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Lampiran 1. Diagram alir penelitian

Cangkang Kerang

— Preparasi Sampel
bulu P P

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 CKB —>»| Optimasi Produksi Kitin

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

Serbuk Kitin CKB — Karakterisasi Kitin

- Penentuan gugus fungsi dengan FTIR
- Pengujian kadar air

- Pengujian kadar abu

Produksi Kitosan - Deasetilasi dengan NaOH - Pengujian kadar protein

Serbuk Kitosan
CKB

—> Karakterisasi Kitosan

- Analisis Derajat Deasetilasi

Uii antibakteri | <— | - Dilarutkan dengan asam asetat - Pengujian kadar air

- Pengujian kadar abu
- Pengujian Kadar Protein

Larutan Kitosan

- Uji aktivitas antibakteri

Data
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Lampiran 2. Bagan Kerja Preparasi Sampel dan Prosedur Penelitian

Cangkang Kerang
Bulu (CKB)

Ditimbang sebanyak 3 kg

Dicuci bersih dan dikeringkan dibawah sinar matahari selama 6 jam
Dikeringkan dalam oven pada suhu 100 °C selama 5 jam
Dihancurkan dan digiling daengan Hammer Mill

Diayak menggunakan ayakan 80 mesh

Serbuk CKB

Ditimbang sebanyak 10 g

Ditambahkan larutan NaOH (konsentrasi 1, 3 dan 5%)
Dipanaskan dan diaduk dengan variasi waktu (60, 150 dan 240
menit), dan variasi suhu (60, 80, 100 °C).

Didinginkan pada suhu ruang

Disaring menggunakan kertas saring.

Filtrat

Endapan

- Dicuci dengan akuades hingga pH netral (pH 7)
- Dikeringkan menggunakan oven pada suhu 80 °C,
selama 24 jam.

Serbuk CKB hasil
deproteinasi

- Didemineralisasi dengan HCI (variasi konsentrasi HCI 0,5,
1 dan 1,5 M) perbandingan 1:10 (V/V) .

- Dipanaskan pada suhu Variasi (60, 80 dan 100 °C) sambil
dilakukan dengan variasi waktu pengadukan (60, 150 dan
240 menit) kemudian disaring.

- Endapan dicuci dengan akuades hingga netral (pH 7), dan
dikeringkan pada suhu 80 °C selama 24 jam.

Serbuk CKB
Demineralisasi
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a. Produksi Kitin Pada Kondisi Optimum

CKB 200 g

Ditambahkan ~NaOH  konsentrasi  optimum  (1%)
perbandingan 1:10

Diaduk dan dipanaskan pada suhu yang optimum (100 °C)
Campuran disaring, residu dicuci dengan akuades hingga
pH netral (pH 7)

Dikeringkan dalam oven pada suhu 80 °C selama 24 jam

CKB Hasil Deproteinasi

Ditambahkan HCI konsentrasi optimum (1 %)
b
perbandingan 1:10 ( /v)

Diaduk dan dipanaskan pada suhu optimum
(100 °C ) selama 60-240 menit

Campuran disaring, residu dicuci dengan akuades
hingga pH netral (pH 7)

Dikeringkan dalam oven pada suhu 80 °C selama 24

jam

CKB Hasil

Demineralisasi

Ditambahkan NaOCl 0,5 % perbandingan 1:10 (V/‘)

Diaduk dan dipanaskan pada suhu 80 °C selama 60 menit
Campuran disaring, residu dicuci dengan akuades hingga

pH netral (pH 7).

Dikeringkan dalam oven pada suhu 80 0C selama 24 jam

Kitin
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b. Karakterisasi Kitin dan Kitosan

Serbuk Kitin dan Kitosan

Analisis Derajat
Deasetilasi

Pengujian Kadar Pengujian Kadar
Air Abu

Pengujian Kadar
N-Total
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c. Uji Antibakteri

a. Pembuatan Media Mueller-Hinton Agar

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

b. Peremajaan Bakteri Uji

Bakteri Uji

* Diambil satu ose lalu diinokulasikan dengan cara

digores pada media NA miring.

* Diinkubasi pada suhu 370C selama 18-24 jam.

Isolat Bakteri

60



c.  Pembuatan Suspensi dan Inokulasi Bakteri Uji

Isolat Bakteri

- Diambil satu ose lalu disuspensikan ke dalam
tabung reaksi yang berisi 5 mL larutan Nutrient
Broth

- Divorteks sampai homogen

- Diinkubasi selama 18-24 jam pada kecepatan aerasi
150 Rpm

Inokolum

Diencerkan 100 kali pada media NaCl 0,9 % dan
bakteri siap diujikan

Inokolum Encer

d.  Pengujian Aktivitas Antibakteri

Suspensi Bakteri Uji

- Sebanyak 0,5 mL disebar pada media MHA

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

- Diletakkan secara aseptis dengan menggunakan pinset steril pada
permukaan media

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

- Diamatidan diukur zona hambatannya dengan mistar geser.

Data
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Lampiran 3. Hasil Optimasi Deproteinasi

. Waktu
OR;Jdne l;c;rgzn'z(r;)il suhu (°C) Per('r%lae c:] lijtl;an Kada(rOL:I) Total
1 1 100 150 0,061
2 3 80 150 0.058
3 3 100 60 0.049
4 5 80 60 0,052
5 1 80 60 0,070
6 5 60 150 0.056
7 1 100 240 0.042
8 3 80 150 0,064
9 1 60 150 0,074
10 5 80 240 0,057
11 3 60 240 0,062
12 3 80 150 0,055
13 3 60 60 0,073
14 1 80 240 0,048
15 5 100 150 0,060
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Lampiran 4 . Hasil Uji Analisis Bahan Kadar N-Total

LABORATORIUM KIMIA MAKANAN TERNAK
JURUSAN NUTRISI DAN MAKANAN TERNAK
FAKULTAS PETERNAKAN

UNIVERSITAS HASANUDDIN

HASIL ANALISIS BAHAN

No. Kode Sampel Kadar Nitrogen (%)
1 DP CKB RO. 1 ] 0,061
2 DP CKB RO. 2 0.058
3 DP CKB RO. 3 0.049
4 DP CKB RO. 4 0,052
s DP CKB RO. 5 0,070
6 DP CKBRO.6 0.056
7 DP CKB RO. 7 0.042
| 8 DP CKB RO. 8 0.064
9 DP CKB RO. 9 0,074
10 DP CKB RO. 10 0,057
11 DP CKB RO. 11 0,062
12 DP CKB RO. 12 0,055
13 | DP CKBRO. 13 0,073
15 DP CKB RO. 15 0,060

Makassar, 23 Agustus 2022
Analis

Muh mad Syahrul
Nip. 19790603 2001 12 1 001
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Lampiran 5. Plot Kontur Optimasi Deproteinasi

Contour Plot of Nitrogen (%) vs Waktu Pengadukan, Suhu

240

220 .

200

g

Waktu Pengadukan

Contour Plot of Nitrogen (%) vs Waktu Pengadukan, Konsentrasi NaOH

240

Waktu Pengadukan

Nitrogen (%)
- < 0.055
Il 0055 - 0.060
Il 0060 - 0.065
B 0065 - 0070
B 0.070 - 0075
I 0075 - 0.080
Il oo80 - 0085
[ > 0085

(@)

Nitrogen

(%)
< 005
@ 005 - 006
I o006 - 007
I 007 - oo08
= > o008

2 3 4 5

Konsentrasi NaOH

(b)

Contour Plot of Nitrogen (%) vs Suhu, Konsentrasi NaOH

100

Suhu
3

70

2 3 4 5
Konsentrasi NaOH

(©

Nitrogen (%)

< 0050

I 0050 - 0055
Il 0055 - 0.060
Il 0.060 - 0.065
Il 0065 - 0070
= > 0070
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Lampiran 6 . Hasil Uji Analisis Bahan Validasi Optimasi Proses Deproteinasi

LABORATORIUM KIMIA MAKANAN TERNAK
JURUSAN NUTRISI DAN MAKANAN TERNAK
FAKULTAS PETERNAKAN

UNIVERSITAS HASANUDDIN

HASIIL. ANALISIS BAHAN

No. Kode Sampecl Nitrogen (%6)
1 DP CKB. V. 1 0.038
2 DP CKB. V. 2 0.041 |
| 3 DP CKB. V. 3 7 0041 !

Makassar, 11 Oktober 2022
Analis

Muhammad Syahrul
Nip. 19790603 2001 12 1 001
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Lampiran 7. Hasil Optimasi Demineralisasi

runore | KOS | gy o) | pengacukan | KadarAbe
(Menit)
1 1 60 240 2.21
2 0.5 100 150 3.24
3 1.0 80 150 2.38
4 1.0 100 240 1.19
5 1.0 60 60 2.59
6 0.5 80 60 3.45
7 1.0 80 150 2.45
8 1.5 60 150 2.88
9 1.5 80 60 2.98
10 1.0 80 150 2.32
11 1.5 100 150 2.12
12 1.0 100 60 2.69
13 0.5 60 150 3.62
14 1.5 80 240 2.12
15 0.5 80 240 341
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Lampiran 8 . Hasil Uji Analisis Bahan Kadar Abu

LABORATORIUM KIMIA MAKANAN TERNAK
JURUSAN NUTRISI DAN MAKANAN TERNAK
FAKULTAS PETERNAKAN

UNIVERSITAS HASANUDDIN

HASIL ANALISIS BAHAN

No. Kode Sampel Kadar Abu (%)
1 DM CKB RO. 1 0,061
2 DM CKB RO. 2 0.058
3 DM CKB RO. 3 0.049
4 DM CKB RO. 4 0,052
5 DM CKB RO. 5 0,070
6 DM CKB RO. 6 ~0.056
g DM CKB RO. 7 0.042
8 DM CKB RO. 8 0,064
9 DM CKB RO. 9 0,074 7_7
10 DM CKB RO. 10 0,057 |
| 11 | DMCKBRO. 11 0,062
12 DM CKB RO. 12 0,055
13 DM CKB RO. 13 0,073
|14 DM CKB RO. 14 0,048
15 | DMCKBRO. 15 0,060

Makassar, 12 Januari 2023

Analis,

Muhammad Syahrul
Nip. 19790603 2001 12 1 001
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Lampiran 9 . Plot Kontur Optimasi Demineralisasi

Contour Plot of Kadar Abu (%) vs Waktu Pengadukan, Konsentrasi HCI

Waktu Pengadukan

240

220

g

g

g

g

120

Konsentrasi HCI

(@)

0.50 0.75 1.00 1.25 1.50

Kadar Abu
=)
- < 200
B 200 - 225
W 225 - 250
B 250 - 275
B 275 - 300
M 300 - 325
M 325 - 350
- > 350

Contour Plot of Kadar Abu (%) vs Suhu, Konsentrasi HCI

Suhu

0.75 1.00 1.25 1.50
Konsentrasi HCI

(b)

| 27

<
- 3.0
>

Contour Plot of Kadar Abu (%) vs Waktu Pengadukan, Suhu

Waktu Pengadukan

240

220

200

60 70 80 90 100

Suhu

(©

Kadar Abu

(%)
< 150
M 150 - 175
W 175 - 200
W 200 - 225
W 225 - 250
] > 250
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Lampiran 10. Hasil Uji Analisis Bahan Validasi Optimasi Proses

Demineralisasi

LABORATORIUM KIMIA MAKANAN TERNAK
JURUSAN NUTRISI DAN MAKANAN TERNAK
FAKULTAS PETERNAKAN

UNIVERSITAS HASANUDDIN

HASIL ANALISIS BAHAN

' No. Kode Sampel Kadar Abu (%)
1 DM CKB. V. 1 1,14
B DM CKB. V. 2 ) 1.16 ]
]’ 3 | DM CKB. V. 3 1.19 o

Makassar, 23 Januari 2023
Analis

Muhammad Syahrul
Nip. 19790603 2001 12 1 001
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Lampiran 11. Hasil Uji Kadar Air, Kadar Abu dan Kadar N-Total Kitin

FAKULTAS PETERNAKAN

LABORATORIUM KIMIA PAKAN
% JURUSAN NUTRISI DAN MAKANAN TERNAK
UNIVERSITAS HASANUDDIN

HASIL ANALISIS BAHAN

No. Kode Sampel | Nitrogen (%) Abu (%) Air (%)
1 Kitin 0.53 1.82 3.89

Makassar, 13 Maret 2023




Lampiran 12. Hasil Uji Kadar Air, Kadar Abu dan Kadar N-Total Kitosan

LABORATORIUM KIMIA PAKAN

JURUSAN NUTRISI DAN MAKANAN TERNAK
FAKULTAS PETERNAKAN

UNIVERSITAS HASANUDDIN

HASIL ANALISIS BAHAN

No. Kode Sampel Nitrogen (%) Abu (%) Air (%)

1 Kitosan 0,29 1.24 2,96

Makassar, 10 April 2023




Lampiran 13. Hasil Uji Antibakteri Kitosan Cangkang Kerang Bulu

c. Inkubasi 72 jam
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Lampiran 14. Hasil Data Spektrum FTIR Kitin

SHIMADZU

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

|Poak intonsity Corr_intonsity | Base (H) Base (L) Area Corr. Arsa
1 P.ﬂ 304 358 503.42 EA? 203 T8 Pkl
2 BZ2T1 5515 0.487 63265 50535 148 808 1878
3 [CFEr] 8356 0288 E6T. 73 634 60 24 08 (51
4 K] 8632 0.374 760.31 58 Gl 51860 [
[] TELET 10.08T 1.587 817.82 52 34 53,589 ory
] B4 11 [F:5] 1.008 87568 819,75 BA931 [Eral
10028 06 Tk ] L] 107628 |&TTE 84245 Fot-r ]
108207 183 §Fi 1276.88 1are.2 244 6544 RS
145047 | 385 -] 14925 1278.81 253103 G528
[ 183727 314 a1z 158934 1484 B3 13354 Bass
11 1608 3 4103 1.306 1766.8 158157 |20z ]
1z 1788 B.846 0.307 1832 38 1768.72 |1 52 [ET ]
12 1897.95 168 L0328 181145 1834, 75805 [T
14 231268 011 123 2330.01 1913.38 443 509 D4ES
1 2380 16 733 158 2353 86 |Z357 01 40502 175
i R 76 08 .04 263446 | Z395.58 156 6aT 114
1 58 61 ¥ 036 286479 | 2536.38 382 208 a7
1 3T 4849 238 26453 | 2. T3 1A T1E Bl
1 42172 2161 Asd 368404 8475 1107 671 1311
i} 39175 4543 0.08 373235 | 3585, 57 E1.103 1]~
il 3TE1.19 4853 0.023 3765.05 aT41.e 20201 [iTvex]
Comment; Date/Time; 4172023 12:05:33 PM
Kitin CKD No. of Scana:
Resohtion;

Apodization;



Lampiran 15. Hasil Data Spektrum FTIR Kitosan

1022
1827
3418
' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' I ' I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
[Peak Intensity Corr_Intonsity | Base (H) [Basa () Corr. Area
1 364 55 10E0E 044 36648 3414 [F7
2 4417 TETE [EF] 448.41 384 187
3 B34 54 6085 0457 |54z 451.34 1.306
4 BTG.T2 5384 o602 506 543853 109
[] [eoara 5708 0,138 55387 EEREE] 0z
[ BE1.58 6837 0.08% 58473 &8558 B
T TO7.88 6.7 .88 Ta4. 8 [ 1.408
B 78995 8027 0904 LR T4 A8 1077
[] B8 E8 1.084 EEL Cirk] Eral] 1015
o 50548 8T ) Eﬂ.ﬂ 7568 1.753
1 002 7 008 1] 1068, 5 S43.19 1 384
1z 100,14 462 1 B8 109943 107048 0334
13 1107.14 B0 071 1134.1 1101.38 [iFT]
14 1157 28 X 136 123 & 1136.07 T
15 1242 16 6.8 0081 124602 12248 [T
1 16723 6.5 0233 1280.73 1247.54 [ ]
1 1330.88 458 1.088 135400 1282 B85 ZBTS
1 137717 4825 0,144 1386 82 135556 0238
1 141961 38053 1829 1517.58 138878 10443
it 1533 T1 3600 8178 187481 1517 68 48341
il 187874 108 0,004 189217 187481 [T ]
pr3 2160 27 8677 o707 2276 1894.1 B2
<] 2314.58 8,862 0113 2333 .87 2780 (R T]
24 2384 02 8684 002 230865 235087 o]0 ]
] 29026 (1 2,374 126 200956 Z38T BT 18847
. 341279 1042 0048 3429, 2591 .88 5407
Comment; DateTima: 4172023 11:57:38 AM
Kitosan CKD M. of Scana;
Resolution;
Apodization;
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Lampiran 16. Perhitungan Rendamen

a. Rendamen Kitin

Berat Akhi
Rendamen (%) = =T % 100 %

Berat Awal

41
Rendamen (%) = 200 X 100 %

=205%
b. Rendamen kitosan
Berat Akhi
Rendamen (%) = T % 100 %
Berat Awal

Perhitungan
10,01
Rendamen (%) = S0 X 100 %

=5,01%
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Lampiran 17. Perhitungan Derajat Deaasitilasi Kitin

Transmitan (%)

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Bilangan Gelombang (cm™)

A 1
Derajat Deasitilasi (%) =( 1- 183> i E) X 100%

A3z4s0 1,

Perhitungan :

_ 11,25—(=7,5) _ 18,75 _
Asss0= log Eraar el log—15 =log 1,25 = 0,097

20—(=7,5)

275 _
Auess = log m = logm = log 1,28 = 0,107

Derajat Deasitilasi (%) = ( 1-

0,107 1
X ) X 100%
0,097 1,33

= (1-1,103 x 0,0751) x 100%
= (1-0,828) x 100%
= 0,172 x 100

DD=17,2%
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Lampiran 18. Perhitungan Derajat Deaasitilasi Kitosan

— Kitosan

Transmitan (%)

1543

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

Bilangan Gelombang (cm™)

Asiso= log % = log 2= = 0,188
1-(=25) _ .13,

5
Asess = log To-(—z5) 0855 = 0,033

Derajat Deasitilasi (%) = ( 1-

0,033 1
X ) x 100%
0,188 1,33

=(1-0,175x 0,751) x 100%
=(1-0,131) x 100%
=0,868x 100

DD = 86,8 %
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Lampiran 19. Peta Kecamatan Mandalle (Tempat Pengambilan Kerang
Bulu)
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Lampiran 20. Dokumentasi Penelitian

Kerang Bulu Setelah dicuci
dan dibersihkan

Sampel Setelah
digiling

Hasil Deproteinasi Proses Demineralisasi

- Proses Deasitilasi = () >
el Proses Depigmentasi
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