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Lampiran 1. Diagram Alir Tahapan Penelitian

Cangkang Keong

Sawah

—>

Preparasi Sampel

- Dicuci bersih dan dikeringkan dibawah sinar matahari
- Dikeringkan di oven pada suhu 100°C selama 5 jam
- Dihancurkan, digiling dan diayak dengan ayakan 80 mesh

Serbuk CKS

—

Serbuk Kitin CKS

Optimasi Produksi Kitin

- Deproteinasi dengan NaOH
- Demineralisasi dengan HCl
- Depigmentasi dengan NaOCl

Produksi Kitosan

— Karakterisasi Kitin

Penentuan gugus fungsi dengan FTIR
Pengujian kadar air
Pengujian kadar abu

Uii antibakteri

-— -
- Deasetilasi dengan NaOH - Pengujian kadar protein
Data
Serbuk Kitosan — Karakterisasi Kitosan
CKS
- Analisis Derajat Deasetilasi
<— | - Dilarutkan dengan asam asetat - Pengujian kadar air
- Pengujian kadar abu
: - Pengujian Kadar Protein
Larutan Kitosan
Data
- Uji aktivitas antibakteri
Data
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Lampiran 2. Optimasi Isolasi Kitin

Serbuk CKS

- Dideproteinasi dengan NaOH (konsentrasi 1, 2, 3, 4, dan 5%
(b/v) dengan perbandingan 1:10

- Dipanaskan sambil diaduk dengan variasi waktu pengadukan 60,
96, 150, 203 dan 240 menit pada variasi temperatur 60, 68, 80,
92 dan 100

- Disaring, endapan dicuci dengan akuades hingga netral,
dikeringkan pada suhu 80°C selama 24 jam

Serbuk CKS hasil
deproteinasi

- Didemineralisasi dengan HCI (variasi konsentrasi HCI 0,5; 0,6;
1;1,3; dan 1,5 M (*/y) perbandingan 1:10

- Dipanaskan pada suhu 80 °C sambil dilakukan pengadukan 50
rpm dengan variasi waktu pengadukan 60, 86, 150, 213 dan 240
menit, kemudian disaring

- Endapan dicuci dengan akuades hingga netral dan dikeringkan
pada suhu 80 °C selama 24 jam

Serbuk CKS hasil deproteinasi
dan demineralisasi
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Lampiran 3. Produksi Kitosan pada Kondisi Optimum

CKS 200 g

Ditambahkan NaOH konsentrasi 1 % perbandingan 1:10 (°4,)
Diaduk dan dipanaskan pada suhu 100 °Cselama 60 menit
Campuran disaring, residu dicuci dengan akuades hingga pH netral

Dikeringkan dalam oven pada suhu 80 °C selama 24

CKS Hasil deproteinasi

Ditambahkan HCI konsentrasi 1,5 M perbandingan 1:10 (°/,)
Diaduk dan dipanaskan pada suhu 80 °C selama 240 menit
Campuran disaring, residu dicuci dengan akuades hingga pH netral

Dikeringkan dalam oven pada suhu 80 °C selama 24 jam

CKS Hasil demineralisasi

Ditambahkan NaOCI 0,5 % perbandingan 1:10 (*/,)
Diaduk dan dipanaskan pada suhu 80 °C selama 60 menit

Campuran disaring, residu dicuci dengan akuades hingga
pH netral

Dikeringkan dalam oven pada suhu 80 °C selama 24 jam

Kitin

Dideasetilasi menggunakan NaOH 60 % 1:10 (°/,)
Diaduk dan dipanaskan pada suhu 60 °C selama 60 menit
Campuran disaring, residu dicuci dengan akuades hingga pH netral

Dikeringkan dalam oven pada suhu 80 °C selama 24 jam

Kitosan
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Lampiran 4. Karakterisasi Kitin dan Kitosan

Serbuk Kitin dan Kitosan

Analisis Derajat
Deasetilasi

Pengujian Kadar Pengujian Kadar
Air Abu

Pengujian Kadar
Protein
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Lampiran 5. Pembuatan Media

Mueller-Hinton Agar

- Dilarutkan 7,8 g agar MHA dengan 200 mL akuades sambil
dipanaskan sampai larut.

- Disterilkan di dalam autoclave pada suhu 121 °C tekanan 15-20 psi
selama * 15 menit.

- Campuran medium dituang kedalam cawan petri steril kemudian
didinginkan.

Media MHA
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Lampiran 6. Uji Aktivitas Antibakteri

Suspensi Bakteri Uji

Sebanyak 0,5 mL disebar pada media MHA

Paper disc dicelupkan pada larutan kitosan CKS 0,5; 1; dan 1,5 dan
Paper disc kloramfenikol (kontrol +) dan asam asetat 2 %(kontrol -)

Diletakkan secara aseptis dengan menggunakan pinset steril pada
permukaan media

Cawan petri diberi label untuk membedakan sampel yang diuiji.
Diinkubasi selama 24-72 jam pada 37°C

Diamati dan diukur zona hambatannya dengan mistar geser.

Data
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Lampiran 7. Perhitungan Optimasi Deproteinasi

(Berat awal-Berat akhir)

Protein yang dilepas (%) = Borat awal x 100

Contoh perhitungan

Protein yang dilepas (%) = (10,0112 -9,1162) x 100

10,0112
Protein yang dilepas (%) = 8,9399 %
Run Konsentrasi Temperatur Waktu Berat Berz_;lt Pr_otein yang
Order NaOH % °C) Pengadl_Jkan awal akhir dilepaskan
(brv) (menit) (9) (9) (%)

1 3 80 60 9,9771 | 9,5287 4,49
2 4 90 70 9,9981 | 9,3195 6,78
3 2 70 100 10,024 | 9,5752 4,47
4 3 60 150 9,969 | 9,7348 2,34
5 2 90 200 10 9,2014 7,98
6 4 70 200 10,0459 | 9,7055 3,38
7 5 80 150 10,0175 | 9,6743 3,42
8 3 80 150 10,0019 | 9,578 4,23
9 2 90 100 10,0112 | 9,1162 8,93
10 3 80 240 10,0287 | 9,5325 4,94
11 3 80 150 10,0232 | 9,5355 4,86
12 1 80 150 10,0104 | 9,4098 5,99
13 3 80 150 10,013 | 9,5258 4,86
14 3 80 150 10,0064 | 9,5243 4,81
15 4 70 100 9,9988 | 9,6981 3
16 2 70 200 9,9996 | 9,547 4,52
17 3 100 150 10,0056 | 8,633 8,25
18 3 80 150 10,023 | 9,522 4,99
19 3 80 150 9,9864 | 9,4889 4,98
20 4 90 200 10,0013 | 9,3217 6,79
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Lampiran 8. Perhitungan Optimasi Demineralisasi

(Berat awal-Berat akhir)

. . o) —
Mineral yang dilepas (%) Borat awal x 100
Contoh perhitungan
Mi 1 dil (%) = (9,248 -3,9471) 100
Ineral yang dailepas 0) — 9,248 X
Mineral yang dilepas (%) = 57,3194%
Run Konsentrasi Per\lNZIc;SIJ(an Berat Berat Mineral yang
Order | yeim (1) (r%eni o | awal () | akhir (g) | dilepas (%)
1 1,3 213 9,248 3,9471 57,31
2 1,3 86 9,5382 5,4642 42,71
3 1 60 9,4798 5,3326 43,74
4 1 150 9,0537 3,9544 56,32
5 1 240 9,4217 7,1206 24,42
6 0,6 213 9,4477 5,1357 45,64
7 1 150 9,4992 5,3385 43,8
8 1 150 9,5288 6,4455 32,35
9 1 150 9,5699 5,3087 44,52
10 15 150 9,4895 6,2901 33,71
11 1 150 9,5391 6,3844 33,07
12 0,5 150 9,4216 4,201 55,41
13 0,6 86 9,4502 5,2417 44,53

77




Lampiran 9. Perhitungan kadar kitin dan kitosan

a. Rendemen kitin

Berat serbuk kitin

04) = 0,
Rendemen (%) Berat serbuk CKS x 100 %

73,172
Rendemen (%) = 2008 x 100 %

Rendemen (%) = 36,58 %
b. Rendemen Kitosan

Berat serbuk kitosan

mend %) = 100 %
endemen (%) Berat serbuk kitin i

14,05 g

Rendemen (%) = x 100 %

Rendemen (%) = 20,6617 %
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Lampiran 10. Perhitungan kadar N-total kitin dan kitosan cangkang keong sawah

N — total (%) =

Contoh perhitungan

N — total (%) =

(V1-V2) x N x 14,007 x FK

W X 1000

(2,6-0) x 10,8 x 14,007 x 6,25

1,0485 X 1000

Jenis Volume HCI Normalitas Berat sampel Kadar protein
Sampel (V1) HCI standar (QQ W (%)

Kitin 6,5 ml 10,8 0,9926 6,19
Kitosan 2,6 ml 10,8 1,0485 2,34
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Lampiran 11. Perhitungan Derajat Deasetilasi

a. Derajat deasetilasi kitin

Derajat Deasetilasi (%) = (1- Alﬂx—l) X 100 %

Asgso 1,33

Contoh perhitungan:

75+

60

45 -

30

% Transmitan

15

0

3450 1655

-15

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Bilangan gelombang (cm™)

26,3695 -(-15,0000) _ | 41,3695 _ ) 12194

Aszsso = log

22,7843-(-15,0000) ©37,7843

436417 (-15.0000) ) ' 86417 _ 1 116

Agsso =

Derajat Deasetilasi (%) = (1-

08 42 2156-(-15,0000)  £57.2156

Aress 1y x 100 %

Asgso 1,33
00106 1
- P b P 0,
(1 0.0393 X 1,33) X 100 %

(1- 0,2720 x 0,7518)

(1- 0,2045) x 100 %
= 79,50 %
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b. Derajat deasetilasi kitosan

3450 1655

60

50 S

] /“‘

40 | ‘/
g Al M \
= I \
% 30 InE
s | \
- da
S 204 % / ‘\

10 ~ N/ ‘f

0_
4000 I 35I00 I 30I00 I 25I00 I ZOIOO I 15I00 I 10I00 I 560
Bilangan gelombang (cm™)
13,5994 -(-5,0000) 18,5994
Asess = 1o =1 =0,0198
165 = 10875 7697-(-5,0000) 17,7697
16,7172 (-5,0000) . 21,7172
Azsso = 1o : . =lo : = 0,1108
3450 = 08 7 8296-(-5,0000) 16.8296

Derajat Deasetilasi (%) = (1- Aless. x—l) X 100 %

Asgso © 1,33
0,0198 1

= - =2 R 0,

(1 61108 ¥ 1’33))( 100 %

=(1-0,1787x 0,7518 ) x 100 %

(1- 0,1343) x 100 %

86,57 %



Lampiran 12. Validasi Optimasi Proses Deproteinasi dan Demineralisasi

Perlakuan Validasi Deproteinasi
Pec/gtljilgggan Berat Awal | Berat Akhir | Protein yang Dilepaskan (%)
1. 10,0007 9,0294 9,71232
2. 10,0583 8,9987 10,53458
3. 9,9956 9,0556 9,404138
4, 10,0878 8,8108 12,65886
5. 10,0094 8,8647 11,43625
Perlakuan Validasi Demineralisasi
Pecglrilgggan Berat Awal | Berat Akhir | Mineral yang Dilepaskan (%0)
1. 9,405 3,56283 62,48485
2. 9,5013 3,6624 61,4537
3. 9,1784 3,5928 60,85592
4, 9,5608 3,56785 62,57112
5. 9,4812 3,4189 63,94022
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Lampiran 13. Plot Kontur Optimasi Deproteinasi
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Lampiran 14. Plot Kontur Optimasi Demineralisasi

Waktu Pengadukan (Menit)

0.6

0.8 1.0 1.2
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Lampiran 15. Bukti Sertifikat Hasil Uji Kadar Air dan Abu

LABORATORIUM BIOTEKNOLOGI TERPADU PETERNAKAN
> FAKULTAS PETERNAKAN

UNIVERSITAS HASANUDDIN
Alamat: JI. Perintis Kemerdekaan KM. 10 Tamalanrea, Makassar
Email: labbioternakfapetuh@gnail.com

I'K-UH-12.2

SERTIFIKAT HASIL UJI

No.: 091/T/LBTK-UH/IV/2021

Informasi Pelanggan

Nama Perusahaan/Pelanggan :

Alamat Lengkap
No. Telp./faks./e-mail
Personel Penghubung

Informasi Sampel
No. Identitas Laboratorium
Uraian/Matriks Sampel
Kondisi Saat Diterima
Tanggal Diterima
Tanggal Pengujian
Tujuan Pengujian

Informasi Hasil Pengujian

Miftahuddin

FMIPA UNHAS

085242119248
081342273285

091/LBTK-RK/IV-2021

Baik

29/4/2021
29/4/2021

Data Penelitian

RN NN WD -

PARAMETER UJI
Kadar Abu Kadar Protein Kadar Lemak Kadar Serat
N ir (%

b {Kudeteopell  Kadar Alr(4) (%BK) | Kasar(%BK) | Kasar(%BK) | Kasar(%BK)
(AOAC 930.15) (AOAC 942.05)) (AOAC 984.13) (AOAC 920.39) (AOAC 962.09)

Kitin M 0,40 0,99 2 = -

Kitin M 0,45 0,95 . . .

Kitosan M 0,37 0,88 . i i

Kitosan M 0,32 0,90 g - .

Ket: 1. Kadar air ditetapkan sesuai sampel uji; 2. Selain kadar air, parameter

ditetapkan berdasarkan 100% BK; 3. Lembaran sertifikat hasil uji ini

tertelusur; 4. Hasil hanya berhubungan dengan contoh yang diuji dan

laporan ini tidak boleh digandakan

Makassar, 18 Mei 2021
Devisi Teknis,

Dr. Ir. Syahriani Syahrir, M.Si.
NIP.: 196511121990032001
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Lampiran 16. Data Spektrum FTIR Kitosan
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Lampiran 17. Data Spektrum FTIR Kitin
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Lampiran 18. Dokumentasi Penelitian

Keong Sawah

Sampel setelah
digiling

Proses
deproteinasi

Kitosan

Proses
demineralisasi
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Lampiran 19. Hasil Uji antibakteri Kitosan dari Cangkang Keong Sawah

Sebelum inkubasi

2
> i

Setelah inkubasi 48 jam
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Setelah inkubasi 72 jam
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