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ABSTRACT

Xylanase extracellular enzyme is produced by various microbes. Hydrolysis of bagasse xylan can produced
xylooligosaccharide. The main components of hemicellulose was xylan at bagasse. Identification Bacillus subtilisX]28
using primer 16S RNA. The qualitative test used Congo-Red stainning, whereas quantitative test used
Dinitrosalicyclic Acid (DNS) methode. The hydrolyzing product was analysed used TLC (Thin Layer
Chromatography). This research aims were to characterized xylanase from isolate X]J28 and analyzing the
hidrolyzing product from xylan bagasse. Pretreatment process included delignification using sodium hypochlorite
1% and xylans extraction using alkaline (NaOH 15%) as the solvent. The result of the xylans extracted from
bagasse was 9,9% xylan and after purification was obtained 3,4% soluble xylan. Xylanase activity has the highest
activity at 96 h of incubation time with activity 11,3 U/mL. Xylanase Bacillus subtilis X]J28has the optimum
condition at pH 7 and 50 °C and stable up to 72 hr of incubation time at room temperature and 4 °C. The
hydrolysis product using xylanase crude enzyme was reducing sugar with molecular weight around of sucrose and
oligosaccharide.

Keywords: xylanase, xylan bagasse, hydrolysis, TLC.

ABSTRAK

Xilanase merupakan enzim ekstraseluler yang dapat dihasilkan oleh mikroba. Hidrolisis xilan bagas tebu dapat
menghasilkan produk xilooligosakarida. Xilan merupakan komponen hemiselulosa pada bagas. Identifikasi Bacillus
subtilis XJ28 dilakukan secara molekular dengan 16S rDNA Penapisan bakteri secara kualitatif menggunakan
pewarnaan merah-kongo, sedangkan uji kuantitatif menggunakan metode Dinitrosalicyclic Acid (DNS). Penelitian
ini bertujuan untuk melakukan karakterisasi xilanase Bacillus subtilis XJ28 dan menghidrolisis xilan bagas. Proses
pretreatment bagas meliputi delignifikasi menggunakan sodium hipokloric (NaOCl) 1% dan ekstraksi xilan
menggunakan metode alkalin (NaOH 15%) sebagai pelarut. Hasil ekstraksi xilan dari bagas diperoleh 9,9% xilan
dari bagas dan setelah pemurnian diperoleh 3,4 % xilan larut. Aktivitas xilanase tertinggi diperoleh pada jam ke-96
masa inkubasi dengan aktivitas 11,3 + 0,6 U/mL. Bacillus subtilis XJ28 memiliki karakter xilanase optimum pada
pH 7 dengan suhu 50 °C dan stabil sampai inkubasi jam ke-72 pada suhu ruang maupun pada suhu 4 °C. Melalui
KLT Jangan disingkat diketahui produk hidrolisis xilan bagas oleh xilanase ekstrak kasar menghasilkan gula reduksi
dengan BM yang sama dengan sukrosa.

Kata kunci: xilanase, xilan bagas, hidrolisis, KLT.
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PENDAHULUAN

Xilanase merupakan jenis enzim yang digunakan
secara luas ?, misalnya pada peternakan sebagai
campuran pakan ternak (Richana 2002). Enzim
xilanase dikombinasikan dengan selulase dan
pektinase dapat digunakan untuk menjernihkan
juice sari buah? dan likuifikasi buah dan sayur
(Beg et al. 2001), pada proses pemutihan kertas
(Wang et al. 2010), untuk peningkatkan kualitas
roti (Zheng et al. 2011),dan produksi bioenergi
seperti etanol (Samsuri et al. 2009). Untuk
Meproduksi enzim, bakteri memiliki beberapa
kelebihan memiliki beberapa kelebihan seperti laju
pertumbuhan yang cepat, dan dapattumbuh pada
substrat yang murah.

Terbatasnya ketersediaan xilan sebagai bahan
baku dan proses purifikasi enzim menyebabkan
enzim xilase relatif mahal ketersediaan xilanase
tersebut mahal dan jumlahnya terbatas sebagai
katalis reaksi. Mahalnya harga xilanase dikarenakan
bahan dasar dan pengolahannya, dalam hal ini
adalah xilan untuk pembuatan xilanase. Salah satu
cara untuk menekan biaya produksi xilanase
adalah dengan memanfaatkan bahan dasar limbah
lignoselulosa sebagai medium tumbuh bakteri dan
proses hidrolisis. Selain ketersediaannya yang
melimpah bahan lignoselulosa juga tidak bersaing
dengan bahan dasar pangan. Beberapa contoh
bahan lignoselulosa yang dapat digunakan antara
lain limbah pertanian misalnyarumput, alang-
alang, sckam padi, jerami, batang gandum,
tongkol jagung dan limbah hasil samping industri
fermentasi seperti molase dan bagasmolase,bagas)
Iranmahboob et al. 2002. Menurut Lavarack et al.
(2002) bagas merupakan hasil samping proses
pembuatan gula tebu (sugarcane) yang mengandung
residu berupa serat. Komponen kimia dari serat
bagas secara rinci meliputi 37,35 % glukan
(selulosa), 23,66 % xilan (hemiselulosa), 2,1 %
lignin, 3,25 % senyawa ekstraktif lain, dan 1,79 %
senyawa abu (Sandra et al. 2007). Sedikitnya 50%
serat bagasdiperlukan sebagai bahan bakar(ketel)

sedangkan 50% sisanya hanya ditimbun sebagai

buangan yang memiliki nilai ekonomi rendah.
Biomassa yang tidak dipretreatment akan
bersifat recalcitrant bagi mikroba, karena kandungan
lignin yang akan menghambat penetrasi enzim
(Himmel 2008). Dalam penelitian ini bagas tebu

akan didelignifikasi
substrat bagi pertumbuhan bakteri xilanolitik.

dan digunakan sebagai

BAHAN DAN CARA KERJA

Bagas diperoleh dari limbah restoran dan
pedagang minuman. Limbah biomassa dikeringkan
pada suhu 80 °C selama 48 jam dan dihaluskan
sampai lolos mesh 40.Delignifikasi menggunakan
NaOCI 1% selama 5 jam lalu dikeringkan dan
ekstraksi xilan menggunakan NaOH 15% selama
24 jam pada suhu ruang (modifikasi dari Richana
et al. 2007). Supernatan mengandung ckstrak
xilan dan dipresipitasi dengan etanol 95% (1:3).
Hasil ekstraksi dimurnikan dengan NaOH 4%.
Xilan larut didapatkan dari endapan yang sudah
dikeringkan pada suhu 50 °C selama 72 jam.

Bakteri xilanolitik (isolat XJ28) merupakan
hasil isolasi dari tanah Hutan di Jambi Sumatra
Selatan yang telah lolos uji kualitatif pada substrat
xilan komersial. Identifikasi dilakukan secara
molekular dengan 16S rDNA. Analisis molekuler
dilakukan berupa ektrasi DNA menggunakan kit
DNA (Geneid).

Media pertumbuhan dan produksi mengandung
0,5 % xilan bagas; 0,5 % Dibuat sub bab tentang media
dam produksi xylaseekstrak khamir; 0,02 %
MgSOy; 0,1 % K,HPO,; 0,5 % bakto pepton dan
agar-agar 1,5 % (untuk media padat). Penentuan
zona bening dilakukan dengan pewarnaan merah
kongo2%. Metode belum sistematik, sebaiknya
dibuat lebih

didapatkan dengan menginokulasikan prekultur

runut Enzim ekstrak  kasar

10%v/vpada media. Aktivitas enzim dilakukan
berdasarkan metode DNS (Miller 1959). Substrat
uji  aktivitas  xilanase menggunakan xilan
Beechwood (Sigma) 0,5 % dengan kondisi uji
dalam bufer fosfat 0,02 M (pH 7). Menentukan

xilanase yang bebas-selulase, sebaiknya dijelaskan
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kenapa xilanase harus bebas selulase. Metodenya
kurang bisa dipahamiisolat X]J28 diuji aktivitas
selulase menggunakan metode DNS. Substrat uji
aktivitas selulase menggunakan CMC 0,5 %.

Pengaruh pH terhadap aktivitas xilanase
dengan kisaran pH pH 4,0-5,0 scbaiknya dipaparkan
terlebih dahulu media untuk optimasi pH(sitrat
fosfat), untuk pH 6,0-7(fosfat) dan untuk pH 8-
11 (glisin NaOH). Untuk optimasi suhu dilakukan
pada medium apa? Pengaruh suhu terhadap aktivitas
xilanase dilakukan dengan mereaksikan enzim
pada pH optimum di suhu 30 sampai 100 °C.
Uji stabilitas enzim dilakukan pada tiga kondisi
yaitu pada suhu optimum enzim, suhu ruang dan
suhu 4 °C. Enzim xilanase ekstrak kasar didialisis
dalam bufer fosfat 0,02 M pH 7 selama 6 jam
dalam suhu refrigerator 4 °C. Aktivitas xilanase
dan gula reduksi (Miller 1959) diuji sebelum dan
sesudah dialisis.

Enzim didialisis dalam bufer optimum enzim
selama 5 jam pada suhu 4°C. Hidrolisis dilakukan
dengan mereaksikan 10 mL enzim ekstrak kasar
dengan aktivitas 6,4 U/mL dalam xilan bagas 0,5
% (b/v) dalam bufer fosfat 0,02 M pH 7,
sampling dilakukan pada jam ke-0, 2,5 dan 5.
Data visualisasi produk hidrolisis di lakukan
dengan metode KLT. Sampel dan standart
ditotolkan sebanyak 4 pL. Standar yang digunakan
adalah xilosa, glukosa, sukrosa, arabinosa, dan
selobiosa. Standart dibuat dengan konsentrasi
1000 ppm. Larutan eluen dibuat dengan komposisi
12 mL n- butanol: 6 mL asam asetat: 6 mL
akuades, kemudian dijenuhkan selama 30 menit.
Pewarnaan visualisasi dilakukan dengan larutan
DAP diperjelas tentang DAP yang terdiri atas 0,2
g difenilamin, 0,2 mL aniline, 10 mL aseton, dan
1,5 mL asam fosfat.Kertas silika dikeringkan dengan
dipanaskan pada suhu 100 °C selama 15 menit.

HASIL

Pretreatment limbah tebu (bagas)
dilihat pada Tabel 1, 2, dan Gambar 1)

dapat

Identifikasi isolat bakteri XJ28

Isolat XJ28 mampu mendegradasi substrat
xilan bagas dibuktikan dengan terbentuknya zona
bening di sekeliling koloni.Berdasarkan analasis
penjajaran urutan nukleotida parsial pengkode
BLAST
xylanase dengan kode X]J28

16S rDNA menggunakan program
bakteri menghasil
memiliki kesamaan dengan tertinggi dengan
Bacillus Substilis stran D8 dengan presentasi
tingkat kesamaan 100%8 (Gambar 3). Dijelaskan
juga hasil pohon filogeninya.

Aktivitas xilanase

Aktivitas xilanase dari xilan bagas sebesar
11,301 + 0,691 U/mL pada jam ke 96 dengan
jumlah total bakteri 2,870 CFU/mL (Gambar4).

Aktivitas xilanase dari xilan beechwood sebesar

Tabel 1. Hasil dari neraca massa tahapan pretreatment
substrat.

Tabel 2. Perbandingan komponen hemiselulosa, selulosa

dan lignin sebelum dan sesudah delignifikasi (%).

Gambar 1. Ekstraksi bagas tebu menggunakan metode alkali.
(a) xilan bagas dan (b) xilan larut lolos mesh 40.
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Gambar 2. Hasil pewarnaan merah kongo 2 % B.
subtilisX]J28diinkubasi pada suhu ruang selama
48 jam pada media xilan bagas padat 0,5%. (a)

diameter zona bening dan (b) diameter koloni.

11,553 + 0,241 U/mL pada jam ke-48 dengan
jumlah total bakteri 3,XJ28 CFU/mL. Aktivitas
maksimum keduanya didapatkan pada akhir fase
stasioner (Gambar 4, 5).Berdasarkan pengujian
(Tabel 6), Bacillus XJ28  tidak
menghasilkan selulase dibuktikan dengan aktivitas
selulase 0 U/mL.

subtilis

Pengaruh pH terhadap aktivitas xilanase
Berdasarkan hasil pengujian yang disajikan
pada Gambar 5, aktivitas tertinggi diperoleh pada
bufer fosfat pH 7 dengan aktivitas sebesar 2,229
U/mL. Aktivitas tertinggi didapat pula pada

it 25
Eaciiles subd s stisin 08
Eacliles sp. L3624
Baclilss =p. L3521

kisaran pH 5.5, 7.5, 9, dan 10. Aktivitas tertinggi
bila dilihat dari Gambar 6 yaitu pada pH 7

Pengaruh suhu

Aktivitas  xilanase mengalami  kenaikan
seiring dengan suhu yang bertambah hingga
mencapai suhu optimum 50 °C (6,802 U/mL),
kemudian mengalami penurunan aktivitas sampai
suhu 100 °C (Gambar 7).Pengamatan pengaruh
suhu juga dilakukan pada pH 9 (Gambar 8).
Maksud dari tidak ada perubahan suhu optimum?
Hasil penelitian menunjukkan bahwa tidak ada
perubahan suhu optimum (50 °C) pada reaksi di
bufer alkali pH 9, namun memiliki aktifitas yang
lebih kecil yaitu sebesar 1,683 U/mL. Mohon
dijelaskan pada pembahasanPada reaksi enzim di
pH 9, reaksi pada suhu 70 °C memiliki aktivitas
yang lebih tinggi dibanding pada pada suhu 60° C,

dibandingkan rekasi pada pH 7.

Stabilitas xilanase ada dihasil tapi tidak ada
dalam metode.

dikatakan

aktivitas enzimnya turun hingga 50 %. Hal

Xilanase tidak stabil apabila
tersebut terjadi pada penyimpanan suhu optimum
(50 °C) yang mengalami penurunan aktivitas

mencapai 1,51 U/mL pada jam ke-2 dan terus

o |EEiz s L3E2S

Baclilss 5p. YE-1401

Eacliius amy bllquetaclens sliin YE-1402
Eaciiius amy bilquetaciens sliain 2UNE
Eaciiius subl s stmin B 102

Eacilies me iy hoto phicu 5 straih 268502
Bacliles Ik henfbimis stin NOTE3a62

Artriia cier sp. KR 24

Pseudomonas shutzed stiain MOTB 281

Agrobacherim umefaclens stizln KRM 13

Mcotadterium eskbens stah NOTEa-2

sl Kooufasedimibls sl MOT-Sa-E

oz

Gambar 3. Pohon filogenetik gen 16S rRNA Isolat XJ28 menggunakan metode Naighbor Joinin dengan

botstap 1000x ulangan pada program MEGA 5.05.
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Gambar 4. Hubungan antara jumlah total B.
subtilisXJ28 dengan aktivitas xilanase dalam
medium xilan bagas 0,5 % pada pH 7 inkubasi
pada suhu 30 °C dengan agitasi 150 rpm
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Gambar 5. Hubungan antara jumlah total TPC B.
subtilis X]J28 dengan aktivitas xilanase dalam
medium xilan beechwood (Sigma) 0,5 % pada
pH 7 inkubasi pada suhu 30 °C dengan agitasi

150 rpm (*=Aktivitas xilanase, (¢ =TPC)

Tabel 6. Aktivitas xilanase dan selulase B. subrilisX]28
pada substrat xilan bagas.

mengalami penurunan mencapai jam ke-72.
Penyimpanan xilanase pada suhu refrigerator (4
°C) dan suhu ruang (XJ28 °C) masih stabil
sampai jam ke-72 (Gambar 9). Pada suhu ruang
cenderung fluktuatif sehingga penyimpanan
paling stabil yaitu pada suhu refrigerator. Untuk
menghilangkan pengaruh gula reduksi maupun
garam pada larutan enzim maka dilakukan
Aktivitas sebelum  dilakukan

dialisis. xilanase

(=]
2w W

Altivitas xilanase (U/mL)

3. A& 35::5 556 65 7 TS5 8 9 10
pH bufer
Gambar 6. Pengaruh pH terhadap aktivitas xilanase
(U/mL). Kondisi uji pada bufer sitrat fosfat (3-

5,5), bufer fosfat (6-7,5) dan bufer glisin NaOH
(8-10) pada suhu ruang selama 30 menit.

Gambar 7. Pengaruh suhu (°C) terhadap aktivitas
xilanase (U/mL). Kondisi uji pada bufer fosfat
0,02 M pH 7 selama 30 menit.

Gambar 8. Pengaruh berbagai suhu (°C) terhadap
aktivitas xilanase (U/mL). Kondisi uji pada
bufer glysin NaOH 0,02 M pH 9 selama 30

menit

dialisis sebesar 8,0 U/mL, dan setelah proses
mengalami penurunan aktivitas mencapai 6,44 U/
mL.Hasil visualisasi KLT pada enzim sebelum
didialisis (E1) dan sesudah dialisis (E2) menunjukkan
masih adanya spot yang samar. Perubahan warna
El ke E2 menunjukkan adanya gula
reduksi yang terdialisis (Gambar 10), hal tersebut

spot dari
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didukung oleh hasil uji gula reduksi yang turun
dari 0,727 mg.mL menjadi 0,633 mg/mL (Tabel
7).

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) hasil hidrolisis
xilan bagas

Proses hidrolisis yang dilakukan selama 5
jam menunjukkan peningkatan produk hasil
hidrolisis. Adanya produk hidrolisis ditunjukkan
dari adanya spot yang mengalami perubahan
semakin jelas dari waktu reaksi 0 jam sampai 5
jam, jika dibandingkan dengan kontrol substrat
dan enzim tanpa direaksikan. Hasil hidrolisis jam
ke 2,5 dan 5 tidak berbeda nyata, artinya reaksi
optimum dicapai oleh waktu terpendek yaitu jam
ke-2,5. Jika dibandingkan dengan standar gula,
hidrolisis xilan bagas menghasilkan gula dengan
berat molekul seperti sukrosa. Adanya beberapa
spot sampel yang muncul dibawah standar

merupakan gula jenis xilooligosakarida (Gambar 10).
PEMBAHASAN

(2006) menyatakan bahwa

biomassa yang tidak ditreatment akan bersifat

Gray et al

recalcitrant pada proses pemecahan oleh enzim.
Pretreatment akan merusak dinding sel tanaman
dan akan mempermudah akses enzim pada
polisakarida tanaman. Proses pretreatment pada

penelitian ini bertujuan untuk mempermudah

Gambar 9. Perbandingan lama waktu penyimpanan
terhadap aktivitas xilanase pada berbagai kisaran
suhu. (¢) suhu optimum 50 °C, ( *®) suhu ruang
XJ28 °C dan (A) suhu refrigerator 4 °C

Tabel 7. Aktivitas xilanase sebelum dan sesudah
proses dialisis.

proses hidrolisis menggunakan enzim. Hasil
analisis proksimat bagas berbeda dengan hasil
analisis proksimat oleh Sandra et al. (2007).
Perbedaan proksimatnya bagaimana? Perbedaan
tersebut  dipengaruhi beberapa faktor seperti
perbedaan  varietas tebu dan  pengaruh
pengambilan sampel acak di tempat yang berbeda.
Faktor yang mempengaruhi tersebut tidak dapat
dikontrol dan diseragamkan.

Xilan atau hemiselulosa berada diantara
lignin dan kumpulan serat selulosa. Lapisan xilan
berikatan secara kovalen dengan lignin dan non-
kovalen dengan selulosa melalui ikatan hidrogen
(Beg et al. 2001). Apabila delignifikasi dapat
mengurangi jumlah lignin, maka secara otomatis
ikatan xilan dengan selulosa akan mudah terputus.

Pemecahan rantai polisakarida tersebut dengan lignin

Yy
/Glu Suk
/—VAra

»Cello

H0O H2,5 HS5 EIE2 S

Gambar 10.Visualisasi KLT hasil hidrolisis xilanase
pada xilan bagas. (HO) jam ke-0; (H2,5) jam ke
2,5; (H5) jam ke-5. Dengan konsentrasi standar
gula masing-masing 1000 ppm, (Xy) xilosa, (Glu)
glukosa, (Suk) sukrosa, (Cello) selobiosa, dan
(Ara) arabinosa, (E1) xilanase sebelum dialisis,
(E2) xilanase setelah dialisis, dan (S) substrat
xilan bagas 0,5 %.
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akan memberikan peningkatan jumlah hemiselulosa
yang dihasilkan. Fengel dan Wegener (1995)
menyatakan bahwa untuk mendapatkan produk
hemiselulosa, dalam proses delignifikasi terjadi
kehilangan selulosa yang diakibatkan oleh degradasi
oksidatif maupun hidrolitik. Penurunan jumlah
selulosa maupun lignin dikarenakan terlarut di
dalam NaOCI, sedangkan polisakarida yang
mengendap adalah xilan. kehilangan selulosa
terjadi kemungkinan karena terlarut sebagai
kompleks lignin-polisakarida.

Downie et al. (1994) pewarna merah-kongo
dapat mengikat polisakarida dan akan memperjelas
adanya zona bening. Adanya zona bening terjadi
karena tidak adanya ikatan yang terbentuk antara
pewarna dengan substrat. Data gambar 3,
menunjukkan bahwa aktivitas tertinggi pada
waktu optimum tidak didukung oleh jumlah total
bakteri di jam yang sama. Menurut Suhartono
(1989) produksi dan peningkatan aktivitas enzim
tidak selalu sejalan dengan tingkat pertumbuhan
mikroba, ada aktivitas enzim yang meningkat
pada saat sel mengalami fase stasioner. Coba di
cek kembali pada penelitian Meryandini et al.
(2009), aktivitas selulase isolat bakteri C5-3
tertinggi sebesar 0,026 nkat/mL pada inkubasi
hari ke-2 tidak sejalan dengan pertumbuhan sel
(log sel) yang mengalami penurunan jumlah dari
hari pertama. Hal ini terjadi karena sel
memproduksi enzim untuk mendapatkan nutrisi
bagi pertumbuhannya.literatur? Setelah enzim
diproduksi maka substrat dapat digunakan oleh
sel bakteri untuk berkembangbiak. Perbedaan
aktivitas  xilanase dari xilan bagas dan xilan
beechwood disebabkan karena struktur xilanStrukeur
apanya yang berbeda? coba dijelaskan yang berbeda
antara keduanya. Xilan beechwood lebih cepat
menginduksi xilanase. Selain perbedaan strukturnya
hal tersebut diduga karena kandungan media
produksi. Penggunaan ckstrak khamir dan bakto
pepton  sebagai sumber nitrogen terlebih dahulu
digunakan oleh bakteri sebagai media pertumbuhannya.
Konsentrasi nutrisi dalam medium pertumbuhan

berpengaruh terhadap produksi xilanase oleh bakeeri.

Penelitian Subramaniyan et al. (2001), Bacillus SSP-
34 memproduksi aktivitas xilanase maksimum (380
U/mL) saat pertumbuhan mencapai 96 jam inkubasi
dengan kandungan sumber nitrogen medium ekstrak
khamir dan pepton 0,5 %.

Xilanase Bacillus subtilis XJ28 memiliki
kondisi pH optimum yang sama dengan xilanase
Bacillus firmus hasil penelitian Tseng et al.
(2002). Xilanase yang telah diisolasi dari Bacillus
licheniformis A99 (Archana dan Satyanarayana
1997) optimum pada pH 7. Hal serupa terjadi
pula pada xilanase yang diisolasi dari Bacillus coagulans
BL69 yang tumbuh pada sisa susu kedelai dan
penurunan aktivitas yang drastis terjadi pada pH
8 (Heck et al. 2005). Adanya beberapa peak dalam
penelitian ini dapat menunjukkan adanya lebih dari
satu enzim atau isoenzim. Suhu berpengaruh
terhadap aktivitas enzim. Peningkatan aktivitas yang
terjadi bisa dikarenakan enzim bekerja semakin
reaktif pada suhu diatas suhu ruang. Hasil penelitian
ini serupa dengan yang dilakukan Xilanase yang
dihasilkan Streptomyces actuosus A-151 yang
tumbuh dalam dedak padi memperlihatkan suhu
optimumnya pada 60-70 °C (Wang et al. 2003).
Kondisi optimum dibutuhkan xilanase untuk
membentuk kompleks enzim-substrat pada sisi
aktif enzim sehingga mengaktifkan seluruh enzim
untuk mengikat substrat dan mengubahnya
menjadi produk. Penyimpanan dalam suhu kulkas
memiliki aktivitas xilanase terstabil selama 72

jam, hal tersebut di perkuat oleh penyataan
Suhartono (1989) bahwa

tidak
konformasi, sehingga daya katalitik dalam mengikat

dalam suhu dingin

enzim akan  mengalami

perubahan

substrat masih reaktif menurunnya akdvitas enzim
dari pH optimum bisa disebabkan oleh berubahnya
keadaan ion enzim dan seringkali juga keadaan ion
substrat.

Namun dalam bufer pH alkali 9, xilanase
menunjukkan aktivitas yang tinggi kembali.Berdasarkan
penelitian Wang et al.(2010), Bacillus pumils BYG
optimum pada pH alkali 8-9 dalam reaksi suhu 50 °
C, menyimpulkan bahwa xilanase yang dihasilkan
merupakan alkalin xilanase yang termostabil.Hasil
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pengujian pengaruh enzim pada pH 9 didapatkan
suhu optimum yang sama dengan pengujian pada
suhu 50 °C. Xilanase yang dihasilkan Bacillus sp
XJ28 merupakan penghasil xilanase bebas selulase
yang dapat diaplikasikan dalam proses pembuatan
kertas, karena pada proses tersebut terjadi secara
alkali dan suhu panas yang stabil. Wang et al.
(2010) menjelaskan bahwa dalam industri kertas
proses kondisi pemutihan kertas umumnya enzim
yang aktif pada nilai pH yang tinggi. Proses
dialisis xilanase bertujuan untuk menghilangkan
adanya garam dan beberapa ion dari larutan
enzim. Endo-B-xilanase pada penelitian Yamani et
al. (2012) setelah dialisis dalam bufer fosfat pH 5
selama kurang lebih satu jam xilanase mengalami
penurunan sebesar 0,199 U/mL. Setelah dialisis
diharapkan kandungan gula reduksi banyak
berkurang. Hal tersebut didukung oleh hasil
visualisasi TLC yang menunjukkan memudarnya
spot yang dihasilkan enzim setelah dialisis.

Gula hasil hidrolisis xilan bagas memiliki
BM kurang lebih dari BM sukrosa. Xilanase yang
dapat memecah xilan menjadi dua satuan
monosakarida adalah endo-1,4-B-xilanase yang
dapat memecah rantai utama xilan bagian tengah
secara acak namun hasilnya tidak sempurna yaitu
berupa dimer dan yang masih memiliki rantai
samping atau xilo-oligosakarida (Himmel 2008).
Hidrolisis

polisakarida menjadi monosakarida, hidrolisis

sempurna akan mengubah suatu

sempurna  xilan  menjadi  xilosa  masih
membutuhkan peran P-xilosidase. Hasil analisa

sequencing dan filogenik tidak dibahas dalam

pembahasan
KESIMPULAN DAN SARAN

Xilan hasil pretreatmentbagas menghasilkan
xilan yang dapat menginduksi Bacillus subtilis
XJ28 yang hampir sama dengan bicrhwood
(Sigma). Karakeeristik xilanase terbaik didapatkan
pada pH 7 dan 9 dengan suhu optimum 50 °C
dan stabilitas terbaikpada suhu refrigerator 4 °C
selama 72 jam. Hasil KLT hidrolisis xilan 0,5 %

oleh xilanase ekstrak kasar menghasilkan gula
berberat molekul mirip sukrosa. Produk hidrolisis
berupa disakarida maupun oligosakarida dapat
digunakan sebagai bahan dasar dalam beberapa
aplikasi Namun,

bioteknologi. masih  perlu

penelitian lebih lanjut untuk membuktikannya.
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