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ABSTRACT

The processing of pindang tongkol becomes floss is a food technology to aim in extending the
shelf life. The addition of chitosan inside the floss is to prevent the development of Vibrio sp.,
Proteus sp. and Pseudomonas sp. These bacteria live in high-salt environments such as brined
mackerel product. The aim of this study was to examine the effect of chitosan to the quantity
of Vibrio sp., Proteus sp. and Pseudomonas sp. in brined mackerel processing. In this study,
were tested on samples of pindang tongkol, pindang floss without chitosan and pindang floss
contains of 50 mg of chitosan. The total plate count (TPC) of pindang tongkol was reported to
numerus to count (TNTC). TPC of floss without chitosan and floss contains chitosan, were less
than 2.5 x 107 colonies/ml (g). This value was qualify to the Indonesian National Standard
(SNI) 7690.1:2013 and these result indicate that the processing of brined mackerel into floss
and the addition of chitosan can reduce bacterial contamination. Identification of bacteria
were using Thiosulfate Citrate Bile Salt Sucrose (TCBS) media, gram staining and API 20E
kit. The bacteria from pindang tongkol was identified as Proteus vulgaris, while Pseudomonas
luteola was from floss without chitosan. The addition of 50 mg of chitosan in floss was proven
to prevent the development of halophilic bacteria such as Vibrio sp., Proteus sp., and
Pseudomonas sp.

Keywords : chitosan, gram negative bacterial, brined mackerel (Euthynnus affinis), brined
mackerel floss.

Copyright © 2022, Food Scientia Journal of Food Science and Technology


mailto:purwak.05@undhirabali.ac.id

Food Scientia Journal of Food Science and Technology 2(1) 2022, 99-118

ABSTRAK

Pengolahan ikan pindang menjadi abon merupakan teknologi pangan bertujuan
memperpanjang masa simpan. Penambahan kitosan pada abon berfungsi untuk mencegah
berkembangnya bakteri Vibrio sp., Proteus sp., dan Pseudomonas sp. Bakteri-bakteri ini hidup
di lingkungan berkadar garam tinggi, seperti pada produk ikan pindang. Tujuan dari penelitian
ini adalah untuk menguji efek penambahan kitosan terhadap kuantitas Vibrio sp., Proteus sp.,
dan Pseudomonas sp. pada olahan ikan pindang tongkol. Pada penelitian ini dilakukan
pengujian terhadap sampel ikan pindang tongkol, abon tanpa kitosan dan abon dengan
penambahan 50 mg kitosan. Total plate count (TPC) pada ikan pindang dilaporkan terlalu
banyak untuk dihitung (TBUD). TPC pada abon tanpa kitosan dan abon berkitosan adalah
kurang dari 2,5 x 102 koloni/ml (g). Nilai ini memenuhi Standar Nasional Indonesia (SNI)
7690.1:2013 dan hasil ini menunjukkan bahwa pengolahan ikan pindang tongkol menjadi
abon serta penambahan kitosan dapat mengurangi cemaran bakteri. Identifikasi bakteri
menggunakan media Thiosulfate Citrate Bile Salt Sucrose (TCBS), pengecatan gram dan kit
API 20E. Bakteri yang teridentifikasi pada ikan pindang adalah Proteus vulgaris, sedangkan
Pseudomonas luteola teridentifikasi pada abon tanpa kitosan. Penambahan kitosan 50 mg
didalam abon terbukti mencegah perkembangan bakteri halofilik seperti Vibrio sp., Proteus
sp., dan Pseudomonas sp.

Kata Kunci : abon pindang, bakteri gram negatif, kitosan, pindang tongkol (Euthynnus
affinis).

PENDAHULUAN
Indonesia dikenal sebagai Negara yang kaya akan berbagai macam jenis ikan. Menurut

Badan Pusat Statistik (BPS) tahun 2020, produksi perikanan laut di seluruh Indonesia
berkisar 840.785,37 ton. Salah satunya adalah ikan tongkol yang merupakan ikan
pelagis, banyak ditemukan di perairan hangat Indonesia termasuk perairan di sekitar
pulau Bali. Nilai produksi tangkapan ikan tongkol di Indonesia pada tahun 2019
mencapai 503.564 ton. Sedangkan Provinsi Bali sendiri pada tahun 2019, tangkapan
ikan tongkol adalah sebanyak 17.321 ton (BPS, 2022). Dibandingkan dengan jumlah
tangkapan ikan lainnya seperti cakalang dan tuna, tongkol menempati posisi pertama.
Permintaan yang terus meningkat dan tidak adanya batasan penangkapan
mengakibatkan terjadinya kelebihan penangkapan. Penangkapan ikan tongkol yang
berlebih sebagian diolah menjadi pindang sebagai upaya membantu mengatasi
pembusukan ikan.

Pindang juga menjadi produk olahan hasil perikanan unggulan di Provinsi Bali
(Hidayat et al., 2020; Permathasari et al., 2021). Olahan pindang dari ikan tongkol
sangat digemari oleh masyarakat Bali dan merupakan bahan pangan utama yang

dikonsumsi sehari-hari. Pengolahan ikan pindang di Bali tersebar di delapan
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Kabupaten/Kota yaitu, Jembrana, Tabanan, Badung, Gianyar, Klungkung,
Karangasem, Buleleng dan Denpasar (Anom et al., 2017; Sari dan Nuraini, 2020).
Pengolahan ikan pindang masih dilakukan secara tradisional. Selama proses
pengawetan, garam yang digunakan adalah garam krosok atau krotok. Garam jenis ini
kurang higienis, warnanya coklat dan bercampur kotoran. Proses selama
pendistribusian dari tempat pengolahan sampai ke penjual dan konsumen tidak ada
perlakuan khusus, yang menjamin mutu ikan pindang bebas dari kontaminasi bakteri.
Sumber bakteri dapat berasal dari bahan mentah seperti ikan tongkol, air yang
digunakan untuk merebus, tempat pengolahan, lingkungan, individu yang terlibat
didalamnya, transportasi dan faktor lainnya. Ikan pindang mengandung air dan protein
tinggi yang baik untuk media pertumbuhan bakteri (Thaheer et al., 2015; Pandit dan
Permatananda, 2019). Selain itu, kandungan garam dalam ikan pindang dapat
memungkinkan adanya pertumbuhan bakteri halofilik. Salah satunya adalah bakteri
Vibrio sp., yang dapat bertahan pada suhu tinggi dan hidup di dalam lingkungan
berkadar garam tinggi. Bakteri Vibrio sp. dapat menyebabkan penyakit pencernaan
yaitu diare, gastroenteritis dan septikemia (Baker-Austin et al., 2018).

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan oleh Pramono et al., (2015), telah
menemukan bakteri Vibrio sp. pada kuliner olahan pindang tongkol di wilayah timur
Kota Surabaya. Maka dari itu perlu peningkatan pelayanan kepada wisatawan yang
berhubungan dengan gizi pariwisata, berupa penjaminan higiene sanitasi kuliner khas
daerah (Widyastana et al., 2015). Untuk mengatasi permasalahan tersebut, ikan
pindang perlu pengolahan lebih lanjut, salah satunya dijadikan abon, sehingga
memiliki umur simpan lebih lama dan bernilai ekonomis. Namun perlu dipikirkan
kemungkinan terjadinya perkembangan bakteri halofilik pada ikan pindang tongkol
yang akan diolah menjadi abon. Salah satu bahan pengawet yang dapat menghambat
pertumbuhan bakteri adalah kitosan. Kitosan merupakan pengawet berbahan alami dan
aman bagi kesehatan. Kitosan dapat menghambat perkembangan bakteri gram negatif,
gram positif dan jamur yang dapat menyebabkan makanan mudah busuk (Widyastana
et al., 2015). Pada penelitian produk sosis ikan, penggunaan Kkitosan dengan
konsentrasi 1.5% mampu menurunkan tingkat kontaminasi mikroba yang disimpan
dalam suhu 4°C selama 28 hari (Tayel, 2016). Menurut Siddique et al. (2020), telah

ditemukan bahwa aplikasi 0,5-1% kitosan pada pembuatan teri asin dapat menurunkan
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kontaminasi bakteri selama masa penyimpanan 8 minggu. Daya hambat kitosan dapat
dilihat dari konsentrasi kitosan, derajat deasetilasi, dan jenis bakteri yang dihambat
(Wittriansyah et al., 2019). Tujuan penambahan kitosan dalam pengolahan abon dari
bahan ikan pindang tongkol adalah untuk mengatasi pencemaran bakteri psikofilik dan
halofilik seperti dan Vibrio sp., Proteus sp., dan Pseudomonas sp. yang dapat
berkembang pada pindang yang dijual pada suhu antara 10-30°C. Pencemaran yang
terjadi selama proses pembuatan pindang yang disebabkan penanganan yang tidak
bersih (Koffi-Nevry dan Koussémon, 2012; Ndahawali, 2016), sehingga ikan pindang
tongkol yang diolah menjadi abon, menjadi aman untuk dikonsumsi dan tahan lama.
Pada penelitian ini, penambahan 50 mg kitosan pada proses pembuatan abon ikan
pindang tongkol (Euthynnus affinis) bertujuan untuk menekan pertumbuhan atau
membunuh bakteri Vibrio sp., Proteus sp., dan Psudomonas sp. sehingga abon tahan
disimpan pada suhu ruang 20-25°C serta menjadikan kitosan sebagai alternatif bahan
pengawet pada produk abon ikan pindang tongkol.

METODE
Penelitian dilakukan untuk mengetahui pengaruh penambahan kitosan sebesar

50 mg terhadap kontaminasi bakteri halophilik pada ikan pindang tongkol sebelum
diolah menjadi abon. Cemaran mikroba diambil dari data hasil total plate count (TPC)
dua kelompok sampel perlakuan yaitu abon dengan penambahan kitosan dan abon
tanpa kitosan. Ikan pindang tongkol tanpa diolah digunakan sebagai kontrol negatif.
Identifikasi cemaran bakteri diteruskan dengan deteksi cemaran Vibrio sp. dan bakteri
halofilik lainnya. Bakteri halofilik dipilih sebagai fokus penekanan tingkat cemaran
bakteri pada ikan pindang tongkol sebelum diolah menjadi abon (Siddique et al.,
2020). Desain penelitian dapat dilihat pada Gambar 1.
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Pindang Tongkol
I

+ 3 3
Pindang tanpa diolah Abon pindang tanpa Abon Pindang
100 gr kitosan 100 gr Tongkol 100 gr
4 sampel (P) 4 sampel (A) 4 sampel (AK)
Kontrol (-) Kontrol (+)

| Kitosan 50 mg/100 gr |

Pengecckan Pertumbuhan Bakteri. | | Pengecckan Pertumbuhan Bakteri. |

+
Al dan AK1 A2 dan AK2 A3 dan AK3 Ad dan AK4
Hari ke — O Hari ke — 2 Hari ke — 4 Hari ke - 6
Total Plate Count (TPC) |
| Identifikasi Vibrio sp. |

| Analisa Hasil |

Gambar 1. Desain Penelitian

Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilakukan pada bulan April hingga bulan Agustus 2019, sampel
ikan pindang tongkol diperoleh di Pasar Tradisional yang berada di wilayah Kota
Denpasar dan Kabupaten Badung. Pengolahan abon pindang tongkol dilakukan di
Laboratorium Kitchen Universitas Dhyana Pura, Badung, Bali dan identifikasi bakteri
dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi, Fakultas Kedokteran, Universitas Udayana,

Denpasar, Bali.

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan untuk penelitian ini meliputi mikropipet (Socorex),
inkubator (Memmert), labu ukur (Pirex), tabung reaksi (Pirex), rak tabung reaksi,
Bunsen, ose, mikroskop (Olympus), kaca preparat, timbangan digital (AND), cawan
petri disposable (Onelab), tip, pinset (Onemed), dan lain-lain. Bahan yang digunakan
dalam penelitian adalah alkohol 96%, alkohol 70%, larutan NaCl, media NA (Nutrient
Agar), media TSB (Tryptic Soy Broth), Medium TCBS (Thiosulfate Citrate Bile Salt
Sucrose), aluminium foil, spiritus, aquades dan bahan utama yaitu pindang tongkol
(kontrol positif), abon pindang tanpa kitosan (kontrol negatif) dan abon pindang
tongkol dengan kitosan.
Cara Kerja

a. Pengolahan Abon Pindang Tongkol
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Prosedur pengolahan abon pindang tongkol dilakukan pertama dengan
menimbang pindang seberat 1000 gram. Kemudian pindang dicuci dengan air
hangat yang telah dicampur air perasan jeruk nipis. Daging pindang disuwir,
selanjutnya dibagi menjadi delapan bagian dengan masing-masing seberat 100
gram. Empat bagian dicampur dengan 50 mg kitosan secara merata dan didiamkan
selama 15 menit sebelum dicampur santan dan digoreng dengan bumbu. Empat
bagian lainnya diolah dengan cara yang sama namun tanpa pemberian 50 mg
kitosan (Anwar et al., 2018, dengan modifikasi). Secara skematis dapat dilihat

pada Gambar 2.

Pindang tongkol 1000 gram

|

Pencucian air hangat dengan jeruk
nipis

}

‘ Daging ikan disuwir ‘

l l

Pencampuran suwiran daging Suwiran daging pindang
pindang 100 gr dengan kitosan 100 gr tanpa kitosan (A)
(50 mg) (AK)

Minyak goreng 50 cc ‘

|
N S N Sy NN A

! ‘Ak‘]H/\K2|‘AK3H/\K4“A1‘|A2"A}||A4|
Campuran bumbu halus
(sesuai formulasi) l l l l l l l
Dimasak hingga bumbu matang I o Santan 50% |
Ditambahkan gula merah 15%. sereh / l : l
2%, lengkuas 1%, daun jeruk 2% dan ‘ Dimasak hingga santan berkurang ‘
daun salam 2%, bawang goreng 2% l

| Minyuk goreng 250-500 cc |

l

Digoreng pada suhu 170-180°C
selama 5-10 menit sampai warna
kuning kecoklatan

Gambar 2. Diagram Alir Pengolahan Abon

b. Kultur Bakteri
Kultur bakteri dalam penelitian ini menggunakan dua metode yaitu metode
seri pengenceran dalam larutan NaCl fisiologis 0.9% yang ditanam dalam media
NA. Pada metode kedua, kultur bakteri diperkaya dalam media TSB sebelum
ditanam pada media TCBS (Riana et al., 2021, dengan modifikasi).
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Kultur bakteri melalui tahap pengenceran dengan mengambil masing-masing
sampel pindang tongkol (P), abon pindang tongkol tanpa kitosan (A) dan abon
pindang tongkol dengan kitosan (AK) ditimbang sebanyak 1 gram. Kemudian
dimasukkan ke dalam tabung reaksi 10° yang sudah berisi NaCl sebanyak 9 ml
sebagai larutan induk. Sebanyak 1 ml dari larutan induk diencerkan ke dalam
tabung reaksi 10 dan pengenceran dilakukan hingga seri 10, Selanjutnya seri
pengenceran 10! dan 102 diambil sebanyak 10 mikroliter dan ditanam pada media
NA. Penanaman sampel menggunakan metode spread dan diratakan dengan glass
cells spreaders pada cawan agar NA, selanjutnya sampel diletakkan ke dalam alat
inkubasi 37°C selama 24 jam.

Kultur bakteri menggunakan media pengayaan dengan mengambil masing-
masing sampel pindang tongkol, abon pindang tongkol tanpa kitosan dan abon
pindang tongkol dengan kitosan ditimbang sebanyak 1 gram. Kemudian
dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang sudah berisi 10 ml media TSB dan
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Selanjutnya sebanyak 10 mikroliter
ditanam pada cawan agar TCBS dengan metode spread.

c. Total Plate Count

Penghitungan total plate count menggunakan metode BSN (2006):

Yc
[(1xny) + (0,1 x nz)] x (d)

N = jumlah kolon produk, dinyatakan dalam koloni per ml
Yc = jumlah koloni pada semua cawan petri yang dihitung
n,; = jumlah cawan pada pengenceran pertama yang dihitung
n, = jumlah cawan pada pengenceran kedua yang dihitung
d = pengenceran pertama yang dihitung

Sampel ditimbang masing-masing 1 gr, kemudian dihomogenkan pada larutan
NaCl 9 ml. Pengenceran dilakukan hingga 102, dengan mengambil 1 ml dari
pengenceran 101, dimasukkan ke tabung kedua berisi 9 ml NaCl. Sebanyak 1 ml
cairan diambil dari masing-masing pengenceran dan ditanam pada media Nutrient
Agar (NA), diratakan di permukaan media dan diinkubasi pada suhu 37°C selama
24 jam. Penghitungan koloni bakteri yang tumbuh dilakukan di hari berikutnya.

d. Isolasi dan Subkultur Bakteri Vibrio sp., Proteus sp., dan Pseudomonas sp.
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Media yang telah dikultur pada media TSB dan diinkubasi dikeluarkan,
kemudian alat dan media TCBS disiapkan. Penanaman menggunakan ose
dicelupkan pada media dan ditanam di media TCBS dengan metode streak plate.
Kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Single koloni pada media
yang tumbuh, diambil kemudian di subkultur di media TCBS yang baru
menggunakan metode streak plate kemudian diinkubasi selama 24 jam (A Al-
Shamahy, 2019).

e. ldentifikasi Bakteri

Identifikasi bakteri Vibrio sp., Proteus sp., dan Pseudomonas sp. berdasarkan
ciri-ciri morfologi, pengecatan gram serta diperkuat dengan analisis APl 20E.
Mikroskop slide diteteskan dengan aquades kemudian single koloni yang tumbuh
pada media TCBS diambil dan di ratakan pada mikroskop slide yang telah berisi
aquades, didiamkan hingga kering. Setelah kering dilanjutkan dengan pengecatan
gram. Kristal violet diteteskan pada kedua sisi, didiamkan selama 1-3 menit,
disiram dengan air mengalir. Larutan logam diteteskan pada kedua sisi, didiamkan
selama 0,5 - 1 menit, disiram dengan air mengalir. Alkohol 96% diteteskan pada
kedua sisi, didiamkan 0,25 — 0,5 menit, disiram dengan air mengalir. Air tuchsin
diteteskan pada kedua sisi, didiamkan 1-2 menit, disiram dengan air mengalir.
Kemudian didiamkan hingga kering dan diamati menggunakan mikroskop.
Koloni bakteri dilanjutkan dengan analisis API 20E untuk mendukung identifikasi
secara biokimia (A Al-Shamahy, 2019).

f. Analisis Data

Pada penelitian ini pengolahan abon dibuat dengan 2 perlakuan dengan
menggunakan kitosan berkonsentrasi 50 mg sebagai pengawet dan tanpa kitosan.
Selanjutnya dilakukan observasi terhadap cemaran bakteri dengan parameter total
plate count (TPC) antara 2 kelompok perlakuan dan kontrol yaitu pindang tanpa
diolah dengan time series design pada hari ke-2, ke-4, ke-6 dan ke-8, dengan
masing-masing dilakukan dua kali pengulangan. Kultur bakteri menggunakan dua
cawan petri setiap seri pengenceran. Data yang diperoleh dari dua kelompok
perlakuan dan control, dianalisis menggunakan Statistical Product and Service
Solutions (SPSS) 16 independent T-test dan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT)
(Hardianto et al., 2012, dengan modifikasi).
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HASIL PEMBAHASAN
A. Uji Total Plate Count (TPC)

Hasil analisis total plate count mikroba pada sampel pindang tongkol, abon
pindang tongkol dan abon pindang tongkol dengan penambahan kitosan diuji
cemaran mikroba setiap 2 hari sekali hingga hari ke-8. Penghitungan Total Plate
Count (TPC) cemaran mikroba berdasarkan BSN (2006).

Pindang tongkol yang diolah menjadi abon dengan penambahan kitosan
diberi label AK, kontrol positif abon pindang tongkol tanpa penambahan kitosan,
diberi label A. Sedangkan kontrol negatif digunakan pindang tongkol yang tidak
diolah dengan label P. Keterangan dapat dilihat pada Tabel 1. Pada penelitian ini,
dilakukan perbandingan antara abon berkitosan dengan tanpa kitosan untuk
mengetahui apakah terjadi perbedaan yang berarti atau signifikan terhadap
pertumbuhan bakteri. Sebab diketahui teknik penggorengan dengan suhu tinggi
mampu mengurangi kandungan air sehingga dapat menekan pertumbuhan bakteri
(Hermanto, 2020). Sedangkan kitosan, selain memiliki kemampuan mengikat
molekul air, diketahui dapat menghambat sintesis enzim bakteri yang
menyebabkan kematian bakteri (Liu et al., 2022). Pindang tongkol dipakai sebagai
pembanding tingkat terhadap cemaran bakteri sebelum diolah menjadi abon.

Penghitungan TPC dilakukan interval setiap 2 hari hingga hari ke-8. Setiap
sampel dimasak terpisah dengan ditimbang berat 100 gr suwiran daging pindang
ditambahkan 50 mg kitosan sebanyak 4 sampel. Abon tanpa kitosan diolah dan
dibagi menjadi 4 sampel, masing-masing 100 gr sebagai sampel positif. Pindang
yang dibeli adalah pindang tongkol (Euthynnus affinis) baru, dibagi menjadi 4
sampel, sebagai kontrol negatif. Total semua 12 sampel, dan akan diperiksa sesuai

metode “time series design”.

Tabel 1. Hasil Penghitungan Jumlah Koloni Bakteri pada Sampel

Kode Hari ke-2 Hari ke-4 Hari ke-6 Hari ke-8 Ket.
Sampel Jumlah koloni  Jumlah koloni ~ Jumlah koloni  Jumlah koloni
101 1072 10t 102 10t 102 101 1072
AK 1 18 0 2 0 1 0 2
Kontrol 1 9 1 1 4 0 0 7 <25
HA koloni
Kontrol TBUD TBUD TBUD TBUD TBUD TBUD TBUD TBUD dihitung
()P pengencer
an awal
Keterangan: abon dengan kitosan (AK); kontrol (+) abon tanpa kitosan (A); kontrol (-) pindang
tongkol (P)
107
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Pada Tabel 1 di atas, dapat dilihat bahwa jumlah koloni bakteri yang tumbuh
pada pindang tongkol terlalu banyak untuk dihitung (TBUD) pada pengenceran
10t dan 10°2. Sedangkan pada olahan abon dengan kitosan dan abon tanpa kitosan,
jumlah koloni yang tumbuh di tiap cawan dengan pengenceran yang sama,
dibawah 25 koloni, sehingga hasil analisis TPC sampel AK dan A lebih kecil dari
2,5 x 102 koloni/ml mengikuti metode penghitungan BSN (2006).

Tabel 2. Total Plate Count Bakteri Sampel

Kode Sampel TPC (cfu/ml)
Hari ke-2 Hari ke-4 Hari ke-6 Hari ke-8
AK 158* 16,6* 8,3* 16,6*
A 83,3* 16,6* 33,3* 58,3*

Keterangan: abon dengan kitosan (AK); abon tanpa kitosan (A); Tanda (*) jumlah koloni
yang tumbuh < 25

Hasil uji TPC sampel ikan pindang tongkol (P) menunjukkan koloni yang
tumbuh lebih dari 250 koloni (< 250) atau di atas 1.0 x 10° koloni/g, melebihi
batas maksimum yang ditentukan dalam BSN (2017) untuk produk ikan pindang.
Hasil ini menunjukkan bahwa pindang tersebut tidak layak dikonsumsi dan perlu
pengolahan lebih lanjut untuk menekan cemaran bakteri. Bakteri yang mampu
bertahan pada pindang dapat berupa bakteri yang tahan pada kadar garam yang
tinggi atau disebut bakteri halofilik. Karena ikan pindang dibuat dari ikan laut
yang hidup di lingkungan dengan kadar garam yang tinggi dan proses
pemindangan menggunakan garam sebagai pengawet (Pandit, 2016). Fatuni et al.,
(2016) menemukan bakteri Proteus vulgaris yang berkembang setelah 32 jam
pada penyimpanan pindang bandeng pada suhu 21°C dan berperan dalam
pembentukan histamin. Bakteri pada pindang mampu bertahan meskipun
melewati perebusan dengan suhu tinggi adalah bakteri golongan termofilik yang
mampu hidup di atas suhu 45-88°C (Firliani et al., 2015). Teknik pemindangan
secara umum menggunakan penggaraman dengan kadar 5-20%, suhu 60-70°C
selama 1-8 jam perebusan (Novianti et al., 2017). Cemaran bakteri dapat berasal
dari ikan sebagai bahan pindang, air perebusan atau garam yang digunakan
(Sipahutar et al., 2017).
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Ikan pindang tongkol yang telah diolah menjadi abon baik dengan
penambahan kitosan dan tanpa kitosan, nilai TPC tidak menunjukkan perbedaan
yang signifikan (0,961>0,05) terhadap jumlah koloni yang tumbuh pada kedua
perlakuan. Pada penelitian ini, pada tiap cawan pengenceran, koloni bakteri yang
tumbuh dibawah 25 koloni dan sesuai penghitungan BSN (2006). Sehingga olahan
abon aman untuk dikonsumsi karena memenuhi standar SNI 7690.1:2013 yaitu
persyaratan nilai TPC abon ikan maksimal 5.0 x 10* koloni/g. Hal tersebut
menunjukkan bahwa cemaran bakteri dapat ditekan dengan mengolah ikan
pindang tongkol menjadi abon atau ditambahkan kitosan dalam proses
pengolahan. Karena pengolahan abon menggunakan suhu panas mampu
membunuh bakteri psikofilik dan mesofilik yang hidup pada suhu 20°C - 40°C
saat digoreng pada suhu 200°C (Dewi et al., 2012). Pada penelitian ini abon diolah
dengan metode deep frying dimana campuran bumbu, santan, dan daging pindang
tongkol yang hampir kering digoreng di dalam minyak panas. Selama
penggorengan dengan suhu tinggi, air akan menguap dalam bentukan bubbling
digantikan oleh minyak. Kadar air yang berkurang mengakibatkan aktivitas air
(aw) dalam bahan pangan ikut menurun. Air merupakan komponen nutrisi utama
bagi bakteri untuk berkembang (Renol et al., 2020). Proses penggorengan
menyebabkan penurunan kadar air sehingga meningkatkan umur simpan. Bakteri
memerlukan waktu untuk penyesuaian di lingkungan yang baru, sehingga laju
perkembangan bakteri melambat (Dewi et al., 2012).

Jumlah TPC antar perlakuan pada Tabel 2 menggunakan SPSS diperoleh
nilai Thiwng Sebesar 0,047 dan nilai Travel SEbesar 2,447. Karena nilai Thitung < Ttabel
maka aplikasi kitosan sebagai pengawet dalam olahan abon pindang tongkol tidak
memberikan banyak perbedaan terhadap tingkat cemaran bakteri, dibandingkan
abon tanpa kitosan. Meskipun demikian penggunaan kitosan tetap memberikan
dampak positif untuk mencegah terjadinya kontaminasi bakteri halofilik pada
olahan ikan yang menggunakan garam dengan konsentrasi tinggi. Pencemaran
bakteri Vibrio sp., dan Pseudomonas sp., telah dilaporkan oleh Ghaned et al.,
(2019) dan Narzary et al., (2021) dalam olahan fermentasi ikan asin di berbagai
negara. Suseno et al., (2015) membuktikan bahwa penambahan kitosan saat proses

pembuatan ikan asin, mampu memperpanjang umur simpan menjadi sebulan lebih
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lama dibandingkan hanya menggunakan garam yang bertahan selama 2 bulan.
Sebagai pengawet, selain memiliki kemampuan dalam mengikat molekul air,
kitosan juga bekerja dengan menghambat pembentukan mMRNA dan sintesis
protein bakteri (Gafri et al., 2019). Beberapa penelitian telah menguji daya hambat
kitosan terhadap Vibrio cholera dan bakteri lainnya seperti Serratia marcescen,
Enterobactericeae sp., Enterobacter gergoviae dan Citrobacter amalonaticus
pada produk perikanan (Aisyah et al., 2017; Sari et al., 2020).

B. Isolasi Bakteri Vibrio sp.

Identifikasi Vibrio sp. dari ketiga sampel pindang tongkol, abon dan abon
kitosan, pada hari ke-8 penyimpanan, sebelumnya diperkaya pada media triptic
soy broth (TSB) sebelum ditumbuhkan pada media selektif TCBS. Pada media
TCBS yang berasal dari sampel abon dengan penambahan kitosan (AK4) pada
hari ke-8 tidak tumbuh koloni dapat dilihat pada Gambar 3.

Gambar 3. Media TCBS sampel abon berkitosan (AK4) tidak tumbuh koloni
bakteri

Koloni yang tumbuh pada media TCBS berasal dari sampel pindang tongkol
(P4) hari ke-8 dan abon pindang tongkol (A4) pada hari ke-8. Koloni yang tumbuh
memiliki beberapa sifat morfologi koloni berupa warna koloni kuning, bentuk
koloni circular, tepi koloni entire, elevasi koloni flat, ukuran dari koloni
moderate, tampilan koloni berkilau, optical koloni opaque dan tekstur dari koloni
lembut dapat dilihat pada Gambar 4. Prosedur selanjutnya adalah dilakukan
pembuatan subkultur dengan mengambil satu koloni yang dicurigai sebagai Vibrio

sp. berdasarkan karakteristik morfologi ke media TCBS.
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Gambar 4. Karakteristik warna koloni bakteri sampél ikan pindang tongkol (P4)
dan abon tanpa kitosan (A4) pada media TCBS

Pada pengecatan gram dari koloni subkultur sampel P4 dan A4 diperoleh
hasil kedua bakteri merupakan bakteri gram negatif (Gambar 5), mengarah pada
bakteri Vibrio sp., akan tetapi bentuk morfologi bakteri dari kedua koloni terlihat
berbeda. Pengecatan gram dapat dipakai sebagai identifikasi golongan gram
bakteri dan morfologi sel bakteri. Penampakan sel bakteri koloni sampel P4
berbentuk batang dan berflagela sedangkan bentuk sel bakteri koloni sampel A4
menyerupai batang pendek hampir seperti coccus.

Gambar 5. Pengecatan gram koloni bakteri sampel pindang (P) dan abon tanpa
kitosan (A)

Berdasarkan hasil tersebut identifikasi dilanjutkan dengan pemeriksaan
menggunakan kit APl 20E, khusus untuk identifikasi bakteri gram negatif. Bakteri
yang teridentifikasi dari sampel pindang tongkol (P4) adalah Proteus vulgaris dan
pada sampel abon tanpa kitosan (A4) terdapat bakteri Pseudomonas luteola. Proteus
Vulgaris dan Pseudomonas luteola termasuk dalam golongan bakteri halofilik.

Koloni bakteri yang tumbuh pada media TCBS dari sampel pindang tongkol

(P4) dan abon pindang tongkol (A4) berwarna kuning. Koloni berwarna kuning
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menunjukkan koloni mampu memfermentasi sukrosa serta mampu menurunkan pH
pada media TCBS dan menghambat pertumbuhan bakteri non target. Natrium yang
terkandung dalam media TCBS diperuntukkan bakteri golongan halofilik (Hikmawati
et al., 2019). Pada media TCBS yang berasal dari abon kitosan tidak ada satupun
koloni bakteri yang tumbuh. Hal ini membuktikan bahwa kitosan pada abon efektif
sebagai anti-bakteri dalam menekan pertumbuhan bakteri Vibrio sp. (Mohammad EI-
Aidie, 2018).

Mustapha et al., (2013), menjelaskan bakteri genus Vibrio sp. memiliki ciri-
ciri antara lain berbentuk batang pendek, bersifat gram negatif, memiliki flagel, tidak
berspora, tidak memiliki kapsul, berkembang biak dengan pembelahan biner dan
bersifat fakultatif aerob, serta tumbuh pada medium selektif TCBS dengan koloni
berwarna kekuningan, orange atau hijau. Pewarnaan gram juga menunjukkan positif
keduanya golongan gram negatif, mengarah pada bakteri Vibrio sp. Lapisan dinding
peptidoglikan bakteri gram negatif relatif tipis dibandingkan bakteri gram positif,
penyerapan warna kristal violet pada lapisan lipid dengan mudah luruh setelah dibilas
alkohol 96%.

Dari hasil pengamatan, ditemukan perbedaan pada bentuk koloni. Pada sampel
pindang tongkol (P), koloni berbentuk batang dan berflagela sedangkan sampel abon
pindang tongkol (A) batang pendek hampir menyerupai coccus berantai. Hasil analisis
menggunakan kit APl 20E mengidentifikasi bakteri sebagai Proteus vulgaris pada
sampel ikan pindang tongkol dan Pseudomonas luteola pada sampel abon ikan
pindang tanpa kitosan.

Fatuni et al., (2014), menemukan bahwa Proteus vulgaris, yang merupakan
bakteri mesofilik, dapat tumbuh pada jam ke-32 sebagai bakteri pembusuk pembentuk
histamin pada pindang bandeng yang disimpan pada suhu 21°C. Sedangkan pada
penelitian ini, bakteri Proteus vulgaris juga ditemukan pada sampel pindang tongkol
yang telah disimpan selama 8 hari dalam suhu ruang berkisar 20°C-25°C. Proteus
vulgaris bersifat zoonosis karena dapat menyebabkan penyakit pada manusia. Proteus
vulgaris ditemukan pada saluran pencernaan manusia. Bakteri ini bersifat patogen
yang menyebabkan infeksi pada saluran kandung kemih (Drzewiecka, 2016).

Penelitian lain yang dilakukan oleh Dib et al., (2013), menemukan juga Proteus
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vulgaris tumbuh pada media TCBS selain Vibrio sp. dari sampel makanan laut di
Algeria, Afrika Utara.

Vibrio sp. dan Pseudomonas sp. secara umum ditemukan pada ikan yang hidup
di laut dengan kadar garam tinggi atau olahan makanan laut yang dimasak setengah
matang. Kedua bakteri ini termasuk bakteri yang tahan terhadap suhu panas sehingga
dapat saja ditemukan pada olahan pindang tongkol yang direbus dibawah suhu 100°C.
Namun pada penelitian ini, koloni yang tumbuh pada media TCBS tidak teridentifikasi
sebagai Vibrio sp. melainkan Pseudomonas luteola pada sampel abon ikan pindang
tanpa kitosan.

Pada penelitian Chen et al., (2012) ditemukan bahwa bakteri yang dapat
tumbuh pada media TCBS dari sampel air sungai tidak semua adalah Vibrio sp. setelah
melakukan identifikasi menggunakan metode PCR. Bakteri yang dapat tumbuh selain
Vibrio salah satunya adalah bakteri Pseudomonas sp. karena termasuk bakteri halofilik
dan bakteri psikrofil penyebab kebusukan pada ikan. Pencemaran Pseudomonas
luteola pada olahan abon tanpa kitosan dapat bersumber dari bahan pindang yang
tercemar dari lingkungan. Bakteri ini dapat menyebabkan penyakit pada ikan dan
menyerang organ hati dan ginjal biasanya pada lingkungan habitat ikan sudah tercemar
logam berat (Setyawan et al., 2015) Bakteri ini terdapat di tanah, air dan lingkungan
yang lembab (Cicek et al., 2016), dan termasuk bakteri termofilik yang mampu
bertahan pada suhu diatas 50°C karena memiliki enzim protease (Mahmudah et al.,
2016). Perlu dilakukan kajian lebih lanjut tentang asal perairan ikan tongkol yang
digunakan sebagai bahan pemindangan dan isolasi bakteri Pseudomonas luteola dari
perairan asal ikan tongkol, sehingga diketahui apakah terdapat pencemaran logam
berat dan berasal dari mana logam berat yang ditemukan.

Bakteri Proteus vulgaris dan Pseudomonas luteola memang dapat tumbuh
pada media TCBS karena keduanya adalah bakteri halofilik, tetapi pertumbuhannya
lambat. Apabila tumbuh Proteus vulgaris, koloni berwarna kuning tetapi tidak mampu
memfermentasi sukrosa yang membuat agar di sekitar koloni bakteri tetap hijau.
Pseudomonas sp. yang kemungkinan tumbuh berupa koloni transparan. Oleh karena
itu, identifikasi lebih lanjut perlu dilakukan menggunakan metode yang lebih spesifik
mengarah pada bakteri yang dikehendaki.

Pada penelitian ini, bakteri yang berhasil diidentifikasi dari media TCBS
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adalah Proteus vulgaris pada sampel ikan pindang tongkol dan Pseudomonas luteola
pada sampel abon pindang tanpa kitosan. Pada sampel abon dengan kitosan tidak
tumbuh koloni bakteri sehingga dapat disimpulkan tidak adanya pertumbuhan bakteri
Vibrio sp., Proteus vulgaris, dan Pseudomonas luteola. Perbedaan spesies bakteri yang
ditemukan pada ikan pindang dan abon tanpa kitosan dapat disebabkan perubahan
kelembaban, aktivitas air dan konsentrasi garam selama proses pengolahan ikan
pindang dan saat ikan pindang diolah menjadi abon (Vasconi et al., 2017). Ikan
pindang yang digunakan sebagai sampel berupa pindang utuh yang masih lengkap
dengan kulit, insang dan saluran pencernaan. Proteus vulgaris sangat umum
ditemukan pada ketiga bagian tubuh ikan tersebut. Kontaminasi bisa terjadi akibat
pencucian ikan tongkol tidak benar-benar bersih atau merembesnya cairan usus selama
proses pemindangan dan menyebar ke bagian daging ikan (Visciano et al., 2020).
Seperti yang telah dilaporkan oleh Hwang et al., (2020), diperlukan konsentrasi garam
lebih dari 6% untuk dapat menghambat perkembangan Proteus spp. dalam proses
pengawetan ikan dengan air garam. Kemungkinan sampel ikan pindang pada
penelitian ini, direbus dengan garam berkonsentrasi dibawah 6%. Pseudomonas
luteola ditemukan berkembang didalam produk abon tanpa kitosan, dapat disebabkan
ketika pengolahan, terjadi kontaminasi dari peralatan masak yang digunakan.
Shayeghi et al., (2020), menemukan bakteri Pseudomonas sebesar 2.11% dari hasil
isolasi pada peralatan dapur yang memungkinkan terjadinya penularan infeksi bakteri.
Bakteri golongan Pseudomonas spp., memiliki karakteristik tahan terhadap suhu panas
karena memiliki enzim lipolitik dan proteolitik yang tidak mengalami denaturasi pada
suhu tinggi (Watson et al., 2021), sehingga mampu bertahan meskipun melalui proses
penggorengan. Berdasarkan hasil tersebut, olahan abon ikan pindang tongkol dengan
penambahan kitosan 50 mg mampu membunuh Proteus vulgaris yang terdapat pada
ikan pindang tongkol dan menghambat pertumbuhan Pseudomonas luteola pada abon.
Hasil ini menegaskan bahwa kitosan memiliki pengaruh dalam menekan ketiga
pertumbuhan bakteri patogen tersebut (Shanmugam et al., 2016) pada olahan abon
pindang tongkol. Kemampuan kitosan berikatan dengan lipopolisakarida (LPS)
dinding sel dan deoxyribose Nucleic Acid (DNA) bakteri Proteus vulgaris dan
Pseudomonas luteola mengakibatkan kematian pada bakteri tersebut. Penggunaan

kitosan sebagai antibakteri dapat ditambahkan sebagai pengawet untuk
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memperpanjang umur simpan abon ikan pindang tongkol.

KESIMPULAN
Pengolahan ikan pindang tongkol (Euthynnus affinis) menjadi abon dapat

menurunkan tingkat cemaran bakteri yang memenuhi standar SNI 7690.1:2013 dan
layak untuk dikonsumsi. Penambahan kitosan dengan konsentrasi 50 mg dalam
pengolahan 100 gr ikan pindang tongkol menjadi abon dapat membunuh bakteri Vibrio

sp., dan Proteus vulgaris dan menekan pertumbuhan Pseudomonas luteola.
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