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Abstrak

Udang menghasilkan limbah seperti kulit dan bagian kepala udang. Limbah tersebut mudah busuk
dan menimbulkan aroma tidak sedap. Proses degradasi limbah udang berlangsung dengan
menghasilkan enzim-enzim pendegradasi oleh bakteri pembusuk. Kandungan kitin pada limbah
udang akan merangsang munculnya bakteri penghasil enzim kitinase. Kitin merupakan
homopolimer linear yang terdiri dari monomer N-asetil-D-glukosamin dengan ikatan glikosidik (3-
(1,4). Kitin diketahui bersifat biodegradable, biocompatible dan tidak toksik. Hal ini menjadi alasan
turunan kitin banyak digunakan dalam bidang industri dan biomedik. Oleh karena itu kitin dan
turunannya memiliki nilai ekonomi yang besar. Penelitian dilaksanakan secara deskriptif
kuantitatif di Laboratorium Mikrobiologi Universitas Sumatera Utara. Diperoleh sebanyak 10
isolat bakteri kitinolitik asal limbah udang dengan karakteristik morfologi yang bervariasi.
Kesepuluh isolat bakteri tersebut adalah NR02, NR03, NR04, NR05, NR06, NR07, NROS, NR09,
NR10, NR11 dan PUO1. ilai indeks kitinolitik IK > 2 dihasilkan oleh 4 isolat bakteri yaitu; NR02,
NRO7, NR0O9 dan PUOI. Nilai IK terendah dihasilkan oleh NRO8 dengan nilai 0,01. Bakteri
kitinolitik yang diperoleh memiliki karakter yang berbeda-beda dan sangat besar kemungkinan
mereka berasal dari jenis yang berbeda pula.

Kata Kunci: Bakteri, Kitin, Kitinolitik, Limbah Udang

Abstract

Shrimp produce waste such as shrimp shells and heads. The waste is perishable and gives off an
unpleasant odor. Shrimp waste degradation process takes place by producing degrading enzymes by
spoilage bacteria. The content of chitin in shrimp waste will stimulate the emergence of chitinase enzyme-
producing bacteria. Chitin is a linear homopolymer consisting of N-acetyl-D-glucosamine monomer with
-(1,4) glycosidic bonds. Chitin is known to be biodegradable, biocompatible and non-toxic. This is the
reason chitin derivatives are widely used in the industrial and biomedical fields. Therefore, chitin and its
derivatives have great economic value. The research was carried out in a quantitative descriptive manner
at the Microbiology Laboratory, University of North Sumatra. There were 10 isolates of chitinolytic
bacteria from shrimp waste with varying morphological characteristics. The ten bacterial isolates were
NRO02, NR03, NR04, NR05, NR06, NR07, NR08, NR09, NR10, NR11 and PUOI. Chitinolytic index
CI value > 2 was produced by 4 bacterial isolates, namely; NR02, NR07, NR09 and PUOI. The lowest
IK value was generated by NROS with a value of 0.01. The chitinolytic bacteria obtained have different
characters and it is very likely that they come from different types
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PENDAHULUAN

Udang menjadi komoditas andalan dalam industri perikanan. Hal tersebut mendorong
Indonesia menjadi salah satu negara produsen udang. Kementerian Kelautan dan
Perikanan (2020) menyatakan bahwa, pada tahun 2020 nilai produksi budidaya udang di
Indonesia mencapai Rp54,95 miliar dengan volume 880.638 ton. Berdasarkan data
tersebut, produksi budidaya udang naik 3,02% dari tahun sebelumnya. Dari segi volume,
produksi budidaya udang pada tahun 2020 mengalami pertumbuhan 2,35% jika
dibandingkan tahun 2019.

Dalam proses pengolahan atau ekspor udang, akan dihasilkan limbah seperti
kulit, kaki, ekor dan kepala udang. Persentase limbah yang dihasilkan sebesar 60% — 70%
dari total massa udang tersebut. Limbah yang dihasilkan gampang membusuk (Azhar er
al., 2010). Hal ini terjadi karena limbah udang mengandung senyawa organik seperti
protein, lemak, kalsium karbonat, kitin, pigmen, abu dan lainnya (Rinaudo, 2012). Jika
tidak dimanfaatkan senyawa organik tersebut akan terbuang sia — sia.

Kelompok crustacea merupakan penghasil kitin terbesar dibandingkan dengan
beberapa organisme penghasil kitin lainnya, misalnya serangga, nematoda, jamur dan
tumbuhan (Soeka & Triana, 2016). Monomer kitin akan dimanfaatkan oleh
mikrooganisme seperti bakteri sebagai sumber nutirsi. Monomer kitin diketahui kaya
akan sumber karbon dan nitrogen (Donderski & Brzezinska, 2003). Oleh sebab itu,
banyaknya limbah udang yang dihasilkan akan berbanding lurus dengan mikroorganisme
pendegradasi limbah tersebut.

Bakteri merupakan salah satu mikrooganisme yang mampu medegradasi limbah
udang dengan menghasilkan enzim kitinase. Bakteri tersebut dikenal dengan sebutan
bakteri kitinolitik. Bakteri kitinolitik dapat diisolasi dari berbagai sumber, antara lain
rizosfer, filosfer, tanah atau dari lingkungan perairan. Laut, danau, kolam dan tambak
udang diketahui potensial digunakan sebagai sumber isolat (Ilmi, 2007; Suryanto, 2011;
Asril, 2011; Dewi, 2011; Fauziah & Herdyastuti, 2013).

Selain bakteri, kelompok aktinomisetes dan jamur juga diketahui mampu
mendegradasi kitin dan digunakan sebagai sumber nutrisinya. Bakteri yang mampu
menghasilkan kitinase yaitu genus Bacillus (B. pumilus, B. firmus, B. cereus) Streptomyces
hygroscopicus, Streptomyces griceus, Serattia marcescens, Vibrio spp., Flavobacterium sp.
Alcaligenes denitrificans, Actinomycetes, Pseudomonas stutzeri, Escherechia coli dan genus
Sanguibacter (Ilmi, 2007; Herdyastuti et al., 2009; Muharni & Widjajanti, 2011; Priya ez
al.,2011; Dwi et al., 2011).

Kitin merupakan senyawa polisakarida yang terdiri dari ikatan dengan rumus
molekul linear (3-1,4 N-asetil-D-glukosamina. Kitin dapat diproduksi secara kimiawi dan
enzimatis. Produksi kitin secara kimiawi dilakukan melalui proses hidrolisis
menggunakan asam pekat seperti HCl. Proses tersebut kurang ramah lingkungan dan
produk kitin yang dihasilkan sedikit (10 — 60%). Metode sintesis kitin secara enzimatis
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menggunakan enzim kitinase diketahui lebih ramah lingkungan dan produk yang
dihasilkan juga lebih besar (Soeka & Triana, 2016).

Kitin termasuk salah satu polimer yang memiliki kelimpahan besar di alam.
Mikroorganisme penghasil kitin khusunya bakteri belum banyak dieksplorasi, baik dari
segi jumlah, kelimpahan dan fungsi enzim yang dihasilkannya. Mikrob kitinolitik
menarik untuk diteliti dan diisolasi karena kemampuannya menghidrolisis kitim menjadi
kitosan yang memiliki banyak manfaat, antara lain pada bidang kesehatan, industri,
bioteknologi dan agen biokontrol. Hal tersebut menjadi faktor utama dalam penelitian
ini.

METODE

Penelitian dilaksanakan dengan metode deskriptif di Laboratorium Mikrobiologi FMIPA
USU. Prosedur penelitian dilaksanakan secara #n vitro dengan beberapa tahapan
penelitian yaitu isolasi bakteri kitinolitik, karakerisasi morfologi bakteri kitinolitik,
pengukuran indeks kitinolitik, uji kualitatif enzim glukanase dan uji aktivitas enzim
protease kualitatif.

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan antara lain botol sampel, cawan Petri, tabung reaksi, ose,
spatula, hockey stick, pipet serologi, pro pipet, autoklaf, inkubator, jangka sorong, pH
meter, vortex, mikroskop Carl Zeiss Micro-Imaging GmbH 37081 Germany. Sampel terdiri
atas tiga sumber, yaitu limbah udang segar yang berasal dari pabrik pengolahan udang,
limbah udang yang dibiarkan selama 3 hari dan tanah bekas pembuangan limbah udang,
media garam minimum kitin (MGMK), nutrien broth (NB), nutrien agar (NA), media
CMC, media oat, alkohol 70% dan akuades.

Isolasi Bakteri Kitinolitik dari Sampel

Sebanyak satu gram sampel diinokulasikan ke dalam 10 ml media NB. Kemudian
diinkubasi pada suhu 29° C selama 24 jam. Suspensi bakteri sebanyak 1 ml dimasukkan
ke dalam 10 ml akuades steril dan dilakukan pengenceran bertingkat sampai 10°.
Suspensi diinokulasikan pada media NA dan diinkubasi pada suhu 29°C. Kultur yang
tumbuh dikarakterisasi dan ditumbuhkan pada media MGMK. Isolat yang membentuk
zona bening pada media MGMK diambil untuk dimurnikan. Zona bening menunjukkan
bahwa bakteri tersebut mampu menghasilkan kitinase.

Pengukuran Indeks Kitinolitik

Pengukuran indeks kitinolitik dilakukan dengan cara menginokulasiakan 1 ml
suspensi bakteri dengan kerapatan 10® sel. Kemudian cakram yang sudah berisi suspensi
bakteri diinokulasikan ke bagian tengah media MGMK. Biakan diinkubasi selama 7 hari
pada suhu 29° C. Diameter zona bening yang terbentuk diukur dengan menggunakan
jangka sorong. Indeks kitinolitik diperoleh dengan menghitung selisih diameter zona
bening di sekitar koloni dengan diameter koloni kemudian dibagi dengan diameter
koloni.
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Uji Kualitatif Enzim Glukanase

Uji kualitatif enzim glukanase diukur dengan cara menginokulasikan 1 ose biakan
bakteri ke media CMC dan media oat. Biakan diinkubasi selama 5 hari pada suhu 29° C.
Untuk media CMC, setelah 5 hari inkubasi, biakan diteteskan congo red sampai
memenuhi seluruh pemukaan media. Biakan dibiarkan selama 30 menit dan dibilas
dengan akuades. Diukur diameter zona bening yang terbentuk dengan menggunakan
jangka sorong.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil Isolat Bakteri Kitinolitik

Isolat bakteri kitinolitik dari limbah udang diperoleh dengan melakukan metode
cawan sebar menggunakan media nutrient agar (NA). Dari hasil isolasi diperoleh 55 isolat
bakteri. 10 isolat diantaranya merupakan bakteri kitinolitik potensial. Detail karakterisasi
dan morfologi bakteri kitinolitik diinformasikan pada tabel 1.

Tabel 1. Karakteristik Morfologi Isolat Bakteri Kitinolitik

Morfologi Koloni Bakteri
Kode Isolat Bentuk Tepi Elevasi Warna
NR 02 Irregular  Rata Rata Krem
NR 03 Irregular  Rata Rata Krem bening
NR 04 Irregular  Rata Rata Krem

NR 05 Circular Rata Menonjol Krem pekat

NR 06 Circular Rata Menonjol Krem

NR 07 Circular Rata Berbukit Krem bening

NR 08 Circular Rata Cembung Krem

NR 09 Irregular ~ Rata Berkawah  Krem bening

NR 11 Irregular  Rata Berbukit Putih kekuningan Tepi krem bening
PU 01 Circular Rata Cembung  Kuning

Berdasarkan karakterisasi morfologi diperoleh 2 bakteri berbentuk batang Gram
positif, 2 bakteri berbentuk batang Gram negatif, 3 bakteri berbentuk bulat Gram positif
dan 3 bakteri berbentuk bulat Gram negatif (lihat gambar 1.).

v. w
o ‘

- ¥
A 1
Gambar 1. Pewarnaan Gram bakteri kitinolitik (a) isolat NRO2; (b) isolat NR(09
dan (c) isolat NR04 dengan perbesaran 100x
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Tabel 2. Karakteristik Fisiologis Isolat Bakteri Kitinolitik

Isolat Motilitas TSIA  Sitrat Gelatin Gram Bentuk bakteri
NR 02 Pedang + + + + Batang
NR 03 Pedang + + + + Batang
NR 04 Pedang + + + + Bulat
NR 05 Titik + + + Bulat
NR 06 Titik + + + Bulat
NR 07 Pedang - + - Batang
NR 08 Pedang + + + Bulat
NR 09 Pedang + + + Batang
NR 11 Menghasilkan sulfur + + + + Bulat
PU 01 Jonjot + menghasilkan sulfur + + + Bulat

Uji aktivitas enzim kitinase kualitatif dilakukan pada media MGMK. Pada media
yang mengandung kitin, bakteri kitinolitik akan menghasilkan zona bening di sekitar
koloni seperti yang dapat dilihat pada Gambar 2.

Gambar 2. Pembentukan zona bening di sekitar koloni bakteri kitinolitik setelah inkubasi
selama 7 hari pada MGMK dengan suhu 29°C

Semakin besar kemampuan bakteri kitinolitik dalam mendegradasi kitin, maka
zona bening yang dihasilkan akan semakin besar. Protease merupakan enzim yang
mampu memecah ikatan peptida pada protein. Isolat bakteri kitinolitik juga diketahui
mampu menghasilkan enzim protease. Hal ini dibuktikan dengan adanya zona bening di
sekitar koloni bakteri pada media uji. Indeks kitinolitik dan proteolitik 10 isolat bakteri
kitinolitik dapat dilihat pada tabel 3.

Uji kualitatif kemampuan isolat bakteri kitinolitik menghasilkan enzim glukanase
dilakukan dengan menggunakan media Carboxymethyl Cellulase (CMC) dan media oat.
Hasil uji aktivitas enzim glukanase kualitatif 10 isolat bakteri potensial dapat dilihat pada
Tabel 4.
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Tabel 3. Indeks kitinolitik 10 isolat bakteri potensial pada MGMK

Kode Isolat Indeks Kitinolitik Indeks Proteolitik
NR 02 2,67 0,55
NR 03 1,75 1,09
NR 04 0,06 0,27
NR 05 0,78 0,26
NR 06 1,42 0,13
NR 07 2,90 1,46
NR 08 0,01 0,25
NR 09 2,16 0,32
NR 11 0,07 0,38
PU 01 2,90 0,00

Tabel 4. Diameter zona bening 10 isolat bakteri potensial pada media CMC dan Oat

Kode Isolat Zona Bening (mm)* Zona Bening (mm)**
NR 02 23,0 5,12
NR 03 38,0 6,75
NR 04 7,0 2,15
NR 05 15,0 10,0
NR 06 0,0 11,5
NR 07 19,0 15,0
NR 08 38,0 6,0
NR 09 43,0 20,0
NR 11 39,0 42
PU 01 7,0 4,05

Keterangan: * (Media Oat); ** (Media CMC)

Pembahasan

Bakteri kitinolitik potensial yang diperoleh memiliki karakter yang bervariasi.
Kandungan senyawa organik yang tinggi pada limbah udang, menjadikan limbah tersebut
sebagai habitat mikroorganisme yang memanfaatkannya sebagai sumber nutrisi. Bakteri
akan menghasilkan enzim untuk memecah senyawa yang kompleks agar lebih mudah
diserap oleh selnya.

Sepuluh isolat bakteri kitinolitik yang diperoleh memiliki bentuk koloni circular
dan irregular, dengan tepian koloni flat (rata). Karakteristik makrokopis isolat yang
diperoleh menjadi landasan untuk melakukan identifikasi. Hal ini sejalan dengan hasil
penelitian Setia & Suharjono (2015) yang menyatakan bahwa terdapat 18 isolat bakteri
kitinolitik dari limbah udang dengan karakteristik yang bervariasi. Dua isolat bakteri
kitinolitik unggul memiliki karakter koloni berbeda. Isolat PBK 2 berbentuk coccibacil dan
Gram negatif, sedangkan isolat SA 1.2 memiliki sel yang berbentuk batang dan Gram
positif.

Fitri & Yasmin (2011) menyatakan bahwa beberapa spesies bakteri yang mampu
menghasilkan enzim kitinase antara lain Bacillus papandayan, Bacillus thuringiensis, Vibrio
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harveyi dan Aeromonas sp. Menurut Rostinawati (2008) enzim kitinase yang diproduksi
oleh bakteri kitinolitik dari perairan beperan dalam proses penguraian kitin yang berasal
dari cangkang udang, kepiting, cumi—cumi dan organisme perairan lainnya. Karakteristik
dari bakteri kitinolitik dapat diketahui dengan melakukan pengamatan morfologi
sehingga akan memudahkan proses identifikasi jenis bakteri kitinolitik tersebut.

Dari Tabel 3. dapat dilihat nilai indeks kitinolitik IK > 2 dihasilkan oleh 4 isolat
bakteri yaitu; NR02, NRO7, NR09 dan PUO1. Nilai IK terendah dihasilkan oleh NROS8
dengan nilai 0,01. Bakteri kitinolitik yang diperoleh memiliki karakter yang berbeda-beda
dan sangat besar kemungkinan mereka berasal dari jenis yang berbeda pula. Setiap bakteri
memiliki kemampuan yang berbeda dalam memanfaatkan nutrisi yang ada. Bahkan
bakteri yang berasal dari spesies yang sama pun belum tentu memiliki kemampuan yang
sama apabila diisolasi dari tempat yang berbeda. Sebagaimana penelitian yang dilakukan
oleh Chandler er al, (2011) yang mendapatkan perbedaan aktivitas dan produksi kitinase
oleh spesies Fransiella yang berasal dari wilayah yang berbeda dan subspesies yang
berbeda pula. Dua belas isolat yang digunakannya semuanya memiliki perbedaan dalam
aktivitas dan produksi kitinase. Gen penyandi kitinase yang terdapat pada bakteri-bakteri
tersebut juga berbeda, yaitu chid, chiB, chiC dan chiD.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa dari semua bakteri kitinolitik asal limbah
udang mampu mendegradasi protein kecuali isolat PUO1. Indeks proteolitik tertinggi
ditunjukkan oleh bakteri NRO7 dengan nilai sebesar 1,46. Tingginya kandungan protein
pada limbah udang mengakibatkan banyak pula bakteri proteolitik yang dapat hidup.
Protease merupakan enzim yang berperan dalam pemutusan ikatan peptida pada protein.
Dewasa ini, pemanfaatan protease semakin luas, tidak hanya berperan dalam proses
metabolisme sel. Protease juga dimanfaatkan dalam industri. Protease merupakan enzim
skala industri dengan tingkat penjualan hingga 60% dari total penjualan enzim di dunia.
Penggunaan enzim protease antara lain pada industri produksi detergen, penyamakan
kulit dan bahan tambahan pangan (Sembiring et al., 2021).

Diameter zona bening tertinggi pada media oat dan CMC ditunjukkan oleh isolat
NRO09 masing-masing sebesar 43 mm dan 20 mm. Diameter terendah pada media oat
ditunjukkan oleh isolat NR06 dan pada media CMC oleh isolat NR04. Hal ini
menunjukkan bahwa NR09 mampu memecah polimer karbohidrat yang terdapat pada
media, yaitu selulosa dan glukan. Isolat NR0O9 menghasilkan enzim glukanase untuk
memecah selulosa menjadi monomer sehingga dapat dimanfaatkan sebagai nutrisinya.

Media carboxymethyl cellulose (CMC) yang memiliki ikatan selulosa dapat larut
(amorf), akan mendorong pertumbuhan koloni lebih cepat. Hal ini terjadi karena koloni
bakteri akan menghasilkan lebih banyak enzim ekso-f3-1,4-glukanase dibandingkan endo-f3-
1,4-glukanase. Jumlah enzim ekso-f-1,4-glukanase yang dihasilkan akan mempengaruhi
kecepatan hidrolisis selulosa. Hal ini terjadi karena, enzim ekso-(-1,4-glukanase
mengkatalis produksi selobiosa, yang akan dihidrolisis menjadi glukosa. Selulosa yang
terdapat pada media ini akan menginduksi terbentuknya enzim selulase. Selulase
merupakan enzim ekstraseluler yang terdiri atas kompleks endo-f-1,4-glukanase, kompleks
-B-1,4-glukanase dan selobiase. Tidak ditemukannya aktivitas enzim selulase pada
beberapa isolat bakteri, diasumsikan karena kecilnya aktivitas enzim ekso-1,4-B-glukanase
pada isolat tersebut. Hal ini menunjukkan bahwa semakin besar zona bening yang

Batubara et al., (2022) Screening and Characterization of Chitinolytic Bacteria From Shrimp Waste | 750



Jurnal Pembelajaran Dan Biologi Nukleus p-1SSN: 2442-9481
Vol 8 (3): 744-753, November 2022 e-ISSN: 2685-7332

terbentuk pada media uji semakin banyak enzim glukanase yang dihasilkan oleh bakteri
tersebut (Meryandini e al., 2009).

Oat mengandung 1,8-7,9% pB-glukan yang sangat memungkinkan untuk
menginduksi gen penyandi glukanase bakteri ketika ditumbuhkan pada media yang
mengandung B-glukan. Penelitian yang telah dilakukan oleh Celestino er al, (2006)
menggunakan 1,3--1,4 glukan yang diambil dari Barley untuk menguji aktivitas enzim
1,3-1,4-B-glukanase. Dari beberapa sumber karbon yang digunakannya hanya B-glukan
dari Barley yang mampu dihirolisis oleh enzim f-glukanase dari Rhizopus microsporus.

KESIMPULAN

Adapun kesimpulan dari penelitian ini adalah diperoleh 10 isolat bakteri
kitinolitik penghasil enzim kitinase dari limbah udang. Nilai indeks kitinolitik terbesar
ditunjukkan oleh isolat NRO7 dan PUO1 sebesar 2,90. Nilai indeks proteolitik terbesar
ditunjukkan oleh isolate NRO7 sebesar 1,46.
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