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ABSTRACT

The use of indicators in the field of microbiology is used in bacterial carbohydrate
fermentation tests to determine bacterial metabolism. Limited and expensive synthetic
indicators are also carcinogenic which has a negative impact on the environment.
Therefore, using natural materials with anthocyanin content can be used as an
alternative indicator. The purpose of this study was to determine the ability of purple
sweet potato extract as an alternative indicator of carbohydrate fermentation test. This
research uses the type of Quasy Experiment with Post-test Only Control Group design.
The experimental group used purple sweet potato extract with concentration variations
of 20%, 40%, 60%, 80% and 100% as well as pH of the media variations of 6, 7, and 8.
The control group used the Bromocresol Purple indicator. The observed parameter is
the color change that occurs. The data obtained were tested with Friedman. The
results showed a change in color in the media which means purple sweet potato
extract can be utilized as an alternative indicator of Escherichia coli carbohydrate
fermentation test. The results of the Friedman test obtained a considerable difference
between the experimental group and the control. Based on the results of the study, it
can be concluded that purple sweet potato extract can be utilized as an alternative
indicator carbohydrate fermentation test of Escherichia coli.

Key words: Purple sweet potato extract, Escherichia coli, Carbohydrate fermentation
test
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ABSTRAK

Penggunaan indikator dalam bidang mikrobiologi digunakan pada uji fermentasi
karbohidrat bakteri untuk mengetahui metabolisme bakteri. Indikator sintetis yang
terbatas dan mahal juga bersifat karsinogenik yang yang memiliki dampak negatif pada
lingkungan. Oleh karena itu, pemanfaatan bahan alam dengan kandungan antosianin
dapat digunakan sebagai indikator alternatif. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
memahami kemampuan ekstrak ubi ungu sebagai indikator alternatif uji fermentasi
karbohidrat. Penelitian ini menerapkan jenis Quasy Eksperiment dengan desain Post-
test Only Control Group. Kelompok penelitian terbagi menjadi kelompok eksperimen
dan kontrol. Kelompok eksperimen menggunakan ekstrak ubi ungu dengan ragam
konsentrasi 20%, 40%, 60%, 80% dan 100% serta variasi pH media 6,7, dan 8.
Kelompok kontrol menggunakan indikator Bromocresol Purple. Parameter yang diamati
yaitu perubahan warna yang terjadi. Data yang diperoleh diujikan dengan Friedman.
Hasil penelitian menunjukan terjadi perubahan warna pada media yang berarti ekstrak
ubi ungu dapat digunakan sebagai indikator alternatif uji fermentasi karbohidrat
Escherichia coli.  Hasil uji Friedman didapatkan nilai signifikasi <0,05 yang
mengindikasikan adanya perbedaan yang cukup besar antara kelompok eksperimen
dengan kontrol yang bermakna perubahan warna yang terjadi tidak sejelas kontrol
pada semua variasi konsentrasi maupun pH media. Berdasarkan hasil penelitian dapat
disimpulkan bahwa ekstrak ubi ungu dapat dimanfaatkan sebagai indikator alternatif uji
fermentasi karbohidrat Escherichia coli.

Kata kunci: Ektstrak Ubi Ungu, Escherichia coli, Uji Fermentasi Karbohidrat

PENDAHULUAN buah, dan kulit akar yang memiliki
warna  mencolok. Zat warna pada
komponen tumbuhan dikarenakan
adanya zat warna berupa antosianin,
saponin, tanin, dan alkaloid. Salah satu
jenis senyawa polifenol yang masuk
kedalam golongan flavonoid dan
mampu memberikan warna merah,
ungu, dan biru pada tanaman. yaitu
antosianin yang memiliki kemampuan
untuk mengubah warna pada tingkat
pH basa ataupun asam. Antosiani jenis
sianidin dan peonidin terkandung
dalam Ubi jalar ungu dan memberikan
warna ungu alami yang dapat
digunakan sebagai indikator alternatif
yang ramah lingkungan. Ekstrak ubi
ungu vyang dapat memberikan
perubahan warna dari ungu ke merah
pada pH rendah dan merah mudah
menjadi ungu, biru, hijau hingga kuning
pada pH tinggi dapat dimanfaatkan
sebagai indikator alternatif.
Dibandingkan antosianin pada kubis
merah, bluberry, jagung merah, dan
elderberry, pigmen antosianin  pada
ubi ungu memiliki sifat yang lebih

Indikator adalah suatu bahan kimia
khusus yang memiliki kemampuan
mengubah warna suatu larutan jika
terjadi perubahan pH. Indikator sintetis
merupakan indikator asam basa yang
sangat sering digunakan dan sangat
penting keberadaannya dalam
laboratorium  mikrobiologi.  Namun,
indikator sintetis memiliki harga jual
yang relatif mahal dan keberadaanya
terbatas yang menyebabkan
pemakaiannya juga harus dibatasi serta
limbah bahan kimia yang dihasilkan
memiliki dampak terhadap pencemaran
lingkungan. Indikator alami atau
indikator sintetis yang ramah
lingkungan serta mudah diperoleh dari
pemanfaatan penggunaan bahan alami
sebagai pengganti indikator sintestis,
untuk menghindari dampat atau efek
yang kurang baik dari penggunaan
indikator sintetis. *

Indikator alami adalah suatu zat
warna yang dapat diperoleh dari bahan
alam yaitu pada tumbuhan baik pada
bagian bunga, daun, kulit batang,
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tetap. Antosiani yang terkandung
dalam ubi jalar ungu berada dalam
kisaran 12.3-162mg/100g.?

Pemanfaatan indikator ini juga dapat
digunakan dalam  mengidentifikasi
keberadaan bakteri dalam suatu media
yang memiliki hasil samping
metabolisme yaitu berupa asam atau
basa. Media gula-gula merupakan
salah satu media dengan indikator yang
dipengaruhi oleh pH.® Fermentasi
glukosa diawali dengan mensintesis
senyawa  piruvat.  Produk  akhir
fermentasi yang merupakan senyawa
piruvat dapat berupa berbagai asam,
alkohol, dan hidrogen atau gas karbon
dioksida. Bakteri Escherichia coli
(E.coli) merupakan bakteri dengan hasil
samping metabolisme berupa asam.
Sumber karbon (glukosa, laktosa, dshb)
yang terkandung dalam media akan
dimetabolisme oleh E.coli sehingga
menurunkan derajat asam (pH) dalam
media menjadi asam.

METODE

Jenis penelitian yang digunakan pada
ekstrak ubi ungu (Ipomoea batatas)
sebagai indikator alternatif uji
fermentasi karbohidrat E.coli adalah
Quasy Eksperiment. Pada penelitian
ini, senyawa antosianin di ekstrak dari
ubi ungu dengan berbagai konsentrasi
dan pH tertentu yang akan digunakan
sebagai indikator  alternatif uji
fermentasi karbohidrat E. coli.

Post-test Only Control Group Design
digunakan dalam pelaksanaan
penelitian ini. Tidak dilakukan pemilihan
acak untuk kelompok eksperimen dan
kelompok kontrol dalam desain ini.
Kelompok  eksperimen menerima
perlakuan yakni pemberian indikator
alternatif ekstrak ubi ungu dengan
ragam 20%, 40%, 60%, 80%, dan
100% serta pH 6, 7, dan 8. Hasil ini
kemudian dibandingkan dengan
kelompok kontrol yakni Indikator
bromcresol purple yang di larutkan
pada media yang akan ditanamkan E.
coli.

https://doi.org/10.34011/jks.v4i1.1452

HASIL

1. Hasil Determniasi Ubi Ungu

Sampel  ubi ungu (Ipomoea
batatas L) telah melalui proses
pemeriksaan  atau  determinasi
tanaman di departemen Taksonomi
Tumbuhan, yang kemudian disahkan
oleh Jurusan Biologi FMIPA UNPAD
sebagai hasil identifikasi yang
digunakan dalam penelitian ini
dengan nomor surat
N0.29/HB/05/2023 adalah benar ubi
ungu dengan nama latin Ipomoea
batatas (L.) Lam

2. Hasil Uji Penegasan Escherichia coli

Tabel 1 Hasil Uji Penegasan
Escherichia coli

Nama Uji/Media Hasil

Pewarnaan Gram  Basil, Gram (+)
Tumbuh, koloni

Mac Conkey Agar  go\2ma merah

Semi Solid Motilitas (+)
TSIA A/A, gas (+)
(+) Terbentuk cincin
Indol
merah muda
Methyl red (+) Menjadi merah

Voges-Proskauer ) Tidak berubah

warna
Citrat (-) Tidak berubah

warna

Urease (-) Tidak berubah
warna

Glukosa (+) Menjadi kuning,
terbentuk gas

Sukrosa (+) Menjadi kuning,
terbentuk gas

Laktosa (+) Menjadi kuning,
terbentuk gas

Maltosa (+) Menjadi kuning,
terbentuk gas

Manitol (+) Menjadi kuning,

terbentuk gas

3. Hasil Uji Pembuktian Antosianin
Didapatkan hasil, setelah
diteteskan HCI ekstrak berubah
warna menjadi merah sedangkan
setelah diteteskan NaOH ektrak
berubah warna menjadi hijau.
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4. Hasil Pemanfaatan ekstrak ubi ungu
sebagai Indikator alternatif
Escherichia coli pada masing-
masing karbohidrat

Tabel 2 Hasil Uji friedman Sukrosa

N 18

Chi-Square 39,055

Df 4

Nilai Signifikan ,000
*Uji Statistik

Tabel 3 Hasil Uji friedman Glukosa

N 18

Chi-Square 36, 674

Df 4

Nilai Signifikan ,000
*Uji Statistik

Tabel 4 Hasil Uji friedman Laktosa

N 18

Chi-Square 32,176

Df 4

Nilai Signifikan ,000
*Uji Statistik

Tabel 5 Hasil Uji friedman Maltosa

N 18

Chi-Square 25,750

Df 4

Nilai Signifikan ,000
*Uji Statistik

Tabel 6 Hasil Uji friedman Manitol

N 18
Chi-Square 36, 674
Df 4
Nilai Signifikan ,000
*Uji Statistik
PEMBAHASAN
Hasil uji penegasan

membuktikan bahwa strain  murni
Eschericia coli yang dimanfaatkan
dalam penelitian ini, benar-benar E.coli
bukan bakteri lain. Uji penegasan yang
dilakukan dalam penelitian ini, yaitu
pewarnaan Gram, isolasi pada media
Mac Conkey Agar, dan uji biokimia.

https://doi.org/10.34011/jks.v4i1.1452

Pada pemberian warna Gram yang
bertujuan untuk memudahkan
mengamati bakteri secara mikroskopis,
untuk mejelaskan morfologi dan
dimensi bakteri, untuk mengidentifikasi
struktur bakteri seperti membran sel
dan vakuola, serta menggunakan
pewarna untuk mengeluarkan
karakteristik fisik dan kimia yang unik
dari bakteri 4 didapatkan hasil bakteri
yang memiliki bentuk basil dan bersifat
Gram negatif. E. coli merupakan bakteri
Gram negatif yang memiliki komposisi
dinding sel yang lebih rumit
dibandingkan bakteri Gram positif.
Bakteri Gram negatif terbagi menjadi
tiga lapisan ° tetapi lapisan
peptidoglikannya  tipis, sedangkan
bakteri Gram positif mempunyai
komposisi yang lebih sederhana,
terbagi dari dua lapisan tetapi memiliki
dinding sel vyang kaya akan
peptidoglikan.® Sehingga pada saat
proses pelunturan warna dengan
alkohol, lemak atau lapisan petidoglikan
yang tipis akan rusak sehingga
menyebabkan kristal violet iodium akan
keluar dari sel 7 dan bakteri akan
terwarnai dengan pewarna pembanding
yaitu safranin yang berwarna merah.

Isolasi strain murni E.coli pada
media Mac Conkey Agar vyang
berfungsi sebagai media selektif
bertujuan untuk menstimulasi bakteri
Gram negatif dan memilah bakteri yang
memiliki kemampuan untuk melakukan
fermentasi laktosa, didapatkan hasil
bahwa bakteri mampu tumbuh pada
MCA dan dapat memfermentasi laktosa
yang ditandai dengan warna koloni
berwarna merah. Media MCA memiliki
garam empedu dan kristal violet, yang
dapat menghalangi pertumbuhan
bakteri Gram positif dan menumbuhkan
bakteri Gram negatif. Media MCA
mengandung substrat laktosa dan
indikator pH untuk memilah bakteri
yang dapat melakukan fermentasi
laktosa & bakteri yang mampu
melakukan fermentasi laktosa
diindikasikan dengan warna koloni yang
berwarna merah.
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Uji Biokimia bertujuan untuk
mengidentifikasi sifat-sifat  bakteri
melalui respons biokimia ° dari bakteri
uji yang dimanfaatkan dalam penelitian
ini yaitu E.coli yang telah di isolasi pada
media MCA. Uji biokimia yang
dilakukan yaitu penanaman pada media
semi solid, TSIA, urease, uji IMVIC, dan
uji fermentasi karbohidrat. Penanaman
E.coli pada media semi solid bertujuan
untuk melihat motilitas atau pergerekan
bakteri ° didapatkan hasil bahwa bakteri
dapat bergerak yang ditandai dengan
terbentuknya rambatan-rambatan
disekitar bekas tusukan jarum. Pada
media TSIiA yang digunakan untuk
mengidentifikasi bakteri Gram negatif
batang, untuk memahami kemamuan
bakteri dalam melakukan fermentasi
glukosa dan sukrosa atau laktosa °
serta produksi gas dan HZ2S,
didapatkan hasil bahwa bakteri dapat
melakukan fermentasi glukosa dan
laktosa atau sukrosa serta mengasilkan
gas tetapi tidak memproduksi H2S yang
teridentifikasi melalui perubahan warna
di media tegak dan media miring mejadi
kuning, media terangkat dan tidak
terdapat endapan hitam. Media TSIiA
mengandung, 1% sukrosa, 0,1%
glukosa, 1% laktosa, ferric citrat, dan
phenol red. Zat ditambahkan pada
media dan mengakibatkan agar miring
dengan pangkal yang dalam yang
kemudian diinokulasi dengan
penyisipan koloni bakteri ke dalam
bagian pangkal. Media akan berubah
warna menjadi kuning pada bagian
pangkal (agar tegak) jika
memfermentasikan glukosa dan pada
bagian agar miring jika menfermentasi
laktosa atau sukrosa akibat dari sedikit
asam yang diproduksi. Setelah
mengalami oksidasi, produk fermentasi
akan menghasilkan CO, dan H;O serta
dilepaskan dari agar miring, dan
dekarbosilasi oksidatif protein masih
berlangsung bersamaan produksi asam
amino, akibatnya bagian miring akan
mengubah warnanya menjadi merah
sedangkan ferric citrat sebagai substrat
untuk produksi H2S dan besi sulfat tak
berwarna sebagai produk akhir. Setelah
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diinkubasi, hanya bakteri yang dapat
menghasilkan H2S akan menghasilkan
endapan warna hitam di dasar agar
karena adanya endapan besi sulfida. *°

Media uji urease dimanfaatkan
untuk mengidentifikasi bakteri yang
dapat memproduksi enzim urease
(Fahruddin et al., 2020) dan didapatkan
hasil bahwa bakteri tidak dapat
mengubah urea menjadi amonia yang
teridentifikasi dengan tidak terjadi
perubahan warna pada media. Media
uji urease mengandung urease yang
kemudian akan diubah menjadi CO>
dan amonia oleh bakteri yang
menghasilkan enzim urease, molekul
amonia yang dihasilkan menyebabkan
nilai pH tinggi atau bersifat basa terjadi
warna merah muda karena terdapat
indikator phenol red pada media berarti
tes positif.

Uji IMVIiC dilakukan untuk
membedakan kelompok bakteri
Klebsiella, Enterobacter, dan

Escherichia coli didapatkan hasil indol
(+) yang ditandai dengan terbentuknya
cincin dengan warna merah muda
setelah diteteskan reagen kovac,
methyl red (+) yang memperlihatkan
perubahan warna media menjadi merah
setelah methyl red diteteskan, Voges-
Proskauer (-) media tidak mengalami
perubahan warna setelah diteteskan
reagen a naftol dan KOH 10%, dan
citrat (-) dimana media tidak mengalami

perubahan warna yang berarti
kelompok bakteri tersebut adalah
E.coli.

Pada media Indol, cincin merah
muda yang dihasilkan disebabkan oleh
E.coli yang yang menghasilkan ezim
tryptophanase akan memecah asam
amino trypthopan dan menghasilkan
indole. Indol yang terbentuk kemudian
dideteksi menggunakan reagen kovak.
Pada media terbentuk cicin dengan
warna merah-ungu karena Indol yang
terbentuk bereaksi dengan aldehyde
dalam reagen.*? Hasil uji methyl red
yang berubah warna menjadi merah
dikarenakan bakteri dapat
memfermentasi glukosa dan
mengahasilkan asam campuran. asam
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yang terbentuk akan membuat pH
media menjadi rendah, sehingga pada
saat penambahan indikator methyl red
media berubah warna menjadi
merah.®®

Hasil uji VP yang tidak terjadi
perubahan media disebabkan karena
hasil fermentasi glukosa oleh E.coli
berupa produk asam bukan produk
netral seperti asetoin yang dapat
menyebabkan perubahan warna pada
media menjadi merah ketika diteteskan
reagen a naftol dan KOH 10%. Hasil uiji
citrat yang tidak mengalami perubahan
warna  dikarenakan  E.coli  tidak
memanfaatkan sitrat sebagai sumber
karbon sehingga tidak menghasilkan
produk asam maupun basa yang akan
mengubah pH media. **

Uji  fermentasi karbohidrat
dimanfaatkan untuk memahami
kemampuan bakteri dalam melakukan
fermentasi karbohidrat khusus. Pola
fermentasi dapat dimanfaatkan untuk
memilah antara kelompok atau spesies
bakteri'* didapatkan hasil bahwa
bakteri dapat memfermentasi semua

karbohidrat, yakni glukosa, sukrosa,
laktosa, maltosa, dan manitol yang
ditunjukakan dengan adanya

perubahan warna pada ke lima media
karbohidrat tersebut menjadi kuning.
Perubahan warna yang terjadi
dikarenakan E.coli dapat
memfermentasi karbohidrat yang ada
pada media dan menghasilkan produk
asam yang menurunkan pH media dan
dengan adanya indikator bromocresol
purple media berubah warna menjadi
kuning.

Berdasarkan peneltian ektrak
ubi ungu sebagai indikator alternatif uji
fermentasi karbohidrat Escherichia coli
yang telah dilakukan, didapatkan hasil
bahwa terjadi perubahan warna media
pada semua variasi konsentrasi dan pH
media, yaitu dari media yang berwarna
ungu menjadi merah dan beberapa
media dengan pH 8 berwarna ungu
keehijaun menjadi kuning kehijuan
yang disertai dengan adanya gumpalan
berwarna hijau yang mengambang
pada media. Berdasarkan pengamatan
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secara  makroskopis, media  uji
fermentasi karbohidrat yang
ditambahkan ektrak ubi ungu dengan
konsentrasi rendah yaitu 20% warna
yang muncul tidak terlalu jelas dan
pada konsentrasi tinggi yaitu 100%
warna yang muncul terlalu pekat,
sehingga perubahan warna yang terjadi
kurang begitu terlihat. Penelitian ini
memiliki kekurangan, ektrak ubi ungu
yang dihasilkan tidak hanya
mengandung antosianin saja tetapi
masih terdapat zat-zat lain sehingga,
konsentrasi ektrak ubi ungu tidak
benar-benar 100% antosianin. Selain
itu, ektrak ubi ungu ini sangat mudah di
pengaruhi oleh faktor lingkungan yang
menyebabkan ektrak mudah berubah
warna jika dibiarkan.

Indikator  alternatif  memiliki
kekurangan yaitu pembuatannya yang

lama dan kurang stabil karena
indikator alternatif dari bahan alam,
kandungan antosianinnya akan
mengalami kerusakan setelah
penyimpanan. Menurut  penelitian
sebelumnya lama penyimpanan
mempengaruhi  stabilitas  antosianin
indikator alam yang proses
ekstraksinya menggunakan metode

maserasi, dengan lama penyimpanan
kurang dari 1 hari mempengaruhi
stabilitas pigmen warna pada bunga
mawar merah dengan variabel pH,
sebaliknya bunga karamunting dan
nusa indah mampu mempertahankan
kestabilan selama 2 hari. Hal tersebut
mengindikasikan bahwa kestabilan
pigmen dari indikator alami terhadap uiji
perubahan pH bisa dipengaruhi oleh
lamanya penyimpanan.

Selain itu, tahap ektrasi juga
dapat dipengaruhi oleh faktor suhu
yang dapat meningkatkan kecepatan
transfer zat metabolit ke dalam
pelarut.®> Menurut hasil penelitian yang
telah dilakukan oleh (Nurhasnawat et
al., 2017)%, Pergerakan molekul akan

menjadi semakin cepat jika suhu
ekstraksi semakin tinggi dan laju
perpindahan senyawa analit dari

sampel ke pelarut juga akan meningkat
jlka adanya sirkulasi pelarut. Oleh
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karena itu, kontak zat dan pelarut yang
semakin sering akam memperoleh lebih
banyak ekstrak. Ekstraksi metode
maserasi diduga menghasilkan lebih
sedikit ekstrak karea pada metode ini,
proses ekstraksi tidak melibatkan
pemanasan pelarut, sehingga pelarut
tidak mampu mengambil senyawa
analit yang diharapkan  secara
maksimal.

Pengolahan data menggunakan
uji friedman, kelompok eksperimen
yang berpasangan di bandingkan
dengan kelompok kontrol  untuk
mengetahui adanya perbedaan. Hasil
dari pengolahan data tersebut adalah
baik pada kelompok ekperimen media
sukrosa, glukosa, laktosa, maltosa,
maupun manitol terdapat perbedaan
signifikan dari hasil perubahan warna
yang terbentuk antara kelompok
eksperimen dan kelompok kontrol.
Kemudian dari masing masig perlakuan
dibandingkan dengan kontrol satu
persatu mengggunakan uji Wilcoxon
untuk mengetahui kelompok ekperimen
mana yang berbeda.

Setelah dilakukan pengolahan
data menggunakan uji  wilcoxon,
didapatkan hasil bahwa semuan
kelompok ekperimen yang
berpasangan antara ragam
konsentrasi 20%, 40%, 60%, 80%, dan
100% dan variasi pH media 6, 7, dan 8
pada media sukrosa, glukosa, laktosa,
maltosa, maupun manitol terhadap
kelompok kontrol, semua memiliki hasil
dengan perbedaan yang signifikan.
Berdasarkan hasil pengamatam serta
pengolahan data tersebut, dapat
disimpulkan ektrak ubi ungu dapat
digunakan sebagai indikator alternatif
uji fermentasi  karbohidrat  berus
sukrosa, glukosa, laktosa, maltosa, dan
manitol. Namun, hasil perubahan warna
dari penggunaan indikator alternatif
ektrak ubi ungu tidak sebagus
perubahan warna yang terbentuk pada
media uji fermentasi karbohidrat
menggunakan indikator bromocresol
purple baik pada ragam konsentrasi
ekstrak 20%, 40%, 60%, 80%, dan
100% maupun pada variasi pH media

https://doi.org/10.34011/jks.v4i1.1452

6,7,dan 8. Tetapi, secara makroskopis
konsentrasi ektrak yang baik untuk uji
fermentasi karbohidrat adalah pada
rentang konsentrasi 40%-80% dengan
pH media netral yaitu 7.

SIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang
telah dilakukan mengenai ektrak ubi
ungu sebagai indikator alternatif uji
fermentasi Escerichia coli, dapat ditarik
kesimpulan bahwa ektrak ubi ungu
dapat dimanfaatkan sebagai indikator
alternatif uji fermentasi karbohidrat
E.coli dengan konsentrasi ektrak ubi
ungu yang optimum untuk digunakan
sebagai indikator  alternatif  uji
fermentasi  karbohidrat berada di
rentang 40%-80% dan pH media yang
optimum  digunakan  sebagai  uji
fermentasi karbohidrat yaitu pada pH 7
(netral).
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