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ABSTRACT 
Chitinase hydrolyzes chitin polymer into oligomers or chitin monomer N-acetylglucosamine. This study was aimed 
to extract and characterize optimum chitinase activity derived from B. cereus 11 UJ. Chitinase isolation to the crude 
isolate enzyme was carried out using 70% saturated ammonium sulphate precipitation and cellophane membrane 
dialysis, and further characterized to obtain the optimum enzymes towards  different conditions of pH, 
temperature, incubation time, effect of metal ions, as well as determination of Km and Vmax values. The results 
showed purity enzyme level of 2.40 and 5.23 fold compared with that of crude extract. The characterization showed 
that chitinase from B. cereus 11 UJ had an optimum pH 8, optimum temperature of 37oC, and optimum 
incubation of 120 minutes. Mn2+, Fe2+, and Cu2+ at  concentration of 10 mM served as an inhibitor. Chitinase of B. 
cereus 11 UJ had a Km value of 29.71 μg /mL and a Vmax of 1035 x 10-1 mg/ mL.seconds, respectively. 
 
Keywords: B. cereus 11 UJ, chitinase, partial purification, ammonium sulphate, characterization  
 

ABSTRAK 
Kitinase merupakan enzim yang menghidrolisis polimer kitin menjadi oligomer kitin atau monomer N-
asetilglukosamin. Penelitian ini bertujuan melakukan isolasi dan karakterisasi kitinase untuk memperoleh informasi 
aktivitas optimum kitinase asal B. cereus 11 UJ. Isolasi enzim kasar kitinase dan purifikasi parsial dilakukan dengan 
pengendapan amonium sulfat jenuh 70% dan dialisis menggunakan membran selofan, selanjutnya dikarakterisasi 
untuk memperoleh aktivitas optimum pada berbagai kondisi pH, suhu, waktu inkubasi, ion logam serta penentuan 
nilai Km dan Vmaks. Hasil penelitian menunjukkan pemurnian kitinase dengan amonium sulfat 70% dan dialisis 
menunjukkan tingkat kemurnian masing-masing 2.40 kali dan 5.23 kali dibandingkan dengan ekstrak kasar enzim. 
Hasil karakterisasi menunjukkan bahwa kitinase asal B. cereus isolat 11 UJ mempunyai pH optimum 8, suhu 
optimum 37oC, dan waktu inkubasi optimum selama 120 menit. Kation Mn2+, Fe2+, dan Cu2+ dengan konsentrasi 
10 mM diketahui dapat berfungsi sebagai inhibitor. Kitinase mempunyai nilai Km sebesar 29.71 μg/mL dan Vmaks 

sebesar 1.035 x 10-1 μg/mL detik. 
 
Kata kunci: B. cereus 11 UJ, kitinase, purifikasi parsial, amonium sulfat, karakterisasi 

PENDAHULUAN 
 

Mikroba adalah sumber enzim yang paling 
banyak digunakan dibandingkan dengan tanaman 
dan hewan. Sebagai sumber enzim, mikroba lebih 
menguntungkan karena pertumbuhannya cepat, 
dapat tumbuh pada substrat yang murah dan 
lebih mudah ditingkatkan hasilnya melalui 
pengaturan kondisi pertumbuhan sehingga dapat 
digunakan sebagai pembasmi hama seperti Bacil-

lus thuringiensis untuk mengurangi serangan Os-
trinia Furnacalis (Bahagiawati dkk 2009) 

Salah satu jenis mikroba yang berpotensi 
sebagai agen pengendali hayati organisme peng-
ganggu tumbuhan (OPT) adalah golongan 
mikroba kitinolitik. Mikroba kitinolitik merupa-
kan jenis mikroba yang menarik untuk diisolasi 
dan dimanfaatkan sebagai penghasil kitinase 
karena mampu menghidrolisis kitin jamur 
penyebab penyakit tanaman (Susanto et al. 2005). 
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Pemanfaatan mikroba kitinolitik merupakan salah 
satu cara pengendalian hayati OPT yang efektif 
untuk jamur patogen tanaman, karena mekanisme 
pengendaliannya tidak tergantung pada ras 
patogen dan tidak merangsang timbulnya 
resistensi. Pengendalian hayati jamur dengan 
menggunakan mikroba kitinolitik didasarkan 
pada kemampuannya dalam menghasilkan 
kitinase dan β-1,3-glukanase yang dapat melisis 
sel jamur (El-Katatny et al. 2000). Kitinase yang 
diproduksi mikroba dapat menghidrolisis struktur 
kitin, senyawa utama penyusun dinding sel 
tabung kecambah konidia dan miselia, sehingga 
jamur tidak mampu menginfeksi tanaman. 
Mikroba kitinolitik memiliki kemampuan 
memproduksi kitinase dan memanfaatkan kitinase 
untuk asimilasi kitin sebagai sumber Karbon dan 
Nitrogen (Wu et al. 2001). Kitinase termasuk 
kelompok enzim hidrolase yang dapat mende-
gradasi kitin secara langsung menjadi produk 
bermolekul kecil secara intra maupun ekstraseluler 
secara acak dari dalam (endokitinase) atau dari 
ujung nonreduksi (eksokitinase) molekul kitin. 
(Wang & Chang 1997; Sudarsono et al. 2006). 
Enzim ini mendegradasi kitin menjadi oligosa-
karida kitin, yaitu diasetilkitobiosa dan N-asetil-
glukosamin.  

Kitinase di alam memberikan kontribusi, 
diantaranya digunakan untuk mengisolasi proto-
plas jamur dan khamir. Hasil hidrolisis kitin 
berupa senyawa kitooligosakarida banyak diman-
faatkan dalam dunia kesehatan karena memiliki 
aktivitas anti tumor. Sumber kitinase tersebar 
mulai dari bakteri, serangga, virus, tumbuhan, 
dan hewan memainkan peran penting dalam 
proses fisiologi dan ekologi (Fujii & Miyashita 
1993; Ohno et al. 2001). Mikroba prokariot 
pendegradasi kitin lainnya yang telah diketahui 
adalah Photobacterium, Actinomycetes, Streptomyces 
dan Clostridium (Thompson et al. 2001). Genus 
bakteri yang sudah banyak dilaporkan menghasil-

kan kitinase antara lain Aeromonas, Alteromonas, 
Chromobacterium, Ente-robacter, Ewingella, 
Pseudo alteromonas, Pseudomonas, Serratia, Vibrio 
(Pleban et al. 1997). Beberapa spesies bakteri 
yang telah dipelajari antara lain Bacillus cereus, B. 
Licheni-formis, Clostridium sp, Enterobacter 
liquefaciens, Flavobac-terium indolthecium, 
Klebsiella sp, Micrococcus colpogenes, Serratia 
marcescens, Vibrio parahaemal-uticus, V. 
alginolyticus, dan Pyrococcus (Gao et al. 2003; 
Kamil  2007).  

Strategi seleksi sangat membantu untuk 
mengetahui strain mikroba penghasil senyawa 
kimia tertentu seperti enzim, antibiotik atau 
metabolit sekunder lainnya (Sahai & Manocha 
1993; El-Mansi & Brice 1999). Aktivitas kitinase 
yang ditunjukkan oleh bakteri merupakan 
parameter yang digunakan dalam seleksi bakteri 
kitinolitik (Park et al. 2000). Aktivitas enzim 
yang dihasilkan oleh mikroba dapat diketahui 
dengan seleksi pada medium selektif dengan 
komposisi tertentu, sehingga hanya jenis-jenis 
mikroba tertentu saja yang dapat hidup. Aktivitas 
kitinase merupakan ukuran perubahan molekul 
substrat menjadi produk dalam satuan waktu 
pada kondisi tertentu. Aktivitas kitinase yang 
diperoleh dari bakteri dapat ditentukan secara 
kualitatif maupun kuantitatif (Green et al. 2005).  

Penelitian sebelumnya telah dilakukan pe-
napisan terhadap aktivitas kitinase dan glukanase 
dari berbagai isolat indigenus Indonesia. Pena-
pisan yang telah dilakukan meliputi penentuan 
isolat bakteri yang mampu menghasil-kan kitinase 
dan glukanase tertinggi dengan cara mengukur 
aktivitasnya secara kualitatif dan kuantitatif, serta 
aplikasinya terhadap pengham-batan pertum-
buhan jamur patogen tanaman seperti Pyricularia 
oryzae dan Ganoderma boninens. Salah satu 
bakteri yang memiliki kemampuan aktivitas kiti-
nase dan glukanase tertinggi yaitu bakteri isolat 
11 UJ (Suryadi  et al. data belum dipublikasi). 
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Hipotesis penelitian ini adalah didapatkan 
informasi mengenai aktivitas optimal kitinase asal 
bakteri isolat 11 UJ. Penelitian ini bertujuan 
melakukan isolasi dan karakterisasi kitinase untuk 
memperoleh informasi mengenai aktivitas optimal 
kitinase asal bakteri isolat 11 UJ. Informasi yang 
diperoleh mengenai aktivitas optimal kitinase 
dapat dimanfaatkan sebagai acuan untuk berbagai 
penelitian selanjutnya. 

 
BAHAN DAN CARA KERJA 
 

Bakteri isolat 11 UJ diperoleh dari koleksi 
kultur mikroba BB Biogen dalam bentuk ampul 
diremajakan dengan cara diencerkan dengan 100 
μL aquades, kemudian diambil satu ose dan 
digores secara kuadran pada cawan petri yang 
mengandung media nutrient agar (NA). 
Selanjutnya media diinkubasi pada suhu 28oC 
selama 2 hari dan media siap dijadikan stok 
kultur. Satu tabung media Luria broth (LB) yang 
mengandung 10 g/L tripton, 10 g/L NaCl, dan 5 
g/L ekstrak khamir, diinokulasi dengan satu ose 
bakteri isolat 11 UJ dari stok cawan agar. Kultur 
diinkubasi dalam suhu ruang selama 24 jam 
sambil digojok pada orbital shaker dengan 
kecepatan 120 rpm. 

Identifikasi isolat bakteri 11 UJ dengan 
menggunakan sekuensing 16 S rRNA dilakukan 
berdasarkan protokol standar. Isolasi genomik 
DNA dilakukan menggunakan kit Wizard DNA 
extraction (Promega). 16s rRNA gen diamplifikasi 
menggunakan spesifik primer 63F dan 1387R. 
Reaksi PCR dijalankan mengikuti protokol dan 
agarose elektroforesis. DNA sekuensing dilakukan 
di First base (Malaysia). Hasil analisa sekuensing 
dianalisis dengan BLAST server dari Biology 
workbench (SDSC).  

Media pertumbuhan dan produksi kitinase 
berasal dari media kitin cair yang dibuat pada 
Erlenmeyer 1L dan mencampurkannya sebanyak 

125 mL koloid kitin, 0.65 g Na2HPO4.2H2O, 
1.5 g KH2PO4, 0.25 g NaCl, 0.5 g NH4Cl, 0.12 g 
MgSO4.7H2O dan 0.005 g CaCl dan 20 g bacto 
agar, kemudian dihomogenkan dengan magnetic 
stirer dan disterilkan dengan autoklaf pada suhu 
121oC, tekanan 1 atm selama 2 jam. Ke dalam 
media kemudian diinokulasikan dengan 10 mL 
bakteri dari media LB berumur 24 jam. Kultur 
diinkubasi pada suhu 28oC selama 72 jam sambil 
digojok pada alat orbital shaker dengan kecepatan 
120 rpm, kemudian kultur di sentrifugasi dengan 
kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit pada 
suhu 4oC. Supernatan yang diperoleh mengan-
dung ekstrak kasar protein dipisahkan dan diuji 
aktivitas dan kadar proteinnya. 

Isolasi parsial kitinase B. cereus dilakukan 
mengunakan amonium sulfat  jenuh 70% dan 
membran dialisis (Barker 1998). 

 Supernatan yang mengandung ekstrak 
kasar kitinase disiapkan, kemudian ke dalam 
larutan enzim kasar ditambahkan larutan amoni-
um sulfat jenuh sedikit demi sedikit sambil 
diaduk perlahan dengan magnetic stirrer sampai 
konsentrasi amonium sulfat dalam larutan enzim 
mencapai 70%. Supernatan disimpan selama 1 
malam pada suhu 4oC. Selanjutnya protein 
dipisahkan dari supernatan dengan disentrifugasi 
pada 10. 000 rpm selama 10 menit. Pelet yang 
diperoleh dipisah dan disuspensi ke dalam 2 mL 
PBS serta diuji aktivitas dan kadar proteinnya. 

Kantung membran dialisis berbahan 
selofan dipotong sesuai dengan volume fraksi. 
Kantung direbus dalam EDTA alkali (5 mM 
EDTA dan 200 mM natrium bikarbonat) selama 
5 menit, kemudian dibilas dengan dH2O, dan 
perebusan diulangi sebanyak dua kali. Presipitat 
dimasukkan ke dalam kantung, kemudian kedua 
ujungnya dijepit. Kantung yang berisi presipitat 
dimasukkan ke dalam gelas piala yang berisi 1 L 
buffer PBS 50 mM pH 7.0 dan diaduk dengan 
magnetic stirrer selama 24 jam. Hasil dialisis diuji 
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aktivitas dan kadar proteinnya. 
Konsentrasi N-asetilglukosamin (GlcNAc) 

dihitung berdasarkan kurva standar yang 
disiapkan dari larutan stok dengan konsentrasi 
larutan 0, 10, 20, 30, 40, 50, dan 60 μg/mL 
dalam volume 100 μL akuades. Selanjutnya ke 
dalam larutan standar GlcNAc ditambahkan 100 
μL reagen Schales, kemudian campuran didihkan 
selama 5 menit dan absorbansinya diukur dengan 
spektrofotometer pada panjang gelombang 420 
nm. Selanjutnya kurva standar dibuat dengan plot 
konsentrasi standar terhadap absorban. Pengujian 
aktivitas kitinase secara kuantitatif dilakukan 
menggunakan modifikasi metode Spindler (1997). 
Gula pereduksi yang dibebaskan ditentukan secara 
kolorimetri dengan pereaksi Schales (Wang & 
Chang, 1997). Sebanyak 30 μL koloid kitin, 68 
μL buffer fosfat pH 7 (50 mM) dan 2 μL fraksi 
amonium sulfat 70% dihomogenasi dalam tabung 
eppendorf dan diinkubasi pada suhu 37oC selama 
30 menit. Pada perlakuan kontrol, filtrat enzim 
dipisahkan dari substrat pada saat inkubasi. 
Setelah inkubasi, filtrat enzim yang terpisah 
disatukan, kemudian disentrifugasi selama 5 
menit dengan kecepatan 10.000 rpm. Sebanyak 
50 μL filtrat kemudian direaksikan dengan 50 μL 
akuades dan 100 μL reagen Schales. Selanjutnya, 
campuran dididihkan selama 3 menit dan diukur 
absorbansinya pada panjang gelombang 420nm, 
kemudian ditentukan nilai aktivitas kitinasenya. 
Penentuan aktivitas kuantitatif kitinase dilakukan 
dengan menentukan terbentuknya produk akhir 
yaitu gula pereduksi N-asetilglukosamin 
(GlcNAc) yang dibebaskan dari kitin selama reaksi 
hidrolisis. Definisi satu unit aktivitas kitinase 
adalah sejumlah enzim yang menghasilkan 1 μmol 
gula reduksi yang ekivalen dengan GlcNAc per 
menit (Green et al. 2005; Guthrie et al. 2005). 

Penentuan pH optimal dari aktifitas 
kitinase dilakukan dengan cara mereaksikan 
kitinase (hasil pengendapan amonium sulfat 70%) 

pada berbagai buffer pH dengan rentang pH 4-
10. Buffer yang digunakan meliputi buffer sitrat 
(pH 4-6), buffer fosfat Tris-HCl (pH 6-8), dan 
buffer glisin-NaOH (pH 8-10). Konsentrasi 
buffer yang digunakan adalah 50 mM. Suhu 
optimal ditentu-kan dengan cara membedakan 
suhu inkubasi masing-masing pada suhu 20o, 30o, 
37o, 40o, 50o, 60o, 70o, dan 80oC. Waktu inkubasi 
optimum ditentukan dengan cara menginkubasi 
campuran reaksi berdasarkan lama waktu inkubasi 
(30, 60, 90, 120, 150, 180 dan 210 menit). 
Pengaruh penambahan ion logam terhadap 
aktivitas enzim kitinase diuji menggunakan kation 
monovalen (K+, dan Na+), divalen (Ca2+, Mg2+, 

Mn2+, Zn2+, Cu2+, Fe2+) dan polivalen EDTA. 
Kation-kation tersebut diperoleh dari senyawa 
kimia Merck (Damstat, Jerman). 

Larutan stok koloid kitin diencerkan menja-
di beberapa konsentrasi dalam 250 μL menggu-
nakan buffer PBS pH 7. Ekstrak amonium sulfat 
ditambahkan sebanyak 5 μL ke dalam masing-
masing vial. Campuran dihomogenkan dengan 
vorteks dan diinkubasi pada suhu 37oC selama 30 
menit. Konsentrasi GlcNAc yang terbentuk 
ditentukan dengan metode Spindler (1997). 
Kecepatan terbentuknya GlcNAc ditentukan, 
kemudian diplot dalam kurva bersama konsentrasi 
substrat berdasarkan persamaan Lineweaver-Burk, 
selanjutnya ditentukan nilai Vmaks dan Km . 

Pengukuran protein dilakukan dengan 
mereaksikan protein standar dan reagen Bradford 
mengikuti prosedur Bradford (1976). Larutan 
protein standar dibuat dengan menggunakan BSA 
(bovine serum albumin) dengan konsentrasi 0, 1, 
2, 4, 6, 8, 10 μg/mL dalam 50 μL NaCl 0.15 M. 
Campuran dihomogenkan dengan vorteks dan 
diinkubasi selama 10 menit pada suhu ruang. 
Sampel protein fraksi diambil sebanyak 5 μL dan 
diencerkan dalam 250 μL NaCl 0.15 M, 
kemudian ditambahkan dengan 250 μL reagen 
Bradford dan dihomogenkan dengan vorteks. 
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Absorban diukur pada panjang gelombang 
595nm setelah campuran diinkubasikan pada 
suhu ruang selama 20 menit. Konsentrasi protein 
ditentukan dengan persamaan kurva standar. 
HASIL  
 
Identifikasi isolat bakteri 11UJ 

Potensi bakteri dalam memproduksi kiti-
nase (indeks kitinolitik) ditentukan berdasarkan 
nisbah antara diameter zona bening (halo) dengan 
diameter koloni bakteri. Zona bening terbentuk 
akibat kitinase yang dibebaskan ke luar sel bakteri 
untuk memecah makromolekul kitin menjadi 
molekul kitin yang lebih kecil, ditunjukkan pada 
Gambar 1.  

 
Amplifikasi isolat 11UJ dengan 16S ribosomal 
DNA  

Isolat bakteri 11UJ diamplifikasi dengan 
sekuensing 16S rDNA menggunakan primer  63F 
dan 1387R. Hasil amplifikasi produk PCR 
mempunyai satu pita DNA berukuran 1.3 kb 
(data tidak ditampilkan). DNA disekeunsing dua 
arah untuk memastikan identitasnya. Hasil ana-
lisis terhadap sekuen isolat bakteri 11UJ yang di-
analisis dengan data di Gene Bank melalui analisa 
BLASTN menunjukkan 99% derajat kesamaan 
dengan B. cereus strain BAB 806 dan strain 
CMST (Gambar 2).  
 
Produksi dan uji aktivitas kitinase B. cereus 11 UJ 

Pengendapan protein yang dilakukan 
dengan cara menambahkan garam amonium sul-
fat 70% ke dalam larutan enzim kasar. Selanjut-
nya protein yang telah mengendap dipisahkan 
berdasarkan bobot molekul oleh kantung dialisis 
berupa membran selofan yang bersifat semi per-
meabel. Pemurnian kitinase asal B. cereus 11 UJ 
dari larutan enzim kasar hingga dialisis dapat 
dilihat pada Tabel 1.  

Kitinase yang telah diendapkan dengan 

amonium sulfat 70% memiliki tingkat kemurnian 
sebesar 2.40 kali dibandingkan dengan larutan 
enzim kasarnya dengan perolehan (yield) 2.23%, 
sedangkan setelah dialisis memiliki tingkat 
kemurnian sebesar 5.23 dengan yield 0.83%. 
Selain itu aktivitas total dan kadar protein total 
yang terkandung pada masing-masing tahap pem-
urnian mengalami penurunan, sedangkan aktivi-
tas spesifik mengalami peningkatan seiring 
dengan proses pemurnian.  

Penggunaan garam amonium sulfat dan 
dialisis dapat meningkatkan tingkat kemurnian 2-
6 kali dari ekstrak kasar enzimnya. Hal ini diiringi 

Gambar 2. Filogenetik bakteri 11 UJ yang dianalisis 
berdasarkan program PHYLIP version 3.6. 

Isolat 11 

Gambar 1. Uji kualitatif aktivitas kitinase B. cereus 11 
UJ pada media kitin agar setelah pewarnaan 
dengan pewarna congo red 2%. Tanda panah 
menunjukkan zona bening. 
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dengan peningkatan aktivitas spesifik. Kadar pro-
tein total yang terhitung jauh lebih tinggi sebesar 
21.39 g dalam 250 mL media, sedangkan pada 
tahap pemisahan protein menggunakan konsen-
trasi amonium sulfat 70% dan dialisis, kadar pro-
tein total yang terhitung sebesar 199 mg dalam 3 
mL larutan buffer PBS dan 34 mg dalam 0.8 mL 
larutan sampel. 

Aktivitas spesifik kitinase setelah dialisis 
menggunakan membran (10 kDa cut off) mening-
kat lebih tinggi dibandingkan dengan aktivitas 
spesifik hasil pengendapan menggunakan amoni-
um sulfat. Aktivitas spesifik yang semakin tinggi 
menunjukkan enzim semakin murni. Hal ini 
disebabkan kehilangan protein non-enzim pada 
beberapa tahap pemisahan yang dilalui dalam 
pemurnian enzim. 

 
Karakterisasi kitinase pH  

Penentuan pH optimum kitinase dil-
akukan dengan menggunakan tiga jenis buffer 
yang berbeda yaitu buffer Sitrat-Fosfat, buffer 
Tris-Hcl dan buffer Glysin-NaOH dengan 
rentang pH 4-8.   

Berdasarkan hasil penelitian yang ditampil-
kan dalam Gambar 3, terlihat bahwa pH opti-
mum kitinase B. cereus 11 UJ dicapai oleh buffer 
Glysin-NaOH pH 8 dengan nilai aktivitas enzim 
sebesar 0.059 U/mL. Selain itu dilakukan juga 
over lap pH dari ketiga jenis buffer tersebut, yaitu 
pada pH 6 dan 8.  

 

Suhu  
Pengaruh suhu terhadap aktivitas kitinase 

B. cereus 11 UJ dapat dilihat pada Gambar 4. Ber-
dasarkan hasil yang diperoleh, terlihat bahwa vari-
asi suhu yang diuji memberikan pengaruh ter-
hadap aktivitas kitinase B. cereus 11 UJ. 

Kitinase memiliki suhu optimum 37oC 
dengan nilai aktivitas enzim sebesar 0.070 U/mL. 
Dari gambar 4 terlihat bahwa pada suhu yang 
lebih rendah dari suhu optimumnya, aktivitas 
enzim juga rendah namun cenderung meningkat. 
Setelah melewati suhu optimum, yaitu pada suhu 
40-80oC aktivitas enzim terus menurun. 

 
Waktu inkubasi  

Hasil pengujian stabilitas kitinase B. cere-
us 11 UJ dengan rentang waktu inkubasi 30-210 
disajikan pada Gambar 5. Aktivitas enzim relatif 
stabil hingga menit ke-120 dengan aktivitas 
tertinggi dicapai pada menit ke-90 yaitu sebesar  
0.009 Unit/mL, kemudian aktivitas enzim men-
galami penurunan setelah menit ke-120. Inkubasi 
yang dilakukan pada pH dan suhu optimumnya 
yaitu pada pH 8 dan suhu 370C, aktivitas kitinase 
isolat tersebut tidak cepat mengalami penurunan.  

 
Ion logam  

Berdasarkan hasil percobaan penambahan 
senyawa logam dengan konsentrasi 10 mM pada 
kitinase B. cereus 11 UJ, menunjukkan kation a2+ 
dan Mg2+ meningkatkan aktivitas kitinase mes-
kipun tidak berbeda dengan control. Penambahan 
kation Ca2+ memperlihatkan kenaikan aktivitas 

 

Tahap Pemurnian 
Kitinase 

Volume 
Enzim (mL) 

Akitivitas 
Total (U) 

Protein 
Total (mg) 

Aktivitas 
Spesifik (U/mg) Yield (%) Tingkat 

Kemurnian 

Enzim Kasar 230 4.301 21390 0.00020 100 1 
Ammonium 
Sulfat 70% 

3 0.096 199 0.00048 2.23 2.40 

Dialisis 0.8 0.036 34 0.00105 0.83 5.23 

Tabel 1. Pemurnian amonium sulfat dan dialisis terhadap aktivitas kitinase B. cereus 11 UJ 
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relatif enzim menjadi 104.55%, atau mengalami 
peningkatan sebesar 4.55% dari aktivitas enzim 
kontrol; sedangkan kation K+, Na+, Mn2+, Zn2+, 
Cu2+, Fe2+ dan EDTA menurunkan aktivitas kiti-
nase B. cereus 11 UJ. Penurunan aktivitas relatif 
enzim terbesar terjadi pada penambahan 10 mM  
kation Mn2+ yaitu sebesar 60.79% dibandingkan 
kontrol. Begitu juga dengan penambahan kation 
Cu2+ dan Fe2+, terjadi penurunan yang relatif tid-
ak jauh berbeda antara keduanya yaitu masing-
masing dapat menurunkan aktivitas relatif enzim 
menjadi 32.28% dan 31.88%. Hal yang serupa 
juga diperlihatkan oleh kation EDTA, Zn2+, Na+, 
dan K+, yang menurunkan aktifitas relatif enzim 
masing-masing sebesar sebesar 22.38%, 12.28%, 
5.74% dan 0.79% (Gambar 6).  

 
Kinetika kitinase 

Data yang dihasilkan merupakan hasil 
reaksi pada konsentrasi substrat yang berbeda sela-
ma 30 menit. Data yang diperoleh diplot dalam 
kurva double reciprocal (Gambar 7).  

Persamaan yang diperoleh dari uji kinetika 
adalah y = 9.66 + 287 x. Persamaan tersebut 
memiliki variabel x untuk 1/[S] dan y untuk 1/v. 
Nilai Vmaks diperoleh dari nilai invers 9.66 yaitu 
1.035 x 10-1 μg/mL detik, sedangkan Km di-
peroleh dari gradien persamaan garis Lineweaver-
Burk yang merupakan nilai Km/Vmaks, sehingga 
nilai Km yang diperoleh dari perhitungan adalah 
29.71 μg/mL. Nilai Km yang diperoleh pada 
penelitian ini cukup tinggi sehingga kitinase B. 

cereus 11 UJ mempunyai afinitas yang rendah 
terhadap substrat koloidal kitin. Nilai Vmaks atau 
kecepatan maksimum dari reaksi enzimatis di-
peroleh dengan nilai 1.035x10-1 μg/mL detik, 
yang artinya pada kondisi optimum, kitinase 
dapat mengubah substrat koloidal kitin menjadi 
GlcNAc sebesar1.035 x 10-1 μg/mL tiap detiknya.  

 
PEMBAHASAN 
 

Mikroba kitinolitik yang dapat melisis atau 
mendegradasi kitin menjadi monomer-
monomernya diduga mampu menghambat per-
tumbuhan jamur patogen tanaman padi dengan 
cara merusak dinding jamur tersebut. Menurut 
Gohel et al. (2006), aktivitas kitinase secara kuali-
tatif ditentukan oleh adanya zona bening di seki-
tar koloni bakteri yang tumbuh pada medium 
agar kitin. Adanya zona bening di sekitar koloni 
bakteri setelah waktu inkubasi tertentu, membuk-
tikan bahwa bakteri tersebut mampu 
memproduksi kitinase (Park et al. 2000). Kitinase 
yang disekresikan bakteri dalam medium agar 
kitin kemudian diikat oleh partikel kitin (koloidal 
kitin), sehingga kitin menjadi terdegradasi dan 
komposisi kitin dalam medium menjadi berku-
rang. Degradasi oligomer kitin dan penggunaan 
molekul hasil degradasi tersebut oleh bakteri 
membuat medium tampak jernih terutama 
disekitar koloni bakteri (Chen & Lee 1994). 

Hasil analisis filogenetik juga menge-
lompokkan bakteri yang dekat dengan kelompok 
lainnya seperti B. thuringiensis dan B. subtilis. 
Kelompok bakteri ini dilaporkan mempunyai 
daya antibakteri melalui produksi enzim ekstrase-
luler kitinase (Suryadi et al . 2011). 

Tahap awal dari pemurnian kitinase adalah 
metode ekstraksi yang bertujuan untuk mem-
isahkan enzim dari campuran partikel non-enzim. 
Penambahan garam atau pelarut organik dil-
akukan untuk mengendapkan protein. 

Gambar 3.  Pengaruh pH terhadap aktifitas kitinase B. 
cereus  11 UJ. 
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Penurunan aktivitas total kitinase setelah pengen-
dapan menunjukkan adanya kitinase yang tidak 
mengendap pada konsentrasi amonium sulfat 
70%. Hal ini diduga ada sebagian kitinase yang 
tidak terekstrak oleh bahan pengekstrak. Selain 
itu, ada sebagian protein yang terdenaturasi sela-
ma proses ekstraksi berlangsung. Begitu juga 
dengan kadar protein total setelah dipekatkan 
menunjukkan penurunan. Kadar protein total 
yang terkandung pada enzim kasar jauh lebih 
tinggi dibandingkan dengan dua tahap pemurnian 
lainnya. Hal ini dimungkinkan pada ekstrak kasar 
dilakukan pemisahan sel dengan menggunakan 
tekanan tinggi (sentrifugasi) yang akan memecah 
komponen sel bakteri, sehingga komponen sel 
yang merupakan protein non-enzim akan bercam-
pur dengan enzim kitinase pada larutan media. 

Pengendapan protein menggunakan kon-
sentrasi amonium sulfat 70% didasarkan pada 
penelitian Gomes et al. (2001) yang menunjukan 

bahwa penggunaan fraksi amonium sulfat dengan 
konsentrasi 50%-80% memiliki kemampuan 
yang baik dalam mengendapkan protein dari 
ekstrak kasar enzim. Hasil penelitian Tjandrawati 
et al. (2003) menggunakan Trichoderma viride 
TNJ63, melaporkan kitinase yang dihasilkan me-
lalui tahap dialisis memiliki tingkat kemurnian 
sebesar 2.9 kali dari enzim kasarnya; sementara 
hasil penelitian Yong et al. (2005) menggunakan 
bakteri C4 memiliki tingkat kemurnian 2.7 dan 
5.64 kali untuk tahapan amonium sulfat dan dial-
isis. Hasil penelitian lain dari Narayana & Vijaya-
lakshmi (2009), melaporkan kitinase yang di-
peroleh dari tahapan pemurnian amonium sulfat 
memiliki tingkat kemurnian 2.2 dengan yield 
87.4%.  

Hampir semua enzim sangat sensitif ter-
hadap perubahan pH, dan biasanya aktivitas en-
zim akan berkurang bila pH medium berubah 
dari pH yang bukan merupakan pH opti-

Gambar 4. Pengaruh suhu inkubasi terhadap aktifitas 
kitinase B. cereus 11 UJ. 

Gambar 5. Pengaruh waktu inkubasi terhadap aktifitas 
kitinase B. cereus 11 UJ  

Gambar 6. Pengaruh ion logam terhadap aktifitas 
relatif kitinase B. cereus 11 UJ 

Gambar 7. Persamaan Lineweaver-Burk aktivitas 
kitinase B. cereus 11 UJ 
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mumnya. 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa jenis 

buffer yang digunakan dalam penentuan pH op-
timum enzim kitinase memiliki pengaruh ter-
hadap aktivitas enzim. Hal ini disebabkan oleh 
kekuatan ionik pada masing-masing buffer ber-
beda, sehingga akan mempengaruhi gugus ionik 
enzim. Setiap enzim mempunyai karakterisasi 
pH optimum yang aktif pada kisaran pH yang 
relatif sempit. Kitinase yang dihasilkan oleh Pseu-
domonas aeruginosa K-187 menurut hasil 
penelitian Wang & Chang (1997) mempunyai 
nilai pH 8. Reaksi enzim sangat dipengaruhi oleh 
pH medium tempat reaksi terjadi (Suhartono, 
1989), dan pada umumnya enzim aktif pada kis-
aran pH 5-9 (Rahayu et al. 2004). Pada larutan 
alkali (pH ≥ 9) kemungkinan terjadi kerusakan 
pada residu sistin, sedangkan pada larutan asam 
(pH kurang dari 4) hidrolisis dari ikatan peptida 
yang tidak stabil dapat terjadi di samping residu 
asam aspartat. Setiap enzim mempunyai pH op-
timum yang khas yaitu kisaran pH dimana enzim 
menunjukkan aktivitas maksimum dengan stabil-
itas yang tinggi (Lehninger et al. 2004).  

Penentuan pH optimum bertujuan untuk 
mengetahui kondisi optimum aktivitas enzim 
sehingga dapat mengetahui penggunaan enzim 
yang sesuai dengan karakterisasinya. Efek pH 
terhadap enzim dapat mempengaruhi titik isoel-
ektrik enzim. Nilai pH yang terlalu tinggi atau 
terlalu rendah akan menyebabkan ketidakstabilan 
pada konformasi enzim sehingga menyebabkan 
aktivitas enzim menurun. Keadaan pH optimum 
berhubungan dengan kondisi saat pemberi atau 
penerima proton yang penting pada sisi katalitik 
enzim berada dalam tingkat ionisasi yang di-
inginkan (Lehninger et al. 2004).  

 Setiap enzim pada umumnya memiliki 
aktivitas maksimum pada suhu tertentu, aktivitas 
enzim akan semakin meningkat dengan ber-
tambahnya suhu sampai suhu optimum tercapai. 

Setelah itu kenaikan suhu lebih lanjut akan me-
nyebakan aktivitas enzim menurun. Hal ini me-
nyebabkan perubahan konformasi enzim-substrat 
sehingga mengalami hambatan untuk berikatan. 
Selain itu suhu tinggi akan merusak struktur en-
zim sehingga mengalami denaturasi (Lehninger et 
al. 2004). Berdasarkan suhu pertumbuhannya, 
mikroba digolongkan menjadi lima kelompok 
yaitu psikrofil tumbuh pada suhu 5-20oC, meso-
fil suhu 20-45oC, termofil 45-65oC, termofil 
ekstrim 65–85oC dan hipertermofil 85-100oC. 
Menurunnya aktivitas mengikuti meningkatnya 
suhu di atas optimum biasanya disebabkan oleh 
perusakan enzim (Sudaryati 2009). Kitinase yang 
berasal dari B. cereus 11 UJ dapat digolongkan ke 
dalam kitinase mesofilik, karena memiliki suhu 
optimum pada suhu 37oC. Suhu mempengaruhi 
energi kinetik molekul. Kenaikan energi kinetik 
molekul yang terjadi saat suhu tinggi dapat 
meningkatkan frekuensi tumbukan, sehingga 
meningkatkan laju reaksi (Murray et al. 2005). 

Kitinase B. cereus 11 UJ memiliki stabilitas 
mencapai waktu inkubasi 120 menit. Hal ini 
menunjukkan bahwa setelah melewati menit ke-
120, aktivitas terus mengalami penurunan diduga 
akibat substrat yang tersedia sudah habis terde-
gradasi menjadi derivatnya atau terjadi akumulasi 
GlcNAc hasil degradasi dalam medium fermenta-
si. GlcNAc dalam jumlah yang berlimpah dapat 
menghambat produksi kitinase (Sudaryati 2009). 
Kitinase B. cereus 11 UJ menurut hasil penelitian 
ini masih memiliki stabilitas yang relatif rendah. 
Rahayu et al. (2004) mengatakan bahwa semakin 
rendah kekuatan penstabil enzim, maka semakin 
tidak stabil suatu enzim. Sebaliknya apabila se-
makin tinggi kekuatan enzim, maka enzim terse-
but akan semakin stabil. Stabilitas enzim merupa-
kan fungsi dari kekuatan penstabil enzim yaitu 
ikatan hidrogen, ikatan hidrofobik, interaksi 
ionik, ikatan logam dan jembatan disulfida 
(Suhartono 1989). 
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Penambahan ion-ion logam dari beberapa 
senyawa memiliki pengaruh terhadap kinerja ak-
tivitas kitinase. Beberapa enzim diketahui mem-
butuhkan ion-ion tertentu untuk menjamin ak-
tivitasnya, ion-ion tersebut dapat berperan sebagai 
aktivator pada konsentrasi tertentu atau sebagai 
inhibitor pada kondisi yang berbeda. Enzim bersi-
fat tidak stabil, oleh karena itu aktivitasnya dalam 
mensintesis substrat menjadi produk dipengaruhi 
oleh berbagai kondisi fisika maupun kimia. Hal 
ini bervariasi tergantung dari karakteristik enzim 
yang bersangkutan. EDTA merupakan chelating 
agent yang dapat mengkelat ion yang berperan 
dalam aktivitas enzim sehingga aktivitas enzim 
turun. Penambahan kation Ca2+ pada kitinase dari 
Enterobacter sp. NRG4 dapat meningkatkan ak-
tivitas enzim; sementara adanya kation Cu2+ pada 
kitinase yang diisolasi dari Vibrio sp. 98CJ11027 
(Park et al. 2000) dan kation Co2+ pada kitinase 
yang diisolasi dari Bacillus K-129-14 (Rahayu et 
al. 2004) dapat meningkatkan aktivitas enzim 
tersebut. 

Wang & Chang (1997) melaporkan bah-
wa, kation Mg2+, Mn2+, dan  Zn2+ dapat meng-
hambat aktivitas kitinase dari Pseudomonas aeru-
ginosa K-187. Kation Hg+, Ag+, Cu2+, dan  Co2+ 

dapat menghambat kitinase dari Vibrio sp. 
98CJ11027 (Park et al. 2000) dan Zn2+ meng-
hambat kitinase dari Bacillus K-129-14 (Rahayu et 
al. 2004). Secara kimiawi, suatu inhibitor tidak 
dapat dibedakan dari aktivator. Setelah mereka 
berinteraksi dengan enzim, barulah dapat dilihat 
perbedaaanya. Aktivator akan berikatan dengan 
enzim dan menyebabkan kenaikan kecepatan 
reaksi enzim, sedangkan inhibitor berikatan 
dengan enzim dan menyebabkan penurunan ke-
cepatan reaksi enzim (Suhartono 1989). 

Kecepatan reaksi suatu enzim pada setiap 
konsentrasi substrat dapat dihitung jika nilai Km 
dan Vmaks enzim tersebut diketahui (Lehninger et 
al. 2004). Hal ini menunjukkan bahwa enzim 

menurunkan energi aktivasi keseluruhan reaksi. 
Konstanta Michaelis-Menten (Km) beberapa en-
zim sangat beragam, tetapi sebagian besar enzim 
memiliki Km antara 2 mM dan 5 mM (Ogawa & 
Ando 2009). Enzim memiliki nilai konstanta 
Michaelis-Menten (Km) yang berbeda satu sama 
lain. Konstanta ini bersifat spesifik dan menya-
takan konsentrasi substrat yang diperlukan oleh 
suatu enzim untuk mencapai setengah kecepatan 
reaksi maksimum (Vmaks), berdasarkan persamaan 
Lineweaver-Burk yang merupakan persamaan 
turunan dari persamaan Michaelis-Menten. Persa-
maan garis Lineweaver-Burk merupakan persa-
maan linear. Invers kecepatan reaksi (1/v) diplot 
terhadap invers konsentrasi substrat (1/[S]) 
(Harisha 2007). Peningkatan konsentrasi substrat 
tidak meningkatkan kecepatan laju reaksi, karena 
saat semua enzim telah terjenuhi oleh substrat, 
kecepatan enzim menjadi tetap. Nilai Km suatu 
enzim menunjukkan ukuran afinitas enzim-
substrat. Jika nilai Km besar, maka afinitas enzim-
substrat rendah. Sebaliknya jika Km kecil, maka 
afinitas enzim-substrat tinggi (Bintang 2010). 

 
KESIMPULAN DAN SARAN 
 

Bakteri isolat 11 UJ yang digunakan dalam 
penelitian ini telah diidentifikasi ke dalam spesies 
B. cereus berdasarkan sekuensing 16S rDNA.  

Pemurnian parsial menggunakan amonium 
sulfat 70% dan dialisis dapat meningkatkan 
kemurnian sebesar 2.40 kali dan 5.23 kali 
dibandingkan dengan ekstrak kasar enzim.  

Hasil karakterisasi terhadap fraksi pemur-
nian amonium sulfat 70% menunjukkan pH opti 
mum 8, suhu optimum 37oC, dan waktu inkubasi 
optimum selama 120 menit. Adanya pengaruh 
logam dengan konsentrasi 10 mM menunjukkan 
kemungkinan ion Mn2+, Fe2+, dan Cu2+ sebagai 
inhibitor terhadap aktivitas kitinase. Kitinase B. 
cereus 11 UJ mempunyai nilai Km sebesar 29.71 
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μg/mL dan Vmaks sebesar 1.035 x 10-1 μg/mL/dt. 
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut 

untuk melengkapi informasi yang diperoleh 
seperti analisis bobot molekul (SDS PAGE) 
maupun pemurnian protein dengan kromatografi 
penukar ion.  
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