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ABSTRAK

PENENTUAN KADAR GLUKOSAMIN DARI KULIT UDANG SECARA
FERMENTASI PADAT OLEH STRAIN ACTINOMYCETES ISOLAT
19A07A1 GORONTALO DENGAN VARIASI pH DAN WAKTU

Oleh

Larasati Gadis Ermadi

Actinomycetes merupakan organisme penghasil enzim Kkitinase yang dapat
mendegradasi kitin dengan memutus ikatan B-1,4-glikosidik pada kitin yang
menghasilkan monomer dan oligomer N-Asetilglukosamin. Fermentasi kulit udang
dilakukan menggunakan metode fermentasi media padat / Solid-State Fermentation
(SSF) dengan enzim kitinase yang diproduksi oleh isolat Actinomycetes 19A07A1.
Tahapan peneltian yang dilakukan meliputi penapisan serta identifikasi morfologi
isolat 19A07A1, penentuan kondisi optimum pada fermentasi kulit udang oleh
isolat 19A07A1, dan analisis kadar glukosamin. Berdasarkan identifikasi
marfologi, isolat 19A07A1 termasuk dalam organisme Brevibacterium linens.
Isolat tumbuh pada media kulit udang dikondisi optimum hari ke-14 dan pH 8
dengan kadar glukosamin yang didapatkan sebesar 2,61 mg/mL dan aktivitas enzim
spesifik sebesar 3,84 pmol t~*mg~! menggunakan Spektrofotometer UV-Vis.
Ekstrak kasar enzim hasil fermentasi dilakukan analisis glukosamin dengan
menggunakan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dan High-Pressured Liquid
Chromatography (HPLC), dimana didapatkan glukosamin dengan nilai Retention
Factor (RF) 0,8 dan konsentrasi glukosamin 0,39 mg/mL pada waktu retensi 2,498
menit.

Kata kunci : Actinomycetes, Brevibacterium linens, SSF, Limbah kulit udang,
Glukosamin



ABSTRACT

DETERMINATION OF GLUCOSAMINE CONTENT FROM SOLID
FERMENTATION SHRIMP SHELL BY ACTINOMYCETES STRAIN
ISOLATE 19A07A1 GORONTALO WITH VARIATION OF pH AND
TIME

By

Larasati Gadis Ermadi

Actinomycetes are chitinase-producing organisms that can degrade chitin by
breaking the [-1,4-glycosidic bond in chitin to produce N-acetylglucosamine
monomers and oligomers. Shrimp shell fermentation was carried out using the
Solid-State Fermentation (SSF) method with the chitinase enzyme produced by
Actinomycetes isolate 19A07A1. The stages of the research carried out included
screening and identifying the morphology of isolate 19A07AL1, determination of the
optimum conditions for shrimp shell fermentation by isolate 19A07A1, and
analyzing glucosamine levels. Based on morphological identification, isolate
19A07A1 belongs to Brevibacterium linens. The isolate grown on shrimp shell
media at optimum conditions on day 14 and pH 8 with glucosamine levels obtained
of 2.61 mg/mL and specific enzyme activity of 3.84 pmol t* mg? using a
spectrophotometer UV-Vis. The crude extract of fermented enzymes was analyzed
for glucosamine using Thin Layer Chromatography (TLC) and High-Pressured
Liquid Chromatography (HPLC), where glucosamine was obtained with a
Retention Factor (RF) value of 0.8 and a glucosamine concentration of 0.39 mg/mL
at the retention of time 2.498 minutes.

Keywords : Actinomycetes, Brevibacterium linens, SSF, Shrimp shells waste,
Glucosamine
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l. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia merupakan negara yang menghasilkan 30-70% limbah cangkang kulit
udang yang berpotensi memberikan dampak buruk atau dampak negatif terhadap
lingkungan. Marzuki et al. (2019) mengatakan bahwa limbah cangkang kulit
udang ini memiliki kandungan 15-20% kitin, 25-40% protein, dan 45-50%

kalsium karbonat

Kitin yang berada pada kulit udang termasuk polimer karbohidrat alam terbarukan
paling melimpah kedua setelah selulosa. Kitin terdiri dari N-acetyl D-glukosamin
yang terhubung dengan ikatan f -1,4 glikosidik yang merupakan polisakarida
struktural, komponen utama eksoskeleton krustasea, serangga, moluska,
artropoda, plankton, dan jamur. Kitin dapat dibiokonversi menjadi suatu produk
Kitin oligosakarida dan N-acetylglucosamine (Vandecasteele et al., 2021) yang
dapat diaplikasi dalam industri biomedis seperti untuk penyembuh luka, pengawet
makanan, pengembangan obat, rekayasa jaringan, antioksidan, dan dalam industri
biomedis, kitin dapat digunakan dalam makanan, pertanian, lingkungan, dan
bahan tekstil (Tolesa et al., 2019). Kitin dapat didegradasi menjadi monomer
GIcNACc (N-Asetil Glukosamin) dan GIcN (Glukosamin) dengan bantuan suatu
enzim kitinase. N-Asetil Glukosamin dan Glukosamin adalah suatu senyawa yang
banyak digunakan dalam pengobatan penyakit sendi, radang usus, dalam kosmetik
GIcNAc meningkatkan kualitas kulit, sebagai zat aditif dalam susu dan bisa

digunakan untuk produksi bioetanol melalui fermentasi (Kaisler et al., 2019).

Actinomycetes adalah kelompok bakteri yang dikenal karena kemampuannya

untuk mendegradasi berbagai biomolekul, termasuk kitin. Actinomycetes dapat



mendegradasi kitin dengan memproduksi suatu enzim kitinase, yaitu enzim yang
menghidrolisis polimer kitin menjadi molekul yang lebih kecil seperti N-Asetil
Glukosamin (Cheba et al., 2018). Enzim Kitinase memecah kitin dari bagian
terdalam dari rantai glikosida dan mengubahnya menjadi oligomer sederhana.
Kitinase diklasifikasikan menjadi dua kelompok berdasarkan spesifisitas
substratnya: eksokitinase dan endokitinase. Eksokitinase memutus ikatan dari
ujung rantai kitin dimana memutus monomer GIcNAc individu satu per satu.
Sedangkan endokitinase memutus rantai Kitin dari bagian dalam. Enzim kitinase
ini dapat ditumbuhkan pada media spesifik yaitu pada koloid kitin (Mukhtar et al.,
2017). Masui dan Kitamoto (2017) mengatakan bahwa untuk memproduksi
enzim kitinase dapat digunakan metode Solid State Fermentation (SSF) karena
dapat menghasilkan aktivitas enzim yang tinggi dan dapat menggunakan berbagai

macam substrat.

Pada penelitian ini dilakukan fermentasi media padat (SSF) kulit udang dengan
menggunakan strain Actinomycetes 19A07A1 yang berasal dari perairan
Gorontalo, Indonesia. Berdasarkan hasil penelitian pendahuluan (Larasati, 2022)
isolat Actinomycetes 19A07A1 menghasilkan diameter zona bening 4,5 cm dan
kadar glukosamin 0,98 mg/mL. Hasil ini menunjukan bahwa isolat 19A07A1
dapat menghasilkan glukosamin yang lebih unggul dari isolat lain yang telah diuji.
Kulit udang di fermentasi menggunakan metode fermentasi padat (SFF) pada
variasi waktu dan pH oleh Isolat 19A07A1 dan digunakan Spektrofotometer UV-
Vis untuk didapatkannya kondisi optimumnya dalam memproduksi glukosamin
sebagai gula pereduksi. Kemudian konsentrasi glukosamin ditentukan dengan

menggunakan High-Pressured Liquid Chromatography (HPLC).

1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut :
1. Mendapatkan kondisi optimum isolat Actinomycetes 19A07A1 dalam

mendegradasi substrat kulit udang untuk mendapatkan glukosamin.



2. Mendapatkan informasi tentang aktivitas enzim kitinase yang dihasilkan
isolat Actinomycetes 19A07A1L.

3. Mendapatkan informasi tentang kosentrasi glukosamin hasil degradasi pada
substrat kulit udang menggunakan enzim kitinase yang dihasilkan isolat

Actinomycetes 19A07AL.

1.3 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi tentang metode SSF untuk
memproduksi glukosamin oleh isolat Actinomycetes 19A07A1 pada media kulit

udang dengan waktu dan pH optimum.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Penapisan (Screening)

Penapisan ialah suatu metode untuk memperoleh sampel unggul yang diteliti.
Teknik penapisan (Screening) ini dapat disebut dengan teknik mutagenesis yang
diperlukan pada pengetahuan dalam fisiologi mikroba. Dilakukannya penapisan,
dapat mengembangkan atau menumbuhkan suatu organisme baru, penapisan ini
dapat menambah pengetahuan pada struktur dan fungsi suatu organisme yang
dapat membantu dalam memanipulasi genetik organisme. Bumi memiliki
sejumlah besar lingkungan yang bervariasi dan unik, dari alam ekstrem seperti
gurun dataran tinggi dan mata air panas, hingga lingkungan buatan manusia
seperti fasilitas pengolahan limbah industri, dari mana, dengan metode dan teknik
yang tepat, Kita dapat mengisolasinya. dan mengevaluasi produk potensial baru

dengan menggunakan teknik penapisan (Screening) (Steel dan Stowers, 1991).

2.2 Actinomycetes

Actinomycetes adalah mikroorganisme yang berada pada berbagai habitat ekologi,
seperti pada tanah, air tawar, dan lingkungan laut lainnya. Actinomycetes ini
dapat menghasilkan suatu metabolit sekunder dan senyawa lainnya yang berfungsi
atau bermanfaat bagi makhluk hidup secara biologis seperti antibiotik, antitumor,
vitamin, enzim, bahan nutrisi, pestisida, antiparasit, dan lainnya (Benhadj et al.,
2018). Actinomycetes juga dikatakan sebagai bakteri gram positif yang
disimpulkan dari sifat siklus hidupnya yang kompleks dimana sifat ini dimiliki
oleh filum Actinobacteria yang merupakan salah satu taksonomi terbesar pada

salah satu keturunan pada domain Bacteria. Actinomycetes berbentuk filamen



seperti jamur (filamentous fungi) yang merupakan eukariotik multiseluler dan
memenuhi Kriteria sifat bakteri bersel prokariotik (Brzezinska et al., 2013).
Actinomycetes memiliki morfologi unik dimana bakteri ini memproduksi
kumpulan hifa (hyphae) untuk membentuk mycelium dan akan berkembang biak
dengan sporulasi. Hampir semua Actinomycetes membentuk substrate mycelium
ketika tumbuh pada media padat dan Actinomycetes ini terkenal dalam
memproduksi warna yang berbeda tergantung pada media dan waktu tumbuhnya
(Watson, 2020).

Actinomycetes laut diperkirakan memiliki mikroorganisme seperti genus Dietzia,
Rhodococcus, Streptomyces, Saccharomonospora sp, Genera salinispora,
Marinispora, dan lainnya. Mikroorganisme ini tumbuh dengan memanfaatkan
lingkungan laut, seperti dari air laut yang memiliki garam yang dibutuhkan untuk
persyaratan pertumbuhan mikroorganisme laut (Sharma et al., 2020). Pada isolat
19A07AL1 yang telah diidentifikasi dan dilaporkan merupakan mikroorganisme
Saccharomonospora sp. Isolat ini memiliki bentuk morfologi spora yaitu

Monospora.

2.3 Kitin

Kitin merupakan suatu polimer linier yang sebagian besar tersusun dari monomer
B-(1,4)- N-asetil-D-glukosamin, (Qin and Liming, 2019). Kitin adalah biopolimer
(polimer alami yang diproduksi oleh organisme hidup) yang melimpah dialam
setelah selulosa. Kitin umumnya ditemukan dalam bentuk kristal mikrofibril pada
komponen struktural krustasea, serangga, sel-sel jamur dan mikroorganisme
lainnya. Kitin terdistribusi luas dilingkungan biosfer seperti pada kulit krustasea
(kepiting, udang, dan lobster), ubur-ubur, komponen struktur eksternal insekta,
dinding sel fungi (22- 40%), alga, nematoda ataupun tumbuhan (Komi and
Michael, 2017). Rantai kitin antara satu dengan yang lainnya berasosiasi melalui
ikatan hidrogen yang sangat kuat antara gugus N-H dari satu rantai dengan gugus

C=0 dari rantai lain yang berdekatan. Ikatan hidrogen ini menyebabkan kitin



tidak larut dalam air dan membentuk serabut (fibril) (Suryanto dan Yurnaliza,
2005).

¢=0
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Gambar 1. Struktur kitin (Marzuki et al., 2019)

Secara umum, cangkang krustasea mengandung 15-20% kitin, 25-40% protein,
dan 45-50% kalsium karbonat (Marzuki et al., 2019). Sifat kaku dari cangkang
disebabkan karena melimpahnya kalsium karbonat didalamnya. Karakteristik
dari kitin antara lain bewarna putih, tidak larut dalam pelarut encer polar dan
nonpolar, memiliki sifat biokompabilitas, biodegradabilitas, antibakteri,
nontoksik, dan mempunyai bioaktivasi serta daya absorbsi yang ditentukan oleh
sifat fisika dan kimianya. Kitin bersifat hidrofobik, tidak larut dalam air, alkohol,
dan hampir semua pelarut organik, sehingga penggunaannya terbatas. Oleh
karena itu, senyawa kitin perlu didegradasi menjadi oligomer/monomer yang
mudah larut sehingga dapat digunakan dalam penguraian limbah, bahan obat-
obatan, pembuatan makanan, dan bioteknologi. Selain itu, Kitin dapat digunakan
dalam bidang industri, seperti kromatografi, pembuatan kertas, tekstil, pertanian,

farmasi, makanan, dan lainnya (Sanjivkumar et al., 2020).

2.4 Glukosamin

Glukosamin (CeH13NOs) adalah gula mengandung amina yang diperoleh dari
hasil hidrolisis kitin. Hasil dari hidrolisis kitin ini akan membentuk monomer
sederhana glukosamin yaitu GIcNAc dan GIcN yang dapat digunakan dalam
banyak industri seperti pada industri kesehatan, makanan, kosmetik, pertanian,

dan lainnya (Kaisler et al., 2019). Dialam, glukosamin tersebar luas sebagai



komponen utama dari rangka luar Krustasea, Antropoda, dan Cendawan.
Glukosamin juga ditemukan dimatriks tulang rawan sendi dan cairan sendi
manusia, bahkan dihampir semua jaringan lunak dalam tubuh manusia,
konsentrasi tertinggi ditulang rawan (Miller dan Clegg, 2011). Pada manusia,
glukosamin sebagai salah satu komponen biosintesis glikosaminoglikan (GAG).
GAG ini akan berikatan secara kovalen pada inti protein proteoglikan, salah satu
komponen matriks jaringan kartilago yang akan menjaga integritas struktur dan
fungsi jaringan kartilago. Glukosamin yang diproduksi oleh tubuh berada dalam
bentuk glukosamin-6-fosfat dan dihasilkan dari glukosa yang mengikuti jalur
biosintesis heksosamin (Oegema et al., 2002). Keberadaan glukosamin didalam
tubuh memiliki peranan penting untuk kesehatan dan kelenturan sendi (EFSA,
2009).

Glukosamin adalah suatu senyawa polimer yang merupakan gula dengan gugus
amino. Secara strukural glukosamin terkait dengan senyawa glukosa yang mana
kedua struktur ini dibedakan pada adanya penggantian hidroksil dengan amina
pada salah satu gugusnya. Glukosamin cukup dekat dengan glukosa hanya
dengan interaksi yang lebih baik dengan substrat protein karena memiliki satu

titik interaksi ikatan hydrogen dan nitrogen (Mtewa et al., 2021).
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Gambar 2. Struktur Glukosamin dan Glukosa

Glukosamin merupakan prekusor utama untuk biosintesis berbagai makromolekul
seperti asam hialuronat, proteoglikan, glikosaminoglikan (GAGs), glikolipid, dan
glikoprotein. Secara struktural glukosamin adalah basa lemah sehingga sediaan

glukosamin yang beredar harus distabilkan dalam bentuk garam. Glukosamin



ditemukan dalam berbagai bentuk seperti glukosamin sulfat, hidroklorida, N-
asetilglukosamin atau garam klorohidrat, dan isomer dekstraoratorik (Persiani et
al., 2005). Glukosamin juga ditemukan dipasaran dalam bentuk glukosamin
hidroklorida (HCI), cocrystals atau coprecipitates glukosamin sulfat dan kalium

atau natrium klorida (Dahmer, 2008).

2.5 Enzim Kitinase

Kitinase adalah sekelompok enzim hidrolitik yang memutus ikatan p3-1,4-
glikosidik antara dua N-asetil-D-glukosamin (GIcNAc) berturut-turut dari rantai
kitin. Kitinase ini juga merupakan sekelompok enzim yang terdiri endokitinase,
eksokitinase, dan N-acetyl-pB-D-glucosaminidase. Enzim kitinase dapat diperoleh
dari beberapa mikroorganisme, seperti bakteri, fungi, tanaman, hewan, dan
serangga (Zhang et al., 2018). Saat ini, enzim Kitinase 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 kitinase mampu menghidrolisa polimer kitin menjadi senyawa
yang lebih sederhana dengan menghidrolisis kitin secara acak pada ikatan
glikosidik (Arnold et al., 2020).

Harman et al., (1993) dan Sahai et al., (1993) membagi kitinase dalam tiga tipe

yaitu :

1. Endokitinase yaitu kitinase yang memotong secara acak ikatan - 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 kitotetraose.

2. Eksokitinase dinamakan juga kitobiodase atau kitin 1,4-B- kitobiodase, yaitu
enzim yang mengatalisis secara aktif pembebasan unit-unit diasetilkitobiose
tanpa ada unit-unit monosakarida atau polisakarida yang dibentuk.
Pemotongan hanya terjadipada ujung non reduksi mikrofibril kitin dan tidak

secara acak.



3. B-1,4-N-asetilglukosaminidase merupakan suatu kitinase yang bekerja pada
pemutusan diasetilkitobiose, kitotriose dan kitotetraose dengan menghasilkan

monomer-monomer GIcNAC.

2.6 Fermentasi Padat (Solid State Fermentation)

Fermentasi padat (Solid State Fermentation, SSF) adalah metode fermentasi
ketika mikroorganisme tumbuh berkembang dimaterial padat tanpa adanya cairan,
dimana penggunaan SSF ini sangat bagus dalam memproduksi berbagai macam
enzim yang berbeda (Karimi et al., 2021). Fermentasi ini memerlukan
kelembapan untuk pertumbuhan mikroba yang ada dalam kondisi terserap atau
dalam kompleks dengan matriks padat. Salah satu aplikasi dari metode ini yang
paling penting adalah produksi enzim. Selain itu, tedapat keuntungan lain yaitu
produktivitas volumetrik yang tinggi, melibatkan perlengkapan yang murah,
rendemen produk lebih baik, dan sebagainya (Bhargav et al., 2008).

Berdasarkan Mitchell et al. (2006) menjelaskan tahapan-tahapan proses SSF,

antara lain :

a. Persiapan Substrat
Substrat dipotong, dihaluskan, atau dibentuk menjadi butiran kecil.
Selanjutnya ditambahkan air dan nutrisi yang berfungsi untuk menambah
ketersediaan gizi. Setelah itu substrat akan dikeringkan.

b. Persiapan inokulum
Spora hifa dari hasil inokulum banyak digunakan dalam proses SSF Inokulum
dibuat dengan tujuan untuk meningkatkan kelangsungan hidup
mikroorganisme sebagai starter awal proses SSF.

c. Persiapan wadah

Wadah harus dibersihkan dan disterilkan sebelum dipakai dalam proses SSF.
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d. Inokulasi dan pengerjaan
Tahapan ini dilakukan dengan menyebarkan substrat secara hati-hati pada
media steril agar terhindar dari kontaminasi mikroorganisme lain yang tidak
diinginkan.

e. Proses SSF (Kultivasi)
Terdapat beberapa hal yang harus diperhatikan dalam berlangsungnya proses
ini seperti pH, temperatur, waktu inkubasi, dan kelembaban.

f. Ekstrak Hasil Kultivasi
Tahapan ini diperlukan bantuan alat untuk memisahkan substrat padat dari

medium, seperti penggunaan kertas saring dan sentrifugasi.

2.7 Spektrofotometri Uv-Vis

Spektrofotometer terdiri atas spektrometer dan fotometer. Spektrofotometer
menghasilkan sinar dari spektrum dengan panjang gelombang tertentu dan
fotometer adalah alat pengukur intensitas cahaya yang ditranmisikan atau yang
diabsorpsi. (Dewi et al., 2019). Spektrofotometer tersusun atas sumber spektrum
yang kontinyu, monokromator, sel pengabsorpsi untuk larutan sampel atau
blangko dan suatu alat untuk mengukur pebedaan absorpsi antara sampel dan

blangko ataupun pembanding (Khopkar, 2002).

Spektroskopi UV-Vis melibatkan absorpsi dengan panjang gelombang 200-1100
nm dan rentang 100-800 nm dengan sinar UV-Vis, maka jika disimpulkan, untuk
dilakukannya analisis dan untuk mendapatkan keakuratan yang lebih baik maka
digunakan panjang gelombang 220-780 nm. Absorpsi cahaya ultraviolet/tampak
oleh molekul organik terbatas hanya untuk beberapa gugus fungsi (kromofor)
yang mengandung elektron valensi dari energi eksitasi yang rendah (Rocha et al.,
2018). Spektrum UV-Vis merupakan spektrum yang kompleks dan nampak
seperti pita absorpsi berlanjut, hal ini dikarenakan gangguan yang besar dari
transisi rotasi dan vibrasi pada transisi elektronik memberikan kombinasi garis

yang tumpang tindih (overlapping) (Hunger and Weitkamp, 2001).
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Gambar 3. Skema kerja spektrofotometri UV-Vis (Anonim, 2023).

Ada beberapa hal yang harus diperhatikan dalam analisis dengan spektrofotometri

ultraviolet (Rohman, 2007), yaitu:

1. Penentuan panjang gelombang serapan maksimum
Panjang gelombang yang digunakn untuk analisis kuantitatif adalah panjang
gelombang dimana terjadiabsorbansi maksimum. Untuk memperoleh panjang
gelombang serapan maksimum dapat diperoleh dengan membuat kurva
hubungan antara absorbansi dengan panjang gelombang dari suatu larutan
baku dengan konsentrasi tertentu.

2. Pembuatan kurva kalibrasi
Dilakukan dengan membuat seri larutan baku dalam berbagai konsentrasi
kemudian asorbansi tiap konsentrasi diukur lalu dibuat kurva yang merupakan
hubungan antara absorbansi dengan konsentrasi. Kurva kalibrasi yang lurus
menandakan bahwa hukum Lambert-Beer terpenuhi

3. Pembacaan absorbansi sampel
Absorbansi yang terbaca pada spektrofotometer hendaknya antara 0,2 sampai
0,8 atau 15% sampai 70% jika dibaca sebagai transmitan. Hal ini disebabkan
karena pada kisaran nilai absorbansi tersebut kesalahan fotometrik yang

terjadiadalah paling minimal.

Spektrofotometer UV-Vis dapat melakukan penentuan terhadap sampel yang
berupa larutan, gas, atau uap. Untuk sampel yang berupa larutan perlu
diperhatikan pelarut yang dipakai (Mulja dan Suharman, 1995), antara lain:
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1. Pelarut yang dipakai tidak mengandung sistem ikatan rangkap
terkonjugasi pada struktur molekulnya dan tidak berwarna.
2. Tidak berinteraksi dengan molekul senyawa yang dianalisis.

3. Kemurniannya harus tinggi untuk analisis

2.8 Kromatografi Cair Kinerja Tinggi

Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (High Performance Liquid Chromatography,
HPLC) merupakan teknologi kolom dan komponen instrumental (pompa, katup
injeksi, dan detektor). Menurut Reuhs (2017), HPLC dapat diterapkan pada
analisis senyawa apapun dengan kelarutan dalam cairan yang dapat digunakan
sebagai fase gerak. Walau HPLC sering digunakan sebagai teknik analisis,

namun HPLC juga dapat digunakan dalam aplikasi persiapan.
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Gambar 4. Skema dari sistem untuk HPLC (Reuhs, B. L. 2017).

2.9 Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Kromatografi lapis tipis adalah hasil penggabungan biologi dan metode deteksi
kimia, dimana teknik yang efektif dan murah yang dapat menganalisis pemisahan
dan isolasi komponen tunggal dari campuran dalam suatu sampel. Selain itu juga,

dapat digunakan sebagai identifikasi senyawa seperti asam amino, amida, alkaloid
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dan sebagainya. Selain itu, KLT dapat melakukan Identifikasi suatu senyawa
yang spesifik perlu digunakan suatu pereaksi khusus (Marston. 2011).

KLT dilakukan pada tempat tertutup yang sesuai yang berisi pelarut dal pelat
berlapis dimana kedua hal ini dibutuhkan untuk melakukan pemisahan dan
analisis semikuantitatif kualitatif. Dasar perlakuan KLT menurut Joseph dan
Bernard (2003) dapat dilakukan sebagai berikut :

1. Sedikit sampel tertentu ditempatkan didekat salah satu fase diam, paa lapisan
tipis sorben, untuk membentuk zona inti.

2. Kemudian sampel akan dikeringkan. Pada bagian akhir fase diam dengan
zona awal akan dipace ke-fase gerak. Hal ini biasanya merupakan campuran
dua pelarut murni didalam ruang tertutup. Jika terpilih fase gerak maka
komponen campuran bermigrasi pada kecepatan yang berbeda selama
pergerakan fase gerak melalui fase diam, hal ini disebut sebagai
pengembangan kromatogram.

3. Ketika Fase gerak telah bergerak pada jarak yang sesuai, fase diam akan
dihilangkan dan fase gerak akan cepat mengering.

4. Zona pada suatu sampel akan terdeteksi disiang hari atau dibawah sinar
ultraviolet (UV dengan atau tanpat aplikasi reagen visualisasi yang sesuai
(Joseph dan Bernard, 2003).



I11.  METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini telah dilakukan pada bulan Mei 2022 sampai dengan Desember
2022 di Unit Pelaksana Teknis Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi
Teknologi (UPT LTSIT) dan Laboratorium Biopolimer Jurusan Kimia, Fakultas
MIPA Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan yaitu alat-alat gelas (gelas beaker, cover slip,
Erlenmeyer, tabung reaksi, gelas ukur, dan labu ukur), cawan petri, spatula,
pengaduk, kapas, kasa, karet gelang, tisu, jarum ose, lampu spirtus, indikator
universal, mikropipet, microtube, neraca analitik, magnetic stirrer, blender, oven,
hot plate, laminar air flow (LAF), kuvet, inkubator, Hospitex Diagnostic,
mikroskop Zeiss Axio Imager Al, autoclave Tomy SX-700, sentrifius Hitachi CF
16RX 11, dan spektrofotometer UV-Vis Cary WinUV.

Adapun bahan-bahan yang digunakan yaitu kulit udang, isolat Actinomycetes
19A07A1, akuades, HCI Teknis, NaOH Teknis, BSA (Bovine Serum Albumin),
plat silika gel F254, pelarut isopropil alkohol, 25% ammoniak, etanol PA,

pereaksi ninhidrin, agar swallow, air laut buatan, DNS, dan Na-K tartrat.
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3.3 Prosedur Penelitian

3.3.1 Persiapan Sampel Kulit Udang dan Koloid Kitin

Limbah kulit udang dikumpulkan untuk bahan baku dibersihkan dan dioven
sampai keringkan sehingga diperoleh kulit udang kering yang digunakan sebagai

substrat.

Kitin dibuat dengan merujuk pada Hendri et al. (2007). Kitin dibuat dari limbah
kulit udang kering yang dilakukan proses demineralisasi dan deproteinasi.
Demineralisasi dilakukan dengan menambah HCI 1.25N dengan perbandingan 1 :
10 (m/v) , lalu diaduk dengan 15agnetis stirrer pada temperatur 90°C selama 1
jam, kemudian disaring, dan dilakukan pencucian dengan akuades sampai pH
netral. Selanjutnya residu dikeringkan dalam oven dan ditimbang. Setelah
didapatkan berat hasil proses demineralisasi, kemudian dilakukan proses
deproteinasi dimana residu ditambahkan NaOH 3,5% dengan perbandingan 1 : 10
(m/v), diaduk pada 15agnetis stirrer selama 2 jam pada temperatur 65°C,
kemudian dicuci dengan menggunakan akuades sampai pH netral dan dikeringkan

dalam oven, kemudian ditimbang.

Setelah didapatkan kitin, maka dilanjutkan pembuatan koloid kitin dengan
menambahkan HCI pekat dengan perbandingan 1 : 10 (m/v) dan diaduk dengan
magnetic stirrer elama 2 jam. Setelah diaduk, larutan dilakukan pencucian sampai
pH netral dengan akuades dan disentrifugasi selama 5 menit dengan kecepatan
7000 rpm untuk mendapatkan endapan yang kemudian dicuci lagi dengan akuades

sampai pH netral.

3.3.2 Pembuatan Media Koloid Kitin

Residu yang terbentuk merupakan kitin (kulit udang yang telah dideproteinasi dan
demineralisasi). Selanjutnya adalah tahapan pembuatan media koloid Kitin
sebagai substrat. Media padat dan media cair koloid kitin dibuat dengan merujuk

pada Setiawan et al. (2022). Pembuatan media memiliki perbandingan 1 : 2 yaitu
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1% koloid kitin : 2% agar swallow yang dilarutkan pada air laut buatan, pada
media cair hanya digunakan 1% koloid kitin. Larutan media ini kemudian
diautoclave dengan temperatur 121°C selama 15 menit. Kemudian larutan

dituang kedalam cawan petri dan didiamkan sampai mengeras dibawah sinar UV.

3.3.2 Penapisan Isolat Actinomycetes 19A07A1

Media koloid Kitin digunakan dalam peremajaan isolat Actinomycetes 19A07A1
yang didapat dari koleksi UPT LTSIT yang berasal dari Gorontalo. Proses
penapisan dan peremajaan diawali dengan penggoresan diatas media agar koloid
kitin. Isolat 19A07A1 diinkubasi pada media koloid kitin selama 14 hari dan hasil
pertumbuhan bentuk hifa serta spora diamati. Penapisan serta peremajaan isolat
ini dilakukan dengan tahapan yang sama namun pada penapisan isolat dilakukan
untuk memelihara isolat agar tetap hidup dan dapat digunakan dalam tahapan
selanjutnya. Proses penapisan Actinomycetes 19A07AL1 diidentifikasi mengukuti
Goodfellow et al. (2012), dengan cara menancapkan cover slip dengan sudut
kemiringan 45° dan diinkubasi selama 7 hari. Setelah tumbuh, isolat kemudian
diidentifikasi spora dengan menggunakan mikroskop imager dengan perbesaran
400 M.

3.3.4 Pembuatan Larutan Inokulum Actinomycetes 19A07A1

Pembuatan larutan Actinomycetes dilakukan dengan mengikuti Suresh (2012),
menggunakan media cair (suspensi) koloid kitin yang ditambahkan Actinomycetes
19A07A1 dengan memindahkan isolat menggunakan jarum ose kedalam larutan

media cair dan diinkubasi selama 14 hari.
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3.3.5 Kultivasi Actinomycetes Secara SSF pada Kulit Udang

Kultivasi isolat 19A07A1 dilakukan berdasarkan Suresh (2012) pada fermentasi
media padat (SSF). Fermentasi dilakukan pada variasi waktu dan pH untuk

mendapatkan kondisi optimum pertumbuhan isolat 19A07A1.

3.3.5.1 Kultivasi Actinomycetes dengan Variasi Waktu

Kultivasi secara SSF dilakukan berdasarkan Setiawan et al. (2021) menggunakan
3 gram kulit udang yang telah dibersihkan dan dihaluskan sebagai media
produksi. 10 ml larutan inokulum Actinomycetes diinokulasi pada media kulit
udang pada variasi waktu pertumbuhan 2, 4, 6, 8, 10, 12, dan 14 hari dengan 3
kali pengulangan. Pengambilan ekstrak hasil inkubasi dengan menambahkan 20
ml akuades, kemudian dikocok, dan disentrifius selama 10 menit pada kecepatan
7000 rpm. Filtrat hasil sentrifus diuji dengan spektrofotometer Uv-Vis untuk
mengetahui kadar glukosamin. Hasil absorbansi optimum menjadi kondisi

optimum untuk variasi selanjutnya.

3.3.5.2 Kultivasi Actinomycetes dengan Variasi pH

Kultivasi penentuan pH optimum dilakukan merujuk kepada Setiawan et al.
(2021) menggunakan metode SSF. Digunakan 3 gram kulit udang sebagai media
yang divariasikan pada pH 6, 7, dan 8 menggunakan NaOH 0,1 N dan HCI 0,1N.
Media kemudian diinokulasi dengan 10 ml larutan inokulum Actinomycetes dan
diinkubasi selama waktu optimum yang telah didapatkan. Hasil dari pertumbuhan
ditambahkan 20 ml akuades, dikocok, dan disentrifius selama 10 menit dengan
kecepatan 7000 rpm. Filtrat yang dihasilkan diuji menggunakan spektrofotometer

Uv-Vis untuk mengetahui pH optimum dalam menghasilkan kadar glukosamin

yang unggul.
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3.3.6 Analisis Data

3.3.6.1 Penentuan Kadar Protein dan Aktivitas Enzim Kitinase

Analisis ini mengacu kepada Goncalves et al. (2012) menggunakan
spektrofotometer Uv-Vis dengan panjang gelombang 540 nm. Uji aktivitas enzim
menambahkan substrat (1 mL koloid kitin 1%) pada filtrat (1 mL) dan diinkubasi
pada temperatur 40°C selama 30 menit. Sampel didinginkan dan ditambahkan
reagen DNS (2 mL). Blanko dan larutan standar glukosamin dengan variasi

konsentrasi digunakan sebagai standar.

Pada analisis protein diuji sebanyak 400 pl filtrat dan ditambahkan 2 mL reagen
bradford, lalu diukur absorbansi pada panjang gelombang 595 nm. Uji ini
digunakan blanko dan larutan BSA dengan variasi konsentrasi sebagai standar.
Uji aktivitas enzim kitinase dan protein dilakukan masing-masing 3 kali

pengulangan.

3.3.6.2 Penentuan Kadar Glukosamin Secara Spektrofotometri Uv-Vis

Uji konsentrasi glukosamin dilakukan berdasarkan Goncalves et al. (2012), yaitu
2 mL filtrat ditambahkan 2 mL reagen DNS dan dipanaskan pada 100°C selama
10 menit. Sampel dibaca absorbansi pada panjang gelombang 540 nm
menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Uji ini dilakukan sebanyak 3 kali

pembacaan.

3.3.6.3 Penentuan Kadar Glukosamin Secara Kromatografi Lapis Tipis
(KLT)

Uji KLT dilakukan merujuk kepada Setiawan et al. (2022) dengan adanya

modifikasi. Uji KLT bertujuan untuk mengetahui adanya komponen glukosamin,

dimana dilakukan menggunakan fase diam berupa plat silika gel F254 dan variasi

pelarut isopropil alkohol (IPA), air, dan 25% ammoniak yang divisualisasi

menggunakan pereaksi ninhidrin. Uji KLT dilakukan juga pada larutan standar

glukosamin
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3.3.6.4 Penentuan Kadar Glukosamin Secara High Performance Liquid
Chromatography (HPLC)
Uji HPLC dilakukan berdasarkan Setiawan et al. (2022) dengan adanya
modifikasi dimana digunakan 3 microtube pada satu filtrat, sebanyak 250 pL
filtrat ditambahkan etanol p.a hingga volume 1 mL, lalu disentrifugasi.
Kemudian, supernatan dibuang dan endapan ditambahkan akuades hingga volume
1 mL. Sampel sebanyak 12 pL diinjeksi dan diuji dengan HPLC pada kolom
Agilent HC-C18, fasa gerak asetonitril dan air (70:30) serta laju alir 1 mL/menit.



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Adapun kesimpulan yang diperoleh dari penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Actinomycetes isolat 19A07ALl teridentifikasi sebagai organisme
Brevibacterium linens mampu mendegradasi Kitin pada kondisi optimum hari
ke-14 pada pH 8.

2. Glukosamin yang dihasilkan dari kultur SSF oleh Actinomycetes isolat
19A07A1 pada waktu dan pH optimum adalah 2,61 mg/mL.

3. Aktivitas spesifik enzim kitinase pada hari ke-14 dan pH 8 adalah sebesar 3,84
umol t~tmg~1.

4. Hasil analisis KLT didapatkan faktor retensi pada hari ke-14 dan pH 8 sebesar
0,8 dan konsentrasi glukosamin sebesar 0,39 mg/mL menggunakan HPLC

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian ini didapatkan waktu optimum selama 14 hari yang
cukup lama. Maka, disarankan bagaimana cara untuk dapat mempercepat waktu

pertumbuhan dalam menghasilkan enzim kitinase.
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