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ABSTRAK

KARAKTERISASI KITOSAN DARI FUNGI 19A15-RF (Aspergillus ochraceus)
YANG BERASOSIASI DENGAN SPONS

Oleh

M. Rizky Fadhilah

Fungi diketahui mengandung kitosan pada dinding selnya. Dalam penelitian ini, fungi
yang digunakan merupakan koleksi dari UPT LTSIT dengan kode 19A15-RF.
Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan mengkarakterisasi kitosan dari fungi
19A15-RF. Fungi diremajakan menggunakan media malt ekstrak agar. Berdasarkan
analisis Filogenetik, isolat 19A15-RF memiliki kemiripan 99,32%  dengan
Aspergillus ochraceus . Fungi dikultivasi skala besar pada media ekstrak malt dengan
waktu variasi 10, 14, dan 18 hari. Pemilihan variasi hari bertujuan untuk melihat
pertumbuhan optimum fungi, mengetahui kemampuan optimum fungi dalam
memproduksi kitosan dan mengetahui derajat deasetilasi optimum. Kitosan diekstrak
dari fungi yang dikultur dalam media malt ekstrak secara Submerged Fermentation
(SmF). Fungi diekstraksi dengan NaOH dan CH3;COOH. Kitosan yang diperoleh
dengan masa kultivasi 10, 14, dan 18 hari diperoleh sebanyak 0,274 g, 0,499 g, dan
0,319 g secara berurutan, dan diperoleh persen rendemen kitosan dengan masa
kultivasi 10, 14, dan 18 hari secara berurutan diperoleh sebanyak 0,7%, 1,1%, dan
0,7%. Berdasarkan analisis spektroskopi FTIR, diperoleh gugus fungsi kitosan
meliputi serapan pada bilangan gelombang karbonil, C=O-NHR dapat diamati pada
1640 cm™ dan pita amina, NH, pada 1543-1565 cm™. Derajat deasetilasi kitosan yang
dihasilkan pada variasi hari ke 10, 14 dan 18 berturut-turut yaitu 65,85%, 65,15% dan
76,1%. Berdasarkan analisis unsur menggunakan elemental analyzer, jumlah nitrogen
pada kitosan hari ke 10, 14 dan 18 diperoleh berturut turut sebesar 0,78%, 1,26%, dan
0,37%. Informasi awal ini penting, karena dapat digunakan sebagai dasar untuk
pengembangan lebih lanjut dalam pencarian kitosan yang berasal dari fungi asosiasi
spons laut.

Kata kunci : Aspergillus ochraceus, Fungi, Karakterisasi, Kitosan, Spons



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF CHITOSAN FROM FUNGI 19A15-RF
(Aspergillus ochraceus) ASSOCIATED WITH SPONGE

By

M. Rizky Fadhilah

Fungi are known to contain chitosan in their cell walls. In this study, the fungi used
were collections from UPT LTSIT with code 19A15-RF. This study aimed to isolate
and characterize chitosan from 19A15-RF fungi. Fungi were rejuvenated using malt
agar extract media. Based on phylogenetic analysis, isolate 19A15-RF was 99.32%
similar to Aspergillus ochraceus . Fungi were cultivated on a large scale on malt
extract media with variations of 10, 14, and 18 days. The choice of day variation aims
to see the optimum growth of fungi, to determine the optimum ability of fungi to
produce chitosan and to determine the optimum degree of deacetylation. Chitosan
was extracted from fungi cultured in malt extract media by Submerged Fermentation
(SmF). Fungi were extracted with NaOH and CH3;COOH. Chitosan obtained with a
cultivation period of 10, 14, and 18 days was obtained as much as 0.274 g, 0.499 g,
and 0.319 g respectively, and the percentage yield of chitosan with a cultivation
period of 10, 14, and 18 days respectively was 0.7%, 1.1%, and 0.7%. Based on FTIR
spectroscopic analysis, the functional groups of chitosan include absorption at the
carbonyl wave number, C=0-NHR which can be observed at 1640 cm™ and the
amine band, NH2 at 1543-1565 cm™. The degree of deacetylation of chitosan
produced on the 10th, 14th and 18th day variations, respectively, was 65.85%,
65.15% and 76.1%. Based on elemental analysis using an elemental analyzer, the
amount of nitrogen in chitosan on days 10, 14 and 18 was obtained at 0.78%, 1.26%,
and 0.37%, respectively. This preliminary information is important, because it can be
used as a basis for further development in the search for chitosan derived from marine
sponge associated fungi.

Keywords: Aspergillus ochraceus, Fungi, Characterization, Chitosan, Sponges.
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I. PENDAHULUAN

1.1.  Latar Belakang

Belakangan ini kebutuhan kitosan sangat banyak diminati di berbagai industri. Salah
satunya industri farmasi yang digunakan sebagai bahan dasar obat-obatan (Huang et
al., 2020). sumber komersial utama kitosan adalah cangkang kepiting dan udang
(Pakizeh et al., 2021). Menurut Ahmad et al., (2020) lebih dari 100 gigaton kitosan
diekstraksi dari bahan baku krustasea. Dalam memperoleh kitosan tersebut dilakukan
isolasi menggunakan bahan-bahan kimia berkonsentrasi tinggi. Proses isolasi kitosan
menggunakan bahan kimia konsentrasi tinggi memiliki dampak negatif, dimana
limbah hasil pemakaian bahan kimia tersebut dapat merusak lingkungan (Yang et al.,
2020).

Untuk mengatasi itu hal itu, Muzarelli (2013) melakukan penelitian tentang kitosan
yang berasal dari fungi, dan ini merupakan salah satu alternatif sebagai sumber
kitosan. Tan et al., (2020) melaporkan kitosan diperoleh dari fungi Mucor circilloides
dengan derajat deasetilasi 60%. Fungi adalah kelompok organisme terbesar kedua di
bumi dengan perkiraan jumlah lebih dari 500.000 spesies, dan lebih dari 70.000
spesies telah diketahui. Dinding sel fungi terdiri dari kitin, kitosan, B-glucan, dan
mannan (Bélonoznikova et al., 2022). dinding sel fungi terdiri dari 22-44%
kitin/kitosan (Ghormade et al., 2017) sedangkan krustasea terdiri dari 15-40%
kitin/kitosan (Hulsey, 2018). Sehingga fungi dapat digunakan sebagai sumber
potensial untuk produksi kitosan.



Jenis fungi yang umum digunakan dalam produksi kitosan yaitu, Allomyces,
Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Mucor, Rhizopus, Choanephora, Phycomyces,
Zygorrhynchus, dan Thamnidium (Hameed et al., 2019). Pada tahun 2020 Tan et al
mendapatkan kitosan dari fungi yang berasal dari Mucor circinelloides dengan
derajat deasetilasi 60%. Beberapa penelitian telah menunjukkan bahwa berbagai
strain Mucor (Bartnicki-Garcia dan Nickerson, 1962; White et al., 1979),
Phycomyces (Kreger, 1954), Aspergillus (Velichkov dan Sotirov, 1990) dan Absidia
(Kobayashi et al., 1988; McGahren et al., 1984; Davoust dan Hansson, 1992)
mengandung kitosan dalam jumlah yang signifikan.

Pada penelitian ini, fungi yang digunakan berasal dari sumber baru yang bersimbiosis
dengan biota laut. diantaranya pada spons (Jeewon et al., 2020). Kurun waktu ini,
pemanfaatan fungi asosiasi spons dimanfaatkan dalam penemuan senyawa bioaktif,
namun masih jarang ditemukan laporan mengenai pemanfaatan fungi dalam bidang
biopolimer seperti sumber kitosan. Berdasarkan uraian diatas maka pada penelitian
ini telah dilakukan ekstraksi kitosan yang berasal dari fungi Aspergillus ochraceus
yang berasosiasi dengan spons yang diperoleh dari perairan Gorontalo, Indonesia,
dengan metode kultivasi menggunakan media malt ekstrak secara Submerged

Fermentation (SmF).

1.2.  Tujuan Penelitian

Adapun tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut :
1. Memperoleh isolat fungi yang dapat menghasilkan kitosan

2. Memperoleh karakteristik kitosan yang diperoleh dari fungi



1.3. Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah untuk memberikan informasi mengenai fungi

penghasil kitosan untuk dapat dikembangkan dan dikaji sebagai bahan baku industri.

1.4.  Kerangka Teoritis

Fungi dilaporkan memiliki kandungan kitosan pada bagian dinding selnya
(Ghormade et al., 2017), dalam penelitian ini dilakukan ekstraksi kitosan dari fungi
yang dikultur dalam media malt ekstrak secara Submerged Fermentation (SmF).
Pembuatan media dilakukan dengan menambahkan 3 gr media malt ekstrak dan 0,6
gr TSB (Tryptic Soy Broth) dalam 100 ml air laut steril. Media dapat digunakan
sebagai media peremajaan dan media kultivasi. Peremajaan fungi dilakukan pada
suhu 27°C selama 14 hari, dan identifikasi fungi dilakukan menggunakan mikroskop
Zeiss Axioo Imager Al pada perbesaran 400x . Untuk memastikan jenis spesies fungi
yang digunakan, dilakukan analisis DNA. Kultivasi pada media malt ekstrak
dilakukan selama 10, 14, dan 18 hari.

Proses ekstraksi kitosan yang berasal dari fungi dimulai dengan cara penyaringan
media kultivasi dan biomassa fungi. Biomassa fungi yang diperoleh kemudian
ditambahkan NaOH untuk proses deasetilasi kitosan yang berada pada dinding sel
fungi kemudian ditambahkan dengan CH3COOH 3% untuk melarutkan kitosan yang
berada dalam dinding sel fungi dan diendapkan kembali menggunakan natrium
hidroksida. Kitosan fungi yang mengendap kemudian dipisahkan dari NaOH, dan
ditambahkan metanol untuk memisahkan senyawa organik lain yang terkandung
dalam sampel kitosan. Kitosan yang diperoleh dilakukan karakterisasi gugus fungsi
dan dihitung derajat deasetilasinya menggunakan Fourier Transform Infrared (FTIR)

dan diukur kadar nitrogen dalam sampel menggunakan alat Elemental Analysis (EA)



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Perairan Gorontalo

Teluk Tomini, Gorontalo merupakan salah satu teluk besar di Indonesia dengan luas
sekitar 59.500 km? dan memiliki panjang garis laut antara kedua muaranya lebih dari
24 mil. Teluk Tomini terletak di pulau Sulawesi dan secara administratif berada di
wilayah tiga provinsi yaitu Gorontalo, Sulawesi Utara, dan Sulawesi Tengah. Sisi
timur teluk Tomini terbuka dan berbatasan langsung dengan laut Maluku. Teluk
tersebut merupakan bagian dari Wilayah Pengelolaan Perikanan (WPP) Teluk Tomini
- Laut Maluku - Laut Seram. Perairan teluk tomini adalah laut dalam (Oseanik)
dengan kedalaman rata-rata >1500 m, berbentuk sebagai corong yang terbuka ke arah
timur dan berhubungan langsung dengan Laut Maluku, Teluk Tolo dan Laut
Sulawesi. Kondisi geografis demikian memberi konsekuensi terjadinya sirkulasi
massa air diantara perairan di dalam teluk dengan perairan di sekitarnya. Perairan
Teluk Tomini relatif subur dan kaya akan potensi alam laut . Letak teluk Tomini dan
laut Maluku diilustrasikan pada Gambar 1.
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Gambar 1. Teluk Tomini, Gorontalo (Rachma dan Windiastuti, 2020)

Keanekaragaman hayati di Teluk Tomini Gorontalo tidak ditunjukkan oleh pola yang
spesifik. Banyak faktor yang memengaruhi keanekaragaman biota laut di Teluk
Tomini, seperti habitat spesifik, endemisme, dan biogeografi. Hoeksema dan Putra
(2002) menjelaskan bahwa karang jamur (Fungiidae) dan asosiasinya ditemukan
lebih sedikit di Teluk Tomini dibandingkan perairan di pusat Indo Pasifik. Di daerah
Sulawesi Utara dan Sulawesi Tengah ditemukan banyak karang jamur. Hal tersebut
terjadi karena adanya variasi habitat seperti daerah yang terekspos turbulensi atau
adukan air lebih kuat karena ombak atau arus. Dari penelitian Wallace et al., (2000),
di perairan teluk tomini ditemukan 78 jenis Acroporidae yang masuk kategori tinggi
dan 28 jenis Fungiidae yang termasuk kategori sedang. Perairan Taman Nasional
Kepulauan Togean termasuk ekoregion sebaran jenis karang wilayah Teluk Tomini,
yang berjumlah mencapai 518 jenis dengan kisaran 501-550 jenis dan termasuk pusat
segitiga keanekaragaman karang dunia (coral triangle) (Veron et al., 2009; Veron et
al., 2015). Fauna di perairan Teluk Tomini lebih banyak dipengaruhi oleh Samudra
Pasifik. Hal ini terbukti dari persentase jenis dari genus Acroporidae dan Fungiidae
yang ditemukan, yakni 19,2% dan 10,7%. Famili Acroporidae dan Fungiidae ini
berasal dari Samudra Pasifik (Wallace et al., 2000)



2.2. Spons

Spons / porifera merupakan organisme berpori yang termasuk dalam jenis filter
feeder (hewan penyaring), yaitu hewan yang mendapatkan sumber makanan

dengan menyaring air laut melalui pori-pori (ostium). Sumber makanan dapat
berupa mikroorganisme atau sisa organisme mati yang berada di dalam air. Selain
sebagai makanan, mikroorganisme dapat menggunakan tubuh spons sebagai inang
yang dijadikannya untuk hidup dan perlindungan (Abubakar dkk., 2011).
Perlindungan spons terhadap mikroorganisme dari predator dilakukan dengan
menginduksi mikroorganisme tersebut untuk menghasilkan senyawa kimia berupa
metabolit sekunder spesifik yang memiliki berbagai aktivitas biologis seperti
antimikroba (Nofiani dkk., 2009). Spons yang memiliki kemelimpahan mikroba
tinggi dikenal dengan istilah “High-Microbial- Abundance” (HMA) sedangkan spons
yang memiliki kemelimpahan mikroba rendah disebut “Low-Microbial-Abundance”
(LMA) (Hentschel et al., 2006).

Spons (porifera) merupakan biota laut multi sel yang fungsi jaringan dan organnya
sangat sederhana. Habitat spons umumnya adalah menempel pada pasir, batu-batuan
dan karang-karang mati. Biota laut ini dikenal dengan "filter feeders", yaitu mencari
makanan dengan mengisap dan menyaring air melalui sel cambuk dan memompakan
air keluar melalui oskulum. Partikel-partikel makanan seperti bakteri, mikroalga dan
detritus terbawa oleh aliran air ini (Amir, 1996). Habitat spons yang melekat pada
pasir atau bebatuan menyebabkan hewan ini sulit untuk bergerak. Untuk
mempertahankan diri dari serangan predator dan infeksi bakteri pathogen, spons
mengembangkan system "biodefense” yaitu dengan menghasilkan zat racun dari
dalam tubuhnya, zat ini umumnya dapat dimanfaatkan sebagai bahan farmasi
(Motomasa, 1998).

Spons adalah hewan metazoa multiseluler, yang tergolong ke dalam filum Porifera,

yang memiliki perbedaan struktur dengan metazoan lainnya. Hal ini disebabkan



seluruh tubuh spons terbentuk dari sistem pori, saluran dan ruang-ruang, sehingga air
dapat dengan mudah mengalir keluar dan masuk secara terus menerus (Kozloff,
1990).

Gambar 2. Struktur Morfologi Spons (Brusca and Brusca, 1990)

Hewan ini mencari makan dengan mengisap dan menyaring air yang melalui seluruh

permukaan tubuhnya secara aktif (Romimohtarto dan Juwana, 1999).

Selama kurun waktu lebih dari 50 tahun, spons telah dianggap sebagai "tambang
emas" berkaitan dengan keanekaragaman senyawa bioakif yang dikandungnya.
Aktivitas biologis dari senyawa senyawa baru yang berhasil diisolasi dari spons telah
dilaporkan dalam publikasi ilmiah . Spons memiliki potensi sebagai sumber bahan
baku obat-obatan untuk mengatasi berbagai jenis penyakit, yaitu kanker, penyakit
yang disebabkan oleh virus, malaria dan inflamasi (Sipkema et al., 2005). Spons
merupakan kontributor terbesar senyawa bioaktif dari laut jika dibandingkan dengan
biota laut lainnya yaitu 37% , disusul coelenterata (21%), mikroorganisme (18%),
algae (9%), echinodermata dan tunikata masing masing 6%, moluska (2%) dan
bryozoan (1%) (Jha dan Zi-Rong, 2004).

Spons laut adalah hewan bentik yang ditemukan di berbagai lingkungan laut.
Keanekaragaman spesies bunga karang lebih unggul di lingkungan terumbu karang
tropis. Spons juga merupakan sumber daya yang sangat penting untuk pencarian zat

aktif biologis, yang berguna untuk mengembangkan obat-obatan, agrokimia dan



reagen biokimia dan senyawa timbalnya. Asal-usul zat aktif biologis ini baru-baru ini
dianggap sebagai metabolit yang dihasilkan oleh mikroorganisme yang terkait dengan
spons. Dan penelitian juga menunjukkan bahwa beberapa senyawa bioaktif yang
diisolasi dari organisme laut telah terbukti menunjukkan aktivitas anti kanker, anti
mikroba, anti jamur atau anti inflamasi dan farmakologi lainnya. Invertebrata laut ini
telah mengembangkan mekanisme pertahanan kimia terhadap organisme penyerang
lainnya, yang melibatkan produksi metabolit sekunder. Spons adalah rumah yang
baik tidak hanya untuk organisme makro, seperti cacing, bintang laut, udang,
kepiting, dan lain lain. tetapi juga untuk berbagai mikroorganisme seperti bakteri,
jamur, dan mikroalga yang hidup di kanal, di antara sel, dan bahkan di dalam sel

(Meenupriya dan Thangaraj, 2011).

2.3.  Fungi Endofit

Sekitar 300.000 spesies tanaman diketahui merupakan inang endofit. Mikroba endofit
dapat berupa bakteri atau jamur, tetapi saat ini yang lebih banyak dieksplorasi adalah
jamur-jamur endofit. Jamur endofit merupakan mikroorganisme yang terdapat di
dalam suatu sistem jaringan tumbuhan seperti biji, daun, bunga, ranting, batang dan
akar. Berbagai senyawa fungsional dapat dihasilkan oleh jamur endofit. Senyawa
yang dihasilkan jamur endofit tersebut dapat berupa senyawa anti kanker, antivirus,
antibakteri, antifungi, hormon pertumbuhan tanaman, insektisida dan lain-lain
(Strobel et al., 2004). Selain itu, pencarian jamur endofit yang banyak terdapat pada
tumbuhan dilakukan untuk menambah atau memperkaya koleksi mikroba.
Selanjutnya mikroba tersebut perlu diidentifikasi untuk mengetahui sifat
pertumbuhan dan jenisnya, sehingga lebih lanjut dapat dimanfaatkan di bidang
kesehatan. Mengingat kebutuhan bahan baku obat yang semakin meningkat baik
jumlah maupun macamnya maka potensi sumber daya alam Indonesia khususnya

jamur endofit perlu digali dan dikembangkan (Noverita et al., 2009).



Indonesia merupakan salah satu negara beriklim tropis yang memiliki kelembapan
tinggi sehingga memungkinkan untuk tumbuhnya berbagai tanaman dan
mikroorganisme dengan baik. Salah satu mikroorganisme yang dapat tumbuh dengan
baik di Indonesia adalah Fungi (Arifin, 2006). Fungi merupakan organisme
eukariotik, berspora, tidak berklorofil, bereproduksi secara seksual dan aseksual,
Fungi berdasarkan ukuran tubuhnya ada yang makroskopis yaitu Fungi yang
berukuran besar, sehingga dapat dilihat dengan mata telanjang dan ada juga Fungi
yang mikroskopis yaitu Fungi yang berukuran kecil dan hanya dapat dilihat dengan

menggunakan alat bantu mikroskop (Darwis dkk., 2011).

Fungi endofit adalah kelompok endosimbiotik fungi yang berkoloni pada tanaman
dan hidup di dalam jaringan tanaman yang sehat tanpa menyebabkan penyakit pada
tanaman tersebut. Dalam ekosistem alami, tanaman dan fungi endofit memiliki
hubungan simbiosis yang saling menguntungkan. Fungi endofit memperoleh
keuntungan dari tanaman dengan mendapat nutrisi untuk pertumbuhannya, sebaliknya
endofit juga dapat memberi keuntungan pada tanaman inangnya dengan
menghasilkan metabolit yang dapat merangsang pertumbuhan tanaman,
meningkatkan kemampuan tanaman untuk beradaptasi dengan lingkungan dan
mendaur ulang nutrisi (Sudha et al., 2016). Beberapa endofit dapat memberikan
perlindungan terhadap tanaman dari mikroba lain, serangga dan herbivora,
meningkatkan pertumbuhan dan memungkinkan tanaman untuk menahan tekanan

lingkungan seperti panas dan kekeringan (Strobel, 2018).

2.4.  Analisis DNA

Metode ekstraksi DNA fase cair dan padat memiliki karakteristik yang berbeda dalam
proses dan produk yang diperoleh. Metode ekstraksi DNA tersebut menentukan
keberhasilan teknik deteksi molekuler yang meliputi Loop-Amplification Mediated
Polymorphism (LAMP) dan Polymerase Chain Reaction (PCR). Dengan

mengkarakterisasi metode ekstraksi DNA dan produknya, Kita dapat memilih yang
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paling cocok untuk tujuan penelitian kita. Faktor-faktor yang harus dipertimbangkan
ketika memilih metode ekstraksi asam nukleat untuk deteksi molekuler meliputi latar
belakang sampel, lisis, bahan kimia preparasi yang sesuai, batas deteksi yang
diperlukan, dan persyaratan untuk aplikasi tertentu. Dalam studi Asprevious,
persiapan DNA/RNA untuk deteksi molekuler telah ditinjau yang melaporkan
berbagai metode ekstraksi asam nukleat (Thatcher, 2015). Evaluasi metode ekstraksi
DNA dan RNA juga dilaporkan. Ini menunjukkan perbandingan beberapa metode
ekstraksi (Sambrook et al., 1989). Tahapan metode tersebut antara lain ekstraksi,
pemisahan, pemurnian, dan pemekatan DNA. Penelitian ini bertujuan untuk
melaporkan karakter metode dan produk ekstraksi DNA fenol kloroform sebagai
metode ekstraksi fase cair dan ekstraksi DNA Sure food Kit sebagai metode ekstraksi
fase padat (Hutami dkk., 2017).

Analisis DNA adalah suatu analisis secara kualitatif dan kuantitatif berdasarkan ada
atau tidaknya suatu pita DNA secara visual dan secara kuantitatif yaitu menghitung
panjang pita DNA dalam bp yang menunjukkan DNA telah teramplifikasi. Analisis
DNA diperlukan adanya pemurnian (Ekstraksi DNA) dan proses penggandaan atau
perbanyakan(amplifikasi) menggunakan alat PCR (Skutkova et al., 2019). Banyaknya
laporan fokus pada penggunaan teknik molekuler atau metode tradisional taksonomi
untuk identifikasi keragaman mikroba dari lingkungan laut (Singh et al., 2012) dan
(Klindworth et al., 2014).

2.5.  Aspergillus

Aspergillus termasuk dalam divisi Eumycophyta, kelas Ascomycetes dan ordo
Aspergillales. Memiliki familia Aspergillaceae, genus Aspergillus dan spesies
Aspergillus sp. Aspergillus adalah jamur yang membentuk filamen-filamen panjang
bercabang, dan dalam media biakan membentuk miselia dan konidiospora. Ciri
Aspergillus sp adalah mempunyai hifa berseptat dan miselium bercabang, sedangkan

hifa yang muncul diatas permukaan merupakan hifa fertile, koloninya berkelompok,
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konidiospora berseptat atau non septat, pada ujung hifa muncul sebuah gelembung,
keluar dari gelembung ini berupa sterigma. Pada sterigma muncul konidium-
konidium berwarna yang memberi warna pada jamur seperti hitam, coklat, kuning tua
dan hijau (Vennewald dan Wollina, 2005).

Conidia Philiades

Stipe Vesicle Metulae

Gambar 3. Morfologi Aspergillus (Pitt dan Hocking, 1997)

Aspergillus adalah salah satu genus dari Hyphomycetes. Memiliki struktur yang khas:
konidiofor memiliki hifa berdinding tebal yang besar dan sel apikal yang berbentuk
bulat yang disebut 'vesikel'. Sel-sel yang terbentuk dari, phialides, atau metulae dan
phialides, diproduksi dari vesikel. Produksi simultan dari deretan sel yang
mengandung spora ini membedakan Aspergillus dari Penicillium, karena produksi
phialide di Penicillium dan genera terkait selalu berurutan, tidak simultan (Pitt dan
Hocking, 1997).

Aspergillus adalah spesies yang telah menyebar luas, karena spora jamur yang mudah
disebarkan oleh angin. Aspergillus merupakan jamur yang mampu hidup pada
medium dengan derajat keasaman dan kandungan gula yang tinggi. Aspergillus ada
yang bersifat parasit, ada pula yang besifat saprofit. Aspergillus yang bersifat parasit

menyebabkan penyakit Aspergillosis. Aspergillus sp. sering ditemukan pada bahan
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pakan yang disimpan di dalam gudang dengan kelembaban tinggi. Aspergillus sp.
dianggap patogen karena dapat menyebabkan suatu penyakit saluran pernafasan,
radang granulomatosis pada selaput lendir, mata, telinga, kulit, meningen, bronchus
dan paru-paru (Hayani et al., 2017). Aspergillus merupakan mikroorganisme eukariot,
saat ini diakui sebagai salah satu diantara beberapa makhluk hidup yang memiliki
daerah penyebaran paling luas serta berlimpah di alam, selain itu jenis kapang ini
juga merupakan kontaminan umum pada berbagai substrat di daerah tropis maupun
subtropis (Mizana et al., 2016). Aspergillus adalah genus besar jamur anamorphic.
Aspergillus dibagi menjadi delapan belas kelompok yaitu, Aspergillus clavatus,
Aspergillus glaucus, Aspergillus ornatus, Aspergillus cervinus, Aspergillus restrictus,
Aspergillus fumigatus, Aspergillus ochraceous, Aspergillus niger, Aspergillus
candidus, Aspergillus flavus, Aspergillus goii, Aspergillus cremeus, Aspergillus
sparsus, Aspergillus versicolor, Aspergillus nidulans, Aspergillus ustus, Aspergillus
flavipes dan Aspergillus terreus (Afzal et al., 2013).

2.6. Kitosan

Kitosan merupakan polimer karbohidrat alami yang diturunkan dari kitin dan
ditemukan dalam jumlah besar pada krustasea, Fungi, serangga dan beberapa algae
(Hussain et al., 2014). Kitosan digunakan dalam aplikasi yang sangat luas, yaitu
industri farmasi, biokimia, bioteknologi, kosmetik, biomedis, industri kertas, serta
industri tekstil dan makanan (Muzzarelli, 1985). Salah satu cara alternatif yang dapat
digunakan untuk meningkatkan kualitas kitosan adalah dengan impregnasi kitosan
dengan material lain. Beberapa material yang dapat digunakan untuk memodifikasi

kitosan yaitu alumina dan bentonite (Farhana, 2011).

Kitosan adalah senyawa polimer alam turunan kitin yang diisolasi dari limbah
perikanan, seperti kulit udang dan cangkang kepiting dengan kandungan kitin antara
65-70 persen.
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Gambar 4. Struktur Kitosan.

Sumber bahan baku kitosan yang lain di antaranya kalajengking, fungi, cumi, gurita,
serangga, laba - laba dan ulat sutera dengan kandungan Kitin antara 5-45 persen.
Kitosan merupakan bahan kimia multiguna berbentuk serat dan merupakan kopolimer
berbentuk lembaran tipis, berwarna putih atau kuning, tidak berbau. Kitosan
merupakan produk deasetilasi kitin melalui proses kimia menggunakan basa natrium
hidroksida atau proses enzimatis menggunakan enzim Kitin deasetilase. Serat ini
bersifat tidak dicerna dan tidak diserap tubuh. Sifat menonjol kitosan adalah

kemampuan mengabsorpsi lemak hingga 4-5 kali beratnya (Rismana, 2006).

Penggunaan kitosan dikembangkan karena sifat kitosan yang merupakan suatu
biopolimer organik memiliki sifat non-toksis, biodegradable dan hidrofilik. Kitosan
terdiri dari gugus fungsi amina dan hidroksil (Abdullah et al., 2017). Sintesis kitosan
diperoleh dari cangkang hewan seperti udang, kepiting dan lobster. Kitosan semakin
menarik dikembangkan karena ukuran partikelnya dapat dibuat nano dan luas
permukaannya kecil sehingga mudah untuk dimodifikasi dengan material kimia
lainnya (Zhan et al., 2014).

Kitosan dapat diubah dari kitin melalui proses deasetilasi dengan beberapa cara
seperti kKimiawi, dengan cairan alkali pekat atau cara biologis. Deasetilasi kimiawi
selalu membutuhkan basa berkonsentrasi tinggi, suhu tinggi dan durasi lama.
Kekurangan ini menyebabkan efek buruk tidak hanya pada sifat kitosan tetapi juga
pada lingkungan. Oleh karena itu, banyak teknologi baru telah diterapkan untuk

memenuhi harapan inovasi pada deasetilasi kimia konvensional dalam hal
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pengurangan bahan kimia, daya, serta waktu pemrosesan. Misalnya, siklus freeze —
pump out — thaw, iradiasi gamma, gelombang mikro dan ultrasound telah digunakan

sebagai cara baru untuk deasetilasi kitin (Mahdy et al., 2013).

Kitosan diproduksi secara komersial dari udang dan kitin cangkang kepiting.
dideasetilasi oleh alkali kuat pada suhu tinggi untuk jangka waktu yang lama (Knorr,
1991). Namun, persediaan bahan baku musiman dan prosesnya melelahkan dan
mahal. Lebih lanjut, kitosan yang diperoleh dari proses tersebut bersifat heterogen
dalam hal sifat fisiokimianya (Crestini et al., 1996). Kemajuan terbaru dalam
teknologi fermentasi menunjukkan bahwa budidaya jamur terpilih dapat memberikan
alternatif sumber kitosan. Dinding sel jamur dan septa Ascomycetes, Zygomycetes,
Basidiomycetes dan Deuteromycetes terutama mengandung kitin, yang bertanggung
jawab untuk mempertahankan bentuk, kekuatan dan integritas struktur sel (Ruiz-
Herrera et al. 1992; Hon 1996). Mikroorganisme ini dapat dengan mudah dibiakkan
dalam nutrisi sederhana dan kitosan dinding sel dengan mudah dipulihkan (White et
al., 1979; McGahren et al., 1984; Shimahara et al., 1989; Synowiecki dan Al-
Khateeb 1997; Yokoi et al., 1998).

2.7. Ekstraksi Kitosan

Ekstraksi kitosan dilakukan dengan beberapa metode seperti deproteinase,
demineralisasi, depigmentasi dan deasetilasi. Deproteinase merupakan proses
penghilangan protein dari kitin dengan menggunakan larutan NaOH 3,5% dipanaskan
selama dua jam pada suhu 65°C disaring dan dinetralkan hingga pH +7.
Demineralisasi merupakan proses penghilangan mineral dari sampel dengan
menggunakan HCI 1,25 N dengan perbandingan 1:10 (w/v). dipanaskan selama satu
jam pada suhu 90°C. Depigmentasi bertujuan untuk menghilangkan zat warna yang
terdapat pada sampel. Proses depigmentasi dilakukan menggunakan aseton dengan
perbandingan 1:15 (w/v) secara sokletasi hingga warna pigmen dari sampel hilang.

Kemudian sampel diputihkan dengan NaOCI 0,5% selama 10 menit pada suhu kamar
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(Hendri dkk., 2005). Selanjutnya, serbuk udang diisolasi dengan cara deasetilasi agar
menghasilkan kitosan. Deasetilasi merupakan prose penghilangan gugus asetil dari
kitin dengan melarutkan kitin dalam 60% larutan NaOH kemudian disaring dan
dinetralkan hingga pH %7 dan dikeringkan dalam oven selama 24 jam

(Hendri dkk., 2007)

2.8.  Submerged Fermentation (SmF)

Submerged Fermentation telah didefinisikan sebagai budidaya mikroorganisme
dalam media cair (Singhania et al., 2010). Pada submerged fermentation,
mikroorganisme ditumbuhkan pada substrat yang larut (xylan, pektin, mannan) atau
tidak larut (dedak gandum, dedak padi, jerami gandum) yang dilarutkan atau
direndam dalam media cair. SmF sangat penting selama beberapa tahun terakhir
untuk produksi enzim dan metabolit sekunder pada skala industri karena kontrol yang
ketat pada parameter fermentasi, produktivitas yang konsisten, dan pengolahan yang
mudah (Vaidyanathan et al., 1999). Batch, continuous, dan fed-batch adalah metode
utama dalam proses SmF. Modus batch mewakili fermentasi larutan nutrisi yang
disterilkan dalam wadah tertutup oleh kultur mikroba yang diinginkan. Keuntungan
dari proses tersebut adalah biaya yang rendah dan peralatan sederhana untuk kontrol
proses. Namun, produktivitas rendah dan penghambatan balik adalah kelemahan
utama. Mode kontinu melibatkan sistem bioreaktor yang sangat produktif dan diatur
dengan ketat (chemostat atau turbidostat) di mana substrat steril dan komponen media
lainnya diumpankan pada tingkat tertentu, dan jumlah produk yang setara dipanen
dengan cara yang bergantung pada waktu. Fermentasi fed-batch ditandai dengan
pemberian pakan intermiten dan pemeliharaan konsentrasi optimum substrat
pertumbuhan yang dibutuhkan dengan pemanenan produk secara terus menerus

(Lim dan Shin, 2013).
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2.9. Fourier Transform Infrared (FTIR)

Identifikasi pita absorpsi khas yang disebabkan oleh berbagai gugus fungsi
merupakan dasar penafsiran spektrum inframerah. Hadirnya sebuah puncak serapan
dalam daerah gugus fungsi dalam sebuah spektrum inframerah hampir selalu
merupakan petunjuk pasti bahwa beberapa gugus fungsi tertentu terdapat dalam
senyawa cuplikan. Demikian pula, tidak adanya puncak dalam bagian tertentu dari
daerah gugus fungsi sebuah spektrum inframerah biasnya berarti bahwa gugus
tersebut yang menyerap pada daerah itu tidak ada (Pine, 1980). Asam karboksilat
mempunyai dua karakteristik absorbsi IR yang membuat senyawa -CO2H dapat
diidentifikasi sengan mudah. Ikatan O-H dari golongan karboksil diabsorbsi pada
daerah 2500 sampai 3300 cm-1, dan ikatan C=0 yang ditunjukkan diabsorbsi di
antara 1710 sampai 1750 cm-1 (McMurry, 2007).

Spektrofotometer inframerah merupakan instrumen yang digunakan untuk mengukur
resapan radiasi inframerah pada berbagai panjang gelombang (Fessenden, 1982).
Radiasi inframerah terletak pada spektrum elektromagnetik antara daerah visibel dan
daerah microwave (gelombang mikro). Penggunaannya paling banyak untuk kimia
organik pada batas panjang gelombang antara 4000 dan 400 cm-1 . Spektrum vibrasi
tampak berupa pita. Ada dua tipe vibrasi molekuler yaitu stretching dan bending.
Hanya vibrasi yang menghasilkan perubahan secara ritmik pada momen dipol yang

diobservasi dalam IR (Silverstein, 2005).

Spektrum sampel kitosan (dalam bentuk cakram KBr dan film) diperoleh dengan
menggunakan alat IR. Instrumen dengan rentang frekuensi 4000-400 cm-1. Derajat
deasetilasi (DD) sampel kitosan dihitung menggunakan baseline yang diusulkan oleh
Domszy dan Roberts . Persamaan perhitungan untuk dua garis dasar diberikan di

bawah ini:

DD = 100 - [(A1655 /A3450) X 100 / 1.33]
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di mana A1655 dan A3450 adalah absorbansi pada pita amida-1 1655 cm™ sebagai
ukuran kandungan gugus N-asetil dan pita hidroksil 3450 cm™ sebagai standar
internal untuk mengoreksi ketebalan film atau untuk perbedaan dalam bentuk bubuk
konsentrasi kitosan. Faktor '1,33' menunjukkan nilai rasio A1655 /A3450 untuk
kitosan N-asetilasi penuh. Diasumsikan bahwa nilai rasio ini adalah nol untuk kitosan
terdeasetilasi penuh dan ada hubungan bujursangkar antara kandungan gugus N-asetil

dan absorbansi pita amida-1 (Domszy and Roberts, 1985)

2.10. Elemental Analyzer

Elemental Analyzer adalah metode utama untuk memperoleh informasi mengenai
ikatan karbon. Teknik ini tidak memberikan rincian tentang gugus fungsi tapi
memberikan informasi tentang komponen heteroatom dan dapat memberikan
informasi struktur kimia. Ada dua jenis analisis unsur yaitu organik dan anorganik.
Analisa unsur organik dilakukan dengan pembakaran analisis dan umumnya unsur
yang terdeteksi adalah karbon, hidrogen, nitrogen, sulfur, dan oksigen serta
perbedaaannya. Analisa unsur anorganik menghasilkan informasi tentang bahan
anorganik (kandungan abu dalam karbon, didukung proses katalis) dan dapat
dilakukan dengan berbagai teknik seperti X-ray, elektron atau spektroskopi massa
(Bandosz, 2009).

Karakterisasi menggunakan CHNS Elemental Analyzer bertujuan untuk mengetahui
kandungan unsur Karbon (C), Hidrogen (H), Nitrogen (N), dan Sulfur (S) yang
terkandung dalam material tersebut. CHNS Elemental Analyzer berprinsip pada
pembakaran (Dynamic Combustion) dengan suhu tinggi diatas 1000 °C untuk
mengkonversi jenis unsur C, H, N, dan S menjadi produk pembakarannya (unsur C
menjadi karbon dioksida; unsur H menjadi air; unsur N menjadi gas nitrogen; dan
unsur S menjadi sulfur dioksida), produk berupa gas yang dihasilkan akan dideteksi
menggunakan sebuah kolom GC hingga hasil analisis ditangkap oleh detektor
(Thompson, 2008).



I11. METODE PENELITIAN

3.1.  Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Mei 2021 sampai Mei 2022 di Laboratorium
Biopolimer Fakultas MIPA, Universitas Lampung. Karakterisasi FTIR (Fourier
Transform Infrared), Ekstraksi DNA, PCR dan elektroforesis dilakukan di Unit
Pelaksana Teknis Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi (UPT LTSIT)
Universitas Lampung. Analisis Elemental dilakukan di Laboratorium Pengelolaan
Limbah Agroindustri, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung. Sequencing

dilakukan di PT. Genetika Science Indonesia.

3.2. Alatdan Bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah alat-alat gelas yang umum
digunakan cawan petri normax, tabung reaksi iwaki, erlenmeyer iwaki, kapas, kasa
onemed, karet gelang, tisu, pinset, jarum ose, lampu spirtus, mikropipet biohit, neraca
analitik Kern 440-47N, oven jisico, hot plate stirrer Thermolyne, laminar air flow,
inkubator Kaltis 499, autoclave Tomy SX-700, centrifuge Hitachi CF 16RX 11,
mikroskop Zeiss axio Al, FTIR (Fourier Transform Infrared) Cary 630 (Agilent,
Santa Clara, CA, United States) dan Elemental Analyzer (Vario Micro Cube,
Germany).
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Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah aquades, bubuk agar
swallow, malt ekstrak merck, TSB (Tryptic Soy Broth) merck, air laut buatan, metanol

teknis, Asam asetat teknis dan Natrium hidroksida teknis.

3.3.  Prosedur Penelitian

3.3.1. Persiapan Media Malt Ekstrak

Media kultivasi yang digunakan adalah malt ekstrak. Metode yang dilakukan
mengacu dengan metode yang digunakan oleh Nguyen dkk, (2020) dengan sedikit
dilakukan modifikasi. Media dibuat dengan melarutkan 3 g ekstrak malt, 0,6 g TSB
(Tryptic Soy Broth) dalam 100 mL air laut steril menggunakan labu Erlenmeyer.
Setelah itu labu disterilkan dalam autoklaf pada 15 psi (121°C) selama 20 menit.

3.3.2. Biomaterial

Pada penelitian ini sampel spons diperoleh dari perairan Teluk Tomini, Gorontalo.
Pengambilan spons dilakukan secara acak dengan teknik scuba diving pada
kedalaman 5-30 meter pada bulan September 2019, oleh tim Peneliti Universitas
Osaka dan Universitas Lampung dan sudah menjadi deposit UPT LTSIT Universitas

Lampung.

3.3.3. Isolat Fungi

Peremajaan fungi dilakukan mengacu pada Barwant and Lavhate (2020) dengan
sedikit modifikasi. Fungi diremajakan pada media malt ekstrak agar pada suhu 27°C
selama 14 hari. Identifikasi fungi dilakukan menggunakan mikroskop Zeiss Axioo
Imager Al pada perbesaran 100-400 M, menggunakan metode cover slip 45°.
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3.3.4. Analisis Filogenetik Isolat 19A15RF

Urutan DNA diekstraksi berdasarkan urutan DNEasy Plant Mini Kit (cat. No. 69104),
Qiagen, Hilden, Jerman. Urutan ITS rDNA PCR diselesaikan menggunakan
Sensoquest Sensodirect Thermocycler dari Gottingen, Jerman. PCR dilakukan
menggunakan forward primer: 5-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3' dan reverse
primer: 5'-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3' (White et al, 1990). yang diperkuat
561 bp, digunakan. Reaksi PCR diselesaikan menggunakan 2G Fast Ready Mix Kit
(cat. No. KK5102, Merck, Taufkirchen, Jerman). Reaksi PCR diselesaikan pada
volume total 25 pL, yang mengandung 10 pL template DNA (50 ng/L), 12,5 pL 2G
Fast Ready Mix, 1,5 pL air bebas RNAse, 0,5 pL forward primer, dan 0,5 L reverse

primer.

Amplifikasi diselesaikan dalam 35 siklus sebagai berikut: denaturasi selama 60 detik
pada suhu 95°C, annealing primer selama 60 detik pada suhu 54°C, dan polimerisasi
selama 120 detik pada suhu 72 °C. Lekukan dideteksi dengan instrumen Qiaxcel
Advanced (Qiagen, Hilden, Jerman) sesuai protokol, kemudian diurutkan
menggunakan metode Sanger. Hasil sekuensing dianalisis secara filogenetik
menggunakan software Mega versi 11.

3.3.5. Kultivasi Fungi Pada Media Malt Ekstrak

Pada proses persiapan inokulum, disiapkan indukan isolat fungi yang telah dikultivasi
selama 7-14 hari. Sebanyak 1 mL suspensi spora jamur diinokulasi ke dalam masing-
masing erlenmeyer berisi media malt ekstrak dan campurannya dikocok perlahan
untuk menahan spora jamur di dalam air. Sebanyak 100 mL inokulum ditambahkan
ke media malt ekstrak besar sebanyak 400 mL. kemudian ditempatkan di inkubator
untuk difermentasi pada suhu 30°C, selama 10, 14,dan 18 hari (Tan et al., 2020).
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3.3.6. Ekstraksi Kitosan dari Fungi

Miselia jamur ditambahkan dengan NaOH 1N dengan perbandingan 1:40 w/v dari
berat kering miselia, kemudian disterilkan pada suhu 121°C selama 20 menit.
Komponen yang tidak larut dipisahkan dengan sentrifuse pada 6000 rpm selama 20
menit kemudian dicuci berulang kali dengan akuades sampai netral (pH 7). Endapan
yang diperoleh dikeringkan dalam oven pada suhu 40°C, kemudian ditambahkan

asam asetat 3% dengan perbandingan 1:40 w/v (Hameed et al., 2019)

Fraksi tidak larut asam diendapkan pada 6000 rpm selama 15-20 menit dan
supernatan yang mengandung kitosan diisolasi. Kitosan diendapkan dengan warna
bening kekuningan, pH diatur dengan NaOH 2N, kemudian kitosan yang terflokulasi
disentrifugasi dengan kecepatan 6000 rpm, selama 15 menit. Kitosan hasil isolasi
dicuci empat sampai lima kali dengan air suling untuk menetralkan dan 96% metanol
digunakan untuk membilas kitosan dan dikeringkan pada suhu 60° C

(Kanimozhi et al., 2014).

3.3.7. Karakterisasi Kitosan Menggunakan FTIR

Kitosan yang diperoleh dari hasil fermentasi fungi dikarakterisasi menggunakan
FTIR (Fourier Transform Infrared) untuk mengidentifikasi gugus fungsi dan
menentukan derajat deasetilasi. Scanning dilakukan pada daerah frekuensi antara
4000 cm™ sampai dengan 400cm™. Penentuan derajat deasetilasi dengan spektroskopi
IR dilakukan dengan metode base line Domszy & Robert (Khan dkk., 2002) dengan
mencatat puncak tertinggi dan mengukur pita dasar yang dipilih. Rumus untuk
perhitungan base line adalah :

%DD = 100 - [(A1655) 100

A3450 1,3 3]

(Khan et al, 2002).

Dengan :
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DD: Derajat Deasetilasi, A1655 : Absorbansi pada bilangan gelombang 1655 cm™
yang menunjukkan serapan karbonil dari amida. A3450 : Absorbansi bilangan

gelombang 3450 cm™ yang menunjukkan serapan hidroksil dan digunakan sebagai
standar internal. Faktor 1,33 : Nilai perbandingan %ﬁiz untuk kitosan yang

terdeasetilasi 100%.

3.3.8. Elemental Analyzer (EA)

Elemental Analyzer digunakan untuk menentukan rasio karbon atau nitrogen kitosan
jamur yang diekstraksi. Sebanyak 5 mg setiap sampel ditambahkan ke tin foil, yang
dilipat menjadi pellet dan dimuat ke dalam korsel sampel. Sampel kemudian
dimasukkan ke dalam instrumen, di mana pembakaran tabung katalitik terjadi dalam
atmosfer CO, bersuhu tinggi yang teroksigenasi. Komponen karbon dan nitrogen
dibawa oleh helium melalui kolom adsorpsi khusus untuk memisahkannya, setelah itu
konsentrasi masing-masing ditentukan menggunakan detektor konduktivitas termal.
(Tan et al., 2020)

(DIAGRAM ALIR PENELITIAN DAPAT DILIHAT DI LAMPIRAN)



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1. Simpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, diperoleh simpulan sebagai berikut :

1. Isolat 19A15-RF dapat menghasilkan kitosan menggunakan media malt ekstrak

2. Isolat 19A15-RF terindikasi genus Aspergillus dengan spesies Aspergillus
ochraceus

3. Derajat deasetilasi Kitosan isolat 19A15-RF pada media Malt Ekstrak pada hari
ke 10, 14, dan 18 secara berurutan diperoleh sebesar 65,85%, 65,15%, dan 76,1%

4. Kadar nitrogen Kitosan Isolat 19A15-RF pada media Malt Ekstrak pada hari ke
10,14 dan 18 secara berurutan diperoleh sebesar 0,78%, 1,26%, dan 0,37%

5.2. Saran

Berdasarkan penelitian yang diperoleh, penulis memberikan beberapa saran untuk
penelitian selanjutnya yaitu, Perlu dilakukan analisis termal kitosan menggunakan
DSC, TGA dan DTA, yang bertujuan untuk memperoleh derajat deasetilasi kitosan
dan untuk karakterisasi termal material kitosan. Perlu dilakukan Skrining aktivitas
Antibakteri kitosan yang diperoleh dan Menentukan aktivitas Antioksidan. Perlu
dilakukan optimalisasi parameter fisik isolat fungi untuk produksi kitosan (pH dan
Temperatur Inkubasi). Perlu dilakukan kultivasi fungi pada media padat (Solid State

Fermentation)
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