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Kitin merupakan senyawa homopolimer polisakarida alami rantai panjang berbentuk linier (Tokuyasu et al., 1999) yang mempunyai kelimpahan sangat besar dalam biosfer (Gohel et al., 2006). Polimer ini tersusun dari residu N-asetilglukosamin yang dihubungkan oleh ikatan β-(1,4)-glikosidik, tidak bercabang, mempunyai bobot molekul besar dan jumlahnya sangat melimpah di alam. Kitin merupakan komponen utama dari kulit udang atau golongan krustasea (Mahadevan & Crawford, 1997), eksoskeleton dari zooplankton laut seperti coral dan ubur-ubur (Gohel et al., 2006), kulit insekta dan bahkan juga terkandung dalam beberapa jenis kapang (fungi). 
Enzim merupakan protein katalisator dalam sistem biologi yang dapat menyebabkan perubahan dan reaksi tertentu (Rahayu, 1990). Enzim dapat terdenaturasi oleh pengaruh panas, pelarut organik, garam-garam anorganik, asam dan basa. Aktivitas enzim dipengaruhi oleh pH, suhu, waktu reaksi enzimatis, konsentrasi enzim, dan konsentrasi substrat (Styrer, 1984). Kitinase adalah enzim kitinolitik pada sel organisme, dapat disintesis dari hewan dan tumbuhan. Kitinase termasuk kelompok enzim hidrolase yang dapat mendegradasi kitin secara langsung menjadi produk dengan berat molekul kecil, yang banyak dihasilkan oleh mikroorganisme (Wang & Chang, 1997), baik secara intra maupun ekstraseluler. Enzim ini dapat mendegradasi kitin polimerik menjadi oligosakarida kitin, deasetilkitobiosa, dan N-asetilglukosamin (Thompson et al., 2001). Menurut Ratledge (1990), kitinase yang diproduksi oleh bakteri berfungsi untuk mendegradasi kitin menjadi senyawa yang dapat memnuhi kebutuhan nutrisi bakteri. Kebutuhan nutrisi mikroorganisme pendegradasi kitin dipenuhi oleh kitinase ekstraseluler yang mendegradasi bahan-bahan berkitin.
Bakteri selama ini telah digunakan sebagai salah satu sumber potensial bagi penghasil enzim. Salah satunya adalah enzim pendegradasi kitin, yaitu enzim kitinase. Menurut Chasanah et al. (2009), kelompok bakteri kitinolitik merupakan kelompok bakteri yang dapat menghasilkan enzim kitinase. Mikroorganisme prokariot pendegradasi kitin (memiliki enzim kitinase) umumnya berasal dari kelompok bakteri peluncur, yaitu Pseudomonas, Vibrio, Photobacterium, Actinomycetes, Bacillus, Aeromonas, Streptomyces, dan Clostridium. Selain itu, kitinase juga dihasilkan oleh mikoroorganisme eukariotik, seperti Myxomycetes, Zygomycetes, Deuteromycetes, Ascomycetes, dan Basidiomycetes (Noviendri et al., 2008).
Bakteri penghasil enzim kitinase atau bakteri kitinolitik, dapat ditemukan pada habitat-habitat yang mengandung kitin cukup tinggi, antara lain limbah yang mengandung kitin, kulit krustasea, air dan sedimen laut. Isolasi bakteri kitinolitik telah dilakukan oleh beberapa peneliti Indonesia, antara lain Purwani et al. (2004) yang telah mengisolasi bakteri kitinolitik dari sumber air panas di Tompaso, Manado, Chasanah et al. (2007) yang telah mengisolasi bakteri kitinolitik dari spons laut, dan Chasanah et al. (2009) yang berhasil menapiskan bakteri kitinolitik dari limbah pengolahan udang. 
Isolasi bakteri kitinolitik dari hasil perikanan dan produk olahannya telah dilakukan (Zilda dan Chasanah, 2005; Uria dan Chasanah, 2005). Noviendri et al. (2006) telah berhasil mengisolasi kitinase dari terasi. Beberapa isolat bakteri kitinolitik potensial yang telah diisolasi adalah JB4 (Staphylococcus captis) dan T5a1. Sedangkan Krisnawang et al. (2006) telah berhasil mengisolasi bakteri 34bs dari sponge dan KPU218 dari limbah udang. Salah satu jenis bakteri kitinolitik yaitu Vibrio sp. yang telah diisolasi dari petis udang. 
Petis udang dibuat dari pemanfaatan limbah udang. Biasanya dari limbah kepala udang dengan perlakuan pemasakan dan penambahan gula merah dan garam. Menurut Shin et al. (2000) ekstrak kasar kitinase yang diisolasi dari Vibrio sp. mempunyai aktivitas maksimum pada pH 6 dengan suhu inkubasi pada 45ºC. Dari beberapa isolat bakteri kitinolitik petis udang yang telah berhasil diisolasi oleh peneliti sebelumnya menggunakan metode Darmayasa (2008) dengan modifikasi, teridentifikasi Vibrio sp. merupakan bakteri yang terpilih menghasilkan isolat paling bagus. Bakteri ini akan diteliti lebih lanjut untuk produksi enzim kitinase. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas, aktivitas spesifik, dan massa molekul relatif enzim kitinase dari Vibrio sp. yang diisolasi dari petis udang guna memudahkan aplikasi selanjutnya.

	Tujuan

1. Mengisolasi enzim kitinase dari bakteri Vibrio sp. yang berasal dari isolat petis udang.

2. Mengetahui dan menguji aktivitas, aktivitas spesifik dan massa molekul relative enzim kitinase.

3. Mengetahui tingkat kemurnian enzim kitinase dari Vibrio sp. menggunakan metode pemurnian parsial dengan konsentrasi yang berbeda.

	Metode Penelitian
1. Alat dan Bahan Penelitian

Bahan penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah bakteri Vibrio sp. yang didapat dari isolat petis udang. Bahan kimia yang digunakan adalah Tiosulphate Citrate Bile Salt Sucrose Agar (TCBSA), Trypton Soya Broth (TSB), NaCl, kitin, KH2PO4, N-asetil-D-glukosamin, K/Na tartrat, Na2CO3 anhidrat, Na2SO4 anhidrat, NaHCO3, CuSO45H2O, Amonium Molibdat, H2SO4 pekat, Na2H2SO4.7H2O, akrilamida, bis-akrilamida, sodium dedosil sulfat (SDS), Ammonium persulfat (NH4)S2O8, Amonium sulfat, N,N,N’,N’ tetrametiletilen diamina (TEMED, dd H2O, methanol 15%, asam asetat 3%, bromophenol blue, β-merkaptoetanol, Running Sample Buffer (RSB) dan akuades.

Peralatan yang digunakan adalah labu takar 100 ml, piprt ukur 10 ml, pipet tetes, tabung rekasi, pengaduk kaca, erlenmeyer 250 ml dan 500 ml, corong gelas, kawat ose, beaker glass 10 ml dan 250 ml, shaker, neraca analitik (merk AR 25), cawan petri, magnetic stirrer, autoklaf eletrik, pH meter, incubator, sentrifuge dingin, spektornik-20, lemari pendingin, spektrofotometer UV-VIS, pipet mikro ukuran 200-1000 μL, serta penangas air.

2. Tahapan Penelitian

Penelitian ini dilakukan dengan tahapan penelitian sebagai berikut:

1. Pembuatan media padat dan cair; media padat yang digunakan adalah TCBSA, sedangkan media cair yang digunakan TSB.

2. Isolasi enzim kitinase dari Vibrio sp. dengan menginokulasikan ke dalam media cair steril dan ditumbuhkan pada suhu ruang di atas shaker dengan kecepatan 125 rpm sampai fase stasioner dan disentrifugasi pada 4ºC selama 10 menit pada 3000 rpm.

3. Pemurnian parsial ekstrak kasar enzim kitinase dengan konsentrasi ammonium sulfat 20%, 40%, 60%, 80% sebagai perlakuan dan dilanjutkan dengan dialisis. Ekstrak kasar enzim kitinase dimurnikan dengan cara pengendapan bertahap (NH4)SO4 pada masing-masing frkasi kemudian dibiarkan 1 jam. Endapan enzim dipisahkan dengan sentrifugasi menggunakan kecepatan 10.000 rpm, pada suhu 4ºC selama 10 menit sampai dihasilkan supernatant I, II, III, IV dan endapan I, II, III, IV. Proses dialisis dilakukan dengan mengambil endapan I, II, III, dan IV dilarutkan dalam larutan buffer fosfat 0,2 M pH 7,5 dan didialisis dengan cara merendam selofan dalam buffer fosfat 0,07 M pH 7,5 selama 6 jam dan mengganti buffer fosfat 0,03 M pH 7,5 setelah 3 jam sampai dialisis sudah selesai.

4. Pengukuran kandungan protein dengan metode biuret dengan urutan:

a) Penentuan panjang gelombang maksimum BSA 5000 ppm,

b) Pembuatan kurva baku BSA, dan

c) Penetuan kadar protein enzim kitinase dengan metode biuret dan diukur absorbansinya dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 540 nm.

5. Uji aktivitas kitinase hasil pemurnian dengan urutan:

a) Penetuan panjang gelombang maksimum N-asetil-D-glukosamin,

b) Pembuatan kurva baku N-asetil-D-glukosamin,

c) Uji aktivitas kitinase diukur dengan mengkonversikan nilai absorbansi menjadi konsentrasi N-asetil-D-glukosamin dengan rumus:

Aktivitas enzim = {[N-asetil-D-Glukosamin]xv/ Mr N-asetil-D-Glukosamin} x fp/pxq

Keterangan : v = volume total sampel percobaan pada setiap tabung (mL)

                     p = jumlah enzim (mL)

                     q = waktu inkubasi (menit)

                    fp = faktor pengenceran

6. Penentuan berat molekul enzim kitinase dengan elektroforesis SDS-PAGE dengan urutan tahapan sebagai berikut: a) Persiapan gel, b) Separating gel, c) Injeksi sampel, d) perlakuan setelah running, e) penetuan massa molekul relative dilakukan dengan menghitung Rf (Retardation factor) dari masing-masing pita dengan rumus:

Rf = Jarak pergerakan pita dari tempat awal
        Jarak pergerakan warna dari tempat awal
 Kurva standar dari protein standar dapat ditentukan dari berat molekul sampel.


