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ABSTRAK

EVALUASI PRODUK HIDROLISIS KULIT UDANG MENGGUNAKAN
ENZIM KITINASE FUNGI Aspergillus nomiae (18A12RF) SEBAGAI
AGEN ANTIBAKTERI

Oleh
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Udang merupakan salah satu komoditas perikanan yang memiliki nilai
konsumsi tinggi dan menjadi produk ekspor unggulan sehingga menghasilkan
limbah dalam jumlah besar yang mencemari lingkungan. Salah satu metode
efektif untuk mengurangi limbah tersebut dapat dilakukan pemanfaatan kitin pada
kulit udang untuk mendapatkan produk bioaktif sebagai agen antibakteri.

Produk bioaktif yang dihasilkan merupakan senyawa
chitooligosaccharides (COS) dari hidrolisis kitin pada kulit udang menggunakan
enzim Kitinase. Enzim kitinase didapatkan dari kultivasi isolat fungi Aspergillus
nomiae (18A12RF) melalui proses fermentasi padat (SSF) menggunakan kulit
udang yang diekstraksi menggunakan aquades untuk menghasilkan ekstrak kasar,
kemudian enzim dimurnikan dengan presipitasi ammonium sulfat dan dialisis.
Ekstrak kasar dan enzim murni dikarakterisasi menggunakan Kromatografi Lapis
Tipis (KLT) dan spektrofotometer UV-Vis. Hasil karakterisasi didapatkan
peningkatan kadar glukosamin dari 574,4 ppm menjadi 696,2 ppm; aktivitas unit
enzim dari 0,1068 U/mL menjadi 0,1295 U/mL; penurunan kadar protein dari
822,7 ppm menjadi 197 ppm serta aktivitas spesifik enzim dari 0,1298 U/mg
menjadi 0,6573 U/mg.

Enzim murni mendegradasi kulit udang dengan interval waktu 0 (menit
awal), 2, 4, 6, dan 8 jam. Uji aktivitas antibakteri dari senyawa COS dilakukan
dengan metode microtitter assay terhadap Staphylococcus aureus dan
Pseudomonas aeruginosa. Hasil aktivitas antibakteri menunjukkan pada sampel
dengan interval jam ke-8 lebih aktif daripada sampel lain. Berdasarkan hasil
evaluasi disimpulkan bahwa enzim kitinase yang dihasilkan dari isolat fungi
18A12RF mampu menghidrolisis kitin menjadi produk COS yang dapat menjadi
agen antibakteri.

Kata kunci: Enzim kitinase, isolat 18A12RF, kitooligosakarida, dan antibakteri



ABSTRACT

EVALUATION OF HYDROLYZED SHRIMP SHELL PRODUCT USING
CHITINASE ENZYME FUNGI Aspergillus nomiae (18A12RF) AS
ANTIBACTERIAL AGENT

By

ALYSHA MUTIARA SALWA

Shrimp is a fishery commodity with high consumption value and a leading export
product, which unfortunately generates a large amount of waste polluting the
environment. One effective method to reduce this waste is to utilize chitin from
shrimp shells to obtain bioactive products as antibacterial agents. The bioactive
products produced are chitooligosaccharides (COS) from the hydrolysis of chitin
in shrimp shells using the enzyme chitinase.The chitinase enzyme was obtained
from the cultivation of the marine fungal isolate 18A12RF through a SSF process
using shrimp shells. The enzyme was extracted to yield a crude extract, then
purified by precipitation and dialysis. The crude extract and purified enzyme were
characterized using Thin Layer Chromatography and UV-Vis spectrophotometry.
Characterization results showed an increase in glucosamine content from 574.4
ppm to 696.2 ppm; enzyme unit activity from 0.1068 U/mL to 0.1295 U/mL,
specific enzyme activity from 0.1298 U/mg to 0.6573 U/mg, along with a
decrease in protein content from 822.7 ppm to 197 ppm. The purified enzyme
degraded shrimp shells at time intervals of initial minute, 2, 4, 6, and 8 hours. The
antibacterial activity of COS compounds was tested using the microtitter assay
against Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa The best
antibacterial activity was observed in samples from the 8-hour interval. Based on
the evaluation results, it is concluded that the chitinase enzyme produced from the
fungal isolate 18A12RF is capable of hydrolyzing chitin into COS products that
can act as antibacterial agents.

Keywords: Chitinase enzyme, isolate 18A12RF, chitooligosaccharides, and
antibacterial
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang dan Masalah

Udang merupakan salah satu komoditas perikanan yang memiliki nilai ekonomis
yang tinggi dan banyak diekspor ke berbagai negara. Sektor pengolahan udang
memainkan peran krusial dalam global dengan tingkat produksi mencapai 4,5 juta
ton di tahun 2018 (FAO, 2020). Meskipun demikian, industri ini juga menghadapi
tantangan berupa produksi limbah yang signifikan, khususnya kulit udang yang
jumlahnya 50-75% dari total berat udang. Ketika penanganan limbah kulit udang
tidak ditangani dengan baik maka limbah kulit udang dapat mengakibatkan
dampak negatif terhadap lingkungan serta menimbulkan aroma tidak
menyenangkan (Hamed et al., 2016). Limbah yang terdiri dari kepala, kulit, ekor,
dan kaki udang terkandung senyawa kitin yang melimpah, dimana kitin
merupakan biopolimer alami kedua terbanyak setelah selulosa. Kitin memiliki
struktur kimia yang terdiri dari unit N-asetil-D-glukosamin yang terhubung
melalui ikatan -1,4-glikosidik (Younes and Rinaudo, 2015).

Salah satu metode yang efektif untuk memanfaatkan limbah kulit udang melalui
hidrolisis enzimatis menggunakan enzim kitinase. Hidrolisis enzimatik termasuk
metode yang menjanjikan untuk mengkonversi kitin menjadi produk turunan,
seperti glukosamin dan kitooligosakarida. Kitinase merupakan enzim yang
mampu memecah ikatan B-1,4-glikosidik pada kitin menghasilkan glukosamin
dan kitooligosakarida dengan berbagai panjang rantai (Riska dkk., 2024). Dalam
kelompok fungi, genus Aspergillus telah dikenal luas sebagai produsen kitinase
yang unggul. Salah satu spesies dari genus ini, Aspergillus nomiae menjadi fokus
penelitian ini karena kemampuannya menghasilkan kitinase dengan efektivitas



tinggi. Salah satu aspek menarik dari produk hidrolisis kitin adalah potensi
aktivitas antibakterinya. Kitooligosakarida memiliki berbagai peran penting dalam
uji antibakteri. Beberapa penelitian sebelumnya telah menunjukkan bahwa
kitooligosakarida dan turunan kitin lainnya memiliki aktivitas antibakteri terhadap
berbagai jenis mikroorganisme patogen, seperti bakteri gram positif dan gram
negatif (Zhang et al., 2024). Aktivitas antibakteri ini diduga berasal dari interaksi
antara gugus amino bebas pada kitooligosakarida dengan koazmponen membran
sel mikroba, yang dapat menyebabkan gangguan pada integritas membran sel dan
akhirnya menyebabkan kematian sel mikroba (Fan et al., 2025). Dalam konteks
ini, uji aktivitas antibakteri terhadap produk hidrolisis kulit udang menggunakan
enzim kitinase dari Aspergillus nomiae (18A12RF) menjadi sangat relevan dan

penting.

Dalam penelitian ini, fungi 18A12RF didapatkan dari koleksi Unit Pelaksana
Analisis Laboratorium Terpadu Sentra Inovasi dan Teknologi (UPA-LTSIT)
Universitas Lampung yang berasal dari daerah Singaraja, Buleleng, Bali,
Indonesia (8°07°07.6”LS 114°33°38.9”BT) (Setiawan et al., 2021), fungi
18A12RF kemudian diremajakan pada media PDA dan diinkubasi selama 4 hari.
Selanjutnya, isolat fungi diinokulum pada media PDB dan dikultivasi pada media
kulit udang menggunakan teknik Solid State Fermentation (SSF) mengacu pada
metode Setiawan, et al (2021). Ekstraksi hasil fermentasi dilaksanakan melalui
proses perendaman dalam akuades. Untuk menganalisis produk degradasi kitin,
teknik Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dielusi dengan menggunakan campuran
amonia, alkohol isopropil, dan akuades sebagai fase gerak. Prosedur KLT ini
bertujuan untuk mengukur jumlah D-glukosamin, mengikuti protokol yang
ditetapkan oleh Martosuyono et al. (2014). Proses pemurnian enzim Kitinase dan
evaluasi aktivitas antibakterinya mengacu pada prosedur yang diuraikan oleh EI-
Beltagi et al. (2022). Enzim diisolasi melalui penambahan 60% amonium sulfat
terlarut, dilanjutkan dengan dialisis menggunakan larutan penyangga fosfat (pH 7,
konsentrasi 50 mM). Setelah enzim dimurnikan, dilakukan hidrolisis kitin dalam
kulit udang selama 8 jam dengan interval waktu panen 1 jam; 2 jam; 4 jam; 6 jam;
8 jam untuk mendapatkan turunannya seperti kitooligosakarida (COS). Pengujian



antibakteri dilakukan dengan metode Microtitter Assay mengacu pada Elshikh et

al., (2016) terhadap bakteri gram positif Staphylococcus aureus dan bakteri gram-
negatif Pseudomonas aeruginosa. Diharapkan hasil penelitian ini dapat dijadikan
sebagai model untuk mendapatkan enzim kitinase sebagai media hidrolisis kitin

menjadi COS sebagai agen antibakteri.

1.2 Tujuan Penelitian

Adapun tujuan dari penelitian ini yaitu:

1. Menghasilkan ekstrak enzim kitinase melalui proses fermentasi secara SSF
menggunakan isolat fungi 18A12RF.

2. Mengevaluasi hasil produk produk turunan Kitin berupa COS sebagai agen

antibakteri.

1.3 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah untuk mendapatkan informasi baru mengenai
produk hasil hidrolisis kulit udang menggunakan enzim kitinase dari Aspergillus

nomiae (18A12RF) berupa COS yang berpotensi sebagai agen antibakteri.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Fungi

Fungi merupakan kingdom yang unik dan beragam dalam klasifikasi makhluk
hidup juga memiliki karakteristik yang membedakannya dari organisme lain.
Fungi tidak memiliki Klorofil dan tidak melakukan fotosintesis sehingga mereka
bergantung pada penyerapan nutrisi dari lingkungan sekitarnya. Struktur dasar
fungi terdiri dari hifa yang membentuk jaringan kompleks bernama miselium
dengan dinding sel yang umumnya mengandung kitin (Corneliyawati et al.,
2018).

Fungi memiliki kemampuan reproduksi yang fleksibel, dapat bereproduksi secara
seksual maupun aseksual. Reproduksi aseksual umumnya terjadi melalui
pembentukan spora, fragmentasi hifa, atau pembentukan struktur khusus seperti
konidia, sementara reproduksi seksual melibatkan peleburan sel-sel haploid untuk
membentuk zigot diploid yang kemudian menghasilkan spora seksual melalui
meiosis. Keragaman dalam strategi reproduksi ini berkontribusi pada kemampuan
adaptasi fungi yang tinggi di berbagai lingkungan. Peran ekologis fungi sangat
signifikan dalam ekosistem. Mereka berfungsi sebagai dekomposer utama,
menguraikan materi organik, dan memfasilitasi siklus nutrisi. Banyak fungi juga
membentuk hubungan simbiosis yang penting, seperti mikoriza dengan akar
tumbuhan atau liken dengan alga. Simbiosis ini tidak hanya menguntungkan
organisme yang terlibat tetapi juga berdampak luas pada kesehatan ekosistem
secara keseluruhan meiosis (Moore et al., 2022).



2.2 Spons Laut

Spons laut merupakan organisme multiseluler primitif yang termasuk dalam filum
Porifera. Hewan invertebrata ini telah menjadi subjek penelitian yang menarik
dalam berbagai bidang ilmu, terutama dalam eksplorasi senyawa bioaktif alami.
Spons laut telah mendiami perairan bumi selama lebih dari 600 juta tahun,
berkembang menjadi salah satu kelompok hewan laut yang paling beragam dan
tersebar luas di ekosistem perairan dangkal hingga laut dalam (Ayer dkk., 2024).

Keunikan spons laut terletak pada kemampuannya untuk menghasilkan berbagai
senyawa kimia kompleks sebagai mekanisme pertahanan diri terhadap predator,
kompetitor, dan patogen. Senyawa-senyawa ini seringkali memiliki struktur
molekul yang unik dan aktivitas biologis yang kuat, menjadikan spons laut
sebagai sumber yang kaya akan senyawa bioaktif potensial untuk pengembangan
obat-obatan baru (Adewal dkk., 2025). Beberapa senyawa yang diisolasi dari
spons laut telah menunjukkan aktivitas antikanker, antimikroba, antivirus, dan

antibakteri yang menjanjikan (Ayer dkk., 2024).

Gambar 1. Spons Laut

Dalam konteks ekologi, spons laut memainkan peran penting dalam ekosistem
terumbu karang. Mereka berfungsi sebagai biofilter alami, menyaring air laut dan
mengonsumsi partikel organik dan mikroorganisme, sehingga berkontribusi pada
siklus nutrisi dan pemeliharaan kualitas air. Selain itu, struktur fisik spons sering
kali menyediakan habitat bagi berbagai organisme laut kecil, meningkatkan

kompleksitas dan biodiversitas ekosistem terumbu karang (Bell et al., 2015).



2.3 Kulit Udang dan Kitin

Udang merupakan salah satu komoditas perikanan yang memiliki nilai ekonomis
yang tinggi dan banyak diekspor ke berbagai negara. Sektor pengolahan udang
memainkan peran krusial dalam global dengan tingkat produksi mencapai 4,5 juta
ton di tahun 2018 (FAO, 2020). Meskipun demikian, industri ini juga menghadapi
tantangan berupa produksi limbah yang signifikan, khususnya kulit udang yang
jumlahnya 50-75% dari total berat udang. Ketika penanganan limbah kulit udang
tidak ditangani dengan baik maka limbah kulit udang dapat mengakibatkan
dampak negatif terhadap lingkungan serta menimbulkan aroma tidak
menyenangkan (Hamed et al., 2016). Komposisi kimia kulit udang terutama
terdiri dari protein (25-44%), mineral (45-50%), kitin (20-30%), serta komponen
lain berupa lemak dan protein terlarut sebesar 19,4% (Choiriyah dkk., 2025)

Gambar 2. Kulit Udang

Kitin termasuk komponen utama dalam kulit udang, adalah biopolimer linear yang
terdiri dari unit N-asetil-D-glukosamin yang terhubung melalui ikatan p-(1,4)-
glikosidik. Kitin merupakan polisakarida terbanyak kedua di alam setelah selulosa
dan memiliki struktur yang mirip dengan selulosa, namun dengan gugus
asetamida menggantikan gugus hidroksil pada posisi C-2 (Younes and Rinaudo,
2015). Keberadaan kitin dalam jumlah besar pada kulit udang menjadikannya
sumber daya yang berharga untuk produksi kitin dan turunannya, terutama kitosan
dan kitooligosakarida (COS).



Ekstraksi kitin dari kulit udang umumnya melibatkan serangkaian proses yang
terdiri dari deproteinasi, demineralisasi, dan deasetilasi. Metode ekstraksi
konvensional menggunakan bahan kimia seperti natrium hidroksida untuk
deproteinasi dan asam hidroklorida untuk demineralisasi. Namun, pendekatan
yang lebih ramah lingkungan telah dikembangkan, termasuk metode biologis
menggunakan fermentasi mikroba atau enzim proteolitik untuk deproteinasi (Risqi
dkk., 2025).
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Gambar 3. Struktur Kitin (Hamed et al., 2016)

Kitin yang diekstrak dari kulit udang dapat diproses lebih lanjut menjadi kitosan
melalui deasetilasi parsial dalam kondisi alkali. Kitosan, polimer kationik dengan
sifat unik seperti biokompatibilitas, biodegradabilitas, dan aktivitas antimikroba,
memiliki aplikasi luas dalam berbagai industri termasuk biomedis, pangan, dan

pengolahan air.

Pemanfaatan kulit udang sebagai sumber kitin dan turunannya telah menarik
perhatian besar dalam konteks ekonomi sirkular dan pengurangan limbah.
Transformasi limbah kulit udang menjadi produk bernilai tinggi tidak hanya
memberikan keuntungan ekonomi tetapi juga berkontribusi pada pengelolaan
limbah yang berkelanjutan dalam industri perikanan (FAO, 2020).



2.4 Enzim Kitinase

Enzim kitinase merupakan kelompok enzim hidrolitik yang memainkan peran
penting dalam degradasi kitin, suatu biopolimer yang tersusun dari unit N-
asetilglukosamin yang terhubung melalui ikatan -1,4-glikosidik. Kitinase
termasuk dalam keluarga enzim glikosil hidrolase dan mampu memecah ikatan
glikosidik dalam struktur kitin, menghasilkan oligosakarida dengan panjang rantai

yang bervariasi hingga monomer N-asetilglukosamin (Maggadani dkk., 2017).

Berdasarkan mekanisme katalitiknya, Kitinase dapat diklasifikasikan menjadi dua
kelompok utama: endokitinase dan eksokitinase. Endokitinase memecah ikatan
glikosidik secara acak di sepanjang rantai kitin, menghasilkan oligomer dengan
panjang yang bervariasi. Sementara itu, eksokitinase, yang juga dikenal sebagai
kitobiosidase, memecah kitin dari ujung non-pereduksi, menghasilkan dimer N-
asetilglukosamin (kitobiosa) sebagai produk utama (Oyeleye and Normi, 2018).
Selain itu, N-asetilglukosaminidase, yang terkadang diklasifikasikan sebagai
bagian dari sistem Kitinolitik, bertanggung jawab untuk memecah kitobiosa dan

kitooligosakarida pendek menjadi monomer N-asetilglukosamin.

Struktur dan mekanisme katalitik Kitinase telah menjadi subjek penelitian intensif.
Kebanyakan kitinase memiliki struktur multi-domain yang terdiri dari domain
katalitik dan satu atau lebih domain pengikat kitin (chitin-binding domain, CBD).
Domain katalitik bertanggung jawab untuk aktivitas hidrolisis, sementara CBD
memfasilitasi pengikatan enzim ke substrat kitin, meningkatkan efisiensi katalitik
terutama pada substrat yang tidak larut. Mekanisme katalitik kitinase umumnya
melibatkan retensi atau inversi konfigurasi anomerik pada atom karbon anomerik,

tergantung pada jenis kitinase (Wang et al., 2022).

Sumber kitinase sangat beragam di alam. Dalam mikroorganisme, produksi
kitinase sering dikaitkan dengan kemampuan untuk memanfaatkan kitin sebagai
sumber karbon dan nitrogen. Di antara fungi, genera seperti Trichoderma,
Aspergillus, dan Penicillium telah banyak dipelajari karena kemampuan mereka
menghasilkan kitinase (Hartl et al., 2012). Kitinase tanaman, di sisi lain, sering



dikaitkan dengan mekanisme pertahanan terhadap patogen fungi, dan telah
diisolasi dari berbagai spesies tanaman termasuk padi, jagung, dan tembakau
(Grover, 2012).

Regulasi produksi kitinase dalam mikroorganisme melibatkan berbagai faktor
lingkungan dan genetik. Induksi enzim ini sering dipengaruhi oleh keberadaan
Kitin atau turunannya dalam media pertumbuhan. Selain itu, faktor-faktor seperti
pH, suhu, sumber karbon dan nitrogen, serta kondisi aerasi juga mempengaruhi
produksi kitinase. Pada tingkat molekuler, ekspresi gen kitinase diatur oleh
berbagai faktor transkripsi dan sistem regulasi, yang bervariasi tergantung pada

organisme produsen.

2.5 Aspergillus

Aspergillus merupakan genus jamur berfilamen yang tersebar luas di alam dan
memiliki peran penting dalam berbagai aspek kehidupan manusia (Samson et al.,
2014). Genus ini mencakup lebih dari 350 spesies yang telah diidentifikasi,
dengan beberapa di antaranya memiliki dampak signifikan terhadap kesehatan
manusia, pertanian, dan industri (Paulussen et al., 2017). Aspergillus fumigatus,
Aspergillus flavus, dan Aspergillus niger adalah beberapa spesies yang paling
sering ditemui dan dipelajari karena relevansinya dalam konteks medis dan
ekonomi (Latgé and Chamilos, 2020).

Dalam bidang kesehatan, Aspergillus dikenal sebagai patogen oportunistik yang
dapat menyebabkan berbagai infeksi pada manusia, terutama pada individu
dengan sistem kekebalan yang lemah (Latgé and Chamilos, 2020). Aspergilosis
invasif, yang paling sering disebabkan oleh Aspergillus fumigatus, merupakan
infeksi serius yang dapat mengancam jiwa pada pasien immunocompromised
(Kosmidis and Denning, 2015). Selain itu, beberapa spesies Aspergillus juga
dapat menghasilkan mikotoksin, seperti aflatoksin yang dihasilkan oleh
Aspergillus flavus, yang memiliki sifat karsinogenik dan dapat mengontaminasi

produk pertanian (Latgé and Chamilos, 2020).
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Di sisi lain, Aspergillus juga memiliki peran penting dalam industri bioteknologi
dan pangan. Aspergillus niger, misalnya, telah lama digunakan dalam produksi
asam sitrat dan berbagai enzim industri (Show et al., 2015). Kemampuan
Aspergillus untuk menghasilkan metabolit sekunder yang beragam juga
menjadikannya sumber potensial untuk penemuan senyawa bioaktif baru dalam

industri farmasi (Frisvad et al., 2018).

Dalam konteks lingkungan, Aspergillus berperan penting dalam siklus
biogeokimia dan degradasi bahan organik. Namun, keberadaan Aspergillus dalam
jumlah berlebih di lingkungan dalam ruangan dapat menyebabkan masalah
kesehatan, terutama bagi individu yang rentan terhadap alergi atau infeksi jamur.
Penelitian terkini mengenai Aspergillus berfokus pada berbagai aspek, termasuk
mekanisme patogenesis, resistensi antijamur, aplikasi bioteknologi, dan strategi
pengendalian dalam konteks kesehatan masyarakat dan keamanan pangan
(Paulussen et al., 2017).

2.6 Glukosamin dan Kitooligosakarida

Glukosamin (C¢H13NOs) dengan nama IUPAC 2-amino-2-deoksi-D-glukosa
merupakan gula yang mengandung amina yang diperoleh dari hidrolisis Kitin.
Glukosamin dapat diproduksi melalui hidrolisis asam atau enzimatik dari kitin
yang diperoleh dari limbah industri seafood, terutama cangkang kepiting, udang,
dan lobster. Proses hidrolisis asam menggunakan asam klorida pekat pada suhu
tinggi untuk memecah ikatan glikosidik kitin dan menghilangkan gugus asetil,
menghasilkan glukosamin hidroklorida sebagai produk utama. Metode enzimatik
menggunakan enzim kitinase dan kitosanase menawarkan alternatif yang lebih
ramah lingkungan dengan kondisi reaksi yang lebih ringan dan selektivitas yang
lebih tinggi. Produksi glukosamin melalui fermentasi mikroba juga telah
dikembangkan menggunakan strain bakteri dan fungi yang dimodifikasi secara
genetik untuk mengekspresikan enzim-enzim yang terlibat dalam metabolisme
kitin (Hardoko et al., 2017).
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Kitooligosakarida (COS) merupakan oligomer dari N-asetil-D-glukosamin yang
dihasilkan dari hidrolisis parsial kitin, suatu biopolimer yang melimpah di alam
dan ditemukan terutama pada eksoskeleton krustasea, serangga, dan dinding sel
fungi. Struktur kimia COS ditandai oleh rantai linear unit N-asetil-D-glukosamin
yang terhubung melalui ikatan B-(1,4)-glikosidik, dengan derajat polimerisasi
(DP) berkisar antara 2 hingga 20 unit monomer. Karakteristik penting lainnya dari
COS adalah derajat deasetilasi (DD), yang menentukan jumlah gugus amino bebas
dalam molekul dan sangat mempengaruhi sifat bioaktifnya. Variasi dalam DP dan
DD menghasilkan spektrum COS yang luas dengan sifat fisikokimia dan biologis
yang berbeda-beda, memungkinkan pengembangan aplikasi yang disesuaikan
untuk berbagai kebutuhan (Aam et al., 2010).

Produksi COS dapat dilakukan melalui berbagai metode, namun pendekatan yang
paling umum melibatkan hidrolisis enzimatik kitin menggunakan enzim kitinase
atau kitosanase. Metode enzimatik ini lebih disukai karena kemampuannya
menghasilkan COS dengan karakteristik yang lebih terkontrol dan ramah
lingkungan dibandingkan metode hidrolisis kimia (Hamed et al., 2016). Sumber
enzim kitinolitik yang beragam telah dieksplorasi, termasuk dari bakteri, fungi,
tanaman, dan hewan, dengan masing-masing sumber menunjukkan spesifisitas

dan efisiensi yang berbeda dalam produksi COS (Hamid et al., 2013).

Salah satu sifat bioaktif COS yang paling banyak dipelajari adalah aktivitas
antimikrobanya. COS telah terbukti efektif melawan berbagai patogen, termasuk
bakteri gram-positif dan gram-negatif, serta beberapa jenis fungi. Mekanisme
antimikroba COS melibatkan interaksi elektrostatik antara gugus amino yang
bermuatan positif pada COS dengan komponen dinding sel mikroba yang
bermuatan negatif, yang mengakibatkan gangguan integritas membran dan
kematian sel (Fan et al., 2025). Efektivitas antimikroba COS dipengaruhi oleh
berbagai faktor, termasuk DP, DD, dan kondisi lingkungan seperti pH dan
kekuatan ionik (Younes and Rinaudo, 2015).
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2.7 Solid State Fermentation (SSF)

Solid State Fermentation (SSF) atau fermentasi padat adalah proses biokonversi
yang melibatkan pertumbuhan mikroorganisme pada substrat padat dalam kondisi
absen atau hampir absen cairan bebas (Wang et al., 2023). Teknik ini telah
digunakan sejak zaman kuno dalam pembuatan makanan fermentasi tradisional,
namun dalam beberapa dekade terakhir telah mengalami kebangkitan minat dalam
aplikasi bioteknologi modern. SSF memiliki keunggulan dibandingkan fermentasi
cair (Submerged Fermentation) dalam hal produktivitas yang lebih tinggi,
konsumsi energi yang lebih rendah, dan menghasilkan limbah cair yang lebih
sedikit (Thomas et al., 2013).

Prinsip dasar SSF melibatkan pertumbuhan mikroorganisme, terutama fungi
filamen, pada partikel substrat padat yang berfungsi sebagai sumber nutrisi dan
penunjang fisik. Substrat yang umum digunakan dalam SSF termasuk produk
pertanian dan residu agroindustri seperti dedak gandum, ampas tebu, kulit buah-
buahan, dan berbagai limbah lignoselulosa lainnya. Kelembaban substrat dalam
SSF biasanya berkisar antara 40% hingga 80%, cukup untuk mendukung
pertumbuhan mikroba tetapi tidak cukup untuk membentuk fase cair bebas yang
signifikan. Mikroorganisme yang paling sering digunakan dalam SSF adalah fungi
filamen, terutama dari genera Aspergillus, Penicillium, dan Trichoderma, karena
kemampuan mereka untuk tumbuh pada substrat padat dengan kadar air rendah
dan menghasilkan berbagai enzim ekstraseluler. Namun, bakteri dan ragi juga
telah berhasil digunakan dalam beberapa aplikasi SSF (Sellyna et al., 2020).

2.8 Antibakteri

Antibakteri didefinisikan sebagai substansi yang memiliki kemampuan untuk
menghambat pertumbuhan atau membunuh bakteri. Penemuan dan pengembangan

antibakteri telah secara signifikan mengubah paradigma pengobatan infeksi
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bakteri, menyelamatkan jutaan nyawa sejak penemuan penisilin oleh Alexander
Fleming pada tahun 1928 (Aminov, 2010).

Mekanisme kerja antibakteri sangat beragam, mencakup inhibisi sintesis dinding
sel, gangguan fungsi membran sel, inhibisi sintesis protein, interferensi dengan
sintesis asam nukleat, dan penghambatan jalur metabolisme bakteri (Kohanski et
al., 2010). Pemahaman mendalam tentang mekanisme ini tidak hanya penting
untuk pengembangan antibakteri baru tetapi juga untuk mengatasi masalah

resistensi antibiotik yang semakin mengkhawatirkan.

Klasifikasi antibakteri dapat dilakukan berdasarkan beberapa kriteria, termasuk
spektrum aktivitas (spektrum luas atau sempit), mekanisme kerja, struktur kimia,
dan asal-usulnya (alami atau sintetis). Antibakteri spektrum luas, seperti
tetrasiklin dan kloramfenikol, efektif melawan berbagai jenis bakteri, sementara
antibakteri spektrum sempit, seperti penisilin G, lebih spesifik terhadap kelompok
bakteri tertentu. Pemilihan antibakteri yang tepat sangat penting dalam praktik
klinis untuk memastikan efektivitas pengobatan dan meminimalkan risiko

resistensi.

Resistensi antibakteri telah menjadi ancaman global yang serius terhadap
kesehatan masyarakat. Penggunaan antibiotik yang tidak tepat dan berlebihan
telah mempercepat evolusi strain bakteri yang resisten terhadap berbagai jenis
antibiotik (Ventola, 2015). Fenomena ini mendorong penelitian intensif untuk
menemukan strategi baru dalam mengatasi infeksi bakteri, termasuk
pengembangan antibakteri dengan mekanisme kerja baru, kombinasi antibiotik,
dan pendekatan alternatif seperti terapi fag dan imunomodulasi (Wright, 2014).

Penelitian terkini dalam bidang antibakteri fokus pada beberapa area utama.
Pertama, eksplorasi sumber baru antibakteri, termasuk senyawa alami dari
organisme laut, tanaman obat, dan mikroorganisme ekstremofil (Moloney, 2016).
Kedua, pengembangan antibakteri sintetis dengan desain rasional berdasarkan
pemahaman mekanistik interaksi obat-target (Silver, 2011). Ketiga, pendekatan
inovatif seperti penggunaan nanopartikel sebagai pembawa antibakteri atau

sebagai agen antibakteri itu sendiri (Huh and Kwon, 2011).
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2.9 Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) merupakan teknik analisis yang telah lama
digunakan dan terus berkembang dalam berbagai bidang penelitian kimia, farmasi,
dan biologi. KLT menawarkan keunggulan berupa kesederhanaan, kecepatan, dan
efektivitas biaya dalam pemisahan dan identifikasi senyawa. Prinsip dasar KLT
melibatkan pemisahan komponen dalam sampel berdasarkan perbedaan kepolaran
dan interaksi dengan fase diam dan fase gerak. Fase diam biasanya berupa lapisan
tipis silika gel atau alumina yang dilapiskan pada plat kaca atau aluminium,
sedangkan fase gerak atau eluen terdiri dari satu atau campuran pelarut. Pemilihan
fase gerak yang tepat sangat penting untuk mencapai pemisahan yang optimal dan
sering kali memerlukan optimasi berdasarkan sifat kimia sampel yang dianalisis
(Forestryana dan Arnida, 2020).

Salah satu parameter kunci dalam analisis KL T adalah nilai Rf (Retardation factor
atau faktor retensi). Nilai Rf didefinisikan sebagai rasio jarak yang ditempuh oleh
senyawa terhadap jarak yang ditempuh oleh pelarut dari titik awal. Secara
matematis, Rf dapat dinyatakan sebagai:

__Jarak yang ditempuh oleh senyawa

Jarak yang ditempuh oleh pelarut

Nilai Rf berkisar antara 0 dan 1, di mana nilai 0 menunjukkan bahwa senyawa
tetap berada pada titik awal, sedangkan nilai 1 menunjukkan bahwa senyawa
bergerak sejauh pelarut. Nilai Rf dinyatakan hingga angka 1,0. Nilai Rf yang baik
menunjukkan pemisahan yang cukup baik adalah berkisar antara 0,2 - 0,8 Nilai Rf
sangat berguna dalam identifikasi senyawa, karena setiap senyawa memiliki nilai

Rf yang karakteristik dalam sistem pelarut tertentu (Kamar et al., 2021).

Faktor-faktor yang mempengaruhi nilai Rf meliputi sifat fase diam, komposisi
fase gerak, ketebalan lapisan fase diam, suhu, dan kelembaban (Charismawati et
al., 2021). Oleh karena itu, penting untuk mempertahankan kondisi yang
konsisten saat melakukan analisis KLT untuk memastikan reprodusibilitas nilai
Rf. Penggunaan standar internal atau eksternal dapat membantu dalam normalisasi

nilai Rf antar percobaan. Dalam perkembangannya, KLT telah mengalami



15

berbagai modifikasi dan peningkatan. KLT kinerja tinggi (HPTLC) menawarkan
resolusi dan sensitivitas yang lebih baik dibandingkan KLT konvensional,
menggunakan partikel fase diam yang lebih kecil dan seragam, serta instrumentasi
yang lebih canggih untuk aplikasi sampel dan deteksi. HPTLC memungkinkan
pengukuran nilai Rf yang lebih presisi dan reprodusibel, meningkatkan keandalan
identifikasi senyawa.

Aplikasi KLT dan penggunaan nilai Rf sangat luas dalam berbagai bidang. Dalam
farmasi, KLT digunakan untuk analisis obat-obatan, identifikasi senyawa aktif
dalam ekstrak tanaman, dan pemantauan kemurnian senyawa. Dalam studi
lingkungan, KLT diaplikasikan untuk deteksi dan kuantifikasi berbagai polutan
organik (Kamar et al., 2021).

2.10 Spektrofotometer UV-Vis

Spektrofotometri UV-Vis merupakan salah satu metode analisis yang banyak
digunakan dalam penelitian kimia untuk analisis kualitatif dan kuantitatif senyawa
organik maupun anorganik. Metode ini didasarkan pada pengukuran panjang
gelombang dan intensitas cahaya ultraviolet dan cahaya tampak yang diserap oleh
sampel. Prinsip dasarnya melibatkan paparan sampel terhadap radiasi UV pada
panjang gelombang 180-380 nm atau cahaya tampak pada panjang gelombang
380-780 nm. Penyerapan radiasi ini menyebabkan promosi elektron dari keadaan
dasar ke keadaan tereksitasi dalam gugus fungsi yang disebut kromofor.
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Gambar 4. Skema Kerja Spektrofotometri UV-Vis (Mubarok, 2021)
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Data absorpsi yang dihasilkan oleh spektrofotometer UV-Vis berupa transmitansi
atau absorbansi yang dapat dibaca sebagai spektrum UV-Vis. Eksitasi elektron
yang terjadi dalam spektrofotometri UV-Vis dicatat dalam bentuk spektrum yang
dinyatakan sebagai panjang gelombang dan absorbansi, sesuai dengan jenis
elektron yang ada dalam molekul yang dianalisis. Semakin mudah elektron
tereksitasi, semakin besar panjang gelombang yang diserap, dan semakin banyak

elektron yang tereksitasi, semakin tinggi absorbansinya (Mubarok, 2021).

Spektrofotometri UV-Vis dapat digunakan untuk menganalisis sampel dalam
bentuk larutan, gas, atau uap. Sampel harus diubah menjadi larutan jernih dengan
memperhatikan beberapa persyaratan pelarut. Pelarut yang digunakan harus dapat
melarutkan sampel secara sempurna, tidak mengandung ikatan rangkap
terkonjugasi, tidak berwarna, tidak berinteraksi dengan molekul senyawa yang
dianalisis, dan memiliki kemurnian tinggi (Pratiwi and Nandiyanto, 2022).



111.METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilaksanakan dari Oktober 2024 sampai dengan Mei 2025 di Unit
Pelaksana Analisis (UPA) Laboratorium Terpadu Universitas Lampung dan
Laboratorium Biopolimer FMIPA Universitas Lampung. Analisis menggunakan
Spektrofotometer UV-Vis dilakukan di Laboratorium Teknologi Hasil Pertanian

Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini meliputi Spektrofotometer UV-Vis,
mikroskop Cahaya axio Zeiss Al, seperangkat alat Kromatografi Lapis Tipis
(KLT) dengan plat alumunium silika gel DC Kielsel 60 F254, Centrifuge Hitachi
CF 16RX 11, inkubator Kaltis 499, oven jisico, autoclave Tomy SX-700, Laminar
Air Flow (LAF), refrigenerator, neraca analitik Wigen Houser, hot plate stirrer
Thermolyne, mikropipet, pipet tetes, beaker glass, gelas ukur, labu Erlenmeyer,
batang pengaduk, tabung reaksi, corong kaca, cawan petri, spatula logam, tabung
ependorf, well plate 96, pipa kapiler, cover slip, jarum ose, pinset, gunting, cutter,
karet gelang, spidol, dan pembakar spiritus.

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini meliputi limbah kulit udang,
akuades, artificial sea water, alkohol 70%, agar-agar swallow, koloid kitin, HCI
pekat, mikroba 18A12RF, Tryptic Soya Broth (TSB), Tryptic Soya Agar (TSA),
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metanol (MeOH) teknis, reagen dinitrosalicylic acid (DNS), 2% Na,CO3 dalam
NaOH 2%, 5 mL CuSO45H,0 1%, 3 mL Na/K tartrat 1%, pereaksi lowry folin
ciocalteu, ninhydrin 2% (ninhydrin dalam pelarut EtOH), ammonium sulfat 60%,

aquades steril, BaCl,, buffer fosfat (pH 7 dalam 50 mL), dan Ciprofloxacin.

3.3 Prosedur Penelitian
3.3.1 Biomaterial

Fungi Aspergillus nomiae, bakteri patogen Staphylococcus aureus dan
Pseudomonas aeruginosa yang digunakan pada penelitian ini diperoleh dari
koleksi Unit Pelaksana Teknis Laboratorium Terpadu Sentra Inovasi dan
Teknologi (UPT-LTSIT) Universitas Lampung. Sampel fungi tersebut berasal dari
spons laut yang didapatkan dari daerah Singaraja, Buleleng, Bali, Indonesia
(8°07°07.6”LS 114°33°38.9”BT) (Setiawan et al., 2021).

3.3.2 Preparasi Kulit Udang

Limbah kulit udang yang digunakan dikumpulkan dari Pasar Gudang Lelang,
Teluk Betung, Bandar Lampung. Kulit udang dipisahkan dari daging dan kotoran
lalu dicuci dengan air keran untuk menghilangkan kotoran pasir atau lumpur.
Kulit udang yang sudah bersih kemudian dikeringkan selama 24 jam dalam oven
pada suhu 60 °C. Selanjutnya, kulit udang kering digiling menggunakan blender
menjadi serbuk kasar. Kemudian kulit udang dibilas kembali menggunakan NaOH

sampai pH 9 dan diperas hingga kering.

3.3.3 Pembuatan Media

3.3.3.1 Pembuatan Potato Dextrose Agar (PDA) dan Potato Dextrose Broth
(PDB)

Pembuatan media berdasarkan Jamilatun et al. (2020) dimulai dengan mengupas
kentang segar sebanyak 10 gram, dibersihkan, dan dipotong berbentuk dadu.
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Potongan kentang direbus dalam 100 mL air laut dengan salinitas 30 ppt hingga
mencapai titik didih. Setelah perebusan, air hasil rebusan kentang disaring untuk
memisahkan padatan dan filtrat. Selanjutnya, penambahan 2 gram glukosa ke
dalam filtrat kentang sebagai sumber karbon utama bagi pertumbuhan
mikroorganisme. Perbedaan utama antara PDA dan PDB terletak pada
penambahan agar. Untuk media PDA, 3 gram agar ditambahkan ke dalam
campuran yang akan memberikan konsistensi padat pada media setelah
pendinginan. Sebaliknya, media PDB tidak memerlukan penambahan agar,
menghasilkan media cair yang cocok untuk kultur fungi dalam suspensi. Media
yang telah disiapkan kemudian disterilisasi menggunakan autoclave pada suhu

121°C selama 2 jam.

3.3.3.2 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 untuk inokulum pertumbuhan bakteri patogen dalam pembuatan

media untuk agar difusi.

3.3.4 Peremajaan Isolat Fungi 18A12RF

Peremajaan isolat fungi 18 A12RF dilakukan pada media Potato Dextrose Agar
(PDA). Proses ini dimulai dengan persiapan media PDA steril yang sebelumnya
telah dibuat seperti pada Prosedur 3.3.3.1 lalu media dituang pada cawan petri
yang sudah disterilkan melalui penyemprotan alkohol dan paparan sinar UV
dilakukan di dalam Laminar Air Flow (LAF) selama 15 menit untuk memastikan
kondisi aseptis. Selanjutnya, isolat fungi diambil dari kultur stok menggunakan
jarum ose steril kemudian diinokulasikan pada media PDA. Cawan petri yang

berisi isolat fungi diinkubasi selama 4 hari hingga terlihat hifa pada permukaan
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media agar. Selama masa inkubasi, cawan petri diletakkan dalam posisi terbalik
untuk mencegah tetesan kondensasi jatuh ke permukaan media.

3.3.5 Ildentifikasi Isolat Fungi 18A12RF

Pada penelitian ini, identifikasi isolat fungi 18A12RF menggunakan teknik cover
slip dilakukan berdasarkan (Whitman et al., 2012). Diawali dengan menancapkan
3 buah cover slip pada media agar dengan sudut kemiringan 45° kemudian isolat
fungi digoreskan di dekat cover slip tersebut dan diinkubasi selama 4 hari. Setelah
periode inkubasi, cover slip yang telah ditumbuhi fungi dipindahkan ke kaca
preparat untuk pengamatan mikroskopis. Penggunaan mikroskop cahaya Axio
Zeiss Al dengan perbesaran 100x memungkinkan visualisai detail struktur fungi,

terutama bentuk dan karakteristik spora.

3.3.6 Kultivasi Isolat Fungi 18A12RF Secara Solid State Fermentation (SSF)

Mula-mula dibuat inokulum fungi selama 4 hari pada media PDB seperti pada
Prosedur 3.3.3.1. Kemudian diinokulasi pada media kulit udang steril yang
ditempatkan secara merata di dasar Erlenmeyer 500 mL dan diinkubasi selama 4
hari. Selanjutnya hasil kultivasi direndam dalam 200 mL akuades steril selama 1
jam. Larutan hasil rendaman kemudian disaring dan disimpan di dalam lemari es.
Kultivasi SSF ini mengacu pada (Setiawan et al., 2021). Hasil fermentasi tersebut
dikarakterisasi menggunakan kromatografi lapis tipis (KLT) serta

spektrofotometer UV-Vis.

3.3.7 Karakterisasi Hasil Fermentasi

3.3.7.1 Karakterisasi Glukosamin dan Aktivitas Unit dengan
Spektrofotometer UV-Vis

Karakterisasi glukosamin dan penentuan enzim Kitinase dilakukan berdasarkan
Atalla et al. (2020) menggunakan reagen asam 3,5-dinitrosalisilat (DNS).

Prosedur dimulai dengan pada tabung reaksi dimasukkan 1 mL hasil fermentasi
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atau ekstrak kasar enzim kemudian ditambahkan 1 mL larutan koloid kitin 1%
sebagai substrat dan campuran dihomogenkan untuk memastikan interaksi yang
optimal antara enzim dan substrat. Inkubasi dilakukan dalam waterbath pada suhu
40°C selama 30 menit. Setelah masa inkubasi, 1 mL reagen DNS ditambahkan ke
dalam tabung reaksi dan didihkan selama 10 menit. Setelah sampel mencapai suhu
ruang, absorbansi diukur pada panjang gelombang 540 nm menggunakan
spektrofotometer UV-Vis mengacu pada Larasati, 2023. Satu unit aktivitas
kitinase didefinisikan sebagai jumlah enzim yang diperlukan untuk melepaskan 1
pmol glukosamin dalam satu menit. Pengukuran uji aktivitas enzim kitinase dan
glukosamin dilakukan masing-masing tiga kali pengulangan untuk memastikan
konsistensi dan keakuratan hasil. Konsentrasi glukosamin ditentukan dengan

persamaan kurva standar D-glukosamin.

3.3.7.2 Karakterisasi Kadar Protein dan Aktivitas Spesifik 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% Na,CO3 dalam pelarut NaOH
ditambah dengan 5 mL CuS04.5H,0 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 kali.
Karakterisasi kadar protein dilakukan untuk memastikan banyak enzim yang
terekresikan dari isolat melalui proses fermentasi serta mengukur konsentrasi total

protein dalam sampel.

3.3.7.3 Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Analisis Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dilakukan berdasarkan Martosuyono et

al. (2014). Hasil kultivasi disentrifugasi selama 1 menit untuk membersihkan dari



22

pengotor dengan filtrat diambil dan endapan dibuang sebagai pengotor.
Selanjutnya, dilakukan sentrifugasi kedua untuk memperoleh endapan
glukosamin, dengan penambahan etanol proanalys (PA) dalam rasio 1:1 hingga
mencapai volume total 1000 ul. Setelah disentrifugasi selama 1 menit, etanol PA
dipisahkan dari endapan. Endapan yang diperoleh kemudian dilarutkan dalam 500
mikroliter akuades dan dihomogenkan, menghasilkan larutan yang siap untuk
analisis kromatografi lapis tipis (KLT). Analisis KL T dilakukan dengan
menotolkan larutan pada plat silika sebagai fase diam. Sebagai fase gerak,
digunakan campuran isopropil alkohol, ammonia, dan akuades dengan rasio 7:2:1.
Plat silika yang telah ditotol dimasukkan ke dalam chamber dan dielusi hingga
mencapai tanda batas yang telah ditentukan. Setelah plat mengering, noda-noda
yang terbentuk dapat diamati, memungkinkan perhitungan nilai Rf dari sampel

glukosamin.

3.3.8 Isolasi dan Pemurnian Enzim Kitinase
3.3.8.1 Presipitasi Protein

Presipitasi protein mengacu pada metode El-Beltagi et al. (2022) 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.

3.3.8.2 Dialisis

Proses pemurnian enzim dilanjutkan dengan tahap dialisis menggunakan
membran selofan pada kondisi suhu rendah (4°C) berdasarkan metode Priadi dkk.
(2018). Larutan protein yang telah diendapkan sebelumnya dimasukkan ke dalam
kantong selofan yang kemudian diikat dengan rapat. Kantong ini lalu direndam
dalam wadah berisi larutan penyangga fosfat dengan pH 7 dan konsentrasi 10
mM. Dialisis berlangsung selama satu hari penuh, dengan prosedur penggantian
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larutan penyangga yang dilakukan setiap dua jam sekali. Untuk memastikan
efektivitas proses, setiap kali larutan penyangga diganti, dilakukan uji dengan
meneteskan larutan BaCl, 1% ke dalam larutan penyangga yang telah digunakan.
Munculnya endapan putih mengindikasikan bahwa proses dialisis belum selesai,

sehingga perlu dilanjutkan dengan penggantian larutan penyangga yang baru.

Prosedur ini diulang secara konsisten hingga tidak ada lagi endapan putih yang
terbentuk saat pengujian dengan BaCl,, menandakan bahwa enzim telah mencapai
tingkat kemurnian yang diinginkan. Metode ini memastikan pemisahan yang
efektif antara enzim dengan komponen-komponen lain yang tidak diinginkan,
menghasilkan preparasi enzim yang murni untuk analisis dan aplikasi lebih lanjut.

Enzim yang telah murni dikarakterisasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis.

3.3.9 Pengujian Kerja Enzim Kitinase dalam Degradasi Substrat

Pengujian aktivitas enzim kitinase dalam proses degradasi mengacu pada
penelitian Yang et al. (2016) dengan menggunakan satu jenis substrat, yaitu kulit
udang secara duplo. Substrat akan didegradasi oleh enzim kitinase yang telah
diisolasi. Sebanyak 0,5 gram kulit udang dimasukkan ke dalam tiga tabung reaksi,
lalu ditambahkan 2 mL enzim kitinase. Degradasi substrat dilakukan dengan
interval 0 jam (menit awal) ; 2 jam ; 4 jam ; 6 jam ; dan 8 jam. Pada setiap interval
diekstraksi dan filtrat akan disimpan di dalam vial. Filtrat yang diperoleh akan
digunakan pada uji antibakteri untuk mengetahui keaktifannya dalam

menghambat pertumbuhan bakteri.

3.3.10 Uji Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri dengan metode Microtitter Assay mengacu pada Elshikh
et al. (2016) dan disesuaikan dengan standar Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI . Aktivitas antibakteri diuji menggunakan bakteri patogen gram
negatif Pseudomonas aeruginosa dan bakteri gram positif Staphylococcus aureus.
Bakteri diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam menggunakan media TSB.

seperti yang dijelaskan pada Prosedur 3.3.3.2. Inokulum bakteri patogen dibiarkan



24

selama 2 jam dan diencerkan dengan perbandingan 1 mL:150 pL. Siapkan well
plate 96 cells, masukkan blanko secara triplo (media TSB 50 pL dan bakteri 50
uL), kemudian masukkan kontrol positif secara triplo ( berisi media TSB 50 uL,
ciprofloxacin 50 pL, dan bakteri patogen 10 puL), masukkan kontrol negatif secara
triplo (berisi media TSB 50 pL, aquades steril 50 pL, dan bakteri 10 pL),
masukkan sampel dengan masing-masing interval waktu secara triplo (berisi
media TSB 50 pL, sampel 50 uL, dan bakteri 10 pL), terakhir masukkan kontrol
kontaminan sebanyak 12 sumur (media TSB 100 pL). Selanjutnya tambahkan
reagen resazurin ke seluruh sumur sebanyak 25 pL dan tunggu hingga warna
kontrol negatif berubah menjadi warna merah muda lalu amati perubahan warna
pada sampel. Jika sampel menunjukkan warna biru keunguan maka dikatakan
bahwa sampel tersebut aktif menghambat pertumbuhan bakteri, namun jika
sampel berubah manjadi warna merah muda artinya sampel tidak aktif atau tidak
bisa menghambat pertumbuhan bakteri patogen. Prosedur yang dilakukan sama
untuk dua jenis bakteri patogen yaitu bakteri gram gram negatif Pseudomonas

aeruginosa dan bakteri gram positif Staphylococcus aureus.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Simpulan dari penelitian ini yaitu sebagai berikut :

1. Diperoleh enzim kitinase murni dari isolat 18A12RF dengan aktivitas spesifik
enzim sebesar 0,6573 U/mg.

2. Enzim kitinase yang dihasilkan dari isolat fungi 18A12RF mampu
menghidrolisis dan mendegradasi Kitin menjadi produk chitooligosaccharides
(COS).

3. Produk COS hasil degradasi oleh enzim kitinase menunjukkan keaktifan
terbaik dalam menghambat pertumbuhan bakteri patogen gram negatif
Pseudomonas aeruginosa dan bakteri patogen gram positif Staphylococcus

aureus pada interval waktu 8 jam.

5.2 Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, penulis memberikan saran sebagai

berikut :

1. Perlu dilakukan degradasi substrat kulit udang menggunakan enzim kitinase
dengan interval waktu 16 jam yang bertujuan untuk mengetahui tingkat
keaktifan produk COS pada interval waktu 16 jam.

2. Perlu dilakukan karakterisasi lebih lanjut seperti LC-MS/MS pada produk
COS yang didapatkan.
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