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ABSTRAK 
 

BIOTRANSFORMASI KULIT UDANG MENJADI 
CHITOOLIGOSACCHARIDE (COS) OLEH FUNGI LAUT  

DAN UJI BIOAKTIVITAS SEBAGAI ANTIMIKROBA  
 

Oleh: 

Muhammad Irfan Hanafi 
  

Crustasea merupakan sumber kitin yang sangat melimpah. Melalui proses 
fermentasi, kitin diubah menjadi produk turunannya, yaitu Chitooligosaccharide 
(COS), yang memanfaatkan bahan baku dari limbah kulit udang dan 
mikroorganisme dekomposer seperti fungi. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan mengkarakterisasi produk 
biodegradasi kitin dari kulit udang melalui proses fermentasi padat menggunakan 
fungi. Isolasi COS dilakukan menggunakan isolat fungi (18A12RF, 19A15RF, 
20BA0502RF, 20CD01RF, 21RSM02 dan 22PLP1F1) yang diperoleh dari deposit 
Unit Pelaksanaan Teknis Laboratorium Terpadu Sentra Inovasi dan Teknologi 
(UPT LTSIT) sebagai agen pendegradasi melalui proses kultivasi secara Solid State 
fermentation (SSF) selama 4 hari. Produk biodegradasi oligomer diekstraksi 
menggunakan air panas, dan diisolasi melalui beberapa tahap kromatografi serta 
dianalisis menggunakan FTIR dan LC-MS/MS. Produk biodegradasi ini diuji 
bioaktivitas terhadap bakteri patogen resisten seperti Staphylococcus aureus, dan 
Pseudomonas aeruginosa, dan fungi Malassezia globosa.  

Hasil penelitian menunjukkan bahwa isolat fungi efektif sebagai agen 
pendegradasi kulit udang. Isolat fungi 18A12RF terbukti menjadi isolat unggul 
dalam mendegradasi kulit udang menjadi COS pada hari ke-4, dibuktikan dengan 
uji KLT. Analisis morfologi menunjukan isolat 18A12RF merupakan fungi 
Aspergillus sp. COS yang dihasilkan dari degradasi oleh isolat 18A12RF mampu 
menghambat pertumbuhan mikroba patogen pada dosis 2 mg/mL. Karakterisasi 
produk hasil degradasi menggunakan FTIR dan LC-MS/MS mengindikasikan 
bahwa COS memiliki derajat polimerisasi (DP) sebesar 7. 
 
Kata kunci: antimikroba, chitooligosaccharide, enzim kitinase, isolat fungi, kulit 

udang



 
 

 

ABSTRACT 
 

BIOTRANSFORMATION OF SHRIMP SHELL INTO 
CHITOOLIGOSACCHARIDE (COS) BY MARINE FUNGI 

AND BIOACTIVITY ASSAY AS ANTIMICROBIAL 
 

By 

Muhammad Irfan Hanafi 
 

Crustaceans are a highly abundant source of chitin. Through the fermentation 
process, chitin is converted into its derivative product, Chitooligosaccharide (COS), 
utilizing raw materials from shrimp shell waste and decomposer microorganisms 
such as fungi.  

This study aims to isolate and characterize the biodegradation products of 
chitin from shrimp shells through Solid State Fermentation using fungi. COS 
isolation was carried out using fungal isolates (18A12RF, 19A15RF, 20BA0502RF, 
20CD01RF, 22RSM02 and 22PLP1F1) obtained from the Integrated Laboratory 
Technical Implementation Unit Center for Innovation and Technology (UPT 
LTSIT) as degrading agents through Solid State Fermentation (SSF) cultivation for 
4 days. The oligomer biodegradation products were extracted using hot water, 
isolated through several stages of chromatography, and analyzed using FTIR and 
LC-MS/MS. The biodegradation products were tested for bioactivity against 
resistant pathogenic bacteria such as Staphylococcus aureus, Pseudomonas 
aeruginosa, and the fungus Malassezia globosa.  

The results showed that the fungal isolates were effective as shrimp shell 
degrading agents. The fungal isolate 18A12RF proved to be the superior isolate in 
degrading shrimp shells into COS on the 4 days, as evidenced by the TLC test. 
Morphological analysis indicated that the 18A12RF isolate is the fungus 
Aspergillus sp. The COS produced from the degradation by the 18A12RF isolate 
was able to inhibit the growth of pathogenic microbes at a dose of 2 mg/mL. 
Characterization of the degradation products using FTIR and LC-MS/MS indicated 
that COS has a degree of polymerization (DP) of 7. 
 
Keywords: antimicrobial, chitooligosaccharide, chitinase enzyme, fungal isolates,  

shrimp shells.
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I. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Crustacea dikenal sebagai hewan invertebrata yang banyak ditemukan di 

lautan. Perairan Indonesia sebagai salah satu perairan terbesar di dunia kaya akan 

biodiversitas laut, termasuk kelimpahan crustacea. Crustacea memiliki lebih dari 

52.000 spesies termasuk lobster, kepiting, dan udang. Setiap tahunnya, limbah 

crustacea yang dihasilkan lebih dari 10 juta ton (Summa et al., 2022). Limbah ini 

merupakan sisa dari proses produksi crustacea (Cheong et al., 2020). Limbah 

crustasea memiliki komposisi yang menarik, terutama mengandung sekitar 20–

30% protein, 30–40% kalsium karbonat (CaCO3), dan 20–30% kitin (Vicente et 

al., 2022). Salah satu jenis crustacea yang memiliki kandungan kitin yang 

melimpah adalah kulit udang (Ngasotter et al., 2023). 

 

Kandungan kitin di dalam crustacea sangat melimpah, namun pemanfaatannya 

masih terbatas karena sifat kristalinitas dan berat molekul yang tinggi, serta 

ketidaklarutan dalam sebagian besar pelarut (Piekarska et al., 2023). Meskipun 

demikian, potensi pemanfaatannya dapat ditingkatkan melalui transformasi kitin 

menjadi produk turunan dengan karakteristik unik, seperti Chitooligosaccharide 

(COS) (Nguyen et al., 2023). Karakteristik COS, seperti berat molekul rendah, 

derajat polimerisasi rendah, dan kelarutan tinggi dalam air, membuatnya lebih 

cocok untuk berbagai aplikasi industri dibandingkan dengan kitin. 

 

Metode konvensional seperti hidrolisis kimia telah digunakan untuk memutus 

ikatan glikosidik dan menghasilkan COS. Namun, metode ini tidak hanya bersifat 

kurang ramah lingkungan karena menggunakan bahan kimia yang korosif dan 

toksik dalam jumlah besar, tetapi juga memberikan hasil yang relatif kecil (kurang



2 
 

 

dari 65%) dan sulit untuk dikontrol. Konversi kitin dapat dilakukan dengan 

bantuan enzim seperti enzim kitinase, sebagai alternatif yang lebih berkelanjutan, 

sebagaimana penelitian yang diusulkan oleh Fu et al. (2020). Pendekatan ini lebih 

ramah lingkungan karena mengurangi penggunaan bahan kimia yang berbahaya 

dan dapat memberikan hasil yang lebih baik, serta lebih mudah dikontrol dalam 

produksi COS menggunakan enzim kitinase. Enzim kitinase berperan dalam 

hidrolisis kitin, dapat dihasilkan oleh berbagai jenis mikroorganisme, termasuk 

bakteri, virus, aktinomisetes dan fungi (Dukariya and Kumar, 2020). Hingga saat 

ini, beragam kitinase telah diidentifikasi dari berbagai sumber dengan tujuan 

meningkatkan efisiensi hidrolisis kitin (Jia et al., 2023). Varietas kitinase dapat 

ditemukan diantara spesies fungi yang memiliki kemampuan untuk menghasilkan 

isomer kitinase yang berbeda, dengan sifat katalitik yang beragam.  

 

Salah satu kelompok fungi yang menonjol dalam produksi kitinase adalah 

Aspergillus spp. Fungi tersebut menjadi sangat diminati dalam dunia bioteknologi 

karena memiliki beberapa keunggulan unik, termasuk efisiensi sekresi protein 

yang tinggi dan ketahanan yang kuat terhadap lisis (Li et al., 2023; Lübeck and 

Lübeck, 2022). Aspergillus spp. dikenal sebagai produsen kitinase ekstraseluler 

yang memiliki peran penting dalam mendegradasi cangkang kepiting sebagai 

penghasil turunan kitin seperti COS. Pemanfaatan cangkang tersebut sebagai 

sumber karbon menunjukkan potensi aplikasi yang menarik dalam proses 

produksi kitinase. Penelitian oleh Dhole et al. (2021) memberikan wawasan lebih 

lanjut terkait dengan peran Aspergillus spp. dalam mengoptimalkan proses 

hidrolisis kitin menjadi COS.  

 

Senyawa COS mempunyai gugus amino bermuatan positif yang dapat merusak 

membran sel atau dinding sel mikroorganisme (Yan et al., 2021). Hal ini, menjadi 

keunggulan sebagai agen antimikroba yang lebih efektif karena kompatibilitasnya 

lebih universal dibandingkan dengan kitin dan kitosan (Chimtong, 2018). Faktor-

faktor seperti bobot molekul, derajat deasetilasi, dan tipe bakteri diketahui 

memengaruhi aktivitas antimikroba dari COS (Guan et al., 2019). Studi 

sebelumnya yang dilakukan oleh Widyastuti et al, (2022) berhasil mengisolasi 
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COS  dengan Degree Polymerization (DP) 6 sebagai agen pendegradasi dan   

membuktikan bahwa COS ini memiliki aktivitas sebagai agen antifungi terhadap 

Malassezia globosa. Temuan ini memberikan kontribusi penting dalam 

pemahaman potensi aplikatif COS sebagai agen antimikroba. Namun, terdapat 

permasalahan yang dihadapi, yaitu tidak semua fungi memiliki pola pemutusan 

COS yang sama dan aktivitasnya pun berbeda-beda. 

 

Pada penelitian ini, dilakukan isolasi COS menggunakan fungi dari deposit Unit 

Pelaksanaan Teknis Laboratorium Terpadu Sentra Inovasi dan Teknologi (UPT 

LTSIT) yang telah dievaluasi sebagai antimikroba. Isolat fungsi digunakan 

sebagai agen pendegradasi kulit udang yang melibatkan kultivasi fungi 

(18A12RF, 19A15RF, 20BA0502RF, 20CD01RF, 21PLP1F1, dan RSM2) secara 

Solid-state fermentation (SSF), mengacu pada penelitian Widyastuti et al. (2022) 

dengan menggunakan jenis aktinomisetes. Untuk memperoleh senyawa COS, 

isolat fungi dikultivasi secara SSF pada limbah kulit udang mengacu pada metode 

(Setiawan et al., 2021) selama 4 hari. Hal ini, dikarenakan fungi mampu 

menghasilkan enzim kitinase yang dapat mendegradasi substrat limbah kulit 

udang (Suryawanshi and Eswari, 2022). Hasil kultivasi diekstraksi menggunakan 

air pada temperature ±100⁰C, kemudian dipekatkan menggunakan rotary 

evaporator. Ekstrak kasar COS yang diperoleh ditambah EtOH PA dengan 

perbandingan 1:1 (Widyastuti et al., 2022), untuk memisahkan COS berdasarkan 

DP yang dihasilkan. Berdasarkan Goncalves et al. (2021)  DP yang lebih rendah 

umumnya larut dalam air, sedangkan DP yang lebih tinggi lebih larut dalam 

etanol. Nilai DP kurang dari 10 dari COS dianggap larut dalam air, sedangkan 

kelarutan dalam air untuk DP lebih besar dari 10 bergantung pada derajat 

deasetilasi dan pH larutan (Widyastuti et al., 2022). Ekstrak COS tersebut diuji 

bioaktivitasnya terhadap antimikroba secara difusi agar. Fungi yang menghasilkan 

ekstrak COS dengan aktivitas terbaik dipilih untuk dilakukan scale up agar 

diperoleh ekstrak yang cukup untuk dilakukan pemurnian. Pemurnian 

menggunakan kolom kromatografi dengan variasi pelarut isopropil alkohol, air 

dan 25% ammonia (NH3) (Moon et al., 2020). Kromatografi kolom dapat 

memisahkan COS dengan derajat polimerisasi (DP) dan sifat lainnya yang 
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berbeda, sehingga menghasilkan produk dengan kemurnian tinggi. Hasil 

pemurnian fraksi COS, difraksinasi dan dievaluasi aktivitas antibakteri dan 

antifungi dengan metode mikrodilusi (Royani et al, 2023). Hasil fraksinasi terbaik 

dianalisis menggunakan Fourier Transform Infrared (FTIR) untuk 

mengidentifikasi gugus fungsi (Subamia dkk., 2023), dan Liquid Chromatography 

Mass Spectrometry/Mass Spectrometry (LC-MS/MS) digunakan untuk 

menentukan berat molekul dan pola fragmentasi COS yang diperoleh (Thomas et 

al., 2022).  

 

1.2 Tujuan Penelitian 

Adapun tujuan dari dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Memperoleh isolat fungi yang dapat mendegradasi kulit udang; 

2. Memperoleh isolat fungi yang unggul dalam mengisolasi COS dari hasil 

degradasi kulit udang menggunakan teknik Solid State Fermentation (SSF); 

3. Mengetahui karakteristik COS hasil degradasi dari limbah kulit udang; 

4. Mengevaluasi aktivitas senyawa COS sebagai antimikroba. 

 

1.3 Manfaat Penelitian 

Pada penelitian ini dilakukan untuk mendapatkan informasi baru mengenai COS 

hasil degradasi kulit udang yang berpotensi sebagai antimikroba dan diharapkan 

dapat memberikan dasar informasi untuk mengembangkan metode fermentasi 

padat yang menggunakan kulit udang, terfokus pada optimalisasi dan efisiensi 

produksi COS selanjutnya.



 
 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Kulit Udang 

Saat ini budidaya udang sedang mengalami pertumbuhan yang sangat pesat, 

sehingga menjadi komoditas ekspor non-migas yang diandalkan dan memiliki 

nilai ekonomis tinggi sebagai salah satu biota laut. Udang dimanfaatkan sebagai 

sumber makanan berkualitas tinggi yang kaya gizi (Liu et al., 2021). Pada tahun 

2023, produksi udang tercatat mencapai 1,829 juta ton. Angka tersebut melebihi 

produksi pada tahun 2022 yang mencapai 1,09 juta ton (KKP, 2023). 

 

Berdasarkan data dari Badan Pusat Statistik (BPS) tahun 2021, konsumsi udang 

segar di Indonesia sebesar 0,353 kg per minggunya. Jumlah ini naik sebesar 6% 

dari tahun sebelumnya. Selain untuk konsumsi dalam negeri, udang juga memiliki 

potensi yang sangat bagus untuk diekspor (Annur, 2022). Produk udang Indonesia 

diekspor ke pasar Internasional berupa udang segar, udang beku, dan udang 

olahan (Alsy dkk., 2023). Sebagai salah satu negara pengekspor udang beku yang 

telah dipisahkan dari kulitnya, membuat permintaan udang beku ekspor 

meningkat yang menyebabkan permasalahan limbah kulit dan kepala udang yang 

cukup besar.  Sekitar 6-8 juta ton cangkang kepiting, udang, dan lobster di seluruh 

dunia setiap tahunnya. Dimana, hampir 99% dari jumlah tersebut berasal dari 

limbah udang. Limbah ini menyebabkan pencemaran lingkungan disekitar tempat 

pembuangan (Mustafiah et al., 2018). Namun, limbah udang banyak mengandung 

kitin yang dapat dimanfaatkan sebagai bahan baku pembuatan kitin dan 

turunannya, mengingat masih kurangnya pemanfaatan yang hanya digunakan 

sebagai bahan baku terasi, kerupuk, dan tepung (Junianto et al., 2021). 
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2.2 Kitin 

Kitin adalah polisakarida amino kationik yang tidak larut dalam air, terbentuk dari 

N-asetilglukosamin (GlcNAc) yang terikat β-1,4 (Heggset et al., 2010; Mahata et 

al., 2014). Kitin merupakan polisakarida paling melimpah kedua di alam yang 

memiliki peran sebagai komponen struktural yang penting dalam berbagai 

organisme, termasuk artropoda, parasit protozoa, nematoda, bakteri, dan fungi 

(Pinteac et al., 2021) serta mollusca (Luo et al., 2019). Di dalam biosfer, 

organisme mensintesis lebih dari 1 miliar ton kitin setiap tahunnya. Kitin 

berikatan dengan protein, mineral dan beberapa pigmen. Kitin memiliki 

kemampuan untuk membentuk struktur padat sendiri, seperti yang terdapat pada 

sayap serangga, atau dapat bergabung dengan komponen lain, seperti kalsium 

karbonat, untuk membentuk zat yang lebih kuat, contohnya kulit udang.  

 

Kitin memiliki sifat keras, lembam, dan tidak larut dalam air serta pelarut organik 

lainnya. Sifat lain dari kitin adalah kemampuannya untuk mengkelat ion logam 

dan membentuk lapisan film serta garam polioksi. Kitin tersusun dari tiga alomorf 

yang mengandung α-, β-, dan γ (Liang et al., 2018). α-kitin sering ditemukan pada 

udang, lobster, dan kepiting dengan rantai antiparalel dengan ikatan intra dan 

antarmolekul yang kuat. β-kitin terdiri dari rantai paralel yang terikat dengan 

ikatan hidrogen intrasheet yang memiliki ikatan lemah sehingga tidak stabil, dan 

banyak ditemukan pada cumi-cumi, sedangkan γ-kitin merupakan penggabungan 

dari α-kitin dan β-kitin yang terdiri dari rantai paralel dan antiparallel yang banyak 

ditemukan pada kumbang Prinus dan cumi-cumi Loligo (Casadidio et al., 2019). 

Kitin sebagai biopolimer alami mempunyai banyak kelebihan seperti mempunyai 

sifat biokompatibilitas, biodegradabilitas dan tidak beracun (Mahyudin dkk., 

2017). Kitin memiliki sifat utama, salah satunya yaitu ketahanannya yang kuat 

terhadap perlakuan basa. Dimana, kitin mampu bertahan dalam kondisi kimia 

keras, seperti larutan 1 M NaOH, sementara biopolimer lainnya terdegradasi. 

Kitin dapat digunakan untuk aplikasi biomedis seperti antimikroba, antiulkus, 

hemostatik, penyembuhan luka, fungistatik, antiasam dan antikolesterolemik 

(Ahamed dan Prasad, 2022). Di industri, ekstraksi kitin dan produk turunannya 
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biasanya dilakukan dengan metode kimiawi. Proses ekstraksi kitin dari kulit 

udang dimulai dengan penggunaan larutan asam kuat pekat, seperti HCl pada suhu 

ruang yang bertujuan untuk menghilangkan mineral. Langkah selanjutnya 

melibatkan penggunaan basa kuat, seperti NaOH pada suhu sekitar 100°C untuk 

menghilangkan protein dan pigmen warna. Hasilnya adalah serbuk kitin berwarna 

putih. Struktur kitin dapat dilihat pada Gambar 1.  

 
Gambar 1. Struktur Molekul Kitin (Khattak et al., 2019) 

 

2.3 Enzim Kitinase 

Enzim kitinase (E.C 3.2.2.14) adalah salah satu jenis enzim yang berfungsi untuk 

menguraikan polimer pada kitin menjadi bentuk monomer N-asetilglukosamin 

atau COS. Kitinase dalam ekosistem alam memainkan berbagai peran, salah 

satunya adalah digunakan untuk mengisolasi protoplas fungi dan khamir. Sumber 

kitinase tersebar luas yang dapat ditemukan pada bakteri, serangga, virus, 

tumbuhan, dan hewan, yang semuanya berperan penting dalam proses fisiologi 

dan ekologi (Suryadi dkk., 2013). Klasifikasi kitinase ditentukan berdasarkan 

karakteristik, termasuk pH isoelektrik, sinyal peptida, urutan di terminal-N, 

induktor, dan lokalisasi enzim (Poria et al., 2021).  

 

Kitinase kelas I memiliki terminal N yang kaya sistein, mengalami lokalisasi 

vakuolar, dan memiliki valin atau peptida sinyal kaya leusin. Kitinase tumbuhan, 

sebagian besar endo-kitinase, termasuk dalam kelas I. Kitinase kelas II memiliki 
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urutan yang mirip dengan kelas I, tetapi tidak memiliki terminal N yang kaya 

sistein, dimana hanya terdiri dari ekso-kitinase dan mencakup kitinase dari 

tumbuhan, fungi, dan bakteri. Kitinase kelas III berbeda dari kelas I dan kelas II, 

yang memiliki domain katalitik GH18 dengan lipatan (β/α) 8 barel, tiga ikatan 

disulfida terpelihara, dan lipatan yang mirip dengan kitinase bakteri dan fungi, 

meskipun kesamaan urutannya rendah. Kitinase kelas IV memiliki karakteristik 

serupa seperti sifat imunologis, meskipun jauh lebih kecil dibandingkan dengan 

kelas I. Sedangkan, kitinase kelas V dan kelas VI belum dikarakterisasi dengan 

baik. Berdasarkan urutan gen, terminal N yang kaya sistein hilang selama evolusi, 

seperti yang terlihat pada beberapa contoh kitinase kelas V, yang dikarenakan 

tekanan seleksi yang lebih rendah. Kitinase kelas V memiliki dua domain 

pengikat kitin secara bersamaan (Poria et al., 2021). Berdasarkan cara 

menguraikan kitin, kitinase dikelompokkan menjadi 2 yaitu sebagai endo-kitinase 

dan ekso-kitinase. Endo-kitinase (EC.3.2.1.14) menyebabkan pemecahan ikatan 

glikosil β-1,4 secara acak di lokasi internal kitin, menghasilkan oligomer N-

asetilglukosamin dengan berat molekul rendah, seperti kitotetraosa, kitotriosa, dan 

kitobiosa. Sedangkan, ekso-kitinase melakukan pemecahan ikatan glikosil β-1,4 

dalam kitin dari ujung non-pereduksi (Dukariya and Kumar, 2020), ditunjukkan 

dalam Gambar 2.  

 

Gambar 2. Pola Pembelahan dengan Enzim Kitinolitik (Dukariya and 
Kumar, 2020) 

 

Eksokitinase dibagi menjadi dua kategori berdasarkan produk yang dihasilkan, 

yaitu kitobiosidase (E.C.3.2.1.29) dan β-(1,4)-N-asetil glukosaminidase 
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(E.C.3.2.1.30). Kitobiosidase berperan untuk memotong ikatan glikosil β-1,4 

secara bergantian dalam kitin dari ujung non-pereduksi, menghasilkan kitobiosa. 

Di sisi lain, β-(1,4)-N-asetil glukosaminidase berperan dalam memotong ikatan 

glikosil β-1,4 dalam kitin dari N-asetilglukosamin, menghasilkan produk akhir 

non-pereduksi (Beygmoradi et al., 2018, Dukariya and Kumar, 2020). 

 

Keberadaan kitinase dapat mengakibatkan kerusakan pada struktur eksoskeleton 

udang karena terjadinya degradasi kitin. Proses degradasi kitinase ini dilakukan 

oleh mikroorganisme yang membutuhkan kitin sebagai sumber karbon dan 

nitrogen untuk kelangsungan hidupnya (Yanuhar and Caesar, 2020).  

 

2.4 Fungi 

Fungi atau jamur diartikan sebagai jasad eukarior, yang memiliki bentuk benang 

atau sel tunggal, multiseluler atau uni seluler. Kingdom fungi memiliki keragaman 

yang signifikan, dengan spesies-spesies yang tumbuh sebagai ragi uniseluler 

dan/atau hifa bercabang menghasilkan beragam spora dan struktur reproduksi 

lainnya. Dalam kondisi tertentu, bentuk dan kekokohan fungi sangat tergantung 

pada kekuatan mekanik dinding sel yang memainkan peran penting dalam 

interaksi fungi dengan lingkungan sekitarnya. Dinding sel fungi adalah struktur 

kompleks yang umumnya terdiri dari kitin, 1,3-β- dan 1,6-β-glukan, mannan, dan 

protein. Meskipun demikian, komposisi dinding sel seringkali sangat bervariasi 

antar spesies fungi yang mencerminkan diag sebagian atau seluruh dinding sel 

ragi atau fungi berfilamen. Enzim biosintesis kitin dan glukan menghasilkan rantai 

linier panjang N-asetilglukosamin terikat β-1,4 dan glukosa terikat β-1,3 secara 

berurutan. Meskipun demikian, dalam dinding sel fungi terdapat banyak 1,3-β-, 

1,6-β-glukan bercabang, dan terdapat adanya ikatan silang yang melibatkan kitin, 

glukan, dan komponen dinding lainnya (Hidayat dan Putri, 2016). Fungi dapat 

dilihat pada dilihat pada Gambar 3. 
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Gambar 3. Spora Fungi (Setiawan et al., 2022) 

Spongiospora adalah bentuk spora dengan dinding sel yang tebal dan berfungsi 

untuk bertahan hidup dalam kondisi lingkungan yang tidak menguntungkan 

(Jennessen et al., 2008). Rhizoid adalah struktur mirip akar yang ditemukan pada 

Fungi, lumut, dan alga. Pada Fungi, rhizoid adalah filamen tipis yang berfungsi 

untuk melekatkan diri ke substrat dan membantu penyerapan nutrisi. Sporangium 

adalah struktur pada Fungi, tumbuhan, atau protista yang menghasilkan dan 

menyimpan spora yang biasanya berada di ujung hifa tempat di mana spora 

aseksual atau seksual diproduksi (Ahmad et al., 2021). 

 

2.5 Aspergillus 

Aspergillus merupakan saprofit yang dapat dengan mudah ditemui di sekitar 

kehidupan manusia dan terdiri dari beragam spesies. Aspergillus ditandai dengan 

adanya spora (konidia) yang berbentuk bulat atau oval (Bahri et al., 2023). 

Beberapa spesies yang seringkali menjadi penyebab penyakit meliputi Aspergillus 

fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, dan Aspergillus terreus. Di 

antara spesies tersebut, Aspergillus fumigatus dianggap sebagai yang paling 

patogen, mampu tumbuh pada suhu 37°C bahkan mencapai suhu 50°C. Meskipun 

jarang, spesies lain seperti Aspergillus nidulans, Aspergillus oryzae, dan lain-lain 

juga memiliki potensi menyebabkan penyakit. Aspergillus merupakan kelompok 

kapang (Mould) oportunis patogen yang berpotensi menyebabkan infeksi pada 

manusia. Aspergilosis merupakan kelainan yang ditimbulkan yang dapat 

mempengaruhi berbagai bagian tubuh seperti kulit, kuku, dan terutama paru-paru. 
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Selain menyebabkan infeksi, kapang tersebut juga dapat menyebabkan reaksi 

alergi atau kolonisasi dalam paru-paru (Paulussen et al., 2017). Fungi Aspergillus 

dapat dilihat pada Gambar 4. 

 
Gambar 4. Spora Fungi Aspergillus (Sanduri et al., 2023)  

 

2.6 Chitooligosaccharide (COS) 

Chitooligosaccharide (COS) merupakan oligomer yang berasal dari senyawa kitin 

(Gambar 5a) dan kitosan (Gambar 5b), yang dapat dihasilkan baik melalui proses 

kimiawi, fisik, maupun enzimatis. COS juga dikenal sebagai oligomer kitosan 

atau kitooligomer, memiliki derajat polimerisasi ≤ 20 dan berat molekul rata-rata 

kurang dari 3900 Da (umumnya 0,2-3,0 kDa). Terkadang, molekul yang jauh 

lebih besar juga dapat disebut sebagai COS, namun perbedaan besar ada antara 

aktivitas oligomer pendek (0,2-0,8 kDa) dan oligomer panjang (2,0-3,0 kDa). 

COS memiliki keunggulan berat molekul rendah, tingkat kelarutan yang tinggi, 

kemampuan penyerapan air yang baik, daya serap yang kuat, dan 

biokompatibilitas yang baik. Selain itu, COS memiliki potensi untuk 

meningkatkan kualitas makanan dan kesehatan manusia, mencegah pertumbuhan 

bakteri dan fungi, memperlihatkan aktivitas anti tumor, mengurangi respons 

peradangan, dan berfungsi sebagai imunopotensiator (Anil, 2022). COS terbentuk 

melalui proses depolimerisasi kitin atau kitosan menggunakan metode hidrolisis 

asam, hidrolisis dengan pendekatan fisik, dan degradasi enzimatik (Kaczmarek et 

al., 2019). 
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Beberapa penelitian telah melaporkan bahwa COS dapat menunjukkan aktivitas 

antimikroba tertentu dalam beberapa sektor (Yang et al., 2023). COS terdiri dari 

cincin glukosamin dan glukosamin asetat yang saling terhubung melalui ikatan β-

1,4-glikosidik. Molekul ini berinteraksi dengan reseptor sel dalam organisme 

hidup melalui gugus amino, gugus hidroksil primer (pada posisi C-2 dan C-3), dan 

gugus hidroksil sekunder (pada posisi C-6) (Muanprasat and Chatsudthipong, 

2017, Lin et al., 2023), dan asetat amina, yang memicu serangkaian reaksi yang 

saling terkait dan menghasilkan aktivitas biologis yang beragam, termasuk sifat 

antimikroba, antidiabetik, antiinflamasi, dan antioksidan (El-Sayed et al., 2017).  

 

Gambar 5. Struktur (a) Kitin; (b) Kitosan; (c) COS (n<9) (Liang et al., 2018) 
 

COS dengan metode fisik kurang sering dieksplorasi dan efisiensinya pada skala 

lab masih belum diketahui (Kaczmarek et al., 2019). Di sisi lain, metode kimia 

dan enzimatik untuk sintesis COS telah mendapatkan penelitian dan 

pengembangan yang cukup baik. Proses kimia dalam pembuatan COS biasanya 

melibatkan serangkaian langkah, termasuk hidrolisis asam, netralisasi, 

demineralisasi, fraksinasi kolom arang-selit, fraksinasi kromatografi cair kinerja 
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tinggi (HPLC), dan liofilisasi. Metode kimia paling sering digunakan untuk 

mendegradasi kitin dan kitosan, namun reaksi kimianya  sangat kompleks, sulit 

dikendalikan dan dapat menyebabkan produksi berbagai senyawa sekunder yang 

sulit dihilangkan (Lodhi et al., 2014). Metode enzimatik lebih efektif dalam 

sintesis COS dibandingkan dengan metode fisik dan kimia(Kaczmarek et al., 

2019). Sintesis COS menggunakan metode enzimatik dapat dilakukan dengan 

menggunakan enzim spesifik seperti kitinase, kitosanase, dan enzim nonspesifik 

seperti karbohidrase dan protease. metode enzimatik dianggap sebagai strategi 

yang sangat menarik untuk memperoleh rantai COS yang lebih panjang maupun 

lebih pendek (Liaqat and Eltem, 2018).  

 
Gambar 6. Metode produksi COS (Anil, 2022) 

 

2.7  Solid State Fermentation (SSF) 

Solid-state Fermentation (SSF) adalah suatu metode heterogen tiga fase yang 

menggabungkan fase padat, cair, dan gas untuk mengubah substrat awal di mana 

mikroorganisme tumbuh pada substrat tersebut dengan fase gas yang terus-

menerus. SSF menciptakan lingkungan yang sangat alami bagi mikroorganisme 

yang biasanya hidup di bahan padat, seperti permukaan tanaman, batu, tanah, dan 

material organik yang terurai seperti daun, kulit kayu, dan kayu (Jimenez and 

Martinez, 2017). SSF digunakan dalam produksi metabolit (seperti antibiotik, 

aroma, biosurfaktan, enzim, asam organik), biofuel, dan tujuan lingkungan 
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(bioremediasi) (Mattedi et al., 2023). SSF menghasilkan lebih banyak enzim yang 

stabil terhadap suhu dan pH, memiliki produktivitas volumetrik yang lebih besar, 

dan kecil kemungkinannya mengalami masalah penghambatan substrat. Selain itu, 

fermentasi berlangsung lebih cepat. dan kecil kemungkinan protease yang tidak 

menguntungkan akan mendegradasi enzim yang dihasilkan (Hasan et al., 2023). 

 

2.8 Aktivitas Antimikroba Senyawa COS 

COS merupakan salah satu senyawa yang sering menjadi fokus dalam konteks 

aktivitas biologis, khususnya sebagai agen antimikroba (Guan et al., 2019, 

Hauzan Arifin dkk., 2022). Aktivitas antimikroba COS dipengaruhi oleh beberapa 

faktor, seperti asam deoksikolat (DA) atau disetil fosfat (DP), sifat fisikokimia 

dan jenis mikroorganisme lainnya. COS dapat memodifikasi permeabilitas 

membran sel mikroba yang mencegah masuknya bahan atau memicu kebocoran 

komponen sel, yang pada akhirnya mengakibatkan kerusakan bakteri. Selubung 

bakteri berperan sebagai lokasi aktif COS, dan kerusakan membran menyebabkan 

kehancuran mikroorganisme (Yan et al., 2021, Anil, 2022). 

 

2.9 Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

Kromatografi lapis tipis (KLT) adalah salah satu jenis metode kromatografi yang 

digunakan untuk memisahkan komponen-komponen suatu campuran dengan 

menggunakan fase diam tipis yang didukung oleh substrat inert. Teknik ini dapat 

digunakan pada skala analitik untuk memantau perkembangan suatu reaksi atau 

dalam skala preparatif untuk memurnikan sejumlah kecil senyawa. KLT 

merupakan alat analisis umum dan populer karena kemudahan dalam 

penggunaannya, biaya yang terjangkau, sensitivitas tinggi, serta kecepatan 

pemisahan. Prinsip dasar KLT serupa dengan kromatografi, di mana afinitas 

senyawa terhadap fase diam dan fase gerak berbeda, dimana memengaruhi 

kecepatan migrasinya (Kharb, 2021). KLT memiliki sifat primer, sederhana dalam 
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penggunaannya, dan menggunakan pelarut yang aman tanpa memerlukan 

instrumen canggih. Umumnya, metode ini melibatkan fase diam dan fase gerak 

yang diterapkan pada permukaan padat seperti kaca, plastik, atau aluminium foil 

yang dilapisi dengan bahan penyerap seperti bubuk silika, aluminium oksida, dan 

selulosa yang disebut sebagai fase diam (Lade et al., 2014). KLT adalah jenis 

kromatografi cair di mana fase gerak adalah pelarut, dan fase diam adalah pelat. 

Pelat ini dikenal sebagai sorben. Fase gerak disebut sebagai pelarut pengembang 

atau eluen, yang mengangkut zat terlarut melalui fase diam. Kecepatan pergerakan 

zat terlarut melalui fase diam bergantung pada gaya fase gerak saat melarutkan zat 

terlarut dan memindahkannya ke atas pelat, serta ketahanan sorben saat menarik 

zat terlarut keluar dari larutan dan kembali ke dalam sorben. Molekul bergerak di 

sepanjang pelat dengan gerakan berhenti dan berjalan karena zat terlarut berulang 

kali diserap dan didesorpsi. Spot degradasi akan menyebar karena fluktuasi acak 

dan pergerakan partikel individu serta variasi dalam keseragaman sorben. Zat 

yang tertarik pada sorben bergerak lebih lambat, sedangkan zat yang bergerak 

lebih cepat kurang tertarik pada lapisan padat, lebih larut dalam fase gerak. 

Senyawa dengan sifat berbeda dapat dipisahkan satu sama lain dengan 

memanfaatkan interaksi antara zat terlarut dengan sorben dan fase gerak (Santiago 

and Strobel, 2013).  

 

KLT memiliki peran penting dalam pemisahan berbagai metabolit sekunder 

seperti polifenol, alkaloid, saponin, flavonoid, flavanon, asam amino, amina 

aromatik, asam, alkohol, glikol, amida, protein, peptida, antibiotik, porfirin, asam 

empedu, pestisida, dan vitamin. Dalam proses pemisahan senyawa metabolit 

sekunder, diperlukan fasa diam seperti silika gel atau C18, yang juga memerlukan 

penggunaan pelarut dengan sifat yang berbeda. Penggunaan pelarut nonpolar 

seperti n-heksana umumnya digunakan saat menganalisis menggunakan SiO2, 

sementara pelarut polar seperti MeOH dan H2O digunakan bersamaan dengan 

pelat C18 (Setiawan, 2022). 

 

Pada isolasi dan identifikasi COS diperlukan NH3 untuk mengurangi adanya 

tailing, karena NH3 dapat menurunkan viskositas keseluruhan sistem pelarut, 
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meningkatkan laju dan meningkatkan efisiensi spot, sehingga diperoleh DP yang 

dapat diamati (Mishra et al., 2017). Umumnya, larutan COS pekat ditotolkan di 

pelat silika gel pada KLT dan dielusi dalam campuran pelarut yang terdiri dari 

Isopropil alkohol (IPA), air dan 25% ammonia (7:3:1 (v/v/v)). Sampel  

divisualisasikan dengan menyemprotkan H2SO4 10% atau ninhidrin 0,1% yang 

dilarutkan dalam etanol (Chambon et al., 2015). Uji KLT dapat dilihat pada 

Gambar 7. 

 
Gambar 7. Uji KLT Senyawa COS ( a. standar Glukosamin, b dan c. 

Senyawa COS)  (Varun et al., 2017) 

 

2.10 Fourier Transform Infrared (FTIR) 

Spektroskopi Fourier Transform Infrared (FTIR) merupakan metode yang 

digunakan untuk menganalisis gugus fungsi yang terkandung dalam suatu 

senyawa (Jamwal et al., 2021). Spektroskopi FTIR adalah alat yang telah 

dilengkapi inframerah dengan transformasi fourier untuk mendeteksi dan analisis 

hasil spektrumnya. Sampel dianalisis menggunakan FTIR untuk mengetahui 

guugus fungsi baik secara fisika maupun kimia. Spektrum FTIR reflektansi total 

biasanya antara bilangan gelombang 4000 cm-1 (frekuensi tertinggi) - 400 cm-1 

(frekuensi terendah) (Hasan dkk., 2022). Spektrum FTIR dihasilkan dari 

pentrasmisian cahaya yang melewati sampel, pengukuran intensitas cahaya 

dengan detektor dan dibandingkan dengan intensitas tanpa sampel sebagai fungsi 

bilangan gelombang. Dalam FTIR, penyerapan radiasi IR yang dihasilkan oleh 

ikatan molekul diukur, menghasilkan spektrum yang biasanya direpresentasikan 
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sebagai transmitansi (%) dan bilangan gelombang (cm−1), dan setiap jenis ikatan 

kimia memiliki rentang frekuensi penyerapan tertentu yang unik. Misalnya, ikatan 

karbon-hidrogen (C-H) mungkin menyerap di sekitar 2900-3000 cm⁻¹, sedangkan 

ikatan karbon-oksigen (C=O) biasanya menyerap di sekitar 1700 cm⁻¹ (Sharma et 

al., 2018). Hal ini, disebabkan oleh kemampuannya dalam mengidentifikasi 

banyak gugus fungsi berdasarkan frekuensi getaran khas yang dimilikinya 

(Fleming and Williams, 2019). Spektrum FTIR COS memiliki pita serapan 

karakteristik pada 3200‒3400 cm-1 dan 2874 cm-1, yang mewakili keberadaan 

gugus NH2, gugus OH, dan gugus CH2. Puncak serapan pada 1589 dan 1375 cm-

1 adalah pita Amida II dan pita Amida III. Puncak serapan khusus 1158‒890 cm−1 

sesuai dengan struktur polisakarida dan ikatan 1,4‒glikosidik dalam struktur COS 

(Xing et al., 2021).  

 

Spektrum FTIR COS pada Gambar 5, menunjukkan puncak karakteristik pada 

bilangan gelombang 3388 cm−1 yang menunjukkan adanya tumpang tindih getaran 

yang berbeda sesuai gugus ‒OH dan NH2, 2927 cm−1 terdapat C‒H stretching, 

1556 cm−1 terdapat C=O stretching, 1384 cm−1 adanya pembengkokan C‒H 

asimetris pada gugus CH2, 1076 cm−1 adanya gugus C=O‒C, 889 cm−1 terdapat 

puncak serapan β (1,4)‒glikosida dan 625 cm−1 deformasi ‒NH (Mei et al., 2013). 

 
Gambar 8. Spektrum FTIR COS (Mei et al., 2013) 

 

Sektrum FTIR, serapan terjadi ketika molekul menyerap radiasi inframerah pada 

frekuensi tertentu. Penyerapan ini berkaitan dengan getaran molekul, seperti 

peregangan (stretching) atau pembengkokan (bending) ikatan kimia. Serapan 

FTIR dijelaskan pada hukum Beer-Lambert, menjelaskan bagaimana redaman 
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cahaya berkaitan dengan sifat-sifat media yang dilaluinya, yang menyatakan 

bahwa absorbansi (A) berbanding lurus dengan konsentrasi (c) dari zat yang 

menyerap, panjang jalur (l) dari sinar melalui sampel, dan koefisien absorptivitas 

molar (ε) (Oshina and Spigulis, 2021). 

𝐴𝐴 = ε. c. l 

Ket: A = Absorbansi (serapan) 

𝜀𝜀 = Koefisien absorptivitas molar  

C = Konsentrasi zat yang menyerap 

l = Panjang jalur (panjang lintasan cahaya melalui sampel) 

  

2.11 Liquid Chromatography Mass Spectrometry/Mass Spectrometry (LC‒
MS/MS) 

 

Liquid Chromatography Mass Spectrometry (LC‒MS) merupakan metode analisis 

yang melibatkan pemisahan fisik senyawa target (atau analit) diikuti dengan 

deteksi berbasis massa. Walaupun relatif baru, LC‒MS memiliki tingkat 

sensitivitas, selektivitas, dan akurasi yang tinggi menjadikannya metode pilihan 

untuk mendeteksi jumlah mikrog atau bahkan nanog dari berbagai analit, 

termasuk metabolit obat, pestisida, bahan pemalsuan makanan, dan ekstrak 

produk alami (Srividya, 2021). Analisis LC‒MS dilakukan berdasarkan pada 

karakterisasi waktu retensi dan rasio massa terhadap muatan (Baars and Perlman, 

2016). 

 

Mass Spectrometry (MS) dapat digunakan secara selektif untuk mendeteksi analit 

dan menentukan berat molekulnya. MS berfungsi sebagai perangkat optik ion 

yang memisahkan ion berdasarkan rasio massa terhadap muatannya (m/z) dengan 

memanfaatkan gaya listrik dan magnet. Molekul gas akan terionisasi membentuk 

ion molekul, dan beberapa ion mengalami fragmentasi. Ion dengan nilai m/z yang 

berbeda akan melewati penganalisis massa dan mencapai detektor. Detektor yang 

dikenai oleh ion akan diubah menjadi sinyal listrik, yang dikonversi menjadi 

sinyal digital di dalam komputer (Kang, 2012). 
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MS sangat berguna untuk analisis cepat dari COS yang digunakan untuk 

mengidentifikasi dan kuantifikasi variasi panjang rantai polimer (DP) serta 

modifikasi lainnya seperti degree of acetylation (DA) (Oliveira et al., 2008). 

Peningkatan identifikasi sampel dan akurasi kuantifikasi dilakukan dengan 

penggabungan dua alat analisis massa yang dijalankan secara berurutan. 

Penggabungan kromatografi cair dengan spektrometri MS (LC‒MS/MS) 

membantu dalam memisahkan analit yang diinginkan dari komponen matriks. 

Teknik ini meningkatkan sensitivitas dan ketepatan analisis, serta meningkatkan 

spesifisitas dengan memisahkan gangguan, seperti senyawa isobarik yang sulit 

dipisahkan (Clarke et al., 2014). Salah satu kombinasi umum adalah penggunaan 

Triple quadrupole mass spectrometers (QQQ atau TQMS) dan quadrupole time of 

flight (QTOF) sebagai spektrometer massa tandem. TQMS terdiri dari dua alat 

analisis massa kuadrupol (Q1 dan Q3) yang dipisahkan oleh sel tumbukan (q/Q2). 

Sementara Q1 dan Q3 berfungsi sebagai analis massa untuk memindai rentang 

massa atau memonitor ion dengan nilai m/z tertentu, sel tumbukan digunakan 

untuk mengfragmentasi ion prekursor yang diisolasi di Q1 dengan memberikan 

energi tumbukan tinggi menggunakan gas netral seperti argon, helium, atau 

nitrogen. TQMS dapat dioperasikan dalam empat mode berbeda, dilihat pada 

Gambar 9. 

 
Gambar 9. Prinsip LC‒MS/MS (Srividya, 2021) 

 

Pemindaian ion produk (Product ion scan) melibatkan penyesuaian Q1 untuk 

mengirim prekursor yang telah ditentukan sebelumnya (m/z) ke sel tumbukan, dan 

Q3 dipindai pada rentang massa untuk mengidentifikasi fragmen yang dihasilkan 
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dalam kondisi eksperimental. Sementara itu, Pemindaian ion prekursor (Precursor 

ion scan) melibatkan penggeseran pada rentang massa di kuadrupol pertama (Q1) 

untuk menentukan prekursor ion produk tertentu dengan nilai m/z yang kemudian 

diamati di kuadrupol terakhir (Q3). Kehilangan netral (Neutral loss) juga diamati 

dengan pemindaian Q1 dan Q3 untuk mengidentifikasi semua prekursor yang 

menghasilkan produk dengan menghilangkan spesies netral (tidak bermuatan) 

yang sama dari semua prekursor. Rentang pemindaian Q3 disesuaikan dengan 

nilai NL. Dalam pemantauan reaksi terpilih (Selected reaction monitoring), Q1 

dan Q3 digunakan untuk memantau nilai m/z spesifik dari ion prekursor dan 

produk. Mode ini lebih disukai untuk kuantifikasi gabungan karena keunggulan 

dalam spesifisitas dan sensitivitas (Srividya, 2021).  

 

Kuadrupol ketiga dari triple quadrupole MS dapat digantikan oleh penganalisis 

TOF untuk menghasilkan spektrometer massa hibrid quadrupole time-of-flight 

(QTOF). Spektrometer massa QTOF terdiri dari dua komponen analisis massa, 

yaitu penganalisis massa kuadrupol dan penganalisis massa waktu penerbangan 

yang dipisahkan oleh sel tumbukan. Instrumen QTOF telah umum digunakan 

dalam bidang proteomika, meskipun memiliki keterbatasan dalam kemampuan 

pemindaian dibandingkan dengan instrumen triple quadrupole (Li et al., 2021). 

 

Keunggulan LC‒MS/MS terletak pada tingkat selektivitas analitis yang tinggi. 

Dalam analisis kuantitatif, sampel awalnya diolah melalui pengenceran atau 

penyucian untuk mengatasi kompleksitas matriks. Kemudian, sampel disuntikkan 

ke dalam sistem kromatografi cair. Eluen kromatografi cair yang membawa analit 

dimasukkan ke dalam sumber spektrometer massa, di mana ion fase gas 

dihasilkan. Penganalisis massa pertama menyaring ion yang masuk, membiarkan 

hanya ion prekursor untuk bergerak ke sel tumbukan. Di dalam sel tumbukan, ion 

prekursor diuraikan menjadi ion produk, yang kemudian dianalisis pada tahap 

terakhir spektrometer massa tandem. Hasil spektrum massa mencerminkan 

produksi ion, dan dengan memfokuskan pada pasangan ion prekursor/produk 

tertentu, analisis kuantitatif dapat dilakukan melalui teknik pemantauan reaksi 

terpilih (Thomas et al., 2022). 



21 
 

 

 

Analisis LC-MS/MS yang mengacu pada penelitian Widyastuti et al., (2022), 

senyawa COS menghasilkan spektrum MS/MS utama dengan puncak ion pada 

m/z 341 untuk [(GlcN)2+H]+, m/z 522.5 untuk [(GlcN)2‒(GlcNAc)‒H2O‒NH3]+ , 

dan m/z 726 untuk [(GlcN)2‒(GlcNAc)2‒H2O]+ . Selain itu, terdapat puncak ion 

pada m/z 1060 dengan pola [(GlcN)4‒ (GlcNAc)2‒3H2O‒NH3]+. Pola terminasi 

berurutan antara oligomer yang dihasilkan dengan memutus satu unit GlcN dari 

ion induk, menghasilkan pola tipe ion B. Dalam spektrum MS/MS, dapat diamati 

kehilangan molekul NH3 dan H2O, atau kombinasi hilangnya dua gugus fungsi. 

Konfirmasi adanya asetilasi pada rantai kitoheksaosa yang diperoleh, yaitu 

kitoheksaosa. Selain itu, fraksi ionik pada m/z 1060 dengan puncak basa m/z 726 

menjadi ciri utama (GlcN)4‒ (GlcNAc)2‒ (D4A2) di‒N‒asetilkitoheksosa. 

 
Gambar 10. Analisis LC‒MS/MS Chitooligosaccharide (Widyastuti et al., 2022) 

 



 
 

 

III. METODOLOGI PENELITIAN 

3.1 Waktu dan Tempat Pelaksanaan Penelitian 

Penelitian ini dilakukan dari bulan Januari hingga Juni 2024 di Unit Pelaksanaan 

Teknis Laboratorium Terpadu Sentra Inovasi dan Teknologi (UPT-LTSIT) dan 

laboratorium Biopolimer, Universitas Lampung. Kegiatan penelitian mencakup 

tahap preparasi sampel, analisis Fourier Transform Infrared Spectrometer (FTIR) 

di UPT LTSIT, Universitas Lampung dan analisis Liquid Chromatography Mass 

Spectrometry/Mass Spectrometry (LC‒MS/MS), di Badan Reserse Kriminal 

POLRI, Pusat Laboratorium Forensik, Bogor. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini berupa alat-alat gelas meliputi gelas 

kimia, pipet tetes, Erlenmeyer, tabung reaksi, gelas ukur, cawan petri, batang 

pengaduk, mikropipet, pinset, gunting, cutter, loop ose, Eppendorf tube, botol 

vial, 96 well pelate, oven, pembakar spiritus, plastik wrap, hot pelate, spatula 

logam, karet gelang, spidol, autoclave Tomy SX‒700, neraca analitik Wigen 

Houser, rotary evaporator Buchii/R-210, laminar air flow ESCO, incubator 

Memmert‒Germany/INC‒02, mikroskop cahaya axio Zeiss A1, seperangkat alat 

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dengan pelat alumunium silica gel DC kielsel 60 

F254, lampu UV Kohler/SN402006, kolom kaca, Liquid Chromatography Mass 

Spectrometer/ Mass Spectrometry (LC-MS/MS) ACQUITY UPLC® H-Class 

System (Waters, Beverly, MA, USA), ACQUITY UPLC® HSS C18 column (1.8
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µm 2.1 × 100 mm) (Waters, Beverly, MA, USA), dan Xevo G2-S Qtof Mass 

Spectro (Waters, Beverly, MA, USA), dan FTIR (Agilent Technologies Cary 630, 

United States).  

 

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini meliputi akuades, air laut buatan, 

kentang, agar swallow, dekstrosa, alkohol, antibiotik komersil (ciprofloxacin, 

amoxicillin, amoxicillin clavulanic, chloramphenicol, eritromycin, lincomycin, 

cefradroxyl tetrahydrate, clindamycin, tiamphenicol, dan doxycylin), metanol 

(MeOH) PA, etanol (EtOH) PA, alkohol 70%, isopropil alkohol (IPA) teknis, 

ammonia PA, Ninhydrin, Potato Dextrose Broth (PDB), Potato Dextrose Agar 

(PDA), Tryptic Soya Broth (TSB), Tryptic Soya Agar (TSA), Mueller Hilton 

Broth (MHB), dan Mueller Hilton Agar (MHA). 

 

3.3 Prosedur Kerja 

3.3.1 Preparasi sampel 

Biomaterial kulit udang dikumpulkan dari Gudang Lelang, Teluk Betung Selatan, 

Bandar Lampung. Biomaterial kulit udang dibersihkan dengan air dan dipisahkan 

secara manual dari dagingnya yang tersisa. Setelah dipisahkan, sampel limbah 

kulit udang yang terkumpul dibersihkan kembali dengan air untuk menghilangkan 

partikel pengotor lainnya yang masih menempel. Kemudian, sampel limbah kulit 

udang bersih dihancurkan menggunakan blender dengan ukuran kurang lebih 1 

mm dan disimpan pada desikator. 

 

3.3.2 Pembuatan Media 

Media yang digunakan pada penelitian ini berupa PDB, PDA, TSB, TSA, MHB, 

MHA, media inokulum, dan media kololoid kitin. Pembuatan media tersebut 

dilakukan sebagai berikut: 



24 
 

 
 

3.3.2.1 Pembuatan Media PDB dan PDA 

 

Pembuatan media PDB dan PDA dilakukan berdasarkan metode yang digunakan 

dalam penelitian Pan et al. (2023) dengan sedikit modifikasi. Proses dimulai 

dengan membersihkan kentang dari pengotor dan dipotong menjadi irisan tipis. 

10% kentang yang sudah dipotong, direbus dalam 100 mL air laut dengan salinitas 

30 ppt selama 30 menit untuk mengekstraksi nutrisinya, lalu didinginkan. Filtrat 

yang diperoleh ditambahkan dengan 2% gula dextrose dan diaduk hingga 

homogen untuk menghasilkan media PDB. Untuk media PDA ditambahkan 3% 

agar swallow ke dalam filtrat (PDB) dan dihomogenkan. 100mL media PDB 

maupun PDA dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 250 mL, kemudian disterilisasi 

menggunakan autoclave pada suhu 121ºC selama 15 menit. Setelah dingin, 

disimpan dalam oven pada suhu 60ºC. 

 

3.3.2.2 Pembuatan Media TSB dan TSA 

Pembuatan media cair TSA dilakukan berdasarkan metode yang digunakan dalam 

penelitian Laila et al. (2023), dengan sedikit modifikasi. Proses dimulai dengan 

melarutkan 3% Tryptic Soy Broth (TSB) dalam 100 mL akuades pada 250 mL labu 

Erlenmeyer dan dihomogenkan untuk menghasilkan TSB. Pembuatan media TSA, 

3% nutrient agar ditambahkan dalam filtrat (TSB) dan dipanaskan pada suhu 100ºC 

selama 5 menit sampai homogen. Filtrat disterilisasi menggunakan autoclave pada 

suhu 121ºC selama 15 menit. Media yang telah disterilisasi kemudian disimpan 

dalam oven pada suhu 60ºC sebagai stok media. 

 

3.3.2.3 Pembuatan Media MHB dan MHA 

Pembuatan media MHA dilakukan berdasarkan metode yang digunakan dalam 

penelitian (Mustarichie et al., 2020) dengan sedikt modifikasi. Mula-mula 3% 
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Muller Hilton (MH) dilarutkan dalam 100 mL akuades pada 250 mL labu 

Erlenmeyer dan dihomogenkan untuk menghasilkan MHB. Pembuatan media 

MHA dilakukan dengan menambahkan 3% nutrient agar ke dalam filtrat (MHB) 

dan dipanaskan pada suhu 100ºC selama 5 menit sampai homogen. Filtrat 

disterilisasi menggunakan autoclave pada suhu 121ºC selama 15 menit. Media yang 

telah disterilisasi kemudian disimpan dalam oven pada suhu 60ºC sebagai stok 

media MHA. 

 

3.3.2.4 Pembuatan Media Inokulum Bakteri Patogen  

Pembuatan media inokulum mengacu pada penelitian (Abdel-moneim et al., 

2022) dengan sedikit modifikasi.  Pembuatan media tersebut dilakukan dengan 

menginokulasikan bakteri patogen pada 3 mL media TSB dalam botol vial selama 

kurang lebih 2 jam. 

 

3.3.2.5 Pembuatan Media Inokulum Isolat Fungi  

Pembuatan media Inokulum Isolat Fungi dilakukan dengan menggunakan 1% 

kitin koloid cair dalam 100 mL air laut buatan pada labu Erlenmeyer 250 mLyang 

dipanaskan pada suhu 100ºC sampai homogen. Filtrat disterilisasi menggunakan 

autoclave pada suhu 121ºC. Filtrat diinokulasikan dengan isolat fungi dan 

diinkubasi selama 4 hari dalam kondisi statis (Setiawan et al., 2022). 

 

3.3.3 Peremajaan Fungi 

Pada penelitian ini, digunakan Fungi yang diperoleh dari deposit UPT LTSIT 

yang telah diisolasi dari organisme laut meliputi sponge dan mangrove dengan 

kode 18A12-RF, 19A15-RF, 20BA0502-RF, 20CD01-RF, 21PLPIFI, dan 

22RSM2, yang kemudian diremajakan pada media PDA (Diao et al., 2023), dan 
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diinkubasi selama 4 hari. Hasil inkubasi dilakukan pengamatan secara visual 

meliputi warna miselium dan bentuk spora sebagai indikator pertumbuhan. Arti 

pengkodean dari isolat fungi tersebut dapat dilihat pada Lampiran 2. 

 

3.3.4 Identifikasi Fungi 

Identifikasi fungi dilakukan dengan menggoreskan isolat pada permukaan media 

PDA yang telah ditutupi 4 buah cover slip dengan sudut kemiringan ± 45° pada 

cawan petri (Mc Clenny, 2005) dan diinkubasi selama 4 hari. Setelah tumbuh, 

diidentifikasi bentuk spora menggunakan mikroskop zeiss axio imager A1 pada 

perbesaran 100x (Yuliastuti et al., 2019).  

 

3.3.5 Kultivasi dan Ekstraksi Chitooligosaccharide (COS) 

Penentuan isolat unggul dilakukan dengan mengkultivasi dari keenam isolat 

tersebut secara Solid State Fermentation (SSF) berdasarkan metode Setiawan et 

al., (2021). Pembuatan media SSF dilakukan dengan menambahkan 50 g media 

kulit udang yang telah dihancurkan dan disterilisasi dengan menggunakan 

autoclave. Substrat tersebut dimasukkan dalam cawan petri dan ditambahkan 

masing-masing 20 mL inokulum isolat fungi. Kultur diinkubasi selama 4 hari 

pada temperatur 25⁰C±2℃ dan kondisi statis. Selanjutnya, diekstraksi 

menggunakan akuades pada temperatur ±90⁰C. ekstrak yang didapat dipisahkan 

antara filtrat dan endapan menggunakan mesin sentrifus. Filtrat dipekatkan 

menggunakan rotary evaporator dan ditambahkan etanol anhidros (1:1 (v/v)), 

kemudian disentrifugasi kembali untuk diambil endapannya. Endapan yang 

diperoleh dilarutkan menggunakan akuades (Setiawan et al., 2022). Ekstrak COS 

yang diperoleh dievaluasi bioaktivitas sebagai antibiotik dan antimikroba. 
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3.3.6 Uji Resistensi Antibiotik 

Sebelum dilakukan skrining aktivitas antibakteri, dari isolat bakteri patogen 

Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa  diuji ketahanan antibiotik 

terlebih dahulu menggunakan metode broth microdilution mengacu pada Clinical 

and Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2020), dengan sedikit 

modifikasi. Mula-mula dipersiapkan 10 antibiotik komersil meliputi ciprofloxacin, 

amoxicillin, amoxicillin clavulanic, chloramphenicol, eritromycin, lincomycin, 

cefradroxyl tetrahydrate, clindamycin, tiamphenicol, dan doxycylin. Masing-

masing antibiotik dipersiapkan pada stok 2 mg/mL dalam pelarut Aq MeOH. 

Sebanyak 100 mL media TSB dimasukan pada sumuran 96 well pelate. 

Kemudian, sebanyak 100 mL sampel antibiotik dimasukan pada kolom 1 dan 

dilakukan dilusi hingga kolom 10 sehingga diperoleh dosis (1000 µg/mL-1,9 

µg/mL). Setelah penambahan sampel antibiotik, dimasukan 100 mL inokulum 

bakteri patogen 5x105 CFU/mL. Kolom 11 merupakan kontrol negatif, dan kolom 

12 merupakan blanko. Pelate diinkubasi selama 18 jam dan dilakukan 

penambahan 0.002% resazurin sebanyak 50 µL ke dalam sumuran 96 well pelate. 

Warna merah muda menandakan tidak adanya hambatan, dan warna ungu 

menandakan adanya hambatan pertumbuhan bakteri patogen (Setiawan et al., 

2021). 

 

3.3.7 Skrining dan Uji Bioaktivitas Antimikroba 

Sebelum diuji bioaktivitas antimikroba, semua ekstrak isolat diuji KLT terlebih 

dahulu untuk mengetahui pola degradassi yang menandakan adanya senyawa COS 

yang unggul dibandingkan dengan standar glukosamin. Ekstrak kasar diambil 

menggunakan pipa kapiler dan ditotolkan pada fase diam berupa pelat silica gel 

F254 dengan fase gerak menggunakan campuran larutan Isopropil alkohol (IPA), 

air, dan 25% ammonia dengan perbandingan 7:2:1 (v/v/v) (Moon et al., 2020). 

Selanjutnya, divisualisasi pereaksi ninhydrin (1% (w/v) dalam etanol) untuk 

mengetahui komponen asam-asam amino. Kemudian, diamati dan dihitung nilai 
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Rf masing-masing komponen untuk menentukan bioaktivitas antibakteri terhadap 

Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa  serta antifungi terhadap 

Malassezia globosa dilakukan pengujian menggunakan metode difusi agar 

(Phongpaichit et al., 2005, Hossain et al., 2022). Sebanyak 25 mL media agar 

(MHA untuk antibakteri Staphylococcus aureus, TSA untuk antibakteri 

Pseudomonas aerugin, dan PDA untuk antifungi) dituangkan pada cawan petri 

steril dan ditunggu hingga mengeras. Kemudian digoreskan mikroba patogen (0.5 

Mc Farland) secara merata pada media agar menggunakan cotton swab steril. Lalu 

dipasang ring uji pada media agar. Sebanyak 50 µL sampel (10 mg/mL) 

dimasukan ke dalam ring uji. Pada uji antibakteri, kontrol negatif berupa metanol 

12,5% dan kontrol positif yaitu antibiotik ciprofloxacin (2 mg/mL). Sedangkan 

kontrol positif pada uji antifungi berupa ketoconazole (10 mg/mL). Kemudian 

cawan diinkubasi selama 18 jam untuk antibakteri dan 24-48 jam untuk antifungi. 

Uji aktif ditandai dengan adanya zona bening (tidak adanya pertumbuhan bakteri) 

disekitaran ring uji (Afroz et al., 2021) 

 

3.3.8 Kultivasi (Scale up) dan Pemurnian Senyawa COS 

Isolat penghasil COS dengan aktivitas terbaik dikultivasi secara besar sebanyak 

200 g kulit udang dalam beberapa Erlenmeyer 2000 mL. Kemudian di ekstrak 

menggunakan air pada temperatur 100℃ dan ekstrak dipekatkan dengan rotary 

evaporator pada 23 mbar. Ekstrak diendapkan menggunakan etanol anhidros (1:1 

v/v) dan dimurnikan menggunakan beberapa tahapan metode kolom kromatografi 

seperti Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dan kolom silica gel terbuka. Pada uji 

KLT, ekstrak kasar dipindahkan menggunakan pipa kapiler dan ditempatkan pada 

fase diam berupa pelat silica gel F254, dengan fase gerak menggunakan campuran 

isopropil alkohol, air, dan 25% ammonia (7:2:1) (Moon et al., 2020). Selanjutnya, 

divisualisasi pereaksi ninhidrin (1% w/v dalam etanol) untuk mengetahui 

komponen asam-asam amino yang terkandung dan diamati. Pemurnian lebih 

lanjut dilakukan menggunakan kromatografi kolom dengan kolom silica gel 
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terbuka pada isopropil alkohol, air dan 25% ammonia (15:2:1 (v/v/v)). Masing-

masing fraksi yang diperoleh diuji aktivitasnya sebagai antimikroba. 

 

3.3.9 Uji Aktifitas Antimikroba  

Uji aktivitas antifungi dan antibakteri dilakukan secara berbeda. Uji aktivitas 

antifungi dilakukan dengan dipersiapkan inokulum terlebih dahulu pada media  

PDB sebanyak 3-5 mL, kemudian diencerkan hingga kekeruhan 0,5 McFarland 

(1-5 × 106 CFU/mL) dan diencerkan (hingga 1-5 × 105 CFU/mL). Sumuran 

pertama (A1-A3) secara berurutan diisi dengan 100 µL kontrol positif, kontrol 

negatif (A5-A7) dan ekstrak kasar COS (A9-A11).  Pada sumuran 2 (B1-B7) dan 

3 (C1-C7) secara berurutan ditambahan 100 µL sampel COS. Sumuran keempat 

(E1-E3) diisi dengan media PDB sebagai kontrol kontaminasi. Setelah itu, pelate 

diinkubasi dan selama 24 jam pada uji antifungi suhu ruang (Krochma and 

Wicher, 2021). Setelah itu, ditambahkan 0.002% resazurin sebanyak 50 µL pada 

masing-masing sumuran. 

 

Pada uji antibakteri dilakukan menggunakan metode difusi agar (Phongpaichit et 

al., 2005; Hossain et al., 2022). Mula-mula disiapkan terlebih dahulu 3 mL 

inokulum bakteri patogen Staphylococcus aureus dalam media TSB dan 

Pseudomonas aeruginosa  dalam media MHB. Selanjutnya, sebanyak 25 mL 

media MH agar dituangkan pada cawan petri steril dan ditunggu hingga mengeras. 

Inokulum bakteri patogen (0.5 Mc Farland) digoreskan secara merata pada media 

agar menggunakan cotton swab steril. Lalu dipasang ring uji pada media agar. 

Sebanyak 50 µL sampel COS (10 mg/mL) dimasukan ke dalam ring uji. Kontrol 

negatif berupa metanol 12,5% dan kontrol positif yaitu antibiotik ciprofloxacin (2 

mg/mL). Kemudian, cawan diinkubasi selama 18 jam. Dilakukan secara duplo. 

Uji aktif ditandai dengan adanya zona bening (tidak adanya pertumbuhan bakteri) 

disekitaran ring uji (Afroz et al., 2021).  
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3.3.10 Karakterisasi Chitooligosaccharide 

Karakterisasi COS dilakukan dengan menggunakan Fourier Transform Infrared 

(FTIR dan Liquid Chromatography Mass Spectrometry/Mass Spectrophotometer 

(LC-MS/MS), yang dapat dilihat sebagai berikut: 

 

3.3.10.1 Fourier Transform Infrared (FTIR) 

Sampel COS yang dihasilkan dari konversi kulit udang dikarakterisasi 

menggunakan spektrofotometer Fourier Transform Infrared (FTIR) jenis Agilent 

Technologies Cary 630, United States digunakan untuk mengidentifikasi berbagai 

gugus fungsi dalam sampel dengan menganalisis spektrum serapan inframerah. 

Scanning dilakukan pada daerah frekuensi 4.000 cm-1 hingga 400 cm-1 (Kumari et 

al., 2021). Spektrum yang dihasilkan dari karakterisasi mengunakan 

spektrofotometer FTIR kemudian diinterpretasi meliputi bilangan gelombang (cm-

1) dan transmitansinya (%) untuk mengidentifikasi gugus fungsi yang ada dalam 

sampel, serta mengevaluasi intensitas serapannya. Hasil dari pembacaan variasi 

masing-masing dibandingkan dengan spektrum standar untuk analisis 

perbandingan (Subamia dkk., 2023).  

 

3.3.10.2 Liquid Chromatography Mass Spectrometry/Mass Spectrophotometer 
(LC-MS/MS) 

 

Liquid Chromatography Mass Spectrometry/Mass Spectrophotometer (LC-

MS/MS) digunakan untuk menentukan berat molekul dan pola fragmentasi 

senyawa. Dalam karakterisasi menggunakan LC-MS/MS, COS disuntikkan ke 

dalam kolom kromatografi. Fase gerak didorong ke kolom oleh pompa bertekanan 

tinggi dengan laju aliran yang dapat direproduksi. Elusi gradien umumnya 

digunakan saat komposisi fase gerak (persentase polar dengan non-polar) 

bervariasi selama proses, seperti waktu yang dibutuhkan untuk mengeluarkan 
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analit yang diinginkan, membersihkan kolom, dan kemudian menyeimbangkan 

kembali kolom (Thomas et al., 2022).  



 
 

 

V. SIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Simpulan 

Berdasakan pembahasan penelitian, maka dapat disimpulkan; 

1. Isolat fungi dengan kode 18A12RF, 19A15RF, 20BA0502RF, 20CD01-RF, 

21PLPIFI, dan 22RSM2 berpotensi dalam mendegradasi kulit udang menjadi 

senyawa COS dan glukosamin. 

2. Isolat 18A12RF merupakan isolat unggul yang dapat mendegradasi kulit 

udang menjadi COS dengan waktu inkubasi 4 hari, dibuktikan dengan analisis 

KLT. 

3. Karakterisasi produk hasil degradasi isolat 18A12RF menggunakan FTIR dan 

LCMS-MS mengindikasikan bahwa COS memiliki DP 7. 

4. COS yang dihasilkan dari degradasi isolat 18A12RF dapat menghambat 

pertumbuhan mikroba patogen seperti Staphylococcus aureus, Pseudomonas 

aeruginosa, dan Malassezia globosa pada dosis 2 mg/mL. 

 

5.2 Saran 

Berdasarkan hasil penelitian, saran yang dapat diberikan pada penelitian 

selanjutnya adalah: 

1. Perlu dilakukan pemurnian dengan sistem eluen yang tepat untuk 

menghasilkan senyawa COS yang lebih murni. 

2. Perlu dilakukan analisis Thermogravimetric Analysis (TGA) dan Differential 

Scanning Calorimetry (DSC) untuk mengetahui sifat termal dari COS.
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