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ABSTRAK
Asap cair merupakan produk cair yang berasal dari kondensasi (pengembunan) asap proses karbonisasi materi yang berlignoselulosa. Asap cair kayu galam adalah salah satu bahan yang dapat dimanfaatkan sebagai pengawet alami ikan. Penggunaan pengemas edible film dengan penambahan antimikroba asap cair kayu galam merupakan alternatif yang baik untuk meningkatkan kualitas dan daya tahan ikan selama penyimpanan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh asap cair kayu galam pada biodegradable film yang digunakan untuk pengawetan ikan. Formula edible film yang didapatkan yaitu gelatin-pektin (AB), gelatin-asap cair (AC), dan gelatin-pektin-asap cair (ABC) serta dibandingkan dengan kontrol (tanpa perlakuan). Parameter pengujian penyimpanan ikan yang diamati adalah pengukuran pH, Total Volatile Base-Nitrogen (TVBN), dan pengujian mikrobiologis. Hasil penelitian setelah penyimpanan selama 10 hari menunjukkan bahwa nilai pH pada kontrol 5,45, AB 5,43, AC 5,47 dan ABC 5,46; nilai TVBN pada kontrol 48 mgN/100g, AB 32 mgN/100g, AC 36 mgN/100g, dan ABC 36 mgN/100g; serta pengujian mikrobiologis, nilai TPC pada kontrol 15x106 CFU/g, AB 11x103 CFU/g, AC 18,5x103 CFU/g, dan ABC 4x103 dan nilai Coliform pada kontrol 5,0x106, AB 3,5x102, AC 1,0x101, dan ABC 4,0x100. Perlakuan asap cair kayu galam (Malaleuca leucadendra) dalam bentuk biodegradable film mampu mempertahankan kualitas ikan lebih baik pada pengujian mikrobiologis terutama pada nilai TPC dan Coliform sedangkan pada nilai TVBN ikan tidak memberikan pengaruh yang signifikan terhadap kualitas ikan selama penyimpanan 10 hari pada suhu ±4°C.

Kata Kunci : asap cair, Coliform, edible film, pH, TPC.

ABSTRACT
Liquid smoke is a liquid product made from the condensation of smoke from carbonization process of lignocellulosic material. Liquid smoke of wooden galam (Melaleuca leucadendra) is a material that can be used as a natural preservative on fish. The use of an edible film packaging with the addition of liquid smoke of wooden galam is a good alternative to improve the durability and quality of fish during storage. This research is aimed to determine the effect of liquid smoke of wooden galam in biodegradable film for fish preservation. The edible film formulas were gelatin-pectin (AB), gelatin-smoke liquid (AC), and gelatin-pectin-smoke liquid (ABC) and compared with control (without treatment). The parameters of fish storage observed were pH measurement, Total Volatile Base-Nitrogen (TVBN), and microbiological test. The result after 10 days of storage showed that the pH value were 5.45 incontrol, AB 5.43, AC 5.47 and ABC 5.46; theTVBN values were ​​48 mgN/100gin control, AB 32 mgN/100g, AC 36 mgN/100g and ABC 36 mgN/100g; as well as microbiological testing, TPC value on 15x106 CFU/g, AB 11x103 CFU/g, AC 18.5x103 CFU/g, and ABC 4x103 controls and Coliform controls 5.0x106, AB 3.5x102, AC 1.0x101, and ABC 4.0x100. The treatment of liquid wooden galam smoke in a form of biodegradable film was capable to maintain the quality of fish better than without treatment shown in the low microbiological testing values (TPC and Coliform), eventhough it did not show significant effect in maintaining the TVB value during 10 days storage at ± 4° C.
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I. PENDAHULUAN
Kayu Galam (Malaleuca leucadendra) merupakan tanaman yang dapat mencapai ketinggian 40 m dan dan diameter 35 cm dan termasuk dalam kayu kelas awet III dan kelas kuat II (Muslich et al., 2013). Kayu galam banyak tumbuh di hutan rawa gambut di Kalimantan Tengah dan Kalimantan Selatan dan telah banyak digunakan oleh masyarakat sebagai cerucuk (tiang pondasi dalam tanah) selama lebih dari 30 tahun (Supriyati, Prayitno, Sumardi, & Marsoem, 2015). Selain itu, kayu galam dapat digunakan untuk bahan baku industri pulp (Junaidi & Yunus, 2009), bahan baku arang (Alpian, Prayitno, Sutapa, & Budiadi, 2011), dan bahan baku pembuatan briket arang (Ratnawati, 2016); sedangkan kulit kayu galam dapat dimanfaatkan untuk pembuatan papan semen dan papan partikel (Purwanto, 2014; 2015). Potensi kayu galam lainnya yang belum termanfaatkan secara maksimal adalah pemanfaatan asap cairnya. Penelitian Pujilestari (2007), menyatakan bahwa kayu galam menghasilkan rendemen asap cair yang cukup tinggi yaitu 15,45% jika dibandingkan dengan kayu akasia dan kayu karet sebesar 10,17% dan 5,90%.
Asap cair merupakan produk cair yang berasal dari kondensasi (pengembunan) asap proses karbonisasi materi yang berlignoselulosa (Corryanti & Astanti, 2015). Asap cair adalah bahan yang dapat dipakai sebagai pengawet alami pada ikan. Aplikasi asap cair pada ikan dapat berperan sebagai antioksidan dan antimikroba yang dapat memperpanjang masa simpannya (Leha, 2010). Penelitian Pujilestari (2007) menyatakan bahwa pengawetan ikan dengan asap cair kayu galam dengan penyimpanan selama dua bulan menunjukkan bahwa secara organoleptik tekstur ikan masih kenyal, tidak ditumbuhi jamur dan warna tetap putih kekuningan. Sedangkan menurut Setiawati (2014), asap cair kayu galam hasil redestilasi dapat digunakan sebagai pengganti formalin dengan mengawetkan ikan dengan masa simpan 3 (tiga) hari pada suhu kamar. Menurut Salim (2016), asap cair kayu galam memiliki total kadar fenol yang cukup tinggi yaitu ±77,07% dan total senyawa asam sebesar 31,93% yang merupakan senyawa antimikroba pada asap cair tersebut.
Salah satu metode yang dapat memperpanjang masa simpan bahan pangan adalah pengemasan dengan pelapis edible film. Edible film adalah lapisan tipis yang dibuat dari bahan-bahan layak konsumsi seperti protein, lipida, dan polisakarida yang dilapiskan pada permukaan makanan dengan cara penyemprotan, pencelupan dan pengemasan (Rahim, Alam, Haryadi, & Santosa, 2011). Edible film tidak menimbulkan masalah lingkungan karena keunggulan utama edible terdapat pada sifat biodegradable-nya sehingga tidak menimbukan pencemaran lingkungan jika dibandingkan dengan bahan kemasan sintetik. Edible film dapat membatasi transmisi uap air, aroma, gas, dan lemak pada bahan makanan yang dikemasnya sehingga memperbaiki kualitas pangan secara keseluruhan dan meningkatkan daya simpannya (Pratomo & Rohaeti, 2011). Bahan pembuatan edible film dapat diperoleh dari sumber hewani dan nabati seperti susu (Hasnelly, Nurminabari, & Nasution, 2015); jaringan hewan (Miwada, Simpen, Hartawan, Puger, & Sriyani, 2015); kulit buah-buahan (Amaliyah, 2014); whey protein isolat (Awwaly, Manab, & Wahyuni,2010); pati (Yulianti & Ginting, 2012) dan masih banyak bahan lainnya.
Pemanfaatan edible film dengan penambahan senyawa antimikroba merupakan alternatif yang baik dalam meningkatkan daya tahan dan mutu bahan pangan selama penyimpanan (Winarti, Miskiyah, & Widaningrum, 2012). Edible film dapat menjadi agen antimikroba yang dapat meningkatkan masa simpan dan meminimalkan resiko pertumbuhan bakteri patogen pada permukaan makanan (Cagri, Ustunol, & Ryser, 2004). Edible film berbasis gelatin dengan antimikroba ekstrak bawang putih dapat menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli (Miskiyah, Juniawati, & Iriani, 2015) sedangkan edible film berbasis pati dengan antimikroba minyak serai efektif menghambat Escherichia coli dengan zona hambat sebesar 94,0 ± 2,0 mm (Maizura, Fazilah, Norziah, & Karim, 2007). Selain itu, aplikasi pelapis edible antimikroba berbahan dasar kitosan dapat memperpanjang filet ikan tuna selama 6 hari masa simpan (Vásconez, Flores, Campos, Alvarado, & Gerschenson, 2009). Penggunaan lapisan film yang mengandung bahan antimikroba dapat lebih efisien dalam mengatur proses migrasi bahan aktif ke dalam produk pangan (Dainelli, Gontard, Spyropoulos, Beuken, & Tobback, 2008). Penambahan antimikroba langsung pada permukaan bahan pangan melalui pencelupan dapat berakibat pada berkurangnya aktivitas antimikroba karena larut dalam matriks makanan ataupun bereaksi dengan komponen pangan seperti protein dan lemak (Iriani, Widayanti, Miskiyah, & Juniawati, 2013).
Pada umumnya penyimpanan ikan tanpa perlakuan tertentu akan mengalami penurunan mutu berupa pembusukan akibat adanya aktivitas enzim-enzim tertentu, aktivitas bakteri atau mikroorganisme dan proses oksidasi lemak oleh udara (Afrianto & Liviawaty, 1989). Enzim-enzim yang berperan dalam penurunan mutu ikan diantaranya adalah enzim katepsin dan kolagenase. Enzim katepsin menyebabkan pelunakan tekstur dan disintegrasi otot pada ikan (Hagen, Solberg, & Johnston, 2008) sedangkan enzim kolagenase mampu memecah ikatan polipeptida (triple helical) yang akhirnya mendegradasi jaringan ikat atau kolagen pada ikan (Saito, Sato, Kunisaki, & Kimura, 2000). Aktivitas mikroorganisme akan sangat aktif pada saat ikan mulai mati yang mengakibatkan bakteri-bakteri pembusuk merusak jaringan tubuh yang terpusat pada kulit, insang dan isi perut serta jumlahnya meningkat seiring bertambahnya lama penyimpanan (Munandar, Nurjanah, & Nurilmala, 2009). Organisme pembusuk pada ikan diantaranya adalah bakteri Bacillus licheniformis, Bacillus cereus, Bacillus alvei, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella oxytoca, Enterobacter aerogeneses, dan Escherichia coli (Purwani, Retnaningtyas, & Widowati, 2012). Menurut Hamida (2010), kecepatan reaksi oksidasi pada ikan sangat tergantung pada tipe lemak dan kondisi selama penyimpanan. Proses oksidasi dapat berlangsung apabila terjadi kontak antara oksigen dengan asam lemak tidak jenuh dalam lemak yang terkandung pada ikan tersebut. Senyawa yang terbentuk selama proses oksidasi menyebabkan tipe flavor dan bau tengik pada ikan tersebut. Dengan demikian pemanfaatan asap cair dalam bentuk biodegradable film diharapkan dapat mencegah penurunan mutu dan mempertahankan kualitas serta memperpanjang masa simpan ikan tersebut. Tujuan penelitian ini adalah mengetahui pengaruh asap cair kayu galam dalam bentuk biodegradable film terhadap keawetan ikan gabus.

II. BAHAN DAN METODE
2.1. Alat dan Bahan
Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah asap cair kayu galam hasil destilasi pada suhu 100-1100C selama 4-5 jam. Asap cair hasil destilasi ini digunakan sebagai campuran biofilm untuk kemasan ikan. Kultur yang digunakan untuk pengujian antibakteri adalah kultur murni E. coli ATCC 25922 dan Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. Media untuk pengujian meliputi buffer pepton water (Merck), Nutrien broth (Oxoid), Nutrient agar (Oxoid), PCA (Oxoid), media selektif Brilliance™ E. coli/Coliform (Oxoid), Pseudomonas cetrimide agar (Oxoid), tetrathionate broth base (Merck), XLD (Merck), dan BGA (Acumedia). Ikan yang digunakan adalah jenis gabus (Channa striata) yang diperoleh dari pasar tradisional Banjarbaru. Bahan edible film yang digunakan adalah gelatin (komersial), pektin (komersial), gliserol (JTBaker), dan pereaksi untuk pengujian TVB yang digunakan adalah TCA 7%, H3BO3, K2CO3 jenuh, indikator methyl red 0,1% dan bromocresol green 0,1%, formalin 40%, vaselin, formaldehyde 10%, pelarut toluen, KOH 45%, kristal Na2SO4, picric acid-toluene 0,02% dan HCl 0,032 N. Peralatan yang digunakan meliputi alat-alat gelas, pisau, plastik kemasan, cawan petri, cawan conway, water bath, inkubator, dan autoclave.

2.2. Metode
2.2.1. Penentuan aktivitas antibakteri asap cair kayu galam
Uji antibakteri pada tahap skrining awal dilakukan dengan teknik difusi kertas cakram. Biakan bakteri patogen E. coli, P. Aeruginosa, dan E. aerogenes yang telah diremajakan (umur 24 jam) dipindahkan dalam media 20 mL Nutrient Broth (NB) dan diinkubasi 24 jam. Sebanyak 1 mL masing-masing kultur bakteri uji (sekitar 1,0 x 106 CFU/mL), diinokulasi ke dalam 100 mL Nutrient Agar (NA) diaduk sampai homogen dan dituang ke dalam cawan petri, tunggu sampai media mengeras. Kertas cakram steril diameter 6 mm dicelup dengan asap cair kayu galam, dianginkan sebentar dan diletakkan dalam cawan petri berisi masing-masing kultur uji. Larutan antibiotik kloramfenikol digunakan sebagai kontrol positif dan larutan akuades sebagai kontrol negatif. Inkubasi dilakukan selama 24–48 jam pada suhu 42oC untuk kultur P. aeruginosa dan inkubasi pada suhu 37°C untuk kultur E. coli. Terbentuknya zona jernih pada kultur di cawan petri menunjukkan adanya aktivitas antibakteri.

2.2.2. Formulasi edible film
Pembuatan edible film menggunakan gelatin dan pektin komersial. Single gelatin disiapkan dengan melarutkan 8 g gelatin dalam 100 mL air destilasi, gliserol (0,15 g/g gelatin) ditambahkan sebagai plastisizer. Kompleks gelatin-pektin dibuat dengan melarutkan 6 g gelatin dan 2 g pektin dalam air destilasi, setelah larut ditambahkan gliserol (0,15 g/g gelatin). Formula kompleks gelatin-pektin kemudian dihangatkan dan diaduk pada suhu 45°C selama 15 menit sampai diperoleh campuran yang merata. Pembuatan edible film yang ditambahkan asap cair galam sebagai berikut, biopolimer (gelatin single maupun kompleks) sebelumnya dilarutkan terlebih dahulu kemudian ditambahkan gliserol, setelah dipanaskan dan larut (45°C selama 15 menit) baru ditambahkan asap cair galam (0,75 mL/g biopolimer). Biofilm dibuat dengan mencetaknya dalam loyang ukuran 19 cm x 19 cm yang telah dilapisi plastik dan dikeringkan pada suhu 45°C dalam oven vakum selama 15–24 jam. Tiga jenis biofilm yang diperoleh yaitu gelatin-pektin, gelatin+AC, dan gelatin-pektin+AC. Biofilm disimpan pada suhu 25°C dengan RH 45-50% sebelum digunakan.

2.2.3. Pengujian penyimpanan ikan
Ikan Gabus dibersihkan dan dipotong dengan berat sekitar 10–100 g perpotong kemudian masing-masing potongan dilapisi dengan ketiga jenis biofilm yang telah dibuat sebelumnya. Potongan ikan selanjutnya disimpan pada suhu ±4°C selama 10 hari. Sampel daging ikan tersebut kemudian dianalisis meliputi pengukuran pH, total volatile nitrogen (TVB-N), dan pengujian mikrobiologis.

a) Pengukuran pH
Sebanyak 5–10 g daging ikan dihomogenisasi dengan air destilasi (g/mL) selama 5 menit pada suhu kamar kemudian setelah itu pH diukur dengan pH meter.
b) Total volatile nitrogen (TVB-N)
Langkah-langkah pengujian kadar total volatile nitrogen (TVB-N) berdasarkan metode Tranggono (1991) adalah sampel yang telah dirajang kecil-kecil dan homogen ditimbang sebanyak 5 gr dan ditambah 15 mL larutan 7% TCA yang kemudian diblender selama 1 menit. Setelah itu, larutan disaring melalui kertas saring sehingga filter yang didapatkan menjadi jernih. Larutan boric acid 1 mL dimasukkan ke dalam inner chamber cawan conway 


 (1)


dan dengan memakai pipet 1 mL yang lain, filter yang telah disaring dimasukkan ke dalam outer chamber yang berlawanan sehingga kedua macam larutan di dalam outerchamber belum bercampur. Cawan conway kemudian ditutup dengan posisi hampir menutup dan ditambahkan 1 mL K2CO3 jenuh ke dalam outer chamber dan setelah itu cawan conway segera ditutup. Bagian tutup dan sisi (pinggir) cawan conway dilumuri dengan vaselin sehingga didapatkan tutupan yang rapat (air tight). Sampel blanko dikerjakan dimana titrat sampel diganti dengan larutan 5% TCA serta dilakukan sebagaimana prosedur sebelumnya (setiap contoh uji dan blanko dilakukan dengan dupplo). Cawan conway disusun pada rak-rak inkubator dengan hati-hati dan selanjutnya digoyang perlahan-lahan selama 1 menit yang kemudian diinkubasikan pada suhu 35oC selama 2 jam atau disimpan dalam suhu kamar selama semalam. Selesai diinkubasi, larutan boric acid kemudian dititrasi di dalam inner chamber cawan conway blanko menggunakan larutan 1/70 N HCl sampai warna larutan boric acid berubah menjadi merah muda dan berturut-turut larutan boric acid dititrasi pada sampel cawan conway sampai didapatkan warna merah muda yang sama dengan warna cawan conway blanko. Adapun perhitungan pengujian TVBN dapat dilihat pada Persamaan 1.

c) Pengujian mikrobiologis
Sampel ikan diambil sebanyak 10 g (baik yang segar dan yang telah dikemas dengan biofilm serta disimpan selama 3 hari), kemudian diencerkan dengan 90 mL buffer peptone water (BPW) dan dihomogenisasi. Pengujian mikrobiologis dilakukan dengan cara meneteskan sampel ikan yang sudah diencerkan dan dihomogenisasi ke media PCA (untuk menentukan total bakteri (TPC), ke media selektif Brilliance (untuk mengetahui jumlah bakteri Coliform/E. coli) dan ke media selektif Cetrimide Agar (untuk mengetahui jumlah bakteri P. aeruginosa). Uji kualitatif mikrobiologis dilakukan sesuai SNI 2897:2008.

III. HASIL DAN PEMBAHASAN
2. 
3. 
3.1. Aktivitas Antibakteri Asap Cair Kayu Galam
Pengujian aktivitas antimikroba dilakukan untuk melihat adanya potensi antimikroba dengan mengukur zona hambat bakteri diatas permukaan agar yang kelihatan bening. Aktivitas daya hambat diindikasikan dengan bulatan zona bening disekitar kertas cakram yang menunjukkan adanya aktivitas antibakteri (Gambar 1).
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                                         (a)                                       (b)
Gambar 1. Aktivitas Daya Hambat Asap Cair pada (a) Escherichia coli 
(b) Pseudomonas aeruginosa

Tabel 1. Diameter Zona Hambat Antibakteri Asap Cair Kayu Galam
	Bakteri
	Zona Hambat (mm)
	Kategori

	Kontrol
	-
	Tidak ada zona hambat 

	Pseudomonas aeruginosa
	15,5±0,71
	Kuat

	Escherichia coli
	16,5±0,71
	Kuat

	
	
	



Nilai uji aktivitas antibakteri asap cair dengan menggunakan metode difusi kertas cakram (Tabel 1) yaitu Pseudomonas aeruginosa dengan zona hambat 15,5 mm dan Escherichia coli dengan zona hambat yaitu 16,5 mm. Berdasarkan kriteria nilai zona hambat bakteri yaitu (1) tidak ada zona hambat, (2) zona hambat lemah>5 mm, (3) zona hambat sedang 5-10 mm (4) zona hambat kuat 11-20 mm dan (5) zona hambat sangat kuat 21-30 mm (Morales et al., 2003) maka kemampuan asap cair kayu galam dalam menghambat pertumbuhan Pseudomonas aeruginosa dan Escherichia coli termasuk dalam golongan kuat. 
Adanya aktivitas antibakteri yang kuat pada asap cair disebabkan oleh kandungan fenol dan turunannya (± 77,069%) serta kandungan asam asetat (± 7,139%) pada asap cair tersebut (Salim, 2016). Menurut Davidson & Branden (1981), mekanisme aktivitas antibakteri fenol dan turunannya yaitu reaksi dengan membran sel yang mengakibatkan meningkatnya permeabilitas membran sel dan hilangnya isi sel, inaktivasi enzim-enzim esensial dan fungsional materi genetik sedangkan efek antibakteri asam dari asap cair yaitu mampu mengasamkan sitoplasma, merusak tegangan permukaan membran serta hilangnya transport (distribusi) aktif makanan yang menyebabkan destabilisasi berbagai macam fungsi dan struktur komponen sel (Ray & Sandine, 1992).
Menurut Zuraida et al., (2009), Pseudomonas aeruginosa dan Escherichia coli ternyata lebih sensitif terhadap asap cair yang disebabkan oleh protein porin PAO1 dengan diameter 2 nm pada                    P. aeruginosa dan protein porin OmpF dan OmpC dengan diameter 1,2 nm pada Escherichia coli. Asap cair kemudian masuk ke dalam membran plasma bakteri melalui protein porin tersebut (Helander et al., 1998). Menurut Maharani (2014), penetrasi senyawa antimikroba asap cair kedalam dinding sel bakteri akan menghambat sintesis protein dan merusak pita DNA sel bakteri. Kerusakan DNA sel bakteri menyebabkan bakteri tidak dapat berkembang biak sehingga permukaan agar berwarna bening karena tidak adanya pertumbuhan bakteri.
Daya hambat asap cair kayu galam terhadap Escherichia coli dalam penelitian ini lebih tinggi dibandingkan asap cair cangkang buah Hevea braziliensis sebesar 11,3 mm (Oktarina, Sumpono, & Elvia, 2017) tetapi daya hambat asap cair kayu galam terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa lebih rendah dibandingkan asap cair tempurung kelapa sebesar 22,8 mm (Zuraida, 2009). Hal ini kemungkinan disebabkan oleh perbedaan kandungan senyawa antimikroba dalam asap cair tersebut terutama kadar asam asetat. Kandungan asam asetat asap cair kayu galam yang digunakan pada penelitian ini adalah sebesar 7,139%; asap cair cangkang buah Hevea braziliensis 4,275% (Oktarina et al., 2017); dan asap cair tempurung kelapa 9,900% (Putri & Diana, 2015).
3.2. Pengujian Penyimpanan Ikan
1. 
2. 
3. 
3.1. 
3.2. 
3.2.1. Nilai pH
Nilai pH adalah salah satu indikator yang dapat digunakan dalam menentukan tingkat kesegaran ikan. Pada tahap dan proses pembusukan ikan, perubahan pH daging ikan sangat berperan besar karena berpengaruh terhadap proses autolisis dan serangan bakteri (Silvia, Waryani, & Hanum, 2014). Berdasarkan hasil penelitian maka didapatkan nilai pH ikan gabus sebelum dan setelah penyimpanan selama 10 hari dengan kontrol dan berbagai perlakuan seperti pada Tabel 2.
Tabel 2. Nilai pH Ikan Gabus Segar dan Setelah Penyimpanan 10 Hari dengan Berbagai Perlakuan

	Perlakuan
	Nilai pH

	Ikan gabus segar
	6,85

	Penyimpanan 10 hari
	

	· Kontrol
	5,45ab

	· AB
	5,43a

	· AC
	5,47bc

	· ABC
	5,46ab


Keterangan : Huruf berbeda pada nilai pH menunjukkan adanya perbedaan
 		 	yang nyata (p<0,05); A = Gelatin,               B = Pektin dan C = Asap Cair 

Berdasarkan Tabel 2, nilai pH sebelum dan setelah penyimpanan dalam lemari pendingin selama 10 hari mengalami penurunan. Hasil analisa menunjukkan bahwa nilai pH ikan sebelum penyimpanan adalah 6,85 dan turun menjadi 5,43-5,47 setelah penyimpanan dengan perlakuan pengemas edibel asap cair dan tanpa asap cair. Menurut Muratore, Mazzaglia, Lanza, & Licciardello (2007), penurunan nilai pH dapat disebabkan oleh aktivitas metabolisme bakteri asam laktat. Berkurangnya kandungan oksigen selama penyimpanan dalam lemari pendingin (suhu 4oC) serta kemasan edibel yang melapisi permukaan ikan menyebabkan pertumbuhan bakteri asam laktat meningkat sehingga akumulasi asam laktat pada ikan membuat pH menurun (Aryanta, Puspasari, & Jamasut, 1997). Daging ikan pada tahap fase prerigor akan mengalami penurunan pH lebih banyak pada waktu didinginkan karena proses glikolisis anaerob menyebabkan terbentuknya asam laktat (Azzahra, Utami, & Nurhartadi, 2013). Setelah ikan mati, proses glikolisis akan tetap berlangsung karena enzim-enzim dalam tubuh ikan masih aktif. Tidak adanya lagi pasokan oksigen menyebabkan pembentukan glikogen tidak terjadi tetapi yang terjadi justru penguraian glikogen menjadi asam laktat (Hadiwiyoto, 1993).
Berdasarkan analisis sidik ragam menunjukkan bahwa terjadi perbedaan nyata pada contoh ikan dengan perlakuan edible film asap cair dan tanpa penambahan asap cair. Setelah dilanjutkan dengan uji homogenitas terlihat bahwa nilai pH ikan pada perlakuan AC (Gelatin:Asap cair) berbeda nyata terhadap nilai pH ikan pada perlakuan AB (Gelatin:Pektin). Nilai pH pada ikan setelah penambahan asap cair (AC) ternyata mengalami peningkatan dibandingkan dengan nilai pH ikan tanpa perlakuan asap cair (AB) serta kontrol. Peningkatan nilai pH pada ikan dengan asap cair kemungkinan disebabkan oleh senyawa kimia yang terkandung dalam asap cair yang dapat mendenaturasi protein pada ikan. Menurut Tricahyo, Widati, & Widyastuti (2012), denaturasi protein menyebabkan meningkatnya nilai pH dengan cara memecah interaksi hidrofobik dan meningkatkan daya kelarutan gugus hirofobik dalam air. Asap cair mengandung senyawa alkohol dan senyawa fenol yang dapat mendenaturasi protein (Novari, Aryani, & Arifin, 2014).
Pada umumnya nilai pH ikan gabus setelah penyimpanan baik pada kontrol maupun perlakuan edible film asap cair dan tanpa asap cair masih dapat dikategorikan segar. Menurut Himawati (2010), pada umumnya ikan yang sudah dikategorikan tidak segar, dagingnya memiliki pH yang lebih basa dibandingkan ikan yang masih segar. Daging ikan yang naik pH-nya mendekati netral hingga mencapai 7,5 sampai 8,0 atau lebih tinggi menandakan pembusukan telah terjadi dan dalam keadaan sangat parah (Anggraini, Utami, & Kawiji, 2013).

3.2.2. Total Volatile Base-Nitrogen (TVBN)
Penetapan Total Volatile Base Nitrogen (TVBN) bertujuan dalam menentukan jumlah kandungan senyawa basa volatil yang disebabkan oleh proses autolisis oleh enzim dan aktivitas bakteri pembusuk yang menguraikan dan mendegradasi protein (Bangun, 2015). Total Volatile Base Nitrogen (TVBN) dapat menjadi salah satu indikator utama dalam menentukan tingkat kesegaran ikan. Perubahan nilai TVBN pada ikan gabus sebelum dan setelah penyimpanan dengan 
faktor perlakuan edible dan asap cair dapat dilihat pada Tabel 3.
Tabel 3. Nilai TVBN Ikan Gabus Segar dan Setelah Penyimpanan 10 Hari dengan Berbagai Perlakuan

	Perlakuan
	Nilai TVB (N/100 g)

	Ikan Gabus Segar
	24

	Penyimpanan 10 hari
	

	· Kontrol
	48ab

	· AB
	32a

	· AC
	36a

	· ABC
	36a


Keterangan :  Huruf berbeda pada nilai menunjukkan adanya perbedaan yang nyata (p<0,05) A = Gelatin, B = Pektin dan   C = Asap Cair 

Berdasarkan Tabel 3, nilai TVBN ikan sebelum dan setelah penyimpanan selama 10 hari pada suhu rendah (4oC) mengalami kenaikan. Hasil analisa menunjukkan bahwa nilai TVBN ikan sebelum penyimpanan adalah 24 mgN/100g dan naik menjadi 32-48 mgN/100g setelah penyimpanan selama 10 hari. Menurut Zakaria (2008), nilai TVBN akan semakin meningkat dengan bertambahnya lama waktu penyimpanan yang disebabkan oleh degradasi enzim-enzim dalam tubuh ikan yang menghasilkan senyawa-senyawa sederhana yang merupakan komponen-komponen penyusun senyawa basa volatil. Peningkatan nilai TVBN selama penyimpanan akibat dekomposisi protein menjadi senyawa-senyawa basa yang mudah menguap seperti amonia, trimetilamin, kreatin, basa purin, dan asam amino bebas (Viji, Tanuja, Ninan, Zynudheen, & Lalitha, 2014). Selain itu, peningkatan kadar TVBN selama penyimpanan kemungkinan juga disebabkan karena aktivitas mikroba. Menurut Yasni, Elisabeth, Syamsir, & Parhusip (2004), aktivitas mikroba                     akan memecah protein dan senyawa                         yang mengandung nitrogen untuk                      pertumbuhannya. Peningkatan pertumbuhan mengakibatkan semakin banyak senyawa volatil bernitrogen yang terbentuk dan terukur sebagai total volatil nitrogen. Proses perubahan protein baik secara autolisis (enzimatis) maupun mikrobiologis akan menghasilkan senyawa-senyawa nitrogen yang terukur sebagai volatil base.
Berdasarkan nilai TVBN pada SNI 01-2729.2-2006 (standar mutu ikan segar) yaitu maks. 30 mgN/100g maka hasil pengujian TVBN pada ikan setelah penyimpanan selama 10 hari menunjukkan bahwa semua faktor perlakuan secara keseluruhan tidak memenuhi standar mutu TVBN ikan segar (>30 mgN/100g). Hasil ini juga sama dengan kemunduran mutu TVBN ikan gurami setelah penyimpanan 10 hari pada suhu 40C yaitu 32,42 mgN/100g (Nurjanah, Nurhayati, & Zakaria, 2011) dan penyimpanan ikan patin dengan perlakuan edibel minyak atsiri jahe dan lengkuas pada hari ke-8 (suhu 4±1oC) juga menunjukkan nilai TVBN yang lebih tinggi yaitu 33,50-37,10 mgN/100g (Utami, Kawiji, Nurhartadi, Kurniasih, & Indianto, 2013). Perlakuan penyimpanan selama 10 hari baik pada suhu rendah dan perlakuan edible film dengan penambahan maupun tanpa penambahan senyawa antimikroba asap cair tidak mampu menahan terjadinya proses autolisis dan mikrobiologis pada ikan yang membuat nilai TVBN ikan menjadi tinggi dan tidak memenuhi standar mutu untuk dikonsumsi (maks. 30 mgN/100g). 
Hasil pengujian TVBN pada ikan setelah penyimpanan selama 10 hari menunjukkan bahwa sampel kontrol (tanpa perlakuan) memiliki nilai TVBN yang tinggi yaitu 48 mgN/100g sedangkan nilai TVBN terendah terdapat pada edibel film tanpa asap cair (AB) yaitu 32 mgN/100g. Hal ini menunjukkan bahwa edible film lebih mampu memberikan perlindungan terhadap kemunduran mutu TVBN ikan dibandingkan dengan kontrol (tanpa perlakuan). Menurut Mursida (2013), penggunaan lapisan edibel dari bahan hidrokoloid pada ikan segar dapat mencegah terjadinya penurunan mutu terutama jika dikombinasikan dengan penyimpanan pada suhu dingin. Hal ini disebabkan karena lapisan edibel mampu mengurangi terjadinya kehilangan air dari daging ikan dan absorbsi air dari udara, oksidasi lemak dan penguraian protein. Pemanfaatan asap cair pada lapisan edibel 

Tabel 4. Hasil Pengujian Mikrobiologis Sebelum dan Setelah Penyimpanan dengan Berbagai Faktor Perlakuan

	Perlakuan
	TPC 
(CFU/g)
	E. coli
(CFU/g)
	Coliform
(CFU/g)
	P. aeruginosa
(CFU/g)

	Ikan Gabus Segar
	2,0x108
	-
	-
	-

	Penyimpanan 10 hari
	
	
	
	

	· Kontrol
	15x106(a)
	(-) <1,0x100
	5,0x106
	(-)

	· AB
	11x103(b)
	(-) <1,0x100
	3,5x102
	(-)

	· AC
	18,5x103(b)
	(-) <1,0x100
	1,0x101
	(-)

	· ABC
	4x103(b)
	(-) <1,0x100
	4,0x100
	(-)


Keterangan  :  Huruf berbeda pada nilai menunjukkan adanya perbedaan yang nyata (p<0,05); A = Gelatin,
                          B = Pektin dan C = Asap Cair 


tidak memberikan pengaruh yang signifikan terhadap nilai TVBN ikan yaitu 36 mgN/100g selama penyimpanan ikan. Hal ini kemungkinan disebabkan proses migrasi bahan aktif asap cair dari lapisan edibel ke dalam ikan selama penyimpanan lebih banyak mengalami penguapan sehingga mengurangi kinerja penghambatan terhadap bakteri pembusuk ikan dari udara sekitar.

3.2.3. Pengujian Mikrobiologis
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, didapatkan hasil pengujian mikrobiologis pada ikan gabus sebelum dan setelah penyimpanan selama 10 hari pada berbagai perlakuan seperti ditunjukkan pada Tabel 4.

a) Jumlah bakteri total (TPC)
Kandungan bakteri dalam suatu produk adalah salah satu parameter mikrobiologis untuk menentukan layak tidaknya produk tersebut dikonsumsi (Kristinsson, Danyali, & Ua-Angkoon, 2007). Analisis terhadap jumlah bakteri bertujuan untuk mengetahui jumlah total bakteri dan tingkat pertumbuhannya selama penyimpanan dalam suatu produk. Hasil pengamatan nilai TPC ikan gabus segar adalah 2,0x108 CFU/g kemudian perlahan-lahan mengalami penurunan tingkat pertumbuhan setelah penyimpanan selama 10 hari dengan nilai TPC berkisar 4x103 s/d 15x106 CFU/g. Penurunan nilai TPC pada ikan disebabkan oleh penyimpanan fillet ikan pada suhu rendah (suhu ±4°C) dalam lemari pendingin. Menurut Gelman, Glatman, Drabkin, & Harpaz (2001), penggunaan suhu rendah pada produk-produk perikanan mampu menghambat pertumbuhan dan perkembangan bakteri serta proses-proses biokimia yang berlangsung dalam tubuh ikan akan berjalan jauh lebih lambat sehingga ikan akan tetap segar dalam jangka waktu yang cukup lama. Menurut Zuraida et al. (2009), olahan ikan yang diberi perlakuan penyimpanan pada suhu refrigerasi (4±1oC) dapat bertahan selama 10 hari dan penambahan asap cair dapat memperpanjang umur simpan produk ikan 8 hari lebih lama daripada kontrol (tidak diberi perlakuan).
Berdasarkan analisis sidik ragam menunjukkan bahwa terjadi perbedaan nyata antar perlakuan contoh uji terhadap nilai TPC (Sig=0-0,014<0,05). Hasil uji lanjut homogenitas menggunakan Uji Tuckey terhadap pengaruh perlakuan contoh uji terhadap nilai TPC ikan gabus setelah penyimpanan. Berdasarkan hasil uji homogenitas menunjukkan bahwa terdapat 2 kelompok subset yang berbeda secara nyata yaitu: (1) (ABC), (AB) dan (AC) (2) Kontrol. Secara umum kelompok perlakuan baik kelompok edible film dengan dan tanpa penambahan asap cair berbeda secara nyata terhadap kontrol (tanpa perlakuan). Perlakuan ABC (Gelatin:Pektin:Asap Cair) adalah perlakuan yang paling baik dalam menahan laju pertumbuhan bakteri pada ikan sebesar 4x103 CFU/g sedangkan nilai TPC tertinggi terdapat pada kontrol (tanpa perlakuan) sebesar 15x106. Film edibel pembawa zat bioaktif antimikroba mempunyai 2 fungsi khas, yaitu (i) sebagai penghalang yang baik terhadap O2 dan CO2 untuk melindungi produk secara konvensional (kemasan primer) (Hosseinnejad, 2014), dan (ii) sebagai perlindungan terhadap pertumbuhan bakteri patogen dan pembusuk (pembawa zat antimikroba dan antioksidan) (Miskiyah et al., 2015). 
Jumlah koloni bakteri pada edible film dengan asap cair lebih rendah jika dibandingkan dengan edible film tanpa penambahan asap cair. Hal ini karena zat aktif (antimikroba) dalam asap cair mulai bekerja menghambat pertumbuhan bakteri. Menurut Zuraida (2008), mekanisme aktivitas antibakteri asap cair adalah masuk melalui dinding sel bakteri dan mengganggu fungsi bagian membran sitoplasma. Kerusakan membran sitoplasma ini menyebabkan permeabilitas membran terganggu sehingga terjadi kebocoran sel dan mengganggu terbentuknya asam nukleat. Diduga asap cair tersebut mengakibatkan kerusakan dinding sel yang selanjutnya berdifusi melalui membran sitoplasma dan mempengaruhi materi genetik. Selain itu, penambahan materi pektin pada perlakuan asap cair membuat nilai TPC semakin rendah. Menurut Krochta, Baldwin, & Carriedo (1994), pektin dari jenis hidrokoloid lebih dapat menambah perlindungan produk edibel terhadap oksigen, karbondioksida, dan lipida serta mempunyai sifat dan struktur mekanis yang cukup bagus dan meningkatkan kesatuan struktural produk sehingga kemungkinan penambahan sifat pektin ini lebih menjaga stabilitas edibel dalam menghambat pertumbuhan dan proses metabolisme bakteri pada edible film ikan tersebut.
Berdasarkan standar mutu ikan segar pada SNI 01-3819-1995 (nilai TPC maksimum 5x105 CFU/g), maka nilai TPC pada ikan dengan perlakuan edible film asap cair maupun tanpa penambahan asap cair sudah memenuhi standar dengan nilai TPC 4-18,5x103 CFU/g sedangkan contoh ikan pada kontrol tidak memenuhi standar mutu (15x106 CFU/g). Kemampuan edibel asap cair kayu galam sebagai antibakteri pada penelitian ini lebih baik dibandingkan dengan edible film dengan ekstrak bawang putih pada olahan ikan yaitu ≥1x105 CFU/g pada penyimpanan hari ke-10 (Warsiki, Sunarti, & Nurmala, 2013). Menurut Majewski (2014), sifat senyawa utama antibakteri pada bawang putih yaitu allicin bersifat sangat volatile, reaktif dan tidak stabil serta senyawa ini dalam waktu beberapa jam akan kembali dimetabolisme menjadi senyawa antibakteri lain seperti vinyldithiins dan diallyl disulfide tetapi dengan aktivitas yang lebih kecil sehingga kemungkinan hal ini dapat mengurangi aktivitas antimikrobanya pada edible film tersebut. Hal ini juga menunjukkan bahwa edible film dengan penambahan asap cair lebih stabil dan efisien mengatur proses migrasi bahan aktif senyawa antimikroba asap cair kedalam ikan yang dilapisinya sehingga mengurangi kontaminasi serta menghambat pertumbuhan organisme perusak pada ikan tersebut. Menurut Zuraida et al. (2009), kemampuan asap cair sebagai antimikroba pada olahan ikan dapat bertahan selama 20 hari penyimpanan suhu refrigerasi (4±1OC) dengan nilai TPC sebesar 1,80 log CFU/g (8,0x101 CFU/g).

b) E. Coli/ Coliform dan Pseudomonas aeruginosa
Berdasarkan Tabel 4, kandungan bakteri E. Coli/ Coliform dan P. aeruginosa menunjukkan hasil yang negatif pada ikan sebelum penyimpanan. Tidak adanya kandungan bakteri pada ikan tersebut diduga karena bahan sampel ikan yang digunakan masih dalam keadaan hidup dan utuh bukan ikan yang telah dimatikan terlebih dahulu sehingga meminimalkan terjadinya kontak dengan bakteri-bakteri pembusuk. Menurut Munandar et al. (2009), aktivitas mikroorganisme akan lebih aktif pada saat ikan telah mati yang mengakibatkan bakteri-bakteri pembusuk merusak jaringan tubuh dan jumlahnya meningkat seiring bertambahnya lama penyimpanan (Munandar et al., 2009). Setelah penyimpanan selama 10 hari juga tidak ditemukan adanya kandungan bakteri E. coli dan P. aeruginosa baik pada kontrol maupun perlakuan dengan edible film sedangkan bakteri Coliform terdeteksi baik pada kontrol maupun dengan perlakuan. Perlakuan penyimpanan selama 10 hari pada suhu rendah (4oC) kemungkinan menghambat pertumbuhan kedua jenis bakteri tersebut.
Bakteri Coliform adalah bakteri yang dalam kuantitas tertentu dapat menjadi indikator kehigienisan makanan dan tanda keberadaan bakteri patogen pada makanan (Jasmadi, Haryani, & Jose, 2014). Berdasarkan hasil pengujian Coliform pada ikan setelah penyimpanan selama 10 hari maka dapat dilihat bahwa sampel kontrol (tanpa perlakuan) memiliki pertumbuhan Coliform yang paling tinggi diantara sampel ikan dengan perlakuan edible film yaitu 5,0x106 sedangkan nilai Coliform yang paling rendah terdapat pada sampel ikan ABC (Gelatin:Pektin:Asap Cair) yaitu 4,0x100. Berdasarkan standar batas maksimum cemaran mikroba bahan makanan asal hewan (SNI 01-6366-2000) pada Coliform yaitu maksimal 1x102 CFU/g pada daging segar/beku maka nilai Coliform pada kontrol dan perlakuan edible film tanpa penambahan asap cair (AB) tidak memenuhi syarat mutu karena nilai cemarannya melebihi standar mutu maksimum yang dipersyaratkan (≥1x102 CFU/g) sedangkan pada perlakuan edibel asap cair (AC & ABC) sudah memenuhi standar mutu. Hal tersebut menunjukkan penyimpanan ikan selama 10 hari pada suhu 4oC dengan kemasan edibel asap cair masih layak dikonsumsi sesuai dengan standar SNI 01-6366-2000 (≤1x102CFU/g).

IV. KESIMPULAN DAN SARAN
Berdasarkan hasil penelitian maka dapat disimpulkan bahwa asap cair kayu galam (Malaleuca leucadendra) yang digunakan sebagai biodegradable film mampu mempertahankan kualitas ikan gabus lebih baik pada pengujian mikrobiologis terutama pada nilai TPC dan Coliform sedangkan pada kemunduran mutu TVBN ikan, asap cair kayu tidak memberikan pengaruh yang signifikan dalam mempertahankan kualitas ikan selama penyimpanan 10 hari pada suhu ±4°C. 
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