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ABSTRAK

Penelitian bertujuan untuk mengetahui pengaruh daya hambat edible coating kitosan - pati
biji durian dengan penambahan ekstrak daun kesum terhadap pertumbuhan bakteri Staphy-
lococcus aureus dan Escherichia coli. Rancangan penelitian yang digunakan adalah Rancangan
Acak Lengkap (RAL) dengan perlakuan konsentrasi ekstrak daun kesum K =0.00%; K;=0.20%;
K,=0.40%; K,=0.60%; K,=0.80%; K,=1.00%; K ,=1.20%, dan K =1.40%. Edible coating dibuat den-
gan formula dasar pati biji durian 3.00%; kitosan 0.80%; gliserol 0.60%. Parameter yang diamati
adalah daya hambat menggunakan metode paper disk. Hasil penelitian menunjukan bahwa daya
hambat edible coating pati biji durian - kitosan dengan penambahan ekstrak daun kesum ber-
pengaruh sangat nyata (p<0.01) terhadap pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus maupun
Escherichia coli. Nilai daya hambat edible coating dengan penambahan ekstrak daun kesum ter-
hadap bakteri Staphylococcus aureus antara 3.432 - 4.344 mm, sedangkan bakteri Escherichia coli
antara 2.233-3.596 mm. Daya hambat terhadap bakteri yang tertinggi adalah ekstrak daun kesum
1.40% sebesar 4.344 mm (Staphylococcus aureus) dan 3.596 mm (Escherichia coli). Semakin tinggi
konsentrasi ekstrak daun kesum, terbukti bahwa semakin tinggi daya hambat terhadap bakteri
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli

Kata kunci: Daya Hambat; Daun Kesum; Escherichia coli; Kitosan; Staphylococcus aureusi

ABSTRACT

The aim of this research is to determine the inhibitory effect of edible coating chitosan from durian
seed starch by the addition of Kesum leaf extract toward the growth of Staphylococcus aureus and Escheri-
chia coli. This experimental design used is a Completely Randomized Design (CRD) treated by concen-
tration of Kesum leaf extract (K): K =0.00%, K,=0.20%, K,= 0.40%, K,=0.60%, K,=0.80%, K,=1.00%,
K,=1.20%, and K =1.40%. The formulation of edible coating consist of 3.00% durian seed starch; 0.80%
chitosan and 0.60% gliserol. The observed parameter is inhibitory effect using paper disk method. The re-
sult showed that the inhibition of edible coating chitosan from durian seed starch treated with the addition
of Kesum leaf extract has significantly effect (p<0.01) on inhibition the growth of Staphylococcus aureus
and Escherichia coli. The inhibitory effect of edible coating by adding Kesum leaf extract to S. aereus growth
ranged 3.432-4.344 mm, while in Escherichia coli ranged 2.233-3.596 mm. The highest of inhibitory effect
on bacteria was 1.40% Kesum leaf extract; 4.344 mm in Staphylococcus aureus and 3.596 mm in Escheri-
chia coli. The higher the concentration of Kesum leaf extract, the greater the inhibition of Staphylococcus
aureus and Escherichia coli

Keywords: Chitosan, Escherichia coli; Kesum Leaf; Power Inhibition; Staphylococcus aureus
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PENDAHULUAN

Edible coating adalah bentuk lain dari
edible packaging, yaitu lapisan bahan pangan
yang terbuat dari bahan yang dapat dima-
kan. Edible coating termasuk salah satu ke-
masan ramah lingkungan yang saat ini masih
terus dikembangkan, terutama tentang jenis
biopolimer yang digunakan sebagai bahan
komposit atau campuran. Bahan pembuatan
edible coating yang potensial adalah berbasis
pati, salah satunya adalah pati biji durian.
Kombinasi antara pati dengan biopolimer
hidrofobik dapat digunakan untuk mem-
perbaiki kekurangan kemasan berbahan pati
salah satunya adalah kitosan (Ban et al., 2005).

Kitosan merupakan biopolimer dari
D-glukosamin yang disintesis dari proses
deasetilasi kitin dengan menggunakan basa
kuat (Lee et al., 2001). Kitosan adalah bi-
opolimer yang bersifat hidrofobik, sehingga
kitosan sangat cocok jika digunakan sebagai
bahan komposit pembentuk lapisan tipis
(film) bersama dengan pati yang bersifat
hidrofilik. Kitosan juga merupakan salah
satu bahan pengawet alami yang dapat dis-
intesa dari kulit udang, karena mempunyai
kemampuan menghambat pertumbuhan
bakteri. Oleh karena itu edible coating dengan
bahan baku komposit pati dan kitosan akan
meningkatkan fungsinya sebagai pengemas,
selain melindungi bahan pangan juga men-
gandung bahan pengawet (Hardjito, 2006;
Costa et al., 2018; Haijji et al., 2018; Chakravar-
tula et al., 2019).

Edible coating komposit kitosan dan
pati biji durian selain sebagai bahan pemben-
tuk lapisan tipis/film, juga dapat diperkaya
dengan bahan alami lain yang mempunyai
aktivitas antioksidan dan antimikroba un-
tuk meningkatkan kemampuannya sebagai
pengemas. Daya hambat kitosan dapat pula
ditingkatkan dengan cara mengkombinasi-
kan dengan bahan lainnya yang diketahui
juga memiliki kemampuan menghambat
pertumbuhan bakteri. Pada dasarnya edible
coating juga dapat berfungsi sebagai pem-
bawa (carrier) aditif makanan, seperti agen
anti pencoklatan, antimikrobia, pewarna,
penambah flavor, nutrisi, dan bumbu (Rojas-
Grau et al., 2009).

Beberapa penelitian sebelumnya telah
dilakukan oleh Chi et al. (2006) yaitu menggu-
nakan bahan alami oregano oil yang ditam-
bahkan ke dalam larutan bahan pembuatan
film kitosan ternyata mampu meningkatkan
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penghambatan kitosan terhadap bakteri pa-
togen pada produk daging. Demikian juga
Maizura et al. (2008) telah menambahkan
minyak atsiri daun serai sebesar 0.40% pada
edible film pati sagu sebagai bahan antimikro-
ba mampu menghambat pertumbuhan bak-
teri Escherichia coli dan Salmonella enteritidis.
Beberapa bahan alami yang telah digunakan
sebagai edible packaging sosis antara lain oleo-
resin daun jeruk purut (Citrus hystrix DC.)
(Pudil et al., 1998; Utami et al., 2015).

Salah satu bahan alami yang dapat
dimanfaatkan sebagai antimikrobia pada ed-
ible coating adalah daun kesum. Daun kesum
(Polygonum minus Huds) adalah tanaman
endemik Kalimantan Barat, yang mempun-
yai rasa dan aroma khas. Tanaman ini dike-
nal oleh masyarakat lokal sebagai bumbu
“Bubur Padas” yang merupakan makanan
khas Kalimantan Barat. Senyawa aktif yang
terdapat dalam daun kesum bersifat se-
bagai antimikrobia. Wibowo (2009) telah
melakukan skrining fitokimia ekstrak daun
kesum menggunakan fraksi metanol men-
gandung komponen senyawa golongan fe-
nolik, terpenoid-steroid, flavonoid dan alka-
loid (Wibowo, 2009). Berdasarkan penelitian
Fitriana et al. (2014) bahwa senyawa mayor
yang terdapat dalam minyak atsiri daun ke-
sum adalah n-dodekanal 31.00%, n-dekanal
16.88%, n-dodekanol 6, 12.00%, 8-bromo te-
trametil naftalen 4.63%, Trans-(p3)-caryopilen
3.37%.

Dekanal dan dodekanal merupakan
senyawa turunan aldehida, yang mem-
berikan karakterisitik rasa dan aroma khas
kesum. Wibowo (2009) telah meneliti bio-
aktivitas antimikroba minyak atsiri kesum
yang diperoleh dari fraksi metanol dan di-
etil eter dari ekstrak metanol daun kesum
mampu menghambat pertumbuhan bakteri
Escherichia coli dan Basilus subtilis. Penggu-
naan ekstrak daun kesum sebagai senyawa
antimikrobia pada edible coating diharapkan
dapat menghambat pertumbuhan bakteri be-
berapa jenis mikrobia pathogen, antara lain
bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus au-
reus, sehingga diharapkan akan dapat men-
ingkatkan fungsinya sebagai pengemas pan-
gan. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui pengaruh daya hambat
edible coating kitosan-pati biji durian dengan
penambahan ekstrak daun kesum terhadap
pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus
dan Escherichia coli.
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METODE

Penelitian ini telah dilaksanakan di
Laboratorium Peternakan Fakultas Pertanian
Universitas Tanjungpura Pontianak, pada
bulan Mei - November 2017. Alat-alat yang
digunakan adalah timbangan analitik, er-
lenmeyer, gelas ukur, hot plate stirer, batang
pengaduk, tabung reaksi, cawan petri, gelas
piala, autoklaf, kompor, kawat ose, lampu
bunsen, kapas, korek api, alu dan mortar,
mikro pipet, laminar airflow (B-One), inku-
bator (Memmert), evaporator (Buchi R-205),
pinset, lemari pendingin, penggaris, jangka
sorong, sarung tangan, dan kamera.

Bahan-bahan yang digunakan adalah
kulit udang, pati biji durian, daun kesum,
gliserol, etanol, aquades, media NA (Nutri-
ent Agar), isolate bakteri Escherichia coli dan
Staphylococcus aureus yang diperoleh dari
Program studi Farmasi Universitas Tanjun-
gpura, paper disk, kertas saring, garam fi-
siologis, aluminium foil, kertas label, kertas
cakram 10 mm, dan silica gel.

Penelitian menggunakan metode ek-
sperimen dengan menggunakan Rancan-
gan Acak Lengkap (RAL) yang terdiri dari
8 perlakuan yaitu konsentrasi ekstrak daun
kesum dengan taraf 0.00% (K sebagai kon-
trol; 0.20% (K,); 0,40% (K,); 0.60% (K.,); 0.80%
(K,); 1.00% (K,); 1.20% (K,); dan 1.40% (K,),
masing-masing dengan 3 ulangan. Variabel
penelitian yang diamati adalah daya hambat
edible coating dengan penambahan ekstrak
daun kesum terhadap pertumbuhan bakteri
Escherichia coli dan Staphylococcus aureus.

Pembuatan kitosan menggunakan me-
tode Rahayu dan Purnavita (2004) melalui
3 tahap yaitu deproteinasi (menggunakan
NaOH 2 N), demineralisasi (menggunakan
HCI 1.50 N) sampai dengan terbentuk kitin.
Setelah itu kitin di deasetilasi (menggunakan
NaOH 50.00%) sampai diperoleh padatan
kering kitosan.

Pembuatan pati biji durian mengguna-
kan metode pengeringan dan ekstraksi pati
biji durian (Amid dan Mirhosseini, 2012; Ho
et al., 2015). Ekstraksi daun kesum dibuat
dengan menggunakan metode maserasi den-
gan pelarut etanol. Daun kesum rajang segar
(£ 0.50 cm) dan ditimbang, selanjutnya di-
maserasi (direndam) dengan pelarut etanol
96.00% (E-Merck) pada suhu ruang selama
24 jam. Perbandingan bahan dengan pelarut
sebesar 1:50. Penyaringan filtrat dari ampas,
kemudian dimaserasi kembali dengan etanol
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selama 24 jam lagi. Hal ini dilakukan secara
terus-menerus sampai 4 x 24 jam. Pemisahan
pelarut dari filtrat hasil ekstraksi dilakukan
menggunakan rotary vacum evaporator den-
gan suhu 80 °C dan kecepatan 100 rpm dan
proses ini dihentikan setelah pelarut etanol
teruapkan seluruhnya dengan indikasi etanol
tidak menetes lagi, serta didapatkan ekstrak.

Formula dasar larutan edible coating
dibuat sesuai dengan metode yang mengacu
pada Lestari dan Maherawati (2014) dengan
modifikasi, yaitu 0.80% kitosan:3.00% pati biji
durian 0.60% gliserol dari 120 ml aquades. Se-
mua bahan dilarutkan dan dipanaskan pada
suhu 70 °C hingga tergelatinisasi. Setelah laru-
tan dingin, dilakukan penambahan ekstrak daun
kesum sesuai dengan perlakuan dan diaduk rata
menggunakan hot plate magnetic stirrer.

Pengujian aktivitas antimikrobia laru-
tan edible coating kitosan-pati biji durian
dengan penambahan ekstrak daun kesum
dilakukan dengan menggunakan metode
cakram atau paper disk (Permatasari ef al.,
2013), yaitu dengan mengamati zona ham-
bat berupa diameter zona bening yang ter-
bentuk. Inokulum dari masing-masing bak-
teri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus
diambil secara aseptik sebanyak 1 ml dari
medium NB (Nutrient Broth) dan dituangkan
ke cawan petri yang sudah berisikan me-
dium NA (Nutrien Agar). Setelah itu kertas
cakram yang berukuran + 10 mm dicelupkan
ke dalam larutan edible coating yang sudah
ditambahkan ekstrak daun kesum dengan
konsentrasi yang berbeda yaitu 0.00% (tanpa
ekstrak daun kesum), 0.20%, 0.40% 0.60%,
0.80%, 1.00%, 1.20%, dan 1.40%. Setelah itu,
kertas cakram diletakkan di atas cawan petri
yang masing-masing sudah berisi medium
yang mengandung bakteri Staphylococcus au-
reus dan Escherichia coli, dengan mengguna-
kan pinset. Setelah itu diinkubasi selama 24
jam pada temperatur 37 °C, lalu diamati dan
diukur diameter zona bening yang merupa-
kan zona hambatannya sampai hari kedua.

Besarnya zona hambat dari masing-
masing perlakuan yang diperoleh ditabulasi
dan dianalisis menggunakan analisis ragam
ANOVA. Apabila ada perbedaan pengaruh
antar perlakuan, maka dilanjutkan dengan
uji jarak berganda Duncan’s.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Berdasarkan hasil penelitian edible
coating pati biji durian-kitosan yang ditam-
bahkan berbagai konsentrasi ekstrak daun
kesum menunjukkan pengaruh yang sangat
nyata (p<0.01) terhadap daya hambat baik
terhadap pertumbuhan bakteri E. coli mau-
pun S. aureus. Data hasil pengujian daya
hambat edible coating pati biji durian-kitosan
yang ditambahkan ekstrak daun kesum pada
konsentrasi yang berbeda terhadap pertum-
buhan bakteri E. coli dan S. aureus disajikan
pada Tabel 1. Tabel 1 menunjukkan bahwa
daya hambat edible coating dengan penam-
bahan ekstrak daun kesum terhadap bakteri
S. aureus berkisar antara 3.432-4.344 mm,
sedangkan daya hambat terhadap bakteri
E. coli berkisar antara 2.233-3.596 mm. Daya
hambat edible coating terhadap bakteri S. au-
reus lebih besar dibandingkan dengan daya
hambat terhadap bakteri E. coli, hal ini men-
unjukkan bahwa ekstrak daun kesum men-
gandung senyawa aktif yang lebih sesuai
dengan bakteri gram positif dibandingkan
dengan bakteri gram negatif. Sesuai dengan
pernyataan Saroinsong et al. (2014) bahwa
ekstrak Haliclona sp. lebih besar menghambat
pertumbuhan bakteri S. aureus dibandingkan
bakteri E. coli, hal itu menunjukkan bahwa
ekstrak Haliclona sp. mengandung senyawa
aktif yang lebih sesuai dengan bakteri gram
positif dibandingkan dengan bakteri gram
negatif.

Selain itu, bakteri S. aureus merupakan
bakteri gram positif, sehingga lebih sensitif
dibandingkan dengan gram negatif. Hal ini
kemungkinan terjadi karena adanya per-
bedaan tingkat ketebalan struktur dinding sel
dari masing-masing bakteri E. Coli merupa-
kan bakteri gram negatif yang struktur dind-
ing selnya terdiri dari tiga lapis, sedangkan
bakteri S. aureus adalah bakteri gram positif
yang berdinding sel berlapis tunggal (Pelczar
dan Chan, 1988). Struktur dinding sel bakteri
S. aureus yang berlapis tunggal dan relatif se-
derhana akan memudahkan masuknya zat-
zat yang dapat merusak sel bakteri, sedan-
gkan bakteri E. Coli struktur dinding selnya
berlapis tiga (Dewi dan Fawzya, 2006; Vil-
lanueva, 2018; Yang et al., 2018).

Gambar 1 menunjukkan bahwa ter-
jadi peningkatan diameter zona hambat mu-
lai dari edible coating dengan penambahan
ekstrak daun kesum terendah (0%) hingga
tertinggi (1.4%). Perlakuan 0% (kontrol) ed-
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ible coating tanpa penambahan senyawa ak-
tif ekstrak daun kesum juga memiliki daya
hambat, hal itu disebabkan karena adanya
kitosan dalam bahan komposit edible coat-
ing. Pernyataan Danggi (2008) menyatakan
bahwa kitosan mempunyai sifat antimikro-
ba, yang disebabkan karena adanya muatan
positif pada gugus amino yang dapat berika-
tan dengan muatan negatif membran sel.

Kitosan yang berfungsi sebagai an-
tibakteri memiliki sifat mekanisme peng-
hambatan, dimana kitosan akan berikatan
dengan protein membran sel, yaitu glutamat
yang merupakan komponen membran sel.
Selain berikatan dengan protein membran
sel, kitosan juga berikatan dengan fosfolipid
membran, terutama fosfatidil kolin, sehingga
meningkatkan permeabilitas inner membran.
Naiknya permeabilitas inner membrane akan
mempermudah keluarnya cairan sel. Pada
Escherichia coli, setelah 60 menit komponen
enzim 5 galaktosidase akan terlepas. Hal
ini menunjukkan bahwa sitoplasma dapat
keluar sambil membawa metabolit lainnya,
atau dengan kata lain mengalami lisis, yang
akan menghambat pembelahan sel (regen-
erasi) dan akan menyebabkan kematian sel
(Hargono dan Djaeni, 2010; Micali et al., 2018;
Scepanovic dan Fernandez-Gonzalez, 2018).

Hasil penelitian Coma et al.,, (2002)
menunjukkan bahwa kitosan kulit udang da-
pat menghambat pertumbuhan Listeria mono-
cytogenes, sedangkan Damayanti et al. (2016)
menyatakan bahwa kitosan mempunyai
daya hambat yang lebih tinggi pada Escheri-
chia coli (bakteri gram negatif) dibandingkan
dengan Staphylococcus aureus dan Bacillus
subtilis (bakteri gram positif). Devlieghere et
al. (2004) juga menyebutkan bahwa kitosan
lebih efektif menghambat pertumbuhan bak-
teri gram negatif dibandingkan bakteri gram
positif.

Adanya zona hambat yang secara
berangsur-angsur lebih tinggi mulai dari
0.20-1.40% dibandingkan dengan 0%, hal itu
karena terdapat kombinasi 2 jenis bahan aktif
kitosan dan ekstrak daun kesum yang sama-
sama mempunyai kemampuan mengham-
bat pertumbuhan mikrobia. Penambahan
ekstrak daun kesum jelas terlihat mempen-
garuhi aktivitas antimikroba dari kitosan,
semakin tinggi penambahan ekstrak daun
kesum, makin tinggi daya hambat. Sesuai
dengan pernyataan Danggi (2008) bahwa
penambahan bahan alami lain yang dike-
tahui memiliki daya hambat mikroba secara
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tunggal berpotensi digunakan untuk menin-
gkatkan kemampuan antimikroba kitosan.
Pada penambahan ekstrak daun kesum
1.40% menghasilkan zona hambat yang pal-
ing besar karena mengandung senyawa aktif
paling tinggi.

Senyawa aktif ekstrak daun kesum
yang diketahui memiliki daya hambat mik-
robia adalah senyawa golongan fenolik,
terpenoid-steroid, flavonoid dan alkaloid
(Wibowo, 2009) yang berfungsi sebagai anti-
bakteri. Senyawa mayor minyak atsiri daun
kesum menurut Fitriana et al. (2014) terdiri
dari n-dodekanal 31%, n-dekanal 16.88%,
n-dodekanol 6.12%, 8-bromo tetrametil naf-
talen 4.63 %, Trans-(p3)-caryopilen 3.37%. Fla-
vonoid mengakibatkan terjadinya kerusakan
permeabilitas dinding sel bakteri, mikrosom,
dan lisosom sebagai hasil interaksi antara
flavonoid dengan DNA bakteri, sedangkan
alkaloid memiliki kemampuan sebagai anti-

bakteri. Mekanisme yang diduga adalah den-
gan cara mengganggu komponen penyusun
peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga la-
pisan dinding sel tidak terbentuk secara utuh
dan mengakibatkan kematian sel (Dewi dan
Fawzya, 2006; Alcorlo et al., 2017; Neelay et al.,
2017; Bougault et al., 2018; Caveney et al., 2018).

SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dapat di-
simpulkan bahwa penambahan ekstrak daun
kesum pada edible coating pati biji durian-ki-
tosan berpengaruh sangat nyata terhadap
daya hambat bakteri Escherichia coli dan
S. aureus. Daya hambat ekstrak daun kesum
terhadap S. aureus antara 3.432-4.344 mm
dan terhadap bakteri E coli antara 2.233-3.596
mm.

Tabel 1. Rata-rata daya hambat edible coating yang ditambahkan ekstrak daun kesum dengan

konsentrasi yang berbeda

) Daya Hambat Edible Coating dengan Ekstrak Daun
Konsentrasi Ekstrak Kesum (mm)

Daun Kesum (%) — -
S. aureus Escherichia coli

0.00 3.432+0.158 ° 2.23340.085 *

0.20 3.66610.164 2.557+0.2872

0.40 3.70240.332 ¢ 2.77740.128 ®

0.60 4.083+0.290 b= 2.746+0.155 °

0.80 4.07440.140 b 2.796+0.084 ®

1.00 4.128+0.109 b4 2.802+0.216 ®

1.20 4.728+0.368 < 2.83440.094 ®

1.40 4344404824 3.596+0.104 ©

Keterangan: Huruf yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan adanya perbedaan nyata

Gambear 1. Zona hambeat edible coating dengan penambahan ekstrak daun kesum terhadap bakeri
Staphylococcus aureus
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