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Abstract

The aim of the research was to know the capability of actinomycetes isolate from
Bangka Belitung, which stored at Microbiology-LIPI Culture Collection, in producing
chitinase enzyme. This isolate which could produce chitinolitic enzyme, signed by
clear zone at medium contain 1% chitine. The chitinase activity of the isolate which
incubated for 1-7 days in the room temperature was analyzed by spectrophotometer in
A 584 nm. The result of this experiment was highest chitinase activities with incubated
for 3 days, were 1.66 . 102 U/ml. Maximum chitinase activities was found at 1% starch
soluble substrate 2.83 . 10, pH 8.0 and at 50°C condition were 9.3 . 102 and 12.98 .

102 U/ml respectively.
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I. PENDAHULUAN
1.1. Latar Belakang

Aktinomisetes adalah mikroorganisme
atau mikroba kelompok bakteri gram positif
yang memiliki rentang distribusi yang luas
di alam. Mikroba ini dapat hidup hampir di
semua kondisi lingkungan, yaitu terdapat
pada substrat seperti tanah, kulit kayu,
daun, air, sedimen dasar laut, lumpur,
serasah dan padang pasir. Populasi dan
jenis Aktinomisetes terbanyak dijumpai di
tanah, sehingga Aktinomisetes dianggap
sebagai bakteri tanah. Dalam 1 gram tanah
subur yang kaya akan unsur diperkirakan
terdapat 1 juta lebih populasi Aktinomisetes
. Bakteri tersebut memegang peran penting
dalam proses biodegradasi senyawa polimer
dan memobilisasi unsur hara makro dan
mikro, sehingga berperan sentral dalam

menjaga kestabilan ekosistem®. Uniknya
aktinomisetes merupakan bakteri yang
paling cerdas dengan ukuran otak (genom
atau DNA (deoxyribonucleic acid) dua kali
lebih besar dibandingkan dengan bakteri
lainnya. Bila berbagai krisis menimpa tanah
dalam ujud ketersediaan pangan dan unsure
hara lain sangat rendah, maka tidak ada
kelompok selain aktinimisetes yang bisa
bertahan untuk menyelamatkan komunitas
dari kondisi yang sulit tersebut?.

Enzim kitinase dapat menghidrolisis
kitin menjadi oligomer dan atau monomer-
monomernya.

Kitin tersedia berlimpah di alam dan
merupakan polimer kedua terbanyak setelah
selulosa. Industri perikanan paling banyak
memberikan sumbangan untuk kelimpahan
kitin melalui limbah perikanannya seperti
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udang, kepiting, cumi-cumi, tiram dan lain-
lain. Banyak hewan dan mikroorganisme
menjadi penyumbang ketersediaan kitin di
dalam tanah?®.,

Enzim kitinase disintesa oleh berbagai
tanaman, bakteri, jamur dan organisme laut®.
Pemanfaatan mikroba untuk memproduksi
enzim memiliki beberapa kelebihan
dibandingkan dengan menggunakan
tanaman atau hewan. Dengan dasar
pertimbangan tersebut maka perlu dilakukan
isolasi mikroba dari alam yang dapat
menghasilkan enzim kitinase. Akhir-akhir
ini penggunaan kitin dan kitinase di bidang
bioindustri sangat menarik perhatian. Kitin
dan senyawa turunannya serta kitooligomer
yang dihasilkan banyak digunakan dibidang
industri kesehatan dan kosmetika567).

Untuk biodegradasi kitin secara
sempurna perlu kerjasama antara
beberapa hidrolitik enzim. Kombinasi
antara endokitinase dan eksokitinase
menghasilkan polimer kitin berupa “soluble
N- asetilglukosamin” ®,

1.2. Tujuan

Penelitian ini bertujuan untuk
mendapatkan isolat unggul aktinomisetes
penghasil kitinase koleksi LIPI-MC mengingat
kebutuhan industri yang sangat besar.

2. METODE PENELITIAN
2.1. Bahan

Isolat yang digunakan dalam penelitian
ini adalah isolat aktinomisetes koleksi Bidang
Mikrobiologi, Puslit Biologi-LIPI, Cibinong.
Isolat tersebut diisolasi dari tanah Bangka
Belitung.

2.2. Media Seleksi

Isolat tersebut dipelihara dalam media
kitin agar miring (koloidal kitin 1%, polypepton
0,1%, KH,PO,0,1%, MgS0O,.7H,0 0,05%,
agar 2%) dan media ini digunakan juga

untuk menyeleksi bakteri murni yang dapat
merombak kitin dalam petri dish. Inkubasi
dilakukan pada suhu kamar selama 3
hari. Hasil pengujian secara kualitatif
menunjukkan bahwa isolat yang memiliki
aktivitas kitinase ditandai dengan adanya
zona bening disekitar koloni. Hasil bagi
antara diameter zona bening dan diameter
koloni dinyatakan sebagai kekuatan enzim
secara nisbi.

2.3. Metode
1. Produksi Kitinase

Produksi inokulum dilakukan dengan
caraisolat ditumbuhkan pada media kitin agar
miring, diinkubasi pada suhu kamar sampai
berumur 3 hari. Selanjutnya ditambahkan
akuades steril. Suspensi mikroba bakteri
diukur kerapatan optiknya (OD) dengan
spektrofotometer pada A 600 nm sampai OD
mencapai 0,5.

Produksi kitinase dilakukan dengan
menginokulasikan inokulum ke dalam
25 ml media produksi (koloidal kitin 1%,
polypepton 0,1%, KH,PO, 0,1%, MgSO, .
7 H,0 0,05%) dengan pH 7 dan diinkubasi
pada suhu kamar selama 1-7 hari di atas
pengocok (shaker) dengan kecepatan 120
rom. Setiap hari dilakukan pengambilan
sampel sebanyak 2 ml dan dipisahkan filtrat
dan endapannya, disentrifugasi dengan
kecepatan 8000 rpm selama 5 menit. Filtrat
digunakan sebagai larutan enzim dan diuji
aktivitas kitinasenya.

2. Media Kultur Bakteri

Isolat yang menghasilkan aktivitas kitinase
tertinggi dengan waktu inkubasi tertentu dipakai
dalam perlakuan selanjutnya. Inokulasikan
mikroba dalam bentuk kultur dipipet sebanyak
0,5 ml masing-masing dimasukkan ke dalam
25 ml media cair kitin 1% dengan variasi pH
bufer (pH 3-9). Larutan bufer yang digunakan
adalah 0,05 M bufer asetat (pH 3, 4, 5), 0,05 M
bufer fosfat (pH 6, 7) dan 0,05 M bufer tris- HCI
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(pH 8, 8,5, 9).
3. Pengujian Aktivitas Kitinase

Aktivitas kitinase diuji dengan mengukur
kadar gula amino sebagai produk hidrolisis
kitin oleh kitinase. Konsentrasi gula amino
diukur menggunakan Metode Reissig
(1955). Senyawa N-asetil glukosamin
(GIcNAc) digunakan sebagai standar
untuk penghitungan aktivitas kitinase.
Satu unit kitinase adalah banyaknya enzim
yang dapat menghasilkan 1umol N-asetil
glukosamin dari substrat koloidal kitin per
menit pada suhu 50°C, pH 7,0. Larutan
kitinase yang menghasilkan GIcNAc terlalu
tinggi diencerkan terlebih dahulu dan faktor
pengenceran digunakan dalam perhitungan
aktivitasnya.

Sebanyak 0,5 ml larutan enzim
direaksikan dengan 0,5 ml substrat 1%
koloidal kitin dengan pH 7 dan diinkubasi
pada suhu 50°C selama 30 menit. Reaksi
enzimatis dihentikan dengan memasukkan
campuran ke dalam air mendidih selama 5
menit. Selanjutnya disentrifugasi dengan
kecepatan 8000 rpm selama 5 menit dan
filtrat dipisahkan dari endapan. Sebanyak 250
Ml filtrat ditambah 50 pl potasium tetraborat,
dididihkan selama 3 menit dan didinginkan
dengan segera. Ditambahkan 1,25 mlreagen
4-(dimetil amino)benzaldehida (DMAB),
diinkubasi pada suhu 37°C selama 20 menit
dan OD dibaca dengan spektrofotometer
pada A 584 nm'9,

4. Karakterisasi kitinase kasar terhadap
konsentrasi substrat kitin, pH, suhu
dan waktu inkubasi enzim.

Pengaruh konsentrasi substrat
kitin pada waktu analisa diuji dengan
konsentrasi 0,05 - 1,5%. Pengaruh pH
terhadap aktivitas kitinase diuji dengan cara
mereaksikan larutan enzim dengan substrat
kitinase dengan konsentrasi yang tertinggi
aktivitasnya dengan berbagai variasi bufer
dengan pH 3-9 dengan interval 1. Pengaruh
suhu terhadap aktivitas enzim diuji dengan

cara mereaksikan larutan enzim dengan
substrat kitinase dengan konsentrasi yang
tertinggi aktivitasnya dalam pH bufer dengan
aktivitas kitinase tertinggi yaitu pada suhu 30-
70°C dengan interval 10°C. Pengaruh waktu
inkubasi diuji dengan cara mereaksikan
larutan enzim dengan konsentrasi substrat
kitinase, pH,dan suhu dengan aktivitasnya
yang tertinggi dan waktu inkubasi 5- 35 menit
dengan interval 5 menit.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN
1. Hasil

Secara kualitatif dilakukan menurut
metoda Jeuniaux, 1966. Seleksi didasarkan
pada kemampuan aktinomisetes dalam
menghidrolisis kitin (polimer rantai
panjang) menjadi rantai-rantai pendek
atau monomernya. Adanya aktivitas
kitinase ditandai dengan adanya zona
bening di sekitar koloni. Kemampuan dari
isolat bervariasi sesuai dengan isolatnya.
Dilaporkan dengan menggunakan media
selektif ini sekitar 85% dari aktinomisetes
yang terisolasi memperlihatkan adanya zona
bening di sekitar koloni (Gambar 1).

Gambar 1. Zona bening dari BB 3.2

Pada gambar 2 aktivitas kitinase
ditunjukkan dalam nilai kerapatan optik
(OD) diukur dengan spektrofotometer pada
A 584 nm. BB 3.2 didapat setelah diinkubasi
selama 3 hari adalah sebesar 0,374. Isolat
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yang diuji secara kuantitatif mempunyai
kemampuan mendegradasi kitin, pada hari
pertama isolat sudah tumbuh dengan baik
dan telah menggunakan sebagian besar
koloidal kitin yang tersedia dalam media
produksi (terlihat dari kejernihan filtrat). Kitin
yang tersedia dalam media produksi sudah
digunakan baik untuk pertumbuhan ataupun
untuk aktivitas lainnya.
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Gambar 2. Kerapatan optik (OD) dengan waktu
inkubasi 1-7 hari

Pada gambar 3 dapat dilihat aktivitas
kitinase dalam satuan Unit/ml didapat
aktivitas tertinggi sebesar 1,66 . 102 U/ml
setelah inkubasi selama 3 hari. Enzim yang
diukur aktivitasnya adalah enzim kasar
setelah dihitung dengan menggunakan kurva
standar dengan menggunakan N-acetyl
D-glucosamine. Inkubasi dilakukan di atas
alat pengocok dengan kecepatan 120 rpm
pada suhu ruang selama 1-7 hari.
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Gambar 2. Aktivitas kitinase dengan waktu
inkubasi 1-7 hari

Pada gambar 4 diperlihatkan
konsentrasi substrat kitin yang digunakan
pada waktu analisa media produksi. Dengan
konsentrasi mulai 0,05 sampai 1,75% dan
aktivitas tertinggi di dapat dari substrat pati
terlarut dengan konsentrasi 1% sebesar 2,8
. 102 U/ml
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Gambar 4. Aktivitas kitinase dengan berbagai
konsentrasi kitin (%)

Perlakuan selanjutnya isolat BB 3.2
diukur aktivitasnya dalam substrat kitinase
1% dengan variasi pH bufer 3-9 hasilnya
ditunjukkan pada gambar 5. Data dari
gambar 4 menunjukkan bahwa aktivitas
kitinase isolat tertinggi pada reaksi enzimatis
pada pH 8 dengan substrat kitin 1% didapat
9,3. 102 U/ml.
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Gambar 5. Aktivitas kitinase dengan variasi pH
substrat 3-9

Dan pengaruh suhu terhadap aktivitas
kitinase hasilnya ditunjukkan pada gambar 6.
Dapat dilihat isolat yang mempunyai
aktivitas tertinggi pada suhu 50°C dengan pH
8 dengan substrat kitin 1% sebesar 12,98. 10
2U/ml. Laju reaksi enzim meningkat sampai
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Gambar 6. Aktivitas kitinase dengan variasi suhu
30-70°C

suhu optimum kemudian berkurang sampai
suhu maksimum tercapai.

3.2. Pembahasan

Isolat BB 3.2 adalah marga Nocardia
termasuk yang dominan di dalam tanah
dan termasuk kelompok rare Aktinomisetes
yaitu kelompok yang jarang atau sulit
ditemukan Nocardia secara umum sebagai
bakteri tanah yang bersifat obligat aerob
dan memiliki kemampuan memanfaatkan
hidrokarbon sebagai sumber energinya’.
Menurut Hsu' media agar kitin adalah
media selektif yang sering digunakan untuk
mengisolasi aktinomisetes yang terdapat
pada tanah dan air. Konsentrasi koloidal kitin
yang digunakan untuk skrining aktinomisetes
dengan memperlihatkan zona bening yang
jelas di sekitar koloni biasanya mengandung
sekitar 1% koloidal kitin. Zona bening paling
jelas terlihat pada media agar kitin yang
mengandung 0,4% koloidal kitin, pada
konsentrasi koloidal kitin yang lebih rendah
(0,1-0,2%) tidak ada penampakan zona
bening dan pada konsentrasi yang lebih
tinggi atau 1-2% zona bening yang dihasilkan
terlihat agak kabur. Monreal'? menggunakan
agar kitin dengan "double layer” untuk skrining
bakteri penghasil kitinase, dan pada lapisan
bawah digunakan media mengandung
0,5% yeast ekstrak dan 2% agar dan yang
bagian atas media mengandung 1% koloidal
kitin. Secara keseluruhan seleksi secara

kualitatif isolat aktinomisetes penghasil
kitinase yang dilakukan dalam penelitian
ini menunjukkan hasil yang baik dan jelas.
Untuk pengujian secara kuantitatif masih
ada beberapa kendala dan masih perlu
diteliti lebih lanjut. Beberapa isolat yang
secara kualitatif mempunyai nilai aktivitas
relatif tinggi tetapi secara kuantitatif aktivitas
yang dihasilkan masih lebih rendah dari
isolat yang mempunyai aktivitas relatifnya
yang lebih tinggi. Dari beberapa penelitian
mengenai kitinase yang telah dilakukan, hasil
tersebut dilaporkan bahwa enzim kitinase
cukup kompleks dan berdasarkan sifat-sifat
hidrolisis enzimatis kitin secara lengkap
menjadi N-asetil glukosamin dilakukan
melalui sisitem kitinolitik 0'® Dalam lintasan
degradasinya, kitin mempunyai 2 alternatif.
Lintasan pertama yang menghidrolisis ikatan
R1-4, disebut proses kitinolitik, melibatkan
dua jenis enzim yaitu endokitinase (EC
3.2.1.14) dan eksokitinase atau kitobiosidase.
Endokitinase yang memotong rantai kitin
secara acak pada sisi dalam, menghasilkan
multimer dengan berat molekul rendah
dari N-asetilglukosamin yang dapat larut
seperti kitotetraosa, kitotriosa dan dimer
diasetil kitobiosa. Eksokitinase dapat dibagi
menjadi dua sub kategori: kitobiosidase (EC
3.2.1.29) yang mengkatalisa pemotongan
diasetilkitobiosa dimulai dari ujung non
pereduksi pada mikrofibrilkitin dan 1-4-
R-N-asetilglukosaminidase (EC 3.2.1.30)
yang memotong produk-produk oligomer
dari endokitinase dan kitobiosidase
menghasilkan monomer N-asetilglukosamin®.
Diasetilkitobiosa sebagai hasil utama yang
kemudian didegradasi oleh eksokitobiosidase
menjadi monosakarida dan disakarida.
Bentuk monosakarida dan disakarida
akan diangkut ke dalam mikroorganisme
dan berfungsi sebagai sumber karbon
dan nitrogen. Suatu molekul substrat
berikatan dengan bagian aktif enzim melalui
suatu mekanisme khas dan kolektif dalam
hubungan yang disebut lock- and- key.
Sebagian enzim mempunyai kekhususan
yang mutlak terhadap susbtrat dan tidak
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akan menyerang substrat lain meskipun
strukturnya hamper sama. Sebagian lainnya
mempunyai kekhususan yang kurang dan
dapat bereaksi dengan suatu golongan,
substrat tertentu atau kelompok molekul
sejenis™.

Setiap enzim mempunyai pH
optimum yaitu kisaran pH dimana enzim
menunjukkan aktivitas maksimum dengan
stabilitas yang tinggi. Mikroba yang hidup
di alam tersebar luas mulai yang hidup di
daerah asam sampai dengan alkali, dari
suhu rendah sampai suhu tinggi'®- Dan
menurut Palmer'” setiap enzim mempunyai
karakteristik pH optimum dan enzim
tersebut aktif pada kisaran pH yang relatif
sempit. Penentuan pH optimum bertujuan
untuk mengetahui kondisi optimum aktivitas
enzim sehingga penggunaan enzim dapat
disesuaikan dengan karakteristiknya
tersebut sehingga pada saat digunakan
dapat diperoleh aktivitas enzim yang
maksimal. Menurut Chaplin dan Bucke'”
pada larutan alkali (pH di atas 8) mungkin
akan terjadi kerusakan pada residu sistin,
sedangkan pada larutan asam (pH kurang
dari 4) hidrolisis dari ikatan peptida yang
tidak stabil dapat terjadi di samping residu
asam aspartat.

Berdasarkan suhu pertumbuhannya
mikroba digolongkan menjadi lima kelompok
yaitu psikrofil tumbuh pada suhu -5-20°C,
mesofil suhu 20-45°C, termofil 45-65°C,
termofil ekstrim 65-85°C dan hipertermofil
85-100°C'®. Menurunnya aktivitas mengikuti
meningkatnya suhu di atas optimum biasanya
disebabkan oleh perusakan enzim'.

Menurut Palmer'” kecepatan reaksi
kimia akan meningkat dengan meningkatnya
suhu karena akan mempercepat gerak termal
molekul dan karenanya akan meningkatkan
bagian molekul yang memiliki energi dalam
dengan jumlah yang cukup untuk memasuki
keadaan transisi. Aktivitas enzim juga akan
meningkat dengan meningkatnya suhu
sampai suhu optimumnya, tetapi setelah
melewati suhu optimumnya aktivitas enzim
akan menurun.

4. KESIMPULAN

Isolat BB 3.2 adalah marga Nocardia
termasuk kelompok rare Aktinomisetes
yaitu kelompok yang jarang atau sulit
ditemukan. Positif mempunyai aktivitas
kitinase dengan nilai relatif dengan ditandai
dengan adanya daerah bening disekitar
isolatnya, mempunyai aktivitas kitinase
tertinggi didapat dengan waktu inkubasi
3 hari sebesar 1,66 . 10 -2 U/ml. Aktivitas
kitinase maksimal didapat pada konsentrasi
substrat 1% sebesar 2,83 . 102U/ml. Pada
pH 8,0 dan suhu 50°C masing-masing 9,3 .
102dan 12,98 . 102U/ml.
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