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Abstrak

Xilanase merupakan enzim ekstraseluler yang mampu menghidrolisis xilan
(hemiselulosa) menjadi xilosa dan xilo-oligosakarida. Xilanase dapat dihasilkan oleh
mikroba termofilik. Bakteri termofilik merupakan mikroorganisme yang mampu
menghasilkan enzim termostabil dan dapat hidup pada suhu di atas 45°C-80°C.
Struktur suatu enzim terdiri dari serangkaian asam amino yang strukturnya berkaitan
erat dengan suhu. Suhu di atas kisaran suhu optimal dapat merusak struktur lipatan
protein enzim, mampu mengubah bentuk enzim, situs aktif, yang akan mengurangi
aktivitas enzim atau menghentikan aktivitasnya sedangkan di bawah suhu optimal
struktur protein menjadi kaku sehingga menurunkan aktivitasnya Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui suhu yang optimum oleh bakteri termofilik dalam
mengasilkan enzim xilanase dari konsorsium trikultur bakteri termofilik. Jenis penelitian
ini yaitu bersifat deskriptif. Penelitian menggunakan bakteri termofilik dari Sumber Air
Panas Mudiak Sapan (MS), yaitu isolat MS 16, MS 18, dan MSS 11. Medium
beechwood ekstrak jerami digunakan untuk aktivasi konsorsium bakteri MSS 11, MS
16, dan MS 18, lalu diinkubasi pada suhu 55°C, 65°C dan 75°C dengan kecepatan 150
rpm. Kemudian data disajikan dalam bentuk tabel. Produksi aktivitas enzim Xxilanase
konsorsium trikultur bakteri termofilik yang tertinggi diperoleh pada suhu 65°C yaitu
13,09 U/mL. Sedangkan pada suhu 55°C memiliki nilai aktivitas enzim lebih redah yaitu
4,09 U/mL.

Kata Kunci : Xilanase, Bakteri Termofilik, Suhu, Aktivitas Enzim
Abstract

Xylanase is an extracellular enzyme that is capable of hydrolyzing xylan
(hemicellulose) into xylose and xylo-oligosaccharides. Xylanase can be produced by
thermophilic microbes. Thermophilic bacteria are microorganisms that are capable of
producing thermostable enzymes and can live at temperatures above 45°C-80°C. The
structure of an enzyme consists of a series of amino acids whose structure is closely
related to temperature. Temperatures above the optimal temperature range can
damage the folded structure of the enzyme protein, can change the shape of the
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enzyme, the active site, which will reduce enzyme activity or stop its activity, whereas
below the optimal temperature the protein structure becomes stiff, thereby reducing its
activity. This research aims to determine the optimum temperature by thermophilic
bacteria in producing xylanase enzymes from a triculture consortium of thermophilic
bacteria. This type of research is descriptive. The research used thermophilic bacteria
from the Mudiak Sapan (MS) Hot Springs, namely isolates MS 16, MS 18, and MSS
11. Beechwood straw extract medium was used to activate the bacterial consortium
MSS 11, MS 16, and MS 18, then incubated at a temperature of 55 °C, 65°C and 75°C
at a speed of 150 rpm. Then the data is presented in table form. The highest
production of xylanase enzyme activity by the triculture consortium of thermophilic
bacteria was obtained at a temperature of 65°C, namely 13.09 U/mL. Meanwhile, at a
temperature of 55°C, the enzyme activity value is lower, namely 4.09 U/mL.

Keywords: Xylanase, Thermophilic Bacteria, Temperature, Enzyme Activity

PENDAHULUAN

Penggunaan enzim dalam bidang industri menyumbang sekitar 80% dari
komersialisasi enzim global (Miguel et al., 2013) Enzim merupakan biokatalisator
berperan sebagai katalis yaitu mempercepat reaksi suatu senyawa kimiawi didalam sel
tanpa habis bereaksi (Kurniawati et al., 2019). Pemanfaatan enzim pada bidang
industri lebih disukai karena dapat mengurangi penggunaan bahan kimia dan ramah
lingkungan (Sigres & Sutrisno 2015). Salah satu enzim yang banyak digunakan dalam
bidang industri adalah enzim xilanase (Trismillah et al., 2000).

Xilanase merupakan enzim ekstraseluler yang mampu menghidrolisis xilan
(hemiselulosa) menjadi xilosa dan xilo-oligosakarida. Xilanase dapat digunakan pada
pemutih pulp, dapat mengubah hemisilulosa menjadi bahan baku produksi, serta
memproduksi bioful dan gula xilosa. Pemutih pulp dengan menggunakan xilanase
dapat menggatikan pemutih kimia dengan klorin, yang tidak berkelanjutan (Irdawati et
al., 2018). Xilanase dapat dihasilkan oleh mikroba melalui proses fermentasi
(Susilowati et al., 2012). Aplikasi enzim dalam bidang industri semakin membutuhkan
enzim yang berada di lingkungan yang ekstrim. Karena faktor utama yang dapat
merusak enzim adalah suhu, maka diperlukan enzim bersifat termostabil, yaitu enzim
yang tahan terhadap suhu tinggi (Nanda et al., 2017).

Bakteri Termofilik merupakan mikroorganisme yang mampu menghasilkan enzim
termostabil melalui fermentasi. (Susilowati et al., 2012). Habitat bakteri termofilik
terdapat pada lingkungan yang bersuhu tinggi seperti sumber air panas, tanah yang
terus-menerus terkena sinar matahari, dan tanah yang mengalami fermentasi kompos
(Irdawati dan Fifendy, 2012). Bakteri yang ditemukan di alam baik sebagai kultur
tunggal maupun kultur campuran (Padmaperuma, 2020). Penggunaan konsorsium
mikroba cenderung memberikan hasil yang lebih baik dibandingkan penggunaan isolat
monokultur, hal ini disebabkan karena kerja enzim dari tiap jenis mikroba dapat saling
melengkapi untuk dapat bertahan hidup menggunakan sumber nutrien yang tersedia
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dalam media pembawa tersebut (Siahaan et al., 2013). Irdawati et al., (2023)
menyatakan bahwa konsorsium merupakan campuran populasi mikroba yang
berbentuk komunitas dan memelihara hubungan Kkerjasama baik secara,
komensalisme, dan mutualisme. Menurut Deng (2016), di dalam dunia industri
konsorsium mikroba dapat menghasilkan enzim xilanase dengan kemampuan hidrolisis
yang lebih tinggi.

Aktivitas enzim adalah besarnya kemampuan enzim dalam mengkatalisis reaksi
penguraian sumber karbon. Aktivitas enzim dinyatakan dengan U/mL. Aktivitas enzim
xilanase dipengaruhi oleh faktor lingkungan yang mencakup suhu, pH, substrat dan
kofaktor. Kebutuhan suhu dan pH optimum bagi aktivitas enzim ditentukan oleh suhu
dan pH lingkungan asal bakteri (Hairisah, 2018). Suhu dan pH sangat mempengaruhi
pertumbuhan mikroorganisme dan aktivitas enzim (Habibie et al., 2013). Struktur suatu
enzim terdiri dari serangkaian asam amino yang strukturnya berkaitan erat dengan
suhu. Suhu di atas suhu optimal dapat merusak struktur lipatan protein enzim,
sedangkan di bawah suhu optimal struktur protein menjadi kaku sehingga menurunkan
aktivitasnya (Wahidah et al., 2022). Aktivitas enzim spesifik merupakan jumlah unit
aktivitas enzim per jumlah protein yang digunakan (Wuryanti 2003). Machfoed et al.,
(1989) melaporkan bahwa jumlah aktivitas enzim spesifik ditentukan dari nilai aktivitas
enzim dengan protein terlarut dalam supernatan enzim. Lehninger (2006) menyatakan
bahwa aktivitas enzim dalam mengkatalis substrat dipengaruhi oleh kelengkapan
komponen penyusunnya.

Suhu lingkungan cocok untuk kehidupan dengan beragam sistem mikroba yang
mampu bertahan pada suhu tinggi. Resistensi bakteri terhadap suhu tinggi disebabkan
karena bakteri termofilik memiliki struktur protein yang berbeda dengan bakteri
mesofilik sehingga dapat bertahan hidup pada suhu ekstrim (Suharti dan Putra 2022).
Pengaruh suhu sangat menentukan aktivitas enzim selama reaksi katalitik, semua
enzim membutuhkan sebagian panas agar dapat berfungsi. Dengan meningkatnya
suhu, aktivitas enzim juga meningkat (Irdawati et al., 2018). Karakterisasi enzim pada
kondisi yang berbeda mengarah pada penentuan kondisi fermentasi enzim yang
optimal. Suhu di atas kisaran optimal mampu mengubah bentuk enzim. situs aktif, yang
akan mengurangi aktivitas enzim atau menghentikan aktivitasnya. selanjutnya, penting
untuk melakukan optimasi suhu dalam produksi enzim (syarif et al., 2023). Oleh karena
itu pada penelitian ini dilakukan untuk mengtahui suhu optimum yang mampu
menghasilkan enzim xilanase dari konsorsium bakteri termofilik.

METODE
Alat dan Bahan

Alat dan bahan yang akan digunakan dalam penelitian adalah: erlenmeyer,
beaker glass, petridish, gelas ukur, autoklaf, tabung reaksi, bunsen, centrifuge,
inkubator, timbangan digital, jarum inkulasi,oven, pipet tetes, rak tabung reaksi,
spektrofotomer, kompor listrik (hot plate), vortex mixer, stirer, label, mikropipet, shaker

Jurnal Pendidikan Tambusai sk




SSN: 2614-6754 (print) Halaman 15912-15921
ISSN: 2614-3097(online) Volume 8 Nomor 1 Tahun 2024

incubator. Isolat konsorsium bakteri termofilik MS (Mudiak Sapan) yaitu isolat MS18,
MSS11, dan MS16 (koleksi Dr. Irdawati, M.Si, 2016) dari laboratorium Mikrobiologi
FMIPA UNP, aquades, tissue, kain kasa, kapas, alkohol 70%, Medium Nutrien Agar
(NA), xilan, Dinitrosalicylic Acid (DNS), Medium Beechwood ekstrak jerami 0,3%,
Peptone Bacteriological, Yeast Extract,CaCl, 0,2 M, HCI, NaOCI, K;HPO,, MgSO,7H,0O
dan Etanol 95%.
Metode Penelitian
a). Regenerasi Bakteri

Regenerasi bakteri dilakukan dengan cara menginokulasikan 1 ose biakan
murni ke dalam medium NA miring. Kultur bakteri diinkubasi dalam inkubator pada
suhu 50°C selama 2-5 hari.
b). Pembuatan Medium Beechwood Ekstrak Jerami Padi

Medium untuk menumbuhkan bakteri penghasil xilanase yaitu
menggunakan medium beechwood ekstrak jerami dengan komposisi polipepton
0,5%, yeastextract 0,1%, K2HPO4 0,1%, MgS047H20 0,02%, dan ekstrak jerami
(xilan)0,3%. Larutkan dalam 1000 ml akuades dengan pH 8. Panaskan dan aduk
hingga homogen kemudian disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C dan
tekanan 15 psi selama 15 menit.
c). Aktivasi Isolat Konsorsium Penghasil Protein dan Enzim Xilanase Pada
Variasi Suhu

Isolat bakteri MSS 11, MS 16 dan MS 18 diaktivasi terlebih dahulu.
Inokulum dipersiapkan dengan isolat bakteri dimasukkan kedalam larutan fisiologis
dengan tingkat kekeruhan sesuai larutan McFrland. Apabila telah sesuai, inokulum
dimasukkan sebanyak 2,5 ml kedalam medium beecwood xilan ekstrak Jerami 22,5
ml pada erlenmeyer 50 ml. selanjutnya inokulum tersebut diinkubasi pada berbagai
suhu vyaitu: 55°C, 65°C, dan 75°C selama 24 jam menggunakan shaker incubator
dengan kecepatan 140 rpm. Kemudian starter dari masing-masing isolat tunggal
tersebut diambil sebanyak 3,5 ml kemudian dimasukkan kedalam Erlenmeyer 250
ml. Lalu diaktivasi kembali selama 6 jam menggunakan shaker inkubator dengan
kecepatan 150 rpm.
d). Pengukuran Aktivitas Enzim
Sebanyak 1 ml sampel di sentrifuge, lalu pisahkan antara pelet dan supernatan.
Seelanjutnya diambil 0,25 ml supernatan kemudian ditambhkan 0,5 ml xilan dalam
buffer phospat ph 8, lalu diinkubasi pada thermoshaker pada suhu 60°C selama 10
menit. Lalu tambahkan 0,5 ml larutan DNS dan diinkubasi pada watherbath dengan
suhu 90°C selama 15 menit, terakhir yaitu mengukur absorbasi dengan
menggunkan spektofotometer pada panjang gelombang 540 nm untuk
menentukan aktivitas enzim.
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HASIL DAN PEMBAHASAN
Produksi Enzim Xilanase Konsorsium Bakteri Termofilik Isolat MS 16, MS 18,
MSS 11 Pada Variasi Suhu

Hasil pengukuran protein dan enzim pada isolat bakteri MSS 11, MS 16 dan MS
18 pada variasi suhu 55°C, 65°C dan 75°C didapatkan hasil enzim spesifik sebagai
berikut:

Tabel 1. Nilai pengukuran enzim, protein dan enzim spesifik dari konsorsium

bakteri termofilik MSS 11, MS 16 dan MS 18

Suhu Rata-rata aktivitas Enzim
(°C) (U/mL)

55°C 4,09

65°C 13,09

75°C 10,09

Aktivitas enzim adalah besarnya kemampuan enzim dalam mengkatalisis reaksi
penguraian sumber karbon. Aktivitas enzim dinyatakan dengan U/mL. Hasil produksi
aktivitas enzim xilanase oleh konsorsium trikultur bakteri termofilik MS 16, MS 18 dan
MSS 11 pada suhu 65°C lebih tinggi dibandingkan suhu 55°C, dan 75°C seperti yang
dapat dilihat pada Tabel 1. Karena faktor-faktor utama yang mempengaruhi aktivitas
enzim adalah suhu, konsentrasi enzim, substrat, senyawa inhibitor dan aktivator serta
pH. (Noviyanti & Ardiningsih 2013). Suhu adalah salah satu faktor lingkungan yang
memengaruhi struktur dan fungsi konsorsium bakteri. Suhu inkubasi juga sangat
berpengaruh terhadap aktivitas fisiologis yang penting untuk pengendalian
pertumbuhan, aktivitas mikroba, dan fungsi normal enzim (Alrumman et al., 2018).

Produksi aktivitas enzim xilanase tertinggi diperoleh pada suhu optimum 65°C
menghasilkan produksi enzim sebanyak 13,09 U/mL. Adanya kompatibilitas atau
sinergisme dari kedua bakteri potensial atau lebih yang akan dijadikan sebagai agen
pupuk hayati atau diinokulasikan ke tanaman target merupakan faktor yang penting
agar bakteri yang diaplikasikan dapat hidup dengan baik. Mekanisme sinergisme antar
isolat dalam konsorsium disebabkan oleh beberapa faktor diantaranya: (1) salah satu
dari genus bakteri mampu menyediakan satu atau lebih faktor nutrisi yang tidak dapat
disintesis oleh bakteri lainnya, (2) Genus bakteri yang tidak mampu mendegradasi
bahan organik tertentu akan bergantung pada produk bahan organik yang telah
didegradasi oleh bakteri genus lainnya, (3) Genus bakteri mampu melindungi genus
bakteri lainnya yang sensitif terhadap bahan organik tertentu dengan cara
memproduksi faktor protektif yang spesifik maupun non spesifik yaitu menurunkan
konsentrasi bahan organik yang bersifat toksik (Deng et al., 2016).Suhu optimum pada
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proses fermentasi menyebabkan terjadinya kenaikan kecepatan reaksi enzim karena
bertambahnya energi kinetik yang mempercepat gerak enzim dan substrat. Energi
tersebut akan menaikkan benturan antara molekul-molekul sehingga memperbesar
peluang keduanya untuk bereaksi membentuk kompleks enzim substrat yang lebih
stabil dan produk yang terbentuk juga akan semakin banyak sehingga aktivitas enzim
bertambah (Mulyani et al., 2009).

Elfiati (2004) menyatakan bahwa, adanya kompatibilitas atau sinergisme dari
dua bakteri yang diinokulasikan merupakan faktor yang sangat penting agar kedua
bakteri tersebut dapat berfungsi dengan baik.Oleh karena itu aktivitas enzim mencapai
nilai maksimal ketika berada disuhu optimum, pada suhu tersebut enzim mampu
bekerja secara maksimal dan memiliki konformasi sisi aktif yang lebih stabil (Habibie et
al., 2014). Aktivitas enzim semakin meningkat dengan bertambahnya suhu hingga
suhu optimum tercapai.

Lalu pada suhu 75°C mengalami penurunan akitivitas enzim sebesar 10,09
U/mL. Suhu sangat mempengaruhi pertumbuhan dan kegiatan fisiologi bakteri suatu
mikroba atau bakteri. Daya tahan terhadap suhu berbeda bagi tiap spesies mikroba.
Suhu di atas suhu optimum, kenaikan suhu menyebabkan turunnya aktivitas spesifik
xilanase hal ini terjadi karena enzim merupakan suatu protein yang dapat
terdenaturasi pada suhu tinggi. Denaturasi adalah perubahan konformasi enzim
akibat adanya perenggangan ikatan hidrogen yang bersifat reversibel pada struktur
tersier xilanase. Perenggangan tersebut akan mempengaruhi sisi aktif enzim xilanase
untuk berikatan dengan substrat, sehingga kompleks enzim substrat yang terbentuk
sedikit dan produk xilosa yang dihasilkan sedikit (Mulyani et al., 2009). Hal ini sesuai
dengan Widhiana (2015) apabila suhu inkubasi mengalami kenaikan diatas suhu
optimum, dapat menyebabkan aktivitas enzim menurun akibat denaturasi xilanase,
kemudian dapat terganggunya sisi aktif enzim sehingga enzim tidak dapat bekerja
dengan baik. Suhu yang terlalu rendah dapat meningkatkan waktu regenerasi
danmemperlambat pertumbuhan sel, sedangkan suhu yang terlalu tinggi
menyebabkan kematian bakteri karena seiring berjalannya waktu peningkatan suhu
lingkungan maka akan memperbesar tekanan atau “stres” pada sel sehingga bakteri
berdampak pada kurang maksimalnya proses fisiologis pada sel bakteri (Respati et
al., 2017)

Pada suhu 55°C, aktivitas enzim Xxilanase mengalami penurunan yang
signifikan yang memiliki aktivitas enzim yaitu 4,09U/mL. Hal ini dikarenakan sebagian
protein telah mengalami kerusakan atau terdenaturasi. Suhu lingkungan yang
meningkat di sekitar enzim akan menyebabkan putusnya ikatan hidrogen, ikatan ion
atau interaksi hidrofobik sehingga struktur tersier enzim berubah, yang menyebabkan
struktur lipatan enzim membuka pada bagian permukaan sehingga sisi aktif enzim
berubah mengakibatkan terjadi penurunan aktivitas enzim (Whitaker, 1994). Suhu
juga sangat mempengaruhi laju pertumbuhan mikroorganisme, laju sintesis enzim,
dan juga laju inaktivasi enzim (Knob dan Carmona 2008). Menurut Madigan et al.,
(2012) metabolisme suhu dapat meningkat sampai pada saat terjadinya denaturasi.
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Saat mencapai keadaan denaturasi tersebut, fungsi dari sel akan menurun ke titik
nol, sehingga kerja enzim akan terganggu. Suhu yang tidak sesuai dengan substrat
bisa merubah komposisi substrat, sehingga substrat tidak dapat masuk pada bagian
sisi aktif enzim (Rumiris et al., 2012).Walaupun tidak semua enzim adalah protein,
namun sebagian besar enzim adalah adalah protein yang tersusun dari asam amino.
Struktur enzim dipengaruhi oleh faktor lingkungan dan molekul protein yang
menyusunnya. Selanjutnya liku-liku, lipatan atau bentuk struktur enzim yang
beraneka ragam memberikan keunikan dan membuat situs aktif yang unik dalam
setiap enzim (Wahidah et al., 2022).

Chakdar et el., (2016) bakteri memiliki aktivitas xilanolitik yang bervariasi
dengan sifat yang berbeda karena keragaman gen xilanase pada bakteri itu sendiri.
Meskipun demikian, perbedaan kemampuan bakteri monokultur dan konsorsium
untuk mendegradasi xilan dengan berbagai efisiensi dan cara kerja yang berbeda
juga bergantung pada komposisi dan organisasi gen xilanase untuk memproduksi
enzim xilanase yang dipenagruhi oleh suhu. Distribusi global nomor salinan gen
diantara fragmen gen pendegradasi xilan diwakili oleh empat gen yang mengkode,
yaitu  endo-1,4-beta-xilanase  (XynA), xilan  1,4-beta-xylosidase (XynB),
glucuronoarabinoxylan endo-1,4 betaxylanase (XynC), dan xilanase ujung pereduksi
oligosakarida (RexA). Xilanase dari konsorsium bakteri termofilik Thermonospora
fusca, Bacillus sp dan Bacillus stearothermophilus menghasilkan suhu optimum pada
suhu 65°C (Kulkarni et al., 1999). Penggunaan mikroba sebagai agen penghasil
enzim memiliki keuntungan seperti, kecepatan tumbuh mikroba tinggi sehingga
memproduksi enzim dalam waktu singkat, mudah dikontrol, dan biaya produksi relatif
murah (Pangesti et al., 2012). Penelitian bakteri termofilik yang diteliti oleh Vu et al.,
(2022) dengan menggunakan konsorsium trikultur secara spesifik,tiga strain bakteri
yaitu Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis dan Bacillus coagulans dengan suhu
optimum aktivitas enzim xilanase yang dihasilkan yaitu pada suhu 60°C dengan nilai
aktivasi enzim sebesar 2,692 U/ml. selanjutnya konsorsium bikultur pada mikroba
caldicoprobacter dan E. coli juga menghasilkan aktivitas enzim optimal yang sangat
baik pada suhu 80°C (Mhiri et al., 2020). Aktivitas enzim xilanase diukur berdasarkan
konsentrasi xilosa yang terbentuk dari ekstrak jerami sebagai substrat. Semakin
tinggi kadar xilosa yang terukur menunjukkan peningkatan aktivitas enzim xilanase
(Imanisa et al.,2023).

SIMPULAN

Dari hasil penelitian disimpulkan bahwa: Nilai rata-rata aktivitas enzim xilnase
tertinggi diperoleh dari konsorsium trikultur bakteri termofilik pada suhu 65°C
menghasilkan produksi enzim sebanyak 13,09 U/mL, sedangkan yang paling rendah
diperoleh pada suhu 55°C yang memiliki aktivitas enzim yaitu 4,09 U/mL.
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