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ABSTRACT

THE IDENTIFICATION BACTERIUM ESCHERICHIA COLI TO SOYBEAN MILK
BRANDED BEVERAGES AND NOT BRANDED IN BANDAR LAMPUNG

By

AGTARIA DWI MOLITA

Background: Escherichia coli is a bacterium that is part of the normal microflora in the
intestines of humans and animals. Transmission can occur through contaminated water
infected with human excrement but it can occur through contact of infected workers during
food processing.

Objective: To ascertain whether or not the bacteria Escherichia coli contamination in milk.
Methods. Determination of the number of samples based on simple random sampling
method. This study uses MPN (Most Probable Number) for bacterial growth media and
biochemical teststo identify the bacteria.

Results: After doing research for branded soy milk from 11 samples were not found
Escherichia coli and for unbranded soy milk of 12 samplesthat Escherichia coli bacteriawas
not found but the four samples obtained other bacteria that two samples of suspect bacteria
Klebsiella sp. and two other samples suspected of Pseudomonas sp.

Conclusion: There was no contamination was found bacterium Escherichia coli to drink soy
milk both branded and non-branded, however found the bacteria Klebsiella sp. and
Pseudomonas sp. in non-branded soy milk.

Keywords: Escherichia coli, Most Probable Number, soy milk.
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Oleh

AGTARIA DWI MOLITA

Latar Belakang: Escherichia coli adalah bakteri yang merupakan bagian dari mikroflora
yang secara normal ada dalam usus manusia dan hewan. Penularan dapat terjadi melalui air
yang terkontaminasi kotoran manusia yang terinfeksi selain itu dapat terjadi melalui kontak
dari pekerjayang terinfeksi selama makanan diproses.

Tujuan: Untuk mengetahui ada atau tidak kontaminasi bakteri Escherichia coli pada susu.
Metode: Penentuan jumlah sampel berdasarkan metode simple random sampling. Jenis
penelitian ini menggunakan metode MPN (Most Probable Number) untuk media
pertumbuhan bakteri dan uji biokimia untuk identifikas bakteri.

Hasl: Setdah dilakukan penelitian untuk susu kedelai bermerek dari 11 sampel tidak
didapatkan Escherichia coli dan untuk susu kedelai tidak bermerek dari 12 sampel tidak
didapatkan bakteri Escherichia coli tetapi dari 4 sampel tersebut didapatkan bakteri lain
yaitu dua sampel suspek bakteri Klebsiella sp. dan dua sampel lainnya suspek bakteri
Pseudomonas sp.

Simpulan: Tidak ditemukan kontaminas bakteri Escherichia coli pada minuman susu
kedelai bermerek maupun tidak bermerek, tetapi ditemukan bakteri Klebsiella sp. dan
Pseudomonas sp. pada susu kedelai tidak bermerek.

Kata kunci: Escherichia coli, Most Probable Number, susu kedelai.
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Susu merupakan bahan makanan yang bergizi tinggi karena mengandung zat-
zat makanan yang lengkap dan seimbang seperti protein, lemak, karbohidrat,
mineral dan vitamin yang sangat dibutuhkan oleh manusia. Kandungan nilai
gizi yang tinggi menyebabkan susu menjadi media yang sangat disuka oleh
mikroorganisme untuk tumbuh dan berkembang sehingga bila tidak ditangani
secara benar kualitas dari susu olahan menjadi rendah dan tidak layak untuk

dikonsumsi (Abduh et al., 2013).

Susu kedela adalah minuman tradisional yang semakin populer di Amerika
Serikat dan dunia (Jimoh & Kolapo, 2008). Susu kedelai yang merupakan
ekstrak cair dari seluruh kacang kedela kaya akan larut dalam air, protein,
karbohidrat dan minyak. Susu kedelai dibuat dengan merendam kedela
dalam air sebelum digiling dan disaring. Susu kedela merupakan emuls
putih atau krem yang menyerupai susu sapi (susu konvensional) di kedua
penampilan dan konsistensi. Susu kedelai mengalami peningkatan popularitas

sebagar minuman di selurun dunia direkomendasikan untuk manfaat



kesehatan misalnya rendah kolesterol dan laktosa, kemampuannya untuk
mengurangi kehilangan massa tulang dan gejala menopause, serta pencegahan
penyakit jantung dan kanker tertentu (Ilwe, 2003; Kolapo dan Oladimeii,

2008; Adebayo- Tayo et al, 2008).

Air merupakan salah satu bahan baku yang akan diolah dalam pembuatan
susu kedelai. Air minum yang sehat merupakan salah satu kebutuhan dasar
bagi kuadlitas dan kelangsungan hidup manusia. Oleh karenanya air minum
mutlak harus tersedia dalam kuantitas (jumlah) dan kualitas yang memadai.
Pada hakekatnya, alam telah menyediakan air minum yang dibutuhkan,
namun demikian desakan pertumbuhan penduduk yang tidak merata serta
aktivitas penduduk yang kian kompleks telah menimbulkan berbagai dampak
perubahan tatanan dan keseimbangan lingkungan. Ini menyebabkan air yang
ada terganggu jumlah dan kualitasnya, sehingga tidak lagi layak untuk
dikonsumsi secara langsung. Air yang tidak dimasak dengan benar akan
memungkinkan bakteri yang ada di dalam air tersebut untuk tetap hidup dan

dapat menjadi sumber penularan penyakit ke setiap individu (Putra, 2010).

Bakteri Escherichia coli merupakan mikroorganisme indikator yang dipakai
di dalam anadlisis air untuk menguji adanya pencemaran oleh tinja, tetapi
untuk media penyebarannya tidak selalu melalui air, melainkan melalui
kegiatan tangan ke mulut atau dengan pemindahan pasif melaui makanan
atau minuman (Melliawati, 2009). Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC)

dan Enterohemorrhagic E. coli (EHEC) dalam grup bakteri patogen yang



menyebabkan penyakit dengan berpegang pada permukaan lumena epitel
usus host. EPEC dan EHEC adalah penyebab utama diare infeks yang
mengakibatkan morbiditas dan mortalitas yang signifikan di seluruh dunia.
Selain itu ada jenis lain menurut sifat virulensinya, yaitu Enteropathogenic E.
coli (EPEC), Enterotoxigenic E. coli (ETEC), Enteroinvasive E. coli (EIEC)

dan Enteroaggregative E. coli (EAEC) (Law et al., 2013).

Pada penelitian sebelumnya mengena higinitas sanitasi pengolahan susu
kedelal yang berada di Kota Medan, didapatkan hasil bahwa pada usaha kecil
pengolahan susu kedelai belum memenuhi syarat kesehatan serta empat dari
sepuluh  sampel didapatkan susu kedelai yang mengandung bakteri
Escherichia coli (Sirait, 2009). Sedangkan, dari hasil pemeriksaan minuman
susu kedelai bermerek yang ada di Kota Surakarta, 100% sampel tidak
mengandung bakteri E. coli, begitu juga dengan minuman susu kedelai tanpa
merek yang 100% sampel tidak mengandung bakteri E. coli. Hal ini berarti
minuman susu kedelai bermerek dan tanpa merek yang diperiksa terhadap
keberadaan bakteri E. coli telah memenuhi syarat sesuai dengan Standar
Nasional Indonesia (SNI) Nomor 01-3839-1995, maupun Peraturan Kepaa
Badan Pengawas Obat dan Makanan Republik Indonesia Nomor
HK.00.06.1.52.4011. Namun, Namun, berdasarkan pemeriksaan total bakteri
coliform pada sepuluh sampel minuman susu kedelai tersebut, terdapat lima
sampel yang minuman susu kedelai yang melebihi ambang batas. Jika

merujuk pada standar yang telah ditetapkan, maka lima sampel minuman susu



kedelai yang mengandung bakteri coliform yang melebihi batas tersebut tidak

layak untuk dikonsumsi (Murtiningtyas, 2016).

Di Bandar Lampung kejadian diare pada balita tahun 2014 dari bulan Januari
hingga Juni mencapai 2810 kasus, sedangkan pada tahun 2015 dari bulan
Januari hingga Juni angka kegadian diare mencapa 2998. Ha ini
menunjukkan bahwa angka keadian diare mengalami peningkatan.
Puskesmas Kedaton merupakan Puskesmas yang memiliki angka kejadian
diare pada balita tertinggi di Bandar Lampung, dengan angka kejadian pada
balita tahun 2014 dari bulan Januari hingga bulan Juni adalah 242 kasus.
Sedangkan kasus diare untuk balita di Puskesmas Kedaton dari bulan Januari
hingga bulan Juni tahun 2015 sebanyak 399 kasus (Dinkes Kota Bandar
Lampung, 2015). Dari latar belakang masalah di atas, maka perlu dilakukan
penelitian bakteriologis mengena jumlah dan jenis koloni mikrobakteri
khususnya bakteri Escherichia coli yang ada pada minuman susu kedelal

bermerek dan tanpa merek di Kota Bandar Lampung.

1.2 Rumusan M asalah

Dari latar belakang masalah di atas, maka dapat dirumuskan masalah

penelitian sebagal berikut: Apakah terdapat bakteri Escherichia coli pada

susu kedelal bermerek dan tidak bermerek?



1.3 Tujuan Pendlitian

Mengidentifikasi ada atau tidak bakteri Escherichia coli pada susu kedelai

bermerek dan tidak bermerek

1.4 Manfaat Pendlitian

1.4.1 Bagi Pendliti
Memberikan pengalaman dalam melaksanakan penelitian dari sampel
susu kedelal dari berbagal jganan pasar dan menambah wawasan serta
pengetahuan mengenal higienitas dan sanitas yang terdapat di susu

kedelai di Kota Bandar Lampung.

1.4.2 Bagi Masyarakat
Memberikan informasi kepada masyarakat umum khususnya semua
produsen susu kedelai di Kota Bandar Lampung tentang pentingnya
sanitasi dari produk susu kedelai agar meningkatkan kualitas mutu susu

kedelai tersebut.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Susu Kedélai

2.1.1 Pengertian Susu Kedelai

Kedelai merupakan salah satu komoditas pertanian yang mempunyai nilai
ekonomis yang cukup tinggi, dikarenakan kedelai merupakan bahan pangan
yang mempunya kandungan protein lebih besar dibandingkan dengan
beras, jagung, tepung singkong dan yang lainnya serta mempunyai sifat
mudah rusak dan membusuk, sehingga mutu atau kualitasnya mudah
menurun. Kondisi ini yang mendorong produsen kedelai untuk
menciptakan produk yang menggunakan bahan baku kedelai, salah satunya

adalah susu kedelai (Nuning, 2011).

2.1.2 Pembuatan Susu Kedelai

Pada dasarnya semua biji-bijian dapat diproses menjadi susu. Dengan

diolah menjadi susu akan menaikkan nilai cerna dari biji-bijian tersebut.

Susu kedelai memiliki bentuk menyerupai susu sapi, cara menyiapkannya



mudah sehingga memungkinkan untuk menjadi minuman bergizi di negara-
negara berkembang. Pembuatan susu kedela pada dasarnya adalah
memproses biji kacang kedelai untuk diambil sarinya. Proses pembuatan
susu kedela meliputi tahap-tahap: penyortiran, pencucian, perendaman,
penghancuran hingga berbentuk bubur, kemudian penyaringan sehingga

diperoleh sari kacang kedelai, kemudian pemanasan.

Kedelai dibersihkan dan dicuci

va

Direndam dalam larutan baking soda 15 menit (Larutan perendam : kedelai = 3 : 1)

L

Didihkan rendaman kedelai, tiriskan

v

Kulit dibuang dan dibilas bersih

Penggilingan + air mendidih sedikit demi sedikit

|

Bubur kedelai + air mendidih (vol 10 bk termasuk air waktu penggilingan)

\

Ditambahkan gula, aduk sampai larut

\Z

Panaskan susu kedelai (85 derjat) 20 menit + bahan penstabil (agar)

Susu Kedelai

Gambar 1. Pengolahan susu kedelai berkualitas.



2.1.3 Komposisi dan Manfaat Susu Kedelai

Susu kedelai yang mengandung protein nabati tidak kalah gizinya dengan

susu yang berasal dari hewan (susu sapi). Perbandingan komposisi gizi di

dalam susu kedelai, susu sapi, dan AS| dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Komposisi Susu Kedelai, Susu Sapi dan ASI Per 100 Gram

Komposisi Susu kedelai Susu sapi AS|
Air (%) 88,60 88,60 88,60
Kaori (kkal) 52,99 58,00 62
Protein (%) 4,40 2,90 1,40
Karbohidrat (%) 3,80 4,50 7,20
Lemak (%) 2,50 0,30 3,10
Vit. B1 (%) 0,04 0,04 0,02
Vit. B2 (%) 0,02 0,15 0,03
Vit. A (%) 0,02 0,20 0,20
Kalsium (mg) 15 100 35
Fosfor (mg) 49 20 25
Natrium (mg) 2 16 15
Bes (mg) 1,20 0,10 0,20
Asam lemak jenuh (%) 40-48 60-70 55,30
Asam lemak tak jenuh (%) 52-60 30-40 44,70
Kolesteral (mg) 0 9,24-9,9 9,3-18,6
Abu (g) 0,5 0,7 0,2

Sumber: Koswara (2006)

Susu kedela mempunya gizi yang hampir setara dengan susu sapi,
umumnya digunakan sebagal pengganti susu sapi bagi penderita lactose
intolerance dan penderita alergi terhadap protein susu sapi (Koswara,
2006). Susu kedelai juga dikenal sebagai minuman kesehatan karena tidak
mengandung kolesterol tetapi mengandung fitokimia, yaitu suatu senyawa
dalam bahan pangan yang berkhasiat menyehatkan tubuh. Susu kedelai juga

mengandung lesitin yang sangat tinggi. Lesitin dari kacang kedelai



mempunyai sifat lebih unggul sebaga peremga sd tubuh dan
meningkatkan daya tahan tubuh, jika dibandingkan lesitin dari bahan-bahan

lain (Cahyadi, 2005).

Susu kedelai tidak mengandung vitamin B12 dan kandungan mineranya
terutama kalsium lebih sedikit daripada susu sapi. Oleh karena itu,
dianjurkan penambahan atau fortifikas mineral dan vitamin pada susu
kedelai yang diproduksi oleh industri besar. Secara umum, susu kedelai
mengandung vitamin B2, B3 niasin, piridoksin dan golongan vitamin B lain
yang tinggi (kecuali vitamin B12). Vitamin lain yang terkandung dalam

jumlah tinggi adalah vitamin E dan K (Koswara, 2005).

Karbohidrat dalam ekstrak susu kedela berasal dari golongan oligosakarida
dan polisakarida, merupakan prebiotik yang terdapat dalam kedelai dan
digunakan lebih lanjut oleh mikroorganisme probiotik yang hidup dalam
saluran cerna sebagal sumber energi. Ekstrak kedelar merupakan sumber
prebiotik alami mengandung karbohidrat jenis galactooligosaccharides
(GOS) yang tidak dapat dicerna oleh enzim dalam tubuh manusia tetapi
dapat dicerna oleh BAL dengan menggunakan enzim alpha-galaktosidase

(Harish and Varghese, 2006).
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Selain itu, susu dan susu kedelar mempunya komposiss dan mutu
proteinnya hampir sama. Susu kedela mampu menggantikan susu sapi
karena protein susu kedela mempunyai susunan asam amino hampir mirip
dengan susu sapi. Komposisi asam amino metionin dan sistein dalam
protein susu kedelai lebih sedikit daripada susu sapi. Akan tetapi, karena
kandungan asam amino lisin yang cukup tinggi, maka susu kedelai dapat
meningkatkan nilai gizi protein dari nas dan makanan serea lainnya

(Koswara, 2005).

Atas dasar ketersediaannya dikenal 2 kelompok asam amino, yaitu asam
amino esensial dan asam amino non esensial. Asam amino esensial adalah
asam amino yang sangat diperlukan oleh tubuh, tetapi tidak dapat disintesis
dari bahan makanan dengan kecepatan yang memadai (sesuai dengan
kebutuhan), oleh karena itu harus disediakan dalam bentuk jadi (sudah ada
dalam bahan makanan yang dikonsumsi). Termasuk dalam kelompok asam
amino esensial yaitu: lisin, triptopan, fenilalanin, leusin, isoleusin, treonin,
metionin, valin. Jika dilihat komposis asam amino yang terkandung dalam
susu kedela menunjukkan bahwa susu kedela mengandung kedelapan
asam amino esensial. Asam amino non esensial juga sangat diperlukan oleh
tubuh sama pentingnya seperti asam amino esensial. Akan tetapi asam
amino non esensia ini dapat disintesis oleh tubuh dalam jumlah yang

memadai dari bahan-bahan yang ada dalam makanan.
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Protein yang terkandung dalam produk fermentasi merupakan jumlah total
protein susu yang digunakan sebagal bahan baku dan protein bakteri-
bakteri yang terkandung dalam starter. Isoflavon merupakan senyawa
flavonoid dalam kedelai merupakan gabungan dari ikatan sgjumlah asam
amino dengan vitamin dan beberapa zat gizi lain, merupakan senyawa fenol
heterosiklik yang strukturnya mirip dengan steroid estrogen (Sofian, 2008).
Isoflavon merupakan kunci dalam kedelai sehingga kedelai dianggap dapat
memerangi berbagal penyakit antara lain penyakit jantung, mencegah
osteoporosis, menanggulangi menopause dan sebagal zat anti kanker

(Koswara, 2006)

2.2 Bakteri Escherichia coli

Taksonomi Escherichia coli

Kingdom : Prokaryota

Divisio - Gracilicutes

Class : Scotobacteria

Ordo : Eubacteriales
Family : Enterobacteriaceae
Genus : Escherichia

Spesies . E. coli
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Escherichia coli merupakan bakteri Gram negatif berbentuk batang pendek
yang memiliki panjang sekitar 2 ym, diameter 0,7 ym, lebar 0,4-0,7um dan
bersifat anaerob fakultatif. E. coli membentuk koloni yang bundar,
cembung, dan halus dengan tepi yang nyata (Jawetz et al., 2012).
Pertumbuhan E. coli optimum pada suhu 37°C. E. coli mempunyai
beberapa antigen, yaitu antigen O (polisakarida), antigen K (kapsular),
antigen H (flagella). Antigen O merupakan antigen somatik berada
dibagian terluar dinding sel lipopolisakarida dan terdiri dari unit berulang
polisakarida. Antibodi terhadap antigen O adalah IgM. Antigen K adalah

antigen polisakarida yang terletak di kapsul (Juliantina et al., 2008).

Escherichia coli adalah anggota flora normal usus E. coli berperan penting
dalam sintesis vitamin K, konversi pigmen-pigmen empedu, asam-asam
empedu dan penyerapan zat-zat makanan. E. coli termasuk ke dalam bakteri
heterotrof yang memperoleh makanan berupa zat oganik dari
lingkungannya karena tidak dapat menyusun sendiri zat organik yang
dibutuhkan oleh bakteri Escherichia coli (Norgjit et al., 2007). Escherichia
coli yang menyebabkan diare banyak ditemukan di seluruh dunia. E. coli
diklasifikasikan oleh ciri khas sifat-sifat virulensinya, dan setiap kelompok
menimbulkan penyakit melalui mekanisme yang berbeda Ada lima

kelompok galur E. coli yang patogen, yaitu :
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1. E. coli Enteropatogenik (EPEC)
EPEC penyebab penting diare pada bayi, khususnya di negara
berkembang. EPEC sebelumnya dikaitkan dengan wabah diare pada

anak-anak di negara maju. EPEC melekat pada sel mukosa usus kecil.

2. E. coli Enterotoksigenik (ETEC)
ETEC penyebab yang sering dari “ diare wisatawan ” dan penyebab
diare pada bayi di negara berkembang. Faktor kolonisasi ETEC yang
gpesifik untuk manusia menimbulkan pelekatan ETEC pada sel epitel

usus kecil.

3. E. coli Enteroinvasif (EIEC)
EIEC menimbulkan penyakit yang sangat mirip dengan shigelosis.
Penyakit yang paling sering pada anak-anak di negara berkembang dan
para wisatawan yang menuju negara tersebut. Galur EIEC bersifat non-
laktosa atau melakukan fermentasi laktosa dengan lambat serta bersifat
tidak dapat bergerak. EIEC menimbulkan penyakit melaui invasinya ke

sel epitel mukosa usus.

4. E. coli Enterohemoragik (EHEK)
EHEK menghasilkan verotoksin, dinamai sesuai efek sitotoksisnya pada

sel Vero, suatu ginjal dari monyet hijau Afrika
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5. E. coli Enteroagregatif (EAEC)
EAEC menyebabkan diare akut dan kronik pada masyarakat di negara

berkembang (Adilaet al., 2013).

2.3 Penularan Penyakit Oleh Mikroorganisme Dalam Susu

Makanan dan minuman merupakan salah satu bagian yang penting untuk
kesehatan manusia mengingat setiap saat dapat sgja terjadi penyakit-penyakit
yang diakibatkan oleh makanan (food borne diseases). Dengan demikian,
penanganan makanan dan minuman harus mendapat perhatian yang cukup
(Chandra dan Budiman, 2007). Susu merupakan media yang sangat baik bagi
pertumbuhan bakteri dan dapat menjadi sarana bagi penyebaran bakteri yang
membahayakan kesehatan manusia. Karena itu, susu akan mudah tercemar
mikroorganisme bila penanganannya tidak memperhatikan aspek kebersihan

(Baiaet al., 2008).

Makanan yang terkontaminasi selama pengolahan dapat menjadi media
penularan penyakit. Penularan penyakit ini bersifat infeksi, yaitu suatu penyakit
yang disebabkan oleh mikroba yang hidup dan berkembang biak pada tempat
terjadinya peradangan. Mikroba masuk ke dalam saluran pencernaan manusia

melalui makanan, yang kemudian dicerna dan diserap oleh tubuh. Dalam kondis
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yang sesual, mikroba patogen akan berkembang biak di dalam saluran
pencernaan sehingga menyebabkan gejala penyakit. Foodborne disease yang
disebabkan oleh Salmonella dapat menyebabkan kematian pada manusia, media
pencemarannya dapat berasal dari air pencuci yang telah terkontaminasi.
Mikroorganisme lainnya yang dapat menyebabkan foodborne disease antara lain
Compylobacter, E. coli, dan Listeria (Tabel 2). Gegjala umum foodborne disease
adalah perut mua diikuti muntah-muntah, diare, demam, kejang-kgang, dan
gegjaalainnya. Memperbaiki sanitasi terutama lingkungan, merupakan salah satu
solusi terbailk dalam mengantisipasi pencemaran mikroba. Sanitasi yang buruk
yang menyebabkan air tercemar tinja yang mengandung kuman penyakit,
menyebabkan terjadinya waterborne disease. Angka kejadian waterborne
disease dan food-borne disease di Indonesia tergolong tinggi, yaitu sekitar
300-1.000 penduduk menderita diare dan dua pertiga penduduk terinfeksi

cacingan (Andriani, 2008).

Tabel 2. Beberapa ggjala penyakit dan media pencemaran mikroba pada bahan

pangan asal ternak.
Agen Media/sumber pencemaran Gejda
Salmonella Air pencuci terkontaminasi Demam, diare, kram perut
Campylobacter Kontak dengan permukaan Diare, demam, kram perut

karkas unggas yang terinfeksi,
atau mengonsumsi daging ayam
yang masih mentah

M akanan/minuman yang

Escherichia coli tercemar Diare berdarah dan kesakitan oleh
feses karena kram perut tanpa
M akanan mentah, susu yang disertai demam
Listeria dipasteurisasi, keju lunak Infeksi di selaput otak, infeksi

meluas ke dalam saluran darah

Sumber: Andriani (2008).
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2.4 Syarat Kualitas Susu Kedelai

Susu yang baik harus memenuhi syarat:

a. Jumlah bakteri sedikit.

b. Mempunyai nilai gizi yang tinggi.

c. Tidak ada perubahan cita rasa khas susu.

d. Bebas dari bakteri patogen dan substansi-substansi yang bersifat racun.
e. Bebas dari spora-spora dan mikroorganisme penyebab penyakit.

f. Bersih, bebas dari debu atau kotoran-kotoran yang lain.

g. Tidak dikurangi atau ditambahkan bahan-bahan lainnya.

Pada Tabel 3. menjelaskan bahwa batas cemaran mikroba dalam pangan yaitu
terutama untuk susu segar dan susu pasteurisasi dan UHT. Pada tabel tersebut
dapat dilihat bahwa menurut SNI 7388 : 2009 untuk susu segar yang diproses
lebih lanjut dan untuk konsumsi baik dari susu sapi, kuda, kambing dan ternak
lainnya memiliki batas maksimum untuk Escherichia coli adalah <3/ml (Badan

Standardisasi Nasional, 2009).



Tabel 3. Batas Cemaran Mikroba dalam Pangan

17

No. Kat Kategori Pangan Jenis cemaran Mikroba Batas
pangan Maksimum
01.0 Produk-produk susu dan analognya, kecuali yang termasuk kategori 02.0
01.1 Susu dan minuman berbasis susu
Susu segar (susu yang ALT (30°C,72 jam) 1 x 10° koloni/ml
tidak dipasteurisasi) untuk Koliform APM 2 x 10" koloni/ml
diproses lebih lanjut (susu Escherichia coli <3/ml
sapi, kuda, kambing, dan  Salmonella sp. negatif / 25ml
ternak lain) Staphylococcus aureus 1 x 10? koloni/ml
Susu segar (susu yang ALT (30°C,72 jam) 5 x 10" koloni/ml
tidak dipasteurisasi) untuk Koliform APM 2 x 10" koloni/ml
konsumsi langsung (susu  Escherichia coli <3/ml
sapi, kuda, kambing, Salmonella sp. negatif / 25ml
kerbau) Saphylococcus aureus 1 x 107 koloni/ml
Listeria monocytogenes negatif / 25ml
Campylobacter sp. negatif / 25ml
Susu pasteurisasi (tawar ~ ALT (30°C,72 jam) 5 x 10* koloni/ml
atau berperisa) APM Koliform 10/ml
APM Escherichia coli <3/ml
Salmonella sp. negatif / 25ml
Staphylococcus aureus 1 x 10? koloni/ml
Listeria monocytogenes negatif / 25ml
Susu steril dan susu UHT  ALT (30°C,72 jam) setelah < 10 koloni/0,1 ml
(tawar atau berperisa) inkubasi selama 15 hari
06.8 Produk-produk kedelai
Susu Kedelai ALT (30°C, 72 jam) 5 x 10* koloni/ml
APM Koliform 20/m
APM Escherichia coli <3/ml
Salmonella sp negatif / 25ml
Saphylococcus aureus 1 x 107 koloni/ml
Bacillus cereus 1 x 10° koloni/ml
K apang 5 x 10" koloni/ml
Keterangan: ALT (Alanine Transaminase), APM (Angka Paling Mungkin), UHT (Ultra High
Temperature)

Sumber : Badan Standardisasi Nasional. Batas maksimum cemaran mikroba dalam pangan. SNI
7388 : 2009.

2.5 Pengawetan Susu

Beberapa cara dilakukan para penjua susu kedelai agar produksi susu kedelai
tersebut awet dan teknik terakhir yang dipakai adalah pemberian bahan kimia

pengawet makanan. Cara ini meskipun masih ditolerir sebatas bahan pengawet
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makanan tersebut direkomendasikan BPOM. Meskipun demikian, ha tersebut
menjadikan dilema bagi penikmat susu kedelal di satu sisi konsumen dan pihak
lain produsennya. Konsumen menginginkan produk susu kedelai yang
dikonsums segar dan terhindar dari tambahan bahan kimia apapun baik itu
pewarna ataupun pengawet bahan makanan, karena prinsip orang mengkonsumsi
susu kedelai adalah untuk menjaga kesehatan tubuh. Disisi lain, pihak produsen
susu kedelai tidak mau mengalami banyak kerugian apabila produk susu kedelai
cairnya yang telah dititipkan cepat rusak dalam beberapa jam sga (Buckle,

2009).

Meskipun banyak yang tidak merekomendasikan pemberian bahan pengawet
makanan atau minuman utamanya susu kedelai cair, ada baiknya juga dipelgari
apa dan bagaimana bahan kimia pengawet ini sebenarnya. Berikut akan diuraikan
hal-hal yang dapat dilakukan agar susu kedelai yang di produksi lebih tahan
lama.

1. Menghindari kerusakan bahan pangan dengan memperhatikan pemilihan
bahan baku dan proses produksinya, yaitu menggunakan bahan baku kedelai
yang baik, membersihkan semua aat sebelum digunakan, mencuci tangan
sebelum dan setelah bekerja, memasak susu dengan seksama dan sempurna
untuk membnuh mikroorganisme di dalamnya, mengemas susu setelah dingin
dan menyimpannya di tempat yang sesuai (tidak lembab, tidak terkena sinar

matahari langsung, lebih baik disimpan di lemari pendingin).
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2. Pasteurisasi, teknik ini pada umumnya digunakan untuk mengawetkan susu
dari hewani, seperti susu sapi. Teknologi pasteurisasi yang dapat diterapkan
dalam pengawetan susu kedelai adalah dengan proses Ultra High Temperature
(UHT). Susu dipanaskan sampai 125°C selama 15 detik atau 131°C selama
0,5 detik. Pemanasan dilakukan dibawah tekanan tinggi untuk menghasilkan
perputaran dan mencegah terjadinya pembakaran susu pada lempeng-lempeng

alat pemanas (Buckle et al., 2009).

3. Pemberian bahan kimia pengawet makanan, tujuan penambahan bahan
pengawet pada makanan adalah untuk menghambat pembusukan, menjamin
mutu awal pangan agar tetap terjaga selama mungkin serta untuk memelihara
kesegaran dan mencegah kerusakan makanan atau bahan makanan. Beberapa
jenis pengawet makanan yang dapat ditambahkan dalam produk yang
mengandung protein nabati tinggi seperti susu kedelai seperti asam benzoat,

asam propionat, kalium sorbat, dan natrium benzoat (Cahyadi, 2008).

2.6 Pengujian Mutu Susu Secar a Biologik

Pengujian mutu susu secara biologik terdiri atas beberapa bagian, yaitu pengujian

mikroskopik, pengujian biokimiawi, dan pengujian bakteriologik atau

mikrobiologik. Pengujian mutu susu secara biologik sebagai akibat dari kegiatan
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mikroba (bakteri, kapang dan yeast) dan enzim-enzim dalam susu, perubahan-
perubahan sifat susu dapat terjadi baik sifat fisika ataupun kimianya. Pengujian
biologik dikerjakan untuk mengetahui kemungkinan atau akibat terjadi
perubahan tersebut. Dalam hal ini pengujian biologik dapat berupa pengujian

mikroskopik dan pengujian bakteriologik (Hadiwiyoto, 1994).

2.6.1 Pengujian Secar a Biologik

Pengujian bakteriologik secara umum ditujukan untuk mengetahui jumlah
bakteri dalam susu segar. Untuk menentukan jumlah bakteri dapat
digunakan beberapa cara, yaitu:
1. Jumlah bakteri secara keseluruhan (Total Cell Count).
Pada caraini dihitung semua bakteri baik yang hidup maupun yang mati.
a. Menghitung langsung secara mikroskopik.
Pada cara ini dihitung jumlah bakteri dalam satuan isi yang sangat
kecil, untuk itu digunakan kaca objek khusus yang bergaris (Petroff-
Hauser) berbantuk bujur sangkar. Cara ini hanya dapat digunakan
untuk cairan yang mengandung bakteri dalam jumlah tinggi.
b. Menghitung berdasarkan kekeruhan.
Dasar teknik ini adalah banyaknya cahaya yang diabsorbsi sebanding
dengan banyaknya sel bakteri pada batas-batas tertentu. Umumnya

untuk menghitung dengan caraini digunakan turbidimetri.
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2. Perhitungan bakteri hidup

Ada 3 cara perhitungan bakteri hidup, yaitu:

a Standard Plate Count
Pada cara ini pengenceran dilakukan dengan menggunakan sgjumlah
botol pengencer yang diisi sampel dan agua destilata steril. Agar cair
didinginkan sampai suhu sekitar 44°C dan baru kemudian dituangkan
ke cawan petri setelah agak membeku cawan dieramkan selama 24-48
jam (37°C).

b. Plate Count
Sampel dipipet lau ditaruh dalam cawan petri kosong steril, lalu
dituang dalam media agar yang mencair, dengan suhu sekitar + 45°C
lalu digoyangkan dengan hati-hati sehingga sampel dan media
tercampur rata kemudian dibiarkan memadat.

c. Agar sebar
Sebanyak 0.1 ml sampel ditaruh pada permukaan agar yang sudah
memadat dalam cawan petri. Kemudian sampel ditaruh pada
permukaan agar yang sudah memadat dalam cawan petri, lalu sampel
diratakan di atas permukaan media tersebut dengan bantuan alat

perata (Lay, 1994).



22

2.6.2 Pengujian Secara Mikroskopik

Pengujian secara mikroskopik ditujukan untuk mengetahui struktur dan

bentuk-bentuk dari bakteri (Hadiwiyoto, 1994).

2.7 |dentifikasi Bakteri

Identifikas bakteri merupakan langkah untuk mencari dan menentukan nama
dari suatu isolat bakteri berdasarkan morfologi dan uji biokimia sehingga dapat
ditentukan spesies bakteri tersebut. Di dalam laboratorium dilakukan pengelolaan
spesimen yang dimulai dari penanaman spesimen, isolas dan identifikasi.
Macam — macam perbenihan yang digunakan untuk isolat Escherichia coli, yaitu:
1). Agar Eosin Biru Metilen (EMB)
Merupakan media padat yang mengandung eosin dan methylen blue yang
dapat dipergunakan untuk menentukan jenis bakteri coli dengan
menggunakan hasil tes positif di dalam cawan petri. Escherichia coli akan
tampak dengan warna hijau metalik dengan titik hitam. Media ini merupakan
media selektif untuk bakteri Gram negatif dan mempunya keistimewaan
mengandung laktosa dan berfungsi untuk memilah mikroba yang
memfermentasikan laktosa seperti  Escherichia coli. Mikroba yang

memfermentasikan laktosa menghasilkan koloni dengan inti berwarna gelap
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dengan titik hitam (metalik), adanya eosin dan methylene blue membantu
mempertajam perbedaan dengan koloni yang lain.

2). Agar Deoxsikholat Leifson (Mc. Conkey)
Media ini mengandung agar-agar nutrien yang ditambah dengan garam
empedu berwarna merah muda dan transparan. Media ini dipergunakan untuk
pertumbuhan mikroorganisme patogen usus. Pertumbuhan mikroorganisme
lainnya akan dihambat.

3). Agar Darah
Mediaini terdiri dari nutrien yang ditambahkan darah. Permukaannya tampak
bergranular dan digunakan untuk menentukan mikroorganisme yang mampu

merusak sel-sel darah merah yang disebut hemolitik (Suwandi, 1999).

2.8 Metode Perhitungan Jumlah Bakteri

Ada beberapa macam cara untuk menghitung jumlah sel bakteri, antara lain
dengan lempeng total cawan (plate count), hitungan mikroskopik langsung
(direct microscopic count) atau MPN (Most Probable Number) (Fardiaz, 1992).
Metode hitungan cawan menggunakan medium padat sedangkan pada metode
MPN menggunakan medium cair di dalam tabung reaksi. Perhitungan MPN
berdasarkan jumlah tabung reaks yang positif yakni ditumbuhi oleh mikroba
setelah inkubasi pada suhu dan waktu tertentu. Pengamatan tabung yang positif

dapat dilihat dengan mengamati timbulnya kekeruhan atau terbentuknya gas di
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dalam tabung kecil (tabung durham) yang diletakkan pada posisi terbalik yaitu
untuk jasad renik yang membentuk gas. Untuk setiap pengenceran pada
umumnya dengan menggunakan 3 atau 5 seri tabung. Lebih banyak tabung yang
digunakan menunjukkan ketelitian yang lebih tinggi tetapi alat gelas (tabung

reaksi) yang digunakan juga lebih banyak.

Dadam metode MPN, pengenceran sampel harus lebih tinggi daripada
pengenceran pada hitungan cawan, sehingga beberapa tabung yang beris
medium cair yang diinokulasikan dengan larutan hasil pengenceran tersebut
mengandung 1 jasad renik. Beberapa tabung mungkin mengandung lebih dari
satu sel sedangkan tabung yang lain tidak mengandung sel sama sekali. Dengan
demikian, setelah inkubasi diharapkan terjadi pertumbuhan pada beberapa tabung
yang dinyatakan sebagai tabung positif sedangakan tabung lainnya negatif.
Metode MPN biasanya digunakan untuk menghitung jumlah mikroba di dalam
sampel yang berbentuk cair, meskipun dapat juga digunakan untuk sampel yang
berbentuk padat dengan terlebih dahulu membuat suspense 1:10 dari sampel
tersebut. Kelompok jasad renik yang dapat dihitung dengan metode MPN juga
bervariasi tergantung dari medium yang digunakan untuk pertumbuhan

(Halubangga, 2013).
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29Kerangka Teori

Produk susu kedelai

Pemanasan yang kurang lama
Pencemaran air

Sanitas buruk (pejamu, alat,
tempat, dan bahan)

Lama penyimpanan

Kontaminas Escherichia coli

Gambar 2. Kerangka Teori Penelitian
Sumber: (Tri Agung Sanjaya, 2013)

2.10 Kerangka Konsep

Variabel Bebas - -
Variabel Terikat

Susu kedelai bermerek dan Escherichia coli
susu kedelai tidak bermerek chia coll

Gambar 3. Kerangka Konsep Penelitian

2.11Hipotesis

HO: Tidak terdapat bakteri Escherichia coli pada susu bermerek dan tidak

bermerek.

H1: Terdapat bakteri Escherichia coli pada susu kedela bermerek dan tidak

bermerek.
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METODE PENELITIAN

3.1 Desain Pendlitian

Jenis penelitian ini merupakan deskriptif observasional dengan pendekatan cross
sectional dan rancangan penelitian ini bertujuan untuk menghitung jumlah koloni
bakteri Escherichia coli yang terdapat pada minuman susu kedelai bermerek dan
tidak bermerek di Bandar Lampung. Untuk menentukan adanya bakteri coliform
dan jumlah bakteri coliform di dalam susu kedelai dipakai sistem Multiple Tubes
dengan menggunakan metode MPN (Most Probable Number), selain itu
melakukan uji IMVIC (Indole, Methyl-Red, Voger Proskauer, Citrate) dan uji

fermentasi karbohidrat atau uji gula-gula.

3.2 Tempat dan Waktu Pendlitian

3.2.1 Tempat Penelitian

Penelitian akan dilakukan di Laboratorium Kesehatan Daerah Bandar

Lampung.



27

3.2.2 Waktu Penditian

Penelitian ini dilaksanakan mulai bulan September — Oktober 2016.

3.3 Subyek Pendlitian

Adapun subjek yang digunakan pada penelitian ini adalah:

1. Populasi
Populas target dalam penelitian ini adalah warung, minimarket ataupun
supermarket yang menjual berbagai merek susu kedelai, sedangkan untuk susu
kedela tanpa merek didapatkan dari beberapa warung atau jgjanan kantin
sekolah, pinggir jalan maupun produksi rumah tangga.

2. Sampel
Pemilihan dilakukan secara acak yaitu menggunakan teknik Probability
Sampling dengan metode Smple Random Sampling hingga kuota sampel
terpenuhi, dengan memperhitungkan penyebaran sampel, waktu dan biaya.
Penelitian ini merupakan penelitian. Rumus besar sampel yang digunakan
adalah (Lemeshow, 1997) :

_Zzapqzzzapu—p)
B dz

n
Keterangan: n = jumlah sampel minimal yang diperlukan
Z?0 = dergjat kepercayaan (95%=1,96)

p =propors susu kedelai yang memenuhi syarat (60%)
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g =propors susu kedela yang tidak memenuhi syarat (40%)
d =Ilimit dari error atau presisi absolut (20 %)
sehingga diperoleh jJumlah sampel sebagal berikut:

_1,962x0,6x0,4
- 0,22

_ 3,8416 x 0,6 x 0,4
- 0,22

09219
0,04

n = 23,0475, dibulatkan menjadi 23 sampel
Keterangan: nilai p dan g berdasarkan hasil pendlitian (Sirait, 2010)
3. Aspek Pengukuran

Aspek pengukuran penelitian ini adalah kuantitas bekteri (bakteri E. coli) pada
minuman susu kedelai yang dipasarkan di berbaga tempat di Kota Bandar
Lampung. Pengukuran dilakukan dengan pemeriksaan laboratorium,
kemudian dicocokkan dengan tabel SNI 2897-2008, memenuhi persyaratan
jikatotal bakteri E. coli <3 MPN/ml, dan tidak memenuhi persyaratan jika> 3
MPN/ml. Perhitungan tabel MPN seri tiga tabung dengan selang kepercayaan
95% untuk kombinasi hasil positif dan tabung pengenceran yang digunakan

(0,1 ml, 0,01 ml dan 0,001 ml) (BSN, 2009) sesuai tabel 4.



Tabel 4. MPN seri tiga tabung
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Jumlah tabung positif (3 tabung) MPN/g Batas kepercayaan 95%

01g 0,01g 0,001g Bawah Atas
0 0 0 <30 - 9,5
0 0 1 3 0,15 9,6
0 1 0 3 0,15 11
0 1 1 6,1 1,2 18
0 2 0 6,2 1,2 18
0 3 0 94 3,6 38
1 0 0 3.6 0,17 18
1 0 1 7,2 1,3 18
1 0 2 11 3,6 38
1 1 0 7,4 1,3 20
1 1 1 11 3,6 38
1 2 0 11 3,6 42
1 2 1 15 4,5 42
1 3 0 16 4,5 42
2 0 0 9,2 1,4 38
2 0 1 14 3,6 42
2 0 2 20 45 42
2 1 0 15 3,7 42
2 1 1 20 45 42
2 1 2 27 8,7 94
2 2 0 21 4,5 42
2 2 1 28 8,7 94
2 2 2 35 8,7 94
2 3 0 29 8,7 94
2 3 1 36 8,7 94
3 0 0 23 4,6 94
3 0 1 38 8,7 110
3 0 2 64 17 180
3 1 0 43 9 180
3 1 1 75 17 200
3 1 2 120 37 420
3 1 3 160 40 420
3 2 0 93 18 420
3 2 1 150 37 420
3 2 2 210 40 430
3 2 3 290 20 1.000
3 3 0 240 42 1.000
3 3 1 460 90 2.000
3 3 2 1.100 180 4.100
3 3 3 >1.100 420 -

(Badan Standarisasi Nasional, 2009)
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3.4 Objek Penelitian
Penelitian ini menggunakan susu kedelai yang bermerek dan tidak bermerek di
Kota Bandar Lampung. Susu kedelai bermerek yang dijadikan objek penelitian
adalah susu kedela yang sudah memiliki izin P-IRT (Pangan Industri Rumah
Tangga) dari pihak terkait (Dinkes). Nomor izin tersebut dapat terlihat pada
kemasan luar susu kedelai, sedangkan susu kedelai tanpa merek yang diteliti
adalah produk minuman susu kedela yang dipasarkan tanpa mencantumkan

nomor izin (No. P-IRT) dari Dinkes.

3.5 Definisi Operasional
Definisi operasional penelitian merupakan penjelasan dari masing-masing
variabel yang digunakan dalam penelitian terhadap indikator-indikator yang
membentuknya. Definisi operasiona penelitian ini dapat dilihat pada Tabel 5.

berikut ini :



Tabel 5. Definisi Operasiona Penelitian
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Jenis
Variabel

Definis Alat Ukur

Cara Ukur Hasil

Skala

1. Bakteri
Escherich
ia coli

2. Susu
Kedelai

1. Tabel MPN
2. Pewarnaan
Gram

Escherichia coli
merupakan
bakteri Gram
negatif
berbentuk
batang pendek
yang, memiliki
panjang sekitar 2
pm, diameter 0,7
um, lebar 0,4-
0,7um dan
bersifat anaerob
fakultatif. E. coli
membentuk
koloni yang
bundar,
cembung, dan
halus dengan
tepi yang nyata
(Jawetz et al.,
2012).

Susu kedelai
bermerek yang
dijadikan objek
penelitian adalah
susu kedelai
yang sudah
memiliki izin P-
IRT (Pangan
Industri Rumah
Tangga) dari
pihak terkait
(Dinkes). Susu
kedelai yang
dalam bentuk
kemasan dijual
di supermarket,
minimarket atau
warung.

Produk
minuman susu
kedelai yang
dipasarkan tanpa
mencantumkan
nomor izin (No.
P-IRT) dari
Dinkes. Susu
kedelai yang
didapat di
jajanan pasar

Gelas ukur
100ml, 10ml,
Beaker glass

Gelas ukur
100ml, 10ml,
Beaker glass

1.Jumlah
koliform
dengan koloni
hijau kilap
logam
2.Bakteri
Gram Negatif
dengan
bentuk
kokobasil

3. (+) jika
terdapat
koloni bakteri
E. coli

(-) jikatidak
terdapat
koloni bakteri
E. coli

1. Uji MPN

Diukur
dengan
Beaker glass
hingga 25ml

Bermerek

Diukur
dengan
Beaker glass
hingga 25ml

Tidak
bermerek

Nomina

Nomina

Nominal
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atau warung
pinggir jalan
dalam bentuk
kemasan plastik
non-steril

3.6 Identifikasi Variabe
Dalam penelitian ini digunakan beberapa variabel yang nantinya akan digunakan
dalam penelitian. Variabel dalam penelitian ini dibagi ke dalam beberapa bagian,

yaitu variabel independen dan dependen.

3.6.1 Variabe Independen
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah susu kedelai bermerek dan susu

kedelai tidak bermerek di Kota Bandar Lampung.

3.6.2 Variabel Dependen

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah keberadaan bakteri Escherichia

coli pada minuman susu kedelai.

3.7 Metode Pengumpulan Data
Data yang digunakan dalam penelitian ini adalah data primer diperoleh dari hasil
pemeriksaan laboratorium sampel susu kedelai bermerek dan tidak bermerek,
meliputi jumlah bakteri Escherichia coli pada susu kedela di Kota Bandar

Lampung.
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3.8 Bahan Pendlitian

3.8.1 Mikroba Uji Penedlitian
Daam penedlitian ini digunakan beberapa mikroba uji, diantaranya adalah

bakteri bakteri gram negatif (-) yaitu Escherichia coli.

3.8.2 Bahan Uji Pendlitian
Daam pendlitian ini digunakan beberapa bahan uji yaitu susu kedela

bermerek dan susu kedelai tidak bermerek

3.8.3 Media Kultur
Pembuatan media dilaksanakan di Laboratorium Kesehatan Daerah
menggunakan media Eosin Methylene Blue Agar (EMBA) untuk

memastikan adanya bakteri Escherichia coli.

3.9 Pengolahan Data dan Analisis Data

3.9.1 Pengolahan Data

Data hasil pemeriksaan kualitas susu kedelai di laboratorium kemudian

hasilnya dibandingkan dengan SNI 2897-2008 tentang susu kedelai.
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3.9.2 Analisa Data
Data yang sudah diolah kemudian dinilai kuantitas bakteriologis E. coli

disgjikan dalam bentuk tabel dan dideskripsikan dalam bentuk narasi.

3.9 CaraKerjaPenditian

3.9.1 Tahap Persiapan
3.9.1.1 Persiapan Alat Dan Bahan

Adapun aat yang digunakan dalam penelitian adalah:
1) Autoclave
2) Incubator
3) Labu Erlenmeyer
4) Rak tabung reaksi
5) Tabung reaksi
6) Kawat ose
7) Tabung durham
8) Pipet ukuran 1ml, 2ml, 5ml, 10ml
9) Bunsen
10) Termos es
11) Beaker glass
12) Gelas ukur
13) Cawan petri

14) Laminar air flow
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15) Termos es

16) Pengocok tabung (vortex)

Adapun bahan yang digunakan adalah:

1) BPW (Buffer Peptone Water) 0,1%

2) Lactosa Broth

3) BGLBB (Brilliant Green Lactose Bile Broth)

4) MediaL-EMBA (Levine Eosin Methylene Blue Agar)
5) LSTB (Lauryl Sulfate Tryptose Broth)

6) ECB (Escherichia coli Broth)

7) PCA (Plate Count Agar)

8) MR-V P (Methyl Red-Voger Proskauer)

9) KCB (Koser Citrate Broth)

10) Reagen Kovas

Sterilisas Alat dan Bahan

Alat dan bahan penelitian disterilisasi, kecuali susu kedelal,
agar terhindar dari senyawa atau mikroorganisme lain yang
mungkin dapat mempengaruhi hasil penelitian, dengan
menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15-20 menit.
Alat-alat yang digunakan ditunggu sehingga mencapai suhu

kamar dan kering.
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3.10.1.3 Pengambilan Sampel
Masing-masing diambil sampel dari susu kedela berbagai
merek yang dibeli di pasar swalayan dan susu kedelai tidak
bermerek yang dibungkus oleh plastik non-steril dimasukkan
ke dalam termos es dan dibawa ke Laboratorium Kesehatan

Daerah Bandar Lampung pada hari yang sama.

3.9.2 Tahap Pengujian
3.10.2.1 Menghitung Most Probable Number (M PN)

Hal ini meliputi beberapa tahapan yaitu :

a. Uji Perkiraan (Presumtive test)
Memindahkan 1ml larutan pengenceran 10™ tersebut dengan
pipet steril ke dalam larutan 9 ml BPW 0,1% untuk
mendapatkan pengenceran 102 Dengan cara yang sama
seperti di atas dibuat pengenceran 10°3. Pipet masing-masing
1 ml dari setiagp pengenceran ke dalam 3 seri tabung LSTB
yang berisi tabung Durham. Inkubasi pada temperatur 35°C
selama 24 jam sampai dengan 48 jam. Perhatikan adanya gas
yang terbentuk di dalam tabung Durham. Hasil uji

dinyatakan positif apabila terbentuk gas.
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b. Uji Penegasan (Confirmation test)
Pengujian harus selalu disertai dengan menggunakan kontrol
positif. Pindahkan biakan positif dari uji perkiraan dengan
menggunakan jarum inokulasi dari setiap tabung LSTB ke
dalam tabung ECB yang berisi tabung Durham. Inkubasikan
ECB pada temperature 45,5°C selama 24 jam * 2 jam, jika
hasilnya negative inkubasikan kembali selama 48 jam *
2jam. Perhatikan adanya gas yang terbentuk di dalam tabung
Durham. Hasil uji dinyatakan positif apabila terbentuk gas.
Selanjutnya gunakan tabel Most Probable Number (MPN)
untuk menentukan nilai MPN berdasarkan jumlah tabung
ECB yang positif mengandung gas di dalam tabung Durham
sebagai jumlah E. coli per milliliter atau per gram.
c. Uji Lengkap (Complete test)

Membuat goresan pada media L-EMBA dari tabung ECB
yang positif, inkubasi pada temperatur 35°C selama 18 jam
sampa dengan 24 jam. Koloni yang diduga E. coli
berdiameter 2 mm sampai dengan 3 mm, warna hitam atau
gelap pada bagian pusat koloni, dengan atau tanpa metalik
kehijauan yang mengkilat pada media L-EMBA. Ambil
koloni yang diduga dari masing-masing media L-EMBA

dengan menggunakan ose, dan pindahkan ke PCA miring.
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Inkubasikan PCA miring pada temperatur 35°C selama 18
jam sampal dengan 24 jam untuk uji biokimia.
d. Interpretas hasil

Banyaknya koliform yang terdapat dalam contoh uji
diinterpretasikan dengan mencocokkan kombinasi jumlah
tabung yang memperlihatkan hasil positif, berdasarkan tabel
MPN (Tabel 4.). Kombinas yang diambil, dimula dari
pengenceran tertinggi yang masih menghasilkan semua
tabung positif, sedangkan pada pengenceran berikutnya
terdapat tabung yang negatif. Kombinasi yang diambil
terdiri dari tiga pengenceran. Nilat MPN dihitung dengan

cara sebagal berikut:

MPN contoh (MPN/ml ataul MPN/g) = ®-28 =2 x faktor

pengencer yang di tengah

3.10.2.2 Uji Biokimia Bakteri
1. Uji Triple Sugar Iron Agar (TSIA)
Agar TSIA untuk menilaa kemampuan bakteri
memfermentasi glukosa, laktosa, dan sukrosa. Hal ini
ditandai dengan perubahan warna akibat timbulnya suasana
asam, serta terbentuknya H,S yang ditandai dengan

perubahan warna media dari orange menjadi hitam, karena
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bakteri mampu mendesulfuras asam amino dan metion
yang akan menghasilkan H,S, dan H,S akan bereaksi
dengan Fe™? yang terdapat pada media yang menghasilkan
endapan hitam. Hasll fermentasi diamati pada 2 tempat,
yaitu bagian miring dan bagian dasar.

Uji Sulfur Indole Moatility (SIM)

Agar SIM adalah agar semisolid yang digunakan untuk
menilai adanyahidrogen sulfida, timbulnya indol akibat
enzim tryptophanase yang ditandai dengan berubahnya
larutan kovac menjadi merah, serta pergerakan bakteri.

. Uji Sitrat

Uji ini digunakan untuk melihat kemampuan suatu bakteri
menggunakan natrium Sitrat  sebagai  sumber utama
metabolisme dan pertumbuhan. Hasil positif apabila agar
sitrat yang semula berwarna hijau berubah menjadi biru
yang ditimbul akibat suasana asam.

. Uji Urea

Uji hidrolisis urea dilakukan untuk melihat bakteri mampu
menghasilkan enzim urease. Timbulnya warna merah muda

berarti reaks positif dan negatif warnatidak berubah.



40

5. Uji gula-gula
Larutan gula yang dipakai adalah glukosa, laktosa, maltosa,
manitol, dan sukrosa. Uji ini didasarkan atas kemampuan
bakteri untuk memfermentas gula-gula tersebut yang
ditandai dengan perubahan warna dari biru menjadi kuning.
6. Interpretasi Hasil Uji Biokimia
Dinyatakan positif Escherichia coli bila hasil uji TSIA SIM
adalah lereng kuning dasar kuning, gas positif, sulfur
negatif, indol positif, motiliti positif/negatif, sitrat negatif,
dan urea negatif. Sedangkan pada uji fermentas
karbohidrat adalah glukosa positif, laktosa positif, manitol
negatif, dan sukrosa positif (semua uji fermentasi positif

kecuali uji manitol) (Soemarno, 2003).

3.10.2.3 Pewarnaan Gram
Pengambilan koloni pada EMBA yang berwarna hitam atau
gelap pada bagian pusat koloni, dengan atau tanpa metalik
kehijauan yang mengkilap dengan ose. Kemudian letakkan
diatas kaca preparat, fiksasi di atas api dengan cara
melewatkan kaca preparat di atas api sebanyak dua kali.
Teteskan gentian violet sampai sampai seluruh lingkaran

tertutupi, tunggu sampai 5 menit. Bersihkan di atas air
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mengalir. Lalu teteskan lugol dan tunggu hingga 1 menit.
Bersihkan kembali di atas air mengalir. Teteskan alkohol pada
seluruh permukaan sampa tidak ada warna yang luntur
kembali. Bershkan kembali di atas air mengalir. Teteskan
safranin dan tunggu hingga 2 menit. Bersihkan kembali di atas

air mengalir. Keringkan preparat di atas tisu.

3.10.2.4 Pemeriksaan Mikroskop
Meneteskan minyak imersi terlebih dahulu sebanyak satu tetes.
Kemudian periksa preparat di bawah mikroskop dari
perbesaran paling kecil terlebih dahulu. Setelah menemukan
letakkan koloni, ganti perbesaran hingga 100 kali. Bentuk
Escherichia coli yang sesuai adalah berwarna merah, bentuk

batang pendek, dan koloni tunggal.

3.10 Etika Pendlitian

Pada penelitian ini, peneliti mempersiapkan formulir persetujuan objek serta
menjaga kerahasiaan objek penelitian dengan cara pendliti tidak menampilkan
informasi mengenai identitas kepada orang lain. Selanjutnya peneliti telah
meminta keterangan kelayakan etik dari Komisi Etik Fakultas Kedokteran

Universitas Lampung dengan nomor



3.12 Alur Kerja

Pembuatan proposal penelitian dan
disetujui oleh pembimbing

Persigpan alat dan bahan

Sterilisasi alat dan bahan

\
Pengambilan susu kedelai Pengambilan susu kedelai
bermerek tidak bermerek

—> Melakukan uji Most <——

Probable Number
Uji Penduga Uii Penegasan Uji Pelengkap
y
\l/ Koloni hijau
A metalik/kilap logam
- + - + |
|
Dicocokkan dengan Pewarnaan Uji
\ tabel MPN Gram Biokimia
Koliform <3
MPN/ml \
: TSIA
Koliform >3 SIM
MPN/ml Uji
Fermentas
Karbohidrat

Data disgjikan dalam 4 Hasi| bositif
bentuk tabel, narasi Mangemendata [ positit
- Escherichia coli

serta deskriptif
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KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Dari penelitian ini didapatkan kesimpulan sebagai berikut:

1. Hasil penelitian pada sebelas sampel susu kedelai kedelai bermerek tidak
ditemukan coliform maupun bakteri Esherichia coli.

2. Hasil penelitian diperoleh empat dari dua belas sampel susu kedelai tidak
bermerek terdapat koliform yang melebihi batas ambang maksimum sesuai
dengan SNI 2897-2009. Tetapi tidak ada bakteri Escherichia coli dari empat
sampel hasil uji penegasan melainkan bakteri patogen lain yaitu dua sampel
bakteri Klebsiella pneumonia dan dua sampel lainnya bakteri Pseudomonas

aerogenosa.

5.2 Saran
Adapun saran yang dapat disimpulkan dari penelitian ini yaitu sebagai berikut:
1. Peneliti lain perlu melakukan penelitian lagi tentang parameter lain yaitu jenis
cemaran mikroba seperti ALT, Salmonella sp, Saphylococcus aureus,

Bacillus cereus, dan Kapang. Sesuai dengan batas maksimum SNI 7388-2009.



59

2. Pendliti lain juga perlu memeriksa kemasan plastik yang biasa digunakan
untuk membungkus minuman susu kedelai untuk memeriksa kemungkinan
kemasan plastik terkontaminasi bakteri coliform

3. Pendliti selanjutnya diharapkan melakukan penelitian lebih dalam mengenai
proses pembuatan minuman susu kedelai, dimulai dari proses pemilihan bahan
baku, penyimpanan bahan baku, pengolahan, penyimpanan bahan jadi,
distribusi, hingga penyajian dan pemasaran minuman.

4. Kepada produsen minuman susu kedelai diharapkan kesadaran serta tanggung
jawabnya mengenai keamanan produknya dengan memperhatikan cara
pengolahan yang baik dan benar sesuai standar.

5. Sebagai konsumen, masyarakat hendaknya teliti dalam memilih produk susu
kedelal, baik yang sudah bermerek maupun yang belum memiliki merek.

6. Masyarakat perlu diberikan pelatihan-pelatihnan mengenai  bagaimana
pengolahan susu kedelai yang tepat, sehingga setiap produsen susu kedelai

mengerti cara pembuatan susu kedelai yang baik.
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