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Abstrak

Susu sapi segar rentan mengalami cemaran mikroorganisme, termasuk E. coli
Penelitian ini bertujuan mengidentifikasi cemaran E. coli pada susu sapi segar di
lingkungan Kampus Universitas Muhammadiyah Surakarta menggunakan metode
Most Probable Number (MPN), uji IMViC, dan evaluasi fisika kimia. Hasil menunjukkan
tiga dari lima sampel mengandung Coliform dengan nilai MPN 3-460 MPN/mL, namun
seluruh sampel negatif E. coli dan diduga mengandung Citrobacter. Seluruh sampel
tidak memenuhi syarat uji alkohol, empat sampel tidak memenuhi syarat uji didih,
sedangkan pH masih normal (6,3-6,8). Hasil penelitian menunjukkan susu sapi segar
belum memenuhi persyaratan SNI 3141.1:2011 sehingga diperlukan peningkatan
higiene dan sanitasi untuk menjaga kualitas dan keamanan susu.

Kata Kunci: Susu sapi segar, Coliform, E. coli, MPN, IMVIC
Abstract

Fresh cow's milk is highly susceptible to microbial contamination, including E. coli. This
study aimed to identify E. col contamination in fresh cow's milk sold around Universitas
Muhammadiyah Surakarta using the Most Probable Number (MPN) method, IMViC
biochemical tests, and physicochemical evaluations. The results showed that three out
of five samples contained Coliform bacteria with MPN values ranging from 3-460
MPN/mL, while all samples tested negative for E. coli and were suspected to contain
Citrobacter. All samples failed the alcohol test, four samples failed the boiling test, while
the pH values remained within the normal range (6.3-6.8).These findings indicate that
the fresh cow's milk samples did not meet the requirements of SNI 3141.1:2011,
highlighting the need for improved hygiene and sanitation to ensure milk quality and
safety.

Keywords: Fresh cow milk, Coliform, E. coli, MPN, IMViC.

PENDAHULUAN

Susu merupakan minuman bergizi yang mengandung air, protein, lemak, karbohidrat,
mineral, vitamin, enzim, dan antibodi (Susilawati et al., 2021). Namun, susu juga mudah rusak
karena menjadi media pertumbuhan bakteri sehingga dapat cepat tidak layak konsumsi jika
tidak dikelola dengan baik (Hasna & Ardiansah, 2023). Kontaminasi mikroorganisme pada susu
dapat menyebabkan gangguan kesehatan, terutama diare. Data Riskesdas 2018 menunjukkan
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terdapat 3.176.079 kasus diare di fasilitas kesehatan, dengan Jawa Tengah termasuk provinsi
dengan prevalensi tinggi sebesar 7,2% (Kementerian Kesehatan RI, 2019).

Mikroorganisme penyebab diare antara lain bakteri golongan Coliform seperti
Citrobacter, Enterobacter, E. coli, dan Klebsiella (Rifai, 2021). Coliform dibedakan menjadi
fecal dan nonfecal. Coliform fecal berasal dari kotoran manusia, sedangkan nonfecal berasal
dari feses hewan dan sisa tanaman (Putri, 2016). E. coli termasuk famili Enterobacteriaceae
yang berbentuk batang, gram negatif, fakultatif anaerob, oksidase negatif, dan katalase positif,
serta dapat ditemukan pada susu (Pradika et al., 2019).

Menurut SNI 7388-2009, batas maksimum cemaran Coliform pada susu segar
pasteurisasi adalah 2x10" koloni/mL dan E. coli <3 MPN/mL. Namun, penelitian Putri (2016)
menemukan cemaran Coliform >1100 MPN/mL dan dua sampel positif E. coli. Tingginya
cemaran ini menunjukkan penurunan mutu susu yang juga berkaitan dengan kualitas fisik dan
kimia. Berdasarkan SNI 3141.1:2011, kualitas susu segar dinilai dari sifat fisik, kimia, dan
mikrobiologi. Kualitas fisik dapat diuji melalui kadar alkohol dan titik didih, sedangkan kualitas
kimia melalui pH.

Penelitian terkait cemaran Coliform dan E. coli pada susu telah banyak dilakukan, tetapi
data mengenai Coliform non-E. coli serta kualitas fisika-kimia susu segar di lingkungan kampus
masih terbatas. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan menganalisis kontaminasi bakteri
Coliform dan E. coli serta mengevaluasi kualitas fisika-kimia susu segar yang dijual di sekitar
Universitas Muhammadiyah Surakarta berdasarkan SNI 7388-2009, sehingga dapat
memberikan informasi mengenai keamanan pangan susu bagi masyarakat.

METODE PENELITIAN
Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan diantaranya adalah, pH meter (Hanna), mikropipet 100 uL-1000
UL (Socorex), autoklaf (Hirayama), oven (Memmert), inkubator bakteri (Memmert), Laminar Air
Flow (CV. Srikandi Laboratory), dan mikroskop (Olympus). Bahan-bahan yang digunakan
antara lain susu sapi segar yang diambil dari lingkungan kampus Universitas Muhammadiyah
Surakarta, susu sapi kemasan pasteurisasi (Indomaret), Lactose Broth (LB) (Himedia), Buffere
Pepton Water (BPW) (Merck), Brilliant Green Lactose Broth (BGLB) (Oxoid), E. coli Broth
(Merck), Eosyn Methylen Blue Agar (EMBA) (Himedia), akuades, Kristal Violet, Lugol, alkohol
96% (CV. Mitra Medika), alkohol 70% (CV. Mitra Medika), Safranin, Tryptone Broth (Himedia),
MR-VP Broth (Merck), Simmons Citrate (Merck), Reagen Kovac (Merck), a-Naphthol (Merck)
dan KOH (Merck).
Sterilisasi Alat Bahan

Alat gelas disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121 °C dengan tekanan 1,5 atm
selama 15 menit, sedangkan alat gelas tertentu disterilkan menggunakan oven pada suhu 180
°C selama 1-2 jam (Zuhairiah et al., 2021).
Teknik Pengambilan Sampel
Kriteria Sampel - Kriteria Inklusi
Sapi Segar
1. Berasal dari sapi perah dan dijual untuk konsumsi langsung
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2. Telah melalui proses pemanasan secara tradisional oleh pedagang

3. Diperoleh dari pedagang sekitar kampus Universitas Muhammadiyah Surakarta

4. Sampel susu diambil malam hari dengan waktu pengambilan yang disesuaikan pada jam
operasional pedagang serta merupakan susu sapi murni tanpa penambahan perisa

Susu Sapi Segar Pasteurisasi Kemasan

1. Susu sapi pasteurisasi kemasan komersial

2. Memiliki izin edar dan masih dalam masa kedaluwarsa

3. Kemasan dalam konsisi utuh dan tidak rusak

Kriteria Sampel - Kriteria Eksklusi

1. Mengalami perubahan fisik yang tidak normal seperti bau, penggumpalan atau perubahan
warna

2. Kemasan rusak, bocor atau tidak higienis

3. Telah melewati masa kedaluarsa untuk susu pasteurisasi kemasan

4. Tidak disimpan pada suhu dingin sebelum dilakukan pengujian laboratorium

Penyiapan Sampel

Sampel terdiri susu sapi segar dan susu sapi pasteurisasi sebagai kontrol perbandingan.
Susu sapi segar diperoleh dari lima pedagang susu sapi segar di lingkungan kampus
Universitas Muhammadiyah Surakarta dan dipindahkan pada botol steril, kemudian
dimasukkan ke tempat alumunium foil dan dimasukkan ke dalam kulkas (freezer). Kontrol
pembanding yang digunakan yaitu susu pasteurisasi sebanyak satu kemasan yang diperoleh
dari swalayan terdekat kampus. Susu sapi segar dan susu sapi kemasan pasteurisasi dibawa
ke Laboratorium Biologi Farmasi Universitas Muhammadiyah Surakarta untuk dilakukan
pengujian.

Deteksi Bakteri Coliform

Deteksi dilakukan dengan mengambil 1 mL sampel dan memasukkannya ke dalam 9 mL
media BPW steril, kemudian dilakukan pengenceran bertingkat hingga 1072 dengan prosedur
yang sama (Wiratna et al., 2019). Dari setiap pengenceran, 1 mL larutan dipindahkan ke tiga
tabung reaksi berisi 9 mL media Lactose Broth (LB) steril dan tabung Durham terbalik, lalu
diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24-48 jam (Nisaa, 2020). Hasil positif ditandai dengan
terbentuknya gas dan kekeruhan, kemudian dilanjutkan ke uji penegas (Agustin, 2019).
Penguijian dilakukan secara duplo untuk memastikan konsistensi hasil.

Uji penegas dilakukan dengan mengambil 1 mL dari tabung LB positif dan
memasukkannya ke dalam 9 mL media BGLB steril yang berisi tabung Durham terbalik.
Tabung diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam. Hasil positif ditunjukkan dengan
terbentuknya gas atau gelembung pada tabung Durham. Jumlah tabung positif kemudian
dicocokkan dengan tabel Most Probable Number (MPN) untuk menentukan jumlah bakteri
Coliform per g/mL sampel (Badan Standarisasi Nasional, 2009; Agustin, 2019). Pengujian
dilakukan secara duplo dan hasil akhir diperoleh dari rata-rata pengulangan.

Identifikasi Bakeri E. coli

Sampel positif dari uji penduga pada media LB dipindahkan sebanyak 1 mL ke dalam 9
mL media EC Broth steril yang berisi tabung Durham terbalik, kemudian diinkubasi pada suhu
44 °C selama 18-24 jam (Badan Standarisasi Nasional, 2015). Hasil positif ditandai dengan
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terbentuknya gas dan gelembung pada tabung Durham. Sampel positif kemudian
diinokulasikan 1-3 ose ke media Eosin Methylene Blue Agar (EMBA) dan diinkubasi selama
24 jam pada suhu 37 °C. Koloni E. coli ditandai dengan warna hitam di bagian tengah, bentuk
datar, dengan atau tanpa kilap hijau metalik (Badan Standarisasi Nasional, 2015). Selanjutnya
dilakukan uji biokimia IMVIC (Indol, Methyl Red, Voges Proskauer, dan Citrate) untuk
konfirmasi spesifik E. coli.

Pada uji Indol, koloni diinokulasikan ke media Tryptone Broth, diinkubasi 24 jam pada 37
°C, lalu ditambahkan reagen Kovac. Hasil positif ditunjukkan cincin merah, sedangkan negatif
berwarna kuning. Pada uji Methyl Red, koloni diinokulasikan ke media MR-VP, diinkubasi 24
jam pada 37 °C, lalu ditambahkan indikator metil merah; hasil positif berwarna merah. Uji
Voges Proskauer dilakukan dengan menambahkan alfa-naftol dan KOH 40% ke media MR-VP,
kemudian hasil positif ditunjukkan oleh warna merah. Pada uji Citrate, koloni diinokulasikan ke
media citrate dan diinkubasi 24 jam pada 37 °C, hasil positif ditandai perubahan warna media
dari hijau menjadi biru (Rahayu et al., 2024).

Pewarnaan Gram

Koloni yang berwarna hitam atau gelap diambil menggunakan ose dan ditempatkan di
kaca preparat, kemudian dilewatkan kaca di atas api dua kali. Pewarnaan Gram dilakukan
dengan meneteskan 2 tetes kristal violet selama 1 menit, lalu dibilas dengan aquades dan
diberi 3 tetes lugol selama 1 menit dan dicuci kembali. Preparat kemudian dilunturkan dengan
diberikan 3 tetes alkohol selama 20 detik, dicuci, dan diwarnai dengan safranin selama 15 detik
sebelum dibilas dan dikeringkan. Selanjutnya koloni dari media EMBA dengan penambahan 1
tetes akuades diletakkan di atas kaca preparat, lalu ditetesi minyak imersi. Preparat diamati
menggunakan mikroskop dengan perbesaran 1000x. Bakteri Gram positif tampak berwarna
ungu, sedangkan bakteri Gram negatif berwarna merah (Nurbaiti et al., 2016).

Stabilitas Fisika dan Kimia

Stabilitas fisika dan kimia dievaluasi melalui serangkaian uji standar untuk memastikan
kualitas susu yang baik berdasarkan parameter keamanan pangan yang tecantum pada Syarat
Mutu Susu Segar (Badan Standarisasi Nasional, 2011). Uji fisika meliputi uji didih dan uji
alkohol dan uji kimia yaitu uji pH. Pada uji didih diambil 5 mL sampel susu lalu dipanaskan dalam
tabung reaksi hingga mendidih menggunakan penjepit kayu, hasil dikatakan positif apabila
terbentuknya gumpalan dan butiran kecil yang melekat pada dinding tabung reaksi (Setyaputra,
2025). Uji alkohol diambil 5 mL sampel susu dan 5 mL alkohol 70% ke tabung reaksi, hasil positif
terdapat butiran di dinding tabung (Rozana et al., 2021). Sementara itu, uji kimia dengan
memasukkan 5 mL sampel susu ke gelas beaker, kemudian diukur menggunakan elektroda
pH elektrik hingga nilai stabil (Mulyati et al., 2019).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Deteksi Bakteri Coliform

Uji deteksi bakteri coliform dilakukan dengan dua tahap pengujian. Tahap pertama yaitu
uji pendugaan yang menggunakan media Lactose Broth (LB), sedangkan tahap kedua yaitu uji
penegas menggunakan media Brilliant Green Lactose Bile Broth (BGLB) dengan tiga seri
pengenceran. Uji deteksi bertujuan untuk mengetahui sifat bakteri Coliform dapat
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memfermentasi asam dan gas dalam sampel, lalu diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 37
°C (Wardani et al., 2021). Media Lactose Broth merupakan media yang dapat digunakan untuk
mendeteksi adanya Coliform pada sampel air, makanan, atau produk susu. Adanya Coliform
ditunjukkan dengan kekeruhan pada media dan gas di dalam tabung durham. Hasil dari tahap
ini terlihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil Identifikasi Bakteri Coliform pada Uji Penduga

Available online at: https://jsr.lib.ums.ac.id/index.php/ujp

Jenis Pengenceran

Sampel Pengulangan 107! 1072 1073 Keterangan
Sampel 1 ; g ; ? Positif
Sampel 2 ; g ? 8 Positif
Sampel 3 ; g 8 8 Positif
Sampel 4 ; g g ? Positif
Sampel 5 ; g 8 8 Positif

Kontrol 8 8 8 0 Negatif

(b)
Gambar 1. Hasil Uji Penduga Bakteri Colifrom pada media Lactose Broth (a) Tabung positif
(adanya kekeruhan dan gelembung gas) (b) Tabung negatif (tidak adanya kekeruhan dan
gelembung gas)

Berdasarkan uji penduga Coliform Tabel 1, seluruh sampel menunjukkan hasil positif
yang diduga terdapat cemaran Coliform. Hal ini ditandai dengan terbentuknya gelembung atau
kekeruhan pada media LB yang terlihat pada gambar 1. (gambar a). Kekeruhan terjadi akibat
adanya peningkatan asam yang menyebabkan laktosa menggumpal (Utami et al., 2020). Pada
kontrol positif yaitu kemasan susu pasteurisasi dihasilkan hasil negatif dengan tidak terdapat

gelembung gas dan kekeruhan, sehingga dapat diinterpretasikan bahwa tidak terdapat
bakteri Coliform, sehingga uji tidak dilanjutkan. sehingga dapat diinterpretasikan bahwa tidak
terdapat bakteri Coliform, sehingga uji tidak dilanjutkan. Hasil positif dilanjutkan media Brilliant
Green Lactose Broth (BGLB) untuk menunjukkan hasil akhir mengenai kontaminasi total
coliform dengan dihitung menggunakan indeks Most Probable Number dan uji penduga E. coli
pada media EC broth untuk melihat hasil akhir mengenai kontaminasi bakteri E. coli Setiap
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sampel dilakukan pengujian duplo untuk meminimalkan risiko kesalahan dengan hasil akhir
diambil dari rata-rata pengujian

Uji penegas Coliform bertujuan untuk mengetahui keberadaan Coliform menggunakan
media BGLB yang berperan menghambat bakteri gram positif serta mempercepat proliferasi
bakteri Coliform (Kurahman et al., 2022). Media BGLB salah satu media selektif untuk uiji
penegasan yang lebih spesifik dibanding media LB (Pumama and Octonariz, 2025). Tabung
diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 37 °C dengan dikatakan positif apabila terbentuknya
gas dan keruh. Pengujian ini akan menghasilkan hasil keseluruhan sampel positif bakteri
Coliform dengan mempergunakan seri Most Probable Number (MPN) seri 3-3-3 pada tabung.
Hasil dihitung menggunakan tabel MPN berdasarkan Standar Nasional Indonesia 2332.1:2015.
Syarat bakteri Coliform pada susu segar untuk konsumsi langsung yaitu 2x10" koloni/mL
(Badan Standarisasi Nasional, 2009).

Tabel 2. Hasil Uji Penegas pada Sampel Susu Segar

Jenis Pengenceran

Sampel Pengulangan 10 1072 1072 MPN/ml Ket
1 0 0 0 0

Sampel 1 9 0 0 0 0 MS
1 0 0 0 0

Sampel 2 9 0 0 0 0 MS
1 1 0 0 3.6

Sampel 3 9 0 0 0 0 TMS
1 3 3 0 93

Sampel 4 9 3 3 1 460 TMS
1 1 0 0 3,6

Sampel 5 9 1 0 0 3.6 MS

Keterangan : TMS = Tidak Memenuhi Standar

MS = Memenuhi Standar

Dari hasil uji penegas Coliform Tabel 2, sampel 1 dan 2 menunjukkan tidak adanya
cemaran Coliform yakni 0 MPN/mL dan hasil kontrol pembanding yaitu susu kemasan
pasteurisasi menunjukkan tidak terdapat Coliform, sehingga memenuhi syarat susu
pasteurisasi pada (Badan Standarisasi Nasional, 2009) yaitu <10 MPN/mL Hasil ini sesuai
dengan penelitian (Theofanny et al., 2021) mengenai identifikasi bakteri Coliform pada susu
kedelai menggunakan metode MPN. Hasil menunjukkan bahwa seluruh sampel tidak tercemar
Coliform dan sudah memenuhi syarat mutu susu kedelai. Pada sampel 3 dan 4 menunjukkan
adanya cemaran Coliform 3.6 MPN/mL yang melebihi batas persyaratan 2x10" koloni/mL,
sedangkan pada sampel 4 diduga positif cemaran bakteri Coliform yang menunjukkan
kekeruhan dan menghasilkan gas dengan angka paling tinggi dengan rata-rata duplo yakni
276,5 MPN/mL. Hasil gambar dapat dilihat pada Gambar 2 (gambar a). Penelitian ini selaras
dengan penelitian Santoso et al., (2012) mengenai jumlah bakteri Coliform dalam air susu
segar pada pedagang pengecer di Kota Semarang Tahun 2012 menunjukkan keseluruhan
sampel tercemar Coliform sebesar 2400 MPN/mL, di mana hasil tersebut melebihi batas
standar maksimum SNI. Kontaminasi bakteri Coliform pada susu sapi segar dapat berasal dari
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kebersihan peralatan pemerahan, proses pemerahan, pengiriman ke penjual, serta lingkungan
dari penjual.

(b)
Gambar 2. Hasil Uji Penegas Bakteri Colifrom pada media Brilliant Green Lactose Broth (a)
Tabung positif (adanya kekeruhan dan gelembung gas) (b) Tabung negatif (tidak adanya
kekeruhan dan gelembung gas

Dengan serangkaian uji penduga dan penegas Coliform pada susu segar yang
dilengkapi kontrol positif dalam penelitian ini menunjukkan bahwa metode MPN yang dilakukan
cukup efisien dan reliabel untuk menilai cemaran bakteri Coliform pada susu segar, sehingga
dapat direkomendasikan untuk diterapkan pada penelitian dengan rancangan yang serupa.
Pengembangan metode selanjutnya dapat difokuskan pada perluasan cakupan pengambilan
sampel di lokasi berbeda, agar risiko cemaran bakteri menjadi lebih komprehensif. Tidak hanya
itu, perlu dilakukan standarisasi penanganan suhu sampel, misalnya membandingkan nilai
MPN dari susu yang langsung dianalisis, disimpan pada suhu chiller dan dibekukan pada
freezer, sehingga hasil data masing-masing perlakuan kondisi suhu terhadap adanya bakteri
dalam susu dapat dievaluasi secara lebih sistematis.

Identifikasi Bakteri E. coli

Uji identifikasi E. coli dilakukan dengan tiga uji spesifik bakteri E. coli. Uji pertama yaitu
uji penduga E. coli, dimana hasil dari uji LB positif dilanjutkan ke media EC Broth, uji kedua
dilanjutkan dari hasil positif media EC broth lalu diinokulasikan pada media Eosin Methylene
Blue Agar (EMBA) dan uji ketiga yakni hasil positif dari media EMBA dilanjutkan pada uji IMVIC.
EC Broth digunakan untuk membedakan Coliform fekal dan konfirmasi E. coli pada sampel
makanan maupun lingkungan. Kandungan laktosa pada media tersebut dapat mendeteksi
coliform fekal karena bakteri ini mampu memfermentasi laktosa menjadi asam dan gas
(Agustina et al., 2024). Hasil tabung Lactose Broth (LB) yang menunjukkan hasil positif
selanjutnya diinokulasikan sebanyak 1 mL ke dalam media EC broth steril dan diinkubasi pada
suhu 44 °C (Badan Standarisasi Nasional, 2015). Namun, pada penelitian ini inkubasi dilakukan
pada suhu 37 °C karena keterbatasan sarana dan kondisi penelitian. Perubahan warna media
dari kuning jernih menjadi kuning keruh disertai gas pada tabung durham mengindikasikan
hasil positif bakteri Coliform terutama diduga E. coli (Saridewi et al., 2016).

Berdasarkan hasil identifikasi Bakteri E. coli pada Tabel 3, tiga dari lima sampel diduga
tercemar bakteri E. coli. Sampel 1 dan 2 tidak ditemukan adanya kekeruhan dan gelembung
gas, maka sampel dinyatakan negatif E. coli, sedangkan pada sampel 3, 4 dan 5 dihasilkan
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beberapa sampel dengan kekeruhan dan terdapat gelembung gas, maka sampel diduga
adanya cemaran bakteri E. coli, hasil dapat dilihat pada gambar 3 (gambar a). Namun, hasil
ini tidak langsung memastikan kehadiran E. coli, karena bakteri Coliform lain juga dapat
memfermentasi laktosa. Maka dari itu, hasil positif dilanjutkan pada uji pelengkap dengan
media EMBA dan uji biokimia IMViC untuk memastikan keberadaan E. coli (Fauzi et al., 2024).

Tabel 3. Hasil Identifikasi Bakteri E. coli pada Uji Penduga

Jenis Pengenceran
Sampel Pengulangan 107! 102  10°  MPN/ml Ket
1 0 0 0 0 Negatif
Sampel 1 5 o 0 o - egati
1 0 0 0 0 Negatif
Sampel 2 > 0 0 o - egati
Sampel 3 ; (1) 8 8 3(-)6 Positif
Sampel 4 ; 2 2 (1) :230 Positif
Sampel 5 ; 1 8 8 22 Positif

(b)
Gambar 3. Hasil Uji Identifikasi Bakteri E. coli pada media EC Broth (a) Tabung positif
(adanya kekeruhan dan gelembung gas) (b) Tabung negatif (tidak adanya kekeruhan dan
gelembung gas)

Uji ini bertujuan untuk mengidentifikasi bakteri selain Coliform menggunakan media
selektif yaitu Eosin Methylene Blue Agar (EMBA). Media ini mampu menghambat bakteri gram
positif sera mendeteksi dengan fermentasi laktosa, salah satunya bakteri E. coli (Putri et al.,
2025). Tabung positif dari media EC Broth diinokulasikan menggunakan ose 1-3 pada media
EMBA. Hasil tersebut dapat dilihat tabel 4 dan gambar 4.

Hasil sampel susu segar yang telah di inkubasi selama + 24 jam pada suhu 37°C didalam
inkubator yaitu pada sampel 3,4 dan 5 terdapat pertumbuhan koloni dominan berwarna merah
muda transparan dan bitnik hitam yang dapat dilihat pada gambar 4 (Gambar a dan b). Hal ini
tidak sesuai dengan pernyataan (Mayanti et al., 2023) yaitu bakteri patogen utama dari
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kelompok coliform adalah E. coli yang tampak berwarna hijau metalik pada media EMBA. Hal
ini disebabkan karena bakteri ini mampu memfermentasi laktosa pada media tersebut serta
menghasilkan asam yang mengubah indikator methylene blue menjadi hijau.

Tabel 4. Hasil Uji Identifikasi Bakteri E. coli pada media EMBA
No. Jenis Sampel Gambaran Koloni

1 S3107"' (1) Merah muda
2 S4107"' (1) Merah muda
3 S4107" (1) Merah muda
4 S4107' (1) Ungu bintik hitam
5 S41072(1) Ungu bintik hitam
6 S41072(1) Ungu bintik hitam
7 S41072 (1) Merah muda
8 S4107" (2) Ungu bintik hitam
9 S4107" (2) Ungu bintik hitam
10 S4107 (2) Merah muda
11 S41072(2) Merah muda
12 S41072(2) Merah muda
13 S41072(2) Merah muda
14 S4107% (2) Merah muda
15 S5107" (1) Putih
16 S5107' (2) Putih

Keterangan:

S3-S5 = Sampel uji 3,4 dan 5

1) = Pengulangan 1

2) = Pengulangan 2

(a) (b)
Gambar 4. Hasil Uji Identifikasi Escerichia coli pada media EMBA (a) EMBA menunjukkan hasil
positif yang diduga E. coli (hitam bagian tengah) (b) EMBA menunjukkan hasil negatif yang
diduga bukan E.coli (merah muda)

Dari hasil identifikasi E. coli dengan media EMBA (Gambar 5), menunjukkan bahwa pada
sampel 4 diduga tercemar bakteri E. coli karena terdapat ciri-ciri hitam datar pada koloni di
media EMBA, dimana hal ini sesuai dengan ketentuan Badan Standarisasi Nasional (2015) yang
mengatakan ciri- ciri E. coli adanya hitam pada bagian tengah, datar dan dengan atau tanpa
hijau metalik, sehingga sampel 4 dilanjutkan uji pewarnaan gram dan uji biokimia IMViC,
sedangkan pada sampel 3 dan 5 berwarna merah muda transaparan, sehingga diduga koloni
tersebut diduga bukan E. coli dan tidak dilanjutkan pewarnaan gram dan uji IMViC. Hal ini
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selaras dengan penelitian Rahayu et al., (2024), yaitu pada beberapa sampel susu pasteurisasi
yang diuji menggunakan EMBA terlihat koloni berwarna merah muda dan uji tidak dilanjutkan
pada uji biokimia IMViC. Koloni berwarna merah muda terjadi karena bakteri tersebut lambat
dalam memfermentasi laktosa dan kecilnya produksi asam.

Gambar 5. Hasil Uji Pewarnaan Gram E. coli mengindikasikan bakteri Gram negatif (berwarna
merah dan bentuk kokobasil)

Tabel 5. Hasil Uji Pewarnaan Gram

Kode Sampel Pewarnaan Gram
S4. 10" (1) Kokobasil Gram negatif
S4107 (1) Kokobasil Gram negatif
S4107 (1) Kokobasil Gram negatif
S4.102 (1) Kokobasil Gram negatif
S4.102 (1) Kokobasil Gram negatif
S4.102 (1) Kokobasil Gram negatif
S4. 107 (2) Kokobasil Gram negatif
S4. 107 (2) Kokobasil Gram negatif
S4107 (2) Kokobasil Gram negatif
S4.102 (2) Kokobasil Gram negatif
S4.102(2) Kokobasil Gram negatif
S4 102 (2) Kokobasil Gram negatif
S4.103 (2) Kokobasil Gram negatif

Setelah didapatkan hasil koloni dari media EMBA, dilakukan pewarnaan gram yang
berfungsi untuk membedakan bakteri gram positif dan gram negatif (Sitorus et al., 2024). Hasil
pewarnaan gram dari isolasi pada media EMBA menunjukkan bahwa bakteri yang dominan
berupa kokobasil dan memiliki karakteristik gram negatif dengan warna merah muda yang
diduga bakteri E. coli yang terlihat pada Gambar 5 dan interpretasi data pada Tabel 5. Hasil
tersebut sesuai dengan penelitian (Sapitri & Afrinasari, 2019) mengenai identifikasi E. coli pada
cincau yang dijual di Pasar Baru Stabat tahun 2019, dimana pada pewarnaan gram
menunjukkan karakteristik E. coli yakni kokobasil dan berwarna merah yang menunjukkan
bakteri gram negatif. Setelah dilakukan pewarnaan gram, dilakukan uji biokimia IMViC untuk
mengidentifikasi secara akurat karakteristik bakteri yang tumbuh, sehingga menghasilkan
determinasi akhir yang spesifik.

Uji biokimia merupakan metode identifikasi bakteri yang spesifik karena memanfaatkan
aktivitas metabolisme mikroorganisme melalui penggunaan berbagai reagen kimia. Salah satu
uji biokimia yang memiliki tingkat spesifisitas tinggi adalah uji IMViC (Indol, Methyl Red, Voges
Proskauer, dan Citrate) karena melibatkan beberapa media dan reagen untuk membedakan
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bakteri kelompok Enterobacteriaceae, khususnya E. coli (Rahayu et al., 2024). Bakteri E. coli
menunjukkan hasil indol positif dengan terbentuknya cincin merah setelah penambahan
reagen Kovac 1-2 tetes (Sari & Apridamayanti, 2014). Hasil Uji Methyl Red-Voges Proskauer
(MR-VP) menunjukkan bakteri E. coli apabila MR positif yakni berubahnya media dari warna
kuning menjadi merah karena bakteri E. coli menghasilkan asam melalui fermentasi glukosa
yang terdapat dalam media MR-VP dan menunjukkan VP negatif dengan lapisan atas berwarna
kuning apabila bila ditambahkan alfanaftol dan KOH (Saridewi et al., 2016), serta bakteri E. coli
tidak memanfaatkan citrate sebagai sumber karbon, sehingga menunjukkan hasil negatif yaitu
perubahan warna pada media citrate dari biru menjadi hijau (Rahayu & Gumilar, 2017)

T &’Fﬁ?iw 3‘{ R

MR + | vP - I
1= r‘ C +

' W L

(a) (b)
Gambar 9. Hasil Identifikasi E. coli pada Uji IMViC (a) Hasil menunjukkan negatif E. coli dengan
Indol (+), MR (+), VP (-) dan Citrat (+) (b) Hasil menunjukkan negatid E. coli dengan Indol (-), MR
(+), VP (-) dan Citrat (+)

{

Tabel 6. Hasil Identifikasi E. coli pada Uji IMViC

Kode Uji IMViC Keterangan
Sampel Indole MR VP Citrat

S4.10' (1) + + - + Non E. coli
S4. 1071 (1) + + - + Non E. coli
S4.102 (1) + + - + Non E. coli
S4.102 (1) + + - + Non E. coli
S4. 102 (1) - + - + Non E. coli
S4107 (2) - + - + Non E. coli
S4107 (2) + + - + Non E. coli
S4.101 (2) + + - + Non E. coli
S4.102 (2) - + - + Non E. coli
S4.102 (2) - + - + Non E. coli
S4.102 (2) - + - + Non E. coli
S4.103 (2) + + - + Non E. coli

Hasil uji biokimia menunjukkan seluruh sampel negatif bakteri E. coli karena hasil IMViC
tidak memenuhi kriteria identifikasi pada Tabel 7, meskipun uji penduga EC Broth dan EMBA
menunjukkan dugaan cemaran E. coli. Hal ini mengindikasikan kemungkinan adanya bakteri
Coliform lain dengan karakteristik serupa. Hasil ini sesuai dengan penelitian Saridewi et al.
yang melaporkan ketidaksesuaian hasil antara uji penduga EC Broth dan uji penegas EMBA.
Pada penelitian ini, hasil IMViC menunjukkan Indol (-), MR (+), VP (-), dan Citrat (+), sehingga
diduga merupakan bakteri Citrobacter. Temuan ini juga selaras dengan penelitian Larawo et
al. yang memperoleh hasil serupa dan menginterpretasikan bakteri sebagai Citrobacter
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(Larawo et al., 2024). Bakteri yang tumbuh pada media EMBA tetapi tidak sesuai hasil uiji
biokimia tidak dapat dikategorikan sebagai E. coli (Larawo et al., 2024). Kombinasi metode EC
Broth, EMBA, dan IMVIiC pada penelitian ini cukup akurat untuk identifikasi E. coli, terlebih
dengan penggunaan kontrol positif pada setiap tahap pengujian. Penelitian selanjutnya
disarankan melakukan inkubasi EC Broth sesuai SNI pada suhu 44 °C serta menambahkan uji
biokimia lanjutan seperti fermentasi gula, TSIA, urease, dan motilitas agar E. coli dapat
dibedakan lebih jelas dari bakteri Coliform lain dengan pola IMViC serupa. Badan Standarisasi
Nasional (2008) telah menentukan klasifikasi E.coli pada reaksi IMViC (Tabel 7).

Tabel 7. Klasifikasi E. coli pada Uji IMViC (Sumber: SNI 2897:2008)

Tipe Organisme Indol MR VP Citrat
E. coli spesifik + + - -
E. coli non spesifik - + - -
Typical intermediate N7A + - +
Atypical intermediate - + - +
Typical Enterobacter aerogenes - - +
Atypical Enterobacter aerogenes + +

Uji Stabilitas Fisika dan Kimia

Uji fisika dan kimia susu segar bertujuan menilai kualitas dan kesegaran susu
berdasarkan sifat fisik dan kimianya agar memenuhi standar mutu yang aman dikonsumsi.
Penelitian dilakukan pada lima sampel susu sapi segar dari pedagang di sekitar Kampus
Universitas Muhammadiyah Surakarta melalui uji didih, uji alkohol 70%, dan pengukuran pH.
Hasil pengujian disajikan pada Tabel 8 dan 9.

Uji didih dilakukan dengan memanaskan susu hingga mendidih untuk mengevaluasi
stabilitas kasein. Hasil positif ditandai adanya gumpalan pada dinding tabung reaksi akibat
degradasi kasein (Sholeh et al., 2021). Sampel 4 dan kontrol menunjukkan hasil negatif
sehingga memenuhi SNI 3141.1:2011, sedangkan sampel 1, 2, 3, dan 5 menunjukkan
penggumpalan yang menandakan penurunan kualitas susu. Hasil ini sejalan dengan penelitian
Ardiansyah et al. (2021) pada susu kuda liar yang juga menunjukkan penggumpalan saat
dipanaskan.

Tabel 8. Syarat Mutu Susu Segar (SNI 3141.1.2011)

No Karakteristik Satuan Syarat
1 pH - 6,3-6,8
2 Uji Alkohol (70%) - Negatif
3 Uji Didih - Negatif

Tabel 9. Hasil Stabilitas Fisika Kimia Susu Sapi Segar dan Kontrol

Jenis Parameter Pemeriksaan Keterangan
Sampel Uji Didih Uji Alkohol 70% pH
Sampel 1 + + 6,72 TMS
Sampel 2 + + 6,57 T™S
Sampel 3 + + 6,35 T™S
Sampel 4 - + 6,57 T™MS
Sampel 5 + + 6,64 TMS
Kontrol - - 6,73 MS
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Keterangan
T™MS = Tidak Memenuhi Standar
MS = Memenuhi Standar

Uji alkohol 70% digunakan untuk menilai stabilitas protein susu. Hasil positif ditunjukkan
dengan adanya butiran putih pada dinding tabung setelah penambahan alkohol 70% (Tefa et
al., 2019). Seluruh sampel menunjukkan hasil positif sehingga tidak memenuhi syarat SNI,
kemungkinan akibat aktivitas mikroba yang menurunkan stabilitas protein. Hasil ini sejalan
dengan penelitian Nababan et al. (2014) terkait kerusakan susu selama penyimpanan suhu
ruang. Sebaliknya, kontrol menunjukkan hasil negatif yang menandakan susu masih baik.
Penelitian Sholeh et al. (2021) juga menunjukkan susu kambing PE tidak menggumpal karena
penanganan dingin yang baik. Kebersihan alat serta higiene dan sanitasi sangat memengarubhi
kualitas susu.

Uji pH dilakukan untuk mengetahui penurunan kualitas susu (Rozana et al., 2021).
Semua sampel dan kontrol memiliki pH sesuai SNI 3141.1:2011, yaitu 6,5-6,8. Menurut Mulyati
et al. (2019), pH <6,3 menunjukkan kerusakan akibat bakteri pembentuk asam, sedangkan pH
>6,8 dapat mengindikasikan mastitis. Hasil ini sesuai dengan penelitian Wijanarko et al. (2023)
yang mendapatkan rata-rata pH susu segar sebesar 6,37.

Berdasarkan hasil penelitian, uji didih, uji alkohol 70%, dan uji pH cukup efisien sebagai
skrining awal kualitas susu segar. Namun, penilaian kualitas susu akan lebih komprehensif jika
ditambahkan parameter kuantitatif lain seperti berat jenis, derajat keasaman titrabel, kadar
lemak, dan protein agar kesesuaian mutu susu dengan standar SNI dapat dinilai lebih objektif.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian, tidak ditemukan cemaran bakteri E. coli pada susu sapi
segar yang diperoleh dari lingkungan kampus Universitas Muhammadiyah Surakarta. Tingkat
cemaran E. coli pada seluruh sampel berada di bawah batas maksimum yang ditetapkan dalam
SNI 7388-2009, yaitu <3 MPN/mL. Dengan demikian, susu sapi segar yang diteliti memenuhi
persyaratan cemaran E. coli sesuai standar yang berlaku.
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