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ABSTRAK 

 

ANALISIS KEBERADAAN ESCHERICIA COLI, KAPANG, DAN 

NATRIUM BENZOAT PADA KECAP MANIS KILOAN YANG 

 DIJUAL DI PASAR SEI SIKAMBING KECAMATAN  

MEDAN HELVETIA KOTA MEDAN 

 

MUHAMMAD ARIEF MUCHWAN 

1701012047 

 

Kecap sangat familiar digunakan sebagai penyedap masakan atau teman 

bersantap.Di Indonesia pacar kecap cukup besar dan memiliki kecenderungan 

meningkat dari tahun ke tahun. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui keadaan fisik menggunakan uji 

organoleptis dan keberadaan Eschericia colimenggunakan metode Most Probable 

Number (MPN), keberadaan kapang menggunakan metode Angka Kapang 

Khamir (AKK), keberadaan natrium benzoat menggunakan metode FeCl3 5% dan 

metode Spektrofotometri UV-Visible pada 5 merek kecap manis kiloan yang 

berbeda yang dijual di Pasar Sei Sikambing. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa seluruh sampel memiliki keadaan 

fisik yang normal khas dengan syarat bau normal khas, rasa manis khas, warna 

coklat kehitaman, tekstur cairan kental dan hasil Angka Paling Mungkinseluruh 

sampel adalah <3 APM/g dengan syarat <3 APM/g. Lalu hasil Angka Kapang 

Khamir pada masing-masing sampel adalah sampel I sebesar 10 koloni/g; sampel 

II sebesar 5 koloni/g; sampel III sebesar 60 koloni/g; sampel IV sebesar 65 

koloni/g; sampel V sebesar 55 koloni/g dengan syarat 50 koloni/g. Kemudian 

seluruh sampel mengandung natrium benzoat ditandai oleh endapan coklat 

kemerahan dengan penambahan FeCl35%. Dan kadar natrium benzoat pada 

masing-masing sampel adalah sampel I sebesar 166,89 mg/kg; sampel II sebesar 

111,99 mg/kg; sampel III sebesar 131,63 mg/kg; sampel IV sebesar 57,16 mg/kg; 

sampel V sebesar 63,87 mg/kg dengan syarat maksimal 600 mg/kg. 

Berdasarkan hasil tersebut dapat disimpulkan bahwa sampel I dan II 

memenuhi syarat sedangkan sampel III, IV, dan V tidak memenuhi syarat Standar 

Kualitas Kecap Kedelai berdasarkan SNI 01-3543-1999. 

 

 

Kata kunci: Kecap Manis Kiloan, Keadaan Fisik, Eschericia coli, Kapang, 

Natrium Benzoat 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Upaya Kesehatan adalah setiap kegiatan dan atau serangkaian kegiatan 

yang dilakukan secara terpadu, terintegrasi, dan berkesinambungan untuk 

memelihara dan meningkatkan derajat kesehatan dalam bentuk pencegahan 

penyakit, peningkatan kesehatan, pengobatan penyakit, dan pemulihan kesehatan 

oleh pemerintah danatau masyarakat.Pemerintah juga berwenang dan bertanggung 

jawab mengatur dan mengawasi produksi, pengelolaan, pendistribusian makanan 

dan minuman. Pengamanan penggunaan bahan yang mengandung  zat adiktif  

atau bahan tambahan makanan yang tidak aman, yang ditambahkan pada makanan 

dan minuman diarahkan agar tidak mengganggu dan membahayakan kesehatan 

perorangan, keluarga, masyarakat, dan lingkungan. Produksi peredaran dan 

penggunaan bahan yang mengandung zat adiktif harus memenuhi standar danatau 

persyaratan yang ditetapkan(1). 

Pangan merupakan kebutuhan manusia yang sangat dasar karena 

berpengaruh terhadap eksistensi dan ketahanan hidupnya, baik dipandang dari 

segi kuantitas dan kualitasnya.Tersedianya pangan yang cukup, aman, bermutu 

dan bergizi, merupakan persyaratan utama yang harus dipenuhi dalam upaya 

mewujudkan insan yang berharkat dan bermartabat serta sumber daya manusia 

yang berkualitas. Produksi pangan adalah kegiatan atau proses menghasilkan, 

menyiapkan, mengolah, membuat, mengawetkan, mengemas, mengemas kembali, 

atau mengubah bentuk pangan (2). 
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Keamanan pangan adalah kondisi dan upaya untuk mencegah pangan dari 

kemungkinan cemaran biologis, kimia, dan benda lain yang mengganggu, 

merugikan, dan membahayakan kesehatan manusia serta tidak bertentangan 

dengan agama, keyakinan, dan budaya masyarakat sehingga aman untuk 

dikonsumsi. Berdasarkan Undang-undang No. 18 tahun 2012 tentang pangan, 

mutu pangan adalah nilai yang ditentukan atas dasar kriteria keamanan pangan 

dan kandungan gizi pangan(3). 

 Untuk memenuhi kebutuan akan keadaan bebas dari resiko kesehatan yang 

disebabkan oleh kerusakan, pemalsuan, dan kontaminasi, baik oleh mikroba atau 

senyawa kimia, maka keamanan pangan merupakan faktor terpenting. Keamanan 

pangan merupakan masalah kompleks sebagai hasil interaksi antara toksisitas 

mikrobiologik, toksisitas kimiawi, dan status gizi. Hal ini saling berkaitan, dimana 

pangan yang tidak aman akan mempengaruhi kesehatan manusia yang pada 

akhirnya menimbulkan masalah terhadap status gizinya.Konsumen dimasa 

mendatang akan semakin menuntut dari kesegaran pangan. Mereka akan semakin 

khawatir mengenai kesehatan dan gizi, keamanan pangan dan berbagai cemaran 

mikrobiawi dan  yang menggangu kesehatan atau menyebabkan penyakit(4). 

Kecap adalah salah satu produk olahan kedelai yang sudah sangat familiar 

digunakan sebagai penyedap masakan atau teman bersantap. Di Indonesia pasar 

kecap cukup besar dan memiliki kecenderungan meningkat dari tahun ke tahun. 

Pangsa pasar kecap di Indonesia cukup besar (5). 

 Menurut peraturan Menteri Kesehatan Republik Indonesia 

No.033/Menkes/Per/2012  tentang bahan tambahan makanan yang mencegah atau 
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menghambat fermentasi, pengasaman atau peruraian lainterhadap pangan yang 

disebabkan oleh mikroorganisme.Zat pengawet terdiri dari senyawa organik dan 

anorganik dalam bentuk asam dan garamnya.Aktivitas-aktivitas bahan pengawet 

tidaklah sama, misalnya ada yang efektif terhadap bakteri, khamir ataupun 

kapang.Pemakaian bahan pangan dari satu sisi menguntungkan karena dengan 

bahan pengawet, bahan pangan dapat dibebaskan dari kehidupan mikroba, baik 

yang bersifat patogen yang dapat menyebabkan keracunan atau gangguan 

kesehatan lainnya maupun mikroba yang non patogen yang dapat menyebabkan 

kerusakan bahan pangan, misalnya pembusukan. Namun dari sisi lain,bahan 

pengawet pada dasarnya adalah senyawa kimia yang merupakan bahan asing yang 

masuk bersama bahan pangan yang dikonsumsi. Apabila pemakaian bahan pangan 

dan dosisnya tidak diatur dan diawasi, kemungkinan besar akan menimbulkan 

kerugian bagi pemakainya, baik yang bersifat langsung misalnya keracunan, 

maupun yang bersifat tidak langsung atau kumulatif, misalnya apabila bahan 

pengawet yang digunakan bersifat karsinogenik(3). 

Dari hasil survei awal yang dilakukan bahwa di Pasar Sei Sikambing ada 

dijual kecap dalam bentuk kiloan dan dalam hal ini banyak masyarakat yang 

membelinya untuk dikonsumsi karena harganya lebih murah. Begitu juga bagi 

para pedagang yang menjual makanan seperti pedagang bakso, bakso bakar, 

mereka juga menggunakan kecap ini dalam menambahkan cita rasa masakannya. 

Menurut hasil penelitian Judika (2006) Kecap yang beredar di Kota Medan 

yang mengandung benzoat yang melebihi ambang batas yaitu kecap kedelai asin 

Nasional 852 mg/kg dan kecap kedelai asin Maya 795 mg/kg(6). 
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Menurut hasil penelitian Ismiaty (2012) Kecap manis yang digunakan di 

kantin di lingkungan Universitas Negeri Gorontalo yaitu 10 kecap dari 10 kantin 

yang diberi kode A, B, C, D, E, F, G, H, I, J pada  setiap kecap menunjukkan 

bahwa 7 dari 10 kecap yaitu A, B, C, G, H, I, J dinyatakan positif tercemar oleh 

kapang (7). 

Menurut hasil penelitian Misbahul (2015) Untuk persyaratan angka 

kapang pada kecap manis berdasarkan SNI No. 01-3543-1999 maksimal 50 

koloni/gram. Dari 25 sampel kecap manis didapatkan 8 sampel (32%) memenuhi 

syarat dan 17 sampel (68%) yang tidak memenuhi syarat angka kapang. Angka 

kapang tersebut berjumlah antara 4 koloni/gram sampel sampai 346 koloni/gram 

sampel (8). 

Oleh karena itu, Peneliti tertarik melakukan penelitian dengan judul 

“Analisis Keberadaan Eschericia coli, Kapang, dan Natrium Benzoat pada Kecap 

Manis Kiloan yang Dijual di Pasar Sei Sikambing Kecamatan Medan Helvetia 

Kota Medan”. 

 

1.2 Rumusan Masalah Penelitian 

Berdasarkan latar belakang yang telah dikemukakan diatas, maka yang 

menjadi rumusan masalah dalam penelitian ini adalah: 

a. Apakah pada kecap manis kiloan yang dijual di Pasar Sei Sikambing 

mengandung Eschericia coli? 

b. Apakah pada kecap manis kiloan yang dijual di Pasar Sei Sikambing 

mengandung kapang?  
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c. Apakah pada kecap manis kiloan yang dijual di Pasar Sei Sikambing 

mengandung natrium benzoat? 

 

1.3 Hipotesa Penelitian 

Berdasarkan rumusan masalah yang telah dikemukakan diatas, maka yang 

menjadi hipotesa dalam penelitian ini adalah: 

a. Kecap manis kiloan yang dijual di Pasar Sei Sikambing mengandung 

Eschericia coli 

b. Kecap manis kiloan yang dijual di Pasar Sei Sikambing mengandung 

kapang 

c. Kecap manis kiloan yang dijual di Pasar Sei Sikambing mengandung 

natrium benzoat 

 

1.4 Tujuan Penelitian 

Berdasarkan  latar belakang yang telah dikemukakan diatas, maka yang 

menjadi tujuan dalam penelitian ini adalah: 

a. Untuk mengetahui keberadaan Eschericia coli pada kecap manis kiloan 

yang dijual di Pasar Sei Sikambing 

b. Untuk mengetahui keberadaan kapang pada kecap manis kiloan yang dijual 

di Pasar Sei Sikambing 

c. Untuk mengetahui keberadaan natrium benzoat pada kecap manis kiloan 

yang dijual di Pasar Sei Sikambing 
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1.5 Manfaat Penelitian 

Berdasarkan latar belakang yang telah dikemukakan diatas, maka yang 

menjadi manfaat dalam penelitian ini adalah: 

a. Menambah pengetahuan dalam mengembangkan wawasan berfikir peneliti 

dalam mengaplikasikan teori dengan kenyataan yang ada serta 

menggunakan cara pengkajian ilmiah dalam menyikapi permasalahan 

tentang penggunaan  kecap manis kiloan. 

b. Memberikan informasi dalam upaya meningkatkan pengetahuan bagi 

produsen  dan  konsumen. 

 

1.6 Kerangka Konsep Penelitian 

Berdasarkan latar belakang yang telah dikemukakan diatas, maka yang 

menjadi kerangka konsep dalam penelitian ini adalah: 

Variabel Bebas  Variabel Terikat  Parameter 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1.1 Kerangka Konsep Penelitian
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1. Makanan 

 Berdasarkan definisi dari WHO (World Health Organization), makanan 

adalah semua substansi yang dibutuhkan oleh tubuh tidak termasuk air, obat-

obatan, dan substansi-substansi lain yang digunakan untuk pengobatan.Air tidak 

termasuk dalam pengobatan karena merupakan elemen yang vital bagi kehidupan 

manusia(9). 

 Makanan yang aman adalah makanan yang bebas dari cemaran fisik, 

kimiawi, maupun mikrobiologi yang berbahaya bagi kesehatan, serta tidak 

bertentangan dengan keyakinan masyarakat (10). 

 Makanan yang dikonsumsi hendaknya memenuhi kriteria bahwa makanan 

ini layak untuk dimakan dan tidak menimbulkan penyakit, di antaranya: 

a. Dalam derajat kematangan yang dikehendaki 

b. Bebas dari pencemaran di setiap produksi dan penanganan selanjutnya. 

c. Bebas dari perubahan fisik, kimia yang tidak dikehendaki, sebagai akibat 

dari pengaruh enzim, aktivitas mikroba, hewan pengerat, serangga, parasit 

dan kerusakan-kerusakan karena tekanan, pemasakan, dan pegeringan. 

d. Bebas dari mikroorganisme dan parasit yang menimbulkan penyakit yang 

dihantarkan oleh makanan (food borne illness) (11). 

2.1.1  Sanitasi Makanan 

Sanitasi makanan adalah usaha untuk mengamankan dan menyelamatkan 

makanan agar tetap bersih, sehat, dan aman. Sanitasi makanan ini bertujuan untuk 
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menjamin makanan dan kemurnian makanan, mencegah konsumen dari penyakit, 

mencegah penjualan makanan yang akan merugikan pembeli mengurangi 

kerusakan, atau pemborosan makanan. Sanitasi makanan yang buruk dapat 

disebabkan tiga faktor yakni: 

a. faktor fisik adalah kondisi ruangan yang tidak mendukung, sirkulasi udara 

kurang baik, temperatur ruangan yang panas dan lembap. 

b. faktor kimia adalah zat-zat kimia yang digunakan untuk mempertahankan 

kesegaran bahan makanan, obat-obat penyemprot hama, penggunaan 

wadah bekas obat-obat pertanian untuk kemasan makanan, dan lain-lain. 

c. faktor mikrobiologi adalah adanya kontaminasi bakteri, virus, jamur, dan 

parasit (11). 

 

2.2 Kecap Kedelai 

 Kecap merupakan salah satu hasil olah kedelai yang berbentuk cairan 

kental, berwarna coklat kehitaman, dan mempunyai rasa gurih. Kecap dibuat 

dengan cara fermentasi kedelai oleh mikroba sehingga membentuk cita rasa khas 

kecap(12). 

 Kecap adalah suatu produk olahan kedelai yang sudah sangat familiar 

digunakan sebagai penyedap masakan atau teman bersantap. Di pasaran terdapat 

dua jenis kecap berdasarkan cita rasanya, yaitu kecap manis dan kecap asin. 

Kecap manis biasanya kental dan terbuat dari kedelai, sementara kecap asin lebih 

cair dan terbuat dari kedelai dengan komposisi garam yang lebih banyak. Kecap 

umumnya menggunakan bahan dasar kedelai hitam atau kuning, dapat pula 

mengunakan air kelapa atau ampas padat dari pembuatan tahu. Selain itu, kecap 
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yang beredar di pasaran juga memiliki cita rasa yang berbeda-beda karena 

masing-masing produsen memiliki komposisi resep yang berbeda (5). 

2.2.1  Cara Pembuatan Kecap Kedelai 

 Proses pembuatan kecap terdiri dari dua tahap. Tahap 1 disebut taap 

fermentasi oleh jamur dan tahap 2 disebut fermentasi dalam larutan garam. Cara 

pembatan kecap selengkapnya adalah: 

a. Sortasi Kedelai 

Pemilahan dilakukan dengan cara memisahkan kedelai yang baik dari 

kedelai yang rusak serta benda asing yang mengotorinya. 

b. Pencucian 

Pencucian menggunakan air bersih dengan cara menggosok-gosok kedelai 

dengan menggunakan tangan sehingga semua kotoran yang melekat 

terlepas ditandai dengan air bekas cucian tampak bersih. 

c. Perebusan I 

Perebusan dilakukan hingga mendidih selama lima menit dimaksudkan 

agar kedelai tidak tumbuh menjadi kecambah apabila direndam, dan 

memudahkan proses menguliti. 

d. Perendaman 

Perendaman dilakukan dengan menggunakan air rebusannya selama satu 

malam dan semua kedelai harus terendam secara merata. 

e. Pengulitan 

Pengulitan adalah proses memisahkan kedelai dengan kulitnya dengan 

cara digosok-gosok dengan tangan hingga kulitnya terkelupas. 
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f. Perebusan II 

Perebusan dilakukan hingga kedelai benar-benar masak ditandai apabila 

dipiijit dengan jari, kedelai tersebut patah dan terasa empuk ditangan. 

g. Pendinginan 

Kedelai hasil rebusan dihamparkan ke dalam tampah untuk selanjutnya 

didingin-dinginkan. 

h. Penambahan Aspergillus oryzae 

Penambahan Aspergillus oryzaedilakukan secara merata pada kedelai yang 

telah dingin di atas tampah yang telah diberi alas daun pisang. Jumlah 

jamur yang ditambahkan ke dalam kedelai sebanyak satu gram untuk satu 

kilogram kedelai kering. 

i. Fermentasi I 

Kedelai yang telah ditambah jamur ditutup dengan daun pisang dan 

diperam atau dibiarkan pada suhu kamar selama 38 jam. Setelah waktu 

fermentasi tercapai, bungkus kedelai dibuka dan dijemur di bawah sinar 

matahari. Tujuannya adalah untuk menghentikan kegiatan jamur dan untuk 

menjaga agar kedelai tidak busuk. 

Akibat proses penjemuran, kedelai akan kering dan jamur yang tumbuh 

pada kedelai akan mudah terlepas. Jamur yang terlepas kemudian 

dipisahkan dengan cara ditampi. 

j. Perendaman dalam Larutan Garam 

Kadar larutan garam yang digunakan untuk merendam kedelai adalah 

20%. Larutan garam tersebut ditambahkan hingga semua kedelai terendam 

rata. 
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k. Fermentasi II 

Kedelai yang telah direndam dalam larutan garam 20%, selanjutnya 

difermentasi atau dibiarkan selama 3-4 minggu. Selama proses fermentasi 

berlangsung rendaman kedelai tersebut dijemur di bawah sinar matahari 

dan disimpan kembali di dalam rumah apabila telah tidak ada sinar 

matahari atau pada sore dan malam hari. 

l. Pengambilan Sari Kecap 

Setelah difermentasi kedua selesai, kedelai ditambah dengan sejumlah air, 

dididihkan, kemudian disaring. Cairan yang diperoleh ditampung untuk 

melakukan proses selanjutnya. 

m. Penambahan Bumbu-Bumbu 

Cairan yang diperoleh dari hasil penyaringan kemudian diberi gula merah 

dan bumbu-bumbu, dididihkan, dan disaring ulang. Jumlah gula merah 

yang ditambahkan tergantung selera. Apabila kecap yang dikehendaki 

berasa manis, penambahan gula harus lebih banyak bila dibandingkan 

dengan kecap asin. 

Untuk kecap manis, gula yang ditambahkan biasanya sebanyak 3 kg untuk 

1 kg kedelai kering. Bumbu-bumbu yang ditambahkan adalah laos 3 iris, 

daun salam 3 lembar, wijen 1 ons, sereh 2 batang, kayu manis, pekak 3-5 

buah, dan 100 gram bawang putih. 

n. Pengentalan 

Selama proses pemanasan berlangsung kita harus menggunakan api 

kompor yang kecil dan sambil mengaduk-aduk kecap agar tidak gosong. 
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Proses pemanasan dihentikan pada saat sudah mulai timbul buih pada 

kecap. 

o. Pembotolan 

Sebelum dimasukkan ke dalam botol, sebaiknya kecap diendapkan terlebih 

dahulu. Kecap dimasukkan ke dalam botol apabila sudah agak dingin dan 

tidak terbentuk endapan lagi. 

Pengisian kecap ke dalam botol dilakukan hingga setinggi setengah leher 

botol. Setelah itu, botol yang berisi kecap direbus dalam keadaan terbuka 

selama 30 menit. Apabila perebusan telah selesai, botol segera ditutup 

rapat-rapat. 

Botol yang digunakan harus bersih dan kering. Untuk meyakinkan bahwa 

botol tersebut bersih setelah dicuci, botol tersebut dapat direbus terlebih 

dahulu untuk mematikan kuman-kuman yang mungkin masih ada (12). 

2.2.2 Standar Kualitas Kecap Kedelai 

Tabel 2.1 Standar Kualitas Kecap Kedelai Berdasarkan SNI 01-3543-1999 

No. Jenis Uji 
Persyaratan 

Satuan 
Manis Asin 

1 Keadaan    

1.1 Bau Normal, 

khas 

Normal, 

khas 

 

1.2 Rasa Normal, 

khas 

Normal, 

khas 

 

2 Protein (Nx 6,25), b/b Min. 2,5% Min. 4,0% - 

3 Padatan terlarut, b/b Min. 10% Min. 10% - 

4 NaCl (garam), b/b Min. 3% Min. 5% - 

5 Total gula (dihitung sebagai 

sakarosa), b/b 

Min. 40% - - 

6 Bahan tambahan makanan    

6.1 Pengawet    

 1) Benzoat atau Maks. 600 Maks. 600 mg/kg 

 2) Metil para hidroksi benzoat, Maks. 250 Maks. 250 mg/kg 
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 3) Propil para hidroksi benzoate Maks. 250 Maks. 250 mg/kg 

6.2 Pewarna makanan Sesuai SNI 

01-0222-

1995 

Sesuai SNI 

01-0222-

1995 

- 

7 Cemaran logam    

7.1 Timbal (Pb) Maks. 1,0 Maks. 1,0 mg/kg 

7.2 Tembaga (Cu) Maks. 30,0 Maks. 30,0 mg/kg 

7.3 Seng (Zn) Maks. 40,0 Maks. 40,0 mg/kg 

7.4 Timah (Sn) Maks. 40,0 Maks. 40,0 mg/kg 

7.5 Raksa (Hg) Maks. 0,05 Maks. 0,05 mg/kg 

8 Cemaran arsen (As) Maks. 0,5 Maks. 0,5 mg/kg 

9 Cemaran mikroba    

9.1 Angka lempeng total Maks.  Maks.  Koloni/g 

9.2 Bakteri coliform Maks.  Maks.  APM/g 

9.3 E. coli < 3 < 3 APM/g 

9.4 Kapang/Khamir Maks. 50 Maks. 50 Koloni/g 

 

 

2.3 Bahan Tambahan Pangan 

 Bahan tambahan pangan dapat diartikan sebagai bahan-bahan selain bahan 

utama yang sengaja ditambahkan ke dalam makanan atau minuman selama proses 

pengolahan, pengemasan, penyimpanan, atau sesaat sebelum dikonsumsi untuk 

mendapatkan produk yang lebih disukai dan lebih tahan lama (13). 

Penggunaan bahan tambahan pangan dewasa ini sangat beragam, mulai 

dari pengawet sampai pemberi aroma dan pewarna. Berkembangnya bahan 

tambahan pangan mendorong  perkembangan makanan hasil olahan pabrik, yakni 

bertambah aneka ragam jenisnya serta ragam cita rasa maupun penampakannya 

dan saat ini banyak bahan kimia yang digunakan dalam proses pengolahan 

makanan. Bahan Kimia makanan tersebut ditambahkan untuk bertujuan 

meningkatkan cita rasa, menambah ketahanan, maupun memberi efek warna yang 

menarik pada makanan yang dibuat. Selain itu, bahan kimia yang ditambahkan 

pada bahan makanan juga dapat menghambat kerusakan makanan yang 
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diakibatkan oleh bakteri dan sejenisnya. Bahan kimia makanan yang banyak 

ditambahkan pada makanan, memang sebagiannya merupakan bahan yang masih 

ditoleransi penggunaannya, tapi sebagian lagi benar-benar merupakan bahan 

kimia berbahaya yang tidak seharusnya dikonsumsi (14). 

Adapun tujuan penambahan bahan tambahan pangan secara umum adalah 

untuk: 

a. Meningkatkan nilai gizi makanan 

b. Memperbaiki nilai estetika dan sensori makanan 

c. Memperpanjang umur simpan (shelf life) makanan (13). 

2.3.1 Jenis-Jenis Bahan Tambahan Pangan 

Berdasarkan sumbernya, bahan tambahan pangan dapat digolongkan 

menjadi dua golongan, yaitu bahan tambahan alami dan buatan (sintetis). Bahan 

tambahan pangan alami hingga saat ini masih mendapatkan tempat di hati 

masyarakat. Bahan ini dipandang lebih aman bagi kesehatan dan mudah di  dapat, 

Namun di sisi lain, bahan tambahan pangan alami mempunyai kelemahan yaitu 

relatif kurang stabil kepekatannya karena mudah terpengaruh oleh panas dan 

membutuhkan jumlah yang banyak dalam penggunaannya, contoh bahan 

tambahan pangan alami adalah pemanis dari gula tebu, gula aren, gula kelapa, dan 

madu. Pengawet dari bawang putih, garam, dan gula. Pewarna dari kunyit, tomat, 

dan wortel (14). 

Bahan tambahan pangan yang diperkenankan untuk digunakan di 

Indonesia berdasarkan regulasi yang berlaku dikelompokan menjadi jenis-jenis 

bahan tambahan pangan sebagai berikut: 
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a. Pewarna 

b. Pemanis buatan 

c. Pengawet 

d. Antioksidan 

e. Antigumpal 

f. Penyedap rasa dan aroma, penguat rasa 

g. Pengatur keasaman 

h. Pemutih dan pematang tepung 

i. Pengelmusi, pemantap, dan pengental 

j. Pengeras 

k. Sekuestran (15). 

Bahan tambahan sintetis merupakan hasil sintesis secara kimia.  

Keuntungan menggunakan bahan tambahan sintetis adalah lebih stabil, lebih 

pekat dan penggunaannya hanya dalam jumlah yang sedikit. Namun 

kelemahannya, bahan ini dikhawatirkan dapat menimbulkan efek samping 

terhadap kesehatan, bahkan ada beberapa bahan tambahan yang bersifat 

karsinogenik (dapat memicu timbulnya kanker), kelainan genetik, cacat bawaan 

lahir saat dikonsumsi ibu hamil, melemahkan kinerja otak dan saraf dan masih 

banyak lagi efek buruk lainnya (14). 

2.3.2 Persyaratan Bahan Tambahan Pangan 

 Pada dasarnya persyaratan bahan tambahan  pangan yang dapat digunakan 

adalah sebagai berikut: 

a. Harus telah mengalami pengujian dan evaluasi toksikologi. 
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b. Harus tidak membahayakan kesehatan konsumen pada kadar yang 

diperlukan dalam penggunaannya. 

c. Harus selalu dipantau terus menerus dan dilakukan evaluasi kembali, jika 

perlu sesuai dengan perkembangan teknologi dan hasil evaluasi 

toksikologi (2). 

 

2.4 Bahan Pengawet  

Bahan pengawet adalah zat-zat yang sengaja ditambahkan pada bahan 

makanan dan minuman agar makanan dan minuman tersebut tetap segar, bau, dan 

rasanya tidak berubah, atau melindungi makanan dari kerusakan akibat membusuk 

atau terkena bakteri atau jamur (16). 

Bahan pengawet umumnya digunakan untk mengawetkan pangan yang 

mempunyai sifat mudah rusak. Bahan ini dapat menghambat atau memperlambat 

proses fermentasi, pengasaman, atau penguraian yang disebabkan oleh mikroba. 

Akan tetapi, tidak jarang produsen menggunakannya pada pangan yang relatif 

awet dengan tujuan untuk memperpanjang masa simpan atau memperbaiki 

tekstur.Pengawet yang banyak dijual di pasaran dan digunakan untuk 

mengawetkan berbagai bahan pangan adalah benzoat, yang umumnya terdapat 

dalam bentuk natrium benzoat yang bersifat lebih mudah larut. Benzoat sering 

digunakan untuk mengawetkan berbagai pangan dan minuman, seperti sari buah, 

saus, kecap, dan lain-lain (5). 

 Syarat penggunaan pengawet adalah dibutuhkan, pengawet bersifat efektif, 

non toksik, tidak mengubah kualitas dan ciri produk, aman dan tidak 
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karsinogenik, konsumsi tidak melebihi batas yang diizinkan, praktis dan 

kompatibel dengan proses pengolahan, tersedia dan ekonomis(17). 

 

2.5 Natrium Benzoat 

 

Gambar 2.1 Struktur Bangun Natrium Benzoat 

Natrium benzoat (C6H5COONa) yaitu berupa granul atau serbuk hablur 

berwarna putih, tidak berbau, dan stabil diudara. Mudah larut air, agak sukar larut 

dalam etanol, dan lebih mudah larut dalam etanol 90%. Kelarutan dalam air pada 

suhu 25ºC sebesar 660 gr/L dengan bentuk yang aktif sebagai pengawet sebesar 

84,7% pada range pH 4,8 (3). 

Natrium benzoat mengubah permeabilitas membran sel sehingga 

menghambat mikroba untuk mendapatkan nutrisi bagi kelangsungan hidupnya 

dan menyebabkan kematian. Dan penggunaan dalam bentuk garam lebih efektif 

karena dalam bentuk garam alkali benzoat lebih mudah larut dibandingkan bentuk 

asamnya. Kelarutan asam benzoat dalam air hanya 0,35%, sedangkan dalam 

bentuk garam natrium kelarutannya menjadi 50% (17). 
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Menurut sebuah studi WHO, Natrium benzoat adalah bahan pengawet 

yang digunakan untuk makanan dan minuman serta sangat cocok untuk jus buah, 

maupun minuman ringan. Natrium benzoat banyak digunakan dalam berbagai 

produk seperti jus, kecap, margarin, mentega, minuman ringan, mustart, sambal, 

saus salad, saos, selai, sirup buah dan lain-lain (18). 

2.5.1 Dampak Natrium Benzoat terhadap Kesehatan 

Penggunaan natrium benzoat sebagai pengawet dalam minuman dan 

makanan harus mengikuti takaran yang benar.Penggunaan pengawet yang 

diizinkan dan takaran yang benar diharapkan dapat memberikan perlindungan 

terhadap konsumen atas keamanan dan keselamatan terhadap barang yang 

dikonsumsi harus dihormati oleh produsen. Lama dan seringnya mengkonsumsi 

makanan dengan pengawet kemungkinan menimbulkan terjadinya akumulasi zat-

zat tertentu yang bias memicu reaksi yang menyebabkan sakit (19). 

 Adapun dampak negatif dari penggunaan natrium benzoat berlebih pada 

tubuh manusia adalah sebagai berikut : 

1. Untuk asam benzoat dan natrium benzoat bisa menimbulkan reaksi dan 

penyakit saraf. 

2. Efek samping lain yang biasa timbul adalah edema (bengkak) akibat dari 

retensi (tertahannya cairan didalam tubuh) dan bisa juga karena naiknya 

tekanan darah sebagai akibat bertambahnya volume plasma akibat 

pengikatan air oleh natrium. 

3. Dapat menyebabkan kanker karena natrium benzoat berperan sebagai agen 

karsinogenik. Misalnya saja pada minuman berisotonik dimana vitamin C 
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(ascorbic acid) yang ditambahkan dalam minuman isotonik akanbereaksi 

dengan natrium benzoat menghasilkan benzen. Benzen tersebut dikenal 

sebagai polutan udara dan dapat menyebabkan kanker. 

4. Berdasarkan peneitian Badan Pangan Dunia (FAO), konsumsi benzoat 

yang berlebihan pada tikus akan menyebabkan kematian dengan gejala-

gejala hiperaktif, sarawan, kencing terus-menerus serta penurunan berat 

badan. 

5. Sebagan tambahan, dalam riset yang dilakukan oleh Sheffield University 

di Inggris terhadap bahan pengawet makanan dan minuman yang umum 

digunakan, menyatakan bahwa natrium benzoat diperkirakan dapat 

merusak DNA. Hal ini dikemukaka oleh Pete Piper (professor bidang 

biologi molekuler dan bioteknologi) yang telah meneliti natrium benzoat 

sejak 1999. Ia pernah menguji natrium benzoat pada sel ragi yang hidup, 

yang akhirnya menemukan bahwa substansi tersebut (natrium benzoat) 

dapat merusak DNA mitokondria pada ragi. Didalam tubuh, mitokondria 

berfungsi menyerap oksigen untuk menghasilkan energi. Dan bila dirusak, 

seperti terjadi pada sejumlah kondisi pada saat sakit, maka sel mulai 

mengalami kegagalan fungsi yang sangat serius. Sehingga di dalam tubuh 

akan terjadi kerusakan DNA di dalam mitokondria (3). 

 

2.6 Mikroba pada Makanan 

Pencemaran mikroba pada bahan pangan merupakan hasil kontaminasi 

langsung dan tidak langsung dengan sumber-sumber pencemaran mikroba, seperti 

tanah, udara, air, debu, saluran pencernaan, dan pernafasan manusia dan hewan. 
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Namun demikian, hanya sebagian saja dari berbagai sumber pencemar yang 

berperan sebagai sumber mikroba awal yang selanjutnya akan berkembang biak 

pada bahan pangan sampai jumlah tertentu. Dalam batas-batas tertentu kandungan 

mikroba dalam bahhan pangan tersebut. Akan tetapi, apabila kondisi lingkungan 

memungkinkan mikroba untuk tumbuh dan berkembang lebih cepat sehingga 

bahan pangan akan mudah rusak (18). 

Makanan yang telah dihinggapi mikroorganisme itu mengalami 

penguraian, sehingga dapat berkuranglah nilai gizi dan kelezatannya, bahkan 

makanan yang telah dalam keadaan terurai itu dapat menyebabkan sakit sampai 

matinya seseorang yang memakannya (20). 

 

2.7 Eschericia Coli 

 

Gambar 2.2 Eschericia coli 

Klasifikasi ilmiah Eschericia coli 

Kingdom : Bacteria 

Phylum : Proteobacteria 

Class  : Gammaproteobacteria 
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Ordo  : Enterobacteriales 

Family  : Enterobacteriaceae 

Genus  : Eschericia 

Spesies : Eschericia coli(21). 

Eschericia coli adalah bakteri gram negatif, motil, tidak membentuk spora, 

berbentuk batang bulat, fakultatif anaerobik, secara normal dapat berada dalam 

saluran usus halus manusia dan hewan(22). 

 Eschericia coli tumbuh pada media sederhana dengan pH 7,2. Bakteri ini 

dapat tumbuh pada suhu 10-40°C dengan suhu optimal 37,5°C. E. coli mengurai 

glukosa menjadi asam dan gas, memfermentasi laktosa dan mantol, tergolong 

indol positif, membentuk koloni yang khas pada EMB (Eosin Methylene Blue), 

beberapa jenis dapat menghemolisis, dan tumbuh pada suasana aerob dan suasana 

anaerob (21). 

2.7.1 Dampak Eschericia coli pada Kesehatan 

Bakteri patogen yang sudah dikenal sebagai penyebab penyakit diare salah 

satunya E. coli patogenik. Infeksi karena strain patogenik E. coli mungkin 

merupakan penyebab terumum penyakit diare di negara berkembang. 

Mikroorganisme ini menyebabkan sampai 25% kasus penyakit diare pada bayi 

dan anak-anak(23). 

 E. coli umumnya diketahui secara normal terdapat dalam alat pencernaan 

manusia dan hewan.E coli yang menyebabkan peyakit diare pada manusia disebut 

enteropatogenik E. coli (EEC).Infeksi oleh EEC dibagi dalam dua golongan. 

Golongan pertama memproduksi suatu enterotoksigenik pada manusia.Galur 
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enterotoksigenik ini menyebabkan terjadinya diare pada bayi bayi dan pada orang 

yang sedang mengadakan perjalanan. Waktu inkubasinya adalah 8-24 jam dengan 

gejala-gejala diare, muntah-muntah, dan dehidrasi serupa kolera. Golongan kedua 

menyebabkan penyakit invasiv, colitis atau gejala seperti disentri.Waktu inkubasi 

adalah 8-44 jam (rata-rata 26 jam) dengan gejala-gejala demam, dingin, sakit 

kepala, kejang perut, dan diare berair(24). 

 

2.8 Kapang 

 

Gambar 2.3 Kapang 

 Kapang adalah fungi multiseluler yang mempunyai filamen dan 

pertumbuhannya  pada makanan mudah dilihat karena penampakannya berserabut 

seperti kapas. Pertumbuhannya mula-mula berwarna putih, tetapi jika spora 

timbul  akan terbentuk warna tergantung dari jenis kapang (25). 

Tubuh kapang dibedakan menjadi dua bagian yaitu miselium dan spora. 

Miselium merupakan kumpulan filamen yang disebut hifa. Bagian dari hifa yag 

berfungsi untuk mendapatkan nutrisi disebut hifa vegetatif. Sedangkan bagian hifa 

yang berfungsi sebagain alat reproduksi disebut hifa reproduktif atau hifa udara, 
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karena pemanjangannya mencapai bagian atas permukaan media tempat fungi 

ditumbuhkan (26). 

2.8.1 Dampak Kapang pada Kesehatan 

 Kapang dapat menimbulkan penyakit yang dibedakan atas dua golongan, 

yaitu infeksi oleh fungi yang disebut mikosis dan mikotoksikosis. Mikotoksikosis 

biasanya tersebar melalui makanan, sedangkan mikosis tidak melalui makanan 

tetapi melalui kulit atau lapisan epidermis, rambut dan kuku akibat sentuhan, 

pakaian, atau terbawa angin (27). 

 Ketika infeksi, komponen permukan dinding sel kapang dapat melekat 

pada sel hospes. Polisakarida dinding sel mengaktivasi komplemen dan 

menimbulkan reaksi inflamasi. Dinding sel melepaskan antigen imunodominan 

yang dapat menimbulkan respons imun seluler dan antibodi diagnostik. Melanin 

pada dinding sel fungi dematiaceouus yang memberi pigmen coklat berhubungan 

dengan faktor virulensi. Akibat patogenitas kapang, terjadi mekanisme: 

Mikotoksikosis, penyakit hipersensitivitas, dan infeksi invasif/kolonisasi (28). 
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BAB  III 

METODE PENELITIAN 

 

3.1 Jenis Penelitian 

Penelitian ini bersifat Analitik Laboratorium dimana untuk mengetahui 

keberadaan Eschericia coli, kapang, dan natrium benzoat pada kecapmanis kiloan 

yang dijual di Pasar Sei Sikambing Kecamatan Medan Helvetia Kota Medan. 

3.2 Lokasi dan Waktu Penelitian 

3.2.1 Lokasi Penelitian 

Lokasi penelitian untuk analisis keberadaan Eschericia coli dan kapang 

dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Balai Laboratorium Kesehatan Daerah 

Sumatera Utara dan untuk analisis keberadaan natrium benzoat dilakukan di 

Politeknik Teknologi Kimia Industri Medan dan Laboratorium Biokimia FMIPA 

USU. 

3.2.2 Waktu Penelitian 

Penelitian dilaksanakan di bulan Agustus-September 2019. 

 

3.3 Objek  Penelitian 

Objek penelitian ini adalah kecap manis kiloan yang dijual di Pasar Sei 

Sikambing Kecamatan Medan Helvetia Kota Medan dimana kecap manis kiloan 

tersebut berada didalam kemasan jeriken plastik yang akan dimuat kembali ke 

dalam plastik kiloan disaat konsumen membeli. 
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3.4 Alat dan Bahan Penelitian 

3.4.1 Alat Penelitian 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah batang pengaduk, 

bola hisap, bunsen, cawan petri, cawan porselen, corong pisah, gelas beaker, gelas 

erlenmeyer, gelas ukur(5 ml, 10 ml, 50 ml, 100 ml), inkubator bakteri, inkubator 

jamur, kapas, kertas label, kertas lakmus, kertas perkamen, kertas saring, klem, 

labu ukur (100 ml, 250 ml), neraca analitik, penangas air, penyangga, pipet mat 5 

ml, pipet tetes, pipet volum 1 ml, rak tabung reaksi, sarung tangan steril, sendok 

tanduk, spektrofotometer uv-vis “Shimadzu Mini UV 1240”, statif, tabung 

durham, tabung reaksi, dan termometer. 

3.4.2 Bahan Penelitian 

Bahan-bahan penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah 

aquades, Buffer Peptone Water (BPW), dietil eter, kecap manis kiloan, larutan 

 5%, larutan HCl 0,1%, larutan HCl 3 M, larutan NaCl jenuh, larutan NaOH 

10%, larutan NH4OH, media Brilliant Green Lactose Bile 2% Broth (BGLB), 

media Eosin Methylene Blue Agar (EMBA), media Lactose Broth (LB), media 

Sabouraud Dextrose Agar (SDA), dan natrium benzoat BPFI. 
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3.5 Prosedur Penelitian 

3.5.1 Prosedur Penelitian Uji Eschericia colidengan Metode Most Probable 

Number (MPN) 

3.5.1.1 Sterilisasi Alat 

Disiapkan alat kaca yang digunakan, dicuci, dikeringkan, dibungkus kertas 

perkamen, dimasukkan ke dalam oven pada suhu 170ºC selama 1 jam. 

3.5.1.2 Pembuatan Buffet Peptone Water (BPW) 

Ditimbang 20 gram media BPW, dimasukkan ke dalam erlenmeyer, 

ditambahkan 1 liter akuades, dilarutkan hingga homogen, kemudian dimasukkan 

ke dalam autoklaf, disterilisasi pada suhu 121ºC selama 15 menit. 

3.5.1.3 Pembuatan Media Lactose Broth (LB) 

Ditimbang 13 gram media anhidrat (single) dan 26 gram media anhidrat 

(double), dimasukkan ke dalam erlenmeyer, ditambahkan 1 liter akuades, 

dilarutkan hingga homogen, dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang telah berisi 

tabung durham sebanyak 9 ml, ditutup dengan kapas, kemudian dimasukkan ke 

dalam autoklaf, disterilisasi pada suhu 121ºC selama 15 menit. 

3.5.1.4 Pembuatan Media Brilliant Green Lactose Bile 2% Broth (BGLB) 

Ditimbang 40 gram media BGLB, dimasukkan ke dalam erlenmeyer, 

ditambahkan 1 liter akuades, dilarutkan hingga homogen, dimasukkan ke dalam 

tabung reaksi yang telah berisi tabung durham sebanyak 9 ml, ditutup dengan 

kapas, kemudian dimasukkan ke dalam autoklaf, disterilisasi pada suhu 121ºC 

selama 15 menit. 
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3.5.1.5 Pembuatan Media Eosin Methylene Blue Agar (EMBA) 

Ditimbang 37,5 gram media EMBA, dimasukkan ke dalam erlenmeyer, 

ditambahkan 1 liter akuades, dilarutkan hingga homogen, lalu dimasukkan ke 

dalam autoklaf, disterilisasi pada suhu 121ºC selama 15 menit, kemudian 

dituangkan media EMBA ke dalam cawan petri sebanyak 20 ml, ditunggu media 

mengeras, disimpan di lemari pendingin. 

3.5.1.6 Metode Most Probable Number (MPN) 

Disiapkan 3 erlenmeyer untuk pengenceran sampai 10
-3

 lalu dimasukkan 

ke dalam erlenmeyer 10
-1 

sebanyak 1 ml sampel ditambahkan 9 ml BPW 

dihomogenkan. Lalu diambil 1 ml dari erlenmeyer 10
-1

 kemudian dimasukkan ke 

dalam erlenmeyer 10
-2

  ditambahkan 9 ml BPW dihomogenkan dan dilanjutkan 

sampai erlenmeyer 10
-3

.Kemudian dilanjutkan ke Uji Presumtif yaitudisiapkan 9 

tabung reaksi yang terdapat tabung durham dan telah berisi 9 ml media Lactose 

Broth (LB) kemudian ke dalam tiap-tiap 3 tabung reaksi pertama dimasukkan1 ml 

pengenceran 10
-1

 lalu dihomogenkan kemudian lakukan hal yang sama pada 3 

tabung kedua untuk pengenceran 10
-2

 dan 3 tabung ketiga untuk 10
-3

. Lalu 

dimasukkan ke dalam inkubator lalu diinkubasi  pada suhu 35-37°Cselama 1-2 

hari, setelah selesai diinkubasi, diamati adanya timbul gas pada tabung durham 

dan media menjadi keruh. Jika ada dilanjutkan ke Uji Konfirmatif yaitu disiapkan 

tabung reaksi yang terdapat tabung durham dan telah berisi 9 ml media Brilliant 

Green Lactose Bile 2% Broth (BGLB), lalu dikocok tabung reaksi yang positif 

dari Uji Presumtif, diinokulasi1-2 jarum ose dari tabung reaksi yang positif pada 

Uji Presumtif ke tabung reaksi Uji Konfirmatif. Lalu dimasukkan kembali ke 
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dalam inkubator, diinkubasi  pada suhu 35-37°Cselama 1-2 hari, setelah selesai 

diinkubasi, diamati adanya timbul gas pada tabung durham dan media menjadi 

keruh. Jika ada dilanjutkan ke Uji Pelengkap yaitu disiapkan cawan petri yang 

sudah berisi media EMBA, lalu dikocok tabung reaksi yang positif dari Uji 

Konfirmatif,diinokulasi1 jarum ose dari tabung reaksi yang positif pada Uji 

Konfirmatif ke cawan petri yang berisikan media EMBA, dibungkus cawan petri 

tersebut menggunakan kertas perkamen, dimasukkan kembali dengan posisi 

terbalik ke dalam inkubator, diinkubasi  pada suhu 35-37°Cselama 1-2 hari, 

setelah selesai diinkubasi, diamati adanya koloni biru kehitaman dengan kilau 

logam khas. 

3.5.2 Prosedur Penelitian Uji Kapang dengan Metode Angka Kapang 

Khamir 

3.5.2.1 Sterilisasi Alat 

Disiapkan seluruh alat kaca yang digunakan, dicuci, dikeringkan, 

dibungkus kertas perkamen, kemudian dimasukkan ke dalam oven, disterilisasi 

pada suhu 170ºC selama 1 jam. 

3.5.2.2 Pembuatan Buffet Peptone Water (BPW) 

Ditimbang 20 gram media BPW, dimasukkan ke dalam erlenmeyer, 

ditambahkan 1 liter akuades, dilarutkan hingga homogen, kemudian dimasukkan 

ke dalam autoklaf, disterilisasi pada suhu 121ºC selama 15 menit. 

3.5.2.3 Pembuatan Media Sabouraud Dextrose Agar (SDA) 

Ditimbang 65 gram mediaSDA, dimasukkan ke dalam erlenmeyer, 

ditambahkan 1 liter akuades, dilarutkan hingga homogen, lalu dimasukkan ke 
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dalam autoklaf, disterilisasi pada suhu 121ºC selama 15 menit, lalu ditambahkan 

10 ml suspensi kloramfenikol, dihomogenkan. 

3.5.2.4 Metode Angka Kapang Khamir 

Disiapkan 4 erlenmeyer untuk pengenceran sampai 10
-4

  lalu dimasukkan 

ke dalam erlenmeyer10
-1

 sebanyak 1 ml sampel ditambahkan 9 ml BPW 

dihomogenkan. Lalu diambil 1 ml dari erlenmeyer 10
-1

 kemudian dimasukkan ke 

dalam erlenmeyer 10
-2

 ditambahkan 9 ml BPW dihomogenkan dan dilanjutkan 

sampai erlenmeyer 10
-4

. Kemudian disiapkan 4 cawan petri lalu dipipet 1 ml dari 

setiap pengenceran 10
-1 

sampai 10
-4

 lalu dimasukkan ke dalam masing masing 

cawan petri lalu dituang ke dalam masing masing cawan petri media Sabouraud 

Dextrose Agar (SDA) sebanyak 20 mllalu dihomogenkan kemudian dibiarkan 

media memadatlalu dibungkus perkamen pada tiap-tiap cawan petri (duplo). 

Kemudian dimasukkan ke dalam inkubator lalu diinkubasi  pada suhu 20-25°C 

selama 5-7 hari dalam keadaan terbalik. Setelah diinkubasi lalu diamati dan 

dihitung jumlah koloni kapang yang tumbuh. 

3.5.3 Prosedur Penelitian Uji Natrium Benzoat secara Kualitatif dengan 

MetodeFeCl35% 

3.5.3.1 Pembuatan Larutan HCl 3 M 

Diambil HCl pekat sebanyak 12,43 ml, dimasukkan pelan pelan ke dalam 

labu tentukur 100 ml yang sudah berisi sedikit akuades, kemudian dicukupkan 

dengan akuades sampai tanda batas. 
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3.5.3.2 Pembuatan Larutan NaOH 10% 

Ditimbang NaOH sebanyak 10 gr, dimasukkan ke dalam labu tentukur 100 

ml, ditambahkan sedikit akuades, dikocok hingga larut, dicukupkan dengan 

akuades sampai tanda batas. 

3.5.3.3 Pembuatan Larutan NaCl Jenuh 

Ditimbang NaCl sebanyak 36,5 gr, disiapkan akuades 100 ml pada gelas 

beaker, kemudian ditambahkan NaCl sedikit demi sedikit sampai akuades tidak 

mampu melarutkan NaCl.  

3.5.3.4 Pembuatan Larutan FeCl3 5% 

Ditimbang FeCl3.6H2O sebanyak 5 gram, dicampurkan ke dalam HCl 

pekat sebanyak 10 ml sampai larut, lalu diencerkan dengan akuades sampai100 

ml. 

3.5.3.5 Pembuatan Larutan Sampel 

Ditimbang sampel sebanyak 50 gr didalam gelas erlenmeyer, ditambahkan 

larutan NaCl jenuh sebanyak 10 ml, ditambahkan NaOH 10% sampai basa, 

dimasukkan ke dalam labu tentukur 250 ml, dicukupkan dengan larutan NaCl  

jenuh sampai tanda batas, dibiarkan selama 2 jam. Kemudian disaring ke dalam 

gelas erlenmeyer, ditambahkan HCl 3 M sampai asam, dimasukkan ke dalam 

corong pisah, diekstraksi dengan dietil eter sebanyak25 ml, 15 ml, 10 ml secara 

berturut-turut, ditampung lapisan dietil eter, diuapkan dipenangas air, 

ditambahkan larutan NH4OH sampai basa, diuapkan di penangas air. 
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3.5.3.6 Metode Kualitatif Menggunakan FeCl3 5% 

Diambil 2 ml larutan sampel ditambahkan 4 tetes larutan FeCl35%, lalu 

diamati adanya terbentuk endapan warna coklat kemerahan menunjukkan adanya 

senyawa benzoat. 

3.5.4 Prosedur Penelitian Uji Natrium BenzoatSecara Kuantitatif dengan 

Metode Spektrofotometri UV-Visible 

3.5.4.1 Pembuatan Larutan HCL 0,1% 

Diambil HCl pekat sebanyak 0,27 ml, dimasukkan pelan-pelan ke dalam 

labu tentukur 100 ml yang sudah berisi sedikit akuades, kemudian dicukupkan 

dengan akuades sampai tanda batas. 

3.5.4.2 Pembuatan Larutan HCL 3 M 

Diambil HCl pekat sebanyak 12,43 ml, dimasukkan pelan pelan ke dalam 

labu tentukur 100 ml yang sudah berisi sedikit akuades, kemudian dicukupkan 

dengan akuades sampai tanda batas. 

3.5.4.3 Pembuatan Larutan NaCl Jenuh 

Ditimbang NaCl sebanyak 36,5 gr, disiapkan akuades 100 ml pada gelas 

beaker, kemudian ditambahkan NaCl sedikit demi sedikit sampai akuades tidak 

mampu melarutkan NaCl. 

3.5.4.4 Pembuatan Larutan Baku Induk Natrium Benzoat 1000 ppm 

Ditimbang natrium benzoat sebanyak 100 mg, dimasukkan ke dalam labu 

tentukur 100 ml, ditambahkan sedikit etanol, dikocok hingga larut, dicukupkan 

dengan etanol sampai tanda batas.  
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3.5.4.5 Pembuatan Larutan Baku Induk Natrium Benzoat 100 ppm 

Dipipet sebanyak 10 ml larutan baku induk natrium benzoat 1000 ppm, 

dimasukkan ke dalam labu tentukur 100 ml, ditambahkan sedikit etanol, dikocok, 

dicukupkan dengan etanol sampai tanda batas. 

3.5.4.6 Pembuatan Larutan Baku Kerja Natrium Benzoat 

Dipipet larutan baku induk natrium benzoat 100 ppm sebanyak 3,75 ml, 5 

ml, 6,25 ml, 7,5 ml, 8,75 ml ke dalam labu tentukur 100 ml, ditambahkan etanol 

sampai tanda batas. Maka konsentrasi larutan baku kerja adalah 3,75 ppm, 5 ppm, 

6,25 ppm, 7,5 ppm, 8,75 ppm. 

3.5.4.7 Pengukuran Panjang Gelombang Maksimum 

Diukur serapan larutan baku kerja natrium benzoat 6,25 ppm 

menggunakan alat spektrofotometri Uv-Vis pada panjang gelombang 200-350 nm 

menggunakan etanol sebagai blanko. 

3.5.4.8 Pembuatan Kurva Standar 

Diukur serapan larutan baku kerja natrium benzoat 3,75 ppm, 5 ppm, 6,25 

ppm, 7,5 ppm, 8,75 ppm pada panjang gelombang maksimum menggunakan alat 

spektrofotometri Uv-Vis, kemudian dibuat kurva standar. 

3.5.4.9 Pembuatan Larutan Sampel 

Ditimbang sampel sebanyak 5 gram dengan menggunakan gelas 

erlenmeyer ditambah sedikit larutan NaCl jenuh dihomogenkan lalu dimasukkan 

ke dalam labu ukur 100 ml lalu ditambah larutan NaCl jenuh sampai tanda 

batasdibiarkan selama 2 jam. Kemudian disaring ke dalam gelas erlenmeyer, 

ditambahkan HCl 3 M sampai larutan bersifat asam, dihomogenkan. Diekstraksi 
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menggunakan corong pisah dengan dietil eter sebanyak 25 ml, 15 ml,10 mlsecara 

berturut-turut. Kemudian dicuci ekstrak dietil eter dengan larutan HCl 0,1% 

sebanyak 25 ml,15 ml, 10 ml secara berturut-turut. Dimasukkan ekstrak dietil eter 

ke dalam labu ukur 100 ml ditambah etanol 96% sampai tanda batas 

dihomogenkan. 

3.5.4.10 Metode Spektrofotometri UV-Vis 

Dipipet larutan sampel sebanyak 25 ml, dimasukkan ke dalam labu 

tentukur 100 ml, ditambahi etanol 96% sampai tanda batas. Kemudian diukur 

serapan larutan sampel tersebut pada panjang gelombang maksimum 

menggunakan alat spektrofotometri UV-Vis, konsentrasi natrium benzoat dalam 

sampel ditentukan berdasarkan kurva standar. 

 

3.6 Metode Pengumpulan Data 

Data primer diperoleh dari hasil pemeriksaan di laboratorium tentang 

keberadaan Eschericia coli, kapang, dan natrium benzoat yang terkandung pada 

kecap manis kiloan yang dijual di Pasar Sei Sikambing. 

 

3.7  Teknik Analisis Data  

Data yang diperoleh dari hasil pemeriksaan di laboratorium dengan 

mengacu cara tabulasi kemudian dianalisis berdasarkan referensi yang 

mendukung yaitu SNI 01-3543-1999. 
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BAB  IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1 Hasil dan Pembahasan Uji Organoleptis 

Tabel 4.1 Hasil Uji Organoleptis 

No 
Nama 

sampel 

Hasil Uji Organoleptis 

Bau Rasa Warna Tekstur 

1. Sampel I Normal khas Manis khas 
Coklat 

kehitaman 
Cairan kental 

2. Sampel II Normal khas Manis khas 
Coklat 

kehitaman 
Cairan kental 

3. Sampel III Normal khas Manis khas 
Coklat 

kehitaman 
Cairan kental 

4. Sampel IV Normal khas Manis khas 
Coklat 

kehitaman 
Cairan kental 

5. Sampel V Normal khas Manis khas 
Coklat 

kehitaman 
Cairan kental 

Uji organoleptis yang dilakukan pada kecap manis kiloan tersebut adalah  

mengamati bau dengan cara mencium aroma dari sampel, mengetahui rasa dengan 

cara mencicipi sampel, dan mengamati warna dengan cara melihat sampel, dan 

mengamati tekstur dengan cara menyentuh sampel. 

Kecap merupakan salah satu hasil olah kedelai yang berbentuk cairan 

kental, berwarna coklat kehitaman, dan mempunyai rasa gurih. Kecap dibuat 

dengan cara fermentasi kedelai oleh mikroba sehingga membentuk cita rasa khas 

kecap(12). 

Di pasaran terdapat dua jenis kecap berdasarkan cita rasanya, yaitu kecap 

manis dan kecap asin. Kecap manis biasanya kental dan terbuat dari kedelai, 

sementara kecap asin lebih cair dan terbuat dari kedelai dengan komposisi garam 

yang lebih banyak (5). 
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Berdasarkan hasil uji organoleptis didapati bahwa seluruh sampel 

memiliki bau yaitu normal khas, rasa yaitu manis khas, warnacoklat kehitaman, 

dan tekstur yaitu cairan kental. Kemudian disesuaikan dengan standar kualitas 

kecap kedelai berdasarkan SNI 01-3543-1999. Dan hasil uji organoleptis seluruh 

sampel memenuhi persyaratan SNI 01-3543-1999. 

4.2 Hasil dan Pembahasan UjiEschericia coli dengan Metode Most 

Probable Number (MPN) 

Tabel 4.2 Hasil Uji Eschericia coli dengan Metode Most Probable Number 

(MPN) 

No Nama Sampel 

Hasil Metode Most Probable 

Number (MPN) 

Hasil Uji Presumtif 

10ˉ
1
 10ˉ

2
 10ˉ

3
 

1. Sampel I 0 0 0 <3 APM/g 

2. Sampel II 0 0 0 <3 APM/g 

3. Sampel III 0 0 0 <3 APM/g 

4. Sampel IV 0 0 0 <3 APM/g 

5. Sampel V 0 0 0 <3 APM/g 

Uji bakteri Eschericia coli yang dilakukan pada kecap manis kiloan 

tersebut adalah dengan  menggunakan metode Most Probable Number (MPN). 

Diawali dengan sampel terlebih dahulu diencerkan menggunakan Buffet Peptone 

Water (BPW) dari 10ˉ
1 
sampai 10ˉ

3
.Kemudian dilakukan Uji Presumtif yaitu 

diambil 1 ml pengenceran 10ˉ
1 

ke tiap-tiap 3 tabung reaksi yang berisi media 

Lactose Broth (LB), dilakukan hal yang sama pada setiap pengenceran. Lalu 

dimasukkan ke dalam inkubator lalu diinkubasi  pada suhu 35-37°Cselama 1-2 

hari, setelah selesai diinkubasi, diamati adanya timbul gas pada tabung durham. 

Setelah diamati, bahwa seluruh sampel tidak ada timbul gas pada tabung durham 
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maka pengujian tidak dilanjutkan ke Uji Konfirmatif dan berhenti di Uji 

Presumtif. 

Lalu hasil Uji Presumtif yang dapat dilihat pada tabel 4.2 dirujuk pada 

tabel Most Probable Number (MPN) yang dapat dilihat pada Lampiran 15 

sehingga diperoleh hasil pada seluruh sampel yaitu <3 APM/g. Kemudian 

disesuaikan dengan standar kualitas kecap kedelai berdasarkan SNI 01-3543-1999  

yaitu<3 APM/g dan hasil uji bakteri Eschericia coli menunjukkan bahwa seluruh 

sampel memenuhi persyaratan SNI 01-3543-1999. 

Dalam mikrobiologi pangan, dikenal istilah bakteri indikator 

sanitasi.Bakteri indikator sanitasi adalah bakteri yang keberadaannya dalam 

pangan menunjukkan bahwa air atau makanan tersebut tercemar oleh kotoran 

manusia.Eschericia colimerupakan salah satu bakteri indikator sanitasi.Jadi, 

adanya bakteri tersebut pada air atau makanan menunjukkan bahwa dalam 

makanan tersebut pernah terjadi kontak dengan kotoran yang berasal dari usus 

manusia dan oleh karenanya mungkin mengandung bakteri patogen lainnya yang 

berbahaya.Dan dalam berbagai penelitian menunjukkan bahwa Eschericia coli 

dapat menyebabkan wabah diare atau muntaber (21). 

 

4.3 Hasil dan Pembahasan Uji Kapang dengan Metode Angka Kapang 

Khamir 

 

Tabel 4.3 Hasil Uji Kapang dengan Metode Angka Kapang Khamir 

No 
Nama 

Sampel 
Pengulangan 

Hasil Metode Angka Kapang 

Khamir Hasil 

10ˉ
1 

10ˉ
2
 10ˉ

3
 10ˉ

4
 

1. Sampel I 
1 2 1 0 0 

10 koloni/g 
2 0 0 0 0 

2. Sampel II 
1 1 1 1 0 

5 koloni/g 
2 0 0 0 0 
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3. Sampel III 
1 7 0 1 1 

60 koloni/g 
2 5 3 0 0 

4. Sampel IV 
1 8 2 0 0 

65 koloni/g 
2 5 1 3 0 

5. Sampel V 
1 8 2 3 0 

55 koloni/g 
2 3 2 0 0 

 Uji kapang yang dilakukan pada kecap manis kiloan tersebut adalah 

dengan  menggunakan metode Angka Kapang Khamir (AKK). Diawali dengan 

sampel terlebih dahulu diencerkan menggunakan Buffet Peptone Water (BPW) 

dari 10ˉ
1 
sampai 10ˉ

4
. Lalu disiapkan 4 cawan petri lalu dipipet 1 ml dari setiap 

pengenceran  sampai  lalu dimasukkan ke dalam masing masing cawan 

petri lalu dituang ke dalam masing masing cawan petri media Sabouraud Dextrose 

Agar (SDA) sebanyak 20 mllalu dihomogenkan kemudian dibiarkan media 

memadatlalu dibungkus perkamen pada tiap-tiap cawan petri (duplo). Kemudian 

dimasukkan ke dalam inkubator lalu diinkubasi  pada suhu 20-25°C selama 5-7 

hari dalam keadaan terbalik. Setelah diinkubasi lalu diamati dan dihitung jumlah 

koloni kapang yang tumbuh. 

 Setelah diamati maka diperoleh jumlah kapang pada tiap cawan petri yang 

dapat dilihat pada Tabel 4.3 kemudian dihitung hasil angka kapang pada sampel 

dengan rujukan syarat perhitungan hasil angka kapang khamir pada Lampiran 18 

sehingga diperoleh hasil yang dapat dilihat pada Tabel 4.3. 

Kemudian disesuaikan dengan standar kualitas kecap kedelai berdasarkan 

SNI 01-3543-1999  yaitu 50 koloni/g dan hasil uji kapang menunjukkan bahwa 

sampel III, IV, dan V tidak memenuhi persyaratan SNI 01-3543-1999. 
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Pencemaran mikroba pada bahan pangan merupakan hasil kontaminasi 

langsung atau tidak langsung dengan sumber-sumber pencemaran mikroba, 

seperti tanah, udara, air, debu, saluran pencernaan, dan pernafasan manusia dan 

hewan. Namun demikian, hanya sebagian saja dari berbagai sumber pencemar 

yang berperan sebagai sumber mikroba awal yang selanjutnya akan berkembang 

biak pada bahan pangan sampai jumlah tertentu. Dalam batas-batas tertentu 

kandungan mikroba dalam bahan pangan tidak banyak berpengaruh terhadap 

ketahanan bahan pangan tersebut. Akan tetapi, apabila kondisi lingkungan 

memungkinkan untuk mikroba tumbuh dan berkembang biak lebih cepat sehingga 

bahan pangan mudah rusak (18). 

Adapun langkah-langkah pengawasan sanitasi suatu produk makanan 

dimulai dari proses produksi, penyimpanan, distribusi, dan penjualan sampai ke 

tangan konsumen adalah cara untuk mendapat makanan yang berkualitas baik dan 

terhindar dari bahaya yang mungkin diakibatkan oleh makanan tersebut (9). 

 

4.4 Hasil dan Pembahasan Uji Natrium Benzoatsecara Kualitatif dengan 

Metode FeCl3 5% 

Tabel 4.4 Hasil Uji Natrium Benzoat Secara Kualitatifdengan MetodeFeCl3 5% 

No Nama Sampel Hasil Metode Kualitatif FeCl35% 

1. Sampel I + 

2. Sampel II + 

3. Sampel III + 

4. Sampel IV + 

5. Sampel V + 

Uji natrium benzoat secara kualitatif menggunakan FeCl35% dimulai 

dengan proses ektraksi pada sampel kecap manis kiloan kemudian setelah proses 

ektraksi selesai, hasil ekstraksi tersebut ditambah dengan larutan FeCl35%. 
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Proses ektraksi sampel kecap manis kiloan diawali dengan ditimbang 

sampel lalu ditambahkan larutan NaCl jenuh yang berfungsi untuk memecah 

emulsi kecap manis dan untuk menambah tingkat ionisasi dari air menjadi lebih 

polar sehingga tidak bercampur air dengan dietil eter lalu ditambah larutan NaOH 

10%  sampai alkalis dengan ditandai perubahan warna lakmus merah menjadi biru 

yang berfungsi untuk mengalkaliskan larutan sampel lalu didiamkan selama 2 jam 

dilanjutkan dengan disaring larutan sampel kemudian ditambah larutan HCl 3 M 

sampai asam dengan ditandai perubahan warna lakmus biru menjadi merah yang 

berfungsi untuk mengasamkan larutan sampel lalu diektraksi larutan sampel 

dengan dietil eter diambil lapisan dietil eter lalu diuapkan lalu ditambahkan 

beberapa tetes larutan NH4OH sampai alkalis dengan ditandai perubahan warna 

lakmus merah menjadi biru lalu diuapkan. 

Uji natrium benzoat secara kualitatif dilakukan dengan cara pengambilan 

larutan sampel lalu ditambahkan larutan FeCl35% menghasilkan endapan coklat 

kemerahan (29). 

3C6H5COOH + FeCl3  →  Fe(C6H5COO)3↓ + 3HCl 

Gambar 4.1Persamaan Reaksi antara Asam Benzoat dengan Besi (III) 

Klorida(30). 

Berdasarkan hasil uji natrium benzoat secara kualitatif dengan metode 

FeCl35% didapati bahwa seluruh sampel menghasilkan endapan coklat kemerahan 

yang berarti seluruh sampel mengandung natrium benzoat yang dapat dilihat 

Lampiran 20. 
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Ada sejumlah cara menjaga agar makanan dan minuman tetap layak untuk 

dimakan atau diminum walaupun sudah tersimpan lama. Salah satu upaya tersebut 

adalah dengan cara menambahkan zat adiktif kelompok pengawet (zat pengawet) 

ke dalam makanan dan minuman. Zat pengawet adalah zat-zat yang sengaja 

ditambahkan pada bahan makanan dan minuman agar makanan dan minuman 

tersebut tetap segar, bau, dan rasanya tidak berubah , atau melindungi makanan 

dari kerusakan akibat membusuk atau terkena bakteri atau jamur (16). 

Pengawet yang banyak dijual di pasaran dan digunakan untuk 

mengawetkan berbagai bahan pangan adalah benzoat, yang umumnya terdapat 

dalam bentuk natrium benzoat atau kalium benzoat yang  bersifat lebih mudah 

larut (3). 

 

4.5 Hasil dan Pembahasan Uji Natrium Benzoat secara Kuantitatif 

dengan Metode Spektrofotometri UV-Visible 

 

Uji natrium benzoat dengan metode spektrofotometri uv-visible diawali 

dengan pengukuran panjang gelombang maksimum  dan hasilnya dapat dilihat 

pada gambar 4.1 yaitu 221,5 nm. 

 

Gambar 4.1 Panjang Gelombang Maksimum 
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 Kemudian dilanjutkan dengan pembuatan kurva standar  dengan 

mengukur serapan larutan baku  kerja natrium benzoat dengan variasi 3,75 ppm, 5 

ppm, 6,25 ppm, 7,5 ppm, 8,75 ppm pada panjang gelombang maksimum 221,5 

nm. Dan dilihat pada gambar 4.2 bahwa antara konsentrasi natrium benzoat 

terhadap absorbansi menunjukkan garis yang linear. 

 

Gambar 4.2 Kurva Standar 

 Dari data serapan kurva standar yang dapat dilihat pada gambar 4.3 

diperoleh nilai aksis intersep (a) yaitu 0,072388, nilai slop (b) yaitu 0,022913, dan 

nilai koefisien relasi (r) yaitu 0,9907 yang dapat dilihat pada gambar 4.4 sehingga 

persamaan regresi menjadi y = 0,072388x – 0,022913. 

 

Gambar 4.3Data Serapan Kurva Standar 
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Gambar 4.4Nilai Aksis Intersep (a), Slop (b), dan Koefisien Korelasi (r) 

 Lalu dibuat larutan sampel dengan cara menimbang sampel kemudian 

ditambahkan NaCl jenuh yang berfungsi untuk memecah emulsi kecap manis dan 

untuk menambah tingkat ionisasi dari air menjadi lebih polar sehingga tidak 

bercampur air dengan dietil eter, lalu didiamkan selama 2 jam dilanjutkan dengan 

disaring larutan sampel kemudian ditambahkan larutan HCl 3 M sampai asam 

ditandai perubahan warna lakmus biru menjadi merah, lalu diekstraksi dengan 

dietil eter, kemudian diambil lapisan dietil eter dicuci dengan larutan HCL 0,1% 

yang berfungsi untuk menjernihkan ekstrak dietil eter agar dapat dibaca pada 

spektrofotometer UV-Visible. Ekstrak dietil eter yang telah dicuci dimasukkan ke 

dalam labu tentukur 100 ml diadkan sampai tanda batas dengan etanol 96%, 

dihomogenkan, kemudian dipipet sebanyak 25 ml dimasukkan ke dalam labu 

tentukur 100 ml diadkan sampai tanda batas dengan etanol 96%. 

Setelah itu dilanjutkan dengan pengukuran kadar natrium benzoat pada 

larutan sampel sebanyak 3 kali pengulangan sehingga diperoleh data absorbansi 

dan konsentrasinya yang dapat dilihat pada gambar 4.5 – 4.9. 
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Gambar 4.5 Data Absorbansi dan Konsentrasi Sampel I 

 

Gambar 4.6 Data Absorbansi dan Konsentrasi Sampel II 

 

Gambar 4.7 Data Absorbansi dan Konsentrasi Sampel III 
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Gambar 4.8 Data Absorbansi dan Konsentrasi Sampel IV 

 

Gambar 4.9 Data Absorbansi dan Konsentrasi Sampel V 

Berdasarkan hasil data absorbansi dan konsentrasi seluruh sampel maka 

diperoleh kadar natrium benzoat pada sampel yaitu: 

Tabel 4.5 Hasil Kadar Natrium Benzoat 

No Nama Sampel Kadar Natrium Benzoat 

1. Sampel I 166,89 mg/kg 

2. Sampel II 111,99 mg/kg 

3. Sampel III 131,63 mg/kg 

4. Sampel IV 57,16 mg/kg 

5. Sampel V 63,87 mg/kg 

 Berdasarkan hasil uji kadar natrium benzoat didapati bahwa sampel I 

memiliki kadar 166,89 mg/kg, sampel II memiliki kadar 111,99 mg/kg, sampel III 

memiliki kadar 131,63 mg/kg, sampel IV memiliki kadar 57,16 mg/kg, sampel V 
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memiliki kadar 63,87 mg/kg. Kemudian disesuaikan dengan standar kualitas 

kecap kedelai berdasarkan SNI 01-3543-1999 yaitu kadar natrium benzoat 

maksimal 600 mg/kg. Dan hasil uji kadar natrium benzoat seluruh sampel 

memenuhi persyaratan SNI 01-3543-1999. 

Pemakaian bahan pengawet dari satu sisi menguntungkan karena dengan 

bahan pengawet, bahan pangan dapat dibebaskan dari kehidupan mikroba. Namun 

dari sisi lain, bahan pengawet pada dasarnya adalah senyawa kimia yang 

merupakan bahan asing yang masuk bersama bahan pangan yang dikonsumsi. 

Apabila pemakaian bahan pengawet, dosisnya tidak diatur dan diawasi, 

kemungkinan besar akan menimbulkan kerugian bagi pemakainya, baik bersifat 

langsung yaitu keracunan atau bersifat tidak langsung yaitu bahan pengawet yang 

digunakan bersifat karsinogenik (3). 

Oleh karena itu, hendaknya makanan yang kita makan tidak hanya enak di 

mulut dan kenyang di perut tetapi makanan yang kita makan haruslah dapat 

bermanfaat untuk pertumbuhan dan dapat menjaga kesehatan agar bermanfaat 

bagi kehidupan manusia (31). 
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Kesimpulan 

1. Seluruh sampel memiliki bau yaitu normal khas, rasa yaitu manis khas, 

warna yaitu coklat kehitaman, dan tekstur yaitu cairan kental. Dan 

seluruh sampel memenuhi syarat standar kualitas kecap kedelai 

berdasarkan SNI 01-3543-1999 yaitu bau normal khas, rasa manis khas, 

warna coklat kehitaman, tekstur cairan kental. 

2. Seluruh sampel memiliki angka paling mungkin yaitu <3 APM/g. Dan 

seluruh sampel memenuhi syarat standar kualitas kecap kedelai 

berdasarkan SNI 01-3543-1999 yaitu <3 APM/g. 

3. Sampel I; II; III; IV; dan V memiliki angka kapang khamir yaitu 10; 5; 60; 

65; dan 55 koloni/g. Sampel I dan II memenuhi syarat sedangkan sampel 

III, IV, dan V tidak memenuhi syarat standar kualitas kecap kedelai 

berdasarkan SNI 01-3543-1999 yaitu 50 koloni/g. 

4. Seluruh sampel mengandung natrium benzoat ditandai dengan adanya 

endapan coklat kemerahan. 

5. Sampel I; II; III; IV; dan V memiliki kadar natrium benzoat yaitu 166,89; 

111,99; 131,63; 57,16; dan 63,87 mg/kg. Dan seluruh sampel memenuhi 

syarat standar kualitas kecap kedelai berdasarkan SNI 01-3543-1999 

yaitu maksimal 600 mg/kg. 
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5.2 Saran 

Disarankan kepada para produsen untuk menjaga sanitasi selama proses 

memproduksi kecap agar terhindar dari cemaran biologis, kimia, dan benda lain 

yangmenganggu.
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Lampiran 1: Surat Permohonan Ijin Penelitian ke Balai Laboratorium 

Kesehatan Daerah Provinsi Sumatera Utara 
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Lampiran 2: Surat Keterangan Penelitian di Balai Laboratorium Kesehatan 

Daerah Provinsi Sumatera Utara 
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Lampiran 3: Surat Permohonan Ijin Penelitian ke Politeknik Teknologi 

Kimia Industri Medan 
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Lampiran 4: Surat Keterangan Penelitian di Politeknik Teknologi Kimia 

Industri Medan 
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Lampiran 5: Surat Permohonan Ijin Penelitian ke Laboratorium Biokimia 

Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam USU 
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Lampiran 6: Surat Keterangan Penelitian di Laboratorium Biokimia 

Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam USU 
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Lampiran 7: Sertifikat Zat Baku Natrium Benzoat 
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Lampiran 8: Gambar Alat Penelitian 

 

 
 

Gambar 8.1Autoklaf 

 

 
 

Gambar 8.2Oven 

 

 
 

Gambar 8.3 Inkubator Bakteri 
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Lampiran 8: Lanjutan 

 

 
 

Gambar 8.4 Inkubator Jamur 

 

 
 

Gambar 8.5 Spektrofotometer UV-Visible 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



59 

 

 

Lampiran 9: Gambar Bahan Penelitian 

 

 
 

Gambar 9.1 Sampel Kecap Manis Kiloan 

 

 
 

Gambar 9.2 Buffet Peptone Water (BPW) 

 

 
 

Gambar 9.3 Lactose Broth (LB) 
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Lampiran 9: Lanjutan 

 

 
 

Gambar 9.4 Sabouraud Dextrose Agar (SDA) 

 

 
 

Gambar 9.5 Natrium Benzoat BPFI 

 

 
 

Gambar 9.6 Larutan Baku Kerja 
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Lampiran 9: Lanjutan 

 

 
 

Gambar 9.7Etanol 96%, Dietil eter, NaCl Jenuh, HCl 0,1%, HCl 3 M, NaOH 

10% 

 

 
 

Gambar 9.8 NH4OH dan FeCl3 5% 
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Lampiran 10: Gambar Persiapan Sampel PenelitianUji Eschericia coli 

dengan Metode Most Probable Number (MPN) 

 

 
 

Gambar 10.1 Pengenceran Sampel I 

 

 
 

Gambar 10.2 Pengenceran Sampel II 
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Lampiran 10: Lanjutan 

 

 
 

Gambar 10.3 Pengenceran Sampel III 

  

 
 

Gambar 10.4Pengenceran Sampel IV 
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Lampiran 10: Lanjutan 

 

 
 

Gambar 10.5 Pengenceran Sampel V 
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Lampiran 11: Gambar Persiapan Sampel Penelitian Uji Kapang dengan 

Metode Angka Kapang Khamir 

 

 
 

Gambar 11.1 Pengenceran Sampel I 

 

 
 

Gambar 11.2 Pengenceran Sampel II 
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Lampiran 11: Lanjutan 

 

 
 

Gambar 11.3 Pengenceran Sampel III 

 

 
 

Gambar 11.4 Pengenceran Sampel IV 
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Lampiran 11: Lanjutan 

 

 
 

Gambar 11.5 Pengenceran Sampel V 
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Lampiran 12: Gambar Persiapan Sampel Penelitian Uji Natrium Benzoat 

dengan Metode Kualitatif Menggunakan FeCl3 0,5 % 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



69 

 

 

Lampiran 13: Gambar Persiapan Sampel Penelitian Uji Natrium Benzoat 

dengan Metode Spektrofotometri UV-Visible 

 

 
 

Gambar 13.1 Larutan Sampel I 

  

 
 

Gambar 13.2 Larutan Sampel II 

 

 
 

Gambar 13.3 Larutan Sampel III 
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Lampiran 13: Lanjutan 

 

 
 

Gambar 13.4 Larutan Sampel IV 

 

 
 

Gambar 13.5 Larutan Sampel V 
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Lampiran 14: Gambar Hasil Penelitian Uji Eschericia coli dengan Metode 

Most Probable Number (MPN) 

 

 
 

Gambar 14.1 Hasil Uji Presumtif Sampel I 

 

 
 

Gambar 14.2 Hasil Uji Presumtif Sampel II 
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Lampiran 14: Lanjutan 

 

 
 

Gambar 14.3 Hasil Uji Presumtif Sampel III 

 

 
 

Gambar 14.4 Hasil Uji Presumtif Sampel IV 
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Lampiran 14: Lanjutan 

 

 
 

Gambar 14.5 Hasil Uji Presumtif Sampel V 
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Lampiran 15: Syarat Perhitungan Tabel Most Probable Number (MPN) Seri 

3 Tabung 

 

Jumlah Tabung Positif 
APM/g 

Batas Kepercayaan 95% 

0,1 g 0,01 g 0,001 g Bawah Atas 

0 0 0 <3 - 9,5 

0 0 1 3 0,15 9,6 

0 1 0 3 0,15 11 

0 1 1 6,1 1,2 18 

0 2 0 6,2 1,2 18 

0 3 0 9,4 3,6 38 

1 0 0 3,6 0,17 18 

1 0 1 7,2 1,3 18 

1 0 2 11 3,6 38 

1 1 0 7,4 1,3 20 

1 1 1 11 3,6 38 

1 2 0 11 3,6 42 

1 2 1 15 4,5 42 

1 3 0 16 4,5 42 

2 0 0 9,2 1,4 38 

2 0 1 14 3,6 42 

2 0 2 20 4,5 42 

2 1 0 15 3,7 42 

2 1 1 20 4,5 42 

2 1 2 27 8,7 94 

2 2 0 21 4,5 42 

2 2 1 28 8,7 94 

2 2 2 35 8,7 94 

2 3 0 29 8,7 94 

2 3 1 36 8,7 94 

3 0 0 23 4,6 94 

3 0 1 38 8,7 110 

3 0 2 64 17 180 

3 1 0 43 9 180 

3 1 1 75 17 200 

3 1 2 120 37 420 

3 1 3 160 40 420 

3 2 0 93 18 420 

3 2 1 150 37 420 

3 2 2 210 40 430 

3 2 3 290 90 1000 

3 3 0 240 42 1000 

3 3 1 460 90 2000 

3 3 2 1100 180 4100 

3 3 3 >1100 420 -- 
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Lampiran 16: Perhitungan Hasil Penelitian Uji Eschericia coli dengan 

Metode Most Probable Number (MPN) 

 

1. Sampel I 

 

Jumlah Tabung Positif 
APM/g 

Batas Kepercayaan 95% 

0,1 g 0,01 g 0,001 g Bawah Atas 

0 0 0 <3,6 - 9,5 

Hasil uji Eschericia coli sampel I adalah <3,6 APM/g. 

 

2. Sampel II 

 
Jumlah Tabung Positif 

APM/g 
Batas Kepercayaan 95% 

0,1 g 0,01 g 0,001 g Bawah Atas 

0 0 0 <3,6 - 9,5 

Hasil uji Eschericia coli sampel II adalah <3,6 APM/g. 

 

3. Sampel III 

 
Jumlah Tabung Positif 

APM/g 
Batas Kepercayaan 95% 

0,1 g 0,01 g 0,001 g Bawah Atas 

0 0 0 <3,6 - 9,5 

Hasil uji Eschericia coli sampel III adalah <3,6 APM/g. 

 

4. Sampel IV 

 

Jumlah Tabung Positif 
APM/g 

Batas Kepercayaan 95% 

0,1 g 0,01 g 0,001 g Bawah Atas 

0 0 0 <3,6 - 9,5 

Hasil uji Eschericia coli sampel IV adalah <3,6 APM/g. 

 

5. Sampel V 

 

Jumlah Tabung Positif 
APM/g 

Batas Kepercayaan 95% 

0,1 g 0,01 g 0,001 g Bawah Atas 

0 0 0 <3,6 - 9,5 

Hasil uji Eschericia coli sampel V adalah <3,6 APM/g. 
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Lampiran 17: Gambar Hasil Penelitian Uji Kapang dengan Metode Angka 

Kapang Khamir 

 

   

   
 

Gambar 17.1 Hasil Uji Kapang Sampel I 

 

   

   
 

Gambar 17.2 Hasil Uji Kapang Sampel II 
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Lampiran 17: Lanjutan 

 

   

   
 

Gambar 17.3 Hasil Uji Kapang Sampel III 

 

   

   
 

Gambar 17.4 Hasil Uji Kapang Sampel IV 
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Lampiran 17: Lanjutan 

 

   

   
 

Gambar 17.5 Hasil Uji Kapang Sampel V 

 

   
 

Gambar 17.6 Kontrol Media SDA dan BPW 
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Lampiran 18: Syarat Perhitungan Hasil Angka/Khamir 

 

Syarat perhitungan hasil angka kapang/khamir: 

Cawan petri yang menunjukkan jumlah koloni antara 10-150 dari satu 

pengenceran dipilih dan dihitung jumlah koloni dari kedua cawan lalu dikalikan 

dengan faktor pengencerannya.Bila pada cawan petri dari duatingkat pengenceran 

yang berurutan menunjukkan jumlah antara 10-150, maka dihitung jumlah koloni 

dan dikalikan faktor pengencerannya, kemudian diambil angka rata-rata.Hasil 

dikalikan sebagai Angka Kapang/Khamirdalam tiap gram.Untuk beberapa 

kemungkinan lain yang berbeda dari pernyataan diatas, maka diikuti petunjuk 

sebagai berikut: 

1. Jika hanya salah satu diantara kedua cawan petri dari pengenceran yang sama 

menunjukkan jumlah antara 10-150 koloni, dihitung jumlah koloni dari kedua 

cawan dan dikalikan dengan faktor pengenceran. 

2. Jika pada tingkat pengenceran yang lebih tinggi didapat jumlah koloni lebih 

besar dari dua kali jumlah koloni pada pengenceran dibawahnya, maka dipilih 

tingkat pengenceran terendah (Misal: pada pengenceran 10
-2

diperoleh 60 

koloni dan pada pengenceran 10
-3

diperoleh 30 koloni, maka dipilih jumlah 

koloni pada pegenceran 10
-2

yaitu 60 koloni).  

3. Bila dari seluruh cawan petri tidak ada satupun yang menunjukkan jumlah 

antara 10-150 koloni, maka dicatat angka sebenarnya dari tingkat pengenceran 

terendah dan dihitung sebagai Angka Kapang/Khamir Perkiraand. 

4. Bila tidak ada pertumbuhan pada semua cawan dan bukan disebabkan karena 

faktor inhibitor, maka Angka Kapang/Khamir dilaporkan sebagai kurang dari 

satu dikalikan faktor pengenceran terendah (<1 × faktor pengenceran 

terendah). 
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Lampiran 19: Perhitungan Hasil  Penelitian Uji Kapang dengan Metode 

Angka Kapang Khamir 

 

1. Sampel I 

Pengenceran 
Jumlah Kapang 

Hasil 
Cawan Petri I

 
Cawan Petri II

 

10
-1

 2 0 ×10
1
 = 1 × 10

1
 

10
-2

 1 0 ×10
2
 = 5 × 10

1 

10
-3

 0 0 0 

10
-4

 0 0 0 

 

Jika dari seluruh  cawan petri tidak ada satupun yang menunjukkan jumlah 

antara 10-150 koloni, maka dicatat angka sebenarnya dari tingkat pengenceran 

terendah dan dihitung sebagai angka kapang/khamir perkiraan. Oleh karena 

itu, hasil angka kapang/khamir sampel I: 1 × 10
1
 koloni/g. 

 

2. Sampel II 

Pengenceran 
Jumlah Kapang 

Hasil 
Cawan Petri I

 
Cawan Petri II

 

10
-1

 1 0 ×10
1
 = 0,5 × 10

1
 

10
-2

 1 0 ×10
2
 = 5 × 10

1 

10
-3

 1 0 ×10
3
 = 5 × 10

2
 

10
-4

 0 0 0 

 

Jika dari seluruh  cawan petri tidak ada satupun yang menunjukkan jumlah 

antara 10-150 koloni, maka dicatat angka sebenarnya dari tingkat pengenceran 

terendah dan dihitung sebagai angka kapang/khamir perkiraan. Oleh karena 

itu, hasil angka kapang/khamir sampel II: 0,5 × 10
1
 koloni/g. 
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Lampiran 19: Lanjutan 

 

3. Sampel III 

Pengenceran 
Jumlah Kapang 

Hasil 
Cawan Petri I

 
Cawan Petri II

 

10
-1

 7 5 ×10
1
 = 6 × 10

1
 

10
-2

 0 3 ×10
2
 = 1,5 × 10

2 

10
-3

 1 0 ×10
3
 = 5 × 10

2
 

10
-4

 1 0 ×10
4
 = 5 × 10

3
 

 

Jika dari seluruh  cawan petri tidak ada satupun yang menunjukkan jumlah 

antara 10-150 koloni, maka dicatat angka sebenarnya dari tingkat pengenceran 

terendah dan dihitung sebagai angka kapang/khamir perkiraan. Oleh karena 

itu, hasil angka kapang/khamir sampel III: 6 × 10
1
 koloni/g. 

 

4. Sampel IV 

Pengenceran 
Jumlah Kapang 

Hasil 
Cawan Petri I

 
Cawan Petri II

 

10
-1

 8 5 ×10
1
 = 6,5 × 10

1
 

10
-2

 2 1 ×10
2
 = 1,5 × 10

2 

10
-3

 0 3 ×10
3
 = 1,5 × 10

3
 

10
-4

 0 0 0 

 

Jika dari seluruh  cawan petri tidak ada satupun yang menunjukkan jumlah 

antara 10-150 koloni, maka dicatat angka sebenarnya dari tingkat pengenceran 

terendah dan dihitung sebagai angka kapang/khamir perkiraan. Oleh karena 

itu, hasil angka kapang/khamir sampel IV: 6,5 × 10
1
 koloni/g. 
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Lampiran 19: Lanjutan 

 

5. Sampel V 

Pengenceran 
Jumlah Kapang 

Hasil 
Cawan Petri I

 
Cawan Petri II

 

10
-1

 8 3 ×10
1
 = 5,5 × 10

1
 

10
-2

 2 2 ×10
2
 = 2 × 10

2 

10
-3

 3 0 ×10
3
 = 1,5 × 10

3
 

10
-4

 0 0 0 

 

Jika dari seluruh  cawan petri tidak ada satupun yang menunjukkan jumlah 

antara 10-150 koloni, maka dicatat angka sebenarnya dari tingkat pengenceran 

terendah dan dihitung sebagai angka kapang/khamir perkiraan. Oleh karena 

itu, hasil angka kapang/khamir sampel V: 5,5 × 10
1
 koloni/g. 
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Lampiran 20: Gambar Hasil Penelitian Uji Natrium Benzoat dengan Metode 

Kualitatif Menggunakan FeCl35% 

 

 
 

Gambar 20.1Sampel I, II, III, IV, V Memberikan (+) Endapan Coklat Kemerahan 
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Lampiran 21: Perhitungan Hasil Penelitian Uji Natrium Benzoat dengan 

Metode Spektrofotometri UV-Visible 

 

1. Perhitungan Kalibrasi 

 

No 

 

Konsentrasi  

(µg/ml) (X) 

 

 

Absorbansi 

(Y) 

 

XY X
2 

Y
2 

1. 0,00 0,000 0,0000 0,00000 0,0000 

2. 3,75 0,219 0,8212 14,0625 0,0479 

3. 5,00 0,315 1,5750 25,0000 0,0992 

4. 6,25 0,438 2,7375 39,0625 0,1918 

5. 7,50 0,535 4,0125 56,2500 0,2862 

6. 8,75 0,618 5,4075 76,5625 0,3819 

 
ΣX = 31,25 

X    

5,20833 

ΣY = 2,125 

Y    

0,35417 

ΣXY = 14,554 ΣX
2 
= 210,94 ΣY

2
= 1,01 

 

2. Persamaan Regresi 
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 ( ) (5,2083) 

 0,0227658 

 0,0227658 

 

Lampiran 21: Lanjutan 

 

3. Perhitungan Koefisien 

Korelasi 

 

 

 

 

 

 

4. Perhitungan Kadar Natrium Benzoat pada Sampel Kecap Manis Kiloan 

 

a. Sampel I 

Berat sampel 1  = 5,0200 g 
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Berat sampel 2  = 5,0197 g 

Berat sampel 3  = 5,0183 g 

Rata-rata berat sampel =  =  5,0193 g 

Absorbansi 1    = 0,5911 

Absorbansi 2   = 0,5804 

Absorbansi 3   = 0,5795 

Rata-rata absorbansi  =  = 0,5836 

Kadar natrium benzoat = y = 0,0724x – 0,0229 

     0,5836 = 0,0724x – 0,0229 

     x =   

     x = 8,3770 µg/ml 

 

     K =  

Lampiran 21: Lanjutan 

 

     K =  

     K =  

     K = 166,89  

     K = 166,89 mg/kg 

 

b. Sampel II 

Berat sampel 1  = 5,0172 g 

Berat sampel 2  = 5,0168 g 

Berat sampel 3  = 5,0171 g 

Rata-rata berat sampel =  = 5,0170 g 

Absorbansi 1   = 0,3994 

Absorbansi 2   = 0,3656 

Absorbansi 3   = 0,3868 

Rata-rata absorbansi  =  = 0,3839 



87 

 

 

Kadar natrium benzoat = y = 0,0724x – 0,0229 

     0,3839 = 0,0724x – 0,0229 

     x =   

     x = 5,6187 µg/ml 

 

     K =  

     K =  

     K =  

     K = 111,99  

     K = 111,99 mg/kg 

 

c. Sampel III 

Berat sampel 1  = 5,0154 g 

Berat sampel 2  = 5,0202 g 

Berat sampel 3  = 5,0199 g 

Rata-rata berat sampel =  = 5,0185 g 

Absorbansi 1   = 0,4211 

Absorbansi 2   = 0,4733 

Absorbansi 3   = 0,4718 

Rata-rata absorbansi  =  = 0,4554 

Lampiran 21: Lanjutan 

 

Kadar natrium benzoat = y = 0,0724x – 0,0229 

     0,4554 = 0,0724x – 0,0229 

     x =   

     x = 6,6063 µg/ml 

 

     K =  
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     K =  

     K =  

     K = 131,63  

     K = 131,63 mg/kg 

 

d. Sampel IV 

Berat sampel 1  = 5,0109 g 

Berat sampel 2  = 5,0111 g 

Berat sampel 3  = 5,0111 g 

Rata-rata berat sampel =  = 5,0110 g 

Absorbansi 1   = 0,1814 

Absorbansi 2   = 0,1853 

Absorbansi 3   = 0,1869 

Rata-rata absorbansi  =  = 0,1845 

Kadar natrium benzoat = y = 0,0724x – 0,0229 

     0,1845 = 0,0724x – 0,0229 

     x =   

     x = 2,8646 µg/ml 

 

     K =  

     K =  

     K =  

     K = 57,16  

     K = 57,16 mg/kg 
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Lampiran 21: Lanjutan 

 

e. Sampel V 

Berat sampel 1  = 5,0145 g 

Berat sampel 2  = 5,0142 g 

Berat sampel 3  = 5,0145 g 

Rata-rata absorbansi  =  = 5,0144 g 

Absorbansi 1   = 0,2236 

Absorbansi 2   = 0,1981 

Absorbansi 3   = 0,2054 

Rata-rata absorbansi  =  = 0,2090 

Kadar natrium benzoat = y = 0,0724x – 0,0229 

     0,2090 = 0,0724x – 0,0229 

     x =   

     x = 3,2030 µg/ml 

 

     K =  

     K =  

     K =  

     K = 63,87  

     K = 63,87 mg/kg 
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