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Abstract: Xylanase enzyme activity of endophytic fungi from Brucea javanica (L.) Merr has been
done. Fruit, leave and stem of the plant collected from Bogor, Cianjur, and Tawangmangu which used in
this study. To evaluate the enzyme activity the endophytic fungi isolate were inoculated on PDY medium
and fermented at room temperature, shake at 150 rpm for 14 days. The supernatan were used to examine
the extracellular enzyme and the biomass for intracellular enzyme. The DNS methods was used to test the
enzyme activity. The results showed isolate 1.1.8; 1.2.17; 1.3.16 and 1.3.6 produced intra and extracellular
xylanase enzyme. Isolate 1.1.6 produced only extracellular enzyme while isolate 1.2.2 did not produce both

intra and extracellular enzyme.
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PENDAHULUAN

Indonesia mempunyai hutan hujan tropis terbesar
di dunia dan amat potensial sebagai sumber mikroba
yang bermanfaat. Salah satunya keberadaan mikro-
organisme endofitik pada tanaman. Mikroba endofitik
adalah mikroba yang hidup dan berasosiasi di dalam
jaringan tanaman. Endofit banyak ditemukan pada
berbagai jaringan tanaman, dapat membantu tanaman
untuk berkompetisi di alam dan jenisnya tidak hanya
fungi, tetapi juga dapat merupakan jenis bakteri atau
khamir'",

Endofit mampu menghasilkan enzim yang penting
untuk kolonisasi dalam jaringan tanaman. Hasil studi
tentang penggunaan substrat menunjukkan bahwa
endofit mampu menggunakan sebagian komponen sel
tanaman. Selain menghasilkan enzim perombak
oligosakarida, juga menghasilkan faktor pemacu
tumbuh, hormon, antibiotik serta metabolit sekunder
lain yang bermanfaat dalam bidang pertanian, farmasi
maupun industri®,

Salah satu enzim yang dihasilkan mikroorganisme
yangdigunakan dalam industri adalah xilanase, umum-
nya digunakan dalam produksi kertas™. Keuntungan
penggunaanxilanase adalah meminimalkan pengguna-
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an senyawa klorin sehingga dapat mengurangi ter-
bentuknya limbah toksik selama proses pemutihan
kertas dan dapat memberikan dampak yang baik
terhadap kelestarian lingkungan'®,

Enzim adalah protein yang khusus disintesis oleh
sel hidup untuk mengkatalisis reaksi yang berlangsung
di dalam sel. Berdasarkan tempat kerjanya ada dua
tipe enzim yaitu enzim ekstraselular dan enzim intra-
selular'®. Xilanase merupakan enzim yang berperan
mengkatalisis hidrolisis xilan. Enzim ini terdiri dari tiga
kelompok enzim yaitu b-xilosidase, eksoxilanase dan
endoxilanase®.

Kekayaan jenis-jenis tanaman tropis sejauh ini
masih belum dimanfaatkan secara maksimal, terutama
potensi dari mikroba endofitik. Pengembangan potensi
dan pemanfaatan mikroba endofitik dalam proses
industri perlu digalakkan agar dapat membantu per-
kembangan dan kemajuan ilmu pengetahuan dan
teknologi di Indonesia. Penelitian ini dilakukan untuk
mengetahui aktivitas enzim xilanase kapang endofitik
tanaman Brucea javanica (L.) Merr.

BAHAN DAN METODE

BAHAN. Isolat kapang tanaman Brucea java-
nica (L.) Merr diperoleh dari Bogor, Cianjur dan
Tawangmangu. Media tumbuh, yaitu: Potato
Dextrose Agar (PDA).Media fermentasi cair, yaitu:
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Potato Dextrose Yeast (PDY) dan Pereaksi untuk
analisis produk hasil hidrolisis xilan, yaitu: Asam
Dinitro Salisilat (DNS). Yeast extract (Oxoid),
Kalsium karbonat. Xilosa (Fluka), Xilan (Sigma) dan
Dapar fosphat pH 8.0.

METODE. Isolasi dan seleksi kapang
endofitik. Isolasi dilakukan dengan metode sterilisasi
permukaan dan tanam langsung®”. Pengamatan
morfologi kapang endofitik Brucea javanica (L.)
Merr, dilakukan secara makroskopik berdasarkan
kriteria: tepi koloni kapang dan warna koloni kapang,

Fermentasi isolat kapang endofitik dilakukan
dengan metode goyang dalam medium fermentasi
PDY, kemudian diuji aktivitasnya.

Fermentasi metode goyang. Isolat kapang
endofitik dari tanaman Brucea javanica (L.) Merr
dalam medium PDA yang berumur 7 hari, diambil
sebanyak 5 potong kapang dengan ukuran + 1x1 em.
Potongan kapang ini dimasukkan ke dalam 50,0 ml
medium fermentasi cair PDY dalam Erlenmeyer 250
ml. Kemudian difermentasi dengan metode goyang
menggunakan shaker dengan kecepatan 150 rpm
selama 14 hari. Biomassa dan supernatan yang
diperoleh dari hasil fermentasi digunakan untuk uji
aktivitas'™.

Pemecahan enzim (glass bead). Pekerjaan
intraselular, biomasa yang dihasilkan dari fermentasi

~dipecah dengan menggunakan glass bead. Per-
bandingan volume glass bead dengan biomasa 50 -

- 90% kemudian dihomogenkan selama 30 menit dan
disentri-fugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama
5 menit,

Uji aktivitas enzim xilanase, Dilakukan dengan
menggunakan metode Asam Dinitro Salisilat
(DNS).Penetapan panjang gelombang serapan
maksimum xilosa. Larutan stok xilosa 1 mg/ml dipipet
sebanyak 0,5 ml, kemudian diinkubasi pada suhu 48°C
selama 10 menit. Setelah itu ditambahkan 1.0 ml
pereaksi DNS dan dipanaskan pada suhu 100°C
selama 5 menit. Kemudian ditambahkan air suling
hingga 50,0 ml dan diukur serapannya.
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Pembuatan kurva baku xilosa. Untuk pem-
buatan kurva baku terlebih dahulu dibuat larutan stok
xilosa 1mg/ml. Larutan stok xilosa 1mg/ml dibuat
menjadi lima konsentrasi. Konsentrasi 0,1 mg/ml, 0.2
mg/ml, 0,3 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,5 mg/ml. Setelah itu
diinkubasi pada suhu 48°C selama 10 menit. Lalu
ditambahkan 1,0 ml pereaksi DNS pada masing—
masing konsentrasi, setelah itu dipanaskan pada suhu
100°C selama 5 menit. Kemudian ditambahkan air
suling hingga 50,0 ml. Dan diukur serapannya pada
panjang gelombang 371,5 nm (Gambar 1).

Uji aktivitas enzim xilanase. Sebanyak 0,5 ml
supernatan enzim ditambah dengan 0,5 ml larutan
xilan 1% (b/v) dan diinkubasi pada suhu 48" C selama
10 menit. Setelah itu ditambahkan pereaksi DNS
sebanyak 1.0 mluntuk kapang. Kemudian dipanaskan
dalam air mendidih selama S menit. Lalu ditambahkan
air suling hingga 50,0 ml, dan dinkur serapannya pada
panjang gelombang 371,5 nm. Untuk memperoleh
konsentrasi sampel maka serapan larutan sampel
kemudian dikonversikan pada kurva baku xilosa
sehingga didapat konsentrasi sampel. Sedangkan
kontrol didapat dengan metode yang sama tetapi
penambahan supernatan dilakukan setelah terlebih
dahulu dipanaskan dalam air mendidih selama 5 menit.
Serapan larutan kontrol kemudian dikonversikan pada
kurva baku xilosa sehingga diperoleh konsentrasi
kontrol. Aktivitas xilanase didapatkan berdasarkan 1
mikromol xilosa yang dihasilkan permenit dan dapat
dihitung dengan rumus:

Aktivitas enzim (U/ml) =([S] —[K]) x 1000 x Faktor Pengencera=
Waktu inkubasi x BM xilosa

Keterangan:

[S] = Konsentrasi sampel
[K] = Konsentrasi kontrol
Faktor Pengenceran = 200x

Waktu inkubasi = 10 menit

BM xilosa = 150,13

Tabel 1. Isolat kapang endofitik dari tanaman Bracea javanica (L.) Merr dan ciri-ciri morfologi makroskopik

No. Kode isolat Di:mt;:(;m} Warna koloni kapang Warna sebalik
1 1.1.8 7,78 Putih abu-abu, tepi bergelombang Hijau abu-abu
2 1.1.6 7.78 Putih kehijauan, tepi bergelombang Hijau abu-abu
3 1:2.17 4,11 Putih kecoklatan, tepi bergelombang Putih kehijauan
4 1.3.16 4,54 Putih kekuningan, tepi bergelombang Kuning kecoklatan
5 122 541 Putih abu abu, tepi rata Kuning kehijauan
6 1.3.6 7,01 Putih kekuningan, tepi rata Putih, kuning, hijau
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolat kapang endofitik dari tanaman Brucea
Javaniea (L..) Merr dan ciri-ciri morfologi makros-
kopik dapat dilihat pada Tabel 1. Hasil aktivitas enzim
ektraselular (supernatan) dan intraselular (hiomassa)
fermentasi goyang isolat kapang endofitik tanaman
Brucea javanica (L.) Merr.terlihat pada Tabel 2.

Pertumbuhan isolat kapang endofitik membutuh-
kan waktu kurang lebih 5-7 hari pada suhu kamar
(27-30°C). Selama penelitian ini pembiakan kapang
endofitik menggunakan medium PDA. Pada pem-
biakan mikroba endofitik diperlukan zat hara untuk
pertumbuhan, sintesissel, keperluanenergi dalam meta-
bolisme dan pergerakan serta unsur-unsur mineral
lainnya yang sesuai bagi mikroba endofitik. Kapang
endofitik pada umumnya mempunyai sifat lambat
tumbuh, akantetapi lingkungan yang cocok akan mem-
percepat pertumbuhan kapang endofitik .

Medium fermentasi menyediakan semua nutrien
yang dibutuhkan oleh mikroba untuk memperoleh
energi, pertumbuhan dan bahan pembentuk sel.
Senyawa-senyawa sumber karbon dan nitrogen me-
rupakan komponen terpenting dalam medium fer-
mentasi, karena sel-sel mikroba dan berbagai produk
fermentasi sebagian besar terdiri dari unsur-unsur
karbon dan nitrogen, selain itu juga mengandung
garam-garam organik serta beberapa vitamin dan
mineral®. Medium fermentasi cair yang digunakan
dalam penelitian ini adalah PDY, medium PDY
mengandung sumber karbon yang berasal dar
kentang dan dekstrosa, serta ekstrak khamir sebagai
sumber nitrogen.

Medium cair yang digunakan pada fermentasi
mempunyai beberapa keuntungan dibandingkan
medium fermentasi padat yaitu komposisi dan
konsentrasi medium dapat diatur dengan mudah, dapat
memberikan kondisi optimum bagi pertumbuhan, dan
pemakaian medium lebih efisien'!”, Fermentasi yang
dilakukan pada penelitian ini adalah fermentasi
goyang. dilakukan pada suhu kamar (27-30°C) selama
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14 hari dengan kecepatan penggoyangan 150 rpm.
Dari hasil fermentasi didapat supernatan (enzim
ekstraselular) dan biomassa (enzim intraselular), dan
masing-masing diuji aktivitasnya.

Pada pengukuranaktivitas enzim xilanase, inkubasi
48°C dilakukan untuk mempercepat reaksi enzimatik
anfara enzim xilanase dengan substrat xilan supaya
reaksi berlangsung dengan sempurna. Sedangkan
pada inkubasi 100°C untuk menginaktifkan enzim
sehingga reaksi enzimatik berhenti.

Dari enam isolat kapang dari tanaman Brucea
Javanica (L.) Merr diperoleh empat isolat yang
memiliki aktivitas ekstraselular dan intraselular yaitu
isolat kapang 1,1.8, 1.2.17, 1.3.16, dan 1.3.6. Satu
isolat yang hanya memiliki aktivitas ekstraselular yaitu
isolat 1.1.6. Satu isolat yang tidak memiliki aktivitas
ekstraselular dan intraselular yaitu isolat 1.2.2. Nilaj
aktivitas tertinggi ekstraselular yaitu isolat 1,3.16,
dengan nilai aktivitas 4,5294 U/ml. Nilai aktivitas
tertinggi intraselular yaitu isolat 1.3.6, dengan nilai
aktivitas 2,0649 U/ml.

Isolat 1.2.2 tidak menghasilkan enzim ekstra-
selular dan intraselular, karena tidak mempunyai sifat
pembawa enzim xilanase. Isolat 1.1.8,1.2.17, 1.3.16,
1.3.6, menghasilkan enzim ekstraselular dan intra-
selular. Kapang yang menghasilkan enzim xilanase:
Aspergillus sp, Trichoderma sp.\'V. Isolat 1.1.6
menghasilkan enzim ekstraselular, enzim sudah
dikeluarkan semua sehingga tidak dihasilkan di
intraselular. Aktivitas enzim xilanase dipengaruhi oleh
beberapa faktor: pH, suhu, konsentrasi substrat dan
konsentrasi enzim''?. Kondisi yang optimum untuk
suatu proses fermentasi tergantung pada jenis
mikroorganismenya. Pengendalian faktor-faktor
fermentasi bertujuan untuk menciptakan kondisi vang
optimum bagi pertumbuhan dan produksi metabolit
yang diinginkan dari suatu organisme tertentu. Secara
umum faktor fisik dan kimia utama yang
mempengaruhi aktivitas suatu enzim yaitu suhu, pH
dan kebutuhan oksigen''".

Medium fermentasi dengan menggunakan

‘Tabel 2. Hasil aktivitas enzim ekiraselular (supernatan) dan intraselular (biomassa)
fermentasi goyang isolat kapang endofitik tanaman Brucea javanica (1..) Merr

No Kode Isolat Nilai Aktivitas (Ufml)
Ekstraselular Infraselular
1 1.1.8 4.0632 1,5986
2 .Le 29974 0
3 1,247 1,1324 0,4663
4 1.3.16 4,5294 1.1324
3 1.22 0 0
6 1.3.6 29308 2,0649

0 = tidak mempunyai aktivitas.
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sumber karbon xilan sebagai induser dapat
meningkatkan produksi xilanase™'". Pada penelitian
Hapsari menggunakan medium fermentasi xilan untuk
menghasilkan xilanase, hasil penelitian menunjukkan
nilai aktivitas yang tinggi pada kapang B3-2 yaitu
41,2143 U/ml"?, Sedangkan pada penelitian ini
medium fermentasi yang digunakan adalah medium
cair PDY yang tidak mengandung xilan sebagai
induser, sehingga ada kemungkinan diperoleh hasil
aktivitas yang lebih kecil dibandingkan dengan
menggunakan medium fermentasi xilan, Selain itu
kemungkinan lainnya kapang yang terdapat pada
penelitian Hapsari berbeda dengan kapang yang
diperoleh pada penelitian ini, sehingga ada
kemungkinan aktivitasnya juga berbeda.

SIMPULAN

Isolat kapang endofitik dari tanaman Brucea
Javanica (L.) Merr yang menghasilkan enzim
xilanase ekstraselular dan intraselular, adalah isolat
1.1.8, 1.2.17, 1.3.16, 1.3.6. Isolat kapang endofitik
dari tanaman Brucea javanica (L.) Merr yang hanya
menghasilkan enzim xilanase ekstraselular, adalah
isolat 1.1.6. Isolat kapang endofitik dari tanaman
Brucea javanica (L.) Merr yang tidak menghasilkan
enzim ckstraselular dan intraselular, adalah isolat
; [l "
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