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Actinomycetes 19C38A1 MENGGUNAKAN  

MEDIA LIMBAH KULIT UDANG 

 

 

 

Oleh 

 

 

Firda Tiara Rochman 

 

 

 

 

Kitinase adalah enzim yang dapat menghidrolisis kitin menjadi monomernya yaitu 

N-asetil glukosamin dengan cara menghidrolisis kitin secara acak pada ikatan 

glikosidik. Actinomyetes jenis Streptomyes mudah untuk ditumbuhkan dan 

digunakan untuk menghasilkan antibiotik terbanyak. Penelitian ini bertujuan untuk 

memperoleh kondisi pH dan waktu optimum Actinomycetes 19C38A1 sehingga 

dapat menghasilkan aktivitas enzim kitinase yang tinggi. Hasil identifikasi 

morfologi isolat Actinomycetes 19C38A1 secara mikroskopis dapat disimpulkan 

merupakan spesies Streptomyces. Proses kultivasi dilakukan dengan menggunakan 

serbuk kulit udang selama 12 hari. Uji aktivitas kitinase dilakukan dengan 

spektrofotometer UV-Vis dengan metode DNS. Berdasarkan hasil analisis 

diperoleh aktivitas spesifik enzim kitinase tertinggi adalah pada waktu inkubasi hari 

ke-12 dengan pH 6 sebesar 154.99 U/mg. Hasil fraksinasi dengan pemurnian 

menggunakan ammonium sulfat adalah sebesar 304.815 U/mg. Hasil pemurnian 

dengan metode dialisis diperoleh aktivitas spesifik sebesar 528.852 U/mg. 

 

 

Kata Kunci: Actinomycetes, Enzim Kitinase, Kulit Udang, Streptomyces. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

 

EXTRACTION AND ACTIVITY TEST OF KITINASE ENZYME ON 

Actinomycetes 19C38A1 USING SHRIMP SHELL WASTE MEDIA 

 

 

 

By  

 

 

Firda Tiara Rochman 

 

 

 

 

Chitinase is an enzyme that can hydrolyze chitin into its monomer N-acetyl 

glucosamine by hydrolyzing chitin randomly at glycosidic bonds. Streptomyes 

actinomyetes are easy to grow and are used to produce the most antibiotics. This 

study aims to obtain the optimum pH and time conditions for Actinomycetes 

19C38A1 so as to produce high chitinase activity. The results of microscopic 

identification of Actinomycetes 19C38A1 isolate can be concluded as a 

Streptomyces species. The cultivation process was carried out using shrimp shell 

powder for 12 days. Chitinase activity test was carried out with a UV-Vis 

spectrophotometer with the DNS method. Based on the results of the analysis, the 

highest specific activity of the chitinase enzyme was obtained on the 12th day of 

incubation with a pH of 6 of 154.99 U/mg. The result of fractionation by 

purification using ammonium sulfate was 304,815 U/mg. The results of purification 

using the dialysis method obtained a specific activity of 528,852 U/mg. 
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Boleh jadi kamu membenci sesuatu padahal itu amat baik bagimu, dan boleh jadi 

pula kamu menyukai sesuatu padahal itu amat buruk bagimu, Allah mengetahui 

sedang kamu tidak mengetahui. 

(QS Al-Baqarah: 216). 

 

 

Allah tidak akan membebani seseorang melainkan sesuai dengan kadar 

kesanggupannya  

(QS Al-Baqarah: 286). 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

 

A. Latar Belakang 

 

 

Pemanfaatan limbah kulit udang hingga saat ini belum optimal, limbah dari  

proses produksi dari industri ini dapat menimbulkan bau yang tidak sedap dan 

dapat merusak estetika lingkungan akibat penumpukan dan tidak termanfaatkan. 

Limbah kulit udang hanya dimanfaatkan sebagai pakan ternak. Secara umum 

limbah kulit udang memiliki kandungan yang dapat dimanfaatkan sebagai faktor 

pemicu pertumbuhan bagi mikrorganisme. Menurut Marzuki et al. (2019) 

mengatakan bahwa limbah cangkang kulit udang ini memiliki kandungan 15-20% kitin, 

25-40% protein, dan 45-50% kalsium karbonat. Limbah tersebut mudah sekali busuk 

sehingga dapat menimbulkan pencemaran lingkungan. Padahal limbah tersebut 

masih banyak mengandung protein, lemak, kalsium karbonat, kitin, pigmen, abu 

dan lainnya. 

 

Sedangkan salah satu pemanfaatan limbah kulit udang yang mempunyai prospek 

untuk dikembangkan dan memiliki nilai ekonomis cukup tinggi adalah 

mengolahnya menjadi kitin, kitosan dan glukosamin. Langkah ini sudah mulai 

dilakukan oleh beberapa negara maju, bahkan dikembangkan menjadi industri. 

Memanfaatkan limbah hasil laut ini membantu mengatasi masalah lingkungan dan 

mempromosikan nilai ekonomis produksi laut (Haliza.,dkk, 2012).
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Kitin merupakan komponen utama pada jaringan penyokong Crustacea. Kitin 

merupakan biopolimer yang banyak terdapat di alam yang tersusun atas β-1,4- 

N-asetil-D-glukosamin (GlcNac). Struktur kitin berupa polisakarida linear yang 

terdiri dari N-asetilglukosamin yang dihubungkan dengan ikatan -1,4. Kitin dan 

senyawa turunannya memiliki nilai ekonomis yang tinggi karena aktivitas 

biologisnya yang banyak dimanfaatkan di bidang industri maupun biomedika 

(Brzezinska et al., 2013). 

 

Kitinase adalah sekelompok enzim hidrolitik yang memutus ikatan  

β-1,4- glikosidik antara dua N-asetil-D-glukosamin (GlcNAc) berturut-turut dari 

rantai kitin. Enzim kitinase mampu menghidrolisa senyawa polimer kitin menjadi 

kitin oligosakarida atau monomer N-asetil glukosamin dengan menghidrolisis 

kitin secara acak pada ikatan glikosidik. Enzim kitinase dapat dihasilkan oleh 

bakteri, fungi, tanaman, dan hewan. 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. Dalam proses pengolahan udang, biasanya bagian kepala dan kulit 

udang dibuang atau dijadikan pakan ternak. Sebagian besar limbah udang ini 

mengandung kitin. Kelompok crustacea merupakan penghasil kitin terbesar 

dibandingkan dengan beberapa organisme penghasil kitin lainnya, misalnya 

serangga, nematoda, jamur dan tumbuhan  

(Herdyastuti et al., 2009). 

 

Enzim bekerja secara optimal tergantung kepada pH, suhu, konsentrasi substrat 

dan lama inkubasi (Pomeranz, 2012). Produksi enzim kitinase dari 

mikroorganisme lebih baik dibandingkan kitinase dari sumber yang lain karena 

kemudahannya berkembang biak dalam waktu yang relatif singkat. Produksi 

enzim kitinase dilakukan dengan menumbuhkan isolat bakteri pada media yang 

mengandung kitin, sebagai substrat dan diinkubasi pada waktu, pH, dan suhu 

tertentu. Faktor waktu, pH, dan suhu inkubasi perlu dikontrol untuk mendapatkan 

produksi enzim yang maksimal.  

 

Enzim kitinase dapat diproduksi oleh mikroorganisme kitinolitik, salah satunya  
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adalah Actinomycetes (Remya & Vijayakumar, 2008). Salah satu bakteri yang 

menghasilkan kitinase adalah Actinomycetes, yaitu kumpulan mikroorganisme 

yang strukturnya merupakan bentuk antara bakteri dan jamur, yang menghasilkan 

zat-zat anti mikroba dari asam amino yang dikeluarkan oleh bakteria fotosintetik 

dan bahan organik. Actinomycetes ini merupakan sumber kitinase, mudah 

didapatkan, mudah dikembangbiakkan, dan memiliki nilai ekonomi yang tinggi. 

Untuk memperoleh satu jenis bakteri Actinomycetes dari suatu bahan yang 

mengandung campuran mikroba, dapat dilakukan dengan cara isolasi 

mikroorganisme. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kondisi optimum 

pertumbuhan Actinomycetes sehingga dapat menghasilkan enzim kitinase dalam 

jumlah yang tinggi. 

 

Terdapat beberapa penelitian sebelumnya yang menjelaskan tentang kemampuan 

Actinomycetes dalam mendegradasi substrat berupa limbah kulit udang. 

Contohnya antara lain penelitian dari Welly (2015) Penelitian ini untuk melihat 

kemampuan actinomycetes dalam mendegradasi kitin. Pada penelitian Soeka 

(2009) ini bertujuan untuk mendapatkan isolat unggul actinomycetes penghasil 

enzim kitinase. Terdapat variasi pH dan suhu pada penelitian ini. Pengaruh pH 

terhadap aktivitas kitinase dengan berbagai variasi bufer dengan pH 3–9. 

Pengaruh suhu terhadap aktivitas kitinase tertinggi yaitu pada suhu 30–80° C. 

Setiap enzim mempunyai pH optimum yaitu kisaran pH dimana enzim 

menunjukkan aktivitas maksimum dengan stabilitas yang tinggi. Aktivitas enzim 

juga akan meningkat dengan meningkatnya suhu sampai suhu optimumnya, tetapi 

setelah melewati suhu optimumnya aktivitas enzim akan menurun. 

 

Pada penelitian ini dilakukan berbeda karena media yang digunakan yaitu koloid 

kitin serta terdapat variasi waktu inkubasi dan variasi pH. Pada variasi waktu 

dilakukan untuk mengetahui waktu optimum untuk memperoleh aktivitas terbaik 

enzim kitinase. Pada penentuan pH optimum enzim kitinase dilakukan dengan 

cara memvariasikan pH menggunakan buffer fostat pada pH 6,7,dan 8 untuk 

mendapatkan pH optimum enzim kitinase. 
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B. Tujuan Penelitian 

 

 

Adapun tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut :  

1. Memperoleh ekstrak enzim kitinase dari media limbah kulit udang hasil 

degradasi Actinomycetes 19C38A1. 

2. Mengetahui kondisi optimum pertumbuhan Actinomycetes 19C38A1 

sehingga dapat menghasilkan enzim kitinase dalam jumlah yang tinggi.  

 

 

1.3. Manfaat Penelitian 

 

 

Manfaat dari penelitian ini adalah untuk mendegradasi kulit udang menjadi 

oligomer kitosan serta memperoleh pH dan waktu optimum enzim kitinase 

menggunakan isolat Actinomycetes 19C38A1. 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

 

A. Limbah Kulit Udang 

 

 

Di Indonesia udang  merupakan komoditas yang memainkan peranan penting 

sebagai sumber kitin karena hasil pengolahannya banyak menghasilkan limbah. 

Volume ekspor udang (kupas dan tanpa kepala) sekitar 135 ribu ton per tahunnya 

dengan limbah kulit udang sekitar 60 ribu ton. Dari hasil survei Badan Riset 

Kelautan dan Perikanan (BRKP) diketahui bahwa dari 100 ton kulit udang 

mengandung sekitar 13 ton kitin. Pengolahan udang menghasilkan limbah 50-60% 

dari berat utuh dengan kandungan kitin 20-30%. Udang di Indonesia pada 

umumnya diekspor dalam bentuk udang beku (30%- 75%) yang telah dibuang 

bagian kepala, kulit, dan ekornya (Purwanti, 2014). Kandungan kitin pada kulit 

kepiting memang lebih tinggi dibandingkan pada kulit udang, tetapi karena bahan 

baku yang mudah diperoleh adalah udang, maka proses kitin dan kitosan biasanya 

lebih memanfaatkan limbah udang.  

 

Pabrik pembekuan udang (cold storage) yang mengolah udang untuk ekspor 

dalam bentuk udang beku tanpa kepala (headless) dan kulit (peeled) menghasilkan 

limbah berupa kulit keras (cangkang) sekitar 50-60% yang dibuang atau hanya 

digunakan sebagai campuran makanan ternak (Herdyastuti et al., 2009)  

 

Limbah udang mengandung protein sekitar 30 – 40%, kalsium karbonat 30– 50% 

dan kitin 20–30% (Kurita, 2006). Kulit udang juga mengandung karotinoid berupa 

astaxantin, daging dan sedikit lemak. Kulit dan kepala udang mengandung kitin 

yang cukup besar dibandingkan dengan cangkang atau kulit crustaceae lainnya. 
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Gambar 1. Limbah Kulit Udang 

 

 

 

B. Kitin 

 

 

Kitin adalah senyawa polimer polisakarida linier dan rantai panjangnya di alam, 

urutan kedua terbesar setelah selulosa dalam biosfer. Kelimpahan kitin tersebar 

luas di lingkungan biosfer seperti krustasea (kepiting, udang, dan lobster), 

komponen struktural laut zooplankton exoskeleton (karang dan ubur-ubur),  

dinding sel jamur, dan kulit serangga (Gohel et al., 2006).  Ukuran molekul yang 

besar dan kelarutan yang rendah dalam kitin menyebabkan penggunaan yang 

terbatas dan menjadikan kitin sebagai sumber kontaminasi senyawa organik 

utama. Kitinase diperoleh dari mikroorganisme kitinolitik, mikroorganisme yang 

dapat mendegradasi kitin melalui enzim yang diproduksi dan digunakan sebagai 

sumber karbon dan nitrogen (Shakeel dan Ikram, 2017).   

 

Kitin merupakan homopolimer dari  - 1,4 N-asetil-D-glukosamin dan merupakan 

polimer kedua terbanyak di alam setelah selulosa. Senyawa ini dapat ditemukan 

pada cangkang udang, kepiting, molusca, seranggga dan beberapa dinding sel 

jamur dan alga. Kitin merupakan zat padat yang tidak larut dalam air, tetapi dapat 

larut dalam pelarut organik seperti asam sulfat, asam nitrat, asam fosfat, dan asam 

formiat anhidrat. Kitin juga dapat terurai secara enzimatis dengan menggunakan 

enzim kitinase. Monomer N-asetil-Dglukosamin pada polimer kitin dihubungkan 

dengan ikatan hidrogen yang sangat kuat antara gugus –NH dari satu monomer 

dan gugus C=O dari monomer yang berdekatan, sehingga membentuk formasi 

fibril yang bersifat stabil dan kaku. Kitin bersifat tidak larut air dan hanya larut 
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dalam pelarut asam mineral pekat seperti HCl (Herdyastuti et al., 2009). 

Berdasarkan penyusun rantai polimernya, kitin fibril dibedakan menjadi tiga jenis, 

yaitu α-kitin, β-kitin dan γ-kitin dengan perbedaan pada susunan rantai kristalnya 

(Enibu, 2007). 

 

 

 

 
 

Gambar 2. Struktur Kimia Kitin (Setyahadi, 2006) 

 

 

 

Kitin merupakan bahan yang tidak beracun dan bahkan muda terurai secara hayati 

(biodegradable). Bentuk fisiknya merupakan padatan amorf yang berwarna putih 

dengan kalor spesifik 0,373 ± 0,30 kal/g/˚C. Kitin sebagai biopolimer kristalin, 

terdapat dalam bentuk 3 kristal di alam, yaitu α, β dan γ-kitin. Kitin-α berbentuk 

kristal ortorombik dengan setiap unit selnya mengandung 4 cicin N-asetil-D-

glukosamin yang ditautkan dengan 2 ikatan glikosidik β-(1-4) dan tertata secara 

anti paralel, rapatdan kompak. Kitin-β berbentuk kristalin monoklin dan setiap 

unitnya terdiri dari 2 cincin N-asetil-D-glukosamina dan 2 molekul air yang 

tertata secara paralel. Sedangkan struktur kitin-γ diduga dalam 2 penataan, yaitu 

dua rantai paralel dan 1 anti paralel. Kitin hampir tidak larut dalam air, asam encer 

dan basa, tetapi larut dalam asam format, asam metanasulfonat, N,N-

dimetilasetamida yang mengandung 5% litium klorida, heksafluoroisopropil 

alkohol, heksafluoroaseton dan campuran 1,2-diklorometana-asam trikloroasetat  
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dengan perbandingan 35:65%. Asam mineral pekat seperti H2SO4, HNO3 dan 

H3PO4 dapat melarutkan kitin sekaligus menyebabkan rantai panjang kitin 

terdegradasi menjadi satuan-satuan yang lebih kecil (Arif, 2013). 

 

Sumber kitin terbanyak diperoleh dari kelas crustaceae seperti udang, rajungan, 

dan kepiting. Sumber kitin terdapat pula pada bagian kulit ulat hongkong  

(Budiutami et al., 2012). Kandungan kitin dari beberapa spesies diantaranya pada 

kepiting sebesar 60 %, udang 42-57 %, cumi-cumi 40%, dan kerang 14-35%, serta 

ulat hongkong sebesar 12,8%.  

 

Kitin yang terdapat pada cangkang masih terikat dengan protein, CaCO3 Kitosan 

sebagai polimer yang tersusun dari 2-amino-2-deoksi-β -D-glukosa dapat 

diperoleh dengan cara mengolah kitin. Pengubahan molekul kitin menjadi kitosan 

diperoleh dengan cara mengubah gugus asetamida (–NHCOCH) pada kitin 

menjadi gugus  amina (–NH2) pada kitosan (Purwanti A, 2014).  

 

 

C. Enzim Kitinase  

 

 

Kitinase adalah enzim yang menghidrolisis senyawa kitin pada ikatan β-1,4- 

glikosidiknya dan menghasilkan monomer N-asetil-D-glukosamin (NAG). Hasil 

hidrolisis kitinase dapat digunakan sebagai anti tumor, suplemen, mengontrol 

kadar gula dalam darah, bahan dasar pembuatan benang operasi, dan agen anti 

inflamasi (Pratiwi et al., 2014).  

 

Kitinase merupakan enzim yang mempunyai kemampuan menghidrolisis kitin 

menjadi turunan kitin yang sangat banyak manfaatnya. Degradasi kitin secara 

enzimatis telah banyak dilakukan karena merupakan metode yang sederhana, 

cepat dan reproduksibel untuk menghasilkan senyawa turunan kitin atau kitin 

oligosakarida.  

 

Kitinase dihasilkan oleh mikroorganisme kitinolitik yang sebagian besar terdapat 

di lingkungan tanah dan air (Haliza et al., 2012). Karakteristik kitinase bervariasi 

tergantung pada jenis mikroorganisme penghasil dan jenis substrat kitin yang 
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dipilih. Sebagian besar kitinase lebih spesifik terhadap substrat kitin koloidal, 

namun pada beberapa penelitian jugamenyebutkan bahwa kitin dalam bentuk 

flake menghasilkan aktivitas spesifik yang lebih baik. Secara umum, aktivitas 

optimum enzim kitinase berada pada kisaran temperatur 30-40°C dan pH 5-7 serta 

kestabilan enzim kitinase berada pada kisaran temperatur 30-45°C dan pH 4-8  

(Hamid et al., 2014). Namun ada juga beberapa kitinase yang memiliki kestabilan 

di luar kondisi-kondisi tersebut. Kitinase telah banyak digunakan untuk 

pengolahan limbah dan agen biokontrol hama tanaman. Hasil hidrolisis kitinase 

dapat digunakan sebagai anti tumor, suplemen kesehatan, mengontrol kadar gula 

dalam darah, bahan dasar pembuatan benang operasi, dan agen antiinflamasi  

(Pratiwi, et al., 2014). 

 

Enzim yang dihasilkan oleh mikroorganisme dapat berupa enzim ekstraseluler 

maupun enzim intraseluler. Keuntungan dari enzim ekstraseluler adalah enzim 

disekresikan ke luar sel sehingga lebih mudah untuk diisolasi dan lebih tahan 

terhadap panas maupun senyawa kimia. Stabilitas dan aktivitas optimum enzim 

ekstraseluler biasanya menyerupai sel mikroorganismenya. Enzim bekerja secara 

optimal tergantung kepada pH, suhu, konsentrasi substrat dan lama inkubasi 

(Pomeranz, 2012). 

Adapun aktivitas enzim tergantung pada : 

 

a. Efek temperatur terhadap aktivitas enzim  

 

Temperatur optimum adalah kondisi ketika enzim memiliki aktivitas 

maksimal pada temperatur tertentu . Temperatur optimum berpengaruh 

terhadap laju reaksi enzimatik , jika reaksi tersebut dilangsungkan dalam 

berbagai suhu , kurva hubungan tersebut akan menunjukkan suhu tertentu , 

yang menghasilkan laju reaksi yang maksimum ( Sadikin , 2012 ) 

Bertambahnya suhu sampai dengan temperatur optimum kenaikan 

kecepatan reaksi enzim karena bertambahnya energi menyebabkan 

terjadinya kinetik yang mempercepat gerak enzim dan substrat. Namun 

apabila enzim berada di atas suhu optimumnya menurun. Hal ini terjadi 

karena enzim termasuk mengalami denaturasi pada suhu tinggi. Denaturasi 

ini menyebabkan perubahan pada konformasi enzim akibat adanya 



10 

 

 

perenggangan ikatan hidrogen yang bersifat reversibel sehingga dapat 

mempengaruhi sisi aktif enzim untuk berikatan dengan substrat ( Mulyani 

dkk., 2009). 

 

b. Efek pH terhadap aktivitas enzim 

 

       Perubahan pH akan mempengaruhi kecepatan reaksi enzim, karena 

berubahnya derajat ionisasi gugus asam dan basa dari enzim. Sebagian 

besar enzim, mempunyai rentang pH optimum aktivitas enzim dan 

mempunyai tingkat stabilitas yang tinggi. Sebagian besar enzim 

mempunyai pH optimum yangmendekati netral, sebagian kecil lainnya 

mempunyai pH optimum yang sangat rendah (sekitar 2,0) atau sangat 

tinggi (sekitar 9,0). Pertumbuhan mikroorganisme dipengaruhi oleh pH, 

dan biasanya pH optimum pertumbuhan sel berbeda dengan pH optimum 

aktivitas enzim. Pada umumnya pH optimum untuk beberapa enzim adalah 

sekitar larutan netral atau asam lemah. Reaksi–reaksi enzimatik sangat 

dipengaruhi oleh suhu. Suhu dapat menentukan aktivitas maksimum dari 

enzim. Suhu optimum tergantung pula pada jenis enzim, susunan cairan, 

dan lamanya percobaan. 

 

c.  Efek konsentrasi enzim terhadap aktivitas enzim  

 

Pada enzim dengan derajat kemurniannya tinggi, terdapat suatu hubungan 

linear antara jumlah enzim dan taraf aktivitas pada batas-batas tertentu. 

Konsentrasi enzim pada umumnya sangat kecil, bila dibandingkan dengan 

konsentrasi substrat. Saat konsentrasi enzim meningkat, aktivitas enzim 

juga bertambah.  

 

d.  Efek konsentrasi substrat terhadap aktivitas enzim  

 

Konsentrasi substrat laju reaksi mula - mula meningkat dengan 

bertambahnya konsentrasi substrat . Akan tetapi setelah peningkatan 

konsentrasi substrat lebih lanjut, akan tercapai aktivitas enzim maksimum.  

Pada keadaan konsentrasi substrat yang berlebihan mengakibatkan 

terjadinya kejenuhan pembentukan kompleks enzim yang mengakibatkan 
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sebagian besar substrat tidak diubah menjadi produk . Penambahan 

substrat lebih lanjut tidak berakibat terhadap laju reaksi enzim.   

Hal ini disebabkan karena pada saat konsentrasi yang sangat tinggi , 

seluruh bagian aktif enzim telah diaktifkan oleh substrat , sehingga pada 

saat itu laju reaksi berada dalam keadaan maksimum ( Sadikin , 2012 ) 

 

e.  Efek aktivator, inhibitor dan kofaktor terhadap aktivitas enzim  

 

       Senyawa kofaktor yang berupa ion logam ada yang berpotensi 

meningkatkan aktivitas kerja suatu enzim yang disebut sebagai aktivator 

enzim, ada pula ion logam yang menghambat aktivitas enzim 

disebut inhibitor enzim (Sumardjo, 2006).  

 

Inhibitor adalah senyawa yang menurunkan kecepatan reaksi enzimatik. 

Aktivitas suatu enzim dapat dihambat oleh suatu senyawa yang dikenal 

sebagai inhibitor. Inhibitor digolongkan menjadi 2 jenis utama, yaitu: a) 

yang bekerja secara tidak dapat balik (irreversible), b) yang bekerja secara 

dapat balik (reversible). Penghambat yang irreversible adalah golongan 

yang bereaksi dengan, atau merusakkan suatu gugus fungsional pada 

molekul enzim yang penting bagi aktivitas katalitiknya. 

 

Sedangkan suatu senyawa, unsur atau ion yang dapat meningkatkan 

aktivitas kerja suatu enzim disebut aktivator enzim. Kebanyakan aktivator 

adalah ion-ion anorganik, terutama ion logam atau kation. Ion-ion logam 

ini umumnya ditambahkan dalam bentuk garam, misalnya ion Ca2+ dalam 

bentuk garam klorida. Kation-kation lain yang telah diketahui dapat 

mengaktifkan enzim adalah Na+ , K+ , Rb+ , Cs+, Mg2+, Zn2+, Fe2+, 

Co2+, Ni2+, dan Al3+. 

 

Aktivitas enzim juga dipengaruhi oleh kofaktor, yaitu komponen non 

protein dari enzim yang menentukan aktivitas katalitiknya. kofaktor, yaitu 

gugus non protein dari enzim yang menentukan aktivitas katalitiknya. 

Kofaktor dapat berupa koenzim yang tidak terikat kuat dalam enzim yang 

biasanya berupa molekul organik, dan gugus prostetik yang terikat kuat 
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dalam enzim yang biasanya berupa molekul anorganik (ion-ion logam), 

seperti ion logam Fe2+, Mn2+, Zn2+ dan Ca2+. 

 

Banyaknya manfaat enzim kitinase dan senyawa turunan kitin mengakibatkan 

meningkatnya kebutuhan enzim kitinase sehingga perlu dilakukan pengembangan 

produksi enzim kitinase dari sumber lokal yang melimpah di alam serta harganya 

yang relatif murah. Salah satunya adalah penggunaan lımbah yang mengandung  

kitin. Kitin merupakan komponen dinding sel penyusun peptodoglikan mikroba 

yang banyak ditemukan pada eksoskeleton serangga, krustasea, dan dinding sel 

jamur (Chen et al., 2010). Di Indonesia udang dan kepiting merupakan komoditas 

yang penting sebagai sumber kitin karena hasil pengolahannya banyak 

menghasilkan limbah. 

 

 

D. Actinomycetes 

 

 

Actinomycetes merupakan bakteri berbentuk benang yang mampu menyintesis 

antibiotik dan memproduksi enzim hidrolitik ekstraselular yang meliputi, 

nuklease, lipase, selulase, xilanase, lipase, kitinase, dan protease, 

yang berpengaruh terhadap nematoda. Actinomyetes khususnya jenis Streptomyes 

mudah untuk ditumbuhkan dan digunakan untuk memproduksi berbagai antibiotik 

(Busti et al., 2006). 

 

Actinomycetes adalah bakteri gram-positif berfilamen, ditandai oleh siklus hidup 

yang kompleks yang dimiliki oleh filum Actinobacteria, jenis ini mewakili salah 

satu unit taksonomi terbesar di antara 18 garis keturunan utama yang saat ini 

dikenal dalam domain bacteria (Ventura et al., 2007). Terlihat secara morfologi, 

Actinomycetes berbentuk filamen-filamen seperti jamur berfilamen  

(filamentous fungi) yang merupakan eukariotik multiseluler, namun organisme ini 

memenuhi semua kriteria seperti bakteri yaitu bersel prokariotik  

(Magarvey et al., 2004). 

 

Actinomycetes merupakan sekelompok bakteri gram-positif dengan kandungan 

guanin dan sitosin yang tinggi dalam DNA mereka dan bersifat terestrial atau 
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akuatik. Mereka termasuk golongan uniseluler seperti bakteri, tidak memiliki 

dinding sel yang berbeda, namun menghasilkan miselium yang tidak bersekat dan 

lebih ramping. Actinomycetes berkembang biak dengan pembelahan biner atau 

dengan menghasilkan spora atau konidia. Mereka biasa tumbuh dan 

berkembangbiak di tanah, air tawar, dan laut. Actinomycetes menghasilkan 

berbagai metabolit sekunder dengan kepentingan farmakologi dan komersial yang 

tinggi. Selain itu mereka juga berfungsi untuk mendegradasi atau menguraikan 

segala macam zat organik seperti selulosa, polisakarida, lemak protein, asam 

organik, dan sebagainya (Anandan et al., 2016). 

 

Actinomycetes merupakan salah satu prokariot yang mirip fungi. Ada dua hal 

penting yang membedakan antara fungi dan prokariot (bakteri) yaitu: 1). 

Actinomycetes tidak mempunyai nukleus, sehingga dimasukkan ke dalam 

prokariot, 2). Bentuk hifa Actinomycetes dengan diameter 0,5 – 1,0 µm, sehingga 

lebih kecil dari hifa jamur (3-8 µm) (Waluyo, 2009). 

Actinomycetes memiliki kandungan metabolit aktif yang lebih banyak dari 

mikroba lainnya, seperti antibiotik, agrokimia, enzim, imunosupresan, antiparasit, 

dan antikanker. 

 

Pengamatan morfologis Actinomycetes, termasuk perpanjangan dan percabangan 

miselium vegetatif, perkecambahan spora, pembentukan miselium udara, warna 

miselium udara dan substrat, dan produksi pigmen, telah digunakan untuk 

mengidentifikasi Actinomycetes.  Mikroskop optik digunakan untuk mengamati 

bentuk spora, miselium udara dan substrat miselium, dan pemindaian mikroskop 

electron (SEM) digunakan untuk mempelajari spora, permukaan spora, dan 

struktur spora (Anandan et al., 2016; Q. Li et al., 2016).  Beberapa jenis spora dari 

Actinomycetes dapat dilihat pada Gambar 3 sebagai berikut : 
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Gambar 3. Jenis rantai spora yang dihasilkan oleh Actinomycetes 

 (Barka et al., 2016) 

 

 

 

E. Ekstraksi  

 

 

Ekstrak adalah hasil dari sediaan sari pekat tumbuh-tumbuhan ataupun hewan 

dengan cara ekstraksi yakni dengan penarikan zat pokok yang yang digunakan 

dari bahan mentah dengan menggunakan pelarut. Dalam menentukan metode 

ekstraksi diperlukan beberapa faktor yang perlu dipertimbangkan, diantaranya 

sifat dari bahan yang akan diekstraksi dan kepentingan dalam memperoleh ekstrak 

yang sempurna atau mendekati sempurna ( Ansel, 2008). Dalam proses ektraksi 

suatu bahan atau hewan, banyak faktor yang dapat mempengaruhi kandungan 

senyawa hasil ektraksi diantaranya : jenis, konsentrasi pelarut, metode ekstraksi 

dan suhu yang digunakan untuk ekstraksi ( Senja, 2014). 

 

 

F. Pemurnian Enzim Kitinase  

 

 

Selanjutnya dilakukan ekstraksi enzim dan pemurnian enzim. ekstraksi enzim 

dilakukan dengan cara sentrifugasi. Purifikasi atau pemurnian merupakan tahap 

yang penting untuk mendapatkan enzim kitinase yang berkualitas. Keberhasilan 
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purifikasi dilihat dari tingkat kemurnian, rendemen, dan aktivitas spesifik. 

Semakin tinggi tingkat kemurnian enzim maka semakin tinggi pula aktivitas 

spesifik enzim (Haliza dkk., 2012). Tahap purifikasi dapat dilakukan bertahap 

antara lain ekstraksi, pemisahan enzim seperti presipitasi, sentrifugasi, dialisis dan 

filtrasi. Tahap pemurnian dengan dialisis dilakukan untuk memisahkan senyawa 

dengan berat molekul lebih rendah dari sampel menuju larutan buffer melalui 

membran semipermeabel. Protein dengan berat molekul tinggi akan tertahan 

dalam kantong dialisis. 

Pemurnian dengan pengendapan menggunakan garam ammonium sulfat telah 

umum dilakukan. Penggunaan garam ammonium sulfat lebih banyak digunakan 

karena garam ini mempunyai kelarutan yang tinggi, pH moderat, harga relatif 

lebih murah, tidak bersifat toksik, dan tidak mempengaruhi enzim  

(Rochima, 2006.).  

 

 

G. Fraksinasi dengan menggunakan Ammonium sulfat 

 

 

Garam yang digunakan dalam penelitian ini adalah ammonium sulfat.  

Ammonium sulfat dipilih karena murah, larut pada suhu rendah, fleksibel terhadap  

berbagai pH dan mudah larut dibandingkan garam lainnya sehingga memudahkan 

saat pemisahan dengan endapan protein menggunakan sentrifugasi. Fraksinasi 

bertingkat dengan menggunakan ammonium sulfat untuk memperoleh endapan 

protein yang berbeda beda terhadap konsentrasi netral garam sehingga diperoleh F₁ 

, F2 , F3 , F4 dan F5 . Garam yang biasa digunakan untuk mengendapkan enzim 

dan protein adalah ammonium sulfat. Hal ini dikarenakan ammonium sulfat 

memiliki beberapa kelebihan yaitu (1). kebanyakan enzim tahan terhadap garam 

tersebut (tidak terdenaturasi), (2). memiliki kelarutan yang besar dalam air, (3). 

mempunyai daya pengendap yang cukup besar, (4). mempunyai efek penstabil 

terhadap kebanyakan enzim. 

Dalam proses fraksinasi bertingkat ini , molekul amonium sulfat akan 

berkompetisi dengan molekul protein untuk berikatan dengan molekul air . 

Amonium sulfat bersifat lebih polar daripada protein . Berdasarkan prinsip like 

dissolve like maka air bersifat polar akan cenderung tertarik ke molekul 
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ammonium sulfat sehingga protein akan mengendap , dan proses ini disebut 

salting out. Garam amonium sulfat sangat efektif untuk mengendapkan protein 

karena sebagian besar protein tahan terhadap garam tersebut , kelarutannya besar 

dalam air , mempunyai efek menstabilkan terhadap sebagian besar enzim dan 

merupakan garam divalen yang mempunyai kekuatan ion yang lebih besar 

daripada garam monovalen . Pada tahap fraksinasi amonium sulfat bertingkat 

diperoleh fraksi - fraksi enzim dengan tingkat kejenuhan F₁ ( 0 20 % ) , F₂ ( 20-40 

% ) , F3 ( 40-60 % ) , F4 ( 60-80 % ) dan F5  ( 80-100 % ) dimana dalam salah satu 

fraksi tersebut akan diperoleh kitinase dengan aktivitas spesifik tertinggi . 

Pelarut yang berisfat polar mampu mengekstrak senyawa alkaloid kuartener, 

komponen fenolik, karotenoid, tanin, gula, asama amino, dan glikosida. Pelarut 

non polar mampu mengesktrak senyawa kimia seperti lilin, lipid, dan minyak 

yang mudah menguap (Putranti, 2013). 

 

Proses pengendapan enzim dengan menggunakan garam anorganik memiliki dua 

tujuan utama, yaitu sebagai tahap awal pemurnian enzim dan meningkatkan 

konsentrasi enzim. Penambahan garam anorganik kedalam larutan enzim akan 

mempengaruhi kelarutan enzim. Pada konsentrasi garam rendah, maka kelarutan  

beberapa enzim dalam air bertambah, efek ini dikenal dengan salting in. Pada 

konsentrasi garam cukup tinggi, maka kelarutan enzim dalam air akan menurun, 

sehingga enzim dapat mengendap secara sempurna dari larutan, efek ini dikenal 

dengan salting out. Efek salting out disebabkan karena adanya konsentrasi garam 

yang tinggi akan menarik sebagian besar molekul air yang menghidrolisis protein, 

sehingga mengurangi kelarutan enzim tersebut (Wiseman, 1985). 

 

 

H.  Dialisis 

 

 

Dialisis adalah proses pemisahan terlarut berdasarkan ukuran molekul 

tersebut. Pada proses dialisis, protein dapat dipisahkan dari senyawa dengan berat 

molekuler low yang ada di dalam ekstrak sel atau jaringan. Molekul protein 

ditahan di dalam kantong seperti selofan yang terbuat dari senyawa berpori yang 

sangat halus. 
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Secara umum, proses dialisis berlangsung sebagai berikut, larutan protein atau 

enzim dimasukkan ke dalam suatu kantong dialisis yang terbuat dari membran 

ukuran pori tertentu. Jika kantong yang mengandung larutan enzim tersebut 

diletakkan di dalam buffer sambil diputar dengan jenis pengaduk, maka molekul 

kecil yang terdapat di dalam larutan enzim seperti garam anorganik akan keluar 

melewati pori-pori membran, sedangkan molekul enzim yang berukuran besar 

tetap bertahan di dalam kantong dialisis. Keluarnya molekul kecil akan 

menyebabkan distribusi ion-ion yang tidak seimbang di dalam dan di luar kantong 

dialisis. Untuk memperkecil pengaruh ini digunakan larutan buffer dengan 

konsentrasi yang rendah di luar kantong dialisis (Lehninger, 1982). 

 

Salah satu metode yang digunakan untuk meningkatkan kemurnian enzim adalah 

dialisis. Prinsip dialisis yaitu memisahkan molekul-molekul besar dari molekul-

molekul kecil dengan bantuan membran semipermeable. Dialisis berfungsi untuk 

memisahkan garam-garam anorganik agar tidak mengganggu tahap pemurnian 

enzim selanjutnya. Dialisis dapat dilakukan dengan menggunakan kantong 

selofan, kantong ini memiliki ukuran pori-pori yang lebih kecil dari ukuran 

protein sehingga protein tidak dapat keluar dari kantong selofan. Penggunaan 

kantong selofan memiliki beberapa keuntungan yaitu mudah digunakan, memiliki 

harga yang relatif murah dan mudah didapatkan (Kristanti, 2001). 

 

 

 

I. Metode Pengujian Aktivitas Enzim Kitinase Spektrofotometri UV-Vis 

 

 

Metode spektrofotometri merupakan metode pengukuran secara kuantitatif  

yang didasarkan pada sifat pantulan atau transmisi suatu material sebagai fungsi  

panjang gelombang. Spektrofotometer merupakan jenis alat fotometer (alat untuk  

mengukur intensitas cahaya) yang dapat mengukur intensitas sebagai fungsi dari  

panjang gelombang sumber cahaya. Peralatan spektrofotometer UV-vis beberapa  

dimanfaatkan untuk penentuan asam urat dalam urin karena merupakan prosedur  

yang menarik dan banyak digunakan dalam analisis, salah satunya analisis suatu  

percobaan dalam laboratorium (Hamzah, 2013). 
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Radiasi atau cahaya putih yang dilewatkan melalui larutan berwarna, maka  

radiasi dengan panjang gelombang tertentu akan diserap (absorbsi) secara selektif  

dan radiasi lainnya akan diteruskan (transmisi). Absorbansi adalah perbandingan  

intensitas sinar yang diserap dengan intensitas sinar datang. Nilai absorbansi ini  

akan bergantung pada kadar zat yang terkandung di dalamnya, semakin banyak  

kadar zat yang terkandung dalam suatu sampel maka semakin banyak molekul 

yang akan menyerap cahaya pada panjang gelombang tertentu sehingga nilai 

absorbansi semakin besar (absorbansi akan berbanding lurus dengan konsentrasi 

zat yang terkandung didalam suatu sampel). Cahaya yang diserap dan dapat 

terukur disebut sebagai absorbansi (A) sedangkan cahaya yang dihamburkan dapat 

terukur sebagai transmitansi (T) melalui dasar-dasar hukum Lambert-Beer. 

Hukum Lambert-Beer menyatakan bahwa jumlah radiasi cahaya tampak yang 

diserap atau ditransmisikan oleh suatu larutan merupakan suatu fungsi eksponen 

dari konsentrasi zat dan ketebalan dari sel (kuvet) (Neldawati et al., 2013).  

 

Spektrofotometri merupakan salah satu metode dalam kimia analisis yang 

digunakan untuk menentukan komposisi suatu sampel baik secara kuantitatif dan 

kualitatif yang didasarkan pada interaksi antara materi dengan cahaya. Peralatan  

yang digunakan dalam spektrofotometri disebut spektrofotometer. Cahaya yang 

dimaksud dapat berupa cahaya visibel, UV dan inframerah, sedangkan materi 

dapat berupa atom dan molekul namun yang lebih berperan adalah elektron 

valensi (Khopkar, 2003). Spektroskopi UV-Vis telah menjadi salah satu teknik 

spektroskopi absorpsi yang banyak dimanfaatkan karena relatif sederhana dan 

praktis digunakan dalam berbagai jenis analisis, misalnya senyawa organik, 

anorganik, maupun dalam bidang mikrobiologi (Day et al, 2002).  

 

Spektrofotometri Uv-Vis digunakan untuk mengukur aktivitas enzim kitinase 

pada isolat (biakan) murni. Aktivitas enzim kitinase dihitung berdasarkan N-asetil 

glukosamin yang terbentuk dari hidrolisis kitin dimana N-asetil glukosamin 

digunakan sebagai kurva standar. Pengukuran menggunakan spektrofotometer 

UV-Vis yang diukur dengan absorbansi pada panjang gelombang 540-585nm. 
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Spektrofotometer ultra-violet dan sinar tampak dalam analisis kimia adalah untuk 

analisis kualitatif dan kuantitatif. Metode spektrofotometri ultra-violet dan sinar  

tampak berdasarkan pada hukum Lambert-Beer. Hukum tersebut menyatakan 

bahwa jumlah radiasi cahaya tampak, ultra-violet dan cahaya-cahaya lain yang 

diserap atau ditransmisikan oleh suatu larutan merupakan suatu fungsi eksponen 

dari konsentrasi zat dan tebal larutan. Metode ini memerlukan suatu proses 

pengompleksan sehingga dapat membentuk warna yang spesifik pada larutan agar 

terukur dalam spektrofotometer UV-Vis (Kurniawati dan Djarot, 2016).  

 

Prinsip kerja spektrofotometer UV-Vis yaitu sinar polikromatis dari sumber sinar 

melewati monokromator menghasilkan sinar monokromatis, kemudian sinar 

tesebut dilewatkan melalui kuvet yang berisi larutan sampel sehingga 

menghasilkan sinar yang ditransmisikan dan diterima oleh detektor untuk diubah 

menjadi energi listrik yang kekuatannya dapat diamati oleh alat pembaca  

 

 

 

 
 

Gambar 4. Spektrofotometri UV-Visible ( Suhartati, 2017). 

 

 

 

Spektrofotometer UV-Vis adalah instrumen yang berfungsi untuk mengukur  

serapan yang diperoleh dari interaksi kimia antara radiasi elektromagnetik  

dengan atom atau molekul dari zat kimia yang diamati pada daerah UV-Vis.  

Prinsip dasar dari spektrofotometer UV-Vis adalah hasil interaksi antara  

gelombang elektromagnetik dengan molekul yang menghasilkan spektrum-  

spektrum tertentu yang berbeda pada setiap senyawa. Pengukuran ini dapat  
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terjadi apabila energi tersebut ditransmisikan, diemisikan atau direfleksikan  

sebagai fungsi dari panjang gelombang. 

 

Penentuan aktivitas kitinase dari ekstrak kasar enzim dilakukan dengan 

menggunakan koloid kitin. Penggunaan koloid kitin sebagai substrat pada proses 

pengukuran aktivitas kitinase disamping lebih murni juga memiliki kelarutan yang 

lebih besar dibandingkan dengan kulit kepiting preparatif. Karena substrat dalam 

bentuk koloid, enzim lebih mudah kontak dengan substrat pada permukaan yang 

lebih luas. 

Aktivitas enzim dipengaruhi oleh beberapa faktor lingkungannya seperti 

temperatur, keasaman (pH), konsentrasi substrat, konsentrasi enzim dan aktivator. 

Ada beberapa faktor utama yang mempengaruhi aktivitas enzim adalah 

konsentrasi enzim, substrat, senyawa inhibitor dan aktivator, pH serta temperatur 

lingkungan. 

 

Enzim membutuhkan pH tertentu untuk menjalankan aktivitasnya. Enzim 

membutuhkan pH yang berbeda-beda. Ada enzim yang dapat bekerja optimal 

pada pH tinggi dan ada pula yang bekerja optimal pada pH yang rendah. Jika pH 

terlalu tinggi atau terlalu rendah enzim akan mengalami denaturasi dan ini akan 

mengakibatkan menurunnya aktivitas enzim (Dewi, 2008). 
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III METODE PENELITIAN 

 

 

 

 

A. Waktu dan Tempat 

 

 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juni 2022 sampai Desember 2022 di 

Laboratorium Biopolimer dan Laboratorium UPT-LTSIT Universitas Lampung, 

Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung. 

 

 

B. Alat dan Bahan 

 

 

Alat-alat yang yang digunakan dalam penelitian ini antara lain : pipet tetes, cawan 

petri, gelas beaker, erlenmeyer, gelas ukur, labu ukur, corong pisah 100 mL, botol 

kaca, jarum ose, labu evap, kertas saring, micro tip biru, bunsen, magnetic stirrer, 

batang pengaduk, spatula, tabung reaksi, kapas, kasa, indikator universal, spatula, 

pengaduk,neraca analitik, blender, oven, laminar air flow, inkubator, autoclave 

Tomy SX-700, sentrifuse Hitachi CF 16RX II, mikroskop Zeiss axio A1, Rotary 

evaporator Buchii/R210,drying oven Jisico,dan spektrofotometer UV-Vis. 

 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian yaitu kulit udang, koloid kitin, agar 

plain, isolat 19C38A1, aquades, Bovine Serum Albumin (BSA), Dinitrosalicylic 

Acid (DNS), air laut buatan, HCl, NaOH, Na(K) tartrat, Ammonium sulfat, dan 

buffer fosfat. 
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C. Prosedur Penelitian 

 

 

1. Persiapan Sampel Kulit Udang dan Koloid Kitin  

 

 

Limbah kulit dibersihkan dan dikeringkan sehingga diperoleh kulit udang kering 

yang akan digunakan sebagai bahan baku substrat. Kitin dibuat dengan merujuk 

pada Hendri dkk (2007). Kitin dibuat dari limbah kulit udang kering yang 

ditambahkan NaOH 3,5% dengan perbandingan 1 : 10, diaduk pada magnetic 

stirrer selama 1 jam dan disaring. Residu ditambahkan HCl 12N dengan 

perbandingan yang sama yaitu 1 : 10, lalu diaduk dengan magnetic stirrer, 

disaring, dan dilakukan pencucian dengan aquadest 2 L  dan disentrifus selama 5 

menit dengan kecepatan 7000 rpm dan residu yang terbentuk di ambil serta dicuci 

kembali dengan aquadest sebanyak 2 L dan di sentrifus kembali, perlakuan ini di 

ulangi sampai pH netral. Setelah itu, residu yang sudah terbentuk dipindahkan ke 

dalam wadah dan disimpan di kulkas. 

 

 

2. Pembuatan Media Koloid Kitin 

 

 

Tahapan berikutnya adalah pembuatan media koloid kitin sebagai substrat. Media 

koloid kitin dibuat dengan merujuk pada Setiawan (2022). Media koloid kitin 

dibuat dengan perbandingan 1:2 antara kitin dan agar, dimana terdiri dari 1% 

koloid kitin : 2% agar swallow yang dilarutkan dalam 175 mL air laut buatan, 

disterilisasi dengan menggunakan autoklaf pada pada suhu 121°C, selama 15 

menit. Larutan dituangkan ke dalam cawan petri dan didiamkan hingga memadat. 

 

 

3. Peremajaan Enzim Kitinase Isolat Actinomycetes 19C38A1 

 

 

Pembuatan media koloid kitin sebagai substrat. Media koloid kitin dibuat dengan 

merujuk pada Saima and Roohi (2013) dengan beberapa modifikasi. Media koloid 

kitin dibuat dengan perbandingan 1:2, dimana terdiri dari 1% koloid kitin : 2% 

agar yang dilarutkan dalam 175 mL air laut buatan. Dilanjutkan dengan sterilisasi  
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menggunakan autoklaf pada pada suhu 121°C, selama 15 menit. Larutan 

dituangkan ke dalam cawan petri dan didiamkan hingga memadat. 

Isolat Actinomycetes 19C38A1 diperoleh dari perairan Gorontalo koleksi 

laboratorium UPT LTSIT Unila, dilakukan penapisan enzim kitinase dari isolat 

Actinomycetes 19C38A1 dengan menggunakan media koloid kitin. Proses 

penapisan diawali dengan penggoresan isolat Actinomycetes di atas media koloid 

kitin dengan 3 media koloid yang digores dengan metode zig-zag dan 3 media 

dengan metode zona bening dan isolat diinkubasi pada temperatur ruang selama 

14 hari.  

 

 

4. Identifikasi Morfologi Actinomycetes  

 

 

Isolat terpilih diidentifikasi menggunakan metode coverslip culture merujuk pada 

(Prakash and Bhargava, 2016). Coverglass ukuran 22x22 mm ditempelkan ke 

media agar pada sudut 45° dan diinokulasikan koloni mikroba strain terpilih 

berdekatan dengan coverglass. Diinkubasi 7 sampai 14 hari, setelah itu coverglass 

diambil secara perlahan dari media agar dan ditempelkan pada kaca objek. 

Diamati dibawah mikroskop dan diidentifikasi morfologinya serta 

didokumentasikan hasilnya. 

 

 

5. Pembuatan Inokulum Actinomycetes 19C38A1 

 

 

Media cair kitin dibuat dengan merujuk pada Prrasomsri et al (2012). Dilakukan 

pembuatan inokulum dari isolat yang sudah diinkubasi pada temperatur ruang 

selama 14 hari pada suhu 25°C. Ditimbang 0,2 gram koloid kitin dan ditambahkan 

20 mL air laut buatan kedalam per botol kaca lalu dihomogenkan serta diberi 

sumbat setelah itu di autoklaf, didiamkan sampai dingin lalu dimasukkan strain 3 

kali ose setelah itu diinkubasi selama 14 hari. 
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6. Kultivasi Actinomycetes 19C38A1 pada Media Kulit Udang 

 

 

Produksi kitinase dilakukan pada botol kaca yang terisi 20 gram kulit udang 

kering sebagai media produksi. Ditambahkan 20 mL buffer fosfat pH 6 atau 7 atau 

8.  Disterilisasi pada 1 atm selama 15 menit. Tahap selanjutnya media diinokulasi 

dengan 20 ml suspensi actinomycetes dan diinkubasi pada temperatur ruang. 

Diisolasi 14 hari dengan tahapan menurut Suresh (2012). Pada tahapan ini 

dilakukan variasi waktu inkubasi dan variasi pH. Pada variasi waktu dilakukan 

selama 14 hari yang diisolasi per-2 hari, dilakukan untuk mengetahui waktu 

optimum untuk memperoleh aktivitas terbaik enzim kitinase. Pada penentuan pH 

optimum enzim kitinase dilakukan dengan cara memvariasikan pH menggunakan 

buffer fostat pada pH 6,7,8, untuk mendapatkan pH optimum enzim kitinase. 

Media kulit udang yang telah diinkubasi ditambahkan 100 ml akuades dan 

dihomogenkan. Media kulit udang disentrifus selama 15 menit dan supernatan 

yang dihasilkan merupakan ekstrak kasar enzim. Pengujian enzim kitinase 

dilakukan menggunakan alat spektrofotometer UV-Vis. 

 

 

7. Uji Aktivitas Kasar Enzim Kitinase  

 

 

Hasil kultivasi selama 14 hari yang diisolasi per-2 hari dilanjutkan ke tahap 

ekstraksi yang merujuk pada Indrawati et al., (2019) yang ditambahkan 100 mL 

aquades yang dishaker pada kecepatan 175 rpm selama 2 jam. disentrifugasi 

dengan kecepatan 7000 rpm selama 15 menit pada temperatur 4°C. Supernatan 

selanjutnya disaring menggunakan kertas saring dan filtrat yang dihasilkan adalah 

ekstrak kasar enzim. Ekstrak kasar enzim tersebut di uji aktivitasnya dengan 

menggunakan spektrofotometer UV-Vis dengan metode Mandels. 

Uji aktivitas enzim dilakukan dengan merujuk pada Vahed et al (2013). Uji 

konsentrasi aktivitas enzim memiliki tahapan yang sama dengan uji glukosamin, 

hanya saja pada uji aktivitas enzim terdapat proses reaksi dengan substrat. Uji 

aktivitas enzim, filtrat (1 ml.) dan substrat (1 mL koloid kitin 1%) diinkubasi pada 

suhu 40°C selama 30 menit sebelum ditambahkan reagen DNS (2 mL), setelah itu 

dipanaskan pada 100°C selama 10 menit dan didinginkan. Dibaca absorbansi nya 
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menggunakan spektrofotometer UV-Vis dengan panjang gelombang 540 nm. 

Kontrol tiap sampel dibuat dengan perlakuan yang berbeda yaitu penambahan 

substrat setelah proses inkubasi. Blanko dan larutan standar dengan variasi 

konsentrasi digunakan sebagai standar. Satu unit aktivitas kitinase didefinisikan 

sebagai jumlah enzim yang diperlukan untuk melepaskan 1 µmol glukosamin 

dalam satu menit. Uji aktivitas enzim kitinase dilakukan 3 kali pembacaan. 

 

Adapun pada uji kadar protein digunakan 2 mL reagen bradford yang direaksikan 

dengan 400 µl filtrat, kemudian diukur absorbansinya dengan panjang gelombang 

595 nm. Metode Bradford merupakan uji dengan tujuan untuk mengukur 

konsentrasi protein total dalam larutan. Pada uji Bradford melibatkan pewarna 

Coomassie Brilliant Blue (CBB) yang akan berikatan dengan protein dalam suatu 

larutan. Warna yang dihasilkan dapat diukur absorbansinya pada panjang 

gelombang 465-595 nm (cahaya tampak) (Anam, 2010). 

 
 

8. Pemurnian Enzim Kitinase  

 

 

Pemurnian enzim kitinase pada tahapan ini dilakukan sebagai perbandingan hasil 

enzim kitinase yang diperoleh antara sebelum pemurnian dengan setelah pemurnian 

enzim. Ekstrak kasar enzim yang telah diperoleh yang sudah didapatkan waktu 

optimum dan pH optimum dilakukan proses pemurnian dengan metode fraksinasi 

dengan ammonium sulfat dan dialisis sebagai berikut :  

 

 

8.1. Fraksinasi Kitinase dengan Ammonium Sulfat  

 

 

Ekstrak kasar enzim yang diproleh dimurnikan dengan cara fraksinasi 

menggunakan garam ammonium sulfat pada berbagai derajat kejenuhan          yaitu 

(0-20)%; (20-40)%; (40-60)%, (60-80)%, dan (80-100)%. Adapun skema 

fraksinasi dengan ammonium sulfat ditunjukkan pada Gambar 5. 
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Ekstrak Kasar Enzim 

+ ( NH4)2SO4 (0-20%) 

 

Endapan(F1) Filtrat 

+ (NH4)2SO4 (20-40%) 

 

Endapan(F2) Filtrat 

+ (NH4)2SO4 (40-60%) 

 

Endapan(F3) Filtrat 

+ (NH4)2SO4 (60-80%) 

 

Endapan(F4) Filtrat 

+ (NH4)2SO4 (80-100%) 

 

Endapan(F5) Filtrat 

 

Gambar 5. Skema Fraksinasi dengan Ammonium Sulfat. 

 

 

 

Ekstrak kasar enzim ditambahkan garam ammonium sulfat secara perlahan 

sambil diaduk dengan magnetic stirer. Endapan protein enzim yang didapatkan 

pada tiap fraksi kejenuhan ammonium sulfat dipisahkan                              dari filtratnya dengan 

sentrifugasi dengan kecepatan 5000 rpm selama 15 menit pada temperatur 4°C. 

Endapan yang diperoleh dilarutkan dengan buffer fosfat 0,1 M pH 6. Filtrat     

yang didapat dari fraksi 0-20% digunakan untuk diendapkan kembali dengan 

fraksi kejenuhan 20-40% dengan prosedur yang sama hingga fraksi kejenuhan 

80-100%  (Yandri et al.,2010).
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8.2. Dialisis   

 

 

Tahap dialisis ini merujuk pada Gangwar et al., (2016) enzim hasil fraksinasi 

dimasukkan ke dalam kantong selofan dan didialisis dengan buffer fosfat 0,01 M 

pH 6 selama 24 jam pada temperatur 4°C. Selama proses dialisis, dilakukan 

pergantian buffer setiap 4 jam agar konsentrasi ion-ion di dalam selofan dapat 

dikurangi. Proses ini  dilakukan secara kontinyu sampai ion-ion di dalam selofan 

dapat diabaikan. Uji aktivitas dilakukan dengan metode Mandels dengan 

menggunakan Spektrofotometer UV-Vis dan diukur      kadar proteinnya dengan 

metode bradford. 
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Skema Prosedur Penelitian  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Limbah kulit udang 

Koloid kitin 

Hasil peremajaan 

Actinomycetes 19C38A1 

Hasil zona bening 

Actinomycetes 19C38A1 

-diidentifikasi menggunakan mikroskop 

-dilakukan inokulasi Actinomycetes 19C38A1 

-diinkubasi selama 14 hari 

-dilakukan proses demineralisasi 

-dilakukan proses deproteinasi 

- ditambahkan 1% koloid kitin, 2% agar yang  

   dilarutkan dalam 175 mL air laut buatan 

-diautoklef pada temperatur 121°C, selama 15 menit  

-dituangkan larutan ke dalam cawan petri dan  

  didiamkan hingga memadat. 

-digoreskan isolat Actinomycetes 19C38A1  

 

Hasil inokulum Actinomycetes 19C38A1 
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Gambar 6. Skema prosedur penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-ditambahkan pada media limbah kulit  

  udang 

-dilakukan variasi pH 6,7,8 

-dilakukan variasi waktu 2,4,6,8,10,12,14 

Hasil kultivasi Actinomycetes 19C38A1 

pada media limbah kulit udang  

-diekstraksi dengan pelarut air  

Ekstrak kasar enzim kitinase 

-diuji dengan speektrofotometer UV-Vis  

-dimurnikan dengan fraksinasi ammonium sulfat  

-dilakukan dialisis 

-diukur dengan spektrofotometer UV-Vis  

Hasil 
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V. KESIMPULAN DAN SARAN  

 

 

 

 

A. Kesimpulan  

 

 

Berdasarkan hasil yang didapat dari penelitian ini maka dapat disimpulkan 

sebagai berikut: 

1.  Kitin dari limbah kulit udang dapat menghasilkan aktivitas kitinase optimum 

secara fermentasi padat kulit udang dengan isolat Actinomycetes setelah 

diinkubasi selama 12 hari pH 6. 

2. Aktivitas optimum ekstrak kasar enzim kitinase dengan aktivitas unit yang 

diperoleh adalah 0.2224 U/mL, kadar protein 0.00143 mg/mL, aktivitas 

spesifik sebesar 154.99 U/mg. 

3. Fraksinasi pola 20-85% diperoleh hasil optimum dengan aktivitas unit yang 

cukup tinggi yaitu 0.3914 U/mL, kadar protein sebesar 0.0013 mg/mL dan 

aktivitas spesifik sebesar 304.8150 U/mg. 

4.  Dialisis optimum yang dihasilkan pada penelitian ini adalah dengan aktivitas     

unit yang diperoleh adalah 0.4327 (U/mL), kadar protein sebesar 0.0008 

(mg/mL) dan aktivitas spesifik sebesar 528.852 (U/mg).   

5. Tingkat kemurnian pada tahap fraksinasi adalah 1.97 kali sedangkan tahap 

pemurnian pada tahap dialisis adalah 3.41 kali. 

 

 

B. Saran  

 

 

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh, disarankan penelitian lebih lanjut 

mengenai fermentasi padat kulit udang dengan variasi temperatur dan waktu, serta 

melakukan uji menggunakan kromatografi dan elektroforesis. 
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