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Glukosamin adalah monosakarida amino yang terbentuk secara alami yang terdiri 

dari molekul glukosa yang melekat pada gugus amino.  Glukosamin banyak 

dimanfaatkan untuk pengobatan osteoarthritis, karena memiliki beragam efek 

biologis dan farmakologis.  Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh kondisi 

optimum produksi glukosamin dari actinomycetes 18D36A1 pada media kulit 

udang dan kitin.  Penelitian dimulai dengan meremajakan isolat actinomycetes 

18D36A1 pada media agar koloid kitin yang merupakan koleksi UPT LTSIT 

Universitas Lampung.  Isolat tersebut diidentifikasi menggunakan mikroskop dan 

SEM kemudian dihasilkan visualisasi yang mirip dengan genus Streptosporangium.  

Selanjutnya isolat dikultivasi menggunakan metode fermentasi fase cair sistem 

tertutup (batch) dengan kulit udang dan kitin.  Hasil kultivasi berupa ekstrak kasar 

enzim dilakukan uji kuantitatif dengan metode DNS dan HPLC untuk uji 

konsentrasi glukosamin dan aktivitas enzim, dan metode Bradford untuk uji kadar 

protein menggunakan Spetrofotometri UV-VIS.  Berdasarkan hasil uji diperoleh 

kondisi optimum dalam produksi glukosamin pada media cair serbuk kulit udang 

adalah pada waktu inkubasi 7 hari, pH 6, dan suhu 29 ℃ dengan nilai yang 

diperoleh yaitu 0,213 mg/mL.  Berdasarkan hasil analisis HPLC diperoleh 

glukosamin sebesar 0,4198 mg/mL pada temperatur 29oC dengan waktu retensi 

2,436 menit dan 0,397 mg/mL pada temperatur 52oC dengan waktu retensi 2,421 

menit. 

 

Kata Kunci: Actinomycetes 18D36A1, glukosamin, limbah kulit udang, kitin. 

 



  

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

 

OPTIMIZATION OF N-GLUCOSAMIN PRODUCTION FROM 

Actinomycetes 18D36A1 IN SHRIMP SHELL MEDIA 

 

 

 

By 

 

 

Rana Aprilia Rinjani 

 

 

 

 

Glucosamine is a naturally occurring amino monosaccharide consisting of a glucose 

molecule attached to an amino group.  Glucosamine is widely used for the treatment 

of osteoarthritis, because it has a variety of biological and pharmacological effects.  

This study aims to obtain the optimum conditions for glucosamine production from 

actinomycetes 18D36A1 on shrimp shell and chitin media.  The study began by 

rejuvenating actinomycetes isolate 18D36A1 on chitin colloidal agar which is a 

collection of UPT LTSIT, University of Lampung.  The isolates were identified 

using a microscope and SEM then produced a visualization similar to the genus 

Streptosporangium.  Furthermore, the isolates were cultivated using a closed 

system (batch) liquid phase fermentation method with shrimp shells and chitin.  The 

results of cultivation in the form of crude extracts of enzymes were tested 

quantitatively using the DNS and HPLC methods to test glucosamine concentration 

and enzyme activity, and the Bradford method to test protein content using UV-VIS 

spectrophotometry.  Based on the test results, the optimum conditions for 

glucosamine production in liquid media of shrimp shell powder were obtained at an 

incubation time of 7 days, pH 6, and temperature 29℃ with a value obtained of 

0.213 mg/mL.  Based on the results of the HPLC analysis, it was obtained that 

glucosamine was 0.4198 mg/mL at a temperature of 29oC with a retention time of 

2.436 minutes and 0.397 mg/mL at a temperature of 52oC with a retention time of 

2.421 minutes. 

 

Keywords: Actinomycetes 18D36A1, glucosamine, shrimp shell waste, chitin. 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

 

1.1. Latar Belakang 

 

Indonesia merupakan negara kepulauan yang terdiri dari wilayah daratan dan 

lautan.  Jumlah pulau yang terdapat di Indonesia baik yang kecil maupun besar, 

mencapai 17.508 pulau.  Tiga perempat dari keseluruhan wilayah Indonesia 

adalah berupa lautan (5,9 km²).  Berdasarkan hasil “United Nation Convention on 

the Law of the Sea” (UNCLOS) atau Konvensi Hukum Laut Internasional pada 

tanggal 10 Desember 1982 di Montego Bay, Jamaica, luas wilayah laut di 

Indonesia mencapai 3.257.357 km² (Saksono, 2013).  Terdapat berbagai sumber 

daya alam yang dimiliki perairan Indonesia, diantaranya biota-biota laut yang 

berguna untuk dikembangkan sebagai obat, salah satu biota yang potensial adalah 

udang. 

 

Udang merupakan salah satu komoditas penting bagi hasil perikanan Indonesia.  

Udang di Indonesia umumnya diekspor dalam bentuk udang beku yang telah 

dibuang bagian kepala, kulit, dan ekornya.  Bagian udang yang telah dibuang 

tersebut menjadi limbah yang belum banyak dimanfaatkan oleh masyarakat 

Indonesia.  Kulit udang sendiri mengandung protein (25%-44%), kalsium 

karbonat (45%-50%), dan kitin (15%-20%) (Fouhcher, 2009).  Oleh karena itu 

kulit udang merupakan salah satu sumber yang potensial untuk digunakan dalam 

pembuatan kitin dan kitosan, yaitu suatu biopolimer yang secara komersil 

berpotensi di bidang industri. 

 

Kitin merupakan suatu polimer utama yang memiliki sifat tidak larut dalam 

berbagai jenis pelarut.  Kitin tersusun dari residu N-asetil-D–glukosamin yang 
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terikat melalui ikatan β-1,4 glikosidik (Arif et al., 2013).  Kitin dapat dihidrolisis 

menghasilkan monomernya dengan reaksi enzimatis.  Enzim spesifik yang 

digunakan untuk menghidrolisis kitin adalah enzim kitinase (Howard et al., 2003). 

 

Enzim kitinase merupakan enzim yang dapat mendegradasi senyawa menjadi 

monomernya yaitu N-asetilglukosamin.  Enzim kitinase dihasilkan oleh bakteri, 

fungi, tanaman, dan hewan (Toharisman, 2007).  Di alam, proses degradasi 

menggunakan kitinase yang berasal dari jamur, bakteri, actinomycetes, tumbuhan 

(Matsumoto, 2006), vertebrata, moluska, arthropoda, alga, dan beberapa jenis 

cendawan (Funkhouser dan Aronson, 2007). 

 

Enzim kitinase saat ini banyak digunakan sebagai agen biokontrol karena dapat 

mendegradasi kitin menjadi produk yang ramah lingkungan dan dapat digunakan 

dalam bidang kesehatan, pangan, industri dan lain-lain.  Enzim ini juga dapat 

digunakan dalam penanganan limbah, terutama limbah yang banyak mengandung 

kitin (Herdyastuti et al., 2009). 

 

Kitin yang didegradasi oleh enzim kitinase dapat menghasilkan monomer dan 

oligomer N-Asetilglukosamin.  N-Asetilglukosamin merupakan gula amino yang 

sering ditemukan sebagai komponen utama pada rangka luar Crustacea, 

Arthropoda, dan cendawan.  Glukosamin (2-amino-2-deoxyglucose, chitosamin) 

adalah gula amino yang diperoleh dari proses hidrolisis kitin.  Glukosamin 

berperan penting di dalam tubuh seperti untuk kesehatan dan kelenturan sendi, 

pembentukan pelumas dan agen perlindungan (Purnomo et al., 2012).  Aplikasi 

glukosamin juga telah dikenal untuk pengobatan osteoarthritis, karena memiliki 

beragam efek biologis dan farmakologis termasuk anti-inflamasi, anti-oksidan, 

anti penuaan, dan pelindung hati (Jamialahmadi, 2019). 

 

Pada penelitian sebelumnya, Asmoro (2016) melakukan penelitian tentang 

kemampuan actinomycetes dalam mendegradasi substrat berupa limbah kulit 

udang menggunakan actinomycetes ANL-4.  Hasil dari penelitian tersebut 

didapatkan kadar glukosamin tertinggi di waktu inkubasi yaitu selama satu hari 
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atau 24 jam inkubasi.  Terdapat pula penelitian Salsabila (2020) yang memperoleh 

kadar glukosamin tertinggi pada waktu inkubasi selama 14 hari menggunakan 

media cair koloid kitin dan media padat kulit udang berturut-turut yaitu 0,4085 

mg/mL dan 0,9241 mg/mL (minggu ketiga) pada isolat 18D36A1 dan 0,1395 

mg/mL dan 0,8912 mg/mL (minggu pertama) pada isolat 18D36A2. 

 

Penelitian kali ini dilakukan berbeda dari penelitian Salsabila (2020), karena pada 

penelitian ini dilakukan optimasi produksi glukosamin menggunakan media cair 

kulit udang dan kitin oleh isolat actinomycetes 18D36A1.  Kedua jenis media 

tersebut memiliki kelebihan yaitu mudah didapat dan murah.  Kedua media 

tersebut juga digunakan untuk melihat perbandingan jumlah produk glukosamin 

yang dihasilkan.  Selain itu akan dilakukan variasi produksi pada waktu inkubasi, 

pH dan temperatur untuk mengetahui kondisi optimum dari glukosamin. 

 

 

 

1.2. Kerangka Teoritis 

 

Kulit udang merupakan salah satu sumber yang potensial untuk digunakan dalam 

pembuatan kitin.  Pembuatan kitin dari kulit udang dilakukan dalam 2 tahapan 

yaitu demineralisasi yang merupakan proses untuk melepaskan mineral dari kitin 

dan deproteinasi yang merupakan proses untuk melepaskan protein dari kitin.  

Kitin dapat dihidrolisis menghasilkan monomernya dengan reaksi enzimatis 

menggunakan enzim kitinase.  Salah satu mikroorganisme penghasil enzim 

kitinase yang dapat menghidrolisis kitin adalah actinomycetes.  Kulit udang dan 

kitin yang telah diperoleh dari hasil isolasi dapat dijadikan sebagai substrat untuk 

menghasilkan enzim kitinase dan glukosamin.  Penentuan kondisi optimum 

glukosamin dan aktivitas kitinase menggunakan fermentasi fase cair sistem 

tertutup dilakukan pada variasi waktu inkubasi, pH dan temperatur. 
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1.3. Tujuan Penelitian 

 

Tujuan dari dilakukannya penelitian ini yaitu sebagai berikut : 

1. Untuk mengetahui kondisi optimum produksi glukosamin, kadar protein dan 

aktivitas enzim kitinase dari isolat actinomycetes 18D36A1 terhadap pengaruh 

waktu inkubasi, pH dan temperatur. 

2. Untuk memproduksi glukosamin dari isolat actinomycetes 18D36A1 pada 

media serbuk kitin dan kulit udang. 

 

 

 

1.4. Manfaat Penelitian 

 

Manfaat dari penelitian ini adalah untuk mengetahui kondisi optimum 

glukosamin, kadar protein dan aktivitas enzim kitinase sehingga dapat 

dimanfaatkan dalam produksi glukosamin. 



  

 

 

 

 

 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

 

2.1. Kulit Udang 

 

Udang termasuk hewan kelas Crustacea yang termasuk kelas Arthropoda, 

memiliki badan beruas berjumlah 13 yaitu 5 ruas kepala dan 8 ruas badan.  

Seluruh tubuh udang ditutupi oleh kerangka luar yang disebut eksoskeleton 

(Menristek, 2003).  Udang di Indonesia diekspor dalam bentuk bekuan dan telah 

mengalami proses pemisahan kulit dan kepala.  Pada proses pemisahan ini dapat 

menimbulkan masalah yang tidak diinginkan.  Limbah padat lama kelamaan akan 

semakin besar dan menumpuk yang dapat mengakibatkan pencemaran lingkungan 

berupa bau yang tidak sedap dan dapat merusak estetika lingkungan.  Namun 

karena limbah kulit udang mudah diperoleh maka limbah dimanfaatkan untuk 

proses kitin dan kitosan (Azhar et al., 2010). 

 

Kulit udang mengandung protein (25-40%), kalsium karbonat (45-50%), dan kitin 

(15-20%).  Tetapi besarnya kandungan komponen tersebut tergantung pada jenis 

udangnya (Foucher et al., 2009).  Besarnya kandungan protein dan mineral pada 

kulit udang dapat menurunkan kualitas dari kitin, sehingga komponen tersebut 

perlu dihilangkan dalam pemurnian kitin untuk menghasilkan produk kitin yang 

bermutu tinggi sehingga molekul molekulnya menjadi lebih halus (Rohani, 2000). 
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2.2. Actinomycetes  

 

2.2.1. Deskripsi Actinomycetes  

 

Actinomycetes adalah kelompok mikroorganisme heterogen, yang memiliki 

filamen seperti benang di dalam tanah (Bhatti et al., 2017).  Actinomycetes 

didistribusikan secara luas di habitat alami dan diperlukan dalam proses 

metabolisme dan biologis yang berbeda, misalnya, berguna untuk menghasilkan 

enzim ekstraseluler (Ghorbani et al., 2013). 

 

Actinomycetes sebagian besar ditemukan di tanah, di lumpur, di udara dan di sisa-

sisa tanaman.  Actinomycetes hidup di bawah kondisi yang sangat beragam, 

aerobik dan anaerobik, pada temperatur 5-7oC dan 45-70oC.  Banyak 

actinomycetes digunakan untuk menghasilkan antibiotik, vitamin, asam amino dan 

zat aktif biologis lainnya (Bhatti et al., 2017). 

 

Secara morfologis, actinomycetes menyerupai jamur karena terdapat sel-sel 

memanjang yang bercabang menjadi filamen atau hipnea.  Salah satu ciri 

actinomycetes yang membedakan dari kelompok bakteri lain adalah mereka 

mampu memanfaatkan berbagai macam substrat yang ditemukan di tanah, 

terutama beberapa serangga yang kurang terdegradasi dan polimer tanaman 

seperti kitin, selulosa dan hemiselulosa.  

 

 

2.2.2. Actinomycetes Sebagai Sumber Enzim di Bidang Industri 

 

Selulase  

 

Selulase dari galur Streptomyces sp. digunakan dalam pemrosesan kertas, tekstil, 

detergen, dan pakan hewan.  Selain Streptomyces, terdapat beberapa genus seperti 

Micromonospora dan Thermobifida dapat dimanfaatkan secara komersial karena 

dapat menghasilkan selulase rekombinan (Zhang et al., 2011). 
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Amilase  

 

Amilase dianggap sebagai kelompok enzim penting yang menghidrolisis pati 

menjadi fruktosa, glukosa dan maltosa tinggi dan dapat dikategorikan menjadi 

endoamilase dan eksoamilase.  Strain actinomycetes misalnya 

Streptomyceserumpens dan Thermobifidafusca memiliki kemampuan mensekresi 

amilase ke luar sel untuk melakukan pencernaan ekstraseluler (El-Sersy et al., 

2010; Zhang et al., 2011).  Terdapat pula enzim α-amilase yang digunakan dalam 

hidrolisis pati dan dimanfaatkan secara luas dalam dunia industri seperti 

fermentasi, tekstil, kertas, obat-obatan, dan gula (Gupta et al., 2003). 

 

Keratinase 

 

Keratinase adalah enzim industri penting yang diproduksi oleh sejumlah strain 

actinomycetes seperti Streptomycetes spp. dan Actinomadura.  Enzim ini banyak 

digunakan untuk hidrolisis keratin (Habbeche et al., 2003). 

 

Protease 

 

Protease yang dihasilkan oleh Nocardiopsis spp. dikenal sebagai enzim industri 

yang penting dan memiliki potensi untuk digunakan secara luas dalam industri 

kulit, pembuatan tekstil, deterjen, kue, pembuatan bir, dan keju (Gohel dan Singh, 

2012).  Protease dari Streptomyces spp. dapat digunakan dalam pengolahan 

limbah agroindustri yang berbeda seperti kuku, bulu, rambut dan limbah tanaman 

(Bentley et al., 2002).  Lebih dari 48 strain actinomycetes tanah telah dilaporkan 

untuk produksi protease bersama dengan efek sitotoksiknya pada sel kanker 

(Mitra dan Chakrabartty, 2005). 

 

Lipase  

 

Lipase memiliki potensi untuk digunakan dalam pengolahan minyak dan lemak, 

kosmetik, diagnosis dan deterjen (Ninawe et al., 2006).  Anggota actinomycetes  

seperti Streptomyces exfoliates dan Nocardiopsis alba menghasilkan lipase yang 

menghidrolisis ikatan ester dalam trigliserida menjadi gliserol dan asam lemak 

(Gandhimathi et al., 2009). 
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2.3. Kitin 

 

Kitin merupakan polimer alam yang tersusun atas unit-unit molekul β-D-

glukosamin dan gugus N-asetil, membentuk monomer yang akan diikat oleh 

ikatan beta (1→ 4) (Ameh et al., 2014).  Kitin mempunyai rumus empiris 

(C6H9O4.NHCOCH3)n dan merupakan zat padat yang tidak larut dalam air, 

pelarut organik, alkali pekat, asam mineral lemah tetapi larut dalam asam-asam 

mineral yang pekat (Suryanto et al., 2005).  Untuk dapat dicirikan sebagai kitin 

derajat asetilasinya harus berada di atas 50 % (Anitha et al., 2014).  

 

 

Gambar 1. Struktur Kitin (Nguyen dan Kobayasi, 2020) 

 

Kitin terdistribusi luas di lingkungan biosfer seperti pada kulit Crustacea (udang, 

kepiting, dan lobster), ubur-ubur, komponen struktur eksternal insekta, dinding sel 

fungi (22-40%), alga, nematoda ataupun tumbuhan (Gohel et al., 2006).  Isolasi 

kitin dapat diperoleh dari limbah kulit udang karena mudah diperoleh dan 

memiliki kandungan kitin yang cukup banyak.  Selain itu, kulit udang juga 

mengandung protein (25%-40%), dan kalsium karbonat (45%-50%) (Natsir, 

2002). 

 

Kitin merupakan polimer alami sehingga memiliki karakteristik yang bersifat 

polisakarida, seperti: biocompatibility, biodegradability, non-toxicity, dan 

mempunyai bioaktivitas yaitu aktivitas antibakteri (Ongkiko et al., 2016), anti 

mikroba (Kim et al., 2016), anti kanker, anti koagulan (Ifuku et al., 2015), dan 

sifat adsorpsi molekular (Younes et al., 2012). 
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Kitin banyak diaplikasikan sebagai adsorben ion logam dalam pengolahan air, 

pewarna, aditif makanan, pengawet, pigmen dalam rekayasa limbah, anti 

kolesterol, dan imobilisasi enzim.  Pada bidang biomedis kitin dan turunannya 

dapat digunakan sebagai pembalut luka, drug delivery, dan pendiagnosis kanker.  

Kitin juga mudah diolah sebagai gel, film, membran, dan fiber.  Kitin juga sering 

dimanfaatkan sebagai bahan baku utama pembuatan kitosan yang memiliki nilai 

jual yang tinggi dan memiliki banyak manfaat di berbagai bidang (Afriani et al., 

2016). 

 

 

 

2.4. Glukosamin 

 

Glukosamin (2-amino-2 deoxyalpha-D-glucose) merupakan monosakarida amino 

yang terbentuk secara alami yang terdiri dari molekul glukosa yang melekat pada 

gugus amino dan terdapat dalam matriks semua jaringan ikat (Chan et al., 2011).  

Glukosamin dapat ditemukan di matriks tulang rawan sendi dan cairan sendi 

manusia, bahkan hampir di semua jaringan lunak dalam tubuh manusia.  Selain 

itu, glukosamin sebagai komponen utama dari rangka luar Crustaceae, Artropoda, 

dan cendawan yang tersebar di alam (Miller and Clegg, 2011). 

 

Glukosamin sebagai makromolekul berperan penting di dalam tubuh untuk 

kesehatan dan kelenturan sendi, lapisan membran sel, kolagen, osteroid, tulang 

rusuk, pembentukan pelumas dan agen perlindungan (Purnomo et al., 2012).  

Aplikasi glukosamin juga telah dikenal untuk pengobatan osteoarthritis, karena 

memiliki beragam efek biologis dan farmakologis termasuk antiinflamasi, 

antioksidan, antipenuaan, kardioprotektif, kondroprotektor, pelindung hati, dan 

sifat sitoprotektif (Jamialahmadi, 2019). 
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Gambar 2. Struktur Glukosamin 

 

2.5. Enzim 

 

Enzim adalah katalis biologis (juga dikenal sebagai biokatalis) yang mempercepat 

reaksi biokimia dalam organisme hidup.  Mereka juga dapat diekstraksi dari sel 

dan kemudian digunakan untuk mengkatalisis berbagai proses penting secara 

komersial (Robinson, 2015).  Pada tingkat molekuler, enzim mengkatalisis reaksi 

biokimia dengan mempercepat konversi substrat menjadi produk dalam situs aktif 

enzim.  Tanpa katalisis enzim, sebagian besar reaksi akan terlalu lambat untuk 

berguna bagi kehidupan, meskipun tidak semua reaksi di alam memerlukan 

katalisis (Keller et al., 2015).  

 

2.6. Enzim Kitinase 

 

2.6.1. Pengertian Enzim Kitinase 

 

Kitinase merupakan enzim yang dapat menghidrolisis kitin menjadi komponen 

oligomer, dimer, dan monomeriknya (Patil et al., 2000).  Enzim kitinase banyak 

dihasilkan oleh organisme seperti bakteri, fungi, khamir, tumbuhan, insekta, 

protozoa, manusia, dan hewan (Gohel et al., 2006).  Kitinase memiliki banyak 

aplikasi industri dan pertanian seperti biokontrol jamur patogen tanaman, dan 

produksi protein sel tunggal (Itoi et al., 2007). 

 

 

2.6.2. Klasifikasi Enzim Kitinase 

 

Sahai and Monacha (1993) membagi kitinase ke dalam 2 kelompok yaitu: 
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1. Endokitinase 

Endokitinase memotong secara acak ikatan β-1,4 bagian internal mikrofibril kitin.  

Produk akhir yang terbentuk bersifat mudah larut berupa oligomer pendek N-

asetilglukosamin (GIcNAc) yang mempunyai berat molekul rendah seperti 

kitotriose dan kitotetraose. 

 

2. Eksokitinase  

Eksokitinase terbagi kategori yaitu : 

a. 1-4-β-glukosaminidase menghasilkan monomer N-asetilglukosamin yang 

merupakan hasil pembelahan produk oligomer endokitinase dan 

kitobiosidases. 

b. Kitobiosidase, terlibat dalam katalisis pelepasan di-asetilkitobiose dimana 

pemotongan terjadi pada ujung mikrofibril kitin yang tidak tereduksi dan tidak 

secara acak. 

 

 

2.6.3. Sumber Enzim Kitinase 

 

Kitinase dari Serangga 

 

Kitinase serangga termasuk dalam famili 18 glikosilhidrolase yang menghidrolisis 

kitin dengan pembelahan tipe-endokitinase sambil mempertahankan konfigurasi 

produk anomerik β-(1-4) (Arakane dan Muthukrishnan 2009).  Kitinase pada 

serangga biasanya ditemukan di jaringan epitel ektodermal seperti foregut, 

kutikula, trakea, dan hindgut pada serangga (Lee et al., 2011). 

 

Kitinase dari Tanaman  

Tanaman tidak menghasilkan kitinase setiap waktu, namun terdapat rangsangan 

tertentu (fitopatogenik serangan) yang mengaktifkan produksi kitinase pada 

tanaman (Van et al., 2006).  Peran kitinase pada tanaman terlihat dalam bentuk 

mekanisme pertahanan.  Serangan fitopatogen bertindak sebagai sinyal induksi 

kitinase dan memfasilitasi tanaman dalam pertahanan diri terhadap patogen.  Pada 

beberapa tanaman produksi kitinase juga ditemukan selama pertumbuhan bibit, 
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embriogenesis, dan perkecambahan biji (Kirubakaran and Sakthivel, 2007).  

Tempat untuk produksi kitinase pada tumbuhan berada pada jaringan spesifik 

seperti pada bunga, biji, batang dan umbi (Van et al., 2006). 

 

Kitinase dari Mikroorganisme 

Mikroba penghasil kitinase sebagian besar telah dikelompokkan ke dalam 

keluarga 18 glikosil hidrolase (Bhattacharya et al., 2007).  Kelompok bakteri dan 

kelompok jamur merupakan jenis mikroba yang telah ditemukan oleh peneliti.  

Kitinase bakteri memiliki peran penting dalam proses degradasi kitin, yaitu untuk 

memenuhi kebutuhan energinya (Patil et al., 2000; Huang et al., 2005; 

Bhattacharya et al., 2007).  Aktivitas kitinase telah banyak ditemukan terutama 

pada spesies Streptomyces, Serratia, Clostridium, Aeromonas, Arthrobacter, 

Vibrio, Klebsiella, Pseudomonas, Chromobacterim dan Bacillus (Wang et al., 

2008; Han et al., 2009; Narayana dan Vijayalakshmi, 2009; Liu et al., 2010; 

Kuddus dan Ahmad, 2013; Islam dan Datta, 2015). 

 

 

2.7. Fermentasi Fase Cair Sistem Tertutup (Batch) 

 

Fermentasi merupakan proses dimana komponen-komponen kimiawi dihasilkan 

sebagai akibat adanya pertumbuhan maupun metabolisme mikroba yang 

mencakup proses aerob dan anaerob.  Medium kultur permukaan dapat berupa 

medium padat maupun medium cair.  Kondisi yang optimum untuk fermentasi 

tergantung pada jenis mikroorganisme yang digunakan.  Fermentasi medium cair 

lebih memungkinkan adanya pengendalian faktor-faktor fisik dan kimia yang 

mempengaruhi proses fermentasi seperti temperatur, pH, dan kebutuhan oksigen 

(Ton et al., 2010).  Adapun kelebihan dari fermentasi medium cair yaitu 

pemakaian medium yang lebih efisien, jenis dan konsentrasi komponen-

komponen dapat diatur sesuai dengan yang diinginkan, dan dapat memberikan 

kondisi yang optimum untuk pertumbuhan (Waites et al., 2001). 

 

Aplikasi dari penggunaan fermentasi batch secara tradisional menurut Hölker dan 

Lenz (2005) dan Pandey (2000) antara lain : 



13 

 

 

 

a. Bir, minuman beralkohol.  Sari buah yang diberi Saccaromyces cereviciae 

kemudian diinkubasikan didapatkan minuman beralkohol.  

b. Yoghurt, diproduksi dengan cara memfermentasikan air susu dengan bakteri 

bukan khamir.  Biasanya menggunakan campuran Lactobacillus bulgaricus 

dan Streptococcus thermophillus.  Bakteri mengubah laktosa gula susu pada 

kondisi anaerobik.  Laktosa diubah menjadi asam laktat yang bersifat 

menggumpalkan kasein protein susu.  

 

Selain aplikasi di atas, kebanyakan dari aplikasi tersebut menghasilkan produk- 

produk seperti enzim, pigmen, senyawa aromatik, senyawa kimia, antibiotik, dan 

agen pengontrol biologis. 

 

 

 

2.8. Spektrofotometri UV-Vis 

 

Spektrofotometer merupakan alat yang digunakan untuk mengukur nilai 

absorbansi dengan cara melewatkan cahaya dengan panjang gelombang tertentu 

pada suatu objek kaca atau kuarsa yang disebut kuvet.  Sebagian dari cahaya 

tersebut akan diserap dan sisanya akan dilewatkan.  Nilai absorbansi dari cahaya 

yang diserap sebanding dengan konsentrasi larutan di dalam kuvet 

(Sastrohamidjojo, 2007). 

 

Berdasarkan daerah serapannya, spektrofotometer dibagi menjadi dua, yaitu 

spektrofotometer UV-Vis dan spektrofotometer sinar tampak.  Rentang spektrum 

untuk spektrofotometer UV-Vis atau ultraviolet yaitu pada panjang gelombang 

200-400 nm, sedangkan untuk rentang spektrofotometer sinar tampak yaitu pada 

rentang panjang gelombang 400-750 nm (Rohman, 2007). 

 

Menurut Yanlinastuti et al. (2011) prinsip kerja spektrofotometer UV-Vis yaitu 

apabila cahaya monokromatik melalui suatu media (larutan), maka sebagian 

cahaya tersebut diserap, sebagian dipantulkan, dan sebagian lagi dipancarkan.  

Adapun yang melandasi pengukuran spektrofotometer ini dalam penggunaannya 

adalah hukum Lambert-Beer yaitu bila suatu cahaya monokromatis dilewatkan 
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melalui suatu media yang transparan, maka intensitas cahaya yang ditransmisikan 

sebanding dengan tebal dan kepekaan media larutan yang digunakan berdasarkan 

persamaan berikut: 

A = log I/Io atau A = a.b.c (l)  

A = absorbansi  

a = koefisien serapan molar  

b = tebal media cuplikan yang dilewati sinar  

c = konsentrasi unsur dalam larutan cuplikan  

Io = intensitas sinar mula-mula  

I = intensitas sinar yang diteruskan. 

 

 

 

2.9. High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

 

Kromatografi merupakan teknik analisis dengan solut atau zat-zat terlarut terpisah 

oleh perbedaan kecepatan elusi, karena zat-zat ini melewati kolom kromatografi.  

Kromatografi dibedakan menjadi dua golongan besar berdasarkan fase gerak yang 

digunakan yaitu kromatografi cair (liquid chromatography) dan kromatografi gas 

(gas chromatography).  HPLC merupakan teknik pemisahan yang diterima secara 

luas untuk analisis dan pemurnian senyawa tertentu dalam suatu sampel pada 

sejumlah bidang.  HPLC merupakan metode yang tidak dekstruktif dan dapat 

digunakan baik untuk analisis kualitatif maupun kuantitatif serta memiliki 

kecepatan analisis dan kepekaan yang tinggi (Gandjar dan Rohman, 2007).  

 

Menurut Effendy (2004) HPLC memiliki banyak kelebihan dibandingkan dengan 

metode yang lain.  Kelebihan tersebut antara lain: 

1. Mampu memisahkan molekul-molekul dari suatu campuran 

2. Kecepatan analisis dan kepekaan yang tinggi 

3. Mudah melaksanakannya 

4. Kolom dapat digunakan kembali 

5. Dapat digunakan bermacam-macam detector 

6. Resolusi yang baik 

7. Mudah melakukan sample recovery. 
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2.10. Scanning Electron Microscopy (SEM) 

 

Scanning Electron Microscope (SEM) merupakan salah satu jenis mikroskop 

elektron yang menggunakan berkas elektron untuk menggambarkan bentuk 

permukaan dari material yang dianalisis.  Prinsip kerja dari SEM ini adalah 

dengan menggambarkan permukaan benda atau material dengan berkas elektron 

yang dipantulkan dengan energi tinggi.  Permukaan material yang disinari atau 

terkena berkas elektron akan memantulkan kembali berkas elektron atau 

dinamakan berkas elektron sekunder ke segala arah.  Tetapi dari semua berkas 

elektron yang dipantulkan terdapat satu berkas elektron yang dipantulkan dengan 

intensitas tertinggi.  Detektor yang terdapat di dalam SEM akan mendeteksi 

berkas elektron berintensitas tertinggi yang dipantulkan oleh benda atau material 

yang dianalisis.  Elektron memiliki resolusi yang lebih tinggi daripada cahaya.  

Cahaya hanya mampu mencapai 200 nm sedangkan elektron bisa mencapai 

resolusi sampai 0,1-0,2 nm (Ayu, 2013). 

 



  

 

 

 

 

 

 

III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

 

3.1. Waktu dan Tempat 

 

Penelitian ini dilakukan pada bulan Agustus 2021 sampai September 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 

 

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

erlenmeyer, tabung reaksi, gelas ukur), kasa, kapas, karet gelang, tisu, jarum ose, 

pinset, lampu spirtus, cawan petri, mikropipet, neraca analitik, hot plate, oven, 

laminar air flow, inkubator, shaker incubator, autoclave Tomy SX-700, pH 

meter, sentrifus Hitachi CF 16RX II, mikroskop Zeiss axio A1, spektrofotometer 

UV-Vis, dan HPLC. 

 

Bahan-bahan yang digunakan yaitu limbah kulit udang, aquades, bubuk agar, HCl, 

NaOH, standar glukosamin WAKO Jepang, yeast extract, malt exstract, 

dekstrosa, NaH2PO4.H2O, Na2HPO4.7H2O, air laut buatan, Coomassie Brilliant 

Blue (CBB), Bovine Serum Albumin (BSA), dan Dinitrosalicylic Acid (DNS). 
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3.3. Prosedur Penelitian 

 

3.3.1. Persiapan Kulit Udang 

 

Limbah kulit udang berasal dari Gudang Lelang, Teluk Betung Selatan.  Limbah 

kulit dan kepala udang yang telah dikumpulkan untuk bahan baku, selanjutnya 

dibersihkan, dicuci dengan air mengalir dan dikeringkan.  Kemudian udang yang 

telah dikeringkan dihaluskan sehingga diperoleh serbuk kulit udang yang akan 

digunakan sebagai bahan baku substrat.  

 

 

3.3.2. Pembuatan Kitin 

 

Pembuatan kitin dilakukan dengan merujuk pada Hendri dan Laila (2013) dengan 

beberapa modifikasi.  Sebanyak 100 gram serbuk kulit udang kering ditambahkan 

NaOH 3,5% dengan perbandingan 1:10 (w/v) dan distiter selama 2 jam pada 

temperatur 60oC.  Kemudian dilakukan penyaringan, dinetralkan menggunakan 

aquades hingga pH netral dan dikeringkan dalam oven pada temperatur 60°C 

selama 24 jam.  Selanjutnya, hasil residu ditambahkan HCl 1,25 N dengan 

perbandingan yang sama yaitu 1:10 (w/v), distirer selama 2 jam pada temperatur 

60°C. Kemudian disaring, dinetralkan, dan dikeringkan dalam oven pada 

temperatur 60°C selama 24 jam.  Hasil serbuk tersebut merupakan kitin (kulit 

udang yang telah demineralisasi dan dideproteinasi). 

 

 

3.3.3. Pembuatan Media 

 

3.3.3.1. Media ISP-2 

 

Pembuatan media ISP-2 dilakukan dengan cara mencampurkan 4 gram yeast 

extract, 10 gram malt extract, 4 gram dekstrosa, dan 20 gram agar yang dilarutkan 

dalam 1 liter air laut steril kemudian disterilkan dengan autoclave  (Margavey et 

al., 2004). 
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3.3.3.2. Koloid Kitin 

 

Pembuatan koloid kitin merujuk pada Saima and Roohi (2013) dengan beberapa 

modifikasi.  Sebanyak 20 gram kitin ditambahkan perlahan 200 mL HCl pekat 

(1:10), distirer selama 2 jam, ditambahkan aquades 2 liter, diaduk, dan didiamkan 

hingga terbentuk suspensi.  Selanjutnya, suspensi dibilas menggunakan aquades 

hingga pH netral dan disentrifus selama 10 menit dengan kecepatan 7000 rpm.  

Lalu, suspensi diautoklaf pada 121°C selama 15 menit, dan diperoleh koloid kitin.  

 

 

3.3.3.3. Larutan Buffer Fosfat pH 6, 7, dan 8 

 

Pembuatan larutan ini dilakukan dengan cara mencampurkan 0,964 gram 

NaH2PO4.H2O dan 0.8078 gram Na2HPO4.7H2O yang dilarutkan dalam 100 mL 

aquades dan dicek pH-nya.  Kemudian ditambahkan NaOH atau H3PO4 bila 

dibutuhkan.  

 

 

3.3.4. Peremajaan Isolat Actinomycetes  

 

Isolat yang digunakan adalah actinomycetes 18D36A1 yang diperoleh dari 

perairan Buleleng, Bali koleksi laboratorium UPT LTSIT Unila.  Peremajaan 

isolat dilakukan pada media agar koloid kitin dan ISP-2.  Media agar koloid kitin 

terbuat dari 1% koloid kitin (b/v), dan 2% agar yang dilarutkan dalam air laut 

buatan.  Setelah itu, campuran disterilisasi dengan autoklaf selama 15 menit pada 

1 atm, 121°C.  Kemudian, masing-masing media dituangkan ke dalam tabung 

reaksi. Isolat actinomycetes 18D36A1 digoreskan pada kedua media agar tersebut. 

 

 

3.3.5. Pembuatan Larutan Standar 

 

3.3.5.1. Pembuatan Standar Glukosamin 

 

0,1 gram standar glukosamin dilarutkan dalam 100 mL aquades, dihomogenkan 

dan diperoleh konsentrasi akhir 1000 ppm.  Kemudian, dibuat ke dalam 

konsentrasi 10 ppm hingga 70 ppm. 
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3.3.5.2. Pembuatan Standar Bovine Serum Albumin (BSA) 

 

0,1 gram standar BSA dilarutkan dalam 100 mL aquades, dihomogenkan dan 

diperoleh konsentrasi akhir 1000 ppm.  Kemudian, dibuat ke dalam konsentrasi 5 

ppm, 10 ppm, 15 ppm, dan 20 ppm. 

 

 

3.3.6. Uji Aktivitas Kitinolitik Actinomycetes 18D36A1 

 

Uji aktivitas kitinolitik actinomycetes dilakukan dengan penampakan zona bening 

pada media agar koloid kitin.  Strain actinomycetes  18D36A1 yang telah 

ditumbuhkan sebelumnya pada media agar kolod kitin 1% diinokulasikan pada 

media agar koloid kitin baru dan diinkubasi selama 14 hari dalam inkubator 

hingga terlihat zona bening. 

 

 

3.3.7. Identifikasi Morfologi Actinomycetes 18D36A1 

 

Identifikasi morfologi dilakukan menggunakan metode cover slip culture merujuk 

pada Singh et al. (2014) dengan beberapa modifikasi.  Metode tersebut dilakukan 

dengan cara menancapkan cover slip dengan kemiringan 45° ke dalam media agar 

dan digoreskan strain di atas media tersebut.  Setelah isolat tumbuh, diidentifikasi 

morfologinya dengan menggunakan mikroskop Zeiss Axioo A1 dan Scanning 

Electron Microscopy (SEM) yang merujuk pada Li et al. (2016). 

 

 

3.3.8. Laju Pertumbuhan Isolat Actinomycetes 18D36A1 

 

Suspensi actinomycetes dibuat dengan cara isolat actinomycetes 18D36A1 yang 

telah ditumbuhkan koloid kitin selama 14 hari, diinokulasikan ke dalam tabung 

reaksi yang berisi 9 mL media cair kitin 1%, dihomogenkan, dan dibuat sebanyak 

42 replikat.  Sebanyak 4 mL suspensi kemudian dimasukkan ke dalam kuvet dan 

diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 600 nm. 
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3.3.9. Persiapan Inokulum Actinomycetes 18D36A1 

 

Persiapan inokulum actinomycetes dilakukan dengan mengambil dan memisahkan 

spora kultur actinomycetes 18D36A1 yang telah ditumbuhkan pada media agar 

koloid kitin berdasarkan hasil waktu optimum pertumbuhan.  Kemudian, spora 

kultur diinokulasikan ke dalam masing-masing labu erlenmeyer 100 mL yang 

berisi larutan air laut buatan dengan substrat kitin dan serbuk kulit udang yang 

telah disterilisasi sebelumnya.  

 

 

3.3.10. Fermentasi Fase Cair Sistem Tertutup (Batch) 

 

3.3.10.1. Variasi Waktu 

 

Substrat kitin dan kulit udang sebanyak 0,36 gram dimasukkan dalam masing-

masing labu erlenmeyer 100 mL dan ditambahkan dengan 36 mL larutan air laut 

buatan. pH larutan dicek menggunakan kertas pH.  Masing-masing media 

fermentasi dibuat sebanyak 3 replikat.  Media disterilisasi selama 15 menit pada 1 

atm dan temperatur 121oC.  Kultur awal sebanyak 4 mL diinokulasikan dalam 

masing-masing media kitin dan kulit udang dan difermentasi pada temperatur 

ruang selama 2, 7, dan 14 hari.  Kemudian, kultur disentrifus selama 15 menit 

pada kecepatan 700 rpm dan diperoleh filtrat hasil fermentasi.  Setelah itu, pada 

filtrat yang diperoleh dilakukan uji glukosamin, protein dan aktivitas enzim pada 

hari ke-2, hari ke-7, dan hari ke-14. 

 
 

3.3.10.2. Variasi pH 

 

Pada penentuan pH optimum dilakukan dengan cara memvariasikan pH media 

fermentasi menggunakan buffer fosfat.  Media disterilisasi dengan autoklaf pada 

temperatur 121oC, selama 15 menit pada tekanan 1 atm.  Sebelumnya, dilakukan 

pembuatan inokulum seperti pada variasi waktu.  Lalu, sebanyak 4 mL inokulum 

diinokulasikan ke dalam masing-masing media dengan pH 5, 6, dan 7 dan 

diinkubasi selama waktu optimum inkubasi pada temperatur ruang.  Masing-
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masing media fermentasi dibuat sebanyak 3 replikat.  Kemudian, kultur 

disentrifus selama 15 menit pada kecepatan 700 rpm dan filtrat yang diperoleh 

diuji glukosamin, kadar protein dan aktivitas enzimnya. 

 

 

3.3.10.3. Variasi Temperatur 

 

Pada penentuan temperatur optimum dilakukan dengan cara memvariasikan 

temperatur menggunakan inkubator.  Media disterilisasi dengan autoklaf pada 

temperatur 121oC, selama 15 menit pada tekanan 1 atm.  Sebelumnya, telah 

dilakukan pembuatan inokulum seperti pada variasi waktu. Sebanyak 4 mL 

inokulum diinokulasikan ke dalam media dengan waktu dan pH optimum dan 

diinkubasi menggunakan inkubator pada temperatur 52oC dan pada temperatur 

ruang.  Masing-masing media fermentasi dibuat sebanyak 3 replikat.  Kemudian, 

kultur disentrifus selama 15 menit pada kecepatan 700 rpm dan filtrat yang 

diperoleh diuji glukosamin, kadar protein dan aktivitas enzimnya. 

 

 

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

 

Uji konsentrasi glukosamin dilakukan dengan merujuk pada Zbircea et al. (2016). 

Sebanyak 2 mL filtrat ditambahkan 2 mL reagen DNS (3,5-dinitrosalicylic acid), 

dipanaskan selama 10 menit pada temperatur 100°C dan didinginkan.  Blanko dan 

larutan standar glukosamin dengan variasi konsentrasi digunakan sebagai standar.  

Lalu dibaca absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang 

gelombang 540 nm. 

  

Uji glukosamin juga dilakukan menggunakan HPLC.  Hasil fermentasi diambil 

sedikit dan dievaporasi menggunakan kolom C18.  Fase gerak yang digunakan 

adalah asetonitril:air (30:70, v/v) yang merupakan campuran pelarut polar.  Lalu, 

sampel diidentifikasi pada panjang gelombang 250 nm menggunakan detektor UV 

dengan waktu run 7 menit (Jacyno, 2004). 
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Penentuan aktivitas enzim dilakukan dengan merujuk pada Vahed et al. (2013).  

Sebanyak 1 mL filtrat ditambahkan 1 mL substrat koloid kitin 1% yang dibuat 

dengan cara menambahkan 1 gram koloid kitin ke dalam 100 mL air.  Kemudian 

diinkubasi terlebih dahulu pada temperatur 40°C selama 30 menit, dan 

ditambahkan 2 mL reagen DNS.  Blanko dan larutan standar glukosamin dengan 

variasi konsentrasi digunakan sebagai standar.  Nilai absorbansi dibaca 

menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 540 nm. 

 

Kadar protein dilakukan menggunakan metode Bradford.  Sebanyak 400 µl filtrat 

direaksikan dengan 2 mL reagen bradford, lalu diukur absorbansi pada panjang 

gelombang 595 nm.  Larutan BSA dan blanko dengan variasi konsentrasi 

digunakan sebagai standar. 

 



  

 

 

 

 

 

 

V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

5.1. Simpulan 

 

Berdasarkan penelitian ini dapat disimpulkan sebagai berikut: 

1. Kondisi optimum produksi glukosamin, aktivitas enzim dan kadar protein 

yang dihasilkan dari actinomycetes 18D36A1 pada media cair serbuk kulit 

udang yaitu pada waktu inkubasi 7 hari, pH 6 dan temperatur 29oC dengan 

nilai berturut-turut yaitu 0,213 mg/mL, 0,0008 U/mL dan 0,0326 mg/mL. 

2. Hasil N-Glukosamin dari actinomycetes  18D36A1 pada media cair serbuk 

kulit udang adalah sebesar 0,4198  mg/mL pada temperatur 29oC dan 0,397 

mg/mL pada temperatur 52oC. 

 

 

 

5.2. Saran 

 

Pada penelitian yang telah dilakukan belum didapatkan nilai optimum untuk 

aktivitas enzim.  Sehingga, penulis memberikan saran yaitu pada peneliitian 

selanjutnya perlu dilakukan optimasi konsentrasi substrat pada isolat 18D36A1 ini 

agar dapat meningkatkan aktivitas dan kualitas enzim serta menghasilkan produk 

akhir yang maksimal. 
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