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ABSTRACT 

 

The characterization of xylanase enzyme was started by examining the temperature for 

optimum production of xylanase, and the optimum temperature was emitted in 70o C, 

with enzyme activity value of 100%. In addition, another test was conducted in 40o C 

due to the natural temperature of the chicken intestine where the Bacillus sp. were 

obtained, 39-400C. After the optimum temperature was obtained, the examination to 

determine the optimum pH was conducted. The results showed that in the temperature 

of 700C, the optimum pH was 5, while in the temperature of 400C, the optimum pH was 

7. The experiment was continued to eximining enzyme stabilization after being stored. 

According to the results, it was found that in the temperature of 70oC xylanase enzyme 

can not be stored because for the storage time of 1 hour, xylanase enzyme activity has 

decreased for more than 50% of enzyme activity at hour 0, and in the temperature of 

400C the xylanase enzyme was stabilized in hour 0 to hour 5th. 

 

Keywords: optimum period of storage, optimum pH, optimum temperature, xylanase 

enzyme. 

 

ABSTRAK 

 

Karakterisasi enzim xilanase diawali dengan menguji suhu optimum produksi enzim 

xilanase dan dihasilkan suhu optimum terjadi pada suhu 700C yang memiliki nilai 

aktivitas relatif enzim sebesar 100%. Selain suhu 70oC dilakukan pula pengujian pada 

suhu 400C karena Bacillus sp. yang digunakan pada penelitian ini didapatkan dari usus 

ayam yang memiliki suhu berkisar antara 39-400C. Setelah didapatkan suhu optimum 

dilakukan pengujian pH optimum yang didapatkan pada suhu 700C pH optimum 

menggunakan pH 5, sedangkan pada suhu 400C optimum pada pH 7. Penelitian 

selanjutnya dilakukan pengujian terhadap kestabilan enzim setelah dilakukan 

penyimpanan. Berdasarkan pengujian diketahui pada suhu 700C enzim xilanase tidak 

dapat disimpan karena pada lama waktu penyimpanan 1 jam aktivitas enzim xilanase 

mengalami penurunan lebih dari 50% dari aktivitas enzim pada jam ke-0, dan pada suhu 

400C aktivitas enzim xilanase masih dikatakan stabil sampai jam ke -5.  

 

Kata kunci : enzim xilanase, lama waktu penyimpanan, pH optimum suhu optimum 
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PENDAHULUAN 

Xilan dapat di pecah menjadi gula sederhana berupa xilosa dengan bantuan 

enzim xilanase (Richana, 2002). Enzim Xilanase merupakan enzim yang mampu 

menghidrolisis ikatan 1,4-β yang terdapat pada xilan atau polimer dari xilosa dan xilo-

oligosakarida (Richana, 2002). Pemanfaatan enzim xilanase dalam bidang industri telah 

banyak dilakukan seperti dalam industri kertas dan proses pemutihan pulp maupun  

industri pangan seperti dalam pembuatan permen, kopi, serta pakan ternak (Trismillah, 

et al., 2000).   

 Laboratorium Mikrobiologi FMIPA Unila memiliki Bacillus sp yang berasal 

dari saluran pencernaan ayam. Bacillus sp ini dapat menghasilkan zona jernih pada 

media pati yang terhidrolisis sehingga dapat dikatakan bakteri ini dapat menghasilkan 

enzim amilase (Rodiah, 2014). Berdasarkan uraian tersebut dilakukan pengujian enzim 

lain yang dapat dihasilkan oleh Bacillus sp., yaitu enzim xilanase. Pengujian dilakukan 

dengan pewarnaan congo red pada media agar modifikasi Mandels dan Reese. Dari 

hasil uji tersebut diketahui Bacillus sp. juga menghasilkan enzim xilanase, namun sifat 

dari enzim xilanase Bacillus sp. belum diketahui. Oleh karena itu perlu dilakukan 

karakterisasi enzim xilanase dari bakteri tersebut. Tujuan penelitian ini adalah untuk 

mengetahui karakteristiki enzim xilanase yang dihasilkan oleh Bacillus sp. yang 

meliputi suhu optimum, pH buffer optimum, dan lama penyimpanan terhadap kestabilan 

enzim. 

 

METODE 

Penelitian ini telah dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung dari bulan Januari 2015 
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sampaibulan Mei 2015. Penelitian ini dilakukan secara deskriptif, dengan tiga faktor 

yang diamati, yaitu suhu, pH, dan kestabilan enzim terhadap lama penyimpanan. Alat-

alat yang digunakan dalam penelitian ini antara laincawan petri, erlenmeyer, gelas 

beaker, spatula, jarum ose, tabung reaksi, rak tabung reaksi, oven, inkubator,  water 

bath shaker, micropipet, tip, autoclave, laminar air flow, pH meter dan 

spektrofotometer. Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah tepung 

bonggol jagung, aquades, xylan beechwood 0,5%, media modifikasi Mendels dan Reese  

(MgSO4.7H2O, KH2PO4 , (NH4)2SO4 , NaCl, Tryptone water, dan Yeast extract), buffer 

(sitrat, fosfat,Tris-HCl), reagen DNS, congo red, gula xilosa (koleksi Laboratorium 

Mikrobiologi FMIPA Unila), dan Bacillus sp (koleksi Laboratorium Mikrobiologi 

FMIPA Unila). 

 

Peremajaan Bacillus sp. Bacillus sp. merupakan koleksi bakteri dari laboratorium 

mikrobiologi FMIPA UNILA. Bakteri ini diperoleh dari usus ayam. Peremajaan bakteri 

Bacillus sp. dilakukan dengan mengambil satu osestok Bacillus sp dan ditanam pada 

media miring yang terdiri dari media modifikasi Mandels dan Reese ditambah agar 

bacteriological 1,5%, kemudian diinkubasi pada suhu 390C selama 12  jam. 

 

Pembuatan Stater Bakteri.   Bacillus sp. yang ditumbuhkan dalam media padat miring 

selama 12 jam diinokulasikan menggunakan jarum ose ke dalam erlenmeyer berukuran 

100 mL yang berisi 20 mL media modifikasi Mandels dan Reese (Mandels & Reese, 

1956) kemudian diinkubasi dengan menggunakan waterbath shaker kecepatan putar 100 

rpm dengan suhu 390C sampai jam ke-12. 

 

Produksi Enzim. Proses produksi enzim dilakukan dengan cara mengambil 10% 

inokulum stater bakteri Bacillus sp. dan dimasukkan ke dalam erlenmeyer 100 mL yang 
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berisi 20 mL media modifikasi Mandels dan Reese steril, lalu diinkubasi sampai jam ke-

12 dengan menggunakan waterbath shaker dengan suhu 390C. Setelah masa inkubasi, 

dilakukan proses sentrifugasi selama 3 menit dengan kecepatan 1000 rpm. Supernatan 

yang diperoleh merupakan ekstrak kasar xilanase. 

 

Penentuan Lama Waktu Inkubasi Untuk Mendapatkan Aktivitas tertinggi Enzim 

Xilanase. Untuk mengetahui tingkat pertumbuhan dan aktivitas enzim ditetapkan 

dengan  cara pengambilan sampel setiap 6 jam sekali pada jam ke-0, ke-6, ke-12, ke-16, 

ke-24, dan ke-30 jam. Aktivitas enzim ditentukan dengan mengukur gula reduksi yang 

diikat oleh DNS (Tabel 1). Pengukuran absorbansi menggunakan panjang gelombang 

575 nm. Penentuan aktivitas enzim xilanase per unit dapat  ditentukan dengan rumus : 

 Aktivitas enzim (U/mL) = kadar xilosa (µg) x faktor pengenceran 

           BM Xilosa           x  waktu inkubasi 

 

 

Aktivitas Enzim Relatif (%) = Aktifitas enzim yang diperoleh (U/ml)   

                   Aktivitas enzim optimum (U/ml) 

 

Karakterisasi Enzim Xilanase 

Penentuan Suhu Inkubasi Optimum. Ekstrak kasar enzim yang telah didapatkan diuji 

aktivitasnya pada berbagai suhu untuk mendapatkan suhu optimum dalam menghasilkan 

enzim. Variasi yang digunakan dalam penelitian ini adalah 300C, 400C, 500C, 600C, 

700C, 800C, dan 90oC dengan lama waktu inkubasi 30 menit. 

 

Penentuan pH inkubasi Optimum. Enzim yang dihasilkan diuji aktivitasnya pada 

berbagai macam pH buffer. Variasi pH yang digunakan buffer sitrat pH 4, 5, 6, buffer 

fosfat pH 7, dan buffer Tris-HCl  pH 8, 9 pada suhu optimum dan suhu 400C. 

 

X 100% 
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Penentuan Kestabilan Aktivitas Enzim Berdasarkan Lama Penyimpanan. Enzim 

kasar yang telah dihasilkan selanjutnya disimpan pada suhu tertentu. Pengujian terhadap 

lama penyimpanan dilakukan pada 5 variasi waktu yang terdiri dari 0, 1, 2, 3, 4, dan 5 

jam. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Uji Kualitatif Xilanolitik Bakteri. Pada penelitian ini digunakan Bacillus sp. yang 

diperoleh dari usus ayam yang termasuk ke dalam genus Bacillus. Sebelum melakukan 

pengujian terhadap karakteristik enzim xilanase dilakukan terlebih dahulu uji kualitatif 

menggunakan pewarnaan congo red pada media agar modifikasi Mandels dan Reese. 

Berdasarkan hasil uji tersebut didapatkan zona jernih disekitar bakteri (Gambar 1). 

Gambar 1. 

Menurut Vanadianingrum (2008) zona jernih yang terbentuk pada pewarnaan 

congo red pada media yang mengandung xilan disebabkan oleh bakteri yang 

menghasilkan enzim xilanase sehingga terjadi penguraian dari struktur kompleks xilan 

menjadi xilosa. Berdasarkan zona jernih yang terbentuk, dapat dikatakan Bacillus sp. 

memiliki kemampuan xilanolitik.  

 

Lama Waktu Inkubasi Untuk Produksi Enzim Xilanase. Hasil pengujian dan 

pengukuran tersebut didapatkan pada jam ke-12 merupakan waktu inkubasi tertinggi 

yang ditandai dengan nilai aktivitas relatif enzim 100% (Gambar 2). 

Gambar 2. 

Berdasarkan hasil lama waktu inkubasi, dalam pengujian selanjutnya digunakan waktu 

inkubasi selama 12 jam. Tiap-tiap bakteri memiliki lama produksi enzim xilanase yang 

berbeda – beda. Siahaan (2003), melakukan penelitian xilanase dari Bacillus sp. I-5 
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yang berasal dari sumber air panas Ciseeng memiliki waktu optimum produksi pada jam 

ke-20 inkubasi. Khandepaker (2011), menyatakan bahwa Bacillus subtilis ch40 dapat 

menghasilkan xilanase optimum setelah 4 hari inkubasi, sedangkan penelitian Fawzya, 

et al., (2013) menyatakan bahwa Actinobacter baumanni menghasilkan enzim xilanase 

bekerja optimum pada pH 8, suhu 70, dan aktivitas enzim tertinggi pada hari ke-2 

inkubasi.    

 

Pengaruh Suhu Terhadap Aktivitas Enzim Xilanase. Pada penelitian ini didapatkan 

suhu 700C sebagai suhu optimum dengan jumlah aktivitas relatif enzim 100% dalam 

menghasilkan enzim xilanase oleh Bacillus sp. (Gambar 3). 

Gambar.3 

Suhu optimum 700C juga ditemukan pada Actinobacter baumanni M-13.2A 

(Fawzya et al., 2013). Murray et al. (2003) mengemukakan bahawa kenaikan suhu 

sampai suhu tertentu mengakibatkan sisi aktif enzim dan substrat makin sering 

bertumbukan sehingga terjadi peningkatan pada kecepatan reaksi dan aktivitas enzim. 

Suhu 700C ini akan digunakan pada pengujian selanjutnya, selain suhu 700C dipilih 

suhu 400C dalam penelitian ini. Penggunaan suhu 400C disebabkan Bacillus sp. yang 

digunakan berasal dari usus ayam yang memiliki suhu sekitar 39–400C. Sehingga 

informasi yang didapatkan dapat diterapkan dalam penggunaan enzim xilanase pada 

pakan ayam ternak. 

 

Pengaruh pH terhadap Aktivitas Enzim Xilanase. Pengaruh pH buffer terhadap 

aktivitas xilanase di uji pada suhu 700C dan suhu 400C. Pemilihan buffer ditentukan 

berdasarkan dari tiga sifat bakteri terhadap pengaruh pH, yaitu alkalofilik, neutrofilik, 
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dan basofilik. Aktivitas relatif  enzim tertinggi pada suhu 400C memiliki pH optimum 7, 

sedangkan pada suhu 700C pH buffer 5 (Gambar 4). 

Gambar.4 

Adanya perbedaan aktivitas optimum pH pada suhu 700C dan 400C dalam pH 

optimum dimungkinkan karena adanya dua jenis enzim xilanase. Pada bakteri BYL-15 

dan BYL-28 yang termasuk golongan Actinomycetes ditemukan dua titik pH optimum 

diduga pada kedua bakteri ini menghasilkan lebih dari satu jenis enzim protease alkalin 

termostabil (Akhdiya, 2003). 

 

Pengaruh Lama Waktu Penyimpanan Terhadap Kestabilan Enzim. Dari hasil 

penyimpanan ekstrak kasar enzim yang dilakukan dalam lima variasi waktu didapatkan 

dalam suhu penyimpanan 700C enzim hanya mampu menjaga kestabilannya pada jam 

ke-0 sedangkan pada jam selanjutnya enzim mengalami penurunan lebih dari 50% pada 

aktivitas enzimnya. Hal ini disebabkan mulai terjadi denaturasi pada struktur protein 

enzim sehingga aktivitas enzim mulai menurun. Pada suhu 400C enzim xilanase masih 

stabil sampai waktu penyimpanan ke -5, karena aktivitas relatif enzim tidak mengalami 

penurunan hingga 50% (Gambar 5).  

Gambar.5 

Menurut chasanah, et al. (2013) penurunan aktivitas enzim yang kurang dari 

50% dari aktivitas awal dapat dikatakan enzim tersebut dalam keadaan stabil, sehingga 

enzim selulase masih dikatakan dalam keadaan stabil hingga jam ke-5 penyimpanan. 

 

KESIMPULAN 

Bacillus sp. yang berasal dari usus ayam memiliki kemampuan xilanolitik. 

Enzim xilanase yang dihasilkan memiliki aktivitas relatif enzim optimum pada suhu 
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700C. Pada suhu 700C aktivitas enzim xilanase tertinggi pada pH 5, sedangkan pada 

suhu 400Caktivitas enzim optimum pada pH 7. Enzim xilanase yang disimpan selama 5 

jam pada suhu 400C dan pH 7 masih stabil aktivitasnya, namun pada suhu 700C dan pH 

5 enzim xilanase tidak dapat disimpan.  
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Tabel 1. Pengujian aktivitas enzim 

 

Bahan Kontrol Uji 

Enzim - 0,5 mL 

0,5% xylan beechwood dalam 

buffer 0,05 M 
0,5 mL 0,5 mL 

Larutan diinkubasi (suhu optimum dan suhu 40oC) selama 30 menit 

Larutan dimasukkan dalam air es (untuk menghentikan aktivitas enzim) 

Larutan DNS 1 mL 1 mL 

Enzim 0,5 mL - 

Larutan dipananaskan dalam air mendidih selama 15 menit 

Larutan didinginkan di air dingin selama 20 menit, kemudian dilakukan 

pengukuran absorbansi menggunakan spektrofotometer dengan panjang 

gelombang 575 nm 

Sumber : Sumardi dan Ekowati (2013) 

 

 

 
Gambar 1. Koloni bakteri Bacillus sp yang membentuk zona jernih 

 

Zona jernih yang terbentuk 

KoloniBakteri
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Gambar 2. Diagram hubungan lama waktu inkubasiBacillus sp dengan aktivitas relatif 

 enzim xilanase 

 

 
Gambar 3. Diagram hubungan suhu optimum dengan aktivitas relatif enzim xilanase 
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Gambar 4. Grafik Hubungan antara pH buffer dengan aktivitas relatif enzim xilanase 

 

 

 

Gambar 5. Grafik hubungan antara waktu penyimpanan kestabilan enzim terhadap 

aktivitas relatif enzim xilanase 

 

 

0

34.375

73.438

100

0 0

53.077

100

62.728

31.176

88.384

3.297

0

20

40

60

80

100

120

4 5 6 7 8 9

A
k

ti
v
it

a
s 

R
el

a
ti

f 
 E

n
zi

m
  
(%

)

pH Buffer

40

70

0

20

40

60

80

100

0 1 2 3 4 5

A
k

ti
fi

ta
s 

R
el

a
ti

f 
E

n
zi

m
 (

%
)

Waktu Penyimpanan (Jam)

70

40

100100

0,710 4,365
0 0,101 0

82,978

58,865

86,170
74,468

63,829


