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BAB 1
KONSEP MIKROBIOLOGI LAHAN
BASAH

CPL : Mampu menganalisis fenomena sains secara
terintegrasi untuk memecahkan masalah dengan
berpikir kritis dan memanfaatkan IT sebagai sumber
data untuk penelitian, dan kewirausahaan.

CPMK 1 : Mahasiswa mampu memahami konsep-konsep Dasar
Mikrobiologi dalam peningkatan mutu kehidupan
bermasyarakat melalui inovasi dibidang
mikroorganisme lahan basah.

CMPK 4 : Mahasiswa terampil dalam menggunakan alat dan
melakukan praktikum.

1.1 Konsep Mikrobiologi

Mikrobiologi merupakan ilmu yang cakupannya luas, ilmu
yang mempelajari semua organisme yang hanya dapat dilihat
menggunakan alat bantu yaitu mikroskop dikarenakan objek dari
organisme tersebut sangat kecil. Dalam perkembangannya
mikrobiologi berspesialisasi dalam berbagai bidang, diantaranya
bakteriologi adalah cabang ilmu mengenai bakteri, mikologi cabang
ilmu mengenai jamur, parasitologi yaitu cabang ilmu yang
mempelajari cacing dan parasit lainnya, virologi cabang ilmu
mengenai virus, protozoologi yaitu cabang ilmu mengenai
protozoa, selain itu juga mikrobiologi dapat berspesialisasi dalam
sub ilmu tertentu misalnya mikrobiologi klinis, mikrobiologi
pangan dan mikrobiologi terapan, mikrobiologi air dan tanah.

Objek organisme dalam ilmu mikrobiologi sangat luas.
Semua objek yang kecil dan membutuhkan alat bantu mikroskop
pada semua habitat dipelajari dalam ilmu mikrobiologi, misalnya
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habitat di darat, udara maupun di laut/perairan ataupun menjadi
host dalam inang organisme tak hidup maupun hidup.

Mikrobiologi pada habitat perairan menarik untuk dipelajari
karena sebagian besar dunia terdiri dari perairan. Lingkungan
perairan sangat berbeda dengan daratan. Kondisi sumber cahaya,
pH dan temperatur yang berbeda mengakibatkan sumber nutrisi
bagi mikroorganisme berbeda pula, hasilnya keragaman organisme
pada perairan dan daratan sangat tinggi.

1.2 Konsep Lahan Basah

Perairan lahan basah dapat diartikan sebagai suatu wilayah
genangan yang menyimpan air. Menurut Hardjasoemantri (1991)
contoh dari lahan basah yaitu rawa, ai payau, tanah dan tanah
gambut. Lahan rawa adalah lahan yang menempati posisi peralihan
antara daratan dan peraliran sehingga sepanjang tahun atau dalam
waktu yang lama yang tergenang secara periodik atau terus
menerus secara alami dalam kurun waktu yang panjang dalam
setahun tergenang dangkal, selalu jenuh air atau mempunyai air
tanah yang dangkal (Subagyo, 2006). Lahan basah ini sangat
menarik untuk dikaji lebih jauh karena dibandingkan dengan
ekosistem lain, lahan basah menyimpan lebih banyak jenis flora
dan fauna (Harianto dan Bainah, 2017).

I[stilah "lahan basah", diterjemahkan dari "lahan basah",
baru dikenal di Indonesia sekitar tahun 1990. Dahulu, orang
Indonesia menyebut lahan basah sesuai dengan bentuk/nama fisik
masing-masing jenis seperti rawa, danau, sawah, tambak, dan lain-
lain. Lahan basah didefinisikan dalam Pasal 1. Konvensi. Definisi
lengkapnya adalah: "Lahan basah" Termasuk air payau, lahan
basah, gambut atau badan air, termasuk air alami atau buatan,
permanen atau sementara, air mengalir atau normal, air tawar, air
payau atau air asin. Ini termasuk daerah dengan air laut, dan
kedalamannya adalah pasang surut (surut) dan tidak melebihi 6
meter. Definisi lahan basah tampaknya sederhana. Kejelasan
tergantung pada apa arti lahan basah, di mana memulainya, dan di
mana batas lahan basah. Tetapi jika Anda perhatikan lebih dekat,
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lahan basah adalah masalah yang kompleks (Harahap 2016;
Dharmono, 2015)

Konvensi Ramsar mendefinisikan lahan basah berdasarkan
Pasal sebagai lahan basah, lahan basah, gambut atau badan air, baik
alami maupun buatan, permanen atau sementara. Pada saat surut
(surut), tidak melebihi 6 meter. Pasal 2(1) juga menyatakan bahwa
lahan basah dapat meliputi tepi sungai (riverside) dan wilayah
pesisir yang berbatasan dengan lahan basah, pulau, atau bagian
laut. Kedalamannya dari 6 meter dan ditutupi dengan lahan basah

(4).

1.3 Konsep Mikrobiologi Lahan Basah

Mirkobiologi lahan basah berkaitan erat dengan raggam
mirkoba yang terdapat dalam kawasan lahan basah. Terdapat
perbedaan mikroba yang ada di lahan basah dengan lahan pada
umumnya. Salah satunya perbedaan jumlah oksigen terlalut pada
lahan basah menunjukkan keragaman mikroorganisme yang hidup
didalamnya. Mikroorganisme yang membutuhkan oksigen untuk
metabolisme tubuhnya disebut aerob dan mikroorganisme yang
tidak membutuhkan oksigen dalam siklus hidupnya disebut
anaerob. Nilai pH pada perairan juga bervariasi, hal ini ditentukan
dengan kelarutan CO2. Pada samudra atau laut, nilai pH tergantung
pada CO2, karbonat dan bikarbonat, sedangkan perairan tawar
nilai pH tergantung pada beberapa mineral yang bersifat asam dan
basa.

Sinar matahari sebagai sumber energi bagi organisme
sangat berpengaruh pada kelangsungan hidupnya. Kondisi di
permukaan perairan dengan jumlah sinar matahari yang lebih
tinggi mempengaruhi  keragaman  mikroorgansime jika
dibandingkan pada kedalaman tertentu.

Keragaman mikroba pada lahan rawa dapat diaktegorikan
sebagai :

a. Mikroba perombak bahan organik (terdiri dari mikroba yang
dapat menghidrolisis senyawa polisakarida menghasilkan

3
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selulosa seperti dari kelompok (Wizna et al 2007),
Aktinomiset (Salupi, 2015; (Lamid et al., 2010), , B.coagulan
dan T. harzianum (Wizna 2007 et al), senyawa lignin yaitu
Burkholderia sp (Roslan et al. (2016), dan polisakarida lain
seperti kitin dan pektin yaitu Bacillus Pseudomonas, dan Vibrio,
Clostridium pectinovorus (Des et al 2006).

b. Mikroba penambat nitrogen
Mikroba yang dapat memfiksasi nitrogen contohnya yaitu
bakteri penambat nitrogen bebas (non simbiotik) seperti
Azospirillum, Azotobacter, Burkholderia, Clostridium dan
beberapa metanogen yang mungkin berasosisasi dengan
rhizosfer tanaman. Bakteri penambat nitrogen secara simbiotik
seperti Rhizobium, Shinorhizobium, Mesorhizobium dan
Frankia. (Aislabie and Deslippe, 2003).

c. Mikroba pelarut fosfat
Tanah pada lahan rawa umumnya memiliki kandungan pH
rendah. Mikroba yang memiliki kemampuan melarutkan fosfat
yaitu Burkholderia thailandensis, Sphingomonas pitulosa dan
Burkholderia Spinalis (Panhwar et al (2014), Penicillium
aculeatum Istina et al. (2015). Selain itu dari kelompok jamur
yang mempunyai aktivitas pelarut fosfat yaitu dari kelompok g
Glomus, Acaulospora, Entrophospora (Higo et al, 2011).

d. Mikroba pereduksi sulfat, pengoksidasi besi dan pirit.
Mikroba yang memiliki kemampuan mereduksi sulfat
diantaranya Desulfovibrio, Desulfomicrobium, Desulfobacter,
Desulfosarcina, Desulfotomacullum, Thermodesulfobacterium
dan Archaeoglobus (Luptakova, 2007)

e. Mikroba metanogen dan metanotrof
Dubey (2005) membedakan metanotrof menjadi 3 yaitu Type I
(¥-Proteobacteria) Type I (aProteobacteria) dan Type X. Type |
meliputi Methylomonas, Methylocaldum, Methylosphaera,
Methylomicrobium dan Methylobacter. Type Il terdiri dari
Methylosystis dan Methylosinus. Sebagian dari Methylococcus
adalah tergolong Type X. Akhir-akhir ini sebuah bakteri
metanotrof acidophilic yang ektrim dilaporkan tergolong filum
Verrucomicrobia, di luar subphylla metanotrof yang sudah ada
(Dunfielg et al, 2007). Metanotrof yang diisolasi dari
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pertanaman padi termasuk genus Methylocystis (Takeda et al.,
1988 dalam Mer dan Roger, 2001) dan Methylosynu

1.4 Mikrobiologi Lahan Basah berbasis STEM-PJBL

Konsep mikrobiologi lahan basah berbasis STEM-P]BL yang
dimunculkan yaitu proyek pembuatan replika tanah sulfat
masam dengan keanekaragaman mikroba yang ditemukan
berdasarkan study literatur.

Tanah sulfat masam (Salfaquept soils) adalah salah satu jenis
tanah atau tipologi lahan yang dijumpai di lahan rawa pasang surut.
Tanah sulfat masam di Kalimantan memiliki karakteristik dan tipe
lahan yaitu Potensial tipe B dengan karakter lahan terluapi air
pasang hanya pada musim hujan dan tipe lahan Aktual tipe C yakni
dipengaruhi muka air tanah dengan kedalaman kurang dari 50 cm.
Kedua tipe lahan tersebut banyak dijumpai di Kalimantan Selatan
dan Kalimantan Tengah. Salah satu cara skrining sumber daya
tanah sulfat masam yaitu mengidentifikasi keanekaragaman
mikroba di dalamnya khususnya mikroba yang bersifat dapat
mereduksi sulfat untuk mempelajari hubungan komunitas mikroba
tersebut dalam berkontribusi pada peningkatan produktivitas
tanah sulfat masam serta vegetasi di lingkungannya.

Penelitian oleh Kurniawati, Hamzah Muttaqin, dan Giyanto
(2017) mengenai keanekaragaman bakteri pada pertanaman padi
di lahan rawa sulfat masam Desa Karang Indah, Kab. Barito Kuala,
Kalimantan Selatan, memperoleh hasil isolat bakteri sebanyak
31,75%, di antaranya merupakan kelompok bakteri Actinomycetes,
Bacillus, Cromobacterium dan Pseudomonas.

Proyek pembuatan replika tanah sulfat masam:

Alat: sterofoam, kuas, tusuk gigi, kapas, spidol hitam dan warna,
gunting, cuter, penggaris, lem sterofoam, jarum, kawat, lem tembak,
pemotong kawat, berbagai jenis isolasi
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Bahan: cat warna, malam plastisin warna warni, sabun warna
warni, kerta origami, benang warna warni, spons warna warni, kain
flannel, busa.

Langkah pembuatan:

- Study literature jenis bakteri yang ada pada tanah sulfat masam

- Mewarnai sterofoam dengan warna tanah sulfat masam

- Membuat gradasi tanah dengan kapas dan cat warna

- Membuuat jenis bakteri atau mikroba dengan malam dengan
berbeda warna.

1.5 Rangkuman

Berdasarkan wuraian diatas dapat disimpulkan bahwa
mikroba lahan rawa memiliki keragaman yang tinggi sesuai dengan
jumlah oksigen, keadaan pH dan jumlah sinar matahari sebagai
sumber nutrisi. Keragaman mikroba pada lahan rawa dapat
diaktegorikan sebagai mikroba perombak bahan organic, mikroba
penambat nitrogen, mikroba pelarut fosfat, mikroba pereduksi
sulfat, pengoksidasi besi dan pirit dan mikroba metanogen dan
metanotrof.

1.6 Latihan Soal
Jawablah pertanyaan berikut dengan baik dan benar!

1) Jelaskan konsep mikrobiologi lahan basah
2) Jelaskan keragaman mikroba pada lahan rawa
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BAB 2
STERILISASI

CPL : Mampu menganalisis fenomena sains secara terintegrasi
untuk memecahkan masalah dengan berpikir kritis dan
memanfaatkan IT sebagai sumber data untuk penelitian,

dan kewirausahaan.

CPMK 1 : Mahasiswa mampu memahami konsep-konsep Dasar
Mikrobiologi dalam peningkatan mutu kehidupan
bermasyarakat melalui inovasi dibidang
mikroorganisme lahan basah.

CMPK 4 : Mahasiswa terampil dalam menggunakan alat dan

melakukan praktikum

2.1 Pengertian Sterilisasi

Sterilisasi didefinisikan sebagai upaya untuk membunuh
mikroorganisme termasuk dalam bentuk spora. Desinfeksi
merupakan proses untuk merusak organisme yang bersifat
patogen, namun tidak dapat mengeliminasi dalam bentuk spora.
Proses sterilisasi diperlukan pada bidang mikrobiologi untuk
mencegah pencemaran organisme luar. Proses sterilisasi dilakukan
terhadap alat dan bahan sebelum pelaksanaan kegiatan praktikum
mikrobiologi untuk membantu hasil atau identifikasi yang akurat
dalam pemeriksaan mikrobiologi. Demikian pula proses desinfeksi
dan teknik aseptik oleh praktikan juga tidak dapat dilupakan
karena akan mempengaruhi hasil.
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2.2 Jenis Sterilisasi dan Fungsinya

Sterilisasi dapat dilakukan baik dengan metode fisika
maupun kimia.

a. Sterilisasi dengan metode fisika dapat dilakukan dengan cara:
1) Pemanasan
Sterilisasi dengan metode fisika atau secara langsung
dengan pemanasan digolongkan menjadi 2 yaitu pemanasan
kering dan pemanasan basah. Pemanasan kering dilakukan
dengan 4 cara yaitu:
e Pemijaran
Metode ini dengan memanaskan alat biasanya berupa
ose di atas api bunsen sampai ujung ose memijar.

Gambar 2. 1. Memijarkan jarum ose ke nyala bunsen
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e Pembakaran

Pembakaran dilakukan untuk alat-alat dari bahan
logam atau kaca dengan cara dilewatkan di atas api
bunsen namun tidak sampai memijar. Misalkan: a)
melewatkan mulut tabung yang berisi kultur bakteri di
atas api Bunsen; b) memanaskan kaca objek di atas api
busnen sebelum digunakan; c) memanaskan pinset
sebelum digunakan untuk meletakkan disk antibiotic
pada cawan petri yang telah ditanam bakteri untuk
pemeriksaan uji kepekaan antibiotik.

e Hotair oven
Sterilisasi dengan metode ini digunakan untuk benda-
benda dari kaca/gelas, petri, tabung Erlenmeyer, tidak
boleh bahan yang terbuat dari karet atau plastic. Oven
Suhu 160-1800C selama 1.5-3 jam. Alat-alat tersebut
terlebih dahulu dibungkus menggunakan kertas
sebelum dilakukan sterilisasi.

Gambar 2. 2. Sterilisasi kering menggunakan Hot air oven
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Insinerator

Bahan-bahan infeksius seperti jarum bekas suntikan
yang ditampung dalam safety box biohazard, darah,
dilakukan sterilisasi dengan menggunakan insinerator.
Hasil pemanasan dengan suhu 8700-9800 C akan
menghasilkan polutan berupa asap atau debu. Hal ini
yang menjadi kelemahan dari sterilisasi dengan
metode insenerasi. Namun, metode ini dapat
meyakinkan bahwa bahan infeksius dapat dieliminasi
dengan baik yang tidak dapat dilakukan dengan
metode lainnya.

Pemanasan Basah merupakan pemanasan dengan tekanan
tinggi, contohnya adalah dengan menggunakan autoklav.
Sterilisasi dengan metode ini dapat digunakan untuk
sterilisasi biohazard (bakteri limbah hasil praktikum) dan
alat-alat yang tahan terhadap panas (bluetip, mikropipet),
pembuatan media, dan sterilisasi cairan. Pemanasan yang
digunakan pada suhu 121°C selama 15 menit. Pemanasan
basah dapat dilakukan dengan 2 cara yaitu:

Autoklaf manual

Metode ini menggunakan ketinggiian air harus tetap
tersedia di dalam autoklaf. Sterilisasi menggunakan
autoklaf manual tidak dapat ditinggal dalam waktu
lama. Autoklaf manual setelah suhu mencapai 121°C
setelah 15 menit, jika tidak dimatikan maka suhu akan
terus naik, air dapat habis, dan dapat meledak.
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Gambar 2. 3. Autoklaf manual

Autoklaf digital /otomatis

Alat ini dapat diatur dengan suhu mencapai 1219C
selama 15 menit. Setelah suhu tercapai, maka suhu akan
otomastis turun sampai mencapai 50°C dan tetap stabil
pada suhu tersebut. Jika digunakan untuk sterilisasi
media, suhu ini sesuai karena untuk emmbuat media
diperlukan suhu 50-700C.
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2)

3)

Gambar 2. 4. Autoklaf digital

Radiasi

Radiasi ionisasi digunakan untuk mensterilkan alat-alat
berupa bahan plastic seperti kateter, plastic spuit injeksi,
atau sarung tangan sebelum digunakan. Contoh radiasi
ionisasi adalah metode pada penggunaan microwave yaitu
dengan menggunakan panjang gelombang pendek dan sinar
gamma high energy.

Filtrasi

Metode ini digunakan untuk sterilisasi bahan-bahan yang
sensitive terhadap panas seperti radioisotope, kimia toksik.
Ada 2 cara filtrasi yaitu (a) Filtrasi berupa cairan dengan
menggunakan prinsip melewatkan larutan pada membran
selulosa asetat atau selulosa nitrat. (b) Filtarsi berupa udara
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dengan menggunakan high-efficiency particulate air (HEPA)
untuk menyaring organisme dengan ukuran lebih besar dari
0.3 um dari ruang biology savety cabinet (BSCs)

b. Sterilisasi dengan metode kimiawi dilakukan dengan 2 cara
yaitu

1) Uap formaldehide atau hydrogen peroksida digunakan
untuk sterilisasi filter HEPA pada BSCs.

2) Glutaraldehyde bersifat sporisidal, yaitu membunuh spora
bakteri dalam waktu 3-10 jam pada peralatan medis karena
tidak merusak lensa, karet, dan logam, contohnya adalah
alat untuk bronkoskopi.

2.3 Desinfeksi dan fungsinya

Desinfeksi dapat dilakukan dengan 2 metode yaitu fisika dan
kimia.

1) Desinfeksi dengan metode fisika dilakukan dengan 3 cara yaitu:

e Merebus pada suhu 100°C selama 15 menit dapat
membunuh bakteri vegetative.

e Pasteurisasi pada suhu 63°C selama 30 menit atau 72°C
selama 15 detik yang berfungsi membunuh patogen pada
makanan namun tidak mengurangi nutrisi dan rasa dari
makanan tersebut.

e Menggunakan radiasi non-ionisasi seperti ultraviolet (UV).
Sinar ultraviolet memiliki panjang gelombang yang panjang
dengan low energy. Contohnya adalah untuk membunuh
bakteri yang ada di permukaan BSCs. Sehingga, sebelum
menggunakan BSCs, sinar UV harus dinyalakan terlebih
dahulu yaitu kurang lebih 30 menit sebelum penggunaan.
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2) Desinfeksi dengan metode kimiawi
Desinfeksi dengan metode kimiawi dapat dilakukan dengan
menggunakan desinfektan. Bahan yang termasuk dalam
desinfektan yaitu:

e Etil alcohol 70% lebih efektif dibandingkan dengan etil
alcohol 95%), hal ini dikarenakan kemampuan air (H20)
dalam menghidrolisis ikatan protein dari
mikroorganisme.  Sehingga, proses = membunuh
mikroorganisme menjadi lebih efektif.

e Aldehid yang berupa glutraldehid dan formaldehid
memiliki kemampuan iritasi yang besar sehingga tidak
digunakan sebagai antiseptic.

e Halogen, seperti chlorin dan iodine merupakan
desinfektan yang seringali digunakan. Persiapan
sebelum dilakukan operasi seringkali menggunakan
kombinasi etil alcohol 70% diikuti dengan povidon-
iodine.

e Logam berat, contohnya adalah air raksa. Karena logam
ini  sangat berbahaya bagi lingkungan, maka
penggunaannya sebagai desinfektan tidak
direkomendasikan. Namun dalam keadaan konsentrasi
sangat rendah misalkan silver nitrat 1%, masih efektif
digunakan dalam pengobatan konjungtivitis
neonatorum karena Neisseria gonorrhoeae.

Desinfektan yang digunakan pada kulit disebut sebagai
antiseptik. Antiseptik didefinisikan sebagai bahan yang digunakan
untuk membunuh mikroorganisme yang menempel pada jaringan
hidup, contohnya adalah kulit. Mekanisme kerja dari antiseptic
sebagian besar adalah menghambat pertumbuhan dari
mikroorganisme (bakteriostatik) namun dapat juga membunuh
bakteri (bakterisidal).
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2.4 Sterilisasi Lahan Basah berbasis STEM-PjBL

Praktikum sederhana dirumah tentang pengaruh
penggunaan hand sanitizer terhadap keberadaan Kkoloni
bakteri di tangan.

Efektivitas hand sanitizer dapat diuji melalui praktikum
sederhana penumbuhan bakteri dengan tetap menggunakan
prinsip kerja aseptis. Alat dan bahan yang diperlukan adalah enam
piring kaca bening tahan panas, sendok makan, panci ukuran
sedang, gelas air mineral bekas kapasitas 220 ml, tissue kering,
kompor, penjepit tahan panas, lilin dan korek api. Bahan yang
dipakai adalah dua bungkus bubuk agar-agar putih, setengah
sendok makan MSG atau penyedap rasa, dua sendok makan gula
putih, air, alkohol 70% dan hand sanitizer.

Langkah praktikum sederhana dimulai dengan memastikan
bahwa meja kerja sudah bersih. Meja dibersihkan dengan
disemprotkan alkohol 70% kemudian di lap menggunakan tissue
kering. Alat dan bahan yang telah dipersiapkan diletakkan di atas
meja kerja sedangkan panci, piring, kompor dan air dipersiapkan
untuk proses sterilisasi. Sterilisasi merupakan proses yang
bertujuan menghilangkan mikroorganisme pada benda agar terjaga
kebersihannya (Istini, 2020). Setiap alat yang akan digunakan
dimasukkan ke dalam air mendidih selama 15 menit kemudian
ditiriskan dan diletakkan ke atas meja kerja (Gambar 1). Tiga piring
digunakan sebagai wadah medium sebagai pengganti cawan petri
yang biasa digunakan di laboratorium sedangkan tiga piring
lainnya digunakan sebagai penutup medium.
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Gambar 2. 5. Persiapan meja kerja, alat dan bahan serta sterilisasi alat (A)
semprot alkohol ke meja kerja, (B) lap meja kerja dengan tissue,
(C) peletakan alat dan bahan diatas meja kerja, (D)memanaskan
air hingga mendidih, (E) mensterilkan alat dalam air mendidih
dan didiamkan selama 15 menit, (F) alat diangkat dan
ditiriskan.

Selanjutnya pembuatan medium, Dua gelas air, gula,
penyedap rasa, dan bubuk agar-agar putih dimasukkan ke dalam
panci yang sudah diletakkan di atas kompor. Semua bahan yang
dalam panci diaduk hingga rata dan mendidih kemudian medium
tersebut dituang ke dalam tiga piring yang telah disterilisasi
sebelumnya. Gelembung udara pada medium diambil
menggunakan sendok yang telah disterilisasi. Medium ditutup lalu
ditunggu hingga mengeras dan dingin.

Gambar 2. 6. Proses pembuatan dan penuangan medium

16




MIKROBIOLOGI LAHAN BASAH
berbasis STEM-PJBL

Persiapan dan perlakuan isolasi. Tahap ini merupakan tahap
pemindahkan bakteri dari tangan ke medium yang sudah dibuat
atau disebut dengan isolasi bakteri dari tangan. Wadah 1 sebagai
kontrol yaitu tidak diberikan perlakuan apapun untuk menguji
keberhasilan cara kerja aseptis. Wadah 2 merupakan perlakuan 1,
yaitu telapak tangan yang tidak menggunakan hand sanitizer
ditempelkan ke atas medium selama 1 menit. Wadah 3 merupakan
perlakuan 2, yaitu telapak tangan yang telah menggunakan hand
sanitizer dan ditempelkan ke atas medium selama 1 menit. Medium
ditutup kembali setelah perlakuan 1 dan 2.

Gambar 2. 7. Proses perlakuan inokulasi pada medium 1 dan 2

Pengamatan dilakukan setelah 24 jam dengan parameter
yaitu perbedaan banyaknya koloni bakteri yang tumbuh pada
setiap medium perlakuan serta kontrol.

2.5 Rangkuman

Sterilisasi merupakan metode menghilangkan semua bentuk
kehidupan mikroba, sedangkan desinfeksi adalah proses
menghancurkan sebagian besar mikroorganisme berbahaya.
Sterilisasi terbagi menjadi 2 metode yaitu secara fisika dan
kimiawi. Secara fisika sterilisasi digolongkan menjadi 3 yaitu
pemanasan, radiasi dan filtrasi. Secara kimiawi sterilisasi
digolongkan menjadi 2 metode yaitu Uap formaldehide dan
Glutaraldehyde. Desinfeksi terbagi juga menjadi 2 metode yaitu
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fisika dan kimiawi. Desinfektan yang sering digunakan oleh
masyarakat untuk kulit disebut dengan antiseptik.

2.6 Latihan Soal

Silakan jawab pertanyaan berikut dengan baik dan benar!

1) Apakah perbedaan sterilisasi dan desinfeksi?

2) Sebutkan minimal 2 syarat alat dan bahan dapat
dilakukan sterilisasi secara pemanasan basah!

3) Apa yang mencirikan sterilisasi dengan metode filtrasi?
Jelaskan!

4) Apa perbedaan sifat antiseptik bakteriostatik dengan
antiseptik bakterisidal? Jelaskan!
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BAB 3
NUTRISI DAN KULTIVASI

CPL : Mampu menganalisis fenomena sains secara terintegrasi
untuk memecahkan masalah dengan berpikir kritis dan
memanfaatkan IT sebagai sumber data untuk penelitian,

dan kewirausahaan.

CPMK 1 : Mahasiswa mampu memahami konsep-konsep Dasar
Mikrobiologi dalam peningkatan mutu kehidupan
bermasyarakat melalui inovasi dibidang
mikroorganisme lahan basah.

CMPK 4 : Mahasiswa terampil dalam menggunakan alat dan
melakukan praktikum

3.1 Nutrisi mikroba

Mikroorganisme memerlukan nutrisi untuk
pertumbuhannya. Nutrisi yang dibutuhkan dalam jumlah besar
disebut makronutrien dan nutrisi yang dibutuhkan dalam jumlah
kecil disebut mikronutrien. Makronutrien terdiri dari oksigen,
karbon, hidrogen, nitrogen, sulfur, fosfat, potasium, kalsium,
magnesium dan zat besi. Sedangkan mikronutrien atau trace
element seperti mangan, seng, kobalt, molibdenum, nikel dan
tembaga. Semua nutrisi ini harus dipenuhi sesuai kebutuhannya
masing-masing dalam menunjang kehidupan mikroorganisme.
Sumber energi bisa didapatkan dari cahaya dan dari oksidasi
senyawa anorganik maupun organik. Organisme yang
mendapatkan sumber energi dari cahaya disebut organisme
fototrof, sedangkan yang mendapatkan energi dari oksidasi
senyawa anorganik dan organik disebut organisme kemotrof.
Semua organisme memerlukan karbon, hidrogen, oksigen dan
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sumber elektron untuk hidupnya. Mikroorganisme autotrof adalah
mikroorganisme yang mendapatkan sumber karbon dari CO2
sedangkan mikroorganisme heterotrof adalah mikroorganisme
yang mendapatkan karbon untuk metabolismenya dari senyawwa
organik.

Penggolongan mikroorganisme berdasarkan sumber nutrisi
yang diperlukan dalam proses metabolismenya dibedakan seperti
pada Table 3.1 di bawah ini.

Tabel 3. 1. Tipe nutrisi utama bakteri

Tipe Sumber Sumberk Contoh genus
energi untuk Kkarbon
pertumbuha  untuk

n pertumbuha
n
Fototrof
a. Autotroph Cahaya Cco2 Chromatium
b. Heterotroph Cahaya Senyawa Rhodopseudomona
organic s
Kemotrof
a. Autotroph Oksidasi C02 Thiobacillus
senyawa
anorganik
b. Heterotroph Oksidasi Senyawa Escheriachia
senyawa organic
organic

Kategori ini mewakili tipe utama, dalam setiap kategori ada banyak nutrisi yang
berbeda-beda (Pelczar, 1986)

Persyaratan nutrisi dalam metabolisme mikroorganisme
sangat beragam, berikut merupakan pernyataan yang
menggambarkan keragaman tipe nutrisi Pelczar (1986).

1) Semua organisme hidup membutuhkan sumber energi untuk
proses metabolismenya.
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Semua mikroorganisme membutuhkan karbon. Semua
organisme  hidup  membutuhkan  karbon, Sebagian
membutuhkan dalam jumlah sedikit deperti mikroorganisme
tetapi sebagian besar membutuhkan karbon dalam jumlah
besar seperti dalam bentuk gula dan karbohidrat lain.
Kelompok bakteri ada juga yang tidak dapat menggunakan
karbondioksida sebagai sumber karbon satu-satunya dan
tergantung kepada autotroph untuk memproduksi karbohidrat
dan senyawa-senyawa organic lainnya sebagai makanan.
Mikroorganisme yang mensyaratkan senyawa organic sebagai
sumber karbonnya disebut heterotroph.

Semua mikroorganisme memerlukan nitrogen. Jika tumbuhan
memerlukan nitrogen anorganik dalam bentuk KNO3 dan
hewan sumber nitrogennya dari protein atau asam amino,
mikroorganisme membutuhkan nitrogen menggunakan
nitrogen atmosferik dan dari senayawa nitrogen organic
lainnya. Contoh mikroorganimse yang dapat menambat
nitrogen dari atmosfer yaitu dari kelompok Nitromonas dan
Nitrobacter.

Semua organisme hidup membutuhkan belerang (sulfur) dan
fosfor. Pada hewan sulfur didapat dari senyawa-senyawa sulfur
organic, sedangkan pada tumbuhan didapat dari senyawa
sulfur anorganik maupun sulfur unsure. Pada bakteri biasanya
sulfur didapat dari garam fosfat.

Semua organisme hidup membutuhkan beberapa unsur logam,
natrium, kalium, kalsium, magnesium, mangan, besi, seng,
tembaga dan kobalt untuk pertumbuhannya yang normal.
Bakteri juga membutuhkan unsur logam yang sama meskipun
jumlah yang sangat kecil diukur dalam ppm (part per million
atau persejuta).

Semua organisme hidup juga membutuhkan vitamin yaitu
senyawa organic khusus yang penting untuk pertumbuhan.
Vitamin berfungsi memebantuk substansi yang mengaktivasi
enzim (substansi yang menyebabkan perubahan kimiawi).




MIKROBIOLOGI LAHAN BASAH
berbasis STEM-P]JBL

Meskipun semua bakteri membutuhkan vitamin di dalam
proses metabolismenya, beberapa mikroorganisme
mensisntesis seluruh kebutuhan vitaminnya dari senyawa lain
pada medium pertumbuhannya.

7) Semua organisme hidup membutuhkan air untuk fungsi
metabolisme dan pertumbuhannya. Untuk bakteri semua
nutrient ada dalam bentuk larutan.

3.2 Kultivasi Mikroorganime

Kultivasi bakteri merupakan usaha dalam menumbuhkan
microorganism pada media kultur. Isolasi itu sendiri merupakan
suatu usaha pemisahan mikroorganisme dari medium satu ke
medium lainnya untuk mendapatkan biakan murni. Pada proses
isolasi harus dilakukan dengan aseptic, aseptic merupakan usaha
pencegahan adanya kontaminasi bakteri patogen (Purnomo, 2008).

Kultivasi  mikroorganisme dilakukan dengan cara
menumbuhkan mikroba pada media pertumbuhan yang sesuai di
laboratorium. Medium atau media pertumbuhan mikroba haruslah
mengandung nutrisi yang diperlukan oleh mikroba untuk
pertumbuhannya. Namun, setiap mikroba bisa memiliki keperluan
kadar nutrisi yang berbeda-beda. Hal ini tergantung dari masing-
masing spesies. Media pertumbuhan mikroba ada bermacam-
macam, bisa dibedakan dari bentuk fisiknya, komposisi nutrisi di
dalamnya, bahkan fungsi dari media pertumbuhan itu sendiri.




MIKROBIOLOGI LAHAN BASAH
berbasis STEM-PJBL

Fungsi Media

Media merupakan substrat yang diperlukan untuk
menumbuhkan dan mengembang-biakkan mikroorganisme.
Sebelum dipakai dalam percobaan, media ini perlu disterilkan
terlebih dahulu, supaya tidak ditumbuhi oleh mikroorganisme yang
tidak dikehendaki (kontaminan). Agar mikroba yang kita kultur
dapat tumbuh dengan baik, maka persyaratan yang harus dipenuhi
oleh suatu media adalah:

a. Didalamnya harus terkandung bahan-bahan yang diperlukan
oleh mikroba yang akan ditumbuhkan. Bahan-bahan ini
meliputi unsur-unsur makro, unsur mikro, dan trace elemen
serta zat pengatur tumbuh.

b. Media tersebut harus mempunyai tekanan osmosis, tegangan
permukaan, dan pH yang sesuai dengan kebutuhan mikroba
yang akan dikultur.

c. Media harus dalam keadaan steril sebelum dipakai untuk
menumbuhkan mikroba yang diperlukan.

Macam-macam Media

Menurut bahan yang dipakai dalam pembuatannya, media
dapat digolongkan menjadi 3 yaitu:

a. Media alami: Media yang komponen pembentuknya terdiri dari
bahan-bahan alam, seperti kentang, tauge, daging, nasi, sari
buah, wortel, jagung, darah susu, dan bahan alami lainnya.

b. Media semi sintetik: Media yang bahan pembentuknya terdiri
dari campuran bahan-bahan alami dan bahan sintetik. Contoh:
Potato Dextrose Agar (PDA), Taoge Extract Agar (TEA), Malt
Extract Agar (MEA), dll.

c. Media sintetik: Media yang bahan pembentuknya secara
keseluruhan terbuat dari bahan-bahan sintetik dan jumlahnya
suda ditentukan. Contoh: Sabouraud Dextrose Agar (SDA), Endo
Agar, Czapex Dox Agar (CDA), dll.
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Menurut kegunaannya media digolongkan menjadi 6 yaitu:

a. Media umum
Media yang digunaakan untuk pertumbuhan mikroba
secara umum, yaitu banyak jenis mikroorganisme yang dapat
tumbuh pada media ini, misalnya Nutrient Agar (NA), Potato
Dextrose Agar (PDA), NB (Nutrient Broth) dan lain sebagainya.
- NA
Nutrient agar adalah media tujuan umum yang
digunakan wuntuk menumbuhkan spesies bakteri. Ini
mendukung pertumbuhan mikroorganisme secara general.
Ini mengandung beberapa bahan seperti sumber nitrogen,
sumber vitamin, karbohidrat, dan zat pemadat.
- PDA
Potato Dextrose Agar (PDA) adalah medium yang
mengandung ekstrak kentang sebagai sumber nitrogen
untuk mengisolasi dan menumbuhkan jamur dan yeast.
- NB
Media Nutrient Broth (NB) adalah media yang
termasuk dalam media umum yang digunakan untuk
menumbuhkan biakan secara general. NB diformulasikan
dengan sumber karbon dan nitrogen supaya dapat
memenuhi kebutuhan nutrisi bakteri. Komposisi NB terdiri
dari beef ectract sebagai sumber karbon dan pepton sebagai
sumber nitrogen (Wahyuningsih & Zulaika, 2018).

b. Media selektif
Media yang komposisinya sedemikian rupa, sehingga
hanya jenis-jenis mikroba tertentu saja yang bisa tumbuh,
misalnya Salmonella Shigella Agar (SSA), Briliant Green Lactose
Broth (BGLB), Mac Conkey Agar (MCA), Eosin Methylen Blue
Agar (EMBA), dlL
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- SSA
Salmomella Shigella Agar yang digunakan untuk
mengisolasi bakteri Salmonella sp dan Shigella sp dari
sampel feses, urin, dan makanan. Untuk Kkhusus isolasi
bakteri Shigella, media ini tidak disarankan karena beberapa
strain Shigella akan terhambat. Media ini tersusun atas
beberapa bahan, seperti campuran ekstrak, vitamin,
mineral, dan asam amino, campuran bile salt, sodium sitrat,
dan brilliant green, neutral red, dan ferric citrate. Media ini
mirip dengan MCA, hanya penggunaannya lebih khusus lagi
untuk basil gram negatif patogen enterik, sehingga dipakai
untuk isolasi dari spesimen tinja terutama, Salmonella dan
Shigella yang keduanya memperlihatkan pertumbuhan
koloni yang tak berwarna.
- BGLB
Media BGLB merupakan media yang digunakan untuk
uji bakteri coliform yang biasanya terdapat pada air minum,
air limbah, makanan dan produk susu serta produk lain
yang menjadi perhatian sanitasi. Komposisi media ini adalah
petone untuk menyediakan nitrogen, vitamin, mineral dan
asam amino esensisal untuk pertumbuhan bakteri, laktosa
merupakan karbohidrat yang difermentasi sehingga dapat
menyediakan karbon dan energi. Oxbile dan brilliant green
dapat menghambat bakteri gram positif dan bakteri garm
negatif kecuali coliform.
- MCA
MCA merupakan media selektif dan diferensial karena
pada media ini dapat digunakan hanya untuk bakteri gram
negative batang dan mampu membedakan bakteri gram
negative fermenntasi laktosa dan non fermentasi laktosa.
Media ini menjadi selektif dan diferensial karena kandungan
dalam media ini berupa garam empedu (untuk menghambat
bakteri gram positif), neural red (sebagai pH indicator untuk
mengetahui adanya fermentasi laktosa), laktosa dan pepton.




MIKROBIOLOGI LAHAN BASAH
berbasis STEM-P]JBL

- EMBA
Media selektif khusus gram negative yiatu EMBA.
Media EMBA mengandung latosa, pepton, oesin dan
methylene blue. Dan akan diperoleh pertumbuhan koloni
mikroba berwarna merah tua disebabkan kemampuan
mikrobamemfermentasi laktosa. Eosin dan methylene blue
berfungsi untuk mempertajam perbedaan warna koloni.
- MSA
Media selektif khusus gram positif yaitu MSA (Mannitol
Salt Agar). Media MSA mengadung NaCl, manitol dan
indicator pH phenol red. Koloni bakteri yang tumbuh
mampu memfermentasi manitol menjadi asam sehingga
merubah warna indicator phenol red dari merah menjadi
warna kuning. (Nasution et al., 2020)
c. Media differential

Media yang digunakan untuk membedakan jenis
mikroorganisme satu dengan yang lainnya. Disebabkan adanya
suatu reaksi atau ciri khas. Reaksi ini terjadi karena
mikroorganisme mampu menguraikan salah satu bahan dalam
media. Misalnya Eosin Methylen Blue Agar (EMBA), Blood Agar
(BA), Mac Conkey Agar (MCA), dan sebagainya.

d. Media perkayaan

Media yang  digunakan untuk  menumbuhkan
mikroorganisme tertentu, sebelumnya dipakai dalam suatu
proses fermentasi. Tujuannya adalah untuk mengaktifkan
mikroorganisme tersebut, misalnya media MEA untuk khamir.

e. Media penguji (Assay Medium)

Media yang susunannya tertentu, digunakan untuk
pengujian vitamin, asam amino, antibiotic, misalnya PPA
(Phenyl Alanin Agar), dan sebagainya.

f. Media khusus

Media yang digunakan untuk menentukan tipe
pertumbuhan mikrorganisme dan kemampuannya untuk
mengadakan perubahan-perubahan kimia tertentu.
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Menurut fisiknya, media digolongkan menjadi 2 yaitu:

a. Media padat
Media yang diberi agar, sehingga pada suhu kamar media
mengeras.
Contoh: Nutrient Agar, dll
b. Media cair
Media yang tidak diberi agar, sehingga bentuknya cair.
Contoh: Nutrient Broth, dll

3.3 Nutrisi dan Kultivasi pada Lahan Basah berbasis
STEM-PJBL

Pada bab ini proses pembelajaran yang berbasis STEM-PjBL
yaitu proyek pembuatan media Kkultivasi mikroroganisme
sederhana

3.3.1 Media Pertumbuhan Jamur Potatoes Dextrose Agar (PDA)

Potatoes Dextrose Agar (PDA) merupakan salah satu media
pertumbuhan untuk mikroorganisme dari kelompok jamur. Media
PDA komersial sudah banyak diproduksi untuk memudahkan
dalam penelitian mikrobiologi tapi kita juga dapat membuat sendiri
dengan bahan dan alat sederhana. Menurut Cappuccino & Sherman
(2014), Medium PDA dapat dijadikan sebagai medium alternatif
karena bahannya mudah diperoleh, murah, dan menghemat biaya
penelitian. Medium PDA adalah bahan semi sintetik yang
mengandung bahan alami yaitu kentang serta bahan sintesis yaitu
agar-agar dan dextrose (Wantini & Octavia, 2018).

Jamur yang digunakan untuk kulitvasi dapat diambil dari
berbagai habitat. Dalam percobaan kali ini menggunakan jamur
endofit dari biji-bijian. Percobaan ini bertujuan untuk melakukan
pembuatan PDA secara sederhana dan juga menguji potensi
medium PDA alami untuk menumbuhkan jamur pada biji kacang
tanah dan merica. Pengamatan fisiologis untuk memprediksi
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adanya jamur yang berbahaya pada biji dilakukan dengan
mengamati adanya miselium berwarna hijau tua dan hitam. Metode
penelitian yang digunakan adalah analisis data deskriptif dan
kualitatif hasil praktikum.

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan yaitu cawan petri, pisau, tissue dan kapas, lilin
dan korek, panci, kompor, alkohol 70% atau hand sanitizer, gelas,
sikat gigi, saringan teh, sendok, pinset, penjepit, dan sarung tangan.

Bahan yang dipakai yaitu 1 buah kentang, 1 bungkus agar swallow
putih, 1 botol bayclin sebagai pengganti Natrium Hipoklorit (NaClO
1%) karena bayclin mengandung NaClO 5.25%, 1 sendok makan
gula pasir, air, serta 10 butir biji kacang tanah dan biji merica.

Metode

Percobaan sederhana ini sudah dilakukan dan diaplikasikan oleh
Irawati et al (2021).

Pencucuian kentang

Pemotongan kentang.

Perebusan kentang

Penyaringan ekstrak kentang

Gula ditambahkan

Air hasil perebusan kentang diberi agar-agar sebagai
pemadat

Pengadukan

Pencetakan

o a0 T

= 0

Gambar 3. 1. PDA alami
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PDA alami yang dibuat secara sederhana diberikan
beberapa perlakuan yaitu kontrol, menggunakan biji kacang tanah,
dan menggunakan merica. Ketiga perlakuan ini kemudian akan
diobservasi untuk melihat ada atau tidaknya pertumbuhan jamur.
Sampel yang digunakan dan dibahas dalam penulisan ini adalah
sampel médium PDA alami, kacang tanah, dan merica. Data
observasi yang diperoleh selanjutnya dianalisis dengan
menggunakan metode deskriptif dan kualitatif untuk mengetahui
jamur yang terdapat pada biji-bijian di medium PDA serta
menghitung persentase biji yang terserang jamur.

Inokulasi Biji

Proses isolasi jamur pada biji-bijian di medium PDA alami
Keterangan:

a. Sarung tangan digunakan untuk melindungi tangan dari
iritasi
b. Pengenceran bayclin dilakukan sebanyak 5 kali

(Perbandingan 1:4) dengan air

c. Disinfeksi biji dari setiap komoditas di bayclin dengan cara
memasukkan biji ke dalam larutan bayclin dan ditutup
selama 2 menit

d. Biji yang sudah desinfeksi, ditiriskan di atas 2 lembar kapas
steril

e. Penentuan skema penanaman biji-bijian di atas medium
PDA

f. Peletakan biji-bijian di atas medium dengan menggunakan
pinset steril.
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Gambar 3. 2. Inokulasi biji

Analisis Data

Melalui praktikum ini, data kualitatif yang akan dibahas
adalah:

1. Mengetahui potensi PDA alami untuk medium pertumbuhan
jamur.

2. Menentukan persentase biji yang terserang oleh jamur pasca
panen.

3. Mengamati warna miselium yang tumbuh pada biji kacang
tanah dan merica.

Jumlah biji terserang jamur
Jumlah biji dalam mangkok

x100% = Persentase biji terserang

3.3.2 Media Pertumbuhan Bakteri

Media komersial untuk pertumbuhan bakteri harganya
cukup mahal sehingga diperlukan media alternatif lain yang lebih
sederhana dan ekonomis. Berbagai sumber protein lain juga
berhasil digunakan sebagai media alternatif pertumbuhan
mikroorganisme. Media sederhana untuk pertumbuhan bakteri
salahsatunya dapat menggunakan beberapa biji dari suku
Leguminoseae yaitu kacang tunggak, kacang hijau, kacang kedelai
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hitam, dan kedelai untuk pertumbuhan berbagai macam bakteri
seperti Escherichia coli, Bacillus sp., Staphylsococcus sp., Klebsiella
sp. dan Pseudomonas sp.

Selain kacang-kacangan sumber protein untuk media dapat
didapatkan dari monosodium glutamat (MSG). Gugus NH2 pada
struktur kimia MSG berperan sebagai sumber nitrogen dalam
proses pembentukan asam amino yang digunakan selama proses
pertumbuhan bakteri. Glutamat berperan penting dalam proses
sintesa protein dan sebagai prekursor glutamin. Glutamat dari MSG
komersial merupakan sumber nitrogen yang paling efisien bagi
isolat bakteri Bacillus sp. dan Pseudomonas sp. dalam menghasilkan
berbagai senyawa biosurfaktan dan meningkatkan biomassa
(Cooper dan Jeitner, 2016).

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan yaitu petridisk, Erlenmeyer, kompor,
pengaduk, saringan, plastic wrepp.

Bahan yang digunakan yaitu agar Swallow bening, gula pasir, MSG,
Aquades dan kacang.

Metode

Metode percobaan yang dilakukan diadopsi dari percobaan yang
telah dilakukan oleh Putra et al (2021).

Siapkan semua alat dan bahan yang di perlukan
Masukan aquades dalam gelas kimia lalu

Panaskan sampai mendidih

Masukan agar pasar

Masukan gula pasir dan MSG

Aduk sampai homogeny dan air mengental

Masukan ke dalam erlenmeyer

Tutup dengan rapat menggunakan kapas dan kain kasa
Sterilisasikan dalam autoklaf

OO N W
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10. Masukan media yang telah steril ke dalam petridist

11. Tutup petridist dengan rapat menggunakan plastic
wrepping

12. Tunggu hingga media mengeras

13. Setelah mengeras, olesi bakteri E.coli

14. Amati, apakah bakteri E.coli dapat tumb

Analisis Data

Pada fase test didaptakan hasil yang sangat bagus dimana bakteri
E-coli dapat tumbuh dan berkembang dalam media agar dari
material lokal. Dari hasil, tumbuh dan berkembang biaknya bakteri
dalam media material lokal dengan media NA sangat berbeda.
Perbedaan tersebut diakibatkan karena nutrisi yang ada pada NA
lebih banyak dari pada media material lokal. Tetapi, dengan adanya
media material lokal ini dapat menghemat dana yang dikeluarkan
serta bisa diterapkan di sekolah karena cara pembuatannya sangat
mudah dan alat dengan bahan dapat di jumpai di semua daerah.

Gambar 3. 3. Contoh hasil percobaan penumbuhan E. coli dengan
substrat MSG
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3.4 Rangkuman

Unsur-unsur yang dibutuhkan mikroorganisme dalam
kehidupannya yaitu makronutrien terdiri dari oksigen, karbon,
hidrogen, nitrogen, sulfur, fosfat, potasium, kalsium, magnesium
dan zat besi. Sedangkan mikronutrien atau trace element seperti
mangan, seng, kobalt, molibdenum, nikel dan tembaga. Sedangkan
faktor fisik yang dibutuhkan dalam pertumbuhan mikroorganime
antara lain suhu, pH, gas dari atmosfer serta cahaya.
Pengelompokkan mikroorganisme berdasarkan sumber energi
yang dibutuhkan terbagi menjadi dua yaitu mikroorganisme
autotrof dan kemoautotrof.

Kultivasi dilakukan untuk menumbuhkan mikroba pada
media kultur. Media kultur memiliki banyak macamnya
berdasarkan bahan penyusun, kegunaan dan fisiknya. Penggunaan
media tergantung dari tujuan apa yang diinginkan.

3.5 Latihan

1) Sebutkan unsur-unsur pokok yang dibutuhkan oleh
mikroorganisne dalam kehidupannya.

2) Sebutkan dan jelaskan pengelompokkan
mikroorganisme berdasarkan sumber energi dan
electron yang dibutuhkan

3) Apasajayang dimaksud dengan pertumbuhan mikroba

4) Bagaimana cara menghitung pertumbuhan mikroba
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BAB 4
ISOLASI MIKROBA

CPL : Mampu menganalisis fenomena sains secara terintegrasi
untuk memecahkan masalah dengan berpikir kritis dan
memanfaatkan IT sebagai sumber data untuk penelitian,

dan kewirausahaan.

CPMK 1 : Mahasiswa mampu memahami konsep-konsep Dasar
Mikrobiologi dalam peningkatan mutu kehidupan
bermasyarakat melalui inovasi dibidang
mikroorganisme lahan basah.

CMPK 4 : Mahasiswa terampil dalam menggunakan alat dan
melakukan praktikum

4.1 Pengertian Isolasi Mikroba

Isolasi mikroba erat kaitannya dengan alam dan
dikehidupan sehari-hari kita, baik mikroba dalam bentuk bakteri,
kapang (jamur benang), maupun khamir. Untuk memudahkan
dalam mempelajari jenis dan sifat mikroba, maka mikroba tersebut
harus diisolasi dari lingkungannya dan diinokulasikan pada
medium yang sesuai untuk pertumbuhannya.

Cara isolasi dapat dilakukan dengan cara mengambil sampel
mikroba dari lingkungan yang ingin diteliti. Sampel tersebut
kemudian dibiakkan dengan menggunakan media universal atau
media selektif, tergantung tujuan yang ingin dicapai. Jika
menggunakan media universal/umum (misal, NA dan PDA) maka
akan diperoleh biakan mikroba campuran, sedangkan dengan
media selektif mikroba yang tumbuh hanya mikroba yang mampu
hidup pada media tersebut (media yang sesuai), sedangkan bakteri
lain tidak akan tumbuh misal media SSA maka, bakteri yang dapat
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tumbuh hanya bakteri jenis Salmonella dan Shigella, media MCA
maka hanya beakteri coliform saja yang bisa tumbubh.

[solasi bakteri adalah suatu cara untuk memisahkan
mikroba tertentu dari lingkungannya sehingga diperoleh biakan
yang tidak tercampur jenis mikroba lain. Biakan yang sudah tidak
tercampur dengan jenis lainnya ini disebut biakan murni.

Keberhasilan dalam melakukan isolasi mikroba dari suatu
bahan tidak hanya didukung oleh teknik isolasi yang diterapkan.
Berikut faktor lain yang mendukung keberhasilan isolasi antara
lain:

a) Jenis media

Jenis media sangat penting untuk tercapainya suatu
kegiatan isolasi mikroba. Mikroba yang hendak diisolasi harus
diperhatikan kebutuhan akan nutrisi yang terkandung didalam
media. Pada saat ini berbagai jenis media selektif telah
berkembang pesat diantaranya bertujuan untuk isolasi jenis
mikroba tertentu dan sekaligus dapat untuk menghitungnya.
Media SSA adalah contoh media selektif untuk isolasi, deteksi
dan sekaligus untuk menghitung.

b) Kondisi inkubasi

Suhu, udara (oksigen) dan pH merupakan faktor yang
penting untuk isolasi. Bila isolasi ditujukan untuk
mendapatkan bakteri termofil (hidup baik pada suhu tinggi)
maka inkubasi dapat dilakukan pada suhu minimal 45°C. Bila
ingin mengoksidasi bakteri anaerob maka dapat dilakukan
dengan menyimpan petridish dalam anaerob jar. Penambahan
senyawa asam atau basa juga dapat dilakukan untuk
memperoleh suasana pH medium yang cocok bagi bakteri yang
akan diisolasi.
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c) Penambahan senyawa antibiotik

Penambahan senyawa anti-bakteri (antibiotika) atau
bakterisida dalam kadar tertentu dapat mempercepat
terjadinya  tujuan  mendapatkan  isolat. = Antibiotika
oxytetracyclin, penicilin, streptomycin atau rose-bengal
seringkali dipakai untuk mengisolasi kapang dan yeast.
Sedangkan cycicheximide, piramisin dan endomycin sering
dipakai untuk menekan pertumbuhan kapang dan yeast
sehingga isolat bakteri dapat dengan mudah di dapatkan.

d) Harus diperhatikan juga tempat hidup asal bakteri, cara
menanam dan memelihara serta menguji bakteri murni/isolat
merupakan hal-hal yang dapat dipertimbangkan dalam isolat
bakteri.

4.2 Teknik Isolasi Mikroba

Mikroba yang ada di alam merupakan campuran bermacam-
macam spesies. Ada beberapa metode untuk memperoleh biakan
murni dari isolat campuran. Dua diantaranya yang sering
digunakan adalah teknik cawan gorek (streak plate method) dan
teknik cawan tuang (pour plate method). Prinsip dari kedua teknik
tersebut sama yaitu mengencerkan terlebih dahulu bahan yang
akan diisolasikan, sehingga diharapkan nanti dapat diperoleh
koloni tunggal.

v’ Cara goresan (streak plate method)

Cara ini pada prinsipnya menggoreskan suspensi bahan
yang mengandung bakteri pada permukaan media. Setelah
inkubasi maka bekas goresan akan tumbuh koloni-koloni
yang terpisah-pisah dipermukaan media yang diharapkan
berasal dari satu sel bakteri sehingga dapat diisolasi lebih
lanjut, dan diharapkan dari hasil streaking tersebut diperoleh
single colony.
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Kuadran IV
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Streak Kuadran Il Streak Kuadran IV Koloni Hasil Streak Kuadran

Gambar 4. 1. Contoh streak 4 kuadran pada cawan petri
(Sumber:www.microbeholic.com)

Kesalahan yang umum dilakukan dalam metode ini
antara lain: (1) tidak memanfaatkan permukaan media untuk
digores sehingga pengenceran kurang optimal, (2)
penggunaan inokulum yang terlalu banyak sehingga
menyulitkan pemisahan sel waktu digores.

v Cara tuang

Cara ini dasarnya adalah menginokulasi media pada
agar yang sedang mencair (suhu 40°C)/ media dalam keadaan
hangat kuku dengan suspensi bahan yang mengandung
bakteri dan menuangkan dalam petridish steril. Setelah
inkubasi akan terlihat koloni-koloni tersebar pada media agar
yang diharapkan berasal dari satu sel bakteri, sehingga dapat
diisolasi dan dijadikan sebagai kultur murni.
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Teknik tuang ada 2 cara yaitu spread plate dan pour plate

Spread plate

mp | Pour plate

Solid agar medium

P e — P
P s >
TmL \ 2_,/7) Incubation =2 =a —
‘\‘ i Bacterial colonies
% " w Spread plate method onsurface
'
'
Vi
v .
| H \ Hasil
Diluted inokulasi
bacterial
suspension
'/ Incubation
L —
9 mL of molten 3 Bacterial colonies on
agar medium 3 Pour plate method surface and in agar .

Gambar 4. 2. Teknik inokulasi secara spread plate, pour plate dan
perbedaan hasil inokulasinya

Teknik Pengenceran Suspensi Bakteri

Pengenceran suspensi bakteri dari sampel/sumber
isolat dari lingkungan dilakukan sebagai upaya untuk
mendapatkan kuantitas bakteri dalam jumlah yang dapat
terhitung. Seperti yang telah diketahui bahwa dalam sampel
lingkungan komunitas bakteri berada dalam kuantitas yang
sangat melimpah. Selain mendapat kuantitas yang dapat
terhitung, pengenceran suspensi bakteri dari sampel/sumber
isolat dari alam juga diperlukan dalam rangka memudahkan
dalam pengamatan koloni, terutama dalam kegiatan
pemurnian isolat (sub-kultur).
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Koloni yang tumbuh terpisah dapat dihitung dan
memudahkan peneliti untuk memilih koloni yang akan
dipisahkan untuk diremajakan (sub-kultur). Pengenceran
suspensi bakteri dari sampel/sumber isolat yang berasal dari
lingkungan pada umumnya dilakukan dengan teknik
pengenceran barseri (series of dilution).

1ml

Inokulum
awal

Pengenceran 1:10

Plating ‘\)

1:100 1:1000 1:10,000 1:100,000

Gambar 4. 3. Teknik Pengenceran

4.3 Isolasi Mikroba pada Lahan Basah berbasis STEM-
PJBL

I[solasi mikroba pada lahan basah berbasis STEM-PjBL
yaitu isolasi bakteri Bacillus dari lahan rawa pasang surut
di Kalimantan. Isolasi bakteri genus Bacillus dilakukan untuk
mengetahui keberadaan bakteri ini dilahan sektor pertanian
masyarakat. Genus Bacillus mampu memproduksi hormon
AlA. Jenis bakteri yang mampu menyintesis hormon AIA dapat
mempengaruhi pertumbuhan tanaman dengan memacu
pertumbuhan, pembelahan sel serta inisiasi akar pada
tanaman tersebut. Lestari et al. (2015), juga melaporkan 3
isolat bakteri jenis Bacillus aryabhattai, Bacillus cibi, Bacillus
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marisflavi mampu menyintesis hormon AIA untuk
meningkatkan perkecambahan benih padi.

Bakteri genus Bacillus memiliki ciri berbentuk batang
dan termasuk dalam kelompok bakteri gram positif. Cara
melakukan isolasi bakteri yaitu dengan cara berikut:

Alat

Vortex Timbangan
Mikropipet Inkubator

L glass Tabung reaksi
Cawan petri Jarum ose
Bahan

Media NA Alkohol 70%
Tanah rawa pertanian Aquadest

Air rawa pertanian Medium MSA

Cara 1 (isolasi bakteri dari bahan padat: tanah rawa)

e Timbang 1 gr tanah, kemudian larutkan dalam 10 ml
aquades

e Lakukan pengenceran dari 10-1 sampai 10-8 dengan cara:

- Masukkan 1 ml bahan (campuran air dan tanah) pada
aquades steril 9 ml (pengenceran 10-1), kemudian
vortex hingga homogen.

- Ambil 1 ml suspensi dari pengenceran 10-! kemudian
masukkan pada 9 ml aquades steril (pengenceran 10-2),
kemudian vortex hingga homogen.

- Lakukan tahapan seperti diatas hingga diperoleh
pengenceran 10-8

e Inokulasikan 100 pl isolat dalam pengenceran yang
diinginkan pada medium NA cawan dan MSA cawan, lalu
ratakan dengan L glass (metode spread plate)
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Inokulasikan 1000 pl isolat dalam pengenceran yang
diinginkan pada medium NA dan MSA yang masih hangat,
vortex sampai homogen, lalu tuang pada cawan petri steril
dan di tunggu hingga memadat (metode pour plate)

Ambil 1 ose isolat dalam pengenceran yang diinginkan
kemudian goreskan pada medium NA dan MSA cawan
secara goresan T streak atau kuadran, dengan ketentuan
ose hanya digunakan sekali untuk mengambil isolat yang
berasal dari pengenceran. Untuk streaking pada kuadran
berikutnya ose harus dipijarkan terlebih dahulu, setelah
itu baru dilakukan penggoresan berikutnya dengan
menggoreskan 1-2 garis pada goresan sebelumnya.
Inkubasi pada inkubator pada suhu 37°C dengan posisi
cawan terbalik.

Cara 2

Timbang 1 ml air rawa, kemudian larutkan pada 10 ml
aquades

Lakukan penngenceran dari 10-! sampai 108 dengan cara
seperti di cara 1

4.4 Rangkuman

[solasi bakteri adalah suatu cara untuk memisahkan mikroba

tertentu dari lingkungannya sehingga diperoleh biakan yang tidak
tercampur jenis mikroba lain. Biakan yang sudah tidak tercampur
dengan jenis lainnya ini disebut biakan murni. Faktor yang
mempengarusi proses isolasi bakteri yaitu jenis media, kondisi
inkubasi, penambahan senyawa antibiotik, dan tempat asal bakteri
yang akan diisolasi. Teknik isolasi bakteri dapat dilakukan dengan
2 cara yaitu cara goresan (Streak plate method) dan cara tuang
(spread plate method dan pour plate method)
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4.5 Latihan Soal

Jawablah pertanyaan berikut dengan baik dan benar!

1) Mengapa perlu mengisolasi bakteri dari lingkungan?

2) Apa perbedaan hasil inokulasi teknik spread plate
method dan pour plate method?

3) Mengapa harus dilakukan pengenceran berseri? Apa
tujuannya? Coba jelaskan!

4) Apakah tujuan isolasi mikroba dengan metode streak
plate metode ?
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BAB 5
PERTUMBUHAN DAN PERHITUNGAN
SEL MIKROBA

CPL : Mampu menganalisis fenomena sains secara terintegrasi
untuk memecahkan masalah dengan berpikir kritis dan
memanfaatkan IT sebagai sumber data untuk penelitian,

dan kewirausahaan.

CPMK 1 : Mahasiswa mampu memahami konsep-konsep Dasar
Mikrobiologi dalam peningkatan mutu kehidupan
bermasyarakat melalui inovasi dibidang
mikroorganisme lahan basah.

CMPK 4 : Mahasiswa terampil dalam menggunakan alat dan

melakukan praktikum

5.1 Pertumbuhan Mikroba

Pertumbuhan mikroba merupakan pertambahan jumlah sel
dalam populasi mikroba. Mikroba yang ada dialam, salah satunya
bakteri, melakukan pertumbuhan dengan bereproduksi secara
membelah diri atau disebut dengan pembelahan biner, sehingga
menghasilkan pertumbuhan eksponensial. Menurut Asrianto
(2021) waktu generasi adalah jumlah waktu yang dibutuhkan sel
untuk membelah. Ini bervariasi antara organisme dan tergantung
pada lingkungan mereka berada dan suhu lingkungan mereka.

Beberapa bakteri memiliki waktu generasi 24 jam, meskipun
waktu generasi sebagian besar bakteri adalah antara 1 hingga 3
jam. Sel bakteri tumbuh pada tingkat yang sangat besar. Misalnya,
dengan pembelahan biner, bakteri dapat menggandakan diri setiap
20 menit. Dalam 30 generasi bakteri (10 jam), jumlahnya bisa
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mencapai satu miliar. Sulit untuk membuat grafik perubahan
populasi sebesar ini menggunakan angka aritmatika, sehingga skala
logaritmik digunakan untuk grafik pertumbuhan bakteri.

Yang disebut dengan pertumbuhan mikroba adalah
penambahan jumlah mikroba, dari satu menjadi dua, dari dua
menjadi empat, dari empat menjadi delapan, dan seterusnya. Hal
ini terjadi karena proses pembelahan sel (binary fusion).
Pengukuran konsentrasi mikroba bisa dilakukan denga 2 cara yaitu
dengan pengukuran konsentrasi sel dan densitas biomasa.

Konsentrasi sel adalah jumlah sel hidup per satu unit volume
media pertumbuhan, sedangkan densitas biomasa adalah berat
kering sel per satu unit volume media pertumbuhan. Pergerakan
pertumbuhan mikroba umunya digambarkan dengan grafik
pertumbuhan bakteri per waktu. Pada grafik pertumbuhan ini
dapat dilihat pada gambar terdapat beberapa fase, yaitu fase lag,
fase log (atau fase pertumbuhan eksponensial), fase stasioner dan
fase kematian.

Copyrght © The McGraw-Hil Companies, Inc. Permistion raqured for repraduction of cieplay.
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Gambar 5. 1. Grafik fase pertumbuhan mikroorganisme
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Terdapat empat fase dasar pertumbuhan: fase lag, fase log,

fase stationer, dan fase kematian.

1)

2)

3)

4)

Pada fase lag ada sedikit atau tidak ada pembelahan sel. Fase
ini dapat berlangsung dari satu jam sampai beberapa hari. Di
sini populasi mikroba terlibat dalam metabolism yang
melibatkan sintesis DNA dan enzim.

Pada fase log, sel mulai membelah dan memasuki masa
pertumbuhan atau peningkatan logaritmik. Ini adalah waktu
ketika sel-sel paling aktif secara metabolik. Inilah saatnya
produk pabrik harus diproduksi secara efisien. Namun, pada
fase ini, mikroorganisme sangat sensitif terhadap kondisi
lingkungan yang merugikan seperti radiasi dan antibiotik.

Fase stasioner, fase ini merupakan salah satu fase
keseimbangan. Tingkat pertumbuhan melambat, jumlah
mikroorganisme mati sama dengan jumlah mikroorganisme
baru, dan populasinya stabil. Aktivitas metabolisme sel
individu yang bertahan hidup akan melambat turun. Alasan
mengapa pertumbuhan organisme berhenti mungkin
karenanutrisi telah digunakan, produk limbah telah
terakumulasi, dan perubahan berbahaya yang drastis pada pH
lingkungan.

Fase kematian di sini jumlah sel mati melebihi jumlah sel
baru. Fase ini berlanjut sampai populasinya berkurang atau
mati sama sekali

Kita bisa mengontrol pertumbuhan mikroba supaya tidak

berkembang terlalu banyak atau bahkan mematikannya, terutama
untuk mikroba-mikroba yang bersifat patogen. Terdapat beberapa
cara digunakan untuk pengontrolan ini yaitu secara kimia, fisika
dan mekanis. Secara kimia bisa dilakukan dengan bahan-bahan
kimia yang bersifat dapat menginaktivasi mikroorganisme yang
disebut biosida, dapat menghambat pembelahan sel mikroba yang
disebut bakteriostatik dan dapat membunuh mikrobayang disebut
bakterisidal. Pengontrolan pertumbuhan mikroba secara fisika
dilakukan dengan pemanasan, pendinginandan radiasi. Sedangkan
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jika pengontrolan mikroba secara mekanis bisa menggunakan
filtrasi udara dan cairan. Terdapat beberapa definisi yang
digunakan dalam pengontrolan mikroba ini.

Desinfeksi adalah proses mematikan mikroba penyebab
patogen dengan beberapa cara, salah satuya dengan bahan-bahan
kimia yang disebut desinfektan. Proses desinfeksi ini dilakukan
pada permukaan benda. Proses desinfeksi tidak dapat membunuh
endospora bakteri. Ada pula proses sterilisasi yang membunuh
semua mikroba hidup termasuk spora bakteri. Hal ini tentu
berbeda dengan desinfeksi. Proses sterilisasi juga dilakukan pada
permukaan suatu benda. Untuk menghilangkan atau mematikan
mikroba hidup pada organisme maka digunakan antiseptik yang
merupakan bahan kimia.

5.2 Perhitungan Sel Mikroba

Perhitungan jumlah bakteri dalam suatu populasi, dapat
menggunakan berbagai metode. Pengukuran mikroba dapat
dilakukan dengan dua cara yaitu secara langsung (menghitung sel
mikrobia) dan secara tidak langsung (mengukur efek/pengaruh
pertumbuhan mikrobia).

1) Metode Langsung

Metode lempeng hitung (plate count method) atau metode
cawan. Mula-mula sampel bakteri diencerkan dalam larutan garam,
air suling, atau cairan penahan lainnya. Contoh dari pengenceran
kemudian ditempatkan dalam media tumbuh yang terdapat dalam
cawan petri, selanjutnya diinkubasi. Setelah inkubasi, jumlah koloni
dihitung dan dikalikan dengan faktor pengenceran yang diwakili
oleh cawan itu.

Jika sel mikrobia masih hidup ditumbuhkan dalam medium
maka mikrobia tersebut akan berkembang biak dan membentuk
koloni yang dapat dilihat langsung. Dengan metode ini beberapa

48
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jasad renik dapat dihitung sekaligus, hanya sel hidup saja yang
dapat dihitung dapat digunakan untuk isolasi dan identifikasi
mikrobia. Kelemahannya adalah hasil perhitungan tidak
mencerminkan jumlah sel sebenarnya, medium dan kondisi
inkubasi yang berbeda mungkin menghasilkan hasil yang berbeda,
mikrobia yang ditumbuhkan harus dapat tumbuh pada media
padat dan tidak menyebar, perlu persiapan dan waktu yang lebih
lama. Metode plate count memerlukan serangkain pengenceran,
contoh pengenceran dapat dilihat pada gambar berikut.

(a) The pour plate method (b) The spread plate method

Gambar 5. 2. Contoh pengenceran

Metode ini ada dua macam yaitu pour plate dan
spread/surface plate. Pada metode pour plate, 1 ml sampel yang
telah diencerkan dimasukan kedalam cawan petri kemudian
dituangi agar steril dan digoyang-goyengkan sehingga merata
sedangkan pada metode surface plate, 1 ml sampel dituangkan
pada cawan petri yang sudah berisi media agar padat kemudian
diratakan dengan batang gelas/drigalski. Selanjutnya cawan petri
tersebut diinkubasi pada suhu tertentu dan waktu tertentu. Jumlah
koloni dalam sampel dihitung sebagai berikut:
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* Only means that too few cells are present to be assayed.

Gambar 5. 3. Cara menghitung koloni bakteri

Gambar 5.3 menunjukkan bahwa pengenceran berseri yang
semakin tinggi dapat mengasilkan jumlah mirkoba yang semakin
sedikit. Secara langsung perhitungan mikroba atau bakteri salah
satunya dapat dilakukan pada colony counter yang dapat dilihat
pada Gambar 5.4

Gambar 5. 4. Colony counter untuk mengukur jumlah bakteri dari cawan petri
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Metode MPN (most probable number)

Pengukuran lain adalah untuk menentukan adalah metode
MPN (most probable number) atau nilai duga terdekat. Teknik ini
sering digunakan untuk menentukan jumlah bakteri dalam sampel
air yang terkontaminasi. Sampel air ditambahkan ke banyak tabung
kaldu laktosa kekuatan tunggal dan kekuatan ganda. Jika bakteri
coliform (seperti E. coli) hadir, mereka akan memfermentasi
laktosa dan menghasilkan gas. Dilihat dari jumlah tabung yang
berisi gas diakhir tes, seseorang dapat memperkirakan angka
bakteri dalam sampel air.

Metode MPN menggunakan metode cair dalam tabung reaksi.
Perhitungan MPN didasarkan pada jumlah tabung reaksi yang
positif yakni yang ditumbuhi mikrobia setelah inkubasi yang
ditandai dengan kekeruhan dan atau munculnya gas pada tabung
durham. Untuk setiap pengenceran digunakan 3 atau 5 seri tabung.
Metode ini biasanya digunakan untuk menghitung mikrobia dalam
sapel cair, jika sampel padat harus diencerkan dulu 1:10.
Selanjutnya dibuat seri pengenceran. Masing-masing pengenceran
dimasukan sampel sebanyak 1 ml, setelah diinkubasi dilihat tabung
yang positif pada setiap pegencerann dan jumlahnya dihitung
kemudian dikombinasikan hasilnya.
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. i ™
Dispensing broth
/S N gaden  + EEEN
a0 LR . , IV ‘
MPN-1 Single-strength broth 10 ml broth added 10 ml broth added
Double-strength broth 10 ml broth added )
(_ - .
Dispensing sample =
"0.1 ml water 1 ml diluted water sample +
sample” single-strength broth
w ‘
1:10 diluted water sample
MPN-2 @
/ \
"1 ml water "10 ml water
sample” sample”
1 ml water sample + 10 ml water sample +
Water sample single-strength broth double-strength broth

Gambar 5. 5. Pengaturan eksperimental prosedur MPN untuk
menguji air minum

Gambar 5.5 dapat dilihat bahwa pada pengenceran pertama
positif 3 tabung, pengenceran kedua 2 tabung, pengenceran ketiga
1 tabung dan pengenceran terakhir (keempat) negative, maka
kombinasinya 3,2,1,0 kemudain diambil tiga kombinasi pertama
(tiga kombinasi sebelum ditemukan pengenceran yang negative
atau 0) yaitu 3,2,1 angka tersebut selanjutnya dicocokan dengan
table MPN, kemudian nila MPN dihitung sebagai berikut:

MPN sampel = nilai MPN dari table x 1/Faktor pengenceran tabung
tengah

Tabel 5. 1. Contoh Perhitungan MPN

Study Positive Tubes in MPN Index _ 95% Confidence Limit DOE Standard WHO Standard

Sites Ig:;‘l'_"llerff';;ed““]’;‘r':{‘) « 100mL™? Low High (Count 100 mL~") [20]  (Count 100 mL~") [20]
s1 554 1600 400 4600 100 3
2 555 >1600 700 - 100 3
$3 5-5-4 1600 400 4600 100 3
L 5-2-1 70 2 170 100 3
S5 5-1-1 46 14 120 100 3
86 555 >1600 700 - 100 3
87 554 1600 400 4600 100 3
S8 555 >1600 700 - 100 3
59 5-0-0 23 6.8 70 100 3
s10 5-5-4 1600 400 4600 100 3

Legends: 51-510—River sampling sites; WHO—World Health Organization; DOE—Department of Environment,
Malaysia; * the data represents number of positive growth.
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Metode evaluatif Petroff-Hausser

Metode lainnya yaitu dengan menghitung langsung
menggunakan mikroskop. Plate khusus digunakan sebagai tempat
sampel mikroba kemudian dihitung secara manual. Sampel terukur
dari suspensi bakteri ditempatkan pada penghitung, dan jumlah
organisme yang sebenarnya dihitung dalam satu bagian ruangan.
Kekurangan pada metode Petroff-Hausser ini mikroorganime
hidup maupun mati dihitung semuanya.

Gambar 5. 6. Plate Petroff-Hausser

Cara menghitung mikroogranisme pada plate yang telah
dimasukkan sampel yaitu dengan menghitung kotak-kotak skala
dimana didalam setiap ukuran skala seluas 1 mm2 terdapat 25
buah kotak besar dengan luasan 0,04 mm2 dan setiap kotak besar
terdiri dari 16 kotak-kotak kecil. Tinggi sampel yang terletak
diantara kaca benda dan kaca penutup adalah 0,02 mm. Jumlah sel
dalam beberapa kotak besar dapat dihitung kemudian dihitung
jumlah sel rata-rata dalam kotak besar. Jumlah sel per ml sampel
sebagai berikut:

Jumlah sel per ml sampel
= jml sel per kotak besar x 25 kotakx 1/0,02 x 103
= jml sel per kotak besar x 1,25 x 106
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Gambar 5. 7. cara menghitung menggunakan metode Petroff-Hausser

Metode kekeruhan

Metode kekeruhan juga dapat digunakan untuk menilai
pertumbuhan bakteri. Saat bakteri berkembang biak dalam media
cair, mereka membuat media menjadi keruh. Menempatkan tabung
kultur dalam seberkas cahaya dan mencatat jumlah cahaya yang
ditransmisikan memberikan gambaran tentang kekeruhan dan
jumlah relatif bakteri yang dikandungnya.

Berat kering kultur juga dapat digunakan untuk menentukan
jumlah mikroba. Kultur cair dikeringkan, dan jumlah massa
mikroba ditimbang pada timbangan. Hal ini juga memungkinkan
untuk mengukur penyerapan oksigen dari kultur bakteri. Jika lebih
banyak oksigen digunakan oleh kultur A daripada oleh kultur B dan
semua hal lain adalah sama, maka mungkin disimpulkan bahwa
lebih banyak mikroorganisme hadir dalam kultur A. Variasi dari
metode ini disebut kebutuhan oksigen biokimia (BOD) digunakan
untuk mengukur tingkat kontaminasi dalam air.
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Menghitung massa sel secara langsung

Metode ini dapat dilakukan dengan cara volumetric, cara
gravimetric atau turbidimetri. Pada metode volumetric dan
turbidimetri pengukuran jumlah sel diawali dengan penyaringan
mikroorganisme. Contoh pengamatan sel secara turbidimetri dapat
dilihat pada Gambar berikut.

Percent of light
transmitted

Gambar 5. 8. Pengamatan jumlah sel secara turbidimetri

2) Metode tidak langsung

Metode menghitung massa sel secara tidak langsung.
Perhitungan massa sel secara tidak langsung dapat dilakukan
dengan dua cara yaitu berdasarkan aktivitas metabolic dan berat
kering. Pengukuran aktivitas metabolit misalnya analisis
komponen sel (protein, AND, ATP dan sebagainya), analisis produk
katabolisme (metabolit primer, metabolit sekunder, panas),
analisis konsumsi nutrien (misalnya karbon, nitrogen, oksigen,
asam amino, mineral dan sebagainya). Contoh pengukuran
aktivitas metabolism dan berat kering dapat dilihat pada gambar
berikut.
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5.3 Kondisi fisik yang dibutuhkan untuk
pertumbuhan

Selain menyediakan nutrient yang sesuai, mikroorganisme
juga membutuhkan factor fisika untuk metabolismenya. Bakteri
yang beragam nutrisinya, menunjukkan repson yang berbeda pula
terhadap kondisik fisik di dalam lingkungannya. Untuk
menghasilkan kultivasi berbagi tipe bakteri, dibutuhkan kombinasi
nutrient serta lingkungan fisik yang sesuai. Berikut faktor-faktor
fisik yang penting dalam metabolism mikroorganisme.

1) Suhu

Suhu mempengaruhi laju pertumbuhan mikroorganisme.
Keragaman suhu dapat juga mengubah proses-proses
metabolic tertentu serta morfologi di dalam sel.

Berdasarkan kisaran suhu aktivitasnya, bakteri dibagi
menjadi 4 golongan yaitu

a. Bakteri psikrofil, yaitu bakteri yang hidup pada daerah
suhu antara 0°-30 °C, dengan suhu optimum 15 °C.

56
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b. Bakteri mesofil, yaitu bakteri yang hidup di daerah suhu
antara 15°-55 °C, dengan suhu optimum 25°-40 °C.

c. Bakteri termofil, yaitu bakteri yang dapat hidup di
daerah suhu tinggi antara 40°-75 °C, dengan suhu
optimum 50-65 °C.

d. Bakteri hipertermofil, yaitu bakteri yang hidup pada
kisaran suhu 65 - 114 °C, dengan suhu optimum 88 °C

Menurut Sari (2012) pertumbuhan mikrobia terjadi pada
suhu dengan kisaran kira-kira 30°C. Kecepatan pertumbuhan
mikrobia meningkat lambat dengan naiknya suhu mencapai
kecepatan pertumbuhan maksimum. Di atas suhu maksimum
kecepatan pertumbuhan mikrobia menurun dengan cepat
dengan naiknya suhu.

2) pH

Menurut Respati (2017) pengaruh pH terhadap
pertumbuhan bakteri berkaitan dengan aktivitas enzim untuk
mengkatalisis reaksi-reaksi yang berhubungan dengan
pertumbuhan bakteri. Jika pH pertumbuhan bakteri tidak
optimum akan mengakibatkan terganggunya pertumbuhan
bakteri. Terdapat mikroba golongan neutralofil yang akan
tumbuh dengan baik pada pH optimal antar pH 6-8, golongan
mikroba asidofil yang dapat tumbuh pada pH 3 ke bawah dan
golongan alkalifil yang dapat tumbuh pada pH di atas 10,5.
Sebagian besar mikroba merupakan mikroba neutralofil. Unsur
oksigen diperlukan oleh organisme sebagai reseptor hidrogen.

Apabila mikroorganimse dikultivasi dalam suatu medium
tertentu, maka dengan penambahan senyawa-senyawa lain
dapat mengubah kondisi pH awalnya. Pergeseran pH ini
tentunya sangat berpengaruh terhadap pertumbuhan
mikroorganisme, bisa meningkatkan produkstivitasnya
maupun menurunkan tergantung pH optimum dari setiap
mikroorganisme. Untuk mencegah pergeseran pH ini,
dibutuhkan larutan penyangga yang dapat menahan
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perubahan pH yang terjadi. Larutan penyangga digunakan
sesuai optimalisasi kebutuhan mikroorganisme. Pada gambar
di bawah ini yaitu Gambar kisaran pH untuk pertumbuhan
beberapa mikroorganisme.

pH 1 2 3 4 5 [i] 7 8 9 0 11 12 13 14
Kapang

Khamir |

bakteri asam laktat

Staphylococeus aureus

Acinetobacter spp

Salmonella spp

E. coli

Yersinia enterocolitica

C. borulinum ‘

B.cereus

Vibrio parahaemolyticus

C.perfringens

Campylobacter spp

Vibrio spp

Gambar 5. 10. Kisaran pH untuk pertumbuhan beberapa
mikroorganisme ( Kustyawati, 2020)

3) Atmosfer gas

Gas utama yang mempengaruhi pertumbuhan
mikrobiologi yaitu oksogen dan karbondioksida. Berdasarkan
kebutuhan gas ini pengelompokkan mikroorganisme dibagi
menjadi:

1. Aerob: Tumbuh di udara sekitar, yang mengandung
21%  oksigen dan sejumlah  kecil (0,03%)
karbondioksida, contoh: Bacillus cereus.
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2. Aerob obligat: Bakteri ini memiliki kebutuhan mutlak
akan oksigen untuk tumbuh, contoh: Psuedomonas
aeruginosa dan Mycobacterium tuberculosis.

3. Anaerob obligat: Bakteri yang sama sekali tidak dapat
tumbuh pada kondisi ada oksigen. contoh: Clostridium
perfringens dan Clostridium botulinum.

4. Anaerob fakultatif: Bakteri ini mampu tumbuh di bawah
kondisi aerobik dan anaerobik, contoh: Kelompok
Enterobacteriaceae, dan Staphylococcus aureus.

5. Aerotoleran anaerob: Adalah bakteri anaerob yang tidak
terbunuh oleh paparan oksigen.

6. Capnophiles: Bakteri capnophilic membutuhkan
peningkatan konsentrasi karbondioksida (5%-10%) dan
sekitar 15% oksigen. Kondisi ini dapat dicapai dengan
inkubasi di toples lilin (3% karbondioksida) atau
inkubator  karbondioksida, contoh:  Haemophilus
influenzae dan Neisseria gonorrhoeae.

7. Mikroaerofilik: Kelompok bakteri yang dapat tumbuh di
oksigen tereduksi (5% hingga 10%) dan peningkatan
karbondioksida (8% hingga 10%). Ketegangan oksigen
yang lebih tinggi mungkin menghambat mereka.
Lingkungan ini dapat diperoleh dalam stoples atau adah
yang dirancang khusus, contoh: Campylobacter jejuni,
dan Helicobacter pylori (Ridwan, 2018).

Oksigen bebas dari udara sangatlah penting bagi bakteri
untuk respirasi sel, namun keperluan bakteri akan oksigen
bebas tersebut sangatlah berbeda, tergantung pada adanya
sistem enzim biooksidatif yang ada pada tiap spesies,
sehingga dikenal adanya respirasi aerob dan anaerob.
Respirasi yang menggunakan oksigen bebas sebagai
penerima elektron disebut respirasi aerob, dan yang
menggunakan senyawa anorganik sebagai penerima elektron
disebut respirasi anaerob (Nasution et al., 2020). Kebutuhan
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4)

oksigen bakteri mencerminkan mekanisme yang digunakan
oleh bakteri tertentu untuk memenuhi kebutuhan energi
mereka. Anaerob obligat tidak melakukan fosforilasi oksidatif.
Selanjutnya akan terbunuh dengan keberadaaan oksigen.

Bakteri anaerob obligat kekurangan enzim katalase,
peroksidase dan superoksida dismutase. Katalase merupakan
enzim yang memiliki fungsi untuk memecah hidrogen
peroksida (H202) menjadi air dan oksigen, peroksidase
berfungsi untuk memecah H202 menjadi air dan superoksida
dismutase berfungsi untuk mengubah O2- menjadi H202 dan
02. Enzim-enzim ini mendetoksifikasi peroksida (H202) dan
radikal bebas oksigen yang dihasilkan selama metabolisme
dengan adanya oksigen. Menurut Tjampakasari (2023)
keberhasilan dalam melakukan kultivasi dan idenfitkasi
bakteri anaerob ditentukan oleh pemilihan media dan isolasi
dan penentuan metode kultivasi yang tepat.

Faktor lain

Suhu, pH, ketersediaan gas adalah factor fisik yang
utama dalam pertumbuhan mikroorganisme sehingga kita
dapat mengetahui kondisi optimum dari pertumbuhannya.
Beberapa bakteri seperti organisme fotoautotrofik
(fotosintetik) membutuhkan cahaya sebagai sumber energi
dan bakteri halofilik membutuhkan kadar garam yang tinggi.

Selain nutrisi dan factor fisik, faktor lain yang penting
dalam pertumbuhan mikroorganisme disebut faktor-faktor
pertumbuhan (growth factor). Growth factor adalah senyawa
organik yang diperlukan untuk pembentukan komponen sel
suatu organisme, namun tidak bisa diproduksi oleh
organisme itu sendiri. Ada 3 macam growth factor yang
diperlukan oleh organisme, yaitu (1) asam- asam amino, (2)
purin dan pirimidin dan (3) vitamin. Asam amino diperlukan
untuk pembentukan protein, sedangkan purin dan pirimidin
diperlukan untuk pembentukan asam nukleat, sedangkan
vitamin diperlukan sebagai kofaktor enzim yang diperlukan
untuk keberlangsungan hidup sel.
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5.4 Pertumbuhan dan Perhitungan Sel Mikroba Lahan
Basah berbasis STEM-PJBL

Proyek praktikum pengaruh agen fisika dan kimia
terhadap pertumbuhan mikroba. Agen fisika yang digunakan
dalam praktikum yaitu suhu. Agen kimia yang digunakan yaitu
tekanan osmotic.

Cara kerja pengaruh suhu:

Kultur cair bakteri dan ragi dan suspensi spora Aspergillus
niger dimasukan kedalam penangas bersuhu 40°C, 60°C dan 100°C
selama 10 menit dan ditunggu hingga suhunya 45-50°C.
Selanjutnya dilakukan pengenceran berseri kultur sampai 10-¢ kali
untuk bakteri dan 10-> kali untuk fungi, lalu 3 pengenceran terakhir
diinokulasikan pada cawan petri berisi medium NA (untuk bakteri)
dan PDA (untuk Fungi) dengan metode spread dan diinkubasi pada
suhu ruang untuk Staphylococcus aureus, Aspergillus niger dan
Saccharomyces cerevisiae, dan untuk Bacillus stearothermophillus
diiinkubasi pada suhu 509C. kemudian dilakukan enumerasi pada
jam ke 24 dan 48 untuk bakteri dan sampai 72 jam untuk fungi.

Cara kerja tekanan osmotic:

0,1 mL kultur dalam microtube diinokulasikan dengan
metode spread pada medium NA + NaCl dengan variasi konsentrasi
NaCl sebesar 3 %, 8 %, 15 % dan 20 % kemudian diinkubasi pada
suhu 259C selama 24- 48 jam. Kemudian dilakukan enumerasi
koloni pada jam ke 24 dan 48.
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Langkah terakhir yaitu hasil data pertumbuhan mikroba disajikan
dalam bentuk grafik seperti gambar berikut:

>/\,>//

25 40 60 100
Suhu (°C)

Jumlah sel (CFU/mL)
O - m ow s @ o R

=B stearothermophilus S.aureus S.cerevisiae —— A niger

Gambar 5. 11. Grafik pengaruh suhu terhadao pertumbuhan mikroba

3% 8% 15% 20%
Konsentrasi NaCl

B

CFU/mL
]

B Hari 1 Har 2

Gambar 5. 12. Grafik pengaruh tekanan osmotic terhadap
pertumbuhan mikroba

5.5 Rangkuman

Pertumbuhan mikroba adalah penambahan jumlah mikroba,
dari satu menjadi dua, dari dua menjadi empat, dari empat menjadi
delapan, dan seterusnya. Metode untuk menghitung pertumbuhan
mikroba adalah metode lempeng hitung (plate count method),
metode MPN (most probable number), Metode evaluative Petroff-
Hausser, Metode kekeruhan dan Metode Berat kering kultur.
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5.6 Latihan soal

Jawablah pertanyaan berikut dengan baik dan benar!

1) Sebut dan jelaskan 4 fase pertumbuhan bakteri

2) Uji MPN didapatkan hasil adanya gas diakhir tes, maka
bakteri yang didapatkan adalah jenis bakteri....

3) Sebutkan factor yang mempengaruhi pertumbuhan
bakteri

4) Apa yang membedakan perhitungan bakteri secara
langsung dan secara tidak langsung?




MIKROBIOLOGI LAHAN BASAH
berbasis STEM-P]BL



MIKROBIOLOGI LAHAN BASAH
berbasis STEM-PJBL

BAB 6
IDENTIFIKASI MIKROBA

CPL : Mampu menganalisis fenomena sains secara terintegrasi
untuk memecahkan masalah dengan berpikir kritis dan
memanfaatkan IT sebagai sumber data untuk penelitian,
dan kewirausahaan.

CPMK 1 : Mahasiswa mampu memahami konsep-konsep Dasar
Mikrobiologi dalam peningkatan mutu kehidupan
bermasyarakat melalui inovasi dibidang
mikroorganisme lahan basah

CMPK 2 : Mahasiswa mampu membuat sebuah project terkait
penggunaan mikroorganisme dalam mikrobiologi
terapan (wirausaha) dalam mikrobiologi terapan
dibidang pangan, pertanian dan pakan

Identifikasi  mikroba dilakukan untuk mengetahui
karakteristik, morfologi dan jenis dari mikroba yang sedang
diamati. Proses pengamatan morfologi mikroba tidak dapat
dilakukan secara langsung dengan mata karena berukuran
mikroskopis, masih hidup (bergerak) dan transparan. Sehingga
butuh teknik dalam melakkukan identifikasi mikroba. Proses
identifikasi mikroba terdiri dari beberapa cara, hal ini disesuaikan
dengan karakteristik apa yang ingin diketahui.

6.1 Teknik Pewarnaan

Mengamati mikroba dan mikroorganisme lain dalam keadaan
maish hidup dengan ukuran yang mikroskopis dan tidak dapat
dilihat dengan mata secara langsung (tanpa menggunakan alat
bantu). Selain itu, mikroba seperti bakteri yang tidak memiliki
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warna yang sulit diamati maka dibutuhkan pewarnaan untuk
mengetahui mikroba tersebut dan diamati menggunakan alat bantu
yaitu mikroskop. Bakteri merupakan organisme bersel satu yang
memiliki struktur yang kompleks. Secara umum dapat dibagi
menjadi 3 daerah yaitu apendiks (flagella dan pilli), selubung
(kapsul, dinding sel dan membrane plasma) dan sitoplasma (DNA,
RNA, dan ribosom). Pada bakteri tertentu terutama yang tergolong
genus Bacillus dan Clostridium membentuk suatu struktur di dalam
sel pada tempat-tempat yang khas, disebut endospore yang
berguna untuk proteksi sel bukan untuk berkembangbiak.

Teknik pewarnaan mirkoba dalam laboratorium secara garis
besar ada 3 jenis, yaitu:

1) Pewarnaan sederhana (simple stain), misalnya pewarnaan
basa (langsung atau positif), pewarnaan asam (tidak langsung
atau negative).

2) Pewarnaan diferensial (differential stain), menggunakan lebih
dari satu jenis zat pewarna, misal pewarnaan gram,
pewarnaan tahan asam.

3) Pewarnaan struktur tubuh sel bakteri (structural stain), misal
pewarnaan flagella, pewarnaan spora, pewarnaan nucleus.

Pewarnaan yang dilakukan dipengaruhi oleh beberapa factor
yaitu proses fiksasi, variasi dalam penerapan diuretic, penggunaan
peluntur warna, pengguaan zat substrat, intensifikasi pewarna, dna
penerapan zat warna penutup. Suatu peparat yang memiliki warna
akan dikenai zat peluntur untuk pencucian dengan asam lemah
pada tahapan tertentu. Mikroba yang mengalami proses ini disebut
mikroorganisme cepat korosif dan menjadi ciri khas spesies
mikroba tersebut. Mikroba memiliki morfologi, design dan artibut
khas yang membedakannya dari mikroba yang lain. Mikroba
memiliki warna yang transparan dan untuk membedakan dengan
gelembung air dan mikroba tersebut dibutuhkan teknik pewarnaan
terhadap mikroba tersebut. Teknik pewarnaan pada mikroba ini
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menjadi penentu kualitas fisiologisnya yaitu dapat mengetahui
respon dinding sel bakteri melalui rangkaian pewarnaan.

Sebelum masuk ke tahap pewarnaan bakteri, terlebih

dahulu menyediakan sediaan bakteri yang akan diamati. Sediaan
bakteri merupakan suspense bakteri yang telak dilekatkan pada
kaca benda. Dalam pembuatannya, suspense bakteri dapat dibuat
dengan 2 cara yaitu:

(1) Bakteri yang diambil dari biakan medium padat
Cara membuat:

Siapkan kaca benda yang bersih dan telah disterilisasi
menggunakan alcohol

Pijarkan ose dalam posisi tegak dan didinginkan sejenak
Ambil aquades steril menggunakan ose secara aseptis
Letakkan aquades steril pada kaca benda secara aseptis
Secara aseptis, ambil sedikit biakan bakteri menggunakan
ose

Campurkan bakteri yang terambil dengan aquades pada
kaca benda menggunakan ose hingga merata

Lebarkan campuran tersebut hingga diperoleh lapisan
yang tidak terlalu tebal maupun tipis menggunakan ose
Kering anginkan sediaan bakteri tesebut, sementara ose
disterilisasi dengan dipijarkan pada api Bunsen

Lakukan fiksasi pada kaca benda dengan melewatkan
permukaan tanpa biakan pada nyala api beberapa kali
hingga pada permukaan kaca benda tidak ada sediaan
dengan tujuan agar sediaan dapat menempel optimal pada
kaca benda, dan bakteri pada sediaan mati sehingga mudah
menyerap zat warna

Biarkan sediaan hingga dingin

Sediaan telah siap diwarnai
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akteri yang diambil dari biakan medium cair

ara membuat:
Siapkan kaca benda yang bersih dan telah disterilisasi
menggunakan alcohol
Pijarkan ose dalam posisi tegak dan didinginkan sejenak
Ambil aquades steril menggunakan ose secara aseptis
Letakkan biakan bakteri yang telah diambil pada kaca
benda
Lebarkan hingga diperoleh lapisan yang tidak terlalu tebal
maupun tipis menggunakan ose
Kering anginkan sediaan bakteri tesebut, sementara ose
disterilisasi dengan dipijarkan pada api Bunsen
Lakukan fiksasi pada kaca benda dengan melewatkan
permukaan tanpa biakan pada nyala api beberapa kali
hingga pada permukaan kaca benda tidak ada sediaan
dengan tujuan agar sediaan dapat menempel optimal pada
kaca benda, dan bakteri pada sediaan mati sehingga mudah
menyerap zat warna
Biarkan sediaan hingga dingin
Sediaan telah siap diwarnai

Perbedaan pembuatan sediaan dari biakan bakteri di medium

padat dan cair hanya pada penggunaan aquades.

1)

Pewarnaan Sederhana

Pewarnaan sederhana merupakan teknik yang
digunakan untuk mengetahui struktur dan morfologi mikroba
dengan memberikan warna dasar yang relative mudah
dilakukan sehingga mikroba dapat dilihat dengan jelas di
bawah mikroskop. Pewarnaan sederhana ada 2 yaitu
pewarnaan basa dan pewarnaan asam.
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a) Pewarnaan basa

Teknik pewarnaan sederhana menggunakan sebuat
pewarna tunggal atau utama yang bertujuan untuk
melihat morfologi sel bakteri termasuk bentuk, ukuran
dan susunan sel. Warna basa terjadi ketika senyawa
warna dengan muatan positif digunakan, yang
kemudian dibatasi oleh dinding sel bakteri,
menyebabkan sel bakteri terlihat berwarna. Beberapa
contoh warna basa termasuk methylene blue, safranin,
dan sejenisnya. Mayoritas mikroba merespon dengan
baik terhadap metode pewarnaan sederhana karena
sitoplasmanya memiliki sifat basofilik (afinitas terhadap
basa), sementara pewarna yang digunakan dalam
metode ini umumnya bersifat antasida (bagian
kromatofitnya bermuatan positif).

Mekanisme pewarnaan basa yaitu:

e Buat sediaan bakteri pada kaca benda yang bersih

dan disterilkan menggunakan aklohol
e Teteskan methylene blue atau safranin pada sediaan
bakteri

f “
INTERPRETASI PEWARNAAN SEDERHANA

Methylene Blue Chrystal Violet Carbol Fuchsin
. J

Gambar 6. 1. Interpretasi Pewarnaan Sederhana
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b) Pewarnaan asam (Burri Staining)
Pewarnaan asam dan pewarnaan negative merupakan
pewarnaan yang menggunakan warna asam seperti
eosin, negrosin sebagai pewarna utama. Pewarnaan
negative dilakukan pada mikroorganisme yang sulit
diwarnai dengan warna dasar seperti spirochaete.
Pewarnaan ini bertujuan untuk mengetahui bentuk,
ukuran dan susunan (morfologi) sel bakteri secara tidak
langsung, sel bakteri akan tampak sebagai unit
transparan (tidak berwarna) sementara latar
belakangnya berwarna gelap sebagai efek dari zat
warna. Pewarnaan negative memerlukan pewarna asam
karena memiliki negative charge kromogen (tidak akan
menembus atau berpenetrasi ke dalam sel karena
negative charge pada permukaan bakteri. Oleh karena
itu, sel tidak berwarna dan mudah dilihat dengan latar

belakang berwarna.
" , ¥

Gambar 6. 2. Contoh hasil pewarnaan asam
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2) Pewarnaan Diferensial

Pewarnaan diferensial merupakan teknik pewarnaan
yang dapat membedakan kelompok bakteri melalui
perbedaan warna yang muncul dari sel bakteri. Tujuan
pewarnaan diferensial yaitu untuk mengidentifikasi bakteri
berdasarkan perbedaan warna yang muncul dari sel bakteri.
Pewarnaan diferensial dibagi menjadi 3 yaitu pewarnaan
gram, pewarnaan tahan asam dan pewarnaan endospora.
Pewarnaan ini menggunakan lebih dari satu jenis warna.

a) Pewarnaan gram

Pewarnaan gram merupakan salah satu
pewarnaan diferensial yang membedakan bakteri
menjadi 2 kelompok yaitu gram positif dan gram negatif.
Tujuan dari pewarnaan gram yaitu mengetahui bakteri
tergolong dalam gram positif atau negative berdasarkan
dinding sel bakteri tersebut. Pewarnaan gram
ditemukan oleh ahli mikrobiologi berkebangsaan
Denmark, Hans Christian Gram pada tahun 1882 dan
dipublikasikan pada tahun 1884. Pewarnaan gram
dipergunakan untuk membedakan antara bakteri
Streptococcus pneumoniae dan Klebsiella pneumoniae
pada jaringan paru.

Sifat gram ditentukan oleh derajat keasaman (pH)
pada sitoplasma sel, adanya senyawa ribonukleat,
magnesium pada bakteri gram positif dan ketebalan
serta perbedaan lipid pada dinsing sel anatara bakteri
gram positif-negatif.

Gram positif adalah bakteri yang memiliki dinding
sel yang tebal dan mengandung asam teikoik yang
bersifat menahan pewarna pertama (kristal violet) yang
berwarna ungu dan tidak hilang dengan pencucian
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maupun pemberian warna tanding (counterstain) yaitu
safranin atau basic fuchin yang berwarna merah.
Sedangkan gram negarif memiliki struktur dinding sel
yang tipis yang mengandung lapisan lipopolisakarida
sehingga kristal violet tidak dapat terserap kuat dan
setelah pemberian dekolorisasi (alcohol) lapisan
lipopolisakarida akan terlarut dan warna kristal violet
akan hilang. Sehingga bakteri akan menerima warna
tanding dan berwarna merabh.

Perbedaan struktur bakteri gram positif dan
negatif dapat dilihat pada Gambar 6.3 dan Tabel 6.1

Gambar 6. 3. Hasil pewarnaan gram (a) Gram negatif dan
(b) Gram positif

Tabel 6. 1. Perbedaan Bakteri Gram positif dan negatif

Gram + Gram -
Struktur Tebal, sederhana Tipis, kompleks
dinding sel
Komposisi Asam teikoik Lipopolisakarida
dinding sel tebal tebal
Peptidoglikan Peptidoglikan
tebal tipis
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Peptidoglikan
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Gambar 6. 4. Perbedaan dinding sel bakteri gram negative
dan gram positif

Pewarnaan gram terdiri atas warna positif yaitu kristal
violet yang melalui dinding sel bakteri dan berikatan
dengan sel yang bermuatan negative sehingga
menyebabkan bakteri berwarna ungu. Lugol (iodine)
sebagai pemantek (mordant) yang bermuatan negative
akan menambah kekuatan ikatan kristal violet sehingga
terbentuk kompleks kristal violet-iodeine dalam sel dan
menyebabkan warna kristal violet melekat pada bakteri.
Penambahan alcohol sebagai dekolorisator pada dinding
sel bakteri.

Pada gram  negative alcohol = menyebabkan
terekstraksinya lipid pada dinding sel bakteri sehingga
memperbesar daya permeabilitas dinding sel gram
negative dan bakteri tidak dapat mempertahankan
kompleks kristal violet-iodine (kristal violet-iodine
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b)

terlepas/ luntur). Berbeda dengan gram positif,
penambahan alcohol menyebabkan dinding sel bakteri
terhidrasi sehingga ukuran pori-pori mengecil dan
permeabilitas berkurang dan kompleks kritas violet-
iodin terperangkap atau tidak dapat terlepas sehingga
tetap berwarna ungu. Pada saat pemberian warna
safranin, gram positif yang kehilangan warna Kkristal
violet-iodin akan mengambil warna safranin sehingga
berwarna merah.

Pewarnaan tahan asam (Ziehl Neelsen Staining)
Pewarnaan tahan asam bertujuan untuk mengetahui
jenis bakteri yang tahan terhadap pH rendah
(lingkungan asam). Bakteri tahan asam memiliki lapisan
lipid yang sulit untuk diwarnai dan didekolorisasi
dengan pewarnaan sederhana. Prinsip pewarnaan tahan
asam adalah dinding bakteri memiliki lapisan lipid
seperti mycolic acid yang bersifat tahan asam sehingga
pemberian carbol fuchsin disertai pemanasan akan
mempermudah carbon fuchsin masuk ke dalam dinding
sel bakteri. Apabila zat warna ini telah terikat maka
sangat sulit untuk menghapusnya sekalipun dicuci
dengan alcohol asam kuat.

Saat bakteri tahan asam dipanaskan maka lapisan lemak
akan terbuka dan bakteri akan mengambil warna
carbon fuchsin (merah). Pada pencucian dengan air,
lapisa lemak yang terbuka pada waktu pemanasan akan
merapat kembali karena pendinginan. Pada pemberian
alcohol asam, warna merah dari carbol fuchsin pada
bakteri tahan asam akan dipertahankan atau tidak
dilepaskan. Sedangkan bakteri yang tidak tahan asam
akan melepaskan warna carbol fuchsin sehingga akan
menerima warna methylene blue dipewarnaan penutup
sehingga memiliki warna biru. Perbedaan pemberian
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warna pada bakteri tahan asam dan bakteri tidak tahan
asam dapat dilihat pada tabel 6.2 berikut

Tabel 6. 2. Perbedaan pemberian warna atau larutan pada

bakteri
Pemberian Perubahan warna pada bakteri
warna/ Tahan asam Tidak tahan
larutan
asam
Carbol fuchsin Merah Merah
Alcohol asam Merah Tidak
berwarna
Methylene blue Merah Biru

~

el BTA

s a7

Gambar 6. 5. Hasil pewarnaan tahan asam

Pewarnaan endospore

Pewarnaan endospore bertujuan untuk
mengetahui ada tidaknya endospore pada bakteri. Tidak
semua bakteri memiliki endospore, hanya golongan
bakteri tertentu yang memiliki endospore, salah satunya
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bakteri Bacillus. Endospore adalah bentuk dorman atau
istirahat dari sel bakteri yang sangat tahan terhadap
kondisi lingkungan yang ekstrem. Endospore bakteri
adalah struktur yang tidak aktif secara metabolic dan
sangat tahan dan diproduksi oleh beberapa bakteri
sebagai strategi pertahanan dalam kondisi lingkungan
yang tidak menguntungkan. Banyak yang menganggap
dormansi spora sebagai bentuk keternangan yang lebih
dalam dengan hampir tidak ada aktivitas intraseluler
yang terjadi karena sel-sel yang diam tetap hidup Ketika
nutrisi berlimpah (Walker et al., 2023).

Prinsip kerja pewarnaan endospore yaitu
memaksa pewarna primer-hijau masuk kedalam
endospore dengan cara mengukur emulsi bakteri.
Pewarna ini larut dalam air dan memiliki afinitas yang
rendah terhadap bahan seluler, sehingga sel vegetative
dapat dihilangkan warnanya dengan air. Pewarna
safranin kemudian diaplikasikan untuk menetralkan
setiap sel yang telah dihilangkan warnanya. Pada akhir
proses pewarnaan akan Nampak sel vegetative
berwarna merah dan endospore akan berwarna hijau
tua. Letak spora tergantung jenis bakteri yang diamati
ada yang di tengah sel, ujung sel atau diantara ujung dan
tengah sel. Bentuk sepora ada yang berbentuk bulat
atau elips. Pewarnaan endospore penting dalam
bakteriologi yaitu untuk mengidentifikasi keberadaan
endospore pada bakteri pembentuk spora seperti
Bacillus dan Clostridium dan membedakan antara sel
vegetative dan endospore.
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TAHAP-TAHAP PEWARNAAN ENDOSPORA
(Metode Shcaeffer-Fulton)
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Aplikasi Perlakuan Dekolorisasi Aplikasi
Malachite green Panas dengan Air Safranin
(Pewarna Primer) (Pewarna Sekunder)

Gambar 6. 6. Tahap-tahap pewarnaan endospore

Gambar 6. 7. Hasil pewarnaan endospore (endospore
berwarna hijau, sel vegetative berwarna merah)

3) Pewarnaan Struktur Tubuh Sel Bakteri

Selain morfologi bakteri baik secara individual maupun
koloni, uji sifat biokimia juga sangat penting dilakukan untuk
memperjelas genus maupun spesies yang kita amati apakah
benar-benar spesies bakteri yang seharusnya. Uji biokimia
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dilakukan untuk mengamati sifat fisiologis bakteri yaitu
kemampuannya untuk melakukan reaksi biokimia tertentu.
Uji biokimia erat kaitannya dengan metabolism sel, yaitu
proses kimiawi yang dilakukan oleh sel untuk menghasilkan
energi dan membangun komponen-komponen sel. Reaksi
kimia ini menghasilkan produk-produk tertentu yang dapat
dideteksi melalui uji biokimia.

Ciri fisiologis dan biokimia sangat penting untuk
identifikasi mikroba, karena secara morfologi bakteri yang
berbeda memiliki tampak tang serupa. Reaksi biokimia dapat
terjadi pada bagian luar maupun dalam sel bakteri oleh suatu
yang diatur oleh katalis biologi yang disebut dengan enzim.
Enzim pada mikroba khsusnya bakteri terbagi menjadi dua
yaitu enzim ekstraseluler (eksoenzim) dan enzim intraseluler
(endoenzim).

Eksoenzim berfungsi untuk mendegradasi substrat
nutrisi berupa polisakarida, lipid, dan protein yang berada
diluar sel menjadi molekul yang berukuran lebih kecil
sebelum diangkut ke dalam sel bakteri. Endoenzim yang
terdapat didalam sel bakteri bertanggungjawab untuk
mensintesis kebutuhan protoplasma baru dan produksi
energi seluler dari bahan-bahan yang diasimilasi.
Kemampuan sel bakteri bereaksi terhadap substrat nutrisi
yang menembus membrane sel menunjukkan banyaknya
endoenzim yang mampu mengubah substrat spesifik secara
kimiawi menjadi bahan esensial.

Tabel 6. 3. Uji biokimia berdasarkan jenis enzim

Enzim Ekstraseluler Enzim Intraseluler
Hidrolisis Pati Fermentasi Karbohidrat
Hidrolisis Lipid Reduksi Nitrat

Hidrolisis Kasein/Protein Reaksi Katalase
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Enzim Ekstraseluler Enzim Intraseluler
Hidrolisis Gelatin Uji Urease
Koagulase Uji Oksidase
Uji Indole

Untuk mengetahui benar tidaknya teknik serta hasil uji
biokimia bakteri yang telah dilakukan bisa di bandingkan
dengan salah satu buku, Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology, untuk mengetahui determinasi bakteri. Pada
buku tersebut terdapat data hasil pengujian yang lengkap
tentang keseluruhan spesies bakteri yang telah dituliskan
dalam descriptive chart.

Berikut wuji biokimia bakteri berdasarkan enzim
ekstraseluler, diantaranya meliputi:

HIDROLISA PATI (AMILUM)

Pati merupakan makromolekuler berupa polimer
bercabang yang memiliki berat molekul tinggi tersusun atas
molekul glukosa yang dirangkai oleh ikatan glikodisik. Proses
degradasi pati diawali oleh enzim ekstraseluler (amilase)
yang menghidrolisis pati menjadi polisakarida yang lebih
pendek yaitu dekstrin, dan pada akhirnya menjadi maltose.
Hidrolisis akhir disakarida ini dilakukan oleh enzim maltase
sehingga menghasilkan molekul glukosa dengan berat
molekul rendah dan mudah larut sehingga mudah diangkut
ke dalam sel bakteri untuk produksi energi melalui proses
glikolisis. Dalam percobaan uji hidrolisis pati menggunakan
media agar pati untuk menunjukkan adanya aktivitas hidrolik
dari eksoenzim. Umumnya media agar yang digunakan adalah
nutrient agar (NA) yang mengandung pati, dimana pati
berfungsi sebagai substrat polisakarida.
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Pati dengan adanya penambahan iodin akan memberikan
warna biru kehitaman pada medium, yang menngindikasikan
tidak adanya enzim pemecah pati dan menunjukkan hasil
negative. Sedangkan hasil uji positif terdapat daerah atau
zona bening disekeliling koloni. Zona bening ini menunjukkan
amilum/pati telah terhidrolisis menjadi sakarida yang lebih
sederhana.

Starch hydrolysis (+ve) Starch hydrolysis (-ve)

Gambar 6.8 Hasil hidrolisis pati
HIDROLISIS LIPID

Lipid merupakan makromolekul yang sukar larut dalam
air dan menyimpan banyak energi. Secara umum lipid dibagi
menjadi dua jenis yaitu lipid sederhana dan lipid kompleks.
Lipid sederhana dapat didegradasi menjadi molekul
sederhana degan enzim lipase (eksoenzim). Sedangkan lipid
majemuk adalah senyawa lipid yang dapat menghasilkan satu
molekul senyawa lain yang bukan lipid jika mengalami
hidrolisis. Senyawa lipid kompleks antara lain lipoprotein,
fosfolipid, aminolipid, glikolipid dan lain sebagainya.

Uji hidrolisis lipid pada bakteri menggunakan Media
Tributirin Agar. Setelah dilakukan uji akan diperoleh zona
bening disekitar koloni bkateri, ini menunjukkan bahwa
koloni bakteri mampu menghidrolisis lipid (hasil positif).
Sebaliknya jika tidak terbentuk zona bening maka bakteri
tidak mampu menghidrolisis lipid (hasil negative).
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Gambar 6. 8. Hasil hidrolisis lipid

HIDROLISIS PROTEIN

Uji hidrolisis protein pada bakteri menggunakan media
Skim Milk Agar (SMA). Susu skim pada SMA mengandung
kasein yang berfungsi sebagai substrat enzim. Hidrolisis
kasein digunakan untuk memperlihatkan adanya aktivitas
hidrolitik enzim protease dan peptidase. Bakteri proteolitik
mampu memproduksi enzim protease ekstraseluler, yaitu
enzim pemecah protein yang diproduksi di dalam sel
kemudian dilepaskan keluar dari sel.

Enzim protease dan peptidase, berperan dalam proses
hidrolisis kasein menjadi peptida-peptida dan asam-asam
amino yang larut. Kasein di dalam media SMA terhidrolisis
ditandai dengan adanya zona bening di sekitar koloni bakteri.
Aktivitas proteolitik ditunjukkan dengan semakin lebarnya
zona bening tersebut. Hasil perombakan polimer protein
hanya ditunjukan dengan adanya zona bening yang
menandakan protein telah dirombak menjadi senyawa
peptida dan asam amino yang sifatnya terlarut dalam media.
Kemampuan hidrolisis protein dari bakteri proteolitik
ditandai dengan nilai indeks hidrolisis protein yang
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merupakan perbandingan antara diameter zona bening
terhadap diameter koloni isolat bakteri pada media SMA
lempeng. Hasil bagi diameter tersebut dinyatakan sebagai
aktifitas relatif protease (Sri Hastuti et al., n.d.).

Perhitungan indeks hidrolisis proteolitik (IHP) mengacu
pada rumus berikut:

IHP = diameter zona bening
diameter koloni bakteri

Berikut gambar contoh dari aktifitas hasil uji hidrolisis
protein

Gambar 6. 9. Koloni bakteri proteolitik pada medium SMA (A)Vibrio
parahaemo-liticus (B) Pseudomonas pseudomallei, dan
(C) Listeria monocytogenes. Zona bening menunjukkan

aktivitas hidrolisis protein oleh bakteri (tanda panah
biru).
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HIDROLISIS GELATIN

Gelatin adalah suatu zat yng meleleh pada atau di atas
28°C, sehingga harus dibudidayakan di suhu 25°C (suhu
kamar) Hidrolisis gelatin terjadi karena bakteri
menghasilkan gelatinase untuk menghidrolisis
polimerprotein, gelatin, untuk asam amino. Beberapa spesies
bakteri yang mengeluarkan gelatinase: Staphylococcus aureus,
beberapa spesies Clostridium, Propinobacterium acnes,
beberapa anggota Enterobacteriaceae, beberapa
Pseudomonadaceae dan anggota Bacillus, Serratia, Proteus.

&
gelatin hydrolysis

Gambar 6. 10. Hasil uji gelatin
KOAGULASE

Uji koagulase bertujuan untuk mendeteksi adanya
pembentukan enzim koagulase yang terikat pada dinding sel
bakteri. Uji ini dilakukan dengan cara mengambil isolat
bakteri menggunakan ose, uji koagulase metode slide
dilakukan dengan menggunakan plasma sitrat. Reaksi positif
pada uji koagulase ditunjukkan dengan adanya gumpalan
seperti gel pada preparat, dan reaksi ini dinyatakan negatif
jika tidak terdapat gumpalan.
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Negative

Tube Coagulase Test

Gambar 6. 11. Hasil uji koagulase

Berikut uji biokimia bakteri berdasarkan enzim
intraseluler, diantaranya meliputi:

FERMENTASI KARBOHIDRAT

Uji fermentasi karbohidrat bertujuan untuk mengetahui
kemampuan isolat bakteri dalam menghidrolisis karbohidrat
dengan menggunakan tiga jenis gula, yaitu glukosa, laktosa
dan sukrosa. Uji ini menggunakan media NB yang ditambah
dengan Brom Tyymol Blue (BTB) sebagai indikator
dimasukkan kedalam tabung reaksi, lalu ditambahkan gula
yang akan difermentasikan 1-2%. Tabung durham
dimasukkan ke dalam tabung reaksi tersebut, kemudian
disterilkan setelah steril diinokulasi masing-masing isolat
bakteri kemudian diinkubasi selama 24-48 jam pada suhu
37°C. Indikator pembentukan asam laktat apabila terjadi
perubahan warna medium dari hijau menjadi kuning tanpa
pembentukan gas pada tabung durham. Uji akan bersifat
fermentasi asam campuran apabila warna medium berubah
dan diikuti pembentukan gas pada tabung durham dan uji
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akan bersifat fermentasi alkohol apabila terbentuk gas pada
tabung durham tanpa diikuti perubahan warna medium.

Gambar 6. 12. Hasil uji fermentasi karbohidrat

REDUKSI NITRAT

Denitrifikasi merupakan proses reduksi nitrat, melalui
senyawa intermediet nitrit dan nitric oksida, menjadi nitrous
oksida atau gas dinitrogen. Proses ini melepaskan senyawa
nitrogen pada lingkungan, Dimana nitrat direduksi menjadi
bentuk gas yang dilepas ke atmosfer. Meskipun dapat
melepaskan senyawa nitrogen ke udara, proses denitrifikasi
juga dapat berakibat buruk terhadap lingkungan karena dari
prosesnya berpotensi menghasilkan gas nitrit oksida (NO)
dan nitrous oksida (N20) yang merupakan gas potensial
rumah kaca. Produk yang dihasilkan selama proses
denitrifikasi tersebut tergantung dari jenis bakteri yang
didukung dengan kelengkapan enzim selama aktivitasnya.

Bakteri  denitrifikasi merupakan bakteri yang
memanfaatkan senyawa nitrat sebagai penerima elektron
terakhir, senyawa nitrat direduksi menjadi nitrit dan
selanjutnya akan membentuk gas nitrogen. Selain itu,
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terdapat beberapa jenis bakteri yang memanfaatkan senyawa
nitrat dan membentuk amonia yang tergolong pada kelompok
bakteri reduksi nitrat menjadi amonium dissimilatif. Tipe
metabolisme respirasi dan reduksi nitrat menjadi amonium
dissimilatif (DNRA) dilakukan oleh kelompok bakteri dengan
tipe metabolisme fermentatif.

Alat dan bahan yang diperlukan:

-Biakan B.subtilis, E.coli, S.dysentriae
-Medium nitrat cair

-Larutan asam sulfanilat

-Larutan alfa-napthylamine

-Pipet 1 ml steril

Cara kerja:

Inokulasikan isolate bakteri pada medium masing-
masing 2 tabung. Sebagai kontrol gunakan medium
tanpa inoculum

Inokulasikan pada temperature 379C selama 2 hari
Setelah inkubasi tuangkan 1 ml larutan asam sulfanilat
dan 1 larutan alfa-napthylamine kedalam masing-
masing tabung

Jika setelah digojog terbentuk warna merah
(menunjukkan terbentuknya nitrit)
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Gambar 6. 13. Hasil uji reduksi nitrat

REDUKSI HIDROGEN PEROKSIDA (KATALASE)

Reduksi hydrogen peroksida atau yang sering disebut
uji katalase. Uji Katalase dilakukan dengan meneteskan
hidrogen peroksida (H202) 3% pada benda kaca yang bersih.
Biakan dioleskan yang sudah ditetesi hidrogen peroksida
dengan usa pada benda kaca tersebut. Suspensi dicampur
secara perlahan menggunakan usa, hasil yang positif ditandai
dengan terbentuknya gelembung-gelembung udara. Uji
katalase dikatakan posistif apabila terbentuknya gelembung
gas pada kaca benda. Staphylococcus aureus termasuk bakteri
yang menghasilkan enzim katalase yang mampu
menghidrolisis hidrogen peroksida (H202) menjadi air dan
gas O2. Uji katalase penting dilakukan untuk mengidentifikasi
kelompok bakteri tertentu.
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Catalase +ve

.

Catalase -ve Catalase -ve Catalse tve

Gambar 6. 14. Hasil uji katalase
UJI UREASE

Uji urease membantu mengidentifikasi bakteri
berdasarkan kemampuan untuk menghasilkan enzim urease.
Bakteri yang menghasilkan urease akan mengubah urea
menjadi amonia dan karbon dioksida. Hasil positif dari uji ini
membantu membedakan jenis bakteri tertentu dari yang
lainnya, sehingga mempermudah proses identifikasi
mikroorganisme. Media urea berisi indikator phenol red.
Interpretasi hasil: negatif (-): tidak terjadi perubahan warna
media menjadi pink/merah jambu, artinya kuman tidak
memecah urea membentuk amoniak. Positif (+): tidak terjadi
perubahan warna media menjadi pink/merah jambu, artinya
kuman memecah urea membentuk amoniak (Lim, 2006).

Gambar 6. 15. Hasil uji urease
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UJI OKSIDASE

Uji oksidase digunakan untuk mengetahui aktifits enzim
sitokrom c oksidase yang dihasilkan bakteri. Enzim sitokrom
c oksidase adalah enzim yang berperan dalam fosforilasi
oksidatif saat proses respirasi seluler sebagai akseptor
elektron. Tidak semua bakteri mampu menghasilkan enzim
sitokrom c oksidase, karena enzim ini hanya dimiliki oleh
bakteri yang melakukan respirasi secara aerobik.

Enzim sitokrom c oksidase pada bakteri aerobik akan
menggunakan Oksigen sebagai akseptor dan pembawa
elektron saat proses fosforilasi oksidatif. Enzim ini dapat
dideteksi aktifitasnya melalui uji Oksidase menggunakan
reagen kimia N, N, N’, N’-tetramethyl-p-phenylenediamine
dihydrochloride. Reagen ini menyediakan elektron buatan
yang akan bereaksi dengan enzim sitokrom c oksidase. Hasil
reaksi oksidase positif akan merubah warna ragen menjadi
ungu atau biru tua karena di dalam reagen mengandung
senyawa Indophenol Blue. Jika tidak terjadi perubahan warna
reagen maka disebut oksidase negatif.

Tidak semua jenis bakteri memiliki karakter uji
oksidase positif, karena hanya dimiliki oleh kelompok bakteri
aerobik. Sifat ini berguna dalam melakukan identifikasi dalam
menentukan spesies bakteri. Contoh genus bakteri dengan
karakter uji oksidase positif adalah Neisseria, Moraxella,
Campylobacter dan Pasteurella.

Reagen uji oksidase bakteri dibagi menjadi 3 jenis yaitu
Kovac's Oxidase, Gordon dan McLeod’s, serta Gaby dan
Hadley (indophenol oxidase).
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Uji oksidase bakteri memiliki beberapa metode

penguyj

ian yaitu:
Metode kertas filter

Metode ini menggunakan reagen Kovac’s Oxidase
dengan interpretasi uji apablia terjadi perubahan
warna pada ulasan bakteri menjadi ungu atau biru tua
saat pengamatan selama 5-10 detik pertama disebut
oksidase positif. Jika perubahan warna terjadi selama
pengamatan 10-60 detik maka disebut oksidase positif
yang terlambat. Namun jika lebih dari 60 detik baru
terjadi perubahan warna atau tidak terjadi perubahan
warna dapat dinyatakan oksidase negatif.

Metode langsung (direct plate)

Metode ini menggunakan reagen Gordon dan
McLeod’s. Interpretasi uji oksidase menggunakan
reagen Gordon dan McLeod’s adalah jika terjadi
perubahan warna koloni bakteri menjadi ungu atau
biru tua saat pengamatan selama 10-30 menit atau
menjadi hitam selama pengamatan 60 menit disebut
oksidase positif. Jika tidak terjadi perubahan warna
maka disebut oksidase negatif.

Metode ulas (swab)

Metode ini menggunakan reagen Kovac's
Oxidase. Interpretasi uji oksidase metode ulas adalah
apabila terjadi perubahan warna pada cotton
bud menjadi ungu atau biru tua saat pengamatan
selama 5-10 detik pertama disebut oksidase positif.
Jika perubahan warna terjadi selama pengamatan 10-
60 detik maka disebut oksidase positif yang terlambat.
Namun jika lebih dari 60 detik baru terjadi perubahan
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warna atau tidak terjadi perubahan warna maka dapat
dinyatakan oksidase negatif.

e Metode tabung reaksi

Metode ini menggunakan reagen Gaby dan
Hadley. Interpretasi uji oksidase metode tabung reaksi
adalah apabila terjadi perubahan warna pada kultur
bakteri menjadi biru saat pengamatan selama 15-30
detik pertama disebut oksidase positif. Jika perubahan
warna terjadi selama pengamatan 2-3 mrnit maka
disebut oksidase positif yang terlambat. Namun jika
tidak terjadi perubahan warna maka dapat dinyatakan
oksidase negatif.

Berdasarkan 4 metode pengujian tersebut, berikut
contoh gambar hasil uji oksidase,

Uji Oksidase Metode Kertas Filter Uji Oksidase Metode Langsung

Oksidase Negatif

Oksidase Positif

ASM MicrobeLibrary © Catheart, Kramer, Shiolds

Oksidase Negatif Oksidase Positif

Uji Oksidase Metode Tabung Reaksi

Oksidase Positif | Oksidase Negatif

Gambar 6. 16. Hasil Uji oksidase
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UJI INDOL

Uji indol dilakukan untuk melihat kemampuan
organisme yang mendegradasi asam amino triptofan dan
menghasilkan indol. Uji indol dilakukan dengan media
Motility Indol Ornhitin (MI0)

Satu ose biakan bakteri dari NA miring diinokulasikan
ke dalam media MIO, lalu diinkubasikan selama 24 jam pada
suhu 37°C, ditambahkan 0,2-0,3 ml pereaksi indol ke dalam
masing-masing tabung, kocok dan diamkan selama beberapa
menit. Warna merah cherry pada permukaan membentuk
cincin menandakan reaksi indol positif, warna jingga
menunjukkan reaksi indol negative.

Gambar 6. 17. Hasil uji indol




MIKROBIOLOGI LAHAN BASAH
berbasis STEM-PJBL

6.2 Identifikasi Mikroba Lahan Basah berbasis STEM-
PJBL

Proyek untuk identifikasi mikroba lahan basah berbasis
STEM-PjBL yaitu proyek identifikasi mikroba lahan basah
memerlukan waktu 4 minggu pertemuan dengan rincian minggu
pertama memperkenalkan teori identifikasi mikroba dan membagi
kelompok dengan lahan basah yang berbeda (rawa dan gambut)
dengan masalah yang berbeda; minggu kedua melakukan studi
literatur dan menyusun proposal mini; minggu ketiga
mengumpulkan dan memperbaiki proposal mini serta
melaksanakan kegiatan praktikum; minggu keempat melakukan
presentasi hasil praktikum dalam proyek mini

6.3 Rangkuman

Identifikasi  mikroba dilakukan untuk mengetahui
karakteristik, morfologi dan jenis dari mikroba yang ingin diamati.
Teknik identifikasi mikroba terdiri atas teknik pewarnaan dan uji
biokimia. Teknik pewarnaan mikroba dibagi menjadi 3 jenis yaitu
simple stain (pewarnaan basa dan pewarnaan asam), differential
stain (pewarnaan gram, pewarnaan tahan asam, pewarnaan
endospore), structural stain. Uji biokimia terdiri atas 2 jenis enzim
yaitu ekstraseluler (hidrolisis pati, lipid, kasein, gelatin dan
koagulase) dan intraseluler (fermentasi karbohidrat, reduksi nitrat,
reaksi katalase, uji urease, uji oksidase, uji indole.
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6.4 Latihan soal

Jawablah pertanyaan berikut dengan baik dan benar!
1) Apa perbedaan identifikasi bakteri dengan cara teknik
pewarnaan dan uji biokimia? Jelaskan!
2) Mengapa bakteri gram positif mampu mempertahankan
warna kristal violet dari pada gram negative? Jelaskan!
3) Mengapa bakteri tahan asam lebih mempertahankan
warna fuchsin carbon daripada bakteri yang tahan
asam? Jelaskan!
4) Bagaimana uji pati menghasilkan zona bening?
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BAB 7
GENETIKA MIKROBA

CPL : Mampu menganalisis fenomena sains secara terintegrasi
untuk memecahkan masalah dengan berpikir kritis dan
memanfaatkan IT sebagai sumber data untuk penelitian,

dan kewirausahaan.

CPMK 1 : Mahasiswa mampu memahami konsep-konsep Dasar
Mikrobiologi dalam peningkatan mutu kehidupan
bermasyarakat melalui inovasi dibidang
mikroorganisme lahan basah

CMPK 3 : Mahasiswa mampu memberikan argumentasi tentang
kasus-kasus berkenaan dengan mikrobiologi (rekayasa
genetika)

7.1 Pengertian Genetika Mikroba

Genetika adalah ilmu yang mempelajari tentang hereditas
(sifat turun temurun) sifat induk dan variasi sifat karakteristik
mikrobia. Hereditas adalah pengawetan sifat-sifat struktur dan
fungsi pada keturunan-keturunan berikutnya. Perkecualian atau
penyimpangan yang terjadi pada keturunan suatu organism
berbeda dalam satu atau beberapa sifat induknya. Penyimpangan-
penyimpangan dan pengawetan sifat-sifat semacam itu dikenal
dengan variasi. Variasi dapat terjadi karena perubahan genetic dan
evolusi. Diduga peristiwa perkawinan tidak terjadi pada bakteri.
Mikrobia hanya berkembang biak dengan mekanisme aseksual
melalui pembelahan diri. Maka para ahli menggolongkan mikrobia
bersama-sama dengan algae biru dalam schizophyta.
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Kemudian timbul pertanyaan jika mikrobia berkembang
dengan mekanisme yang monoton seperti di atas maka terbentuk
individu seragam tetapi pada kenyataannya tidak, sehingga terjadi
variasi mikroba. Sifat mikroba sangat bervariasi karena masing-
masing mikroba mempunyai kemampuan untuk beradaptasi
terhadap pengaruh lingkungan sekitarnya. Mikroba contohnya
bakteri mempunyai populasi yang berkembang cepat dan beraneka
ragam variasinya. Bakteri untuk memperoleh variasi yang beragam
dapat melalui mutasi. Peristiwa seksual yang semula diduga tidak
terjadi, dapat dibuktikan oleh para ahli. Bahkan perpindahan bahan
genetik dapat didemontrasikan dari satu mikroba ke mikroba lain.

Bakteri merupakan mikroba yang sering digunakan dalam
percobaan genetika. Bakteri digunakan sebagai bahan penelitian
karena mudah dikembangbiakan dan perkembangbiakannya cepat.
Bakteri memiliki materi genetic ekstrakromosomal khas yang
disebut dengan plasmid yang berbentuk sirkuler. Bakteri mudah
dimutasi sehingga akan muncul varietas baru dengan
kecenderungan daya hidup yang tinggi (resisten) terhadap
cekaman lingkungan dan kondisi yang tidak menguntungkan.

Berikut penjelasan mengenai bahasan genetika mikroba:

7.1.1 Struktur Genetik Mikroba

Material genetik bakteri terdiri atas kromosom dan plasmid.
Keduanya terdiri atas DNA. Dua fungsi utama materi genetik adalah
replikasi dan ekspresi. Material genetik harus bereplikasi secara
akurat sehingga dihasilkan 2 replikan (anakan) yang identik
dengan induknya. Materi genetik juga terekspresi dalam bentuk
karakter terobservasi atau fenotip.

Kromosom

Kromosom bakteri mempunyai beratnya 2-3% dari berat
kering satu sel, pada sel haploid (prokariot) bersifat kromosom
tunggal dan tidak berpasangan. Berbentuk sirkuler, panjangnya *
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1mm, beratnya 2-3% dari berat kering satu sel, disusun sekitar 4
juta kpb DNA, makromolekul yang sangat banyak ini dikemas agar
tidak berubah dalam bentuk superkoil (* 70-130 superkoil
domain) (Syahrurachman, 1994). Kebanyakan gen prokariota
terdapat pada kromosom, yang terletak dalam suatu bagian pusat
sitoplasma, yang dinamakan daerah nuklear atau nukleoid untukn
membedakannya dari membran-pengikat nukleus pada sel
eukariotik. Jumlah nukleoid dalam sel bakteri dapat lebih dari satu,
tergantung kecepatan pertumbuhan dan ukuran sel. Nukleoid
berisi gen yang penting untuk pertumbuhan bakteri.

~_—Telomere

Kromatid Indektik

Lengan Pendek

Sentomer

Lengan Panjang

Gambar 7. 1. Struktur kromosom

Plasmid

Plasmid adalah material genetik ektrakromosomal. Ukuran
plasmid lebih kecil daripada kromosom. Plasmid biasanya
mengkode polipeptida yang tidak penting bagi pertumbuhan secara
langsung. Plasmid berbentuk sirkuler, tetapi terdapat plasmid
berbentuk linier seperti terlihat pada Borrelia dan Streptomyces.
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Plasmid dibedakan menjadi 2, yaitu plasmid konjugatif dan non-
konjugatif. Plasmid konjugatif adalah plasmid yang mampu
didonorkan ke resepien, sedangkan plasmid non-konjugatif tidak
dapat didonorkan. Plasmid non-konjugatif biasanya berukuran
kurang dari 7,5 kbp dan biasanya berjumlah banyak (10-20
perkromosom). Plasmid didistribusikan secara acak ke sel anakan.

Meskipun plasmid tidak berperan langsung dalam
pertumbuhan, tetapi plasmid memiliki fungsi penting secara medis.
Fungsi penting plasmid secara medis, yaitu kemampuan plasmid
mengkode polipeptida resistensi antibiotik, toksin, struktur
permukaan sel untuk perlekatan dan kolonisasi. Plasmid yang
berperan dalam resistensi antibiotika disebur plasmid R atau
faktor R.

Bacterial DNA Plasmids

Promoter to drive

target gene Target gene
expression

Y e

Plasmid

Antibiotic resistance gene

Gambar 7. 2. Plasmid pada bakteri
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Carbenicillin-
resistance
gene

Chloramphenicol-
resistance gene

D R genes

line- i
Tetracycline R: drug resistance

resistance

gene
RTF: transfer of R
plasmid
i Pilus-
Origin of .
replication synthesis

gene

Origin of transfer

Gambar 7. 3. Plasmid R

7.1.2 Struktur DNA dan RNA

Genetika mikroba mengungkapkan bahwa gen terdiri atas
untaian DNA. Untai DNA dapat dipotong menggunakan enzim
restriksi pada bagian spesifik, dan menghasilkan fragmen potongan
DNA. Plasmid diidentifikasi sebagai elemen genetika kecil yang
mampu melakukan replika diri pada bakteri dan ragi.
Penggabungan potongan fragmen DNA kedalam suatu plasmid
memungkinkan perbanyakan fragmen DNA (teramplifikasi).
Amplifikasi regio DNA spesidik dapat dicapai oleh enzim bakteri
menggunakan polymerase chain reaction (PCR) atau metode
aplifikasi nukleotida berdasar enzim yang lain (misalnya aplifikasi
berdasarkan transkripsi).

Mekanisme yang menunjukkan bahwa sekuen nukleotida di
dalam gen menentukan sekuens asam amino pada pembentukan
protein adalah sebagai berikut:
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a) Suatu enzim amino sel bakteri yang disebut enzim RNA
polymerase membentuk satu rantai oliribonukleotida
(mRNA) dari rantai DNA yang ada. Proses ini disebut
transkripsi. Pada proses ini terbentuk satu rantai RNA
yang komplementer dengan salah satu rantai double
helix dari DNA.

b) Secara enzimatik asam amino akan teraktifasi dan
ditransfer kepada tranfer RNA (tRNA) yang mempunyai
adaptor basa yang komplementer dengan basa mRNA di
satu ujungnya dan mempunyai asam amino spesifik
diujung lainnya. Tiga buah basa pada mRNA disebut
triplet basa yang lazim disebut dengan kodon untuk
suatu asam amino.

c) mRNA dan tRNA bersama-sama menuju ke permukaan
ribosom kuman, dan disinilah rantai polipeptida
terbentuk sampai seluruh kodon selesai dibaca menjadi
suatu sekuen asam amino yang membentuk protein
tertentu. Proses ini sebut translasi.

DNA (Asam Deoksiribonukleat)

DNA/ Kromosom bakteri lebih banyak diteliti dari pada
kromosom organisme lain. DNA bakteri mampu mengkode 1000-
3000 polipeptida yang berbeda-beda. DNA bakteri merupakan
molekul berantai ganda yang sirkuler. Struktur Dna bakteri tidak
merupakan bentuk sederhana tetapi merupakan belitan yang tidak
teratur dalam sitoplasma. James Watson dan Francis Crick (1953)
telah menemukan struktur DNA yang berupa dua untai pita DNA
terpilin. Penemuan ini merupakan titik awal revolusi biologi karena
merupakan penemuan struktur DNA ini sangat penting untuk
mempelajari dan memahami bagaimana informasi genetik dapat
dipindahkan dari satu generasi ke generasi berikutnya serta
bagaimana DNA dapat mengendalikan replikasinya.

Replikasi informasi herediter di dalam sel melibatkan sintesis
molekul DNA baru yang mempunyai urutan nukleotida sama
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seperti genom sel inangnya. Molekul DNA adalah makromolekul
yang mempunyai informasi herediter suatu sel. DNA ini tersusun
oleh sub unit-sub unit yang disebut dengan nukleotida atau
deoksiribonukleotida. Urutan nukleotida menentukan kespesifikan
suatu informasi herediter dan berisi mekanisme untuk
mengendalikan eksperi genetik.

Struktur DNA terdiri dari dua rantai poliribonukleotida yang
dihubungkan satu sama lain oleh ikatan hydrogen antara purin di
satu rantai dengan pirimidin di rantai lainnya, dalam keadaaan
antiparallel, dan disebut sebagai struktur double helix. Ikatan
hydrogen ini hanya dapat menghubungkan Adenin (6 aminopurin)
dengan Timin (2,4 dioksi 5 metil pirimidin) dan antara Guanin (2
amino 6 oksipurin) dengan Sitosin (2 oksi 4 amino pirimidin).
Singkatnya pasangan basa pada suatu sekuens DNA adalah A-T dan
S-G. Karena adanya system berpasangan Purin dan Pirimidin
demikian, maka setiap rantai DNA dapat dijadikan
cetakan/template untuk membangun rantai DNA yang
komplementer. Proses replikasi DNA dalam pembelahan sel
bakteri, molekul DNA dari sel anaknya terdiri dari satu rantai yang
komplementer tapi dibuat baru atau secara lebih mudahnya
dengan memindahkan materi genetic dari satu generasi ke generasi
berikutnya secara semikonservatif.

Masing-masing deoksiribonukleotida terdiri dari basa
nitrogen (asam nukleat), gula deoksiribosa, dan gugus fosfat. Basa
asam nukleat terdiri dari basa purin terdiri : Adenin (A) dan guanin
(G) yang mempunyai dua cincin. Dan pirimidin terdiri atas : timin
(T) dan sitosin (C) yang hanya mempunyai satu cincin. Purin dan
pirimidin merupakan molekul heterosiklis karena mengandung
dua macam atom C dan N. Basa asam nukleat menempel pada
deoksiribosa membentuk deoksiribonukleosida.
Deoksiribonukleosida ini bergabung dengna gugus fosfat pada
atom C5 membentuk subunit deoksiribonukleotida DNA.
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RNA (Asam Ribonukleat)

Asam nukleat lainnya yang dijumpai secara alamiah ialah
asam ribonukleat (RNA). Bedaanya dari DNA ialah :

- Biasanya berutasan tunggal.

- Komponen gula pada nukloetida yang membentuk RNA
adalah ribosa, dan bukan deoksiribose. Ribose adalah sama
dengan deoksiribose kecuali adanya gugusan hidroksil pada
atom karbon nomor 2.

- Basa bernitrogen pirimidin yang dijumpai pada nukleotida
yang membentuk RNA ialah urasil bukan timin.

Cytosine Cytosine
NH, NH,
I W I
\C/C\N \C/C§N/
| | I |
G nt C., €
VN AN N7
T W Yo
H H
Guanine Guanine
o [0}
Iy Iy
/N\C/C\N/ /N\C/C\N/
W g W d
N—"NF \N/H N~ N \\N/H
| |
H H
Adenine Nitrogenous Adenine
NH, Bases NH,
| . |
C/N“‘C/C\N Bases Pair C/N“‘C/C\N
w—{ 11 - 1]
N—"SNFN Sugar N—"SNFTN
\ H Ph | "
Y osphate u
Backbone
Uracil QU] Thymine
o o]
I H,C Il
H\C’C*N/H \C/C§N/H
l I
/C\N/é\ /C\N/é\
o | I S
H
Replace Thymine in RNA

Nitrogenous Bases Nitrogenous Bases

Gambar 7. 4. Perbedaan struktur DNA dan RNA
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7.1.3 Replikasi dan Transkripsi

Proses replikasi DNA, transkripsi (sintesis RNA dari DNA),
dan translasi (sintesis protein dari RNA) pada mikroba mirip
dengan pada eukariot, tetapi seringkali dengan perbedaan penting.
Misalnya, banyak bakteri tidak memiliki inti sel dan proses-proses
ini terjadi secara bersamaan di sitoplasma.

Replikasi DNA

Replikasi DNA berarti penggandaan. Ada 3 model replikasi
DNA yaitu:

a) Model konservatif.
Model ini menyatakan bahwa 2 rantai DNA bereplikasi tanpa
memisahkan rantai-rantainya.

b) Model semi konservatif.
Model ini menyatakan bahwa 2 rantai DNA berpisah
kemudian bereplikasi.

c) Model dispersi.
Model ini menyatakan bahwa DNA terpecah menjadi
potongan-potongan yang kemudian bereplikasi.

a) Semiconservative model b) Conservative model c) Dispersive model
'\ V\' l\
> S S
\ » Parental ‘\ Parental ‘\; Parental
N S N
g k Ry
/ > ‘/ \ / N

S S S S S S

\ After first \ \ After first \ \ After first \

| replication ;< ;< replicallion ;\l ;< replica:tion ;<

cycle cycle cycle
> > > N >
\ / \

/\ £ % &% AN / \
V& ‘\’ '& Vi > '& V* '\’ '\‘ 'i ‘& '&
D TS LSESES TS DS IS DS S DS
s< v  replication )< b 7 S 7 S 7 replication F 1 4 S >4 |4 4 replication b o | >

D\M ﬁ\‘\bhm cycle \ Q Q Q cycle Q \ Q Q cycle Q Q

Gambar 7. 5. Perbedaan 3 model replika DNA
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Meselson dan Stahl membuktikan bahwa DNA bereplikasi
sesuai model semi-konservatif.Replikasi model semi konservatif
dimulai pada suatu situs tertentu yang sudah pasti pada kromosom
bakteri yang disebut titik pangkal kedua utas DNA memisah pada
situs ini membentuk struktur berbentuk Y. Titik persimpangannya
disebut titik tumbuh.Replikasi bergerak berurutan dari titik
tumbuh, baik pada satu arah atau dua arah.Titik asal dan titik
tumbuh terikat pada membran sel dan situlah kedua utusan
tersebut diduplikasikan.Masing-masing utasan mempunyai urutan
basa yang komplementer terhadap urutan basa pada utasan-utasan
DNA yang mula-mula (Pelczar, 2009).

Enzim DNA polymerase nemanbahkan nukleotida pada ujung
hidroksil-3' utasan atau utasan-utasan DNA yang sedang
berreplikasi, jadi mensintenis utasan-utasan DNA dengan arah 5'
ke 3'.Sejauh ini belum ditemukan polymerase yang mereplikasi
dengan arah 3' ke 5'Sintesis DNA bersifat sinambung.Selain
mekanisme replikasi DNA yang baru saja diuraikan, inisiasi
(pengawwalan) replikasi DNA membutuhkan suatu pancing atau
pemula yaitu sepotong pendek RNA yang disentesis oleh RNA
polymerase dan komplementer terhadap DNA.Dengan adanya
pemula ini, DNA polymerase dapat mulai mensisntesis
duoksiribonukleotida.Sekali pancingan mengena, DNA polymerase
lalu mencerna RNA tersebut dapat menggantikannya dengan DNA.
Berpartisipasinya RNA sebagai pancing tampaknya ekstensif
karena setiap fragmen okazaki juga mengandung sebagian RNA
sebagai pancing (Micheal Pelczar, 2009).

Bila titik-titik tumbuh telah bergerak di seluruh panjang
molekul DNA, maka terbentuk dua molekul DNA yang lengkap.
Setiap molekul berutasan ganda mengandung salah satu dari
utasan asli atau satu utasan baru (Micheal Pelczar, 2009).
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Ekspresi Gen
Terdiri dari Transkripsi dan Translasi.
TransKkripsi

Transkripsi adalah langkah pertama dalam ekspresi genetis.
DNA ditranskripsi menjadi RNA. Pita DNA yang menjadi cetakan
disebut DNA template. Karena RNA hasil transkripsi membawa
“pesan” untuk ditranslasi, maka RNA tersebut disebut RNA
messenger (mRNA). Urutan basa mRNA sama dengan urutan basa
DNA non-template, kecuali timin diganti urasil. Enzim yang
berperan dalam sintesis mRNA adalah enzim RNA polimerase.
Urutan DNA yang ditranskrip dapat terdiri atas 1 gen atau lebih.
Transkripsi yang multigen terjadi pada gen-gen yang terekspresi
dalam suatu paket fungsional.

Transkripsi DNA terdiri atas 3 tahap, yaitu inisiasi,
pemanjangan, dan penghentian. Inisiasi melibatkan pengikatan
RNA polimerase ke DNA template. Elongasi adalah proses sintesis
mRNA oleh RNA polimerase. Penghentian meliputi penghentian
pemanjangan dan pelepasan mRNA dari DNA template.

Unit Transkripsi
Promoter A

DNA gen Terminator ]

5 == 3’
> y 2
3 5
Titik Awal Titik Terminasi Nukleotida RNA
RNA Polimerase S R
@ 1nisiasi /L\'A Polimerase ~~._ /l
. i S/ /0
5 \ et S LLL L
3 — ' a
: Untaian Cetakan DNA M i
DNA Terbuka \RNA =
2 \ £
+ . Elongasi Ve
. )
P~ = :

2 ! ) S ~Untai cetakan DNA
3 —— 5
~ Nl = _ . .

5 _—— [v/| Tahap Elongasi Transkripsi

0 o W )

* . Terminasi \ /
-

5 -3
3 — 5

5 3
RNA Hasil Transkripsi

[¥| Tahapan transkripsi RNA

Gambar 7. 6. Proses transkripsi
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Translasi

Translasi, yaitu langkah berikut nya didalam ekspresi gan
adalah proses pengarahan sintensis protein oleh informasi genetis
yang sekarang ada pada molekul mRNA.

Bila keempat basa yang berbeda-beda pada nukleotida-
nukleodtida mRNA itu ditata dalam suatu deretan, maka setiap
deret yang terdiri dari 3 basa disebut kodon, mampu menetapakan
suatu amino tertentu. Karena ada empat macam basa yang
berbeda-beda, jumlah deret berbasa tiga tersebut yang mungkin
terbentuk adalah 43, atau 64 macam. Triplet-triplet basa ini
masing-masing menetapkan suatu asam amino tertentu,
merupakan sandi genetis. Sandi ini mungkin bersifat universal bagi
semua spesies organisme hidup.

Tabel 7. 1. Kodon untuk RNA pembawa pesan

Kode Kode kedua Kode

pertama U C A G ketiga

U Fenilalanin | Serin Tirosin Sistein U
Fenilalanin | Serin Tirosin Sistein C
Leusin Serin Stop Stop A
Leusin Serin Stop Triptofan | G

C Leusin Prolin Histidin Arginin U
Leusin Prolin Histidin Arginin C
Leusin Prolin Glutamin | Arginin A
Leusin Prolin Glutamin | Arginin G

A Ileusin Treonin | Asparagin | Serin U
Ileusin Treonin | Asparagin | Serin C
Ileusin Treonin | Lisin Arginin A
Metionin Treonin | Lisin Arginin G

G Valin Alanin | Aspartat | Glisin
Valin Alanin | Aspartat | Glisin U
Valin Alanin | Glutamat | Glisin C
Valin Alanin Glutamat | Glisin A

G
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Secara umum, perbedaan transkripsi dan translasi dapat
dilihat pada gambar berikut:

11V i gH Y

Nucious

- Cytoplasm

Codons
Translation +
Amino
_‘ q}' ‘ " acids
Polypeptide

Gambar 7. 7. Perbedaan Transkripsi dan Translasi

7.1.4 Mutasi dan Variasi Genetik

Mutasi dalam genetik mikroba dapat terjadi dengan cepat,
menghasilkan variasi yang tinggi. Ini penting untuk adaptasi cepat
terhadap perubahan lingkungan, seperti perlawanan terhadap
antibiotik. Mutasi adalah perubahan spontan pada gen suatu
makhluk hidup/bakteri. Sebagai contoh yang sederhana adalah
adanya koloni bakteri Serratia marcescens yang berwarna putih
diantara koloni yang berwarna merah. Jika koloni putih tersebut
diisolasi dan kemudian diteliti sifat-sifatnya serta dibandingkan
dengan bakteri dari koloni merah, maka sifat-sifat selain
pigmentasinya sama. Bakteri dari koloni putih tersebut dikatakan
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mutan kadang-kadang mutan putih tersebut dapat kembali menjadi
merah. Peristiwa ini dinamakan mutasi balik

Perubahan-perubahan karena mutasi dapat dibedakan
dengan modifikasi (perubahan tidak menurun) yang disebabkan
karena faktor lingkungan. Dalam hal modifikasi semua sel akan
mengalami perubahan fenotif, sedangkan pada mutasi hanya
sebgian kecil dari populasi. Ada dua macam mutasi yaitu mutasi
selektif dan mutasi tidak selektif Mutasi selektif ialah mutasi yang
menguntungkan bagi kelangsungan hidup bakteri tersebut. Mutasi
ini terjadi pada keadaan lingkungan tertentu misalnya adanya
antibiotika. Mutan tersebut dapat tumbuh dengan adanya
antibiotika dalam dosis tertentu yang dapat menghambat dan
membunubh sel induknya. Mutasi ini dinamakan juga mutasi buatan.
Mutasi tidak selektif ialah mutasi yang tidak mempunyai sifat yang
lebih menguntungkan atau merugikan dibandingkan dengan
pertumbuhan sel induknya. Mutasi ini disebut juga mutasi alami,
tanpa campur tangan manusia.

Mekanisme terjadinya mutasi (mutagenesis). Sel yang
mengalami mutasi (mutan) mengalami perubahan urutan
nukleotida dari DNA nya. Bagian DNA yang mengalami perubahan
tersebut dinamakan muton. Perubahan ini akan mempengaruhi
sebagian dari aktivitas sel, misalnya susunan asam amino dari
polipeptida/ protein. Ditinjau dari perubahan nukleotida atau basa
DNA maka dapat dikenal macam-macam perubahannya, yaitu
mutasi titik. Pertukaran, pengurangan, pengisian, pembalikan

Mutasi titik adalah mutasi yang disebabkan perubahan-
perubahan atau pengurangan satu basa DNA saja. Misalnya adenin
diganti dengan guanin atau timin diganti dengan sitosis. Pengaruh
dari perubahan tersebut tergantung dari letak basa DNA pada gen.
Perubahan tersebut dapat tidak dipengaruhi produksi protein atau
mempengaruhi urutan asam amino dari protein atau tidak
menghasilkan protein tertentu. Jika perubahan basa DNA tidak
mempengaruhi produksi protein atau gejala fenotif lain maka
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mutasi inya dinamakan mutasi bisu. Mutasi ini kemungkinan
karena perubahan kodon yang terjadi tetap mengkode asam amino
yang samaProses pertukaran, pengurangan, penambahan dan
pembalikan dapat berlangsung secara sederhana artinya meliputi
satu atau beberapa basa DNA saja atau mencakup beratu-ratus
DNA.Mutagenesis dapat terjadi karena adanya senyawa mutagen,
sinat ultra violet, cat akredin dan sebagianya. Ada beberapa macam
mekanisme mutasi yaitu:

a. Mutasi Spontan

Mutasi spontan dapt terjadi setiap 108-10° pasangan
DNA dan diperoleh satu mutan. Mutasi ini disebabkan karena
terjadi kerusakan fisik pada DNA, terjadi perpindahan posisi
DNA, kesalahan oleh enzim pada waktu terjadi replikasi.
Sehingga urutan DNA, maupum pasangan basa berubah atau
berbeda bentuk yaitu dari bentuk amino menjadi imine, yang
disebut tautomer.

b. Mutagenesis dengan basa analog

Basa analog adalah senyawa yang mirip dengan basa

pada DNA, tetapi susunannya berdeda.
c. Mutagenesisi kimia

Senyawa mutagen adalah agenesia yang mampu
meningkatkan frekuensi mutasi. Karena senyawa mutagen
bereaksi dengan satu basa atau lebih basa DNA.Senyawa
mutagen dapat berupa asam nitrit, hidroksilamin, etil,
sulfonat, dan lain-lain.

d. Mutagenesisi karena perubahan pola pembacaan (reading
frame shiff)

Akredin merupakan cat yang dapat menyebabkan
terjadinya mutasi karena senyawa akredin mempunyai
bentuk sama dengan basa DNA, sehingga molekul ini dapat
disisipkan diantara dua pasangan basa DNA dan
menghilangkan sebagian basa, lalu akan terjadi pola
pembacaan.

e. Mutagenesis karena radiasi
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Mikrobia bila ditumbuhkan dalam kondisi alam dan
terkena sinar ultra violet dapat menyebabkan perubahan
DNA, sehingga menimbulkan mutase.

backbone
~ fosfat
gula
Pasangan
Basa

Adening — e Thymine  Cytosine

Gambar 7. 8. Titik mutasi gen

7.1.5 Bioteknologi dan Rekayasa Genetik

Genetika mikroba sangat penting dalam bioteknologi.
Mikroba dimodifikasi secara genetik untuk memproduksi obat,
enzim, atau bahan kimia industri. Contohnya adalah produksi
insulin oleh bakteri yang dimodifikasi secara genetik.
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Gambar 7. 9. contoh rekayasa genetika berupa kloning gen insulin
menggunakan bakteri E.coli

111




MIKROBIOLOGI LAHAN BASAH
berbasis STEM-P]BL

7.2 Genetika Mikroba Lahan Basah berbasis STEM-
PJBL

Tantangan pembuatan replika DNA dan proses modifikasi
genetic dalam proses pembelajaran.

1) Pembuatan replika DNA

Thymine a
Base pasr
Helocof
sugar phosphates
Cytosine
—
Adenine
L —
Guanine
Nucelobases
of DNA DNA
Deoxyribonucleic Acid

Alat dan Bahan: beberapa material yang mudah di dapatkan
dilingkungan sekitar seperti berikut:

- Sedotan minuman
- Pembersih sedotan
- Thermocol/busa

- Lem thermocol

- Pisau cutter

- Spidol warna

- Isolasi

- Mistar

- Pakujarum

- Gunting

112




MIKROBIOLOGI LAHAN BASAH
berbasis STEM-PJBL

Penanda warna
Pemotong kawat

Prosedur:

Mahasiswa berkelompok (4-6 orang/kelompok) untuk
memperhatikan alat dan bahan yang ditampilkan
Mahasiswa mendesain model DNA pada sebuah kertas
kosong selama lima (5) menit serta menuliskan nama alat
dan bahan yang akan digunakan serta estimasi waktu
pengerjaannya.

Mahasiswa mengambil dan memilih alat dan bahan yang
dibutuhkan pada kumpulan alat dan bahan yang telah
disediakan.

Mahasiswa membuat dua (2) model DNA (model harus
mengikuti aturan konsep DNA seperti Adenin (A) harus
berpasangan dengan Timin (T) dan seterusnya. Setiap
model harus dibuat dari material yang sama akan tetapi
berbeda apda sususnan tulang belakangnya (warna; untuk
membedakan bahwa dua DNA tersebut berbeda asalnya).
Produk jadinya harus selesai dalam waktu 30 menit. Ingat
dalam sebuah kompetisi atau sebuah tantangan, waktu
adalah keuntungan.

Contoh:
= =
= =
| o
g =
|
; 1 |
ph
ll g | ‘
[Thermocol) (pember51h pipa sedotan) Epipa sedotan)

Tiga jenis model DNA. Setiap jenis terdiri dari dua untai
DNA. Setiap warna mewakili basa nitrogen seperti guanine
(G), adenin (A), cytosine (C) or Thymine (T)
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2) Tantangan modifikasi genetic (rekayasa genetika)

Al

at dan bahan:
Dua jenis untai DNA
Isolasi dan alat pemotong (gunting, dan atau lainnya)

Prosedur
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Anggap sedang berlaku sebagai enzim restriksi dengan
memotong titik titik tertentu pada intai DNA

Silahkan tentukan sendiri sekuen DNA targetnya yang
minimal mengandung setidaknya 3 pasang basa yang
sama (warna yang sama) pada kedua untai DNA
tersebut, sehingga kedua untai DNA dapat bertukar
pasangan basa satu sama lainnya.

Jika kamu tidak dapat menemukan sebuah target
untuk dipotong (yang mememilki setidaknya 3 pasang
basa yang urutannya sama pada kedua untai DNA),
silahkan direkonstruksi terlebih dahulu model DNA
mu.

Setelah sekuen DNA target di potang, silahkan
digabungkan pada untai DNA yang satunya.

Sekarang, kamu memiliki sebuah DNA rekombinan
yang sederhana.

Silahkan letakan DNA rekombinanmu diatas meja.
Kamu juga dapat melihat-lihat hasil kerja kelompok
lainnya.

Contoh modifikasi DNA/ DNA rekombinan
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[LIFEE G '

7.3 Rangkuman

Genetika merupakan ilmu yang mempelajari tentang
hereditas atau sifat turun temurun. Struktur genetika mikroba
terdiri atas kromosom, plamid, DNA, RNA. Struktur DNA dan RNA
dalam prosesnya mengalami replikasi dna transkripsi. Dan sudah
umum juga ditemukan terjadinya mutase dan variase genetic pada
mikroba. Selain itu, seiring berkembangnya pengetahuan dan
teknologi dikembangkanlah untuk melakukan rekayasa genetika.
Rekaya genetika dilakukan untuk memenuhi kebutuhan
masyarakat.

7.4 Latihan soal

Jawablah pertanyaan berikut dengan baik dan benar!
1) Apa bedanya DNA dan RNA? Jelaskan

2) Mengapa mikroba lebih mudah mengalami mutasi?
3) Sebut dan jelaskan model replika DNA!

4) Apa beda translasi dan transkripsi?
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BAB 8
APLIKASI MIKROBIOLOGI PADA
BERBAGAI BIDANG

CPL : Mampu menganalisis fenomena sains secara terintegrasi
untuk memecahkan masalah dengan berpikir kritis dan
memanfaatkan IT sebagai sumber data untuk penelitian,
dan kewirausahaan.

CPMK 1 : Mahasiswa mampu memahami konsep-konsep Dasar
Mikrobiologi dalam peningkatan mutu kehidupan
bermasyarakat melalui inovasi dibidang
mikroorganisme lahan basah

CMPK 2 : Mahasiswa mampu membuat sebuah project terkait
penggunaan mikroorganisme dalam mikrobiologi
terapan (wirausaha) dalam mikrobiologi terapan
dibidang pangan, pertanian dan pakan.

8.1 Konsep Aplikasi Mikrobiologi

Modernisasi aplikasi mikrobiologi telah bayak diramal
mengalami kemajuan pesat. Sejauh ini aplikasi mikrobiologi secara
luas berkembang untuk meningkatkan produktivitas manusia
dalam memenuhi kebutuhannya di berbagai bidang. Bidang-bidang
aplikasi mikrobiologi diantaranya pada sektor pangan, dengan
adanya teknologi mikrobiologi kecepatan produksi pangan dapat
meningkat meskipun lahan untuk pertanian semakin terbatas.
Selain itu dalam bidang kesehatan dengan perkembangan
mikrobiologi memberi paradigma baru dalam penanganan masalah
kesehatan maupun produksi obat.
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Aplikasi lain dari mikrobiologi yaitu bidang pakan, dengan
teknik mikrobiologi dapat meningkatkan variasi jenis pakan dan
mengurangi masalah-masalah penyakit pada ternak sehingga
produktivitas meningkat. Pada sektor pertanian, aplikasi
mikrobiologi dapat mengatasi berbagai masalah petani mulai dari
agnet hayati kesuburan tanah maupun teknologi tanaman
transgenik.

8.2 Mikrobiologi Bidang Pangan

Menurut Sulastri dkk (2022) kemajuan teknologi dan ilmu
pengetahuan mengenai industri makanan di Indonesia, sehingga
saat ini bermunculan makanan yang bernilai gizi tinggi hasil
fermentasi dari mikroorganisme, Selain proses pengolahan
bahan mentah tersebut tadi, hal ini juga dapat menunda waktu
pembusukan makanan. Proses ini melibatkan enzim baik yang
dikelola secara tradisional maupun menggunakan teknologi
canggih. Banyaknya manfaat yang diperoleh melalui proses
pengolahan makanan dengan cara ini mendorong serta
meningkatkan kesadaran masyarakat untuk mengkonsumsi
makanan sehat fungsional yaitu jenis makanan yang mengandung
komponen aktif yang menyehatkan.

Makanan diolah melalui proses fermentasi dibagi menjadi
empat macam dilihat dari prosesnya yaitu fermentasi asam laktat,
fermentasi jamur, fermentasi alkohol dan fermentasi dengan
menggunakan kadar garam tinggi (Faridah and Sari, 2019).)

a) Fermentasi oleh jamur
contohnya dalam proses pembuatan tempe dengan bahan baku
kedelai menggunakan mikroorganismeseperti  Rhizopus
oligosporus, Oncom dengan  bantuan jamur Neurospora
sitophila, Neurospora crassa dan Monilia sitophila.

b) Fermentasi menggunakan kadar garam tinggi
contohnya pembuatan kecap dengan bahan baku kedelai
dibantu oleh Aspergillus  oryzae dan Aspergillus wentii.
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c) Fermentasi asam laktat
contohnya yoghurt dengan bahan baku susu dibantu oleh
bakteri Lactobacillus Bulgaricus dan Streptococcus
thermophilus. Serta pembuatan keju menggunakan bahan
baku susu dibantu oleh jamur Penicillium camemmberti
danPenicillium roqueforti.

d) Fermentasi alcohol
contohnya pembuatan roti dengan bahan tepung berbantu
jamur Saccharomyces cerevisiae, pembuatan brem dari
bahan nasi ketan dibantu oleh Aspergillus oryzae dan
Saccharomyces cerevisiae.

Ada juga beberapa mikroorganisme yang digunakan untuk
bahan makanan sebagai Protein Sel Tunggal (PST). Protein sel
tunggal (scp) umumnya merujuk ke biomassa bioseluler yang
dapat dimakan dari mikroorganisme satu sel. Ini dapat menjadi
seluruh biomassa atau protein ekstrak dari budaya tunggal atau
campuran dari berbagai kelompok mikrobial, termasuk ganggang,
bakteri, ragi / jamur dan lain - lain. Protein sel tunggal dapat
digunakan sebagai pakan hewan atau makanan manusia dan
dikonsumsi seluruh atau diterapkan sebagai suplemen. Ada
semakin banyak minat dalam pemanfaatan scp untuk memenuhi
permintaan global untuk makanan bergizi karena mereka memiliki
berbagai keuntungan atas tanaman konvensional dan hewan
protein. Singel Cell Protein adalah protein yang berasal dari
mikroba atau algae. Keunggulan dari protein jenis ini yaitu dapat
menjadi solusi atas masalah kekurangan pangan. Hingga saat ini,
konsumsi protein oleh manusia terus mengalami peningkatan.
Komponen utama protein sel Tunggal adalah asam amino dan
mineral. Protein sel tunggal dapat digunakan sebagai pengganti
protein dari sumber konvensional seperti hasil pertanian,
perikanan, dan peternakan. Selain itu, protein sel tunggal dapat
menghasilkan makanan yang sangat bergizi yang disebut sebagai
mycoprotein (Nigam, 1998; Batubara, 2009).
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Pembuatan protein sel Tunggal menggunakan limbah cair
tahu salah satunya dimungkinkan bisa menggunakan kultur dari
Rhizopus oryzae yang termasuk dalam golongan kapang. Contoh
lain mikroorganimse penghasil Protein sel tungga yaitu seperti:
Spirulina (Alga Biru), Chlorella (Alga Hijau), Candida utilis (Fungi),
Cellulomonas (Bakeri), Trichoderma sp. (Yuniastri et al., 2018).

Lebih jauh Onyeaka et al (2022) menjelasakan jenis
mikroorganime sebagai penghasil protein sel Tunggal bisa dilihat

pada table:

a) Jamur

Jamur

Candida intermedia FLO23

Candida utilis

Cryptococcua aerus G7a

Dipodascus spp

Geotricum candidum

Kluyveromyces marxianus

Pleurotus florida
Sacharomyces cerevisiae

Wickerhamomyces anomalus

Yarrowia lipolytica

Yarrowia lipolytica (GMO)

Keunggulan, mengandung :

Kandungan protein tinggi (48% dari berat
tubuhnya), efisiensi pemanfaatan bahan
lignoselulosa dan xilosa

Kandungan protein tinggi, asam amino lysin,
vitamin B complex, siklus hidup pendek,

Sintesis inulinase, mengandung protein

kandungan  protein
mengandung asam amino

tinggi  (30-36%),

Kandungan protein tinggi, low cost methode

Kandungan protein tinggi
tumbuh di berbagai substrat

(59%), dapat

Tinggi protein (63%)
Protein (24-50%)

Protein tinggi (59%), sintesis asam amino
esensial, sintesis toxin

Tinggi protein(48-54%), substrat
hydrophobic, produksi homogous dan
hetereologus protein.

Tinggi protein (53.7%), sintesis inulinase
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b) Alga
Genus Keunggulan, mengandung :
Chlorella spp Microalga pada makanan manusia

Arthrosspira sp (Spirulina)

Dunaliella sp

Spirogyra, Oedegonium

Ulva sp
Caulerpa rosemosa

Aphamizomenon sp

Makanan

Makanan dan suplemen
Makanan tambahan

Digunakan untuk diet salad/sup
Makanan

Supplement diet

Nostoc sp Makanan dan suplemen
Scenedesmus sp Biofuel dan makanan
Ascophylluem, Fucus, Pakan babi, sapi, unggas
Laminaria
Porphyra sp Makanan
Sargassum sp Makanan
Alaria sp makanan
c) Mikroalga
Produk Komersial Karakteristik Perusahaan
Tepung mikroalga Chlorella menggantikan AlgaVia
lemak susu, minyak sayur
dan kuning telur dalam
produk seperti es krim,
kue, usu coklat dan saus
pasta.
Kue dan Cookies Chlorella ditambahkan ke Solazyme

dalam adonan roti untuk
mengurangi kandungan
minyak dan menggantikan
telur. itu juga digunakan
untuk menciptakan produk
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Produk Komersial

Spaghetti

Jus bubuk

Minuman

Ekstrak Astaxanthin

Kapsul

Docosahexaenoic acid
(DHA)

Beta karoten

Karakteristik

yang lebih sehat dan
menjaga tekstur dan
struktur roti

Chlorella vulgaris dan
Spirulina ditambahkan
pada spaghetti untuk
mengurangi butter, minyak
dan kuning tekur untuk
menjaga tekstur dan rasa

Arthospiraflosaquae dapat
menambah rasa, produk
lebih sehat cocok untuk
diet

Euglena digunakan untuk
fermentasi yogurt, untuk
menjaga stabilitas pH,
tekstur

Haematococcus pluvialis
dapat mengatur tekstur,
emulsification, pengikatan
air, rasa. Astaxantin untuk
industry pakan salmon

Chlorella, Spirulina,
Haematococcus pulvialis
dan Dunaliealla kapsul
suplemen diet

Produksi Schizochytruim,
suplemen makanan
terutama untuk ibu hamil

Dunaliella adalah beras
yang mengandung
betakaroten sebagai
pangan dan pakan additive

Perusahaan

E3Live Original

Kemin

Vitamin Express

Ocean Drop

Daesang

Natural Beta
Technology
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d) Bakteri

Bakteri Produksi Perusahaan Kegunaan

Methylophillus Metanol, Imperial Chemical Pakan

methylotrophus metan Industry, UniBio babi
A/S

Methanotrophic Metan UniBio A/S Pakan

bacteria

Methanotrophic Metan Calysta Inc, Cargill Pakan

bacteria

Methylobacterium Methanol, KnipBio Pakan

extorquens metan ikan

Bacteria dan Microalga CSIRO Canbera, Pakan
Australia

8.3 Mikrobiologi Bidang Pertanian

Menurut Sharma (2002) upaya mengatasi masalah di atas
dapat dilakukan dengan meningkatkan peran mikroba tanah yang
bermanfaat melalui berbagai aktivitasnya yaitu:

3) Meningkatkan kandungan beberapa unsur hara di dalam tanah.
4) Meningkatkan ketersediaan unsur hara di dalam tanah.

Meningkatkan efisiensi penyerapan unsur hara.
5) Menekan mikroba tular tanah patogen melalui interaksi

kompetisi.

6) Memproduksi zat pengatur tumbuh yang dapat meningkatkan
perkembangan sistem perakaran tanaman.
7) Meningkatkan aktivitas
bermanfaat melalui aplikasi bahan organic

mikroba tanah heterotrof yang
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Mikroba penambat Nitrogen

Tabel 8. 1. Jenis bakteri yang dapat menambat N secara non simbiosik

Kelompok Bakteri Genus

Aerob Azomonas, Azotobacter, Beijerinckia, Derxia
Fakultatif anaerob Bacillus, Enterobacter, Klebsiella, Azospirillum
Anaerob Clostridium, Desulfotomaculum,

Desulfotomaculum, Desulfovibrio

Fotosintetik
- Ungu nonfosfor =~ Rhodomicrobium, Rhodopseudomonas,
Rhodospirillum
- Ungu sulfur Chromatium, Ectothiorhospirai, Chlorobium
Sianobakteri Anabaena, Anabaenopsis, Aulosira, Calothrix,
Nostoc, Cylindrospermum, Fischerella,
Gloeocapsa, Lyngbya, Hapalosiphon,
Mastigocladus, Osccillatoria
Pelarut fosfat

Bakteri pengoksidasi sulfur (Thiobacillus) dan pengoksidasi
ammonium (Nitrosomonas) dapat pula mengeluarkan asam
anorganik (asam sulfat dan asam nitrit) yang dapat mengkhelat
kation Ca dari Ca3(P04)> menjadi HPOs%> yang dapat diserap
tanaman. Beberapa spesies jamur dari genus Aspergillus
mempunyai kemampuan yang lebih tinggi dalam melarutkan fosfat
terikat dibandingkan dengan bakteri. Hal ini memberi peluang yang
baik untuk dikembangkan di daerah tropis yang tanahnya masam,
karena jamur menyukai lingkungan pertumbuhan yang bersifat

masam.
Jamur Mikoriza Arbuskula (CMA)

Menurut Proborini dkk. (2013) cendawan mikoriza arbuskula
(CMA) mampu hidup pada sebagian besar ekosistem alam baik
tanaman hutan, perkebunan dan pertanian yang memiliki peranan
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penting dalam pertumbuhan, kesehatan dan produktivitas
tanaman. Hal ini disebabkan karena CMA sangat membantu dalam
absorbsi unsur P, N dan K, terutama pada tanah dikawasan
marginal yang miskin akan hara atau ‘nutrient’ (Smith et al., 2010).

Fungsi CMA dalam meningkatkan pertumbuhan tanaman
adalah: sebagai fasilitator dalam penyerapan berbagai unsur hara,
pengendali hayati penyakit tular tanah, penekan stress abiotik
(kekeringan, salinitas, logam berat) dan sebagai penstabil tanah
(stabilator agregat tanah).

Ectomycorrhizal (ECM) Arbuscular Mycorrhizal (AM)

Sumber: microbiologybytes.com (Madjid, 2010)
Gambar 8. 1. Infeksi hifa jamur CMA pada akar tanaman

Menurut Proborini (2020) pemberian spora Gigaspora sp.
baik sebagai spora tunggal maupun campuran propagul secara
nyata meningkatkan serapan P pada bibit mete. Kolonisasi CMA
pada akar tanaman membuktikan adanya simbiosis antara
tanaman inang dengan CMA. Hal ini sejalan dengan pernyataan
Douds et al. (2010) bahwa asosiasi antara CMA dan tanaman
inangnya dapat meningkatkan penyerapan P oleh tanaman
sedangkan CMA membantu dalam merombak senyawa fosfat di
dalam tanah yang akan diubah menjadi P berbentuk ion sehingga
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tanaman dengan mudah memanfaatkannya untuk pertumbuhan
dan perkembangannya.

8.4 Mikrobiologi Bidang Pakan

Menurut Yulinas (2019) beberapa penelitian menunjukkan
bahwa mikroba berperan atas perubahan kimiawi yang terjadi di
tanah dan pada bahan organik. Pada tanah mikroba berperan
dalam beberapa siklus unsur hara yang penting, seperti siklus
Karbon, Nitrogen dan siklus sukfur. Bakteri autotrof dapat tumbuh
pada lingkungan yang seluruhnya anorganik. Energi diperoleh dari
hasil oksidasi senyawa anorganik tereduksi, dan menggunakan CO2
sebagai sumber Karbon. Bakteri autotrof dapat dicirikan dari
kemampuannya menggunakan sumber anorganik tertentu.

Dalam prosesnya bakteri Belerang dapat mengoksidasi
senyawa belerang anorganik. Adanya bakteri penambat Nitrogen
nonsimbiotik dan simbiotik, yang dapat memanfaatkan Nitrogen
dalam bentuk gas N2.

Adanya mikroba didalam tanah memberi manfaat pada
pertumbuhan tanaman dan secara tidak langsung memberi
dampak luas pada penyediaan hijauan makanan ternak. Hal ini
dapat dilakukan melalui proses pemupukan penggunaan pupuk
kompos atau pupuk kandang. Disamping itu, dibidang peternakan
mikroba memberi manfaat menguntungkan dan merugikan.

Pemanfaatan mikroba pada proses pengolahan pakan
berbasis limbah pertanian atau perkebunan secara biofermentasi
dapat membantu menguraian/degradasi bahan-bahan organik atau
mendekomposisi senyawa organik menjadi lebih sederhana
sehingga dapat dimanfaatkan baik oleh hewan maupun manusia.

Selain dalam pengolahan pakan, mikroba juga bermanfaat
dalam pengolahan produk hasil ternak seperti dalam pembuatan
minuman fermentasi (youghurt, yakult, kefir) makanan fermentasi
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(daging fermentasi, sosis fermentasi dan lain-lain). Akan tetapi
disamping menguntungkan, mikroba juga dapat merugikan karena
dapat menyebabkan berbagai macam penyakit pada ternak. Namun
pencegahannyapun dapat dilakukan melalui penggunaan berbagai
mikroba menguntungkan (kelompok bakteri penghasil asam laktat)
yang dapat menekan pertumbuhan mikroba pathogen

a) Mikroba berasal dari Limbah Peternakan

Mikroba asal limbah peternakan ada yang bersifat
menguntungkan (apathogen) dan ada yag merugikan
(pathogen). Feses mengandung sejumlah mikroorganisme, ada
yang pathogen dan ada yang apathogen berperan sebagai
kultur starter atau bioaktivator dalam fermentasi pakan,
produk hasil ternak maupun decomposer dalam pembuatan
pupuk kandang. Dari beberapa penelusuran mikroba yang
bersumber dari feses umumnya lebih banyak ditemukan dari
kelompok bakteri dari pada fungi/kapang. Suardana dkk.,
(2014) berhasil mengisolasi E.coli dari feses ayam. Afriyani
dkk., (2016) mendapatkan isolat bakteri Salmonella sp. dari
feses anak ayam broiler. Sedangkan Mushoffa (2012) berhasil
mengidentifikasi bakteri selulolitik dari feses kambing yaitu
Bacillus sphaericus, Yersinia enterocolitica, dan Echerichia coli.

E. coli I Salmonella | Lactobacillus |

Gambar 8. 2. Morfologi E.coli, Salmonella, Lactobacillus
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b) Mikroba berasal dari Limbah Pertanian

Purwantisari dan hastuti (2009) berhasil mengisolasi
jamur indigenous rhizosfer tanaman kentang dari lahan
pertanian kentang organik genus Trichoderma, Penicillium,
Phytophthora, dan Mucor. Yosmar et al (2013) berhasil
mengisolasi jamur pengurai selulosa yang dari sampel tanah
tumpukan ampas tebu di Tabek Patah Sumatera Barat, ada dua
jenis yaitu Aspergillus terreus Thom dan Rhizopus sp.
Sementara itu Akmalasari et al (2013) memperoleh isolasi
jamur endofit dari jaringan tanaman manggis yang
teridentifikasi meliputi Phoma sp., Acremonium sp., isolat
Penicillium sp., Geotrichum sp., Pestalotiopsis sp., Botryosphaeria
sp., Colletotrichum sp., Chysosporium sp, Aspergillus sp. dan
Blastomyces sp.

Yunilas et al (2013) berhasil mengidentifikasi bakteri
yang memiliki kemampuan tinggi dalam mendegradasi serat
(lignoselulosa) yaitu bakteri Bacillus sp YLB1. Berperan
sebagai bioaktivator dalam fermentasi bahan pakan asal
limbah perkebunan sawit. Sedangkan Delfiyana et al, (2018)
berhasil mengisolasi fungi selulolitik dari limbah tanaman
jagung antara lain fungi selulolitik yaitu Fusarium sp,
Aspergillus sp., dan Rizoctonia sp. Disamping dari limbah
pertanian, mikroba terdapat juga dari hasil produk olahan
pangan seperti pliek-U (hasil fermentasi pengolahan kelapa).
Yunilas et al (2019) berhasil mengisolasi kelompok bakteri dan
fungi selulolitik yang mampu mendegradari selulosa asal pliek-
u. Mikroba yang terdapat pada limbah-limbah pertanian
sangatlah beragam dan umumnya termasuk kelompok mikroba
selulolitik. Kelompok mikroba selulolitik akan banyak kita
temui pada media/substrat yang banyak mengandung bahan-
bahan organik mengandung serat tinggi. Pada media tersebut
mikroba selulolitik akan tumbuh lebih dominan dibanding
kelompok mikroba lainnya.
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Aspergillus sp. rizoctonia sp. Fusarium sp

Gambar 8. 3. Morfologi Aspergillus sp., Rizoctonia sp., Fusarium sp.

c) Mikroba berasal dari Saluran Pencernaan

Mikroba yang terdapat pada saluran pencernaan atau
feses ternak umumnya tergantung pada makanan yang
dimakanannya serta respon ternak dengan lingkungan sekitar.
Ternak yang banyak mengkonsumsi pakan yang bersumber
dari hijauan maka akan ditemukan kelompok mikroba
selulolitik. Demikian juga ternak yang banya mengkonsumsi
konsentrat maka akan ditemukan kelompok mikroba amilolitk.
Akan ditemukan beberap mikroba penghasil enzim
pendegradasi pati (amilase), protein (kelompok enzim
protease), lemak (lipase) dll. Seperti beberapa hasil penelitian
dibawabh ini.

Hassan (2006) memperoleh kelompok bakteri penghasil
asam laktat dari saluran pencernaan ayam yaitu dari caecum.
lactobacillus murinus, dari crop lactobacillus acidophilus dan
lactobacillus murinus. Sedangkan Suryani dkk (2010) berhasil
mengidentifikasi bakteri asam laktat dari limbah kotoran ayam
sebagai agensi probiotik dan enzim kolesterol reduktase. Feses
mengandung sejumlah mikroba diantaranya protozoa, fungi,
dan bakteri. Bakteri yang terdapat dalam saluran pencernaan
ternak ruminansia salah satunya Salmonella spp. (Hidayati,
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2010). Hidayati dkk., 2013 menyatakan Bakteri yang terdapat
dalam saluran pencernaan ternak ruminansia beragam
diantaranya Lactobacillus sp., Escherichia, Eubacterium,
Propionibacterium, Streptococcus, bacteriodes, Butyvibrio,
Selenomonas, Clostridium, dan Metanobacterium, termasuk
didalamnya kelompok bakteri pathogen.

8.5 Mikrobiologi Lahan Basah Berbasis Stem-Pjbl

8.5.1 Mikrobiologi Bidang Pangan

Percobaan Aplikasi Mikrobiologi Bidang Pangan Pembuatan
Keju Dari Susu Kacang Hijau Dengan Bakteri Lactobacillus
bulgaricus.

Kacang hijau merupakan tanaman tropis yang berumur
pendek dan dapat tumbuh di daerah yang curah hujannya rendah.
Kacang hijau merupakan sumber protein nabati. Protein biji kacang
hijau mengandung 8 asam amino esensial, yaitu Valine, Leucine,
I[soleucine, Methionine, Venyl Alanine, Lycine dan Tryptophane.
Selain itu juga terdapat lemak, karbohidrat serta mineral yang
dibutuhkan tubuh. (Soeprapto, 1992)

Susu kacang hijau merupakan hasil ekstraksi biji kacang hijau
dengan penambahan air. Protein susu terbagi menjadi dua, yaitu
Casein yang dapat diendapkan oleh asam dan Rennin, serta protein
whey yang dapat mengalami denaturasi oleh panas pada suhu
650C. Casein dalam susu mencapai 80 % dari total protein.

Alat dan Bahan

Alat yang diguakan yaitu ikubator, labu Erlenmeyer dan sumbat
kapas

Bahan yang digunakan yaitu Kacang Hijau, Enzim papain, Bakteri
Lactobacillus bulgaricus, Medium MRS, Garam
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Pembuatan keju ini berdasarkan metode dari Retno et al

(2005). Tahapan yang dilakukan yaitu:

1.

Pembuatan medium MRS Broth kedalam aquadest,
memasukkan bahan tersebut kedalam tabung reaksi,
mensterilkan medium dalam tabung reaksi.
menginokulasiakn bakteri tersebut pada medium MRS
Broth
Pembuatan susu kacang hijau, merendam biji kacang hijau
dengan perbandingan tertentu. Merebus kacang hijau
sampai lunak, menghaluskannya ampas dan menambah air
hangat sampai diperoleh volume susu kacang hijau yang
diinginkan. Memasak dan menyaring dengan kain saring.
Pembuatan starter, dengan menginokulasikan biakan
murni Lactobacillus Bulgaricus dalam medium cair ke dalam
susu sapi yang sudah dipasteurisai. Memasukkan biakan
murni tersebut ke dalam inkubator. Memperbanyak
starterdan memasukkannya dalam inkubator
bersuhu 43°C selama 24 jam sampai terbentuk gumpalan.
Pembuatan keju, menginokulasikan susu kacang hijau dalam
starter. Dalam inkubator bersuhu 439C, menambahkan
enzim papain kemudian mengaduk dan memasukkannya ke
dalam inkubator pada suhu 50°C.
Menyaring gumpalan yang terbentuk dan meniriskannya
selama 1 jam. Menimbang berat gumpalan tersebut dan
menambahkan garam dapur sebanyak 1-5% berat gumpalan
dan mengaduknya. Mencetak dan menekannya hingga tidak
ada air yang terbawa. Membiarkannya selama 30 menit.
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8.5.2 Mikrobiologi Bidang Pertanian

Pembuatan Biofungisida berbahan aktif Trichoderma sp.

Gambar 8. 4. Biofungisida berbahan aktif Trichoderma sp.

Trichoderma sp. adalah jenis jamur yang tersebar luas di
tanah, dan mempunyai sifat mikoparasitik (Umrah et al., 2009).
Mikoparasitik adalah kemampuan untuk menjadi parasit jamur
lain. Sifat inilah yang dimanfaatkan sebagai biokontrol terhadap
jenis-jenis jamur fitopatogen (Purwantisari et al, 2008). Beberapa
jamur fitopatogen penting yang dapat dikendalikan oleh
Trichoderma spp. antara lain : Rhizoctonia solani, Fusarium spp,
Lentinus lepidus, Phytium spp, Botrytis cinerea, Gloeosporium
gloeosporoides, Rigidoporus lignosus dan Sclerotium roflsii yang
menyerang tanaman jagung, kedelai, kentang, tomat, dan kacang
buncis, kubis, cucumber, kapas, kacang tanah, pohon buah- buahan,
semak dan tanaman hias (Tandion, 2008).
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Tahapan  Pembuatan  Biofungisida  berbahan  aktif
Trichoderma sp yaitu:

a. Pembuatan starter/ bibit

Gambar 8. 5. Proses inokulasi Trichoderma

Pembuatan bibit jamur Trichoderma sp. dilakukan
dengan menumbuhkan isolat murni pada media jagung giling.
Beras jagung yang telah dimasak setengah matang (20 menit)
dimasukkan dalam kantong plastik masing-masing 100 g.
Media tersebut kemudian disterilkan dengan dipanaskan
selama 45 menit. Media yang sudah dingin diinokulasikan
dengan jamur Trichoderma sp. dari biakan murni (1 tabung
untuk 15 bungkus media jagung). Media yang sudah
diinokulasi diikunbasi selama 7-15 hari. Jamur yang tumbuh
(F1) dapat dikembangkan pada media padat maupun cair.

b. Pembuatan biofungisida berbahan aktif Trichoderma sp. pada
media padat

Gambar 8. 6. Biofungisida berbahan aktif Trichoderma sp. pada
media padat

133




MIKROBIOLOGI LAHAN BASAH
berbasis STEM-PJBL

Media padat yang digunakan berasal dari campuran
bekatul dan sekam dengan perbandingan volume (5:1). Bahan
tersebut dicampur dengan air sehingga membentuk adonan.
Adonan yang telah siap, dikukus dalam drum selama 90
menit. Setelah dikukus adonan dikeluarkan dan dihamparkan
di atas lembaran plastik. Setelah dingin adonan tersebut
disemprto dengan suspensi Trichoderma sp. secara merata
dan ditutup dengan plastik. Untuk mempercepat
pertumbuhan jamur, diupayakan adonan tersebut diaduk
secara merata setiap dua hari sekali. Bahan tersebut dapat
langsung dimanfaatkan sebagai biofungisida setelah
diinkubasi selama 7 hari. Untuk memastikan keefektifan
biofungisida tersebut sebaiknya dilakukan pengujian
terhadap kerapatan dan viabilitas spora.

Pembuatan Pupuk Organik-Plus Fungi Mikoriza
Arbuskula

Gambar 8. 7. Pupuk organik-plus fungi mikoriza Arbukula

Usaha untuk meningkatkan kinerja pupuk organik,
maka perlu penambahan mikroorganime yang berasosiasi
dengan perakaran tanaman. Salah satu mikroorganisme
tersebut adalah fungi mikoriza. Fungi mikoriza yang dapat
dikembangkan adalah fungi mikoriza yang disiolasi dari
perakaran tumbuhan secara langsung yang dikenal dengan
fungi mikoriza indigenous. Fungi mikoriza indigenous
merupakan jenis fungi mikoriza yang ditemukan berasosiasi
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dengan perakaran tumbuhan secara alami tanpa campur
tangan manusia dalam proses infeksi awal antara fungi
mikoriza dengan tumbuhan inangnya (Halim, 2009).

Infeksi fungi mikoriza yang terjadi di dalam sel dicirikan
oleh adanya pembentukan vesikula dan arbuskula. Vesikula
berbentuk seperti kantung, biasanya terdapat pada ujung hifa
internal yang banyak mengandung lemak, berfungsi sebagai
organ penyimpan cadangan makanan. Arbuskula adalah hifa
yang masuk ke dalam sel korteks tumbuhan inang, kemudian
hifa bercabang-cabang (Brundrett, 1999).

Metode pembuatan pupuk Organik-Plus Fungi Mikoriza
Arbuskula ini sudah dilakukan oleh Nurlaila et al (2022).
Prosedur praktek perbanyakan pupuk hayati mikoriza adlah
sebagai berikut :

1. Bahan dan alat yang digunakan adalah : pupuk mikoriza
“Mycofer” sebagai starter, benih jagung, zeolit yang
sudah disterilkan, tanah yang sudah disterilkan,
timbangan digital, sekop kecil, pot, hand spryer, kertas
label, dan pisau

2. Pot diisi 3 lapis media tanam dengan urutan dari dari

bawah ke atas : 1/3 bagian zeolit, 1/3 bagian tanah, dan

1/3 bagian zeolit

Buat lubang tanam 2-3 cm dari media tanam paling atas

4. Letakkan 0,5-1 gr starter mikoriza “Mycofer” pada
setiap lubang tanam

5. Letakkan benih jagung sebanyak 2-5 biji per lubang
tanam

6. Letakkan pot pada tempat yang mendapatkan cukup
sinar matahari

7. Setelah biji berkecambah dan muncul daun sempurna,
tanaman dikurangi sehingga tersisa satu tanaman di
dalam pot

w
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8. Pemeliharaan (inkubasi) dilakukan dengan cara
penyiraman sampai media cukup lembab. Pemberian
pupuk dilakukan dua minggu sekali dengan pupuk yang
kandungan Fosfornya rendah. Pemeliharaan dilakukan
selama 2 bulan

9. Setelah proses inkubasi, dilakukan stressing tanaman
dengan cara mengeringkan tanaman (tanaman tidak
disiram). Hal ini untuk merangsang pertumbuhan spora.
Proses stressing dilakukan selama kurang lebih 1 bulan.
Proses stressing dapat dilakukan dengan kombinasi
perlakuan pemaparan tanaman di bawah sinar matahari
atau dengan memotong tajuk tanaman sehingga tersisa
% bagian tanaman

10. Pemanenan dilakukan setelah 3 bulan dengan cara
tanaman dibongkar. Batang tanaman dipotong dan
dipisahkan. Akar tanaman dicacah Kkecil-kecil dan
dicampurkan lagi dengan media tanamnya

11. Campuran akar dan media tanam siap digunakan
sebagai pupuk hayati mikoriza. Jika pupuk tidak
digunakan langsung, pupuk dikemas dalam kemasan
kedap udara dan disimpan dalam suhu ruang

8.5.3 Mikrobiologi Bidang Pakan

Pembuatan Pakan Substitusi Ikan Nila dari mikro-alga
(Chlorella vulgaris)

Pakan alami ikan yang berasal dari mikroalga C. vulgaris
dapat mempercepat pertumbuhan ikan dan benih ikan karena C.
vulgaris mempunyai nutrisi yang dibutuhkan seperti protein,
lemak, beta karoten dan vitamin, hal ini disebabkan karena
sebagian besar komponen penyusun dinding sel dan bagian-bagian
sel C. vulgaris terdiri atas protein, lemak, beta karoten, Nitrogen,
Fosfor, Belerang, Kalium, Kalsium, Besi dan Cu serta vitamin yang
terbentuk melalui proses metabolisme yang terjadi di dalam sel.
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Hal ini diperkuat oleh Muchlisin et al. (2003). Pembuatan pakan
substitusi dari C. vulgaris ini sudah banyak dikembangkan
salahsatunya oleh Yulita (2015).

Gambar 8. 8. C. vulgaris secara mikroskopis dan sediaan kultur

Alat dan Bahan:
Alat-alat yang digunakan yaitu

1.

ok W

kolam terpal ukuran 2 mx 2 mx 1,5 m
gallon 20 L

erlenmeyer 250 ml; 500 ml; 1 L; 5L,
lampu neon

selang

seperangkat aerator

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu

1.

Nk wh

media pertumbuhan C. vulgaris (dapat menggunakan media
perairan secara umum maupun pemanfaatan limbah dari
industry karet)

Modifikasi Bold Basal Medium (BBM) cair

BBM agar

pupuk NPK

agar bacteriological

isolat murni C. vulgaris hasil isolasi

bibit ikan nila

Metode
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Diagram alir pembuatan pakan ikan bentuk pellet dengan
substitusi C. vulgaris hasil isolasi dari limbah karet sebagai pakan
ikan nila (Oreochromis niloticus) pada penelitian ini dapat dilihat
pada Gambar 8.8

Chlorella Dedak Lem Tapioka
vulgaris ,
" !b Pencampuran J
Adnnan
Adonan Pakan
Pencetakan
> Adonan
Pakan Bentuk Pengeringan
Pellet (Basah) 1. Oven5jam
> suhu 70°C
atau
2. Sinar
Pakan Bentuk matahari
Pellet (Kering) (2 Hari)

Gambar 8. 9. Diagram Alir Pembuatan Pakan Ikan Bentuk Pellet

Pembuatan pakan ikan bentuk pellet diawali dengan
penyaringan biomassa dengan menggunakan plankton net,
kemudian hasil panen C.vulgaris dimasukkan ke dalam Erlenmeyer
2 L. Sebanyak 1 L C. vulgaris, dimasukan ke dalam baskom
kemudian dicampur dengan dedak padi sebanyak 1 kg, kemudian
diaduk sampai dengan tercampur rata. Kemudian dimasukkan lem
yang dibuat dari 100 g tepung tapioka yang dicampur dengan
akuades dan dipanaskan sampai kental. Lem ini berfungsi sebagai
perekat pada waktu pencetakan. Setelah adonan pakan tercampur
rata, adonan didiamkan 10 menit, kemudian adonan dicetak
dengan menggunakan gilingan ikan sampai terbentuk pellet.
Adonan yang sudah berbentuk pellet dikeringkan di bawah sinar
matahari selama 2 hari atau dapat menggunakan oven suhu 800C
selama 12 jam. Pakan ikan yang sudah kering bersifat mudah patah
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menjadi bagian-bagain kecil. Pakan ikan bentuk pellet ini dikemas
dengan menggunakan kemasan yang kedap udara dan siap untuk
digunakan.

8.6 Rangkuman

Berdasarkan wuraian diatas dapat disimpulkan bahwa
mikrobiologi pada bidang pangan tujuannya dapat meningkatkan
produksi pangan dengan nilai gizi yang lebih tinggi melalui proses
fermentasi. Fermentasi ini dibagi menjadi empat yaitu fermentasi
asam laktat, fermentasi jamur, fermentasi alkohol dan fermentasi
dengan kadar garam tinggi. Selaian teknologi fermentasi, teknologi
mikroorganisme dapat melalui protein sel tunggal.

Pada bidang pakan, mikrobiologi berperan dalam
meningkatkan nilai gizi dari suatu pakan sehingga produktivitas
ternak meningkat. Pada bidang pertanian mikrobiologi dapat
meningkatkan unsur hara tanah dan dapat mengidentifikasi hama
dan penyakit dan cara pengendaliannya.

8.7 Latihan Soal

1. Jelaskan aplikasi mikrobiologi pada bidang pangan !

2. Jelaskan contoh mikroorganime yang menguntungkan pada

bidang pangan !

Jelaskan aplikasi mikrobiologi pada bidang pakan !

4. Jelaskan contoh mikroorganime yang menguntungkan pada
bidang pakan!

5. Jelaskan aplikasi mikrobiologi pada bidang pertanian !

6. Jelaskan contoh mikroorganime yang menguntungkan pada
bidang pertanian!

w
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Lipid, 71, 73, 154
Senyawa organik yang termasuk
lemak, minyak, dan sterol,
berfungsi sebagai cadangan
energi dan bagian dari membran
sel, 154
Lipopolisakarida, 66, 154
Molekul kompleks yang terdiri dari
lipid dan polisakarida, ditemukan
di dinding sel bakteri gram
negatif.,, 154
Logam berat, 14, 154
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Unsur kimia dengan densitas tinggi
dan potensi toksik, seperti timbal,
merkuri, dan kadmium., 154

M

Magnesium, 154
Unsur kimia yang berperan dalam
banyak reaksi enzimatik dan
fungsi otot., 154
Mangan, 154
Unsur kimia yang terlibat dalam
berbagai proses biokimia dan
sebagai kofaktor enzim., 154
Membran selulosa asetat atau
selulosa nitrat, 154
Bahan yang digunakan dalam filtrasi
dan pemisahan, sering untuk
memisahkan partikel atau
mikroorganisme., 154
Methylene blue, 68, 154
Pewarnaan yang digunakan dalam
mikroskopi untuk melihat
struktur sel dan mikroorganisme.,
154
Mikoriza, 115,124, 125, 133, 134, 135,
154
Hubungan simbiotik antara jamur
dan akar tanaman yang
meningkatkan penyerapan nutrisi
oleh tanaman., 154
Molybdenum, 155
Unsur kimia yang terlibat dalam
beberapa reaksi enzimatik., 155
Monosodium glutamat (MSG), 155
Senyawa kimia yang digunakan
sebagai penyedap rasa dalam
makanan., 155
Morfologi, 118,119, 155
Studi tentang bentuk dan struktur
organisme atau bagian-
bagiannya., 155
Mutagenesis, 101, 155
Proses menyebabkan perubahan
atau mutasi dalam DNA., 155
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N

Nikel, 155
Unsur kimia yang terlibat dalam
beberapa proses biokimia dan
sebagai komponen enzim., 155
Nitrogen, 114,116, 127,132,155
Unsur kimia penting dalam proses
biologis, seperti sintesis protein
dan DNA,, 155
Non simbiotik, 155
Organisme atau proses yang tidak
melibatkan simbiosis, yaitu
interaksi erat antara organisme
yang berbeda., 155

o

Oksigen, 55, 81, 155
Unsur kimia penting untuk respirasi
seluler dan berbagai reaksi
kimia., 155
Ose, 155
Singkatan dari inokulum, bahan atau
proses untuk menanam
mikroorganisme dalam kultur.,
155
Oven, 9, 155
Alat laboratorium untuk
memanaskan atau mengeringkan
bahan pada suhu tinggi., 155

P

Pasteurisasi, 13, 155
Proses pemanasan makanan atau
minuman untuk membunuh
mikroorganisme patogen tanpa
merusak kualitas produk., 155
Pati, 71, 72, 155
Polisakarida yang disimpan sebagai
cadangan energi dalam
tumbuhan., 155
Pektin, 156
Polisakarida yang ditemukan dalam
dinding sel tanaman, sering
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digunakan sebagai bahan
pengental dalam makanan., 156
Pellet, 128, 156
Butiran kecil atau gumpalan yang
digunakan dalam berbagai
aplikasi, termasuk sebagai media
kultur atau bahan bakar., 156
Pembelahan biner, 156
Metode pembelahan sel di mana satu
sel membelah menjadi dua sel
anak yang identik., 156
Pepton, 156
Campuran protein yang terhidrolisis
sebagian, digunakan sebagai
sumber nutrisi dalam kultur
mikroba., 156
pH, 1, 3,5, 22, 25, 32, 35, 44, 53, 54, 56,
65,67,112,135,156
Ukuran konsentrasi ion hidrogen
dalam larutan yang menunjukkan
tingkat keasaman atau kebasaan.,
156
Pilli, 156
Struktur rambut kecil pada
permukaan bakteri yang
digunakan untuk adhesi atau
transfer gen., 156
Plasmid, 89,90, 91, 156
Molekul DNA tambahan di dalam sel
bakteri yang dapat membawa gen
tambahan., 156
Polisakarida, 155, 156
Karbohidrat kompleks yang terdiri
dari banyak unit monosakarida,
seperti amilum dan glikogen., 156
Polymerase Chain Reaction (PCR),
156
Teknik laboratorium untuk
memperbanyak atau
mengamplifikasi salinan DNA
tertentu., 156
Potassium, 156
Unsur kimia penting dalam fungsi
seluler, seperti keseimbangan
elektrolit,, 156
Protozoa, 156



Organisme mikroskopis yang
bergerak dengan bantuan flagela,
silia, atau pseudopodia dan hidup
di lingkungan air atau tanah
lembap., 156

Protozoologi, 156

[Imu yang mempelajari protozoa,
yaitu organisme mikroskopis
yang termasuk dalam kerajaan
Protista, 156

R

Radiasi ionisasi, 12, 157
Radiasi dengan energi tinggi yang
dapat mengionisasi atom, sering
digunakan dalam sterilisasi., 157
Radioisotope, 157
Isotop radioaktif yang memancarkan
radiasi, digunakan dalam
berbagai aplikasi termasuk medis
dan penelitian., 157
Rbuskula, 157
Struktur di dalam sel tanaman atau
mikroorganisme yang berfungsi
dalam berbagai proses biologis.,
157
Resisten, 157
Kemampuan mikroorganisme untuk
bertahan terhadap efek bahan
atau kondisi yang biasanya
membunuh atau menghambat
mereka., 157
Respirasi anaerob, 157
Proses pembentukan energi tanpa
oksigen, seringkali dengan
produk sampingan seperti
alkohol atau asam laktat., 157
Rhizosfer, 135, 152, 157
Zona di sekitar akar tanaman yang
dipengaruhi oleh aktivitas akar
dan mikroorganisme di
sekitarnya., 157
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S
Sekuen, 157
Urutan nukleotida dalam DNA atau
RNA, 157

Selulosa, 157
Polimer karbohidrat yang
membentuk dinding sel tanaman.,
157
Seng, 157
Unsur kimia yang penting untuk
sintesis protein dan fungsi sistem
kekebalan tubuh., 157
Sinar gamma, 157
Radiasi elektromagnetik dengan
energi tinggi, digunakan dalam
sterilisasi dan pemrosesan
makanan., 157
Sintetik, 157
Terbuat dari bahan buatan atau hasil
rekayasa, bukan alami., 157
Sitoplasma, 157
Cairan di dalam sel yang berisi
organel dan terlibat dalam
berbagai proses seluler., 157
Spora, 158
Bentuk reproduksi tahan lama dari
beberapa mikroorganisme,
seperti bakteri dan jamur, yang
dapat bertahan dalam kondisi
ekstrem., 158
Sterilisasi, ii, 7, 8,9, 10, 13, 14, 15, 17,
158
Proses untuk membunuh semua
mikroorganisme, termasuk spora,
pada alat atau bahan tertentu.,
158
Sulfur, 158
Unsur kimia yang penting dalam
sintesis protein dan beberapa
vitamin., 158

T

Tembaga, 158
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Unsur kimia yang penting untuk
fungsi beberapa enzim dan
pembentukan hemoglobin., 158

U

Ultraviolet, 158
Sinar elektromagnetik dengan
panjang gelombang lebih pendek
dari cahaya tampak, sering
digunakan untuk disinfeksi., 158
Urin, 158
Cairan biologis yang dihasilkan oleh
ginjal dan dikeluarkan melalui
sistem kemih., 158

\'

Vesikula, 125, 158
Struktur bulat yang berisi cairan
atau zat lainnya, biasanya
ditemukan di dalam sel., 158
Vitamin, 21,112, 158
Senyawa organik yang diperlukan
dalam jumlah kecil untuk

GLOSARIUM

berbagai fungsi biokimia dalam
tubuh., 158
Volumetric, 158
Pengukuran atau metode yang
melibatkan volume., 158

Y

Yoghurt, 158
Produk susu fermentasi yang
dihasilkan oleh bakteri
lactobacillus., 158

Z

Zat besi, 158
Unsur kimia penting dalam
transportasi oksigen dalam darah
(hemoglobin)., 158
Zeolit, 158
Mineral yang memiliki struktur
berpori dan digunakan dalam
berbagai aplikasi, termasuk
pemurnian air dan pertanian.,
158

Aerob: Proses atau organisme yang memerlukan oksigen untuk
bertahan hidup atau berkembang biak.

Aldehid: Senyawa organik dengan grup karbonil, digunakan
sebagai disinfektan dan fiksatif.
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Amplifikasi: Proses meningkatkan jumlah salinan DNA, biasanya
menggunakan teknik seperti PCR.

Anaerob: Proses atau organisme yang tidak memerlukan oksigen
dan seringkali dapat berkembang di lingkungan tanpa
oksigen.

Antibiotik: Zat yang digunakan untuk membunuh atau
menghambat pertumbuhan bakteri.

Antibiotik: Zat yang digunakan untuk membunuh atau
menghambat pertumbuhan bakteri.

Antiseptik: Zat yang digunakan untuk membunuh atau
menghambat  pertumbuhan  mikroorganisme pada
permukaan hidup, seperti kulit.

Asam amino: Molekul organik yang merupakan blok pembangun
protein.

Aseptik: Kondisi atau metode yang bebas dari kontaminasi
mikroorganisme.

ATP: Molekul energi utama dalam sel yang digunakan untuk
berbagai proses biologis.

Autoklav: Alat untuk sterilisasi yang menggunakan uap panas
bertekanan tinggi.

Bahan organik: Material yang berasal dari organisme hidup dan
mengandung karbon, seperti protein, lemak, dan
karbohidrat.

Bakteri coliform: Kelompok bakteri yang digunakan sebagai
indikator kontaminasi fecal dalam air.

Bakteri gram negatif: Bakteri dengan dinding sel tipis yang tidak
mengikat pewarna gram dan biasanya memiliki lapisan
luar lipopolisakarida.
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Bakteri gram positif: Bakteri yang memiliki dinding sel tebal yang
mengikat pewarna gram dalam proses pewarnaan.

Bakteriologi: lmu yang mempelajari bakteri, termasuk struktur,
fungsi, dan interaksi mereka.

Belerang: Unsur kimia yang terlibat dalam sintesis protein dan
asam amino.

Bioaktivator: Zat atau mikroorganisme yang meningkatkan
aktivitas biologis dalam lingkungan atau sistem biologis.

Biofeedback: Teknik yang melibatkan penggunaan perangkat
untuk memberikan umpan balik kepada individu tentang
proses fisiologis mereka, dengan tujuan mengajarkan
mereka cara mengontrol fungsi tubuh tertentu.

Biohazard: Bahaya biologis, seperti mikroorganisme atau bahan
yang dapat menyebabkan penyakit atau kontaminasi.

Biokimia: [lmu yang mempelajari reaksi kimia dan proses biologis
dalam organisme hidup.

Biomassa: Massa total organisme hidup dalam area atau volume
tertentu.

Biosurfaktan: Senyawa permukaan yang dihasilkan oleh
mikroorganisme, digunakan untuk menurunkan tegangan
permukaan dan meningkatkan proses pembersihan.

Bunsen: Alat laboratorium yang digunakan untuk menghasilkan
nyala api yang stabil, biasanya untuk pemanasan.

Casein: Protein utama dalam susu yang digunakan dalam
pembuatan keju dan produk susu lainnya.

Cotton bud: Alat laboratorium yang digunakan untuk mengambil
atau menerapkan bahan kecil, sering digunakan dalam
prosedur kebersihan.
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Decomposer: Organisme yang memecah bahan organik mati
menjadi senyawa yang lebih sederhana, membantu daur
ulang nutrisi di ekosistem.

Denitrifikasi: Proses biologis di mana nitrat dikonversi menjadi
nitrogen gas oleh mikroorganisme, mengurangi kadar
nitrat dalam tanah atau air.

Desinfeksi: Proses mengurangi jumlah mikroorganisme patogen di
permukaan atau benda hingga tidak berbahaya.

Deskriptif: Metode atau pendekatan yang berfokus pada
penggambaran atau pemaparan fenomena tanpa
melakukan analisis statistik atau eksperimental.

Diferensial: Teknik atau media yang membedakan antara jenis
mikroorganisme berdasarkan karakteristik pertumbuhan
atau reaksi.

Differential: Metode atau media yang memungkinkan perbedaan
antara jenis mikroorganisme berdasarkan sifat atau reaksi
tertentu.

DNA: Molekul yang membawa informasi genetik dalam sel.

Ekosistem: Sistem yang terdiri dari komunitas makhluk hidup dan
lingkungan fisiknya yang saling berinteraksi.

Elektron: Partikel subatomik dengan muatan negatif yang terlibat
dalam reaksi kimia dan pembentukan ikatan.

Endofit: Mikroorganisme atau organisme lain yang hidup di dalam
jaringan tanaman tanpa menyebabkan penyakit.

Endospora: Struktur tahan lama yang dibentuk oleh beberapa
bakteri untuk bertahan dalam kondisi ekstrem.

Enzim katalase: Enzim yang memecah hidrogen peroksida
menjadi air dan oksigen.
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Eosin: Pewarnaan yang digunakan dalam mikroskopi untuk
membedakan struktur seluler.

Erlenmeyer: Gelas ukur laboratorium berbentuk kerucut dengan
leher sempit, sering digunakan untuk pencampuran dan
pemanasan cairan.

Etil alkohol: Alkohol yang digunakan sebagai antiseptik dan
pelarut, sering dalam produk pembersih dan desinfektan.

Fermentasi: Proses biokimia di mana mikroorganisme mengubah
bahan organik menjadi produk seperti alkohol atau asam
laktat.

Feses: Limbah biologis dari sistem pencernaan yang dikeluarkan
melalui rektum.

Fiksasi: Proses mempertahankan struktur sel atau jaringan dengan
bahan kimia untuk analisis lebih lanjut.

Fitopatogen: Mikroorganisme yang menyebabkan penyakit pada
tanaman.

Flagella: Struktur panjang seperti ekor pada beberapa sel
mikroorganisme yang digunakan untuk bergerak.

Formaldehide: Senyawa kimia yang digunakan sebagai disinfektan
dan fiksatif dalam laboratorium.

Fosfat: Garam atau ester dari asam fosfat, penting untuk proses
biologis seperti sintesis DNA dan ATP.

Fosfat: Unsur kimia yang merupakan bagian penting dari ATP dan
asam nukleat.

Gelatin: Protein yang diperoleh dari kolagen, digunakan sebagai
agen pengental dalam makanan.

Habitat: Tempat atau lingkungan alami di mana organisme hidup
dan berkembang biak.
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Halogen: Kelas unsur kimia termasuk fluor, klor, brom, dan iodin,
sering digunakan sebagai desinfektan.

Hydrogen peroksida: Senyawa kimia dengan sifat antiseptik dan
disinfektan, digunakan untuk membersihkan luka dan
bahan.

Ikatan glikosidik: Ikatan kimia yang menghubungkan unit
monosakarida dalam polisakarida.

Indigenous Rhizosfer: Mikroorganisme alami di dalam zona
rhizosfer tanaman lokal.

Infeksius: Berkaitan dengan infeksi, kondisi di mana
mikroorganisme patogen masuk dan berkembang biak
dalam tubuh.

Insenerasi: Proses pembakaran untuk mengeliminasi limbah,
termasuk mikroorganisme.

Insulin: Hormon yang mengatur kadar glukosa darah dan
diproduksi oleh pankreas.

Intraseluler: Terletak di dalam sel.

Iodin: Unsur halogen yang digunakan sebagai antiseptik dan
desinfektan.

Isolasi: Proses memisahkan atau menanam mikroorganisme dari
sampel untuk murni dalam kultur.

Kalsium: Unsur kimia yang penting untuk kesehatan tulang dan
fungsi sel.

Karbon, hidrogen, nitrogen: Unsur kimia penting yang
membentuk molekul organik dan terlibat dalam berbagai
proses biokimia.
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Kasein: Protein utama dalam susu, digunakan dalam pembuatan
keju dan produk susu lainnya.

Kitin: Polimer yang membentuk exoskeleton pada serangga dan
dinding sel fungi.

Klorin: Unsur halogen yang digunakan sebagai desinfektan dan
pemutih.

Kobalt: Unsur kimia yang merupakan bagian dari vitamin B12 dan
penting untuk sintesis sel darah merah.

Kodon: Sekelompok tiga nukleotida dalam mRNA yang
menentukan asam amino dalam sintesis protein.

Koloni: Kelompok mikroorganisme yang berkembang dari satu sel
tunggal di media kultur.

Kontaminan: Substansi yang tidak diinginkan atau berbahaya
yang mencemari bahan atau lingkungan.

Konvensi Ramsar: Konvensi internasional yang berfokus pada
perlindungan lahan basah di seluruh dunia.

Kromosom: Struktur di dalam sel yang mengandung informasi
genetik.

Kultivasi: Proses membiakkan mikroorganisme dalam kondisi
yang dikontrol untuk penelitian atau produksi.

Lahan basah: Area yang tergenang air secara periodik atau terus-
menerus, termasuk rawa, air payau, tanah gambut, dan
tanah lembap.

Lahan rawa: Tipe lahan basah yang tergenang air secara periodik
atau terus-menerus dan memiliki air tanah yang dangkal.

Laktosa: Gula yang ditemukan dalam susu, terdiri dari glukosa dan
galaktosa.
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Leguminoseae: Keluarga tumbuhan yang mencakup kacang-
kacangan dan polong-polongan.

Lipid: Senyawa organik yang termasuk lemak, minyak, dan sterol,
berfungsi sebagai cadangan energi dan bagian dari
membran sel.

Lipopolisakarida: Molekul kompleks yang terdiri dari lipid dan
polisakarida, ditemukan di dinding sel bakteri gram
negatif.

Logam berat: Unsur kimia dengan densitas tinggi dan potensi
toksik, seperti timbal, merkuri, dan kadmium.

Magnesium: Unsur kimia yang berperan dalam banyak reaksi
enzimatik dan fungsi otot.

Mangan: Unsur kimia yang terlibat dalam berbagai proses
biokimia dan sebagai kofaktor enzim.

Membran selulosa asetat atau selulosa nitrat: Bahan yang
digunakan dalam filtrasi dan pemisahan, sering untuk
memisahkan partikel atau mikroorganisme.

Methylene blue: Pewarnaan yang digunakan dalam mikroskopi
untuk melihat struktur sel dan mikroorganisme.

Mikoriza: Hubungan simbiotik antara jamur dan akar tanaman
yang meningkatkan penyerapan nutrisi oleh tanaman.

Molybdenum: Unsur kimia yang terlibat dalam beberapa reaksi
enzimatik.

Monosodium glutamat (MSG): Senyawa kimia yang digunakan
sebagai penyedap rasa dalam makanan.

Morfologi: Studi tentang bentuk dan struktur organisme atau
bagian-bagiannya.
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Mutagenesis: Proses menyebabkan perubahan atau mutasi dalam
DNA.

Nikel: Unsur kimia yang terlibat dalam beberapa proses biokimia
dan sebagai komponen enzim.

Nitrogen: Unsur kimia penting dalam proses biologis, seperti
sintesis protein dan DNA.

Non simbiotik: Organisme atau proses yang tidak melibatkan
simbiosis, yaitu interaksi erat antara organisme yang
berbeda.

Oksigen: Unsur kimia penting untuk respirasi seluler dan berbagai
reaksi kimia.

Ose: Singkatan dari inokulum, bahan atau proses untuk menanam
mikroorganisme dalam kultur.

Oven: Alat laboratorium untuk memanaskan atau mengeringkan
bahan pada suhu tinggi.

Pasteurisasi: Proses pemanasan makanan atau minuman untuk
membunuh mikroorganisme patogen tanpa merusak
kualitas produk.

Pati: Polisakarida yang disimpan sebagai cadangan energi dalam
tumbuhan.

Pektin: Polisakarida yang ditemukan dalam dinding sel tanaman,
sering digunakan sebagai bahan pengental dalam
makanan.

Pellet: Butiran kecil atau gumpalan yang digunakan dalam
berbagai aplikasi, termasuk sebagai media kultur atau
bahan bakar.

Pembelahan biner: Metode pembelahan sel di mana satu sel
membelah menjadi dua sel anak yang identik.
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Pepton: Campuran protein yang terhidrolisis sebagian, digunakan
sebagai sumber nutrisi dalam kultur mikroba.

pH: Ukuran konsentrasi ion hidrogen dalam larutan yang
menunjukkan tingkat keasaman atau kebasaan.

Pilli: Struktur rambut kecil pada permukaan bakteri yang
digunakan untuk adhesi atau transfer gen.

Plasmid: Molekul DNA tambahan di dalam sel bakteri yang dapat
membawa gen tambahan.

Polisakarida: Karbohidrat kompleks yang terdiri dari banyak unit
monosakarida, seperti amilum dan glikogen.

Polymerase Chain Reaction (PCR): Teknik laboratorium untuk
memperbanyak atau mengamplifikasi salinan DNA
tertentu.

Potassium: Unsur kimia penting dalam fungsi seluler, seperti
keseimbangan elektrolit.

Protozoa: Organisme mikroskopis yang bergerak dengan bantuan
flagela, silia, atau pseudopodia dan hidup di lingkungan air
atau tanah lembap.

Protozoologi: [lmu yang mempelajari protozoa, yaitu organisme
mikroskopis yang termasuk dalam kerajaan Protista

Radiasi ionisasi: Radiasi dengan energi tinggi yang dapat
mengionisasi atom, sering digunakan dalam sterilisasi.

Radioisotope: Isotop radioaktif yang memancarkan radiasi,
digunakan dalam berbagai aplikasi termasuk medis dan
penelitian.

Rbuskula: Struktur di dalam sel tanaman atau mikroorganisme
yang berfungsi dalam berbagai proses biologis.
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Resisten: Kemampuan mikroorganisme untuk bertahan terhadap
efek bahan atau kondisi yang biasanya membunuh atau
menghambat mereka.

Respirasi anaerob: Proses pembentukan energi tanpa oksigen,
seringkali dengan produk sampingan seperti alkohol atau
asam laktat.

Rhizosfer: Zona di sekitar akar tanaman yang dipengaruhi oleh
aktivitas akar dan mikroorganisme di sekitarnya.

Sekuen: Urutan nukleotida dalam DNA atau RNA.

Selulosa: Polimer karbohidrat yang membentuk dinding sel
tanaman.

Seng: Unsur kimia yang penting untuk sintesis protein dan fungsi
sistem kekebalan tubuh.

Sinar gamma: Radiasi elektromagnetik dengan energi tinggi,
digunakan dalam sterilisasi dan pemrosesan makanan.

Sintetik: Terbuat dari bahan buatan atau hasil rekayasa, bukan
alami.

Sitoplasma: Cairan di dalam sel yang berisi organel dan terlibat
dalam berbagai proses seluler.

Spora: Bentuk reproduksi tahan lama dari beberapa
mikroorganisme, seperti bakteri dan jamur, yang dapat
bertahan dalam kondisi ekstrem.

Sterilisasi: Proses untuk membunuh semua mikroorganisme,
termasuk spora, pada alat atau bahan tertentu.

Sulfur: Unsur kimia yang penting dalam sintesis protein dan
beberapa vitamin.

Tembaga: Unsur kimia yang penting untuk fungsi beberapa enzim
dan pembentukan hemoglobin.
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Ultraviolet: Sinar elektromagnetik dengan panjang gelombang
lebih pendek dari cahaya tampak, sering digunakan untuk
disinfeksi.

Urin: Cairan biologis yang dihasilkan oleh ginjal dan dikeluarkan
melalui sistem kemih.

Vesikula: Struktur bulat yang berisi cairan atau zat lainnya,
biasanya ditemukan di dalam sel.

Vitamin: Senyawa organik yang diperlukan dalam jumlah kecil
untuk berbagai fungsi biokimia dalam tubuh.

Volumetric: Pengukuran atau metode yang melibatkan volume.

Yoghurt: Produk susu fermentasi yang dihasilkan oleh bakteri
lactobacillus.

Zat besi: Unsur kimia penting dalam transportasi oksigen dalam
darah (hemoglobin).

Zeolit: Mineral yang memiliki struktur berpori dan digunakan
dalam berbagai aplikasi, termasuk pemurnian air dan
pertanian.
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SINOPSIS BUKU

Buku Ajar "Mikrobiologi Lahan Basah berbasis STEM-PjBL "
mengupas secara mendalam konsep tentang mikrobiologi dan
bagaimana mengajarkan konsep mikrobiologi kepada mahasiswa
dengan memanfaatkan lahan disekitar yaitu lahan basah dengan
pendekatan STEM dan model pembelajaran Project Based Learning
(PjBL). Selain itu, dalam buku ini diberikan proyek atau contoh
pembelajaran menarik yang dapat dilakukan oleh pengajar
sehingga mahasiswa akan lebih aktif dalam proses pembelajaran
dan mahasiswa mampu memahami tentang konsep mikrobiologi.
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