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INTISARI

Nanda Gita Darmayani. NIM 1181077. Uji pembentukan pigmen Pseudomonas
aeruginosa pada berbagai media isolasi terhadap variasi waktu inkubasi.

Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri yang mempunyai ciri khas
pada media pertumbuhannya yang dapat membedakan dengan bakteri yang
lainnya, yaitu pigmen. Faktor yang mempengaruhi pembentukan pigmen adalah
sumber nutrisi setiap media isolasi dan lama waktu inkubasi. Tujuan penelitian ini
adalah Untuk mengetahui pembentukan pigmen Pseudomonas aeruginosa jika di
inkubasi pada berbagai media isolasi dengan berbagai variasi waktu.

Penelitian menggunakan desain deskriftif. Penelitian ini dilakukan di
Laboratorium Bakteriologi STIKES Nasional dan waktu penelitian dilakukan
pada bulan Januari-Mei. Sampel Penelitian ini adalah kultur bakteri Pseudomonas
aeruginosa, media Isolasi Tryptic Soy Agar (TSA), Mueller Hinton Agar (MHA),
Nutrient Agar (NA), Brain Heart Infussion(BHI) di inkubasi dengan variasi waktu
inkubasi 8, 24, 48, 72 dan 75 jam. Teknik sampling yang digunakan adalah Quota
Sampling.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa media Tryptic Soy Agar (TSA)
merupakan media yang paling baik digunakan dibandingkan dengan media isolasi
Nutrient Agar (NA), Mueller Hinton Agar (MHA) dan Brain Heart Infussion
(BHI) untuk pembentukan pigmen Pseudomonas aeruginosa dengan waktu
inkubasi adalah 24 sampai 72 jam.

Dapat disimpulkan bahwa setiap media isolasi yang digunakan dalam
penelitian ini menampakkan perbedaan pembentukan pigmen Pseudomonas
aeruginosa jika diinkubasi dengan variasi waktu yang berbeda.

Kata kunci: uji pembentukan, pigmen, Pseudomonas aeruginosa, Media isolasi,
waktu inkubasi.
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ABSTRACT

Nanda Gita Darmayani. NIM 1181077. Pseudomonas aeruginosa pigment
formation test on various isolation media against variations in incubation time.

Pseudomonas aeruginosa is a bacterium that has a characteristic growth
medium that can distinguish it from other bacteria, namely pigments. Factors that
influence pigment formation are the source of nutrition for each isolation medium
and the incubation time. The purpose of this study was to determine the
formation of Pseudomonas aeruginosa pigments when incubated in various
isolation media with various time variations.

This research uses descriptive design. This research was conducted at the
National STIKES Bacteriology Laboratory and the research was conducted in
January-May. The samples of this research were Pseudomonas aeruginosa
bacteria culture, Tryptic Soy Agar (TSA), Mueller Hinton Agar (MHA), Nutrient
Agar (NA), and Brain Heart Infusion (BHI) isolation media in incubation with
variations of incubation time of 8, 24, 48, 72 and 75 hours. The sampling
technique used is Quota Sampling.

The results showed that the Tryptic Soy Agar (TSA) media was the best
medium to use compared to the NA, MHA and BHI isolation media for the
formation of Pseudomonas aeruginosa pigments with an incubation time of 24 to
72 hours.

It can be concluded that each isolation medium used in this study showed
differences in the formation of Pseudomonas aeruginosa pigments when
incubated with different time variations.

Key words : formation test, pigment, Pseudomonas aeruginosa, isolation media.
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BAB |

PENDAHULUAN

A. Latar Belakang Masalah

Dalam kehidupan sehari-hari terdapat mikroorganisme yang
tersebar luas di alam baik di udara, air dan di dalam tanah yaitu bakteri.
Bakteri merupakan golongan mikroorganisme prokariotik yang hidup
berkoloni dan tidak mempunyai selubung inti namun bakteri mampu
hidup dimana saja (Holderman dkk, 2017). Setiap bakteri memiliki ciri
yang berbeda dari bentuk, sifat, morfologi, habitat, maupun ciri khas, salah
satu bakteri yang menggunakan ciri khas pada media pertumbuhannya
sehingga dapat di identifikasi dengan mudah dan dapat dibedakan dengan
bakteri lainnya adalah Pseudomonas aeruginosa (Hayati dkk, 2016).

Pseudomonas aeruginosa adalah bakteri batang Gram negatif,
aerob, dan bergerak menggunakan flagel. Pseudomonas aeruginosa
merupakan bakteri yang mampu beradaptasi dengan kondisi oksigen dan
nutrisi rendah (Dharmayanti dan Dewa made, 2019). Bakteri genus ini
memproduksi beberapa enzim seperti protease, amilase, dan lipase. Selain
itu bakteri Pseudomonas aeruginosa juga dapat menguraikan protein,
karbohidrat dan senyawa organik lain menjadi CO2, gas amoniak, dan
senyawa-senyawa lain yang lebih sederhana, bakteri ini dapat di
identifikasi berdasarkan pada morfologi koloni, oksidase positif
ditunjukkan dengan adanya pigmen khas yaitu Pyosianin dan Pioverdin

1



(Rahmadian dkk, 2018). Pigmen merupakan zat pewarna yang dihasilkan
oleh bakteri atau mikroorganisme. Pepton merupakan bahan penting tidak
hanya untuk pertumbuhan bakteri tetapi juga untuk pembentukan
pyocianin sebagai sumber asam amino atau zat pendorong pigmentasi
(Fouly et al., 2015). Pseudomonas aeruginosa memiliki beberapa pigmen
antara lain adalah Piosianin (pigmen biru-hijau yang dapat membunuh
bakteri lain), Pioverdin (menjadikan bakteri ini dapat berfluoresensi
kehijauan), Piorubin (pigmen berwarna merah), dan Piomelanin (pigmen
berwarna coklat). Tidak semua koloni Pseudomonas berpigmen, ada
koloni yang mungkin hampir tidak berwarna, koloni pigmen berwarna
kream (Arvina dkk,2017).

Pigmen pada Pseudomonas aeruginosa memiliki fungsi untuk
memperlambat pertumbuhan dari beberapa bakteri lainnya sehingga
mempermudah pertumbuhan koloni. Lama waktu inkubasi untuk
menginkubasi bakteri akan mempengaruhi pertumbuhan bakteri tersebut
secara mikroskopis maupun makroskopis. Pigmen pyocianin pada media
pertumbuhan bakteri Pseudomonas aeruginosa mulai diproduksi
diperkirakan pada interval waktu 24 jam. Peningkatan bertahap pyocianin
diamati dari 24-72. Pigmen pyosianin menunjukkan peningkatan
konsentrasi stabil selama periode kultur 72 jam kemudian peningkatan
lebih lanjut waktu inkubasi menghasilkan penurunan produksi Pyocianin

(Gahlout et al., 2017).



Berdasarkan Latar belakang diatas maka penulis tertarik
mengambil penelitian Uji Pembentukan Pigmen Bakteri Pseudomonas
aeruginosa Pada Berbagai Media Isolasi dan Dengan Variasi Waktu

Inkubasi.

B. Pembatasan Masalah
Pembatasan masalah pada penelitian ini adalah memberikan data
mengenai pembentukan pigmen bakteri Pseudomonas aeruginosa
berdasarkan inkubasi pada berbagai media isolasi dengan berbagai variasi

waktu.

C. Rumusan Masalah
Apakah pigmen Pseudomonas aeruginosa menunjukkan
penampakan yang berbeda jika di inkubasi pada berbagai media isolasi

dengan berbagai variasi waktu?

D. Tujuan Penelitian
1. Umum
Untuk mengetahui pembentukan pigmen Pseudomonas aeruginosa
jika di inkubasi pada berbagai media isolasi dengan berbagai variasi

waktu.



2. Khusus
Untuk mengetahui bahwa lama waktu inkubasi dan berbagai media
isolasi dapat mempengaruhi pembentukan pigmen Pseudomonas

aeruginosa.

E. Manfaat Penelitian
1. Teoritis
Menambah pengetahuan pembentukan pigmen Pseudomonas
aeruginosa jika di inkubasi pada berbagai media isolasi dengan
berbagai variasi waktu inkubasi.
2. Praktis
a. Peneliti
Menambah pengetahuan dan ketrampilan dalam penelitian dan
penulisan Karya Tulis limiah dalam bidang Bakteriologi Klinik
khususnya dalam uji pembentukan pigmen bakteri Pseudomonas
aeruginosa jika di inkubasi pada berbagai media isolasi dengan
berbagai variasi waktu inkubasi.
b. Akademik
Menambah perbendaharaan Karya Tulis limiah dalam bidang
Bakteriologi Klinik khususnya dalam uji pembentukan pigmen
Pseudomonas aeruginosa jika di inkubasi berbagai media isolasi

dengan berbagai variasi waktu inkubasi.



c. Tenaga Kesehatan
Memberikan informasi kepada tenaga kesehatan tentang uji
pembentukan pigmen Pseudomonas aeruginosa jika di inkubasi

berbagai media isolasi dengan berbagai variasi waktu inkubasi.



BAB Il

METODE PENELITIAN

A. Desain Penelitian
Jenis penelitian yang dilakukan pada penulisan Karya Tulis limiah
ini adalah penelitian deskriptif karena mengambarkan mekanisme proses
atau hubungan berbagai media isolasi dan variasi waktu inkubasi terhadap

pembentukan pigmen Pseudomonas aeuginosa.

B. Tempat dan Waktu Penelitian
1. Tempat penelitian
Tempat penelitian dilakukan di Laboratorium Bakteriologi Klinik
Sekolah Tinggi llmu Kesehatan Nasional Surakarta.
2. Waktu penelitian
Waktu penelitian Karya Tulis Ilmiah ini dilakukan bulan Januari

sampai Mei 2021.
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C. Subyek dan Objek Penelitian
1. Subyek penelitian
Subyek penelitian adalah kultur bakteri Pseudomonas aeruginosa
Laboratorium Bakteriologi Klinik Sekolah Tinggi IlImu Kesehatan
Nasional Surakarta
2. Obyek penelitian
Obyek penelitian adalah pembentukan pigmen Pseudomonas

aeruginosa pada media isolasi.

D. Populasi dan Sampel Penelitian

1. Populasi adalah bakteri Pseudomonas aeruginosa di Laboratorium
Bakteriologi Klinik Sekolah Tinggi Illmu Kesehatan Nasional
Surakarta di inkubasi pada inkubator dan di inokulasikan pada media
isolasi

2. Sampel adalah kultur bakteri Pseudomonas aeruginosa yang
didapatkan dari laboratorium bakteriologi di Sekolah Tinggi llmu
Kesehatan Nasional Surakarta diinkubasi pada inkubator dengan
variasi waktu 8 jam, 24 jam, 48 jam, 72 jam, 75 jam dan di

inokulasikan pada media isolasi..
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E. Definisi Operasional Variabel Penelitian

1. Pigmen adalah zat pewarna yang dihasilkan oleh bakteri atau
mikroorganisme,bakteri yang memiliki pigmen sangat beragam, seperti
Pseudomonas aeruginosa. Bakteri ini sering menghasilkan pigmen
kebiruan tak berfluoresensi dan piosianin yang berdifusi ke dalam
agar. Spesies Pseudomonas lainnya tidak menghasilkan piosianin.
Banyak strain Pseudomnas aeruginosa juga memproduksi pigmen
pioverdin yang befluoresensi, yang memberikan warna kehijauan pada
agar. Beberapa strain menghasilkan pigmen piorubin yang berwarna
merah gelap atau pigmen piomelanin yang berwarna hitam. Penelitian
ini mengamati pigmen yang terbentuk pada media maupun Kkoloni
bakteri.

2. Inkubasi adalah proses memelihara kultur bakteri dengan
mempertahankan suhu tertentu agar bisa bertahan hidup dalam jangka
waktu tertentu untuk melihat pertumbuhan bakteri. Pigmen Pyocianin
pada bakteri Pseudomonas aeruginosa diperkirakan diproduksi pada
interval waktu 24-48 jam dan intensitas warna pigmen terbentuk stabil
hingga inkubasi 72 jam dan menurun setelah inkubasi 72 jam(Gahlout
et al., 2017). Sehingga variasi waktu yang digunakan pada penelitian
adalah 8, 24, 48, 72 jam dan 75 jam. Saya menggunakan waktu
inkubasi 8 jam untuk mengetahui apakah pembentukan intensitas

warna pigmen telah terbentuk sebelum waktu inkubasi 24 jam dan
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menggunakan waktu inkubasi pada 75 jam apakah intensitas warna
pigmen masih terbentuk.

3. Media adalah suatu bahan yang terdiri dari campuran zat-zat hara yang
digunakan untuk pertumbuhan atau membiakkan mikroba. Media yang
digunakan Uji Pembentukan pigmen adalah Media Nutrient Agar
(NA), Mueller Hinton Agar (MHA), Tryptic Soy Agar (TSA) dan
Brain Heart Infusion (BHI) karena pada media tersebut mengandung
sumber asam amino dan mendorong terbentuknya pigmentasi pada
media.

Variasi Terikat  : Pigmen Pseudomonas aruginosa

Variabel Bebas : Variasi waktu inkubasi dan media isolasi

F. Teknik Sampling
Teknik sampling yang digunakan adalah Quota Sampling yaitu

pengambilan sampel sesuai yang dibutuhkan.

G. Sumber Data Penelitian
Sumber data yang digunakan adalah sumber data primer yang
diperoleh dari observasi mengenai bakteri Pseudomonas aeruginosa dan
pembentukan Pigmen sebagai ciri khas bakteri yang dipengaruhi oleh

berbagai media isolasi dan variasi waktu inkubasi.
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H. Instrumen Penelitian (alat dan bahan)
1. Alat
Alat pemeriksaan yang digunakan pada penelitian adalah sebagai
berikut :

Alat pelindung diri (jas laboratorium, masker, handscoon), ohse
bulat dan lurus, rak tabung, tabung reaksi kecil, Object glass,
pembakar siprtus, rak pengecatan, korek api, Inkubator, kapas.

2. Bahan

Bahan yang digunkaan pada penelitian adalah sebagai berikut:
Kultur bakteri Pseudomonas aeruginosa, Cat Gram (A, B, C dan D),
Media Nutrient Agar (NA), Media Mueller Hinton Agar (MHA),
Tryptic Soy Agar (TSA), Brain Heart Infusion (BHI), emersi oil,
alkohol 70%, Mac Conkey, Media Triple Sugar Iron Agar (TSIA),
Sulfit Indol Motil (SIM), Urea, Citrat, VP, Methyl Red (MR), Media
Penil Alanin Diaminase (PAD), Reagen barried, kovac, KOH 40%,

FeCl 10%, aquadest steril.



. Alur Penelitian

1. Bagan Penelitian

Kultur bakteri Pseudomonas aeruginosa

l

Penyuburan bakteri menggunakan BHI

A 4

\ 4
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Pengujian morfologi sel dengan
Pengecatan Gram

Uji Biokimia

A 4
Inokulasikan bakteri pada media
Isolasi NA, MHA, TSA dan BHI

\ 4
Inkubasi dengan variasi waktu 8, 24,
48, 72 dan 75 jam

A 4
Amati Pembentukan
Pigmen pada media

A 4
Hasil dan Kesimpulan

Gambar 3.1 Bagan Alur Penelitian

2. Carakerja

a. Siapkan alat dan bahan yang digunakan.
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b. Sampel kultur bakteri dilakukan peremajaan menggunakan media

BHI, inokulasikan sampel menggunakan ohse bulat kedalam media

BHI, inkubasi 37°C 24 jam.

c. Setelah di inkubasi selama 24 jam, dilakukan pengecatan gram.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Ambil 1-2 ohse suspensi biakan bakteri letakkan diatas obyek
glass bagian tengah.

Ratakan suspensi memutar searah jarum jam dengan ukuran
2x3 cm. Kering anginkan preparat hingga kering.

Genangi preparat dengan Gram A (kristal violet), 2-5 menit,
kemudian buang sisa cat.

Tanpa dibilas genangi dengan Gram B (lodin) selama 30 detik,
cuci preparat dengan air mengalir.

Decolorisasi preparat dengan Gram C (Alkohol) sampai luntur,
cuci preparat dengan air mengalir.

Genangi dengan Gram D (Safranin) selama 2-5 menit, cuci
preparat dengan air mengalir, kering anginkan. Amati preparat
dibawah mikroskop dengan perbesaran 100X ditambah dengan

emersi oil.

d. Inokulasikan koloni pada media Mac Conkey (MC), Sampel dari

media BHI inokulasikan pada media Mac Conkey secara aseptis

kemudian di inkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.



28

Menurut Girsang dkk (2019) koloni Pseudomonas

aeruginosa pada media MC memiliki ciri koloni yang berbentuk

bulat dan halus serta memiliki permukaan koloni rata.

Uji Biokimia

Inokulasikan koloni bakteri yang terpisah dari media MC ke

media Uji Biokimia yaitu : TSIA, SIM, Urea, Citrat, MR, VP,

PAD,

Gula-gula (Glukosa, Maltosa, Manitol, Laktosa, dan

Sukrosa) di Inkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.

1)

2)

Media TSIA

Acid (Asam) :Media berubah warna menjadi
kuning.

Alkali (Basa) : Media berubah menjadi merah

H2S : Media berubah menjadi hitam

Pembentukan Gas  : Gelembung Udara(lsmail dkk,2017)
SIM (Sulfit Indol Motil)
a) Indol (+)

Dengan penambahan reagen kovac’s, uji positif
ditandai dengan terbentuknya cincin berwarna merah
(Ismail dkk, 2017).

b) Motilitas (+)
Pertumbuhan bakteri yang menyebar pada media

menunjukkan hasil positif (Ismail dkk, 2017).



3)

4)

5)

6)

7)

8)
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c) H2S membentuk Endapan warna hitam (Ismail dkk,

2017)

Urea

Hasil positif ditandai dengan perubahan warna
kuningmenjadi merah muda (Ulfa dkk, 2016)

Citrat

Hasil positif ditandai dengan pehasil positif ditandai
dengan perubahan warna media dari hijau menjadi
biru(Ulfa dkk, 2016).

Methyl red(MR)

Uji positif ditandai dengan perubahan warna merah
setelah penambahan Metil Red(Ismail dkk, 2017).

Voges Proskuler (VP)

Uji positif ditandai dengan perubahan warna media
menjadi merah, setelah penambahan 3 tetes KOH 3%
(Ismail dkk, 2017).

Phenyl Alanin Deaminase (PAD)

Dengan penambahan FeCI3 menyebabkan warna

menjadi hijau.
Uji Fermentasi Glukosa
Uji Gula gula dikatakan positif apabila media berubah

warna kuning.
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Tabel 3.1 Uji Biokimia Pseudomonas aeruginosa

Media Hasil Uji Biokimia
TSIA
Fermentasi AL/AL
H.S -
Media SIM
Indol -
Motil +
H,S -
Urea +
Citrat +
MR -
VP -
PAD -
Glukosa +
Laktosa -
Sukrosa -

Kemudian koloni dari media MC inokulasikan ke media isolasi
Nutrient Agar (NA), Mueller Hinton Agar (MHA), Tryptic Soy

Agar (TSA) dan Brain Heart Infusion (BHI). Inkubasi dengan
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waktu 8, 24, 48, 72, 75 jam. Amati pembentukan pigmen setiap

waktu inkubasi yang telah ditentukan.

J. Teknik Analisis Data Penelitian

Teknik  Analisis data pada Karya Tulis llmiah ini ditentukan

berdasarkan hasil Uji pembentukan pigmen bakteri Pseudomonas

aeruginosa berdasarkan variasi lama waktu inkubasi dan pada media

isolasi.
Tabel 3.2 Matriks pengamatan Observasi Pembentukan Pigmen

Pseudomonas aeruginosa

Waktu Keterangan

Hari | Penyuburan pada media BHI

Hari 1l Uji karakteristik sel dengan pengecatan gram

Hari 111 Uji Biokimia

Hari IV Inokulasikan pada media NA, MHA, TSA dan BHI,

pengamatan pembentukan pigmen inkubasi 8 jam

Hari V Pengamatan pembentukam pigmen inkubasi 24 jam

Hari VI Pengamatan pembentukam pigmen inkubasi jam 48 jam

Hari VII Pengamatan pembentukam pigmen inkubasi 72 dan 75 jam
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Tabel 3.3 Tabel Observasi Pembentukan pigmen
Pseudomonas aeruginosa

Waktu Inkubasi
Nama Media
8 jam 24 jam 48 jam 72 jam 75 jam

Nutrient Agar

Mueller Hinton

Agar (MHA)

Media Triptic Soy

Agar (TSA)

Media Brain Heart

Infusion (BHI)

Pengamatan pigmen dilihat berdasarkan penampakan pembentukan

pigmen yang terbentuk pada media maupun koloni.



BAB V

SIMPULAN DAN SARAN

A. Simpulan
Pigmen Pseudomonas aeruginosa menunjukkan penampakan yang
berbeda jika di inkubasi pada berbagai media isolasi dengan berbagai

variasi waktu inkubasi.

B. Saran
1. Bagi peneliti

a. Peneliti selanjutnya dapat melakukan penelitian uji pembentukan
pigmen Pseudomonas aeruginosa pada berbagai media isolasi
terhadap variasi waktu inkubasi dengan metode pengamatan
menggunakan spektrofotometri.

b. Peneliti selanjutnya dapat melakukan pengamatan pigmen dengan
menguji faktor lain yang dapat mempengaruhi pigmen selain waktu
inkubasi dan media isolasi.

c. Peneliti selanjutnya dapat melakukan penelitian uji pembentukan
pigmen Pseudomonas aeruginosa menggunakan media isolasi yang

Khusus untuk bakteri Pseudomonas aeruginosa.
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2. Bagi Akademik
a. Menambah referensi buku di perpustakaan guna mempermudah

mahasiswa dalam melakukan Karya Tulis lImiah.
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