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Produksi Dan Aplikasi Kitin Deasetilase Dari Bakteri Bacillus
Licheniformis Hsa3-1a Sebagai Antimikroba

Abdur Rahman Arif '*, Ischaidar *, Hasnah Natsir P Seniwati Dali"

@ I aboratorium Biokimia Jurusan Kimia Fakultas MIFA, Universitas Hasanuddin, Makassar;
h ’s ] - ;o . »
Jurusan Kimia Fakultas MIFA Universitas Hasanuddin, Makassar.

Abstrak

Kitin deasetilase (E.C.3.5.1.41) merupakan enzim yang dapat mengkatalisis proses hidrolisis gugus
asetamido N-Asetil-D-Glukosamin pada kitin mer jadi kitosan. Kitin deasetilase dapat diperoleh dari
beberapa mikroba tertentu, salah satunya pada bakteri  dari  genus Bacillus. Pada penelitian ini kitin
deasetilase diperoleh dari Bakteri Bacillus lichen formis HSA3-1a yang diisolasi dari sumber air panays
Sulili, Pinrang. Penelitian ini berti juan untuk mengaplikasikan kitin deasetilase yang diekskresikan oleh B.
lichen formis 1SA3-la sebagai antimikroba. Produksi cptimum kitin deasetilase oleh bakteri B.
lichen formis dengan pll media 7 dan suhu 50°C setelah diinkubasi selama 72 jam. Hasil penelitian ini
men jukkan aktivitas spes.fik optimum dari kitin deasetilase sebesar 0,00131 U/mg. Volume enzim yang
digunakan untuk sampel 1 ji sebesar 30 plL. Uji antimikroba menur jukkan bahwa kitin deasetilase bei potensi
sebagai antimikroba karena dapat menghambat pertumbuhan Escheria coli dengan zona hambatan sebesar
8.6 mm, persentase daya hambat sebesar 30,71% sedangkan pada Escheria coli sebesar 9,6 mm dengan
persentase daya hambat sebesar 56,30%.

Kaia kunci: Kitin deasetilase, Antimikroba, Bacillus lichen formis 15A3-1a, E. Coli, S. Aureus

Abstract

Chitin deacerylase is a enzyme that can catalysis hydrolysis procces «f ac etamido group N-asetil-D-
Glukosamin to produce chitosan. Chitin deacetylase can derived from some microbe, one « [ them is Bacillus
genus. In this study, chitin deacetylase derived from bacillus lichen formis H543-1a which isolated from
Sulili hot spring, pinrang. The aim «f this study to aplicated chitin deaceiylase excreted by B. lichen formis
HSA3-1a as antimicrobials. #fier 72 hours incubation at 50°C and pH « [ media is 7, cptimum production «f
chitin deacetylase by B. lichen formis HSA3-1a obtained. Cptimum spec.fic activity ¢/ ‘chitin deacetylase give
value 0,00131 U/mg. 30mL <f enzyme was used for sample test. Antimicrobial test show that chitin
deacetylase potential as antimicrobial because can inhibit Staphillococcus aureus which give inhibition zone
value 8,6 mm with 30,71 % inhibition meanwhile for Escheria coli which give inhibition zone value 9,6 mm
with 56,30% inhibition.

Keywords: Chitin deacetylase, Antimicrobials, Bacillus lichen formis H5A43-1a, E. Coli, S. aureus

1. Pendahuluan

Pemanfaatan enzim dalam bidang biotcknologi saat sckarang ini mengalami perkembangan yang cukup
pesat, Berbagai macam jenis enzim telah berhasil diisolasi dari beberapa jenis sumber seperti tanaman,
hewan dan mikroba. Namun, isolasi enzim dari mikroba cenderung lebih banyak dilakukan karena mikroba
memiliki kemampuan laju tumbuh yang tinggi dalam lingkungan yang terkontrol dan produksi enzim yang
tinggi karena enzim dickskresikan secara ckstraseluler [ 1].

Salah satu kelompok enzim yang banyak dimanfaatkan dalam bidang biotcknologi adalah enzim kitinolitik.
Kitin deasctilase (E.C.3.5.1.41) merupakan jenis enzim kitinolitik yang berperan dalam mengkatalisis reaksi
hidrolisis gugus asetamido dari residu N-asetil-D-glukosamin dari kitin menjadi amina (-NHs) pada p-(1-4)-
N-glukosamina (kitosan) [2].

Kitin deasctilase dapat diisolasi dari bakteri, Salah satu bakteri penghasil enzim Kitin deasctilase adalah
Bacillus lichen. formis HSA3-1a yang merupakan bakteri termofilik hasil skrinning dari sumber air panas
sulili, Pinrang [3]. Proses isolasi kitin deasetilase dilakukan melalui proses peremajaan mikroba, penyiapan
inokulum, penentuan waktu produksi optimum kemudian dilakukan produksi pada kondisi optimum [4].

Kitin merupakan polimer berantai lurus tersusun atas residu N asetilglukosamin melalui ikatan B-(1.4)
yang terdapat bherlimpah di alam sctelah sclulosa [5]. Sumber utama kitin adalah pada dinding sel jamur
dan bakteri serta pada limbah hasil laut seperti: kulit udang, lobster, cangkang kepiting dan kerang-kerangan.
Penycbaran kitin yang relatif luas menjadikan enzim pendegradasi kitin, kitin deasctilase, berpotensi
diaplikasikan untuk beberapa manfaat, salah satunya adalah scbagai antimikroba | 6].

" Alamat korespondensi: Ar rahman arifO%(@yahoo.com
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Penelitian ini bertujuan untuk memproduksi dan menguji potensi antimikroba enzim kitin deasetilasc yang
diisolasi dari bakteri B. lichen formis HSA3-1a.

2. Metode Penelitian

Bahan yang digunakan adalah B. lichen formis HSA3-1a, Escheria Coli, Staphillococcus Aureus, bakto agar,
ycast ckstrak, bakto pepton, NaCl. K;HPO,, MgSO,.7H,0, CaCl,. koloidal kitin. glikol kitin, buffer fosfat
sitrat (pH 7), CH;COOH, NaNO,, Asam sulfamat, HCI, Indol. ctanol. recagen Lowry B, reagen Lowry A,
glukosamin, bovine serum albumin (BSA), paper disc, cotton swab. akuades.

Alat yang digunakan adalah Spcktrofotometer UV-Vis (Spektronik 20D+), neraca digital analitik, sentrifuge
dingin, shaker incubator, inkubator (Memmert), autoclave. enkas, pipet mikro. jarum ose, tabung rekasi,
cawan petri serta alat-alat gelas yang umum digunakan.

2.1 Peremajaan Bakteri Bacillus lichen. formis HSA3-1a
Peremajaan dilakukan dengan menumbuhkan stok bakteri B. Lichen formis HSA3-1a ke dalam medium LA
(Luria Agar) modifikasi + 0,5% koloidal kitin untuk memperoleh isolat yang segar | 7],

2.2 Produksi Kitin Deasetilase

Produksi kitin deasctilase diawali dengan pembuatan inokulum kemudian dilanjutkan dengan proses
fermentasi (produksi enzim), dimana biakan bakteri murni  hasil percmajaan dimasukkan ke dalam
erlenmeyer yang masing-masing telah diisi 50 mL medium inokulum lalu diinkubasi dalam shaker incubator
180 rpm, 50°C sclama 20-24 jam. Komposisi medium adalah yeast ckstrak (0,05%). NaCl (0.1%). bakto
pepton (0.01%), CaCl, (0,01%), K;HPO,4 (0.01%), MgSO4 TH,0 (0.01%), koloidal kitin (0.5 %) sebagai
substrat. Untuk produksi enzim. 10-15% inokulum aktif dimasukkan ke dalam erlenmeyer yang berisi
medium produksi yang komposisinya sama dengan medium inokulum, kemudian diinkubasi pada kondisi
yang sama sclama 4 hari dengan shaker incubator. Penarikan contoh tiap 24 jam dilkakukan untuk
pengukuran OD (Cptical Density), uji aktivitas kitin deasetilase dan uji protein dengan metode Lowry [3, 4,
7. 8].

Filtrat kultur (enzim ckstrak kasar) diperoleh dengan sentrifugasi larutan contoh pada keccpatan 3000 rpm,
suhu 4°C sclama 15 menit. Pengukuran dilakukan selama 4 hari utuk menentukan pencapaian kondisi

optimum [4].

2.3 Uji Aktivitas Kitin deasetilase

Prinsip pengukuran kitinasc adalah berdasarkan jumlah gula pereduksi dihasilkan dari hidrolisis koloidal
kitin dengan metode Tokoyasu termodifikasi. Campuran reaksi terdiri dari Larutan digesti meliputi 100 ul
substrat glikol kitin, 300 pL bufer, dan 200 puL enzim diinkubasi 30 menit pada suhu optimumnya, kontrol
enzim adalah enzim yang diinkubasi terpisah dengan buffer dan substrat selama 30 menit. Larutan digesti
diambil 500 pl., kemudian ditambahkan 500 pl. asam asetat 33% dan 500 ul natrium nitrit 5%. dikocok dan
didiamkan 10 menit suhu ruang. Setelah itu ditambahkan 500 pL amonium sulfamat 12.5%. Lalu
ditambahkan 2000 u1. asam klorida 5%, dan 200 pl indol 1%, direbus 5 menit dan didinginkan. Sclanjutnya
ditambahkan 2000 ul. etanol 96% Konsentrasi glukosamin yang hereaksi dengan indol membentuk warna
merah bata, dan absorbansinya diukur pada panjang gelombang 405 nm. Standar yang digunakan adalah
glukosamin standar dengan variasi konsentrasi 0.02, 0,04, 0,06, 0.08, 0.1, 0.2, 0.4. 0.6. 0.8, 1.0 mM [9].

2.4 Penentuan kadar protein

Penentuan kadar protein dilakukan dengan menggunakan metode Lowry, dengan menggunakan standar
Bovine Serum Albumin (BSA), dimana sebanyak 2 mL enzim direaksikan 2,75 mL reagen {lowry B dan
didiamkan pada subu kamar. Setelah 15 menit, ditambahkan reagen lowry A sebanyak 0,25 mlL,
dihomogenkan lalu didiamkan pada suhu kamar selama 30 menit. Absorbansi diukur dengan menggunakan
spektrofotometer pada panjang gelombang maksimum (% 640 nm) [§] .

2.5 Potensi Antimikroba

Uji potensi kitin deasctilase antimikroba dilakukan dengan metode lempeng atau difusi agar dengan
menggunakan cakram kertas (paper disc). Cakram kertas diberi sampel yaitu kitin deasetilase ekstrak kasar
sehanyak 30 uL kemudian paper disk diletakkan pada permukaan medium MHA (Muller Hinton Agar)
yang telah diinokulasikan bakteri £. Coli dan S. Aureus. Diinkubasi pada  suhu 37°C sclama + 24 Jam,
diukur dacrah  hambatan (zona) dengan menggunakan mistar geser yang dinyatakan dalam milimeter,
Untuk kontrol positif, digunakan kloramfenikol dan untuk kontrol negatif digunakan BSA [10)].
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3. Hasil danPembahasan

3.1 Peremajaan Bakteri Bacillus lichen formis HSA3-1a

Mikroba termofilik B. lichen. formis HSA3-1a mcrupakan isolat yang memiliki aktivitas Kitinolitik dan dapat
tumbuh sccara optimal pada kondisi temperatur 50°C dengan pH 7.0 pada medium LA (Luria agar)
modifikasi dan medium inokulum cair dengan menggunakan koloidal kitin 0,5% scbagai substratnya |3].

Zona
Hidrolisis
[Enzim

o

Gambar 1. Koloni B. lichen, formis HSA3-1a dalam medium padat LA
3.2 Produksi Kitin Deasetilase
B. lichen.formis HSA3-1a ditumbuhkan lcbih lanjut pada medium fermentasi untuk mengetahui kondisi
optimal produksi, sebab dalam medium fermentasi pertumbuhan mikroba dan produk yang dihasilkan dapat
dipantau dengan baik sesuai kondisi yang optimal. Pertumbuhan B. licheniformis HSA3-1a pada medium
fermentasi meningkat dalam interval pertambahan waktu. Dari hasil penarikan contoh yang dilakukan tiap

interval 6 dan 18 jam selama 4 hari. peningkatan terus terjadi hingga hari ke-3 dan mulai menurun pada hari
ke-4.

e

o o
8] [#4] B (%)

=]

Pertumbuhan (OD)
o
[y

o

0 12 24 36 48 60 72 84 96
Waktu inkubasi (jam)

Gambar 2. Kurva pertumbuhan (OD) terhadap waktu inkubasi

Pada grafik terlihat bahwa pertumbuhan optimal mikroba dari tiap interval penarikan contoh adalah pada
waktu inkubasi 72 jam (3 hari) dengan nilai OD 0.428 kemudian menurun pada penarikan contoh untuk 78
dan 80 jam (hari ke-4). Hal tersebut discbabkan karena terjadinya akumulasi bahan toksik, nutrien yang
sangat terbatas schingga banyak sel yang mati. Jumlah sel mati bertambah secara cksponensial atau kebalikan
dari fase logaritmik pertumbuhan. Dalam fasc ini sel hidup hanya dapat bertahan untuk sementara, waktu
generasi sangat lama atau bahkan tidak ada sama sckali. Disamping itu sel-sel akan dihancurkan oleh
pengaruh enzim itu sendiri (ofolisis), selanjutnya scl mikroba mati secara total [11].
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Gambar 3. Grafik waktu inkubasi terhadap aktivitas enzim (U/mL) dan kadar protein (mg/mL)

Scjalan dengan pengukuran kurva pertumbuhan (OD) dilakukan pula pengukuran aktivitas enzim. Namun,
terlebih dahulu dilakukan proses sentrifugasi dingin terhadap suspensi bakteri pada subu 4°C dengan
kecepatan 3600 rpm selama 15 menit. Hal tersebut bertujuan untuk mengendapkan sel schingga dapat
diperoleh filtrat enzim, selain itu sentrifugasi pada suhu dingin untuk menghindarkan terjadinya proses
denaturasi akibat panas yang dapat berdampak pada hilangnya kemampuan enzim dalam mengkatalisis. Dari
hasil pengukuran diperolch bahwa aktivitas optimum cnzim terjadi pada hari ke-3 dan mengalami penurunan
pada hari ke-4 (Gambar 3).

Pada gambar 3 terlihat bahwa aktivitas kitin deasctilase mencapai nilai optimum pada waktu inkubasi 72 jam
(hari ke-3) yaitu sebesar 0.0807x10~ U/mL pada hari ke-4 untuk waktu inkubasi 78 dan 90 jam terjadi
penurunan aktivitas enzim yaitu 0,0796x10™ dan 0,0473x10™ U/mL. Enzim pendegradasi kitin,  yaitu kitin
deasctilasc di produksi setclah pertumbuhan mencapai fase stasioner, yaitu pada hari ke-3 (72 jam)
waktu fermentasi, dimana pada fase terscbut aktivitas kitin deasctilase optimum. Hal tersebut discbabkan
oleh terjadinya kondisi tertentu di dalam medium, yaitu kondisi kerapatan sel dan ketersediaan nutrisi
dalam  mediumnya semakin berkurang. Berkurangnya nutrien pada media menyebabkan enzim kitin
deasetilase yang dickskresikan oleh bakteri keluar sel dalam jumlah yang banyak mendegradasi kitin pada
dinding scl mikroba tersebut dan menggunakannya scbagai substrat alternatif [ 12].

3.3 Penentuan kadar protein

Enzim kitin deasctilase yang diperoleh dari proses sentrifugasi dingin, dilanjutkan dengan pengukuran kadar
protcin terhadap tiap pengambilan contoh dengan variasi waktu inkubasi pada media fermentasi produksi.
Hasil pengukuran kadar protein tiap pengambilan contoh enzim ckstak kasar (crude) dengan variasi waktu
fermentasi dapat dilihat pada gambar 3.

Kadar protcin ditentukan dengan metode Lowry. Protein yang terkandung dalam tiap fraksi akan bereaksi
dengan molekul komponen reagen Lowry membentuk larutan berwarna biru. Kadar protein  dihitung
berdasarkan nilai absorbansi yang scbanding dengan kadar protein pada panjang gelombang maksium
(640 nm) terhadap kurva standar bovine serum albumin.

Kadar protein enzim kitin deasetilase dari B. Lichen formis HSA3-1a pada pertumbuhan (OD) optimum yang
diperoleh yaitu  0,0616 mg/mL, dengan aktivitas kitin deasctilase 0,0807x10" Unit/mL, serta aktivitas
spesifik kitin deasetilase yaitu 0,0013 Unit/mg. Enzim kitin deasctilase yang dihasilkan dalam penelitian ini
merupakan enzim ckstrak kasar (crude) yang belum difraksinasi dengan amonium sulfat, schingga masih
diperoleh aktivitas kitin deasetilase yang kecil

Tabel 1. Kadar protein, dan aktivititas spesi

ik kitin deasetilase dari B. lichen.formis HISA3-1a

. . Akt. Kitin Akt. spesifik
Kadar protein

Sampel (mg/mL) decasctilase  Kitin deasctilase
S —— (U/mL) _ (Uimg)
Kitin .
Q07
deasetilase 0,0616 oa {_)ff 0,0013
x10

(_Hﬂff{’)
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3.4 Uji Potensi Antimikroba

Potensi kitin deasetilase sebagai antimikroba merujuk pada kemampuan enzim ini dalam menghidrolisis
kitin. baik kitin dalam komponen struktural dari golongan crustaccae (kepiting. udang dan lobster) maupun
pada dinding scl bakteri dan jamur patogen tanaman |3].

Potensi antimikroba crude kitin deasetilase dari tiap hasil pengambilan contoh selama 4 hari selanjunya
dilakukan pengujian dengan menggunakan metode difusi agar dengan menggunakan cakram kertas (paper
disc). Sclanjutnya paper disc yang tclah diberikan crude enzim dilctakkan pada permukaan medium, sclama
masa inkubasi enzim akan berdifusi ke dalam medium yang scbelumnya telah diinokulasi dengan baktcri
yang sensitif dan membentuk dacrah hambatan (zona). Hasil yang diperolch untuk 2 bakteri uji dapat dilihat
pada table 2.

Pengujian bioaktivitas Kitin dcasetilase menggunakan ckstrak kasar scbanyak 30 pL. Sebagai control
ncgative digunakan BSA (Bovine Serum Albumin) dan control positif digunakan kloramfenikol. Kontrol
positif yang digunakan diasumsikan sebagai antimikroba standar yang bioaktivitasnya 100%. Data hasil
pengujian bioaktivitas (Tabel 2) menunjukkan bahwa ekstrak kasar kitin deasetilase dari tiap pengambilan
contoh dapat menghambat pertumbuhan bakteri uji dengan kemampuan yang beragam. Kitin deasetilase
memperlihatkan hambatan yang cfektif terhadap pertumbuhan bakteri S, aureus pada waktu optimum
inkubasi cnzim selama 72 jam dengan zona hambatan schesar 8,6 mm, persentase daya hambat sebesar
30,71%. Hal yang sama juga terlihat pada E.coli dengan zona hambatan sebesar 9,6 mm dan persentase daya
hambat sebesar 56,30% untuk waktu inkubasi enzim yang sama yaitu 72 jam.

Tabel 2. Bioaktivitas kitin deasetilase terhadap bakteri E.coli dan S. aureus
Daya Hambat Terhadap Bakteri

. (mm)
No Pgngambilun conFoh
" Kitin Deasetilase (jam)  E. coli & S. aureus o
(mm) o (mm) "
I 6 9,2 53,96 6.0 0
2. 24 9.3 54,55 6.9 24,64
3. 30 9.5 55,72 6,0 0
4. 48 8,95 52,49 6,0 0
5. 54 9.4 55,13 6.0 0
6. 72 9.6 56,30 8.6 30,71
7 78 8,4 4927 7,2 28,71
8. 90 8.5 49,85 6,7 23,92
9. BSA (Kontrol Negatif) 6,0 0 6,0 0
10. Mmamfcm]f(?l‘(l\ontm} 17.05 100 28.0 100
Positif)
Gambar 4. Bioaktivitas crude kitin Gambar 5. Bioaktivitas crude kitin deasctilase
deasetilase terhadap pertumbuhan E.Coli pertumbuhan S. aureus
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Mckanisme degradasi hidrolisis kitin terhadap bakteri terkait adanya kitin pada dinding scl bakteri yang
dimanfaatkan oleh kitin deasetilase sebagai substratnya. Penghambatan atau terbunuhnya mikroba yaitu
enzim mampu  menembus  dinding  sel  serta dapat  menghambat  sintesis dinding scl menycebabkan
terjadinya kerusakan dinding sel akibat perbedaan tekanan osmotik di dalam dan di luar yang berakibat
fungsi integritas scl mengalami lisis. Olch karena itu, sctiap zat yang mampu merusak dinding sel atau
mencegah - sintesisnya, akan menyebabkan terbentuknya  sel-sel yang pcka terhadap tckanan osmotik
(3,13].

4. Simpulan

I Kitin deasetilase diproduksi sccara optimum oleh B. lichen formis HSA3-1a selama 72 Jam waktu
fermentasi dengan karakteristik ezim antara lain aktivitas enzim sebesar 0.0807x107 Unit/mL. kadar
protein 00616 mg/mL serta aktivitas spesifik 0,0013 Unit/mg .

Ekstrak kasar kitin deasctilase dari B. lichen formis HSA3-1a dapat digunakan scbagai antimikroba
dengan menghambat pertumbuhan bakteri uji yaitu E.coli dengan persentase daya hambat scbesar 56,3%
(zona hambat 9,6 mm) dan S. aureus dengan persentase daya hambat schesar 30,71% (zona hambat 8.6
mm)

(o]
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