WAKTU INKUBASI OPTIMUM ACTINOMYCETES ISOLAT 19B19-A1
(Streptomyces tritolerans) PADA MEDIA SERBUK KULIT UDANG

(Skripsi)

Oleh

SARAS KHAIRANI RACHMAWATI
1717011074

JURUSAN KIMIA
FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
UNIVERSITAS LAMPUNG
2022



ABSTRAK

WAKTU INKUBASI OPTIMUM ACTINOMYCETES ISOLAT 19B19-A1
(Streptomyces tritolerans) PADA MEDIA SERBUK KULIT UDANG

OLEH

SARAS KHAIRANI RACHMAWATI

Enzim kitinase merupakan suatu enzim yang dapat mendegradasi kitin dengan
cara memutus ikatan B-1,4-glikosidik pada kitin untuk menghasilkan monomer
dan oligomer N-Asetilglukosamin. Actinomycetes menjadi salah satu
mikroorganisme yang memiliki kemampuan Kitinolitik. Penelitian ini bertujuan
untuk memperoleh waktu inkubasi optimum Actinomycetes dalam mendegradasi
kulit udang menjadi glukosamin. Isolat Actinomycetes yang digunakan diperoleh
dari deposit UPT LTSIT, Universitas Lampung, yang diisolasi dari biota laut
perairan Gorontalo, Indonesia. Penapisan terhadap 6 isolat Actinomycetes,
diperoleh isolat 19B19-A1 yang memiliki nilai indeks kitinolitik terbesar dengan
nilai 1,328. Kemudian dilakukan identifikasi morfologi isolat secara makroskopis,
mikroskopis dan analisis filogenetik. Berdasarkan hasil filogenetik dapat
diindikasikan bahwa Isolat 19B19-A1 merupakan spesies Streptomyces tritolerans
dengan kemiripan sebesar 99,41%. 16S rRNA sekuen gen isolat 19B19-A1l telah
terdaftar di Genbank dengan nomor akses LC682288. Pada penelitian ini
dilakukan fermentasi padat dengan menggunakan serbuk kulit udang sebagai
media. Fermentasi dilakukan selama 14 hari dengan pengamatan setiap 2 hari.
Aktivitas kitinase diuji menggunakan spektofotometer UV-vis dengan metode
DNS, diperoleh aktivitas kitinase terbesar pada waktu inkubasi hari ke-12 dengan
nilai sebesar 0,053 U/mL. Produk degradasi kulit udang dianalisis menggunakan
spektofotometer UV-vis dan HPLC. Berdasarkan hasil analisis menggunakan
spektofotometer UV-vis diperoleh glukosamin tertinggi pada waktu inkubasi hari
ke-12 dengan konsentrasi sebesar 0,619 mg/mL, sedangkan berdasarkan hasil
analisis menggunakan HPLC diperoleh glukosamin tertinggi pada waktu inkubasi
hari ke-14 dengan konsentrasi sebesar 1,458 mg/mL.

Kata kunci: Kulit udang, Kitinase, Actinomycetes, Glukosamin.



ABSTRACT

OPTIMUM INCUBATION TIME OF ACTINOMYCETES ISOLATE
19B19-Al (Streptomyces tritolerans) ON SHRIMP SHELL POWDER
MEDIUM

BY

SARAS KHAIRANI RACHMAWATI

Chitinase enzyme is an enzyme that can degrade chitin by breaking B-1,4-
glycosidic bonds in chitin to produce N-Acetylglucosamine monomers and
oligomers. Actinomycetes is one of the microorganisms that have abilities of
chitinolytic. This study aimed to obtain the optimum incubation time of
Actinomycetes in degrading shrimp shells into glucosamine. The Actinomycetes
isolate used was obtained from the UPT LTSIT deposit, University of Lampung,
which was isolated from marine biota in the waters of Gorontalo, Indonesia.
Screening of 6 isolates Actinomycetes, isolate 19B19-A1 was the isolate that had
the largest chitinolytic index value with a value of 1.328. Identified the
morphology of the isolates by macroscopic, microscopic and phylogenetic
analysis. Based on the phylogenetic results, it can be indicated that isolate 19B19-
Al is a species of Streptomyces tritolerans with a similarity 99.41%. 16S rRNA
gene sequence isolate 19B19-Al was registered at Genbank with access number
LC682288. In this study, solid fermentation was carried out using shrimp shell
powder as a medium. Fermentation was carried out for 14 days with observations
every 2 days. Chitinase activity was tested using a UV-vis spectrophotometer with
the DNS method, the highest chitinase activity was obtained on the 12th day of
incubation with a value of 0.053 U/mL. Shrimp shell degradation products were
analyzed using spectrophotometer UV-vis and HPLC. Based on the analysis using
spectrophotometer UV-vis, the highest glucosamine was obtained on the 12th day
of incubation with a concentration of 0.619 mg/mL, while based on the results of
the analysis using HPLC, the highest glucosamine was obtained on the 14th day
of incubation with a concentration of 1.458 mg/mL.

Key words: Shrimp shell, Chitinase, Actinomycetes, Glucosamine.
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Permintaan glukosamin dan turunannya terus meningkat setiap tahunnya.
Glukosamin dan turunannya sangat diminati karena dapat digunakan dalam
berbagai aplikasi seperti suplemen, obat, dan bahan kosmetik. Glukosamin dapat
diproduksi melalui beberapa cara diantaranya secara kimia, fisik, fermentasi
mikroba, enzimatik, metode pengolahan rekombinan, dan kombinasinya telah
dilaporkan menghasilkan glukosamin dari kitin dan kitosan yang berasal dari

tumbuhan, hewan serta mikroorganisme (Soni et al., 2021).

Salah satu sumber kitin yang melimpabh ialah kulit udang. Menurut Yan and Chen,
(2015) kulit udang mengandung kitin sebanyak 15 - 40%. Banyak penelitian yang
telah dilaporkan mengenai produksi glukosamin menggunakan limbah kulit
udang, akan tetapi proses produksi tersebut menggunakan asam kuat seperti asam
klorida dan asam sulfat (Mojarrad et al., 2007). Hal tersebut sangat tidak ramah
lingkungan dan membutuhkan biaya yang mahal. Salah satu alternatif yang dapat
digunakan ialah enzim kitinase. Enzim kitinase dapat mendegradasi Kitin dengan
memutus ikatan 1,4 B-glikosidik dalam Kitin untuk menghasilkan monomer dan
oligomer N-Asetilglukosamin (Howard et al., 2003). N-asetilglukosamin dapat
terhidrolisis menjadi senyawa yang lebih sederhana, salah satunya ialah
glukosamin. Actinomycetes dilaporkan menjadi mikroorganisme yang dapat
mendegradasi Kitin dengan bantuan enzim Kkitinase (Brzezinska et al., 2013).
Beberapa jenis Actinomycetes yang produktif dalam menghasilkan Kkitinase
diantaranya Microbispora, Saccharothrix dan Streptomyces yang berasal dari
genera mesofilik serta Thermobifida dan Streptosporangium yang berasal dari
genera termofilik (Dhole et al., 2021; Mathew et al., 2021).


https://www.tandfonline.com/author/Soni%2C+Twinkle

Aisyah (2016) telah melakukan penelitian terhadap isolat ANL-4 dan berhasil
memperoleh rendemen glukosamin tertinggi yaitu sebesar 0,196 mg/mL dengan
kadar 19,64% pada waktu inkubasi 24 jam. Penelitian selanjutnya, Salsabila
(2020) memperoleh glukosamin pada waktu inkubasi 21 hari dari isolat 18D36A1
sebesar 0,924 mg/mL, sedangkan dari 18D36A2 diperoleh glukosamin sebesar
0,891 mg/mL pada waktu inkubasi 7 hari. Pada penelitian ini dilakukan penentuan
waktu inkubasi optimum terhadap Actinomycetes sampel Gorontalo yang
memiliki indeks Kitinolitik terbesar, serta mampu mendegradasi kitin menjadi

glukosamin.

1.2. Tujuan Penelitian

Adapun tujuan dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Untuk memperoleh isolat Actinomycetes yang mampu mendegradasi Kitin

menjadi glukosamin.

2. Untuk mengetahui aktivitas kitinase dari Actinomycetes dengan indeks

kitinolitik terbesar.

3. Untuk mengetahui  waktu inkubasi optimum  Actinomycetes dalam

mendegradasi kulit udang menjadi glukosamin.

1.3. Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai potensi
isolat 19B19-Al (S. tolerans) dalam menghasilkan enzim Kitinase serta dapat
mendegradasi kulit udang menjadi glukosamin. Selain itu, hasil penelitian ini
diharapkan dapat menjadi informasi awal untuk penelitian selanjutnya terkait

bidang bioteknologi, pemanfaatan enzim, dan rekayasa genetik.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Perairan Gorontalo

Teluk Tomini merupakan teluk terbesar di wilayah khatulistiwa dengan luas
sebesar + 6 juta hektar. Sebelah timur Teluk Tomini berbatasan dengan Laut
Maluku, sedangkan sebelah timur laut berbatasan dengan Laut Sulawesi. Teluk
Tomini menjadi bagian dari Coral Triangle karena memiliki keanekaragaman

terumbu karang tertinggi (Muzakir and Suparman, 2016).

Teluk Tomini memiliki potensi sumber daya perikanan, keanekaragaman hayati
biota laut dan darat, yang tersebar hampir di seluruh kabupaten di Sulawesi Utara,
Gorontalo, dan Sulawesi Tengah karena daerah ini dilintasi oleh garis
khatulistiwa. Terdapat 1.031 hektar kawasan terumbu karang. Selain itu terdapat
pula potensi lain sumber daya hayati laut yang dapat dikembangkan seperti
ekstraksi senyawa bioaktif (hasil alam), biopolimer, dan lainnya yang berasal dari
makroalga (rumput laut), mikroalga (fitoplankton), mikroorganisme, dan
invertebrata untuk dimanfaatkan dalam obat, makanan, kosmetik, serta industri
berbasis bioteknologi lainnya (Akib et al., 2021).

2.2. Biota Laut

2.2.1 Spons

Spons adalah metazoa purba yang telah ada sejak 700-800 juta tahun lalu. Spons
termasuk kedalam filum porifera. Wilayah hidup mereka di lautan tropis, perairan
beriklim sedang dan air tawar (Hentschel et al., 2002 ; Radjasa et al., 2007).
Spons laut tersebar luas dari zona intertidal hingga kedalaman ribuan meter dalam
laut (Fusetani et al., 1993). Umumnya spons terbagi menjadi tiga kelas yaitu,

Calcarea (5 ordo dan 24 famili), Demospongiae (15 ordo dan 92 famili) dan



Hexactinelida (6 ordo dan 20 famili). Sejauh ini telah ditemukan 15.000 spesies
sponge, tetapi sebenarnya keanekaragaman mereka sangatlah tinggi (Fieseler et
al., 2004)

Spons telah dipelajari lebih lanjut untuk mengeksplor keragaman mereka dan
potensi dalam pengembangan obat-obatan. Setiap tahun dilaporkan bahwa lebih
dari 200 metabolit baru berasal dari spons. Spons menjadi hal yang menarik
karena dua faktor. Pertama, spons dapat berasosiasi dengan berbagai
mikroorganisme. Kedua, spons menjadi sumber metabolit sekunder (Taylor et al.,
2007). Pada bagian mesohil spons banyak terdapat mikroba, termasuk jamur,
bakteri, virus, dan archaea, hingga mencapai 50% dari biomassa spons (Webster
et al., 2001). Terdapat beberapa 14 filum bakteri yang dapat berasosiasi dengan
spons, diantaranya Acidobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Firmicutes,
Chloroflexi, — Gemmatimonadetes, = Deinococcus-Thermus,  Planctomycetes,
Nitrospira, Proteobacteria (Alfa, Beta, Delta, dan Gammaproteobacteria),
Poribacteria, Spirochaetes, Verrucomicrobia dan Actinobacteria (Taylor et al.,
2007).

2.2.2 Tunicate

Tunicate atau yang sering dikenal Urochordate, adalah subfilum yang sangat
beragam dari Chordata. Mereka disebut Tunicate karena adanya zooid yang
terbungkus dalam selubung ekstraseluler Tunicate menempati habitat mulai dari
perairan dangkal, hingga dekat pantai ke laut terbuka dan dalam laut. Tunicate
dapat bereproduksi secara seksual dan aseksual. Tunicate dibagi menjadi tiga
kelas yaitu Ascidiacea, Appendicularia dan Thaliacea. Menurut para ahli terdapat
2000 spesies Ascidian, sekitar 20 spesies Appendicularia dan 72 spesies
Thaliacea (Holland, 2016). Di dalam laut, Tunicate hidup berasosiasi dengan
makhuk hidup lainnya seperti fungi dan bakteri. Terdapat beberapa jenis bakteri
yang berasosiasi dengan Tunicate diantaranya yaitu Bacillus, Pseudoalteromonas,
Pantoea, Salinicola, Streptomyces, Virgibacillu dan Vibrio (Ayuningrum et al.,
2019)



2.3. Actinomycetes

Actinomycetes adalah mikroorganisme berfilamen gram positif yang di dalam
DNAnya terkandung guanin dan sitosin yang tinggi (Ventura et al., 2007).
Actinomycetes memiliki ciri-ciri seperti bakteri dan jamur. Namun, saat ini
mereka umumnya dianggap lebih erat kaitannya dengan bakteri. Komposisi kimia
dari dinding sel mereka mirip dengan bakteri gram positif, tetapi karena
morfologis (hifa) dan karakteristik kultural yang terus berkembang maka
Actinomycetes telah dianggap sebagai kelompok baru dan dipisahkan dari bakteri
lainnya (Barka et al.,2016).

Actinomycetes mewakili salah satu unit taksonomi terbesar di antara 18 garis
keturunan utama yang saat ini diakui dalam domain bakteri, terbagi dalam 5 sub
kelas, 6 ordo, dan 14 sub ordo (Ludwig et al., 2012). Actinomycetes hidup di
berbagai lingkungan, pada tanah atau akuatik (misalnya, Streptomyces,
Micromonospora, Rhodococcus, dan Salinispora), simbiosis dengan tanaman
(misalnya, Frankia spp.), patogen tumbuhan atau hewan (misalnya,

Coryndebacterium, Mycobacterium, atau Nocardia) (Barka et al., 2016).

Actinomycetes dengan miselia utama yang biasanya diproduksi dengan cara
membentuk spora aseksual. Actinomycetes memiliki berbagai macam morfologi,
hal ini berdasarkan dengan ada atau tidak adanya miselium substrat atau miselium
aerial, warna miselium, produksi pigmen melanoid, dan struktur rantai spora
mereka. Pada Gambar 1 menunjukkan adanya perbedaan tipe struktur rantai

spora Actinomycetes (Barka et al., 2016).



Catellatospora Microbispora Microtetraspora Streptomyces

Gambar 1. Tipe struktur rantai spora Actinomycetes.

Actinomycetes memiliki peran penting dalam daur ulang karbon terutama dalam
hal solubilisasi dinding sel tanaman dan jamur, serta kutikula serangga dan
cangkang krustasea (Chater, 2016). Mereka menghasilkan berbagai macam
protein ekstraseluler yang mewakili sumber enzim untuk keperluan industri
(Mukhtar et al., 2017).

2.4. Kulit Udang

Menurut Mao et al. (2017), setiap tahunnya 6-8 juta ton limbah krustasea
dihasilkan. Bagian kepala, cangkang, dan ekor udang dibuang sebagai produk
sampingan. Kulit udang dapat dimanfaatkan menjadi produk yang memiliki nilai
jual seperti Kitin, kitosan, edible coating, produksi enzim dan diolah menjadi suatu
produk mono-, di-, dan oligo-sakarida oleh mikroorganisme pendegradasi Kitin
(Halder et al., 2013 ; Sorokulova et al., 2009 ; Wang et al., 2012).

Cangkang krustasea merupakan sumber alami kitin karena terdiri dari: (30-50%)
kalsium karbonat, (30-40%) protein, (20-30%) kitin, dan pigmen lainnya seperti



astaxanthin, b-karoten, canthaxanthin, lutein (Aranaz et al., 2009). Pada jaringan
rangka, Kkitin bergabung dengan protein membentuk protein kitin matriks
dikalsifikasi untuk menghasilkan cangkang keras (Younes and Rinaudo, 2015).
Pada cangkang krustasea terdapat juga karatenoid dari astaxanthin dan lipid dari
sisa daging (Ambati et al., 2014). Untuk memperoleh biopolimer dengan
kemurnian yang tinggi maka berbagai molekul perlu ini dihilangkan. Terdapat dua
cara, yaitu secara biologi dan kimia. Ekstraksi secara biologi menggunakan enzim
proteolitik atau dapat juga menggunakan mikroba (Arbia et al., 2016). Sedangkan
secara kimia, dapat menggunakan asam dan basa untuk menghilangkan mineral

dan protein yang ada (Al-Sagheer et al., 2009).

Tahap demineralisasi merupakan tahap penghilangan mineral terutama kalsium
karbonat. Umumnya tahap demineralisasi menggunakan larutan asam, seperti
HCI, H,SO4, HNO3, HCOOH dan CH3;COOH, di antara berbagai macam asam ini,
asam klorida encer menjadi larutan yang sering dipakai dalam tahap
demineralisasi. Demineralisasi mudah dicapai karena terjadi dekomposisi kalsium
karbonat menjadi garam kalsium yang larut dalam air dengan pelepasan karbon

dioksida. Persamaan reaksi antara asam klorida dengan kalsium karbonat:

2 HCI + CaCO; — CaCl, + H,0 + CO;

Mineral yang terdapat dalam kutikula udang bereaksi dengan asam menghasilkan
garam. Kemudian, garam dapat dengan mudah dipisahkan dengan cara
penyaringan padatan kitin dan diikuti dengan pencucian menggunakan air
deionisasi. Proses demineralisasi sangat bergantung pada waktu ekstraksi, suhu,
jumlah mineral pada udang, ukuran partikel, konsentrasi asam dan rasio zat
terlarut/pelarut. Konsentrasi asam sangat berpengaruh , karena untuk mengubah
satu molekul kalsium karbonat menjadi kalsium klorida dibutuhkan dua molekul
HCI. Agar reaksi sempurna, maka jumlah asam harus sama dengan jumlah
stoikiometri mineral, atau bahkan lebih besar (Johnson and Peniston, 1982;
Shahidi and Synowiecki, 1991).



Deproteinasi merupakan tahap pemutusan ikatan kimia antara protein dengan
kitin. Bahan yang dapat digunakan dalam proses deproteinasi diantaranya ialah
NaOH, Na,COsz;, Na;SOz;, NaHCOjz; NaHSOjz; NasPO,; Na,S, KOH, K,COs,
Ca(OH),, dan CaHSO3;. NaOH menjadi larutan yang sering digunakan dalam
proses deproteinasi dengan konsentrasi antara 0,125 hingga 5,0 M pada
temperatur yang bervariasi, suhu tertinggi pada 160°C. Penggunaan NaOH
menghasilkan deasetilasi parsial pada kitin dan hidrolisis biopolimer yang dapat

menurunkan berat molekulnya.

2.5. Kitin

Kitin merupakan polimer linier dari B-1, 4-N-Asetilglukosamin (GIcNAc). Kitin
menjadi biopolimer kedua yang paling melimpah di bumi (Shahidi and
Abozaytoun, 2005). Kitin banyak ditemukan di skeleton serangga, jamur, ragi,
ganggang, kepiting, udang, dan lobster, dan di struktur internal invertebrata
lainnya (Bhattachrya et al., 2007).
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Gambar 2. Struktur kitin (Abidin et al., 2020).

Kitin memiliki kegunaan di berbagai aplikasi diantaranya untuk meningkatkan
pembentukan kitinase ekstraseluler, proses penyembuhan luka, serat makanan,
dan pengolahan air limbah (Muzzarelli, 1999). Kitin berwarna putih, keras, tidak

larut dalam air, dan inelastik (Mutreja et al., 2020). Kitin memiliki persentase



nitrogen yang tinggi (6,89%), yang dapat berguna menjadi agen pengkhelat
(Muzzarelli, 1997).

Terdapat 3 struktur kristal Kitin diantaranyai, a, , dan vy, Kitin yang berbeda pada
jumlah rantai per sel, ukuran unit dan tingkat hidrasi. Perbedaan struktur Kitin
dapat dilihat pada Gambar 3. a-chitin adalah bentuk yang paling berlimpah,
ditemukan dalam eksoskeleton arthropoda, terdapat pada posisi rantai polimer
adalah anti-paralel. Pada B-chitin, disposisinya paralel dan mereka ditemukan
pada hewan yang fleksibel, seperti cumi-cumi. y-chitin menunjukkan adanya
campuran kedua posisi (Mehrabani et al., 2018 ; Ru et al., 2019).

v
A A

A AAAAAA
3

AA A

B-kitin a-kitin y-kitin
Gambar 3. Struktur polimorfik kitin (Santos et al., 2020).

Kitin dapat didegradasi oleh kitinase. Katabolisme kitin terjadi dalam 2 langkah,
yang melibatkan pemotongan awal polimer kitin oleh kitinase menjadi
oligosakarida kitin dan pemotongan lebih lanjut menjadi N-asetilglukosamin, dan
monosakarida oleh kitobiase (Suginta et al., 2000).

Sifat kitin yang tidak larut serta sulit dipisahkan dari bahan yang telah terikat
membuat pemanfaatan Kitin menjadi terbatas. Sehingga Kitin perlu diubah terlebih

dahulu menjadi produk turunannya (Hendri dan Laila, 2013).

2.6. Enzim

Enzim merupakan biokatalis yang dapat mempercepat suatu reaksi biokimia yang

terjadi dalam makhluk hidup. Enzim dapat diperoleh dari sel, yang kemudian
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dapat digunakan untuk mengkatalisis berbagai proses penting. Sebagai Katalis,
enzim hanya dibutuhkan dalam konsentrasi yang rendah dan mampu mengonversi
molekul substrat menjadi produk (Robinson, 2015). Aktivitas enzim bergantung
pada pelipatan protein, enzim biasanya sensitif terhadap suhu, pH, dan konsentrasi

garam lingkungan (Moran, 2018).

2.7. Enzim Kitinase

2.7.1. Deskripsi Enzim Kitinase

Kitinase termasuk dalam keluarga glikosil hidrolase yang mengkatalisis hidrolisis
ikatan glikosidik dalam kitin. Ukuran molekul Kitinase bervariasi dari 20 hingga
90 kDa (Hamid et al., 2013). Kitinase masuk ke dalam keluarga 18 dan 19 dari
hidrolase glikosil (Bhattacharya et al., 2007). Karakteristik ini berdasarkan urutan
N-terminal, lokalisasi enzim, pH isoelektrik, peptida sinyal, dan induser.
Keluarga 18 berisi kitinase kelas Il dan V, sedangkan keluarga 19 termasuk
kitinase kelas I, I, dan IV. Kitinase diproduksi secara alami oleh berbagai
organisme Yyaitu, jamur, bakteri, ragi, tanaman, actinomycetes, arthropoda, dan
manusia (Henrissat et al., 1997).

Menurut Sahai and Monacha (1993) enzim kitinase dibagi menjadi 2 kelompok

utama yaitu:

Endokitinase

Endokitinase dapat membentuk multimer N-Asetilglukosamin dan dimer di-
asetilkitobiose dengan cara memecah Kkitin secara acak di bagian dalam
mikrofibril kitin.

Eksokitinase

Eksoktinase dibagi menjadi 2 kategori: 1-4-B-glukosa aminidase dan
kitobiosidase. 1-4-B-glukosa aminidase dapat menghasilkan monomer N-asetil

glukosamin, hasil dari pembelahan produk oligomerik Kkitobiosidase dan
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endokitinase. Kitobiosidase terlibat dalam katalisis pelepasan di-asetilkitobiose
secara progresif dimulai dari ujung mikrofibril kitin non-reduksi.

2.7.2. Sumber Enzim Kitinase

Kitinase Pada Mamalia

Kitinase pada mamalia dikelompokkan ke dalam keluarga 18 dari glikosil
hidrolase. Kitinase mamalia dikenal sebagai kitotriosidase. Struktur molekul
kitinase mamalia menunjukkan adanya domain katalitik N-terminal yang terdiri
dari lipatan isomerase triose-fosfat. Dalam kitinase mamalia, untuk menghidrolisis
ikatan glikosidik B (1-4) pada kitin maka asam glutamat perlu menyumbangkan
proton, sedangkan dalam Kitinase yang menyerupai protein, asam glutamat
bertukar dengan leusin, glutamin dan isoleusin sebagai donor proton (Bussink et
al., 2006). Kitinase mamalia sebagian besar telah ditelusuri lebih jauh untuk
tujuan pengobatan luka, mengubah bentuk jaringan, dan pengobatan peradangan
(Kzhyshkowska et al., 2007).

Kitinase Pada Serangga

Kitinase serangga merupakan protein beta/alfa-barel, lembaran beta sebagian
besar disusun dalam bentuk paralel (Kramer et al., 2009). Jaringan epitel
ektodermal seperti trakea, foregut, hindgut, dan kutikula menjadi tempat
ditemukannya kitinase pada serangga (Lee et al., 2011). Kitinase yang berasal dari
Manduca sexta dan Bombyx mori menjadi jenis yang paling banyak dipelajari
(Dean et al., 2012). Karena memiliki sifat nematosida, fungisida, dan insektisida,
sehingga enzim ini berpotensi digunakan dalam bidang pertanian.

Kitinase Pada Tanaman

Tanaman memiliki endokitinase pada bagian biji, bunga, batang, dan umbi yang
secara acak dapat menghidrolisis internal kitin pada ikatan p-1,4, menghasilkan

produksi N-Asetil glukosamin dan Chitooligosakarida. Kitinase dari tumbuhan
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dikelompokkan ke dalam keluarga glikosil hidrolase 19 yang berperan penting
dalam sintesis etilen, embriogenesis, dan melawan tekanan konsentrasi garam
tinggi (Smith et al., 2016). Selain itu, tanaman menghasilkan kitinase sebagai
respons terhadap serangan fitopatogen. Kitinase tanaman banyak ditemukan pada
tanaman monokotil dan dikotil seperti kacang, gandum, kubis, wortel, jagung,
mentimun, bawang putih, gandum, bawang, kacang, kacang, kentang, beras, tomat
(Collinge et al., 1993). Kitinase rekombinan yang dihasilkan mampu menghambat
pertumbuhan Alternaria solani, Rhizoctonia solani, Verticillium dahlia dan
Fusarium sp. (Toufiq et al., 2017). Kitinase tanaman juga menunjukkan potensi
luar biasa untuk mentolerir stres abiotik yaitu, Kitinase dari Rhamnoides
Hippophae untuk mengurangi kondisi dingin (Kashyap et al., 2017) dan kitinase

dari kedelai untuk mengurangi arsenik dan kadmium (Galusova et al., 2015).

Kitinase Pada Mikroorganisme

Mikroorganisme menjadi sumber Kitinase yang disukai karena kelimpahannya
yang luas di alam dan ketersediaan bahan baku yang mudah untuk budidaya yang
mengakibatkan biaya produksi Kkitinase yang lebih rendah (Kuranda et al., 1991).
Sebagian besar kitinase dari sumber mikroba telah dikelompokkan ke dalam
keluarga glikosil hidrolase 18 (Bhattacharya et al., 2007), tetapi terdapat
pengecualian pada beberapa bakteri gram positif yang termasuk dalam keluarga
19 Bakteri seperti Aeromonas punctata, A. Hydrophila, Bacillus pumlius, B.
thuringiensis, B. licheniformis telah menunjukkan potensi untuk menghasilkan
kitinase (Agrawal et al., 2015 ; Synstad et al., 2008 ; Kuddus and Ahmad, 2013 ;
Rishad et al., 2016). Actinomycetes seperti Saccharothrix yanglingensis (Shivalee
et al., 2018), Streptomyces pratensis (Gaber et al., 2016), dan Thermobifida fusca
(Rawway et al., 2018) dapat menghasilkan kitinase dengan kadar tinggi.

Bakteri utama yang menghasilkan kitinase dapat mendegradasi kitin dan
dimanfaatkan sebagai sumber energi, serta beberapa Kkitinase bakteri telah
menunjukkan potensi sebagai agen kontrol biologis terhadap berbagai penyakit
tanaman yang disebabkan oleh jamur fitopatogenik (Lu et al., 2018 ; Kavroulakis
et al., 2010 ; Babashpour et al., 2012).
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2.8. Glukosamin

Glukosamin (2-amino-2-deoksi-D-glukosa) adalah amino monosakarida yang
berasal dari Kkitin, senyawa ini dapat ditemukan dalam eksoskeleton invertebrata
laut tertentu (Heath-Heckman and McFall-Ngai, 2011). Senyawa Yyang
mengandung glukosamin adalah glukosamin hidroklorida, glukosamin sulfat, dan
N-asetilglukosamin (Anderson et al., 2005). Glukosamin menjadi bahan utama
dalam  biosintesis  berbagai makromolekul seperti asam hialuronat,

glikosaminoglikan, proteoglikan, glikoprotein, dan glikolipid.

Glukosamin terdapat hampir di semua jaringan lunak pada tubuh manusia, tetapi
konsentrasi tertinggi terdapat dalam tulang rawan (Miller and Clegg, 2011).
Glukosamin merupakan suplemen multifungsional terutama untuk penyakit
arthritis dan osteoarthritis. Selain itu juga glukosamin memiliki efek pada
berbagai penyakit lainnya seperti infeksi bakteri, kanker, kardiovaskuler,penyakit

kulit serta neurodegeneratif (Jamialahmadi, 2019).

CH,OH

O
OH

OH
OH
NH,

Gambar 4. Struktur glukosamin.

2.9. Fermentasi Padat

Fermentasi padat menjadi habitat asli dari kebanyakan mikroorganisme terutama
mold dan fungi. Fermentasi padat memiliki keunggulan di antaranya yaitu sedikit
energi dalam sterilisasi karena sedikitnya aktivitas air, lebih tahan dengan

kontaminasi, menghasilkan produk dengan konsentrasi tinggi, menggunakan
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limbah industri sebagai bahan utama substrat dan sumber energi. Keunggulan
lainnya dari fermentasi padat ini memiliki kualitas yang tinggi dan aktivitas
ekstrak yang tinggi pula, tidak membutuhkan pelarut organik, serta rendah biaya
produksi (Martins et al., 2011 ; Singhania et al., 2009).

Limbah industri yang dapat digunakan sebagai substrat dalam fermentasi padat di
antaranya Yyaitu bagas singkong, beras, pulp kopi, kulit buah, kulit jagung
(Farinas, 2015 ; Singhania et al., 2009 ; Soccol and Vandenberghe, 2003). Selain
itu dapat pula menggunakan limbah kulit udang, dan cangkang kepiting (Suresh,
2012).

2.10. Scanning Electron Microscopy (SEM)

Scanning electron microscope (SEM) merupakan salah satu instrumen yang
sering digunakan dalam menganalisis morfologi objek padat pada ukuran mikro
maupun nano partikel. Scanning electron microscope (SEM) memiliki

kemampuan untuk menganalisis partikel hingga ukuran 10 nm (Goldstein, 2012).

Prinsip kerja dari SEM vyaitu adanya berkas elektron yang melalui sistem
bertegangan tinggi (20 kV), lalu berkas elektron ini melewati sebuah lubang dan
lensa elektromagnetik. Setelah itu, beam memindai seluruh permukaan spesimen
dengan bantuan scan coil. Selanjutnya, gambar dihasilkan setelah adanya sinyal
SEM dari area interaksi beam dan spesimen (Hafner, 2007). Metal stub
digunakan untuk mounting sampel yang dilapisi dengan lapisan karbon atau
logam seperti emas dan paladium, lalu sampel dapat diamati di bawah mikroskop
(Mukhopadhyay, 2003).

2.11. Spektrofotometri UV-vis

Spektrofotometri UV-vis adalah metode instrumen yang paling sering digunakan
dalam analisis untuk mendeteksi suatu senyawa berdasarkan absorbansi foton.

Sampel harus diberi penambahan reagen dalam pembentukan garam kompleks
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atau lain sebagainya, supaya sampel dapat menyerap foton pada daerah UV-vis.
Melalui senyawa kompleks yang terbentuk maka unsur dapat diidentifikasi.
(Irawan, 2019).

Prinsip dasar Spektrofotometri UV-vis berdasarkan cahaya putih yang dipecah
menjadi komponennya (spektra) menggunakan kisi difraksi. Intensitas panjang
gelombang tertentu dari spektra kemudian diubah ke nilai yang berbanding lurus
dengan intensitas cahaya yang mencapai sensor (Solvason and Foley, 2015).
Diagram alat spektrofotometer UV-vis dapat dilihat pada Gambar 5.

o

Read Ol

detektor
MOnOkromator

pendispersi atay
penyebar cahayn
slit atau

sumber Cabnya  pintu misuk
polikeomatis

xel sampel

slit man
pintu keluar

Gambar 5. Diagram alat spektrofotometer UV-vis (Suhartati, 2017).

2.12. High Performance Liquid Chromathography (HPLC)

High performance liquid chromathoghaphy (HPLC) merupakan teknik modern
dari kromatografi cair. HPLC memiliki sensitivitas yang tinggi dan pada waktu
yang bersamaan teknik ini memiliki gas analog (Aniszewski, 2007). HPLC
merupakan teknik yang digunakan untuk memisahkan, mengidentifikasi, dan
quantifikasi dari campuran seperti ionik, biologikal, organik, anorganik dan
material polimer. HPLC merupakan kolom kromatografi dengan aliran pelarut

bertekanan tinggi, sehingga sampel dapat dipisahkan menjadi konstituen yang



16

berbeda. Hal ini sangat bergantung pada model pemisahan, teknik elusi, skala
pemisahan dalam analisis (Olander, 1984).

2.13. Analisis DNA

Reaksi Polimerase Berantai atau Polymerase Chain Reaction (PCR) adalah
komponen integral dari banyak protokol dan merupakan teknik penting dari
biologi molekuler. PCR mengubah jumlah DNA yang sangat sedikit menjadi
sangat banyak. Publikasi metode PCR pertama ada pada tahun 1985 (Saiki et al.,
1985).

Menurut Waters and Shapter (2013), komponen utama PCR adalah (1) DNA
templat, DNA yang disalin; (2) deoxynucleotide triphosphates (dNTPs), bahan
penyusun DNA yang terdiri dari adenin trifosfat (ATP), timin trifosfat (TTP),
guanin trifosfat (GTP), dan sitosin trifosfat (CTP); (3) Tag DNA polimerase,
enzim yang menggabungkan nukleotida dan bersama-sama membentuk cerminan
dari templat; (4) primer oligonukleotida, urutan DNA yang akan melengkapi
DNA target dan mengikat DNA polimerase serta memulai sintesis DNA; (5)

larutan penyangga dengan kekuatan ion dan pH yang sesuai.

Menurut Green and Sambrook (2019), PCR menggunakan siklus pemanasan
untuk memulai dan mengakhiri sintesis enzim-katalis DNA. Setiap siklus terdiri
dari tiga tahap:

1. Denaturasi DNA templat oleh panas, biasanya suhu yang digunakan >90°C.
Proses ini dapat memisahkan untai ganda pada DNA.

2. Annealing dari dua primer oligonukleotida sintetik ke DNA templat yang
telah didenaturasi. Primer ini biasanya terdiri dari 20-25 nukleotida,
kemudian dirancang menggunakan urutan DNA templat. Kedua primer
melengkapi urutan pada untai yang berlawanan dari DNA target. Tempat
pengikatan untuk primer dapat dipisahkan hanya dengan beberapa nukleotida

atau sesuai keinginan peneliti.
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3. Ekstensi, proses dimana sintesis DNA dimulai pada ujung 3’ dari primer yang
terikat. Ekstensi terjadi pada suhu antara 55°C dan 70°C dalam reaksi
enzimatik yang dikatalisis oleh termostabil DNA polimerase. Proses ini
diulang sekitar 25-35 kali, berlangsung dalam siklus termal, perangkat yang
telah terprogram dapat mengontrol waktu dan suhu setiap langkah dalam

siklus.

Elektroforesis telah banyak diterapkan dalam bidang sekuensing DNA.
Elektroforesis merupakan suatu teknologi yang dapat memisahkan molekul seperti
asam amino dari DNA. Pada proses tersebut, molekul akan dipisahkan
berdasarkan ukuran, massa dan muatannya. Partikel akan bergerak secara teratur,
partikel yang memiliki ukuran dan massa yang lebih kecil akan terlebih dahulu
melewati gel. Sedangkan partikel yang besar akan bergerak relatif lambat (Cai,
2020).



I1l. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian dilakukan pada bulan Maret 2021 sampai Maret 2022 di Unit Pelaksana
Teknis Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi (UPT LTSIT) dan
Laboratorium Biopolimer, Fakultas MIPA, Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi alat-alat gelas (lwaki),
batang pengaduk, termometer, neraca analitik (Wiggen Hauser), blender, cawan
petri (Anumbra), oven (Jisico), magnetic stirrer, hot plate (Wiggen Hauser HPS
630), ose, pinset, mikropipet (Dragon Lab), microtube (Onemed), mikrotip
(Onemed), tabung sentrifus (Onemed), jangka sorong (Tricle), incubator
(Memmert), shaker (Julabo SW 22), laminar air flow (Esco), autoklaf (Tomy SX-
700), sentrifus (Hitachi CF 16RX II), mikroskop (Zeiss Axio Al), Scanning
Electron Microscopy (EVO), Fourier Transform Infra Red (Agilent Cary 630),
spektrofotometer UV-vis (Cary 600), dan High Performance Liquid
Chromatography (Shimadzu).

Bahan-bahan yang digunakan yaitu kulit udang, aquades, NaOH (Merck), HCI
(Merck), CuSO,4 (Merck), amonium oksalat (Merck), indikator universal (Merck),
kapas, kassa, alkohol 70% (Onemed), bubuk agar, air laut buatan, H,SO4(Merck),
NaK tartrat (Merck), 3,5-dinitrosalicilic acid (Sigma Aldrich), glukosamin HCI
(WAKO), dan etanol PA (Merck).
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3.3 Prosedur Penelitian

3.3.1 Persiapan Kulit Udang

Kulit dan kepala udang diperoleh dari Pasir Sakti, Lampung Timur. Kulit udang
dicuci dengan air mengalir untuk menghilangkan kotoran serta daging yang masih
tersisa, lalu dikeringkan dan dihaluskan menggunakan blender kemudian diayak.
Hasilnya berupa serbuk kulit udang yang disebut bahan baku.

3.3.2 Isolasi Kitin

Tahap isolasi kitin merujuk pada metode Hendri dan Laila (2013) dengan
beberapa modifikasi. 100 gram serbuk kulit udang ditempatkan dalam gelas
beaker yang dilengkapi dengan pengaduk, lalu diletakkan pada hot plate.
Selanjutnya, sampel ditambahkan HCI 1,25 N dengan perbandingan 1:10 (w/v)
dan distirer selama 2 jam pada suhu 90°C. Kemudian dilakukan penyaringan
untuk memisahkan antara residu dan filtrat. Filtrat diuji dengan ammonium
oksalat. Residu dicuci dengan aquades hingga pH= 6, dikeringankan dalam oven
dengan suhu 60°C selama 24 jam. Kemudian sampel hasil demineralisasi,
ditambahkan NaOH 3,5% dengan perbandingan 1:10 (w/v) dan distirer selama 2
jam pada suhu 60°C. Setelah itu, dilakukan penyaringan. Filtrat diuji dengan
CuSOq. Residu dibilas dengan aquades sampai pH= 7 dan dikeringkan dalam oven
pada suhu 60°C selama 24 jam. Selanjutnya dilakukan karakterisasi Kitin

menggunakan Fourier Transform Infra Red (FTIR).

3.3.3 Pembuatan Koloid Kitin

Pembuatan koloid kitin dilakukan berdasarkan metode Murthy and Bleakey
(2012) yang dimodifikasi. Sebanyak 10 gram kitin ditambahkan 100 mL HCI
pekat, distirer selama 2 jam, ditambahkan 2 L aquades, diaduk, dan didiamkan

dalam lemari es hingga terbentuk suspensi. Selanjutnya, suspensi dibilas dengan
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aquades hingga pH= 6 dan disentrifius selama 10 menit dengan kecepatan 6000
rpm dan diperoleh koloid kitin.

3.3.4 Deposit Isolat Actinomycetes

Sebanyak 6 isolat yang digunakan pada penelitian ini merupakan hasil deposit
dari kegiatan penelitian sebelumnya. Isolat ini diperoleh dari biota laut yang
diambil secara acak pada perairan Gorontalo dengan koordinat 0°26 43.2”N
123°07°16.1”E

3.3.5 Penapisan dan Peremajaan Isolat Actinomycetes

Proses penapisan dilakukan pada 6 isolat Actinomycetes menggunakan media agar
koloid kitin. Pembuatan media agar koloid kitin ini merujuk pada Murthy and
Bleakley (2012). Media agar koloid kitin terdiri dari 2% koloid kitin, 2% agar
dan dilarutkan dalam air laut buatan. Lalu, campuran disterilisasi pada suhu
121°C selama 15 menit, tekanan 1 atm. Media agar koloid kitin dituangkan ke

cawan petri 6 isolat Actinomycetes digores di atas media agar koloid Kitin.

Diamati pertumbuhan zona hidrolisis dari isolat selama 21 hari. Dipilih isolat
yang menghasilkan indeks Kkitinolitik terbesar. Indeks Kitinolitik ditentukan

dengan menggunakan persamaan berikut:

diameter zona bening

Indeks kitinolitik =
ndeks kitinoliti diameter koloni

Selanjutnya dilakukan peremajaan isolat pada media agar, komposisi yang
digunakan sama dengan pada proses penapisan. Peremajaan ini bertujuan untuk
memelihara isolat agar tumbuh dan tidak terkontaminasi oleh bakteri atau jamur

lainnya, sehingga dapat digunakan untuk percobaan berikutnya.
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3.3.6 Identifikasi Morfologi Isolat Actinomycetes 19B19-A1

Metode cover slip culture merujuk pada Diba et al. (2007) dengan beberapa
modifikasi. Cover slip ukuran 20 x 20 mm ditancapkan pada sudut 45° ke dalam
media, lalu strain digoreskan di atas media agar. Setelah isolat telah tumbuh,
selanjutnya dilakukan identifikasi morfologi Actinomycetes merujuk ada Li et al.
(2016). Secara mikroskopi morfologi ditentukan menggunakan mikroskop Zeiss
Axioo Al dan Scanning Electron Microscopy berdasarkan struktur spora yang
terbentuk. Persiapan sampel Actinomycetes dilakukan dengan menggunakan
coating Gold.ob88. Sebelum pengamatan, cover slip diletakkan pada stub yang
telah direkatkan dengan karbon tip, lalu dilakukan coating dengan gold.

Pengamatan morfologi Actinomycetes dilakukan pada energi 20 kV.

3.3.7 Analisis DNA Isolat Actinomycetes 19B19-A1l

Tahapan ini diawali dengan meremajakan isolat pada media koloid kitin agar dan
diinkubasi selama 4 hari. Tahap selanjutnya, DNA genom dilakukan ekstraksi
berdasarkan protokol genomik Wizard Genomic DNA KIT (cat. No.A1120,
Promega, Madison, WI,USA). PCR urutan rDNA 16s dilengkapi dengan
Thermocycler Sensoquest Sensodirect yang berasal dari Jerman. PCR dilakukan
dengan menggunakan forward primer: 5’-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-
3’ (Heuer et al., 1997) dan reverse primer: 5’-CCG TAC TCC CCA GGC GGG
G-3” (Baskaran et al., 2016) yang diamplifikasi pada 810 bp. Reaksi PCR
dilakukan dengan menggunakan 2G Fast Ready Mix Kit (cat. no. KK5102, Merck,
Taufkirchen, Germany). Reaksi PCR dilakukan pada volume total 25 pL yang
berisi 5 template DNA pL(50 ng / L) yang mengandung 12,5 uL 2G Fast
ReadyMix, 6,5 uL RNase-free water, 0,5 uL. forward primer, dan 0,5 pL reverse
primer. Amplifikasi dilakukan dengan 35 siklus berikut ini, denaturasi selama 60
detik pada suhu 92°C, primer anil selama 60 detik pada suhu 54 °C, dan
polimerisasi selama 90 detik pada suhu 72°C. Protokol peralatan QIAXCEL
ADVANCED, Qiagen digunakan dalam proses elektroforesis. Selanjutnya metode

Sanger digunakan dalam pengurutan sekuen dari 10 hasil PCR yang akan
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menghasilkan amplikon. Hasil sekuensing dianalisis menggunakan software Mega

versi X.

3.3.8 Pembuatan Inokulum Isolat Actinomycetes 19B19-A1l

Pembuatan inokulum Actinomycetes dilakukan dengan cara 3 ose isolat
Actinomycetes diinokulasi ke dalam labu Erlenmeyer 250 mL yang berisi 1%
koloid kitin dalam 100 mL air laut buatan yang telah disterilisasi. Selanjutnya
labu Erlenmeyer diletakkan pada shaker dengan kecepatan 100 rpm pada suhu

25°C selama 7 hari.

3.3.9 Fermentasi Padat Media Serbuk Kulit Udang

Metode fermentasi padat media serbuk kulit udang merujuk pada Suresh (2012).
Pembuatan substrat fermentasi kulit udang dilakukan dengan cara menghaluskan
kulit udang yang sudah kering dengan alat blender. Sebanyak 5 g serbuk kulit
udang halus dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 100 mL. Selanjutnya, substrat
ditambahkan air laut buatan sebanyak 2,5 mL. Media disterilisasi dengan autoklaf
pada tekanan 1 atm, suhu 121°C selama 15 menit. 5 mL inokulum diinokulasi ke
dalam media lalu diinkubasi pada suhu ruang selama 14 hari. Pada interval 2 hari
dilakukan panen. 20 mL aquades dimasukkan ke dalam Erlenmeyer, lalu di-
shaker dengan kecepatan 100 rpm selama 30 menit. Lalu, hasil fermentasi

disentrifus pada kecepatan 6000 rpm selama 15 menit.

3.3.10 Uji Aktivitas Enzim dan Konsentrasi Glukosamin Menggunakan
Spektrofotometer UV-vis

Uji aktivitas enzim merujuk ada metode Zhu et al. (2007) dengan beberapa
modifikasi. 1 mL ekstrak kasar sampel ditambahkan 1 mL substrat koloid kitin

1% . Kemudian diinkubasi pada suhu 40°C selama 30 menit, lalu ditambahkan
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1 mL reagen 3,5-dinitrosalicilic acid (DNS). Selanjutnya dipanaskan pada suhu
100°C selama 10 menit dan didinginkan. Larutan standar glukosamin dan blanko
dengan variasi konsentrasi digunakan sebagai standar. Nilai absorbansi dibaca
menggunakan spektrofotometer UV-vis pada panjang gelombang 540 nm. Satu
unit (1 U) dari aktivitas kitinase menunjukkan jumlah enzim yang diperlukan

untuk memproduksi 1 pumol glukosamin selama 1 menit.

Penentuan konsentrasi glukosamin merujuk pada menggunakan metode Zbircea et
al. (2016) dengan beberapa modifikasi. 1,5 mL ekstrak kasar ditambahkan 1,5 mL
reagen 3,5-dinitrosalicilic acid (DNS), lalu dipanaskan pada suhu 100°C selama
10 menit dan didinginkan. Larutan standar glukosamin dan blanko dengan variasi
konsentrasi digunakan sebagai standar. Nilai absorbansi dibaca menggunakan
spektrofotometer UV-vis pada panjang gelombang 540 nm.

3.3.11. Analisis Glukosamin Menggunakan High Performance Liquid
Chromathography (HPLC)

Preparasi sampel, 1 mL ekstrak kasar hasil fermentasi dimasukkan ke dalam
microtube, lalu disentrifus. Kemudian dibagi ke dalam 4 microtube, lalu
ditambahkan etanol PA hingga volume 1 mL dan disentrifus. Supernatan dibuang
dan endapan dimasukkan ke dalam satu wadah microtube, lalu ditambahkan
etanol PA hingga volume 1 mL dan disentrifus. Endapan yang diperoleh
ditambahkan aquades hingga volume 1 mL. Selanjutnya, 12 pL sampel
diinjeksikan ke instrumen HPLC dengan kolom Agilent HC-C18, fasa gerak
asetonitril:air (70:30), laju alir 1 mL/menit, panjang gelombang 210 nm dengan

menggunakan detektor diode array (Halder et al., 2013).



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Kesimpulan dari penelitian ini adalah isolat 19B19-A1 mampu mendegradasi kulit
udang menjadi glukosamin. Isolat 19B19-A1 merupakan spesies Streptomyces
tritolerans yang memiliki aktivitas kitinase dan konsentrasi glukosamin tertinggi
pada waktu inkubasi hari ke-12 berdasarkan analisis menggunakan
spektrofotometer UV-vis. Sedangkan, berdasarkan analisis menggunakan HPLC

konsentrasi glukosamin tertinggi pada waktu inkubasi hari ke-14.

5.2. Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, disarankan penelitian lebih
lanjut mengenai fermentasi padat kulit udang dengan adanya variasi kimia dan

fisika.
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