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Abstrak. Soeka YS. 2015. Karakterisasi enzim kitinase dan identifikasi isolat aktinomisetes KRC 21.D berasal dari Kebun Raya 
Cibodas. Pros Sem Nas Masy Biodiv Indon 1: 1156-1161. Tujuan penelitian ini adalah mengetahui aktivitas enzim kitinase dari 
aktinomisetes yang berasal dari Kebun Raya Cibodas. Seleksi secara kualitatif isolat yang mempunyai aktivitas enzim ditandai zona 
bening di sekitar koloni pada media yang mengandung substrat 1% koloidal kitin. Aktivitas enzim secara kuantitatif dianalisis terhadap 
waktu inkubasi, pH, suhu dan pengaruh ion logam dengan spektrofotometer pada λ 584 nm. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 
aktivitas tertinggi aktivitas kitinase pada inkubasi 7 hari adalah 7,2. 10-3 U/mL, sedangkan pada media pertumbuhan pH 10 dan suhu 
25°C adalah 8,05.10-2 U/mL. Pengaruh ion logam dengan konsentrasi 1 mM dalam bentuk kation divalen diaktifkan oleh CaCl2, ZnCl2, 
MnCl2 dan kation monovalen CoCl2, NaCl, sedangkan kation divalen HgCl2 menghambat aktivitas enzim. Hasil identifikasi secara 
molekuler isolat KRC 21.D adalah Streptomyces macrosporeus. 

Kata kunci: Enzim kitinase, Kebun Raya Cibodas, Streptomyces macrosporeus 

Abstract. Soeka YS. 2015. The characterization and identification chitinase enzyme in actinomycetes KRC 21.D isolate derived from 
Cibodas Botanical Garden. Pros Sem Nas Masy Biodiv Indon 1: 1156-1161. The aim of the research was to know the activity of 
chitinase enzyme in actinomycetes collected from Cibodas Botanical Garden. Based on the appearance of the clear zone around colonies 
on medium containing 1% colloidal chitin substrate, isolates were selected qualitatively. The enzyme activity was measured by 
spectrophotometer at λ 540 nm and examined at different incubation period, pH, temperature as well as 1mM solution of different 
divalent and monovalent cations. The results of the research showed that the highest chitinase activity, 7.2 × 10-3 U/mL, was found at 7 
days incubation, while the chitinase activity on growth medium at pH 10 and at 25°C was 8.05×10-2 U/mL. Experimental result of 
influencing metal ions showed that Na+1 ,Ca2+, Zn2+, Mn2+, Co2+ ions act as an enhancer while Hg2+ ions acts as inhibitors of chitinase 
enzyme activity. The molecular identification revealed that the isolate actinomycetes KRC 21.D was Streptomyces macrosporeus. 

Key words: chitinase enzyme, Cibodas Botanical Garden, Streptomyces macrosporeus 

PENDAHULUAN  

Kitinase adalah enzim yang dapat mendegradasi kitin 
dan banyak dimanfaatkan sebagai agen biokontrol terutama 
bagi tanaman yang terserang infeksi mikroba (Hamid et al. 
2013). Dua dekade terakhir kitin merupakan komponen 
utama dinding sel jamur dapat didegradasi enzim kitinase 
menghasilkan produk yang ramah lingkungan 
dibandingkan penggunaan zat kimia sebagai anti jamur 
(Gurung et al. 2013). Keberadaan kitin di alam sangat 
melimpah dan dengan cepat terdegradasi karena adanya 
beberapa mikroba yang mempunyai enzim kitinase yang 
mampu mendegradasi kitin (Herdyastuti et al. 2009). 

Aktinomisetes merupakan kelompok bakteri berfilamen 
yang jumlahnya melimpah di tanah (Sharma 2014). 
Mikroorganisme ini secara aerobik mampu mendegradasi 
senyawa-senyawa yang sukar didegradasi seperti kitin 

(Brzezinska 2014). Kitin adalah polimer yang umum 
ditemukan pada dinding sel jamur kelas Basidiomisetes, 
Ascomisetes dan beberapa jenis Deuteromisetes, oleh 
karena itu aktinomisetes kitinolitik dapat dimanfaatkan 
sebagai salah satu alternatif agen pengendali hayati 
penyakit tanaman yang disebabkan oleh jamur (Yurnaliza 
2007). Aktinomisetes dapat menghasilkan enzim selulase, 
amilase (Nurkanto 2008), pendegradasi senyawa 
lignoselulolitik seperti mananase, xilanase, selulase, 
ligninase, dan pektinase (Ratnakomala et al. 2009), 
mempunyai aktivitas antibiotik yang sangat kuat (Nurkanto 
et al. 2010) dan yang mempunyai kemampuan 
penghambatan terhadap Mycobacterium (penyebab 
penyakit Tuberkolosis) (Nurkanto 2010).  

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas 
kitinase dari isolat aktinomisetes yang berasal dari Kebun 
Raya Cibodas, Cianjur, Jawa Barat. 
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BAHAN DAN METODE  

Isolat-isolat yang digunakan dalam penelitian ini adalah 
isolat aktinomisetes yang diisolasi dari tanah Kebun Raya 
Cibodas, Jawa Barat. Kitin yang digunakan diperoleh dari 
PT. Vitalhouse Indonesia, Cirebon berasal dari limbah 
udang. 

Preparasi koloidal kitin 
Sebanyak 20 g kitin yang berbentuk flake ditambah 400 

mL HCl pekat, distirer selama 2 jam kemudian diinkubasi 
di dalam lemari pendingin selama 24 jam. Larutan tersebut 
disaring dengan glass wool dan filtrat yang dihasilkan 
ditambah akuades steril yang sudah didinginkan dengan 
suhu 4°C selama satu malam, kemudian dinetralkan dengan 
10 N NaOH sampai pH 7. Larutan disentrifugasi dengan 
kecepatan 7.780g selama 10 menit. Endapan yang 
diperoleh kemudian dibilas dengan akuades steril dan 
disentrifugasi lagi dengan kecepatan 7.780g selama 10 
menit. Koloidal kitin tersebut kemudian disimpan di dalam 
lemari pendingin (Widhyastuti 2007). 

Media seleksi 
Isolat tersebut dipelihara dalam media kitin agar miring 

terdiri dari 1% koloidal kitin, 0,1% pepton, 0,1% KH2PO4, 
0,05% MgSO4.7H2O, 2% agar dan media ini digunakan 
juga untuk menyeleksi bakteri murni yang dapat merombak 
kitin dalam petri dish. Inkubasi dilakukan pada suhu 37°C 
selama 3 hari. Hasil pengujian secara kualitatif 
menunjukkan bahwa isolat yang memiliki aktivitas kitinase 
ditandai dengan adanya zona bening di sekitar koloni. 
Isolat dari hasil uji kualitatif dengan zona bening tertinggi 
yang dipakai untuk penelitian selanjutnya. 

Media produksi kitinase 
Produksi inokulum dilakukan dengan cara isolat hasil 

seleksi secara kualitatif ditumbuhkan pada media kitin agar 
miring, diinkubasi pada suhu 37°C sampai berumur 3 hari.  

Produksi kitinase dilakukan dengan menginokulasikan 
1 ujung ose isolat berumur 3 hari ke dalam 50 ml media 
produksi 1% koloidal kitin, 0,1% pepton, 0,1% yeast, 
0,02% K2HPO4, 0,05% MgSO4.7 H2O (Nurdebyandaru et 
al. 2010) di dalam bufer glisin-NaOH 0,05M dengan 
variasi pH alkalin, pH 7,5; 8; 8,5; 9; 10; 11, diinkubasi 
pada suhu 37ºC selama 10 hari di dalam pengocok (shaker) 
inkubator dengan kecepatan 120 rpm. Setiap hari dilakukan 
pengambilan sampel sebanyak 4 mL. Filtrat dan 
endapannya dipisahkan dengan cara disentrifugasi dengan 
kecepatan 2270g selama 5 menit. Filtrat digunakan sebagai 
larutan enzim dan diuji aktivitas kitinasenya.  

Pengujian aktivitas kitinase 
Aktivitas kitinase diuji dengan mengukur kadar gula 

amino sebagai produk hidrolisis kitin oleh kitinase. 
Konsentrasi N asetil gula amino diukur menggunakan 
metode kolorimetrik yang dimodifikasi (Reissig et al. 
1955). Senyawa N-asetil glukosamin (GlcNAc) digunakan 
sebagai standar untuk penghitungan aktivitas kitinase. Satu 
unit kitinase adalah banyaknya enzim yang dapat 
menghasilkan 1µmol N-asetil glukosamin dari substrat 

koloidal kitin per menit. Sebanyak 0,5 mL larutan enzim 
direaksikan dengan 0,5 mL substrat 1% koloidal kitin 
dengan pH 7 dan diinkubasi pada suhu 50°C selama 30 
menit. Reaksi enzimatis dihentikan dengan memasukkan 
campuran ke dalam air mendidih selama 5 menit. 
Selanjutnya disentrifugasi dengan kecepatan 10.160g 
selama 5 menit dan filtrat dipisahkan dari endapan. 
Sebanyak 250 µL filtrat ditambah 50 µL potasium 
tetraborat, dididihkan selama 3 menit dan didinginkan 
dengan segera. Ditambahkan 1,25 mL reagen 4- (dimetil 
amino) benzaldehida (DMAB), diinkubasi pada suhu 37°C 
selama 20 menit dan OD dibaca dengan spektrofotometer 
pada λ 584 nm (Widhyastuti 2007). 

Karakterisasi enzim kitinase  
Pengaruh suhu inkubasi enzim. Variasi suhu inkubasi 5, 

10, 15, 20, 25, 30, 35°C dan pengaruh ion logam Ca2+, 
Mn2+, K+, Na+, Cu2+, Hg2+, dalam bentuk garam dari 
masing-masing CaCl2, MnCl2, KCl, NaCl, CuCl2, HgCl2 
sebagai aktivator atau inhibitor terhadap aktivitas kitinase 
dengan cara mereaksikan larutan enzim dengan substrat 1% 
kitin dengan 1 mM ion logam tersebut dengan 
dibandingkan dengan enzim tanpa penambahan logam. 

Identifikasi isolat KRC 21 D (Nugroho 2009)  
Identifikasi isolat KRC 21 D dengan menggunakan 

sekuensing 16S rDNA primer 20F (5’-
GATTTTGATCCTGGCTCAG-3’) dan 1500R (5’-
GTTACCTTGTTACG ACTT-3’). Reaksi PCR dijalankan 
mengikuti protokol dan agarose elektroforesis. DNA 
sekuensing dilakukan di Fierst base (Malaysia). Hasil 
analisa sekuensing dianalisis dengan BLAST server dari 
Biology workbench (SDSC).  

HASIL DAN PEMBAHASAN  

Seleksi isolat aktinomisetes yang berasal dari tanah di 
Kebun Raya Cibodas, didapat 17 isolat yang tumbuh di 
dalam media tumbuh dengan mudah dan baik, sedangkan 
yang dapat mendegradasi kitin ada 6 isolat yaitu isolat 
dengan nomor KRC 1.16 D; KRC 1.23 D; KRC 4.5 D; 
KRC 4.15 D dan KRC 21D yang ditandai dengan adanya 
zona bening di sekitar koloni. Isolat KRC 21D memiliki 
zona bening di sekitar koloni yang terbesar (Tabel 1). Isolat 
KRC 21 D ini yang selanjutnya dipakai untuk penelitian. 
Zona bening di sekitar isolat KRC 21 D ditunjukkan pada 
Gambar 1. 

Aktivitas tertinggi didapat pada pH 7,5 hari ke 6 
sebesar 16.10-3 U/mL, pH 8 pada hari ke 4 sebesar 9. 10-3 
U/mL, pH 8,5 pada hari ke 6 sebesar 13.10-3 U/mL, pH 9 
pada hari ke 6 sebesar 6.10-3 U/mL, pH 10 pada hari ke 7 
sebesar 72.10-3 U/mL, pH 11 pada hari ke 7 sebesar 37. 10-3 

U/mL (Gambar 2).  
Pengaruh waktu inkubasi terhadap aktivitas enzim 

kitinase didapat setelah diinkubasi selama tujuh hari 
sebesar 7,2.10-3 (U/mL) (Gambar 3).  

Pengaruh suhu terhadap aktivitas enzim kitinase pada 
pH 10 aktivitas tertinggi didapat pada inkubasi dengan 
suhu 25°C sebesar 8,05.10-3 U/mL (Gambar 4). 
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Kitinase dari isolat KRC 21.D diaktifkan oleh kation 
divalen CaCl2, ZnCl2, MnCl2, dan kation monovalen CoCl2, 
NaCl, sedangkan kation divalen HgCl2 merupakan 
penghambat aktivitas enzim masing-masing pada 
konsentrasi 1 mM (Tabel 2). 

Hasil analisis dengan data di Gene Bank melalui analisa 
BLAST menunjukkan 99% derajat keasaman isolat 
aktinomisetes KRC 21.D yang diamplikasi dengan 
sekuensing 16S rDNA menggunakan primer 20F dan 
1500R adalah Streptomyces macrosporeus (Tabel 3).  

Pembahasan 
Kitin dipreparasi dengan hidrolisis parsial dengan HCl 

pekat akan menghasilkan koloidal kitin yang mampu 
menginduksi kitinase kompleks seperti N-asetilglukosa-
min, berlimpah dan polisakarida terbarukan setelah 
selulosa (Aziz et al. 2012). Aktinomisetes sangat banyak 
digunakan dalam pengobatan kanker, bioremediasi, 
menghasilkan beberapa antibiotik dan hormon 
pertumbuhan tanaman Indole-3-acetic acid, alat biokontrol, 
agen biopestisida, senyawa anti jamur, biocorrosion dan 
sebagai sumber senyawa agroactive (Sharma 2014). Genus 
aktinomisetes dapat memanfaatkan kitin sebagai sumber 
karbon dan nitrogen (Yurnaliza 2002). 

Zona bening terbentuk akibat dari aktivitas enzim 
kitinase yang terbentuk keluar sel memecah makromolekul 
kitin menjadi molekul yang lebih kecil (Suryadi et al. 2013).  

Menurut Gohel et al. (2006) aktivitas kitinase secara 
kualitatif ditentukan adanya zona bening di sekitar koloni 
isolat yang tumbuh pada medium agar kitin. Mikroba yang 
mampu memproduksi kitinase secara kualitatif setelah 
waktu inkubasi tertentu ditandai dengan adanya zona 
bening (Suryadi et al. 2014).  
 
Tabel 1. Isolat aktinomisetes hasil isolasi dari tanah Kebun Raya 
Cibodas  
 
No. Isolat Zona 

bening 
No. Isolat Zona 

bening 
No. Isolat Zona 

bening 
1. 1.11 D - 7. 3.45 - 13. 4.10 D - 
2. 1.15 D - 8. 3.60 - 14. 4.13 D - 
3. 1.16 D ++ 9. 4.3 D - 15. 4.15 D +/- 
4. 1.17 D - 10. 4.5 - 16. 5.115 - 
5. 1.23 D ++ 11. 4.5 D +/- 17. 21 D +++ 
6. 2.7 + 12. 4.7 D -    
 
 
 
Tabel 2. Pengaruh penambahan ion logam terhadap aktivitas 
kitinase 
 

Penambahan 
logam 

Aktivitas 
kitinase 

x 10-3 (U/ml) 

Konsentrasi 
 (%) 

Aktivator/ 
inhibitor 

Tanpa logam 7,05 100  
Ca2+ 7,70 109,22 Aktivator 
Mn2+ 7,20 102,13 Aktivator 
Zn2+ 7,15 101,42 Aktivator 
Na+ 7,6 107,80 Aktivator 
Co2+ 7,23 102,55 Aktivator 
Hg2+ 1,00 14,18 Inhibitor 
 
 

 
  
 
Gambar 1. Zona bening di sekitar koloni Aktinomisetes KRC 21 D 
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Gambar 3. Aktivitas kitinase pada pH 10 dengan waktu inkubasi 
1-10 hari 
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Gambar 4. Pengaruh suhu terhadap aktivitas kitinase 
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Gambar 2. Pengaruh pH media pertumbuhan terhadap aktivitas kitinase dengan waktu inkubasi 1-10 hari  
 
 
Tabel 3. Homologi sekuen nukleotida isolat KRC 21. D dengan Blast Database 
 
Nama sampel Hasil Blast Fasta 

KRC 21.D Streptomyces macrosporeus 
1760 bits, 928 bp, 99%, 0.0 

CCCGTGAGTCCCCCAGCACCCACAAGGGCCTGCTGGCAACACGGGA 
CAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACG 
AGCTGACGACAGCCATGCACCACCTGTACACCGACCACAAGGGGGG 
CGCCTGTCTCCAGACGTTTCCCGGTGTATGTCAAGCCTTGGTAAGGT 
TCTTCGCGTTGCGTCGAATTAAGCCACATGCTCCGCCGCTTGTGCGG 
GCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCA 
GGCGGGGCACTTAATGCGTTAGCTGCGGCACGGACGACGTGGAATG 
TCGCCCACACCTAGTGCCCACCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTA 
TCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTATCG 
GCCCAGAGATCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCA 
TTTCACCGCTACACCAGGAATTCCGATCTCCCCTACCGAACTCTAGC 
CTGCCCGTATCGACTGCAGACCCGGGGTTAAGCCCCGGGCTTTCACA 
ACCGACGCGACAAGCCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCG 
GACAACGCTCGCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTT 
AGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTGCT 
GAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTCG 
CTGCATCAGGCTTTCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCC 
CGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCGCCCT 
CTCAGGCCGGCTACCCGTCGTCGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCA 
ACAAGCTGATAGGCCGCGGGGCTCATCCTGCACCG 

 
 
 
 
 

Enzim kitinase merupakan suatu protein yang memiliki 
aktivitas biokimiawi sebagai katalis suatu reaksi, karena 
merupakan suatu protein dan enzim ini sangat rentan 
terhadap kondisi lingkungan (Hamid et al. 2013). 
Perubahan konsentrasi subtrat, pH lingkungan, suhu dan 
waktu inkubasi yang berbeda akan mengakibatkan aktivitas 
enzim kitinase mengalami perubahan (Chauhan and Singh 
2013). Setiap enzim yang mempunyai pH dan suhu tertentu 
menyebabkan aktivitasnya mencapai keadaan optimum 
(Brzezinska et al. 2013, Hamid et al. 2013 ). Kondisi pH 
dan suhu yang optimum akan mendukung enzim kitinase 
dalam melakukan katalisa suatu reaksi dengan baik (Hamid 
et al. 2013). pH dan suhu yang kurang sesuai akan 
mengakibatkan kerusakan atau tidak aktifnya protein dalam 
suatu enzim, menyebabkan fungsi dan aktivitas dari enzim 
tersebut berkurang (Gurung et al. 2013). 

Faktor lingkungan sangat penting untuk kegiatan 
mikroba baik sebagai sumber daya nutrisi maupun energi 
(Konopka 2009). Aktivitas enzim kitinase dari 
aktinomisetes isolat BB 2.6 dengan waktu inkubasi 5 hari 
sebesar 3,05.10-2 U/mL. Aktivitas kitinase optimal didapat 
pada suhu 50°C dan pH 8,0 masing-masing 3,8.10-2 dan 
3,52.10-2 U/mL (Soeka 2009). Sedangkan isolat BB 3.2 
mempunyai aktivitas kitinase optimum dengan waktu 
inkubasi 3 hari sebesar 1,66.10 -2 U/mL, pada konsentrasi 
substrat 1% sebesar 2,83.10-2 U/mL. Pada pH 8,0 dan suhu 
50°C masing-masing 9,3.10-2 dan 12,98.10-2 U/mL (Soeka 
2010).  

Faktor suhu minimum, maksimum dan optimum 
merupakan faktor lingkungan terpenting yang 
mempengaruhi pertumbuhan dan kehidupan semua 
mikroorganisme (Anonymous 2015).  
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Hasil penelitian Brzezinska et al. (2013) produksi 
kitinase dari Streptomyces sporovirgulis optimum setelah 
diinkubasi selama empat hari dengan konsentrasi koloidal 
kitin 0,3% pada pH 8,0, suhu 35°C dan enzim dalam 
menjalankan metabolisme sangat peka terhadap suhu. Ion 
logam diperlukan dalam bentuk kation monovalen dan 
divalen sebagai aktivator untuk meningkatkan aktivitas 
pada enzim-enzim tertentu. Namun ion-ion tersebut dapat 
pula bertindak sebagai penghambat pada konsentrasi 
tertentu. Hasil penelitian dari Suryadi et al. (2013) ion dari 
Ca2+ dan Mg2+ dapat meningkatkan aktivitas kitinase, 
sedangkan ion K+, Na+, Mn2+, Zn2+, Cu2+, Fe2+ dan EDTA 
masing-masing dengan konsentrasi 10 mM menurunkan 
aktivitas kitinase dari B. cereus 11 UJ. Streptomyces 
macrosporeus termasuk order Helotiales, kelas 
Leotiomycetes, phylum Ascomycota, kingdom fungi. 
Streptomyces macrosporeus dapat memproduksi 
Carbomycin (Magnamycin) - B447, tumbuh pada suhu 
28°C (Ettlinger et al. 1958). Streptomyces merupakan 
kelompok aktinomisates yang paling banyak memproduksi 
antibiotik, satu organisme dapat memproduksi lebih dari 
satu jenis antibiotik bahkan masing-masing antibiotik yang 
dihasilkan satu sama lainnya tidak saling berhubungan 
(Nurkanto et al. 2008), selalu menjadi sumber bagi ribuan 
senyawa bioaktif. Isolat Streptomyces yang diisolasi dari 
tanah akan menghasilkan enzim hidrolitik, seperti enzim 
selulase, amilase, lipase, protease dan gelatinase (Sonya et 
al. 2015). Streptomyces, Nocardia, Streptosporangium, 
Micromonospora dan Actinoplanes genus dari 
aktinomisetes yang dapat memanfaatkan kitin sebagai 
sumber karbon dan nitrogennya (Adegboye and Babalola. 
2012). Di antara ke lima genus aktinomisetes khitinolitik 
tersebut juga dapat melarutkan fosfat dan mendegradasi 
selulosa sehingga berpotensi sebagai agen hayati dalam 
menjaga kesehatan ekosistem dan berpeluang untuk 
pengembangan pupuk hayati yang ramah lingkungan 
(Nurkanto 2007). Hal ini karena Streptomyces adalah genus 
aktinomisetes dengan jumlah terbanyak di tanah. Hampir 
semua anggota genus Streptomyces menghasilkan kitinase. 
Streptomyces menghasilkan kitinase untuk aplikasi 
bioteknologi dan karena itu ditetapkan sebagai salah satu 
mikroorganisme terbaik untuk mempelajari produksi serta 
aspek biokimia kitinase melalui berbagai kondisi dan 
lingkungan (Sowmya et al. 2012).  

Hasil penelitian menunjukkan bahwa enzim kitinase 
dari isolat KRC 21 D Streptomyces macrosporeus perlu 
dilanjutkan. Dicoba untuk aplikasinya sebagai alat 
biokontrol, agen biopestisida, senyawa anti jamur. 
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