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ABSTRACT

Mac Conkey Agar (MCA) media is one of the selective media for gram-negative
bacteria. MCA media has not been produced domestically so the cost of obtaining this
media is still very high. Indonesia has abundant natural resources but not much has
been utilized. This encourages researchers to utilize natural resources in making
modified MCA media using sago worms. The purpose of this study was to determine the
potential of sago worm as a modified MCA media against Escherichia coli growth. This
research is an experimental research that uses control in comparing each concentration
of modified media using sago worm samples and will be analyzed descriptively. The
results showed no growth of Escherichia coli at concentrations of 1%, 2%, 3% and
Escherichia coli growth at concentrations of 5%, 6%, 9%, and 10%. The conclusion of
this study is that there are differences in colony growth on Mac Conkey Agar (MCA)
media and modified media using sago worm.

Keywords : Modified Media, Sago Caterpillars, Mac Conkey Agar (MCA), Escherichia
coli
ABSTRAK

Media Mac Conkey Agar (MCA) merupakan salah satu media selektif dari
bakteri gram negatif. Media MCA belum diproduksi dalam negeri sehingga biaya untuk
memperoleh media ini masih sangat tinggi. Indonesia memiliki kekayaan sumber daya
alam yang melimpah tetapi belum banyak yang dimanfaatkan. Hal ini, mendorong
peneliti untuk memanfaatkan sumber daya alam dalam membuat media modifikasi
MCA dengan menggunakan ulat sagu. Tujuan penelitian ini yaitu untuk mengetahui
potensi ulat sagu sebagai media modifikasi MCA terhadap pertumbuhan Escherichia
coli. Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental yang menggunakan kontrol
dalam membandingkan masing-masing konsentrasi media modifikasi dengan
menggunakan sampel ulat sagu dan akan dianalisis secara deskriptif. Hasil penelitian
tidak didapatkan pertumbuhan Escherichia coli pada konsentrasi 1%, 2%, 3% dan
didapatkan pertumbuhan bakteri Escherichia coli pada konsentrasi 5%, 6%, 9%, dan
10%. Kesimpulan dari penelitian ini adalah terdapat perbedaan pertumbuhan koloni
pada media Mac Conkey Agar (MCA) dan media modifikasi menggunakan ulat sagu.

Kata kunci : Media modifikasi, Ulat Sagu, Mac Conkey Agar (MCA), Escherichia coli
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PENDAHULUAN

Media pertumbuhan  bakteri
merupakan  suatu  bahan  dengan
campuran berbagai nutrisi (nutrient)
yang akan digunakan oleh bakteri dalam
berkembang biak dan tumbuh dengan
baik (Artauli et al., 2023). Bakteri akan
menggunakan nutrisi yang ada pada
media untuk menyusun komponen-
komponen sel yang terdapat pada
bakteri sehingga dapat tumbuh dengan
baik. Media pertumbuhan digunakan
dalam mengisolasi dan mengidentifikasi
bakteri, serta digunakan  dalam
melakukan kultur murni. Beberapa
komposisi yang terdapat pada media
dapat dimodifikasi untuk digunakan
dalam mengisolasi dan mengidentifikasi
bakteri dengan jenis tertentu yang
sesuai dengan tujuan dari pembuatan
suatu media (Juariah and Sari, 2018).

Escherichia coli  merupakan
indikator dalam mendeteksi tingkat
pencemaran pada makanan dan
minuman yang dapat menyebabkan
beberapa penyakit seperti diare (Nuraini
et al., 2020 ; Septiyasari and Sofyanita,
2023). Ditemukannya Escherichia coli
pada air menunjukkan jika pada
makanan ataupun air tersebut telah
terkontaminasi oleh feses (Fatigin,
Novita and Apriani, 2019). Tingkat
pencemaran tersebut dapat ditegakkan
dengan mengisolasi dan
mengidentifikasi sampel yang diduga
terkontaminasi oleh Escherichia coli
pada media selektif dari Escherichia
coli yaitu media Mac Conkey Agar
(Septiyasari and Sofyanita, 2023)

Upaya dalam mengatasi
permasalahan produksi media di dalam
negeri dan besarnya biaya yang
diperlukan untuk membeli media
pertumbuhan bakteri, maka dibutuhkan
suatu inovasi dengan menggunakan
bahan-bahan alami yang tersedia di
dalam negeri untuk membuat suatu
media alternatif bagi pertumbuhan

bakteri (Artauli et al., 2023). Salah
satunya adalah ulat sagu. Ulat sagu
mempunyai banyak manfaat bagi
kesehatan,  salah  satunya  yaitu
kandungan protein yang dimiliki oleh
ulat sagu. Kandungan protein yang
cukup tinggi pada ulat sagu membuat
sebagian orang masih menggunakan
ulat sagu sebagai pemenuhan protein,
seperti masyarakat di Indonesia bagian
Timur  dan masyarakat Luwu
menggunakan ulat sagu secara langsung
sebagai bahan pangan pokok dan bahan
sebagai bahan pangan tambahan
(Sagrim, Sumule and lyai, 2020 ;
Muliani, 2023).

Ulat sagu dapat dimanfaatkan
sebagai pengganti makanan berprotein
tinggi (Baharuddin et al., 2022).
Berdasarkan hasil penelitian dari Ariani
et al (2018) menggunakan metode
DPPH menunjukkan bahwa ulat sagu
memiliki kandungan protein sekitar
33,68% dan  memiliki  beberapa
kandungan asam amino Yyaitu asam
aspartate, asam glutamate, arginin,
serin, histidin, glisin, metionin, valin,
tirosin, prolin, lisin, fenilalanin dan
isoleusin (Ariani et al., 2018).

Pembuatan media pertumbuhan
Escherichia coli menggunakan ulat sagu
tidak membutuhkan biaya yang besar.
Dengan demikian, perlu dilakukan
penelitian mengenai ulat sagu dapat
digunakan untuk menumbuhkan
Escherichia coli.

METODE
Desain, tempat dan waktu
Jenis penelitian yang digunakan
yaitu eksperimental yaitu melihat
perbedaan pertumbuhan Escherichia
coli pada media modifikasi Mac Conkey
Agar (MCA) menggunakan ulat sagu
dan akan dibandingkan  dengan
pertumbuhan Escherichia coli pada
media Mac Conkey Agar (MCA).
Penelitian ini dilakukan di laboratorium
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mikrobiologi jurusan teknologi
laboratorium media Poltekkes
Kemenkes Makassar pada bulan Maret
sampai April 2024.

Bahan dan alat

Alat yang dibutuhkan dalam
penelitian yaitu freeze dryer, blender,
baskom, timbangan analitik,
erlenmeyer, beaker glass, sendok
tanduk, autoklaf, cawan petri, ose,
tabung reaksi, gelas ukur, corong, rak
tabung, inkubator, pipet pasteur, batang
pengaduk spreader, hotplate dan
bunsen.

Adapun bahan yang dibutuhkan
dalam penelitian yaitu bubuk media
MCA, ulat sagu, strain  murni
Escherichia coli, aquades, kapas, kertas
saring, kertas pH, bacto agar, laktosa,
merah netral, kristal violet, NaCl, KOH
10%, H,SO,4 1%, BaCl, 1%.

Langkah-Langkah Penelitian
a. Pengeringan Ulat Sagu

Ulat sagu dicuci dengan bersih
terlebih dahulu menggunakan air bersih,
lalu ditiriskan. Kemudian ulat sagu
dimasukkan kedalam freeze dryer untuk
proses pengeringan beku yang akan
dilakukan selama kurang lebih 48 jam
pada suhu -40°C. Setelah itu,
dimasukkan ke dalam blender untuk
dihaluskan.

b. Pembuatan media Modifikasi Ulat

Sagu

Ulat sagu yang telah dihaluskan
dibuat konsentrasi 1%, 2%, 3%, 5%,
6%, 9%, dan 10%. Pembuatan
konsentrasi dilakukan dengan
menimbang ulat sagu yang telah
dihaluskan sebanyak 1 gr, 2 gr, 3 gr, 5
gr, 6 gr, 9 gr, dan 10 gr kemudian akan
dilarutkan masing-masing dalam 100
mL aquades dengan dipanaskan
menggunakan hotplate sampai
mendidih. Selanjutnya, larutan akan

disaring dengan menggunakan kertas
saring, kemudian akan ditambahkan
masing-masing dengan bacto agar
sebanyak 1,5 gr, merah netral 0,03 gr,
laktosa 1 gr, kristal violet 0,001 gr, dan
NaCl 0,5 gr ditimbang, kemudian
mencampurkannya ke dalam masing-
masing konsentrasi yang telah dibuat.
pH larutan akan diukur dan akan
ditambahkan KOH 10 % tetes demi
tetes sampai diperolen pH 7,4. S,
larutan akan dipanaskan sampai larut
dan homogen. Larutan yang telah larut
akan ditutup kemudian disterilkan
menggunakan autoklaf pada suhu
121°C selama 15 menit. Setelah itu,
larutan dikeluarkan dari autoklaf dan
ditunggu sampai larutan menjadi dingin
pada suhu ruang. Selanjutkan, larutan
dituangkan ke dalam cawan petri yang
telah disterilkan (dibuat tiga Kkali
pengulangan). Membiarkan media
membeku dengan sempurna.

c. Pembuatan media Mac Conkey

Agar (MCA)

Disipkan terlebih dahulu alat dan
bahan yang diperlukan. Setelah itu,
ditimbang bubuk Mac Conkey Agar
sebanyak 5 gr dengan menggunakan
timbangan analitik, kemudian bubuk
MCA dimasukkan ke erlenmeyer lalu
dilarutkan dengan menggunakan
aquades sebanyak 100 mL. Selanjutnya,
larutan akan dipanaskan dengan terus
digoyangkan hingga semua larutan
homogen dan mendidih. Mengukur pH
larutan (pH 7). Setelah itu, media akan
dimasukkan ke  autoklaf  untuk
dilakukan  proses sterilisasi  pada
tekanan 1 atm pada suhu 121°C selama
15 menit. Setelah itu, larutan agar
dituangkan ke dalam cawan petri
setelah larutan agar dingin. Kemudian,
didiamkan hingga agar menjadi padat.

d. Pembuatan media Mc Farland
Sebanyak 9,95 mL H,;SO, 1%
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ditambahkan dengan 0,05 mL BaCl, 1%
kemudian dicampurkan kedua larutan
hingga homogen.

e. Penanaman Suspensi Bakteri

Disiapkan 1 tabung reaksi yang
telah diisi dengan 10 mL suspensi dari
bakteri Escherichia coli yang telah
distandarkan menggunakan media uji
standar Mc Farland 0,5. Setelah itu,
diambil beberapa tabung reaksi dan diisi
dengan 9 mL NaCl fisiologis steril
berdasarkan dengan jumlah
pengenceran yang akan dilakukan.
Selanjutnya, masing-masing dari tabung
pengenceran diberikan penanda. Dipipet
sebanyak 1 mL suspensi bakteri uji
yang telah sesuai dengan standar Mc
Farland 0,5 kedalam tabung reaksi
dengan pipet dan dipindahkan ke dalam
tabung yang berisi 9 ml NacCl fisiologis
steril kemudian larutan dihomogenkan
dengan cara menyedot larutan lalu
disemburkan kembali menggunakan
pipet. Diambil 0,1 mL suspensi dari
tabung  suspensi dengan nilai
pengenceran terakhir, lalu dimasukkan
ke masing-masing media Mac Conkey
Agar dan media modifikasi. Setelah itu,
suspensi ditanam dengan menggunakan
teknik agar sebar, dilakukan dengan
tujuan agar suspensi dapat rata pada
permukaan lempengan agar. Melakukan
inkubasi dengan suhu 37°C selama 24
jam dan dihitung jumlah koloni bakteri
yang tumbuh.

Pengolahan dan analisis data

Analisis data yang digunakan
dalam penelitian adalah data yang
diperoleh  akan disajikan  secara
deskriptif dalam bentuk tabel dan
hasilnya akan dijelaskan dalam bentuk
narasi.

HASIL
Berdasarkan tabel 1 didapatkan
hasil pada konsentrasi 1%, 2%,dan 3%

tidak didapatkan pertumbuhan bakteri,
sedangkan pada konsentrasi 5%, 6%,
9%, dan 10% didapatkan pertumbuhan
bakteri pada media modifikasi. Adapun
waktu inkubasi yang dibutuhkan dalam
menumbuhkan bakteri pada setiap
konsentrasi berbeda. Media modifikasi
dengan konsentrasi 5%, 6%
membutuhkan waktu inkubasi sekitar
48 jam, sedangakan media modifikasi
dengan konsentrasi 9%, dan 10% dapat
menumbuhkan bakteri dalam waktu
inkubasi 24 jam.

Rata-rata koloni yang diperoleh
pada tabel 1 merupakan rata-rata jumlah
koloni yang tumbuh pada tiap
pengulangan yang dilakukan sebanyak
3 kali, sehingga dapat diperoleh hasil
pada konsentrasi 5% didapatkan 4,9 x
10", konsentrasi 6% didapatkan 6,1 x
10", konsentrasi 9% didapatkan 5,5 x
10, dan konsentrasi 10% didapatkan
85 x 10* Apabila dibandingkan
dengan jumlah koloni yang ditemukan
pada kontrol, maka kontrol mempunyai
jumlah koloni yang lebih banyak dari
jumlah koloni yang terdapat pada media
modifikasi yaitu sebesar 1,38 x 107

Hasil yang didapatkan terdapat
perbedaan warna koloni antara media
modifikasi dan media kontrol. Media
kontrol menghasilkan warna koloni
merah muda, dengan bentuk bulat dan
ukuran sedang dan memiliki elevasi
yang cembung, sedangkan pada media
modifikasi didapatkan koloni dengan
warna ungu keabuan, berukuran bulat
dan kecil. Hal ini berarti koloni yang
dihasilkan bukan koloni dari bakteri
Escherchia coli karena terdapatnya
perbedaan warna koloni. Akan tetapi,
setelah dilakukan pewarnaan gram pada
koloni ditemukan bakteri berwarna
merah dengan bentuk basil yang
merupakan ciri dari bakteri Escherchia
coli.



PEMBAHASAN

Berdasarkan hasil penelitian
yang telah dilakukan, diketahui bahwa
media modifikasi menggunakan ulat
sagu dapat menumbuhkan bakteri
Escherichia coli pada konsentrasi
tinggi. Bakteri Escherichia coli yang
ditanam pada media modifikasi dengan
konsentrasi 1%, 2%, dan 3% setelah
diinkubasi selama 2 x 24 jam tidak
terdapat tanda pertumbuhan bakteri.
Sementara pada media kontrol telah
terdapat pertumbuhan dari bakteri
Escherichia coli dengan ciri koloni
bulat, cembung, berukuran sedang dan
berwarna muda. Warna merah yang
dihasilkan  olen  koloni  bakteri
Escherichia coli pada media MCA
diperoleh dari kemampuan Escherichia
coli dalam menfermentasikan laktosa
yang akan membuat pH menjadi asam.
Tetapi, Escherichia coli bukan satu-
satunya yang dapat membentuk koloni
berwarna merah muda sehingga perlu
dilakukan pewarnaan gram untuk
memastikan koloni yang dihasilkan
(Allen, 2013). Pada pewarnaan gram
yang dilakukan ditemukan bakteri
berbentuk basil dengan warna merah.

Pada media modifikasi dengan
konsentrasi 5%, 6%, 9% dan 10%
didapatkan pertumbuhan pada media.
Hasil yang diperoleh dari masing-
masing tingkat konsentrasi yaitu pada
konsentrasi 5% dan 6% didapatkan
bakteri tumbuh dalam waktu inkubasi 2
x 24 jam dengan ukuran koloni yang
kecil. Adapun pada konsentrasi 9% dan
10% membutuhkan waktu inkubasi 24
jam untuk menumbuhkan bakteri dan
didapatkan koloni dengan ukuran yang
kecil. Hal ini berarti, kandungan protein
pada konsentrasi 5%, 6%, 9% dan 10%
telah mencukupi untuk menumbuhkan
bakteri. Salah satu yang faktor yang
mempengaruhi  pertumbuhan  bakteri
yaitu nutrisi. Nutrisi yang terkandung
pada media pertumbuhan akan sangat

mempengaruhi  pertumbuhan  suatu
bakteri (Rini Setyo Chyien, Saldi
Agustini  Rohmah  Jamilatur  and
Rohmah Jamilatur, 2022).

Koloni yang tumbuh pada media
modifikasi dengan konsentrasi 5%, 6%,
9% dan 10% dilakukan pewarnaan gram
dan didapatkan vyaitu bakteri gram
positif lebih mendominasi daripada
bakteri gram negatif. Mendominasinya
bakteri gram positif daripada gram
negatif berarti kandungan kristal violet
yang berfungsi sebagai agen dalam
menghambat pertumbuhan bakteri gram
positif tidak dapat berfungsi dengan
baik apabila tidak ditambahkan bile
salts. Hal ini sesuai dengan pendapat
yang di jelaskan oleh Artha (2017)
bahwa pada media MCA terdapat bile
salts dan kristal violet yang akan
berfungsi untuk menghambat bakteri
gram  positif. Bile salts akan
menghambat bakteri gram positif dan
membentuk kristal violet (Artha, 2017).

Faktor lain yang menyebabkan
pada pengamatan mikroskopik
didapatkan bakteri gram positif lebih
mendominasi karena kualitas reagen
yang digunakan kurang baik. Oleh
karena itu, zat warna yang digunakan
dalam melakukan pewarnaan harus
diperhatikan dengan baik karena dapat
menyebabkan salah dalam
mengidentifikasi bakteri. Kontaminasi
yang terjadi pada zat warna dapat
menyebabkan gangguan dalam proses
pewarnaan dan menghasilkan hasil yang
kurang akurat (Asfiya, 2024). Selain itu,
kontaminasi  juga menjadi  faktor
ditemukannya bakteri gram positif.
Kontaminasi yang terjadi dapat berasal
dari kontaminasi yang berasal dari
lingkungan maupun dari alat yang
digunakan.

KESIMPULAN
Dari hasil penelitian yang telah
dilakukan dapat disimpulkan bahwa
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terdapat perbedaan pertumbuhan koloni
pada media Mac Conkey Agar (MCA)
dan media modifikasi menggunakan
ulat sagu.

SARAN

Berdasarkan  hasil  penelitian  dan
pembahasan, beberapa saran untuk
peneliti berikutnya untuk melengkapi
komposisi yang terdapat pada media
Mac Conkey Agar (MCA) ke dalam
media modifikasi, menggunakan
konsentrasi yang lebih tinggi dari
konsentrasi  sebelumnya, melakukan
penelitian lebih lanjut mengenai ulat
sagu sebagai media modifikasi terhadap
pertumbuhan Escherichia coli,
menjadikan ulat sagu sebagai media
basic seperti media Nutrient Agar untuk
dapat mengetahui tingkat efektivitas
dalam menumbuhkan bakteri, dan
memerhatikan  alat dan  kondisi
lingkungan dalam proses penelitian
sehingga dapat meminimalisir adanya
kontaminasi.
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Hasil Pengamatan Pertumbuhan Bakteri Pada Media Kontrol dan Media Modifikasi

Tabel 1

Ulat Sagu Pada Konsentrasi 1%, 2%, 3%, 5%, 6%, 9%, dan 10%

Hasil Penanaman

No. Konsentrasi RJaJer;;’;f':a Pengamatan Keterangan
Koloni Makroskopik
1. 1% - Tidak Tidak
terdapat terdapat
pertumbuhan  pertumbuhan
2. 2% - Tidak Tidak
terdapat terdapat
pertumbuhan  pertumbuhan
3. 3% - Tidak Tidak
terdapat terdapat
pertumbuhan  pertumbuhan
4. 5% 49x10" Ungu Bukan
keabuan, Escherichia
bulat, ukuran coli
kecil, dan
cembung
5. 6% 6,1 x 10 Ungu Bukan
keabuan, Escherichia
bulat, ukuran coli
kecil, dan
cembung
6. 9% 5,5 x 10" Ungu Bukan
keabuan, Escherichia
bulat, ukuran coli
kecil, dan
cembung
7. 10% 8,5 x 10™ Ungu Bukan
keabuan, Escherichia
bulat, ukuran coli
kecil, dan
cembung
8. Kontrol (MCA) 1,38 x 10°  Merah muda, Escherichia
bulat, ukuran coli
sedang, dan

cembung




Gambar 1. Hasil Pengamatan Mikroskopik; a) hasil pengamatan mikroskopik
pada media kontrol; b) hasil pengamatan mikroskopik pada media modifikasi
ulat sagu

Gambar 2. Hasil Pengamatan Makroskopik; a) hasil pengamatan makroskopik
pada media kontrol; b) hasil pengamatan makroskopik pada media modifikasi
ulat sagu dengan konsentrasi 9%



