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1. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Ganoderma.sp adalah jamur pangkal batang yang bersifat saprofit dan
juga bersifat patogen pada tanaman kelapa sawit (Elais guineensis jack). Di
Indonesia,penyakit busuk pangkal batang oleh G.boninense adalah penyakit yang
terpentingdalam perkebunan kelapa sawit. Karena insiden penyakit ini semakin
lama semakin meningkat. Kelapa sawit yang dibudidayakan sesudah penanaman
beberapa generasi akan mendapat serangan yang lebih berat dari penyakit busuk
pangkal batang. Menurut Venkatarayan (1936), jenis G.boninensedapat
menyerang 44 jenis tanaman, yang termasuk kedalam 34 genus FElais, antara lain:
kelapa, pinang, dan kelapa sawit. Sumber infeksi yang berperan pentng bagi
tanaman kelapa sawit diantaranya tunggul — tunggul kelapa dan kelapa sawit itu
sendiri (Khairuddin,1993). Penularan penyakit ini terjadi melalui kontak akar
tanaman sehat dengan sumber infeksi didalam tanah seperti potongan akar padat
dan batang yang mengandung koloni patogen (Haryono,2000).

G.boninensetermasuk jamur yang membentuk banyak tubuh buah dan
sampai sekarang peran sporanya belum diketahui dengan jelas. Namun pada
umumnya dianggap bahwa spora (Basidiospora) tidak dapat menyebabkan
terjadinya infeksi langsung pada tanaman kelapa sawit, sehingga diduga bahwa
dengan spora ini jamur dapat berkembang pada tunggul — tunggul atau kayu —
kayu yang seterusnya bahan — bahan ini dapat menjadi sumber infeksi bagi kelapa
sawit sehat. Jadi spora lebih berfungsi untuk menyebarkan sumber infeksi
(Haryono,2000).

Pengendalian penyakit busuk pangkal batang dapat dilakukan juga dengan
menggunakan agens hayati seperti bakteri kitinolitik (Duffy, 1995). Bakteri
tersebut mampu mengeluarkan enzim yang dapat menguraikan dinding sel jamur
atau hama yang mengandung komponen kitin. Bakteri kitinolitik dapat
menghasilkan endokitinase, kitobiase, dan eksokitinase yang bekerja secara
sinergis dalam mendegradasi kitin menjadi N-asetilglukosamin bebas. Selain

kemampuannya mendegradasi kitin secara langsung, kitinase melepaskan oligo-
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N-asetilglukosamin yang berfungsi mengaktifkan mekanisme pertahanan tubuh
tanaman (Gohel et al. 2006).

Bacillus sp. BPPT CC 2 merupakan isolat yang diperoleh dari hasil
penapisan air di Sumatera Utara. Isolat ini berbentuk batang dan berpotensi
sebagai penghasil enzim kitinase. Optimasi telah dilakukan untuk produksi N-
asetilglukosaminmenggunakan enzim kitinase yang berasal dari bakteri
ini.Menurut Manggadani (2012), bakteri Bacillus sp. BPPTCC 2 memiliki
rendemen N-asetilglukosamin tertinggi sampai dengan nilai 99.41% dari proses
hidrolisis 3%substrat kitin flakes dengan aktivitas sebesar 0.2 Unit enzim dengan
pH 7.0 dan suhu inkubasi 37°Cselama 5 hari (Maggadani 2012). Hasil tersebut
sangat tinggi, sehingga mengindikasikan bahwa enzimkitinase dari Bacillus sp.
BPPTCC 2 dapat digunakan untuk biokonversi kitin menjadi N-asetilglukosamin
untuk kepentinganindustri.

Enzim kitinase memiliki peranan penting pada pengendalian busuk
pangkal batang (Ganoderma boninense) pada kelapa sawit. Bakteri Bacillus sp
BPPTCC 2 memilikipotensi untukmenghasilkan enzim kitinase. Namun,penelitian
yang telah dilakukan hanya pada kualitatif sehingga perlu dilakukan penelitian

lebih lanjut secara kuantitatif.

1.2. Tujuan
1. Mengetahui isolat Bacillus sp. BPPTCC 2 sebagai penghasil enzim kitinase
dan antagonis terhadap G.boninense
2. Mengukuraktivitas enzim kitinase dari bakteri Bacillus sp.BPPTCC 2 secara
kuantitatif.
3. Mengukurkadar protein dari bakteri Bacillus sp.BPPTCC 2 secara
kuantitatif.
4. Mengetahui konfirmasi aktivitas enzim kitinase dan antagonisme yang
dihasilkan isolat Bacillus sp. BPPTCC 2
5.  Mengukur tingkat kemurnian enzim kitinase daribakteri Bacillus
sp.BPPTCC 2 secara kuantitatif
1.3. Hipotesis
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IsolatBacillus sp.BPPTCC 2 merupakan bakteri penghasil enzim kitinase
dan bersifat antagonis terhadap G.boninense.
Isolat Bacillus sp. BPPTCC 2 memiliki aktivitas enzim yang tinggi.
Isolat Bacillus sp. BPPTCC 2 memiliki kadar protein yang tinggi.
Isolat Bacillus sp. BPPTCC 2 memiliki tingkat kemurnian yang tinggi.
1.4. Manfaat
Penelitian ini diharapkan memberikan kontribusi pada perkembangan iptek
terutama pada bidang perkebunan

Bahan informasi untuk penelitian yang lebih lanjut dan instansi terkait
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2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Kelapa Sawit

Berdasarkan bukti-bukti yang ada, kelapa sawit diperkirakan berasal dari
Nigeria, Afrika barat. Namun ada pula yang menyatakan tanaman tersebut berasal
dari Amerika, yakni Brazilia. Tanaman kelapa sawit berasal dari tanaman tersier,
yang merupakan daratan penghubung yang terletak di antara Afrika dan Amerika.
Kedua daratan itu kemudian terpisah oleh lautan menjadi dua benua Afrika dan
Amerika sehingga tempat asal komoditas kelapa sawit tidak lagi dipermasalahkan
orang (Risza, 1994). Kelapa sawit saat ini telah berkembang pesat di Asia
Tenggara, khususnya Indonesia dan Malaysia, dan justru bukan di Afrika barat
atau Amerika yang dianggap sebagai daerah asalnya. Masuknya bibit kelapa sawit
ke Indonesia pada tahun 1948 hanya sebanyak empat batang yang berasal dari
Bourbon (Mauritus) dan Amsterdam. Keempat batang bibit kelapa sawit tersebut
ditanam di Kebun Raya Bogor dan selanjutnya disebarkan di Deli Sumatera Utara
(Risza, 1994).

Kelapa sawit di Indonesia dewasa ini merupakan komoditas primadona.
Luasnya perkebunan kelapa sawit terus berkembang dan tidak hanya merupakan
monopoli perkebunan besar negara atau perkebunan besar swasta. Perkebunan
kelapa sawit yang semula hanya di Sumatera Utara dan Daerah Istimewa Aceh
saat ini sudah berkembang di beberapa provinsi antara lain Sumatera Barat,
Sumatera Selatan, Jambi, Bengkulu, Riau, Kalimantan Timur, Kalimantan Barat,
Kalimantan Tengah, Kalimantan Selatan, Irian Jaya, Sulawesi selatan, Sulawesi
Tengah, Sulawesi Utara dan Jawa Barat. Permintaan minyak kelapa sawit
disamping digunakan sebagai industri pangan juga digunakan sebagai bahan
mentah industri non pangan. Jika dilihat dari biaya produksinya, komoditas
kelapa sawit jauh lebih rendah dari pada minyak nabati yang lainnya (Risza,
1994). Di Sumatera, sebagai sentral perkebunan kelapa sawit, banyak daerah baru
tumbuh akibat langsung dari perkebunan sawit. Hal yang cukup fantastis terjadi di
provinsi Riau yang meliputi lima kabupaten, Siak, Pelelawan, Rokan Hulu,

Indragiri, Hulu dan Kampar. Sepanjang jalur lintas timur, lintas tengah, dan lintas
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barat Sumatera antara Medan-Palembang, di kanan kiri jalan yang terlihat
hanyalah hamparan perkebunan sawit dan karet. Tidak heran jika total luas areal
tanaman kelapa sawit di seluruh Indonesia dalam 20 tahun terakhir berkembang
cukup pesat (Budiyanto et al. 2005). Sebagai negara penghasil kelapa sawit
terbesar, Indonesia telah menjadikan komoditas ini sebagai penggerak utama,
pemicu dan pemacu ekonomi Indonesia. Kelapa sawit mengakumulasi hampir
seluruh kegiatan penelitian pengembangan dan rekayasa. Produksi minyak sawit
mentah (CPO) diperkirakan melewati 13 juta ton pada 2005, sedikit lebih rendah
dari produksi Malaysia sebagai produsen CPO terbesar didunia (Lukman, 2005).
Klasifikasi Kelapa sawit menurut Tjitrosoepomo (2002) adalah sebagai

berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta
Subdivisi : Angiospermae

Klas : Monocotyledoneae
Ordo : Arecales

Famili : Arecaceae

Genus : Elaeis

Spesies : Elaeis guineensis Jacq.

2.1.1 Morfologi Tanaman Kelapa Sawit

Kelapa sawit termasuk pohon. Tingginya dapat mencapai 24 m. Bunga dan
buahnya berupa tandan, bercabang banyak. Buahnya kecil, bila masak berwarna
merah kehitaman. Daging buahnya padat. Daging dan kulit buahnya mengandung
minyak. Minyaknya itu digunakan sebagai bahan minyak goreng, sabun, dan lilin.
Ampasnya dimanfaatkan untuk makanan ternak. Ampas yang disebut bungkil itu
digunakan sebagai salah satu bahan pembuatan makanan ayam.
2.1.2 Syarat Tumbuh Kelapa Sawit

Kelapa sawit berkembang biak dengan biji, tumbuh di daerah tropika, pada
ketinggian 0-500 m diatas permukaan laut. Kelapa sawit menyukai tanah yang

subur, di tempat terbuka dan dengan kelembapan yang tinggi. Kelembapan tinggi
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itu antara lain ditentukan oleh adanya curah hujan yang tinggi, sekitar 2000-2500
mm pertahun. Tumbuhan kelapa sawit dibedakan atas dua bagian, yakni bagian
vegetatif dan generatif. Menurut Risza (1994) bagian vegetatif meliputi akar,

batang, dan daun, sedangkan bagian generatif meliputi bunga, buah dan biji.

2.2. Penyakit Busuk Pangkal Batang Pada Kelapa Sawit
1. Biologi Penyebab Penyakit

Menurut Agrios (1996) taksonomi penyakit busuk pangkal batang yaitu :

Kingdom : Fungi

Phylum : Basidiomycota

Class : Basidiomycetes

Subclass : Agaricomycetidae

Order : Polyporales

Family : Ganodermataceae

Genus : Ganoderma

Species : Ganoderma boninense Pat.

Miselium

Gambar 1. miselium G.boninense(Abadi, 1987)

Basidiospora berbentuk elips dengan warna keemasan, bagian sisi atas
membentuk seperti irisan yang datar agak lengkung, permukaannya terlihat
berduridankadangterlihatvakuola.Percobaanuntukmembentukbasidiokarp
padabiakkanmurnibelumpernahberhasil. Pembiakkancendawanpadamedia agar
berupa dekstrose, kentang, dan agar malt, membentuk koloni miselia berwarna

putih seperti kapas dan padaumur 8 hari atau lebih, maka biakkan
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mengalamiperubahan warna menjadi kuning kecoklatan pada bagian tengahnya
(Abadi, 1987). Basidiospora
tidakmempunyaikemampuanparasitikyangcukuptetapi
mempunyaikemampuansaprofitik untukmengkolonisubstratdanmembangun
inokulum yang berpotensi untuk menginfeksi tanaman sehat. Cara penularan
utamayangterjadidilapanganadalahmelalui kontak akar pada tanaman sakit
(Turner, 1981).

Sejumlahfaktorlingkungantelah ~ dilaporkan  memilikipengaruhterhadap
perkembangan penyakit busuk pangkal batang. Kondisi yang melemahkan
tanamandapatmempredisposisiinfeksi. Tekstur tanahpesisir yang liat, kadar Na dan
Mg yang tinggi dan kekurangan hara tertentu dapat meningkatkan insiden di
lapangan (Turner, 1981). Di Indonesia, G.boninense dapat tumbuh pada pH 3-8.5
dengan temperatur optimal 30°C dan terganggu pertumbuhannya pada suhu 15°C
dan 35°C, dan tidak dapat tumbuh pada suhu 40°C. Penyebab busuk pangkal
batang pada kelapa sawit berbeda di tiap negara.

DiAfrikaSelatan, busukpangkalbatang disebabkanolehG. lucidumK
arst.sedangkandiNigeriadisebabkanolehjamur G.zonatum,
G.encidum,G.colossus,danG.applanatum. Di Malaysia, spesies
teridentifikasisebagaipenyebabbusukpangkalbatangyaitu G.boninense,
sementaraG.tornatum hanyaditemukantumbuhdipedalamandandatarantinggi
dengancurahhujantinggi.Dilndonesia,jamur G.boninensePat.teridentifikasi
sebagaispesiesjamuryangpalingumum menyerangpadatanaman kelapa sawit
(Jing,2007).

2. Daur Hidup PenyakitBusuk Pangkal Batang

Di Indonesia,G.boninense Pat. dapat tumbuh pada pH 3-8.5 dengan
temperatur optimal 30°C dan terganggu pertumbuhannya pada suhu 15°C dan
35°C, dan tidak dapat tumbuh pada suhu 40°C.Penyebabbusukpangkalbatang
padakelapasawitberbedaditiapnegara.DiAfrikaSelatan, busukpangkalbatang
disebabkanolehG./ucidumKarst.sedangkandiNigeriadisebabkanolehjamur

G.zonatum,G.encidum, G.colossus,danG.applanatum. Di  Malaysia, spesies
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teridentifikasisebagaipenyebabbusukpangkalbatangyaitu G.boninensePat.,
sementaraG.tornatum hanyaditemukantumbuhdipedalamandandatarantinggi
dengancurahhujantinggi.Dilndonesia,jamur G.boninensePat.teridentifikasi
sebagaispesiesjamuryangpalingumum menyerangpadatanamankelapasawit (Jing,
2007).
3. Gejala SeranganBusuk Pangkal Batang

Gejala ditandai dengan mati dan mengeringnya tanaman dapat terjadi
bersamaandenganadanyaseranganrayap. Dapat diasumsikan jika gejalapada daun
terlihat, maka setengah batang kelapa sawit telah hancur oleh G.boninense
Pat.Padatanamanbelum menghasilkan,saatgejalamuncul,tanamanakanmati
setelah7sampail 2bulan,sementaratanamandewasaakanmatisetelah 2tahun.
Saatgejalatajukmuncul,biasanyasetengahdarijaringandidalam pangkalbatang
sudahmatiolehG.boninense Pat.Sebagaitambahan,gejalainternalyangditandai
denganbusuk pangkalbatangmuncul.Dalam jaringanyangbusuk,lukaterlihat dari
area berwarna coklat muda diikuti dengan area gelap seperti bayangan pita, yang
umumnya disebut zona reaksi resin (Semangun, 1990).

Secara mikroskopik, pada jaringan korteks dari akar yang terinfeksi
berubah menjadi coklat sampai putih. Pada serangan lanjutan, jaringan korteks
menjadirapuhdanmudahhancur.Jaringansteleakarterinfeksimenjadihitam
padaseranganberat.Hifaumumnyaberada pada jaringan korteks, endodermis,
perisel xilemdanfloem.Klamidosporaseringdibentukuntukbertahanhidup
padakondisiekstrim.Bilatanamansawitsudahterserangberat, tubuhbuahjamur akan
muncul pada bagian pangkal batang G.boninensePat. akan terbentuk
padapangkalbatangatauakarsakit didekatbatang. Tanamanmatidalam6-12bulan
setelahterlihatgejalaawalpada  daun,danbanyaktanamansakittumbang  sebelum
badanbuahjamurterbentuk
terutamapadatanamanmudadengangenerasitanamanyanglebihbesar,misalnya pada
pertanaman sawit generasi ketiga dan keempat (Susanto, 2007).

4. Faktor yang Mempengaruhi
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Saatini,pertumbuhanpenyakitG.boninensediperkebunankelapa sawit
terutamadipicu oleh generasi perkebunan. Semakin tinggi generasi perkebunan,
semakin parah serangan penyakit hingga menyerang tanaman belum
menghasilkan.Padaperkebunankelapa sawit di lahan gambut, perkembangan
infeksiG.boninensecenderungmeningkat,disebabkanolehmekanisme pemencaran
melalui  basidiospora.  Penyakit busuk  pangkal batang terutama
menyebarmelaluikontakakardaritanamansehatdengansumberinokulum yang
dapatberupaakarataubatangsakit.Selain =~ batang  kelapasawit, akar  yang
terinfeksimerupakaninokulum = utamapenyakitG.boninensepadakelapa  sawit.
Mekanisme infeksi didukung oleh pola persebaran penyakit yang mengelompok
(Idris, 2008).

Tanamansakitbiasanyadikelilingioleh tanamansakitdengangejalalebih
ringan. Banyak sekali kelapa sawit yang mati akibat busuk pangkal batang ketika
sistem underplanting digunakan.Karenametodeinimennggunakansistem
penanamantanamanmudadibawahtanamantua.Disisi lain,basidiospora juga
telahdinyatakanmemainkanperananpentingdalam menyebarkanpenyakit.
Basidiosporatidakselalumembentukmiselium sekunderdantubuhbuahkarena
memerlukan tipe perkawinan yang sama. Basidiospora dibebaskan dan menyebar
secarabesar-besaranpadapukul22.00-06.00,danlebihsedikitpadapukul12.00-
16.00.Pemencaraninijugadibantuolehkumbang Oryctesrhinocerosyang larvanya
umum ditemukan  pada batang kelapa sawit yang busuk (Susanto,
2007).

5. Pengendalian PenyakitBusuk Pangkal Batang
Hasil-hasilpenelitianyangtelah dilakukan menghasilkan strategi
pengendalian penyakit BPB yang paling menjanjikanyaitudengan menerapkan
pengendalianterpaduyang merupakankombinasidaripengendalianhayatiyaitu
perlakuanbibitdenganjamurantagonis(7richodermaspp.danGliocladium spp.)
danMikoriza,pemanfaatantanamanyangtoleranterhadapserangan Ganoderma,

pembuatanparitisolasiuntuktanaman terinfeksi,danpemusnahaninokulum
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dengancaramembongkartanahdanmemusnahkan tunggul-tunggulsertaakar- akar
tanaman terinfeksi kemudian dibakar (Lizarmi, 2011 ).

SusantodanAgus (2008)menyatakanbahwainfeksipadatanamanmuda (umur
1-6 tahun) tanaman dimatikan dengan melakukan penyuntikkan. Pada
daerahbekastanamansakitdibuatlubangbesarberukuranlm x1mx60cm kemudian
lubang dibiarkan minimal selama 6 bulan, baru dilakukan penanaman
danpemberian200gr7richoderma atau400gr Marfu.Tanahuntukmenimbun
kembalisisipandiambildari  topsoilyangbaru.Perlakuanyangsamajuga diberikan
pada tanaman muda yang terserang beratG.boninense. Di areal konversi, bila ada
tanaman yang terserang G.boninense dibuat parit keliling pohonsejarak2,5m
daripangkalpohonsedalam 80cm.Kemudianditabur
belerangkedindingparitsebelahdalam sebanyak3-4kg/pohon.Padatanaman umur 7—
23 tahun dilakukan pembumbunan pada pangkal pohon dengan tujuan
menumbuhkanakarbarudanmencegah  agar  pohon tidaktumbang, namun
pembumbunan tidak mampu untuk membunuh patogen G.boninense
Pembumbunan minimal selebar 75 cm dan tinggi 30 cm.

2.3. Enzim Kitinase

1. Senyawa Kitin

Kitin adalah suatu polisakarida, polimer linier yang tersusun oleh
monomernya B-1,4-N-asetilglukosamin. Kelimpahan kitin di alam menempati
urutan terbesar kedua setelah selulosa dan terdistribusi luas di lingkungan biosfer
seperti pada kulit crustaceae (kepiting, udang dan lobster), ubur-ubur, komponen
struktural eksoskeleton insekta, dinding sel fungi (22-40%), alga juga dalam
nematoda, binatang ataupun tumbuhan. Pada binatang, kitin merupakan struktur
yang rigid pada eksoskeleton. Hal ini dikarenakan pada rantai polimer N-
asetilglukosamin terdapat ikatan hidrogen antar molekul membentuk mikrofibril
menghasilkan struktur yang stabil dan rigid, tidak larut dalam air sehingga dapat
mengkristal (Emma, 1997).

Seperti halnya pada fungi, kitin yang ditemukan dalam tanaman juga

mendukung dinding selnya. Keberadaan kitin di alam yang sangat melimpah ini
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dengan cepat terdegradasi, karena adanya beberapa bakteri dan fungi yang
mempunyai enzim kitinase yang mampu mendegradasi kitin. Kitin dapat
didegradasi dalam dua jalur. Pertama adalah degradasi oleh mekanisme kitinolitik
yang menghidrolisis ikatan 8-1,4-glikosida, atau polimer mengalami deasetilasi
pertama yang selanjutnya dihidrolisis oleh kitosanase. Jumlah kitin yang dapat
dihasilkan per tahunnya dalam biosfer sangat banyak sekali. Pada tahun 1993
diperkirakan dunia dapat memperoleh kembali kitin dari invertebrata laut

sebanyak 37.000 ton dan meningkat menjadi 80.000 ton pada tahun 2000

(Kihaciro et al.2002).
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Gambar 2. Struktur kimia dari kitin. Kotak abu-abu menunjukkan satu subunit N-
acetlyglucosamine dari rantai kitin. (b) Dua jenis utama dari kitin
dicirikan oleh penataan rantai antiparalel (4-kitin) atau parallel (a-
kitin) (Scopes,1994).
2. Klasifikasi Kitinase
Kitinase dapat diperoleh dari berbagai organisme, termasuk virus, bakteri,
jamur, serangga, tumbuhan tingkat tinggi dan hewan, yang mampu
menghidrolisis kitin (Park et al., 1997 ). Semua enzim yangdapat mendegradasi
kitin disebut sebagai kitinase. Peran kitinase dalam organisme sangat beragam.
Berdasarkan mode of action, kitinase dapat diklasifikasikan ke dalam dua
kategori utama, endo dan ekso-kitinase. Endokitinase mendegradasi kitin secara
acak dari dalam menghasilkan oligomer pendek N-asetil-D-glukosamin.
Eksokitinase memotong kitin hanya dari ujung non reduksi. Bila hasil

pemotongan berupa dimer (B-1,4-Nasetil-glukosamin) disebut kitobiosidase,
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namun bila potongan yang dihasilkan berupa monomer maka enzim tersebut
dinamakan N-asetilglukosaminidase (Shakhbazau, 2009). Berdasarkan komposisi
asam amino dan kesamaan sekuen, kitinase dapat diklasifikasikan ke dalam lima
kelas, I, II, III, IV dan V. Kitinase pada tanaman sebagian besar berada dalam
kelas 1-1V. Kitianse kelas I, memiliki domain N-terminal kaya sistein dan
domain kitin berikatan hevein (chitin-binding hevein-like domain). Kitinase kelas
II tersusun dari domain katalitik yang monomernya homologi dengan domain
katalitik kitinase kelas I, tetapi tidak memiliki domain N-terminal kaya sistein dan
domain kitin berikatan hevein. Selain pada tanaman, kitinase kelas II juga
ditemukan pada jamur dan bakteri. Kitinase kelas III hanya memiliki sekuen yang
homologi dengan kitinase Hevea brasiliensis, dan tidak memiliki kesamaan
sekuen dengan kitinase tanaman lain. Kitinase kelas IV memiliki kesamaan
struktur tetapi sekuen berbeda dengan kitinase kelas 1 dan kitinase ini mewakili
kelompok kitinase ekstraseluler. Kitinase kelas V, umumnya kitinase yang
terdapat pada bakteri. Semua kitinase dikelompokkan menjadi tiga keluarga
hidrolase glycosyl (GH) yaitu keluarga (family) 18, 19 dan 20. Family 18
meliputi kitinase dari bakteri, jamur, virus, dan beberapa kitinase dari tanaman
dan hewan (kelas III dan V). Family 19 meliputi keseluruhan kitinase tanaman
(kelas I, II, dan IV). Family 20 meliputi B-N-acetylhexosaminidases dari bakteri
streptomycetes dan manusia (Shakhbazau, 2009).
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Gambar 3.Skema pola pemutusan domain enzimkitinolitik. Subunit dari
rantai kitin diperlihatkandengan warna biru terang dan ujung
gulapereduksi  dengan warna abu-abu. Garis putus-
putusmenunjukkan bahwa substrat polimer lebihpanjang dari
yang ditampilkan pada gambar (Shakhbazau, 2009).

Gambar 4. Struktur GH19 kitinase barley (kiri, ID PDB 1cns) dan ChiG dari S.

coelicolor (kanan, ID PDB 2¢jl). Rantai samping katalitik ditampilkan
dalam warna hijau. Rantai samping beberapa residu yang terlibat
dalam mengikat substrat dan katalisis ditampilkan dalam warna merah

dan ungu (Cohen and Chet, 1998).

2.4 Biosintesis Enzim Kitinase Pada Mikroorganisme
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Pengamatan biosintesis enzim kitinase melalui sistem represor-induser.
Kitin dan produk hasil degradasinya (oligomer/monomer) berperan sebagai
induser (Sahai and Manocha, 1993). Glukosamin dapat menginduksi kitinase
karena pada kitosan (kitin yang menghasilkan deasetilase) masih terdapat sekitar
10-20% residu asetil (Sahai and Manocha, 1993).

Pengaturan sintesis kitinase dipengaruhi juga oleh produk akhir (katabolit)
berupa GlcNAc dan glukosa. Kitin yang dipreparasi dengan hidrolisis parsial
dengan HCl 10 N akan menghasilkan koloidal kitin yang mampu menginduksi
kitinase  kompleks sepertt  N-asetilglukosaminidase, endokitinase = dan
kitobiosidase pada Aeromonas caviae (Inbar and Chet, 1991), Enterobacter
agglomerans (Chernin et al.1995) dan Trichoderma harzianum (Haran et al.
1995).

Kemampuan menginduksi sintesis kitinase dipengaruhi kemampuan sel
mikroorganisme untuk mengenal struktur fisik kitin seperti susunan rantai.
Beberapa mikroorganisme memproduksi protein seperti lektin yang mengikat
secara khusus kristal a-kitin. Sel juga dapat mengenal derjat deasetilasi dari
jumlah glukosamin dan GlcNAc relatif yang dibebaskan selama degradasi kitin.

2.5 Klasifikasi Enzim Kitinase

Kitinase poli 1,4-B(2 asetamido-2deoksi-D-glukosaminide)
glikanohidrolase adalah enzim yang menghidrolisis ikatan B-1,4-asetamido-2
deoksi-D-glikosida dari kitin dan kitodekstrin (Bielka et al. 1984).mekanisme
proses hidrolisis tersebut tergantung dari tipe-tipe kitinase dan kemampuan
mengkatalis dengan produk akhir yang berbeda.

Polimer N-asetilglukosamin yang cukup banyak ditemukan dalm dinding
sel jamur dan eksoskeleton dari serangga dan krustasea, dimana kesamaan
rangkaian peptida dan eksoskeleton untuk mengelompokkan kitinase ke dalam
lima kelas. Kelas I, II, dan IV teridiri dari kitinase yang bersumber dari tanaman
dan secara struktural tidak berhubungan dengan kelas III dan V. Kitinase kelas I1I
diperoleh terutama dari tumbuhan dan jamur, sedangkan kelas V mewakili

sebagian besar bakteri kitinase (Cohen et al. 1998).
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Sistim tata nama dan penggolongan enzim kitinase masih banyak
menimbulkan keracunan. Harman et al (1993) membagi kitnase dalam tiga tipe
yaitu:

a. Eksokitinase (belum memiliki nomor entry dalam Enzyme Nomenclature)
dinamakan juga kitobiosidase atau kitin-1,4-B-khitobiosidase, yaitu enzim
yang mengkatalis secara aktif pembebasan unit-unit diasetilkitobiose tanpa
ada unit-unit monosakarida atau oligosakarida yang dibentuk. Pemotongan
hanya terjadi pada ujung non reduksi mikrofibril kitin dan tidak secara
acak.

b. Endokitinase (EC. 3.2.1.14) yaitu ensim yang memotong secara acak
ikatan -1,4 bagian internal mikrofibril kitin. Produk akhir yang terbentuk
berupa oligomer pendek N-asetilglukosamin (GlcNAc) yang mempunyai
berat molekul rendah seperti kitotetraose, kitotetriose dengan didominasi
oleh diasetilkitobise. Produk yang dihasilkan bersifat mudah larut.

c. PB-1,4-N asetilglukosamidase (EC.3.2.1.30) adalah suatu enzim kitinolitik
yang bekerja pada pemutusan diasetilkitobiose, kitotriose dan kitotetraose

dengan menghasilkan monomer-monomer GIcNAc.

2.6 Metode Pemekatan Cairan Enzim dan Pengukuran Aktifitas Kitinase

Enzim yang berada pada cairan kultur belum 100% terdiri atas protein
enzim yang diinginkan, sehingga perlu pemurnian untuk memisahkannya dari
senyawa-senyawa lain. Tahap awal dalam pemurnian enzim adalah pemekatan
medium kultivasi. Pemekatan dapat dilakukan dengan beberapa cara yaitu
ultrafiltrasi, liofiliasi dan mengendapkan protein dengan ammonium sufat, aseton,
etanol, atau polietilen glikol (PEG) (Scopes, 1994). Pemekatan enzim kitinase dari
Streptomyces dengan ammonium sulfat pada kejenuhan 70% dan etanol dingin,
dapat meningkatkan kemurnian enzim berturut-turut 5 dan 3,5 kali dibanding
enzim kasarnya (Lloyd et al. 1965). Sementara itu Singh ef al. (1999) menyatakan
bahwa protein kitinase dari Streptomyces sp. 385 yang dipekatkan dengan
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polietilen glikol (PEG), kemurniannya meningkat sebanyak 11,9 kali dibanding
enzim kasarnya..

Pengendapan protein dengan ammonium sulfat adalah cara yang paling
banyak digunakan. Hal ini disebabkan karena ammonium sulfat mudah
didapatkan, harganya relatif murah, bersifat menstabikan enzim serta dapat
mencegah aktifitas enzim proteolitik. Garam ammonium sulfat konsentrasi 2-3 M
dapat menstabilkan enzim selama bebrapa tahun. Kelemahannya adalah tidak
dapat mengendapkan seluruh protein yang telah larut dan bila mengandung logam
dapat merusak enzim (Scopes, 1994).

Pengukuran aktifitas kitinase dalam memecah kitin dapat dilakukan
dengan beberapa cara seperti yang disebutkan Jeaniaux (1966) dan Cabib (1987)
yaitu:

a. Berdasarkan pengurangan substrat.

1. Metode turbidimetri (nepelometri yaitu mengukur variasi turbiditas
(kekeruhan) suspensi  koloidal =~ kitin selama  kitinolisis.
Pengukuruan ini hanya cocok untuk enzim dengan aktifitas tinggi
tapi bersifat cepat dan akurat. Misalnya pengukuran aktifitas enzim
endokitinase.

2. Metodel viskosimentri yaitu pengukuran aktifitas enzim kitinase
terhadap derivat kitin yakni kitosan, glikol kitin atau
karboksimetikitin yang ditandai dengan terjadinya pengurungan
viskositas substrat.

b. Berdasarkan pembentukan produk akhir yaitu GIcNAc (Metode Reissig,
1955). Yaitu pengukuran secara kolorimetrik produk akhir berupa GlcNAc
yang dibebaskan dari kitin dengan p-dimetilaminobenzaldehida. pumol
GlcNac yang dibebaskan dari kitin selama 1 jam dalam kondisi yang
ditetapkan dianggap sebagai satu unit aktifitas kitinase.

c. Spectrometer Assay
Yaitu proses yang menggunakan substrat dari kromogen 3,4, dinitrofenil

tetra N-asetilkitotetraose.
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d. Radiometer Assay

Pengukuran produk diuji dengan menentukan radioaktifitasnya setelah

penghilangan kitin yang belum dipecah dengan cara penyaringan atau

disentrifugasi. Pengujian ini untuk mengetahui sensifitas enzim kitinase
dengan menggunakan substrat yang berlabel *C atau 3H.
2.7 Kegunaan Enzim Kitinase

Enzim kitinase berperan penting dalam kontrol fungi patogen tanaman
secara mikroparasitisme. Kemampuan beberapa spesies sebagai mikroorganisme
biokontrol yang sangat efektif untuk menghambat pertumbuhan fungi patogen
tanaman dikaitkan dengan kemampuannya menghasilkan enzim kitinase (Paulitz
and Belanger, 2001). Kitinase yang diproduksi mikroorganime dapat
menghidrolisis struktur kitin, senyawa utama penyusun dinding sel tabung
kecambah spora dan miselia, sehingga jamur tidak mampu menginfeksi tanaman
(Priyanto et al. 2000).

Kitinase mendapat perhatian yang besar, terutama karena peranan mereka
dalam morfogenesis jamur dan parasitisme. Kepentingan enzim ini dalam banyak
aplikasi kontrol biologi juga telah didokumentasikan (Sahai dan Manocha, 1993).
Salah satu contoh penyakit sasaran yang potensial dikendalikan dengan
mikroorganisme kitinolitik adalah penyakit karat daun kedelai yang disebabkan
jamur Phakopsora pachyrhizi Syd (Priyanto et al. 2000).

Kemampuan bakteri untuk memproduksi kitinase sangat bervariasi,
mungkin disebabkan perbedaan kecil pada gen yang mengkodenya (Tronsmo dan
Harman, 1993). Variasi ini tidak saja terlihat dari jumlah aktifitas kitinase total
yang diproduksi setiap speciesnya, tetapi juga pada jenis kitinase yang dihasilkan.
Semua enzim yang dapat mendegradasi kitin, disebut kitinase total atau kitinase
non-spesifik (Nugroho et al. 2003).

2.8 Faktor-faktor Yang Mempengaruhi Aktifitas Enzim

Enzim mampu mempercepat reaksi kimia paling sedikit 1 juta kali lebih

cepat dari reaksi yang tidak dikatalis. Laju reaksi yang dikatalis enzim lebih cepat

dari katalis lain. Dalam sentesis enzim, parameter lingkungan sangat
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mempengaruhi (Darwis dan Sunarti, 1992). Aktifitas suaenzim dipengaruhi oleh
beberapa faktor, yaitu pH, konsentrasi substrat dan enzim, suhu dan adanya
aktivator atau inhibitor (Lehninger, 1997).

PH berpengaruh karena sifat ionik gugus karboksil dan gugus amino
mudah dipengaruhi pH. Hal ini menyebabkan daerah katalik dan konformasi
enzim jadi berubah. Perubahan pH juga menjadi penyebab denaturasi protein dan
mengakibatkan hilangnya aktifitas enzim. Untuk mempelajari enzim, terlebih
dahulu harus dicari pH optimum dengan menggunakan buffer yang sesuai
(Girindra, 1993).

Pengaruh suhu terlihat pada reaki-reaksi kimia, karenanya reaksi yang
dikatalis enzim peka terhadapt suhu. Hal ini disebabkan karena enzim merupakan
struktur protein pula yang akan mengalami denaturasi jika suhunya dinaikkan dan
menyebabkan menurunnya daya kerja enzim.

Girindra (1993) menyebutkan bahwa kecepatan enzim bereaksi
dipengaruhi pada konsentrasi enzim yang berperan sebagai katalisator. Suatu
reaksti yang dikatalis oleh enzim terlebih dahulu terbentuk komplek enzim
substrat (EZ), yang kemudian terurai menjadi enzim dan produknya.

Aktifitas enzim sendiri diperbesar dengan adanya aktifator yang
mengaktifkan enzim. Aktifator tersebut dapat berupa logam dan non logam yang
merupakan zat-zat non spesifik yang menggiatkan proses enzimatis. Umumnya
aktifator ini merupakan bahan yang tahan panas dan berberat molekul relatif
rendah (Baldwin, 1973).

2.9 Potensi Bakteri Kitinolotik untuk Mengendalikan G.boninense

Pemanfaatan mikrob kitinolitik merupakan salah satu cara pengendalian
hayati yang efektif untuk fungi patogen tanaman. Mikrob inidapat digunakan
langsung sebagai agens antagonis atau menggunakan protein murni dari mikrob
kitinolitik atau melalui manipulasi gen (Singh et al.1999).Enzim kitinase yang
diproduksi mikrob kitinolitik dapat menghidrolisis struktur kitin, yang
merupakan struktur utama penyusun dinding sel, spora, tabung kecambah, dan

miselia fungi, sehingga fungi tidak mampu menginfeksi tanaman. Salah satu
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penyakit yang dapat dikendalikan dengan mikrob kitinolitik adalah penyakit karat
daun kedelai yang disebabkan oleh fungi Phakopsora pachyrhizi Syd. Penyakit
ini sukar dikendalikan dengan varietas tahan karena pergeseran ras patogen yang
cepat sementara sumber ketahanan kedelai sangat terbatas (Priyatno et al.
2001).Pengendalian hayati fungi dengan menggunakan mikroorganisme
kitinolitik didasarkan pada kemampuan mikroorganisme menghasilkan enzim
kitinase dan B1,3-glukanase yang dapat melisis sel fungi (El-Katatny etal. 2000).
Kemampuan kitinolitik bakteri sebagai agens biokontrol patogen dilaporkan oleh
Inbar and Chat (1991), yang menggunakan Aeromonas caviae untuk
mengendalikan beberapa fungi patogen tanaman. Selain A. caviae beberapa
bakteri kitinolitik dilaporkan memiliki potensi sebagai pengendali hayati
misalnya P. syringae, Burkholderiacepasia, Bacillus subtilis, Agrobacterium
radiobacter,  Enterobacter  cloacae = dan  Streptomyces  griseoviridis,

Actinomycetes, (Fravel et al. 1998).
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3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan di Balai Pengkajian dan Penerapan Teknoogi
(BPPT) PUSPIPTEK Serpong, Tangerang Selatan-Banten. Penelitian ini
dilaksanakan pada bulan November 2014 hingga Juli 2015.

3.2. Alat dan Bahan
3.2.1. Alat

Peralatan yang dipergunakan adalah alat sentrifugasi berpendingin
berkecepatan tinggi Hitachi CR 21G, Cool Centrifuge Sorvall-Fresco,
Thermomixer MS- 100 Thermo-Scientific, Kuhner shaker RGH-16, Heidolph
shaker UNIMAX 1010, Rotary Incubator GFL, spektrofotometer UV-Vis
Genesys 10v, pH meter Inolab WPS series, Timbangan digital Radwag WPS
50/C/2, Magnetic stirrer IKA, Minichiller Hubber, Lemari Es (Sanyo, Polytron,
National, Sharp), Pearce®Silver Staining Kit, perlengkapan elektroforesis, otoklaf,
dan alat-alat gelas.

3.2.2. Bahan

Isolat Bacillus sp. BPPTCC-2 (kultur koleksi BPPT), isolat G.boninense
(kultur koleksi Lab.Biotek-BPPT) flake kitin (berasal dari pengolahan kulit udang
oleh BPPT), N-Asetil-D-Glukosamin baku [Sigma-Aldrich], bahan-bahan lain
yang digunakan adalah ekstrak khamir [Himedia], pepton [Himedia], serbuk agar,
Na;HPO4 [Merck], NaH2PO4 [Merck], KH2PO4 [Merck], NaCl (Himedia), NH4Cl
[Merck], MgS04.7H>O [Merck], CaClb.2H20 [Merck], Asam 3,5-Dinitrosalisilat
[Sigma-Aldrich], Bovine serum albumin (BSA) [Sigma-Aldrich], Triton X-100
[Sigma-Aldrich], Ammonium persulfat (APS) [Sigma-Aldrich],
Tetrametilendiamina (TEMED) [Sigma-Aldrich], Tris-base [BioRad],
Merkaptoetanol [Sigma-Aldrich], bromfenol biru [Sigma-Aldrich], formaldehida,
Glutaraldehida [Sigma-Aldrich], Dialysis Tubing Cellulosa Membrane [Sigma-
Aldrich].
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3.3. Metode
3.3.1. Konfirmasi Isolat Bakteri Bacillus sp. BPPTCC 2 sebagai Penghasil
Enzim Kitinase

Konfirmasi isolat potensial dilakukan dengan melakukan pengecekan
zonabening yang dibentuk oleh isolat BPPTCC 2. Inokulasi isolat bakteri dari stok
gliserol ke dalam media LB cair steril dan diinkubasikan pada suhu 37°C selama
12 jam disertai pengadukan 150 rpm. Sebanyak 0,5 mL inokulat tersebut
dipindahkan ke 5 mL media steril dan diinkubasi lagi selama 6 jam. Inokulat
kemudian diteteskan sebanyak 1,0 pL pada media produksi padat yang
mengandung 3% koloidal kitin dan diinkubasi pada suhu 37°C. Isolat yang
menghasilkan kitinase akan menunjukkan zona bening disekelilingnya (Wen et al.
2002).

Bagian bakteri yang menghasilkan zona bening kemudian diinokulasikan
kembali ke medium LB steril dan diinkubasikan pada suhu 37°C selama 6 jam.
Stok kultur agar miring dibuat dengan menginokulasi isolat penghasil zona bening
tersebut dalam media LB agar miring steril dan diinkubasi pada suhu 37°C selama
24 jam.

3.3.2. Uji Antagonis Bakteri BPPTCC 2 Terhadap G.boninense

3.3.2.1. Peremajaan Isolat G.boninense

Isolat G.boninense diperoleh dari Lab. Bioteknologi BPPTSerpong,
kemudian isolat tersebut di subkultur pada media PDA dengan pH 7. Simpan
subkultur tersebut pada suhu ruang dan amati selama 2 minggu.

Gambar 5. Isolat G.boninense
[dokumentasi pribadi]

3.3.2.2. Uji Antagonis
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Bakteri BPPTCC 2 diremajakan di media LB selama 72 jam pada suhu
37°C. Kemampuan bakteri kitinolitik dalam menghambat pertumbuhanfungi diuji
dengan uji antagonisme in vitro dalam cawan petri. Biakan fungi ditumbuhkan di
media PDA dengan jarak 3,5 cm dari cakram tempat inokulum bakteri. Biakan
tersebut diinkubasi selama 72 jam pada suhu ruang. Selanjutnya suspensi bakteri
kitinolitik yang telah ditumbuhkan pada media LB dan diinokulasikan pada
cakram dengan diameter 0,5 cm di bagian tengah media kitin sebanyak 0,01 ml.
Biakan diinokulasi pada suhu 30°C. Akitivitas penghambatan ditentukan
berdasarkan zona hambat yang terbentuk di sekitar koloni. Pengamatan dimulai
dari hari ke-5 sampai hari ke-10 (Irawati, 2008).

3.3.3. Pembuatan Stok dan Pemurnian Parsial Enzim Kitinase
3.3.3.1. Pembuatan Koloidal Kitin

Kitin yang akan digunakan sebagai substrat diproses terlebih dahulu
menjadi koloidal kitin sesuai dengan metode Wen ef al. (2002). Untuk membuat
koloidal kitin 10%, sebanyak 10,0 g serbuk kitin dimasukkan secara bertahap ke
120,0 mL HCI pekat pada suhu 4°C disertai dengan pengadukan kuat. Proses
pengadukan ini dilakukan selama semalaman pada suhu 4°C. Suspensi kitin dalam
HCI pekat ini kemudian ditambahkan kedalam 4,0 L etanol 95% dan disertai
pengadukan kuat. Proses ini kembali dilakukan selama semalam pada suhu ruang.
Campuran ini kemudian disentrifugasi pada kecepatan 6000 rpm selama 20 menit
pada suhu 4°C. Endapan yang diperoleh kemudian dicuci dengan akuades hingga
netral (pH 7,0). Lalu tambahkan air sampai 100 mL.

3.3.3.2. Pembuatan Media Produksi Enzim

Media yang digunakan terdiri dari dua macam yaitu media pemeliharaan
dan media produksi. Media pemeliharaan digunakan media LB ( Luria Bertani)
yang terdiri dari Pepton 1%; Ekstrak khamir 0,5%; dan NaCl 0,5% dan untuk
media padat digunakan serbuk agar 2%. Media dilarutkan dalam akuades dan
diatur pHnya menjadi pH 7,0. Media kemudian disterilisasi dalam autoklaf pada
suhu 121°C selama 15 menit.

Media produksi kitin flakes menggunakan media M9 yang memiliki
komposisi antara lain Na,HPO4 0,065%; KH2PO4 0,15%; NaCl 0,025%; NH4Cl
0,05%; MgS04 0,012%; CaCl, 0,0005%; dan kitin flakes 3%. Bahan-bahan yang
telah ditimbang dilarutkan dalam akuades dan diatur pHnya menjadi 7,0. Media
kemudian disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit (Wen et
al. 2002).

3.3.3.3. Pembuatan Stok Enzim Kitinase
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Isolat dari stok agar miring diambil 2-3 ose dan diinokulasi ke dalam 5 mL
media LB cair. Inkubasi dilakukan pada suhu 37°C dengan pH 7,0 dan kecepatan
putaran 150 rpm selama 12 jam. 1,0 mL dari inokulat tersebut dimasukkan ke
dalam 10 mL media LB cair dengan pH 7,0 dan diinkubasi pada suhu 37°C
selama 6 jam. Kultur inokulum kemudian ditambahkan ke 100 mL media
produksi yang mengandung 3% kitin flakes. Setelah inkubasi pada 37°C selama 3
hari, kultur supernatan diambil dengan cara centirfugasi 6000 rpm selama 15
menit pada suhu 4°C.

3.3.3.4. Pemurnian Parsial dengan Ammonium sulfat

Ekstrak enzim kasar yang telah diperoleh diendapkan dengan variasi
konsentrasi dari ammonium sulfat (20%, 40%, 60%, 80%). Penambahan
ammonium sulfat dilakukan pada suhu 4°C dan diaduk selama 1 jam dan
disentrifuse dengan kecepatan 3000 rpm selama 10 menit pada suhu 4°C pelet
yang diperoleh diresuspensi dengan buffer L-Histidine 0,02 m pH 5,58 dengan
perbandingan 1:2.

3.3.3.5. Dialisis

Enzim yang telah diendapkan dengan ammonium sulfat kemudian
dimurnikan lebih lanjut dengan dialisis. Membrane tubing selulosa yang
digunakan untuk dialysis sebelumnya dicuci dengan air RO untuk menghilangan
kontaminan seperti gliserol. Enzim yang telah diresuspensi kemudian dimasukkan
ke dalam membrane dialysis dengan ukuran 12,4 kDa dan diinkubasi dalam buffer
L-Histidine 0,02 M ph 5,58 selama 12-16 jam pada suhu 4°C.
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3.3.3.6. Pengujian Aktivitas Enzim
3.3.3.6.1. Pembuatan Kurva Kalibrasi N-asetilglukosamin

Pembuatan kurva standar didasarkan pada hasil nilai absorbansi stock
solution NAG pada beberapa konsentrasi. Konsentrasi NAG yang digunakan ialah
pada konsentrasi 0 NAG mg/mL; 0.05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25; 0,3; 0,35; 0,4 dan 0,5
NAG mg/mL. konsetrasi NAG tersebut kemudian dilarutkan dengan air RO
hingga mencapai volume masing masing konsentrasinya sebesar 0,6 ml. Masing-
masing konsentrasi tersebut selanjutnya ditambahkan 0,6 ml DNS dan
diinkubasikan pada air mendidih selama 15 menit dan dihitung absorbansinya
pada panjang gelombang 540 nm.

3.3.3.6.2. Uji Aktivitas Enzim

Didalam suatu tabung dimasukkan campuran yang terdiri dari 0,3 mL 1%
koloidal kitin dan 0,3 mL larutan enzim. Campuran tersebut diinkubasi pada suhu
37°C selama 30 menit. Reaksi dihentikan dengan penambahan 0,6 mL pereaksi
Asam dinitrosalisilat. Campuran kemudian disentrifugasi untuk mengendapkan
sisa kitin yang tidak terhidrolisis dan inkubasi dalam air mendidih selama 15
menit dan didinginkan sampai suhu ruangan. Pengukuran dilakukan dengan
metode spektofotometri pada panjang gelombang 540 nm. Kontrol dibuat dengan
kondisi sama seperti sampel, namun enzim ditambahkan setelah penambahan
asam dinitrosalisilat.

Rumus Perhitungan Aktivitas Enzim :

Aktivitas kitinase (U/mlL)
B [GIcNAc] % faktor pengenceran X 1000
"~ BM GlcNAc x waktu inkubasi X volume enzim

Keterangan :

[GIcNACc] = konsentrasi N-asetilglukosamin
BM GIcNAc =221,21

Waktu inkubasi = 30 menit

Volume sampel =0,3mL

3.3.3.7. Penentuan Kadar Protein

3.3.3.7.1. Pembuatan Kurva Kalibrasi Bovine Serum Albumin
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Sebanyak 20 pL sampel uji dipipet dan dimasukkan dalam microtube. Ke
dalam microtube ditambahkan 1000 uL reagen Bradford. Kemudian microtube
dihomogenkan dan diinkubasi selama 15 menit pada suhu ruang. Absorbansi
diukur pada 595 nm. Kadar protein kemudian diukur dengan memasukan
absorbansi ke dalam persamaan kurva kalibrasi. Kurva kalibrasi kadar protein
dibuat dengan melarutkan menggunakan Bovine Serum Albumin (BSA) sebagai
standar.

3.3.3.7.2. Penentuan Kadar Protein

Sebanyak 20 pL sampel uji dipipet dan dimasukkan dalam microtube. Ke
dalam microtube ditambahkan 1000 uL reagen Bradford. Kemudian microtube
dihomogenkan dan diinkubasi selama 15 menit pada suhu ruang. Absorbansi
diukur pada 595 nm. Kadar protein kemudian diukur dengan memasukan
absorbansi ke dalam persamaan kurva kalibrasi. Kurva kalibrasi kadar protein
dibuat dengan melarutkan menggunakan Bovine Serum Albumin (BSA) sebagai
standar.

3.3.4. Karakterisasi Hasil Pemurnian
3.3.4.1. SDS PAGE

Elektroforesis dilakukan menggunakan sodium dodesil sulfat gel
poliakrilamida (SDS-PAGE) 12% berdasarkan metode Copeland (1994). Penanda
protein yang digunakan adalah low molecular weight marker yang mengandung
phosphorylase b (97 kDa), albumin (66 kDa), ovalbumin (45 kDa), carbonic
anhydrase (30 kDa), trypsin inhibitor (21,1 kDa), dan a-lactalbumin (14,4 kDa).
Penanda protein ini disiapkan dengan melarutkan 3 pL penanda protein dengan 12
uL SDS sample buffer. Perlakuan yang sama juga diberikan untuk sampel yang
akan dielektroforesis. Elektroforesis dijalankan pada 125 volt, 100 A selama 2
jam. Pewarnaan protein dilakukan dengan menggunakan metode silver staining
menggunakan Pierce®Silver Staining Kit. Gel yang sudah selesai dielektroforesis
dicuci dengan air selama 5 menit sebanyak 2 kali. Kemudian gel difiksasi selama
15 menit dengan campuran 30% etanol : 10% asam asetat sebanyak 2 kali. Gel
lalu dicuci kembali dengan 10% etanol sebanyak 2 kali, lalu dilanjutkan dengan
pencucian menggunakan air selama 5 menit sebanyak 2 kali. Gel lalu direndam
dengan sensitizer working solution yang disiapkan dengan melarutkan 50 pL
larutan stok sensitizer ke dalam 25 mL air sebanyak 1 menit. Gel kemudian dicuci
dengan air selama 1 menit sebanyak 2 kali. Gel yang telah dicuci kemudian
diwarnai dengan stain working solution yang disiapkan dengan melarutkan 0,5
mL enhancer dengan 25 mL larutan silver stain selama 30 menit. Gel kemudian
dicuci kembali dengan air selama 20 detik sebanyak 2 kali. Lalu warna gel
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dimunculkan dengan direndam disertai pengocokan ringan dalam larutan
developer yang disiapkan dengan melarutkan 0,5 mL enhancer dalam 25 mL
larutan stok developer selam 2-3 menit hingga warna pita muncul dan kontras
dengan warna latar gel. Reaksi dihentikan dengan penambahan asam asetat 5%
selama 10 menit.

3.3.4.2. Zimografi

Perkiraan bobot molekul kitinase dilakukan dengan analisis zimogram
dalam gel poliakrilamida 12% yang mengandung 0,1% substrat kitin. Selanjutnya,
sebanyak 15 uL sampel (12 uL sample buffer dan 3 uL enzim) dimasukkan dalam
sumur pada gel pengumpul, kemudian elektroforesis dijalankan pada 125 volt dan
100 A selama 2 jam. Setelah elektroforesis, gel poliakrilamida direnaturasi dengan
merendamnya dalam 2,5% triton X-100 (Merck) selama 1 jam. Selanjutnya, gel
direndam dalam buffer L-Histidin 0,02 M pH 7 pada suhu 60°C selama 30 menit.
Untuk menghentikan reaksi enzim, gel diinkubasi pada suhu 4°C selama 15 menit.
Gel diwarnai dengan pewarna Congo Red (Merck) 0,1% (w/v) selama 30 mentit,
kemudian dicuci dengan NaCl 1 M selama kurang lebih 60 menit. Pita kitinase
diketahui dengan munculnya zona bening pada gel yang telah dicuci dengan HCI
1 M. Berat molekul kitinase ditentukan dengan mengukur nilai faktor retensi (Rf)
dari zona bening kitinase yang terbentuk pada zimogram, kemudian dikonversikan
ke dalam persamaan standar berat molekul. Kurva kalibrasi berat molekul dibuat
dengan mengukur nilai Rf dari penanda protein LMW yang mengandung 6 jenis
protein standar yang telah diketahui berat molekulnya.
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4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Hasil
4.1.1. Konfirmasi Isolat Potensial

Seluruh isolat bakteri menunjukkan aktivitas munculnya zona bening
ketika dibiakkan pada media LB termodifikasi yang mengandung koloidal kitin
3%. Hasil konfirmasi isolat uji potensial disajikan pada tabel 1.Uji pembentukan
zona bening digunakan pada awal skrining untuk melakukan konfirmasi terhadap
bakteri penghasil kitinase. Metode ini mudah diaplikasikan dan memberikan hasil
seleksi awal yang baik.

Tabel 1. Hasil konfirmasi isolat potensial

Isolat Hasil Konfirmasi
BPPTCC2O Menghasilkan zona bening
BPPTCC2 W Tidak menghasilkan zona bening
BPPTCC 2 R Tidak menghasilkan zona bening

Dari hasil konfirmasi isolat yang potensial dalam menghasilkan enzim
kitinase menghasilkan hasil yang berbeda. Dari 3 isolat yang di uji hanya satu
isolat saja yang menghasilkan aktivitas kitinase berupa munculnya zona bening
yaitu pada isolat BPPTCC 2 O. Zona bening mulai terbentuk pada hari ke 2 dan
makin lama akan semakin melebar diameternya sampai seluruh substrat koloidal
kitin habis didegradasi oleh bakteri sehingga menjadi bening seluruhnya (Kuk e?
al., 2005).

4.1.2. Uji Antagonis Bakteri BPPT CC 2 terhadap G.boninense

Hasil uji antagonis isolat bakteri kitinolitik terhadap G.boninense
menunjukkan isolat bakteri BPPTCC 2 memiliki kemampuan sangat nyata dalam
menghambat pertumbuhan G.boninense. Kemampuan antagonis isolat ditandai
dengan adanya zona hambat yang terbentuk pada daerah pertemuan koloni bakteri
dengan jamur. Nilai rataan uji antagonisme bakteri BPPTCC 2 terhadap
G.boninense terus meningkat pada pengamatan ke5 hingga hari ke 10, hal ini
dillihat dari nilai rataan 3 ulangan yang memiliki nilai masing masing, pada hari
ke-5 sebesar 3,88mm, hari ke-6 sebesar 5,23mm, hari ke-7 6,53mm, hari ke-8
sebesar 7,28 mm, hari ke-9 sebesar 7,66mm serta hari ke-10 sebesar 7,96mm.

4.1.3. Perhitungan Aktivitas Enzim Kitinase Ekstrak Kasar
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4.1.3.1. Pembuatan Kurva Standar N-asetilglukosamin

Aktivitas enzim dihitung berdasarkan jumlah gula pereduksi yang
dihasilkan dengan metode Miller (1959) termodifikasi menggunakan kurva
standar N-asetilglukosamin. Satu unit aktivitas kitinase adalah jumlah enzim yang
menghasilkan 1pmol N-asetilglukosamin permenit (Wen et al. 2002). Pembuatan
kurva standar didasarkan pada hasil absorbansi stock solution N-asetilglukosamin
pada beberapa konsentrasi. Kurva standar dibuat dari beberapa variasi konsentrasi
baku pembanding N-asetilglukosamin yang diukur menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 540nm. Konsentrasi yang
digunakan ialah 0 NAG/mL; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 4,5; dan 5 NAG/ml.

Tabel 2. Nilai Absorbansi Beberapa Konsentrasi

NAG

No. Konsentrasi NAG Absorbansi

(mg/ml)

1 0 0

2 0,1 0,006
3 0,15 0,168
4 0,2 0,387
5 0,25 0,874
6 0,3 0,922
7 0,35 1,445
8 0,4 1,709
9 0,45 1,945

10 0,5 2,328
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Gambar 7. Kurva Kalibrasi N-asetilglukosamin

Nilai absorbansi yang dihasilkan pada masing masing konsentrasi stock
solution N-asetilglukosamin mengalami peningkatan, hal ini sesuai dengan
peningkatan nilai konsentrasi yang diuji. Konsentrasi 0 NAG/mL; 1; 1,5; 2; 2,5; 3;
3,5; 4; 4,5; 5 NAG/ml, menghasilkan nilai absorbansi sebesar 0; 0,006; 0,168;
0,387; 0,874; 0,922; 1,445; 1,709; 1,945; 2,328. Nilai absorbansi yang dihasilkan
selanjutnya disusun dalam kurva kalibrasi N-asetilglukosamin sehingga
menghasilkan persamaan kurva standar y=>5,9453x-0,6965 dengan koefisien
korelasi sebesar 0,9938.

4.1.3.2. Aktivitas Enzim Kitinase Ekstrak Kasar

Aktivitas enzim dihitung berdasarkan jumlah gula pereduksi yang
dihasilkan dengan metode Miller (1959) termodifikasi menggunakan kurva
standar N-asetilglukosamin. Satu unit aktivitas kitinase adalah jumlah enzim yang
menghasilkan 1pumol N-asetilglukosamin permenit (Wen et al. 2002).Metode
Miller (1959) termodifikasi menggunakan metode DNS (3,5-Dinitrosalicylic
acid). Enzim kitinase akan menghidrolisis koloidal kitin dan menghasilkan gula
pereduksi berupa N-asetilglukosamin. Reaksi dihentikan dengan penambahan
DNS. Gula pereduksi (N-asetilglukosamin) akan bereaksi dengan DNS dan
menghasilkan warna kuning kecoklatan.

Tabel 3. Hasil uji aktivitas enzim

Absorbansi sampel

B Gula  Aktivitas

Blanko Koreksi pereduksi  (U/mL)

Rata
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Enzim 0,402 0,401 0,402 0,402 0,14 0,258 0,055 0,0276
kasar

Fraksi 0,669 0,669 0,669 0,669 0,01 0,659 0,123 0,0616
20%

Fraksi 0,625 0,62 0,623 0,623 0,01 0,613 0,115 0,0577
40%

Fraksi 0,62 0,618 0,62 0,619 0,02 0,599 0,113 0,0565
60%

Fraksi 0,62 0,622 0,623 0,622 0,01 0,612 0,115 0,0576
80%

Pengujian aktivitas kitinase dilakukan dalam 3 kali pengulangan. Dari 3
ulangan tersebut menghasilkan rata rata absorbansi masing masing fraksi hasil
pemurnian yang mengalami peningkatan jika dibandingkan dengan nilai
absorbansi yang dihasilkan enzim kasar. Pada enzim fraksi 20% ammonium sulfat
menghasilkan absorbansi hasil sebesar 0,669 dan memiliki nilai absorbansi blanko
sebesar 0,01 sehingga dihasillkan nilai absorbansi yang sudah terkoreksi sebesar
0,2577. Nilai tersebut dihitung gula pereduksinya berdasarkan persamaan kurva
standar N-asetilgluksamin adalah y = 5,9453x — 0,6965 dengan koefisien korelasi
0,9938. Sehingga dihasilkan jumlah gula pereduksi sebesar 0,1225 mg/ml dan
didapatkan aktivitas enzim sebesar 0,06155 U/ml.

Pada fraksi 40% mengalami penurunan nilai absorbansi jika dibandingkan
dengan fraksi 20% yaitu sebesar 0,6127 dengan nilai absorbansi blanko yang
sama dengan fraksi 20%. Penurunan nilai absorbansi sampel ini juga akan
mempengaruhi jumlah gula pereduksi yang dihasilkan serta nilai aktivtas enzim.
Jumlah gula pereduksi pada fraksi 40% yaitu sebesar 0,1147 mg/ml dengan nilai
aktivitas enzim sebesar 0,05764 U/ml. Fraksi 60% juga mengalami penurunan jika
nilai absorbansinya dibandingkan dengan fraksi 20% dan 40% yaitu sebesar
0,5993 sehingga didapatkan jumlah gula pereduksi sebesar 0,112t mg/ml dan
aktivitas enzim sebesar 0,05651 U/ml. Pada fraksi 80% didapatkan nilai
absorbansi sampel rata rata 3 ulangan sebesar 0,6217 dan nilai absorbansi blanko
sebesar 0,01 sehingga dihasilkan absorbansi terkoreksi sebesar 0,6117.
Berdasarkan nilai absorbansi tersebut didapatkan jumlah gula pereduksi sebesar
0,1146 mg/ml serta aktivitas enzim sebesar 0,05755 U/ml.
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4.1.4. Perhitungan Kadar Protein Enzim Kitinase Ekstrak Kasar
4.1.4.1. Pembuatan Kurva Standar Bovine Serum Albumin (BSA)

Kadar protein dihitung berdasarkan jumlah BSA yang dihasilkan dengan
menggunakan kurva standar BSA. Pembuatan kurva standar didasarkan pada hasil
absorbansi stock solution Bovine Serum Albumin pada beberapa konsentrasi.
Kurva kalibrasi dibuat dari beberapa variasi konsentrasi Bovine Serum Albumin
yang diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang
595nm. Konsentrasi yang digunakan ialah 0 BSA/mL; 0,03; 0,09; 0,15; 0,21;
0,27; dan 0,3 BSA/ml.

Tabel 4. Nilai Absorbansi Beberapa Konsentrasi

BSA

No. Konsentrasi BSA Absorbansi

(mg/ml)

1 0 0

2 0,03 0,022
3 0,09 0,048
4 0,15 0,062
5 0,18 0,088
6 0,21 0,091
7 0,27 0,134
8 0,3 0,137
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Gambar 8. Kurva kalibrasi Bovine Serum Albumin (BSA)

Nilai absorbansi yang dihasilkan pada masing masing konsentrasi stock
solution N-asetilglukosamin mengalami peningkatan, hal ini sesuai dengan
peningkatan nilai konsentrasi yang diuji. Konsentrasi 0 BSA/mL; 0,03; 0,09; 0,15;
0,21; 0,27; dan 0,3 BSA/ml, menghasilkan nilai absorbansi sebesar 0; 0,022;
0,048; 0,062; 0,088; 0,091; 0,134; 0,137. Nilai absorbansi yang dihasilkan
selanjutnya disusun dalam kurva kalibrasi Bovine Serum Albumin sehingga
menghasilkan persamaan kurva kalibrasi y=0,4527x + 0,0031 dengan koefisien
korelasi sebesar 0,9918.

4.1.4.2. Kadar Protein Enzim Kitinase Ekstrak Kasar

Penentuan kadar protein dihitung berdasarkan jumlah Bovine Serum
Albumin dengan meggunakan metode Lowry menggunakan kurva standar Bovine
Serum Albumin.

Tabel 5. Kadar protein enzim kitinase kasar dan hasil pemurnian

Absorbansi sampel Rata — Faktor Kadar Total
Rata pengenceran Protein  Protein
(mg/mL) (mg/mL)
1 2 3
Enzim 0,093 0,093 0,093 0,0930 1 0,0906 0,0906

kasar

Fraksi 0,195 0,195 0,196 0,1953 1 0,1938 0,1938
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20%

Fraksi 0,092 0,093 0,093 0,0927 2 0,0903 0,1806
40%

Fraksi 0,139 0,137 0,139 0,1383 2 0,1364 0,2727
60%

Fraksi 0,162 0,162 0,162 0,1620 2 0,1602 0,3204
80%

Penentuan kadar protein dilakukan dengan 3 ulangan dan menghasilkan
rata rata absorbansi yang mengalami peningkatan dari besar absorbansi enzim
kasar. Pada ke-4 fraksi pemurnian ammonium sufat didapatkan hasil kadar protein
tertinggi pada fraksi 80% yaitu sebesar 0,3204 mg/ml dengan nilai absorbansi
sebesar 0,1620. Nilai absorbansi tersebut kemudian dimasukkan pada persamaan
kuva kalibrasi BSA sehingga dihasilkan nilai kadar protein sebesar 0,1602 mg/ml.
Nilai kadar protein lalu dikalikan dengan jumlah faktor pengenceran untuk
mendapatkan nilai total protein yang terkandung dalam enzim kitinase.

4.1.4.3. Kemurnian Enzim Kitinase Ekstrak Kasar

Ekstrak kasar enzim kitinase diperoleh dari isolat BPPT CC 2 setelah
difermentasi selama 3 hari pada media M9 termodifikasi yang mengandung 1%
kitin flakes (Manggadani, 2012). Data hasil perhitungan aktivitas kitinase pada
berbagai perlakuan menunjukkan perbedaan aktivitas spesifik. Aktivitas spesifik
tertinggi diperoleh pada perlakuan presipitasi ammonium sulfat 40% sebesar
0,3191 U/mg dengan kemurnian 5,54 kali dan hasil terendah pada perlakuan
presipitasi 80% sebesar 0,1796 U/mg dengan kemurnian 3,12 kali.

Tabel 6. Hasil Uji Aktivitas Spesifik Enzim Kasar dan Hasil Pemurnian Parsial

Sampel Aktivitas Kadar Aktivitas Kemurnian
kitinase protein spesifik
(U/mL) (mg/mL) (U/mg)




Enzim kasar
Presipitasi 20%
Presipitasi 40%
Presiptasi 60%

Presipitasi 80%

0,02764
0,06155
0,05764
0,05651

0,05755

0,0906
0,1938
0,1806
0,2727

0,3204

0,3050
0,3176
0,3191
0,2072

0,1796

11,03 kali
5,16 kali
5,54 kali
3,67 kali

3,12 kali

4.1.5. Karakterisasi Kitinase Hasil Pemurnian

Enzim kasar dan hasil pemurnian dan juga berat molekulnya dengan
elektroforesis SDS-PAGE dan dikonfirmasi aktivitas enzimatisnya dengan
zimografi. Hasil elektroforesis dan zimografi menunjukkan hasil purifikasi parsial

kitinase belum menghasilkan kemurnian yang baik.p

57 kDa

66 kDa

45 kDa

30 kDa

20,1 kDa

14,4 kDa

Gambar 10. Hasil SDS-PAGE enzim kitinase hasil purifikasi parsial dengan silver

staining
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Keterangan : Lane 1 — 6 berturut-turut adalah marker, ekstrak enzim kasar, fraksi 0-

20%, fraksi 20-40%,fraksi 40- 60%, fraksi 60-80%.

Pada hasil karakterisasi dengan SDS-PAGE enzim yang diperoleh masih
belum murni/terdapat kontaminan karena masih terlihat banyak sekali pita-pita
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pengotor pada semua fraksi presipitasi dengan ammonium sulfat seperti yang
ditunjukkan pada gambar 8 Selain itu pola fraksinasi yang diharapkan tidak
muncul pada hasil SDS-PAGE sehingga masih banyak terlihat pita berulang pada
keempat fraksi hasil purifikasi. Hal ini mungkin disebabkan karena kemampuan
amonium sulfat dalam menggeser ikatan protein dengan air tidak begitu spesifik
sehingga masih banyak pita berulang yang muncul.

B H

Kitinase-B

Kitinase-C

Gambar 11. Hasil zimografi enzim kitinase hasil purifikasi parsial .

Keterangan : Lane 1 — 6 berturut-turut adalah marker, ekstrak enzim kasar, fraksi 0
20%,fraksi 2 0-40%, fraksi 40-60%, fraksi 60-80%. A : Kitinase-A; B
:Kitinase-B; C: Kitinase-C; D : Kitinase-D

Hasil pada zimografi menunjukkan adanya aktivitas kitinase pada 4 pita
yang berbeda seperti yang ditunjukkan pada gambar 9. Hampir pada setiap sampel
yang dilakukan zimografi memiliki 3 pita yang menghasilkan warna bening. Pita
bening paling terlihat pada fraksi 40%. Pada hasil zimografi ini dapat terlihat 4
pita bening yang menunjukkan aktivitas kitinolitik dengan perkiraan berat
molekul 57,6 (Kitinase-A); 49,5 (Kitinase-B) ; 42,9 (Kitinase-C) dan 35,6kDa
(Kitinase-D).
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4.2. Pembahasan
4.2.1. Konfirmasi Isolat Potensial

Proses seleksi bertujuan untuk mendapatkan isolat terbaik yang dapat
menghasilkan kitinase dengan aktivitas tertinggi dan dapat menghidrolisis kitin
untuk menghasilkan N-asetilglukosamin dengan rendemen yang tinggi. Tahapan
yang dilakukan untuk memilih isolat terbaik dengan mendapatkan data zona
bening, selanjutnya bakteri yang dapat menimbulkan zona bening diseleksi dan
digunakan untuk produksi kitinase. Pembentukan serta pengujian zona bening
dilakukan pada media LB yang mengandung kolloidal kitin 3%.

Uji pembentukan zona bening digunakan pada awal skrining untuk
melakukan seleksi terhadap bakteri penghasil kitinase. Metode ini mudah
diaplikasikan dan memberikan hasil seleksi awal yang baik. Zona bening
terbentuk mulai hari kedua dan makin lama akan semakin melebar diameternya
sampai seluruh substrat koloidal kitin habis didegradasi oleh bakteri sehingga
menjadi bening seluruhnya.

- ¥ et L7 - » gt ,J’J

Gambar 12. Zona bening yang terbentuk oleh Bakteri Bacillus sp

Dari zona bening yang terbentuk pada medium yang mengandung kitin,
dapat disimpulkan bahwa isolat BPPT CC 2 tersebut mensekresi enzim kitinolitik
keluar. Artinya kitinase yang terbentuk ini merupakan enzim ekstraselular yang
disintesis dalam sel bakteri dan disekresikan keluar dengan tujuan tertentu, dalam
hal ini untuk mendegradasi kitin.
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Gambar 13. Isolat bakteri Bacillus sp. BPPTCC 2 potensial

4.2.2. Uji Antagonis Bakteri BPPT CC 2 terhadap G.boninense

Hasil uji antagonis bakteri BPPT CC2 pada jamur patogen
G.boninensemenunjukkan bahwa isolat bakteri tersebut mampu menghambat
pertumbuhan G.boninense. Mekanisme penghambatan yang terjadi pada uji
antagonisme dapat diamati dengan terbentuknya zona bening sebagai zona
penghambatan oleh bakteri kitinolitik BPPT CC2.

Gambar 14. Penghambatan bakteri Bacillus sp. terhadap Ganoderma boninense

Adanya aktivitas kitinase ditandai dengan terbentuknya zona bening di
sekitar koloni bakteri pada medium PDA. Zona bening terbentuk karena adanya
pemutusan ikatan B-1,4 homopolimer N-asetilglukosamin pada kitin oleh kitinase
menjadi monomer N-asetilglukosamin. Susi (2002) menyatakan besarnya zona
bening yang dihasilkan tergantung pada jumlah monomer N-asetilglukosamin
yang dihasilkan dari proses hidrolisis kitin dengan memutus ikatan B-1,4
homopolimer N-asetilglukosamin. Semakin bersar jumlah monomer N-
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asetilglukosamin yang dihasilkan maka akan semakin besar zona bening yang
terbentuk disekitar koloni.

Rata rata zona hambat yang dihasikan memiliki perbedaan yang nyata. Hal ini
juga menunjukkan bahwa isolat bakteri kitinolitik BPPT CC 2 dapat menghambat
pertumbuhan bakteri G.boninense. Hasil tertinggi zona penghambatan sebesar
7,96 mm pada hari kesepuluh, hasil yang dihasilkan lebih kecil jika dibandingkan
dengan Risky (2011) yang memperoleh hasil tertinggi pada zona penghambatan
bakteri kitinolitik terhadap G.boninense sebesar 12,63 mm. Hal ini dapat
disebabkan karena kecilnya aktivitas kitinase yang dihasikan bakteri BPPT CC 2
dalam mendegradasi dinding sel fungi. Efek penghambatan isolat kitinolitik BPPT
CC 2 terhadap G.boninense dipengaruhi oleh adanya senyawa kitin pada sel fungi.
Menurut muharni (2009) kitinase merupakan enzim yang mendegradasi kitin
menjadi N-asetilglukosamin, degradasi kitin dapat dilakukan oleh organisme
kitinolitik dengan melibatkan enzim kitinase.

Menurut El-Katatny et al. (2000) satu kelompok organisme yang memiliki
potensi sebagai agen pengendali hayati fungi berasal dari kelompok mikroba
penghasil kitinase. Pengendalian hayati fungi dengan menggunakan mikroba
kitinolitik didasarkan pada kemampuan mikroba menghasilkan kitinase dan 3-1,3-
glukanase yang dapat melisiskan sel fungi. Bakteri lain yang juga digunakan
sebagai pengendali hayati komersial seperti Pseudomonas syringae, Burkholderia
cepacia, B.subtilis, Agrobacterium radiobacter, Enterobacter cloacae, dan
Streptomyces griseoviridis (Fravel et al. 1998). Bakteri kitinolitik seperti
Agrobacterium hydrophila, A. caviae, Pseudomonas maltophila, B. licheniformis,
B. circulans, Vibrio furnisii, Xanthomonas spp., dan Serratia marcescens
memainkan peran penting dalam pengendalian hayati pathogen tanaman (Gohel et
al. 2003).

Sahidi (1998) mengatakan bahwa kitin merupakan polimer alami kedua yang
paling banyak tersedia dialam setelah selulosa, merupakan polimer aminoglukan
dari N-asetilglukosamin yang tidak larut dalam air. Mikroorganisme kitinolitik
mempunyai aktivitas antagonisme yang kuat terhadap fungi patogen dengan
mekanisme hiperparasitismenya dan antibiotiknya sehingga efektif dalam
menghambat pertumbuhan fungi pathogen tanaman dengan mendegradasi dinding
selnya. Beberapa enzim kitinolitik toksik pada fungi patogen tanaman budidaya
tetapi tidak pada mikroorganisme lain dalam tanah dan tumbuhan inang
(Kloepper,1989). Menurut Oku (1994), peranan kitinase dalam pertahanan
tanaman terhadap serangan patogen terjadi melalui dua cara, yaitu menghambat
pertumbuhan fungi dengan secara langsung menghidrolisis dinding miselia dan
melalui pelepasan elisitor endogen oleh aktivitas kitinase yang kemudian memicu
reaksi ketahanan sistemik inang.
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4.2.3. Aktivitas dan Kemurnian Enzim Kasar Kitinase
4.2.3.1. Aktivitas Enzim Kasar Kitinase

Produksi kitinase dilakukan pada media M9 yang mengandung 3% kitin
flakes. Pemanenan dilakukan dengan cara sentrifugasi dengan kecepatan 6000
rpm selama 20 menit pada suhu 4°C. Aktivitas enzim dihitung berdasarkan jumlah
gula pereduksi yang dihasilkan dengan metode Miller (1959) termodifikasi
menggunakan kurva standar N-asetilglukosamin. Satu unit aktivitas kitinase
adalah jumlah enzim yang menghasilkan 1pmol N-asetilglukosamin permenit
(Wen et al. 2002). Metode Miller (1959) termodifikasi menggunakan metode
DNS (3,5-Dinitrosalicylic acid). Enzim kitinase akan menghidrolisis koloidal kitin
dan menghasilkan gula pereduksi berupa N-asetilglukosamin. Reaksi dihentikan
dengan penambahan DNS. Gula pereduksi (N-asetilglukosamin) akan bereaksi
dengan DNS dan menghasilkan warna kuning kecoklatan.

Kurva kalibrasi dibuat dari beberapa variasi konsentrasi baku pembanding N-
asetilglukosamin yang diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada
panjang gelombang 540nm. Persamaan kurva standar N-asetilgluksamin adalah y
=5,9453x — 0,6965 dengan koefisien korelasi 0,9938. Berdasarkan nilai koefisien
korelasi tersebut dapat diketahui bahwa besar nilai y mempengaruhi nilai x
sebesar 99,38%, sehingga semakin tinggi nilai y maka semakin tinggi juga nilai x.
Sedangkan nilai regresi yang baik adalah mendekati 1 karena kesalahan inilah
yang menyebabkan garis kurva kalibrasi tidak linear(garis lurus). Namun hasil ini
tidak terlalu jauh dari literatur yang ada sehingga masih dapat digunakan sebagai
acuan.

Setelah enzim kasar diperoleh, proses purifikasi selanjutnya dengan
pengendapan ammonium sulfat dengan 4 fraksinasi yaitu 20%. 40%, 60% dan
80%. Tahap ini berfungsi untuk meningkatkan konsentrasi protein enzim,
mereduksi volume larutan enzim, dan memisahkan protein target dari sebagian
kontaminan. Kitinase diperoleh dengan cara sentrifugasi karena enzim akan
mengendap. Pelet yang diperoleh dilarutkan pada buffer L-Histidine pH 5,58
untuk menjaga kestabilan enzim. Buffer L-Histidin dipilih karena kemampuan L-
Histidin yang dapat menjaga rentang pH di sekitar pH 6. pH 6 merupakan pH
optimum kitinase untuk memproduksi N-Asetil-D-Glukosamin (Maggadani,
2012).

Tahap pemurnian selanjutnya adalah dialisis yang memiliki prinsip untuk
memisahkan molekul berdasarkan ukuran molekul melalui membrane semi
permeabel. Membrane dialisis yang digunakan adalah membrane tubing selulosa
dengan MWCO (molecular weight cut off) 12,4 kDa. Penggunaan membrane
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tubing selulosa ini diharapkan molekul yang berukuran diatas 12,4 kDa tetap
berada dalam membran dialisis sedangkan kontaminan yang berukuran
dibawah12,4 kDa akan keluar dari membrane dialisis. Enzim kitinase memiliki
bobot molekul berkisar antara 60-168 kDa (Anindyaputri, 2010).

Ekstrak kasar enzim kitinase kemudian diujikan aktivitas, total protein,
aktivitas spesifik enzim sebagai data awal untuk melakukan purifikasi. Nilai
aktivitas tertinggi didapatkan pada fraksi 20% pengendapan ammonium sulfat
sebesar 0,0616 U/mL. Aktivitas ini termasuk aktivitas yang kecil jika
dibandingkan dengan penelitian sebelumnya yang memiliki nilai aktivitas sebesar
0,1780 U/ml (Manggadani, 2012). Kecilnya aktivitas enzim yang dihasilkan dapat
disebabkan karena berubahnya sifat dari isolat seiring dengan peremajaan yang
berulang-ulang dan kondisi pertumbuhan yang berubah-ubah. Kecilnya aktivitas
enzim juga dapat disebabkan karena kurang optimalnya media dan kondisi saat
melakukan proses produksi enzim kitinase oleh BPPTCC 2.

4.2.3.2. Kemurnian Enzim Kasar Kitinase

Aktivitas spesifik dapat menggambarkan kemurnian suatu enzim. Makin
tinggi aktivitas spesifik, maka enzim tersebut makin murni. Aktivitas spesifik
enzim kitinase didefinisikan jumlah (unit) enzim kitinase tiap mg protein.
Menurut Sana dkk. (2004), aktivitas spesifik enzim merupakan jumlah unit enzim
dalam setiap mg protein dalam enzim tersebut. Suatu enzim dengan aktivitas
(unit) yang sama, makin rendah kadar proteinnya maka aktivitas spesifiknya
makin tinggi atau enzim semakin murni.

Hasil aktivitas spesifik ekstrak kasar kitinase terbaik dari beberapa kali
percobaan didapatkan sebesar 0,3050 U/mg seperti yang ditunjukkan pada tabel 3,
aktivitas spesifik yang dihasilkan tergolong kecil karena pada Manggadani (2012)
aktivitas enzim ekstrak kasar kitinase BPPTCC 2 mencapai 0,1780 U/ml dengan
aktivitas spesifik sebesar 1,965 U/mg. Aktivitas yang sangat kecil dapat
disebabkan oleh media dan parameter kondisi produksi yang masih belum
maksimal, saat produksi enzim kitinase juga bersamaan dengan proses produksi
enzim protease yang dapat memotong enzim kitinase yang diinginkan, serta
potensi dan kemurnian isolat yang kurang baik.

Dari hasil penentuan aktivitas kitinase ini juga diketahui bahwa metode
presipitasi dengan menggunakan garam ammonium sulfat tidak berhasil untuk
memfraksinasi protein yang diinginkan, dalam hal ini enzim kitinase. Hal ini
terlihat dari aktivitas keempat fraksi yang kurang lebih memliki nilai aktivitas
spesifik yang sama padahal yang diinginkan adalah enzim kitinase berhasil
difraksinasi pada fraksi presipitat tertentu saja. Hasil uji aktivitas spesifik tertinggi
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yang sebesar 0,3191 U/mg pada fraksi 40% juga memiliki nilai kemurnian hanya
sebesar 5,54 kali sedangkan pada Sugiarto (2013) menghasilkan aktivitas spesifik
enzim kitinase BPPTCC?2 setelah proses presipitasi dan dialisis sebesar 0,924
U/mg dengan nilai kemurnian yang mencapai 6,58 kali. Fraksi 40% memiliki
aktivitas spesifik paling tinggi dari pada fraksi lainnya. Hal ini karena pada fraksi
tersebut, pemberian ammonium sulfat banyak mengendapkan protein yang berupa
enzim kitinase. Sedangkan protein yang bukan enzim sudah mengendap pada
fraksi sebelumnya yaitu fraksi 20%. Dengan demikian, enzim yang diperoleh pada
fraksi 30-45% sebagian besar merupakan enzim kitinase sehingga aktivitas
spesifiknya tinggi.

Potensi isolat yang kurang baik dapat terlihat dari gambar 2 dimana koloni
terpilih hanya menghasilkan zona bening dengan diameter yang sempit. Zona
bening yang sempit ini menunjukkan bahwa produksi enzim kitinase dari isolat
kurang baik dan rentan sekali hilang aktivitasnya karena gen pengkode enzim
kitinase pada Bacillus berada pada plasmid yang mudah lepas dalam berbagai
perubahan media pertumbuhan maupun produksi.

Penyebab kecilnya aktivitas enzim kitinase dapat juga dikarenakan adanya
aktivitas proteolitik mendegradasi enzim kitinase yang diinginkan. Aktivitas
proteolitik ini dapat berasal dari enzim proteolitik yang dapat muncul dari hasil
kematian sel-sel bakteri sebagai bagian dari aktivitas biologis normalnya maupun
dari kompartemen dimana enzim disimpan. Meskipun begitu, perlu dilakukan uji
aktivitas proteolitik terhadap sampel untuk memastikan bahwa aktivitas spesifik
yang kecil disebabkan dari hasil aktivitias proteolitik.

Hasil perhitungan aktivitas spesifik yang kecil juga dapat disebabkan karena
enzim N-Asetilglukosamine yang disekresikan tidak begitu banyak dibandingkan
dengan enzim kitinolitik lainnya. Enzim kitinase memang banyak sekali terdapat
dalam bentuk isomer lainnya dan memotong spesifik bagian-bagian tertentu dari
polimer GIcNAc. Sementara itu metode penetapan aktivitas kitinase yang
digunakan hanya spesifik menghitung jumlah N-Asetilglukosamin saja, sehingga
menjadi wajar jika aktivitas kitinase yang diperoleh kecil. Metode pengukuran
aktivitas kitinase lain secara kolorimetri yang dapat dipergunakan diantaranya
menggunakan berbagai substrat, diantaranya adalah kitin azure, yaitu kitin yang
direaksikan dengan pewarna Remazol Briliant Violet SR dan kemudian diukur
serapannya pada panjang gelombang 420 nm (Harighi ef al. 2007). Kemudian
pengukuran aktivitas eksokitinase juga dapat diukur dengan menggunakan
substrat p-nitrofenil-N-asetil-D-glukosamin (Svitil ef al. 1997). Substrat dengan
senyawa kromogen seperti 4-Nitrofenil-f-D-N-N’-diasetilkitobiosa dan 4-
Nitrofenil-B-D-N-N’-N"-triasetilkitotriosa yang disiapkan dalam larutan stok
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dimetilsulfoksida (DMSO) juga dapat digunakan untuk pengukuran aktivitas
kitinase dengan menentukan serapannya pada panjang gelombang 410 nm
(Watanabe et al. 1992).

Namun, dari hasil seleksi isolat potensial dengan menggunakan zona bening
dan juga zimografi menandakan bahwa isolat Bacillus sp. BPPTCC-2 merupakan
penghasil enzim kitinolitik, meskipun perlu diketahui lebih lanjut secara lebih
spesifik mengenai enzim-enzim kitinolitik apa saja yang diproduksi, substrat yang
dihidrolisis, dan juga produk yang dihasilkan agar dapat ditentukan metode
penetapan aktivitas kitinase total yang lebih representatif.

4.2.4. Karakterisasi Kitinase Hasil Pemurnian

Sampel enzim fraksi dialisis dan ekstrak kasar dianalisis dengan teknik SDS
PAGE. Konsentrasi stacking gel yang digunakan yaitu 5% sedangkan
konsentrasiseparating gel yang digunakan sebesar 12%. Gel akrilamid terbentuk
akibat terjadinya proses polimerisasi akrilamida dengan metilenbisakrilamida dan
amonium persulfat sebagai katalisator (Janson dan Ryden 1998). Fungsi
penambahan SDS pada pembuatan gel yaitu untuk mengikat bagian hidrofobik
pada protein, sehingga molekul terurai dari lipatannya dan muatan protein tersebut
sama. Muatan yang sama bertujuan agar protein terpisah berdasarkan perbedaan
bobot molekul (Lawati 2013). Pita protein yang dihasilkan pada enzim kasar
masih banyak terdapat kontaminan. Namun setelah proses dialisis, diperoleh
sebanyak 4 pita bening yang menunjukkan aktivitas kitinolitik dengan perkiraan
berat molekul 57,6 (Kitinase-A); 49,5 (Kitinase-B) ; 42,9 (Kitinase-C) dan
35,6kDa (Kitinase-D). Bobot molekul enzim yang dihasilkan BPPTCC2 bebeda
dengan beberapa penelitian sebelumnya menunjukkan enzim kitinase memiliki
bobot molekul sebesar 103 kDa. Pada Sugiarto (2013) bobot molekul pita protein
BPPTCC 2 yang dihasilkan pada enzim kasar masih banyak karena terdapat
kontaminan. Namun setelah proses dialisis, diperoleh sebanyak 7 pita dengan
bobot molekul 103 kDa, 43 kDa, 40.2 kDa, 37.8 kDa, 30.3 kDa, 25.4 kDa, dan
23.6 kDa. Enzim kitinase yang diperoleh diprediksi memiliki bobot molekul
sebesar 103 kDa. Hal ini dapat dibuktikan dengan hasil zimogram.Perbedaan
bobot molekul yang dihasilkan dikarenakan proses pemurnian dengan ammonium
sulfat tidak maksimal dalam memurnikan enzim kitinase karena proses pemurnian
enzim dengan menggunakan ammonium sulfat tidak dapat mengendapkan seluruh
protein yang telah larut (Scopes, 1994).

Banyak organisme penghasil enzim kitinolitik yang memproduksi
beberapa bentuk isomer dari kitinase. Hal ini disebabkan dari proses pasca-
translasi dari single-gene product atau hasil dari beberapa gen yang berbeda.
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Heterogenisitas dari kitinase yang diproduksi terkait juga terhadap hasil
modifikasi pascatranslasi karena perbedaan proses glikosilasi dan proteolisis
(Dahiya et al, 2006)

Beberapa enzim kitinolitik yang dihasilkan oleh satu spesies beberapakali
dilaporkan seperti pada S. marcescens (Suzuki et al., 2002), Aeromonas sp No.
10S-24 (Ueda et al., 1995), Pseudomonas aeruginosa K-187 (Wang dan Chang,
1997), Bacillus cirulans WL-12 (Mitsutomi et al., 1998), Bacillus licheniformis
X-74 (Takayanagi et al., 1991), Streptomyces sp. J. 13-3 (Okazaki et al., 1995),
dan Streptomyces griseus HUT 6037 (Itoh et al, 2002).
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5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasilpenelitian dapatdisimpulkan bahwa:
1. Isolat Bacillus sp. BPPT CC 2 merupakan bakteri penghasi enzim kitinase.
Hasil aktivitas enzim terbesar yaitu sebesar 0,0616 U/mg pada fraksi 20%.
Hasil kadar protein terbesar yaitu sebesar 0,3204 mg/ml pada fraksi 80%.
Isolat Bacillus sp. BPPTCC 2 dapat menghambat pertumbuhan G.boninense

2 S Y00 wia

Hasil aktivitas enzim spesifik terbesar yaitu sebesar 0,3191 U/mg dengan

tingkat kemurnian sebesar 5,54 kali pada fraksi 40%.

6. Terdapat 4 jenis kitinase yang disekresikan oleh isolah bakteri Bacillus sp.
BPPTCC-2 yaitu kitinase-A, kitinase-B, kitinase-C dan kitinase-D dengan
berat molekul masing-masing berturut-turut adalah 57,6 kDa, 49,5 kDa dan
35,6 kDa.

5.2 Saran
Perlu dilakukan pengujian ulang optimasi produksi enzim kitinase oleh
bakteri BPPT CC 2, karena isolat tersebut belum menghasilkan enzim kitinase
secara optimal. Sehingga sulit untuk dilanjutkan pada tahap pemurnian serta
karakterisasi. Dan diperlukan adanya peremajaan rutin terhadap isolat bakteri ini
agar isolat bakteri tidak rusak dan dapat digunakan kembali pada penelitian

selanjutnya.
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