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ABSTRACT

Tuna is one food that is consumed and if left at room temperature, then a process
of deterioration to rot. Fish that has undergone a process of decay, when
consumed can cause poisoning. Poisoning is caused by contamination with
pathogenic bacteria decarboxylated amino acid histidine by the enzyme histidine
decarboxylase produce histamine. The purpose of this study was to analyze the
growth of histamine-forming bacteria in tuna that can cause disruption to public
health. The method used in this study is an experimental method with a non-
factorial completely randomized design by using 6 samples of tuna and 3
repetitions. Analysis of total histamine forming bacteria that has been done, where
the selection results showed that a total of 6 samples of bacteria tuna ranged
between 4.4x10* - 1.83x10° cells / gram. The total yield of bacteria that form is
still below the threshold (less than or equal to 10°). The results of this research can
be a guide for further research using niven medium was modified in order to
detect histamine-forming bacteria better.
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PENDAHULUAN

Ikan merupakan bahan makanan yang banyak dikonsumsi masyarakat
sebagai salah satu sumber protein hewani disamping sumber protein nabati. lkan
tongkol (Eutynnus pelamys) merupakan salah satu jenis ikan yang banyak terdapat
di Propinsi Sumatera Barat serta merupakan hasil tangkapan yang utama bagi para
nelayan. Kontribusi terbesar produksi perikanan di Provinsi Sumatera Barat
dengan jumlah produksi 74.331 ton. Menurut Statistik Perikanan Tangkap
Sumatera Barat, di Kabupaten Pesisir Selatan terdapat 98.432 ton ikan tangkap
(Dinas Perikanan dan Kelautan 2011).

Ikan juga merupakan bahan makanan yang cepat mengalami proses
pembusukan dibandingkan dengan bahan makanan lain. Bakteri dan perubahan
kimiawi pada ikan mati yang menyebabkan pembusukan (Suriawiria, 2005). Ikan

tongkol yang tergolong famili scombroidae jika dibiarkan pada suhu kamar, maka



segera akan terjadi proses pembusukan serta kandungan air yang cukup tinggi
pada tubuh ikan juga merupakan media yang cocok untuk kehidupan atau
pertumbuhan bakteri pembusuk atau mikroorganisme yang lain, sehingga ikan
sangat cepat mengalami proses pembusukan dan menjadi tidak segar lagi. Jika
ikan tongkol yang telah mengalami proses pembusukan ini dikonsumsi akan
menyebabkan keracunan.

Keracunan disebabkan oleh kontaminasi bakteri pathogen seperti
Escherichia coli, Salmonella, Vibrio cholerae, Enterobacteriacea dan lain-lain.
Keracunan yang sering terjadi pada ikan tongkol yaitu keracunan histamin
(scombroid fish poisoning). Ikan jenis ini mengandung asam amino histidin yang
dikontaminasi oleh bakteri dengan mengeluarkan enzim histidin dekarboksilase
sehingga menghasilkan histamin (Meryandini et al. 2009). Menurut Madigan dan
Martiko (2003), histamin merupakan modifikasi dari asam amino Yyang
mengakibatkan alergi dengan gejala-gejala, seperti sulit bernafas, Kkulit
merah/panas, gatal-gatal, timbul lendir, kudis dan mata berair.

Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis pertumbuhan bakteri
pembentuk histamin pada ikan tongkol yang dapat menyebabkan gangguan
terhadap kesehatan masyarakat. Manfaat dari penelitian ini yaitu untuk
memberikan informasi tentang pertumbuhan bakteri pembentuk histamin pada
ikan tongkol yang dapat menyebabkan keracunan dan meningkatkan kesadaran
masyarakat bagaimana cara melakukan pengolahan dan pemilihan ikan tongkol

yang berkualitas baik.

METODOLOGI PENELITIAN

Penelitian dilaksanakan mulai dari tanggal 25 April sampai tanggal 15 Juni
2012 bertempat di Laboratorium Mikrobiologi Laut Jurusan Ilmu Kelautan
Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan Universitas Riau. Provinsi Sumatera Barat,
secara geografis terletak pada posisi 0°53°47> LU - 0°54°28° LU dan
100°21°01° BT - 100°22°24°* BT. Metode yang digunakan dalam penelitian
adalah metode survei. Sumber data terdiri atas data primer dan sekunder, dimana
data primer diperolen melalui pengamatan langsung di lapangan, kemudian
dilanjutkan dengan menganalisis sampel di Laboratorium Terpadu Jurusan limu

Kelautan, Fakultas Perikanan dan lImu Kelautan, Universitas Riau.



Pengukuran kualitas perairan laut dilakukan secara langsung pada perairan
pantai Kelurahan Pasie Nan Tigo Kecamatan Koto Tangah Kota Padang.
Peralatan untuk pengukuran kualitas air laut yaitu pengukuran suhu menggunakan
thermometer, pH dilakukan dengan menggunakan pH meter, salinitas dilakukan
dengan menggunakan Handrefractometer, kecerahan perairan dilakukan dengan
menggunakan Secchi disc, dan kedalaman dilakukan dengan menggunakan Eccho
sounder.

Alat yang digunakan untuk analisis bakteri pembentuk histamin yaitu
sarung tangan, inkubator, autoklaf, pipet tetes, botol, plastik sampel steril,
mikroskop, tabung reaksi, kompor listrik, colony counter, cawan petri, jarum oase,
aluminium foil, tisue, kapas, pisau, pinset, timbangan, mortal steril, kontainer
(cool box) dan lampu bunsen.

Rancangan penelitian menggunakan rancangan acak lengkap non factorial.
Sampel ikan yang diuji pada penelitian ini adalah ikan tongkol (Eutynnus
pelamys) segar dengan ukuran + 1 kg/ekor sebanyak 6 ekor, yang diperoleh dari
TPI di Kelurahan Pasie Nan Tigo Kecamatan Koto Tangah Kota Padang Provinsi
Sumatera Barat.

Sampel ikan tongkol segar diambil utuh tanpa dibersihkan dan dipotong,
sampel dimasukkan ke dalam ice box yang steril. Berat sampel ikan tongkol segar
ditimbang dan dicatat ( £ 1 kg/ekor), dimasukkan kedalam kontainer dan dibawa
ke laboratorium selama kurang dari 12 jam. Sebelum pengambilan sampel, semua
plastik/botol sampel disterilkan dengan chromic acid atau rinsed (HNO;) 10% sel.
Peralatan ini dibilas dengan air destilasi sebanyak 3 kali, dikeringkan dalam oven
pada suhu 30°C.




Larutan niven agar disiapkan dan campurkan semua bahan, yaitu 5,0 g/l
trypton, 5,0 g/l yeast ekstrak, 23,5 g/l L-histidin, 5,0 g/l NaCl, 15 g/l technical
agar, 0,2 g/l cresol red, kemudian dimasukkan ke dalam labu erlenmeyer dan
diencerkan dengan aquades sebanyak 1 liter kemudian dipanaskan hingga
mendidih, lalu disterilisasi pada suhu 121°C selama 2 jam (Lampiran 5).

Medium niven dibuat 3 kali pengulangan, dari setiap pengulangan
dimasukkan sebanyak 1 ml larutan sampel ke dalam cawan petri, lalu niven agar
cair (dengan suhu ruang, + 30.5°C) dituangkan ke dalam cawan petridis, ditunggu
sampai membeku. Setelah membeku,koloni bakteri yang telah tumbuh pada media
NA (natrium Agar) dipindahkan ke media Niven agar yang telah membeku
dengan cara metode gores,kemudian diinkubasi pada suhu 35°C selama 24-48
jam.

Satu koloni bakteri yang tumbuh pada media nivens direnokulasi lagi ke
media nivens yang baru dan dibuat metode gores untuk masing-masing koloni
yang berbeda. Kemudian diinkubasi lagi pada suhu 35 °C selama 24-48 jam, dan
direnokulasi lagi sampai 3 kali pengulangan.

Setelah itu di inkubasi, dan jumlah koloni dihitung yang merah muda
dengan latar belakang kuning dan orange.

N

Cara menghitung koloni akan lebih mudah dan cepat jika pengenceran
dilakukan secara desimal. Penghitungan jumlah koloni dapat dihitung dengan

rumus :
Jumlah koloni = jumlah koloni x 1/ factor pengenceran per cawan

Uji Konfirmasi pada L. Histidine Decarboxylase Broth dilakukan dengan
satu koloni bakteri yang tumbuh pada media nivens direnokulasi lagi ke media

nivens yang baru dan dibuat metode gores untuk masing-masing koloni yang



berbeda. Kemudian diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24-48 jam. Satu loop
penuh dari koloni bakteri yang tumbuh pada media nivens yang ada pada cawan
Petridis, dibuat metode gores dipindahkan ke dalam L. histidine decarboxylase
broth pada tabung reaksi dan dibuat 3 kali ulangan, dan diinkubasi tabung reaksi
dalam incubator pada suhu 35 °C selama 24-48 jam. Reaksi positif apabila warna
broth berubah dari merah jambu kecoklatan (jernih) ke warna ungu tua jernih.

Identifikasi Isolat Bakteri Pembentuk Histamin dengan Serangkaian Uji
Kimia diantaranya adalah pewarnaan gram, uji Motilitas, Katalase, Oksidase,
Sulfida (H2S), Indole, uji Methyl Red (MR Test), uji Reduksi Nitrat dan uji
Dekarboksilase. Menurut Irianto (2006), langkah-langkah pengecatan gram adalah
sebagai berikut.
Tabel 1. Langkah-Langkah Pengecatan Gram

Bakteri

Perlakuan Waktu Gram Positif Gram negative
Kristal violet
cuci dengan air 1 menit Ungu Ungu
Larutan iodine
Cuci dengan air dan keringkan 15 detik - -
Dekolorisasi dengan alcohol
Cuci dengan air dan keringkan 15 detik Ungu Warna Luntur
Zat warna kontras
Cuci dengan air dan keringkan 15 detik Ungu Warna Kontras

Uji Anaerob menggunakan media agar steril didinginkan sampai suhu
45°C dalam water bath. Inokulasi 2 tetes kultur bakteri kedalam tabung yang
berisi media agar. Kemudian tabung diputar dengan kuat tangan kekiri dan
kekanan agar bakteri merata. Inkubasi pada suhu 30 °C selama 24 sampai 48 jam.
Apabila koloni menumpuk didasar (bakteri anaerob), bila tumbuh dipermukaan
(bakteri aerob), bila menyebar dalam media dan permukaan (anaerob fakultatif).

Perhitungan total bakteri dilakukan pada hari pertama inkubasi sampai hari
ketujuh inkubasi untuk mengetahui banyaknya jumlah bakteri yang tumbuh pada

medium NA. Perhitungan bakteri dihitung dengan menggunakan rumus :

Totl.koloni(CFU/gr ikan tongkol)= jmlh koloni/cawan petri x Fak pengenceran

gr ikan tongkol




Hasil pengamatan bakteri pembentuk histamin menunjukkan bahwa
keseluruhan bakteri yang telah isolasi dari ikan tongkol segar dengan 3 kali
pengulangan (10, 10 dan 10-°), mempunyai kemampuan untuk memproduksi
histamin. Hasil pengamatan bakteri pembentuk histamin dapat dilihat pada Tabel
2 berikut.

Tabel 2. Analisis Total Bakteri Pembentuk Histamin
Ulangan dan Total Bakteri (sel/gram)

Sample Ikan I I i
Ikan 1 5.2x10* 7.9x10° 9.5x10°
Ikan 2 1.73x10° 1.83x10° 9.2x10°
Ikan 3 9.3x10* 1.22x10° 8.2x10°
Ikan 4 5.8x10* 4.1x10° 5.5x10°
Ikan 5 4.4x10* 7.8x10° 5.8x10°
Ikan 6 9.7x10* 5.0x10° 7.2x10°

Berdasarkan Tabel 2, dapat diketahui bahwa jumlah total bakteri dari 6
sampel ikan tongkol dan 3 kali pengulangan berkisar antara 4.4x10* — 1.83x10°
sel/gram. Jumlah bakteri pembentuk histamin terendah pada pengulangan |
terdapat pada ikan 5 yaitu 4.4x10* sel/gram dan tertinggi terdapat pada ikan 2
yaitu 1.73x10° sel/gram. Pada pengulangan ke 11, jumlah bakteri terendah terdapat
pada ikan 4 vyaitu 4.1x10° sel/gram dan tertinggi terdapat pada ikan 2 yaitu
1.83x10° sel/gram. Pada pengulangan 111 jumlah bakteri terendah terdapat pada
ikan 4 yaitu 5.5x10° sel/gram dan jumlah bakteri tertinggi terdapat pada ikan 1
yaitu 9.5x10° sel/gram. Hasil total bakteri yang terbentuk masih dibawah ambang
batas. Menurut Wibowo dan Ristanto (1988), menyatakan bahwa ikan berkualitas
baik apabila jumlah bakteri/gram sampel kurang dari atau sama dengan 10°.



Rata — rata total bakteri pembentuk histamin dapat dilihat pada Diagram 1.
berikut.

Diagram 1. Total Bakteri
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Berdasarkan diagram 1. diatas, dapat dilihat bahwa total bakteri
pembentuk histamin terendah pada pengulangan I, dan yang tertinggi pada
pengulangan I11.

Hasil uji konfirmasi bakteri pembentuk histamin pada semua sampel
penelitian yaitu terdapat bakteri pembentuk histamin dalam medium L. Histidin
Decarboxylase Broth, dimana sampel diamati pada ulangan 1, 2, dan 3. Hal ini
menunjukkan bakteri pembentuk histamin positif pada semua sampel dengan
ditandai terjadinya perubahan warna ungu pada medium.

Menurut Yoswaty (2005), menyebutkan ada beberapa jenis ikan dari
famili Scombridae mempunyai kandungan histidin bebas yang tertinggi seperti
tongkol mencapai 491 mg/100g daging, mahi-mahi 344 mg/100g, cakalang 1192
mg/100g, tuna ekor kuning 740 mg/100g, kembung 600 mg/100g dan albakor 2
0/100g. lkan yang mengandung histidin bebas lebih dari 100 mg/100g daging,
maka mampu menghasilkan histamin.

Pertumbuhan bakteri pembentuk histamin juga dapat dilihat dari uji
biokimia isolat yang menggunakan beberapa bahan kimia, dapat dilihat pada
Tabel 3 berikut.



Tabel 3. Hasil Uji Biokimia Isolat

Uji biokimia Isolat
Ikanl |lkan?2 |lkan3 |lkan4 |lkan5 | lkan6
Pewarnaan gram + + + + + +
Motilitas + + + + + +
Katalase - - - - - -
Oksidase + + + + + +
H,S ND ND ND ND ND ND
Indol + + + + + +
Methyl red - - - - - -
Nitrat ND ND ND ND ND ND
Dekarboksilase ND ND ND ND ND ND
Anaerob ND ND ND ND ND ND

Keterangan: ND : tidak ada data

+ : terjadi perubahan
- : tidak terjadi perubahan

Berdasarkan Tabel 3 diatas dapat dilihat bahwa pewarnaan gram dengan
menggunakan Kkristal violet dan larutan iodium dihasilkan sel berwarna biru.
Pewarnaan dengan menggunakan larutan pemucat (alkohol 95%) sel tidak
berwarna, sedangkan pewarnaan dengan safranin dihasilkan sel berwarna merah.
Jadi kesimpulan dari pewarnaan dengan menggunakan beberapa larutan,
didapatkan bakteri gram negatif.

Hasil uji negatif pada uji katalase, uji dan uji methyl red. Isolat yang
memberikan hasil uji positif yaitu pada uji Motility, uji Oksidase, dan uji Indol.
Uji H2S, Nitrat, Dekarboksilase, dan Anaerob tidak ada data, karena larutan yang
akan digunakan tidak tersedia di laboratorium terpadu.

Penyebab perbedaan bakteri dalam pewarnaan Gram adalah struktur
dinding sel dan komposisi dinding sel bakteri Gram positif dan Gram negatif.
Bakteri Gram negatif mengandung lipid dalam presentase lebih tinggi dibanding
yang dikandung bakteri Gram positif. Dinding sel bakteri Gram negatif
mempunyai dinding sel yang lebih tipis dibanding dinding sel bakteri Gram
positif. Perlakuan dengan alkohol terhadap bakteri Gram negatif menyebabkan
larutnya lipid/lemak oleh larutan pemucat (alkohol) atau dengan kata lain lipid
terekstraksi sehingga memperbesar daya rembes atau permeabilitas dinding sel
Gram negatif.



Pengukuran parameter lingkungan diperairan Pasie Nan Tigo dapat dilihat
pada Tabel 4 berikut.

Tabel 4. Parameter Kualitas Perairan

Waktu Ulangan Salinitas  Suhu  pH Kedalaman
(%0) (°C) (M)

I 28 27 6 10
Pagi I 27 29 7,5 10

i 29 30 7,3 10
Rata- rata 28 28,6 6,93 10

I 29 29 7,5 10
Siang I 29 30 7 10

i 28 30 6,8 10
Rata- rata 28,6 29,6 7,1 10

I 28 28 7,8 10
Malam ] 29 29 7 10

i 27 27 7,3 10
Rata- rata 28 28 7,36 10

Hasil pengukuran parameter perairan pada pagi, siang dan malam hari,
dapat dilihat bahwa rata — rata salinitas lingkungan perairan di perairan Pasie Nan
Tigo berkisar antara 28 — 28,6 %o, rata — rata suhu lingkungan perairan berkisar
antara 28 - 29,6°C, rata — rata pH lingkungan perairan berkisar antara 6,93 — 7,36
sedangkan rata — rata kedalaman perairan pasie nan tigo adalah 10m.

Salinitas pada suatu tempat berubah menurut ruang dan waktu secara
harian sesuai dengan pasang surut perairan dan waktu pengukuran. Apabila
terdapat konsentrasi DO sangat rendah, maka mikroorganisme aerobik tidak dapat
hidup dan berkembang biak, tetapi sebaliknya yang bersifat anaerobik akan
menjadi aktif memecah bahan organik secara anaerobik tanpa oksigen.

Jumlah dan jenis mikroorganisme di dalam air dipengaruhi oleh faktor
fisika dan kimia seperti suhu, pH, tekanan osmotik, tekanan hidrostatik, aerasi dan
penetrasi sinar matahari serta jenis bahan polutan yang masuk ke perairan
tersebut.

Kualitas perairan di pasie nan tigo memiliki salinitas antara 28 — 28,6 %o,
yang berarti bahwa salinitas didaerah tersebut tidak dipengaruhi oleh aliran
sungai. Derajat keasaman atau pH air menunjukkan aktifitas ion hydrogen dalam
larutan tersebut dan dinyatakan sebagai konsentrasi ion hydrogen diperairan

tersebut.



Kedalaman perairan sangat berpengaruh terhadap kualitas air pada lokasi
tersebut. Lokasi yang dangkal akan lebih mudah terjadinya pengadukan dasar
akibat dari pengaruh gelombang yang pada akhirnya kedalaman perairan lebih
dari 3 m dari pengaruh gelombang yang pada akhirnya kedalaman perairan lebih
dari dasar jaring. Oleh karena itu diperlukan suatu cara tertentu untuk menentukan
kualitas perairan baik secara kualitatif maupun kuantitatif.

KESIMPULAN DAN SARAN

Berdasarkan hasil penelitian tentang bakteri pembentuk histamin pada ikan
tongkol di perairan Pasie Nan Tigo, ditemukan bahwa bakteri pembentuk histamin
terdapat pada ke 6 sampel ikan tongkol. Faktor penyebab adanya bakteri
pembentuk histamin berhubungan dengan keadaan parameter fisika-kimia. Hal ini
terlinat dari parameter kualitas perairan yang masih dalam kisaran keadaan
optimal dalam menopang kehidupan mikroorganisme pada perairan tersebut.

Total bakteri pembentuk histamin dari 6 sampel ikan tongkol dan 3 kali
pengulangan di dapatkan total hasil terendah pada pengulangan I, ikan 5 yaitu
4.64 sel/gram dan tertinggi pada pengenceran Ill, ikan 1 yaitu 6.97 sel/gram. Hasil
total bakteri pembentuk histamin tersebut masih layak dikonsumsi, karena jumlah
tersebut masih dibawah ambang batas.

Hasil penelitian ini diharapkan dapat dilanjutkan dengan cara penggunaan
medium Niven yang telah dimodifikasi, supaya mampu mendeteksi bakteri
pembentuk histamin dengan lebih baik.
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