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KARAKTERISAS! PARSIAL KITOSANASE DARI iSOLAT BAKTERI LUMPUR
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Absirak

Tujran penalitien Ind cdalah uniek melakvkan karakterisasi secora porsicl kilosanocse
dari bakteri lumpur rawea di Indralaya. Tigo isolot (L1571, L152 don L251] memiliki indeks
kitinslitik yong tinggi. L2531 selonjuinyo dipilih untuk dikarakterizasi karena memiliki indelks
kitinalitik yang paling tinggl. Preduksi optimom kitosaonose isolar L2351 adalah 3 hori. pH dan
b optivum kitosanase isolat L2571 adoloh poda pH 8 don subw 50 % Pengaruh icn logom
(MaCl, KO, CatCls: dan Felly) menunjukkan semed ion logom dapot menghambat kistesonase
isalaf L2510, Hadll onalisls 505-PAGE menunjukkan kitcsanaze isalot bakterd L2531 memiliki 10
plto prefein dengan berat molelul 21-78 kD,

Kata kunch kitesanase, bokterio, korokrerisasi, lumpur rawa

PEMNDAHULUARM

Eitgsonase [EC 3.2.1.132) mervpaken enzim yang menghidrolisis Bkatan  glikosidik
kitosan Reaksi ini akan menghasilkan turunon kitesen (oligemer kitosan). Kifesan [[-01-4)-M-
glvkozamin| merupaokan turunon dori kitin yong dipersleh melalei deassetilasi sempuma otauw
sebogion,  Menurut  Fukomize dan Brzezinski (1997], kitesonose adalah  enzim  yang
menghidralisi: kitosan yong mematang katon [-1,4-glikesidik kecuali ikatan GleMAc-GleMaAc,

Kitozanaze dopar diperoleh dari tanoman, baokteri dan 1;|.|.n-g|, Faneliticn bakieri
penghosil kitosanose sudah bonyek dilokukan yaite bakteri Socilios sp PI-735 (Seing ef ol
1921), Psevdomonas sp. H-14 [Yoshdhara ef ol 1992), Enterobocter G-1 [Yamosaki ef o),
T993), Amyeolofopsis sp. Cs0e2 (Okajimo of of, 1994), Acisefobocfer sp. stroin CHBE1O1
[Shimosaka et al, 1995), Steptompoes M174 {Somoshhekor dan Joseph 1996), Mypsxobacler
fpAl-T{Reyes don Corena 1997), Motwebodler chitosonofobides 3001 [Park ef all 199%),
Burkholderia glodioli straln CHE1OT [Shimesaka of ol 2000), Bedilfos caraws 531 [Kurokoke o) of
F000) dan Bocillus =p. CK4 (Yoon of ol 2001). Kitesansse dari fungi adalah Fusarium soland .
. phaseali (Shimosaka ef ol 1993) dan Aspargilius Y2K (Cheng dan Li 2000). Kitosanose
darl tonaman dopot dipersleh dari Cucomis safives, Citrus sinensis dan Barley [(Semashaker

dun loseph 1994)

METODE PEMELITIA M
Eksplarasi dan lsclosi Bakteri Rawa Penghasil Kitosanase

Izolasi bakteri rowa  adoloh dengan mengambil sampel lwmpor dorl doerch
Indralayg, sampel yang diperoleh ckan dilokokan pengenceran dari 1007 sempal 107,
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sampel” diambll sebanyok 1 mi dimasdkkan ke media pengoyoon [lawic broth) 5 ml, 4y,
diinkubasi selama 24 [am poda inkubater dengan svhe 372 C Sompel yang telah dilrkutayg
tersebut diombil sebonyak 0,5 ml untuk kemudian di spread ke media lourie agar yong tely),
ditambahikan koloidal kitin 0,5% yong selanjrnya dinamaken fosrio ogor modifikas], seeelap
ity diinkubasi kemball dalom inkubater peda suhe 37 *C Koloni yang memiliki halo yang
tumbuh poda medio louvrio ogor modifikas unrek selanjumyo diberd nomer don difsolnss Tig-
zag ke media lavrio agar madifike:s dan diinkubasi ada sihu yong sama, hal ini bertujeen
untuk memisahkan koloni-koloni bokteri. [solat-isolat yang diperaleh ditumbuhkon secoig
serentak dengan cora ditotolkan pada media lavria agor modfikasi. Setelah dilnkubaog
selama satuy mingge podo sube 37 0 ditentukon indeks kitinolitik vong mervpakan s
perbandingon diameier dasrch bening {hale) dengaon diometer koloni,
Fenentuan Waldu Oplimem Prodebksi Kitesanase

Produksi enzim kitosanaze digwali dengan pembeatan storfer dolom mediem yong
mengendung: 0,55 koloidal kitosan, 0,1% KsHPO., 001% MgS0.7H2D, 0,05% yeon
extroct, ©0,1% MaCl, 0,7% [MH4:504. Kelur bickan sebonyok oty sampoi dua loop
ditnekulaskan dalom 200 ml medium starter. Seteloh dimkubasi selama 24 jam dolom
shaking woter bath (37 =C, 100 rpm), ODwpe mencapai $,303 dengan jumlah sel sekitar 108
sl /i), starer dipindohkon ke dalom 1 liter medium produksi sebanyak 5% [v/v) dan
diinkubeas selama 43 [am dalam fermentor dengon suhe 37 0 don kecepotan 1246 rpm yang
seficp & jom dignolise aktivitosnya urtuk menentukan waokte produksi optimal. Setelah
mendapatkan wakiy eptimal yoang ditandoil dengon cktivitas kitosonase yong  tertinggi
selemjuinya digunaken untvk memproduksi kitosanose lebih lonjut.  Setelah diinkubasi, koltur
vang dihasilken disentrifugas poda 8000 rpm [4 =5, 10 menit]. Supematan yong dihasilkan
selomjuinya dianaliza akfivitos, kadar protein don epticol density (0]
Pengukuvran Aktivilas dan Kadar Pretein Kitesanase

Analisis aktivita: kilesanoie dengon metode Schales didasorkon poado perhitungan
gulg reduksi yong dipreduksi selama hidrolisis kitesan dapaf larl, dengon glukosomin
sehagoi standar {Uchida dan Ohiakara 1998). Compuran yong mengandung 100 Jl kitozan
dapat laret 135, 100 ul larutan enzim dan 100 gl buffer fosfat, dilnkebasi selama 30 menit
pada 40 =C don reaks! dihentikon dengon memonaskan compuran pada air mendidib selama
3 maenit, Sejumlah 200 pl compuran ditambabkan 1 ml reagen scholes dan B00 pl aluades.
Tabung reaksi ditutep dengoen alumunium Foil den diponaskan pado air mendidih selomo 15
menit.  Setelah dingin, lamsten disentrifuse dengan kecepotan 8000 rpm selomo 10 menit
pado whe 4 *C dan supematan divker absorbonsinye poda ponjang gelombang 420 nm,

Blanko disiapkan dengan mengganti campuran enzim dengan 1 ml akweodes,  Sotu wnit

| Prosiding Perfemucen limich don Sesninar Masiceal MAAPHFL 2011 fohed




e kitosanase didefinisikan sebogal jumlah enzim yong mempreduksi Topmal gula

" duksi sebogai glukosamin per manit. Uituk kurva standar disiophken 400 pl lerutan stancar

l_:'.- Kedarangdin:

B = kadar GleM pada sampel

kadar GldY pada kontral

walume enzirn |pal]

valume recksi enzimatis [pl)

wolume campuran (hasil recksi enzimatis) yang digunaken untul penentuan Gleh [ pel]
E lama inkubasi [menig)

A5 a8 6 = berat malelkul GLeM-HCI

=
(| |

B 5
=]
I

: Metode pensntuan kador pretein didasarkan kemampuran protein mengikat pewarna
khwsus [perecksi folink  Sejumlch 0,1 ml sompai 0.9 ml pereaksi lewry ditempatkan dalam
! ' tabung reaksi lalu divorteks. Tabung diinkubasi selama 15 menit dalam suhe ruceng, Sejurnlah
3 md poroksi folin yong telab disncarkan 10 kali ditambahkan ke dalam tabung, diverteks |aly
: J:lirn#wl:lmi salama 45 menit pado suhe ruang,  Absarbans sampel divker pada panjang

': gelembang 540 nm.  Milai absorbansi sampel dibendingkon dengaon kurva standar Fang
%ﬁ telch dibuar sebelumnya dengon bovine serun albuming [E54) sebagai staondar. Sebogoi

E

blanrke digmakan ckuades untuk penggant] larstan protein,

Karmakierisisosi Kitosanase

kS

Urtuk  mengetohui  karokteristik  enzim kitosanose, maoko  dilokukan  beherapeo

& T

pengomaran meliputi penentuan pH optimem dengan kisoren pH 3-%, suvhu optimum dengan
ksaren 30- 70 'C dan pengaruh on logam [MeCl, KCI, CaCls dan FalClz) dengan kamentrasi
1 mMd.

-

HASIL DAMN PEMBAHASAN
Eksplerasi dan Isolasi Bakieri Rawa Penghasil Kilesanase

Fado proses screening didopotkan 3 isolat vong memiliki indaks kitinolitik yang
mempunyod nilai = | [Tabel 1].

Tobel 1 Hasil vji kitinslitik bokterl lurnpur roweo

Isoler Inclaks kitinolitie
L151 1.1 .
L152 1,2

_L231 1,4
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F;{hdﬂ Takel 1, kolaor L2I5T1 memiliki indeks kitnshik yang paling  tinggl yang
selanjutnya dipilikh untuk dilakukan karakberisosi kitosonose.
Pemnentuan Wakiv Oplimum Produksi Kitesanase lsolat L251

Etosanose drPrnduksl menggunckan media cair yong menpandung 0,5% kaloldg
kitoson. Produksi kifoson optimal dorl isolat L2351 diperoleh seteloh 3 hari ({Gambar 1),
Pensntuan akfivitas kitesanose dilakukon poda svhe 43 22 dengon meteds Ldhida dan

Ohrakaro 1 %P8
Wakty yang dibutuhkon wntuk memproduks] kitesonose dard lselat L251 f=rgalong

cepot dibandingkan dengon bakteri lain seperti fMobuebocter chitosonotabicls 3001 (Park of
al. 1999 dan Pzecdomomrss sp. H-14 (Yoeshihara ef ol 19%2) vang membutubioan vealdgy
kultivasi sekitar 4 hard poda suhy 28=30 0C,
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Grombor 1 Waokty produks] Htesonose selot bokrerd L2517,

Karakterisasi Kitesanase Ekstrak Kasar lsolat LZ51

Subwr optimum
ISErhEﬂrl.lnn saba apiimum pndn enrim ekstrok kosoe dilaokukan podo berhogal sehu

I0=70 20, Setelah dionaliso aktivitas kifosanase rerminggl poda sube 50 %2 dengan alktivifas
sebesar 0,028 U/ ml (Sambar 2
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Aklivitas Kitosonase

Gombor 2 Suhu ocptimem kitosonose olat hobter] L25T.
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Kitgsanase isclat bakteri L2571 yang memiliki subu optimem pede sube 50 *C termasuk
wﬂnw{,bﬂ yang maoderat. Hosll inl samo dengon kitosanase Enterabocter spdz-1 (Y omosoki
of al. 1993} Suhu optimum kitozanase isalal bakterl L2351 lebih tinggi dibondingkan dengan
Paudamonas Sp. H-14 (Yoshihora of al. 1992), Bocillus p. PI-75 dan Fusorium solani . sp.
phaseoli (Shimesaka et al. 1993] yang memiliki svhu optimum masing-masing 30, 35 dan 40
*C, kitosanse isolot L2551 dibandingken dengan kitesanose bakteri Bocillus sp. strain CKA4
{foon ef al, 2001), Steptomyces sp. M174 (Somashekar don loseph 19%6) don Mycobocter sp
AL-1 [Reyes don Corena 1997) memiliki suhu optimum yang lebih rendabh, ketiga kitosoenase
torkteri il memiliki suhu optimum masing-masing 60, &5 don 70 °C,
pH opfimurn

Eilasenose isalal L2571 aktf poda kisaran pH yong sempit dengan pH optimum podao
pH 8 (Gambar 3], aktivita: kilesanose dibowah don diotos pH optimem memiliki aktivites

yang sengot rendah.
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Gombar 3 pH optimuem kitesanase isalar bakterd L2517,

Eitesonase isolot L2511 memiliki korokteristik wnik terhadap peagearuh pH yoang memiliki
pH aptimum poda pH basa. Sebogion besar kifesonose bokteri loin bekerjo pada pH osam
sepertl kilssanase Mobvebocler chifosarofalbédus 3001 [Park of ol 199%9) dan Psewvdomonos
ip. H-14 [Yoshihore ef ol 1992) yang memiliki pH optimum poda pH 4, kitosanose
Myxabecter sp AL-1 [Reyes dan Corena 1997} yong memiliki pH optimum pode pH 5,
Pengaruh jon logam

Pengaruh iocn logam terhadap akbivite: kitssancse dopot dilihat podo Gaombar 4.
Cambar 4 menunjukkon semua ion logam yang divji dapal menurunkon okfivitos kitlosanose
olot bokteri L1251 alou sebrogal inhibiter, Penzlition lain pengaroh fon logem 'rl_a-rh-::-:ln:lr.l
kitesanase wmumnya fon legam sebagal inhibiter adalah Hg?* dan Ag® yang divji pada

kitzsonase Bociliuz sp, PI-75 {Seing of al. 19%91] dan Mycabacter sp. AL-1 {Reves don Corono
19%7).
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CGambar 4 Pengarvh fon logom terhadap aktivites kiloesanaose isalat L251.

Fenentuan Berat Meolekul Kllesanase
Fenamuan berat molekul kitosanose isolat L2531 dilakvkan dengon cora anglisis 505.

PAGE. Hasil 3D5-PAGE kitosonase dopat dilhat poda Gambar 5.

9F D
G WL
b a5 kD

30 kD

14,3 kD’P %ﬁ

Gambar 3 SD3-PAGE kitesanose Isalar L2351 (lajur 1= morken phosphorylase b (97 kDal,
bovine serum albumin (64 kDa), ovolbumin (45 kDo), carbonic anhydrose (30
kDa), ond lysezyme [14.3 kDa); lojur 2= kitesanose L2357,

Hasll anglisis S0E5-PAGE menmjukkan kitosanose isclat bakteri L2511 memiliki 10 piro
profein dengan  berat moelekal 21-F8 kD, Bomyoknya pita protein yang didaopatkan
dikarenakan  kitosanase yang dianalisiz 505%-FAGE adoloh  kitosonase ekstrak  kosar,
Edosanase ekstrak kosor Bocillus coogw'ans LH 28,38 memiliki 5 pita protein dengan beraf

milakul 74 -0F kD [Haliza 2003) i

| Presiding Fertamuen lssdah den Sesinar Mationed MPHPL 2071 &8



KESIMPULAN

Tiga isolat [L151, L152 dan L251] yong diiselasi don discreening dari lumpur rowao
ndaralaya memilikl Indeks kitinolitik yang timggl. L2571 selonjuinya dipilih uniuk dikarakierizeasi
carena memilikl indeks kitinolitik yang peling finggi. Produksi optimum kitosanase isslat L2517
adalzh 3 hari. pH dan who optimum kitosanase Boclat L2571 odalah pada pH & dan subu
s *C. Pengaruh fon logam iMall, KCl, CaCly dan FeClyl menunjukkan semua lon logam
dopat menghambat kistesanase solat L251. Hasl anadlisis SDS-PAGE manunjukkan kitosonose
jsalat bakteri L2351 memiliki 10 pita predein dengon berat molekwl 21-78 kD.
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