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ABSTRAK

PEMURNIAN ENZIM KITINASE SERTA UJI ANTIMIKROBA DARI
FUNGI LAUT 18A12RF

Oleh
Jordy Setiawan

Enzim kitinase merupakan enzim yang spesifik untuk mendegradasi kitin
menjadi turunannya seperti chitooligosaccharide (COS) dan monooligosaccharide
(MOS). Pada penelitian telah dilakukan peremajaan dan identifikasi isolat fungi
18A12RF. Penampakan secara visual, fungi memiliki warna putih dengan bentuk
seperti kapas. Sedangkan secara mikroskopi isolat 18A12RF terindikasi sebagai
Aspergillus sp. Untuk meperoleh enzim kitinase, fungi 18A12RF dikultivasi secara
SSF pada media limbah kulit udang selama 4 hari.

Optimasi produksi enzim Kkitinase dilakukan variasi pH 5. 7, dan 9.
Selanjutnya, hasil kultivasi diekstraksi dengan akuades dan dianlisis kadar
glukosamin menggunakan DNS dan kadar protein menggunakan Lowry. Hasil
analisis menunjukan bahwa hasil kultivasi pada pH 9 memiliki kadar tertinggi
glukosamin (147,38 ppm). Selanjutnya proses scale up dilakukan menggunakan 100
g kulit udang dalam 1000 mL Erlenmeryer. Hasil Kultivasi mengalami peningkatan
aktivitas sebanyak 6 kali (0,5 U/mL).

Uji antimikroba enzim kitinase fungi 18A12RF menunjukan aktivitas
antijamur terhadaap Malassezia globosa, sedangkan tidak memiliki aktivitas terhadap
bakteri MDR staphylococcus aureus dan MDR Pseudomonas aeruginosa. Enzim
kitinase yang didapatkan mampu mendegradasi substrat menjadi COS dan MOS
dalam waktu inkubasi 2 jam, didapatkan nilai Rf yang mendekati standard yaitu 0,4;
0,3; dan 0,4. Hasil degradasi COS juga biasa didapatkan oleh enzim Kitinase,
sehingga memudahkan dalam produksi COS sebagai antibakteri. Oleh karena itu,
informasi awal ini penting untuk kajian lebih lanjut terkait pemanfaatan enzim
Kitinase dari isolat fungi perairan Indonesia.

Kata kunci : antimikroba, enzim Kitinase, isolat fungi laut 18A12RF, solid state
fermentation,glukosamin.



ABSTRACT

PURIFICATION CHITINASE ENZYME AND ANTIMICROBIAL ASSAY
FROM MARINE FUNGAL ISOLATE 18A12RF

By
Jordy Setiawan

Chitinase enzyme is a specific enzyme for degrading chitin into its derivatives
such as chitooligosaccharide (COS) and monooligosaccharide (MOS). In this
research, maintenance and identification of fungal isolate 18 A12RF were carried out.
Visually, the fungus has a white color with a cotton-like shape. Meanwhile,
microscopically, isolate 18A12RF was indicated as Aspergillus sp. To obtain the
chitinase enzyme, the 18A12RF fungus was cultivated using SSF in shrimp shell
waste media for 4 days.

Optimization of chitinase enzyme production was carried out by varying pH
5, 7, and 9. Then, the cultivation results were extracted with aquadest and analyzed
for glucosamine content using DNS and protein content using Lowry. The analysis
results showed that the results of cultivation at pH 9 had the highest levels of
glucosamine (147.38 ppm). Furthermore, the scale up process was carried out using
100 g of shrimp shells in 1000 mL Erlenmeryer. Cultivation results increased activity
by 6 times (0.5 U/mL).

Antimicrobial assay of the fungal chitinase enzyme 18A12RF showed
antifungal activity against Malassezia globosa, while it had no activity against MDR
Staphylococcus aureus and MDR Pseudomonas aeruginosa bacteria. The chitinase
enzyme obtained was able to degrade the substrate into COS and MOS within an
incubation time of 2 hours. The Rf value was obtained which was close to the
standard, namely 0.4; 0.3; and 0.4. COS degradation results are also usually obtained
by the chitinase enzyme, making it easier to produce COS as an
antibacterial. Therefore, this initial information is important for further studies
regarding the utilization of chitinase enzymes from Indonesian waters

Keyword . antimicrobial, chitinase enzyme, marine fungal 18A12RF, solid state
fermentation,glucosamine.
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MOTTO

Gone Angels-Mili
Look one by one
The pages remind me you'll always be villain
For you, angels have fallen
Now they're gone
See? Now they're gone, forever gone
From the hell that served as my one and only home
Though it may hurt today
Tomorrow, I'll be heading my way
| tried, | tried
What did we expect?
My dearest friend
Tell me when we shall make it end
So let me take your hand
Like one of those mad men
Tip tappity tappity tap
Dance our last dance, sing
Spinning vinyl opera (lascia ch'io pianga)
Longing for this moment (mia cruda sorte)
Brewing all this hatred (e che sospiri)
So | have a reason (la liberte)
Reason to see you dead
Don't you worry
| saved a spot for you in the recycle bin
Your neighbouring addresses point to the books you burned
Stop now one by one
Your desires convince me you've always been a human
For you, the shelves have fallen
Now they're gone
See? Now they're gone, forever gone
From the stage that allowed us our one and only dreams
What's more to say?
Pain always catches up to those who chooses to stay
Though it may hurt today
Tomorrow, I'll be heading my way
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia merupakan negara kepulauan yang memiliki kekayaan laut melimpah, oleh
karena itu Indonesia memiliki industri perikanan yang besar (Wasik and Handriana
2023). Udang adalah salah satu komoditas perikanan yang ada di Indonesia (Mustafa
et al., 2023), namun banyaknya pengolahan udang dapat menimbulkan masalah
pencemaran lingkungan. Penumpukan limbah kulit udang dapat menimbulkan
pencemaran pada lingkungan terutama pencemaran bau pada area tersebut. Kulit
udang mengandung kitin yang termasuk biopolimer dari N-asetil-D-glukosamin yang
terikat dengan ikatan p (1-4), yang merupakan polisakarida terbanyak setelah selulosa
(Garbe and Bruck, 2020).

Enzim kitinase adalah salah satu jenis enzim yang berfungsi untuk menguraikan
polimer pada kitin menjadi bentuk monomer N-asetilglukosamin atau kitin
oligosakarida. Sumber kitinase tersebar luas yang dapat ditemukan pada bakteri,
serangga, virus, tumbuhan, dan hewan, yang semuanya berperan penting dalam
proses fisiologi dan ekologi. (Poria et al., 2021). Pendegradasian kitin menjadi bentuk
oligomer dan monomer seperti D-glukosamin diperlukan enzim kitinase, enzim
kitinase yang dapat mendegradasi Kitin bisa diperoleh dari mikroorganisme bakteri

dan fungi. Penggunaan metode enzimatik menawarkan keunggulan dalam hal



adaptabilitas dan skalabilitas, ramah lingkungan dan hemat energi. Namun,
pendekatan ini sering kali dihadapkan pada tantangan terkait dengan kitin. Salah satu
kendala utama adalah rendahnya kelarutan dan aksesibilitas kitin pada cangkang
krustasea, di mana kutikula yang utuh berfungsi sebagai penghalang kedap air yang
melindungi kitin dari degradasi enzimatik, strategi untuk pemanfaatan cangkang
secara berkelanjutan dan konversi biomassa cangkang menjadi produk bernilai tinggi
memiliki potensi ekonomi dan lingkungan yang signifikan (Deng et al., 2019).
Pendekatan enzimatik ini tidak hanya lebih ekonomis tetapi juga tidak menghasilkan
limbah air atau nitrogen, serta memungkinkan pemulihan semua komponen cangkang
udang dalam keadaan alami, termasuk asam amino yang terkandung dalam peptida,

gugus N-asetil dari oligomer Kkitin, dan astaxanthin (Deng et al., 2020).

Studi oleh Rawy, et al (2018) memanfaatkan enzim kitinase dapat diperoleh dari
mikroorganisme Thermobifida fusca yang mampu mendegradasi kitin pada kulit
udang dengan enzim kitinase yang berperan dalam hidrolisis kitin. Jankiewicz, et al
(2020) menyatakan enzim kitinase dapat dihasilkan dari pertumbuhan mikroba.
Isolasi penumbuhan dalam media Potato dextrose agar (PDA) yang diinkubasi dalam
waktu 4 hari dengan temperatur ruangan (£28°C) El-Betagi, et al (2022) menyatakan
enzim kitinase mempunyai sifat negatif dan dapat menghambat pengecambahan
konidia patogen. Sifat tersebut yang diakibatkan oleh enzim kitinase terhadap
mikroba adalah kelainan bentuk selular, kerusakan protoplasmik, distorsi miselium,
kebocoran pada dinding sel, dan beberapa yang lainya. Oleh karena itu enzim kitinase
bisa menjadi bahan antagonis dari fungi maupun bakteri dan berkontribusi sebagai
biokontrol mikroba (Rajendran et al., 2023), sehingga enzim kitinase dapat
digunakan sebagai kontrol dalam biodegredasi kulit udang (kitin) menjadi D-

glukosamin.

Kitinase fungi memiliki jenis GH 18 dan mempunyai peran fisiologis yang berbeda
seperti pertumbuhan jamur, remodeling dinding sel, mikoparasitisme, autolisis dan
penggunaan kitin untuk kebutuhan nutrisi dan energi (Rajput et al.,2022). Potensi
strain jamur yang berbeda untuk menghasilkan kitinase menggunakan submerge



fermentation (SMF) dan solid-state fermentation (SSF) telah dieksplorasi seperti
yang diamati untuk Trichoderma asperellum PQ34 dan Humicola grisea
menggunakan SMF dan Penicillium ochrochloron MTCC 517 dan Fusarium
oxysporum CFR 8 menggunakan SSF (Thadathil et al., 2014). Mempertimbangkan
semua aspek positif dari penggunaan teknologi enzim untuk hidrolisis residu kaya
Kitin serta potensi bioaktivitas kitinase, untuk menyelidiki produksi kitinase
ekstraseluler oleh Apergillus niveus dengan metode SMF menggunakan cangkang
udang sebagai karbon. sumber dan kemudian memurnikan dan mengkarakterisasinya
(Ornela and Guimaraes., 2024).

Pada penelitian ini digunakan fungi 18A12RF yang dikultivasi pada limbah kulit
udang menggunakan metode Solid State Fermentation (SSF) sesuai yang dilakukan
Setiawan, et al (2021), dengan masa inkubasi 7 hari pada suhu ruangan. Hasil
kultivasi diekstraksi dengan cara maserasi menggunakan akuades. Penentuan analisis
produk degradasi substrat kitin dilakukan secara Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
dengan eluen ammonia, isopropil alkohol, dan akuades. KLT ini dilakukan untuk
menentukan banyaknya D-glukosamin sesuai yang dilakukan oleh (Martosuyono et
al., 2014). Kadar protein pada hasil ekstrak kultivasi mengacu pada metode Lowry
(Lowry et al., 1951). Pemurnian serta uji aktivitas antimikroba enzim kitinase
mengacu pada (El-Beltagi et al., 2022). Isolasi enzim dilakukan dengan
menambahkan ammonium sulfat 60% terlarut dan di dialisis dengan buffer fosfat (pH
7 dan 50 mM),. Uji antimikroba dilakukan dengan difusi agar dan diujikan pada
bakteri gram positif, bakteri gram negatif, dan fungi. Berdasarkan El-Beltagi et al
2022, enzim Kitinase dari Talaromyces funiculosus CBS 129594 memiliki aktivitas
antimikroba. Enzim kitinase menunjukan potensi lebih baik terhadap bakteri gram
negatif. Oleh karena itu pada penelitian ini akan dilakukan produksi enzim kitinase
secara SSF dan pengujian aktivitas antimikroba dari enzim kitinase yang diperoleh
dari fungi 18A12RF.



1.2 Tujuan Penelitian

Adapun tujuan dari penelitian ini yaitu sebagai berikut :

1. Memperoleh enzim kitinase dari isolat fungi 18 A12RF dan mengoptimasi pH

pada substrat kulit udang.
2. Memurnikan enzim kitinase dari fungi 18A12RF.
3. Menguiji aktivitas enzim kitinae sebagai antimikroba.

4. Menguji kemampuan enzim kitinase dalam mendegradasi substrat.

1.3 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah memberi informasi pengoptimalan kultivasi limbah

kulit udang dalam produksi enzim kitinase sebagai antimikroba.



ILTINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kitin dan Kulit Udang

Kitin merupakan polimer atau dapat disebut sebagai biopolimer dan merupakan
biopolimer yang melimpah kedua setelah selulosa. Rumus kimisa Kitin dapat ditulis
C18H26N2010. Kitin disusun oleh monomer N Asetil D Glukosamin yang terikat
dengan ikatan B-(1-4) glikosidik. Kitin biasanya dapat ditemukan pada cangkang
kepiting, serangga, udang, dan lobster. Kitin memiliki karakteristik yaitu tidak larut
dalam air karena hidrofobitas yang tinggi dan menyerupai struktur kristal yang kaku
(Garbe and Bruck, 2020). Sumber dari kitin sering diambil banyak dari hasil kelautan
seperti cangkang kerang atau udang serta pada cumi-cumi dapat digunakan untuk
mendapatkan jumlah kitin dalam jumlah besar, Tran dan tim penelitianya menyatakan
bahwa bahan kitin tersebut mengandung protein dan mineral. Untuk produksi Kitin
dapat dilakukan dengan demineralisasi menggunakan alkali kuat dan asam, hal
tersebut menghasilkan produk samping sisaan air yang mengandung alkali serta
mengandung protein yang tinggi. Pengaplikasian yang lebih ramah bisa dilakukan
biokonversi kulit udang tersebut menjadi banyak senyawa bioaktif seperti protease,
kitinase, inhibitor a-glukosidase, eksopolisakarida, inhibitor tirosinase, atau Kitin
(Tran et al., 2019).
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Gambar 1 kitin dan D-glukosamin (Stoykov, Pavlov and Krastanov. 2014)

Kulit udang merupakan salah satu dari limbah pengeksporan dari udang, dikarenakan
saat pengeksporan udang perlu dibersihkan dari kulit serta kepalanya. Proses
pengeksporan udang dapat memunculkan masalah baru dimana kulit udang dapat
memberikan dampak buruk untuk lingkungan seperti dapat mengotori lingkungan
karena kulit udang tidak larut dalam air serta akan memberikan aroma busuk disekitar
dikarenakan dekomposisi kulit udang. Kulit udang mengandung protein (25-40%),
kalsium karbonat (45-50%), dan Kitin (15-20%) tetapi kandungan tersebut tergantung
pada jenis udang masing-masing (Fourcher et al., 2009).

2.3 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
setiap kasus, 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-B- dan 1,6-p-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 -1,4 dan
glukosa terikat p-1,3 secara berurutan. Meskipun demikian, dalam dinding sel fungi
terdapat banyak 1,3-B-, 1,6-pB-glukan bercabang, dan terdapat adanya ikatan silang
yang melibatkan kitin, glukan, dan komponen dinding lainnya (Hidayat dan Putri,
2016).

2.3 Enzim Kitinase

Kitinase merupakan enzim yang mampu menghidrolisis kitin menjadi monomernya
atau oligomernya, kitinase yang merupakan kelompok dari glikosil hidrolase yang
mampu hidrolisis ikatan glikosida 1—4 3 dari N-asetil D-glukosamin. Kitinase
sudah diketahui biasa didapatkan dari aktivitas bakteri serta beberapa fungi, bahkan
pada beberapa mamalia tapi secara keseluruhan hanya terdapat sedikit kitinase yang
tersedia.kitinase biasanya merupakan enzim ekstraselular yang disekresikan dalam

konsentrasi sedang atau rendah (Stoykov, Pavlov and Krastanov 2014).
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Gambar 2 D-glukosamin akan terpotong pada ikatan 1-4 § (Stoykov, Pavlov and
Krastanov 2014)



Kitinase dapat sangat baik mendegradasi kitin dari limbah kulit udang, kitinase dapat
bekerja baik pada temperatur optimal yaitu pada temperatur 40°-45°C serta pH
optimal pada 7.0. aktivitas pemurnian enzim dapat terstabilitaskan dengan ion Mg+
dan enzim dapat terinhibasi dengan ion Hg+ dan Pb+. Kitinase menginhibasi
pertumbuhan dari fungi fitopatogen Fusarium solani dan Alternaria alternate. Bahan
yang umum digunakan dalam produksi kitinase adalah bubuk kulit udang dan bubuk
kitin, bahan tersebut menyediakan bahan pertumbuhan tepat karena memiliki sumber
karbon dan nitrogen. Produksi kitinase sangat baik menggunakan bahan kulit udang
maupun Kitin, tapi dalam produksi kitinase kurang efektif menggunakan bahan
kitosan. (Jnkiewicz and Walczak 2012).

2.4 Solid State Fermentation (SSF)

Solid State Fermentation (SSF) merupakan fermentasi yang menggunakan fase solid
(biodegradable atau inert) sebagai matriks untuk pertumbuhan dari mikroba, metode
ini terbukti dapat digunakan sebagai salah satu cara untuk produksi enzim.
Fermentasi metode SSF cocok dalam fermentasi Kkitin karena kitin yang bisa
didapatkan secara umum memiliki fase solid, hal ini dapat mempermudah proses dari

fermentasi (Stoykov, Pavlov and Krastanov 2014).

Gambar 3 Solid State Fermentation pada kulit udang



2.5 Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

KLT dilakukan untuk memonitor progress dari reaksi, identifikasi terdapat atau
tidaknya suatu senyawa, dan menentukan kemurnian dari senyawa. Pemisahan
senyawa pada KLT didasarkan pada perbedaan pengikatan senyawa terlarut dengan
fasa diamnya dan fase geraknya, biasanya fase diam adalah silika gel. Penggunaan
KLT dapat dibedakan sesuai dengan kepolaran analitnya, semakin polar analit maka
makin besar interaksinya dengan silika gel sehingga mampu menggeser fase gerak
dari area pengikatannya. Karena dipengaruhi oleh kepolaran maka makin tidak polar
analit maka akan memiliki kedudukan yang lebih tinggi pada plat silika gel, hal ini
akan mempengaruhi nilai dari retardasi retardasi (Rf : retardation factor). KLT
dilakukan berdasarkan pada distribusi dari fase diam dan gerak dimana plat bertindak
sebagai fase diam yang biasanya terbuat dari plat tipis yang diselimuti oleh
alumunium oksida maupun silika gel yang berwujud padat, sedangkan fase gerak
adalah pelarut eluen biasanya pelarut yang dipakai dengan analit yang dipilih sesuai
dengan karakteristik dari analit yang akan ditotol pada bagian bawah dari plat silika.
Nilai Rf merupakan sifat dari individual dari setiap senyawa yang terkarakterisasi
pada KLT yang bisa dijadikan nilai kuantitas berupa suatu desimal. Nilai Rf dapat
dicari dengan cara mengukur panjang jarak tempuh noda dari poin awal penotolan
sampai pada spot noda dibagi dengan jarak dari titik awal penotolan ke titik akhir plat

silika.

Gambar 4 KLT titik bawah bagian awal penotolan dan garis atas titik akhir plat
silika
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Nilai Rf biasanya akan selalu sama kecuali analit melalui tahapan yang berbeda selain
itu nilai Rf dapat dipengaruhi oleh daya adsorben silika, kemurnian pelarut eluen,

suhu sekitar, ketebalan dari plat, dan massa sampel (Archana and Khale 2011).

Identifikasi dari D-glukosamin bisa dilakukan dengan cara KLT, pada KLT D-
glukosamin digunakan standar D-glukosamin 5ul dan fase geraknya adalah propanol,
air, dan 25% ammonia dengan perbandingan total volume 7:2:1. Noda pada silika
akan muncul dengan divisualisasi ninhydrin yang dilarutkan pada butanol
(Martosuyono et al., 2014).

2.6 Isolasi dan Pemurnian Protein

Pemurnian enzim dilakukan dengan memperhatikan beberapa hal penting dalam
kultivasi yaitu pemilihan bahan awal, metode ekstraksi, dan ekstraksi media.
Pemurnian protein dilakukan dengan memperhatikan hal-hal penting yaitu kestabilan
pH perlu diperhatikan untuk mencapai aktivitas enzim yang terbaik. Selain itu pada
pemurnian protein biasanya dipakai agen reduksi serta khelator atau ion logam
(Janson, 2011).

Tahap pemurnian protein bisa dilakukan dengan beberapa tahap yaitu dengan
pemakaian teknik presipitasi ammonium sulfat, dengan cara ekstrak kasar enzim akan
difraksinasi dengan ammonium sulfat dengan konsentrasi tertentu. Fraksinasi
dilakukan dengan sentrifugasi ekstrak kasar dengan amonium sulfat, supernatan akan
lalui dialisis dan kromtografi kolom untuk memurnikan enzim. Pengendapan enzim
menggunakan garam ammonium sulfat umum dilakukan pada pemurnian enzim,
karena penggunaan ammonium sulfat mempunyai kelarutan yang tinggi, pH moderat,
harga yang relatif murah, tidak bersifat toksik, dan tidak mempengaruhi enzim
(Rochima, 2006).

Pengendapan enzim dilakukan dengan penambahan garam pada ekstrak enzim, pada

penambahan garam dalam ekstrak enzim membuat kelarutan enzim menurun karena
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efek yang disebut efek salting out. Pemurnian enzim bisa dilakukan dengan
pengendapan enzim dengan mencampuran ammonium sulfat pada ekstrak kasar
enzim dan menstrifugasinya. Endapan hasil sentrifugasi lalui proses dialisis dan akan

dimurnikan dengan proses kromatografi kolom (El-Beltagi et al., 2022).

Dialsis biasanya merupakan tahapan yang akan dilakukan setelah didapatkan endapan
dari enzim melalui proses pengendapan oleh garam, dialisis dilakukan untuk
memisahkan enzim dari bahan bahan pengotor dengan molekul yang lebih kecil.
Dialisis akan dilkukan melalui keuntungan dari sifat molekul protein yang besar
hingga bisa dipisahkan melalui membran. Proses dialisis dilakukan dengan cara
memasukan ekstrakenzim yang sebagian murni kedalam membran semipermeabel
dan memasukannya kedalam larutan buffer dengan kekuatan ionik yang sesuai.
Kekuatan ionik yang tepat dari buffer membuat terjadinya pertukaran antara garam
dan buffer tapi tidak dengan protein, karena sifat dari membran semipermeabel.
Pertukarn ini terjdi kren ketimpangan konsentrasi dari buffer yang terjadi melalui
kejadian difusi. Dialisis akan terjadi karena adanya proses dialisis dari buffer dimana
konsentrasi yang lebih tinggi akan tertarik kearah konsentrasi yang rendah, oleh
karena itu diperlukan pergantian buffer secara berkala agar menjga proses difusi yang
diinginkan. Pengaplikasian dialisis biasanya dilakukan pada pembersihan ammonium

sulfat dari pengendapan protein (Garrett and Grisham 2010).

Semipermeable bag
containing protein solution

\
%/ Dialysate

o

- -

Magnetic stirrer
for mixing

Gambar 5. Dialisis (Garrett and Grisham 2010)
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Pemurnian protein lebih lanjut bisa melalui kromatografi kolom yang dilakukan
karena sifat khusus dari protein seperti perbedan protein, ukuran, afinitas ikatan, dan
sifat lainya. Bahan padat berpori-pori dengan sifat kimiawi yang tepat sebagai fase
diam atau stationary phase yang akan tersimpan pada kolom, dan larutan buffer
sebagai fase gerak yang akan bermigrasi melewati fase diam. Protein akan dilarutkan
dalam larutan buffer yang digunakan sebagai fase gerak yang akan melapisi sisi atas
dari kolom yang akan melewati kolom, laju alir dari senyawa yang melewati kolom
akan tergantung pada sifatnya bisa cepat ataupun lambat hingga bisa memisahkan
senyawa. Kromatografi kolom memiliki beberapa jenis yang disesuaikan dengan cara
kerja dari kolom itu sendiri, kromatografi kolom memiliki jenis kolom pertukaran ion
(ion exchange chromatography) yang memanfaatkan sifat kuat dari ion senyawa,
kolom filtrasi gel (size exclusion chromatography) yang memanfaatkan ukuran
molekul dari senyawa tersebut, kolom afinitas (affinity chromatography) yang
memanfaatkan keafinitasan senyawa untuk terikat pada ligan. Kromatografi cair
Kinerja tinggi atau High Performance Liquid Chromatography (HPLC) salah satu
instrumen yang mengandalkan kromatografi kolom dengan analit cair dan

mengunakan tekanan yang tinggi pada prosesnya.
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Gambar 6. Kromatografi kolom (Nelson and Cox 2013)
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2.7 Aktivitas Antimikroba Enzim Kitinase

Kitinase merupakan enzim hidrolitik yang mampu memecah ikatan glikosidik pada
Kitin, enzim kitinase memiliki berat molekul berkisar dari 20 sampai 90 kDa. Enzim
kitinase mampu memecah kitin menjadi berat molekul yang lebih kecilnya menjadi
kitooligomernya yang memiliki banyak jenis digunakan dalam agrikultur,
pengaplikasian dalam medis, berpotensi dalam antikanker, serta sebagai agen
biokontrol pada sebagian fungi. Enzim kitinase mampu merusak dinding sel fungi
serta mampu merusak glukan pada dinding protein bakteri, hingga mampu memberi
kecacatan pada mikroba. Aktivitas mikroba dari enzim kiitinase bisa didapat pada
fungi, bakteri gram positif, dan gram negatif. Emzim kitinase memiliki aktivitas
antimikroba paling besar pada bakteri gram negatifAktivitas mikroba dari enzim
kiitinase bisa didapat pada fungi, bakteri gram positif, dan gram negatif. Enzim
kitinase memiliki aktivitas antimikroba paling besar pada bakteri gram negatif hal ini
disebabkan karena sifat muatan positif dari antimikroba hingga secara efektif dapat

terserap pada dinding sel yang bersifat negatif (El-Beltagi et al., 2022).

2.8 Difusi Agar

Difusi agar merupakan metode yang digunakan dalam menguji kemampuan
antimikroba dalam dapat diterimanya antimikroba pada mikroba yang diuji, pada
keseluruhan pengujian ini mempelajari kemampuan aktivitas antimikroba yang dilihat
dari korelasi antara diameter dalam satuan millimeter pada plat difusi. Metode difusi
agar dilakukan untuk mengetahui MIC (Minimum Inhibition Concentration) dan
MEC (Minimum Effective Concentration) untuk mengetahui reproduksibilitas
pereplika zona pada diameter yang didapatkan pada plat, dengan mengetahui hal

tersebut dapat juga mengetahui kemampuan dari antimikroba dengan cara
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membandingkanya dan mengidentifikasi resistan yang terdapat pada isolat (Ingroff et
al., 2007).

Gambar 7. Metode difusi agar dengan zona inhibasi pada bakteri Staphylococcus



111 METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada Februari 2024 sampai Juni 2024 di Unit Pelaksana
Teknis Laboratorium Terpadu Sentra Inovasi dan Teknologi (UPT-LTSIT)

Universitas Lampung dan di Laboratorium Biopolimer Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah antara lain gelas Erlenmeyer,
pipet tetes, gelas ukur, spatula, tabung reaksi, cawan petri, autoclave Tomy SX-700,
Laminar Air Flow (LAF), refrigerator, neraca analitik Wigen Houser, sentrifius,
cover slip, mikroskop cahaya axio Zeiss Al, batang pengaduk, mikropipet, pinset,
gunting, cutter, loop ose, oven, pembakar spiritus, tabung ependorf, pipa kapiler, well
plate 96, ring uji, spatula logam, karet gelang, spidol, seperangkat alat Kromatografi
Lapis Tipis (KLT) dengan pelat alumunium silica gel DC kielsel 60 F254, Medium
Performance Liquid Chromatography (MPLC) Buchi C-620 kolom Sephadex LHZ20.

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah antara lain akuades, artificial

sea water, alkohol (70%), agar-agar, koloid kitin, etanol proanalys (PA), isopropil
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alkohol (IPA), kulit udang, fungi laut 18A12RF, ninhydrin 2% (ninhydrin dalam
pelarut EtOH), ammonium sulfat 60% (pelarut akuades),BaCl,, buffer fosfat (pH 7

dan 50 mM), Ketoconazol, dan Ciprofloxacin.

3.3 Prosedur Penelitian

3.3.1 Pembuatan Media

Media yang digunakan pada penelitian yaitu berupa PDA dan PDB dalam peremajaan
isolat fungi 18A12RF, MHA pada peremajaan bakteri patogen, dan TSB digunakan
dalam inokulum bakteri patogen.

3.3.1.1 Potato Dextrose Agar (PDA) dan Potato Dextrose Broth (PDB)

Pembuatan media PDA dan PDB dilakukan berdasarkan Azzahra, dkk. (2020).
Kentang 10 gram dipotong dadu yang sudah dikupas dan dibersihkan, kentang yang
terpotong direbus sampai mendidih dengan air laut 30 ppt dengan volume 100 mL.
Air rebusan kentang disaring dan ditambahkan dengan 2 gram glukosa. Pembuatan
PDA akan ditambahkan 3 gram agar sedangkan pada PDB tidak ditambahkan agar,
bahan yang sudah dibuat langsung disterilisasi dengan autoclave pada suhu 121°C

selama 15 menit.

3.3.1.2 Muller-Hinton Agar (MHA)

Pembuatan MHA dilakukan dengan menambahkan MHA 4 gram dengan akuades 100
mL lalu dihomogenkan. Bahan yang sudah homogen disterilisasi dengan autoclave
pada suhu 121°C selama 15 menit (Mustarichie et al., 2020). Penggunaan MHA
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digunakan dalam peremajaan bakteri patogen, tapi dalam penggunaan pada uji difusi
agar maka media akan dikontaminasi dengan TSB yang berbanding MHA 1:1000
TSB.

3.3.1.3 Tryptic Soy Broth (TSB)

Pembuatan TSB dilakuan mengacu pada Laila et al.,(2023) pembuatan larutan 3%
TSB dengan pelarut akuades, 3 gram TSB dilarutkan dalam 100 mL bahan yang
sudah homogen disterilisasi dengan autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit.
TSB digunakan dalam pembuatan inokulum bakteri patogen dalam pembuatan media

untuk agar difusi.

3.3.2 Peremajaan lIsolat 18A12RF

Isolat fungi 18 A12RF didapatkan dari deposit UPT-LTSIT yang sebelumnya sudah
diisolasi dari organisme laut tunikata yang berasal dari Bali di perairan Singaraja,
Buleleng (8°07°07.6”LS 114°33°38.9”BT) kode isolat 18A12RF. Isolat diremajakan
pada media Potato Dextrose agar (PDA). Pembuatan media pada Prosedur 3.3.1.1
media dibuat dalam erlenmeyer yang ditutup dengan sumbat kasa dan dimasukan ke
dalam plastik tahan panas. Media dituang pada cawan petri disterilkan melalui
penyemprotan alkohol dan iradiasi UV dalam LAF selama 15 menit. Isolat diinkubasi

dalam 4 hari sampai terlihat hifa yang terlihat pada permukaan agar media.

3.3.3 Identifikasi Isolat 18A12RF

Identifikasi berdasarkan identifikasi morfologi atau bentuk mikroskopis dari isolat,

identifiksi menggunakan teknik cover slip . Teknik cover slip dilakukan dengan
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menggoreskan isolat didekat cover slip yang ditancapkan pada media dengan
kemiringan 45° dari media agar, dan akan diinkubasi selama 4 hari. Metode ini
menggunakan mikroskop cahaya axio Zeiss Al, cover slip yang telah diinkubasi 4
hari akan digabung dengan kaca preparat. Identifikasi morfologi dengan mencocokan
bentuk spora pada perbesaran mikroskop 100x, identifikasi ini mengacu pada
(Goodfellow et al., 2012).

3.3.4 Kultivasi Isolat 18A12RF Secara Solid State Fermentation (SSF)

Kultivasi SSF dilakukan sesuai pada Setiawan, et al (2021). Kulit udang kering
digiling tanpa demineralisasi dan deproteinasi, kulit udang diratakan pada dasar
erlenmeyer 250 mL dan dituang inokum sebanyak 10 ml dikultivasi selama 4. Hasil
kultivasi diambil dengan merendam kulit udang dengan 160 ml akuades steril selama
1 jam. Hasil rendaman disaring dan disimpan dalam refrigerator. Kultivasi dilakukan
variasi pH pada substrat untuk menentukan pH optimum produksi enzim Kitinase,
perlakuan penentuan pH substrat dilakukan mengacu pada Wink, et al (2017) substrat
kulit udang dimonitoring dengan variasi pH 5,7, dan 9. Hasil fermentasi diekstrak dan
dikarakterisasi menggunakan kromatografi lapis tipis (KLT) spektrofotometer UV-
Vis.

3.3.5 Karakterisasi Hasil Fermentasi

Karakterisasi hasil fermentasi kulit udang secara SSF dikarakterisasi menggunakan
KLT serta spektrofotometri UV-Vis.

3.3.5.1 Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Prosedur Kromatografi Lapis Tipis (KLT) mengacu pada Martosuyono, et al (2014),

hasil kultivasi dibersihkan dari pengotor dengan sentrifius selama 60 detik diambil
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filtrat dan dibuang endapan sebagai pengotor. Kemudian dilakukan sentrifus kembali
untuk mendapatkan endapan glukosamin dengan penambahan etanol proanalys (PA)
dengan rasio 1:1 pada dengan volume total 1000 pl. Etanol PA dipisahkan dari
endapan setelah disentrifus 60 detik. Endapan dilarutkan dalam akuades 500
mikroliter dan dibiarkan homogen, larutan siap ditotol diatas plat silika. Larutan
ditotol diatas plat silika sebagai fase diam, dan isopropil alkohol, ammonia, dan
akuades dengan perbandingan rasio 7:2:1 sebagai fase gerak, kemudian plat
dimasukan ke dalam chamber dan dielusi sampai tanda batas pada plat silika.
Analisis glukosamin dilakukan dengan reagen ninhidrin (Suyotha, Srisuk and
Cheirslip. 2023), setelah kering dapat terlihat noda pada plat silika, dapat dihitung

nilai waktu retensi dari sampel.

3.3.5.2 Karakterisasi Glukosamin dan Aktivitas Kitinase dengan
Spektrofotometri UV-Vis

Karakterisasi glukosamin dan aktivitas enzim kitinase menggunakan reagen
dinitrosalicylic acid (DNS) mengacu pada Atalla et al., (2020). Ekstrak kasar enzim
atau hasil fermentasi diambil 1 mL dimasukan ke dalam tabung reaksi ditambahkan 1
mL larutan koloid kitin 1% dihomogenkan dan diinkubasi dala waterbath dengan
suhu 40°C selama 30 menit. Reagen DNS 1 mL ditambahkan ke dalam tabung ukur
setelah enzim kasar diinkubasi, dan didihkan selama 10 menit untuk menghentikan
kerja enzim. Sampel dengan suhu ruang diukur absorbansi pada panjang gelombang
540 nm dan dilakukan dengan 3 kali pengulangan.

Satu unit aktivitas kitinase didefinisikan sebagai jumlah enzim yang diperlukan untuk

melepaskan 1 umol glukosamin per menit.
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3.3.5.3 Karakterisasi Kadar Protein dengan Spektrofotometri UV-Vis

Karakterisasi kadar protein mengacu pada metode Lowry et al., (1951) akuades
sebanyak 0,9 mL dimasukan dalam tabung reaksi ditambahkan 0,1 mL sampel enzim,
ditambahkan pereaksi C Lowry (larutan 2% Na2CO3 dalam pelarut NaOH ditambah
dengan 5 mL CuS04.5H20 1% yang ditambahkan pada 3 mL Na/K tartrat 1%)
dihomogenkan dan diinkubasi selama 10 menit. Pereaksi D Lowry (folin cioceleau)
ditambahkan kedalam tabung reaksi sebanyak 0,5ml dihomogenkan dan diinkubasi
selama 30 menit. Sampel yang terinkubasi diukur absorbansi pada panjang

gelombang 750 nm dan dilakukan pengukuran 3 Kkali.

Hasil karakterisasi menentukan pH optimum substrat untuk produksi enzim kitinase,
pH substrat optimum dilanjutkan untuk scale up. Proses scale up dilakukan dalam
erlenmeyer 2000 mL menggunakan substrat sebanyak 100 gram, inokulum sebanyak
50 mL.

3.3.6 Isolasi dan Pemurnian Enzim Kitinase

Isolasi dan pemurnian enzim Kitinase dilakukan dengan presipitasi protein dan dialisis

sesuai dengan (El-Beltagi et al., 2022).

3.3.6.1 Presipitasi Protein

Presipitasi protein dilakukan dengan cara mencampur ekstrak kasar dengan 60%
ammonium sulfat, dan disentrifius 7000 rpm selama 30 menit. Larutan enzim dan
ammonium sulfat disentrifus dalam temperatur 4°C, setelah 30 menit dipisahkan
endapan dan filtrat. Endapan protein diambil dengan dilarutkan dalam buffer fosfat

pH 7 dan 50 mM, larutan endapan disimpan dalam refrigerator.
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3.3.6.2 Dialisis

Dialisis dilakukan menggunakan kantung selofan pada temperatur 4°C, larutan
endapan protein dimasukan kedalam kantung selofan dan diikat tergantung didalam
gelas beaker yang berisi buffer fosfat pH7 dengan konsentrasi 10 mM. Dialisis
dilakukan selama 18 jam dan pergantian buffer fosfat setiap 4 jam. Setiap pergantian
buffer fosfat diteteskan BaCl 1% pada buffer fosfat, jika terjadi endapan putih proses
dialisis perlu dilanjutkan dan perlu dilakukan pergantian buffer fosfat.

3.3.7 Uji Antimikroba Difusi Agar Menggunakan Enzim Kitinase

Uji antimikroba difusi agar menggunakan enzim kitinase dilakukan sesuai dengan
metode (El-Beltagi et al., 2022).

3.3.7.1 Uji Antibakteri

Aktivitas antimikroba diuji menggunakan bakteri patogen gram negatif
Pseudomonas aeruginosa, dan Staphylococcus aureus sebagai bakteri gram positif.
Bakteri patogen diinkubasi dengan suhu 37°C pada waktu 24 jam dengan media
MHA, pembuatan media pada Prosedur 3.3.1.2. Bakteri patogen diambil sebanyak 3
ose dimasukan kedalam TSB dan diinkubasi pada temperatur 37°C selama 15 menit,
inokulum ditambahkan pada MHA dengan perbandingan dan dituang pada petri tanpa
di iradiasi dengan UV. Ring uji di taruh pada permukaan agar yang terkontamiasi dan
ditetesi sebanyak 50 pL kontrol positif (Ciprofloxacin 2mg/mL), kontrol negatif
(buffer fosfat 10 mM), dan tiga ring untuk enzim kitinase. Media yang ditambahkan
ring uji diinkubasi pada temperatur 37°C selama 18 jam, dan dilihat terdapat atau

tidaknya zona bening.
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3.3.7.2 Uji Antifungi

Uji antifungi difusi agar dilakukan dengan mengkontaminasi media PDA dengan
PDB yang diisi dengan 3 ose Malassezia Globosa sebagai fungi patogen. PDB
disiapkan dengan membuat PDB 5 mL menggunakan pelarut akuades, PDB
dicelupkan dengan fungi patogen dan diinkubasi selama 15 menit pada temperatur
ruang. PDA dikontaminasi dengan PDB yang mengandung fungi patogen dengan
perbandingan PDA 1:1000 PDB. Media didiamkan selama 15 menit sampai media
mengeras tanpa diiradiasi UV, ditaruh 5 ring uji untuk ditambahkan 50 pL kontrol
positif (ketoconazole 2mg/mL), kontrol negatif (buffer fosfat 10 mM), dan tiga ring
untuk enzim Kitinase. Media diinkubasi pada temperatur ruang pada 24 jam, dilihat

pada media terdapatnya zona bening.

3.3.8 Pengujian Kerja Enzim Kitinase dalam Degradasi Substrat

Pengujian kerja enzim kitinase dalam degradasi dilakukan mengacu pada Yang et al.,
(2016) substrat dilakukan pada tiga substrat yaitu kulit udang, kitin, dan larutan 1 %
koloid Kitin, substrat yang berbeda akan didegradasi oleh enzim kitinase yang
diisolasi. Kulit udang dan kitin sebanyak 0,5 gram dimasukan dalam tabung reaksi
ditambahkan 2 mL enzim kitinase, larutan koloid kitin 1% sebanyak 2 mL ditambah
2mL enzim Kitinase dan semua substrat diinkubasi pada temperatur ruang selama 2
jam. Tabung reaksi didihkan selama 10 menit dan dipisahkan antara padatan dan

cairan, cairan yang diambil akan diuji dengan KLT (Prosedur 3.3.5.1).



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Simpulan dari penelitian ini yaitu sebagai berikut :

1. Isolat fungi 18 A12RF mampu memproduksi enzim Kitinase secara baik pada pH
substrat 9 dengan memiliki aktivitas spesifik 0,5736 U/mg.

2. Pemurnian enzim kitinase meningkatkan aktivitas spesifik enzim kitinase pada
substrat pH 9 dari 0,0852 U/mg menjadi 0,5736 U/mg.

3. Aktivitas antimikroba pada enzim kitinase yang didapatkan lebih cenderung pada
antifungi.

4. Enzim kitinase mampu mendegradasi sumber Kitin seperti kulit udang, kitin, dan
larutan koloid kitin pada inkubasi 2 jam.

5.2 Saran

Saran pada penelitian adalah sebagai berikut :

1. Memurnikan enzim kitinase lebih lanjut untuk mendapatkan aktivitas spesifik
yang lebih tinggi.

2. Memperoleh waktu dan pH inkubasi optimal dalam inkubasi enzim kitinase
untuk peroleh hasil degradasi seperti COS yang lebih baik.
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