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[bookmark: _Toc201748442]2.1.1. Klasifikasi Kubis Ungu (Brassica oleracea L.)
Kubis (Brassica oleracea L.) atau sering disebut kol merupakan sayuran yang banyak di budidayakan di Indonesia.Sayuran yang berasal dari Asia ini banyak dimanfaatkan sebagai pewarna alami karena warnanya yang menarik, Pigmen yang disebut antosianin memberikan warna merah pada makanan dan dapat digunakan sebagai pewarna makanan alami (Lubis & Yuniarti, 2020). Tanaman kubis dapat tumbuh di daerah tropis maupun subtropis serta dapat tumbuh di berbagai jenis tanah. Penelitian Balai Pengkajian Teknologi Pertanian (2012) menyebutkan tanaman kubis dapat tumbuh di dataran tinggi dan dataran rendah (0-200 m dpl). Tanaman kubis dapat tumbuh di suhu lembab dan rendah yaitu 20-25 °C dan suhu optimum 17 °C(Nihayah, 2022).
Tanaman kubis dapat tumbuh di tanah gembur  :
Kingdom 	: Plantae 
Divisi 	: Spermatopyta
Kelas	: Dicotyledoneae
Ordo	: Brassicales
Famili	: Brassicaceae 
Genus	: Brassica 
Spesies	: Brassica oleracea L.
[bookmark: _Toc201748443]2.1.2. Morfologi Tumbuhan
Tanaman kubis memiliki 400 varietas dengan berbagai macam bentuk, ukuran dan warna. Mulai dari kubis yang memiliki bentuk bulat sampai kerucut, ukuran empat sampai delapan inci, serta warna merah, ungu, hijau dan putih. Tanaman kubis berumur pendek yaitu 40-50 hari kemudian akan dipanen dan hanya dapat diproduksi sekali. Setelah tanaman ini dipanen, tanaman ini akan mati[image: ](Nihayah, 2022). Gambar kubis ungu dapat di lihat pada Gambar 2.1
Gambar 2.1 Kubis ungu(Nihayah, 2022).
Tanaman kubis memiliki morfologi sebagai berikut:
a. Akar
Tanaman kubis memiliki akar serabut dan tunggang. Akar tunggang akan tumbuh secara vertikal, sedangkan akar serabut akan tumbuh secara horizontal dengan kedalaman 20-30 cm. Tanaman kubis baik ditanan, pada tanah gembur dan poros (Nihayah, 2022).
b. Batang
Batang tanaman kubis memiliki ukuran pendek yaitu ± 30 cm dan tumbuh tegak. Batang tanaman ini akan tumbuh tidak bercabang serta tebal dan lunak. Batang tanaman kubis tampak tidak jelas karena tertutup oleh daunnya (Nihayah, 2022).
c. Daun
Daun kubis memiliki bentuk oval, tepi bergerigi, melengkung kedalam serta daun ini tumbuh secara berselang seling. Daun kubismerah akan melengkung kedalam menutup bunga saat bunga tanaman kubis sedang tumbuh, (Nihayah, 2022).
d. Bunga
Bunga tanaman kubis terdiri kuntum-kuntum bunga yang berjumlah ribuan membentuk bulatan dengan diameter bunga kubis 20 cm. Bunga tanaman kubis sangat bervariasi, mulai dari berwarna putih, kuning, hijau atau ungu sesuai varietasnya. Berat bunga kubis 0,5-1,3 kg. Bagian bunga ini yang akan dimanfaatkan sebagai sayuran (Nihayah, 2022).
e. Buah
Tanaman kubis memiliki buah dengan bentuk polong. berukuran hingga 5 em, serta kecil dan ramping. Buah tersebut memiliki banyak biji berwarna coklat kehitaman, dengan bentuk bukat dan berukuran kecil Brji tersebut dapat ditanam untuk memperbanyak tanaman kubis (Nihayah, 2022).
[bookmark: _Toc201748444]2.2 Fermentasi
Fermentasi adalah proses biokimia yang melibatkan aktivitas mikroorganisme (seperti bakteri atau ragi) untuk mengubah senyawa organik menjadi produk yang lebih sederhana, seperti alkohol atau asam, dan menghasilkan energi (Putra et al, 2021).Pada proses fermentasi terjadi konversi karbohidrat dan makromolekul lainnya menjadi asam organik menggunakan bakteri dalam kondisi anaerobik. Makanan yang difermentasi terbukti sebagai pangan fungsional yang dapat memberikan manfaat baik bagi tubuh yang mana dapat meminimalisir risiko penyakit tertentu seperti penyakit irritable bowel syndrome, inflammatory bowel diseases sampai kanker usus besar (Sumual et al., 2019)

[bookmark: _Toc201748445]2.3 Sauerkraut
Sauerkraut dapat diartikan sebagai kubis asam dan secara luas dikonsumsi di Eropa Tengah dan Selatan serta Amerika Serikat. Meskipun berarti kubis asam namun dalam pembuatannya menggunakan garam sehingga sering juga disebut asinan kubis. Dalam proses fermentasi asinan kubis, garam akan menyebabkan cairan yang mengandung nutrisi dari sayuran kubis akan keluar dan dapat dimanfaatkan oleh bakteri asam laktat. Selain itu garam juga berperan menghambat pertumbuhan mikroba pembusuk maupun patogen. Lebih lanjut dinyatakan bahwa salah satu keuntungan dari sauerkraut adalah bakteri asam laktat (BAL) yang terdapat di dalamnya (Mayanda et al., 2021)
[bookmark: _Toc201748446]2.4 Deskripsi Bakteri asam laktat
	Bakteri asam laktat merupakan kelompok Gram-positif, tidak berspora, kokus atau batang, anaerobik atau aerob fakultatif. BAL mampu mengasamkan, meningkatkan rasa, memperbaiki aroma dan flavour, melindungi makanan dari mikroorganisme patogen, menambah nutrisi makanan, mengurangi zat berbahaya dan meningkatkan umur simpan. Bakteri asam laktat yang sering ditemukan pada makanan fermentasi yang berasal dari umbi ubi kayu diantaranya adalah Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus brevis, Leuconostoc mesenteroides. Pada fermentasi saus ikan (anchovy sauce) melibatkan bakteri asam laktat seperti Tetragenococcus dan Streptococcus.Bakteri asam laktat yang terdapat pada tempoyak diantaranya Leuconostoc mesentroides, Pediococcus acidilactili, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus curvatu (Syukur, 2017). Habitat bakteri asam laktat dapat dilihat pada Tabel 2.1

Tabel 2.1 Habitat bakteri asam laktat (Syukur, 2017).
	Habitat
	Kelompok bakteri
	Aktivitas atau produk

	Produk sayuran
	Streptococcus spp, 
Lactobacillus plantarum,
Streptococcus lactis,
Lactobacillus casei
	Pikel, sauerkraut

	Produk susu 
	L. acidophilus, 
L. delbrueckii, 
Leuconostoc mesentroides, 
L. lactis
	Keju, susu, yoghurt

	Sistem pencernaan (oral dan usus)
	Streptococcus salivarus, 
S. mutans, 
Lactobacillus salivarus Streptococcus faecalis
	Flora normal, dental caries



[bookmark: _Toc201748447]2.4.1 Prisip Isolasi Bakteri
Prinsip dari isolasi BAL adalah memisahkan suatu mikroba dari mikroba lainnya sehingga diperoleh kultur murni. Isolasi Bakteri Asam Laktat diawali dengan melakukan inokulasi sampel pada medium pengaya (enrichment)de Mann, Rogosa, Sharpe Broth (MRSB) kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37˚Cdalam desikator. Pengayaan dalam MRSB dapat meningkatkan jumlah koloni BAL secara cepat sehingga jumlahnya lebih banyak. Hal ini terjadi karena MRSB secara umum diaplikasikan sebagai media pertumbuhan bakteri asam laktat dan mempunyai nilai pH optimum untuk pertumbuhan BAL yaitu 5,7 yang dapat menekan pertumbuhan sebagian besar mikroorganisme lain. Inkubasi dilakukan pada suhu dan waktu yang sesuai dan dibuat sedemikian rupa yang disesuaikan dengan sifat mikroba. Bakteri asam laktat merupakan bakteri mesophilik dimana aktifitas pertumbuhannya pada suhu medium yaitu pada suhu 300˚C - 400˚C. Bakteri asam laktat dapat hidup pada saluran pencernaan manusia karena pertumbuhan optimumnya adalah pada suhu 37˚C yang merupakan temperatur normal tubuh manusia. Selanjutnya inkubasi bakteri asam laktat dilakukan selama 24 jam karena umumnya pada waktu tersebut merupakan fasa logaritmik dimana pembiakan bakteri berlangsung paling cepat dan menunjukkan pertumbuhan sel tertinggi (Syukur, 2017).
[bookmark: _Toc201748448]2.4.2 Metabolisme Bakteri Asam Laktat (BAL)
Secara fisiologis dan berdasarkan aktivitas metabolismenya, bakteri asam laktat dikelompokkan kedalam dua group, yaitu homofermentatif dan heterofermentatif.  Bakteri asam laktat homofermentatif, melibatkan jalur Embden Meyerhof yaitu glikolisis menghasilkan asam laktat, 2 mol ATP dari 1 molekul glukosa/heksosa dalam kondisi normal, tidak menghasilkan CO2 dan menghasilkan biomassa sel dua kali lebih banyak dari pada bakteri asam laktat heterofermentatif. Bakteri asam laktat heterofermentatif, penguraian glukosa oleh BAL melalui jalur pentose fosfat. Pada fermentasi ini yang bekerja adalah enzim fosfoketolase dan dapat menghasilkan asam laktat 40-50 %, etanol, asam asetat dan CO2 (Syukur, 2017).
[bookmark: _Toc156236472]		Kondisi pertumbuhan yang berbeda bisa menghasilkan produk akhir fermentasi yang berbeda, sebagai akibat dari berubahnya metabolisme piruvat dan penggunaan elektron akseptoreksternal seperti oksigen atau senyawa organik. Genus Lactobacillus terdiri dari 70 spesies dan dikelompokkan menjadi 3 sub grup, kebanyakan homofermentatif, namun ada juga yang heterofermentatif. Lactobacillus secara umum lebih tahan terhadap asam dibandingkan dengan genus bakteri asam laktat lainnya (Syukur, 2017).


[bookmark: _Toc201748449]2.4.3 Manfaat Bakteri asam laktat
		Dengan memperbanyak produksi BAL maka akan bermanfaat dalam pengelohan makanan yang bersifat probiotik. Metode yang dapat digunakan dalam perbanyakan bakteri tersebut adalah isolasi bakteri dengan cara mengambil bakteri dari suatu medium atau dari lingkungan asalnya lalu menumbuhkannya di medium buatan sehingga diperoleh biakan yang murni.
Manfaat Penggunaan bakteri asam laktat dalam pengolahan makanan yaitu 
1) Bakteri memperoleh suatu senyawa yang dapat menyebabkan suatu makanan memiliki rasa dan aroma yang spesifik, 
2) Bakteri ini juga dapat mengubah makanan yang susah dicerna menjadi makanan fermentasi yang lebih mudah dicerna oleh tubuh, contohnya perubahan protein menjadi asam amino. 
3) bakteri asam laktat juga memperoleh senyawa antimikroba yang dapat menghalangi pertumbuhan dari mikroba pembusuk maupun patogen sehingga dapat memperpanjang masa penyimpanan makanan.
		Pemanfaatan Bakteri Asam Laktat (BAL) Bakteri probiotik memiliki banyak manfaat untuk kesehatan manusia diantaranya dalam sistem imunitas, sistem intestinal, sistem urogenital, menurunkan efek alergi, dan manfaat manfaat lainnya. Pada sistem imunitas, probiotik bertanggung jawab dalam merangsang daya tahan tubuh baik selular maupun humoral sehingga dapat melindungi tubuh dari berbagai infeksi. Sistem imunitas menyediakan pertahanan utama melawan mikroorganisme patogen. Penurunan sistem imunitas dapat menyebabkan penyakit tertentu seperti kanker, AIDS, leukemia. Penyakit autoimun seperti rematik dan penyakit radang usus juga dapat terjadi bila sistem imunitas tidak berjalan dengan sempurna (Syukur, 2017).
[bookmark: _Toc201748450]2.4.4 Fermentasi Asam Laktat
Fermentasi adalah proses produksi energi dalam sel terjadi secara anaerob dengan atau tanpa akseptor eksternal. Gula seperti glukosa, fruktosa dan sukrosa sebagai bahan dasar ketika difermentasi dalam kondisi anaerob akan menghasilkan etanol, asam laktat, asam butirat, aseton dan hidrogen.
Berdasarkan jalur metabolisme saccharolytic, bakteri asam laktat dapat dibedakan menjadi dua kelompok yaitu: 
1. Homofermentatif : Bakteri dalam kelompok ini akan mengubah heksosa menjadi asam laktat dalam jalur Embden-Meyerhof (EM), dan tidak dapat memfermentasikan pentosa atau glukonat. Jalur metabolisme homofermentatif.
2. Heterofermentatif : Heksosa difermentasikan menjadi asam laktat, karbon dioksida, dan etanol (atau asam asetat sebagai akseptor elektron alternatif). Pentosa lalu diubah menjadi laktat dan asam asetat.
Nama bakteri asam laktat diperoleh dari kemampuannya dalam memfermentasi gula menjadi asam laktat. Bakteri asam laktat juga terdapat dalam tubuh manusia sebagai flora normal tubuh. Selain pada manusia, bakteri ini juga dapat ditemukan pada produk sayuran dan susu (Syukur, 2017).
[bookmark: _Toc201748451]2.4.5 Bakteri Asam Laktat Penghasil Bakteriosin
Bakteriosin dihasilkan oleh bakteri asam laktat (BAL), namun tidak semua bakteri asam laktat menghasilkan bakteriosin. Oleh karena itu skrining bakteri asam laktat diperlukan untuk mengisolasi BAL penghasil bakteriosin. Skrining BAL penghasil bakteriosin dapat dilakukan dengan metode skringing langsung dan metode skrining tidak langsung yang termasuk dalam Metode skrining langsung adalah metode difusi sumur. Metode ini dikembangkan dengan menumbuhkan organism yang diuji sebagai penghasil bakteriosin dan bakteri indikator (antagonis) secara bersamaan. Supernatan dari kultur yang diduga penghasil bakteriosin ditempatkan dalam sumuran sehingga akan berdifusi pada media agar. Timbulnya zona jernih penghambatan pada media agar (media uji) disekitar sumuran merupakan pertanda adanya bakteriosin yang dihasilkan bakteri asam laktat yang menghambat pertumbuhan bakteri indikator (Syukur, 2017).
[bookmark: _Toc201748452]2.5 Bakteriosin
	Bakteriosin adalah protein yang dihasilkan oleh bakteri asam laktat, yang berfungsi dalam menghambat pertumbuhan bakteri lain. Banyak penelitian yang telah dilakukan tentang bakteriosin, ditemukan berbagai macam bakteriosin. Bakteriosin ini diangap mampu digunakan sebagai antibakteri alami, karena mampu mengambat pertumbuhan bakteri-bakteri pathogen.
Bakteriosin merupakan protein yang disintesis oleh bakteri asam laktat (BAL) dan memiliki kemampuan penghambatan terhadap mikrobia lain. Beberapa sifat yang dimiliki bakteriosin adalah sensitif terhadap enzim proteolitik, dapat bertahan pada suhu tinggi dan stabil pada pH asam atau netral (Syukur, 2017).
[bookmark: _Toc201748453]2.5.1 Fungsi Bakteriosin
		Bakteri asam laktat (BAL) dari waktu kewaktu digunakan di dalam proses fermentasi dan senyawa antibakteri (bakterisidal) yang dihasilkan bakteri asam laktat dapat menghambat mikroorganisme lainnya. Beberapa senyawa antibakteri yang disintesis oleh bakteri asam laktat adalah hidrogen peroksida, karbondioksida, diasetil, asam organic, asam lemak, dan bakteriosin. Dari beberapa komponen bioaktif yang dihasilkan, bakteriosin merupakan hasil metabolisme bakteri asam laktat yang banyak dikaji dan digunakan sebagai bahan pengawet, karena memiliki sifat yang tahan terhadap panas, tidak mudah menguap seperti hidrogen peroksida dan alkohol, tidak merubah aroma, dan rasa seperti asam laktat, serta tidak merubah warna produk akhir (Syukur, 2017).
[bookmark: _Toc201748454]2.5.2 Optimasi pertumbuhan bakteriosin
		Optimasi pertumbuhan Bakteri Asam Laktat akan mengalami peningkatan dengan meningkatnya waktu inkubasi. Peningkatan ini berlangsung secara logaritma. Meningkatnya jumlah biomassa akan menyebabkan jumlah bakteriosin yang dihasilkan juga akan meningkat kemudian turun setelah mencapai fase stasioner (Syukur, 2017).
Kultur Bakteri asam laktat: 
1. Metoda Enrichment Kultur BAL pada metoda Enrichment ini adalah pemindahan sampel setelah difermentasi dapat dilakukan pada medium MRS Broth atau Tioglikolat (TGE). 
2. Metoda Serial Dilution Setelah Enrichment, dilakukan pengenceran sampai 10-7 atau 10-9 untuk mancari isolat BAL. medium yang digunakan adalah pepton water. 
3. Metoda Plating Kultur selanjutnya adalah penanaman kedalam medium MRS agar. Untuk menumbuhkan BAL dalam bentuk koloni-koloni. 
4. Produksi Bakteriosin Kultur yang di lakukan untuk produksi bakteriosin dan untuk pemurnian adalah dengan medium MRS Broth.
5. Uji Antimikroba Medium kultur untuk uji antimikroba adalah dengan medium MRS Aagar atau Nutrient agar.
[bookmark: _Toc201748455]2.5.3 Karakterisasi Bakteriosin
Tiga aspek penting dalam penelitian mengenai bakteriosin adalah mengenai produksi, karakterisasi dan juga purifikasi . Karakterisasi merupakan tahap yang dilakukan untuk menentukan sifat dari bakteriosin. Karakterisasi terhadap bakteriosin perlu diteliti untuk mengetahui kestabilannya dalam berbagai kondisi. Karakterisasi tersebut terdiri dari beberapa perlakuan, diantaranya yaitu perlakuan pemanasan dan ketahanan terhadap pH yang bervariasi. Stabilitas bakteriosin terhadap pemanasan mengindikasikan bahwa bakteriosin tersebut dapat digunakan sebagai preservasi bahan pangan yang dikombinasikan dengan pengolahan menggunakan suhu tinggi untuk produk makanan. Selain pemanasan, faktor pH juga menentukan keamanan bahan pangan . Faktor pH seringkali menjadi pertimbangan bagi bahan pengawet yang akan digunakan pada bahan pangan, khususnya bagi pangan hasil peternakan dengan kondisi pH rendah seperti daging sapi, ham, bakso, susu, butter, keju dan lain-lain(Nadzifah, (2022). 
[bookmark: _Toc201748456]2.5.4Pemurnian Bakteriosin
Metode yang dapat digunakan dalam purifikasi bakteriosin adalah metode purifikasi protein. Purifikasi protein umumnya menggunakan prosedur isolasi yaitu memisahkan protein yang dibutuhkan dari makromolekul lain yang tidak diinginkan. Metode pemisahan protein yang banyak digunakan adalah pengendapan menggunakan ammonium sulfat. Proses pengendapan protein dengan garam ammonium sulfat lebih sering digunakan karena memiliki beberapa kelebihan dibandingkan garam-garam yang lain yaitu mempunyai kelarutan yang tinggi, tidak mempengaruhi aktivitas enzim, mempunyai pengendapan yang efektif, mempunyai efek penstabil terhadap kebanyakan enzim, dapat digunakan pada berbagai pH dan harganya terjangkau (Nadzifah, (2022). 
Proses pengendapan protein dengan garam ammonium sulfat dapat dikelompokan menjadi dua bagian yaitu salting in dan salting out. Ayuningtyas (2012) menyatakan pada konsentrasi garam ammonium sulfat yang tinggi, garam dapat lebih mengikat molekul air. Menurunya jumlah air yang terikat pada protein menyebabkan gaya tarik-menarik antara molekul protein lebih kuat dibandingkan dengan gaya tarik menarik antara molekul protein dengan air (mempertinggi interaksi hidrofobik), sehingga protein akan mengendap dari larutan atau berikatan dengan kolom hidrofobik. Peristiwa pemisahan protein ini disebut salting out. Proses pengendapan harus dilakukan dalam kondisi dingin sehingga protein akan mengendap tanpa mengalami denaturasi(Nadzifah, 2022). 
[bookmark: _Toc201748457]2.5.5 Kinerja bakteriosin dalam aktivitas antimikroba
Target kerja bakteriosin dari BAL adalah membrane sitoplasma sel bakteri yang sensitive. Karena reaksi awal bakteriosin adalah merusak permeabilitas membrane dan menghilangkan Proton Motive Force (PMF) sehingga menghambat produksi energy dan produksi protein atau asam nukleat. 104 Aktivitas menghambat bakteri menbutuhkan reseptor spesifik permukaan sel, contohnya pada pediocin AcH. Selain itu mengakibatkan terjadinya lisis pada sel. Hal ini adalah efek sekunder dari aktivitas pediocin AcH melalui depolimerisasi dari lapis peptidoglikan sehingga secara tidak langsung mengaktifkan sistem autolysis sel (Syukur, 2017).

[bookmark: _Toc201748458]2.6 Perbedaan Bakteriosin dan Antibiotik
Bakteriosin adalah protein atau peptida yang disintesis di ribosom sebagai metabolit primer, yang memiliki aktivitas antimikroba terhadap spesies yang berkerabat dekat (spektrum sempit) atau mikroorganisme yang beragam (spektrum luas) (Leeet al, 2021). Dalam pertumbuhannya, BAL menghasilkan metabolit primer seperti bakteriosin serta metabolit sekunder seperti asam laktat, karbondioksida, diasetil, asetaldehida, dan hidrogen peroksida. Meskipun salah satu metabolit BAL tersebut terdapat hidrogen peroksida yang bersifat oksidator kuat, hal tersebut tidak mempengaruhi metabolit bakteriosin yang diproduksi, karena produksi metabolit primer dimulai dari awal fase log dan mencapai maksimum pada akhir fase log biasanya pada 16-24 jam, sedangkan produksi metabolit sekunder biasanya diawali pada saat fase stasioner pada 48 jam(Eldytananda, 2020).
Antibiotik merupakan obat yang digunakan untuk pencegahan dan pengobatan infeksi yang berasal dari metabolit sekunder. Penyakit infeksi merupakan penyakit yang diakibatkan oleh mikroorganisme sebagai respon tubuh akibat stimulasi dari sistem pertahanan tubuh. Metabolit sekunder merupakan senyawa aktif yang dihasilkan oleh makhluk hidup, salah satunya dari bakteri endofit yang hidup dalam jaringan tumbuhan.Metabolit sekunder dapat digunakan sebagai antibiotik, antikanker, antioksidan, antiinflamasi, imunosupresi dan antidiabetes. Senyawa metabolit sekunder memiliki struktur yang kompleks dan sulit disintesis, sehingga ketersediaannya jarang dijumpai di pasaran, dan memiliki nilai ekonomi yang tinggi (A’yun& Nugraheni, 2023).

[bookmark: _Toc201748459]2.7 Bakteri
[bookmark: _Toc156236478]	Bakteri adalah kelompok organisme mikroskopis yang pada umumnya bersel tunggal, dan tidak memiliki membran inti sel. Pada umumnya organisme ini memiliki dinding sel namun tidak berklorofil. walaupun berukuran kecil bakteri berperan penting dalam kehidupan sehari-hari, beberapa kelompok bakteri dikenal bermanfaat untuk kehidupan, antara lain bakteri telah digunakan dalam sektor industri pangan. namun ada juga bakteri yang merugikan, seperti bakteri yang membusukkan bahan-bahan makanan dan bahkan menyebabkan infeksi dan penyakit bagi manusia (Wulan et al., 2024).
[bookmark: _Toc201748460]2.7.1 Morfologi Bakteri
Bakteri memiliki keankeragaman jenis dan bentuk, bakteri tidak hanya dikelompokkan berdasarkan bentuknya saja namun juga berdasarkan cara hidup dan cara memperoleh makanannya(Wulan et al., 2024). Bakteri memiliki ciri-ciri yang berbeda dengan organisme lain, diantaranya adalah: 
1. Organisme uniseluler (bersel satu), bakteri hanya memiliki satu sel saja pada satu individu.	
2. Sel bakteri adalah sel dengan tipe prokaryotik (tidak memiliki membran inti sel).
3. Tidak mempunyai klorofil.
4. Ukuran tubuhnya sangat kecil berkisar antara 0,12 mikron ratusan mikron.
5. Bentuk tubuh beraneka ragam/bermacam-macam seperti batang, bulat, dll.
6. Terdapat dinding sel.
7. Hidup bebas atau parasit.
8. Dapat ditemukan/hidup dimana saja (tanah, bahan oragnik, kerak bumi, limbah, air, dalam tubuh tumbuhan, hewan, manusia, dll)
9. Hidup secara kosmopolit (hidup bebas dimana saja), karena dinding selnya mengandung peptidoglikan.
10. Memiliki endospora (kapsul), endospora akan muncul saat bakteri hidup pada medi/kondisi yang tidak menguntungkan sebagai perisai terhadap panas dan gangguan alam.
11. Ada yang memiliki alat gerak (flagella) ada juga yang tidak memiliki flagella (bergerak dengan cara berguling).
[bookmark: _Toc201748461]2.7.2 Reproduksi  Bakteri
		Reproduksi bakteri adalah suatu proses biologis basal yang sangat penting untuk kelangsungan hidup dan proliferasi bakteri, yang merupakan mikroorganisme paling beragam dan tersebar luas pada berbagai lingkungan di Bumi. Berbeda dengan organisme multiseluler yang lebih kompleks, bakteri bersifat uniseluler, tanpa membran inti (prokariotik) dan tidak memiliki sistem endomembran (membran dalam). Meskipun demikian, kemampuannya untuk berkembang biak sangat efisien dan adaptif(Wulan et al., 2024).
1. Reproduksi Aseksual
		Reproduksi aseksual bakteri merupakan suatu proses biologis di mana bakteri mereplikasi dirinya dan berkembang biak tanpa melibatkan pasangan. Berbeda dengan reproduksi seksual yang melibatkan pertukaran material genetik antara dua individu, reproduksi aseksual pada bakteri adalah cara yang cepat dan efisien untuk menghasilkan keturunan yang komposisi genetiknya sama atau identik dengan sel induknya.
1) Pembelahan Biner (Binary Fission)
Pembelahan Biner (Binary fission) adalah bentuk reproduksi aseksual di mana satu sel induk membelah menjadi dua sel anak yang berukuran sama dan identik secara genetik. Proses ini umumnya diamati pada bakteri dan juga pada organisme uniseluler lainnya.
2) Kuncup (Budding)
Kuncup (Budding) adalah bentuk reproduksi aseksual yang diamati pada beberapa bakteri. Berbeda dengan pembelahan biner yang menghasilkan dua sel anak yang berukuran hampir sama, budding melibatkan pembentukan tonjolan kecil atau "tunas" pada sel induk, yang akhirnya menghasilkan sel anak dengan ukuran yang berbeda (biasanya lebih kecil dari ukuran sel induk). Tunas ini akhirnya tumbuh menjadi sel anak yang struktur genetiknya sama.
3) Sporulasi
Sporulasi merupakan strategi reproduksi unik yang diamati pada beberapa bakteri, terutama dalam filum Firmicutes, termasuk genus Bacillus dan Clostridium. Sporulasi memungkinkan bakteri membentuk struktur dorman yang sangat tahan, yang disebut endospora, dalam kondisi lingkungan yang tidak menguntungkan. Endospora ini sangat tahan terhadap panas, radiasi, kekeringan, dan berbagai bahan kimia, sehingga membuatnya tangguh dan mampu bertahan pada lingkungan yang tidak kondusif.


2. Reproduksi Seksual
		Reproduksi seksual pada bakteri melibatkan pertukaran bahan genetik antara dua sel bakteri, yang menghasilkan pembentukan kombinasi gen baru. Berbeda dengan metode reproduksi aseksual yang lebih umum (seperti binary fission), reproduksi seksual memberikan variabilitas atau keragaman genetik, yang dapat meningkatkan adaptabilitas dan kelangsungan hidup populasi bakteri.
1) Transformasi
Transformasi pada bakteri adalah suatu proses di mana sel bakteri mengambil DNA asing dari lingkungan dan menggabungkannya ke dalam genomnya sendiri. Mekanisme transfer gen ini terjadi secara alami dan memungkinkan bakteri memperoleh gen baru, memungkinkannya beradaptasi dengan perubahan kondisi lingkungan atau memperoleh sifat fungsional yang baru.
2) Konjugasi
Konjugasi pada bakteri merupakan suatu proses transfer gen yang melibatkan pertukaran langsung materi genetik antara dua sel bakteri yang hidup dan aktif. Mekanisme ini memungkinkan transfer plasmid, yaitu molekul DNA kecil dan melingkar, dari bakteri donor ke bakteri penerima. Transfer ini difasilitasi oleh struktur bernama pilus (misalnya: pilus F), yang membentuk jembatan sementara antara kedua sel tersebut.
3) Transduksi
Transduksi pada bakteri adalah suatu proses transfer gen yang dimediasi oleh bakteriofag, yang merupakan virus yang menginfeksi bakteri. Selama transduksi, DNA bakteri ditransfer dari satu bakteri ke bakteri lainnya dengan bantuan bakteriofag sebagai vektor. Mekanisme ini memungkinkan pertukaran materi genetik dan potensi transfer sifat-sifat tertentu antara bakteri(Wulan et al., 2024).
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		Domain bakteri mencakup mikroorganisme prokariotik yaitu bakteri. Anggota domain bakteri mempunyai sel tunggal (uniseluler), memiliki struktur sel yang sederhana dengan organel yang terbatas (ribosom), dan tidak memiliki inti sel karena materi genetiknya tidak terbungkus oleh membran inti. Materi genetik bakteri disebut nukleoid (kromosom) dan tersebar di sitoplasma. Pada beberapa bakteri juga memiliki DNA ekstrakromosomal, yaitu plasmid. Bakteri memiliki habitat hidup di berbagai lingkungan, seperti di tanah, air, dan udara. Bakteri mempunyai metabolisme yang beragam sehingga memudahkan mereka beradaptasi dengan kondisi lingkungan (Wulan et al., 2024).
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[image: ]		Struktur sel bakteri secara umum terdiri dari bagian eksternal seperti dinding sel , pilli, flagelum, fimbrae, kapsul, serta bagian interior seperti membran sel, sitoplasma, ribosom , nukleoid , inklusi dan plasmid, Gambar struktur sel prokariotik dapat di lihat pada Gambar 2.2(Wulan et al., 2024).





Gambar 2.2 Struktur sel Prokariotik (Wulan et al., 2024).
a. Flagellum
		Flagellum, sebuah struktur granular di bawah membran sel di sitoplasma, berasal dari bagian dasar sel dan menyerupai rambut. Pergerakan sel bakteri dilakukan oleh flagellum. Flagelum terdiri dari tiga bagian dasar, termasuk struktur seperti kait dan seutas filamen yang panjang di luar dinding sel. Flagelum biasanya  filamen. Struktur tambahan ini disebut pilus. Dibandingkan dengan flagella, pili lebih kecil, lebih pendek, dan lebih banyak. Pili juga hanya dapat dilihat dengan mikroskop elektron dan ditemukan pada spesies yang bergerak dan tidak bergerak, meskipun tidak mempengaruhi pergerakan. Tetapi pilus F, atau pilus seks, memungkinkan materi genetik bergerak selama perkawinan bakteri. Beberapa bakteri dapat melekat pada jaringan tumbuhan atau hewan yang memberikan nutrisi mereka dengan bantuan pili yang menempel pada permukaan(Wulan et al., 2024).
c.Fimbriae
		Fimbriae, struktur mikroskopis pada permukaan sel bakteri, yang memainkan peran utama dalam kemampuan bakteri untuk berikatan dengan permukaan lain, seperti sel-sel jaringan atau partikel makanan. Struktur ini dibentuk oleh protein-protein yang disebut pilin, fimbriae membentuk filamen kecil yang menonjol dari permukaan sel bakteri. Variasi dalam struktur pilin, yang memiliki sekuens asam amino yang beragam, dapat mempengaruhi sifat fungsional dan kemampuan bakteri untuk berinteraksi dengan lingkungan. Dengan ukuran yang sangat kecil, berkisar antara 2 hingga 10 nanometer dalam diameter, fimbriae memiliki bentuk serabut halus yang mencajol dari permukaan sel bakteri(Wulan et al., 2024).
d.Kapsul
		Beberapa sel bakteri, seperti pneumokokus yang menyebabkan pneumonia, dikelilingi oleh lapisan lendir atau kapsul. Tempat di mana bakteri tumbuh sangat memengaruhi dimensi kapsul. Kapsul bakteri sangat penting untuk bertahan hidup dan berinteraksi dengan organisme lain. Kapsul berfungsi sebagai perlindungan dan penyimpanan nutrisi bagi bakteri. Sementara itu, pada bakteri yang menyebabkan penyakit, kapsul meningkatkan kemampuan bakteri untuk menyebabkan infeksi
e. Dinding Sel
		Bentuk sel ditentukan oleh struktur yang sangat kaku yang dikenal sebagai dinding sel, yang terletak di luar substansi ekstraselular seperti kapsul atau lendir dan di sebelah luar membran sitoplasma. Semua bakteri, kecuali mikoplasma, memiliki dinding sel yang kaku; ketebalan dinding sel bakteri berkisar antara 10 hingga 35 nm. Dinding sel memainkan peran penting dalam pertumbuhan dan pembelahan sel.
f.Membran Sitoplasma
		Terletak secara langsung di bawah dinding sel, terdapat sebuah membran tipis yang dikenal sebagai membran sitoplasma, juga disebut sebagai membran protoplasma atau secara sederhana disebut sebagai membran plasma. Membran sitoplasma memiliki peranan yang sangat penting dalam mengatur pergerakan substansi kimia dalam larutan, baik yang bergerak ke dalam sel maupun keluar dari sel.
g.Mesosom
		Membran sitoplasma dapat membentuk struktur yang disebut mesosom dengan cara melipat ke dalam atau invaginasi ke dalam sitoplasma. Mesosom selalu terhubung dengan membran sitoplasma dan diyakini berperan dalam sintesis dinding sel serta pembelahan nukleus.
h. Sitoplasma dan Komponen Internal
		Tiga bagian utama membran sitoplasma terdiri dari bahan sel: (1) daerah sitoplasma, yang memiliki tampilan granular dan mengandung banyak RNA; (2) daerah nukleoid, yang mengandung banyak DNA; dan (3) daerah berisi air, yang mengandung nutrien larut dan materi partikulat yang disebut tubuh inklusi. DNA dalam sel bakteri terletak dekat pusat sel dan terikat pada sistem membran mesosom.
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1. Dinding Sel Bakteri Gram Positif
Dinding sel bakteri gram positip kebanyakan terdiri atas beberapa lapisan peptidoglikan yang tebal dan kaku (20-80nm). Hal inilah yang membedakan dari dinding sel bakteri Gram Negatif Dinding sel bakteri Gram Negatif hanya terdiri atas lapisan peptidoglikan yang tipis.Di samping itu, dinding sel beberapa bakteri Gram Positif mengandung substansi dinding sel yang disebut asam teikoat, berperan dalam pertumbuhan dan pembelahan sel.
2. Dinding Sel Bakteri Gram Negatif
	Dinding sel bakteri Gram Negatif terdiri atas satu atau lebih lapisan peptidoglikan dan membran di bagian luar lapisan peptidoglikan. Dinding sel bakteri gram negatif tidak mengandung asam Teikoat. Karena hanya mengandung sedikit lapisan peptidoglikan, dinding sel bakteri gram negatif lebih rumit dari pada dinding sel bakteri gram positif. Membran luar sel bakteri gram negatif terdiri atas lipoprotein, fosfolipida dan lipopolisakarida. (Radji, 2010)

[bookmark: _Toc201748465]2.7.6	Persamaan dan Perbedaan Bakteri Gram Positif dan Bakteri Gram Negatif
1. Persamaan Bakteri Gram Positif dan Bakteri Gram Negatif (Rini & jamilatur, 2020).
· Bakteri Gram Positif dan Gram Negatif memiliki organisasi seluler yang serupa merupakan mikroorganisme uniseluler prokariotik yang memiliki kapsul.
· Memiliki kromosom tunggal. 
· Mengandung plasmid sebagai DNA ekstrachromosomalnya. 
· Bereproduksi secara aseksual dengan pembelahan biner. 
· Bereproduksi juga dengan transformasi, transduksi dan konjugasi. 
· Dapat dihambat oleh antibiotik. 
· Dinding sel mengandung peptidoglikan. 
· Dapat merespons prosedur pewarnaan gram. S 
· Dapat menyebabkan penyakit pada manusia, tumbuhan dan hewan.
2. Perbedaan Bakteri Gram Positif dan Bakteri Gram Negatif dapat dilihat pada Tabel 2.2 berikut:
Tabel 2.2 Perbedaan Bakteri Gram Positif dan Bakteri Gram Negatif (Rini & jamilatur, 2020).
	Perbedaan
	Bakteri Gram Positif
	Bakteri Gram negatif

	Lapisan peptidoglikan
	Lebih tebal 1-4%
	Lebih tipis 11- 22%

	Toksin yang dibentuk
	Eksotoksin
	Endotoksin

	Bentuk sel
	Bulat, batang, filamen
	Bulat, oval, koma

	Metabolisme
	kemoorganohetetrotrof
	fototrof

	Motilitas
	Non motil bila motil tipeflagella adalah petritikus
	Motil dan non motil, flagella bervariasi

	Endospore
	Beberapa kelompok membentuk endospora
	Tidak membentuk endospore
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2.7.7 Jenis jenis bakteri
		Bakteri dapat diklasifikasikan berdasarkan berbagai kriteria. termasuk bentuk, kebutuhan oksigen, karakteristik pewarnaan Gram, serta kemampuan metabolisme(Wulan et al., 2024).Berikut ini beberapa jenis bakteri berdasarkan kriteria tersebut:
a. Jenis Bakteri Berdasarkan Bentuknya:
1. Kokus: Bakteri berbentuk bulat atau bulat telur. Contoh dari jenis ini adalah Staphylococcus aureus dan Streptococcus pneumoniae.
2. Basil: Bakteri berbentuk batang atau silinder. Contoh dari jenis ini adalah Escherichia coli (E. coli) dan Bacillus subtilis.
3. Spiral: Bakteri berbentuk spiral atau spiral. Contoh dari jenis ini adalah Treponema pallidum, yang menyebabkan sifilis, dan Helicobacter pylori, yang terkait dengan penyakit ulkus peptikum.
4. Vibrio: Bakteri berbentuk seperti koma atau bulan sabit. Contoh dari jenis ini adalah Vibrio cholerae, penyebab kolera.
5. Spirilla: Bakteri berbentuk spiral dengan pergerakan berputar. Contoh dari jenis ini adalah Spirillum minus, yang menyebabkan penyakit leptospirosis.
6. Filamen: Bakteri berbentuk filamentous, seperti benang atau cabang-cabang. Contohnya adalah Actinomyces israelii.
Beberapa bakteri dapat memiliki bentuk campuran atau berubah bentuk tergantung pada kondisi lingkungan. Gambar bentuk sel bakteri dapat dilihat pada Gambar 2.3
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Gambar 2.3 Bentuk Coccus, Basil Dan Spiral(Wulan et al., 2024).
b. Jenis Bakteri Berdasarkan Kebutuhan Oksigen
Bakteri dapat dibagi menjadi beberapa kelompok utama:
1. Aerob: Bakteri aerob memerlukan oksigen untuk melakukan respirasi atau menghasilkan energi. Bakteri aerob hanya dapattumbuh dalam lingkungan yang kaya akan oksigen. Contoh bakteri aerob adalah Mycobacterium tuberculosis, yang menyebabkan tuberkulosis, dan Bacillus anthracis, penyebab penyakit antraks.
2. Anaerob: Bakteri anaerob tidak memerlukan oksigen untuk respirasi dan dapat tumbuh di lingkungan yang tidak memiliki oksigen atau memiliki sedikit oksigen. Ada dua jenis utama bakteri anaerob yaitu anaerob obligat dan anaerob fakultatif.
3. Mikroaerofilik: Bakteri ini memerlukan oksigen dalam jumlah yang sangat rendah untuk tumbuh. Bakteri ini tidak dapat bertahan dalam konsentrasi oksigen yang tinggi. Contoh dari bakteri mikroaerofilik adalah Helicobacter pylori, yang terkait dengan penyakit ulkus peptikum.
c. Jenis Bakteri Berdasarkan Karakteristik Pewarnaan Gram
	Bakteri dapat dibagi menjadi dua kelompok utama:
1. Bakteri Gram-positif: Bakteri Gram-positif memiliki dinding sel yang relatif tebal dan kaya akan peptidoglikan. Ketika disubur dengan pewarnaan Gram, bakteri ini akan menahan warna ungu atau biru dari pewarnaan kristal violet, dan akan tetap berwarna tersebut setelah diberi larutan lugol dan dicuci dengan alkohol. 
2. [bookmark: _Toc201748467]Bakteri Gram-negatif: Bakteri Gram-negatif memiliki dinding sel yang lebih tipis dan memiliki lapisan luar yang terdiri dari lipopolisakarida. Saat disubur dengan pewarnaan Gram, bakteri ini akan kehilangan warna ungu atau biru saat dicuci dengan alkohol, dan kemudian menyerap pewarnaan merah muda dari zat pewarna safranin. 
2.7.8 Fase Pertumbuhan Bakteri
Secara umum pola pertumbuhan mikroorganisme dapat ditunjukkan dengan kurva pertumbuhan yang memperlihatkan siklus pertumbuhan mikroorganisme secara keseluruhan dari setiap tahapan atau fase yang dialami (Wulan et al., 2024). Adapun tahapan pertumbuhan mikroorganisme terdiri atas 4 fase, yaitu:
1. Fase Laten (Lag)
		Fase ini dikenal juga sebagai fase adaptasi atau fase lamban, di mana pada awal pertumbuhan mikroorganisme terjadi penyesuaian diri terhadap lingkungan baru. Namun demikian tidak semua mikroorganisme dapat bertahan di fase ini, karena tidak mampu menyesuaikan diri dengan lingkungan barunya sehingga sebagian sel akan mati. Selama fase ini berlangsung, terjadi penyesuaian seluler tanpa peningkatan signifikan dalam jumlah populasi. Fase ini merupakan tahap persiapan di mana mikroorganisme mempersiapkan diri untuk melakukan pertumbuhan aktif. Aktivitas metabolisme sel akan menentukan lama waktu berlangsungnya fase ini.
2. Fase Logarithmic atau Exponential (Log)
		Fase ini ditandai oleh pertumbuhan aktif dari mikroba secara eksponensial atau terjadinya pembelahan sel secara cepat dan berlangsung dengan stabil, di mana waktu generasinya pendek dan konstan. Jumlah populasi mikroba meningkat dengan cepat selama periode ini, di mana pada populasi teriadi penggandaan iumlah secara teratur. serta pada grafik akan naik dalam garis lurus pada skala logaritmik. Pada fase ini, energi yang dibutuhkan oleh mikroba untukpembelahan selnya juga lebih banyak dibandingkan dengan fase lainnya. Faktor kecukupan nutrisi, pH yang sesuai, serta kelembapan sangat mempengaruhi kecepatan berlangsungnya pertumbuhan sel pada fase ini.
3. Fase Stasioner (Tetap)
		Pada titik tertentu, sumber daya yang terbatas atau akumulasi produk limbah dapat memperlambat pertumbuhan mikroba. Pada fase ini, jumlah individu baru yang terbentuk sebanding dengan yang jumlah sel yang mati atau tidak aktif, sehingga fase ini dikenal sebagai fase tetap. Pertumbuhan mikroba mencapai batas daya dukung lingkungan, di mana jumlah nutrisi penting jumlahnya semakin berkurang dan hasil akhir metabolisme mikroba yang bersifat toksik telah menumpuk di dalam media, sehingga jumlah sel yang hidup seimbang dengan jumlah sel yang mati.

4. Fase Death (Kematian)
		Pada fase kematian mikroba mengalami penurunan jumlah populasi. Hal ini disebabkan oleh kondisi lingkungan yang terus memburuk dan semakin berkurangnya jumlah nutrişi, serta hasil metabolisme yang bersifat racun jumlahnya semakin meningkat, sehingga tidak mendukung lagi untuk berlangsungnya pembelahan sel. Akibat kondisi tersebut menyebabkan jumlah sel mikroba yang hidup mengalami penurunan, sebaliknya jumlah sel yang mati menjadi meningkat.
[bookmark: _Toc201748468]2.7.9 Faktor Faktor Pertumbuhan Bakteri
		Definisi dari pertumbuhan mikroba yaitu pertumbuhan jumlah sel mikroba Faktor yang mempengaruhi pertumbuhan bakteri sebagai berikut(Wulan et al., 2024).
1. Suhu (Temperatur) 
	Suhu merupakan faktor kritis yang mempengaruhi pertumbuhan mikroorganisme. Di dalam habitat alaminya, mikroorganisme tidak mampu mengontrol suhu untuk pertumbuhannya, tetapi hanya bisa menyesuaikan diri terhadap kondisi lingkungan sekitarnya.
a. Suhu maksimum, adalah suhu tertinggi di mana mikroba dapat tumbuh dan metabolismenya dapat berlangsung.
b. Suhu optimum, adalah suhu pertumbuhan mikroba yang berada diantara suhu maksimum dan suhu minimum, di mana pada suhu optimum merupakan fase tercepat terjadinya pertumbuhan dan metabolisme sel mikroba Suhu optimum dikatakan juga sebagai suhu terbaik untuk berlangsungnya pertumbuhan mikroorganisme.
c. Suhu minimum, adalah suhu paling rendah di mana mikroba masih dapat tumbuh dan masih mampu menjalankan metabolismenya. Namun ketika mikroba berada pada suhu di atas suhu maksimum atau di bawah suhu minimumnya, maka pertumbuhan mikroba akan menjadi terhambat atau bahkan dapat mengalami kematian.
2. 	Kelembapan
Lingkungan yang lembap mendukung pertumbuhan mikroba, di mana kelembapan yang tinggi akan menciptakan kondisi ideal untuk metabolisme sel atau aktivitas biologis mikroba, sementara jika kekurangan air maka dapat menghambat pertumbuhan mikroba. Kebutuhan akan kelembapan bervariasi antar jenis mikroba. Beberapa mikroba memerlukan lingkungan yang lembab, sementara mikroba yang dapat membentuk spora, konidia ataupun membentuk kista mampu bertahan dalam kondisi yang lebih kering.
3. 	pH (Tingkat Keasaman)
Kondisi keasaman atau kebasaan (pH) lingkungan juga mempengaruhi pertumbuhan mikroorganisme. Setiap jenis mikroba mempunyai kisaran pH optimal untuk pertumbuhannya, karena pada umumnya sel mikroba akan rusak jika berada pada pH yang terlalu asam atau terlalu basa. Umumnya mikroba menyukai pH netral (pH 7) untuk pertumbuhannya.
4. 	Oksigen 
Oksigen merupakan salah faktor penting yang dibutuhkan oleh sebagian besar mikroba untuk tumbuh. Mikroorganisme obligat aerob merupakan organisme yang mutlak membutuhkan oksigen untuk pertumbuhannya.


5. 	Tekanan Osmotik
		Tekanan osmotik merupakan salah satu faktor yang dapat menghambat pertumbuhan sel mikroba. Jika sel berada di lingkungan yang hiperosmotik, sel akan kehilangan air hingga menyebabkan membran sel mikroba akan terlepas dari dinding sel, akibatnya sel mengalami plasmoli is. Kondisi ini menyebabkan proses metabolik menjadi tidak aktif dan lama kelamaan sel akan mengalami kematian.
6. 	Waktu Generasi
Setiap sel mikroba membutuhkan waktu untuk membelah diri menjadi dua kali lipat, yaitu dari satu sel menjadi dua sel anak dengan sempurna, yang disebut dengan waktu generasi.
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		Media kultur dapat diklasifikasikan berdasarkan bentuk, susunan/ komposisi kimia, dan fungsinya (Atmanto et al., 2022).
1. Media Bakteri Berdasarkan Bentuk
Bentuk media kultur ada 3 macam yang dapat dibedakan dari ada atau tidaknya bahan tambahan berupa bahan pemadat seperti agar-agar atau gelatin. Bentuk media tersebut yaitu: 
a. Media Padat/ Solid Media yang mengandung agar 15% sehingga setelah dingin media menjadi padat, contoh nya yaitu media nutrient agar. Media padat umumya dipergunakan untuk bakteri, ragi, jamur dan kadang-kadang juga mikroalga. 
b. Media Semi Padat/ Semi Solid. Media yang mengandung agar 0,3-0,4% sehingga menjadi sedikit kenyal, tidak padat, tidak begitu cair. Media semi solid dibuat dengan tujuan supaya pertumbuhan mikroba dapat menyebar ke seluruh media tetapi tidak mengalami percampuran sempurna jika tergoyang. 
c. Media Cair
Merupakan media yang tidak ditambahi bahan pemadat, umumnya digunakan untuk pertumbuhan mikroalga, contohnya adalah NB (Nutrient Broth), LB (Lactose Broth).
2.	Media Bakteri Berdasarkan Susunan/ Komposisi Kimia
Media kultur dibagi atas: 
a. Media alami/non sintetis, merupakan media yang disusun dari bahan-bahan alami dimana komposisinya tidak dapat diketahui secara pasti dan biasanya langsung diekstrak dari bahan dasarnya seperti: kentang, tepung, daging, telur, ikan sayur, dsb. Contohnya: Tomato juice agar, brain heart infusion agar, pancreatic extract. 
b. Media semi sintesis, merupakan media yang disusun dari bahan-bahan alami dan bahan-bahan sintesis. Contohnya: PDA (Potato Dextrose Agar) yang mengandung agar, dekstrosa dan ekstrak kentang. Untuk bahan ekstrak kentang, tidak dapat diketahui secara detil tentang komposisi senyawa penyusunnya.
c. Media sintesis, yaitu media yang disusun dari senyawa kimia yang jenis dan takarannya diketahui secara pasti. Contohnya : Mac Conkey Agar, Glucose Agar.




3. Media Bakteri Berdasarkan Fungsi Media kultur 
Media bakteri berdasarkan fungsinya yang sering digunakan dalam laboratorium mikrobiologi, yaitu: 
a. Media Basal (media dasar) Media yang digunakan sebagai bahan dasar untuk membuat media lain yang lebih kompleks. Media ini dapat mendukung pertumbuhan hampir semua jenis mikrobia, contohnya adalah nutrient broth, kaldu pepton, dsb.
b. Media non selektif Digunakan untuk berbagai jenis mikroorganisme dengan tingkat kecepatan pertumbuhan yang relatif tinggi. Contoh: (Brain Heart Infusion Broth) BHIB dan Nutrient Agar, untuk menumbuhkan atau memperbanyak kuman yang akan diidentifikasi lebih lanjut.
c. Media selektif Media yang memungkinkan beberapa jenis organisme untuk tumbuh dan menghambat pertumbuhan organisme lain. Selektivitas dicapai dengan beberapa cara seperti, memanfaatkan gula sebagai satu-satunya sumber karbon dengan menambahkan gula dalam medium, penambahan zat pewarna, antibiotik, garam atau inhibitor spesifik yang mempengaruhi metabolisme atau sistem enzim organisme.
d. Media diferensial Digunakan untuk membedakan organisme atau kelompok organisme yang terkait erat. Adanya zat pewarna atau bahan kimia tertentu di dalam media akan menghasilkan perubahan karakteristik atau pola pertumbuhan organisme yang digunakan untuk identifikasi dan diferensiasi.
e. Media diperkaya (enrichment) adalah media yang dirancang untuk mendukung pertumbuhan mikroorganisme tertentu. Media tersebut memiliki konstituen nutrisi yang mendorong pertumbuhan mikroba tertentu.
[bookmark: _Toc201748470]2.7.11 Identifikasi Bakteri
	Salah satu cara untuk mengidentifikasi bakteri adalah dengan pewarnaan bakteri. Beberapa jenis pewarnaan bakteri sebagai berikut:
1. Pewarnaan Negatif
Pewarnaan ini dilakukan untuk melihat beberapa spesies bakteri yang sukar diwarnai. Dalam Teknik ini, bakteri tidak diwarnai, yang diwarnai adalah latar belakangnya. Bakteri akan tampak terang dengan latar belakang warna hitam.
2. Pewarnaan Sederhana
Pewarnaan ini merupakan Teknik yang sederhana, yaitu hanya menambahkan satu jenis zat warna pada sediaan bakteri di gelas preparate yang telah di fiksasi.
3. Pewarnaan Diferensial
Teknik ini menggunakan lebih dari satu zat warna. Dengan pewarnaan ini bakteri dibedakan menjadi dua kelompok fisiologis sehingga sangat memudahkan identifikasi spesies bakteri.
4. Pewarnaan Gram
Pada Teknik ini menggunakan berbagai zat warna. Antara lain kristal violet, larutan lugol dan juga safranin. Zat kristal violet dan lugol akan membentuk senyawa kompleks yang berwarna ungu. Beberapa kelompok bakteri mudah melepaskan zat warna ungu. Bakteri yang tidak mempertahankan warna ungu pada pencucian alkohol 96% merupakan bakteri gram negatif. Sedangkan kelompok bakteri yang mempertahankan zat warna ungu merupakan bakteri gram positif. (Radji, 2010).
[bookmark: _Toc201748471]2.7.12 Teknik Isolasi Bakteri
Isolasi bakteri adalah memindahkan atau memisahkan bakteri dari media yang lama dan menanamnya dalam media baru sebagai biakan murni. Teknik Teknik menanam bakteri sebagai berikut:
1. Cara tebar sebar
Cara menginokulasi kultur mikroba dengan cara dipulas atau disebar pada permukaan media agar padat. Metode ini dilakukan dengan mengencerkan biakan kultur mikroba
2. Cara Gores
Teknik isolasi koloni bakteri dengan cara menggoreskan suspensi bahan yang mengandung mikroba pada permukaan media agar padat dengan cara Zig Zag menggunakan jarum inokulasi secara aseptis, lalu di inkubasi.
3. Cara Tabur
Teknik ini dilakukan menginokulasikan ke medium agar yang sedang mencair pada temperatur 45°C dengan suspensi bahan yang mengandung mikroba menuangkannya ke dalam cawan petri steril.
4. Pembiakan agar miring
Teknik inokulasi bakteri dengan cara menggoreskan pada permukaan agarmiring.
5. Cara Tusukan
Teknik inokulasi bakteri dengan caramenusukkan ose pada permukaan agar tegak. (Yusmaniar, 2017).
[bookmark: _Toc201748472]2.7.13 Mekanisme Kerja Antibakteri
Antibakteri bekerja dengan cara:
1. Menghambat metabolisme sel bakteri
Bakteri membutuhkan asam folat untuk kelangsungan hidupnya. Bila sintesis asam folat dari asam para-aminobenzoic(PABA) dihambat oleh antibakteri maka kelangsungan hidupnya akan terganggu. Dengan mekanisme kerja ini diperoleh efek bakteriostatik.
2. Menghambat sintesis dinding sel bakteri
Dinding sel terdiri dari polipeptidoglikan, bila sintesis polipeptidoglikan dihambat maka dapat menyebabkan dinding sel lisis oleh karena tekanan osmosis dalam sel yang lebih tinggi dibandingkan dengan tekanan diluar sel.
3. Mengganggu keutuhan membran sel bakteri
Kerusakan membran sel menyebabkan keluarnya berbagai komponen penting dari dalam sel mikroba, seperti protein, asam nukleat, nukleotida, dan lain-lain.
4. Menghambat sintesis protein sel bakteri
Untuk kehidupannya sel bakteri perlu mensintesis berbagai protein. Obat antibiotik menghambat pembentukan protein, atau mengakibatkan terbentuknya protein yang abnormal dan nonfungsional.
5. Menghambat sintesis asam nukleat sel bakteri.
DNA dan RNA memegang peranan penting dalam kehidupan sel. Hal itu berarti bahwa gangguan apapun yang terjadi akan menyebabkan kerusakan pada sel. (Sujati, 2016).
[bookmark: _Toc201748473]2.8 Bakteri Escherichia coli
	E. coli adalah gram negatif, lurus, berbentuk batang, tidak berspora, tidak tahan asam, dan basil yang ada dalam bentuk tunggal dan berpasangan. Sel biasanya berbentuk batang, dengan ukuran 1-3 μm × 0,4-0,7 μm (mikrometer) dengan panjang sekitar 1 μm, lebar 0,35 μm, dan volume 0,6-0,7 μm. Ini adalah motil karena susunan flagel peritrichous, dan sangat sedikit strain yang non-motil. Pertumbuhan optimal E. coli terjadi pada suhu 37°C (98°F), tetapi beberapa strain laboratorium dapat berkembang biak pada suhu hingga 49°C (120,2°F) (Basavaraju & Gunashree, 2022).
[bookmark: _Toc201748474]2.8.1 Klasifikasi bakteri Escherichia coli
		Klasifikasi Bakteri Escherichia coli Menurut (Krieg.,dkk.2011), Gambar bakteri Escherichia colidapat di lihat pada Gambar 2.4.
Kerajaan 	: Monera 
Divisi 		: Schizomycota 
Kelas 		: Schizomycetes 
Bangsa 	: Eubacteriales 
Suku 		: Enterobacteriaceae
Marga 		: Escherichia 
Jenis 		: Escherichia coli
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Gambar 2.4 Bakteri Escherichia coli(Krieg.,dkk.2011)
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2.8.2 Patogenesis Escherichia coli
Bakteri Eschericia coli merupakan bakteri normal pada usus namun dalam keadaan tidak normal bersifat patogen, umumnya menyebabkan diare yang sering kali berupa darah,kejang perut, demam dan dapat menyebabkan gangguan pada ginjal. Sekitar 2-7% infeksi Escherichia coli menimbulkan komplikasi. Sebagian penyakit yang disebabkan oleh infeksi E.coli ditularkan melalui makanan yang tidak dimasak dan daging yang terkontaminasi, infeksi saluran kemih, pneumonia, infeksi luka terutama di dalam abdomen dan meningitis. populasi E.coli dapat terjadi dalam periode yang lama,hal ini dapat terjadi setelah infeksi usus atau setelah penggunaan kemoterapi atau antimikroba yang dapat membunuh flora normal(Rahayu et al., 2018)
[bookmark: _Toc201748476]2.9 Bakteri Staphylococcus aureus
		Bakteri Staphylococcus aureus termasuk dalam famili Staphylococcaceae. Bakteri ini berbentuk bulat. Koloni mikroskopik cenderung berbentuk menyerupai buah anggur. Salah satu spesies menghasilkan pigmen berwarna kuning emas, Bakteri ini dapat tumbuh dengan atau tanpa bantuan oksigen. Staphylococcus berdiameter 0,8-1,0 Mikron,tidak bergerak dan tidak berspora. Staphylococcus aureus menghasilkan enzim katalase. Hal ini yang membedakannya dengan Streptococcus.Infeksi yang disebabkan oleh berbagai bakteri gram-positif dan gram-negatif sering diobati dengan tetrasiklin (Nasution & Situmorang, 2022) Bakteri ini merupakan kelompok bakteri yang dapat meragi karbohidrat (antara lain manitol) dan menghasilkan asam laktat sehingga dapat diidentifikasi salah satunya dengan media Mannitol Salt Agar (MSA) dan tumbuh dengan cepat pada suhu 37°C. S. aureus dapat bertahan pada kondisi kering, panas pada suhu 50°C selama 30 menit dan dalam larutan NaC19%. Koloni yang terbentuk pada media sederhana padat (Rollando, 2019).
[bookmark: _Toc201748477]2.9.1 Klasifikasi bakteri Stapyloccocus aureus
		Klasifikasi Bakteri Staphylococcus aureus Menurut (Krieg dkk., 2011), Gambar bakteri Staphylococcus aureusdapat di lihat pada Gambar 2.5.
Kingdom	: Monera
Phylum	: Firmicutes
Class		: Firmibacteria
Ordo		: Cocacceae
Family	: Micrococcaceae
Genus	: Staphylococcus
Species	: Staphylococcus aureus
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Gambar 2.5 Bakteri Staphylococcus aureus (Krieg.,dkk.2011)

[bookmark: _Toc201748478]2.9.2 Patogenesis Stapyloccocus aureus
	Patogenitas S.aureus merupakan efek gabungan dari berbagai macam metabolit yang dihasilkanya. Setiap jaringan atau organ tubuh dapat diinfeksi oleh Staphylococcus dan menyebabkan timbulnya penyakit dengan tanda-tanda yang khas, yaitu peradangan setempat, nekrosis dan pembentukan abses. S.aureus adalah patogen utama pada manusia, karena menyebabkan keracunan makanan dan infeksi kulit. Meskipun infeksi Staphylococcus aureus sering menyebabkan infeksi kulit ringan hingga berat, infeksi ini berpotensi menyebabkan infeksi kulit invasif yang berbahaya. (Rahayu et all, 2021).Jika Staphylococcus menyebar dan terjadi bakteremia, maka dapat terjadi endokarditis, osteomielitis, meningitis atau infeksi paru-paru (Rollando, 2019).
[bookmark: _Toc156236493][bookmark: _Toc201748479]2.10 Sterilisasi
Sterilisasi merupakan kegiatan yang berguna untuk mencegah terjadinya kontaminasi pada peralatan kultur jaringan, media kultur, dan bahan tanam yang digunakan. Sterilisasi peralatan dapat dilakukan dengan sterilisasi basah menggunakan autoklaf, sterilisasi kering menggunakan oven, sterilisasi api, dan sterilisasi menggunakan glass bead sterilizer. Sterilisasi media kultur jaringan dilakukan menggunakan membran iltrasi di bawah tekanan positif dan autoklaf dengan waktu sterilisasi yang disesuaikan dengan volume cairan media(Wulandari et al., 2022).
[bookmark: _Toc156236494][bookmark: _Toc201748480]2.11 Macam – Macam Sterilisasi
a. Sterilisasi secara fisik 
	Selama senyawa kimia yang disterilkan tidak berubah atau terurai akibat suhu tinggi dan atau tekanan tinggi, selama itu sterilisasi secara fisik dapat dilakukan. Misalnya dengan pemanasan udara panas, uap air bertekanan, pemijaran, penggunaan sinar-sinar bergelombang pendek seperti sinar X, sinar gamma, UV dan sebagainya. Sterilisasi dengan udara panas (kering) digunakan alat yaitu oven (Hot Air 63 Sterilizer). Cara ini umum digunakan untuk mensterilkan peralatan gelas. Suhu yang digunakan 170 – 180OC selama 2-3 jam(Wulandari et al., 2022).
Sterilisasi dengan uap air bertekanan, merupakan cara yang paling banyak digunakan. Alat yang dipakai adalah autoklaf, umumnya material yang disterilkan berupa medium, air dan sebagainya. Suhu yang digunakan 1210C, dengan tekanan 15 lbs selama 15 menit. Sterilisasi dengan otoklaf merupakan cara yang paling sering digunakan karena; uap air panas dengan tekanan tinggi memperbesar kemungkinan terjadinya penetrasi uap air ke dalam sel mikroorganisme, yang menyebabkan koagulasi protein protoplasma sehingga mengakibatkan kematian sel mikroorganisme(Wulandari et al., 2022).
b. Sterilisasi Secara Kimia 
Sterilisasi secara kimia yaitu memaparkan alat atau bahan yang mengandung mikroorganisme terhadap suatu senyawa kimia sehingga dengan suatu reaksi tertentu dapat membunuh atau menghentikan pertumbuhan mikroorganisme tersebut tanpa merusak bahan atau alat yang disterilisasi.
Senyawa kimia yang paling banyak digunakan sebagai desinfektan (senyawa yang dapat menghancurkan sel) antara lain CuSO4, AgNO3, HgCl2, ZnO, alkohol dan campurannya. Beberapa larutan garam 64 seperti NaCl (9%), KCl (11%), dan KNO3 (10%). Basa kuat dan asam kuat dapat juga digunakan karena mampu menghidrolisis sel mikroorganisme. Larutan KmNO4 (1%) dan HCl (1,1%) merupakan desinfektan kuat. HgCl2 (0,1%) banyak digunakan hanya sifatnya sangat beracun dan korosif. Khlor banyak digunakan sebagai desinfektan terutama pada tempat penyimpanan air, larutan lain yang juga dapat digunakan yaitu larutan formalin (4-20%)(Wulandari et al., 2022).
c. Sterilisasi Secara Mekanik
Beberapa media atau bahan akan mengalami perubahan karena tidak tahan terhadap pemanasan tinggi ataupun tekanan tinggi. Dengan demikian maka sterilisasi yang efektif yaitu secara mekanik misalnya, penyaringan menggunakan filter khusus. Jenis filter yang digunakan juga tergantung dari jenis medium. Beberapa filter atau saringan yaitu: Filter Seitz, FilterChamberland Pasteur dan Filter Berkefeld. 
Prinsip sterilisasi secara mekanik (filtrasi) yaitu menyaring suatu cairan non steril dengan kertas membran sehingga cairan yang melewatinya akan terbebas dari mikroorganisme (steril). Pada umumnya bahan yang disterilkan melalui cara ini adalah bahan yang mengandung senyawa tidak tahan suhu tinggi atau tekanan tinggi seperti serum darah, antibiotik, glukosa dll. Filter apparatus umumnya terdiri dari corong, filter base, penjepit corong, labu pengumpul, selang, dan pompa vakum. Filter apparatus juga dapat digunakan untuk menghitung mikroorganisme dengan prinsip yang sama dengan sterilisasi filtrasi. Kertas membran filter memiliki pori-pori yang sangat kecil, lebih kecil dari ukuran bakteri pada umumnya. Diameter pori-pori dapat berukuran 0,2 μm, 0,45 μm, 0,65 μm dll. 
	Kertas membran yang baik adalah yang bebas dari bahan inhibitor atau stimulus pertumbuhan, bebas dari bahan yang mampu menginterferensi indikator media, tinta skala yang tidak beracun, berdiameter 47 mm, berpori maksimal 0,45 μm, minimal 70% luas area berpori(Wulandari et al., 2022).
[bookmark: _Toc156236503][bookmark: _Toc201748481]2.12 Pengujian Aktivitas Antibakteri
Beberapa cara pengujian anti bakteri sebagai berikut:
a. Metode difusi
Penentuaanaktfitas kekuatan difusi dari zat antimikroba dalam lempeng agar yang telah diinokulassi dengan mikroba uji. Hasil pengamatan berupa ada atau tidaknya zona hambat yang terbentuk disekeliling zat antimikroba pada waktu inkubasi (Prayoga, 2013).
Pada metode ini ada 3 cara yaitu:


1. Cara Cakram (Disk)
Cara ini digunakan untuk menentukan kepekaan kuman terhadap berbagai macam obat obatan. Pada cara ini, digunakan suatu cakram kertas saring (paper disc) yang berfungsi sebagai tempat menampun zat anti mikroba.
2. Cara Parit (Ditch)
Suatu lempeng agar yang telah diinokulasikan dengan bakteri uji dibuat sebidang parit. Parit tersebut berisi zat antimikroba, kemudian diinkubasi pada waktu dan suhu optimum yang sesuai untuk mikroba uji. Hasil pengamatan yang akan diperoleh berupa ada tidaknya zona hambat yang akan terbentuk di sekitar parit.
3. Cara Sumuran
Pada lempeng agar yang telah diinokulasikan dengan bakteri uji dibuat suatu lubang yang selanjutnya diisi dengan zat antimikroba. Setelah itu diinkubasi pada suhu dan waktu tertentu dilakukan pengamatan dengan melihat ada atau tidaknya zona hambatan di sekeliling lubang (Prayoga, 2013).
[bookmark: _Toc201748482]2.13Kategori Antibakteri
Menurut Davis dan Stout (1971) kekuatan antibakteri terbagi menjadiempat kategori yaitu daya hambat lemah (<5 mm), sedang (5-10 mm), kuat (10-20 mm) dan sangat kuat (>20 mm). klasifikasi zona hambat dapat di lihat pada Tabel 1.
Tabel 1. Klasifikasi zona Hambat menurut Davis dan Stout (1971)

	Diameter Zona Bening
	Respon Hambatan Pertumbuhan

	>20 mm
	Sangat kuat

	10-20 mm
	Kuat

	5-10 mm
	Sedang

	<5 mm
	Lemah
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