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RINGKASAN 

 

     Indonesia merupakan negara kepulauan dengan sebagian besar wilayahnya 
berupa perairan. Industri berbasis perairan di Indonesia telah banyak 
berkembang salah satunya adalah pengolahan udang. Menurut kementrian 
kelautan dan perikanan (2013), total produksi udang pada tahun 2012 mencapai 
415.703 ton. Limbah pengolahan udang yang terdiri dari kulit, ekor dan kepala 
udang mencapai sekitar 30% dari satu ekor udang. Limbah udang memiliki 
potensi yang besar untuk diolah menjadi produk kitin. Kitin merupakan  
polisakarida yang tersusun atas β-1,4-N-asetil-D-glukosamin (GlcNac). Pada 
umumnya kitin berikatan dengan protein dan mineral. Kitin memiliki struktur yang 
rigid dan tidak dapat larut dalam air sehingga kitin menjadi sumber pencemaran 
senyawa organik.  
     Berdasarkan permasalahan di atas, dilakukan isolasi dan skrining mikroba 
kitinolitik dari tanah limbah industri petis udang di Sidoarjo, Jawa Timur. Mikroba 
kitinolitik yang diperoleh mampu menghasilkan enzim kitinase yang mampu 
mendegradasi kitin sehingga dapat mengurangi tingkat pencemaran senyawa 
organik. Selanjutnya enzim kitinase yang diperoleh dilakukan karakterisasi. 
Penelitian ini menggunakan metode deskriptif. Hasil penelitian dipaparkan 
berdasarkan tahapan penelitian yang dilakukan. 
     Hasil penelitian menunjukkan bahwa terdapat tiga isolat mikroba yang 
ditunjukkan dengan adanya zona bening di sekitar koloni mikroba. Indeks 
kitinolitik tertinggi ditunjukkan oleh isolat TP02 sebesar 2,22. Aktivitas spesifik 
ekstrak enzim kasar sebesar 0,008 Unit/mg dan enzim murni sebesar 0,052 
Unit/mg. Kadar protein ekstrak enzim kasar 3,636 mg/ml dan enzim murni 
sebesar 1,127 mg/ml. Tingkat kemurnian enzim kitinase murni mencapai 6,548 
kali. Berat molekul enzim kitinase dari isolat TP02 dengan menggunakan SDS-
PAGE sekitar 68,257 kDa. Enzim kitinase isolat TP02 memiliki pH optimum 7, 
suhu optimum 35°C, kestabilan pH 5-7  dan kestabilan suhu 30-45°C. Enzim 
kitinase isolat TP02 spesifik terhadap substrat kitin. Produk hidrolisis substrat 
dideteksi dengan metode kromatografi lapis tipis. Hasil hidrolisis  berupa N-asetil-
D-glukosamin (GlcNAc) dan GlcNAcn. 
 

 

Kata kunci : kitinase, limbah udang, mikroba kitinolitik, tanah limbah industri 

petis udang 
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SUMMARY 

 

     Indonesia is an archipelago with the most of its territory is in the form of sea. 
Industrial based of sea in Indonesia has been evolved, one of them is the 
shrimps processing. According to the ministry of maritime affairs and fisheries 
(2013), total of shrimps production in 2012 reached 415.703 tonnes. Shrimp 
processing wastes, consisting of skin, tail and head of the shrimp reach about 
30% of a shrimp. Shrimp wastes has great potential to be processed into product 
of chitin. Chitin is the polysaccharide composed by β-1,4-N-acetyl-D-glucosamine 
(GlcNAc). In general, chitin is binding with protein and mineral. Chitin has a rigid 
structure and it cannot soluble in water therefore that chitin becomes the source 
contamination of organic compounds.  
      Based on that problem, it needs to do the isolation and screening of 
chitinolytic microbe from shrimp paste waste soil industry in Sidoarjo , East Java. 
Chitinolytic microbes that is obtained able to produce chitinase enzyme which 
able degrade chitin in order to reduce the contamination level of organic 
compounds. Furthermore, chitinase enzyme that already obtained will be 
characterized. This research uses the descriptive method. The results is 
presented based on the step of the research.  
      The results showed that there are three microbial isolates that indicated by a 
clear zone around the colonies of microbes. The highest chitinolytic index is 
indicated by isolate TP02 that is 2.22. The specific activity of crude enzyme 
extracts is 0,008 units / mg and the pure enzyme is 0.052 units / mg. The protein 
content of crude enzyme extract is 3.636 mg / ml and the pure enzyme is 1.127 
mg / ml. The purification of the chitinase was increased to 6,548 fold. The 
molecular weight of chitinase enzymes of isolate TP02 determined by SDS-
PAGE is about 68.257 kDa. Chitinase enzymes of isolate TP02 has the optimum 
pH is 7, optimum  temperature is 35ºC, pH stability is pH 5-7 and the termal 
stability is 30-45º. Chitinase enzymes of isolate TP02 specific to substrate chitin. 
The hydrolysis product of substrate is detected by thin layer chromatography 
method. The hydrolysis products are N-acetyl-D-glucosamin (GlcNAc) and 
GlcNAcn. 
 

 

Keywords: chitinase, chitinolytic microbe, shrimp paste waste soil industry,   

shrimp waste 
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I PENDAHULUAN 
 

 

1.1 Latar Belakang 
 

Indonesia merupakan negara kepulauan dan sebagian besar wilayahnya 

merupakan perairan. Salah satu produk perairan di Indonesia yang mengalami 

peningkatan produksi adalah udang. Kementrian Kelautan dan Perikanan (2013) 

menyatakan  bahwa pada tahun 2012, total produksi udang mencapai 415.703 

ton. Udang tersebut sekitar 80-90% diekspor dalam bentuk udang beku tanpa 

kulit dan kepala. Limbah udang yang dihasilkan dari satu ekor udang sekitar 30% 

(Kementrian Kelautan dan Perikanan, 2011). Pada tahun 2004, kulit dan kepala 

udang yang dihasilkan mencapai 78.000 ton (Kementrian kelautan dan 

perikanan, 2004).  

     Kulit udang mengandung 15-20% kitin (Fohcher, 1992 dalam Azhar, 2010). 

Kitin merupakan  biopolimer yang banyak terdapat di alam yang tersusun atas β-

1,4-N-asetil-D-glukosamin (GlcNac). Pada umumnya kitin berikatan dengan 

protein, mineral dan pigmen. Ketersediaan limbah udang yang besar di Indonesia 

menyebabkan terjadinya pencemaran lingkungan akibat bau busuk yang 

ditimbulkan. Hal tersebut disebabkan karena degradasi kitin pada limbah udang 

memerlukan waktu yang relatif lama. Ukuran molekul kitin yang relatif besar dan 

kelarutan kitin rendah juga menyebabkan kitin menjadi sumber utama 

pencemaran senyawa organik (Haliza dan Suhartono, 2012). Degradasi kitin 

dapat dilakukan dengan cara biokimia yaitu menggunakan enzim. Pada 

umumnya metode biokimia lebih banyak digunakan karena menggunakan enzim 

sehingga lebih ekonomis dan ramah lingkungan (Herdyastuti et al, 2009). 

     Kitinase adalah enzim yang akan menghidrolisis ikatan glikosidik β-1,4 pada 

kitin sehingga kitin lebih mudah didegradasi. Enzim kitinase dapat dihasilkan oleh 

mikroorganisme kitinolitik. Saat ini enzim kitinase banyak digunakan sebagai 

agen biokontrol karena dapat mendegradasi kitin menjadi produk yang ramah 

lingkungan. Selain itu, dapat digunakan dalam bidang kesehatan, pangan, 

industri dan lain-lain (Herdyastuti et al, 2009). 

     Mikroba kitinolitik merupakan mikroorganisme yang dapat menghasilkan 

enzim kitinase yang mampu mendegradasi senyawa kitin. Produksi kitinase 

dengan menggunakan mikroba telah banyak digunakan karena medium 
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pemeliharaan lebih murah dan mudah serta dapat menghasilkan oligomer yang 

diinginkan (Mejia-Saules etal, 2006). Rebecca (2013) telah berhasil mengisolasi 

dan mengidentifikasi bakteri kitinolitik dari tanah yaitu Serratia marcescens. 

Nurdebyandaru et al (2010) berhasil mengisolasi bakteri kitinolitik dari rizosphere 

cabe yaitu Bacillus sp.  

     Tanah merupakan sumber mikroorganisme pendegradasi kitin yang baik.  

Oleh karena itu, pada penelitian ini dilakukan isolasi mikroba dari tanah di limbah 

industri petis udang. Tanah tersebut berada di sekitar limbah industri petis udang. 

Tanah telah dikondisikan secara alami sejak lama dengan keberadaan limbah 

udang. Limbah industri petis berupa kulit, kepala dan ekor udang mengandung 

kitin yang dapat digunakan sebagai substrat pertumbuhan mikroba, sehingga 

tanah tidak perlu dilakukan pengkayaan dengan substrat terlebih dulu. Oleh 

karena itu diharapkan dengan adanya sampel tanah ini, proses isolasi dan 

skrining mikroba kitinolitik menjadi lebih cepat. Pada penelitian ini diharapkan 

enzim kitinase yang diperoleh dapat mendegradasi kitin menjadi oligomernya 

sehingga mengurangi pencemaran senyawa organik dari kitin dan aplikasi kitin 

menjadi lebih luas. Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan enzim kitinase 

dari isolat bakteri tanah limbah petis udang dan mengetahui karakteristik enzim 

kitinase yang dihasilkan. 

 

1.2 Perumusan Masalah 
 

     Berdasarkan uraian latar belakang diatas, maka didapatkan perumusan 

masalah dari penelitian ini adalah: 

1. Bagaimana potensi isolat bakteri yang terdapat pada tanah limbah 

industri petis udang dalam menghasilkan enzim kitinase? 

2. Bagaimana aktivitas enzim kitinase yang didapatkan dari isolat mikroba? 

3. Bagaimana karakteristik enzim kitinase yang didapatkan dari isolat 

mikroba? 
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1.3 Tujuan 

     Penelitian ini bertujuan untuk : 

1. mendapatkan mikroba kitinolitik yang berpotensi menghasilkan enzim 

kitinase dengan aktivitas tinggi 

2. mengetahui aktivitas dan potensi enzim kitinase dalam menghidrolisis 

kitin 

3. mengetahui karakteristik enzim kitinase yang didapatkan dari isolat 

mikroba. 

 

1.4 Manfaat 
 

     Hasil penelitian yang berupa isolat bakteri pengahasil enzim kitinase dan 

karakterisasi enzim kitinase dapat menjadi informasi untuk mengembangkan 

produksi enzim kitinase. 

 

1.5 Hipotesa 
 

     Diduga dengan adanya isolasi dan skrining mikroba kitinolitik dari tanah 

limbah industri petis udang diperoleh mikroba yang mampu menghasilkan enzim 

kitinase yang dapat mendegradasi kitin menjadi N-asetil-D-glukosamin. Diduga 

pemurnian dengan metode afinitas kitin dapat meningkatkan kemurnian enzim 

kitinase secara efektif. 
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II TINJAUAN PUSTAKA 
 

 

2.1 Limbah Udang 
 

     Indonesia merupakan negara kepulauan yang sebagian besar wilayahnya 

berupa perairan. Berbagai jenis produk telah dihasilkan dari wilayah perairan di 

Indonesia. Salah satu produknya adalah udang. Produksi udang di Indonesia 

setiap tahun terus mengalami peningkatan. Menurut Kementrian Kelautan dan 

Perikanan (2013), pada tahun 2012 total produksi udang mencapai 415.703 ton. 

Kulit, kepala dan bagian ekor udang ini menjadi limbah produksi udang. Limbah 

udang yang dihasilkan dari satu ekor udang adalah sekitar 30% (Kementrian 

Kelautan dan Perikanan, 2011). Pada tahun 2004, kulit dan kepala udang 

mencapai 78.000 ton (Kementrian kelautan dan perikanan, 2004). Limbah udang 

dapat diolah menjadi beberapa produk seperti kerupuk udang, petis udang, terasi 

udang, kecap udang, tepung udang, silase udang, dan pupuk organik (Firlianty, 

2009). Limbah kulit dan limbah cair udang biasanya dibuang tanpa perlakuan 

tertentu. Hal tersebut dapat menyebabkan pencemaran lingkungan. Limbah kulit 

udang mengandung protein 25-44%, kitin 15-20%, kalsium karbonat 45-50% 

(Fohcher, 1992 dalam Azhar, 2010). Limbah udang dapat diolah menjadi kitin 

dan turunannya yang memiliki nilai ekonomis tinggi. Di pasar internasional, kitin 

dijual dengan harga US$ 10 per kilogram, dan kitosan US$ 15-40 per kilogram 

tergantung kualitasnya (Purwanti, 2012). 

 

2.2 Kitin 
 

     Kitin merupakan  polisakarida yang tersusun atas β-1,4-N-asetil-D-glukosamin 

(GlcNac). Kitin banyak ditemukan pada kulit crustaceae (kepiting, udang, dan 

lobster), ubur-ubur, eksoskeleton artropoda, dinding sel fungi (22-40%), kulit telur 

nematoda, binatang atau tumbuhan (Okazaki et al, 1995 dalam Haliza dan 

Suhartono, 2012). Kitin memiliki kandungan nitrogen sebesar 6,98% sehingga 

dapat digunakan sebagai agen pengkelat. Kitin pada rantai polimer N-asetil-

glukosamin memiliki ikatan hidrogen antara gugus NH dari satu rantai dan gugus 

C=O dari rantai yang berdekatan sehingga membentuk mikrofibril, memiliki 
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struktur yang rigid dan tidak dapat larut dalam air (Widhyastuti, 2010). Tingkat 

kekerasan dan flexibilitas kitin berbeda-beda tergantung pada bagian tubuh 

arthropoda (Saguez, 2008). Crustaceae mengandung kitin yang cukup tinggi 

yaitu sekitar 20-60% tergantung pada spesiesnya (Skaugrud dan Sargent, 1990). 

Skaugrud dan Sargent (1990) juga mengungkapkan bahwa pada crustaceae, 

kitin merupakan struktur yang rigid pada eksoskeleton, dikarenakan pada rantai 

polimer N-asetil-D-glukosamin terdapat ikatan hidrogen antar molekul 

membentuk mikrofibril menghasilkan struktur yang stabil dan rigid, tidak larut 

dalam air sehingga dapat mengkristal.  

     Menurut Widhyastuti (2010), terdapat 3 jenis fibril kitin yaitu α-kitin, β-kitin dan 

γ-kitin. Rantai polimer α-kitin yang berdekatan tersusun secara antiparalel. Hal ini 

ditemukan pada jamur dan artropoda. Pada β-kitin, rantai polimer tersusun 

secara paralel, ditemukan pada penyusun rangka cumi-cumi. Pada γ-kitin 

tersusun dari dua rantai secara paralel dan rantai ketiga antiparalel.  

 

 

Gambar 1 Struktur Kimia dari Kitin (Verena, 2008) 
 

     Aplikasi kitin antara lain dalam bidang biokimia, farmasi, pangan, gizi, 

enzimologi, industri kertas, tekstil, film, sebagai pengawet, dan antibiotik. Tetapi 

kitin sulit diaplikasikan dalam bidang farmasi dan pangan fungsional karena 

sifatnya yang tidak larut air (Widhyastuti, 2010). Hal tersebut menyebabkan kitin 

Kitin 

Konformasi Kitin 

Β-kitin (rantai paralel) α-kitin (rantai antiparalel) 
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menjadi sumber utama dalam pencemaran senyawa organik (Haliza dan 

Suhartono, 2012). Pengolahan limbah untuk mendegradasi kitin dapat dilakukan 

dengan beberapa cara  yaitu dengan demineralisasi dan deproteinasi melalui 

penambahan asam atau basa kuat, dengan membakar limbah dan menguburnya 

dalam tanah sehingga memerlukan waktu yang cukup lama dan dapat 

menghasilkan NH3, serta dengan metode biokimia menggunakan enzim 

sehingga lebih ekonomis, ramah lingkungan (Herdyastuti et al, 2009). Selain itu 

Tsigos (2000) dan Gohel (2008) juga mengatakan bahwa metode biokimia 

mudah dikendalikan, terurai secara biologis, dan dapat membentuk oligomer atau 

polimer yang diinginkan. Produk turunan kitin seperti kitin-oligosakarida, 

karboksimetil kitin, hidroksietil kitin, etil kitin memiliki berbagai macam manfaat. 

Kitin-oligosakarida memiliki aktivitas melawan oksidasi, mampu diaplikasikan 

pada makanan, obat-obatan, dan produk kosmetik, mampu meningkatkan 

kekebalan tubuh dalam pengobatan AIDS, kanker, jantung dan penyakit darah 

(Shahidi, 1999). Dalam bidang kedokteran, karboksimetil kitin, hidroksietil kitin 

dan etil kitin digunakan sebagai bahan dasar pembuatan benang operasi yang 

dapat diserap dalam jaringan tubuh, tidak toksik, dan mampu disimpan dalam 

waktu lama. Dalam bidang farmasi, N-asetil-D-glukosamin digunakan sebagai 

obat dalam mengontrol kadar gula darah, suplemen, antiinflamasi, dan lain-lain. 

Dalam bidang kosmetik, N-asetil-D-glukosamin dapat mengurangi hilangnya 

hoperpigmentasi karena dapat membantu mengurangi aktivitas enzim tirosinase 

yang berperan dalam produksi melanin (Haliza dan Suhartono, 2012). 

  

2.3 Kitinase 
 

     Kitinase merupakan poli (1,4-N-asetil-β-D-glukosamin)-glikanohidrolase. 

Enzim kitinase dapat dihasilkan oleh mikroorganisme kitinolitik, artropoda, dan 

beberapa hewan tingkat tinggi (amfibi, ikan, mamalia) (Ubhayasekera, 2005). 

Enzim kitinase akan memotong ikatan glikosida pada kitin untuk menghasilkan 

oligosakarida terlarut (Orikoshi et al, 2005). Rentang pH optimum kitinase adalah 

sebesar 4-9 (Khan, 2002). Terdapat 3 jenis kitinase yaitu eksokitinase  yang 

mengkatalisis pembebasan N-asetil-glukosamin, memotong kitin hanya dari 

ujung non reduksi; endokitinase yang mendegradasi kitin secara acak dari dalam 

menghasilkan oligomer pendek N-asetil-D-glukosamin; dan N-asetil-
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glukosaminidase yang memutuskan diasetilkitobiosa dan menghasilkan N-asetil-

glukosamin (GlcNAc). Struktur kitinase dikenal sebagai multi domain karena 

memiliki lebih dari satu domain yaitu domain katalitik, domain pengikatan kitin, 

dan domain fibronektin III (Herdyastuti et al, 2009). 

 

 

 

Gambar 2 Skema Pola Pemutusan Domain Enzim Kitinolitik (Verena, 2008) 
 

     Kitinase dikelompokkan menjadi 3 keluarga (family) hidrolase glycosyl yaitu 

keluarga (family) 18, 19, 20. Perbedaan dari ketiga kelompok tersebut adalah 

sumber enzim kitinase. Family 18 merupakan kitinase dari bakteri, virus, jamur, 

beberapa kitinase dari hewan dan tanaman (kelas III dan V). Family 19 berasal 

dari tanaman (kelas I, II dan IV). Family 20 β-N-acetylhexosaminidases dari 

Streptomycetes dan manusia (Haliza dan Suhartono, 2012). Famili 18, 19 dan 20 

memiliki mekanisme katalitik yang berbeda. Menurut Itoh et al (2002), kitinase 

famili 18 melakukan katalisis yang diikuti substrat dan menggunakan mekanisme 

retaining. Kitinase famili 19 menggunakan mekanisme asam dan basa, dan 

mengkatalisis hidrolisis kitooligosakarida dengan inversi konfigurasi anomerik. 

Mekanisme kitinase famili 20 adalah retaining. 

     Mekanisme hidrolisis pada kitinase famili 18 adalah double-displacement. 

Pada mekanisme tersebut, protonasi residu GlcNAc pada konformasi perahu 

menghasilkan intermediet oksazolin yang dapat dihidrolisis untuk membentuk 

produk dengan retensi konfigurasi anomerik. Mekanisme hidrolisis pada kitinase 

famili 19 adalah single-displacement. Pada mekanisme tersebut,dua residu asam 

Endokitinase 

Eksokitinase 

N-asetilglukosaminidase 
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amino diperlukan pada sisi aktif dan produk hidrolisis menunjukkan inversi 

konfigurasi anomerik (Brameld and Goddard, 1998 dalam Dahiya et al, 2006). 

 

Gambar 3 Mekanisme retaining dan inverting oleh kitinase (CAZypedia) 

Mekanisme inverting untuk α-glikosidase 

Mekanisme inverting untuk β-glikosidase 

basa 

asam 

basa 

asam 

Sisi transisi 
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Enzim glikosil 
intermediet 

Mekanisme retaining untuk α-glikosidase 

Mekanisme retaining untuk β-glikosidase 

Asam/basa 

nukleofil 

Sisi transisi 

Sisi transisi 

Sisi transisi 

Asam/basa 

nukleofil 

Enzim glikosil 
intermediet 

Enzim glikosil 
intermediet 
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     Kitinase dibagi dalam 5 kelas yaitu kelas I sampai V. Kelas I-IV sebagian 

besar merupakan kitinase pada tanaman. Menurut Haliza dan Suhartono (2012), 

kitinase 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. Kitinase kelas III hanya memiliki sekuen yang homologi 

dengan kitinase Hevea brasiliensis, tidak memiliki kesamaan sekuen dengan 

kitinase tanaman lain. Kitinase kelas  IV, memiliki struktur yang sama dan sekuen 

yang berbeda dengan kitinase kelas I. Kitinase kelas IV mewakili kitinase 

ekstraseluler. Kitinase kelas V pada umumnya terdapat pada bakteri. 

 

Gambar 4 Proses dan enzim yang terlibat dalam degradasi senyawa ktiin  
(Ubhayasekera, 2005) 

 

     Enzim kitinase memiliki peran yang bermacam-macam. Seperti yang 

dipaparkan oleh Haliza dan Suhartono (2012), kitinase memiliki peran dalam 

menginduksi pertahanan tanaman terhadap serangan jamur patogen, mampu 
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memproduksi kitin-oligosakarida dan dapat digunakan dalam industri makanan 

serta obat-obatan. 

 

 

 

Gambar 5 Jalur degradasi kitin secara enzimatis (Gooday, 1994) 
 

2.4 Mikroba Kitinolitik 
 

     Mikroba kitinolitik adalah mikroba yang mampu menghasilkan enzim kitinase 

untuk mendegradasi kitin. Menurut Herdyastuti et al (2009), tanah dan air 

merupakan sumber mikroorganisme pendegradasi kitin yang baik. Terdapat 

beberapa mikroba yang telah diketahui mampu menghasilkan enzim kitinase, 

antara lain Enterobacter, Streptomyces, Aspergillus, Penicillium, Trichoderma 

(Omumasaba et al, 2001). Beberapa mikroba tersebut dapat memanfaatkan kitin 

sebagai sumber nitrogen dan karbon. Berbagai mikroorganisme akan 

menghasilkan jenis kitinase yang berbeda, spesifitas terhadap substrat yang 

bervariasi, dan karakteristik yang berbeda (Toharisman, 2007). Hal ini juga 

didukung oleh Haliza dan Suhartono (2012) yang mengatakan bahwa, 

karakteristik kitinase sangat beragam, dapat diketahui dari studi dasar terkait 

peran biologis mereka terhadap degradasi kitin. 

     Mikroba penghasil kitinase pada umumnya dapat diperoleh di lingkungan 

mesofil (lingkungan air, tanah, rizosphere, phyllosphere) dan termofil (sumber air 

panas, daerah geotermal, dan lain-lain) (Herdyastuti et al, 2009). Beberapa 

Kitinase Kitin deasetilase 

Kitosanase (EC 3.2.1.132) 

Deasetilase Β-D-Glukosaminidase 
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peneliti telah berhasil mengisolasi dan mengidentifikasi bakteri kitinolitik dari 

tanah yaitu Serratia marcescens (Rebecca et al, 2013), Streptomyces sp 

(Sowmya, 2012). Selain itu Nurdebyandaru et al (2010) berhasil mengisolasi 

bakteri kitinolitik dari rizosphere cabe yaitu Bacillus sp. Beberapa mikroba 

kitinolitik yang diisolasi dari perairan seperti Vibrio alginolyticus TK-22 (Murao, 

1992) dan Vibrio harveyi (Svitil, 1997). 

 

2.5 Isolasi dan Skrining 
 

     Mikroba penghasil kitinase dapat diperoleh dengan mengisolasi dalam media 

yang mengandung kitin. Kitin berfungsi sebagai substrat yang dapat menginduksi 

enzim kitinase (Haliza dan Suhartono, 2012). Mikroba penghasil kitinase diisolasi 

dengan menggunakan metode pengenceran seri. Sampel dari pengenceran seri 

di transfer ke media agar kitin dan diinkubasi dengan suhu dan waktu tertentu. 

Mikroorganisme kitinolitik dapat diseleksi dengan adanya zona bening yang 

muncul di sekitar bakteri yang berarti kitinase telah berhasil mendegradasi media 

agar koloidal kitin (Rebecca et al, 2013). Koloidal kitin merupakan kitin yang 

dilarutkan dengan asam klorida pekat dan merupakan substrat yang sangat 

efektif untuk menentukan aktivitas kitinase bila dibandingkan dengan serbuk kitin  

(Haliza dan Suhartono, 2012). 

 

2.6 Pemurnian Parsial Enzim Kitinase 
 

     Purifikasi atau pemurnian merupakan tahap yang penting untuk mendapatkan 

enzim kitinase yang berkualitas. Tahap purifikasi dapat dilakukan bertahap 

antara lain ekstraksi, pemisahan enzim seperti presipitasi, sentrifugasi, dialisis 

dan filtrasi. Pemurnian lebih lanjut dapat dilakukan dengan kolom kromatografi 

yang diklasifikasikan berdasarkan ukuran, partikel, muatan listrik, afinitas, suhu, 

densitas dan solubilitas (Haliza dan Suhartono, 2012). Keberhasilan purifikasi 

dilihat dari tingkat kemurnian, rendemen, dan aktivitas spesifik. Semakin tinggi 

tingkat kemurnian enzim maka semakin tinggi pula rendemen dan aktivitas 

spesifik enzim (Haliza dan Suhartono, 2012). Tahap pemurnian dengan dialisis 

dilakukan untuk memisahkan senyawa dengan berat molekul lebih rendah dari 
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sampel menuju larutan buffer melalui membran semipermeabel. Protein dengan 

berat molekul tinggi akan  tertahan dalam kantong dialisis (Nelson dan Cox, 

2000). Menurut Nelson dan Cox (2000), air dan molekul kecil seperti NaCl atau 

glukosa akan keluar dengan bebas melalui pori-pori. Molekul kecil akan berdifusi 

keluar karena molekul akan berdifusi ke daerah yang memiliki konsentrasi lebih 

rendah. Fase cair diganti beberapa kali untuk memaksimalkan keluarnya molekul 

kecil dari larutan protein. 

 

 

Gambar 6 Dialisis (Berg, 2002) 
 

     Metode purifikasi ada beberapa macam diantaranya purifikasi berdasarkan 

ukuran, depirogenasi dan afinitas. Beberapa tujuan purifikasi protein adalah 

untuk mengindentifikasi fungsi protein, mengidentifikasi struktur protein, 

menggunakan enzim untuk menghasilkan produk yang diinginkan. Dasar dari 

tahapan purifikasi protein yaitu (Roe, 2001): 

a. Fraksinasi awal, untuk menyiapkan protein dalam larutan jernih. Pada 

umumnya dilakukan dengan sentrifugasi, mikrofiltrasi dan lisis sel. 

b. Purifikasi, merupakan tahap lanjutan yang berfungsi untuk menghilangkan 

kontaminan dan memekatkan produk. Pada umumnya dilakukan dengan 

kromatografi, 3 sampai 5 tahap untuk menghilangkan kontaminan yang 

berbeda pada setiap tahapnya. 

Kantong dialisis 

Larutan 

Awal dialisis Terjadi kesetimbangan 
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c. Polishing. Setiap produk memiliki kestabilan pada kondisi tertentu. Kondisi 

optimum untuk menjaga stabilitas protein merupakan hal yang penting untuk 

diketahui karena terdapat kemungkinan protein disimpan dalam waktu 

tertentu setelah purifikasi. Pada tahapini dilakukan penghilangan agregat 

atau protein terdegradasi menggunakan sizeexclusion chromatography. 

 

     Enzim kitinase dapat dipurifikasi berdasarkan ikatan kuat dengan kitin. 

Purifikasi dilakukan dengan menambahkan kitin pada enzim kitinase dan 

dilakukan sentrifugasi. Supernatan yang diperoleh dibuang, sedangkan pelet 

dicuci dengan bufer hingga 3 kali. Pelet hasil pencucian disentrifugasi kembali 

untuk menghilangkan kitin. Kemurnian kitinase ditentukan dengan SDS-PAGE, 

isoelectric focusing (IEF) dan Western blotting (Thompson et al, 2001). 

 

2.7 Penentuan Aktivitas Enzim Kitinase 
 

     Aktivitas kitinase adalah ukuran jumlah produk yang dihasilkan dari 

pemecahan kitin sebagai substrat. Satu unit aktivitas kitinase diartikan sebagai 

pelepasan 1 µmol gula reduksi (N-asetil-glukosamin) per menit. Terdapat 

beberapa metode yang dapat digunakan dalam pengukuran aktivitas kitinase 

antara lain kolorimetri, spektrometer assay, pembentukan fluoresens (metode 

florogenik), zimogram serta metode staining pada plate agar kitin dan 

elektroforesis gel poliakrilamid (Herdyastuti et al, 2009).. 

 

2.7.1 Metode kolorimetri 
 

     Metode kolorimetri paling umum digunakan untuk mengukur aktivitas kitinase. 

Metode ini didasarkan pada pelepasan N-asetil-D-glukosamin (GlcNac) per menit 

setelah direaksikan dengan reagen tertentu, diukur absorbansi dengan panjang 

gelombang tertentu (Haliza dan Suhartono, 2012). Beberapa substrat yang dapat 

digunakan adalah koloidal kitin, kitin azure, p-nitrophenyl-N-asetil-D-glukosamin 

dan senyawa kromogen. Koloidal kitin merupakan kitin yang dilarutkan dengan 

HCl pekat. Kitin azure terbuat dari kitin yang direaksikan dengan Remazol Brillian 

Violet 5R dan diukur dengan panjang gelombang 420 nm (Harighi,  2007). p-
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nitrophenyl-N-asetil-D-glukosamin digunakan untuk mengukur aktivitas ekso-

kitinase. Stivil (1997) mengatakan bahwa aktifitas kitinase per unit sama dengan 

p-nitrophenol yang dilepaskan per menit. 

 

2.7.2 Metode zimogram 
 

     Metode zimogram akan mendeteksi aktifitas kitinase dengan elektroforesis 

poliakrilamid gel dalam keadaan terdenaturasi dan tidak terdenaturasi (native). 

Substrat yang digunakan adalah glikol kitin. Prinsipnya adalah penentuan zona 

bening pada media padat yang mengandung glikol kitin. 2 tahap yang harus 

dilakukan adalah pemisahan dengan elektroforesis dan deteksi penentuan 

aktivitas kitinase. Gel poliakrilamid dan glikol kitin akan mengalami 

kopolimerisasi, kitinase akan mendegradasi kitin sehingga terbentuk zona 

bening. Gel diwarnai dengan Congo red sehingga zona bening terlihat jelas. 

Buffer renaturasi digunakan untuk melipat kembali protein sehingga 

mengaktifkan kembali sisi katalitik enzim. Pada tahap ini gel juga direndam 

dalam bufer natrium fosfat pH 7 (pH optimum) dan diinkubasi pada suhu 

optimumnya. Kondisi optimum ini berfungsi untuk memberi kesempatan bagi 

enzim agar dapat menghidrolisis substrat (Kleiner dan Stevenson, 1997).  

Menurut Transmo dan Harman (1993) metode ini lebih mudah, efektif dan 

sederhana, tetapi tidak dapat digunakan untuk pewarnaan protein lebih lanjut 

dan mobilitas kitinase dalam gel terganggu karena adanya polisakarida dalam 

gel. 

 

2.7.3 Metode staining pada plate agar kitin dan SDS-PAGE 
 

     SDS-PAGE (Sodium Dodecylsulphate Gel Electrophoresis) merupakan suatu 

pemisahan molekul protein berdasarkan ukurannya dalam medan listrik pada 

poliakrilamid gel dalam kondisi terdenaturasi karena penambahan SDS (sodium 

dodecyl sulfat). “Pada kondisi terdenaturasi, enzim dapat terpisah pada keadaan 

monomer sedangkan pada kondisi tidak terdenaturasi, enzim dalam keadaan 

utuh atau sebenarnya” (Haliza dan Suhartono, 2012). Prinsip dari metode ini 

adalah migrasi komponen akrilamida N.N’ bisakrilamida yang berfungsi untuk 
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menyaring molekul sehingga konsentrasi atau rasio akrilamid dengan 

bisakrilamid dapat diatur agar kondisi migrasi komponen protein optimal (Anam, 

2009). Kualitas pemisahan elektroforesis ini dipengaruhi oleh beberapa faktor 

yaitu kekuatan ionik dan pH buffer, input power, dan matriks penyangga 

(Aulanni’am, 2005).  

 

 

Gambar 7 Elektroforesis gel poliakrilamid (Berg, 2002) 
 

     Metode ini sederhana, sensitif, mudah dan harganya terjangkau untuk 

mendeteksi kitinase natural dan terdenaturasi pada gel poliakrilamid. Pada 

metode ini, kitinase dipisahkan pada gel poliakrilamid dan ditransfer pada cawan 

petri yang telah mengandung agar kitin (Gohel, 2008). Gel penahan menentukan 

terbentuknya pita protein sehingga dapat diperoleh pita protein yang jelas 

(Situmorang, 2003). Gel pemisah berfungsi untuk memisahkan pita-pita protein 

berdasarkan berat molekulnya. Akrilamida bersifat karsinogenik dan berfungsi 

untuk menyusun gel. Bis akrilamida berperan dalam proses cross-linking 

sehingga dapat membentuk kisi-kisi bersama polimer akrilamida. Ammonium 

persulfate merupakan inisiator yang mengaktifkan akrilamida sehingga mampu 

bereaksi dengan akrilamida yang lain membentuk rantai polimer panjang. 

TEMED merupakan katalisator sehingga terjadi reaksi polimerisasi akrilamid 

menjadi gel poliakrilamid yang digunakan dalam pemisahan protein (Wilson dan 

Walker, 2000). 

     Sampel protein ditambah dengan buffer yang mengandung gliserol, SDS dan 

β‐merkaptoetanol yang berfungsi untuk mereduksi ikatan disulfida, lalu 

didenaturasi menjadi rantai primer dengan cara direbus (Wilson dan Walker, 

Elektroforesis 

Campuran 
makromolekul 

Elektroforesis 

Gel porous 
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2000). SDS merupakan detergen anionik yang akan memberikan muatan negatif 

pada protein yang akan dianalisa. SDS akan mengikat kuat protein terdenaturasi 

dalam jumlah yang setara dengan berat molekul protein membentuk kompleks 

protein-SDS yang bermuatan negatif dan protein akan tertarik ke arah anoda 

apabila ditempatkan pada suatu medan elektrik (Dunn, 1989 dalam Situmorang, 

2003). Bromophenol blue merupakan pewarna yang dapat terionisasi dan 

diinjeksikan dalam sumur gel untuk memonitor proses elektroforesis. Gliserol 

berfungsi sebagai pemberat sehingga sampel mudah masuk dalam sumuran gel 

(Wilson dan Walker, 2000). Penentuan berat molekul dilakukan dengan 

menghitung Rf (Retardation faktor) dari tiap pita dan dibandingkan dengan 

protein standar yang berat molekulnya telah diketahui (Wilson dan Walker, 2000).  

 

2.8 Kromatografi Lapis Tipis 
 

     Kromatografi lapis tipis merupakan metode yang digunakan dalam pemisahan 

komponen senyawa kimia di antara dua fase yaitu fase diam dan fase gerak 

(Kartasubrata, 1987 dalam Hayani dan Sukmasari, 2005). Fase diam akan 

menahan komponen campuran sedangkan fase gerak akan melarutkan zat 

komponen campuran. Metode ini murah, sederhana, dan dapat menganalisis 

beberapa komponen secara bersama-sama (Hernani, 1999 dalam Hayani dan 

Sukmasari, 2005). Fase diam yang umum digunakan adalah silika gel, aluminium 

oksida, kieselgur, selulosa dan turunannya, poliamida, dan lain-lain. Fase diam 

atau zat penyerap pada metode ini adalah lapisan tipis serbuk halus yang 

dilapiskan pada lempeng kaca, plastik, atau logam secara merata. Jenis 

penyangga, cara pembuatan, dan jenis pelarut yang digunakan mempengaruhi 

pemisahan hasil kromatografi yang didasarkan pada adsorbs, partisi atau 

kombinasi kedua efek (Sherma dan Fried, 2003). 

 

2.9 Karakteristik Kitinase 
 

     Kitinase memiliki karakteristik yang sangat beragam. Beberapa sifat kitinase 

tersebut adalah berat molekul, suhu, pH, substrat spesifik, titik isoelektrik (pI), 

activator, inhibitor dan komposisi asam amino. 
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2.9.1 Berat molekul 
 

     Kitinase pada umumnya memiliki berat molekul antara 30-120 kDa. Untuk 

mengetahui berat molekul ini dapat dilakukan dengan 2 cara yaitu SDS-PAGE 

dan gel filtrasi. Berdasarkan penelitian pendahuluan, terdapat beberapa kitinase 

dengan sumber mikroba berbeda dan berat molekul yang berbeda pula. Jenis 

kitinase FI dari Psedomonas aeuroginosa K-187 memiliki berat molekul 30 kDa 

dengan menggunakan SDS-PAGE yang berarti berat molekul tersebut 

merupakan berat molekul monomer dari enzim. Kitinase FI merupakan dimer, 

sehingga pada pengukuran berat molekul dengan gel filtrasi menghasilkan 60 

kDa (Wanga dan Chang, 1997). Mikroba Bacillus sp. MH-1 dengan jenis kitinase 

Chi L memiliki berat molekul 71 kDa dengan SDS-PAGE, kitinase Chi M memiliki 

berat molekul 62 kDa dengan SDS-PAGE, kitinase Chi S memiliki berat molekul 

53 kDa dengan SDS-PAGE (Sakai et al, 1998). 

 

2.9.2 Suhu dan pH 
 

     Pada umumnya kitinase memiliki range pH optimum 3,5-9 dan suhu 40-75°C. 

Jenis kitinase FI dari Psedomonas aeuroginosa K-187 memiliki pH optimum 8 

dan suhu optimum 50°C (Wanga dan Chang, 1997). Mikroba Bacillus sp. MH-1 

dengan jenis kitinase Chi L memiliki pH optimum 6,5 dan suhu optimum 75°C, 

kitinase Chi M memiliki pH optimum 5,5 dan suhu optimum 65°C, kitinase Chi L 

memiliki pH optimum 5,5 dan suhu optimum 75°C (Sakai et al, 1998). Kitinase 

Chi A dari Streptomyces sp. J-13-3 memiliki pH optimum 6 dan suhu optimum 

45°C (Okazaki et al, 1995 dalam Haliza dan Suhartono, 2012). 

 

2.9.3 Substrat spesifik 
 

     Sebagian besar substrat spesifik yang dihidrolisis oleh kitinase adalah koloidal 

kitin. Akan tetapi, terdapat substrat lain yang dapat dihidrolisis yaitu etilen glikol 

kitin yang dihidrolisis oleh kitinase dari Aeromonas sp. No.10S-24 (Ueda, 1992 

dalam Haliza dan Suhartono, 2012), Bacillus circulans WL-12 (Watanabe, 1992 

dalam Haliza dan Suhartono, 2012), dan P. aeuroginosa K-187 (Wanga dan 
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Chang, 1997). Pada P. aeuroginosa K-187, etilen glikol kitin berfungsi untuk 

menguji aktifitas kitinase dan lisozim. 

 

2.9.4 Titik isoelektrik (pI) 
 

     Titik isoelektrik dapat ditentukan dengan kromatofocusing atau isoelektrik 

focusing. pI kitinase FI dari P. aeuroginosa K-187 adalah sebesar 5,2 (Wanga 

dan Chang, 1997).  pI kitinase Chi L dari Bacillus sp. MH-1 adalah 5,3; pI kitinase 

Chi M sebesar 4,8 dan pI kitinase Chi S adalah sebesar 4,7 (Sakai et al, 1998). 

Titik isoelektrik (pI) memiliki peran sangat penting karena akan menentukan 

muatan enzim yang akan berpengaruh pada matriks yang digunakan dalam 

kromatografi. Perbedaan pI suatu enzim dapat berbeda karena komposisi dari 

asam amino enzim (Haliza dan Suhartono, 2012). 

 

2.9.5 Aktivator dan inhibitor 
 

     Suatu enzim memiliki aktivator dan inhibitor yang berbeda. Kitinase dari 

Arthrobacter sp. NHB-10 dapat dihambat oleh Hg2+ dan p-cloromercuribenzoic 

acid (Okazaki et al, 1995 dalam Haliza dan Suhartono, 2012). Kitnase dari 

Aeromonas sp. No.10S-24 memiliki  inhibitor Ag2+ dan iodoacetic acid sertadapat 

ditingkatkan dengan p-CMB dan Ni2+ (Ueda, 1992 dalam Haliza dan Suhartono, 

2012). Kitinase dari Enterobacter sp.G-1 dapat dihambat oleh EDTA dan p-CMB, 

tetapi dapat ditingkatkan dengan Ca2+ dan NaCl (Park et al, 1997 dalam Haliza 

dan Suhartono, 2012). Hal ini berbeda dengan kitinase dari P. aeuroginosa K-

187 yang memiliki inhibitor Mn2+,Mg2+, Zn2+,glutathione,dithiothreito,2-

mercaptoethanol dan aktovator Cu2+ (Wanga dan Chang, 1997). 

 

2.9.6 Komposisi asam amino 
 

     Komposisi asam amino dari setiap mikroba berbeda, tetapi ada yang memiliki 

komposisi asam amino yang hamper sama dan hanya berbeda konsentrasi. Hal 

ini ditemukan pada kitinase dari Aeromonas sp. No.10S-24 memiliki komposisi 
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yang hampir sama dengan Psedomonas aeuroginosa K-187 tetapi berbeda 

konsentrasi. Pada kitinase dari Psedomonas aeuroginosa K-187 kaya akan asam 

amino Glx, Ser, Gly, Ala, Met, Leu (Wanga dan Chang, 1997). Akan tetapi 

kitinase dari Aeromonas sp. No.10S-24 kaya akan Asx, Thr, Gly, Ala (Ueda, 1992 

dalam Haliza dan Suhartono, 2012). 
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III METODOLOGI PENELITIAN 
 

 

3.1 Tempat dan Waktu Pelaksanaan 
 

     Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Sentral Ilmu Hayati Universitas 

Brawijaya, Laboratorium Bioteknologi Pangan, Laboratorium Mikrobiologi Pangan 

dan Laboratorium Kimia & Biokimia Pangan Fakultas Teknologi Pertanian 

Universitas Brawijaya Malang. Jangka waktu penelitian adalah 8 bulan terhitung 

sejak Oktober 2013 hingga Juni 2014. 

 

3.2 Alat dan Bahan 
 

3.2.1 Alat 
 

     Peralatan yang digunakan dalam penelitian adalah autoklaf, incubator 

(Binder), kompor listrik (Maspion), vortex, Laminar Air Flow, oven, sentrifugator 

(Thermo scientific), lemari asam, shaker waterbath (Memmert), timbangan digital 

(Ohaus), spektrofotometer (Jenway), mikropipet, magnetic stirrer (Star), pH 

meter, elektroforesis (Bio-Rad). 

     Perangkat gelas dan non gelas yang digunakan dalam penelitian ini adalah 

gelas beaker, tabung reaksi, cawan petri, erlemenyer, labu ukur, pipet ukur, pipet 

tetes, gelas ukur, kuvet, blue tip, yellow tip, tube sentrifuse, hockey glass, plastic 

wrap, alumunium foil, spatula, ose, Bunsen, rak tabung reaksi, dan kantong 

Selofan. 

 

3.2.2. Bahan 
 

     Sampel yang digunakan untuk isolasi mikroorganisme diambil dari tanah di 

sekitar limbah industri petis. Bahan kimia yang digunakan antara lain akuades, 

alkohol 70%, NaOH 1%, HCl pekat 37%, Dinitrosalycylic acid, fenol, natrium 

sulfit, NaOH, Na-K-Tartarat, 0,4 M Na2HPO4, 0,4 M NaH2PO4, reagen bradford, 

Bovine Serum Albumin (BSA), 1 M NaOH, 50 mM Tris-HCl pH 7, 5 mM 2-
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merkaptoetanol, 1 mM EDTA, tris-base, glisin, SDS 10%, 1 M tris-HCl pH 6,8, 

gliserol 50%, bromophenol blue, stok akrilamid 30%, 1,5 M tris-Cl pH 8,8, 

TEMED, APS 10%, etilen glikol kitin 0,5%, 1 M tris-Cl pH 6,8, commassie brilliant 

blue, methanol, asam asetat, etanol 95%, Congo Red 0,1%, N-asetil-D-

glukosamin, butanol, ammonia 25%plat KLT gel silika 60 F254, H2SO4, 

ZnSO4.7H2O. Bahan yang digunakan dalam pembuatan media yaitu kitin, agar, 

KH2PO4, pepton, NaCl, dan MgSO4.7H2O. 

 

3.3 Metode Penelitian 
 

     Metode penelitian yang digunakan adalah deskriptif. Hasil penelitian 

dipaparkan secara deskriptif berdasarkan tahapan penelitian yang dilakukan. 

Hasil pengujian aktivitas enzim kitinase dipaparkan secara kuantitatif. 

 

3.4 Pelaksanaan 
 

3.4.1 Preparasi koloidal kitin 
 

     Kitin sebanyak 30 gram dihomogenkan dengan 330 ml HCl pekat (37%) 

dalam beaker glass 1 L selama ± 1 jam. Dituang ke dalam ember yang telah 

berisi es dan akuades, kemudian didiamkan semalaman. Endapan dicuci dengan 

akuades hingga mencapai pH 6-7. Kemudian dipisahkan antara bagian bening 

dengan pellet (koloidal kitin). Pellet dihitung berat keringnya dengan cara dioven 

selama ± 5 jam. 

 

3.4.2 Isolasi bakteri  
 

     Sampel tanah ditimbang sebanyak 5 g dan dihomogenkan dengan 45 ml 

akuades sehingga menjadi suspensi pengenceran 10-1. Suspensi tersebut 

kemudian dilakukan pengenceran hingga 10-7. Pengenceran 10-4 hingga 10-7 

diinokulasikan pada media agar koloidal kitin dengan metode pour plate. Media 

agar koloidal kitin mengandung koloidal kitin 3 g/L, pepton 8 g/L, NaCl 1 g/L, 
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KH2PO4 1 g/L, MgSO4.7H2O 0,5 g/L, dan agar 15 g/L. Inkubasi dilakukan pada 

suhu 37 oC selama 48-72 jam. Koloni bakteri kitinolitik akan membentuk zona 

bening. Selanjutnya koloni dengan zona bening terbesar tersebut dimurnikan 

dengan metode streak kuadran. Koloni tunggal yang tumbuh disimpan dalam 

agar miring pada tabung reaksi. 

 

3.4.3 Pewarnaan Gram 
 

     Gelas  obyek dibersihkan dengan alkohol 70% kemudian ditetesi dengan 

aquades. Sebanyak 1 ose mikroba dari biakan miring isolat dioleskan pada gelas 

obyek kemudian dilewatkan di atas api hingga terbentuk apusan. Apusan bakteri 

tersebut ditetesi dengan larutan Gram A yaitu Kristal violet dan dibiarkan selama 

1 menit kemudian dicuci dengan tetesan air mengalir dan dikering anginkan. 

Setelah itu ditetesi dengan larutan Gram B (iodin) selama 1 menit kemudian 

dicuci dengan tetesan air mengalir dan dikering anginkan kembali. Preparat 

ditetesi dengan larutan Gram C yaitu etanol-aseton dan didiamkan selama 

setengah menit. Preparat dicuci kembali dengan tetesan air mengalir dan 

dikering anginkan. Preparat ditetesi kembali dengan larutan Gram D yaitu 

safranin dan didiamkan selama 1 menit. Kemudian preparat dicuci dengan 

tetesan air mengalir dan dikering anginkan.preparat diberi tetesan aquades dan 

ditutup dengan gelas  penutup. 

 

3.4.4 Kurva Pertumbuhan 
 

     Isolat bakteri diinokulasikan ke dalam 20 ml media koloidal kitin cair dan 

diinkubasi pada shaker waterbath dengan kecepatan 120 rpm, suhu 37°C 

selama 24 jam. Suspensi dituang ke dalam 200 ml media koloidal kitin cair dan 

diinkubasi dalam shaker waterbath dengan kecepatan 120 rpm, suhu 37°C. 

Suspensi diambil setiap 2 jam sekali sampai jam ke 14 dan selanjutnya diambil 

tiap 6 jam. Absorbansi diukur pada panjang gelombang 581 nm. 
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3.4.5 Isolasi dan Pemurnian Enzim Kitinase 
 

     Kultur bakteri diinokulasikan dalam 30 ml media koloidal kitin cair. Kultur 

diinkubasi selama 24 jam dalam inkubator bergoyang dengan kecepatan 120 rpm 

pada 37°C. Suspensi tersebut dituang ke dalam 300 ml media koloidal kitin cair 

dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 14 jam. Suspensi disentrifugasi dengan 

kecepatan 7000 rpm selama 20 menit. Supernatan yang dihasikan merupakan 

ekstrak enzim kasar. Supernatan ditambah dengan koloidal kitin sebanyak 0,15% 

dari total volume supernatan dan diinkubasi pada suhu 4°C selama 1 jam. 

Kemudian dilakukan sentrifugasi pada suhu 4°C dengan kecepatan 7000 rpm 

selama 20 menit sehingga diperoleh endapan enzim. Supernatan yang diperoleh 

dibuang, sedangkan endapan dicuci dalam buffer natrium fosfat pH 7 dan 

disentrifugasi kembali pada suhu 4°C dengan kecepatan dan waktu yang sama. 

Pencucian dengan buffer natrium fosfat pH 7 dilakukan sebanyak 3-4 kali. 

Endapan yang diperoleh ditambah dengan buffer natrium fosfat pH 7 dan 

diinkubasi pada suhu optimum (37°C) sampai koloidal kitin habis sekitar 48 jam. 

Larutan enzim yang diperoleh dimasukkan ke dalam kantong selofan dan 

dilakukan dialisis dengan merendam kantong selofan dalam buffer natrium fosfat 

pH 7 pada gelas beaker. Tahap dialisis dilakukan pada suhu 4°C dan diaduk 

menggunakan magnetic stirrer selama semalam. Buffer natrium fosfat diganti 

setiap 6 jam. Larutan enzim yang diperoleh diuji aktivitasnya. 

 

3.4.6 Uji Aktivitas Enzim Kitinase 
 

     Sampel enzim sebanyak 0,5 ml ditambah dengan 0,5 ml koloidal kitin 0,3% 

(dalam buffer natrium fosfat pH 7) diinkubasi pada suhu 37°C selama 1 jam. 

Reaksi dihentikan dengan menambahkan 1 ml NaOH 1% dan dididihkan selama 

5 menit. Kemudian dilakukan sentrifugasi pada suhu 4°C dengan kecepatan 

7000 rpm selama 15 menit sehingga didapatkan pelet dan supernatan 1 ml 

supernatan ditambah dengan 1 ml DNS 1% dan dididihkan selama 5 menit. 

Absorbansi diukur pada panjang gelombang 575 nm. Aktivitas enzim dihitung 

dengan rumus: 
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Keterangan :  V = volume larutan  q = waktu inkubasi (menit) 

  P = volume enzim  fp = faktor pengenceran 

 
3.4.7 Pengaruh pH pada Aktivitas Enzim Kitinase 
 

     0,5 ml enzim ditambah dengan 0,5 ml koloidal kitin 0,3% dalam  buffer natrium 

fosfat dengan variasi pH 5; 5,5; 6; 6,5; 7; 7,5; 8. Kemudian diinkubasi pada suhu 

37°C selama 1 jam. Reaksi dihentikan dengan menambahkan 1 ml NaOH 1% 

dan dididihkan selama 5 menit. Selanjutnya disentrifugasi pada suhu 4°C dengan 

kecepatan 7000 rpm selama 15 menit. 1 ml supernatan yang diperoleh ditambah 

dengan 1 ml DNS 1% dan dididihkan selama 5 menit. Kemudian diukur 

absorbansi pada panjang gelombang 575 nm. 

 

3.4.8 Pengaruh Suhu pada Aktivitas Enzim Kitinase 
 

     Enzim sebanyak 0,5 ml ditambahkan dengan 0,5 ml koloidal kitin 0,3% dalam  

buffer natrium fosfat pH 7 dengan variasi suhu 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60°C. 

Kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 1 jam. Reaksi dihentikan dengan 

menambahkan 1 ml NaOH 1% dan dididihkan selama 5 menit. Selanjutnya 

disentrifugasi pada suhu 4°C dengan kecepatan 7000 rpm selama 15 menit. 

Sebanyak 1 ml supernatan yang diperoleh ditambah dengan 1 ml DNS 1% dan 

dididihkan selama 5 menit. Kemudian diukur absorbansi pada panjang 

gelombang 575 nm. 

 

3.4.9 Kestabilan Enzim Kitinase Terhadap pH 
 

     Enzim sebanyak 0,5 ml ditambah dengan 0,5 ml buffer natrium fosfat dengan 

variasi pH 5; 5,5; 6; 6,5; 7; 7,5; 8 dan diinkubasi selama 1 jam pada suhu 35°C. 

Ditambahkan 0,5 ml koloidal kitin 0,3% dalam buffer natrium fosfat pH 7 dan 

diinkubasi pada suhu 35°C selama 1 jam. Reaksi dihentikan dengan 
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menambahkan 0,5 ml NaOH 1% dan dididihkan selama 5 menit. Kemudian 

disentrifugasi pada suhu 4°C dengan kecepatan 7000 rpm selama 15 menit. 

Supernatan sebanyak 1 ml ditambah dengan 1 ml DNS dan dididihkan selama 5 

menit. Absorbansi diukur pada panjang gelombang 575 nm. 

 

3.4.10 Kestabilan Enzim Kitinase Terhadap Suhu 
 

     Enzim sebanyak 0,5 ml ditambah dengan 0,5 ml buffer natrium fosfat pH 7 

dan diinkubasi selama 1 jam pada variasi suhu 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60°C. 

Ditambahkan 0,5 ml koloidal kitin 0,3% dalam buffer natrium fosfat pH 7 dan 

diinkubasi pada suhu 35°C selama 1 jam. Reaksi dihentikan dengan 

menambahkan 0,5 ml NaOH 1% dan dididihkan selama 5 menit. Kemudian 

disentrifugasi pada suhu 4°C dengan kecepatan 7000 rpm selama 15 menit. 

Supernatan sebanyak 1 ml ditambah dengan 1 ml DNS dan dididihkan selama 5 

menit. Absorbansi diukur pada panjang gelombang 575 nm. 

 

3.4 11 Uji Spesifisitas Substrat 
 

     Enzim sebanyak 0,5 ml ditambah dengan 0,5 ml serbuk kitin, serbuk kitosan, 

etilen glikol kitin, koloidal kitin, koloidal kitosan dalam buffer natrium fosfat pH 7. 

Kemudian diinkubasi selama 1 jam pada suhu 35°C. Reaksi dihentikan dengan 

penambahan 0,5 ml NaOH 1% dan dididihkan selama 5 menit. Kemudian 

disentrifugasi pada suhu 4°C dengan kecepatan 7000 rpm selama 15 menit. 

supernatan sebanyak 1 ml ditambah dengan 1 ml DNS dan dididihkan selama 5 

menit. Absorbansi diukur pada panjang gelombang 575 nm. 

 

3.4.12 Penentuan Berat Molekul Enzim dengan SDS-PAGE dan Zimogram 
 

     Enzim sebanyak 30 µl ditambahkan dengan 10 µl RSB (Running Sample 

Buffer). Kemudian dipanaskan dalam air dengan suhu 100°C selama 5 menit 

untuk SDS-PAGE dan dipanaskan pada suhu 35°C (suhu optimum) untuk 

zimogram. Setelah dingin, sampel dimasukkan ke dalam sumur-sumur gel SDS-
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PAGE dengan volume 30 µl untuk tiap sumur. Power supply dihubungkan ke 

listrik dengan arus listrik 120 volt selama ± 4 jam. Proses pemisahan dihentikan 

setelah warna biru penanda ± 0,5 cm dari batas bawah plate gel. Gel hasil 

elektroforesis dipotong menjadi 2 bagian. Gel bagian pertama digunakan untuk 

pewarnaan dengan staining solution sedangkan gel bagian kedua untuk 

zimogram. 

     Gel pertama direndam dalam staining solution selama 30 menit kemudian 

direndam dalam destaining solution. Gel bagian kedua direndam dalam buffer 

renaturasi selama 2 jam (diganti tiap 30 menit) sambil digoyang konstan. 

Kemudian dibilas dengan aquades. Gel direndam dalam 25% propanol selama 

15 menit dan dibilas dengan aquades. Gel direndam dalam buffer natrium fosfat 

0,2 M pH 7 selama semalam dan diinkubasi pada shaker waterbath suhu 35°C. 

Setelah itu bufer natrium fosfat diganti dengan yang baru dan diinkubasi kembali 

selama 15 menit. Gel direndam dalam pewarna congo red selama 15 menit 

kemudian dicuci dengan NaCl 1 M selama 10 menit (diganti beberapa kali). 

 

3.4.13 Kromatografi Lapis tipis 
 

     Kromatografi lapis tips menggunakan plat KLT gel silica 60 F254 sebagai fase 

diam dengan n-butanol, methanol, ammonia 25%, aquades (5:4:2:1/v:v:v:v) 

sebagai fase gerak. Visualisasi dilakukan dengan menggunakan reagen sulfat 

dan dipanaskan pada suhu 120°C selama 10 menit. 0,3 ml enzim ditambah 

dengan 0,3 ml koloidal kitin 0,3% dalam bufer natrium fosfat 0,2 M pH 7 dan 

diinkubasi pada suhu 35°C selama 1 jam. Kemudian disentrifugasi dengan 

kecepatan 8000 rpm selama 15 menit suhu 4°C. Supernatan yang diperoleh 

ditotolkan pada plat KLT menggunakan pipa kapiler. Standar yang digunakan 

adalah 0,5 ml N-asetil-D-glukosamin 0,5% dan kontrol negatif 0,3 ml koloidal kitin 

0,3% dalam 0,2 M buffer natrium fosfat pH 7. Kontrol negatif diberi perlakuan 

yang sama dengan sampel. Eluen dicampur terlebih dahulu dan dijenuhkan 

dalam chamber serta ditutup rapat. Hal tersebut bertujuan agar udara dalam 

chamber terjenuhkan dengan uap pelarut (Wibowo, 2010). Lalu plat KLT yang 

telah ditotol dengan sampel dimasukkan ke dalam eluen hingga eluen mencapai 

batas atas. Plat KLT disemprot dengan reagen sulfat dan ditunggu hingga kering, 

kemudian plat KLT dipanaskan dalam oven suhu 120°C selama 10 menit. 



27 

 

3.5 Pengamatan dan Analisis Data 
 

     Pengamatan dilakukan pada enzim hasil dialisis. Pengamatan yang dilakukan 

meliputi uji aktivitas enzim, kadar protein, pengaruh suhu dan pH pada aktivitas 

enzim kitinase, kestabilan enzim kitinase terhadap suhu dan pH, SDS-PAGE dan 

pewarnaan aktivitas enzim dengan zimogram. Data yang diperoleh akan dibahas 

secara kuantitatif. 

 

3.6 Diagram Alir 

3.6.1 Pembuatan Koloidal Kitin 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Gambar 8 Diagram Alir Pembuatan Koloidal Kitin (Modifikasi Kurniawan, 2009) 
 

 

30 gram serbuk kitin 

Dilarutkan dalam 330 ml HCl pekat 37% dengan 

diaduk selama ± 1 jam 

Dituang ke dalam ember yang telah berisi es dan aquades 

Didiamkan semalam 

endapan 

Suspensi kitin 

Bagian bening 

Koloidal kitin 

Dihitung berat kering 

Data perhitungan berat kering 

Dicuci hingga pH 6-7 dibuang 
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3.6.2 Isolasi Bakteri 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 9 Diagram Alir Isolasi Bakteri (Modifikasi Kurniawan, 2009) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Koloni tunggal yang tumbuh disimpan dalam agar miring 

5 gram sampel tanah 

Pengenceran 10-4 sampai 10-7 diinokulasikan pada media 

agar koloidal kitin dengan metode pour plate 

Stok kultur 

Dihomogenkan dengan 45 ml aquades 

Dilakukan pengenceran hingga 10-7 

Diinkubasi suhu 37°C selama 48-72 jam 

Koloni dengan zona bening terbesar dimurnikan dengan 

metode streak kuadran 

Isolat murni 
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3.6.3 Pewarnaan Gram 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 10 Diagram Alir Pewarnaan Gram (Modifikasi Kurniawan, 2009) 
 

 
1 ose isolat bakteri 

Dioleskan pada gelas obyek yang telah dibersihkan dengan 

alkohol 70% dan ditetesi dengan aquades 

Dilewatkan di atas api sampai tebentuk apusan bakteri 

Ditetesi dengan larutan Gram A (kristal violet), dibiarkan selama 1 menit 

Dicuci dengan tetesan air mengalir dan dikering anginkan 

Ditetesi dengan larutan Gram B (iodin), dibiarkan selama 1 menit 

Dicuci dengan tetesan air mengalir dan dikering anginkan 

Ditetesi dengan larutan Gram C (etanol-aseton), dibiarkan 

selama 30 detik 

Dicuci dengan tetesan air mengalir dan dikering anginkan 

Ditetesi dengan larutan Gram D (safranin), dibiarkan selama 1 menit 

Dicuci dengan tetesan air mengalir dan dikering anginkan 

Ditetesi dengan aquades 

Ditutup dengan gelas penutup 

Hasil 
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3.6.4 Kurva Pertumbuhan Mikroba 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 11 Diagram Alir Kurva Pertumbuhan Mikroba (Modifikasi Kurniawan, 
2009) 

 

 

 

 

 

 

 
Isolat bakteri 

Diinkubasi selama 24 jam dalam shaker waterbath suhu 370,120 rpm 

Kultur starter 

Suspensi 

DATA 

Ditanamkan ke dalam 30 ml media koloidal kitin cair 

Diinkubasi selama 14 jam dalam shaker waterbath suhu 370, 120 rpm 

Diambil 3 ml tiap 2 jam mulai jam ke-0 sampai jam ke-14 
dan selanjutnya setiap 6 jam 

Dituang ke dalam 300ml media koloidal kitin cair 

Diukur nilai absorbansinya λ 581 nm aktivitas enzim pada λ 575 nm 
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3.6.5 Isolasi dan Pemurnian Enzim Kitinase 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

30 ml larutan inokulum 

Disentrifugasi pada suhu 40C, 7000 rpm selama 20 menit 

Pelet Supernatan 

Supernatan Pelet 

Diulang sebanyak 3-4 kali 

Dituang ke dalam 300 ml media koloidal kitin cair 

Diinkubasi selama 14 jam dalam shaker waterbath suhu 370,120 rpm 

Ditambahkan koloidal kitin 0,15% 

Diinkubasi selama 1 jam suhu 40C 

Disentrifugasi pada suhu 40C, 7000 rpm selama 20 menit 

Dibilas dengan buffer natrium fosfat pH 7 

Disentrifugasi pada suhu 40C, 7000 rpm 

selama 20 menit 

Isolat bakteri 

Diinkubasi selama 24 jam dalam shaker waterbath suhu 370,120 rpm 

Diinokulasikan ke dalam 30 ml media koloidal kitin cair 
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Gambar 12 Diagram Alir Isolasi dan Pemurnian Enzim Kitinase (Modifikasi 
Apriani, 2008; Kurniawan, 2009) 

 

 

 

 

 

Pelet 

Supernatan Pelet 

Enzim kitinase kasar 

Didialisis pada suhu 40C dengan buffer 

natrium fosfat pH 7 semalam 

Enzim kitinase 

Dibilas dengan buffer natrium fosfat 

pH 7 

Diinkubasi suhu 370C selama 

48 jam 

Disentrifugasi pada suhu 40C, 7000 

rpm selama 20 menit 

Karakterisasi: 
- Uji aktivitas 
- Kadar protein 
- Penentuan aktivitas 
  kitinase pada suhu   
  dan pH optimum 
- penentuan  
  kestabilan suhu dan  
  pH terhadap  
  aktivitas kitinase 
- Uji spesifitas substrat 
- Berat molekul enzim 
- Kromatografi Lapis  
  Tipis 
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3.6.6 Pengukuran Aktivitas Enzim Kitinase 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 13 Diagram Alir Pengukuran Aktivitas Enzim Kitinase (Modifikasi 
Ramirez-Cautino et al, 2006) 

 

 

 

 

 

 

 

 
0,5 ml Enzim kitinase 

Diinkubasi pada suhu 370C selama 1 jam 

Pelet 

Didihkan selama 5 menit 

Supernatan 

Data 

Ditambahkan pada 0,5 ml koloidal kitin 0,3% 

Disentrifugasi dengan suhu 40C, 7000 rpm selama 15 menit 

Dihentikan reaksinya dengan menambahkan 1 ml NaOH 1% 

Didihkan selama 5 menit 

1 ml supernatan ditambahkan 1 ml DNS 1% 

Diukur absorbansi pada panjang gelombang 575 nm 
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3.6.7 Pengaruh Suhu pada Aktivitas Enzim Kitinase 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 14 Diagram Alir Pengaruh Suhu pada Aktivitas Enzim Kitinase 
(Modifikasi Apriani, 2008; Cho et al, 2011) 

 

 

 

 

 

 

 

Diinkubasi pada suhu 370C selama 1 jam  

Pelet 

Diukur absorbansi pada panjang gelombang λ 575 nm 

Supernatan 

Data 

Ditambahkan pada 0,5 ml koloidal kitin 0,3% dalam buffer natrium 

fosfat  0,2 M pH 7 dengan variasi suhu 30, 35, 40, 45, 50, 55, 600C 

Dididihkan selama 5 menit 

Dihentikan reaksinya dengan menambahkan 1  ml NaOH 1% 

Disentrifugasi dengan suhu 40C, 7000 rpm selama 15 menit 

1 ml supernatan ditambahkan 1 ml DNS 1% 

Dididihkan selama 5 menit 

0,5 ml Enzim kitinase 
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3.6.8 Pengaruh pH pada Aktivitas Enzim Kitinase 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 15 Diagram Alir Pengaruh pH pada Aktivitas Enzim Kitinase (Modifikasi 
Apriani, 2008; Cho et al, 2011) 

 

 

 

 

 

 

 

Diinkubasi pada suhu 370C selama 1 jam  

Pelet 

Diukur absorbansi pada panjang gelombang λ 575 nm 

Supernatan 

Data 

Ditambahkan pada 0,5 ml koloidal kitin 0,3% dalam buffer natrium 

fosfat  0,2 M dengan variasi pH 5, 5.5, 6, 6.5, 7, 7.5, 8 

Dididihkan selama 5 menit 

Dihentikan reaksinya dengan menambahkan 1  ml NaOH 1% 

Disentrifugasi dengan suhu 40C, 7000 rpm selama 15 menit 

1 ml supernatan ditambahkan 1 ml DNS 1% 

Dididihkan selama 5 menit 

0,5 ml enzim kitinase 
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3.6.9 Kestabilan Enzim Kitinase Terhadap Suhu 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 16 Diagram Alir Kestabilan Enzim Kitinase Terhadap Suhu (Modifikasi 
Kurniawan, 2009) 

 

 

 

 

 

Diinkubasi selama 1 jam pada variasi suhu 30, 35, 40, 45, 50, 55, 600C 

 

Ditambah 0,5 ml buffer natrium fosfat pH 7 

Diinkubasi kembali pada suhu 350C selama 1 jam 

Dihentikan reaksi dengan menambahkan 0,5 ml NaOH 1 % 

Ditambahkan 0,5 ml koloidal kitin 0,3% dalam buffer natrium fosfat pH 7 

 

Dididihkan selama 5 menit 

Disentrifugasi dengan suhu 40C, 7000 rpm selama 15 menit 

Pelet Supernatan 

1 ml supernatan ditambahkan 1 ml DNS 1% 

Dididihkan selama 5 menit 

Diukur pada panjang gelombang 575 nm 

Data 

0,5 ml enzim kitinase 
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3.6.10 Kestabilan Enzim Kitinase Terhadap pH 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 17 Diagram Alir Kestabilan Enzim Kitinase Terhadap pH (Modifikasi 
Kurniawan, 2009) 

 

 

 

 

 

 

 

0,5  ml Enzim kitinase 

Ditambah 0,5 ml buffer fosfat variasi pH 5, 5.5, 6, 6.5, 7, 7.5, 8 

Diinkubasi pada suhu 370C selama 1 jam 

Disentrifus dengan suhu 40C, 7000 rpm selama 15 menit 

Ditambahkan pada 0,5 ml koloidal kitin 0,3% dalam buffer fosfat dengan pH 7 

Dihentikan reaksinya dengan menambahkan 0,5  ml NaOH 1% 

Didihkan selama 5 menit 

Pelet Supernatan 

Diukur absorbansi pada panjang gelombang λ 575 nm 

1 ml supernatan ditambahkan 1 ml DNS 1% 

Didihkan selama 5 menit 

Data 
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3.6.11 Uji Spesifisitas Substrat 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Gambar 18 Diagram Alir Uji Spesifisitas Substrat (Modifikasi Kurniawan, 2009) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Diinkubasi pada suhu 370C selama 1 jam  

Pelet 

Diukur absorbansi pada panjang gelombang λ 575 nm 

Supernatan 

Data 

Ditambahkan 0,5 ml serbuk kitin, kitosan, koloidal kitin, koloidal 

kitosan, etilen glikol kitin 0,3% dalam buffer natrium fosfat pH 7 

Dididihkan selama 5 menit 

Dihentikan reaksinya dengan menambahkan 1  ml NaOH 1% 

Disentrifugasi dengan suhu 40C, 7000 rpm selama 15 menit 

1 ml supernatan ditambahkan 1 ml DNS 1% 

Dididihkan selama 5 menit 

0,5 ml enzim kitinase 
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3.6.12 Penentuan Berat Molekul Enzim dengan SDS-PAGE dan Zimogram  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 19 Diagram Alir Penentuan Berat Molekul Enzim dengan SDS-PAGE 
dan Zimogram (Modifikasi Situmorang, 2003) 

 

Direndam dengan propanol 25% 

30 μl enzim kitinase 

Dirunning pada 120 V 

Gel Hasil Running 

Ditambahkan 10 μl RSB (Running Sample Buffer) 

Dipanaskan pada suhu 60°C selama 5 menit 

Dimasukkan ke dalam gel SDS PAGE 10% yang 

mengandung 0,05% etilen glikol kitin 

Direndam buffer renaturasi selama 
2 jam (diganti tiap 30 menit) 

Dibilas dengan aquades 

Dipotong menjadi 2 bagian 

Direndam dalam staining solution 

selama 30 menit dalam shaker 

Direndam dalam destaining solution 

Pita hasil elektroforesis 

Dritentukan retardation faktor (Rf) dan 

berat molekul sampel 

Hasil 

Direndam dalam 25% propanol 

selama 15 menit 

Dibilas dengan aquades 

Diinkubasi dalam bufer natrium fosfat 
0,2 M pH 7 semalam  suhu 35°C 

Diinkubasi dalam bufer natrium fosfat 
0,2 M pH 7 15 menit  suhu 35°C 

Dicuci dengan NaCl 1M selama 10 menit 

Pita hasil zimogram 

Diwarnai dengan 0,1% Congo red 

selama 15 menit 
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3.6.13 Deteksi Produk Hidrolisis dengan Kromatografi Lapis Tipis 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 20 Diagram Alir Deteksi Produk Hidrolisis dengan Kromatografi Lapis 
Tipis (Modifikasi Maggadani, 2012) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Plat KLT dimasukkan pada eluen n-butanol:methanol:25% 

ammonia:aquades (5:4:2:1) (v/v/v/v) 

Ditotol dengan koloidal kitin 0,3% dalam bufer natrium 

fosfat 0,2 M pH 7sebagai kontrol negatif 

Ditotol dengan enzim + koloidal kitin 0,3% dalam bufer 0,2 M natrium 

fosfat pH 7 yang telah diinkubasi selama 1 jam dan disentrifugasi 

8000 rpm suhu 4°C selama 15 menit 

Plat KLT 

Ditotol dengan N-asetil-D-glukosamin sebagai standar 

Plat KLT hasil running 

Plat KLT disemprot dengan reagen sulfat 

Dimasukkan dalam oven suhu 120°C selama 10 menit 

Diamati bercak yang terbentuk 

Hasil 
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IV HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

 

4.1 Isolasi dan Seleksi Mikroba Kitinolitik 
 

     Tanah diduga mengandung nutrisi yang sangat kompleks sehingga berbagai 

macam mikrroganisme dapat tumbuh dengan baik. Pada penelitian ini sampel 

diambil dari tanah limbah industri petis udang Sidoarjo. Sampel dilakukan 

pengenceran hingga 10-7 dengan aquades steril dan diinokulasikan pada media 

agar koloidal kitin. Pengenceran bertujuan agar mikroba yang tumbuh tidak 

terlalu banyak sehingga mudah untuk melakukan skrining mikroba kitinolitik. 

Pada penelitian ini mikroba kitinolitik lebih cepat diperoleh karena sampel telah 

mengalami pengkayaan dengan substrat secara alami dalam waktu yang lama. 

Hal tersebut disebabkan karena tanah terletak pada pembuangan limbah industri 

petis udang sehingga tanah tidak perlu dilakukan pengkayaan dengan kitin 

(substrat). 

      Isolasi mikroba merupakan suatu tahapan yang dilakukan untuk memisahkan 

satu mikroba dengan mikroba yang lain sehingga dapat mempelajari morfologi 

mikroba dan sifat mikroba yang lainnya (Waluyo, 2008). Isolasi mikroba berfungsi 

untuk mendapatkan biakan murni (Yulneriwarni, 2008). Media atau substrat yang 

digunakan untuk pertumbuhan mikroba akan mempengaruhi hasil isolasi dan 

pemeliharaan mikroba. Jenis dan ketersediaan substrat  menentukan proses 

fermentasi dan proses produksi. Oleh karena itu media dan substrat yang 

digunakan harus tepat untuk mendukung keberhasilan proses isolasi. Media 

selektif merupakan media yang dapat digunakan dalam proses isolasi mikroba 

karena dapat merangsang pertumbuhan mikroba yang diinginkan dan 

menghambat pertumbuhan mikroba yang tidak diharapkan (Yulneriwarni, 2008). 

Isolasi mikroba dilakukan pada 3 suhu yang berbeda yaitu  37°C, 46°C, dan 55°C 

dengan metode agar tuang pada media agar koloidal kitin selama 72 jam. Hal 

tersebut dilakukan untuk mengetahui suhu pertumbuhan mikroba. Hasil isolasi 

pada media agar koloidal kitin menunjukkan adanya pertumbuhan mikroba pada 

suhu 37°C yang ditandai dengan adanya zona bening di sekitar koloni mikroba.  
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Gambar 21 Pengenceran (A) dan Hasil Isolasi Mikroba Kitinolitik pada Suhu 
37°C (B) 

 

     Mikroba kitinolitik yang diperoleh diremajakan dan dimurnikan dalam media 

agar koloidal kitin. Menurut Yulneriwarni (2008), pemurnian mikroba hasil isolasi 

perlu dilakukan berulangkali untuk memastikan bahwa koloni yang tumbuh 

merupakan koloni yang berasal dari satu sel. Hal tersebut dikarenakan tidak 

semua mikroba dapat membentuk mikrokoloni yang terpisah sempurna. 

Mikroorganisme kitinolitik dapat diseleksi dengan adanya zona bening yang 

muncul di sekitar bakteri yang berarti kitinase telah berhasil mendegradasi media 

agar koloidal kitin (Rebecca et al, 2013). Zona bening terbentuk akibat putusnya 

ikatan β-1,4 homopolimer N-asetilglukosamin pada kitin menjadi monomer N-

asetilglukosamin (Muharni, 2010). Enzim kitinase yang dihasilkan oleh mikroba 

merupakan metabolit yang tidak berwarna sehingga terbentuk zona bening di 

sekitar koloni (Dewi, 2008). Kitinase digunakan oleh mikroba kitinolitik untuk 

menghidrolisis kitin menjadi GlcNAc sebagai sumber nitrogen dan karbon (Wu et 

al, 2001). GlcNAc akan dimetabolisme oleh mikroba hingga menghasilkan energi, 

CO2, H2O, dan NH3 (Thompson et al, 2001) 

     Enzim kitinase merupakan enzim ekstraselular (Tsujibo et al, 1999). Enzim 

ekstraselular merupakan enzim yang dihasilkan di dalam sel mikroba tetapi 

dikeluarkan ke media pertumbuhannya (Wijaya, 2002). Indeks kitinolitik diukur 

setiap hari selama 3 hari inkubasi. Nilai indeks kitinolitik merupakan pengujian 

aktivitas kitinolitik secara kualitatif. Indeks kitinolitik dapat dihitung dari 

perbandingan diameter zona bening (Z) dengan diameter koloni (K) di sekitar 

mikroba. Cara menghitung indeks kitinolitik dapat dilihat pada Gambar 22. 

A B 
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Gambar 22 Zona Bening Mikroba 72 Jam 
 

     Hasil pengukuran indeks kitinolitik dapat dilihat pada Tabel 1. Zona bening 

pada ketiga isolat mulai terlihat sejak hari pertama inkubasi (24 jam). Hasil 

pengukuran indeks kitinolitik dengan waktu inkubasi 24 jam menunjukkan bahwa 

isolat TP03 memiliki indeks kitinolitik tertinggi yaitu 1,40, sedangkan setelah 

waktu inkubasi 48 jam dan 72 jam isolat TP02 memiliki indeks kitinolitik paling 

tinggi sebesar 1,88 dan 2,22. Indeks kitinolitik paling kecil ditunjukkan oleh isolat 

TP01 yaitu sebesar 1,22 pada jam ke-72. Penelitian yang dilakukan oleh Muharni 

(2010), indeks kitinolitik tertinggi yang ditunjukkan oleh Bacillus setelah waktu 

inkubasi 48 jam adalah sebesar 1,25. Berdasarkan indeks kitinolitik yang diukur, 

isolat TP02 dan TP03 dilakukan uji pada media cair koloidal kitin. Hal tersebut 

bertujuan untuk mengetahui pertumbuhannya secara kualitatif pada media cair. 

Selain itu untuk memastikan kemampuan enzim yang dihasilkan dalam 

mendegradasi substrat. Isolat mikroba yang nantinya terpilih akan digunakan 

dalam tahap selanjutnya yaitu produksi dan pemurnian enzim serta karakterisasi 

enzim. 

      Perbedaan besarnya zona bening tiap mikroba berbeda karena aktivitas 

enzim tiap mikroba berbeda. Setiap mikroba memiliki kemampuan mendegradasi 

substrat yang berbeda. Hal ini diduga disebabkan karena perbedaan gen yang 

mengkodenya (Tronsmo dan Harman, 1993 dalam Dewi, 2008). Menurut Susi 

(2002), indeks kitinolitik yang dihasilkan oleh setiap mikroba berbeda tergantung 

jumlah monomer N-asetilglukosamin hasil hidrolisis kitin. Semakin besar zona 

bening, berarti semakin banyak jumlah monomer N-asetilglukosamin. 

  

K Z 

TP03 

TP02 

TP01 
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Tabel 1 Indeks Kitinolitik Isolat Terpilih 

Waktu Nama Isolat Koloni (cm) Zona Bening (cm) Indeks Kitinolitik 

24 jam 

TP01 0,9 1,1 1,22 

TP02 0,6 0,8 1,33 

TP03 0,5 0,7 1,40 

48 jam 

TP01 1 1,2 1,2 

TP02 0,8 1,5 1,88 

TP03 0,9 1,4 1,56 

72 jam 

TP01 1,1 1,3 1,18 

TP02 0,9 2 2,22 

TP03 1,1 1,8 1,64 

 

     Isolat TP02 dan TP03 ditumbuhkan pada media cair koloidal kitin selama 48 

jam dan diamati perubahan yang terjadi. Hasil pengamatan dapat dilihat pada 

Gambar 23. Pada jam ke-12, media cair dari kedua isolat masih menunjukkan 

adanya koloidal kitin yang dilihat dari endapan yang terbentuk pada media. 

Apabila dibandingkan dengan kontrol, warna media telah berubah menjadi lebih 

kuning. Hal tersebut disebabkan karena adanya pertumbuhan sel mikroba. Pada 

jam ke-24, isolat TP02 telah mampu mendegradasi substrat koloidal kitin lebih 

cepat dibandingkan dengan isolat TP03 yang ditunjukkan dengan semakin 

berkurangnya endapan koloidal kitin pada media cair isolat TP02. Pengamatan 

pada jam ke-48 terlihat perubahan warna media. Pada media cair isolat TP02 

telah berubah warna menjadi semakin kuning kecoklatan, sedangkan media cair 

isolat TP03 berwarna kuning. Hal tersebut menunjukkan bahwa sel mikroba isolat 

TP02 memiliki pertumbuhan sel yang lebih cepat dan kemampuan mendegradasi 

substrat lebih cepat dibandingkan dengan isolat TP03. 

 

 

 

Gambar 23 Pertumbuhan Isolat TP02 dan TP03 pada Media Cair 12 jam (A), 24 
jam (B) dan 48 jam (C) 

A B C 
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4.1.1 Karakterisasi Morfologi Isolat TP02 

 

     Sifat fisiologis mikroba penting untuk diketahui karena akan memudahkan 

pemeliharaan dan optimasi proses fermentasi. Beberapa sifat mikroba tersebut 

antara lain morfologi dan struktur sel, sifat Gram, morfologi koloni pada media 

padat, sifat pertumbuhan pada medium cair, suhu dan pH optimal untuk 

pertumbuhan, kebutuhan oksigen, kebutuhan energi dan nutrisi, serta kurva 

pertumbuhan (Yulneriwarni, 2008). Mikroba kitinolitik terpilih diamati morfologi 

koloninya melalui penampakan pertumbuhan koloni di atas media agar dan 

penampakan mikroba menggunakan mikroskop dengan perbesaran 1000×. Hasil 

pengamatan morfologi koloni mikroba terdapat dalam Tabel 2. 

 

Tabel 2 Karakteristik Morfologi Isolat TP02 

Karakterisasi Isolat TP02 

Bentuk sel Coccus 

Gram  Positif 

Warna koloni Putih  

Bentuk koloni  Bulat  
Tepi Bergelombang 

Elevasi Timbul 

Diameter  Koloni 0,9 

Diameter Zona Bening 2 

     

     Hasil pengamatan mikroskopis dengan pengecatan Gram menunjukkan 

bahwa isolat TP02 merupakan bakteri Gram positif yang ditunjukkan dengan 

warna ungu (Gambar 24) dan berbentuk coccus. Bakteri Gram positif memiliki 

lapisan peptidoglikan yang tebal (Suratmo, 2007) dan mampu membentuk 

kompleks kristal violet-yodium ribonukleat serta tidak larut dalam aseton alkohol 

(Dewi, 2008). Penampakan koloni menunjukkan bentuk koloni bulat dengan tepi 

bergelombang, berwarna putih dan permukaan koloni timbul halus mengkilap. 

Menurut Holt et al (1994) dalam Suwarsih (2011), beberapa ciri-ciri morfologi 

genus Staphylococcus sp. antara lain tidak memiliki spora, Gram positif, fakultatif 

anaerob, tidak motil, warna koloni biasanya putih, krem atau kuning keorange-

orangean. Menurut Suwarsih (2011), bakteri yang mendekati genus 
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Staphylococcus sp. memiliki ciri-ciri morfologi warna koloni putih susu atau agak 

krem, bentuk koloni bulat, tepian timbul, sel berbentuk bola, Gram positif, terjadi 

satu demi satu, berpasangan dan dalam kelompok tidak teratur, tumbuh optimum 

pada suhu 30-37°C. Penelitian yang dilakukan oleh Dewi (2008), bakteri kitinolitik 

termofil asal Tinggi Raja hasil isolasi memiliki karakteristik morfologi antara lain 

warna putih, bentuk bulat, tepi bergelombang, elevasi tinggi, warna ungu dan 

termasuk dalam Gram positif. Ciri-ciri morfologi bakteri tersebut sebagian besar 

memiliki kesamaan dengan morfologi pada isolat TP02. 

 

 

Gambar 24 Pengecatan Gram Isolat Mikroba TP02 
 

4.1.2 Kurva Pertumbuhan dan Produksi Enzim 
 

     Sebelum melakukan kurva pertumbuhan, isolat terpilih ditumbuhkan dalam 

media cair koloidal kitin dan diinkubasi pada variasi suhu 37°C, 46°C dan 55°C 

untuk mengetahui suhu pertumbuhan mikroba. Pengamatan dilakukan setiap hari 

secara kualitatif hingga hari ke-5 melalui perubahan warna dan degradasi 

koloidal kitin dalam media cair. Perubahan yang terjadi pada variasi suhu 

(Gambar 25) menunjukkan bahwa mikroba dapat tumbuh baik pada suhu 37°C 

yang ditunjukkan dengan perubahan warna media cair menjadi semakin keruh 

dan substrat koloidal kitin semakin berkurang. Berdasarkan hasil tersebut, kurva 

pertumbuhan isolat TP02 dilakukan pada media cair koloidal kitin dengan suhu 

inkubasi 37°C. 

     Kurva pertumbuhan isolat TP02 diikuti dengan kurva produksi enzim. Hal ini 

bertujuan untuk mengetahui fase logaritmik dari pertumbuhan sel dan produksi 
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enzim yang akan digunakan dalam tahap isolasi enzim kitinase. Kurva 

pertumbuhan isolat TP02 dilakukan pada media cair koloidal kitin dan diukur 

absorbansinya pada panjang gelombang 581 nm. Isolat TP02 diinokulasikan 

pada media cair koloidal kitin untuk membuat starter kultur dan ditumbuhkan 

selama 24 jam dengan shaker waterbath. Kultur starter yang berumur 24 jam di-

scale up dan kembali ditumbuhkan pada shaker waterbath dengan kecepatan 

120 rpm dan suhu 37°C. Aktivitas enzim dan jumlah sel mikroba diukur setiap 2 

jam sampai jam ke 14 dan dilanjutkan setiap 6 jam.  

 

 

Gambar 25 Pertumbuhan Isolat TP02 pada Media Cair Koloidal Kitin Suhu 37°C, 
46°C, 55°C 

  

     Hasil kurva produksi dan pertumbuhan sel dapat dilihat pada Gambar 26. 

Berdasarkan hasil yang diperoleh, fase adaptasi mikroba sangat pendek. 

Menurut Yulneriwarni (2008), salah satu sifat yang harus dimiliki oleh isolat 

terpilih adalah memiliki fase adaptasi yang singkat atau bahkan tidak ada. Nilai 

absorbansi awal adalah sebesar 0,779. Pada jam ke 4, pertumbuhan mikroba 

menunjukkan fase logaritmik dengan nilai absorbansi sebesar 1,209. Pada kurva 

aktivitas enzim, fase logaritmik ditunjukkan pada jam ke-14 dengan aktivitas 

enzim sebesar 0,186 U/ml. Menurut Tortora (2001), fase logaritmik merupakan 

periode metabolisme sel mikroba paling aktif. Terdapat 2 jenis fermentasi yaitu 

produk berhubungan dengan pertumbuhan sel karena produk terbentuk 

diakibatkan oleh aktifnya pertumbuhan sel (growth-assosiated) dan produk tidak 

T 46°C 
Kontrol 



48 

 

berhubungan dengan pertumbuhan sel karena produk terbentuk bukan 

diakibatkan oleh aktifnya pertumbuhan sel (growth-independent) (Hidayat et al, 

2006). Perbedaan waktu fase logaritmik sel mikroba dengan aktivitas enzim 

diduga disebabkan karena adanya senyawa atau metabolit lain hasil proses 

biosintesis mikroba yang mampu memicu pertumbuhan mikroba. Hal ini didukung 

oleh Rachman (1989) yang menyatakan bahwa proses biosintesis oleh mikroba 

akan menghasilkan berbagai jenis metabolit yang mendukung pertumbuhan sel 

mikroba. 

 

 

Gambar 26 Kurva Pertumbuhan Mikroba dan Produksi Enzim 
 

     Peningkatan jumlah sel mikroba diduga disebabkan karena meningkatnya 

produksi N-asetil-glukosamin hasil degradasi kitinase untuk pertumbuhan 

mikroba. Hal ini didukung oleh Thompson (2001) yang menyatakan bahwa 

GlcNAc digunakan mikroba untuk metabolisme dan hasil metabolisme mikroba 

dapat memicu pertumbuhan mikroba. Aktivitas enzim mulai mengalami 

penurunan pada jam ke-20 dengan aktivitas enzim sebesar 0,173 U/ml dan nilai 

aktivitas enzim pada jam selanjutnya menunjukkan nilai yang konstan. Fase ini 

disebut dengan fase stasioner. Demikian pula pada pertumbuhan sel mikroba 

mengalami fase stasioner hingga jam ke-69. Fase stasioner ini disebabkan 

karena semakin berkurangnya nutrisi dalam media sehingga sel mikroba tidak  

lagi mengalami peningkatan. Nutrisi yang semakin berkurang akan menyebabkan 
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banyak mikroba mati. Selain itu adanya senyawa hasil metabolisme mikroba 

yang bersifat racun juga dapat menyebabkan kematian sel mikroba (Hidayat et 

al, 2006). Berdasarkan kurva pertumbuhan dan aktivitas enzim yang diperoleh, 

isolasi enzim kitinase dilakukan pada jam ke 14.  

 

4.2 Pemurnian Enzim Kitinase 
  

     Wijaya (2002) menyatakan bahwa enzim kitinase merupakan enzim 

ekstraselular yaitu enzim yang dihasilkan di dalam sel mikroba tetapi dikeluarkan 

ke media pertumbuhannya. Tahap awal isolasi dan pemurnian enzim ini 

dilakukan dengan menumbuhkan isolat terlebih dahulu pada media agar untuk 

memastikan mikroba aktif. Menurut Yulneriwarni (2008), inokulum berupa kultur 

kerja perlu dilakukan propagasi sebelum digunakan untuk fermentasi yaitu 

dengan menumbuhkan kembali sehingga diperoleh inokulum yang sehat, aktif, 

dan kaya akan sel vegetatif. Tahap selanjutnya adalah membuat starter kultur. 

Starter kultur yang berumur 24 jam dilakukan scale up atau peningkatan produksi 

pada media cair koloidal kitin yang baru dengan volume lebih banyak. Media cair 

koloidal kitin mengandung 0,3% (b/v) koloidal kitin. Produksi enzim kitinase 

dilakukan pada suhu pertumbuhan mikroba 37°C dalam shaker waterbath 

dengan kecepatan 120 rpm. Isolasi enzim dilakukan pada jam ke-14 karena pada 

jam tersebut menunjukkan aktivitas kitinase paling tinggi. 

     Produksi enzim kitinase dilakukan dengan proses sentrifugasi dengan suhu 

4°C kecepatan 7000 rpm selama 20 menit untuk memisahkan sel bakteri dengan 

ekstrak kasar enzim kitinase. Supernatan yang mengandung ekstrak kasar enzim 

kitinase kemudian dilakukan pemurnian menggunakan metode afinitas koloidal 

kitin dan dialisis. Supernatan ditambah dengan koloidal kitin sebesar 0,15% (b/v). 

Ekstrak kasar enzim kitinase yang telah ditambah dengan koloidal kitin diinkubasi 

selama 1 jam pada suhu 4°C sehingga kitin dapat berikatan dengan enzim 

kitinase. Kemudian campuran supernatan dengan koloidal kitin dilakukan proses 

sentrifugasi 7000 rpm selama 20 menit pada suhu 4°C untuk memisahkan kitin-

kitinase yang berupa pelet. Tahap selanjutnya adalah dengan mencuci pelet 

dengan bufer natrium fosfat pH 7 sebanyak 3 kali untuk mencuci protein selain 

kitinase sehingga didapatkan enzim kitinase yang lebih murni. Setelah 3 kali 

pencucian, pelet yang didapatkan ditambah dengan bufer natrium fosfat dan 
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diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam untuk memberi kesempatan pada 

enzim dalam memecah substrat. Kemudian disentrifugasi kembali dan dilakukan 

dialisis.  

 

Tabel 3 Pemurnian Enzim Kitinase Isolat TP02 

Tahapan 
Pemurnian 

Volume 
(ml) 

Total 
Aktivitas 

(U) 

Total 
Protein 

(mg) 

Aktivitas 
Spesifik 
(U/mg) 

Hasil 
(%) 

Kemurnian 
(Kali) 

Enzim kasar 600 17, 370 2181,6 0,008 100 1 

 afinitas 
koloidal kitin 

10 0,588 11,270 0,052 3,382 6,548 

 

     Enzim kasar dari supernatan kultur, enzim setelah pemurnian dengan afinitas 

koloidal kitin dan dialisis diukur aktivitas dan kadar proteinnya sehingga dapat 

diketahui aktivitas spesifik enzim kitinase. Pengukuran aktivitas kitinase diukur 

dengan panjang gelombang 575 nm.aktivitas kitinase diukur dari N-

Asetilglukosamin yang terbentuk hasil hidrolisis kitin. Satu unit aktivitas kitinase 

didefinisikan sebagai jumlah enzim yang menghasilkan 1 µmol GlcNAc / menit 

pada kondisi tertentu (Wen et al, 2002). 

     Berdasarkan tabel pemurnian tersebut, diketahui total aktivitas enzim kasar 

sebesar 17,370 Unit dan kadar protein 2181,6 mg sehingga diperoleh aktivitas 

spesifik sebesar 0,008 U/mg. Nilai aktivitas spesifik tersebut mengalami 

peningkatan setelah dilakukan pemurnian dengan afinitas koloidal kitin dan 

dialisis. Total aktivitas enzim menurun menjadi 0,588 Unit dan kadar protein 

menurun menjadi 11,27 mg sehingga diperoleh aktivitas spesifik sebesar 0,052 

U/mg dan rendemen 3,382%. Penurunan kadar protein disebabkan karena 

protein lain selain kitinase tidak dapat berikatan dengan koloidal kitin sehingga 

ikut terbuang bersama supernatan ketika proses pencucian dengan sentrifugasi 

menggunakan bufer natrium fosfat. Hasil pemurnian enzim pada Tabel 3 

menunjukkan bahwa metode pemurnian dengan afinitas koloidal kitin merupakan 

metode pemurnian yang efektif. Pemurnian metode afinitas koloidal kitin dapat 

meningkatkan kemurnian hingga 6,548 kali. Penelitian yang dilakukan oleh 

Hamid (2013), enzim kitinase hasil purifikasi dengan afinitas koloidal kitin 

memiliki tingkat kemurnian sebesar 2,88 kali dengan aktivitas spesifik sebesar 20 

U/mg dan rendemen 59%. 
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     Penelitian tentang pemurnian enzim kitinase telah banyak dilakukan. Metode 

pemurnian yang paling umum digunakan adalah pengendapan dengan 

ammonium sulfat. Penggunaan garam ammonium sulfat lebih banyak digunakan 

karena garam ini mempunyai kelarutan yang tinggi, pH moderat, harga relative 

lebih murah, tidak bersifat toksik, dan tidak mempengaruhi enzim (Rochima, 

2006). Akan tetapi metode pemurnian dengan garam ammonium sulfat kurang 

spesifik bekerja terhadap enzim yang diinginkan, karena garam tersebut 

berfungsi mengendapkan protein. Kelemahan dari ammonium sulfat yaitu tidak 

dapat mengendapkan seluruh protein yang telah larut, bila mengandung logam 

dapat merusak enzim (Scopes, 1994 dalam Dewi, 2008). Purwani et al (2002) 

menyatakan bahwa enzim kitinase yang mengalami pengendapan dengan 

ammonium sulfat 50% mengalami peningkatan aktivitas spesifik sebesar 1,4 kali 

dibandingkan dengan aktivitas ekstrak kasar enzim kitinase. Kang et al (1999) 

melaporkan tingkat kemurnian kitinase dari isolat Metarhizium anisopliae dengan 

pengendapan ammonium sulfat 85% mencapai 2,21 kali dan mencapai 4,98 kali 

setelah dimurnikan dengan metode kromatografi yaitu DEAE-Sephacel dan CM-

Sephacel CL-6B. Enzim kitinase dari Streptomyces sp. M-20 yang diendapkan 

dengan ammonium sulfat 75% memiliki tingkat kemurnian sebesar 1,9 kali dan 

kemurnian meningkat hingga 6 kali dengan menggunakan DEAE-cellulose dan 

Sephadex G-100 filtration (Kim et al, 2003). Hasil penelitian Cahyani (2013), 

enzim kitinase isolat 26 sebelum diendapkan dengan ammonium sulfat 80% 

memiliki aktivitas spesifik sebesar 0,308 U/mg dan setelah diendapkan dengan 

ammonium sulfat 80% memiliki aktivitas spesifik sebesar 0,475 U/mg. Hal 

tersebut berarti memiliki tingkat kemurnian sebesar 1,54 kali. Yong et al (2005) 

melaporkan kitinase ekstraseluler yang dihasilkan oleh bacterium C4 memiliki 

tingkat kemurnian sebesar 2,7 kali dengan pengendapan ammonium sulfat dan 

5,64 kali dengan metode kromatografi DEAE-Sephadex A-50. Kitinase dari 

Streptomyces sp. ANU 6277 memiliki tingkat kemurnian 2,2 kali dengan 

ammonium sulfat dan 5 kali dengan Sephadex G-100 gel filtration (Narayana dan 

Vijayalakshmi, 2009). Berdasarkan dari beberapa penelitian tersebut, dapat 

diketahui bahwa pemurnian satu tahap dengan metode afinitas kitin merupakan 

metode yang efektif digunakan. 

     Proses dialisis dilakukan selama semalam pada suhu 4°C sehingga 

didapatkan enzim kitinase murni. Kantong dialisis yang digunakan berukuran 14 

kDa.  Tahap dialisis berfungsi untuk menghilangkan protein lain yang merupakan 
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kontaminan dan hasil dari hidrolisis kitin yang berukuran lebih kecil, sehingga 

diharapkan yang berada dalam kantong dialisis hanya enzim kitinase. Kitinase  

memiliki berat molekul antara 30-120 kDa (Haliza dan Suhartono, 2012). Buffer 

natrium fosfat diganti beberapa kali untuk mendapatkan hasil yang maksimal 

berupa enzim kitinase murni. Penurunan rendemen ini disebabkan banyaknya 

protein yang hilang selama dialisis.  Hal ini juga dibuktikan dengan menurunnya 

total aktivitas dan total protein enzim kitinase. Tingkat pemurnian enzim kitinase 

dari Beauveria bassiana setelah proses dialisis sebesar 1,9 kali dari ekstrak 

kasar dengan aktivitas spesifik 0,1916 U/mg, dan rendemen sebesar 0,9285% 

(Lawati, 2013).  

 

4.3 Karakterisasi Enzim Kitinase 
 

4.3.1 Penentuan Berat Molekul Enzim Kitinase 
  

     Berat molekul enzim kitinase ditentukan dengan metode SDS-PAGE dan 

dikonfirmasi dengan zimogram. SDS-PAGE (Sodium Dodecylsulphate Gel 

Electrophoresis) merupakan suatu pemisahan molekul protein berdasarkan 

ukurannya dalam medan listrik pada poliakrilamid gel dalam kondisi terdenaturasi 

karena penambahan SDS (sodium dodecyl sulfat) (Haliza dan Suhartono, 2012). 

Gel penahan yang digunakan mengandung substrat etilen glikol kitin sehingga 

pita yang dihasilkan dapat digunakan untuk pewarnaan dengan Coomasiie 

Briliant Blue dan pewarnaan untuk zimogram. 

     Gel hasil elektroforesis dibagi menjadi dua bagian. Gel yang satu digunakan 

untuk pewarnaan dengan Coomasiie Briliant Blue, sedangkan gel yang lain 

digunakan untuk zimogram. Zimogram merupakan suatu proses yang berfungsi 

untuk menganalisa aktivitas kitinolitik (Leber dan Balkwil, 1997). Gel direndam 

dalam congo red yang berfungsi untuk memvisualisasi gel. Zona bening yang 

terbentuk menunjukkan adanya aktivitas enzim yang telah mendegradasi 

substrat etilen glikol kitin.  
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Gambar 27 Hasil SDS-PAGE pada Marker (1), SDS-PAGE Enzim Kitinase Murni 
(2), dan Zimogram Enzim Kitinase Murni (3) 

 

     Penentuan berat molekul protein dihitung berdasarkan pita marker yang telah 

terbentuk. Jarak masing-masing pita marker diukur dan menghitung nilai 

retardation factor (Rf) sehingga didapatkan kurva standar marker. Berdasarkan 

hasil SDS-PAGE, tidak banyak pita protein yang terbentuk dari enzim kitinase 

isolat TP02. Hal tersebut membuktikan bahwa metode pemurnian dengan afinitas 

kitin merupakan metode pemurnian yang efektif dan bersifat spesifik. Berat 

molekul enzim kitinase dari isolat TP02 sebesar 68,257 kDa. Hasil ini 

dikonfirmasi dengan hasil zimogram (Gambar 27). Berat molekul yang dihasilkan 

pada penelitian ini masih termasuk dalam kisaran berat molekul enzim kitinase.  

Menurut Haliza dan Suhartono (2012), berat molekul enzim kitinase dari mikroba 

berkisar antara  30-120 kDa. Enzim kitinase dari Streptomyces sp. ANU 6277 

dengan metode SDS-PAGE masih menunjukkan banyak pita protein yang 

terbentuk dengan metode pemurnian ammonium sulfat (Narayana dan 

Vijayalakshmi, 2009). Enzim kitinase dari Metarhizium anisopliae memiliki 4 pita 
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protein yang terbentuk setelah dimurnikan dengan pengendapan ammonium 

sulfat, kromatografi DEAE-Sephacel, dan kromatografi CM-Sepharoce CL-6B 

(Kang et al, 1999). 

     Beberapa penelitian yang telah dilakukan mengungkapkan bahwa berat 

molekul enzim kitinase dari isolat Bacillus sp. BPPT CC 2 diprediksi sebesar 103 

kDa (Sugiarto, 2013), kitinase dari isolat Beauveria bassiana sebesar 60,255 kDa 

(Lawati, 2013), kitinase dari isolat Verticillium chlamydosporium sebesar 32 kDa 

dan Verticillium suchlasporium sebesar 43 kDa (Tikhonov, 2002). Hasil 

elektroforesis dikonfirmasi dengan hasil zimogram yang ditandai dengan 

terbentuknya zona bening (Gambar 27). Pita protein lain yang terbentuk pada gel 

elektroforesis tetapi pada gel dengan pewarnaan zimogram tidak terbentuk zona 

bening, berarti enzim tersebut tidak memiliki aktivitas dalam mendegradasi 

substrat. Leber dan Balwil (1997) menyatakan bahwa data hasil elektroforesis 

belum tentu menunjukkan aktivitas enzim yang sebenarnya karena adanya 

kontaminan atau enzim yang lain. 

     Berat molekul ditentukan oleh banyaknya asam amino. Berat molekul 

dinyatakan dengan satuan kilo Dalton. Satu Dalton berarti satu hidrogen molekul. 

Konformasi tiga dimensi molekul protein ditentukan oleh urutan asam aminonya. 

Struktur pelipatan dimantapkan oleh interaksi non-kovalen antara bagian-bagian 

yang berbeda dengan rantai polipeptida. Asam amino dengan rantai samping 

yang bersifat hidrofobik akan cenderung berada di sebelah dalam molekul. 

Interaksi ikatan hidrogen lokal antara ikatan-ikatan peptida yang berdekatan akan 

membentuk alpha helix dan beta sheet (Pratiwi, 2001). Struktur tiga dimensi 

protein terdiri dari struktur primer, sekunder, tersier dan kuartener. Pada struktur 

primer protein akan berikatan dengan ikatan peptida antara asam amino dengan 

urutan asam amino dalam molekul. Alpha helix dan beta sheet termasuk dalam 

struktur sekunder yang merupakan struktur tiga dimensi lokal dari berbagai 

rangkaian asam amino pada protein yang distabilkan oleh ikatan hidrogen antara 

N dari gugus amida dan O dari gugus karbonil. Struktur tersier merupakan pola 

pelipatan rantai menjadi suatu satuan yang padat dan distabilkan oleh ikatan 

hidrogen, gaya Van der Waals, jembatan disulfida dan interaksi hidrofobik. 

Semakin besar berat molekul dari enzim maka enzim akan semakin stabil karena 

adanya ikatan hidrogen. Selain itu, asam amino memiliki rantai samping yang 

akan menentukan struktur, ukuran, bentuk, muatan elektrik dan kelarutan dalam 

air (Pratiwi, 2001). Ketika enzim mengalami denaturasi, maka terjadi perubahan 
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terhadap struktur sekunder, tersier dan kuartener tanpa pemecahan ikatan-ikatan 

kovalen (tidak melibatkan perubahan dalam urutan asam amino). Hal tersebut 

menyebabkan susunan rantai polipeptida menjadi kurang teratur. 

 

4.3.2 Pengaruh Suhu pada Aktivitas Enzim Kitinase 
 

     Suhu merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi aktivitas enzim. 

Nelson dan Cox (2000) mengungkapkan bahwa kenaikan suhu akan 

meningkatkan energi kinetik sehingga tumbukan antar molekul akan semakin 

cepat. Semakin sering tumbukan terjadi, maka akan semakin mudah 

pembentukan kompleks enzim-substrat. Menurut Purves et al (2003), 

pemanasan dapat meningkatkan laju reaksi. Pada suhu yang lebih tinggi, fraksi 

molekul reaktan yang lebih besar memiliki energi yang cukup dalam 

menyediakan energi aktivasi untuk reaksi. Uji karakterisasi enzim kitinase isolat 

TP02 dilakukan pada rentang suhu 30-60°C dengan interval suhu 5ºC. Hasil 

pengaruh suhu terhadap aktivitas enzim kitinase terdapat dalam Gambar 28. 

Aktivitas enzim kitinase pada suhu 30°C sebesar 0,029 U/ml dan mencapai 

aktivitas optimal pada suhu 35ºC dengan aktivitas enzim sebesar 0,269 U/ml. 

Aktivitas enzim mengalami penurunan setelah suhu 35ºC dan memiliki aktivitas 

paling rendah sebesar 0,007 U/ml pada suhu 60°C.  

 

 

 

Gambar 28 Pengaruh Suhu pada Aktivitas Enzim Kitinase Isolat TP02 
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     Pada suhu optimum, aktivitas enzim meningkat karena terjadi peningkatan 

energi kinetik yang mempercepat gerak rotasi substrat dan enzim sehingga 

enzim dan substrat saling bertumbukan (Sugiarto, 2013). Penurunan aktivitas 

enzim diduga disebabkan karena enzim mengalami denaturasi sehingga daya 

kerja enzim menurun. Menurut Rochima (2006), suhu yang tinggi menyebabkan 

energi kinetik enzim semakin tinggi sehingga gerakan vibrasi, translasi dan rotasi 

dengan substrat makin meningkat dan protein akan terdenaturasi. Suhu yang 

terlalu tinggi akan menyebabkan inaktivasi enzim karena adanya vibrasi molekul 

enzim sehingga memecah beberapa ikatan non kovalen (Purves et al, 2003). 

Panas dapat merubah struktur tersier enzim sehingga menjadi inaktif atau 

terdenaturasi. Penelitian lain yang dilakukan oleh Narayana dan Vijayalakshmi 

(2009) mengungkapkan bahwa Streptomyces sp. ANU 6277 memiliki suhu 

optimum 35°C. Penelitian oleh Margino et al (2012), Bacillus sp. D2 memiliki 

suhu optimum 30°C. Kim et al (2003) melaporkan bahwa kitinase dari isolat 

Streptomyces sp. M-20 memiliki aktivitas optimum pada suhu 30°C. Bansode dan 

Bajekal (2006) melaporkan bahwa kitinase dari actinomycete isolat SB1 dan 

isolat VB3 serta isolat bakteri SB5 memiliki suhu optimum 37°C. Suhu optimum 

enzim kitinase Streptomyces sp. PTK19 40°C (Thiagarajan, 2011). 

 

4.3.3 Kestabilan Enzim Terhadap Suhu 
 

     Suhu merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi aktivitas enzim. 

Karakterisasi kestabilan enzim terhadap suhu dilakukan pada rentang suhu 30ºC 

hingga 60ºC dengan interval suhu 5 ºC. Hasil uji karakterisasi dapat dilihat pada 

Gambar 28 yang dinyatakan dengan aktivitas relatif yaitu nilai yang diperoleh dari 

nilai aktivitas pada kondisi tertentu dibagi dengan nilai aktivitas tertinggi. Grafik 

tersebut menunjukkan bahwa enzim kitinase isolat TP02 memiliki kestabilan 

pada suhu 30ºC sampai 45ºC dengan aktivitas enzim berturut-turut sebesar 

0,120 U/ml, 0,105 U/ml, 0,102 U/ml, dan 0,103 U/ml. Aktivitas enzim mulai 

mengalami penurunan pada suhu 50°C sebesar 0,035 U/ml hingga suhu 60°C 

dengan aktivitas sebesar 0,035 U/ml. Aktivitas enzim menurun karena enzim 

telah mengalami denaturasi akibat peningkatan suhu. Hal ini didukung oleh 

Rochima (2006) yang menyatakan bahwa semakin tinggi suhu maka energi 

kinetiknya akan semakin tinggi dan menyebabkan enzim terdenaturasi. Panas 
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dapat mengacaukan ikatan hidrogen dan interaksi hidrofobik ion polar karena 

suhu tinggi dapat meningkatkan energi kinetik dan mengakibatkan terputusnya 

interaksi non kovalen yang ada pada struktur alaminya, tetapi tidak memutuskan 

ikatan kovalen yang berupa ikatan peptida. Suhu tinggi menyebabkan struktur 

tiga dimensinya rusak sehingga substrat tidak lagi dapat terikat dengan enzim. 

hal tersebut menyebabkan enzim tidak dapat menjalankan fungsinya sebagai 

biokatalisator. Denaturasi akan memutuskan ikatan hydrogen, ionik dan Van der 

Waals, sedangkan ikatan peptida dan disulfida tetap. 

 

 

  

Gambar 29 Kestabilan Enzim Kitinase Terhadap Suhu 
 

     Penelitian lain tentang enzim kitinase yang dilakukan oleh Murao et al (1992) 

dalam Haliza dan Suhartono (2012) mengungkapkan bahwa enzim kitinase dari 

isolat Vibrio alginolyticus TK-22 stabil pada rentang suhu 30-40°C. Penelitian 

oleh Wangb et al (2008) mengungkapkan bahwa enzim kitinase dari isolat 

Pseudomonas sp. TKU015 memiliki kestabilan pada rentang suhu 25-40°C. 

Enzim kitinase Streptomyces sp. PTK19 stabil pada  suhu 30-45°C (Thiagarajan, 

2011). 

 

4.3.4 Pengaruh pH pada Aktivitas Enzim Kitinase 
  

     pH merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi aktivitas enzim. pH 

mempengaruhi sifat ionik gugus karboksil dan gugus amino yang menyebabkan 
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perubahan daerah katalitik dan konformasi enzim (Girindra, 1993). Menurut 

Purves et al (2003), pada kondisi pH netral atau basa,gugus karboksil (-COO) 

melepas H+ menjadi gugus karboksilat bermuatan negatif. Pada kondisi pH netral 

atau asam, gugus amino (-NH2) menerima ion H+ menjadi bermuatan positif 

(NH3+). Pada pH netral, molekul dengan gugus amino tertarik pada molekul 

dengan gugus karboksil. Hal tersebut disebabkan karena kedua gugus memiliki 

muatan yang berlawanan dan terionisasi. 

      

 

Gambar 30 Pengaruh pH pada Aktivitas Enzim Kitinase Isolat TP02 
 

     Karakterisasi pada penelitian ini dilakukan menggunakan buffer natrium fosfat 

pada rentang pH 5 hingga 8 dengan interval pH sebesar 0,5. Hasil pengujian 

pada Gambar 30 menunjukkan bahwa enzim mencapai titik optimum pada pH 7 

dengan aktivitas sebesar 0,895 U/ml. Hal ini sesuai dengan Koga et al (1999) 

dalam Mahata et al (2008) yang mengungkapkan bahwa pada umumnya pH 

optimum enzim kitinase dari mikroorganisme adalah 3,5 sampai 8. Pada pH 5, 

enzim memiiliki aktivitas sebesar 0,124 U/ml dan meningkat hingga mencapai pH 

7. Kemudian aktivitas enzim kembali mengalami penurunan pada pH 7,5 dan pH 

8 dengan nilai aktivitas masing-masing sebesar 0,644 U/ml dan 0,418 U/ml. 

Menurut Triana (2012), aktivitas enzim mencapai nilai optimum ketika struktur 

dan sisi aktif enzim berada pada keadaan yang paling sesuai untuk berikatan 

dengan substrat dan proses katalisis. Sedangkan di atas pH optimum, terjadi 



59 

 

perubahan ionisasi pada asam amino penyusun enzim sehingga struktur dan sisi 

aktif enzim mengalami perubahan akibat pelipatan pada struktur enzim.  

     Hasil penelitian yang dilakukan oleh Wanga and Chang (1997) dalam Haliza 

dan Suhartono (2012) menyatakan bahwa kitinase dari Pseomonas aeuroginosa 

K-187 memiliki pH optimum 8 untuk jenis kitinase FI dan 7 untuk jenis kitinase 

FII. Enzim kitinase dari Enterobacter sp. G-1 memiliki pH optimum 7 (Park et al, 

1997) dalam Haliza dan Suhartono (2012). Hasil penelitian Wangb et al (2008) 

enzim kitinase dengan mikroba Pseudomonas sp. TKU015 memiliki pH optimum 

6. Kitinase isolat Bacillus sp. D2 memiliki pH optimum 7 (Margino, 2012), 

Streptomyces sp. ANU 6277 memiliki pH optimum 6 (Narayana dan 

Vijayalakshmi, 2009), Aphis gossypii memiliki pH optimum 7 (Nurdebyandaru et 

al, 2010). Enzim kitinase Streptomyces sp. PTK19 memiliki pH optimum 5,5 

(Thiagarajan, 2011).  

 

4.3.5 Kestabilan Enzim Terhadap pH 
 

     Aktivitas enzim juga dipengaruhi oleh adanya pH. Pengujian dilakukan pada 

rentang pH 5 hingga 8 dengan interval 0,5. Grafik kestabilan enzim terhadap pH 

terdapat dalam Gambar 31. Berdasarkan hasil yang diperoleh, enzim kitinase 

isolat TP02 stabil pada rentang pH 5 hingga 7. Kestabilan enzim pada pH 5 

hingga 7 memiliki aktivitas masing-masing sebesar 0,046 U/ml, 0,048 U/ml, 0,049 

U/ml, 0,049 U/ml dan 0,051 U/ml. Kemudian nilai aktivitas ini mengalami 

penurunan pada pH 7,5 dan pH 8 masing-masing menjadi sebesar 0,040 U/ml 

dan 0,033 U/ml. Penurunan aktivitas enzim pada pH 7,5 dan 8 disebabkan 

karena enzim mengalami perubahan sisi aktif sehingga tidak dapat berikatan 

dengan substrat (Triana, 2012). 
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Gambar 31 Kestabilan Enzim Kitinase Terhadap pH 

 

     Okazaki et al (1995) dalam Haliza dan Suhartono (2012) mengungkapkan 

enzim kitinase isolat Streptomyces sp. J-13-3 dengan jenis kitinase Chi A stabil 

pada rentang pH 4-6 sedangkan kitinase Chi B stabil pada suhu 3-7. Enzim 

kitinase dari isolat Pseudomonas sp. TKU015 memiliki kestabilan pada pH5-7 

(Wangb et al, 2008). Enzim kitinase dari isolat Streptomyces sp. M-20 memiliki 

kestabilan pada pH 4-8 (Kim et al, 2003). Enzim kitinase Streptomyces sp. 

PTK19 stabil pada pH 4-7 (Thiagarajan, 2011). 

 

4.3.6 Uji Spesifisitas Substrat 
 

     Setiap enzim memiliki kemampuan yang berbeda-beda dalam mendegradasi 

substrat dan spesifik terhadap substrat yang berbeda-beda pula. Enzim kitinase 

isolat TP02 memiliki spesifisitas yang cukup luas yaitu pada substrat kitin, 

koloidal kitin, kitosan, koloidal kitosan, dan etilen glikol kitin. Pada penelitian ini 

dilakukan pengujian spesifitas substrat untuk mengetahui substrat yang spesifik 

terhadap enzim dari isolat TP02. Substrat yang digunakan antara lain kitin, 

kitosan, koloidal kitin, koloidal kitosan dan etilen glikol kitin. Hasil pengujian 

terdapat pada Gambar 32 yang menunjukkan bahwa enzim dari isolat TP02 lebih 

spesifik terhadap substrat kitin dengan aktivitas spesifik sebesar 0,093 U/mg dan 

diikuti oleh koloidal kitin dengan aktivitas spesifik sebesar 0,085 U/mg. Urutan 

substrat dilihat dari aktivitas spesifik tertinggi hingga paling rendah antara lain 

kitin, koloidal kitin, etilen glikol kitin, kitosan, dan koloidal kitosan. Aktivitas 

spesifik dengan substrat etilen glikol kitin sebesar 0,070 U/mg, kitosan 0,064 
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U/mg, dan aktivitas spesifik paling rendah ditunjukkan pada substrat koloidal 

kitosan sebesar 0,062 U/mg. 

     Aktivitas spesifik enzim kitinase isolat TP02 paling tinggi ditunjukkan pada 

substrat kitin. Hal ini diduga karena mikroba kitinolitik diperoleh dari sampel tanah 

yang telah mengalami pengkayaan dengan limbah udang secara alami dalam 

waktu yang cukup lama. Limbah udang yang terdapat pada tanah terdiri dari 

ampas kulit, kepala, ekor udang dan limbah cair. Limbah udang tersebut 

mengandung kitin yang berfungsi sebagai substrat pertumbuhan mikroba 

kitinolitik. Hal tersebut diduga mempengaruhi spesifisitas substrat enzim kitinase 

isolat TP02. Enzim kitinase memiliki spesifisitas yang luas terhadap substrat 

karena substrat tersebut memiliki struktur yang hampir sama. Perbedaan terletak 

pada gugus tertentu, misalnya pada kitin dan kitosan. Kitosan tidak memiliki 

gugus asetil, sehingga kitinase dapat memecah polimer substrat tersebut 

menjadi oligomernya. Tetapi ketika kitosan telah terpecah menjadi dimer, kitinase 

tidak dapat memecahnya menjadi monomernya. Kitinase mampu memecah 

dimer dari kitin menjadi monomernya. Hal tersebut menyebabkan kitinase 

memiliki aktivitas yang tinggi pada substrat kitin, karena pada pengujian aktivitas 

kitinase yang diukur adalah monomer berupa N-asetil-D-glukosamin. 

 

 

 

Gambar 32 Uji spesifisitas substrat 
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     Berbagai penelitian mengemukakan hasil yang berbeda untuk substrat 

spesifik. Penelitian yang dilakukan oleh Wangb et al (2008), enzim kitinase yang 

diperoleh dari isolat Pesudomonas sp. TKU015 spesifik terhadap substrat 

koloidal kitin dan kitin. Takahashi et al (1993) dalam Haliza dan Suhartono (2012) 

mengemukakan bahwa enzim kitinase dari isolat Vibrio sp. spesifik terhadap 

substrat koloidal kitin. Wanga dan Chang (1997) dalam Haliza dan Suhartono 

(2012) mengemukakan bahwa enzim kitinase dari isolat Pseudomonas 

aeuroginosa spesifik terhadap substrat koloidal kitin dan etilen glikol kitin. Enzim 

kitinase dari isolat Streptomyces sp. M-20 memiliki aktivitas tertinggi pada 

substrat koloidal kitin (Kim et al , 2003). Yong et al (2005) melaporkan bahwa 

kitinase dari bacterium strain C4 memiliki aktivitas paling tinggi terhadap substrat 

kitin dari kepiting atau kulit udang dan puparium. Kitinase Streptomyces sp. 

PTK19 memiliki aktivitas paling tinggi terhadap substrat glikol kitin (Thiagarajan, 

2011). Hal tersebut menunjukkan bahwa enzim kitinase yang berbeda memiliki 

spesifisitas substrat yang berbeda-beda pula. 

 

4.3.7 Deteksi Produk Hidrolisis dengan Kromatografi Lapis Tipis 
 

     Kromatografi lapis tipis dilakukan dengan menggunakan kontrol positif N-

asetil-D-glukosamin (GlcNAc) dan kontrol negative berupa koloidal kitin dalam 

bufer natrium fosfat. Hasil kromatografi lapis tipis dapat dilihat pada Gambar 33. 

Pada gambar tersebut dapat diketahui bahwa terdapat hasil hidrolisis koloidal 

kitin yang ditunjukkan dengan terbentuknya 2 spot pada plat. Enzim kitinase 

isolat TP02 diduga menghasilkan 2 produk hasil hidrolisis yaitu N-asetil-D-

glukosamin (GlcNAc) dan GlcNAcn. GlcNAc ditunjukkan dengan adanya spot 

yang terletak di bagian atas sejajar dengan kontrol positif. Spot yang lain terletak 

di bagian bawah spot GlcNAc tetapi tidak diketahui hasil hidrolisis yang 

terbentuk. Hal ini dikarenakan pada kromatografi ini standar yang digunakan 

hanya N-asetil-D-glukosamin, sehingga tidak ada yang dijadikan sebagai 

pembanding untuk menentukan hasil produk yang terbentuk. GlcNAcn diduga 

merupakan oligomer kitin. 
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Gambar 33 Produk Kromatografi Lapis Tipis dengan Standar (1), Enzim Kitinase 
Isolat TP02 (2) dan kontrol negatif (3) 

 

     Berdasarkan hasil yang diperoleh, diduga enzim kitinase isolat TP02 termasuk 

dalam endokitinase. Dahiya et al (2006) mengatakan bahwa kitinase diklasifikasi 

menjadi 2 yaitu endokitinase dan eksokitinase. Endokitinase akan mendegradasi 

kitin secara acak dari dalam menghasilkan oligomer pendek yang mudah larut 

seperti kitotetraosa, kitotriosa, dan diasetilkitobiosa. Eksokitinase dibagi menjadi 

2 yaitu kitobiosidase dan β-(1,4) N-asetilglukosaminidase. Kitobiosidase 

melepaskan diasetilkitobiosa tanpa ada unit-unit monosakarida atau polisakarida, 

sedangkan β-(1,4) N-asetilglukosaminidase akan memotong diasetilkitobiosa, 

kitotriosa, dan kitotetraosa menghasilkan monomer GlcNAc. Hasil kromatografi 

yang dilakukan oleh Maggadani (2012), beberapa isolat yang diperoleh 

menghasilkan GlcNAc sebagai produk utama hasil hidrolisis. Metode 

kromatografi lapis tipis ini dapat adalah metode yang cukup mudah dilakukan dan 

dapat mengidentifikasi produk hasil hidrolisis dengan mudah. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

GlcNAcn 

GlcNAc 

   1       2       3 
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V KESIMPULAN DAN SARAN 
  

 

5.1 Kesimpulan 
 

     Pada penelitian ini didapatkan 3 macam isolat mikroba kitinolitik yang berasal 

dari tanah limbah petis udang yang menunjukkan zona bening di sekitar koloni 

mikroba yaitu TP01, TP02, dan TP03. Indeks kitinolitik terbesar ditunjukkan oleh 

isolat TP02 yaitu sebesar 2,22. Isolat TP02 digunakan dalam produksi enzim. 

enzim diproduksi dan diisolasi pada jam ke-14. Ekstrak enzim kasar dari 

supernatan memiliki aktivitas 0,029 Unit/ml dan aktivitas spesifik sebesar 0,008 

Unit/mg. Kadar protein enzim kasar sebesar 3,636 mg/ml. Enzim kasar dilakukan 

pemurnian dengan afinitas koloidal kitin dan dialisis. Aktivitas enzim murni 

sebesar 0,059 Unit/ml dan aktivitas spesifik enzim murni sebesar 0,052 Unit/mg 

dengan tingkat pemurnian enzim sebesar 6,548 kali dan yield sebesar 3,382%. 

Kadar protein enzim murni adalah 1,127 mg/ml. 

     Penentuan berat molekul enzim dilakukan dengan metode SDS-PAGE dan 

dikonfirmasi aktivitas enzim dengan zimogram. Enzim kitinase dari isolat TP02 

memiliki berat molekul sebesar 68,257 kDa. Hasil zimogram menunjukkan 

ukuran pita yang sama dengan SDS-PAGE. Enzim kitinase dari isolat TP02 

memiliki aktivitas optimum pada suhu 35°C yaitu sebesar 0,269 Unit/ml dan pH 7 

sebesar 0,895 Unit/ml. Enzim kitinase stabil pada suhu 30°C - 45°C dan stabil 

pada pH 5-7. Enzim kitinase dari isolat TP02 diuji spesifitasnya pada lima jenis 

substrat yaitu kitin, koloidal kitin, kitosan, koloidal kitosan, dan etilen glikol kitin. 

Hasil pengujian menunjukkan bahwa enzim kitinase isolat TP02 spesifik terhadap 

substrat kitin dengan aktivitas spesifik sebesar 0,093 Unit/mg. Hasil kromatografi 

lapis tipis enzim kitinase isolat TP02 menunjukkan adanya 2 spot dengan salah 

satu produk hidrolisisnya berupa N-asetil-D-glukosamin (GlcNAc). 

 

5.2 Saran 
 

1. Perlu dilakukan identifikasi jenis isolat yang berasal dari tanah limbah 

industri petis udang. 
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2. Perlu adanya standar kromatografi lapis tipis untuk dijadikan pembanding 

hasil hidrolisis. 
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LAMPIRAN 
 

 

Lampiran 1. Prosedur Analisa 

1.1 Perhitungan Berat Kering Koloidal Kitin 

     Cawan petri kosong dioven selama 24 jam agar beratnya konstan. Cawan 

petri diambil dari oven dan diletakkan dalam desikator. Kemudian cawan petri 

kosong ditimbang dengan timbangan. Pelet yang merupakan koloidal kitin 

ditambahkan sebanyak 5 gram ke dalam cawan petri. Setelah itu dioven selama 

5 jam. Cawan petri dan koloidal kitin yang telah dioven ditimbang dan dihitung 

berat kering koloidal kitin. 

 

1.2 Uji Aktivitas Enzim Kitinase (Modifikasi Ramirez-Cautino et al, 2006) 

Larutan standar N-asetil-D-glukosamin dibuat dengan  melarutkan 0,01 g N-

asetil-D-glukosamin dalam 10 ml aquades. Seri pengenceran disiapkan untuk 

membuat kurva standar N-asetil-D-glukosamin yaitu 0; 0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25 

mg/ml dan 1 tabung reaksi berisi aquades sebagai blanko. Masing-masing 

tabung seri pengenceran diambil sebanyak 1 ml ditambah dengan 1 ml DNS 1% 

dan dihomogenkan. Kemudian dididihkan selama 5 menit. Absorbansi diukur 

dengan menggunakan panjang gelombang 575 nm. 

Uji aktivitas enzim dilakukan dengan mencampurkan 1 ml sampel enzim dan 1 

ml koloidal kitin 0,3% dalam buffer natrium  fosfat pH 7 diinkubasi pada suhu 

37°C selama 1 jam. Ditambahkan 1 ml NaOH 1% untuk menghentikan reaksi dan 

dididihkan selama 5 menit. kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 7000 rpm 

suhu 4°C selama 15 menit. 1 ml supernatan diambil dan ditambah dengan 1 ml 

reagen DNS 1%. Absorbansi diukur dengan panjang gelombang 575 nm. 

Aktivitas kitinase dalam satu unit didefinisikan sebagai jumlah enzim yang 

diperlukan untuk menghasilkan 1 µmol N-asetil-D-glukosamin dalam 1 menit. 

 

1.3 Penentuan Kadar Protein Enzim Kitinase 

Penentuan kadar protein dilakukan menggunakan nanodrop. Alat nanodrop 

dinyalakan dengan menghubungkannya ke sumber listrik. Kemudian diatur untuk 

penggunaan penentuan protein dengan memilih kurva standar BSA. Faktor lid 

yang digunakan adalah lid 5. Lid dipilih sesuai dengan konsentrasi protein. 
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Semakin tinggi konsentrasi protein maka, semakin tinggi lid yang digunakan. 

Mula-mula dilakukan pengukuran terhadap blanko yaitu bufer natrium fosfat yang 

merupakan pelarut untuk isolasi enzim. Bufer natrium fosfat diambil sebanyak 5 

µl dan diukur dengan menekan tombol cal. Kemudian bufer dibersihkan dengan 

menggunakan tissue. Sampel diambil sebanyak 5 µl dan diukur nilai 

absorbansinya. Data hasil pengukuran berupa nilai absorbansi dan kadar protein 

sampel akan keluar dalam bentuk kertas.  

 

1.4 Penentuan Berat Molekul Enzim dengan SDS-PAGE dan Zimogram  

(Modifikasi Situmorang, 2003) 

Plate pembentuk gel disusun. Gel pemisah dituang ke dalam plate 

pembentuk gel menggunakan mikropipet 1 ml sampai batas yang terdapat pada 

plate dan dijaga  agar tidak terbentuk gelembung udara dan permukaan gel tidak 

bergelombang dengan menambahkan aquades. Gel dibiarkan memadat selama 

kurang lebih 30 menit. Kemudian gel penahan disiapkan. Larutan gel penahan 

dituang di atas separating gel. Sebelum memadat, sisiran dipasang sampai gel 

mengeras sehingga terbentuk sumuran. 

     Sampel enzim dipersiapkan untuk running SDS-PAGE. 30 µl sampel dengan 

10 µl RSB (running sampel buffer) dicampur sehingga perbandingannya 3:1. 

Sampel dipanaskan pada suhu 100°C selama 5 menit, sedangkan untuk 

zimogram dipanaskan pada suhu 35°C selama 5 menit. Plate yang telah berisi 

gel dimasukkan dalam chamber elektroforesis. Running buffer dituang pada alat 

tersebut sampai bagian atas dan bawah gel terendam. Protein marker 

dimasukkan sebanyak 8 µl, sampel enzim dimasukkan sebanyak 30 µl pada 

masing-masing sumuran. Pengisian sampel dilakukan dengan urutan yang sama 

antara sumuran 1-5 dan sumuran 6-10. 

     Gel hasil SDS-PAGE dipotong menjadi 2. Bagian pertama diwarnai dengan 

staining solution sambil digoyang selama 15 menit. Kemudian larutan staining 

dituang kembali pada tempatnya. Gel direndam dalam destaining solution. 

Destaining solution dihentikan apabila warna gel sudah berubah menjadi bening. 

Gel hasil SDS-PAGE bagian 2 direndam dalam buffer renaturasi selama 2 jam 

(diganti tiap 30 menit). Kemudian gel dibilas dengan aquades. Gel direndam 

dalam propanol 25% selama 15 menit. Gel dibilas dengan aquades hingga bau 

hilang. Gel direndam dalam bufer fosfat 0,2 M pH 7 dan diinkubasi pada suhu 

35°C selama semalam. Kemudian gel direndam kembali dalam bufer fosfat yang 
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baru dan diinkubasi dalam suhu 35°C selama 15 menit. Gel diwarna dengan 

congo red 0,1% selama 15 menit lalu dicuci dengan NaCl 1 M selama 10 menit. 

 

1.5 Pengaruh pH pada Aktivitas Enzim Kitinase (Modifikasi Apriani, 2008; Cho 

et al, 2011) 

     Enzim sebanyak 0,3 ml ditambah dengan 0,3 ml koloidal kitin 0,3% dalam 

buffer natrium fosfat dengan variasi pH 5; 5,5; 6; 6,5; 7; 7,5; 8. Kemudian 

diinkubasi pada suhu 37°C selama 1 jam. Setelah inkubasi, 0,3 ml NaOH 1% 

ditambahkan ke larutan enzim tersebut untuk menghentikan reaksi dan 

dididihkan selama 5 menit. Disentrifugasi pada suhu 4°C, 7000 rpm selama 15 

menit. supernatan yang didapatkan diambil sebanyak 0,5 ml dan ditambah 0,5 ml 

DNS. Dididihkan selama 5 menit dan diukur pada panjang gelombang 575 nm. 

 

1.6 Kestabilan Enzim Terhadap pH (Modifikasi Kurniawan, 2009) 

     0,3 ml enzim ditambah dengan 0,3 ml buffer natrium fosfat dengan variasi pH 

5; 5,5; 6; 6,5; 7; 7,5; 8. Diinkubasi selama 1 jam pada suhu 37°C. Setelah 

inkubasi, ditambah dengan koloidal kitin 0,3% dalam buffer fosfat pH 7. 

Diinkubasi pada suhu 37°C selama 1 jam. Ditambah dengan 0,3 ml NaOH 1% 

untuk menghentikan reaksi dan dididihkan selama 5 menit. disentrifugasi pada 

suhu 4°C dengan kecepatan 7000 rpm selama 15 menit. supernatan diambil 

sebanyak 0,5 ml dan ditambah dengan 0,5 ml DNS serta dididihkan selama 5 

menit. absorbansi diukur pada panjang gelombang 575 nm. 

 

1.7 Pengaruh Suhu pada Aktivitas Enzim Kitinase (Modifikasi Apriani, 2008; 

Cho et al, 2011) 

     Enzim sebanyak 0,3 ml ditambah dengan 0,3 ml koloidal kitin 0,3% dalam 

buffer natrium fosfat pH 7 dengan variasi suhu 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60°C. 

Kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 1 jam. Setelah inkubasi, 0,3 ml 

NaOH 1% ditambahkan ke larutan enzim dan dididihkan selama 5 menit. 

Disentrifugasi pada suhu 4°C, 7000 rpm selama 15 menit. supernatan yang 

didapatkan diambil sebanyak 0,5 ml dan ditambah 0,5 ml DNS. Dididihkan 

selama 5 menit dan diukur pada panjang gelombang 575 nm. 
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1.8 Kestabilan Enzim Terhadap Suhu (Modifikasi Kurniawan, 2009) 

     0,3 ml enzim ditambah dengan 0,3 ml buffer natrium fosfat pH 7. Diinkubasi 

selama 1 jam pada variasi suhu 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60°C. Setelah inkubasi, 

ditambah dengan koloidal kitin 0,3% dalam buffer fosfat pH 7. Diinkubasi pada 

suhu 37°C selama 1 jam. Ditambah dengan 0,3 ml NaOH 1% dan dididihkan 

selama 5 menit. disentrifugasi pada suhu 4°C dengan kecepatan 7000 rpm 

selama 15 menit. supernatan diambil sebanyak 0,5 ml dan ditambah dengan 0,5 

ml DNS serta dididihkan selama 5 menit. Absorbansi diukur pada panjang 

gelombang 575 nm. 
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Lampiran 2. Komposisi Reagen, Media, Bahan, dan Pewarna 
 

Komposisi Reagen 

No Nama Reagen Bahan Komposisi 

1 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

DNS 1% 
  
  
  
  
  
 
 
 
 

Dinitrosalyclic acid 10 (g/L) 

Fenol 2 (g/L) 

Natrium Sulfit  0,5 (g/L) 

NaOH 10 (g/L) 

Garam rochell (Na-K-tartarat) 200 (g/L) 

Akuades  1 L 

DNS dan NaoH dilarutkan dalam akuades, 
kemudian ditambahkan garam Rochell, Natrium 
sulfit dan fenol dan diaduk hingga larut 

2 Reagen Sulfat 
7 N H2SO4 50 ml 

Zn SO4.7H2O 12,5 gr 

 

Komposisi Media 

No Nama Media Bahan Komposisi (g/L) 

1 
 
 
 
 
 
 
 

Koloidal Kitin Agar 
  
  
 
  
  
  
  

koloidal kitin 3 

Pepton 8 

NaCl 1 

KH2PO4 1 

MgSO4.7H2O 0,5 

Agar 15 

Sterilisasi 121°C 15 menit  

2 
 
 
 
 
 
 

Koloidal Kitin Broth 
 
 
 
 
 
 

koloidal kitin 3 

Pepton 8 

NaCl 1 

KH2PO4 1 

MgSO4.7H2O 0,5 

Sterilisasi 121°C 15 menit 
 

Komposisi Bahan 

No Nama Bahan Bahan  Komposisi 

1 
 

Buffer Natrium Fosfat 
0,2 M 

0,4 M Na2HPO4 27,8 g/L 

0,4 M NaH2PO4 anhidrat 28,4 g/L 

2 
 
 
 

Running Buffer pH 8,3 
  
  

Tris base 3,03 g 

Glisin 14,2 g 

SDS 1 g 

Aquades 1 L 

3 Running Sample Buffer 1 M Tris-HCl pH 6,8 0,6 ml 
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Gliserol 50% 5 ml 

SDS 10% 2 ml 

2-merkaptoetanol 0,5 ml 

Bromophenol blue 1% 1 ml 

Aquades 0,9 ml 

4 
 
 

Larutan A 
 
 

Akrilamid 29,2 gr 

Bis-akrilamid  0,8 gr 

Aquades hingga 100 ml 

5 
 
 

Larutan B 
 
 

2 M Tris HCl pH 8,8 75 ml 

10% SDS 4 ml 

aquades 21 ml 

6 
 
 

Larutan C 
 
 

0,5 M Tris HCl pH 6,8 50 ml 

10% SDS 4 ml 

aquades 46 ml 

7 
 
 
 
 
 

Gel pemisah 
 
 
 
 
 

Larutan A 2700 µl 

Larutan B 2000 µl 

Etilen glikol kitin  800 µl 

Aquades  2500 µl 

APS 10% 75 µl 

TEMED 10 µl 

8 
 
 
 
 

Gel penahan 
  
  
  
  

Larutan A 560 µl 

Larutan C 800 µl 

Aquades 1800 µl 

APS 10% 50 µl 

TEMED 5 µl 

9 
 
 
 
 
 
 

Bufer renaturasi 
 
 
 
 
 
 

EDTA 0,7444 gr 

Kasein 10 gr 

Aquades 850 ml 

Tris base 48,44 gr 
EDTA, kasein dilarutkan dengan 
aquades. Setelah kasein larut, 

ditambahkan tris base dan ditepatkan 
hingga pH 9. 

 

Komposisi Pewarna 

No Nama Pewarna Bahan  Komposisi 

1 
 

Congo Red 0,1% 
  

Congo Red 0,1 g 

Etanol 95% 100 ml 

2 
 
 

Destaining 
solution 
  

Metanol 14 ml 

Asam asetat glasial 14 ml 

Aquades 172 ml 

3 
 
 
 

Staining solution 
  
  
  

commassie brilliant blue R-250 0,125 g 

metanol 22,7 ml 

asam asetat glasial 4,6 ml 

aquades sampai dengan 100ml   
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Lampiran 3. Perhitungan Enzim Kitinase 
 

     Hasil hidrolisis kitin oleh kitinase adalah N-asetil-D-glukosamin. Unit 

aktivitas kitinase didefinisikan sebagai pelepasan 1 µmol gula reduksi (N-asetil-

glukosamin) per menit. konsentrasi N-asetil-D-glukosamin ditentukan dengan 

mengkonversi nilai absorbansi N-asetil-D-glukosamin menjadi kurva baku N-

asetil-D-glukosamin. 

Contoh : perhitungan aktivitas kitinase 

 Y = 2,686x + 0,037 

 0,1494 = 2,686x + 0,037 

 X = 0,041847 mg/ml = 41,847 µg/ml 

 

Aktivitas (U ml⁄ )= 
[N-asetil-D-glukosamin] × V × fp

Mr N-asetil-D-glukosamin × p × q
 

  

Keterangan :  V = volume larutan  q = waktu inkubasi (menit) 

   P = volume enzim  fp = faktor pengenceran 

 

Aktivitas (U/ml)= 
41,847 × 2 × 2

221,2 × 0,5 × 60
=0,025 U/ml 

        

Kadar protein = 3,636 mg/ml 

 

Aktivitas spesifik (U/mg)= 
Aktivitas enzim (U/ml)

Kadar protein (mg/ml)
=

0,029

3,636
 =0,008 U/mg 

 

Total aktivitas (U)= aktivitas enzim (U/ml) × volume (ml) = 0,029 × 600 = 17,370 U 

 

Total protein (mg)= kadar protein (mg) × volume (ml) = 3,636 × 600 = 2181,600 mg 

 

Hasil %) = 
total aktivitas enzim murni

total aktivitas enzim kasar
 = 

0,588

17,370
 = 3,382% 

 

Tingkat kemurnian (kali) = 
aktivitas spesifik enzim murni

aktivitas spesifik enzim kasar
 = 

0,052

0,008
 = 6,548 kali 

 
 



 

Lampiran 4. Kurva Standar N
 

Absorbansi N-Asetil-D

Konsentrasi NAG

0 

0,05 

0,1 

0,15 

0,2 

0,25 
 

 

 

Gambar 1. Kurva Standar N
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. Kurva Standar N-Asetil-D-Glukosamin 

D-Glukosamin 

Konsentrasi NAG (mg/ml) Absorbansi (575 nm) 

0 

0,183 

0,342 

0,456 

0,579 

0,680 

Kurva Standar N-Asetil-D-Glukosamin 
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Lampiran 5. Data Kurva pertumbuhan mikroba dan kurva produksi enzim 
 

Absorbansi pertumbuhan mikroba dan aktivitas produksi enzim 

jam 
ke- 

nilai absorbansi 
pertumbuhan 

mikroba (580 nm) 

Nilai 
absorbansi 

aktivitas enzim 
(575 nm) 

N-asetil-
glukosamin 

(µg/ml) 

Aktivitas 
(U/ml) 

0 0,779 0,238 74,832 0,045 

2 0,743 0,226 70,365 0,042 

4 1,209 0,226 70,365 0,042 

6 0,987 0,229 71,482 0,043 

8 1,077 0,228 71,109 0,043 

10 1,064 0,22 68,131 0,041 

14 1,112 0,868 309,382 0,186 

20 1,211 0,81 287,789 0,173 

26 1,214 0,797 282,949 0,171 

38 1,216 0,791 280,715 0,169 

44 1,172 0,791 280,715 0,169 

56 1,171 0,781 276,992 0,167 

62 1,264 0,812 288,533 0,174 

69 1,27 0,779 276,247 0,167 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Lampiran 6. Kadar Protein dengan Nanodrop
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Lampiran 6. Kadar Protein dengan Nanodrop 
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Lampiran 7. Hasil Uji Aktivitas, Kadar Protein dan Aktivitas Spesifik Enzim 

Kitinase Isolat TP02 

 

Aktivitas enzim kitinase dari isolat TP02 

Tahapan 
pemurnian 

Absorbansi 
(575 nm) 

N-asetil-
glukosamin 

(µg/ml) 
N-asetil- 

glukosamin 
rerata 

Aktivitas 
(U/ml) Aktivitas 

rerata 
ulangan ulangan ulangan 
I II I II I II 

Enzim 
kasar 

0,149 0,183 41,847 54,207 48,027 0,025 0,033 0,029 

Afinitas 
koloidal 

kitin 
0,266 0,332 85,108 109,829 97,468 0,051 0,066 0,059 

 

Kadar protein enzim kitinase dari isolat TP02 

Tahapan 
pemurnian 

Ulangan Absorbansi Kadar Protein (mg/ml) 

Enzim 
kasar 

A 260 0,562 

3,636 A 280 0,353 

A 320 0,103 

Afinitas 
koloidal 

kitin 

A 260 0,029 

1,127 A 280 0,019 

A 320 0,004 

 

Aktivitas spesifik enzim kitinase dari isolat TP02 

Tahapan 
pemurnian 

Kadar Protein 
(mg/ml) 

Aktivitas 
(U/ml) 

Aktivitas Spesifik 
(U/mg) 

Enzim kasar 3,636 0,029 0,008 

Afinitas koloidal 
kitin 

1,127 0,059 0,052 
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Lampiran 8. Data karakterisasi Enzim Kitinase 
 

Pengaruh Suhu pada Aktivitas Enzim Kitinase 

Suhu 
(°C) 

Absorbansi (575 
nm) Rerata 

Absorbansi 

volume 
enzim 
(ml) 

Konsentrasi 
(µg/mL) 

Aktivitas 
(unit/ml enzim) Ulangan 

I 
Ulangan 

II 

30 0,166 0,166 0,166 0,5 48,027 0,029 

35 1,228 1,245 1,237 0,5 446,649 0,269 

40 0,9628 0,9462 0,955 0,5 341,586 0,206 

45 0,2656 0,249 0,257 0,5 82,018 0,049 

50 0,1328 0,1992 0,166 0,5 48,027 0,029 

55 0,1826 0,1494 0,166 0,5 48,027 0,029 

60 0,083 0,0498 0,066 0,5 10,946 0,007 

 

Kestabilan Enzim terhadap Suhu 

Suhu 
(°C) 

Absorbansi (575 
nm) Rerata 

Absorbansi 

volume 
enzim 
(ml) 

Konsentrasi 
(µg/mL) 

Aktivitas 
(unit/ml 
enzim) 

Aktivitas 
Relatif 

(%) 
Ulangan 

I 
Ulangan 

II 

30 0,564 0,581 0,573 0,5 199,442 0,120 100 

35 0,581 0,432 0,506 0,5 174,721 0,105 87,61 

40 0,531 0,448 0,490 0,5 168,541 0,102 84,51 

45 0,564 0,432 0,498 0,5 171,631 0,103 86,06 

50 0,183 0,199 0,191 0,5 57,297 0,035 28,73 

55 0,199 0,232 0,216 0,5 66,567 0,040 33,38 

60 0,199 0,183 0,191 0,5 57,297 0,035 28,73 

 

Pengaruh pH pada Aktivitas Enzim Kitinase 

pH 

Absorbansi (575 
nm) Rerata 

Absorbansi 

volume 
enzim 
(ml) 

Konsentrasi 
(µg/mL) 

Aktivitas 
(unit/ml enzim) Ulangan 

I 
Ulangan 

II 

5 0,564 0,614 0,589 0,5 205,510 0,124 

5.5 2,508 2,075 2,292 0,5 839,352 0,506 

6 2,158 2,141 2,15 0,5 786,485 0,474 

6.5 2,805 2,822 2,814 0,5 1033,693 0,623 

7 4,150 3,901 4,026 0,5 1484,922 0,895 

7.5 2,888 2,922 2,905 0,5 1067,684 0,644 

8 1,909 1,892 1,901 0,5 693,783 0,418 
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Kestabilan Enzim Terhadap pH 

pH 

Absorbansi (575 
nm) Rerata 

Absorbansi 

volume 
enzim 
(ml) 

Konsentrasi 
(µg/mL) 

Aktivitas 
(unit/ml 
enzim) 

Aktivitas 
Relatif 

(%) 
Ulangan 

II 
Ulangan 

II 

5 0,266 0,216 0,241 0,5 75,838 0,046 89,11 

5.5 0,249 0,249 0,249 0,5 78,928 0,048 92,74 

6 0,266 0,249 0,257 0,5 82,018 0,049 96,37 

6.5 0,216 0,299 0,257 0,5 82,018 0,049 96,37 

7 0,266 0,266 0,266 0,5 85,108 0,051 100 

7.5 0,216 0,216 0,216 0,5 66,567 0,040 78,22 

8 0,183 0,183 0,183 0,5 54,207 0,033 63,69 

 

Uji Spesifitas Substrat 

Substrat 

Absorbansi 
(575 nm) Rerata 

N-asetil-
glukosamin 

µg/ml 

Aktivitas 
(U/ml) 

Aktivitas 
Spesifik 
(U/mg) I II 

Kitin 0,515 0,498 0,506 174,721 0,105 0,093 

Kitosan 0,349 0,365 0,357 119,099 0,072 0,064 

Koloidal kitin 0,448 0,481 0,465 159,270 0,096 0,085 

Koloidal 
Kitosan 

0,365 0,332 0,349 116,009 0,070 0,062 

Etilen glikol 
kitin 

0,365 0,415 0,390 131,459 0,079 0,070 
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Lampiran 9. Data Berat molekul Enzim Kitinase 
 

Perhitungan Nilai Kecepatan Mobilitas Marker 

Pita Marker 
Jarak Pita 

(cm) 
Rf 

Marker 
BM Marker 

(kDa) 
Log 
BM 

1 0,4 0,056 250 2,398 
2 0,7 0,097 130 2,114 
3 1 0,139 100 2 
4 1,3 0,181 70 1,845 
5 1,8 0,250 55 1,740 
6 2,3 0,319 40 1,602 
7 3 0,417 35 1,544 
8 4 0,556 25 1,398 
9 4,5 0,625 15 1,176 
10 5,1 0,708 10 1 

 

 

Gambar 2. Kurva Standar Berat Molekul Marker 

 

 

Perhitungan Berat Molekul Enzim Kitinase Isolat TP02 

Sampel 
Jarak 
(cm) 

Rf 
Sampel 

Log BM 
BM 

(kDa) 

enzim murni 1,8 0,25 1,834 68,257 
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2. Isolasi dan Skrining Mikroba Kitinolitik
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3. Isolasi dan Purifikasi Enzim Kitinase

 

 

 

 

4. Karakterisasi Enzim Kitinase
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