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ABSTRAK

Enzim xilanase merupakan enzim yang mengkatalis reaksi pemecahan xilan
(hemiselulosa) menjadi xilooligosakarida dan xilosa. Xilanase digunakan dalam pre-
. bleaching pulp, konversi hemiselulosa menjadi sumber bahan baku untuk produksi
biofuel,dan juga penghasil gula xylosa untuk pengidap diabetes. . Xilanase menggantikan
bleaching konvensional secara kimiawi dengan menggunakan klor yang tidak ramah
lingkungan. Produksi xilanase dapat dihasilkan dari bakteri dan bersifat termostabil yang
sangat diperlukan di dunia industri. Bakteri termofilik penghasil enzim xilanase banyak
ditemukan pada sumber air panas. Sumber air panas Mudiak Sapan Solok Selatan
berpotensi mengandung bakteri termofilik dikarenakan suhu air pada daerah ini sangat
tinggi berkisar 93°C dan pH 8 (bersifat alkali).Penelitian ini bertujuan untuk menentukan
profil pertumbuhan Bakteri termofilik penghasil xylanase alkali dari sumber air panas
Mudiak Sapan Solok Selatan.Pertumbuhan mikroba bakteri termofilik dihitung dengan
metode pengukuran Turbidity, dan aktivitas xylanase dengan metode Bailey. Isolasi bakteri
termofilik dengan menggunakan medium NA-Xylan dan produksi enzimnya dengan
menggunakan medium Beechwood Xylan pada suhu 60°C dan pH 8 serta agitasi 150 rpm.
Hasil penelitian menunjukkan Pertumbuhan bakteri termofilik dimulai dari 2 jam
fermentasi , fase eksponensial terjadi selama 4 sampai 8 jam fermentasi dan fase stasioner
terlihat setelah 8 jam, selanjutnya pada jam ke 10 menunjukkan penurunan
pertumbuhan.Produksi xylanase tertinggi dicapai pada jam ke 6 masa fermentasi.

Kata kunci: xilanase alkali, bakteri termofilik, Mudiak Sapan Solok Selatan

PENDAHULUAN

Molekul biopolimer yang tersusun dari serangkaian asam amino dalam komposisi
dan susunan rantai yang teratur dan tetap, itu yang dikenal sebagai enzim. Enzim
memegang peranan penting dalam berbagai reaksi di dalam sel. Enzim adalah suatu protein
dan diproduksi serta digunakan oleh sel hidup untuk mengkatalis reaksi (1l Salah satu jenis
enzim yang banyak dibutuhkan terutama di bidang industri pada saat ini adalah enzim
xilanase. Xilanase merupakan kelompok enzim yang memiliki kemampuan menghidrolisis

hemiselulosa, yaitu xilan atau polimer dari xilosa dan xilooligosakarida .
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A

Keburuilan dunia industri terhadap enzim xilanase pada pasar global setiap dekade
memperlihatkan peningkatan yang signifikan. Pada saat ini pasar global dunia untuk
industri enzim, Khususnya enzim xilanase menyumbangkan 25%-28% dari total penjualan
enzim dunia. Peningkatan penjualan pada tahun 2001 sebesar 510 juta Pounstarling
menjadi 760 juta Pounstarling pada tahun 2010 I,

Produksi enzim xilanase untuk kebutuhan industri diekstraksi dari berbagai jenis
mahluk hidup, seperti bakteri, jamur, yeast serta tumbuh-tumbuhan, Sekarang ini enzim
xilanase lebih banyak diekstraksi dari berbagai jenis mikroorganisme, sebab
mikroorganisme menghasilkan enzim yang dapat dimanfaatkan manusia dalam jumlah dan
jenis yang sangat bervariasi. Mikroorganisme mudah untuk dikulturkan atau mudah
dibiakkan. Mikroorganisme yang berpotensi dan sesuai untuk dunia industri adalah
mikroorganisme termofilik yang dapat menghasilkan enzim xilanase 1.

Industri pulp kertas dan tekstil merupakan industri paling banyak membutuhkan
enzim xilanase. Enzim xilanase berperan dalam meningkatkan ekstraksi lignin dan
melepaskan kromofor dari pulp sehingga dapat meningkatkan derajat putih dan kecerahan
pulp serta stabil selama penyimpanan. Penggunaan enzim xilanase juga mengurangi
jumlah klorin yang digunakan pada proses pemutihan. Klorin bersifat persisten, mutagenik
dan bioakumulatif terhadap manusia %6 7).

Jjumiah pabrik kertas yang sudah beroperasi di Indonesia saat ini iebih dari 14
perusahaan dan belum ada yang menggunakan proses enzimatis dalam proses pemutihan.
Untuk mendukung pelestarian lingkungan maka perlu diaplikasikan proses ramah
lingkungan (clean processing) dengan memulai penggunaan enzim khususnya enzim

termofilik, dengan keunggulannya bersifat termostabil.
Bakteri termofilik penghasil enzim xilanase banyak diperoleh dari sumber air

panas. [ndonesia memiliki cukup banyak sumber air panas, salah satunya adalah sumbe' air
panas yang terdapat di Kabuaten Solok Selatan tepatnya di sumber air panas Mudiak
Sapan, Jorong Balun, Nagari Pakan Rabaa, Kecamatan Koto Parik Gadang di Ateh.
Sumber air panas ini bersuhu 93°C dengan pH 8. Di sekitar kawasan sumber air panas
Mudiak Sapan ditumbuhi oleh beberapa vegetasi. Vegetasi yang dominan hidup di dekat
sumber air panas ini berupa rumput-rumputan. Jenis vegetasi yang berada di sekitar
sumber air panas mempengaruhi karakteristik profil pertumbuhan dari jenis isolat yang

ditemukan. Derajat keasaman (pH) juga akan mempengaruhi variasi isolat, karena keadaan
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ditempat i basa, maka diperkirakan akan ddapathan solat bakten termofilik yang
beragam dan jumlah yang lebeh banyak

METODE PENELITIAN

A. Jenis Penelitian

Jemis penclitian ini adalah penelitian deshriptif, yarty dengan mengnoless dan
mengetabu karaktenstik serta aknuvitas enzien olasase olat balten termofilik yaog als &
sumber air panas Mudak Sapan, Kabupaten Solok Sclatan

B. Waktu dan Tempat

Penclitian i dilaksanakan dant Novemsber sampa: Dicsernber 2014 di Laboestoeius
Mikrobiologi FMIPA, UNP. Pengambilen sempel dilalsasakan & Sumber Alr Pasus
Muhiak Sapan, Jorong Balun, Nagan Palan Fabaa, Kabugeton Solok sclatas.

C. Alat dan bahan

Alat yang digunakan adalah botol sampel stend, ermsometer, phl umiversal,
timbangan anahitik, hoki stik, vorter, bussen, jaum ose, Wabung uji, senirifuge, petridih,
mikropipet, erlenmeyer, tabung reaks dan ral, batasg pesgadel . hompor Latnd, astoilad,
inkubator, oven, gelas objek dan gelas penutug, mibiroskop Lamera Ggital, das togemon.

Bahan yang digunakan dalam penebitian ims adalah sampel asr pasas Madod Sapas,
medium Nutrien Agar (NA), medium Beechwood Vvlam, comgo redd 1Y, waty st prowasroan
Gram (knstal violet, NaCl, todin, alkohol 9%, safranm), melicker geeen bam bassa,
aluminium foil, plastik wrapping, tissu, kertas label.

D. Prosedur Penelitian
1. Persiapan Penclitian
a. Sterilisasi Alat
Scmua alat-alat yong akan digunakan terlebth dahulu distenlisas: Sterilisasi alat
dan medium dilakukan dengan autoklaf pada subu 121°C dan tekanan 15 psi sclama 15

menit.
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b. Pembuatan Mediunr
1) Medium Nutrient Agar (NA)

Medium NA ditimbang sebanyak 20 g, kemudian dilarutkan ke dalam akuades dan
dicukupi 1000 ml..

2) Medium NA+Beechwood Xyplan 0,5% (Selektif Xilanolitik)

Medium NA  ditimbang  sebanyak20 gtBeechwood Xylan 0,5%, kemudian
dilarutkan ke dalam aquades dan dicukupi 1000 ml.. Medium dipanaskan di atas kompor
listrik, sambil dipanaskan medium diaduk hingga homogen, lalu ditunggu medium sampai
mendidih. Setelah medium mendidih, dituangkan ke dalam erlenmeyer. Kemudian ditutup

rapal dengan kain kasa dan aluminium foil. Selanjutnya disterilisasi di dalam autoklaf pada
suhu 121°C dan tekanan 15 psi selama 15 menit.

¢. Pembuatan Stok Kultur

Stok kultur disiapkan dengan cara digoreskan satu ose dari tiap isolat bakteri yang
tumbuh di kultur pemurnian sebelumnya, dalam bentuk medium miring dengan komposisi
medium sama seperti medium pemurnian isolat. Kultur diinkubasi selama 24 jam pada

suhu 60°C, selanjutnya disimpan di inkubator bakteri pada suhu 60°C.

2. Pelaksanaan Penclitian
a. Pengambilan Sampel Air Panas

Sampel air panas diambil dari sumber mata air panas Mudiak Sapan Solok Selatan
masing-masing pada 2 titik yang berbeda, yaitu sampel air panas, dan sampel sedimen
“sludge™ pada kedalaman 1 meter. Sampel air diambil dengan mencelupkan botol sampel
yang sudah disambungkan tali ke dalam air panas. sedangkan sampel sedimen diambil
dengan menggunakan sendok yang telah disambungkan dengan kayu. Sebelum sampel air
dan sedimen diambil terlebih dahulu dilakukan pengukuran parameter fisika dan Kimia ¢
lapangan. Parameter yang diukur pertama adalah suhu air di titik pengambilan dengan
menggunakan termometer yang dicelupkan selama 3 menit dan di catat suhunva. Parameter
kedua adalah pH aie di ok pengambilan sampel yang divkur dengan pii universai
dicelupkan ke permukasn aie kemudian warna yang diperoleh dicocokkan dengan tabel
pada ptf universal. Sampel air dismbil sebanyak + 200 ml. dari tap tempat dan dimasukkan
ke dalam botol stent dan diberi Iabel 1 Kemudian umuk mempertahankan subunya,

sampel yang telah dimasukkan ke dalam botol stenl dimasukban kedalam termos vang

B
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sudah berisi air panas tempat pengambilan sampel tersebut. Selanjutnya sampel air dibawa

ke Laboratorium Mikrobiologi Biologi FMIPA UNP untuk dilakukan isolasi.

b. I[solasi Bakteri dan Pemurnian Bakteri

Suatu mikroorganisme yang akan dipelajari harus dalam bentuk kultur mumni.

Untuk mengisolasi suatu spesies mikroorganisme menggunakan isolasi cawan tebar dan

isolasi cawan gores.

1) Cawan Tebar.

Medium yang digunakan untuk mengisolasi bakteri termofilik adalah NA
disterilkan, dituang pada petri steril. Setelah medium padat sebanyak 0,1 mL sampel air
panas disebar dengan hoki stik pada permukaan agar, diinkubasi selama 24 jam pada
suhu 60°C, setiap sampel air panas dibuat secara duplo. Sedangkan untuk isolasi
sedimen “s/udge” pengerjaannya dilakukan dengan menimbang sampel sedimen
sebanyak 1 g. Selanjutnya dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi 9 mL
aquades. Kemudian divortek sampai sedimen homogen, lalu diambil 0,1 mL suspensi
dengan menggunakan mikropipet dan dimasukkan kedalam cawan petri yang telah diisi
medium NA.

2) Isolasi Cawan Gores

Untuk permurnian bakteri, tiap koloni bakteri yang tumbuh berada pada kultur
sebelumnya diambil satu ose dan digores pada tiap cawan petri lain sehingga didapatkan
kultur murni bakteri.

c. Pengujian Aktivitas Xilanase

Pengujian aktivitas xilanase dilakukan dengan menginokulasikan semua isolat
murni yang diperoleh dari tahap sebelumnya. [solat termofilik ditumbuhkan pada medium
bakteri Nutrieni Agar selama 24 jam. Kemudian isolat yang tumbuh diujikan dalam bentuk
suspensi dibuat dengan mengambil 1-2 ose isolat biakan bakteri ke dalam tabung reaksi
steril yang telah berisi larutan NaCl fisiologis 0,85%. Campuran dihomogenkan dengan
vortex kekeruhan campuran dibandingkan dengan kekeruhan Mac Farland skala 1 yang
setara dengan 3.10CFU/mL. Sebanyak 0,1mL suspensi bakteri dipipetkan di atas kertas
cakram pada medium Nutrient Agar+Beechwood Xylan 0,5%. Kultur diinkubasi selama 72
Jjam dengan suhu 60°C "%, Isolat bakteri yang tumbuh ditetesi dengan larutan congo red
1% dan didiamkan selama 30 menit, kemudian ditetesi menggunakan NaCl 2M untuk

melihat zona bening yang jelas dan dilakukan pengukuran diameter zona bening. Isolat

[E 1 q
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bakteri termofilik dari sumber air panas Rimbo Panti, Pasaman mendapatkan 17 isolat
yang aktif menghasilkan enzim amilase (5.

Keadaan faktor fisik air panas Mudiak Sapan yang suhunya cukup tinggi

memungkinkan hanya bakteri termofilik ekstrim yang bisa hidup. Penelitian ini
mendapatkan isolat lebih sedikit dibandingkan penelitian Hastuti dkk. Hal ini disebabkan

karena kondisi suhu lingkungan sumber air panas Mudiak Sapan yang terlalu tinggi, tetapi

dibandingkan penelitian Pratita dan Putra isolat yang diperoleh di sumber air panas Mudiak

Sapan jauh lebih banyak. Hal ini Juga disebabkan karena keadaan pH lingkungan di
sumber air Mudiak Sapan yang basa. Derajat keasaman (pH) akan mempengaruhi variasi
dan jumlah isolat yang didapatkan.

Keberagaman jenis isolat bakteri termofilik yang didapatkan salah satunya
disebabkan oleh kadar mineral yang ada di sumber air panas tersebut. Berdasarkan hasil uji
di Balai Riset Standarisasi Industri Sumatera Barat (2014) kandungan mineral sumber air
panas Mudiak Sapan mengindikasikan adanya unsur kalsium sebanyak 2,908 mg/l,
magnesium sebesar 0,121 mg/l, sulfat 204, 2 mg/l, dan besi 0, 111 mg/l.

Keadaan suhu yang tinggi yang hampir mendekati titik didih 100°C menyebabkan
bakteri ini tergolong bakteri termofilik ekstrim karena dapat survive dan mampu
beradaptasi serta berkembang di tempat ini. Bakteri yang bisa hidup pada suhu air panas
ini tergolong bakteri termofilik ekstrim yaitu, memiliki suhu maksimum lebih dari 70°C
dengan suhu optimum lebih besar dari 65°C dan suhu minimum Iebih dari 40°C contohnya

Bacillus caldolyticus dan Thermus thermophilus !'¢),

e e e =

E—————
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B.Profil Pertumbuhan pada [solat Bakteri Termofilik Penghasil Enzim Xilanase

tertinggi (isofat MS 18) dari Sumber Air Panas Mudiak Sapan Kabupaten Solok

Selatan

Profil kurva pertumbuhan dan aktivitas xilanase isolat MS 18 disajikan pada Tabel
dibawabh ini.

Tabel Profil Kurva Pertumbuhan dan Aktivitas Xylanase pada Isolat MS 18

NO | JAM INKUBASI AKTIVITAS XYLANASE JUMLAH SEL (OD)
(U/mL)
1 0 47 0,137
2 2 48,68 0,205
3 4 48,35 0,491
4 6 52,74 0,657
5 8 45,15 0,822
6 10 44,88 0,801
7 12 , 44,88 0,826
8 “ 41,55 0,805 |
9 16 41,55 0,803

Dari profil kurva pertumbuhan dan aktivitas xilanase MS 18, dapat dilihat bahwa
pertumbuhan bakteri termofilik dimulai dari 2 jam fermentasi , fase eksponensial tenadi
selama 4 sampai 8 jam fermentasi dan fasc stasioner terlihat setclah 8 jam, selanjutnya
pada jam ke 10 menunjukkan penurunan pertumbuhan.Produksi xylanase tertinggi dicapai
pada jam ke 6 masa fermentasi. Isolat MS-88 memiliki lama adaptasi pada fase lag
(tenggang) yang cukup singkat yaitu jam ke 0 sampai jam ke 4. Wakiu adaptasi ini
merupakan waktu yang relatil singkat karena ada bakteri yang fase tenggangnya sampai
beberapa hari tergantung jenis bakteri, umur dan medium. Sclain itu juga dikarenakan
sebelumnya telah dilakukan pembuatan inokulum (starter) dengan medium yang sama.
Menurut Volk dan Wheeler (1997) bahwa pada fase lag (tenggung) ‘ni beriangsung selama
satu jam hingga beberapa hari bergantung pada jenis bakteri, umur biakan dan nutrien yang
terdapat dalam medium. Pada Fase lag kedua isolat juga sudah menghasilkan enzim

126]

xilanase. Enzim ini digunakan sel untuk melakukan mcta

Setelah fase lag berlangsung maka sel bakteri memasuki fase eksponensial (log).
pada fase ini sel mulai membelah dengan kecepatan yang sangat cepat dan dapat dikatakan
pada fase ini bakieri mengalami pertumbuhan yang eksponensial. Fase log ini berlangsung
pada jam ke-4 sampai jam ke-8 fermentasi. Menurut Willey et.al (2009) bahwa pada fase

log ini bakteri mengalami pertumbuhan eksponensial. Selain itu. kebutuhan akan energl
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bagi bakteri pada fase ini lebih tinggi dibandingkan pada fase lainnya dan pada fase ini sel

banyak menghasilkan zat-zat metabolit yang dibutuhkan dalam memenuhi kebutuhannya.

Berdasarkan profil kurva pertumbuhan dan aktivitas xilanase diatas diketahui bahwa
xilanase maksimum pada fase eksponensial yaitu pada jam ke-6. Hal ini menunjukkan
bahwa xilanase yang dihasilkan isolat merupakan metabolit primer. Crueger dan Crueger
(1984), mengatakan bahwa metabolit primer dihasilkan mikroorganisme pada saat

pertumbuhan eksponensial dan metabolit sckunder dihasilkan pada fase stasioner. 125!

Dari kurva pertumbuhan dan aktivitas xilanase pada tabel di atas, maka dapat
ditentukan waktu panen xilanase pada saat optimasi suhu inkubasi dan pH medium yaitu

pada aktivitas tertinggi. Isolat MS-18 memiliki waktu panen pada jam ke-6.

KESIMPULAN

Hasil penelitian dan pembahasan yang telah dilakukan maka dapat disimpulkan
sebagai berikut.
1. Didapatkan 19 isolat bakteri termofilik dengan isolat MS 18 yang mempunyai aktivitas

xylanase tertinggi .

2.Profil kurva pertumbuhan dan aktivitas xilanase diatas diketahui bahwa xilanase

maksimum pada fase eksponensial yaitu pada jam ke-6.
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