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ABSTRACT

Isolation and Identification of Xylanase Producing Bac-
teria and Characterization of Its Enzyme Properties. Nur
Richana, Tun T. Irawadi, Anwar Nur, and Khaswar
Syamsu. Xylanase is an extracellular enzyme produced by
microorganisms. This enzyme is able to hydrolise xylane
(hemicellulose) to produce xylooligosaccharide and xylose.
Thermoalkaliphilic xylanase is an agent that can be used as
a substitute in the pulp whitening process instead of chlor-
ine. A study was done to isolate, identificate of bacteria and
characterize xylanase. The isolation of xylanase producing
bacteria has been done from soil and waste of starch indus-
try. Colonies which produced clearing zone were presumed
as xylanolytic bacteria and chosen for further screening.
Identification of potential isolate in xylanase production was
done using 16S ribosomal RNA sequencing. Isolate Bacillus
pumilus RXA-III5 originated from lime or alkaline soil was
more potential isolate in xylanase production than other 24
isolates. Precipitation of xylanase, that was done using
ammonium sulphate followed by dialyzes produced xylana-
se of a higher specific activity (267.1 U.mg") than that using
acetone (131.1 U.mg') and ethanol (186.65 U.mg"). Xylana-
se was done at purification produced three fractions of xyla-
nase. Xylanase characteristics consist of pH and tempera-
ture (9 and 50°C), K., and V, . value 6 mg.ml! and 0.2
mol.minute™, respectively. The Fe** was the strongest active-
tor and Mg?* was the strongest inhibitor activity. This enzyme
was detected as a cellulose-free xylanase. Xylanase is a
prospective agent for bio-bleaching of paper.
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PENDAHULUAN

Xilanase merupakan enzim ekstraseluler yang
dapat menghidrolisis xilan (hemiselulosa) menjadi
xilo-oligosakarida dan xilosa. Xilanase dapat dihasil-
kan oleh mikroba melalui proses fermentasi. Aplikasi
xilanase untuk industri di antaranya untuk industri pa-
ngan, pakan, dan pemutih bubur kertas/pulp. Penggan-
tian penggunaan klor dengan enzim xilanase untuk pe-
mutihan pulp telah memberikan peluang untuk apli-
kasi bioteknologi dan sekarang telah digunakan pada
beberapa pabrik kertas (Bourbonnais et al. 1997, Beg
et al. 2000).

Hak Cipta © 2008, BB-Biogen

Xilanase dapat dihasilkan oleh mikroba melalui
proses fermentasi, yang biasanya dihasilkan oleh bak-
teri atau khamir. Untuk pembuatan kertas diperlukan
xilanase yang bersifat termostabil dan tahan pada pH
alkali. Xilanase komersial untuk proses pemutihan
pulp telah mulai dipasarkan. Namun demikian semua
enzim komersial ini masih belum memenuhi kriteria
ideal yang dibutuhkan untuk aktivitas enzimatik yang
diperlukan, yaitu aktivitas optimum pada pH 10 dan
suhu lebih dari 90°C (Kulkarni dan Rao 1996). Oleh ka-
rena itu, masih diperlukan upaya untuk mencari galur
mikroba unggul yang tahan pada pH dan suhu tinggi
(alkalofilik termofilik), atau setidaknya tahan pada pH
tinggi.

Upaya pemanfaatan enzim dari mikroba poten-
sial hasil isolasi diperlukan pengetahuan mengenai ka-
rakteristik dari enzim yang dihasilkan. Pencirian suatu
enzim di laboratorium, dilakukan dengan menetap-
kan kinetika enzim, nilai K, V..., dan aktivitas terting-
gi. Untuk maksud tersebut serangkaian percobaan di-
lakukan pada suhu dan pH tetap dan menggunakan
substrat yang sesuai. Aktivitas enzim dipengaruhi oleh
konsentrat substrat, aktivator, inhibitor spesifik enzim
tertentu, pengaruh senyawa non-spesifik seperti garam
dan bufer, pH, kekuatan ionik, suhu, dan dalam bebe-
rapa kasus dipengaruhi oleh interaksi dengan protein
atau membran (Tucker 1995).

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan iso-
lat bakteri penghasil xilanase serta mengetahui karak-
ter enzim xilanase yang dihasilkan. Karakter enzim
meliputi kondisi katalitik (aktivitas) optimum (pH dan
suhu), kinetika enzimatik (K, dan V,,.), kestabilan
enzim, sifat, perilaku inhibisi, dan aktivitasnya, serta
kemampuan xilanase menghidrolisis substrat.

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilakukan di Laboratorium Bioproses,
Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Pascapa-
nen Pertanian, dan Laboratorium Mikrobiologi Balai
Besar Penelitian dan Pengembangan Bioteknologi dan
Sumberdaya Genetik Pertanian. Isolasi bakteri dari
contoh tanah dilakukan dengan mengacu pada peneli-
tian Nakamura et al. (1993). Komposisi media cair un-
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tuk satu liter adalah 0,1 g ekstrak khamir, 0,5 g polipep-
ton, 0,1 g K,HPO,, 0,02 g MgSO, 7H,O dan 0,1 g oat
spelt xylan (Sigma). Media diatur pada pH 9,5 dengan
menambahkan Na,CO; 1%. Konsentrasi inokulan yang
digunakan sebanyak 10%. Inkubasi dilakukan dengan
agitasi 150 rpm pada suhu 30-38°C selama 3 hari. Se-
leksi koloni bakteri penghasil xilanase dilakukan seca-
ra bertahap berdasarkan zona bening yang dihasilkan
di sekeliling koloni pada media padat di petridish yang
bersifat alkali. Tahapan ini merupakan langkah awal
untuk mengetahui apakah isolat tersebut dapat men-
degradasi substrat (xilan) pada media partumbuhan-
nya. Apabila mampu mendegradasi dengan terbentuk-
nya zona bening di sekeliling koloni maka isolat dinya-
takan menghasilkan xilanase. Pada tahap ini seleksi
untuk masing-masing isolat diulang tiga kali.

Pengujian selanjutnya dilakukan dengan cara
menumbuhkan koloni bakteri dari masing-masing iso-
lat pada media cair. Hal ini dimaksudkan untuk me-
ngetahui tingkat kemampuan isolat bakteri dalam
menghasilkan xilanase. Media cair yang digunakan
memiliki komposisi sama dengan media untuk isolasi,
sebanyak 50 ml dalam erlemeyer. Setelah panen bebe-
rapa pengamatan dilakukan, yaitu bobot biomassa,
kandungan protein terlarut dan aktivitas xilanase.
Peubah yang diukur, yaitu biomassa dengan meng-
ukur kerapatan optik kultur jaringan pada panjang
gelombang 660 nm menggunakan spektrofotometer
double bean Hitachi U2010. Protein terlarut diukur de-
ngan metode Bradford (1976). Aktivitas xilanase di-
ukur dengan uji kemampuan enzim menghidrolisis
xilan menjadi gula reduksi menurut Winterhalter dan
Liebl (1995). Analisis gula reduksi dilakukan dengan
pereaksi DNS (3,5 asam dinitro salisilat) dan berdasar-
kan serapannya pada panjang gelombang 550 nm.
Sebagai pembanding digunakan deret larutan standar
xilosa. Satu unit aktivitas xilanase adalah jumlah enzim
yang dapat menghasilkan gula reduksi (xilosa) seba-
nyak 1 p mol/menit (Kubata et al. 1992).

Identifikasi Bakteri Unggul Penghasil Xilanase

Identifikasi isolat unggul bakteri penghasil xilana-
se dilakukan berdasarkan pada sekuen 16S ribosomal
RNA dengan metode Drancourt et al. (2000). Tahapan
yang dilakukan, yaitu persiapan media, perbanyakan
bakteri, isolasi DNA, amplifikasi 16S-rRNA dengan PCR,
sequencing, dan analisis hasil sequencing. Persiapan
media dilakukan untuk perbanyakan isolat bakteri
RXA-III5, kemudian setelah kultivasi, bakteri dipisah
dengan cara sentrifugasi, kemudian dilakukan isolasi
DNA genom menurut metode Marmur dan Doty
(1961). Setelah diperoleh DNA genom, kemudian di-
amplifikasi 16S-rRNA dengan PCR. Primer 16S-rRNA

adalah subunit ribosom yang dapat digunakan sebagai
penanda, pembeda dan sebagai evolutionary marker
pada bakteri. Hasil dari PCR kemudian disequencing
dengan metode Altschul et al. (1997). Hasil sequencing
dibandingkan dengan database 16S-rRNA yang ada di
Bank Gen. Selanjutnya dibuat pohon filogenetik de-
ngan program Neigbor dari web Angis (Australian
National Genetic Information Systern).

Pengendapan dan Pemurnian Enzim

Produksi xilanase dari isolat bakteri terpilih dan
telah diidentifikasi, dilakukan pada media cair dengan
komposisi sama dengan media untuk isolasi. Fermen-
tasi dihentikan setelah 48 jam dan dilanjutkan dengan
pemisahan biomassa bakteri dari cairan Kkultivasi
(broth) dengan sentrifugasi (kecepatan 4.000 rpm). Se-
mua tahapan dilakukan pada kondisi suhu 4°C. Super-
natan hasil kultivasi yang telah dipisahkan dari bio-
massa, kemudian diendapkan dengan amonium sulfat
sampai tingkat kejenuhan 80% jenuh. Endapan didiali-
sis bufer fosfat 50 mM, pH 7, selama 15 jam pada suhu
4°C (Lin et al. 1999). Bufer dites dengan meneteskan di
larutan BaCl, sampai tidak menghasilkan warna putih,
apabila masih putih maka bufer diganti. Hasil dialisis
dimurnikan menggunakan alat preparative electro-
phoresis Prepcell 491 (Biorad). Native-PAGE (non
SDS_PAGE) digunakan untuk menghilangkan protein
kontaminan (Nakamura et al. 1993). Pemurnian dalam
gel dengan alat ini memerlukan waktu 8 jam, dengan
kuat arus 40 mA (12 watt constant power). Hasil pe-
murnian berupa fraksi xilanase dikumpulkan dengan
fraction collector. Setiap fraksi diuji aktivitas enzimnya
berdasarkan kemampuan xilanase dalam menghidro-
lisis xilan.

Penentuan Aktivitas dan Stabilitas Enzim pada pH
dan Suhu Optimum

Penentuan aktivitas dan stabilitas xilanase pada
pH dan suhu optimum dilakukan menurut Ratakha-
nokchai et al. (1999). Untuk mengetahui pH aktivitas
optimum xilanase dilakukan uji terhadap enzim kasar
hasil dialisis dengan menggunakan DNS. Kondisi pH
katalitik optimum diperoleh dengan melarutkan enzim
dalam bufer masing-masing dengan pH 4,0-11, serta
masa inkubasi 30 menit dan suhu 50°C. Bufer yang di-
gunakan, yaitu bufer asetat (pH 4-5), bufer fosfat (pH
6-7), bufer tris-HCI (pH 8), bufer karbonat (pH 9-11).
Menurut Eisenthal dan Danson (1991), pemilihan bufer
didasarkan pada pertimbangan kisaran pH yang di-
inginkan. Stabilitas bufer berhubungan dengan sub-
strat, kofaktor, kekuatan ion, dan kondisi bebas konta-
minan. Pengaruh pH terhadap stabilitas xilanase, dike-
tahui dengan menginkubasikan enzim tersebut pada
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bufer yang sama, dan pada suhu 4°C selama 0, 18, dan
24 jam. Inkubasi untuk kestabilan suhu dilakukan pada
selang suhu 40-70°C selama 5, 10, dan 15 menit pada
pH 9. Aktivitas sisa xilanase diukur dengan metode
standar menurut Ratakhanokchai et al. (1999).

Penentuan K, dan V,;

Nilai V,,. dan K, dari xilanase diperoleh dari uji
hidrolisis dengan substrat xilan pada interval konsen-
trasi 0-2% (b/v). Xilosa yang terbentuk diukur dengan
metode pengukuran aktivitas standar. Penentuan nilai
Vmas dan K ini dilakukan terhadap enzim kasar ber-
dasarkan grafik Lineweaver-Burk (Tucker 1995).

Pengaruh Inhibitor dan Aktivator

Pengujian pengaruh logam terhadap aktivitas en-
zim dilakukan dengan menginkubasi cairan enzim ka-
sar dengan ion logam dan senyawa lain pada konsen-
trasi akhir 0,1-10 mM. lon logam berat yang dicobakan
adalah Co**, Cu®**, Fe®*, Mn?**, Ag**, dan ion Zn?*, Mg*",
Ca?*, Na*, pada konsentrasi 2,0; 4,0; dan 10,0 mM da-
lam persenyawaan garamnya. EDTA konsentrasinya
ditetapkan 0,1; 0,2; dan 0,5 mM. Pada penelitian juga
diperiksa pengaruh hasil hidrolisis oleh enzim yang
berupa gula-gula reduksi. Senyawa yang dimaksud
adalah glukosa, maltosa, dan sukrosa yang ditetapkan
konsentrasinya sebesar 2, 4, dan 10 mM. Inkubasi dila-
kukan selama 30 menit pada suhu 50°C dan aktivitas
enzim diukur dalam kondisi standar. Tingkat inhibisi/
aktivasi relatif ditentukan dengan perbandingan dalam
persen antara aktivitasnya dengan inhibitor/aktivator
terhadap aktivitas enzim tanpa inhibitor/aktivator.

Kemampuan Enzim Kasar Mendegradasi
Substrat Spesifik

Untuk mengetahui kemampuan enzim Kkasar
mendegradasi beberapa substrat spesifik dilakukan
dengan menginkubasi enzim kasar dengan substrat-
nya yaitu oat spelt xylan, xilan tongkol jagung, carboxy-
methyl cellulose (CMC), dan avicel. Sebanyak 1 ml
enzim kasar ditambahkan 5 ml larutan substrat (1 g)
diinkubasi selama 16 jam pada suhu 37°C pH 9 (Dung
et al. 1993).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Isolasi Bakteri Penghasil Xilanase

Pengujian isolasi bakteri menghasilkan 25 koloni
yang mampu tumbuh pada media xilan dan dapat
menghasilkan zona bening, dengan diameter lebih
dari 3 mm. Isolasi bakteri yang dilakukan berasal dari
tanah tempat pembuangan limbah tapioka (onggok)
dengan pH asam dan tanah berkapur dengan pH lebih
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dari 7. Maksud penggunaan tanah berkapur dengan pH
tinggi adalah agar diperoleh isolat yang mampu tum-
buh pada media yang memiliki pH 7 atau lebih. Pada
umumnya isolat bakteri yang dihasilkan mempunyai
kemampuan tumbuh tidak jauh dari habitatnya. Seper-
ti halnya hasil penelitian Saha (2002), isolasi mikroba
penghasil xilanase yang berasal dari limbah jagung
(silase) dengan pH kurang dari 7 menghasilkan xilan-
ase yang stabil pada pH 5-7,5.

Pengamatan kepekatan optik pada akhir pem-
biakan berkisar antara 0,288-1,249 (Tabel 1) menun-
jukkan bahwa ada perbedaan kemampuan setiap iso-
lat untuk memperbanyak diri pada kondisi yang diuji-
kan. Isolat yang mampu tumbuh dengan baik mem-
berikan indikasi bahwa bakteri tersebut mampu me-
manfaatkan satu-satunya sumber karbon dalam media
pertumbuhan, yaitu xilan. Dengan demikian produksi
enzim akan lebih baik jika menggunakan isolat-isolat
yang mampu tumbuh dengan baik pada substrat yang
diinduksi dengan xilan tersebut.

Kandungan protein hasil kultivasi dari isolat bak-
teri berkisar antara 0,187-0,355 mg/ml. Dari beberapa
isolat tersebut ternyata kandungan protein tidak jauh
berbeda. Protein yang tinggi diduga menunjukkan en-
zim yang tinggi pula, namun enzim yang terbentuk be-
lum dapat dipastikan merupakan xilanase. Untuk me-
ngetahui protein tersebut adalah xilanase maka perlu
diketahui aktivitas xilanasenya. Hubungan antara akti-
vitas xilanase dan protein yang dihasilkan dinyatakan
dengan aktivitas spesifik.

Hasil pengukuran aktivitas xilanase pada bebera-
pa isolat uji menunjukkan bahwa aktivitas enzim te-
rendah sebesar 0,051 U/ml. Hasil tertinggi ditunjukkan
oleh isolat RXA-I5, yaitu 12,430 U/ml. Aktivitas spesifik
xilanase yang dihasilkan berkisar antara 0,22-41,579
U/mg protein, aktivitas tertinggi dicapai oleh isolat
RXA-III5. Aktivitas enzim yang tinggi tidak selalu diikuti
dengan aktivitas spesifik yang tinggi, demikian pula
sebaliknya.

Hasil penelitian ini cukup berpotensi dibanding-
kan dengan penelitian lainnya, seperti Dung et al
(1993) yang melaporkan bahwa aktivitas spesifik xilan-
ase dari Aeromonas caviae W-61 ialah 1,87 U/mg pro-
tein, sedangkan Kubata ef al. (1995) mengemukakan
aktivitas spesifik xilanase A. caviae ME-1 ialah 8 U/mg
protein. Demikian juga Park et al. (1992) melaporkan
aktivitas spesifik xilanase dari Bacillus sp. YC-335 ialah
1,65 U/mg protein. Namun demikian, hasil penelitian
ini masih lebih rendah dibandingkan dengan peneliti-
an Nakamura et al. 1993, yaitu aktivitas spesifik xilan-
ase dari Bacillus sp. 41M-1 sebesar 86,1 U/mg protein.
Berdasarkan hasil pengamatan kepekatan optik, pro-
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Tabel 1. Kepekatan optik, kandungan protein, aktivitas enzim, dan aktivitas spesifik dari beberapa isolat bakteri penghasil

xilanase.
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Aktivitas enzim (U/ml)

Aktivitas spesifik (U/mg protein)

27

No. Isolat bakteri Kepekatan optik ~ Protein (mg/ml)
1. RXON-1 0,981+0,127 0,231+0,007
2. RXON-2 0,931+0,089 0,198+0,014
3. RXON-3 1,021+0,277 0,187+0,011
4. RXON-4 0,897+0,013 0,234+0,017
5. RXON-5 0,931+0,156 0,219+0,003
6. RXA-11 0,288+0,098 0,311+0,004
7. RXA-12 0,402+0,092 0,311+0,005
8. RXA-I3 0,397+0,096 0,332+0,004
9. RXA-l4 0,664+0,123 0,290+0,002

10. RXA-I5 0,376+0,051 0,338+0,001

11. RXA-16 0,329+0,045 0,298+0,003

12. RXA-17 0,502+0,156 0,301+0,007

13. RXA-I18 0,589+0,129 0,302+0,002

14. RXA-19 0,337+0,040 0,281+0,001

15. RXA-II1 0,528+0,117 0,297+0,002

16. RXA-114 0,654+0,158 0,264+0,005

17. RXA-II5 1,249+0,198 0,289+0,001

18. RXA-II1 1,013+0,198 0,332+0,001

19. RXA-III2 0,894+0,167 0,313+0,001

20. RXA-IN3 0,931+0,078 0,270+0,002

21. RXA-Il4 0,991+0,136 0,305+0,001

22. RXA-III5 0,857+0,079 0,306+0,001

23. RXA-Ill6 1,017+0,027 0,262+0,001

24. RXA-IN7 0,876+0,035 0,294+0,002

25. RXA-III8 0,742+0,071 0,355+0,001

0,051+0,104 0,464+0,065
4,468+0,394 22,552+0,381
5,546+0,241 29,751+3,087
5,546+0,578 23,853+4,200
0,198+0,013 0,907+0,072
2,917+0,662 9,385+1,024
0,734+0,662 2,347+1,095
2,449+0,882 7,363+0,256
1,670+0,662 5,741+0,226
12,430+0,882 36,719+2,529
1,826+0,882 8,105+1,883
3,697+0,882 12,363+1,232
2,449+0,882 8,105+1,883
2,761+0,441 9,825+0,520
1,826+0,882 6,141+0,941
2,761+0,441 10,467+1,477
3,385+0,323 11,729+1,558
1,826+0,882 5,506+1,649
0,890+0,441 2,842+0,396
3,385+0,441 12,510+1,533
2,449+0,441 8,032+0,446
11,182+0,882 41,579+1,794
1,046+0,662 3,987+0,504
0,422+0,221 1,189+0,743
0,110+0,221 0,464+0,065

ON = onggok (asam), A = tanah Alkali, | = pH tanah 7,67, |l = pH tanah 6,98, Il = pH tanah 7,89.

tein, aktivitas xilanase, dan aktivitas spesifik pada
Tabel 1, diperoleh isolat yang potensial, yaitu RXA-III5.

Identifikasi Isolat Bakteri Unggul Penghasil
Xilanase

Identifikasi dilakukan dengan metode identifikasi
berdasarkan urutan 16S-rRNA. Alasan yang digunakan
untuk memanfaatkan urutan 16S-rRNA ini adalah ka-
rena molekul rfRNA mengandung urutan yang sangat
konservatif secara evolusi. Daerah yang sangat konser-
vatif dapat digunakan sebagai situs pelekatan primer
sehingga dapat diamplifikasi secara in vitro dengan
PCR. Dengan cara ini kita dapat mempelajari adanya
keragaman genetik dari suatu lingkungan lebih detil
karena mikroba yang tidak dapat dikulturkan pun da-
pat diperoleh gen 16S-rRNA-nya. Urutan yang lebih
konservatif dapat digunakan untuk menghasilkan po-
hon filogenetik yang lebih diskriminatif sehingga dapat
membagi organisme ke dalam tiga domain, yaitu
Archaea, Bacteria, dan Eucarya. Urutan yang lebih be-
ragam dari molekul 16S-rRNA sangat cocok untuk
membedakan suatu organisme ke dalam taksa yang
lebih rendah seperti genus dan spesies. Urutan 165-
rRNA ini juga menyediakan data yang secara statistik
cukup valid (Amann et al. 1995). Di samping itu, me-
nurut Han et al. (2002) identifikasi dengan menggu-
nakan metode ini lebih cepat dibandingkan dengan
metode medium sintetik. Untuk metode mengguna-

kan 16S-rRNA hanya memerlukan waktu 3 hari se-
dangkan dengan medium sintetik waktu yang diper-
lukan lebih dari 8 minggu.

Hasil sequencing isolat bakteri RXA-III5 disajikan
pada Gambar 1. Berdasarkan hasil analisis urutan 16S-
rRNA, isolat ini termasuk ke dalam genus Bacillus dan
mempunyai kedekatan dengan Bacillus purnilus pada
nilai 769 bits (388), dengan identitas 388/388 (100%).
Menurut taksonomi, pernyataan sebagai bakteri
adalah 100 bits, sebagai Bacillaceae 90 bits, sebagai
Bacillus 86 bits, dan sebagai B. pumnilus 59 bits. Angka
ini tertinggi dibandingkan dengan Bacillus lain, yaitu
antara 1-7 bits. Berdasarkan pohon filogenetiknya,
isolat RXA-III5 mempunyai jarak yang terdekat dengan
B. pumilus 2 (Gambar 2). Dengan demikian, isolat
bakteri RXA-III5 mendekati B. pumnilus.

Pengendapan dan Pemurnian Enzim Xilanase

Pengendapan menyebabkan aktivitas spesifik
meningkat. Hasil aktivitas spesifik dari perlakuan peng-
endapan amonium sulfat dilanjutkan dengan dialisis,
yaitu 25105,5 U/ml, dengan tingkat kemurnian 2,35 kali
(Tabel 2).

Ekstrak kasar xilanase yang diperoleh dari pe-
ngendapan amonium sulfat kemudian didialisis, selan-
jutnya dimurnikan secara elektroforesis preparatif
menggunakan tubular polyacrylamide gel, Prep Cell
model 491 (Bio-rad) pada kondisi suhu 4°C. Dari hasil
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Gambar 1. Hasil sequencing isolat bakteri RXA-II15.
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Gambar 2. Kedudukan taksonomi isolat bakteri RXA-I115 berdasarkan pohon filogenetiknya.

Tabel 2. Pemurnian xilanase dari Bacillus pumilus RXA-I115.

Taha Volume (ml) Protein Total Aktivitas Total  Aktivitas spesifik Kemurnian  Perolehan Kembali
P (mg/ml) (U/ml) (U/mg)) (Kali) (%)
Supernatan 1.000 465 52.871 113,70 1 100
Pengendapan-dialisis 25 94,00 25.105,50 267,10 2,35 47,48
Fraksi | 15 2,19 1.839,30 838,54 7,38 3,48
Fraksi Il 35 11,80 7.626,50 1.490,73 13,11 14,42
Fraksi Il 15 3,08 2.145,75 697,16 6,13 4,06
* Fraksi I, 1l, dan Il hasil pemurnian dengan Prep Cell dari Crude-dialisis.

pemurnian diperoleh 3 fraksi positif yang menunjuk-
kan 3 puncak protein (pada kerapatan optik 280 nm)
dan 3 puncak aktivitas xilanase yang hampir berimpit
(Gambar 3). Selama pergerakan protein di dalam gel
poliakrilamid, enzim-enzim terpisahkan berdasarkan
muatan dan ukuran molekul akibat perbedaan poten-

sial listrik pada kedua ujung gel. Pemurnian dalam gel
dengan alat ini memerlukan waktu kurang lebih 8 jam
dengan arus sebesar 40 mA.

Pemurnian dengan Prep Cell, menghasilkan ting-

kat kemurnian dari ketiga kelompok fraksi berturut-
turut adalah 7,38; 13,11; dan 6,13 kali dibandingkan
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dengan supernatannya. Hasil pemurnian untuk fraksi II
(13,11 kali) lebih tinggi dibandingkan dengan hasil
pemurnian dalam penelitian Araki et al. (1999) yang
menghasilkan kemurnian enzim 11 kali dengan cara
pemurnian yang sama. Hasil perolehan kembali
(recovery) dalam penelitian ini sebesar 3,48; 14,42; dan
4,06% dengan total perolehan kembali 21,96%.

Hasil pemurnian ini tidak jauh berbeda dengan
hasil pemurnian xilanase dari Bacillus sp. alkalifilik
menggunakan kolom Sephadex G-75 yang dilakukan
oleh Gessesse dan Mamo (1999), yang mencapai ke-
murnian 13,5 untuk Xyl A dan 9,5 Xyl B, dengan per-
olehan kembali 13,6 dan 0,6%. Demikian juga hasil
penelitian Kubata et al. (1995) pada pemurnian xilan-
ase dari Aeromonas caviae ME-ldengan mengguna-
kan tiga cara, yaitu Sephadex G-75, kolom Toyo-Pearl
HW-55, dan kolom Mono-Q HPLC yang menghasilkan
kemurnian berturut-turut 8, 11, dan 25 kali. Hasil pene-
litian Nakamura et al. (1993) pada pemurnian xilanase
dari Bacillus sp. 41M-1 alkalifilik menggunakan HPLC
kolom Toyo-Pearl 650 M mendapatkan perolehan
kembali mencapai 15,3%.

Aktivitas enzim 250 (U/ml)
OD 280 nm

Karakterisasi Xilanase
Penentuan pH dan suhu optimum

Hasil penelitian untuk pH optimum, menunjuk-
kan aktivitas xilanase meningkat dengan meningkat-
nya pH sampai pH 9, kemudian pada pH yang lebih
tinggi aktivitasnya menurun. Aktivitas xilanase pada pH
5 adalah 36,54 U/ml, 66,84 U/ml pada pH 6, dan 108,25
U/ml pada pH 9, kemudian aktivitas xilanase meng-
alami penurunan yang tajam (Gambar 4). Kondisi pH
optimum dibutuhkan oleh enzim untuk mengaktifkan
seluruh enzim yang mengikat substrat dan mengubah-
nya menjadi produk. Hasil ini hampir sama dengan
hasil penelitian Nakamura et al. (1994), pada xilanase
dari isolat Bacillus sp. TAR-I alkalofilik dan termofilik
yang memperlihatkan aktivitas xilanase pada kisaran
pH 5-9,5 dan optimum pada pH 9. Semua xilanase dari
bakteri alkalofilik menunjukkan aktivitas dekat titik pH
netral, meskipun aktivitas tertinggi di daerah basa.

Hasil uji suhu optimum xilanase yang dicobakan
pada interval suhu 40-70°C dengan menggunakan DNS
menunjukkan aktivitas xilanase yang meningkat, ke-
mudian menurun. Pada suhu 40°C aktivitas xilanase

—— 0D 280 nm
—=— Aktivitas enzim

T T — 1

60 80 100

Fraksi

Gambar 3. Hasil analisis ekstrak xilanase dengan menggunakan Prep Cell model 491 (Biorad).
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Gambar 4. Aktivitas xilanase dari Bacillus pumilus RXA-1115 pada kondisi pH substrat 4-10.
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Gambar 5. Kurva aktivitas xilanase pada beberapa kondisi suhu.
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Gambar 6. Stabilitas xilanase dari isolat Bacillus pumilus RXA-III5 pada pH 4-10.

36,09 U/ml, kemudian pada suhu 50°C mencapai akti-
vitas xilanase tertinggi, yaitu 142,37 U/ml, kemudian
menurun hingga 48,87 U/ml pada suhu 70°C (Gambar
5).

Kondisi optimum dibutuhkan xilanase untuk
membentuk komplek enzim-substrat pada semua sisi
aktif enzim. Dibandingkan dengan xilanase dari mikro-
ba lain, suhu optimum xilanase masih pada kisaran su-
hu optimum sebagian besar xilanase dari Bacillus sp.
Menurut Sunna dan Antranikian (1997), xilanase dari
Bacillus sp. mempunyai kisaran suhu optimum antara
50-70°C pada pH 6-10. Kulkarni et al. (1995) membukti-
kan bahwa xilanase dari Bacillus sp. NCIM 59 mempu-
nyai suhu optimum 60°C, pH optimum 6. Dhillon dan
Khanna (2000) menunjukkan bahwa xilanase dari B.
circulans AB 16 yang ditumbuhkan pada sekam gan-
dum mempunyai suhu optimum pada 80°C dan pH 6-
7. Menurut Yang et al. (1995), aktivitas xilanase dari
Bacillus sp. VI-4 mencapai optimum pada pH 9 dan su-
hu 55°C. Pada pH yang sama dan suhu 60°C, aktivitas
enzim berkurang 50-20%. Hasil ini sama dengan hasil
penelitian Nakamura et al. (1993) yang menunjukkan
pH optimum xilanase dari Bacillus sp. 41M-1 dicapai

pada pH 9 dan menunjukkan penurunan yang drastis
pada pH 10 dan 11.

Stabilitas xilanase

Kestabilan enzim terhadap kondisi pH dan suhu
adalah kemampuan enzim menjaga konformasinya,
sehingga mampu mempertahankan aktivitasnya pada
kondisi tertentu. Pada Gambar 6, terlihat bahwa xila-
nase pada beberapa pH stabil sampai 18 jam. Namun
demikian, pada pH 8-9 aktivitas lebih tinggi dibanding-
kan pada pH lainnya. Xilanase stabil pada pH 8-9
sampai 18 jam, kemudian aktivitas menurun terutama
untuk pH 8, sedangkan untuk pH 9 sampai 24 jam
masih tinggi dibandingkan pada lainnya. Di samping
itu, dengan masa inkubasi 18 jam dan 24 jam, xilanase
stabil pada kisaran pH 6-9 dengan aktivitas sisa ber-
kisar antara 40,65-58,34%.

Aktivitas xilanase dapat dipertahankan setelah in-
kubasi 10 menit pada suhu 60°C dengan aktivitas sisa
sebesar 55,85%. Pada suhu 70°C selama 15 menit, akti-
vitas menurun tajam hingga tersisa 20,44%. Grafik sta-
bilitas suhu (Gambar 7) menunjukkan bahwa xilanase
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stabil pada suhu 50°C dengan inkubasi 15 menit. Hal
ini ditunjukkan dengan tingginya aktivitas sisa xilanase
yang mencapai 87,04% setelah diinkubasi 50°C selama
15 menit. Rendahnya aktivitas setelah inkubasi pada
suhu tertentu diakibatkan oleh karena berubahnya
konformasi xilanase yang bersifat detrimental sehing-
ga jumlah xilanase yang aktif berkurang.

Demikian juga pada suhu tinggi, substrat dapat
mengalami perubahan konformasi sehingga gugus
reaktifnya tidak dapat lagi atau mengalami hambatan
dalam berikatan dengan sisi aktif enzim (Suhartono,
1989). Hasil penelitian ini hampir sama dengan peneli-
tian Kulkarni et al. (1995) yang menunjukkan xilanase
alkalofilik termofilik dari Bacillus sp. NCIM 59 stabil pa-
da suhu 50°C selama 24 jam dan pada pH 6-8. Menurut
hasil penelitian Dhillon dan Khanna (2000) xilanase
dari B. circulans AB16 stabil pada 60°C, pH 8-9.
Demikian juga hasil penelitian Ratanakhanokchai et al.
(1999), yaitu xilanase dari Bacillus sp. strain K-1 stabil
pada suhu 50°C, tetapi pada suhu 60°C sisa aktivitas
masih mencapai 90%. Hasil lain dari B. thermophilus
T-6 stabil pada suhu 70°C selama 10 menit dan pH 5,5-
6.
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Penentuan K, dan V,_, . xilanase dari Bacillus
pumilus RXA-1115

Karakter utama yang ditentukan dalam mempe-
lajari sifat kinetik enzim adalah kecepatan katalitik
maksimum (V) dan konsentrasi substrat pada saat
kecepatan katalitik mencapai setengah maksimum
(K,). Untuk itu dalam penelitian ini dilakukan uji akti-
vitas xilanase dari B. Pumnilus RXA-III5 menggunakan
substrat xilan dari tongkol jagung dengan konsentrasi
pada interval 0-2% dan menggunakan xilosa sebagai
standar. Pengujian tersebut dilakukan pada kondisi
standar, yaitu pada suhu 50°C dan pH 9. Konstanta
V.as dan K, xilanase ditentukan dengan metode
Lineweaver-Burk. Grafik hubungan Vo dan konsentrasi
substrat disajikan pada Gambar 8. Nilai K, dan V.
diperoleh berdasarkan pemetaan data 1/[S] terhadap
1/Vo menggunakan kurva Lineweaver-Burk dengan
ketentuan:Vo = (V. S)/(K, + S) dan 1/Vo = (K./
Vinaks) (1/S) + (1/V,)- Perpotongan pada sumbu 1/Vo
sebesar 5 x 10° merupakan nilai 1/V,,,., maka V, .
adalah 2 x 10° p mol/menit, sedangkan K_/V, ... dari
hasil linier adalah 3 x 10%, sehingga nilai K., adalah 6
mg/ml.
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Gambar 7. Stabilitas suhu xilanase dari isolat Bacillus pumilus RXA-I115.
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Gambar 8. Kurva Lineweaver-Burk. A = hubungan antara konsentrasi substrat dan kecepatan katalitik, B = hubungan
antara 1/substrat dan 1/kecepatan katalitik (1/Vo = (Kn/Vmaks) (1/S) + (1/Vmaks)-
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Berdasarkan hasil penelitian, diketahui xilanase
dari B. pumilus RXA-III5 memiliki nilai V., sebesar 0,2
mol/menit (menggunakan standar xilosa). Kecepatan
maksimum ini akan berlangsung apabila substrat yang
tersedia berlebih. Konsentrasi substrat yang memberi-
kan kecepatan reaksi sebesar 1/2 nilai V., merupa-
kan nilai K, sebesar 6 mg/ml. Hasil ini setara dengan
0,6% dari substrat oat spelt xylan (Sigma), sehingga
untuk mendapatkan kecepatan maksimum reaksi ka-
talis enzim dibutuhkan konsentrasi substrat lebih dari
12 mg/ml. Dengan mengetahui nilai K, dan V_,,, suatu
enzim maka dapat dilakukan optimalisasi penggunaan
enzim tersebut sebagai biokatalisator reaksi pemecah-
an substrat menjadi produk.

Hasil K, dalam penelitian ini tidak berbeda de-
ngan hasil penelitian Kulkarni et al. (1995) yang me-
nunjukkan bahwa xilanase dari Bacillus sp. NCIM-59
menghasilkan K, 5,8-8,5 mg/ml. Data V,,,, dari peneli-
tian ini jauh lebih tinggi (0,2 x10° p mol/menit) diban-
ding Kulkarni et al. (1995), yaitu V,,,, 0,01 p mol/menit.
Demikian juga hasil penelitian George et al. (2001)
menunjukkan bahwa xilanase dari Thermomonospora
sp. menghasilkan K, yang hampir sama, yaitu K, = 7
mg/ml, sedangkan Nakamura et al. (1993) dengan pe-
nelitian xilanase dari Bacillus sp. 41M-1 menghasilkan
K., yang lebih Kkecil, yaitu 3,3 mg/ml dan V. 1,1
M/menit.

Nilai K, yang tinggi menunjukkan afinitas terha-
dap substrat yang rendah. Semakin kecil nilai K, se-
makin tinggi afinitasnya terhadap substrat, sehingga
semakin rendah konsentrasi substrat yang diperlukan
untuk mencapai kecepatan reaksi Kkatalitik maksi-
mumnya (V,,,..). Rendahnya afinitas ekstrak enzim ka-
sar disebabkan masih adanya protein, yaitu enzim lain
yang juga memiliki afinitas terhadap xilan, sehingga
tidak semua rantai pentosa diputus menjadi gula
reduksi.

Pengaruh beberapa ion logam terhadap aktivitas
xilanase

Senyawa-senyawa tertentu dapat mengikatkan
diri pada enzim tanpa terlebih dahulu mengalami mo-
difikasi. Bila senyawa-senyawa tersebut terdapat pada
protein, mereka dapat memodifikasi aktivitas katalitik
dari enzim tersebut, ke arah positif atau negatif. Bebe-
rapa molekul kecil pada enzim umumnya, terutama
ion-ion anorganik (Zn**, Co?*, Mg?*) termasuk jenis
aktivator.

Hasil pengamatan menunjukkan bahwa pada be-
berapa perlakuan peningkatan konsentrasi ion, me-
nyebabkan aktivitas xilanase menurun. Dari sejumlah
pengujian, aktivitas xilanase masih tinggi pada konsen-
trasi rendah (2 Mm) kecuali MgSO, (Tabel 3).

VoL. 4 No. 1

Data percobaan yang diperoleh ternyata ion Fe?*,
Cu®*, Ca’*, Mn?*, Ag, EDTA, glukosa, maltosa, dan suk-
rosa dapat meningkatkan aktivitas xilanase, sedang-
kan ion Co®* mempunyai aktivitas xilanase yang tinggi
tetapi penambahan konsentrasi tidak meningkatkan
aktivitas xilanase.

Ion Fe** merupakan aktivator tertinggi, kemu-
dian diikuti Cu?** dan Co?*. Hasil ini selaras dengan pe-
nelitian Ratanakhanokchai et al. (1999). Ion Fe?* me-
ningkatkan aktivitas xilanase sampai 261,6% (dari
FeCl,) dan 289% (dari FeSO,,.

Kenaikan konsentrasi ion akan menurunkan akti-
vitas xilanase, yaitu terjadi pada penambahan MgSO,
MgCl,, Na,SO, dan NaCl,. Hal tersebut diakibatkan oleh
adanya sifat inhibitor kompetitif dari ion logam yang di-
ujikan. Ion Mg?* dari senyawa MgSO,, teryata mem-
punyai hambatan yang tertinggi.

Senyawa aktivator sampai jumlah tertentu (mak-
simum) dapat meningkatkan kecepatan reaksi katalik
enzim, namun Kkelebihan aktivator dapat menyebab-
kan kompetisi aktivator bebas dengan kompleks akti-
vator-substrat terhadap enzim. Kelebihan antara akti-
vator bebas tersebut menyebabkan penghambat kom-
petitif.

Kemampuan enzim kasar mendegradasi substrat
spesifik

Enzim kasar xilanase dari penelitian ini ternyata
mempunyai aktivitas yang tinggi pada oat spelt xylan
dan xilan tongkol jagung, tetapi tidak pada substrat
CMC dan avicel (Tabel 4). Oat spelt xylan dan tongkol
jagung merupakan induser bagi mikroba untuk meng-
hasilkan xilanase, sedangkan CMC dan avicel merupa-
kan induser bagi mikroba penghasil selulase. Hasil pe-
nelitian ini menunjukkan bahwa enzim kasar tersebut
tidak mengandung selulase tetapi hanya mengandung
xilanase. Hal tersebut didukung dengan hasil peneliti-
an pemurnian enzim, yaitu dihasilkan 3 fraksi enzim
yang ketiganya terdeteksi mempunyai aktivitas
xilanase.

Dengan demikian, enzim xilanase yang diperoleh
dari penelitian ini mempunyai sifat tahan alkali (pH 9)
dan tidak mengandung selulase (celulase free) se-
hingga enzim ini diharapkan prospektif untuk pemutih
kertas.

KESIMPULAN

Isolat RXA-III5 dinyatakan sebagai isolat potensial
penghasil xilanase. Hasil identifikasi berdasarkan se-
kuen 16S-rRNA, isolat RXA-III5 termasuk genus Bacillus
dan mempunyai kedekatan dengan B. pumnilus.
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Tabel 3. Aktivitas xilanase dengan perlakuan beberapa senyawa yang mengandung ion logam.

Bahan Korzfne'\r/llt)ra& Akthlt(eLle/ri(llll)anase Tk. aktivitas (%) Bahan Korzfne'\r/llt)ra& Akthlt(atljs/ri(llll)anase Tk. aktivitas (%)
Kontrol enzim - 67,93 99,98
FeCl, 2 66,83 98,38 MnSO4 2 59,16 87,09
4 75,56 111,29 4 60,26 88,71
10 101,89 150,00 10 84,36 124,19
MgSO4 2 59,16 87,09 ZnSOq4 2 59,12 87,09
4 55,87 82,26 4 67,93 99,98
10 47,11 69,35 10 58,07 85,48
MgCl> 2 72,31 106,45 AgNO3 1 59,58 87,71
4 55,87 82,26 2 83,05 122,26
10 56,97 83,87 4 94,66 139,35
NaxCO4 2 69,02 101,61 EDTA 0,1 77,63 114,28
4 66,83 101,33 0,2 84,85 124,91
10 63,54 93,54 0,5 88,46 130,22
CoCl» 2 76,69 112,90 Glukosa 2 72,21 106,30
4 70,12 103,23 4 81,24 119,59
10 77,78 114,52 10 96,37 141,86
CuSO04 2 62,48 91,94 Maltosa 2 57,77 85,04
4 76,69 112,90 4 61,38 90,36
10 86,55 127,42 10 94,01 138,39
CaCl, 2 54,78 80,65 Sukrosa 2 63,19 93,62
4 56,97 83,87 4 64,99 95,67
10 60,26 88,71 10 68,61 101,00
NaCl, 2 72,31 106,45
4 62,45 91,94
10 61,35 90,32
mM = milimol.
Tabel 4. Aktivitas enzim pada beberapa substrat.
Substrat Aktivitas enzim (U/ml)
Oat spelt xylan 160,65
Xilan tongkol jagung 177,57
CMC 0,00
Avicel 0,00
Pengendapan xilanase dengan amonium sulfat DAFTAR PUSTAKA

yang dilanjutkan dengan dialisis menghasilkan aktivi-
tas spesifik tertinggi (267,1 U/mg). Purifikasi mengha-
silkan 3 fraksi xilanase dengan tingkat kemurnian ber-
turut-turut adalah 7,38; 13,11; dan 6,13 kali dibanding-
kan dengan supernatannya, serta perolehan kembali
(recovery) sebesar 3,48; 14,42; dan 4,06%, sehingga
total perolehan kembali 21,96%.

Xilanase yang dihasilkan memiliki karakteristik
pH dan suhu optimum 9 dan 50°C, nilai K,, dan V.
berturut-turut adalah 6 mg/ml dan 0,2 mol/menit. lon
Fe3* merupakan aktivator terkuat, dan Mg®* merupa-
kan inhibitor. Xilanase bersifat tahan alkali (pH 9) dan
tidak mengandung selulase (celulase free) sehingga
enzim ini diharapkan prospektif untuk pemutih kertas.
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