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ABSTRACT

The purpose of this research was to find out the best
level dioxide of casein-chitosan plus titanium in the
manufacture of edible film so that could produced the best
antimicrobial activity towards Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella sp. and Lactobacillus bulgaricus.
The material that used was edible film casein-chitosan plus
titanium dioxide with different level. This research method
was laboratory experimental with Completely Randomized
Design with 4 treatments and 3 replications. The variable that
measured was antimicrobial activity of edible film towards
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella sp. and
Lactobacillus bulgaricus. Data were analysed using Analysis
of Variance (ANOVA), and continued with Duncan’s Multiple
Range Test (DMRT) if there were significant difference or
highly significant difference. The results showed that there
was highly significant difference (P<0.01) on antimicrobial
activity towards Staphylococcus aureus, but there was no
significant difference (P>0.05) on antimicrobial activity
towards Escherichia coli, Salmonella sp. dan Lactobacillus
bulgaricus. Conclusion of this research was the best level of
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casein-chitosan plus titanium dioxide in the manufacture of
edible film casein-chitosan : titanium dioxide 5%

Keywords : edible film, antimicrobial activity, casein-
chitosan, titanium dioxida

AS

NIVERSIT

<
<




AS

UNIVERSIT

<
<

AKTIVITAS ANTIMIKROBA EDIBLE FILM KASEIN-
KITOSAN YANG DITAMBAH TITANIUM DIOKSIDA
DENGAN LEVEL BERBEDA

Iffah Syarifah®, Khothibul Umam Al Awwaly?
'Mahasiswa, Fakultas Peternakan Universitas Brawijaya,
Malang
’Dosen, Fakultas Peternakan Universitas Brawijaya, Malang

Email : halloiffah@gmail.com

RINGKASAN

Produk bidang peternakan baik mentah maupun olahan
sangat mudah mengalami kerusakan apabila tidak ditangani
dengan baik karena faktor fisik, kimia dan biologi. Edible film
dapat digunakan  sebagai bahan pengemas yang mampu
melindungi kemungkinan - kerusakan akibat lingkungan,
mikroba dan memiliki sifat alami, ramah lingkungan serta
aman dikonsumsi oleh manusia. Kasein merupakan salah satu
protein yang dapat digunakan sebagai bahan pembuatan edible
film, tetapi kelemahan kasein tidak memiliki sifat antimikroba.
Kitosan merupakan polisakarida yang dapat membentuk film
kuat dan mempunyai sifat antimikroba tingkat tinggi. Selain
kitosan bahan yang dapat ditambahkan dalam pembuatan
edible film adalah TiO, (Titanium dioksida). TiO, memiliki
aktivitas antimikroba terhadap berbagai organisme termasuk
bakteri, jamur dan sel kanker.

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui level
terbaik penambahan TiO, pada pembuatan edible film kasein-
kitosan sehingga dihasilkan aktivitas antimikroba terbaik
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terhadap bakteri Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella sp. dan Lactobacillus bulgaricus. Hasil penelitian
ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai level
terbaik penambahan TiO, pada pembuatan edible film kasein-
kitosan.

Materi yang digunakan adalah edible film kasein-kitosan
yang ditambah TiO, dengan level berbeda sesuai perlakuan.
Metode yang digunakan pada penelitian ini adalah percobaan
laboratorium dengan menggunakan Rancangan Acak Lengkap
(RAL) dengan 4 perlakuan dan 3 ulangan, edible film kasein-
kitosan untuk perlakuan 1 (P1), edible film kasein-kitosan :
TiO, 1% untuk perlakuan 2 (P2), edible film kasein-kitosan :
TiO, 3% untuk perlakuan 3 (P3), edible film kasein-kitosan :
TiO, 5% untuk perlakuan 4 (P4). Variabel yang diamati adalah
aktivitas antimikroba edible film kasein-kitosan yang ditambah
TiO, dengan level berbeda pada bakteri Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Salmonella sp. dan Lactobacillus
bulgaricus. Data yang diperoleh dianalisis dengan Analisis
Variasi (ANOVA) dan dilanjutkan dengan Uji Jarak Berganda
Duncan (UJBD) apabila terdapat perbedaan yang nyata
maupun sangat nyata.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pembuatan edible
film kasein-kitosan yang ditambah TiO, dengan level berbeda
menghasilkan perbedaan yang sangat nyata (P<0,01) pada
aktivitas antimikroba terhadap Staphylococcus aureus, dan
menghasilkan perbedaan yang tidak nyata (P>0,05) pada
aktivitas antimikroba terhadap Escherichia coli, Salmonella
sp. dan Lactobacillus bulgaricus. Rata-rata diameter zona
hambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus adalah
14,00 mm untuk P1, 14,01 mm untuk P2, 14,63 mm untuk P3
dan 16,09 mm untuk P4. Rata-rata diameter zona hambat
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pertumbuhan bakteri Escherichia coli adalah 21,49 mm untuk
P1, 20,80 mm untuk P2, 20,61 mm untuk P3 dan 21,95 mm
untuk P4, Rata-rata diameter zona hambat pertumbuhan
bakteri Salmonella sp. adalah 16,52 mm untuk P1, 15,84 mm
untuk P2, 16,14 mm untuk P3 dan 17,12 mm untuk P4. Rata-
rata diameter zona hambat pertumbuhan bakteri Lactobacillus
bulgaricus adalah 16,77 mm untuk P1, 16,53 mm untuk P2,
17,59 mm untuk P3 dan 17,89 mm untuk P4.

Kesimpulan dari penelitian ini adalah pembuatan edible
film kasein-kitosan yang ditambah TiO, dengan level berbeda
menghasilkan perlakuan terbaik pada P4 yakni edible film
kesein-kitosan : TiO, 5%. Saran yang dapat diberikan adalah
untuk membuat edible film kasein-kitosan dengan level
penambahan TiO, 5%. Perlu adanya penelitian lebih lanjut
mengenai uji. daya umur simpan “untuk edible film dan
penerapan edible film ini pada produk olahan maupun bahan
pangan segar bidang peternakan seperti sosis, keju, bakso,
karkas, daging, telur dan lain-lain

Kata kunci : edible film, antimikroba, kasein-kitosan,
titanium dioksida
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1. - Latar Belakang

Produk olahan bidang peternakan seperti sosis, keju,
bakso dan yoghurt maupun bahan pangan segar seperti karkas,
daging, telur, susu dan ikan memiliki sifat mudah rusak
(perishable food) mengakibatkan penggunaan kemasan untuk
melindungi produk olahan dan bahan pangan tersebut sangat
penting dalam kehidupan sehari-hari -agar terhindar dari
mikroba perusak dan menjaga kualitas dari produk olahan
maupun bahan pangan. Salah satu syarat dari suatu kemasan
pangan (food grade) yang dapat digunakan adalah tanpa
adanya pengaruh kontaminasi kemasan terhadap produk yang
dikemas, sehingga aman bagi kesehatan manusia. Selain itu,
kemasan sebaiknya bersifat ramah lingkungan (biodegradable)
yang dapat terurai oleh organisme hidup dalam tanah sehingga
tidak menambah persoalan pada waktu yang akan datang.
Seiring dengan meningkatnya perkembangan IPTEK muncul
berbagai inovasi pengemas yang berbahan dasar renewable
(dapat diperbarui), biodegradable (dapat dihancurkan secara
alami) dan ekonomis, salah satu jenis kemasan tersebut adalah
edible film (Coniwanti, Pertiwi dan Pratiwi, 2014). Manab,
Sawitri dan Al Awwaly (2017) menjelaskan bahwa fungsi
edible film yaitu sebagai barrier terhadap transfer massa,
sebagai carrier bahan makanan, dapat memperpanjang umur
simpan produk dan menghambat pertumbuhan mikroba
patogen dibagian permukaan produk. Edible film merupakan
lapisan tipis dan kontinyu terbuat dari bahan yang dapat
dimakan seperti protein, polisakarida, lemak yang berguna
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melapisi bahan pangan (coating) dan juga dapat ditempatkan
antara komponen bahan pangan (film).

Protein yang sering digunakan sebagai bahan
pembuatan edible film salah satunya adalah kasein. Edible film
berbahan dasar protein lebih efisien digunakan sebagai bahan
pengemas makanan, karena protein dapat menghambat uap air,
gas dan lebih biodegradable sehingga mengurangi kerusakan
lingkungan. Kasein merupakan protein utama dalam susu dan
termasuk golongan dari hidrokoloid yang dapat digunakan
sebagai pembuatan edible film. Protein ini memiliki sifat
istimewa karena sukar terpecah oleh panas yang tinggi. Oleh
karena keistimewaan tersebut, kasein sangat baik digunakan
sebagai bahan dasar dalam pembuatan edible film (Maruddin,
Ako, Hajrawati dan Taufik, 2017). Edible film kasein memiliki
kekuatan sangat baik terhadap daya permeabilitas oksigen
yang rendah dan dapat membentuk pelindung yang baik pada
molekul nonpolar karena kasein mempunyai banyak gugus
fungsi polar, seperti gugus hidroksil dan amino. Bonnaille et
al., (2014) menjelaskan bahwa kasein memungkinkan untuk
dikombinasikan dengan = bahan lain sebagai pembentuk
kemasan edible dan melindungi produk yang rentan terhadap
oksidasi.

Keamanan, kualitas dan umur simpan makanan siap saji
ready-to-eat (RTE) ditentukan oleh jenis, jumlah patogen dan
bakteri pembusuk yang ada dipermukaan makanan (Cagri,
Ustunol and Ryser, 2004). Bakteri yang dapat tumbuh di
permukaan bahan pangan yakni Staphylococcus aureus,
Lactobacillus bulgaricus, Salmonella sp. dan Escherichia coli.
Lactobacillus bulgaricus merupakan bakteri Gram positif
nonpatogen, Escherichia coli dan Salmonella sp. merupakan
bakteri  Gram negatif patogen, Staphylococcus = aureus
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merupakan bakteri Gram positif patogen. Thohari, Mustakim,
Padaga dan Rahayu (2017) menyatakan Lactobacillus
bulgaricus dapat mengakibatkan kerusakan fermentasi pada
bahan pangan dengan cara memfermentasi karbohidrat atau
mengubah gula menjadi asam laktat bersamaan dengan
hidrogen dan karbondioksida, sehingga menjadikan perubahan
flavor dan pembentukan gas yang akhirnya terjadi dalam
bahan pangan. Berdasarkan SNI 7388:2009 (batas maksimum
cemaran mikroba dalam pangan) menjelaskan Staphylococcus
aureus, Escherichia coli dan Salmonella sp. jenis bakteri yang
dapat tumbuh dan mengontaminasi produk pangan segar
maupun olahan serta dapat menyebabkan penyakit pada
manusia.

Tujuan dari pelapisan bahan pangan dan produk olahan
dengan edible film yaitu mencegah akibat mikroba perusak
patogen maupun nonpatogen, sehingga mempunyai umur
simpan panjang dan tetap aman untuk dikonsumsi manusia.
Salah satu bahan pembuatan edible film yang memiliki sifat
antimikroba adalah kitosan. Kitosan merupakan polisakarida
yang mempunyai sifat antimikroba tingkat tinggi dan dapat
membentuk film yang kuat. Damayanti, Rochima dan Hasan
(2016) menyatakan bahwa  kitosan ' dapat ~menghambat
pertumbuhan bakteri Gram positif dan bakteri Gram negatif.
Mekanisme bakterisidal antimikroba diperlihatkan dengan
aktivitasnya dalam merusak struktur membran dan dinding sel
mikroba.

Selain kitosan bahan yang dapat dijadikan sebagai
antimikroba adalah Titanium dioksida (TiO,) atau Titania.
Senyawa ini dapat dimanfaatkan secara luas sebagai pigmen,
bakterisida, pasta gigi, fotokatalis dan elektroda dalam sel
surya. Nanopartikel TiO, telah digunakan sebagai agen

3
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antibakteri yang efektif karena ketersediaannya luas, antibiotik
spektrum luas dan biaya rendah. Titania memiliki sifat fisika-
kimia yang sangat baik, daya oksidasi kuat, kecepatan transfer
elektron cepat dan biokompatibilitas yang baik (Kustiningsih
et al., 2019). Maharani, Cahyaningrum, Amaria dan Rusmini
(2012) menyebutkan bahwa kitosan dapat dikompositkan
dengan silika dan material anorganik lainnya seperti titania
untuk meningkatkan sifat fisik maupun kimia dari kitosan.
Komposit Kitosan titania dapat diaplikasikan sebagai bahan
antibakteri untuk berbagai keperluan industri seperti industri
tekstil, medis dan makanan. Level dalam penambahan TiO,
(Titanium dioksida) pada edible film kasein-kitosan yang
terbentuk diharapkan dapat memberikan aktivitas antimikroba
terbaik pada edible film yang terbentuk.

1.2. Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang tersebut maka rumusan
masalah yang dapat diidentifikasi adalah berapa level terbaik
penambahan TiO, (Titanium dioksida) pada pembuatan edible
film kasein-kitosan sehingga dihasilkan aktivitas antimikroba
terbaik terhadap Salmonella sp., Lactobacillus bulgaricus,
Escherichia coli dan Staphylococcus aureus.

1.3. Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui level terbaik
penambahan TiO, (Titanium dioksida) pada pembuatan edible
film kasein-kitosan sehingga dihasilkan aktivitas antimikroba
terbaik terhadap Salmonella sp., Lactobacillus bulgaricus,
Escherichia coli dan Staphylococcus aureus.
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1.4.  Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat,
antara lain :

1. Bagi Penulis dapat menambah wawasan dan keahlian
tentang pembuatan edible film, khususnya mengenai
aktivitas antimikroba edible film kasein-kitosan yang
ditambah TiO, (Titanium dioksida) dengan level berbeda.

2. Bagi Pembaca dapat menambah wawasan terhadap level
terbaik penambahan TiO, (Titanium dioksida) berbeda
pada pembuatan edible film kasein-kitosan

3.Bagi instansi yang terkait dapat menambah ilmu
pengetahuan khususnya pada bidang teknologi pembuatan
edible film kasein-kitosan yang ditambah TiO, (Titanium
dioksida) dengan level berbeda ditinjau dari aktivitas
antimikroba terhadap Salmonella sp., Lactobacillus
bulgaricus, Escherichia coli dan Staphylococcus aureus.

1.5.  Kerangka Pikir

Produk yang dihasilkan oleh bidang peternakan baik
mentah maupun olahan sangat mudah mengalami kerusakan
apabila tidak ditangani dengan baik karena faktor fisik, kimia
dan biologi. Edible film merupakan salah satu bahan pengemas
yang bersifat alami, ramah lingkungan dan aman untuk
dikonsumsi manusia, selain itu manfaat lain dari edible film
mampu melindungi kemungkinan kerusakan akibat lingkungan
dan mikroba. Bahan dasar penyusun edible film adalah polimer
alami seperti protein, polisakarida dan lemak (Manab dkk.,
2017). Kasein merupakan salah satu protein yang dapat
digunakan sebagai bahan pembuatan edible film. Kasein
memiliki kekuatan sangat baik terhadap daya permeabilitas
oksigen yang rendah, tahan terhadap suhu panas dan dapat
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membentuk perlindungan yang baik pada molekul nonpolar
(Bonnaille et al., 2014).

Kelemahan kasein sebagai bahan pembuatan edible film
adalah tidak memiliki sifat aktivitas antimikroba. Bakteri yang
dapat tumbuh dipermukaan bahan = pangan  yakni
Staphylococcus aureus, Lactobacillus bulgaricus, Salmonella
sp. dan Escherichia coli. Staphylococcus aureus merupakan
bakteri Gram positif fakultatif anaerob (Ngajow, Abidulu dam
Kamu, 2013), Lactobacillus bulgaricus merupakan bakteri
Gram positif anaerob (Hardiningsih, Napitupulu dan Yulineri,
2006), Salmonella sp. merupakan bakteri Gram negatif
fakultatif anaerob (Tamimi, Agustina dan Komariah, 2017)
dan Escherichia coli merupakan bakteri Gram negatif
fakultatif anaerob (Sulistyoningrum, Suprijanto dan Sabdono,
2013).

Bahan lain yang dapat ditambahkan yaitu kitosan dalam
edible film yang dapat bertindak sebagai antimikroba. Kitosan
adalah polisakarida yang dapat membentuk film yang kuat dan
mempunyai sifat antimikroba tingkat tinggi (Cagri et al.,
2004). Kitosan memiliki' banyak gugus amina disepanjang
rantainya (bersifat kationik). Gugus —NH, pada kitosan ketika
direaksikan dengan asam berubah menjadi —NH;". Muatan
positif dari gugus NHs" pada kitosan dapat berinteraksi dengan
muatan negatif pada permukaan sel bakteri, yaitu asam tekoat
pada bakteri Gram positif dan lipopolisakarida pada bakteri
Gram negatif.

Selain kitosan ada bahan lain yang dapat digunakan
sebagai antimikroba yakni TiO, (Titanium Dioksida) dengan
penambahan level berbeda pada edible film. TiO, adalah
logam oksida, tidak beracun, melimpah dan murah. Selain itu
juga banyak  digunakan dalam produksi antimikroba film
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nanokomposit. TiO, memiliki aktivitas antimikroba terhadap
berbagai mikroba termasuk bakteri, jamur dan sel kanker
(Luo, Qin, and Ye, 2015). Titania memiliki sifat fisika-Kimia
yang sangat baik, daya oksidasi kuat, kecepatan transfer
elektron cepat dan biokompatibilitas yang baik (Kustiningsih
et al., 2019). Interaksi ini diperkirakan akan mengganggu
pembentukan peptidoglikan sehingga sel tidak mempunyai
selubung yang kokoh dan mudah mengalami lisis sehingga
aktivitas antimikroba akan terhambat dan pada akhirnya
mengalamai kematian secara sempurna (Kusumawati, Supomo
dan Libiyah, 2017). Kerangka pikir penelitian dapat dilihat
pada Gambar 1.



Produk pangan mentah maupun olahan mudah mengalami kerusakan
karena faktor fisik, kimia dan biologis.

v

Fungsi utama penerapan edible film dalam teknologi pangan adalah
dapat memperpanjang umur simpan. Edible film biasanya dibuat dari
polimer alami seperti polisakarida, protein dan lemak (Manab dkk.,

2017).
L v ——

Kasein memiliki sifat yang Kitosan adalah polisakarida yang
tahan terhadap panas dan dapat membentuk film yang kuat
membentuk  pelindung dari dan memiliki sifat antimikroba
oksigen (Bonnaille et al., tingkat tinggi (Cagri et al., 2004).
2014). Kelemahan edible film Muatan  positif  kitosan dapat
kasein adalah tidak memiliki berinteraksi dengan  muatan
aktivitas antimikroba. negatif di permukaan sel bakteri,

yaitu asam tekoat pada bakteri

Gram positif dan lipopolisakarida
pada bakteri Gram negatif.

A4

TiO, adalah logam oksida, tidak beracun,
melimpah dan murah. TiO, memiliki aktivitas
antimikroba pada berbagai mikroba termasuk
bakteri, jamur dan sel kanker. (Luo et al., 2015).

A4

Edible film Kasein-Kitosan ditambah TiO, dengan level berbeda

\4

Uji Aktivitas Antimikroba Edible film pada bakteri :
1. Staphylococcus aureus (bakteri Gram positif)
2. Lactobacillus bulgaricus (bakteri Gram positif)
3. Salmonella sp. (bakteri Gram negatif)
4. Escherichia coli (bakteri Gram negatif)

<C
:

Gambar 1. Kerangka Pikir
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1.6. Hipotesis

Hipotesis penelitian ini* adalah penambahan TiO,
(Titanium dioksida) dengan level berbeda pada pembuatan
edible film Kkasein-kitosan —dapat memberikan aktivitas
antimikroba terbaik terhadap bakteri ~ Salmonella sp.,
Lactobacillus bulgaricus, Escherichia coli dan Staphylococcus
aureus.
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BAB 11
TINJAUAN PUSTAKA

2.1.  Edible film

Edible film merupakan lapisan dengan ketebalan <0,25
mm, dapat dimakan yang memiliki fungsi sebagai barrier
transfer massa (kelembapan, oksigen, lipid dan zat terlarut).
Perbedaan edible coating dan edible film yaitu terletak pada
proses pengaplikasiannya. Edible coating . langsung dibentuk
pada produk atau bahan, sedangkan edible film tidak dibentuk
secara langsung oleh produk olahan ataupun bahan yang akan
dikemas (Dwimayasanti, 2016). Edible film dapat diartikan
suatu lapisan tipis untuk pengemas bahan pangan atau produk
yang layak dikonsumsi dan dapat terdegradasi oleh alam
secara biologis. Selain bersifat biodegradable, edible film
dapat dipadupadankan dengan komponen tertentu yang dapat
memberikan nilai tambah fungsional dari kemasan itu sendiri
(Kusumawati dan Putri, 2013). Fungsi utama dalam penerapan
edible film dalam teknologi pangan yaitu memperpanjang
umur simpan, memperbaiki mutu suatu produk atau bahan dan
menghambat pertumbuhan mikroba.

Polimer alami yang biasa digunakan sebagai bahan
pembuatan edible film meliputi : polisakarida (pati, selulosa,
gum gellan, pektin dan kitosan), lemak (lilin lebah, lilin
carnauba, lilin candelia, asam lemak dan gliserol) dan protein
(zein, kolagen, gluten, protein susu berupa kasein, protein
whey dan protein kedelai) (Manab dkk., 2017). Yulianti dan
Ginting (2012) menyatakan bahwa pembuatan edible film
perlu  penambahan  plasticizer ~ untuk  membentuk
fleksibilitasnya, karena bisa menurunkan gaya intermolekuler
pada rantai polimernya, sehingga film lentur bila
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dibengkokkan. Karakteristik fisik dari edible film dipengaruhi
juga oleh jenis bahan dan konsentrasi plasticizer. Plasticizer
golongan polihidrik alkohol atau poliol yaitu griserol dan
sorbitol.” Karakteristik edible film menurut Japan Industrial
Standard (JIS) disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Karakteristik edible film menurut Japan Industrial
Standard (JIS)

Parameter Nilai
Ketebalan Maksimum 0,25 mm
Kuat Tarik Minimum 0,39 MPa
Elongasi <10% sangat buruk

>50% sangat bagus

Laju Transmisi Uap Air Maksimum 7 g/m?/hari

Sumber : Japan Industrial Standard Z 1707:1975

2.2. Kasein

Susu memiliki kandungan 3,4% protein yang terbagi
menjadi dua jenis yaitu kasein dan whey. Kandungan kasein
dalam protein susu adalah 83%, kasein memiliki beberapa
kelebihan yaitu sebagai protein utama dalam susu, tidak
mahal, tidak beracun dan sangat stabil. Kasein terdiri dari
sekitar 94% protein dan 6% senyawa dengan berat molekul
rendah yang disebut koloid kalsium fosfat. Film yang dibuat
dari kasein telah terbukti mempunyai kekuatan tarik tinggi
sehingga dapat digunakan sebagai bahan pelapis (film) (Neha,
Tarun and Ajay, 2012).
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Protein dalam susu dapat dibagi dalam dua kategori
yaitu protein tidak larut dari kelompok kasein dan protein
terlarut  (protein whey), yang dapat dijumpai dalam
laktoserum. Kelompok kasein dari beberapa tipe yaitu aS1-,
aS2, B-, K- and ,-. (Kusumaningtyas, 2013). Kasein terdiri dari
asl-kasein, as2-kasein, PB-kasein dan K-kasein. oas2-kasein
banyak mengandung gugus fosfoseril, K-kasein punya satu
gugus fosfoseril. B-kasein banyak mengadung gugus prolin
yang banyak mempengaruhi struktur kasein (Manab dkk.,
2017).

Protein akan mudah mengikat air ketika berada pada pH
di atas atau di bawah titik isoelektrik. Kemampuan mengikat
air pada protein akan menurun Kketika berada pada pH
mendekati titik isoelektrik. Titik isoelektrik kasein pada pH
sekitar 4,6 — 4,7, pada pH tersebut kasein akan mengendap. pH
isoelektrik jumlah muatan positif dan negatif protein seimbang
sehingga mengakibatkan protein tidak dapat berinteraksi
dengan air dan mengendap. Semakin tinggi nilai pH maka
nilai - kelarutan  protein =~ semakin  tinggi menurunkan
pengendapan. Semakin banyak penambahan kasien pada
edible film maka kadar air semakin menurun (Lindriati,
Praptiningsih dan Wijayanti, 2014).

Kasein merupakan golongan hidrokoloid yang dapat
digunakan dalam pembuatan edible film. Kasein merupakan
protein utama yang terkandung dalam susu. Protein ini
memiliki sifat yang istimewa karena sukar terpecah oleh panas
yang tinggi. Oleh karena keistimewaan tersebut, kasein sangat
baik digunakan sebagai bahan pembuatan edible film
(Maruddin dkk., 2017).
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2.3. Kitosan

Kitosan merupakan produk deasetilasi dari kitin dengan
cara pemanasan dalam  larutan basa. Kitin merupakan
biopolimer polisakrida [(CgHi1:NO4)n] dengan rantai lurus
yang ' tersusun dari 2000-3999 monomer (2-asetamida-2-
deoksi-pB-D-glukosa) yang terangkai dengan ikatan 1,4-B-
glukosa) yang terangkai dengan ikatan 1,4-B-glikosida.
Senyawa Kitin ini bisa diubah menjadi kitosan dengan proses
penghilangan mineral (demineralisai) dan penghilangan
protein (deproteinasi) merupakan proses penting dalam tahap
perolehan kitin, yang selanjutnya dilakukan proses deasetilisi
sehingga diperoleh kitosan. Biopolimer kitosan bersifat mudah
terurai, tidak beracun dan mudah mengalami degradasi secara
biologis (Nurhayati dan Agusman, 2011).

Selain dapat melindungi dan mencegah kontaminasi
produk makanan, kitosan juga dapat mengadsorbsi unsur hara
yang digunakan oleh bakteri dan mampu mengikat air yang
menghambat sistem enzim . beberapa bakteri. - Dengan
demikian, kitosan dapat memperpanjang umur simpan produk
dan -mengurangi pertumbuhan patogen pada permukaan
makanan. Selain itu, edible film kitosan juga aman untuk
digunakan  karena proses pembuatannya hanya dengan
pelarutan asam asetat encer (1%) (Nurhayati dan Agusman,
2011)

2.4. Titanium Dioksida (TiO5,)

Titanium  dioksida  (TiO,)  adalah material
semikonduktor yang termasuk dalam satuan oksida logam.
TiO, ditemukan pertama kali pada tahun 1821 dan tahun 1916
telah dikomersilkan sebagai zat pewarna putih. TiO, telah
ditemukan lebih dari 200 tahun dan diteliti sejak tahun 85 lalu,
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namun hingga Kini penelitian tentang TiO, masih aktif untuk
dikembangkan. TiO, memiliki massa jenis yang rendah, tahan
karet, biokompatibilitas tinggi dengan tubuh sehingga dapat
digunakan sebagai produk implant. Kristal TiO, bersifat asam
dan tidak larut dalam air, asam klorida, asam sulfat encer dan
alkohol namun larut dalam asam sulfat pekat dan asam
fluoride.

TiO, mamiliki 3 kristal polimorfik yaitu rutil
(tetragonal), anatas (tetragonal) dan brookit (ortorombik)
diantara ketiga bentuk kristal yang memiliki kemampuan
fotokatalitik tinggi adalah anatas (Listanti, Taufig, Hidayat dan
Sunaryono 2018). Senyawa TiO, biasa digunakan sebagai
pigmen pada cat tembok, tabir surya, pasta gigi, solar sel,
sensor, perangkat memori serta sebagai fotokatalis (Maharani
dkk., 2012). Fotokatalis TiO, dapat menjadi fotodegradasi
yang baik untuk penetrasi limbah, seperti penumbuhan bakteri
Eschericha coli melalui bantuan sinar fotokatalis yang telah
berhasil dilakukan.

Toniatto et al., (2017) mengembangkan PLA/TIiO,
berstruktur - nano : dengan  electrospinning, hasilnya tidak
menuunjukkan toksisitas terhadap sel mamalia dan memiliki
aktivitas bakterisida dengan muatan TiO, yang lebih besar.
Xing et al., (2020) juga menyelidiki efek sifat antibakteri
secara fisik dan film berbasis polietilen PE/TiO, hasilnya
menunjukkan nanopartikel TiO, memainkan peran penting
dalam aktivitas antibakteri dari film PE/TiO, lebih berdampak
terhadap staphylococcus aureus penggunaan TiO, pada
makanan dan obat serta kosmetik juga dilaporkan oleh
American Food and drug ministration (FDA). Menurut FDA
TiO, bersifat nontoxic ketika kontak dengan bahan yang
berhubungan langsung dengan manusia.
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2.5. Aktivitas Antimikroba

Pertumbuhan bakteri yang terdapat dalam makanan
mengakibatkan berbagai pertumbuhan fisik maupun kimiawi
yang tidak diinginkan, sehingga bahan pangan tersebut tidak
layak untuk dikonsumsi. Keuntungan edible film antimikroba
adalah agen penghambat yang dapat ditargetkan untuk
menghambat kontaminan pada makanan, dengan tingkat difusi
antimikroba dalam produk yang berasal dari bahan-bahan yang
dimasukkan ke dalam film.

Mekanisme matinya bakteri adalah pengikatan muatan
pada dinding sel yakni protein sehingga terjadi kerusakan
dinding sel, akibatnya mengganggu pemasukan nutrisi yang
akan masuk ke sel dan mengganggu DNA dan RNA, sehingga
terjadi pemutusan dan kematian (Sulistyoningrum dkk., 2013)

Kriteria pembentukan zona hambat antibakteri ada lima
kategori diantaranya : tidak ada zona hambat, diameter zona
hambat < 5 mm dikategorikan lemah, diameter zona hambat 5-
10 mm dikategorikan sedang, diameter zona hambat 10-20
mm dikategorikan kuat dan diameter zona hambat > 20 mm
dikategorikan sangat kuat (Malinggas, Pangemanan dan
Mariati, 2015)

2.6.  Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus dapat diisolasi dari berbagai
pangan olahan asal hewan. Hal ini kemungkinan karena
adanya pencemaran yang berasal dari lingkungan baik berasal
dari hewan, manusia maupun alat-alat yang digunakan dalam
proses pembuatan makanan. Kondisi penyimpanan makanan
yang tidak sesuai kemungkinan besar menyebabkan terjadinya
pertumbuhan Staphylococcus aureus. Penyakit-penyakit akibat
keracunan pangan (food-borne diseases) merupakan masalah
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utama yang berdampak pada kesehatan - masyarakat.
Staphylococcus aureus berpotensi menghasilkan berbagai jenis
penyakit yang berbahaya bagi masyarakat salah satunya
keracunan makanan.

Hasil penelitan ini, umumnya bakteri Gram positif lebih
sensitif daripada bakteri Gram negatif terhadap efek
antibakteri dari TiO, nanopartikel dan REO atau ekstrak
tumbuhan. Aktivitas antimikroba TiO, nanopartikel terkait
dengan rasio luas permukaan atau volume yang tinggi (Sani,
Ehsani and Hashemi. 2017). Goy, Morais and Assis (2016)
menjelaskan pengujian kitosan yang tidak dimodifikasi
bekerja lebih kuat pada bakteri Gram negatif dari pada bakteri
Gram positif. Efisiensi antibakteri yang lebih baik dikaitkan
dengan karakteristik dinding sel bakteri, mengingat dinding sel
bakteri Gram' negatif lebih tipis dan akibatnya lebih rentan
dibandingkan dengan sel bakteri Gram positif.

2.7.  Lactobacillus bulgaricus

Lactobacillus pada umumnya mengfermentasi gula
heksosa ~menghasilkan asam ' laktat. ~ Anggota = genus
Lactobacillus tidak dapat bergerak, Gram positif berbentuk
batang yang dapat dijumpai secara tunggal, berpasangan atau
bentuk rantai. Lactobacillus bulgaricus  merupakan bakteri
probiotik Gram positif, dapat digolongkan dalam kategori
bakteri homofermentatif, berbentuk batang. Bakteri ini hanya
memproduksi asam laktat dalam fermentasi fakultatif anaerob.
Lactobacillus bulgaricus termasuk bakteri mesofilik dengan
kisaran suhu optimum 35-45°C pH 4-4,5. Asam laktat yang
dihasilkan oleh Lactobacillus bulgaricus bersifat inhibitor bagi
mikroba patogen sehingga memiliki kadar asam laktat yang
tinggi dan tahan lebih lama.
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Keberadaan bakteri Lactobacillus bulgaricus tidak
bersifat patogen dan aman bagi kesehatan manusia sehingga
sering digunakan dalam industri pengawetan makanan,
minuman dan berpotensi sebagai produk probiotik. Sifat yang
menguntungkan dari Lactobacillus bulgaricus dalam bentuk
probiotik adalah dapat digunakan untuk ~mendukung
peningkatan kesehatan. Bakteri tersebut berperan sebagai flora
normal dalam sistem pencernaan. Fungsinya adalah untuk
menjaga keseimbangan asam dan basa sehingga pH dalam
kolon konstan (Hardiningsih dkk., 2006). Bakteri Gram positif
dapat dirusak oleh antimikroba yang bersifat kationik yang
memiliki muatan positif seperti kitosan dengan cara merusak
dinding sel bakteri (Damayanti dkk., 2016).

2.8. Escherichia coli

Escherichia coli merupakan bakteri Gram negatif,
bersifat aerobik dan anaerobik fakultatif, terdapat secara
normal dalam - alat-alat pencernaan manusia dan hewan.
Bakteri Gram negatif memiliki dinding sel setebal 3 nm
terdapat membran luar yang merupakan halangan yang sangat
efektif terhadap suatu bahan kimia yang bersifat hidrofobik
seperti antibiotik dan senobiotik. Dinding sel bakteri Gram
negatif lebih komplek daripada bakteri Gram positif. Susunan
dinding sel bakteri Escherichia coli yakni peptidoglikan,
lipoprotein, membran luar, dan lapisan lipopolisakarida.
Lipoprotein dapat menstabilkan membrane luar yang
merupakan double layer fosfolipid dimana lapisan luar
fosfolipid diganti oleh lipopolisakarida.

Escherichia coli merupakan bakteri Gram negatif yang
memiliki dinding sel tersusun dari peptidoglikan yang
merupakan lipopolisakarida dan asam tekoat yang terdiri dari
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alkohol dan fosfat. Membran sitoplasma mengandung protein
dan phospolipida. Adanya phospat, protein, alkohol dan
phospolipida menyebabkan bakteri memiliki gugus hidrofilik
yang cenderung bermuatan negatif dan lebih polar, walaupun
dari sisi lain memiliki gugus hidrofobik. Gugus hidrofilik yang
cenderung bermuatan negatif mendapat muatan positif pada
kitosan. Sehingga kitosan dapat mengganggu metabolisme
bakteri dengan melapisi permukaan sel bakteri, mencegah
masuknya nutrien ke dalam sel, berikatan dengan DNA
kemudian menghambat RNA dan  sintesis  protein
(Kusumawati dkk., 2017).

Bakteri Gram negatif Escherichia coli mengalami
proses mekanisme pemblokiran aliran nutrien oleh kitosan
sebagai antimikroba yang akhirnya menyebabkan kematian
sel, mekanisme ini menyebabkan kematian sel semakin cepat.
Daya hambat antibakteri terhadap bakteri Gram negatif lebih
besar pada antibakteri Gram positif disebabkan oleh dinding
sel bakteri Gram negatif yang lebih tipis yang terdiri dari
peptidoglikan 10% dan kandungan lipid tinggi (11-22%)
(Damayanti dkk., 2016). Perubahan inaktifasi bakteri
Escherichia coli pengaruh fotolisis dan fotokatalis TiO, (0,15
o/liter) dengan menggunakan sinar matahari dan sinar UV
bahwa daya hambat bakteri terhadap metode fotokatalis lebih
baik daripada daya hambat metode fotolisis (Naimah dan
Ermawati, 2011).

2.9. Salmonella sp.

Salmonella sp. adalah jenis Gram negatif, berbentuk
batang, bergerak serta mempunyai metabolisme yang bersifat
fakultatif anaerob. Termasuk pada kelompok
Enterobacteriaciae. Pembawa utama bakteri pada manusia
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dapat menyebabkan gastroeterintis, demam, thipus dan diare.
Bakteri ini sangatlah inaktif yaitu hanya dengan jumlah kurang
dari 100 sel sudah cukup untuk menimbulkan penyakit
(Purnomo dan Adiono, 2007).

Batasan ‘maksimum_ cemaran Salmonella sp. adalah
negatif 25/gram pada susu skim, susu bubuk, semua jenis keju,
es krim, pudding matang, pudding dingin, whey bubuk,
mentega, margarin, buah, sayuran, daging ayam segar, daging
ayam beku, dendeng sapi, dendeng asap, daging olahan, sosis,
ikan segar maupun ikan fillet, telur segar, telur asin dan lain
sebagainya. Salmonella sp. berbentuk batang, motil kecuali
Salmonella gallinarum dan Salmonella pullorum yang
nonmotil, tidak berspora dan bersifat Gram negatif. Secara
umum, bakteri Gram negatif lebih resisten daripada bakteri
Gram positif karena adanya perbedaan respon adaptasi antara
bakteri yang dipengaruhi oleh perbedaan struktur dan
komposisi kimia membran sel (Manab dkk., 2017).

19



AS

UNIVERSIT

<
<

BAB I
MATERI DAN METODE PENELITIAN

3.1.  Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Gedung 4 Laboratorium
Teknologi Hasil Ternak Fakultas Peternakan Universitas
Brawijaya Malang. Waktu penelitian berlangsung selama 4
bulan yakni pada bulan Agustus — November 2020.

3.2. Materi Penelitian

Materi yang digunakan dalam  penelitian ini adalah
edible film yang dibuat dari kasein-kitosan yang ditambah
TiO, (Titanum dioksida) dengan level berbeda sesuai dengan
perlakuan. Bahan yang digunakan antara lain kasein, kitosan,
TiO,, bakteri Lactobacillus bulgaricus, Salmonella sp.,
Escherichia coli dan Staphylococcus aureus yang didapat dari
Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran Universitas
Muhammadiyah Malang, media pertumbuhan bakteri MRS
Agar, Salmonella-Shigella Agar, MacConkey Agar dan
Nutrient Agar.

3.2.1.  Bahan-bahan Penelitian

3.2.1.1. Bahan-bahan yang digunakan dalam pembuatan
edible film adalah kasein (OXOID), kitosan (Panadia),
TiO,  (Titanium  dioksida), asam asetat 2%
(CH3;COOH), gliserol (Merck), beeswax dan akuades.

3.2.1.2. Bahan-bahan yang digunakan dalam uji aktivitas
antimikroba adalah edible film kasein-kitosan yang
ditambah TiO, dengan level berbeda sesuai dengan
perlakuan, akuades, pepton, media tumbuh bakteri
MRS Agar (De Man, Rogosa, Sharpe) (GranuCult),
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Salmonella-Shigella Agar (OXOID), MacConkey
Agar (HiMedia), Nutrient Agar (OXOID) dan bakteri
Lactobacillus bulgaricus, Salmonella sp., Escherichia
coli, Staphylococcus aureus.

3.2.2. Alat-alat Penelitian

3.2.2.1. Alat-alat yang digunakan dalam pembuatan edible
film adalah timbangan analitik, aluminium foil, gelas
ukur (Pyrex), beaker glass (Pyrex), magnetic stirrer,
hot plate (Ikamag Ret), termometer, stopwatch, hand
mixer (BOSCH), saringan, pisau, kertas label, spatula
dan cawan petri (Pyrex).

3.2.2.2. Alat-alat yang digunakan dalam uji aktivitas
antimikroba adalah tabung reaksi (Pyrex), rak tabung,
aluminium foil, kapas, kasa, autoklaf (Hirayama),
benang  kasur, kertas coklat/payung, beaker glass
(Pyrex), timbangan analitik (Mettler Toledo), hot
plate, magnetic stirrer, erlenmeyer (Pyrex), cawan
petri (Pyrex), gelas ukur (Pyrex), mikropipet, kertas
label, latex, incubator ~ (Memmert), waterbath
(Memmert WNB 45), bunsen, korek api, batang L, ose
bulat dan jangka sorong.

3.3, Metode Penelitian

Metode penelitian yang digunakan adalah metode
percobaan laboratorium dengan menggunakan Rancangan
Acak Lengkap (RAL) (Adinugraha dan Wijayaningrum,
2017). Perlakuan yang diberikan dalam penelitian ini adalah 4
perlakuan dengan 3 kali ulangan. Model tabulasi data
penelitian disajikan pada Tabel 2. Perlakuan penelitian terdiri
dari P1 edible film kasein-kitosan, P2 edible film kasein-
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kitosan yang ditambah TiO, 1%, P3 edible film kasein-kitosan
yang ditambah TiO, 3% dan P4 edible film kasein-kitosan
yang ditambah TiO, 5%.

Tabel 2. Model Tabulasi Data Penelitian

Ulangan
Perlakuan Ul U2 U3
P1 P1U1 P1U2 P1U3
P2 P2U1 P2U2 P2U3
P3 P3U1 P3U2 P3U3
P4 P4U1 P4U2 P4U3

<
<

3.4.  Prosedur Pembuatan Edible film

Prosedur pembuatan edible film ini mengacu pada
Purbasari, ~Wulandari dan Marasabessy (2020) dan
Kustiningsih et al., (2019) dengan memodifikasi bahan yang
digunakan dan proses pembuatan. Penelitian ini menggunakan
kasein-kitosan untuk menggantikan tepung kulit pisang, HCI
(asam klorida) diganti dengan asam asetat 2% (CH3;COOH).
Pembuatan edible film kasein-kitosan dengan perbandingan
1:3, yakni kasein 1 dan kitosan 3. Proses pembuatan edible
film dilakukan dengan melarutkan kitosan menggunakan asam
asetat 2% dengan perbandingan 2 : 100 (gram kitosan : ml
asam asetat 2%) dan melarutkan kasein menggunakan akuades
dengan perbandingan 2,5 : 100 (gram kasein : ml akuades).
Pertama larutan Kkitosan dipanaskan selama 60 menit
sedangkan larutan kasein dipanaskan selama 30 menit dengan
suhu < 50°C. Larutan kitosan dan larutan kasein masing-
masing dipanaskan selama 30 menit dengan suhu < 50°C,
selama proses pemanasan ke-dua ditambahkan gliserol 0,28%
pada masing-masing larutan. Homogenisasi larutan kitosan
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dan larutan kasein selama 60 menit dengan suhu < 60°C,
selama proses pemanasan ke-tiga ditambahkan beeswax cair
0,5% ke dalam larutan. Larutan di handmixer selama 10 menit.
TiO, 1% (Titanium dioksida) dilarutkan menggunakan
akuades dengan perbandingan 1 : 100 (gram TiO, : ml
akuades). Larutan kasein-kitosan dan larutan TiO, diukur
sesuai perlakuan kemudian dihomogenisasi selama 10 menit
kemudian diukur sebanyak 25 ml dan dicetak pada cawan
petri. Larutan edible film dalam cawan petri diinkubasi pada
suhu ruang selama 14 hari. Diagram alir pembuatan edible film
disajikan dalam Gambar 2.
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Dilarutkan kitosan
dengan asam asetat 2%
dengan perbandingan 2
: 100 (g kitosan : ml
asam asetat 2%), pada
suhu < 50°C selama 60
menit.

7

Dipanaskan masing-masing larutan
pada suhu < 50°C selama 30 menit dan
ditambahkan gliserol 0,28%

N4

Dilarutkan kasein
dengan akuades
perbandingan 2,5 : 100
(g kasein ml

akuades), pada suhu <
50°C selama 30 menit.

Dicampur ke dua larutan Kkitosan-
kasein pada suhu < 60°C selama 60
menit, dan ditambahkan beeswax cair
0,5%.

4

Dihomogenkan larutan
handmixer selama 10 menit.

dengan

\4

Ditunggu  larutan  kasein-kitosan
hingga busa menghilang, kemudian
disaring

Dilarutkan TiO, 1%
menggunakan akuades
dengan perbandingan 1 :

100 (g TIO, ml
akuades), selama 10
menit.

[

Vv
Dicampurkan larutan kasein-kitosan
dan larutan TiO, diukur sesuai

perlakuan kemudian di homogenisasi
selama 10 menit.

2

Diukur sebanyak 25 ml dan dicetak
pada cawan petri, diinkubasi pada
suhu ruang selama 14 hari.

\4

Edible film dari kasein-kitosan yang
ditambah TiO, dengan level berbeda

Gambar 2. Diagram alir pembuatan edible film
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3.5.  Variabel Penelitian

Variabel yang diamati adalah aktivitas antimikroba
edible film kasein-kitosan yang ditambah TiO, dengan level
berbeda terhadap bakteri Lactobacillus bulgaricus, Salmonella
sp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus. Pengujian
aktivitas antimikroba edible film terhadap pertumbuhan bakteri
menggunakan metode difusi agar (Apriliyani et al., 2020)
dengan sedikit perubahan sebagaimana terlampir dalam
Lampiran 1. Penyiapan media pertumbuhan bakteri dapat
dilihat pada Lampiran 2.

3.6.  Analisis Statistik

Data yang diperoleh ditabulasi, kemudian Analysis of
Variance (ANOVA) digunakan untuk mengetahui ada atau
tidaknya perbedaan terhadap variabel yang diamati. Analysis
of  Variance = berdasarkan  Sudarwati,  Natsir  dan
Nurgiartiningsih  (2019) menyatakan bahwa jika terdapat
perbedaan nyata atau sangat nyata perlakuan terhadap variabel
yang diamati, maka akan dilakukan uji lanjutan dengan
menggunakan Uji Jarak Berganda Duncan (UJBD).

3.7. Batasan Istilah

Aktivitas '~ Kemampuan suatu bahan yang bisa

Antimikroba menyebabkan kematian atau
terhambatnya pertumbuhan  suatu
mikroba.

Bakteri  Gram : Bakteri yang mempertahankan zat

Positif warna kristal violet pada saat

pewarnaan Gram, sehingga akan
berwarna ungu saat dilihat dengan
mikroskop.
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Bakteri Gram
Negatif
Edible film

Kasein

Kitosan

TiO, (Titanum
dioksida)

Peptidoglikan

Zona Hambat

Bakteri -~ yang  berwarna  merah
sewaktu proses pewarnaan Gram.
Lapisan tipis yang terbuat dari
beberapa bahan yang dapat dimakan
dan dapat digunakan untuk melapisi
bahan pangan sehingga
memperpanjang masa simpan suatu
bahan pangan atau produk olahan.
Salah satu protein yang berada dalam
susu,  jumlahnya = mendominasi
sekitar 83% dari jumlah total.
Produk deasetilasi dari kitin dengan
cara pemanasan dalam larutan basa.
Logam = oksida, tidak = beracun,
memiliki  sifat fotokatalitik dan
keberadaannya mudah didapatkan.
TiO, memiliki aktivitas antimikroba
pada berbagai organisme termasuk
bakteri, jamur dan sel kanker.

Salah satu komponen dinding sel
bakteri yang merupakan polisakarida
yang terdiri dari dua gula turunan
yaitu asam-N-asetil glukosamin serta
asam N-asetilmuramat yang
dihubungkan oleh ikatan (-1,4 dan
sebuah rantai peptida pendek.
Tempat bakteri terhambat
pertumbuhannya akibat antimikroba.
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BAB VI

HASIL DAN PEMBAHASAN

Data analisis ragam dan Uji Jarak Berganda Duncan
(UJBH) terhadap aktivitas antimikroba edible film kasein-
kitosan yang ditambah TiO, dengan level berbeda pada setiap
perlakuan terhadap bakteri Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Salmonella sp. dan Lactobacillus bulgaricus terdapat
pada Lampiran 3, 4, 5 dan 6. Rata-rata diameter zona hambat
edible film kasein-kitosan yang ditambah TiO, dengan level
berbeda dan hasil Uji Jarak Berganda Duncan (UJBD) terdapat
pada Tabel 3.

Tabel 3. Rata-rata diameter zona hambat edible film kasein-
kitosan yang ditambah TiO, dengan level berbeda

bakteri ~ Escherichia coli,
Salmonella  sp.  dan

terhadap - pertumbuhan
Staphylococcus  aureus,
Lactobacillus bulgaricus.

Diameter Zona Hambat (mm)

Perlakuan  Escherichia Staphylococc ~ Salmonella  Lactobacillus
coli us aureus sp. bulgaricus
Level 0% :
Tio? 21,49+1,14  14,00+0,41° 16,52+0,53  16,77+0,56
0,
Le_\ll_?(l)lb 20,85+0,25  14,01+0,20*°  15,84+0,49  16,53+0,03
2
0,
Le_\ll_?(l)3/o 20,61+0,60  14,63+0,36*  16,14+0,64  17,59+0,48
2
0,
"eﬁ(')m 21,95:0,67 = 16,09£0,42° 17,12+1,01 ~ 17,89+0,89
2
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Keterangan : *® Superskrip yang berbeda pada kolom yang
sama menunjukkan perbedaan yang sangat nyata
(P<0,01) pada Staphylococcus aureus.

4.1. Aktivitas Antimikroba Edible film terhadap Bakteri

Escherichia coli

Hasil analisis ragam menunjukkan bahwa penambahan
TiO, dengan level berbeda pada pembuatan edible film kasein-
kitosan setiap perlakuan menghasilkan perbedaan tidak nyata
pada (P>0,05) terhadap diameter zona hambat pertumbuhan
bakteri Escherichia coli. Diameter zona hambat pertumbuhan
bakteri yang terbentuk rata-rata memeningkat dari perlakuan
edible film ditambah 0% TiO, sampai perlakuan edible film
ditambah 5% TiO,, hal ini diduga karena jumlah pemberian
level TiO, juga berpengaruh terhadap zona hambat aktivitas
antimikroba edible film yang terbentuk. Arezoo et al., (2019)
menjelaskan film pati sagu dengan penambahan konsentrasi
TiO, berbeda menunjukkan zona hambat aktivitas antibakteri
pada - pertumbuhan - bakteri  Salmonella  typhimurium,
Escherichia coli, dan Staphylococcus aureus. Zona hambat
film pati sagu yang diberikan TiO, level 0%, 1%, 3% dan 5%
menunjukkan hasil signifikan ' peningkatannya  terhadap
aktivitas antibakteri pada penambahan TiO, terbesar, efek
yang diberikan dari film lebih baik pada bakteri Gram positif
daripada bakteri Gram negatif.
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Gambar 3. Diameter zona hambat edible film pada
pertumbuhan bakteri Escherichia coli

Tabel 3 menunjukkan bahwa diameter zona hambat
edible film terhadap bakteri Escherichia coli relatif lebih tinggi
dibandingkan dengan diameter zona hambat edible film
terhadap bakteri Staphylococcus aureus, Salmonella sp. dan
Lactobacillus bulgaricus. Diameter zona hambat edible film
pada pertumbuhan Escherichia coli secara lebih jelas dapat
dilihat pada Gambar 3. Hal ini diduga karena Escherichia coli
merupakan bakteri Gram negatif. Dinding sel bakteri Gram
negatif lebih tipis dan mudah mengalami kerusakan daripada
bakteri- Gram positif, fungsi dari dinding sel adalah untuk
mempertahankan keutuhan sel sehingga tidak mudah rusak.
Mekanisme  kitosan = dan  TiO, dalam menghambat
pertumbuhan bakteri yakni dengan merusak struktur membran
atau dinding sel bakteri, sehingga mengakibatkan kerusakan
dan bakteri mengalami kematian. Goy et al., (2016)
menjelaskan pengujian kitosan yang tidak dimodifikasi
bekerja lebih kuat pada bakteri Gram negatif dari pada bakteri
Gram positif. Efisiensi antibakteri yang lebih baik dikaitkan
dengan karakteristik dinding sel bakteri, mengingat dinding sel
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bakteri Gram negatif lebih tipis dan akibatnya lebih rentan
dibandingkan dengan sel bakteri Gram positif.

4.2.  Aktivitas Antimikroba Edible film terhadap Bakteri

Staphylococcus aureus

Hasil analisis ragam menunjukkan bahwa penambahan
TiO, dengan level berbeda pada pembuatan edible film kasein-
kitosan setiap perlakuan menghasilkan perbedaan yang sangat
nyata pada (P<0,01) terhadap diameter zona hambat
pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus. Perbedaan yang
sangat nyata ini karena Kkitosan berperan meningkatkan
aktivitas = antimikroba edible film terhadap bakteri
Staphylococcus aureus sehingga bakteri tersebut tidak dapat
tumbuh disekitar edible film. Gugus amino muatan positif dari
kitosan yang berinteraksi dengan sel bakteri bermuatan negatif
pada permukaan sel bakteri Staphylococcus aureus yang
merupakan bakteri Gram positif, sehingga menyebabkan
bakteri mudah lisis, kerusakan protein dan integrasi membran
sel rusak. Kusumawati dkk., (2017) menjelaskan kitosan
bersifat kationik, gugus amino muatan positif dari gugus NH;"
pada kitosan dapat berinteraksi dengan muatan negatif pada
permukaan sel bakteri, yaitu asam tekoat pada bakteri Gram
positif  yang menyebabkan  terganggunya pembentukan
peptidoglikan sehingga sel tidak mampunyai selubung yang
kokoh dan mudah mengalami lisis, menjadikan aktivitas
metabolisme akan terhambat pada akhirnya menyebabkan
kematian sel bakteri.

Keberadaan TiO, dalam edible film juga meningkatkan
kemampuan untuk membunuh bakteri Staphylococcus aureus
integrasi membran sel rusak sehingga organ di dalam sel
bakteri keluar karena ketidak setimbangan tekanan lingkungan
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dan tekanan di dalam sel bakteri. Kustiningsih et al., (2019)
menjelaskan kelangsungan hidup bakteri Staphylococcus
aureus - secara signifikan terganggu karena penambahan
nanopartikel. TiO, mampu membunuh bakteri seluruhnya
karena muatan positif dari kitosan-TiO, berinteraksi dengan
membran bakteri lipid bermuatan negatif yang mempengaruhi
permeabilitas  sel bakteri, menghalangi  pertumbuhan
kelangsungan hidup sel bakteri sehingga menyebabkan
kematian sel. Mikroba biologis dibunuh oleh berbagai reaktif
spesies seperti radikal hidroksil, hydrogen peroksida atau
superoksida yang dihasilkan: dalam proses fotokatalik TiO,
nanopartikel.

Uji Jarak Berganda Duncan (UJBD) menunjukkan
bahwa ada perbedaan yang sangat nyata pada diameter zona
hambat edible film terhadap bakteri Staphylococcus aureus
pada perlakuan edible film ditambah 0% TiO,, edible film
ditambah 1% TiO,, edible film ditambah 3% TiO, dengan
edible film ditambah 5% TiO,. Hal ini terlihat dari notasi yang
ada pada setiap perlakuan, hasil notasi dari ke-4 perlakuan
menunjukkan bahwa nilai edible film ditambah 0% TiO,,
edible film ditambah 1% TiO, dan edible film ditambah 3%
TiO, sangat berbeda nyata dengan edible film ditambah 5%
TiO,. Hal ini terjadi karena Kkitosan dan TiO, dapat
menghambat nutrisi dari luar untuk masuk ke dalam sel
bakteri, sehingga  bakteri  kekurangan = nutrisi  untuk
berkembangbiak. Semakin tinggi jumlah penambahan TiO,
yang diberikan, aktivitas antimikroba pada edible film
semakin meningkat. Kumar et al., (2020) menjelaskan ukuran
partikel nano mempengaruhi pembangkitan oksigen radikal
dari luar dan aktivitas antimikroba. Struktur nano lebih kecil
sehingga dapat mudah menembus membran sel dan
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penghalang biologis lainnya. Jumlah serapan menurun dengan
bertambahnyaukuran partikel, pelepasan ion logam dari
nanomaterial dapat bereaksi dengan molekul oksigen dan
menghasilkan  superoksida-~ yang  memberikan  efek
antimikroba.

P2 B3

\p/ PO

Gambar 4. Diameter zona hambat edible film pada
pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus

Rata-rata diameter zona hambat pada Tabel 3
menunjukkan bahwa Staphylococcus aureus adalah bakteri
yang paling resisten dibandingkan bakteri lain yang digunakan
dalam. penelitian, ' ditandai dengan diameter zona hambat
edible film terhadap Staphylococcus aureus relatif lebih sempit
dibandingkan dengan diameter zona hambat edible film
terhadap Salmonella sp. dan Escherichia coli. Perbedaan
diameter zona hambat edible film  pada pertumbuhan
Staphylococcus aureus secara lebih jelas dapat dilihat pada
Gambar 4. Hal ini diduga karena Staphylococcus aureus
merupakan bakteri Gram positif sedangkan Escherichia coli
dan Salmonella sp. merupakan bakteri Gram negatif. Kitosan
dan TiO, dapat membunuh bakteri dengan interaksi membran
sel bakteri bermuatan negatif dengan gugus amina bermuatan
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positif pada kitosan dapat mengubah penghalang membran
sifat  yang menyebabkan kebocoran isi intraseluler = dan
akhirnya mengalami kematian sel. Bakteri Gram positif
memiliki susunan dinding sel yang tebal dari peptidoglikan,
berfungsi memberi struktural yang kuat pada bakteri sehingga
lebih sukar untuk dirusak. Damayanti dkk., (2016)
menjelaskan bakteri Staphylococcus aureus merupakan bakteri
Gram positif yang memiliki 30-40 lapisan peptidoglikan, pada
kitosan yang bermuatan positif dapat terikat dan menyebabkan
distorsi serta pemecahan dinding sel bakteri. Kitosan lebih
mudah merusak bakteri Gram negatif daripada bakteri Gram
positif, karena bakteri Gram positif memiliki dinding sel yang
tebal terdiri dari 50% peptidoglikan dan 1-4% kandungan
lipid.

4.3. Aktivitas Antimikroba Edible film terhadap Bakteri

Salmonella sp.

Hasil analisis ragam menunjukkan bahwa penambahan
TiO, dengan level berbeda pada pembuatan edible film kasein-
kitosan setiap perlakuan menghasilkan perbedaan yang tidak
nyata (P>0,05) terhadap diameter zona hambat pertumbuahan
bakteri Salmonella sp. Hemeg (2017) menjelaskan bahwa
didalam sel bakteri terjadi pelepasan protein intraseluler
nanomaterial antibakteri dapat mengikat secara elektrostatis
dengan dinding sel bakteri untuk mengubah potensi membran
yang menyebabkan kerusakan membran dan akibatnya
gangguan  respirasi, ketidak seimbangan  transportasi,
gangguan transduksi energi dan lisis sel yang pada akhirnya
dapat menyebabkan kematian dinding sel, gugus NH+ yang
terdapat = didalam struktur kitosan dapat mempengaruhi
kestabilan elektrik struktur sel bakteri seperti dinding sel dan
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sel membran yang terdapat didalam permukaan sel bakteri.
Hal tersebut dapat mengubah permeabilitas sel = dan
menghasilkan kerusakan pada jaringan pengangkut pada sel
bagian dalam atau dengan kata lain dapat mengakibatkan
terjadinya kebocoran pada biomaterial

Gambar 5. Diameter zona hambat edible film pada
pertumbuhan bakteri Salmonella sp.

Rata-rata diameter zona hambat edible film terhadap
bakteri Salmonella sp. pada Tabel 3 menunjukkan bahwa TiO,
dan kitosan mampu menghambat pertumbuhan  bakteri
Salmonella sp. karena diameter awal dari edible film yang
digunakan untuk pengujian adalah 10 mm, sedangkan pada
Tabel 3 terlihat bahwa diameter zona hambat edible film pada
bakteri Salmonella sp. adalah lebih dari 10 mm. Diameter zona
hambat edible film pada pertumbuhan Salmonella sp. secara
lebih jelas dapat dilihat pada Gambar 5. Hal ini menunjukkan
bahwa edible film memiliki aktivitas antimikroba pada bakteri
Salmonella sp. yang ditandai dengan terbentuknya zona
hambat. Kitosan dan TiO, berhasil menghambat pertumbuhan
bakteri Salmonella sp. sehingga bakteri tersebut tidak dapat
tumbuh disekitar edible film. Xing et al., (2020) menjelaskan
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mekanisme aktivitas bakterisida kitosan disebabkan oleh
gugus amino dalam _struktur molekul berpegang pada
membran sel melalui gaya elektrostatik, menyebabkan kitosan
mengganggu membran luar bakteri. Selain itu, TiO,
selanjutnya mengganggu - penghalang sifat membran luar
bakteri melalui oksigen luar yang dapat merusak bakteri secara
permanen, serta radikal oksigen yang dihasilkan juga
menyerang membran DNA, RNA dan lipid pada akhirnya
menyebabkan kematian bakteri.

4.4, Aktivitas Antimikroba Edible film terhadap Bakteri
Lactobacillus bulgaricus
Hasil analisis ragam menunjukkan bahwa penambahan
TiO, dengan level berbeda pada pembuatan edible film kasein-
kitosan setiap perlakuan menghasilkan perbedaan yang tidak
nyata (P>0,05) terhadap diameter zona hambat pertumbuahan
bakteri Lactobacillus bulgaricus.

Gambar 6. Diameter zona hambat edible film pada
pertumbuhan bakteri Lactobacillus bulgaricus
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Rata-rata diameter zona hambat edible film terhadap
bakteri Lactobacillus bulgaricus pada Tabel 3 menunjukkan
bahwa TiO, dan kitosan -mampu menghambat pertumbuhan
bakteri Lactobacillus bulgaricus. Diamater zona hambat
paling tinggi adalah pada perlakuan edible film ditambah 5%
TiO, yaitu 17,89 mm sedangkan diameter zona hambat paling
sempit adalah perlakuan edible film ditambah 1% TiO, yaitu
16,53 mm dengan penambahan larutan TiO, sebesar 1% pada
larutan edible film kasein-kitosan. Diameter zona hambat
edible film pada pertumbuhan Lactobacillus bulgaricus secara
lebih  jelas dapat dilihat = pada Gambar 6. Hasil ini
menunjukkan tidak jauh berbeda dengan diameter zona
hambat aktivitas antimikroba bakteri Staphylococcus aureus,
diduga karena keduanya merupakan bakteri Gram positif.
Gohargani et al., (2010) menjelaskan secara keseluruhan film
komposit menunjukkan penghambat mikroba yang lebih
rendah melawan bakteri Gram negatif daripada melawan
bakteri Gram positif, disebabkan oleh perbedaan struktural sel
dinding bakteri, bakteri Gram negatif memiliki dinding sel
yang lebih komplek dibandingkan dengan dinding sel bakteri
Gram positif. Beberapa penelitian juga menunjukkan hasil
bahwa aktivitas antimikroba yang tinggi adalah dari bakteri
Gram positif dibandingkan dengan bakteri Gram negatif.

Rata-rata diameter zona hambat pada edible film
kasein-kitosan ditambah TiO, dengan level berbeda terhadap
Escherichia coli 21,23 mm, Staphylococcus aureus 14,68 mm,
Salmonella sp. 16,41 mm dan Lactobacillus bulgaricus 17,20
mm. Malinggas dkk., (2015) menjelaskan bahwa terdapat lima
kriteria kekuatan efek antibakteri berdasarkan diameter zona
hambat yakni : tidak ada zona hambat, diameter zona hambat
< 5 mm dikategorikan lemah, diameter zona hambat 5-10 mm
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dikategorikan sedang, diameter zona hambat 10-20 mm
dikategorikan kuat dan diameter zona hambat > 20 mm
dikategorikan sangat kuat. Berdasarkan kategori tersebut,
diameter zona hambat pertumbuhan Escherichia coli yang
terbentuk di sekitar edible film dapat dikategorikan sangat kuat
dan diameter zona hambat pertumbuhan Staphylococcus
aureus, Salmonella sp. dan Lactobacillus bulgaricus yang
terbentuk di sekitar edible film dapat dikategorikan kuat.
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa
pembuatan edible film kasein-kitosan yang ditambah TiO,
dengan level berbeda menghasilkan perlakuan terbaik adalah
edible film kasein-kitosan : TiO, 5% dengan rata-rata diameter
zona hambat pada pertumbuhan Escherichia coli 21,95 mm,
Staphylococcus aureus 16,09 mm, Salmonella sp. 17,12 mm
dan Lactobacillus bulgaricus 17,89 mm.

5.2. Saran

Disarankan untuk membuat edible film kasein-kitosan
dengan level penambahan TiO, 5%. Perlu adanya penelitian
lebih lanjut mengenai uji daya umur simpan untuk edible film
dan penerapan edible film pada produk olahan maupun bahan
pangan segar bidang peternakan seperti sosis, keju, bakso,
karkas, daging dan telur.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Prosedur uji aktivitas antimikroba edible film
menurut Apriliyani et al., (2020) adalah sebagai
berikut:

1. Disiapkan media agar selektif untuk pertumbuhan
masing-masing bakteri.

2. Sterilisasi alat dan media agar selektif dengan autoklaf
pada suhu 121°C, tekanan 1,5 atm selama 15 menit.

3. Dituang media agar ke dalam cawan petri sebanyak 15
ml, ditunggu hingga memadat.

4. Diinokulasikan ~ bakteri = Staphylococcus  aureus,
Escherichia coli, Salmonella sp. dan Lactobacillus
bulgaricus kedalam masing-masing cawan petri yang
sudah berisi media agar sebanyak 0,1 ml vyang
mengandung - bakteri sebanyak 10° CFU/ml dengan
metode spread plate.

5. Diletakkan edible film berbentuk lembaran bulat dengan
diameter 10 mm dipermukaan media agar yang telah
diinokulasikan bakteri.

6. Diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.

7. Diukur zona hambat dengan mengukur diameter zona
bening (termasuk diameter edible film) menggunakan
jangka sorong.
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Lampiran 2. Penyiapan media tumbuh bakteri untuk uji
aktivitas antimikroba edible film dan penghitungan
jumlah total koloni bakteri adalah sebagai berikut:

a. Media MRS Agar (De Man, Rogosa, Sharpe) (GranuCult)
untuk Lactobacillus bulgaricus
1. 13,02 g MRS Agar dilarutkan ke dalam 210 ml
akuades
2. Dididihkan hingga larut
3. Disterilkan dengan autoklaf 121°C selama 15 menit
dengan tekanan 1,5 atm.

b. Media Salmonella-Shigella Agar (SS Agar) (OXOID,
2006) untuk Salmonella sp. :
1. 13,23 g SS Agar dilarutkan dalam 210 ml akuades
2. Dididihkan hingga larut
3. Diturunkan suhu hingga 50°C.
4. Tidak perlu diautoklaf

c. Media Nutrient Agar (NA) (OXOID, 2006) untuk
Staphylococcus aureus
1. 5,88 g NA dilarutkan ke dalam 210 ml akuades
2. Dididihkan hingga larut
3. Disterilkan dengan autoklaf 121°C selama 15 menit
dengan tekanan 1,5 atm.
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d. MacCONKEY Agar (HiMedia) untuk Escherichia coli

i

10,40 g MacCONKEY Agar dilarutkan dalam 210 ml
akuades

Didihkan sampai larut sepenuhnya.

Disterilkan dengan aoutoklaf 121°C selama 15 menit
dengan tekanan 1,5 atm.
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Lampiran 3. Data dan hasil analisis statistika uji aktivitas
antimikroba edible film kasein-kitosan yang
ditambah TiO, (Titanium dioksida) dengan level
berbeda pada Escherichia coli

Perlakuan Ulangatt Total | Rataan | SD
1 2 3
1 22,74 | 21,22 | 20,50 | 64,46 | 21,49 | 1,14
2 21,00 | 20,99 | 20,56 | 62,55 | 20,85 | 0,25
3 20,08 | 21,26 | 20,49 | 61,83 | 20,61 | 0,60
4 21,44 122,71 | 21,70 | 65,85 | 21,95 | 0,67
Total 254,69

1. Analisis Ragam
a. Faktor Koreksi (FK)
i.r:'_
FK =

Er
(254,69)? / (4x3)
= 5405,48

b. Jumlah Kuadrat Total

K Total "= 3t Himy ¥iZ-FK
= (22,74%+...... +21,70°) — 5405,48
=771

c¢. Jumlah Kuadrat Perlakuan
JK Perlakuan = Z L

= (64,46° +...+ 65,85%) / 3 — 5405,4
=3,35
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d. Jumlah Kuadrat Galat

JK Galat = JK Total — JK Perlakuan
=7,71-335
=4,36
2. Tabel Analisis Ragam
SK df |JK | KT |F F F

hitung | 0,05 | 0,01

Perlakuan 3 1335 |1,11 | 2,04 407 | 7,59

Galat 8 4,36 | 0,54

Total 117,71

F hitung < F tabel 0,05 dan F tabel 0,01 sehingga dapat
disimpulkan bahwa penambahan TiO, dengan level
berbeda pada edible film kasein-kitosan tidak berbeda
nyata terhadap zona hambat bakteri Escherichia coli
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Lampiran 4. Data dan hasil analisis statistika uji aktivitas
antimikroba edible film kasein-kitosan yang
ditambah TiO, (Titanium dioksida) dengan level
berbeda pada Staphylococcus aureus.

Perlakuan Ulangatt Total | Rataan | SD
1 2 3
1 13,92 | 14,44 | 13,63 | 42,00 | 14,00* | 0,41
2 14,04 | 13,80 | 14,19 | 42,03 | 14,01* | 0,20
3 14,90 | 14,22 | 14,77 | 43,89 | 14,63 | 0,36
4 16,32 | 15,60 | 16,34 | 48,27 | 16,09" | 0,42
Total 176,19

1. Analisis Ragam
a. Faktor Koreksi (FK)
i.r:'_
FK =

Er
(176,19)? / (4x3)
= 2587,01

b. Jumlah Kuadrat Total

IK Total o= 3 "= SO O PR
=(13,92%+...... +16,34%) — 2587,01
=9,73

c¢. Jumlah Kuadrat Perlakuan
JK Perlakuan =Z ¥ ek

=(42,00° +...+ 48,27%) / 3 — 2587,01
=8,70
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d. Jumlah Kuadrat Galat

JK Galat = JK Total — JK Perlakuan
=9,73-8,70
=1,03
2. Tabel Analisis Ragam
SK df |JK | KT |F F F

hitung | 0,05 | 0,01

Perlakuan 3 18,70 1290|2246 | 4,07 | 7,59

Galat 8 103|013

Total 11| 9,73

F hitung > F tabel 0,05 dan F tabel 0,01 sehingga
dapat disimpulkan bahwa penambahan TiO, dengan
level berbeda pada edible film kasein-kitosan berbeda
sangat. nyata terhadap zona hambat bakteri
Staphylococcus aureus

3. Uji Jarak Berganda Duncen
a. SE = (KT galat/r)
=(+/0,13/3)
=0,16

b. Table JND dan JNT

JND 1% 4,745 4,939 5,056

INT 1% 0,762 0,794 0,812
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C.

Hasil Notasi

Perlakuan Rataan Notasi
1 14,00 A
2 14,01 A
3 14,63 A
4 16,09 B
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Lampiran 5. Data dan hasil analisis statistika uji aktivitas
antimikroba edible film kasein-kitosan yang
ditambah TiO, (Titanium dioksida) dengan level
berbeda pada Salmonella sp.

Perlakuan Ulangatt Total | Rataan | SD
1 2 3
1 17,07 | 16,01 | 16,49 | 49,57 | 16,52 | 0,53
2 15,32 | 16,30 | 15,89 | 47,51 | 15,84 | 0,49
3 15,84 | 15,66 | 16,92 | 48,42 | 16,14 | 0,64
4 17,89 | 17,51 | 1597 | 51,37 | 17,12 | 1,01
Total 196,89

1. Analisis Ragam
a. Faktor Koreksi (FK)
i.r:'_
FK =

Er
(196,89)? / (4x3)
= 3230,39

b. Jumlah Kuadrat Total

K Total "= 3t Himy ¥iZ-FK
= (17,07°+...... +15,97%) - 3230,39
= 6,81

c¢. Jumlah Kuadrat Perlakuan
JK Perlakuan = Z L

= (49,57° +...+51,37%) / 3 - 3230,39
=2,77
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d. Jumlah Kuadrat Galat

JK Galat = JK Total — JK Perlakuan
=6,81-2,77
=4,03
2. Tabel Analisis Ragam
SK df |JK | KT |F F F

hitung | 0,05 | 0,01

Perlakuan |3 | 2,77 10,92 | 1,83 407 | 7,59

Galat 8 4,030,550

Total 11 | 6,81

F hitung < F tabel 0,05 dan F tabel 0,01 sehingga
dapat disimpulkan bahwa penambahan TiO, dengan
level berbeda pada edible film kasein-kitosan tidak
berbeda nyata terhadap zona hambat bakteri
Salmonella sp.
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Lampiran 6. Data dan hasil analisis statistika uji aktivitas
antimikroba edible film kasein-kitosan yang
ditambah TiO, (Titanium dioksida) dengan level
berbeda pada Lactobacillus bulgaricus.

Perlakuan Ulangatt Total | Rataan | SD
1 2 3
1 16,67 | 16,27 | 17,37 | 50,32 | 16,77 | 0,56
2 16,51 | 16,52 | 16,56 | 49,59 | 16,53 | 0,03
3 18,12 | 17,46 | 17,18 | 52,76 | 17,59 | 0,48
4 16,86 | 18,37 | 18,42 | 53,66 | 17,89 | 0,89
Total 206,34

1. Analisis Ragam
a. Faktor Koreksi (FK)
i.r:'_
FK =

Er
(206,34)* / (4x3)
= 3548,14

b. Jumlah Kuadrat Total

JK Total st Xim | YijzoRK
(16,67%+...... +18,42°) - 3548,14
=6,42

¢. Jumlah Kuadrat Perlakuan
JK Perlakuan = Z L

r

=(50,32° +...+ 53,66%) / 3 — 3548,14
=3,75
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d. Jumlah Kuadrat Galat

JK Galat = JK Total — JK Perlakuan
=6,42-3,75
=2,67
2. Tabel Analisis Ragam
SK df |JK | KT |F F F

hitung | 0,05 | 0,01

Perlakuan |3 | 3,75 1,25 | 3,74 407 | 7,59

Galat 8 |267|033

Total 11 | 6,42

F hitung < F tabel 0,05 dan F tabel 0,01 sehingga
dapat disimpulkan bahwa penambahan TiO, dengan
level berbeda pada edible film kasein-kitosan tidak
berbeda nyata terhadap zona hambat bakteri
Lactobacillus bulgaricus
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Lampiran 7. Dokumentasi Penelitian

R

resssEEEEEEERRERRRRY

Larutan edible film kasein- Proses pencetakan dan
kitosan yang ditambah TiO, -~ pengeringan edible film pada
dengan level berbeda suhu ruang selama 14 hari

Edible film setelah di

bbb Rtk dengan autoklaf untuk uji

aktivitas antimikroba

Media selektif untuk tumbuh
bakteri
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