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RINGKASAN

MOHAMAD  RIFA’L.  C03400063. Pembuatan Agar Bakto dari
Gracillaria verucossa dengan Menggunakan Kitin sebagai Absorben. Dibawah
bimbingan PIPIH SUPTIJAH dan WINARTI ZAHIRUDDIN.

Agar bakto merupakan agar yang telah dimurnikan dengan mereduksi
kandungan pigmen-pigmen pengotor, kandungan garam (NaCl), dan kandungan
bahan-bahan asing (organik dan inorganik) serendah mungkin sehingga dapat
mendukung pertumbuhan mikroba secara umum (Gelrite®, 2003). Kitin
merupakan biopolimer polisakarida dengan rantai lurus yang tersusun dan 2000
sampai 3000 monomer N-asetil D-glukosamin, monomer-monomer tersebut
tersusun dengan ikatan glikosidik B-1-4 (Bough, 1975), yang mampu
mengabsorbsi ion-ion metal, Jan komponen-komponen pengotor (impurities) pada
agar, sehingga dapat digunakan dalam pembuatan agar bakto sebagai absorben.

Penelitian ini terdiri dari dua tahap penelitian. Penelitian tahap pertama
bertujuan untuk memperoleh kitin yang mempunyai derajat deasetilasi yang baik
untuk digunakan pada penelitian tahap kedua. Penelitian tahap kedua bertujuan
untuk mempelajari pengaruh penambahan berbagai konsentrasi kitin sebagai
absorben dan waktu proses absorbsi dalam pembuatan agar bakto sebagai media
pertumbuban mikroba. Bahan yang digunakan untuk penelitian tahap kedua
adalah Gracilaria verrucosa dengan penambahan berbagai konsentrasi kitin
dengan perbandingan berat kering 0,5 %, 1 %, dan 1,5 % pada jangka waktu
absorbsi selama 0 menit, 15 menit, 30 menit dan 45 menit. Prosedur pengamatan
meliputi analisis kadar air, kadar abu, kadar garam (dikondisikan sebagai NaCl),
pengukuran nilai pH, kadar sulfat, kekuatan gel, dan rendemen, sedangkan uji
kualitatif total bakteri dilakukan pada hasil optimum yang terpilih berdasarkan
pengujian fisik dan kimianya.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa setelah agar ditambahkan dengan
menggunakan kitin, nilai rata-rata kadar sulfat agar bakto berkurang dari 4,68 %
menjadi 2,22 % - 4,57 % dari Gracilaria verrucosa. Nilai rata-rata kadar abu agar
bakto dari Gracilaria verrucosa berkurang dari 8,63 % menjadi 3,21 % - 6,37 %,
sedangkan nilai rata-rata kekuatan gel agar bakto Gracilaria verrucosa meningkat
dari 88,88 gram/cm” menjadi 375,835 gram/cm®.

Dari hasil penelitian menunjukkan bahwa pada perlakuan pemberian kitin
1,5 % dengan waktu proses apsorbsi 45 menit menghasilkan agar bakto yang
paling optimum {mendekati standar difco bacto agar dan agar serva) yaitu dengan
parameter sebagai berikut : kadar air 21.11 %, kadar abu 3.21 %, kadar garam
0.0282 %, kadar sulfat 2,545 %, kekuatan gel 375.835 gram/cmz, dan nilai pH
sebesar 5.85. Pada uji total bakter didapatkan total bakteri pada agar bakto dan
Gracilaria verrucosa adalah 2,5 x 10° koloni/gram sedangkan untuk nilai standar
agar bakto Difco didapatkan nilai 2,9 x 10° koloni/gram.

Perlu dilakukan penelitian lanjutan dengan melakukan kajian terhadap
pembuatan agar bakto dari jenis alga laut lain. Mengkaji pengaruh aspek
penyimpanan terhadap mutu agar bakto yang dihasilkan. Perlu dicari cara dalam
menurunkan kadar sulfat, menaikan pH dan kekuatan gel hingga sesuai dengan
standar. Juga tinjauan ekonomis terhadap agar bakto yang diproduksi sendiri
terhadap agar bakto komersial produksi pabrik.
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1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Alga laut atau yang sering disebut sebagai rumput laut merupakan salah
saiu komoditi hasil kekayaan laut Indonesia yang banyak dijumpai di seluruh
perairan wilayah Nusantara. Rumput laut merupakan salah satu komoditi perairan
yang sangat potensial untuk dikembangkan di Indonesia. Wilayah Indonesia yang
schagian besar merupakan wilayah bahari memiliki berbagai macam jenis rumput
laut yang terdiri dari beberapa jenis, seperti Chlorophyceae, Phacophyceae,
Rhodophyceae, dan Cyanophyceae yang belum dimanfaatkan secara optimal.

Rumput laut mengandung karbohidrat dalam jumlah yang besar, protein
sedikit dan berbagai vitamin. Di Indonesia rumput laut digunakan sebagai bahan
tambahan makanan, industri obat-obatan-dan kosmetika. Selain itu rumput laut
Jjuga digunakan sebagai bahan baku pembuatan agar-agar. Agar-agar adalah
bentuk koloid dari suatu polisakarida kompleks yang diekstrak dari beberapa
kelompok alga merah (Rhodophyceae). Polisakarida kompleks tersebut berupa
suatu asam sulfanik (ester dari galaktosa linier) yang berbentuk gel. Dikatakan
lebih lanjut bahwa penggunaan Rhodophyceae sering dimanfaatkan untuk
menghasilkan agar-agar karena dari jenis inilah dapat dihasilkan agar-agar dengan
kualitas yang paling baik (Afrianto dan Liviawati, 1993).

Salah satu pemanfaatan dari agar-agar, yaitu sebagai media pertumbuhan
bakteri. Media agar atau medium kultur merupakan cairan atau padatan dengan
penambahan nutrisi yang dapat digunakan untuk pertumbuhan mikroorganisme.
Medium buatan ini dibuat mirip dengan substrat tempat tumbuh mikroorganisme.

Pada umumnya agar bakto yang ada di pasaran memiliki harga yang
mahal. Sementara sumberdaya alga merah (Rhodophyceae) khususnya
Gracilaria verrucosa sebagai penghasil agar-agar cukup banyak kelimpahannya
di Indonesia. Kandungan agar dari Gracilaria verrucosa ini selanjutnya dapat
digunakan sebagai produk agar-agar. Agar-agar ini kemudian dapat dimanfaatkan
menjadi agar bakto.

Kitin selain dapat digunakan dalam pengolahan limbah air dan pengikat

limbah beracun dari logam berat, juga dapat digunakan sebagai absorben molekul



yang lebih kecil seperti pigmen warna, senyawa garam, senyawa sulfat dan
senyawa-senyawa lainnya (Ditjen Perikanan, 1989). Kemampuan mengabsorbsi
ini terjadi karena kitin memiliki karakteristik kationik yakni mempunyai muatan
listrik positif dan memiliki daya absorbsi fisik yang baik bagi molekul yang lebih
kecil dari kitin. Mengingat salah satu fungsi kitin sebagai absorben, maka kitin

dapat dimanfaatkan dalam proses pemurnian agar-agar menjadi agar bakto.

1.2 Tujuan Penelitian
Adapun tujuan dari penelitian ini adalah :

1. Mempelajari pengaruh berbagai konsentrasi kitin sebagai absorben dan
waktu absorbsi dalam upaya meningkatkan mutu agar bakto yang
dihasilkan.

2. Membandingkan karakteristik mutu agar bakto terbaik dengan kontrol
agar bakto Difco.

1.3 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dimulai pada bulan September 2003 sampai Februari 2004,
Penelitian dilakukan di Laboratorium Biokimia Hasil Perikanan dan Laboratorium
Mikrobiologi Hasil Perikanan, Departemen Teknologi Hasil Perikanan serta
Eaboratorium Pilot Plant AP4 FATETA, Institut Pertanian Bogor.



2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Bahan Baku Agar bakto
Pada umumnya rumput laut banyak dijumpai di daerah yang memiliki
perairan agak dangkal. Kondisi dasar perairan yang sangat disukai oleh rumput
laut, yaitu berpasir, berlumpur dan campuran keduanya. Banyak pula ramput laut
yang dapat tumbuh dengan cara menempel pada batu karang yang telah mati,
kerang, maupun benda-benda yang mengandung kapur. Kondisi perairan yang
cocok bagi pertumbuhan rumput laut yaitu perairan yang jernih dengan ombak
dan arus yang tidak terlalu besar (Afrianto dan Liviawati, 1993).

Bahan baku dari agar bakto umumnya berasal dari alga merah
(Rhodophyceae) penghasil hidrokoloid agar. Gracilaria verrucosa merupakan
-salah satu jenis spesies alga laut dari kelas Rhodophyceae yang mampu
menghasilkan agar-agar. Agar bakto juga dapat dibuat dari agar yang telah
mengalami proses pemurnian awal, misalnya agar-agar batang maupun agar-agar

kertas.

2.1.1 Makro alga

Secara morfologis bentuk tanaman ini tidak mempunyai perbedaan
susunan kerangka antara akar, batang dan daun. Keseluruhan tanaman ini
merupakan batang yang dikenal sebagai thallus. Bentuk thallus makroalga laut
berancka ragam. Ada yang bulat seperti tabung, pipih, gepeng, bulat seperti
kantong, seperti rambut dan lain sebagainya. Sedangkan pigmen-pigmen yang
terkandung dalam thallus makroalga laut dapat digunakan untuk membedakannya
antarkelas. Pigmen ini dapat pula menentukan warna thallus sesuai dengan
pigmen yang ada pada kelas Chlorophyceae, Phaeophyceae, Rhodophyceae dan
Cyanophyceae (Phillips dan Williams, 2000).

Rumput laut merupakan makro alga yang mampu menghasilkan agar-agar.
Umumnya rumput laut penghasil agar-agar ini berasal dari jenis Rhodophyceae.
Komposisi kimia rumput laut bervariasi tergantung pada spesies, tempat tumbuh,
dan musim. Komponen utama yang terdapat dalam rumput laut adalah

karbohidrat (gula atau vegetable gum), protein, lemak dan abu yang sebagian



besar merupakan senyawa garam natrium dan kalium (Ishibasi ef al., 1960
diacu dalam Anggadiredja, 1992).

Kandungan vegetable gum dalam rumput laut berupa senyawa karbohidrat
yang banyak mengandung selulosa dan hemiselulosa. Kedua senyawa ini tidak
dapat dicerna seluruhnya oleh enzim dalam tubuh, sehingga dapat dimanfaatkan
" scbagai makanan diet karena hanya mengandung sedikit kalori. Hasil penelitian
Departemen Kesehatan Jepang menunjukkan bahwa agar-agar merupakan
makanan dengan kadar serat tinggi, sehingga dianjurkan untuk dikonsumsi
sebagal pencegah penyakit kanker usus, wasir dan mencegah kegemukan
{Tsukakoshi,1989 diacu dalam Anggadireja, 1992).

2.1.2 Gracilaria verrucosa

Agar-agar umumnya dapat Qiperoleh dari hasil ekstraksi beberapa jenis
ganggang merah tertentu terutama genus Gracilaria,. Gelidium, Pterocladia,
Acanthopeltis, dan Ceramium. Gracilaria merupakan salah satu jenis rumput laut
yang paling banyak digunakan dalam produksi agar-agar. Hal ini disebabkan
karena Gracilaria mudah diperoleh, murah harganya dan juga lebih mudah dalam
proses pengelahannya. Kandungan kimia agar-agamya berperan cukup dominan
dalam pembentukan gel pada saat ekstraksi. Disamping itu Gracilaria verrucosa
memiliki kandungan agarosa dan agaropektin yang cukup baik sehingga dapat
membentuk kekuatan gel agar-agar yang lebih kuat dibandingkan dengan hasil
ekstraksi dari Gelidium sp (Winarno, 1990). Gambar Gracilaria verrucosa dapat

dilihat pada Gambar 1.

Gambar Y Gracilaria verrucosa



Sistematika rumput laut Gracilaria (Dawson, 1946) yang dikutip oleh
(Soegiarto et al, 1978) adalah sebagai berikut :

Divisi : Rhodophyta
Kelas : Rhodophyceae
Ordo : Gigartinales
Famili : Gracilariaceae
Genus : Gracilaria

Spesies : Gracilaria verrucosa

Ciri-cirl umum rumput laut genus Gracilaria adalah bentuk thallusnya
memipih atau silindris, membentuk rumpun dengan tipe percabangan yang tidak
teratur, dichotomus alfernate, pinnate atau dichotom divaricate, thallusnya
menyempit pada pangkal percabengan. Sedangkan sifat substansi thallus
Gracilagria seperti tulang rawan. Ujung-ujung thalus pada umumnya meruncing,
permukaannya halus atau berbintil-bintil. Garis tengah thalus berkisar 0.5-4.0 mm.
Panjang dari Gracilaria dapat mencapai 30 cm atau lebih (Badan Penelitian dan
Pengembangan Pertanian,1990). Kandungan agar-agar Gracilaria menurut jenis

dan lokasi yang ada di Indonesia dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1 Kardungan agar-agar Gracilaria menurut jenis dan lokasi

No Jenis Kandungan agar-agar {%) Lokasi

1 G. eucheumoides 27-32 Sulawesi

2 | G.crassa 15-22 Sulawesi

3 G. gigas 47 Bali

4 | G. blodgettii 30 Jawa, Lombok
5 | G. lichenoides 20-36 Sulawesti

Sumber : Atmadja (1991)

Komposisi kimia rumput laut bervariasi tergantung pada spesies, tempat
tumbuh dan musim (Winarno, 1990). Beberapa komponen-komponen utama
vang terdapat dalam makroalga laut adalah karbohidrat {(gula atau vegerable gum),

protein, lemak, dan abu yang sebagian besar merupakan senyawa-senyawa garam



natrium dan kalium. Rumput laut juga mengandung vitamin, seperti vitamin A
(B-karoten), B1, B2, B6, B12 dan vitamin C serta mengandung mineral, seperti
kalium, kalsium, fosfor, natrium, zat besi dan iodium (Anggadireja, 1993).

Selain itu Gracilaria sebagai salah satu jenis dari kelas alga merah
(Rhodophyceae) juga mengandung beberapa pigmen dalam dinding selnya, yaitu
klorofil a, klorofil b, phycoerythrin R dan phycocyanin R (Soegiarto ef al, 1978).

Komposisi organik dari ramput laut Gracilaria dapat dilihat pada Tabel 2

Tabel 2 Komposisi organik Gracilaria (dalam % berat kering).

Komponen Gracilaria verrucosa Gracilaria gigas
Air (%) 19.01 12.90
Protein (%) 4.17 7.30
Karbohidrat (%) - 42.59 4.94
Lemak (%) 9.54 0.09
Serat Kasar (%) 10.51 2.50
Abu (%) 14.18 12.54

Sumber : Badan Penelitian dan Pengembangan Pertanian (1985).
2.2 Agar-agar

Agar-agar adalah senyawa poligalaktosa yang diperoleh dari pengolahan
rumput laut jenis agarophyte. Agar-agar disebut scbagai gelosa atau gelosa
bersulfat, dengan rumus molekul (C¢H0Os) atau (CeHioOs)n HaSO4. - Selain
mengandung polisakarida sebagai senyawa utama, agar-agar juga mengandung
kalsium dan mineral lainnya, Kandungan kalsium ini cukup tinggi dibandingkan
dengan mineral-mineral lain (Angka dan Subartono, 2000). Menurut
Glicksman (1983) agar-agar merupakan kompleks polisakarida linier yang
mempunyai berat molekul 120 000, tersusun dari beberapa jenis polisakarida yang
terkandung dalam agar-agar, seperti 3,6-anhidro-L-galaktosa, D-galaktopiranosa
dan sejumlah kecil metil D-galaktosa

Agar-agar yang diperdagangkan di pasaran umumnya dijual dalam bentuk
kering dengan deskripsi sebagai berikut : warnanya putih sampai kuning pucat,
berbau khas agar-agar, serta dikemas dalam bentuk tepung, batangan, serpihan,

butiran atau lembaran seperti kertas (Glicksman,]983).



2.2.1 Ekstraksi agar-agar

Ekstraksi agar-agar dari rumput laut umumnya dilakukan dengan air panas
pada suhu mendidih. Hal ini didasarkan pada sifat kelarutan agar-agar, yaitu yang
larut pada air panas dan tidak larut pada air dingin (Furia, 1980). Ekstraksi
agar-agar dilakukan pada suhu air sekitar 90-95°C selama 1-5 jam
(Istini et al 1986). Namun, semua proses ekstraksi agar-agar dalam dunia
perdagangan umumnya menggunakan air panas dengan subu 90-150°C yang
kemudian diikuti dengan proses filtrasi dan pembekuan (Irawati, 1994),

Proses ekstraksi diperlukan suasana yang sedikit asam. Keasaman (pH)
lamtan ekstraksi harus diatur kurang lebih 6,5 dengan menambah sedikit asam
(Chapman, 1970). Kosasih dan Suprijatna {1967) menggunakan asam cuka
(CH3COOH) 0,1 % dari jumlah air yang digunakan dengan pH berkisar 6,9. Nilai
pH vyang terlalu rendah dapat menyebabkan gel mudah terhidrolisis
{(Winarno, 1990). Penelitian yang dilakukan Weng (1992) membuktikan bahwa
perlakuan pH air pengekstrak memberikan pengaruh yang nyata terhadap
kekuatan gel agar-agar Gracilaria sp. Hal ini sesuai dengan pernyataan
Glicksman (1983) bahwa karakteristik pembentukan gel sangat dipengaruhi oleh
pll, semakin rendah pH maka kekuatan gel akan semakin menurun.

Produksi agar-agar dari rumput laut selain dipengaruhi oleh musim, juga
dipengaruhi oleh lama waktu perebusan (ekstraksi) (Chapman, 1970). Waktu
pendidihan yang terlalu lama dapat menyebabkan degradasi hidrolitik yang
berlebihan pada agar-agar, meskipun pada proses normal degradasi hidrolitik
tidak dapat dihindari seluruhnya (Matsuhashi, 1977 diacu dalam Priatama, 1989).
Lama ekstraksi umumnya berlangsung selama 45 menit (Winarno,1990), kadang-
kadang sampai 2-4 jam tergantung teknik pengadukannya. Nasran (1993)
melakukan ekstraksi terhadap rumput laut Gracilaria sp selama 1,5 sampai 2 jam.
Mokolensang et al. (1997) melakukan ekstraksi rumput laut Gracilaria sp

selama 1 jam.

2.2.2 Struktur kimia agar-agar
Agar-agar merupakan suatu heteropolisakarida linier dengan berat molekul
120,000 yang tersusun atas dua fraksi utama, yaitu agarosa dan agaropektin.

Kandungan agarosa yang terdapat pada agar-agar berkisar antara 50-90 % dengan



perbandingan komposisi agarosa dan agaropektin tergantung pada jenis rumput
laut. Alga berbeda dengan tumbuhan tingkat tinggi lainnya karena sejumlah besar
polisakarida sulfatnya terakumulasi di dalam dinding sel atau daerah intraseluler.
Polisakarida sulfat dari setiap alga berbeda-beda, karena dipengaruhi oleh
karakteristik tiap jenisnya. Contohnya polisakarida dari Rhodophyceae biasanya
mengandung galaktosa dalam enensiomer D-dan L-, seperti 3,6-anhidrat-6-O-
metil eter dari bermacam-macam ester sulfat (Glicksman, 1983). Studi yang
dilakukan Anderson et al (1965) yang diacu oleh Glicksman (1983)
menyimpulkan bahwa struktur dasar dari polisakarida yang terdapat pada alga
merah berupa unit ikatan rantai o~1,4 dan p-1,3 galaktosa. Adapun struktur
molekul agar ditunjukkan pada Gambar 2.
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Gambar 2 Struktur molekul agar-agar (Glicksman, 1983)

Agarosa merupakan komponen agar-agar yang responsif terhadap
pembentukan gel. Agarosa bersifat netral yang terdiri atas susunan unit dasar
berulang dari agarobiosa yang merupakan disakarida tersusun oleh rantai 1,4 dan
3,6-anhidro-L-galaktosa dan 1,3-D-galaktosa. Agarosa juga mengandung metil-
D-galaktcsa dalam bentuk 6-O-metil-D-galaktosa yang jumlahnya berkisar yaitu
aniara 1-20 % atau 4-O-metil-galaktosa. Struktur molekul sel agar-agar tersebut

tergantung dari spesies alga merah itu sendiri (Glicksman, 1983)

2.2.3 Pembentukan gel agar-agar

Peningkatan kekuatan gel dapat dihubungkan dengan peningkatan kadar
agarosa atau penurunan kadar suifat serta peningkatan kadar 3,6 anhidro-L-
galaktosa (Glicksman, 1983).  Karakteristik pembentukan gel agar-agar
disebabkan oleh tiga buah atom H pada residu 3,6 anhidro-L-galaktosa yang
memaksa molekul-molekul untuk membentuk struktur heliks. Interaksi antar

struktur heliks menyebabkan terbentuknya gel. Penggantian senyawa 3,6-anhidro-



L-galaktosa oleh senyawa L-galaktosa sulfat menyebabkan kekacauan dalam
struktur heliks dan dalam keadaan seperti ini kekuatan gel menjadi menurun.
Adanya 3,6 anhidrogalaktosa akan menyebabkan sifat anhidrofilik dan
meningkatkan pembentukan heliks rangkap sehingga terbentuk gel yang kuat
(Stanley, 1966). Gel agar-agar bersifat thermo reversible. Bila gel agar-agar
dipanaskan melewati titik cairnya maka gel akan mencair, tetapi bila larutan agar-
agar ini dibiarkan menjadi dingin maka akan terbentuk kembali gel agar-agar

tersebut.

2.3 Media Agar

Salah satu fungsi agar-agar yang penting, yaitu peranannya sebagai media
pertumbuhan bakteri maupun jamur. Hai imi dilakukan dengan menambahkan
zat-zat gizi tertentu yang diperlukan untuk pertumbuhan bakteri. Agar-agar untuk
pertumbuhan bakteri diharapkan masih tetap cair bila didinginkan sampai suhu
42°C dan tetap kuat bila digunakan pada suhu 37°C, yaitu digunakannya suhu
inkubator (Winarno, 1990).

Agar bakto merupakan agar-agar yang telah dimurnikan dengan mereduksi
kandungan pengotor yang ada didalamnya, seperti pigmen-pigmen, kandungan
garam (NaCl), dan kandungan bahan-bahan asing (organik dan inorganik)
serendah mungkin sehingga dapat mendukung pertumbuhan mikroba secara
umum (Gelrite®, 2003). Media agar atau kultur media adalah berbagai cairan
atau padatan dengan beberapa nutrisi yang dapat digunakan untuk pertumbuhan
mikroorganisme. Medium yang dibuat mirip dengan kondisi lingkungan dimana
mikroorganisme biasanya tumbuh. Di dalam medium tersebut harus tersedia
semua unsur yang dibutuhkan mikroorganisme untuk tumbuh.

Beberapa substansi penting yang dibutuhkan oleh mikroorganisme agar
dapat tumbuh antara lain terdiri dari (Harrigan, 1998) :

{(a) air ;

(b) mitrogen-persenyawaan nitrogen (contohnya peptida, protein, asam-asam
amino, garam-garam anorganik) ;

{c) sumber energi { contohnya karbohidrat, peptida, asam-asam amino, protein) ;

(d) beberapa faktor tumbuh lainnya.
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Agar-agar bersifat lebih baik daripada gelatin bila digunakan sebagai
bahan pupukan mikroba. Hal ini disebabkan karena bakteri tidak dapat
mencairkan gel agar-agar, tetapi dengan mudah mencairkan gelatin menjadi
larutan encer. Dengan demikian dapat berkembang beberapa jenis pupukan
media, seperti malt agar;, potato-dextrose agar, heart extract agar, dan lain
sebagainya.

Persyaratan mutu internasional (standar) bagi agar-agar yang digunakan
sebagai media pupukan mikroba, yaitu kadar abu maksimum adalah 5 persen,
kadar organik asing maksimum 1 persen dan kadar abu tak larut dalam asam
maksimum 1 persen (Winarno,1990). Standar mutu dari agar bakto difco dan agar
bakto serva dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3 Standar mutu agar bakto difce dan agar bakto serva

Karakterisrik mutu Standar mutu
Agar bakto difco* Agar bakto serva**

Kekuatan gel (g/cm®, 613 400-900
1,5 % consentration )
Kadar air <20% max. 15 %
Kadar abu <6,5% max. 6,5 %
Garam (cond.as NaCl) - max.0,05 %
pH 6,9 55-17
Sulfat 0,367 % -

*Gelrite® (2003)

= www.google.com/difco_bbl_manuai_sample. pdf

2.4 Kitin

Kitin merupan bahan yang paling banyak di alam setelah selulosa. Kitin
adalah substansi organik kedua yang banyak ditemukan di bumi ini setelah
selulosa, terdapat dalam berbagai spesies binatang (Darbon, 1986). Nama kitin
berasal dari bahasa Yunani yaitu "choton” yang artinya mantel surat (coat of mail)
(Lower, 1984 diacu dalam Shahidi et al., 1999). Pada binatang perairan, kitin
banyak ditemukan pada kerang-kerangan, contohnya pada karapas udang,
cangkang rajungan dan sisik ikan. Keberhasilan produk kitin dan khitosan baru
dintkmati oleh beberapa negara terutama Jepang. Permintaaan kitin dan khitosan

yang semakin meningkat dan kebutuhan terhadap penanganan masalah buangan
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kulit udang atau kepiting pada industri-industri besar nampaknya akan segera
meningkatkan  aktivitas  industri  pemasok  kitin  dan  khitosan
(Angka dan Suhartono, 2000).

2.4.1 Sumber kitin

Kitin merupakan biopolimer vyang terdapat dalam eksosokeleton
invertebrata dan polisakarida terbesar kedua setelah selulosa (Kittur ef al., 1998).
Kitin atau poly-B-(1-4)-N-Glukosamin terdapat pada invertebrata laut, serangga,
fungi dan jamur. Kitin dan khitosan merupakan senyawa golongan karbohidrat
vang dihasilkan dari limbah laut, khususnya golongan udang, kepiting, ketam, dan
kerang (Angka dan Suhartono, 2000). Kitin juga dapat disintesis dari beberapa
substrat menggunakan enzim kitin sintase (Sanford, 1989).

Walaupun tersebar luas di alam, sumber utama kitin yang dapat digunakan
dalam pengembangan lebih lanjut adalah limbah udang berupa kepala dan kulit.
karena limbah ini mudah didapat dalam jumlah yang besar sebagai limbah hasil
pengolahan udang (Suptijah et al., 1992). Pada limbah kulit udang im juga
mengandung protein, CaCO3, MgCQs, serta pigmen astaxanthine.

Kandungan kitin pada limbah udang dan rajungan sebesar 20%-30% dari
berat kering (Bough, 1975). Kitin dapat ditemukan pada limbah udang dan
rajungan masing-masing sebesar 13%-15% dan 14%-17% (berat kering)
tergantung spesies (Knorr, 1984). Kitin dapat juga diekstraksi dari limbah
fermentasi asam sitrat oleh Aspergillus niger. Total 40.000 ton limbah industri
dengan menggunakan kapang, mampu menghasilkan 10.000 ton kitin (Rha,
1984). Adapun komposisi dari limbah kulit udang dapat dilihat pada  Tabel 4.

Tabel 4 Komposisi limbah kulit udang (% berat kering)

Sumber Komposisi (% berat kering)
Protein Kitin Kalsium
karbonat
PPengupasan tangan 272 574 15,3
Pengupasan mekanis 22.0 423 35,7

Sumber: Angka dan Suhartono
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2.4.2 Sifat fisika dan kimia Kitin

Kitin merupakan biopolimer polisakarida dengan rantai lurus yang
tersusun dari 2000 sampai 3000 monomer N-asetil-D-glukosamin dan monomer-
monomer tersebut tersusun dengan ikatan glikosidik B-1-4 (Bough, 1975).
Senyawa kitin sama halnya dengan selulosa, bedanya terletak pada gugus rantai
C-2, dimana gugus hidroksil pada C-2 digantikan oleh gugus asetil amino
(-NHCOCHj3;) (Bastaman, 1989). Berat molekul kitin lebih dari 1 x 10° daiton
(Ashford diacu dalam Knorr, 1984). Struktur senyawa kitin disajikan pada
Gambar 3.

CH,OH CH,OH
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N-acetyl-D-glucosamineg

Gambar 3 Struktur senyawa kitin

Kitin berbentuk kristal dan tidak larut dalam larutan asam kuat
(Meyer dan Wehrli diacu dalam Bastaman, 1989). Kitin mudah mengalami
degradasi secara biologis, tidak beracun, tidak larut dalam air, asam organik encer
dan asam-asam organik tetapi larut dalam larutan dimetil asctamida dan lithium
khlorida {(Ornum, 1992)

Pada umumnya mutu kitin ditentukan dari beberapa parameter yaitu bobot
molekul, kadar air, kadar abu, kelarutan, warna dan derajat deasetilasi yang
terukur.  Karakteristik kitin berdasarkan standar mutu yang ditetapkan profan

{Ghoratories dapat dilihat pada Tabel 5.



Tabel 5 Karakteristilk mutu kitin

Parameter Nilai

Ukuran partikel Serpihan sampai serbuk
Kadar air <10 %
Kadar abu <2%
Derajat deasetilasi >15%
Kelarutan :

1. Air Tidak

2. Pelarut Organik Tidak

3. LiCl, Sebagian
Biodegradasi organic profile Lisozim dan Kitinase

13

Sumber : Protan laboratories diacu dalam Suptijah et al. (1992)

2.4.3 Isolasi kitin

Proses pembuatan kitin meliputi penghilangan protein (deproteinasi) dan
penghilangan mineral (demineralisasi) dari kulit udang atau rajungan
(Muzzarelli, 1977). Deproteinasi dapat dilakukan sebelum atau sesudah
demineralisasi. Deproteinasi dilakukan terlebih dahulu apabila protein yang
terlarut akan dimanfaatkan lebih lanjut (Knorr, 1984). Reaksi proses

demineralisasi disajikan pada Gambar 4

CaCO; + 2HCl moeee e » CaCl, + H,CO;5
H,CO; W ------- » H,O . CO,
CaCO; + 2HCl ~==--- » CaCl, + H,O + CO,
Cay(POy4), + 6HCl ~—~—~-- >  3CaCl, + 2H;POq

Gambar 4 Reraksi proses demineralisasi
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Protein dalam kulit udang dapat dihilangkan dengan pemberian perlakuan
dengan larutan alkali, seperti NaOH. Larutan ini kemudian akan masuk ke
celab-celah kulit udang untuk memutuskan ikatan antara protein dan kitin
(Karmas, 1982). Peningkatan kecepatan ekstraksi secara nyata juga dapat
dilakukan dengan penambahan natrium sulfit (NaSOs) dalam kondisi yang sesuai.

Kandungan mineral dalam kulit udang yang banyak mengandung kalsium

dapat dibilangkan dengan penambahan perlakuan asam. Asam yang digunakan

juga dapat dilaksanakan dengan menambahkan asam formiat dan asam nitrit
(Muzzarelli, 1977). Proses demineralisasi dapat berlangsung sempurna, apabila
konsentrasi asam yang digunakan serendah mungkin dan disertai pengadukan
yang konstan. Melalui pengadukan yang konstan diharapkan asam dalam
konsentrasi yang rendah dapat bereaksi sempurna dengan bahan baku yang
digunakan (Karmas, 1982).

Kitin sebagai material pelindung pada crustacean pada umumnya
berbentuk mukopolisakarida yang berasosiasi dengan kalsium karbonat dan
berikatan kovalen dengan protein (Austin, 1984). Jumlah protein yang terikat
secara kovalen dapat mempengaruhi proses deproteinasi (Muzi, 1990). Namun,
tidak semua protein berikatan kovalen dengan kitin, dimana sebagian protein

hanya berikatan secara fisik.

2.5 Pemanfaatan Kitin

Penggunaan kitin begitu Iuas karena karakteristik kationiknya yakni
mempunyai muatan listrik positif yang khas. Mengingat kitin merupakan hasil
ekstraksi senyawa alami dan bukan dari bahan kimia sintetik, maka keamanan
penggunaan Kitin dapat labih terjamin. Penggunaan kitin paling luas dalam
pengolahan limbah air. Kitin melalui reaksi pengikatan (chelating) mampu
menarik limbah beracun dari logam berat, seperti plumbum, merkuri, kadmium,
uranium, arsenik dan lain-lain (Ditjen Perikanan, 1989). Aksi penyerapan oleh
kitin ini dimulai dengan pembentukan polimer tidak stabil pada suspensi koloid.
Kitin yang bermuatan positif akan menarik koloid yang bermuatan negatif

(Hirano, 1989).
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Selain itu berbagai manfaat senyawa kitin dalam industri lainnya dapat

disebutkan sebagai berikut (Ditjen Perikanan, 1989) :

a.

Bidang pertanian

Dalam bidang pertanian pengunaan kitin (komplek kitin dengan protein)
dicampurkan ke dalam tanah untuk mengurangi resiko serangan cacing
parasit tanah terhadap tanaman.

Bidang industri pangan.

Senyawa komplek microcrystalline chitine (MCC), merupakan turunan
kitin yang banyak digunakan sebagai bahan pengental (pembentuk gel)
dan juga bermanfaat sebagai penstabil dan pembentuk tekstur. Kitin juga
digunakan sebagai immobilizing agenis pada enzim tubuh untuk
memberikan efek lebih tinggi pada laju metabolisme sel dan meningkatkan
permeabilitas sel. Kitin dapat menyaring zat-zat yang tidak diinginkan,
sespertt tannin dan juga mampu memurnikan minuman, seperti anggur,
bir, juice, dan lain-{ain.

Bidang Kesehatan

Turunan senyawa kitin dapat dijadikan benang jahit operasi tidak perlu
dibuang dari tubuh karena dapat terurai dengan sendirinya
(bio-degradable). Kitin digunakan sebagai pembungkus kapsul. Kitin juga
mampu menurunkan kadar kolesterol pada hewan percobaan sehingga
kemungkinan dapat digunakan sebagai obat anti kolesterol.
Kemampuannya dalam mengumpulkan sel-sel leukemia, menjadikan zat
ini cocok sebagai “agens” anti tumor. Senyawa kitin ini diusulkan untuk
digunakan sebagai bahan pembuat membran ginjal buatan.

Bidang kosmetika

Industri perawatan kulit dan rambut menggunakan turunan kitin ini
sebagai bahan pengemulsi (emulsifier), bahan pelembab, zat anti static dan
juga emollients.

Pengolahan air l[imbah

Penggunaan kitin paling luas dan sudah begitu mapan dalam pengolahan
limbah cair. Dengan membentuk svatu senyawa komplek kitin ini dapat

menarik dan menghilangkan residu insektisida (pestisida) dan cemaran



16

berasal dari minyak di dalam air. Melalui reaksi pengikatan (chelating)

kitin juga mampu menarik limbah beracun dari logam berat seperti

plumbum, arsenik dan inerkuri.
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3. METODOLOGI

3.1 Bahan dan Alat

Pada penelitian ini digunakan bahan-bahan dan alat yang meliputi dua
macam bahan utama dan alat pada pembuatan agar bakto serta alat-alat dalam

pengujian labolatorium. Alat-alat dan bahan yang digunakan antara lain ;
Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari dva macam, yaitu
bahan utama dan bahan kimia. Bahan utama yang digunakan dalam penelitian ini
adalah alga laut Gracilaria verrucosa, kulit udang dan kontrol agar bakto dicfo
yang sudah mengalami masa penyimpanan kurang lebih selama 8 bulan. Bahan
kimia yang digunakan adalah'larutan CH3COOH 0,5 %, NaOH 50 %, HCl I N,
akuades, asam borat 4 % yang ditambah larutan indikator merah metil, HaSQy
pekat, HC1 0,1 N, KyCry04 (kalium kromat), AgNOs (perak nitrat) 0,1N, kalium
bromida (KBr), barium klorida (BaCl,), HCI 0,2 N, HyO, 10 %, alkali-NaOH 35-
40 % .

Alat
Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi alat pengolahan dan

alat laboratorium. Alat pengolahan meliputi panci, pengaduk, pan pencetak
(loyang), alat pembeku (freezer), botol film bekas, dan kompor listrik. Sedangkan
alat laboratorium yang digunakan adalah tanur, cawan pengabuan, termometer.
tabung erlenmeyer, cawan petri, gelas piala, batang pengaduk, gelas ukur, labu
ukur, kertas saring bebas abu (whatman) no 42, oven, neraca analitik, penangas
air, kondensor, curd meter, pipet volumetrik, bulb, pH meter, buret, dan

spektrofotometer FTIR (Fourier Transform Infra Red Spectrophotometry).

3.2 Metode Penelitian

Penelitian dibagi menjadi dua tahap. Tahap pertama yaitu proses isolasi
kitin. Tahap kedua yaitu pembuatan agar bakto dengan penambahan kitin
terhadap waktu absorbsi. Agar bakto hasil penelitian yang paling mendekati nilai
karakteristik mutunya dengan standar agar bakto difco dan agar bakto serva, akan

digunakan sebagai agar bakto untuk media pertumbuhan mikroba yang



18

dibandingkan uji TPCnya dengan agar bakto kontrol difco dari labolatorium yang

sudah mengalami masa simpan.

3.2.1 Pembuatan kitin

Tahapan penelitian pertama adalah proses isolasi kitin dengan
menggunakan metode Suptijah ef al (1992). Tahapan pembuatan kitin terdiri dari
proses demineralisasi dan deproteinasi. Sebelum proses demineralisasi dilakukan,
kulit udang dicuci dan dibersihkan terlebih dahulu kemudian dikeringkan dan
dihancurkan. Demineralisasi dilakukan dengan melarutkan limbeh udeng dalam
larutan HC1 1 N dengan perbandingan 1:7 pada suhu 90°C selama 1 jam.

Tahap selanjutnya adalah proses deproteinasi yang dilakukan dengan
menggunakan larutan NaOH 3,5 N dengan perbandingan 1:10 pada suhu 90°C
selama 1 jam. Hasil proses deproteinasi ini adalah kitin. Tahapan isolasi kitin

dapat dilihat pada Gambar 5.
Kulit udang kering

Penghancuran

4

Pencucian dengan air bersih

4

Penjemuran

I

Demineralisasi dengan HC1 1 N, 1.7, 90°C selama | jam.

i

Pencucian sampai netral. ——> Cek dengan kertas pH

J

Deproteinasi dengan NaOH 3,5 N, 1:10, 90°C selama 1 jam.

J

Pencucian kembali sampai netral. ——=—> Cek dengan kertas pH

I

Kitin

Gambar 5 Skema proses isolasi kitin (Suptijah ef al,1992)
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3.2.2 Pembuatan agar bakto

Jumlah kitin yang ditambahkan dalam pembuatan agar bakto ini yaitu 0,5
%, 1 %, dan 1,5 %, dan waktu proses absorbsi yaitu 0, 15, 30 dan 45 menit.
Tahapan pembuatan agar bakto dapat dilihat pada Gambar 6.

Makroalga laut (Gracilaria verrucosa) kering

Perendaman dan pemucatan (CaO 0,5 %, 5 menit)

Pra perlakuan asam (perendaman 1 jam dengan CH3;COOH 1 %)

J

Pencucian

J

Ekstraksi (45 menit, pH 6) ; perbandingan rumput laut: air; 1: 30

Filtrasi (kain blacu)

"

Filtrat Ampas

J

Penambahan kitin (0,5 %; 1 %; 1,5 %) pada waktu absorbsi (0, 15, 30, 45)menit
Penyaringan dan penjendalan (suhu kamar, selama 30 menit)

Pembekuan ( suhu -2°C ) selma 24 jam

-4
thawing

Pengeringan dengan oven (suhu 40°C-50°C)

Penepungan

J

Agar-agar murni atau refine agar

Uji mutu (uji fisika dan kimia)

Hasil agar bakto terbatk

Agar bakto untuk pertumbuhan mikroorganisme

Gambar 6. Skema proses pembuatan agar bakto dari Gracilaria verrucosa
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Makroalga laut (Gracilaria verrucosa) kering dibersihkan dan disortir dari
kotoran-kotoran yang menempel dan dicuci berulang-ulang sampai benar-benar
bersih. Selanjutnya Gracilaria direndam dan dipucatkan dengan menggunakan
Ca0 0,5 %, selama kurang lebih 5 menit.

Penetralan dilakukan dengan mencuci makroalga dengan air mengalir
sampai titik pH netral (pH = 7). Praperlakuan asam dilakukan dengan merendam
Gracilaria verrucosa dengan menggunakan asam asetat 1 % selama 1 jam.
Gracilaria verrucosa dicuci bersih sampai pH netral dan dihancurkan dengan
blender untuk memudahkan proses ekstraksi.

Proses ekstraksi dilakukan pada suhu 90-95 °C selama 45 menit dengan
perbandingan rumput laut dan air yaitu 1:30. Setelah proses ekstraksi selesai
dilanjutkan dengan filtrasi, kemudian dilakukan proses pemurnian agar dengan
menambahkan kitin sebanyak 0,5 %, 1 %, dan 1,5 %.

Proses absorbsi dilakukan untuk melihat pengaruh pemberian kitin sebagai
absorben terhadap logam dan zat-zat asing atau kotoran yang masih menempel.
Lama waktu absorbsi dilakukan selama 0 menit, 15 menit, 30 menit dan 45 menit.
Selanjutnya campuran agar-agar dari Gracilaria dan kitin disaring untuk
memisahkan agar-agar murmi dengan serbuk kitin. Proses berikutnya yaitu
penjendalan agar-agar pada suhu kamar sclama 30 menit. Setelah dijendalkan
kemudian di bekukan didalam freezer selama 24 jam yang ditempatkan dalam
loyang. Setelah beku agar-agar dilelehkan (thawing), kemudian agar-agar murni
dikeringkan dengan menggunakan oven bersuhu (40-50)°C. Setelah agar-agar
kering, kemudian dilakukan penepungan dengan mengunakan blender.

Tahap berikutnya dilakukan pengujian terhadap mutu agar-agar, yang
meliputi analisis fisik, kimia dan mikrobiologis. Analisis fisik yang dilakukan
meliputi pengukuran kekuatan gel dan rendemen. Analisis kimia yang dilakukan
meliputi pengukuran nilai kadar air, kadar abu, kadar garam (NaCl), pengukuran
nilai pH dan kadar sulfat. Analisis mikrobiologi dilakukan dengan uji kuantitatif
total bakteri (TPC) pada agar bakto yang terpilih, menggunakan sample ikan mas
segar. Pembuatan nutrient agarnya meliputi penambahan 3 gram agar bakto

dalam 200 ml air destilasi, ditambah 1gram ekstrak sapi dan 2 gram peptone.
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3.3 Prosedur Pengujian
Prosedur pengujian pada penelitian ini meliputi nilai kadar air, kadar abu,

kadar garam, nilai pH, kadar sulfat, rendemen dan kekuatan gel.

3.3.1 Analisis kadar air (AOAC, 1995)

Penentuan kadar air dilakukan berdasarkan perbedaan bobot contoh
sebelum dan sesudah pengeringan. Mula-mula cawan kosong dikeringkan dalam
oven 105°C selama 30 menit dan didinginkan dalam desikator. Kemudian
ditimbang contoh sebanyak 2,0-3,0 gram dan dipanaskan dalam oven pada suhu
105°C selama 12 jam sampai beratnya konstan. Kemudian contoh yang sudah
dikeringkan tersebut dimasukkan ke dalam desikator seiama 15 menit, lalu

ditimbang. Kadar air dihitung dengan menggunakan rumus sebagai berikut:

Kadar air (BK) = Bobot awal contoh — bobot akhir contoh X 100 %
Bobot akhir contoh

3.3.2 Analisis kadar abu (AOAC, 1995)

Contoh ditimbang sebanyak (2-3) gram dalam cawan kering yang telah
diketahui beratnya. Kemudian dipijarkan dalam tanur bersuhu 600°C sampai
diperoleh abu yang berwarna keputih-putihan. Cawan beserta abu dimasukkan ke
dalam desikator dan setelah dingin ditimbang beratnya. |

Cawan beserta abu dimasukkan kembali ke dalam tanur selama 30 menit
dan didinginkan dalam desikator. Setelah dingin ditimbang kembali. Perlakuan ini
diulang sampai diperoleh berat abu yang konstan. Kadar abu dihitung dengan

menggunakan rumus sebagai berikut :

Kadar Abu (%) = Berat abu X 100%
Berat awal bahan

3.3.3 Pengukuran kandungan garam (Apriyantono ef al., 1986)

Sampel agar-agar yang akan diuji diabukan terlebih dahulu setelah
ditimbang beratnya sebanyak 5 gram. Sampel yang telah diabukan dalam cawan
porselen diisi akuades sampai dengan % cawan. Abu dalam cawan porselen

diaduk-aduk kemudian cairan tersebut ditempatkan ke dalam labu ukur 100 ml
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dan ditambahkan akuades sampai dengan tanda tera. Selanjutnya dari labu ukur
dipipet sebanyak 10 ml ke dalam beaker glass 50 ml dan ditambahkan K;CrOj
(kalium kromat) 2-3 tetes. Kemudian dititrasikan larutan perak nitrat 0.01 N ke
dalam beaker glass sampai terbentuk endapan putih dan larutan menjadi berwaina
oranye. Ini menandakan tercapinya titik akhir titrasi.

Perhitungan kandungan garam:

% NaCl = volume AgNO; X NAgNO; X 10 X 585 X 100%

mg contoh
Volume AgNOs adalah jumlah perak nitrat yang dibutuhkan dalam titrasi
Normalitas AgNOs adalah 0,01 N
Faktor pengenceran (fp) adalah 10

'33.4 Pengukuran nilai pH (AOAC, 1995)

Sampel dalam wadah diukur pH-nya dengan menggunakan pH-meter.
Mula-mula pH-meter dinyalakan kemudian masukkan dalam buffer pH 4.31 dan
pH 6.86 untuk dikalibrasi. Sampel! ditimbang sebanyak 1 gram yang dilarutkan
dalam 10 ml akuades lalu dimasukkan ke dalam gelas ukur. Setelah itu sampel
diukur dengan menggunakan pH-meter. Nilai yang diperoleh dart hasil
pembacaan pada pH-meter selama 1 menit atau sampai angka digital yang

menunjukkan nilai pH tidak berubah atau tetap.

3.3.5 Analisis kadar sulfat (Pusat Penelitian dan Pengembangan

Perikanan,1991)

Satu gram contoh dimasukkan ke dalam erlenmeyer kemudian
ditambahkan 50 ml asam klorida 0.2 N. Erlenmeyer tersebut dipasangkan ke
kondensor, dipanaskan sampai mendidih dan direfluks selama 1 jam. Setelah itu
ditambahkan 25 ml larutan hidrogen peroksida 10% dan refluks dilanjutkan
selama 5 jam sampai larutan benar-benar jernih.

Larutan hasil refluks dipindahkan ke dalam gelas piala 600 mi dan
dipanaskan sampai mendidih. Kemudian ditambahkan 10 ml barium kiorida 10%
setetes demni setetes hingga terbentuk endapan. Endapan yang terbentuk disaring

bersih dengan kertas saring bebas abu. Selanjutnya endapan yang terdapat pada
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kertas saring dicuci dengan akuvades sehingga bebas khlorida. Kertas saring
tersebut dikeringkan di dalam oven dan diabukan pada suhu 1000 °C dalam tanur
sanipai didapatkan abu berwarna putih. Setelah dingin kemudian dimasukkan ke

dalam desikator dan ditimbang.

Kadar Sulfat = Berat akhir barium sulfat (mg) X 0.4116 X 100%
(% SOs) Berat contoh (mg)

3.3.6 Rendemen agar-agar

Rendemen agar dihitung berdasarkan berat rumput laut (anhydrous weed).

Rendemen = Berat agar kering X 100 %
Berat rumput laut kering

3.3.7 Pengukuran kekuatan gel (Modifikasi metode Hoyle, 1976 yang diacu

dalam Sukamulyo, 1989)

Larutan agar-agar disiapkan dengan konsentrasi 1,5 %, kemudian
dipanaskan selama 10 menit sambil diaduk. Berat total sebelum dan sesudah
pemanasan dijaga konstan. Larutan panas dimasukkan ke dalam cetakan yang
berdiameter 3 cm dan tinggi 4 cm. Larutan agar-agar dibiarkan membentuk ge]
selama satu malam. Pengukuran dilakukan dengan menggunakan curd meter. Gel
dani cetakan ditempatkan pada alat pengukur. Kondisi pengukurannya diacu
sebagai berikut:

(a) batang penekan berdiameter 0,56 cm dengan luas permukaan
(S) 025 cm® digunakan untuk pengujian pada agar bakto dari
Gracilaria verrucosa ;

(b) beban dan pegas 100 gram ;

(¢) laju penetrasi batang penekan sebesar 0,36 cm/detik ;

Setelah posisi batang penekan tepat di tengah permukaan gel, Curd meter
diaktitkan sampai batang penekan menembus permukaan gel. Pembacaan
dilakukan melalui grafik Curd meter.

Kekuatan gel dihitung dengan rumus :

Kekuatan gei (Breaking Strenght) = F/S x 1 g/em®

Keterangan: F = tinggi kurva
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3.3.8 Derajat deasetilasi pada kitin (More dan Robert yang diacu dalam

Suptijah ef al., 1992)

Pengukuran derajat deasetilasi menggunakan FTIR atau Fourier’s
Transform Infra Red spectrophotometry. Sampel dihaluskan terlebih dahulu
kemudian dicampurkan dengan blanko yaitu KBr dan dimasukkan ke dalam
kuvet, Lalu sampel dalam kuvet dimasukkan ke dalam spektrofotometer.

Pengukuran derajat deasetilasi diukur berdasarkan kurva yang tergambar
oleh spektrofotometer. Puncak tertinggi dicatat dan diukur berdasarkan garis dasar
yang dipilih. Nilai absorbansi dihitung menggunakan rumus :

Absorbansi = Log Po
P

Perbandingan absorbansi dilakukan pada panjang gelombang 1.655 Cm'™
dengan absorbansi 3.450 Cm™. Selanjutnya derajat deasetilasi dihitung

menggunakan rumus :
Derajat deasetilast (%) = {1-[Aigss/Asas0 X 1/1,33]} X 100 %

Keterangan :

Po = Jarak antara garis dasar dengan garis singgung antara dua puncak
tertinggi pada bilangan gelombang (wavenumber) 1655 Cm™ atau
bilangan gelombang (wavenumber) 3.450 Crm™

P = Jarak antara garis dasar dengan garis garis dasar dengan lembah
terendah pada bilangan gelombang (wavenumber} 1.655 Cm’' atau

bilangan gelombang (wavenumber) 3.450 Cr”

Alsss = Absorban pada bilangan gelombang (wavenumber) 1.655 Cm’!
Asasp = Absorban pada bilangan gelombang (wavenumber} 3.450 Cm™!
1,33 = Konstanta untuk derajat deasetilasi yang sempurna

3.4 Rancangan Percobaan

Rancangan yang digunakan dalam penelitian adalah rancangan acak
lengkap faktorial dengan dua faktor
Faktor perlakuan yang digunakan adalah :
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(1) Berbagai waktu proses absorbsi pada tahapan akhir proses pembuatan agar
bakto, yaitu 0 menit,15 menit, 30 menit, dan 45 menit.

(2) Berbagai konsentrasi kitin yang ditambahkan pada tahapan pemurrian
agar bakto, yaitu konsentrasi 0,5 %, 1 %, dan 1,5 %
Model yang digunakan dalam rancangan ini adalah :
Yijk = p +ai + Bj + (aB)j + eijk

Keterangan :

Yijk = Variabel respon hasil pengamatan untuk faktor A level ke, faktor B

level ke j pada ulangan ke-k

il = Pengaruh rata-rata yang sebenarnya
ol = Pengaruh penambahan konsentrasi kitin ( 0,5 %, 1 % dan 1,5 %)
B3 = Pengaruh berbagai waktu proses absorbsi pada tahapan pembuatan agar

bakto (0 menit, 15 menit, 30 menit dan 45 menit) setelah penambahan
kitin

(aP)ij = Interaksi kedua faktor pada level ke-i dan level ke-j

eik = Sisaan percobaan untuk level pengaruh penambahan konsentrasi kitin
(0,5 %, 1 %, 1,5 %) level ke-I. Pengaruh waktu proses absorbsi
(15 menit, 30 menit dan 45menit).

Setelah dilakukan analisis ragam apabila diperoleh adanya suatu data dari
analisa ragam yang berbeda nyata (ditunjukkan dengan nilai Fnimg yang lebih
besar daripada Fuabel 0,05 %), maka dilakukan uji lanjutan perbandingan wilayah
berganda Duncan (Duncan Multiple Range Test) untuk menguji perbedaan

diantara semua pasangan perlakuan yang mungkin.



4, HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Mutu Kitin

Nilai mutu kitin dapat dilihat dari beberapa parameter. Parameter im
antara lain mencakup kadar air, kadar abu, nilai derajat deasetilasi, ukuran partikel
dan kelarutannya (Protan laboratories diacu dalam Suptijah et al., 1992). Hasil

uji karakteristik mutu kitin pada penelitian ini disajikan pada Tabel 6.

Tabel 6 Hasil uji karakteristik mutu kitin

Parameter Hasil
Ukuran partikel Butiran/bubuk
Kadar air (% berat kering) 7,30 %
Kadar abu (% berat kering 0,56 %
Derajat deasetilasi (%) 55,39 %

Kadar air kitin dipengaruhi oleh kelembaban udara sekeliling tempat
penyimpanan. Kitin disimpan di dalam kemasan plastik yang ditutup rapat agar
tidak berhubungan langsung dengan udara bebas. Pengemasan ini dilakukan
untuk mencegah terjadinya penyerapan uap air dart udara bebas oleh kitin karena
sifat kitin yang higroskopis. Nilai kadar air kitin yaitu sebesar 7,3 %. Nilai ini
dikategorikan baik karena telah memenuhi standar yang telah ditentukan oleh
Protan Laboratories yaitu < 10 %.

Nilai kadar abu yang diperoleh yaitu sebesar 0,56 %. Nilai ini telah
memenuhi standar yang telah ditentukan oleh Protan Laboratories yaitu < 2 %.

Kadar abu kitin dipengaruhi oleh efktivitas proses demineralisasi dan proses
dewatering. Proses demineralisasi dengan larutan HCl 1IN pada suhu 90 °C

selama 1 jam menurut Suplijah ef ¢/ (1992) merupakan proses optimum dalam
demineralisasi. Pencucian dengan air bersih yang berulang-ulang diharapkan
mampu menurunkan kandungan mineral yang masih terdapat pada kulit udang
setelah proses demineralisasi. Semakin baik proses pencucian yang dilakukan,
maka diharapkan kadar abu kitinnya semakin rendah. Oleh karena itu

keberhasilan suatu proses demineralisasi dengan menggunakan larutan HC] dapat
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ditentukan dengan melihat nilai kadar abu dari kitin yang dihasilkan
{(Angka dan Suhartono, 2000).

Derajat deasetilasi adalah salah satu parameter pei.ting dalam menentukan
mutu kitin. Proses deasetilasi adalah penghilangan gugus asetil. Semakin banyak
gugus asetil yang hilang maka efektifitas dari kitin semakin baik karena
kemampuannya sebagai pengabsorbsi akan semakin tinggi. Kitin yang dihasilkan
mempunyai derajat deasetilasi sebesar 55,39 %. Nilat ini telah memenuhi standar
mutu kitin yang dipersyaratkan Protan Laboratories  yaitu > 15 %
(Suptijah et al., 1992).

4.2 Penelitian Utama

Pada penelitian utama dilakukan proses pembuatan agar bakto. Dalam
tahap ini digunakan penambahan kitin dengan konsentrasi 0,5%, 1% dan 1,5%
dan wakfu ébsorbsi 15, 30 dan 45 menit. Adapun parameter yang‘ diukur untuk
mutu agar bakto yaitu parameter fisik dan kimia, yang meliputi kadar air, kadar
abu, kadar garam, nilai pH agar bakto, kadar sulfat, dan kekuatan gel. Hasil
terbaik ditetukan berdasar nilai mutu agar bakto yang paling mendekati standar
agar bakto difco dan standar agar bakto serva. Mutu standar agar bakto difco dan
standar agar bakto serva dapat dilihat pada Tabe!l 3. Agar bakto dengan mutu
terbaik, kemudian digunakan sebagai media untuk menumbuhkan
mikroorganisme dari ikan mas {(wi total bakteri / Total Plate Count) dan
dibandingkan dengan kontrol agar bakto difco yang sudah mengalami masa

simpan kurang lebih 8 bulan.

4.2.1 Rendemen agar bakto

Nilai rendemen agar bakto dihitung berdasarkan perbandingan berat agar
bakto yang dihasilkan terhadap berat kering rumput laut. Nilai rata-rata rendemen
agar bakto dari Gracilaria verrucosa berkisar antara 16,85 % hingga 20,61 %.
Nilai rendemen agar-agar kontrol tanpa perlakvan kitin, yaitu 23,6 %..
Berdasarkan Gambar 7 diketahui bahwa nilai rendemen tertinggi adalah 20,61%,
terdapat pada kombinasi perlakuan penambahan kitin 1,5 % dan lama waktu
absorbsi selama 45 menit. Perbandingan nilai rata-rata rendemen pada agar bakto

hasil penelitian untuk masing-masing perlakuan dapat dilihat pada Gambar 7.
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Gambar 7 Nilai rendemen agar bakto dari perlakuwan penambahan
kitin dan waktu absorbsi yang berbeda

Hasil analisis ragam menunjukkan bahwa penambahan berbagai
konsentrasi kitin memberikan pengaruh yang nyata terhadap nilai rendemen agar
bakto dari Gracilaria verrucosa. Namun, lama waktu absorbsi dan interaksi
penambahan kitin dan lama absorbsi tidak memberikan pengarub yang nyata
terhadap nilai rendemen agar bakto dan Gracilaria verrucosa.

Hasil wji lanjut Duncan’s multiple range test menunjukkan perbedaan
yang nyata antara nilai rendemen agar bakto dari perlakuan penambahan kitin
1 % dengan 1.5 %. Sedangkan antara perlakuan penambahan kihitin 0,5 %
dengan 1 % dan perlakuan penambahan kitin 0,5 % dengan 1,5 % tidak
memberikan perbedaan yang nyata terhadap nilai rendemen agar bakto dari
Gracilaria verrucosa.

Nilai rendemen agar bakto berdasarkan Gambar 7 dan hasil uji lanjut
Duncan’s multiple range test memperlihatkan kecenderungan yang menurun pada
konsentrasi 0,5 % dengan 1 % dan naik kembali pada konsentrasi 1,5 %.
Fenomena penurunan nilai rendemen agar bakto ini dapat disebabkan karena saat
penambahan kitin 0,5 % dan 1 % ke dalam filtrat agar-agar, daya absorbsi kitin
terhadap senyawa pengotor yang berat molekulnya lebih kecil dan kitin belum
maksimum yang menyebabkan banyaknya rongga-rongga di dalam kitin yang

masih belum terisi sedangkan pada permukaan kitin ikut terikat juga komponen
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agar. Semakin banyak pengotor yang terserap baik kedalam pori-pori atau
dipermukaan kitin, maka semakin sedikit kemungkinan terikatnya agar
dipermukaan kitin. Hal ini menyebubkan nilai rendemen agar bakto menjadi
menurun. Selain itu, banyaknya molekul agar-agar yang masih menempel pada
serbuk kitin juga menjadi sebab menurunnya nilai rendemen ini.

Adanya kecenderungan rendemen agar bakto yang mengalami kenaikan
pada penambahan konsentrasi 1,5 %, dapat disebabkan karena daya absorbsi kitin
terhadap senyawa pengotor yang berat molekulnya lebih rendah dari molekul
agar-agar telah optimum. Kitin dalam filtrat agar-agar akan menyerap lebih cepat
terhadap senyawa yang berat molekulnya lebih rendah. Akibatnya kitin akan
menyerap senyawa pengotor yang berat molekulnya rendah terlebih dahulu.
Setelah semua senyawa pengotor terserap maksimal oleh kitin maka molekul
agar-agar dalam filtrat tidak ikut terserap oleh kitin, sehingga nilai rendemen agar

baktonya menjadi lebih tinggi.

4.2.2 Kadar air agar bakto

Nilai kadar air dari agar bakto dapat dipengaruhi oleh proses
pengeringannya, baik yang menggunakan oven (secara mekanik) atau
menggunakan sinar matahari. Pada pengeringan secara mekanik dengan
menggunakan oven maka faktor-faktor seperti suhu, kelembaban udara dan aliran
udara akan dapat mempengaruhi proses pengeringan yang berlangsung
(Winarno, 1991).

Nilai rata-rata kadar air agar bakto dari Gracilaria verrucosa berkisar
antara 19,85 % hingga 22,68 %. Nilai kadar air standar agar bakto difco dan agar
bakto serva yaitu 20 % dan 15 %. Berdasarkan Gambar 8 dapat diketahui nilai
kadar air agar bakto dari Gracilaria verrucosa yang paling mendekati nilai kadar
air standar agar bakto difco dan agar bakto serva yaitu pada perlakuan
penambahan kitin 1 % dan waktu proses absorbsi selama 30 menit yaitu sebesar
20,55 %. Kadar air agar bakto sebelum dimurnikan dengan menggunakan kitin
sebesar 26,01 % dan setelah dimurnikan menjadi 19,85 % - 22,68 %.
Perbandingan nilai rata-rata kadar air pada agar bakto hasil penelitian untuk

masing-masing perlakuan dapat dilihat pada Gambar 8.
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Gambar 8 Nilai kadar air agar bakto dari perlakuan penambahan kitin
dan waktu absorbsi yang berbeda

Hasil analisis ragam menunjukkan bahwa perlakuan 'penambahan kitin
0,5 % hingga 1,5 % dan waktu absorbsi 0 sampai 45 menit pada pembuatan agar
bakio memberikan pengaruh yang nyata terhadap nilai kadar airnya. Hasil
analisis ragam interaksi penambahan kitin dan waktu absorpsi juga
memperlihatkan pengaruh yang nyata terhadap nilai kadar air agar bakto.

Hasil wji lanjut Duncan’s multiple range test, menunjukkan bahwa
terdapat perbedaan yang nyata pada nilai kadar air agar bakto untuk semua
perlaknan konsentrasi kitin. Berdasarkan hasil vji lanjut Duncan’s multiple range
fest juga menunjukkan terdapat perbedaan yang nyata pada nilai kadar air agar
bakto untuk perlakuan waktu absorbsi selama 0 dengan 45 menit. Waktu abcorbsi
15 dengan 30 menit, 15 dengan 45 menit dan 30 dengan 45 menit tidak
memberikan perbedaan yang nyata terhadap kadar air agar bakto.

Nilai kadar air agar bakto berdasarkan Gambar 8 dan hasil uji lanjut
Duncan's multiple range test memperlihatkan kecenderungan yang menurun pada
konsentrasi 0,5 % dengan ! % dan naik kembali pada konsentrasi 1,5 %.
Penurunan kadar air agar bakto ini dapat disebabkan karena senyawa pengotor
yang ada pada filtrat agar-agar telah terserap secara maksimal oleh kitin. Senyawa
pengotor pada agar bakto dapat mengikat air bebas. Cleh karena itu dengan
terserapnya senyawa pengotor ini maka semua air bebas dalam agar bakto dapat

divapkan atau dikeringkan pada saat proses pengeringan agar bakto. Akibat



proses ini maka kadar air agar bakto akan mengalami penurunan. Selain itu
terjadinya penurunan kadar air ini dapat disebabkan akibat adanya gugus
hidrofilik pada kitin yang mampu mengikat air. Hal ini senada dengan yang
didapatkan Nur (1999), bahwa penambahan kitin pada konsentrasi 0,5 % hingga
1.5 % dapat mengurangi kadar air pada proses pemucatan ikan lemuru, yang
ditandai dengan semakin kecilnya nilai absorbansi kekeruhan minyak ikan
tersebut.

Kecenderungan meningkatnya nilai kadar air agar bakto pada perlakuan
penambahan kitin 1,5 % dapat disebabkan karena masih tersisanya senyawa
pengotor pada filtrat agar-agar akibat daya absorbsi kitin yang sudah maksimum.
Daya absorbsi kitin yang sudah maksimum tidak lagi dapat menyerap senyawa
pengotor sehingga sisa senyawa pengotor yang ada ini masih dapat mengikat air.
Akibatrya nilai kadar air pada agar bakto menjadi semakin tinggi.

Berdasarkan hasil kadar air pada semua perlakuan didapatkan nilai kadar
alr agar bakto dari Gracilaria verrucossa masih berada pada kisaran nilai kadar
air standar agar bakto difco. Namun, jika dibandingkan dengan nilai kadar air
standar agar bakto serva maka semua kadar air agar bakto dari
Gracilaria verrucossa masih lebih tinggi dari agar bakto serva. Hal ini berarti
nilai kadar air agar bakto dari Gracilaria verrucosa pada semua perlakuan masih
memberikan hasil yang cukup baik jika dibandingkan dengan kadar air agar
bakto difco.

4.2.3 Kadar abu agar bakto

Abu atau mineral merupakan komponen yang tidak mudah menguap pada
wakiu pembakaran dan pemijaran senyawa organik atau bahan alam. Pada proses
pembakaran, bahan-bahan organik akan terbakar, sedangkan zat anorganik tidak
terbakar tetapi membentuk abu. Kadar abu dalam bahan pangan ditetapkan
dengan menimbang sisa mineral sebagai hasil pembakaran bahan organik. Kadar
abu yang terkandung dalam suatu produk menunjukkan tingkat kemurnian produk
tersebut.  Tingkat kemurnian ini sangat dipengaruhi oleh komposisi dan
kandungan mineralnya. Unsur-unsur mineral seperti, natrium, khlor, kalsium,
fosfor, magnesium, belerang dan sebagainya, dikenal sebagai zat anorganik atau

kadar abu (Fardiaz, 1986).
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Nilai rata-rata kadar abu agar bakto dari Gracilaria verrucosa yaitu antara
3,21 % sampai dengan 6,37 %. Kadar abu agar bakto sebelum dimurnikan dengan
menggunakan kitin sebesar 8,63 % dan setelah dimurnikan menjadi 3,21 %
hingga 6,37 %. Hal ini menunjukkan bahwa penggunaan kitin dapat menurunkan
nilai kadar abu agar bakto. Penurunan kadar abu agar bakto dapat disebabkan
akibat sifat kitin yang dapat mengikat logam atau mineral. Adanya gugus reaktif
NHCOCH; memungkinkan kitin dapat bertindak sebagai pengkelat logam yang
terdapat pada agar bakto. Perbandingan nilai rata-rata kadar abu berdasarkan
berat kering pada agar bakto hasil penelitian untuk mssing-masing perlakuan
dapat dilihat pada Gambar 9. Berdasarkan Gambar tersebut nilai kadar abu agar
bakto dari Gracilaria verrucosa semua masih berada dibawah nilai standar kadar

abu agar bakto difco dan agar bakto serva yang besar kadar abunya 6,5 %.
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Gambar 9 Nilai kadar abu agar bakto dengan penggunaan Kkitin
dan waktu absorbsi yang berbeda

Hasil analisis ragam menunjukkan bahwa pada penambahan konsentrasi

kitin memberikan pengaruh yang nyata terhadap nilai kadar abu agar bakto. Hasil

uji lanjut Duncan’s multiple range test, menunjukkan bahwa terdapat perbedaan

yang nyata antara nilai kadar abu agar bakto untuk perlakuan konsentrasi kitin

0 dan | % serta 0 dan 1,5 %. Namun pada perlakuan 1 % dan 1,5 % yang tidak

memberikan hasil yang berbeda nyata terhadap nilai kadar abu agar bakto.



Hasil analisis ragam terhadap berbagai lama waktu proses absorbsi juga
memberikan pengaruh yang nyata terhadap nilai kadar abu agar bakto. Hasil uji
lanjut Duncan’s multiple range test, menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang
nyata antara nilai kadar abu agar bakto untuk perlakuvan lama waktu absorbsi
15 menit dengan 45 menit. Sedangkan untuk perlakuan lama waktu absorbsi
0 menit dengan 30 menit tidak memberikan perbedaan terhadap nilai kadar abu
agar bakto. Hasil analisis ragam menunjukkan bahwa interaksi kedua perlakuan
penambahan konsentrasi kitin dan waktu absorbsi tidak berpengaruh terhadap
nilai kadar abu agar bakto dari Gracilaria verrucosa.

Berdasarkan Gambar 9 terlihat bahwa nilai kadar abu dari agar bakto
mengalami fluktuasi pada tiap perlakuan. Nilai kadar abu agar bakto
Gracilaria verrucosa setelah penambahan kitin lebih rendah dari nilai kadar abu
agar-agar Gracilaria verrucosa tanpa penambahan kitin. Hal ini dapat terjadi
karena kitin dapat mengabsorbsi zat-zat pengotor (impurities) berbentuk garam-
garam mineral seperti CaCO3, NaSO,, dan mineral seperti kalium, kalsium, fosfor,
natrium, zat besi dan iodium (Anggadireja, 1993). Dengan demikian kadar abu
agar bakto yang diperoieh dengan perlakuan penambahan kitin lebih rendah
daripada kadar abu dari agar secbelum ditambahkan kitin. Komponen-komponen
pengotor (impurities) dalam Gracilaria (agar-agar) dapat berupa garam-garam
mineral, galaktan sulfat, garam-garam sulfat, dan beberapa mineral-mineral
lainnya yang terikat pada strukiur dari molekul agar, dan dapat mempengaruhi
karakteristik fisik dan kimiawinya (Kojima dan Funaki, 1951).

Nilai kadar abu agar bakto dari Gracilaria verrucosa semuanya lebih kecil
dari nilai stander kadar abu agar bakto difco dan agar bakto serva. Hal ini
memperlihatkan bahwa hasil kadar abu agar bakto Gracilaria verrucosa dari
semua perlakuan masih lebih baik dari kadar abu abu agar bakto difco dan agar
bakto serva. Kadar abu agar bakto sedapat mungkin tidak lebih besar dari kontrol
kadar abu agar bakto difco. Xarena nilai kadar abu yang berlebihan dapat
menghambat pertumbuhan bakteri. Hal ini sesuai dengan yang dikatakan Pelczar
dan Chan (1986) bahwa semua organisme hidup membutuhkan beberapa unsur
logam seperti Na, K, Ca, Mg, Mn, Fe, Zn, Cu dan Co, begitu pula dengan bakteri

namun dalam jumlah yang sedikit (trace element).
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4.2.4 Kadar garam (NaCl) agar bakto

Nilai rata-rata kadar garam agar bakto dari Gracilaria verrucosa berkisar
antara 0,0282 % hingga 0,1206 %. Nilai kadar garam untuk standar agar bakto
serva yaitu maksimum adalah 0,05 %. Kadar garam agar bakto sebelum
ditambahkan dengan menggunakan kitin sebesar 0,1812 %. Perbandingan nilai
rata-rata kadar garam (NaCl) pada agar agar bakto hasil penelitian untuk masing-
masing perlakuan dapat dilihat pada Gambar 10. DBerdasarkan Gambar 10
didapatkan bahwa nilai kadar garam agar bakto dari Gracilaria verrucosa yang
paling mendekati nilai kadar garam agat bakto standar serva yaitu pada perlakuan
penambahan konsentrasi kitin 1 % dan waktu proses absorbsi selama 15 menit

yaitu sebesar 0,0492 %.
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Gambar 10 Nilai kadar garam agar bakto dengan penggunaan Kkitin dan
waktu absorbsi yang berbeda

Hasil analisis ragam menunjukkan bahwa perlakuan penambahan kitin

0,5 % hingga 1,5 % dan waktu absorbsi 0 sampai 45 menit pada pembuatan agar
bakto memberikan pengaruh yang nyata terhadap nilai kadar garamnya.
Penggunaan kitin memberikan pengaruh yang nyata terhadap nilai kadar garam
agar bakto. Dari hasil uji lanjut Duncan’s muitiple range test, menunjukkan
bahwa terdapat perbedaan yang nyata antara nilai kadar garam agar bakto untuk

semua perlakuan konsentrasi kitin
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Lama waktu absorbsi juga memberikan pengaruh yang nyata terhadap nilai
kadar garam agar bakto. Dari hasil wji lanjut Duncan’s multiple range test
menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang nyata antara nilai kadar garam agar
bakto untuk perlakuan waktu absorbsi selama 0 menit, 30 menit dan 45 menit.
Namun pada perlakuan waktu absorbsi selama 15 menit tidak memberikan
pengaruh yang nyata terhadap kadar garam agar bakto dari Gracilaria verrucosa.
Hasil analisis ragam interaksi penambahan kitin dan waktu absorpsi juga
memperlihatkan pengaruh yang nyata terhadap nilai kadar garam agar bakto.

Kadar garam untuk agar bakto untuk pertumbuhan miiroba dikondisikan
sebagai garam NaCl (Harrigan, 1998). Kadar NaCl dalam alga laut tergantung
dari karakteristik fisik dan kimiawi alga laut itu sendiri. Garam-garam dalam
struktur dinding sel alga laut terikat pada dinding luar sel alga laut dan pada
bagian dalam dari dinding sel tersebut. Garam-garam tersebut terikat dengan
mineral-mineral lainnya dalam struktur sel alga laut (Glicksman, 1982). Kadar
garam sangat mempengaruhi dari karakterististik agar bakto untuk media
bakteriologis. Kadar garam yang dikondisikan sebagai NaCl pada agar bakto atau
agar media bakteriologis maksimum adalah 0,05 % (Harrigan, 1998).

Berdasarkan nilai kadar garam standar agar bakto serva, yaitu maksimum
sebesar 0,05 %, maka kadar garam agar bakto dari Gracilaria verrucosa dengan
penambahan kitin 0,5 %, 1 % dan 1,5 % pada lama absorbsi 15, 30 dan 45 menit
dikategorikan baik. Hal imi dikarenakan kadar garam agar bakto hasil penelitian

tidak melebihi standar maksimum kadar garam standar agar bakto serva.

4.2.5 Nilai pH agar bakto

Nilai pH pada medium pertumbuhan mikroorganisme berpengaruh pada
kehidupan dan pertumbuhan dari mikroorganisme itu sendiri. Mikroorganisme
pada umumnya dapat tumbuh pada kisaran pH 4,0 — 9,0. Namun beberapa spesies
dapat tumbuh pada kondisi sangat masam atau sangat alkalin
(Pelezar dan Chan,1986).

Nilai rata-rata pH (derajat keasaman) agar bakto yang dihasilkan dari
Gracilaria verrucosa berkisar antara 5,72 hingga 5,91. Nilai rata-rata pH agar
bakto dari Gracilaria verrucosa tidak mengalami perubahan yang signifikan dari

milai pH agar Gracilaria verrucosa sebelum ditambahkan dengan kitin, yaitu
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sebesar 5,78. Nilai pH dari standar agar bakto Difco adalah 6,9 dan nilai pH dari
standar agar bakto serva yaitu 6,5. Berdasarkan Gambar 11 dapat diketahui nilai
kadar pH agar bakto dari Gracilaria verrucosa yang paling mendekati nilai pH
standar agar bakto serva dan agar bakto difco yaitu perlakuan penambahan
konsentrasi kitin 1 % dan waktu absorbsi lebih 0 menit sebesar 5,91.
Perbandingan nilai rata-rata pH berdasarkan berat kering pada agar bakto hasil
penelitian untuk masing-masing perlakuan dapat dilihat pada Gambar 11.
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Gambar 11 Nilai kadar pH agar bakto dengan penggunaan Kitin dan
waktu absorbsi yang berbeda

Hasil analisis ragam menunjukkan bahwa perlakuan lama waktu absorbsi
kitin memberikan pengaruh yang nyata terhadap nilai kadar pH agar bakio dar:
Gracilaria verrucosa. Gracilaria verrucosa. Namun, pengaruh penambahan kitin
dan interaksi perlakuan penambahan kitin dan waktu absorbsi tidak memberikan
pengaruh yang nyata terhadap nilai kadar pH agar bakto.

Berdasarkan hasil uji lanjut Duncan’s multiple range test menunjukkan
bahwa terdapat perbedaan yang nyata terhadap nilai pH agar bakto pada perlakuan
waktu absorbsi 0 dengan 45 menit, 0 dengan 30 menit dan 0 dengan 15 menit.
Sedangkan pada perlakuan pada perlakuan lama absorbsi 15 dengan 30 menit,
15 dengan 45 menit dan 30 dengan 45 menit tidak memperlihatkan perbedaan
yang nyata terhadap nilai pH agar bakto.



Berdasarkan Gambar 11 dan hasil uji lanjut Duncan’s multiple range test
memperlihatkan adanya kecenderungan penurunan nilai pH pada lama waktu
absorbsi 0 dengan 15 menit. Penurunan nilai pH ini dapat disebabkan karena
terurainya senyawa-senyawa garam seperti CaSO4, CaCOs, MgSO4, maupun
K5P0O4 menjadi kation dan anionnya masing-masing yang bersifat asam dan basa.
Ion-ion hasil penguraian senyawa garam tersebut, seperti Ca™", Mg*", dan K" yang
bermuatan positif dan berbobot molekul rendah akan terlebih dahulu terserap oleh
kitin. Kitin yang telah lama ditambahkan dalam filtrat agar-agar akan mengalami
penguraian pada gugus NH, nya menjadi NH™ dan H' yang terdapat di permukaan
dan rongga pada kitin. Gugus NH yang reaktif akan lebih dahulu menangkap
jon-ion Ca®", Mg®, dan K" atau ion-ion tersebut terabsorbsi oleh kitin akibat
bobot molekulnya yang rendah sehingga pada filtrat agar-agar hanya tersisa
anion-anion SO4, COs* atau PO4” yang bersifat asam. Akibat dari pengikatan
gugus kationik Ca™, Mg2+, dan K" dan hanya menyisakan anion-anion SO.=,
CO;5* atau PO,> yang bersifat asam maka akan menyebabkan penurunan nilai pH
pada agar bakto

Nilai pH agar bakto dapat mempengaruhi pertumbuhan dari
mikroorganisme yang akan ditumbuhkan pada media agar. Kebanyakan bakter:
mempunyai pH optimum sekitar pH 6,5-7,5. Pada pH dibawah 5,0 dan diatas 8,5
bakteri tidak dapat tumbuh dengan baik, kecuali bakteri asam asetat
(Acetobacter suboxydans) dan bakteri oksidasi sulfur (Fardiaz, 1992).

Nilai pH pada media agar juga dapat mempengaruh kualitas kekuatan gel
dari media agar. Sifat gel agar sangat dipengaruhi oleh suhu, konsentrasi, pH,
kandungan gula dan ester sulfat (Selby dan Wyne, 1973). Penurunan pH akan
menyebabkan kekuatan gel semakin berkurang. Semakin pH turun kekuatan gel
agar-agar semakin rendah hingga pH 2,5 (Glicksman, 1983).

Hasil nilai pH pada semua perlakuan pada agar bakto dari
Gracilaria verrucosa, jika dibandingkan dengan nilai pH standar agar bakto difco
dan nilai pH standar agar bakto serva maka masih berada dibawah nilai standar
agar bakto tersebut. Penyesuaian pH dapat dilakukan dengan menambahkan

1.0 M NaOH. Setelah itu untuk menjaga pergeseran nilai pH agar stabil maka



dapat digunakan garam pospat, seperti KH»>POy4 sebagal penyangga (Pelczar dan
Chan, 1986)

42,6 Kadar sulfat agar bakto

Kadar sulfat dalam agar dipengaruhi oleh perbedaan jenis dan asal rumput
laut, metode ekstraksi, serta umur‘ panen. Menurut Suryaningrum (1988)
peningkatan umur panen dapat memberi respon terhadap penurunan kandungan
sulfat. Proses ekstraksi juga mempengaruhi kadar sulfat dari rumput laut, dimana
proses praperlakuan basa pada tahapan ekstraksi akan menghasilkan sulfar yang
lebih rendah daripada praperlakuan asam (Angka dan Subartono, 2000). Sulfat
atau gugus sulfat pada alga penghasil agar-agar terakumulasi pada dinding sel dari
alga. Sulfat terikat bersama-sama dengan agar-agar (agarosa dan agaropektin} dan
gugus sulfat disekresikan oleh badan golgi dari sel alga penghasil agar-agar
(Phillips dan William, 2000).

Nilai rata-rata kadar sulfat agar bakto dari Gracilaria verrucosa berkisar
antara 2,22 % hingga 4,57 %. Sementara nilai kadar sulfat agar bakto sebelum
ditambahkan dengan kitin, yaitu sebesar 4,68 %. Hal ini menunjukkan bahwa
penggunaan kitin dapat menurunkan mnilai kadar sulfat agar bakto dan
Gracilaria verrucosa. Nilai kadar sulfat dari standar agar bakto difco yaitu
sebesar 0,37 %. DBerdasarkan Gambar 12 dapat diketahui nilai kadar sulfat agar
bakto dari Gracilaria verrucosa yang paling mendekati nilai kadar sulfat standar
agar bakto difco yaitu perlakuan penambahan konsentrasi kitin 1% dan waktu
absorbsi lebih 30 menit sebesar 5,91. Kitin yang memiliki kemampuan sebagai
absorben, mampu menyerap molekul yang berat molekulnya lebih rendah,
sehingga sulfat yang terdapat pada agar bakto dapat diserap. Perbandingan nilai
rata-rata kadar sulfat pada agar bakto hasil penelitian untuk masing-masing

perlakuan dapat dilihat pada Gambar 12.
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Gambar 12 Nilai kadar sulfat agar bakto dengan penggunaan kitin dan
waktu absorbsi yang berbeda

Hasil analisis ragam menunjukkan bahwa perlakuan penambahan kitin
0,5 % sampai 1,5 % dan waktu absorbsi 0 sampai 45 menit memberikan pengaruh
yang nyata terhadap nilai kadar kadar sulfat agar bakto dari Gracilaria verrucosa.
Hasil analisis ragam interaksi penambahan kitin dan waktu absorpsi juga
memperlihatkan pengaruh yang nyata terhadap nilai kadar air agar bakto.

Berdasarkan hasil wji lanjut Duncan’s multiple range test, terdapat
perbedaan yang nyata pada nilai kadar sulfat agar bakto pada perlakuan
penambahan kitin sebesar 0,5 % dengan 1 % dan 0,5 % dengan 1,5 %. Sedangkan
penambahan kitin 1% dengan 1,5 % tidak memberikan nilai yang berbeda nyata
pada kadar sulfat agar bakto. Hal ini memperlihatkan bahwa dengan
meningkatnya penambahan konsentrasi kitin dari 1 % hingga 1,5 % ke dalam agar
bakto maka tidak akan memberi pengaruh yang nyata terhadap penurunan kadar
sulfat dalam agar bakto.

Berdasarkah hasil uji lanjut Duncan’s multiple range test, lama waktu
absorbsi juga memberikan pengaruh yang nyata terhadap nilai kadar air agar bakto
pada waktu 0 menit. Sementara untuk lama waktu absorbsi 15, 30 dan 45 menit
tidak terdapat perbedaan yang nyata terhadap nilai kadar sulfat agar bakto. Hasil

analisis ragam interaksi penambahan kitin dan waktu absorpsi juga
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memperlihatkan pengaruh yang nyata terhadap nilai kadar suifat agar bakto dari
Gracilaria verrucosa.

Hasil kadar sulfat dari semua perlakuan masih lebih besar dari nilai kadar
sulfat standar agar bakto difco. Kadar sulfat yang besar ini diduga akibat
banyaknya senyawa sulfat yang masih terdapat dalam agar bakto yang tidak
terserap oleh kitin akibat daya absorbsi kitin yang sudah maksimum. Kadar sulfat
yang tinggi ini juga akan mempengaruhi kekuatan gel yang akan dihasilkan dari
agar bakto. Oleh karena itu masih diperlukan cara-cara yang baik untuk
menurunkan kadar sulfat sehingga bisa didapatkan nilai kekuatan gel yang baik.

4.2.7 Kekuatan gel agar bakto

Kekuatan gel dari agar-agar yang berasal dari alga laut dipengaruhi oleh
berbagal faktor diantaranya tingkat keasaman bahan dan kadar sulfat yang
terkandung di dalam agar tersebut. Selain itu jenis rumput laut dan metode
ekstraksi juga merupakan faktor-faktor yang dapat mempengaruhi kekuatan gel
agar (Glicksman, 1983). Kekuatan gel merupakan beban maksimum yang
dibutuhkan untuk memecahkan matriks polimer pada daerah yang dibebani, dan
dapat dinyatakan sebagai “breaking force”.

Nilai kekuatan gel agar bakto penelitian yang dihasilkan dari bahan baku
Gracilaria verrucosa berkisar antara 89,53 gram/cm” hingga 375,835 gram/cm’.
Nilai kekuatan gel yang untuk standar agar bakto difco vaitu sebesar
613 gram/cm” dan nilai kekuatan gel untuk agar bakto serva yaitu 650 gram/em’.
Berdasarkan Gambar 13 didapatkan bahwa nilai kekuatan gel agar bakto
Gracilaria verrucosa yang paling mendekati nilai kekuatan gel standar agar bakto
difco dan standar agar bakto serva yaitu pada perlakuan penambahan kitin dengan
konsentrasi 1,5 % dan lama absorbsi 45 menit, yaitu 375.835 gram/cm’.
Perbandingan rata-rata nilai kekuatan gel pada agar bakto hasil penelitian untuk

masing-masing perlakuan dapat dilihat pada Gambar 13.
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Gambar 13 Nilai kekuatan gel agar bakto dengan penggunaan kifin dan
waktu absorbsi yang berbeda

Hasil anaiisis ragam menunjukkan bahwa perlakuan penambahan kitin
0,5 % hingga 1,5 % , waktu absorbsi 0 menit hingga 45 menit dan interaksi antara
dua perlakuan tersebut memberikan pengaruh yang nyata terhadap nilai kekuatan
gel agar bakto Gracilaria verrucosa. Berdasarkan hasil uji lanjut Duncan’s
multiple range test, terdapat perbedaan yang nyata antara nilai kekuatan gel agar
bakto untuk semua perlakuan konsentrasi kitin. Hasil uji lanjut Duncan’s muitiple
range fest juga menunjukkan terdapat perbedaan yang nyata antara nilai kekuatan
gel agar bakto untuk semua perlakuan waktu absorbsi.

Nilai kekuatan gel yang berbeda-beda ini diduga akibat terserapnya
pengotor (impurities) dan senyawa sulfat yang terdapat pada agar bakto oleh kitin.
Dengan semaliin tereduksinya kadar sulfat pada agar bakto diharapkan mampu
meningkatkan kekuatan gel agar bakto tersebut.

Gugus sulfat dapat mempengaruhi pembentukan gel melalui dua cara,
yaitu menggantikan senyawa 3,6-anhidro-D-Galaktosa menjadi Galaktosa 6-sulfat
schingga struktur heliks semakin membelit dan menyebabkan kekacauan
strukturnya. Akibat kekacauan struktur heliks ini maka akan menyebabkan
turunnya kekuatan gel. Cara lain adalah bila gugus sulfat terikat pada posisi C-2
dari ikatan 1,3 galaktosa yang akan menghambat pembentukan gel. Hal ini dapat
diatasi dengan penambahan enzim atau alkali yang mengubah ester sulfat menjadi

3,6-anhidro-D-Galaktosa (Nurleli, 1999). Rendahnnya pH dari agar bakto



Gracilaria verrucosa juga dapat mempengaruhi kekuatan gel agar bakto. Hal ini
dapat disebabkan akibat proses praperlakuan asam pada rumput laut sebelum
ekstraksi, Keasaman sangat mempengaruhi kekuatan ikatan gel rantai galaktosa.
Nilai pH vyang terlalu rendah dapat menyebabkan gel mudah terhidrolisis
(Winarno, 1990). Selain itu jenis rumput laut dan metode ekstraksi juga
merupakan faktor-faktor yang dapat mempengaruhi kekuatan gel agar
(Glicksman, 1983).

Nilai kekuatan gel agar bakto Gracilaria verrucosa bila dibandingkan
dengan nilai kekuatan gel dari stardar agar bakto difco dan agar bakto serva
maka nilainya masih berada dibawah nilai standar agar bakto difco dan serva.
Namun rendahnya kekuatan gel ini dapat diatasi dengan memperbesar konsentrasi
agar bakto pada pembuatan media agarnya. Sehingga kekuatan gelnya dapat

~menyamai dengan kekuatan gel dari agar bakto difco dan agar bakto.

4.2.8 Aplikasi agar bakto sebagai media kultur

Pada pengujian agar bakto sebagai media kultur mikroba, dilakukan uji
total bakteri pada nutrient agar yang menggunakan agar bakto hasil penelitian.
Pengujian dilakukan pada agar bakto terpilih kemudian dibandingkan dengan
nutrien agar yang menggunakan kontrol agar bakto difco yang sudah mengalami
masa penyimpanan selama kurang lebih 8 bulan. Perlakuan yang terbaik
didapatkan dari karakteristik nilai mutu agar bakto yang paling mendekati standar
nilai mutu dari agar bakto difco atau agar bakto serva. Kombinasi perlakuan
optimum yaitu pada agar bakto dari Gracilaria verrucosa dengan penambahan
kitin 1,5 % dan waktu absorbsi 45 menit. Hasil uji terhadap kemampuan
pembentukan gel dan warna dari media agar yang berasal dari agar bakto hasil
penelitian yang terpilih dibandingkan dengan kontrol agar bakto difco dari
laboratorium yang sudah mengalami masa penyimpanan sebelumnya, dapat dilihat

pada Tabel 7.
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Tabel 7. Hasil uji karakteristik fisik pada aplikasi media kultar.

Karakteristik Fisik Agar bakto penelitian Agar bakto
Gracilaria verrucosa Difeco

Titik gelifikasi (point of 41°C 42°C

gelification)

Kejemihan Sedikit keruh Jernih

Kemampuan pembentukan gel pada agar bakto dari Gracilaria verrucosa
menunjukkan suhu 41°C. Apabila dibandingkan, maka titik pembentukan gel agar
bakto Gracilaria verrucosa masih berada di bawah titik pembentukan gel kontrol
agar bakto difco, yaitu sebesar 42°C. Titik gelifikasi yang semakin rendah, akan
memperlambat proses gelifikasi itu sendiri. Artinya dibutuhkan waktu yang lebih
lama bagi agar bakto untuk rhulai membentuk gel. Hal ini diduga akibat masih
tingginya kadar sulfat yang menyebabkan kekuatan gel yang terbentuk semakin
menurun, schingga tittk pembentukan gel semakin rendah. Semakin rendah
kekuatan gel yang dimiliki oleh agar bakto maka kemampuan pembentukan gel
akan semakin rendah (Chapman dan Chapman, 1980).

Tingkat kejernihan agar bakio Gracilaria verrucosa yang diaplikasikan
menjadi media agar menunjukkan hasil yang hampir sama. Namun pada media
agar dari agar bakto Gracilaria verrucosa, warna atau kejernihannya
menunjukkan hasil yang sedikit keruh. Setelah itu dilakukan uji total bakteri
menggunakan agar bakto Gracilaria verrucosa terpilih sebagai aplikasi media
kultur bakteri.

Jumlah total bakteri yang ditumbuhkan pada media agar dipengaruhi oleh
adanya faktor intrinsik dan faktor ekstrinsik yang ada seperti nilai a,, kadar air,
pH, suhu dan tersedianya zat-zat hara atau nutrien yang mendukung dari
pertumbuhan bakteri (Fardiaz, 1992). Penentuan jumlah bakteri dilakukan
menggunakan contoh ikan mas segar (Cyprinus carpio) dengan lama inkubasi
48 jam sesuai prinsip dari pengujian TPC (Total Plate Count) pada suhu inkubator
:£.30°C. Berdasarkan hasil pengamatan, pada media agar dari agar bakto
Gracilaria verrucosa diperoleh total bakteri 2,5 x 10° koloni/gram. Adapun total

bakteri untuk media agar dari kontrol agar bakto difco menunjukkan nilai
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2,9 x 10° koloni/gram. Nilai total bakteri pada media agar Gracilaria verrucosa
menunjukkan nilai yang hampir sama dengan total bakteri pada media agar dari
agar bakto difco. Ini memperlihatkan bahwa agar bakto Gracilaria verrucosa

memiliki mutu yang cukup baik untuk dapat dijadikan sebagai media bakteriogis.



5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Penambahan kitin sebagai absorben dalam proses pembuatan agar bakto
Gracilaria verrucosa mampu menghasilkan agar bakto yang mempunyai
karakteristik mutu fisik dan kimia yang hampir sama dengan standar agar bakto
difco dan agar bakto serva pada karakteristik tertentu, sepeti kadar air, kadar abu,
kadar garam dan nilai pH. Namun pada karekteristik mutu yang lain, seperti
kadar sulfat dan kekuatan gel, nilainya masih berbeda cukup jauh. Kombinasi
perlakuan paling optimum dan memberikan hasil terbaik untuk agar bakto
Gracilaria verrucosa didapatkan pada perlakuan konsentrasi kitin 1,5 % dengan
lama waktu proses absorbsi selama 45 menit. Adapun karakteristiknya adalah
sebagai berikut : kadar air 21,11 %, kadar abu 3,206 %, kadar garam (NaCl)
0,0282 %, nilai pH 5,85, kadar sulfat 2,545 %, nilai kekuatan gel 375,835
gram/cm’, dan rendemen 20,61 %.gram/cm®. Serta nilai rendemen yang dihasilkan
adalah 20,61 % .

Uil Total Plate Count (TPC) dilakukan terhadap sampel ikan mas segar
(Cyprinus carpio) yang ditumbuhkan dengan menggunakan agar bakto hasil
penelitian terbaik. Kemudian dibadingkan dergan kontrol agar bakto difco yang
sudah mengalami penyimpanan. Hasil yang didapat menunjukkan nilai total
bakteri pada media agar dengan agar bakto Graeilaria verrucosa yaitu 2,5 x 10°
koleni/gram. Adapun total baktert untuk media agar dari agar bakto difco
menunjukkan nilai 2,9 x 10° koloni/gram. Ini menunjukkan bahwa agar bakto

dari Gracilaria verrucosa dapat digunakan sebagai media kultur bakteri.

5.2 Saran

Agar bakto yang dihasilkan dari penelitian masth perlu dilakukan
penyesuaian dalam aplikasinya sebagai media agar. Hal ini dapat dilakukan
supaya diperoleh mutu agar bakto yang menyamai agar bakto komersil. Oleh
karena itu untuk mendapatkan mutu yang sama dengan agar bakto komersil, dapat
saia dilakukan penambahan konsentrasi agar bakto supaya didapat kekuatan gel

yang sama dengan agar bakto komersil. Selain itu perlu dilakukan penyesuaian
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pH dengan NaOH 1M atau HCI 1M untuk mencapai nilai pH yang sama dengan
agar bakto komersil. Kajian pengaruh lama penyimpanan terhadap mutu agar
bakto yang diproleh dapat diteliti lebih jauh untuk melihat daya tahan kualitas dari
agar bakto yang didapatkan. Ataupun dapat dilakukan analisis lanjutan terhadap
kemampuan agar bakto untuk menumbuhkan berbagai jenis mikroorganisme pada
berbagai jenis media agar. Serta perlu dilakukan tinjauan ekonomis terhadap agar
bakto yang diproduksi sendiri jika dibandingkan dengan agar bakto komersial
produksi pabrik.
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Lampiran 1 Hasil analisis mutua fisik dan kimiawi agar bakto Gracilaria verucossa

Analisis 0.5% 1% 1.5% Difeo
0 15 30 45° o 15° 30 45 LY 15° 3 45
I Kadarair % BK) | 2195 |ap105 20725 | 21705 | 2175|2163 | 19845 | 20055 | 219 | 22465 |22685 |21 | 252
2.Kadar abu (% BK) 4,65
6,31 6,208 6,373 5,264 6,06 5,475 5,5 5,365 4,965 3,991 4,856 3,206
3. Kadar Garam 0,05
{% NaCl) 0,1141 0,0324 0,0421 0,0442 0,1206 0,0492 0,0355 0,0436 0,1157 0,0347 0,0328 0,0282
4. pH 5.895 3.84 5.755 5.775 5.91 5.715 5,72 5.775 5.895 5.725 5.83 5.85 16,27
5. Kadar Sulfat {%%)
4,263 341 3,475 3,09 4,57 2,63 2,22 2,645 4,39 2,925 2,735 2,545 | 1,03
6 Kekuatan Gel 343,75
{Gram/cm®) 100,61 129,04 97,395 226,29 104 §9,89 128,22 §9,53 99.065 107,09 284,95 375,83
7.Rendemen
19,45 19,605 17,725 18,705 18,75 18,63 16.845 17,055 18,9 16,165 19,185 20,61
8. Warna Coklat Coklat Coklat | Coklat | Coklat | Coklat | Coklat | Coklat | Cokiat | Coklat | Coklat | Coklat | Kuning
kekuning | kekuning | kekunig | kekunig | kekunig | kekunig | kekunig | kekunig | kekunig | kekunig | kekunig | kekunig | Kecoklt
-an -an -an -an -an -an -an -an -an -an -an -an -an




Lampiran 2 Data referensi kontrol agar bakto komersil difco

Parameter Hasil
Kadar air (% BK) 25,24
Kadar abu (% BK) 4.65
pH 6.27
Kadar Garam (%NaCl) 0,05
Kadar Salfat (%) 1,03
Kekuatan Gel (Gram/cm”) 343,75
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Lampiran 3 Data terpilih dari agar bakto Gracilaria verucossa (proses optimal)

Analisis Gracilaria sp. Agar Bakto
Khitin 1,5%; Pemanasan Komersial
Kembali 45 menit (Difco Bacto Agar)

1. Analisis Kadar Air (%) 21.11 % 25,24 %
2.Kadar Abu (%) 3.21% 4,8 %
3. Kadar Garam (%NaCl) 0.0282 % 0,58%
4. pH 5.85 6.23
5. Kadar Sulfat (%) 2.545 % 1,03%
6. kekuatan gel (Gram/cm?) 375.835 gram/cm” 343.75 gram/cm”
7. Rendemen 20.61 %

8. Warma

Serbuk kuning kecoklatan

Serbuk kuning Jernih
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Lampiran 5. Hasil analisis statistika Uji lanjut Duncan s multiple range test
1. Rendemen agar bakto Gracillaria verrucesa

Analisis Ragam RAL Faktorial 4x3

Source DF Typel 88 Mean Square FValue Pr>F
f1 3 549951250 1.83317083 1.33 0.3115
f2 2 1110317500 5.55158750 402 0.0462
f1*f2 6  8.64122500  1.44020417 1.04 0.4456

Uji lanjut Duncan’s multiple range test (DMRT)

Duncan Grouping Mean N f1
A 19.1333 6 15
A
A 180333 6 0
A
A 18.7900 6 45
A
A 179183 6 30
Duncan Grouping Mean N f2
A 19.4650 8 1.5
A
A 18.8713 8 05

W m

17.8200 8 1

2. Kadar air agar bakto Gracillaria verrucosa

Analisis Ragam RAL Faktorial 4x3

Source DF Type ! SS Mean Square FValue Pr>F
f1 3 3.40284583  1.13428194 567 0.0118

2 2 5.24650833  2.82325417 13.11 0.0010
f1*f2 6 7.16789167  1.19464861 597 0.0043

Uji lanjut Duncan’s multiple range test (DMRT)
Duncan Grouping Mean N f1

A 218867 6 O
A
B A 216333 6 15
B
B C 210850 6 30
C
C 20.9567 6 45
Duncan Grouping Mean N f2
A 21.9630 8 1.5
B 213713 8 05
C 20.8200 8 1
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3. Kadar abu agar bakto Gracillaria verrucosa

Analisis Ragam RAL Faktorial 4x3

Source DF Type 188 Mean Square FVelue Pr>F
f1 3 470854895 1.56884965 8.58 0.0026
2 2 13.83125038 6.91562519 37.82 <.0001
f1*f2 6 1.57628431 0.26271405 1.44 0.2788

Uji lanjut Duncan's multiple range test (DMRT)

Duncan Grouping Mean N {1
A 57783 6 0
A
A 55766 6 30
A
A 52249 6 15
B 46119 6 45
Duncan Grouping Mean N {2
A 6.0391 8 15
A :
A 56000 8 1
B 42547 8 0.5

4. Kadar garam agar bakto Gracillaria verrucosa

Analisis Ragam RAL Faktorial 4x3

Source DF Type | SS Mean Square FValue Pr>F
1 3 0.00114587 0.00038196 44537 <.0001
f2 2 0.00029106 0.00014553 169.69 <.0001
fi*f2 6 0.00049106 0.00008184 9543 <.0001
Uji lanjut Duncan’s multiple range test (DMRT)
Duncan Grouping Mean N f1

A 0.0387750 6 15

A

A 0.0386312 6 45

B 0.0368017 6 30

C 0.0222133 68 0

Duncan Grouping Mean N f2
A 0.0381671 8 1
B 0.0344863 8 05
C 0.0206625 8 1.5



5. Kadar pH agar bakto Gracillaria verrucosa

Analisis Ragam RAL Faktorial 4x3

56

Source DF Type | SS§ Mean Square F Value Pr>F
1 3 0.07708 0.02569 3.621 0.045
f2 2 0.006358 0.003179 0.448 0.649
f1*f2 8 0.02671 0.004451 0.627 0.706

Uji lanjut Duncan’s multiple range test (DMRT)

Duncan Grouping Mean N 1
A 5.7600 6 15
A 5.7683 6 30
A 57833 6 45
B 59000 6 O

6. Kadar Sulfat agar bakto Gracillaria verrucosa

Analisis Ragam RAL Faktorial 4x3

Source DF Type 1SS Mean Square
f1 3 10.32343333  3.44114444
f2 2 0.91875833  0.45937917
f1*f2 ' 6 0.87764167  0.14627361
Uji lanjut Duncan’s multiple range test (DMRT)
Duncan Grouping Mean N {1
44083 6 0

29883 6 156

29767 6 30

W wWw WP

27606 6 45

Mean N 12
35600 8 05
31488 8 1.5

Duncan Grouping

W >

3.1413 8 1

FValue Pr>F

77.61
10.36
3.30

<.0001
0.0024
0.0372



7. Nilai Kekunatan gel agar bakto Gracillaria verrucosa

Analisis Ragam RAL Faktorial 4x3
Source DF
f1 3 65524.22725

f1*f2 6 70001.08404

Uji lanjut Duncan’s multiple range test (DMRT)
Duncan Grouping Mean N f1

A 230335 6 45
B 170.188 6 30
C 108675 6 15
D 101227 6 O

Duncan Grouping Mean N f2
A 216.7363

8
B 138.3350 8 0.
C 102.7475 8 1

Type | S8 Mean Square

21841.40908
f2 2 5441776342 27208.88171

11666.84734

1.5
5

57

FValue Pr>F

7079.06 <.0001
8818.72 <.0001
3781.36 <.0001
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