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ABSTRAK 

 

 

OPTIMASI PRODUKSI N-GLUKOSAMIN DARI ACTINOMYCETES 

18D36A2 PADA MEDIA KULIT UDANG 

  

  

  

Oleh 

 

 

Ikromudin 

 

 

 

 

Kitin yang terdapat di kulit udang, kepiting, serangga, dan lobster dapat 

dihidrolisis dengan enzim kitinase yang dihasilkan oleh mikroorganisme.  

Actinomycetes merupakan salah satu mikroorganisme yang dapat menghasilkan 

enzim kitinase.  Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan N-glukosamin dari 

kulit udang dengan bantuan enzim kitinase yang dihasilkan oleh actinomycetes 

18D36A2.  Actinomycetes 18D36A2 merupakan mikroorganisme koleksi UPT 

LTSIT Universitas Lampung yang berasal dari perairan Buleleng Bali.  

Berdasarkan analisis spektrofotometri UV-Vis, diperoleh aktivitas unit kitinase 

tertinggi di media cair serbuk kulit udang adalah pada pH 6, temperatur 29℃, 

dan waktu inkubasi 7 hari dengan nilai 0,00087 U/mL.  Berdasarkan analisis 

HPLC, diperoleh waktu retensi standar D-glukosamin 0,5 mg/mL adalah 2,3 

menit, sampel pada temperatur 29℃ adalah 2,4 menit dan sampel pada 

temperatur 52℃ adalah 2,4 menit.  Rendemen N-glukosamin yang dihasilkan 

pada temperatur 29℃ adalah 8,3% dan temperatur 52℃ adalah 2,8%. 

 

Kata kunci: kitinase, actinomycetes 18D36A2, kulit udang, dan kitin. 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

 

OPTIMIZATION OF N-GLUCOSAMINE PRODUCTION FROM 

ACTINOMYCETES 18D36A2 IN SHRIMP SHELL MEDIA  

 

 

 

By 

 

 

Ikromudin 

 

 

 

 

Chitin contained in the shells of shrimp, crabs, insects, and lobsters can be 

hydrolyzed by the chitinase enzyme produced by microorganisms.  

Actinomycetes is one of the microorganisms that can produce chitinase enzymes.  

This research aims to obtain N-glucosamine from shrimp shells with the help of 

the chitinase enzyme produced by actinomycetes 18D36A2.  Actinomycetes 

18D36A2 is a collection of microorganisms from the UPT LTSIT University of 

Lampung originating from the waters of Buleleng Bali.  Based on UV-Vis 

spectrophotometry analysis, the highest chitinase unit activity in liquid media of 

shrimp shell powder at pH 6, temperature 29℃, and incubation time of 7 days 

with a value of 0,00087 U/mL.  Based on HPLC analysis, the retention time of 

standart glucosamine 0,5 mg/mL was 2,3 minutes, the sample at 29℃ was 2,4 

minutes and the sample at 52℃ was 2,4 minutes.  The yield of N-glucosamine 

produced at 29℃ was 8,3% and 52℃ was 2,8%. 

 

Keywords: chitinase, actinomycetes 18D36A2, shrimp shells, and chitin. 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

 

1.1. Latar Belakang 

 

Indonesia memiliki perairan yang luas dan biota laut yang melimpah.  Udang 

merupakan komoditas sektor perikanan yang mempunyai nilai ekonomis tinggi 

dan menjadi komoditas unggulan.  Udang dari industri perikanan diekspor dalam 

bentuk udang segar, udang beku, dan udang olahan (Mashari dkk., 2019).  Udang 

yang diolah menghasilkan limbah, antara lain kepala, kulit, ekor, dan kaki.  

Limbah udang yang tidak dimanfaatkan dapat menimbulkan pencemaran 

lingkungan dan menimbulkan bau tidak sedap. Limbah udang yang dihasilkan 

perlu dimanfaatkan untuk menanggulangi pencemaran lingkungan yang 

ditimbulkan. 

 

Limbah udang dapat dimanfaatkan sebagai bahan baku pembuatan kitin dan 

turunannya yang mempunyai daya guna dan bernilai ekonomis tinggi.  Kitin 

diisolasi dari kulit udang melalui dua tahapan reaksi, yaitu demineralisasi dan 

deproteinasi. Kitin merupakan biopolimer yang melimpah di alam setelah 

selulosa.  Kitin terdiri dari N-asetil-D-glukosamin yang terpaut melalui ikatan β-

(1-4) glikosidik.  Kitin tidak larut dalam air karena hidrofobisitasnya yang tinggi 

dan menyerupai struktur kristal yang kaku dan tidak fleksibel (Arnold et al., 

2020).  Kitin dapat digunakan di industri farmasi, tekstil, kosmetik, pertanian, 

dan lainnya (Yan and Chen, 2015).  Kitin dapat dihidrolisis secara enzimatik oleh 

mikroorganisme yang memiliki aktivitas enzim kitinase.  Glukosamin merupakan 

monosakarida amino dari hidrolisis kitin.  Glukosamin dapat digunakan sebagai 

prekursor dalam biosintesis protein glikosilat dan lipid untuk memproduksi cairan 
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synovial (Huskisson, 2008).  Selain itu, glukosamin juga dapat dimanfaatkan 

untuk memperbaiki tulang rawan (Mojarrad et al., 2007). 

 

Actinomycetes memiliki habitat alami, yaitu tanah dan laut. Habibat 

actinomycetes di laut, antara lain air, pasir, tumbuhan laut, dan sedimen 

mangrove.  Actinomycetes telah dilaporkan dapat mendegradasi selulosa, kitin, 

dan hidrokarbon.  Actinomycetes menghasilkan beragam enzim yang dibutuhkan 

di industri.  Enzim yang dihasilkan oleh actinomycetes memiliki manfaat di 

berbagai industri, antara lain industri farmasi, detergen, dan fotografi (Chavan et 

al., 2013).  Streptomyces sp. mampu menghidrolisis limbah minyak dan jerami 

yang menghasilkan peningkatan produksi biogas (Priya et al., 2012).  

Thermobifida fusca merupakan actinomycetes penghasil enzim kitinase yang 

berperan dalam hidrolisis kitin (Rawway et al., 2018).  Pemanfaatan enzim dari 

actinomycetes termasuk teknologi ramah lingkungan (Prakash et al., 2013). 

 

Penelitian dari Widyastuti et al. (2022) telah menjelaskan kemampuan 

Pseudonocardia antitumoralis 18D36A1 dalam mendegradasi kulit udang 

menjadi glukosamin dengan metode solid state fermentation (SSF).  Penelitian ini 

dilakukan produksi N-glukosamin menggunakan actinomycetes 18D36A2 dengan 

metode fermentasi fase cair sistem tertutup (batch).  Media cair serbuk kulit 

udang dan media cair kitin digunakan sebagai substrat pada fermentasi batch.  

Fermentasi dilakukan pada variasi waktu inkubasi, pH, dan temperatur untuk 

mengetahui kondisi optimum produksi N-glukosamin. 

 

 

1.2. Kerangka Teoritis 

 

Kulit udang dilaporkan memiliki kandungan kitin, protein, dan mineral.  Kitin 

dapat diisolasi dari kulit udang melalui tahapan demineralisasi dan deproteinasi.  

Demineralisasi merupakan proses pemisahan mineral dari kulit udang dengan 

penambahan larutan asam, sedangkan deproteinasi merupakan proses pemisahan 

protein dengan penambahan larutan basa.  Kulit udang dan kitin dapat 

didegradasi menggunakan enzim kitinase dari mikroorganisme.  Actinomycetes 
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merupakan mikroorganisme yang dapat menghasilkan enzim kitinase untuk 

menghidrolisis kitin menjadi glukosamin.  Kulit udang dan kitin dapat digunakan 

sebagai substrat untuk produksi enzim kitinase.  Produksi N-glukosamin 

dilakukan pada variasi waktu inkubasi, pH, dan temperatur dengan metode 

fermentasi fase cair sistem tertutup (batch). 

 

 

1.3. Tujuan Penelitian 

 

Adapun tujuan dari penelitian ini adalah : 

 

1. Mengetahui kondisi optimum aktivitas enzim kitinase, konsentrasi 

glukosamin, dan kadar protein dari actinomycetes 18D36A2 terhadap 

pengaruh waktu inkubasi, pH, dan temperatur. 

2. Memproduksi N-glukosamin dari actinomycetes 18D36A2 pada media kulit 

udang. 

 

 

1.4. Manfaat Penelitian 

 

Manfaat dari penelitian ini adalah untuk memberikan informasi tentang aktivitas 

enzim kitinase dari actinomycetes 18D36A2 dan potensi actinomycetes 18D36A2 

yang dapat menghasilkan glukosamin dari kulit udang dan kitin. 

 



 

  

 

 

 

 

 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

 

2.1. Kitin 

 

Kitin merupakan biopolimer yang paling melimpah setelah selulosa.  Rumus 

molekul kitin adalah C18H26N2O10.  Kitin terdiri dari N-asetil-D-glukosamin yang 

terpaut melalui ikatan β-(1-4) glikosidik.  Kitin tidak larut dalam air karena 

hidrofobisitasnya yang tinggi dan menyerupai struktur kristal yang kaku dan 

tidak fleksibel (Arnold et al., 2020).  Kitin memiliki kandungan nitrogen yang 

membedakan dengan biomassa lainnya.  Komposit yang mengandung nitrogen 

banyak digunakan di industri farmasi, tekstil, kosmetik, dan pertanian (Yan and 

Chen, 2015).  Kitin dapat diisolasi dari cangkang kepiting, serangga, udang, dan 

lobster.  Manfaat kitin di bidang biomedis, antara lain digunakan untuk 

penyembuhan luka dan rekayasa jaringan (Duceppe and Tabrizian, 2010). 

 

 

 
 

Gambar 1. Struktur Kitin (Santos et al, 2020). 

 

 

2.2. Kulit Udang  

 

Pengolahan udang memiliki potensi agro-industri yang besar.  Produk dari 

pengolahan udang dalam bentuk udang yang sudah dibekukan berupa udang 
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mentah dan udang yang matang.  Selain itu, pengolahan udang menghasilkan 

limbah padat berupa kulit dan kepala (Choorit et al., 2008).  Udang diekspor 

sekitar 90% dari total pengolahan udang dalam bentuk udang beku tanpa kepala 

dan kulit.  Limbah udang yang dihasilkan secara global dapat mencapai 15 juta 

ton per tahun (Zargar et al., 2015).  Limbah udang dapat dimanfaatkan menjadi 

produk yang memiliki nilai tambah, yaitu dimanfaatkan untuk produksi kitin, 

produksi enzim, dan asam laktik (Duan et al.,2012; Kandra et al., 2012). 

 

 

2.3. Actinomycetes 

 

Actinomycetes berasal dari bahasa Yunani, yaitu atkis dan mykes yang memiliki 

arti sinar dan jamur.  Actinomycetes memiliki ciri-ciri menyerupai bakteri dan 

jamur.  Komposisi kimia dinding sel dan struktur sel actinomycetes mirip dengan 

bakteri gram positif, sedangkan karaktreristik morfologi actinomycetes 

menyerupai cendawan yang memiliki filamen dengan bentuk spora dan miselium 

(Das et al., 2008).  Actinomycetes memiliki kandungan guanine-cytocine (GC) 

yang tinggi.  Actinomycetes memiliki aktivitas biologis yang beragam dan sumber 

metabolit sekunder yang melimpah.  Actinomycetes dapat menghasilkan beberapa 

enzim, antara lain enzim kitinase, amilase, lipase, dan gelatinase.  Enzim yang 

dihasilkan oleh actinomycetes memiliki manfaat di berbagai industri, antara lain 

industri farmasi, deterjen, dan fotografi (Chavan et al., 2013). 

 

 

2.4. Enzim Kitinase 

 

Enzim kitinase adalah enzim glikosil hidrolase yang memiliki fungsi sebagai 

biokatalisator untuk mendegradasi kitin menjadi glukosamin.  Berdasarkan cara 

kerjanya enzim kitinase dibedakan menjadi 3 jenis, yaitu eksokitinase, 

endokitinase dan N-asetilglukosaminidase.  Eksokitinase memotong polimer kitin 

hanya dari ujung non reduksi. N-asetil-glukosaminidase yang memutuskan 

diasetilkitobiosa dan menghasilkan N-asetil-glukosamin. Endokitinase memotong 

polimer kitin secara acak dan menghasilkan dimer, trimer, tetramer, dan oligomer 

gula.  Kitinase dapat ditemukan pada bakteri dan fungi.  Bakteri penghasil 
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kitinase, antara lain Serratia marcescens, Enterobacter, dan Streptomyces, 

sedangkan fungi yang menghasilkan enzim kitinase adalah Penicillium, 

Aspergillus, dan Trichoderma (Herdyastuti et al., 2009). Perbedaan 

mikroorganisme dan jenis substrat yang dipilih menyebabkan perbedaan pada 

karakteristik enzim kitinase (Hamid et al., 2014). 

 

 

2.5. Glukosamin 

 

Glukosamin merupakan monosakarida amino dari hidrolisis kitin yang terdapat di 

kulit golongan krustasea, antropoda, dan cendawan (Mojarrad et al., 2007).  

Glukosamin dapat dimanfaatkan untuk mencegah dan menyembuhkan 

ostheoathritis. Glukosamin dalam tubuh manusia memiliki fungsi sebagai 

prekursor dalam biosintesis protein glikosilat dan lipid untuk memproduksi cairan 

synovial.  Cairan synovial digunakan sebagai pelumas di tulang rawan 

(Huskisson, 2008).  Glukosamin mempunyai berat molekul sebesar 179,17 Da.  

Glukosamin HCl dan glukosamin sulfat merupakan glukosamin yang telah 

melalui proses penggaraman dan digunakan untuk tatalaksana osteoarthritis 

(Rovati et al., 2012). 

 

 

 
 

Gambar 2. Struktur Glukosamin. 

 

 

2.6. Spektrofotometri UV-Vis  

 

Spektrofotometri UV-Vis adalah metode yang digunakan dalam analisis dengan 

melibatkan pengukuran jumlah ultraviolet atau radiasi tampak yang diserap oleh 

suatu zat dalam larutan.  Spektrofotometer UV-Vis merupakan instrumen yang 

berfungsi untuk mengukur rasio intensitas dua berkas cahaya di wilayah UV-Vis.  
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Hukum dasar yang mengatur analisis spektrofotometri adalah hukum Lambert-

Beer.  Hukum Beer menyatakan bahwa intensitas seberkas radiasi monokromatik 

paralel bekurang secara eksponensial dengan jumlah molekul yang menyerap.  

Hukum Lambert menyatakan bahwa intensitas seberkas radiasi monokromatik 

paralel berkurang secara eksponensial saat melewati media dengan ketebalan 

homogen.  Gabungan dari kedua hukum ini menghasilkan hukum Lambert-Beer.  

Hukum Lambert-Beer menyatakan bahwa ketika berkas cahaya dilewatkan 

melalui sel transparan yang berisi larutan zat penyerap, pengurangan intensitas 

cahaya dapat terjadi (Behera et al., 2012).  Secara matematis, hukum Lambert-

Beer dinyatakan sebagai: 

 

A= a .  b .  c 

Keterangan: 

A: Absorbansi 

a: absorptivitas molar 

b: tebal kuvet (cm) 

c: konsentrasi larutan 

 

Panjang gelombang biasanya dipilih adalah panjang gelombang serapan 

maksimum (λmaks) dan konsentrasi harus disesuaikan untuk memberikan 

absorbansi sekitar 0,9 dengan akurasi dan presisi pengukuran optimal (Behera et 

al., 2012). 

 

 

2.7. Fermentasi Fase Cair Sistem Tertutup (Batch) 

 

Menurut Mitchel et al (2006) tahapan-tahapan proses fermentasi secara umum, 

antara lain : 

 

a. Persiapan substrat 

 

Substrat dibuat menjadi butiran kecil.  Penambahan air dan nutrisi disebut dengan 

pra-perawatan substrat untuk persediaan gizi yang lebih banyak. 
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b. Persiapan inokulum 

 

Persiapan inokulum berdasarkan mikroorganisme yang digunakan.  Persiapan 

inokulum bertujuan untuk mengembangkan inokulum dengan tingkat 

kelangsungan hidup mikroorganisme yang tinggi. 

 

c. Persiapan wadah 

 

Persiapan wadah dilakukan dengan pembersihan wadah setelah fermentasi 

sebelumnya dan wadah disterilkan sebelum ditambahkan substrat. 

 

d. Inokulasi dan pengerjaan 

 

Penyebaran substrat pada media yang telah dilakukan sterilisasi dan dilakukan 

secara aseptik. 

 

e. Proses fermentasi batch 

 

Pada proses ini diperhatikan pH, medium, temperatur, dan waktu inkubasi. 

 

f. Kultivasi 

 

Tahapan ini memerlukan bantuan mekanis dalam pemisahan substrat padat dari 

medium.  Penggunaan kertas saring dan sentrifugasi dapat dipakai untuk 

memisahkan substrat.   

 

 

2.8. Scanning Electron Microscope (SEM) 

 

Scanning electron microscope (SEM) merupakan jenis mikroskop elektron yang 

digunakan untuk mengamati morfologi permukaan sampel dalam perbesaran 

yang tinggi dengan menggunakan berkas elektron berenergi tinggi.  SEM terdiri 

dari elektron yang berfungsi sebagai pencitraaan dan media elektromagnetik 

sebagai lensanya. Komponen dari SEM adalah tiga pasang lensa-lensa 

elektromagnetik, sumber elektron, imaging detector.  Semakin kecil berkas 



9 

 

 

difokuskan semakin besar resolusi lateral yang dicapai.  Kesalahan fisika pada 

lensa-lensa elektromagnetik berupa astigmatismus dikoreksi oleh perangkat 

stigmator.  SEM tidak memiliki sistem koreksi untuk kesalahan aberasi lainnya.   

 

Interaksi elektron dengan atom-atom di permukaan maupun di bawah permukaan 

sampel terjadi ketika berkas elektron discan pada permukaan sampel.  Interaksi 

tersebut mengakibatkan berkas elektron keluar kembali, elektron-elektron 

tersebut disebut backscattered electrons (BSE).  Proses pembentukan BSE terjadi 

pada atom-atom di bagian permukaan sampel yang lebih dalam yang disebabkan 

oleh tumbukan antara elektron dari sumber dengan inti atom.  Secondary 

electrons merupakan sebagian elektron yang masuk ke dalam bahan kemudian 

memindahkan sebagian energi pada elektron atom sehingga terpental ke 

permukaan bahan (Sujatno dkk., 2015). 

 

 

2.9. High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

 

High performance liquid chromatography (HPLC) atau kromatografi cair kinerja 

tinggi merupakan teknik kromatografi yang menggunakan fasa gerak cair.  HPLC 

dapat digunakan dalam analisis untuk memisahkan, mengidentifikasi, dan 

mengukur senyawa aktif senyawa.  HPLC yang menggunakan kolom dapat 

menampung bahan pengemas (fase diam), pompa yang menggerakkan fase gerak 

melalui kolom, dan detektor yang menunjukkan waktu retensi molekul.  Waktu 

retensi bervariasi tergantung pada interaksi antara fase diam, molekul yang 

dianalisis, dan pelarut yang digunakan.  Sampel yang akan dianalisis dimasukkan 

ke dalam volume kecil ke aliran fase gerak dan dihambat oleh interaksi kimia 

atau fisik tertentu dengan fase diam.  Pelarut yang digunakan adalah campuran air 

atau cairan organik yang dapat bercampur, antara lain metanol dan asetonitril 

(Malviya et al., 2010). 

 



 

  

 

 

 

 

 

 

III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

 

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian 

 

Penelitian dilakukan pada bulan Agustus 2021 sampai Oktober 2022 di Unit 

Pelaksana Teknis Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi (UPT-

LTSIT) dan Laboratorium Biopolimer, Fakultas Matematika dan Ilmu 

Pengetahuan Alam, Universitas Lampung. 

 

 

3.2. Alat dan Bahan  

 

Alat-alat yang digunakan, yaitu alat-alat gelas (pipet tetes, gelas beaker, 

erlenmeyer, tabung reaksi, gelas ukur, labu ukur), cawan petri, kapas, kasa, karet 

gelang, tisu, pinset, jarum ose, lampu spritus, mikropipet, neraca analitik, oven, 

laminar air flow, incubator, autoclave Tomy SX-700, sentrifius Hitachi CF 

16RX II, mikroskop Zeiss axio A1, scanning electron microscope (SEM), 

termometer, heating magnetic stirrer, spektrofotometer UV-Vis, dan high 

performance liquid chromatography (HPLC). 

 

Bahan-bahan yang digunakan, yaitu kulit udang, akuades, agar, air laut buatan, 

standar D-glukosamin, bovine serum albumin, HCl, NaOH, yeast extract, malt 

extract, dekstrosa, amonium oksalat, CuSO4, air laut buatan, NaH2PO4.H2O, 

Na2HPO4.7H2O, asetonitril, etanol, dan congo red. 
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3.3. Prosedur Penelitian  

 

3.3.1. Persiapan Serbuk Kulit Udang, Kitin, dan Koloid Kitin 

 

Kulit udang dicuci dengan air, dikeringkan di dalam oven pada temperatur 60℃ 

selama ±24 jam.  Kulit udang yang telah kering diubah menjadi bentuk serbuk 

menggunakan blender. Serbuk kulit udang dijadikan sebagai bahan baku 

pembuatan kitin. Serbuk kulit udang dimasukkan ke gelas beaker dan 

ditambahkan larutan NaOH 3,5% dengan perbandingan 1:10 (w/v), diaduk 

selama 2 jam pada temperatur 60℃, disaring.  Residu dibilas dengan akuades 

sampai pH akuades (pH 6) dan dimasukkan ke dalam oven pada temperatur 60℃ 

selama ±24 jam.  Filtrat hasil deproteinasi diuji dengan CuSO4.  Residu hasil 

deproteinasi ditimbang, dimasukkan ke gelas beaker, ditambahkan larutan HCl 

1,25 N dengan perbandingan 1:10 (w/v), diaduk selama ±2 jam pada temperatur 

60℃, disaring.  Residu dibilas dengan akuades sampai pH akuades (pH 6) dan 

dimasukkan ke dalam oven selama ±24 jam pada temperatur 60℃.  Filtrat hasil 

demineralisasi diuji dengan amonium oksalat (Hendri dan Laila, 2013). 

 

Serbuk kitin dimasukkan ke gelas beaker dan ditambahkan larutan HCl pekat 

dengan perbandingan 1:10 (w/v), diaduk selama 2 jam. Selanjutnya, ditambahkan 

akuades dengan perbandingan 1:10 (w/v), diaduk, didiamkan hingga menjadi 

bentuk suspensi.  Koloid kitin disentrifugasi selama 15 menit dengan kecepatan 

7000 rpm, dibilas dengan akuades sampai pH 6 (Joe and Sarojini, 2017). 

 

 

3.3.2. Persiapan Media dan Larutan Standar 

 

3.3.2.1. Media International Streptomyces Project-2 (ISP-2) 

 

Media ISP–2 dibuat dari 0,4 g yeast exstract, 1 g malt exstract, 0,4 g dekstrosa, 

dan 2 g agar, dilarutkan dalam 100 ml air laut buatan (Khamna et al., 2010). 
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3.3.2.2. Media Agar Koloid Kitin 

 

Media agar koloid kitin dibuat dari 2 g agar dan 1 g koloid kitin, dilarutkan dalam 

100 ml air laut buatan (Saima and Roohi, 2013). 

 

 

3.3.2.3. Larutan Buffer Pospat 

 

Larutan buffer pospat 0,05 M dibuat dari NaH2PO4.H2O dan Na2HPO4.2H2O 

yang dilarutkan dalam air luat buatan.  NaH2PO4.H2O digunakan sebagai larutan 

stok A untuk mengurangi pH larutan, sedangkan Na2HPO4.2H2O digunakan 

sebagai larutan stok B untuk menambah pH larutan. 

 

 

a. Larutan Stok A 

 

NaH2PO4.H2O sebanyak 3, 445 gram dilarutkan dalam 500 mL air laut buatan, 

diperoleh larutan stok A 0,05 M, dan diukur pH larutan menggunakan pH meter. 

 

b. Larutan Stok B 

 

Na2HPO4.2H2O sebanyak 4,449 gram dilarutkan dalam 500 mL air laut buatan, 

diperoleh larutan stok A 0,05 M, dan diukur pH larutan menggunakan pH meter. 

 

 

3.3.2.4. Larutan Standar Glukosamin 

 

D-Glukosamin sebanyak 0,1 gram dilarutkan dalam 100 ml akuades, diperoleh 

larutan stok standar glukosamin 1 mg/mL.  Larutan standar dibuat dengan 

konsentrasi 0,1 mg/mL; 0,2 mg/mL; 0,3 mg/mL; 0,4 mg/mL; 0,5 mg/mL; 0,6 

mg/mL; dan 0,7 mg/mL. 
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3.3.3. Peremajaan Actinomycetes 18D36A2 

 

Isolat yang digunakan pada penelitian ini merupakan deposit hasil dari penelitian 

sebelumnya.  Jumlah isolat yang digunakan sebanyak 1 isolat dengan kode strain 

18D36A2.  Actinomycetes 18D36A2 merupakan koleksi UPT LTSIT Universitas 

Lampung, diperoleh dari hasil isolasi mikroorganisme perairan Buleleng, Bali.  

Actinomycetes 18D36A2 digoreskan secara aseptik di media agar koloid kitin dan 

media ISP-2, diinkubasi pada temperatur ruang, dan diamati pertumbuhan 

actinomycetes 18D36A2. 

 

 

3.3.4. Uji Aktivitas Kitinolitik Actinomycetes 18D36A2 

 

Media agar koloid kitin digunakan pada uji aktivitas kitinolitik actinomycetes 

18D36A2.  Media disterilisasi dengan autoclave selama 15 menit pada 

temperatur 121℃, tekanan 1 atm.  Actinomyecetes 18D36A2 diinokulasikan ke 

media agar koloid kitin, diinkubasi pada temperatur ruang dan diukur diameter 

zona bening dan koloni isolat pada waktu inkubasi hari ke-14. 

 

 

3.3.5. Identifikasi Morfologi Actinomycetes 18D36A2 

 

Identifikasi morfologi actinomycetes 18D36A2 dilakukan dengan metode cover 

slip culture (Gebreyohannes et al., 2013).  Media ISP-2 dan media agar koloid 

kitin ditancapkan deck glass dengan kemiringan 45o, digoreskan isolat di daerah 

deck glass.  Setelah isolat tumbuh, morfologi isolat diidentifikasi menggunakan 

mikroskop axio Zeiss A1 dan SEM. 

 

 

3.3.6. Laju Pertumbuhan Actinomycetes 18D36A2 

 

Actinomycetes 18D36A2 yang ditumbuhkan di media agar koloid kitin, 

diinokulasikan ke tabung reaksi yang berisi 9 ml air laut buatan dan 0,09 gram 

kitin.  Pengukuran optical density (OD) dilakukan selama 14 hari dengan interval 

waktu 1 hari.  OD diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang 
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gelombang 600 nm.  Laju pertumbuhan isolat dibuat dengan memplot nilai 

OD600nm terhadap waktu (Purkan dkk., 2014). 

3.3.7. Persiapan Inokulum Actinomycetes 18D36A2 

 

Media inokulum yang digunakan terdiri dari 1 gram substrat dan 100 mL air laut 

buatan.  Media inokulum disterilisasi menggunakan autoclave pada temperatur 

121℃, tekanan 1 atm selama 15 menit.  Actinomycetes 18D36A2 sebanyak 3 ose 

dari media agar koloid kitin diinokulasikan ke dalam media inokulum secara 

aseptik, diinkubasi selama 7 hari pada temperatur ruang. 

 

 

3.3.8. Fermentasi Fase Cair Sistem Tertutup (Batch) 

 

Fermentasi batch dilakukan dengan divariasikan waktu inkubasi, pH, dan 

temperatur.  Media fermentasi yang digunakan terdiri dari 0,36 gram substrat dan 

36 mL air laut buatan.  Media fermentasi disterilisasi menggunakan autoclave 

pada temperatur 121℃, tekanan 1 atm selama 15 menit.  Fermentasi fase cair 

sistem tertutup (batch) dilakukan pada variasi waktu inkubasi, pH, dan 

temperatur. 

 

 

3.3.8.1. Optimasi Waktu Inkubasi  

 

Media fermentasi dibuat sebanyak 3 replikat menggunakan serbuk kulit udang 

dan kitin sebagai substrat.  Media fermentasi yang telah diinokulasikan inokulum 

actinomycetes 18D36A2 secara aseptik dengan perbandingan 1:10 (v/v), 

diinkubasi secara statis pada temperatur ruang selama 14 hari.  Hasil dari 

fermentasi batch pada waktu inkubasi hari ke-2, hari ke-7, dan hari ke-14 

disentrifugasi dengan kecepatan 7.000 rpm selama 15 menit pada temperatur 4℃, 

diperoleh ekstrak kasar enzim, dan dimasukkan ke dalam botol vial.   
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3.3.8.2. Optimasi pH 

 

Optimasi pH ditentukan dengan divariasikan pH media fermentasi menggunakan 

buffer pospat 0,05 M dengan variasi pH 6; 7; dan 8.  Masing-masing media 

fermentasi dibuat sebanyak 3 replikat menggunakan serbuk kulit udang dan kitin 

sebagai substrat. Media fermentasi yang telah diinokulasikan inokulum 

actinomycetes 18D36A2 secara aseptik dengan perbandingan 1:10 (v/v), 

diinkubasi secara statis pada temperatur ruang selama waktu inkubasi optimum.  

Hasil dari fermentasi batch disentrifugasi dengan kecepatan 7.000 rpm selama 15 

menit pada temperatur 4℃, diperoleh ekstrak kasar enzim, dan dimasukkan ke 

dalam botol vial. 

 

 

3.3.8.3. Optimasi Temperatur 

 

Media fermentasi yang digunakan pada optimasi temperatur adalah media cair 

serbuk kulit udang dengan pH optimum. Media fermentasi yang telah 

diinokulasikan inokulum actinomycetes 18D36A2 secara aseptik dengan 

perbandingan 1:10 (v/v), diinkubasi secara statis pada temperatur 29℃ dan 52℃ 

selama waktu inkubasi optimum.  Hasil dari fermentasi batch disentrifugasi 

dengan kecepatan 7.000 rpm selama 15 menit pada temperatur 4℃, diperoleh 

ekstrak kasar enzim, dan dimasukkan ke dalam botol vial.   

 

 

3.3.9. Uji Aktivitas Enzim, Konsentrasi Glukosamin, dan Kadar Protein 

 

3.3.9.1. Uji Aktivitas Enzim Kitinase 

 

Uji aktivitas kitinase ditentukan dengan metode Miller (Miller, 1959).  Ekstrak 

kasar enzim sebanyak 1 mL dimasukkan ke dalam tabung reaksi, ditambahkan 1 

mL koloid kitin 1%, diinkubasi selama 30 menit pada temperatur 40℃. 

Selanjutnya, sampel ditambahkan 1 mL reagen DNS, dipanaskan selama 10 

menit pada temperatur 100℃, dan dibaca absorbansi sampel pada panjang 

gelombang 540 nm menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Satu unit aktivitas 
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kitinase didefinisikan sebagai jumlah enzim yang diperlukan untuk melepaskan 1 

µmol glukosamin dalam satu menit.  Uji aktivitas enzim dilakukan sebanyak 3 

kali pengulangan. 

 

 

3.3.9.2. Uji Konsentrasi Glukosamin 

 

Uji konsentrasi glukosamin ditentukan dengan metode Miller (Miller, 1959).  

Ekstrak kasar enzim sebanyak 1,5 mL dimasukkan ke dalam tabung reaksi, 

ditambahkan 1,5 mL reagen DNS.  Selanjutnya, dipanaskan selama 10 menit 

pada temperatur 100℃. Nilai absorbansi sampel dibaca menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 540 nm.  Larutan standar D-

glukosamin dengan variasi kosentrasi digunakan sebagai standar.  Uji konsentrasi 

glukosamin dilakukan sebanyak 3 kali pengulangan.  Konsentrasi glukosamin 

ditentukan dengan persamaan kurva standar D-glukosamin.   

 

 

3.3.9.3. Uji Kadar Protein 

 

Uji kadar protein ditentukan dengan metode Bradford (Bradford, 1976).  Ekstrak 

kasar enzim sebanyak 400 µL direaksikan dengan 2 mL reagen Bradford, diukur 

nilai absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang 

gelombang 595 nm.  Larutan BSA dengan variasi konsentrasi digunakan sebagai 

standar.  Uji kadar protein dilakukan sebanyak 3 kali pengulangan.  Kadar protein 

ditentukan dengan persamaan kurva standar bovine serum albumin (BSA). 

 

 

3.3.10. Analisis Glukosamin dengan HPLC 

 

Ekstrak kasar enzim hasil fermentasi pada waktu inkubasi, pH, dan suhu 

optimum diekstraksi dengan etanol absolut dan disentrifugasi selama ±5 menit.  

Lapisan air dibaca dengan high performance liquid chromatography evaporative 

light scattering detection (HPLC-ELSD) menggunakan kolom C18, 

asetonitril/H2O (30%/70%, v/v) sebagai fasa gerak, laju alir 1 mL/menit, 
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temperatur nebulasi 40℃, temperatur evaporasi 30℃, laju gas nitrogen 1,6 

L/menit, dan waktu run 7 menit. 
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Secara keseluruhan, penelitian ini terangkum dalam diagram alir penelitian yang 

ditunjukkan pada Gambar 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Gambar 3. Diagram Alir Penelitian. 

 

Kulit udang 

 

 

 

 

- Isolasi kitin 

Isolat actinomycetes 18D36A2 

- Ditumbuhkan di media agar koloid kitin 

dan ISP-2 

- Dilakukan peremajaan di media 

agar koloid kitin dan ISP-2 

Isolat actinomycetes 18D36A2 di media agar koloid kitin dan ISP-2 

- Dilakukan uji aktivitas kitinolitik 

dengan pewarnaan menggunakan congo 

red 1% di media agar koloid kitin 

- Dilakukan identifikasi morfologi 

menggunakan mikroskop dan SEM 

- Dibuat laju pertumbuhan isolat 

actinomycetes 18D36A2 

- Dibuat inokulum isolat 

actinomyecetes 18D36A2 di media cair 

serbuk kulit udang dan kitin 

- Difermentasikan pada variasi waktu 

inkubasi, pH, dan temperatur 

- Diukur absorbansi sampel dan standar 

dengan Spektrofotometer UV-Vis 

- Dianalisis glukosamin dengan HPLC 

- Dibuat kontrol, larutan standar BSA, 

dan standar glukosamin 

- Dilakukan uji aktivitas unit enzim, 

konsentrasi glukosamin dan protein 

Hasil  



 

 

 

 

 

 

 

 

V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

5.1. Simpulan 

 

Berdasarkan penelitian dan pembahasan yang telah dilakukan dapat disimpulkan 

sebagai berikut: 

 

1. Kondisi optimum aktivitas enzim kitinase dan konsentrasi glukosamin dari 

actinomycetes 18D36A2 pada media cair serbuk kulit udang, yaitu waktu 

inkubasi hari ke-7, pH 6, dan temperatur 29℃ dengan nilai 0,00087 U/mL 

dan 0,1782 mg/mL, sedangkan kondisi optimum kadar protein dari 

actinomycetes 18D36A2 pada media cair serbuk kulit udang, yaitu waktu 

inkubasi hari ke-7, pH 6, dan temperatur 52℃ dengan nilai 0,0548 mg/mL. 

2. Rendemen N-glukosamin yang dihasilkan dari actinomycetes 18D36A2 pada 

media cair serbuk kulit udang adalah sebesar 8,3% pada temperatur 29℃ dan 

2,8% pada temperatur 52℃. 

 

 

5.2. Saran 

 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah diperoleh, maka penulis memberikan 

saran sebagai berikut : 

1. Perlu dilakukan pemurnian pada produksi glukosamin dalam skala besar. 

2. Perlu dilakukan karakterisasi ekstrak enzim menggunakan LCMS untuk 

memvalidasi produk glukosamin dan kitinase yang dihasilkan. 
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