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ABSTRACT

Chitosan has gained high interest in recent times to extend the shelf-life of fish product due to its nontoxicity, biodegradability, biocompatible and antibacterial activity. This research was aimed to determine the antibacterial effect of chitosan on the shelf-life of tilapia fillets at room temperature storage (25-27 oC). This study used a actorial randomized design (RAF) with two factors, namely antibacterial treatment consisting of 3 levels (positive control with distilled water immersion on tilapia fillets, immersion of tilapia fillets with 0.8% chitosan and negative control with 10 ppm chlorine immersion in tilapia fillet) and observation time consisted of             3 levels (0 hours, 6 hours and 12 hours observations). Antibacterial treatment consisted of                3 levels, namely. Each treatment was carried out in three replications. The data were analyzed using analysis of variance (ANOVA) and the duncan multiple range test (DMRT) at a 95% confidence level. The results of the research showed that chitosan was able to suppress bacterial growth and suppress the increase in TVB values at room temperature storage for 12 hours, indicated by the significant difference in the total number of bacteria and TVB values with chlorine and controls (p<0.05). These indicated that chitosan has a function as a natural antibacterial to replace chlorine in the shelf-life extension of tilapia fillets.
Keywords : antibacterial,  chitosan,  chlorine, tilapia fillets
ABSTRAK
Kitosan diketahui berpotensi dalam memperpanjang masa simpan produk perikanan karena sifatnya yang tidak beracun, biodegradable, biocompatible dan memiliki aktivitas antibakteri. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh antibakteri kitosan terhadap umur simpan fillet ikan nila pada penyimpanan suhu ruang (25-27 oC). Metode penelitian ini menggunakan rancangan acak faktorial (RAF) dengan dua faktor yaitu perlakuan antibakteri terdiri dari                  3 taraf (kontrol positif dengan perendaman akuades pada fillet ikan nila, perendaman fillet ikan nila dengan kitosan 0,8% dan kontrol negatif dengan perendaman klorin 10 ppm pada fillet ikan nila) dan waktu pengamatan terdiri dari 3 taraf (pengamatan 0 jam, 6 jam dan 12 jam). Perlakuan antibakteri terdiri dari 3 taraf yaitu. Setiap perlakuan dilakukan sebanyak tiga ulangan. Data di analisis menggunakan analisys of varian (ANOVA) dan uji lanjut Duncan multiple range test (DMRT) pada taraf kepercayaan 95%. Hasil penelitian tahap menunjukkan bahwa kitosan mampu menekan pertumbuhan bakteri dan menekan peningkatan nilai TVB pada penyimpanan suhu ruang selama 12 jam, ditunjukkan dengan adanya signifikasi perbedaan jumlah total bakteri dan nilai TVB dengan klorin dan kontrol (p<0,05). Hal ini menunjukkan bahwa  kitosan dapat dijadikan antibakteri alami fillet ikan nila dan dapat menggantikan klorin dalam memperpanjang umur simpan fillet ikan nila.
Kata kunci: antibakteri, fillet ikan nila, kitosan, klorin 
PENDAHULUAN

Ikan merupakan suatu bahan pangan yang cepat mengalami proses pembusukan. Hal ini disebabkan beberapa hal seperti kandungan protein yang tinggi dan kondisi lingkungan yang sangat sesuai untuk pertumbuhan mikroba pembusuk. Menurut Elkassas et al. (2020) kadar air yang terkandung di dalam ikan sebagai faktor utama penyebab kerusakan bahan pangan. Semakin tinggi kadar air suatu bahan pangan maka semakin besar kemungkinan kerusakannya, baik sebagai akibat aktivitas biologis internal (metabolisme) maupun masuknya mikroba perusak.
Ikan nila (Oreochromis sp.) merupakan salah satu jenis ikan budidaya air tawar yang mempunyai prospek cukup baik untuk dikembangkan karena banyak digemari oleh masyarakat. Ikan nila memiliki beberapa keunggulan dibandingkan dengan jenis ikan air tawar lainnya yaitu mudah dibudidayakan, memiliki daging yang tebal dan kandungan duri yang sedikit, sehingga dapat diolah menjadi berbagai produk olahan                         (Riyadi et al., 2019; Nadia et al. 2020;             Nadia et al. 2020).
Hasil produk ikan nila yang mulai digemari oleh masyarakat adalah fillet. Produk fillet memiliki banyak kelebihan, diantaranya adalah dapat diolah lebih lanjut menjadi berbagai produk olahan lain, dapat dipasarkan dalam bentuk penyajian yang menarik, serta memudahkan dalam pengangkutan. Tingkat keamanan produk fillet perlu dioptimalkan, oleh karena itu tuntutan keamanan pangan dari produk harus terus ditingkatkan (Alsaggaf et al., 2017).

Kontaminasi bakteri pada fillet ikan nila merupakan masalah kesehatan yang perlu diperhatikan karena selain menyebabkan penurunan kualitas, juga menimbulkan penyakit bagi konsumen.                            Lopez et al. (2018) mengemukakan bahwa kontaminasi bakteri patogen dapat mengakibatkan foodborne disease yang merupakan suatu penyakit yang diderita oleh seseorang akibat konsumsi makanan yang telah terkontaminasi oleh bahan kimia atau mikroba patogen. Abu-Elala et al. (2015) menjelaskan bahwa kontaminasi silang selama persiapan dan penanganan bahan pangan diketahui sebagai faktor penting yang berhubungan dengan kejadian foodborne disease, guna mengatasi masalah tingginya kontaminasi bakteri pada fillet ikan nila, maka diperlukan strategi untuk mengendalikan pencemaran pada saat penanganan                   bahan mentah.

Saat ini, desinfektan yang digunakan pada perusahaan fillet untuk pencucian adalah klorin. Al-Sa’ady et al. (2020) menjelaskan bahwa klorin memiliki kelebihan diantaranya adalah harga yang murah dan keefektifan dalam jenis mikroorganisme yang cukup luas, meliputi bakteri Gram-positif dan bakteri Gram-negatif. Bets (2005) menyatakan bahwa klorin sangat reaktif dan dapat bereaksi dengan segala jenis unsur untuk membentuk senyawa baru. Senyawa baru yang terbentuk antara lain adalah organoklorin yang bersifat toksik dan mempunyai efek karsinogenik. Rohmah dan Sulistyorini (2017) mengungkapkan bahwa orang yang berinteraksi dengan klorin dalam jangka waktu 24 bulan secara berturut-turut dapat menyebabkan penurunan fungsi kerja paru-paru secara permanen.
Permasalahan tersebut juga ikut meningkatkan penolakan produk perikanan yang berasal dari Indonesia oleh pasar Uni Eropa dan telah menetapkan zero tolerance terhadap beberapa senyawa kimia seperti klorin terhadap produk perikanan.                  Pemerintah Indonesia menetapkan bahwa pengunaan klorin untuk air pencucian ikan tidak melebihi 10 ppm (KKP, 2011). Penggunaan bahan alami dapat dijadikan solusi karena yang tidak membahayakan bagi kesehatan manusia.

Salah satu sumber alternative pengganti klorin adalah kitosan. Kitosan merupakan polisakarida alami yang tidak beracun, biodegradable dan biocompatible yang dihasilkan dari proses deasetilasi kitin serta memiliki gugus amina (NH2) bebas yang membuat polimer ini bersifat polikationik sehingga dapat menghambat pertumbuhan mikroba dan mampu berikatan dengan senyawa-senyawa yang bermuatan negatif, yaitu protein, polisakarida, asam nukleat dan logam berat (Cheba, 2020; Nadia et al., 2014;                            Nadia et al., 2018; Nadia et al. 2020;                Periayah et al. (2014). Hasil penelitian                 Nadia et al. (2021) aktivitas antibakteri kitosan tulang rawan cumi-cumi pada konsentrasi kitosan 0,8% memiliki zona hambat sebesar 12,8 mm pada E. coli dan  11,1 mm pada               S. aureus.          
Berdasarkan hasil penelitian efek kitosan terhadap beberapa bakteri, maka penelitian ini mencoba memanfaatkan kitosan untuk memperpanjang umur simpan fillet ikan nila (Oreochromis sp). Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh antibakteri kitosan terhadap umur simpan fillet ikan nila pada penyimpanan suhu ruang (25-27 oC).
BAHAN DAN METODE
Bahan dan Alat
Bahan utama yang digunakan pada penelitian ini adalah kitosan dan ikan nila (Oreochromis sp.). Bahan-bahan untuk uji efektivitas antibakteri kitosan pada fillet ikan nila terdiri dari plate count agar (PCA), H3BO3, K2CO3,  TCA 7% dan HCl 0,032 N. 

Alat yang digunakan untuk uji efektivitas antibakteri kitosan tulang rawan cumi-cumi pada fillet ikan nila yaitu inkubator  (Memmert IN30), oven listrik (Memmert UN260, Jerman), outoklaf (HVE-50 Hirayama), vortex, timbangan digital  (Fujitsu FSRB, Jepang), kompor listrik  (Maspion S-300, Indonesia), vortex (DLAB MX-E), mikropipet  (Rainin Pipet-Lite XLS), cawan conway, erlenmeyer,  jarum ose, kantong stomacher, bunsen, pengaduk, beaker glass, pipet, tabung reaksi, sudip, aluminium foil, bunsen api, cawan petri, tips steril dan gelas ukur. Alat yang digunakan untuk analisis proksimat cawan porselen, desikator, labu kjeldahl, tabung soxhlet, labu lemak, tanur dan oven.
Metode Penelitian
Uji Aktivitas Antibakteri Kitosan pada Fillet Ikan Nila  
Sampel ikan nila segar diolah menjadi fillet daging dengan ukuran panjang 12 cm, lebar  6 cm, dan tebal 2 cm. Masing-masing satu potong fillet ikan nila direndam secara terpisah dalam wadah gelas kimia yang berisi 100 mL larutan kitosan 0,8%, akuades (kontrol positif) dan  klorin 10 ppm (kontrol negatif) (Nadia et al. 2021). Perendaman dilakukan selama 5 menit pada suhu kamar lalu ditiriskan (Nadia, 2014). Fillet ikan nila yang telah direndam kemudian disimpan selama 24 jam pada suhu ruang  (25-27 oC) dengan variasi waktu 0 jam, 6 jam, dan 12 jam dari setiap perlakuan. Pengamatan terhadap jumlah bakteri total dan TVB fillet ikan nila dilakukan setelah perlakuan mencapai masa simpan yang diinginkan.   
Jumlah bakteri total (BSN, 2006)

Perhitungan jumlah bakteri total menggunakan total plate count (TPC). Prinsipnya adalah menentukan total populasi bakteri yang terdapat pada fillet. 1 mL sampel dipipet dari pengenceran yang dikehendaki    ke dalam cawan petri.

Sebanyak ±12-15 mL media dituang ke dalam cawan petri dan segera setelah penuangan agar, cawan petri kemudian digerakkan secara hati-hati untuk menyebarkan sel-sel bakteri secara merata yaitu dengan gerakkan seperti angka delapan. Media agar dibekukan, kemudian cawan diinkubasi dengan posisi terbalik pada suhu 35 oC selama ±48 jam. Jumlah koloni yang tumbuh pada cawan dihitung.
Proses perhitungan total bakteri dilakukan dengan berbagai ketentuan berdasarkan:
1. Cawan yang normal berisi 25-250 koloni. Semua koloni dihitung termasuk titik yang berukuran kecil. Pengenceran dan jumlah koloni dicatat untuk setiap cawan.

2. Cawan yang berisi lebih dari 250 koloni dicatat sebagai terlalu banyak untuk dihitung (TBUD) dan jika tidak ada koloni yang tumbuh maka ditulis kurang dari               1 kali pengenceran terendah.

3. Rumus perhitungan yang digunakan adalah:
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Keterangan:

	∑c
	=
	Jumlah koloni bakteri pada semua cawan yang mengandung  25-250 koloni

	n1
	=
	Jumlah cawan yang masuk perhitungan pada pengenceran pertama

	n2
	=
	Jumlah cawan yang masuk perhitungan pada pengenceran berikutnya

	d
	=
	Faktor pengenceran pertama


Total volatile base (TVB) (AOAC, 2005)
Preparasi sampel dilakukan dengan cara menimbang 15 gram sampel yang diambil dari fillet, kemudian ditambahkan             45 mL TCA 7% dan dihomogenkanselama satu menit. Hasil homogenisasi kemudian disaring sehingga diperoleh filtrat yang jernih. Setelah menyiapkan sampel maka dilakukan uji TVB dengan cara memasukkan 1 mL H3BO3 ke dalam inner chamber cawan conway dan tutup cawan diletakkan dengan posisi hampir menutupi cawan. Filtrat dimasukkan

sebanyak 1 mL ke dalam outer chamber disebelah kiri. Larutan K2CO3 jenuh sebanyak 1 mL ditambahkan ke dalam outer chamber sebelah kanan sehingga filtrat dan K2CO3 tidak tercampur. Cawan ditutup dengan diolesi vaselin pada pinggir cawan agar proses penutupan sempurna, kemudian digerakkan memutar sehingga kedua cairan di outer chamber tercampur.
Disamping itu, dikerjakan blanko dengan prosedur yang sama tetapi filtrate diganti dengan TCA 7%, kemudian kedua cawan conway tersebut diinkubasi selama ±24 jam pada suhu 37 oC. Larutan asam borat dalam inner chamber cawan conway yang berisi blanko dititrasi dengan larutan HCl 0,032 N dan cawan digoyang-goyangkan sampai larutan asam borat berubah warna menjadi merah muda, selanjutnya cawan conway yang berisi sampel juga dititrasi dengan larutan HCl 0,032 N yang sama dengan blanko. Kadar TVB dapat dihitung dengan rumus:  
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Keterangan:

	a
	=
	mL titrasi sampel

	b
	=
	mL titrasi blanko

	N
	=
	Normalitas HCl (0,032 N)

	fp
	=
	Faktor pengenceran

	M
	=
	Berat sampel (g)


Analisa Data
Desain rancangan penelitian yang digunakan adalah rancangan acak faktorial (RAF) dengan dua faktor yaitu perlakuan antibakteri dan waktu pengamatan. Perlakuan antibakteri terdiri dari 3 taraf yaitu                         kontrol positif dengan perendaman akuades pada fillet ikan nila, perendaman fillet ikan nila dengan kitosan 0,8% dan kontrol negatif dengan perendaman klorin 10 ppm pada fillet ikan nila. Perlakuan waktu pengamatan terdiri dari 3 taraf yaitu pengamatan 0 jam, 6 jam dan 12 jam. Variabel yang diamati yaitu jumlah bakteri total dan TVB. Setiap perlakuan dilakukan sebanyak tiga ulangan. 
Data jumlah bakteri total dan TVB dianalisis menggunakan analisis ragam (ANOVA) perangkat lunak Statistical package for social science (SPSS) 15 dan ketika beda nyata, maka dilanjutkan dengan uji lanjut duncan’s multiple range test (DMRT) pada taraf kepercayaan 95% (Steel dan Torrie, 1993).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Aktivitas Antibakteri Kitosan pada Fillet Ikan Nila  pada Suhu Ruang

Efektivitas antibakteri pada kontrol, kitosan 0,8% dan klorin 10 ppm dengan waktu perendaman 5 menit dilakukan pengamatan terhadap fillet ikan nila selama penyimpanan. Produk disimpan pada suhu ruang (25-27 oC). Pengamatan dilakukan selama 12 jam dan sampel diamati setiap              6 jam sekali (0 jam, 6 jam dan 12 jam) dengan melakukan pengujian jumlah bakteri total dan                       total volatil base (TVB).

Jumlah Bakteri Total
Jumlah bakteri yang tumbuh pada sampel fillet ikan nila dalam penelitian ini berkisar antara 4,13 sampai 7,16                       log koloni/g atau 1,35x104 sampai              1,44x107 koloni/g. Perubahan nilai bakteri total fillet ikan nila dengan perlakuan kontrol, kitosan dan klorin selama penyimpanan suhu ruang  dapat dilihat pada  Gambar 1.
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	Gambar 1.
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Jumlah bakteri total pada fillet ikan nila selama penyimpanan.         Kontrol  (         ), klorin 10 ppm                 (          ), kitosan  0,8% (         ) 


Hasil analisis ragam,    menunjukkan bahwa faktor antibakteri, waktu penyimpanan dan interaksi antara antibakteri dengan waktu penyimpanan berpengaruh nyata terhadap jumlah bakteri total (p>0,05). Uji lanjut Duncan, perlakuan kitosan 0,8% memberikan hasil yang berbeda nyata dengan perlakuan klorin 10 ppm dan kontrol, begitu juga perlakuan klorin 10 ppm berbeda nyata dengan kontrol. Uji lanjut Duncan, terhadap lama penyimpanan menunjukkan bahwa lama penyimpanan jam ke-0 memberikan hasil yang berbeda nyata dengan lama penyimpanan jam ke-6 dan ke-12, begitu juga jam ke-6 berbeda nyata dengan jam ke-12.

Gambar 1, selama penyimpanan nilai bakteri total mengalami peningkatan untuk semua perlakuan dan pada akhir penyimpanan nilai bakteri total untuk perlakuan perlakuan kitosan 0,8% sebesar 5,29 log koloni/g atau 1,93x105 koloni/g masih layak konsumsi (sesuai dengan SNI 01-2729-2006 maksimum 5,70 log koloni/g atau 5x105 koloni/g), sedangkan pada perlakuan kontrol sebesar 7,16 log koloni/g atau 1,44x107 koloni/g dan perlakuan klorin 10 ppm sebesar  5,94 log koloni/g atau 8,81x105 koloni/g dalam kategori tidak layak konsumsi.  Suptijah et al. (2008) melaporkan bahwa konsentrasi larutan kitosan 1,5% mampu mempertahankan daya awet fillet ikan patin selama 12 jam pada suhu ruang dengan nilai bakteri total sebesar 2,03x105 koloni/g. Hal ini menunjukkan bahwa kitosan mempunyai kemampuan sebagai antibakteri dalam menghambat pertumbuhan mikroba pada fillet ikan nila.  Wong et al. (2020) menyatakan bahwa kitosan memiliki aktivitas bakterisidal terhadap bakteri patogen dan bakteri pada makanan serta dianggap berpotensi sebagai bahan pengawet makanan. Menurut                                 Confederat et al. (2021) mekanisme antibakteri kitosan yaitu gugus amina (NH2) pada kitosan dapat berikatan dengan membran pospolipid, sehingga menyebabkan permeabilitas membran bagian dalam (inner membrane) akan meningkat. Meningkatnya permeabilitas inner membrane menyebabkan cairan sel keluar dari inti sel, kemudian akan mengalami lisis, sehingga mengganggu membran yang akan mengakibatkan kebocoran komponen intraseluler dan membunuh sel bakteri.

Total Volatile Base (TVB)

Pengujian TVB merupakan salah satu metode penentuan kesegaran ikan yang didasarkan pada penguapan senyawa-senyawa basa. Keadaan dan jumlah kadar TVB tergantung pada tingkat kesegaran ikan.  Junca et al. (2019) mengklasifikasikan kesegaran ikan berdasarkan nilai TVB. Ikan sangat segar memiliki nilai TVB <10 mg N/100 g, ikan masih layak konsumsi 20-30 mg N/100 g,  ikan segar 10-20 mg N/100 g dan ikan tidak layak konsumsi memiliki nilai TVB > 30 mg N/100 g.
Nilai TVB fillet ikan nila berkisar antara 6,41-29,97 mg N/100 g (Gambar 2). Perubahan nilai TVB fillet ikan nila selama penyimpanan pada suhu ruang dapat dilihat pada Gambar 2.
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	Gambar 2.
	Nilai TVB pada fillet ikan nila selama penyimpanan.   Kontrol  (         ), klorin 10 ppm  (         ), kitosan  0,8% (         ) 


Hasil analisis ragam, menunjukkan bahwa faktor antibakteri, waktu penyimpanan dan interaksi keduanya berpengaruh nyata terhadap nilai TVB (p>0,05), artinya semua factor mempengaruhi nilai TVB yang diuji. Uji lanjut Duncan, menunjukkan bahwa perlakuan kitosan 0,8% memberikan hasil yang berbeda nyata dengan perlakuan klorin 10 ppm dan kontrol, begitu juga perlakuan klorin 10 ppm berbeda nyata dengan kontrol. Uji lanjut Duncan, menunjukkan bahwa lama penyimpanan jam ke-0 memberikan hasil yang berbeda nyata dengan lama penyimpanan jam ke-6 dan ke-12, begitu juga jam ke-6 berbeda nyata dengan jam ke- 12.
Gambar 2, Nilai TVB fillet ikan nila mengalami peningkatan dengan semakin lamanya waktu penyimpanan. Pada akhir penyimpanan, fillet ikan nila dengan perlakuan kitosan 0,8% memiliki nilai TVB terendah yaitu 19,83 mg N/100 g sedangkan pada perlakuan kontrol dan klorin 10 ppm sebesar 30,47 dan 26,40 mg N/ 100.  Suptijah et al. (2008) melaporkan bahwa konsentrasi larutan kitosan 1,5% mampu mempertahankan daya awet fillet ikan patin selama 12 jam pada suhu ruang dengan nilai TVB sebesar 18,76 mg N/100g. Hal ini menunjukkan bahwa gugus aktif kitosan mampu menghambat aktivitas bakteri pembusuk dan dapat menginaktifkan enzim. Junior et al. (2016) mengemukakan bahwa kitosan memiliki polikation bermuatan positif mampu berikatan dengan protein, salah satunya adalah enzim. 
Peningkatan nilai TVB fillet ikan nila selama penyimpanan menunjukkan pola yang seiring dengan peningkatan nilai total bakteri. El-Aidie (2018) menyatakan bahwa peningkatan kadar TVB disebabkan bertambahnya jumlah bakteri sehubungan dengan semakin berlanjutnya proses kemunduran mutu oleh mikroorganisme yang menghasilkan basa yang mudah menguap seperti amonia. Justicia et al. (2012) melaporkan bahwa bakteri pembusuk yang terdapat pada ikan nila antara lain Acinetobacter calcoaceticus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus alvei dan Bacillus licheniformis. Hal ini menjelaskan bahwa peningkatan nilai TVB pada perlakuan kontrol, kitosan dan klorin seiring dengan meningkatnya aktivitas bakteri pada fillet            ikan nila.
KESIMPULAN 
Kesimpulan yang dapat diambil dari hasil penelitian ini adalah kitosan mampu menekan pertumbuhan bakteri dan menekan peningkatan nilai total volatile base (TVB) pada penyimpanan suhu ruang selama 12 jam, ditunjukkan dengan adanya signifikasi perbedaan jumlah total bakteri dan nilai TVB dengan klorin dan kontrol (p<0,05). Hal tersebut mengindikasikan bahwa kitosan merupakan bahan antibakteri yang efektif untuk fillet ikan nila pada penyimpanan suhu ruang dan mampu memperpanjang umur simpan selama 12 jam.  
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