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ABSTRAK

Mikroba, baik yang menguntungkan maupun yang merugikan, sangat dibutuhkan di bidang pendidikan. Penelitian
ini bertujuan untuk mendapatkan bakteri koliform yang dapat digunakan sebagai bahan praktikum di Laboratorium
Teknologi Rekayasa Pangan. Bakteri ini bermanfaat untuk mempelajari mengenai cemaran mikroba pada produk
olahan pangan. Terdapat tiga sampel yang digunakan yaitu sampel tanah, air sungai dan jamu tradisional. Seleksi
awal dilakukan dengan pengujian kemampuan fermentasi laktosa pada medium kaldu laktosa dan agar Eosin
Metylene Blue. Selanjutnya, dilakukan pengamatan mikroskopis, karakteristik biokimia dan pengurutan DNA.
Hasil penelitian ini menunjukkan hanya sampel air sungai yang terdapat bakteri koliform yaitu isolat B1-01 dan
B1-04. Berdasarkan pengurutan DNA, didapatkan isolat B1-01 yang memiliki kemiripan sebesar 99,86% dengan
Klebsiella pneumoniae strain DSM 30104 dan B1-04 memiliki kemiripan 99,64% dengan Pseudocitrobacter
faecalis strain 25 CIT. Kedua isolat tersebut dapat dijadikan contoh bakteri koliform pada praktikum di
Laboratorium TRP misalnya saat mempelajari cemaran mikroba pada produk olahan pangan.

Kata kunci — koliform, Klebsiella pneumoniae, Pseudocitrobacter faecalis

ABSTRACT

Microbes, both beneficial and harmful, are needed in educational purpose. This study aims to obtain coliform
bacteria that can be used as learning materials in the Food Engineering Technology Laboratory. These bacteria
are useful to learn about microbial contamination in processed foods. There are three samples used, those are
soil, river, and traditional herbal medicine. The initial selection was carried out by testing the ability to ferment
lactose on lactose broth and Eosin Methylene Blue agar. Furthermore, microscopic observation, biochemical
characteristic and DNA sequencing were carried out. The results of this study showed that only river sample
contained coliform bacteria, namely B1-01 and B1-04. Based on DNA sequencing, it was found that isolate B1-01
had 99.86% similarity with Klebsiella pneumoniae strain DSM 30104 and B1-04 had 99.64% similarity with
Pseudocitrobacter faecalis strain 25 CIT. Both isolates can be used as examples of coliform bacteria as learning
materials in the Food Engineering Technology Laboratory, for example when studying microbial contamination
in processed foods.
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1. Pendahuluan

Mikroba adalah bentuk kehidupan terkecil
tetapi sangat berperan besar dalam kehidupan
organisme lain. Bahkan, oksigen yang sekarang
melimpah ini merupakan hasil dari aktivitas
mikroba pada zaman dulu (Madigan et al., 2015).
Ada juga mikroba yang dapat berperan sebagai
agen pengendali hama serangga seperti
Beauveria bassiana (Aryantha & Dwiantara,
2019). Dalam bidang pangan, mikroba juga bisa
diaplikasikan. Nursuci (2014) melakukan inovasi
dalam penelitiannya dengan menambahkan
Lentinula edodes pada sosis fermentasi ayam.
Penerapan yang lain adalah pemanfaatan
Saccharomyces cerevisiae dan Lactobacillus
bulgaricus. Kedua mikroba ini secara bersamaan
mampu meningkatkan sifat organoleptik dan
menghambat pembusukan pada produk roti
(Edeghor et al., 2016)

Sebagian kecil mikroba memiliki sifat
yang merugikan. Bakteri koliform, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aerogenes, Bacillus cereus dll. termasuk dalam
daftar cemaran dalam produk olahan pangan
(Badan POM RI, 2019). Salah satu akibat yang
ditimbulkan jika mikroba tersebut ada di dalam
makanan adalah  menyebabkan  penyakit
sehingga perlu adanya pengendalian dengan
antimikroba. Penelitian dari Rahmawati (2010)
berhasil mendapatkan senyawa fenolik hasil
isolasi dari rimpang jahe (Zingiber officinale)
yang dengan konsentrasi 0,2%  dapat
menghambat pertumbuhan S. aureus.

Mikroba, baik itu yang menguntungkan
maupun merugikan, sangat dibutuhkan di bidang
pendidikan. Mikroba digunakan sebagai bahan
praktikum maupun penelitian di laboratorium
pendidikan. Kebutuhan kultur murni mikroba di
Laboratorium Teknologi Rekayasa Pangan
(TRP), saat ini, dipenuhi dengan cara isolasi dari
suatu sampel seperti sayur dan daging mentah
secara langsung saat praktikum. Kultur mikroba
hasil isolasi saat praktikum hanya mewakili
sebagian kecil kelompok mikroba. Masalah lain
yang muncul adalah sulitnya mahasiswa dalam
membuat hipotesis, hal ini dikarenakan kultur
mikroba hasil isolasi tidak menentu. Selain dari
isolasi saat praktikum, kultur murni mikroba juga
didapatkan dari laboratorium lain yang telah
memilikinya. Tetapi, kultur mikroba yang
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tersedia belum mewakili sebagian besar mikroba
yang umum dikenal seperti S. aureus, P.
aerogenes, dan B. cereus.

Penelitian ini bertujuan untuk
mendapatkan isolat bakteri koliform yang dapat
digunakan sebagai bahan praktikum di
Laboratorium TRP. Hasil penelitian Puspitasari
et al. (2017) menunjukkan bahwa bakteri ini
sering ditemui pada perairan yang tercemar
limbah kotoran (feses) manusia ataupun hewan.
Secara morfologi mikroskopis, bakteri koliform
memiliki karakteristik berbentuk batang dan
gram negatif (Madigan et al.,, 2015). Uji
fermentasi laktosa yang dilakukan pada bakteri
ini memberikan hasil positif (Novita et al., 2020).
Keberadaan kelompok bakteri koliform menjadi
salah satu parameter cemaran mikroba dalam
pangan olahan seperti es krim, kedelai fermentasi
dan air mineral (Badan POM RI, 2019). Oleh
karena itu, isolat bakteri ini dapat dijadikan
sebagai bahan praktikum untuk mempelajari
cemaran mikroba.

2. Metodologi

Sampel yang digunakan adalah sampel
tanah, air sungai dan jamu tradisional. Air sungai
diambil dari sungai yang letaknya dekat dengan
peternakan sapi. Tanah yang digunakan adalah
tanah yang mengandung pupuk kandang dan
telah diaplikasikan ke tanaman. Kedua sampel
tersebut diambil di daerah Sumbersari, Jember.
Jamu tradisional yang digunakan adalah jamu
kunir asam dari daerah Balung, Jember.

2.1. Uji fermentasi laktosa pada kaldu laktosa

Uji ini dilakukan berdasarkan prinsip
Angka Paling Mungkin (Most Probable
Number/MPN) dalam Madigan et al. (2015).
Empat tabung reaksi yang telah diberi tabung
durham diisi dengan sembilan mL kaldu laktosa
untuk masing-masing sampel (total 12 tabung
untuk tiga sampel). Ke dalam tabung reaksi
tersebut, masing-masing sampel dimasukkan.
Sampel tanah yang digunakan sebanyak satu g
sedangkan sampel air sungai dan jamu sebanyak
satu mL. Dibuat seri pengenceran hingga
pengenceran 10™*. Diinkubasi pada suhu 37°C
selama 48 jam. Hasil positif ditunjukkan dengan
warna medium yang keruh dan pembentukan gas
pada tabung durham.
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2.2. lIsolasi koliform pada agar Eosin

Methylene Blue (EMB)

Tiga tabung dengan hasil positif uji
fermentasi laktosa pada kaldu laktosa dari tiga
pengenceran terakhir dilakukan isolasi dengan
metode spread plate. Diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam. Bakteri koliform akan tumbuh
(hasil positif) dengan warna koloni merah muda,
ungu gelap atau hitam dengan hijau metalik
(Cappuccino & Sherman, 2020).

2.3. Pengamatan morfologi mikroskopis
bakteri

Morfologi mikroskopis isolat bakteri
dilakukan melalui pewarnaan gram. Hasil positif
uji sebelumnya ditumbuhkan di medium nutrient
agar (NA) miring pada tabung reaksi. Diinkubasi
pada suhu 37°C selama 24 jam. Dibuat preparat
kering dari masing-masing isolat lalu diteteskan
kristal violet dan didiamkan selama satu menit.
Kelebihan warna dibilas menggunakan akuades.
Kemudian diteteskan larutan iodin  dan
didiamkan selama satu menit. Dibilas
menggunakan akuades dan dialiri dengan etanol
96%. Dibilas kembali dengan akuades.
Selanjutnya diteteskan safranin dan didiamkan
selama 30 detik (Cappuccino & Sherman, 2020).
Hasil positif ditandai dengan bentuk batang dan
warna merah.

2.4. Karakteristik biokimia

Masing-masing isolat bakteri dalam
medium NA miring berumur 24 jam dilakukan
karakterisasi biokimia melalui uji katalase, uji
fermentasi laktosa, uji Triple Sugar-lron agar
(TSIA), uji metil merah dan uji voges-proskauer.
Metode  pengujian  tersebut  dilakukan
berdasarkan Cappuccino & Sherman (2020).

2.5. Identifikasi bakteri secara molekuler

Isolat yang berdasarkan karakteristik
biokimia merupakan bakteri koliform dikirim
untuk dilakukan sequencing atau pengurutan
DNA ke PT. Genetika Science Indonesia.
Ekstraksi DNA genom menggunakan Quick-
DNA Fungal/ Bacterial Miniprep Kit (Zymo
Research, D6005). Aplifikasi 16s rRNA
menggunakan (2x) My Tag HS Red Mix
(Bioline, BIO-25048).
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3. Pembahasan
3.1. Uji fermentasi laktosa pada kaldu laktosa

Bakteri koliform mampu menggunakan
laktosa sebagai sumber karbon (Cappucino &
Sherman, 2020). Pengujian pada tahap ini
bertujuan untuk memperkirakan keberadaan
bakteri koliform dari setiap sampel. Kehadiran
bakteri koliform ditunjukkan dengan timbulnya
gas di dalam tabung durham vyang telah
diletakkan di dalam tabung reaksi. Tabel 1
menunjukkan hasil uji fermentasi laktosa dari
ketiga sampel dengan simbol + menandakan
adanya gas di dalam tabung durham. Gas yang
terbentuk pada tabung durham adalah gas CO-
yang dihasilkan pada proses fermentasi laktosa
oleh bakteri (Cappucino & Sherman, 2020).

Tabel 1. Hasil uji fermentasi laktosa pada kaldu
laktosa dari ketiga sampel

Pengenceran Tanah  Air Sungai Jamu
101 * + +

102 + + +

1073 + + +

10+ + +

* tidak dilakukan pengujian

Pada sampel tanah, hasil uji positif
ditunjukkan di tabung pengenceran 102, 103 dan
104, Pengenceran 10 tidak dilakukan pengujian
karena diperkiraan bakteri yang akan tumbuh
sangat banyak. Pada sampel air sungai, uji positif
muncul hingga tabung pengenceran 10, Pada
sampel jamu, uji positif terdapat pada tabung
pengenceran 10, 102, 103, Dari hasil ini dapat
dilihat bahwa sampel jamu mengandung jumlah
mikroba yang lebih sedikit dibandingkan sampel
tanah dan air sungai. Sampel jamu telah
mengalami pengolahan yang menyebabkan
jumlah mikroba yang terkandung menjadi
sedikit. Pemanasan pada makanan atau minuman
hingga mendidih dapat menurunkan risiko
terkena diare secara signifikan (Heitzinger et al.,
2020). Hasil ini  hanya memperkirakan
keberadaan bakteri koliform, tidak menunjukkan
apakah sampel tersebut dapat dikonsumsi atau
tidak.
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Keterangan : Urutan gambar dari sebelah Kkiri adalah
pengenceran 102, 10 dan kontrol negatif.
Tabung durham pada pengenceran 102, 10!
terisi penuh gas sedangkan pada kontrol
negatif tidak terdapat gas.

Gambar 1. Hasil uji fermentasi laktosa pada
kaldu laktosa dari sampel air sungai.

3.2. lIsolasi koliform pada agar Eosin

Methylene Blue (EMB)

Tabel 2. Hasil pengamatan warna koloni dari
masing-masing isolat

Isolat ~ Warna koloni di agar EMB
A3-02 Ungu
A3-04 Ungu
A3-05 Ungu
A3-06 Putih
B1-01 Ungu gelap
B1-04  Ungu gelap (terbentuk warna metalik)
C2-03 Ungu
Keterangan: Isolat dengan awalan huruf A didapatkan

dari sampel tanah, B dari sampel air sungai
dan C dari sampel jamu

Isolasi bakteri dilakukan dengan metode
spread plate. Tujuannya untuk mendapatkan
koloni tunggal bakteri. Pengenceran yang
digunakan berdasarkan hasil uji fermentasi
laktosa yang sebelumnya dilakukan. Medium
agar EMB dipilih karena mengandung metilen
biru yang dapat menghambat pertumbuhan
bakteri gram positif sehingga bakteri gram
negarif, termasuk koliform, lebih mudah
didapatkan. Selain itu, medium tersebut juga
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dapat membedakan bakteri yang dapat
memfermentasi laktosa dengan yang tidak
(Madigan et al., 2015). Hasil dari isolasi ini
didapatkan empat koloni dari sampel tanah, dua
koloni dari sampel air sungai dan satu koloni dari
sampel jamu. Tabel 2 menunjukkan warna dari
koloni tunggal yang didapatkan.

3.3. Pengamatan morfologi mikroskopis
bakteri

Hasil koloni tunggal dari tahap sebelumnya
dipastikan kemurniannya dengan metode four-
way streak. Selanjutnya dilakukan pengamatan
di bawah mikroskop. Bentuk morfologi
mikroskopis seluruh isolat adalah batang. Hasil
pewarnaan gram menunjukkan gram negatif
untuk semua isolat. Hal ini membuktikan bahwa
EMB benar-benar dapat menghambat bakteri
gram positif. Kashef & Hamblin (2017)
mengatakan kandungan metilen biru dalam EMB
tidak dapat menimbulkan resistensi.

Tabel 3. Morfologi mikroskopis bakteri

Isolat  Morfologi mikroskopis Pewarnaan gram
A3-02 Batang Negatif
A3-04 Batang Negatif
A3-05 Batang Negatif
A3-06 Batang Negatif
B1-01 Batang Negatif
B1-04 Batang Negatif
C2-03 Batang Negatif

Di dalam buku Bergey’s Manual of
Determinative  Bacteriology, bakteri gram
negatif dengan bentuk batang dikelompokkan ke
dalam Golongan 4 dan Golongan 5. Beberapa
genus dari golongan 4 vyaitu Acinetobacter,
Pseudomonas, Beijerinckia dan Acetobacter.
Sementara itu, pada golongan 5 terdapat keluarga
Enterobacteriaceae dan Vibrionaceae (Reyes,
2018). Bakteri koliform termasuk ke dalam
keluarga Enterobacteriaceae, keluarga bakteri
yang hidup di saluran pencernaan manusia dan
hewan. Temuan baru menyatakan bahwa
Enterobacteriaceae mampu berperan melindungi
inang dari kolonisasi Salmonella (Litvak et al.,
2019).
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a. Isolat B1-01
b. Isolat B1-04

Gambar 2. Hasil warna koloni pada agar EMB isolat B1-01 dan B1-04

Keterangan:

3.4. Karakteristik biokimia

Tabel 4. Hasil karakteristik biokimia

Uji Isolat Keterangan
A3- A3- A3- A3- B1- B1- C2-
02 04 05 06 01 04 03
NA miring Putih  Putih  Putih  Putih  Putih  Putih  Putih
Katalase + + + + + + + + : terbentuk gelembung
- : tidak terbentuk gelembung
Fermentasi laktosa - - - - + + - + : terbentuk gas
- : tidak terbentuk gas
Triple sugar-iron +H- - - - +/+/+  +/+/+ +/+[-  +/+/-: fermentasi laktosa dan/atau
agar (TSIA) sukrosa, tidak terbentuk gas
+/+/+ : fermentasi laktosa dan/atau
sukrosa, terbentuk gas
-/-/- : tidak terjadi fermentasi, tidak
terbentuk gas
Metil merah - - - - - + - +: merah
- . kuning
Voges Proskauer - - - - + - - + : merah muda

: kuning

Karakteristik biokimia bermanfaat untuk
mengklasifikasikan bakteri. Dari karakteristik
biokimia ini, didapatkan hanya isolat B1-01 dan
B1-04 yang menunjukkan hasil positif pada uji
fermentasi laktosa. Salah satu ciri-ciri bakteri
koliform adalah memliki kemampuan melakukan
fermentasi laktosa. Maka dari itu, hanya kedua
isolat tersebut yang menjadi target pada
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penelitian ini. Contoh spesies bakteri yang
mempunyai kemampuan tersebut antara lain E.
coli, Enterobacter aerogenes dan Klebsiella
pneumoniae (Cappuccino & Sherman, 2020).
Tiga dari lima uji karakteristik biokimia
yang dilakukan terhadap B1-01 dan B1-04
memberikan hasil yang sama yaitu uji katalase,
uji fermentasi laktosa dan uji TSIA. Dua uji yang

18

Managed : Pusat Penelitian dan Pengabdian Kepada Masyarakat



lain berbeda, yaitu uji metil merah dan Voges
Proskover. Pada uji metil merah, B1-01 negatif
sedangkan B1-04 positif. Hasil uji ini
membuktikan bahwa isolat B1-01 diduga kuat
merupakan termasuk bakteri koliform fekal
(Lewerissa & Kaihena, 2014). Kemudian B1-01
memberikan hasil positif pada uji Voges
Proskover sementara B1-04 negatif. Berdasarkan
semua hasil Kkarakteristik biokimia yang
dilakukan, B1-01 memiliki karakteristik seperti
K. pneumoniae sedangkan B1-04 seperti E. coli
(Cappuccino & Sherman, 2020).

3.5. Identifikasi bakteri secara molekuler

Identifikasi bakteri dapat dilakukan dengan
bantuan hasil dari serangkaian uji karakteristik

biokimia. Tetapi, tidak sepenuhnya dapat
diandalkan (K&mpfer et al., 2020). Identifikasi
secara molekuler melalui pengurutan DNA
bakteri (gen 16S rRNA) telah digunakan di
beberapa dekade (Church et al., 2020).
Pengurutan DNA dilakukan pada isolat B1-01
dan B1-04 karena hanya keduanya yang
memiliki ciri-ciri sebagai bakteri koliform yaitu
dapat melakukan fermentasi laktosa. Urutan
DNA vyang didapatkan dicocokkan dengan
pangkalan  data  National = Center  for
Biotechnology Information (NCBI). Hasilnya
adalah isolat B1-01 memiliki kemiripan 99,86%
dengan Klebsiella pneumoniae strain DSM
30104. Sementara itu, B1-04 99,64% mirip
dengan Pseudocitrobacter faecalis strain 25 CIT
(Tabel 5).

Tabel 5. Hasil identifikasi bakteri secara molekuler
Isolat Spesies Persentase kemiripan Nomor aksesi
B1-01 Klebsiella pneumoniae strain DSM 30104 99,86% NR_117683.1
B1-04 Pseudocitrobacter faecalis strain 25 CIT 99,64% NR_125690.1

K. pneunomiae tergolong bakteri koliform.
Bakteri ini sering ditemukan di usus manusia
atau mamalia (Boleng, 2015). Gorrie et al. (2017)
menyatakan bakteri ini menjadi bagian dari
mikrobioma manusia. Meskipun begitu, bakteri
ini dapat menyebabkan infeksi, walaupun belum
diketahui dengan jelas penyebabnya. Gorrie et al.
(2017) juga melaporkan 50% pasien Yyang
terinfeksi bakteri ini berasal dari mikrobiota
mereka sendiri. Hasil uji TSIA isolat B1-01 sama
seperti hasil dari K. pneunomiae yaitu mampu
menghasilkan gas dan tidak membentuk H>S
(Sayuti, 2015).

Bakteri genus Pseudocitrobacter baru
dikenalkan pada 2014 oleh Kampfer et al. (2014).
Belum banyak penelitian mengenai bakteri ini.
Dalam penelitiannya, Ké&mpfer et al. (2014)
menyebutkan ciri-ciri Pseudocitrobacter faecalis
yaitu berbentuk batang pendek dan gram negatif.
Selain itu bakteri ini dapat melakukan fermentasi
glukosa dan laktosa, menghasilkan asam. Hasil
uji produksi H»S bakteri ini memberikan hasil
negatif. Beberapa ciri-ciri ini juga ditemukan
pada isolat B1-04. P. faecalis ditemukan pada
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sampel kotoran pasien di Rawalpindi, Pakistan
(Kémpfer et al., 2014).

4. Kesimpulan

Hanya sampel air sungai yang ditemukan
bakteri koliform. Isolat bakteri yang didapat dari
sampel tanah yaitu A3-02, A3-04, A3-05 dan A3-
06 tidak termasuk bakteri koliform. Begitu juga
dengan isolat C2-03 yang ditemukan di sampel
jamu. Kelima isolat tersebut memberikan hasil
negatif pada uji fermentasi laktosa. Sementara
itu, pada sampel air sungai, isolat B1-01 dan B1-
04 tergolong bakteri koliform karena memiliki
kemampuan memfermentasi laktosa. Hasil
pengurutan DNA isolat B1-01 menunjukkan
kemiripan sebesar 99,86% dengan Klebsiella
pneumoniae strain DSM 30104 sedangkan B1-04
memiliki kemiripan 99,64% dengan
Pseudocitrobacter faecalis strain 25 CIT. Maka
dari itu, kedua isolat tersebut dapat dijadikan
contoh bakteri koliform pada praktikum di
Laboratorium TRP misalnya saat mempelajari
cemaran mikroba pada produk olahan pangan.
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