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ABSTRACT

CONTAMINATION REDUCTION OF Salmonella sp. AND Escherichia coli
IN MACKEREL MEAT (Euthynnus affinis) BY USING NATURAL
ANTIMICROBIAL AGENT FROM MANALAGI CASSAVA LEAF

ETHANOL EXTRACT (Manihot utillisima)

By
AHMAD SYAIFULLAH

Mackerel is one of the marine fisheries that is easily damaged by enzymes and
microbial contamination of Salmonella sp. and Escherichia coli. On the other
hand, cassava leaves contain antimicrobial compounds that can be used to reduce
microbial contamination. This research aimed to determine the inhibitory power
of ethanol extract of Manalagi cassava leaves against contamination of Salmonella
sp. and Escherichia coli, determine the best concentration of ethanol extract of
cassava leaves to inhibit the growth of contamination of Salmonella sp. and
Escherichia coli, and determine the decrease in contamination of Salmonella sp.
and Escherichia coli on tuna meat using ethanol extract of Manalagi cassava
leaves. The research was designed using a completely randomized design with
seven treatments and carried out in 3 replications. The treatments consisted of 5
levels of concentration of Manalagi cassava leaf ethanol extract; 100%(v/v),
80%(v/v), 60%(v/v), 40%(v/v), and 20%(v/v); one treatment of positive control

(96% ethanol); and one treatment of negative control (aquades). The inhibitory



zone data obtained were tested by analysis of variance and continued with the
LSD test at a 95% confidence level. The results showed that the best
concentration of ethanol extract of Manalagi cassava leaves in inhibiting the
growth of Salmonella sp. and Escherichia coliwas 100%, with diameter inhibition
of 1.51 mm and 2.39 mm, respectively. The application of ethanol extract of
Manalagi cassava leaves at a concentration of 10% in tuna meat reduced
population ofSalmonella sp. at 4.7 x 105 cfu/g (22.5%) and Escherichia coli at 3.6

x 105 cfu/g (22.13%).
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ABSTRAK

PENURUNAN CEMARAN Salmonella sp. DAN Escherichia coli PADA
DAGING IKAN TONGKOL (Euthynnus affinis) MENGGUNAKAN
ANTIMIKROBA ALAMI DARI EKSTRAK ETANOL DAUN SINGKONG
MANALAGI (Manihot utillisima)

Oleh

AHMAD SYAIFULLAH

Ikan tongkol merupakan salah satu hasil perikanan laut yang mudah mengalami
kerusakan oleh enzim dan kontaminasi mikroba Salmonella sp. dan Escherichia
coli. Daun singkong memiliki kandungan senyawa antimikroba yang dapat
digunakan untuk menurunkan kontaminasi mikroba. Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui daya hambat ekstrak etanol daun singkong Manalagi terhadap
cemaran Salmonellasp. dan Echerichia coli, menentukan konsentrasi terbaik
ekstrak etanol daun singkong dalam menghambat pertumbuhan cemaran
Salmonella sp. dan Escherichia coli, dan mengetahui penurunan cemaran
Salmonella sp. dan Escherichia coli pada daging ikan tongkol menggunakan
ekstrak etanol daun singkong Manalagi. Penelitian didesain menggunakan
Rancangan Acak Lengkap dengan tujuh perlakunan dan dilakukan dalam 3 kali
ulangan. Perlakuan terdiri dari 5 taraf konsentrasi ekstrak etanol daun singkong
Manalagi yaitu 100%, 80%, 60%, 40%, 20%, dan satu perlakuan kontrol positif

(etanol 96%), serta satu perlakuan kontrol negatif (aquades). Data zona hambat



yang diperoleh diuji dengan analisis sidik ragam dan dilanjutkan dengan uji BNT
pada taraf nyata 5%.Hasil penelitian menunjukkan bahwa Konsentrasi terbaik
ekstrak etanol daun singkong Manalagi dalam menghambat pertumbuhan
Salmonella sp. dan Escherichia coli adalah 100%, dengan diameter hambatan
masing-masing sebesar 1,51 mm dan 2,39 mm. Aplikasi ekstrak etanol daun
singkong Manalagi dengan konsentrasi 10% pada daging ikan tongkol dapat
menurunkan Salmonella sp. sebesar 4,7 x 10° cfu/g (22,5%) dan Eschericia coli

sebesar 3,6 x 10° cfu/g (22,13%).

Kata kunci: antimikroba, daun singkong, E. coli, ikan tongkol, Salmonella sp.
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l. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Ikan merupakan salah satu hasil laut yang cukup tinggi produksinya. Berdasarkan
data BPS (2017), produksi perikanan laut di Indonesia tahun 2013, 2014 dan 2015
berturut-turut 5.707 ton, 6.038 ton, dan 6.205 ton. lkan merupakan bahan pangan
yang memiliki kandungan zat gizi yang tinggi, seperti protein, lemak, mineral,
karbohidrat dan air (Suriawiria, 2005). Tetapi ikan termasuk bahan pangan yang
mudah rusak. Sehingga untuk memertahankan mutu ikan perlu dilakukan penanganan
khusus (Widiastuty, 2008). Kerusakan yang terjadi diantaranya kerusakan biologis
oleh enzim ataupun mikroorganisme pembusuk. Ikan mudah menjadi busuk

diakibatkan adanya perubahan kimiawi pada ikan yang sudah mati (Suriawiria, 2005).

Ikan tongkol mudah mengalami kerusakan yang diakibatkan kandungan lemak yang
teroksidasi. Selain itu kerusakan dapat disebabkan oleh kontaminasi mikroba dan
adanya kandungan asam amino bebas yang dapat membantu metabolisme
mikroorganisme, serta memproduksi ammonia, biogenik amin, asam organik, keton
dan komponen sulfur. Berdasarkan hasil penelitian Puri (2016) diketahui cemaran

mikroba pada ikan tongkol di pasar tradisional, pasar modern dan pasar gudang



lelang kota Bandar Lampung adalah 6,5 x 10* Cfu/g, Escherichia coli 1,53 x 10°

Cfu/g, dan Salmonella sp. 3 x 10" Cfu/g.

Ikan tongkol diketahui memiliki kandungan protein dan asam lemak omega-3 yang
tinggi (Katzung, 2001). Pada ikan tongkol terkandung histamin yang dijadikan salah
satu indikator kesegaran ikan tongkol, karena histamin dapat menyebabkan keracunan
pada orang yang mengonsumsinya. Histamin pada ikan tongkol dihasilkan dari
perombakan asam amino histidin yang terkandung dalam ikan oleh bakteri, dan
mengeluarkan enzim histidin dekarboksilase, yang selanjutnya menjadi histamin

(Wei et al., 1990).

Salah satu upaya penghambatan terjadinya kerusakan dan kontaminasi mikroba
adalah dengan menyimpan ikan tongkol di tempat yang steril dengan menggunakan
suhu beku dan penggunaan bahan-bahan pengawet yang bersifat antimikroba
(Setianto, 2009). Maraknya pemberitaan saat ini tentang penyalahgunaan bahan-
bahan kimia berbahaya sebagai bahan pengawet yang tidak sesuai dengan
peruntukkannya seperti formalin yang telah membuat resah masyarakat. Formalin
tidak diperbolehkan digunakan sebagai bahan pengawet makanan, karena dapat
menyebabkan keracunan makanan yang bersifat akut serta dampak akumulasi bahan

kimia yang bersifat karsinogen yang dapat memicu kanker (IARC, 2006).

Hasil survey yang dilakukan oleh Badan Pengawas Obat dan Makanan Indonesia
pada tahun 2010 menunjukkan penggunaan formalin pada ikan dan hasil laut

menempati peringkat teratas yakni, 66% dari total 786 sampel. Mengingat bahaya



yang diakibatkan oleh formalin, maka perlu digunakan bahan pengawet alami yang
tidak berbahaya bagi kesehatan. Bahan pengawet alami dapat diperoleh dari
beberapa tanaman yang mengandung senyawa antimikroba dengan cara mengekstrak
senyawa antimikroba tersebut. Daun singkong adalah salah satu bahan yang dapat

dijadikan antimikroba.

Saat ini daun singkong manalagi (Manihot utillisima) hanya dimanfaatkan untuk
konsumsi dan pakan ternak. Zahara (2013) menjelaskan bahwa pada daun singkong
diketahui mengandung senyawa aktif yang dapat menjadi antimikroba alami yaitu
senyawa flavonoid, triterpenoid, tanin serta saponin. Hasil penelitiaan Hartari (2018)
menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun singkong karet (Manihot glaziovii) dapat
menurunkan cemaran bakteri Salmonella sp. sebesar 6,4 x 10° Cfu/g dan Escherichia
coli sebesar 3,3 x 10° Cfu/g. Informasi mengenai penggunaan daun singkong
Manalagi (Manihot utillisima) sebagai antimikroba masih sangat jarang ditemukan.
Oleh karena itu, diperlukan penelitian untuk mengetahui pemanfaatan daun singkong
Manalagi sebagai antimikroba guna menurunkan cemaran Salmonella sp. dan

Escherichia coli pada daging ikan tongkol.
1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini yaitu:
1. Mengetahui daya hambat ekstrak etanol daun singkong Manalagi terhadap

cemaran Salmonella sp. dan Echerichia coli.



2. Menentukan konsentrasi terbaik ekstrak etanol daun singkong Manalagi dalam
menghambat pertumbuhan cemaran Salmonella sp. dan Echerichia coli.
3. Mengetahui penurunan cemaran Salmonella sp. dan Echerichia coli pada daging

ikan tongkol menggunakan ekstrak etanol daun singkong Manalagi.

1.3 Kerangka Pemikiran

Ikan tongkol merupakan salah satu bahan pangan yang rentan mengalami kerusakan,
kerusakan dapat disebabkan oleh faktor biologis seperti kontaminasi mikroba dan
kandungan asam amino bebas yang dapat membantu metabolisme mikroorganisme.
Metabolisme mikroorganisme tersebut mampu memproduksi ammonia, biogenic
amin, asam organic, keton, dan sulfur (Lu et al., 2010). Bakteri yang dapat
mengontaminasi asam amino bebas tersebut diantaranya adalah Salmonella sp. dan

Escherichia coli (Wei et al., 1990)

Hasil penelitian Zahara (2013) menunjukkan bahwa pada daun singkong
mengandung senyawa aktif yang dapat menjadi antimikroba alami, yaitu flavonoid,
triterpenoid, tanin serta saponin. Flavonoid, saponin dan triterpenoid diketahui
memiliki aktivitas antimikroba, senyawa ini sering ditemukan pada banyak tanaman
obat dan diketahui memiliki aktivitas antivirus dan antibakteri. Pada penelitian yang
dilakukan Ebuehi et al. (2005) menunjukkan ekstrak air daun singkong mengandung
alkaloid, tannin, antraquinon, flobatinnin, dan saponin. Sedangkan pada penelitian
yang dilakukan Hasyim et al. (2016) menggunakan metode Folin Ciocalteu

menunjukkan bahwa ekstrak simplisia daun singkong (Manihot esculenta Crantz)



mengandung fenolik sebesar 30,70 mg Gallic Acid Equivalent/gram pada ekstrak
methanol dan 24,38 mg Gallic Acid Equivalent/gram pada ekstrak air, serta
menunjukkan adanya flavonoid total (menggunakan metode AICI) sebesar 881,33 mg
Retinol Equivalence/gram pada ekstrak methanol dan 304,17 mg Retinol

Equivalence/gram pada ekstrak air.

Hasil penelitian yang dilakukan oleh Pratiwi (2016) menunjukkan bahwa ekstrak
etanol 70% daun singkong (Manihot esculenta Crantz) memiliki aktivitas antibakteri
terhadap Shigella sp., peningkatan konsentrasi ekstrak etanol daun singkong yang
digunakan berpengaruh terhadap peningkatan diameter zona hambat yang terbentuk.
Kemudian pada penelitian yang dilakukan Mutia et al. (2017) menunjukkan bahwa
ekstrak etanol daun singkong (Manihot esculenta Crantz) memiliki aktivitas
antibakteri terhadap Escherichia coli dan Staphylococcus aureus dengan nilai
konsentrasi hambat minimum pada bakteri Escherichia coli sebesar 0,0625 % dan

pada bakteri Staphylococcus aureus sebesar 0,03125%.

Hasil penelitian Muthmainna dan Andi (2018) menunjukkan adanya zona hambatan
berwarna bening dan melingkar di sekitar paper disk, sebagai tanda bahwa ekstrak
etanol daun singkong (Manihot utillisima) memiliki aktivitas antibakteri terhadap
Staphylococcus aureus. Penelitian lain yang dilakukan Iswandari (2018)
menunjukkan bahwa ekstrak etanol kulit singkong (Manihot utillisima) dengan efek
penghambatan tertinggi pada pertumbuhan Salmonella sp. dan Escherichia coli
adalah konsentrasi 100% dengan diameter daya hambat sebesar 9,17 mm dan 10,08

mm. Selain itu pada penelitian yang dilakukan oleh Hartari (2018) menunjukkan



bahwa ekstrak etanol daun singkong karet (Manihot glaziovii) terbaik yang mampu
menghambat pertumbuhan Escherichia coli, Salmonella sp, Staphylococcus aureus,
dan Vibrio sp adalah konsentrasi 100% dengan diameter daya hambat berturut-turut
yaitu 13,00 mm, 12,78 mm, 10,69 mm, 11,07 mm. Penghambatan yang ditunjukkan
oleh daun singkong (Manihot esculenta Crantz) terhadap Escherichia coli, Shigela
sp., dan Staphylococcus aureus, kemudian penghambatan oleh kulit singkong
(Manihot utillisima) terhadap Salmonella sp., Staphylococcus aureus dan Escherichia
coli serta penghambatan oleh daun singkong karet (Manihot glaziovii) terhadap
Escherichia coli, Salmonella sp, Staphylococcus aureus, dan Vibrio sp. membuat
adanya dugaan bahwa daun singkong (Manihot utillisima) dapat digunakan untuk

menghambat cemaran Salmonella sp. dan Escherichia coli.

1.4 Hipotesis

Hipotesis yang diajukan pada penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Esktrak etanol daun singkong Manalagi memiliki daya hambat terhadap cemaran
Salmonella sp. dan Escherichia coli.

2. Terdapat konsentrasi terbaik ekstrak etanol daun singkong Manalagi dalam
penghambatan pertumbuhan cemaran Salmonella sp. dan Escherichia coli.

3. Ekstrak etanol daun singkong Manalagi mampu menurunkan cemaran Salmonella

sp. dan Escherichia coli pada daging ikan tongkol.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Antimikroba

Antimikroba merupakan bahan kimia alami atau sintetik yang dapat menghambat
pertumbuhan atau membunuh mikroorganisme. Sebuah sel mikroba yang normal
memiliki dinding sel, membran sitoplasma yang tersusun oleh sejumlah besar
protein yang salah satunya adalah enzim, asam nukleat dan senyawa lainnya.
Kerusakan pada salah satu komponen penyusun tersebut dapat mengawali
terjadinya perubahan yang menuju kematian sel (Pelczar dan Chan, 1988).
Senyawa yang dapat membunuh mikrooranisme disebut agen sidal (cidal agent)
yang meliputi bakterisidal, fungisidal dan virisidal. Sedangkan senyawa yang
hanya mampu menghambat pertumbuhan mikroorganisme disebut agen statis

(static agent) yang meliputi bakteristatik, fungistatik dan viristatik.

Berdasarkan sumbernya antimikroba digolongkan menjadi antimikroba alami dan
antimikroba sintetik. Antimikroba alami diperoleh dengan cara mengekstrak
langsung dari organisme yang menghasilkan senyawa bersifat antimikroba,
sedangkan antimikroba sintetik dapat dihasilkan dengan membuat suatu senyawa
yang sifatnya mirip dengan senyawa antimikroba alami (Setyaningsih, 2004).
Antimikroba dapat berupa desinfektan, antiseptik maupun antibiotik. (Pelczar dan

Chan, 1988). Antibiotik adalah senyawa kimia yang dihasilkan oleh



mikroorganisme atau dihasilkan secara sintetik yang dapat membunuh atau
menghambat perkembangan bakteri dan organisme lain (Utami, 2011). Antiseptik
adalah bahan kimia yang digunakan untuk membunuh atau mencegah pertumbu-
han mikroorganisme pada jaringan hidup (Levinson 2008). Desinfektan adalah
substansi kimia yang dipakai untuk mencegah pertumbuhan mikroorganisme atau

membunuh mikroorganisme pada benda mati (Depkes RI, 1996).

Penggunaan antimikroba harus memperhatikan beberapa hal, diantaranya zat yang
digunakan tidak bersifat racun bagi bahan pangan, ekonomis, tidak menyebabkan
perubahan flavor, cita rasa dan aroma makanan, tidak mengalami penurunan
aktivitas karena reaksi dengan komponen makanan, tidak menyebabkan timbulnya
galur resisten, serta lebih bersifat membunuh dibandingkan menghambat
pertumbuhan mikroba (Frazier dan Westhoff 1988). Pemilihan suatu senyawa
antimikroba untuk diaplikasikan sebagai bahan pengawet bahan pangan harus
melihat keefektifan penghambatannya terhadap pertumbuhan mikroba. Semakin

kuat daya penghambatannya semakin efektif digunakan.

2.1.1 Mekanisme Kerja Antimikroba

Menurut Pelczar dan Chan (1988) dan Tortora (2002) mekanisme kerja

antimikroba dapat dibedakan menjadi beberapa macam, yaitu:

a. Menghambat sintesis dinding sel

Antimikroba yang mempunyai aktivitas menghambat sintesis dinding sel
hanya aktif pada sel yang sedang aktif membelah. Mekanisme ini didasarkan

pada perbedaan struktur dinding sel prokariotik yang terdiri atas peptidoglikan



yang hanya ditemukan pada dinding sel bakteri, sementara pada eukariotik

seperti manusia, fungi dan sebagainya tidak terdapat peptidoglikan.

Merubah molekul protein dan asam nukleat

Mekanisme ini didasarkan pada kondisi dimana hidupnya suatu sel bergantung
pada terpeliharanya molekul-molekul protein dan asam nukleat dalam keadaan
alamiahnya. Suatu kondisi atau substansi yang mengubah keadaan ini, yaitu
terdenaturasikannya protein dan asam-asam nukleat yang dapat merusak sel
hingga tidak dapat diperbaiki kembali. Suhu tinggi dan konsentrasi pekat
beberapa zat kimia dapat mengakibatkan koagulasi irreversible (tidak dapat

kembali) komponen-komponen selular yang vital ini.

Merusak membran plasma

Mekanisme ini didasarkan pada kemampuan beberapa antibiotik untuk
merubah permeabilitas membran plasma. Perubahan ini akan mengakibatkan

hilangnya metabolit penting dari dalam sel mikroba.

Menghambat sintesis asam nukleat

Mekanisme ini didasarkan pada penghambatan proses transkripsi dan replikasi
DNA. Rusaknya asam nukleat (DNA atau RNA) oleh pemanasan, radiasi atau
bahan kimia menyebabkan kematian sel, karena sel tidak mampu mengadakan
replikasi maupun sistesis enzim. Bahan kimia yang merusak DNA misalnya
radiasi ultraviolet, radiasi pengion, alkylating agent (gugus alkil dari bahan

kimia bereaksi secara kovalen dengan basa purin dan atau pirimidin). Radiasi
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ultraviolet menyebabkan cross linking diantara pirimidin dalam satu atau dua
rantai polinukleotida, membentuk pyrimidine dimmers, sedangkan sinar

pengion akan mengakibatkan pecahnya rantai nukleotida.

e. Menghambat sintesis metabolit esensial

Mekanisme ini didasarkan pada adanya penghambatan secara kompetitif dari
aktivitas enzimatis dari mikroorganisme oleh senyawa yang mempunyai

struktur yang mirip substrat untuk enzim.

2.2 Singkong

Singkong merupakan salah satu sumber karbohidrat yang berasal dari umbi.
Singkong atau ketela pohon merupakan tanaman perdu. Singkong berasal dari
benua Amerika, tepatnya dari Brasil. Penyebarannya hampir ke seluruh dunia,
antara lain Afrika, Madagaskar, India, dan Tiongkok. Tanaman singkong banyak
dikembangkan di negara-negara dengan wilayah pertanian yang luas (Purwono,
2009). Menurut (Koswara, 2009) varietas-varietas singkong unggul yang biasa
ditanam penduduk Indonesia, antara lain VValenca, Mangi, Betawi, Basiorao,
Bogor, SPP, Muara, Mentega, Gading, Malang 1, Malang 2, Andira 1, Andira 2,
dan Andira 4. Selain itu menurut Atman (2011) terdapat 2 jenis singkong yang
juga banyak ditanam di Indonesia yaitu singkong Manalagi dan singkong
Thailand. Kilasifikasi tanaman singkong menurut Purwono (2009) adalah sebagai

berikut :

Kingdom : Plantae

Divisio : Spermatophyta



Sub divisio
Classis
Ordo
Familli
Genus

Species
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: Angiospermae
: Dicotilae

: Euphorbiales

: Euphorbiaceae
: Manihot

: Manihot utillisima

Penampakkan umbi, batang dan daun singkong manalagi dapat dilihat pada

Gambar 1.

Gambar 1. Umbi singkong Manalagi (a), Batang singkong Manalagi (b), dan daun

singkong Manalagi (c). Sumber : Purwono (2009)

Tanaman singkong memiliki batang beruas-ruas dengan ketinggian mencapai

lebih dari 3 meter. Warna batang bervariasi, ketika masih muda umumnya

berwarna hijau dan setelah tua menjadi keputihan, kelabu, atau hijau kelabu.

Batang berlubang, berisi empelur berwarna putih, lunak, dengan struktur seperti

gabus. Susunan daun singkong berurat menjari dengan cangap 5-9 helai. Daun

singkong, terutama yang masih muda mengandung sianida, namun kadarnya

masih berada dibawah batas aman sehingga dapat dimanfaatkan sebagai sayuran

dan dapat menetralisir rasa pahit sayuran lain, misalnya daun pepaya dan kenikir.

Umbi singkong yang terbentuk merupakan akar yang menggelembung dan

berfungsi sebagai tempat penampung makanan cadangan, bentuk umbi biasanya
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bulat memanjang terdiri atas kulit tipis (kulit ari) berwarna kecokelat-coklatan
(kering), kulit dalam agak tebal berwarna keputih-putihan (basah), dan daging
bewarna putih atau kuning (tergantung) varietasnya yang mengandung sianida

dengan kadar berbeda (Rukmana, 2002).

2.2.1 Daun Singkong

Selama ini masyarakat mengetahui daun singkong sebagai sayuran dan bahan
makanan. Selain itu pemanfaatan daun singkong digunakan sebagai pakan ternak
atau bahkan dibuang begitu saja. Padahal daun singkong dapat dimanfaatkan lebih
lanjut, hal ini karena daun singkong juga mengandung zat gizi yang cukup banyak

yaitu protein. Kandungan zat gizi pada daun singkong dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Kandungan zat gizi daun singkong

Bahan Kering % Bahan kering
Protein kasar 41,7
Lemak 6,3
Bahan Ekstrak Tanpa Nitrogen 41,1
Abu 8,1

Sumber : Aletor (2010)

Selain kandungan protein kasar yang tinggi, daun singkong juga mengandung
asam sianida (HCN). Asam sianida singkong diketahui bersifat beracun, tetapi
mudah dihilangkan karena sifatnya mudah larut dan menguap pada suhu 26 °C.
Adapun kandungan asam sianida yang masih aman untuk dikonsumsi manusia
yaitu 50 mg/kg (ppm) bahan, tetapi jika melebihi kadar tersebut dapat
menyebabkan keracunan (Winarno, 2004). Menurut Atman (2011) terdapat 2
jenis singkong yang banyak ditanam di Indonesia yaitu singkong Manalagi dan

singkong Thailand.
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Singkong Manalagi memiliki umur panen 7-10 bulan, bentuk daun menjari agak
lonjong, warna pucuk daun coklat, warna tangkai daun merah bagian atas dan
merah muda bagian bawah, warna batang muda hijau muda, warna batang tua
coklat, warna kulit umbi coklat bagian luar dan putih bagian dalam, warna daging
umbi putih, kualitas rebus baik dan memiliki rasa yang enak dengan kadar HCN
19,5 mg (Atman, 2011). Sedangkan singkong Thailand memiliki umur panen 8-
12 bulan, bentuk daun menjari agak lonjong dan gemuk, warna pucuk dun hijau
kekuningan, warna tangkai daun hijau atas dan hijau kekuningan bagian bawah,
warna batang muda hijau, warna batang tua putih kekuningan, warna kulit umbi
putih kekuningan, warna daging umbi lebih kuning, kualitas rebus baik dengan
rasa pahit, dengan kadar HCN 124 mg/kg (Atman, 2011). Kandungan Senyawa

aktif pada daun singkong dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Senyawa Fitokimia Daun Singkong

Analisa Ekstrak Air Ekstrak Metanol
Simplisia  Daun Rebusan Simplisia Daun Rebusan

Alkaloid

-Meyer + + + +
-Wagner + + + +
-Dragendorf + + + +
Tanin + + + +
Saponin + + + +
Triterpenoid - - - -
Steroid - - - -
Flavonoid + + + +
Fenolik + + + +

Keterangan : - Terbentuk warna/endapan
+ Tidak terbentuk warna/endapan
Sumber : Banua (2015)

Flavonoid dan saponin sejak lama diketahui memiliki aktivitas antimikroba dan

antivirus (Robinson, 1991). Berdasarkan hal itu daun singkong dapat
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dimanfaatkan menjadi bahan pembuatan antimikroba dengan kandungan senyawa

aktif seperti pada Tabel 2.

a. Senyawa Alkaloid

Alkaloid adalah senyawa metabolit sekunder yang bersifat basa yang
mengandung satu atau lebih atom nitrogen biasanya dalam cincin heterosiklik
dan bersifat aktif biologis menonjol. Struktur alkaloid beraneka ragam, dari
yang sederhana sampai rumit, dari efek biologisnya yang menyegarkan tubuh

sampai toksik (Hilda, 2011).

b. Senyawa Tanin

Tannin yang berasal dari ekstrak tumbuhan diabsorbsi dengan cepat dari
saluran cerna kemudian mengalami distribusi dan eliminasi yang cukup cepat
pula. Senyawa tannin memiliki fungsi untuk menurunkan kolesterol total,
Very Low Density Lipoprotein dan triglicerid dan meningkatkan High Density
Lipoprotein sehingga memainkan peranan yang penting untuk mengatasi
gangguan metabolisme lemak dan obesitas (Lei et al., 2007). Suatu derivat
senyawa tanin yaitu Ellagitannins mempunyai aktivitas antibakteri dengan
cara membentuk kompleks dengan proline yaitu sejenis protein pada dinding
sel bakteri, menyebabkan protein leakage, terjadi kerusakan dinding sel
bakteri sehingga menyebabkan kematian sel bakteri (Mohamed, 2010). Tanin
juga dapat menghambat cara kerja enzim yang berperan dalam replikasi RNA
virus mengendapkan protein virus yang sangat berguna untuk siklus hidup

virus sehingga menyebabkan kematian virus (Haidari et al., 2009).
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c. Senyawa Flavonoid

Flavonoid diketahui berfungsi sebagai antimutagenik dan antikarsinogenik,
selain itu memiliki sifat sebagai antioksidan, anti peradangan, anti alergi, dan
dapat menghambat oksidasi Low Density Lipoprotein (LDL) (Rahmat, 2009).
Berdasarkan ikatannya dengan gula, flavonoid terdiri dari dua kelompok yaitu
glikosida yang berikatan dengan satu atau lebih molekul gula, dan yang lain
yaitu aglikon adalah flavonoid yang tidak berikatan dengan gula.

Kebanyakan flavonoid yang berasal dari tumbuh-tumbuhan adalah dalam
bentuk glikosida (Martina, 2012). Menurut Black dan Jacobs (1993)
flavonoid dapat merusak membran sel bakteri dengan cara membentuk
senyawa kompleks dengan protein ekstraseluler sehingga membran sel
bakteri pecah. Senyawa flavonoid juga dapat mendenaturasi protein sel
bakteri dengan cara membentuk ikatan hydrogen kompleks dengan protein sel
bakteri, sehingga struktur dinding sel membran sitoplasma bakteri menjadi
tidak stabil dan kehilangan aktivitas biologinya, akibatnya fungsi
permeabilitas sel bakteri menjadi terganggu dan sel bakteri akan mengalami

lisis (Harborne, 1987)

2.3 Karakteristik Ikan Tongkol (Euthynnus affinis)

Ikan tongkol (Euthynnus affinis) merupakan salah satu jenis ikan yang sering
dikonsumsi masyarakat Indonesia. Ikan tongkol yang memiliki nama latin
Euthynnus affinis, merupakan jenis golongan ikan tuna yang berukuran kecil.
Ikan tongkol memiliki badan yang memanjang dan tidak memiliki sisik, kecuali

pada bagian garis rusuk. Ukuran ikan tongkol dapat mencapai 1 meter dengan
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berat 13,6 kg. Pada umumnya ikan tongkol memiliki panjang tubuh 50-60 cm.
Kulit ikan tongkol berwarna abu-abu dengan daging berwarna merah (Bahar,
2004). lkan tongkol banyak dijumpai, terutama di perairan yang terhubung
langsung dengan laut terbuka, yaitu lautan Pasifik dan Hindia. Selama bulan Juni
sampai Agustus dalam setahun, ikan tongkol dewasa berkumpul didekat pantai di
perairan yang memiliki suhu 20°C — 25°C dan salinitas 20%-26% untuk
melakukan proses pemijahan. Ikan tongkol memakan ikan-ikan yang berukuran

kecil, seperti ikan pelagis, teri, dan cumi-cumi (Williamsom, 1970).

Menurut Saanin (1984), klasifikasi Ikan tongkol adalah sebagai berikut:
Kingdom : Animalia
Phylum : Chordata

Sub Phylum : Vertebrata

Class : Pisces

Sub Class : Teleostei

Ordo : Percomorphi
Family : Scombridae
Genus : Euthynnus
Species : Euthynnus affinis

Gambar 2. Ikan Tongkol (Euthynnus affinis)
Sumber : Syarifah (2016)
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Daging ikan tongkol memiliki komponen yang utama adalah air, protein, dan
lemak, yang berkisar antara 98% dari total berat daging. Komponen yang
terkandung dalam ikan memiliki pengaruh terhadap nutrisi serta sifat fungsi,
kualitas sensori dan stabilitas penyimpanan daging. Komponen lain yang
terkandung seperti karbohidrat, vitamin dan mineral hanya berkisar 2% (Sikorski,
1994). Setiap 100 gram daging ikan tongkol mempunyai komposisi kimia yang
terdiri dari 69,40% air, 1,50% lemak, 25,00% protein, dan 0,03% karbohidrat

(Sanger, 2010).

Daging ikan tongkol memiliki jaringan pengikat otot yang jumlahnya sedikit, hal
ini yang menjadikan ikan tongkol salah satu ikan yang dagingnya dengan mudah
dicerna. Selain itu ikan tongkol memiliki kandungan unsur hara minor berupa
mineral penting, seperti iodium dan fluor. Kandungan air pada ikan tongkol akan
menurun saat musim panas, dan kandungan lemaknya menjadi maksimal. Ikan
tongkol memiliki kandungan gizi yang tinggi. Selain itu ikan tongkol juga
diperkaya kandungan lemak omega 3. Kandungan gizi tersebut sangat baik untuk
tubuh dalam memenuhi kebutuhan gizi serta pertumbuhan (Sanger, 2010).
Kandungan asam lemak yang terdapat pada ikan tongkol yaitu asam lemak
omega-3 dan omega-6. Menurut Ali Khomsan (2006), total kandungan asam
lemak omega 3 adalah sebesar 1,5 g/100 g dan asam lemak omega 6 sebesar 1,8
9/100 g. Salah satu fungsi dari asam lemak omega 3 yaitu, sebagai prekursor
asam lemak esensial linoleat dan linolenat. Asam lemak esensial merupakan asam
lemak yang tidak diproduksi oleh tubuh, melainkan harus didapatkan dari luar

tubuh, seperti didapatkan dari asupan makanan.
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2.3.1 Mutu Ikan Tongkol

Ikan merupakan salah satu bahan pangan yang mudah mengalami kerusakan atau

perishable food, hal ini mengharuskan dilakukannya perlakuan yang tepat pada

ikan setelah ditangkap agar mutu ikan tetap terjaga. Menurut Murniyati dan

Sunarman (2000), kerusakan yang terjadi pada ikan tongkol dapat digolongkan

sebagai berikut :

a. Kerusakan-kerusakan enzimatis yang disebabkan oleh enzim.

b. Kerusakan-kerusakan fisika yang disebabkan oleh kecorobohan dalam
penanganan, misalnya luka-luka kekar, patah, kering, dan sebagainya.

c. Kerusakan-kerusakan biologis yang disebabkan oleh bakteri, jamur, ragi dan
serangga.

d. Kerusakan-kerusakan kimiawi yang disebabkan oleh adanya reaksi-reaksi
kimia, misalnya ketengikan yang disebabkan oleh oksidasi lemak, dan

denaturasi protein

Ikan tongkol merupakan salah satu hasil laut yang sering dikonsumsi oleh
masyarakat Indonesia. Hal ini dikarenakan ikan tongkol memeiliki kandungan
protein yang tinggi serta asam lemak omega-3. Seperti hasil laut lainnya, ikan
tongkol juga mudah mengalami kerusakan. Kerusakan yang terjadi seperti
pembusukan yang disebabkan oleh bakteri dan perubahan biokimia pada ikan
yang sudah mati (Sanger, 2010). Penanganan ikan setelah ditangkap sangat perlu
diperhatikan, karena akan berpengaruh terhadap mutu ikan tersebut (Rangkuti,

1994). Menuurut Winarni et al. (2003) mutu ikan dapat dilihat dari penampakkan



fisik, bau, dan tekstur. Ciri-ciri ikan segar yang bermutu tinggi maupun yang

bermutu rendah secara organoleptik disajikan pada Tabel 3.

Tabel 3. Ciri-ciri ikan segar bermutu tinggi dan rendah secara organoleptik.
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Parameter

Ikan yang bermutu tinggi

Ikan yang bermutu rendah

Mata
Insang
Lendir

Daging dan
perut

Bau

Konsistensi

Cerah, bola mata menonjol,
kornea jernih

Warna merah cemerlang, tanpa
lendir

Lapisan lendir jernih,
transaparan, mengikat cerah,
belum ada perubahan warna
Sayatan daging sangat
cemerlang, berwarna asli, tidak
ada pemerahan sepanjang
tulang belakang, perut utuh,
ginjal merah terang, dinding
perut dagingnya utuh, bau isi
perut segar

Segar, bau rumput laut, baut
spesifik menurut jenis

Padat, elastis bila di tekan
dengan jari sulit menyobek
daging dari tulang belakang,

Bola mata cekung, pupil putih
susu,kornea keruh
Warna kusam dan berlendir

Lendir berwarna kekuningan
sampai coklat tebal,warna
cerah hilang, pemutihan nyata
Sayatan daging kusam, warna
merah jelas sepanjang tulng
belakang, dinding perut
memebubur dan bau busuk

Bau busuk

Sangat lunak, bekas jari tidak
mau hilang bila di tekan,
mudah sekali menyobek
daging dari tulang belakang

Sumber : Badan Standarisasi Nasional (2006)

Penurunan mutu ikan tongkol dapat menyebabkan keracunan pada konsumen

setelah mengkonsumsi ikan tongkol tersebut. Gejala keracunan tersebut ditandai

dengan adanya rasa gatal pada tubuh, bibir bengkak, berkeringat, wajah merah,

mual dan muntah, sakit kepala, serta jantung berdebar lebih kencang. Ikan

tongkol akan menyebabkan keracunan apabila mutu ikan tersebut telah menurun.

Hal ini dikarenakan adanya kontaminasi bakteri patogen seperti Escherichia coli,

Salmonella sp., dan bakteri patogen lainnya.
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Keracunan yang terjadi setelah mengonsumsi ikan tongkol (scombroid fish
poisoning) disebabkan oleh kandungan histamin yang terdapat pada daging ikan
tongkol. Ikan tongkol merupakan jenis ikan yang memiliki kandungan asam
amino histidin yang dapat dikontaminasi oleh bakteri. Bakteri dapat
menghasilkan enzim histidin dekarboksilase yang dapat merubah asam amino
histidin menjadi histamin (Hidayati, 2008). Hal tersebut dapat terjadi pada ikan
tongkol yang terlalu lama disimpan pada suhu ruang atau pada suhu dingin
sekalipun dalam jangka waktu yang lama. Syarat mutu mikrobiologis ikan segar

berdasarkan SNI 7388:2009 dapat dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Syarat mutu mikrobiologis ikan segar

Jenis Satuan Persyaratan

Total Plate Count Cfulg Maksimum 5 x 10°
Coliform Cfulg Maksimum 3
Salmonella sp. Per 259 Negatif

Vibrio cholera Per 259 Negatif

Vibrio parahaemolyticus Per 259 Negatif

Sumber : Badan Standarisasi Nasional (2009)

2.4 Salmonella sp.

Salmonella sp. merupakan bakteri batang gram-negatif. Karena habitat aslinya
yang berada di dalam usus manusia maupun binatang, bakteri ini dikelompokkan
ke dalam enterobacteriaceae (Brooks, 2004). Salmonella sp. adalah bakteri
batang yang tidak membentuk spora, biasanya motil dengan flagella peritrisous.
Salmonella sp. bersifat anaerob fakultatif yang secara biokimia dikarakterisasi
dengan kemampuannya memfermentasi glukosa yang memproduksi asam dan gas,
dan tidak mampu menyerang laktosa dan sukrosa. Salmonella sp. termasuk

bakteri mesofilik dengan temperatur pertumbuhan optimumnya 38°C (Forsythe



21

dan Hayes 1998). Salmonella sp. dapat tumbuh pada aktivitas air yang rendah
(aw < 0,93) yang responnya tergantung strain dan jenis pangan. Salmonella sp.
dapat bertahan pada kisaran pH 3,6 — 9,5 dan pertumbuhan optimal pada nilai pH
mendekati normal. Menurut Madigan dan Martinko (2003) taksonomi dari

Salmonella sp. adalah sebagai berikut:

Kingdom : Bacteria

Phylum : Proteobacteria

Class : Camma Proteobacteria
Ordo : Enterobacteriales
Family : Enterobacteriaceae
Genus : Salmonella

Spesies :Salmonella sp.

Gambar 3. Salmonella sp.
Sumber : Madigan dan Martinko (2003)

Salmonella sp. tahan hidup dalam air yang dibekukan dalam waktu yang lama,
bakteri ini resisten terhadap bahan kimia tertentu (misalnya hijau brillian, sodium
tetrathionat, sodium deoxycholate) yang menghambat pertumbuhan bakteri

enterik lain, tetapi senyawa tersebut berguna untuk ditambahkan pada media
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isolasi Salmonella sp. pada sampel feses. Klasifikasi Salmonella sp. sangat
kompleks, biasanya diklasifikasikan menurut dasar reaksi biokimia, serotipe yang
diidentifikasi menurut struktur antigen O, H dan Vi yang spesifik. Menurut reaksi
biokimianya, Salmonella sp. dapat diklasifikasikan menjadi tiga spesies yaitu

S. typhi, S. enteritidis, S.cholerasuis, disebut bagan kauffman-white (Irianto,
2006). Berdasarkan serotipenya di klasifikasikan menjadi empat serotipe yaitu

S. paratyphi A (Serotipe group A), S. paratyphi B (Serotipe group B), S. paratyphi

C (Serotipe group ), dan S. typhi dari Serotipe group D (Jawet’z, 2005).

Salmonella yang terbawa melalui makanan ataupun benda lainnya akan memasuki
saluran cerna, di dalam lambung bakteri ini akan dimusnahkan oleh asam
lambung, namun yang lolos akan masuk ke usus halus. Bakteri ini akan
melakukan penetrasi pada mukosa baik usus halus maupun usus besar dan tinggal
secara intraseluler dimana mereka akan berproliferasi. Ketika bakteri ini
mencapai epitel dan Imunoglobulin A tidak bisa menanganinya, maka akan terjadi
degenerasi brush border. Kemudian, di dalam sel bakteri akan dikelilingi oleh
inverted cytoplasmic membrane mirip dengan vakuola fagositik (Dzen, 2003).
Setelah melewati epitel, bakteri akan memasuki lamina propria. Bakteri dapat
juga melakukan penetrasi melalui intercellular junction, dapat dimungkinkan

munculnya ulserasi pada folikel limfoid (Singh, 2001).

2.5 Escherichia coli

Escherichia coli adalah bakteri yang berbentuk batang pendek dengan panjang
sekitar 2 um, lebar 0,4-0,7 um, dan diameter 0,7 pum. Escherichia coli termasuk

dalam bakteri yang bersifat aerob fakultatif dan salaha satu jenis bakteri gram
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negatif. Escherichia coli hidup secara berkoloni dengan membentuk koloni yang
bundar, cembung, halus dengan tepi yang nyata (Smith, 1988). Escherichia coli
memiliki sel yang berbentuk tunggal, berpasangan, dan dalam rantai pendek dan
tidak terdapat kapsul. Sel bakteri ini biasa bergerak dengan menggunakan flagella
petrichous. Escherichia coli dapat memproduksi berbagai macam fimbria atau
pili yang berbeda, memiliki banyak spesifikasi dan struktur antigen, seperti
filamentus, proteinaceus, seperti rambut appendages yang terdapat disekeliling
sel. Fimbria merupakan serangkaian hidrofobik dan memiliki pengaruh panas
atau organ spesifik yang bersifat adhesi. Hal itu merupakan salah satu faktor yang
penting dalam virulensi. Klasifikasi Escherichia coli berdasarkan Songer dan Post

(2005) sebagai berikut:

Kingdom : Bacteria

Filum : Proterobacteria

Kelas : Gamma Proteobacteria
Ordo : Enterobacteriales
Family : Enterobacteriaceae
Genus : Escherichia

Species : Escherichia coli

Gambar 4. Escherichia coli
Sumber : Smith (1998)
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Escherichia coli merupakan flora normal usus yang berperan penting dalam
sintesis vitamin K, konversi pigmen-pigmen empedu, asam-asam empedu, serta
dalam penyerapan zat-zat makanan. Escherichia coli termasuk salah satu bakteri
heterotrof, yaitu dapat memperoleh makanan berupa zat organik yang berasal dari
lingkungan sekitarnya, hal ini dikarenakan bakteri Escherichia coli tidak dapat
menyusun sendiri zat organik yang dibutuhkannya. Zat organik yang diperoleh
berasal dari sisa organisme lain, dengan menguraikan zat organik pada makanan
menjadi zat anorganik, seperti halnya CO2, H20, energi dan mineral. Bakteri ini

dapat menjadi pengurai dan penyedia nutrisi bagi tumbuhan (Ganiswarna, 1995).

Escherichia coli memiliki metabolisme dengan cara fermentasi dan respirasi,
namun pertumbuhan bakteri Escherichia coli dapat dikatakan paling sedikit, yaitu
pertumbuhan banyak di bawah keadaan anaerob. Pertumbuhan bakteri
Escherichia coli termasuk bakteri mesofilik dengan suhu pertumbuhan optimal
37°C. Escherichia coli dapat memfermentasi laktosa dan memproduksi indol
yang berfungsi untuk mengidentifikasi bakteri yang terdapat atau mengontaminasi
makanan dan air. Escherichia coli akan mati pada suhu 60°C selama 15 menit

atau pada suhu 55°C selama 60 menit.

Escherichia coli dapat menjadi bakteri patogen apabila berada diluar saluran
pencernaan (Jawetz, 1984). Bakteri Escherichia coli merupakan jasad indikator
dalam substrat air dan bahan makanan, yang mampu memfermentasikan laktosa
pada temperatur 37°C dengan membentuk asam dan gas, mereduksi nitrat menjadi
nitrit, bersifat katalase positif, dan oksidase negatif (Fardiaz, 1992). Bakteri ini

berpotensi patogen karena pada keadaan tertentu dapat menyebabkan diare
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(Suriawiria,1986). Escherichia coli dapat menginfeksi tubuh dan menyebabkan
diare. Escherichia coli dapat menginfeksi tubuh dengan mekanisme sebagai

berikut:

1. Escherichia coli dapat memproduksi enterotoksin yang disebut dengan
Escherichia coli enterotoksigen. Hal tersebut disebabkan bakteri tersebut
memproduksi toksin yang berbeda. Toksin tersebut adalah toksin tahan panas
(ST) dan toksin yang labil terhadap panas (LT). Toksin yang labil terhadap
panas dapat meningkatakan aktifitas enzim adenil siklase dalam sel mukosa

usus halus dan merangsang sekresi cairan.

2. Escherichia coli yang dapat menginvasi langsung lapisan epitelum dinding
usus dan secara cepat menyebabkan diare. Invasi pada lapisan epitelum
dinding usus dapat terjadi akibat adanya pengaruh oleh racun lipopolisakarida
dinding sel atau endotoksin. Selain mekanisme diatas, Escherichia coli dapat
menjadi pathogenesis dan dapat menyebabkan diare. Pathogenesis tersebut

diantaranya adalah :

a. Enteropatogenik Escherichia coli (EPEC), patogen jenis ini dapat

menyebabkan penyakit perut, dan melekat pada sel mukosa usus kecil.

b. Enterotoksigenik Escherichia coli (ETEC), diare yang disebabkan oleh
patogen jenis ini seperti diare yang disebabkan oleh vibrio cholera.

Patogen jenis ini terdapat pada sel epitel usus kecil.
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Enteroinvasif Escherichia coli (EIEC), patogen jenis ini dapat
menimbulkan demam, buang air besar dengan lendir dan berdarah. EIEC

dapat menginfeksi dengan melakukan invasi ke sel mukosa usus.

Enterohemoragik Escherichia coli (EHEC), toksin yang dikeluarkan dari
patogen jenis ini dapat menyebabkan sindroma hemolitik oremik, penyakit
ini dapat dikatakan sudah merupakan diare akut bagi penderita (Jawet,

1984).



I1l.  METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini akan dilaksanakan di Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi
Teknologi Universitas Lampung dan Laboratorium Bakteriologi Balai Veteriner
Lampung (SNI ISO/IEC 17025 2008 LP-181-IDN) pada bulan April 2018 s.d Juli

2018.

3.2 Bahandan Alat

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu daun singkong Manalagi yang
diperoleh dari kebun singkong milik pak Jajak di Kecamatan Punggur, Kabupaten
Lampung Tengah, daging ikan tongkol, kultur Salmonella sp., kultur Escherichia
coli,alkohol 70%, etanol 96%, NaCl fisiologis 0,85%, media Mac Conkey
Agar(MCA), Media selektif Salmonella, media Nutrient Agar (NA), akuades,

alumunium foil, kapas, kertas cakram, dan bahan lain untuk analisa mikrobiologi.

Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu pisau, baskom, blender, kertas
saring, maserator, beaker glass,erlenmeyer, cawan petri, shaker waterbath,

timbangan, loyang, oven, vacuum rotary evaporator, tabung reaksi, autoklaf,
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inkubator, colony counter, pipet tetes, micrometer, gelas ukur, pinset, dan alat

analisis lainnya.

3.3 Metode Penelitian

Penelitian dilakukan melalui dua tahap. Tahap pertama adalah persiapan sampel,
dan ekstraksi daun singkong. Tahap kedua meliputi uji zona hambat antimikroba,
uji angka Salmonella sp. danEscherichia coli, dan uji penurunan angka
Salmonella sp.dan Escherichia coli. Percobaandisusun menggunakan Rancangan
Acak Lengkap (RAL) dengan faktor tunggaldan 3 kali ulangan.Pada penelitian ini
menggunakan 7 perlakuandengan lima taraf konsentrasi ekstrak yaitu 20%, 40%,
60%, 80%, dan 100% serta perlakuan kontrol (Etanol 96%) dan kontrol negatif
(aquades). Data yang diperolehdianalisis sidik ragam untuk mendapatkan ragam
penduga galat dan mengetahui ada tidaknya pengaruh antar perlakuan, kesamaan
ragam dianalisis dengan uji Bartlettdan kemenambahan data dianalisis dengan uji
Tuckey. Kemudian data dianalisis lebih anjut menggunakan uji Beda Nyata

Terkecil (BNT).

3.4 Pelaksanaan Penelitian

Pelaksanaan penelitian terdiri dari tahap persiapan sampel daging ikan tongkol,
pembuatan ekstrak daun singkong, tahap uji zona hambat antimikroba, tahap uji
angka Salmonella sp. dan Escherichiacoli pada daging ikan tongkol, tahap uji

penurunan Salmonellasp. dan Echerichia coli pada daging ikan tongkol.
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3.4.1 Persiapan Sampel

Sampel daging ikan tongkol diperoleh dari Pasar Gudang Lelang Bandar
Lampung pada pagi hari dan diambil secara acak. Sedangkan sampel daun
singkong diperoleh dari kebun singkong milik pak Jajak di Kecamatan Punggur,
Kabupaten Lampung Tengah. Daun singkong yang dipilih adalah daun singkong
jenis Manalagi. Kultur bakteri Salmonella sp. dan Echerichia coli diperoleh dari

koleksi Laboratorium Bakteriologi Balai Veteriner Lampung.

3.4.2 Pembuatan Esktrak

Daun singkong dicuci bersih dengan air mengalir. Selanjutnya ditiriskan,
kemudian dipotong kecil-kecil dengan + 0,5 cm. Selanjutnya dikeringkan dengan
oven selama 6 jam pada suhu 50°C sampai sampel benar-benar kering. Setelah itu
sampel digiling menggunakan blender hingga terbentuk serbuk, kemudian
timbang berat keringnya sebanyak 500 g. Ekstraksi singkong dilakukan secara
maserasi, yaitu serbuk daun singkong direndam dengan pelarut etanol 96%
sebanyak 2 liter di dalam botol maserasi yang tertutup rapat dan dibiarkan selama
24 jam pada suhukamar (25°C), terlindung dari sinar matahari langsung sambil
sesekali diaduk, kemudian disaring sehingga diperoleh filtrat dan ditampung
dalam wadah penampungan (botol maserasi). Filtrat yang diperoleh dipekatkan
dengan rotary evaporator pada suhu 50°C hingga diperoleh ekstrak pekat.

Diagram alir ekstraksi daun singkong dapat dilihat pada Gambar 5.
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Daun singkong 3 kg
¥ - Air +
Pencucian > Kotoran
v

Pemotongan (0,5 cm)

v

Pengeringan dalam oven (T=50°C, t=6 jam)

v

Penggilingan dengan blender

v

Penimbangan (500 g)

v

Etanol 96 % —»| maserasi (t = 24 jam T=25°C)
v

Filtrasi

Penguapan dengan rotary evaporator (50°C)

v

@ etanoldaun si@

Gambar 5.Diagram alir ekstraksi daun singkong (dimodifikasi dari Ningsihet al,
2013)

3.4.3 Uji Zona Hambat Antimikroba

Pembuatan media bakteri dilakukan terlebih dahulu sebelum dilakukan pembiakan
bakteri. Media yang dibuat berfungsi sebagai tempat untuk membiakkan bakteri
yang akan diuji. Kultur bakteri Salmonella sp. dan Escherichia coli
diinokulasikan pada masing-masing cawan petri yang sudah berisi media NA
yang sudah memadat dengan metode spread. Kertas cakram yang telah dicelupkan

dalam ekstrak etanol daun singkong, etanol 96% dan aquadesdiletakkan pada
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permukaan media. Proses inkubasi dilakukan selama 24 jam dengan suhu 37°C.
Hasil uji antibakteri didasarkan pada pengukuran Diameter Daerah Hambat
(DDH) pertumbuhan bakteri yang terbentuk di sekeliling kertas cakram. Diagram
alir pengujian antimikroba dimodifikasi berdasarkan Lay (1994) dapat dilihat pada

Gambar 6.

A\ 4
Pemasukan dalam cawan petri dan memadat

A 4
Inokulasi dengan metode spread

!

Peletakkan kertas cakram (6 mm) yang telah
dicelupkan ekstrak etanol daun singkong
(20%, 40%, 60%, 80%, 100%), etanol 96%
dan aquades pada permukaan media NA

)

Inkubasi (T =37°C, t = 24 jam)

Salmonella
sp. dan E.
coli(100 ul)

Daerah hambatan (mm)

Gambar 6. Diagram alir uji zona hambat dimodifikasi dari(Lay, 1994)

3.4.4 Uji Angka Salmonella sp.dan Escherichia coli pada daging ikan tongkol

Daging ikan tongkol ditimbang sebanyak 1 gram, kemudian dihaluskan.
Selanjutnya dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan NaCl 0,85%.
Penghomogenan dilakukan menggunakan vortex, kemudian dilakukan
pengenceran hingga tingkat pengenceran 10°. Sebanyak 1 ml sampel diambil dari

tabung reaksi dan dituangkan ke dalam cawan petri steril. Penuangan media
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selektif Salmonella untuk bakteri Salmonella sp. dan media Mac Conkey Agar
digunakan untuk uji angka Escherichia coli. Penginkubasian dilakukan selama 24
jam pada suhu 37°C. Total koloni yang terbentuk dihitung menggunakan Colony
counter. Jumlah koloni dihitung dengan rumus : Jumlah koloni = jumlah koloni
pada cawan / faktor pengenceran. Diagram alir uji angka Salmonella sp. dan

Escherichia colidapat dilihat pada Gambar 7.

Daging ikan tongkol (1 g)

Penghalusan

v

Pemasukan dalam tabung reaksi

v

Penghomogenan dengan vortex

v

Pengenceran 10-10°°

v

Pengambilan sampel sebanyak 1 ml

v

Penuangan ke dalam cawan petri steril

v

Penuangan media selektif Salmonelladan media Mac
Conkey Agar (Escherichia coli),

v

Penginkubasian (T=37°C, t= 24 jam)

Total Koloni

Gambar 7. Diagram alir uji angka Salmonella sp.dan Escherichia coli
(dimodifikasi dari Fardiaz, 1989)
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3.4.5 Uji Penurunan Salmonella sp. danEscherichia coli

Daging ikan tongkol dipotong sebanyak 2 buah dan ditimbang dengan berat 5
gram, kemudian dimasukkan ke dalam masing-masing erlenmeyer yang berisi
NaCl 0,85% sebanyak 45 ml. Kultur bakteri Salmonella sp. dan Escherichia coli
ditambahkan ke dalam masing-masing erlenmeyer sebanyak 1 ml, kemudian
dilakukan shaker pertama selama 30 menit. Setelah itu diencerkan hingga 10,
kemudian 1ml diinokulasikanpada media NA dengan metode pour platedan
diinkubasi dengan suhu 37°C selama 24 jam lalu dihitung total koloni sebagai
total koloni awal. Setelah itu masing-masing erlenmeyer berisi daging ikan
tongkol tersebutditambahkan 5 ml ekstrak etanol daun singkong konsentrasi
100%. Penambahan NaCl 0,85% sebanyak 45 ml menyebabkan aplikasi ektsrak
etanol daun singkong berubah menjadi 10%. Selanjutnya dilakukan shaker kedua
sampai 90 menit. Setelah itu diencerkan hingga 10, kemudian diinokulasikan
pada media NA dengan metode pour platedan dihitung total koloni sebagai total
koloni akhir. Penurunan totalSalmonella sp. dan Escherichia colidilihat dengan
membandingkan total koloni awal dan akhir. Diagram alir uji penurunan

Salmonella sp.danEscherichia coli dapat dilihat pada Gambar 8.
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Salmonella

Pemasukkan dalam masing-masing
erlenmeyer berisi NaCl 0,85% (45ml)

sp.danEscheric

hia coli (1 ml)

5 ml Ekstrak

»
»

Shaker pertama (30 menit)

Pengenceran 10™.
inokulasi pada media
NA, inkubasi (t 24

etanol daun
singkona

[
»

A

Shaker kedua (90 menit)

v

jam, T 37°C) dan
hitung total koloni

Pengenceran 10™.

Penurunan jumlah Salmonella

sp.dan Escherichia coli

\ 4

Inokulasi pada media
NA, inkubasi (t 24
jam, T 37°C) dan
hitung total koloni

Gambar 8.Diagram alir uji penurunan Salmonella sp.dan.Escherichia coli
(dimodifikasi dari Fardiaz, 1989




V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan maka dapat disimpulkan

sebagai berikut:

1. Ekstrak etanol daun singkong Manalagi memiliki aktivitas antimikroba
terhadap Salmonella sp. dan Escherichia coli. Ekstrak etanol daun singkong
mampu menghambat pertumbuhan Salmonella sp. dengan diameter hambatan
sebesar 1,51 mm (aktivitas antibakteri lemah) dan mampu menghambat
pertumbuhan Escherichia coli dengan diameter hambatan 2,39 mm (aktivitas
antibakteri lemah) pada konsentrasi 100%. Konsentrasi 80%, 60%, 40%, dan
20% masing-masing diameter hambatan yang terbentuk yaitu 1,31 mm, 1,27
mm, 1,24 mm, 0,97 mm terhadap Salmonella sp. dan 1,78 mm, 1,61 mm,
1,27 mm, 1,23 mm terhadap Escherichia coli.

2. Konsentrasi terbaik ekstrak etanol daun singkong Manalagi dalam
penghambatan pertumbuhan Salmonella sp. dan Escherichia coli adalah
100%.

3. Ekstrak etanol daun singkong Manalagi konsentrasi 10% dapat menurunkan
Salmonella sp.sebesar 4,7 x 10° cfu/g (22,5%) dan Escherichia coli sebesar

3,6 x 10° cfulg (22,13%) pada daging ikan tongkol.
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5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian, perlu dilakukan penelitian lebih lanjut yaitu :

1.

Uji kadar senyawa antimikroba yang terkandung dalam daun singkong
Manalagi.

Uji sensori untuk mengetahui tingkat penerimaan konsumen terhadap daging
ikan tongkol yang telah direndam dalam ekstrak etanol daun singkong
Manalagi.

Uji dengan jenis bakteri berbeda untuk membuktikan bahwa ekstrak etanol
daun singkong Manalagi dapat menurunkan jenis bakteri yang lain.

Uji penurunan cemaran mikroba menggunakan ekstrak etanol daun singkong

Manalagi konsentrasi 100%.
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