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Abstrak
Fungi endofit laut merupakan fungi yang berasosiasi dengan jaringan organisme laut, yaitu rumput 

laut, koral, lamun, bunga karang maupun sedimen di lingkungan laut. Fungi dapat memproduksi metabolit 
sekunder berupa senyawa enzim ekstraseluler, di antaranya selulase, amilase, pektinase, kitosanase, 
lipase, maupun protease. Penelitian ini bertujuan menentukan potensi isolat fungi endofit berdasarkan 
aktivitas kitosanolitik, selulolitik, dan proteolitik untuk  mendegradasi kitosan. Isolat fungi endofit laut 
diisolasi dari jaringan rumput laut, lamun, dan mangrove dari perairan Sukabumi dan Kepulauan Buton, 
Indonesia. Fungi sebanyak 20 isolat dilakukan penapisan aktivitas enzimatik (kitosanolitik, selulolitik, dan 
proteolitik) dengan metode difusi agar untuk mengetahui diameter zona bening yang dihasilkan. Proses 
hidrolisis dilakukan dengan menginokulasi isolat ke media hidrolisis yang berisi koloidal kitosan selama 
7 hari. Hasil penelitian menunjukkan 12 isolat memiliki aktivitas kitosanolitik, 8 isolat selulolitik, dan 
10 isolat  proteolitik. Lima isolat memiliki aktivitas terhadap semua aktivitas enzimatik yang diuji. Dua 
isolat dengan kode KVA dan BM48A memiliki diamater zona bening kitosanolitik tertinggi. Kedua isolat 
tersebut diidentifikasi melalui DNA Barcoding sebagai spesies dengan galur Trichoderma harzianum KTR3 
dan Aspergillus sydowii KTR50. Rendemen hidrolisat kitosan yang dihidrolisis menggunakan isolat T. 
harzianum KTR3 dan A. sydowii KTR50 7,44% dan 6,74%. Nilai viskositas yang dihidrolisis menggunakan 
isolat T. harzianum KTR3 dan A. sydowii KTR50 berturut-turut 21,10 cP dan 9,26 cP serta nilai bobot 
molekul 9,06 kDa dan 4,47 kDa. Aktivitas enzimatik yang dihasilkan oleh isolat fungi endofit laut memiliki 
kemampuan dalam mendegradasi kitosan, hal ini dibuktikan dengan terjadinya penurunan nilai viskositas 
dan bobot molekul kitosan.
Kata kunci: Aspergillus sydowii,  kitosanolitik, proteolitik, selulolitik, Trichoderma harzianum

Exploration of Enzymatic Activity of Marine Endophyte Fungi and Its Application 
for Chitosan Hydrolysis

Abstract
Marine endophytic fungi are fungi associated with tissues of marine organisms, such as seaweed, 

coral, seagrass, sponges, and sediments in the marine environment. Fungi can produce extracellular 
enzymes, including cellulase, amylase, pectinase, chitosanase, lipase, and protease. This study aimed to 
determine the potential of fungal isolates to produce chitosanolytic, cellulolytic, and proteolytic activities 
for the degradation of chitosan. Marine endophytic fungal isolates were obtained from seaweed, seagrass, 
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PENDAHULUAN 
Mikroorganisme berpotensi 

menghasilkan produk alami baru yang 
berkesinambungan dalam pemenuhan 
biomassa untuk kebutuhan berbagai bidang, 
khususnya bioteknologi di antaranya senyawa 
bioaktif (Istianah et al., 2024; Kalontong et 
al., 2022; Pannindriya et al., 2021; Hariati 
et al., 2018), enzim, eksopolisakarida, 
pigmen (Sibero et al., 2018), dan sebagainya 
(Lauritano & Ianora, 2018). Carroll et al. 
(2021) menyatakan bahwa produk alami 
laut mewakili sekitar 47% dari total produk 
alami baru yang dilaporkan pada tahun 
2019. Fungi endofit laut merupakan salah 
satu mikroorganisme yang berperan dalam 
menghasilkan natural products. Fungi laut 
dapat diisolasi dari sedimen anorganik dan di 
dalam jaringan organisme laut secara endofit 
tanpa memengaruhi atau memberikan efek 
negatif terhadap inangnya. Asal inang dari 
fungi akan memengaruhi profil metabolit 
yang dihasilkan (El-Bondkly et al., 2021). Hal 
ini tentu akan berpengaruh terhadap potensi 
bioteknologi yang dihasilkan (Dastogeer et al., 
2018), tak terkecuali enzim yang dihasilkan 
dari metabolit fungi.

Fungi endofit laut mampu 
menghasilkan enzim-enzim melalui 
mekanisme ekstraseluler. Fungi endofit 
laut memiliki kelebihan dalam stabilitas, 
kemudahan produksi, optimalisasi, serta 
keamanannya untuk diaplikasikan dalam 
bidang makanan maupun kesehatan (Bhadra 
et al., 2022). Enzim yang dihasilkan dari fungi 
laut memiliki stabilitas dalam kondisi yang 
ekstrem, yaitu salinitas yang tinggi, tekanan 

yang tinggi, dan kisaran pH yang luas. Hal 
ini dikarenakan kondisi lingkungan laut yang 
ekstrem memberikan sifat alami kepada fungi 
yang hidup di dalamnya.

Fungi menghasilkan golongan enzim 
hidrolase untuk mendegradasi berbagai 
senyawa kompleks dan berperan sebagai 
dekomposer. Kemampuan yang dimiliki 
tersebut menjadikan fungi sebagai sumber 
enzim terbarukan di antaranya xilanase, 
pektinase, selulase, kitosanase, protease lipase, 
lakase dan lainnya (Pilgaard et al., 2019). Fungi 
genus Aspergillus, Fusarium, Nigrospora, dan 
Trichoderma yang diisolasi dari lingkungan 
laut menghasilkan enzim selulase, xilanase, 
kitosanase, amilase protease, dan lipase 
(Shehata & Abd El Aty 2015; Farouk et al., 
2020; Elgammal et al., 2020). Potensi dari fungi 
tersebut sangat berguna sebagai agen atau katalisator 
degradasi senyawa polimer, salah satunya kitosan. 
Aktivitas enzimatik yang dihasilkan oleh fungi 
dapat mendegradasi polimer, yaitu karagenan 
dan kitosan (Sandhya et al., 2005; Tarman et 
al., 2020). 

Kitosan merupakan polimer yang 
dihasilkan dari sumber daya perairan (cangkang 
krustasea) yang tersusun dari kopolimer N-asetil 
glukosamin dan glukosamin yang terikat linier 
oleh ikatan glikosidik (Chattopadhyay & Inamdar, 
2010). Kitosan bersifat polielektrolit yang larut 
dalam asam organik pada pH sekitar 4–6, dengan 
kelarutannya dipengaruhi oleh bobot molekul dan 
derajat deasetilasinya (Fadli et al., 2018). Kitosan 
juga merupakan polimer alami bersifat kationik 
yang banyak digunakan sebagai material dalam 
bidang biomedis (Yuan et al., 2019). Kitosan 
memiliki aktivitas biologis, yaitu antioksidan 

and mangroves from the waters of the Sukabumi and Buton Islands, Indonesia. Twenty fungal isolates 
were screened for enzymatic activity (chitosanolytic, cellulolytic, and proteolytic) using the agar diffusion 
method to determine the diameter of the clear zone produced. The hydrolysis process was carried out by 
inoculating the isolates into hydrolysis media containing colloidal chitosan for seven days. The results 
showed that 12 isolates had chitosanolytic activity, 8 had cellulolytic activity, and 10 had proteolytic activity. 
Five isolates showed activity against all tested enzymes. Two isolates with codes KVA and BM48A had 
the highest chitosanolytic clear zone diameter. Isolates were identified by DNA Barcoding as species with 
strains Trichoderma harzianum KTR3 and Aspergillus sydowii KTR50. The yields of the chitosan hydrolysate 
were 7.44% and 6.74%, respectively. Meanwhile, the viscosity values produced were 21.1 cP and 9.26 cP 
and the molecular weight values were 9.06 kDa and 4.47 kDa. The enzymatic activity produced by marine 
endophytic fungal isolates has the ability to degrade chitosan, as evidenced by the decrease in the viscosity 
and molecular weight of chitosan.
Keywords: Aspergillus sydowii, cellulolytic, chitosanolytic, proteolytic, Trichoderma harzianum 
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dan antimikroba. Aktivitas biologis kitosan akan 
meningkat seiring dengan penurunan bobot 
molekulnya (Kulig et al., 2023). Rantai polimer 
yang panjang dan bobot molekul yang tinggi 
menyebabkan adanya limitasi formulasi kitosan 
dalam pengaplikasian pada beberapa bidang. 
Depolimerisasi kitosan untuk menurunkan bobot 
molekul dalam upaya meningkatkan kelarutannya 
pada pH netral sangat perlu dilakukan (Aranaz et 
al., 2021).

Depolimerisasi kitosan dapat dilakukan 
dengan hidrolisis secara kimia, fisik, maupun 
enzimatis (Yuan et al., 2019). Degradasi kitosan 
melalui aktivitas enzimatik lebih diminati 
karena menawarkan teknologi hijau yang lebih 
ramah lingkungan. Enzim endoglukanase 
dan aktivitas kitosanolitik dari fungi memiliki 
kemampuan mendegradasi kitosan menjadi 
kitosan oligosakarida (Gonçalves et al., 2023; 
Shehata & Abd El Aty, 2015). Enzim hidrolase 
di antaranya kitosanase, hemiselulase, pepsin, 
pranase, papain, dan lipase memiliki kemampuan 
dalam mendegradasi kitosan menjadi kitosan 
oligosakarida dengan karakteristik viskositas, 
bobot molekul dan derajat depolimerisasi yang 
bervariasi (Aranaz et al., 2021).

Potensi fungi endofit laut melalui aktivitas 
enzimatik untuk menghidrolisis kitosan menjadi 
suatu sub penelitian yang menarik untuk diteliti. 
Hidrolisis kitosan menggunakan enzim umumnya 
dilakukan dengan mengekstrak senyawa enzim 
dari fungi untuk kemudian dimurnikan atau 
menggunakan enzim kasarnya untuk dihidrolisis. 
Penelitian yang dilakukan Gonçalves et al. 
(2023) terkait ekstraksi enzim golongan selulase 
dari Aspergillus untuk menghidrolisis kitosan 
menjadi oligokitosan. Penelitian hidrolisis 
kitosan menggunakan isolat fungi yang memiliki 
aktivitas kitosanolitik, selulolitik, dan proteolitik 
belum dilaporkan.  Oleh karena itu, penelitian 
ini bertujuan untuk menentukan potensi isolat 
fungi endofit berdasarkan aktivitas kitosanolitik, 
selulolitik, dan proteolitik dalam mendegradasi 
kitosan.

BAHAN DAN METODE
Penapisan Aktivitas Enzimatik

Bahan penelitian menggunakan 
20 isolat fungi dari koleksi Laboratorium 
Bioteknologi Hasil Perairan yang telah 
diisolasi dari jaringan tumbuhan rumput laut 

dan daun mangrove dari perairan Sukabumi 
Provinsi Jawa Barat dan Perairan Kepulauan 
Buton Provinsi Sulawesi Tenggara. Kitosan 
yang digunakan berasal dari CV Bio Chitosan 
Indonesia Cirebon, Indonesia. Proses 
penelitian diawali dengan inokulasi sampel 
dari media Potato Dextrose Agar (PDA) ke 
media penapisan masing-masing aktivitas 
enzimatik. 

Fungsi sebanyak 20 isolat disiapkan 
untuk dilakukan penapisan kualitatif 
aktivitas enzim kitosanolitik, selulolitik, dan 
proteolitik. Penapisan aktivitas selulolitik 
menggunakan media CMC dengan komposisi 
Carboxymethilcellulose (CMC) 10 g/L, 
K2HPO4 5 g/L, MgSO4 0,2 g/L, Fe 0,01 g/L, 
yeast extract 2 g/L, agar 20 g/L (Gonçalves et 
al., 2023). Penapisan aktivitas kitosanolitik 
menggunakan media chitosan-detection agar 
yang terdiri dari larutan kitosan 1% (b/v), 
yeast extract 2 g/L, MgSO4 2 g/L dan bacto agar 
20 g/L (Zu et al., 2012). Penapisan proteolitik 
menggunakan media PDA dan susu skim 
(Sandhya et al., 2005). Bahan pada setiap 
media dilarutkan dengan akuades. Inokulasi 
semua isolat fungi ke setiap masing-masing 
media di cawan dan diinkubasi selama tujuh 
hari. Zona bening yang terbentuk diamati 
untuk dihitung indeks enzimatiknya. Isolat 
fungi yang menghasilkan indeks enzimatik 
terbesar kemudian dipilih untuk digunakan 
dalam menghidrolisis kitosan. Persamaan 
perhitungan indeks enzimatik sebagai berikut:

Identifikasi Spesies Isolat Fungi 
Endofit

Isolat fungi endofit yang memiliki 
aktivitas enzimatik terhadap semua media 
penapisan dilakukan identifikasi spesies. 
Metode identifikasi yang digunakan, 
yaitu DNA sequencing dan penyusunan 
pohon filogenetik (Stackebrandt & Goebel 
1994). Tahapan DNA sequencing dilakukan 
di Laboratorium PT Genetika Science 
menggunakan metode bi-directional 

Indeks enzimatik (rasio diameter)=   
A
B

Keterangan:
A= diameter zona bening (cm)
B= diameter koloni (cm)
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sequencing. Hasil DNA sequencing digunakan 
untuk identifikasi fungi endofit dengan 
dilakukan alignment menggunakan BLAST 
NCBI dan dianalisis kekerabatannya melalui 
analisis pohon filogenetik. Kekerabatan genetik 
antara isolat dengan sequence organisme laut 
lainnya dilakukan menggunakan software 
MEGA 11,0. Analisis pohon filogenetik 
dilakukan dengan mensejajarkan seluruh 
sequence dan sequence pembandingnya. 
Metode multiple alignment diterapkan 
menggunakan fitur Neighbor Joining Method, 
kemudian pengujian dilakukan dengan nilai 
bootstrap 10.000 kali.

Hidrolisis Enzimatik Kitosan
Isolat fungi terpilih yang memiliki 

aktivitas enzim kitosanolitik, selulolitik, dan 
proteolitik kemudian dilakukan prekultur 
selama 3-4 hari. Media prekultur merupakan 
media kaldu yang terdiri dari PDB 12 g/L 
dan koloidal kitosan 0,5% dengan volume 
20% dari volume media hidrolisis yang akan 
dibuat. Kultur isolat yang telah berusia 3-4 
hari kemudian dipindahkan ke dalam media 
hidrolisis kitosan yang meliputi kitosan 
dalam bentuk koloidal 1%, yeast extract 2 g/L, 
KH2PO4 2 g/L, dan MgSO4 0,5 g/L, kemudian 
seluruh media dicampur ke akuades pada pH 
7. Koloidan kitosan dibuat dengan melarutkan 
1% kitosan (b/v) ke dalam larutan asam asetat 
dengan konsentrasi 1% (v/v), kemudian pH 
disesuaikan menjadi 6,5-7 sehingga larutan 
berubah menjadi koloidal kitosan. Media 
dihidrolisis menggunakan rotary shaker 
selama tujuh hari (Rafael et al., 2019).

Media dipresipitasi untuk 
mengendapkan hasil hidrolisat kitosan yang 
telah dihidrolisis menggunakan isopropil 
alkohol. Endapan hidrolisat kitosan yang 
terbentuk dipisahkan dengan media hidrolisis 
dan miselia fungi. Filtrat endapat kemudian 
dibilas menggunakan akuades hingga sisa 
pengotor ikut terbuang. Filtrat hidrolisat 
kitosan kemudian dikeringkan menggunakan 
dehidrator selama 12 jam pada suhu 50°C. 
Rendemen yang didapatkan kemudian 
dihitung dengan persamaan sebagai berikut:

Analisis Viskositas
Viskositas diukur menggunakan 

Brookfield DV-E viscometer. Pengukuran 
viskositas dilakukan dengan melarutkan 
setiap sampel pada asam asetat 1% (v/v) 
dengan persentase kitosan dalam pelarut 2% 
(b/v). Hasil pengukuran vikositas Brookfield 
disebut sebagai viskositas spesifik. Sampel 
diukur nilai viskositasnya  (cP) menggunakan 
spindle 2 kecepatan 100 rpm selama 60 detik 
pada suhu ruang dengan %torque pengukuran 
harus berada antara 10-100% untuk 
mencegah turbulensi dan eror. Sampel yang 
telah dilarutkan dimasukkan ke dalam gelas 
piala dengan volume 100-150 mL, kemudian 
spindle diturunkan hingga tercelup ke dalam 
larutan sampel. Nilai viskositas akan muncul 
pada alat viskometer yang digunakan sebagai 
data viskositas sampel.

Analisis Bobot Molekul
Bobot molekul sampel didapatkan 

dengan menghitung nilai viskositas 
intrinsiknya (Wardhani et al., 2013). Nilai 
viskositas intrinsik diperoleh dari hasil 
pengukuran viskositas menggunakan 
viskometer Brookfield  menggunakan 
persamaan Huggins: 

Hubungan bobot molekul dengan 
viskositas pada sampel hidrolisat kitosan 
dapat dihitung dengan persamaan Mark 
Houwink. Nilai eksponen a dan konstanta 
kMH tergantung   pada jenis polimer dan 
pelarut yang digunakan. Nilai eksponen a 
dan konstanta kMH dalam perhitungan ini 
mengikuti penelitian Chen & Tsaih (1998) 
dan Jonathan et al. (1998) yang sudah sesuai 
dengan penelitian ini menggunakan pelarut 
asam asetat dan polimet kitosan dengan 
persamaan: Rendemen (%) =             × 100

A
B

              = [ŋ]+kH[ŋ]2C
ŋsp
C

Keterangan:
ŋsp  = viskositas spesifik (cP) 
C  = konsentrasi larutan g/L
kH  = konstanta Huggins (0,3)
[ŋ]  = viskositas intrinsik (dL/g)

Keterangan:
A = bobot hidrolisat kitosan kering (g)
B = bobot kitosan sebelum hidrolisis (g)
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selulosa, maupun protein (Gonçalves et al., 
2023). Hasil penapisan ini menunjukkan 
bahwa isolat fungi yang positif memiliki 
aktivitas enzimatik tertentu yang dapat 
digunakan untuk memproduksi enzim-enzim 
kitosanase, selulase, dan protease. 

Hasil penapisan memperoleh 5 isolat 
yang menunjukkan hasil positif terhadap 
semua aktivitas enzimatik yang diamati. 
Kelima isolat tersebut kemudian dihitung 
indeks aktivitas enzimatiknya dengan 
mengukur diameter zona bening yang 
dihasilkan. Indeks aktivitas kitosanolitik, 
selulolitik, dan proteolitik dari 5 isolat fungi 
tersebut menunjukkan hasil yang berbeda 
nyata (p<0,05). Indeks enzimatik kelima 
isolate fungi terpilih dapat dilihat pada Table 
2.

Isolat KVA dan BM48A kemudian 
dipilih sebagai isolat yang digunakan untuk 
menghidrolisis kitosan. Hal ini karena kedua 
isolat tersebut merupakan isolat dengan 
indeks kitosanolitik tertinggi berdasarkan 
Tukey’s test. Selain itu, indeks selulolitik dari 
kedua isolat tersebut juga tergolong tinggi 
dari isolat lainnya. Indeks proteolitik dari 
isolat KVA juga tinggi, namun isolat BM48A 
memiliki indeks yang kecil. Aranaz et al. 
(2021) melaporkan bahwa aktivitas selulolitik 
dan proteolitik memiliki kemampuan dalam 
mendegradasi kitosan.   

Aktivitas enzimatik yang dihasilkan 
oleh setiap fungi endofit sangat dipengaruhi 
oleh asal inangnya. Kemampuan dan jenis 
aktivitas enzimatik tersebuat bergantung 
pada kondisi inang di antaranya kondisi 
pertumbuhan inang dan bagian tumbuhan 
inang yang diisolasi. Faktor lain di antaranya 
unsur geografis (kondisi lingkungan habitat 
inang), ketinggian pasang surut, lokasi 
geografis serta beberapa parameter abiotik 
suhu, cahaya, polusi nutrisi, salinitas, dan pH 
lingkungan (Vega-Portalatino et al., 2023). 
Hal ini berkaitan dengan peran fungi sebagai 
dekomposer, dimana aktivitas enzimatiknya 
akan menyesuaikan dengan jenis substrat atau 
senyawa inangnya. 

Isolat dan hasil penapisan enzimatik 
zona hambat dari KVA dan BM48A dapat 
dilihat pada Figure 1 dan Figure 2. Hasil 
penelitian menunjukkan terdapat zona bening 

Analisis Data 
Data penelitian ini  dianalisis statistika 

menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) 
satu faktor, yaitu perbedaan jenis isolat 
fungi. Data dianalisis dengan metode One 
Way Anova. Parameter rasio zona bening, 
viskositas, dan bobot molekul. Data dianalisis 
sebanyak 3 kali pengulangan. Data diolah 
menggunakan aplikasi IBM SPSS Statistics 24.

HASIL DAN PEMBAHASAN 
Penapisan Aktivitas Enzimatik dari 
Isolat Fungi Endofit Laut

Isolat fungi endofit laut yang telah 
diisolasi dari jaringan rumput laut, lamun dan 
daun mangrove dilakukan penapisan untuk 
mengetahui aktivitas kualitatif enzimatiknya. 
Isolat yang memiliki aktivitas enzimatik pada 
analisis ini ditandai dengan terbentuknya 
zona bening disekitar koloni fungi. Aktivitas 
enzimatik yang dihasilkan secara kualitatif 
dapat dilihat pada Table 1. 

Fungi yang dianalisis sebanyak 20 
isolat. Hasil penelitian menunjukkan terdapat 
12 isolat fungi yang memiliki aktivitas 
kitosanolitik, 8 isolat yang memiliki aktivitas 
selulolitik dan 10 isolat yang memiliki aktivitas 
proteolitik. Sarasan et al. (2021) melaporkan 
bahwa sebanyak 37,6% fungi endofit yang 
diisiolasi dari berbagai rumput laut memiliki 
aktivitas selulolitik. Venkatachalam et al. 
(2015) juga melaporkan bahwa fungi endofit 
dari rumput laut memiliki aktivitas kitinolitik 
dan kitosanolitik. Aktivitas proteolitik 
juga ditemukan dari isolat fungi endofit 
Aspergillus ochraceus BT21 (Elgammal et 
al., 2020). Aktivitas kitosanolitik, selulolitik, 
dan proteolitik yang dihasilkan oleh isolat 
fungi tersebut menunjukkan kemampuan 
isolat dalam mendegradasi senyawa kitosan, 

M= (            )[ŋ]
kMH

Keterangan:
[ŋ] = viskositas intrinsik (dL/g)
kMH  = asam asetat 4,74×10-4

    dan air 3,10 × 10-2

a  = asam asetat 0,723 dan air 2,03 
M  = berat molekul (Da) 

1
a

[ŋ]=kMH×Ma
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Table 2 Index enzymatic (ratio of diameter) of marine endophytic fungal isolates
Tabel 2 Indeks enzimatik (rasio diameter) dari isolat fungi endofit laut

Isolates code Host Chitosanolytic (cm) Sellulolytic (cm) Proteolytic (cm)

KVA Vaucheria sp. 2.07±0.07ca 1.26±0.08ab 1.47±0.08bc

BM48A Cladophora sp. 1.53±0.06ba 1.48±0.05ba 1.26±0.03aa

NB29 Solieria sp. 1.31±0.03aa 1.20±0.08aa 1.33±0.03ab

WB5/2 Seagrass 
(unknown species) 1.37±0.11ab 1.30±0.18ab 1.20±0.05aa

WB6/2 Seagrass 
(unknown species) 1.41±0.03ab 1.20±0.04aa 1.52±0.06ca

Different superscript on the same column indicate significant differences (p<0.05)

Table 1 Qualitative screening of enzymatic activity with clear zones of fungi isolate
Tabel 1 Penapisan kualitatif zona bening aktivitas enzimatik dari isolat fungi

Isolates code Host/species Chitosanolytic Sellulolytic Proteolytic
1. Seaweed

KVA Vaucheria sp. + + +
PP5B Gellidella sp. + - -
NHA Halimeda sp. - - -
NHA1A Halimeda sp. + - +
IC2A Sargassum sp. - + +
BM48A Cladophora sp. + + +
UB3 Ulva sp. - - -
LB10B Padina sp. + + -
WB4/2 Cladophora sp. + - -
BB3 Gracilaria sp. - - -
TPSA Ulva sp + - -
2-A Sargassum sp. - - -
ABST4 Ulva sp. + + -
NB29 Solieria sp. + + +
UW251 Ulva sp. - - +
SM9-1 Sargassum sp. - - +

2. Seagrass

Lmn53 - - - -
WB5/2 - + + +
WB6/2 - + + +

3. Mangrove

BKIC2 R. mucronata leaf + - +
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disekitaran koloni fungi pada setiap analisis 
enzimatik yang diuji. Zona bening terbentuk 
karena aktivitas enzimatik yang dihasilkan 
oleh koloni fungi terdifusi melalui media agar 
serta mendegradasi substrat kitosan, selulosa 
(CMC), protein (susu skim) yang terdapat 
pada media. Ebadi et al. (2024) melaporkan, 
zona bening yang terbentuk dari aktivitas 
enzimatik kerena koloni fungi menggunakan 
substrat media sebagai sumber energi, 
sehingga substrat pada media terdegradasi. 
Isolat KVA dan BM48A yang telah teruji 
memiliki aktivitas kitosanolitik, selulolitik, 
dan proteolitik  kemudian diidentifikasi DNA 
barcoding untuk mengetahui jenis spesiesnya. 

Analisis BLAST dan Pohon 
Filogenetik

Identifikasi spesies fungi dilakukan 
terhadap isolat KVA dan BM48A 
yang merupakan isolat terpilih untuk 

menghidrolisis kitosan. Sepuluh hasil BLAST 
teratas berdasarkan pangkalan data NCBI 
digunakan untuk melihat kemiripan terhadap 
DNA isolat fungi yang diidentifikasi. Hasil 
BLAST dapat dilihat pada Table 3.

Hasil BLAST teratas melalui database 
NCBI menunjukkan isolat KVA memiliki 
kemiripan persentase identitas sebesar 100% 
dengan spesies fungi Trichoderma harzianum. 
Isolat BM48A memiliki kemiripan pada genus 
fungi Aspergillus sp. Persentase identitas 
di atas 95% menunjukkan bahwa sekuens 
DNA dari sampel isolat fungi tersebut besar 
kemungkinan berasal dari spesies atau 
susunan gen yang sama dan sangat berkerabat 
dekat. Perbedaan galur atau kode isolat yang 
terdapat pada akhir nama spesies pembanding 
yang terdeteksi pada BLAST NCBI merupakan 
kode unik bahwa spesies tersebut diisolasi dari 
asal inang yang berbeda. Schönrogge et al. 
(2022) menyatakan bahwa kondisi lingkungan 
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Table 3 Top hit BLAST based on NCBI database
Tabel 3 Hasil BLAST teratas berdasarkan pangkalan data NCBI

Isolates code Isolates description Identity 
percentage (%) NCBI access

KVA

Trichoderma harzianum isolat Mc2151 100.00 MK738146.1
Trichoderma harzianum isolat 3140 100.00 MT074707.1

Trichoderma harzianum isolat 3135 100.00 MT074706.1

Trichoderma harzianum isolat 3134 100.00 MT074705.1

Trichoderma harzianum isolat 3164 100.00 MT074704.1

Trichoderma harzianum isolat 3167 100.00     MT074703.1

Trichoderma harzianum isolat control 100.00 MT074702.1

Trichoderma sp. isolat SDAS203914 100.00 MK870111.1

Trichoderma sp. Isolat SDAS203833 100.00 MK870108.1

Trichoderma harzianum isolat 580851 100.00 MK387946.1

BM48A

Aspergillus versicolor strain 347 99.50 OR259030.1

Aspergillus sp. strain LF32_Contig1 99.83 MT214687.1

Aspergillus versicolor isolat FR4 99.83 OL897314.1

Aspergillus sydowii isolat Hamoon 97.88 MF480410.1
Aspergillus sp. strain INV ASC14 98.03 MK123813.1
Aspergillus sydowii strain MTFD2013 100.00 ON332122.1

Aspergillus sydowii isolat SP9 99.82 OP797658.1

Aspergillus sydowii isolat ZA203 99.65 ON408995.1

Aspergillus sydowii strain MTFD2061 99.82 ON332124.1

Aspergillus versicolor isolat DCLZJ-7 99.82 MW800598.1

serta asal inang akan membentuk komunitas 
fungi endofit yang beragam.  Hokken et 
al. (2019) menyatakan ragam genetik yang 
dimiliki fungi menunjukkan keragaman 
mekanisme fisiologis dan metabolitnya. 
Hal ini akan membentuk komponen serta 
komposisi senyawa tertentu yang terkandung 
pada fungi sebagai sumber pertumbuhan dan 
sistem pertahanan hidupnya.

Hasil analisis dengan BLAST 
menunjukkan bahwa 10 galur teratas dari 
spesies fungi yang memiliki kemiripan 
dengan sampel isolat dilakukan analisis 
pohon filogenetik. Analisis pohon filogenetik 
dilakukan untuk mengetahui kekerabatan 
antar spesies. Hasil analisis ditampilkan pada 
Figure 3. Isolat KVA berkerabat dekat dengan 

spesies fungi Trichoderma harzianum isolat 
3140. Isolat BM48A berkerabat dekat dengan 
spesies Aspergillus sydowii isolat Hamoon.

Analisis pohon filogenetik 
menunjukkan isolat KVA yang diisolasi dari 
jaringan rumput laut Vaucheria sp. merupakan 
spesies fungi T. harzianum, sedangkan isolat 
BM48A yang diisolasi dari rumput laut 
Cladophora sp. merupakan spesies fungi A. 
sydowii. Spesies fungi yang telah diidentifikasi 
diberi tambahan kode isolat menjadi T. 
harzianum KTR3 dan A. sydowii KTR50 
untuk menunjukkan keunikan antar spesies 
yang sama. Setiap galur atau kode isolat yang 
berbeda mungkin memiliki karakteristik 
yang berbeda dari galur atau isolat lain dalam 
spesies yang sama.
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Trichoderma harzianum merupakan 
fungi yang dapat ditemukan pada sedimen, 
tanah atau pasir, lingkungan dan jaringan 
tubuh makhluk hidup, yaitu bunga karang, 
koral, rumput laut, mangrove ataupun pada 
tumbuhan teresterial lainnya (Guo et al., 
2022). Handayani et al. (2019) mengisolasi 
T. harzianum dari jaringan rumput laut 
Padina sp. Spesies Aspergillus sydowii juga 
merupakan fungi endofit yang berasal dari 
genus Aspergillus. Revathy et al. (2024) 
telah mengisolasi fungi dari daun mangrove 
Ceriops tagal, dimana 58% berasal dari genus 
Aspergillus dan 35% dari itu merupakan 
spesies A. sydowii. Hasil ini menunjukkan 
isolat T. harzianum KTR3 dan A. sydowii 
KTR50 merupakan salah satu dari beberapa 
fungi endofit yang dapat diisolasi dari 
lingkungan laut.

Fungi endofit dapat memproduksi 
enzim hidrolitik, yaitu selulase, amilase 
protease, lipase, dan pektinase (Revathy 
et al., 2024). Aktivitas tersebut dapat 
digunakan untuk mendegradasi kitosan. 
Rendemen hidrolisat kitosan yang dihidrolisis 
menggunakan aktivitas enzim dari isolat T. 
harzianum KTR3 dan A. sydowii KTR50 dapat 
dilihat pada Figure 4. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa 
hidrolisat kitosan menghasilkan warna 
kekuningan dibandingkan dengan kitosan 
sebelum dihidrolisis yang bewarna putih. 
Perubahan warna menjadi cokelat atau 
kekuningan terjadi karena reaksi Maillard dari 
komponen polisakarida (gula), asam amino 
bebas, dan gugus asetil yang terdapat pada 
kitosan. Reaksi Maillard yang terjadi dipicu 
karena adanya pengaruh suhu tinggi, pH 
rendah, serta penyimpanan yang terjadi selama 
proses hidrolisis kitosan (Zhang et al., 2020). 
Tian et al. (2004) melaporkan bahwa proses 
depolimerisasi kitosan dapat menyebabkan 
terjadinya reaksi Maillard. Hal ini disebabkan 
karena terjadinya deformasi di luar bidang 
ikatan rangkap N=C, yang mengakibatkan 
kitosan yang telah didepolimerisasi berwarna 
kekuningan atau kecokelatan.

Rendemen hidrolisat kitosan yang 
dihidrolisis dengan isolat T. harzianum 
KTR3, yaitu 74,4% dan 67,9% untuk  yang 
dihidrolisis dengan isolat A. sydowii KTR50. 
Analisis sidik ragam menunjukkan rendemen 
yang dihasilkan dengan perbedaan perlakuan 
jenis isolat fungi menghasilkan nilai yang 
berbeda nyata (p<0,05). Perbedaan jenis 
isolat fungi memengaruhi mekanisme 
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Figure 3 Analysis of phylogenetic tree; (A) isolate KVA (B) isolate BM48A
Gambar 3 Analisis pohon filogenetik; (A) isolat KVA (B) isolat BM48A
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reaksi enzimatiknya dalam menghidrolisis 
kitosan sehingga rendemen berbeda. Vega-
Portalatino et al. (2023) menyatakan bahwa 
jenis isolat akan menghasilkan aktivitas 
enzimatik yang berbeda. Perbedaan tersebut 
akan memengaruhi mekanisme aktivitas 
enzim dalam mendegradasi kitosan serta hasil 
rendemen yang didapatkan.

Trichoderma dan Aspergillus 
merupakan genus fungi yang terbukti memiliki 
aktivitas enzimatik dalam mendegradasi 
kitosan. Kitosan yang dihidroliss dengan 
aktivitas enzimatik dari A. sydowii KTR50 
menghasilkan rendemen lebih sedikit 
dibandingkan dengan T. harzianum KTR3. 
Venkatachalam et al. (2015) melaporkan 
bahwa fungi dari genus Aspergillus memiliki 
aktivitas kitinolitik yang tidak dimiliki 
Trichoderma. Hal ini akan berpengaruh 
terhadap akumulasi aktivitas enzimatik dan 
laju reaksi dari masing-masing jenis fungi 
dalam mendegradasi kitosan. Aktivitas 
enzimatik β-glikosidase yang berperan dalam 
pemotongan ikatan glikosidik pada genus 
Aspergillus lebih tinggi dibandingkan dengan 
genus Trichoderma. (Xie et al., 2010). Hal ini 
mengakibatkan rendemen hidrolisat kitosan 
dari perlakuan A. sydowii KTR50 lebih kecil, 
karena salah satu faktor keberhasilan proses 
hidrolisis terjadinya penurunan rendemen 
akibat degradasi. 

Rendemen kitosan yang dihidrolisis 
menggunakan beberapa perlakuan di 
antaranya enzim papain sebesar 83,50%, 
perlakuan sinar UV-C sebesar 61,67% dan 

perlakuan kombinasi UV-C dan enzim 
papain sebesar 84,84% (Pari et al., 2022). 
Gonçalves et al. (2021) melaporkan hidrolisis 
kitosan menggunakan enzim selulase, pepsin, 
lipase, dan kitosanase menghasilkan kitosan 
bobot molekul rendah dengan rendemen 
berturut-turut 49%, 48%, 50%, dan 45%. 
Perbedaan antara hasil penelitian dan literatur 
dikarenakan perbedaan jenis enzim, metode, 
dan tingkat kemurnian enzim yang digunakan. 
Gonçalves et al. (2021) melaporkan bahwa ada 
3 faktor utama yang memengaruhi hidrolisis 
kitosan secara enzimatik, yaitu suhu, waktu, 
derajat keasaman, konsentrasi, serta asal 
enzim yang digunakan.

Kitosan yang dihidrolisis oleh 
enzim memiliki reaksi yang lebih spesifik 
dibandingkan dengan metode hidrolisis 
lainnya. Spesifitas memungkinkan kontrol 
reaksi dan ukuran oligomer yang dihasilkan 
lebih seragam (Roncal et al., 2007). Reaksi 
enzimatik bekerja dengan spesifik di 
tempat reaktif dan memecah molekul 
secara endogenus maupun eksogenus serta 
melepaskan monomer atau dimer secara 
berurutan (Aguila-Almanza et al., 2019). 
Aktivitas kitosanolitik yang dimiliki isolat 
T. harzianum KTR3 dan A. sydowii KTR50 
mengidentifikasikan bahwa mekanisme 
degradasi kitosan terjadi secara spesifik, 
dimana pemotongan rantai polimer terjadi 
pada glikosidik di antara 2 monomer 
D-glukosamin. Aktivitas selulolitik dan 
proteolitik terjadi secara nonspesifik, dengan 
pemotongan rantai polimer kitosan pada 
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Figure 4 Appearance of of chitosan yield: (A) chitosan, (B) chitosan hydrolisate by T. harzianum 

Gambar 4 Ketampakan rendemen kitosan; (A) kitosan, (B) hidrolisat kitosan oleh T. harizanum 
KTR3, (C) chitosan hydrolisate by A. sydowii KTR50

KTR3, (C) hidrolisat kitosan oleh A. sydowii KTR50
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ikatan glikosidik cenderung terjadi di antara 
monomer N-asetil-glukosamin dengan 
N-asetil-glukosamin lainnya (Aranaz et al., 
2021)

Viskositas dan Bobot Molekul 
Hidrolisat Kitosan

Hidrolisis kitosan merupakan proses 
depolimerisasi yang dapat menurunkan 
viskositas dan bobot molekul kitosan. 
Penelitian ini menggunakan perlakuan 
aktivitas enzimatik dari isolat T. harzianum 
KTR3 dan A. sydowii KTR50. Hidrolisis 
melibatkan fungi sehingga media hidrolisis 
kitosan terlebih dahulu harus disterilisasi 
menggunakan autoklaf dengan suhu 121oC 
dan tekanan 1 atm selama 15 menit. Penelitian 
ini menunjukkan bahwa isolat T. harzianum 
KTR3 dan A.sydowii KTR50 yang diisolasi dari 
jaringan rumput laut memiliki kemampuan 
dalam mendegradasi senyawa kitosan. Hal 
ini dibuktikan dengan terjadinya penurunan 
viskositas dan bobot molekul kitosan pasca 
hidrolisis. Hasil viskositas dan bobot molekul 
dapat dilihat pada Table 4. 

Nilai viskositas dan bobot molekul 
menunjukkan perlakuan menggunakan 
isolat fungi berpengaruh signifikan 
terhadap penurunan viskositas dan bobot 
molekul (p<0,05). Analisis lanjut Tukey’s test 
menunjukkan viskositas dan bobot molekul 
setiap sampel berbeda signifikan  (p<0,05). 
Kitosan yang dihidrolisis dengan A. sydowii 
KTR50 menghasil nilai viskositas dan bobot 
molekul terendah dibandingan perlakuan 
lainnya.

Viskositas kitosan merupakan ukuran 
dari kekentalan larutan kitosan terhadap 
aliran. Nilai viskositas yang didapatkan dari 

pengukuran alat dapat digunakan untuk 
menentukan bobot molekul suatu polimer, 
termasuk kitosan. Semakin tinggi viskositas 
maka akan berbanding lurus dengan bobot 
molekul. Bobot molekul kitosan didapatkan 
dengan menghitung persamaan nilai 
viskositas intrinsiknya (Wardhani et al., 2013). 
Nilai viskositas intrinsik akan digunakan 
ke dalam persamaan Mark Houwink untuk 
mendapatkan nilai bobot molekulnya.

Kitosan dapat diklasifikasikan ke 
dalam beberapa kategori berdasarkan bobot 
molekulnya, yaitu bobot molekul rendah 
(<100 kDa), bobot molekul sedang (100 – 1000 
kDa), dan bobot molekul tinggi (>1000 kDa)  
(Santoso et al., 2020). Kitosan oligosakarida 
memiliki rentang bobot molekul <10 kDa 
(Muanprasat & Chatsudthipong, 2017). Hasil 
bobot molekul yang didapat dari penelitian 
ini menunjukkan bahwa aktivitas enzimatik 
T. harzianum KTR3 dan A. sydowii KTR50 
mampu menghasilkan kitosan oligosakarida 
dengan bobot molekul berturut-turut 9,06 
kDa dan 4,47 kDa.

Aktivitas enzimatik yang dihasilkan 
fungi memiliki kemampuan dalam 
mendegrasi kitosan. Proses degradasi secara 
enzimatik dapat terjadi secara spesifik maupun 
nonspesifik. Degradasi kitosan dengan enzim 
spesifik dilakukan oleh aktivitas kitosanolitik 
dan kitinolitik yang menghidrolisis ikatan 
glikosidik dari kitosan (Thadathil & Velappan, 
2014). Hidrolisis menggunakan aktivitas 
kitosanolitik dengan mendegradasi lebih 
banyak polimer yang tersusun atas glukosamin 
dengan sejumlah kecil N-asetil-glukosamin, 
sedangkan aktvititas kitinolitik mendegrasasi 
polimer yang tersusun atas sebagai besar 
N-asetil-glukosamin dan sebagian kecil 

Table 4 Viscosity and molecular weight of chitosan hydrolysate
Tabel 4 Viskositas dan bobot molekul hidrolisat kitosan

Treatments Viscosity (cP) Molecular weight (kDa)

Chitosan 343.5±0.71d 75.58 ±0.11d

Autoclaf 104.3±0.42c 31.77±0.10c

T. harzianum KTR3 21.1±0.99b 9.06±0.35b

A. sydowii KTR50 9.26±0.31a 4.47±0.13a

Different superscript on the same column indicate significant differences (p<0.05)
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glukosamin. Hal ini menyebabkan karakteritik 
kitosan yang dihidrolisis dengan aktivitas 
kitosanolitik dan kitinolitik berbeda (Aam et 
al., 2010). Aktivitas enzim nonspesifik, yaitu 
protease, lipase, selulase, dan hemiselulase 
mampu mendegrasi kitosan. Selain 
mendegradasi ikatan glikosidik pada kitosan, 
enzim nonspesifik dari proteolitik seperti 
papain dan pepsin juga dapat menurunkan 
derajat asetilasi pada kitosan (Aranaz et al., 
2021). 

Hasil pada Table 2 menunjukkan bahwa 
isolat KVA dan BM48A yang merupakan jenis 
T. harzianum KTR3 dan A. sydowii KTR50 
selain memiliki aktivitas kitosanolitik yang 
tinggi juga memiliki aktivitas selulolitik dan 
proteolitik. Aktivitas enzimatik memiliki 
kemampuan dalam mendegradasi ikatan 
glikosidik kitosan. Rafael et al. (2019) 
menyebutkan T. harzianum memiliki 
kemampuan dalam mendegradasi substrat 
polimer dengan memproduksi enzim 
ekstraseluler. T. harzianum juga mampu 
menghasilkan kitosan oligosakarida melalui 
sistem kitin hidrolitik yang dihidrolisis 
selama tujuh hari. A. sydowii juga mampu 
memproduksi enzim ekstraseluler yang 
bersifat hidrolitik. Enzim tersebut dapat 
mendegradasi senyawa polisakarida, yaitu 
selulosa, lignin, pektin, dan amilosa (Ibrahim 
et al., 2023). Isolat A. sydowii KTR50 yang 
diisolasi dari jaringan endofit tumbuhan laut 
memiliki kemampuan dalam mendegradasi 
senyawa kitosan. Hal ini dibuktikan dengan 
terjadinya penurunan viskositas dan bobot 
molekul kitosan pasca hidrolisis. 

KESIMPULAN
Dua isolat fungi T. harzianum KTR3 

dan A. sydowii KTR50 dari total 20 isolat 
terbukti memiliki aktivitas enzimatik terbaik 
dengan rata-rata nilai diameter zona bening 
paling tinggi. Kedua isolat tersebut berhasil 
mendegradasi polimer kitosan menjadi 
kitosan oligosakarida, dibuktikan dengan 
terjadinya penurunan viskositas yang 
signifikan dari 343,5 cP menjadi 21,1 cP dan 
9,26 cP serta secara signifikan menghasilkan 
bobot molekul dibawah 10 kDa.
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