PAGE  

ARTIKEL PENELITIAN
HIBAH BERSAING XIV/I/2006
[image: image1.wmf]ijk

ij

j

i

ijk

Y

e

ab

b

a

m

+

+

+

+

=


POTENSI ENZIM KITINASE EKSTRASELULER

BAKTERIUM Serratia marcescens DALAM MENINGKATKAN

KUALITAS LIMBAH UDANG dan APLIKASINYA SEBAGAI

PAKAN TERNAK UNGGAS

Ir. MARIA ENDO MAHATA, MS

Dr. YOSE RIZAL, MSc

Prof. ABDI DHARMA, phD

UNIVERSITAS ANDALAS PADANG

SEPTEMBER, 2006

Potensi Enzim Kitinase Ekstraseluler
Bakterium Serratia marcescens Dalam Meningkatkan 
Kualitas Limbah Udang dan Aplikasinya Sebagai Pakan Ternak Unggas
Maria Endo Mahata１, Abdi Dharma２, Yose Rizal１
ABSTRAK
Kualitas gizi limbah udang dapat diperbaiki melalui dekomposisi anti nutrisi kitin dengan hidrolisis enzim kitinase ekstraseluler yang dihasilkan bakteria.  Perbandingan antara aktivitas enzim dengan lama hidrolisis serta ukuran substrat ideal diperlukan untuk kerja enzim yang optimum.  Telah diperoleh aktivitas enzim 4,017 Unit/100 g. substrat, lama hidrolisis 24 jam dan ukuran partikel substrat 1,50 mm sebagai kondisi optimum enzim kitinase ekstraseluler bakterium Serratia marcescens untuk menghidrolisis kitin yang terdapat pada limbah udang.　Kualitas gizi limbah udang meningkat pasca hidrolisis enzim kitinase, kandungan kitin　turun dari 18,70 % menjadi 7,28 %, serat kasar dari 26,89 % menjadi 20,35 %, protein kasar meningkat dari 24,03 % menjadi 30,30 %, kwantitas asam-asam amino meningkat kecuali asam amino leusin dan triptopan, retensi nitrogen meningkat dari 28,80 % menjadi 55,59 %, dan kandungan MEn (energi metabolisme dikoreksi retensi nitrogen) meningkat dari 568,43 kal/g menjadi 1020,98 kal/g.  Untuk itu dapat disimpulkan bahwa enzim kitinase ekstraseluler dari bakterium Serratia marcescens dapat digunakan untuk memperbaiki kualitas gizi limbah udang .
SUMMARY
The Potential of Serratia marcescens Chitinase Extracelluler 

in Increasing Shrimp Waste Quality and It Application as Poultry Feed
Maria Endo Mahata１, Abdi Dharma２, Yose Rizal１
Shrimp waste nutrient contain can be repairing throught chitin degrading by chitinase extracelluler from bacteria. The proportion between enzyme activity with incubation time, and substrate particel size are need for optimum enzyme activity.  The chitinase activity `s 4,017 Unit/100 g. substrate, incubation time 24 hours and particel size 1,50 mm were the optimum condition of chitinase extracelluler from Serratia marcescens for shrimp waste`s chitin degrading.  The shrimp waste`s nutrient quality were increased after hydrolized by chitinase, chitin contain decreased from 18,70 % to 7,28 %, crude fiber from 26,89 % to 20,35 %, crude protein increased from 24,03 % to 30,30 %, amino acid quantities increased exception leucin and tripthopan were decreased, nitrogen retention increased from 28,80 % to 55,59 %, and Metobolizable Energy with nitrogen correction (MEn) increased from 568,43 kal/g to 1020,98 kal/g.  The conclusion is the chitinase extracelluler from Serratia marcescen can be used for repairing of shrimp waste`s nutrient quality.
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PENDAHULUAN

Limbah udang merupakan sisa dari pengolahan udang menjadi udang beku yang terdiri atas: kulit bagian kepala, alat pencernaan, kulit bagian badan, dan ekor udang.  Ekspor udang beku Indonesia terus meningkat dari tahun ke tahun, pada tahun 1996 diekspor 162.221 ton, tahun 2000 sebesar 220.520 ton (BPS, 2002), tahun 2004 mencapai 240.000 ton (BPS, 2004), dan pada tahun 2005 diprediksi 250.000 ton (Agroindonesia, 2003).  Perolehan limbah dari tubuh udang segar yang diolah menjadi udang beku berkisar antara 35-70 % (Animal Feed Resources Information System, 2000). Jika dikalkulasikan perkiraan limbah udang dari industri udang beku Indonesia pada tahun 1996 diperoleh 113.554,7 ton limbah, tahun 2000 diperoleh 154.364 ton, tahun 2004 diperoleh 168.000 ton, dan pada tahun 2005 diperoleh 175.000 ton limbah udang.   Limbah udang menurut beberapa peneliti mengandung protein kasar 39,45 – 52,70 % (Mirzah., 1990; Rosenfeld et al., 1997; Gernat., 2001; Fanimo et al., 2004; Okoye et al, 2005).  Bila dihitung kandungan protein yang terdapat pada limbah udang ekspor Indonesia tahun 2004 diperoleh 66.276 ton atau 88.536 ton protein, dan pada tahun 2005 diperoleh 69.037,5 ton atau 92.225 ton protein (nilai protein dengan patokan 39,45 % dan 52,70 %)　Protein limbah udang yang berlimpah sangat potensial dijadikan sebagai pakan sumber protein hewani.　Pemanfaatan limbah udang sebagai pakan ternak unggas terbatas karena protein limbah udang terikat dalam bentuk senyawa komplek antara protein-kitin dan garam CaCO3 (Carroad dan Tom., 1978; Knor, 1991).  Kitin merupakan  karbohidrat struktural yang disusun oleh polimer rantai panjang N-Asetil,D-glukosamina dengan ikatan β1,4 glikosidik yang banyak ditemukan pada kulit udang dan kepiting dan sulit dicerna oleh ternak unggas karena ikatannya sangat kuat dan hanya dapat diputus oleh enzimnya yang spesifik yaitu kitinase.  Ennzim kitinase  mengkatalisir hidrolisis struktur ikatan β1,4 glikosidik homopolimer N-Asetil,D-glukosamina kitin dan terurai menjadi senyawa sederhananya (N-Asetil,D-glukosamina).  Saluran pencernaan unggas tidak menghasilkan enzim kitinase untuk mencerna kitin ernak unggas, sehingga protein yang terdapat pada limbah udang tidak dapat dicerna dan dimanfaatkan secara maksimal.
  Peneliti sebelumnya telah melakukan dekomposisi kitin limbah udang melalui beberapa metode diantaranya metode fisika yang memperlakukan limbah udang dengan tekanan uap panas, metode kimia melalui perendaman dengan larutan basa ataupun asam, metode biologi menggunakan jasa kapang, jamur, dan bakteri dengan proses fermentasi, ataupun kombinasi ke tiga metode tersebut.  Pengolahan secara biologi (fermentasi) dengan memanfaatkan jamur, dan kapang, dapat menurunkan kandungan kitin limbah udang namun memiliki beberapa kelemahan, antara lain proses ini memerlukan waktu yang lama (di atas 7 hari), meningkatkan kandungan serat kasar produk akibat pertumbuhan miselium dan akan menurunkan daya cerna pakan. Fermentasi menggunakan bakteria sebagai inokulum juga akan menimbulkan masalah karena tubuh bakteria mengandung asam nukleat.  Meningkatnya populasi bakteria selama proses fermentasi akan meningkatkan jumlah asam nukleat.  Nitrogen yang berasal dari asam nukleat terhitung sebagai protein kasar pada analisis proksimat.  Kemampuan unggas mencerna protein yang berasal dari asam nukleat terbatas dan hanya sebahagian kecil yang dapat dimanfaatkan karena saluran pencernaannya tidak menghasilkan enzim nuklease untuk mencerna asam nukleat.  Selain itu dinding sel bakteria juga mengandung kitin sehingga menjadi dilema jika memanfaatkannya untuk menurunkan kandungan kitin limbah udang melalui proses fermentasi. Meskipun produk pengolahan limbah udang menggunakan metode-metode tersebut dapat meningkatkan penggunaannya dalam ransum unggas, namun hasilnya belum memuaskan karena diperkirakan perlakuan yang diberikan baru bersifat merenggangkan ikatan β1,4 glikosidik pada kitin dan belum mendegradasinya secara sempurna. 
Pemanfaatan enzim kitinase untuk mendegradasi kitin yang terdapat pada limbah udang belum banyak dilakukan karena produk enzim kitinase komersial yang telah dipurifikasi berharga sangat mahal.  Jika digunakan untuk memperbaiki kualitas gizi limbah udang tidak efisien dan tidak ekonomis, namun hal ini dapat diatasi dengan memanfaatkan enzim kitinase yang diekstrak dari bakteria yang diisolasi dari alam. Bakteria tertentu merupakan mikroorganisme penghasil enzim kitosanase dan kitinase yang potensial, dan enzim yang dihasilkannya mudah diekstraksi karena umumnya bakteria menghasilkan enzim kitosanase dan kitinase ekstraseluler untuk keperluan hidupnya. Pengolahan kitin limbah udang melalui hidrolisis enzim kitinase ekstraseluler dari bakterium Serratia marcescens mungkin dapat menghindari persoalan-persoalan yang ditemui pada proses fermentasi menggunakan kapang, jamur dan bakteria sebagai inokulum karena enzim merupakan protein dan tidak akan meningkatkan serat kasar limbah udang pasca hidrolisis enzim. 
MATERI DAN METODE PENELITIAN

Penelitian terdiri atas 3 tahap percobaan
A.  Percobaan Tahap I:

Menentukan Dosis dan Lama Hidrolisis Enzim Kasar Kitinase Untuk Mendegradasi Kitin Limbah Udang
(1)  Materi Penelitian

Bahan yang digunakan adalah enzim kitinase ekstraseluler  dari bakterium Serratia marcescens,limbah udang dari udang putih (Penaeus merguensis) terdiri dari: kulit kepala, kulit badan, dan ekor dari udang segar.  Zat kimia yang dipakai yaitu: NaOH, HCL, dan reagen-reagen untuk analisis kitin, gula pereduksi dan protein terlarut.  Peralatan yang digunakan adalah lemari es, kantong plastik tahan panas, labu ukur, tabung reaksi, spektrofotometer, pipet , gelas beker, kuvet, termometer, timbangan, autoclave, oven.
(2)  Metode Penelitian
Penelitian ini dilakukan secara eksperimen menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) pola faktorial 3 x 3 dan setiap perlakuan diulang 2 kali.  Faktor A adalah dosis enzim yang terdiri dari:
A1 = 4,017 Unit enzim /100 gr substrat pasta limbah udang

A2 = 6,084 Unit enzim /100 gr substrat pasta limbah udang

A3 = 8,034 Unit enzim /100 gr substrat pasta limbah udang

Lama hidrolisis sebagai faktor B yaitu:

 B1 = 24 jam

 B2 = 48 jam

 B3 = 72 jam.

Model rancangan yang digunakan menurut Steel and Torrie (1991)
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Keterangan : 

Yijk  = nilai pengamatan

μ     = nilai tengah umum

αi    = pengaruh faktor A taraf ke-i

βj    = pengaruh faktor B taraf ke-j

αβij = pengaruh interaksi antara faktor A taraf ke-i dengan faktor B taraf ke-j

(ijk  = pengaruh unit – unit perlakuan ke-k dari perlakuan kombinasi ke-ij

i    = faktor dosis enzim (4,017 U/100 gr substrat, 6,084 U/100 gr substrat   dan 8,034 U/100 gr substrat)

j    = faktor lama hidrolisis (24, 48 dan 72 jam)

k    = ulangan

(3) Peubah Yang Diukur

· Kandungan Kitin Limbah Udang  

Kitin limbah udang dianalisis dengan metode Hong, et al (1989).  
· Kandungan Gula Pereduksi Limbah Udang
Gula pereduksi diukur dengan metode Smogy dan Nelson (Sudarmaji. 1984) secara spektrofotometri.  
· Kandungan Protein Terlarut Limbah Udang 
Protein terlarut dianalisis dengan metode Lowry (1951).  
B.  Percobaan Tahap II:
Menentukan ukuran partikel substrat limbah udang untuk penetrasi enzim kitinase ekstraseluler  yang optimum.
(1)   Materi Penelitian
Bahan yang digunakan adalah enzim kitinase ekstraseluler dari bakterium Serratia marcescens.  Limbah udang dari udang putih (Penaeus merguensis) yang terdiri dari kulit kepala, kulit badan dan kulit ekor.  Zat kimia yang digunakan terdiri dari: NaOH, HCl, dan reagen-reagen untuk analisis kitin, gula pereduksi dan protein terlarut.  Peralatan yang digunakan adalah lemari es, kantong plastik tahan panas, labu ukur, tabung reaksi, spektrofotometer, pipet, gelas beker, kuvet, termometer, timbangan, autoclave, oven, penggiling (Glen Creston, 911103) dengan ukuran saringan 1 mm, 1.5 mm dan 2 mm.

(2)  Metode Penelitian

Penelitian dilakukan secara eksperimen menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 4 perlakuan dan masing-masing perlakuan diulang 5 kali.  Perlakuan adalah ukuran partikel limbah udang yang terdiri dari:
Perlakuan 1 = Limbah udang tidak digiling

Perlakuan 2 = Limbah udang digiling ukuran 1,00 mm

Perlakuan 3 = Limbah udang digiling ukuran 1,50 mm

Perlakuan 4 = Limbah udang digiling ukuran 2,00 mm
Model rancangan yang digunakan menurut Steel and Torrie (1991) 
Yij = ( + (i + (ij
Keterangan :

Yij
= Hasil pengamatan pada perlakuan ke-I dan ulangan ke-j.

i   = Perlakuan (P1, P2, P3, dan P4 )

j   = Ulangan (1, 2, 3, dan 4)

(   = Nilai tengah 

(i 
= Pengaruh perlakuan ke-i

(ij
= Pengaruh sisa (acak) ke-j yang mendapatkan perlakuan ke-i 

(3)  Peubah Yang Diukur

· Kandungan Kitin Limbah Udang

· Kandungan kitin dianalisis dengan metoda Hong et al (1989).  
· Gula Pereduksi Limbah Udang
· Gula pereduksi diukur dengan metode Smogy dan Nelson (Sudarmaji. 1984) secara spektrofotometri.  

· Protein Terlarut Limbah Udang
· Protein terlarut masing – masing perlakuan dianalisis dengan menggunakan metode Lowry (1951).  
Percobaan Tahap III:

Analisis kandungan gizi limbah udang produk hidrolisis enzim kitinase ekstraseluler dan uji retensi nitrogen, energi termetabolisme (MEn) secara in-vivo
(1)   Analisis Kandungan Gizi Limbah Udang 

Sampel limbah udang produk hidrolisis enzim kitinase dan sampel limbah udang yang tidak dihidrolisis enzim kitinase dianalisis kandungan gizinya.  Kandungan gizi yang dianalisis terdiri dari: kadar air, bahan kering, protein kasar, serat kasar, lemak kasar, BETN, abu, Ca, dan P dan asam-asam amino.  Analisis kandungan gizi limbah udang produk hidrolisis dilakukan berdasarkan metode proksimat (AOAC, 1990) di Laboratorium Teknologi Industri Pakan Fakultas Peternakan Unand, sedangkan asam amino dianalisis dengan metode HPLC di Laboratorium Saraswati Indo Genetech, The First Indonesian Molecular Biotechnology Company Bogor.
(2)  Analisis Asam Amino Limbah Udang

Sampel limbah udang produk hidrolisis enzim kitinase yang terbaik dan sampel limbah udang yang tidak dihidrolisis enzim kitinase ekstraseluler di analisis kandungan asam aminonya.  Asam amino yang dianalisis terdiri dari: asam aspartat, asam glutamat, serin, glisin, histidin, arginin, threonin, alanin, prolin, tirosin, valin, metionin, sistin, isoleusin, leusin, phenilalanin, lisin dan triptopan.  Analisis asam-asam amino dilakukan dengan metode HPLC. 
(3)  Retensi Nitrogen Limbah Udang

Pengukuran retensi nitrogen limbah udang produk hidrolisis enzim kitinase dan limbah udang yang tidak dihidrolisis enzim kitinase dilakukan berdasarkan metode Sibbald (1976). 

Retensi Nitrogen dihitung berdasarkan rumus berikut:
Retensi Nitrogen (%) =  {N konsumsi (g/ekor) – ( N ekskreta (g/ekor) – N Endogenous (g/ekor)) x 100 %

                                                                          N konsumsi (g)

Keterangan:

N konsumsi  = bahan kering limbah udang yang dikonsumsi x Nitrogen (%) limbah udang

N Ekskreta   = bahan kering ekskreta x nitrogen (%) ekskreta

N Endogenous = bahan kering ekskreta endogenous x nitrogen (%) ekskreta endogenous
(4)  Analisis Energi Metabolisme Dikoreksi Retensi Nitrogen (MEn) Limbah Udang Produk Hidrolisis Enzim Kitinase Ekstraseluler

Energi Metabolisme yang dikoreksi retensi nitrogen (MEn) dianalisis dengan metode Sibbald (1976).  

 MEn = GE konsumsi – ( GEfu- K. Retensi Nitrogen (g))
                             Jumlah ransum yang dicekokkan

Keterangan:
     MEn         =  Energi metabolisme yang dikoreksi dengan retensi nitrogen 

     K           =  8.22 atau 8.73.  
8.22 berasal dari kandungan energi asam urat urin ayam

8.73 berasal dari kandungan energi senyawa-senyawa nitrogen dalam urin
     GE konsumsi  =  Jumlah energi bruto limbah udang yang di konsumsi (di cekok)
     GE fu        =  Jumlah energi bruto yang terdapat pada ekskreta ayam yang berasal dari feces dan urin
     Retensi nitrogen =  Nilai retensi nitrogen dari limbah udang

HASIL DAN PEMBAHASAN
(1)   Pengaruh Unit Aktivitas Enzim Kitinase Ekstraseluler dan Lama　Hidrolisis Terhadap Kandungan Kitin Limbah Udang

Rataan kandungan kitin limbah udang produk hidrolisis enzim kitinase ekstraseluler untuk masing – masing perlakuan ditampilkan pada Tabel 1. 
Tabel 1.  Rataan Kandungan Kitin (%) Limbah Udang Produk Hidrolisis Masing –Masing Perlakuan Enzim Kitinase Ekstraseluler.

	Aktivitas Enzim
	
	Lama Hidrolisis
	
	Rataan

	(Unit)
	B1 (24 jam)
	  B2 (48 jam)
	 B3 (72 jam)
	

	A1 (4,017 Unit)

A2 (6,084 Unit)

A3 (8,034 Unit)


	......................

10,40

11,40

11,40
	...........Kitin (%) 

10,50

10,90

11,10
	.........................

10,50

10,50

11,00
	.........................

10,47

10,93

11,17

	Rataan           
	11,10
	10,83
	10,63
	


        Hasil analisis keragaman menunjukkan tidak terjadi interaksi antara Unit aktivitas enzim dan lama hidrolisis (p>0,05) terhadap kandungan kitin limbah udang.  Fakta ini menjelaskan bahwa kombinasi Unit aktivitas enzim kitinase ekstraseluler 4,017 Unit, 6,084 Unit dan 8,034 Unit dengan lama hidrolisis 24, 48 dan 72 jam masih dalam interval yang belum menunjukkan interaksi.  Namun kombinasi ketiga interval Unit aktivitas dan lama hidrolisis tersebut dapat menurunkan kandungan kitin limbah udang dari 18,70 % sebelum dihidrolisis menjadi 10,40 % pada perlakuan 4,017 Unit dengan lama hidrolisis 24 jam, 10,15 % dan 11 % pada perlakuan 6,084 Unit dan 8,034 masing-masing selama 72 jam (Tabel 1).  Sesuai dengan pernyataan Brurberg et al. (1995), Suzuki et al. (1999) Krishnan et al.(1999) dan Gustav et al. (2005) bahwa Serrartia marcescens merupakan salah satu bakterium gram negatif yang sangat efektif untuk mendegradasi kitin, dan gen yang mengkode enzim kitinasenya telah di cloning dan diaplikasikan pada bakterium Sinorhizobium fredii USDA 191 dan Escherichia coli untuk keperluan biological agent (pengendalian hayati) dan penelitian dalam bidang bioteknologi.  Unit aktivitas enzim  kitinase ekstraseluler dari bakterium Serratia marcescens dan lama hidrolis yang efisien untuk mengkatalisir hidrolisis kitin yang terdapat pada limbah udang adalah pada 4,017 Unit dengan lama hidrolisis 24 jam karena pada perlakuan ini kitin limbah udang lebih banyak dihidrolisis dibandingkan dengan perlakuan lainnya,

Pengaruh peningkatan Unit aktivitas enzim kitinase dari 4,017 Unit menjadi  6,084 Unit, dan 8,034 Unit berbeda tidak nyata (p>0,05) terhadap kandungan kitin limbah udang.  Meskipun perbedaan jumlah kitin yang dihidrolisis tidak signifikan pada ketiga Unit aktivitas tersebut, namun pada perlakuan 4,017 Unit jumlah kitin lebih banyak dihidrolisis dibandingkan dengan perlakuan 6,084 Unit, dan 8,034 Unit (Tabel 1).  Hal ini dapat disebabkan oleh konsentrasi substrat limbah udang (100 g) dengan Unit aktivitas 4,017 Unit dapat berinteraksi secara tepat dan mencapai konformasi model kunci dan gembok sehingga daya katalisator enzim maksimal dalam menghidrolisis kitin, sedangkan perbandingan antara konsentrasi substrat 100 g limbah udang dengan konsentrasi enzim 6,084 Unit, dan 8,034 Unit tidak mencapai konformasi tersebut.  Hal ini menjelaskan bahwa substrat limbah udang dan enzim kitinase ekstraseluler satu sama lainnya tidak berkomplementer secara sempurna karena substrat tidak menempel memenuhi semua area sisi aktif enzim meskipun daya katalisator kedua Unit aktivitas enzim tersebut lebih kuat dari Unit aktivitas 4,017 Unit.  Sehingga sisi aktif enzim  kitinase yang luas tidak termanfaatkan secara optimal dalam menghidrolisis kitin, oleh sebab itu tidak terdapat perbedaan jumlah produk hidrolisis yang signifikan antara Unit aktivitas enzim 4,017 Unit, 6,084 Unit, dan 8,034 Unit.  Artinya jumlah kitin yang dihidrolisis tidak meningkat seiring dengan meningkatnya Unit aktivitas enzim.  Menurut Suhartono (1989) model pengikatan substrat oleh enzim digambarkan sebagai kunci yang menempati suatu gembok, dimana substrat dilambangkan sebagai kunci, sedangkan enzim yang mengikatnya dilambangkan sebagai gembok, pada model ini struktur kimia dan fisik sisi aktif pada protein enzim benar-benar berkomplementer terhadap struktur kimia dan fisik substrat, dengan demikian substrat akan mengalami perubahan bentuk menjadi produk setelah menempel pada sisi aktif tersebut.   Selanjutnya dijelaskan bahwa faktor-faktor utama yang mempengaruhi aktivitas enzim adalah konsentrasi enzim, substrat, produk, senyawa inhibitor, aktivator, pH dan suhu.  Dijelaskan pula bahwa pembentukan komplek Enzim Substrat (ES) membatasi kecepatan reaksi enzimatis, artinya kecepatan maksimum reaksi enzim dicapai pada tingkat konsentrasi substrat yang sudah mampu mengubah seluruh enzim menjadi komplek ES, pada konsentrasi substrat di bawah konsentrasi ini, reaksi enzim bergantung pada konsentrasi substrat yang ditambahkan, sedangkan pada konsentrasi substrat di atas konsentrasi tersebut, kecepatan reaksi menjadi tidak bergantung pada konsentrasi substrat dengan kata lain reaksinya menjadi nol.

 Hal lain yang dapat menyebabkan tidak terdapatnya perbedaan antar Unit aktivitas enzim adalah enzim kitinase ekstraseluler yang digunakan pada penelitian ini masih dalam bentuk enzim kasar (crude enzyme), daya katalisatornya tidak sekuat enzim murni (enzim kitinase yang telah dipurifikasi), sehingga perbedaan daya katalisator antara Unit aktivitas 4,017, 6,084 dan 8,034 Unit tidak nyata dalam menghidrolisis kitin oleh sebab itu produk hidrolisisnya belum menunjukkan perbedaan yang nyata.  Menurut Yamasaki (1993) Unit aktivitas enzim kitinase ekstraseluler dari Enterobacter sp G1 yang paling banyak menghidrolisis kitin pada medium yang mengandung 2 % kitin adalah besar dari 10 Unit/ml dan kecil dari 20 Unit/ml.  Unit aktivitas enzim kitinase ekstraseluler dari Serratia marcescens yang digunakan dalam menghidrolisis kitin limbah udang pada penelitian ini lebih kecil dari Unit aktivitas enzim dari Enterobacter sp G1 tersebut.    

       Pengaruh perlakuan lama hidrolisis enzim kitinase ekstraseluler yang tidak berbeda nyata (P>0,05) dapat disebabkan oleh waktu hidrolisis yang terlalu panjang.  Walaupun perpanjangan waktu hidrolisis dari 24 jam menjadi 48 dan 72 jam cenderung menurunkan kandungan kitin namun tidak efisien karena penurunan kandungan kitin antar perlakuan tidak signifikan (Tabel 1).  Artinya tidak terdapat perbedaan kemampuan enzim kitinase ekstraseluler dalam menghidrolisis kitin limbah udang antara 24, 48 dan 72 jam.  Waktu hidrolisis yang paling efisien untuk menghidrolisis kitin limbah udang yang diperoleh pada penelitian ini adalah selama 24 jam karena kitin lebih banyak dihidrolisis dibandingkan dengan lama hidrolisis 48 dan 72 jam (Tabel 1).  Menurut Yamasaki (1993) 0,1 mg enzim kitinase dari Enterobacter sp G1 yang telah dipurifikasi dapat menghidrolisis oligomer N-Asetil-D, Glukosamina menjadi monomernya N-Asetil,D-glukosamina dengan lama hidolisis 350 menit (5,83 jam).  Lama hidrolisis enzim kitinase yang didapatkan pada penelitian ini lebih lama dari lama hidrolisis tersebut, karena enzim kitinase yang digunakan masih dalam bentuk enzim kasar dan aktivitas kitinasenya jauh lebih rendah dari enzim kitinase yang dipurifikasi dari Enterobacter sp G1.  Jika dibandingkan lama hidrolis antara enzim kasar kitinase dari Serratia marcescense untuk menghidrolisis kitin yang terdapat pada limbah udang pada penelitian ini 4,12 kali lebih lama dari enzim kitinase dari Enterobacter sp G1 yang telah dipurifikasi oleh Yamasaki (1993). 
 (2)   Pengaruh Unit Aktivitas Enzim Kitinase Ekstraseluler dan Lama Hidrolisis Terhadap Gula Pereduksi
Rataan kandungan gula pereduksi dari limbah udang produk hidrolisis masing – masing perlakuan enzim ditampilkan pada Tabel 2.  Hasil analisis keragaman menunjukkan bahwa interaksi Unit aktivitas enzim kitinase ekstraseluler dan lama hidrolis berpengaruh tidak nyata (p>0,05) terhadap gula pereduksi limbah udang .

Tidak terjadinya perbedaan interaksi perlakuan terhadap terbebasnya gula pereduksi pada penelitian ini disebabkan oleh pengaruh interaksi perlakuan terhadap kandungan kitin limbah udang pasca hidrolisis enzim yang ditemukan pada penelitian sebelumnya juga tidak berbeda.  Menurut Yamasaki (1997) gula pereduksi adalah indikator aktivitas enzim dalam menghidrolisis kitin, produk hidrolis kitin oleh enzim kitinase berupa monomer N-Asetil,D-glukosamina, dimer N-Asetil,D-glukosamina, dan trimer N-Asetil,D-glukosamina.  
Tabel 2 .   Rataan Kandungan Gula Pereduksi ((g/ml) Limbah Udang Produk Hidrolisis Masing – Masing Perlakuan Enzim.

	AktivitasEnzim
	
	Lama Hidrolisis
	
	Rataan

	(Unit)
	 B1 (24 jam)
	  B2 (48 jam)
	  B3 (72jam)
	

	A1 (4,017 Unit)

A2 (6,084 Unit)

A3 (8,034 Unit)


	......................

23,66

22,00

21,70
	..Gula Pereduksi
21,45

20,60

20,49
	(g/ml.............
21,99

20,36

20,05
	......................

22,37

20,99

20,75

	Rataan
	22,45        
	    20,85                  
	20,80
	


Selanjutnya dijelaskan gula pereduksi equivalen dengan N-Asetil,D-glukosamina, artinya semakin banyak gula pereduksi yang dihasilkan pasca hidrolisis enzim kitinase semakin banyak kitin yang terdegradasi oleh enzim.  

Pada Tabel 2 dapat dilihat bahwa kandungan gula pereduksi limbah udang pasca hidrolisis enzim kitinase ekstraseluler yang tertinggi terdapat pada perlakuan enzim 4,017 Unit dan lama hidrolisis 24 jam dengan kandungan gula pereduksi sebesar  23,66 (g/ml.  Gula pereduksi terendah adalah 20,05 (g/ml yang terdapat pada perlakuan enzim 8,034 Unit dengan lama hidrolisis 72 jam.  Hal ini menjelaskan bahwa  walaupun tidak terjadi interaksi antara unit aktivitas enzim dan lama hidrolisis namun jumlah gula pereduksi limbah udang meningkat dari 19,20 (g/ml sebelum dihidrolisis menjadi 23,66 (g/ml sesudah dihidrolisis.  Fakta ini menunjukkan bahwa kombinasi antara unit aktivitas enzim dan lama hidrolis dapat membebaskan gula pereduksi karena terjadinya hidrolisis kitin oleh enzim kitinase ekstraseluler menjadi N-Asetil,D-glukosamina yang equivalen dengan gula pereduksi namun perbedaan produk hidrolisis antar perlakuan belum menunjukkan perbedaan yang nyata.  Unit aktivitas enzim 4,017 Unit dan lama hidrolis 24 jam adalah kombinasi yang efisien dalam pelepasan gula pereduksi pada limbah udang yang dihidrolisis enzim kitinase ekstraseluler.

Pengaruh perlakuan Unit aktivitas enzim yang tidak berbeda nyata terhadap jumlah gula pereduksi yang dibebaskan karena peningkatan Unit aktivitas enzim dari 4,017 Unit menjadi 6,084 dan 8,034 Unit juga tidak berpengaruh nyata terhadap jumlah kitin yang terhidrolisis pada penelitian sebelumnya.  Dengan demikian dapat dipahami bahwa peningkatan Unit aktivitas enzim juga tidak akan berpengaruh nyata terhadap gula pereduksi yang dibebaskan.  Unit aktivitas enzim yang efisien pada pembebasan gula pereduksi adalah pada 4,017 Unit karena jumlah gula pereduksi yang dibebaskan lebih banyak dari Unit aktivitas enzim lainnya.   Hal yang sama juga terjadi pada perlakuan lama hidrolisis, perpanjangan waktu hidrolisis dari 24 jam menjadi 48 dan 72 jam berpengaruh tidak nyata terhadap gula pereduksi yang dibebaskan karena perpanjangan waktu hidrolis tersebut juga tidak berpengaruh nyata terhadap jumlah kitin yang dihidrolis enzim.  Lama hidrolisis enzim kitinase ekstraseluler yang efisien untuk membebaskan gula pereduksi adalah selama 24 jam karena gula pereduksi yang dihasilkan lebih banyak dari lama hidrolisis 48 dan 72 jam.  Sesuai dengan pendapat Park et al. (1997) bahwa aktivitas enzim kitinase untuk menghidrolisis kitin dapat dilihat dari gula pereduksi yang dihasilkan karena satu Unit aktivitas enzim kitinase adalah jumlah enzim yang diperlukan untuk menghasilkan satu (mol gula pereduksi/menit yang ekuivalen dengan N-Asetil,D-glukosamina.
(3)   Pengaruh Unit Aktivitas Enzim Kitinase Ekstraseluler dan Lama Hidrolisis Terhadap Protein Terlarut
  Rataan kandungan protein terlarut limbah udang pasca hidrolisis oleh enzim kasar kitinase untuk masing–masing perlakuan ditampilkan pada Tabel 3.  Hasil analisis keragaman menunjukkan interaksi antara Unit aktivitas enzim kasar kitinase dengan lama hidrolisis berpengaruh tidak nyata (P>0,05) terhadap protein terlarut limbah udang .        Tidak terjadinya interaksi antara Unit aktivitas enzim kitinase ekstraseluler dengan lama hidrolisis terhadap kandungan protein terlarut limbah udang disebabkan oleh jumlah kitin yang terdegradasi pada ketiga kombinasi perlakuan juga berbeda tidak nyata.  Menurut Carroad dan Tom (1978) dan Knor (1991) protein pada limbah udang terikat dalam bentuk senyawa komplek antara kitin-protein-CaCO3. Jika kitin terdegradasi oleh kitinase maka protein juga akan terbebaskan dari.senyawa tersebut dan protein yang dapat larut jumlahnya akan meningkat. 
Tabel 3.  Rataan Kandungan Protein Terlarut ((g/ml) Limbah Udang Produk Hidrolisis Masing – Masing Perlakuan Enzim
	Aktivitas Enzim
	
	Lama Hidrolisis
	
	Rataan

	(Unit)
	B1 (24 jam)
	B2 (48 jam)
	B3 (72jam)
	

	A1 (4,017 Unit)

A2 (6,084 Unit)

A3 (8,034 Unit)


	...................
2865,07

2823,82

2823,82
	Protein Terlarut

2823,82

2785,00

2750,05
	(g/ml...........
2824,64

2750,05

2712,60
	...................
2837,84

2786,29

2762,16

	Rataan
	2837,57
	2786,29
	2762,43
	


Pada Tabel 3 dapat dilihat bahwa protein terlarut yang tertinggi terdapat pada perlakuan enzim kitinase 4,017 Unit dan lama hidrolisis 24 jam yaitu 2865,07 (g/ml dan protein terlarut terendah terdapat pada perlakuan 8,034 Unit dengan lama hidrolisis 72 jam yaitu 2712,60 (g/ml.  Meskipun interaksi Unit aktivitas dan lama hidrolisis enzim  kitinase ekstraseluler yang digunakan pada penelitian ini belum memperlihatkan perbedaan yang nyata terhadap jumlah protein terlarut, namun ketiga kombinasi perlakuan tersebut mampu meningkatkan terbebasnya protein dari senyawa komplek kitin-protein-CaCO3 dari 138,11 (g/ml sebelum dihidrolisis enzim menjadi 2865,07 (g/ml sesudah dihidrolisis enzim kasar kitinase.  Kombinasi Unit aktivitas enzim kitinase ekstraseluler dan lama hidrolisis yang efisien untuk membebaskan protein dari senyawa komplek kitin-CacO3 adalah pada 4,017 Unit dengan lama hidrolisis 24 jam.  

Pengaruh perlakuan Unit aktivitas enzim yang tidak berbeda nyata terhadap jumlah protein terlarut yang dibebaskan karena peningkatan Unit aktivitas enzim dari 4,017 Unit menjadi 6,084 dan 8,034 Unit juga tidak berpengaruh nyata terhadap jumlah kitin yang terhidrolisis pada penelitian sebelumnya, oleh sebab itu dapat dipahami bahwa peningkatan Unit aktivitas enzim kitinase ekstraseluler juga tidak berpengaruh nyata terhadap jumlah protein yang dibebaskan.  Unit aktivitas enzim kitinase ekstraseluler yang efisien pada pembebasan protein terlarut dari senyawa komplek protein-kitin dan CaCO3 pada limbah udang adalah pada 4,017 Unit karena jumlah protein terlarut yang dibebaskan lebih banyak dari Unit aktivitas enzim lainnya.  Hal yang sama juga terjadi pada perlakuan lama hidrolisis enzim.  Perpanjangan waktu hidrolisis dari 24 jam menjadi 48 dan 72 jam berpengaruh tidak nyata terhadap protein terlarut yang dibebaskan karena perpanjangan waktu hidrolis tersebut juga tidak berpengaruh nyata terhadap jumlah kitin yang dihidrolis enzim.  Waktu hidrolisis enzim yang efisien untuk pembebasan protein terlarut adalah 24 jam karena jumlah protein terlarut yang dihasilkan lebih banyak karena pada lama hidrolisis 24 jam kitin juga banyak terhidrolisis.
Hasil Percobaan Tahap II
Berdasarkan penelitian sebelumnya telah diperoleh Unit aktivitas enzim kitinase ekstraseluler yang efisien untuk mendegradasi kitin limbah udang yaitu 4,017 Unit dan lama hidrolisis 24 jam dengan jumlah substrat limbah udang 100g.  Agar penetrasi enzim  kitinase ekstraseluler optimum pada permukaan substrat limbah udang di dalam menghidrolisis kitin yang maksimal, dilakukan percobaan mencari ukuran partikel limbah udang yang ideal untuk penetrasi enzim kitinase ekstraseluler yang optimum.  Pada pecobaan ini digunakan Unit aktivitas enzim kitinase ekstraseluler dan lama hidrolisis yang terbaik dari penelitian sebelumnya yaitu 4,017 Unit dengan lama hidrolisis 24 jam dan jumlah substrat limbah udang 100 g dengan ukuran partikel yang diperkecil yaitu: tidak digiling, digiling berdiameter 1,00 mm, digiling berdiameter 1,5 mm, digiling berdiameter 2 mm.

Rataan kandungan kitin, gula pereduksi dan protein terlarut limbah udang pasca hidrolisis enzim kitinase ekstraseluler dengan ukuran partikel yang berbeda disajikan pada Tabel 10.  Hasil analisis sidik ragam menunjukkan bahwa ukuran partikel limbah udang berpengaruh sangat nyata (P< 0,01) terhadap penurunan kandungan kitin, peningkatan gula pereduksi dan protein terlarut limbah udang.

Untuk mengetahui pengaruh perbedaan antar perlakuan terhadap kandungan kitin, gula pereduksi dan protein terlarut dilakukan pengujian masing-masing perlakuan dengan uji lanjut DMRT.  Hasil uji lanjut pengaruh perlakuan terhadap kandungan kitin menunjukkan bahwa ukuran partikel limbah udang yang tidak digiling berbeda sangat nyata (p<0,01) dengan limbah udang berukuran patikel 1,00 mm, 1,50 mm, dan 2,00 mm.  Limbah udang dengan ukuran partikel 1,00 mm tidak berbeda nyata (p> 0,05) dengan limbah udang ukuran 1,50 mm, tetapi berbeda nyata (p<0,05) dengan limbah　udang berukuran 2,00 mm.　 Kitin limbah udang yang paling banyak dihidrolisis enzim kitinase ekstraseluler terdapat pada ukuran partikel 1,00 dan 1,50 mm karena dapat menurunkan kandungan kitin limbah udang dari 18,70 % sebelum dihidrolisis menjadi 7,48 dan 7,28 % sesudah dihidrolisis dengan persentase penurunan kitin masing-masingnya sebesar 60,0 % dan 61,07 %, dan yang paling sedikit dihidro- 
Tabel 4.    Rataan Kandungan Kitin (%) , Gula Pereduksi ((g/ml) dan Protein Terlarut ((g/ml) Limbah Udang Produk Hidrolisis Enzim Kitinase Ekstraseluler dari Masing – Masing Perlakuan.
	Parameter
	Limbah Udang

Tidak

Digiling
	Limbah Udang

Digiling

1,00 mm
	Limbah Udang

Digiling

1,50 mm
	Limbah Udang Digiling

2,00 mm

	Kitin (%)
	18,44 a
	7,48 c
	7,28 c
	9,00 b

	Gula Pereduksi  ((g/ml)  
	49,58 b
	106,31 a
	115,42 a
	51,39 b

	Protein Terlarut  ((g/ml)
	6227,12b
	7126,24a
	7244,80a
	6868,36a


Keterangan : Huruf kecil yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan pengaruh yang berbeda sangat nyata (p<0.01).
lisis enzim terdapat pada limbah udang yang tidak digiling (kontrol) dengan jumlah kitin 18,40 % dan persentase penurunan kitinnya 1,60 %, kemudian diikuti oleh limbah udang dengan ukuran partikel 2,00 mm dengan jumlah kitin 9,00 % dan persentase penurunan 51,87 %.
Faktor yang mempengaruhi lebih banyaknya kitin yang dihidrolisis enzim pada substrat limbah udang ukuran partikel 1,00 dan 1,50 mm dibandingkan dengan ukuran 2,00 mm dan limbah udang yang tidak digiling (kontrol) adalah permukaan partikel substrat pada kedua ukuran partikel tersebut lebih luas dari permukaan substrat limbah udang 2,00 mm dan limbah udang yang tidak digiling (kontrol), sehingga penetrasi enzim kitinase ekstraseluler untuk menghidrolisis kitin pada kedua substrat optimum.  Semakin optimum penetrasi enzim kitinase pada substrat limbah udang semakin banyak jumlah kitin yang terhidrolisis menjadi monomernya N-Asetil,D-glukosamina.   Menurut Yamasaki (1993) luas permukaan substrat berpengaruh terhadap aktivitas enzim. Dijelaskannya bahwa bakterium Enterobacter sp G1 lebih awal mengekskresikan enzim kitosanasenya ke dalam medium yang mengandung substrat  kitin yang digiling dibandingkan dengan medium yang mengandung substrat kitin dalam bentuk serpihan (chitin flake), dan aktivitas kitosanasenya lebih tinggi menghidrolisis substrat kitin yang digiling daripada substrat kitin dalam bentuk serpihan.  Hal yang sama juga dinyatakan oleh Doelle et al. (1993) ukuran partikel substrat menentukan kesuksesan jangkauan kerja enzim ke dalam substrat, semakin kecil ukuran partikel substrat semakin luas permukaannya dan semakin mudah penetrasi enzim pada substrat. 　Tidak terjadi perbedaan kandungan kitin pada limbah udang berukuran 1,00 mm dan 1,50 mm dapat disebabkan oleh perbedaan ukuran partikel antara kedua substrat relatif sempit, sehingga luas permukaan substrat limbah udang pada masing-masing ukuran tidak nyata mempengaruhi penetrasi dan aktivitas enzim kitinase dalam menghidrolisis kitin, oleh sebab itu perbedaan jumlah kitin pasca dihidrolisis enzim pada kedua ukuran substrat tersebut tidak nyata (p>0,05).
Hasil uji lanjut pengaruh perlakuan ukuran partikel limbah udang terhadap terbebasnya gula pereduksi menunjukkan bahwa limbah udang ukuran 1,00 mm berbeda tidak nyata (p>0,05) dengan limbah udang ukuran 1,50 mm tetapi kedua limbah udang tersebut berbeda sangat nyata (p<0,01) dengan limbah udang ukuran 2,00 mm dan limbah udang yang tidak digiling.  Limbah udang ukuran 2,00 mm berbeda tidak nyata (p>0,05) dengan limbah udang yang tidak digiling.  Gula pereduksi tertinggi yang dibebaskan dari limbah udang pasca hidrolisis enzim terdapat pada ukuran 1,00 mm dan 1,50 mm yaitu 106,31 dan 115,42 (g/ml.  Penyebab tingginya gula pereduksi yang dihasilkan pada kedua ukuran tersebut karena jumlah kitin limbah udang tertinggi yang dihidrolisis oleh enzim kitinase pada penelitian sebelumnya juga terdapat pada kedua ukuran partikel tersebut.  Semakin banyak kitin yang dihidrolisis enzim akan semakin banyak gula pereduksi yang dibebaskan dan terukur karena gula pereduksi merupakan indikator aktivitas enzim kitinase dalam mendegaradsi kitin, dan jumlah kitin yang didegradasi enzim ekuivalen dengan gula pereduksi yang dibebaskan.  Jumlah gula pereduksi yang dibebaskan pada limbah udang yang digiling 2,00 mm berbeda tidak nyata dengan gula pereduksi yang dibebaskan pada limbah udang yang tidak digiling, jumlah gula pereduksi pada masing-masing ukuran substrat secara berturut-turut adalah 51,39 dan 49,58 (g/ml, dan jumlah gula pereduksi dari kedua ukuran substrat tersebut lebih rendah dibandingkan dengan jumlah gula pereduksi yang dibebaskan pada substrat limbah udang ukuran 1,00 mm dan 1,50 mm.  Hal ini disebabkan oleh permukaan substratnya tidak seluas permukaan substrat limbah udang ukuran 1,00 mm dan 1,50 mm, sehingga penetrasi enzim pada substrat limbah udang tersebut tidak optimum, dan gula pereduksi yang dibebaskan lebih sedikit karena kitin limbah udang yang dihidrolisis enzim kitinase pada kedua ukuran substrat juga dalam jumlah yang sedikit.  Hal yang menarik yang ditemukan pada penelitian ini adalah walaupun gula pereduksi yang dihasilkan pada limbah udang ukuran 2,00 mm dan limbah udang yang tidak digiling berbeda tidak nyata namun jumlah kitin yang terdegradasi dari kedua ukuran tersebut pada penelitian sebelumnya berbeda nyata, artinya tidak terdapat korelasi positif antara jumlah gula pereduksi yang dibebaskan dengan jumlah kitin yang terhidrolisis pada substrat limbah udang ukuran 2,00 mm dengan substrat limbah udang yang tidak digiling.  Kondisi ini bersifat antagonis karena gula pereduksi equivalen dengan produk hidrolisis kitin yaitu N-Asetil,D-glukosamina, artinya semakin banyak N-Asetil,D-glukosamina yang dihasilkan semakin banyak pula gula pereduksi yang dihasilkan dan semakin banyak kitin yang terdegradasi.  Fenomena ini dapat dijelaskan bahwa tidak semua produk hidrolisis kitin oleh enzim kitinase menghasilkan monomer N-Asetil,D-glukosamina tetapi dapat pula dalam bentuk dimer, trimer ataupun tetramer N-Asetil,D-glukosamina  yang juga bersifat sebagai gula pereduksi.  Gula pereduksi yang terdeteksi dari produk hidrolis kitin dalam bentuk dimer, trimer ataupun tetramer ini terhitung lebih sedikit dibandingkan dalam bentuk monomer N-Asetil,D-glukosamina, karena gula pereduksi dalam bentuk dimer bila dihidrolisis enzim kitinase akan menghasilkan: N-Asetil,D- glukosamina + N-Asetil,D-glukosamina, dalam bentuk trimer bila terhidrolisis menjadi: N-Asetil,D-glukosamina + 2 N-Asetil,D-glukosamina, sedangkan dalam bentuk tetramer bila terhidrolisis dapat menjadi: N-Asetil,D-glukosamina + 3 N-Asetil,D-glukosamina atau 2 N-Asetil,D-glukosamina + 2 N-Asetil,D-glukosamina.  Dengan demikian dapat dipahami walaupun gula pereduksi yang dihasilkan dari substrat limbah udang ukuran 2,00 mm tidak berbeda dengan limbah udang yang tidak dihidrolis namun perbedaan jumlah kitin limbah udang yang didegradasi pada kedua ukuran tersebut cukup besar sehingga jumlah kitin antara keduanya menjadi berbeda nyata.  Sesuai dengan pendapat (Yamasaki, 1997) produk hidrolisis enzim kitinase dari bakterium Enterobacter sp G-1 dapat berupa monomernya N-Asetil,D-glukosamina dan dapat pula dalam bentuk dimer, trimer ataupun tetramer.  Hasil penelitian ini juga menunjukkan bahwa pola kerja enzim kasar kitinase (enzyme mode action) pada substrat limbah udang pada ukuran partikel yang lebih besar yaitu 2,00 mm dan limbah udang yang tidak digiling dengan luas permukaan substrat kecil menghidrolisis kitin dari bagian paling belakang dari polimer kitin (eksokitinase) sehingga produk hidrolisisnya mungkin dalam bentuk dimer, trimer ataupun tetramer.  Sedangkan pola kerja enzim pada limbah udang dengan ukuran partikel lebih kecil tapi luas permukaanya besar (1,00 mm dan 1,50 mm) menghidrolisis kitin limbah udang dari bagian dalam polimer kitin (endokitinase) sehingga produk hidrolisisnya lebih banyak dalam bentuk N-Asetil,D-glukosamina.  Fenomena ini sesuai dengan pernyataan Flach et al. (1992) terdapat 2 tipe kitinase: 1. tipe eksokitinase yaitu enzim yang mengkatalisir hidrolisis kitin dari bagian paling belakang dari polimer kitin, 2. tipe endokitinase yang memecah ikatan glikosidik kitin dari bagian dalam polimer kitin.  Selanjutnya dijelaskan perbedaan struktur pada tingkat molekul antara enzim endokitinase dan eksokitinase tidak begitu jelas dan belum dipahami dengan sempurna.  Bila dibandingkan gula pereduksi dari limbah udang sebelum dihidrolisis enzim dan sesudah dihidrolisis terjadi peningkatan kandungan gula pereduksi dari 19,20 (g/ml menjadi 115,42 (g/ml (perlakuan ukuran partikel limbah udang 1,50 mm).
Hasil uji lanjut pengaruh perlakuan ukuran partikel limbah udang terhadap jumlah protein terlarut yang dibebaskan menunjukkan bahwa ukuran partikel limbah udang 1,00 mm berbeda tidak nyata (p>0,05) dengan limbah udang ukuran 1,50 mm, dan 2,00 mm.  Limbah udang ukuran 1,00 mm dan 1,50 mm berbeda sangat nyata (p<0,01) dengan limbah udang yang tidak digiling, sedangkan limbah udang ukuran 2,00 mm berbeda nyata (p<0,05) dengan limbah udang yang tidak digiling.  

Terjadinya perbedaan jumlah protein terlarut antara limbah udang ukuran 1,00 mm, 1,50 mm dan 2,00 mm dengan limbah udang yang tidak digiling disebabkan oleh permukaan substrat ketiga ukuran limbah udang tersebut lebih luas dibandingkan dengan luas permukaan limbah udang yang tidak digiling sehingga penetrasi enzim lebih optimum pada ketiga ukuran substrat dan lebih banyak kitin yang didegradasi dan lebih banyak protein yang terbebaskan.  Namun ketiga ukuran parikel substrat limbah udang belum dapat memperlihatkan perbedaan terhadap jumlah protein terlarut yang dibebaskan dari senyawa komplek protein-kitin-CaCO3.  Protein limbah udang terikat dalam bentuk senyawa komplek antara kitin-protein-CaCO3 (Carroad dan Tom., 1978; Knor, 1991).  Bila kitin dihidrolisis oleh enzim kitinase maka protein terbebas dari ikatan senyawa tersebut dan protein yang dapat larut jumlahnya akan meningkat.  Protein terlarut tertinggi dihasilkan pada ukuran partikel limbah udang 1,50 mm.  Bila dibandingkan protein terlarut dari limbah udang sebelum dihidrolisis enzim dan sesudah dihidrolisis terjadi peningkatan kandungan protein terlarut dari 138,11 (g/ml menjadi 7244,80 (g/ml (perlakuan ukuran partikel limbah udang 1,50 mm
Hasil Percobaan Tahap III

(1) Analisis Kandungan Gizi Limbah Udang 

　　　Hasil analisis kandungan gizi limbah udang pasca hidrolisis enzim kitinase ekstraseluler dari Serratia marcescens dan kandungan gizi limbah udang yang tidak dihidrolisis enzim disajikan pada Tabel 5 dan Tabel 6.

Tabel 5.    Kandungan Gizi Limbah Udang Sebelum dan Sesudah Hidrolisis Enzim Kasar Kitinase Ekstraseluler dari Bakterium Serratia marcescens
	Kandungan Zat Makananan (Air dried weight)
	Limbah Udang Tidak Dihidrolisis Enzim Kasar Kitinase Ekstraselule (%)
	Limbah Udang Produk Hidrolisis Enzim Kasar Kitinase Ekstraseluler (%

	Air
	7,87
	4,10

	Bahan Kering
	92,13
	95,90

	Serat Kasar
	26,89
	20,35

	Protein Kasar
	24,03
	30,30

	Lemak Kasar
	5,14
	6,41

	Abu
	25,60
	26,31

	Ca
	16,69
	16,35

	P
	0,85
	0,83

	BETN
Kitin

Gula pereduksi  *

Protein terlarut  *
	10,47

18,70

19,20

138,11
	12,53

7,28

115,42

7244,80


Keterangan:  1) Kandungan Gizi Limbah Udang Sebelum dan Sesudah Dihidrolisis Enzim Kitinase Ekstraseluler di Analisis Pada Laboratorium Teknologi dan Industri Pakan Fakultas Peternakan Universitas Andalas, Padang.
2) * (g/ml
(2) Kadar Air dan Bahan Kering
 Kadar air limbah udang menurun setelah dihidrolisis dengan enzim kitinase ekstraseluler dari 7,87 % menjadi 4,10 %.  Penurunan ini disebabkan oleh meningkatnya kandungan bahan kering limbah udang dari 92,13 % menjadi 95,90 %.  Perhitungan kadar air pada analisis proksimat diperoleh dari pengurangan 100 % bahan dengan kandungan bahan kering bahan (Tillman et al., 1989).  Kenaikan bahan kering limbah udang pasca hidrolisis ini disebabkan oleh meningkatnya kandungan protein kasar, lemak kasar dan bahan ekstrak tanpa nitrogen (BETN) (Tabel 5).  Sebagai pembanding hasil penelitian Mirzah (1997) yang mengolah limbah udang dengan tekanan uap panas (3 kg/cm2 selama 20 menit) dapat menurunkan kadar air limbah udang dari 8,72 % pada limbah udang yang tidak diolah menjadi 7,31 setelah diolah. Pengolahan tersebut juga meningkatkan bahan kering limbah udang dari 91,28 % menjadi 93,00 %.  Hasil penelitian yang ditemukan pada penelitian ini sama dengan hasil penelitian tersebut karena pengolahan limbah udang dengan metode hidrolisis enzim dan metode fisika sama-sama menurunkan kandungan air dan meningkatkan kandungan bahan kering. 
(3) Serat Kasar, Kitin dan Gula Pereduksi

Setelah dihidrolisis enzim kitinase ekstraseluler serat kasar limbah udang turun dari 26,89 % menjadi 20,35 %.  Penurunan ini berkaitan dengan penurunan kandungan kitin dan meningkatnya gula pereduksi limbah udang pasca hidrolisis enzim.  Kandungan kitin limbah udang turun dari 18,70 % menjadi 7,28 % dan gula pereduksi meningkat dari 19,20 (g/ml menjadi 115,42 (g/ml.  Kitin di dalam analisis proksimat terhitung sebagai serat kasar oleh sebab itu penurunan jumlah kitin limbah udang pasca hidrolisis juga akan menurunkan kandungan serat kasar.  Gula pereduksi dapat digunakan sebagai indikator aktivitas kitinase dalam merombak kitin (equivalen N-Asetil,D-glukosamina), artinya semakin banyak gula pereduksi yang dihasilkan dalam proses hidrolisis oleh enzim kitinase semakin banyak pula kitin yang terdegradasi menjadi monomernya N-Asetil,D-glukosamina, karena menurut  Park  et al. (1997) satu Unit aktivitas enzim kitinase adalah jumlah enzim yang diperlukan untuk membebaskan 1 (mol gula pereduksi dalam satu menit.  Pada penelitian ini didapatkan bahwa enzim kasar kitinase aktif merombak kitin menjadi monomernya N-Asetil,　D-glukosamina karena meningkatnya jumlah gula pereduksi dan menurunnya kandungan kitin limbah udang setelah dihidrolisis enzim kitinase, sehingga dengan menurunnya jumlah kitin pasca dihidrolisis enzim juga menurunkan serat kasar limbah udang.  Hasil penelitian ini sesuai dengan pendapat Watkins et al. (1982) bahwa serat kasar yang terdapat pada limbah udang sebahagian besar terdiri dari kitin.  Penelitian Mirzah (1997) mendapatkan limbah udang yang diolah dengan tekanan uap panas 3 kg/cm2 selama 30 menit dapat menurunkan serat kasar limbah udang dari 14,49 % menjadi 11,52 % dan menurunkan kandungan kitin dari 12,24 % menjadi 9,94 %.  Hasil yang ditemukan pada penelitian ini sama dengan hasil penelitian Mirzah (1997), bahwa terdapat korelasi penurunan jumlah serat kasar dengan penurunan jumlah kitin setelah dilakukan pengolahan
(4) Protein Kasar dan Protein Terlarut
Protein kasar limbah udang meningkat dari 24,03 % sebelum dihidrolisis menjadi 30,30 % setelah dihidrolisis.  Peningkatan protein kasar limbah udang berkaitan dengan terdegradasinya kitin oleh enzim kasar kitinase.  Kitin sebagai salah satu komponen penyusun kulit udang dirombak oleh kitinase melalui pemutusan ikatan β 1,4 glikosidik menjadi monomernya N-Asetil,D-glukosamina, selanjutnya protein akan terbebaskan dari senyawa komplek kitin-protein-CaCO3.  Fenomena ini berkaitan dengan kuantitas protein terlarut limbah udang yang juga meningkat pasca hidrolisis.  Protein terlarut limbah udang meningkat dari 138,11 (g/ml sebelum dihidrolisis menjadi 7244,80 (g/ml setelah dihidrolisis (Tabel 5).  Peningkatan protein terlarut limbah udang pasca hidrolisis enzim kitinase akan meningkatkan kuantitas protein kasar. 

(5) Lemak Kasar

Kuantitas lemak kasar limbah udang meningkat setelah dihidrolisis enzim  kitinase ekstraseluler dari 5,14 % menjadi 6,41 %.  Peningkatan lemak ini dapat disebabkan oleh terlarutnya carotenoid (astaxanthin) yang terdapat pada limbah udang pasca hidrolisis.  Terurainya senyawa kitin dan terbebasnya protein dari senyawa komplek kitin-protein-CaCO3 juga meningkatkan carotenoid yang dapat dianalisis, dan di dalam analisis proksimat senyawa carotenoid dan vitamin-vitamin yang larut dalam lemak (A, D, E, K) terhitung sebagai lemak.  Menurut Choubert (1982), kandungan carotenoid (astaxhantin) yang terdapat pada limbah udang sebesar 25,2 mg/kg bahan kering.  Lemak limbah udang pasca perlakuan dengan tekanan uap panas pada penelitian Mirzah (1997) sebesar 9,07 %.  Lemak limbah udang pasca hidrolisis  kitinase pada penelitian ini lebih rendah dari yang dilaporkan tersebut.

(6) Abu, Ca dan P

Kandungan abu limbah udang setelah dihidrolisis enzim kasar kitinase ekstraseluler relatif sama dengan kandungan abu sebelum dihidrolis enzim.  Kandungan abu limbah udang sebelum dihidrolisis enzim kasar kitinase sebesar 25,60 % dan menjadi 26,31 % setelah dihidrolisis enzim.  Beberapa hasil penelitian menunjukkan bahwa kandungan abu yang terdapat pada limbah udang berkisar antara 15,64 – 24 % (Rosenfeld et al,1996; Gernat 2001; Fanimo et al, 2004; Okoye et al, 2005).  Kandungan abu yang diperoleh pada penelitian ini sedikit lebih tinggi dibandingkan dengan kandungan abu yang ditemukan oleh beberapa peneliti sebelumnya.  Perbedaan ini dapat disebabkan oleh perbedaan jenis dan bagian-bagian dari tubuh udang yang menjadi limbah (tergantung pengolahan udang) sehingga komposisi limbah udang yang digunakan dan kandungan abunya menjadi berbeda.  Limbah udang yang digunakan pada penelitian ini berasal dari pengolahan limbah udang putih (Penaeus merguensis) yang terdiri dari kulit kepala, kulit badan dan ekor udang.  Kandungan Ca dan P yang terdapat pada abu limbah udang sebelum dihidrolisis enzim kitinase secara berturut-turut yaitu 16,69 dan 0,85 %, dan relatif sama dengan kandungan Ca dan P pada abu limbah udang sesudah dihidrolisis enzim kitinase yaitu 16,35 % dan 0,83 %.  Menurut beberapa peneliti dari total abu limbah udang terdapat kalsium 5,21 – 15,77 % (Rosenfeld et al,1996; Fanimo et al, 2004; ) dan pospor berkisar antara 0,45–1,47 % (Rosenfeld et al,1996 dan Fanimo et al, 2004).  Kandungan Ca dan P limbah udang pasca hidrolisis enzim kitinase yang diperoleh pada penelitian ini mendekati kandungan Ca dan P penelitian tersebut. 
(7) Bahan Ekstrak Tanpa Nitrogen (BETN)

Bahan ekstrak tanpa nitrogen limbah udang meningkat pasca dihidrolisis enzim kasar kitinase.  BETN meningkat dari 10,47 % menjadi 12,53 %.  Menurut Tillman et al. (1989), nilai BETN suatu bahan pakan diperoleh dari hasil pengurangan nilai bahan kering bahan dengan air, protein kasar, lemak kasar, serat kasar dan abu yang terdapat pada bahan.  Peningkatan kandungan BETN limbah udang setelah dihidrolisis enzim kasar kitinase disebabkan oleh pengaruh turunnya kadar air limbah udang dari 7,87 % sebelum dihidrolisis enzim menjadi 4,10 % setelah dihidrolis, dan turunnya serat kasar limbah udang dari 26,89 % sebelum dihidrolisis menjadi 20,35 % setelah dihidrolisis.  Selain itu meningkatnya jumlah protein kasar, lemak kasar, dan abu limbah udang setelah dihidrolisis enzim akan meningkatkan jumlah BETN karena hasil pengurangan 100 % bahan limbah udang pasca hidrolisis enzim kitinase dengan kelima zat tersebut (air + protein kasar + lemak kasar + serat kasar + abu) menjadi lebih tinggi dibandingkan dengan pengurangan 100 % bahan limbah udang yang tidak dihidrolis enzim dengan zat-zat yang sama.  BETN yang didapat pada penelitian ini lebih tinggi dari BETN yang diperoleh dari penelitian Mirzah (1997) yang mendapatkan peningkatan BETN limbah udang dari 8,62 % sebelum diberi tekanan uap panas menjadi 10,96 % setelah diberi tekanan uap panas 3 kg/cm2 selama 30 menit. 
(8) Asam Amino Limbah Udang

Hasil analisis asam amino limbah udang sebelum dan sesudah dihidrolisis enzim kasar kitinase ditampilkan pada Tabel 6.  Pada tabel tersebut dapat dilihat bahwa masing-masing asam amino limbah udang pasca hidrolisis enzim mengalami perubahan secara kuantitas dibandingkan dengan asam amino limbah udang yang tidak dihidrolisis enzim.  Asam amino aspartat, asam glutamat, serin, glisin, histidin, arginin, treonin, alanin, prolin, tirosin, valin, metionin, sistin, isoleusin, leusin, penilalanin, lisin kuantitasnya meningkat setelah dihidrolisis enzim dibandingkan dengan sebelum dihidrolisis enzim, sedangkan asam amino triptopan dan leusin mengalami penurunan Meningkatnya asam amino limbah udang setelah dihidrolisis enzim kasar kitinase disebabkan oleh karena protein yang terikat dengan kitin dan CaCo3 dapat larut sejalan dengan terdegradasinya kitin.  Enzim kitinase menghidrolisis ikatan B1,4 glikosidik kitin dan menguraikannya menjadi monomer sederhananya N-Asetil,D-glukosamina sehingga protein yang terikat dengan kitin dan CaCO3 terbebaskan dari senyawa komplek tersebut.  Hal ini ditandai dengan meningkatnya jumlah protein terlarut limbah udang setelah dihidrolisis enzim (Tabel 5), dan peningkatan jumlah protein terlarut berpengaruh terhadap kuantitas asam amino karena protein merupakan polimer dari asam amino yang dihubungkan dengan ikatan peptida (Murray et al., 1995).  Sedangkan penurunan jumlah asam amino triptopan dan leusin setelah dihidrolisis enzim dapat disebabkan oleh proses pemanasan limbah udang pada air mendidih (100 ºC) selama 5 menit untuk menghentikan proses kerja enzim (penghentian proses hidrolisis).  Pada penelitian ini ditemukan asam amino triptopan dan leusin lebih sensitif dan labil terhadap suhu panas dibandingkan dengan asam-asam amino lainnya sehingga kuantitasnya menurun.　Penelitian Mirzah (1997) mendapatkan terjadi penurunan beberapa asam amino limbah udang setelah diolah dengan tekanan uap panas 3 kg/cm2 selama 30 menit.  Dijelaskannya asam-asam amino yang turun setelah diberi tekanan uap panas tersebut terdiri dari: asam amino aspartat, Asam glutamat, serin, glisin, arginin, treonin, tirosin, valin, metionin, sistin, isoleusin, leusin, dan lisin, namun bila tekanan uap panas diperkecil menjadi 1 kg/cm2 dan waktu pemanasannya dipersingkat menjadi 10 menit dapat meningkat jumlah asam amino metionin, dan jika pemanasannya diperpanjang menjadi 20 menit dengan tekanan uap yang sama kuantitas asam amino glutamat, glisin, arginin, dan sistin menjadi meningkat sedangkat bila waktu pemanasan diperpanjang sampai 30 menit dapat meningkatkan asam amino arginin. Selanjutnya dijelaskannya pula asam amino glisin menjadi meningkat bila tekanan uap panas yang diberikan 1 kg/cm2 selama 10 dan 20 menit, dan asam amino treonin juga meningkat bila diberi tekananan uap panas yang sama selama 10 menit.  Pada tekanan uap panas 3 kg/cm2 dengan waktu pemanasan 10 menit dapat meningkatkan asam amino glisin dan treonin, bila waktu pemanasannya diperpanjang sampai 20 menit dapat meningkatkan asam amino tirosin, dan perpanjangan waktu pemanasan sampai 30 menit asam amino penilalanin menjadi meningkat.  Selanjutnya dijelaskannya pula penyebab penurunan kuantitas asam amino tersebut disebabkan oleh karena pengaruh tekanan uap panas yang merusak asam amino sehingga kuantitasnya berkurang.  Penyebab penurunan kuantitas asam amino triptopan dan leusin limbah udang pasca hidrolisis enzim yang ditemukan pada penelitian ini sama dengan penyebab penurunan kuantitas asam-asam amino pada penelitian Mirzah (1997) tersebut yaitu
Tabel 6.   Kandungan Asam -Asam Amino Limbah Udang Sebelum dan Sesudah Dihidrolisis Enzim Kasar Kitinase Ekstraseluler dari Bakterium Serratia marcescens

	Asam Amino
	Limbah Udang Sebelum Dihidrolisis Enzim Kasar Kitinase Ekstraseluler

(%)
	Limbah Udang Sesudah Dihidrolisis Enzim Kasar Kitinase Ekstraseluler

(%)

	Asam Aspartat
	0,840
	1,182

	Asam Glutamat
	2,403
	2,617

	Serin
	0,376
	0,593

	Glisin
	0,519
	0,876

	Histidin
	0,843
	0,912

	Arginin
	0,429
	0,597

	Treonin
	0,438
	0,610

	Alanin
	0,486
	0,715

	Prolin
	0,309
	0,485

	Tirosin
	0,387
	0,962

	Valin
	0,630
	0,987

	Metionin
	0,423
	0,508

	Sistin
	0,405
	0,878

	Isoleusin
	0,489
	0,617

	Leusin
	0,747
	0,685

	Penilalanin
	0,491
	0,711

	Lisin
	0,534
	0,690

	Triptopan
	0,077
	0,063


Keterangan:  Asam Amino Limbah udang Dianalisis pada Laboratorium Penguji The First Indonesian Molecular Biotechnology Company, Saraswati Indo Genetech, Bogor (2006)
sama-sama disebabkan oleh pemanasan, sedangkan perbedaannya adalah pemanasan terhadap limbah udang yang dihidrolisis untuk menghentikan proses kerja enzim kasar kitinase berlangsung dengan waktu yang lebih singkat (5 menit) sedangkan pada penelitian Mirzah (1990) limbah udang terpapar tekanan uap panas dengan tekanan tinggi yaitu 3 kg/cm2 dan waktu pemanasan yang lebih lama yaitu 30 menit sehingga lebih banyak asam amino yang rusak akibat pemanasan yang tinggi namun bagaimana mekanisme kerusakannya akibat panas tersebut tidak dijelaskan.

Hasil penelitian Armenta et al. (2002) menunjukkan kuantitas asam amino penil alanin, histidin, treonin dan triptopan dari limbah udang yang difermentasi dengan bakteri asam laktat meningkat dibandingkan dengan asam amino dari limbah udang yang tidak difermentasi, sedangkan asam amino valin dan arginin menurun setelah difermentasi, dan jumlah asam amino isoleusin dan metioninnya sama antara sebelum dan sesudah difermentasi.  Asam amino penil alanin, histidin, treonin dan triptopan yang ditemukan pada penelitian ini sama dengan penelitian tersebut karena kuantitasnya meningkat setelah diolah dengan hidrolisis enzim kasar kitinase. 

(9) Retensi Nitrogen Limbah Udang

Kualitas protein limbah udang sebelum dan sesudah dihidrolisis enzim kitinase ekstraseluler dianalisis dengan mengukur retensi nitrogen.  Retensi nitrogen limbah udang sebelum dan sesudah di hidrolisis enzim kasar kitinase disajikan pada Tabel 7.  Pada tabel tersebut dapat dilihat retensi nitrogen limbah udang pada ayam broiler meningkat setelah dihidrolisis dengan enzim kitinase ekstraseluler.  Sebelum dihidrolisis enzim, retensi limbah udang sebesar 28,80 % dan setelah dihidrolisis enzim kitinase retensi nitrogen meningkat menjadi 55,59 %.  Peningkatan retensi nitrogen limbah udang setelah dihidrolisis enzim disebabkan terlepasnya protein dari senyawa komplek protein-kitin-CaCO3.  Terdegradasinya kitin oleh enzim kitinase akan meningkatkan kuantitas protein terlarut (Tabel 5) dan meningkatkan sebahagian besar kuantitas asam amino (Tabel 6) dengan demikian jumlah
Tabel 7.  Retensi Nitrogen Limbah Udang (%) Pada Ayam Broiler
	Ulangan
	Retensi Nitrogen

Limbah Udang Tidak Dihidrolisis Enzim Kitinase Ekstraseluler

(% Bahan Kering)
	Retensi Nitrogen

Limbah Udang Pasca Hidrolisis Enzim Kitinase Ekstraseluler

(% Bahan Kering)

	I
	28,00
	53,29

	II
	30,40
	58,55

	III
	29,60
	52,63

	IV
	27,20
	57,89

	Rata-Rata
	28,80
	55,59


menjadi 55,59 %.  Peningkatan retensi nitrogen limbah udang setelah dihidrolisis enzim disebabkan terlepasnya protein dari senyawa komplek protein-kitin-CaCO3.  Terdegradasinya kitin oleh enzim kitinase akan meningkatkan kuantitas protein terlarut (Tabel 5) dan meningkatkan sebahagian besar kuantitas asam amino (Tabel 6) dengan demikian jumlah nitrogen yang dapat  dimanfaatkan atau diretensi oleh tubuh ayam semakin meningkat dan semakin sedikit pula nitrogen yang dikeluarkan melalui ekskreta.  Menurut Wahyu (1997) kemampuan genetik ayam broiler yang sedang bertumbuh dalam meretensi protein yang dikonsumsinya adalah 67 %.  Sedangkan  faktor-faktor yang menentukan besar kecilnya retensi nitrogen adalah konsumsi ransum terutama konsumsi protein dan energi metabolisme, daya cerna dan umur ternak (Corzo et al., 2005).  Pada penelitian ini didapatkan daya cerna protein limbah udang pasca hidrolisis enzim meningkat.  Hal ini berpeluang untuk meningkatkan retensi nitrogen, namun retensi nitrogennya tidak sebesar kemampuan retensi nitrogen ayam broiler yang dilaporkan Wahyu (1997).  Perbedaan ini dapat disebabkan oleh perbedaan strain ayam yang digunakan, umur dan kualitas protein bahan yang dikonsumsi.  Hasil yang diperoleh pada penelitian ini menunjukkan bahwa terjadi perbaikan kualitas protein limbah udang setelah dihidrolisis enzim, karena retensi nitrogennya meningkat
(10) Analisis Energi Metabolisme Dikoreksi Retensi Nitrogen (MEn) Limbah Udang Sebelum dan Sesudah Dihidrolisis Enzim Kasar Kitinase
Energi Metabolisme limbah udang sebelum dihidrolisis dan pasca hidrolisis enzim kasar kitinase disajikan pada Tabel 8. Energi termentabolisme (MEn) limbah udang pasca hidrolisis enzim kitinase ekstraseluler meningkat hampir 2 kali lipat dari MEn limbah udang yang tidak dihidrolisis enzim.  Sebelum dihidrolisis enzim kandungan MEn limbah udang 568,43 kal/g sedangkan setelah dihidrolisis enzim meningkat menjadi 1020,98 kal/g.  Meningkatnya MEn limbah udang yang dihidrolisis enzim disebabkan oleh energi kasar (Gross Energy/GE) yang terdapat pada ekskreta ayam broiler yang dicekokkan limbah udang yang dihidrolisis enzim lebih rendah dari GE ekskreta ayam broiler yang dicekokkan limbah udang yang tidak dihidrolisis, hal ini disebabkan oleh karena meningkatnya daya cerna limbah udang setelah dihidrolisis enzim yang berkaitan dengan terdegradasinya kitin oleh enzim kitinase sehingga zat-zat makanan seperti BETN, protein, dan lemak dapat dicerna dan dimanfaatkan oleh ayam broiler sebagai sumber energi.  Oleh sebab itu energi yang terdapat pada limbah udang yang dihidrolisis enzim lebih banyak yang dapat dimanfaatkan tubuh ayam dibandingkan dengan energi yang tidak dapat dicerna. Berarti jumlah GE yang              

Tabel 8.  Energi Termetabolisme (MEn) Limbah Udang Sebelum dan Sesudah Dihidrolisis Enzim Kasar Kitinase Ekstraseluler (kal/g)

	Ulangan
	Energi Metabolisme (MEn)

Limbah Udang Tidak Dihidrolisis Enzim Kitinase Ekstraseluler
kal/g
	Energi Metabolisme (MEn)

Limbah Udang Pasca Hidrolisis Enzim Kitinase Ekstraseluler kal/g

	I
	576,95
	1115,27

	II
	574,46
	1075,37

	III
	569,72
	925,98

	IV
	552,60
	966,27

	Rata-Rata
	568,43
	1020,98


dikeluarkan bersama ekskreta untuk limbah udang yang dihidrolisis lebih rendah dibandingkan dengan GE yang terdapat pada ekskreta ayam broiler yang mengkonsumsi limbah udang yang tidak dihidrolisis enzim kitinase.　Fenomena ini sesuai dengan pernyataan Scott et al, (1982) bahwa pada ternak unggas energi bahan makanan yang dikonsumsi selain hilang bersama feses sebahagian juga hilang melalui urin dan gas yang terbentuk selama proses pencernaan, namun energi yang dihasilkan oleh gas-gas yang tersebut dapat diabaikan karena angkanya terlalu kecil.  Tingginya jumlah GE yang terdapat pada ekskreta ayam broiler yang dicekokkan limbah udang yang tidak dihidrolisis enzim disebabkan limbah udang sulit dicerna karena masih banyak mengandung kitin sehingga energi yang terdapat pada limbah udang lebih sedikit yang dapat dimanfaatkan oleh tubuh ayam dan lebih banyak energi yang dikeluarkan bersama ekskreta.  Kondisi ini sesuai dengan pendapat Robbins (1983) bahwa energi yang hilang bersama ekskreta merupakan energi yang tidak dapat dimanfaatkan oleh ternak.  Hasil MEn yang ditemukan pada penelitian ini yaitu 1020,98 kal/g lebih rendah jika dibandingkan dengan nilai MEn limbah udang yang diberi tekanan uap panas 3 kg/cm2 selama 30 yaitu 2105,86 kkal/kg (Mirzah, 1997)  Perbedaan MEn limbah udang ini dapat disebabkan oleh bentuk pengolahan yang berbeda, jenis dan bahagian tubuh udang yang menjadi limbah, karena  berkaitan dengan kuantitas dan kualitas kandungan nutrisinya yang berperan sebagai sumber energi. 
KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa enzim kitinase ekstraseluler dari bakterium Serratia marcescens dapat memperbaiki kualitas gizi limbah udang dengan aktivitas 4,017 Unit/100 g. substrat dengan lama hidrolisis 24 jam dan ukuran partikel substrat limbah udang 1,5 mm.  Kitin limbah udang turun dari 18,70 % menjadi 7,28 %, serat kasar dari 26,89 % menjadi 20,35 %, protein kasar meningkat dari 24,03 % menjadi 30,30 %, kwantitas asam asam amino meningkat kecuali asam amino leusin dan triptopan, retensi nitrogen meningkat dari 28,80 % 55,59 %, dan kandungan MEn (energi metabolisme dikoreksi retensi nitrogen) meningkat dari 568,43 kal/g menjadi 1020,98 kal/g.  

SARAN

Perlu pemurnian enzim kitinase ekstraseluler yang dihasilkan bakterium Serratia marcescens agar aktivitasnyanya untuk menghidrolisis kitin yang terdapat pada limbah udang dapat ditingkatkan 
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