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Abstrak 

 

Es batu merupakan bahan tambahan minuman yang banyak digunakan oleh masyarakat, 

khususnya di lingkungan sekolah. Proses pengolahan es batu yang tidak memenuhi standar 

kebersihan dapat menyebabkan terjadinya kontaminasi bakteri Escherichia coli yang dapat 

membahayakan kesehatan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui keberadaan bakteri 

Escherichia coli pada es batu kristal dan es batu balok yang dijual di sekitar SD N 01 Tegongan. 

Penelitian dilakukan secara deskriptif dengan teknik purposive sampling menggunakan 7 

sampel es batu dari beberapa pedagang. Pemeriksaan dilakukan menggunakan metode Most 

Probable Number (MPN) melalui tahap uji pendugaan pada media LB, uji penegasan pada 

media BGLB, dan uji konfirmasi menggunakan media ECB. Hasil positif ditandai dengan 

terbentuknya gas pada tabung Durham serta media yang tampak keruh setelah inkubasi. Hasil 

penelitian menunjukkan bahwa seluruh sampel mengandung bakteri Escherichia coli dengan 

nilai MPN antara 43 hingga >1100 MPN/100 mL. Sampel 1 dan 4 menunjukkan tingkat 

kontaminasi tertinggi. Kontaminasi tersebut diduga dipengaruhi oleh kualitas air, kondisi 

peralatan, sanitasi lingkungan, dan kebersihan pedagang yang kurang terjaga. 

 

Kata Kunci: Es Batu Kristal, Es Batu Balok, Escherechia coli, Most Probable Number, MPN, 

Lactose Broth. 

 

Abstract 

 

Abstract Ice cubes are a beverage additive widely used by the public, especially in school 

environments. Ice cube processing that does not meet hygiene and sanitation standards can 

cause contamination of Escherichia coli bacteria which is harmful to health. This study aims 

to determine the presence of Escherichia coli bacteria in crystal ice cubes and block ice cubes 

sold around SD N 01 Tegongan. The study was conducted descriptively with a purposive 

sampling technique using seven ice cube samples obtained from several vendors. The 

examination was carried out using the Most Probable Number (MPN) method through the 

stages of the presumptive test on Lactose Broth (LB) media, the confirmatory test on Brilliant 

Green Lactose Bile Broth (BGLB) media, and the confirmatory test using EC Broth (ECB) 

media. The samples were incubated according to microbiological examination procedures and 

observed based on gas formation in the Durham tube and changes in media turbidity. The 

results showed that all samples were positive for Escherichia coli bacteria with MPN values 

ranging from 43 to >1100 MPN/100 mL. Samples 1 and 4 showed the highest levels of 

contamination compared to the other samples. Contamination is suspected to be influenced by 

water quality, equipment cleanliness, environmental sanitation, and poor vendor hygiene. The 

study concluded that all ice samples tested failed to meet sanitary hygiene requirements due to 

contamination with Escherichia coli bacteria. 
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A. PENDAHULUAN 

Es batu merupakan produk pangan yang dihasilkan melalui proses pembekuan air dan 

banyak digunakan sebagai bahan tambahan pada berbagai jenis minuman untuk memberikan 

sensasi segar (Yanis, 2016; Hidayah et al., 2022; Dwitami et al., 2024). Air yang digunakan 

sebagai bahan baku pembuatan es batu harus memenuhi persyaratan kualitas air minum, baik 

secara fisik, kimia, maupun mikrobiologis, sehingga aman untuk dikonsumsi. (Ari Rahmaniar 

& Inayati Habib, 2014; Alifia & Aji, 2021). 

 Makanan atau minuman bisa terkontaminasi mikroba akibat beberapa faktor, seperti 

penyimpanan tanpa penutup sehingga serangga dan tikus bisa mengaksesnya, penggunaan kain 

lap kotor untuk membersihkan peralatan dan meja, serta pengolah makanan/minuman yang 

sedang sakit dan berpotensi menularkan penyakit. Salah satu kontaminasi mikroba yang umum 

pada makanan/minuman adalah bakteri Escherichia coli. Bakteri Escherichia coli merupakan 

spesies bakteri Gram negatif berbentuk batang yang biasanya hidup di usus manusia dan 

hewan, serta digunakan sebagai indikator pencemaran air. Minuman jajanan yang mengandung 

bakteri Escherichia coli dapat menyebabkan berbagai penyakit saluran pencernaan dan 

mengganggu kesehatan konsumennya.(Marianingsih et al., 2024; Numalasari et al., 2019; 

Herawati & Hilmi, 2022). 

Pembentukan gas dan kekeruhan pada media Lactose Broth (LB) berfungsi sebagai 

indikator dini adanya bakteri Escherichia coli. Hal ini disebabkan oleh kandungan ekstrak 

daging sapi (beef extract) dan pepton dalam media LB yang menyediakan nutrisi esensial untuk 

metabolisme dan pertumbuhan bakteri, sehingga menimbulkan kekeruhan pada tabung kultur. 

Selain itu, laktosa sebagai sumber karbohidrat memungkinkan bakteri melakukan proses 

fermentasi, yang menghasilkan gas di dalam tabung Durham.(Fatimah et al., 2024; Zahra, 

2019; Sinaga, 2017). 

Beberapa penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa es batu yang digunakan sebagai 

bahan tambahan minuman masih berpotensi mengalami kontaminasi bakteri Escherichia coli. 

(Alifia & Aji, 2020).  Berbagai penelitian telah melaporkan adanya cemaran bakteri Coliform 

dan Escherichia coli pada es batu yang digunakan sebagai bahan tambahan minuman, namun 

hasil penelitian tersebut menunjukkan tingkat kontaminasi yang berbeda pada setiap lokasi 

penelitian. Oleh karena itu, identifikasi kualitas mikrobiologis es batu di lingkungan SD Negeri 

01 Tegongan perlu dilakukan untuk memperoleh gambaran tingkat cemaran Escherichia coli 

pada es batu kristal dan es batu balok yang digunakan oleh pedagang minuman di lingkungan 

sekolah (Dwitami et al., 2024; Rifta et al., 2016; Azhari et al., 2022). 

 

B. METODE 

Penelitian dilaksanakan di lingkungan SD N 01 Tegongan sebagai lokasi pengambilan 

sampel, sedangkan pemeriksaan laboratorium dilakukan di Laboratorium Politeknik Mitra 

Karya Mandiri. Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif laboratorik yang bertujuan untuk 

menganalisis keberadaan bakteri Escherichia coli pada es batu kristal dan es batu balok yang 

dijual di lingkungan SD N 01 Tegongan menggunakan metode Most Probable Number (MPN). 

Populasi penelitian adalah seluruh es batu yang digunakan oleh pedagang minuman di 

lingkungan SD N 01 Tegongan. Sampel penelitian terdiri atas tujuh sampel es batu kristal dan 

es batu balok yang diperoleh dari pedagang minuman yang menggunakan es batu sebagai bahan 

tambahan minuman siap konsumsi. Pengambilan sampel dilakukan menggunakan teknik 

purposive sampling, yaitu pemilihan sampel berdasarkan kriteria tertentu, meliputi pedagang 

minuman yang menggunakan es batu kristal atau es batu balok serta berada di lingkungan SD 

N 01 Tegongan. 

Alat yang digunakan meliputi tabung reaksi, tabung Durham, rak tabung reaksi, pipet 

ukur, mikropipet, ose, lampu Bunsen, inkubator, water bath, autoklaf, botol steril, cooler box, 

dan peralatan laboratorium pendukung lainnya. Bahan yang digunakan meliputi media Lactose 
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Broth Single Strength (LBSS), Lactose Broth Triple Strength (LBTS), Brilliant Green Lactose 

Bile Broth (BGLB), Escherichia coli Broth (ECB), akuades steril, serta sampel es batu kristal 

dan es batu balok. 

Pemeriksaan dilakukan menggunakan metode Most Probable Number (MPN) ragam 5-

1-1 yang terdiri atas tiga tahapan, yaitu uji pendugaan (presumptive test), uji penegasan 

(confirmed test), dan uji konfirmasi Escherichia coli. Pada tahap uji pendugaan, sampel 

diinokulasikan ke dalam media LBSS dan LBTS sesuai variasi volume sampel, kemudian 

diinkubasi pada suhu 35°C selama 24 jam. Hasil positif ditandai dengan terbentuknya gas pada 

tabung Durham. Sampel yang menunjukkan hasil positif selanjutnya diinokulasikan ke media 

BGLB dan diinkubasi pada suhu 35°C selama 24 jam. Hasil positif ditandai dengan 

terbentuknya gas pada tabung Durham. 

Tahap konfirmasi dilakukan menggunakan media ECB dengan menginokulasikan 

kultur positif dari media BGLB, kemudian diinkubasi pada suhu 44°C selama 24 jam. 

Terbentuknya gas pada tabung Durham menunjukkan adanya bakteri Escherichia coli. Metode 

pemeriksaan mengacu pada prosedur pemeriksaan bakteri indikator menggunakan metode 

MPN yang telah digunakan pada penelitian sebelumnya. Data hasil pemeriksaan dicatat 

berdasarkan jumlah tabung positif pada setiap tahapan pengujian, kemudian dikonversi 

menjadi nilai Most Probable Number (MPN)/100 mL menggunakan tabel MPN standar. Data 

dianalisis secara deskriptif dan disajikan dalam bentuk tabel serta narasi untuk menggambarkan 

keberadaan bakteri Escherichia coli pada setiap sampel es batu. 

 

C. HASIL DAN PEMBAHASAN 

Pemeriksaan kandungan bakteri Escherichia coli pada tujuh sampel es batu kristal dan 

es batu balok yang diperoleh dari pedagang minuman di lingkungan SD N 01 Tegongan 

dilakukan menggunakan metode Most Probable Number (MPN). Pemeriksaan dilakukan 

melalui pengamatan pada media Lactose Broth (LB), Brilliant Green Lactose Bile Broth 

(BGLB), dan Escherichia coli Broth (ECB). Hasil pemeriksaan pada masing-masing media 

disajikan pada Gambar 1 sampai Gambar 3 serta Tabel 1 sampai Tabel 3. 

Pemeriksaan awal terhadap sampel es batu dilakukan menggunakan media Lactose 

Broth (LB). Hasil pengamatan pada media Lactose Broth (LB) menunjukkan adanya perbedaan 

karakteristik antara sampel yang memberikan hasil negatif dan hasil positif, sebagaimana 

disajikan pada Gambar 1. 

A.  B.  

Gambar 1. Hasil uji pendugaan bakteri Escherichia coli pada media Lactose Broth (LB): 

(A) hasil negatif dan (B) hasil positif. 

Hasil pengamatan uji pendugaan menggunakan media Lactose Broth (LB) pada seluruh 

sampel es batu disajikan pada Tabel 1. 

Tabel 1. Hasil Uji Pendugaan pada Media Lactose Broth (LB) 

Kode Sampel 10 ML 1 ML 0,1 ML Jumlah Tabung 

Positif 

Kontrol - - - - 

1 +++ +++ +++ 3-3-3 

2 +++ +++ - 3-3-0 
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3 +++ ++ +++ 3-2-3 

4 +++ +++ +++ 3-3-3 

5 +++ ++ +++ 3-2-3 

6 +++ +++ - 3-3-0 

7 +++ ++ + 3-2-1 
Keterangan:  

(+) : Menunjukkan terbentuknya gas pada tabung Durham disertai kekeruhan media.  

(─) : Menunjukkan tidak terbentuknya gas pada tabung Durham dan media tetap jernih. 

Pemeriksaan selanjutnya dilakukan menggunakan media Brilliant Green Lactose Bile 

Broth (BGLB) terhadap sampel es batu. Hasil pengamatan pada media Brilliant Green Lactose 

Bile Broth (BGLB) menunjukkan adanya perbedaan karakteristik antara sampel yang 

memberikan hasil negatif dan hasil positif, sebagaimana disajikan pada Gambar 2. 

A.   B.  

Gambar 2. Hasil uji pendugaan bakteri Escherichia coli pada media Brilliant Green 

Lactose Bile Broth (BGLB): (A) hasil negatif dan (B) hasil positif. 

Hasil uji pendugaan pada media Brilliant Green Lactose Bile Broth (BGLB) terhadap 

tujuh sampel es batu yang diperoleh dari pedagang minuman di lingkungan SD N 01 Tegongan 

disajikan pada Tabel 2. 

Tabel 2. Hasil Uji Pendugaan pada Media Brilliant Green Lactose Bile Broth (BGLB) 

Kode 

Sampel 

10 ML 1 ML 0,1 ML Jumlah 

Tabung 

Positif 

MPN 100 

ML 

Kontrol - - - -  

1 +++ +++ +++ 3-3-3 >1100 

2 +++ +++ - 3-3-0 240 

3 +++ ++ +++ 3-2-3 290 

4 +++ +++ +++ 3-3-3 >1100 

5 +++ ++ - 3-2-0 210 

6 +++ +++ - 3-3-0 240 

7 +++ ++ + 3-2-1 150 
Keterangan:  

(+) : Menunjukkan terbentuknya gas pada tabung Durham disertai kekeruhan media.  

(─) : Menunjukkan tidak terbentuknya gas pada tabung Durham dan media tetap jernih. 

Pemeriksaan selanjutnya dilakukan menggunakan media Escherichia coli Broth (ECB) 

terhadap sampel es batu. Hasil pengamatan pada media Escherichia coli Broth (ECB) 

menunjukkan adanya perbedaan karakteristik antara sampel yang memberikan hasil negatif dan 

hasil positif, sebagaimana disajikan pada Gambar 3. 
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A.   B.  

Gambar 3. Hasil uji pendugaan bakteri Escherichia coli pada media Escherichia coli 

Broth (ECB): (A) hasil negatif dan (B) hasil positif 

Hasil uji pendugaan pada media Escherichia coli Broth (ECB) terhadap tujuh sampel 

es batu yang diperoleh dari pedagang minuman di lingkungan SD N 01 Tegongan disajikan 

pada Tabel 3. 

Tabel 3. Hasil Uji Pendugaan pada Media Escherichia coli Broth (ECB) 

Kode 

Sampel 

10 ML 1 ML 0,1 ML Jumlah 

Tabung 

Positif 

MPN 100 

ML 

Kontrol - - - -  

1 +++ +++ +++ 3-3-3 >1100 

2 +++ ++ - 3-2-0 93 

3 +++ ++ ++ 3-2-2 210 

4 +++ +++ +++ 3-3-3 >1100 

5 +++ + - 3-1-0 43 

6 +++ ++ - 3-2-0 93 

7 +++ ++ + 3-2-1 150 
Keterangan:  

(+) : Menunjukkan terbentuknya gas pada tabung Durham disertai kekeruhan media.  

(─) : Menunjukkan tidak terbentuknya gas pada tabung Durham dan media tetap jernih. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa seluruh sampel es batu memberikan hasil positif 

pada media Lactose Broth (LB), yang ditandai dengan terbentuknya gas pada tabung Durham 

dan kekeruhan media. Hasil tersebut mengindikasikan adanya bakteri koliform sehingga 

seluruh sampel memenuhi kriteria untuk dilakukan pemeriksaan lanjutan menggunakan media 

Brilliant Green Lactose Bile Broth (BGLB). Menurut (Tahir et al., 2025), pembentukan gas 

pada media Lactose Broth merupakan indikator awal aktivitas fermentasi laktosa oleh bakteri 

koliform dalam metode Most Probable Number (MPN). Temuan ini sejalan dengan penelitian 

(Yunan Jiwintarum, 2017) yang melaporkan bahwa sampel es batu yang menunjukkan hasil 

positif pada media Lactose Broth memiliki indikasi kontaminasi bakteri koliform dan 

memerlukan pemeriksaan lanjutan untuk memastikan keberadaan bakteri indikator pencemar. 

Dengan demikian, hasil pada media Lactose Broth (LB) menunjukkan bahwa seluruh sampel 

telah memenuhi indikasi awal adanya cemaran bakteri koliform. 

 Pemeriksaan lanjut pada media Brilliant Green Lactose Bile Broth (BGLB) 

menunjukkan bahwa seluruh sampel es batu tetap memberikan hasil positif, yang ditandai 

dengan terbentuknya gas pada tabung Durham. Temuan tersebut memperkuat dugaan adanya 

bakteri koliform pada seluruh sampel yang sebelumnya terdeteksi pada media Lactose Broth 

(LB). Menurut ( 2024 ,جاسم احمد & سليمان فهمي ), media Brilliant Green Lactose Bile Broth 

(BGLB) memiliki sifat selektif untuk mendeteksi bakteri koliform karena mampu menghambat 

pertumbuhan bakteri Gram positif sehingga hasil positif pada media ini menunjukkan dugaan 

kontaminasi koliform yang lebih spesifik. Hasil penelitian ini sejalan dengan (Imamah, 2025) 

yang melaporkan bahwa sampel es batu yang tetap menunjukkan pembentukan gas pada media 

BGLB mengindikasikan adanya bakteri koliform dan memerlukan pemeriksaan lanjutan 
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menggunakan media yang lebih spesifik untuk identifikasi Escherichia coli. Oleh karena itu, 

hasil pada media BGLB semakin memperkuat dugaan bahwa seluruh sampel telah mengalami 

kontaminasi bakteri koliform. 

Identifikasi menggunakan media Escherichia coli Broth (ECB) menunjukkan bahwa 

seluruh sampel es batu memberikan hasil positif, sehingga mengindikasikan adanya 

kontaminasi Escherichia coli. Temuan ini menunjukkan bahwa kualitas mikrobiologis es batu 

yang dijual di lingkungan SD N 01 Tegongan belum memenuhi persyaratan keamanan pangan. 

Selain hasil identifikasi pada media Escherichia coli Broth (ECB), nilai Most Probable Number 

(MPN) pada seluruh sampel berkisar antara 43 hingga >1100 MPN/100 mL, dengan nilai 

tertinggi ditemukan pada sampel 1 dan 4. Variasi nilai tersebut menunjukkan bahwa tingkat 

kontaminasi Escherichia coli berbeda pada setiap sampel, namun seluruhnya tetap 

mengindikasikan adanya cemaran mikrobiologis pada es batu yang diperiksa. Perbedaan 

tingkat kontaminasi tersebut diduga dipengaruhi oleh kondisi higiene dan sanitasi selama 

proses produksi, penyimpanan, maupun penanganan es batu sebelum digunakan sebagai bahan 

tambahan minuman. Hasil tersebut sejalan dengan penelitian (Hidayah et al., 2022) yang 

melaporkan bahwa ditemukannya Escherichia coli pada es batu merupakan indikator adanya 

pencemaran mikrobiologis yang berpotensi membahayakan kesehatan konsumen. Penelitian 

(Yusri, 2020) juga menyatakan bahwa keberadaan Escherichia coli pada es batu berkaitan 

dengan rendahnya penerapan higiene dan sanitasi selama proses pengolahan serta penyajian. 

Oleh karena itu, hasil penelitian ini menunjukkan pentingnya pengawasan higiene dan sanitasi 

untuk mencegah kontaminasi bakteri pada es batu yang diperdagangkan. 

Variasi nilai MPN yang diperoleh pada setiap sampel menunjukkan adanya perbedaan 

tingkat kontaminasi Escherichia coli, yang diduga berkaitan dengan praktik higiene dan 

sanitasi selama proses penyimpanan dan penyajian es batu. Hasil observasi menunjukkan 

bahwa sebagian pedagang masih menyimpan es batu dalam wadah terbuka, tidak menggunakan 

penjepit es, membiarkan tangan bersentuhan langsung dengan es, serta menggunakan kembali 

es yang bercampur dengan air lelehan. Kondisi tersebut sejalan dengan penelitian (Khikma & 

Indarjo, 2021) yang menyatakan bahwa higiene penjamah, higiene pangan, dan sanitasi 

peralatan berhubungan dengan keberadaan Escherichia coli pada pangan jajanan. (Dwi & 

Melviana, 2019) juga melaporkan bahwa kondisi penyimpanan pangan dan higiene penjamah 

merupakan faktor yang berhubungan dengan keberadaan Escherichia coli pada jajanan di 

lingkungan sekolah. Oleh karena itu, penerapan higiene dan sanitasi yang baik selama 

penanganan es batu menjadi faktor penting untuk mencegah terjadinya kontaminasi bakteri. 

Secara keseluruhan, hasil penelitian ini menunjukkan bahwa keamanan mikrobiologis 

es batu yang diperdagangkan di lingkungan SD N 01 Tegongan masih memerlukan perhatian 

karena seluruh sampel teridentifikasi mengandung Escherichia coli. Hasil tersebut 

menunjukkan pentingnya penerapan higiene dan sanitasi yang baik pada proses produksi, 

penyimpanan, distribusi, dan penyajian es batu untuk meminimalkan risiko kontaminasi 

bakteri. Temuan ini didukung oleh (Zahro Diana et al., 2020) yang menyatakan bahwa higiene 

penjamah, higiene pangan, dan sanitasi peralatan merupakan faktor yang berhubungan dengan 

keberadaan Escherichia coli pada pangan jajanan, serta oleh (Di & Banda, 2023) yang 

melaporkan bahwa praktik higiene dan sanitasi yang tidak memenuhi persyaratan 

meningkatkan risiko kontaminasi Escherichia coli pada jajanan di lingkungan sekolah. Oleh 

karena itu, hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi dasar bagi sekolah, pedagang, dan 

instansi kesehatan dalam memperkuat pembinaan serta pengawasan higiene sanitasi pangan 

guna melindungi kesehatan anak sekolah. 

 

D. KESIMPULAN 

Berdasarkan hasil penelitian, seluruh sampel es batu yang diperjualbelikan di 

lingkungan SD Negeri 01 Tegongan teridentifikasi mengandung Escherichia coli melalui 
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pengujian menggunakan metode Most Probable Number (MPN). Nilai MPN yang diperoleh 

berkisar antara 43 hingga >1100 MPN/100 mL, yang menunjukkan adanya variasi tingkat 

kontaminasi mikrobiologis pada setiap sampel. Temuan tersebut menunjukkan bahwa kualitas 

mikrobiologis es batu yang digunakan sebagai bahan tambahan minuman di lingkungan 

sekolah belum memenuhi persyaratan keamanan pangan. Hasil penelitian juga menunjukkan 

bahwa kondisi tersebut berkaitan dengan praktik higiene dan sanitasi yang belum optimal 

selama proses penyimpanan dan penyajian es batu. Oleh karena itu, penerapan higiene dan 

sanitasi serta pengawasan terhadap penggunaan es batu perlu ditingkatkan sebagai upaya 

menjamin keamanan pangan bagi anak usia sekolah. 
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