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ABSTRAK 

 

PENGUJIAN TOTAL PLATE COUNT (TPC) DAN CEMARAN 

Salmonella sp. PADA IKAN LAYUR (Trichiurus lepturus) DI 

PASAR TRADISIONAL DAN MODERN SURABAYA. 

 

Ikan Layur (Trichiurus lepturus) termasuk ke dalam ikan perairan laut, pada pola 
musim persebaran adanya ikan layur terdapat pada bulan April, Juni, Agustus, 
September, Oktober, dan November. Antusias yang tinggi dari masyarakat 
menjadikan ikan layur (Trichiurus lepturus) tidak selalu ada di pasaran karena 
keterbatasan ikan layur (Trichiurus lepturus). Bakteri Salmonella sp. merupakan 
parameter adanya kontaminasi terhadap produk perikanan maka pada penelitian ini 
bertujuan untuk mengetahui nilai TPC (Total Plate Count) dan untuk 
mendeskripsikan ada atau tidaknya cemaran bakteri Salmonella sp. pada ikan layur 
(Trichiurus lepturus). Penelitian ini bersifat deskriptif kualitatif, untuk pengujian 
TPC (Total Plate Count) mengikuti standart SNI 2332-3-2015 menggunakan 
metode pour plate dengan teknik duplo. Pada cemaran Salmonella sp. SNI ISO 
6579.2015 menggunakan media XLD yang dilanjutkan pada uji TSIA/LIA dan uji 
biokimia. Hasil penelitian menunjukkan nilai TPC tertinggi sebesar 6,8 x 106 

CFU/ml dan TPC terendah dengan nilai 1,1 x 105 CFU/ml. Pada penelitian ini 
terdapat dua sampel yang tidak memenuhi syarat TPC dan enam sampel memenuhi 
syarat, nilai TPC maksimum sesuai standart SNI 2332-3-2015 mengenai ambang 
batas maksimum produk ikan fresh dan beku sebesar 5,0 x 105 CFU/ml. Pada uji 
cemaran bakteri dari delapan sampel terdapat satu sampel yang positif tercemar 
oleh  Salmonella sp.  

Kata kunci: TPC (Total Plate Count), Salmonella sp., Ikan Layur (Trichiurus 
lepturus)   
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ABSTRACK 

 

TESTING OF TOTAL PLATE COUNT (TPC) AND 

CONTAMINATION OF Salmonella sp. IN LAYUR FISH 

(Trichiurus lepturus) IN TRADITIONAL AND MODERN 

MARKETS IN SURABAYA. 

Layur fish (Trichiurus lepturus) belongs to marine fish, in the distribution pattern 
of the distribution of layur fish there are in April, June, August, September, October 
and November. The high enthusiasm from the community made the whitefish 
(Trichiurus lepturus) not always available in the market due to the limitations of 
the whitefish (Trichiurus lepturus). Salmonella sp. bacteria is a parameter of the 
presence of contamination of fishery products, so this study aims to determine the 
value of TPC (Total Plate Count) and to describe the presence or absence of 
Salmonella sp. in layur fish (Trichiurus lepturus). This research is descriptive 
qualitative, for TPC (Total Plate Count) testing following the SNI 2332-3-2015 
standard using the pour plate method with the duplo technique. On contamination 
of Salmonella sp. SNI ISO 6579.2015 uses XLD media followed by TSIA/LIA tests 
and biochemical tests. The results showed that the highest TPC value was 6,8 x 106 
CFU/ml and the lowest TPC was 1,1 x 105 CFU/ml. In this study, there were two 
samples that did not meet the TPC requirements and six samples met the 
requirements. The maximum TPC value according to SNI 2332-3-2015 standards 
regarding the maximum threshold for fresh and frozen fish products is 5,0 x 105 
CFU/ml. In the bacterial contamination test, out of eight samples, one sample was 
positively contaminated by Salmonella sp. 

Keywords: TPC (Total Plate Count), Salmonella sp., Layur fish (Trichiurus 
lepturus)   
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BAB I 

PENDAHULUAN 
1.1 Latar Belakang 

Ikan Layur (Trichiurus lepturus) termasuk ke dalam ikan perairan 

laut yang mudah dikenal dari bentuknya yang panjang, pipih dan ramping. 

Ikan layur ini tersebar di perairan tropis maupun sedang dalam kisaran 

60°LU dan 45°LS, pada pola musim persebaran adanya ikan layur terdapat 

pada bulan April, Juni, Agustus, September, Oktober, dan November 

(Zulkarnain, dkk 2023). Layur sendiri dapat dijumpai di tempat penjualan 

ikan yang ada di pasar sekitar kita baik di pasar tradisonal maupun modern 

seperti supermarket. Bentuk sajian pengolahan ikan layur biasanya 

disajikan dengan cara digoreng, dipanggang dan bisa diolah sebagai ikan 

asin, ikan layur juga dapat dijadikan sebagai umpan pancing untuk ikan lain. 

Ikan layur banyak disukai karena daging yang kenyal, tidak berminyak, 

tidak terlalu amis, mudah dilepas tulangnya dan antusias tinggi dari 

masyarakat menjadikan ikan layur (Trichiurus lepturus) tidak selalu ada di 

pasaran, jika tiba musimnya ketersediaan ikan layur (Trichiurus lepturus) 

tidak banyak dan sering cepat habis.  

Ikan layur (Trichiurus lepturus) tersebar luas dipenjuru perairan 

tropis dan subtropis yang ada di dunia. Di Indonesia ikan layur dapat 

ditemukan pada perairan pantai selatan pulau Jawa, ikan layur biasa disebut 

dengan “ribbon fish” yang mana ikan ini terdapat ciri khas yakni memiliki 

badan yang ramping, pipih dan panjang seperti pita. Warna tubuh ikan layur 

keperak-perakan saat masih segar dan saat dalam keadaan mati atau tidak 

layak konsumsi ikan layur berubah warna menjadi perak keabuan dan 

sedikit berwarna ungu.(Swastawati, dkk 2015).   

Yang dijelaskan dalam Al-Qur’an surah Al-Maidah ayat 96 berbunyi: 
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Artinya: Dihalalkan bagimu binatang buruan laut dan makanan (yang 

berasal) dari laut sebagai makanan yang lezat bagimu, dan bagi orang-orang 

yang dalam perjalanan dan diharamkan atasmu (menangkap) binatang 

buruan darat, selama kamu dalam ihram. Dan bertakwalah kepada Allah 

yang kepada-Nya-lah kamu akan dikumpulkan. 

Pada potongan ayat di atas dapat diketahui bahwa ikan merupakan 

komoditas yang layak untuk dikonsumsi dan dihalalkan bagi yang 

mengkonsumsi. Akan tetapi tidak dapat dipungkiri dalam ikan bisa 

terkontaminasi oleh bakteri yang dapat menurunkan mutu kualitas dan 

membahayakan bagi yang mengkonsuminya. Banyak penyebab yang 

menjadikan ikan tercemar dari kegiatan secara sengaja maupun tidak 

sengaja dalam ikan yang berasal dari lingkungan, zat radioaktif, cemaran 

kimia, atau residu obat hewan peptisida maupun benda lainnya. Persyaratan 

sanitasi menjadi standar kebersihan dan kesehatan yang harus dipenuhi 

untuk menjamin dan mencegah terjadinya pembusukan dan kerusakan, 

membebaskan Pangan dari jasad renik patogen, serta mencegah 

pertumbuhan tunas. 

Seperti yang dijelaskan dalam Peraturan Pemerintah Republik 

Indonesia Nomor 86 Tahun 2019 Tentang Keamanan Pangan pada saat 

memproduksi pangan maupun ikan diharapkan dalam menggunakan alat 

dan bahan yang steril dan higienis untuk mengurangi kontaminasi dan 

penyakit menular. Kondisi dan upaya yang dibutuhkan untuk mencegah 

ikan dari kemungkinan cemaran biologis, kimia dan benda lain yang dapat 

merugikan dan membahayakan, yakni tentang produksi ikan, masa 

penyimpanan ikan, meyiapkan alat dan bahan, kemasan pangan yang 

digunakan untuk mewadahi atau membungkus ikan ketika melakukan 

penjualan diharapkan menjaga higeinitasnya (Peraturan Pemerintah 2019).   

Pada penelitian ini diharapkan dapat melakukan pengujian cemaran 

terhadap bakteri Salmonella sp. yang dapat dilakukan secara konvensional 

dari tahap pra pengkayaan, pengkayaan, isolasi, uji praduga, terakhir uji 

konfirmasi melalui Uji Biokimia dengan menggunakan metode SNI ISO 

6579.2015. Uji Total Plate Count (TPC) dilakukan perhitungan jumlah 

mikroorganisme produk perikanan yang disesuaikan standart plate count di 
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dasari bahwa setiap sel mikroba yang hidup sesuai dengan suhu suspensi 

yang telah ditentukan nantinya yang akan dihitung dan menjadi dugaan dari 

tiap-tiap jumlah minimum mikroba yang tumbuh.   

Pada penelitian ini pengambilan sampel menggunakan metode 

purposive sampling yang mana disesuaikan dengan kebutuhan peneliti, 

dibeli ikan layur dari pasar tradisional dan pasar modern (supermarket), 

pemilihan ikan layur diambil dari wilayah tertentu yang ada di Surabaya 

pemilihan ini yang adanya penjualan ikan layur dan menjadi kriteria lokasi 

pemilihan peniliti untuk kebutuhan pengujian, masing-masing sampel dibeli 

sebanyak 1kg ikan layur (Trichiurus lepturus). Terdapat 8 lokasi 

pengambilan sampel yakni 4 pasar tadisional dan 4 supermarket hal ini 

ditujukan untuk perbandingan yang menjadi kemungkinan ikan tercemar 

oleh Salmonella sp. selanjutnya akan di uji pada laboratorium Instalasi 

KIPM Suarabaya II.  

Pasar merupakan tempat bertemu antara penjual dan pembeli dalam 

melakukan transaksi jual beli demi keuntungan atau penemuhan kebutuhan 

secara individual. Toko Modern adalah toko dengan sistem pelayanan 

mandiri, menjual berbagai jenis barang secara eceran yang berbentuk 

Minimarket, Supermarket, Department Store, Hypermarket ataupun grosir 

yang berbentuk Perkulakan pada kelompok Supermarket, terdapat Hero, 

Carrefour, Superindo, Foodmart, Ramayana, dan Supermarket (Pandin, 

2009) dalam (Utomo 2011). Berdasarkan cara transaksinya, pasar 

tradisional para penjual dan pembeli dapat melakukan tawar menawar 

secara langsung. Barang yang diperjual belikan adalah barang berupa bahan 

makanan berupa ikan, buah, sayur-sayuran, telur, daging, dan jasa lainnya. 

Pasar modern merupakan pasar yang bersifat modern dengan keadaan yang 

lebih bersih, tertata, sehingga menimbulkan transaksi yang lebih nyaman, 

dirancang untuk memenuhi kebutuhan konsumen, seperti daging, hasil 

produk olahan, makanan kering, makanan basah, serta item-item produk 

non-food. (Ariyani dan Nurcahyono 2018). 

1.2 Rumusan Masalah  
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1) Berapakah nilai Total Plate Count (TPC) pada ikan Layur 

(Trichiurus lepturus) di pasar tradisional dan pasar modern 

(supermarket) Surabaya? 

2) Apakah terdapat cemaran bakteri Salmonella sp. pada sampel ikan 

Layur (Trichiurus lepturus) di pasar tradisional dan pasar modern 

(supermarket) Surabaya? 

1.3 Tujuan Penelitian  

1) Untuk mengetahui perhitungan nilai Total Plate Count (TPC) pada ikan 

Layur (Trichiurus lepturus) di pasar tradisional dan pasar modern 

(supermarket) yang ada di Surabaya. 

2) Untuk mendeskripsikan adanya cemaran bakteri Salmonella sp. pada 

sampel ikan Layur (Trichiurus lepturus) di pasar tradisional dan pasar 

modern (supermarket) yang ada di Surabaya. 

1.4 Manfaat Penelitian  

1) Manfaat bagi peneliti  
Pengujian penelitian ini diharapkan dapat menambah pengetahuan 

dalam bidang laboratorium mikrobiologi bagi peneliti dan mampu 

memberikan data yang valid mengenai nilai Total Plate Count (TPC) 

dan cemaran bakteri Salmonella sp. pada ikan Layur 

(Trichiurus lepturus) di pasar tradisional dan pasar modern 

(supermarket) Surabaya.  
2) Manfaat untuk masyarakat  

Pada penelitian pengujian Total Plate Count (TPC) dan cemaran 

bakteri Salmonella sp. pada ikan Layur (Trichiurus lepturus) ini 

diharapkan bermanfaat bagi masyarakat baik yang menjual ataupun 

yang mengkonsumsi ikan supaya lebih menjaga higeinitas agar ikan 

yang dijual layak dikonsumsi dengan aman tanpa mengurangi mutu ikan 

dan tidak menimbulkan cemaran bakteri dan penyakit bagi yang 

mengkonsumsinya.  
1.5 Batasan Masalah 

1) Penelitian sampel ikan layur (Trichiurus lepturus) didapatkan di pasar 

tradisional dan pasar modern (supermarket) Surabaya. 

2) Pengujian dilakukan di Laboratorium Instalasi KIPM Surabaya II. 
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BAB II 

TINJUAN PUSTAKA 

2.1 Klasifikasi Ikan Layur (Trichiurus lepturus) 

 

 

 
 

 
 

Gambar 2. 1 Ikan Layur (Trichiurus lepturus) 
Sumber: https://img2.pngdownload.id/20180511/agw/kisspng-largehead-hairtail-fishing-sea-

cutlassfish-5af61019313d57.9608801015260754172017.jpg 
 

Klasifikasi ikan layur menurut Nakamura dan Parin (1993) dalam 

(Nur Irwan, 2008) adalah sebagai berikut.:  

Kingdom : Animalia  

Filum  : Chordata  

Sub filum : Pisces 

Kelas   : Teleostei 

Ordo   : Percomorphi  

Subordo : Scombroidea 

Superfamili  : Trichiuroidea  

Famili   : Trichiuridae  

Genus  : Trichiurus 

Spesies  : Trichiurus lepturus  

Ikan Layur (Trichiurus lepturus) merupakan ikan demersal yang 

hidup di dasar atau dekat dengan dasar perairan, kelompok ikan layur 

memiliki aktivitas rendah, hidupnya bergerombol namun tidak terlalu besar 

sehingga persebaran adanya ikan layurini relatif lebih merata jika 

dibandingkan dengan ikan pelagis. Ciri-ciri morfologi pada ikan layur 

badannya ramping, pipih dan panjang menyerupai pita terletak pada bagian 

tubuh ujung belakang tepat pada ekornya (hairtail). Ikan layur mempunyai 

mulut yang lebar serta gigi rangkap, kuat serta tajam sehingga ikan layur 
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termasuk pada jenis ikan karnivora. Pada bagian rahang bawahnya lebih besar 

daripada rahang bagian atas, pada bagian sirip punggungnya bentuk 

memanjang mulai dari kepala sampai pada pangkal ekornya, sirip dorsal 

memiliki panjang dan tinggi dengan jumlah sebanyak 130-135 buah, ikan 

layur tidak memiliki sirip caudal dan pelvic, dan sirip analnya tereduksi 

menjadi duri terpisah (slit) akan tetapi bagian ini tidak tertutup pada kulit 

(Rachmawati 2014).  

Ikan Layur (Trichiurus lepturus) pada umumnya sering dijumpai 

adanya parasit pada bagian tubuhnya maka dari itu perlu adanya pengujian 

bakteri lain untuk mengetahui apakah ikan layur (Trichiurus lepturus) pada 

keadaaan segar tercemar adanya Salmonella sp., dalam mencari makan ikan 

layur (Trichiurus lepturus) ini akan naik dekat pada permukaan perairan di 

siang hari dan migrasi ke dasar perairan saat malam hari. Juvenil membentuk 

kelompok pada 100m dari atas dasar perairan di siang hari dan membentuk 

kelompok untuk mencari makannya pada saat malam hari di permukaan air 

(Vianita, dkk, 2014).  

2.2 Bakteri  

Bakteri merupakan mikroorganisme yang dapat berkembang biak 

dengan cara membelah diri yang sifatnya micron dan memiliki bentuk sangat 

kecil sehingga hanya dapat dilihat menggunakan mikroskop saja. Bakteri adalah 

mikrooganisme bersel satu dan memiliki tubuh yang terdiri dari sel yang tidak 

memiliki pembungkus inti. 

Salmonella sp. adalah bakteri pendek panjangnya sekitar (1-2 μm), 

bakteri ini termasuk dalam bakteri gram negatif dari ciri-ciri batang yang tidak 

membentuk spora, biasanya motil dengan flagella peritrisous. Salmonella sp. 

sendiri termasuk kedalam anaerob fakultatif yang mana secara biokimia 

karakterisasinya dan kemampuannya memfermentasi glukosa yang mampu 

memproduksi asam dan gas, dan ketidakmampuannya ialah memfrementasikan 

laktosa dan sukrosa namun dapat memfrementasikan glukosa. Temperatur 

pertumbuhan optimum pada suhu 38℃, Salmonella aktif tumbuh pada kisaran 

pH 3,6 – 9,5 dan optimalnya pada nilai pH mendekati normal (Isyana 2012).  

Infeksi dari Salmonella sp. disebut juga dengan Salmonellosis yang 

dapat menyerang masuk kedalam saluran gastrointestin yakni mencakup bagian 
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perut, usus halus, dan usus besar. Beberapa spesies Salmonella sp. dapat 

menyebabkan infeksi pada makanan. Termasuk kedalamnya ialah Salmonella 

enteritidis var typhimurium dan vairetas lain serta Salmonella choleraesuis. 

Hampir semua serotipe membentuk gas bila memfermentasi gula, kecuali 

Salmonella typhi. Menurut reaksi biokimiawinya, Salmonella sp. dapat 

diklasifikasikan menjadi tiga spesies, yaitu: Salmonella typhi, Salmonella 

choleraesuis, dan Salmonella enteritidis.Terpapar infeksi Salmonella sp. 

terhadap manusia ini selalu disebabkan karena mengkonsumsi makanan atau 

minuman yang telah terpapar pencemaran bakteri tersebut. Maka dari itu kita 

sebagai manusia perlu menjaga higenitas diri agar tidak mudah terpapar oleh 

bakteri, dari sumber semua bakteri Salmonellosis terindikasi pada hewan yang 

tingkatannya rendah (Fatiqin, dkk 2019). 

2.3 Klasifikasi Bakteri Salmonella sp. 

 

 

 

 

 

 
Gambar 2. 2 Bakteri Salmonella sp. 

(Sumber: Dokumentasi Pribadi, 2022) 
 

Bakteri Salmonella sp. (Gambar 2.2) ditemukan pada tahun 1885 oleh 

theobald Smith pada tubuh hewan babi dan dinamai dengan bakteri 

Salmonella sp. oleh ahli patologi Amerika yaitu Daniel Edward Salmon 

(Ryan, 2004). Klasifikasi/Taksonomi Salmonella sp. adalah sebagai berikut :  

Kingdom : Bacteria  

Phylum  : Proteobacteria  

Class  : Gamma proteobacteria  

Ordo  : Enterobacteriales  

Family  : Enterobacteriaceae  

Genus  : Salmonella 

Spesies  : Salmonella sp.  
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Berdasarkan klasifikasi diatas dapat diketahui bahwa bakteri 

Salmonella sp. tergolong Phylum Protophyta yaitu organisme yang sangat 

sederhana dibanding organisme lainnya seperti manusia, hewan dan 

tumbuhan. Phylum Protophyta terbagi menjadi 3 kelas antara lain 

Schizophyceae, Schimycetes dan Mikrotatobiotes, pembagian kelas tersebut 

dilihat dari ada dan tidaknya klorofil sebagai proses fotosintesisnya, oleh 

karena itu bakteri Salmonella sp. termasuk dalam kelas Schizophyceae karena 

tidak memiliki klorofil untuk fotosintesisnya. 

2.4 Morfologi Bakteri Salmonella sp.  

Salmonella sp. merupakan bakteri berbahaya yang dikeluarkan dari 

saluran pencernaan hewan dan manusia bersama dengan feses (Sarati, 1999). 

1. Morfologi koloni 

• koloni besar 

• bentuk bulat 

• permukaan agak cembung 

• licin dan jernih 

• koloni tidak berwarna 

• terjadi pembentukan H2S 

2. Morfologi mikroskopik 

• gram negatif  

• batang pendek 

• susunan tidak teratur 

Sifat dari Salmonella sp. dapat tumbuh secara suasana aerob dan anerob fakultatif, 

dapat bergerak, pada uji biokimia Salmonella sp. dapat mengkonfirmasi hasil 

positif yang ditandai pada reaksi fermentasi sorbitol, manitol dan dapat memberikan 

hasil negatif yang ditandai pada reaksi indol kovacs dengan ciri (cincin merah), 

Urease, Voges Proskauer (VP), serta reaksi fermentasi dari sukrosa dan laktosa. 

Pada perkembangan bakteri Salmonella sp. ini bisa dikatakan sangat cepat 

pertumbuhannya karena di setiap selnya dapat membelah diri setiap 20 menit 

dengan keadaan suhu yang hangat dan dapat tumbuh pada media yang mengandung 

protein tinggi disekitarnya. 
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2.5 Media Pengujian 

Media pengujian merupakan kumpulan dari banyak zat organik 

maupun non organik sehingga dapat digunakan untuk pertumbuhan mikroba 

jamur, virus, parasit dan bakteri yang mana mereka termasuk dalam 

binatang ber-sel satu dan untuk mikroba dengan catatan syarat tertentu. 

Diketahui antara derajat keasaman dan inkubasi tertentu, media 

pertumbuhan mikroba dari bahan yang terdiri dari zat makanan yang 

diperuntukkan pertumbuhan mikroba tersebut. Mikroorganisme 

mempunyai kemampuan memanfaatkan nutrisi dari media molekul kecil 

yang dapat menyusun komponan sel, dan media tumbuh dapat dilakukan 

secara isolat ke mikrooranisme sebagai kultur murni (Pratiwi, 2011. dalam 

Hasrawati, 2017). Berdasarkan kemampuan dan sifatnya, media dibedakan 

menjadi beberapa jenis sebagai berikut: 

1) Media Dasar 

Media dasar merupakan media yang sederhana di dalamnya 

mengandung zat yang diperlukan untuk sebagian besar 

mikroorganisme dapat juga digunakan sebagai komponen dasar 

untuk membuat media pembiakan yang lainnya.  

2) Media Diperkaya 

Media diperkaya merupakan media dasar yang ditambahkan 

zat atau bahan nutrisi lain untuk mempersubur pertumbuhan 

mikroba tertentu yang akan di identifikasi. Penambahan nutrisi 

pengkaya diharapkan dapat menyokong pertumbuhan mikroba yang 

dituju.   

3) Media Diferensial 

Media diferensial merupakan media yang digunakan untuk 

membedakan pada bagian bentuk dan karakter koloni mikroba yang 

tumbuh. Beberapa jenis mikroba dapat tumbuh pada media ini dan 

ada beberapa jenis mikroba tertentu yang memiliki penampilan 

khas, media diferensial biasanya digunakan untuk isolasi atau 

identifikasi bakteri.   

4) Media Selektif 
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Dinamakan media selektif karena media ini. digunakan 

untuk menyeleksi pertumbuhan mikroba Salmonella sp. yang 

diperlukan dalam pengujian terkait dari campuran mikroba lain yang 

ada di dalam bahan yang akan diuji. dengan penambahan zat tertentu 

maka mikroba yang dicari dapat dipisahkan dengan mudah dan lebih 

efektif sehingga media ini sangat berguna untuk identifikasi 

(Hasrawati 2017). 

2.6 Tahap Pengujian Bakteri Salmonella sp. 

Tahap melakukan identifikasi terhadap mikroba dapat dilakukan 

dengan beberapa tahap antara lain pemeriksaan morfologi, pewarnaan gram 

dan uji biokimia (Kismiyati et al. 2009) adapun tahapan pengujian 

keberadaan bakteri pada ikan, yakni :  

1.) Isolasi Bakteri 

Isolasi bakteri memiliki tujuan untuk mendapatkan bakteri yang 

menyerang pada sampel yang diduga terinfeksi bakteri yang dituju. Sumber 

dilakukannya isolasi pada ikan yakni semua bagian tubuh yang mengalami 

kelainan patologi yang terdapat dugaan sebab oleh penyakit bakterial dari 

bagian tubuh luar maupun di dalamnya (Kismiyati et al. 2009). Isolasi 

bakteri ini dilakukan dengan memindahkan mikroba dari inangnya 

kemudian ditumbuhkan sebagai biakan murni pada media buatan ataupun 

substrat, biakan murni ini bertujuan sebagai pemisah antara suatu mikroba 

yang dibutuhkan dengan jenis mikroba lain, adapun beberapa metode yang 

dilakukan dealam melakukan isolasi bakteri antara lain metode pengenceran 

(Dilusi), metode cawan gores (Streak Plate), dan metode cawan sebar atau 

spread plate.  

2.) Pemurnian Bakteri  

Kegiatan pemurniaan atau purification bakteri merupakan lanjutan 

dari tahap isolasi bakteri, yang bertujuan agar memperoleh biakan murni 

yang diinginkan tanpa adanya kontaminan dari jenis mikroba lain.  

3.) Analisis Karakteristik Bakteri  

Tahap analisis ini bertujuan untuk mengetahui karakteristik bakteri 

dalam mereaksi senyawa kimia sehingga menghasilkan senyawa kimia 

lainnya, adapun uji biokimia yang dilakukan meliputi: 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
digilib.uinsa.ac.id digilib.uinsa.ac.id digilib.uinsa.ac.id digilib.uinsa.ac.id digilib.uinsa.ac.id digilib.uinsa.ac.id digilib.uinsa.ac.id 

 

11 
 
 

a) Uji VP (Voges-Proskauer) 

Uji VP (Voges-Proskauer) digunakan untuk mengetahui 

kemampuan bakteri dalam mengoksidasi glukosa dengan menghasilkan 

asam sebagai produk akhir dan berkonsentrasi tinggi (Sunatmo, 2007 

dalam Antriana, 2014). 

b) Uji TB (Indol)  

Uji indol dilakukan dengan menggunakan isolate TB (Triptone 

Broth) yang diinkubasi selama 24 jam pada suhu 35℃ dengan 

penambahan reagen kovac sebanyak 3 tetes. Uji ini bertujuan untuk 

melihat kemampuan bakteri dalam memecah senyawa triftopan asam 

amino dan membentuk indol. Senyawa triftopan akan dihidrolisis oleh 

triftonase sehingga menghasilkan indol, untuk medeteksi adanya indol 

kovac yang dapat bereaksi dengan indol dan menghasilkan senyawa 

berwarna merah.  

c) Uji Urease 

Uji urease dilakukan dengan menggunakan media Urea Base 

Agar, uji urea dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui kemampuan 

bakteri dalam mengubah urea menjadi senyawa amoniak. Hasil uji urea 

yang positif ditandai dengan adanya perubahan warna media semulanya 

berwarna kuning menjadi warna merah muda dan hasil negatif ditandai 

dengan tidak adanya perubahan warna pada media urea. 

2.7 Pengujian Total Plate Count (TPC) 

Pengujian TPC (Total Plate Count) adalah uji yang dilakukan untuk 

menghitung keseluruhan jumlah koloni bakteri hidup dan mati yang terdapat 

di media agar uji. Tahapan awal sebelum dilakukan pengujian ialah 

melakukan pengenceran pada tabung reaksi sampel dan pembutan media 

agar. Media yang digunakan dalam uji ini yaitu media PCA (Plate Count 

Agar) yang di inokulasi pada sampel dengan cara spread plate dan di 

inkubasi selama 2 hari pada suhu 35℃. 

Perhitungan bakteri TPC (Total Plate Count) dapat di hitung secara 

tidak langsung maupun langsung. Perhitungan langsung menggunakan alat 

yakni cell counter dilakukan dengan cara menghitung keseluruhan mikroba 

yang berada di media baik mikroba yang mati maupun mikroba yang hidup. 
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Prinsip TPC berawal dengan melakukan penanaman sel mikroba hidup ke 

suatu media sehingga mikroba yang ditujukan dapat berkembang biak dan 

juga dapat membentuk koloni yang dapat dilihat dengan mata telanjang 

tanpa menggunakan bantuan mikroskop. Faktor yang dapat mempengaruhi 

hasil TPC ialah dari pemilihan waktu yang tepat untuk pengujian, cara 

perlakuan, kualitas dari sampel, residu disenfektan, cara inkubasi sampel 

suhu dan waktu yang sesuai (Standard 2015). 

2.8 Integrasi keilmuan  
مُونَ أَ  ذيِنَ آَمنَوُا فيَعَلَْ ا الَّ هَا فَأمََّ مَا فَوقَْ َ لََ يسَتْحَيْيِ أنَْ يضَْرِبَ مثَلًَا مَا بعَوُضَةا فَ هُ  إِنَّ اللََّّ نَّ

ذيِنَ كفَرَُوا فيَقَوُلوُنَ مَاذاَ  ا الَّ هِمْ وَأَمَّ هْدِي الحَْقُّ مِنْ ربَ ِ ا ويََ هِ كثَيِرا هَذاَ مثَلًَا يضُِلُّ بِ ُ بِ أرََادَ اللََّّ

لََّ الفَْاسقِيِنَ  هِ إِ ا وَمَا يضُِلُّ بِ هِ كثَيِرا  بِ

Artinya:  “Sesungguhnya Allah tiada segan membuat perumpamaan berupa 

nyamuk atau yang lebih rendah dari itu. Adapun orang-orang yang beriman, 

maka mereka yakin bahwa perumpamaan itu benar dari Tuhan mereka. Dan 

adapun mereka yang kafir mengatakan: "Apakah maksud Allah menjadikan 

ini untuk perumpamaan?." dengan perumpamaan itu banyak orang yang 

disesatkan Allah, dan dengan perumpamaan itu (pula) banyak orang yang 

diberi-Nya petunjuk. Dan tidak ada yang disesatkan Allah kecuali orang-

orang yang fasik.” (QS.Al-Baqarah : 26). 

Bakteri yang dijelaskan dalam bahasa Al-Qur’an disebut dengan 

dzarrah. Istilah dari zarrah ialah sebagai wujud zat atau substansi materi yang 

paling kecil yang disebutkan dalam Al-Qur’an merupakan petunjuk untuk 

mempelajari mikroorganisme danNmikromos lainnya. 

Peranan bakteri dalam kehidupan antara lain:  

• Bakteri sendiri dapat digunakan untuk pembuatan makanan keju dari 

fermentasi susu. Bakteri mengubah gula susu menjadi asam laktat. Asam 

inilah yang menyebabkan susu mengental untuk membentuk keju. 

• Di dalam tubuh kita bakteri juga membantu untuk mencerna makanan. 

Beberapa spesies bakteri, seperti E.coli, Salmonella sp. ditemukan dalam 

saluran pencernaan. Bahkan, dalam usus, sel-sel bakteri melebihi jumlah 

sel-sel diri sendiri. 
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• Di lingkungan sekitar kita bakteri juga penting dalam semua aspek 

kehidupan salah satunya ekosistem karena bakteri dapat dijadikan 

sebagai pengurai. Mereka dapat memecah bahan mati dan produk limbah 

dan daur ulang untuk mengembalikan nutrisi lingkungan yang ada di 

dalamnya. 

2.9 Penelitian Terdahulu  

Tabel 2. 1 Jurnal Terdahulu 1 
Judul  Analisis Angka Lempeng Total Mikroba Pada Ikan 

Kembung (Rastrelliger sp.) Segar di Tempat 
Pelelangan Ikan Kota Sorong Papua Barat.. 

Jenis Jurnal Jurnal Ilmu Perikanan 
Penulis (Sukmawati dan Simohon 2020) 
Tujuan tujuan dari penelitian ini ialah untuk megetahui 

Jumlah Angka Lempeng Total Mikroba pada Ikan 
Kembung (Rastelliger sp.) segar di tempat 
pelelangan Ikan Jembatan Puri Kota Sorong.  

Metode Deskriptif 
Hasil  hasil dari lima sampel yang diuji yakni pada sampel 

A dan sampel B jumlah ALT sebanyak 3,7 x 104 
cFU/mL, sampel C dan sampel D sebanyak 1,2 x 105 

cFU/mL, dan sampel E sebanyak 2,7 x 105 cFU/mL. 
Sehingga disimpulkan bahwa angka lempeng total 
(ALT) pada sampel ikan kembung (Rastrelliger sp.) 
segar di TPI kota Sorong tidak melewati batas 
maksimum dan dinyatakan bahwa ikan tersebut 
layak untuk dikonsumsi. 

Perbedaan Pada perhitungan jurnal ini menggunakan acuan 
standart SNI yang berbeda dengan penelitian, jurnal 
hanya menggunakan pengenceran 10-1 - 10-3 tanpa 
adanya pengulangan (duplo) jika di penelitian 
menggunakan pengenceran 10-2 - 10-5 setiap pangkat 
digunakan secara ganda (duplo) bertujuan untuk 
mengurangi hasil yang swam (TBUD), jika 
pengenceran sedikit maka bisa menghasilkan nilai 
TPC yang tinggi.  

Tabel 2. 2 Jurnal Terdahulu 2 
Judul  Perbandingan Nilai Total Plate Count (TPC) Dan 

Cemaran Salmonella Sp. Pada Ikan Tongkol 
(Eutynnus Sp.) Yang Dijual di Tempat Pelelangan 
Ikan (Tpi), Pasar Tradisional dan Pedagang Ikan 
Eceran di Kota Kupang.  
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Jenis Jurnal Jurnal Kajian Veteriner 
Penulis (Apelabi, Wuri dkk, 2015) 
Tujuan bertujuan untuk menentukan kedua perbedaan dalam 

nilai TPC dan apakah ada kontaminasi Salmonella 
sp. atau tidak dan untuk menguji kuantifikasi tingkat 
kontaminasi dan berbagai tingkat kontaminasi 
Salmonella sp. Tingkat perbedaan Salmonella sp. 
kontaminasi pada ikan tuna yang telah dijual di Fish 
Auction Place (TPI), pasar tradisional dan pasar ikan 
ritel di Kupang. 

Metode kualitatif 
Hasil  Kesimpulannya, tuna yang dijual oleh pengecer ikan 

memiliki nilai TPC tertinggi dan tingkat tertinggi 
kontaminasi Salmonella sp. dibandingkan dengan 
tuna yang dijual di pasar tradisional dan TPI 

Perbedaan  Pada jurnal ini menggunakan standart TPC yang 
berbeda, perbedaan ini juga mempengaruhi cara 
kerja dan perbedaan waktu serta hasil yang berbeda. 
Untuk uji Salmonella sp. menggunakan media 
tambahan SSA yang menambah waktu dalam 
pengujian, jika dilihat pada penelitian ini cukup 
menggunakan media XLD untuk melihat hasil 
pertumbuhan Salmonella sp. karena media XLD 
ditujukan untuk bakteri Salmonella sp. 

Tabel 2. 3 Jurnal Terdahulu 3 
Judul  Deteksi Bakteri Salmonella sp. Pada Ikan Asin 

Talang-Talang (Scomberoides tala) di Kecamatan 
Leupung Kabupaten Aceh Besar. 

Jenis Jurnal JIMVET 
Penulis (Melawati, Fakhrurrazi, dan Abrar 2019) 
Tujuan bertujuan untuk mendekteksi cemaran bakteri 

Salmonella sp. pada ikan asin talang-talang 
(Scomboroides tala) yang di jual di Kecamatan 
Leupung Kabupaten Aceh Besar. Penelitian ini 
menggunakan 8 sampel ikan asin talang–talang yang 
diambil di 4 pedagang. 

Metode kualitatif 
Hasil  Hasil penelitian menunjukkan bahwa dari 8 sampel 

ikan asin talang-talang yang diisolasi tidak 
ditemukan bakteri Salmonella sp. Berdasarkan hasil 
penelitian dapat disimpulkan bahwa ikan asin talang-
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talang yang dijual di Kecamatan Leupung Kabupaten 
Aceh Besar Tidak tercemar bakteri Salmonella sp.. 

Perbedaan  Pada jurnal ini terdapat pada perbedaan penggunaan 
sampel yang mana jurnal menggunakan sampel ikan 
yang diasinkan, penelitian ini menggunakan ikan 
fresh perbedaan ini juga dapat mempengaruhi hasil 
pengujian. 

Tabel 2. 4 Jurnal Terdahulu 4 
Judul  Pertumbuhan Salmonella sp. Dengan Variasi 

Konsentrasi Bawang Putih (Alium sativum) Pada 
Telur Asin. 

Jenis Jurnal JIP Jurnal Ilmu dan Industri Perternakan 
Penulis (Kiramang, Hidayat dkk, 2016) 
Tujuan Bertujuan untuk mengetahui bagaimana 

pertumbuhan Salmonella sp. dengan pemberian 
konsentrasi (Allium sativum) bawang putih yang 
berbeda pada telur asin dan bagaimana pertumbuhan 
Salmonella sp.  

Metode deskriftif kuantitatif n 
Hasil  Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan 

bahwa konsentrasi bawang putih yang cenderung 
berkurang pertumbuhan koloni Salmonella sp. Pada 
70%, Pengasinan yang terlihat pertumbuhan koloni 
Salmonella sp. menurun ialah hari ke-15.  

Perbedaan  Pada jurnal ini uji Salmonella sp. menggunakan 
bawang putih sebagai acuannya dan tidak 
menggunakan media yang ditujukan pada bakteri 
tersebut tidak seperti penilitian ini menggunakan 
media bahan yang selektif XLD dan ditujukan sesuai 
kemampuan pertumbuhan dari Salmonella sp. 

Tabel 2. 5 Jurnal Terdahulu 5 
Judul  Analisa Total Bakteri Pada Ikan Tuna Asap Yang 

Direndam Dengan Asap Cair “Waa Sagu” Selama 
Penyimpanan Pada Suhu Kamar 

Jenis Jurnal Majalah BIAM 
Penulis (Nanlohy 2014)  
Tujuan Bertujuan untuk mengetahui mutu mikrobiologis 

(total plate count) ikan tuna asap yang direndam 
dengan asap cair “waa sagu” selama penyimpanan 
suhu kamar. Hasil analisa total bakteri pada ikan tuna 
asap masih memenuhi syarat SNI serta aman dan 
layak untuk dikonsumsi. 

Metode Metode eksperimen n 
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Hasil  Hasil analisa total bakteri pada ikan tuna asap masih 
memenuhi syarat SNI serta aman dan layak untuk 
dikonsumsi. Asap cair dari “waa sagu” dapat 
memperpanjang masa simpan ikan tuna selama 10 
hari pada suhu kamar.  

Perbedaan  Pada jurnal ini perhitungan TPC mengacu pada lama 
penyimpanan tidak ada acuan perhitungan yang 
dilakukan jika perhitungan ini dilakukan sesuai 
standart SNI 2332-3-2015 yang dipilih seperti 
penelitian ini hasil nilai dapat dibandingan dan tidak 
terjadi perbedaan nilai yang signifikan. Karena 
semakin lama penyimpanan semakin banyak koloni 
bakteri yang mati dan bakteri tidak dapat dihitung.  

Tabel 2. 6 Jurnal Terdahulu 6 
Judul  Pengujian Salmonella Dengan Menggunakan Media 

SSA Dan E.Coli Menggunakan Media Emba Pada 
Bahan Pangan. 

Jenis Jurnal Jurnal Indobiosains 
Penulis (Fatiqin, Novita dkk, 2019) 
Tujuan Tujuan untuk mendeteksi bakteri Salmonella sp. 

dengan media SSA (Salmonella shigela agar) pada 
beberapa bahan pangan yang berasal dari ikan dan 
daging olahan. 

Metode Selektif  n 
Hasil  Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa semua 

bahan pangan yang diuji untuk mendeteksi adanya 
Salmonella sp. dengan menggunakan media SSA 
menunjukkan hasil yang negatif. 

Perbedaan  Pada jurnal ini untuk mendeteksi adanya Salmonella 
sp. menggunakan media SSA bukan media selektif 
yang dikhuskan seperti XLD yang langsung 
ditanamkan pada medianya. Tidak seperti media 
SSA yang membutuhkan media tambahan untuk 
menghambat shigela-nya agar tidak tumbuh.  
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BAB III  

METODOLOGI PENELITIAN 
3.1 Metodelogi Penelitiann 

Penelitian pengujian ini menggunakan deskriptif kualitatif yang 

dipilih untuk menghitung nilai mikroba TPC (Total Plate Count) tujuannya 

untuk melihat dan menghitung adanya mikroba total sehingga dapat 

menjabarkan dalam bentuk narasi suatu data seperti tahap isolasi sampai hasil 

pengujian ada tidaknya cemaran bakteri Salmonella sp.  

Pada pengambilan sampel ikan layur (Trichiurus lepturus) dilakukan 

secara purposive sampling sesuai kebutuhan peneliti yakni dengan cara 

membeli ikan layur (Trichiurus lepturus) di pasar tradisional dan pasar 

modern (supermarket) berbeda yang ada di wilayah Surabaya, masing-masing 

ikan dibeli sebanyak 1kg dari 8 titik lokasi yang ditentukan untuk 

menyamakan dalam pembelian sampel ikan diharapkan lokasi tersebut dapat 

mewakili dari setiap bagian Surabaya karena pada bulan persebaran dan 

pasokan penjualan ikan layur (Trichiurus lepturus) ditemukan pada 8 lokasi 

yang terdapat transaksi penjualan ikan layur (Trichiurus lepturus) untuk 

kebutuhan penelitian.  

3.2 Penentuan Penelitian 

3.2.1 Lokasi dan Waktu  

Lokasi pengambilan sampel ikan layur didapatkan pada 4 

pasar tradisional dan 4 pasar modern (supermarket) wilayah Surabaya 

yang menjadi salah satu pasokan pengiriman dan penjualan ikan layur 

(Trichiurus lepturus). Sampel ikan layur setelah itu diujikan pada 

Instalasi KIPM Surabaya II waktu dilaksanakan pengambilan data dan 

pengujian selama 2 bulan pada bulan Maret-Mei 2023. Pengambilan 

sampel ikan layur (Trichiurus lepturus) dilakukan pembelian di 

beberapa pasar tradisonal dan modern (supermarket) di 7 kelurahan 

diantaranya : 

Kelurahan Nyamplungan pasar tradisional 1, Kelurahan 

Petemon pasar tradisional 2, Kelurahan Kupang krajan pasar 

tradisional 3, Kelurahan Dupak pasar tradisional 4, Kelurahan 
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Klampis ngasem pasar modern 1, Kelurahan Tanjungsari pasar 

modern 3 dan 4, Kelurahan Babatan pasar modern 3.   

Gambar 3. 1 Peta lokasi pengujian 
 

Pada Gambar 3.1 adalah lokasi pengambilan sampel dan pengujian sampel 

yang pertama di pasar tradisional 1 terletak pada Kelurahan Nyamplungan, lintang 

7°14'5.07"S, 112°44'26.77"T. Pasar tradisional 2 terletak pada Kelurahan Petemon, 

lintang 7°15'38.06"S, 112°43'0.62"T. Pasar tradisional 3 terletak pada Kelurahan 

Kupang krajan, lintang 7°16'5.24"S, 112°42'49.80"T. Pasar tradisional 4 terletak 

pada Kelurahan Dupak, lintang 7°14'20.22"S, 112°43'2.64"T. Pasar modern 1 

terletak pada Kelurahan Klampis ngasem lintang 7°17'30.17"S, 112°46'48.46"T. 

Pasar modern 2 terletak pada Kelurahan Tanjungsari lintang 7°16'18.90"S, 

112°41'24.16"T. Pasar modern 3 terletak pada Kelurahan Babatan lintang  

7°17'34.18"S, 112°40'38.77"T. Pasar modern 4 terletak pada Kelurahan 

Tanjungsari lintang 7°16'50.69"S, 112°41'2.01"T. Dan laboratorium pengujian 

sampel terletak di jemundo lintang 7°22'18.32"S, 112°41'14.62"T. 

3.2.2 Teknik Pengambilan Data  

Pengambilan dilakukan secara data primer merupakan data 

yang didapatkan secara langsung dari sumber asli (Pramiyati, dkk 
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2017). Pengambilan data primer dilakukan dengan cara mencatat hasil 

dari kegiatan observasi, wawancara, serta partisipasi aktif, antara lain: 

a. Observasi  

Menurut (Ratiabriani,dkk. 2016), observasi yaitu kegiatan 

pengamatan yang dilakukan secara langsung terhadap obyek yang 

diteliti dengan tujuan untuk melengkapi data yang kurang pada 

penelitian. Kegiatan observasi ini dilakukan agar dapat menjelaskan 

tahap-tahap pada kegiatan pengujian TPC (Total Plate Count) dan 

cemaran bakteri dari Salmonella sp. secara runtut dan detail serta 

dapat menyimpulkan kekurangan ataupun kelebihan dari suatu 

tindakan yang dilakukan.  

b. Wawancara  

Suatu usaha yang bertujuan untuk mendapatkan data atau 

informasi yang dibutuhkan untuk kegiatan penelitian yang dilakukan 

melalui tanya jawab langsung antara peneliti dengan responden 

merupakan pengertian dari wawancara (Ratiabriani dan Purbadharmaja 

2016). Wawancara yang dilakukan pada pengujian skripsi di Instalasi 

KIPM Surabaya II dengan cara melakukan tanya jawab mengenai 

pengujian TPC (Total Plate Count) dan identifikasi bakteri Salmonella 

sp. mulai dari persiapan sampel hingga proses pengujian serta kendala 

yang terdapat pada kegiatan pengujian. 

c. Partisipasi Aktif  

Keterlibatan atau keikutsertaan mahasiswa secara aktif baik 

pikiran maupun tenaga dalam kegiatan pengujian guna pengembangan 

daya pikir serta dapat menyampaikan hasil pikirannya secara 

komunikatif untuk mencapai keoptimalan dalam pengujian (Yanuarto 

2015) Partisipasi aktif ini adalah mahasiswa langsung terjun dan andil 

dalam setiap rangkaian kegiatan dalam kegiatan pengujian terkait judul 

skripsi yang meliputi pengambilan sampel, eksekusi sampel, 

pembuatan media bahan sampai masuk pada laboratorium 

mikrobiologi.  
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d. Diagram alir  

 
 

Gambar 3. 2 Diagram alir 
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PENENTUAN TOTAL PLATE COUNT (TPC) / ANGKA LEMPENG 

TOTAL (ALT) DENGAN METODE SNI 2332-3-2015 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Homogenasi 25gr sampel + 
larutan BFP 225ml 

Seri pengenceran 10-2,10-3,10-4, 
10-5 

Pipet 1ml dari homogenate ke 
tabung reaksi BFP pertama 
(sebagai pengenceran 10-2) 

Pipet 1ml dari 10-2 ke cawan 
petri kosong yang akan dituang 

media PCA. Lakukan duplo 

Media PCA 
• Tuang ke petri kosong sebagai kontrol (-) 
• Tuang TTC @500µl per 100ml PCA dan ke cawan 

petri kosong sebagai kontrol (+) 

Tuang media PCA ke petri yang berisi sample 
pengenceran 10-2,10-3,10-4, 10-5 

Cawan petri berisi media PCA dihomogenkan dengan 
membentuk angka delapan secara perlahan dan ditunggu 

media memadat. Media PCA berisi sample diinkubasi 
selama 48 jam 

Hitung koloni yang tumbuh dengan coloni counter 

Pipet 1ml dari 9ml BFP (10-2) ke 
tabung reaksi 9ml BFP ketiga 

(sebagai pengenceran 10-3) 

Pipet 1ml dari 10-3 ke cawan 
petri kosong yang akan dituang 

media PCA. Lakukan duplo 

Pipet 1ml dari 9ml BFP (10-3) ke 
tabung reaksi 9ml BFP ketiga 

(sebagai pengenceran 10-4) 
 

Pipet 1ml dari 10-4 ke cawan 
petri kosong yang akan dituang 

media PCA. Lakukan duplo 

Pipet 1ml dari 9ml BFP (10-4) ke 
tabung reaksi 9ml BFP ketiga 

(sebagai pengenceran 10-5) 
 

Pipet 1ml dari 10-5 ke cawan 
petri kosong yang akan dituang 

media PCA. Lakukan duplo 
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PENENTUAN Salmonella sp. DENGAN METODE ISO 6579.2015 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Homogenasi 25gr sampel + larutan BPW 225ml 

Diinkubasi 37℃ selama 24 jam (hari 1) 

• 09 ml larutan MKTTN (Warna putih keruh) diinokulasi 1000µl 
• 09 ml larutan RV (Warna biru tua) diinokulasi 100µl 

Diinkubasi 37℃ untuk MKTTN dan 42℃ untuk RV selama 24 jam 
(hari 2) 

 
Inokulasi dari larutan MKTTN & RV masing-masing digores ke 

media XLD (Warna merah) 

Diinkubasi 37℃ selama 24 jam (hari 3) 

 
XLD (+) : warna pink dengan atau tanpa titik hitam 

Ditanam tusuk dan gores ke TSIA (Tabung reaksi warna merah) 
Ditanam tusuk dan gores ke LIA (Tabung reaksi warna ungu) 
 

Diinkubasi 37℃ selama 24 jam (hari 5) 

 
TSIA (+) : K/A (bagian atas merah/bagian bawah kuning) 
LIA (+) : warna koloni tetap ungu 
Uji Biokimia (VP, TB,Urea) 

Diinkubasi 37℃ selama 24 jam (hari 6) 

 
Pembacaan Biokimia 

Diinkubasi 37℃ selama 24 jam (hari 4) 

 

Inokulasi media XLD dengan mengambil 1 koloni dan 
tanam ke media TSA 
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3.3 Alat dan Bahan 

3.3.1 Alat  

  Alat yang digunakan dalam pengujian ikan layur meliputi: 
Tabel 3. 1 Alat Pengujian  

NO NAMA ALAT FUNGSI KEBUTUHAN 

1.  Refrigenerator Untuk tempat menyimpan media  1 

2.  Laminary Air Flow 

(LAF) 

Untuk melindungi media dari kontaminasi  
1 

3.  Autoclave  Untuk mensterilkan alat dan bahan 1 

4.  Frezeer  Untuk tempat menyimpan sampel 1 

5.  Tabung reaksi Untuk tempat lautan dan media  48 tabung 

6.  Rak tabung reaksi  Untuk tempat tabung reaksi 8 biji 

7.  Hot plate  Untuk memanaskan dan menghomogenkan 

larutan 
1 

8.  Magnet stirrer Untuk menghomogenkan larutan  4 

9.  Timbangan analitik Untuk menimbang bahan yang digunakan 

dengan ketelitian 0,01g 
1 

10.  Erlenmeyer Untuk tempat larutan dan media 2 (500ml) 

11.  Beaker glass Untuk tempat pembuatan larutan dan media 3 biji 

12.  Gelas ukur  Untuk mengukur larutan yang dibutuhkan  2 biji 

13.  Botol scoot  Untuk tempat larutan homogenat 16 botol 

14.  Sectio set nekropsi Untuk membedah sampel 1 set (8 biji) 

15.  Bunsen Untuk pengkondisian aseptis 1 

16.  Cawan petri Untuk tempat media sampel 72 

17.  Inkubator Untuk menginkubasi bakteri dengan suhu 

35℃ dan suhu 42℃ 
1 

18.  Oven  Untuk mensterilkan alat  1 

19.  Jarum inokulasi (Ose) Untuk mengambil isolat bakteri 8 

20.  Mikro pipet Alat untuk membantu mengambil larutan 

dengan volume 1-1000µl 
2 

21.  Blue tip Untuk mengambil larutan dengan volume 1-

1000µl 
60 biji 

22.  Stomacher Untuk menghomogenkan larutan 1 

23.  Timbangan digital  Untuk menimbang sampel 1 

24.  Water bath  Untuk menghangatkan sampel 1 
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3.3.2 Bahan  

  Bahan yang dibutuhkan untuk pengujian TPC (Total Plate Count), 

Salmonella sp. dan uji pengahambat Salmonella sp. meliputi: 
Tabel 3. 2 Bahan Pengujian 

NO NAMA BAHAN  FUNGSI KEBUTUHAN 

1.  Plastik aseptis Sebagai wadah media sampel 8 

2.  Spirtus  Sebagai pengkondisian aseptis  1 

3.  Kertas  Sebagai pembungkus alat sterilisasi  40 

4.  Alumunium foil  Sebagai pembungkuas alat dan bahan  1 

5.  Kapas  Sebagai penutup tabung reaksi  250g 

6.  Karet gelang  Sebagai pengaret pembungkus media  1 pak 

7.  Tisu  Sebagai membersihkan alat  1 wadah 

8.  Alkohol 70% Sebagai pengkondisian aseptis  500ml 

9.  Butterfield’s buffered phosphate 

(BFP) 

Sebagai bahan pembuatan media 

homogenat BFP 
15g 

10.  Plate Count Agar (PCA) Sebagai bahan pembuatan media agar 

TPC 
18g 

11.  Buffered Pepton Water (BPW) Sebagai bahan pembuatan media 

homogenat BPW 
15g 

12.  Rappaport Vassiliadis Medium 

(RV) 

Sebagai bahan pembuatan larutan 

media RV 

21g 
13.  Larutan MgCl2 Sebagai bahan pembuatan larutan 

media RV  

14.  Larutan Malachite green  Sebagai bahan pembuatan larutan 

media RV 

15.  Xylose Lysine Desoxycholate 

(XLD) agar  

Sebagai bahan pembuatan media agar 

XLD 
10g 

16.  Muller-Kauffmann 

Tetrarhionate-Novobiocin Broth 

(MKTTn) 

Sebagai bahan pembuatan larutan 

media MKKTn 

21g 

17.  Bubuk Novobiocin Sebagai campuran bahan MKKTn 

yang dilarutkan 

18.  Lysie Iron Agar (LIA) Sebagai bahan pembuatan larutan 

media LIA 
10g 

19.  Triple Sugar Iron Agar (TSIA) Sebagai bahan pembuatan larutan 

media TSIA 
10g 

20.  Tryptone watermetyle Red-

Voges-Proskauer (MRVP)  

Sebagai bahan pembuatan larutan 

media MRVP 
8,5g 
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21.  Tryptophan Broth (TB) Sebagai bahan pembuatan media TB  5g 

22.  Urea  Sebagai bahan pembuatan media Urea  5g 

23.  KOH 40% Sebagai pereaksi pada saat uji VP 1 5ml 

24.  Pereaksi Alphanaphtol Sebagai pereaksi pada saat uji VP 2 5ml 

25.  Pereaksi Kovacs  Sebagai pereaksi pada saat uji indol  5ml 

26.  Aquadest  Sebagai larutan pengencer  1ltr 

3.4 Prosedur Penelitian  

3.4.1 Sterilisasi Alat dan Bahan  

Langkah pertama yang harus dipersiapkan dalam proses identifikasi 

bakteri Salmonella sp. ialah preparasi alat. Alat yang dibutuhkan dalam 

proses identifikasi bakteri seperti tabung reaksi, cawan petri, terlebih dahulu 

disterilisasi untuk meminimalisir terjadinya kontaminasi. Adapun dua jenis 

sterilisasi yang dilakukan yaitu : 

1) Sterilisasi Basah 

Sebelum melakukan sterilisasi basah, alat yang akan 

disterilisasi di bungkus dengan kertas untuk menghindari kerusakan 

karena terpapar panas pada saat sterilisasi. Proses sterilisasi basah 

dilakukan dengan menggunakan alat autoclave, cawan petri dan 

tabung reaksi yang telah terbungkus kertas, ditata di dalam 

keranjang autoclave dan dimasukkan dalam autoclave. Proses 

sterilisasi basah dilakukan dalam waktu 15 menit dengan suhu 

121℃ dengan  tekanan 1 atm (Wulandari,dkk. 2021).  

2) Sterilisasi Kering   

Sterilisasi kering dilakukan sesudah sterilisasi basah 

dengan menggunakan oven. Cawan petri dan tabung reaksi yang 

akan disterilisasi kering ditata dengan tidak menyetuh bagian 

belakang permukaan oven untuk menghindari kebakaran atau 

kerusakan pada alat. Sterilisasi basah ini dilakukan di dalam oven 

selama 15 menit, suhu 70℃ dengan tekanan 1 atm (Wulandari, 

dkk. 2021). 

3.4.2 Metode Pengambilan Sampel 

Pengambilan sampel menggunakan metode purposive 

sampling ikan dibeli fresh pada 8 lokasi yaitu 4 pasar tradisional dan 

4 supermarket wilayah Surabaya ikan layur (Trichiurus lepturus) 
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dibeli secara langsung, masing-masing dibeli sebanyak 1kg per 

sampel dan dimasukkan ke dalam plastik sampel yang higienis 

setelah itu di bawah ke laboratorium guna dilakukan pengujian.  

Prosedur kerja dilakukan secara steril dimana alat dan bahan 

dipersipkan lalu disterilkan, setelah itu dilakukan pengujian Total 

Plate Count dengan cara pengenceran pada sampel dari pengenceran 

10-2 sampai 10-5 yang mana setiap 1 tabung pengenceran terdapat 2 

cawan petri. Kemudian tahap pembuatan media agar menggunakan 

Plate Count Agar (PCA) yang dilarutkan menggunakan aquades lalu 

di autoclave selama 15 menit 121℃ (Standard 2015). 

Tahap kedua ialah identifikasi cemaran Salmonella sp. pada 

ikan layur sesuai ketentuan dilakukan tahap pra pengkayaan, 

pengkayaan, isolasi, uji praduga, dan uji biokimia. 

3.4.3 Pembuatan Media Pengujian 

Untuk melakukan pengujian TPC dan bakteri diperlukan 

persiapan dan pembuatan media terlebih dahulu. Adapun media 

yang digunakan dan cara membuatnya sebagai berikut.  

1. Media PCA (Plate Count Agar) 

Pembuatan media PCA (Plate Count Agar) dilakukan 

dengan mencampurkan PCA powder sebanyak 22,5g dilarutkan 

dengan aquades sebanyak 1000ml masukkan di erlenmeyer  yang 

diberikan stirrer magnetik, dihomogenkan dan dipanskan sampai 

mendidih selama 1 menit lalu sterilisasi dengan autoclave pada 

suhu 121℃ selama 15 menit. Setelah itu media dipindahkan 

dalam water bath yang bertujuan untuk menetapkan konsentrasi 

suhu sebelum media dituang kedalam cawan petri (Djamhur, dkk 

2020).  

2. Media BFP (Butterfield’s buffered phosphate) 

Pembuatan media BFP (Butterfield’s buffered phosphate) 

dengan pengambilan sebanyak 10ml pipet ditambahkan 550 

larutan stok lalu tambahkan sebanyak 1000ml larutan aquades lalu 

sterilisasi dengan autoclave pada suhu 121℃ selama 15 menit. 
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Selanjutnya media dapat dimasukkan pada tabung reaksi dan 

digunakan sesuai kebutuhan (Sulistiani dan Hafiludin 2022).  

3. BPW (Buffered Pepton Water) 

Pembuatan media BPW (Buffered Pepton Water) dilakukan 

dengan mencampurkan BPW powder sebanyak 25,5g dan aquades 

sebanyak 1000ml di dalam beaker glass. Media diapanaskan 

terlebih dahulu diatas hotplate dan dihomogenkan dengan stirrer 

magnetik. Setelah itu media diangkat dari hotplate, diamkan 

sejenak dan tuang BPW (Buffered Pepton Water) pada botol scott 

dengan volume 225ml perbotol scott dan pada tahap selanjutnya 

sterilisasi media BPW menggunakan autoclave. 

4. RV (Rappaport Vassiliadis Medium) 

Pembuatan media RV (Rappaport Vassiliadis Medium) 

dilakukan dengan mencampurkan Rappaport Vassiliadis powder 

yang telah ditimbang sebanyak 21g dan aquades 500ml di dalam 

tabung erlenmeyer, setelah itu media dihomogenkan 

menggunakan stirrer magnetik dan dipanaskan diatas hotplate, 

selanjutnya tutup lubang tabung erlenmeyer menggunakan 

aluminium foil lalu disterilisasi menggunakan autoclave. Setelah 

itu dituang media RV pada tabung reaksi steril dengan volume 

10ml dan tutup lubang dengan kapas, penuangan dilakukan di 

dalam LAF (Laminar air flow). 

5. MKTTn (Muller-Kauffmann Tetrarhionate-Novobiocin Broth) 

Pembuatan media MKTTn dilakukan dengan 

mencampurkan MKTTn powder yang ditimbang sebanyak 21g 

dan aquades sebanyak 500ml dalam tabung erlenmeyer dengan 

ditambahkan novobiocin yang telah dilarutkan, setelah itu media 

dihomogenkan dan dipanaskan dengan hotplate dan stirrer 

magnetik. Setelah media panas diangkat dan tutup lubang 

erlenmeyer dengan alumunium foil dan dilanjutkan dengan 

sterilisasi basah menggunakan autoclave. Setelah itu dituang 

media MKTTn pada tabung reaksi dengan volume 10ml dan tutup 
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menggunakan kapas dan alumunium foil. Penuangan dilakukan di 

dalam LAF (Laminar air flow). 

6. XLD (Xylose Lysine Desoxycholate) 

Pembuatan media XLD dilakukan dengan mencampurkan 

bubuk Xylose Lysine Desoxycholate dengan aquades di dalam 

tabung erlenmeyer, setelah itu media dihomogenkan dan 

dipanaskan di atas hotplate. Setelah media panas diangkat 

sebelum mendidih diangkat dari hotplate lalu tutup erlenmeyer 

dengan alumunium foil. Sterilkan terlebih dahulu media pada 

autoclave setelah itu masukkan dalam cawan petri di bawah LAF 

(Laminar air flow) hingga media memadat (Sulistiani dan 

Hafiludin 2022).  

7. TSA (Tryptic Soy Agar) 

Pembuatan media TSA dilakukan dengan mencampurkan 

bubuk Tryptic Soy Agar dengan aquades di dalam tabung 

erlenmeyer, setelah itu media dihomogenkan dan dipanaskan di 

atas hotplate. Setelah media panas diangkat sebelum mendidih 

diangkat dari hotplate lalu tutup erlenmeyer dengan alumunium 

foil. Sterilkan terlebih dahulu media pada autoclave setelah itu 

masukkan dalam cawan petri di bawah LAF (Laminar air flow) 

hingga media memadat.  

8. TSIA (Triple Sugar Iron Agar) 

Pembuatan media awal dengan cara mencampurkan bubuk 

Triple Sugar Iron Agar yang telah ditimbang sebanyak 65g 

dilarutkan dengan aquades 1000ml dimasukkan dalam tabung 

erlenmeyer, selanjutnya media dihomogenkan dan dipanaskan di 

atas hotplate. Setelah media panas tutup tabung erlenmeyer 

dengan alumunium foil dan dilanjutkan dengan sterilisasi 

menggunakan autoclave. Setelah itu tuang media pada tabung 

reaksi saat sudah hangat. Media dituang pada tabung reaksi dan 

diletakkan pada penangas miring hingga mengeras dibawah LAF 

(Laminar air flow) yang telah disinari dengan UV, lalu media 

disimpan dalam refrigerator. 
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9. LIA (Lysie Iron Agar) 

Pembuatan media LIA dilakukan dengan menggunakan 

bahan Lysie Iron Agar Powder yang telah ditimbang sebanyak 32g 

dilarutkan dengan aqudes 1000ml dimasukkan dalam tabung 

erlenmeyer, selanjutnya media dihomogenkan dan dipanaskan di 

atas hotplate. Setelah media panas tutup  tabung erlenmeyer 

dengan alumunium foil dan dilanjutkan dengan sterilisasi 

menggunakan autoclave. Setelah itu tuang media pada tabung 

reaksi saat sudah hangat. Media dituang pada tabung reaksi dan 

diletakkan pada penangas miring hingga mengeras dibawah LAF 

(Laminar air flow) yang telah disinari dengan UV, lalu media 

disimpan dalam refrigerator. 

10. VP (Voges Proskauer) 

Bahan pembuatan media VP untuk pengujian Biokimia awal 

mula dengan menimbang sebanyak 3,4g kemudian ditambahkan 

aquades sebanyak 200ml ke dalam beaker glass dan 

dihomogenkan dengan menggunakan stirrer magnetik. 

Pembuatan VP dilakukan tanpa menggunakan pemanasan, setelah 

dihomogenkan media dimasukkan kedalam tabung reaksi. Setelah 

dimasukkan tabung reaksi media VP diautoklaf dengan suhu 

121℃ selama 15menit kemudian disimpan di dalam LAF 

(Laminar air flow) selama 24 jam, lalu dimasukkan kedalam 

refrigerator. 

11. TB (Triptone Broth) 

Bahan dasar TB berbentuk serbuk yang tidak berwarna atau 

bening walaupun telah larut dalam aquades. Dalam pembuatan 

media TB ini awal dengan menimbang sebanyak 10g kemudian 

diberi aquades sebanyak 1000ml ke dalam beaker glass yang 

diberi stirrer magnetik. Panaskan TB di atas hotplate sampai 

mendidih, setelah mendidih kemudian tunggu hingga suhu media 

tidak terlalu panas. Setelah itu di distribusikan  ke dalam tabung 

reaksi,  lalu autoclave dengan suhu 121℃ selama 15 menit 
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kemudian disimpan di dalam LAF (Laminar air flow) selama 24 

jam, lalu dimasukkan ke dalam refrigerator. 

12. Urea 

Pembuatan media urea dengan menimbang bahan dasar 

Urea Agar Base sebanyak 21,45g dan urea sebanyak 20,4g. Pada 

Urea Agar Base dimasukkan kedalam erlenmeyer yang diberi 

magnetic stirer dan ditambahkan aquades sebanyak 1000ml. 

diletakkan urea di atas hotplate sampai mendidih, setelah 

mendidih erlenmeyer ditutup dengan aluminium foil dan 

dimasukkan dalam autoclave dengan suhu 121℃ selama 15menit 

diamkan sampai suhu tidak terlalu panas lalu dimasukkan urea dan 

dihomogenkan. Setelah itu didistribusikan kedalam tabung reaksi, 

lalu disimpan di dalam LAF (Laminar air flow) selama 24 jam, 

lalu dimasukkan ke dalam refrigenerator. 

13. Pereaksi Kovacs 

Pada pembuatan pereaksi kovacs pertama timbang media 

Dimethyl amino benzaldehyde sebanyak 5g kemudian larutkan 

menggunakan stirrer magnetik ke dalam beaker glass yang berisi 

75ml alkohol dan perlahan ditambahkan 25ml HCl setelah itu 

simpan pada suhu 4℃. 

14. Pereaksi Alphanapthol 

Pada pembuatan pereaksi Alphanapthol pertama timbang 

Alphanapthol sebanyak 5g kemudian larutkan menggunakan 

stirrer magnetik ke dalam beaker glass yang berisi 100ml alkohol 

setelah itu pindahkan pereaksi dalam botol. 

15. Pereaksi Potassium hydroxide 40% 

Pada pembuatan pereaksi Potassium hydroxide 40% atau 

KOH 50% ini diperlukan penimbangan KOH sebanyak 40g 

kemudian larutkan menggunakan stirrer magnetik dalam beaker 

glass yang berisikan 100ml aquades lalu dimasukkan ke dalam 

botol steril. 
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3.4.4 Pengujian Total Plate Count (TPC)  

Metode pengujian TPC (Total Plate Count) sesuai SNI 

(Standard 2015) umumnya menggunakan cara spread plate yang 

mana sebelumnya dilakukan pengenceran terlebih dahulu yang 

dimasukkan kedalam tabung cairan BFP (Butterfield’s buffered 

phosphate) dan sampel diambil sebanyak 1ml. setelah itu sampel 

dimasukkan kedalam cawan diberi cairan media PCA (Plate Count 

Agar) dan diputar membentuk angka delapan dan ditunggu hingga 

memadat dan diinkubasi selama 48 jam lalu diamati dengan 

menggunakan colony counter. 

Cara menentukan hasil pengujian TPC (Total Plate Count) 

berdasarkan SNI 2332-3-2015 sebagai berikut: 

1. Cawan yang dipilih dan dihitung adalah kumpulan antara 

jumlah koloni 25 sampai 250. 

2. Beberapa koloni yang bergabung menjadi satu merupakan 

suatu kumpulan koloni yang besar dimana jumlah koloninya 

dapat dihitung sebagai satu koloni. 

3. Suatu deretan (membentuk rantai) koloni yang terlihat sebagai 

suatu garis tebal dihitung sebagai satu koloni. 

4. Tidak ada permukaan spreader (koloni yang menutup lebih dari 

setengah luas cawan petri) 

Data yang dilaporkan sebagai nilai TPC (Total Plate Count) 

mengikuti aturan yang ada, sebagai berikut: 

1. Hasil angka yang dilaporkan terdiri dari dua angka, yaitu angka 

pertama dan angka kedua. Jika angka ketiga sama dengan atau 

lebih besar dari 5, maka dibulatkan satu angka lebih tinggi pada 

angka yang kedua. 

2. Jika digunakan dua cawan petri (duplo) per pengenceran, data 

yang diambil harus dari kedua cawan tersebut, tidak boleh 

diambil salah satu. 

3. Pada perhitungan jumlah koloni di cawan petri jika koloni 

kurang dari 25 maka dianggap tidak ada dan jika koloni lebih 

dari 250 maka dikatakan TBUD (Standard 2015). 
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3.4.5 Pengujian Cemaran Salmonella sp. 

1. Pre Enrichment (Pra Pengkayaan) 

Pre Enrichment merupakan tahap sebelum pengkayaan 

bakteri yang dilakukan pada sampel yang telah dinekropsi dan 

dimasukkan dalam plastik sampel sebanyak 25g yang diberi 

larutan BPW (Buffered Pepton Water) sebanyak 225ml, kemudian 

dihomogenkan dalam mesin stomatcher selama 10 detik, 

selanjutnya homogenat diinkubasi dalam inkubator selama 24jam 

pada suhu 35℃ (Azizah dan Soesetyaningsih 2020). 

2. Enrichment (Pengkayaan) 

Pada tahap pengkayan bakteri Salmonella sp. dilakukan di 

dalam LAF (Laminar air flow) dan dilakukan di dekat bunsen 

untuk menghindari kontaminasi. Tahap pengkayan ini dilakukan 

pada media RV (Rappaport Vassiliadis Medium) dan MKTTn 

(Muller-Kauffmann Tetrarhionate-Novobiocin Broth) yang telah 

disiapkan pada tabung reaksi, dengan cara meletakkan tabung 

reaksi media ke rak tabung sesuai jumlah sampel yang diuji, ambil 

homogenat yang telah diinkubasi selama 24jam, selanjutnya input 

homogenat menggunakan mikropipet dan mikrotip (bluetip). 

Untuk media RV homogenat sampel diambil sebanyak 0,1ml 

(100µl) mikropipet, sedangkan untuk MKTTn diambil sebanyak 

1ml (1000µl) mikropipet setelah itu di inkubasi pada suhu 42℃ 

pada sample media RV dan pada sample MKTTn di inkubasi pada 

suhu 35℃ selama 24jam pada masing-masing tabung (Andrews 

et al. 2018).  

3. Presumtive Test (Uji Pendugaan) 

Tahap ketiga yaitu uji pendugaan, dilakukancpada sampel 

RV dan MKKTn yang sebelumnya telah diinkubasi selama 24jam. 

Media yang digunakan pada uji pendugaan ini adalah media XLD 

(Xylose Lysin Desoxycholate) yang telah tersedia dalam cawan 

petri, lalu pada media RV dan MKTTn di inokulasi (streak) zig-

zag menggunakan jarum ose steril pada media XLD, setelah itu 

inkubasi XLD dengan posisi cawan terbalik selama 24jam pada 
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suhu 35℃. Dengan begitu nantinya akan tumbuh beberapa koloni 

pada media XLD, berdasarkan standart ISO (International 

Organization for Standardization) 6579:2015 koloni terduga 

Salmonella sp. pada media XLD yakni memiliki ciri berwarna 

merah muda dengan atau tanpa titik hitam (H2S) (Warsiki, dkk. 

2016). 

4. Confirmation Test (Uji Penegasan/Konfirmasi) 

Confirmation test merupakan tahap uji penegasan atau uji 

lanjutan yang dilakukan pada sampel yang memiliki koloni merah 

muda pada media XLD, uji ini dilakukan menggunakan media 

TSA (Tryptic Soy Agar) untuk memurnikan kembali koloni pada 

media selektif XLD sebelum ditanam pada media miring TSIA 

(Triple Sugar Iron Agar) dan LIA (Lysie Iron Agar). Uji ini 

dilakukan dengan cara menginokulasi sampel dari media XLD ke 

TSA plate menggunakan jarum ose steril dengan teknik inokulasi 

(streak) zig-zag lalu inkubasi selama 24jam pada suhu 35℃, 

setelah diinkubasi koloni yang tumbuh di tanam pada media 

miring TSIA dan LIA menggunakan jarum ose steril dengan 

teknik tusuk dan zig-zag, teknik tusuk dilakukan pada media 

bagian bawah dan teknik gores dilakukan pada bagian miring 

media TSIA dan LIA lalu inkubasi selama 24jam pada suhu 35℃. 

Setelah melalui tahap inkubasi reaksi Salmonella sp. pada media 

TSIA dan LIA dapat diidentifikasi (Antriana 2014). 

5. Biochemical Test (Uji Biokimia) 

Uji biokimia merupakan uji lanjut yang dilakukan setelah 

identifikasi pada media TSIA. Uji biokimia dilakukan dengan 

beberapa media antara lain VP (Voges Proskauer), TB (Triptone 

Broth) dan Urea uji biokimia dilakukan dengan perlakuan celup 

pada media cair dan perlakuan gores pada media padat miring. 

Setelah semua media mendapat perlakuan dari koloni terduga, 

dilanjutkan dengan inkubasi selama 24jam pada suhu 35℃ ±1atm.  

 Setelah diinkubasi selanjutnya dilakukan pembacaan uji 

biokimia dengan perlakuan media VP berikan larutan VP1 (alpha 
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napthol) sebanyak ⅟4 atau sekitar 600µl dilanjutkan dengan 

penambahan VP2 (KOH 40%) sebanyak 200µl setelah VP1 dan 

VP2 dimasukkan tabung dihomogenkan dan diamati reaksi yang 

terjadi, selanjutnya TB diberi tetesan larutan Kovacs sebanyak 

1ml dan diamati reaksi yang terjadi dan yang terakhir Urea 

dilakukan pembacaan jika berwarna pink maka dihasilkan negatif 

jika tidak terjadi reaksi maka hasilnya positif (’Christanti, dkk. 

2019).   

3.4.6 Analisis Data  

Perhitungan Total Plate Count (TPC) 

Catat angka pada pengenceran yang digunakan lalu hitung jumlah 

total mikroba koloni. Pada perhitungan Total Plate Count (TPC) / Angka 

Lempeng Total (ALT) sesuai SNI 2332-3-2015 (Standard 2015) : 

𝑁 =
∑ 𝐶

[(1𝑥 𝑛1)  +  (0,1 𝑥 𝑛2)]𝑥𝑑
 

Keterangan:  

N = jumlah koloni produk dinyatakan dengan koloniper Ml atau koloni per g 

∑C = jumlah koloni pada semua cawan yang dihitung 

n1 = jumlah cawan pada pengenceran pertama yang dihitung  

n2 = jumlah cawan pada pengenceran kedua yang dihitung 

d = pengenceran pertama yang dihitung  
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BAB VI 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Hasil Penelitian 

4.1.1 Nilai Uji TPC (Total Plate Count) 

Hasil data yang diperoleh dari perhitungan jumlah koloni pada uji 

TPC (Total Plate Count) pada ikan layur (Trichiurus lepturus) dianalisis 

secara penjabaran deskriptif dalam bentuk tabel dan disertai narasi.  

 

 

 

 

 
 
 

Gambar 4. 1 pertumbuhan koloni bakteri TPC 
Keterangan: A, koloni bakteri ikan layur (Trichiurus lepturus)   

(Sumber: Dokumentasi pribadi, 2023) 
 

Pada Gambar 4.1 merupakan hasil pertumbuhan koloni bakteri pada 

ikan layur (Trichiurus lepturus) menggunakan media pengkayaan BFP 

(Butterfield’s buffered phosphate) dan media TSA (Tryptic Soy Agar) 

sebagai agarnya pada saat penuangan media ditambahkan adanya cairan 

TTC (Tryphenil-Tetrazolium Chloride) sebagai warna tambahan yang dapat 

mempengaruhi pertumbuhan mikroba di media PCA. TTC tidak berwarna 

jika direduksi, TTC direduksi menjadi formazan yang tidak larut dalam sel 

mikroba sehingga menghasilkan koloni berwarna merah. Konsentrasi TTC 

ditambahkan ke media kultur sangat penting karena pada tingkat tinggi 

dapat memiliki efek merusak. Konsentrasi TTC yang digunakan dalam 

media kultur harus cukup rendah untuk menghambat pertumbuhan (Dewi et 

al. 2022). TTC merupakan pewarna yang sering digunakan untuk 

perhitungan koloni mikroba pada media kultur padat, seperti pada 

perhitungan TPC (Total Plate Count) pada ikan layur (Trichiurus lepturus). 

Berikut hasil perhitungan jumlah mikroba pada 8 sampel ikan layur dapat 

dilihat pada tabel 4.1 

A 
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Tabel 4. 1 Hasil rata-rata perhitungan nilai TPC (Total Plate Count) 

TBUD = Terlalu Banyak Untuk Dihitung, TMS = Tidak Memenuhi Syarat, MS = Memenuhi Syarat 
 

Sesuai dengan ketentuan (Standard 2015) SNI 2332-3-2015 

mengenai nilai batas maksimum cemaran mikroba pada ikan layur 

(Trichiurus lepturus) yaitu sebesar 5,0 x 105 CFU/ml. berdasarkan hasil 

perhitungan koloni bakteri Uji TPC (Total Plate Count) terdapat 2 sampel 

tidak memenuhi syarat dan 6 sampel memenuhi syarat sesuai nilai standart 

SNI 2332-3-2015 pada ikan segar dan beku. Pada sampel Tradisional 1, 

sampel ikan layur memenuhi syarat nilai sebesar 1,1 x 105 CFU/ml. Pada 

sampel Tradisional 2, sampel ikan layur memenuhi syarat nilai sebesar 2,4 

x 107 CFU/ml. Pada sampel Tradisional 3, sampel ikan layur memenuhi 

syarat nilai sebesar 1,7 x 107 CFU/ml. Pada sampel Tradisional 4, sampel 

ikan layur tidak memenuhi syarat nilai sebesar 6,8 x 106 CFU/ml. Pada 

sampel Modern 1, sampel ikan layur memenuhi syarat nilai sebesar 1,7 x 

107 CFU/ml. Pada sampel Modern 2, sampel ikan layur memenuhi syarat 

nilai sebesar 1,8 x 106CFU/ml. Pada sampel Modern 3, sampel ikan layur 

tidak memenuhi syarat nilai sebesar  5,3 x 104 CFU/ml. Pada sampel Modern 

4, sampel ikan layur memenuhi syarat nilai sebesar 3,0 x 106 CFU/ml.  

Analisis perhitungan pada tabel 4.1 terjadi TBUD (Terlalu Banyak 

Untuk Dihitung) disebabkan oleh swam terlalu banyaknya bakteri yang ada 

pada tabung reaksi 10-2 dan dugaan pada tabung reaksi 10-3 dan 10-4 terjadi 

nilai TBUD karena pengolahan yang belum maksimal dan juga akibat 

lingkungan penjualan yang kurang higienis sehingga memudahkan terjadi 

kontaminasi bakteri (Djamhur, dkk. 2020) dapat dikaitkan dengan yang ada 

NO 
Kode Sampel 

Jumlah Koloni Standart 

Plate 

Count 

Batas 

Maksimum 

Cemaran Keterangan 
10-2 10-3 10-4 10-5 

1 2 1 2 1 2 1 2 

1.  Tradisional 1 TBUD TBUD 114 100 15 10 1 0 5,0 x 105 1,1 x 105 MS 

2.  Tradisional 2 TBUD TBUD TBUD TBUD TBUD TBUD 74 61 5,0 x 105 2,4 x 107 MS 

3.  Tradisional 3 TBUD TBUD TBUD TBUD TBUD TBUD 189 156 5,0 x 105 1,7 x 107 MS 

4.  Tradisional 4 TBUD TBUD TBUD TBUD TBUD TBUD 245 231 5,0 x 105 6,8 x 106 TMS 

5.  Modern 1 TBUD TBUD TBUD TBUD TBUD TBUD 178 165 5,0 x 105 1,7 x 107 MS 

6.  Modern 2 TBUD TBUD TBUD TBUD 190 177 24 17 5,0 x 105 1,8 x 106 MS 

7.  Modern 3 TBUD TBUD 57 48 3 4 0 0 5,0 x 105 5,3 x 104 TMS 

8.  Modern 4 TBUD TBUD TBUD TBUD TBUD TBUD 33 26 5,0 x 105 3,0 x 106 MS 
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pada hasil observasi penjual ikan layur yang telah dibeli untuk kebutuhan 

penelitian perlu peninjaun kembali agar terhindar dari kontaminasi bakteri 

produk pada ikan harus ditangani dan diolah dengan baik, karena faktor 

pengolahan dan kondisi lingkungan sangat menentukan kualitas produk. 

Bakteri yang dominan pada produk olahan hasil perikanan adalah bakteri 

halofilik Pseudomas, Vibrio, Micrococus, Bacillus Staphylococcus dan 

Streptococcus (Winarno, 2004; Esterlina dkk. 2014)  

Pada pengambilan sampel peneliti melakukan observasi lapang 

dengan cara melihat bagaimana transaksi jual beli ikan layur yang disajikan 

pada tabel 4.2 dilakukannya observasi ini untuk melihat dan menjadi 

batasan hasil nilai TPC (Total Plate Count) yang sudah dihasilkan pada 

tabel 4.1. 
Tabel 4. 2 Hasil observasi pada penjual ikan layur  

NO SAMPEL HASIL OBSERVASI 

1)  Tradisional 1 

❖ Ikan layur dalam keadaan fresh pengiriman dari laut 
langsung ke pengepul ikan 

❖ Penyajian menggunakan ice parut  
❖ Masa penjualan cepat dan sebagai tempat distribusi 

penjualan kembali 
❖ Penjual mengambil ikan menggunakan sarung tangan 
❖ Penjualan ikan ditempat tertutup sehingga 

mengurangi kontaminasi 

2)  Tradisional 2 

❖ Penjualan ikan layur di pinggir jalan yang di lalu 
lalangi kendaraan 

❖ Penyajian ikan tidak disertai ice dan air 
❖ Masa penjualan yang cenderung lama 
❖ Tempat penjualan yang tidak tertutup  

3)  Tradisional 3 
❖ Ikan layur dalam keadaan fresh 
❖ Penyajian menggunakan ice  
❖ Masa penjualan tidak sampai 1 hari 
❖ Tempat penjualan tergolong higienis 

4)  Tradisional 4 

❖ Ikan layur disajikan dalam keadaan di dalam lengser 
air 

❖ Tempat penjualan di dalam yang terdapat lalu lalang 
dari penjual, pembeli dan beberapa kendaraan 

❖ Penjual tidak memakai sarung tangan 
❖ Masa penjualan sampai 1 hari 

5)  Modern 1 

❖ Ikan layur disajikan dengan menggunakan parutan 
ice yang beku 

❖ Ikan tertutup dengan ice beku 
❖ Tempat penjualan higienis 
❖ Pembeli mengambil ikan dengan sarung tangan dan 

capit di tempat plastik ikan yang baru 
❖ Ikan dimasukkan ke dalam 2 plastik (double) 
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6)  Modern 2 

❖ Ikan layur disajikan dengan menggunakan air ice saja 
❖ Tempat penjualan higienis 
❖ Pembeli mengambil ikan dengan sarung tangan di 

tempat plastik ikan yang baru  
❖ Ikan dimasukkan ke dalam 2 plastik (double) 

7)  Modern 3 

❖ Ikan layur disajikan dengan menggunakan parutan 
ice yang beku 

❖ Ikan tertutup dengan ice beku 
❖ Tempat penjualan tergolong higienis 
❖ Pembeli mengambil ikan dengan sarung tangan dan 

capit di tempat plastik ikan yang baru 
❖ Ikan dimasukkan ke dalam 2 plastik (double) 
❖ Tempat ikan berada dipojok dekat dengan pintu stock 

barang 

8)  Modern 4 
❖ Ikan layur disajikan dengan menggunakan ice 
❖ Tempat penjualan higienis 
❖ Penjual mengambil ikan dengan sarung tangan  
❖ Ikan dimasukkan ke dalam 1 plastik 

 
Dihasilkan pada sampel Tradisional 1, penjual ikan layur di tempat 

tertutup yang dilalu lalangi oleh penjual dan pembeli saja serta tidak ada 

kendaran lain yang bisa masuk ke dalam area pasar, penjualan ikan layur 

tergolong cepat karena menjadi tempat distribusi untuk dijual kembali 

sehingga nilai TPC (Total Plate Count) dihasilkan sebesar 1,1 x 105 CFU/ml 

dapat dikatakan tidak melebihi ambang batas standart SNI 2332-3-2015. 

Pada sampel Tradisional 2, penjualan ikan layur di pinggir jalan yang 

menjadi akses lalu lalang kendaran dan ikan tidak disajikan menggunakan 

batu ice sebagai perantara pengawet kesegaran ikan sehingga nilai TPC 

(Total Plate Count) dihasilkan sebesar 2,4 x 107 CFU/ml dapat dikatakan 

tidak melebihi ambang batas standart SNI 2332-3-2015. Pada sampel 

Tradisional 3, penjualan ikan layur di dalam kios dengan sajian ice dan 

tempat ikan tergolong higienis, tidak banyak lalu lalang kendaran sehingga 

nilai TPC (Total Plate Count) dihasilkan sebesar 1,7 x 107 CFU/ml dapat 

dikatakan tidak melebihi ambang batas standart SNI 2332-3-2015. Pada 

sampel Tradisional 4, akses penjualan yang cenderung padat, penjualan ikan 

yang mencapai 1 hari menghasilkan nilai TPC (Total Plate Count) 

dihasilkan sebesar 6,8 x 106 CFU/ml dapat dikatakan melebihi ambang batas 

standart SNI 2332-3-2015. Pada sampel Modern 1, penjualan ikan di dalam 

ruangan suhu dingin dan bersih, penyajian ikan yang baik menggunakan 

parutan ice, pengambilan ikan menggunakan sarung tangan disertai capit 

sehingga menghasilkan nilai TPC (Total Plate Count) dihasilkan sebesar 1,7 
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x 107 CFU/ml dapat dikatakan tidak melebihi ambang batas standart SNI 

2332-3-2015. Pada sampel Modern 2, penjualan ikan di dalam ruangan suhu 

dingin, penyajian ikan menggunakan air ice saja sehingga menghasilkan 

nilai TPC (Total Plate Count) dihasilkan sebesar 1,8 x 106 CFU/ml dapat 

dikatakan tidak melebihi ambang batas standart SNI 2332-3-2015. Pada 

sampel Modern 3, penjualan ikan di dalam ruangan suhu dingin, penyajian 

ikan menggunakan parutan ice menutupi lapisan tubuh ikan layur, 

pengambilan ikan menggunakan sarung tangan dan capit, letak pembelian 

ikan terdapat di bagian belakang dekat dengan pintu stock barang sehingga 

menghasilkan nilai TPC (Total Plate Count) dihasilkan sebesar 5,3 x 104 

CFU/ml dapat dikatakan melebihi ambang batas standart SNI 2332-3-2015. 

Pada sampel Modern 4, penjualan ikan di dalam ruangan suhu dingin, ikan 

disajikan menggunakan batu ice bercampur dengan ikan lainnya, 

pengambilan ikan layur dilakukan oleh penjual menghasilkan nilai TPC 

(Total Plate Count) dihasilkan sebesar 3,0 x 106 CFU/ml dapat dikatakan 

tidak melebihi ambang batas standart SNI 2332-3-2015. Pada hasil TPC 

(Total Plate Count) mengikuti standart SNI 2332-3-2015 untuk acuan 

penelitian pertumbuhan koloni bakteri dan ketetapan nilai pada produk ikan 

segar (Standard 2015). 

4.1.2 Hasil Uji Salmonella sp. pada ikan layur (Trichiurus lepturus) 

Uji cemaran Salmonella sp. pada ikan layur (Trichiurus lepturus) 

menggunakan media XLD (Xylose Lysine Desoxycholate). Uji hasil 

dugaan positif ditandai dengan pertumbuhan koloni berwarna merah 

jambu pada media XLD. Hasil uji cemaran Salmonella sp. dapat dilihat 

pada gambar 4.2.  

 

 

 

 

 

 
 

Gambar 4. 2 pertumbuhan koloni bakteri pada media XLD 
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Hasil pengujian cemaran Salmonella sp. dari 8 sampel ikan layur 

(Trichiurus lepturus) yang diujikan terdapat 1 ikan kode sampel Tradisional 

2 positif tercemar oleh Salmonella sp. sedangkan hail 7 ikan layur 

(Trichiurus lepturus) lainnya dinyatakan negatif Salmonella sp. berikut 

hasil pertumbuhan koloni pada media MKTTn dan RV jika terdapat status 

uji lanjut maka dilanjutkan pengujian penanaman koloni pada media TSIA 

(Triple Sugar Iron Agar) dan LIA (Lysie Iron Agar) tunjuannya untuk 

melihat pada media TSIA mengandung laktosa, glukosa dan sukrosa dan 

LIA ini mengandung glukosa melihat apakah bakteri ini dapat menghasilkan 

asam dan apakah pada bakteri Salmonella sp. ini bisa mengdekarboksilasi 

lysin sehingga dapat merubah media menjadi warna seperti semula atau 

kuning (asam).  
Tabel 4. 3 Hasil uji pendugaan dari media MKTTn 

NO 
KODE 

SAMPLE 
WARNA KOLONI 

STATUS 

UJI 
HASIL 

1.  Tradisional 1 Merah muda hitam Lanjut + 

2.  Tradisional 2 Merah muda hitam Lanjut + 

3.  Tradisional 3 
Merah muda hitam 

(kuning) 
Lanjut + 

4.  Tradisional 4 Kuning Berhenti - 

5.  Modern 1 Merah muda hitam Lanjut + 

6.  Modern 2 Merah muda hitam Lanjut + 

7.  Modern 3 Merah muda Lanjut + 

8.  Modern 4 
Merah muda hitam 

(kuning) 
Lanjut + 

 
 

 

Tabel 4. 4 Hasil uji pendugaan dari media RV  

NO 
KODE 

SAMPLE 
WARNA KOLONI 

STATUS 

UJI 
HASIL 

1.  Tradisional 1 Tidak tumbuh Berhenti - 

2.  Tradisional 2 Merah muda hitam Lanjut + 

3.  Tradisional 3 Kuning Berhenti - 

4.  Tradisional 4 Tidak tumbuh Berhenti - 

5.  Modern 1 Tidak tumbuh Berhenti - 
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6.  Modern 2 Tidak tumbuh Berhenti - 

7.  Modern 3 Tidak tumbuh Berhenti - 

8.  Modern 4 Tidak tumbuh Berhenti - 

 
Pada tabel 4.3 dan 4.4 adalah hasil dari media tabung cair MKTTn 

(Muller-Kauffmann Tetrarhionate-Novobiocin Broth) dan media tabung RV 

(Rappaport Vassiliadis Medium) jika status uji lanjut maka dilanjutkan 

penanaman koloni pada media TSIA dan LIA, dari 8 sampel terdapat 7 XLD 

dari media MKTTn lanjut dan 1 XLD dari media RV lanjut. Dalam uji ini 

bertujuan untuk mengkonfirmasi dan memastikan bahwa bakteri yang 

terduga Salmonella.sp termasuk dalam golongan bakteri enterobacter. Dari 

hasil uji penegasan TSIA dan LIA diperoleh hasil sebagai berikut. 
Tabel 4. 5 Hasil uji penegasan TSIA dan LIA 

No 
Nama 

Sample 

Reaksi 

TSIA 
Warna Hasil 

Reaksi 

LIA 
Warna Hasil Gambar 

1)  
Tradisional 

1 

Alkaline Kuning - Alkaline Ungu + 

 

Acid Kuning - Acid Kuning - 

H2S Hitam + H2S Hitam - 

Gas  -    

No 
Nama 

Sample 

Reaksi 

TSIA 
Warna Hasil 

Reaksi 

LIA 
Warna Hasil Gambar 

2)  
Tradisional

2 

Alkaline Merah + Alkaline Ungu + 

 

Acid Kuning + Acid Ungu + 

H2S Hitam + H2S Hitam + 

Gas  +    

No 
Nama 

Sample 

Reaksi 

TSIA 
Warna Hasil 

Reaksi 

LIA 
Warna Hasil Gambar 

3)  
Tradisional 

3 

Alkaline Merah + Alkaline Ungu + 

 

Acid Kuning + Acid Kuning  - 

H2S Hitam + H2S Hitam + 

Gas  -    

No 
Nama 

Sample 

Reaksi 

TSIA 
Warna Hasil 

Reaksi 

LIA 
Warna Hasil Gambar 

4)  Alkaline Merah + Alkaline Ungu + 
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Modern 1 

Acid Kuning + Acid Kuning - 

 

H2S Hitam + H2S Hitam + 

Gas  -    

No 
Nama 

Sample 

Reaksi 

TSIA 
Warna Hasil 

Reaksi 

LIA 
Warna Hasil Gambar 

5)  Modern 2 

Alkaline Kuning - Alkaline Merah  - 

 

Acid Kuning - Acid Kuning  - 

H2S Hitam + H2S Hitam - 

Gas  -    

No 
Nama 

Sample 

Reaksi 

TSIA 
Warna Hasil 

Reaksi 

LIA 
Warna Hasil Gambar 

6)  Modern 3 

Alkaline Merah + Alkaline Ungu + 

 

Acid Kuning + Acid Ungu + 

H2S Hitam + H2S Hitam - 

Gas  -    

No 
Nama 

Sample 

Reaksi 

TSIA 
Warna Hasil 

Reaksi 

LIA 
Warna Hasil Gambar 

7)  Modern 4 

Alkaline Merah + Alkaline Ungu + 

 

Acid Kuning - Acid kuning - 

H2S Hitam + H2S Hitam - 

Gas  -    

 
Hasil uji penegasan TSIA dan LIA seperti yang tertera pada tabel 

4.5 dari ke 7 sampel ikan layur (Trichiurus lepturus) dihasilkan pada sampel 

Tradisional 1 TSIA A/A dan LIA (-) maka tidak perlu dilanjutkan pada uji 

biokimia dan hasilnya dinyatakan negatif Salmonella sp., Tradisional 2 

TSIA K/A dan LIA (+) maka perlu dilanjutkan pada uji biokimia, 

Tradisional 3 TSIA K/A dan LIA (-) maka perlu dilanjutkan pada uji 

biokimia, Modern 1 TSIA A/A dan LIA (-) maka tidak perlu dilanjutkan 

pada uji biokimia dan hasilnya dinyatakan negatif Salmonella sp., Modern 

2 TSIA A/A,H2S dan LIA (-) maka tidak perlu dilanjutkan pada uji biokimia 

dan hasilnya dinyatakan negatif Salmonella sp., Modern 3 TSIA K/A,H2S 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
digilib.uinsa.ac.id digilib.uinsa.ac.id digilib.uinsa.ac.id digilib.uinsa.ac.id digilib.uinsa.ac.id digilib.uinsa.ac.id digilib.uinsa.ac.id 

 

43 
 
 

dan LIA (+) maka perlu dilanjutkan pada uji biokimia, Modern 4 TSIA 

A/A,H2S dan LIA (-) maka tidak perlu dilanjutkan pada uji biokimia dan 

hasilnya dinyatakan negatif Salmonella sp.. Dari ke 7 sampel ikan layur 

yang lanjut pada uji biokimia terdapat 3 sampel dari pengujian ini yang 

paling akhir untuk menentukan apakah sampel ikan layur tercemar adanya 

Salmonella sp. atau tidaknya. Berikut hasil uji biokimia ikan layur 

(Trichiurus lepturus).  
Tabel 4. 6 Hasil Uji Biokimia 

NO 
KODE 

SAMPLE 
MR-VP TB  UREA HASIL  

1 
Tradisional 

2 

 

POSITIF 
Salmonella sp. 

2 
Tradisional 

3 

 

NEGATIF 
Salmonella sp. 

3 
Modern 3 

 

 

NEGATIF 
Salmonella sp. 

 

Pada data yang telah diperoleh dari hasil uji biokimia tersebut, 

dilanjutkan dengan analisis data yang dilakukan dengan membandingkan 

hasil uji yang diperoleh dan hasil  uji berdasarkan standart ISO 6579:2015 

pada hasil uji biokimia dari 3 sampel ikan layur (Trichiurus lepturus) 

dinyatakan sampel Tradisonal 1tercemar positif Salmonella sp. dan pada 

sampel Tradisional 2 dan Modern 3 tidak tercemar atau dikatakan negatif 
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Salmonella sp. adapun katarakteristik Salmonella.sp pada uji biokimia 

berdasarkan ketetapan ISO 6579:2015 sebagai berikut. 
Tabel 4. 7 Katarakteristik Salmonella sp. berdasarkan ISO 6579:2015 

Uji Biokimia 
Reaksi 

TSIA (Triple Sugar Iron Agar) K/A 

LIA (Lysie Iron Agar) + 

VP (Voges Proskauer) - 

TB (Triptone Broth) - 

Urea - 

 

4.2 Analisis Pembahasan  

4.2.1 Nilai Uji TPC (Total Plate Count) 

Hasil pengujian TPC ikan layur (Trichiurus lepturus) yang 

dilakukan secara bertahap, mulai dari pembelian sampel ikan layur 

(Trichiurus lepturus), sterilisasi alat dan bahan yang akan digunakan, 

pembuatan media PCA (Plate Count Agar), nekropsi sampel, 

diperoleh hasil yang menunjukkan dari delapan sampel tersapat 2 

sampel ikan layur yang melebihi ambang batas nilai standart TPC 

(Total Plate Count) SNI 2332-3-2015 yakni 5,0 x 105 CFU/ml. Nilai 

TPC tertinggi terdapat pada sampel Tradisional 2 dengan nilai 6,8 x 

106 CFU/ml dan sampel Modern 2 dengan nilai 5,3 x 104 CFU/ml. 

Sampel ikan layur yang tidak memenuhi syarat disebabkan oleh jumlah 

koloni bakteri yang tumbuh melebi ambang batas maksimum yang 

telah ditentukan. Penyebab dari nilai TPC yang tinggi karena cemaran 

mikroorganisme tinggi dan menunjukkan bahwa tingkat higeinitas 

yang buruk pada ikan layur (Trichiurus lepturus). 

Pada hasil pengujian TPC ini angka tertinggi terdapat pada 

sampel Tradisional 2 dengan nilai 6,8 x 106 CFU/ml, dari observasi 

yang dilakukan terdapat beberapa penjual ikan layur yang kurang 

memperhatikan dalam segi kebersihan, terlihat dari penyajian 

penjualan ikan yang ala kadarnya, ikan tidak diberikan ice dan tempat 

ikan yang kurang bersih, penyimpanan ikan bercampur dengan ikan 

lainnya serta lokasi pasar ini tepat pada sebelah jalan yang menjadi 
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akses aktif adanya kendaran maka dari itu faktor pertumbuhan bakteri 

atau mikroorganisme dalam ikan layur meningkatkan jumlah 

mikroorganisme yang melebihi batas standart TPC (Total Plate Count) 

SNI 2332-3-2015 (Standard 2015).  

Jumlah bakteri mikroorganisme tinggi banyak dipengaruhi 

oleh fisik akibat proses dari penangkapan ikan itu sendiri seperti 

terdapatnya luka atau cacat, pengaruh lama masa waktu penjualan, 

sanitasi yang buruk pada tempat atau lokasi penjualan, terpapar pada 

suhu ruang dalam jangka waktu yang lama, dan berbagai faktor lainnya 

(Djamhur, dkk. 2020). 

Jumlah bakteri pada ikan meningkat pada pasar modern 

(supermarket) dipengaruhi oleh waktu penjualan. Apabila penanganan 

yang diterapkan tidak sesuai standar operasional yang baik dan benar, 

maka semakin lama waktu penjualan ikan semakin menyebabkan 

pertumbuhan bakteri berlangsung sangat cepat. Ikan dapat tercemar 

oleh mikroba sebelum pengolahan atau sesudah pengolahan. Hal 

tersebut dipengaruhi oleh kebiasaan pribadi para pekerja dan 

konsumen dalam mengolah bahan pangan yang dapat menjadi sumber 

pencemaran mikroba. Sumber dari pencemaran mikroba untuk 

mempertahankan mutu ikan segar yang dikonsumsi harus 

mendapatkan penanganan secara benar, kebersihan harus selalu dijaga, 

mengingat bahwa ikan adalah bahan makanan yang lebih cepat 

membusuk dari pada pangan yang lain. Selain itu perlu memperhatikan 

alat-alat yang digunakan dalam penanganan harus diperhatikan 

kebersihanya serta memperhatikan suhu peyimpanan seperti 

penggunaan es (Sukmawati dkk, 2020).  

Penyebab terjadinya tinggi nilai cemaran TPC (Total Plate 

Count) yang dihasilkan pada pengujian di pasar modern dan pasar 

tradisional karena adanya aktivitas bakteri sangat berkaitan dengan 

suhu penyimpanan saat setelah ikan ditangkap dan saat edar atau 

penjualan berlangsung. Suhu dan waktu penyimpanan dapat 

mempengaruhi peningkatan kadar histamin pada ikan (Trichiurus 

lepturus), semakin rendah suhu penyimpanan yang digunakan saat 
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penjualan maka semakin lambat pula aktivitas bekteri yang 

menyebabkan kerusakan pada ikan tersebut (Ilyas, 1983). Menurut 

(Buckle, dkk. 1987), ikan tidak akan mengalami kerusakan karena 

bakteri sampai fase rigor mortis selesai. Perlakuan suhu dingin yang 

diberikan setelah penangkapan akan memperlambat berlangsungnya 

fase rigor mortis pada ikan, sehingga akan memperlambat kerusakan 

dan pertumbuhan bakteri (Mechanics 2007). 

4.2.2 Hasil Uji Salmonella sp. pada ikan layur (Trichiurus lepturus) 

Identifikasi cemaran Salmonella sp. dilakukan secara bertahap, 

mulai dari pembelian sampel ikan layur (Trichiurus lepturus), 

sterilisasi alat dan bahan yang akan digunakan, pembuatan media, 

nekropsi sampel, Pre encrichment (Pra pengkayaan), Encrichment 

(Pengkayaan), Presumtive test (uji pendugaan), Confirmation test (Uji 

penegasan), hingga Biochemical test (Uji biokimia) lanjutan pada 

sampel yang akan diujikan berdasarkan standart ISO (International 

Organization for Standardization). Alat-alat yang digunakan dan 

diperlukan dalam proses identifikais untuk meminimalisir terjadinya 

kontaminasi dari luar, selain itu dalam melakukan sterilisasi diperlukan 

kemasan berupa kertas untuk mencegah kerusakan alat dan melindungi 

bahan yang akan disterilisasi dari kontaminasi dan gangguan fisik 

seperti gesekan, benturan, getaran dan sebagainya (Nurminah 2002).  

1. Pre Enrichment (Pra Pengkayaan) 

Tahap pra pengkayaan dilakukan dengan menggunakan 

media BPW (Buffered Pepton Water) yang mengandung pepton 

dan beef extract sebagai penyedia nutrisi bagi metabolisme 

Salmonella sp., setelah sampel dan larutan BPW dihomogenkan 

dilanjutkan dengan inkubasi pada suhu 35℃ selama 24 jam untuk 

menumbuhkan Salmonella sp. pertumbuhan dapat ditandai 

dengan kekeruhan dan bau khas homogenat sampel.  

2. Enrichment (Pengkayaan) 

Tahapan pengkayaan dilakukan setelah sampel diinkubasi 

selama 24 jam pada suhu 35℃, pengkayaan dilakukan pada 

media RV (Rappaport Vassiliadis Medium) dan MKTTn (Muller-
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Kauffmann Tetrarhionate-Novobiocin Broth) kedua media ini 

merupakan media selektif tahap awal untuk membantu 

perkembang biakan Salmonella sp. 

3. Presumtive Test (Uji Pendugaan) 

Uji pendugaan dilakukan pada media XLD (Xylose Lysine 

Desoxycholate) uji ini dilakukan untuk mendeteksi ada atau 

tidaknya bakteri yang memiliki karakteristik serupa dengan 

Salmonella sp. dalam golongan Enterobacteriaceae. Media XLD 

ini memiliki warna merah pekat didalamnya terdapat kandungan 

phenol red, media XLD memiliki inhibitors (penghambat) berupa 

sodium deoxycholate sehingga bakteri Gram positif dapat 

dihambat pertumbuhannya. Komponen penghambat lain yang 

dapat digunakan oleh Enterobacteriaceae untuk mencegah 

mikroorganisme lain tumbuh adalah bilesalts, briilliant green, dan 

sodium lauryl sulphate. Dari hasil media XLD berpotensi untuk 

dikembangkan sebagai media pendeteksi Salmonella sp. 

(Warsiki, dkk. 2016). 

Kandungan tertinggi pada media XLD adalah sukrosa dan 

laktosa, kedua kandungan tersebut dapat didegredasi oleh bakteri 

colliform sehingga mengakibatkan perubahan warna pada media 

XLD menjadi kuning, sedangkan bakteri yang mampu 

mendekarbosilasi lysin dapat mengubah warna media menjadi 

merah muda (membentuk koloni merah muda). Selain senyawa 

yang telah disebutkan, media XLD memiliki kandungan yang 

digunakan sebagai indikator H2S yakni kandungan sodium 

thisulphate, ammonium citrat, bakteri yang dapat 

mendekarbosilasi kedua senyawa tersebut akan menghasilkan 

hydrogen sulfide yang menimbulkan adanya titik hitam pada 

media penduga. Pendektesian pada sample yang terduga tercemar 

bakteri Salmonella sp. berdasarkan Standart ISO 6579:2015 yaitu 

XLD yang tercemar akan menimbulkan koloni berwarna merah 

muda dengan atau tanpa adanya H2S. 

4. Confirmation Test (Uji Penegasan/Konfirmasi) 
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Uji penegasan dilakukan menggunakan media TSIA 

(Triple Sugar Iron Agar) dan LIA (Lysie Iron Agar) miring pada 

tabung reaksi 9ml, uji ini dilakukan pada sample yang terduga 

adanya Salmonella sp., media TSIA dan LIA yang berbentuk 

miring tentunya memiliki bentuk sisi yang datar dan miring, pada 

media yang berbentuk datar inokulasi dilakukan dengan metode 

tusuk dan bidang yang miring inokulasi dilakukan dengan metode 

gores. Metode tusuk gores pada media miring ini dilakukan 

karena adanya perbedaan massa media, uji penegasan bertujuan 

untuk mengkonfirmasi dan memastikan bahwa bakteri yang 

terduga Salmonella sp. termasuk dalam golongan bakteri 

enterobacter. 

Pada hasil uji penegasan menggunakan TSIA yang telah 

diinkubasi terlihat perubahan warna pada media TSIA yang 

semula berwarna kemerahan menjadi warna kuning dengan atau 

tanpa H2S pada bidang miring yang berarti bakteri mampu 

memfrementasikan kandungan ketiga gula yang terkandung pada 

media TSIA yaitu glukosa, sukrosa dan laktosa. Sedangkan warna 

merah pada bidang miring dan tegak menandakan dihasilkannya 

reaksi alkaline yang disebabkan oleh ketidakmampuan bakteri 

dalam memfrementasikan laktosa dan sukrosa, adanya goresan 

berwarna hitam mengindikasikan adanya H2S yang disebabkan 

adanya fermentasi H2 dan Co2 (Anjung, dkk. 2016). 

Berdasarkan Standart ISO Salmonella sp. pada media 

TSIA (Triple Sugar Iron Agar) mampu memberikan reaksi acid 

atau asam, sedangkan pada media LIA (Lysin Iron Agar) bereaksi 

positif yang di tandai dengan tidak adanya perubahan warna atau 

tetap ungu, pada media ini bakteri mampu mendekarboksilasi 

kandungan Lysin dan mampu memproduksi amin kadaverin yang 

dapat mengubah indikator pH (Haryani, dkk 2012 dalam Maritsa 

et al., 2018).  

5. Biochemical Test (Uji Biokimia) 
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Uji biokimia merupakan uji konfirmasi terakhir yang 

dilakukan dalam mengindikasi suatu bakteri yang tumbuh pada 

media penduga ataupun penegas, uji biokimia dilakukan 

berdasarkan standart ISO menggunakan beberapa media antara 

lain media VP (Voges Proskauer), TB (Triptone Broth) dan Urea.  

1) Uji VP (Voges Proskauer) 

Uji VP (Voges Proskauer) dilakukan pada satu lup 

biakan bakteri diinokulasikan pada media cair VP 5ml (500µl) 

dan diinkubasi selama 24jam pada suhu 35℃, setelah diinkubasi 

tabung VP diberikan larutan VP1 dan VP2. VP1 (α-naphtol) 

sebanyak 600µl dan VP2 (KOH 40%) 200µl dari volume tabung 

VP, selanjutnya tabung reaksi dikocok kuat-kuat selama 20-30 

detik. 

Uji VP ini bertujuan untuk mengetahui kemampuan 

bakteri mengoksidasi glukosa dengan menghasilkan asam 

menjadi produk akhir dan berkonsentrasi tinggi. Reaksi positif 

ditandai dengan perubahan warna larutan dari warna kuning 

menjadi warna merah dan reaksi negatif ditandai dengan warna 

kuning atau tidak adanya perubahan warna. Pada hasil uji yang 

dilakukan menunjukkan jika hasil VP negatif dikarenakan 

Salmonella sp. tidak dapat mengfrementasi 2,3-butanadiol 

(Puspadewi, dkk. 2017). 

2) Uji TB (Triptone Broth) 

Uji indol dilakukan terhadap bakteri yang tumbuh pada 

media uji penegasan yang diinokulasi pada medis TB (Triptone 

Broth) dan diinkubasi selama 24jam pada suhu 35℃, setelah 

melalui proses inkubasi selanjutnya ditetesi reagen Kovacs 

sebanyak 3 tetes untuk mendeteksi indol. Uji indol ini dilakukan 

untuk mengetahui enzim triptopan menjadi indol dan asam 

piruvat. 

Menurut (Antriana 2014) uji indol akan bereaksi positif 

apabila terbentuk cincin berwarna merah pada permukaan 

media. Pada hasil uji indol yang dilakukan terdapat hasil positif 
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dan negatif, yang ditandai dengan adanya cincin kuning atau 

tidak terbentuk cincin berwana merah. Reaksi negatif tersebut 

terjadi karena enzim urease tidak memutus ikatan karbon dan 

nitrogen untuk membentuk ammonia dan merubah pH media.  

3) Uji Urea 

Uji urea dilakukan menggunakan media agar miring 

urea, setelah diambil 1 ose bakteri kemudian diinokulasi dengan 

cara digores pada media urea dan inkubasi selama 24jam pada 

suhu 35℃. Hasil uji urea positif ditandai dengan adanya 

perubahan warna menjadi warna merah muda, apabila tidak 

terjadi perubahan warna menunjukkan hasil uji urea negatif.  

Dari hasil uji urea yang dilakukan diperoleh hasil positif 

yang ditandai dengan perubahan warna dapat terjadi karena 

enzim urease memutus ikatan karbon dan nitrogen untuk 

membentuk amoniak. Adanya amoniak menyebabkan keadaan 

alkali/basa pada media sehingga indikator phenol red yang 

terkandung akan berubah warna menjadi merah muda pada 

medium, hal ini mengindikasikan terjadinya reaksi positif atau 

hasilnya urease (Antriana 2014). 

Pada tahapan pengujian Salmonella sp. untuk hasil yang 

dinyakatan positif Salmonella sp. pada manusia dapat menyebabkan 

infeksi sedikitnya berkisar 12 sel sampai 15 sel, tergantung pada kesehatan 

daya tahan tubuh dan umur inang atau host serta adanya pembedaan strain 

diantara anggota genus. Penyakit yang disebabkan oleh Salmonella sp. 

dinamakan salmonellosis (Apelabi, dkk. 2015). 

Manusia dapat terpapar oleh Salmonella sp. jika saat mengolah 

ikan atau memasak tidak sempurna atau asal-asalan, karena kurang 

higienitas. Bahaya yang ditimbulkan dari cemaran Salmonella sp. ini dapat 

dicegah dengan cara menerapkan tindakan sanitasi dan hygine pada saat 

menangani produk ikan, saat distribusikan ikan, dan cara penjualan yang 

memberikan kenyamanan serta keamanan baik untuk diri sendiri dan orang 

lain.  
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Disarankan pada saat penjualan ikan segar sebaiknya dimasukkan 

kedalam wadah yang tertutup dan ditempatkan di dalam cool box atau 

menggunakan tempat yang terdapat pendinginnya untuk mencegah 

kontaminasi dari lingkungan penjualan dan menghambat pertumbuhan 

Salmonella sp. atau bakteri yang mengkontaminasi lainnya, 

memeperhatikan masa penjualan ikan. Tidak lupa juga untuk selalu 

mencuci tangan secara menyeluruh baik sebelum dan sesudah melakukan 

transaksi penjualan ikan, mencuci alat dengan sabun dan membilas dengan 

air bersih baik sebelum dan sesudah digunakan untuk menyiapkan bahan 

pangan lainnya.   



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
digilib.uinsa.ac.id digilib.uinsa.ac.id digilib.uinsa.ac.id digilib.uinsa.ac.id digilib.uinsa.ac.id digilib.uinsa.ac.id digilib.uinsa.ac.id 

 

52 
 
 

BAB V 

PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian maka dapat ditarik kesimpulan sebagai berikut : 

a. Berdasarkan hasil pengujian koloni bakteri TPC (Total Plate Count) 

pada delapan sampel ikan layur (Trichiurus lepturus) yang diperoleh 

dari empat pasar tradisional dan empat pasar modern (supermarket) nilai 

tertinggi terdapat pada dua sampel yaitu pasar tradisional 4 dengan 

angka senilai 6,8 x 106 CFU/ml dan pasar modern 3 (supermarket) 

dengan angka senilai 5,3 x 104 CFU/ml. Untuk nilai terendah terdapat di 

pasar tradisional 1 dengan angka senilai 1,1 x 105 CFU/ml dan di pasar 

modern 1 (supermarket) dengan angka senilai 1,7 x 107 CFU/ml. 

b. Berdasarkan hasil pengujian Salmonella sp. dari delapan sampel ikan 

layur (Trichiurus lepturus) terdapat satu sampel yang positif tercemar 

oleh Salmonella sp yakni pada pasar tradisional 2. 

5.2 Saran  

Adapun saran dalam penelitian ini adalah, sebagai berikut: 

a. Bagi masyarakat  

Ditujukan pada penjual ikan layur (Trichiurus lepturus) perlu menjaga 

higienitas agar terhindar dari cemaran bakteri baik untuk diri sendiri 

maupun orang lain, dalam penyajian penjualan lebih diperhatikan untuk 

ketahanan masa penyimpanan dan penjualan ikan layur, tidak 

mencampurkan dengan ikan yang berbeda jenisnya serta membersihkan 

alat dan juga bahan yang akan digunakan saat melakukan penjualan. 

Ditujukan kepada masyarakat lebih berhati-hati dalam memilih ikan 

terutama melihat kesegaran ikan serta kelengkapan pada tubuh ikan.  

b. Bagi peneliti  

Pada pengujian bakteri phatogen ini perlu dilakukan pengujian lanjutan 

dengan menggunakan uji molekular sehingga data yang di dapatkan 

lebih akurat dan pasti, karena pada pengujian ini dapat melihat kedalam 

golongan bakteri Salmonella type terkait dan uji antibakteri lainnya.  
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