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Abstrak - Telah dilakukan isolasi kitin dari cangkang kepiting bakau (Scylla serrata) melalui proses

demineralisasi dan deproteinasi. Dari hasil karakterisasi cangkang kepiting bakau dan

kitin diperoleh kadar abu

cangkang dan kitin sebesar 62,675 % (b/b) dan 20,184 (b/b), kadar air sebesar 5,043 %(b/b) dan 4,000 % (b/b)
serta kadar nitrogen cangkang dan kitin sebesar 5,043 % (b/b) dan 6,542 % (b/b). Kitin hasil' isolasi ini
dimanfaatkan untuk pemurnian kitinase yang dihasilkan oleh Streptomyces aureofaciens. Kitinase yang
dihasilkan dideteksi keberadaannya dengan menggunakan metode Dot blot dan menunjukkan adanya kitinase.

Kata Kunci : Scylta serrata, Streptomyces aureofacierts

1. Pendahuluan

Kepiting merupakan salah satu komoditi penting perikanan
Indonesia yang saat ini sedang mengalami produksi, baik
diperoleh dari usaha penangkapan di alam maupun dari
hasil budidaya. Permintaan yang terus meningkat ini
bukan hanya disebabkan oleh rasa dagingnya yang sangat
gurih. tetapi juga disebabkan oleh kandungan gizinya yang
cukup tinggi. Karena, permintaan yang semakin meningkat
itulah komoditi kepiting ini berarti akan meningkatkan
jumlah limbah yang dihasilkan. Limbah tersebut berupa
kulit dan cangkang kepiting. Kebanyakan manusia di
dunia mengkonsumsi kepiting hanya dagingnya saja yang
rata-rata 20 % dari beratnya, sehingga 80 %-nya berupa
limbahnya. Hal ini dapat membuat jumlah limbah dari
kulit dan cangkang sangat besar seiring dengan hasil
produksi kepiting di Indonesia yang ferus meningkat.
Limbah cangkang kepiting merupakan limbah yang sering
dikesampingkan fungsinya, padahal dari limbah tersebut
dapat terbentuk suatu senyawa yaitu Kitin. Kadungan Kitin
dari kepiting ini adalah sebesar 72,1% (b/b) {1]. Kitin ini
digunakan untuk memanen Kitinase dari Streptomyces
aureofaciens. Kitinase ini dapat dimanfaatkan sebagai
pengendali fungi patogen sehingga potensial sebagai
fungisida. Selain itu Kkitinase dapat digunakan untuk
mengkatalisis hidrolisis ikatan B-1,4 homopolimer N-
asetilglukosamin menjadi monomer N-asetilglukosamin
yang merupakan salah satu contoh molekul gula sederhana

[6]. Pencarian molekul gula sederhana merupakan topik
vang serius dikerjakan mengingat sangat terbatasnya
sumber penghasil gula sederhana di alam ini.

Penelitian ini bertujuan untuk memanfaatkan kitin yang
berasal dari cangkang kepiting bakau sebagai material
penyerap untuk menghasilkan kitinase.

2. Metode Penelitian
2.1 Persiapan Sampel

Cangkang Kepiting yang digunakan dalam penelitian ini
merupakan cangkang kepiting bakau (Scylla serrata).
Kepiting ini berasal dari Kecamatan Sungsang Kabupaten
Musi Banyu Asin, Sumatera Selatan. Cangkang kepiting
ini dibersihkan dan dikeringkan kemudian dihaluskan

2.2 Isolasi Kitin dari Cangkang Kepiting Bakau (Scylla
serrata)

Isolasi kitin ini menggunakan metode Hong (1989).
Cangkang kepiting halus ditambahkan HCI IM dengan
perbandingan 1 : 15 dan diaduk dengan pengaduk magnet
selama 30 menit. Setelah dingin disaring dan residunya
dicuci dengan air bebas mineral sampai pH netral.
Kemudian dikeringkan dalam oven pada temperatur 60°C
selama 4 jam.
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cangkang kemudian ditambahkan NaOH 3,5 % (b/v)
dengan perbandingan 1 : 10, direfluks selama 2 jam pada
temperatur 65°C. Setelah dingin disaring dan residu dicuci
dengan akuadest sampai netral. Kemudian dikeringkan
dalam oven pada temperatur 60°C.

2.2 Karakterisasi Kitin dari Cangkang Kepiting
Bakau

a. Penentuan Kadar Abu

Krus porselin dipijarkan pada temperatur 525°C selama |
jam. Kemudian dimasukkan ke oven pada temperatur
110°C, didinginkan dalam desikator dan ditimbang.
Sebanyak 0,2 g kitin ditimbang dalam krus porselin,
dipanaskan pada temperatur 200°C agar menjadi arang.
Kemudian pemanasan dilanjutkan pada temperatur 300°C
dan dinaikkan lagi menjadi 525°C selama 4 jam atau
sampai menjadi abu. Abu kemudian dimasukkan ke dalam
oven pada temperatur 110°C, lalu didinginkan dalam
cksikator dan ditimbang. Pemanasan diulangi pada
temperatur 525°C selama 15 menit, didinginkan dalam
eksikator dan ditimbang kembali.

b. Penentuan Kadar Air

Kitin sebanvak 0.2 g ditimbang kemudian dikeringkan
dalam oven pada temperatur 100-105°C selama 3-5 jam.
Lalu didinginkan dalam eksikator dan ditimbang.

¢. Penentuan Kadar Nitrogen Kitin dengan Cara
Makro-Kjedahl yang dimodifikasi (AOAC, 1970)

Sebanyak | g kitin dimasukkan ke dalam labu Kjedahl
kemudian ditambahkan 7,5 g Na,;SOq dan 0,35 g CuSO,
dan akhirnya ditambahkan 15 ml H.SO, pekat. Semua
campuran bahan dipanaskan sampai mendidih dan cairan
menjadi jernih. Pemanasan diteruskan kurang lebih | jam
dan bahan dibiarkan menjadi dingin. Ke dalam labu
Kjedah! kemudian ditambahkan 100 ml akuades, beberapa
lempeng Zn dan juga ditambahkan 15 mL larutan K,S 4%
(b/v), dan akhimya ditambahkan perlahan-lahan 50 mL
larutan NaOH 50% (b/v). Kemudian labu Kjedahl
dipasangkan pada alat destilasi dam dipanaskan sampai

larutan bercampur.

2.3 Pemurnian Kitinase [3]

Streptomyces  aureofaciens ditumbuhkan pada media
pertumbuhan dan diinkubasi pada temperatur 37°C selama
2 hari kemudian dipanen dan diisolasi proteinnya.

Kitin yang telah dimurnikan dimasukkan ke dalam kolom

sebanyak 1 g. Protein hasil isolasi dilarutkan dengan

buffer protein yang sudah didinginkan kemudian dialirkan

ke dalam kolom. Kolom kitin yang telah diinteraksikan
dengan protein kemudian dielusi dengan buffer pencuci
untuk menghilangkan pengotornya. Kitinase yang terikat
pada kitin dibiarkan berinteraksi selama | hari. Kitinase
yang terikat pada kitin dipisahkan dengan mengelusikan
larutan buffer elusi kemudian diukur absorbansinya
dengan spektrometer UV-Vis (panjang gelombang 200-

400 nm).

Kitinase hasil elusi dari kolom kitin diinjeksikan pada
ayam setiap 2 hari sekali selama 15 hari. Setelah 15 hari
dilakukan analisa darah pada ayam tersebut untuk diambil
serumnya. Serum ini kemudian dideteksi kitinase dengan
metode Dot blot.

3. Hasil dan Pembahasan

Kadar abu menunjukkan kandungan oksida logam dan
mineral yang terdapat dalam suatu bahan dan semakin
tinggi kadar abu maka kandungan mineral dan oksida
logamnya juga semakin tinggi. Abu yang terbentuk
merupakan oksida-oksida logam atau logam yang terbakar.
Kadar abu yang tinggi dapat mengganggu proses adsorpsi
karena mengurangi keefektifan Kitin sebagai adsorben
untuk mengikat kitinase. Hasil penentuan kadar abu dari
cangkang kepiting adalah sebesar 64,675 % dan Kkitin
sebesar 20.184 %.

Kadar abu cangkang kepiting lebih besar dari kitin karena
pada cangkang kepiting masih banyak terdapat mineral
seperti CaCO; dan mineral lainnya. Seperti yang telah
diketahui, kepiting bakau ini hidup di rawa-rawa bagian
hilir sungai. Hal inilah yang menyebabkan cangkang
kepiting bakau banyak mengandung mineral-mineral dan
oksida logam karena bagian hulu sungai terdapat aliran
limbah-limbah yang mengalir ke hilir sungai sehingga
terikat pada cangkang kepiting.



f . 4a kitin kadar abunya telah berkurang karena telah
- .ngalami proses demineralisasi. Kadar abu kitin yang
 =asilkan ini tidak sesuai dengan mutu kadar abu menurut
I < gaman (1989) yaitu makimal 2 % (b/b), hal ini
- .arenakan tingginya mineral yang terdapat pada
qokang  yaitu 64,675 % (b/b) schingga proses
~-mineralisasi menggunakan HC| 1M yang diaduk selama

menit tidak dapat menurunkan kadar mineral tersebut

mpai dengan 2 %.

.« penelitian ini cangkang kepiting dan Kkitin

- -mpunyai kadar air yang lebih kecil dari 10 % (b/b).

«:far air yang lebih besar dari 10 % (b/b) akan

-~zurangi daya tahan bahan terhadap serangan mikroba

--ngea daya simpannya semakin berkurang. Dari

---=|itian ini diperoleh kadar air cangkang kepiting adalah
-~.sar 3.551 % dan kitin sebasar 4 %.

il penelitian kadar air pada penelitian  ini

_perlihatkan kadar air Kitin kurang dari cangkang

_-ting. Hal ini dikarenakan pada proses isolasi kitin,

.~ deproteinasinya menggunakan NaOH. NaOH

--.ifat higroskopis (menyerap air) akibatnya kadar air

|ebih sedikit daripada cangkang. Selain itu kitin juga

. banyak mengalami pengeringan sehingga kadar

~ .2 berkurang. Penentuan kadar nitrogen cangkang

- ting bakau menunjukkan bahwa cangkang kepiting

... mempunyai kadar nitogen febih kecil dari Kitin.

_-=r nitrogen cangkang kepiting sebesar 5.043 % dan

- «chesar 6.542 %. Pada cangkang banvak terikat

- -ral-mineral dan protein, sehingga kadar nitrogen yang

- .2t cukup besar. Namun pada penentuan kadar nitrogen

< ang diukur bukanlah nitrogen yang terikat melainkan

- zen vang bebas. 3ehingga dari hasil pengukuran

a1 bahwa kadar nitrogen bebas cangkang kepiting

Lain halnya dengan kitin, kadar nitrogen bebasnya

hesar karena kitin diisolasi dari cangkang kepiting

- -:n proses demineralisasi dan deproteinasi schingga

- -hasilkan kitin yang mengandung gugus asetil sebaga

- -1 dan kadar nitrogennya terdapat dalam bentuk gugus
-~ sebagai amida.

:xan menghasilkan suatu Katalis yang disebut enzim

dapat melaksanakan reaksi kimia  dafam
iupannya. Semua enzim adalah protein [5].
-<arkan lokasinya enzim Kkitinase termasuk enzim
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ekstraseluler karena dihasilkan di dalam scl Streptomyces
aureofaciens dan dikeluarkan ke medium tumbuhnya.

Protein hasil isolasi yang merupakan protein target
diikatkan pada kitin hasil isolasi dari cangkang kepiting
bakau. Kitin ini harus telah mengalami proses
deproteinasi, Ini dimaksudkan agar kitin benar-benar
hanya mengikat protein target. Protein target yang telah
ferikat kemudian dielusikan dengan buffer pencuci untuk
menghilangkan pengotor-pengotor dan protein-protein
yang tidak diinginkan, namun kitinase yang diharapkan
akan tetap terikat pada Kitin. Kitinase mengikat kitin
karena kitin dikenali oleh domain chitin binding protein

pada kitinase.

Kitinase vang diinjeksikan ke dalam peredaran darah ayam
akan menyebabkan sistem imun binatang ini aken
mensintesis antibodi yang mengikat dan membantu
pengrusakan molekul asing. Hal ini merupakan pertahanan
alamiah yang digunakan binatang ini untuk menghadapi
invasi bakteri, virus, dan agen infektif lain. Keberadaan
kitinase pada antibodi murni ini diidentifikasi dengan
metode Dot blot. Dari hasil Dot blot ini terlihat
keberadaan kitinase karena noda yang ditimbulkan sama
dengan antibodi dari hasil anilisis sel Salmonella thypii
dalam pTYB yang digunakan sebagai antibodi pelacak.

a

& °

Gambar | - Interaksi Kitinase dengan antibodi pelacak (a)
Kitinase dengan antibody pelacak, (b) protein standar
(Salmanella thypii)

4. Kesimpulan

Kitin yang berasal dari cangkang kepiting bakau dapat
dimanfaatkan untuk pemurnian Kitinase dari Strepromyces

aureofacien.
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