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SUMMARY

HENNY ENDAH SETYANI. Application of Chitosanase produced by JB4 Isolated
from Terasi to Prepare Oligomers of Chitosan (Supervised by AGUS WIJAYA,
ACE BAEHAKI and YUSRO NURI FAWZYA).

The objective of the research was to apply chitosanase produced by a
bacterial strain JBj isolated from terasi to prepare oligomers of chitosan.

The research was conducted in Laboratory of Biotechnology, Research
Center For Fisheries Product Processing and Biotechnology for Marine and
Fisheries, Jakarta Pusat, from March 2006 to January 2007.

The experiment was designed in two steps to analyze the effectivity of
chitosanase to produce chitosan oligomers at different enzyme concentrations. At
first step, chitosan was incubated with chitosanase (concentration of 22 U/g chitosan)
at 40°C for 2, 4, 6 and 8 hours, whereas at second step chitosan was incubated with
chitosanase (concentration of 5 U/g chitosan) at 40°C for 1, 2, 3 and 4 hours.
Observed parameters included viscocity, composition of chitosan oligomers and their
molecular weight.

The results showed that chitosanase hydrolyzed chitosan effectively into
chitosan oligomers, showed by reduction in molecular weight and decreasing
viscocity of the samples. The dominant oligomer was trimer with viscocity between
1.03 and 1.04 cPs (first step) and 0.97 and 0.98 cPs (second step) for chitosan from
prawn, whereas chitosan from crab had viscocity between 1.03 and 1.04 cPs.

Chitosan oligomers originated from prawn had molecular weight of 1,349 Da and



between 424 and 535 Da from the first and second steps, respectively. However,

molecular weight chitosan oligomers originated from crab could not be determined.



RINGKASAN

HENNY ENDAH SETYANI. Uji Aplikasi Enzim Kitosanase Yang Diproduksi
Oleh Isolat Bakteri JB4 dari Terasi untuk Pembuatan Oligomer Kitosan (Dibimbing
oleh AGUS WIJAYA, ACE BAEHAKI dan YUSRO NURI FAWZYA).

Tujuan penelitian ini adalah untuk melakukan uji aplikasi enzim kitosanase
dari isolat bakteri JB4 yang berasal dari terasi guna menghasilkan oligomer kitosan.

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Bioteknologi, Balai Besar Riset
Pengolahan Produk dan Bioteknologi Kelautan dan Perikanan, Departemen Kelautan
dan Perikanan Jakarta Pusat dari bulan Maret 2006 sampai dengan Januari 2007.

Penelitian dilaksanakan dalam dua tahap untuk menguji kemampuan enzim
kitosanase dalam menghasilkan oligomer kitosan dengan konsentrasi enzim yang
berbeda. Pada tahap pertama, larutan kitosan diinkubasi dengan enzim kitosmase
selama 2, 4, 6, dan 8 jam (jumlah unit enzim adalah 22 unit per gram kitosan).
Sedangkan pada tahap kedua oligomer kitosan diinkubasi dengan enzim kitosanase
selama 1, 2, 3, dan 4 jam (jumlah unit enzim adalah 5 unit per gram kitosan).
Pengamatan terhadap oligomer kitosan yang dihasilkan pada dua tahap ini meliputi:
viskositas, identifikasi oligomer dan berat molekul.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa enzim kitosanase dari isolat bakteri JB4
mampu menghidrolisis kitosan menjadi oligomer kitosan dengan mengakibatkan
penurunan viskositas dan berat molekul. Jenis oligomer yang dominan adalah trimer
dengan viskositas untuk substrat kitosan udang berkisar antara 1,03-1,04 cPs (tahap

pertama) dan 0,97-0,98 cPs (tahap kedua). Sedangkan untuk substrat kitosan



rajungan viskositas berkisar antara 1,02-1,04 cPs. Berdasarkan hasil pengukuran
berat molekul terhadap ke dua substrat, maka berat molekul oligomer kitosan dari
substrat kitosan udang adalah 1.349 Da (tahap pertama) dan 424-535 Da (tahap
kedua) sedangkan berat molekul dari substrat kitosan rajungan tidak dapat

ditentukan.



UJI APLIKASI ENZIM KITOSANASE YANG DIPRODUKSI
OLEH ISOLAT BAKTERI JB, DARI TERASI
UNTUK PEMBUATAN OLIGOMER KITOSAN

Oleh
HENNY ENDAH SETYANI

SKRIPSI
sebagai salah satu syarat untuk memperoleh gelar
Sarjana Perikanan

pada
PROGRAM STUDI TEKNOLOGI HASIL PERIKANAN
FAKULTAS PERTANIAN
UNIVERSITAS SRIWIJAYA

INDERALAYA
2007



Skripsi

UJI APLIKASI ENZIM KITOSANASE ISOLAT BAKTERI JBs DARI TERASI
UNTUK PEMBUATAN OLIGOMER KITOSAN

Oleh
HENNY ENDAH SETYANI
05023110006

telah diterima sebagai salah satu syarat
untuk memperoleh gelar
Sarjana Perikanan

Pembimbing I

” Dr. rer. nat. Ir. s Wijaya, M.Si

Pembimbing II Inderalaya, Mei 2007

Fakultas Pertanian
Universitas Sriwijaya

Ace Baehaki, S.Pi, M.Si Dekan,
/7
Pembimbing III v
P
Ir. Yusro Nuri Fawzya, M.Si Dr. Ir. Imron Zahri. M.S

NIP. 130516530



Skripsi berjudul “Uji aplikasi enzim kitosanase yang diproduksi oleh isolat bakten
JB, dari terasi untuk pembuatan oligomer kitosan” oleh Henny Endah Setyani telah

dipertahankan di depan Komisi Penguji pada tanggal 20 April 2007

Komisi Penguji
1. Dr. rer. nat. Ir. Agus Wijaya, M.Si Ketua
2. Ace Baehaki, S.Pi, M.Si Sekretaris (%/ ...... )
3.Tr. Yusro Nuri Fawzya, M_Si Sekelis Wk 200
4. Herpandi Gumay, S.Pi, M.Si Anggota
5. Rinto, S.Pi, M.P Anggota @#) |
Mengesahkan,

Ketua Program Studi Teknologi Hasil Perikanan

o

Dr. Ir. Elmei ah, M.S
NIP. 132046081




PERNYATAAN

Saya yang bertanda tangan di bawah ini menyatakan dengan sesungguhnya bahwa
seluruh data dan informasi yang disajikan dalam skripsi ini, kecuali yang disebutkan
dengan jelas sumbernya, adalah hasil penelitian atau investigasi saya sendiri dan
belum pernah atau tidak sedang diajukan sebagai syarat untuk memperoleh gelar

kesarjanaan lain atau gelar kesarjanaan yang sama ditempat lain.

Inderalaya, Mei 2007

Yang membuat pernyataan

Heany Endah Setyani



RIWAYAT HIDUP

Penulis dilahirkan pada tanggal 6 Januari 1985 di I;alembang. Merupakan anak
pertama dari empat bersaudara. Orang tua bernama Burhanuddin dan Emy.

Pendidikan sekolah dasar diselesaikan pada tahun 1996 di SDN 636 Palembang.
Sekolah menengah pertama pada tahun 1999 di SMP Negeri 19 Palembang dan
sekolah menengah umum tahun 2002 di SMU Negeri 3 Palembang. Sejak Agustus
2002 penulis tercatat sebagai mahasiswa di Program Studi Teknologi Hasil
Perikanan, Fakultas Pertanian Universitas Sriwijaya.

Pada tahun 2003/2004 penulis aktif sebagai anggota dari IMASILKAN untuk
bidang ilmu pengetahuan. Sejak tahun 2004 sampai tahun 2005 menjadi asisten mata

kuliah Dasar-Dasar Mikrobiologi Akuatik dan Mikrobiologi Hasil Perikanan.



KATA PENGANTAR

Rasa syukur yang tak terhingga kehadirat Allah SWT yang telah memberikan
rahmat dan Karunia-Nya sehingga telah mempermudah langkah penulis dalam
menyelesaikan skripsi ini. Skripsi yang berjudul “Uji Aplikasi Enzim Kitosanase
yang Diproduksi Oleh Isolat Bakteri JB4 dari Terasi Untuk Pembuatan Oligomer
Kitosan” ini dibuat berdasarkan data dan hasil pengamatan yang didapat penulis di
lokasi penelitian, yaitu tepatnya di Balai Besar Riset Pengolahan Produk dan
Bioteknologi Kelautan dan Perikanan.

Dalam menyusun skripsi ini penulis banyak mendapatkan bantuan serta
bimbingan dari berbagai pihak. Oleh karena itu pada kesempatan ini penulis
menyampaikan rasa terima kasih yang tak terhingga kepada:

1. Ayah dan bunda tercinta yang telah memberikan doa, doa, doa dan bantuan
baik moril maupun material. = Alhamdulillah ”Uni lulus juga”. I
_Love U_All

2. Dekan Fakultas Pertanian Universitas Sriwijaya Bapak Dr. Ir. Imron Zahri,
M.S. dan Ketua Program Studi Teknologi Hasil Perikanan Fakultas Pertanian
Universitas Sriwijaya Ibu Dr. Ir. Elmeizy Arafah, M.S.

3. Bapak Dr. rer. nat. Ir. Agus Wijaya, M.Si. selaku Pembimbing I dan Bapak
Ace Bachaki, S.Pi, M.Si. selaku Pembimbing II yang telah banyak

meluangkan waktu dan dengan penuh kesabaran memberikan pengarahan

kepada penulis selama penyusunan skripsi ini.

Xii



4. Tbu Ir. Yusro Nuri Fawzya, M.Si. selaku pembimbing III dan semua staf
peneliti di BBRPPBKP (terutama buat Bu Umi, Mbak Henny, Mas Dedi,
Mbak Ari, dan Mas Rudi) yang telah memberikan bantuan dan arahan
kepada penulis selama penelitian berlangsung.

5. Bapak Herpandi Gumay, S.Pi., M.Si dan Bapak Rinto, S.Pi., M.P. yang telah
memberikan arahan, saran dan kritiknya dalam penyelesaian skripsi ini serta
Bapak dan Ibu Dosen yang telah memberikan bimbingan selama masa studi.

6. Bapak Budi Purwanto, S.Pi. selaku pembimbing akademik dan Ibu Indah
Widiastuti, S.Pi. sebagai dosenku plus sebagai tempat curhat dan berkeluh
kesah.

7. All of my Friends At ”THI 02” (especially Telly, Mamat, Lia, Ewi, Indah, and
Fegu) beserta teman-temanku diberbagai tempat. Makasihya untuk semua

8. Buat seseorang yang merupakan teman terbaikku. Makasih ya untuk semua
masukan yang diberikan kepada saya dan berkat masukan itu juga akhirnya
saya bisa mengalami berbagai macam proses perubahan yang sangat
menyenangkan. *

Mudah-mudahan skripsi ini dapat memberikan sumbangan pemikiran yang

bermanfaat bagi kita semua.

Inderalaya, April 2007

Penulis

xiii



DAFTAR ISI

DAFTAR TABEL ... oueiieeereiecetinerneenmesesasansesssssasanesnssnssssessssnssaassansess sonssnees XVl
DAFTAR GAMBAR ......cooeveereeeecenisisaesiesnasasssesstssssessensansssansassssssssssansansnsaneas Xvil
DAFTAR LAMPIRAN .....ooocctceeencerieaeesnnesasssesssssssasesnnsssnsssssasssssssssssnissasans Xviii
L PENDAHULUAN ......oouirieeerereesceeensentssessmsnssssssssssesessesssssassasssssssesssssssssasess 1
A. Latar BelaKang ........ccccooveuirmerreoennenceseteinsnnnnesssesss e sesses e 1

B. Tujuan Penelitian...........cccoeoeemeeememnueieneisinniiensnensssiscsssscnasnens 3

C. HiPOTESIS..oueureuemcueneuraesisisesesesnsnssssessssutstesessassassessasnesassassnsssssssaces 3

1. TINJAUAN PUSTAKA ..ciinccisiasnsoissasstsssssssnasssnsnsossnnsis ssssassssasssusssasassssss 4
A. Oligomer Kitosan (Kitooligosakarida)..........ccecveseeureneccnsuesnsecnnnne 4

1. Produksi Oligomer KitoSan ........ccccceccsnesvnsnsenaescssnsessnasacsassensess 5

2. Aplikasi Oligomer Kitosan. ... usmsimsiaissssonsssssoinavessaess 8

B. KUOSHAREE it s A S S R S TR 12

HI. PELAKSANAAN PENELITIAN ..conccsssssssnsssssasnsssssssmssvsssasnensyssssssses 17
A. Tempat, Waktu dan Sumber Pendanaan ...........ccccooeeiiiiiciiinnnnne 17

Bi. ‘Alatdan Babim; o e s hiniss ittt 17

C. MESde PERClbM s s s s 18

1. Pembuatan Koloidal Kitin.....xssssvsussessssasssisassadisamssssims 18

2. Produksi Enzim Kitosanase Ekstraseluler............ccccceeereeeenennee. 19

3. Pembuatan Kitosan DAPAt LATGL .......cccicseemssormansssansssssastassssons 19

4. Produksi Oligomer Kitosan Secara Enzimatis ............ccccoceeceneee 20

D Pehgamatan ... samisimnmsommisisse s 20

1. Uji Aktivitas Enzim KitOSanase sreveasem e amtamaaaiissssissssssses 20

2. Penentuan Kadar Protein Ef zgél&(l\wsamugri““u P2

| TERUSTAS. SEWHUAYA

R, T

qug ["’"{\45-*139




3. Pengukuran VisKOSitas ........cceeeriereeensmninnenscececsnsiiencneenen 22

4. Pengukuran Berat JEnis ........c.cocuemeeeenmenreneineiceensiiinnnnaniennnne 24

5. Identifikasi DIGOMeE KEIOSAT .couvrorvosssvsmmsserssspmmusnsmmmmsnnsmrars 24

6. Penentuan Berdt Molekul ....viuvneisivivismiismsivavoiminimesitn 25

IV. HASILDAN PEMBAHASAN ... iiinmm i aiss s s 26

A.. Produksi Enzim Kitosanase:  .ousssmsmssssmssissimmsmmsisissmssies 26

B. Aplikasi Kitosanase untuk Pembuatan Oligomer Kitosan............. 29

1. Konsentrasi Enzim Sebesar 22 unit per gram Kitosan............... 31

2. Konsentrasi Enzim Sebesar 5 unit per gram Kitosan................. 33

A, VISKOSIAS ....ooeiniiaieeeirceeecececeeeeeseeeeeeeesaeeseaaesne e nneesneeenns 33

b. Identifikasi Oligomer Kitosan...........ccccceoeeeveeecveeenreeenennnee. 37

o 5 7 [ O 39

V. KESIMPULAN DAN SARAN ...t eesee e eseneenens 43

B, KCSRRPNIAR .ooivevoiiusk i b 7S s Beii e nmamsmrnasanns 43

B D A s e e TR A S s 44

TR BUSTREIR oo e e s o s s 45
LAMPIRAN

XV



DAFTAR TABEL

1. SPSIKASE OHZOMEE KIOSAN «.rrrreeeeeeeessssoeeserssssosseenresssssssseeeessssssssssssree 5
2. Karakteristik kitosanase dari berbagai organisme...........c.ccocvevvimieennennnenns 16
3. Hasil uji aktivitas enzim kitosanase isolat bakteri JB4 pada beberapa
T ) PRI — 28
4. Spesifikasi kjtosan yang digunakan sebagai substrat............ccceeeveeeiicreennnen. 29

5. Viskositas larutan kitosan udang setelah penambahan enzim sebesar 22
LT o T T U — 32

6. Perubahan viskositas larutan kitosan sebelum dan sesudah penambahan
enzimsebesar 5 unt per gramy KoOSON o.oucmammmmmmessieismsssinsssissoss 35

7. Viskositas intrinsik dan berat molekul larutan kitosan sebelum dan sesudah
penambahan Enziai KIHOSANASE ....comuis siibieiiosmssisisimsibnbemisiiis 41

xvi



DAFTAR GAMBAR

1. Struktur kimia kitosan dan oligomer KitoSan ..........ccoceeeemeeieeceniininnncennens 6

2. Hasil identifikasi oligomer kitosan pada konsentrasi enzim sebesar 22
ORI PEE San KHOSAN: s mcsmssisvimmssssmsss s sinasimassisssasnes 33

3. Hasil identifikasi oligomer kitosan pada konsentrasi enzim sebesar 5 unit

Xvii



DAFTAR LAMPIRAN

1. Kurva standar gluKOSAMIN..........ccceueemrueesememeesnetenesenssnenssssss s s eaee 52
2. Kurva standar Protein........cc.cccecerierueruessesmassnsnssssesssscssstsssessesssnsssnssncanaessnanns 53
3. Penentuan aktivitas KitOSANASE .........c.covvereererernerrressaesnsannesnssanasesancesssssecssnenes 54
4. Penentuan kadar protein dan aktivitas spesifik kitosanase..........c.cccccevuvev. 56
5. Perhitungan viskositas kitosan dan oligomer kitosan pada konsentrasi
enzim sebesar 22 unit per gram Kitosam ..........cccessecssnmssanesssesossansasassasasssasas 58
6. Perhitungan viskositas kitosan dan oligomer kitosan pada konsentrasi
enzim sebesar’s unit per gram KIOSAN «xuo s it 59
7--Perhitungan-viskoesitas kitesan konteol.....oonunsaiannnainnnnias 60
8. Perhitungan berat molekul kitosan dan oligomer kitosan rajungan............. 61
9. Perhitungan berat molekul kitosan dan oligomer kitosan udang ................. 64
10. Gambar Ubbelohde VISKOMELET..........cccccoeveeriereereeeeereereaeeneeseeeaee e eeeeeanenns 69
I1. Komponen pereaksi IOWEY «:sioomaissmmsiansmiismsmesmssmansssrmtasasssssssansmans 70

Xviii



1. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Kitosan merupakan biopolimer alami turunan kitin yang secara komersial
dibuat dari limbah kulit udang atau rajungan. Menurut No dan Meyer (1997), kitin
dari kulit udang dapat menghasilkan kitosan sekitar 80%. Kitosan yang ada di pasar
Indonesia saat ini berasal dari Korea Selatan, India, Jepang, USA dan negara maju
lainnya dengan harga minimum antara US$ 25-30 per kg, sedangkan harga kitin
minimum antara US$ 9-10 per kg (Wibowo, 2006).

Kitosan dan turunannya memiliki sifat yang ramah lingkungan dan hampir
tidak beracun sehingga banyak diaplikasikan pada berbagai bidang industri,
bioteknologi, farmasi, makanan, pertanian dan teknologi lingkungan (Li ef al., 1997).
Jeon dan Kim (2000,) mengemukakan bahwa tingginya viskositas dan berat molekul
menyebabkan terbatasnya penggunaan kitosan dalam bidang farmasi karena
penyerapan untuk penggunaan secara in vivo rendah. Oleh karena itu depolimerisasi
kitosan menjadi oligomer kitosan (kitooligosakarida) merupakan salah satu cara
untuk mengatasi masalah keterbatasan penggunaan.

Oligomer kitosan atau kitooligosakarida merupakan produk turunan kitosan
yang mempunyai sifat fungsional lebih baik dibandingkan kitosan, seperti bersifat
aktif secara biologis sebagai antitumor, antimikroba, antifungal, antioksidan dan
memiliki immunostimulating effect. Nilai lebih oligomer tidak hanya terletak pada

sifat fungsional saja tetapi juga kemampuannya untuk larut dalam air (Choi et al.,

2004).



Informasi pasar menyebutkan bahwa dalam bentuk oligomer, kitosan
memiliki harga 6 kali lebih mahal dibanding dalam bentuk polimer dan monomernya
(glukosamin). Oligomer kitosan di pasaran internasional memiliki harga US$ 60,000
per ton, sedangkan harga glukosamin dan polimer kitosan jauh di bawah
oligomernya, yaitu US$ 10,000 per ton. Hal tersebut dapat terjadi karena oligomer
kitosan disebutkan lebih memiliki potensi aktivitas biologis serta memiliki
kelebihan-kelebihan lain (Chasanah, 2006).

Oligomer kitosan dapat dibuat dengan menghidrolisis kitosan secara kimia,
iradiasi dan hydrodynamic shearing, akan tetapi cara-cara tersebut menghasilkan
oligomer kitosan dengan derajat polimerisasi yang rendah (Cheng dan Li, 2000).
Oligomer kitosan dengan derajat polimerisasi yang tinggi seperti pentamer sampai
heptamer mempunyai karakteristik fungsional yang lebih baik dibandingkan
oligomer kitosan dengan derajat polimerisasi rendah karena memiliki kemampuan
yang lebih kuat untuk menghambat pertumbuhan beberapa mikroorganisme patogen
dalam makanan (Shahidi et al., 1999).

Oligomer kitosan dengan derajat polimerisasi yang tinggi hanya dapat
diperoleh melalui hidrolisis kitosan secara enzimatis. Cara ini dinilai memiliki
beberapa kelebihan, antara lain lebih ramah lingkungan, relatif terkontrol dan tidak
bersifat merusak bahan. Jenis enzim tertentu telah dilaporkan dapat menghidrolisis
kitosan seperti kitinase dan lysozim (Suhartono et al., 2002), protease, glukanase,
tannase, lipase dan papain juga mempunyai kemampuan menghidrolisis kitosan
(Pantaleone et al., 1992 dalam Meidina et al., 2005). Akan tetapi kitosanase lebih
efisien digunakan untuk memproduksi oligomer kitosan karena menunjukkan

aktivitas yang cukup baik pada konsentrasi yang kecil (Meidina et al., 2005).



Salah satu sumber kitosanase untuk produksi oligomer kitosan adalah bakteri.
Indonesia sebagai negara kepulauan berpotensi besar memiliki bakteri-bakteri yang
menghasilkan enzim kitosansae. Salah satu sumber yang diduga menjadi habitat
bagi bakteri penghasil enzim kitosanase adalah terasi. Terasi merupakan produk
hasil fermentasi laktat dengan bahan baku yang biasa digunakan adalah udang rebon.

Balai Besar Riset Pengolahan Produk dan Bioteknologi Kelautan dan
Perikanan memiliki koleksi isolat-isolat bakteri kitinolitik penghasil enzim
kitosanase yang berasal dari beberapa sumber. Salah satu isolat bakteri yang telah
dilakukan karakterisasi enzimnya adalah isolat JB4 yang berasal dari terasi. Untuk
mendapatkan informasi mengenai oligomer kitosan dari enzim ini maka perlu

dilakukan aplikasi enzim tersebut pada substrat kitosan.

B. Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk melakukan uji aplikasi enzim kitosanase dari

isolat bakteri JB4 yang berasal dari terasi guna menghasilkan oligomer kitosan.
C. Hipotesis

Enzim kitosanase dari isolat bakteri JB4 yang berasal dari terasi diduga dapat

menghidrolisis kitosan menghasilkan oligomer kitosan.
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