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Penentuan Kondisi Optimum Xilanase dari Trichoderma
viride yang diamobilisasi pada Matriks Zeolit Ca-Alginat

ABSTRAK

Xilanase merupakan salah satu jenis enzim yang dihasilkan oleh
kapang Trichoderma viride yang memiliki kemampuan untuk
mengkatalisis reaksi hidrolisis xilan menjadi xilosa. Amobilisasi
xilanase bertujuan untuk meningkat ketahanan enzim terhadap
perubahan lingkungan yang ekstrem dan agar mampu digunakan
berulang kali. Tujuan dari penelitian ini adalah mengetahui kondisi
optimum meliputi pH, temperatur, dan waktu inkubasi xilanase yang
diamobilisasi pada matriks zeolit Ca-alginat. Kondisi optimum dapat
ditentukan dengan cara mengukur aktivitas xilanase pada variasi pH
(3, 4,5, 6, 7), temperatur (20, 30, 40, 50, 60)°C dan waktu inkubasi
(35, 40, 45, 50, 55) menit pada xilanase bebas dan amobil. Diperoleh
kondisi optimum xilanase bebas dan amobil masing-masing pada pH
6. Temperatur optimum xilanase bebas dan amobil masing-masing
dicapai pada temperatur 50°C dan 40°C, serta waktu inkubasi optimum
xilanase bebas dan amobil masing-masing dicapai pada 55 dan 45
menit.

Kata kunci: Amobilisasi xilanase, Trichoderma viride, zeolit, Ca-
alginat, kondisi optimum



Determination Optimum Condition of Xylanase from
Trichoderma viride which immobilization on the Zeolite Ca-
Alginate Matrix

ABSTRACT

Xylanase is one type of enzyme produced by Trichoderma viride mold
which has the ability to catalyze the hydrolysis reaction of xylan into
xylose. The immobilization of xylanase was used to increase the
enzyme's resistance to extreme environmental changes and can be
used repeatedly. The purpose of this research is to know the optimum
conditions include pH, temperature, and incubation time of
immobilized xylanase on zeolite Ca-alginate matrix. The optimum
conditions can be determined by measuring xylanase activity with
variation of pH (3, 4, 5, 6, 7), temperature (20, 30, 40, 50, 60) °C and
incubation time (35, 40, 45, 50, 55) minutes on free and immobilized
xylanases. The optimum condition of free and immobilized xylanase
were reached at pH 6. The optimum temperature of both free and
immobilized xylanases were reached at 50°C and 40°C, and the
optimum incubation time of free and immobilized xylanase were
reached 55 and 45 minute.

Keywords: Immobilized xylanase, Trichoderma viride, Zeolite, Ca-
alginate, Optimum condition
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Enzim merupakan suatu senyawa katalis pada reaksi kimia
dalam sistem biologis yang memiliki kemampuan untuk mempercepat
reaksi hingga 108-10 kali lebih cepat jika dibandingkan dengan reaksi
non katalis [1]. Kemampuan enzim sebagai katalis membuatnya
memiliki banyak manfaat di berbagai industri seperti industri pangan,
kesehatan, bioteknologi dan lain sebagainya. Salah satu enzim yang
sering digunakan dalam bidang industri kertas adalah enzim xilanase.
Enzim ini digunakan sebagai pengganti klorin dalam memutihkan
warna kertas. Enzim xilanase dapat diproduksi dari jenis kapang
Trichoderma viride [6]. Pemanfaatan kapang Trichoderma viride
untuk menghasilkan xilanase memiliki kelebihan dibanding kapang
lainnya, diantaranya adalah mampu tumbuh lebih cepat di berbagai
substrat, mudah berkembang biak, mampu berkembang biak pada pH
asam (3,5-6,5) dan tidak menimbulkan residu kimia [9].

Enzim memang memiliki banyak manfaat sesuai kelompok

enzim itu sendiri. Namun penggunaan enzim dalam bentuk enzim
bebas memiliki kelemahan dimana enzim bebas tidak mampu bertahan
dalam kondisi lingkungan ekstrem seperti peningkatan pH, temperatur
dan waktu inkubasi, serta tidak mampu digunakan secara berulang
sehingga kurang efisien. Maka dari kekurangan tersebut, enzim bebas
perlu dilakukan amobilisasi agar kestabilannya meningkat dan
efisiensi penggunaan ulangnya mampu ditingkatkan juga [10].

Amobilisasi enzim didefinisikan sebagai enzim yang ditahan
pada matriks tertentu secara fisik namun tetap memiliki aktivitas dan
justru mampu digunakan secara berulang [31]. Proses utama dalam
amobilisasi enzim memerlukan pertimbangan yang tepat dalam
pemilihan material pendukung atau matriks dan metode amobil yang
akan digunakan. Metode amobilisasi enzim yang sering dilakukan
diantaranya metode pengikatan silang, penjebakan dan adsorpsi.
Sedangkan matriks yang sering digunakan diantaranya kitosan, pasir
laut, alginat, dan zeolit [32].



Zeolit terdiri dari oksida rangkap Al,QOs, Si-0, Fe203, CaO dan
MgO yang biasanya ditemui di batuan sedimen. Zeolit memiliki sifat-
sifat istimewa diantaranya selektif permukaan, penukar ion, pengayak
molekul, stabil terhadap panas dan mudah dimodifikasi sehingga
banyak digunakan dalam industri sebagai katalis, ion exchange dan
adsorben dalam pengolahan limbah [24]. Selain zeolit, matriks lain
yang kerap digunakan adalah alginat. Derivate alginat yang sering
digunakan untuk amobilisasi ialah kalsium, magnium dan natrium
alginat [30].

Amobilisasi enzim membuat aktivitas enzim amobil berbeda
dengan enzim bebas. Aktivitas enzim dipengaruhi oleh beberapa
faktor. Faktor-faktor tersebut diantaranya konsentrasi substrat,
aktivator dan inhibitor, konsentrasi enzim, temperatur, dan pH.
Pengukuran aktivitas untuk enzim xilanase sendiri dapat dilakukan
dengan mengukur jumlah produk (xilosa) yang terbentuk
menggunakan metode spektrofotmetri dengan menggunakan reagen
DNS dan diukur absorbansinya dengan spektrofotometer [29].

Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa enzim xilanase
amobil pada matriks zeolit teraktivasi asam diperoleh kondisi
optimum pada pH 6, temperatur 50°C dan waktu inkubasi 45 menit
[27]. Peneliti [28] telah melakukan karakterisasi xilanase amobil pada
matriks Ca-alginat kitosan dan diperoleh hasil kondisi optimum
aktivitas enzim Xxilanase amobil dicapai pada pH 6, temperatur 70°C
dan waktu inkubasi 60 menit dengan aktivitas enzim sebesar 10,981
ug.gl.menit?. Berdasarkan latar belakang tersebut, maka perlu
dilakukan penelitian mengenai kondisi optimum dari enzim xilanase
yang diamobilkan pada matriks zeolit Ca-alginat dari Trichoderma
viride.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, rumusan
masalah pada penelitian ini adalah bagaimana kondisi optimum dari
enzim xilanase yang diamobilkan pada matriks zeolit Ca-alginat?



1.3 Batasan Masalah
Batasan masalah pada penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Induser yang digunakan pada produksi xilanase dari
Trichoderma viride berasal dari klobot jagung.

2. Enzim xilanase yang diamobilkan pada matriks zeolit Ca-
alginat merupakan enzim ekstrak kasar

3. Variasi pH yang digunakan sebesar 3, 4, 5, 6, dan 7, variasi
temperatur yang digunakan sebesar 20, 30, 40, 50, dan 60°C
serta variasi waktu inkubasi yang digunakan sebesar 35, 40,
45, 50, dan 55 menit.

4. Kadar zeolit yang digunakan sebesar 0,1 gram dalam
temperatur kamar dan kecepatan pengocokan sebesar 100 rpm
dalam kurung waktu 3 jam.

5. Konsentrasi optimum yang digunakan dari Xilanase yang
diamobilkan sebesar 3,5mg/mL dan alginat 3% (w/v).

1.4 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah mengetahui kondisi optimum
dari enzim xilanase yang diamobilkan pada matriks zeolit Ca-alginat
meliputi pH, temperatur dan waktu inkubasi.

1.5 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah dapat memberikan
informasi mengenai kondisi optimum enzim xilanase yang
diamobilkan pada matriks zeolit Ca-alginat meliputi pH, temperatur,
dan waktu inkubasi.
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BAB 11
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Enzim

Enzim merupakan protein yang mampu mengkatalisis reaksi
kimia dalam sistem biologis dan sekaligus mempercepat reaksi. Selain
itu, enzim memiliki kemampuan untuk mengubah substrat menjadi
produk baru [1]. Enzim mampu mempercepat suatu reaksi hinga 108-
10 kali lebih cepat jika dibandingkan dengan reaksi non katalis dan
dapat mempercepat reaksi tanpa mengubah keseimbangan reaksi.
Enzim memiliki aktivitas dimana aktivitas enzim merupakan jumlah
enzim yang dapat menyebabkan adanya perubahan 1 pg substrat per
menit ketika keadaan optimum [2]. Aktivitas dan stabilitas enzim
sendiri dipengaruhi oleh beberapa faktor diantaranya:

a. Aktivator dan Inhibitor

Aktivator merupakan ion yang terdiri dari koenzim, gugus
prostetik dan logam yang mampu meningkatkan kecepatan reaksi
enzimatis [3]. Inhibitor merupakan ion yang mampu menghambat
reaksi enzimatis dimana terjadinya inhibisi ketika terjadinya
penggabungan substrat dengan sisi aktif enzim. Inhibisi sendiri bisa
berupa inhibisi irreversible dan invihibisi reversible yang terbagi lagi
menjadi reversible kompetitif dan reversible tidak kompetitif [2].

b. Derajat Keasaman (pH)

Nilai pH apabila jauh dari kondisi optimum dapat
menyebabkan aktivitas dan stabilitas struktur enzim menurun serta
berakibat pada perubahan struktur enzim. Enzim sendiri memiliki
aktivitas optimum pada pH optimum [2].

c. Konsentrasi Substrat

Secara umum apabila konsentrasi substrat ditambah maka
kecepatan reaksi akan bertambah pula, namun pada batas konsentrasi
tertentu Kkecepatan reaksi tidak mengalami kenaikan walaupun
konsentrasi substrat diperbesar. Hal ini disebabkan telah jenuhnya
semua sisi aktif enzim sehingga hasil reaksi tidak bertambah besar
meski konsentrasi substrat terus ditambah [3].



d. Temperatur

Temperatur memiliki pengaruh yang besar terhadap aktivitas
dan stabilitas struktur enzim. Temperatur rendah membuat aktivitas
enzim rendah namun kestabilan strukturnya tinggi dan sebaliknya
ketika temperatur tinggi aktivitas enzim tinggi namun kestabilan
rendah. Aktivitas enzim sisa apabila lebih dari 50% dari enzim awal
maka enzim tersebut dikatakan yang stabil [4]. Enzim memiliki
temperatur optimum dimana jika temperatur yang diberikan sedikit
diatas optimum saja mampu menyebabkan aktivitas enzim menurun,
sedangkan apabila temperatur yang diberikan jauh diatas temperatur
optimum maka enzim akan mengalami denaturasi [5].

2.2  Trichoderma viride

Xilanase secara umum dapat dihasilkan dari jenis
mikroorganisme golongan kapang dan bakteri. Aspergillus dan
Trichoderma merupakan golongan kapang Yyang mampu
menghasilkan xilanase, sedangkan Bacillus dan Clostridium sendiri
golongan bakteri penghasil xilanase [6]. Pemanfaatan kapang
Trichoderma viride untuk menghasilkan xilanase dapat dilakukan
dengan proses fermentasi, dimana kapang ini memiliki kelebihan
dibanding kapang lainnya yaitu mampu tumbuh lebih cepat di
berbagai substrat, mudah berkembang biak, mampu berkembang biak
pada pH asam (3,5-6,5) dan tidak menimbulkan residu kimia. Selain
itu Trichoderma viride mampu menghasilkan enzim xyloglukanolitik
disamping menghasilkan enzim selulotik lengkap, sehingga
pemecahan selulosa akan lebih mudah [7].

Trichoderma viride dikenal sebagai penghasil enzim endo-
1,4-B-xilanase yang dapat mendegradasi polimer polisakarida
kompleks seperti xilan [8]. Selain itu, Trichoderma viride juga
memproduksi spora dengan cara mitosis (aseksual), hidup pada bahan-
bahan organik yang telah mati atau tumbuh langsung pada kayu yang
komposisi dasarnya adalah selulosa. Diameter dari Trichoderma
viride mampu mencapai lebih dari 5 cm dalam kurung waktu 9 hari

[9].

2.3 Xilan
Kelompok polisakarida terbesar setelah selulosa dan salah
satu komponen terbesar penyusun struktur dinding sel sekitar 20-40%
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dari berat kering tanaman ialah xilan. Xilan termasuk jenis
hemiselulosa yang memiliki struktur bervariasi pada berbagai
tumbuhan. Secara umum kerangka dasar dari xilan ialah residu 1,4-D-
xilopiranosil yang rantai sampingnya tersubstitusi dengan gugus
asetil, 4-O-metil-D-glukuronosil dan a-arabinofuranosil [8].

Xilan dapat diektraksi dari tonggol jagung maupun klobot
jagung. Prosesnya ialah baik tonggol jagung atapun klobot jagung
dibuat menjadi serbuk halus berukuran 150 mesh. Kemudian
direndam dalam NaOCI selama 5 jam pada temperatur ruang.
Kemudian ditambahkan aquades, dilakukan sentrifugasi dengan
kecepatan 4000 rpm selama 30 menit, lignin yang diperoleh
dikeringkan selama 24 jam pada temperatur 35°C. Selanjutnya
direndam di NaOH 10% selama 24 jam pada temperatur ruang,
disentrifus kembali dengan kecepatan 4000 rpm selama 30 menit dan
supernatan yang diperoleh dinetralkan dengan HCI 6N. Supernatan
disentrifus dengan kecepatan 4000 rpm selama 30 menit, direndam
dengan etanol 95%, disentrifus kembali dengan kecepatan 4000 rpm
selama 30 menit dan hasil yang diperoleh disebut xylan [25]. Berikut
ini merupakan struktur dari xilan [10]:

Ikatan B-1 4—D—)olop|ranosa B-xilosidase

1\
i
"'“’P"“"D 1t on oH u Oac

endoxilanase <- a-1,2-4-0-metil-D-
Glukoronat

Asetil Xlla.n
Esterase

CT)OI!

I o ~J Ikatan @-1,3-L-
" o ﬁ arabinofuranosida
/i CH,0' \ ?/ ]
& —11
1

a- L-
\OH H a-Glukuronidase i
cH,0 Y/

a-o-metil-D- . ?_ R
Glukoronat PH OH =0
CH
Ac : gugus astil Ferulil dan p- I S H
R-H : asam p-kumarat Kumaroil CH
R-OCH: : asam ferulat Esterase

Gambar 2.1 Struktur Molekul Xilan

OH Arabinofuranosidase

2.4 Enzim Xilanase
Enzim xilanase merupakan enzim yang memiliki sifat
induktif. Hal ini menyebabkan enzim xilanase membutuhkan substrat
sebagai induser dalam media pertumbuhan untuk menginduksi
7



biosintesis enzim dari mikroorganisme. Kandungan xilan yang tinggi
menjadi syarat subtrat yang digunakan dalam produksi Xxilanase.
Contoh induser dengan kandungan xilan yang tinggi ialah klobot
jagung dimana ia memiliki kandungan xilan yang tinggi dimana
didalamnya terdapat hemiselulosa sebesar 32% [11].

Xilanase dari mikroorganisme jamur memiliki sifat
ekstraseluler, sehingga proses ekstraksinya lebih mudah dari pada
jamur [12]. Melalui proses fermentasi fase padat xilanase dapat
diproduksi. Keuntungan dari proses fermentasi fase padat sendiri
selain modal dan biaya operasi yang lebih rendah, limbah yang
dihasilkan sedikit, prosesnya sederhana, wadah yang diperlukan
dalam jumlah kecil, media produski dapat menggunakan residu
agroindustri dan konsentrasi produk tinggi [15].

Aplikasi xilanase cukup luas baik dibidang industri makanan,
minuman, agro industri, industri pakan ternak, farmasi dan industri
kertas. Xilanase pada industri pakan ternak digunakan seperti enzim
lainnya seperti selulase, lipase, peptinase dan berpotensi membantu
pra-perlakuan biomassa pada industri bioenergi [21]. Pada industri
farmasi, xilanase digunakan sebagai salah satu jenis enzim pada
formula sediaan suplemen, bahan tambahan pada formula pasta gigi
dan menghambat terjadinya osteoporosis. Aplikasi enzim xilanase
juga bisa digunakan untuk membantu diet penderita diabetes mellitus
dan sebagai penjernih industri minuman/jus buah. Namun enzim
xilanase paling sering digunakan pada industri pulp dalam proses
bleaching sebagai pengganti proses kimiawi yaitu penggunaan klorin
yang bersifat toksik [9].

2.5 Isolasi Enzim

Isolasi dalam bidang sains secara umum pemisahan senyawa
atau komponen yang bercampur dimana tujuannya untuk memperoleh
senyawa atau komponen tunggal secara murni. Isolasi enzim sendiri
memiliki pengertian yaitu proses pengambilan enzim dari suatu sel
secara kimiawi ataupun mekanik dengan cara menghancurkan dinding
sel [13]. Isolasi enzim dapat dilakukan secara intraseluler maupun
ekstraseluler, namun isolasi enzim intraseluler pengerjaannya lebih
sulit daripada ekstraseluler. Isolasi enzim intraseluler harus memecah
dinding sel terlebih dahulu, sedangkan isolasi enzim ekstraseluler
hanya menempatkan mikroorganisme penghasil enzim pada media
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cair yang kemudian dipisahkan dengan metode sentrifugasi atau
filtrasi [14].

Tahap awal sebelum isolasi enzim dari suatu mikroorganisme
adalah pembuatan inokulum hingga pertengahan fase log dan
dilanjutkan dengan produksi enzim hingga fase awal stasioner. Isolasi
bisa dilakukan setelah enzim diproduksi pada fase eksponensial
dimana pada fase ini pertumbuhan biomassa sesuai dengan
pertumbuhan fase log [15]. Pada isolasi enzim ektraseluler proses
pemisahan bisa dilakukan dengan metode sentrifugasi, filtrasi,
ekstraksi, presipitasi, koagulasi, kromatografi dan filtrasi. Metode
yang paling sering digunakan adalah metode setrifugasi. Sentrifugasi
merupakan metode pemisahan enzim dari sisa sel yang telah hancur
sehingga ekstrak enzim kasar dapat diperoleh. Sentrifugasi dilakukan
pada temperatur rendah dan dilakukan penambahan larutan buffer
yang bertujuan agar pH enzim tetap stabil [20].

2.6  Aktivitas Enzim

Aktivitas enzim dipengaruhi oleh konsentrasi substrat,
aktivator dan inhibitor, konsentrasi enzim, temperatur, dan pH.
Pengukuran aktivitas untuk enzim xilanase dapat dilakukan dengan
mengukur jumlah produk (xilosa) yang terbentuk menggunakan
metode spektrofotometri dengan menggunakan reagen DNS [16].
Glukosa mampu mereduksi DNS karena memiliki gugus aldehid yang
terletak pada rantai karbon nomor satu pada xilosa dan dapat
dioksidasi oleh reagen DNS menjadi gugus karbosil. Reaksi ini
membentuk senyawa berwarna merah kecoklatan, ketika dalam
suasana basa sebagai asam-3-amino-5-nitrosalisilat dan dalam suasan
asam sebagai asam xilonat. Absorbansi dari kompleks warna tersebut
dapat diukur dengan menggunakan spektrofometer pada panjang
gelombang visible [17].

2.7 Amobilisasi

Amobilisasi merupakan proses pemeliharaan, pengendalian
dan pertumbuhan pada enzim, organel ataupun sel. Amobilisasi enzim
sendiri merupakan proses penahanan pergerakan molekul enzim pada
maktriks tertentu dimana enzim tetap memiliki sifat katalitiknya dan
mampu digunakan secara berulang [31]. Amobilisasi enzim sendiri
terbagi menjadi beberapa metode diantaranya metode penjeratan
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(entrapping), metode pengikatan pada penyangga (carrier binding),
dan metode pengikatan silang (crosslingking) [19]:

1. Metode Penjeratan (entrapping)

Metode penjeratan merupakan metode dimana enzim secara
langsung dijerat kedalam matriks polimer atau dibungkus dalam
membran semipermeable dengan erat sehingga enzim menjadi tidak
bebas dan menjalankan fungsi katalitiknya dalam kisi-Kisi polimer
tersebut. Metode penjeratan sendiri terbagi menjadi dua tipe, yakni
tipe kisi dan tipe mikrokapsul. Sarana penempatan enzim dapat
berbentuk serabut kapiler atau mikrokapsul dan berbentuk gel.

2. Metode Pengikatan pada Penyangga (carrier binding)

Enzim pada metode ini akan diikat pada matriks yang tidak
larut dalam air. Luas permukaan diameter pori matriks merupakan
muatan enzim. Pada metode ini, terbagi lagi menjadi tiga jenis yaitu
adsorpsi fisik, ikatan ionik dan ikatan kovalen. Permukaan padat
digunakan pada metode adsorpsi, dimana enzim menempel pada
permukaan matriks. Metode ini memang mudah dilakukan namun
enzim mudah dirusak enzim proleotik karena ikatan dan pH enzim
dapat berubah. Selanjutnya pada ikatan ionik, enzim yang memiliki
gugus karboksilat bermuatan negatif akan berikatan membentuk
ikatan ionik dengan gugus amino pada matriks yang bermuatan positif.
Sedangkan pada ikatan kovalen, enzim berikatan dengan matriks yang
tidak larut dalam air dan ikatan yang terbentuk bersifat kuat.

3. Metode Pengikatan Silang

Metode ini didasarkan pada pembentukan ikatan kovalen
antara enzim dan matriks. Enzim saling berikatan silang membentuk
ikatan melintang dengan  pereaksi  bifungsional ataupun
multifungsional seperti glutaraldehid. Kelemahan metode ini yaitu
adanya distorsi dari konformasi enzim selama proses ikatan silang dan
adanya penurunan aktivitas enzim yang disebabkan perubahan
konformasi ezim.

Tujuan dilakukannya amobilisasi enzim adalah menambah
daya tahan enzim terhadap lingkungan seperti pelarut, pH, temperatur
dan penggunaan kembali enzim tersebut secara kontinu [30]. Enzim
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amobil memiliki kelebihan daripada enzim bebas, diantaranya adalah
bisa digunakan secara berulang kali, lebih stabil, lebih tahan terhadap
serangan protease dan mudah dipisahkan dari campuran. Kelebihan
dari enzim amobil itu sendiri menjadikannya memiliki nilai jual yang
lebih daripada enzim bebas [18].

Matriks merupakan salah satu bagian terpenting dalam
amobilisasi enzim. Matriks sangat penting dalam penentuan kinerja
sistem amobil, dimana karakter matriks yang mendukung sistem
amobil ialah ketahanan fisik terhadap serangan mikroba, ketahanan
kompresi, hidrofilik dan biokompabilitas [31]. Karakter dari enzim
bebas dan amobil tentu berbeda. Karakter ini dipengaruhi oleh jenis
matriks dan metode amobilisasi yang dipilih. Beberapa perbedaan
karakter dari enzim amobil diantaranya perubahan aktivitas, kondisi
pH optimum dan kondisi temperatur optimum. Perubahan aktivitas
enzim amobil cenderung mengalami penurunan hal ini diakibatkan
ketika dilakukan amobilisasi, konfigurasi antara enzim dan matriks
mampu menghalangi substrat untuk berikatan dengan enzim [30].
Kondisi pH optimum enzim amobil memiliki karakter berbeda dengan
enzim bebas yang disebabkan oleh adanya distribusi ion H*, ion OH
dan substrat bermuatan. Apabila matriks memiliki karakter bermuatan
negatif maka pergeseran pH untuk enzim amobil cenderung bergeser
ke pH basa, sedangkan jika matriks memiliki karakter bermuatan
positif maka pergeseran pH untuk enzim amobil cenderung bergeser
ke pH asam [31]. Kondisi temperatur optimum dari enzim amobil bisa
lebih rendah atau lebih tinggi daripada enzim amobil. Enzim amobil
mampu bertahan di temperatur rendah berkisar 20°C dan mampu
bertahan di temperatur tinggi berkisar 70°C. Pergeseran kondisi
temperatur optimum enzim amobil ini bergantung dari jenis matriks
yang digunakan, karena setiap matriks memiliki karakter khas
tersendiri [32].

2.8 Zeolit

Zeolit merupakan mineral yang biasanya bisa ditemukan di
dalam batuan sedimen, terutama kristal dari kelompok aluminium
silikat. Zeolit memiliki kapasitas tukar kation (KTK) yang lebih tinggi
dibandingkan bentonit, zeolit jenis klinoptilolit memiliki total KTK
berkisar antara (1,5-2,0) meg/g sedangkan untuk jenis bentonit total
KTK berkisar (0,4-1,2) meq/g. Zeolit yang ditemukan dialam biasanya
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memiliki kandungan pengotor seperti Na, K Ca, Mg dan Fe. Zeolit
terdiri dari oksida rangkap Al-Os, Si20O, Fe;Os3, CaO dan MgO yang
biasanya ditemui di batuan sedimen []. Zeolit tersusun atas mineral
kristal alumina silica tetrahidrat berpori dan terdiri dari tiga struktur
dimensi, terbentuk oleh [SiO4]* dan [AlO4]> yang dihubungkan oleh
atom-atom oksigen [24]. Zeolit mengandung kation alkali atau alkali
tanah dalam kerangka tiga dimensinya, dimana kation tersebut
tergantikan oleh kation-kation lain tanpa merusak struktur zeolit dan
bersifat mampu menyerap air secara reversible. Molekul atau kation
lain tersebut akan mampu bergerak bebas sehingga memungkinkan
zeolit dapat digunakan sebagai matriks pendukung untuk amobilisasi
enzim [27].

Zeolit memiliki sifat-sifat istimewa seperti selektif
permukaan, penukar ion, pengayak molekul, stabil terhadap panas dan
mudah dimodifikasi sehingga banyak digunakan dalam industri
sebagai katalis, ion exchange dan adsorben dalam pengolahan limbah.
Zeolit mudah mengalami dehidrasi apabila dipanaskan, struktur
kerangkanya akan menyusut namun kerangka dasar zeolit tidak
mengalami perubahan. Zeolit yang terhidrasi memiliki struktur pro
terbuka dengan internal surface area besar yang membuatnya mampu
mengadsorb molekul selain air semakin tinggi. Berikut adalah struktur
dari kristal zeolit [24]:

Gambar 2.2 Struktur Kristal Zeolit
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2.9 Ca-alginat

Ca-alginat merupakan salah satu matriks yang dapat
digunakan sebagai media penjebakan dengan memanfaatkan metode
melokalisasi enzim dalam kisi matriks atau mikrokapsul, namun
enzim tetap mampu mempertahankan kemampuan untuk menerima
substrat. Penggunaan Ca-alginat sebagai matriks memiliki kelebihan
mampu membentuk gel yang kokoh, tidak beracun dan pengerjaannya
bisa dikerjakan pada temperatur ruang [22]. Terbentuknya gel pada
Ca-alginat ketika digunakan sebagai matriks akibat adanya ikatan
ionik antara alginat dan kation. Selain itu juga diakibatkan oleh ukuran
molekul dan komposisi alginat yang mengandung asam gluronat.
Ketika Na-alginat didalam larutan CaCl, maka dua ion Na* akan
tergantikan oleh satu ion Ca?*. Ukuran manik yang terbentuk sekitar
5-200 nm. Berikut adalah reaksi alginat dengan Ca?* [30]:
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Gambar 2.3 Reaksi Alginat dengan Ca?*

2.10 Penentuan Aktivitas Enzim

Aktivitas enzim dinyatakan dalam satuan unit. Satu unit
aktivitas enzim adalah jumlah enzim yang dibutuhkan untuk
mengubah 1 pmol substrat menjadi sebuah produk dalam waktu satu
menit pada temperatur dan pH ptimum [23]. Penentuan unit aktivitas
xilanase dilakukan dengan mengamati kadar gula pereduksi yang
dihasilkan dari hidrolisis substrat enzim [16]. Reagen DNS (asam
dinitrosalisilat) dapat digunakan untuk penentuan gula pereduksi
secara spektrofotometri. Reagen DNS digunakan karena lebih mudah,
cepat dan memiliki sensitivitas yang tinggi. Ketika xilanase
menghidrolisis substrat xilan menjadi xilosa, xilosa akan mereduksi
DNS yang menghasilkan kompleks asam-3-amino-5-nitrosalisilat
yang berwarna merah kecoklatan. Sedangkan xilosa akan teroksidasi
menjadi asam xilonat [23]. Penelitian kali ini digunakan standar
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xilosa, sehingga dalam reaksinya terjadi proses oksidasi xilosa
menjadi xilonat.

Produk xilosa dapat dihitung secara spektrofotometri dengan
reagen DNS. Kompleks warna yang terbentuk nilai absorbansinya bisa
dibaca pada instrumen spektrofotometri Uv-vis. Pembacaan dilakukan
pada panjang gelombang 480-560 nm, setelah itu absorbansi yang
diperoleh diplotkan terhadap kurva standar xilosa untuk mengetahui
besarnya unit aktivitas yang terdapat pada ekstrak kasar [29].

2.11 Spektrofotometri Uv-Vis

Spektrofotometri Uv-vis adalah pengukuran serapan cahaya
pada daerah ultraviolet (200-400) nm dan sinar tampak/visible (400-
800) nm. Metode pengukuran pada spektrotometri adalah absorpsi
cahaya pada panjang gelombang tertentu melalui suatu larutan yang
mengandung kontaminan dan konsentrasinya akan ditentukan [29].
Prinsip kerja spektrofotometri adalah jumlah cahaya yang diabsorpsi
oleh larutan sebanding dengan konsentrasi kontaminan dalam larutan.
Prinsip ini dijabarkan dalam Hukum Lambert-Beer, berikut
persamaanya [26]:

A =loglin/lout) = 1/T =eXbXc

Keterangan:

A = Absorbansi

lin = Intensitas cahaya yang masuk
lout = Intesitas cahaya yang keluar

T = Trasnmitansi

g€ = Tetapan absorpsivitas molar (L/mol.cm)

b = Panjang jalur/lebar kuvet (cm)

¢ = Konsentrasi suatu bahan yang mengabsorpsi (mol/L)

Pelarut yang digunakan pada prosedur spektrofotometrik
menimbulkan beberapa masalah diantara, pelarut tidak hanya harus
melarutkan sampel, namun tidak boleh juga menyerap cukup banyak
dalam daerah dimana penetapan itu dibuat. Aquades merupakan
pelarut yang memiliki kemampuan tembus cahaya di seluruh daerah
tampak dan turun hingga panjang gelombang 200 nm di daerah
ultraviolet. Pelarut aquades tidak cocok untuk digunakan pada
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senyawa organik, untuk senyawa organik biasanya digunakan pelarut
seperti metanol, etanol, dan dietil eter [29].

2.12 Hipotesis

Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini adalah variasi
pH, temperatur dan waktu inkubasi berpengaruh terhadap aktivitas
xilanase yang diamobilkan pada matriks zeolit Ca-alginat sehingga
diperoleh kondisi optimum pada xilanase amobil.
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BAB IlII
METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Biokimia Jurusan
Kimia Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam Universitas
Brawijaya Malang pada bulan Maret hingga Mei 2018.

3.2 Bahan dan Alat Penelitian
3.2.1 Bahan Penelitian

Bahan penelitian yang digunakan pada penelitian ini adalah
hasil biakan murni Trichoderma viride dari Laboratorium Biokimia
Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam
Universitas Brawijaya, Malang.

Bahan kimia yang digunakan memiliki kualitas derajat
kemurnian pro analisis (p.a) dan for microbiology. Bahan-bahan kimia
dengan kualitas pro analis (p.a) diantaranya CHsCOONa, KH2POs,
NaOH, NaKC4OsH: (NaK-tartrat), CuCl,, ZnCl;, MnCl,.4H,0,
MgS04.7H20, FeS04.7H20, (NH4)2S04, CaClz, NaOCI, HCI asam
asetat glasial, urea, glukosa anhidrat, DNS (asam dinitrosalisilat),
reagen biuret, fenol, dextrose, Ca-alginat, dan zeolit.

Bahan-bahan kimia dengan kualitas for microbiology
diantaranya pepton, kasein, tepung agar, tween-80, sedangkan bahan
lain yang digunakan adalah aquades, kentang dan klobot jagung.

3.2.2 Alat Penelitian

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini ialah seperangkat
alat gelas yang terdiri dari corong gelas, gelas arloji, rak tabung reaksi,
tabung reaksi, pengaduk gelas, labu ukur (100 mL, 25 mL, 10 mL),
pipet tetes, pipet ukur (10 mL, 5 mL), erlenmeyer (250 mL, 100 mL),
gelas kimia (500 mL, 250 mL, 100mL), termometer dan kuvet. Selain
itu digunakan alat lainnya seperti grinder, blender, statif, pengaduk
magnet (stirer), botol semprot, aluminium foil, kertas coklat, jarum
ose, kapas, kasa steril, bunsen burner, ayakan (150 mesh dan 120
mesh), oven, neraca analitik, syringe 10 mL, kertas saring Whatman
No. 40, pemanas listrik, pipet mikro 1,0 uL, bola hisap, autoklaf,
laminar air flow, inkubator, pH meter, lemari pendingin, pemanas air,
sentrifus dingin, shaker, dan spektronik Genesys 20.
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3.3 Tahapan Penelitian

NogakownhE

10.
11.
12.

13.

Tahapan pada penelitian ini adalah sebagai berikut:
Pembuatan tepung dari klobot jagung
Pembuatan media padat
Peremajaan biakan murni Trichoderma viride
Pembuatan media cair
Pembuatan inokulum
Produksi dan isolasi enzim
Penentuan kurva baku standart
e Penentuan panjang gelombang maksimum gula
pereduksi
e Pembuatan kurva baku gula pereduksi
e Penentuan panjang gelombang maksimum larutan
kasein
e Penentuan kurva baku larutan kasein
Penentuan aktivitas xilanase bebas dan kadar protein awal
e Uji aktivitas xilanase bebas
e Pengukuran aktivitas xilanase bebas
e Penentuan kadar protein awal
Amobilisasi xilanase pada matriks zeolit Ca-Alginat
Uji kadar protein sisa
Penentuan aktivitas xilanase amobil
Uji pengaruh pH, temperatur dan waktu inkubasi pada
aktivitas enzim xilanase bebas dan xilanase amobil
e Penentuan pengaruh pH penyimpanan terhadap
aktivitas xilanase bebas dan xilanase amobil
e Penentuan pengaruh temperatur penyimpanan
terhadap aktivitas xilanase bebas dan xilanase amobil
e Penentuan pengaruh waktu inkubasi terhadap
aktivitas xilanase bebas dan xilanase amobil
Analisis data

3.4 Prosedur Kerja
3.4.1 Pembuatan Tepung Klobot Jagung

Klobot jagung yang segar dikering anginkan terlebih dahulu,

kemudian dicuci dengan aquades dan dikering anginkan. Klobot
jagung yang tidak terlalu basah lalu dikeringkan kembali dengan oven
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pada temperatur 100°C, setelah itu dipotong menjadi ukuran lebih
kecil menggunakan grinder lalu dihaluskan dengan blender. Klobot
jagung yang sudah halus diayak menggunakan ayakan 150 mesh
dimana serbuk halus yang lolos ayakan disimpan dan digunakan
sebagai induser.

3.4.2 Pembuatan Media Padat

Media padat pada penelitian ini yang digunakan adalah
Potatoes Dextrose Agar (PDA). Pembuatan PDA dilakukan dengan
mengupas kentang dan ditimbang sebanyak 20 g, kemudian kentang
dicuci dengan aquades dan dipotong-potong hingga ukurannya kecil.
Kentang yang sudah berukuran kecil dimasukkan kedalam gelas kimia
100 mL, ditambah aquades hingga volumenya 100 mL, lalu
dipanaskan diatas pemanas listrik selama = 1 jam dan sesekali
ditambahkan aquades agar volumenya tetap 100 mL.

Sari kentang yang sudah dipanaskan lalu disaring
menggunakan kertas saring Whatman No0.40 dan ditampung dalam
erlemeyer. Kemudian dipindahkan ke gelas kimia 100 mL,
ditambahkan dextrose 2 g, larutan buffer asetat (0,2 M) pH 5 sebanyak
1 mL, lalu kembali dipanaskan hingga larutan mendidih dan
ditambahkan 1,5 g tepung agar sambil diaduk.

Larutan PDA kemudian dimasukkan kedalam tabung reaksi
dimana setiap tabung diisi £ 4 mL dan ditutup dengan kapas steril yang
dilapisi kertas coklat dan diikat rapat. Selanjutnya larutan PDA
disterilkan dengan autoklaf selama 15 menit pada temperatur 121°C
dan tekanan 15 psi. Larutan PDA steril dikeluarkan dari autoklaf lalu
didinginkan pada temperatur ruang dengan posisi miring dan
dibiarkan selama 24 jam, apabila larutan PDA sudah padat, disimpan
di dalam lemari pendingin.

3.4.3 Peremajaan Biakan Murni Trichoderma viride

Biakan Trichoderma viride murni diremajakan di dalam
laminar air flow dengan cara dipanaskannya mulut tabung biakan
Trichoderma viride dan mulut tabung media padat dengan nyala api
bunsen agar steril. Kemudian spora Trichoderma viride diambil
dengan jarum ose sebanyak satu mata ose dan dipindahkan ke dalam
media padat PDA steril secara aseptis, lalu tabung reaksi segera
ditutup kembali dengan kapas steril yang dilapisi kertas coklat dan
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diinkubasi selama 6 hari (144jam) di dalam inkubator pada temperatur
30°C.

3.4.4 Pembuatan Media Cair

Media cair dapat dibuat dengan ditimbang terlebih dahulu
bahan-bahan yang digunakan diantaranya 0,036 g KH,PO., 0,054 g
urea, 0,09 g pepton, 0,054 g CaClz, 0,252 g (NH4)SO4, 0,036 g tween-
80, 0,054 g MgSQ.4.7H;0, dan 0,9 g tepung klobot jagung. Bahan
tersebut dimasukkan kedalam gelas kimia 250 mL dan ditambahkan
0,18 mL unsur renik, serta ditambah aquades hingga volumenya 180
mL. Selanjutnya campuran ditambahkan 1 mL buffer asetat (0,2M) pH
5, diaduk dan dipanaskan hingga mendidih. Kemudian ditutup dengan
kapas steril dan dilapisi kertas coklat. Campuran disterilkan di dalam
autoklaf dengan temperature 121°C dan tekanan 15 psi selama 15
menit.

3.4.5 Pembuatan Inokulum

Pembuatan inokulum sama halnya dengan peremajaan biakan
murni Trichoderma viride, dimana dilakukan di dalam laminar air
flow. Spora dari biakan murni Trichoderma viride yang berumur 6 hari
diambil sebanyak satu jarum ose dengan jarum ose steril, dipindahkan
secara aseptis ke dalam media cair steril 25 mL. Selanjutnya
diinkubasi dengan menggunakan shaker selama 36 jam (pertengahan
fase logaritma) dengan kecepatan 150 rpm pada temperatur ruang.
Kemudian diambil sebanyak 5 mL dari inokulum pertama yang
dihasilkan dan dipindahkan secara aseptis ke media cair steril
sebanyak 50 mL yang baru pada 4 erlemeyer berbeda. Tahap terakhir
yaitu dilakukan inkubasi kembali di temperatur ruang selama 36 jam
dengan menggunakan shaker pada kecepatan 150 rpm.

3.4.6 Produksi dan Isolasi Enzim

Erlenmeyer 250 mL sebanyak 6 buah masing-masing diisi
media cair steril sebesar 180 mL, lalu 18 mL inokulum ditambahkan
secara aseptis ke dalam setiap erlemeyer. Selanjutnya diinkubasi
selama 60 jam (awal fase stasioner) dengan shaker kecepatan 150 rpm
pada temperatur ruang dan digunakan metode sentrifugasi untuk
mengisolasi enzim. Setiap media produksi yang telah diinkubasi
ditambah larutan buffer asetat (0,2M) pH 5 sebanyak 15 mL kemudian
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disentrifugasi dingin selama 30 menit dengan kecepatan 3.000 rpm
pada temperatur 4°C. Ekstrak kasar enzim xilanase merupakan hasil
dari supernatan yang diperoleh.

3.4.7 Penentuan Kurva Baku Standart
a) Penentuan panjang gelombang maksimum gula
pereduksi

Tabung reaksi diisi dengan larutan xilosa 300 pg/mL
sebanyak 1 mL, ditambahkan buffer asetat (0,2M) pH 5
sebanyak 1 mL, dan ditambahkan reagen DNS sebanyak 2 mL.
Kemudian larutan dipanaskan selama 15 menit dalam penangas
air mendidih dan didinginkan dengan air mengalir. Larutan
dipindah ke dalam labu ukur 25 mL lalu ditambahkan aquades
hingga tanda batas dan dihomogenkan. Larutan blanko yang
digunakan ialah aguades dengan diberikan perlakuan yang sama
seperti sampel. Absorbansi larutan diukur dengan instrumen
spektronik Genesys 20 pada kisaran panjang gelombang 480-
530 nm. Hasil yang diperoleh dicatat dan nilai absorbansi paling
besar digunakan sebagai panjang gelombang maksimum (Amaks)-

b) Pembuatan kurva baku gula pereduksi

Padatan serbuk xilosa ditimbang sebanyak 0,15 g,
kemudian dimasukan ke dalam gelas kimia 100 mL, digunakan
pelarut aquades secukupnya untuk melarutkan padatan, lalu
dipindahkan ke dalam labu ukur 100 mL, ditambahkan aquades
hingga tanda batas, dihomogenkan dan diperoleh larutan stok
glukosa 1500 pg/mL.

Larutan xilosa sebanyak (2; 2,67; 3; 3,33; 3,67; 4; 4,33;
5; 6; 6,8; 8 mL dimasukkan kedalam labu ukur 10 mL,
ditambahkan aquades hingga tanda batas, dihomogenkan dan
diperoleh larutan xilosa (300, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 750,
900, 1000, 1200) pg/mL. Selanjutnya larutan xilosa masing-
masing dipipet sebanyak 1 mL, dimasukkan kedalam tabung
reaksi yang berbeda, ditambahkan larutan buffer asetat (0,2M)
pH 5 sebanyak 2 mL dan reagen DNS sebanyak 2 mL.
Kemudian dipanaskan selama 15 menit di dalam penangas air
mendidih dan didinginkan pada air yang mengalir. Larutan
dipindahkan ke dalam labu ukur 25 mL, ditambahkan aquades
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hingga tanda batas dan dihomogenkan. Absorbansi larutan
diukur dengan instrumen spektronik Genesys 20 pada panjang
gelombang (Amaks). Hasil yang diperoleh dibuat kurva baku gula
pereduksi sebagai hubungan antara konsentrasi larutan Xilosa
(Mg/mL) pada sumbu x dan absorbansi pada sumbu y.

c) Penentuan panjang gelombang maksimum larutan
kasein

Larutan kasein 5000 pg/mL dimasukkan kedalam
tabung reaksi sebanyak 2 mL dengan cara dipipet, kemudian
ditambahkan larutan buffer asetat (0,2 M) pH 5 sebanyak 2 mL
dan reagen biuret sebanyak 8 mL, diinkubasi selama 30 menit
di dalam penangas air pada temperatur 50°C. Absorbansi larutan
diukur dengan instrumen spektronik Genesys 20 pada panjang
gelombang sekitar 460-640 nm dan hasil yang diperoleh dicatat.
Dipilih panjang gelombang yang menghasilkan nilai absorbansi
tertinggi kemudian digunakan sebagai panjang gelombang
pengukuran selanjutnya.

d) Pembuatan kurva baku larutan kasein

Padatan kasein ditimbang sebanyak 1 g, dilarutkan
dengan aquades sebanyak 50 mL di dalam gelas kimia 100 mL,
diaduk menggunakan magnetic stirrer dan ditambahkan larutan
NaOH 0,1 M beberapa tetes hingga seluruh padatan larut.
Selanjutnya larutan dipindah ke dalam labu ukur 100 mL,
ditambah aquades hingga tanda batas, dihomogenkan dan
diperoleh larutan stok kasein 10000 pg/mL.

Larutan stok dipipet dengan volume sebanyak (1, 2, 3,
4,5, 6, 7,8, 9) mL, dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL,
ditambah aquades hingga tanda batas, dihomogenkan, dan
diperoleh larutan kasein (1000, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000,
7000, 8000, 9000) pg/mL. Setiap masing-masing konsentrasi
larutan kasein dipipet dengan volume sebanyak 2 mL dan
dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu ditambahkan larutan
buffer asetat (0,2M) pH 5 sebanyak 5 mL dan reagen biuret
sebanyak 8 mL. Selanjutnya dihomogenkan dan diinkubasi
selama 30 menit di dalam penangas air pada temperatur 50°C
dan didinginkan dengan dibiarkan pada temperatur ruang.



3.4.8

Absorbansi larutan diukur dengan instrumen spektronik
Genesys 20 pada panjang gelombang maksimum (Amaks) dan
hasil yang diperoleh lalu digunakan untuk membuat kurva baku
kasein sebagai hubungan antara konsentrasi kasein (ug/mL)
pada sumbu x dan absorbansi pada sumbu y.

Uji Aktivitas Xilanase Bebas dan Kadar Protein Awal
a) Uji aktivitas xilanase bebas

Pengukuran jumlah senyawa pereduksi yang dihasilkan
dari reaksi hidrolisis substrat xilan digunakan dalam penentuan
aktivitas xilanase. Sebanyak 1 mL substrat xilan 1% (b/v)
dimasukkan ke dalam tabung reaksi, dipanaskan ke dalam
penangas air dengan temperatur 60°C selama 15 menit.
Kemudian ditambahkan ekstrak kasar xilanase sebanyak 1 mL,
larutan buffer asetat (0,2M) pH 5 sebanyak 1 mL, dan air bebas
reduktor sebanyak 1 mL. Setelah itu, diinkubasi selama 55
menit ke dalam penangas air pada temperatur 60°C.
Didinginkan dengan air mengalir lalu ditambahkan reagen DNS
sebanyak 2 mL dan dipanasan kembali selama 5 menit di dalam
penangas air kemudian didinginkan dengan air mengalir. Tahap
akhir yaitu larutan dimasukkan ke dalam labu ukur 25 mL,
ditambah aquades hingga tanda batas, dan dihomogenkan.
Absorbansi larutan diukur dengan instrumen spektronik
Genesys 20 pada panjang gelombang maksimum (Amas) dan
hasil yang diperoleh dicatat.

b) Pengukuran aktivitas xilanase bebas

Enzim bebas didalamnya memiliki aktivitas yang
dinyatakan dalam satuan unit. Setiap satu unit aktivitas
merupakan satu pg xilosa yang dihasilkan per menit oleh setiap
mg enzim tersebut. Aktivitas xilanase dapat diukur dengan
memplotkan nilai absorbansi yang diperoleh pada persamaan
kurva baku gula pereduksi sehingga akan diperoleh konsentrasi
gula pereduksi dari hasil hidrolisis substrat xilan oleh enzim
xilanase. Persamaan yang digunakan untuk menentukan satu
unit aktivitas enzim adalah sebagai berikut:
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_X XU Xfp
pXxq

AE

Keterangan:
AE = aktivitas enzim (ug. mL™L.menit?)
X = konsentrasi gula pereduksi (ug. mL™?)
V = volume total sampel (mL)
Fp = faktor pengenceran
p = volume ekstrak kasar enzim xilanase (mL)
q = waktu reaksi (menit)

¢) Uji Kadar Protein awal

Tabung reaksi diisi dengan ekstrak kasar enzim xilanase
sebanyak 2 mL, ditambahkan larutan kasein 5000 pg/mL
sebanyak 2 mL, dan reagen biuret sebanyak 8 mL. Selanjutnya
dihomogenkan dan diinkubasi selama 30 menit di dalam
penangas air pada temperatur 50°C. Absorbansi larutan diukur
dengan instrumen spektronik Genesys 20 pada panjang
gelombang maksimum (Amas) 540 nm dan kadar protein awal
diketahui dengan cara memplotkan nilai absorbansi yang
diperoleh pada persamaan kurva baku kasein.

3.4.9 Amobilisasi Xilanase pada Matriks Zeolit Ca-Alginat

a) Preparasi Matriks Zeolit

Mineral zeolit dihaluskan dengan cara ditumbuk lalu
diayak dengan ayakan 120 mesh, padatan yang lolos diayak
kembali dengan ayakan 150 mesh dan padatan yang tertahan di
ayakan 150 mesh digunakan sebagai matriks amobilisasi.
Selanjutkan padatan dicuci dengan aquades, disaring dan
dikeringkan pada temperatur 105°C di dalam oven.

b) Aktivasi Matriks Zeolit

Mineral zeolit yang telah dipreparasi dimasukkan ke
dalam erlenmeyer 250 mL sebanyak 10 g, ditambahkan larutan
HCI 0,4 M sebanyak 200 mL, dikocok selama 4 jam pada
temperatur menggunakan shaker dengan kecepatan 100 rpm.
Selanjutnya disaring dengan kertas Whatman No.40 dan dicuci
dengan aquades hingga pH filtrat netral. Kemudian zeolit yang
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teraktivasi dikalsinasi di dalam tanur selama 4 jam pada
temperatur 500°C.

c) Preparasi Larutan Na-Alginat

Padatan Na-Alginat sebanyak 3 g dilarutkan dengan
aquades secukupnya di dalam gelas kimia 250 mL. Selanjutnya
ditambahkan aquades sebanyak 100 mL dan dipanaskan hingga
larut sempurna di dalam penangas air lalu didinginkan.

d) Amobilisasi Xilanase pada Matriks Zeolit Ca-alginat
Teraktivasi

Ekstrak kasar xilanase dipipet sebanyak 2,8 mL dan
dimasukkan ke dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan
larutan buffer asetat 0,2 M pH 5 hingga volume total menjadi 5
mL. Larutan tersebut kemudian dimasukkan kedalam
erlenmeyer yang berisi 0,1 g zeolit yang telah diaktivasi lalu
dikocok dengan shaker selama 3 jam dengan kecepatan 100
rpm. Hasil pengocokan kemudian disaring dengan kertas saring
Whatman No 40 dan filtrat yang diperoleh digunakan untuk
mengukur jumlah enzim yang tidak terjebak di dalam matriks
dengan menguji kadar protein sisanya. Padatan yang tertahan di
kertas saring Whatman No 40 dicampurkan dengan larutan
alginat sebanyak 4 mL konsentrasi 3%. Larutan campuran
xilanase dan alginat diteteskan dengan syringe 10 mL pada gelas
kimia yang berisi larutan CaCl,. Kemudian manik-manik yang
terbentuk dibiarkan terendam dalam larutan CaCl, 0,15 M
selama satu jam lalu disaring dengan kertas saring Whatman
No0.40 dan xilanase amobil diuji aktivitasnya sedangkan
filtratnya digunakan untuk menguji kadar protein sisa.

3.4.10 Uji Kadar Protein Sisa

Filtrat hasil amobilisasi enzim dipipet sebanyak 2 mL,

ditambahkan larutan kasein 5000 ppm sebanyak 2 mL, ditambah
reagen biuret sebanyak 8 mL, dihomogenkan dan diinkubasi pada
temperatur 50°C selama 30 menit. Kemudian didinginkan pada
temperatur ruang dan absorbansi larutan diukur dengan instrumen
spektronik Genesys 20 pada panjang gelombang maksimum 540 nm
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kasein sehingga diketahui kadar protein sisa dengan memplotkan nilai
absorbansi pada persamaan regeresi kurva standar kasein.

3.4.11 Penentuan Aktivitas Xilanase Amobil

Subtrat xilan 1% sebanyak 1 mL yang sudah diinkubasi selama
15 menit pada temperatur 60° C dicampur dengan larutan buffer asetat
0,2 M pH 5 sebanyak 1 mL, enzim xilanase amobil sebanyak 0,1 g dan
1 mL air bebas reduktor. Setelah itu diinkubasi selama 55 menit pada
temperatur 60°C. Kemudian ditambah reagen DNS sebanyak 2 mL
dan disaring dengan kertas saring agar enzim amobilnya terpisah.
Kemudian dididihkan selama 5 menit dan didinginkan dalam air
mengalir. Larutan campuran kemudian diencerkan hingga volumenya
25 mL dengan aquades. Absorbansi larutan diukur dengan instrumen
spektronik Genesys 20 pada panjang gelombang maksimal xilosa dan
hasil yang diperoleh dicatat untuk pembuatan kurva aktivitas xilanase
amobil sehingga diperoleh panjang gelombang optimum pula.

3.4.12 Uji Pengaruh pH, Temperatur dan Waktu Inkubasi
Terhadap Aktivitas Xilanase Bebas dan Xilanase Amobil
a) Penentuan Pengaruh pH Terhadap Aktivitas Xilanase

Bebas dan Xilanase Amobil

Penentuan aktivitas enzim bebas dan enzim amobil
dilakukan dengan variasi pH dilakukan dengan cara
menginkubasi xilanase amobil pada variasi pH sebesar 3, 4, 5,
6 dan 7. Sebanyak 10 tabung reaksi disiapkan terlebih dahalu,
5 tabung reaksi diberi keterangan A (untuk enzim bebas) dan 5
tabung reaksi sisa diberi keterangan B (untuk enzim amobil).
Kemudian sebanyak 1 mL substrat xilan 1% (b/v) diinkubasi
selama 15 menit pada temperatur 60°C. Kemudian untuk
tabung A ditambahkan 1 mL ekstrak kasar xilanase dan tabung
B ditambahkan 0,1 g manik-manik gel enzim amobil. Masing-
masing tabung kemudian ditambah larutan buffer asetat (0,2
M) yang berbeda dengan pH (3-7) sebanyak 1 mL dan air bebas
reduktor sebanyak 1 mL. Setiap campuran diinkubasi selama
55 menit dalam penangas air pada temperatur 60°C. Kemudian
untuk tabung B disaring dengan kertas saring untuk
menghentikan hidrolisis. Setelah itu seluruh tabung ditambah
reagen DNS sebanyak 2 mL dan dididihkan dalam penangas
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air selama 5 menit. Didinginkan dengan air mengalir hingga
temperatur sama dengan temperatur ruang, setiap tabung,
kemudian diencerkan ke dalam labu ukur 25 mL dengan
ditanda bataskan menggunakan aquades. Absorbansi larutan
diukur dengan instrumen spektronik Genesys 20 pada panjang
gelombang maksimum xilosa. Hasil yang diperoleh digunakan
untuk penentuan aktivitas xilanase amobil. Perlakuan ini
dilakukan secara duplo

b) Penentuan Pengaruh Temperatur Terhadap Aktivitas
Xilanase Bebas dan Xilanase Amobil

Penentuan aktivitas enzim dilakukan dengan variasi
temperatur pada 20, 30, 40, 50, dan 60°C menggunakan sampel
enzim xilanase bebas (A) dan manik-manik gel enzim xilanase
(B) pada pH optimum yang diperoleh. Kemudian diberikan
prosedur yang sama seperti variasi pH hanya saja setelah
diperoleh larutan campuran, waktu inkubasi yang diberikan
untuk menginkubasi sampel selama 30 menit.

c) Penentuan Pengaruh Waktu Inkubasi Terhadap
Aktivitas Xilanase Bebas dan Xilanase Amobil

Hasil yang diperoleh dari uji aktivitas xilanase bebas
dan amobil pada pH dan temperatur optimum digunakan untuk
menentukan waktu inkubasi optimum dengan variasi waktu
inkubasi selama (35; 40; 45; 50; 55) menit. Kemudian
diberikan prosedur yang sama seperti variasi pH hanya saja
setelah diperoleh larutan campuran, lama waktu inkubasi yang
diberikan bervariasi pada setiap tabung reaksi.

3.4.13 Analisis Data

Data aktivitas enzim xilananse bebas dan enzim xilanase

amobil pada matriks Ca-Alginat yang dipengaruhi oleh variasi pH,
temperatur dan waktu inkubasi serta dianalisis menggunakan program
SPSS 17.00 dengan uji ANOVA.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 lIsolasi Xilanase dari Kapang Trichoderma viride

Xilanase merupakan salah satu enzim ekstraseluler yang
bersifat induktif karena terbentuknya enzim Xxilanase sendiri
dibutuhkan adanya substrat sebagai induser [1]. Pada penelitian ini,
enzim xilanase diisolasi dari kapang jenis Trichoderma viride dengan
tepung klobot jagung sebagai induser. Menurut literature [11] klobot
jagung dipilih sebagai induser dikarenakan memiliki kandungan
hemiselulosa sebesar 32%. Komponen terbesar dari hemiselulosa
ialah xilan dan xilan dalam hemiselulosa dapat dihidrolisis secara
enzimatik oleh xilanase.

Produksi xilanase diawali dengan proses menumbuhkan
kapang pada media cair sampai pertengahan fase logaritma (36) jam.
Fase ini merupakan fase dimana pertumbuhan jamur sangat cepat
sehingga sangat aktif dalam memproduksi enzim. Selanjutnya
dipindahkan pada media cair yang baru dan diinkubasi dengan lama
waktu yang sama. Media cair pada proses produksi ini mengandung
tepung klobot jagung dan ditambahkan buffer asetat 0,2 M pH 5 yang
berfungsi selain untuk menjaga stabilitas dan aktivitas enzim, juga
berfungsi sebagai pelarut enzim. Enzim diproduksi hingga mendekati
fase akhir eksponensial atau awal stasioner (60) jam. Fase akhir
eksponensial atau fase awal stasioner ini dipilih karena pada fase ini
diharapkan isolat sudah secara maksimal memproduksi enzim
xilanase. Selanjutnya dilakukan sentrifugasi dingin  untuk
memisahkan supernatan yang mengandung enzim dari endapan sel.
Sentrifugasi sendiri merupakan salah satu metode pemisahan yang
berdasarkan ukuran dan berat molekul. Sentrifugasi dingin pada
penelitian ini dipilih agar enzim tetap dalam keadaan steril bebas dari
bakteri dan pengotor lain. Ekstrak hasil sentrifugasi dingin merupakan
ekstrak kasar enzim xilanase sedangkan endapan merupakan sisa sel
kapang dan komponen media produksi lain.

4.2 Aktivitas Enzim Xilanase Bebas

Aktivitas enzim xilanase bebas didefinisikan sebagai jumlah
gula pereduksi (xilosa) yang dihasilkan oleh xilanase per menit.
Pembentukan gula pereduksi terjadi antara substrat xilan dengan sisi
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aktif enzim dimana sisi aktif enzim yang memiliki kemampuan untuk
menghidrolisis xilan adalah gugus karboksil (-COOH). Gugus
karbosil ini merupakan rantai samping asam amino jenis asam
glutamat dan asam aspartat. Mekanisme reaksi enzimatis
pembentukan xilosa terjadi ketika gugus karboksil (jenis asam
glutamat dan asam aspartat) mengalami ionisasi sehingga sebagai
nukleofil akan menyerang ikatan glikosidik pada atom C; yang
mengikat atom O. Sedangkan atom H dari gugus karboksil residu asam
amino glutamat akan menerima PEB (pasangan elektron bebas) dari
atom O sehingga terbentuk komplek enzim-substrat. Kemudian,
kompleks enzim-substrat dihidrolisis oleh H,O sehingga terbentuk
xilosa dan enzim diperoleh kembali. Mekanisme yang mungkin terjadi
terdapat pada gambar 4.1.
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Gambar 4.1. Mekanisme Reaksi Enzimatis Pembentukan Gula
Pereduksi (Xilosa)
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Berdasarkan uji aktivitas ekstrak kasar enzim xilanase terhadap
substrat xilan 1% dihasilkan aktivitas enzim sebesar 60.024
ug.mL.menit®. Hasil uji aktivitas enzim xilanase bebas tersebut
diperoleh dengan menggunakan metode spektrofotometri pada Amaks
480 nm menggunakan reagen DNS dimana penentuan kadar gula
pereduksinya didasarkan oleh pembentukan kompleks warna yang
berasal dari asam dinitrosalisilat yang tereduksi oleh gula pereduksi
hasil hidrolisis enzim xilanase. Senyawa yang dihasilkan dari metode
tersebut adalah asam-3-amino-5-nitrosalisilat yang memiliki
kompleks warna kuning-kecoklatan sedangkan gula pereduksi
mengalami  oksidasi. Berikut merupakan gambar 4.2. yang
menunjukkan reaksi antara reagen DNS dengan glukosa

B COOH
O H—1—0H Oy, O
T S H——oH
H}———H
oH oH HO———H
—=
TN %\ H——o0H
H——0H

QN HO, o,N NH H———0OH

CH,CH Son

Aszam 3.5 <initrosalizilat Glulosa Azam 3-amino-S-nitrosalizilat

(luming) {merah k=ecklatan)y Aszam glukonat

Gambar 4.2. Reaksi antara Reagen DNS dengan Glukosa

Penentuan kadar protein xilanase menggunakan metode biuret
diperoleh kadar protein awal xilanase sebesar 1825 pg.mL™.
Pengukuran kadar protein awal xilanase secara spektrofotometri pada
Amaks 540 nm dapat ditentukan dengan metode biuret yang
didasarkan pada pembentukan komplek Cu?* dengan gugus —CO dan
—NH dari rantai peptide dalam suasana basa yang berwarna biru.

4.3 Amobilisasi Xilanase

4.3.1 Preparasi dan Aktivasi Zeolit

Matriks yang digunakan pada penelitian kali ini ialah
mineral zeolit alam. Zeolit secara umum memiliki pori-pori yang
didalamnya terdapat pengotor dengan luas permukaan Kkecil.
Sehingga pemanfaatan zeolit sebagai matriks perlu ditingkatkan
kemampuan adsorpsinya dengan cara aktivasi. Beberapa pengotor
zeolit yang berada di rongga zeolit diantaranya kation Na, Ca, Fe
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dan Mg serta terdapat pula molekul air. Zeolit yang masih
berikatan dengan pengotor diaktivasi dengan HCI 0,4 M. Aktivasi
zeolit akan memperbaiki karakter zeolit sebagai adsorben dan
meningkatkan luas permukaan zeolit. Proses aktivivasi
mengakibatkan terjadinya pertukaran ion H* dari HCI dengan
kation pengotor zeolit, ion H* tersebut kemudian akan mengisi
rongga-rongga zeolit yang telah terbebas dari pengotor. Kemudian
untuk mengurangi kandungan kristal hidrat pada zeolit dilakukan
kalsinasi pada temperatur tinggi namun masih dibawabh titik leleh
zeolit. Setelah dilakukan aktivasi dan kalsinasi, luas permukaan
zeolit menjadi lebih besar dan pori-porinya terbebas dari pengotor,
sehingga zeolit bisa digunakan sebagai matriks.

4.3.2 Amobilisasi Enzim

Enzim xilanase apabila dalam bentuk bebas memiliki
karakter yang kurang stabil terhadap lingkungan. Stabilitas enzim
dapat ditingkat dengan cara amobilisasi. Pada penelitian ini,
amobilisasi yang digunakan ialah metode adsorpsi fisik
menggunakan zeolit yang teraktivasi kemudian digunakan Ca-
alginat sebagai penjebak. Ekstrak kasar yang dihasilkan dari
isolasi yang ditambahkan buffer asetat dan padatan zeolit
teraktivasi dishaker agar terjadi kontak yang sempurna. Proses ini
menjadikan enzim teradsorpsi di pori-pori zeolit. Terbentuk ikatan
hidrogen antara zeolit dan enzim yang berasal dari salah satu
rantai samping enzim yang tidak aktif dan mengandung gugus
karboksil (OH") berikatan dengan atom hidrogen dari zeolit hasil
aktivasi. Setelah dilakukan amobilisasi dengan adsorpsi fisik,
dilakukan penjebakan dengan Na-Alginat. Enzim yang
teradsorpsi didalam zeolit dicampur dengan Na-alginat, kemudian
campuran tersebut diteteskan dengan syringe kedalam larutan
CaCl,. Terjadi pertukaran kation antara Ca?* dengan Na* ketika
campuran direndam CaCl, dan menghasilkan manik-manik gel.
Filtrat yang diperoleh dari proses pencampuran buffer asetat,
ekstraks xilanase dan zeolit diukur total volumenya kemudian
diukur kadar protein sisanya. Setelah itu, manik-manik yang
terbentuk ditimbang seluruh massa manik-manik dan diperoleh
massa total sebesar 3.5 gram dengan filtrat 3.5 mL untuk amobil
pertama dan 3 gram manik-manik dengan filtrat 3 mL untuk



amobil kedua. Diperoleh kadar protein sisa sebesar 2450 pg.mL™*
untuk amobil pertama dan kadar protein sisa sebesar 600 pg.mL*
untuk amobil kedua.

Gambar 4.3: Enzim Xilanase Terjebak pada 'Matriks Zeolit Ca-
alginat

4.4 Karakterisasi Xilanase Amobil
4.4.1 Penentuan pH Optimum
Enzim memiliki pH optimum spesifik yang menyebabkan
aktivitas dan stabilitas enzim tinggi. Secara umum enzim xilanase
menunjukkan aktivitas maksimum pada kisaran pH 3,5-8 [2].
Kondisi pH optimum enzim adalah nilai pH optimum dari enzim
untuk beraktivitas maksimum. Perubahan pH akan berpengaruh
terhadap aktivitas enzim, hal ini disebabkan muatan gugus aktif
pada enzim mengalami perubahan tingkat ionisasi.
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Penelitian kali ini dilakukan pengamatan perubahan
aktivitas xilanase bebas dan amobil pada variasi pH 3, 4, 5, 6, 7
dan hasilnya dapat dilihat pada gambar 4.3. Berdasarkan gambar
tersebut, menunjukkan bahwa enzim xilanase amobil mencapai
kondisi optimum pada pH 6 dengan aktivitas sebesar 13,8596
ug.mg™.menit?, sedangkan xilanase bebas mencapai kondisi
optimum pada pH 6 dengan aktivitas sebesar 20,0458
ug.mgt.menit?. Berdasarkan hasil uji analisis statistika one-way
ANOVA diperoleh F hitung (66,373) > F tabel (5,19) sehingga
perlakuan variasi pH mempengaruhi aktivitas enzim xilanase.
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Gambar 4.4: Kurva Pengaruh Variasi pH Terhadap Aktivitas
Enzim Xilanase Amobil

Berdasarkan kurva diatas, pada pH 3, 4 dan 5 aktivitas
xilanase amobil cenderung mengalami kenaikan. Hal ini
disebabkan karena bentuk aktif dari asam amino enzim xilanase
belum tercapai maksimal. Aktivitas xilanase amobil paling tinggi
dicapai pada pH 6, dimana keberadaan dari gugus rantai asam
amino tersedia dalam jumlah yang banyak untuk membantu
proses pemutusan ikatan glikosidik pada rantai xilan. Namun pada
pH 7, aktivitas xilanase amobil mengalami penurunan karena
terjadi perubahan intramolekuler enzim.

Hasil penelitian menunjukkan tidak adanya pergeran pH
optimum antara Xilanase bebas dan xilanase amobil. Artinya pada
xilanase yang diamobilkan pada zeolit Ca-alginat, komposisi



antara ion OH" dan H* jumlahnya sama dengan xilanase bebas.
Namun aktivitas xilanase amobil lebih rendah dari xilanase bebas
karena difusi substrat dengan enzim terbatasi. Jika dibandingkan
dengan peneliti Setiawan [27] yang menggunakan matriks zeolit,
diperoleh kondisi pH optimum yang sama yaitu pada pH 6.
Adanya penjebakan menggunakan alginat menunjukkan bahwa
xilanase amobil tidak perlu membutuhkan kondisi pH optimum
yang berbeda jauh dengan xilanase bebas, justru alginat ikut
membantu substrat untuk berikatan dengan enzim dalam
menghasilkan produk.

4.4.2 Penentuan Temperatur Optimum

Aktivitas dan stabilitas enzim selain dipengaruhi oleh pH
juga dipengaruhi oleh temperatur. Enzim akan mengalami
denaturasi dan kehilangan aktivitasnya apabila temperatur yang
diberikan terlalu tinggi disebabkan rusaknya sisi aktif enzim [23].
Kondisi temperatur optimum enzim adalah nilai temperatur
optimum enzim untuk beraktivitas maksimum. Perubahan
temperatur pada enzim mempengaruhi energi kinetik yang
dibutuhkan untuk bereaksi mencapai aktivitas maksimum enzim.

Penelitian kali ini dilakukan pengamatan pengaruh variasi
temperatur terhadap perubahan aktivitas xilanase bebas dan
amobil dengan variasi temperatur (20, 30, 40, 50, 60)°C dan
diperoleh hasil seperti pada gambar 4.4. Pada gambar 4.4
menunjukkan perbedaan temperatur optimum dan aktivitas
maksimum enzim pada xilanase bebas dan amobil. Kondisi
temperatur optimum dari xilanase amobil dicapai pada 40°C
dengan aktivitas sebesar 31,0559 pg.mg*.menit* sedangkan pada
xilanase bebas dicapai kondisi temperatur optimum pada 50°C
dengan aktivitas sebesar 33,4097 pg.mg*.menit . Berdasarkan uji
analisis statistika one-way ANOVA diperoleh hasil F hitung
(24,038) > F tabel (5,19), sehingga bisa disimpulkan perlakuan
variasi temperatur mempengaruhi aktivitas dari enzim xilanase.
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Gambar 4.5 : Kurva Pengaruh Variasi Temperatur Terhadap
Aktivitas Enzim Xilanase Amobil

Aktivitas dari xilanase amobil cenderung naik pada
temperatur 20 dan 30°C meskipun nilai aktivitasnya masih rendah.
Hal ini disebabkan energi yang dibutuhkan untuk menghasilkan
produk masih belum mencukupi. Temperatur optimum xilanase
amobil dicapai pada temperatur 40°C. Pada temperatur ini,
konformasi enzim sudah terbentuk sempurna untuk berikatan
dengan substrat, selain itu energi yang dibutuhkan untuk
menghasil produk sudah mencukupi. Aktivitas xilanase amobil
mulai menurun pada temperatur 50-60°C. Hal ini disebabkan,
terjadi perubahan konformasi enzim oleh temperatur yang tinggi
sehingga kemampuannya untuk berikatan dengan substrat
menurun.

Hasil penelitian menunjukkan adanya pergeseran
temperatur optimum antara xilanase bebas dan amobil.
Temperatur xilanase amobil untuk menghasilkan aktivitas yang
maksimum lebih rendah dari pada xilanase bebas. Hal ini
disebabkan setelah dilakukannya amobilisasi, enzim lebih mudah
untuk berinteraksi dengan substrat. Matriks membantu enzim
berikatan dengan substrat untuk menghasilkan produk yang
maksimum tanpa membutuhkan energi yang lebih. Selain itu,



metode amobilisasi yang dipilih, memudahkan substrat untuk
berikatan dengan enzim. Apabila dibandingkan dengan kondisi
temperatur optimum peneliti Setiawan [27] yang memperoleh
kondisi temperatur optimum pada 50°C dengan menggunakan
matriks zeolit tanpa dilapisi dengan Ca-alginat, penggunaan
alginat menurunkan kondisi temperatur optimum xilanase amobil.
Pelapisan dengan alginat membuat ruang diberikan antara enzim
dan substrat untuk bertumbukan semakin sempit sehingga mudah
untuk berikatan.

4.4.3 Penentuan Waktu Inkubasi Optimum

Waktu inkubasi merupakan waktu yang dibutuhkan
enzim untuk berikatan dengan substrat [23]. Kondisi waktu
inkubasi optimum enzim sendiri merupakan nilai waktu inkubasi
optimum dari enzim untuk beraktivitas maksimum. Penelitian kali
dilakukan pengamatan pengaruh variasi waktu inkubasi terhadap
aktivitas enzim xilanase amobil. Variasi waktu inkubasi yang
diberikan selama (35, 40, 45, 50, 55) menit dan diperoleh hasil
seperti pada gambar 4.5. Diperoleh waktu inkubasi optimum
untuk xilanase amobil pada 45 menit dengan aktivitas sebesar
15,6848 pg.mgl.menit?, sedangkan waktu inkubasi optimum
untuk xilanase bebas pada 55 menit dengan aktivitas sebesar
16,7744 pg.mg™.menit™. Berdasarkan uji analisis statistika one-
way ANOVA diperoleh hasil dimana F hitung (7,246) > F tabel
(5,19) sehingga variasi waktu inkubasi yang dilakukan
mempengaruhi aktivitas dari enzim xilanase.
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Gambar 4.6 : Kurva Pengaruh Variasi Waktu InkubasiTerhadap
Aktivitas Enzim Xilanase Amobil

Aktivitas xilanase amobil pada waktu inkubasi 35 dan 40
menit mengalami kenaikan meskipun nilainya masih rendah. Hal
ini disebabkan konformasi enzim untuk berikatan dengan substrat
belum terbentuk sempurna dan energi untuk menghasilkan produk
yang optimum belum mencukupi. Namun pada waktu inkubasi ke
45 menit, dicapai kondisi waktu inkubasi optimum dengan
aktivitas yang maksimum. Sisi aktif enzim keseluruhan telah
berikatan dengan substrat, sehingga produk yang dihasilkan
mencapai maksimum. Kemudian pada menit selanjutnya terjadi
penurunan aktivitas, hal ini disebabkan konformasi enzim mulai
mengalami kerusakan.

Hasil penelitian menunjukkan adanya pergeseran kondisi
optimum Xxilanase bebas dan amobil. Hal ini dikarenakan, setelah
dilakukan amobilisasi tumbukan antara enzim dan substrat lebih
mudah. Matriks membantu enzim untuk berikatan dengan substrat
tanpa membutuhkan energi yang lebih, waktu kontak yang lama
dan ruang tumbukan yang sesuai sehingga lebih efisien dalam
menghasilkan produk. Apabila dibandingkan dengan peneliti




Setiawan [27], diperoleh kondisi waktu inkubasi optimum yang
sama. Sehingga bisa disimpulkan penggunaan matriks zeolit
meningkatkan kecepatan enzim berinteraksi dengan substrat.
Meskipun peneliti Setiawan [27] tidak menggunakan alginat
sebagai penjebak, namun adanya penjebakan dengan alginat
membuat ruang antara enzim dan substrat untuk bertumbukan
lebih efisien sehingga lebih cepat untuk berikatan dan tidak terlalu
membutuhkan energi yang besar.

39



]
'
S

-2
-
>
S
(=]

Y
e
o
e T
(=P
S

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat
disimpulkan bahwa kondisi optimum enzim Xxilanase yang
diamobilkan pada matriks zeolit Ca-alginat dicapai pada pH 6 dengan
aktivitas sebesar 13,8596 pg.mg™.menit?, temperatur 40°C dengan
aktivitas sebesar 31,0559 pg.mg*.menit* dan waktu inkubasi 45 menit
dengan aktivitas sebesar 15,6848 pg.mgt.menit™.

5.2 Saran

Penelitian ini dapat dilanjutkan dengan melakukan
pengamatan terhadap penggunaan ulang beserta efisiensinya dan
pengaruh enzim amobil apabila ditambahkan pada tanaman sayur dan
buah yang bertujuan untuk meningkatkan produksi pangan yang
berkualitas.
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LAMPIRAN
Lampiran A. Skema Kerja Penelitian

Tahap
Awal
*Pembuatan Tepung
Klobot Jagung

*Pembuatan Media Padat

*Peremajaan Biakan
Trichoderma viride

Tahap
Berikutnya

*Penentuan Amaks dan Kurva Baku
Xilosa dan Kasein

*Pembuatan Media Cair dan Inokulum
*Produksi dan Isolasi Enzim Xilanase

Tahap
Berikutnya

*Penentuan Aktivitas Xilanase
Bebas

«Penentuan Kadar Protein Awal

* Amobilisasi Xilanase pada
Matrik Zeolit Ca-alginat

*Penentuan Kadar Protein Sisa

*Penentuan Aktivitas Enzim
Amobil

Penentuan Kondisi
Optimum

«Sampel Enzim Bebas dan Enzim
Amobil

*pH (3,4,5,6,7)

s Temperatur (20,30,40,50,60)°C
*Waktu Inkubasi (35,
40,45,50,55)menit

—_>[ Analisis Data ]
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Lampiran B. Preparasi Larutan
B.1 Akuades Steril
Akuades dipersiapkan sebanyak spora 250 mL yang
selanjutnya dimasukkan ke dalam erlenmeyer. Erlenmeyer
ditutup dengan kapas lalu disterilkan dengan autoklaf pada suhu
121°C, tekanan 15 psi selama 15 menit.

B.2 Larutan Asam Asetat 0,2 M
Asam asetat glasial 100% (Bj: 1,05 g/mL; BM: 60
g/mol; konsentrasi 17,5 M) dipipet 1,15 mL dengan pipet ukur
5 mL dan dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL kemudian
diencerkan dengan akuades hingga tanda batas.

B.3 Larutan natrium asetat 0,2 M
Natrium asetat (BM: 82,02 g/mol) sebanyak 1,64 g
dilarutkan dengan akuades secukupnya dan dipindahkan secara
kuantitatif ke dalam labu ukur 100 mL kemudian diencerkan
dengan akuades hingga tanda batas.

B.4 Buffer Asetat pH 5
Larutan asam asetat 0,2 M sebanyak 14,8 mL dipipet
ke dalam beaker glass, ditambahkan 34,2 mL larutan natrium
asetat 0,2 M dan diaduk hingga homogen. Dipindahkan larutan
campuran ke dalam labu ukur 100 mL dan diencerkan dengan
akuades hingga tanda batas.

B.5 Larutan Stok Glukesa 1500 pg/mL
Glukosa anhidrat sebanyak 0,15 g dilarutkan dengan
akuades dalam beaker glass, kemudian dipindahkan secara
kuantitatif ke dalam labu ukur 100 mL dan diencerkan hingga
tanda batas.

B.6 Larutan Baku Gula Pereduksi
Larutan stok glukosa 1500 ug/mL dipipet (2; 2,7; 3;
3,3; 3,7; 4; 4,3; dan 5) mL, dimasukkan ke dalam labu ukur 10
mL dan diencerkan hingga tanda batas sehingga diperoleh
larutan gula pereduksi dengan konsentrasi 300, 400, 450, 500,

550, 600, 650, dan 750 pg/mL.
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B.7 Reagen DNS
NaOH 1 g; NaKC1O¢H4 18,2 g; kristal fenol 0,2 g; dan
Na.SOs 0,5 g dilarutkan dengan 50 mL akuades dalam beaker
glass 100 mL. Ditambahkan 1 gram asam dinitrosalisilat sedikit
demi sedikit sambil diaduk dengan magnetik stirer. Setelah larut
dipindahkan ke dalam labu ukur 100 mL dan ditambahkan
akuades hingga tanda batas.

B.8 Substrat Xilan 1%

Xilan sebanyak 1 g xilan dimasukkan ke dalam beaker
glass 100 mL dan dilarutkan dengan buffer asetat pH5
secukupnya. Lalu dipindahkan ke dalam labu ukur 100 mL dan
ditambahkan buffer asetat pH 5 hingga tanda batas.

B.9 Larutan NaOH 10%
NaOH ditimbang sebanyak 1 g dan dilarutkan dengan
50 mL akuades dalam beaker glass 100 mL. Lalu dipindahkan
ke dalam labu ukur 100 mL dan ditambah akuades hingga tanda
batas.

B.10 Reagen Biuret
CuS04.5H,0 0,15 g; NaKC4O6H4 0,6 g dilarutkan
dengan akuades sebanyak 30 mL dalam beaker glass 100 mL.
Larutan NaOH 10% ditambahkan sebanyak 30 mL sambil
diaduk dengan magnetik stirer. Larutan campuran dimasukkan
dalam labu ukur 100 mL dan diencerkan hingga tanda batas.

B.11 Larutan HCI 0,4 M
Dipipet 3,84 mL larutan HCI 37%, dimasukkan ke
dalam beaker glass 100 mL yang telah berisi akuades,
dipindahkan ke dalam labu ukur 100 mL dan ditambah akuades
hingga tanda batas.

Lampiran C. Perhitungan Preparasi Larutan
C.1 Larutan Asam Asetat 0,2 M
Larutan asam asetat 0,2 M dibuat dari asam asetat
glasial 100 % (BJ: 1,05 g/mL; BM: 60 g/mol) dengan cara:
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Berat Jenis

Berat Molekul
1,05 x 1000 g/L
B 60 g/mol
=17,5M
Jadi untuk membuat konsentrasi 0,2 M dilakukan
pengenceran dengan rumus sebagai berikut :
VixM; =V,xM,
V;x17,5M =100mLx 0,2 M
V, = 1,143 mL

Konsentrasi asam asetat glasial =

C.2 Larutan Natrium Asetat 0,2 M
Larutan natrium asetat 0,2 M dibuat sebanyak 100 mL
(BM: 82,02 g/mol) dengan cara:
mol CH3;COONa = [CH3COONa] X Viarutan
=0,2mol/L x0,1L
= 0,02 mol
massa CH3COONa = mol CH3COONa x BM CH3;COONa
= 0,02 mol x 82,02 g/mol
=169

C.3 Pembuatan Buffer Asetat (0,2 M) pH 5
Ka asam asetat = 1,8 x 10°®

. [CH3COOH]
P = P T OB T, COONa]
25 mL x 0,2 1ol
mL
5 = 4,74 — log (254 v)mL
mmol
vmLx0,2
mlL
(25 + v)mL
25
5—-4,74 = —logv
V = 45,495 mL
Jadi perbandingan volume CH;COOH : CH3COONa adalah 25 mL :
45,495 mL.
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C.4 Larutan NaOH 0,1 M
Larutan NaOH 0,1 M (BM: 40 g/mol) dibuat sebanyak 100 mL

mol NaOH = [NaOH] x V larutan

=0,1mol/Lx0,1L
= 0,01 mol

massa NaOH = mol NaOH x BM NaOH
= 0,01 mol x 40 g/mol
=04¢g
Jadi untuk membuat larutan NaOH 0,1 M sebanyak 100 mL
dibutuhkan 0,4 gram padatan NaOH.

C.5 Larutan HCI1 0,4 M

Larutan HCI 0,4 M dibuat dari larutan HCI 37% (37 g/100 mL)

__ massa 1000
~BM 100

- 355
MixVi=MyxV,

10,423 M xV1=0,4 M x 100 mL

Vi1=3,84 mL

7
x10=10,423 M

Lampiran D. Grafik Larutan Standar Xilosa
Tabel D.1: Data Absorbansi Larutan Xilosa pada A 470-500 nm

Panjang Absorbansi (A)
CmS ] | A | A | Auana
470 0.141 0.143 0.143 0.142
475 0.156 0.155 0.156 0.156
480 0.156 0.159 | 0.158 0.157
485 0.163 0.164 0.164 0.163
490 0.154 0.155 0.157 0.153
495 0.135 0.134 0.133 0.134
500 0.123 0.123 0.124 0.123
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Gambar D.1: Kurva Baku Larutan Standart Xilosa

Tabel D.2 : Data Absorbansi Larutan Standart Xilosa pada Amaks

485nm
Konsentrasi Absorbansi

Xilosa

(ug /m g) A1 Az As Arata-rata

0 0 0 0 0
300 0.257 0.258 0.258 0.258
600 0.512 0.512 0.511 0.512
900 0.679 0.680 0.680 0.680
1000 0.835 0.834 0.835 0.835
1200 0.983 0.982 0.983 0.983
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Gambar D.2: Kurva Baku Larutan Standart Xilosa pada Amaks

485nm

Lampiran E. Grafik Larutan Standar Kasein
Tabel E.1 : Data Absorbansi Larutan Kasein (5000 ug/mL) pada A

500-580 nm
Panjang Absorbansi (A)

Gel?rm,]b)ang Al AZ AS Arata-rata
500 0.167 0.161 0.165 0.163
510 0.190 0.192 0.189 0.190
520 0.209 0.202 0.207 0.207
530 0.218 0.219 0.219 0.218
540 0.223 0.223 0.223 0.223
550 0.223 0.221 0.221 0.221
560 0.215 0.215 0.215 0.215
570 0.200 0.201 0.201 0.200
580 0.189 0.189 0.190 0.189
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Gambar E.1: Kurva Baku Larutan Standart Kasein

Tabel E.2 : Data Absorbansi Larutan Standar Kasein pada Amaks 540
nm

Konsentrasi Absorbansi
|(<pa s ?r:;] Al AZ AS Arata- rata
0 0 0 0 0
1000 0.061 0.060 0.061 0.060
2000 0.116 0.116 0.116 0.116
3000 0.152 0.152 0.152 0.152
4000 0.201 0.200 0.201 0.200
5000 0.249 0.250 0.249 0.249
6000 0.289 0.289 0.288 0.288
7000 0.323 0.324 0.323 0.323
8000 0.363 0.365 0.365 0.365
9000 0.383 0.383 0.389 0.383
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Gambar E.2: Data Absorbansi Larutan Standar Kasein pada Amaks
540 nm

Lampiran F. Aktivitas Xilanase Bebas

Larutan uji untuk menentukan aktivitas xilanase bebas diukur
absorbansinya pada Amaks 485nm. Kemudian nilai absorbansinya
tersebuy diplotkan pada persamaan kurva baku xilosa y = 0.00077x.
Sehingga dapat diketahui konsentrasi xilosa. Misal untuk nilai
absorbansi 0.112, maka konsentrasi xilosa dapat dihitung sebagai
berikut:

y = 0.00077x
0.112 =0.00077x
X = 145.4545ug/mL

kemudian aktivitas xilanase bebas dapat dihitung melalui persamaan
berikut ini :

_xXvXfp
pXq

AE

145454519/ 1 x 6 mLx 25/,
1mL x 55 menit

65.0578 ug/mL. menit
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Tabel F.1 : Aktivitas Xilanase Enzim Bebas

Konsentrasi - :
Pengukuran Absorbansi Xilosa ﬁl;tlwtas Enzim
(A) 9 /m ) /L. menit)
1 0.089 63.6363 28.4628
2 0.149 193.5064 86.5501
3 0.112 145.4545 65.0578
Rata-rata 134.1991 60.0236

Lampiran G. Konsentrasi Protein Xilanase Bebas

Larutan uji untuk menentukan konsentrasi protein xilanase
bebas diukur absorbansinya pada Amaks 540 nm. Kemudian nilai
absorbansi tersebut diplotkan pada persamaan kurva baku kasein, y =
0.00004x. sehingga dapat diketahui konsentrasi protein total. Misal
untuk nilai absorbansi sebesar 0.238, maka konsetrasi protein total
dapat dihitung sebagai berikut :

y = 0.00004x
0.238 =0.00004x
X = 5925 pg/mL
Konsentrasi Protein Enzim = Konsentrasi (Protein Total-Protein
yang ditambah)
= (5925-5000) pg/mL
= 925 pg/mL
Tabel G.1 : Konsentrasi Protein Xilanase Bebas
Konsentrasi
Penaukuran Absorbansi Protein
g (A) Enzim
pg/mL
1 0.237 925
0.280 2025
0.236 875
Rata-rata 1275

Kadar Protein Awal = 1275 pg/mL
Massa Protein Awal= 1275 pg/mL x 12 mL = 15300 pg
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Kadar Protein Awal (dalam 2 mL) = 15300 pg : 2 mL = 7650 pg/mL
Massa Protein Awal (dalam 1 mL) = 7650 pg/mL x 1 mL = 7650 ug
p.enzim bebas = 7650 g = 7.650 mg

Lampiran H. Jumlah Enzim Xilanase Terjebak Zeolit Ca-Alginat

Filtrat ke 1 dan ke 2 dari hasil amobilisasi digunakan untuk
menentukan jumlag xilanase yang tidak terjebak dalam matrik Zeolit
Ca-alginat. Masing-masing filtrat diukur pada Amaks 540 nm.
Kemudian nilai absorbansinya tersebut diplotkan pada persamaan
kurva baku kasein y = 0.00004x. Sehingga dapat diketahui konsentrasi
protein total. Misal untuk absorbansi absorbansi sebesar 0.207 maka
konsentrasi protein total dapat dihitung sebagai berikut:

y =0.00004x
0.228 =0.00004x
X = 5700 pg/mL

Konsentrasi Enzim Tidak Terjebak=Konsentrasi (Protein Total-
Protein yang ditambah)
= (5700-5000) pg/mL
=700 pg/mL
Massa Enzim Tidak Terjebak = Konsentrasi Enzim Tidak Terjebak x
V. filtrat
=700 pg/mL x 3.5 mL = 2450 pg

Tabel H.1 Massa Enzim Tidak Terjebak

Massa Massa
Volume Enzim |\ ke
Filtrat Absorbansi Filtrat Tidak manik
(mL) Te (rjek;ak (gram)
20¢)
1 0.228 3D 2450 3.3566
2 0.208 3.0 600 3.1888
Total 6.5 3050 6.5454

Sehingga massa enzim yang terjebak di dalam matrik Zeolit Ca-alginat
dapat ditentukan sebagai berikut
Massa Enzim Terjebak=Massa (Enzim Bebas—Enzim Tidak Terjebak)
= (7650 — (2450+600)) ug
= 4600 ug
p. amobil =4.600mg
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Lampiran I. pH Optimum Xilanase Amobil
Larutan uji untuk menentukan aktivitas xilanase amobil

diukur absorbansinya pada Amaks 485nm. Kemudian nilai absorbansi

tersebut diplotkan pada persamaan kurva baku xilosa y = 0.00077x.

perhitungan sama seperti lampiran sebelumnya, sehingga diperoleh

data sebagai berikut :

Tabel 1. 1 : Data Absorbansi Xilanase Amobil pada Variasi pH

Variasi Absorbansi
pH Al Ao AS Arata-rata
3 0.053 0.045 0.045 0.045
4 0.080 0.069 0.069 0.069
5 0.089 0.096 0.096 0.096
6 0.264 0.188 0.108 0.108
7 0.146 0.055 0.042 0.042

Tabel 1.2 : Aktivitas Xilanase Amobil pada Variasi pH

: Aktivitas Rata-
Konsentrasi Rata- rata Xilanase
Variasi pH rata Gula Amobil
Pereduksi ug/mL (hg/mg.menit)
3 58.4416 5.7748
4 89.6104 8.8547
5 124.6753 12,9196
5 140.2597 13/4506
7 54.5454 7/8898

Lampiran J. Temperatur Optimum Xilanase Amobil

Tabel J.1:Data Absorbansi Xilanase Amobil pada Variasi Temperatur

Variasi Absorbansi
Tem pe ratur Ay Ao As Avrata-rata
20 0.012 0.012 0.012 0.012
30 0.060 0.060 0.060 0.060
40 0.132 0.132 0.132 0.132
50 0.100 0.100 0.100 0.100
60 0.090 0.090 0.090 0.090
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Tabel J.2 : Aktivitas Xilanase Amobil pada Variasi Temperatur

. Aktivitas Rata-
L. Konsentrasi Rata- .
Variasi rata Xilanase
Temperatur rata Gula Amobil
P Pereduksi pg/mL .
(Mg/mg.menit)
20 15.5844 2.8232
30 77.9221 14.1163
40 171.4286 31.0559
50 129.8701 23.5272
60 116.8831 21.1744

Lampiran K. Waktu Inkubasi Optimum Xilanase Amobil
Tabel K.1:Data Absorbansi Xilanase Amobil pada Variasi Waktu

Inkubasi

Variasi Absorbansi

| x\liiléil Al AZ AS Arata-rata
35 0.046 0.045 0.045 0.045
40 0.073 0.072 0.073 0.073
45 0.100 0.100 0.100 0.100
50 0.090 0.090 0.090 0.090
55 0.080 0.081 0.081 0.081

Tabel K.2:Aktivitas Xilanase Amobil pada Variasi Waktu Inkubasi

! Aktivitas Rata-
. Konsentrasi Rata- .
Variasi rata Xilanase
rata Gula .
Temperatur Pereduksi ua/mL Amobil
M (pg/mg.menit)
35 58.4415 7.0582
40 94.8052 11.4499
45 129.8701 15.6848
50 116.8832 14.1163
55 105.1948 12.7046
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Lampiran L. Analisa Statistika

L.1 Tabel ANOVA Penentuan pH Optimum Xilanase Amobil

Sumber Derajat | Jumlah | Kuadrat F F tabel
Keragaman | Bebas | Kuadrat | Tengah | hitung | (5%)
Perlakuan 4 0.0377 | 0.09425 | 66.373 5.19
Galat 5 0.0071 | 0.00142
Total 9 0.0448

Keputusan: F hitung > F tabel dimana 66.373>5.19, maka Tolak Ho.
Sehingga dapat dikatakan bahwa variasi pH yang diterapkan
berpengaruh terhadap aktivitas xilanase amobil.

L.2 Tabel ANOVA Penentuan Temperatur Optimum Xilanase
Amobil

Sumber Derajat | Jumlah | Kuadrat F hitung talt:)el
Keragaman | Bebas | Kuadrat | Tengah (5%)
Perlakuan 4 0.01481 | 0.037025 | 1424.038 | 5.19
Galat 5 0.00013 | 0.000026
Total 9 0.01494

Keputusan: F hitung > F tabel dimana 1424.038>5.19, maka Tolak
Ho. Sehingga dapat dikatakan bahwa variasi Temperatur yang
diterapkan berpengaruh terhadap aktivitas xilanase amobil.

L.3 Tabel ANOVA Penentuan Waktu Inkubasi Optimum
Xilanase Amobil

Sumber Derajat | Jumlah | Kuadrat F F
Keragaman | Bebas | Kuadrat | Tengah | hitung | tabel

(5%)

Perlakuan 4 0.006226 | 0.0015565| 7.246 | 5.19

Galat 5 0.001074 | 0.0002148

Total 9 0.0073

Keputusan: F hitung > F tabel dimana 7.246>5.19, maka tolak Ho.
Sehingga dapat dikatakan bahwa variasi Waktu Inkubasi yang
diterapkan berpengaruh terhadap aktivitas xilanase amobil.

60



