PENGUJIAN AKTIVITAS KITINASE DARI Bacillus circulans
UNTUK DIKEMBANGKAN SEBAGAI AGEN BIOKONTROL
- PADA PENYAKIT TANAMAN

Muharni dan Elisa Nurnawati

Abstrak : Bacillus circulans mempunyai kemampuan memproduksi kitinase secara
ekstraseluler, aktivitas kitinase ini dapat digunakan untuk menghambat pertumbuhan fungi
patogen karena mempunyai kitin pada dinding selnya. Unfuk ifu pada penéelitian ini
dilakukan pengujian akiivitas kitinase baik secara kualitatif maupun kuaniitatif serta
kemampuannya dalam menghambat pertumbuban fungi patogen pada tanaman.
Berdasarkan hasil yang telah didapatkan diketahui bahwa B. circulans memproduksi
Kitinase tertinggl pada akhir fase eksponensial yaitu pada jam ke 20 sebesar 0,58 U/mi, Hasil
uji antagonisme terhadap fungi patogen Fusarium oxysporum dan Rhizoctonia solani.
ternyata B. circulans hanya mampu menghambat pertumbuhan jamur Rhizoctonia solani
dengan zona hambat sebesar 0,65 cm.

Kata kunci : Kitinase, Bacilfus circulans , Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani

Abstract : Bacillus circulans has an ability to produce extra cellular chitinase. Pathogenic
fungal growth is being inhibited by chitinase activity because of its cell wall chitin. Therefore,
the test of qualitative and quantitative activity of chitinase and its ability to prevent Fusarium
oxysporum and Rhizoctonia solani growth has been done. The result showed that production
B. circulans chitinase was highest on the end of exponential phase that is 0.58 Us/mi on 207
hours. Antagonism test foward Fusarium oxysporum and Rhizoctonia solani showed that B.
circulans just only hampered Rhizoctonia solani growth. The inhibition zone of B. circulans
was 0.65 cm.
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PENDAHULUAN

Kitin merupakan homopolimer yang
tersusun dari N-asetil-D-glukosamin dengan
ikatan B-14 yang terdapat berlimpah di
alam setelah selulosa. Secara umum Kitin
banyak terdapat pada integumen insekta.
crustacea, nematoda dan beberapa profo-

zoa serta merupakan kamponen utama

penyusun dinding sel fungi (Folders et. al.,
2001).

Kitinase adafah enzim yang men-
degradasi kitin menjadi N-asetilglukosamin,
degradasi kitin dapat dilakukan oleh orga-
nisme Kkitinolitik dengan melibatkan enzim
kitinase.  Organisme pendegradasi Kkitin
umumnya berasal dari kelompok mikro-
adalah  dari

organisme  diantaranya
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kelompok bakteri. Bakteri yang dilaporkan
memiliki aktivitas kitinolitik adalah seperti,
1996),
marcescens (Suzuki et.al., 1999), Bacillus

Vibrio furnissi {Hirano, Serratia
circulans (Watanabe ef. a/., 1999), Bacillus
thuringensis subsp. pakistani (Thamthiankul
et.al., 2001) dan Pseudomonas aeruginosa
(Folders et. al., 2001).

Kitinase mempunyai banyak man-
faat dalam berbagai aspek terutama dalam
bidang industri, bioteknologi, dan pertanian.
Kitinase dapat digunakan sebagai agen
biokontrol dalam bidang pertanian, misainya
pada penyakit tanaman oleh jamur dan
serangga hama tanaman (Thamthiankul
et.al., 2001).
kito-oligosakarida (GicNac), yang cukup

Kitinase dapat memproduksi

potensial dalam menghasilkan senyawa
akiif sehingga bermanfaat dalam bidang
kedokteran, seperti sebagai agen anti
bakteri, elisitar, sebagai induser lisozim dan
meningkatkan imunitas (Wen et.al., 2002).
Aktivitas kitinase dari bakteri sangat
potensial digunakan sebagai agen bio-
kontrol terhadap fungi patogen maupun
serangga hama yang umumnya mempunyai
komponen kitin pada dinding selnya
(Hirano, 1996). Beberapa laporan menyata-
kan bahwa  aktivitas kitinase dari
.Aeromonas caviae efektif digunakan untuk
mengontrol serangan fungi patogen
Rizoctonia solani dan Fusarium oxysporum
pada kapas. Pada program pengendalian

penyakit dan hama terpadu, pemanfaatan

musuh alami yang banyak dikembangkan
adalah dari golongan bakteri.

Pentingnya peranan aktivitas kitin-
ase pada bidang pertanian menyebabkan
pengkajian yang intensif terhadap ekspresi
gen kitinase, reguiasinya dan kloning gen
kitinase untuk memperoleh produksi enzim-
nya. Gen kitinase sangat berpotensi untuk
dimanfaatkan dalam mengkonstruksi galur-
galur biokontrol atau tanaman transgenik
yang dapat mencegah timbuinya penyakit

. yang disebabkan oleh fungi (Panda, 1999).

Penggunaan fungisida kimia sintetik
dalam mengendalikan hama dan penyakit
tanaman mempunyai dampak negaiif ter-
hadap lingkungan, maka alternatif pengen-
dalian periu terus dicari dan dikembangkan
diantaranya pengendalian dengan meng-
seperti bakteri.

Aktivitas kitinase bakteri kitinolitik
seperti, B. circulans sangat potensial digu-

gunakan musuh alami

nakan untuk mengendalikan penyakit

tanaman, karena organisme ini memiliki
komponen kitin pada dinding selnya. Salah
satu upaya yang akan dilakukan pada
penelitian ini adalah menguji kemampuan
B. circulans dalam memproduksi kitinase
serta kemampuannya dalam menghambat

pertum-buhan fungi patogen pada tanaman.

METODE PENELITIAN
Wakiu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan dari bulan
Agustus 2005 sampai Januari 2006, di Lab.
Genetika dan Bioteknologi Jurusan Biologi
FMIPA Universitas Sriwijaya.
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Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan dalam pe-
nelitian ini adalah, strain B. circulans , strain
Fusarium oxysporum dan Rizoctonia solani
yang diperoleh dari Laboratorim Hama dan
Penyakit Tanaman Pertanian Unsri , Media
agar kitin (Koloidal kitin 0,3 %, MgS0,7H;0
0,1 %, K;HPO, 0,02 %, Ekstrak yeast 0,1 %
dan Bacto agar 1,5 %) dan Media produksi
enzim kitinase (Koloidal kitin 0,3 %, Pepton
1 %, Ekstrak yeast 0,5 %, NaCl 0,1 % ,
K;HPO, 0,1 % , MgSO.,7H,O 0,05 %
FeSO,7H.O0 0,001 % , Zn FeSO47H,0O
0,001 % , CuSO,5H,C 0,0001 %
MnSO,5H,0  0,0001 % , CaCl.2H,O
0,0001 % ), Media NA, Media PDA, kertas
saring dan kertas pH.

Alat yang digunakan adalah, cawan
petri, tabung reaksi, erlemeyer, autoklaf,
jarum ose, pipet mikro, pipet tetes, pH
meter, shaker, water bath, oven, spekiro-
fotometer, dan sentifugasi,

CARA KERJA
Perbanyakan kultur bakteri

Perbanyakan biakan bakteri dilaku-
kan pada medium NA dengan meng-
gunakan jarum ose. Biakan disimpan di
dalam inkubator pada suhu 30 °C selama

24 jam.
Uji Kualitatif Aktivitas Kitinase

Pengujian aktivitas kitinase secara
kualitatif dilakukan dengan cara menum-
buhkan B. circulans pada media agar kitin
dan diinkubasi selam 48 jam pada suhu

30 °C. Aktivitas kitinase ditandai dengan

adanya
bakteri.

zona bening disekitar koloni

Pengukuran Pertumbuhan B. circuians
dan Produksi Enzim

Koloni tunggal B. circulans diino-
kulasikan ke dalam masing 25 mi media
produksi dan diaktivasi selama 3 kali pada
shaker dengan kecepatan 150 rpm dan
suhu ruané. Dipindahkan 50 ml kultur ke
dalam 450 ml media produksi, dan diin-
kubasi dengan kecepatan 150 rpm dan

. suhu ruang. Pengambilan sampel dilakukan

se-tiap 4 jam sampai jam ke 48. Pertum-
buhan sel diukur dengan menggunakan
spektro-fotometer pada panjang gelombang
620 nm.

Isolasi Ekstrak Kasar Kitinase

Isolasi enzim dilakukan dengan
mengambil 1 m! kultur cair setiap 4 jam
sekali selama 48 jam. Supernatan dipisah-
kan dari endapan melalui sentrifugasi pada
kecepatan 5000 rpm selama 15 menit.
Supernatan adalah merupakan ekstrak
kasar kitinase.

Pengujian Aktivitas Kitinase Secara
Kuantitatif

Pengujian aktivitas kitinase dilaku-
kan dengan menggunakan metode Folders
ef. al. (2001) yaitu dengan cara mereaksi-
kan laruran substrat koloidal kitin 0,3 %
sebanyak 1 mi, 2 mil bufer asetat pH 5,2
dan 1 ml filtrat enzim dimasukan kedalam
tabung reaksi dan diinkubasi pada suhu 37
°C selama satu jam. Supernatan dipisah-
kan dari endapan melalui sentri-fugasi pada
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kecepatan 5000 rpm.  Aktivitas enzim
diukur dengan menggunakan spekiro -
fotometer pada panjang gelombang 660
nm. Satu unit aktivitas kitinase didefinisikan
sebagai jumlah enzim yang menyebabkan
pengurangan absorbansi sebesar 0,001
campuran reaksi per menit.
Uji Antagonisme Terhadap Fungi
Patogen

B. circulans diuji kemampuannya da-
lam menghambat

pertumbuhan  fungi

patogen  Fusarium  oxysporum  dan
Rizoctonia solani. B. circulans diperbanyak
pada media NA selama 48 jam. Sedangan
miselia fungi patogen diperbanyak pada
media PDA di dalam cawan petri. Biakan F.
oxysporum dan R. solani diinkubasi selama
3 hari.
menggunakan modifikasi metode Chernin,
et. al., (1995) pada media PDA di dalam

cawan petri.

Uji antagonisme dilakukan dengan

Koloni fungi diinokulasikan di
tengah-tengah media, dan inokulum bakteri
ditotolkan disekelilingnya dengan jarak 2
cm. Biakan diinkubasikan pada suhu kamar,
kemudian diamati pertumbuhan fungi
patogen dengan mengukur diameter zona

bening disekitar koloni bakteri.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Berdasarkan pengujian yang telah
dilakukan terhadap aktivitas kitinase baik
secara kualitatif maupun secara kuantitatif
telah didapat hasil seperti yang tertera
dibawah ini :

Pengujian aktivitas kitinase secara
kualitatif
Kemampuan Bacillus  circulans

untuk menghasiltkan kitinase dapat diamati
pada media yang mengandung Kitin,
adanya zona bening disekitar koloni
menunjukkan adanya aktivitas kitinase dari
bakteri tersebut, seperti yang dapat dilihat

pada gambar dibawah ini.

Gambar 1.  Uji kualitatif aktivitas
kitinase
(1) Baciilus sp. M2.1 . (2) Bacillus
circulans

Pada gambar diatas dapat dilihat
bahwa masing-masing bakteri mempunyai
kemampuan vyang berbeda-beda dalam
menghasilkan kitinase, dimana Bacillus
circulans mempunyai kemampuan yang
lebih tinggi bila dibandingkan dengan
Bacillus sp. M2.1.

Hal ini dapat dilihat dari luasnya
zona bening yang dihasilkan oleh masing-
masing bakteri. Terjadinya perbedaan ini
mungkin disebabkan jumlah monomer N-
asetilglukosamin yang dihasilkan dari

masing-masing  bakteri  berbeda-beda.



148 Muharni dan Elisa Nurnawati.Pengujian Aktivitas Kitinase dari Bacillus Circulan...

Seperti yang telah dinyatakan oleh Susi
(2002), besarnya zona bening yang dihasil-
kan tergantung pada jumiah monomer N-
asetilglukosamin yang dihasilkan dari
proses hidrolisis kitin dengan memutuskan
ikatan B-1,4 homopolimer N-asetilgluko-
samin. Semakin besar jumlah monomer
yang dihasilkan N-asetilglukosamin yang
dihasilkan maka akan semakin besar zona
bening yang terbentuk disekitar koloni.

Kitin yang ditambahkan ke dalam
medium pertumbuhan Bacillus circulans
Kitin

sebagai sumber karbon dan nitrogen untuk

berfungsi sebagai substrat kitinase.

pertumbuhan bakteri dapat merangsang

produksi kitinase. Sebagaimana yang

sudah dijelaskan oleh Boing 1982 dalam
Susi (2002),
dapat memacu suatu mikroorganisme untuk

keberadaan suatu subsirat
mensekresikan metabolit selnya. Enzim
bila
Interaksi yang terjadi antara enzim dan

akan bereaksi ferdapat substrat.
substrat ini akan menghasilkan produk akhir
yang merupakan gabungan dari reaksi
enzim-substrat yang berpengaruh pada
struktur molekutl katalitik enzim.
Pengukuran Pertumbuhan dan Produksi
Kitinase B. circulans .

Hasil pengukuran pertumbuhan dan
produksi kitinase B. circulans selama 48

jam dapat dilihat pada gambar dibawah ini.
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Gambar 2. Pertumbuhan dan Produksi Kitinase Bacillus circulans

Pada gambar diatas dapat dilihat
bahwa kitinase pada B. circulans diproduksi
mulai pada jam ke 4 dan tertinggi didapat
jam ke 20 yaitu 0,58 U/ml, setelah jam ke
20 aktivitas kitinase terus menurun. Hal ini
menunjukkan bahwa B. circulans mempro-
duksi kitinase selama fase eksponensial,

dimana Kkitin dihidrolisis sebagai sumber
karbon dan nitrogen untuk pertumbuhan-
nya. Kane dan Kandel (1998) menyatakan
bahwa,fase eksponensial ini nuirisi tersedia
dalam jumlah yang banyak, sehingga sel
berkembang biak dengan cepat dan

mensekresikan berbagai metabolit primer
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berupa enzim untuk menyediakan sumber
karbon dan nitrogen (sumber energi) untuk
pertumbuhan dan perbanyakan sel. Kondisi
periumbuhan pada fase ini seimbang
dimana laju pertumbuhan bakteri maksimal
dan konstan.

Aktivitas kitinase yang dihasilkan
oleh B. circulans mempunyai kestabilan
yang relatif rendah, dimana terjadi fluktuasi
pada jam-jam tertentu. B. circulans mem-
produksi kitinase secara ekstraseluler,
enzim-enzim ekstraseluler begitu dibebas-
kan dari dalam se! tidak dikendalikan lagi
oleh sel dan langsung dipengaruhi oleh
kondisi lingkungan seperti suhu , pH dan
enzim  ekstraseluler lainnya  seperii
protease. Rao, et al. (1998) menyatakan

bahwa protease adalah enzim proteolitik

yang mengkatalis pemutusan ikatan peptida

pada protein atau merupakan enzim
degradatif yang mengkatalisis hidrolisis total
protein. Kestabilan yang rendah dari kitin-
ase ini kemungkinan besar disebabkan
degradasi oleh enzim protease. Disamping
itu aktivitas enzim protease ekstraseluler di
dalam medium juga menyebabkan terjadi-
nya penguraian enzim ekstraseluler lainnya

vang dihasitkan bakteri tersebut.

. Kemampuan B. circuians  dalam
menghambat pertumbuhan fungi
patogen

Kemampuan B. circulans dalam

menghambat pertumbuhan fungi patogen

Fusarium oxysporum dan Rizoctonia solani.

B. circulans dapat dilihat pada gambar
dibawah ini.

Gambar 3. Kemampuan B. circulans dalam menghambat pertumbuhan fungi patogen
Rhizoctonia solani dan Fusarium oxysporum

(1) Rhizoctonia solani , (2) Fusarium oxysporum

Pada gambar di atas dapat dilihat bahwa
B. circulans hanya dapat menghambat
pertumbuhan jamur Rhizoctonia solani,
besarnya daerah hambatan dari bakteri

kitinase secara ekstraseluler, akii-
vitas enzim ekiraseluler sangat terganiung
oleh faktor lingkungan seperti suhu, pH

dan enzim ekstraseluler lainnya. Tidak
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adanya daerah hambatan pada Fusarium
oxysporum kemungkinan disebabkan per-
bedaan pH disekitar media akibat dari
metabolit yang dihasilkan oleh jamur
tersebut, sehingga aktivitas kitinase
menjadi terhambat. Selama proses fer-
mentasi dapat terjadi perubahan pH
karena terbentuknya hasil-hasil metabo-
lisme seperti CO; dan asam-asam
organik, asam-asam organik vyang
terbentuk seperii asam laktat, asam asetat
dan asam piruvat (Judoamidjojo, dkk.,
1992).

KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah
dilekukan dapat diambil kesimpulan
sebagai berikut :

e B. circulans memproduksi kitinase
tertinggi pada akhir fase ekspo-nensial
yaitu pada jam ke 20 sebesar 0,58 U/ml.

e B. circulans hanya mampu meng-
hambat pertumbuhan jamur Rizoc-fonia
solani dengan zona hambat sebesar
0,65 cm.
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