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UJI CEMARAN BAKTERI Salmenella sp DAN Coliform PADA TEMPE DI
KABUPATEN GOWA.

ABSTRAK

Latar Belakang : Tempe kedelai merupakan makanan tradisional Indonesia yang
mendunia, dibuat pertama kali oleh masyarakat di daerah- Jawa Tengah dan
muncul pada tahun 1700-an. Tempe banyak dikenal sebagai makanan fermentasi
yang berasal dari bahan dasar kedelai.

Tujuan Penelitian: Tujuan umum dari penelitian ini adalah untuk menguji batas
cemaran mikroorganisme dalam prodak tempe.

Metode Penelitian:Metode yang digunakan pada penelitian ini adalah metode
eksperimental. Deteksi jumlah cemaran Coliform menggunakan metode Most
Probable Number (MPN) dengan tahapan Uji Dugaan,Uji Penegasan, sedangkan
Salmonella sp dideteksi dengan medium Salmonella Shigella Agar (SSA).

Hasil Penelitian : Berdasarkan hasil semua sampel tempe kedelai yang berasal
dari Kabupaten Gowa memiliki jumlah cemaran coliform yang melebihi batas
SNI 3144-2015, yaitu maksimal 10 APM/g, sehingga belum memenuhi standar
baku mutu cemaran. coliform yang ditetapkan. Hasil negatife untuk pengujian
Salmonella sp pada sampel Tidak terdeteksi Salmonelia sp memenuhi syarat batas

cemaran Salmonella sp,yaitu negatif/25g

Kata Kunci : Tempe kedelai, coliform, Salmonella sp
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TEST OF Salmonella sp AND Coliform BACTERIA CONTAMINATION IN
SOYBEAN TEMPEH IN GOWA DISTRICT

ABSTRACT

Background: Soybean tempeh is a worldwide traditional Indonesian food, first
made by people in the Central Java region and appeared in the 1700s. Tempeh is
widely known as a fermented food derived from soybeans.

Research Objectives: The purpose of this study was to test the limit of
microgorganism contamination in tempeh products.

Research Methods: The method used in this research is the experimental method.
Detection of Coliform contamination using the Most Probable Number (MPN)
method with the stages of Presumptive Test, Confirmation Test, while Salmonella
sp was detected with Salmonella Shigella Agar (SSA) medium.

Research Results: Based on the results of all soybean tempeh samples originating
from Gowa Regency, the number of coliform contamination exceeds the limit of
SNI 3144-2015, which is a maximum of 10 APM/g, so it has not met the quality
standards for coliform contamination set. Negatife results for Salmonella sp
testing on samples Not detected Salmonella sp meets the Salmonella sp

contamination limit requirements, which is negative/25g.

Keywords: Soybean tempeh, coliform, Salmonella sp.
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BAB |
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Tempe merupakan makanan tradisional Indonesia yang mendunia, dibuat
pertama kali oleh masyarakat di daerah Jawa Tengah dan muncul pada tahun
1700-an. Tempe banyak dikenal sebagai makanan fermentasi yang berasal dari
bahan dasar kedelai. Kedelai yang paling umum digunakan dalam pembuatan
tempe adalah kedelai (Glycine max), namun beberapa inovasi tempe lainnya
menggunakan kacang-kacangan seperti- kacang merah (Phaseolus vulgaris)
sebagai pengganti kedelai (Kristiadi & Lunggani, 2022).

Tempe merupakan produk yang ideal bagi pertumbuhan mikroba karena
mangandung berbagai nutrisi. Selain itu, rendahnya kualitas sumber daya
pekerja, proses pengolahan sederhana, dan peralatan pengolahan yang
konvensional menyebabkan tempe berisiko terkontaminasi mikroba patogen.
Cemaran mikroba pada tempe dapat berasal dari bahan baku, pekerja, peralatan
pengolahan, dan lingkungan produksi. Tempe berkualitas baik dengan
ketahanan produk cukup lama memerlukan perhatian dalam kebersihan proses
dan bahan yang digunakan. Hal ini penting karena tempe merupakan golongan
bahan makanan yang mudah rusak. Badan Standarisasi Nasional telah
menetapkan standar mutu tempe pada SNI 3144- 2015 (Polandos et al., 2023).

Fermentasi merupakan cara pengawetan bahan pangan dari bahan mentah
dengan bantuan mikroorganisme. Proses ini juga dapat mengubah rasa, aroma

dan tekstur pada makanan. Proses pengolahan bahan mentah melalui proses ini



dapat meningkatkan kualitas makanan yang memiliki nilai gizi tinggi serta
memudahkan proses pencernaan dalam tubuh (Sulastri et al., 2022).

Bakteri adalah kelompok organisme mikroskopis yang pada umumnya
bersel tunggal, dan tidak memiliki‘membran inti sel. Pada umumnya organisme
ini memiliki dinding sel-namun tidak berklorofil. walaupun berukuran kecil
bakteri berperan” penting dalam kehidupan sehari-hari, beberapa kelompok
bakteri dikenal bermanfaai- untuk kehidupan, antara Jain. bakteri telah
digunakan dalam sektor industri pangan, namun .ada juga bakteri yang
merugikan, seperti bakteri yang membusukkan bahan-bahan makanan dan
bahkan menyebabkan infeksi dan penyakit bagi manusia (Febriza et al., 2021).

Coliform dan Salmonella sp, sering dijadikan standar utama kebersihan
pangan di industri. Hal ini dikarenakan dalam jumlah berlebih kedua bakteri ini
dapat menurunkan kualitas produk pangan dan membahayakan konsumen
dikarenakan akan menimbulkan penyakit khususnya pencernaan. Adanya
keberadaan Coliform dan Salmonella sp. menunjukkan bahwa kurangnya
tingkat kebersihan dan keamanan pangan,sehingga ada kontaminasi dalam
bahan atau proses produksi (Khaq & Dewi, 2017).

Studi penelitian mengungkapkan bakteri Coliform terdapat 2 jenis yaitu
fekal dan non fekal yang menjadi indikator standar dalam sanitasi kebersihan
pada ‘bahan pangan. Adanya bakteri Coliform pada bahan makanan yang
dikonsumsi harus diketahui karena menjadi indikator atau pertanda adanya

cemaran bakteri fekal atau Escherichia coli (Safitri, 2022).



Sebagaimana Allah SWT berfirman di dalam Al-Qur’an Surah Al Bagarah
ayat 168:

b e A0S Sl el v VTl A (s b L 15 ) AL

Terjemahan-Nya :

"Wahai manusia, makanlah sebagian (makanan) di bumi yang halal lagi baik
dan janganlah mengikuti langkah-langkah setan. Sesungguhnya ia bagimu
merupakan musuh yang nyata.” (Kemenag R1,2014).

Berdasarkan Syekh Abdurrahman bin Nashir as Sa’di, pakar tafsir abad
14 H dalam Tafsir As-Sa’di menyatakan, ayat tersebut dialamatkan kepada
seluruh manusia, baik yang mukmin maupun yang Kkafir. Allah telah
memberikan karunia kepada mereka dengan memerintahkan kepada mereka
untuk makan dari seluruh yang ada di bumi seperti biji-bijian, hasil tanaman,
buah-buahan, dan hewan dalam ‘keadaan halal’ yaitu yang telah dihalalkan
buat kalian untuk dikonsumsi, yang bukan dari rampasan maupun curian,
bukan pula diperoleh dari hasil transaksi bisnis yang diharamkan, atau dalam
bentuk “yang diharamkan, atau dalam hal yang membawa kepada yang
diharamkan, ‘lagi baik’, maksudnya bukan yang kotor seperti bangkai, darah,
daging babi, dan seluruh hal-hal yang kotor dan jorok (As-Sa’di, 2024).

Dari penelitian sebelumnya (Bambang et al, 2014), dilakukan analisis
deteksi cemaran coliform dan Salmonella sp. dengan sampel tempe bungkus
plastik. Data Uji Most Probable Number (MPN) yang diperoleh digunakan
sebagai kontrol atau pembanding untuk Uji MPN pada sampel tempe yang

dikemas daun pisang.yang ada di Kecamatan Sidorejo dan Kecamatan TingKir,

Kota Salatiga dinyatakan belum memenuhi standar. Lima sampel tersebut



mempunyai nilai MPN cemaran coliform melebihi ambang batas dari standar
SNI 3144-2015 yaitu 10 APM/g. Hanya sampel E yang memenuhi standar SNI
3144-2015 yaitu 7,5 APM/g.

Hasil penelitian menunjuk bahwa tempe yang diproduksi dengan

kemasan daun pisang 5

Iahan?

ha dalar

Tujuan umum dari penelitian ini adalah untuk menguji batas
cemaran mikroorganisme dalam prodak tempe kedelai yang di

produksi oleh industri rumah tangga Di Kabupaten Gowa.



b. Tujuan khusus
Tujuan khusus dari penelitian ini adalah untuk memastikan bahwa
produk tempe kedelai yang di produksi oleh industri rumah tangga, Di

Kabupaten Gowa telah m hi batas cemaran mikroorganisme.

D. Manfaat Penelitian




persen akan

meningkat menjadi 30 persen ketika kedelai difermentasikan menjadi tempe

(Bambang et al, 2014).



uat pertumbuhan

kapang terhenti dan bakteri pengurai tumbuh, sehingga tempe menjadi busuk
(Bambang et al, 2014).

Pertama bersihkan kedelai dari benda asing seperti batu dan lain-lain

kemudian cuci dengan air, kemudian simpan dalam panci, tuangkan air
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mendidih sehingga semua biji kedelai terendam dalam air selama 12 jam.
Setelah 12 jam cuci kembali dengan air dingin dan aduk-aduk dengan tangan
sampai semua kulit kedelai terkelupas dan bijinya terbelah, lalu buang kulit
yang terkelupas. Kedelai yang sudah bersih dikukus selama 30 menit sampai
terlihat empuk.Kemudian terbarkan dalam tampah yang bersih dan kering.
Tambahkan tepung tapioca 1 sendok makan untuk 1 kg kedelai dan aduk
sampai rata. Lalu kipas sampai suhu kamar sekitar 30 °C. Kemudian taburkan
ragi_tape (Rhizopus aligosporus) sesuai kebutuhan.Setelah itu kemas dengan
pembungkus, biasa menggunakan plastic atau daun pisang. Jika menggunakan
dengan plastic, tusuk-tusuk plastic dengan jarum hingga meratas (Alvina et al.,
2019)

4. Mutu Tempe

Secara umum karakteristik fisikokimia tempe telah memenuhi syarat mutu
tempe kedelai (SNI 3144:2015) (Laksono et al., 2019). Di dalam tempe
terkandung berbagai zat gizi yang diperlukan oleh tubuh seperii protein,
karbohidrat, lemak, dan mineral. Pada setiap 100 g tempe terkandung 20,8 g
protein; 13,5 g karbohidrat, 8,8 g lemak, 0,19 mg vitamin B1,7155 mg kalsium
dan sedikit (Ellent et al., 2022)

Tabel 2.1 Mutu Tempe

No Kriteria Uji Satuan Persyaratan

1. Keadaan

2. Tekstur kompak, jika diiris tetap
utuh (tidak mudah rontok)

3. Warna putih merata pada seluruh

permukaan
4. Bau bau khas tempe tanpa
adanya bau amoniak

5. Kadar Air Fraksi massa % maks.65

6. Kadar Abu Fraksi massa % min.7

7. Kadar Lemak Fraksi massa % min.15




8. Kadar Serat Fraksi massa % maks.2,5

9. Kadmium (Cd) Mgkg maks.0,2
10. Timbal (Pb) Mgkg maks.0,25
11. Timah (Sn) Mgkg maks.40
12. Merkuri (Hg) Mgkg maks.0,03
13.  Cemaran arsen Magkg maks.0,25
(AS)

14. Cemaran mikroba

15. Coliform APM/Gram maks.10
16. Salmonella - negatif/25g

Sumber: SNI 3144:2015

5. Masalah Kebersihan Pabrik

Kebersihan-adalah pekerjaan yang berhubungan dengan kesehatan dengan
menjaga dan melindungi kebersihan individu. Untuk menghindari terjadinya
kontaminasi pangan dengan zat-zat yang menimbulkan gangguan kesehatan,
maka perlu diterapkan higiene pangan. selama penyiapan, penanganan,
penyimpanan dan pengangkutan pangan sampai makanan dan minuman
tersebut siap dikonsumsi oleh masyarakat atau konsumen. Tujuan higiene
pangan adalah untuk menjamin keamanan dan kebersihan pangan, mencegah
konsumen jatuh sakit, menghindari penjualan pangan dengan mengorbankan
pembeli, dan mengurangi kerusakan atau pemborosan pangan(Alvina et al.,
2019.
6. Cemaran Mikroba (BPOM, No 13 tahun 2019)

Pangan adalah segala sesuatu yang berasal dari sumber hayati produk
pertanian, perkebunan, kehutanan, perikanan, peternakan, perairan, dan air,
baik yang diolah maupun tidak diolah, yang diperuntukkan sebagai makanan

atau minuman bagi konsumsi manusia termasuk Bahan Tambahan Pangan,



bahan baku pangan, dan bahan lain yang digunakan dalam proses penyiapan,
pengolahan, dan/atau pembuatan makananatau minuman.

Keamanan Pangan adalah kondisi dan upaya yang diperlukan untuk
mencegah Pangan dari kemungkinan cemaran biologis, kimia, dan benda lain
yang dapat mengganggu, merugikan, dan membahayakan kesehatan manusia
serta tidak bertentangan dengan agama, keyakinan, dan budaya masyarakat
sehingga-aman untuk dikonsumsi.

Cemaran Mikroba adalah cemaran dalam Pangan Olahan yang berasal dari
mikroba yang dapat merugikan dan membahayakan kesehatan manusia.

Kriteria Mikrobiologi adalah ukuran manajemen resiko yang menunjukkan
keberterimaan suatu pangan atau Kinerja proses atau sistem keamanan pangan
yang merupakan hasil dari pengambilan sampel dan pengujian mikroba, toksin
atau metabolitnya atau penanda yang berhubungan dengan patogenisitas atau
sifat lainnya pada titik tertentu dalam suatu rantai pangan.

Tabel 2.2 Batas Cemaran Mikroba

: Jenis
[ ) mikroba/Parameter N . c m M Metqd_e
Pangan . : . Analisis
Uji mikrobiologi
Kedelai Salmonella sp 5 0 'negatif/25 NA 1SO 6579
Fermentasi Coliform 5 0 3APM/g NA 1SO 4831
Sumber : BPOM, No 13 tahun 2019
N Jumlah sampel yang harus diambil
¢ : Jumlah sampel yang dianalisis dari N
m :  Batas mikroba
M :  Batas maksimal mikroba
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B. Bakteri
1. Pengertian Bakteri

Bakteri merupakan salah satu golongan organisme prokariotik (tidak
mempunyai selubung inti) namun bakteri memiliki informasi genetik berupa
DNA yang berbentuk sirkuler, panjang dan bisa disebut nucleoid. Tes bokimia
pewarnaan gram merupakan kriteria yang efektif untuk Kklasifikasi. Hasil
pewarnaan akan menunjukkan perbedaan dasar dan kompleks pada sel bakteri
(struktur dinding sel), sehingga dapat membagi bakteri menjadi 2 kelompok
yaitu bakteri Gram positif dan bakteri Gram negatif. Pada pewarnaan Gram,
golongan bakteri gram positif akan memberikan warna ungu karena memiliki
lapisan peptidoglikan setebal 20-80nm sedangkan Bakteri Gram negatif
memiliki lapisan peptidoglikan yang tipis yaitu 5-10 nm dengan komposisi
utama: lipoprotein, membran luar dan polisakarida (Holderman et al., 2017).
a) Bakteri Salmonella sp.

Salmonella sp. merupakan pathogen zoonotic dan  tergolong
Enterobacteriaceae yaitu merupakan bakteri basil grame negatif. Badan
Kesehatan Dunia WHO, (2014) menyatakan Salmonella sp adalah genus
bakteri yangmerupakan penyebab utama penyakit bawaan makanan di
seluruh dunia (Darmayani et al., 2017).

Salmonella sp. adalah salah satu spesies bakteri yang termasuk dalam
anggota family enterobacteriaceae. Bakteri ini dapat menyebabkan
penyakit menular yang disebut salmonellosis.Bakteri ini umumnya
menyerang usus manusia. Bakteri Salmonella sp merupakan bakteri yang

bersifat anaerob fakultatif (Fajar et al., 2018).
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b)

Bakteri Salmonella sp. biasanya ditemukan pada bahan pangan
yangmengandung protein cukup tinggi sebagai media yang sangat baik
bagi pertumbuhan mikroorganisme (Darmayani et al., 2017).

Bakteri Coliform

Coliform dapat digunakan sebagai indikator untuk menentukan
kualitas dari<lingkungan air,tanah dan makanan. Kelompok bakteri ini
berasal dari sistem pencernaan hewan, termasuk manusia dan juga pada
tinja. Keberadaan bakteri Coliform dalam produk fermentasi pangan dapat
ditolerir . jika jumlahnya  tidak- melampaui ambang/ batas yang telah
ditentukan 10 MPN/g yaitu 10 unit tumbuh (grow unit) Coliform pada
setiap gramnya (Mahulette et al., 2022).

Uraian Bakteri Uji

a) Bakteri Salmonella sp

Gambar 2.2 \Bakteri Salmonella sp
Klasifikasi Salmonella sp adalah sebagai berikut (Walsh, 2011):
Kingdom : Bacteria
Phylum : Probacteria

Class :  Gamma probcteria

12



Ordo . Enterobacteriales
Family . Enterobacteriaceae

Genus : Salmonella

Spesies  :  Salmonella sp
b) Morfologi /\
3 el pendek, gram
e

dapat hidup dan berkembang biak di dalam makrofag dan selanjutnya

dibawa ke plaque peyeri ileum distal dan kemudian ke kelenjar getah
bening mesenterika. Selanjutnya melalui duktus torasikus kuman yang

terdapat di dalam makrofag ini masuk ke dalam sirkulasi darah
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d)

(mengakibatkan bakterimia pertama yang asimtomatik) dan menyebar
ke seluruh organ retikuloendotelial tubuh terutama hati dan limpa. Di
organ-organ ini meninggalkan sel-sel fagosit dan kemudian
berkembang biak di luar sel atau ruang sinusoid selanjutnya masuk ke
dalam sirkulasi darah lagi yang mengakibatkan bakterimia yang kedua
kalinya dengan disertai tanda-tanda dan gejala penyakit infeksi
sistemik, seperti demam, malaise, myalgia, sakit kepala dan sakit perut
(Masriadi, 2017).

Bakteri Coliform

Coliform merupakan bakteri yang dapat hidup di saluran
pencernaan  manusia, adanya  bakteri  ini  menunjukan
terkontaminasinya makanan baik produk pengolahan berbahan susu
maupun makanan yang -mengandung kadar air yang cukup tinggi
(Saadah, 2017).

Bakteri Coliform dalam pewarnaan gram akan menghasilkan warna
merah dimana kandungan pada dinding sel bakteri gram negatif
terdapat 10-20% peptidoglikan dan diluarannya tersusun atas protein
fostolipida serta protein lipopolisakarida. Lain daripada itu pewarnaan
gram positif = yang- cenderung - memiliki polimer iurus akan
memunculkan warna ungu dimana dalam dinding sel bakterinya
mengandung 60-100% peptodoglikan (Ismail, 2019).

Bakteri gram positif memiliki dinding sel yang lebih tebal daripada
bakteri gram negatif, yang terdiri dari lapisan mukopeptida dan dua

jenis asam teiokat (Hamidah et al., 2019). Escherichia coli merupakan
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contoh dari bakteri Coliform yang terkandung dalam tinja atau kotoran
manusia. Penemuan Escherichia coli bermula ditemukan pada tahun
1885 dimana tinja seorang anak kecil diisolasi dengan Theodor
Escherich yang karena<penelitiannya nama bakteri “Escherichia”
tersebut diberikan sebagai bentuk penghargaan dan Escherichia coli
telah dipublikasi sejak tahun 1920.Jika dalam makanan terdapat
adanya  bakteri ini-kemungkinan-makanan tersebut-sudah tercemar

tinja manusia yang tentunya tidak sesuai‘dengan standar kebersihan

pangan ((Dhafin; 2017).

Gambar 2.3 Bakteri Escherichia coli

Klasifikasi bakteri Escherichia coli, yaitu: (Sumampouw, 2019)

Kingdom : Bacteria

Divisi : Protecbacteria

Class : Gamma Proteobacteria
Ordo . Enterobacteriales
Famili . Enterobacteriaceae
Genus . Escherichia

Spesies . Escherichia coli

C. Metode MPN
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Penelitian Pradiko et al., (2019), MPN (Most Probable Number) atau
angka perkiraan terdekat merupakan suatu cara untuk menganalisis bakteri
golongan coli yang memiliki kemampuan memfermentasi laktosa dan
menghasilkan gas, yang merupakan parameter pencemaran suatu sampel air.
Analisis MPN Coliform-berlangsung dalam beberapa tahap, tahap utama uji

praduga (presumtie Test), tahap kedua uji penegasan:

1. Uji Praduga

Uji praduga  dilakukan untuk mendeteksi bakteri Coliform yang
teramat kecil porsinya dalam air terutama untuk air minum kemasan
maupun bahan pangan lainnya. Nilai MPN yang ditunjukkan berdasarkan
kombinasi tabung positif dan negatif tersebut tidak menunjukkan
konsentrasi yang sebenarnya, namun berlaku sebagai penunjuk angka
bakteri Coliform dengan derajat kepercayaan (leel of significant) dalam
statistic sebesar 94%. Merupakan tes pendahuluan tentang ada tidaknya
kehadiran bakteri Colifrom berdasarkan terbentuknya asam dan gas
disebabkan karena fermentasi laktosa oleh bakteri golongan coli. Pada Uji
penduga ini digunakan media Lactosa Broth. (LLB), diinkubasi 1 x 24 jam
pada suhu 37°C terbentuknya asam dilihat dari kekeruhan pada media
laktosa dan gas yang dihasilkan dapat dilihat dalam tabung durham berupa
gelembung udara. Tabung dinyatakan positif jika terbentuk gas di dalam
tabung durham dan apabila tidak menghasilkan gas maka diinkubasi lagi

selama 48 jam pada suhu 37°C (Dhafin, 2017).
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2.

Uji Penegasan

Uji penegasan merupakan uji kepastian untuk membuktikan ada
tidaknya bakteri Coliform dan Colifecal berdasarkan terbentuknya
gelembung gas yang terdapat pada tabung Durham di medium Brilliant
Green Lactose Broth (BGLBB). Tabung. akan dinyatakan positif jika
terbentuk gelembung gas di dalam tabung Durham. Banyaknya kandungan
bakteri-Coliform dan Colifecal dapat dilihat dengan menghitung tabung
yang menunjukkan reaksi positif terbentuk  gelembung gas dan
dibandingkan dengan rtabel MPN. Metode MPN _dilakukan untuk
menghitung jumlah mikroba pada medium cair BGLBB. Inkubasi

dilakukan 1 x 24 jam dengan suhu 45°C (Annisa, 2016)

Tabel 2.3 Nilai MPN

Tabel MPN untuk tiga seri tabung dengan 0,1, 0,01, dan 0,001 g inoculum

(95% confidence intervals)

Tabung Positif Conf. lim. Tabung Positif Conf. lim.
0,10 | 0,01 | 0,002 | MPN/g_| bawah | Atas | 0,10 [ 0,01 | 0,001 | MPN/g | Bawah | Atas
0 0 0 <3.0 - 9.5 2 2 ) 21 45 42
0 0 1 3.0 015 | 9.6 2 2 1 28 8.7 94
0 1 0 3.0 045 17 11 2 2 2 35 8.7 94
0 1 1 6.1 1.2 18 2 3 0 29 8.7 94
0 2 0 6.2 1.2 18 2 3 1 36 8.7 94
0 3 0 9.4 3.6 38 3 0 0 23 4.6 94
1 0 0 3.6 017 | 18 3 0 1 38 8.7 110
1 0 1 7.2 1.3 18 3 0 2 64 17 180
1 0 2 11 3.6 38 3 1 0 43 9 180
1 1 0 7.4 1.3 20 3 1 1 5 17 200
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1 1 1 11 3.6 38 3 1 2 120 37 420
1 2 0 11 Tempe Kedelai 1 3 160 40 420
1 2 1 15 45 4 3 2 0 93 18 420
1 3 0 16 45 4 3 2 1 150 37 420
2 0 0 _ 2 2 210 40 430
2 0 1 b 2 3 290 20 1,000
2 0 2 3 0 240 42 1.000
2 1 0 ' 1 460 20 2,000
2 1 1 o0 180 | 4,100
/ C‘ \ :
2 | 1 =] ‘; 'k_ N! UF'IA y
77
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: Variabel Bebas

: Variabel Terikat

ikrobiologi

Fakultas Farmasi Universitas Muhammadiyah Makassar, Penelitian
dilaksanakan pada bulan September hingga November 2024.

C. Populasi dan sampel
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Sampel yang digunakan adalah tempe kemasan daun pisang di peroleh
di Kabupaten Gowa kecamatan Somba opu, Pallangga dan Bajeng.
D. Alat dan Bahan

1. Alat

ukan penelitian diantaranya
2 .\.

an panas kering
(udara kering) pada oven. Sterilisasi dilakukan pada temperatur 170°C
selama = 1 jam. Jarum ose disterilkan dalam nyala api bunsen sampai

merah membara. Selanjutnya, Media yang digunakan disterilkan

20



dengan sterilisasi basah (uap air panas bertekanan) yaitu dengan
menggunakan autoklaf. Sterilisasi ini akan dilakukan selama 15 menit
dengan suhu 121°C dan dengan tekanan 2 atm
2. Preparasi dan Pengenceran

Sampel uji diencerkan dengan 6 seri pengenceran, yaitu: 101, 102,
103, 104,10, dan 10°. Awal pengenceran sampel dilakukan dengan
mencampurkan 25¢g sampel yang telah dihancurkan-ke dalam 225 ml
NaCl 0,9% dan dihomogenkan (pengenceran 101). Kemudian dalam
mendapatkan pengenceran 104, suspensi. awal diambil sebanyak 1 ml,
lalu dimasukkan ke dalam tabung reaksi berisi 9 ml NaCl 0,9% dan
dihomogenkan. Demikian dengan pengenceran 103, suspensi diambil
sebanyak 1 ml dari pengenceran 102, lalu dimasukkan ke dalam tabung
reaksi berisi 9 ml NaCl 0,9% lainnya dan dihomogenkan. Setelah itu,
dari pengenceran 10 diambil sebanyak 1 ml, lalu dimasukkan ke
dalam tabung reaksi pengenceran 10“ berisi 9 ml NaCl 0,85%.
Pengenceran 104 diambil sebanyak 1 ml, lalu- dimasukkan ke dalam
tabung - reaksi pengenceran 10° berisi 9 ml NaCl 0,9%. Untuk
mendapatkan pengenceran 106, pengenceran 10° diambil 1 ml dan di
masukkan ke dalam tabung pengenceran 10° berisi 9 ml NaCl 0,9%
(Bambang et al, 2014).

3. Deteksi Bakteri Coliform

Berikut adalah prosedur kerja yang lebih lengkap untuk pengujian

Coliform pada tempe kedelai sesuai dengan standar 1SO 4831:2006-2 :

a. Persiapan Sampel:
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1) Dipilih sampel tempe kedelai yang mewakili produk yang akan
diuji.

2) Ambil sampel dengan teknik aseptik untuk memastikan

pensi sampel

pengenceran 10-* dimasukkan ke dalam 3 seri pertama tabung reaksi
berisi. 9 ml Lactose Broth sebanyak masing-masing 1 ml.

Selanjutnya suspensi sampel pengenceran 10° diambil sebanyak
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masing-masing 1 ml, dan dimasukkan ke dalam 3 seri kedua tabung
reaksi berisi 9 ml Lactose Broth. Terakhir suspensi sampel
pengenceran 10 diambil sebanyak masing-masing 1 ml, dan
dimasukkan ke dalam 3'seri ketiga tabung reaksi berisi 9 ml Lactose
Broth. Seluruh-tabung diinkubasikan pada suhu 37 °C selama 24-48
jam dan setelahnya dicatat jumlah tabung yang membentuk gas pada

masing-masing pengenceran (Khaq & Dewi, 2017).

e. Uji Penegasan (Comfirmative Test)
Tabung  fiap - pengenceran - dari. Uji Dugaan yang positif
(terbentuk gas), secara hati-hati dikocok dengan vortex. Kemudian
setiap tabung tersebut diambil 1 ose, dan dipindahkan ke tabung
reaksi berisi 10 ml media Brilliant Green Lactose bile Broth (BGLB)
2% yang didalamnya terdapat tabung durham terbalik. Kemudian
semua tabung diinkubasi pada suhu 37 ©C selama 24-48 jam. Uji
dinyatakan positif = jika terbentuk gas dalam tabung durham.
Pembentukan gas pada tiap tabung pengenceran dicatat jumlahnya,
kemudian kombinasi tabung positif disesuaikan.dengan tabel MPN
(FDA BAM Appendix 2, 2001) dan dinyatakan dalam satuan APM/g
(Khagq & Dewi, 2017)
4. Deteksi Bakteri Salmonella sp.

Larutan suspensi pengenceran 10, 10°, dan 10-® masing-masing
diambil sebanyak 0,2 ml. Kemudian, larutan suspensi tersebut ditaburkan
pada permukaan medium spesifik Salmonella Shigella Agar (SSA) dan

diratakan dengan batang L steril. Tiap seri pengenceran dibuat 3 kali
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ulangan. Setelah semua seri pengenceran diinokulasikan, medium
Salmonella Shigella Agar (SSA) diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24-48

jam. Deteksi cemaran bakteri Salmonella sp dilihat dari ada (+) atau tidak

ada (-) pertumbuhan baktet. Jika tumbuh koloni Salmonella sp

ess) dengan inti hitam besar di

sampel dan ulangan tiga kali. Data yang sudah diolah kemudian dinilai

kuantitas bakteriologis Coliform dan kualitas ada atau tidaknya Salmonella

sp (Khag & Dewi, 2017).
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN
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Salah satu masalah keamanan pangan di Indonesia adalah keracunan pangan
yang disebabkan karena mengosumsi suatu makanan yang beracun atau
terkontaminasi bakteri atau mikroorganisme. Dalam fermentasi makanan
diantaranya adalah Rhizopus oligosporus dan Rhizopus oryzae berguna dalam
pembuatan tempe. Tidak sedikit kasus kejadian penyakit yang diakibatkan oleh
pangan yang masih menjadi masalah yang serius di berbagai negara termaksud
Indonesia.

Dari penelitian  sebelumnya (Khagq & Dewi, 2017) dilakukan. deteksi
cemaran bakteri Coliform dan Salmonella pada tempe yang dikemas daun
pisang,Hasil penelitian menunjukkan bahwa rata-rata sampel produsen tidak
memenuhi batas baku pecemaran Coliform. Dengan nilai cemaran Coliform
tertinggi >1100 APM/g dan nilai terendah 7 APM/g, Sedangkan Salmonella sp
deteksi rata-rata menghasilkan positif . Tujuan dilakukannya uji deteksi bakteri
Coliform dan Salmonella pada tempe untuk memastikan produk layak untuk
dikonsumsi dari segi kualitas dan kebersihan produk.

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah Tempe Kedelai yang
diproduksi di Kabupaten Gowa. Sampel yang dipilih untuk diteliti sebanyak tiga
sampel yang diambil dari industri pabrik tempe yang.dikemas dengan daun pisang
yang berada di 3 kecamatan yaitu, Somba opu,Palangga Dan Bajeng. hal ini di
dasari pada peraturan BPOM nomor 13 tahun 2019 tentang batas maksimal
cemaran mikroba dalam pangan olahan pada jenis pangan olahan Fermentasi

Kedelai.

26



Penelitian ini dimulai dari proses pengujian uji cemaran mikroba Coliform
yakni dengan metode Most Probable Number (MPN) yang digunakan untuk
mengetahui kontaminasi akibat bakteri Coliform. Dalam metode Most Probable
Number (MPN) ada dua pengujian yang di lakukan yaitu uji pendugaan dilakukan
untuk mendeteksi awal kontaminasi oleh mikroorganisme patogen atau bahan
kimia berbahaya dalam sampel, seperti produk pangan, air, dan lingkungan.
Sampel yang digunakan 25 gram sampel dengan pengenceran-variasi tiga tingkat
konsentrasi yaitu 10*,.10-%, 103, Hal ini bertujuan untuk mendapatkan konsentrasi
yang berbeda dan mengurangi tingkat kontaminasi sehingga memudahkan untuk
mengidentifikasi koloni yang tumbuh pada sampel.

Pengenceran sampel menggunakan NaCl yang bertujuan untuk menjaga
ketahanan hidup isolate bakteri karena NaCl (larutan garam fisiologi yang terbuat
dari garam NaCL dengan konsentrasi ,9% b/v berfungsi untuk menjaga
keseimbangan ion sel mikroba.

Dalam penelitian ini media yang digunakan adalah Lactose Borth (LB)
untuk uji pendugaan menurut (Partic, 2008) Lactose borth digunakan sebagai
medium untuk mendeteksi kehadiran Coliform dalam air makanan, dan produk
susu. Kemudian media Lactose Borth (LB) di tambahkan dengan Bromothymol
blue (BTB) bertujuan untuk mengukur pH larutan atau mendeteksi perubahan pH,
Laktosa dapat mempengaruhi stabilitas warna dalam Bromothymol blue (BTB).
Bromothymol blue (BTB) merupakan salah satu indikator pH yang dapat
digunakan atau ditambahkan dalam suatu medium pertumbuhan bakteri yang

bersifat asam atau basa (Dhany et al., 2013). Dan media Brilliant Green Lactose
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bile Broth (BGLB) untuk uji Penengasan dilakukan untuk mengonfirmasi hasil uji
pendugaan yang lebih spesifik dan meyakinkan keberadaan Coliform.
1. Uji Pendugaan
Dari hasil analisis Uji Most Probable Number (MPN)/Angka Paling
Mungkin (APM), menunjukkan bahwa semua sampel yang diujikan secara
nyata melebihi batas baku cemaran coliform SNI 3144-2015, yaitu
maksimal 10 APM/g. Hasil uji pendugaan dengan menggunakan metode
MPN dapat dilihat pada tabel berikut :

Tabel 4.1 Hasil uji pendugaan dengan menggunakan metode MPN

Pengenceran Persyaratan
SAMPE! gt b\ \viasl 1/ /) e SN
1
2 2 2 e Tidak
2 memenuhti
2 = : = standar 10
3 1 1 1 1 APM/gram-

Keterangan: 1 = Jumlah positif Coliform
2 = Jumlah positif Coliform

Berdasarkan hasil uji pendugaan dengan Lactose Borth (LB) setelah 24-
48 jam inkubasi. Penentuan nilai MPN Coliform pada sampel tempe dilihat
dengan adanya gelembung gas pada tabung Durham dan warna media
menjadi keruh, dan jumlah tabung pada uji pendugaan untuk tiga seri
pengenceran dihitung tabungnya. Angka kombinasi jumlah tabung positif
sesuai dengan jumlah tabung durham yang terbentuknya gas dan warna

media menjadi keruh pada tiap-tiap pengenceran.
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Untuk menentukan nilai MPN untuk tiga seri pengenceran berdasarkan
nilai pada tabel MPN Coliform Menunjukkan semua sampel yang di uji
melebihi standar batas SNI 3144-2015, Yaitu maksimal 10 APM/g.

2. Uji Penegasan

Selanjutnya dilakukan uji penegasan untuk mengetahui kontaminasi
akibat bakteri Coliform. Pengujian ini menggunakan media Brilliant Green
Lactose: Bile Broth (BGLB) 2%, Penggunaan media Brilliant Green
Lactose Bile Broth (BGLB) 2% pada uji penegasan berfungsi. sebagai
penghambat pertumbuhan flora mikroba yang tidak diharapakan, Positif
jika terdapat kekeruhan dan gelembung gas pada tabung durham (Khopipa,
2021). Hasil uji penegasan dengan menggunakan metode MPN dapat

dilihat pada tabel berikut :

Tabel 4.2 Hasil uji penegasan dengan menggunakan metode MPN

Pengenceran Persyaratan
sampel 75T 10z g2 MPN SN
. 1 1 1 11 Tidak
2 memenuhi
2 ! L 20 standar 10
3 { 1 1 11 APM/gram.

Keterangan: 1 = Jumlah tabung positif Coliform

2 = Jumlah tabung positif Coliform

Berdasarkan hasil uji penegasan dengan BGLB 2% setelah 24-48 jam
inkubasi. Menunjukkan semua sampel yang di uji melebihi standar batas

SNI 3144-2015, yaitu maksimal 10 APM/g. Beberapa faktor penyebab
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kontaminasi Coliform meliputi kualitas air yang digunakan dalam produksi,
kondisi sanitasi pekerja dan peralatan, serta lingkungan sekitar. (Kusuma
& Dewi, 2016) menyatakan bahwa keberadaan Coliform pada pangan
menunjukkan adanya polusi dan sanitasi yang buruk.

Peralatan produksi diduga menjadi salah satu faktor kontaminasi
Coliform. Wadah penirisan kedelai untuk sampel menggunakan wadah
bambu:»Wadah pencucian semua sampel menggunakan tong atau ember
plastik dengan lubang-lubang di bagian samping ‘bawah. Wadah bambu
memiliki banyak pori dan serat yang dapat menahan bakteri
pengkontaminasi dibandingkan plastik dan besi (Kusuma & Dewi, 2016).
Peralatan produksi hanya disiram dengan air tanpa sabun setelah
digunakan dan terkadang ditumpuk di tempat yang kurang bersih saat tidak
digunakan. Penelitian oleh (Kusuma & Dewi, 2016) menunjukkan bahwa
kontaminasi Coliform pada dangke melalui cetakan memiliki risiko lebih
besar dibandingkan dengan tangan pekerja, karena cetakan yang tercemar
setelah pencucian akan bersentuhan langsung dengan produk. Tempat
inkubasi semua sampel menggunakan alas kayu yang kadang dilapisi
karung plastik, namun jarang diganti atau dibersinkan. Menurut (Kusuma
& Dewi, 2016) melakukan penelitian terhadapan deteksi cemaran pada
tempe dan hasil yang di dapatkan positif adanya bakteri Coliform yang
dimana di akibatkan kurangnya kebersihan dan pemilihan wadah yang
tidak tepat sehingga dapat mengakibatkan adanya bakteri pada produk.

3. Pengujian Salmonella sp
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Pengujian Bakteri Salmonella sp dilakukan untuk mendeteksi bakteri
Salmonella sp pada sampel. Medium yang digunakan yaitu medium
Salmonella Shigella Agar (SSA) yang mampu menghambat pertumbuhan
bakteri gram positif sehingga medium ini bersifat selektif untuk bakteri
gram negatife khususnya Salmonella sp Jika tumbuh koloni Salmonella sp
koloni tersebut tidak akan berwarna (colorless) dengan inti hitam besar di
tengah:(Khag & Dewi;-2017) Dapat dilihat hasil deteksi. Salmonella sp
pada sampel, tidak terdeteksi adanya cemaran bakteri pada sampel. Hasil
uji Salmonella sp menggunakan media SSA dapat dilihat pada tabel
berikut:

Tabel 4.3 Hasil dari Uji Salmonella sp. dengan menggunakan media SSA

Sampel  SSA 10-1 SSA 10-2 SSA 10-3

Keterangan: - = Negatif Salmonella sp
+ = Positif Salmonella sp
Berdasarkan hasil negatif untuk pengujian Salmonella sp pada sampel

(Tabel 3) menunjukkan. bahwa sampel tersebut aman dari bakteri
Salmonella sp. Respon negative menunjukkan bahwa Sampel dari tempe
ini tidak terkontaminasi.

Deteksi Salmonella sp dalam air produksi pada sampel tidak
memengaruhi produk akhir tempe. Ini disebabkan oleh jumlah kontaminasi

yang sangat rendah serta proses pengolahan yang efektif dalam
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menghilangkan Salmonella sp, di mana kedelai mengalami pemanasan dan
fermentasi. Salmonella sp dan beberapa jenis coliform dapat dibasmi

dengan pemanasan pada suhu minimal 70°C selama 30 menit, pasteurisasi,

dan penggunaan klorin den 0,5-1 ppm (Kusuma & Dewi, 2016).

0016\
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BAB V

PENUTUP

A. Kesimpulan A
Semua sampel tenr e 0 eI S1, S2, Ss yang berasal dari

o] ang melebihi batas SNI
m,

eings e
4
<

Kabupaten Go
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Lampiran 2. Proses Pembuatan Tempe di Pabrik
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Gambar 2.1 Pabrik Tempe Kabupaten Palangga
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Sampel 2
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Gambar 2.3 Pabrik Kabupaten Sombu Opu
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Lampiran 3. Proses Penyiapan Bahan
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Penimbangan Sampel 3
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Gambar 3.1 Penyiapan sampel
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Lampiran 4. Uji Penegasan
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Lampiran 5. Uji Salmonella sp
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Lampiran 6. Hasil Pengamatan Uji Pendugaan
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Lampiran 7. Hasil Uji Penegasan
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Gambar 7.1 Hasil Sampel 1
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Lampiran 8. Uji SSA
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Gambar 8.1 Hasil Sampel 1,2 dan 3
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