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ABSTRAK

Tujuan dari penelitian ini adalah mengisolasi dan mengidentifikasi mikroorganisme
penghasil enzim xilanase dari lumpur panas Lapindo. Selain itu penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui karakteristik enzim xilanase yang dihasilkan. Isolat yang diperoleh
dimungkinkan merupakan mikroorganisme termofilik berdasarkan kondisi suhu tinggi di
lumpur panas. Penelitian ini terdiri dari pengambilan sampel, isolasi, karakterisasi isolat
termofilik dan karakterisasi enzim xilanase yang dihasilkan. Sebanyak 14 isolat berhasil
didapatkan dan isolat C211 menunjukkan aktivitas hidrolisis terbaik. Hasil dari identifikasi
molekuler berbasis 16S rRNA menunjukkan memiliki kedekatan genetik dengan B.
lichenformis dan B. aerius dengan derajat kesamaan homolog masing-masing 99% dan 98%,
mengindikasikan bahwa isolat tersebut termasuk genus Bacillus. Isolat C211 merupakan
tipe Gram positif dan menunjukkan hasil positif pada uji Voges Proskauer, indol, dan
ornithine. Suhu pertumbuhan berada pada suhu 45-65°C dengan kondisi pH 5.8-7.2. Enzim
xilanase kasar dari isolat C211 memiliki aktivitas optimum pada suhu 50°C dan pH 7
sebesar 3.95 Unit/mL.

Kata kunci: Identifikasi berbasis 16S rRNA, lumpur panas Lapindo, mikroorganisme
termofilik, xilanase

ABSTRACT

This study was aimed to isolate and identify thermophilic microbe producing xylanase
using molecular identification from hot mud disaster Lapindo. Also, it was aimed to
characterize xylanase from the obtained isolates. The isolates were supposed to be
thermophillic microorganisme. This study comprised of sampling hot mud, isolation and
characterization of thermophillic isolates, and characterization of thermophillic xylanase.
Fourteen isolates were obtained from hot mud and isolate C211 showed the best activity
with hydrolitic activity 1.67. The result of 16S rRNA based identification showed that isolate
was closely related to Bacillus lichenformis or Bacillus aerius with homolog similarity 99%
and 98%, indicating that the strain belong to Bacillus genus. Isolate C211 is Gram-positive
with positive result at Voges Proskauer, indole, and ornithine. The crude xylanase
characteristic optimum activity on 50°C pH 7 with 3.95 Unit/mL.

Keywords: 16S rRNA based identifcation, hot mud disaster Lapindo, thermophilic
microorganism, xylanase

PENDAHULUAN
Lumpur Lapindo merupakan bencana nasional sejak 29 Mei 2006 akibat aktivitas

pengeboran minyak yang dilakukan oleh PT. Lapindo Brantas. Hingga saat ini belum ada
tanda-tanda bahwa semburan lumpur tersebut akan berhenti dan telah menyemburkan
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hampir 6,4 juta meter kubik [1]. Lumpur panas Lapindo ini telah menenggelamkan
perumahan penduduk, sekolah, pabrik dan areal persawahan di sekitarnya. Lumpur panas
yang dihasilkan mengandung karbon organik sebesar 54.7-55.47%, Pb sebesar 0.27-0.34
mg/L, dan Cu sebesar 0.83-1.31 mg/L dan memiliki suhu antara 45-70°C dengan kondisi pH
alkali. Karakteristik ini menunjukkan bahwa lumpur Lapindo berpotensi sebagai sumber
mikroorganisme yang bersifat termofilik maupun hipertermofilik dan memiliki potensi dalam
mendegradasi komponen penyusun tanaman dan dapat tumbuh pada kondisi alkali.

Salah satu komponen penyusun tanaman terbesar selain selulosa adalah xilan. Xilan
merupakan polimer dari xilosa yang banyak ditemukan di dalam hemiselulosa.
Hemiselulosa, lignin, dan selulosa merupakan komponen yang membentuk struktur kayu.
Oleh karena itu, dimungkinkan terdapat beberapa mikroorganisme yang mampu
menghasilkan enzim xilanase yang tumbuh di lumpur panas Lapindo. Enzim yang dihasilkan
oleh mikroorganisme termofilik dapat aktif pada suhu tinggi, sehingga berpotensi untuk
dimanfaatkan pada industri yang menggunakan suhu tinggi [2].

Eksplorasi mikroba termofilik penghasil enzim xilanase perlu dilakukan karena
penting ditinjau dari sudut pandang bioteknologi dan potensial untuk aplikasi industri. Oleh
karena itu penelitian ini diharapkan mampu mendapatkan isolat mikroorganisme termofilik
penghasil enzim xilanase yang memiliki karakteristik optimal pada suhu dan pH yang tinggi

3.

Pada penelitian ini isolasi mikroba dilakukan pada sampel yang berasal dari lumpur
panas Lapindo untuk mendapatkan mikroorganisme termofilik penghasil enzim xilanase.
Isolat yang didapatkan selanjutnya diidentifikasi galurnya dengan uji biokimiawi dan
molekuler. Tahap selanjutnya dilakukan karakterisasi terhadap enzim xilanase yang
diperoleh dari isolat terbaik.

BAHAN DAN METODE

Bahan

Sampel yang digunakan untuk mendapatkan isolat termofilik diambil dari lumpur
panas Lapindo di Porong, Sidoarjo Bahan kimia yang digunakan antara lain akuades,
alkohol 70%, etanol 95%, NaCl, NaOH, K,HPO,, MgS0,.7H,0, H,0,, KOH 40%, H,0, 3 %,
alphanaphtol, garam Roschell, phenol, Na-metabisulfite, HCL 0,1 N, phenolftalein, 3, 5-
dinitrosalisilat (DNS), congo red, reagen Kovacs, bromtimol blue, methyl red, kristal violet,
iodin, safranin, malachite green, buffer asetat pH 4 -5, bufer fosfat pH 6- 7, dan buffer Tris-
HCI pH 8-9. Media yang digunakan meliputi MR-VP broth, Luria Bertani, NB, ekstrak khamir,
tripton, bacto agar, MIO, SCA dan beechwood xylan. Untuk identifikasi menggunakan
deteksi gen 16S, primer yang digunakan adalah primer universal yang terdiri dari primer 8F
5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' dan primer 1492R 5'- GGTTACCTTGTTACGACTT-3,
Master Mix Go Tag Green (Promega), buffer Taq, MgSO,4, dNTP, ddH,O, marker DNA
100bp (Vivantis DNA Plus, 100bp Ladder), TE buffer, gel agarosa , TBE, dan SYBR safe.

Alat

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah autoklaf (HL-36 AE Hirayama),
refrigerator (Toshiba), kompor listrik (Maspion S-300), vortex (LW Scientific, GSA MX-S dan
Maximix), Laminar Air Flow (lokal, Magnehelic, dan Nuaire), Inkubator (Binder dan
Memmerrt), oven (Binder), sentrifugator dingin (Thermo Scientific), shaker waterbath
(Memmert), colony counter (WTW BZG 30), timbangan digital (Mettler Toledo),
spektofotometer (Jenway 6305), mikroskop (Micros Austria), pH meter (Hanna Instrument),
mikropipet (Socorex, Finpipette Digital, Nichiryo, dan Eppendorf), kamera mikroskop
(Cannon G10), kamera digital (Sony DSC-W710) dan pipet aid (Drummond). Sedangkan
alat yang digunakan untuk proses identifikasi 16S rDNA adalah dry bath (Thermo Scientific
Multiblok Heater), NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer), Polymerase Chain Reaction
(Applied Biosystems GeneAmp PCR System 9700), 96—well sequencer (Applied Biosystem
3130 Genetic Analyzer), perangkat elektroforesis dan visualisasi dengan Gel-Doc XR 1000.
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Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif kuantitatif yang dibagi menjadi dua
tahap. Tahap pertama adalah mengisolasi dan mengidentifikasi mikroorganisme dari lumpur
panas Lapindo. Tahap kedua adalah melakukan produksi dan karakterisasi enzim xilanase
kasar yang dihasilkan. Hasil penelitian dipaparkan secara deskriptif berdasarkan tahapan-
tahapan penelitian yang dilakukan. Sedangkan hasil pengujian aktivitas enzim xilanase
dipaparkan secara kuantitatif.

Metode Penelitian
1. Preparasi Media Xilan Kasar dari Tongkol Jagung

Tongkol jagung didapatkan dari Pasar Belimbing Malang Jawa Timur dan digiling
sampai lolos saringan 40 mesh. Xilan kasar yang dihasilkan selanjutnya digunakan sebagai
media pengkayaan untuk menginduksi pertumbuhan mikroorganisme dalam sampel lumpur
Lapindo.

2. Proses Pengambilan Sampel Lumpur Lapindo

Sampel diambil secara aseptis dari lumpur panas Lapindo Porong, Sidoarjo Jawa
Timur pada 3 titik yang berbeda. Setiap lokasi pengambilan sampel diukur suhu dan pH
menggunakan termometer dan pH meter. Sampel selanjutnya dibawa menuju ke
laboratorium untuk dilakukan isolasi dan seleksi mikroba.

3. Pengkayaan dan Isolasi Mikroorganisme Termofilik Xilanolitik.

Sampel lumpur Lapindo diperkaya dalam media Luria Bertani (LB) yang ditambahkan
xilan kasar 1%. Sampel diinokulasikan kedalam media dengan perbandingan 1 : 2 dalam
tabung erlemenyer 250 dan diinkubasi pada suhu 55°C, 120 rpm selama 72 jam. Setelah
dilakukan pengkayaan dilakukan pengenceran hingga 105 dan diambil 3 pengenceran
terakhir. Selanjutnya sampel ditumbuhkan media Nakamura yang mengandung 2 g LB, 0,1 g
KH,PO,, 0,02 g MgS0,.7H,0 dan ditambahkan xilan kasar 0.5 g per 100 ml menggunakan
metode pour plate dan spread plate [14]. Isolat diinkubasi pada suhu 55°C selama 48 jam
untuk menyeleksi mikroorganisme termofilik. Setiap isolat yang tumbuh dilakukan isolasi
kembali pada media Nakamura untuk memastikan isolat yang diperoleh merupakan kultur
tunggal.

4. ldentifikasi dan Karakterisasi Mikroorganisme Termofilik Xilanolitik

Identifikasi awal dilakukan dengan menumbuhkan isolat pada media Nakamura yang
mengandung beechwood xylan 0.5 % dan mengamati zona bening yang terbentuk. Isolat
terpilih yang mampu menghasilkan zona bening diidentifikasi secara morfologi, mikroskopis,
dan biokimia. Pengamatan morfologi meliputi bentuk, tepian dan warna pada koloni.
Pengamatan mikroskopis yang dilakukan meliputi pewarnaan Gram untuk mengetahui jenis
Gram dan dan pewarnaan endospora untuk mengetahui keberadaan endospora pada isolat.
Uji biokimia sederhana meliputi uji katalase, uji sitrat, uji MR (Methyl Red), uji VP (Voges-
Proskauer), uji indol, dan uji ornithine.

Identifikasi molekuler dilakukan dengan menggunakan metode PCR dan sekuensi
gen 16S rRNA. Proses amplifikasi secara PCR menggunakan primer universal 8F (forward;
5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') dan 1492R (reverse; 5'- GGTTACCTTGTTACGACTT-
3). Proses ini dilakukan selama 30 siklus, yakni denaturasi 94°C selama 30 detik,
penempelan 50°C selama 30 detik, dan elongasi 72°C selama 3 menit. Produk PCR yang
diperoleh selanjutnya disekuensing menggunakan DNA sequencer. Data hasil sekuensing
selanjutnya dikomparasi dengan data sekuen yang ada di GenBank menggunakan program
BLAST (http://www.ncbi.nim.nlh.gov/). Sebanyak 17 rRNA sekuen dari spesies relatif dari
genus Bacillus diambil dan dianalisis tingkat kekerabatannya menggunakan program
CLUSTALW. Selanjutnya dilakukan rekonstruksi pohon filogenetik metode neighbor-joining
plot menggunakan program MEGASb.

5. Produksi Enzim Xilanase Termofilik

solat terpilih diinokulasikan pada media Luria Bertani untuk mengetahui waktu
pertumbuhan optimal. Sebanyak 10 ml kultur cair dimasukkan ke dalam 140 ml media
Nakamura dan diinkubasi pada suhu 55°C selama 18 jam. Ekstrak kasar enzim diperoleh
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dengan memisahkan supernatan dan pelet kultur pada kecepatan sentrifugasi 10000 rpm
selama 10 menit pada suhu 4°C.
6. Pengujian Aktivitas Xilanase

Pengujian aktivitas enzim xilanase dilakukan dengan mengukur kadar gula reduksi
dpada substrat beechwood xylan menggunakan metode Dinitrosaliclyc acid (DNS) [13].
Sebanyak 1 ml substrat ditambahkan supernatan 1 ml dan diinkubasikan pada suhu 55°C.
Setelah 1 jam, ditambahkan 3 ml larutan DNS dan didiamkan 10 menit. Kemudian dididihkan
selama 5 menit dan diukur absorbansinya pada panjang gelombang 540 nm. 1 unit aktivitas
enzim xilanase didefiniskan sebagai jumlah enzim xilanase yang dibutuhkan untuk
melepaskan 1 pmol gula reduksi (xilosa) per menit pada kondisi reaksi optimum.
7. Penentuan pH dan Suhu Optimum Enzim Xilanase

Penentuan pH optimum enzim xilanase dilakukan dengan menginkubasi 1 mL
supernatan (ekstrak kasar enzim) dan 1 mL substrat xilan (beechwood xylan 1%) pada
rentang pH 5,0-8,0. Buffer yang digunakan adalah buffer asetat pH 4 dan 5, bufer fosfat pH
6 dan 7, dan bufer Tris-HCI pH 8 dan 9. Untuk menentukan pH optimal, enzim dan substrat
diinkubasi selama 1 jam pada suhu 55°C dan diukur aktivitasnya sesuai dengan pengujian
aktivitas enzim. Penentuan suhu optimum enzim xilanase dilakukan dengan menggunakan
prosedur yang sama selama 1 jam dengan variasi suhu 45°C, 50°C, 55°C, 60°C dan 65°C.

HASIL DAN PEMBAHASAN

1. lIsolasi dan Identifikasi Mikroorganisme

Isolat termofilik mampu tumbuh pada temperatur 45-70°C. pada penelitian ini
digunakan beechwood xylan 0.5% dalam medium untuk menselesksi mikroorganisme yang
mampu menghasilkan xilanase yang ditunjukkan dengan adanya zona bening di sekitar
koloni. Didapatkan total 14 isolat yang berhasil diisolasi dari lumpur panas Lapindo, yakni
Al102, A103, B101, B102, C101. C102, C103, C104, C105. C111. C112. C113, C114, C115,
C211, C212. Isolat tersebut dapat tumbuh di media Nakamura pada suhu 55°C. Aktivitas
xilanolitik pada semua isolat dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Aktivitas Xilanolitik Mikroorganisme Termofilik Berdasarkan Rasio antara Diameter
Zona Bening dengan Diameter Koloni.

Isolat Diam_eter Diameter Zona Bening A_ktivif[a_s

Koloni (cm) (cm) Hidrolisis
A102 0.70 1.10 1.57
A103 0.70 1.10 1.57
B101 0.70 1.00 1.43
B102 0.90 1.30 1.44
C101 0.80 1.20 1.50
C102 0.80 1.20 1.50
C103 0.90 1.20 1.33
C111 1.00 1.30 1.30
C112 0.70 1.10 1.57
C113 0.80 1.20 1.50
C114 0.90 1.30 1.44
C115 0.70 1.10 1.57
C211 0.60 1.00 1.67
C212 0.70 1.10 1.57

Dari hasil pengujian aktivitas xilanolitik menunjukkan bahwa isolat C211 memiliki
aktivitas hidrolisis tertinggi sebesar 1.67. Isolat tersebut dipilih untuk proses identifikasi
fenotipe, biokimiawi dan molekuler. Isolat C211 merupakan tipe Gram positif dan bersifat

234



Isolasi dan Identifikasi Mikroorganisme Termofilik Penghasil Xilanase — Habibie, dkk
Jurnal Pangan dan Agroindustri Vol. 2 No 4 p.231-238, Oktober 2014

motil. Hasil morfologi menunjukkan bahwa koloni C211 berbentuk sirkuler, berwarna putih,
dan bentuk sel batang. Selain itu, isolat tersebut juga mampu menghasilkan endospora
pada kondisi stasioner. Dalam uji biokimia, isolat tersebut memiliki hasil positif pada uji VP,
indol, dan ornithine. Sedangkan uji katalase, sitrat, dan MR memberikan hasil negatif. Suhu
pertumbuhan berada pada suhu 45-65°C dengan kondisi pH 5.8-7.2 (Tabel 2).

Tabel 2. Karakterisasi Fenotipe Isolat C211 dan Spesies Relatif

Karakterisasi Isolat C211 B. lichenformis B. aerius
Bentuk sel Basil Basil Basil
Bentuk Koloni Sirkuler Sirkuler - iregular Iregular
Warna Putih Putih Putih
Gram + + +
Endospora + + +
Suhu pertumbuhan (°C) 45-65 10-70 10-37
pH pertumbuhan 5.8-7.2 5.7-6.8 6-10
Katalase - + +
Methyl Red (MR) - TD -
Voges-Proskeauer (VP) + TD +
Motilitas + + +
Indol + - -
Ornithine + - -
Sitrat - - +

Keterangan : (+) = hasil uji positif , (-) = hasil uji negatif , TD= tidak ditentukan,
B. lichenformis [10], B. aerius [17]

Hasil dari analisis filogenetik mengindikasikan bahwa isolat C211 memiliki kedekatan
ciri genetik dengan B. lichenformis DSM13 ATCC 14580 [10] atau B. aerius strain 24K I"S
[17]. Hasil sekuen rRNA menunjukkan derajat kesamaan homolog masing-masing 99% dan
98%.

Brevibacterium halotolerans strain DSM 8802

73
52| L Bacillus subtilis subsp. subtilis strain DSM 10
57| Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 strain 168
Bacillus amyloliquefaciens FZB42 strain FZB42
Bacillus atrophaeus strain JCM9070
Bacillus pumilus strain ATCC 7061
1001 Bacillus pumilus SAFR-032 strain SAFR-032
Isolat G211
0 100 |— Bacillus licheniformis DSM 13 ATCC 14580 strain ATCC 14580 DSM 13

Bacillus aerius strain 24K 165

Bacillus carboniphilus strain JCM3731

o Bacillus coagulans strain NBRC 12583
Bacillus ginsengihumi Gsail 114

Virgibacillus halophilus strain 5B73C
ag Bacillus pseudofirmus OF4 strain OF4 16S
B {Bamﬂus halodurans C-125
58 Bacillus luciferensis strain LMG 18422
ﬁac;ﬂus cereus ATCC 14579 strain ATCC 14579

0.008

Gambar 1. Pohon filogenetik isolat C211 dan spesies relatif menggunakan NJ-plot
berdasarkan hasil analisis 16S rRNA. Seluruh sekuen yang digunakan diperoleh dari
genbank di NCBI. Skala bar menunjukkan jarak evolusi antar spesies.
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Berdasarkan hasil analisis fenotipe dan genotipe mengindikasikan bahwa isolat C211
termasuk dalam genus Bacillus. Hasil analisis genotipe disebutkan memiliki kedekatan ciri
genetik terdekat dengan B. lichenformis yakni 99%. Akan tetapi dari hasil analisis fenotipe
dan membandingkannya dengan karakteristik B. lichenformis yang ada terdapat beberapa
perbedaan. Hal ini mengindikasikan isolat yang diperoleh tersebut bisa saja merupakan jenis
isolat baru dari genus Bacillus. Oleh karena itu perlu dilakukan karakterisasi lebih lanjut
guna mengetahui karakteristik dari isolat C211 dan memastikan jenis isolat yang diperoleh
dari identifikasi molekuler.

2. Aktivitas Xilanase

Enzim mampu berkerja secara optimal dan menghasilkan aktivitas optimum pada
kondisi pH optimal. Karlson [11] menyebutkan bahwa struktur ion enzim dipengaruhi oleh
kondisi pH lingkungannya yang akan mempengaruhi sisi aktif enzim dalam membentuk
kompleks enzim subtrats. Pengaruh pH terhadap aktivitas enzim xilanase kasar dapat dilihat
pada Gambar 2.

pH Optimum
4.50
£
7 % 2.50
S 5 1.50 - : : : .
< 3 5 7 9 11
pH

Gambar 2. Pengaruh pH Terhadap Aktivitas Enzim Xilanase Kasar dari Isolat C211

Data hasil menunjukkan bahwa aktivitas enzim xilanse mengalami kenaikan dari pH
5.0 hingga pH 7.0, selanjutnya menurun hingga pH 9.0. Enzim xilanse kasar yang diisolasi
dari isolat C211 memiliki pH optimum 7.0 dengan aktivitas enzim sebesar 3.95 Unit/mL.
Pada kondisi pH optimum, enzim memiliki konformasi sisi aktif yang sesuai dengan substrat
sehingga dapat membentuk kompleks enzim-substrat yang tepat dan menghasilkan produk
secara maksimal. Sebaliknya pada kondisi pH yang kurang optimal, enzim akan mengalami
perubahan konformasi yang menyebabkan enzim mengalami perubahan struktur dan
kehilangan aktivitasnya. Davidson dan Sittman [6] menyatakan bahwa perubahan pH dapat
mempengaruhi tingkat ionisasi terhadap gugus pemberi dan penerima proton pada sisi
katalitik enzim.

Aktivitas enzim xilanase kasar pada pH optimum 7.0 ini serupa dengan hasil
penelitian yang dilakukan Grupta et al. [9] yang menunjukkan bahwa enzim xilanase yang
diperoleh dari Bacillus sp. NG-27 memiliki pH optimum 7.0 yang stabil pada kisaran 6.0-10.0.
Hasil penelitan lainnya yang dilakukan oleh Esteban et al. [8] yang mengisolasi enzim
xilanase dari Bacillus circulans WL-12 memiliki pH otimum pada kisaran 5.5 hingga 7.0.
Menurut Beg et al. [3], pH optimum xilanase dari bakteri adalah 5.0 sampai 9.0. Hal ini
menunjukkan bahwa pH optimum dari kitinase isolat C211 berada dalam kisaran pH
optimum bakteri penghasil xilanase pada umumnya.

Selain pH, faktor lain yang mempengaruhi aktivitas katalitik enzim adalah suhu.
Aktivitas katalitik enzim akan mencapai nilai maksimal ketika dikondisikan pada suhu
optimum enzim dimana pada suhu tersebut enzim mampu bekerja secara maksimal dan
memiliki konformasi sisi aktif yang stabil. Menurut Lehninger [12], pemberian suhu yang
melebihi suhu optimumnya dapat menyebabkan aktivitas katalitik enzim menurun atau
bahkan hilang. Hal ini disebabkan kenaikan suhu yang tinggi dapat merusak konformasi sisi
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aktif enzim sehingga enzim mengalami denaturasi. Pengaruh suhu optimum dan kestabilan
suhu terhadap enzim xilanase kasar dari isolat C211 dapat dilihat pada Gambar 3

Suhu Optimum

4.40
4.20
4.00
3.80
3.60
3.40
3.20
3.00
2.80 T T T T T 1

45 50 55 60 65 70
Suhu (°C)

Aktivitas Enzim (Unit/mL)
5

Gambar 3. Pengaruh Suhu Terhadap Aktivitas Enzim Xilanase Kasar dari isolat C211

Data hasil menunjukkan Gambar 3 menunjukkan bahwa aktivitas enzim xilanase
kasar mencapai titk maksimumnya pada suhu 50°C. Aktivitas enzim xilanase kasar
selanjutnya menurun hingga suhu 50°C. Pada kondisi suhu tersebut terjadi peningkatan
energi yang menyebabkan molekul-molekul enzim dan substrat lebih mudah menempel
sehingga mempermudah pembentukan kompleks enzim-substrat sehingga produk yang
terbentuk semakin banyak [15]. Enzim xilanase mulai mengalami penurunan aktivitas yang
signifikan ketika diuji pada suhu 60°C. Pada kondisi ini, enzim mulai kehilangan aktivitasnya
disebabkan sisi konformatif aktif enzim terganggu dan terjadi denaturasi.

Kondisi suhu optimum enzim xilanase dari isolat C211 ini serupa dengan hasil
penelitian yang dilakukan oleh Blanco et al. [4] terhadap Bacillus sp. strain BP-23 dengan
suhu optimum 50°C dan stabil pada suhu 55°C. Penelitian lainnya oleh Cordeiro et al. [5]
yang mengidentifikasi Bacillus sp. termofilik dari tanah menunjukkan bahwa enzim xilanase
yang dihasilkan memiliki suhu optimum 60°C dan stabil pada suhu 55°C. Bahkan hasil
penelitian yang dilakukan oleh oleh Grupta et al. [9] menunjukkan bahwa enzim xilanase
yang dihasilkan dari Bacillus sp. NG-27 memiliki suhu optimum yang tinggi yaitu 70°C dan
memiliki kestabilan suhu yang luas dari 40-90°C. Pada penelitian ini, isolat C211 memiliki
pertumbuhan maksimum pada suhu 55°C dan enzim xilanase yang dihasilkan optimum
pada suhu 50-55°C. Menurut Richana [16], enzim memiliki suhu optimum yang tidak jauh
berbeda dengan suhu pertumbuhan optimum mikroorganisme yang menghasilkan enzim
tersebut.

SIMPULAN

Sebanyak 14 isolat berhasil didapatkan dan salah satu diantaranya (isolat C211)
menunjukkan aktivitas hidrolisis terbaik. Hasil dari identifikasi molekuler 16S rRNA
menunjukkan memiliki kedekatan genetik dengan B. lichenformis atau B. aerius dengan
derajat kesamaan homolog masing-masing 99% dan 98. Isolat C211 merupakan tipe Gram
positif dan hasil positif positif pada VP, indol, dan ornithine. Isolat tersebut memiliki rentang
suhu pertumbuhan pada suhu 45-65°C dengan kondisi pH 5.8-7.2. Hasil dari karakterisasi
enzim xilanase kasar menunjukkan optimum pada suhu 50°C dan pH 7 dengan aktivitas
enzim 3.95 Unit/mL.
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