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Pendahuluan

Abstract: The xylanase enzyme has high commercial value in the industrial
sector, including the food industry, animal feed, bleaching of pulp/pulp,
lignocellulosic bioconversion as fuel, and in the food industry, namely the
cheese, bread and meat industries, while in the non-food industry this can be
used in detergents. Xylanase enzymes can be produced from microorganisms,
one of which is thermophilic bacteria. Thermophilic bacteria are known to be
able to produce thermostable enzymes and proteins that are heat resistant.
Xylanase production in compatible bacterial consortia was higher than
monoculture. The purpose of this study was to determine the bicultur
consortium that has the potential to produce xylanase enzymes. This research
is an experimental research. Enzyme activity testing used the Miller method
with DNS (Dinitrosalycilic acid) reagent using a completely randomized
design (CRD) with 3 repetitions. Data on the results of xylanase activity were
analyzed by ANOVA test and DMRT follow-up test with a 5% significance
level. The results of the thermophilic bacterial isolates in the consortium that
have the potential to produce xylanase enzymes are MS18 & MSS15, MSS15,
MS16 and MS18 & MS16.

Keywords: Biculture consortium, thermophilic bacteria, xylanase enzyme.

(Pratita dan Surya, 2012). Bakteri termofilik
yang diketahui mampu menghasilkan xilanase

Enzim merupakan biokatalisator dalam
semua sistem kehidupan. Berperan penting
dalam reaksi biokimia yang berlangsung di
dalam sel mikroorganisme, tanaman, hewan,
dan manusia. Enzim sebagai biokatalisator
dapat mempercepat reaksi biokimia tanpa
mengalami  perubahan yang permanen
(Sutrsino, 2017). Pengapaplikasian enzim
dalam industri berkembang pesat seiring
dengan kemajuan bioteknologi. Penggunaan
enzim dalam bidang industri berkisar 80% dari
pemasaran enzim global (Melim et al., 2013).
Umumnya kebutuhan enzim didominasi oleh
kelompok enzim hidrolitik seperti amilase,
protease, katalase, lipase dan xylanase
(Ningsih, 2012).

Mikroorganisme yang dikenal sebagai
bakteri termofilik dapat bertahan pada suhu
tinggi dan menghasilkan enzim termostabil.
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termostabil adalah Bacillus subtilis (Li et al.,
2012), dan Pseudomonas (Susilowati et al.,
2012). Kelebihan lainnya dari mikroba
termofilik memiliki sifat fisik medium yang
menunjukan penurunan tegangan permukaan
dan viskositas serta peningkatan kelarutan
substrat dan difusi pada suhu tinggi (Tolner et
al., 1997).

Penggunaan mikroorganisme bakteri
termofilik ini terkait erat dengan produksi
enzim, yang berfungsi sebagai katalis biologis
dan banyak digunakan dalam bidang industri.
(Irdawati dan Fifendy, 2011). Enzim dan
protein tahan panas inilah yang memberi
bakteri ketahanan terhadap suhu tinggi. Asam
lemak jenuh juga terdapat dalam membran sel
bakteri, yang membantunya beroperasi secara
efektif dan tetap stabil pada suhu tinggi.
(Cappucino dan Natalie, 2002). Dalam
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Bergquits et al., (2001) juga dikatakan
dibandingkan jamur, bakteri membuat enzim
yang lebih tahan panas karena memiliki banyak
atom belerang dan asam amino (dari sintesis
protein), bakteri termofilik dapat bertahan
hidup dengan baik pada suhu 40 °C atau lebih
karena dapat membentuk ikatan disulfida.

Enzim yang memiliki ikatan sulfida yang
banyak akan meningkatkan kemampuan enzim
tersebut dalam mempertahankan konfirmasi
dan aktivitas katalitiknya dalam suhu
lingkungan vyang tinggi (Campbell, 2010;
Ngili, 2009). Bakteri termofilik memiliki daya
adaptasi yang tinggi terhadap kondisi
lingkungan vyang bersifat ekstrim, seperti
temperatur, kadar garam, pH, tekanan dan
oksigen (Pramiadi, 2014). Menurut Tuntun dan
Huda (2014) habitat alami bakteri termofilik
tersebar luas di seluruh permukaan bumi,
diantaranya pada sumber-sumber air panas,
kawah gunung berapi atau daerah vulkanik.

Kabupaten Solok Selatan tepatnya
sumber air panas Mudiak Sapan, Jorong Balun,
Nagari Pakan Rabaa, Kecamatan Koto Parik
Gadang di Ateh, Sumatera Barat ditemukan
bakteri termofilik penghasil enzim xylanase.
Sumber air panas ini memiliki suhu 93°C
dengan pH 8. Vegetasi yang terdapat disekitar
sumber air panas ini adalah rumput-rumputan
yang mempengaruhi karakteristik  profil
pertumbuhan dari jenis isolat yang ditentukan.
Derajat keasaman (pH) juga mempengaruhi
varian isolat karena keadaan disekitar sumber
air panas bersifat basa maka diperkirakan isolat
bakteri termofilik lebih beragam (Irdawati et
al. 2017).

Sumber air panas Mudiak Sapan tersebut
menghasilkan 19 isolat yang terdiri dari 12
isolat bakteri berasal dari sampel air dan 7
isolat bakteri dari sampel sedimen. 19 isolat
bakteri termofilik menunjukkan karakteristik
morfologi  yang berbeda-beda. Setelah
dilakukan  pengujian terhadap aktivitas
enzimnya terdapat 4 isolat bakteri termofilik
yang mampu memproduksi enzim xilanase
tertinggi yaitu isolat MS18, MSS11, MSS15,
dan MS16 (Irdawati et al., 2016). Untuk
menghasilkan enzim xylanase yang lebih
optimal tidak hanya dapat memanfaatkan
bakteri tunggal atau monokultur tetapi juga
bakteri dalam bentuk konsorsium
(Komarawidjaja, 2009).
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Konsorsium adalah campuran komunitas
mikroba dalam bentuk komunitas kooperatif,
simbiosis, dan saling terkait. Konsorsium
mikroorganisme cenderung menghasilkan hasil
yang lebih cepat dalam degradasi media hidup
daripada berurusan dengan mikroorganisme
individu. Ini karena tindakan enzimatik dari

spesies mikroba yang berbeda saling
melengkapi dan memungkinkan mereka
bertahan hidup di lingkungan dengan

menggunakan sumber nutrisi yang tersedia.
(Siregar et al., 2016). Mikroba dalam
konsorsium memiliki peluang lebih besar
untuk mendapatkan energi dan bertahan hidup,
karena mereka dapat secara timbal balik
memanfaatkan koenzim dan ekoenzim yang
disekresikan oleh mikroba lain, dan dapat
mendegradasi  substrat yang sebelumnya
didegradasi oleh satu mikroba (Septiningrum,
2011).

Konsorsium bakteri yang dipilih harus
kompatibel, kompatibel adalah hubungan
antara dua genus atau spesies bakteri tertentu
yang aktivitasnya tidak bertentangan satu sama
lain, tetapi berbagi sumber nutrisi yang sama
dalam media hidup yang sama dan saling
menguntungkan (Asri dan Zulaika, 2016).
Isolat yang kompatibel ditandai dengan tidak
terbentuknya zona hambat, dan isolat yang
tidak kompatibel ditandai dengan terbentuknya
zona hambat (Edy, 2011). Penentuan produksi
enzim tertinggi dapat dilihat dari aktivitas
xilanase tertinggi. Pada konsorsium bikultur
memiliki produksi enzim xylanase yang lebih
tinggi daripada monokultur (Vu et al., 2022).

Tergantung pada lingkungan spesifik
atau  kondisi  bakteri dalam  medium
pertumbuhan (konsorsium) yang sama, setiap
isolat bakteri dalam konsorsium cenderung
menghasilkan kelas senyawa spesifik yang
berbeda yang dapat digunakan oleh bakteri lain
dalam medium tersebut. Kondisi ini dapat
terjadi hubungan cross feeding antar masing-
masing kelompok bakteri. Cross feeding
merupakan  suatu  simbiosis  mutualistis
sederhana yang terjadi dengan adanya produksi
faktor tumbuh esensial tertentu dari setiap
kelompok bakteri dalam konsorsium yang
digunakan kelompok bakteri lain untuk
menunjang pertumbuhannya sehingga
menimbulkan hubungan saling ketergantungan
antar masing-masing  kelompok  bakteri
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(Valentina et al., 2018).

Menurut beberapa  penelitian seperti
Zhang et al., (2016), konsorsium  bikultur
mikroba XDC-2 yang terdiri dari bakteri
Bacillus sp., dan Clostridium sp. masing-
masing mencapai 1,2 dan 0,8, 250 IL
diinokulasi ke dalam 5 ml medium DSM
dapat mendegradasi lignoselulosa alami, dan
juga mensekresi xilanase ekstraseluler secara
efisien, hal ini disebabkan terdapatnya massa
sel serta aktivasi xylanase karna efek sinergis
enzim xylanolitik pada substrat. Penelitian Vu

et al., (2022), konsorsium bikultur antara
Bacillus subtilis (B.01162) dan Bacillus
coagulans (B.01123) dengan rasio

konsorsiumnya 1:1, menghasilkan aktivitas
enzim xilanase hampir 2x lipat dan 3x lipat
lebih tinggi daripada monokultur. Penelitian
Anthony et al., 2016, aksi sinergis dari dua
strain  bakteri untuk produksi xilanase
menggunakan Acetobacter xylinum (NCIM
2526) dan Cellulomonas (NCIM 2523)
menghasilkan 5,85 U/mL aktivitas xilanase
yang 6,9 kali lipat lebih banyak dari hasil
monokultur.

Konsorsium bikultur berpotensi
menghasilkan enzim xilanase yang lebih tinggi
daripada isolat monokultur, hal inilah yang
mendasari untuk dilakukannya penelitian
tentang potensi konsorsium bikultur bakteri
termofilik air panas mudiak sapan dalam
menghasilkan enzim xilanase. Akan tetapi,
dibutuhkan uji kompaitibilitas terlebih dahulu
untuk mengetahui apabila antar isolat bakteri
saling berseinergis.

Bahan dan Metode

Waktu dan tempat

Penelitian  dilaksanakan pada bulan
Desember 2022 - Februari 2023 di Laboratorium
Mikrobiologi, Fakultas Matematika dan Ilmu
Pengetahuan Alam Universitas Negeri Padang.
Jenis penelitian yang dilakukan adalah penelitian
dan eksperimen.

Pembuatan Medium
Medium NA (Nutrient Agar)

Medium NA ditimbang sebanyak 5 g
dalam erlenmeyer dan ditambahkan aquades
sampai volumenya menjadi 250 ml, kemudian
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dipanaskan hingga mendidih menggunakan hot
plate lalu dimasukkan kedalam tabung reaksi
sebanyak 7 ml tiap tabung reaksi menggunakan
pipet volumetric dan tutup rapat dengan kapas
dan aluminium foil. Sterilisasi medium
menggunakan autoclave suhu 121°C pada
tekanan 15 psi selama 15 menit, medium ini
digunakan untuk regerenasi bakteri.

Pembuatan substrat dan ekstraksi xilan dari
serbuk jerami padi

Jerami dicuci dan dikeringkan, setelah
setengah kering, oven dengan suhu 50°C selama
7 hari. Jerami yang telah kering digunting kecil-
kecil kemudian diblender hingga menjadi serbuk.
Serbuk tersebut digunakan sebagai substrat. 50 g
serbuk jerami direndam dalam larutan NaOCI
selama 5 jam pada suhu 28°C. Setelah itu bilas
dan saring lalu direndam kembali dalam larutan
NaOH 10% pada suhu 28°C selama 24 jam. Filtrat
selanjutnya disentrifugasi pada kecepatan 4000
rom selama 30 menit. Kemudian cairan
(supernatant) hasil sentrifugasi dinetralkan
dengan HCI 6N untuk disentrifugasi kembali
pada kecepatan 4000 rpm selama 30 menit.
Supernatant yang dihasilkan sudah mengandung
xilan, untuk memisahkan xilan tambahkan Etanol
95% dengan perbandingan (1:3) dan sentrifugasi
pada kecepatan 4000 rpm selama 30 menit
(Richana, 2007).

Medium Beechwood xilan dari ekstrak jerami

Medium untuk menumbuhkan bakteri
penghasil xilanase yaitu menggunakan medium
Beechwood Xilan dengan komposisi polipepton
0,5%, yeast extract 0,1%, K2HPO4 0,1%,
MgSO47H20 0,02%, dan ekstrak jerami (xilam)
0,3% (Sofiyyana, 2020), 0,125% Fruktosa (,
0,175% NH4Cl  (Ammonium  Chloride).
Dilarutkan dalam 1000 ml aquades dengan pH 8.
Kemudian dipanaskan hingga homogen dan
disterilkan dalam autoclave pada suhu 121°C dan
tekanan 15 psi selama 15 menit.

Pelaksanaan penelitian
Regenerasi bakteri

Regenerasi bakteri dilakukan dengan cara
menginokulasikan 1 ose biakan murni dari stok
kultur dalam medium NA di petridish. Kultur
bakteri diinkubasi dalam inkubator pada suhu
50°C selama 2-3 hari.
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Produksi xilanase dari konsorsium bikultur
bakteri termofilik

Isolat bakteri MS18, MSS11, MS16,
MSS15 di aktivasi terlebih dahulu. Inokulum
dipersiapkan dengan isolat bakteri dimasukkan
ke dalam garam fisiologis dengan tingkat
kekeruhan sesuai larutan McFarland 0.5. Apabila
telah sesuai, inokulum dimasukkan sebanyak 2,5
ml ke dalam medium Beechwood Xilan 22,5 ml
pada erlenmeyer 50 ml. Setelah itu inokulum
diinkubasi pada suhu 60°C selama 24 jam
menggunakan  shaker  incubator  dengan
kecepatan 150 rpm. Hasil dari aktivasi akan
dijadikan sebagai starter pada tahap fermentasi.

Tabel 1. Perlakuan pada proses fermentasi konsorsium dan

monokultur

Monokultur Bikultur (Konsorsium)
MS18 MSS18 & MSS11
MSS11 MS18 & MSS15
MS16 MSS18 & MS16
MSS15 MSS11 & MS16

MSS15 & MS16

Isolat bakteri yang telah diaktivasi

sebelumnya dimasukkan ke dalam garam
fisiologis masing — masing 9 ml, kekeruhannya
disamakan dengan larutan Mc Farland 0.5
dengan bakteri dari petridish dimasukkan ke
dalam garam fisiologis hingga sesuai tingkat
kekeruhannya dengan larutan Mc. Farland
tersebut. Bakteri di garam fisiologis masing —
masing dimasukkan sebanyak 10% ke medium
beechwood xilan sesuai perlakuan. Perlakuan
monokultur sebanyak 5 ml sedangkan untuk
konsorsium bikultur masing — masing isolat
sebanyak 2,5 ml ke dalam 40,5 ml medium
beechwood xilan pada erlenmeyer 50 ml.
Seluruhnya difermentasi dalam shaker incubator
selama 55 jam, suhu 60°C, dengan agitasi 140
rpm.

Pengamatan
Kurva Standar Xilosa

Larutan standar xilosa dibuat dalam
kisaran 20, 40, 60, 80 dan 100 pg/ml. Masing-
masing larutan standar sebanyak 0,5 ml dicampur
dengan 0,5 ml akuades. Pengukuran absorbansi
kurva standar xilosa menggunakan persamaan
regresi linear pada persamaan 1.

@)

y=ax+b

554

Keterangan:

y : Nilai absorbansi pada panjang gelombang A =
540 nm

a dan b : Perhitungan gula standar xilosa

x : Kadar xilosa

Aktivitas enzim xilanase

Sebanyak 1 ml sampel di sentrifus, lalu
pisahkan antara pelet dan supernatan. Setelah itu
dicampurkan 0,25 ml sampel dan 0,5 ml xilan
dalam buffer fosfat (pH 8,5) dan diinkubasi pada
suhu 60°C selama 10 menit. Kemudian
menambahkan 0,5 ml Dinitrosalicylic Acid
(DNS) dan diinkubasi pada suhu 90°C selama 15
menit. Mengukur absorbansi pada panjang
gelombang 540 nm untuk menentukan aktivitas
enzim. Pengujian aktivitas enzim xilanase
dilakukan dengan menentukan kadar Xxilosa
berdasarkan hasil dari pengujian kurva standar
menggunakan persamaan regresi linear pada
persamaan 2.

y=ax+hb (20
Keterangan:
y : Nilai absorbansi pada panjang gelombang A =
540 nm

a dan b : Perhitungan gula standar xilosa
x : Kadar xilosa

Analisis data

Data hasil konsorsium bikultur bakteri
termofilik MS dianalisis secara statistik dengan
ANOVA (Analisis of Variance) dan apabila
terdapat perbedaan nyata maka akan dilkaukan
uji lanjut DMRT (Duncan Multiple Range Test)
pada taraf 5%.

Hasil dan Pembahasan

Konsorsium bakteri termofilik MS secara
bikultur dan monokultur dalam produksi
enzim xilanase

Hasil produksi enzim xilanase pada
konsorsium bikultur bakteri termofilik MS
(Mudiak Sapan) dapat dilihat pada Tabel
dibawah. Produksi enzim tertinggi pada
konsorsium secara bikultur adalah MS18 dan
MSS15 yaitu 34,292 U/ml diikuti MSS15 dan
MS16 sebesar 32,464 U/ml, Selanjutnya diikuti
MS18 dan MS16 sebesar 29,651 U/ml. Hal ini
terlihat dari hasil analisis Anova lanjut (DMRT)
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yang menunjukkan perbedaan tidak nyata atau

tidak signifikan pada taraf a5%. Lalu diikuti oleh
MS16 dan MSS11 sebesar 21,578 U/ml, lalu
MSS15 sebesar 14,855 U/ml, dan MSS11
sebesar sebesar 11,507 U/ml yang tidak terlihat
perbedaan yang nyata antara perlakuan tersebut.
Produksi enzim xilanase terendah terdapat pada
perlakuan MS18 dan MSS11 sebesar 4,66 U/ml
yang tidak berbeda nyata dengan perlakuan
MS18 dan MS16.

Tabel 2. Produksi enzim

No Perlakuan Rata-rata
1. MS18, dan MSS11 4,6442
2. MS16 5,966°
3. MS18 6, 8942
4, MSS11 11,507%
5. MSS15 14,855%
6. MS16 dan MSS11 21,5780
7. MS18, dan MS16 29,651
8. MSS15, dan MSS16 32,464
9 MSS18 dan MSS15 34,2924

Keterangan: Angka yang diikuti huruf yang sama
tidak berbeda nyata pada a=5% menurut uji DMRT

Hasil statistik produksi enzim xilanase
pada perlakuan konsorsium bikultur bakteri
termofilik MS18 & MSS15, MSS15 & MSI16,
MS18 & MS16 dan MS16 & MSS11
mendapatkan hasil produksi tertinggi, pada
keempat pasangan konsorsium tersebut terlihat
produksi enzim xilanase meningkat 4x lipat lebih
tinggi dibandingkan dengan isolat monokultur.
Hal ini sesuai dengan Penelitian Vu et al., (2022),
konsorsium bikultur antara Bacillus subtilis
(B.01162) dan Bacillus coagulans (B.01123)
dengan rasio konsorsiumnya 1:1, menghasilkan
aktivitas enzim xilanase hampir 2x lipat dan 3x
lipat lebih tinggi daripada monokultur, serta
penelitian Anthony et al., 2016, menyatakan
bahwa aksi sinergis dari dua strain bakteri untuk
produksi xilanase menggunakan Acetobacter
xylinum (NCIM 2526) dan Cellulomonas (NCIM
2523) menghasilkan 5,85 U/mL aktivitas
xilanase yang 6,9 kali lipat lebih banyak dari
hasil monokultur.

Menurut Septiningrum (2011), Mikroba
dalam konsorsium memiliki peluang lebih besar
untuk mendapatkan energi dan bertahan hidup
karena secara timbal balik dapat memanfaatkan
koenzim dan ekoenzim yang disekresikan oleh
mikroba lain, serta dapat mendegradasi substrat
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yang sebelumnya didegradasi oleh satu mikroba.
Isolat bakteri yang berikatan satu sama lain
saling berikatan dan lebih mampu memecah
senyawa dibandingkan dengan isolat tunggal.
Hubungan antara bakteri yang kompatibel dalam
kondisi substrat yang cukup tidak mengganggu
satu sama lain dan bertindak secara sinergis
untuk mencapai efisiensi degradasi yang lebih
tinggi (Okoh, 2006). Pada konsorsium juga
terjadi hubungan cross feeding antar masing-
masing kelompok bakteri. Cross feeding
merupakan suatu simbiosis mutualistis sederhana
yang terjadi dengan adanya produksi faktor
tumbuh esensial tertentu dari setiap kelompok
bakteri dalam konsorsium yang digunakan
kelompok bakteri lain untuk menunjang
pertumbuhannya  sehingga menimbulkan
hubungan saling ketergantungan antar masing-
masing kelompok bakteri (Valentina et al.,
2018).

Terdapat  banyak  bakteri  dengan
kekhususan metabolism. Metabolisme yang
dapat digunakan untuk mendegradasi zat,
terutama senyawa organik. Senyawa dapat
dirangkai secara kompleks dan heterogen,
mengakibatkan ketidakmampuan satu spesies
bakteri untuk mendegradasi senyawa, sehingga
diperlukan interaksi konsorsium antar bakteri
(Nugroho, 2007). Perlakuan konsorsium MS18
& MSS11 di dapatkan hasil konsorsium yang
rendah dan tidak berbeda nyata dengan
monokultur MS18 dan MS16, hal ini
kemungkinan disebabkan kedua isolat tersebut
berkompetisi dalam penyerapan nutrisi pada satu
medium yang sama, Rifai et al., (2020)
mengatakan bahwa adanya Interaksi antar
mikroba yang hidup pada habitat yang sama
dapat bersifat positif, saling menguntungkan,
atau negatif, saling merugikan atau menghambat
pertumbuhan. Penelitian Vu et al., (2022) juga
menguatkan pendapat tersebut, bahwa penurunan
enzim xilanase oleh konsorsium bakteri
termofilik bisa disebabkan oleh adanya senyawa
tertentu yang dihasilkan oleh salah satu isolat
sehingga produksi enzim rendah. Zhang (2016),
berpendapat tidak semua bakteri xilanolitik dapat
bergabung satu sama lain untuk memberikan
efek positif pada degradasi lignoselulosa dan
produksi xilanase ekstraseluler.

Perlakuan pada isolat monokultur bakteri
termofilik mendapatkan hasil yang rendah yaitu
pada isolat MSS15, MSS11, MS18 dan MS16.
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Dilihat dari produksi yang dihasilkan perlakuan
pada  konsrosium  lebih  tinggi  dalam
memproduksi enzim xilanase, terbukti bahwa
perlakuan konsorsium lebih menguntungkan jika
dibandingkan dengan perlakuan monokultur.
Ahmed (2022), mengungkapkan bahwa dalam
konsorsium mikroba, organisme bekerja sama
dalam sistem yang kompleks dimana semua
mikroba mendapat manfaat dari aktivitas
organisme lain dalam suatu komunitas.
Keuntungan tersebut dapat dikaitkan dengan efek
interaksi sinergis antara anggota asosiasi. Faktor
yang mengakibatkan hal ini dapat terjadi
kemungkinan karena salah satu mikroba
memiliki kemampuan untuk menghilangkan zat -
zat beracun yang dapat menghambat aktivitas
mikroba dari spesies lainnya. Kemungkinan juga
terdapat kerja sama antar mikroba yang dapat
mengolah kembali hasil dari degradasi senyawa
yang telah diolah oleh mikroba sebelumnya.

Kesimpulan

Konsorsium bikultur bakteri termofilik
yang telah di uji kompatibiltas sebelumnya yang
optimum yaitu MSS18 & MS15, serta MSS15 &
MS16, dan MS18 & MS16 berpotensi terhadap
peningkatan produksi enzim xylanase yang
tertinggi.
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