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ABSTRAK 

 

Apriliyani, Dita Ayu. 2017. Identifikasi Molekuler Escherichia coli pada 
Minuman Olahan di Kecamatan Gunungpati Semarang. Skripsi. Jurusan 
Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Negeri 
Semarang. Prof. Dr. Ir. Amin Retnoningsih, M.Si. dan Drs. Ibnul Mubarok, 
M.Sc. 
 

Kata kunci: Escherichia coli, identifikasi molekuler, minuman olahan. 

Minuman olahan yang dijual di sekitar SD dapat terkontaminasi Escherichia coli. 
Kontaminasi dapat terjadi saat proses pengolahan hingga penyajian kepada 

konsumen. Metode molekuler dapat mengidentifikasi E. coli secara cepat melalui 

amplifikasi gen spesifik pada genom E. coli. Penelitian ini bertujuan 

mengidentifikasi keberadaan E. coli dalam minuman olahan yang dijual di sekitar 

SD Kecamatan Gunungpati Semarang. Penelitian ini merupakan penelitian 

deskriptif observasi, dengan melakukan analisis pada pedagang minuman olahan 

sebagai data tambahan yang berkaitan dengan hasil amplifikasi PCR dan uji 

mikrobiologi. Sampel yang digunakan adalah minuman kemasan sachet, minuman 

cincau, minuman kelapa muda dan minuman dawet yang terdiri atas: 1) minuman 

olahan diberi es batu, 2) minuman olahan tanpa es batu, 3) air dan 4) es batu. 

Sebanyak 8 pedagang yang diteliti dimana setiap jenis minuman tersebut berasal 

dari 2 pedagang yang berbeda diambil secara acak. Isolasi DNA genom dengan 

metode CTAB, kemudian diamplifikasi menggunakan primer 16E1 dan 16E2. Hasil 

PCR positif adanya E. coli ditunjukkan dengan adanya fragmen DNA berukuran 

584 bp. Uji konfirmasi secara mikrobiologi dengan medium Endo Agar, hasil 

positif adanya E. coli ditunjukkan dengan warna koloni merah dan adanya kilap 

logam. Berdasarkan penelitian ini dapat disimpulkan bahwa identifikasi E. coli 
pada sampel minuman olahan baik dengan teknik PCR maupun uji mikrobiologi 

menunjukkan hasil yang sesuai yaitu sebanyak 21 dari 32 sampel positif E. coli. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

A. Latar Belakang 

Air merupakan kebutuhan terpenting bagi makhluk hidup, khususnya manusia. 

Air yang dapat dikonsumsi harus memenuhi persyaratan kelayakan air minum baik 

dari segi fisik, kimiawi, mikrobiologi dan radioaktif (Perkemkes RI 2010). Air yang 

dapat dikonsumsi terlebih dahulu dimasak sampai mendidih agar terhindar dari 

mikroba patogen. Air yang sudah dimasak sampai mendidih dapat digunakan untuk 

membuat berbagai macam makanan maupun minuman. Salah satu diantaranya 

adalah minuman olahan seperti es sirup, es cendol, es campur, es cincau, es serut dan 

es buah. Minuman tersebut sering dikonsumsi oleh masyarakat terutama pada anak-

anak sekolah. Hal ini karena harga minuman tersebut murah, tampilannya menarik, 

rasa yang enak, dan memiliki banyak variasi. 

Minuman olahan yang biasa dijajakan berupa minuman dingin dengan 

ditambahkan es batu untuk memberikan rasa segar. Es batu merupakan produk 

tambahan yang sering ada di dalam minuman. Masyarakat mengenal es batu sebagai 

air yang dibekukan (Michael et al. 2010). Minuman olahan yang diberi tambahan es 

batu diduga menjadi penyebab kontaminasi mikroba yang dapat mengganggu 

kesehatan tubuh. Pembuatan es batu sering menggunakan air yang tidak memenuhi 

persyaratan air minum dan distribusi produksinya belum ditangani secara tepat 

(Dewanti et al. 2006).  

Tempat penjualan yang strategis seperti di pinggir jalan, di pasar, di emperan 

pusat pertokoan dan di sekolah merupakan strategi lokasi untuk menarik konsumen, 

namun penjualan di area terbuka dapat menjadi penyebab kontaminasi mikroba 

(Ismail 2013). Pedagang minuman olahan yang ada di sekitar SD Kecamatan 

Gunungpati Semarang umumnya menjajakan dagangannya di tempat terbuka. 

Pedagang tersebut menjajakan dagangannya di pinggir jalan dan terkadang 

membiarkan bahan makanannya terbuka sehingga memungkinkan minuman olahan
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yang dijual tercemar oleh mikroba. Pencemaran juga dapat di akibatkan saat proses 

produksi yang dimulai dari proses pengolahan sampai penyajian ke konsumen. Pada 

anak usia sekolah yang mengkonsumsi jajanan yang terkontaminasi oleh mikroba 

patogen dapat menimbulkan berbagai macam penyakit salah satunya diare 

(Puspitasari 2013).  

Mikroba yang biasa digunakan sebagai indikator proses sanitasi pangan adalah 

bakteri Escherichia coli. E. coli merupakan bakteri gram negatif. Bakteri ini berada 

di dalam saluran pencernaan hewan berdarah panas dan manusia, karena secara 

alamiah E. coli merupakan bakteri penghuni tubuh (Melliawati 2009). Keberadaan E. 

coli di dalam makanan dan minuman memungkinkan adanya bakteri patogen lain 

seperti Salmonella, Staphylococcus dan Shigella (Sudian 2008). 

Identifikasi E. coli dapat dilakukan menggunakan metode konvensional secara 

mikrobiologis dengan mengkultur E. coli pada medium selektif dan uji biokimiawi. 

Pengujian E. coli secara mikrobiologis mempunyai kelemahan yaitu membutuhkan 

waktu yang lama dan tenaga yang banyak dimulai dari proses mengkultur bakteri 

sampai uji sifat biokimia (Radji et al. 2010, Bintari et al. 2014). Metode molekuler 

dapat mengidentifikasi E. coli secara cepat menggunakan teknik Polymerase Chain 

Reaction (PCR). Teknik PCR mengidentifikasi bakteri lebih sensitif, cepat dan 

spesifik karena target yang digunakan adalah gen spesifik pada bakteri tersebut 

(Shaban et al. 2008; Durairaj et al. 2014). Primer yang digunakan adalah primer 

16E1 dan primer 16E2 yang di desain oleh Tsen et al. 1998 dirancang berdasarkan 

sekuens DNA yang mengkode 16S rRNA pada E. coli sehingga mempunyai sifat 

spesifik terhadap galur E. coli dan non E. coli (Radji et al. 2010). Oleh sebab itu, 

perlu adanya identifikasi E. coli secara molekuler pada minuman olahan agar hasil 

yang didapatkan lebih cepat dan akurat. 

 

B. Rumusan Masalah 

Apakah minuman olahan yang dijual di sekitar SD Kecamatan Gunungpati 

Semarang terkontaminasi bakteri Escherichia coli melalui identifikasi molekuler? 
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C. Penegasan Istilah 

1. Minuman Olahan 

Minuman olahan merupakan minuman yang diolah dengan menambahkan 

beberapa macam bahan tambahan makanan dan disajikan sebagai minuman siap 

santap (Ismail 2013). Minuman olahan dalam penelitian ini adalah minuman 

cincau, minuman dawet, minuman kelapa muda dan minuman kemasan sachet 

dimana minuman tersebut ada yang ditambahkan es batu dan ada yang tidak 

ditambahkan es batu serta air dan es batu yang digunakan. 

2. Escherichia coli 

E. coli merupakan kelompok bakteri gram negatif berbentuk batang 

pendek merupakan flora normal yang terdapat dalam usus manusia dan hewan 

(Brooks et al. 2005a). E. coli yang diidentifikasi dalam penelitian ini adalah 

semua galur E. coli yang mengkontaminasi minuman olahan. 

3. Identifikasi Molekuler E. coli 

DNA E. coli yang ada dalam sampel dapat diamplifikasi dengan teknik 

PCR menggunakan primer yang dirancang berdasarkan sekuens DNA yang 

mengkodekan 16S rRNA (Radji et al. 2010). Identifikasi E. coli pada penelitian 

ini secara in vitro menggunakan DNA yang telah diisolasi dari bakteri yang 

terdapat dalam sampel minuman olahan, kemudian diamplifikasi menggunakan 

primer 16E1 dan 16E2. 

 

D. Tujuan Penelitian 

Penelitian bertujuan mengidentifikasi adanya E. coli dalam minuman olahan 

yang dijual di sekitar SD Kecamatan Gunungpati Semarang melalui identifikasi 

molekuler. 

 

E. Manfaat Penelitian 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan pengetahuan bahwa 

minuman olahan yang terkontaminasi Escherichia coli dapat diidentifikasi secara 

molekuler. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

A. Keamanan Higiene Makanan dan Minuman Olahan 

Keamanan pangan merupakan usaha yang dilakukan untuk mencegah pangan 

dari cemaran biologis, kimia dan benda lain yang dapat membahayakan kesehatan. 

Higiene dan sanitasi mempunyai hubungan yang erat dalam upaya menjaga 

panganan agar tetap aman dikonsumsi (BPOM 2012). Higiene lebih menitik beratkan 

pada usaha menjaga kebersihan individu seperti mencuci tangan dengan sabun dan 

air yang bersih sebelum dan sesudah menyiapkan makanan. Sanitasi lebih menitik 

beratkan pada usaha menjaga pangan agar aman untuk dikonsumsi mulai dari 

makanan sebelum diproduksi, selama proses pengolahan, penyimpanan, 

pengangkutan dan penjualan (Setyorini 2013).  

Menurut Kepmenkes RI (2003) persyaratan higiene sanitasi makanan dan 

minuman olahan yang akan dijual kepada konsumen meliputi pedagang yang selalu 

menjaga kebersihan tubuh dan pakaiannya serta dalam kondisi sehat. Peralatan yang 

digunakan untuk mengolah dan menyajikan makanan dan minuman olahan harus 

selalu dijaga kebersihannya. Peralatan yang sudah dipakai dicuci dengan sabun dan 

air bersih. Pedagang dilarang menggunakan peralatan yang hanya dipakai untuk 

sekali pemakaian. Air yang dipakai dalam proses pembuatan makanan, minuman dan 

es batu harus air yang memenuhi persyaratan kualitas air minum. Bahan-bahan yang 

digunakan mempunyai mutu yang baik, segar dan tidak busuk. Panganan yang akan 

dijual harus dalam keadaan tertutup. Lokasi penjualan makanan dan minuman olahan 

harus jauh dari sumber pencemaran yang dapat menurunkan mutu dan kualitas dari 

panganan tersebut (Kepmenkes 2003). 

Beberapa persyaratan kualitas air minum menurut Permenkes RI (2010) yaitu 

dari segi fisik air minum yang dikonsumsi sebaiknya tidak berasa, tidak berbau, tidak 

berwarna (maksimal 15 True Colour Unit), tidak keruh (maksimal 5 Nephelometric 

Turbidity Unit), suhu udara maksimal ± 3 oC dari suhu udara sekitar dan jumlah zat 
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padat terlarut maksimal 500mg/l. Segi mikrobiologi yaitu air minum yang aman 

dikonsumsi tidak terkontaminasi oleh Escherichia coli atau bakteri koliform lain 

dengan kadar 0 per 100 ml sampel. Segi kimia yaitu air minum tidak mengandung 

zat-zat kimia organik dan anorganik melebihi standar yang ditetapkan, pH (6,5-8,5) 

dan tidak  mengandung zat kimia berbahaya. Segi radioaktif yaitu air minum yang 

dikonsumsi terhindar dari kontaminasi radiasi radioaktif melebihi batas maksimal 

yang diperbolehkan (Permenkes 2010).  

Makanan jajanan merupakan makanan dan minuman yang diolah oleh 

pengrajin makanan sebagai makanan siap santap yang dijual kepada konsumen 

(Kepmenkes RI 2003). Salah satu makanan jajanan yang sering dijajakan adalah 

minuman olahan diantaranya minuman es kemasan sachet, es dawet, es cincau, dan 

es kelapa. Minuman tersebut disajikan dengan es batu, umumnya es batu dapat 

dibedakan menjadi 2 jenis yaitu es batu yang dapat dikonsumsi dan yang tidak dapat 

dikonsumsi. Es batu yang tidak dikonsumsi digunakan untuk mendinginkan bahan 

makanan, sedangakan yang dikonsumsi digunakan sebagai bahan campuran dalam 

membuat minuman (Dewanti et al. 2006). Es batu yang dikonsumsi harus 

menggunakan air yang memenuhi persyaratan kualitas air minum agar terhindar dari 

bakteri patogen. Proses produksi dan lingkuangan tempat produksi es batu juga 

menentukan kualitas dari es batu tersebut layak untuk dikonsumsi atau tidak (Lateef 

et al. 2006; Tantrakamapa et al. 2010). Selain bahan baku yang digunakan harus 

bermutu baik, minuman olahan yang tidak menerapkan praktik sanitasi dan higiene 

dalam proses pembuatan sampai penyajiannya berpotensi terkontaminasi mikroba 

patogen yang dapat mengganggu kesehatan tubuh. Salah satu bakteri yang sering 

digunakan sebagai indikator sanitasi makanan dan minuman adalah bakteri 

Escherichia coli (Kurniadi 2013).  

 

B. Kontaminasi Escherichia coli 

Penyebaran E. coli dapat terjadi melalui kegiatan tangan ke mulut atau 

penyebaran secara pasif yaitu melalui makanan dan minuman yang terkontaminasi 

oleh bakteri tersebut (Melliawati 2009). Kasus kontaminasi E. coli pada makanan 
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dan minuman masih sering ditemukan. Kontaminasi E. coli sering ditemukan pada 

Panganan Jajanan Anak Sekolah (PJAS) dari 866 Sekolah Dasar/Madrasah 

Ibtidaiyah yang tersebar di 30 kota di Indonesia, sebanyak 4.808 PJAS didapatkan 

149 (3,10%) sampel terkontaminasi E. coli (BPOM 2011). E. coli juga dapat 

mengkontaminasi bahan mentah dan produk olahannya seperti pada daging sapi, 

susu, buah dan sayuran (Djaafar & Rahayu 2007). E. coli dapat mengkontaminasi 

makanan dan minuman melalui penjamah makanan yang tidak menerapkan aspek 

higiene perseorangan serta kurang memperhatikan kualitas bahan makanan, proses 

pengolahan, penyimpanan, pengangkutan dan penyajian makanan (Yunaenah 2009). 

Makanan dan minuman yang terkontaminasi E. coli dapat menyebabkan penyakit 

pada saluran pencernaan dan keracunan makanan dengan gejala mual/muntah, pusing 

dan diare (Djaja 2008). 

E. coli mempunyai peran yang sangat penting di dalam tubuh yaitu selain 

penghuni tubuh (di dalam usus besar) E. coli menghasilkan kolisin yang dapat 

melindungi saluran pencernaan dari bakteri patogen. E. coli bersifat patogen apabila 

jumlah bakteri ini dalam saluran pencernaan meningkat atau berpindah dari habitat 

yang normal kebagian lain dalam inang. Selain itu, terdapat beberapa strain E. coli 

patogen sebab bakteri tersebut menghasilkan enterotoksin yang menyebabkan 

beberapa kasus diare yang diklasifikasi berdasarkan sifat karakteristik dari 

virulensinya. Bakteri tersebut yaitu Enterophatogenic E. coli (EPEC), 

Enterotoxigenic E. coli (ETEC), Enterohemorrhagic E. coli (EHEC), Enteroinvasif 

E. coli (EIEC) dan Enteroagregative E. coli (EAEC) (Melliawati 2009; Nweze 2010). 

E. coli dapat menyebabkan infeksi salah satunya infeksi sistem saluran kencing 

dengan gejala jumlah frekuensi air kencing, susah buang air kencing, adanya darah 

dan nanah dalam urin (Brooks et al. 2005a).  

Kontaminasi E. coli pada makanan dan minuman dapat dicegah dengan cara 

memasak makanan secara sempurna karena E. coli merupakan bakteri yang sensitif 

terhadap suhu panas. Selain itu, selalu menerapkan praktik sanitasi dan higiene 

perseorangan seperti menjaga kebersihan tubuh, selalu mencuci tangan saat sebelum 

dan sesudah mengolah makanan, menjaga kebersihan peralatan makanan, menjaga 
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kebersihan area tempat pengolahan makanan, menyimpan makanan dalam tempat 

bersih dan tertutup serta bahan makanan yang akan diolah maupun yang langsung 

dikonsumsi harus berkualitas baik (Yunaenah 2009). 

 

C. Identifikasi Escherichia coli 

RNA ribosom (rRNA) merupakan komponen utama dalam pembentukan 

protein pada makhluk hidup. Molekul rRNA bersifat ubikuitus (keberadaannya selalu 

dipertahankan dalam kondisi apapun) dengan fungsi yang sama pada seluruh 

organisme. Ribosom yaitu kompleks ribonukleoprotein terdiri atas sub unit besar dan 

sub unit kecil. 16S rRNA merupakan bagian dari ribosom sub unit kecil, memiliki 

fungsi penting dalam pengenalan ujung 5’-mRNA dan memposisikan diri pada lokasi 

yang sesuai di dalam ribosom (Clarridge 2004). 

Molekul rRNA mempunyai beberapa daerah urutan basa yang relatif 

konservatif dan beberapa daerah yang urutan basanya variatif. Pada daerah yang 

urutan basanya konservatif dapat digunakan dalam pembuatan pohon filogenetik, 

sebab pada daerah tersebut mengalami perubahan yang sangat lambat dan 

mencerminkan kronologi evolusi bumi. Pada daerah yang urutan basanya variatif 

digunakan untuk mencari keragaman serta menempatkan galur-galur dalam satu 

spesies (Pangastuti 2006). 

Penanda molekuler yang paling sering digunakan adalah RNA ribosom. Pada 

prokariot mempunyai tiga jenis RNA ribosom yaitu 5S, 16S dan 23S rRNA. 16S 

rRNA paling sering digunakan sebagai penanda molekuler dibandingkan dengan 5S 

rRNA dan 23S rRNA. Pada 5S rRNA mempunyai urutan basa yang pendek, 

sehingga tidak mencukupi syarat dari segi analisis statistika. Pada 23S rRNA 

mempunyai struktur sekunder dan tersier yang cukup panjang sehingga sulit dalam 

menganalisis (Pangastuti 2006). 16S rRNA lebih stabil sehingga dapat digunakan 

sebagai penanda molekuler pada bakteri (Singh et al. 2012). Pada 16S rRNA 

mempunyai daerah urutan basa yang disebut hypervariable region yang merupakan 

ciri khas yang dapat membedakan setiap mikroorganisme (Gonzales & Saiz 2005; 

Rinanda 2011). 
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        1 AAATTGAAGA GTTTGATCAT GGCTCAGATT GAACGCTGGC GGCAGGCCTA ACACATGCAA 
       61 GTCGAACGGT AACAGGAAGA AGCTTGCTCT TTGCTGACGA GTGGCGGACG GGTGAGTAAT 
      121 GTCTGGGAAA CTGCCTGATG GAGGGGGATA ACTACTGGAA ACGGTAGCTA ATACCGCATA 
      181 ACGTCGCAAG ACCAAAGAGG GGGACCTTCG GGCCTCTTGC CATCGGATGT GCCCAGATGG 
      241 GATTAGCTAG TAGGTGGGGT AACGGCTCAC CTAGGCGACG ATCCCTAGCT GGTCTGAGAG 
      301 GATGACCAGC CACACTGGAA CTGAGACACG GTCCAGACTC CTACGGGAGG CAGCAGTGGG 
      361 GAATATTGCA CAATGGGCGC AAGCCTGATG CAGCCATGCC GCGTGTATGA AGAAGGCCTT 
      421 CGGGTTGTAA AGTACTTTCA GCGGGGAGGA AGGGAGTAAA GTTAATACCT TTGCTCATTG 
      481 ACGTTACCCG CAGAAGAAGC ACCGGCTAAC TCCGTGCCAG CAGCCGCGGT AATACGGAGG 
      541 GTGCAAGCGT TAATCGGAAT TACTGGGCGT AAAGCGCACG CAGGCGGTTT GTTAAGTCAG 
      601 ATGTGAAATC CCCGGGCTCA ACCTGGGAAC TGCATCTGAT ACTGGCAAGC TTGAGTCTCG 
      661 TAGAGGGGGG TAGAATTCCA GGTGTAGCGG TGAAATGCGT AGAGATCTGG AGGAATACCG 
      721 GTGGCGAAGG CGGCCCCCTG GACGAAGACT GACGCTCAGG TGCGAAAGCG TGGGGAGCAA 
      781 ACAGGATTAG ATACCCTGGT AGTCCACGCC GTAAACGATG TCGACTTGGA GGTTGTGCCC 
      841 TTGAGGCGTG GCTTCCGGAG CTAACGCGTT AAGTCGACCG CCTGGGGAGT ACGGCCGCAA 
      901 GGTTAAAACT CAAATGAATT GACGGGGGCC CGCACAAGCG GTGGAGCATG TGGTTTAATT 
      961 CGATGCAACG CGAAGAACCT TACCTGGTCT TGACATCCAC GGAAGTTTTC AGAGATGAGA 
     1021 ATGTGCCTTC GGGAACCGTG AGACAGGTGC TGCATGGCTG TCGTCAGCTC GTGTTGTGAA 
     1081 ATGTTGGGTT AAGTCCCGCA ACGAGCGCAA CCCTTATCCT TTGTTGCCAG CGGTCCGGCC 
     1141 GGGAACTCAA AGGAGACTGC CAGTGATAAA CTGGAGGAAG GTGGGGATGA CGTCAAGTCA 
     1201 TCATGGCCCT TACGACCAGG GCTACACACG TGCTACAATG GCGCATACAA AGAGAAGCGA 
     1261 CCTCGCGAGA GCAAGCGGAC CTCATAAAGT GCGTCGTAGT CCGGATTGGA GTCTGCAACT 
     1321 CGACTCCATG AAGTCGGAAT CGCTAGTAAT CGTGGATCAG AATGCCACGG TGAATACGTT 
     1381 CCCGGGCCTT GTACACACCG CCCGTCACAC CATGGGAGTG GGTTGCAAAA GAAGTAGGTA 
     1441 GCTTAACCTT CGGGAGGGCG CTTACCACTT TGTGATTCAT GACTGGGGTG AAGTCGTAAC 
     1501 AAGGTAACCG TAGGGGAACC TGCGGTTGGA TCACCTCCTT A 

16S rRNA mempunyai porsi urutan yang stabil (terpelihara) dari setiap bakteri. 

Identifikasi secara molekuler biasa digunakan untuk mengidentifikasi suatu mikroba 

patogen yang sulit untuk di kembangbiakkan di dalam laboratorium. (Brooks et al. 

2005b). Identifikasi bakteri secara molekuler dapat dilakukan dengan menganalisis 

gen penyandi 16S rRNA untuk mendefinisi suatu genus maupun spesies, karena 

bersifat ubikuitus sehingga dapat merancang sebuah primer yang bersifat universal 

(Pangastuti 2006). Salah satu primer yang dirancang secara universal yaitu primer 

16E1 (5’-GGG AGT AAA GTT AAT ACC TTT GCT C -3’) dan primer 16E2 (5’- 

TTC CCG AAG GCA CAT TCT -3’) yang dirancang untuk mendeteksi Escherichia 

coli baik strain E.coli yang patogen ataupun yang tidak patogen. Primer 16E1 

merupakan nukleotida ke 452-476 di daerah V3, sedangkan primer 16E2 merupakan 

nukleotida ke 1018-1035 di daerah V6 (Tsen et al. 1998). Urutan nukleotida E. coli 

pada gen 16S rRNA dapat dilihat pada Gambar 1. 

 

Gambar 1.  Urutan nukleotida E. coli pada gen 16S rRNA (NCBI 2017) 
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D. Teknik polymerase chain reaction (PCR)  

Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan suatu teknik untuk perbanyakan 

atau pengamplifikasian molekul DNA dengan ukuran tertentu secara enzimatik 

melalui mekanisme perubahan suhu (Sulandari & Syamsul 2003). Tahapan dalam 

PCR terdiri atas proses denaturasi. DNA mengalami denaturasi pada suhu 90-97°C 

(Joshi & Deshpande 2010). Suhu pada proses denaturasi dapat ditingkatkan apabila 

DNA tamplate banyak mengandung G/C. Guanin dan cytosine (G+C) merupakan 

pasangan basa nitrogen yang mempunyai ikatan rangkap tiga dalam struktur double 

helix DNA, sehingga dapat digunakan sebagai acuan dalam menentukan suhu 

denaturasi (Gumilar 2006). Proses denaturasi yang tidak lengkap mengakibatkan 

DNA mengalami redenaturasi (membentuk kembali DNA untaian ganda) dengan 

cepat, sehingga proses PCR mengalami kegagalan. Waktu proses denaturasi yang 

terlalu lama akan mengakibatkan penurunan aktifitas enzim tag polymerase (Yusuf 

2010). 

Proses selanjutnya yaitu annealing pada suhu 37-60°C. Pada proses tersebut 

primer menempel pada DNA template sesuai dengan sekuens komplementernya 

(Sudjadi 2008). Proses terakhir pada PCR yaitu proses elongasi atau extension, suhu 

yang dibutuhkan 72°C. Pada umumnya setelah proses PCR selesai, menambahkan 

post elongasi selama 5-10 menit pada suhu 72°C agar semua hasil PCR membentuk 

untaian ganda. Ketiga tahap tersebut merupakan satu siklus thermal. Banyaknya 

siklus yang dilakukan tergantung pada banyaknya produk PCR yang diinginkan 

(Sulandari & Syamsul 2003). 

Komponen yang digunakan untuk mengamplifikasikan PCR adalah primer, 

DNA templat, enzim (Taq polimerase), deoxynucleoside triphosphates (dNTP) dan 

buffer PCR yang mengandung magnesium klorida (MgCl2) (Yusuf 2010). Primer 

merupakan oligonukleotida pendek spesifik yang dirancang untuk membatasi 

fragmen DNA yang akan diamplifikasi (Gumilar 2006). Primer mempunyai fungsi 

sebagai pembatas fragmen DNA target yang akan diamplifikasi serta menyediakan 

gugus hidroksi (-OH) pada ujung 3’ yang dibutuhkan pada proses elongasi. DNA 

templat mempunyai fungsi sebagai cetakan untuk membentuk molekul DNA baru. 
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DNA templat dapat berupa DNA kromosom, DNA plasmid atau berasal dari fragmen 

DNA mana saja asalkan di dalam DNA templat tersebut mengandung fragmen DNA 

target yang diinginkan (Handoyo & Ari 2001). 

Taq polimerase merupakan enzim yang stabil pada suhu tinggi kerena diisolasi 

dari bakteri Thermus aquaticus yang hidup pada sumber air panas (Sudjadi 2008). 

Kelebihan dari enzim taq polimerase adalah bahwa enzim ini tahan terhadap suhu 

tinggi yang diperlukan untuk memisahkan rantai DNA cetakan (Yuwono 2006). 

dNTP mempunyai fungsi sebagai building block DNA yang diperlukan pada proses 

elongasi. dNTP akan menempel pada gugus hidroksi pada ujung 3’ dari primer 

membentuk untaian DNA baru yang komplementer atau sama dengan untaian DNA 

templat. Fungsi buffer PCR yaitu untuk menjamin pH medium, sedangkan MgCl2 

berfungsi untuk meningkatkan aktivitas DNA polymerase (Handoyo & Ari 2001; Ari 

& Noer 2005). 

Elektroforensis gel agarose merupakan metode standar untuk memisahkan 

fragmen DNA dengan ukuran yang bervariasi. Gel yang digunakan dalam proses 

elektroforensis yaitu agarose, yang berasal dari rumput laut (Sudjadi 2008). DNA 

yang sudah dielektroforensis akan divisualisasikan dengan UV transilluminatori, 

sehingga hasil segmen DNA yang telah diamplifikasi menggunakan PCR dapat 

dilihat.  

Aplikasi PCR sering digunakan untuk beberapa hal salah satunya yaitu 

mendiagnosis beberapa penyakit seperti penyakit genetik, penyakit kanker dan 

penyakit infeksi serta mendiagnosis dini penyakit AIDS. PCR juga digunakan di 

bidang forensik sebab selain cepat dan hasil yang diperoleh lebih akurat jumlah 

sampel yang dibutuhkan sedikit. Selain itu, dapat mendeteksi bakteri dan virus yang 

sulit dikembangbiakkan atau yang bersifat patogen. Pengujian kualitas pada makanan 

dan minuman serta kualitas air (Joshi & Deshpande 2010; Fatchiyah 2011). 
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E. Kerangka Berpikir Penelitian 

Kerangka berpikir penelitian ini disajikan pada Gambar 2.  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Kerangka berpikir penelitian identifikasi molekuler E. coli pada        

minuman olahan di Kecamatan Gunungpati Semarang. 

Minuman olahan yang dijual di 

sekitar SD Kec. Gunungpati 

Semarang. 

Kontaminasi bakteri E. coli pada 

minuman olahan dapat terjadi saat 

proses peroduksi yang dimulai dari 

peoses pengolahan sampai penyajian 

kepada konsumen 

Pedagang perlu memperhatikan 

kebersihan dan keamanan pangan 

agar minuman olahan yang 

dijajakan aman dikonsumsi. 

Identifikasi E. coli pada 

minuman olahan dapat dilakukan 

secara molekuler dengan teknik 

PCR dan uji mikrobiologi.  

Pencegahan kontaminasi E. coli 

dengan menerapkan prinsip higiene 

sanitasi minuman olahan yang akan 

dijual kepada konsumen. 

Minuman olahan sebagai 

minuman siap santap yang aman 

di konsumsi bagi konsumen. 



 
 

39 
 

BAB V 

PENUTUP 

 

A. Simpulan 

Sampel minuman olahan yang dijual di sekitar SD Kecamatan 

Gunungpati Semarang terkontaminasi bakteri Escherichia coli. Identifikasi E. 

coli baik dengan teknik PCR dan uji konfirmasi secara mikrobiologi 

menggunakan Endo Agar menunjukkan 21 dari 32 sampel minuman olahan 

positif terkontaminasi E. coli. 

B. Saran 

Perlu dilakukan perhitungan jumlah bakteri E. coli untuk mengetahui 

batas kontaminasi pada sampel makanan maupun minuman berdasarkan 

ketentuan SNI yang telah ditetapkan.  
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