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Optimalisasi dan Karakterisasi Kitosan Jamur Rhizopus oryzae
Menggunakan Substrat Limbah Apel Sebagai Sumber Karbon

Alif Putra Ardiansya, Prilya Dewi Fitriasari, Umaiyatus Syarifah

Program Studi Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri
Maulana Malik Ibrahim Malang

ABSTRAK

Kitosan (poly-d-glucosamine) merupakan biopolimer alami yang bersumber dari
kitin. Secara komersial kitosan diperoleh dari ekstraksi Kitin yang bersumber dari
limbah crustacea melalui tahapan deasetilasi. Adanya beberapa masalah seperti
persediaan bahan baku kitosan dari crustacea tersebut memiliki keterbatasan
sehingga perlu dilakukan pencarian alternatif dari bahan baku kitosan. Sumber
alternatif produksi kitosan adalah dengan menggunakan dinding sel pada jamur
tertentu. kitosan memiliki manfaat besar dalam aplikasi farmasi, medis, industri,
dan pertanian karena sifat yang sangat menguntungkan seperti biokompatibilitas,
biodegradabilitas, dan toksisitas rendah. Produksi kitosan dari Rhizopus oryzae
menggunakan limbah apel manalagi sebagai satu-satunya sumber karbon dengan
variasi konsentrasi kontrol, 60%, 80%, dan 100%. Oleh karena itu, penelitian ini
difokuskan pada optimalisasi kitosan dengan metode fermentasi cair (submerged
fermentation) untuk mendapatkan berat akhir jamur untuk diekstraksi. Selanjutnya
dilakukan pengamatan parameter kualitas kitosan yang dihasilkan yaitu nilai
derajat deasetilasi menggunakan FTIR (Fourier Transform Infrared). Penelitian
ini  merupakan penelitian eksperimental dimana menggunakan desain faktorial
untuk mengetahui pengaruh kondisi fermentasi terhadap produksi kitosan dengan
4 perlakuan dan 3 kali ulangan. Data dianalisis secara statistik parametrik uji One-
Way ANOVA menggunakan software SPSS wversi 25. biomassa kering kitosan
jamur Rhizopus oryzae menunjukkan konsentrasi 0% sebesar 11,2 g/ml,
konsentrasi 60% sebesar 13,7 mg/ml, konsentrasi 80% sebesar 18,3 mg/ml dan
konsentrasi 100% sebesar 19,5 mg/ml. Sedangkan hasil karakteristik kitosan
jamur Rhizopus oryzae menunjukkan nilai derajat deasetilasi sebesar 76,6%.

Kata kunci: Keterbatasan, Fermentasi, Kualitas kitosan, limbah, apel manalagi,
konsentrasi



Optimization and Characterization of Mushroom Chitosan Rhizopus oryzae
Using Apple Waste Substrate as a Carbon Source

Alif Putra Ardiansya, Prilya Dewi Fitriasari, Umaiyatus Syarifah

Biology Study Program, Faculty of Science and Technology, Maulana Malik
Ibrahim State Islamic University Malang

ABSTRACT

Chitosan (poly-d-glucosamine) is a natural biopolymer sourced from chitin.
Commercially, chitosan is obtained from the extraction of chitin from waste
sources crustacea through the deacetylation stage. There are several problems
such as the supply of chitosan raw materials from crustacea It has limitations so it
is necessary to search for alternatives to the chitosan raw material. An alternative
source of chitosan production is to use the cell walls of certain fungi. Chitosan has
great benefits in pharmaceutical, medical, industrial, and agricultural applications
due to its highly favorable properties such as biocompatibility, biodegradability,
and low toxicity. Chitosan production from Rhizopus oryzae using Manalagi apple
waste as the only carbon source with varying control concentrations, 60%, 80%,
and 100%. Therefore, this research is focused on optimizing chitosan using the
liquid fermentation method (submerged fermentation) to obtain the final weight of
mushrooms for extraction. Next, the quality parameters of the chitosan produced
were observed, namely the value of the degree of deacetylation using FTIR
(Fourier Transform Infrared). This research is an experimental study which uses a
factorial design to determine the effect of fermentation conditions on chitosan
production with 4 treatments and 3 replications. Data were analyzed using
parametric statistical tests One-Way ANOVA using SPSS software version 25.
mushroom chitosan biomass Rhizopus oryzae showed a 0% concentration of 11,2
g/ml, a 60% concentration of 13,7 mg/ml, an 80% concentration of 18,3 mg/ml
and a 100% concentration of 19,5 mg/ml. Meanwhile, the results of the
characteristics of mushroom chitosan Rhizopus oryzae shows a deacetylation
degree value of 76.6%.

Keywords: Limitations, Fermentation, Chitosan quality, waste, Manalagi apples,
concentration
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kitosan merupakan sebuah polimer B-1,4-D glukosamin yang berasal dari
N-deasetilasi basa Kkitin (Kurniasin et al., 2018). Senyawa organik ini dapat
dihasilkan dengan cara proses deasetilasi Kitin menggunakan kalium hidroksida
pada suhu tinggi atau dengan menggunakan bantuan dari enzim. Kitosan memiliki
berbagai macam sifat diantaranya sebagai biodegradable, biokompatibel, bioakitif,
serta memiliki sifat sebagai antibakteri (Venkatesan dkk 2010 dalam Windarti and
Hascaryo, 2022). Kitosan memiliki manfaat dalam berbagai bidang diantaranya
farmasi atau obat-obatan, biomedis, rekayasa jaringan, serta kosmetik (Zargar
dkk, 2015 dalam Windarti and Hascaryo, 2022).

Bahan dasar dari pembuatan kitosan yaitu Kkitin menjadi polisakarida yang
keberadaannya terdapat di alam dan berperan sebagai bahan penyusun dari
dinding sel hewan khususnya dari kelompok krustasea. o, B dan y adalah tiga cara
perakitan kitin di alam. Cangkang krustasea seperti udang dan kepiting memiliki
a-kitin. B-kitin memiliki susunan rantai yang paralel dan yang biasa ditemukan di
pena cumi-cumi. Sedangkan y-kitin yang ada pada serangga, memiliki dua rantai
yang sejajar dalam satu arah dan rantai ketiga menjadi antiparalel dengan dua
rantai sebelumnya. Sebagian besar krustasea yang sering digunakan sebagai bahan
dasar dalam pembuatan kitosan berasal dari cangkang kerang, tiram, kepiting,
serta serangga. Diperkirakan jumlah Kitin yang keberadaannya di alam diproduksi
oleh hewan sebanyak 120 ribu ton. kitin yang berasal dari kepiting 69%, udang
sebesar 30%, laba-laba dan kalajengking masing-masing 38% (Rohmah et al.,

2022) Produksi polisakarida amino atau kitosan yang bahan baku kitinnya



bersumber dari cangkang krustasea memiliki berbagai macam kendala diantaranya
proses pembuatan dalam kurun waktu yang cukup lama dengan menggunakan
basa kuat pada suhu tinggi. Selain itu, pembiayaan konversi kimia kitin ke Kitosan
dari krustasea yang tergolong cukup mahal (Khalaf, 2004).

Solusi  bahan baku alternatif dalam menghasilkan  kitin  selain
menggunakan cangkang Krustasea salah satunya adalah dengan menggunakan
jamur. Jamur didefinisikan sebagai organisme (jasad renik) yang mengandung
kitin sebagai komponen struktural utama di dinding selnya. Jamur merupakan
kelompok organisme terbesar kedua di bumi dengan perkiraan jumlah spesies
yang berhasil teridentifikasi adalah 70.000 spesies. Dinding sel jamur terdiri dari
kitin, B-glukan, dan manan. Komponen utama penyusun dinding sel dari kelas
jamur  tertentu diantaranya kelompok  zygomycetes disusun oleh  Kitin,
chytridiomycetes  disusun  oleh  kitin/B-glucan, ascomycetes  disusun  oleh
kitin/mannan/B-glucan, serta basidiomycetes disusun oleh kitin dan [-glukan
namun secara keseluruhan diperkirakan jumlah total kitin yang terdapat di dalam
dinding sel jamur sebanyak 22-44%. Perakitan kitin pada jamur menggunakan
cara o dimana ikatan antar molekul yang kuat hadir dalam o-kitin, yang terdiri
dari rantai antiparalel B-1,4 terkait N-asetil-D-glukosamin (GIcNAc) (Ghormade
et al., 2017). Produksi kitosan dari miselium jamur memiliki banyak keunggulan
dibandingkan kitosan Kkrustasea seperti proses demineralisasi tidak perlu
dilakukan, derajat deasetilasi lebih tinggi, berat molekul lebih rendah, serta
viskositas dan distribusi muatan Kkitosan jamur lebih stabil daripada kitosan

krustasea (Nwe et al.,2010).



Teknik analisa yang digunakan dalam mengetahui sifat fisik serta kimia
dari kitosan yang dihasilkan dengan cara menghitung nilai DD (Derajat
Deasetilasi). Nilai derajat deasetilasi menunjukan bahwa kualitas Kkitosan yang
dihasilkan berkaitan dengan kemurniannya dimana semakin tinggi nilai derajat
deasetilasi kitosan yang dihasilkan maka semakin bagus pula kualitasnya.
Semakin tinggi derajat deasetilasi kitosan maka semakin banyak gugus amina
yang menggantikan gugus asetil (Agustini et al., 2013 dalam Handayani et al.,
2018). Terdapat beberapa jenis metode yang digunakan untuk menghitung nilai
derajat deasetilasi yaitu dengan menggunakan teknik FTIR, HPLC, C sold NMR,
dan ultraviolet spectrometry.

FTIR menjadi salah satu metode yang populer untuk digunakan dalam
menganalisa nilai derajat deasetilasi dikarenakan metodenya yang sangat
sederhana, membutunkan persiapan sampel yang sedikit, serta biaya yang
digunakan relatif jauh lebih murah dibandingkan dengan teknik-teknik lainnya
(Abo et al., 2019). Pengukuran nilai DD (Derajat Deasetilasi metode FTIR
(Fourier Transform Infrared-Spectroscopy) dilakukan dengan mengkarakterisasi
gugus fungsi atau senyawa berdasarkan pada serapan radiasi inframerah oleh atom
yang mengalami vibrasi. analisis ini berdasarkan fakta bahwa molekul memiliki
frekuensi vibrasi yang spesifik. Frekuensi daerah inframerah dapat terjadi pada
bilangan gelombang 4000-400 cm™. Derajat deasetilasi kitosan ditentukan dengan
metode base-line berdasarkan perbandingan nilai absorbansi pada bilangan
gelombang 1655 cm™ dan 3450 cmt (Warda et al., 2022).

Jamur dari  kelompok zygomycota adalah sumber potensial untuk

memproduksi kitosan dibandingkan dengan jamur dari kelompok lain. Hal ini



sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Mane et al. (2022) bahwa kitosan
yang diekstraksi dari dinding sel jamur Benjaminiella poitrasi kelompok
zygomycota memiliki Kkarakteristik yang sangat baik yaitu biomassa kering paling
berat 60,89 mg/g dan nilai derajat deasetilasi 92,78%. Perbandingan nilai yang
jauh lebih tinggi dengan jamur Aspergillus niger (Ascomycetes) dengan nilai
biomassa kering 7,16 mg/g dan nilai derajat deasetilasi sebesar 83,64% (Abdel et
al, 2017). Agaricus bisporus (Basidiomycetes) dengan nilai biomassa kering 40
mg/g dan nilai derjat deasetilasi sebesar 64,08% (Fadhil et al, 2021). Akan tetapi,
jamur  Benjaminiella poitrasi adalah spesies jamur yang sulit ditemukan
keberadaannya di Indonesia hal ini dijelaskan di dalam penelitian Lee et al.
(2018) bahwa isolat jamur Benjaminiella poitrasi hanya dapat ditemukan pada
industri  kultur koleksi di beberapa negara diantaranya Awustralia (AMMRL),
Inggris (IMI), Amerika Serikat (ATCC), dan India (MTCC). Salah satu spesies
jamur dari kelompok zygomycota berpotensi sebagai bahan pembuatan kitosan
serta dapat tumbuh subur di Indonesia salah satunya adalah dengan menggunakan
jamur dari spesies Rhizopus oryzae.

Spesies jamur yang juga sering digunakan sebagai bahan baku dalam
pembuatan kitosan adalah jamur Rhizopus oryzae. Parameter yang digunakan
untuk menunjukan bahwa spesies Rhizopus oryzae digunakan untuk menghasilkan
kitosan yang cukup baik mengacu kepada jumlah berat kering kitosan yang tinggi,
berat molekul yang rendah, serta nilai DD (Derajat Deasetilasi) yang cukup tinggi.
Rhizopus oryzae memiliki berat kering berkisar diantara 44-138 g/kg (Tayel et al.,
2014 dalam Crognale et al., 2022). Karakter fisikokimia kitosan yang dihasilkan

dari jamur Rhizopus oryzae menunjukan hasil kitosan yang cukup baik dengan



dengan nilai derajat deasetilasi serta berat molekul yang dihasilkan yaitu 87,9%
dan 6,9 x 10° kDa (Pochanavanich dan Suntornsuk, 2002).

Penjelasan terkait mikroorganisme jamur secara tersirat terdapat di dalam
Q.S. Saba’ (34) : 22 ;
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Artinya: Katakanlah (Muhammad), “Serulah mereka yang kamu anggap (sebagai
tuhan) selain Allah! Mereka tidak memiliki (kekuasaan) seberat zarrah pun di
langit dan di bumi, dan mereka sama sekali tidak mempunyai peran serta dalam
(penciptaan) langit dan bumi dan tidak ada di antara mereka yang menjadi
pembantu bagi-Nya.” (QS. Saba [34]: 22).

Lafadz (353 merujuk kepada organisme yang memiliki ukuran sangat kecil
sehingga dari sudut pandang manusia makhluk hidup ini tidak dapat dilihat
dengan mata. Menurut tafsir limi Kemenag (2015) Allah Swt mengajari manusia
bahwa hanya Dia-lah yang mengatur kehidupan dalam dunia jasad renik yang
sangat luas. Dunia jasad renik “tersembunyi” dari manusia, dan mereka tidak
memiliki kontrol apa pun atasnya. Jasad renik memiliki ukuran sangat kecil
diantaranya bakteri, misalnya yang berukuran antara 0,2-0,5 mikron dan spora
jamur yang berukuran 3-6 mikron. Allah Swt memberi contoh kekuasaan-Nya
dengan memperlihatkan apa yang terjadi pada organisme kompleks seperti
tanaman dan hewan yang telah mati. Allah memberlakukan sunah-Nya dengan
membiarkan jasad renik melakukan tugasnya, yaitu melakukan proses penguraian
pada makhluk hidup yang telah mati.

Hancurnya tubuh tumbuhan maupun hewan vyang telah mati menjadi
berkeping-berkeping merupakan hasil dari proses penguraian yang dilakukan oleh

jamur yang bertujuan untuk memenuhi kebutuhan nutrisinya serta untuk nutrisi



bagi makhluk hidup lain yang berada di sekitarnya. Hal ini telah dibuktikan
dengan penelitian yang telah dilakukan terhadap jamur bahwa bagian tubuh jamur
berupa hifa memiliki kemampuan untuk menghasilkkan beberapa enzim yang
berfungsi untuk menguraikan senyawa bahan organik kompleks menjadi
sederhana yang terdapat di dalam tubuh organisme sehingga proses penguraian
tubuh makhluk hidup yang telah mati dapat terjadi dengan mudah. Selain peran
utamanya sebagai dekomposer, pemanfaatan jamur melalui ilmu pengetahuan
terbaru menunjukan bahwa jamur dapat dijadikan sebagai bahan dasar dalam
pembuatan kitosan.

Media umum yang sering digunakan untuk menumbuhkan jamur yang
menghasilkan kitosan terdiri dari beberapa jenis diantaranya media PDB (Potato
Dextrose Broth). Permasalahan yang timbul berupa karakter kitosan yang
dihasilkan belum cukup optimal. Menurut penelitian yang telah dilakukan oleh
Elsoud et al., (2023) bahwa kitosan yang dihasilkan dari jamur Aspergillus terreus
dengan ditumbuhkan pada media PDB (Potato Dextrose Broth) memiliki nilai
derajat deasetilasi yaitu 71,9% sedangkan menurut penelitian Habibi et al., (2021)
nilai derajat deasetilasi kitosan yang dihasilkan dari jamur Aspergillus terreus
yang ditumbuhkan pada media ekstrak limbah limbah apel ditambahkan dengan
sumber nitrogen lebih tinggi yaitu 88,2%. Permasalahan selanjutnya terkait
dengan biaya media budidaya pertumbuhan jamur yang harganya relatif cukup
mahal seperti harga media PDA instant yang mencapai Rp 680.000 hingga Rp

1.200.000 setiap pembelian 500 g (Nurhayati et al., 2021).



Terdapat beberapa pilihan alternatif dari penggunaan media PDA (Potato
Dextrose Agar) diantaranya menggunakan bahan alami berupa limbah buah dan
sayur. Hal yang harus dipertimbangkan dari suatu bahan alami untuk dijadikan
sebagai media harus memiliki sumber karbon. Beberapa pilihan limbah yang
dapat digunakan sebagai media alternatif diantaranya Kkulit pisang, bonggol
jagung, kulit singkong, limbah buah apel manalagi dll. Limbah kulit pisang
memiliki kadar karbon sebanyak 18,5% lignoselulosa dari 100 gr (Fatimura et al.,
2020), limbah bonggol jagung memiliki kadar karbon 30% selulosa dari 100 gr
(Rahmadani et al., 2013), limbah kulit singkong memiliki kadar karbon 59,31%
selulosa dari 100 gr, dan Limbah buah apel manalagi memiliki kadar karbon
14,19% glukosa dari 100 gr (Gazali et al., 2017). Walaupun rendahnya kadar
karbon yang terdapat dalam limbah apel manalagi dibandingkan dengan limbah
lain, akan tetapi untuk nilai kandungan gula total dengan 14,19 g sudah tergolong
ke dalam nilai kandungan gula total yang cukup tinggi sehingga dapat digunakan
oleh jamur mengingat persentase karbohidrat yang diperlukan dalam media
pertumbuhan jamur dapat berkisar mulai dari 1% hingga lebih (Wosiacki et al.,
2007).

keunggulan penggunaan limbah apel dibandingkan limbah lain terdapat
pada karakter kitosan yang dihasilkan dimana penggunaan limbah apel
menghasilkan  kitosan dengan parameter yang lebih unggul baik dari segi
biomassa kering maupun nilai derajat deasetilasi. Penelitian yang dilakukan oleh
Habibi et al (2021) terkait kitosan dari Aspergillus tereus yang difermentasikan
dengan menggunakan ekstrak limbah apel selama 3 hari menghasilkan biomassa

kering sebesar 140, 9 mg dan nilai drajat deasetilasi sebesar 88, 2%. Nilai



parameter yang dihasilkan lebin besar dibandingkan dengan Kkitosan dari jamur
Cunninghamella elegans yang difermentasikan dengan menggunakan ekstrak
limbah kulit singkong selama 3 hari menghasilkan biomassa kering sebesar 57,82
mg dan nilai derajat deasetilasi sebesar 82, 24% (Berger et al., 2014). Kitosan
jamur  Cunninghamella bertholletiae yang ditumbuhkan pada media ekstrak
ampas tebu menghasilkan kitosan sebesar 25 mg dengan nilai derajat deasetilasi
sebesar 13,55% (Amorim, 2006).

Kota Malang sebagai salah satu kota yang menjual berbagai jenis buah
apel diantaranya apel anna, apel rome beauty, dan apel manalagi. Apel-apel yang
dijual di Kota Malang biasanya didatangkan dari beberapa tempat di Kabupaten
Malang diantaranya Kecamatan Poncokusumo (997.630 kw), Kecamatan
Tumpang (131.100 kw), Kecamatan Jabung (87.400 kw), Kecamatan
Karangploso 13.693 kw), dan Kecamatan Pujon (176.350 kw) (Badan Pusat
Statistika, 2020).  Apel manalagi merupakan salah satu varietas lokal yang
mayoritas paling disukai konsumen, oleh karena kelezatan rasanya dan
penampilannya yang menarik. Masalahnya sekarang tidak semua apel dalam
bentuk segar habis dikonsumsi oleh masyarakat. Selain itu, masih banyak apel
yang disortir karena tidak masuk grade tertentu atau kategori busuk (Utomo et al.,
2014). Buah apel yang busuk biasanya disebabkan oleh jamur Gloeosporium sp.
yang ditandai dengan permukaan buah apel manalagi berwarna cokelat muda
dengan titik kehitaman dan selanjutnya bercak melebar dan berwarna cokelat tua
(Toini et al., 2021). Buah apel manalagi yang telah busuk biasanya telah dapat

dikategorikan sebagai limbah.



Limbah buah apel manalagi menjadi salah satu solusi sebagai media
pertumbuhan jamur dalam memproduksi Kitosan. Seiring berjalannya waktu
sepertiga buah-buahan yang tidak terjual dan masih berada di toko buah maka
akan mengalami proses pembusukan diperkirakan dari 400 buah apel yang tidak
terjual di toko buah, setengahnya 200 buah mengalami pembusukan dan
menyebar ke buah apel segar lainnya (Sultana et al., 2022). Limbah buah apel
tersusun atas biomassa padat dengan kadar air yang cukup tinggi sekitar 84,05%
(Putri et al, 2020). Buah apel manalagi yang telah busuk biasanya telah dapat
dikategorikan sebagai limbah sehingga tidak dikonsumsi atau diolah menjadi
produk yang jadi seperti sari buah, selai, dodol, dll. Komposisi dari limbah apel
terdiri dari kulit dan daging buah menyumbang sekitar 95% dan 2-5% terdiri dari
biji apel (Lyu et al., 2020). Kandungan senyawa yang terdapat di dalam limbah
apel cukup bervariatif dengan jumlah ketersediannya yang cukup banyak. limbah
apel manalagi dapat menjadi sumber karbohidrat, protein, asam amino, vitamin,
dan senyawa lain yang menjanjikan (Perusello et al., 2017).

Penggunaan media fermentasi limbah buah apel manalagi mengandung
sumber karbon yang sangat diperlukan oleh jamur untuk dapat tumbuh. Terdapat
beberapa kandungan nutrisi yang berada di dalam limbah apel manalagi
diantaranya total gula 8,29 gram; fruktosa, 4,5 gram; glukosa 3,72 gram, sukrosa
3,72 gram, gula/asam 42,65 gram, vitamin C 6,60 gram, protein 0,26 gram, dan
gula pereduksi 6,96 gram (Sa’adah dan Estiasih, 2015). Sumber karbon berguna
sebagai energi bagi jamur dalam membentuk sel-sel (Wantini dan Octavia, 2018).
Terpenuhinya zat karbon pada media limbah apel manalagi menyebabkan

pertumbuhan miselium dan jumlah kitin dari jamur dapat meningkat sehingga
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kitosan yang dihasilkkan memiliki jumlah yang banyak. Jamur Rhizopus oryzae
memiliki enzim amilolitik yang akan memecah amilum (gula kompleks) menjadi
gula sederhana seperti sukrosa, gula (sukrosa) yang terdapat di dalam ekstrak
limbah apel lalu memecahnya menjadi fruktosa dan galaktosa dengan
menggunakan bantuan enzim karbohidrase dan protease (Sanjaya et al., 2020).
Penggunaan limbah buah apel manalagi sebagai substrat dapat dilakukan
dalam dua metode vyaitu fermentasi padat (Solid-state fermentation) dan
fermentasi cair (Submerged fermentation). Fermentasi cair merupakan proses
inokulasi mikroorganisme ke dalam larurtan yang mengandung semua nutrisi
yang dibutuhkan untuk pertumbuhan (Utarti et al., 2023). Proses pembuatan
kitosan biasanya lebih banyak menggunakan metode fermentasi cair dari pada
fermentasi padat hal ini dikarenakan terdapat beberapa keunggulan diantaranya
kontrol terhadap kontaminan lebih mudah, durasi panen lebih singkat, temperatur
dan pH lebih mudah dikontrol, serta inokulasi lebih mudah (Kanwal et al., 2023).
Beberapa penelitian sebelumnya menunjukan bahwa ekstrak limbah buah
apel manalagi sebagai bahan yang menjadi sumber karbon bagi jamur dapat
dilakukan melalui proses fermentasi cair. Hal tersebut sesuai dengan penelitian
Habibi et al., (2021) bahwa variabel penggunaan ekstrak limbah apel sebagai
sumber karbon pertumbuhan jamur Aspergillus terreus melalui metode fermentasi
cair selama 7 hari dilakukan dengan cara pemberian jumlah konsentrasi yang
berbeda yaitu 20%, 40%, 60%, dan 80%. Hasil dari pemberian konsentrasi yang
berbeda menunjukan hasil yang berpengaruh, hal ini ditandai peningkatan
biomassa miselium jamur pada setiap perlakuan yang diberikan berbanding lurus

dengan peningkatan jumlah konsentrasi yang diberikan yaitu 9,1 gr, 17 gr, 23,50
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gr dan 25,84 gr serta menghasilkan biomassa kitosan sebesar 140,9 mg untuk
perlakuan 100%.

Pengaruh  jumlah konsentrasi sumber karbon pada substrat dapat
mempengaruhi  biomassa akhir kitosan yang dihasilkkan serta nilai dari derajat
deasetilasi kitosan. Hal ini disebabkan karena reaksi deasetilasi akan bergantung
pada jumlah kitosan yang sebelumnya telah diekstraksi dari kitin jamur untuk
dilakuan proses deasetilasi. Penggunaan konsentrasi substrat yang lebih tinggi,
maka mengakibatkan lebih banyak miselium yang dihasilkan sehingga proses
deasetilasi kitosan menggunakan asam dan basa yang kuat untuk menghilangkan
unit glukosamin akan lebih tinggi. Produk hasil kitosan dipengaruhi oleh beberapa
fatktor diantaranya konsentrasi substrat, jenis enzim, rasio enzim/substrat, dan
lama inkubasi (Hasri, 2010).

Berdasarkan uraian di atas, ekstrak limbah buah apel manalagi dapat
dijadikan sebagai sumber karbon untuk menghasilkan kitosan dari jamur Rhizopus
oryzae. Oleh karena itu, tujuan dilakukannya penelitian kali ini adalah untuk
mengetahui pengarun penambahan ekstrak limbah buah apel manalagi sebagali
sumber karbon yang berpotensi sebagai media pertumbuhan jamur Rhizopus
oryzae untuk memproduksi miselium dan kitosan melalui metode fermentasi cair
(Submerged Fermentation) serta untuk mengetahui nilai derajat deasetilasi kitosan
jamur Rhizopus oryzae menggunakan metode FTIR (Fourier Transform Infra-

Red).
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1.2 Rumusan Masalah
Adapun rumusan masalah pada penelitian ini adalah:

1. Bagaimana pengaruh variasi konsentrasi substrat limbah buah apel manalagi
sebagai sumber karbon terhadap biomassa kering miselium dan Kitosan jamur
Rhizopus oryzae?

2. Bagaimana Karakteristik kitosan jamur Rhizopus oryzae berdasarkan nilai
derajat deasetilasi Kkitosan hasil fermentasi cair menggunakan substrat limbah
buah apel manalagi sebagai sumber karbon?

1.3 Tujuan

Tujuan dilaksanakan penelitian ini adalah:

1. Untuk mengetahui pengaruh variasi konsentrasi substrat limbah buah apel
manalagi sebagai sumber karbon terhadap biomassa kitosan jamur Rhizopus
oryzae

2. Untuk mengetahui nilai derajat deasetilasi kitosan jamur Rhizopus oryzae
menggunakan substrat limbah buah apel manalagi sebagai sumber karbon.

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Bagi Peneliti

Manfaat penelitian ini adalah untuk mendapatkan ilmu pengetahuan serta

keterampilan baru dalam pengembangan mengenai kegiatan dalam memproduksi

kitosan dari jamur Rhizopus oryzae dengan menggunakan metode fermentasi cair
yang didapatkan dari pemanfaatan substrat limbah buah apel manalagi.

1.4.2 Bagi Masyarakat

Manfaat penelitian ini untuk masyarakat adalah dapat memberikan, menambah,

serta dapat menjadi salah satu sumber sebagai referensi terkait informasi
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mengenai ilmu tentang tata cara produksi Kitosan serta pemberian informasi

ilmiah mengenai pengaruh penggunaan bahan alami yang ramah lingkungan serta

limbah yang sebelumnya tidak termanfaatkan untuk memproduksi Kitosan dengan

menggunakan metode fermentasi cair dari substrat limbah buah apel manalagi.

1.5 Batasan Masalah

Batasan masalah pada penelitian ini adalah:

1. Jamur Rhizopus oryzae diperoleh dari koleksi CV. Wiyasa Mandiri.

2. Sampel limbah buah apel manalagi diperoleh dari toko buah ‘Fresh fruit”
Kecamatan lowokwaru, Kota Malang.

3. Bagian limbah buah apel manalagi yang digunakan adalah seluruh bagian buah
kecuali bagian buah yang telah busuk.

4. Variasi Konsentrasi ekstrak limbah apel manalagi yang digunakan adalah
kontrol, Kontrol, 60%, 80% dan 100 (V/iv %).

5. Karakterisasi derajat deasetilasi kitosan menggunakan metode FTIR (Fourier
Transform Infrared-Spectroscopy).

7. Metode fermentasi kitosan menggunakan metode fermentasi cair (submerged

fermentation).
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2.1 Jamur Rhizopus oryzae
2.1.1 Taksonomi Jamur Rhizopus oryzae
Kedudukan taksonomi jamur Rhizopus oryzae menurut Haghayegh dan

Hashemi (2011) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Fungi
Filum . Zygomycota
Ordo : Mucorales
Family : Mucoraceae
Genus : Rhizopus
Spesies : Rhizopus oryzae

2.1.2 Karakteristik Jamur Rhizopus oryzae

Rhizopus sp adalah genus jamur benang vyang termasuk filum
Zygomycota ordo Mucorales. Rhizopus oryzae mempunyai ciri khas yaitu
memiliki hifa yang berbentuk rhizoid untuk menempel ke substrat. Ciri lainnya
adalah memiliki hifa senositik, sehingga tidak bersepta atau bersekat. Miselium
dari Rhizopus oryzae yang juga disebut stolon menyebar di atas substratnya
karena aktivitas dari hifa vegetatif. Rhizopus oryzae bereproduksi secara aseksual
dengan memproduksi banyak sporangiofor yang bertangkai. Sporangiospora ini
tumbuh ke arah atas dan mengandung ratusan spora. Sporangiofor ini biasanya
dipisahkan dari hifa lainnya oleh sebuah dinding seperti septa (Maimuna et al.,
2019). Secara makroskopis jamur Rhizopus oryzae memiliki ukuran koloni rata-
rata dengan diameter koloninya 9 cm. Ciri-ciri koloni dari Rhizopus oryzae

diantaranya koloni berwarna putih keabuan. Tekstur koloni cottony atau

14
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menyerupai  kapas. Permukaan koloni tidak memperlinatkan adanya growing
zone, tidak terdapat zonasi, dan tidak memiliki garis pertumbuhan radial. Hasil
pengamatan dengan menggunakan mikroskop menunjukan bahwa Rhizopus

oryzae memiliki sporangium, rizoid dan stolon (Jagat et al., 2021).

D
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Gambar 2.1. Jamur Rhizopus oryzae. (A) Koloni Rhizopus oryzae pada media
PDA vyang diinkubasi 7 hari, (B) Sporangium, (C) Kolumella, (D)
Sporangiospora (Kwon et al., 2011).

A

G

Rhizopus oryzae memiliki stolon dengan dinding bertekstur halus atau
agak kasar, warna bervariasi mulai dari putih (hampir tidak memiliki warna)
hingga berwarna cokelat kekuningan. Rhizoid berwarna kecokelatan, bercabang,
terletak berlawanan arah, dengan sporangiofor atau muncul langsung dari stolon
tanpa adanya rhizoid. Sporangiofor dapat berjumlah tunggal dan berbentuk
struktur seperti garpu, serta berdinding halus, memiliki panjang 150-2000 pm dan
berdiameter 6-14 pm. Sporangia berbentuk bulat hingga semi bulat dengan
dinding berduri berwarna cokelat gelap hingga cokelat kehitaman dan berdiameter
50-200 pm. Kolumela memiliki bentuk bulat tidak beraturan dengan diameter
lebih dari 100 pm. Khamidiospora berbentuk bulat berbentuk elips dan silinder

berdiameter 10-35 pm (Sine & Soetarto 2018).



16

2.1.3 Manfaat Jamur Rhizopus oryzae

Kitin merupakan bagian integral dari dinding sel jamur pada jamur
tertentu terutama dari yang termasuk ke dalam zygomycota. Beberapa jenis jamur
diantaranya Rhizopus oryzae dapat menghasilkan kitosan berupa produk turunan
dari kitin. Hasil kitosan yang telah diestraksi dari beberapa galur spesies Rhizopus
oryzae dilaporkan dengan jumlah yang cukup bervariasi mulai dari 330-645mg/L
(Hang, 1990). Biomassa kering kitosan dengan hasil produktivitas tinggi
dihasilkan dengan cara melakukan proses fermentasi anaerob pada jamur
Rhizopus oryzae. Miselium Rhizopus oryzae merupakan sumber kaya protein
berkisar diantara 35-42%. Selain protein, dinding sel jamur tersusun dari bahan
yang tidak larut alkali (Alkali Insoluble Materia/AIM) dari biomassa.
Glucosamine (GIcN) dan N-acetyl glucosamine (GIcNAc) menghasilkan 61-65%
sebagai bahan penyusun AIM. GIcN yang menyusun dinding sel Rhizopus oryzae
merupakan prekursor atau bahan dasar dalam pembuatan kitosan (Vinche et al.,
2012).

adanya variasi karakter kitosan yang dihasilkan dari kelompok jamur
zgomycota tidak terlepas dari jenis spesies jamur yang digunakan dari kelompok
ini. Selain Rhizopus oryzae terdapat juga beberapa jenis spesies jamur dari
kelompok zygomycota yang dapat dijadikan bahan baku sebagai penghasil kitosan
diantaranya Rhizopus arrhizus, Mucor racemosus, mucor rouxii, Gongronella
butleri dll. Akan tetapi, spesies jamur Rhizopus oryzae menjadi spesies yang
paling optimal dibandingkan dengan spesies lain dari kelompoknya untuk
dijadikan sumber penghasil kitin dalam memproduksi kitosan. Hal ini didasarkan

pada biomassa serta nilai derajat deasetilasi kitosan yang tinggi. Menurut
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Ghormadeet et al., (2017) bahwa nilai karakter kitosan bergantung kepada spesies
jamur yang digunakan hal ini ditujukan pada tabel 2.1 berikut:

Tabel 2.1 Potensi jamur Zygomycota untuk produksi kitosan.

Spesies jamur Nilai Biomassa Nilai derajat Deasetilasi

kitosan (g/kg) (%)
Absidia glauca 59 76
Cunnihghamella bertholletiae 55 88
Gongronella butleri 40 89
Mucor racemosus 60 83
Mucor rouxii 35 70
Rhizopus arrhizus 29 86
Rhizopus oryzae 58 89

Peran dari jamur juga telah dirasakan oleh umat manusia sejak era Islam

berjaya, salah satunya dapat dilihat dalam Q.S Saba (34) : 3;

P U A SR OB 1 SR 5 SN SRS TSR A

S35 JEL e 23V ) e oSGl i b Bl BB 1S B 6

\Y ) 1/‘/’/~// z ) Ed /’/V// 9/’ - // Yy @
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Artinya : Dan orang-orang yang kafir berkata, “Hari Kiamat itu tidak akan

datang kepada kami.” Katakanlah, “Pasti datang, demi Tuhanku Yang

mengetahui yang gaib, Kiamat itu pasti akan datang kepadamu. Tidak ada yang

tersembunyi bagi-Nya sekalipun seberat zarrah baik yang di langit maupun yang

di bumi, yang lebih kecil dari itu atau yang lebih besar, semuanya (tertulis) dalam
Kitab yang jelas (Lauh Mahfiiz),” (QS. Saba’ [34]: 3)

Menurut tafsir 1imi Kemenag (2015) menjelaskan bahwa Allah Swt telah

membuat suatu bentuk kehidupan yang ukurannya sangat kecil yang dalam bahasa

iimah  disebut  dengan  mikroba  (Microbes) atau  mikroorganisme

(microorganism). Makhluk mikroba dapat dikelompokan ke dalam beberapa

golongan diantaranya jamur (fungi). Khusus dari golongan jamur sendiri bisa
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mendatangkan berbagai macam manfaat bagi manusia diantaranya sebagai obat
seperti antibiotik dan bidang pangan seperti kombucha dan tempe. Salah satu
spesies jamur yang sering kita jumpai serta memiliki manfaat adalah jamur
Rhizopus oryzae yang sering digunakan pada pembuatan tempe. Selain itu,
pengolahan lebin lanjut pada jamur ini dapat menghasilkkan Kkitosan yang
diekstraksi dari kitin penyusun dinding selnya yang memiliki berbagai macam
manfaat.
2.2 Mekanisme Pembentukan Kitin

Kitin  (p-(1—4)-N-acetyl-D-glucosamine) menjadi  biopolimer  yang
keberadaannya melimpah di alam seperti pada dinding sel jamur, ragi, Kkutikula
serangga, dan cangkang krustasea (lobster, kepiting, udang). Biopolimer Kitin
disintesis oleh sejumlah besar organisme hidup serta serta tingkat produksi Kitin
setiap tahun meningkat karena tingkat pertumbuhan organisme. Kitin menjadi
biopolimer paling melimpah di alam setelah selulosa. sifat yang dimiliki oleh Kitin
yaitu toksisitas yang cukup rendah dalam saluran pencernaan hewan serta dapat
terurai di alam bebas secara hayati dengan menggunakan bantuan enzim Kitinase
yang dimiliki oleh makhluk hidup lain (Rinaudo, 2006). Keberadaan kitin di alam
masih berasosiasi dengan mineral dan protein di dalam cangkang maupun dinding
sel pada jamur. Oleh karena itu, untuk mendapatkan Kkitin yang murni perlu
dilakukan proses demineralisasi dan deproteinasi. Kedua proses isolasi Kitin
tersebut bisa dilakukan dengan dua macam metode yaitu metode enzimatis dan
metode kimiawi. Enzim protease dan fermentasi asam laktat digunakan di dalam
metode enzimatis, sedangkan di dalam metode kimiawi digunakan senyawa asam

dan basa (Afriani et al., 2017).
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Mekanisme pembentukan kitin pada dinding sel jamur diawali dengan
glikogen diubah oleh glikogen fosforilase 1 menjadi glukosa-1-P, yang
dimasukkan ke dalam glikolisis atau digunakan untuk sintesis trehalose. Trehalose
pada gilirannya dapat dimobilisasi dengan hidrolisis menjadi glukosa yang
dikatalisis oleh trehalase 2. Konwversi glukosa menjadi fruktosa-6-P melibatkan
heksokinase 3-EC, fosfoglukomutase 4-EC, dan glukosa-6-P isomerase 5-EC.
Dari fruktosa-6-P jalur biosintesis kitin bercabang, dengan enzim pertama yang
mengkatalisis cabang ini adalah glutamin-fruktosa-6-fosfat amidotransferase 6-
GFAT, EC. Reaksi yang dikatalisis oleh GFAT mengubah fruktosa-6-P menjadi
glukosamin-6-fosfat dengan mentransfer amonia dari ko-substrataku-glutamin dan
isomerisasi fruktosimin-6-fosfat yang dihasilkan (Merzendorfer, 2011).

Gugus asetil dari koenzim A ditambahkan glucosamine-6 P
acetyltransferase 7-EC untuk mendapatkan N-acetylglucosamine (GIcNACc)-6-P,
yang fosfatnya kemudian dipindahkan dari posisi C-6 ke C-1 yang dikatalisis oleh
phospho acetylglucosamine mutase 8-EC. GIcNAc-1-P yang dihasilkan, akhirnya,
diuridinilasi oleh UDP-GIcNAc pyrophosphorylase 9-EC  menghasilkan UDP-
GIcNAc vyang berfungsi sebagai substrat untuk kitin  sintase  10-CHS,
glikosiltransferase membran-integral yang mentransfer bagian gula dari UDP-
GIcNAc ke rantai kitin yang sedang tumbuh. Kitin terdegradasi oleh kitinase 11-
EC dan N-acetylglucosaminidase 12-EC menghasilkan GIcNAc yang dapat

digunakan kembali untuk biosintesis kitin (Merzendorfer, 2011).
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Gambar 2.2. Jalur Biosintesis Kitin Jamur (Merzendorfer, 2011)

2.3 Apel Manalagi (Malus sylvestris Mill.)
2.3.1 Taksonomi Apel manalagi (Malus sylvestris Mill.)
Kedudukan taksonomi apel manalagi (Malus sylvestris Mill.) menurut

Pourdarbani et al., (2020) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae
Divisi : Tracheophyta
Class : Magnoliopsida
Ordo : Rosales
Family : Rosaceae
Genus : Malus
Spesies : Malus sylvestris Mill.

2.3.2 Karakteristik Apel Manalagi (Malus sylvestris Mill.)

Apel adalah tanaman buah tahunan yang berasal dari kawasan Asia Barat
beriklim sub tropis. Apel dapat tumbuh di Indonesia setelah tanaman apel ini
beradaptasi dengan iklim Indonesia, yaitu iklim tropis (Baskara, 2010). Apel
menjadi buah dengan kandungan nilai gizi tinggi yang sang sangat diperlukan

oleh tubuh manusia. Kandungan senyawa yang berada di dalam buah apel
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diantaranya meliputi  vitamin A, Vitamin C, gula (Karbohidrat), Asam tartarat,
mineral dan sebagainya. Indonesia tepatnya di daerah Provinsi Jawa Timur
Kabupaten Malang menjadi salah satu daerah sebagai pusat budidaya buah apel
manalagi (Malus sylvestris). Daerah Kecamatan Poncokusumo menjadi sentral
produksi buah apel manalagi karena memiliki ketinggian yang cukup ideal untuk
dijadikan daerah budidaya yang berkisar diantara 680-1.700 mdpl. Daerah
poncokusumo memang ideal untuk lahan perkebunan apel manalagi mengingat
letaknya yang tinggi dengan suhu yang dingin berkisar 22°C, dan memiliki tanah
dari material vulkanik yang subur dengan pH tanah antara 6-7 (selliatasari et al.,

2013).

Gambar 2.3. Buah apel manalagi, (a) buah apel utuh, (b) buah apel dipotong
melintang, (c) Buah apel dipotong membujur (Setiyanto et al.,
2021)

secara umum buah apel (Malus domestica) memiliki karakteristik
diantaranya buah berbentuk berbentuk elipsoid sampai obovoid, buah apel
tergolong ke dalam buah pome dengan bentuk hampir menyerupai bola yang
menjorok pada bagian pangkal maupun ujungnya. Diameter buah apel biasanya
lebin besar dari 5 cm dengan berat 200-350 gram. Setiap buah apel memiliki
korteks daging yaitu bagian daging buah yang dapat dimakan, terletak di antara
kulit dan garis inti buah. Inti pusat memiliki bagian berpembuluh (empulur)

berdaging dengan kapsul tipis dari lima karpel yang menyatu. Setiap karpel
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biasanya berisi dua biji. Bijinya halus, mengkilap, dan berwarna cokelat (Oced,
2018).

Salah satu ciri utama dari apel manalagi adalah memiliki bentuk yang
kecil dan bulat. diameter buah apel manalagi berkisar di antara 4-7 cm dengan
berat 75-160 per buahnya. Apel manalagi memiliki kulit yang berwarna hijau
kekuningan dengan semburat merah sebesar 1,5-2%. Daging buah memiliki warna
kuning keputihan dengan kadar airnya mencapai 84,05%. Bentuk bijinya bulat
dengan ujung tumpul berwarna cokelat tua. Apel manalagi memiliki rasa yang
manis dan aroma yang harum segar. seiring dengan tingkat kematangan buah apel,
membuat kandungan gula dalam buah apel manalagi bertambah (Putri et al.,
2020).

2.3.3 Karakteristik dan Kandungan Limbah Apel

Buah apel manalagi dalam proses budidayanya rentan terhadap beberapa
patogen yang dapat menyebabkan terjadinya proses pembusukan pada buah.
Terdapat beberapa jamur patogen yang memiliki peran dalam proses pembusukan
buah yaitu gloeosporium sp., Penicillium, botrytis, monilinia. Selain dari jamur di
atas genus alternaria, colletotrichum, dan fusarium dikenal sebagai patogen
terpenting dari buah apel (Grahovac et al., 2011). Secara umum, limbah apel
manalagi merupakan bahan yang tidak stabil baik dari sisi fisika (perubahan sifat)
maupun dengan stabilitas kimia seperti kandungan air yang relatif berubah tinggi
sehingga rentan untuk digunakan sebagai tempat pertumbuhan mikroflora.
Limbah buah apel dapat menimbulkan masalah untuk pabrik pengolahan buah

apel karena merupakan bahan yang tidak dapat digunakan (Perusello et al., 2017).



23

Limbah buah apel manalagi merupakan keadaan selurun atau sebagian
wilayah buah apel yang sudah tidak layak untuk dikonsumsi bahkan diolah. Hal
ini dapat diidentifikasi dengan jelas melalui penampakan buah apel dimana pada
permukaan buah yang telah busuk ditandai dengan tekstur buah yang lembek,
berair, dan berwarna cokelat muda. Beberapa hari kemudian dari gejala tersebut
secara umum timbul miselium jamur yang berwarna putih (Shabrina et al., 2018).
Penyusun limbah buah apel sama dengan penyusun dari buah apel segar yang
terdiri dari kulit dan daging buah yang sekitar 95%, biji 2-4%, dan batang buah
1% (Perusello et al., 2017). Limbah buah apel mengandung sedikit nutrisi
diantaranya seperti, protein, mineral, pektin, serat makanan, polifenol, asam
organik, dan vitamin (termasuk vitamin C) sehingga jamur menggunakan nutrisi
tersebut untuk memenuhi kebutuhannya melalui aktivitas enzim (katalase biologi)
yang disekresikan ke permukaan buah apel sehingga dapat mendegradasikan

nutrisi yang terdapat di buah apel (Sopandi dan Wardah, 2020).

Gambar 2.4. Gejala penyakit buah apel busuk (Fauziah et al., 2021)

Pembusukan yang terjadi pada buah apel dengan daerah pembusukan
hanya sebagian atau sedikit maka buah tersebut masih dapat dimanfaatkan. Proses
pemanfaatan  limbah apel manalagi ini dapat dilakukan dengan cara
menyingkirkan bagian busuk buah apel dan hanya memanfaatkan bagian buah

yang masih segar. Menurut Sa’adah dan Estiasi (2015) bahwa nilai gizi buah apel



manalagi per 100 gram ditujukan pada tabel 2.1 berikut:

Tabel 2.2 Komposisi kandungan buah apel manalagi per 100 gram
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No. Kandungan gizi Jumlah
1.  Total gula 8.29 gr
2.  Kadar asam 0.32 gr
3. Glukosa 3.72¢gr
4.  Fruktosa 45 gr

5. Sukrosa 4.54 gr
6.  Gula/asam 42.56 gr
7. Ph 4.62

8.  Vitamin C 6.60 mg
9 Gula pereduksi 6.96 gr
10. Antioksidan 6.53 gr
11. Total padatan terlarut 17.10 Brix
12. Protein 0,26 gr
13. Lemak 0,17 gr
14. Kalsium 6 mg
15. Fosfor 11 mg

Komposisi kimia pada bagian limbah apel manalagi yang masih segar
kaya akan nutrisi sehingga dapat digunakan untuk substrat perkembangan
mikroorganisme, mengingat kandungan gula total yang tinggi. Melalui cara
memanfaatkan limbah buah apel manalagi busuk dalam proses bioteknologi
menawarkan alternatif yang menarik untuk media komersial yang digunakan
dalam mendapatkan kitosan (Streit et al., 2009). Ekstrak air limbah apel
merupakan media yang baik untuk perkembangan mikroorganisme, mengingat
kandungan gula atau karbon yang berada di dalamnya.

Pemanfaatan ekstrak limbah apel manalagi secara tersirat di jelaskan di

dalam Q.S al-Bagarah (2) : 195;

O AR KP R SRR S CU RN ATHIN PSR

Artinya: Dan infakkanlah (hartamu) di jalan Allah, dan janganlah kamu jatuhkan
(diri sendiri) ke dalam kebinasaan dengan tangan sendiri, dan berbuatbaiklah.
Sungguh, Allah menyukai orang-orang yang berbuat baik. (QS. al-Bagarah [2]:
195).
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Ayat ini menunjukkan prinsip tidak merusak dan tidak menyebabkan
kerugian. menurut tafsir al Jalalain (2010) bahwa terdapatnya larangan untuk
membuang harta dan kekayaan melalui tangan manusia, serta melarang manusia
menjadi penyebab atas kerugiannya sendiri dan orang lain melalui tangannya
sehingga menganjurkan kepada manusia untuk menerapkan prinsip-prinsip
kebijaksanaan keadilan, dan pemeliharaan sumber daya alam. Meskipun tidak
secara langsung terkait dengan pemanfaatan buah busuk, prinsip ini dapat
diterapkan dalam pemahaman bahwa kita sebaiknya tidak membuang atau
memubazirkan sumber daya alam atau barang-barang yang masih bisa dapat
dimanfaatkan, termasuk buah yang mungkin mengalami kebusukan atau
kerusakan sebagian. Dalam Islam, ditekankan untuk tidak menyia-nyiakan dan
merusak sumber daya, sehingga ayat ini dapat diinterpretasikan sebagai tuntunan
untuk memanfaatkan semaksimal mungkin sumber daya alam tanpa pemborosan.

Pemanfaatan limbah apel manalagi merupakan salah satu cara untuk
mengimplementasikan makna dari Q.S al-Bagarah ayat 195 dimana umumnya
limbah buah apel manalagi sudah dianggap sebagai limbah atau sampah yang
tidak dapat diolah kembali padahal penelitian terkini telah membuktikan bahwa di
dalam limbah apel manalagi masih terdapat beberapa kandungan senyawa
berharga salah satunya adalah sumber karbon. Pemanfaatan limbah apel manalagi
dengan menggunakan bagian buah yang masih segar kemudian diambil
ekstraknya dapat digunakan sebagai media untuk pertumbuhan jamur Rhizopus

oryzae yang merupakan jamur penghasil Kitin untuk memproduksi kitosan.
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2.4 Kitosan

Kitosan merupakan sebuah nama yang diberikan kepada sekelompok
polimer yang dideasetilasi pada Kitin. Perbedaan Kitin dan kitosan terletak pada
derajat deasetilasinya. Kitosan yang larut dalam air, larut tanpa adanya asam
sering dibutuhkan karena asam merupakan zat yang tidak diinginkan dalam
pembuatan produk seperti kosmetik, obat-obatan, dan makanan. Kitosan menjadi
agen koagulasi dan flokulan yang sangat baik karena kepadatan gugus amino yang
sangat tinggi pada rantai polimernya sehingga dapat dengan mudah berinteraksi
dengan zat bermuatan negatif seperti protein, padatan, serta pewarna (Li et al.,
2020).

Kitosan sebagai turunan Kkitin memiliki berbagai banyak manfaat pada
berbagai bidang diantaranya kitosan digunakan sebagai bahan gizi (bahan
tambahan makanan, makanan fungsional, agen antimikroba, dan antioksidan
(pelindung makanan), untuk pelapis antimikroba makanan seperti buah dan sayur.
Potensi kitosan dalam industri minuman dalam memproduksi minuman anggur
dapat  digunakan  untuk  menjernihkan,  deasidifikasi,  stabilisasi,  serta
mengeliminasi zat dan enzim yang tidak diinginkan pada minuman. Aplikasi
kitosan pada bidang farmasi dapat digunakan sebagai sistem penghantar obat yang
dibuat dalam bentuk larutan, gel, tablet, kapsul, serat, film, dan spons. Akibatnya
kitosan dapat digunakan dalam obat dengan cara oral, okular, hidung, parental,
intravesikal, dan transdermal. Selain itu, kitosan dapat digunakan sebagai implan

untuk pengiriman obat baik secara implan maupun injeksi (Morin et al., 2019).
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Gambar 2.5. Struktur kimia, (a) struktur kitin (N- acetyl-D-glucosamine), (b)
struktur kitosan (D-Glucosamine) (Rinaudo, 2006)

2.5 Proses Pembuatan Kitosan

Kitin ditemukan berasosiasi dengan biopolimer lain dalam organisme yang
berbeda. Misalnya pada serangga dan invertebrata Kitin secara kovalen atau tidak
berasosiasi dengan protein tertentu. Kitin dari organisme laut seperti krustasea
ditemukan berasosiasi dengan mineral terutama garam karbonat anorganik,
kompleks kitin-protein, dan juga mengandung karotenoid (terutama astaxanthin)
dan lipid. Kitin pada jamur terikat secara kovalen baik secara langsung atau tidak
langsung melalui jembatan peptida ke glukan pada dinding sel. Berdasarkan
variasi asosiasi Kitin dengan biopolimer lain yang berbeda-beda maka teknik
ekstraksi yang berbeda perlu untuk dilakukan. Misalnya, Kitin serangga dan
krustasea membentuk bagian dari eksoskeleton sementara pada jamur Kitin
membuat senyawa fleksibel kompleks di dinding sel yang secara kovalen terkait
dengan glukan (Pellis et al., 2022).

Jumlah  komponen Kkitin  krustasea berasosiasi dengan protein, lipid,
mineral, pigmen, kelimpahannya bervariasi. Umumnya, cangkang Krustasea
mengandung kitin  20-30%, protein 30-40%, lipid 0-14%, mineral 30-50%.
Persentase ini bervariasi tergantung pada sumber, atau bahkan spesies, dari mana

Kitin diisolasi. Berbeda dengan krustasea, serangga umumnya mengandung 30-
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60% protein, 10-25% lipid, 5-25% kitin, 5-15% pigmen dan 2-10% mineral.
Dinding sel jamur adalah struktur kompleks fleksibel yang tersusun terutama 2-
44% terdiri dari kitin dan secara kimia terhubung melalui a- dan - dengan glukan
(80-90%), 3-20% glikoprotein, dan sebagian kecil terdiri dari lipid, pigmen, dan
garam anorganik (Pellis et al., 2022).

Proses ekstraksi Kitin jamur yang bertujuan untuk demineralisasi dan
deproteinasi dapat menggunakan beberapa jenis cara diantaranya melalui proses
kimiawi melalui penambahan senyawa alkali tinggi yaitu NaOH yang bertujuan
untuk mendegradasi dinding sel serta menghilangkan protein, lipid, dan
karbohidrat larut, serta senyawa alkali lainnya yang masih menempel pada Kitin.
Untuk bahan biopolimer sisa yang tidak larut dengan NaOH maka perlu dilakukan
penambahan senyawa asam asetat untuk menghilangkan bahan larut asam yang
menempel pada Kkitin. Bahan larut asam yang telah murni kitosan kemudian
dibilas kembali menggunakan NaOH dikuti dengan proses sentrifugasi dan
pencucian dengan menggunakan etanol dan aseton. Perlu diperhatikan bahwa
konsentrasi alkali serta asam yang cukup tinggi dapat menyebabkan oksidasi
kitosan. Tahapan selanjutnya yang mungkin diperlukan untuk beberapa spesies
jamur adalah proses penghilangan warna ataau pemutihan untuk menghilangkan
pigmen yang alami dari jamur. Cara yang dapat dilakukan dengan cara
penambahan aseton dan natrium hipoklorit (Pellis et al., 2022).

Selain teknik ekstraksi kitin yang berbasis bahan kimia (kimiawi),
teknologi fermentasi (enzimatis) mikroba atau bakteri sebagai agen penghasil
asam laktat yang diproduksi secara biologis dapat menjadi cara yang lebih efisien

dalam menghasilkan kitosan yang berkualitas tinggi. Proses ekstraksi Kitin secara



29

enzimatis menggunakan bantuan dari beberapa spesies bakteri Lactobacillus

misalnya Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum, dan Lactobacillus

helveticus untuk menghasilkan asam organik. Asam organik dinilai lebih baik
serta efisien dalam proses demineralisasi. Proses deproteinasi enzimatis
menggunakan enzim protease yang dihasilkan mikroorganisme. Persentase

keberhasilan deproteinasi dan demineralisasi melalui cara enzimatis yaitu 95,3%

dan 99,6% (Pellis et al., 2022).

2.5.1 Fermentasi Cair (Submerged Fermentation)

Fermentasi substrat cair merupakan metode fermentasi yang terjadi pada
medium yang berbentuk cair. Cara ini mengambil oksigen untuk kehidupan
mikroorganisme yang digunakan untuk fermentasi. Mikroorganisme aerob
tumbuh di bagian atas, sedangkan mikroorganisme anaerob tumbuh di bagian
dasar, mikroorganisme fakultatif tumbuh di semua bagian tabung fermentasi.
Bahan cair yang digunakan antara lain adalah tahan sterilisasi menggunakan panas
dan tidak boleh mengandung zat yang berbahaya bagi mikroorganisme dan
konsumen vyang akan menggunakan. Pada umumnya fermentasi dilakukan
menggunakan substrat cair ini, sistemnya ada empat macam, yaitu:

1. Batch sederhana. Pada fermentasi ini, substrat cair dan. inokulum dimasukkan
di awal proses dan fermentasi dilakukan dalam waktu tertentu. Contoh dari
fermentasi ini adalah produksi asam cuka.

2. Fed batch. Pada jenis fermentasi ini, inokulum dimasukkan dan sebagian
substrat yaitu + 10% dari volume fermentor dimasukkan ke dalam fermentor.

Sisa substrat yang + 90% dari volume fermentor dimasukkan secara bertahap.
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3. Semi batch. Fermentasi semi batch dilaksanakan seperti fermentasi fed batch,
tetapi pada waktu panen, yang diambil hanya 90% substrat, kemudian
ditambahkan 10% substrat baru.

4. Kontinyu. Pada fermentasi jenis kontinyu, substrat ditambahkan ke dalam
fermentor secara kontinyu dan hasil panen dikeluarkan secara kontinyu pula

(Wignyanto dan Hidayat, 2017).

2.6 Sifat Fisikokimia Kitosan
2.6.1 Struktur Kristal Kitosan

kitosan tersedia dalam keadaan padat dimana molekul kitosan umumnya
tersusun dalam kristalit dengan bentuk sangat teratur yang terkandung dalam
daerah amorf yang cukup besar. Terdapat dua amorf kristal kitosan utama salah
satunya disebut polimorf atau tendon kitosan. Polimorf merupakan bentuk
terhidrasi dan paling umum. Bentuk kedua yaitu Polimorf anil adalah bentuk
kristal anhidrat. Dalam kedua polimorf, sel kristal dibentuk oleh dua molekul
kitosan antiparalel dengan konformasi heliks ganda yang distabilkan oleh ikatan
hidrogen. Perbedaan di antara polimorf muncul dari adanya molekul air di antara
sel kristal yang menstabilkan struktur dengan ikatan hidrogen ganda. Melalui
perlakuan pemanasan, dimungkinkan untuk mengubah bentuk polimorf atau
tendon menjadi bentuk polimorf anil akan tetapi polimorf anil tidak dapat diubah
ke bentuk polimorf.
2.6.2 Derajat Deasetilasi (DD)

Persen derajat deasetilasi dapat digunakan sebagai parameter dalam
mengetahui  kualitas kitosan. Proses deasetilasi melibatkan penghilangan gugus

asetil (COCHs) dari rantai molekul Kitin, menyisakan gugus amina (NH,) yang
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memiliki reaktifitas tinggi. Derajat deasetilasi merupakan parameter penting
dalam memproduksi kitosan karena dapat mempengaruhi sifat fisiknya sehingga
dapat ditentukan aplikasi yang tepat bagi produk akhir kitosan. Semakin tinggi
derajat deasetilasi kitosan, maka gugus asetil kitosan semakin rendah. Nilai
derajat deasetilasi menentukan sebagian besar sifat kitosan termasuk kelarutan,
kerentanan terhadap biodegradasi, bioaktivitas, dan biokompatibilitas. Derajat
deasetilasi dapat ditentukan dengan mencatat puncak tertinggi dan mengukur pita
dasar yang dipilih pada spektrum IR dengan metode baseline (garis dasar) pada
pengujian FTIR. Jika derajat deasetilasi berada pada nilai <60%, maka polimer
tersebut dinamakan Kitin dan apabila derajat deasetilasi berada pada nilai >60%,
maka polimer disebut kitosan. Pada proses deasetilasi terjadi pemutusan ikatan
antara gugus asetil kitin dengan atom nitrogen Kitin sehingga berubah menjadi
gugus amina (NH;) (Ritonga dan Khuzaimah, 2022).

Derajat N-deasetilasi merupakan dasar penentuan Kkelarutan kitosan.
Kerapatan muatan pada rantai kitosan dapat meningkat seiring dengan
meningkatnya nilai DD (Derajat Deasetilasi). Meningkatnya nilai derajat
deasetilasi pada molekul kitosan disebabkan karena gugus NH; pada molekul
kitosan terprotonasi membentuk ion NHs. setelah pemberian asam dan basa yang
kuat. Semakin tinggi derajat deasetilasi, semakin banyak gugus amina bebas pada
rantai  molekul. Tingginya nilai DD juga mempengaruhi tingkat fleksibilitas
kitosan akibatnya pada kitosan dengan nilai DD yang tinggi membentuk struktur
spiral acak pada rantai dan ikatan hidrogen yang lebih intramolekul (Li et al.,

2020).
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Gambar 2.6. Klasifikasi nilai derajat deasetilasi kitosan secara umum
(Li etal., 2020)

2.7 FTIR (Fourier Transform Infra-Red)

FTIR (Fourier Transform Infra-Red) merupakan salah satu metode yang
dapat digunakan dalam menganalisa nilai derajat deasetilasi kitosan yang telah
dihasilkan. Gugus fungsi yang terkandung dalam kitosan harus dianalisis
menggunakan uji FTIR. Spektroskopi FTIR adalah salah satu alat yang digunakan
dalam studi untuk menganalisis gugus fungsi yang terkandung dalam suatu
senyawa. FTIR merupakan metode yang menggunakan spektroskopi inframerah.
kitosan yang telah dibuat dianalisis menggunakan FTIR guna untuk mengetahui
gugus fungsi baik secara fisika maupun kimia pada pembuatan kitosan. Derajat
Deasetilasi kitin sebagai persentase pada jumlah rata-rata unit D-glukosamin per
100 monomer dari kitosan. (Hasan et al., 2022). Kelebihan mengukur derajat
deasetilasi dengan metode garis dasar spektroskopi IR (FTIR) vyaitu relatif lebin
cepat dibanding metode lainnya, bahan yang digunakan tidak perlu terlalu murni,
tingkat ketelitian hasil spektrometer tinggi dengan kisaran derajat deasetilasi yang
luas dibandingkan dengan teknik titrimetri dan metode spektroskopi lainnya (Sari,

2020).
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Gambar 2.7. Pembentukan pita sesuai dengan spektrum FTIR. (A) Kitosan
diestraksi dengan nilai DD = 75,44%; (B) kitosan komersial dengan
DD (70,20%) (Kusnadi, 2021)
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3.1 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian Kkali ini bersifat penelitian eksperimental RAL
(Rancangan Acak Lengkap). Penelitian ini bersifat RAL bertujuan untuk
mengetahui pengaruh substrat ekstrak limbah apel manalagi (Malus sylvestris
Mill.) terhadap produksi biomassa kering kitosan serta karakteristik sifat kitosan
berdasarkan nilai derajat deasetilasi dengan menggunakan metode fermentasi cair
sebagai substrat pertumbuhan jamur. Ekstraksi kitosan dilakukan pada isolat
jamur Rhizopus oryzae yang ditumbuhkan pada media PDA (Potato Dextrose
Agar) kemudian ditumbuhkan kembali pada media sumber karbon apel manalagi
(Malus sylvestris Mill..) dengan variasi konsentrasi 0% (kontrol), 60%, 80% dan
100%. Masing-masing perlakuan dilakukan dengan tiga kali ulangan. Hasil yang
didapatkan selanjutnya dilakukan karakterisasi berdasarkan analisis nilai derajat
deasetilasi menggunakan FTIR (Fourier Transform Infra-Red).
3.2 Waktu dan Tempat

Penelitian  dilakukan pada bulan Juni-September yang bertempat di
Laboratorium Mikrobiologi Program Studi Biologi Fakultas Sains dan Teknologi
Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang. Pengambilan
limbah buah apel manalagi dilakukan pada Toko Buah Fresh Fruit Lowokwaru.
Uji karakterisasi derajat deasetilasi kitosan menggunakan alat FTIR (Fourier
Transform Infra-Red) dilakukan di Laboratorium Farmasi Universitas Universitas

Islam Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang.
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3.3 Alat dan Bahan
3.3.1 Alat

Alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain autoklaf, inkubator,
oven, ayakan, nampan, mortar dan alu, timbangan analitik (Sartorius), Laminar
Air Flow (LAF), FTIR (Fourier Transform Infra-Red), hotplate, inkubator shaker,
haemocytometer, mikroskop, sentrifuge, beaker glass (lwaki) 500 ml, erlenmeyer
(lwaki) 250 ml, gelas ukur (lwaki) 10 ml dan 100 ml, pipet tetes, tabung
eppendorf, mikropipet, cawan petri, magnetic stirrer, kertas saring (Whatman
No.4), kapas, kasa, alumnium foil, plastik wrap, tabung reaksi, rak tabung reaksi,
bunsen, korek, jarum ose, object glass, cover glass, blue tip.
3.3.2 Bahan

Bahan yang digunakan pada penelitian ini antara lain isolat jamur
Rhizopus oryzae, limbah buah apel manalagi, media PDA (Potato Dextrose Agar),
media PDB (Potato Dextrose Broth), kloramfenikol, larutan tween 80%, etanol,
asam asetat, aseton, magnesium sulfat heptahidrat (MgSQO4.7H,0O), Dipotassium
fosfat (K,HPO,4), Monopotassium fosfat (KH;PO4), Amonium nitrat, larutan
KOH, aquades steril.
3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Sterilisasi Alat dan Bahan

Alat dan bahan yang akan digunakan pada penelitian ini terlebih dahulu
disterilisasi. Keseluruhan alat berbahan kaca dicuci, dikeringkan dan masing-
masing dibungkus rapi dengan kertas kemudian dimasukkan ke dalam plastik dan
diikat. Bahan atau media diletakkan ke dalam tabung erlenmeyer dan ditutup rapat

dengan kapas atau aluminium foil, serta dimasukkan ke dalam plastik lalu diikat.
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Selanjutnya digunakan autoklaf untuk proses sterilisasi pada suhu 121°C dalam
waktu 15-30 menit (Abdassah et al., 2015).

3.4.2 Pembuatan Media

3.4.2.1 Potato Dextrose Agar (PDA)

Pembuatan media PDA (Potato Dextrose Agar) dilakukan dengan cara
dilarutkan 39 gram media PDA instan ke dalam 1000 ml aquades di dalam tabung
erlenmeyer kemudian dihomogenkan dengan magnetic stirer di atas hotplate.
Suhu larutan media didinginkan hingga mencapai suhu  berkisar 36-37 °C.
Tabung erlenmeyer ditutup rapat kemudian autoklaf digunakan untuk proses
sterilisasi media pada suhu 121 °C selama 15 menit dengan tekanan 2 atm (Aulia
dan Handayani, 2022). Proses sterilisasi selesai, kemudian ditambahkan
kloramfenikol 20 ml ke dalam larutan media lalu dihomogenkan. Media PDA
yang telah homogen lalu dituangkan ke dalam cawan petri secara aseptis di dalam
LAF (Laminar Air Flow) dan dibiarkan hingga memadat (Rianto, 2018).
3.4.2.2 Potato Dextrose Broth (PDB)

Pembuatan media PDB dilakukan dengan cara dilarutkan 26,5 gram media
PDB (Potato Dextrose Broth) instan ke dalam 1000 ml aquades steril. Dilakukan
proses sterilisasi media PDB dengan cara media dimasukkan ke dalama alat
autoklaf, lalu alat autoklaf digunakan selama 15 menit pada suhu 121°C dengan
tekanan 2 atm (Suleman dan Arna, 2022).

3.4.3 Peremajaan Isolat jamur Rhizopus oryzae

Media PDA vyang sebelumnya ditambahkan kloramfenikol sebagai anti

bakteri digunakan untuk proses peremajaan Isolat jamur Rhizopus oryzae. Diambil

isolat jamur pada botol isolat dengan jarum ose ukuran 0.5-1 cm. Isolat jamur
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dipindahkan dan diletakkan pada cawan petri yang berisi media PDA masih baru
dan diinkubasi pada suhu ruang selama 7 hari (Nurjasmi dan Suryani, 2020).
3.4.4 Pembuatan Suspensi Spora Rhizopus oryzae

koloni jamur Rhizopus oryzae yang telah berumur 7 hari di dalam cawan
petri berisi media PDA selanjutnya dibuat larutan suspensi sporanya. Pembuatan
larutan suspensi spora dilakukan dengan cara diberikan larutan tween 80%
sebanyak 2 tetes pada permukaan koloni jamur yang bertujuan untuk membantu
proses perontokan konidia. Miselium jamur kemudian ditambahkan 10 ml larutan
aquades hingga permukaan koloni jamur terbanjiri. Kuas digunakan untuk proses
pelepasan spora dengan cara digerus secara perlahan hingga spora tercabut dari
permukaan media. Spora yang telah tercabut selanjutnya dipindahkan ke dalam
tabung reaksi kemudian dikocok dengan vortex selama 1-3 menit hingga suspensi
spora menjadi homogen (Hardiansyah et al., 2023).
3.4.5 Penghitungan Jumlah Spora

Dihomogenkan larutan spora dengan cara divortex selama 1-3 menit.
Suspensi spora yang telah homogen selanjutnya diambil sebanyak 0,1 ml atau 100
g, dimasukkan ke dalam haemocytometer (Mujim, 2010). Penggunaan
haemocytometer terlebinh dahulu dilakukan dengan cara dibersihkan permukaan
haemocytometer dengan alkohol kemudian dikeringkan dengan cara dilap secara
perlahan. diletakkan haemocytometer serta kaca penutupnya di bawah mikroskop
lalu diteteskan suspensi spora sebanyak 100 p ke dalam haemocytometer.
Haemocytometer diamati pada mikroskop dengan perbesaran 40x . Jumlah spora
yang didapatkan yang terdapat di dalam kotak kecil yang berada posisi tengah

dihitung. Penggunaan kotak kecil sebagai perhitungan jumlah spora hanya
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digunakan 5 perwakilan dari kotak kecil yaitu pojok Kiri atas, pojok kanan atas,
pojok Kiri bawah, pojok kanan bawah dan tengah. Seluruh spora yang berada di
dalam 5 perwakilan kotak kecil kemudian dihitung jumlahnya (Utami et al.,
2018). Menurut Fuentes (2023) Jumlah spora yang didapatkan dihitung dengan
rumus sebagai berikut :
jumlah sel tiap petak x 1000 x pengenceran x luas petak x kedalaman petak
3.4.6 Preparasi substrat dan fermentasi
3.4.6.1 Substrat cair

Persiapan substrat untuk fermentasi cair dilakukan dengan metode
soxhletasi. Terlebih dahulu bagian busuk dari buah apel manalagi dipotong dari
bagian apel yang masih segar selanjutnya dicuci hingga bersih lalu dipotong kecil-
kecil. Nutrisi terlarut dari limbah apel manalagi didapatkan dengan cara
diekstraksi sebanyak 1 kg limbah apel manalagi direbus di dalam 2 liter aquades
steril pada 100°C selama 30 menit. Ekstrak limbah apel disaring dan disimpan
pada suhu 4°C (Habibi et al, 2021).
3.4.6.2 Fermentasi Cair

Fermentasi cair dilakukan sesuai dengan metode Habibi et al., (2021) yaitu
diinokulasikan konsentrasi spora yang sama pada setiap perlakuan yaitu sebanyak
2 ml suspensi spora Rhizopus oryzae. Terdapat beberapa perlakuan yang
digunakan untuk diketahuinya pengaruh ekstrak limbah apel manalagi sebagai
sumber karbon terhadap pertumbuhan jamur Rhizopus oryzae dengan digunakan
variasi konsentrasi 60%, 80%, dan 100% yang sebelumnya telah dihitung pada
rumus sebagai berikut:

Volume (ml) = konsentrasi (%) x 100
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Pembuatan larutan mineral dan nitrogen terdiri dari 0,1 gr MgSO4-7H,0,
1 gr KoHPQy4, 1 gr KH2PO4 dan 3 gr NH4NO3 dilarutkan kedalam 500 ml aquades.
Total perlakuan yang digunakan sebanyak 4 perlakuan dengan penggunaan media
PDB (Potato Dextrose Broth) sebagai kontrol. Setiap perlakuan dilakukan
sebanyak 3 kali ulangan. Setiap labu erlenmeyer diinkubasi dalam shaker
incubator kecepatan 120 rpm pada suhu 30°C selama 72 jam (Hazaa et al., 2013).
Massa sel miselium yang diperoleh dipisahkan dengan filter vakum kertas saring
Whatman No.1. Miselium dikeringkan dalam oven pada suhu 50-55°C sampai
kering serta aluminium foil digunakan sebagai alas. Menurut (Habibi et al., 2021)
berat kering biomassa miselium dihitung dengan rumus sebagai berikut:

biomassa (g/l) = berat kering biomassa — berat aluminium foil

3.4.7 Ekstraksi kitosan

Proses ekstraksi kitosan dilakukan dengan metode Habibi et al., (2021)
yaitu setelah jamur ditumbuhkan pada media fermentasi, miselia jamur yang telah
kering dihaluskan dengan cara ditumbuk dengan alu dan mortar lalu ditimbang
biomassa Kkitin yang di dapatkan. Kitin dipindahkan ke tabung eppendorf steril
lalu disuspensikan dengan larutan KOH 1N perbandingan 1:30 (1 gr sampel kitin
disuspensikan di dengan 30 ml KOH 1N). Tahap selanjutnya kitin diaduk secara
kuat selama 15 menit dengan vortex agar larutan KOH dan kitin tercampur
merata. Proses selanjutnya sterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121°C selama 20
menit. Untuk mendapatkan fraksi yang tidak larut alkali, dilakukan sentrifugasi
pada kecepatan 4500 rpm selama 25 menit dan dicuci dengan aquades untuk

didapatkan pH yang netral (pH 7).
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Kitin dikeringkan pada suhu 40°C hingga kering. Kitin yang Kkering
kemudian ditambahkan larutan asam asetat dengan perbandingan 130 (1 or
sampel Kitin disuspensikan dengan 30 ml asam asetat) kemudian dioven kembali
pada suhu 95°C selama 6 jam. Dilakukan sentrifugasi kembali pada kecepatan
4500 rpm selama 25 menit untuk dihilangkan komponen asam yang tidak larut.
Supernatan yang didapatkan dikondisikan pada pH 10-12 dengan ditambahkan
larutan KOH 2N dengan perbandingan 1:15 (1 gr sampel disuspensikan di dalam
dalam larutan 15 ml larutan KOH) dan disentrifugasi kembali pada 4500 rpm
selama 20 menit. Supernatan yang didalamnya terkandung kitosan divortex untuk
mendapatkan pelet. Pelet dicuci dengan aquades 30 ml, ethanol 16 ml dan aseton
6 ml hingga pH netral, dan dikeringkan pada suhu 40°C selama 8 jam sampai
kering.

3.4.8 Karakterisasi Derajat Deasetilasi kitosan Dengan FTIR (Fourier
Transform Infra-Red)

Pengamatan karakterisasi dengan cara digunakan alat FTIR untuk diamati
nilai derajat deasetilasi. Pengamatan derajat deasetilasi sampel dilakukan dengan
dihaluskan 2 mg sampel kemudian selanjutnya ditambahkan 100 mg KBr untuk
dijadikan pelet dengan pencetak vakum. Pelet yang didapatkan kemudian dikenai
dengan sinar infra merah pada gelombang 4000-40 cml. Selanjutnya
penghilangan latar belakang absorpsi dengan metode cakram KBr dijadikan satu
pada tiap pengukuran. Derajat deasetilasi kitin ditentukan dengan metode base-
line. Metode ini berdasarkan perbandingan nilai absorbansi pita serapan dari
spektrum inframerah pada bilangan gelombang 1655 cm-! dan 3450 cm-l.

Absorbansi (A) dinyatakan sebagai persamaan berikut (Azhar et al., 2010).
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PO
A= Log—
p
Keterangan:
Po = % Transmitan pada baseline (serapan minimum)
P = % Transmitan pada serapan maksimum

Derajat Deasetilasi (DD) dapat dihitung dengan metode baseline yang

dapat dilihat pada Persamaan berikut (Warda et al., 2022).

A 100
% DD = [100 — ( 1665)x—
Az’ 1,33
Keterangan:
DD = Derajat deasetilasi
A1655 = Nilai abosrbansi pada 1655 cm-1 (penyerapan pada gugus amida)
A3450 = Nilai absorbansi pada 3450 cm-1 (penyerapan pada gugus

hidroksil).
3.5 Analisis Data

Analisis data dilakukan secara deskriptif dan statistik. Analisis hasil data
derajat deasetilasi (DD) yang disajikan dalam bentuk grafik dan deskripsi. Data
dari hasil analisis pengaruh variasi konsentrasi substrat sumber karbon yang
dihasilkan dari limbah apel manalagi terhadap produksi kitosan jamur Rhizopus
oryzae serta dianalisis menggunakan statistika yaitu uji normalitas dan
homogenitas, apabila terdapat perbedaan nyata, maka dilanjutkan dengan statistik

parametrik One-Way ANOVA menggunakan software SPSS wversi 25.0.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pengaruh Penambahan Substrat Limbah Buah Apel Manalagi Terhadap
Biomassa Miselium dan Kitosan Rhizopus oryzae

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan hasil biomassa kering
produksi miselium dan kitosan jamur Rhizopus oryzae dengan menggunakan
ekstrak dari limbah buah apel manalagi (Malus sylvestris Mill.) dapat dilihat pada

gambar 4.1 bawah ini.
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Gambar 4.1 Gambar pengaruh konsentrasi ekstrak limbah apel manalagi sebagai
sumber karbon terhadap biomassa kering miselium dan kitosan Rhizopus
oryzae. Angka yang diikuti huruf yang sama menunjukan tidak adanya
perbedaan yang nyata berdasarkan uji One-Way ANOVA, Sig > 0,05

Berdasarkan gambar 4.1 di atas bahwa hasil produksi miselium dari jamur
Rhizopus oryzae menggunakan substrat ekstrak limbah apel manalagi dari
keempat perlakuan menunjukan bahwa produksi maksimum terkait berat kering

biomassa miselium dihasilkan pada perlakuan dengan konsentrasi 100% yaitu

42
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317,2 mg/ml dibandingkan dengan perlakuan kontrol media PDB (Potato
Dextrose Broth) sebesar 210,4 Peningkatan perlakuan penggunaan jumlah sumber
karbon limbah apel manalagi dari 60%, 80%, hingga 100% berbanding lurus
dengan peningkatan biomassa miselium jamur hingga dapat melewati jumlah
biomassa miselium yang ditumbuhkan dari media komersial yaitu PDB. Hal ini
sesuai dengan penelitian yang telah dilakukan oleh Habibi et al., (2021) bahwa
peningkatan jumlah karbon ekstrak limbah apel menggunakan metode fermentasi
cair selama 7 hari berbanding lurus dengan peningkatan hasil biomassa miselium
dari jamur Aspergillus terreus yaitu perlakuan 20% (9,1 g/L), 40% (17 g/L), 60%
(22 g/L), dan 80% (25,84 ¢/L). Menurut penelitian yang dilakukan oleh Amorim
et al., (2006) bahwa peningkatan penggunaan sumber karbon dari sari tebu yang
jumlahnya terus meningkat sebanyak 20 gr, 40, gr, 60, gr, 80 gr, dan 100 gr serta
menambahkan sumber nitrogen yaitu amonium sulfat ((NH4)2S04) sebanyak 0,5
gram dapat meningkatkan hasil biomassa miselium jamur Syncephalastrum
racemosum vaitu 4 g, 4,39, 6 g, dan 6,9 g, dan 7,8 g.

Rendahnya hasil biomassa miselium pada perlakuan 60% dibandingkan
dengan media PDB (Potato Dextrose Broth) disebabkan karena rendahnya jumlah
sumber karbon yang digunakan pada perlakuan 60% sebanyak 60 ml sehingga
kandungan karbon yang berada di dalam media pertumbuhan juga rendah. Sumber
karbon berupa gula sederhana seperti glukosa yang memiliki peran untuk
pertumbuhan jamur sebagai sumber energi untuk pembentukan sel. Komposisi
media sangat berpengaruh terhadap pertumbuhan sel dan produksi enzim.
Karbohidrat berfungsi sebagai sumber karbon sehingga dapat menambah nutrien

pada media tanam. Karbon merupakan unsur penting yang sangat dibutuhkan
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jamur sebagai sumber energi dalam menjalankan aktivitas metabolismenya.
Penambahan karbohidrat yang lebih banyak pada media tanam jamur dapat
mempercepat munculnya tubuh buah dan menambah berat basah tubuh buah
jamur  (Budipraman, 2012). Peningkatan biomassa miselium jamur Rhizopus
oryzae menggunakan substrat limbah apel manalagi yang melampaui jumlah
miselium yang diproduksi menggunakan substrat PDB terjadi pada perlakuan
80% dan 100%.

Faktor yang mempengaruhi jumlah biomassa miselium jamur Rhizopus
oryzae yang dihasilkan yaitu terdiri dari sumber karbon berupa ekstrak limbah
apel manalagi dan sumber nitrogen (NH4;NO3) yang berfungsi sebagai media
pertumbuhan jamur Rhizopus oryzae dalam menghasilkan spora. Spora
melakukan proses berkecambah ketika berada di substrat yang tepat salah satunya
adalah limbah apel manalagi yang kaya akan sumber karbon. Proses
perkecambahan spora menghasilkan hifa jamur vyang terus melakukan
percabangan hingga menghasilkan miselium vegetatif yang digunakan jamur
untuk melakukan proses reproduksi sehingga menghasilkan spora baru. Spora
baru yang tumbuh kemudian berkecambah lagi menjadi hifa dan melakukan
percabangan menjadi miselium dan siklus ini terus dilakukan terus-menerus oleh
jamur Rhizopus oryzae sehingga menghasilkan miselium jamur yang banyak. Hal
ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Surbakti et al., (2022) bahwa
pertumbuhan jamur berasal dari spora yang memanfaatkan sumber karbon sebagai
makanan untuk melakukan proses perkecambahan.

Meningkatnya jumlah miselium jamur akibat melimpahnya sumber karbon

hal ini berdampak kepada jumlah biomassa kering kitosan yang juga mengalami
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peningkatan yaitu untuk perlakuan kontrol PDB (11,2 mg/ml), 60% (13,7 mg/ml),
80% (18,3 mg/ml), dan 100% (19,5 mg/ml). Peningkatan jumlah sumber karbon
berupa ekstrak limbah apel manalagi menghasilkan kitosan yang memiliki
biomassa lebih unggul dibandingkan kitosan yang diproduksi menggunakan
media kimia yaitu PDB sehingga media alternatif penggunaan ekstrak limbah apel
manalagi dapat menggantikan media PDB dalam memproduksi kitosan. Hal ini
sesuai dengan penelitian yang telah dilakukan oleh Cardoso et al., (2012) bahwa
peningkatan jumlah biomassa kering kitosan Rhizopus arrhizus berbanding lurus
dengan peningkatan jumlah sumber karbon yang digunakan yaitu .limbah jagung
(corn step liquor). Penggunaan limbah jagung sebanyak 16 ml menghasilkan
biomassa kitosan 19,80 mg kemudian mengalami peningkatan biomassa pada
perlakuan penggunaan sumber karbon sebanyak 32 ml dengan menghasilkan
biomassa 23,90 mg. Peningkatan jumlah biomassa kitosan Cunninghamella
bertholletia sejalan dengan peningkatan penggunaan molase sebagai sumber
karbon yang digunakan dengan penambahan sumber nitrogen yaitu ekstrak yeast
sebanyak 15 mg. perlakuan penggunaan 70 mg sumber karbon menghasilkan
berat kering Kkitosan sebanyak 28 mg Ilebih banyak dibandingkan dengan
penggunaan 50 mg sumber karbon yang hanya menghasilkkan 25 mg kitosan dan
penggunaan 20 mg sumber karbon menghasilkan berat kering kitosan terendah
yaitu 16 mg (Amorim et al., 2006).

Jamur Rhizopus oryzae penghasil kitosan ditumbuhkan dengan cara
menggunakan metode fermentasi cair (Submerged Fermentation). Metode
fermentasi cair yang digunakan dalam menumbuhkan jamur Rhizopus oryzae

yaitu dengan menggunakan media broth yang terdiri dari ekstrak limbah apel
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manalagi dan cairan sumber nitrogen dengan takaran penggunaan sesuai
konsentrasi yang telah ditetapkan sebelumnya. shaker digunakan sebagai alat
dalam melakukan proses fermentasi cair. Pergerakan yang terjadi di dalam shaker
bertujuan  meningkatkan kondisi hidup jamur hal ini disebabkan karena
pencampuran media secara homogen, distribusi nutrisi pada media lebih baik,
peningkatan aerasi, Menurut Maftuchah et al., (2015) bahwa interaksi aktivitas sel
mikroba dengan senyawa yang terdapat di dalam media cair sering dilakukan
menggunakan shaker. Shaker bertujuan sebagai alat penggoyangan media dalam
kecepatan tertentu. Pembuatan kitosan melalui metode fermentasi cair
menggunakan metode batch sederhana dengan cara memasukan substrat ekstrak
limbah apel serta inokulum jamur di awal proses. Proses fermentasi hanya
dilakukan dalam waktu 3 hari atau 72 jam (Wignyanto dan Hidayat, 2017).
Pemilihan waktu untuk dilakukannya proses pertumbuhan jamur di dalam kondisi
fermentasi cair selama 3 hari dikarenakan masa pertumbuhan jamur untuk
memasuki fase eksponensial menuju fase stasioner berada pada hari ketiga setelah
proses inokulasi (Chatterjee et al., 2019).

Rendahnya biomassa kering kitosan yang dihasilkkan dengan menggunakan
media PDB (Potato Dextrose broth) sebagai kontrol disebabkan karena rendah
kadar sumber nitrogen yang terdapat di dalam media PDB. rendahnya kadar
nitrogen membuat jamur sedikit memproduksi enzim hidrolisis  sehingga
memperlambat proses penyerapan gula dari sumber karbon. Komposisi yang
terdapat di dalam media PDB (Potato Dextrose Broth) diantaranya hanya terdiri
dari 4 gr ekstrak kentang, 20 gr dextrose, dan pH 5,1 (Mac, 1985 dalam Acumedia

2011). Rendahnya kadar nitrogen di dalam media PDB Yang hanya didapatkan
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dari ekstrak kentang mengakibatkan pertumbuhan miselium jamur serta
pembentukan dinding sel jamur kurang optimal. Hal ini disebabkan karena
kemampuan hifa jamur dalam memproduksi enzim hidrolisis belum cukup baik
sehingga kemampuan jamur untuk menyerap sumber karbon belum optimal.
Rendahnya hasil biomassa kitosan dengan penggunaan media PDB (Potato
Dextrose Broth) dibandingkan dengan media alternatif telah dibuktikan oleh
beberapa penelitian sebelumnya. Hal ini sesuai dengan penelitian yang telah
dilakukan oleh Rashad dan Nooman (2008) bahwa biomassa kering kitosan jamur
Rhizopus oryzae yang dihasilkan melalui metode fermentasi cair selama 14 hari
dengan menggunakan media fermentasi okara (limbah kedelai) dengan
penambahan larutan nitrogen yaitu 59,4 gr dan media fermentasi irisan ubi jalar
dengan penambahan larutan nitrogen vyaitu 17,6 gr lebih tinggi dari pada
penggunaan media PDB (Potato Dextrose Broth) yang hanya menghasilkan 13,3
gr biomassa kering kitosan.

Peningkatan hasil biomassa kitosan dari perlakuan 60%, 80%, hingga
100% disebabkan karena kandungan karbon ekstrak limbah apel manalagi yang
terdapat di dalam media meningkat jumlahnya. Meningkat jumlah karbon yang
terdapat di dalam media pertumbuhan mengakibatkan produksi sintesis Kitin juga
meningkat. Selain meningkatnya jumlah karbon penggunaan sumber nitrogen
anorganik berupa amonium nitrat (NH4NO3) juga ikut menunjang peningkatan
pertumbuhan jamur Rhizopus oryzae dalam memproduksi Kitin. Menurut
penelitian yang telah dilakukan oleh Denardi et al., (2018) bahwa mengenai
nutrisi, hubungan manfaat antara sumber karbon dengan sumber nitrogen pada

media pertumbuhan Kisaran jumlah idealnya berada pada 4:1 hingga 10:1 selama
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proses fermentasi oleh Rhizopus oryzae. Meningkatnya sumber karbon dengan
dikutsertakan adanya pemberian sumber nitrogen akan berdampak pada
peningkatan biomassa kitosan.

Hasil pemberian ekstrak limbah apel manalagi sebagai substrat
pertumbuhan jamur Rhizopus oryzae sebagai sumber karbon untuk mendapatkan
biomassa kering miselium dan kitosan didapatkan tidak adanya perbedaan nyata
atau signifikan dari pemberian perlakuan yang diberikan. Hal ini didasarkan pada
analisis menggunakan software SPSS wversi 25.0 untuk mengetahui adanya
perbedaan nyata antara perbedaan pemberian perlakuan 0% (kontrol), 60%, 80%,
100%. Berdasarkan hasil uji normalitas dan homogenitas didapatkan bahwa
pemberian perlakuan 1 konsentrasi kontrol dan 3 konsentrasi ekstrak limbah apel
manalagi yang berbeda sebagai substrat didapatkan masing-masing hasil uji >
0,05%, sehingga proses analisa dilanjutkan dengan uji parametrik One-Way
ANOVA menggunakan software spss 25.0. Hasil uji One-Way ANOVA
menunjukan bahwa nilai sebesar ,246 yang menunjukan nilai >0,05 sehingga
dapat dikatakan bahwa pemberian variasi konsentrasi ekstrak limbah apel
manalagi tidak berpengaruh terhadap biomassa kering kitosan.

Tidak adanya pengaruh variasi konsentrasi ekstrak limbah apel manalagi
terhadap jumlah biomassa kering kitosan Rhizopus oryzae dipengaruhi oleh
beberapa faktor. Lama waktu proses fermentasi yang dilakukan untuk
menghasilkan ~ biomassa  miselium dan kitosan yang dalam  penelitian
mempengaruhi hasil akhir dari biomassa miselium serta kitosan yang sedikit dari
jamur Rhizopus oryzae. Proses fermentasi yang hanya dilakukan dalam penelitian

kali ini hanya dilangsungkan dengan rentang waktu cukup singkat yaitu selama 3
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hari saja sehingga menghasilkkan biomassa miselium yang sedikit, akan tetapi
Penggunaan waktu fermentasi selama 3 hari merupakan waktu yang paling bagus
untuk pengujian terkait optimalisasi produksi kitosan hal ini disebabkan karena
pada kurva pertumbuhan jamur Rhizopus oryzae pertumbuhan optimal atau fase
eksponensial dan fase awal stasioner terjadi pada waktu 72 jam. Hal ini sesuai
dengan penelitian Hazaa et al., (2013) bahwa pertumbuhan optimal jamur
Rhizopus oryzae untuk memasuki fase pertumbuhan akhir eksponensial menuju
fase awal stasioner terjadi pada waktu 72 jam. Penurunan daya konsumsi karbon
diduga karena terjadinya fase kematian pada jamur Rhizopus oryzae. Lama
fermentasi 0 hingga 48 jam memiliki fase pertumbuhan dimana pada fase ini nilai
residu karbon akan terus mengalami penurunan dikarenakan pada fase ini sel-sel
akan terus memperbanyak diri dan enzim yang diperlukan untuk mendegradasi
serta menyerap karbon untuk diubah menjadi asam amino semakin banyak namun
pada lama fermentasi setelah 72 jam kedepan mengalami penurunan disebabkan
jumlah sel semakin menurun dan akhirnya mati (Mahendra et al., 2016).

Produksi kitosan dengan penggunaan miselium jamur yang melewati
masa eksponensial hingga fase kematian (autolisis sel) akan berdampak pada
penurunan kualitas Kitin yang dihasilkkan dari miselium jamur Rhizopus oryzae
yang nantinya juga akan berdampak pada kualitas Kkitosan yang dihasilkan.
Dampak miselium jamur yang melalui masa stasioner yang cukup lama terkait
produksi kitin serta biopolimer turunannya vyaitu Kkitosan diantaranya dapat
menyebabkan kualitas serta kemurnian kitin menjadi menurun, memerlukan
efisiensi waktu yang cukup lama untuk mengekstraksi atau mengubah Kitin

menjadi  kitosan, serta mempengaruhi sifat fisik dan kimia dari Kitin yang
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dihasilkan. Faktanya, jumlah biomassa kitosan yang dapat diekstraksi paling
tinggi terdapat pada fase pertumbuhan eksponensial akhir khusus untuk jamur
Absidia coerulea, Rhizopus oryzae, dan Cunninghamella bertholletia kemudian
biomassa kitosan akan menurun secara signifikan setelah fase eksponensial
(Amorim et al., 2006) Menurut penelitian yang dilakukan oleh Tan et al., (1996)
bahwa molekul kitosan jumlahnya bebas melimpah selama fase eksponensial
karena pertumbuhan dinding sel aktif, sedangkan pada fase stasioner Kitin
mengalami proses pengikatan yang cukup kuat pada komponen lain dinding sel
jamur sehingga pada saat dilakukan proses ekstraksi kitin menjadi kitosan kurang
optimal.

Faktor Dberikutnya yang mempengaruni menurunnya tingkat produksi
biomassa kitosan dari jamur Rhizopus oryzae vyaitu jamur sering dilakukan proses
isolasi. Isolasi merupakan suatu proses yang bertujuan untuk memisahkan
mikroorganisme dari campurannya menjadi biakan murni dengan menggunakan
sumber spora. Pengendalian produktivitas untuk mendapatkan kultur murni
dilakukan melalui proses isolasi kultur yang dapat berdampak kepada penurunan
produktivitas mengakibatkan hasil yang kurang optimal dalam hal produksi
biomassa dan metabolit jamur yang diinginkan (Kusmiati et al., 2022). Subkultur
berulang sebanyak empat kali hingga lebih pada perlakuan tanpa pemurnian
mengakibatkan penurunan viabilitas spora. Semakin banyak dilakukannya proses
subkultur akan menurunkan viabilitas spora dari suatu spesies jamur karena energi
yang tersimpan di dalam spora semakin rendah serta terjadinya penurunan energi

disebabkan kandungan kitin dan protein rendah (Rachmawati, et al., 2016).
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4.2 Derajat Deasetilasi Kitosan jamur Rhizopus oryzae

Hasil penelitian terkait karakteristik kitosan yang diproduksi dari jamur
Rhizopus oryzae menggunakan ekstrak limbah apel manalagi didasarkan pada
analisa nilai derajat deasetilasi. Pengukuran nilai derajat deasetilasi kitosan yang
kitosan diukur dengan menggunakan alat FTIR (Fourier Transform Infrared
Spectroscopy). Hasil penelitian yang diperoleh dari proses analisis derajat
deasetilasi kitosan Rhizopus oryzae yang ditumbuhkan dengan menggunakan
ekstrak limbah buah apel manalagi dihitung berdasarkan persamaan oleh warda et

al,, (2022) yaitu dengan membandingkan nilai absorbansi atau penyerapan pada

panjang gelombang Ajsss dan Agaso.
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Gambar 4.2. Spektrum FTIR Derajat Deasetilasi Kitosan Jamur Rhizopus
oryzae.

FTIR bertujuan untuk menganalisis karakter kitosan dengan cara
mengidentifikasi gugus fungsional dalam struktur molekul kitosan. Kitosan adalah
senyawa  poli-(-2-amino-2-deoksi--(1-4)-D-glukopiranosa)  dengan  rumus

molekul (CgH11NO4). Mutu kitosan dipengaruhi oleh nilai derajat deasetilasi yang
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merupakan salah satu karakter kimia yang paling penting (Bahri et al., 2015).
gugus fungsional yang terdapat di dalam kitosan diantaranya gugus hidroksil,
gugus amina, dan gugus polar lainnya (Li et al., 2020). Kitosan jamur Rhizopus
oryzae yang telah dilakukan uji derajat deasetilasi menggunakan FTIR didapatkan
serapan pita gugus fungsi dengan berbagai jenis dan untuk menganalisa tingkat
nilai derajat deasetilasi maka yang perlu diperhatikan adalah gugus fungsi yang
pitanya terserap pada sekitar gelombang 3450 dan gelombang 1655. Kitosan yang
dianalisa berhasil menangkap adanya serapan pita pada daerah sekitar gelombang
3450 dan gelombang 1655. Adanya keberadaan kitosan ditunjukan dengan
terdapatnya pita serapan pada gelombang 3360,2 cm' dan 3263,3 cm® yang
merupakan serapan dari vibrasi ulur gugus fungsi amina (NH). selanjutnya
terdapat juga penyerapan pada pita 1653,1 cm™ merupakan serapan pita dari gugus
fungsi amida (C=0). Berdasarkan analisis gugus fungsi ini maka secara kualitatif
dapat disebutkan bahwa kitosan telah berhasil disintesis.

Hasil FTIR kitosan Rhizopus oryzae menunjukan nilai serapan
gelombang 1653 cm?, 1625 cm™,1559 cm?, 1459 cm®, 1420 cm?, vyang
menunjukan adanya gugus fungsi C=0 atau amida yang mengalami pemanjangan
penyerapan. Hal ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Tan et al,.
(2020) bahwa kitosan ditandai dengan adanya puncak khas gugus amida yang
biasanya berada pada daerah disekitar gelombang 1655 cmt. Menurut penelitian
yang dilakukan oleh Kanto et al., (2021) bahwa kitosan yang diekstraksi dari
jamur Pleurotus ostreatus menunjukan hasil serapan gugus fungsi amida yang
didasarkan pada serapan gelombang 1636 cm®, 1511 cm’, dan 1318 cm™. Pita

spektrum serapan radiasi infra merah (IR) amida terbagi menjadi 3 yaitu amida |
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(1600-1700 cm™), amida 11 (1470-1570 cmt), Amida I1l (1250-1350 cm*) (Ji et
al., 2020).

Serapan spektor inframerah (IR) yang perlu diperhatikan selanjutnya
adalah serapan yang berada pada sekitar gelombang 3450 cm’. Serapan yang
berada pada gelombang 3450 cm™ menunjukan adanya gugus amina. Berdasarkan
gambar hasil FTIR kitosan Rhizopus oryzae ditunjukan bahwa terdapat serapan
gugus amina yang ditandai dengan serapan pada gelombang 3360 cm™ dan 3263
cml. Hal ini menandakan bahwa kitosan berhasil dideasetilasi sehingga gugus
asetil yang terdapat di dalam kitosan telah digantikan dengan gugus amina (NH>).
Hal ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Berger et al., (2014) bahwa
kitosan yang diproduksi dari jamur Rhizopus arrhizus memiliki gugus amina yang
ditandai dengan adanya serapan pita pada gelombang 3441 cml. Proses
deasetilasi adalah penghilangan gugus asetil dari rantai molekul kitin dan
menghasilkan senyawa kitosan dengan gugus amina (NH,) vyang reaktif.
Mekanisme deasetilasi adalah hidrolisis dari gugus asetamida (NHCOCHS3;), yang
berubah menjadi gugus amina (NH,) dengan perlakuan pemberian basa dalam
larutan NaOH (Sedyadi dan Huda, 2016).

Hasil perhitungan nilai derajat deasetilasi kitosan jamur Rhizopus oryzae
yang ditumbuhkan pada substrat ekstrak limbah apel manalagi menunjukan bahwa
nilai derajat deasetilasi yang dihasilkan adalah 76,6%. Hal ini sangat dipengaruhi
oleh tingginya serapan pita pada gugus amina (NH;) karena berhasil
menggantikan posisi gugus asetil pada kitin dari jamur Rhizopus oryzae dengan
menggunakan larutan NaOH sebagai larutan basa. Derajat deasetilasi (DD)

merupakan nilai hilangnya gugus asetil pada gugus asetamida Kitin atau
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banyaknya gugus amino bebas yang dihasilkan setelah proses deasetilasi. Semakin
tinggi nilai DD maka semakin banyak gugus amina (-NH,) pada molekul kitosan,
sehingga kitosan semakin reaktif. Kitosan dihasilkan melalui deasetilasi Kitin
menggunakan pelarut alkali dengan konsentrasi tinggi dan suhu tinggi. Fungsi
alkali adalah memutus ikatan antar karbon pada gugus asetil (CH3;COQ) dengan
nitrogen yang ada pada Kitin. Gugus asetil akan terlepas kemudian gugus amina
(NH2) terbentuk. Persentase gugus asetil yang terlepas selama proses deasetilasi
disebut sebagai nilai derajat deasetilasi.

Nilai derajat deasetilasi yang dihasilkan yaitu 76,59 % menunjukan bahwa
biopolimer yang dihasilkan setelah melalui proses demineralisasi dan deproteinasi
menggunakan asam dan basa yang kuat menunjukan terdapatnya Kitosan pada
Kitin dari jamur Rhizopus oryzae. Nilai pada rentang 70% menunjukan bahwa
kitosan yang dihasilkan memiliki kualitas sedang. Hal ini sesuai dengan penelitian
yang telah dilakukan oleh Harris et al., (2013) bahwa derajat deasetilasi
biopolimer turunan Kitin terbagi menjadi beberapa kelompok diantaranya 58%-
70% menunjukan nilai derajat deasetilasi kitosan yang dihasilkan rendah, 70-85%
menunjukan nilai derajat deasetilasi kitosan yang dihasilkan sedang, dan 85%-
95% menunjukan nilai derajat deasetilasi kitosan yang tinggi.

4.3 Kajian Keislaman

Hasil dari penelitian dengan judul “Optimalisasi dan Karakterisasi Kitosan
jamur Rhizopus oryzae Menggunakan Substrat Limbah Apel Sebaga Sumber
Karbon” merupakan suatu topik yang masih jarang untuk diteliti karena pada
umumnya penelitian terkait pembuatan kitosan biasanya menggunakan bahan dari

cangkang krustasea seperti udang dan Kkepiting. Kitosan sebagai turunan dari
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polimer kitin memiliki segudang khasiat dan manfaat bagi umat manusia mulai
dari industri tekstil, fotografi, kertas, pengolahan limbah, kosmetik, obat-obatan,
dan penelitian (Irawan, 2013). Penelitian terkait ekstraksi kitosan dari Kitin yang
bersumber dari jamur ternyata memiliki keunggulan dibandingkan dengan Kitosan
yang diekstraksi dari kitin Kkrustasea diantaranya tingkat deasetilasi yang tinggi,
pasokan biomassa jamur yang lebih tinggi, dan berat molekul sedang hingga
rendah yang sangat bermanfaat jika diaplikasikan pada bidang biomedis (Imtihatis
et al., 2020). Penciptaan udang dan jamur Rhizopus oryzae merupakan dua
makhluk hidup yang sangat jauh berbeda dimana keduanya berada pada kingdom
yang berbeda yaitu kingdom animalia dan fungi. Akan tetapi dari keberagaman
makhluk hidup diciptakan oleh allah Swt terkait krustasea dan jamur ternyata
memiliki persamaan Vyaitu sebagai bahan dalam pembuatan kitosan. Allah Swt
telah menciptakan segala jenis keberagaman makhluk hidup sesuai dengan ukuran
dan nilai kebermanfaatnya bagi makhluk hidup lain seperti firman Allah Swt
dalam Q.S an-Nahl (16) : 13;
D% A 5 5 e 95T
Artinya: “(Dia juga mengendalikan) apa yang Dia ciptakan untukmu di bumi ini
dengan berbagai jenis dan macam warnanya. Sesungguhnya pada yang demikian
itu benar-benar terdapat tanda (kebesaran Allah) bagi kaum yang mengambil
pelajaran”.
al-Qarni  (2008) menjelaskan bahwa Allah Swt menundukan seluruh
hambanya yang telah diciptakan pada permukaan bumi baik itu berupa binatang-
binatang ternak, buah-buahan, bahan-bahan tambang dan lain-lain yang berbeda-
beda warna dan kegunaanya. Penciptaan objek-objek dengan keberagamannya

yang menunjukan, perbedaan warna dan kegunaanya benar-benar terdapat

pelajaran bagi orang-orang yang mau mengambil pelajaran dan menyadari bahwa
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dalam pengendalian hal-hal tersebut terdapat tanda-tanda keesaan Allah dan
keesaan-Nya untuk diibadahi.

Kata ‘“berbagai jenis” dari potongan arti Q.S An-Nahl ayat 13
menjelaskan tentang Allah Swt telah memberikan berbagai anugerah dan
menciptakan beragam makhluk hidup di dunia ini. Keragaman ini melibatkan
berbagai jenis makhluk, termasuk manusia, hewan (kepiting dan udang),
tumbuhan, dan jamur (Rhizopus oryzae). Keberagaman makhluk hidup yang Allah
ciptakan di bumi tidak terlepas dari nilai kebermanfaatannya bagi makhluk hidup
lain. Hal ini terkait dengan kitosan yang merupakan turunan biopolimer dari dua
makhluk hidup yang sangat berbeda akan tetapi memiliki berbagai nilai manfaat
yang dapat dimanfaatkan oleh manusia. Terkait dengan penelitian kali ini yaitu
produksi biopolimer turunan Kitin menggunakan ekstrak limbah apel manalagi
didapatkan bahwa biopolimer yang dihasilkan merupakan kitosan. Hal ini
didasarkan pada proses pengujian karakter kimia yaitu penentuan nilai derajat
deasetilasi  biopolimer yang menghasilkan nilai DD yang sedang sehingga
biopolimer yang dihasilkan dari proses ekstraksi Kitin Rhizopus oryzae dapat
dikatakan sebagai kitosan. Penelitian ini dapat memberikan informasi bahwa
penggunaan ekstrak limbah apel manalagi sebagai substrat dapat menghasilkan
kitosan dengan kualitas yang baik.

Selain itu, penggunaan variasi ekstrak sumber karbon yaitu 60%, 80%,
dan 100% sebagai media alternatif memberikan hasil terkait peningkatan
biomassa kering kitosan dibandingkan penggunaan media konvensional yaitu
PDB (Potato Dextrose Broth). Pengujian terkait optimalisasi biomassa kitosan

menggunakan ekstrak limbah apel manalagi merupakan salah satu penciptaan
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metode alternatif dari pemanfaatan buah apel yang telah dikategorikan sebagai
limbah karena busuk. Hal ini menandakan bahwa limbah apel yang sering
dianggap oleh manusia sebagai sampah yang tidak memiliki nilai manfaat lagi
ternyata setelah melalui proses pengolahan secara ilmiah menunjukan bahwa
limbah masih memiliki kebermanfaatan terhadap makhluk hidup lain seperti
jamur untuk bertahan hidup. Allah Swt menciptakan alam semesta beserta dengan
isinya pasti semuanya memiliki tujuan dan manfaat tersendiri di dalamnya karena
pada hakikatnya Allah Swt tidak mungkin menciptakan sesuatu dengan sia-sia.
Hal ini dijelaskan oleh Allah Swt dalam Q.S. al-bagarah (2): 172,

o523 88 il ol 1 E G el e Ve ¥ 20 Gl
Artinya : Wahai manusia! Makanlah dari (makanan) yang halal dan baik yang
terdapat di bumi, dan janganlah kamu mengikuti langkah-langkah setan.
Sungguh, setan itu musuh yang nyata bagimu (QS. Al-Bagarah [2]: 168)

Menurut tafsir 1Imi Kemenag (2013) Kandungan utama suatu makanan
diantaranya buah adalah air protein, lemak, dan karbohidrat. Selain itu, makanan
juga memiliki unsur penting dalam jumlah yang kecil diantaranya yaitu vitamin,
mineral, antioksidan, dan serat. Nilai serta pemanafaatan gizi suatu makanan
sangat bergantung kepada sumber makanan serta jumlah penggunaan makanan
dalam mendapatkan nutrisi sehingga dengan demikian dapat membantu kita umat
manusia dalam memilih makanan yang ingin dijadikan target untuk digunakan.
Pemanfaatan karbon merupakan energi atau kalori yang terbentuk dari sebuah
reaksi di dalam tubuh organisme  untuk pembentukan sel. Berdasarkan hal
tersebut sumber bahan bakar bagi jamur serta organisme lainnya adalah karbon.

Penciptaan langit dan bumi yang didalamnya berisi beraneka ragam

ciptaan Allah Swt seperti sumber alam yang terdiri dari air, tanah, dan angin
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sebagai makhluk abiotik dan makhluk biotik yang terdiri dari hewan, tumbuhan,
jamur, dan mikroorganisme. Penciptaan keberagaman makhluk hidup merupakan
tanda-tanda kebesaran Allah Swt. Manusia sebagai khalifah di muka bumi yang
tugasnya menjaga kelestarian alam diberikan kesempatan untuk memanfaatkan
sumber-sumber ini untuk kehidupan mereka. Hal ini mengingatkan manusia untuk
menjaga dan merawat alam semesta serta sumber-sumber alam yang berada
disekitarnya, termasuk memanfaatkan limbah organik buah apel manalagi seperti
dalam penelitian kali ini dengan baik dan benar secara optimal. Pengelolaan
limbah organik yang baik seperti pembuatan substrat untuk media pertumbuhan
jamur dari buah apel manalagi adalah salah satu cara untuk menjaga
keseimbangan alam dan memanfaatkan sumber daya alam secara berkelanjutan
dan ini menjadi bukti bahwa manusia khususnya para ilmuwan harus memiliki
rasa bertanggung jawab atas pengelolaan sumber daya alam yang diberikan Allah
Swt kepada kita dengan cara menjaga keseimbangan alam untuk generasi yang

akan datang melalui salah satunya pemanfaatan limbah buah apel manalagi.



BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Adapun kesimpulan dari dilaksanakan penelitian kali ini adalah:

1. Pengaruh variasi konsentrasi penggunaan ekstrak limbah apel manalagi sebagai
sumber karbon dengan menggunakan metode fermentasi cair (submerged
fermentation) terhadap biomassa miselium dan kitosan jamur Rhizopus oryzae
menunjukan tidak terdapat perbedaan nyata atau signifikan hal ini ditandai dengan
nilai signifikan >0,05 atau 0,246.

2. karakteristik kitosan jamur Rhizopus oryzae berdasarkan nilai derajat deasetilasi
kitosan hasil fermentasi cair menggunakan substrat limbah apel manalagi sebesar
76,6% yang menunjukan nilai derajat deasetilasi Kkitosan tergolong ke dalam
kategori sedang.

5.1 Saran

Saran yang dapat dilakukan untuk penelitian kali ini adalah:

1. Untuk peningkatan biomassa kitosan dapat dilakukan dengan cara penambahan
waktu fermentasi menjadi 7 hari.

2. Untuk peningkatan nilai derajat deasetilasi dapat dilakukan dengan
menggunakan bahan asam dan basa yang berbeda dari penelitian kali ini serta
periode waktu serta suhu yang digunakan dalam proses ekstraksi miselium yang

didalamnya mengandung Kitin untuk diubah menjadi Kkitosan.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Penentuan Penggunaan Konsentrasi

0% (Kontrol) = 2 x100=0ml
100
_ 60
60% ekstrak limbah apel = Too ¥ 100 =60 ml

80% ekstrak limbah apel = % x100=80ml

100% ekstrak limbah apel = %x 100 =100 ml

Lampiran 2. Perhitungan Nilai Derajat Deasetilasi
100
A3450 = Logﬁ = 0,1426

72
A1665 = Log— = 0,0444

- A 100
— % DD = [100 — <A1665)xm

- 3450 )

- 0,0444\ 100
=% DD =100 - (o 1426)’“1 33]

! 100
=% DD = |100 — (0,3113)x —

1,33
[ 31,13
=%DD = [100 — x 133]
= % DD = [100 — 23,40]

=%DD =76,6
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Lampiran 3. Analisis Data Statistika SPSS Biomassa Miselium

Uji Normalitas

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic Df Sig. Statistic Df Sig.
Perlakuan ,250 12 ,037 816 12 ,014
ulangan 213 12 ,139 ,811 12 ,012

a. Lilliefors Significance Correction

nilai sig > 0,05 maka data terdistribusi normal.

Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

Levene Statistic dfl df2 Sig.

biomassa Based on Mean 5,775 3 8 ,021

Based on Median , 707 3 8 574

Based on Median and with , 707 3 3,123 ,607

adjusted df

Based on timmed mean 4,974 3 8 ,031
nilai sig > 0,05 maka data homogen.
Uji One Way Anova

ANOVA
biomassa
Sum of Squares Df Mean Square F Sig.

Between Groups 37254,220 3 12418,073 1,413 ,309
Within Groups 70313,340 8 8789,168
Total 107567,560 11

nilai sig > 0,05 maka dapat disimpulkan tidak ada perbedaan nyata berat miselium
dari pemberian perlakuan yang berbeda.
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Lampiran 4. Analisis data statistika spss biomassa kitosan

Uji Normalitas

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic Df Sig.
Perlakuan ,250 12 ,037 ,816 12 ,014
ulangan 213 12 ,139 811 12 ,012

a. Lilliefors Significance Correction

nilai sig > 0,05 maka data terdistribusi normal.
Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

Levene Statistic dfl df2 Sig.
biomassa Based on Mean , 786 3 8 ,535
Based on Median , 160 3 8 ,920
Based on Median and with ,160 3 5,447 919
adjusted df
Based on timmed mean ,713 3 8 571
nilai sig > 0,05 maka data homogen.
Uji One Way Anova
ANOVA
biomassa
Sum of Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 136,589 3 45,530 1,688 ,246
Within Groups 215,720 8 26,965
Total 352,309 11

nilai sig > 0,05 maka dapat disimpulkan tidak ada perbedaan nyata berat kitosan
dari pemberian perlakuan yang berbeda.
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Lampiran 5. Hasil biomassa Kering Miselium Jamur Rhizopus oryzae

Perlakuan Ulangan Total Rata-rata
. 5 3 (mg/ml) (mg/ml)
0% 212,5 204,2 214.6 631,3 210,4
60% 104 163,7 2874 555,1 185
80% 276,3 353 259,1 888,4 296,1
100% 216,1 240,5 4951 951,7 517,2
Perlakuan kontrol (PDB)
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3

U1: 212,5 (mg/ml)

© +0.2042 w=

|
|le =
|

U2: 204,2 (mg/ml)

U3: 214,6 (mg/ml)

Perlakuan 60%

U1: 104 (mg/ml)

U2: 163,7 (mg/ml)

U: 287,4 (mg/ml)
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Perlakuan 80%

UL: 276,3 (mg/mi) U2: 353 (mg/ml)

Perlakuan 100%

U1: 216,1 (mg/ml) U2: 240,5 (mg/ml) U3: 495,1 (mg/ml)

Lampiran 6. Hasil biomassa Kering Kitosan Jamur Rhizopus oryzae

Perlakuan Ulangan Total Rata-rata
: 5 3 (mg/ml) (mg/ml)
0% 8,2 10,2 15,3 33,7 11,2
60% 20,7 10,6 9,9 41,2 13,7
80% 11,2 24,1 19,6 54,9 18,3
100% 16 23,7 19 58,7 19,5




75

Perlakuan kontrol (PDB)

Ulangan 1

Ulangan 2

Ulangan 3

U1: 8,2 (mg/ml)

U2: 10,2 (mg/ml)

U3: 15,3 (mg/ml)

Perlakuan 60%

U2: 10,6 (mg/ml)

U3: 9,9 (mg/mi)

Perlakuan 80%

Ul: 11,2 (mg/ml)

U2: 24,1 (mg/ml)

U3: 19,6 (mg/ml)

Perlakuan 100%
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Ul: 16 (mg/ml)

U2: 23,7 (mg/ml)

U3: 19 (mg/ml)

Lampiran 7. Alur Penelitian

Preparasi dan Sterilisasi Alat dan Bahan

A

Pembuatan Media

Rhizopus oryzae dan
Pemanenan Konidia

y v
Potato Dextrose Potato Dextrose
Agar (PDA) Broth (PDB)
\ 4 A 4
Peremajaan Isolat Fungi | Preparasi Substrat dan

Fermentasi Cair

Ekstraksi Kitosan

Karakterisasi Kitosan Fungi Rhizopus
oryzae Terhadap Nilai Derajat
Deasetilasi Menggunakan FTIR

|

Data
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Lampiran 8. Kegiatan penelitian

Kegiatan Keterangan

Pembuatan media PDA

Pembuatan media PDB

Peremajaan isolat jamur Rhizopus
oryzae

Isolat jamur Rhizopus oryzae berumur 0
hari
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Isolat berumur 7 hari

Pemanenan spora

Penghitungan kerapatan spora

Limbah buah apel manalagi
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Pembuatan sumber nitrogen

Pembuatan sumber karbon dari limbah
apel manalagi

Inokulasi spora ke substrat sumber
karbon ekstrak limbah apel manalagi

Fermentasi cair selama 3 hari pada
inkubator shaker
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Miselium jamur

Miselium jamur setelah di oven hingga
berat kering konstan

Ekstraksi kitin dengan penambahan
KOH dan asam asetat

Kitosan
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Lampiran 9. Perhitungan haemocytometer
Kotak 1 = 52

Kotak 2 = 34

Kotak 3 =78

Kotak 4 = 46

Kotak 5 = 38

Jumlah sel = 248x1000x1x0,05x1000

Jumlah sel = 12.400.000 (1,240 x 107)

Neubauer yang Ditingkatkan

Nama Contoh

Faktor Pengenceran 1

Kedalaman Ruang 10d pm

1,240%x107 sel/mL
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