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Abstrak

Daging sapi merupakan salah satu bahan makanan yang mengandung protein tinggi dan termasuk media yang baik bagi
pertembuhan mikroorganisme seperti bakteri. Salah satu metode yang dapat digunakan untuk menghitung jumlah bakteri
pada daging sapi yaitu metode hitung cawan. Beberapa cara yang dapat dilakukan pada metode hitung cawan yaitu metode
pour plate, spread plate, dan drop plate. Penggunaan cara hitung cawan yang berbeda seta larutan pengencer yang berbeda
menyebabkan hasil perhitungan yang berbeda juga. Tujuan dari penelitian ini yaitu untuk mengetahui perbedaan cara
preparasi sampel serta larutan pengencer yang digunakan terhadap hasil hitung cawan bakteri pada sampel daging sapi.
Metode hitung cawan yang digunakan pada penelitian ini yaitu pour plate, spread plate, dan drop plate dengan 3 jenis
pelarut yaitu akuades steril, garam fisiologis 0,85% dan larutan Buffer Peptone Water (BPW) yang ditambahkan 1,25% Na
Sitrat.Berdasarkan hasil penelitiandiketahui bahwa cara preparasi sampel daging sapi yang lebih efisien yaitu dengan cara
dihaluskan ditunjukkan dengan hasil hitung cawan yaitu 10° CFU/gram dan hasil hitung tidak bervariasi dibandingkan
daging sapi yang dipotong (10° CFU/gram) dengan hasil hitung yang bervariasi. Hasil analisis data menunjukkan bahwa
penggunaan cara preparasi sampel yang berbeda berpengaruh pada hasil perhitungan jumlah koloni disetiap metode hitung
cawan. Larutan buffer peptone water dan garam fisiologis 0,85% merupakan larutan pengencer yang lebih baik
dibandingkan dengan larutan akuades. Hal ini ditunjukkan dengan hasil hitung yang tidak bervariasi disetiap metode hitung
cawan yang digunakan. Berdasarkan hasil hitung yang didapatkan, larutan buffer peptone water menghasilkan hasil
perhitungan jumlah koloni terbesar.

Kata Kunci: akurasi, metode hitung cawan, bakteri, daging sapi.

Abstract

Beef meat is one of the food that contain high protein and also good media for the growth of microorganism such as
bacteria. One of the method that can be used to count the number of bacteria in beef meat is plate count method. Some ways
that can be done on plate count methode are pour plate, spread plate and drop plate methods. The use of different methods
and diluent solutions can causes different calculation results. The aim of this research is to determine differences
preparations sample as well as the diluent solutions used against the results of bacterial count plates in beef meat samples.
The plate count methods used in this study were pour plate, spread plate and drop plate with 3 types of solvent namely
aquades, physiological salt (NaCl) 0,85% and Buffer Peptone Water (BPW) solution added 1,25% Na citrate. Based on the
results showed that an efficientpreparation beef samples is by blending showed the result of calculation is 10° CFU/g and
did not variated compared to beff cut (10° CFU/g) with count result variated. Data analysis showed that different
preparations sample affected the results of the colonies calculation in each plate count method. Buffered peptone water
solution and NaCl 0,85% is better diluent solutions than steril aquades. This indicated by count result that did not vary in
each plate count method used. Buffered peptone water solution is the diluent that results largest colony calculaton.

Keywords: accuracy, plate count method, bacteria, beef meat.

PENDAHULUAN patogen penyebab penyakit yang adapada daging yaitu
Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Escherichiacoli,
Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes, Clostridium
perfringes, Yersinia enterocolitica dan
: ) ’ Aeromonashydrophila [5]. Pada penelitian Jarallah et al.,
merupakan sumber protein, asam lemak esensial, mineral, [6] ditemukan beberapa jenis bakteri patogen pada hasil

dan vitamin yang baik namun mudah rusak. Hal ini  jsolasi sampel daging yang digunakan, yaitu 40 % bakteri
dikarenakan daging juga merupakan media yang baik untuk E. coli dan 29 % S. aureus.

pertumbuhan beberapa jenis mikroba [2, 3, 4].

Mikroba yang terdapat pada daging dapat
menguntungkan maupun merugikan bagi manusia.
Beberapa mikroba pada daging dapat bersifat patogen dan
menyebabkan penyakit bagi manusia. Beberapa bakteri

Bahan makanan terdiri dari protein, karbohidrat, lemak,
vitamin, dan mineral. Salah satu bahan makanan yang
mengandung protein tinggi yang yaitu daging [1]. Daging

Salah satu bahan makanan yang mudah terkontaminasi
oleh mikroba adalah daging sapi. Adanya kontaaminasi
mikroba pada daging sapi dapat mengakibatkan penurunan
kualitas daging tersebut [4]. Kualitas daging yang menurun
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ditunjukkan dengan perubahan warna, kadar pH yang tidak
normal, perubahan rasa dan aroma dari daging tersebut [7].
Keberadaan mikroba pada daging segar memiliki batasan
maksimum tertentu yaitu untuk bakteri E. coli memiliki
batasan sebesar 1 x 10" koloni/g, Salmonella sp. negatif/25
g, S. aureus 1 x 10* koloni/g, dan untuk Campylobacter sp.
negatif/25 g [8]. Oleh karena itu keberadaan dan jumlah
mikroba pada suatu bahan makanan perlu diketahui
sehingga dapat diketahui pula kualitas dan taraf mutu bahan
makanan tersebut.

Salah satu metode yang dapat dilakukan untuk
menghitung jumlah mikrobadalam suatu bahan makan salah
satunya yaitu dengan mengukur jumlah sel yang ada
menggunakan metode hitung cawan (7otal Plate Count)
[9]. Metode hitung cawan merupakan metode enumerasi
yang sudah lama dan banyak digunakan dalam bidang
mikrobiologi pangan untuk memperkirakan jumlah
mikroorganisme yang ada pada suatu sampel bahan makan
dengan asumsi bahwa mikroorganisme yang ada
terdistribusi secara homogen di dalam makan [10,11].

Metode hitung cawan memiliki beberapa kelebihan
diantaranya yaitu kapasitas untuk menghitung jumlah
bakteri jika terlalu banyak ataupun jika terlalu sedikit dapat
menggunakan faktor pengenceran. Selain itu, metode hitung
cawan ini hanya menghitung bakteri yang layak dihitung
tidak termasuk bakteri mati ataupun puing-puing yang ada
pada media pertumbuhan. Namun, metodi ini juga memiliki
kekurangan yaitu perhitungan kumpulan sel bakteri dapat
salah dihitung sebagai koloni tunggal sehingga dilaporkan
sebagai CFU/mL daripada sel/mL. Selain itu metode ini
membutuhkan waktu yang lama karena hasil hitung cawan
ini biasanya diperoleh setelah 1-3 hari [12].

Metode hitung cawan dibedakan menjadi beberapa cara
yaitu metode tuang (pour plate), metode sebaran (spread
plate), dan metode drop plate. Metode hitung cawan
termasuk metode yang digunakan untuk penanaman bakteri
dengan menggunakan media padat, yang prinsip kerjanya
berdasarkan pembuatan seri pengenceran (homogenisasi)
sampel dengan kelipatan 10[13]. Hasil perhitungan dengan
menggunakan hitung cawan ini dalam bentuk Colony
forming unit (CFU). CFU ini menunjukkan jumlah koloni
yang tumbuh tiap gram atau mililiter sampel yang dihitung
dari jumlah cawan, faktor pengenceran, dan volume yang
digunakan [10,11].

Penggunaan metode yang berbeda serta larutan
dimungkinkan mempengaruhi hasil hitung cawan yang
dilakukan. Selain itu, penggunaan larutan pengencer yang
berbeda dimungkinkan juga dapat mempengaruhi hasil
hitung cawan. Beberapa larutan pengencer yang umum
digunakan dalam melakukan hitung cawan bakteri yaitu
akuades, garam fisiologis 0,85% dan Buffer Peptone Water
(BPW).Selain penggunaan larutan dan metode yang
berbeda, cara preparasi sampel yang digunakan seperti
diiris ataupun diblender dimungkinkan juga akan
berpengaruh pada hasil hitung cawan.

Oleh karena itu perlu dilakukan penelitian lebih lanjut
mengenai perbandingan metode hitung cawan dan larutan
pengencer serta metode preparasi pada hasil hitung cawan
bakteri pada sampel bahan makanan terutama daging sapi.
Tujuan dari penelitian ini yaitu untuk mengetahui pengaruh
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perbedaan cara preparasi sampel (dipotong dan diblender)
serta larutan pengencer yang digunakan terhadap hasil
hitung cawan bakteri pada sampel daging sapi.

METODE PENELITIAN

A. Preparasi sampel daging

Pada penelitian ini sampel daging yang digunakan yaitu
daging sapi dengan dua cara preparasi yaitu dipotong dan
dihaluskan
1. Sampel daging yang dipotong

Sampel daging 25 gr dipotong kecil-kecil berbentuk
dadu dengan ukuran 1 cm® dan dilakukan secara aseptis.
Setelah itu dimasukanlarutan penngencer yang digunakan
sebanyak 225 ml pada Erlenmeyer 500 ml, kemudian
dishaker kurang lebih 15 menit pada 100 rpm dan
selanjutnya divortex. Lakukan seri pengenceran hingga 10°
pada sampel tersebut dari setiap larutan pengencer yang
digunakan;
2. Sampel daging yang dihaluskan

Sampel daging 25 gr diblender bersamaan dengan 225
ml larutan pengencer. Setelah itu dilakukan seri pengeceran
hingga 10° pada sampel. Inokulasi sampel pada media
pada setia metode hitung cawan dilakukan sama seperti
pada sampel daging yang dipotong.
B. Uji Total Plate Count pada sampel daging

Pengujian sampel daging dilakukan berdasarkan uji
Total Plate Count (TPC) dengan menggunakan tiga metode
yaitu metode pour plate, spread plate, dan drop plate.
1. Pada metode hitung cawan menggunakan metode pour
plate dilakukan dengan mengambil 1 ml sampel (semua seri
pengenceran) dan dituangkan ke dalam cawan petri steril.
Kemudian tuangkan 10 ml media PCA ke dalam cawan
petri tersebut. Setelah itu media diratakan dengan
menggoyangkan cawan petri dan diinkubasi pada suhu 20°C
selama 24 hingga 48 jam;
2. Metode  spread  plate  dilakukan  dengan
menginokulasikan 100 ul sampel (semua seri pengenceran)
pada 10 ml media PCA yang telah dituangkan pada cawan
petri. Setelah itu diratakan dengan menggunakan batang
kaca bengkok. Kemudian diinkubasi pada suhu 20°C selama
24 hingga 48 jam,;
3. Metode drop plate dilakukan dengan menginokulasikan
10 pl sampel (semua seri pengenceran) ke dalam 10 ml
media PCA pada cawan petri. Media PCA yang digunakan
terlebih dahulu dibagi menjadi 6 bagian sehingga dalam
satu media terdiri dari 6 seri pengenceran. Kemudian
diinkubasi pada suhu 20°C selama 324 hingga 48 jam.
Seluruh metode hitung cawan dilakukan dengan
pengulangan sebanyak dua kali.

C. Perhitungan Hasil Uji TPC
Jumlah koloni bakteri dari sampel dihitung dengan
menggunakan rumus :

1
faktor pengenceran

ketika

Kolonilgr=2 koloni per cawan x

Beberapa hal yang perlu diperhatikan
menghitung jumlah koloni bakteri dari sampel yaitu :
1. Cawan yang dipilih dan dihitung adalah yang
mengandung jumlah koloni antara 30-300 CFU/g [14]. Jika
jumlah koloni tiap sampel lebih dari 300 CFU/g

ISSN : 2339-0069



Soesetyaningsih & Azizah, Akurasi Perhitungan Bakteri pada Daging ... 77

dikategorikan sebagai terlalu banyak untuk dihitung
(TBUD) atau too numerous to count (TNTC) [15];

2. Beberapa koloni yang bergabung menjadi satu atau satu
deret rantai koloni yang terikat sebagai suatu garis dihitung
sebagai satu koloni;

3. Koloni yang tumbuh menutup lebih besar dari setengan
luas cawan petri, tidak disebut sebagai koloni melainkan
spreader;

4. Jika hasil perbandingan jumlah bakteri dari hasil
pengenceran berturut-turut antara pengenceran yang lebih
besar dengan pengenceran sebelumnya adalah < 2 maka
hasilnya dirata-rata. Namun jika hasilnya > 2, maka
menggunakan jumlah mikroba dari hasil pengenceran
sebelumnya (pengenceran terkecil).

D. Analisis Data

Data yang diperoleh dianalisis dengan cara deskriptif.
Data ditampilkan dalam bentuk tabel sesuai dengan
Standard Plate Count (SPC) untuk mempermudah
pembacaanhasil. SPC merupakan metode yang digunakan
untuk mendapatkan hasil hitung mikroba dengan batasan

jumlah mikroba yang dihitung yaitu 30-300 CFU/ml dari
pengenceran yang digunakan [16].

Data juga dianalisis dengan menggunakan uji General
Linier Model-Multivariate Test (oo = 5%) dan analisis
lanjutan menggunakan Uji LSD. Uji GLM-Multivarate
testini digunakan untuk mengetahui pengaruh penggunaan
beberapa pelarut yang berbeda dan preparasi sampel daging
yang berbeda pada hasil perhitungan 3 metode hitung
cawan. Sedangkan uji lanjut LSD digunakan untuk
mengetahui siginifikansi dari setiap larutan yang digunakan
pada hasil perhitungan koloni disetiap metode. Analisis
statistik dilakukan dengan menggunakan SPSS 5.0
Evaluation Version for Windows.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Perhitungan jumlah koloni bakteri yang tumbuh,
berdasakan hasil uji TPC yang dilakukan, hanya dilakukan
pada pengenceran dengan jumlah koloni antara 30-300. Hal
ini dilakukan untuk mengurangi kemungkinan kesalahan
pada perhitungan [17].

Tabel 1. Hasil perhitungan jumlah koloni pada uji TPC (Total Plate Count)

Hasil Perhitungan (CFU/gram) di tiap metode

Preparasi sampel Larutan
daging Pengencer Pour plate Spread plate Drop plate
Aquades 9,4x10* 5,8x10* 1,2x10°
Ldi
Sampel dipotong 2. G 085%  1x 10° 2,2x10° 1,4x10°
kecil-kecil
BPW 3,5x10° 42x10° 1,3x10°
Aquades 1,6x10° 2,9x10° 9,3x10°
1 dipot
Sampel dipotong o  0.85%  2.3x10° 2,6x10° 2.3x10°
dan diblender
BPW 3,8x10° 3,5x10° 4,8x10°
Preparasi sampel yang digunakan menyebabkan daging menjadi lebih besar dibandingkan pada daging yang

perbedaan hasil jumlah koloni yang tumbuh. Pada daging
sapi yang hanya dipotong kecil menghasilkan jumlah koloni
10° CFU/gram dan menunjukkan hasil yang berbeda pada
metode hitung serta larutan pengencer yang berbeda,
sedangkan sampel yang dipotong dan diblender
menghasilkan koloni 10° CFU/gram dan tidak bervariasi
(Tabel 1). Hasil penelitian ini sesuai dengan beberapa
penelitian yaitu pada penelitian Antwi-Agyei dan Maalekuu
[18] hasil hitung bakteri pada daging dan ikan yang ada di
Pasar Kumasi sebesar 1,62 x 10° CFU/g dalam 1ml/CFU,
sedangkan pada penelitian Alamin dan Ahmed [19]
menunjukkan rata-rata bakteri pada sosis daging sapi segar
sebesar 2 x 10° CFU/g. Hal ini menunjukkan terdapat
perbedaan jumlah bakteri dari daging yang telah dihaluskan
seperti sosis dengan daging yang tidak dihaluskan.
Perbedaan jumlah bakteri yang terhitung ini dikarenakan
pada sampel daging yang dihaluskan sel-selnya akan dapat
terpecah-pecah sehingga menghasilkan luas permukaan
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hanya dipotong kecil dan sel bakteri yang menempel pada
daging akan terlepas dan dengan mudah tersebar pada
larutan pengencer.

Larutan pengencer yang digunakan juga dapat
mempengaruhi jumlah koloni yang tumbuh pada uji TPC.
Larutan pengencer yang digunakan yaitu larutan akuades,
larutan garam fisiologis 0,85% dan larutan Buffer Peptone
Water + 1,25% Na Sitrat. Berdasarkan hasil penelitian
dapat diketahui bahwa penggunaan larutan pengencer BPW
dan garam fisiologis 0,85% lebih baik dibandingkan dengan
akuades steril. Hal ini ditunjukkan dengan hasil hitung
koloni pada setiap metode dengan larutan pengencer BPW
dan garam fisologis 0,85% tidak bervariasi, sedangkan pada
metode dengan larutan pengencer akuades menghasilkan
hasil hitung jumlah koloni yang bervariasi. Selain itu
larutan BPW menghasilkan perhitungan jumlah koloni
terbesar. Hal ini dikarenakan BPW berfungsi dalam
mendukung pH pertumbuhan akibat adanya perubahan pH
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yang disebabkan oleh pertumbuhan dan metabolisme
mikroorganisme [20], serta menjaga agar mikroorganisme
tidak rusak akibat perubahan pH tersebut. Kandungan
pepton pada larutan BPW ini berfungsi sebagai sumber
karbon, nitrogen, vitamin dan mineral bagi pertumbuhan
bakteri [21]. Selain itu kandungan NaCl pada larutan BPW
berfungsi dalam menjaga keseimbangan osmotik medium
pertembuhan. Larutan BPW ini memenuhi ISO 6887 dan
11290 sebagai larutan pengencer untuk perhitungan
mikroorganisme [22].

Berdasarkan data pada Tabel 1. dapat diketahui bahwa
perbedaan metode hitung cawan yang digunakan memiliki
hasil hitung yang sama pada kedua sampel dagingdengan
larutan pengecer garam fisiologis dan BPW. Hal ini
menunjukkan bahwa jumlah inokulasi yang berbeda pada
setiap metode yaitu pour plate 1 mL, spread plate 0,1 mL,
dan drop plate 0,01 mL tidak mempengaruhi hasil hitung
pada sampel daging yang dipotong maupun diblender
dengan menggunakan larutan pengencer garam fisologis
dan larutan BPW. Namun hasil ini berbeda apabila larutan
pengencer yang digunakan berupa akuades.

Hasil analisis data menggunakan uji GLM-Multivariate
Test (0 = 5%) menunjukkan bahwa terdapat pengaruh dari
cara melarutkan sampel daging yang berbeda pada hasil
perhitungan jumlah koloni disetiap metode yang digunakan
(P = 0,000). Selain itu hanya terdapat pengaruh perbedaan
larutan pengencer yang digunakan pada hasil perhitungan
jumlah koloni di metode pour plate saja (P (0,00) < 0,05)).
Hasil uji pengaruh interaksi antara cara melarutkan sampel
dan larutan pengencer yang digunakan pada hasil jumlah
koloni juga hanya berpengaruh pada metodepour plate (P
(0,00) < 0,05)) dan drop plate (P (0,043) < 0,05)).

Hasil uji lanjut LSD menunjukkan bahwa pada metode
pour plate larutan pengencer Aquades berbeda nyata
dengan larutan garam fisiologis dan pepton water
(p < 0.05), sedangkan larutan garam fisiologis dan pepton
water tidak berbeda nyata (p > 0,05). Pada metode drop
plate ketiga larutan pengencer yang digunakan tidak
berbeda nyata (p > 0.05). Hasil penelitian ini sama dengan
penelitian yang dilakukan Oleh Oblinger dan Kennedy [23],
yang menunjukkan bahwa hasil hitung koloni bakteri pada
kebanyakan sampel daging yang digunakan lebih tinggi
pada sampel dengan pelarut pepton 0,1 % dan 0,5 %
dibandingkan dengan pelarut 0.85% NaCl dan akuades
steril. Namun hasil statistik menunjukkan bahwa
penggunaan pelarut yang berbeda tidak berbeda nyata (tidak
siginifikan) diantata satu sama lain.

Penggunaan metode hitung cawan dalam perhitungan
mikroorganisme memiliki beberapa kelemahan. Kelemahan
tersebut diantaranya yaitu hasil perhitungan tidak
menunjukkan jumlah sel yang sebenarnya, medium dan
kondisi inkubasi yang berbeda dapat menghasilkan jumlah
yang berbeda pula, serta memerlukan persiapan dan waktu
inkubasi relatif lama [14].

KESIMPULAN

Hasil Total plate count pada daging sapi yang
dilakukan, diketahui bahwa cara melarutkan sampel daging
sapi yang baik yaitu dengan cara dihaluskan (diblender).
Hasil analisis data penggunaan cara melarutkan sampel
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yang berbeda berpengaruh pada hasil perhitungan jumlah
koloni pada setiap metode hitung cawan. Larutan pengencer
buffer peptone water merupakan pengencer yang
menghasilkan  hasil  perhitungan  koloni  terbesar.
Berdasarkan hasil analisis data penggunaan pengencer yang
berbeda hanya berpengaruh pada metode pour plate.
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