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ABSTRAK 

 

 Penelitian penapisan dan uji aktivitas xilanase isolat bakteri alkalo 

termofilik dilakukan di Laboratorium Teknologi Bioindustri (LTB), BPPT, 

Serpong.  Penapisan dilakukan menggunakan medium Nakamura yang 

dimodifikasi.  Produksi enzim dilakukan dengan fermentasi substrat cair pada 

pH 9, suhu 55o C dan 150 rpm.  Uji aktivitas dilakukan dengan metode Bailey 

yang dimodifikasi.  Hasil penapisan xilanase terhadap 136 isolat bakteri 

menunjukkan bahwa 18 isolat menghasilkan xilanase.  Tiga isolat yang 

memiliki indeks xilanolitik yang tinggi adalah isolat Pawan/Tanah(2)/9/3/NM 

sebesar 3,095, Riau/Kayu/9/2/NM sebesar 0,955, dan Riau/Sludge/9/1/LB 

sebesar 0,91.  Hasil uji aktivitas xilanase dari masing-masing isolat adalah 

Pawan/Tanah(2)/9/3/NM sebesar 0,917 ± 0,093 U/ml, Riau/Kayu/9/2/NM 

sebesar 8,529 ± 0,093 U/ml, dan Riau/Sludge/9/1/LB sebesar 1,283 ± 0,060 

U/ml.  Isolat yang memiliki aktivitas xilanase tertinggi ialah Riau/Kayu/9/2/NM.   

 
Kata kunci: aktivitas xilanase; bakteri alkalo termofilik; penapisan; xilanase.  

ix + 72 hlm.; gbr.; lamp.; tab. 
 
Bibliografi: 56 (1959--2006)             
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BAB I 
 

PENDAHULUAN 
 
 
 

Produksi kertas di Indonesia pada tahun 2006 mencapai 10,30 juta ton 

per tahun (Dinas Perindutrian dan Perdagangan 2006: 1).  Menurut data 

WALHI, 95% pabrik kertas di Indonesia masih menggunakan klorin sebagai 

pemutih (WALHI 1994: 1).  Klorin menghasilkan limbah yang dapat merusak 

lingkungan.  Di alam, klorin mudah bersenyawa dengan bahan organik 

menjadi organoklorin yang sangat beracun.  Apabila organoklorin tersebut 

masuk ke dalam rantai makanan maka dapat membahayakan manusia dan 

hewan (Sardjoko 1991: 286; Khasin dkk. 1993: 1726).  Menurut Garg dkk. 

(1996: 261) pabrik kertas menghasilkan organoklorin sebesar 5 kg per ton 

dari kertas yang diproduksi.  Oleh karena itu, alternatif pemutih kertas yang 

ramah lingkungan diperlukan.  Menurut Vikari dkk. (1994: 335) xilanase dapat 

menggantikan klorin pada proses bleaching di industri kertas. 

Xilanase adalah enzim ekstraselular yang dapat menghidrolisis xilan 

menjadi xilo-oligosakarida dan xilosa.  Xilan merupakan penyusun utama 

hemisellulosa, polisakarida kedua terbanyak yang terdapat pada dinding sel 

tumbuhan (Khasin dkk. 1993: 1725; Polizeli dkk. 2005: 577).  Proses 

hidrolisis xilan berperan dalam delignifikasi pada proses bleaching pulp 

kertas di industri kertas.  Proses bleaching pulp kertas dilakukan pada pH 

dan suhu yang tinggi (Khasin dkk. 1993: 1725; Srinivasan & Rele 1995: 93).  

Oleh karena itu, xilanase yang bersifat alkalo termofilik diperlukan. 
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Xilanase termofilik dapat diisolasi dari mikroorganisme termofilik (Haki 

& Rakshit 2003: 17).  Mikroorganisme termofilik adalah mikroorganisme yang 

tumbuh dengan baik pada suhu di atas 45o C (Bauman 2004: 174).  

Mikroorganisme alkalofil adalah mikroorganisme yang tumbuh dengan baik 

pada lingkungan basa dengan kisaran pH antara 7--11,5 (Black 1999: 146).   

Mikroorganisme yang dapat menghasilkan xilanase adalah fungi, 

bakteri dan khamir (Polizeli dkk. 2005: 582).  Pada umumnya fungi 

menghasilkan xilanase dengan aktivitas yang lebih tinggi dibandingkan 

dengan bakteri, namun fungi memiliki waktu tumbuh yang lebih lama 

dibandingkan bakteri (Ray 2004: 63).  Menurut Hölker dkk. (2004: 181) 

xilanase dapat dihasilkan oleh bakteri melalui fermentasi padat dan cair. 

Laboratorium Teknologi Bioindustri (LTB) BPPT memiliki 136 isolat 

bakteri yang belum diketahui aktivitas xilanasenya.  Bakteri tersebut diisolasi 

dari sumber air panas di Desa Rambah Tengah Hulu, kecamatan Rambah, 

kabupaten Rokan Hulu, Provinsi Riau Darat.  Sumber air panas tersebut 

memiliki suhu sekitar 57o C dan pH sekitar 7.  Untuk mengetahui aktivitas 

xilanasenya, penapisan dilakukan terhadap 136 isolat bakteri tersebut pada 

suhu 55o C menggunakan medium modifikasi Nakamura dkk. (1993: 2311) 

pH 9.  Aktivitas xilanase dilihat dari zona bening yang terbentuk dan 

dilakukan pengukuran indeks xilanolitik.  Tiga isolat bakteri yang 

menghasilkan indeks xilanolitik tertinggi diteliti lebih lanjut untuk mengetahui 

nilai aktivitas xilanasenya.  Penelitian bertujuan untuk melakukan penapisan 

dan pengujian aktivitas xilanase dari bakteri alkalo termofilik yang terseleksi.
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BAB II 
 

TINJAUAN PUSTAKA 
 
 

 
A.  XILANASE 
 
 

Enzim merupakan biokatalis berupa protein yang berperan dalam 

metabolisme makhluk hidup.  Enzim menurunkan energi aktivasi sehingga 

mempercepat laju reaksi, tanpa perubahan pada enzim tersebut (Brock dkk. 

1994: 93). 

Xilanase (1,4-β-D-xylanohydrolase; EC 3.2.1.8) adalah enzim 

ekstraselular yang dapat menghidrolisis xilan menjadi xilooligosakarida dan 

xilosa (Polizeli dkk. 2005: 577; Khasin dkk. 1993: 1725).  Xilan merupakan 

penyusun utama hemiselulosa, polisakarida kedua terbanyak yang terdapat 

pada dinding sel tumbuhan (Polizeli dkk. 2005: 577).  Enzim pendegradasi 

xilan meliputi endo-1,4-β–xilanase, β-D-xilosidase, asetilxilan esterase, 

arabinase, dan α-glukoronidase.  Endo-1,4-β–xilanase yang menghidrolisis 

xilan menjadi xilooligosakarida dan xilosa.  β-D-xilosidase menghidrolisis 

xilooligosakarida menjadi xilosa.  Asetilxilan esterase memisahkan O-asetil 

dari posisi 2 atau 3 pada β-D-xilopiranosil.  Arabinase memisahkan                 

L-arabinosa yang tersubsitusi pada posisi 2 atau 3 dari β-D-xilopiranosil.       

α-Glukoronidase menghidrolisis asam glukoronik dengan β-D-xilopiranosil 

(Gambar 1) (Polizeli dkk. 2005: 579--582). 
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Xilanase digunakan pada industri makanan ternak (Khasin dkk. 1993: 

1725; Touzel dkk. 2000: 315; Velázquez dkk. 2004: 59), pembuatan roti 

(Jiang dkk. 2005: 69), produksi bir (Khasin dkk. 1993: 1725), produksi etanol, 

produksi laktat (Touzel dkk. 2000: 315; Velázquez dkk. 2004: 59), produksi 

xilitol, pembuatan linen dan hessian pada industri tekstil (Polizeli dkk. 2005: 

577), dan industri kertas (Khasin dkk. 1993: 1725; Nakamura dkk. 1993: 

2311; Viikari dkk. 1994: 335; Gessesse & Gashe 1997: 402).   

Xilanase banyak dikembangkan untuk industri kertas karena nilai 

ekonominya yang tinggi dan ramah lingkungan.  Kertas dihasilkan dari 

tumbuhan berkayu dengan cara melarutkan lignin menggunakan klorin, agar 

diperoleh kertas dengan kualitas kecerahan yang tinggi (lebih putih).  Akan 

tetapi, penggunaan klorin menghasilkan limbah organoklorin (klorin organik) 

yang toksik dan berbahaya bagi lingkungan karena sulit terdegradasi.  

Xilanase dapat menggantikan penggunaan klorin sebagai bahan pemutih 

kertas.  Xilanase dapat melarutkan lignin dengan lebih baik (Sardjoko 1991: 

286; Khasin dkk. 1993: 1726; Srinivasan & Rele 1995: 93).  Xilanase 

melarutkan lignin dengan cara menghidrolisis xilan yang merupakan 

penyusun utama hemiselulosa serta membuka struktur pulp selulosa 

sehingga struktur lignin tersebut terbuka dan lebih mudah larut (Polizeli dkk. 

2005: 587).  Kertas yang dihasilkan menggunakan xilanase memiliki kualitas 

kecerahan yang lebih tinggi, lebih lentur, dan permukaannya lebih halus 

(Rifaat dkk. 2005:157--158).   
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Xilanase dihasilkan oleh fungi, bakteri, khamir, alga laut, protozoa, 

siput, crustaceae, insekta, dan biji-bijian.  Fungi penghasil xilanase 

diantaranya Trichoderma, Aspergillus, Cephalosporium, dan Penicillium.  

Bakteri penghasil xilanase antara lain Bacillus, Paenibacillus, Eschericia coli, 

dan Aeromonas sp..  Beberapa Actinomycetes penghasil xilanase adalah 

Streptomyces dan Nocardiopsis dassonvillei (Srinivasan & Rele 1995: 94).  

Fungi termofilik seperti Chaetomium thermophile, Humicola insolens, 

Humicola lanuginosa, Humicola grisea, Paecylomyces veriotii, Talaromyces 

byssochlamydoides, Talaromyces emersonii, Thermomyces lanuginosus, dan 

Thermoascus aranticus dapat menghasilkan xilanase pada suhu (60--80)o C 

namun pada pH asam (4,5--6,5) (Polizeli dkk. 2005: 582). 

 
B.  XILAN 
 
 

Xilan merupakan penyusun utama hemiselulosa, polisakarida kedua 

terbanyak yang terdapat pada dinding sel tumbuhan (Polizeli dkk. 2005: 577).  

Xilan memiliki kandungan 20--35% dari total berat kering pada tumbuhan 

hardwood dan 8% pada tumbuhan softwood (Srinivasan & Rele 1995: 94). 

Xilan merupakan heteropolisakarida, terdiri dari D-xilosa, L-arabinosa, 

D-manosa, D-glukosa, D-galaktosa, D-asam glukoronik, dan D-asam 

galakturonik.  Xilan tersusun dari polimer linear β-D-xilopiranosil yang 

terhubung dengan ikatan β-1,4-glikolisil, gugus utama tersebut mempunyai 

unit 4-O-metil-α-D-glukuronopiranosil, unit D-glukuronosil yang mempunyai 

gugus metil pada posisi 4 dan berhubungan dengan β-D-xilopiranosil pada 
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posisi 2 atau 3 (Polizeli dkk. 2005: 577--578).  Struktur pasti dari xilan sulit 

ditentukan karena sulit mengisolasi xilan dari alam tanpa adanya perubahan 

atau hilangnya struktur asli xilan (Srinivasan & Rele 1995: 93).    

 
C.  BAKTERI ALKALO TERMOFILIK PENGHASIL XILANASE 
 
 

Bakteri alkalofil adalah bakteri yang tumbuh dengan baik pada 

lingkungan basa dengan pH 7--11,5 (Black 1999: 146).  Bakteri termofilik 

adalah bakteri yang tumbuh dengan baik pada suhu di atas 45o C (Bauman 

2004: 335).  Bakteri termofilik dapat diisolasi dari lingkungan industri yang 

panas dan daerah pembangkit listrik (Brock dkk. 1994: 153), sumber air 

panas, tumbuhan yang membusuk, tanah dan laut yang terpapar matahari 

(Collins dkk. 2005: 12).  Ketahanan bakteri terhadap suhu tinggi disebabkan 

oleh adanya enzim-enzim dan protein yang tahan terhadap panas.  Selain itu, 

pada bagian membran sel bakteri tersebut terdapat asam-asam lemak jenuh 

yang memungkinkan membran sel berfungsi dengan baik dan stabil pada 

suhu tinggi (Brock dkk. 1994: 321; Cappuccino & Sherman 2002: 95). 

Penelitian mengenai bakteri alkalo termofilik yang diketahui 

menghasilkan xilanase antara lain penelitian Sunna dkk. (1997: 209) 

menggunakan Bacillus thermoleovorans strain K-3d dan Bacillus 

flavothermus strain LB3A.  Kedua isolat tersebut masing-masing diisolasi dari 

sumber air panas di Jepang dan sedimen tanah basa di Kenya, keduanya 

menghasilkan xilanase pada pH 5,0--9,0 dan suhu (40--90)o C.  Selain itu, 

penelitian mengenai bakteri alkalo termofilik penghasil xilanase adalah 
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penelitian Khasin dkk. (1993: 1725) menggunakan Bacillus 

stearothermophilus T-6 yang menghasilkan xilanase pada pH 9 dan suhu    

65o C, penelitian Gessesse dan Gashe (1997: 402) menggunakan Bacillus 

sp. AR-009 yang menghasilkan xilanase pada pH 9 dan suhu (60--65)o C, 

penelitian Dhillon dkk. (2000: 273)  menggunakan Bacillus circulans AB 16 

yang menghasilkan xilanase pada pH 5,0--9,0 dan suhu 80o C, penelitian 

Touzel dkk. (2000: 315) menggunakan Thermobacillus xylanilyticus yang 

menghasilkan xilanase pada pH 6,5--8,5 dan suhu 63o C, serta penelitian 

Khandeparkar dan Bhosle (2004: 1) menggunakan Enterobacter sp. MTCC 

5112 yang menghasilkan xilanase pada pH 9,0 dan suhu 100o C. 

Pertumbuhan bakteri dapat diamati dari kurva pertumbuhan.  Kurva 

pertumbuhan terdiri dari empat fase utama yaitu fase lag, log, stasioner, dan 

kematian.  Fase lag merupakan fase saat bakteri menyesuaikan diri dengan 

lingkungan baru dan pertumbuhan terjadi sangat lambat.  Fase log 

(eksponensial) merupakan fase saat bakteri mulai memperbanyak sel 

sehingga terjadi pertumbuhan yang meningkat.  Peningkatan tersebut 

dipengaruhi oleh kondisi lingkungan.  Fase stasioner merupakan fase saat 

jumlah koloni tidak bertambah, walaupun metabolisme sel tetap berlangsung.  

Fase kematian merupakan fase saat jumlah koloni menurun karena bakteri 

mulai mati (Brock dkk. 1994: 327--328).  Umumnya aktivitas enzim tertinggi 

terjadi pada fase stasioner (Brock dkk. 1994: 382). 
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D.  PENAPISAN XILANASE 
 
 

Penapisan (screening) bertujuan untuk mengetahui apakah suatu 

mikroorganisme tertentu menghasilkan senyawa kimia tertentu seperti enzim.  

Penapisan dilakukan dengan cara menumbuhkan mikroorganisme pada 

medium selektif.  Medium selektif mengandung substrat yang sesuai dengan 

enzim tertentu yang diinginkan (Rachman 1989: 82,85).   

Menurut Gessesse dan Gashe (1997: 402) serta Richana (2006: 28) 

hasil positif xilanase ditunjukkan dengan adanya zona bening.  Zona bening 

tersebut menunjukkan bahwa substrat (xilan) yang tercampur di dalam media 

padat telah diurai oleh enzim (xilanase) yang dihasilkan bakteri tersebut 

(Stauffer 1998: 128).  Hasil zona bening dapat dilihat lebih jelas dengan 

penambahan indikator warna (Rachman 1989: 82,85).  Yang dkk. (1995: 434-

-435) menambahkan congo red 1% pada biakan di cawan petri dan 

didiamkan selama 30 menit, kemudian diberi NaCl 1 M untuk melihat hasil 

zona bening yang lebih jelas.  Congo red bewarna merah pada pH 3,0 dan 

bewarna biru pada kisaran pH 5,0.  NaCl berfungsi untuk mencuci kelebihan 

congo red. 

Penapisan dapat juga dilakukan dengan penambahan indikator warna 

pada medium.  Warna indikator akan berubah jika mikroorganisme tersebut 

menghasilkan suatu enzim tertentu (Rachman 1989: 82,85).  Whitehead dan 

Hespell (1990: 2408) melakukan penapisan xilanase menggunakan indikator 

warna seperti Remazol Brilliant Blue-xylan (RBB-xylan), yang ditambahkan 
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pada medium Luria Bertani padat.  Hasil hidrolisis xilanase dapat dilihat 

dengan perubahan warna medium dari biru tua menjadi biru muda.  Menurut 

Highley (2004: 319) penapisan menggunakan medium padat lebih banyak 

digunakan karena prosesnya lebih cepat dan mudah dibandingkan dengan 

medium cair.  

 
E.  FERMENTASI 
 
 

Enzim dapat diproduksi dengan proses fermentasi (Rachman 1989: 

17).  Fermentasi dapat dilakukan pada dua jenis medium yaitu medium cair 

dan medium semi padat atau padat.  Keuntungan fermentasi pada medium 

cair adalah komposisi dan konsentrasi medium dapat diatur dengan mudah.  

Selain itu, oksigen, pH dan nutrisi dapat tersebar secara merata karena 

adanya proses agitasi (Rachman 1989: 90; Suhartono 1989: 166). 

Xilanase dapat dihasilkan dengan fermentasi cair atau padat (Haltrich 

dkk. 1996: 133).  Faktor-faktor yang mempengaruhi pertumbuhan dan 

produksi fermentasi cair pada produksi xilanase adalah jenis substrat, 

medium fermentasi dan kondisi fermentasi seperti suhu, pH, agitasi, waktu 

inkubasi dan zat tambahan sebagai sumber karbon (Haltrich dkk. 1996: 140--

150). 

 
1. Substrat 
 
 

Substrat dapat berpengaruh terhadap produktivitas dan aktivitas 

enzim.  Substrat pada produksi xilanase tidak hanya berfungsi sebagai 
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sumber karbon dan sumber energi tetapi juga sebagai induser.  Jenis 

substrat yang digunakan untuk produksi xilanase pada fermentasi cair dapat 

berupa xilan (oat spelt xylan, beech xylan, birchwood xylan, dan larchwood 

xylan), xilosa, xilobiosa, arabinosa, dan selulosa (Haltrich dkk. 1996: 139, 

143).  Penelitian Gessesse dan Gashe (1997: 403) menggunakan oat spelt 

xylan sebagai substrat menghasilkan aktivitas xilanase dari Bacillus sp. AR-

009 sebesar 45,2 U/ml sedangkan penggunaan arabinosa sebagai substrat 

menghasilkan aktivitas xilanase sebesar 14,1 U/ml.  Konsentrasi substrat 

juga mempengaruhi produksi xilanase.  Produksi xilanase tertinggi oleh B. 

circulans terjadi pada konsentrasi xilan 10 mg/ml, namun penggunaan xilan di 

atas konsentrasi tersebut menyebabkan penurunan produksi xilanase (Kyu 

dkk. 1994: 165). 

 
2.  Medium fermentasi 
 
 

Medium akan berpengaruh terhadap pertumbuhan sel, pembentukan 

produk fermentasi dan pH (Rachman 1989: 94).  Medium selain mengandung 

karbon juga harus mengandung nitrogen dan mineral.  Medium untuk 

produksi xilanase selain mengandung karbon dan nitrogen, biasanya 

mengandung beberapa mineral (seperti KH2PO4, MgSO4, CaCl2, NH4
+ dan 

NO3
- ) dan ion logam (seperti Fe2+, Co2+ dan Zn2+) (Haltrich dkk.1996: 148).  

George dkk. (2001: 222) melakukan optimasi sumber nitrogen untuk produksi 

xilanase pada Thermomonospora sp..  Penelitian tersebut membandingkan 

aktivitas xilanase yang dihasilkan oleh tripton, pepton, amonium klorida, 
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sodium nitrat, dan yeast extract.  Berdasarkan penelitian tersebut, sumber 

nitrogen yang menghasilkan produksi xilanase tertinggi adalah yeast extract. 

 
3.  Suhu 
 
 

Suhu mempengaruhi pertumbuhan dan produksi xilanase (Haltrich 

dkk.1996: 148).  Menurut Gessesse dan Gashe (1997: 403) suhu optimum 

untuk produksi xilanase sama dengan suhu optimum untuk pertumbuhan 

mikroorganisme.   

 
4.  pH 
 
 

Perubahan pH pada saat fermentasi dapat menyebabkan metabolisme 

mikroorganisme terhenti karena enzim terdenaturasi sehingga tidak dapat 

mengubah substrat (Hawcroft 1987: 12; Bauman 2004: 132).  Oleh karena itu 

diperlukan penstabilan pH, yang dapat dilakukan dengan penambahan dapar 

(Haltrich dkk.1996: 148). 

 
5.  Agitasi 
 
 

Agitasi bertujuan untuk menghomogenkan antara bakteri dengan 

medium dan pemberian aerasi (Judoamidjojo dkk. 1992: 280).  Berdasarkan 

penelitian Richana (2006: 68--69) menggunakan bakteri alkalo termofilik, 

agitasi untuk menghasilkan xilanase optimum dapat berkisar 150--200 rpm. 
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6.  Waktu inkubasi 
 
 

Waktu inkubasi optimum pada setiap mikroorganisme berbeda-beda, 

pada umumnya aktivitas enzim tertinggi dihasilkan pada fase stasioner dari 

kurva pertumbuhan (Brock dkk. 1994: 328).  Bacillus sp. AR-009 

menghasilkan aktivitas xilanase tertinggi setelah waktu inkubasi 40 jam (pada 

fase stasioner akhir bakteri tersebut) (Gessesse & Gashe 1997: 403).  

Enterobacter sp. MTCC 5112 menghasilkan aktivitas xilanase tertinggi 

setelah waktu inkubasi 50 jam, yang merupakan fase stasioner akhir bakteri 

tersebut (Khandeparkar & Bhosle 2003: 10).     

 
7.  Zat tambahan sebagai sumber karbon 
 
 

Haltrich dkk. (1996: 148) menyatakan penambahan xilosa, xilobiosa, 

galaktosa dan arabinosa dapat meningkatkan aktivitas xilanase.  Aktivitas 

xilanase naik dari 5,3 U/ml menjadi 11,4 U/ml dengan penambahan 3 mg/ml 

arabinosa pada medium dengan 10 mg/ml xilan (Kyu dkk. 1994: 166). 

 
F.  REGULASI BIOSINTESIS ENZIM 
 
 

Regulasi biosintesis enzim dapat dilakukan dengan mekanisme inhibisi 

umpan balik, induksi enzim dan represi enzim. 
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1. Inhibisi umpan balik 
 
 

Inhibisi umpan balik terjadi jika produk akhir hasil sintesis enzim 

terakumulasi.  Produk akhir pada konsentrasi yang tinggi dapat menghambat 

aktivitas enzim pertama pada tahap awal jalur biosintesis.  Produk akhir 

terikat pada sisi alosterik dan mengubah konformasi enzim, sehingga 

substrat tidak dapat terikat pada sisi aktif enzim.  Inhibisi umpan balik bersifat 

sementara dan akan kembali normal jika jumlah produk berkurang (Jawetz 

dkk. 1976: 67; Brock dkk. 1994: 116--117; Worthington 2004: 12). 

 
2. Induksi enzim 
 
 

Induksi terjadi jika terdapat senyawa penginduksi (induser) di dalam 

medium.  Mekanisme induksi diatur oleh protein represor.  Protein represor 

akan aktif ketika tidak ada induser sehingga biosintesis enzim oleh gen 

struktural terhambat.  Apabila terdapat induser, represor akan menjadi tidak 

aktif, sehingga gen struktural dapat melakukan biosintesis enzim (Jawetz dkk. 

1976: 68; Suhartono 1989: 41; Brock dkk. 1994: 170--171). 

 
3. Represi enzim 
 
 

Represi enzim terjadi bila pada suatu medium terdapat dua atau lebih 

substrat (sumber karbon).  Substrat yang lebih sederhana akan terlebih 

dahulu digunakan untuk metabolisme sehingga enzim untuk substrat yang 
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lebih kompleks akan direpresi atau ditekan sintesisnya (Jawetz dkk. 1976: 68; 

Kulkarni dkk. 1999: 419; Bauman 2004: 161). 

 
G.  PENGUKURAN AKTIVITAS ENZIM 
 
 

Pengukuran aktivitas enzim dapat dilakukan dengan metode langsung 

dan tidak langsung.  Metode langsung memberikan hasil konsentrasi dari 

substrat atau produk hasil reaksi enzim secara langsung, sedangkan metode 

tidak langsung memberikan pembacaan absorbansi.  Absorbansi tersebut 

selanjutnya harus dimasukkan dalam kurva standar untuk mengetahui 

konsentrasi substrat atau produk hasil reaksi enzim.  Metode langsung terdiri 

dari metode optikal dan metode secara fisik.  Metode optikal terdiri dari 

metode spektrofotometer, spektrofluorometri, nephelometri, reaksi optikal, 

kolorimetri dengan indikator, metode potensiometrik, gas terlarut dan 

elektroda, serta elektroda ion spesifik.  Metode secara fisik yaitu metode 

viskositas.  Metode tidak langsung yaitu metode dengan reaksi kimia, seperti 

kolorimetri dan titrasi (Stauffer 1998: 112--128).   

Aktivitas xilanase dapat diukur dengan metode kolorimetri, pelepasan 

warna indikator oleh substrat, viskositas dan turbiditas (Ghose & Bisaria 

1987: 1750; Haltrich dkk. 1996: 139).  Metode kolorimetri mengukur aktivitas 

enzim berdasarkan hasil gula reduksi yang dilepaskan oleh substrat seperti 

metode Miller-Bailey dengan menggunakan dinitrosalicylic acid (DNS), 

metode Somogyi-Nelson dengan menggunakan arsenomolibdat, dan metode 

Lever dengan menggunakan p-Hydoxybenzoic Acid Hydrazide Solution 
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(PAHBAH).  Metode pelepasan warna indikator oleh substrat seperti metode 

Biely dengan menggunakan Remazol Brilliant Blue-xylan (RBB-xylan) (Ghose 

& Bisaria 1987: 1750; Haltrich dkk. 1996: 139). 

Metode Somogyi Nelson menggunakan arsenomolibdat sebagai 

penghenti reaksi dan pemberi warna pada campuran filtrat dengan substrat.  

Namun, arsenomolibdat bersifat toksik dan mudah terpengaruh dengan 

komposisi dari campuran enzim.  Metode RBB-xylan didasarkan pelepasan  

4-O-metilglukoronoxilan (pelepasan substrat) yang diwarnai dengan Remazol 

Brilliant Blue.  Metode turbidimetri didasarkan pada turbiditas (banyaknya 

cahaya yang diabsorbsi) oleh suspensi xilan yang tidak bereaksi dengan 

enzim (Bailey 1992: 262).  Metode viskositas dan turbiditas jarang digunakan 

karena substrat harus bersifat larut (Haltrich dkk. 1996: 139).    

Prosedur pengukuran aktivitas menggunakan DNS lebih banyak 

digunakan karena assay lebih cepat, mudah, dan memiliki sensitivitas yang 

tinggi (Haltrich dkk. 1996: 138; Damaso dkk. 2003: 6064).  Metode tersebut 

mengukur aktivitas xilanase berdasarkan gula pereduksi yang dihasilkan saat 

proses hidrolisis antara xilanase dengan substrat xilan, dengan bantuan 

DNS.  DNS merupakan senyawa aromatik yang akan bereaksi dengan gula 

pereduksi membentuk 3-amino-5-nitrosalicylic acid, yang mengabsorbansi 

cahaya pada 540 nm.  DNS juga berfungsi untuk menghentikan reaksi, yang 

dibantu dengan inkubasi enzim pada air mendidih (Mililer 1959: 426).    

Aktivitas enzim dapat dinyatakan sebagai unit aktivitas dan aktivitas 

spesifik.  Satu unit aktivitas enzim adalah jumlah enzim yang diperlukan 
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untuk mengubah 1 µmol substrat atau menghasilkan 1 µmol produk dalam 

waktu 1 menit, dalam suhu dan pH yang telah ditentukan (Sadikin 2002: 133).  

Aktivitas spesifik adalah jumlah unit enzim per miligram protein (Winarno 

1995: 12). 

Satu unit aktivitas xilanase adalah kemampuan enzim untuk 

menghasilkan 1 µmol xilosa per satu menit pada suhu dan pH yang telah 

ditentukan (Gessesse & Gashe 1997: 402).  Aktivitas xilanase dipengaruhi 

oleh suhu, pH, penambahan ion logam (Nakamura dkk. 1993: 2313--2314), 

jumlah sumber karbon (Richana 2006: 47), dan jenis substrat yang digunakan 

(Gessesse & Gashe 1997: 403). 
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BAB III 
 

BAHAN DAN CARA KERJA 
 
 
 

A.  LOKASI PENELITIAN 

 
 Penelitian dilakukan di Laboratorium Teknologi Bioindustri, Pusat 

Teknologi Bioindustri (PTB), Departemen Teknologi Agroindustri dan 

Bioteknologi, Badan Pengkajian dan Penerapan Teknologi (BPPT), Serpong 

dalam waktu enam bulan. 

 
B.  BAHAN 

 
1.  Mikroorganisme 

 
 Mikroorganisme yang digunakan adalah 136 bakteri alkalo termofilik 

hasil isolasi dari sumber air panas Desa Rambah Tengah Hulu, Kecamatan 

Rambah, Kabupaten Rokan Hulu, Provinsi Riau Darat milik Laboratorium 

Teknologi Bioindustri. 

 
2.  Medium 

 
 Medium penapisan, seleksi, pemeliharaan dan produksi menggunakan 

medium modifikasi Nakamura dkk. (1993: 2311).  Medium untuk 

penghitungan jumlah koloni menggunakan medium Nutrient Agar (NA). 
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3.  Bahan  

 
 Bahan yang digunakan adalah Larutan dinitro asam salisilat (3,5 

Dinitro Salicylic acid), dapar Tris-HCl pH 9, NaOH [Merck], oat spelt xylan 

[Sigma], yeast extract [Pronadisa], bacto pepton [Pronadisa], K2HPO4 

[Merck], MgSO4.7H2O [Merck] dan pure agar powder [Fluka]. 

 
C.  PERALATAN 

 
Peralatan yang digunakan adalah shaking incubator [Kühner], static 

incubator [Memmert], autoklaf [Hitachi], timbangan analitik [Sartorius], 

sentrifuse [Hitachi], tabung sentrifuse [eppendorf], thermomixer [eppendorf], 

vortex mixer [Sargen Welch], pipet mikro [BioRad], magnetic stirrer, hot plate 

& stirrer [Bibby], laminar air flow [Babcock BFH], spektrofotometer 

[Pharmacia], kuvet, water bath [Memmert], alat gelas dan pH meter [Ino Lab]. 

 
D.  CARA KERJA 

 
1.  Pembuatan medium modifikasi Nakamura dkk. (1993: 2311)  

 
Sebanyak 0,5 g oat spelt xylan dicampur dengan yeast extract 0,5 g, 

bacto pepton 1 g, K2HPO4 0,1 g, dan MgSO4.7H2O 0,02 g dan untuk 

pembuatan medium padat ditambahkan pure agar powder 2 g.  Campuran 

kemudian dilarutkan dalam 100 ml akuades, dihomogenkan dengan magnetic 

stirrer dan dipanaskan sampai larut.  Setelah medium dingin, pH diatur 
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dengan penambahan NaOH 30% hingga pH 9, kemudian disterilisasi dalam 

autoklaf pada suhu 121o C selama 15 menit.  

 
2.  Pembuatan medium Nutrient Agar (NA) 
 
 
 Sebanyak 4,6 g NA dilarutkan dalam 100 ml akuades.  Campuran 

kemudian dihomogenkan dengan magnetic stirrer dan dipanaskan sampai 

larut.  Setelah medium dingin, pH diatur dengan penambahan NaOH 30% 

hingga pH 9, kemudian disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121o C selama 

15 menit. 

 
3.  Penapisan dan pengukuran indeks xilanolitik   

 
 Isolat bakteri alkalo termofilik diinokulasikan ke dalam medium 

modifikasi Nakamura padat dalam cawan Petri dengan metode streak 

kuadran.  Isolat bakteri yang positif menghasilkan xilanase, diinokulasikan ke 

dalam medium modifikasi Nakamura padat dalam cawan Petri yang telah 

dibagi menjadi empat kuadran dengan menggunakan tusuk gigi steril, tiap 

kuadrannya.  Cawan Petri tersebut diinkubasi pada suhu 55° C selama 48 

jam.  Indeks Xilanolitik (IX) dihitung berdasarkan modifikasi Kouker dan 

Jaeger (1986: 211) dengan rumus: 

Diameter zona bening – Diameter koloni 
                                         Diameter koloni     
                               
 
 
 

IX =  
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4.  Pembuatan working culture 

 
Isolat bakteri alkalo termofilik yang menghasilkan zona bening pada 

medium modifikasi Nakamura dkk. (1993: 2311) digores pada medium miring 

modifikasi Nakamura dkk. (1993: 2311).  Tabung kemudian diinkubasi dalam 

inkubator pada suhu 55° C selama 24 jam.  

 
5.  Pembuatan stock culture dalam medium gliserol 

 
Isolat bakteri alkalo termofilik penghasil xilanase, diinokulasikan 

sebanyak 2 ose ke dalam 25 ml medium modifikasi Nakamura dkk. (1993: 

2311) cair, kemudian diinkubasi dalam shaking incubator selama 24 jam 

pada suhu 55° C dan 150 rpm.  Setelah 24 jam, biakan dipindahkan ke dalam 

tabung sentrifugasi 50 ml.  Sentrifugasi dilakukan dengan 4000 rpm selama 

15 menit pada suhu 4o C, jika pelet belum mengendap maka dilakukan 

sentrifugasi pada 5000 rpm selama 20 menit pada suhu yang sama.  Pelet 

yang diperoleh dicuci dua kali dengan 5 ml peptone water 0,1%.  Sentrifugasi 

kembali dilakukan pada kondisi yang sama untuk memisahkan peptone water 

dengan pelet.  Pelet yang diperoleh ditambahkan skim milk 10%, 

monosodium glutamate (MSG) 1% dan gliserol dengan konsentrasi akhir 10% 

lalu dihomogenkan dengan vorteks.  Stock culture disimpan dalam suhu -84o 

C (Gambar 3). 
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6.  Pembuatan starter 
 
 
 Isolat bakteri alkalo termofilik penghasil xilanase berumur 24 jam 

diinokulasikan sebanyak 2 ose ke medium modifikasi Nakamura (1993: 

2311).  Fermentasi dilakukan pada kondisi suhu 55o C, pH 9 dan 150 rpm 

sampai fase log dicapai.   

 
7.  Kurva pertumbuhan dan kurva produksi 
 
 

Kurva pertumbuhan dan kurva produksi dilakukan dengan 

memfermentasikan isolat bakteri alkalo termofilik penghasil xilanase pada 

medium modifikasi Nakamura dkk. (1993: 2311) cair pH 9, suhu 55o C dan 

150 rpm selama 24 jam.  Pengambilan sampel fermentasi dilakukan dalam 

interval waktu 4 jam.   

Kurva jumlah koloni merupakan grafik, dengan waktu inkubasi sebagai 

sumbu X dan jumlah koloni sebagai sumbu Y.  Kurva produksi ditampilkan 

sebagai grafik, dengan waktu inkubasi sebagai sumbu X dan nilai aktivitas 

(U/ml) sebagai sumbu Y1 serta kadar protein (mg/ml) sebagai sumbu Y2. 

 
8.  Penghitungan jumlah koloni  
 
 
 Jumlah koloni dihitung dengan metode Total Plate Count (TPC) 

berdasarkan Black (1999: 140), yaitu dengan mengencerkan medium secara 

bertingkat dan menginokulasikannya pada medium padat serta diratakan 
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dengan spatel Drygalski pada permukaan medium.  Medium yang digunakan 

ialah medium Nutrient Agar (NA). 

Jumlah Colony Forming Unit (CFU) dapat dihitung berdasarkan Black 

(1999: 141) dan Gandjar dkk. (1992: 40--41) menggunakan rumus: 

                       Jumlah koloni                   ‘ 
                        Vol. inokulasi x faktor pengenceran 
 
 
9.  Pengukuran aktivitas xilanase 
 
 
 Aktivitas xilanase diukur dengan metode Bailey (1992: 261) yang 

dimodifikasi yaitu dengan mengukur kadar gula pereduksi yang dibebaskan 

selama reaksi hidrolisis antara xilanase dengan xilan.   

Sebanyak 70 µl enzim kasar dicampur dengan 630 µl substrat oat 

spelt xylan 1% dalam 50 mM dapar Tris-HCl pH 9.  Campuran diinkubasi 

dalam thermomixer selama 5 menit pada suhu 55° C.  Reaksi dihentikan 

dengan penambahan 750 µl DNS.  Campuran kemudian diinkubasi selama 5 

menit pada air mendidih dan didinginkan pada suhu kamar.  Setelah dingin, 

campuran disentrifugasi selama 15 menit pada suhu 20° C dan 5500 rpm.  

Pengukuran absorbansi dilakukan pada panjang gelombang 540 nm.   

Kontrol dibuat dengan menginkubasi 630 µl substrat oat spelt xylan 

1% dalam 50 mM dapar Tris-HCl pH 9 pada suhu 55° C selama 5 menit.  

Reaksi dihentikan dengan menambahkan 750 µl DNS, lalu ditambahkan 70 µl 

enzim kasar.  Campuran diinkubasi dalam air mendidih selama 5 menit.  

Setelah dingin, campuran disentrifugasi selama 15 menit pada suhu 20° C 

Jumlah CFU/ ml =
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dan 5500 rpm.  Pengukuran absorbansi dilakukan pada panjang gelombang 

540 nm.   

Blanko dibuat dengan cara menginkubasi 630 µl substrat oat spelt 

xylan 1% pada suhu 55° C selama 5 menit, lalu ditambahkan 70 µl dapar 

Tris-HCl 50 mM.  750 µl DNS ditambahkan ke dalam campuran, lalu 

diinkubasi dalam air mendidih selama 5 menit.  Setelah dingin, campuran 

disentrifugasi selama 15 menit pada suhu 20° C dan 5500 rpm.  Pengukuran 

absorbansi dilakukan pada panjang gelombang 540 nm.   

 
10. Pembuatan kurva standar xilosa 
 
 

Kurva standar xilosa dilakukan dengan membuat variasi konsentrasi 

standar xilosa (Tabel 2) di dalam larutan dapar Tris-HCl 50 mM pH 9.  

Sebanyak 70 µl larutan xilosa dari masing-masing konsentrasi dimasukkan 

kedalam eppendorf dan ditambah dengan 630 µl substrat oat spelt xylan 1% 

dalam 50 mM dapar Tris-HCl pH 9.  Campuran diinkubasi selama 5 menit 

pada suhu 55° C, lalu ditambahkan 750 µl DNS dan diinkubasi kembali dalam 

air mendidih selama 5 menit.  Setelah dingin, campuran disentrifugasi selama 

15 menit pada suhu 20° C dan 5500 rpm.  Pengukuran absorbansi dilakukan 

pada panjang gelombang 540 nm.  Kurva standar xilosa adalah grafik 

hubungan absorbansi dengan variasi konsentrasi xilosa. 
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11.  Penentuan kadar protein xilanase  
 
 
 Kadar protein enzim ditentukan dengan metode Bradford (1976: 249--

250) yang telah dimodifikasi.  Sebanyak 50 µl enzim kasar direaksikan 

dengan 2,5 ml larutan pereaksi Bradford yang telah diencerkan 5 kali pada 

tabung reaksi.  Campuran dihomogenkan dengan vorteks dan diinkubasi 

pada suhu kamar selama 15 menit.  Pengukuran absorbansi dilakukan pada 

panjang gelombang 595 nm.  Konsentrasi protein ditentukan dengan 

menggunakan kurva standar bovine serum albumin (BSA). 

 
12.  Pembuatan kurva standar BSA 
 
 
 Pembuatan kurva standar bovine serum albumin (BSA) dilakukan 

dengan membuat membuat variasi konsentrasi standar BSA (Tabel 4) di 

dalam 50 mM larutan dapar Tris-HCl pH 9.  Setiap variasi konsentrasi standar 

BSA diambil sebanyak 50 µl kemudian dicampur dengan 2,5 ml larutan 

Bradford dalam tabung reaksi.  Larutan yang telah dicampur dihomogenkan 

dengan vorteks, kemudian diinkubasi selama 15 menit pada suhu kamar.  

Pengukuran absorbansi dilakukan pada panjang gelombang 595 nm.  Kurva 

standar BSA adalah grafik hubungan konsentrasi protein standar (BSA 

dengan variasi konsentrasi) dengan nilai absorbansi pada panjang 

gelombang 595 nm. 
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13.  Penyusunan, pengolahan dan analisis data 
 
 
 Data penghitungan indeks xilanase terdapat pada Tabel 1, data 

penghitungan jumlah koloni terdapat pada Tabel 6, dan data aktivitas 

xilanase terdapat pada Tabel 7, 8, dan 9.  

Aktivitas enzim didapatkan dengan memasukkan absorbansi sampel 

dan kontrol dalam persamaan kurva standar xilosa dan memasukkannya ke 

dalam persamaan: 

 
            ([Ksp] ― [Kkt]) x 1000 x Faktor pengenceran  
                                                               BM xilosa x t x V 
 

Keterangan: 

[Ksp]  : Konsentrasi sampel (mg) 

[Kkt]  : Konsentrasi kontrol (mg) 

1000  : Faktor konversi dalam μmol 

BM  : Berat molekul xilosa yaitu 150,13 g/mol 

t  : Waktu inkubasi pada suhu optimum (menit) 

V  : Jumlah (volume) enzim yang digunakan dalam analisis (ml) 

1 Unit aktivitas xilanase ~ 1 μmol/min. 

Kadar protein diperoleh dengan memasukkan absorbansi pada kurva 

standar protein Y = 0.2025X- 0.0077 (Gambar 9).  Aktivitas spesifik 

merupakan hasil bagi antara aktivitas xilanase dengan kadar protein. 

Aktivitas enzim (U/ml) = 
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BAB IV 
 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
 

 
 
A. HASIL 
 
 
1. Penapisan dan pengukuran indeks xilanolitik 
 
 

Penapisan xilanase pada 136 isolat bakteri menunjukkan bahwa 18 

isolat bakteri menghasilkan xilanase, yang ditunjukkan dengan terbentuknya 

zona bening.  Isolat tersebut kemudian diukur indeks xilanolitiknya (Tabel 1).  

Tiga isolat bakteri penghasil indeks xilanolitik yang tinggi adalah isolat 

Pawan/Tanah(2)/9/3/NM sebesar 3,095, Riau/Kayu/9/2/NM sebesar 0,955, 

dan Riau/Sludge/9/1/LB sebesar 0,910.  Tiga isolat bakteri tersebut 

selanjutnya diukur kurva pertumbuhan, aktivitas xilanase, dan kadar protein. 

 
2. Kurva pertumbuhan 
 
 

Kurva pertumbuhan dibuat dua kali, yaitu pada saat awal sebelum 

produksi yang bertujuan untuk mengetahui fase log dari bakteri tersebut dan 

pada saat produksi yang bertujuan untuk mengetahui hubungan antara 

jumlah koloni dengan aktivitas yang dihasilkan. 

Hasil pengamatan kurva pertumbuhan isolat Pawan/Tanah(2)/9/3/NM 

(Gambar 10) menunjukkan bahwa pada jam ke-0 hingga jam ke-4 jumlah 

koloni naik dari 1,36 x 108 CFU/ml menjadi 1,71 x 108 CFU/ml.  Namun, 

jumlah koloni turun kembali pada jam ke-8 menjadi 0,78 x 108 CFU/ml.  Pada 
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jam ke-8 hingga jam ke-16, jumlah koloni meningkat menjadi 3,30 x 108 

CFU/ml, dan mencapai jumlah koloni tertinggi.  Isolat mengalami penurunan 

jumlah koloni setelah jam ke-16, jumlah koloni turun menjadi 0,12 x 108 

CFU/ml pada jam ke-24.    

Hasil pengamatan kurva pertumbuhan isolat Riau/Kayu/9/2/NM 

(Gambar 11) menunjukkan bahwa dari jam ke-0 hingga jam ke-12 jumlah 

koloni naik dari 0,64 x 108 CFU/ml menjadi 2,17 x 108 CFU/ml.  Isolat 

mencapai jumlah koloni tertinggi pada jam ke-12 sebesar 2,17 x 108 CFU/ml.  

Jumlah koloni mulai menurun setelah jam ke-12.  Jumlah koloni turun dari 

2,17 x 108 CFU/ml pada jam ke-12 menjadi 0,59 x 108 CFU/ml pada jam ke-

32.  

Hasil pengamatan kurva pertumbuhan isolat Riau/Sludge/9/1/LB 

(Gambar 12) menunjukkan jumlah koloni pada jam ke-0 naik dari 0,80 x 108 

CFU/ml menjadi 1,03 x 108 CFU/ml pada jam ke-4.  Jumlah koloni turun pada 

jam ke-8 menjadi 0,64 x 108 CFU/ml dan naik pada jam ke-16 menjadi 1,78 x 

108 CFU/ml.  Isolat Riau/Sludge/9/1/LB mencapai jumlah koloni tertinggi pada 

jam ke-16 sebesar 1,78 x 108 CFU/ml.  Jumlah koloni mulai menurun setelah 

jam ke-16, dari 1,78 x 108 CFU/ml menjadi 0,23 x 108 CFU/ml pada jam ke-

24.  Pada isolat Riau/Sludge/9/1/LB jumlah koloni naik kembali pada jam ke-

28 menjadi 0,38 x 108 CFU/ml. 
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3. Aktivitas xilanase 
 
 

Hasil pengukuran aktivitas xilanase pada isolat 

Pawan/Tanah(2)/9/3/NM (Gambar 13 dan Tabel 7) menunjukkan bahwa 

aktivitas xilanase pada waktu fermentasi 0--4 jam mengalami kenaikan, dari 

0,540 ± 0,060 U/ml menjadi 0,579 ± 0,044 U/ml.  Aktivitas xilanase turun dari 

0,579 ± 0,044 U/ml pada jam ke-4 menjadi 0,318 ± 0,033 U/ml pada jam ke-8.  

Aktivitas xilanase mulai mengalami kenaikan kembali pada waktu inkubasi 

fermentasi 8--16 jam, dari 0,318 ± 0,033 U/ml menjadi 0,917 ± 0,093 U/ml.  

Aktivitas xilanase mulai turun setelah waktu inkubasi fermentasi 16 jam, yaitu 

menjadi 0,733 ± 0,087 U/ml pada waktu inkubasi fermentasi 24 jam. 

Hasil pengukuran aktivitas xilanase pada isolat Riau/Kayu/9/2/NM 

(Gambar 14 dan Tabel 8) menunjukkan bahwa aktivitas xilanase pada waktu 

fermentasi 0--8 jam mengalami kenaikan, dari 0,048 ± 0,020 U/ml menjadi 

5,615 ± 0,326 U/ml.  Aktivitas xilanase terus mengalami kenaikan hingga 

waktu inkubasi fermentasi 24 jam, yaitu menjadi 8,529 ± 0,093 U/ml.  

Aktivitas xilanase mulai turun setelah waktu inkubasi fermentasi 24 jam, yaitu 

menjadi 1,341 ± 0,111 U/ml pada waktu inkubasi fermentasi 28 jam. 

Aktivitas xilanase pada isolat Riau/Sludge/9/1/LB (Gambar 15 dan 

Tabel 9) pada waktu inkubasi fermentasi 0--8 jam mengalami penurunan, 

yaitu dari 0,492 ± 0 U/ml ke 0,222 ± 0,044 U/ml.  Aktivitas xilanase mulai 

mengalami kenaikan pada waktu inkubasi fermentasi 8--20 jam, yaitu dari 
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0,222 ± 0,044 U/ml ke 1,283 ± 0,060 U/ml.  Aktivitas xilanase mulai turun 

setelah waktu inkubasi fermentasi 20 jam, yaitu menjadi 0,096 ± 0,044 U/ml 

pada waktu inkubasi fermentasi 24 jam.  Aktivitas xilanase naik kembali pada 

jam ke-28 yaitu menjadi 0,212 ± 0,093 U/ml. 

 
4. Kadar protein 
 
 

Kadar protein didapat dengan memasukkan nilai absorbansi dari uji 

Bradford ke dalam persamaan Y = 0,2025X - 0,0077 (Gambar 9).  Uji 

Bradford bersifat sensitif dan spesifik.  Uji Bradford menggunakan Coomassie 

Brilliant Blue G-250 yang akan berikatan dengan protein, ikatan tersebut akan 

terdeteksi pada panjang gelombang 595 nm (Nobel 2000:1--2).   

Kadar protein isolat Pawan/Tanah(2)/9/3/NM naik dari 0,059 ± 0,022 

mg/ml pada jam ke-0 menjadi 0,074 ± 0,012 mg/ml pada jam ke-8.  Kadar 

protein menurun dari 0,074 ± 0,012 mg/ml pada jam ke-8 menjadi 0,057 ± 

0,018 mg/ml pada jam ke-12.  Kadar protein pada jam ke-16 mengalami 

kenaikan menjadi 0,084 ± 0,016 mg/ml dan mengalami penurunan pada jam 

ke-20 menjadi 0,083 ± 0,013 mg/ml.  

Kadar protein pada isolat Riau/Kayu/9/2/NM mengalami kenaikan dari 

jam ke-0 sebesar 0,382 ± 0,049 mg/ml menjadi 0,571 ± 0,095 mg/ml pada 

jam ke-12.  Kadar protein menurun dari 0,571 ± 0,095 mg/ml pada jam ke-12 

menjadi 0,515 ± 0,038 mg/ml pada jam ke-16.  
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Kadar protein pada isolat Riau/Sludge/9/1/LB menurun dari jam ke-0 

sebesar 0,812 ± 0,067 mg/ml menjadi 0,739 ± 0,119 mg/ml pada jam ke-8.  

Kadar protein naik dari jam ke-8 sebesar 0,739 ± 0,119 mg/ml hingga jam ke-

20 sebesar 0,836 ± 0,084 mg/ml. 

 
5. Aktivitas spesifik 
 
 

Aktivitas spesifik isolat Pawan/Tanah(2)/9/3/NM mencapai nilai 

tertinggi pada jam ke-16 yaitu sebesar 10,973 U/mg saat aktivitas xilanase 

dan kadar protein mencapai nilai tertinggi.  Aktivitas spesifik isolat 

Riau/Kayu/9/2/NM mencapai nilai tertinggi pada jam ke-24 yaitu sebesar 

14,153 U/mg saat aktivitas xilanase berada dalam jumlah tertinggi.  Aktivitas 

spesifik isolat Riau/Sludge/9/1/LB mencapai nilai tertinggi pada jam ke-20 

yaitu sebesar 1,534 U/mg saat aktivitas xilanase dan kadar protein isolat 

tersebut mencapai nilai tertinggi. 

 
B. PEMBAHASAN 
 
 
1. Penapisan dan pengukuran indeks xilanolitik 
 
 

Penapisan aktivitas xilanolitik dilakukan terhadap 136 isolat bakteri 

alkalo termofilik.  Delapan belas isolat bakteri yang positif menghasilkan 

xilanase diukur indeks xilanolitiknya menggunakan metode modifikasi Kouker 

dan Jaeger (1986: 211) (Gambar 2).  Menurut Highley (2004: 319) penapisan 

menggunakan medium padat lebih banyak digunakan karena prosesnya lebih 
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cepat dan mudah.  Oat spelt xylan sebagai substrat, membuat medium 

terlihat keruh sehingga hasil positif dapat dilihat dengan terbentuknya zona 

bening di sekitar bakteri (Richana 2006: 28).  Zona bening terjadi akibat xilan 

dipecah oleh ekstraselular xilanase menjadi bentuk yang lebih sederhana.   

 Dari 18 isolat yang memberikan hasil positif dipilih tiga isolat dengan 

indeks xilanolitik tertinggi (Gambar 7 dan Tabel 1).  Tiga isolat yang 

memberikan hasil pengukuran indeks xilanolitik tertinggi adalah isolat 

Pawan/Tanah(2)/9/3/NM sebesar 3,095, Riau/Kayu/9/2/NM sebesar 0,955, 

dan Riau/Sludge/9/1/LB sebesar 0,91.  Perbedaan indeks xilanolitik dari 

ketiga isolat tersebut kemungkinan dipengaruhi oleh penggunaan oat spelt 

xylan sebagai substrat.  Oat spelt xylan merupakan substrat yang tidak dapat 

larut sempurna, sehingga pada saat pembuatan medium xilan pada cawan 

petri, xilan yang tidak larut akan tersebar tidak merata pada medium di cawan 

petri.  Hal tersebut menyebabkan daerah medium atas pada cawan petri 

sebagai daerah xilanase bekerja menjadi tidak merata dan dapat 

mengakibatkan difusi xilanase menjadi tidak seragam.  

 
2. Hasil pengamatan mikroskopis 
 
 

Hasil pengamatan mikroskopis dan uji biokimia menunjukkan bahwa isolat 

Pawan/Tanah(2)/9/3/NM, Riau/Kayu/9/2/NM, dan Riau/Sludge/9/1/LB 

merupakan bakteri Gram positif, bersifat aerob, berbentuk batang, memiliki 

endospora, hasil uji katalase positif, asam sitrat positif dan indol negatif.  

Berdasarkan ciri-ciri tersebut, ketiga isolat merupakan genus Bacillus 
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menurut Bergey’s manual of determinative bacteriology (Buchanan & 

Gibbons 1974: 529).  Genus Bacillus dicirikan dengan adanya endospora.  

Bakteri penghasil xilanase dapat berupa Gram positif dan negatif (Velázquez 

dkk. 2004: 60). 

 
3. Pengukuran kurva pertumbuhan dan aktivitas xilanase 

 
Berdasarkan Gambar 13, 14, dan 15, aktivitas xilanase pada ketiga 

isolat telah terukur pada jam ke-0.  Hal tersebut terjadi karena isolat telah 

menghasilkan xilanase pada starter.  Starter diinokulasikan ke dalam medium 

fermentasi saat mencapai fase log.  Starter isolat Pawan/Tanah(2)/9/3/NM 

diinokulasikan pada jam ke-12, isolat Riau/Kayu/9/2/NM diinokulasikan pada 

jam ke-12, dan isolat Riau/Sludge/9/1/LB diinokulasikan pada jam ke 8.  

Aktivitas xilanase telah terukur pada jam ke-0, kemungkinan aktivitas tersebut 

berasal dari starter yang berada pada akhir fase log menuju fase stasioner.  

Bedasarkan Brock dkk. (1994: 382), enzim telah dihasilkan pada fase log dan 

akan terakumulasi pada fase stasioner. 

Aktivitas xilanase pada isolat Pawan/Tanah(2)/9/3/NM dan 

Riau/Sludge/9/1/LB mengalami penurunan pada jam ke-8 (Gambar 13 dan 

15), namun aktivitas xilanase isolat Riau/Kayu/9/2/NM tidak mengalami 

penurunan pada jam ke-8 (Gambar 14).  Hal tersebut dapat terjadi karena 

starter yang diinokulasikan selain mengandung sel dan xilanase, mungkin 

juga mengandung xilosa dan xilooligosakarida.  Sehingga, pada medium 
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fermentasi terdapat tiga sumber karbon yaitu xilan, xilosa dan 

xilooligosakarida.   

Aktivitas xilanase pada isolat Pawan/Tanah(2)/9/3/NM dan 

Riau/Sludge/9/1/LB mengalami penurunan karena terjadi represi katabolit 

oleh xilosa dan xilooligosakarida (Samain dkk. 1997: 73; Kulkarni dkk. 1999: 

416).  Xilosa dan xilooligosakarida merupakan sumber karbon yang lebih 

sederhana dibandingkan xilan, sehingga bakteri menghidrolisis xilosa dan 

xilooligosakarida terlebih dahulu dibandingkan xilan.  Bauman (2004: 161) 

menyatakan, jika di dalam suatu medium terdapat dua atau lebih substrat 

(sumber karbon) maka substrat yang lebih sederhana akan terlebih dahulu 

digunakan daripada substrat yang lebih kompleks, sehingga enzim 

penghidrolisis substrat yang lebih kompleks akan ditekan.  Hal tersebut 

menyebabkan sintesis enzim penghidrolisis xilan ditekan sehingga aktivitas 

xilanase turun.  Aktivitas xilanase mulai naik kembali setelah jam ke-8.  Hal 

tersebut mungkin karena konsentrasi xilooligosakarida dan xilosa mulai 

berkurang sehingga bakteri menghidrolisis xilan kembali.  Menurut Samain 

dkk. (1997: 73) saat konsentrasi xilooligosakarida mulai berkurang, xilanase 

diproduksi kembali. 

Aktivitas xilanase isolat Riau/Kayu/9/2/NM tidak mengalami penurunan 

pada jam ke-8 (Gambar 14).  Hal tersebut dapat disebabkan oleh dua hal.  

Hal yang pertama, konsentrasi xilosa dan xilooligosakarida yang rendah 

dibandingkan isolat Pawan/Tanah(2)/9/3/NM dan Riau/Sludge/9/1/LB pada 

jam ke-0.  Konsentrasi xilosa yang rendah diindikasikan dengan aktivitas 

Penapisan Dan..., Eva Oktarina, FMIPA UI, 2008

 
 
 

 



34 
   

  

xilanase yang rendah pada isolat Riau/Kayu/9/2/NM dibandingkan isolat 

Pawan/Tanah(2)/9/3/NM dan Riau/Sludge/9/1/LB pada jam ke-0 (Tabel 7, 8 

dan 9).  Satu unit aktivitas xilanase adalah kemampuan enzim untuk 

menghasilkan satu µmol xilosa (Gessesse & Gashe 1997: 402), sehingga 

nilai aktivitas enzim sebanding dengan jumlah produk yang dihasilkan oleh 

enzim tersebut (Sadikin 2002: 134).  Menurut Haltrich dkk. (1996: 139) xilosa 

dan xilooligosakarida dapat mengakibatkan represi katabolit, namun juga 

dapat berfungsi sebagai induser xilanase pada konsentrasi yang rendah.  Hal 

yang kedua, produk aktivitas xilanase tidak selalu mengakibatkan represi, 

seperti yang dijelaskan oleh Biely (1985) bahwa xilosa merepresi produksi 

xilanase pada Cryptococcus albidus sedangkan tidak berpengaruh pada 

Actinomycetes termofilik (lihat Kulkarni dkk. 1999: 417).  Hal tersebut 

menunjukkan bahwa kondisi represi katabolit tergantung dari spesies yang 

digunakan. 

Berdasarkan hasil pengamatan kurva pertumbuhan, fase log isolat 

Pawan/Tanah(2)/9/3/NM kemungkinan pada jam ke-8 hingga jam ke-16, 

pada isolat Riau/Kayu/9/2/NM kemungkinan pada jam ke-0 hingga ke-12, dan 

pada isolat Riau/Sludge/9/1/LB kemungkinan pada jam ke-8 hingga ke-16.  

Peningkatan aktivitas juga terlihat di jam ke-8 pada isolat 

Pawan/Tanah(2)/9/3/NM dan Riau/Sludge/9/1/LB, dan di jam ke-0 pada isolat 

Riau/Kayu/9/2/NM.  Menurut Bauman (2004: 189), pada fase log 

metabolisme sel meningkat.  Tahun 1997, Subramaniyan dkk. melaporkan 
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bahwa Bacillus SSP-34 menghasilkan xilanase pada fase log dari kurva 

pertumbuhannya (lihat Cordeiro dkk. 2002: 415). 

Aktivitas xilanase mencapai nilai tertinggi pada waktu inkubasi 

fermentasi yang berbeda.  Isolat Pawan/Tanah(2)/9/3/NM mencapai nilai 

tertinggi yaitu 0,917 ± 0,093 U/ml pada waktu inkubasi fermentasi 16 jam, 

isolat Riau/Kayu/9/2/NM mencapai nilai tertinggi yaitu 8,529 ± 0,093 U/ml 

pada waktu inkubasi fermentasi 24 jam, dan pada isolat Riau/Sludge/9/1/LB 

mencapai nilai tertinggi yaitu 1,283 ± 0,060 U/ml pada waktu inkubasi 

fermentasi 20 jam.  Hal tersebut dapat terjadi karena setiap bakteri memiliki 

generation time yang berbeda (Ray 2004: 59) sehingga aktivitas xilanase 

tertinggi juga dicapai pada waktu yang berbeda (Kulkarni dkk. 1999: 412).  

Generation time isolat Riau/Kayu/9/2/NM lebih lama dibandingkan isolat 

Pawan/Tanah(2)/9/3/NM dan Riau/Sludge/9/1/LB (Lampiran 3).  Berdasarkan 

hasil tersebut dapat disimpulkan bahwa isolat yang memiliki aktivitas xilanase 

tertinggi dari ketiga isolat tersebut ialah Riau/Kayu/9/2/NM.  Nilai aktivitas 

isolat Riau/Kayu/9/2/NM lebih rendah dibandingkan hasil penelitian Gessesse 

dan Gashe (1993; 403) menggunakan Bacillus sp. AR-009 yaitu 45,2 U/ml.  

Nilai aktivitas xilanase yang didapat merupakan hasil dari pengukuran 

aktivitas enzim kasar.  Supernatan yang digunakan untuk pengukuran 

aktivitas xilanase merupakan enzim kasar yang belum dimurnikan. 

Produksi xilanase untuk mengukur aktivitas dilakukan dengan proses 

fermentasi.  Tahun 1999, Mousdale dkk. menyatakan bahwa fermentasi 
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dapat dibagi menjadi dua jenis, yaitu fermentasi enzim yang berkaitan 

dengan kurva pertumbuhan bakteri (growth associated) dan fermentasi enzim 

yang tidak berkaitan dengan kurva pertumbuhan bakteri (growth 

independent) (lihat Mansi dkk. 1999: 171).  Berdasarkan hal tersebut, ketiga 

isolat dapat dibedakan berdasarkan tipe fermentasi. 

Fermentasi isolat Riau/Sludge/9/1/LB dan Pawan/Tanah(2)/9/3/NM 

merupakan tipe fermentasi growth associated.  Fermentasi isolat 

Riau/Kayu/9/2/NM merupakan tipe fermentasi growth independent.  

Fermentasi xilanase dapat growth associated atau growth independent 

seperti yang dilaporkan oleh Gessesse dan Gashe (1997: 403) serta Cordeiro 

dkk. (2002: 415).  Gessesse dan Gashe (1997: 403) melaporkan aktivitas 

xilanase dari Bacillus sp. AR-009 mencapai maksimum setelah jam ke-20 dan 

jumlah koloninya mencapai jumlah maksimum setelah jam ke-20.  Hasil 

tersebut mengindikasikan bahwa xilanase yang dihasilkan oleh Bacillus sp. 

AR-009 berhubungan dengan pertumbuhan bakteri (growth associated).  

Cordeiro dkk. (2002: 415) melaporkan Bacillus sp.AK 1 masuk fase stasioner 

sekitar jam ke-40 hingga jam ke-120 dan aktivitas xilanase tertinggi 

dihasilkan pada jam ke-72.  Hal tersebut mengindikasikan bahwa xilanase 

yang dihasilkan oleh Bacillus sp.AK 1 tidak berhubungan dengan 

pertumbuhan bakteri (growth independent).  Tahun 1992, Espinar dkk. 

menyatakan bahwa kenaikan xilanase saat fase akhir dari kurva 

pertumbuhan dapat terjadi karena xilanase di dalam sel keluar menuju 

medium, akibat terjadinya autolisis sel (lihat Cordeiro dkk. 2002: 415).   
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4. Kadar protein 
 
 

Kadar protein isolat Pawan/Tanah(2)/9/3/NM, Riau/Kayu/9/2/NM, dan 

Riau/Sludge/9/1/LB tidak mengikuti pola aktivitas xilanase.  Hal tersebut 

terjadi karena kadar protein menunjukkan jumlah protein yang terkandung 

dalam enzim kasar.  Enzim kasar mengandung protein enzim, protein dari 

bahan penyusun medium dan juga protein dari lisisnya bakteri (Richana 

2006: 43).  Kadar protein isolat Riau/Kayu/9/2/NM turun pada jam ke-16 

diperkirakan karena berkurangnya protein dalam medium.  Heck dkk. (2002: 

315) melaporkan berkurangnya kadar protein saat fermentasi xilanase pada 

Bacillus sp BL69 mengindikasikan dikonsumsinya protein sebagai sumber 

nitrogen.  Bakteri memerlukan protein sebagai salah satu nitrogen organik 

dalam pertumbuhannya (Rachman 1989: 93).  Richana (2006: 68) 

melaporkan kadar protein Bacillus pumilus RXA III-5 pada jam ke-10 dan jam 

ke-30 menurun sedangkan aktivitas xilanase dari isolat tersebut mengalami 

kenaikan.   

Kadar protein isolat Riau/Kayu/9/2/NM pada jam ke-32 mengalami 

kenaikan.  Hal tersebut karena jumlah sel mulai mengalami penurunan dan 

mungkin beberapa sel mengalami lisis.  Lisis sel akan menyebabkan 

kenaikan nilai protein, karena kandungan protein di dalam sel keluar ke 

medium (Brock & Brock 1978: 100). 
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5. Aktivitas spesifik 
 
 

Aktivitas spesifik adalah jumlah unit enzim per miligram protein 

(Winarno 1995: 12).  Aktivitas spesifik mencerminkan kemampuan xilanase 

per satuan proteinnya dalam menghidrolisis xilan (Richana 2006: 69).  

Aktivitas spesifik dari isolat Pawan/Tanah(2)/9/3/NM, Riau/Kayu/9/2/NM, dan 

Riau/Sludge/9/1/LB berada pada nilai tertinggi saat aktivitas xilanase berada 

pada nilai tertinggi.  Isolat Riau/Kayu/9/2/NM memiliki kemampuan 

menghidrolisis xilan lebih tinggi per satuan proteinnya dibandingkan isolat 

Pawan/Tanah(2)/9/3/NM dan Riau/Sludge/9/1/LB. 
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 
 
 
 

A. KESIMPULAN 
 
 
1. Isolat-isolat yang menghasilkan xilanase berjumlah 18 dan yang tidak 

menghasilkan xilanase berjumlah 118.  Tiga isolat bakteri penghasil 

indeks xilanolitik yang tinggi adalah Pawan/Tanah(2)/9/3/NM, 

Riau/Kayu/9/2/NM, dan Riau/Sludge/9/1/LB. 

2. Isolat Pawan/Tanah(2)/9/3/NM memiliki nilai aktivitas xilanase sebesar 

0,917 ± 0,093 U/ml, Riau/Kayu/9/2/NM memilki nilai aktivitas xilanase 

sebesar 8,529 ± 0,093 U/ml, dan Riau/Sludge/9/1/LB memiliki nilai 

aktivitas sebesar 1,283 ± 0,060 U/ml.  Isolat Riau/Kayu/9/2/NM memiliki 

aktivitas xilanase yang paling tinggi dibandingkan isolat 

Riau/Sludge/9/1/LB dan Pawan/Tanah(2)/9/3/NM. 

 
B. SARAN 
 
 
1. Perlu dilakukan penelitian lanjutan tentang optimasi produksi xilanase 

Riau/Kayu/9/2/NM. 

2. Perlu dilakukan penghitungan aktivitas xilanase dengan metode Bailey 

(1992: 261) terhadap 15 isolat lainnya. 
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 Gambar 1.  Struktur xilan dan enzim penghidrolisis xilan 
 [Sumber: Modifikasi Beg dkk. 2001: 327.] 
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Pembuatan medium padat 

 
Nakamura dkk. (1993: 2311) 

 
 
 
     isolat positif                         Di-stab dengan tusuk gigi steril  
 penghasil xilanase               pada medium Nakamura dkk. (1993: 2311) 
    
 
                                                                                                                                         

 
 
 
 
 
 
 

Satu kuadran untuk satu isolat 
Isolat di-stab dengan pengulangan dua kali 

 
 

Diinkubasi didalam inkubator  
Suhu 55˚C, 24--120 jam 

 
 

Gambar 2.  Pengukuran indeks xilanolitik 
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Kultur Stok 

 
 

 Media Nakamura dkk. (1993: 2311) cair     Diinokulasi 
       (Steril 121° C, 15 menit) 
 

Diinkubasi di dalam shaker incubator 
Suhu 55˚ C, 150 rpm, 24 jam 

 
 

                                    Disentrifugasi 4000 rpm, 15 menit                   Supernatan  
 

                                                                                                            
                                                               Pelet                                            dibuang 
 

 
Dicuci dengan pepton water 0,1% (2x) 

@5 ml; secara aseptis 
 
 
 

 Disentrifugasi 4000 rpm, 15 menit Supernatan 
 
Susu Skim 10% + MSG 1% 
total 5 ml (@2,5 ml) 

                                                       Pelet                                              dibuang                     
   
 

 Steril 100° C, 10 menit 
 

Rekonstitusi 
(divortex)       

      
 
 

Dimasukkan kedalam cryo-tubes secara aseptis bersama gliserol steril (20%)      
dengan perbandingan 1:1 (konsentrasi akhir gliserol 10%)                                                  

 
 

 
Disimpan dalam freezer dengen suhu -80° C 

tahan ± 3 tahun 
 

 
      Gambar 3.  Skema pembuatan stock culture dalam medium gliserol 

  [Sumber : Pelatihan penyimpanan isolat Teknologi Pangan UGM 2003.] 
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Gambar 4.  Skema penelitian 

1 ml 

99 ml 
10-2 

99 ml 
10-4 

99 ml 
10-6 

9 ml 
10-7 

9 ml 
10-8 

0,1 ml 

0,1 ml 

Kurva 
pertum-
buhan 

9 ml 
10-1 

Inkubasi 
suhu 55° C, 
150 rpm,  
12 jam 

2--3 ose bakteri 
diinokulasikan ke 
dalam starter 

Inkubasi 24 jam, uji 
dilakukan tiap 4 jam. 
Suhu 55° C, 150 rpm 

Supernatan hasil 
sentrifugasi (enzim 
kasar) 

Mengukur 
kadar protein 

Uji 
aktivitas 
xilanase 

10% inokulum 
dimasukkan ke 
dalam medium 
produksi 

1 ml 
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Gambar 5.  Skema pengujian aktivitas xilanase dengan 
 metode modifikasi Bailey (1992: 261) 
 
 

Fermentasi Uji dilakukan 
tiap empat jam 

kontrol sampel 

70 µl enzim kasar + 630 µl 
xilan 1% (oat spelt xylan yang 
dilarutkan dengan dapar Tris-
HCl pH 9, 0,05 M) 

Inkubasi 55º C, 5 menit  

Ditambahkan 750 µl DNS 

Diinkubasi dalam air mendidih,   
5 menit 

λ = 540 nm 

630 µl xilan 1%  
(oat spelt xylan yang 
dilarutkan dengan dapar Tris-
HCl pH 9, 0,05 M) 

Inkubasi 55º C, 5 menit  

Ditambahkan 750 µl DNS +  
70 µl enzim kasar 

Diinkubasi dalam air mendidih,   
5 menit 

λ = 540 nm 

6000 rpm, 4º C, 
15 menit 

Supernatan yang 
didapat merupakan 
enzim kasar 
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Gambar 6.  Skema pengukuran konsentrasi protein 
   dengan metode modifikasi Bradford (1976: 249--250) 
 

Fermentasi Uji dilakukan 
tiap empat jam 

6000 rpm, 4º C, 
15 menit 

Supernatan yang 
didapat merupakan 
enzim kasar 

50 μL enzim 
kasar 

2,5 ml 
Bradford 

Diukur 
absorbansinya 
pada λ 595 nm 

Penapisan Dan..., Eva Oktarina, FMIPA UI, 2008

 
 
 

 



54 
   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.
09

5

0.
95

5
0.

91
0.

88
0.

86
0.

71
0.

6
0.

52
0.

51
5

0.
46

3
0.

37
5

0.
25

0.
22

5
0.

19
0.

17
5

0.
15

0.
14

8
0.

13

0

0.
51

1.
52

2.
53

3.
5

Paw
an/T

ana
h(2

)/9
/3/

NM

Riau/K
ay

u/9
/2/

NM

Riau/S
ludg

e/9
/1/

LB

Riau/K
ay

u/9
/3/

10
-2/

NM

Riau/S
ludg

e/9
/2/

LB

Riau/K
ay

u/9
/1/

NM

Riau/S
ludg

e/9
/1/

NM

Riau/S
ludg

e/9
/3/

LB

Riau/A
ir(3

)/9
/3/

NM

Riau/K
ay

u/9
/2/

10
-2/

NM

Riau/S
ludg

e/9
/1/

10-2
/N

M

Riau/K
ay

u/9
/1/

10
-2/

NM

Paw
an/T

ana
h(1

)/9
/1/

NM

Riau/A
ir(2

)/9
/2/

NM

Riau/S
ludg

e/9
/1/

LB

Riau/A
ir(3

)/9
/2/

NM

Riau/A
ir(2

)/9
/1/

NM

Paw
an/T

ana
h(2

)/9
/2/

NM

K
od

e 
Is

ol
at

IAXIX
 

G
am

ba
r 7

.  
D

ia
gr

am
 b

at
an

g 
in

de
ks

 x
ila

no
lit

ik
 is

ol
at

 b
ak

te
ri 

 
de

ng
an

 m
et

od
e 

m
od

ifi
ka

si
 K

ou
ke

r d
an

 J
ae

ge
r (

19
86

: 2
11

). 

Penapisan Dan..., Eva Oktarina, FMIPA UI, 2008

 
 
 

 



55 
   

  

y = 0.6537x - 0.0665
R2 = 0.975

-0.1

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1 1.1

Konsentrasi Xilosa (mg/ml)

A
bs

or
ba

ns
i @

 5
40

 n
m

 

Gambar 8.  Kurva standar xilosa 

 

y = 0.2025x - 0.0077
R2 = 0.9812

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1 1.1

Konsentrasi BSA (mg/ml)

A
bs

or
ba

ns
i @

 5
95

 n
m

 

Gambar 9.  Kurva standar BSA 
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Gambar 10.  Kurva pertumbuhan Pawan/Tanah(2)/9/3/NM 

  

 

    Gambar 11.  Kurva pertumbuhan Riau/Kayu/9/2/NM 
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Gambar 12.  Kurva pertumbuhan Riau/Sludge/9/1/LB 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 13.  Kurva produksi Pawan/Tanah(2)/9/3/NM 
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Gambar 14.  Kurva produksi Riau/Kayu/9/2/NM 
 
 

 
 
Gambar 15.  Kurva produksi Riau/Sludge/9/1/LB 
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Tabel 1 

Hasil pengukuran indeks xilanolitik menggunakan 
metode modifikasi Kouker dan Jaeger (1986: 211) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan : 

Pawan/Tanah(2)/9/3/NM = sampel Pawan dari tanah (ke-2) pH 9 
no.3 medium isolasi Nakamura 

Riau/Kayu/9/2/NM = sampel Riau dari kayu pH 9 no. 2 
medium isolasi Nakamura 

Riau/Sludge/9/1/LB = sampel Riau dari lumpur pH 9 no.1 
medium isolasi Luria Bertani 

No Kode Isolat IAX 

1 Pawan/Tanah(2)/9/3/NM 3,095 

2 Riau/Kayu/9/2/NM 0,955 

3 Riau/Sludge/9/1/LB 0,91 

4 Riau/Kayu/9/3/10-2/NM 0,88 

5 Riau/Sludge/9/2/LB 0,86 

6 Riau/Kayu/9/1/NM 0,71 

7 Riau/Sludge/9/1/NM 0,6 

8 Riau/Sludge/9/3/LB 0,52 

9 Riau/Air(3)/9/3/NM 0,515 

10 Riau/Kayu/9/2/10-2/NM 0,463 

11 Riau/Sludge/9/1/10-2/NM 0,375 

12 Riau/Kayu/9/1/10-2/NM 0,25 

13 Pawan/Tanah(1)/9/1/NM 0,225 

14 Riau/Air(2)/9/2/NM 0,19 

15 Riau/Air(3)/9/2/NM 0,15 

16 Riau/Air(2)/9/1/NM 0,148 

17 Pawan/Tanah(2)/9/2/NM 0,13 

18 Pawan/Tanah-Air(1)/9/NM 0,11 
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Riau/Kayu/9/3/10-2/NM = sampel Riau dari kayu pH 9 no.3 isolasi 
dengan pengenceran 10-2 dan 
menggunakan medium Nakamura 

Riau/Sludge/9/2/LB = sampel Riau dari lumpur ph 9 no. 2 
medium isolasi Luria Bertani 

Riau/Kayu/9/1/NM = sampel Riau dari kayu pH 9 no. 1 
medium isolasi Nakamura 

Riau/Sludge/9/1/NM = sampel Riau dari lumpur pH 9 no. 1 
medium isolasi Nakamura 

Riau/Sludge/9/3/LB = sampel Riau dari lumpur pH 9 no. 3 
medium isolasi Luria Bertani 

Riau/Air(3)/9/3/NM = sampel Riau dari air (ke-3) pH 9 no. 3 
medium isolasi Nakamura 

Riau/Kayu/9/2/10-2/NM = sampel Riau dari kayu pH 9 no. 2 isolasi 
dengan pengenceran 10-2 dan medium 
Nakamura  

Riau/Sludge/9/1/10-2/NM = sampel Riau dari lumpur pH 9 no. 1 
isolasi dengan pengenceran 10-2 dan 
medium Nakamura 

Riau/Kayu/9/1/10-2/NM = sampel Riau dari kayu pH 9 no. 1 isolasi 
dengan pengenceran 10-2 dan medium 
Nakamura 

Pawan/Tanah(1)/9/1/NM = sampel Pawan dari tanah (ke-1) pH 9 
no. 1 medium isolasi Nakamura 

Riau/Air(2)/9/2/NM = sampel Riau dari air (ke-2) pH 9 no. 2 
medium isolasi Nakamura 

Riau/Air(3)/9/2/NM = sampel Riau dari air (ke-3) pH 9 no. 2 
medium isolasi Nakamura 

Riau/Air(2)/9/1/NM = sampel Riau dari air (ke-2) pH 9 no. 1 
medium isolasi Nakamura 

Pawan/Tanah(2)/9/2/NM = sampel Pawan dari tanah (ke-2) pH 9 
no. 2 medium isolasi Nakamura 

Pawan/Tanah-Air(1)/9/NM = sampel Pawan dari campuran tanah dan 
air (ke-1) pH 9 medium isolasi 
Nakamura  
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            Tabel 2 

     Variasi konsentrasi kurva standar xilosa 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 
Konsentrasi stok xilosa 10mg/ml. 
 

 

 

 

 

 

 

 

Konsentrasi 
(mg/ml) 

Stok xilosa (µl) Dapar Tris-HCl (μl)

0 0 1000 

0,1 10 990 

0,2 20 980 

0,3 30 970 

0,4 40 960 

0,5 50 950 

0,6 60 940 

0,7 70 930 

0,8 80 920 

0,9 90 910 

1 100 900 
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Tabel 3 

    Absorbansi xilosa dalam berbagai konsentrasi 
   (kurva standar xilosa) pada λ 540 nm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Konsentrasi xilosa (mg/ml) 

 
Absorbansi (λ 540 nm) 

 

 

0,1 0,019 

0,2 0.040 

0,3 0,099 

0,4 0,140 

0,5 0,253 

0,6 0,291 

0,7 0,398 

0,8 0,471 

0,9 0,530 

1 0,621 
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Tabel 4 

Variasi konsentrasi kurva standar BSA,  
konsentrasi stok BSA 0,3 mg/ml 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Konsentrasi 
(mg/ml) Stok xilosa (µl) Dapar Tris-HCl (μl)

0 0 1000 

0,03 10 990 

0,06 20 980 

0,09 30 970 

0,12 40 960 

0,15 50 950 

0,18 60 940 

0,21 70 930 

0,24 80 920 

0,27 90 910 

0,3 100 900 
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Tabel 5 

Absorbansi BSA dalam berbagai konsentrasi  
(kurva standar BSA) pada λ 595 nm 

 
 

 
Konsentrasi BSA (mg/ml) 

 
Absorbansi (λ 595 nm) 

0,1 0,003 
0,2 0,043 
0,3 0,049 
0,4 0,071 
0,5 0,097 
0,6 0,099 
0,7 0,141 
0,8 0,143 
0,9 0,188 
1 0,195 

 

Tabel 6 

   Data jumlah koloni dari isolat Riau/Kayu/9/2/NM, Pawan/Tanah(2)/9/3/NM,  
   dan Riau/Sludge/9/1/LB dengan metode TPC 
 

Jam 
ke- 

Σ (108) CFU/ml 

Pawan/Tanah(2)/9/3/NM 

Σ (108) CFU/ml 

Riau/Kayu/9/2/NM 

Σ (108) CFU/ml 

Riau/Sludge/9/1/LB  

0 1,36 0,64 0,80 

4 1,71 0,83 1,03 

8 0,78 1,36 0,64 

12 1,44 2,17 1,47 

16 3,30 1,35 1,78 

20 0,63 1,42 0,73 

24 0,12 0,94 0,23 

28   0,78 0,38 

32   0,59   

Penapisan Dan..., Eva Oktarina, FMIPA UI, 2008

 
 
 

 



66 
   

  

Tabel 7 

Data aktivitas xilanase, kadar protein dan aktivitas spesifik 
     isolat Pawan/Tanah(2)/9/3/NM 

 
 

Jam ke- Aktivitas enzim  
(U/ml) 

Kadar protein  
(mg/ml) 

Aktivitas spesifik 
(U/mg) 

 
0 

 
0,540 ± 0,060  

 
0,059 ± 0.022 

 
9,148 

4 0,579 ± 0,044 0,075 ± 0.021 7,756 

8 0,318 ± 0,033 0,074 ± 0.012 4,323 

12 0,463 ± 0,017 0,057 ± 0.018 8,145 

16 0,917 ± 0,093 0,084 ± 0.016 10,973 

20 0,782 ± 0,044 0,083 ± 0.013 9,468 

24 0,733 ± 0,087 0,083 ± 0.006 8,831 
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Tabel 8 

Data aktivitas xilanase, kadar protein dan aktivitas spesifik 
     isolat Riau/Kayu/9/2/NM 

 

Jam ke- 
Aktivitas enzim  

(U/ml) 
Kadar protein  

(mg/ml) 
Aktivitas spesifik 

(U/mg) 

 
0 
 

 
0,048 ± 0,020 

 

 
0,382 ± 0,049 

 

 
0,126 

 
4 0,280 ± 0,121 0,586 ± 0,091 0,477 

8 5,615 ± 0,326 0,566 ± 0,022 9,914 

12 6,773 ± 0,077 0,571 ± 0,095 11,855 

16 7,275 ± 0,385 0,515 ± 0,038 14,138 

20 7,545 ± 0,329 0,547 ± 0,025 13,802 

24 8,529 ± 0,093 0,603 ± 0,003 14,153 

28 8,269 ± 0,521 0,731 ± 0,111 11,311 

32 1,341 ± 0,110 1,755 ± 0,032 0,764 

 

 

 

 

 

 

 

 

Penapisan Dan..., Eva Oktarina, FMIPA UI, 2008

 
 
 

 



68 
   

  

Tabel 9 

Data aktivitas xilanase, kadar protein dan aktivitas spesifik 
     isolat Riau/Sludge/9/1/LB 

 
 

Jam ke- 
Aktivitas enzim  

(U/ml) 
Kadar protein  

(mg/ml) 
Aktivitas spesifik 

(U/mg) 

 
0 0,492 ± 0,000 0,812 ± 0.067 0,606 

4 0,405 ± 0,077 0,810 ± 0.069 0,500 

8 0,222 ± 0,044 0,739 ± 0.119 0,300 

12 0,328 ± 0,067 0,746 ± 0.128 0,440 

16 0,917 ± 0,073 0,779 ± 0.084 1,177 

20 1,283 ± 0,060 0,836 ± 0.084 1,534 

24 0,096 ± 0,044 0,774 ± 0.027 0,125 

28 0,212 ± 0,093 0,693 ± 0.097 0,306 
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Lampiran 1 
 

Pembuatan larutan dan bahan untuk aktivitas dan kadar protein xilanase 

 
 
 Substrat xilan oat spelt 1% dalam dapar Tris-HCl 50 mM pH 9 

diperoleh dengan melarutkan xilan sebanyak 1,0 g dalam 100 ml larutan 

dapar Tris-HCl.  Larutan dipanaskan hingga mendidih pada hot plate 

magnetic stirrer.  Larutan kemudian didinginkan dan diaduk selama satu 

malam. 

 Larutan dinitro asam salisilat (3,5 Dinitro Salicylic acid), dibuat dengan 

cara menimbang 10 g DNS, 10 g NaOH, dan 2 g fenol, lalu melarutkannya ke 

dalam 250 ml air mili-Q.  Larutan tersebut selanjutnya disebut larutan A.  

Larutan B dibuat dengan cara menimbang 400 g garam Rochell (K-Na 

tartrate) dan 0,5 g natrium sulfit lalu melarutkannya ke dalam 250 ml air mili-

Q.  Larutan A dan B dimasukkan ke dalam labu ukur 1 l, kemudian kedua 

larutan tersebut ditambahkan volumnya dengan air mili-Q hingga 1 l dan 

dihomogenkan. 

 Pereaksi Bradford dibuat dengan 100 mg Coomassie Brilliant Blue G- 

250 ditambah 50 ml etanol 95%, kemudian ditambahkan dengan 100 ml 

asam fosfat 85%, volume ditepatkan menjadi 1 l. 
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Lampiran 2 

Pengukuran aktivitas xilanase dengan metode 
   Bailey (1992: 261) yang dimodifikasi 

 

Pereaksi Sampel (µl) Kontrol (µl) Blanko (µl) 
Substrat (oat spelt xylan 
1% dalam 50 mM dapar 
Tris-HCl) 

630 630 630 

Enzim kasar 70 - - 
Diinkubasi pada suhu 55º C selama 5 menit. 

Dapar 50 mM Tris-HCl - - 70 
DNS 750 750 750 
Enzim kasar - 70 - 

Diinkubasi selama 5 menit dalam air mendidih kemudian 
didinginkan hingga mencapai suhu ruang. 

Disentrifugasi pada 5000 rpm, 15 menit, dan 20º C. 
Diukur absorbansinya pada λ 540 nm. 
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Lampiran 3 

Penghitungan generation time 

Rumus generation time, berdasarkan Pelczar dan Chan (1986: 102):  

    t 
    G =   
      3,3 log (b/B) 
 
Keterangan: 
G = Generation time 
t = interval waktu 
B = populasi awal 
b = populasi pada waktu-t 
3,3 = nilai konversi 
 
 
Isolat Pawan/Tanah(2)/9/3/NM 
 
G =              8 
  3,3 log (3,30 x 108/0,78 x 108) 
  

= 3,870 jam 
 
 
Isolat Riau/Kayu/9/2/NM 
 
G =              12 
  3,3 log (2,17 x 108/0,64 x 108) 
  

= 6,857 jam 
 
 
Isolat Riau/Sludge/9/1/LB 
 
G =              8 
  3,3 log (1,78 x 108/0,64 x 108) 
  

= 5,457 jam 
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