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ABSTRAK

Resky Fitriani : Potensi Air Kelapa Sebagai Pengganti Pepton Pada
Eosin Methylen Blue Agar Untuk Pertumbuhan Klebsiella dan Proteus
(Dibimbing oleh Zulfikar Ali Hasan dan Mursalim)

Pepton merupakan komponen penting dalam media pertumbuhan
mikroorganisme karena menyediakan nitrogen, vitamin, dan asam amino
esensial. Namun, harga pepton yang tinggi dan ketergantungan pada
impor menjadi kendala dalam penggunaannya. Air kelapa tua diketahui
mengandung nutrisi seperti karbohidrat dan mineral, sehingmga memiliki
potensi sebagai bahan alternatif dalam media pertumbuhan. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui kemampuan air kelapa dalam
menumbuhkan Klebsiella pneumoniae dan Proteus mirabilis pada media
Eosin Methylesy Blue Agar (EMBA). Penelitian dilaksanakan pada 9-23
Mei 2025 di Eboratorium Baktericlogi Jurusan Teknologi Laboratorium
Medis Poltekkes Kemenkes Makassar. Sampel air kelapa tua diperoleh
dari Pasar Terminal Sunggﬂxinasa, Gowa, dan isolat bakteri berasal dari
Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Hasanuddin.
Metode yang digunakan adalah true experimental ngan
membandingkan pertumbuhan bakteri pada media kontrol (EMBA standar)
dan media alternatif (berbasis air kelapa tua). Hasil penelitian
menunjukkan bahwa air kelapa tua dapat digunakan untuk menumbuhkan
kedua bakteri, meskipun jumlah dan warna koloni berbeda dibandingkan
media kontrol. Kesimpulannya, air kelapa tua belum dapat menggantikan
fungsi pepton secara optimal Disarankan untuk menguji kandungan
nutrisi air kelapa tua secara lebih rinci dan melakukan variasi konsentrasi
dalam formulasi media untuk meningkatkan efektivitas penggunaannya.

Kata kunci: Air kelapa tua, pepton, EMBA, Klebsiella, Proteus.

Daftar Pustaka : 33 (2011 — 2024)
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ABSTRACT

Resky Fitriani : We Potential of Coconut Water as a Replacement for
Pepton in Eosin Methylene Blue Agar for the Growth of Klebsiella and
Proteus (Supervised by Zulfikar Ali Hasan and Mursalim)

Peptone is an importemt component in microorganism growth media
because it provides nitrogen, vitamins, and essential amino acids.
However, the high price of peptone and dependence on imports hinder its
use. Mature coconut water is known to contain nutrients such as
carboh tes and minerals, making it a potential alternative in growth
media. This study aimed to determine the ability of mature coconut water
to grow Klebsiella pneumoniae and Proteus mirabilis on Eosin Methylene
Blue r (EMBA) media. The study was conducted from May 9-23,
2025, the Bacteriology Laboratory of the Department of Medical
Laboratory Technology, Poltekkes Kemenkes Makassar. Mature coconut
water samples were obtained from the Sungguminasa ?nn.-‘na.‘ Market,
Gowa, and bacterial isolates were from the Microbiology Laboratory of the
Facully of Medicine, Hasanuddin Universily. The method used was a frue
experimental method by comparing bacterial growth in control media
(standard EMBA) and alternative media (based on mature coconut water).
The resulis showeggthal mature coconut water could be used to grow both
bacteria, although the number and color of colonies differed compared o
the control media. In conclusion, mature coconut water cannot optimailly
replace peptone. It is recommended to test the nutritional content of old
coconut water in more detail and vary the concentration in the media
formulation to increase the effectiveness of ifs use.

Keywords: Coconut water, peptone, EMBA, Klebsiella, Proteus.

Bibliography : 33 (2011 — 2024)
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BAB |
PENDAHULUAN
A. Latar Belakang

ﬁedia pertumbuhan adalah campuran bahan yang
mengandung nutrisi yang dibutuhkan oleh mikroorganisme, seperti
bakteri untuk tumbuh dan berkembang. Media ini menyediakan
semua yang diperlukan mikroorganisme, seperti makanan, vitamin,
dan mineral, agar mereka dapat hidup gn berkembang biak
dengan baik. Media ini digunakan sebagai gold standard
penegakan diagnosa pasti suatu penyakit infeksi (Ramadhan et al.,
2021)

Media pertumbuhan dapat diklasifikasikan berdasarkan
bentuk, komposisi, dan fungsinya. Berdasarkan bentuknya., media
pertumbuhan dibagi menjadi media solid, semi solid, dan cair.
Media solid memiliki konsistensi padat yang memungkinkan
mikroorganisme tumbuh membentuk koloni, sementara media cair
memberikan ruang yang lebih bebas bagi mikroorganisme untuk
tumbuh dalam bentuk suspensi. Berdasarkan komposisinya, media
ini dapat berupa media alami, ng terbuat dari bahan-bahan alami
seperti ekstrak tanaman atau daging, media sintesis yang
dirancang dari bahan kimia murni, dan media semi sintesis yang
merupakan campuran keduanya. Dari segi fungsinya, media

pertumbuhan dibagi menjadi beberapa jenis, seperti media basal




yang memberikan kebutuhan dasar wuntuk pertumbuhan
mikroorganisme, media non seleklif yang memungkinkan semua
mikroorganisme tumbuh, serta Err?edia selektif dan diferensial. Media
selektif mengandung zat yang dapat menghambat pertumbuhan
mikroorganisme tertentu, sehingga hanya mikroorganisme yang
dinginkan yang dapat tumbuh, sementara media diferensial
memungkinkan identifikasi bakteri berdasarkan reaksi biokimia
yang ditunjukkan, seperti pada Eosin Methylen Blue Agar ng
digunakan untuk membedakan bakteri berdasarkan
kemampuannya dalam fermentasi laktosa (Kusumo et al., 2022)
Komposisi media ini terdiri dari gpton (10 g), faktosa (10 g),
dipotassium phosphate (2 g), easin Y (0,4 g), methylene biue
(0,065 g), dan agar (15 g) (Kasiyati Menik et al., 2023). Pepton
menyediakan nutrisi berupa nitrogen gan asam amino yang penting
untuk pertumbuhan bakleri. Laktosa berperan sebagai sumber
energi dan indikator fermentasi, yang akan menghasilkan
perubahan warna koloni. Dipotassium phosphate menjaga
kestabilan pH media selama pertumbuhan. Eosin Y dan methylene
blue berfungsi sebagai pewarna [ektif yang menghambat
pertumbuhan bakteri Gram positif dan membaniu membedakan
koloni berdasarkan aklivitas fermentasi. Sementara itu, agar
berfungsi sebagai bahan pemadat untuk membentuk media padat

agar koloni bakteri dapat tumbuh dan diamati dengan mudah.




Pepton merupakan salah salu komponen utama dalam
media pertumbuhan bakteri yang berfungsi sebagai sumber
nitrogen, karbon, vitamin, dan nutrien lainnya yang mendukung
perkembangan mikroorganisme (Saputra et al, 2013). Sebagai
sumber nitrogen, pepton berperan penting dalam sintesis protein
dan metabolisme bakteri, sehingga banyak digunakan dalam
pembuatan berbagai media pertumbuhan. Pepton diperoleh dari
hidrolisis protein jaringan hewan atau tumbuhan, dimana proses ini
memutus ikatan protein menjadi asam amino dan peptida yang
dapat langsung dimanfaatkan oleh mikroorganisme (Manik et al.,
2024). Namun, pepton sering kali menjadi komponen paling mahal
dalam pembuatan media dan umumnya diperoleh @e!aiui impor
dengan harga yang sangat tinggi serta cenderung meningkat setiap
tahunnya (Atma et al.,, 2018). geh karena itu, diperlukan alternatif
yang lebih ekonomis dan mudah diperoleh, namun tetap efektif
dalam  mendukung pertumbuhan  mikroorganisme  tanpa
mengurangi kualitas media yang digunakan.

Indonesia merupakan negara ng kaya akan sumber daya
alam, terutama sumber daya hayati yang mencakup berbagai jenis
tumbuhan dengan kandungan protein dan pepton alami yang
melimpah. Salah satu tumbuhan yang memiliki potensi besar untuk
dimanfaatkan adalah pohon kelapa, yang dikenal sebagai tanaman

serba guna karena hampir seluruh bagiannya dapat dimanfaatkan




oleh manusia (Khasanah et al., 2018). Indonesia sendiri empakan
produsen kelapa terbesar di dunia, dengan luas lahan sekitar 3,88
juta hektar dan produksi kopra mencapai 3,2 jula ton per tahun
(Kemala, 2015). Salah satu bagian dari pohon kelapa yang memiliki
potensi sebagai sumber nutrisi bagi mikroorganisme adalah air
kelapa. ﬂ' kelapa mengandung berbagai nutrisi penting seperti
gula, protein, dan lemak yang mendukung pertumbuhan bakteri.
@ain itu, air kelapa juga kaya akan unsur makro seperti karbon
dan nitrogen, yang ditemukan dalam bentuk Erbohidraz sederhana
seperti glukosa, sukrosa, dan fruktosa, serta protein yang tersusun
dari asam amino (Sartika et al., 2019). Protein dalam air kelapa ini
dapat dihidrolisis menjadi pepton, sehingga berpotensi digunakan
sebagai bahan alternatif dalam pembuatan media pertumbuhan
mikroba, menggantikan pepton impor yang mahal dalam formulasi
media pertumbuhan.

Beberapa penelitian telah mengkaji penggunaan air kelapa
sebagai alternatif dalam pembuatan media pertumbuhan
mikroorganisme (Yolanda et al., 2011) memanfaatkan r kelapa tua
yang dimodifikasi menyerupai agar MacConkey dan lempeng agar
darah untuk isolasi Enterobacteriaceae dan kokus Gram positif,
dengan hasil yang menunjukkan bahwa gambaran koloni bakieri
pada media air kelapa tua mirip dengan media standar, seperti

koloni berwarna merah, bentuk mukoid, dan zona hemolitik, tanpa




perbedaan yang signifikan. Sementara itu, penelitian oleh Artauli et
al., 2023 dari Politeknik Negeri Indramayu meneliti emanfaaian air
kelapa sebagai media alternatif MacConkey Agar untuk
pertumbuhan Escherichia coli dan Salmonella typhi, yang hasilnya
menunjukkan bahwa air kelapa tua dapat mendukung pertumbuhan
kedua bakteri tersebut, dengan jumlah koloni rata — rata
Escherichia coli sebesar 128 + 14 koloni dan Salmonella typhi
sebesar 81 + 10 koloni. Hasil dari berbagai penelitian ini semakin
menguatkan potensi air kelapa sebagai sumber nutrisi alternatif
yang dapat menggantikan pepton dalam media MacConkey agar.
Berdasarkan hasil penelitian sebelumnya, air kelapa
menunjukkan potensi sebagai sumber nutrisi dalam media
pertumbuhan mikroorganisme. ﬁh karena itu, saya tertarik untuk
mengkaji lebih lanjut pemanfaatan air kelapa sebagai media
alternatif pengganti pepton pada media yang lain yailu Eosin
Methylen Blue Agar untuk pertumbuhan Klebsiella dan Proteus.
Klebsielfa dipilih karena merupakan perwakilan %kteri Gram
negatif yang mampu memfermentasikan laktosa. sedangkan
Proteus dipilih sebagai perwakilan %kteri Gram negatif yang tidak
dapat memfermentasikan lakltosa. Sehingga eneﬁtian ini, akan
menguji penggunaan air kelapa sebagai media alternatif pengganti
pepton pada Eosin Methylen Blue Agar untuk pertumbuhan

Klebseilla dan Proteus.




E Rumusan Masalah
Adapun rumusan masalah pada penelitian ini yaitu apakah air
kelapa dapat digunakan sebagai pengganti pepton pada Eosin
Methylen Blue Agar untuk pertumbuhan Klebsiella dan Proteus?
C. Tujuan Penelitian
1. Tujuan Umum
Untuk mengetahui apakah air kelapa dapat digunakan
sebagai pengganti pepton pada Eosin Methylen Blue Agar
untuk pertumbuhan Klebsiella dan Proteus.
2. Tujuan Khusus
a. Membuat media alternatif air kelapa sebagai pengganti
pepton untuk pertumbuhan Klebsiella.
b. Membuat media alternatif air kelapa sebagai pegganti
pepton untuk pertumbuhan Proteus.
c. Membandingkan pertumbuhan bakteri Klebsiella dan
Proteus pada masing — masing media alternalif dan media

kontrol.

E Manfaat Penelitian
Penelitian ini di harapkan dapat bermanfaat bagi :
1. Bagi Peneliti
a. Hasil dari penelitian ini di harapkan dapat menambah

pengetahuan dan kemampuan peneliti, serta menerapkan




ilmu bakteriologi yang telah didapat tentang pembuatan
media alternatif.

E. Merupakan persyaralan dalam memperoleh gelar diploma
tiga Kesehatan di Politeknik Kesehatan Makassar

2. Bagi Akademik dan Institusi Kesehatan

a. Qnelilian ini di harapkan bisa menambah wawasan dan
dapat membuktikan secara ilmiah bahwa air kelapa memiliki
potensi sebagai media alternatif pengganti pepton pada
MacConkey untuk pertumbuhan Klebsiella dan Proteus.

b. ganemian ini diharapkan dapat menjadi masukan untuk
menentukan  tindak lanjut bagi peningkatan mutu
pembelajaran praktikum, terutama yang terkait dengan isolasi
dan identifikasi bakteri.

c. Sebagai gembangan media pertumbuhan yang lebih
ekonomis dan ramah lingkungan, serta memberikan alternatif

baru dalam penelitian mikrobiologi.




TINJAUAN PUSTAKA
A. Tinjauan Umum Media Pertumbuhan
1. Definisi

Media merupakan campuran nutrisi yang berfungsi sebagai
sumber energi dan unsur penyusun sel bagi mikroorganisme
dalam proses pertumbuhan dan replikasi. Komponen nutrisi
dalam media dimanfaatkan mikroorganisme untuk sintesis
biomolekul seluler. Melalui penggunaan %edia kultur, isolasi
mikroorganisme dapat dilakukan untuk memperoleh kultur
mumni, serta memungkinkan formulasi media disesuaikan
dengan kebutuhan nutrisi spesifik masing-masing jenis bakteri.
Oleh karena itu, pengembangan berbagai jenis media
pertumbuhan menjadi hal krusial dalam mendukung analisis
mikrobiologi, khususnya dalam konteks diagnostik dan
penelitian (Kusumo et al., 2022).

2. Karakteristik dan Persyaratan Media Pertumbuhan

Media kultur yang ideal memiliki kemampuan untuk
mendukung perlumbuhan mikroorganisme, bahkan dari inokulum
yang sangat kecil hingga sel tunggal. Karakteristik penting lainnya
mencakup kemampuan mempercepat pertumbuhan
mikroorganisme, kemudahan dalam pembuatan, biaya yang

terjangkau, serta dapat memperlihatkan sifat-sifat mikroorganisme




yang diteliti. Media kultur harus mengandung komponen esensial
seperti sumber energi, karbon, nitrogen, vitamin, garam mineral,
serta memiliki pH, suhu, dan tekanan osmotik yang sesuai. Selain
itu, media harus steril agar memungkinkan diperolehnya kultur
mumi. Ketersediaan fakior pertumbuhan juga diperukan untuk
mendukung kebutuhan metabolik spesifik mikroorganisme yang
dikulturkan (Kusumo et al., 2022).
3. Klasifikasi Media Pertumbuhan
Media pertumbuhan %pat diklasifikasikan berdasarkan
bentuk, komposisi kimia, dan fungsinya.
a. Berdasarkan Bentuk
Dilihat dari bentuk fisiknya, media kultur dapat dibedakan
menjadi tiga jenis, tergantung ga atau tidaknya bahan
tambahan berupa agen pemadat seperli agar atau gelatin.
Jenis-jenis media tersebut antara lain:
1) Media Padat (Solid)
Media ini mengandung sekitar 15% agar, sehingga
setelah didinginkan akan mengeras dan berbentuk padat.
Contoh media padat adalah MacConkey Agar.
Eerdasarkan bentuk dan jenis wadah yang digunakan,
media padat ini dapat dibedakan menjadi tiga jenis, yaitu:
* Media tegak (digunakan untuk kultur tabung

secara vertikal).
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+ Media miring (digunakan dalam tabung yang
dimiringkan, memudahkan pertumbuhan koloni).
¢ Media lempeng (digunakan dalam cawan petri

untuk isolasi dan identifikasi mikroba)

Gambar 2. 1 Media Padat (Agar MacConkey)
Sumber : Djasfar & Pradika, 2023

ware wtant o) Agar plain
Lt m{“?:lwﬂ mgm Im:: [poir pale, 18-70 )

Exmbar 2. 2 Media tegak, media miring, dan
media lempeng
Sumber : Kusumo et al., 2022
% Media Semi Padat atau Semi Solid
Media ini mengandung agar 0,3 - 0,4% sehingga

menjadi kenyal, tidak padat, tidak begitu cair.




1

3) Media gair
Media cair adalah media tanpa tambahan bahan
pemadat, sehingga tetap dalam bentuk larutan. Media ini
umum digunakan untuk pertumbuhan mikroorganisme,
termasuk mikroalga. Contoh media cair yaitu ﬂurn'enf

Broth (NB) dan Lactose Broth (LB).

b. Berdasarkan Susunan/Komposisi Kimia.

Berdasarkan komposisinya, media pertumbuhan dibedakan

menjadi tiga jenis, yaitu :

% Media alami

2

Media alami merupakan media yang komposisi kimianya ak
diketahui secara pasti, baik jenis maupun konsenfrasi zat
penyusunnya. Media ini tersedia secara alami di lingkungan,
seperti air, nasi, buah-buahan, biji-bijian, dan daging.

Media sintetis

—

Media sintetis, atau media buatan, adalah media yang
seluruh komponen kimianya ﬂetahui secara pasli, baik
jenis maupun jumlahnya. Media ini umumnya digunakan
untuk penelitian yang berkaitan dengan sifat genetik
mikroorganisme. Komponen organik dan anorganik yang
digunakan harus murni, sehingga media ini cenderung
memiliki harga yang lebin mahal. Contohnya antara lain

Sabouraud Agar, Czapek’'s Dox Agar, dan Hanks Solution.
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3) Media semi sintetis
ﬁedia semi sintetis merupakan media yang sebagian
komposisinya diketahui secara pasli, sementara sebagian
lainnya tidak. Media ini sering disebut juga sebagai media
setengah buatan. Contoh dari media semi sintetis antara
lain Potato Dextrose Agar (PDA) dan Nutrient Agar
(Apriyanto et al., 2022).

c. Berdasarkan Fungsi

Berdasarkan fungsinya media pertumbuhan di bedakan

menjadi beberapa jenis, yaitu :

ﬁ Media Basal (Media Dasar)
Media basal merupakan media yang digunakan sebagai
dasar dalam pembuatan media yang lebih kompleks.
Media ini mengandung nutrisi dasar yang diperlukan untuk
pertumbuhan mikroorganisme secara umum. Contoh dari

media basal galah Nuirient Broth dan Kaldu Pepton.

Gambar 2. 3 Media Basal
Sumber : Kusumo et al., 2022




13

2) Media Non Selektif
Media non-selekiif adalah media yang mendukung
pertumbuhan berbagai jenis mikroorganisme tanpa adanya
pembatasan atau hambatan. ﬁedia ini digunakan untuk
menumbuhkan mikroorganisme secara umum dengan laju
pertumbuhan yang relatif tinggi. Contohnya adalah Brain
Heart Iinfusion Broth (BHIB).

% Media Selektif
Media selektif dirancang untuk mendukung pertumbuhan
jenis mikroorganisme tertentu dan secara bersamaan
menghambat  pertumbuhan  mikroorganisme lain.
Selektivitas media ini diperoleh melalui penambahan zat
seperti gula sebagai satu-satunya sumber karbon, at
pewarna, antibiotik, garam, atau inhibitor spesifik yang
memengaruhi  metabolisme  atau  sistem  enzim
mikroorganisme. Conltoh media seleklif antara lain Thayer

Martin Agar dan Lowenstein Jensen Agar

Gambar 2. 4 Thayer Martin Agar Positif N.gonorhoe
Sumber : Kusumo et al,, 2022
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% Media Diferensial.
Media diferensial digunakan untuk membedakan jenis atau
kelompok mikroorganisme berdasarkan karakteristik
pertumbuhan tertentu. Biasanya, dia ini mengandung
zal pewarna atau indikator kimia yang menghasilkan
perubahan warna atau bentuk koloni mikroorganisme. Hal
ini sangat berguna dalam proses identifikasi dan
diferensiasi mikroorganisme. Contohnya adalah ﬁanm’(of
Salt Agar (MSA), MacConkey Agar, dan Eosin Methylene
Blue Agar (EMBA).

Gambar 2. 5 Media Diferensial (Mannitol Salt
Agar)
m Sumber : Kusumo et al., 2022

5) dia Diperkaya
Media diperkaya merupakan media yang ditambahkan nutrisi
fertentu untuk menunjang pertumbuhan mikroorganisme
spesifik, terutama yang memiliki kebutuhan nutrisi khusus
atau sulit tumbuh pada media biasa. Media ini dirancang

untuk meningkatkan jumlah mikroorganisme target dalam

suatu sampel (Kusumo et al., 2022)
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4. Teknik Penanaman Mikroorganisme
Spread Plate Method (Cawan Sebar)

Metode spread plate Engunakan untuk memisahkan
mikroorganisme dari campuran encer sehingga koloni dapat
terisolasi. Prosedur dimulai dengan memindahkan sejumlah
kecil suspensi mikroba Ee dalam cawan petri yang berisi
media agar. Selanjutnya, suspensi disebarkan secara
merata menggunakan spreader steril dengan gerakan
memutar, sehingga sel mikroorganisme menempel pada
permukaan media. Setelah proses penyebaran, cawan
ﬁnkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam dengan posisi
terbalik, dan jumlah koloni yang tumbuh kemudian dihitung,
dengan asumsi bahwa setiap koloni berasal dari satu sel

hidup (Asriyani et al., 2024 ).

I'nfpmrpmmmmw a |'Iqu1ulﬂrlilrrlr|.hnll.

caly on sarfse of
* medan

Gambar 2. Ggerbedaan Metode Pour Plate dan
Spread Plate
Sumber : Alnaimat and Abushattal, 2012
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b. ?lreak Plate Method (Metode Cawan Gores)

Metode streak plate dilakukan dengan cara mencelupkan
jarum ose sterii ke dalam suspensi mikroba dengan
pengenceran tertentu, lalu menggores permukaan media agar
yang telah dipadatkan. Pola penggoresan dilakukan secara zig-
zag tanpa tumpang tindih, sehingga mikroorganisme terdistribusi
secara terpisah dan menghasilkan koloni tunggal yang mudah
diidentifikasi. Metode ini dibagi menjadi tiga tipe pola goresan,
ai!u tipe goresan sinambung, tipe huruf T, dan tipe kuadran.
Masing-masing tipe memiliki tujuan spesifik, misalnya untuk
peremajaan sel atau pemisahan koloni mikroorganisme secara

lebin efektif (Asriyani et al., 2024).

Nesiisn)

S

Gambar 2. 8 Metode Streak dengan Kontinyu (a); Kuadran
(b); Sireak T (c)
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c. Pour Plate Method (Metode Cawan Tuang)

Metode ur plate melibatkan pencampuran sampel cair
dengan media agar yang masih dalam keadaan cair sebelum
membeku, sehingga mikroorganisme terdistribusi tidak hanya
pada permukaan tetapi juga di dalam matriks padat. ?eknik ini
umumnya digunakan untuk menghitung jumlah mikroorganisme
hidup dengan memperkirakan jumlah unit pembentuk Kkoloni
(CFU). Prosedumya mencakup engenoeran sampel secara
bertahap untuk menjaga jumlah mikroorganisme berada dalam
rentang 20 hingga 300 CFU/ml, kemudian pencampuran sampel
dengan media dan penumpangannya ke dalam cawan petri.
%alah media mengeras, cawan diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24-48 jam untuk memungkinkan pertumbuhan koloni

yang dapat dihitung secara akurat (Asriyani et al., 2024).

H 1 ml /T“‘B 1l

Mixed gmil ami
broth culture Saline Saline Saline

G\ A AN
& O O

Baclerial Baclerial Bacterial
colonies colonies eolenies

Gambar 2. 9 Metode Pour Flate
Sumber : Asriyani et al., 2024




18

B. Tinjauan Khusus Eosin Methylen Blue
1. Definisi

Eosin Eefhy!ene Blue Agar (EMBA) merupakan media
pertumbuhan yang  Dbersifat selektif dan diferensial,
dikembangkan oleh Holt-Harris dan Teague pada tahun 1916.
Media ini digunakan gntuk membedakan antara bakleri yang
mampu memfermentasi laktosa dan yang tidak. Selain laktosa,
media EMBA juga mengandung sukrosa, yang berfungsi untuk
membedakan koloni bakteri koliform yang mampu
memfermentasi sukrosa lebih cepat daripada laktosa dengan
yang tidak dapat memfermentasi sukrosa. Sifat selektif dari
media ini berasal dari zat pewarna fn dan methylene blue
yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri Gram positif,
sedangkan sifat diferensialnya terlihat dari perubahan warna
koloni akibat fermentasi gula.

Bakteri koliform merupakan kelompok %kteri Gram negatif
yang umumnya tidak membentuk endospora, mampu
memfermentasi laktosa, dan menghasilkan gas. Bakteri ini
ﬁledakan menjadi dua kelompok, yaitu koliform fekal dan
koliform non-fekal. Koliform fekal berasal dari saluran
pencernaan organisme berdarah panas, sedangkan %Iiform
non-fekal berasal dari lingkungan, seperti jasad tumbuhan atau
hewan yang mati. Koliform fekal, seperti Escherichia coli dan

Salmonella spp., cenderung bersifat patogen dan berpolensi
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menimbulkan gangguan sistem pencernaan  manusia.
Sementara itu, koliform non-fekal, seperti Enterobacter,
Citrobacter, dan Klebsiella, umumnya bersifat oportunistik.
Deteksi keberadaan bakteri koliform fekal dalam suatu
badan air seperti sumur, sungai, atau danau menggunakan
media EMBA dapat dijadikan indikator pencemaran lingkungan,
khususnya pencemaran akibat limbah domestik seperti dari
septic tank. Kehadiran bakteri koliform fekal juga sering
berkorelasi dengan keberadaan mikroorganisme patogen
lainnya seperti virus, jamur, dan protozoa. Oleh karena itu,
pengujian menggunakan media EMBA sangat penting dalam
evaluasi kualitas air dan deteksi dini risiko terhadap kesehatan

masyarakat (Kasiyati, et al., 2023).

Type of Growih Caliform Bacteria
on Eosin Methylene Blue Agar |EMBA| Medium

Eschenichir ealf Enterbacler acrogenes

Gambw 10 Jenis pertumbuhan bakteri fermentasi laktosa
pada media Eosin Methylen Blue Agar f ,./
Sumber : MicrobeHalic, 2020
2. Prinsip Eosin Memr'yngiue Agar
Media Eosin Methylene Blue Agar (EMBA) merupakan media
pertumbuhan yang bersifat selektif dan diferensial, terutama

terhadap kelompok bakteri koliform. Sifat selektif pada media ini

disebabkan oleh adanya komponen yang dapat menghambat
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pertumbuhan bakteri Gram positif, sehingga hanya
memungkinkan pertumbuhan bakteri Gram negatif, seperti
kelompok koliform. Selain itu, EMBA mengandung indikator
warna berupa Eosin Y dan Methylene Blue, yang
memungkinkan visualisasi perbedaan jenis koloni bakteri
berdasarkan kemampuan fermentasi terhadap gula.

Bakteri koliform ng mampu memfermentasi laktosa akan
menghasilkan asam yang dapat menurunkan pH medium.
Penurunan pH ini akan menyebabkan indikator Eosin Y dan
Methylene Blue bereaksi membentuk kompleks ma ungu
gelap atau hijau metalik pada koloni. Wama hijau metalik yang
terbentuk merupakan ciri khas dari koloni bakteri koliform fekal
yang mampu memfermentasi lakiosa atau sukrosa dengan
kuat. Oleh karena itu, pewarnaan ini menjadi indikator visual
dalam mengidentifikasi keberadaan bakteri koliform fekal pada
media EMBA.

Sebaliknya, bakteri koliform Egng memfermentasi laktosa
secara lambat hanya akan menghasilkan sedikit asam,
sehingga koloni akan tampak berwarna coklat atau merah
muda. Sementara itu, koloni bakteri yang tidak dapat
memfermentasi laktosa tidak menyebabkan perubahan pH
yang signifikan, sehingga koloni akan berwarna merah muda

pucat atau transparan. Karakteristik ini umum ditemukan pada
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kelompok koliform non-fekal. Perbedaan warna koloni ini
memudahkan dalam identifikasi awal jenis bakteri koliform
berdasarkan kemampuannya dalam memfermentasi gula pada
media EMBA (Kasiyati et al., 2023).

3. Komposisi

Komposisi Eosin methylen blue agar terdiri dari (Kasiyati et

, 2023) :
epton 10 gr
Laktosa 10 gr
Dipotasium phospahate 2gr
Eosin ¥ 0.4 gr
Methylen blue 0,065 gr
Agar 15 gr
%Suling 1L
6872

Eosin Methylene Blue Agar (EMBA) terdiri dari beberapa
komponen utama yang masing-masing memiliki fungsi spesifik
dalam mendukung pertumbuhan dan diferensiasi bakteri.
Pepton %rfungsi sebagai sumber nitrogen, vitamin, mineral,
dan asam amino esensial yang penting bagi metabolisme dan
pertumbuhan mikroorganisme. Laktosa dan sukrosa disertakan
sebagai sumber karbohidrat yang dapat difermentasi oleh
bakteri. Melalui proses fermentasi ini, media EMBA
memungkinkan identifikasi bakteri berdasarkan kemampuannya
dalam memfermentasi laktosa atau sukrosa, sehingga koloni
bakteri yang bersifat fermentatif dapat dibedakan dari yang

tidak.
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Selain komponen nutrien, media EMBA juga mengandung
zat penghambat dan indikator. Dipotassium phosphate
(K:HPO,) berfungsi menjaga keseimbangan osmotik dan
elektrolit dalam media. Pewarna Eosin Y dan methylene blue
berperan ganda, yaitu sebagai indikator pH untuk mendeteksi
perubahan akibat fermentasi serta @bagai inhibitor selektif
untuk menghambat pertumbuhan bakteri Gram positif, sehingga
hanya bakteri Gram negatif yang dominan tumbuh. Sementara
itu, agar ditambahkan untuk memberikan konsistensi padat
pada media, memungkinkan pengamatan visual terhadap
bentuk dan warna koloni bakteri yang tumbuh. Kombinasi fungsi
ini menjadikan EMBA sebagai gnaedia seleklif dan diferensial
yang efektif untuk isolasi dan identifikasi bakteri, khususnya
dalam kelompok Enterobacteriaceae.

C. Tinjauan Khusus Air Kelapa
1. Definisi

?dcmesia merupakan salah satu negara penghasil kelapa
terbesar di dunia, khususnya di wilayah pesisir. Tanaman
kelapa memiliki nilai ekonomis tinggi karena hampir seluruh
bagiannya dapat dimanfaatkan. Salah satu hasil sampingan dari
tanaman ini adalah air kelapa, yang sering dianggap sebagai
limbah. Pembuangan air kelapa yang tidak dimanfaatkan secara

optimal dapat menimbulkan pencemaran lingkungan. Selain itu,
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senyawa asam asetat yang terbentuk dari fermentasi air kelapa
dapat menurunkan pH tanah dan berdampak negatif terhadap
pertumbuhan tanaman (Abna, 2018).

ﬂ‘ kelapa merupakan cairan bening dan bergizi yang
berasal dari endosperma buah kelapa. Berdasarkan umur
panen, air kelapa dibedakan menjadi air kelapa muda dan %
kelapa tua. Air kelapa mencapai volume maksimal pada usia
buah 6-8 bulan. Setelah masa tersebut, volume air mulai
berkurang dan digantikan oleh pembentukan daging kelapa
yang lebih tebal dan keras. ﬁr kelapa muda umumnya
dikonsumsi sebagai minuman isotonik alami, sementara air
kelapa tua lebih sering dibuang karena hanya bagian daging
buahnya yang dimanfaatkan dalam industri kuliner.

Seiring bertambahnya usia buah kelapa, volume air di
dalamnya akan berkurang secara bertahap. Hal ini ditandai
dengan suara khas yang muncul saat kelapa tua digoyang,
menunjukkan kadar air yang rendah. Selain itu, kandungan gula
dalam air kelapa juga menurun seiring pertambahan usia buah.
Pada umur sekitar lima bulan, buah kelapa mengandung volume
air maksimum yang memenuhi seluruh rongga buah. Penurunan
volume air i disebabkan oleh aktivitas fisiologis buah kelapa
seperti transpirasi dan respirasi, yang menyebabkan

pengurangan cadangan air dalam buah (Septiani, 2022).
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2. Taksonomi
Adapun taksonomi dari kelapa (Cococ nucifera L.) sebagai
berikut (Mardiatmoko,2018) :
ﬁngdom : Plantae
Divisi : Spermatophyta

Sub divisi  : Angiosperma

Kelas : Monocotyledonae

Ordo : Palmales

Famili : Palmales

Genus : Cocos SULA

Spesies : Cocos nucifera L.
3. Morfologi

Buah kelapa (Cocos nucifera L.) terdiri atas beberapa bagian
morfologis, yaitu ml luar (epikarp), sabut (mesokarp), tempurung
(endokarp), dan bagian dalam atau endosperm. Endosperm ini
mencakup daging buah (inti %h) dan cairan bening yang dikenal
sebagai air kelapa (Prasetiyo et al., 2021). Epikarp merupakan
lapisan lipis luar dengan ketebalan sekitar 0,1 mm yang mengkilap
dan berwarna hijau pada buah muda, kemudian berubah menjadi
coklat saat matang dan menjadi abu-abu ketika kering. Mesokamp
merupakan lapisan berserat tebal berwarna coklat muda dengan

ketebalan 4-8 cm. Endokarp adalah lapisan keras, berkayu, dan
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berwamna coklat tua dengan ketebalan 3—-6 mm, yang melindungi

bagian dalam buah (Septiani, 2022).

S o o bt i

Gambar 2. 10 Bagian Buah Kelapa Dari Luar Kedalam
Sumber : Schmier, 2016

Kematangan fisiologis buah kelapa dicapai pada usia ?2—13
bulan. Pada umur sekitar lima bulan, dinding endosperm mulai
membentuk lapisan tipis berupa daging buah yang mengelilingi
air kelapa. Volume air kelapa mencapai maksimum saat buah
berusia 6 hingga ? bulan. Seiring bertambahnya umur buah,
volume air secara bertahap menurun seiring dengan penebalan
daging kelapa. Ketika daging kelapa mencapai ketebalan
maksimum pada usia %—13 bulan, volume air kelapa tersisa
hanya sekitar 15% dari total berat buah (Septiani, 2022).

4. Komposisi

Air kelapa merupakan cairan isotonik alami yang secara
alami mengandung berbagai mineral dan gula, sehingga sering
dikonsumsi sebagai minuman kesehatan. Kandungan mineral
utama dalam air kelapa terdiri atas kalium sebagai mineral

paling dominan, diikuti oleh natrium, serta mineral lainnya
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seperti magnesium dan kalsium dalam jumlah yang lebih kecil.
Kandungan ini menjadikan air kelapa sebagai sumber elektrolit
alami yang bermanfaat untuk menjaga keseimbangan cairan

tubuh. (Ernawati, %10).

Tabel 2. 1 Kandungan Gizi Air Kelapa

ZatGizi | A'irml'{%ﬁé"ﬁa'  Air Kelapa Muda
Kalori .0 -
Protein (gram) 0,2 0,14
Lemak (gram) 1,00 1,50
Karbohidrat 3,80 4,60
(gram)

Kalsium (mg) 15,00 -
Fosfor (mg) 8,00 0,50
Besi (mg) 0,20 -

Vitamin C (mg) 1,00 -
Air (gram) 95,50 91,50

(Ernawati, 2010)

Selain kandungan mineral, air kelapa juga mengandung
karbohidrat, protein, lemak dalam jumlah kecil, serta
berbagai asam amino bebas yang berperan penting dalam
proses metabolisme. Satu buah kelapa umumnya
menghasilkan sekitar %—300 mL air kelapa, dengan berat
jenis rata-rata sebesar 1,02 dan pH berkisar 56, yang
menunjukkan sifatnya yang sedikit asam (Ernawati, 2010).
Kandungan nutrisinya yang relatif lengkap menjadikan air
kelapa sebagai bahan alami yang berpotensi digunakan
dalam berbagai aplikasi pangan maupun bioteknologi

(Ernawati,2010).
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Dalam air kelapa, unsur makro seperti karbon dan
nitrogen juga ditemukan dalam bentuk senyawa sederhana.
Karbon terdapat dalam bentuk grbohidrat sederhana
seperti glukosa, fruktosa, sukrosa, sorbitol, dan inositol,
sementara nitrogen hadir dalam bentuk protein. Kandungan
unsur makro dan mikro tersebut menjadikan air kelapa
sebagai substrat potensial dalam media pertumbuhan
mikroorganisme atau bahan dasar dalam penelitian
bioproses (Ernawati,2010).

D. Tinjauan Khusus Bakteri Klebsiella dan Proteus
1. Bakteri Klebsiella
a) Pengertian
websisﬂa sp. merupakan bakteri gram negatif yang
termasuk dalam famili Enterobacteriaceae, dan secara alami
dapat ditemukan pada saluran gastrointestinal serta saluran
pernapasan manusia. Bakteri ini berbentuk batang pendek
dan gemuk, dengan ukuran lebar sekitar 0,@1,5 pm dan
panjang 0,5-5,0 um. Suhu pertumbuhan optimal Klebsiella sp.
berada pada kisaran 35—@0 dengan pH ideal sekitar 7,2.
Beberapa spesies yang termasuk dalam genus ini ara lain
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Kiebsiella
ozaenae, dan Klebsiella rhinoscleromatis. Klebsiella

pneumoniae diketahui hidup sebagai flora normal secara




28

saprofit di saluran pernapasan dan saluran cerna manusia
dengan prevalensi sekitar 5%, namun sekitar 1% di antaranya
berpotensi menyebabkan infeksi, seperti pneumonia.
Klebsiella sp. juga merupakan bakteri fakultatif anaerob, yang
berarti %ampu bertahan hidup dan berkembang biak dalam
kondisi dengan atau tanpa oksigen, menjadikannya paltogen
oportunistik yang sering terlibat dalam infeksi nosokomial

(Ramaditya et al., 2018).

Gambar 2.11 K. pneumoniae pada piring EMBA
Sumber : Wikipedia, 2024

b) @orfologi Klebsiella pneumaoniae
Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri Gram-
negatif berbentuk basil pendek yang memiliki kapsul, grsifat
non-motil, dan tidak membentuk spora. Bakteri ini termasuk
dalam keluarga Enterobacteriaceae gan dapat ditemukan
secara luas di lingkungan seperti tanah, hewan, serta udara.
Klebsiella pneumoniae diketahui sebagai agen patogen

oportunistik yang dapat menyebabkan berbagai infeksi,
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termasuk infeksi saluran pernapasan seperti pneumonia,

serta meningitis. Sifat patogeniknya didukung oleh

keberadaan kapsul yang melindungi dari fagositosis. Upaya

pencegahan infeksi oleh bakteri ini dapat dilakukan melalui

penggunaan agen antibakteri yang tepat (Akbar et al., 2023).
c) Habitat

%bsfeﬂa preumoniae merupakan patogen oportunistik
Gram-negatif yang memiliki kemampuan untuk menyebabkan
berbagai infeksi serius, terutama pada individu dengan sistem
imun yang terganggu. Infeksi yang ditimbulkan meliputi
pneuronia berat, pielonefrtis, dan sepsis, yang umumnya
terjadi pada pasien rawat inap dengan kondisi komorbid
seperti diabetes melitus, penyakit paru kronis, maupun
pecandu alkohol (Akbar et al., 2022).

Secara ekologis, Klebsiella pneumoniae dapat ditemukan
secara alami di lingkungan seperti tanah, namun juga ring
ditemukan sebagai flora nommal di mulut, kulit, dan saluran
gastrointestinal manusia. Meskipun dalam kondisi normal bakteri
ini tidak menimbulkan penyakit, namun dalam keadaan tertentu
seperti penurunan imunitas, bakteri ini dapat menjadi patogen
invasif yang menyebabkan infeksi sistemik (Rahman et al., 2022).

Selain itu, Klebsiella pneumoniae termasuk dalam

kelompok bakteri coliform yang menyebar melalui media air.
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Keberadaannya di badan air, khususnya jika terdeteksi
bersama coliform tinja, menjadi indikator adanya pencemaran
olen kotoran hewan berdarah panas. Hal ini menandakan
bahwa air tersebut tidak lagi layak untuk dikonsumsi dan
berpotensi menimbulkan penyakit jika digunakan dalam
aklivitas sehari-hari (Rahman et al., 2021).
d) Patogenesis

Klebsiella empakan bakteri Gram-negatif berbentuk
batang, bersifat non-motil (tidak memiliki alat gerak), serta
memiliki kapsul yang tebal. Keberadaan kapsul tersebut
menjadikan Klebsiella mampu bertahan dalam lingkungan
yang tidak menguntungkan serta resisten terhadap berbagai
zat disinfektan dan sejumlah besar antibiotik. Hal ini
menyebabkan Klebsiella termasuk dalam kelompok bakteri
yang berpotensi patogen dan sulit diberantas. Selain itu,
struktur antigenik pada Kiebsiella cukup kompleks karena
ﬁengandung antigen kapsuler (K), antigen somatik (O), serta
endotoksin; beberapa strain bahkan dapat memproduksi
eksotoksin.

Secara klinis, Klebsiella diketahui sebagai penyebab
berbagai macam Inieksi, antara lain pneumonia, infeksi
saluran cerna akut, infeksi saluran urogenital, konjungtivitis,

meningitis, serta sepsis, baik pada manusia maupun hewan,
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termasuk domba. Infeksi oleh Klebsiefla juga sering muncul
sebagai infeksi sekunder, terutama setelah ferjadi infeksi
virus. Dalam kondisi demikian, infeksi Kiebsiella dapat
memperparah gejala dan meningkatkan angka kematian.

Agar dapat bertahan hidup di dalam biotope
(lingkungan hidup mikroba), Klebsielfa memiliki kemampuan
untuk membentuk biofilm, yaitu lapisan pelindung yang
mempermudah kolonisasi permukaan dan meningkatkan
resistensi terhadap pengaruh eksternal, termasuk sistem imun
inang maupun tindakan pengobatan. Pembentukan biofilm
rupakm salah satu faktor virulensi penting yang dimiliki
oleh Klebsiella dalam proses infeksi dan penyebarannya
(Sachivkina et al., 2022).

2. Bakteri Proteus
a) Pengertian

Bakteri proteus spp. pertama kali dijelaskan pada tahun
1885 oleh Gustav Hauser, yang telah mengungkapkan fitur
pertumbuhan berkerumun intensif. Saat ini, genus tersebut
dibagi manjadigoteus mirabilis, Proteus vulgaris, Proteus
penneri, Proteus hauseri, dan tiga genomospesies 4, 5, dan 6
yang tidak disebutkan namanya (Akbar et al., 2022).

Bakteri ini dikenal sebagai patogen oportunistik manusia,

diisolasi dari urin, luka, dan sumber klinis lainnya. Didalilkan




32

bahwa usus adalah reservoir organisme proteolitik ini.
Banyak hewan liar dan domestik mungkin merupakan inang
bakteri Proteus spp., yang umumnya diketahui berperan
sebagai parasit atau komensial. Bakteri Proteus spp. yang
ada di habitat tanah atau sering dianggap sebagai
indikator polusi tinja, menimbulkan ancaman keracunan
ketika air atau makanan laut yang terkontaminasi dikonsumsi
(Akbar et al., 2022).

Proteus sp. merupakan kelompok ﬂteri gram negatif
yang termasuk dalam famili Enterobacteriaceae, dan
memiliki kemampuan metabolik yang membedakan spesies
di dalamnya, seperti fermentasi manitol, maltosa, dan
kemampuan memproduksi indol. Dua spesies yang umum
ditemukan adalah Proteus mirabilis dan Proteus vulgaris. Ciri
khas bakteri ini antara lain tidak mampu memfermentasi
laktosa, membentuk koloni berwarna pucat pada media
MacConkey, serta menunjukkan motilitas aktif dengan pola
penyebaran (swarming) yang khas pada media nulrien atau
darah. Secara klinis, Profeus spp. merupakan patogen
penting penyebab infeksi saluran kemih, pielonefritis, serta
infeksi luka intra-abdomen.

Berdasarkan mursalim (2022), taksonomi Proteus sp.

diklasifikasikan sebagai berikut:
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. ﬁngdom: Bacteria

* Phylum: Proteobacteria

s Class: Gamma Proteobacteria

* Order: Enterobacteriales

s Family: Enterobacteriaceae

* Genus: Proteus

* Spesies: Proteus mirabilis, Proteus vulgaris

Proteus mirabilis merupakan bakteri yang dapat diisolasi
dari berbagai jenis lingkungan, termasuk tubuh manusia,
marmnalia lainnya, reptil, ikan, serangga, hingga limbah. Sama
halnya dengan Escherichia coli, P. mirabilis mampu tumbuh
pada berbagai jenis media, baik media kompleks maupun
media minimal yang tersusun secara kimiawi.

Beberapa karakieristik utama yang membedakan Profeus
mirabilis dari spesies lain meliputi sifat gram-negatif, motil
(memiliki kemampuan bergerak), tidak mampu
memfermentasi laktosa, indol-negatif, mampu menghasilkan
gas hidrogen sulfida (H,S) pada media TSI, urease-positif,
ornithin dekarboksilase-positif, serta  tidak  dapat
memfermentasi maltosa.

Meskipun memiliki kemampuan tumbuh yang baik di
berbagai media, Proteus mirabilis dikenal memiliki motilitas

yang sangat aktif, khususnya dalam bentuk swarming, yang
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menyebabkan penyebaran koloni secara luas di permukaan
media. Hal ini sering kali menyulitkan dalam isolasi koloni
tunggal. Oleh karena itu, diperlukan penerapan strategi
khusus untuk menghambat fenomena swarming guna
memperoleh koloni individu yang dapat dikultur dalam
kondisi fisiologis yang sesuai (Melanie, 2021).
b) Morfologi @mteus mirabilis

Proteus mirabilis merupakan bakteri Gram-negatif
berbentuk batang yang memiliki kemampuan motilitas aktif
melalui keberadaan flagela Egn'trik, yaitu flagela yang
tersebar di seluruh permukaan sel. Salah satu karakleristik
khas dari Proteus mirabilis adalah kemampuannya
melakukan swarming, yakni pergerakan kolektif di
permukaan padat yang menghasilkan pola penyebaran
koloni berbentuk cincin konsentris (dikenal sebagai bull's-eye
pattern). Selama proses swarming, morfologi sel mengalami
perubahan dari bentuk batang pendek menjadi sel yang
memanjang dan dilengkapi dengan jumlah flagela yang lebih
banyak.

Pada media MacConkey agar, Proteus mirabilis
tumbuh membentuk koloni berwarna pucat atau lidak
berwarna karena bakteri ini tidak mampu memfermentasi

laktosa. Koloni tampak halus, berbentuk bulat, dan memiliki
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tampilan yang lembab dengan warna transparan hingga
krem pucat. Hal ini membedakannya dari bakteri fermenter
laktosa seperti £. coli, yang membentuk koloni berwarna
merah muda cerah akibat Eroduksi asam dari fermentasi
laktosa.

MacConkey agar diformulasikan dengan kandungan
garam empedu dan kristal violet ?ang berfungsi untuk
menghambat pertumbuhan bakteri Gram-positif, sehingga
memungkinkan pertumbuhan selektif bagi bakteri Gram-
negatif seperti P mirabilis. Meskipun media ini dirancang
untuk menghambat fenomena swarming, beberapa strain P,
mirabilis masih menunjukkan kemampuan melakukan
swarming terbatas. Hal ini ditunjukkan dengan penyebaran
tipis koloni di sekitar titik inokulasi, terutama apabila
penghambatan oleh garam empedu tidak cukup efektif. Oleh
karena ilu, pengamatan morfologi koloni pada MacConkey
agar tetap bergantung pada variasi fenotipik kemampuan
swarming dari masing-masing strain Proteus mirabifis

(Melanie, 2021).

c) Habitat

Proteus mirabilis merupakan bakteri oportunistik yang
secara alami termasuk ke dalam flora normal saluran

gastrointestinal manusia dan berbagai hewan, termasuk
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mamalia, reptil, burung, hingga serangga. Selain ditemukan
pada inang hidup, bakteri ini juga dapat dijumpai di
lingkungan eksternal seperti tanah, air limbah, dan bahan
organik yang mengalami dekomposisi. Distribusi yang luas
ini mencerminkan kemampuan adaptif Proteus mirabilis
dalam bertahan hidup pada berbagai kondisi lingkungan,
baik dalam kondisi aerob maupun anaerob.

Meskipun secara umum Proteus mirabilis bersifat
komensal di saluran cerna, bakteri ini dapat menjadi patogen
apabila gerpindah ke lokasi tubuh yang seharusnya steril,
seperti saluran kemih atau sistern peredaran darah. Kondisi
tersebut sering terjadi pada pasien dengan penggunaan
kateter urin jangka panjang, yang memungkinkan bakteri
berkembang dan menimbulkan infeksi serius. Kemampuan
bertahan hidup di berbagai kondisi lingkungan menjadikan
Proteus mirabilis sebagai salah satu mikroorganisme yang
berpotensi menjadi agen infeksi nosokomial, baik di fasilitas

layanan kesehatan maupun di komunitas (Melanie, 2021).

d) Patogenesis

Sebagai agen penyebab utama infeksi saluran kemih
(ISK) komplikatif, terutama pada pasien dengan kaleter,
Proteus mirabilis memiliki berbagai faktor virulensi. Salah

satunya adalah produksi urease, enzim yang memecah urea
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menjadi amonia sehingga meningkatkan pH urin. Kondisi
basa ini mendukung pembentukan batu ginjal dari kristal
struvite. Selain itu, fimbriae yang dimilikinya membantu
bakteri melekat erat pada epitel saluran kemih, tahap awal
penting dalam kolonisasi.

Motilitas swarming memungkinkan penyebaran cepat
di permukaan jaringan atau alat medis. Selain itu, Proteus
mirabilis juga mampu membentuk biofilm, struktur komunitas
bakteri yang sangat resisten terhadap antibiotik dan sistem
imun. Sistem sekresi Tipe VI (T6SS) digunakan untuk
menyerang sel bakteri pesaing atau sel inang, menambah
efektivitas kolonisasi dan daya rusaknya. Kombinasi dari
berbagai strategi ini menjadikan Proteus mirabilis sebagai
patogen yang sulit dikendalikan, khususnya dalam infeksi

nosokomial (Melanie, 2021).

E. Kerangka Konsep
Media pertumbuhan merupakan suatu bahan atau substrat
yang digunakan untuk menumbuhkan dan mengkulturkan
mikroorganisme dalam kondisi laboratorium. Dalam penelitian
mikrobiologi, media pertumbuhan diklasifikasikan berdasarkan tiga
aspek utama, yaitu komposisi, bentuk, dan fungsi. Berdasarkan
komposisinya, media dapat digolongkan menjadi media alami,

sintetis, dan semi-sintetis. Berdasarkan bentuknya, media terbagi
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menjadi bentuk gdat (solid), semi padat (semi-solid), dan cair.
Sedangkan P;rdasaman fungsinya, media dibedakan menjadi
media basal, selektif, diferensial, dan diperkaya, yang masing-
masing memiliki peran berbeda dalam proses identifikasi dan
isolasi mikroorganisme.

Salah satu edia yang umum digunakan adalah Eosin
Methylene Blue Agar (EMBA), yang termasuk dalam media selektif
dan diferensial. Media ini terdiri atas beberapa komponen utama,
seperti laktosa, pepton, dipotassium phosphate, eosin Y, methylene
blue, natrium klorida, dan agar. Egktosa berfungsi sebagai sumber
karbohidrat untuk fermentasi, sedangkan pepton menyediakan
nitrogen dan asam amino esensial. Dipotassium phosphate
menjaga keseimbangan osmotik, eosin Y dan gierhy!ene blue
bertindak sebagai indikator pH sekaligus inhibitor bakteri Gram
positif, dan agar berfungsi sebagai pemadat media. Dalam
penelitian ini, air kelapa digunakan sebagai bahan alternatif untuk
menggantikan salah satu komponen nutrien dalam media.

Selanjutnya, media EMBA yang telah dimodifikasi dengan
penambahan air kelapa digunakan untuk menguji pertumbuhan
kultur murni bakteri Klebsiella dan Proteus. Hasil pengamatan
menunjukkan adanya dua kemungkinan, yaitu terdapat
pertumbuhan atau tidak terdapat pertumbuhan pada media

tersebut. Pengamatan ini bertujuan untuk mengevaluasi efektivitas
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media altematif berbasis air kelapa dalam mendukung

pertumbuhan mikroorganisme.
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METODE PENELITIAN

A. Jenis Penelitian
Jenis penelian yang digunakan adalah true eksperimen, karena

penelitian ini melibatkan manipulasi variabel secara langsung dengan
membandingkan da Eosin Methylen Blue Agar standar yang
mengandung pepton dengan edr'a Eosin Methylen Blue Agar yang
menggunakan air kelapa sebagai sumber nitrogen alternatif. Penelitian
ini memiliki kelompok kontrol dan kelompok perlakuan, di mana kontrol
menggunakan media standar, sedangkan perlakuan menggunakan
media dengan air kelapa..

B. gapulasi, Sampel, Teknik Pengambilan Sampel, dan Kriteria
Sampel Penelitian

1. Populasi Penelitian
Populasi yang digunakan dalam penelitian ini adalah kelapa tua
di Pasar Terminal Sungguminasa, Bonto Bontoa, Kec. Sombo Opu,
Kabupaten Gowa.
2. gampe! Penelitian
Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah air kelapa tua
yang segar.
? Teknik Pengambilan Sampel Penelitian
Pengambilan sampel dalam penelitian ini menggunakan teknik

purposive sampling yaitu teknik pengambilan sampel yang dipilin

41
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dengan sengajah berdasarkan periimbangan karakleristik atau ciri
— ciri tertentu.
4. Kriteria Sampel Penelitian
a. Kriteria Inklusi
1) Air kelapa tua yang segar vyang disaring untuk
menghilangkan kotoran dan partikel asing.
2) Tidak mengalami fermentasi alami sebelum uji dilakukan
b. Kriteria Eksklusi
1) Air kelapa tua yang telah mengeluarkan bau tak sedap atau
busuk
2) Air kelapa tua yang memiliki rasa asam dan air nya lebih keruh.
C. Tempalgan Waktu Penelitian
1. Tempat Penelitian
Penelitian ini direncanakan akan dilaksanakan di Laboratorium
Bakleriologi Jurusan Teknologi Laboratorium Medis Poltekkes
Kemenkes Makassar
2. Wakiu Penelitian
Penelitian ini direncanakan akan dilaksakan pada tanggal 9 - 23

Mei 2025

D. Variabel Penelitian
1. Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah air kelapa
sebagai pengganti pepton dalam salah satu komponen didalam

media Eosin Methylen Blue Agar
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? Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian adalah pertumbuhan

Klebsiella dan Proteus.

E. Defenisi Operasional

1.

ir kelapa tua adalah air kelapa segar yang berasal dari kelapa tua,
tidak berbau busuk, dan masih dalam kondisi baik sehingga dapat
digunakan sebagai alternatif pengganti pepton dalam edia Eosin
Methylen Blue Agar

Eosin Methylen Blue Agar adalah media selektif dan diferensial
yang digunakan sebagai kontrol dalam mengamati pertumbuhan
Klebsiella dan Proteus, serta dibandingkan dengan media alternatif
berbasis air kelapa.
Media alternatif Eosin Methylen Blue Agar adalah media
MacConkey Agar yang dibuat dengan mengganti peptlon
menggunakan air kelapa tua untuk pertumbuhan Kiebsiella dan
Proteus
Pepton adalah bahan dari kemposisi media Eosin Methylen Blue
Agar yang diperoleh dari proses hidrolisis kandungan protein dari
air kelapa tua melalui enzim atau perlakuan asam, untuk
menghasilkan senyawa nitrogen, peptida, serta asam amino dan

dihasilkan pepton.
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5. Bakteri Klebsiella dan Proteus ga!lam penelitian ini merupakan
isolat murni yang diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas

Kedokteran Universitas Hasanuddin

g Instrumen Penelitian

Beberapa instrumen yang dipakai dalam penelitian ini adalah :
? Alat Penelitian
Alat yang digunakan dalam penelitian antara lain autoclave,
cawan petri, ose, erlenmeyer, batlang pengaduk, inkubator, neraca
analitik, gzung reaksi, rak tabung reaksi, pipet ukur, pipet tetes,
oven, lampu spritus, mikroskop, batang bengkok, mikropipet dan
kertas saringan
gﬁ’ Bahan Penelitian
Bahan yang akan digunakan dalam penelitian ini antara lain,
media EMBA, strain murni Klebsiella dan Proteus, air kelapa tua,
aquadest, agar bacto, laktosa, kalium difosfat, eosin Y, methylen
biru, %L 0,1 N, NACH 0,1 N, kertas Ph, cgv, lugol, alkohol 90%,
safranin, SIM (sulfide, indole, motility), urease slant, simmons
citrate agar, %-VP broth, triple sugar iron (TSl) agar, kovac's
reagent, reagen methyl red, dan reagen voges-proskauer (a-naftol
& KOH 40%).
G. Prosedur Kerja Penelitian
1. Pra Analitik

a. Menyiapkan alat dan bahan
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Alat yang digunakan dalam penelitian antara lain aufoclave,
cawan petri, ose, erlenmeyer, Etang pengaduk, inkubator,
neraca analitik, tabung reaksi, rak tabung reaksi, pipet ukur,
pipet tetes, oven, lampu spritus, mikroskop, batang bengkok,
mikropipet dan kertas saringan

%han yang akan digunakan dalam penelitian ini antara lain,
media EMBA, strain murni Klebsiella dan Profeus, air kelapa
tua, aguadest, agar bacto, laktosa, kalium difosfat, eosin Y,
methylen biru, QZL 0,1 N, NAOH 0,1 N, kertas Ph, cgv, lugol,
alkohol 90%, dan safranin, SIM (sulfide, indole, motility), urease
slant, simmons citrate agar, %-VP broth, triple sugar iron (TSI)
agar, kovac's reagent, reagen methyl red, dan reagen voges-
proskauer (a-naftol & KOH 40%).

. Mencuci Tangan dan Memakai Alat Pelindung Diri

Sebelum melakukan tindakan, cuci tangan terlebih dahulu
dan digunakan alat pelindung diri tingkat 2 diantaranya penutup
kepala, pelindung mata, masker, jas laboratorium, dan sarung
tangan sekali pakai.

. Sterilisasi %t

Alat yang terbuat dari gelas dibersihkan kemudian disterilkan

dalam oven, sementera alat yang terbuat dari selain kaca dapat

dicuci hingga bersih.
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2. Analitik

1.

Pembuatan Eosin Methylen Blue Agar

Prosedur pembuatan media EMBA dimulai dengan
menyiapkan alat dan bahan yang diperlukan, seperti gelas ukur,
timbangan analitik, Erlenmeyer, dan cawan Petri. Cawan Petri
dibersihkan dan disterilkan terlebih dahulu. Selanjutnya, bubuk
EMBA sebanyak 1,44 gram ditimbang dan dilarutkan dalam 40
ﬂ aquadest di dalam Erlenmeyer. Larutan media dipanaskan di
atas api spirtus atau hot plate sambil diaduk hingga semua
komponen larut secara merata dan tidak ada endapan. Setelah
homogen, dilakukan pengukuran pH; bila pH gﬁa!u asam
ditambahkan NaOH 0.1 N, dan bila terlalu basa ditambahkan HCI
0,1 N hingga mencapai pH netral sekitar 6,8-7,2.

Setelah pH sesuai, Edenmeyer a.ltup dengan kapas kasa
dan diberi label, lalu disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121°C
dan tekanan 15 psi selama 15 menit. Eeteiah proses sterilisasi
selesai, media didinginkan hingga suhu 45-50°C dan dituangkan
ra aseplis ke dalam cawan Petri steril sebanyak 15-20 mL
per cawan. Media kemudian dibiarkan hingga memadat pada
suhu ruang. EMBA yang telah memadat dapat digunakan
langsung untuk isolasi dan identifikasi bakteri Gram negatif, atau

disimpan dalam lemari pendingin bersuhu 2-8°C untuk

digunakan kemudian.
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2. gambuatan Media Air Kelapa Tua

Pembuatan media menggunakan air kelapa tua diawali
dengan pemilihan air kelapa tua segar yang kemudian disaring
untuk menghilangkan kotoran. Selanjutnya ditimbang masing-
masing komponen media, yaitu agar sebanyak 1,5 gram,
lactose 0,95 gram, dipotassium phosphate 0,19 gram, eosin Y
0,038 gram, dan methylene blue 0,006175 gram, kemudian
seluruh komponen gﬂcampurkan ke dalam 95 mL air kelapa
tua. Campuran tersebut diaduk hingga homogen, lalu dilakukan
penyesuaian pH menjadi 6,8 hingga 7,2 dengan menambahkan
larutan QaOH 0,1 N secara bertahap apabila pH terlalu asam,
atau HC/ 0,1 N apabila terlalu basa. Setelah pH sesuai, larutan
dipanaskan hingga seluruh bahan larut sempurna, %mudian
disterilisasi menggunakan aufoclave pada suhu 121°C selama
15 menit. Setelah proses sterilisasi selesai dan media telah
mencapai suhu ruang, media dituangkan ke dalam petri dish
steril dan dibiarkan mengeras sebelum digunakan untuk proses
inokulasi.

3. E;mbuatan Standar Mc Farland 0,5

Sebanyak 9,95 mL larutan H-SO, 1% dicampurkan dengan
0,05 mL larutan BaCl; 1%, kemudian dihomogenkan hingga
tercampur sempurna. Larutan hasil campuran tersebut

selanjutnya diukur menggunakan spekirofotometer pada
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panjang gelombang 625 nm. Nilai absorbansi yang diharapkan
berada pada rentang 0,08 hingga 0.10, sebagai standar
klarifikasi untuk memastikan larutan sesuai digunakan dalam
tahap analisis selanjutnya
4. %nanaman Pada Media Eosin Methylen Blue Agar (kontrol)
dan media alternatif air kelapa

Eisiapkan 1 buah tabung yang berisi 10 mL suspensi
bakteri uji standar Mc Farland 0,5. Disiapkan 8 buah tabung
reaksi berisi 9 mL NaCl fisiologis steril (penganceran 10%),
as}ng«masing tabung diberi label. Dipindahkan 1 mL suspensi
bakteri uji standar Mc Farfand 0,5 kedalam tabung dengan
pipet, dihomogenkan dengan teknik sedot sembur dengan
mengggunakan pipet (dilakukan pengenceran suspensi bakteri
hingga mencapai nilai pengenceran yang telah ditentukan).
Dari suspensi dengan nilai pengenceran yang sesuai, diambil
0,1 mL dimasukkan kedalam masing-masing media eosin
methelyn blue agar gan media alternatif air kelapa tua.
Digunakan penyebaran inokulum teknik agar sebar untuk
meratakan suspensi diatas permukaan lempengan agar.
Diinkubasi pada suhu 37°C selama 1 x 24 jam. Dihitung

jumlah koloni bakteri
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5. Uiji Biokimia

Seluruh alat dan bahan disiapkan dalam kondisi steril untuk
mencegah kontaminasi. Isolat bakteri yang telah tumbuh di
media eosin methylen blue agar glama 18-24 jam diambil
dengan ose steril. Isolat tersebut kemudian diinokulasikan ke
berbagai media biokimia: tusukan dilakukan pada media SIM dan
TSI, goresan pada media Cifrate dan Urease, serta inokulasi ke
dalam media cair MR-VP. Semua media ang telah ditanami
isolat diinkubasi pada suhu 35-37°C selama 24-48 jam.

Setelah inkubasi, dilakukan penambahan reagen sesuai uji
biokimia. Reagen Kovac's diteteskan pada media SIM untuk uji
indole, sementara reagen Methyl Red dan Voges-Proskauer
digunakan pada media MR-VP. Hasil uji diamati berdasarkan
perubahan warna, pembentukan gas, endapan, atau penyebaran
pertumbuhan, lalu diinterpretasikan untuk  mengetahui
karakteristik biokimia masing-masing isolat.

6. Pewarnaan Gram

Prosedur pewarnaan Gram dimulai dengan pembuatan
preparat bakteri pada kaca objek. Masing — masing kultur bakteri
diambil dengan ose steril, kemudian dioleskan secara merata
pada kaca objek yang telah ditetesi air steril. Setelah itu,
sediaan dibiarkan mengering di udara dan difiksasi dengan

melewatkannya di atas api bunsen beberapa kali untuk
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menempelkan bakteri pada kaca. Selanjutnya, kaca objek
ditetesi dengan kristal violet sebagai pewarna utama selama 30—
60 detik, kemudian dibilas dengan air mengalir. Setelah itu,
larutan /ugol atau Jodin diteteskan sebagai mordan untuk
mengikat warna kristal viofet pada dinding sel bakteri selama
30-60 detik, lalu dibilas kembali dengan air.

Langkah berikutnya adalah proses dekolorisasi dengan
alkohol 95% atau aseton selama 10-20 detik hingga warna ungu
pada beberapa bakteri luntur, dikuti dengan pembilasan air
untuk menghentikan proses dekolorisasi. Setelah itu, pewarnaan
sekunder dilakukan dengan meneteskan safranin selama 30-60
detik untuk mewarnai bakteri yang telah kehilangan warna kristal
violet, lalu dibilas kembali dengan air dan dikeringkan. Setelah
preparat kering, minyak immersi ditambahkan untuk
meningkatkan kejernihan pengamatan di bawah mikroskop
dengan perbesaran 1000x..

3. Pasca Analitik
Membaca dan mencatat hasil. Pelaporan hasil diamati
berdasarkan ada tidaknya bakteri Klebsiella dan Proteus yang
tumbuh ada media alternatif air kelapa dan media mac conkey
agar yang digunakan sebagai kontrol serta mencocokkan dengan

hasil dari uji biokimia masing — masing bakteri.
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H. Pengurnpulan Data
Data yang diperoleh dalam penelitian ini merupakan data primer

yang dikumpulkan secara langsung oleh peneliti melalui pengamatan
terhadap sampel penelitian. Pengumpulan data dilakukan dengan
menanam sampel pada media alternatif air kelapa dan media sosin
methyleb blue agar sebagai kontrol, kemudian mengamati pertumbuhan
dan menghitung jumlah bakteri Klebsiella dan Proteus. Hasil
pengamatan ini kemudian dicatat serta mencocokkan dengan hasil dari
uji biokimia masing — masing bakteri, sehingga memberikan informasi
langsung terkait efektivitas media alternatif yang digunakan.
L ﬂallsis Data
Data hasil penelitian yang diperoleh kemudian diolah menggunakan
teknik analisis deskriptif, yang bertujuan untuk menggambarkan ada
atau tidaknya pertumbuhan bakteri a media alternatif Easin
Methylen Blue Agar. Hasil pengamatan tersebut kemudian
dibandingkan dengan pertumbuhan bakteri a media Eosin
Methylen Blue Agar sebagai media kontrol. Melalui analisis deskriptif
ini, penelitian dapat memberikan gambaran yang jelas mengenai
efektivitas media alternatif dalam mendukung atau menghambat
pertumbuhan bakteri Klebsiella dan Proteus dibandingkan dengan

media standar.
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J. Kerangka Operasiona

Pembuatan Media Pertumbuhan Klebsiella dan Proteus
|
v
1
' )
Air Kelapa Tua Segar ‘ Media Kontrol EMBA ‘

'

Proses Inokulasi Strain
Murni Klebsiella dan
Proteus

v
Pengamatan Pertumbuhan Bakteri Kiebsiella

dan Proieus

|
* 4 b4

Makroskopik ‘ Makroskopik Uiji Biokima

Enalis?s Data
v

Pembahasan

v

Kesimpulan ‘

Gambar 3. 1 Skema Kerangka Operasional




BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN
A. Hasil Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada tanggal 9 hingga 23 Mei
2025 ?Labnraton‘um Bakteriologi, Jurusan Teknologi Laboratorium
Medis, Politeknik Kesehatan Kementerian Kesehatan Makassar.
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui potensi air
kelapa sebagai pengganti pepton pada edia Eosin Methylen Blue
Agar (EMBA) dalam mendukung pertumbuhan bakteri Klebsiella
dan Protfeus.. masil penelitian yang diperoleh disajikan dalam tabel

berikut :

Tabel 4. 1 Karakteristik Bakteri Klebsiella Pneumoniae Secara

Makroskopis
Pengulangan Jumiah Bentuk Warna Diameter
) Koloni Koloni Koloni (mm)
1 250 Bulat teratur, Merah 2 mm
mukoid mudah
2 300 Bulat teratur, Merah 2 mm
mukoid mudah
3 290 Bulat teratur, Merah 2 mm
mukoid mudah
Kontrol 350 Bulat teratur, Ungu tua 2 mm

? mukoid
umber ; Data Primer 2025

Berdasarkan Tabel 4.1 mengenai karakieristik makroskopis
Klebsiella pneumoniae, diketahui bahwa koloni yang tumbuh pada
media perlakuan (air kelapa sebagai pengganti pepton) memiliki

jumlah koloni yang bervariasi, yaitu 250 koloni pada pengulangan
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pertama, 300 koloni pada pengulangan kedua, dan 290 koloni pada
pengulangan ketiga. Seluruh koloni menunjukkan morfologi yang
seragam, yaitu berbentuk bulat teratur dan bersifat mukoid
{penampilan berlendir, licin, dan mengkilap). Warna koloni pada
media perlakuan tampak merah muda dengan diameter rata-rata
sebesar 2 mm. Sementara itu, pada media kontrol (EMBA standar),
jumlah koloni tercatat sebanyak 350, dengan bentuk dan tekstur
koloni yang sama, namun warna koloni tampak ungu tua dengan

diameter yang juga sebesar 2 mm.

Tabel 4. 2 Hasil Uji Biokimia Bakteri Klebsiella Pneumoniae

Pengulangan  TSIA Urea Indol MR VP SC

1 ,Gas, + . - + +
)

2 AlA.Gas, ;- - - + +
H2S (-)

3 AfA,Gas, * - - B ]
H2S (-)

Kontrol AJA Gas, * - - ] +
H2S (-)

Ket : A/A = Acid/Acid (Kuning), H2S = Gas, MR = Methyl Red, VP = Vioges
Proskauer, SC = Simmon Citrat, Urea = Urease
Sumber ; Data Primer 2025

Berdasarkan hasil uji biokimia yang ditampilkan pada Tabel
4.2, isolat bakteri Klebsiella pneumoniae dari media alternatif
berbasis air kelapa (pengulangan 1, 2, dan 3) menunjukkan pola
reaksi biokimia yang serupa dengan isolat pada media kontrol
(EMBA). Uji TSIA menunjukkan reaksi Acid/Acid disertai

pembentukan gas yang mengindikasikan bahwa bakteri mampu

memfermentasi laktosa, sukrosa dan glukosa. Hal ini sesuai
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dengan karakter Klebsiella pneumoniae yang dikenal sebagai
bakteri fermenter laktosa. Selain itu, uji urease, sitrat, dan Voges
Proskaur %anunjukkan hasil positif (+), sedangkan uji indol dan
Methyl Red menunjukkan hasil negatif (-), yang merupakan ciri
khas profil biokimia dari Klebsiella pneumoniae.

Tabel 4. 3 Pengamatan Bakteri Klebsiella Pneumoniae Secara
Mikroskopis

Media Hasil Bentuk Sel Kesimpulan
Pewarnaan
Gram
EMBA air Gram negatif Basil Sesuai
kelapa dengan isolat
EMBA Gram Negatif Basil Sesuai
kontrol dengan isolat

umber : Data Primer 2025

Berdasarkan Tabel 4.3, hasil pengamatan mikroskopis
terhadap bakteri Klebsiella pneumoniae eang ditumbuhkan pada
media EMBA berbasis air kelapa dan media EMBA kontrol
menunjukkan hasil pewarnaan Gram negatif serta bentuk sel basil.
Kedua media menunjukkan karakter morfologi dan pewarnaan yang
konsisten dengan isolat Klebsiella pneumoniae yang digunakan.

Tabel 4. 4 Karakteristik Bakteri Proteus Mirabilis Secara

Makroskopis
Pengulangan Jumlah Bentuk Warna  Diameter
Koloni Koloni Koloni (mm)
1 17 Bulat, Merah 3Imm
permukaan muda
halus dan
tampak
cembung
2 8 Bulat, Merah 4 mm
permukaan muda
halus dan

tampak
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cembung
3 8 Bulat, Merah 4 mm
permukaan muda
halus dan
tampak
cembung
Kontrol 18 Bulat, Putih 3Imm
permukaan pucat
halus dan
tampak
? cembung
umber ; Data Primer 2025

Berdasarkan Tabel 44 mengenai karakteristik makroskopis
Proteus mirabilis, diketahui bahwa koloni bakteri yang tumbuh pada
media perakuan menunjukkan bentuk bulat dengan permukaan halus
dan tampak cembung. Warna koloni pada seluruh pengulangan tampak
merah muda dengan diameter rata-rata 3-4 mm. Jumlah koloni
bervariasi, yaitu sebanyak 17 koloni pada pengulangan pertama, serta
masing-masing 8 koloni pada pengulangan kedua dan ketiga.
Sementara itu, pada media kontrol, koloni juga berbentuk bulat dengan
permukaan halus dan tampak cembung, namun memiliki wama putih
pucat dan diameter sebesar 3 mm, dengan jumlah koloni sebanyak 18.

Tabel 4. 5 Hasil Uji Biokimia Bakteri Profeus Mirabilis
Pengulangan TSIA  Urea Indol MR VP SC

1 Gas, + - + - +
S (+}

2 K/A,Gas, + - ® - B
H2S (+)

3 K/A,Gas, + - + - +
H2S (+)

Kaontrol K/A,Gas, + - + - +
H2S (+)

Ket : K/A = Alkali/Acid (Merah/Kuning), H2S = Gas, MR = Methyl Red, VP =
Voges Proskauer, SC = Simmon Ciltral, Urea = Urease
Sumber : Data Primer 2025
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Berdasarkan hasil uji biokimia %ﬂg disajikan pada Tabel 4.5,
isolat Proteus mirabifis menunjukkan karakteristik biokimia yang
khas pada berbagai media uji. Pada media TSIA, bakteri
menghasilkan reaksi Alkali/Acid disertai produksi gas dan endapan
hitam (H,S positif). Uji urease memberikan hasil positif,
memperlihatkan kemampuan cepat Proteus mirabilis dalam
menghidrolisis urea menjadi amonia, yang menyebabkan medium
berubah menjadi ungu. Uji indol negatif membedakannya dari
Protesu vulgaris, mengonfirmasi bahwa isolat ini memang Proteus
Mirabilis. Reaksi Methyl Red (MR) positif menunjukkan jalur
fermentasi asam campuran, sementara uji Voges—Proskauer (VP)
negatif menandakan tidak digunakannya jalur butanediol. Selain itu,
uji Simmons citrate juga positif, membuktikan bahwa isolat mampu

menggunakan sitrat sebagai sumber karbon.

Tabel 4. 6 Pengamatan Bakteri Proteus Mirabilis Secara

MikroskopisO
Media Hasil Bentuk Sel  Kesimpulan
Pewarnaan
Gram
EMBA air Gram negatif Basil Sesuai
kelapa dengan isolat
EMBA Gram Negalif Basil Sesuai
kontrol dengan isolat

Sumber : Data Primer 2025

Berdasarkan Tabel 4.6, hasil pengamatan mikroskopis
terhadap bakteri Proteus Mirabilis yang ditumbuhkan pada media
EMBA berbasis air kelapa dan media EMBA kontrol menunjukkan

hasil pewarnaan Gram negatif serta bentuk sel basil. Kedua media
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menunjukkan karakter morfologi dan pewamaan yang konsisten

dengan isolat Proteus Mirabilis yang digunakan.

. Pembahasan

@nelitian ini merupakan studi eksperimental yang bertujuan
untuk menguji potensi air kelapa tua sebagai bahan alternatif
pengganti pepton dalam media Eosin Methylene Blue Agar (EMBA)
untuk mendukung pertumbuhan Klebsiella pneumoniae dan
Proteus mirabilis. Penggunaan air kelapa tua dipilih karena lebih
ekonomis dan mudah diperoleh dibandingkan pepton yang
umumnya bersifat impor dan mahal. EMBA sebagai dia selektif
dan diferensial berfungsi untuk menumbuhkan bakteri Gram negatif
serta membedakan kemampuan fermentasi laktosa melalui

perubahan warna koloni.

Menurut Damayanti et al. (2020) Untuk menguji efektivitas
media digunakan metode inokulasi sebar, karena metode ini dinilai
efektif untuk menumbuhkan dan menghitung koloni bakteri secara
merata pada media padal. Setelah proses inkubasi, dilakukan uji
penegasan terhadap isolat bakteri meliputi pengamatan
makroskopis koloni, pewarmnaan Gram untuk melihat struktur
dinding sel, serta uji biokimia guna memastikan karakteristik
fisiologis dari masing-masing spesies bakteri

Pengamatan makroskopik terhadap Klebsiella pneumoniae

menunjukkan bahwa jumlah koloni yang tumbuh pada media
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alternatif berbasis air kelapa tua lebih sedikit dibandingkan dengan
media EMBA asli, yailu masing-masing sebanyak 250, 300, dan
290 koloni, sedangkan pada EMBA kontrol mencapai 350 koloni.
Perbedaan ini disebabkan oleh perbedaan kandungan nutrisi,
khususnya nitrogen dan protein, yang lebih rendah atau bisa di
katakan tidak konsisten kadarnya pada media berbasis air kelapa
tua. Media EMBA mengandung pepton sebanyak 10 gram per liter
yang diketahui menyediakan sekitar 0.3 gram nitrogen organik yang
dapat langsung dimanfaatkan oleh bakteri. Sementara itu,
kandungan nitrogen dalam air kelapa tua belum diketahui secara
pasti dan bersifat bervariasi tergantung pada jenis kelapa, tingkat
kematangan, serta kondisi lingkungan ftempat ftumbuhnya.
Berdasarkan hasil penelitian Margata et al. (2015), air kelapa tua
mengandung sekitar 0,032 gram nitrogen total per 100 mL atau
setara dengan 0,32 gram per liter, dan hanya sekitar 0,11 gram per
liter yang merupakan nitrogen dari true protein yang tersedia bagi
bakteri. Jumlah ini secara signifikan lebih rendah dibandingkan
media EMBA, sehingga tidak mencukupi kebutuhan nitrogen yang
diperlukan untuk mendukung pertumbuhan optimal bakteri. Temuan
ini diperkuat oleh penelitian Artauli et al. (2023) yang menyatakan
bahwa jumlah koloni Salmonella typhi pada media berbasis air
kelapa lebih sedikit dibandingkan dengan media Mac Conkey,

karena perbedaan komposisi nutrisi. Oleh karena itu, rendahnya
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kandungan nitrogen serta ketidakkonsistenan komposisinya pada
air kelapa tua dapat menjadi faktor utama yang menyebabkan
rendahnya miah koloni yang tumbuh pada media alternatif jika
dibandingkan dengan media kontrol (Artauli et al., 2023).

Perbedaan juga terlihat dari warna koloni Klebsiella
pneumoniae antara media EMBA Kontrol dan media alternatif
berbasis air kelapa tua disebabkan oleh perbedaan kandungan
nutrisi dalam masing-masing media. Pada media EMBA kontrol,
laktosa yang difermentasi oleh Klebsiella pneumoniae
menghasilkan asam yang menurunkan pH dan menyebabkan
indikator eosin Y serta methylene blue berubah wama, sehingga
koloni tampak berwarna ungu lua. Sebaliknya, pada media
alternatif berbasis air kelapa tua, walaupun telah ditambahkan
laktosa, kandungan nitrogen dan faktor pendukung fermentasi
lainnya tidak mencukupi, sehingga produksi asam tidak signifikan
dan indikator tidak mengalami perubahan warna maksimal,
menghasilkan koloni berwama merah muda. Kekurangan
nitrogen—yang biasanya disuplai oleh pepton dalam media
standar—dapat menghambat pertumbuhan dan metabolisme
bakteri, termasuk kemampuan untuk memfermentasi lakiosa secara
efisien.

Di samping itu, air kelapa tua secara alami mengandung

gula sederhana seperti glukosa, fruktosa, dan sukrosa, yang dapat
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mengalami fermentasi spontan atau difermentasi oleh bakteri.
Fermentasi gula alami ini memang dapat menghasilkan sejumlah
kecil asam organik, tetapi reaksi tersebut sering kali tidak cukup
kuat untuk menurunkan pH secara signifikan, sehingga indikator
warna tidak berubah secara maksimal seperti pada media EMBA.
Oleh karena itu, meskipun terdapat aktivitas fermentatif, koloni
yang tumbuh hanya tampak berwarna merah muda. Temuan ini
sejalan dengan penelitian oleh Hanna Yolana (2011). yang
menggunakan media berbeda yaitu Mac Conkey Agar, dan
menunjukkan bahwa gberapa bakteri fermentor yang tidak meragi
laktosa tidak membentuk koloni berwama merah. Hal ini
disebabkan karena adanya senyawa selain laklosa dalam
kelapa tua yang dapat mengalami fermentasi, menghasilkan asam,
dan mengikat zat warna seperti merah netral, sehingga koloni tidak
tampak berwarna merah. Walaupun dalam media alternatif ini telah
ditambahkan laktosa sebesar 10 g/L dengan tujuan agar
endominasi kandungan gula dalam media, fermentasi terhadap
gula alami lain yang terdapat pada air kelapa tua tetap terjadi dan
dapat memengaruhi hasil akhir warna koloni.

Meskipun terdapat perbedaan pada jumlah dan warna
koloni, bentuk dan ukuran koloni Klebsiella pneumoniae yang
tumbuh pada media alternatif berbasis air kelapa tua tetap serupa

dengan media EMBA kontrol, yaitu berbentuk bulat teratur, mukoid
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(penampilan berendir, licin, dan mengkilap), dan berdiameter
sekitar 2 mm.%muan ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan
oleh Made Deddy et al. (2023), yang melaporkan bahwa koloni
Klebsiella pneumoniae miliki bentuk bulat, tepian rata, tekstur
mukoid, dan diameter berkisar antara 2-5 mm. Kesamaan ini dapat
terjadi karena air kelapa tua masih mengandung nutrien dasar
seperti glukosa, mineral, serta sedikit asam amino yang cukup
untuk mendukung pembentukan struktur sel bakteri.

Hasil pengamatan mikroskopis menunjukkan bahwa
Klebsiella pneumoniae grbentuk basil dan berwarna merah
setelah pewarnaan Gram, yang g’aenandakan bahwa bakteri ini
bersifat Gram-negatif. Easil ini sesuai dengan penelitian Ramaditya
et al. (2018) yang juga melaporkan bahwa isolat Klebsiella
pneumnoniae menunjukkan bentuk batang ndek dan berwarna
merah setelah pewarnaan Gram, sehingga mendukung identifikasi
morfologi dan sifat dasar dari Klebsiella pneumoniae.

Serangkaian uji biokimia juga dilakukan untuk memastikan
identitas dan karakter fisiologis bakteri. Pada media TSIA,
Klebsiella pneumaoniae menunjukkan kemampuan emfermentasi
sukrosa, glukosa, dan lakiosa, yang ditandai dengan perubahan
warna media menjadi kuning pada bagian slant dan butt serta
produksi gas. Uji SIM menunjukkan hasil negatif terhadap produksi

H.S dan indol, yang ditandai dengan tidak terbentuknya endapan
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hitam dan tidak munculnya cincin merah setelah penambahan
agen Kovac's (Ulfa et al., 2016), hasil uji motilitas negatif tidak
adanya kekaburan pada daerah tusukan osse ng menyatakan
Klebsiella sp. merupakan bakteri non motil. Adapun uji MR-VP
memberikan hasil negatif pada Methyl Red dan positif pada Voges-
Proskauer, sesuai dengan hasil studi sebelumnya oleh Patilaya et
al., 2019 Klebsiella pneumoniae menunjukkan hasil positif pada uji
VogesProskaeuer, Simmon's cifrate, dan TSIA (fermentasi
karbohidrat), tetapi menunjukkan reaksi negatif pada indol, Methy!

red, dan motilitas (Patilaya et al., 2019).

Pengamatan makroskopik terhadap Proteus mirabilis
menunjukkan bahwa mlah koloni yang tumbuh pada media
alternatif berbasis air kelapa tua lebih sedikit dibandingkan dengan
media EMBA kontrol. Pada pengulangan pertama, koloni yang
tumbuh berjumlah 17, sementara pada pengulangan kedua dan
ketiga hanya ditemukan 8 koloni. Sebaliknya, pada media kontrol
(EMBA), jumlah koloni mencapai 18. Rendahnya jumlah koloni ini
berkaitan dengan rendahnya kandungan nutrisi, terutama nitrogen,
dalam air kelapa tua. Media EMBA diketahui mengandung pepton
sebanyak 10 gram per liter yang mampu menyediakan sekitar 0,3
gram nitrogen organik yang sangat dibutuhkan bakteri untuk
pertumbuhan dan metabolisme. Sementara itu, air kelapa tua

memiliki kandungan nitrogen yang tidak konsisten dan lebih rendah,




tergantung pada varietas kelapa, tingkat kematangan, serta kondisi
lingkungan tempat tumbuhnya. Penelitian oleh Margata et al. (2015)
menyebutkan bahwa air kelapa tua hanya mengandung sekitar 0,32
gram nitrogen total per liter, dengan hanya 0,11 gram per liter yang
berasal dari true protein yang dapat dimanfaatkan oleh bakteri.
Kandungan ini jauh di bawah kebutuhan nutrisi optimal bagi P
mirabilis. Penalitian lain yang dilakukan oleh Sathiyavimal et al.
(2014) menggunakan media berbeda menyatakan bahwa Profeus
sp. mengalami penurunan pertumbuhan sekitar 25% pada media
berbasis air kelapa dibandingkan dengan Nutrient Agar, yang
disebabkan oleh keberadaan m organik seperti asam sitrat,
tartarat, dan malal. Hal ini menegaskan bahwa selain keterbatasan
nitrogen, adanya senyawa asam organik dalam air kelapa tua juga
dapat menciptakan kondisi lingkungan yang kurang ideal dan

bahkan menghambat pertumbuhan bakteri tertentu, termasuk

Proteus mirabilis.

Perbedaan juga terlihal pada warna eoloni yang tumbuh, di
mana pada media perlakuan berbasis air kelapa tua koloni Proteus
mirabilis tampak berwarna merah muda, sedangkan pada media
kontrol EMBA berwama putih pucat. Padahal, kedua media telah
ditambahkan laklosa dan indikator pH yang sama. Perbedaan ini
kemungkinan disebabkan oleh kandungan alami dalam air kelapa

tua, seperti asam organik (tartarat, sitrat, malat) dan gula lain selain
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laktosa yaitu glukosa dan sukrosa, yang dapat memengaruhi pH
mikro di sekitar koloni dan memicu reaksi warna berbeda pada
indikator. [ ini sejalan dengan penelitian Sathiyavimal et al.
(2014), yang menunjukkan bahwa media berbasis kelapa dapat
memicu karakteristik pertumbuhan dan tampilan koloni yang tidak
identik dengan media standar karena komposisinya yang kompleks

dan tidak terstandarisasi.

Dari segi morfologi koloni, tidak ditemukan perbedaan yang
mencolok antara perlakuan dan kontrol. Koloni Proteus mirabilis di
kedua media menunjukkan bentuk bulat, permukaan halus,
cembung, dan diameter berkisar 3-5 mm. Kesamaan ini
menunjukkan bahwa nutrisi dasar dalam air kelapa, seperti gula
dan mineral, masih cukup mendukung pembentukan struktur koloni
khas Proteus mirabilis yang sejalan dengan penelitian yang
dilakukan Hanna Yolanda (2011) yaitu koloni Profeus berbentuk
bulat, permukaan halus, cembung dan berdiameter berkisar 3-5

mm.

Berdasarkan pengamatan mikroskopis, Proteus mirabilis
tampak grbentuk basil dan berwama merah setelah pewarnaan
Gram menandakan bahwa bakteri ini bersifat Gram negatif, gesuai
dengan teori Emiawati et al. (2020), yang menyatakan Proteus
mirabilis bersifat gram negatif, berbentuk batang pendek, dan tidak

berspora. Identifikasi ini diperkuat oleh hasil uji biokimia yang
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menunjukkan karakter khas Proteus mirabilis, seperti reaksi
alkalifacid disertai produksi gas dan endapan hitam (H.S positif),
pada media TSIA, urease positif, indol negatif, serta kemampuan
memanfaatkan sitrat sebagai sumber karbon. Hasil ini sejalan
dengan teori Alimsardjono et al. (2015) yang menyatakan bahwa
Proteus Mirabilis menunjukkan reaksi afkali‘acid (lereng merah, dasar
kuning), dengan produksi gas dan endapan hitam (positif untuk H.S),
mencerminkan kemampuan fermentasi glukosa serta pelepasan hidrogen
sulfida pada Uji TSIA (Triple Sugar Iron Agar, positif pada uji Urease
menunjukkan kemampuan cepat menghidrolisis urea menjadi
amonia, yang merupakan ciri khas Profeus Mirabilis. Uji Indol
negatif, membedakan Proteus mirabilis dari saudara sejenis seperti
Profeus vulgaris yang indol positif dan uji simmons citrate positif
menandakan bakteri mampu memanfaatkan sitrat sebagai sumber

karbon.




EABV

KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

1. Media altematif ini mampu mendukung pertumbuhan Klebsiella
pneumoniae dengan ciri koloni berwarna ungu keunguan.

2. Proteus mirabilis juga dapat tumbuh pada media berbasis air
kelapa tua, namun jumlah koloninya lebih sedikit dibandingkan
media kontrol.

3. Terdapat perbedaan jumlah dan wama koloni antara media
alternatif dan media kontrol, sehingga air kelapa tua belum

dapat menggantikan pepton secara optimal.

B. Saran

1. Sebaiknya dilakukan analisis kandungan nutrisi air kelapa tua
terlebih dahulu untuk memastikan kecukupan dan konsistensi
nutrien sebelum digunakan sebagai pengganti pepton.

2. Disarankan menguji efektivitas media dengan variasi
konsentrasi air kelapa (100%, 50%, dan 20%) untuk
menentukan konsentrasi paling optimal.

3. Penelitian dapat dikembangkan lebih lanjut dengan menguji
media alternatif ini terhadap jenis bakteri lain, baik fermentatif

maupun non-fermentatif
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(Proteus Mirabili)
Tabel Hasil Uji Biokimia
Bakteri TSIA Urea Indol MR VP sC

Ui (Poteus KA, Gms,  + . - * -

Alternatif) HIS (1)

U2 (Proteus K/A, Gas, + - = + +

Alternatif) HIS (+)

U3 (Proteus K/A, Gas, * - - = ¥

Alternatif) HIS (+)

Kontrol K/A, (as, + = J + +
H2S (+)

Tabel Hasil Pertumbuhan Proteus pada Media Kontrol dan Media Air Kelapa (3x ulangan)

Jumlah Warna Diameter
Ulangan Media Koloni Bentuk Koloni Koloni (i)
IMB Air 250 Bulat Teratur, Merah 2mm

Mukoid




Gram Negatif

Basil
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5. Penanaman Pada Media Alternatif Air Kelapa dan Media EMBA Kontrol

Al

6. Menghitung dan mengukur diameter koloni bakteri di media alternatif
air kelapa dan media kntro_l EMBA
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Pasca Analitik

Pengamatan Secara Makroskopik
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Kontrol

2. Hasil Pengamatan Uji Biokimia
e Kiebsiella Pneumoniae

Perlakuan :

(TSIA) (Urea) (Sitrat) (VP)  (MR) " (IEDI-} "

Kontrol :

b _ M [T
(TSIA)  (Urea) (Sitrat) (VP)  (MR)  (Indol)

) DR
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s Proteus Mirabilis
Perlakuan :

8y

(TSIA)  (Urea) (Sitrat) (MR) (VP). (Indol)

Kontrol:

(B
(TSIA)  (Urea) (Sitrat)  (MR) (VP)  (Indol)

3. Hasil pengamatan Mikroskopik ( Pewarnaan Gram)
e Klebsiella Pneumoniae

-—

( Media Alternatif) ( Kontrol )
e Proteus Mirabiris

[

(Media Alternatif) (Kontrol)
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