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ABSTRAK

Telah dilakukan penelitian mengenai preparasi dan karakterisasi pelapisan kitosan nisin terhadap
kualitas ikan sidat (Anguilla bicolor bicolor) selama penyimpanan pada suhu rendah. Penyimpanan dilakukan
selama 8 hari pada suhu 5 £ 2 °C. Nisin sebanyak (0, 2, 4, 6 dan 8 g) ditambahkan ke dalam larutan kitosan
1% (b/v), sehingga diperoleh lima larutan pelapis, yaitu kitosan 1,0% dan kitosan-nisin: 0,2; 0,4; 0,6 dan
0,8% (b/v). Pelapis kitosan-nisin optimal diketahui melalui pengamatan terhadap perubahan fisik daging.
Tebal lapisan kitosan-nisin diamati menggunakan analisis SEM. Parameter yang diukur selama penyimpanan
adalah nilai pH, nilai jumlah cemaran mikroba dengan metode Total Plate Count (TPC), kadar air, kadar
lemak dan kadar protein. Hasil penelitian menunjukkan bahwa berdasarkan perubahan fisik selama
penyimpanan, konsentrasi kitosan-nisin sebesar 0,6% (b/v) merupakan konsentrasi optimal untuk
mempertahankan kualitas ikan sidat. Tebal lapisan kitosan-nissin adalah (0,529 — 0,554) mm. lkan sidat
terlapis Kitosan-nisin mengalami penurunan kadar proksimat (air, lemak dan protein), peningkatan nilai pH
dan jumlah cemaran mikroba yang lebih rendah dibandingkan ikan tanpa pelapisan. Hal tersebut
menunjukkan bahwa pelapisan kitosan-nisin pada ikan sidat dapat mempertahankan kualitas ikan sidat
selama penyimpanan pada suhu rendah.

Kata kunci: ikan sidat (Anguilla bicolor bicolor), kitosan, nisin, pelapisan.
ABSTRACT

Effect of Chitosan-Nisin Coating on Quality of Eel (Anguilla bicolor bicolor) during the
Storage Period at Low Temperature. The research of the preparation and characterization of chitosan-nisin
as a coating layer on the eel (Anguilla bicolor bicolor) were studied. The quality of the eels after coating was
observed during storage at low temperatures. The storage was carried out for 8 days at a temperature of 5 £ 2
°C. A various mass of nisin as much as (0, 2, 4, 6 dan 8 g) was added to 1% (b/v) chitosan solution, thus five
coating solutions were obtained, namely 1.0% chitosan and chitosan-nissin 0,2; 0,4; 0,6 and 0,8% (w/v),
respectively. The optimalization of chitosan-nisin coating was known through the observation of the physical
changes of meat. The thickness of chitosan-nisin layer was observed using scanning electron microscopy
(SEM) analysis. The parameters measured during storage are pH value, the amount of microbial
contamination using the total plate count (TPC) method, water content, fat content and protein content. The
results showed that based on the physical changes during storage, the concentration of chitosan-nisin of 0.6%
(w/v) was the optimal concentration to maintain the quality of eel. The thickness of the chitosan-nissin layer
was observed of 0.529 — 0.554 mm. Chitosan-nisin coated eel decreased proximate levels (water, fat and
protein), increased pH value and lower amount of microbial contamination compared to fish without coating.
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These phenomena show that the chitosan-nisin coating can maintain the quality of eel during storage at low
temperatures.

Keywords: chitosan, coating, nisin, shortfin eel (Anguilla bicolor bicolor).

LATAR BELAKANG

Ikan sidat mempunyai nilai jual tinggi dengan permintaan pasar internasional
mencapai  300.000 ton/tahun, merupakan peluang besar bagi Indonesia untuk
membudidayakan ikan sidat sebagai komoditas ekspor. Beberapa metode penyimpanan
ikan pasca-panen antara lain penyimpanan dingin (Ozogul et al., 2006), modifikasi
atmosfer terkendali (Ruiz-Capillas et al., 2001; Arkoudelos et al., 2007), penyimpanan
tekanan tinggi (Erkan et al., 2010; Otero et al., 2017), iradiasi (Cozzo-Siqueira et al.,
2003), pengawetan kimiawi, dan teknik pelapisan yaitu edible film atau edible coating
(Mohan et al., 2012). Metode penyimpanan dingin dirasa kurang maksimal karena
beberapa jenis bakteri patogen maupun bakteri pembusuk masih dapat tumbuh dan
berkembang pada suhu rendah sekalipun (Arkoudelos et al., 2007), sedangkan pengawetan
kimiawi mulai dihindari karena berpotensi berdampak buruk bagi kesehatan.

Teknik pelapisan secara langsung (edible coating) yang dikombinasikan dengan
penyimpanan dingin merupakan salah satu alternatif penyimpanan dan pengawetan yang
lebih efektif. Penyimpanan dingin dapat menghambat aktivitas enzim dan pertumbuhan
bakteri (Ghaly et al., 2010), serta dengan adanya lapisan yang menyelimuti permukaan
tubuh ikan, kontak antara ikan dengan oksigen dari lingkungan menjadi lebih terbatas,
sehingga reaksi oksidatif dapat dihambat (Yanar et al., 2013). Selain itu, material edible
coating juga dapat berperan sebagai pembawa (carrier) berbagai macam zat tambahan
fungsional yang dapat meningkatkan kemampuan pelapis dalam menjaga kualitas dan
kesegaran ikan (Salgado et al., 2015).

Kitosan merupakan material edible coating berbasis polisakarida yang paling sering
digunakan karena mampu membentuk film dengan baik, murah, bersifat non-toksik dan
biodegradable (Dutta et al., 2004). Keberhasilan edible coating kitosan telah dibuktikan
pada ikan salmon (Salmo salar), sarden (Sardinella longiceps), dan sidat Eropa (Anguilla
anguilla). Penggunaan edible coating kitosan dapat meningkatkan daya tahan simpan ikan
salmon dan ikan sarden selama 3 hari, sedangkan untuk ikan sidat eropa mengalami
peningkatan daya simpan selama 6 hari dibandingkan kontrol yaitu tanpa edible coating
kitosan (Souza et al., 2010; Kigcukgulmez et al., 2012; Mohan et al., 2012). Namun,
beberapa penelitian menunjukkan bahwa kemampuan antibakteri kitosan terbatas pada
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bakteri Gram-negatif, dan kurang efektif pada kelompok bakteri Gram-positif (Killay,
2013; Damayanti et al., 2016). Oleh karena itu, perlu dilakukan modifikasi untuk
meningkatkan aktivitas antibakteri dari film kitosan.

Penambahan bakteriosin diketahui efektif untuk meningkatkan kemampuan pelapis
kitosan. Beberapa kelebihan penggunaan bakteriosin yaitu aman (Cleveland et al., 2001),
stabil terhadap panas dan mudah tergradasi oleh enzim proteolitik di saluran pencernaan
(Janjarasskul and Krochta, 2010). Salah satu bakteriosin yang dapat digunakan adalah
nisin.

Nisin merupakan peptida yang tersusun atas 34 jenis asam amino yang dihasilkan
oleh bakteri Lactococcus lactis subsp (Sanjurjo et al., 2006). Gugus-gugus aktif pada nisin,
seperti —NH2, —NH, —C=0, dan —OH dapat berinteraksi secara hidrogen maupun kovalen
dengan gugus aktif pada kitosan (Pranoto et al., 2005), yang menyebabkan terikatnya nisin
pada polimer kitosan. Beberapa penelitian menunjukkan efektivitas nisin pada konsentrasi
0,6 % (b/v) sebagai antibakteri pada bakteri Gram-positif lebih besar dibandingkan bakteri
Gram-negatif (Sanjurjo et al., 2006; Adhikari et al., 2012). Penambahan nisin pada kitosan
akan menambah gugus-gugus aktif dalam lapisan, sehingga menghasilkan spektrum
penghambatan bakteri yang lebih luas (Pranoto et al., 2005; Zhu et al., 2015; Neetoo,
2016).

Oleh karena itu, preparasi dan karakterisasi pelapisan kitosan-nisin terhadap
kualitas ikan sidat (anguilla bicolor bicolor) selama masa penyimpanan pada suhu rendah
perlu dipelajari untuk mendapatkan edible film kitosan yang dapat memperpanjang umur

simpan ikan sidat.

METODE PENELITIAN
Pengambilan Sampel Ikan Sidat

Ikan sidat diperoleh dari UNAGI UNS, Banjarsari, Surakarta, umur (8—9) bulan
dengan berat (200—250) gram.
Pembuatan Edible Film Kitosan-Nisin

Kitosan seberat 10 gram dilarutkan ke dalam 1000 mL asam asetat 1% (v/v)
sehingga diperoleh larutan kitosan konsentrasi 1% (b/v) (dilabeli sebagai CS). Empat jenis
larutan kitosan 1% lainnya dibuat dengan cara yang sama. Sebanyak 2, 4, 6, dan 8 gram
nisin ditambahkan ke dalam empat jenis larutan kitosan 1%, sehingga diperoleh larutan
kitosan-nisin dengan variasi konsentrasi nisin, yaitu larutan kitosan 1% dengan 0,2% nisin
(b/v) (CS-N1), larutan kitosan 1% dengan 0,4% nisin (b/v) (CS-N2), larutan kitosan 1%
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dengan 0,6% nisin (b/v) (CS-N3), dan larutan kitosan 1% dengan 0,8% nisin (b/v) (CS-
N4).
Penentuan Kondisi Optimum Edible Film

Ikan sidat dimasukkan ke dalam akuades (kontrol), CS, CS-N1, CS-N2, CS-N3, dan
CS-N4 selama satu menit hingga tercelup seluruhnya. Ikan diangkat, dikeringkan pada
suhu ruang dan disimpan dalam Poli Etilen sterile bag pada lemari pendingin bagian fresh
room (t = 5 = 2 °C). Pengamatan fisik sampel dilakukan setiap hari selama 10 hari dengan
mengamati perubahan warna dan tekstur. Sampel yang mengalami discoloration paling
lambat dipilih untuk analisis selanjutnya.

Pelapisan Ikan Sidat dan Penyimpanan Sampel

Pelapisan ikan sidat menggunakan kitosan-nisin mengacu penelitian Guohua et al.
(2016) dengan modifikasi. Ikan sidat disortir berdasarkan persamaan ukuran dengan berat
yang seragam. lkan sidat yang terpilih kemudian dicuci dengan akuades untuk
menghilangkan lendir ikan kemudian dibagi menjadi tiga kelompok. Ikan sidat dicelupkan
pada akuades (kontrol), kitosan, dan kitosan-nisin optimum selama satu menit.
Selanjutnya, ikan dikeringkan pada suhu ruang selama 10 menit dan dibungkus
menggunakan PE sterile bag.

Sebagian dari ikan sidat digunakan untuk pengujian 0 hari, sebagiannya lagi
disimpan setelah di-treatment dengan akuades (kontrol), kitosan, dan kitosan-nisin.
Selanjutnya, sampel ikan sidat setelah treatment disimpan dalam lemari pendingin pada
suhu 52 °C. Pengamatan fisik sampel dilakukan setiap hari selama 10 hari dengan
mengamati perubahan warna dan tekstur. Pada hari ke-2, 4, 6, dan 8, masing-masing
sampel diambil untuk dilakukan pengujian. Ikan sidat yang telah terlapis kitosan-nisin
kemudian dipreparasi menjadi bentuk potongan tipis melintang hingga diperoleh sampel
berupa daging dan permukaan terluar ikan sidat. Selanjutnya, dilakukan karakterisasi
menggunakan SEM untuk mengetahui ketebalan lapisan yang terbentuk pada permukaan
terluar ikan sidat.

Pengujian Sampel
Analisis Kadar Air

Pengujian kadar air dilakukan dengan metode gravimetri berdasarkan SNI-01-
2354.2-2006.

Analisis pH

Analisis pH dilakukan berdasarkan penelitian Ozogul et al. (2005), Arkoudelos et
al. (2007), Kicgukgilmez et al. (2012) dan Ozogul et al. (2014). Sebanyak 10 gram
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homogenat ikan sidat dilarutkan dalam 100 mL akuades, kemudian disaring. Filtrat yang
diperoleh didiamkan selama 30 menit dan diukur pH nya menggunakan pH meter yang
telah dikalibrasi dalam larutan buffer pH. Pengukuran dilakukan secara duplo.
Analisis Kadar Lemak

Analisis kadar lemak menggunakan metode ekstraksi Soxhlet. Sebanyak 2 gram
sampel yang telah dihomogenkan (homogenat) dibungkus menggunakan kertas saring yang
sebelumnya telah diketahui beratnya. Kloroform sebanyak 250 mL dituangkan ke dalam
labu alas bulat. Sampel homogenat kemudian diekstraksi dengan extractor soxhlet pada
suhu 60 °C selama 8 jam. Kertas saring berisi sampel yang telah diekstraksi selanjutnya
dioven pada suhu 105 °C hingga kering untuk menghilangkan sisa kloroform dan uap air.
Sampel kemudian didinginkan dalam desikator selama 30 menit dan ditimbang hingga
konstan. Pengukuran dilakukan secara duplo.
Analisis Kadar Protein

Pengujian kadar protein dalam ikan sidat selama masa penyimpanan dilakukan
berdasarkan AOAC (1970).
Analisis Cemaran Mikroba

Metode pengujian cemaran mikroba Total Plate Count (TPC) dalam sampel ikan
sidat dilakukan berdasarkan SNI 2897: 2008.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Penentuan Konsentrasi Kitosan-Nisin Optimum

Selama masa penyimpanan terjadi perubahan warna baik pada ikan sidat kontrol,
terlapis kitosan, maupun terlapis kitosan-nisin. Laju perubahan warna daging sebanding
dengan aktivitas pembusukan. Selama 10 hari pengamatan, ikan sidat pada seluruh
perlakuan mengalami perubahan warna menjadi kecoklatan. Semakin lama waktu
penyimpanan, intensitas warna semakin tinggi hingga menjadi kehitaman. Ikan sidat tanpa
pelapisan mengalami kemunduran mutu pada hari ke-4. Adapun ikan sidat yang dilapisi
kitosan-nisin pada berbagai variasi menunjukkan warna yang lebih stabil atau dapat
dikatakan tidak mengalami perubahan warna dari hari ke hari, dibandingkan kelompok
control. Hal ini menunjukkan bahwa pelapisan kitosan-nisin dapat menghambat aktivitas
mikroba dan laju oksidasi penyebab perubahan warna, karena adanya aktifitas mikroba
menyebabkan warna ikan menjadi kecoklatan (Chaijan and Panpipat, 2009; Wu et al.,
2017). Waktu penyimpanan dimana daging mulai mengalami discoloration ditampilkan
pada Tabel 1.
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Tabel 1. Perubahan warna daging ikan sidat kontrol, terlapis kitosan dan kitosan-nisin

Perlakuan penyimpanan Hari mulai terjadi discoloration
Kontrol 4
Kitosan
Kitosan-nisin 0,2%
Kitosan-nisin 0,4%
Kitosan-nisin 0,6%
Kitosan-nisin 0,8%

© O ~NOoO O

Berdasarkan Tabel 1, secara umum discoloration semakin melambat dengan
semakin banyaknya konsentrasi nisin yang ditambahkan. Hal ini disebabkan karena
meningkatnya situs-situs aktif dari nisin yang berperan dalam mekanisme antibakteri,
sehingga discoloration daging ikan sidat dapat dihambat hingga hari ke-9 melalui
penggunaan kitosan-nisin 0,6% dan 0,8%. Apabila dilihat dari sifat antibakteri, seharusnya
penambahan nisin sebesar 0,8% memberikan efek antibakteri yang lebih besar
dibandingkan nisin 0,6%, seperti hasil penelitian yang telah dilaporkan oleh Sanjurjo et al.
(2006) dan Ku and Song (2007). Akan tetapi, hasil pengamatan mengindikasikan bahwa
keduanya memiliki profil discoloration yang hampir sama. Hal ini disebabkan karena
matriks polimer kitosan memiliki kapasitas maksimum dalam membawa atau mengikat
nisin sebagai bahan aktifnya (Pranoto et al., 2005). Perbedaan discoloration pada kitosan-
nisin 0,6% dan 0,8% hampir sama, dimungkinkan bahwa kapasitas nisin maksimal yang
dapat terikat pada kitosan dicapai pada konsentrasi 0,6%. Oleh karena itu, konsentrasi
kitosan-nisin 0,6% ditetapkan sebagai konsentrasi optimum untuk pelapisan ikan sidat.
Hasil ini didukung dengan penelitian Pranoto et al. (2005) dan Ku and Song (2007),
dimana penambahan nisin yang semakin besar pada film kitosan, tidak selalu memberikan
efek penghambatan yang lebih baik terhadap bakteri S. aureus, L. monocytogenes, dan B.
cereus. Penambahan 0,6% nisin dalam kitosan juga dilakukan oleh Guohua et al. (2016)
dan memberikan efek paling baik dalam menghambat laju kerusakan Pseudosciaena
crocea.

Karakterisasi Pelapisan Kitosan-Nissin pada Ikan Sidat
Ketebalan Lapisan

Penampang lintang permukaan ikan sebelum dan sesudah terlapisi kitosan-nisin
ditampilkan pada Gambar 1. Berdasarkan hasil analisis SEM, permukaan ikan sidat terlihat
sangat heterogen dan kasar (100x, a). Setelah proses pelapisan, morfologi permukaan ikan
sidat masih sama, namun terdapat bagian tambahan dengan karakteristik rapat dan teratur
(60x, b). Hal ini mengindikasikan terbentuknya lapisan kitosan-nisin pada bagian terluar
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tubuh ikan sidat. Pada penelitian ini, ketebalan lapisan kitosan-nisin sebesar (0,529 —
0,554) mm. Hal ini sesuai dengan penelitian Soares et al. (2016) dimana ketebalan lapisan
kitosan pada salmon bervariasi antara (0,36 — 1,41) mm.

Terbentuknya lapisan pada permukaan ikan sidat menunjukkan adanya kesesuaian
polaritas antara matriks ikan sidat dengan kitosan-nisin, yang memicu terjadinya interaksi
melalui gaya adhesi (Souza et al., 2010). Interaksi ini menyebabkan kitosan dan nisin dapat
menempel. Lapisan rapat dan teratur dari kitosan-nisin pada Gambar 1(b) disebabkan
karena tingginya kohesivitas polimer kitosan yang didominasi oleh interaksi hidrogen baik
secara intermolekuler maupun intramolekuler (Janjarasskul and Krochta, 2010). Adanya
lapisan kitosan-nisin berfungsi sebagai barrier antara ikan sidat dengan oksigen, bakteri,
ataupun pengotor lain di lingkungan.

(b)
Gambar 1. Morfologi ikan sidat (a) dan ikan sidat terlapis kitosan-nisin (b)
Perubahan Fisik selama Penyimpanan
Perbandingan tampilan fisik dari ikan sidat kontrol, terlapis kitosan, dan terlapis
kitosan-nisin selama masa penyimpanan pada suhu rendah ditampilkan pada Gambar 2.

i Tampilan fistk

ke- Kontrol Kitosan Kitosan-Nisin

Gambar 2. Perubahan tampilan fisik filet ikan sidat.
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Perubahan warna daging ikan sidat pada seluruh perlakuan semakin meningkat
intensitasnya seiring dengan bertambahnya waktu penyimpanan. Hal ini diduga adanya
peningkatan kadar metmioglobin yang disebabkan oleh aktivitas mikroorganisme dan
proses oksidasi oksimioglobin akibat masih terdapatnya kandungan O» pada ruang kemas
yang dapat berdifusi ke dalam tubuh ikan sidat sehingga memicu terjadinya oksidasi.
Oksidasi oksimioglobin menghasilkan senyawa metmioglobin yang berwarna kecoklatan.

Pelunakan tekstur ikan sidat terjadi karena aktivitas enzim katepsin dan protease
endogen pada protein miofibril. Pelunakan tekstur pada ikan sidat dipercepat dengan
adanya aktivitas mikroorganisme dalam merombak protein (Mohan et al., 2012).

Perubahan fisik ikan sidat selama penyimpanan disertai dengan munculnya bau
busuk yang diduga berasal dari pelepasan senyawa metabolit hasil perombakan bakteri
(Mohan et al., 2012). Mikroorganisme proteolitik menguraikan protein ikan sidat menjadi
asam amino, amin, amonia, dan hidrogen sulfide, yang memicu munculnya bau busuk.

Secara umum, laju perubahan warna pada ikan sidat kontrol lebih besar
dibandingkan ikan sidat yang terlapis kitosan dan Kkitosan-nisin. Perbedaan tersebut
teramati dengan jelas pada hari ke-8 penyimpanan, dimana kontrol berwarna kuning
kecoklatan, sampel terlapis kitosan menunjukkan warna kekuningan yang tipis, sedangkan
sampel terlapis kitosan-nisin tidak mengalami perubahan warna yang signifikan
dibandingkan hari pengamatan sebelumnya (hari ke-6). Ikan sidat terlapisi kitosan maupun
kitosan-nisin mengalami proses pembusukan lebih lambat. Hal ini membuktikan bahwa
pelapisan kitosan maupun kitosan-nissin dapat menurunkan laju pembusukan ikan sidat.
Tingkat Keasaman/ pH

Hasil pengukuran pH ditampilkan pada Tabel 3. Nilai pH awal dari ikan sidat
dalam penelitian ini adalah 6,85 sesuai dengan yang disampaikan oleh Simeonidou dalam
Arkoudelos et al. (2007) bahwa nilai pH post-mortem pada ikan bervariasi dari 6,0 - 7,1
tergantung dari spesies, musim penangkapan, dan jenis pakan.

Perubahan pH ikan sidat dari seluruh perlakuan selama proses penyimpanan
ditunjukkan pada Gambar 3. Selama masa penyimpanan, nilai pH ikan sidat tanpa

perlakuan maupun ikan sidat dengan pelapisan mengalami fluktuasi.
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Tabel 2. Perbandingan Nilai pH Awal Ikan Sidat (Anguilla bicolor bicolor) dengan
Beberapa Jenis Ikan

Spesies Nilai pH awal Referensi
Anguilla bicolor bicolor 6,85 Dalam penelitian ini
Anguilla anguilla 6,09 Ozogul et al. (2005); Arkoudelos et al.
6,30 (2007); Ozogul et al. (2014)
6,40
Carassius auratus 6,61 Lietal. (2012)
Sardinella longiceps 6,14 Mohan et al. (2012)
Tilapia guineensis 6,81 Obemeata and Christopher (2012)
Salmo salar 6,27 Soares et al. (2013)
Pseudosciaena crocea 6,96 Guohua et al. (2016)
Hypophthalmicthys molitrix 6,80 Kootenaie et al. (2016)
7 »

6.8 o

6.6 -
—¢- Kontrol

— Kitosan

6 4 Kitosan-Nisin

Nilai pH

6.2

5.8

T T T T 1
] 2 4 ] 8

Waktu penyiapan (hari)
Gambar 3. Perubahan nilai pH filet ikan sidat selama penyimpanan

Ikan sidat kontrol mengalami penurunan nilai pH pada hari kedua dan meningkat
hingga pH 7,00 pada akhir penyimpanan. Ikan sidat terlapis Kkitosan relatif
mempertahankan pH pada kondisi asam hingga akhir masa simpan setelah mengalami
penurunan pada hari kedua. Pada akhir penyimpanan, nilai pH ikan sidat terlapis kitosan
sebesar 6,13. Sementara itu, pelapisan kitosan-nisin menyebabkan penurunan nilai pH ikan
sidat terjadi hingga hari ke-6 dan mengalami kenaikan menjadi 6,51 pada akhir masa
simpan. Walaupun memiliki perbedaan trend perubahan pH, namun secara umum, nilai pH
dari kontrol lebih tinggi dibandingkan ikan sidat terlapis kitosan dan kitosan-nisin.

Ikan sidat tanpa pelapisan mengalami kenaikan nilai pH secara tajam yang
menunjukkan tingginya aktivitas mikroorganisme. Adanya lapisan kitosan dan kitosan-
nisin yang berfungsi sebagai barrier dan antibakteri yang menekan konsentrasi dan
aktivitas mikroorganisme menyebabkan akumulasi senyawa basa oleh proses penguraian
protein menjadi lebih lambat. Hal ini diindikasikan dengan melambatnya laju kenaikan
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nilai pH pada ikan sidat yang terlapis kitosan dan kitosan-nisin. Hasil penelitian ini
didukung oleh penelitian yang dilakukan oleh Mohan et al. (2012) pada ikan sarden
(Sardinella longiceps) dan Souza et al. (2010) pada ikan salmon (Salmo salar), dimana
laju kenaikan nilai pH ikan terlapis kitosan menjadi lebih lambat akibat berkurangnya
pembentukan senyawa trimetilamin dan TVB-N secara signifikan. Penambahan nisin
efektif dalam mengurangi akumulasi senyawa basa akibat degradasi protein, seperti yang
dilaporkan oleh Guohua et al. (2016) pada ikan Corvina kuning besar (Pseudosciaena
crocea). Penurunan degradasi protein diindikasikan dengan melambatnya laju kenaikan
nilai TVB-N selama penyimpanan, sehingga laju kenaikan nilai pH dapat dikontrol.
Jumlah Cemaran Mikroba

Perubahan nilai cemaran mikroba ikan sidat kontrol, terlapis kitosan, dan kitosan-

nisin ditampilkan pada Gambar 4.

12 =

-

-~ Kontrol
- Kitosan

== Kitosan-Nisin

Jumlah koloni (log CFU/qg)

0 L] 2 ] 4 ] 6 ] 8 L

Waktu penyiapan (hari)
Gambar 4. Perubahan total koloni bakteri selama waktu penyimpanan

Jumlah cemaran mikroba awal pada setiap ikan berbeda tergantung kondisi
lingkungan dimana ikan tersebut hidup dan cara penanganan pasca-panennya (higienitas).
Nilai cemaran mikroba awal ikan sidat segar dalam penelitian ini adalah 4,11 log.,c CFU/qg.
Nilai cemaran mikroba ini masih berada di bawah ambang batas Standar mutu dari Badan
Standarisasi Nasional (BSN), yaitu 5 x 10° CFU/g (5,7 logi, CFU/g).

Pada awal masa penyimpanan, kenaikan jumlah cemaran mikroba yang lebih
lambat pada ikan sidat terlapis kitosan mengindikasikan aktivitas dan pertumbuhan bakteri
berhasil ditekan oleh kitosan. Interaksi elektrostatik yang kuat antara gugus amina
terprotonasi dari kitosan dengan membran fosfolipid bakteri yang bermuatan negatif

menyebabkan terganggunya stabilitas membran yang berujung pada kematian sel (Liu et
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al., 2004). Akan tetapi, penurunan jumlah cemaran mikroba oleh lapisan kitosan tidak
menunjukkan adanya perbedaan yang nyata terhadap kontrol yaitu sebesar (8,48-8,15)
logio CFU/g pada hari ke-2 penyimpanan. Hasil ini diduga karena susunan mikroflora pada
ikan sidat tidak hanya didominasi oleh bakteri Gram-negatif saja, akan tetapi terdapat pula
sejumlah bakteri Gram-positif dalam jumlah yang besar. Oleh karena itu, penggunaan
kitosan secara individual kurang dapat mempertahankan kualitas ikan sidat secara
mikrobiologi, mengingat efek antibakteri kitosan lebih efektif terhadap bakteri Gram-
negatif dan kurang sensitif terhadap bakteri Gram-positif (Damayanti et al., 2016).

Pelapisan  kitosan-nisin ~ terbukti mampu  mengendalikan  pertumbuhan
mikroorganisme lebih baik dibandingkan kitosan. Hal ini disebabkan adanya efek sinergis
antibakteri dari material pelapis dan bahan aktifnya. Pengikatan nisin oleh Kkitosan
menyebabkan munculnya sisi aktif antibakteri baru yang didonorkan oleh nisin. Sintesis
dinding sel bakteri terhambat akibat pengikatan bagian pirofosfat oleh ujung-N dan
pembentukan pori pada membran sel oleh ujung-C nisin. Hal ini menyebabkan terjadinya
lisis yang memicu kematian sel bakteri Gram-positif (Brétz and Sahl, 2000), diindikasikan
dengan penurunan konsentrasi total bakteri pada ikan sidat sebesar (8,15-5,73) logio CFU/g
pada hari ke-2 penyimpanan.

Penurunan konsentrasi bakteri secara signifikan oleh material pelapis kitosan-nisin
hanya terjadi pada awal penyimpanan saja. Pada hari ke-4 hingga akhir penyimpanan,
pelapisan kitosan-nisin tidak memberikan perbedaan yang signifikan dengan kontrol. Hal
ini dimungkinkan terjadi karena material pelapis kitosan-nissin telah kehilangan sifat
antibakterinya karena berinteraksi dengan berbagai senyawa dalam ikan sidat maupun
senyawa hasil metabolisme bakteri.

Analisis proksimat

Kadar proksimat menunjukkan kualitas gizi suatu bahan pangan. Kandungan
proksimat dalam ikan dapat digunakan sebagai panduan untuk mengetahui kestabilan ikan
selama masa penyimpanan (Huss, 1988; Mohan et al., 2012).

Kadar air

Air merupakan bagian terbesar dari kandungan proksimat suatu bahan pangan.
Kadar air ikan sidat (Anguilla bicolor bicolor) dalam penelitian ini sebesar 76,2 + 0,45%.
Perubahan kadar air ikan sidat selama penyimpanan dalam lemari es ditampilkan pada
Gambar 5. Hasil tersebut menunjukkan bahwa ikan sidat pada seluruh perlakuan memiliki
trend perubahan kadar air yang sama, cenderung mengalami penurunan seiring dengan
bertambahnya waktu penyimpanan. Terjadinya penurunan kadar air dari seluruh sampel
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menunjukkan adanya aktivitas bakteri dalam merombak jaringan ikat pada otot ikan.
Berdasarkan Gambar 5, sampel tanpa perlakuan (kontrol) mengalami penurunan kadar air
paling besar dibandingkan sampel perlakuan (pelapisan kitosan dan kitosan-nisin). Hal ini
mengindikasikan tingginya aktivitas perombakan jaringan ikat oleh aktivitas
mikroorganisme, sesuai dengan hasil uji jumlah cemaran mikroba (Gambar 4).
Perombakan jaringan ikat dan denaturasi miosin menyebabkan berkurangnya kemampuan
otot ikan dalam mengikat air, sehingga terjadilah dehidrasi (Mohan et al., 2012; Damayanti
et al., 2016). Penurunan kadar air paling kecil terjadi pada ikan sidat terlapis kitosan-nisin.
Hal ini membuktikan bahwa penekanan aktivitas mikroorganisme melalui penambahan

nisin dapat menurunkan laju pelepasan kadar air pada ikan sidat.

85 =
80
75 o

70

-9~ Kontrol
= Kitosan

65 o 2= Kitosan-Nisin

Kadar air (%)

60 o

55 o

60

Waktu penyiapan (hari)
Gambar 5. Perubahan kadar air filet ikan sidat selama waktu penyimpanan
Pelepasan air juga dihambat oleh adanya peran lapisan kitosan-nisin sebagai
barrier. Terbentuknya barrier pada permukaan ikan sidat menyebabkan transfer air keluar
menuju lingkungan (transpirasi) menjadi terhambat karena lapisan memiliki nilai
permeabilitas terhadap uap air. Walaupun permeabilitas lapisan kitosan dilaporkan relatif
tinggi terhadap uap air karena sifat hidrofiliknya (Dehghani et al., 2018), akan tetapi akibat
sifat tersebut lapisan kitosan dapat bertindak sebagai moisture-sacrificing agents. Melalui
sifat tersebut, pelapis mengalami penguapan terlebih dulu sebelum akhirnya dehidrasi
terjadi pada produk. Hal inilah yang menyebabkan ikan sidat terlapis kitosan-nisin dapat
mempertahankan kadar airnya, sesuai dengan hasil penelitian Guohua et al. (2016) pada

ikan Corvina kuning besar (Pseudosciaena croacea).
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Selama penyimpanan, kadar air tidak selalu menurun seiring dengan bertambahnya
waktu penyimpanan, seperti kontrol yang mengalami peningkatan kadar air pada hari ke-8,
sampel terlapis kitosan pada hari penyimpanan ke-2 dan 6, serta sampel terlapis kitosan-
nisin pada hari ke-4 masa simpan. Terjadinya peningkatan kadar air diduga karena proses
denaturasi protein yang menghasilkan air sebagai produk sampingnya. Selain itu, aktivitas
bakteri dalam menguraikan komponen-komponen daging ikan juga dapat membebaskan air
(Kusuma et al., 2017).

Kadar Lemak

Perubahan kadar lemak ikan sidat selama penyimpanan ditampilkan pada Gambar
6. lkan sidat tanpa perlakuan (kontrol) secara signifikan mengalami penurunan kadar
lemak paling besar dari 81,70 + 0,80% menjadi 69,35 + 0,45% pada hari ke-6 dan
meningkat menjadi 71,28 + 2,13% pada akhir masa penyimpanan. Ikan sidat terlapis
kitosan mengalami perubahan kadar lemak yang berfluktuatif namun cenderung stabil
dengan kadar sebesar 80,78 + 0,43% pada akhir penyimpanan. Sementara itu, ikan sidat
terlapis kitosan-nisin mengalami peningkatan kadar lemak pada hari ke-4 menjadi 82,83 +

0,03% yang kemudian terus menurun hingga akhir masa simpan.

85 =

- %/’

70 -
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Gambar 6. Perubahan kadar lemak pada filet ikan sidat selama waktu penyimpanan

Penurunan kadar lemak selama penyimpanan mengindikasikan terjadinya proses
oksidasi yang menyebabkan terbentuknya aldehid, asam-asam lemak bebas, keton, dan
peroksida (Obemeata and Christopher, 2012; Al-Ghanim, 2016). Penurunan kadar lemak
terbesar dalam penelitian ini dialami oleh ikan sidat kontrol, berkorelasi positif dengan
hasil pengujian kadar air. Semakin besar penurunan kadar air, semakin besar pula
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penurunan kadar lemaknya karena pengurangan air digunakan untuk melakukan reaksi
hidrolisis lemak. Hal tersebut menunjukkan bahwa sampel tanpa pelapisan mengalami
reaksi oksidasi dan hidrolisis yang lebih tinggi. Oksidasi disebabkan karena tidak ada yang
menghambat proses masuknya oksigen dari ruang kemas menuju ke tubuh ikan sidat.
Akibatnya, proses oksidasi lemak terjadi secara cepat. Selain itu, penurunan kadar lemak
diduga turut dipercepat oleh aktivitas mikroorganisme lipolitik karena tidak adanya
perlindungan dari pelapis maupun senyawa yang mampu menekan aktivitas bakteri.

Pada ikan sidat terlapis kitosan-nisin, kadar lemak mengalami penurunan yang
lebih besar dibandingkan sampel terlapis kitosan (Gambar 6). Hal ini diduga disebabkan
berkurangnya sifat antioksidan kitosan serta sifat alamiah nisin yang bukan termasuk
antioksidan untuk menghentikan reaksi radikal berantai pada tahap terminasi (Ayala et al.,
2014). Penurunan sifat antioksidan kitosan dimungkinkan terjadi karena berkurangnya
situs aktif kitosan yang berperan dalam mekanisme antioksidan akibat terhalangi oleh
nisin. Seperti yang dijelaskan oleh Wang et al. (2005), pembentukan kompleks kitosan-
logam terjadi pada situs —NH> dan —OH. Ketika nisin ditambahkan, terbentuk ikatan
amida antara kitosan dan nisin pada situs karboksilat (—COOH) nisin dengan situs amina
(—NHy) kitosan (Zhu et al., 2015). Oleh karena itu, terjadi penurunan sifat antioksidan
karena sebagian situs amina pada kitosan digunakan untuk mengikat nisin yang
menyebabkan berkurangnya situs pengompleks logam Fe. Selain itu, proses difusi nisin ke
dalam matriks ikan sidat selama penyimpanan menyebabkan terbentuknya pori atau lubang
pada lapisan kitosan yang memicu peningkatan permeabilitas lapisan terhadap gas-gas di
udara terutama gas Os.

Kadar Protein

Kadar protein ikan sidat dalam penelitian ini ditentukan berdasarkan pengukuran
nitrogen total, dengan menggunakan metode Kjeldahl. Ikan sidat segar yang digunakan
dalam penelitian ini mengandung protein sebesar 18,85%. Kandungan protein ikan sidat
dalam penelitian ini sedikit berbeda dengan jenis ikan sidat lainnya, yaitu Anguilla
anguilla. Ozogul et al. (2005) melaporkan kandungan protein dalam Anguilla anguilla
sebesar 17,5%. Perbedaan kadar protein pada ikan erat kaitannya dengan spesies, serta
jenis dan jumlah pakan yang diterima ikan tersebut. Hal ini didukung oleh penelitian dari
Adeosun et al. (2014) yang menemukan adanya perbedaan kadar protein dari Clarias
gariepinus yang tumbuh di alam liar dengan Clarias gariepinus yang dibudidayakan. Hasil
ini mengindikasikan asupan nutrisi yang cukup meningkatkan kualitas nutrisi, terutama
protein pada ikan tersebut.
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Perubahan kadar protein ikan sidat kontrol, terlapis kitosan, dan terlapis kitosan-
nisin selama 8 hari masa penyimpanan ditampilkan pada Gambar 8. lkan sidat tanpa
perlakuan (kontrol) secara signifikan mengalami penurunan kadar protein paling besar dari
18,85% menjadi 7,87% pada akhir masa simpan. Ikan sidat terlapis kitosan mengalami
perubahan kadar protein yang berfluktuatif dengan kadar protein sebesar 13,78% pada
akhir penyimpanan. Sementara itu, ikan sidat yang dilapisi dengan kitosan-nisin
mengalami penurunan kadar protein hingga hari ke-6 penyimpanan sebesar 15,76%
kemudian kembali meningkat menjadi 17,73% pada akhir masa simpan. Hasil ini
mengindikasikan adanya korelasi positif antara protein dengan kadar air ikan sidat, dimana
semakin banyak protein yang mengalami kerusakan semakin besar pula penurunan kadar
air (Gambar 5) akibat berkurangnya kekuatan otot ikan dalam menahan air yang ada.

Penurunan kadar protein selama penyimpanan menunjukkan terjadinya perombakan
atau degradasi protein oleh bakteri proteolitik yang menghasilkan asam-asam amino dan
produk-produk volatil seperti trimetilamin (TMA), hidrogen sulfida, dan amonia yang
terakumulasi sebagai total volatile base nitrogen (TVB-N). Sampel kontrol mengalami
penurunan kadar protein paling besar disebabkan karena tingginya populasi bakteri dalam
ikan tersebut (Gambar 7), yang menyebabkan proses degradasi protein terjadi secara cepat.
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Gambar 7. Grafik perubahan kadar protein filet ikan sidat selama waktu penyimpanan
Degradasi protein pada sampel terlapis kitosan dan kitosan-nisin dapat dihambat
karena peran dari kitosan maupun kitosan-nisin sebagai barrier dan senyawa antibakteri.
Selama penyimpanan, kadar protein tidak selalu menurun seiring dengan bertambahnya
waktu penyimpanan, seperti sampel terlapis kitosan pada hari penyimpanan ke-4 dan 6,
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serta sampel terlapis kitosan-nisin pada hari ke-8 masa simpan. Terjadinya peningkatan
kadar protein diduga karena masih terakumulasinya produk degradasi protein seperti asam-
asam amino dan sebagian produk volatil yang belum teruapkan. Penggunaan metode
Kjeldahl menyebabkan perhitungan protein didasarkan pada kadar nitrogen total, sehingga
senyawa-senyawa hasil degradasi tersebut ikut terhitung karena memiliki kandungan atom
N. Hal inilah yang menyebabkan terjadinya peningkatan kadar protein.
Daya Tahan Simpan

Pada dasarnya, tujuan utama dari proses penanganan dan pengawetan ikan adalah
untuk memperlambat kerusakan dan memperpanjang daya simpannya. Perkiraan daya
simpan sangat berguna untuk mengetahui batas keamanan dan kelayakan konsumsi serta
merencanakan proses pendistribusian bahan pangan tersebut. Salah satu parameter yang
dapat digunakan untuk memperkirakan daya tahan simpan ikan adalah status mikrobiologi,
yaitu berdasarkan jumlah cemaran mikroorganisme di dalamnya. Jumlah dan jenis
mikroorganisme dapat menentukan kualitas mutu bahan pangan tersebut.

Walaupun pelapisan kitosan-nisin mampu memperpanjang masa simpan ikan sidat
2 kali lebih lama dibandingkan kontrol, namun hasil ini kurang memuaskan jika
dibandingkan dengan pelapisan kitosan-nisin pada jenis ikan lain seperti ikan Corvina
kuning besar (Pseudosciaena croacea), Corvina kuning kecil (Peudosciaena polyactis),
dan ikan Tuna (Thunnus albacares). Perbandingan daya tahan simpan berbagai jenis ikan

menggunakan pelapisan kitosan-nisin ditampilkan dalam Tabel 3.

Tabel 3. Perbandingan Daya Tahan Simpan Beberapa Jenis Ikan yang Diberi Perlakuan

Kitosan-Nisin.
Spesies penysiumhpuanan Perlakuan Dz?o?;fan el Sumber
o tambahan Kontrol . Perpanjangan
(°C) nisin
Anguilla 5%2 Pengemasan 1-2 3-4 2-3 Penelitian
bicolor dalam plastik ini
bicolor PE
Pseudosciaena 4 Pengemasan 6-7 10-12 4-6 Guohua et
croacea dalam plastik al. (2016)
PE
Peudosciaena -3 Mikrokapsula 21 30 9 Wu et al.
polyactis si dan (2017)
pengemasan
dalam plastik
PE
Thunnus 4 Pengemasan 21 28 7 Neeto
albacares vakum (2016)

Tabel 3 menunjukkan bahwa pelapisan kitosan-nisin memberikan pengaruh yang

berbeda pada jenis ikan yang berbeda. Hal ini mengindikasikan bahwa efektivitas
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pengawetan sangat tergantung pada kandungan nutrisi ikan tersebut. Kandungan nutrisi
yang tinggi merupakan media yang sangat baik untuk pertumbuhan bakteri.

Faktor lain yang turut berpengaruh terhadap ketahanan simpan adalah suhu dan
kondisi pengemasan. Pada penelitian ini digunakan suhu penyimpanan 5 + 2 °C pada fresh
room lemari pendingin, dimana pada rentang suhu tersebut beberapa bakteri masih dapat
hidup, walaupun pertumbuhannya terhambat. Beberapa mikroorganisme tetap tumbuh
secara lambat, seperti misalnya Vibrio spp. dan Cladosporium cladosporiades yang mulai
dapat tumbuh pada suhu -5 °C (Jay et al., 2005).

Selain itu, Arkoudelos et al. (2007) menemukan bahwa pertumbuhan bakteri
pembusuk seperti Shewanella spp., Pseudomonas spp., dan Enterobacteriaceae tetap
tumbuh pada filet Anguilla anguilla yang disimpan dalam kondisi kemasan udara
atmosferik lebih cepat dibandingkan kondisi kemasan vakum dan atmosfer termodifikasi
atau modified atmosphere packaging (MAP) pada suhu 0 °C. Pengurangan konsentrasi
oksigen (O2) dalam pengemas dapat menaikkan daya tahan simpan ikan.

Selain ketiga faktor di atas, kondisi lingkungan dan cara penanganan pasca-panen
cukup berkontribusi dalam menentukan tingkat kontaminasi sampel. Komposisi mikroflora
pada ikan yang digunakan sangat tergantung dari kandungan mikroba yang terdapat dalam
air tempat ikan tersebut hidup (Ghaly et al., 2010). Hal ini didukung dengan hasil uji
jumlah cemaran mikroba awal dari filet ikan sidat sebesar 4,11 logio CFU/g. Walaupun
masih berada di bawah batas kelayakan, namun angka tersebut dapat dikategorikan cukup
tinggi bagi ikan segar. Semakin tinggi nilai jumlah cemaran mikroba awal dari ikan,

semakin cepat pula ikan mengalami pembusukan.

KESIMPULAN

Pelapisan kitosan-nisin pada ikan sidat dapat dilakukan dengan baik, dengan tebal
lapisan Kkitosan-nissin adalah (0,529—0,554) mm. Konsentrasi kitosan-nisin sebesar 0,6%
(b/v) merupakan konsentrasi optimal untuk mempertahankan kualitas ikan sidat. Ikan sidat
terlapis kitosan-nisin mengalami penurunan kadar proksimat (air, lemak dan protein),
peningkatan nilai pH dan jumlah cemaran mikroba yang lebih rendah dibandingkan ikan
tanpa pelapisan. Hal tersebut menunjukkan bahwa pelapisan Kkitosan-nisin dapat

mempertahankan kualitas ikan sidat selama penyimpanan pada suhu rendah (5 £ 2 °C).
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