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ABSTRAM 

Aplikasi enzim termostabil lebih disukai di bidang industri mengingat keuntungan yang 
diperoleh jika proses produksi dilakukan pada suhu tinggi. Enzim kitinase ban yak 
dimanfaatkan untuk menghasilkan senyawa kitosan yang digunakan secara luas pada 
berbagai bidang industri. Enzim termostabil dihasilkan oleh bakteri termofilik karena 
lingkungan hidupnya yang ekstrem seperti daerah sumber air panas, daerah kawah gunung 
berapi, dan daerah ekstrem lain. Sampel berasal dari berbagai daerah gunung berapi cii Jawa 
Barat. Isolasi dilakukan dengan menyebar sampel pada media tertnus yang din~odifikasi 
yaitu : 0.01 % MgS04.7Hz0; 0.1 % K2HP04; 0.1 % NaCl; 0.7 % (NW4)2S04; 0.2 9% yeast 
ekstrak; 0.1 % tripton; 1.0 % koloidal kitin dan 2.0 % agar. Inkubasi dilakukan rnulai suhu 
55°C hingga 70°C selama satu sarnpai lima hari. Isolat yang mampu mendegradasi kitin 
ditandai dengan terbentuknya halo yaitu zona bening di sekitar koloni. Isolat kemudian 
diseleksi lagi berdasar indeks kitinolitik (IK) yaitu perbandingan diameter halo dengan 
diameter koloni. Diperoleh 31 isolat yang mampu rumbuh pada suhu 55'C dan Iima isolat 
yang mampu turnbuh pada suhu 65OC. Dari 31 isolat diperoleh tujuh isolat yang potensial 
dengan indeks kitinolitik 4.0 - 5.0. Ketujuh isolat yang berasal dari Kamojang (K-29) 
kemudian diidentifikasi untuk mengetahui bentuk sel, jenis gram bakteri, mtili tas,  spora, 
sifat aerob/anaerob.Ketujuh isolat potensial selanjutnya akan diuji secara kuantltatif dengan 
metode reduksi kitin dan metode kitin deasetilase pada berbagai suhu dan pH. 

PENDAHUEUAN 

Pada beberapa dekade terakhir, aplikasi enzim dl bidang bioteknologi sernakin 

menuntut adanya enzim-enzim yang tahan terhadap lingkungan terutama temperatur. Hal 

tcrwhut berkaitan -utamanya-- dengan kebutuhan industri, karena penggunaan enzim 

tcrllxrstabil dalam proses produksi pada suhu tinggi rnemberi krbagai  keuntungan. Enzim- 

enzim termostabil umumnya dihasilkan oleh bakteri terrnofil, ekstremfil ,  dan hipertermofii 

karena lingkungan hidupnya yang ekstrem panas. 

Kitinase ('EC.3.2.1.14) adalah enzirn yang aktif mengkataiisis konversi kitin menjadi 

menjadi senyawa kitosan (Tsujibo et.a1.,1998). Kitinase ditemukan seeara luas pada 

berbagai organisme seperti bakteri, kapang, insekta, tanaman, dan hewan. 

Kitin mempakan polimer terbesar yang terdapat di alam setelah selulosa dan 

mempakan komponen stmktural utama pada eksoskeleton arthropods seperti kepiting, 
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udang, dan cumi-cumi. Kitin adalah homopolimer dari iesidu N-acetyl-D-glukosam 

(GlcNAc) yang diasetilasi dan diikat oleh ikatan P-1,4 dan disusun dalam untai antiparale] 

(a), paralel (P) dan carnpuran (x) (Tsujibo et.a1.,1998; Svitil ef.a1.,1997 dan Sakai 

et.al., 1998). 

Senyawa kitosan dibuat secara kornersial dari kitin dengan bantuan kitinase rnelalui 

proses deasetilase secara termokimia. Dibandingkan kitin, aplikasi kitosan lebih luas dan 

dapat ditemukan pada berbagai bidang seperti industri pangan, pengolahan limbah, 

kesehatan, bioteknologi, pertanian, kosmetik, dan industri kertas. 

Mengingat manfaat kitinase dan apfikasl kitosan yang luas, maka diperlukan usaha- 

usaha eksplorasi bakterl termfilik yang diharapkan rnemproduksi enzim kitinase yang 

bersifat termostabil. 

MATERI DAN METODA 

Sarnpel air, iumpur, dan tanah berasal dari Karnojang, Tangkuban Perahu, 

Papandayan, Gunung Gede, Ciater, Dieng, Giseeng dan Pasar Ikan Jakarta. Berbagai bahan 

kimia untuk pembuatan media (LA. LB dan media termus), koloidal kitin, uji kitin 

deasetilase, pewarnaan gram, pewarnaan spora, dan lain-lain. 

Persiapan koloidal kitin. Ke dalarn erlenmeyer masukkan 100 gram kit in komersial 

(practical grade Sigma) dan 2 liter HGl pekat, simpan pada 4°C selarna 24 jam. 

Menggunakan glasswool disaring, supernatan ditambah 1 liter air dingin. Ukur pH menjadi 

7.00 dengan menambah NaOH 5N. Sentrifugasi lamtan pada 7000 rpm, 4O@ selarna I0 

menit. Supernatan ditambah dengan 2 liter air dingin. Ulangi sentrifugasi. Buang fijtrat, pelet 

(koloidal kitin) dikoleksi untuk disimpan pada suhu dingin. 

Persiapan media. KoIoidal kitin dilarutkan dalam air dan disterilisasi terpisah dari 

agar dan bahan pelengkap lain. pH keduanya diatur pada pH 7.0. Sls~lr a l ~ n  dttuang ke dalam 

cawan kedua bahan dicampur. Digunakan dua macarn media padat yaitu media Luria Agar 

(LA) dan mdifikasi media temus, keduanya menganciung B % koloidal kitin. 

Metode isolasi. Masing-masing sampel dari berbagai daerah d ik r i  .mrlakuan 

pengkayaan dengan menginkubasi sampel selama 24 jam dalam media LB dengan 

perbandingan 3 : 1. Kemudian ambil 100 p1 untuk disebar pada agar.cawan dan diinkubasi 

pada berbagai suhu selarna beberapa hari. Koloni bakteri yang tumbuh dan membentuk zona 
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bening (halo) diko1eks.i untuk dimurnikan (gores kuadran), diidentifikasi dan d i shpan  dalam 

giiseroi 50 %. 

Identifikasi bakteri.Tiap isolat yang membentuk halo diidentifikasi dengan 

menggunakan Bergey's manual, untuk mengetahui bentuk bakteri, jenis gram, berspora atau 

tidak, motilitas, sifat aerob atau anaerob. 

Persiapan glikol kitosarz.. Larutkan 5 gram glikol kitin ke dalam 100 ml asam asetat 

10 %. Diarnkan sernalarn pada suhu kamar. Tambahkan 450 mi metanol secara perlahan dan 

dilakukan filtrasi vakuum dengan kertas M a t m a n  No. 41. Filtrat yang diperoleh diaduk 

dalam gelas ukur dan tambahkan 7.5 ml asetat anhidrat. Diamkan 30 rnenit. Saat gel 

terbentuk tambahkan sejumlah kecil metanol dan dihomogenkan. Sentrifugasi pada 7000 

rpm, 4OC selama 15 menit. Pelet yang terbentuk dilarutkan dengan metanol dan 

dihomgenkan. Ulang sentrifugasi, pelet yang terbentuk dilarutkan dalarn 500 rnl sodium 

azide 0,02 % dan dihomogenkan lagi selama 4 menit. Larutan yang terbentuk adalah glikol 

kitosan l % (wlv). 

Assny kitinase. Menggunakan metode reduksi kitin menurut Ueda dan Arai (1992), 

sebagai berikut : - Carnpuran reaksi mengandung 1.0 ml koloidal kitin 0.3 %, 2.0 mI bufer 

Mellvaine pH 7.0 dan 1.0 ml ekstrak enzim diinkubasi pada suhu pertumbuhan optimal 

selama 60 menit. Baca absorbansi larutan pada panjang gelombang 660 nm. Satu unit 

aktivitas enzim didefinisikan sebagai jumiah enzim yar.g menyebabkan penurunzn 

absorbansi sebesar 0.00 1 pada 660 nrn dari campuran reaksi per menit. 

Assay kitin deasetilase. Menggunakan metode Dische dan Borefreund (1950) sebagai 

berikut : - Pertama campurkan 0.15 % glikol kitosan dan bufer. Ke dalarn 160 p1 campuran 

tersebut ditambahkan 40 p1 larutan enzim kemudian diinkubasi selama 20 menit pada suhu 

optimal. Reaksi distop dengan menambahkk 200 p1 asarn asetat 33%. Untuk kontrol 

tarnbahkan enzim setelah ~ n a m b a h a n  asam asetat. Sebanyak 0.4 ml larutan di atas 

ditambah dengan 0.4 ml sodiurn nltrit dan 0.4 rnl asam asetat dalarn tabung. Tabung 

kemudian dikocok dan blarkan selarna 10 menit. Tambahkan 0.4 ml a m n i u m  sulfomat 12.5 

%, 2.0 ml HCl 5 % dan 0.2 rnl indol dalam alkohol. Kernudian tabung direndam dalam air 

mendidih selama 5 menit. Ukur absorbansi Iarutan pada panjang gelombang 492 nm. 

Satu unit aktivitas enzirn didefinisikan sebagai jurniah enzirn yang rnenghasilkan 1 

pmol residu glukosamin per menit saat diinkubasi dengan substrat glikol kitin. 
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WASIL DAN PEMBAWASAN 

Bakteri termofiiik merupakan kelompok bakteri yang mampu tumbuh pada suhu 

4 5 ' ~  sarnpai 6S°C (Brock, 1986 dan Rudiger einl., 1994). Suhu di atas 6Q°C di alarn bagi 

mikroorganisme terdapat pada daerah-daerah tertentu seperti daerah geotermal dan kompos 

(Brock, 1978). Menurut Brock dan Madigan (1991) mikroba terrnofil memiliki bebrapa 

keistimewaan di antaranya enzim dan protein yang dihasilkan bersifat termostabil dan 

mampu berfungsi optimal pada suhu tinggi 

Sampel diambil dari beberapa daerah geotermal di wilayah Jawa Barar, Indonesia. 

Seleksi daerah berdasar pada jarak, waktu, dan biaya. Daerah pengambilan sampel adalah : - 

Surnber air panas Gunung Gede (1 0 lokasi), kawah Domas di Tangkuban Perahu (1 6 lokasi), 

kawah Gunung Papandayan (20 lokasi), Kamojang (23 Iokasi), sumber air panas Ciater- 

Bandung (10 lokasi) , kawah di dataran tinggi Dieng, Ciseeng (10 lokasi), dan Pasar Ikan 

Jakarta (20 lokasi). 

Sampel berupa air, tanah, lumpur, batu pasir, sampah, atau deposit. Sarnpel diambil 

dan disimpan dalam botol, sampel segera disegarkan di laboratorium. Menurut Blochl 

et.a1.(1995) sampel dapat dibawa ke laboratorium dari Iokasi tanpa pengendalian suhu, dan 

di taborator~um sampel dapat disegarkan kembali dengan berbagai variasi media dengan 

suhu inkubasi seperti tempat asalnya. 

Hasil isolasi sampel dari berbagai daerah dapat ditihat pada Tabel 1 .  Dalarn tabel 

tersebut tarnpak bahwa wilayah potensial penghasil bakteri termofilik yang rnernpunyai 

aktivitas kitinolitik adalah Kamojang dengan jumlah isolat 16 buah. 

Dari tabel di atas tampak bahwa densitas bakteri termofilik penghasil enzirn kitinase 

relatif rendah dibanding total bakteri termofilik. Hal tersebut diduga substrat kitin di daerah 

geotermal atau kawah gunung berapi adalah sangat sedikit mngingat daerah tersebut 

merupakan daerah ekstrem panas, sehingga hanya sedilrll mahluk hidup yang dapat bertahan. 

Kalaupun terdapat kitin di daerah tersebut biasanya berasal dari insektisida atau jamur. 

Kitin sebagai substrat banyak tedapat sebagai komponen utarna pada eksoskeleton 

arthtropda paitu kepiting, crdang, cumi-cumi, serta insektisida (Tsujibo et.a!., 1998). 
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Tabel 1. I-Iasil isolasi dari berbagai sampel 

Keterangan: Kol = jumlah koloni hasil penyebaran sampel 
Kit = isolat yang mempunyai aktivitas kitinolitik 

Kemampuan bak teri termofilik untuk bertahan hidup di lingkungan panas disebabkan 

bakteri termofil mempunyai membran sel yang kaya akan asam lemak jenuh dan membran 

ribosom yang juga tahan panas. Menurut Brock dan Madigan (1991) organisme termofil 

merupakan prokariot , karena eukariot tidak dapat bertahan hidup pada suhu tinggi. 

Setiap isolat yang mempunyai aktivitas kitinolitik kemudian dimurnikan dan dihitung 

persen kitinolitik yaitu perbandingan jumlah isolat yang mempunyai aktivitas kitinolitik 

dengan jumlah seluruh isolat yang diperoleh dari iokasi sampling. Pada Tabel 2 disajikan 

hasil persen kitinolitik dari beberapa daerah potensial. 

Isolat dengan aktivitas kitinolitik kemudian diseleksi lagi secara semi Kuantitatif 

dengan mcngukur indeks kitinolitiknya. Hasilnya dapat dilihat pada Tabel 3. 

Indeks kitinolitik diukur setelah isolat ditumbuhkan pada media termus modifikasi 

dengan 1 C7o koloidal kitin sebagai substrar dan induser. Induser dalarn media agar dapat 

meriglnduksi sintesis enzim yang diharapkan (Ward,l983). 

Tujuh isolat yang potensial untuk diteliti 4ebih laeut  adalah isolat t(29 nomor 7, 8, 

10, -13, 14, 15 dan 16 yang memiliki indeks kitinolitik relatif besar serta waktu pembentukan 

zona bening (halo) terccpat yaitu 24 jam. 
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Tabel 2. Persen kitinolitik tiap lokasi didapatkannya isolat yang mempunyai aktivitas 
kitinolotik 

JS = Jumlah seiuruh isolat 

Tujuh isolat yang potensial u n t u k  diteliti lebih lanjut adalah isolat E(29 nornor 7, 8, 

10, 13, 14, 15 dan 16 yang memiliki indeks kitinoiitik relatif besar serta waktu pembentukan 

zona bening (halo) tercepat yaitu 24 jam. 

H a i l  identifikasi terhadap tujuh isolat potensial umumrlya menunjukkan bakteri 

gram positif, berspora, berbentuk batang dan bersifat rnotil, dengan demikian diduga semua 

isolat termasuk dalam keluarga Bacillus. 
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Selanjutnya ketujuh isolat saat ini  tengah diuji secara kuantitatif menggunakan 

metode reduksi kitin dan metode uji kitin deasetilase untuk mengetahui kuantitas enzim yang 

diproduksi oleh tiap-tiap isolat. Pengujian dilakukan pada berbagai tingkatan suhu dan pH. 

KESHMPULAN 

Densitas bakteri termofilik penghasil enzim kitinase relatif rendah dibanding total 

bakteri termofilik yang ada. 

Diperoleh tujuh isolat bakteri termofilik potensial penghasil enzim kitinase yang 

berasal dari kawah Kamojang yaitu isolat K29 nomor 7, 8, 10, 13, 14, 15 dan 16. 

Hasil identifikasi terhadap tujuh isolat potensial ,menunjukkan bahwa sernua isolat 

mengarah pada keluarga Bacillus. 
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