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Abstrak

Isolat I-5 diisolasi dari Sumber air panas Ciseeng, Jawa Barat dan telah di dentifikasi
sebagai Bacillus licheniformis 1-5. Isolat tersebut memproduksi enzim xilanolitik ekstrasel
pada medium Luria Bertani yang mengandung xilan oat spelt. Hasil penagamatan
menunjukkan bahwa aktivitas optimum larutan enzim kasar pada suhu 50°C dan
pH 7. Pengaruh sodium dodesil sulfat, merkaptoetanol dan Triton X-100 juga diamati.
Inkubasi larutan enzim kasar dalam larutan buffer yang mengandung SDS 1.5% dan
3 merkaptoetanol pada 50°C selama 90 menit emudian ditambah Triton X-100 dengan
konsentrasi akhir 3.5% selama 45 menit hanya menurunkan aktivitas enzim sebanyak
5.57% dari aktivitas awal. Analisis SDS/PAGE dan zimogram menunjukkan bahwa
sedikitnya dalam larutan enzim kasar terdapat dua enzimxilanolitik. Berat molekul
enzim diperkirakan 127 dan 20kD. Enzim xilanolitik yang diamati mampu menghidrolisis
xilan menjadi xilobiosa, xilotriosa dan xilooligosakarida yang lebih panjang lainnya. Uji
stabilitas termal larutan enzim kasar menunjukkan bahwa waktu paruh enzim yang
diinkubasi pada 50, 60 dan 70°C pada pH 7 masing-masing 2 jam 55 menit, 2 jam 33
menit dan 1 jam 15 menit. Waktu paruh pada 50, 60 dan 70°C pada pH 8 masing-masing
2 jam 48 menit, 1 jam 22 menit dan 1 jam 9 menit.

kata kunci: Xilanase, Bacillus licheniformis 1-5, stabilitas termal

XYLANASE, AN ENVIRONMENTALLY FRIENDLY
BLEACHING AGENT FOR PULP AND PAPER:
Characterization And Stabilization Study Of Bacillus
licheniformis I-5 CRUDE Xylanase

Abstract
Isolate I-5 was isolated from Ciseeng hot spring, West Java and was identified as

Bacillus licheniformis I-5. The isolate produces extracellular xylanolytic enzymes on
Oatspelt containing Luria broth agar medium. Optimal activity of the crude enzyme was
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observed at 50°C and pH 7. The effect of sodium dodecyl sulphate, 3-mercaptoethanol
and Triton-X100 were observed. Incubating the crude enzyme in 1.5% SDS and 1.5%
B-mercaptoethanol at 50°C for 90 minutes then adding Triton-X100 at final concentration
of 3.5% for 45 minutes only reduced 5.75% of the initial enzyme activity. SDS/PAGE
and zymogram analysis showed that at least two xylanolytic enzymes presence in
the crude enzyme. The molecular weight of the enzyme was estimated about 127
and 20kD. The enzyme hydrolysed xylan into xylobiose, xylotriose and other longer
xylooligosaccharides. Thermal stability of the crude enzyme was observed at 50, 60,
and 70°C and pH 7 and 8. The results showed that the half time of the crude enzyme
incubated at 50, 60, and 70°C pH 7 was 2 hours 55 minutes; 2 hours 33 minutes and
1 hour 15 minutes respectively. The half time at 50, 60 and 70°C, pH 8 was 2 hours 48
minutes; 1 hour 22 minutes and 1 hour 9 minutes respectively.

keywords: Xilanase, Bacillus licheniformis 1-5, thermal stability
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1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Xilan adalah suatu polisakarida
kompleks dengan rantai utamanya tersusun
atas rangka residu xilose dengan ikatan
B-1,4 glikosida (Beg et al, 2001). Xilan
merupakan polisakarida hemiselulosa
yang paling umum terdapat pada dinding
sel tanaman dengan kandungan 30-35%
dari berat kering totalnya (Joseleau et
al, 1992). Kebanyakan xilan merupakan
heteropolisakarida dengan berbagai macam
substitusi pada rantai utama dan cabang
(Biely, 1985). Substitusi yang umum terdapat
pada rantai utama adalah residu asetil,
arabinosil, dan glukuronisil (Whistler dan
Richards, 1970). Kandungan xilan dalam kayu
keras lebih banyak (15-30%) dibandingkan
dalam kayu lunak (7-12%) (Whistler dan
Richards, 1970 dan Wong et al, 1988).
Xilan dalam kayu keras adalah 0-acetyl-
4—-0-metilglukuronoxilan, yang paling sedikit
terdiri atas 70 residu B-xilopiranosa dengan
rata-rata derajad polimerisasi (DP) antara
150 and 200 dengan ikatan p-1,4-glikosida.
Xilan dari kayu lunak terdiri atas arabino-4-
0-metilglukuroxilan dan mengandung lebih
banyak asam 4-0-metillglukuronat daripada
xilan kayu keras.

Gugus asetil tidak terdapat pada xilan
kayu lunak sedangkan xilan dari kayu keras
banyak mengandung gugus asetil. Gugus
tersebut yang menentukan tingkat kelarutan
xilan dalam air. Gugus asetil dalam xilan
dapat dengan mudah dihilangkan dengan
menggunakan alkali. Polimer xilan kayu
lunak lebih pendek daripada kayu keras
dengan derajad polimerisasi 70-130 dan
juga memiliki cabang lebih sedikit (Sunna
dan Antranikian, 1997)

Berdasarkan komposisi xilan yang
merupakan heteropolimer maka untuk
menghidrolisis secara sempurna memerlukan
beberapa jenis enzim hidrolisis dengan
berbagai spesifisitas dan model reaksi yang
berbeda-beda. Sistem enzim xilanolitik terdiri

atas B-1,4-endoxylanase, p-xylosidase,
a-L-arabinofuranosidase, o-glucuronidase,
acetil xylan esterase, dan asam fenolat
(asam ferulat dan p-kumarat) esterase (Beg
etal, 2001). Sistem enzim multifungsi dapat
ditemui dalam fungi (Belancic et al, 1995 dan
Biely et al, 1985), aktinomisetes (Elegir et al,
1995), dan bacteria (Dey et al, 1992).

Selama dekade terakhir ini
pemanfaatan enzim microbial telah lama
menarik perhatian mengingat potensi
penggunaannya di dalam berbagai proses
industri bioteknologi seperti industri pangan,
pakan, pulp dan kertas (Bajpai, 1999;
Kuhad dan Singh, 1993; Niehaus et al,
1999; Wong dan Saddler, 1992). Untuk
saat ini yang paling menjanjikan adalah
penggunaan xilanase untuk prebleaching
pulp sehingga akan sangat mengurangi
penggunaan bleaching kimiawi yang tidak
ramah lingkungan. Alasan penggunaan
enzim ini karena selain limbahnya ramah
lingkungan juga dapat meningkatkan kualitas
kertas dari segi kecerahan (brightness)
(Kulkarni et al,1999; Ragauskas et al,
1994). Dalam unit pengolahan pulp, proses
prebleaching dilakukan dalam tangki stok
pulp dengan suhu 60°C dan bersifat alkalin,
oleh karena itu xilanase yang digunakan
harus stabil dan aktif pada suhu dan pH
tersebut (Beg et al, 2001).

1.2 Tujuan dan Sasaran

Penelitian ini bertujuan untuk
mempelajari karakteristik dan stabilitas
enzim kasar (crude enzyme) yang diproduksi
oleh B.licheniformis I-5. Adapun sifat yang
diamati adalah suhu dan pH optimum
enzim, stabilitas enzim terhadap deterjen
Sodium Dodesil Sulfat (SDS), Triton X-100
dan pendenatauran B-merkaptoetanol,
suhu diatas optimum dan pH alkalin serta
mengamati produk hidrolisis xilanase
terhadap xilan.

Sasaran penelitian ini adalah
pemanfaatan enzim sebagai reagen pemutih
pulp dan kertas ramah lingkungan.
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L. METODOLOGI

21 BAHAN

Isolat bakteri. Isolat bakteri 1-5
digunakan dalam penelitian ini diisolasi
dari sumber air panas Ciseeng, Jawa
Barat. Berdasarkan uji morfologi, fisiologi,
biokimia dan deret 16sRNA, isolat tersebut
diidentifikasi sebagai Bacillus licheniformis
I-5 (Helianti et al, 2008).

2.2 METODE
1) Produksi enzim

Produksi enzim xilanase dilakukan
menggunakan medium cair berdasarkan
metode Nakamura et al (1995). Didalam 100
ml medium mengandung 5 g xilosa, 5 g yeast
extract, 10 g bactopepton, 1 g K,HPO,.3H,0
dan 0,2 g MgSO,.7H,0O, larutan medium
diatur pH nya menjadi pH 7 menggunakan
10% HCI. Produksi enzim sebanyak 500 ml
menggunakan Erlenmeyer 2500 ml dalam
inkubator bergoyang dengan kecepatan 150
rom, 50°C selama 20 jam. Larutan enzim
kasar dipisahkan dari sel menggunakan
sentrifus berpendingin pada 4°C dengan
kecepatan 4000 X g selam15 menit. Larutan
ezim kasar bebas sel dimasukkan ke
dalam membrane dialisis dan di timbuni
dengan Kristal polietilen glicol 6000 dalam
gelas beaker dan disimpan dalam ruang
berpendingin pada 4°C hingga volume
akhir larutan 20 ml. Larutan enzim pekat ini
disimpan pada suhu 4°C selama digunakan
untuk percobaan.

2) Penentuan kadar protein dan
aktivitas ezim.

Kandungan protein dalam larutan
enzim kasar ditentukan berdasarkan metode
Bradford (1976) menggunakan bovine serum
albumin fraksi V (Sigma) sebagai standard.
Aktivitas enzim diukur berdasarkan Bailey
(1992). Dua ratus pl larutan enzim bebas sel
di tambahkan ke dalam 800 pl suspensi 1
gram xilan oatspelt dalam 100 ml bufer fosfat
(pH 7). Campuran reaksi tersebut di inkubasi

pada suhu pengamatan selama 5 menit.
Reaksi dihentikan dengan menambahkan
1500 pl 3,5- asam Di Nitro Salisilat (DNS)
dan kemudian disentrifugasi pada 4°C,
1100 x g selama 5 menit. Supernatan yang
diperoleh dipanaskan pada 100°C selama 5
menit. Absorbansi supernatan diukur pada
A 540 nm terhadap reagen blanko. Satu
unit aktivitas xilanase di definisikan sebagai
jumlah enzim yang dapat membebaskan
gula pereduksi yang setara dengan 1 pmol
xilosa per menit pada kondisi pengujian.

3) Pengaruh pH dan suhu terhadap
aktivitas enzim.

Aktivitas xilanase diukur pada
berbagai pH dengan kisaran dari 4 sampai
10 pada suhu 50°C (suhu produksi enzim)
menggunakan substrat suspensi 1 gram
xilan oat spelt dalam 100 ml larutan bufer
fosfat. Pengamatan pada pH 4, 5, and 6
menggunakan bufer sitrat-fosfat 0.05 M, pH
7 dan 8 menggunakan bufer fosfat 0.05 M,
pH 9 menggunakan bufer Tris-HCI 0.05 M,
dan pH 10 menggunakan bufer glisin-NaOH
0.05 M. Pengaruh suhu terhadap aktivitas
xilanas diamati pada berbagai suhu berkisar
dari 30 s/d 100°C dengan interval 10°C pada
pH optimum yang didapatkan dari percobaan
sebelumnya.

4) Pengaruh Sodium Dodesil Sulfat,
B merkaptoetanol dan Triton X-100
terhadap aktivitas xilanase.
Sodium Dodesil Sulfat (SDS), B

merkaptoetanol adalah pendenaturasi

protein yang digunakan dalam sistem
elektroforesis gel poliakrilamid (PAGE). Triton

X-100 digunakan untuk renaturasi protein

yang terdenaturasi dalam sistem. Tujuan

percobaan ini adalah untuk mendapatkan
konsentrasi SDS dan B-merkaptoetanol
tertinggi bagi enzim tetapi enzim masih
tetap dapat di renaturasi selama analisis
zymogram. Larutan enzim di inkubasi
dalam bufer Tris HCI 15mM pH 6.8 yang
mengandung SDS 0.0; 0.1; 0.5; 1.0; 1.5%
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selama 90 menit kemudian campuran
reaksi tersebut ditambahTriton X-100
dengan konsentrasi akhir 0.0; 0.5; 1.5; 2.5;
3.5% selama 45 menit. Aktivitas residu
enzim diukur menggunakan metode DNS
sebagaimana disebutkan diatas. Pengaruh
B mercaptoethanol terhadap aktivitas
diamati dengan menginkubasi enzim selama
90 menit dalam larutan buffer Tris HCI
1.5mM pH 6.8 yang mengandung SDS
pada konsentrasi dimana enzim dapat
mempertahankan aktivitasnya. Konsentrasi
B mercaptoethanol yang diamati 0.0; 0.5; 1.0;
1.5; 2.0; 2.5%. Setelah inkubasi, campuran
reaksi ditambah Triton X-100 dan diinkubasi
selama 45 menit pada konsentrasi dimana
enzim menunjukkan aktivitas tertinggi.
Aktivitas enzim tersisa di ukur dengan
menggunakan metode DNS sebagaimana
disebutkan diatas.

5) Elektroforesis gel dan analisis

zimogram.

Sodium Dodesil Sulfat Poliakrilamid
Gel elektroforesis (SDS-PAGE) dan
zimogram digunakan untuk memperkirakan
berat molekul enzim xilanolitik berdasarkan
metode yang dimodifikasi. Sunna et al
(1997) Konsentrasi gel pemisah 10%
dengan konsdisi operasi elektroforesis
pada 100V, 100 mA selama 1,5 jam dengan
menggunakan water cooler suhu 4°C.
Penanda protein yang digunakan adalah
Low Molecular Weight (LMW) marker dan
High Molecular Weight dari Amersham
Bioscience. Setelah proses elektroforesis
selesai, gel direndam dalam larutan Triton-x
100 selama 45 menit dengan konsentrasi
optimum, kemudian gel diinkubasi dalam
larutan substrat xilan oat spelt dan xilan
beech wood 1% pada suhu dan pH optimum
xilanase selama 15 menit. Gel yang telah
diinkubasi kemudian diletakkan pada
lemari pendingin dengan suhu 4°C selama
1 jam, kemudian direndam dalam larutan
congo red 1% selama 20 menit dan dicuci
menggunakan larutan NaCl 1 M hingga

terlihat pita yang berwarna lebih muda
(bening). Gel yang telah dicuci kemudian
direndam dalam larutan HCI 1N. Gel yang
berisi penanda protein diwarnai dengan
larutan Coomassie Birilliant Blue R-250.

6) Aktivitas hidrolisis xilanase B.
licheniformis I-5 terhadap xilan.
Reaksi hidrolisis enzim terhadap

xilan dilakukan dengan 1% oatspelt xilan.

Larutan enzim kasar xilanase sebanyak

50ul (20U/ml) di campur dengan 50pl

xilan oatspelt 1% dalam buffer Na,HPO,/

NaH,PO, 5/mM pH 7 dan diinkubasi pada

50°C selama 3 jam. Hasil hidrolisis dianalisa

secara kualitatif dengan metode Thin-
layer Chromatography (TLC) berdasarkan
modifikasi metode Ratanakhanokchai et al

(1999) menggunakan lempeng gel silica 60

F,, (Merck, Darmstadt, Germany). Pelarut

yang digunakan adalah butanol-Asetat 0.1M

-air dengan perbandingan 2:1:1. Spot yang

terbentuk pada lempeng TLC dideteksi

dengan menyemprotkan campuran 4 ml

aniline-4g a-difenilamin -200 ml aseton-30

ml H3PO4 80%. Standar yang digunakan

adalah xilosa, xilobiosa, xilotriosa, dan

xilotetraosa (Megazyme, Wicklow, Ireland).

7) Stabilitas xilanase B. licheniformis
I-5 terhadap suhu dan pH.
Stabilitas aktivitas xilanase B.

licheniformis 1-5 diuji dengan menggunakan

kisaran suhu dan pH optimum yang
didapat pada percobaan pengaruh pH
dan pada suhu 60 dan 70°C dengan
variasi pH 7 dan 8. Uji dilakukan dengan
menginkubasi 0,2 ml xilanase pada kondisi
suhu serta pH pengamatan tersebut
diatas, kemudian aktivitasnya diukur
setiap selang waktu 15 menit selama

120 menit. Untuk menentukan stabilitas

enzim digunakan parameter waktu paruh.

Waktu paruh didefinisikan sebagai waktu

yang dibutuhkan hingga aktivitas enzim

tinggal setengah dari aktivitas semula
pada kondisi (pH dan suhu) pengamatan.
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. HASIL DAN PEMBAHASAN

3.1 Pengaruh pH dan Suhu terhadap

Aktivitas Xilanase.

Hasil pengamatan menunjukkan bahwa
aktivitas optimum enzim kasar pada pH 7
(Gambar 1) dan suhu 50°C (Gambar 2).
Beberapa penelitian yang telah dilaporkan
menunjukkan bahwa aktivitas optimum enzim
xilanolitik dari Bacillus sp. berkisar antara
5-10, dengan suhu optimum berkisar 50-75°C
tergantung pada spesiesnya. Aktivitas optimum
xilanase dari Bacillus sp. K-1 pada pH 5.5, dan
suhu 60°C (Ratanakhanokchai et al, 1999),
Bacillus sp. AR-009 pada pH 9-10, 60-75°C
(Gessesse, 1998), Bacillus sp. NCIM pada pH
6, 50-60°C (Dey et al, 1992). Sebagian besar
aktivitas optimum xilanase yang dihasilkan oleh
Bacillus sp adalah berkisar pada pH netral dan
suhu 50-60°C.

Mengingat percobaan ini masih
menggunakan larutan enzim kasar, sehingga
kemungkinan dalam larutan tersebut
terdapat lebih dari satu jenis enzim xilanolitik,
sehingga untuk mengetahui kondisi pH
dan suhu optimum masing-msing enzim
diperlukan proses pemurnian.
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Gambar 1. Pengaruh pH terhadap aktivitas
xilanase Bacillus licheniformis
1-5 pada 50°C

3.2 Pengaruh Sodium Dodesil Sulfat,
B merkaptoetanol dan Triton X-100
terhadap aktivitas xilanase.

Hasil percobaan (Gambar
3) menunjukkan bahwa perlakuan
penambahan denaturan SDS 0.1% tanpa

perlakuan renaturasi dengan Triton X-100

menyebabkan penurunan aktivitas enzim
hingga lebih rendah dari 20%. Perlakuan
dengan Triton X-100 0.5-1.5% juga tidak
cukup untuk merenaturasi enzim yang
telah terdenaturasi oleh SDS. Perlakuan
Penambahan Triton X-100 3.5% mampu
mengembalikan 60% aktivitas enzim yang
telah mendapat perlakuan SDS 1.5%.

120
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2w /N
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Gambar 2. Pengaruh suhu terhadap aktivitas
xilanase Bacillus licheniformis
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Gambar 3. Pengaruh SDS dan Trinitron-X 100
terhadap aktivitas xilanase Bacillus
licheniformis 1-5 pada pH 7
B SDS0.1% ®=SDS0.5%
mSDS 1.0% ®SDS1.5% = kontrol

Berdasarkan data tersebut maka
konsentrasi SDS yang dapat digunakan
dalam prosedur zimogram adalah 1.5%
dan Triton X-100 3.5%. Untuk mengamati
pengaruh SDS dan B mercaptoethanol
terhadap aktivitas xilanase, larutan enzim
diinkubasi selama 90 menit dalam buffer
yang mengandung SDS 1.5% dan berbagai
konsentrasi B mercaptoethanol, kemudian
ditambahkan larutan Triton X-100 3.5%
selama 45 menit.
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Gambar 4. Pengaruh SDS 1.5 %. B
mercaptoethanol dan triton x-100
3.5 % terhadap aktivitas aktivitas
xilanase B. licheniformis 1-5

Hasil pengujian (Gambar 4)
menunjukkan bahwa aktivitas enzim tersisa
yang tertinggi setelah direnaturasi dengan
Triton X-100 3.5% adalah larutan enzim
yang didenaturasi menggunakan SDS 1.5%
dan B merkaptoetanol 1.5% yaitu 94.25%.
Oleh karena itu dalam memperkirakan
berat molekul enzim menggunakan
metode zimografi, konsentrasi SDS, B
merkaptoetanol dan Triton X-100 berturut-
turut masing-masing 1.5; 1.5 dan 3.5%.

3.3 Elektroforesis Gel dan Analisis

Zimogram.

Analisis sodium dodesil sulfat-
elektroforesis gel akrilamida (SDS-PAGE)
dan zimogram dengan menggunakan
penanda protein dengan berat molekul besar
(High Molecular Weight) terdapat satu pita
bening yang menunjukkan adanya aktivitas
xilanolitik dengan perkiraan berat molekul
127kD (Gambar 5A). Sedangkan analisis
elektroforesis gel dan zimogram dengan
menggunakan penanda protein dengan
berat molekul kecil (Low Molecular Weight)
menunjukkan bahwa B. licheniformis 1-5
memproduksi sedikitnya 2 (dua) enzim
xilanolitik dengan perkiraan berat molekul 127
dan 20 kD (Gambar 5B). Beberapa spesies
dari Bacillus dilaporkan memproduksi dua
enzim xilanolitik. Berat molekul xilanase
Bacillus thermoleovoran K-3d, 49 dan 69kD;
Bacillus flavothermus LB3A, 80 dan 130kD
Ratanakhanokchai 2t al, 1999), Bacillus sp

C-125 adalah 16 dan 43 kD (Honda et al,
1985), Bacillus circulans WL-12, 15 dan 85
kD (Esteban et al, 1982) Bacillus sp W-1,
21.5 dan 49.5 kD dan Bacillus sp W-2, 22.5
dan 50 kD (Okazaki et al, 1985).

kD

220 =
470

127 o

A Marker Zimogram

KD 127kD

66

- 45

m—30

— ()] —

4

e

Xilanase Marker Zinvogla Marker Zimogram

Gambar 5. Gel elektroforesis dan zimogram
xilanase Bacillus licheniformis
[-5: dengan penanda protein
High Molecular Weight (A), dan
dengan penanda protein Low
Molecular Weight (B).

Mengingat xilan sebagai substrat
xilanase merupakan suatu senyawa
kompleks sehingga untuk menghidrolisis
secara enzimatis dibutuhkan beberapa jenis
enzim xilanolitik, antara lain endoxilanase,
arabinofuranosidase, p-xilosidase (Kulkarni
et al, 1999). Dalam percobaan ini larutan
enzim yang digunakan berupa larutan kasar
enzim sehingga kemungkinan besar masih
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merupakan campuran beberapa jenis enzim
xilanolitik dan yang menunjukkan zona
bening paling intensif pada uji zimogram
adalah enzim dengan berat molekul 20 dan
127kD. Untuk mengetahui kedua jenis enzim
dalam larutan enzim kasar B. licheniformis
I-5 tersebut perlu dilakukan pemurnian dan
karakterisasi masing-masing enzim.

3.4 Analisis Produk Hidrolitis Xilanase.

Hasil hidrolisis xilan oat spelt oleh
xilanase selama 3 jam menghasilkan
xilobiosa, dan spot diantara xilotriosa dan
xilotetraosa serta xilooligomer yang lebih
panjang lainnya (Gambar 6).

X1
X2
X3

X4

Bl

1 2

Gambar 6. Thin Layer Chromatogram,
1. Standards: X1-xylose; X2-
xylobiose; X3-xylotriose; X4-
xylotetraose, 2. Hidrolisat xilan

(50°C, pH 7, 3 jam)

Intensitas spot yang tinggi antara
lain xilobiose dan xiloologomer yang lebih
besar daripada xilotetraosa. Hidrolisat
tersebut serupa dengan hasil hidrolisis
oleh Bacillus sp strain TAR-1 seperti yang
dilaporkan oleh Nakamura et al, (1995),
yang menyatakan bahwa produk yang
dihasilkan merupakan akibat kegiatan
endoxilanase yang menghidrolisis substrat

xilan secara acak. Berdasarkan data diatas,
kemungkinan besar salah satu enzim
xilanolitik yang terdapat dalam larutan enzim
kasar yang digunakan dalam percobaan
adalah kelompok enzim endoxilanase

3.5 Stabilitas Xilanase B. Licheniformis
I1-5 terhadap Suhu dan pH.
Pengamatan stabilitas larutan enzim

xilanase kasar tanpa substrat pada berbagai

suhu dan pH disajikan pada Gambar 7. Waktu
paruh enzim yang diinkubasi pada suhu dan
pH optimum (50°C, pH 7) hampir 3 jam (2 jam

55 menit). Inkubasi enzim dalam buffer pH 7

pada suhu 60 dan 70°C, waktu paruh enzim

masing-masing 2 jam 33 menit dan 1 jam 15

menit, sedangkan pada pH 8, suhu 60 dan

70°C, waktu paruhnya masing-masing 1 jam

22 menit dan 1 jam 9 menit (Tabel 1). Xilanase

yang diproduksi oleh Bacillus thermoleovoran

K-3d dan B flavothermus LB3A dilaporkan stabil

selama 2 jam pada pH 7, suhu 70°C, tetapi

waktu paruhnya masing-masing hanya tinggal

18 dan 10 menit pada suhu 80°C (Sunna et

al, 1997).

Aktivitas xilanase Relatif (%)

0 1‘5 3ID 4‘5 66 7I5 9;0 165 1é0
‘Waktu Inkubasi (menit)
Gambar 7. Stabilitas xilanase Bacillus
licheniformis 1-5 pada berbagai
suhu pH 7
® pH 7-50C CpH 8-50C a pH 7-60C
4 pH 8-60C @pH 7-70C o pH 8-70C

Beberapa peneliti mempelajari
stabilitas enzim dengan cara menginkubasi
enzim pada pH dan suhu tertentu tanpa
substrat selama 30 menit, kemudian
mengukur sisa aktivitasnya. Morales et al,
1995 mengamati stabilitas 3 enzim xilanolitik
yang diproduksi oleh B. polymyxa yaitu
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xilanase X34C, X34E dan X22. Setelah
diinkubasi selama 30 menit pada 55°C, pH
7, aktivitas X34C tinggal 30%, X22: 40%
sedangkan X34E hanya kehilangan 12%
dari aktivitasnya setelah diinkubasi pada
suhu yang sama selama 4 jam. Berdasarkan
persamaan regresi (Gambar 7), maka
inkubasi xilanase B. licheniformis |-5 pada
pH 7 selama 30 menit pada 50, 60 dan
70°C, aktivitas yang tersisa adalah masing-
masing 95.97; 85.97 dan 80.17% dan pada
pH 8, aktivitas yang tersisa masing-masing
92.44;75.86 dan 73.54%. Berdasarkan data
tersebut maka xilanase yang diproduksi
oleh B. licheniformis 1-5 pada pH 7 memiliki
stabilitas lebih baik daripada enzim serupa
yang diproduksi oleh B. polymyxa hasil
pengamatan Morales et al, (1995).

Tabel 1. Waktu paruh (t %2) xilanase B.
licheniformis 1-5

Waktu paruh (jam:menit)
50°C 60°C 70°C
pH 7 2:55 2:33 1:15
pH 8 2:49 1:22 1:09
Beberapa laporan mengenai

penggunaan Xilanase untuk prebleaching
pulp menghendaki enzim yang stabil pada
suhu 55-70°C dengan pH alkalin antara 9-10
(Kulkarni dan Rao, 1996; Zheng et al, 2000;
Dwivedi, et. al, 2010). Sedangkan xilanase
untuk menghilangkan tinta pada kertas bekas
memerlukan kondisi proses pada suhu 50°C,
pH 7 dengan pengadukan kontinyu selama
30 menit (Pala et al, 2006). Berdasarkan hasil
laporan diatas, xilanase yang digunakan dalam
penelitian ini akan lebih sesuai digunakan untuk
deinking kertas bekas karena enzim tersebut
pada kondisi operasi deinking (suhu 50°C, pH
7) memiliki stabilitas cukup baik dengan waktu
paruh 2 jam 55 menit.

IV.  KESIMPULAN DAN SARAN

41 Kesimpulan
Berdasarkan hidrolisis xilan dan uji

stabilitas xilanase yang diuji sesuai untuk
biobleaching (deinking) kertas bekas.
Adapun karakter tersebut adalah sebagai:

1) Xilanase yang diuji mampu
menghidrolisis xilan yang tidak larut menjadi
xilosa, xilobiosa , xilotriosa yang larut dalam
air sehingga memudahkan pemucatan.

2) Pada uji stabilitas enzim, waktu
paruh pada pH 8, suhu 50, 60, 70°C
masing-masing adalah 2 jam 48 menit, 1
jam 22 menit dan 1 jam 9 menit.Kondisi
yang diperlukan untuk biobleaching yaitu
suhu 60°CpH 8.

4.2 Saran

Untuk meningkatkan daya simpan
xilanase perlu dilakukan pemekatan enzim
dan penambahan penstabil.
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