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Abstract - Pasteurization is a method to maintain the quality of fresh milk. However, it is possible for pathogenic 

and nonpathogenic microbes to grow and reduce the quality of milk. The purpose of this study was to analyze 

microbial contamination in pasteurized milk produced by 7 fostered business actors of UPH Dairy Farming 

Pondok Ranggon, East Jakarta. Microbial contamination tests used the Total Plate Count (TPC) test, Eosin 

Methylene Blue Agar (EMBA) confirmation test, Indole, Methyl Red, Voges Proskauer, and Citrate (IMVIC) 

biochemical tests. The results of the TPC test showed that out of 20 pasteurized milk samples, no total bacterial 

plate counts were found to exceed the SNI No. 3951:2018 standard, which is 1 x 104 CFU/mL. The results of the 

confirmation test showed that 9 samples of pasteurized milk had bacterial growth suspected to be E. coli bacteria 

which was marked by a purple color, namely in samples 4, 8, 10, 13, 14, 15, 16, 18 and 20. However, the IMVIC 

test results showed that E. coli bacteria were only found in 3 samples, namely samples 13, 14 and 16, marked by 

the results of the indole test (+), methyl red test (+), vp test (–) and citrate test (–). 

 

Keywords - Total Plate Count, E. coli, IMVIC, Pasteurized Milk. 

 

Abstrak – Pasteurisasi merupakan metode untuk mempertahankan mutu susu segar. Namun tidak 

menutup kemungkinan mikroba patogen dan nonpatogen dapat tumbuh dan menurunkan mutu susu. 

Tujuan dari penelitian ini adalah melakukan analisis cemaran mikroba pada susu pasteurisasi produksi 

7 pelaku usaha binaan UPH Peternakan Sapi Perah Pondok Ranggon, Jakarta Timur. Uji cemaran 

mikroba menggunakan uji Angka Lempeng Total (ALT), uji penegasan Eosin Methylene Blue Agar 

(EMBA), uji biokimia Indol, Merah metil, Voges Proskauer, dan Sitrat (IMVIC). Hasil penelitian uji 

ALT menunjukkan bahwa dari 20 sampel susu pasteurisasi tidak ditemukan angka lempeng total bakteri 

melebihi standar SNI No. 3951:2018 yaitu 1 x 104 CFU/mL.  Hasil uji penegasan menunjukkan 9 sampel 

susu pasteurisasi terdapat pertumbuhan bakteri diduga merupakan bakteri E. coli yang ditandai dengan 

warna ungu yaitu pada sampel 4, 8, 10, 13, 14, 15, 16, 18 dan 20. Namun hasil uji IMVIC menunjukkan 

bahwa bakteri E. coli hanya ditemukan pada 3 sampel yaitu sampel 13, 14 dan 16, yang ditandai dengan 

hasil uji indol (+), uji merah metil (+), uji vp (–) dan uji sitrat (–). 

 

Kata Kunci - Angka Lempeng Total, E. coli, IMVIC, Susu Pasteurisasi.  
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PENDAHULUAN 

 

ingkat permintaan susu di pasaran sangat tinggi, 

pada tahun 2019 mencapai 4.332,88 ribu ton. 

Namun produksi susu dalam negeri masih tergolong 

rendah, yaitu hanya mampu memenuhi sebanyak 22% 

dari kebutuhan, dan 78% diperoleh dari kegiatan impor 

Kementerian Pertanian Republik Indonesia [1]. Untuk 

mengatasi keterbatasan produksi susu dan memastikan 

kualitas susu yang beredar berbagai upaya dilakukan, 

salah satunya adalah penggunaan metode pemanasan 

pasteurisasi untuk mempertahankan mutu susu segar 

[2]. Susu pasteurisasi menempati urutan kedua kategori 

susu paling diminati di pasaran setelah susu UHT 

dengan angka 42% [3]. Susu yang sudah mengalami 

proses pasteurisasi aman untuk dikonsumsi tetapi tidak 

menutup kemungkinan mikroba pencemar susu 

tumbuh dengan baik [4].  Provinsi DKI Jakarta 

memiliki sentra peternakan sapi perah yang terletak di 

Komplek Peternakan, Kelurahan Pondok Ranggon, 

Kecamatan Cipayung, Kota Jakarta Timur. Di komplek 

tersebut banyak pelaku Usaha Mikro Kecil dan 

Menengah (UMKM) yang tergabung dalam Unit 

Pengolahan Hasil (UPH) Susu Swadaya yang 

memproduksi susu segar dan susu olahan seperti susu 

pasteurisasi aneka rasa, yoghurt, kefir dan keju 

mozzarella [5]. 

 

Susu adalah bahan pangan berbentuk cairan yang 

diperoleh dari hasil pemerahan pada hewan seperti 

kuda, kambing, kerbau, unta ataupun sapi [6]. Susu 

mengandung komponen penting seperti 84-89% air, 

3,4% protein, 4,5% laktosa, 3,9% lemak, 0,72% 

mineral, vitamin dan enzim [7]. Kandungan zat gizi 

yang banyak pada susu dapat menjadi nutrisi bagi 

pertumbuhan beberapa jenis mikroba seperti bakteri, 

kapang, dan khamir, sehingga membuat susu mudah 

rusak dan menjadi berbahaya [8]. 

 

Pasteurisasi adalah proses pemanasan susu segar, susu 

rekonstitusi, atau susu rekombinasi dengan suhu dan 

waktu tertentu. Metode termal pasteurisasi dibagi 

menjadi dua cara yaitu Low Temperature Long Time 

(LTLT) pemanasan dengan menggunakan suhu 61 oC 

selama 30 menit, kemudian yang kedua Metode High 

Temperature Short Time (HTST) dengan suhu 71,7 — 

75 oC selama 15 — 16 detik [9], sedangkan metode 

non-termal menggunakan cara Pulsed Electric Field 

(PEF) yang memanfaatkan listrik tegangan tinggi [10]. 

Selanjutnya susu segera didinginkan hingga 10°C dan 

disimpan pada suhu maksimum 4,4 °C, tujuannya 

untuk memperpanjang daya simpan susu [9]. Metode 

pasteurisasi mampu membunuh sebagian besar dari 

sel-sel vegetatif, namun untuk mikroba termodurik, 

termofil dan beberapa mikroba berbentuk batang gram 

negatif masih dapat bertahan, sehingga 

berdampak pada keamanan kualitas produk susu 

[11]. 
 
Bakteri yang dapat mengkontaminasi susu antara 
lain adalah Salmonella sp., Bacillus sp., 
Staphylococcus aureus, Micrococcus sp., dan 

juga Escherichia coli (E. coli) [12]. Salah satu 
indikasi susu terkontaminasi yaitu adanya bakteri 
E. coli, dikarenakan sanitasi yang tidak baik 
selama proses penanganan, pengolahan, 
pengawetan, dan penyimpanan produk. 
Keberadaan bakteri E. coli dapat menjadi 
patogen apabila jumlahnya dalam saluran 
pencernaan terus meningkat dan melebihi batas 
atau berada di luar usus. Hal tersebut akan 
menyebabkan gejala keracunan seperti 
terjadinya diare, demam, dan disertai dengan 

muntah [13].  Untuk melindungi konsumen dari 
kualitas produk susu pasteurisasi yang tidak 
layak konsumsi, maka pemerintah 
mengeluarkan acuan berupa Standar Nasional 
Indonesia (SNI) No. 3951:2018 tentang Susu 
Pasteurisasi [14]. Jumlah cemaran mikroba 
pada susu dapat dihitung dengan menggunakan 
metode pengujian ALT. Prinsipnya yaitu 
menumbuhkan bakteri dalam media agar 
sehingga bakteri dapat terlihat dan dihitung 
jumlahnya [12]. Kelebihan dari metode pengujian 

ALT yaitu hanya sel hidup saja yang dapat 
tumbuh dan dihitung, beberapa jenis mikroba 
dapat dihitung sekaligus, dapat digunakan untuk 
isolasi serta dapat diidentifikasi secara spesifik. 
Sedangkan kelemahannya yaitu hasil perhitungan 
tidak menunjukkan jumlah sel yang sebenarnya, 
hal tersebut mungkin saja disebabkan karena 
perbedaan media dan kondisi inkubasi yang 
berbeda, jenis mikroba harus dapat tumbuh pada 
medium padat dan membentuk koloni yang 
kompak, jelas dan tidak menyebar serta 

memerlukan persiapan dan waktu inkubasi yang 
relatif lama [15]. Terdapat dua cara dalam 
melakukan metode ALT, yaitu metode tuang 
(pour plate) dan metode permukaan 
(surface/spread plate) [16]. Perhitungan koloni 
bakteri pada cawan petri dapat dilakukan pada 
cawan petri yang memiliki jumlah koloni 
bakteri 25 – 250 koloni [17].  

 

Uji IMVIC merupakan metode untuk membedakan 

mikroba yang termasuk dalam kelompok 

enterobacteriaceae, sasaran utamanya adalah 

bakteri E. coli. Sebelum dilakukan uji IMVIC 

perlu dilakukan uji penegasan yang bertujuan 

untuk memastikan bahwa bakteri yang tumbuh 

T 
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bukanlah bakteri non koliform. Uji ini memerlukan 

media selektif seperti Endo Agar dan Eosin Methylene 

Blue Agar. Uji IMVIC terdiri dari uji Indol, Metil 

Merah, Voges Proskauer (VP) dan Sitrat. Uji indol 

dilakukan untuk mendeteksi kemampuan bakteri dalam 

menghasilkan indol dengan menggunakan enzim 

triptophanase, hasil positif ditunjukkan dengan adanya 

cincin merah pada bagian atas [18]. Uji metil merah 

memiliki tujuan untuk mendeteksi kemampuan bakteri 

dalam memproduksi serta mempertahankan produk 

akhir agar stabil dari fermentasi glukosa, hasil positif 

uji tersebut ditunjukkan dengan larutan berwarna 

merah [19]. Uji VP dilakukan untuk mendeteksi 

asetoin dalam kultur cair bakteri, hasil positif 

ditunjukkan dengan terbentuknya warna merah. Tujuan 

dilakukannya uji sitrat yaitu untuk mendeteksi 

kemampuan bakteri dalam memanfaatkan sumber 

karbon dan energi, hasil positif ditunjukkan pada 

medium yang berwarna. Tujuan dilakukannya 

penelitian ini adalah menganalisis cemaran mikroba 

pada susu pasteurisasi produksi UMKM Peternakan 

Pondok Ranggon, Jakarta Timur. 

 

 

METODE 

 

Waktu dan Tempat 

Penelitian dilakukan pada bulan Desember 2021 – 
Maret 2022 di Laboratorium Mikrobiologi Universitas 
Al Azhar Indonesia. Sampel susu berasal dari UMKM 
Peternakan Pondok Ranggon, Jakarta Timur. 

 

Alat dan Bahan 

Alat yang digunakan antara lain autoklaf, inkubator, 

colony counter, vortex mixer, cooler box, timbangan, 

mikropipet dan tip, gelas ukur, tabung reaksi, rak 

tabung reaksi, spidol, cawan petri, bunsen, pemantik, 

dan jarum ose. Sedangkan bahan yang digunakan 

antara lain sampel susu pasteurisasi berjumlah 20 

sampel yang diperoleh dari 7 UMKM Pondok 

Ranggon, kertas koran, plastik tahan panas, karet, 

media Buffered Peptone Water (BPW), media Plate 

Count Agar (PCA), media Eosin Methylene Blue Agar 

(EMBA), akuades, media Tryptone Broth, Reagen 

Kovac, media MR-VP, Indikator Metil Merah, larutan 

alfa naftol, larutan KOH 40% dan media Simmon Sitrat 
 

Langkah Kerja 

Uji Angka Lempeng Total  
Pengenceran sampel 

Sebanyak 9 mL media BPW dituangkan ke dalam 7 

tabung reaksi, kemudian masing-masing sampel 

diencerkan dengan cara dipipet sebanyak 1 mL ke 

dalam tabung reaksi berisi 9 mL BPW kemudian 

dihomogenkan dengan menggunakan vortex. Hasil 

pengenceran tersebut selanjutnya dipipet 

sebanyak 1 mL dan dimasukkan ke dalam tabung 

reaksi yang telah terisi dengan 9 mL media BPW, 

kemudian dihomogenkan dengan menggunakan 

vortex mixer sehingga didapatkan pengenceran 

10-1. Pengenceran tersebut dilakukan secara serial 

sampai 10-6 dan dilakukan secara duplo. Larutan 

blanko dibuat dengan 10 ml media BPW dalam 

tabung reaksi [20]. 

 

Inokulasi Bakteri 

Sebanyak 1 mL sampel hasil pengenceran 

dituangkan ke dalam cawan petri kosong, 

kemudian dituangkan media PCA sebanyak 20-25 

ml. Campuran dihomogenkan dengan melakukan 

gerakan searah jarum jam yang dilanjutkan 

dengan gerakan berlawanan dengan arah jam 

masing-masing sebanyak 5 kali. Pembuatan 

blanko dibagi menjadi dua yaitu sebanyak 20 ml 

media PCA dituangkan ke dalam cawan petri, 

blanko kedua sebanyak 1 ml media BPW 

kemudian dituangkan sebanyak 20 ml media 

PCA. Sampel dibiarkan dingin dan mengeras 

kemudian diinkubasi pada suhu 32 oC selama 48 

jam dalam keadaan terbalik. 

 

Perhitungan koloni 

Cawan petri yang dipilih adalah cawan 
yang telah ditumbuhi oleh koloni dengan jumlah 
antara 25—250 koloni. Perhitungan jumlah 
koloni menggunakan rumus sebagai berikut:  

 
Colony Forming Units = Jumlah koloni     X                 1 
    Faktor pengenceran    Faktor pengenceran101 

(1) 

Sumber : SNI (20) 

 

Uji Penegasan 

Bakteri yang telah tumbuh pada Uji ALT 

kemudian ditumbuhkan pada media EMBA dan 

hasil yang positif dilanjutkan dengan pemeriksaan 

uji IMVIC. Koloni yang tumbuh pada Uji ALT 

digoreskan menggunakan jarum ose ke dalam 

media EMBA. Sampel diikubasi selam 24 jam 

pada suhu 32 0C dalam keadaan terbalik. Hasil 

positif uji penegasan ditandai dengan 

penampakan fisik warna ungu hingga hitam atau 

gelap pada bagian pusat koloni dengan atau tanpa 

metalik. Hasil positif penegasan kemudian 

dilanjutkan dengan uji biokimia, sedangkan hasil 

negatif uji penegasan pengujian dihentikan [20] . 

 

Uji IMVIC  

Hasil positif pada uji penegasan dilanjutkan ke 

tahap uji IMVIC yang terdiri dari uji Indol, Metil 
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Merah, Voges Proskauer (VP), dan Sitrat [20] . 

 

Uji Indol 

Koloni hasil dari pengujian EMBA diinokulasikan 1 

ose ke dalam media tryptone broth, kemudian 

diinkubasi selama 24 jam pada suhu 32 oC. Setelah itu, 

koloni tersebut ditetesi 3-5 tetes reagen kovac, 

dihomogenkan lalu didiamkan selama beberapa menit. 

Uji indol dikatakan positif pada permukaan larutan 

membentuk cincin merah, sedangkan hasil reaksi 

negatif ditandai dengan terbentuknya cincin kuning. 

 
Uji Metil Merah 

Koloni dari pengujian EMBA diinokulasikan 1 ose ke 

dalam media MR-VP, kemudian diinkubasi selama 24 

jam pada suhu 32 oC. Setelah itu ditambahkan 3-5 tetes 

indikator metil merah, dihomogenkan lalu didiamkan 

selama beberapa menit. Uji metil merah dikatakan 

positif bila larutan berwarna merah. 
 
Uji Voges Proskauer (VP) 

Koloni dari pengujian EMBA diinokulasikan 1 ose ke 

dalam media MR-VP, kemudian diinkubasi selama 24 

jam pada suhu 32 oC. Setelah itu, ditambahkan 

sebanyak 0,6 mL larutan alfa naftol dan 0,2 mL larutan 

KOH 40%. Larutan dihomogenkan lalu didiamkan 

selama beberapa menit. Uji VP dikatakan positif bila 

larutan menunjukkan warna merah. 

 

Uji Sitrat 

Koloni dari pengujian EMBA diinokulasikan 1 ose ke 

dalam media simmons sitrat, kemudian diinkubasi 

selama 24 jam pada suhu 32 oC. Uji sitrat  dikatakan 

positif bila terjadi pertumbuhan dan media berubah 

warna menjadi keruh. 
 

Analisis Bakteri [20] 

Hasil kemudian dianalisis apabila positif E.coli maka 
akan menunjukkan hasil Indol (+), merah metil (+), 
Voges proskauer (-) dan Sitrat (-). 

 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah 20 

susu pasteurisasi yang berasal dari 7 pelaku usaha 

binaan UPH Peternakan Sapi Pondok Ranggon, Jakarta 

Timur. Pelaku usaha memproduksi susu pasteurisasi 2 

sampai 4 varian produk. Sampel diuji menggunakan 

metode Angka Lempeng Total (ALT), dilanjutkan 

dengan uji penegasan dan uji biokimia yaitu uji 

IMVIC. 

 

 

 

UJI ANGKA LEMPENG TOTAL 

Hasil penelitian perhitungan jumlah cemaran 

bakteri dan juga rata-rata angka lempeng total 

dalam CFU/mL pada susu pasteurisasi yang 

dihasilkan oleh UMKM Peternakan Pondok 

Ranggon disajikan pada Tabel 1. 

 
Tabel 1. Rata-rata Angka Lempeng Total CFU/mL 

pada Susu Pasteurisasi 

No Bahan CFU/mL 

1 Sampel 1 6  101 

2 Sampel 2 1×102 

3 Sampel 3 1.5×101 

4 Sampel 4 2.5×101 

5 Sampel 5 2.9×102 

6 Sampel 6 4.5×102 

7 Sampel 7 3.6×102 

8 Sampel 8 2.7×103 

9 Sampel 9 1.3×102 

10 Sampel 10 1.9×102 

11 Sampel 11 1.7×102 

12 Sampel 12 2.4×102 

13 Sampel 13 1×104 

14 Sampel 14 2.5×102 

15 Sampel 15 2.8×103 

16 Sampel 16 2.2×103 

17 Sampel 17 1.5×103 

18 Sampel 18 1.2×102 

19 Sampel 19 8.2×102 

20 Sampel 20 7.9×102 

 

Rata-rata angka lempeng total (ALT) tertinggi 

pada susu pasteurisasi UMKM Peternakan 

Pondok Ranggon terdapat pada sampel 13 (1 × 10⁴ 

CFU/mL), sedangkan yang terendah pada sampel 

3 (1,5 × 10¹ CFU/mL). 

 

Semua sampel tergolong aman dikonsumsi karena 

jumlah bakterinya masih di bawah batas SNI No. 

3951:2018. Sesuai SNI 1995, batas maksimum 

total bakteri pada susu pasteurisasi adalah <10⁴ 

CFU/mL [21]. ALT yang melebihi 10⁶ CFU/mL 

dapat mempercepat pertumbuhan mikroba dan 

berpotensi menghasilkan toksin [14]. 

 

Berdasarkan hasil penelitian membuktikan bahwa 

proses pasteurisasi yang dilakukan berhasil 

menekan jumlah bakteri pada produk susu 

olahan. Hasil tersebut sejalan dengan penelitian 

yang dilakukan oleh Septiani dan Drastini [22] 

bahwa proses pengolahan susu segar dengan cara 

sterilisasi atau menggunakan metode pasteurisasi 

mampu menekan jumlah mikroba dan 

menurunkan cemaran mikroba hingga 1 x 103 

CFU/mL. 
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UJI PENEGASAN (CONFIRMED TEST) 

Hasil penelitian uji penegasan dengan menggunakan 

media EMBA pada susu pasteurisasi yang dihasilkan 

oleh UMKM Peternakan Pondok Ranggon disajikan 

pada Tabel 2. 

 
Tabel 2. Tabel Perubahan Warna Uji Penegasan 

No Bahan Warna 

1 Sampel 1 Merah muda 

2 Sampel 2 Merah muda 

3 Sampel 3 Merah muda 

4 Sampel 4 Ungu 

5 Sampel 5 Merah muda 

6 Sampel 6 Merah muda 

7 Sampel 7 Merah muda 

8 Sampel 8 Ungu 

9 Sampel 9 Merah muda 

10 Sampel 10 Ungu 

11 Sampel 11 Merah muda 

12 Sampel 12 Merah muda 

13 Sampel 13 Ungu 

14 Sampel 14 Ungu 

15 Sampel 15 Ungu 

16 Sampel 16 Ungu 

17 Sampel 17 Merah muda 

18 Sampel 18 Ungu 

19 Sampel 19 Merah muda 

20 Sampel 20 Ungu 

 
Berdasarkan Tabel 2, diperoleh hasil bahwa sampel 
1, 2, 3, 5, 6, 7, 9, 11, 12, 17 dan 19 yaitu menjadi 
merah muda, sedangkan pada sampel 4, 8, 10, 13, 14, 
15, 16, 18 dan 20 warna berubah menjadi warna ungu. 
 

Hasil uji penegasan menunjukkan bahwa koloni yang 

tumbuh pada media EMBA berwarna merah muda dan 

ungu, sehingga dapat dikatakan bahwa koloni bakteri 

yang tumbuh memiliki kemampuan dalam 

memfermentasi laktosa [23]. Bakteri yang tidak 

memiliki kemampuan dalam memfermentasikan 

laktosa akan menunjukkan koloni yang transparan 

[24]. Menurut penelitian yang dilakukan oleh 

Romadhon [25] perbedaan warna bakteri dipengaruhi 

oleh tingkat produksi asam dan kemampuan kecepatan 

bakteri dalam memfermentasi laktosa. Warna merah 

muda pada bakteri menandakan bahwa bakteri tersebut 

lambat dalam memfermentasikan laktosa dan 

kemampuan dalam produksi asamnya kecil. Bakteri 

tersebut diduga sebagai Enterobacter aerogenes dan 

Klebsiella sp. Warna merah muda disebabkan karena 

bakteri gagal dalam menurunkan pH menjadi di bawah 

4,9, sehingga mereka mengambil pewarna Eosin yang 

tidak kompleks dan menghasilkan koloni berwarna 

merah muda. 

 

Bakteri yang memiliki kemampuan dalam 

memfermentasikan laktosa dengan cepat dan 

memproduksi banyak asam akan membentuk 

warna ungu kehitaman dengan kilap logam hijau 

metalik saat terkena cahaya. Bakteri tersebut 

diduga sebagai E. coli [25]. Hasil penelitian ini 

sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh 

Amaliyah [26] bahwa secara makroskopis koloni 

yang bertepi halus dan rata, berwarna ungu 

dengan sedikit kilatan hijau, masih tergolong ke 

dalam bakteri jenis E. coli. Menurut Grin et al. 

[23] terdapat beberapa strain E. coli yang 

berwarna gelap tanpa kilap hijau. Kilap logam 

hijau metalik merupakan indikator yang 

menentukan telah terjadinya fermentasi laktosa 

atau sukrosa oleh Koliform fekal, sehingga 

produksi kilap logam hijau metalik sensitif 

terhadap perubahan pH. Tidak terbentuknya kilap 

logam hijau metalik kemungkinan disebabkan 

oleh alkalinitas susu yang mengganggu 

kebutuhan asam media EMBA. Hasil penelitian 

sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh 

Tsai et al. [27] bahwa koloni bakteri berwarna 

ungu tua dengan atau tanpa kilap hijau logam 

merupakan ciri bakteri E. coli. Kandungan Eosin 

Y dan Methylene Biru berguna sebagai pewarna 

yang akan tergabung untuk membentuk kompleks 

pada suasana pH asam dan akan menghambat 

pertumbuhan bakteri gram positif, koloni akan 

berubah warna menjadi ungu ketika suasana 

media EMBA di sekitar koloni menjadi asam. 

Kriteria uji biokimia pada penelitian ini ialah 

koloni dari media EMBA berwarna ungu hingga 

hitam atau gelap pada bagian pusat koloni, dengan 

atau tanpa metalik yang diduga merupakan 

bakteri E. coli. Hasil tersebut kemudian 

dilanjutkan ke dalam uji biokimia yang terdiri dari 

uji indol, uji merah metil, uji voges proskauer dan 

uji sitrat. 

 
UJI IMVIC 

Hasil Uji IMVIC pada susu pasteurisasi yang 

dihasilkan oleh UMKM Peternakan Pondok 

Ranggon menghasilkan perubahan warna yang 

disajikan pada Tabel 3. 

 
   Tabel 3 Perubahan Warna setelah Uji IMVIC  

No Sampel Parameter Uji 

Indol Merah 

Metil 

Voges 

Proskauer 

Sitrat 

1 4 - - - + 

2 8 + + - + 

3 10 - + - + 

4 13 + + - - 

5 14 + + - - 
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No Sampel Parameter Uji 

Indol Merah 

Metil 

Voges 

Proskauer 

Sitrat 

6 15 - _ - - 

7 16 + + - - 

8 18 + - - + 

9 20 + - -  

 
Berdasarkan hasil penelitian pada Tabel 3 diperoleh uji 
indol dengan hasil negatif pada sampel 4, 10 dan 15. 
Sedangkan pada sampel 8, 13, 14, 16, 18 dan 20 
menunjukkan uji indol dengan hasil positif. Uji merah 
metil diperoleh hasil negatif pada sampel 4, 15, 18 dan 
20, sedangkan pada sampel 8, 10, 13, 14 dan 16 
menunjukkan uji merah metil dengan hasil positif. Uji 
voges proskauer dengan hasil negatif pada sampel 4, 8, 
13, 14, 15, 16, 18 dan 20, sedangkan pada sampel 10 
menunjukkan uji voges proskauer dengan hasil positif. 
Uji sitrat dengan hasil negatif pada sampel 13, 14, 15, 
16 dan 20, sedangkan pada sampel 4, 8, 10 dan 18 
menunjukkan uji sitrat dengan hasil positif. 
 

Uji Indol 

Uji indol dikatakan positif, karena gugus indol akan 

bereaksi dengan reagen kovac yang mengandung p-

dimethylaminobenzaldehyde yang tidak larut dalam air 

sehingga membentuk warna merah pada permukaan 

media [28]. Ini menunjukan hasil positif dan 

menguatkan kemungkinan adanya bakteri E. coli 

karena E. coli merupakan bakteri yang dapat 

membentuk indol dengan menggunakan triptofan 

sebagai sumber karbonnya [18]. Berdasarkan hasil 

penelitian yang ditunjukkan pada Tabel 3 dihasilkan 6 

dari 9 sampel membentuk cincin warna merah, yang 

diduga sebagai bakteri E. coli. Penelitian yang 

dilakukan oleh Khairatunnisa [29] menunjukkan 

bahwa dari 6 sampel terduga E. coli yaitu koloni yang 

membentuk warna hitam atau hijau metalik pada media 

EMBA, menunjukkan hasil positif pada uji indol 

dengan terbentuknya cincin berwarna merah setelah 

ditetesi reagen kovac. Hasil ini dibuktikan dengan 

penelitian yang dilakukan oleh Lewerissa dan Kaihena 

[30] bahwa bakteri E. coli dapat memecah asam amino 

triptofan yang ditunjukkan dengan terbentuknya warna 

merah pada uji indol. E. coli membentuk indol, asam 

piruvat dan amonia dari triptofan. Apabila bakteri pada 

sampel tidak memiliki kemampuan tersebut, dapat 

dikatakan bahwa bakteri yang tumbuh bukan bakteri 

anggota spesies E. coli namun masih anggota genus 

Escherichia. Terdapat anggota dari genus Escherichia 

yang menunjukkan hasil negatif pada uji indol yaitu 

Escherichia blattae [31]. 

 

Uji Merah Metil (Methyl Red) 

Hasil pengamatan positif ditunjukkan dengan larutan 

berwarna merah [28]. Indikator merah metil digunakan 

sebagai indikator perubahan pH, pada pH 4,4 

merah metil akan berwarna merah sedangkan 

pada pH 6,2 akan berwarna kuning. Terbentuknya 

asam campuran pada media akan menurunkan pH 

sampai 5,0 atau lebih rendah, oleh karena itu bila 

indikator metil merah ditambahkan pada biakan 

tersebut dengan pH serendah itu maka indikator 

tersebut menjadi merah [32]. Media yang berubah 

menjadi merah ketika ditetesi reagen metil merah 

menandakan bahwa hasil uji positif mengandung 

bakteri anggota genus Escherichia [31]. 

Berdasarkan hasil penelitian yang ditunjukkan 

pada Tabel 3 dihasilkan 5 dari 9 sampel yang 

berubah warna menjadi merah ketika ditetesi 

reagen metil merah. Perubahan warna terjadi 

karena bakteri yang tumbuh mampu 

memfermentasikan asam campuran. Hasil 

tersebut sejalan dengan penelitian yang dilakukan 

oleh Febriyanti [33] bahwa bakteri pada sampel 

positif uji merah metil dapat memfermentasi 

glukosa dan menghasilkan asamdengan 

konsentrasi tinggi. Bakteri tersebut diduga 

sebagai bakteri E. coli. Menurut pendapat Sari et 

al. [31] hasil uji merah metil yang berubah warna 

menjadi merah ketika ditetesi reagen merah metil 

menandakan bahwa hasil uji positif mengandung 

bakteri anggota genus Escherichia. Bakteri yang 

memiliki kemampuan untuk membentuk banyak 

asam organik sekaligus menunjukkan hasil positif 

terhadap uji merah metil adalah bakteri E. coli. 

Bakteri tersebut membentuk warna merah karena 

memiliki pH di bawah 5. Sebaliknya bakteri yang 

memproduksi sedikit asam organik menunjukkan 

senyawa tersebut adalah negatif merah metil atau 

tanpa pembentukan merah metil [29]. 

 

Uji Voges Proskauer 

Perubahan media menjadi warna merah disebut 

dengan hasil positif uji VP. Sedangkan hasil 

negatif ditandai dengan tidak adanya perubahan 

warna [32]. Berdasarkan hasil penelitian yang 

ditunjukkan pada Tabel 3 terdapat 1 dari 9 sampel 

yang berubah warna menjadi merah pada uji VP. 

Bakteri tersebut diduga bukan bakteri E. coli. 

Hasil tersebut sejalan dengan penelitian yang 

dilakukan oleh Susetyo [34] bahwa hasil pada 

kultur murni E. coli yang tidak mengalami 

perubahan warna saat uji VP, sehingga 

disimpulkan bahwa bakteri E. coli 

memfermentasikan karbohidrat tidak membentuk 

asetoin melainkan membentuk jalur asam 

campuran yang dilakukan pada uji merah metil. 

Menurut Susi dan Gumilar [19] uji VP negatif 

untuk bakteri E. coli karena ia memfermentasikan 

karbohidrat dan menghasilkan produk berupa 
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asam dan bukan netral seperti asetoin. 

 

Uji Sitrat 

Hasil positif uji sitrat ditandai dengan perubahan warna 

media menjadi keruh yang disebabkan karena 

terjadinya kenaikan pH [32]. Kenaikan pH yang terjadi 

disebabkan karena dalam proses metabolismenya 

bakteri menghasilkan  asam piruvat  dan CO2 yang 

akan berinteraksi dengan NA sitrat menjadi NA 

karbonat. NA karbonat yang terbentuk menyebabkan 

terjadinya perubahan pH menjadi lebih basa [34]. 

Berdasarkan hasil penelitian yang ditunjukkan pada 

Tabel 3, terdapat 4 dari 9 sampel yang berubah warna 

menjadi biru. Bakteri yang tumbuh pada media tersebut 

diduga bukan E. coli. Hasil tersebut sejalan dengan 

penelitian yang dilakukan oleh Khairatunnisa [29] 

bahwa bakteri E. coli tidak memanfaatkan sitrat sebagai 

satu-satunya sumber karbon dan energi, sehingga hasil 

pengamatan bakteri E. coli pada uji sitrat adalah 

negatif. Menurut Lewerissa dan Kaihena [30] bakteri 

E. coli tidak dapat menggunakan sitrat sebagai sumber 

karbon dan energi karena E. coli tidak mampu 

menghasilkan enzim sitrat permease sehingga sitrat 

tidak dapat melintasi membran sel E. coli. 
 
Analisis Bakteri 

Berdasarkan hasil uji penegasan dan serangkaian uji 

IMVIC pada susu pasteurisasi produksi UMKM 

Peternakan Pondok Ranggon, Jakarta Timur 

menunjukkan bahwa ditemukan cemaran bakteri 

koliform fekal yaitu bakteri E. coli. Hasil uji 

konfirmasi bakteri E. coli dikatakan positif jika uji 

IMVIC menunjukkan hasil Indol (+), Merah Metil (+), 

Voges Proskauer (-) dan Sitrat (-) [18]. Berdasarkan 

penelitian yang telah dilakukan, hasil uji IMVIC pada 

sampel susu pasteurisasi menunjukkan, sampel 13, 14 

dan 16 diduga positif mengandung bakteri E. coli, 

sedangkan sampel 2, 8, 10, 15, 18 dan 20 tidak 

mengandung bakteri E. coli. Menurut Zikra et al. [35] 

bakteri E. coli dapat menjadi indikator kontaminasi 

bakteri fekal pada makanan dan minuman. Bakteri E. 

coli banyak ditemukan secara bebas di dalam saluran 

pencernaan pada seluruh hewan berdarah panas, E. coli 

juga dapat ditemukan dalam tanah dan air. Apabila kita 

mengonsumsi makanan/minuman yang mengandung 

bakteri E. coli dalam jumlah yang berlebihan maka 

akan mengakibatkan diare, meningitis, dan Sindrom 

Uremik Hemolitik (HUS), bila bakteri ini menjalar ke 

sistem/organ tubuh yang lain dapat mengakibatkan 

infeksi. Infeksi bakteri ini dapat bersifat fatal dan 

menyebabkan septisemia, juga keberadaannya dapat 

meningkatkan keparahan suatu penyakit [36]. 

 

 

 

KESIMPULAN 

 

Uji cemaran mikroba pada susu pasteurisasi 

produksi UMKM Peternakan Pondok Ranggon, 

Jakarta Timur dengan metode angka lempeng 

total cemaran bakteri menunjukkan tidak 

melebihi standar SNI No. 3951:2018, dengan uji 

penegasan menggunakan media EMBA 

menunjukkan 9 sampel diduga mengandung 

bakteri E. coli yaitu sampel 4, 8,10, 13, 14, 15, 16, 

18 dan 20, pada uji IMVIC bakteri E. coli 

ditemukan pada sampel 13, 14 dan 16. 

 

Setelah dilakukan penelitian ini, maka disarankan 

untuk dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai 

aspek lainnya yang tercantum dalam SNI No. 

3951:2018 seperti cemaran logam, organoleptik, 

bahan pengawet dan lain sebagainya. Kepada 

UMKM Peternakan Pondok Ranggon, Jakarta 

Timur disarankan agar meningkatkan manajemen 

kebersihan dan menerapkan standarisasi dalam 

memproduksi susu pasteurisasi. Kepada 

pemerintah untuk memberikan edukasi dan 

melakukan pengawasan lebih masif lagi. 
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