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Oligosakarida kitosan (COS) merupakan modifikasi kitosan yang diperoleh
melalui proses depolimerisasi kitosan. Modifikasi ini bertujuan untuk mengurangi
berat molekul, panjang rantai polimer, sehingga meningkatkan kelarutan kitosan
pada pH netral. Depolimerisasi dapat dilakukan melalui hidrolisis dengan
memanfaatkan aktivitas enzimatik fungi endofit laut. Metode ini lebih sustainable,
fiemat energi, dan bebas residu kimia dibandingkan dengan metode hidrolisis kimia
atau fisik. Fungi endofit laut diisolasi dari jaringan tubuh biota laut, diataranya
rumput laut, lamun, coral/sponge, dan atau bagian tubuh mangrove. Fungi endofit
faut menghasilkan metabolit berupa aktivitas enzimatik di antaranya selulolitik,
kitosanolitik, lignolitik, serta proteolitik. Aktivitas enzimatik tersebut dapat
digunakan untuk menghidrolisis kitosan menjadi oligokitosan (COS). Penelitian ini
bertujuan menentukan aktivitas kitosanolitik, selulolitik, dan proteolitik dari fungi
endofit laut serta menentukan karakteristik oligokitosan yang dihidrolisis
menggunakan aktivitas enzimatik dari fungi endofit laut.

Penelitian ini meliputi screening 20 isolat fungi untuk mengetahui aktivitas
enzimatik secara semi kuantitatif. Isolat fungi terpilih kemudian digunakan untuk
menghidrolisis kitosan dengan menggunakan aktivitas enzimatik dari fungi tersebut.
Proses hidrolisis dilakukan dengan memberikan substrat kitosan dalam bentuk
koloidal ke dalam media kaldu kultivasi isolate fungi selama tujuh hari. Selanjutnya
fungi akan menghidrolisis kitosan menggunakan aktivitas enzimatiknya. Kitosan
hasil hidrolisis yang dihasilkan merupakan oligokitosan yang kemudian
dikarakterisasi dengan menghitung viskositas, bobot molekul, persentase kelarutan,
aktivitas antioksidan dan aktivitas bakterialnya. Semua data yang diperoleh
selanjutnya dianalisis menggunakan rancangan acak lengkap serta diolah
menggunakan metode One Way Anova.

Hasil screening isolate fungi memperoleh dua isolat dengan rata-rata aktivitas
enzimatik tertinggi yaitu isolate kode KVA dan BM48A. Kedua isolate tersebut
diidentifikasi menggunakan DNA barcoding sebagai spesies Trichoderma
harzianum KTR3 dan Aspergillus sydowii KTR50. Selanjutnya kitosan dihidrolisis
menggunakan aktivitasa enzimatik T. harzianum KTR3 dan A. sydowii KTR50
yang menghasilkan masing-masing viskositas 21,1+0,99 cP dan 9,26+0,31 cP
dengan berat molekul 9,06+0,35 kDa dan 4,47+0,13 kDa. Sementara itu kelarutan
COS yang dihidrolisis menggunakan aktivitas enzimatik T. harzianum KTR3 dan
A. sydowii KTR50 adalah 63% dan 67%. COS dengan berat molekul lebih rendah
menunjukkan aktivitas penangkal radikal bebas yang lebih tinggi terhadap DPPH
dan ABTS<+ dibandingkan dengan kitosan yang tidak diolah. Namun, uji aktivitas
antioksidan menggunakan Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) dan uji
penangkal radikal oksida nitrat tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan.
Selain itu, COS menunjukkan peningkatan aktivitas antibakteri terhadap
zscherichia coli dan Staphylococcus aureus.
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Temuan ini menunjukkan COS yang dihidrolisis langsung menggunakan
aktivitas isolate fungi mampu menghasilkan bobot molekul dibawah 10 kDa,
meningkatkan aktivitas antioksidan, serta meningkatkan aktivitas antibakteri.

Kata kunci: aktivitas enzimatik, hidrolisis, kitosanolitik, proteolitik, selulolitik



SUMMARY

M. ARIEF BUDIMAN. Green Technology of Chitosan Oligosaccharides
Production Using Enzymatic Activity of Marine Endophyte Fungi. Supervised
KUSTIARIYAH and SAFRINA DYAH HARDININGTYAS

Chitosan oligosaccharides (COS) are a modified form of chitosan obtained
through depolymerization processes. This modification aims to reduce molecular
weight and polymer chain length, thereby enhancing the solubility of chitosan in
neutral pH. Depolymerization can be achieved via enzymatic hydrolysis, utilizing
the enzymatic activity of marine endophytic fungi. This method is more sustainable,
energy-efficient, and residue-free compared to chemical or physical hydrolysis.
Marine endophytic fungi are isolated from tissues of marine organisms, including
seaweed, seagrass, corals/sponges, and mangrove parts. These fungi produce
metabolites with enzymatic activities such as cellulolytic, chitosanolytic,
ligninolytic, and proteolytic, which can be used to hydrolyse chitosan into COS.
This study aimed to determine the chitosanolytic, cellulolytic, and proteolytic
activities of marine endophytic fungi and to characterize the COS hydrolysed using
the enzymatic activity of these fungi.

The research included screening 20 fungal isolates to qualitatively assess
enzymatic activity. Selected isolates were then used to hydrolyze chitosan through
enzymatic activity. The hydrolysis process involved adding colloidal chitosan
substrate to fungal cultivation broth and incubating it for seven days, during which
the fungi hydrolyzed the chitosan via their enzymatic activity. The resulting COS
was characterized by measuring viscosity, molecular weight, solubility percentage,
antioxidant activity, and antibacterial activity. All data were analyzed using a
completely randomized design and processed with one-way ANOVA.

Screening results identified two fungal isolates with the highest average
enzymatic activities: isolates coded KVA and BMA48A. These isolates were
identified through DNA barcoding as Trichoderma harzianum KTR3 and
Aspergillus sydowii KTR50. Hydrolysis of chitosan using the enzymatic activities
of T. harzianum KTR3 and A. sydowii KTR50 produced COS with viscosities of
21.1 £ 0.99 cP and 9.26 = 0.31 cP and molecular weights of 9.06 + 0.35 kDa and
4.47 + 0.13 kDa, respectively. The solubilities of COS hydrolysed by T. harzianum
KTR3 and A. sydowii KTR50 were 63% and 67%, respectively. Low-molecular-
weight COS exhibited higher radical scavenging activity against DPPH and
ABTS++ compared to untreated chitosan. However, antioxidant tests using Ferric
Reducing Antioxidant Power (FRAP) and nitric oxide radical scavenging assays
showed no significant differences. Additionally, COS demonstrated enhanced
antibacterial activity against Escherichia coli and Staphylococcus aureus.

These findings suggest that COS hydrolysed directly by fungal enzymatic
activity can achieve molecular weights below 10 kDa, improve antioxidant activity,
and enhance antibacterial efficacy.

Keywords: cellulolytic, chitosanolytic, enzymatic activity, hydrolysis, proteolytic
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