JURNAL AGROTEK TROPIKA

Vol. 13, No. 1, pp. 59-65, Februari 2025 DOI: http://dx.doi.org/10.23960/jat.v13i1.7130

Jurnal Agrotek Tropika

Journal homepage: https://jurnal.fp.unila.ac.id/index.php/JA

P-ISSN: 2337-4993
E-ISSN: 2620-3138

AKTIVITAS SPESIFIK XILANASE BAKTERI TERMOFILIK AMOBIL SSA2
DENGAN VARIASI SUMBER KARBON

XYLANASE SPECIFIC ACTIVITY OF IMMOBILIZED THERMOPHILIC BACTERIA
SSA2 ON VARIOUS CARBON

Irdawatil*, Zahara Nurfatihah!, Dwi Hilda Putri?, Linda Advinda! dan Yusrizal?

1 Program Studi Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Negeri Padang,
Sumatera Barat, Indonesia

2 Fakultas Peternakan, Universitas Jambi, Jambi, Indonesia

*Corresponding Author. E-mail address: irdawati.amor40@gmail.com

PERKEMBANGAN
ARTIKEL:
Diterima: 16 April 2023

Direvisi: 1 Desember 2023
Disetujui: 17 Mei 2024

KEYWORDS:

Carbon source, thermophilic
bacteria, xylanase, xylose.

KATA KUNCI:

Bakteri termofilik, sumber
karbon, xylanase, xylosa.

© 2025 The Author(s).
Published by Department of
Agrotechnology, Faculty of
Agriculture, University of
Lampung.

ABSTRACT

Xylanase enzymes have great potential in various industries. One of its uses is in the
pharmaceutical and food industries because of its ability to convert xylan into xylose, a low-
calorie sugar. Immobilized Thermophilic bacteria SSA2 can produce xylanase by using xylan
from rice straw extract as a substrate. Enzyme production is affected by available nutrients,
such as carbon sources. This research aimed to enhance xylanase enzyme production by
identify the optimal carbon source. To calculate xylanase-specific activity, divide the xylanase
activity by the protein concentration. The research was conducted in the laboratory of the
Biology Department, FMIPA UNP, from November 2021 to January 2022, using an
experimental method that followed a completely randomized design (CRD) and involved 5
treatments repeated 3 times. This study's findings indicated that adding xylose as a carbon
source resulted in the highest activity of the xylanase and specific activity of the xylanase
enzyme of 90.714 Units/mL and 1.536 Units/mg. Conversely, sucrose was identified as the
least optimal carbon source, exhibiting enzyme activity of 9.703 Units/mL with specific
enzyme activity of 0.24 Units/mg.

ABSTRAK

Enzim xilanase memiliki potensi besar dalam berbagai industri. Salah satu kegunaannya
adalah dalam industri farmasi dan makanan karena kemampuannya mengubah xilan menjadi
xilosa, sebuah gula rendah kalori. Xilanase dapat diproduksi oleh bakteri termofilik amobil
SSA2 menggunakan substrat xilan dari ekstrak jerami padi. Produksi enzim dipengaruhi oleh
nutrisi yang tersedia, seperti sumber karbon. Penelitian ini dilakukan untuk meningkatkan
produksi enzim xilanase dengan menentukan sumber karbon yang optimal. Produksi enzim
xilanase ditentukan oleh aktivitas spesifik enzim yang diperoleh dari perbandingan aktivitas
enzim dengan kadar protein. Penelitian dilakukan di laboratorium departemen biologi
FMIPA UNP dari November 2021 hingga Januari 2022 dengan menggunakan metode
eksperimen yang mengikuti rancangan acak lengkap (RAL) dan melibatkan 5 perlakuan
dengan 3 ulangan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa penambahan xilosa sebagai sumber
karbon menghasilkan aktivitas enzim dan aktivitas spesifik xilanase tertinggi sebesar 90,714
Unit/mL dan 1,536 Unit/mg sedangkan sukrosa merupakan sumber karbon yang paling
tidak optimal yang menghasilkan aktivitas enzim 9,703 Unit/mL dengan aktivitas spesifik
enzim sebesar 0,241 Unit/mg.
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1. PENDAHULUAN

Enzim xilanase adalah enzim yang bekerja di luar sel dengan optimal pada suhu 55°C dan pH 9,
memiliki bobot molekul sekitar 15.000-30.000 dalton. Richana (2002) menyatakan bahwa enzim ini
memiliki daya tahan pada suhu 60°C dan pH netral, serta memiliki kapasitas untuk menguraikan xilan
menjadi xilosa (Susilowati et al, 2012). Xilosa yang dihasilkan oleh enzim ini dapat dimanfaatkan
sebagai pengganti gula bagi penderita diabetes karena memiliki rendah kalori (Mulyani, 2010).
Selain itu, enzim xilanase juga berguna pada industri kertas sebagai agen pemutihan pulp yang
ramah lingkungan (biobleaching), dengan memutus ikatan xilan pada selulosa yang terikat oleh
lignin menjadi monomernya. Penggunaan xilanase sebagai agen biobleaching ini menjadi alternatif
pengganti bahan kimia khlorin yang menyebabkan polusi lingkungan (Irdawati et al., 2020).

Bakteri termofilik dapat menghasilkan enzim xilanase dan dapat bertahan hidup di
lingkungan dengan suhu yang tinggi dan menghasilkan enzim yag stabil pada suhu tersebut (Pratita
& Surya, 2012). Enzim termostabil yang dihasilkan oleh bakteri termofilik memiliki potensi besar
dalam penggunaannya pada proses industri karena telah terbukti efektif dan memberikan
keuntungan seperti meningkatkan kecepatan reaksi, mengurangi biaya produksi, dan menghemat
waktu pengerjaan (Irdawati et al., 2015). Keuntungan lainnya yaitu dapat meningkatkan produksi,
mengurangi terjadinya kontaminasi (Martin et al., 2007), pemisahan senyawa volatil menjadi lebih
mudah dan dapat disimpan lebih lama karena lebih stabil (Irdawati et al., 2015). Bakteri termofilik
memiliki penyebaran yang luas di alam, ditemukan di berbagai lokasi seperti kawasan aktif gunung
vulkanik, mata air panas, dan dasar laut dalam tempat mata air panas terletak (Sianturi, 2008).
Penelitian oleh Rakhmawati dan Evy (2012) membuktikan berhasilnya mengisolasi 14 jenis bakteri
termofilik dari sampel air dan pasir Kali Gendol Atas hasil erupsi gunung Merapi. Proses isolasi
dilakukan pada suhu inkubasi 70°C, di mana 9 jenis isolat mampu menghasilkan enzim amilase, 4
jenis isolat memproduksi protease, dan 1 jenis isolat memproduksi selulase. Studi oleh Irdawati et
al, (2018) menemukan 12 jenis bakteri termofilik, termasuk bakteri termofilik Isolat SSA2 yang
mampu memproduksi xilanase dengan indeks xilanolitik mencapai 0.74.

Penggunaan bakteri termofilik bebas untuk produksi xilanase dianggap tidak efisien karena
hanya dapat digunakan dalam satu reaksi saja (Widyanti & Bintang, 2016). Untuk mengatasi
tantangan ini, strategi amobilisasi sel diterapkan, di mana sel mikroba dipertahankan dalam
matriks agar dapat digunakan secara berulang (Fleming, 2004). Pemilihan natrium alginat sebagai
matriks dalam amobilisasi sel memberikan keunggulan karena bersifat tidak beracun, mampu
membentuk gel yang kuat, memiliki harga yang terjangkau, dan mudah diaplikasikan untuk
produksi xilanase (Anwar et al., 2009).Bakteri termofilik yang diamobilisasi menggunakan natrium
alginat dapat menghasilkan enzim xilanase dengan aktivitas mencapai 8,992 U/mL pada suhu 70°C
(Irdawati et al., 2019). Penelitian Zetri (2020) melaporkan bahwa produksi enzim xilanase dengan
menggunakan bakteri termofilik amobil isolat MS18 dapat mencapai aktivitas tertinggi sebesar
9,788 U/mL. Selain itu, penelitian Aini (2021) juga mencatat bahwa penggunaan bakteri termofilik
amobil isolat SSA2 dengan agitasi 150 rpm mampu menghasilkan enzim xilanase dengan aktivitas
sebesar 10,753 U/mL.

Produksi xilanase yang efisien dapat diperoleh melalui pengaturan pertumbuhan
mikroorganisme. Faktor-faktor seperti nutrisi, suhu, dan tekanan osmotik memiliki dampak signifikan
pada pertumbuhan bakteri (Juariah & Wulan, 2018). Sumber karbon merupakan nutrisi yang
diperlukan untuk pertumbuhan bakteri (Pelczar & Chan, 2007). Hasil penelitian Seyis & Nilufer
(2005) melaporkan bahwa penambahan sukrosa sebagai sumber karbon ke medium fermentasi
menyebabkan peningkatan produksi xilanase oleh bakteri Trichoderma harzianum dengan aktivitas
spesifik enzim sebesar 27,9 U/mg. Penelitian Lima et al,, (2021) menunjukkan peningkatan produksi
xilanase oleh bakteri Aspergillus sp yang ditambahkan xilosa dengan nilai aktivitas spesifik xilosa
sebesar 0,271 U/mg.
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Aktivitas spesifik enzim adalah jumlah enzim yang terdapat dalam satu miligram protein
(Djarkasi et al., 2017). Kemurnian suatu enzim dapat diidentifikasi melalui aktivitas spesifik enzim
(Wijaya, 2002). Irdawati et al., (2021) mengungkapkan bahwa untuk menentuan aktivitas spesifik
xilanase diukur dengan membandingkan nilai aktivitas xilanase dengan kadar proteinnya. Metode
Lowry dapat digunakan untuk menentukan kandungan protein enzim xilanase. Melihat latar
belakang masalah ini, peneliti tertarik untuk mengeksplorasi sumber karbon terbaik yang dapat
meningkatkan aktivitas spesifik xilanase oleh bakteri termofilik amobil isolat SSA2. Temuan ini
memiliki implikasi dalam merancang strategi yang lebih efektif untuk meningkatkan produksi
enzim xilanase dengan mempertimbangkan seleksi sumber karbon yang optimal.

2. BAHAN DAN METODE

Penelitian dilakukan pada November 2021 hingga Januari 2022 di Laboratorium
Mikrobiologi, yang terletak di Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Negeri
Padang. Metode penelitian menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan pemberian 5
perlakuan dan 3 ulangan. Dalam perlakuan tersebut, variasi dilakukan dengan menambahkan
sumber karbon berbeda, seperti xilosa, fruktosa, glukosa, laktosa, dan sukrosa ke dalam medium
fermentasi.

Bahan yang digunakan meliputi isolat bakteri SSA2 Sapan Sungai Aro (koleksi [rdawati), xilan
jerami, polipepton, yeast exstract, K;zHPO4, MgS04.7H,0, NA-alginat, CaCl;, sumbr karbon (sukrosa,
laktosa, fruktosa, xilosa, glukosa), medium NA (nutrien agar), gellum gum, aquades, HCl, NaOH,
etanol 96%, buffer fosfat, DNS (Dinitrosalicylic), aluminium foil, kapas dan kain kasa.

Penelitian ini dimulai dengan peremajaan bakteri SSA2 dengan menginokulasikan isolat
bakteri ke dalam medium nutrient agar miring. Kemudian, dua ose bakteri diaktivasi dalam 25 ml
medium beechwood xilan menggunakan shaker inkubator selama 24 jam pada suhu 60°C dengan
kecepatan 150 rpm. Untuk stabilisasi produksi xilanase, sel bakteri diamobilisasi. Sebanyak 6 ml
suspensi bakteri dicampur dengan larutan Na-Alginat 3%, kemudian campuran diteteskan pada beaker
glass berisi CaCl; 4% menggunakan syring sehingga terbentuk butiran alginat. Butiran alginat
disimpan selama 1 jam pada suhu 4°C agar mengeras. Setelah itu, dilakukan pencucian
menggunakan aquades steril sebanyak 3 kali. Bakteri yang sudah diamobilisasi ini digunakan untuk
memproduksi xilanase.

Produksi xilanase dilaksanakan dengan menambahkan 125 butir alginat untuk setiap
perlakuan pada media fermentasi yang terdiri dari 50 ml medium fermentasi dengan komposisi
0,5% polipepton, 0,1% yeast extract, 0,1% K;HPO4, 0,02% MgS04.7H:0, dan 0,3% xilan jerami. Tiap
kelompok perlakuan ditambahkan 0,0625 g sumber karbon berbeda, seperti sukrosa, laktosa,
fruktosa, xilosa, dan glukosa. Kemudian diinkubasi pada suhu 60°C selama 6 jam dengan tekanan 150
rpm. Aktivitas xilanase diukur berdasarkan kurva standar xilosa menggunakan metode 3,5-
dinitrosalicylic acid (DNS). Pengukuran aktivitas enzim dilakukan dengan memperhitungkan
absorbansi larutan sampel pada panjang gelombang 540 nm. Satu unit aktivitas enzim (U)
dinyatakan sebagai jumlah enzim yang diperlukan untuk menghasilkan 1 mol xilosa setiap menit
dalam kondisi uji.

Pemeriksaan aktivitas enzim dilaksanakan dengan cara menginkubasi 1 ml substrat xilan
bersamaan dengan 0,5 ml larutan kasar. Sebelum dilakukan pengukuran absorbansi pada panjang
gelombang 540 nm, campuran tersebut ditambahkan 1 ml DNS (asam dinitrosalisilat). Data hasil
pengukuran absorbansi nantinya dimanfaatkan untuk menilai kandungan xilosa, yang
mencerminkan aktivitas enzim, menggunakan persamaan regresi linier berikut ini:

Y=a+bx (1)
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Keterangan: Y = nilai absorbansi pada panjang gelombang A = 540 nm, a dan b = perhitungan gula standar xilosa,
x = kadar xilosa.

Pemeriksaan konsentrasi protein dilaksanakan dengan cara menginkubasi 0,1 ml supernatan
sampel bersamaan dengan 0,5 ml reagen D pada suhu 50°C selama 10 menit. Campuran tersebut
ditambahkan 0,05 ml Folin dan dibiarkan 30 menit sebelum dilakukan pengukuran absorbansi
pada panjang gelombang 750 nm. Hasil absorbansi dibandingkan dengan kurva standar bovine
serum albumin (BSA) untuk menentukan konsentrasi protein pada sampel. Setelah pengukuran
aktivitas xilanase dan konsentrasi protein, aktivitas spesifik xilanase dihitung dengan
membandingkan aktivitas xilanase (satuan Unit/ml) dengan kadar protein (satuan mg/ml). Data
aktivitas xilanase dianalisis dan ditampilkan dalam bentuk tabel.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Temuan dari penelitian menunjukkan bahwa penambahan sumber karbon memiliki dampak
yang signifikan terhadap produksi enzim xilanase. Berbagai sumber karbon menghasilkan tingkat
aktivitas spesifik enzim yang beragam, dan terlihat peningkatan yang signifikan pada aktivitas
enzim xilanase ketika xilosa digunakan sebagai sumber karbon.

3.1 Aktivitas Xilanase

Hasil analisis ragam menunjukkan bahwa sumber karbon memiliki pengaruh yang signifikan
terhadap produksi xilanase oleh bakteri termofilik amobil isolat SSA2. Sumantha et al., (2006)
mengungkapkan bahwa kemampuan pertumbuhan dan produksi enzim oleh mikroorganisme
sangat dipengaruhi oleh ketersediaan sumber karbon. Hasil uji lanjut DMRT menunjukkan bahwa
penambahan xilosa sebagai sumber karbon menghasilkan aktivitas enzim xilanase tertinggi, yakni
sebesar 90,714 Unit/mL. Hasil ini secara signifikan berbeda dengan perlakuan lainnya. Sebaliknya,
penambahan sukrosa menghasilkan aktivitas enzim xilanase terendah, yaitu 9,703 Unit/mL.
Namun, hasil ini tidak menunjukkan perbedaan signifikan dengan penambahan laktosa sebagai
sumber karbon, yang menghasilkan aktivitas enzim sebesar 13,325 Unit/mL.

3.2 Kadar Protein

Hasil penelitian menunjukkan bahwa penggunaan sumber karbon yang berbeda memberikan
dampak pada variabilitas kandungan protein. Kandungan protein mencerminkan total enzim yang
terdapat dalam sampel. Kandungan protein tertinggi mencapai 59,059 mg/mL pada bakteri SS2
dengan penambahan xilosa sebagai sumber karbon, yang juga menunjukkan aktivitas enzim
tertinggi. Berdasarkan data penelitian, mayoritas kandungan protein dalam sampel berasal dari
enzim xilanase karena semakin tinggi aktivitas enzim maka semakin tinggi kadar protein.

Tabel 1. Aktivitas Xilanase pada Penambahan Sumber Karbon yang Berbeda

No. Perlakuan Rata-Rata Aktivitas Xilanase (Unit/mL)
1 Sukrosa 9,7032
2 Laktosa 13,3252
3 Glukosa 46,9290
4 Fruktosa 58,059b
5 Xilosa 90,714¢
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Tabel 2. Kadar Protein pada Penambahan Sumber Karbon yang Berbeda

No. Perlakuan Kadar Protein (mg/mL)
1 Sukrosa 40,264
2 Laktosa 40,625
3 Glukosa 56,135
4 Fruktosa 57,314
5 Xilosa 59,059

Tabel 3. Aktivitas Spesifik Enzim Xilanase pada Penambahan Sumber Karbon yang Berbeda

No. Perlakuan Rata-Rata Aktivitas Spesifik Enzim (Unit/mg)
1 Sukrosa 0,241
2 Laktosa 0,328
3 Glukosa 0,836
4 Fruktosa 1,013
5 Xilosa 1,536

3.3 Aktivitas Spesifik Xilanase

Hasil penelitian menunjukkan penambahan sumber karbon untuk produksi xilanase dapat
meningkatkan aktivitas spesifik enzim xilanase. Aktivitas spesifik dapat dihitung sebagai jumlah
unit enzim per protein dan merupakan indikator dari kemurnian enzim. Enzim akan semakin murni
apabila aktivitas spesifik enzim semakin tinggi (Wijaya, 2002). Enzim yang memiliki kemurnian
tinggi diartikan bahwa protein yang dihasilkan oleh mikroorganisme ialah protein target yang
diinginkan (Dhaver et al, 2022).

Berdasarkan Tabel. 3, diketahui bahwa penambahan xilosa menghasilkan aktivitas spesifik
xilanase tertinggi, mencapai 1,536 Unit/mg. Temuan ini mengindikasikan bahwa xilosa dapat
dianggap sebagai sumber karbon yang optimal, karena mampu menghasilkan enzim xilanase
dengan aktivitas lebih tinggi dan tingkat kemurnian yang lebih unggul dibandingkan dengan jenis
gula lainnya. Xilosa, yang merupakan gula paling sederhana yakni 5 atom C, memainkan peran
kunci dalam meningkatkan aktivitas enzim tersebut. Pangesti et al. (2012) menyebutkan sumber
karbon yang berasal dari gula dengan struktur yang lebih kompleks akan mengalami proses
pemecahan sebelum digunakan untuk metabolisme.

Penambahan sukrosa sebagai sumber karbon menghasilkan aktivitas spesifik enzim xilanase
terendah yaitu 0,241 Unit/mg. Hal ini menunjukkan bahwa penyerapan sukrosa lebih lambat
dibandingkan gula lainnya sehingga menghasilkan xilanase lebih sedikit dengan tingkat kemurnian
lebih rendah. Cahyani et al. (2017) mengatakan bahwa aktivitas spesifik enzim yang rendah
menunjukkan adanya protein dari enzim lain (protein struktural bakteri yang terkandung).

4. KESIMPULAN

Berdasarkan temuan dari penelitian, kesimpulan yang dapat diambil adalah bahwa xilosa
adalah sumber karbon yang paling optimal dalam produksi xilanase oleh bakteri termofilik amobil
SSA2 menggunakan substrat jerami padi. Penambahan xilosa pada media dapat meningkatkan
aktivitas spesifik dari enzim xilanase.
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