - 32,51 

    = 1,00 

3. Derajat bebas (DB) 

DB (Total)  = tn – 1 = 26 

DB (Perlakuan)  = t – 1 = 8 

DB (Eror)   = 26 – 8 = 18   

4. Rata-rata jumlah kuadrat 

 

RJK (Perlakuan)  =           =                            

 

= 4,06 

 

      RJK (Eror)  =           =                            

 

= 0,05 

 

5. Fhitung   =              =                     

 

= 72,90 
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Tabel  8. Perhitungan ANAVA satu arah produksi biomassa pada  
      berbagai konsentrasi gula pasir yang dihasilkan isolat  
      bakteri BD-16 

Sumber 
Variansi 

db JK KT 
F 

Hitung 
F Tabel 

5% 

Perlakuan 8 32,51 4,06 72,90 2,51 
Galat 18 1,00 0,05   
Total 26 33,51    

6. Kriteria Pengujian 

Terima Ho jika X2 hitung < X2 tabel 

Tolak Ho jika X2 hitung > X2 tabel    

7. Kesimpulan  

Karena X2 hitung > X2 tabel  yaitu 72,90 > 2,51 (5%), maka tolak Ho, 

artinya pemberian gula pasir pada media kultivasi berpengaruh sangat 

signifikan terhadap produksi biomassa oleh isolat bakteri BD-16. 

 
Tabel 9. Uji Duncan produksi biomassa oleh isolat bakteri BD-16 

Konsentrasi 
Gula Pasir 

(g/l) 
0 10 80 70 20 60 30 40 50 

 
a 

        
0 0 b 

       
10 1,25* 0 c 

      
20 1,96* 0,71* 0 d 

     
30 2,49* 1,24* 0,53* 0 

     
80 2,53* 1,28* 0,57* 0,04tn 0 e 

   
70 2,89* 1,64* 0,93* 0,4tn 0,36tn 0 

   
40 2,97* 1,72* 1,01* 0,48* 0,44* 0,08tn 0 f 

 
60 3,48* 2,23* 1,52* 0,99* 0,95* 0,59* 0,51* 0 

 
50 3,73* 2,48* 1,77* 1,24* 1,2* 0,84* 0,76* 0,25tn 0 

Keterangan:  tn = Berbeda tidak nyata 
*  = Berbeda nyata 
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      {(1534,02)2 + (1584,37)2 + (1499,21)2} 

3 

Tabel 9.1. Produksi biomassa oleh isolat bakteri BD-16 

Konsentrasi Gula Pasir (g/l) Berat Kering sel (g/l) 

0 2,56 a 
10 3,81 b 
20 4,52 c 
30 5,05 d 
40 5,53 e 
50 6,29 f 
60 6,04 f 
70 5,45 de 
80 5,09 d 

 

Lampiran 6. Produksi ALA oleh isolat bakteri BD-16 

Konsentrasi 
Gula Pasir 

(g/l) 

Ulangan 

Jumlah 
Rata-rata/ 

Konsentrasi 
ALA (µm) 1 2 3 

0 29,06 27,00 24,93 80,99 26,99 

10 147,69 170,45 163,21 481,35 160,45 

20 189,07 187,34 162,52 538,93 179,64 

30 193,55 185,62 177,69 556,86 185,62 

40 220,45 201,14 203,9 625,49 208,50 

50 259,07 278,72 244,58 782,37 260,79 

60 180,79 182,86 185,96 549,61 183,20 

70 167,00 169,76 172,52 509,28 169,76 

80 147,34 181,48 163,9 492,72 164,24 

Jumlah 1534,02 1584,37 1499,21 4617,6 1539,19 

Rata-rata 170,45 176,04 166,58 513,07 171,02 

 

1. Faktor koreksi  = 
 

   
(∑г)2  = 

 

  
(4617,6)2  = 789712,21 

2. Jumlah kuadrat (JK) 

JK (Total)   = {(29,06)2 + (147,69)2 +...+ (163,9)2} – FK 

    = 94666,43 

 

JK (Perlakuan)  =  

         

= 92403,33 
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JKP 

DBP 

92403,33 

8 

JKE 

DBE 

2263,10 

18 

RJKP 

RJKE 

11550,41 

125,73 

     JK (Eror)   = JKT – JKP  

    = 94666,43 - 92403,33 

    = 2263,10 

3. Derajat bebas (DB) 

DB (Total)  = tn – 1 = 26 

DB (Perlakuan)  = t – 1 = 8 

DB (Eror)   = 26 – 8 = 18 

4. Rata-rata jumlah kuadrat 

 

RJK (Perlakuan)  =           =                            

 

= 11550,41  

 

     RJK (Eror)  =           =                  

 

= 125,73 

 

5. Fhitung   =              =                     

 

= 91,86 

Tabel  10. Perhitungan ANAVA satu arah produksi ala pada berbagai 
        konsentrasi gula pasir yang dihasilkan isolat bakteri BD-16 

Sumber 
Variansi 

db JK KT 
F 

Hitung 
F Tabel 

5% 

Perlakuan 8 92403,33 11550,41 91,86 2,51 
Galat 18 2263,10 125,73 

  
Total 26 94666,43 

   
 

6. Kriteria Pengujian 

Terima Ho jika X2 hitung < X2 tabel 

Tolak Ho jika X2 hitung > X2 tabel     
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7. Kesimpulan  

Karena X2 hitung > X2 tabel  yaitu 91,86 > 2,51 (5%), maka tolak Ho, 

artinya pemberian gula pasir pada media kultivasi berpengaruh sangat 

signifikan terhadap produksi ALA oleh isolat bakteri BD-16. 

 
Tabel 11. Uji Duncan Produksi ALA oleh isolat bakteri BD-16 

Konsentrasi 
Gula Pasir 

(g/l) 
0 10 80 70 20 60 30 40 50 

 
a 

        
0 0 b 

       10 133,46* 0 c 
      80 137,25* 3,79tn 0 d 

     70 142,77* 9,31tn 5,52tn 0 
     20 152,65* 19,19tn 15,4tn 9,88tn 0 

    60 156,21* 22,75* 18,96tn 13,44tn 3,56tn 0 
   30 158,63* 25,17* 21,38* 15,86tn 5,98tn 2,42tn 0 e 

 40 181,51* 48,05* 44,26* 38,74* 28,86* 25,3* 22,88* 0 f 
50 233,8* 100,34* 96,55* 91,03* 81,15* 77,59* 75,17* 52,29* 0 

Keterangan:  tn = Berbeda tidak nyata 
*  = Berbeda nyata 

Tabel 11.1. Uji Duncan produksi ALA oleh isolat bakteri BD-16 

Konsentrasi Gula Pasir (g/l) Produksi ALA (µm) 

0 26,99 a 
10 160,45 b 
20 179,64 bcd 
30 185,62 d 
40 208,5 e 
50 260,79 f 
60 183,2 cd 
70 169,76 bcd 
80 164,24 bc 
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Lampiran 7. Pengujian gula pasir 

 

 

 

: Sheilla (Universitas Negeri Jakarta) 
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Surat Izin Penelitian 
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