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Selehst bubters penghast) xilannse dan formulasi mecdin pertumbuban baklert penglasil xilanase welab dilakukan di Labormoriom
Buoproses, Balai Besw Penelitian dan Pengemhangan Pascapanen Pertanian Selekst isolat bakreri dilakukan terbadap lina
molm penghas] xilanase yaiw RXALS, RXAILS, RXAL-1. RXAIN-5 dan RXNI-3, dengan membandingkan hasil keltivasi
meliputt biomasa, protein terlarut aktivitos xilanase dan akiivitas spesifik, Formulasi medin dilakvkan dengan mengoptimasi
konsentrasi peptone, chsirak khamir schagn swuber nitrogen dan ear spedr odane sebagad sumber karbon, Analisis pereobaan
mengeunikin runcangan acak  fakrorial, fokion (A peptone teedird atas cmpat taral vt A1=0, A2=0.1; A1=073; A4=0.5%
. Faktor (13} ckstrak khamr wredivn atas tga taral (BI=0,0; B2=0,2; B3=02%) dan (akior {C) eat speft aviane terdin atag
tea Larad (C1=0,5, C2=0.75. C3=1,0%) dengan tiga kali ulangan Hosil penelitian menunjubkan babwa isolal bakteri
Buceifiusy pumdus RXAULLS dinyaakon sebagid isolat bakteri unggul diantara kelima tsolat bakten penghasl xilanase Pada
formiulast media wenyata protein terlaru wertinggd (0596 o) pada medin dengan komposist 0,75% xolan, pepoon (155,
ckstrak kbamir 02%, Aktivitas xilanase dan akbvitas spesthik terungge berlurot-tuvat salah 18637 U/l dan 436,45 Uime
protein, Keduanya dwapar pada komposisi media yong sama yaitu pepton O, 0%, ehstrak khamie (0 1% dan xilan 0.5%.
Dengan demikian komposisg tersebut merupakan komposia wedia terpilibh vang optinum, Lsolal bakteri unggul bersilat
alkali ini dibaraphan daput menghaslkan ilanase yang tahan pada pH o tinggi sehingga dapat digunakan untuk proses

pemutihan kertas yang ramah fingkungan
Kata kunci: xilanase. bakieri. media penumbuhan

ARSTRACT. Nur Richana, Tun Tedja Irawadi, Anwar Nur, Huh Sailah and Khaswar Syamsu. 2006. Sclection
and growth medivm-formulation of xylanase producing baclerium. This cescarel was carned out e the bioprocess
laboratory of Indoencsian Center Tor Agercullural Postharvest Research and Development, Bogor Sclection of  hve  1solates
{(RXAL-5, RYXAN-S, RXAI-1, RXAN-S and RXNI-3), gylanase producing bacteria were based an comparative study of
cullivation yiell consists of biomass of bucwerium cells, dissolved protein. xylanase activity and  specilie activity. Formulation
of growth medium using peptone and yeast exiract as mbogen source and oat spelt sylan as cachon source  Design
expueriment used ot formulation of rowth medivm was randomized Factorial design, with [actor{A) peptone consist of lour
level, Al=(, A2=0 1; A3=0.3; Ad=t15%, factm (B yeast oxtract consist of thied level (BI1=01; 32=02, 33=0.3%) and
fuctor (C) oat spelt xylan consist of three level (Cl=(h53: C2=0.75; C3=1.0%), wilh three repheation, Rescarch resull
showed that Bactlus pumidies RXAIL-S i the best bacterium solate amanyg live iselates of xylanase producing hacteria, In
growth mediom farmulaion showed that highest dissolved protein (0,596 g/l) was achicved in the meditvm continning
0.75% xylan. 0 5% pepton, and 0.2% yeast extract The highest value of both of xylanase activity and specitic activity arc
186,37 vl and 436,45 Ul respeetivelly. In fact these were reached at stnthu growth medivm composition of 0.1%
pepton, 0 1% veast extruct. and .5% xylan, and consequently became the best of growth media formulation. The
polential alcabipholie bacterial isolate is ecxpected 10 produce xylanase with high pH stability. The enzyme can be used as
cnviranmentaly safc agent for paper bleaching.

Keywords: xylanase, bacteria, growith medium

PENDAHULUAN

Xilanase merupakan enzim ekstraseluler yang dapat
menghidrolisis xilan (hemiselulosa)} menjadi xilosa dan xilo-
olizosakarida. Penggantian penggunaan khiorin dengan
enzim xilanase untuk pemutihan puip, telah memberikan
peluang untuk aplikasi bioteknologi dan sekarang telah
digunakan pada beberapa pabrik kertas (Arribas et al 19935,
Bourbonnais et al. 1997 ). Untuk proses pembuatan kertas
diharapkan xilanase yvang digunuakan adalah yanpg
termostabil dan tahan pada pH alkali (Nakamura er al.
1993). Jumlah pabrik kertas yang sudah beroperasi di
Indonesia saat ini lebih dari 14 perusahaan, dan belum

banyak vang menggunakan proses enzimatis dalam proses
pemutihan. Dengan demikian untuk mendukung
pelestarian lingkungan maka perlu segera diaplikasikan
proses ramah lingkungan tersebut di Indonesia.
Xilanase komersial untuk proses pemutihan prip
pertama kali dipasarkan oleh Novo Nordisk A/s dengan
nama Pulpzyme HA, yang berasal dari Trichodermet reeset.
Setelah itu bermunculan nama-nama lain yang semuanya
telah dicoba dalam proses pemutihan puip dan hasilnya
menunjukkan penurunan yang nyata terhadap
penggunaan ClO,dan H,0,. Namun demikian semuaenzim
komersial masih belum memenuhi kriteria ideal yang
dibutuhkan unluk aktivitas enzimatik yang diperfukan
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vaitu aktivitas optimum pada pH 10 dan suhu lebih dari
90°C (Kulkarni er al., 1999). Oleh karena itu masih
diperlukan vntuk mencari strain mikrocrganisme unggul
alkalofilik termofilik. Dilain pihak pakar dari negara maju
mengakui bahwa negara yang kaya akan keanckaragaman
hayatinya, termasuk Indonesia, merupakan sumber
mikroorganisme maupun tanaman yang potensial untuk
bioproses (Fox, 1994).

Zat makanan utama bagi pertumbuhan
mikroorganisme adalah sumber karbon, nitrogen dan
komponen mineral terutama fosfat. Produkst xilanase oleh
mikroorganisme menggunakan substrac xilan sebagai
sumber karbon. Xilan merupakan polimer komplek dari
xilosa sebagai komponen ulama. Pada urnumnya substrat
yang digunakan untuk  media  pertumbuhan
mikroorganisme penghasil xilanase pada skala laboratorium
adalah xilan komersial dari Sigma yaitu cat spelt xylan
atau birclrwood xylan,

Sumber nitrogen dipergunakan sebagat nutrisi
cadangan apabils karbon dalam media raulai menipis.
Sebagai sumber nitrogen hiasanya digunakan garam
amonium, urca, ckstrak khamir dan pepton. Ekstrak khamir
mengandung asam amine, peptida, vitamin dan
karbohidrat. Komposisi penggunaan ekstrak khamir yang
tepat sangat diperlukan dalam proses kultivasi. Hal
terscbut disebabkan penggunaan jumlah eksicak khamir
yang cukup tinggi akan menyebabkan timbulnya buih pada
media kultivasi jika diaduk, karena pengadukan akan
menyebabkan protein dalam media kontak dengan udara
{Suhartono, 1989),

Pepton (hidrolisat protein) sering digunakan untuk
pertumbuhan mikroorganisme tetapi relatif mahal untuk
diaplikasikan pada skala industri. Sumber pepton di
anturanya adalah daging, kasein, gelatin, kreatin, dan biji-
bijian. Komposisi pepton bervariasi tergantung dari
asalnya. Pepton dan gelatin kaya akan prolin dan
hidroprolin. tetapi hampir tidak ada asam amino
mengandung sulfur. Sedangkan pepton dari kreatin kaya
akan prolin dan sistein tetapi kurang lisin (Crueger dan
Cruerer, 1984},

Substrat yang digunakan dalam proses kultivasi
berpengaruh terhadap aktivitas dun produktivitas enzim.
Adanya substrat tertentu di dalam mediom produksi dapat
memacu mikroerganisme untuk mensckresi metabolit
selnya (Boing, 1982). Formulasi media dalam pertumbuhan
dan produksi hasil kultivasi merupakan suatu tahap
penting dalam mendesain percobaan dalam skala ketja
(Stanbury dan Whitaker, 1984).

Berdasarkan hal tersebut diatas maka penelitian ini
bertujuan untuk menggali potensi keanckaraguman hayati
dengan mendapatkan strain mikroorganisme alkalofilik
penghasil xilanase serta mengelahui mnedia yang optimal

untuk pertumbuhannya.

Nur Richana er al,

BAHANDANMETODE

Penelitian dilakukan di Laboratorium Bioproses Balai Besar
Penelitian dan Pengembangan Pascapanen Pertanian.
Lingkup penetitian meliputi seleksi dan identitikasi bakteri
penghasil xilanase, serry formulasi media. Bahan yang
digunakan yailu eai spelt xylan berasal dart SIGMA,
sedangkan isolat bakteri yanyg digunakan adalah hasil
penelitian sebelumnya di Balai Penelitian Bioteknologi
Tanaman Pangan Bogor, yaitu RXAI-5, RXATI-5, RXAIII-
1, RXAI-5 dan RXNI-3. Pengkodean isolat berdasarkan
jenis media dan asal contoh tanah yaitu R= Richana,
X=xilanase, A= Media alkali pH:9, N=media netral pH 7.
sedangkan I, I1, dan III = asal contoh tanah (1: tanah kapur
Boyolali, II: tanah kapur Purworejo, 111 tanah kapur
Ciampea) dan nomor 1-3 adalah nomor kode dalam satu
cawan petri. Sebagai kontrel digunakan isolit Clostridium
acctobutylicum ATCC 709 schagai isolat penghasil
xilanase yang diperoleh dari koleksi Balal Penclitian
Veteriner Bogor.

Scleksi bakteri penghasil xilanase

Seleksi awal dilakukan terhadap lima isolat tersebut
berdasarkan zona bening yang dihasilkan i sekeliling
koloni pada media padat di petridish yang bersitat alkali.
Tahapan in1 merupakan langkah awal untuk mengetahui
apakah isolat tersebut dapat mendegradasi substrat (xilan)
pada media pertumbuhannya. Apabila mampu
mendegradasi dengan terbentuknya cona bening di
sekeliling koloni maka isolat dinyatakan menghasilkan
xilanase. Tahapan inil masing-masing isolat dilakukan
ulangan sebanyak tiga cawan petri.

Pengujian selanjutnya dilakukan dengan cara
menumbubkan kaloni bakteri dari masing-masing isolal
pada media cair. Hal ini dimaksudkan untuk mengetahuoi
seberupa jouh kemampuan isolat bakteri dalam
menghasilkan xilanase. Media cair dibuat  berdasarkan
modifikasi dari Nakamura e af. (1993), sebanyak 50 ml dalam
eriemeyer. Komposisi media cair untok satu liter adalah
0.1 g ekstrak khamir, 0,5 g pepton, 0,1 ¢ K.HPG,, 0,02 g
MgSO, 7H,0 dan 0,1 g oat spelt xylan (Sigma). Media
diatur pH 9.5 dengan penambahan Na,CO,. Konsenirasi
inokulan yang digunakan sebanyak 10%. Inkubasi
dilakukan pada agitasi 150 rpm suhu 30 - 38°C selamatiga
hari. Setelah pemanenan, dilakukan beberapa pengamatan.

Analisis statistik yang digunakan pada tahap ini
adalah rancangan acak lengkap dengan perlakuan lima
isolat bakteti dan C! Acetobutylicum ATCC 769 sebagai
kontrol dengan empal kali ulangan, Dari percobaan ini
diambil satu isolat unggul.

Parameter yang diukur yaitu biomasa dengan
mengukur kerapatan optik pada panjang gelombang 660
nm menggunakan spektrofotometer. Protein terlarut diukur
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dengan mctode Bradford (1976}, Aktivilas xilanase diukur
dengan uji kemampuan enzim menghidrolisis xilan menjadi
gula reduksi menurut Winterhalter dan Lichl {(1995),
Analisis gula reduksi dilakukan dengan pereaksi DNS (3,5
dinitro salisilic acid) dan berdasarkan serapannya pada
panjang gelombang 550 nmn. Sebagai standar digunakan
deret standar xilosa. Satu unit aktivitas xilanase adalah
sejumlah enzim yang dapat menghasilkan gula reduks:
{xilosay schanyak 1 m mol/menit (Kubata ef af., 1992),

Identifikasi bakteri unggul penghasil xilanase

Identifikasi dilukukan untuk isolat unggul penghasil
xilanase. Pencirian isolal berdasarkan sifat fisiologi.
berdasarkan hasil uji terhadap
mikroorganisme tersebut dapat diketahui spesies
mikroorganisme dengan menggunakan metode Bergey™s

Selanjutnya

Manual of Delerminalive Bacteriology, df dalam
Buchanan dan Gibbons (1984}, Untuk mendukung hast!
identifikasi secara sintetik maka dilakukan identifikuasi
berdasarkan pada sekuen 168 ribosomal RNA.

Formulasi media kultivasi produksi xilanase dengan
media bersubstrat xilan dari tongkeol jagung,
Formulasi media dilakukan dengan cara memvariasi
komposisi media untuk pertumbuhan bakteri penghasil
xilanase. Rancangan penelitian yung dilakukan
mengeunakan rancangan acak taktorial. faktor (A)
peptone terdiri atas 4 taraf yaitu Al=(), A2=0.1; A3=0.3;
A4=0,5% . Faktor (13) ekstrak Khamir terdirt atas 3 taraf
(B1=0,1; B2=0,2: B3=0,3%) dan faktor (CY oar spelt vylane
terdiri atas 3 tarat (Cl=0,5, C2=0,75; C3=1,0%) dengan
tiga kali wlangun. Kultivasi dilakukan di dalam labu
erlemeyer 100 ml mengeunakan konsentrasi inokulan 10%:,
Isolut bukteri terpilih diuji kemampuannya
menghidrolisis sat spelt xylan tersebut, dengan mengukur
aktivitas xilanase dan kandungan protein teclarut. Sampel
dipanen sesudah 3 hari inkubasi, kemudian diukur protein
terlarut dengan metode Bradford (1976) dan aktivitas
cnzim xtanase menurut Winterhalter dan Eichl (1995).

Tahel | Selekst isolar baken alkalofilik penehasal silanase.

Table 1. Sefection of alcaliphtfi bactenia pedates ylamase proditeer
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Seleksi Bakteri Penghasil Xilanase

Scleksi difakukan terhadap lima isolat unggul vang
diperoleh dari isolasi baktert penghasi! xilanasc yang
berasal dart jenis tanah yang berbeda-beda. Penentuan
isolat unggul berdasarkan kemampuan baktert untuk
menghidrolisa xilan pada media yang bersifat alkali.
Kemampuan bakteri tersebut ditandai dengan adanya zona
bening yang dihasilkan disekeliling koloni {(Gambar 1.)

Dalam penelitian ini isolasi bakteri berasal dari tanah
herkapur dengan pH lebih besar atau sama dengan 7. Hal
tersebut dimaksudkan agar memperoleh isolat yang
manipu tumbuh pada media ber pH 7 atau lebih. Pada
umumayi isolasi baktert diambil atau berasal dart bahan
berlignoselulosa seperti tumpukan limbah pertanian, tetapi
biasanya limbah tersebut dalam keadaan asam, pH kurang
dari 7. Seperti halnya penelitian Saha (2002} yang juga
melakukan isolasi mikroba (Fusarinm proltiferatum)
penghast! xilanase dari limbah jagung {silase) dengan pH
kurang dari 7, ternyata hasil xilanase ckstraselulernyn
tuntbuh stabil pada pH 5-7.5,

Scleksi dilakukan dengan menguji kemampuan isolat
bakieri dalum menghasilkan sitanase. Hasil pengainatan
meliputi biomasa, protein terlarul. aktivitas ailanase dan
aktivitas spesitik.

Biomasa

Pengamatan perolehan biomasa dari lima isolat bakler
penghasil xdanase berkesu antara 0,049 sampan (L HI96 g/l
(Tabel 1), Perolechan biomasa tersebut menunjukkan
bahwa isalat baktert RXAILL-1 paling baik tumbul pada
media yang digunakan, sedangkan isolal RXAILL-S dan
RXNI-3 kurang baik. Sebagai kontrol isolat CF
acetobutylicem ATCC 769 penghasil xilanase
menghasilkan btomasa (L,098 dengan media yanyg sama,
Hasil penelitian ini lebih rendah bila dibandingkan
penelitian Tee e of. (1985) yaitu produksi xilanase dari
Clostridivm  acetoburylicom ATCC 824 yang
menghasilhan biomasa antara 0,091 sampai (.322 ¢/L

Koo isolate Biomasa

Prostein terlarut

Aklly, Xk AkLiy. Sprostk (B e

halare codde tmafiml} tmgfmld (uimt) protein)
Breunassa Sofrleie Prevtetn Xy lanmuse actovaty Speaific activity {Tmg
faigfli tongAnf) (Uil . protein)
RXAL-F 1,0 0,295 25,07 G184
RNXAN-S 0160 {0,165 2226 63,04
RNALIL-L [UREGY S 1310 RER 74,30
RXATLL-A (L0800 0317 75,31 KRTIRNE!
RXMNI-3 eV (3,280 23,58 L3 45
OF acetodnvlionm ATOC 760 0,0 0.aK2 7217 JERRR

Keicrangan, Dali werupakan nilad ratann dart cmpat kali ulingan

Rewm ke These dota represent medns of foier sepiiciies
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Berdasarkan hasil pengamatan biomasa, protein
terlarut, aktivitas xilanase, dan aktivitas spesifik xilanase
maka isolat RXAIIL-5 merupakan isolat paling potensial.
Namun demikian Karena hasil biomasa lebih rendah
dibanding RXAIII-1 maka perlu dilakukan formulasi media
sehingea dapat menghasilkan biomasa, protein terlarut
dan aktivitus xilanase yang tinggi.

Identifikasi isolat bakteri vnggul penghasil xilanase.
a. Identifikasi bakteri menggunakan medium sintetik
Kelima isolat yang telah diuji pada tahap seleksi sehingga
didapat isolat unggul terpilih yaitu isolat RXAIIL-5 yang
diisolasi dari media alkali. Hasil analisis sifat mortologi
dan reaksi fisiologis dan biokimiawi, isolat hakteri RXA
TTT-5 merupakan bakteri gram positif berbentuk batang
{(Tabel 2.0,

Isolat tersebut merupakan bakteri gram positif bentuk
batang, bersitat katulase positif dan oksidase negatit, tidak
mampu tumbuh pada media Mc Conkey, namun mampu
pada media nutrien agar. Isolat mampu menggunakan sitrat
sebagai sumber karbon. Uji MR, indole, gelatin dan urease
negatif, sedangkan uji Vp positif. Tidak mampu mereduksi
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nitrat mengadi nitrit. Mampu membentuk asam dari glukosa,
manitol, trehalosa, xilosa dan arabinosa, Menurut Bergey's
Muannual ddesfeern Buchanan dan Gibbons { [984) maka isolat
RXA MI-5 adalah Bacifius pumitus.

h. Identifikasi bakteri berdasarkan sekuen 16-S-rRNA
Tdentifikasi in untuk meyakinkan hasil identifikasi dengan
menggunakan medium sintetik Alasan yang digunakan
untuk memantaatkan sekuen 165-rRNA ini adalah karena
molckul TRNA mengandung sekuen yang sangat
konservatif secara evolusi. Dacrah yang sangat
konservatif dapat digunakan scbagai situs pelekatan
primer sehingga dapat diamplifikasi secara invitro dengan
PCR. Dengan cara ini kita dapat mempelajari adanya
keragaman genelik dari suatu lingkungan lebih detil karena
mikroorganisme yang tidak dapat dikulturkanpun dapat
kita peroleh gen 165-rRNAnya. Sckuen yang lebih
konservatif dapat digunakan untuk menghasilkan pohon
tilogenetik yang lebih diskriminatif sehingga dapat
membagi organisme ke dalam tiga Domain yaitu Archaea,
Bacteria dan Eucarva. Sekuen vang lebih variatit dari
molekul 165-rRNA sangat cocok untuk membedakan suatu
organisme kedalam taksa yang lebih rendah seperti genus
dan spesics. Sckuen [65-rRNA ini jupa menyediakan data
ying secara statistik cukup valid (Amann ef af., 1995).

Berdasarkan hasil analisis sekuen 168-rRNA dalam
penelitian ini, diketahui bahwa isolat ungpul RXAIII-5
termasuk ke dalam genus Bacilius dan mempunyai
kedekatan dengan Baeilfus pumifus pada nilai 769 bits
(388). Dari hasil taksonomi, pernyataan scbagai bakieri
adlalah 100 hits, sebagar Baciflaceae dinyatakan 90 hits,
Bucilius 86 hits Jan sebagai Bacilius pronitus dinyatakan
59 hits. angka ini tertinggt dibanding Bacilfus lain yaitu
antara 1-7 hits {data selengkapnya tidak disajikan).
Sedangkan dari pohon filogenik terlihat bahwa RXATI-3
mempunyai jarak yang dekat dengan Bacillus pumilus 2
{Gambar 2). Dengan demikian berdasarkan kedua
pertimbangan lersebut isolat bakteri RXA 111-5 mendekati
Bacillus pumilus.

Tabel 3. Hasil analisis ragmn protein teclarer, aktivitas xilanase dan akovitas spesifik dari formulasi media,
Tubte 3 Results of analysis varians of soluble protein, xvlandase wcriviyy and specific activisy of  growth media formulation

Perlak vunftreaiment Pralgin freein

Aktivitas xilanase

Akuvitas spesifik

{img/iml} Xylamve aemvity Specific acriviry (Ufing

(Ufml) protein
Rerata/Meun 0,396 RR.425 232484
R2 0,845 0,869 0,74
MaksimunvyMeximinm 0,596 18637 436,45
Peplon /Peptone(X1) ns b =
Ekstrak khamir/yeast extract (X2} b *E e
Xilan IXvfune(X3) hiy o ns
Interaksi ifnreraction (X1HX2) * i **
Interaksi fnreracrion (X1HX3) * ** "
Lnteraksi Mnieraction {X2)(X3) L ** **
Inlerakst Anteractien (X1X2X3) ns A oF

Kcterangan: *; #*_ ns : berturut-turut ialah berbeda nyata, sangal berbeda nyata dan tidak berbeda nyata
Remarks: *; #% nx . ie significance, high significance, and ne significance respectivety
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Berdasarkan hasil identifikasi dengan dua cara yaity
mengeunakan medium sintetik dan berdasarkan analisis
sekuen 165-rRNA, ternyata hasi! keduanya lidak berbeda
yaitu mendekati Baciffus prmitas. Dengan demikian isolat
RXA -5 untuk penulisan benkut disebut Bacillus
prmtitus RXATI-5.

Nur Kichana et ol

Formulasi Media Bersubstrat Gat Spelt Xylan

Kajian formulasi media dilakukan untuk mengetahol media
yang opiimal untuk kultivasi isolat bakteri penghasil
xilinase alkalotilik Bacillux pumitus RXAIT-3, Isolat
tersebut merupakan hasil scleksi pada penelitian tahap
awal. Formulast media dilakukan unwek menentukan o)
konsentrasi owr spelt xylon sebagai samber karbon. B3).
konsentrasi ckstrak khamir dan pepton sebagai sumber N
yang sesual bagt pertumbuhan isolat bukteri Bacilluy
paiities RXAI-S dan hasil ekstra selulernya. Sumber
nitrogen pada penelitian ini ada dua yaitu pepton dan
ekstrak khamir vang diharapkan hombinasi dari keduanya
akan sahing melengkapi. Analisis ragam protein terlarut,
aktivitas xilanase dan akdvits spesifik disajikan pada
Tabel 3.

Hasil analisis ragam yang tercantum pada Tabel 3,
menunjukkan bahwa untuk protein terlarol ternyata
pepton tidak memberikan pengaruh yang signilikan.
Kedua peubahy lainnya vt oar spelt xylfan dan ekstrak
khamir memberikan pengaruh sangat nyata. Interaksi antar
dua peubab ujy sangal signitikan, tetapi interaksi antara
ketiga peubah uji tdak signifikan,

Pada Gambar 3, tampak bahwa ada interaksi antara
kensentrasi ekstrak khamir dan pepton pada keliga
konsentrasi xilan. Pada substrat xitan 0,75% dan 1%
interaksi kedua perlakuan sangat signifikan dan
cenderung lebih tinggi dibanding hasil protein terfarut
pada substrat xilan 0.5%. Hasil tersebut menunjukkan
bahwa konsentrasi ailan (,5% belum optimal untuk media
pertumbuhan bakteri. Pepton tidak berpengaruh terhadap
pembentukan protein. sedangkan ekstrak khamir optimum
adalah 0.2% kemudian menurun dengan penambahan
konsentrasi ckstrak khamir. Hal tersebut diduga karena
penggunaan jumliah ekstrak khamir yang cukup tinggi akan
menyebabkan timbu! buih pada media kultivasi, schingga
imenghambat pertumbuhan imikroba,

Tingginya nilai biomasa menunjukkan meningkatnya
pertumbuhan bakteri pada media tersebut, tetapi tidak
menjamin tingginya produk metabolisme sekundernya.
Menurut penelitian Fontes ef of. (2000} media dengan
sumber karbon glukosa atau xilan untuk Ceffvibrio mixins
penghasil xilanase ternyata keduvanya menghasilkan
biomasa yang tinggi. Pada media glukosa pertumbuhan
sel lebih cepat (36 jam) dibanding xilan (84 jam). Namun
demikian dalam media glukosa tidak terdeteksi aktivitas
xilanasenyi,

Hasil tertingei dalam penelitian ini dicapai pada
konsenirasi xilan 0,75%, pepton 0,5% dan ekstrak khamir
0,2% (0,596 /1), Hasil analisis ragam aktivitas xilanase (u/f
ml) ternyata bahwa pepton maupun ekstrak khamir dan
interaksi tiga laktor memberikan pengaruh yang signifikan
terhadup aktivitas xilanase. Pada Gambar 4, ternyata bahwa
pepton dan ekstrak khamir saling berpengaruh.
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Data tertinggi dicapai pada konsentrasi pepton dan
ekstruk khamir sama yaiw 0,1%. Semakin tinggi pepton
yang ditambahkan kcbutuhan ekstrak khamir rendah.
Penambahan ckstrak khamir 0.2% masih menghasilkan
aktivitas xHanase yang tinggi. Dentikian juga penambahan
pepton maksimum 0,3%. Konsentrasi xilan sangat
berpengaruh terhadap aktivitas xilanase yang dihasilkan.
Uuntuk konsentrasi xilan rendah (0,5%), aktivitas ertingg
dicapai pada pepton 0, 1% dan ekstrak khamir (,1% yaitu
sebesar 186.37 W/ml. Pada konsentrasi xilan 0,755 aktivitas
xilanase tertinggi dicapai pada pepton 0,5% dan ekstruk
khamir .26 yaitu (12 1.42 U/m) dan untuk xilan % tertinggi
masih pada pepton 0,3% dan ckstrak khamir 0,2% yaitu
112,42%.
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Pada analisis ragam aktivitas spesilik (Tabel 3),
ternyata bahwa ekstrak khamir dan pepton berpengaruh
sangat signifikan, sedangkan xilan tidak berpengaruh.
Interaksi ckstrak khamir dan pepton serta interaksi ketiga
faktor memberikan pengaruh yang sangat signifikan.
Interaksi xilan dan peplon berpengaruh nyata.

Selanjutnya ada kecenderungan tanpa pepton
dengan ckstrak khamir 0,3% meningkatkan aktivitas
spesifik hal tersebut berlaku untuk semua kadar xilan
seperit yang terlihat pada gambar 3.

Pada kadar xilan 1% dengan ckstrak khamir 0.3%,
aktivitas spesifik tinggi yang berluku untuk pepton 0-0,5%.
Dari hasil penetitian ini data teriingyi dicapai pada media
dengan kandungan ckstrak khamir 0, 19%. pepton 0,1 % Jun
xilan 0,5%.

Berdasarkan hasil pengamatan protein terlarut,
aktivitas xilanase dan aktivitas spesifik (Tabel 4), maka
pemilihan  optimast media dilakukan dengan
mempertimbang kan kebutuhan utama dari kultivasi int.
Kebutuhan utama kultivasi ini ialah untuk menghasilkan
cnzim yang bertujuan untuk memilih optimum proses
berdasarkan aktivitus xifanase alau aktivitas spesifik,
sehingga dalam penelitian ini tidak diamati biomasanya.
Dari hasil eptimasi tersebut maka dipilih optimasi untuk
data aktivitas xilanase dengan pertimbangan bahwa vang
diharapkan dari kultivasi int adalah produksi enzim xilunase
yang dinyatakan sehagai aktivitas xilanase dan aktivitas
spesifik. Kedua pengamatan terschut mempunyal
komposist media optimuem yang sanu yailu pada xilan
0,55, pepton (.19 dan ckstrak khamir {), 1 %, dengan hasil
tertinggi yaitu aklivitas xilanase 186,37 U/ml dan aktivitas
spesifik 436.45 U/mg protein. Berdasarkan nilai ratio C/N,
maka nilal ashi variabel-variabel optimum tersebut adalah
konsentrast karbon sebesar 59,808 ¢/, konsentrasi
nitrogen sehesar 6,829 g/l, K,HPO, 1 g/l dan MgSQ, 7H,0
sebesar (1,2 g/l.

Kadar xilan opltimunt untuk pertumbuhan 8. prmilus
RXAILL-5 darl hasil penelitian ini lebih rendah dibanding
hasil penelitian Yang er al. {1995) yaitu media terbaik
dengan oat spelt xylan 1% dengan Tama kultivasi 2 hari.
Semakin tinggi kadar xilan akan memperpanjang lama
kultivasi (4-5 hari) dan ternyata sumber karbon dari
birchwood xylan lebih tinggi aktivitas xilanasenya
dibanding oat spelt xylan, Namun demikian pernyataan
Winterhaller dan Liebl (1995) xilan yang berasal dari oat
spefr dari Siema mempunyal aktivitas tertinggi, kemudian
berturut-turut oa: speft xylan (Roth), methyl
glucoronoxilan (Sigma), larchwood xylan dan birchwood
xylan (Sigma).

Berdasarkan pernyataan yang berbeda tersebut maka
diduga setiap mikroorganisnie mempunyai tanggopan
yang berbeda terhadap jenis sumber karbon. Hal tersebut
sesuai dengan hasil penelitian Tonukari ef «f. (2002) bahwa
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Tabel 4. Hasil formulast media berdasarkan pengamatan protein,
aktivitas xilanase dan aktivitas spesifik
Tuble 4. Result of media formutanion based un observanon of

predein, aylanase dotivity and specific activiry
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jenis sumber karbon pada media dipengaruhi oleh jenis
gen mikrobianya. Hasil penelitiannya mencoba
mengeunakan medium yang mengandung glukosa,
sukrosa, xilosa, xylan, pektin, dan selulosa untuk media
pertumbuohan Cochiinbolus carbarnum yang mempunyai

heberapa gen dan menghasilkan endo-1,4-a-xilanase,
Husilnya gen xy11 dan gen xyl 2 dapat tumbuh pada xilan
Jjuga selulosa, sedangkan gen xy13 dan xyl4 pada xilosa
juga xilan, dan gen xyp dupat tumbuh pada xilose, xilan,
pektin, dan selulosa. Tetapi tak satupun gen-gen tersebut
dapat tutnbuh pada glukosa dan sukrosa,

Hasil Optimun {
Opriim Result

Fornmlasd Media (5

Medi Formudanion ()

Xilon/ Pepton/ Ekstrak khamir/
. Xvlune Hepren Yeust extract
Proteind Protem 075 0.5 {12
(0,596 g/}
Aktivitas Xulanase/ 0.5 il 1
Xylasieryve activiey
(186,37 U/mh
Aktivitus Spesilik / 05 0.1 0.1
Specific activi
(436,45 Ufing protein)
KESIMPULAN

l. Isolat bakteri Bacillus pumilus RXATIL-5 dinyatakan
sebagai isolat bakteri ungeul dianlara ke-5 isolat
hakteri penghasil xilanase.

2 Pada lurmulasi media tumbuh ternyata protein terlarut
tertinggi (0,596 g/1) pada media dengan komposisi
0,75% xilan, pepton 0,5%, ekstrak khamir 0,2%.
Aktivitas xilanase dan aktivitas spesifik tertinggi
berturut-turut ialah 186,37 U/ml dan 436,45 U/mg
pratein. Keduanya dicapai pada komposisi media yang
sama yaitu pepton 0,1 %, ckstrak khamic 0,1%, dan xilan
(3,5%. Berdasarkan kedua kriteria terakhir maka
formulasi terbaik untuk Bacilius pumifus RXAITI-3
penghasil xilanase adalah peplon 0,196, ckstrak khamir
0,1%, dan xilan 0,5%:.
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