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Abstract. Xylanase is extracellular enzyme that hydrolyzes xylan into xylose and
xylooligosaccharides. The bacteria that produce the xylanase enzyme, namely SSA 2 isolate
from the Sapan River Aro Solok Selatan hot spring, has a temperature of 75°C and a pH of 8
or alkaline. Thermophilic bacteria can produce xylanase enzymes under optimum
environmental conditions. Environmental optimization can be done by optimizing media
composition, dissolved oxygen content, aeration, agitation, starter concentration, pH and
temperature. This study aims to determine the specific activity of the xylanse enzyme at the
starter concentration. The starter concentrations used were 2%, 4%, 6%, 8% and 10%. The
highest specific activity of the xylanse enzyme was at a starter concentration of 4% (0.916
U/mL) this indicates that a low starter concentration can lead to good microbial growth.
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Abstrak. Xilanase adalah enzim ektraseluler yang menghidrolisis xilan menjadi xilosa dan
xilooligosakarida. Bakteri yang menghasilkan enzim xilanase yaitu isolate SSA 2 yang
berasal dari Sumber air panas Sapan Sungai Aro Solok Selatan memiliki suhu 75°C dan pH 8
atau bersifat basa. Bakteri termofilik dapat memproduksi enzim xilanase dalam kondisi
lingkungan yang optimum. Optimasi lingkungan dapat dilakukan dengan optimalisasi
komposisi media, kandungan oksigen terlarut, aerasi, agitasi, konsentrasi starter, pH dan
temperatur. Penelitian ini bertujuan untuk melihat aktivitas spesifik enzim xilanse pada
konsentrasi starter. Konsentrasi starter yang digunakan adalah 2%, 4%, 6%, 8% dan 10%.
Aktivitas spesifik enzim xilanse tertinggi yaitu pada konsentrasi starter 4% (0,916 U/mL)
hal ini menunjukan bahwa konsentrasi starter yang rendah dapat menyebabkan
pertumbuhan mikroba dengan baik.
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Pendahuluan

Mikroorganisme termofilik yang dapat menghasilkan enzim termostabil adalah bakteri termofilik, balkteri
termofilik mampu bertahan hidup pada rentang suhu 50-80°C (Runtuboi et al, 2018).Habitat alami bakteri termofilik
tersebar luar diseluruh permukaan bumi, diantaranya pada sumber-sumber air panas, kawah gunung berapi atau daerah
vulkanik (Tuntun 2014).Sumber air panas Sapan Sungai Aro Solok Selatanmemiliki suhu 75°C dan pH 8 atau bersifat
basa).Dari beberapa jenis isolat yang didapatkan, isolat SSA2 dipilih karena mempunyai kemampuan yang baik dalam
menghasilkanenzim xilanase secara maksimum.terlihat dari tingginya indeks xilanolitik SSA2 yaitu 0,74 dibandingkan
dengan isolat lainnya (Irdawati et al,, 2018).

Xilanase merupakan enzim ektraseluler yang menghidrolisis xilan (hemiselulosa menjadi xilosa dan
xilooligosakarida (Susilowati et al, 2012). Xilan adalah rantai panjang monosakarida yang saling berikatan dengan
suatu ikatan kimia, apabila dihidrolisis oleh enzim xilanase menghasilkan gula sederhana yaitu xilooligosakarida,
xlobiosa dan xilosa.Xilan terikat pada selulosa, pektin, lignin dan polisakarida lainnya dalam angiosperma untuk
membentuk dinding sel tanaman. Xilan dengan rantai utama homopolimer unit f-Dxilopiranosil yang terikat melalui
ikatan (1-4)-B-glikosidik merupakan heteropolimer yang dihubungkan dengan rantai samping dari gula yang lain,
umumnya rantai tunggal dari (4-O-metil)-o-D-asam glukuronat (pada dikotil dan gimnosperma) pada 1 atau lebih a-L-
arabinofuranosil pada rumput (Collins et al., 2005).

Aktivitas enzim mencapai nilai maksimal ketika berada disuhu optimum, pada suhu tersebut enzm mampu
bekerja secara maksimal dan memiliki konformasi sisi aktif yang lebih stabil (Habibie et al, 2014). Aktivitas enzim
semakin meningkat dengan bertambahnya suhu hingga suhu optimum tercapai.Kenaikan suhu diatas suhu optimum
menyebabkan aktivitas enzim menurun akibat denaturasi, karena sisi aktif enzim terganggu. Penggunaan mikroba
sebagai agen penghasil enzim memiliki keuntungan seperti, kecepatan tumbuh mikroba tinggi sehingga memproduksi
enzim dalam waktu singkat, mudah dikontrol, dan biaya produksi relatif murah (Pangesti et al,, 2012).

Penentuan waktu produksi enzim tertinggi dapat dilihat dari aktivitas xilanase tertinggi. Xilanase tergolong
metabolit primer karena dibutuhkan dalam pemecahan sumber karbon xilan yang terdapat pada substrat, sumber
karbon sangat penting dalam pertumbuhan bakteri.Hal tersebut menyebabkan bakteri memproduksi xilanase lebih
banyak pada saat fase eksponensial karena pada fase tersebut pertumbuhan bakteri sangat cepat.Kondisi pertumbuhan
mikroorganisme berhubungan erat dengan aktivitas enzim,aktivitas enzim dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti pH,
suhu, konsentrasi sumber karbon, dan konsentrasi enzim (Li et al, 2011).

Bakteri termofilik dapat memproduksi enzim xilanase dalam kondisi lingkungan yang optimum.Optimasi
lingkungan dapat dilakukan dengan optimalisasi komposisi media, kandungan oksigen terlarut, aerasi, agitasi,
konsentrasi starter, pH dan temperatur. Starter merupakan bahan tambahan yang digunakan pada tahapan awal proses
Konsentrasi Starter adalah perbedaan jumlah biakan mikroba tertentu yang ditumbuhkan didalam medium dan
digunakan pada tahapan awal proses fermentasi. Konsentrasi starter menentukan aktivitas enzim yang optimal karena
adanya keseimbangan antara inokulum dan ketersedian nutrisi didalam substrat (Kusumaningati et al,, 2013).

Peningkatan konsentrasi starter dapat mengurangi produksi enzim xilanase dalam proses fermentasi. Pada
saat fermentasi antara biomassa bakteri yang berproliferasi dan nutrisi yang tersedia harus seimbang, sehingga akan
menghasilkan produksi enzim xilanase yang optimum. Konsentrasi starter yang rendah dapat menyebabkan
pertumbuhan mikroba dengan baik, sementara peningkatan konsentrasi starter dapat menyebabkan poliferasi yang
cepat pada biomassa mikroba (Irfan et al,, 2016).

Bahan dan Metode

Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah isolate bakteri SSA2 Sapan Sungai Aro Solok Selatan
(Irdawati et al, 2018) dari Laboratorium Mikrobiologi, limbah kertas bertinta, Medium Nutrien Agar (NA), Gellum
gum, xylan, Dinitrosalicylic Acid (DNS), Medium Beechwood Xilan, ekstrak jerami 0,3%, Peptone Bactereological, Yeast
Eztract, MgSO.7H.0, HoSO4 NapS205 KMNO4,Amilum 1%, Alkohol 70%KI 10%, aquades, tissue, kain kassa dan
kapas.

Regenerasi Bakteri

Regenerasi bakteri dilakukan dengan cara menginokulasikan 1 ose biakan murni SSA2 ke dalam medium NA
miring. Kultur bakteri diinkubasi dalam inkubator pada suhu 50°C selama 24 jam.
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Persiapan Starter

Inokulum dipersiapkan dengan menginokulasi 8 ose bakteri SSA2 dalam medium agar miring, ke dalam
medium BeechwoodXilan 25 ml pada erlenmeyer 100 ml. Setelah itu inokulum diinkubasi pada suhu 60°C selama 24 jam
menggunakan shaker dengan kecepatan 150 rpm. Sebanyak 10% (v/v) dari inokulum yang telah dipersiapkan tersebut,
dimasukan ke dalam erlenmeyer 250 ml yang berisi 100 ml medium BeechwoodXilan, diinkubasi pada suhu 60°C selama
24 jam menggunakan shakerincubator dengan kecepatan 150 rpm. Inokulum siap dijadikan starter untuk perlakuan.

Pengaruh Konsentrasi Starter Bakteri Termofilik Terhadap Aktivitas Enzim Xilanase

Konsentrasi starter 2%, 4%, 6%, 8% dan 10% dibuat dengan cara menginokulasikan dari inokulum diatas dan
dimasukan kedalam Erlenmeyer yang sudah berisi 20 ml medium produksi enzim (BeechwoodXilan yang ditambah
Ekstrak Jerami 0.8%). dan melakukan pengulangan sebanyak 8 kali. Selanjutnya masing - masing perlakuan,
difermentasi pada suhu 60°C dengan kecepatan 150 rpm menggunakan shaker, selama masa panen yang telah
ditentukan sebelumnya yaitu selama 6 jam.Setelah itu mengukur aktivitas enzim dengan menggunakan spektofometer
dengan panjang gelombang 540 nm.

Uji Aktivtas Enzim

Sebanyak 1 ml sampel disentrifuge, lalu pisahkan antara pelet dan supernatan. Setelah itu campurkan 0,25 ml
sampel dan 0,5 ml xylan dalam buffer phosfat (pH 8,5) dan diinkubasi pada suhu 60°C selama 10 menit. Kemudian
menambahkan 0,5 ml Dinitrosalicylic Acid (DNS) dan diinkubasi pada suhu 90°C selama 15 menit. Mengukuran
absorbansi pada panjang gelombang 540 nm untuk menentukan aktivitas enzim.

Uji Kadar Protein

Sebanyak 1 ml sampel disentrifuge, lalu pisahkan antara pelet dan supernatant. Setelah itu campurkan 0,1 ml
sampel dan 0,5 reagen D , lalu divortex pada suhu 50°C selama 10 menit. Kemudian menambahkan 0,05 mlFolin
ciocalteau sebanyak 1N dan diamkan sealama 30 menit. Mengukuran absorbansi pada panjang gelombang 750 nm
untuk menentukan aktivitas protein .Kadar protein enzim ditentukan dengan membandingkan hasil absorbansi dengan
kurva standar bovine serum albumin (BSA) (Sugiyono.,et al, 2003).

Pengukuran aktivitas spesifik enzim
Aktivitas spesifik enzim xilanase (U/mg) merupakan rasio dari aktivitas enzim xilanae (Unit/ml)terhadap
kadar protein (mg/ml) (Sugiyono.,et. al, 2003). Satuan aktivitas spesifik enzim : Unit/mg.

Analisis Data

Data hasil aktivitas spesifik enzim xilanse pada variasi konsetrasi starter ditampilkan dalam bentuk gambar.

Hasil dan Pembahasan

Aktivitas enzim adalah unit enzim per mg protein yang ada didalam sampel. Satuaninternasional (SI) unitnya
adalah katal dengansatuan 1 mol s-! untuk tiap unitnya. Aktivitas spesifik mengukur kemurnian produk per milligram
enzim yang dibentuk oleh enzim pada waktu tertentu .Aktivitas enzim paling tinggi yaitu pada konsentrasi starter
4%(0,916 U/mL) hal ini menunjukan bahwa konsetrasi starter yang rendah dapat menyebabkan pertumbuhan mikroba
dengan baik.(Menurut Sepahy et., a/2011) produksi xilanase meningkat karena ada keseimbangan biomassa mikroba dan
nutrisi yang tersedia untuk menghasilkan produksi enzim yang optimal. Konsentrasi starter yang rendah
membutuhkan waktu yang lama bagi sel untuk berkembang biak hingga jumlah sel menjadi cukup untuk
memanfaatkan substrat dan menghasilkan enzim.

Berdasarkan penelitian (Gozdeet al.,2018) produksi enzim xilanase meningkat ketika menggunakan cangkang
kemiri sebagai sumber karbon dengan agitsi 125 rpm pH 7 dengan konsentrasi starter 4% menghasilkan aktivitas
xilanase 1.798 U/mg menggunakan Bacillus subtilis. Menurut penelitian yang dilakukan oleh Hoi (2016) dengan
menggunakan Bacillus subtilisaktivitas enzim spesifik untuk xilanase yang diinkubasi selama 48 jam adalah Konsentrasi
4% yaitu 1.486 U/mg .Penentuan konsentrasi starter optimum aktivitas enzim sangat diperlukan dalam penerapan
enzim karena konsetarasi starter yang tinggi menyebabkan menipisnya ketersedian nutrisi didalam medium untuk
mikroorganisme, sehingga adanya penurunan hasil xilanase.
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Gambar.1 Aktivitas enzim variasi konsetrasi starter

Berdasarkan hasil penelitian (Wesje et al,2011) Peningkatan jumlah sel dalam inokulum menyebabkan
terjadinya proliferasi dan sintesis biomassa yang cepat. Ketika konsentrasi starter ditingkatkan dari 5 menjadi 10%
terjadi penurunan aktivitas enzim. Penelitian (Nagar et al, 2010) mengatakan konsentrasi starter 5% menyebakan
penurunan hasil enzim karena, tingginya jumlah mikroba yang membatasi aktivitas mikroba. Peningkatan konsentrasi
starter menyebabkan aktivtas enzim menjadi menurun, hal ini terjadi karena penipisan nutrisi oleh peningkatan
biomassa yang menyebabkan berkurangnya aktivitas metabolisme.

Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang dialakukan aktivitas spesifik enzim xilanase yang berasal dari isolat SSA 2
bakteri termofilik pada konsentrasi starter 4% sebesar (0,916 U/mL) hal ini menunjukan bahwa konsetrasi starter yang
rendah dapat menyebabkan pertumbuhan mikroba dengan baik.
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