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ABSTRACT

Liquid smoke consists of phenols that have antimicrobial properties against bacteria Gram
positive and Gram negative, yeast and fungi. Study was conducted to evaluate the antibacterial
properties of cashew nut shell liquid smoke (ACM), corn cobs (ACJ), and coconut shell (ACK)
against Escherichia coli and Candida utilis by using microplate reader. Each of blank, control, and
sample consisted of four well (four times). Result showed that ACM (80.85%) and the ACJ
(72.34%) was better in inhibiting the growth of E. coli than ACK (38.30%). Meanwhile, the ACJ
(97.17%) and ACK (86.80%) was better in inhibiting the growth of C. utilis than ACM (23.88%).
The higher the dilution of ACM, ACJ, and ACK the higher of the growth of C. utilis. The higher
the content phenol of ACM, ACJ and ACK (7,000 mg/ml), the more increased the inhibitory on the
growth of C. utilis (86.80%). It was concluded that the ACM, ACJ, and ACK can suppress the
growth of E. coli bacteria and fungi C. utilis. Therefore, they are potential as an antimicrobial.
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ABSTRAK

Asap cair memiliki sifat antimikroba terhadap berbagai bakteri Gram positif dan Gram
negatif, ragi dan jamur karena kandungan fenolnya. Penelitian telah dilakukan untuk mengevaluasi
aktivitas antibakteria dari asap cair cangkang jambu mete (ACM), tongkol jagung (ACJ) dan
tempurung kelapa (ACK) terhadap Escherichia coli dan Candida utilis dengan menggunakan
menggunakan microplate reader. Setiap blanko, kontrol dan sampel terdiri dari empat lubang
(empat kali). Hasil penelitian menunjukkan bahwa ACM (80,85%) dan ACJ (72,34%) lebih baik
dalam menghambat pertumbuhan E. coli dibandingkan dengan ACK (38,30%). Sementara yang
lebih baik menghambat C. utilis adalah ACJ (97,17%) dan ACK (86,80%) dibandingkan dengan
ACM (23,88%). Semakin tinggi pengenceran ACM, ACJ dan ACK maka pertumbuhan C. utilis
semakin meningkat pula. Semakin tinggi (7.000 mg/ml) kandungan fenol dari ACM, ACJ dan
ACK maka daya hambatnya terhadap pertumbuhan C. utilis semakin meningkat (86,80%).
Disimpulkan bahwa ACM, ACJ dan ACK dapat menekan pertumbuhan bakteri E. coli dan fungi C.
utilis sehingga punya potensi sebagai antimikroba.

Kata Kunci: Antimikroba, Asap Cair, Cangkang Jambu Mete, Tongkol Jagung, Tempurung
Kelapa

PENDAHULUAN

Asap cair dihasilkan dari proses pirolisis, yaitu dekomposisi bahan kimia organik
melalui pembakaran langsung atau tidak langsung tanpa oksigen atau reagen lainnya.
Pirolisis umumnya dilakukan pada bahan tanaman yang memiliki komposisi lignin,
selulosa, hemiselulosa dan senyawa karbon lainnya (Darmadji 2002). Selama pembakaran
akan terjadi proses pirolisis yang menghasilkan senyawa fenol, alkohol, karbonil, furan,
lakton, hidrokarbon, polisiklik aromatik dan asam organik yang berperan dalam pemberian
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rasa, warna dan sifat antimikroba asap cair (Girrard 1992; Lingbeck et al. 2014). Penelitian
asap cair dari berbagai bahan tanaman sudah banyak dilakukan dan digunakan sebagai
antimikroba alami pada makanan. Pemanfaatan asap cair sebagai bahan aditif untuk bidang
peternakan hanya sedikit yang telah dilaporkan. Pemberian asap cair lewat air minum
hinga 1% dapat diberikan pada ayam broiler untuk mendapatkan karkas sehat dan hasil
yang optimal pada sistem imun (Sari et al. 2014; Yosi & Sandi 2014). Asap cair dari
tempurung kelapa paling mudah diperoleh di Indonesia karena banyak usaha kecil
pembuatan arang dari tempurung kelapa dan adanya permintaan asap cair dari tempurung
kelapa untuk pengawet makanan (Rasydta 2013).

Tongkol jagung merupakan limbah dari perkebunan jagung yang banyak
dimanfaatkan sebagai sumber serat pakan ruminansia. Program swasembada jagung
dengan perluasan penanaman jagung, selain menghasilkan jagung pipilan untuk
dikonsumsi manusia dan ternak, akan menghasilkan limbah tongkol jagung yang
melimpah untuk dimanfaatkan menjadi produk baru selain sebagai sumber serat. Penelitian
asap cair dari tongkol jagung telah dilaporkan oleh Swastawati et al. (2014) dan
dimanfaatkan untuk pengawet ikan bandeng (Chanos chanos Forsk).

Cangkang jambu mete merupakan limbah dari industri kacang mete yang kurang
dimanfaatkan. Kandungan lemak yang tinggi pada cangkang jambu mete sering diekstrak
menjadi minyak laka (cashew nut shell liquid/CNSL) (Tyman 1975). Residu setelah
ekstraksi lemak biasanya dibuang padahal residu ini masih dapat diolah. Saenab et al.
(2016) telah mengembangkan tiga produk bioindustri dari cangkang jambu mete dan
diantaranya biosmoke atau asap cair. Produk baru ini perlu dieksplorasi manfaatnya untuk
bidang peternakan. Oleh sebab itu, penelitian ini bertujuan untuk membandingkan
kemampuan asap cair cangkang jambu mete, tongkol jagung dan tempurung kelapa untuk
menghambat pertumbuhan Escherichia coli dan Candida utilis.

MATERI DAN METODE

Cangkang mete diperoleh dari Pati, asap cair tongkol jagung (ACJ) diperoleh dari
Laboratorium Residu Bahan Agrokimia, Laladon, Bogor, asap cair tempurung kelapa
(ACK) diambil dari industri kecil di Cinangneng, Bogor. Pembuatan asap cair dilakukan
menurut prosedur Sari et al. (2009) yang dilakukan di industri kecil di Cinangneng, Bogor.
Sebelum proses pembuatan asap cair cangkang jambu mete (ACM), dilakukan perendaman
dalam larutan heksana lebih dahulu dengan perbandingan 1:2 semalaman dengan ukuran
0,5-1 cm, ditiriskan, direndam kembali dengan heksana dengan perbandingan yang sama.
Ditiriskan kembali, lalu diangin-anginkan semalaman untuk membuang heksana tersebut.
Residu yang sudah kering digiling untuk mendapatkan ukuran yang lebih kecil untuk
mempermudah pengeluaran zat bioaktif di dalamnya. Residu dimasukkan ke dalam drum,
kemudian dibakar. Selama pembakaran terbentuk asap yang dikondensasi sehingga
menjadi cairan pekat berwarna cokelat kehitaman dan ditampung di dalam botol. Larutan
ini disebut asap cair cangkang jambu mete (ACM). Proses pembuatan ACJ dan ACK lebih
mudah. Baik tongkol jagung ataupun tempurung kelapa tidak perlu diekstrak terlebih
dahulu tetapi langsung dimasukkan dalam tong drum metal, kemudian dibakar seperti pada
proses pirolisis residu cangkang jambu mete.
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Uji antibakteri asap cair
Persiapan larutan, media dan kultur bakteri

Media nutrient broth (NB) dibuat dengan campuran 1,3 g NB dan 100 ml akuades,
disterilkan dalam autoclave selama 10 menit pada suhu 115°C. Perbanyakan bakteri E. coli
ditumbuhkan pada media NB di dalam tabung reaksi bertutup dan diinkubasi pada suhu
37°C selama 24 jam.

Uji penghambatan E. coli

Uji antibakteri dilakukan dengan metode mikrodilusi pada microtiterplate flat-bottom
polystyrene 96 wells. Pembacaan optical density (OD) dengan microplate reader (O’Toole
& Kolter 1998) pada panjang gelombang 620 nm di Laboratorium Teknologi Pakan,
Balitnak. Jumlah E. coli yang akan digunakan adalah 102 cfu/ml untuk dimasukkan ke tiap
well. Oleh sebab itu, kultur yang mengandung E. coli diukur dan diatur kekeruhannya agar
absorbansi kultur sebesar 0,138 (konsentrasi bakteri 10® cfu/ml). Pengukuran absorbansi
dilakukan dengan alat spektrofotometer dengan panjang gelombang 620 nm. ACM, ACJ
dan ACK disaring dengan menggunakan membran filter ukuran pori 0,45 pum. Hasil
penyaringan sampel dipindahkan ke tabung baru. Sampel asap cair diencerkan dengan
komposisi: (1) Blanko: 20 pl akuades + 180 pl media NB; (2) Blanko ekstrak: 20 pl asap
cair + 180 pl media NB; (3) Kontrol negatif: 20 pl akuades + 180 pl kultur E. coli; dan (4)
Asap cair: 20 ul ACM/ACJ/ACK + 180 pl kultur E. coli.

Tabel 1. Pengenceran sampel ACM, ACJ dan ACK

Larutan Pengenceran Larutan awal (ul) Akuades (ul)
Asap cair 4 kali (2,5%) 400 1.200
Asap cair 8 kali (1,25%) 200 1.400
Asap cair 16 kali (0,625%) 100 1.500

Kemudian sampel ACM, ACJ, ACK, blanko dan kontrol masing-masing 4 wells
dimasukkan ke dalam microplate yang terdiri dari 96 well (Gambar 1) dengan
perlakuan/komposisi microplate yang sudah diisi blanko, blanko ekstrak, kontrol negatif
dan ACM/ACJ/ACK diinkubasi semalaman pada suhu 37°C, selanjutnya diukur dengan
menggunakan microplate reader pada panjang gelombang 620 nm. Setiap perlakuan
dibuat empat lubang sumuran berupa ulangan.

Gambar 1. Microplate reader (96 wells/lubang sumuran) diisi dan disesuaikan dengan perlakuan

Perhitungan pertumbuhan mikroba:
Pertumbuhan mikroba = (Absorbansi mikroba/absorpansi kontrol) x 100%
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HASIL DAN PEMBAHASAN

ACM dan ACJ menunjukkan kemampuan yang lebih tinggi untuk menghambat
pertumbuhan E. coli dibandingkan dengan ACK (Tabel 1). Hal ini menunjukkan bahwa
jumlah senyawa fenol dalam tanaman berpengaruh terhadap penghambatan pertumbuhan
E. coli. Hal ini dibuktikan dari jumlah senyawa fenol yang terdapat dalam ACM lebih
tinggi (7,2%) dibandingkan dengan ACJ (6,73%) dan ACK (5,47%) (Saenab et al. 2016;
Reta & Anggraeni 2016). Namun demikian, tempurung kelapa masih mampu menghambat
pertumbuhan E. coli walaupun dalam jumlah lebih kecil. Swastawati et al. (2014)
melaporkan bahwa senyawa fenol dapat menghambat pertumbuhan E. coli, Staphylococcus
aureus, Vibrio harveyi dan Vibrio parahaemolyticus. Hambatan pertumbuhan C. utilis
didominasi oleh ACJ dan ACK dibandingkan dengan ACM, walaupun kandungan fenol
ACM sedikit lebih tinggi. Sementara ACK dapat menghambat pertumbuhan Pseudomonas
aeruginosa dan S. aureus (Zuraida et al. 2011). Swastawati et al. (2014) melaporkan asap
cair tongkol jagung efektif menghambat pertumbuhan mikroba patogen seperti E. coli, S.
aureus, V. harveyi dan V. parahaemolyticus.

Tabel 1. Kadar pH dan persentase daya hambat pertumbuhan E. coli dan C. utilis pada tiga jenis

asap cair
Asap cair pH E. coli (%) C. utilis (%)
Kontrol 7,00 100 100
ACM (jambu mete) 3,12 80,85 23,88
ACJ (jagung) 4,22 72,34 97,17
ACK (tempurung kelapa) 3,07 38,30 86,80

Mekanisme zat bioaktif menghambat pertumbuhan bakteri adalah dengan cara
merusak sitoplasma, DNA atau inti sel dari bakteri. Fenol dengan gugus —OH nya dapat
melarutkan lipid pada dinding sel, akibatnya mengganggu kinerja membran sitoplasma dan
menghambat ikatan ATP-ase yang menyebabkan sel menjadi lisis, akibatnya pertumbuhan
bakteri terhambat (Turgis et al. 2009).

Mekanisme zat bioaktif (asam fenolik berupa asam kafeat dan derivatnya)
menghambat perkembangan jamur C. utilis dengan cara menghambat praformasi biofilm,
merusak dinding sel, mengganggu plasma membran, menghambat dimorfisme dan
menghambat aktivitas enzim (Sung & Lee 2010; Ma et al. 2010; Alves et al. 2014; Cheah
et al. 2014).

Pengaruh derajat keasaman terhadap pertumbuhan mikroba

Kemampuan mikroba untuk tumbuh dipengaruhi faktor intrinsik (pH, aktivitas air,
potensial oksidasi-reduksi, kandungan nutrisi, kandungan senyawa antimikroba dan
struktur biologi) dan faktor ekstrinsik (suhu, kelembaban lingkungan dan susunan gas
lingkungan). Pada umumnya, mikroba berkembang dengan baik pada pH netral (6,6-6,7).
Bakteri negatif E. coli tumbuh baik pada pH 6-7, tapi masih bisa tumbuh pada pH 9
(Pelczar & Chan 1988).

Pada Tabel 1 ditunjukkan bahwa pH dari ACM, ACJ dan ACK di bawah angka 7, hal
ini menunjukkan bahwa bakteri tidak punya peluang untuk berkembang. Artinya, ACM,
ACJ dan ACK mampu menghambat pertumbuhan E. coli. Demikian juga pengaruh ketiga
asap cair tersebut, dengan derajat keasaman yang rendah dapat menghambat pertumbuhan
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fungi C. utilis. Namun demikian, pH yg makin rendah tidak terlalu berpengaruh terhadap
pertumbuhan C. utilis (Boze et al. 1992).

Pengaruh dosis ACM, ACJ dan ACK terhadap pertumbuhan C. utilis

Gambar 2 menunjukkan pada ketiga asap cair, pengenceran yang semakin tinggi
menyebabkan pertumbuhan C. utilis yang makin tinggi juga. Hal ini membuktikan bahwa
zat bioaktif fenol yang terkandung dalam asap cair yang dengan pengenceran yang
semakin tinggi maka kandungan fenolnya semakin rendah. Pengenceran hingga 16 kali
pada pada ACM, ACJ dan ACK mempunyai daya hambat pada pertumbuhan C. utilis
berturut-turut 10,37; 67,87; dan 57,32%. Hal ini menunjukkan ACJ lebih efektif mencegah
pertumbuhan C. utilis. Kandungan fenol pada asap cair mampu menghambat
perkembangan C. utilis. Cleff et al. (2010) melaporkan, aktivitas antifungi Origanum
vulgare dengan kandungan 4-terpineol (47,95%) mampu menghambat pertumbuhan
Candida sp.
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Gambar 2. Pengaruh dosis ACM, ACJ dan ACK terhadap pertumbuhan C. utilis

Korelasi antara total fenol dengan penghambatan C. utilis

Gambar 3 menunjukkan semakin tinggi kandungan fenol maka daya hambat fenol dari
ACM, ACJ, ACK semakin tinggi pula. Hal ini mengindikasikan fenol memiliki peranan
dalam menghambat pertumbuhan C. utilis. Hal ini dibuktikan pada pengenceran dari ketiga
jenis asap cair (Gambar 1). Semakin encer asap cair maka pertumbuhan C. utilis semakin
naik. Cleff et al. (2010) melaporkan bahwa fenol yang terdapat dalam Oregano vulgare
dapat digunakan sebagai antifungi, Daging buah, kulit buah, Punica granatum L mampu
menghambat pertumbuhan genus Candida termasuk C. utilis (Anibal et al. 2013).
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Gambar 3. Korelasi antara total fenol dengan penghambatan C. utilis

KESIMPULAN

Asap cair sumber cangkang mete (ACM) dan tongkol jagung (ACJ) lebih efisien
menghambat pertumbuhan E. coli. ACJ dan ACK (asap cair sumber tempurung kelapa)
lebih efisien menghambat pertumbuhan C. utilis. Semakin tinggi kandungan fenol ACM,
ACJ dan ACK maka daya hambat pada C. utilis semakin meningkat. Disimpulkan bahwa
ACM, ACJ dan ACK dapat menekan pertumbuhan bakteri E. coli dan fungi C. utilis
sehingga punya potensi sebagai antimikroba dalam pemanfaatannya pada unggas.
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