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ABSTRAK

Deteksi Bakteri Coliform dan Escherichia coli Metode Most Probable Number
(MPN) pada Es Jeruk yang Dijual Pedagang Keliling di Distrik Jayapura
Utara

Latar Belakang : Bakteri Coliform adalah bakteri yang memiliki habitat normal
di usus manusia dan juga hewan berdarah panas. Coliform merupakan indikator
adanya polusi kotoran dan kondisi yang tidak baik terhadap makanan atau
minuman. E.coli merupakan flora normal dalam alat pencernaan manusia dan
hewan. Es jeruk memiliki potensi terkontaminasi mikroorganisme. Hal ini bisa
terjadi jika kebersihan pengolahan makanan tidak higenis. Tujuan Penelitian :
ini adalah untuk mengetahui adanya cemaran bakteri Coliform dan Escherichia
coli pada es jeruk yang dijual pedagang keliling di distrik Jayapura Utara. Jenis
Penelitian : ini adalah deskriptif dengan menggunakan desain observasi
laboratorium. Sampel diuji dengan menggunakan metode Most Probable Number
(MPN). Hasil Penelitian : bahwa deteksi bakteri Coliform dan E.coli pada
minuman es jeruk didapatkan hasil dari 6 sampel yang diuji mengandung bakteri
Coliform dan E.coli yang telah melewati ambang batas cemaran mikroba yang
telah ditetapkan oleh SNI 7388:2009 dalam Badan Standarisasi Nasional
Indonesia yaitu Coliform 20/ml dan E.coli <3/ml. Kesimpulan : bahwa seluruh
sampel (100%) mengandung cemaran Coliform dan dari 6 sampel didapatkan 3
sampel (50%) mengandung cemaran Escherichia coli.

Kata Kunci : Bakteri Coliform, Escherichia coli, Es Jeruk
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Coliform merupakan suatu kelompok bakteri gram negatif berbentuk
batang yang menghasilkan gas jika ditumbuhkan dalam medium laktosa.
Bakteri golongan Coliform merupakan indikator adanya polusi kotoran dan
kondisi yang tidak baik terhadap makanan atau minuman. Adanya bakteri
Coliform di dalam makanan atau minuman menunjukkan adanya mikroba
yang bersifat enteropatogenik atau toksigenik yang berbahaya bagi kesehatan
(Wahyuni dkk, 2013). Bakteri Coliform adalah bakteri yang memiliki habitat
normal di usus manusia dan juga hewan berdarah panas. Kelompok bakteri
Coliform di antaranya Escherichia coli, Citrobacter, Klebsiella, dan
Enterobacter. Kehadiran bakteri Coliform dinilai untuk menentukan
keamanan mikrobiologi dari pasokan air dan makanan mentah atau makanan
yang diolah (Lestari, 2020).

Escherichia coli merupakan bakteri berbentuk basil pendek dan
bersifat Gram negatif, berflagel memiliki ukuran berkisar 0,4-0,7um x 1,4 um
serta memiliki kapsul. Bakteri ini merupakan flora normal dalam alat
pencernaan manusia dan hewan. Keberadaannya di luar tinja manusia menjadi
indikator sanitasi, bahwa makanan dan minuman tercemar oleh Kkotoran
manusia atau tidak. Keberadaan bakteri Escherichia coli dalam air atau
makanan juga dianggap memiliki korelasi tinggi dengan ditemukannya bibit

penyakit (patogen) pada pangan (Kurniadi Y dkk, 2013).



Es jeruk merupakan minuman alami yang berasal dari buah dengan
tambahan air, gula serta es batu yang banyak dijual di berbagai lokasi,
termasuk pinggir jalan. Mengonsumsi es jeruk sangat baik untuk tubuh karena
mengandung banyak nutrisi yang bermanfaat bagi kesehatan tubuh. Namun,
kemungkinan es jeruk terkontaminasi mikroorganisme tidak bisa
dikesampingkan, mulai dari pemilihan bahan hingga penyajiannya. Hal ini
bisa terjadi jika kebersihan pengolahan makanan tidak higenis (Melilisnawaty
dkk, 2015).

Potensi cemaran pada es jeruk dapat terjadi mulai dari proses
pembuatan hingga penyajian. Peralatan, penyimpanan, wadah, dan bahan
baku, seperti air yang tidak dimasak dan es batu yang terbuat dari air mentah
dapat menjadi penyebab kontaminasi mikroba patogen pada es jeruk peras
(Khairunnisa, 2017). Menurut syarat mutu bakteriologis yang telah
ditetapkan oleh SNI 7388:2009 dalam Badan Standarisasi Nasional
Indonesia yaitu Coliform 20/ml dan E. coli < 3/ml.

Untuk mengetahui apakah makanan dan minuman telah tercemar
bakteri pathogen, dapat dilakukan dengan pemeriksaan mikrobiologi
menggunakan metode MPN (most probable number) (Sari dan Apridamayanti,
2014). Semakin tinggi tingkat kontaminasi bakteri Coliform, semakin tinggi
pula risiko kehadiran bakteri pathogen lain yang biasa hidup dalam kotoran
manusia dan hewan. Salah satu contoh bakteri pathogen yang kemungkinan

terdapat dalam air terkontaminasi kotoran manusia dan hewan berdarah panas



ialah bakteri Eschericia coli, yaitu mikroba penyebab gejala diare, demam,
kram perut, dan muntah-muntah (Bambang, 2014).

Hasil penelitian Paramita, P dkk, (2016) menunjukkan bahwa jika
Coliform < 3 dan tidak tercemar Escherichia coli (Coliform dan Escherichia
coli memenuhi syarat). Dari 39 sampel es jeruk kemasan terdapat 33 sampel
tidak memenuhi syarat, dan 6 sampel memenuhi syarat batas ambang SNI. Di
distrik Jayapura Utara terdapat banyak pedagang keliling di kawasan yang
ramai seperti, sekolah dan kampus — kampus menjual aneka jajanan salah
satunya es jeruk peras. Dilihat dari lokasi dan bahan yang digunakah besar
kemungkinan dapat terkontaminasi mikroba.

Berdasarkan latar belakang di atas maka peneliti tertarik untuk
melakukan penelitian tentang “Deteksi Bakteri Coliform dan Escherichia coli
Metode Most Probable Number (MPN) pada Es Jeruk yang Dijual Pedagang

Keliling di Distrik Jayapura Utara”.

1.2 Rumusan Masalah
1. Apakah terjadi cemaran bakteri Coliform pada es jeruk yang dijual
pedagang keliling di distrik Jayapura Utara?
2. Apakah terjadi cemaran bakteri Escherichia coli pada es jeruk yang dijual

pedagang keliling di distrik Jayapura Utara?



1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Untuk mengetahui adanya cemaran bakteri Coliform dan
Escherichia coli pada es jeruk yang dijual pedagang keliling di distrik
Jayapura Utara.
1.3.2 Tujuan Khusus
1. Untuk mengetahui cemaran bakteri Coliform pada es jeruk yang
dijual pedagang keliling di distrik Jayapura Utara.
2. Untuk mengetahui cemaran bakteri Escherichia coli pada es jeruk
yang dijual pedagang keliling di distrik Jayapura Utara?
1.4 Manfaat Penelitian
1. Dapat menjadi tambahan pustaka ilmiah bagi institusi ataupun untuk
penelitian selanjutnya.
2. Dapat memberikan tambahan informasi dan pengetahuan pada masyarakat
mengenai bakteri Coliform dan Escherichia coli pada es jeruk.
3. Menambah wawasan dan ilmu pengetahuan bagi penulis tentang deteksi

bakteri Coliform dan Escherechia coli pada es jeruk.



BAB I1

TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Bakteri Coliform

Coliform merupakan suatu grup bakteri yang digunakan sebagai
indikator adanya polusi kotoran dan kondisi sanitasi yang tidak baik terhadap
air, makanan, susu, dan produk-produk susu. Adanya bakteri Coliform di
dalam makanan dan minuman menunujukan kemungkinan adanya
mikroorganisme yang bersifat enteropatogenik atau toksigenik yang berbahaya
bagi kesehatan (Irianto, 2013). Secara normal, bakteri Coliform juga terdapat
di perairan dalam jumlah tertentu. Namun bila terjadi perncemaran air maka
jumlah Coliform akan menjadi lebih banyak di atas ambang batas dan dapat
melebihi jumlah bakteri patogen lain. Oleh karena itu, jika bakteri Coliform
terdapat dalam jumlah besar di atas ambang batas, maka perlu untuk
memeriksa keberadaan bakteri patogen lain (Sidabutar, 2019).

Bakteri golongan Coliform dinyatakan sebagai bakteri indikator
pencemaran air, kehadiran nya sangat tidak diharapkan. Pemeriksaan bakteri
golongan Coliform dilakukan terhadap kehadiran bakteri golongan Coliform
non fekal dan bakteri Coliform fekal. Untuk mengetahui jumlah Coliform
dalam suatu sampel dapat digunakan metode angka paling mungin (APM)
bakteri Coliform. Prinsip dari metode ini adalah fermentasi laktosa selama 24
jam oleh bakteri Coliform yang akan menghasilkan asam dan gas yang

tertangkap oleh tabung durham dalam tabung uji (Husna, 2014).



2.1.1 Jenis — Jenis bakteri Coliform
Bakteri Coliform dibagi menjadi dua bagian yaitu:
1. Coliform fekal, misalnya Escherichia coli. Escherichia coli
merupakan bakteri yang berasal dari kotoran hewan maupun manusia.
2. Coliform non fekal, misalnya Enterobakter aerogenes. Enterobakter
aerogenes biasanya ditemukan pada hewan atau tanaman-tanaman
yang telah mati (Irianto, 2013).
2.1.2 Alasan bakteri Coliform sebagai indikator kontaminasi

a. Bakteri Coliform jumlahnya banyak dalam usus manusia. Bakteri ini
jarang ditemukan di air, maka adanya bakteri ini di dalam air dapat
dikatakan terjadi kontaminasi dengan tinja manusia.

b. Bakteri Coliform mudah ditemukan dengan metode kultur (walau
jumlahnya hanya satu kuman dalam 100 cc air) dibanding jenis bakteri
patogen lain.

c. Bakteri Coliform lebih tahan hidup dibandingkan bakteri usus patogen
lainnya.

d. Bakteri Coliform lebih resisten terhadap proses purifikasi air secara
ilmiah. Bakteri ini apabila ditemukan dalam sampel air maka dapat
diambil kesimpulan bahwa kuman usus patogen yang lain dapat juga
ditemukan dalam sampel air tersebut walaupun dalam jumlah yang kecil

(Putri, 2021).



2.1.3 Sumber Pencemaran Bakteri Coliform
Sumber pencemaran bakteri Coliform berasal dari berbagai wahana
dan tempat, berikut ini merupakan sumber pencemaran bakteri Coliform di
antaranya adalah:
1. Makanan yang terkontaminasi, daging sapi yang terutama tidak matang.
2. Susu yang tidak dipasteurisasi.
3. Buah-buahan dan sayuran mentah.
4. Air yang terkontaminasi, termasuk air minuman yang tidak dimasak.

5. Tinja orang terinfeksi (Anggraini, 2018).

2.2 Bakteri Escherichia Coli
2.2.1 Pengertian Escherichia Coli
Eschericia coli merupakan suatu kelompok bakteri yang digunakan
sebagai indikator adanya kontaminasi dan kondisi yang tidak baik terhadap
air. Eschericia coli memiliki ciri, berbentuk batang gram negatif, berflagel,
mempunyai ukuran berkisar 0,4-0,7um x 1,4 um, tidak memiliki spora,
memfermentasikan laktosa dengan menghasilkan asam dan gas. Adanya
bakteri Escherichia coli dalam minuman menunjukkan kemungkinan adanya
mikroba yang bersifat enteropatogenik atau toksigenik yang berbahaya bagi

kesehatan (Sirotus, 2019).



Gambar 2.1 Escherichia coli
Sumber : Samhis setiawan, 2020
2.2.2 Klasifikasi Escherichia Coli

Menurut (Sutiknowati, 2016) Klasifikasi bakteri E.coli sebagai berikut:
Domain : Bacteria
Kingdom : Eubacteria
Phylum : Proteobacteria
Class  : Gammaproteobacteria
Ordo  : Enterobacteriales
Family : Enterobacteriaceae
Genus  : Escherichia
Spesies : Escherichia coli
2.2.3 Morfologi Escherichia Coli
Escherichia coli merupakan bakteri berbentuk batang pendek
(cocobacil), gram negatif, ukuran 0,4-0,7um sebagian besar gerak positif dan
beberapa strain memiliki kapsul dan tidak berspora. Pada biakan E.coli
membentuk koloni bulat, konveks, halus dan pinggir-pinggir yang rata.
Mempunyai morfologi warna yang khas pada media pembeda seperti agar
EMB E.coli. E.coli mempunyai beberapa antigen, yaitu antigen O

(polisakarida), antigen K (kapsular), antigen H (flagella) (Jawetz, 2013).



2.2.4 Sifat pertumbuhan Escherichia coli
Bakteri Escherichia coli dapat tumbuh berlebihan jika mengonsumsi
makanan yang terkontaminasi oleh bakteri seperti daging mentah, daging
yang tidak sempurna dalam proses pengolahan, susu, ataupun feses yang
tercemar dalam pangan atau air, bakteri Escherichia coli dapat menjadi
patogen jika terkandung dalam jumlah yang banyak. Bakteri E.coli yang
patogen dapat tumbuh pada suhu rendah yaitu sekitar 7°C dan juga suhu
tinggi yaitu sekitar 44°C tetapi pertumbuhan E.coli lebih optimal pada suhu
antara 35°C-37°C. Selain itu, bakteri E.coli dapat hidup di tempat lembab,
relatif sensitif terhadap panas, dan akan mati dengan pasteurisasi atau proses
pemasakan makanan dengan suhu yang relatif tinggi yaitu 70°C (Tangahu,
2014).
2.2.5 Dampak Escherichia coli
Penyakit yang dapat disebabkan oleh bakteri E.coli sebagai berikut:
1. Infeksi saluran cerna.
Bakteri E.coli patogenik dapat menyebabkan diare, yang mungkin
disertai gejala seperti perut kembung, kram, mual, dan dehidrasi.
2. Infeksi saluran kemih
Beberapa strain E.coli patogenik dapat menyebabkan infeksi saluran
kemih, yang biasanya dikenal sebagai infeksi saluran kemih (ISK).
Gejala ISK meliputi sering buang air kecil, nyeri saat buang air kecil,

dan kadang-kadang demam.
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3. Meningitis
E.coli adalah salah satu bakteri penyebab meningitis yaitu radang atau
infeksi selaput otak yang diakibatkan oleh kuman dan bakteri.

4. Sepsis
Beberapa strain E.coli, seperti E.coli enterohemoragik (EHEC), dapat
menyebabkan infeksi yang lebih serius dan dapat berkembang menjadi
sepsis, yaitu infeksi darah yang dapat mengancam jiwa.

Tidak semua jenis bakteri Coliform atau E. coli adalah patogenik atau
menyebabkan penyakit, melainkan bagian normal dari flora usus manusia dan
hewan. Namun, keberadaan strain patogenik dalam air minum atau makanan
dapat menjadi masalah serius. Oleh karena itu, pentingnya memastikan
kualitas air minum dan makanan serta mengikuti praktik higienis yang baik
untuk menghindari risiko infeksi oleh bakteri Coliform dan E. coli patogenik
(Isnawati, 2012).

2.4 Es Jeruk
2.4.1 Pengertian Es Jeruk

Jeruk merupakan buah yang banyak disukai oleh masyarakat, karena
memiliki rasa yang nikmat, asam-manis, segar dan memiliki kandungan gizi
yang banyak serta kaya akan vitamin. Buah jeruk sangat mudah dijumpai di
pasar tradisional maupun pasar modern. Jeruk terdiri dari berbagai jenis,
seperti jeruk siam atau jeruk pontianak, jeruk mandarin, jeruk limau, jeruk

lemon, jeruk bali dan jenis jeruk lainnya (Mega, 2021).
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Gambar 2.2 Es jeruk
Sumber : Fitriana, 2022

Jus buah berasal dari bahasa inggris juice yang berarti sari. Sari buah
dapat diartikan sebagai cairan yang diambil atau diperas dari bagian buah
yang dapat dimakan dengan pengempresan atau cara mekanis lain. Es jeruk
merupakan salah satu olahan dari sari buah jeruk yang ditambahkan air
minum, gula, dan es batu. Mengonsumsi jeruk sangat bermanfaat bagi tubuh
karena mengandung vitamin C. Masyarakat yang membeli makanan atau
minuman di rumah makan terkadang tidak memperhatikan tingkat kesehatan
dan kelayakan dari olahan yang dibeli (Putri dkk, 2021).

2.4.2 Pembuatan Es Jeruk
Proses pembuatan es jeruk peras sebagai berikut :
a. Diambil buah jeruk yang sudah matang lalu dipotong menjadi dua
bagian.
b. Jeruk diperas menggunakan alat pemeras, lalu air perasan ditampung.
c. Dicampurkan gula yang sudah dilarutkan pada perasan jeruk kemudian
ditambahkan es batu.
2.4.3 Cemaran Bakteri Pada Es Jeruk
Minuman es jeruk dapat terkontaminasi bakteri mulai dari proses

pembuatan hingga penyajian ke dalam gelas plastik, yang kebanyakan
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pedagang tidak mencuci tangan sebelum membuat minuman, tidak memakai
sarung tangan dan tidak menggunakan celemek. Pada umumnya pedagang
juga kurang memperhatikan bahan dan proses pengolahan bahan yang
digunakan, terutama buah jeruk yang tidak dicuci dahulu sebelum diolah,
serta air untuk membuat air gula tidak dimasak terlebih dahulu oleh
pedagang. Lokasi penjualan es jeruk yang berada di tepi jalan juga dapat
menyebabkan potensi terjadi kontaminasi mikroba pada minuman es jeruk
peras (Mukarlina dkk, 2019).
2.4 Metode Most Probable Number (MPN)

Metode Most Probable Number (MPN) adalah metode perhitungan sel
terutama perhitungan bakteri Coliform berdasarkan jumlah perkiraan terdekat
yaitu perhitungan dalam range tertentu dan dihitung sebagai nilai duga dekat
secara statistik dengan merujuk pada Tabel MPN (Harti, 2015).

Pemeriksaan MPN terdapat tiga macam seri tabung. Adapun ketiga
macam seri tabung adalah sebagai berikut:

1. Ragam 333
Pada pengenceran sedang. Sampel makanan atau minuman, pil, jamu,
serbuk minuman dll.

2. Ragam 511
Sampel air dengan tingkat pencemaran rendah atau sudah mengalami

proses pengolahan.
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3. Ragam 555
Sampel air dengan tingkat pencemaran tinggi, atau belum mengalami

proses pengolahan (Saputro, 2017).

a. Prinsip MPN
Dalam metode MPN, media cair digunakan dalam tabung reaksi, di
mana perhitungannya dilakukan berdasarkan jumlah tabung positif yang
ditumbuhkan oleh bakteri setelah diinkubasi pada suhu dan waktu tertentu.
Pengamatan positif pada tabung dapat dilihat dengan mengamati munculnya
kekeruhan dan pembentukan gas dalam tabung durham untuk bakteri
penghasil gas. Biasanya, tiga atau lima seri pengenceran digunakan untuk
setiap pengenceran tabung. Semakin banyak tabung yang digunakan
menunjukkan akurasi yang lebih baik, tetapi alat gelas yang gunakan lebih
banyak (Irianto, 2013).
b. Tahapan MPN
Metode MPN terdiri dari tiga tahap, yaitu uji pendugaan (presumptive
test), uji penegasan (confirmed test), dan uji pelengkap (completed test)
(Martani, 2020).
1. Uji Pendugaan (Presumptive test)

Pemeriksaan ini dilakukan untuk menduga adanya bakteri Coliform
dalam sampel air. Uji dilakukan menggunakan media LB (Lactose Broth)
yang terdapat tabung durham di dalamnya. Terbentuknya gas pada tabung
durham menunjukkan hasil yang positif, karena gas dihasilkan dari bakteri

Coliform yang dapat memfermentasi laktosa (Martani, 2020).
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2. Uji Penegasan (Confirmed test)

Uji penegasan menggunakan media selektif BGLB (Brilliant
Green Lactose Broth). Hasil positif pada uji pendugaan selanjutnya
dilakukan uji penegasan menggunakan tabung yang berisi media BGLB
diinkubasi pada suhu 37°C untuk bakteri Coliform dan 44°C untuk bakteri
Escherichia coli selama 48 jam. Jumlah tabung yang positif dicocokkan
pada tabel MPN yang sesuai dengan jumlah seri tabung yang digunakan
(Lestari dkk, 2018).

3. Uji Pelengkap (Completed test)

Uji pelengkap bertujuan untuk mendeteksi adanya bakteri
Escherichia coli dengan penanaman pada media EMB. Tumbuhnya bakteri
E.coli ditandai dengan adanya koloni berwarna hijau metalik dan
dilanjutkan dengan pengamatan mikroskopis (Martani, 2020).

2.5 Pewarnaan Gram

Pewarnaan gram merupakan metode yang digunakan untuk
mengidentifikasi bakteri menurut, bentuk, warna, ukuran dan morfologi sel
dan untuk membedakan bakteri gram positif dan bakteri gram negatif. Dalam
pewarnaan gram digunakan empat reagen, yaitu zat warna utama (gentian
violet), lugol, alkohol, dan zat warna tanding (safranin). Gentian violet
berfungsi untuk mengikat bakteri gram positif yang menghasilkan warna
ungu. Larutan carbol fuchsin berfungsi mengikat bakteri gram negatif
sehingga menghasilkan 7 warna merah muda. Larutan lugol berfungsi untuk

mengintesifkan warna utama. Dan alkohol berfungsi untuk melunturkan zat
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warna utama membuat safranin masuk kedalam sel yang menyebabkan sel

menjadi warna merah pada bakteri gram negatif, sedangkan gram positif

dinding selnya terhidrasi oleh alkohol sehingga safranin tidak bisa masuk

yang membuat sel berwarna ungu.

2.6 Uji Biokimia

a. Uji Indol
Tes ini digunakan untuk mengetahui apakah bakteri dapat memecah asam
amino triptofan menghasilkan indol. Hasil positif ditunjukkan dengan
adanya cincin merah setelah penambahan reagen kovac.

b. Uji Methyl Red
Uji ini digunakan untuk mengetahui apakah bakteri dapat menghasilkan
asam stabil dari fermentasi glukosa. Hasil positif ditunjukkan dengan
warna merah setelah penambahan metil merah.

c. Uji Voges Proskauer (VP)
Tes ini digunakan untuk mengetahui apakah bakteri dapat menghasilkan
asetoin dari fermentasi glukosa. Hasil positif ditunjukkan dengan warna
merah setelah penambahan reagen voges prouskauer (reagen VP).

d. Uji Citrat
Uji ini digunakan untuk mengetahui jenis bakteri yang mengutilisisasi
sitrat. Hasil positif ditunjukkan dengan adanya perubahan warna biru pada

medium.



2.7 Kerangka Teori

Es Jeruk

A 4

Metode MPN

1. Pendugaan

Uji Mikroskopis < » Uji Biokimia
2. Penegasan
v 3. Konfirmasi v
Bentuk : batang IMVIC
Warna : merah ++--
Sifat gram negatif
Bakteri Coliform
dan
Escherichia coli
v
Batas maksimal cemaran
mikroba dalam pangan
pada SNI 7388:2009
\ 4
v v
Tidak Memenuhi
memenuhi Syarat

syarat
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2.6 Kerangka Konsep

Variable Bebas

Es jeruk

Variable Terikat

Kandungan
Coliform dan E.coli
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2.7 Definisi Operasional
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No  Variabel Definisi Alat ukur Hasil ukur Skala
1  Coliform Coliform merupakan MPN (+) Positif Nominal
indikator ada tidaknya Coliform
kontaminasi patogen (-) Negatif
terhadap makanan atau Coliform
minuman. Mampu
memfermentasi laktosa
pada suhu 35-37 °C
sealama 24-48 jam dan
menghasilkan gas pada
tabung durham.
2  Escherichia E.coli adalah bakteri ~ Pewarnaan (+) = Positif Nominal
coli gram negatif, terdapat Gram, E.coli
secara normal dalam MPN, Uji (-) = Negatif
alat pencernaan Biokimia E.coli
manusia dan hewan.
Mampu memfermentasi
laktosa durham sealama
24-48 jam dan
menghasilkan gas pada
tabung. Pada uji
biokimia IMVIC (++--).
3  Esjeruk Es jeruk merupakan MPN (+) = Apabila Nominal
jenis minuman yang terdapat Coliform
berasal dari sari buah dan E.coli
jeruk yang diperoleh (-) = Apabila

dengan memeras atau

menekan isi buah jeruk.

tidak terdapat
Coliform dan
E.coli




BAB |11

METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian
Jenis penelitian ini adalah deskriptif dengan menggunakan desain
observasi laboratorium dengan uji Most Probable Number (MPN) untuk
mengetahui keberadaan bakteri Coliform dan E.coli pada es jeruk yang dijual
oleh pedagang keliling di sekitar distrik Jayapura Utara.
3.2 Waktu dan Lokasi Penelitian
3.2.1 Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan pada bulan Desember tahun 2023
3.2.2 Lokasi Penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Politeknik
Kesehatan Jayapura.
3.3 Populasi dan Sampel Penelitian
3.3.1 Populasi Penelitian
Populasi dalam penelitian ini adalah seluruh es jeruk yang
dijual oleh pedagang keliling di wilayah distrik Jayapura Utara yaitu
berjumlah 11 pedagang.
3.3.2 Sampel Penelitian
Sampel dalam penelitian ini berjumlah 6 sampel dari 11 es

jeruk yang dijual pedagang keliling di wilayah distrik Jayapura Utara.
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3.4 Alat dan Bahan
3.4.1 Alat
Alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu, autoclave, tabung
reaksi, tabung durham, rak tabung, inkubator, pipet volume, ose bulat,
jarum ose, lampu bunsen, slide, beaker glass, kapas steril, petridish,
korek api, mikroskop.
3.4.2 Bahan
Bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu, Lactose Broth
(LB), Briliant Green Lactose Bile Broth (BGLBB), Eosin Methylen
Blue (EMB), Nutrient Agar (NA), Media Indol, Methyl Red (MR),
Media Voges Proskauer (VP), Citrat, Gention violet, Lugol, alkohol,
Safranin.
3.5 Tahap Penelitian
3.5.1 Cara Pengambilan Sampel
Sampel es jeruk dibeli dari setiap pedagang. Sampel dikemas
dalam wadah steril dan dimasukkan ke dalam ice box yang tertutup
rapat. Sampel diberi label atau kode sampel, kemudian dibawa ke
laboratorium untuk dilakukan pengujian.
3.5.2 Cara Kerja
a. Uji Pendugaan (Presumptive test)

1. Disiapkan alat dan bahan yang akan digunakan.
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2. Disiapkan tabung reaksi dan tabung durham masing - masing sebanyak
9 tabung kemudian dimasukkan tabung durham ke dalam tabung
reaksi.

3. Diisi sebanyak 10 ml lactose broth ke dalam masing-masing tabung.
Kemudian ditutup tabung dengan menggunakan kapas lalu disterilkan
pada autoclave dengan suhu 121°C selama 15 menit.

4. Dipipet masing - masing sebanyak 10 ml sampel lalu dimasukkan ke
dalam tabung 1, 2 dan 3.

5. Dipipet masing-masing sebanyak 1 ml sampel lalu dimasukkan ke
dalam tabung 4, 5 dan 6.

6. Dipipet masing-masing sebanyak 0,1 ml sampel lalu dimasukkan ke
dalam tabung 7,8 dan 9.

7. Kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 1x24 jam. Diamati ada
atau tidaknya pembentukan gas pada tabung durham.

8. Dicatat hasil yang didapatkan pada uji pendugaan.

9. Apabila terdapat sampel yang membentuk gas pada tabung durham,
maka dilanjutkan ke uji penegasan.

b. Uji Penegasan (Confirmative test)

1. Disiapkan tabung reaksi dan tabung durham masing - masing

sebanyak jumlah sampel yang positif pada uji pendugaan, kemudian

dimasukkan tabung durham ke dalam tabung reaksi.



22

no

Diisi sebanyak 10 ml BGLBB ke dalam masing-masing tabung.
Kemudian ditutup tabung dengan menggunakan kapas lalu disterilkan

pada autoclave dengan suhu 121°C selama 15 menit.

w

Diambil sebanyak 1 ose dari tabung yang positif pada uji pendugaan,
lalu dimasukkan ke dalam tabung yang telah berisi BGLBB.
4. Kemudian diinkubasi pada suhu 37°C dan 44°C selama 24 - 48 jam.

Diamati ada atau tidaknya pembentukan gas pada tabung durham.

o

Dicatat hasil yang didapatkan pada uji penegasan, kemudian
dicocokkan dengan tabel MPN.
c. Uji Pelengkap (Completed test)

1. Penanaman pada media EMB

1. Dari tabung uji penegasan yang positif diambil dengan jarum ose
goreskan dengan teknik penipisan pada media EMB agar.

2. Diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.

3. Diamati koloni Escherichia coli terduga memberikan ciri yang
khas yaitu hitam pada bagian tengah dengan atau tanpa hijau
metalik.

2. Penanaman pada media Nutrient Agar (NA)

1. Diambil satu ose koloni pada uji pelengkap, kemudian goreskan
pada media NA.

2. Diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.

3. Dilanjutkan uji mikroskop dengan pewarnaan gram kemudian

diamati di bawah mikroskop.
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3. Pewarnaan Gram

1.

Jarum ose dan objek glass yang telah diberi aquadest difiksasi
terlebih dahulu.

Diambil satu koloni bakteri dengan jarum ose, diletakkan di atas
objek glass, kemudian difiksasi kembali.

Digenangi sediaan dengan gram | (gentian violet) selama 2 menit,
kemudian dibilas dengan air mengalir.

Digenangi sediaan dengan gram Il (Lugol) selama 1-2 menit,
kemudian dibilas dengan air mengalir.

Digenangi sediaan dengan gram Il (Alkohol 96%) selama 10-15
detik, kemudian dibilas dengan air mengalir.

Digenangi sediaan dengan gram IV (Safranin) selama 1-2 menit,
kemudian dibilas dengan air mengalir

Dikeringkan sediaan pada suhu ruang. Kemudian dibaca sediaan
dengan menggunakan mikroskop pembesaran lensa objektif 100x

menggunakan minyak imersi.

d. Media IMVIC
1. Media Indol
1. Disterilkan ose bulat menggunakan api bunsen, kemudian

2.

didinginkan.
Diambil satu koloni bakteri dari media NA lalu dimasukkan ke
dalam media indol dan dihomogenkan, kemudian disterilkan

kembali ose bulat.
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2. Media Methyl Red (MR)

1. Disterilkan ose bulat menggunakan api bunsen, kemudian
didinginkan.

2. Diambil satu koloni bakteri dari media NA lalu dimasukkan ke
dalam media MR dan dihomogenkan, kemudian disterilkan
kembali ose bulat.

3. Uji Voges Proskauer (VP)

1. Disterilkan ose bulat menggunakan api bunsen, kemudian
didinginkan.

2. Diambil satu koloni bakteri dari media NA lalu dimasukkan ke
dalam media VP dan dihomogenkan, kemudian disterilkan
kembali ose bulat.

4. Media Citrat

1. Disterilkan ose bulat menggunakan api bunsen, kemudian
didinginkan.

2. Diambil satu koloni bakteri dari media NA lalu digoreskan pada

media Citrat, kemudian disterilkan kembali ose bulat.

3.6 Sumber Data
Sumber data diperoleh dari data primer dan data sekunder.
1. Data primer diperoleh langsung dari penelitian melalui observasi dan hasil
pemeriksaan di Laboratorium Politeknik Kesehatan Kemenkes Jayapura.

2. Data sekunder diperoleh dari jurnal-jurnal dan penelitian sebelumnya.
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3.7 Pengolahan Data
Data setelah dikumpulkan dari observasi akan diolah dan dianalisis secara
deskriptif, kemudian disajikan dalam bentuk tabel distribusi frekuensi. Data hasil
uji Escherechia coli dan Coliform diperoleh dari pemeriksaan laboratorium.
3.8 Analisis Data
Analisis dalam penelitian ini adalah secara deskriptif dan hasil penelitian

disajikan dalam bentuk tabel dan narasi.



3.9 Alur Pemeriksaan

Es Jeruk

A

4
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Uji Pendugaan (Presumptive test)

Media Lactosa Broth (LB), inkubasi 37°C selama 48 jam

A

4

l

Negatif (tidak adanya gas Positif (adanya gas
pada tabung durham ) pada tabung durham)
|
v v

Uji Penegasan Coliform
Media BGLB, inkubasi 37 °C selama 24-48 jam

Uji Penegasan E.coli
Media BGLB, inkubasi 44 °C selama 24-48 jam

v v v v
Negatif (tidak adanya gas Positif (adanya gas Negatif (tidak adanya Positif (adanya gas
pada tabung durham) pada tabung durham) gas pada tabung durham) || pada tabung durham)
v

Uji Pelengkap (Completed test)
Media EMB. Inkubasi 37°C selama 24 jam.

v

Koloni kecil, warna metallic
sheen, fermentasi laktosa

v

Media NA

v

Pewarnaa Gram
Bentuk batang, warna
merah, Gram negatif

v

Media IMVIC
(Indol. MR. VP. Citrat)




IMVIC
(++--)
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Penelitian
Hasil penelitian bakteri Coliform dan Escherichia coli pada es jeruk yang
dijual oleh pedagang keliling di sekitar distrik Jayapura Utara. Didapatkan hasil

sebagai berikut :

Tabel 4. 1

Hasil Uji Pendugaan dan Penegasan Bakteri Coliform
Kode Lactosa Broth (LB) BGLBB 37°C Indeks MPN Ket

Sampel 37°C Coliform

10" 10% 10° 10" 10% 10°

A 3 3 3 3 3 1 271 TMS
B 1 3 3 1 1 2 15 MS
C 3 3 3 3 3 3 >1898 TMS
D 3 3 3 3 3 3 >1898 TMS
E 3 3 3 3 3 3 >1898 TMS
F 3 3 3 3 3 3 >1898 TMS

Sumber : Data Primer, 2023

Keterangan :
MS : Memenuhi Syarat
TMS : Tidak Memenuhi Syarat
Hasil pada tabel 4.1 memperlihatkan bahwa dari 6 sampel es jeruk yang

dijual di sekitar wilayah Jayapura Utara terdapat 5 sampel (83%) melewati
ambang batas cemaran mikroba untuk Coliform yaitu pada kode sampel A, C, D,

E, dan F. Sedangkan 1 sampel (17%) berada pada batas cemaran mikroba.
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Tabel 4. 2
Hasil Uji Penegasan Bakteri E.coli

o Indeks MPN
Kode Sampel BGLBB 44°C E.coli Ket
10" 10° 10°
A 3 3 3 >1898 TMS
B 1 3 2 23 TMS
C 3 3 2 438 TMS
D 3 2 3 139 TMS
E 3 3 3 >1898 TMS
F 2 3 3 44 TMS

Sumber : Data Primer,2023

Keterangan :
MS : Memenuhi Syarat
TMS : Tidak Memenuhi Syarat

Hasil pada tabel 4.2 memperlihatkan bahwa dari 6 sampel es jeruk yang
dijual di sekitar wilayah Jayapura Utara. 6 sampel (100%) yaitu pada kode
sampel A, B, C, D, E, dan F telah melewati ambang batas cemaran mikroba yang

telah ditetapkan.

Tabel 4. 3
Hasil Identifikasi Bakteri E.coli
Kode EMB Pewarnaan Gram IMVIC Kemiri
Sampel pan

Koloni Warna Gram Bentuk Warna  Susunan

A Kecil  Hijau - Coco Merah  Menyebar -+ 90%
metali basil
k
B Kecil  Hijau - Coco Merah  Menyebar -+-- 90%
metali basil
k
C Kecil  Hitam - Coco Merah  Menyebar -+-+ 70%
basil
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D Kecil  Hitam - Coco Merah  Menyebar -+-- 80%

basil
E Kecil ~ Hitam - Coco Merah  Menyebar -+-+ 70%
basil
F Kecil  Hitam - Coco Merah  Menyebar -+-+ 70%
basil
Sumber ; Data Primer, 2023
i B 1
Gambar 4. 1 Koloni pada Media EMB Gambar 4. 2 Pewarnaan Gram
Koloni bulat, berwarna hijau metalik Batang pendek, warna merah
Sumber : Data Primer, 2023 Sumber : Data Primer, 2023

Hasil pada tabel 4.2 menunjukkan hasil pengamatan media EMB pada
kode sampel A dan B tumbuh koloni bulat kecil, bewarna hijau metalik dan
sedikit cembung seperti pada gambar 4.1. Pada kode sampel C, D, E, F
tumbuh koloni bulat kecil dan berwarna hitam. Hasil pada pewarnaan gram
dari keenam sampel didapatkan bakteri gram negatif, warna merah dan
berbentuk batang pendek seperti pada gambar 4.2. Hasil uji Biokimia IMVIC
pada kode sampel A, B, dan D adalah Indol (-), MR (+), VP (-), Citrat (-).
Sedangkan pada kode sampel C, E, dan F adalah Indol (-), MR (+), VP (),

Citrat (+).
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4.2 Pembahasan

Most Probable Number (MPN) atau Angka Paling Mungkin (APM)
merupakan pemeriksaan bakteri Coliform maupun Escherichia coli dalam
bahan makanan maupun minuman cepat saji berdasarkan jumlah perkiraan
terdekat yaitu perhitungan dalam range tertentu dan dihitung sebagai nilai
duga secara statistik dengan merajuk pada tabel MPN. Pemeriksaan MPN
terdiri dari 3 tahap, yaitu tahap penduga (presumtive test), penegasan (confirm
test) dan pelengkap (complete test) (Harti, 2015).

Berdasarkan hasil penelitian pada tabel 4.1 yang telah dilakukan pada
Analisa Bakteri Coliform dengan Metode MPN pada es jeruk yang dijual di
sekitar distrik Jayapura Utara, didapatkan hasil jumlah bakteri Coliform dari 6
sampel adalah 15/ml sampai >1898/ml, yang mana sebanyak 5 sampel (83%)
melewati batas cemaran mikroba untuk Coliform, yaitu 20/ml menurut SNI.
Sedangkan 1 sampel (17%) berada pada batas cemaran mikroba tetapi masih
mengandung Coliform sehingga seluruh sampel dapat dikatakan tidak layak
untuk dikonsumsi.

Hasil penelitian ini sesuai dengan penelitian dari Lumbanraja tahun
2019 tentang analisa bakteri Coliform pada air es jeruk dengan metode MPN
yang dijual di jalan williem iskandar, Medan. Didapatkan hasil dari 5 sampel
yang diperiksa terdapat 5 sampel tidak layak dikomsumsi karena tidak
memenuhi syarat mutu bakteriologis yang telah ditetapkan oleh SNI

7388:2009 dalam Badan Standarisasi Nasional yaitu 20/ml.
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Berdasarkan hasil uji penegasan E.coli pada tabel 4.2 yang telah
dilakukan. Didapatkan hasil 23/ml sampai >1898/ml. Bahwa 6 sampel
(100%) telah melewati ambang batas cemaran mikroba yang telah ditetapkan.
Menurut Hidayati,dkk (2022) nilai MPN menandakan bahwa semakin tinggi
nilai yang dihasilkan maka semakin tinggi atau banyak pula cemaran mikroba
dalam suatu sampel dan sebaliknya semakin rendah nilai MPN maka cemaran
mikroba dalam sampel juga semakin sedikit.

Eosine Methylene Blue (EMB) adalah media selektif diferensial yang
mengandung eosin dan metilen biru, yang menghambat pertumbuhan bakteri
gram positif. Perubahan warna hijau metalik pada media EMB karena E.coli
dapat memfermentasi laktosa yang mengakibatkan peningkatan kadar asam
dalam media (Mukarlina, 2019). Hasil pada tabel 4.3 menunjukkan bahwa
pada kode sampel A dan B koloni yang tumbuh pada media EMB berbentuk
bulat berwarna hijau metalik seperti pada gambar 4.1, dan pada kode sampel
C, D, E, dan F tumbuh koloni bulat kecil dan berwarna hitam.

Hasil pewarnaan gram pada keenam sampel minuman es jeruk yang
diuji memperlihatan ciri-ciri mikroskopis sel berwarna merah berbentuk
batang pendek yang mana merupakan bakteri gram negatif seperti gambar
4.2. Hasil pewarnaan ini sesuai dengan ciri bakteri E.coli. Kemudian dilanjut
dengan uji biokimia yang dilakukan untuk mengetahui sifat metabolisme dari
koloni bakteri yang tumbuh. E.coli dikonfirmasi menggunakan uji IMVIC
yang terdiri atas uji Indol, uji Methyl Red (MR), uji Voges Proskauer (VP)

dan uji Sitrat.
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Uji IMVIC dilakukan untuk menentukan indikator positif atau
negatifnya suatu reaksi yang akan diinteprestasikan sesuai dengan sifat
biokimia bakteri, sehingga akan membantu dalam menentukan klasifikasi dari
bakteri yang diidentifikasi. Hasil positif pada uji Indol jika terdapat
perubahan warna merah tua pada permukaan media, uji citrat positif jika
berwarna biru, uji methyl red positif jika berwarna merah dan uji reaksi voges
proskauer positif jika berwarna merah muda. Uji IMVIC menunjukan positif
E.Coli, jika uji indol positif (+), uji methyl red positif (+), uji voges proskauer
negatif (-) dan uji citrat negatif (-).

Pada tabel 4.3 hasil uji IMVIC pada kode sampel A, B, dan D
menghasilkan reaksi Indol negatif (-), MR positif (+), VP negatif (-), Citrat
negatif (-). Pada kode sampel C, E, dan F menghasilkan reaksi Indol negatif (-
), MR positif (+), VP negatif (-), Citrat positif (+). Berdasarkan ciri-ciri yang
didapat menunjukkan pada kode sampel A, B, dan D merupakan bakteri
Escherichia coli.

Pada penelitian Paramita, dkk tahun 2016 tentang identifikasi
keberadaan Coliform dan Escherichia coli pada es jeruk kemasan di wilayah
sekolah dasar kecamatan Tembalang, di dapat hasil bahwa dari 39 sampel es
jeruk kemasan terdapat 33 sampel tidak memenuhi syarat, dan 6 sampel
memenuhi syarat batas ambang SNI. Hal ini terjadi karena tingkat hygiene di
sekitar tempat jualan masih rendah sehingga berpeluang terkontaminasi oleh

mikroorganisme.
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BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Bedasarkan hasil penelitian Deteksi Bakteri Coliform dan Escherichia

coli Metode Most Probable Number (MPN) pada Es Jeruk yang Dijual

Pedagang Keliling di Distrik Jayapura Utara dapat di simpulkan bahwa:

1.

5.2 Saran

1.

Penelitian yang dilakukan terhadap 6 sampel minuman es jeruk yang
dijual pedagang keliling di distrik Jayapura Utara, didapatkan seluruh
sampel tersebut mengandung cemaran bakteri Coliform.

Penelitian yang dilakukan terhadap 6 sampel minuman es jeruk yang
dijual pedagang keliling di distrik Jayapura Utara, didapatkan 3

sampel mengandung cemaran bakteri Escherichia coli.

Bagi pedagang es jeruk agar lebih memperhatikan kebersihan selama
proses pembuatan es jeruk dan memperhatikan air yang digunakan
sebagai penambah perasan jeruk serta es batu sebagai pelengkap es
jeruk, agar es jeruk yang dijual tidak terkontaminasi mikroba yang
dapat merugikan konsumen.

Bagi masyarakat agar hendaknya memperhatikan kebersihan penjual
es jeruk sebelum membeli dan sebaiknya mengkonsumsi es jeruk yang
dibuat sendiri karena higienisnya lebih terjamin.

Bagi peneliti selanjutnya, hendaknya dapat melakukan penelitian lebih
lanjut tentang deteksi bakteri Coliform dan Escherichia coli pada es

jeruk dengan variable yang lain misalnya air dan es batu.
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SURAT KETERANGAN HASIL PENELITIAN
No : PP.04.03/F XXXV_18/ Ot . /2024
_ Deteksi Bakteri Coliform dan Escherichia coli Metode
Judul * Most Probable Number (MPN) pada Es Jeruk yang
Dijual Pedagang Keliling di Distrik Jayapura Utara

Nama Pengirim : Nur Litasari

Jenis Sampel : Es Jeruk

Jurusan : Teknologi Laboratorium Medis (TLM)
Tanggal Pengambilan : 12 Desember 2023

Tanggal Pemeriksaan : 12 - 16 Desember 2023

Hasil pemeriksaan MPN

A s T3 3] 3 3

B BERARERAERBREE 15 T3] 2 23
C 3| 3| 3| 3| 3| 3| <898 |3]3] 2 438
D 33| 3| 3| 3|3 |<8%[3|2] 3 139
E 3 3| 3| 3| 3| 3 | <188 3]|3] 3 <1898
F 3| 3| 3| 3| 3| 3 | <898 |23 3 44

A |Bulatkeci, koloni | Cocobasil, Menyebar, | Indol : Negatif () |

berwarna hijau Merah, Gram Negatif (-) MR : Positif (+)

metalik, sedikit VP  : Negatif (-)

cembung Citrat : Negatif (-)

B Bulat kecil, koloni | Cocobasil, Menyebar, Indol : Negatif (-)

berwarna hijau Merah, Gram Negatif (-) MR : Positif (+)

(~c| | \ ~ : if (-
(S| A CamScanner W )
et Citrat : Negatif (-)
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Kementerian Kesehatah
5 Poltekkes Jayapura

A Ke men ke S @ Jalan Padang Bulan Il Kelurahan HedamDistrik Heram
< Kota Jayapura Provinsi Papua 99351

8 (0967) 584280, 584281

@ https://poltekkesjayapura.ac.id

[} Bulat kecil, koloni Cocobasil, Menyebar, Merah, | Indol : Negatif (-)
berwama hitam, Gram Negatif (-) MR : Positif (+)
sedikit cembung VP  : Negatif (-)

Citrat : Positif (+)

D Bulat kecil, koloni Cocobasil, Menyebar, Merah, | Indol : Negatif (-)
berwarna hitam, Gram Negatif (-) MR : Positif (+)
sedikit cembung VP  : Negatif (-)

Citrat : Negatif (-)
E Bulat kecil, koloni Cocobasil, Menyebar, Merah, | Indol : Negatif (-)
berwamna hitam, Gram Negatif (-) MR : Positif (+)
sedikit cembung VP  : Negatif (-)
Citrat : Positif (+)
F Bulat kecil, koloni Cocobasil, Menyebar, Merah, | Indol : Negatif (-)
berwarna hitam, Gram Negatif (-) MR : Positif (+)
sedikit cembung VP  : Negatif (-)
Citrat : Positif (+)

Jayapura, 13 Mei 2024
~Ketua Jurusan TLM

Indra Taufik Sahli, S.Si.,M.Biomed
_ NIP- 19790620 200501 1 003
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Penanaman pada Pertumbuhan koloni Pewarnaan Gram
media EMB pada media EMB

Penanaman dari
Gram media EMB ke media
NA

Uji IMVIC Hasil uji IMVIC
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