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ABSTRACT 

A number of Butyrivibrio fibrisolvens strains have been reported to attach cellulose fibres, feed 
and other particles in the rumen, as well as to sheep rumen epithelia. In this research, B. fibrisolvens 
E14 variants sticky (S) and loose (L) were used to study the mechanism of B. fibrisolvens attachment 
to surfaces, especially to plant fibre. Results may be useful in enhancing plant fiber degradation 
within the rumen, or the use of plant biomass as energy source. The two cell types were compared; 
studies included physical and growth characteristics in defined, solid or liquid medium containing 
various carbon sources, the presence of compounds that may induce or inhibit attachment, and 
their phenotypic stability. Compared to the non-adhering L cells, the adhering S cells were shinier, 
spherical, more intensely pigmented (yellow), more firmly attached to the agar surface and could 
only be removed with scraping. After longer incubation, the cells were released from the agar but 
the colonies tended to stick together, and only became separable when further incubated. In contrast, 
the L cells were non spherical, loosely attached to the agar and separable at all stages of growth. In 
liquid medium, the S cells tended to clump during the early stages of growth, and be dispersed at later 
stages. The L cells were dispersed throughout the medium at all stages of growth. The phenotypes of 
the 2 variants were stable; both variants maintained their characteristics through multiple passages 
on solid and in liquid medium. The presence of molecules that induced attachment of S or inhibited 
attachment of L cells were not detected.
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1. PENDAHULUAN

B. fibrisolvens merupakan spesies rumen 
yang paling versatil metaboliknya, hampir 
semua strainnya dapat tumbuh pada karbohidrat 
sederhana (glukosa, selobiosa), kompleks 
(selulosa, hemiselulosa, pati, pektin, manan), 
atau bahkan intact forages (Hespell 1991, Miron 
and Ben-Ghedalia 1993, Miron et al. 1994, 
Hespell and Cotta 1995, Zhang et al. 2006). 
Spesies ini juga merupakan salah satu bakteria 
rumen umum (Byrant 1959, Hungate 1988). 
Banyak isolat telah diperoleh dari rumen dan 
gastrointestinal sapi  (van  Glyswyk and Roche 
1970, Dehority and Grubb 1981, Flint and Bayer 
2008), kambing (Dehority and Grubb 1977), 
hewan ternak (Margherita and Hungate 1963), 
babi (Stack 1988), Alaskan reindeer (Orpin et 
al. 1985), dan pada feses manusia, kelinci, serta 

kuda (Moore and Holdeman 1974, Moore et al. 
1976, Rumney et al. 1995).

Sejumlah peneliti telah melaporkan 
beberapa strain B. fibrisolvens menempel 
pada permukaan (Dehority and Grubb 1977, 
1981; Rassmusen et al. 1989). Organisme 
ini langsung menempel pada serat selulosa 
(Rasmussen et al. 1989, Zhang et al. 2006), 
pakan dan partikel lain dalam rumen (Dinsdale 
et al. 1978, Dehority and Grubb 1981), dan 
epitel rumen sapi (Mead and Jones 1981, Flint 
and bayer 2008). Namun karakteristik pelekatan 
B. fibrisolvens strain E14, yang diisolasi dari 
Alaskan Reindeer (Orpin et al. 1985), belum 
pernah dilaporkan. Ditemukannya varian sticky/
lengket/S dan loose/lepas/L dari strain E14 (Nili 
and Brooker 1995, Nili 1996) dapat dijadikan 
model untuk mempelajari mekanisme pelekatan 
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B. fibrisolvens pada permukaan, terutama 
serat tanaman. Kedua varian tersebut diteliti 
karakteristik pertumbuhan pada media padat/
cair dengan sumber karbon larut dan tidak larut; 
stabilitas varian; dan keberadaan molekul yang 
menginduksi/menginhibisi pelekatan. 

2. BAHAN DAN METODE

Strain Butyrivibrio fibrisolvens
Butyrivibrio fibrisolvens E14 varian 

S dan L diperoleh dari laboratorium rumen 
microbiology Prof. J. D. Brooker, University of 
Adelaide.

Bahan media
Asam kasamino dan Brain Heart Infusion 

(BHI) diperoleh dari Difco Laboratories, 
Detroit, USA. Tripton dan agar dari Oxoid Ltd., 
Basingstoke, Hampshire, England. Resazurin, 
asam asetat, propionate, butirat, isobutirat, 
n-valerat, isovalerat, dan DL-α-metilbutirat 
dari Aldrich Chemical Company, Milwaukee, 
USA. Vitamin (biotin, riboflavin, asam folat, 
asam lipoat, nikotinamid, tiamin hidroklorid, 
piridoksamin dan kalsium pantotenat), hemin 
(bovin) dan L-sistein dari Sigma, Chemical 
Company St. Louis, USA.  

Kultur Butyrivibrio fibrisolvens
Kultur stok B. fibrisolvens varian S and L 

disimpan pada -80oC dalam 20 % gliserol dan 
semua eksperimen diinokulasi dari stok gliserol. 
Konsentrasi kultur awal pada media pada semua 
percobaan 1 % v/v, kecuali disebutkan lain. 

Sumber karbon
Konsentrasi sumber karbon yang 

digunakan 0.5 % w/v, disterilisasi menggunakan 
filter, dan ditambahkan terpisah.  

Preparasi media anaerob
Kecuali sumber karbon, komposisi media 

BHI and media terkontrol/defined medium (DF) 
mengacu pada Nili and Brooker (1995). Untuk 
media cair, semua komponen dicampur dalam 
botol, diatur pH-nya, kemudian dipanaskan 
menggunakan microwave power (5 x 20 detik). 
Botol kemudian ditutup, ditempatkan pada Coy 
anaerobic chamber dengan atmosfir internal 
CO2 95 % v/v dan H2 5 % v/v yang dihubungkan 
dengan sirkulator unit dengan katalis paladium. 
Media ditempatkan dalam chamber sekurang-
kurangnya 4 jam untuk pertukaran gas agar 
media menjadi anaerob. Media dipindahkan ke 
tabung Hungate (15 ml) atau botol lain yang 
telah disimpan secara anaerobik semalam. Media 
dalam tabung kemudian ditutup, dikeluarkan 
dari chamber anaerob, dan disterilkan dengan 
autoklav selama 15 menit pada 121oC, 15 psi. 
Untuk media padat (plate), 1.5 % agar (w/v) 
ditambahkan pada campuran dengan pH yang 
sesuai, diautoklaf seperti di atas, dituangkan 
pada cawan petri pada laminar-flow cabinet pada 
saat media telah didinginkan sekitar 45oC. Plate 
agar kemudian disimpan dalam Coy anaerobic 
chamber, dan dibiarkan semalam agar menjadi 
anaerobik.  

Karakteristik pertumbuhan pada media 
padat dan cair

Varian S atau L dari stok gliserol 
ditumbuhkan pada media padat, koloni tunggal 
kemudian dipindahkan pada media cair dan 
ditumbuhkan hingga pertengahan fasa log. 
Kultur kemudian diinokulasikan pada media 
terkontrol (Nili 1996) berbentuk padat atau 
cair yang mengandung berbagai karbohidrat 
tanaman yang soluble (glukosa, selobiosa, 
sukrosa, maltosa, atau pati) maupun insolubel 
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(xilan, sellulosa). Parameter yang diamati 
adalah karakter pertumbuhan pada varian sel S 
dan L meliputi bentuk pertumbuhan koloninya 
dan perilaku sel-nya. 

Kemampuan tumbuh pada berbagai sumber 
karbon

Percobaan dilakukan seperti di atas, 
namun juga digunakan berbagai jenis xilan (oat 
spelt, oat spelt tercuci, atau berchwood) dan 
selulosa (karboksimetil selulosa; selulosa kristal 
ukuran 20, 50 atau 100; dan selulosa fibrous). 
Analisis dilakukan pada jumlah koloni atau OD 
600 nm. 

Stabilitas varian
Varian S atau L dari stok gliserol 

ditumbuhkan pada media padat terkontrol 
dengan sumber karbon glukosa (DFg padat), 
koloni tunggal kemudian dipindahkan pada 
DFg cair dan ditumbuhkan hingga pertengahan 
fasa log. Kultur kemudian diinokulasikan pada 
Dfg padat dan Dfg cair. Kultur dari media cair 
diinokulasikan pada Dfg padat dan DFg cair, 
demikian seterusnya hingga subkultur yang 
ke 10. Selama percobaan diamati karakteristik 
pertumbuhannya baik pada media cair maupun 
padat. 

Komunikasi antar sel
Varian S ditumbuhkan pada media DFg 

padat, koloni tunggal kemudian dipindahkan 
pada media DFg cair dan ditumbuhkan hingga 
OD 600 nm ~0,3 serta ~1. Disentrifugasi, media 
bebas sel difilter, kemudian ditambahkan pada 
kultur L dalam DFg cair dengan OD 0 (awal 
inokulasi), ~0,3; dan ~1. Percobaan sebaliknya 
juga dilakukan, dimana media bebas sel dari 
L ditambahkan ke kultur varian S. Selama 
percobaan diamati karakteristik pertumbuhan S 
maupun L. 

3. HASIL 

Karakteristik pertumbuhan pada media 
padat dan cair

Pada media padat/agar, di awal fasa log 
(Fletche 1977), sel S melekat kuat pada agar dan 
tidak dapat diambil tanpa merusak permukaan 
agar (Gambar 1). Setelah beberapa lama (16 jam), 
sekitar fasa stasioner, sel menjadi mudah diambil 
tetapi masih lengket satu sama lain, dan baru 
mudah dipisahkan satu sama lain setelah 20 jam. 
Sebaliknya sel L dapat dengan mudah diambil 
dari permukaan agar dan mudah dipisahkan satu 
sama lain pada setiap saat.  Koloni S mengkilat, 
bulat, dan lebih kuning dibandingakan dengan 
L (Gambar 1). Selain itu, koloni S berbentuk 

Gambar 1 Karakteristik pertumbuhan pada media padat.  
S/L = B. fibrisolvens varian S/L
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sferik/seperti bola, dibandingkan koloni L yang 
permukaan atas koloninya rata. Pada saat koloni 
S sudah mudah diambil, tidak terjadi kerusakan 
pada permukaan agar (Gambar 1). Hasil ini 
diperoleh untuk semua sumber karbon, kecuali 
selulosa. Pada sumber karbon selulosa kristal, 
hanya koloni kecil yang terlihat setelah inkubasi 
3 hari, serta sulit dibedakan karakteristik antara 
S dan L.

Pada media cair (Gambar 2A) dengan 
sumber karbon soluble (glukosa, selobiosa, 

sukrosa, maltosa or pati), sel S cenderung 
menggumpal pada awal pertumbuhan, kemudian 
baru terdispersi pada pertumbuhan selanjutnya. 
Sementara sel L, pada setiap saat, tumbuh 
terdispersi di semua bagian media. Perbedaan 
varian S dan L sulit diamati pada media cair 
dengan sumber karbon insoluble seperti xilan 
(Gambar 2B) atau selulosa Kristal (Gambar 
2C), akibat interferensi substrat insoluble. Pada 
xilan, baik S maupun L berprilaku mirip. Hasil 
yang sama diperoleh jika sebelum dimasukkan 

Gambar 2 Karakteristik pertumbuhan pada media cair
A/B/C = varian S/L pada media terkontrol (DF) (Nili 1996) dengan sumber karbon 
soluble (glukosa, selobiosa, sukrosa, maltose, atau pati)/silan (x)/selulosa Kristal 
(xc). M/Mx = DF dengan sumber karbon x sebelum/sesudah inokulasi. DFxc = DF 
dengan sumber karbon xc.

Tabel 1 Kemampuan S dan L tumbuh pada berbagai sumber karbon

Sumber karbon
Jumlah koloni (*) atau

OD 600 nm (#)
S L

Brain Heart Infusion                  # 1.439 ± 0.027   1.281 ± 0.024 
Glucosa                                      # 0.632 ± 0.011    0.615 ± 0.008
Selobiosa                                   # 0.538 ± 0.008 0.519 ± 0.007    
Sucrosa                                      # 0.260 ± 0.005  0.114 ± 0.004
Fruktosa                                     # 0.025 ± 0.004  0.022 ± 0.005
Laktosa                                      # 0.016 ± 0.003 0.014 ± 0.004
Galaktosa                                   # 0.049 ± 0.005 0.047 ± 0.006 
Maltosa                                      # 0.624 ± 0.010    0.576 ± 0.011 
Pati terlarut                                # 0.129 ± 0.009 0.116 ± 0.010    
Oat spelt xylan                           * (201 ± 23)x104 (195 ± 18)x104

Berchwood xylan                       * (179 ± 20)x104 (153 ± 16)x104

Washed (oat spelt) xylan           * (184 ± 17)x104 (172 ± 21)x104

Carboxylmethyl cellulose          * (158 ± 12)x102 (140 ± 15)x102

Selulosa kristal ukuran 20         * 121 ± 12 103 ± 11
Selulosa kristal ukuran 50         *   94 ± 10   83 ±   9
Selulosa kristal ukuran 100       *   81 ±   7   71 ± 10
Serat selulosa                             *   67 ±   8   52 ±   5

Curr. Biochem. 1 (2): 89 - 100
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ke dalam media, terlebih dahulu silan dicuci 
3 x untuk membersihkan fraksi soluble. 
Baik S maupun L sama-sama kurang baik 
pertumbuhannya pada selulosa kristal (Gambar 
2C); walaupun juga dilakukan peningkatan 
inokulum (2-5%); maupun diadaptasi terlebih 
dahulu dengan pada media yang mengandung 
0.5 % w/v selulosa kristal serta penurunan 
glukosa, selobiosa ataupun keduanya.  

Pertumbuhan pada berbagai sumber karbon
Baik varian S maupun L dapat tumbuh 

dengan baik pada karbohidrat soluble dan 
insoluble yang lazim terdapat pada tanaman 
(Tabel 1).

Stabilitas varian
Stabilitas fenotip varian S dan L di teliti 

melalui subkultur sekuensial (10x) pada media 
padat/cair (metoda dan Gambar 3).  Hasilnya 

Hami Seno - Pertumbuhan B. fibrisolvens E14 

Gambar 3 Skema percobaan stabilitas varian 
DFg = medium terkontrol (Nili 1996) dengan sumber karbon glukosa.

Gambar 4 Skema percobaan stabilitas varian dan komunikasi antar sel
Juga dilakukan percobaan sebaliknya dimana media bebas sel dari L ditambahkan 
ke kultur S. Dfg = medium terkontrol (Nili 1996) dengan sumber karbon glukosa
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tidak teramati perubahan karakteristik S dan 
L, sel S tetap lengket pada media padat dan di 
awal pertumbuhan mengendap pada media cair. 
Sementara sel L tetap lepas pada media padat 
dan terdispersi disemua bagian media cair pada 
seluruh fasa pertumbuhan. Bentuk koloni S 
tetap sferik dan kekuningan, sedangkan koloni 
sel L tetap flat dan berwarna lebih muda.

Komunikasi antar sel

Gambar 4 menunjukkan tidak teramati 
efek pada penambahan (20 %, v/v) media 
bebas sel dari S ke kultur L atau sebaliknya, 
menunjukkan tidak adanya molekul spesifik 
yang dihasilkan oleh S maupun L yang 
menjembatani/menghambat pelekatan pada 
permukaan.  Hasil yang sama juga diperoleh 
pada percobaan sebaliknya (media bebas sel dari 
L ditambahakan ke kultur S). Juga dilakukan 
percobaan sebaliknya dimana media bebas sel 
dari L ditambahkan ke kultur S.

 4. PEMBAHASAN

Beberapa strain Butyrivibrio fibrisolvens 
telah dilaporkan menempel pada permukaan 
serat selulosa, pakan dan partikel lain dalam 
rumen, serta pada epitel rumen sapi. Pada 
penelitian ini, B. fibrisolvens E14 varian lengket 
(sticky/S) dan lepas (loose/L) digunakan sebagai 
model untuk mempelajari mekanisme pelekatan 
B. fibrisolvens pada permukaan, terutama serat 
tanaman, sebagai usaha untuk meningkatkan 
degradasi serat tanaman dalam rumen, atau dalam 
rangka pemanfaatan biomasa tanaman sebagai 
sumber energi. Kedua varian dibandingkan 
karakteristik pertumbuhannya pada media 
terkontrol padat/cair dengan berbagai sumber 
karbon soluble/insoluble;  stabilitas fenotip; dan 

keberadaan molekul induser/inhibitor pelekatan.  
Berdasarkan hasil yang diperoleh 

pada Gambar 1 dan Gambar 2, karakteristik 
pertumbuhan varian L seperti pada kebanyakan 
strain B. fibrisolvens, dimana sel tidak menempel, 
terdispersi pada semua bagian medium, dan 
mudah diambil dari agar media padat. Sebaliknya 
varian S mengendap pada media cair, menempel 
pada permukaan agar, dan sel cenderung 
melekat satu sama lain. Setelah periode yang 
lebih lama (sekitar awal fase stasioner) varian 
S berperilaku seperti varian L, terdispersi pada 
media cair, tidak menempel pada permukaan 
agar, dan sel mudah dipisahkan satu sama lain. 
Karakteristik pertumbuhan yang mirip telah 
dilaporkan untuk B. fibrisolvens OB156 (Beard 
et al. 1995), mengendap pada awal pertumbuhan 
dan terdispersi disemua bagian media cair 
setelah inkubasi lebih lanjut. Kemungkinan 
hal ini merefleksikan perilaku alami pelekatan 
varian S pada permukaan dalam rumen dan 
mengindikasikan perbedaan preferensi nutrisi 
in vivo. Lepasnya pelekatan pada akhir fase log/
awal fase stasioner kemungkinan merupakan 
mekanisme untuk menjaga agar populasi yang 
melekat pada fase log. Tanpa mekanisme ini, 
permukaan sel epitel akan tertutup oleh sel tua 
atau mati sehingga akan menghambat pelekatan 
sel generasi berikutnya. Agar mekanisme 
pelepasan dapat berlangsung, sel harus tidak 
lengket/ mudah lepas, seperti sel S menjelang 
akhir fase pertumbuhannya. Hambatan 
pelekatan oleh adsorpsi polimer pada substrat 
telah dilaporkan, diantaranya inhibisi pelekatan 
Pseudomonas pada polistiren oleh albumin, 
gelatin, fibrinogen atau pepsin (Fletcher 1977, 
1980a); atau inhibisi pelekatan Streptococci 
pada gelas oleh  saliva atau serum (Ørstavik 
1977, Fletcher 1980b). Penurunan aktivitas 

Curr. Biochem. 1 (2): 89 - 100
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pelekatan akibat  peningkatan umur kultur juga 
ditemukan pada  marine Pseudomonas, dimana 
kultur fase log mempunyai kecenderungan yang 
lebih besar untuk  melekat pada permukaan, dan 
terjadi penurunan progresif dari jumlah bakteri 
yang melekat hingga mencapai fase stasioner 
dan kematian sel, akibat perubahan progresif 
kualitas dan kuantitas polimer permukaan sel 
(Fletcher 1977, 1980a)

Karakteristik pertumbuhan varian L dan 
S pada media padat dan cair juga dibandingkan 
dengan pertumbuhan pada berbagai sumber 
karbon. Berdasarkan penelitian ini, diperoleh 
bahwa varian L dan S dapat tumbuh baik 
pada media karbohidrat soluble dan insoluble. 
Namun seperti B. fibrisolvens strain lainnya, 
kedua varian mempunyai aktivitas selulolitik 
yang rendah, terutama terhadap selulosa kristal 
(sigmacel ukuran 20, 50 dan100; serta selulosa 
fibrous). Meskipun strain E14 telah dilaporkan 
selulolitik (Orpin et al. 1985), namun substrat 
yang digunakan CMC, bukan selulosa kristal. 
Mengingat selulosa merupakan karbohidrat 
tanaman terpenting, selalu diusahakan untuk 
mengikutkannya  pada percobaan-percobaan 
yang terkait dengan sumber karbon. Pada 
beberapa sumber karbon, ada indikasi 
pertumbuhan varian S lebih cepat dibandingkan 
L.

Selain membandingkan karakteristik 
pertumbuhan varian L dan S, juga diamati 
stabilitas fenotip dari kedua varian tersebut 
melalui subkultur sekuensial (10 x) pada 
media padat/cair (Gambar 3).  Berdasarkan 
hasil uji stabilitas yang ditunjukkan pada 
Gambar 3, fenotip kedua varian stabil dan tidak 
mudah berubah. Bersama dengan Prevotella, 
Butyrivibrio merupakan bakteri yang paling 
banyak memadati epitel bagian atas dorsal 

rumen (Bauchop et al. 1975, Dehority and 
Grubb 1977, 1981). B. fibrisolvens strain A38, 
49, 12, 49, dan X6C61 juga mendapatkan 
B. fibrisovens mempunyai kecenderungan 
melekat pada selulosa (Rassmusen et al. 1989). 
Kemungkinan diperlukan lebih dari 10 sekuen 
subkultur (merepresentasikan > 30 generasi), 
atau diperlukan media lain/yang lebih kaya, 
untuk mengeliminasi perlunya pelekatan 
akibat berlebihnya nutrisi terlarut. Untuk 
mutasi sederhana, seharusnya dapat teramati 
frekuensi reversi. Hal ini tidak teramati pada 
hasil percobaan, bila ekspresi gen yang menjadi 
penyebabnya, genotipe tersebut telah fiks dalam 
kromosom. 

Percobaan yang terakhir yaitu percobaan 
komunikasi antar sel yang dilakukan 
untuk mempelajari kemungkinan S atau L 
memproduksi molekul yang menjembatani 
(attachment molecule) atau menghambat 
(attachment inhibitor molecule) pelekatan pada 
permukaan (Waters and Bassler 2005). Media 
bebas sel pada OD 600 nm sekitar 0.3 or 1.0 
ditambahkan pada kultur L pada saat inokulasi, 
pertengahan fasa log dan akhir fasa stasioner, 
sesuai dengan metoda dan skema pada Gambar 
4. 

Berdasarkan hasil yang ditunjukkan 
pada Gambar 4, didapatkan media bebas sel 
dari S jauh lebih sulit melewati membran filter 
(0.22 µm) dan filter harus diganti setiap 1 ml 
sampel. Sedangkan sampel dari sel L dapat 
mudah melewati filter dan tidak perlu diganti. 
Diduga hal tersebut diakibatkan kandungan 
ekstraseluler polimer (EP). Penelitian sebelum- 
nya mendapatkan kedua varian sama-sama 
memproduksi ekstraseluler polisakarida (EPS) 
dan produksinya relatif tidak berbeda pada 
sumber karbon maltosa (Nili 1995). 

Hami Seno - Pertumbuhan B. fibrisolvens E14 
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Keberadaan molekul yang terlibat 
pada pelekatan telah dilaporkan, diantaranya 
attachment protein pada Clostridium atau 
Staphylococcus (Gelhaye et al. 1993; Fujino et 
al. 1993; Gerngross et al.  1993; Bowden et al. 
2005; Rohde et al. 2005,2007;  Corrigan et al. 
2007; Banner et al. 2007);  attachment-inhibitor 
protein pada Pseudomonas, Streptococci, 
Flexibacter, atau Ruminococcus  (Fletcher 
1977, 1980a, Marshall and Cruickshank 1973, 
Miron et al. 2001); DNA yang disekresi pada 
Enterococcus (Rice et al. 2007, Izano et al. 
2008); atau molekul lain. Namun pada kondisi 
percobaan tidak terindikasi keberadaan molekul 
tersebut, baik pada S maupun L. 

Melalui penelitian ini dapat disimpulkan 
bahwa pada awal pertumbuhan, varian S 
cenderung lengket pada permukaan media 
padat dan menggumpal pada media cair, 
sedangkan varian L tidak lengket dan terdispersi 
pada semua bagian media cair di semua fase 
pertumbuhan.  Fenotip kedua varian stabil, 
tidak ada indikasi varian S/L memproduksi 
molekul yang menginduksi/menginhibisi 
pelekatan pada permukaan. Efek sumber karbon 
terhadap pelekatan relatif tidak signifikan, tetapi 
ada indikasi pada beberapa sumber karbon 
pertumbuhan S lebih cepat dibandingkan L.

5. KESIMPULAN

Pada awal pertumbuhan, varian S 
cenderung lengket pada permukaaan media 
padat dan menggumpal pada media cair 
sedangkan varian L tidak lengket dan terdispersi 
disemua bagian media cair pada semua fase 
pertumbuhan.  Fenotip kedua varian stabil, 
tidak ada indikasi varian S/L memproduksi 
molekul yang menginduksi/menginhibisi 

pelekatan pada permukaan. Efek sumber karbon 
terhadap pelekatan relatif tidak signifikan, tetapi 
ada indikasi pada beberapa sumber karbon 
pertumbuhan S lebih cepat dibandingkan L.
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