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ABSTRACT

The objective 3)" the experiment was to select optimal medium composition 1o induce
endochitinase production of Trichoderma reesei. Growing media were prepared by
substitution of 0.5% colloidal chitin, 0.5% colloidal chitin and 1% Polyvinyl Pyrrolidon
(PVP), 1% crab shell chitin (Sigma), 1% crab shell chitin and 1% PVP into Richard’s
Medium (RM). Selected bioagent T. reesei isolate 13 was grown onto the media and the
specific activity of endochitinase was measured. The results showed that T. reesei grown in
all media peglfanned enzyme expression. The highest specific activi? ?{ endochitinase was
detected on T. reesei grown in RM medium substituted with colloidal chitin and PVP
followed by the same fungi in RM medium substituted with crab shell chitin plus PVP,

colloidal chitin and crab shell chitin alone.
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INTISARI

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan komposisi medium pertumbuhan yang
paling optimal dalam menginduksi produksi endokitinase dari Trichoderma reesei. Medium
ertumbuhan disiapkan dengan mensubstitusi sumber karbon, Zaitu 0,5% koloidal kitin,

,5% koloidal kitin + 1% Polyvinyl
crab shell chitin + 1% PVP ke

ditumbuhkan ke dalam medium induksi

rrolidon (PVP), 1% crab s
alam medium Richard (MR). T. reesei isolat T13

ell chitin (Sigma) dan 1%

tersebut dan diukur aktivitas spesifik

endokitinasenya. Hasil penelitian menunjukkan 7. reesei yang ditumbuhkan pada keempat
medium induksi di atas mampu mengekspresikan endokitinase. Aktivitas spesifik

endokitinase yang paling tinggi terdeteksi
0,5% koloidal kitin + PV
1% PVP dan MR + 1% crab shell chitin.

ada T. reesei yang ditumbuhkan pada MR +
P, ditkuti MR + 0,5% koloidal kitin, MR + 1% crab shell chitin +

Kata kunci: endokitinase, Trichoderma reesei, mikoparasit

PENGANTAR

Trichoderma merupakan salah satu
jamur yang potensial untuk dikembangkan
sebagai agen pengendali hayati berbagai
jamur patogen tular tanah. Mekanisme
yang selama ini dikenal dalam pengen-
dalian hayati adalah parasitisme, antibiosis
dan kompetisi. Dari ketiga hal tersebut,
mikoparasitisme merupakan mekanisme

yang paling berperan pada Trichoderma
(Lorito, 1998). Jamur ini diketahui mem-
punyai kemampuan mikoparasitik terhadap
jamur lain dengan menghasilkan berbagat
macam enzim litik, terutama kitinase dan
glukanase (Harman er al., 1993). Endoki-
tinase Trichoderma mempunyai daya
hambat paling tinggi terhadap perkem-
bangan jamur patogen dibandingkan enzim
litik yang lain (de La Cruz er al., 1993).
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Pada penelitian sebelumnya telah
berhasil didapatkan T. reesei isolat T13
yang efektif menghambat perkembangan
jamur  akar  Ganoderma  philippii
{Widyastuti et al., 1998a), Ganoderma spp.
(Widyastuti er al., 1999) dan Rigidoporus
microporus (Widyastuti er al., 1998b).
Informasi mengenai peranan endokitinase
dalam penghambatan jamur patogen ter-
sebut perlu diketahui untuk pemanfaatan T.
reesei lebih lanjut sebagai agen pengendali
hayati. Salah satu langkah awal adalah
mencari kondisi medium yang paling
optimal untuk produksi endokitinase T.
reesei.

BAHAN DAN METODE

Medium. Medium Richard (MR) diguna-
kan sebagai medium minimal mengacu
pada modifikasi Harman er al. (1993).
Dalam penelitian ini digunakan 4 macam
modifikasi MR, yaitu: (A) MR + 0,5%
koloidal kitin, (B) MR + 0,5% koloidal
kitin + 1% Polyvinyl Pyrrolidon (PVP), (C)
MR + 1% crab shell chitin (Sigma), dan
(D) MR + 1% crab shell chitin + 1% PVP.
Koloidal kitin dibuat dari crab shell chitin
menggunakan metode Vessey & Pegg
(1973) yang telah dimodifikasi.

Kondisi pertumbuhan. Kondisi pertum-
buhan yang digunakan pada penelitian ini
merupakan modifikasi dari metode de La
Cruz et al. (1995). Setiap 100 ml medium
Potato Dextrose Broth (PDB) dalam tabung
Erlenmeyer kapasitas 250 ml diinokulasi
dengan 5 ml suspensi spora I. reeesi
(konsentrasi 5 x 10’ spora ml') yang
sebelumnya telah ditumbuhkan selama 7
hari pada medium Potato Dextrose Agar
(PDA). Kultur diinkubasi pada rotary
shaker dengan kecepatan 150 rpm pada
suhu 30°C. Setelah berumur 3 hari, kultur
dipanen menggunakan sentrifuse dengan
kecepatan 3.000 rpm, pada suhu 4°C
selama 10 menit. Selanjutnya endapan
miselium yang didapatkan dibilas 3 kali
dengan air steril. Setiap kali pembilasan,
endapan miselium disentrifus dengan
kondisi yang sama dengan sentrifugasi
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pertama. Miselium dari tiap 100 ml PDB
yang telah bersih dari medium kemudian
ditanam pada keempat MR yang telah
dimodifikasi dan diinkubasi pada rotary
shaker berkecepatan 150 rpm pada suhu
30°C dengan penambahan cahaya buatan
dari lampu TL 20 watt selama masa inku-
basi. Kurva pertumbuhan 7. reesei dibuat
berdasarkan berat kering konstan miselium
yang dicuplik dari medium setiap 24 jam.

Penyiapan filtrat kultur. Filtrat kultur
disiapkan mengacu pada metode Harman ez
al. (1993). Filtrat kultur yang diperoleh
dipekatkan menggunakan amonium sulfat
dengan tingkat kejenuhan 40% dan
didialisis menggunakan bufer potasium
fosfat 0,05 M.

Aktivitas enzim dan kuantifikasi kan-
dungan protein total. Aktivitas enzim
diukur menggunakan metode turbidimetri
(Harman et al, 1993) berdasarkan
pengurangan tingkat kekeruhan koloidal
kitin pada serapan 510 nm dibandingkan
kontrol (larutan koloidal kitin tanpa
enzim). Kandungan protein total diukur
dengan metode Hartree-Lowry (Hartree,
1972).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada percobaan awal, medium induksi
diinokulasi langsung dengan spora T.
reesei, tetapi ternyata tidak mampu tumbuh
dengan baik, sehingga selanjutnya ino-
kulasi ke dalam medium induksi dilakukan
dengan miselium. Ketidakmampuan spora
T. reesei untuk tumbuh langsung pada
medium induksi diduga karena kitin
merupakan sumber karbon kompleks,
schingga tidak dapat digunakan secara
langsung oleh spora untuk mendukung
perkembangan awalnya. Penelitian yang
dilakukan oleh Manczinger & Polner
(1985) menunjukkan bahwa ada hubungan
spesifisitas antara substrat pertumbuhan
dengan spesies Trichoderma. Selain itu
untuk pertumbuhan dan perkembangannya,
spora Trichoderma memerlukan prakondisi
nutrisi dari lingkungan luar (Danielson &
Davey, 1973).
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Uji aktivitas enzim menunjukkan tidak
adanya aktivitas endokitinase pada filtrat
kultur yang berasal dari medium PDB
dengan dekstrose sebagai sumber karbon
(Tabel 1). Hal ini mendukung penelitian-
penelitian sebelumnya, bahwa endokitinase
merupakan enzim yang bersifat indusibel
dengan adanya kitin dan atau derivatnya,
serta tidak terekspresi dengan adanya
glukosa dan sumber karbon lain yang lebih
sederhana (Lorito, 1998).

Dari keempat medium induksi yang
digunakan, medium B merupakan medium
yang paling baik untuk produksi endoki-
tinase (Tabel 1), dengan aktivitas spesifik
endokitinase 0,020 unit per ug protein.

Medum D juga mampu menginduksi
produksi endokitinase cukup tinggi (0,015
unit per ug protein), tetapi tidak dapat
digunakan untuk mengetahui kurva per-
tumbuhan Trichoderma selama inkubasi.
Hal ini disebabkan crab shell chitin ber-
bentuk serbuk kasar tidak larut yang akan
menimbulkan bias saat pengukuran berat
kering miselium. Penambahan PVP mampu

meningkatkan  produksi  endokitinase.
Tronsmo & Harman (1993) yang
memproduksi  endokitinase pada T

harzianum  juga menemukan bahwa
penambahan PVP meningkatkan jumlah
dan aktivitas enzim.

Tabel 1. Aktivitas spesifik endokitinase T. reesei umur 7 hari pada beberapa medium tumbuh

Medium Aktivitas spesifik endokitinase
[unit (ug protein)”']**
(A) MR + 0,5% koloidal kitin 0,011b
(B) MR + 0,5% koloidal kitin + 1% PVP 0,020 a
(C) MR + 1% crab shell chitin 0,006 c
(D) MR + 1% crab shell chitin + 1% PVP 0,015b
%k

(E) PDB

Keterangan: * Hasil uji aktivitas enzim pada filtrat kultur !
* Angka yang diikuti huruf yang sama tidak berbeda nyata pada Uji Beda Nyata

Jujur (o = 0,05)

* Tidak terdeteksi
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Gambar 1. Hubungan antara waktu, aktivitas endokitinase dan pertumbuhan 7. reesei pada
medium B.
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Produksi endokitinase tidak ber-
hubungan dengan pertumbuhan jamur dan
meningkat secara kontinu seiring dengan
protein total ekstraseluler sampai hari
ketujuh. Mulai hari kedelapan, aktivitas
endokitinase menurun dengan cepat,
sedangkan  kandungan protein total
ekstraseluler pada medium relatif konstan
(Gambar 1). Dari profil protein pada SDS-
Page, diketahui terjadi perubahan jenis
protein dominan yang disekresikan oleh T
reesei, dari endokitinase digantikan oleh
jenis protein lain.

KESIMPULAN

1. Komposisi medium yang paling baik
untuk produksi endokitinase T. reesei
adalah MR + 0,5% koloidal kitin + 1%
PVP.

2. T reesei isolat T13 memproduksi enzim
endokitinase yang bersifat indusibel
dengan adanya kitin aiau derivatnya.

3. Aktivitas spesifik endokitinase pada
filtrat kultur dicapai pada hari ketujuh.

4. Penambahan PVP mampu meningkat-
kan produksi endokitinase.
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