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ISOLASI DAN KARAKTERISASI ENZIM KITINASE DARI
BAKTERI TERMOFIL ISOLAT S7-3,2b

Hasnah MNatsir, Seniwati Dali, Astin dan Trisnanova
Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia Fakultas MIPA — UNHAS.

ABSTRAK
Kitinase merupakan enzim ekstraseller yang dapat menghidrolisis kitin menjadi
tetra-, fri- dan di-ofigormer kitin. Peneliian  ini  bertujuan mengisolasi  dan

mengkarakterizasi sifat biokimia kitinase dari bakteri termofil fsolat 57-3,2b dengan
menggunakan koloidal kitin sebagai substral. (solasi kifinase difakukan mulai darf
peremafaan isofal, penyiapan inokulum, dan produksi enzim. Sefanjutnya karakterizasi
sifat bickimia kitinase difakukan dengan penentuan suhu, pH dan konsentrasi substrat
optimurn, serta penentuan senyawa kofakfor yang dapat bersifal akfivator atau inhibitor
terhadap sktivitas kitinase. Hasil penelfitian menunjukkan bahwa aktivitas kitinase isolat
ST7-3,2b memiliki akifvitas optimum pada fam ke 40 dari wakiu fermentasi dengan nilai
aktivitas kitinase sebesar 0,2250 UnitVmlL dengan kadar protein 0,1021 mg/ mi serta
aktivitas spesifik 2.2037 Wmg protein. Kitinase isolat ST-3,2b ini bekerja optimum pada
pH 7,0 subu 60°C, konsentrasi substart adalah 0.3 % den?an diaktifkan oleh ion logam
Mg®, Ca* dan Mn”*serta dihambat oleh ion togam Co®, Fe'™ dan Zrn*".

Kata kunci: bakteri termofif; kitinase: koloidal kitin

PENDAHULUAN

Indonesia adalah negara yang sangat kaya dengan plasma nutfah termasuk
mikroorganisme yang hidup di dalamnya sehingga mampu menyediakan isolat-isolat
mikroba yang memiliki nilai ekonomis yang tinggi. Pencarian (skrining) isolat-isolat
mikroba secara umum bertujuan mencar mikroba penghasil metabolit yang dapat
bermanfaat bagi manusia misalnya antibiotik, enzim. dan senyawa antitumor atau
substansi bioaktif lainnya (Natsir, dkk. 1999)

Kitnase (E.C.3.2.1.14) adalah enzim yang mampu menghidrolisis palimer kitin
menjadi oigomer kitin (tn- di- atau monomer). Kitin merupakan polimer linier karbohidrat
yang tersusun dari monomer N-asetil-glukosamin dengan ikatan 1,4-8-glikosidik (Gambar
1).  Kitinase ekstraseluler ini umumnya dihasilkan oleh cendawan dan bakteri yang
menggunakan kitin sebagai sumber karbon dan nitrogen (Tsujibo, dkk., 1992 : [tol, okk.
2007},

Gambar 1. Struktur Kitin {Dalwoo, 2002)

Kitinase saat ini banyak dieksplorasi karena kebutuhan enzim kitinese dalam

bidang kesehatan dan pertanian sangat dibutuhkan. Kitinase mampu memproduksi
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komposisi - amonium sulfat 0,7 %, yveast ekstrak 0.05 %, bakto tripton 0,1 %, NaCl 0,1 %, '
K;:HPO, 0,1 %, Mg30..7H.0 0,01 % dan koloidal kitin 0,5 %,

Isolasi dan Produksi Enzim Kitinase

Froduksi kitinase dilkukan dalam erlenmeyer 500 mL yang berisi 250 mL medium
produksi dimasukkan 25 mL spora biakan bakteri isclat ST-3,2b (inokulum aktif),
kemudian dishaker pada suhu 60 °C selama 3 hari dengan kecepatan aerasi 180 rpm.
Dari hasil optimasi ini diperoleh kondisi optimum produksi kitinase vyaitu: komposisi
medium dan waktu inEubasf pptimum  sehingga diperoleh kitinase dengan aklivitas
tertinggi untuk dilanjutkan pada tahap berikutnya.  Uji aktivitas kitinase dengan metode
Ueda dan Arai {I1992) dan Natsir, dick.(2002) seria analisis kadar protein dilakukan secara
Lowry {18511,

Uji Aktivitas Kitinase (Ueda dan arai, 1992 dan Natsir, dkk., 2002)

Campuran 2 mL buffer fosfat pH 7 dengan 1 mL larutan enzim (sampel) dan 1 mL
koloidal kitin 0.3 % sebagai substrat, kemudian diinkubasi pada suhu 60 °C selama 60
menit. Sisa kitin dalam campuran reaksi diukur turbiditasnya pada panjang gelombang
660 nm. Salu unil aktivilas enzim didefenisikan sebagai jumlah enzim kitinase yang
menyebabkan penurunan absorbansi pada panjang gelombang 660 nm per menit per mL
2nzim,

Pengujian Kadar Protein (Lowry, dkk. 1951}

Pengujian ini menggunakan Metode Lowry, dengan komposisi Lowry B adalah
Na.C05 2% dalam NaQH 0.1 N CuS0O, 1% : Natriun-kalium-tartrat (100 : 1 1] dan Lowry
A adalah larutan asam phospho-tungstic-phospho-molybdic {folin) : aquades (1 : 1).
Kadar protein diukur dengan menggunakan BSA (Bovine serum Albumin) sebagai standar
dan diukur dengan menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang maksimum.
Karakterisasi Enzim Kitinase (Natsir, dkk., 2002 dan ltoi, dkk., 2007).

Produksi kitinase dilakukan pada kondisi optimum, kemudian dilakukan pemisahan
sel dari medium dengan cara sentrifugasi pada kecepatan 3500 rpm, 30 menit, 4°C.
Supernatan yang mengandung ekstrak kasar enzim kitinase dikarakterisasi dengan cara !
campuran [Enzim : Substrat : Buffer] diinkubasi pada berbagai variasi kondisi, seperti :
suhu , pH, waktu inkubasi, dan konsentrasi substral, serta pengaruh ion logam terhadap
aktivitas kitinase. Untuk mengetahui jenis logam yang berperan sebagai aktivator atau
inhibitor. maka campuran enzim, substrat, dan bufernya ditambahkan berbagai jenis
logam seperth MgCly; CaCly; MnCla: CoCls; NiCly; 2nCl; dan Cull; serta EDTA pada
konsentrasi 1.0 mM dan 5.0 mM, kemudian diinkubasi selama 60 menit seperti pada

penentuan suhu dan pH optimum, Selanjutnya dilakukan pengukuran absorbansi pada
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spektrofometer dengan panjang gelombang 660 nm dan perhitungan aktivitas enzim

kitinase. |

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil isolasi kitinase dari isolat $7-3,2b diperoleh data yang menunjukkan bahwa
pertumbuhan bakteri terus meningkat hingga pada jam ke 40 dan stabil hingga pada jam
ke 48 selanjutnya mengalami penurunan, hal ini berarti terjadi fase kematian, yang
kemungkinan disebabkan oleh habisnya nutrisi dalam medium sehingga sel lisis atau
mati. Sedangkan data aktivitas kitinase dan kadar protein dari isclat 57-3,2b memiliki
nilai tertinggi setelah waktu produksi 40 jam, dengan nilai akfivitas 0,2250 UnitmL dan
kadar protein 0,1021 mg/mL seperti terlihat pada Tabel 1 can Gambar 3. Hal ini dapat
terjadi karena kerapatan sel semakin padat dan ketersediaan nutrisi dalam mediumnya
semakin berkurang sehingga enzim kitinase disekresikan keluar sel dalam jumlah yang

banyak untuk mendegradasi substrat (kitin) pada dinding sel mikroba.

Tabel 1. Data Kadar Protein dan Aktivitas Kitinase dari isolat 37-3,26
pada berbagai wakiu produksi.

No. Waktu Produksi Kadar Protein Aktivitas Kitinase
{jam) {mg/mL) {unit/mL)
; 16 0.0944 0.1250
2 24 0.0949 0.1334
3 40 0.1021 0.2250
& 48 0.0931 01084
5 64 0.0969 0.0917
4] 72 B 0.0944 0.0500
7 BB 0.0915 0.0334
8 o6 0.0887 0.0250
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Gambar 3. Grafik kadar protein dan aktivitas kitinase dari [solat S7-3,26
pada berbagai waktu produksi.
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Kitinase dari isolat ST-3.2b yang telah diisolas! pada kendisi optimurn, dalam hal
ini enzim ekstrak kasar (crude enzyme) dilakukan berbagai uji untuk mengetahui sifat

biokimianya.

Suhu dan pH Optimum

Aktivitas enzim akan meningkat seiiring meningkatnya suhu sampai tingkat
optimal. kemudian aklivilas enzim akan menurun karena mengalami denaturasi sehingga
kehilangan aktivitasnya. Aktivitas kitinase dari isolat ST-3,2b meningkat mulai suhu 37 *C
hingga 60 “C dan selanjutnya pada suhu 65 °C terjadi penurunan aktivitas data tersebut
terlihat pada Tabel 2 dan grafik pada Gambar 4. d

Tabel 2. Aktivitas Kitinase dari isolat 57-3,2b pada berbagai suhu inkubasi

No Suhu Inkubasi Aktivitas Kitinase 57-3,2b
) {°C) {Unit! ml)
1 37 0.0167
2 55 ; 0.0830
3 80 : 01000 =
4 65 0.0670
5 70 0.0292
6 75 0.0250

Aktivitas Kitinase (Unit! mL)
=
&
3

|
| 0.040 \k
l 0.020 ‘ i ‘
| |
0.000 - : ,
0 40 50 60 70 a0

Suhu (aC)

Gambar 4. Kurva Pengarun Suhu terhadap Aktivitas Kitinase dari
bakter isolat 5T-3.2b
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Tabel 3, Pangaruh oH terhadap aktivitas kitinsze isolat 5T-3,2b

No pH Aktivitas Kitinase 57-3,2b
(Unit! mL)
1 6,0 0,092
2 6,2 0.096
3 6.4 0.175
4 B,6 0.266
5 5,8 0.283
6 T | 5 ~ 318
7 7,2 0.283
8 74 0216
g 7.6 0.208
10 7.8 s 0.183 (i
11 An 0.116
‘ Pengaruh pH Terhadap Aktivitaz Kitinase lsalat 5T-3,2b
1 Y
| = EBL3S ‘
|
| E 0.30 !
| E |
2 pgo2s |
g .20 4 :
015 - ‘/ \\ |
3 |
2 0,10 A & .
3 0.035 4
o.oo i i — - - T T
S0 a8d 82 84 66 68 70 T2 T4 Ve THB 8.0
pH Bufer Posfat

Gambar 5. Kurva Pengaruh pH Terhadap Aktivitas Kitinase dari bakteri isclat 57-3,2b

Pengaruh Kofaktor dan Konsentrasi Substrat Terhadap Aktivitas Kitinase

Fengaruh lon Logam terhadap Akfivitas Kitinase

PiEhae el (b

Bebarapa lan LD{IEFI"I
O Axiiitas Relasif (%] 1mhd .

Gambar 6. Grafik Fengaruh lon Logam Terhacap Aktivitas Kitinase
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Banyak enzim dalam melaksanakan katalitiknya membutuhkan senyawa lain yang
bukan protein. lon logam diperlukan sebagai aktivator untuk meningkatkan aktivitas pada
enzim tertentu dan ion logam dapat pula sebagai penghambat (inhibitar) pada konsentrasi
yang berbeda. lon logam diperlukan oleh enzim sebagai komponen pada sisi aktifnya.
Dalam penelitian ini, kitinase dalam reaksinya dengan substrat ditambahkan ion logam
pada konsentrasi 1 Mm dan 5 Mm. Hasil pengujian tersebut aktivitas kitinasedari isolat
87-3,2b terlihat pada Gambar 6.

Tabel 4. Aktivitas Kitinase pada Berbagai Konsentrasi Substrat

No - Konsentrasi Aktivitas Kitinase 5T7-3,2b
__Substrat (%) {Unit! mi) 5
1 0.1 0.0080
2 0.2 0.0080
) 9 0.0500
* S 0.0500
? G 0.0500
o e 0.0500
! Bx 0.0500

J. Aktivitag Kitinase 5T,3-2b (unitfmL)

oost —— —
5
5 0.050 - & | & & & |
5
T (O - !
2 /
w
E 003 - /
w
E 0.0 4
E [FRIRIH
= I N
= ""--J
0000 4 ; :
a 0.1 0z 3 23 {184 04 o7 0e
Monsemirasl Substrat (34

Gambar 7. Kurva Pengaruh Konsntrasi Substrat Terhadap Aktivitas Kitinase

Karakterisasi kitinase bakteri termofil isclat ST-3.2b berdasarkan variasi
konsentrasi substrat bertujuan untuk mengetahui kondisi optimum konsentrasi substrat
yang dapat bereaksi dengan enzim. Data hasil pengujian aktivitas kitinase pada berbagai

konsentrasi substrat terlihat pada Tabel 4 dan Gambar 7.

KESIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian diperoleh kesimpulan bahwa, kitinase dari
bakteri termofil isolat S7-3,2b memiliki waktu produksi optimum pada jam ke 40 dengan
nilai aktivitas sebesar 0,2250 Unit/mL dengan kadar protein 0,1021 mg/ mL serta aktivitas

ar
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spesifik 2.2037 UWmg protein.  Kitinase isolat S7-2,2b ini bekerja optimum pada pH 7.0
suhu 60°C, konsentrasi substart adalah 0,3 % dengan diaklifkan oleh jon logam Mg®,
Ca™ dan Mn™ 1.0 mM serta dihambat oleh ion logam Co®, Fe* dan Zn* pada
konsentrasi 1.0 mh.
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