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ABSTRAK 

Enzim kitinase merupakan suatu enzim yang mempunyai banyak manfaat daEarn berbagai 
aspek. Adanya enzlm kitinase memungkinkan konversi kitin yang berlimpah di alam 
menjadi produk yang berguna seperti kitosan. Kitosan ini merupakan produk dari kitin 
deasetilase yang aplikasinya mempunyai range yang luas dalam berbagai bidang, seperti 
industri pangan, kesehatan, kosmetik, bioteknologi, pengolahan limbah, rnernbran dan 
industri kertas. Kitinase banyak terdapat pada tanaman, bakteri , kapang dan organisme laut. 
Kitinase asam merupakan enzim yang dapat rnemecah kitin pada pH rendah (dibawah pH 
5,0). Kitinase asam dari bakteri dapat rnendegradasi kitin menjadi kitosan, dimana kitosan 
hanya larut pada pH dibawah 6,s. Mikroba asidofil penghasil kitinase diisolasi dari sarnpel 
tanah dan air yang berasal dari beberapa lokasi antara lain kawah gunung Karnojang, 
Papandayan, dan Tangkuban Perahu, serta Pasar Ikan. Sampel tersebut ditumbuhkan di 
media padat yang mengandung koloidal kitin 1 96 pada pH bervariasi (pH 3, 4, dan 5 ) ,  
kemudian diamati terkntuknya zona bening disekitar koloni. Dari hasll penelitian diperoleh 
15 isolat dari Karnojang 22 (K22), 13 isolat dari Kamojang 24 (K24) dan 8 isolat dari 
Kamojang I (K1) yang dapat tumbuh pada pH 5 - 4 . Sedang 7 isolat dari pasar ikan yang 
dapat tumbuh pada pH 5,0 dan 3 isolat pada pH 4,0. Dari ke-36 isolat diperoleh 4 isolat 
yang dapat tumbuh pada pH 5 - 4 dengan kecepatan perturnbuhan 4 hari dengan indeks 
kitinolitiknya (IK) masing-rnasing K22-2 (IK 1,6) ; K22-21 (IK 1,5); K24-23 (IK I,4) ; dan 
K24-24 (IK 1.2). Keernpat isolat yang potensial tersebut diidentifikasi dan diperoleh hasil 
bahwa semua merupakan bakteri gram positif, berspora, krbentuk batang, aerob dan bersifat 
motiI. Kemudian selanjutnya dilakukan uji secara kuantitatif dengan berdasarkan metode 
reduksi kitin dan kitin desasetilase untuk mengetahui pH dan suhu optimum masing-masing 
isolat. 

PENDAHUEUAN 

Ikv, ,,\a ini perkembangan bioteknologi sudah demikian pesatnya dan menunjukkan 

hasil-hasil yang cukup menarik perhatian dunia, dimana salah satu produk bioteknologi yang 

menjadi primadona sekarang ini adalah molekul enzirn. Melihat begitu pentingnya peranan 

enzirn maka para ilmuan bemsaha mencari mikroba penghasil enzim yang tahan terhadap 

lingkungan ekstrim seperti tennofil, asidofil, alkalofil, netalotoleran dan sebagainya 

(Suharsono, 1989). 

Kitin merupakan polimer linier dari suatu residu N-asetilglukosamin yang terikat $- 

1,4 glikosidik. Senyawa ini merupakan salah satu polimer yang paling berlimpah di alarn, 
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diperoleh mikroba penghasil kitinase, maka mikroba tersebut diidentifikasi dengan , 

menggunakan Bergey\s Manual, untuk mengetahui bentuk mikroba, jenis gram, berspora 

atau tidak, motilitas, aerob atau anaerob 

Penyiaparn Inokaalum : 

Persiapkan 10 ml media cair dengan komposisi : ; 0,7 % (NH4)2S04 ; 0,1 % K2HP04 

; 0,1 % NaCl ; 0,l MgSOs 7W20 ; 0,05 % yeast dalam keadaan streril , 

Kemudian inokulasikan bakteri yang terpilih pada pH 5,0 dan suhu 37 O C  , selanjutnya 

inkubasikan pada shaker 170 rpm dengan suhu 37 "C selama 16 sampai 20 jam. 

Pengarnatan pada Medium Produaksi 

Inokulum yang telah di shaker sekitar 16 sampai 20 jam (pada poin 3.3) 

diinokulasikan ke dalam medium cair (medium produksi) yang mengandung : 0,s % 

koloidal kitin ; 0,7 % (NH4)2S04 ; 0,1 % K2IrIP04 ; 0,1 % NaCl ; 0,1 MgS04 7H20 ; 0,05 % 

yeast ekstrak ; 1,5 % agar, dan 0,03 % DMCD (2.6-O-dimethyl-$-cyc1odextrin) (Sakai e,t.aL., 

1998). Pada setiap empat jam sampel diarnbil untuk diukur OD (376 nm), dan aktivitas 

enzim kitinase dan kitin deasetilase. Untuk pengukuran konsentrasi protein dan aktivitas 

enzim, filtrat atau supernatan protein diperoleh dengan mensentrifugasi sampel pada 12.000 

rpm, suhu 4 OC selama 5 menit. Pengukuran dilakukan selama 5 hari. 

Penguku rarr Aktivitas Kitinase (Ueda dan Arai, 1992) 

Campuran reaksj yang mengandung 1.0 ml koloidal kitin 0,3 % dan 2,0 ml bu.er  

Melvnbze (buffer sitrat - fosfat) dengan pH tertentu dan 1,0 ml larutan enzim, kemudian 

vortex dan inkubasi selarna satu jam pada shaker 170 rprn , 37 OC. Sisa kitin dalam 

campuran reaksi diukur turbiditasnya pada panjang gelombang 660 nm. Satu unit aktivitas 

diukur sebagai sejumlah enzim yang menyebabkan penurunan absorbansi reaksi sebesar 

0,001 pada 660 nm iiap menit. 

Pengujian Kitin Deasetilase (Tokuyasu, 1996) 

160C1 campuran reaksi {0,15 % glikol kitin + buffer pH bervarizsi (3 sarnpai 6), 

kemudian tambahkan 40 el larutan enzim. Vortex dan inkubasi selarna 20 menit pada shaker 

suhu 37 "C dan 55 'C ( dalarn effendop). Tambahkan 200 el asam asetat 33 % sebagai tanda 

akhir reaksi, untuk kontrol penambahan asam asetat 33% ddilakukan sebelum penambahan 

larutan enzim. Sekitar 0,4 ml larutan di atas + 0,4 ml sodium nitrit + 0,4 rnl asam asetat 

33% (dalam tabung), vortex dan biarkan 10 menit. Kemudian tambahkan 0,4 ml amniurn 
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sulfamat 12,5 % ,2 d HCl 0,5 5% dan indole 1 % dalarn alkohol. Tabung dipanaskan 

selama 5 menit dalam waterbath Angkat dan biarkan dingin, kemudian ukur absorbansinya 

pada panjang gelombang 492 nm 

Satu unit aktivitas enzimdidefinisikan sebagai jumlah enzirn yang memproduksi I 

fmol glukosamine per menit. 

Kasakterisasi Sifat Biokimiawi R4ikroba penghasil Enzim Kitinase 

Dengan menggunakan substrat glikol kitin dan kolioidal kitin difakukan karakterisasi 

terhadap beberapa parameter seperti penentuan pH dan suhu optimum dalam pengukuran 

kitinase dan kitin deasetilase. 

NASIL DAN PEMBAWASAN 

Mikroba asidofilik penghasil enzirn kitinase asaf. Indonesia di isolasi, diidentifikasi 

dan dikoleksi dari beberapaiokasi dengan tujuan mencari mikroba asidofilik penghasil enzirn 

kitinase. Sebagaimana kita ketahui bahwa pada kawah gunung banyak mengandung sulfur 

yang menyebabkan pH Iingkungan tersebut bersifat asam. Sedangkan pengambilan sarnpeI 

dari pasar &an berdasar pada kenyataan bahwa di pasar &an terdapat limbah udang pang 

telah tertimbun lama di dalarn ranah sehingga diharapka-n banyak didapztkan rrikroba 

penghasil kitinase. 

Berikut ini adalah tabel hasii isolasi dari sampel Kamojang, Papandayan, Tangkuban 

Perahu, dan Pasar Ikan. 

Tabel 1. Hasil Isolasi dari Berbagai Sampel 

1 No. 1 Sarnpel 

/ 4 1 Pasar lkan 1232417 / 1 0 3 1 \ -  183 ) - 
Ke ferangarz : 

Kol. = Jumlah koloni yang didapatkan dari hasil penyebaran sampel 
Kit. = Jumlah isolat yang mempunyai aktivitas kitinolitik 

Hasil penyebaran ini disebar berdasrkan suhu pada tempat asalnya dirnana 
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sarnpel Kamojang, Papandayan, dan Tangkuban Perahu disebar pada suhu 37 "C sampai 70 

"C. Sampel Pasar Ikan hanya disebar pada suhu 37 O C .  Sampel Papandayan tidak disebar 

pada pH 5,Q karena pH tempat asalnya yang rendah yaitu sekitar pH 2,0 - 4,Q. 

Dari setiap lokasi didapatkan isolat penghasil enzim kitinase, kemudian dihitung 

persen kitinolitiknya yaitu perbandingan jumlah isolat yang mempunyai aktivltas kitinolitik 

dengan jumlah seluruh isolat yang didapatkan pada iokasi tersebut. Tabel berikut ini adalah 

perhitungan persen kitinolitik dari tiap lokasi yang didapatkan isoiat yang mempunyai 

aktivitas kitinolitik. 

Tabel 2. Persentasi kitinolitik tiap lokasi didapatkannya isolat yang mempunyai aktivitas 
kitinolitik 

1 No. 1 Lokasf Sarnpel 

2 
3 
4 

( 7 1 Pasar Ikan 20 6 116 5,17 1 
Keterangan : 

3IK = Jumlah lsolat yang mempunyai aktivitas kitinolitik 
JIS = Jumlah seluruh isolat 

JIM 

5 1 Pasar Ikan 18 
6 1 Pasar Ikan 19 

Isolat-isolat yang mempunyai aktivitas kitinolitik ini kemudian diukur indeks 

JS Kitinolitik (%) I 

KamoOiang 22 
Kamojang 24 
Pasar Ikan 13 

kitinolitiknya. Indeks kitinolitik merupakan pengukuran secara semi kuantitatif. 

I 
2 

Pengukuran secara kuantitatif dilakukan dengan rnenuji aktlvltas enzim untuk mengetahui 

15 
13 
1 

pH dan suhu optimum menggunakan metode reduksi kitin dan kitin deasetilase. 

36 

Pengujian ketahanan terhadap asam dilakukan dengan menurunkan pH media secara 

bertahap yang dimulai darl pH 5,Q. Tcrnyrrta .emus isolat dapat tumbuh pada pH 5,0 begitu 

143 
162 

2,77 

pula dengan media pH 4,s. Sedangkan pada pH 4,Q tidak sernua isolat dapat tumbah dan 

hanya dua Isolat yang dapat tusnbu-h San n~enghasilkan halo yaitu K.24-23 dan M24-24. 

1 0,49 
8,02 

Kecepatan pertumbuhan isolat dan kemampuan lsolat untuk membentuk halo yang bervariasi 

8 9 1 1-12 I 

192 

disebabkan adanya perbedaan jenis isolat tersebut. Berikut ini adalah hasil pengukuran 

1 -04 

indeks kitinolitik isolst-isolst yang berasal dari Kamojang beserta ketahannannya pada pH 

4,O. 
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Tabel 3. Indeks kitinolitik isolat-isolat penghasil enzim kitinase pada suhu 37 'C 

/ No. / Sumber 1 Endeks Kitinolitik (IK) 
I dan Narna Isolat pH 4,s p H  4,O I 

- / 1 IK22-1 1 1,33 setelah 4 hari --- 
I 

12 I K22-2 ( 1,6 setelah 4 hari --- I 
1 3  1K22-3 1 1.14 setelah 4 hari I --- 1 

--- 
--- 

. -. 

t I 

4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 

K22-4 
K22-5 
K22-7 
K22-8 
K22-9 
K22- 16 
K22- 17 

I 

118 IK24-12 / 1.2 setelah 5 hari I --- i 

1,l setelah 4 hari 
1.1 setelah 4 hari 

K22-18 
K22- 19 
K22-20 

14 
15 
16 
17 

1,33 setelah 4 hari 
1,3 setelah 6 hari 
1,5 setelah 4 hari 
1,33 setelah 7 hari 
1.5 setelah 7 hari 

--- 
--- 
--- 
--- 
--- 

- 

1, I7 setelah 6 harl I --- 

K22-21 
K22-22 
K24- 10 1 1,37 setelah 4 hari 

19 
20 

1,3 setelah 4 hari 
1.3 setelah 4 hari 

- 

--- 

21 
22 

--- 
--- 

1,5 setelah 4 hari 

K24- 11 I I .2 setelah 6 hari / --- 

K24-13 
K24-14 

23 
24 
25 

--- 

K24 - 23 
K24 - 24 

26 
27 

1.33 setelah 4 hari I --- 

1 ,  I setelah 7 hari 
1.4 setelah 4 hari 

K24 - 25 
K24- 26 
K24-27 

28 
29 
30 

- - 
--- 

1.4 setelah 5 hari 
1,33 setelah 4 hari 
1.33 setelah 4 hari 

K24 - 28 1 1,07 setelah 4 hari 1 --- 

31 
32 

Bagi mlkroba asidofilik, lingkungan atau media dengan pH netral akan membuat 

mikroba tersebut tidak dapat tumbuh . Faktor utama yang mempengaruhi ketahanan 

1,4 setelah 4 hari 
1.2 setelah 4 hari 

1,2 seteiah 7 hari 
1,2 setelah 5 hari 
1.08 setelah 5 hari 

K24- 27 1 1 , 1 1  setelah 4 hari 
K24- 27 
K I - 5  
K1-6 

33 
34 

mikroba terhadap lingkungan asam adaiah mmbran plasma. Jika pH mningkat nlencapai 

netral atau lebih, plasma mmbran  mikroba asidofilik akan lamt dan selnya lisis. J d i  

--- 
--- 
--- 

--- 

K 1 - 7  
K1-8 
K1- 13 ( l ,  l l setelah 7 hari --- 
K1 - 14 f 1.25 setelah 5 hari I --- 
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kestabilan membran sangat ditentukan oleh konsetrasi hirdogen yang tinggi (Brock dan 

Madigan, 199 1). 

Berdasarkan hasil identifikasi mikroba, didapatkan kesimpulan sementara bahwa 

mikroba tersebut rnengarah ke ciri Bacillus, karena berdasarkan Bergey 's Manual Bacillus 

mempunyai ciri-ciri antara lain gram positif, berbentuk batang , berspora, dan motil. 

Sedangkan rnikroba penghasil enzim kitinase lainnya seperti yang yang telah disebutkan di 

atas tidak rnemenuhi syarat-syarat seperti Bacillus. Berikut adaiah hasil Identifikasi mikroba 

isolat-isolat yang potensiaI. 

Tabel 4 Masil identifikasi mikroba 

1- I Positif 1 Berspora / Batang ( Aerob 1 Motil 

Dari hasil penelitian ini diperoleh empat isolat yang dapat turnbuh pada pH 4,O - 5,0 

dan cukup potensial yaitu K22 - 2 ; K22 - 21 ; K24 - 23 ; dan K24 - 24. Keempat isolat 

tersebut telah diidentifikasi dan diperoleh hasil bahwa semuanya termasuk gotongan 

Bncillus. 
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