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ABSTRACT

Nutrient Agar is a universal medium suitable for bacterial culture, so it is much needed. However, the
procurement of Nutrient Agar media takes a long time, especially in laboratories located far from the city, so
research was conducted to make alternative media from natural materials that are easily available and relatively
cheap. One of them was by utilizing soybeans (Glycine max L.) which was a source of protein, carbohydrates,
minerals, and vitamins. The content contained in soybeans is in accordance with the nutritional requirements of
bacterial growth media. This study aimed to determine the effectiveness of alternative media soybean flour as a
substitute for Nutrient Agar media on the growth of Escherichia coli bacteria. This type of research was
experimental with Posstest Only Control Group Design research design. The method used in this study was the
spread plate method or the spread planting method. Then the number of colonies were calculated using a colony
counter. The statistical test used was Kruskal wallis test and N-Gain effectiveness test. The highest number of
colonies in soybean flour media was the mass variation of 3 grams with an average of 41.4 x 1013 CFU/mL, and
showed a decrease in the number of colonies in mass variations of 4 grams, 5 grams, and 6 grams. The conclusion
from this research was thhis soybean flour media cannot be used as an alternative media for Nutrient Agar media.
Keywords: Nutrient agar media; alternative media for soybean flour,; Escherichia coli

ABSTRAK

Nutrient Agar merupakan media universal yang cocok untuk kultur bakteri, sehingga banyak dibutuhkan. Namun
pengadaannya waktu lama terutama pada laboratorium yang jauh dari kota, sehingga dilakukan penelitian untuk
membuat media alternatif dari bahan alam yang mudah didapat dan harganya relatif murah. Salah satunya adalah
dengan memanfaatkan kacang kedelai (Glycine max L.) yang merupakan sumber protein, karbohidrat, mineral,
dan vitamin. Kandungan yang terdapat pada kacang kedelai sesuai dengan syarat nutrisi pada media pertumbuhan
bakteri. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui tingkat efektivitas media alternatif tepung kacang kedelai
sebagai pengganti media Nutrient Agar terhadap pertumbuhan Escherichia coli. Jenis penelitian ini adalah
eksperimental dengan rancangan penelitian Posstest Only Control Group Design. Metode yang digunakan pada
penelitian ini adalah metode spread plate. Jumlah koloni dihitung menggunakan colony counter. Uji statistik yang
digunakan adalah uji Kruskal wallis dan uji efektivitas N-Gain. Jumlah koloni tertinggi pada media tepung kacang
kedelai adalah variasi massa 3 gram dengan rata — rata 41,4 x 10'* CFU/mL, dan menunjukkan penurunan jumlah
koloni pada variasi massa 4 gram, 5 gram, dan 6 gram. Sedangkan ukuran koloni pada variasi massa 3 gram relatif
kecil dan ukuran semakin besar pada variasi massa 4 gram, 5 gram, dan 6 gram. Berdasarkan uji efektivitas, variasi
massa 3 gram memiliki tingkat efektivitas sedang, sedangkan pada variasi massa 4 gram, 5 gram dan 6 gram
memiliki tingkat efektivitas rendah. Dapat disimpulkan bahwa media tepung kacang kedelai ini belum dapat
digunakan sebagai media alternatif pengganti media Nutrient Agar.

Kata kunci: Media Nutrient Agar; media alternatif tepung kacang kedelai; Escherichia coli

PENDAHULUAN

Pemeriksaan mikrobiologi memegang peranan penting untuk mendiagnosis suatu penyakit infeksi,
khususnya penyakit akibat infeksi mikroba seperti bakteri, jamur dan virus. Salah satu agen penyebab infeksi
adalah bakteri Escherichia coli (E. coli). Bakteri ini adalah flora normal yang hidup dalam saluran pencernaan,
bilamana jumlahnya berlebihan di saluran pencernaan, bakteri ini bisa menjadi patogen, selain itu bakteri ini
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menginfeksi dan menyebabkan penyakit karena makanan, minuman ataupun lingkungan yang tercemar (.
Escherichia coli paling sering mengakibatkan Infeksi Saluran Kemih (ISK) ??. Penyakit lainnya seperti diare,
nosokomial, pneumonia, meningitis, infeksi luka, gastroenteritis, dan sindrom uremik hemolitik juga disebabkan
oleh bakteri ini ®. Penyakit tersebut dapat didiagnosis melalui pemeriksaan mikrobiologi.

Dalam pemeriksaan mikrobiologi, media kultur memiliki peranan yang sangat penting. Tingginya harga
media menjadikan pemeriksaan mikrobiologi juga cukup mahal. Media kultur digunakan untuk identifikasi
bakteri penyebab penyakit, dan untuk keperluan pengobatan ©. Media yang umum digunakan untuk penunjang
diagnostik pada laboratorium mikrobiologi adalah nutrient agar (NA). Harga untuk 500g NA adalah + Rp
1.500.000 ©, Penelitian dilakukan untuk membuat alternatif media NA dari bahan alam yang mudah didapat dan
terjangkau. Sesuai dengan kegunaannya media kultur harus memiliki kandungan nutrisi yang diperlukan oleh
bakteri, yakni kandungan karbohidrat dan protein yang berlimpah 7. Salah satu sumber karbohidrat dan protein
yang berasal dari bahan alam adalah kacang kedelai.

Pada penelitian yang dikerjakan oleh ®, Staphylococcus aureus tumbuh di media tepung kacang kedelai
hitam (Glycine soja L. Merr) konsentrasi 4% sehingga dapat menjadi alternatif media NA ®). Menurut penelitian
© yang memanfaatkan kacang kedelai sebagai media pengganti NA dengan variasi 2%, 4%, 6%, dan 8%, bakteri
Pseudomonas aeruginosa tumbuh dengan baik, sehingga bisa dijadikan sumber protein pada media kultur untuk
©), Sedangkan menurut penelitian yang dikerjakan oleh 19 serbuk kacang kedelai berperan jadi sumber protein
pada media alternatif NA dan dapat menumbuhkan koloni bakteri Staphylococcus aureus pada konsentrasi 4 g
dan 5 g namun tidak tumbuh sebaik pada NA (9, Penelitian diatas meneliti media pengganti untuk bakteri
Staphylococcus aureus, dan Pseudomonas aeruginosa, sehingga perlu dilanjut untuk diteliti kembali mengenai
efektivitas dari variasi massa dari tepung kacang kedelai yang berlimpah proteinnya dalam media alternatif
pengganti NA dengan membandingkan koloni yang tumbuh pada media pengganti dengan NA pabrikan sebagai
kontrol. Media alternatif dari tepung kacang kedelai diharapkan dapat menekan tingginya harga pemeriksaan
mikrobiologi akibat mahalnya media NA pabrikan.

METODE

Jenis penelitian ini adalah eksperimental, yaitu dengan mengontrol dan mendisain media uji yaitu tepung
kacang kedelai menjadi beberapa variasi massa yang bertujuan untuk mengetahui variasi massa tepung kacang
kedelai yang paling efektif sebagai media alternatif terhadap pertumbuhan bakteri Escherichia coli. Rancangan
penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah posttest-only control group design. Penelitian ini dilakukan
di Laboratorium Bakteriologi Kampus Jurusan Teknologi Laboratorium Medis Politeknik Kesehatan Kemenkes
Surabaya Jalan Karang Menjangan No. 18 A, Surabaya. Waktu penelitian dari bulan November 2023 — Mei 2024.
Bahan uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah tepung kacang kedelai yang diperoleh dari Balai
Standarisasi Instrumen Pertanian (BSIP) Aneka Kacang dan Umbi Malang serta bakteri Escherichia coli ATCC
25922 yang diperoleh dari Balai Besar Laboratorium Kesehatan (BBLK) Surabaya. Teknik pengumpulan data
yang dilakukan dalam penelitian ini adalah observasi yaitu dengan melakukan pengamatan terhadap karakteristik
koloni dan menghitung jumlah koloni bakteri Escherichia coli dan dianalisa dengan uji statistik, pengujian
distribusi normalitas dan homogenitasnya menggunakan uji Kolmogrov Smirnov dan uji Levene dilanjutkan
dengan uji statistik Anova One Way dan uji efektivitas N-gain.

HASIL

Pengenceran suspensi bakteri menjadi tahap awal dalam penelitian ini, yaitu menyesuaikan tingkat
kekeruhan suspensi dengan standar Mc Farland 0,5. Setelah dilakukan pengenceran didapatkan suspensi yang
memenuhi syarat yaitu pengenceran 10'3, sehingga pengenceran tersebutlah yang digunakan dalam penelitian di
media uji. Penelitian ini dilakukan terhadap 30 sampel plate yang terdiri dari 5 media NA dan 5 replikasi pada
masing — masing variasi massa tepung kacang kedelai. Escherichia coli telah diinokulasikan pada media-media
ini. Data rata-rata jumlah dan karakteristik koloni dari hasil penelitian disajikan pada tabel 1.
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Tabel 1. Rata-rata jumlah koloni bakteri Escherichia coli dan Analisa statistik
Kolmogorov Uji Anova One  N-gain

Variabel N Min. Max. Mean smirnov Levene Way score
Nilai Sig.
Kontrol + 5 70 94 81,8 0,542 0,000 0,000
3 gram 5 33 46 41,4 0,354 0,000 0,000 0,44
4 gram 5 24 34 26,8 0,164 0,000 0,000 0,29
5 gram 5 19 34 26,2 0,400 0,000 0,000 0,28
6 gram 5 19 29 25 0,400 0,000 0,000 0,27

Tabel 1 adalah hasil rata jumlah dan karakteristik koloni pada media alternatif tepung kacang kedelai
dengan variasi massa. Dari tabel tersebut dapat dinyatakan bahwa rata-rata jumlah koloni tertinggi ada pada
kontrol. Sedangkan pada media alternatif rata-rata jumlah koloni tertinggi dan paling mendekati kontrol adalah
variasi massa 3 gram. Jumlah koloni mengalami penurunan pada variasi massa yang semakin rendah. Setiap
koloni yang tumbuh disemua media memiliki karakteristik yang sama yaitu berbentuk bulat cembung dan
berwarna putih. Namun ukurannya berbeda-beda, koloni yang paling besar adalah koloni pada media NA,
sedangkan koloni yang paling kecil adalah koloni pada media alternatif tepung kacang kedelai variasi massa 3
gram. Dari uji efektivitas N-gain score dapat disimpulkan bahwa media alternatif tepung kacang kedelai variasi
massa 3 gram termasuk ke dalam kategori tingkat efektivitas sedang karena menunjukkan nilai gain > 0,3 dan <
0,7. Sedangkan variasi massa 4 gram, 5 gram, dan 6 gram termasuk kedalam kategori tingkat efektivitas rendah
karena menunjukkan N-gain score < 0,3.

PEMBAHASAN

Bakteri Escherichia coli secara makroskopis berbentuk bulat, halus, dan cembung, serta tepiannya rata
(D, Untuk dapat melihat morfologi atau karakteristik dan menghitung jumlah koloni, perlu dilakukan inokulasi
pada media padat seperti NA, serta diperlukan pertumbuhan koloni tunggal dan terpisah. Untuk mendapatkan
koloni tunggal dan terpisah diperlukan konsentrasi suspensi yang sesuai. Pengujian pengenceran suspensi bakteri
perlu dilakukan untuk mendapatkan konsentrasi yang sesuai dan untuk mengurangi jumlah bakteri sehingga
didapatkan koloni tunggal dan terpisah yang dapat dihitung 2. Syarat perhitungan koloni adalah jumlah koloni
berada pada rentang 30 — 300 koloni sesuai standar fotal plate count (TPC). Apabila dalam satu media terdapat
kurang dari 30 koloni maka perhitungan dianggap tidak sah secara statistik, dan apabila jumlah koloni dalam satu
media terdapat lebih dari 300 koloni maka perhitungan dianggap tidak sah atau TBUD (terlalu banyak untuk
dihitung) karena potensi kesalahan dalam perhitungan semakin besar (9. Setelah dilakukan pengujian
pengenceran suspensi bakteri secara bertingkat, didapatkan konsentrasi suspensi yang sesuai dengan syarat
perhitungan koloni.

Berdasarkan hasil penelitian, media NA sebagai kontrol memiliki pertumbuhan jumlah koloni yang
paling tinggi dan ukuran koloni yang besar. Hal ini karena media NA memiliki komposisi yang telah teruji dan
sesuai untuk bakteri tumbuh dan berkembang. Kandungan nutrisi pada media NA sesuai dengan kebutuhan
bakteri. NA terdiri dari protein, agar, dan air 9. Bakteri menggunakan protein sebagai bahan untuk menyusun
selnya. Apabila jumlahnya sesuai, tidak lebih dan tidak kurang maka sel bakteri akan bertumbuh secara optimal.

Karakteristik koloni pada media alternatif tepung kacang kedelai adalah berbentuk bulat, berwarna putih,
elevasi cembung, tepian rata dan permukaan halus. Ukuran koloni pada variasi massa 3 gram sangat kecil dan
menunjukkan ukuran semakin besar pada variasi massa yang semakin tinggi, namun tidak sebesar ukuran koloni
pada media NA. Hal ini karena semakin tinggi massa tepung kacang kedelai maka jumlah nutrisi semakin banyak.
Kandungan nutrisi yang kaya menjadikan proses metabolisme bakteri berjalan maksimal, jadi proses pembelahan
sel bekerja dengan lancar dan koloni bakteri menjadi lebih besar (!9,

Koloni yang tumbuh pada media NA dan media tepung kacang kedelai berbagai variasi massa memiliki
kesamaan karakteristik yaitu berwarna putih, berbentuk bulat, elevasi cembung, tepian rata dan permukaan yang
halus. Namun terdapat perbedaan ukuran koloni pada masing - masing media. Media NA memiliki ukuran koloni
yang paling besar, hal ini karena kandungan nutrisi pada media NA yang sudah teruji secara klinis baik untuk
bakteri sehingga koloni yang terbentuk optimal. Pengamatan dan perhitungan koloni pada media NA lebih mudah
karena warna media yang transparan, sedangkan pada media tepung kacang kedelai pengamatan dan
perhitungannya relatif sulit, karena warna media yang sedikit lebih pekat sehingga memerlukan ketelitian serta
pengamatan pada latar belakang berwarna gelap.

Hasil penelitian pada media alternatif menunjukkan semakin tinggi variasi massa tepung kacang kedelai
menunjukkan pertumbuhan jumlah koloni bakteri Escherichia coli yang semakin sedikit. Hal ini disebabkan
variasi massa yang semakin tinggi jadi kandungan nutrisinya makin kompleks dan berlebih sehingga bakteri lebih
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lambat dan lama dalam memecah komponen sederhana menjadi komponen yang sel tersebut bisa menyerapnya
sebagai bahan dalam sintesis seluler dan energi !>, Nutrisi kompleks salah satunya adalah kandungan protein
berlebih. Menurut ¥ kandungan nitrogen dalam protein yang berlebih dapat menghambat laju pertumbuhan
bakteri pada media (!¥. Bakteri menggunakan nitrogen untuk membentuk makromolekul seluler yang didapatkan
dari senyawa organik yang mengandung protein. Bakteri dapat mengasimilasi nitrogen menjadi produk akhir yaitu
amonia (NH3) (9, Semakin tinggi variasi massa tentu konsentrasi nitrogen dalam media juga banyak maka
otomatis produk akhir NH; juga berlebih. Menurut (¥ jumlah NH; yang berlebih di dalam media mengakibatkan
pH media meningkat yang dapat menghambat proses pertumbuhan bakteri ('4. Menurut !” pH adalah penanda
konsentrasi ion hidrogen, yang apabila mengalamin kenaikan atau penurunan dapat menimbulkan ionisasi gugus
protein, amino, dan karboksilat. Hal itu menjadi penyebab terdenaturasinya protein pada bakteri, sehingga dapat
menghambat pertumbuhannya (1. Jadi, pH media yang tidak sesuai akan berpengaruh pada pertumbuhan koloni.

Media alternatif tepung kacang kedelai variasi massa 3 gram memiliki tingkat efektivitas yang sedang.
Hal ini tidak sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh ® yang menyebutkan bahwa tepung kacang kedelai
hitam (Glycine soja L.Merr) konsentrasi 4% efektif menumbuhkan Staphylococcus aureus dan penelitian © yang
menyebutkan bahwa kacang kedelai efektif untuk pertumbuhan bakteri Pseudomonas aeruginosa. Sedangkan
variasi massa 4 gram, 5 gram dan 6 gram memiliki efektifitas yang rendah. Hal ini sejalan dengan penelitian ©,
bahwa serbuk kacang kedelai dapat menumbuhkan bakteri Staphylococcus aureus pada konsentrasi 4 gram dan 5
gram namun tidak sebaik pada media NA, sehingga menyimpulkan bahwa serbuk kacang kedelai kurang efektif
sebagai media pertumbuhan bakteri. Dalam penelitian ini sejalan dengan , bahwa tepung kacang kedelai dapat
menumbuhkan bakteri Escherichia coli namun tidak sebaik media NA.

Dari keempat variasi massa tersebut yang paling efektif adalah variasi massa 3 gram karena memiliki
tingkat efektivitas yang sedang. Rata-rata jumlah koloni yang tumbuh masuk pada syarat perhitungan koloni
sehingga perhitungan terbaca, yaitu dengan rata-rata 41,4 x 10° CFU/mL. Walaupun banyaknya koloni tidak
sebaik di media NA namun media tepung kacang kedelai dengan variasi massa 3 gram lebih baik dibandingkan
dengan variasi massa 4 gram, 5 gram, dan 6 gram. Hal ini disebabkan karena kandungan nutrisi di media alternatif
tepung kacang kedelai variasi massa 3 yang cukup untuk bakteri tumbuh dengan jumlah pertumbuhan koloni yang
terbaik. Sedangkan pada variasi massa 4 gram, 5 gram, dan 6 gram, rata-rata total koloninya tidak dapat terbaca
karena tidak memenuhi syarat perhitungan koloni yaitu kurang dari rentang 30 — 300 koloni

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian mengenai efektivitas penggunaan variasi massa tepung kacang kedelai
(Glycine max.L) sebagai media alternatif Nutrient Agar (NA) terhadap pertumbuhan bakteri Escherichia coli,
dapat disimpulkan bahwa jumlah koloni tertinggi pada media alternatif tepung kacang kedelai ada pada variasi
massa 3 gram dan memenuhi syarat perhitungan koloni serta mendekati jumlah koloni pada media kontrol,
sehingga yang paling efektif adalah variasi massa 3 gram, walaupun demikian media tepung kacang kedelai tidak
dapat digunakan sebagai media alternatif karena jumlah koloni yang tumbuh belum setara dengan Nutrient Agar.
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