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SCREENING AND IDENTIFICATION OF XYLANASE PRODUCING 
THERMOPHILIC BACTERIA USING GENE ENCODING 16S-RRNA

By

NEDDY FERDIANSYAH
08101004016

ABSTRACT

Screening and Identification of xylanase producing thermophilic bacteria using gene 
encoding 16S-rRNA has been conducted in November 2013-April 2014 in the laboratory of 
Microbiology, Genetics and Biotechnology, Department of Biology, Faculty of 
Mathematics and Natural Sciences, Universitas Sriwijaya. This study aimed to obtain the 
thermophilic bacteria that producing xylanase enzyme and determine the type and 
phylogenetic relationship. Four isolates showed the presence of xylanolitic activity. Based 
on phylogenetic analysis, the isolates had closely related to Anoxybacillus rupienensis 
(TS1A1), Anoxybacillus vitaminiphilus (TS1A2), Bacillus licheniformis (TS2A1, TS2A2, 
TS2A3 and TS3A2) and Brevibacillus thermoruber (TS1S2) with approximately 99%, 
85%, 99% and 99% similarities, respectively.

Keyword: screening, identification, thermophilic bacteria, xylanase, 16-rRNA.
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SKRINING DAN IDENTIFIKASI BAKTERI TERMOFILIK PENGHASIL 
XILANASE MENGGUNAKAN GEN PENYANDI 16S-rRNA

Oleh

NEDDY FERDIANSYAH
08101004016

ABSTRAK

Skrining dan Identifikasi Bakteri Termofilik Penghasil Xilanase Menggunakan 
Gen Penyandi 16S-rRNA telah dilakukan pada bulan November 2013-April 2014 di 
laboratorium Mikrobiologi, Genetika dan Bioteknologi, Jurusan Biologi, Fakultas 
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Sriwijaya. Penelitian ini bertujuan 
untuk mendapatkan bakteri termofilik penghasil enzim xilanase serta mengetahui jenisnya 
dan kekerabatannya. Hasil seleksi didapatkan 4 isolat yang menunjukan adanya aktivitas 
xilanase. Berdasarkan analisis filogenetik isolat xilanolitik memiliki kemiripan dengan 
Anoxybacillus rupienensis 99% (TSiAj), Anoxybacillus vitaminiphilus 84,47% (TS1A2), 
Bacillus licheniformis 99% (TS2A1, TS2A2, TS2A3 dan TS3A2) dan Brevibacillus 
thermoruber 99% (TS1S2).

Kata kunci: skrining, identifikasi, bakteri termofilik, xilanase, 16S-rRNA.

Vll



UPT PERPUSTAKAAN 
UNIVERSITAS SRIWIJAYA
NO. DAFTAR: 142741DAFTAR ISI
TANGGAL : 2 5 AUS 2014

Halaman

iHALAMANJUDUL 

LEMBAR PENGESAHAN .... 
HALAMAN PERSEMBAHAN 

KATA PENGANTAR 

ABSTRACT 

ABSTRAK 

DAFTAR ISI 

DAFTAR GAMBAR 

DAFTAR TABEL 

DAFTAR LAMPIRAN

ii
iii
iv

vi
vii

viii
x
xi
xii

1BAB I. PENDAHULUAN
11.1. Latar Belakang

1.2. Rumusan Masalah 3
1.3. Tujuan Penelitian

1.4. Manfaat Penelitian
3

4

BAB II. TINJAUAN PUSTAKA 5
2.1. Bakteri Termofilik 5
2.2. Xilan 7
2.3. Xilanase 8
2.4. Peranan Enzim Xilanase dalam Industri

2.5. Gen Penyandi 16S-rRNA ..................

2.6. Pelimerase Chain Reaction (PCR) .....

2.7. Analisis Filogenetik..............................

9

10
12

13

Vlll



15BAB III. METODELOGI PENELITIAN
3.1. Waktu dan Tempat ......................

3.2. Alat dan Bahan ......................

15

15

163.3. Cara Kerja

19BAB IV. HASIL DAN PEMBAHASAN ...................

4.1. Seleksi Bakteri Xilanolitik ................................

4.2. Isolasi DNA Kromosom Bakteri Termofilik

4.3. Amplifikasi Gen 16S-rRNA Bakteri Termofilik

4.4. Analisis Filogenetik ................................

19

22

23

25

31BAB V. KESIMPULAN

DAFTAR PUSTAKA 32
LAMPIRAN 35

IX



DAFTAR GAMBAR

Halaman

7Gambar 2.1. Struktur Molekul Xilan ......................................................
Gambar 4.1. Aktivitas Bakteri Termofilik Penghasil Xilanase 

Gambar 4.2. Indeks Xilanolitik Bakteri Termofilik Penghasil Xilanase

Gambar 4.3. Hasil Elektroforesis Isolasi DNA Kromosom ...............

Gambar 4.4. Hasil Elektroforesis Amplifikasi Gen 16S-rRNA.............

Gambar 4.5. Filogenetik Isolat TSjAi dan TS1A2.................................

Gambar 4.6. Filogenetik Isolat TS1S1....................................................

Gambar 4.7. Filogenetik Isolat TS2A1, TS2A2, TS2A3 dan TS3A2 ....

20

21

22

24

26

27

28

x



DAFTAR TABEL

Halaman

Tabel 4.1. Hasil Uji Aktivitas Xilanolitik Bakteri Termofilik 

Tabel 4.2. kekerabatan Isolat Bakteri Termofilik Penghasil Xilanase,

19

25

XI



DAFTAR LAMPIRAN

Halaman

Lampiran 1. Komposisi Medium ..............................

Lampiran 2. Tabel Hasil Perhitungan Indeks Xilanolitik

Lampiran 3. Hasil Uji Xilanolitik ..............................

Lampiran 4. Hasil sekuensing Isolat Bakteri Termofilik

35

36

37

43

XII



mmBABI
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kawasan sumber air panas merupakan suatu daerah yang memiliki karakteristik yang 

unik dengan temperatur tinggi dan memiliki keanekaragaman mikroba termofllik yang 

mampu berinteraksi dengan kondisi lingkungan ini. Keanekaragaman spesies mikroba 

termofllik dan hipertermofilik banyak ditemukan pada domain bacteria dan archaea. 

Keanekaragaman bakteri termofllik memberikan gambaran besarnya potensi yang dapat 

dimanfaatkan untuk berbagai tujuan seperti pada proses pemutihan kertas (Brock 2004: 13).

Bakteri termofllik merupakan mikroorganisme yang mampu hidup pada temperatur 

tinggi. Mikroorganisme termofllik ini mampu mensintesis molekul stabil pada kondisi 

panas, sehingga berpotensi untuk menghasilkan enzim termostabil. Bakteri termofllik inilah 

yang saat ini dibutuhkan guna mendukung kemajuan bioteknologi (Andrade 1999: 73).

Bakteri termofllik berpotensi sebagai sumber enzim yang banyak dimanfaatkan dalam 

bidang industri karena memiliki berbagai keunggulan. Bakteri termofllik dapat 

menghasilkan enzim-enzim tahan panas dan mempunyai aktivitas optimum pada 

temperature tinggi. Keunggulan ini sangat diperlukan oleh industri pulp karena dapat 

menurunkan biaya produksi, mempertinggi produktifitas, menghindari kontaminasi dan 

mengurangi pencemaran lingkungan (Vielle & Zeikus, 2001: 27).

Kesadaran akan kondisi lingkungan menjadikan enzim sebagai salah satu alternatif 

untuk menggantikan proses kimiawi dalam bidang industri (Falch 1991: 643-658) Hal ini 

disebabkan, sifat enzim sebagai biokatalisator yang efisien, selektif, ekonomis, tidak

1
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beracun dan mengkatalisis reaksi tanpa produk samping, serta ramah lingkungan. 

Kemajuan dalam teknologi fermentasi, rekayasa genetika dan teknologi aplikasi enzim 

menyebabkan penggunaan enzim dalam industri semakin luas.

Salah satu enzim yang banyak digunakan dalam industri adalah enzim xilanase. 

Xilanase merupakan enzim ekstraseluler yang berfungsi mengkatalisis reaksi hidrolisis 

substrat xilan (hemiselulosa) menjadi gula pereduksi xilosa dan xilooligosakarida. Xilanase 

dapat dihasilkan oleh sejumlah mikroorganisme yaitu bakteri, ragi, dan jamur 

(Sulistyaningtyas et al 2013: 470-476).

Kebutuhan enzim xilanase di industri yang terus meningkat menyebabkan perlu 

dilakukan eksperimen untuk mencari sumber penghasil enzim xilanase yang tahan terhadap 

suhu tinggi. Pencarian enzim xilanase termostabil yang dihasilkan oleh mikroorganisme 

berasal dari sumber air panas, seperti kawah gunung berapi dan daerah geothermal

(Ahmaloka et al 2006: 1).

Aplikasi xilanase pada industri terutama pada pabrik kertas sebagai pemutih kertas. 

Penggunaan xilanase ini dapat menggantikan pemakaian klorin, sehingga dapat mengatasi 

masalah dalam pencemaran lingkungan (Richana et al. 2005: 24-34). Disamping itu 

xilanase digunakan sebagai peghasil xilosa dan xilooligosakarida dalam industri pangan. 

Xilosa dimanfaatkan secara luas sebagai pemanis non kalori pada produk permen karet, 

eskrim, baked goods, fruits spreads dan pasta gigi. Pada industri minuman xilanase 

berperan sebagai penjernih jus dan wine (Setyawati 2006: 164-168).

Identifikasi bakteri dengan menggunakan 16S-rRNA merupakan teknik yang akurat 

karena mampu mengidentifikasi bakteri hingga spesies. Identifikasi terhadap gen penyandi 

16S-rRNA juga dikenal dengan sebutan ribotyping/riboprinting merupakan teknik yang
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akurat untuk identifikasi molekuler. Metode ini didasarkan pada tingkat kesamaan dalam

sekuens gen 16S-rRNA (Puspaningrum 2008: 11).

Pemanfaatan urutan 16S-rRNA ini karena molekul rRNA mengandung urutan 

nukleotida yang sangat konservatif secara evolusi. Daerah yang sangat konservatif dapat 

digunakan sebagai situs pelekatan primer sehingga dapat diamplifikasi secara in vitro 

dengan PCR. Dengan cara ini kita dapat mempelajari adanya keragaman genetik dari suatu 

lingkungan lebih detil karena mikroba yang tidak dapat dikukurkan dapat diperoleh gen

16S-rRNA (Richana 2005: 24-34).

Febrianti (2013: 22), telah mendapatkan 18 isolat bakteri termofilik dari sumber air

panas Tanjung Sakti. Isolat-isolat tersebut belum diketahui potensinya sebagai penghasil

enzim, sehingga perlu dilakukan skrining terhadap aktivitas enzim dari bakteri termofilik,

seperti enzim xilanase. Pada penelitian ini dilakukan identifikasi berdasarkan pendekatan 

Biologi Molekuler dengan menggunakan urutan gen penyandi 16S-rRNA, terhadap bakteri 

termofilik penghasil xilanase.

1.2 Rumusan Masalah

Isolat-isolat termofilik memiliki potensi untuk menghasilkan enzim termostabil 

sehingga perlu dilakukan skrining dari isolat-isolat yang sudah diisolasi peneliti 

sebelumnya. Isolat tersebut berasal dari sumber air panas Tanjung Sakti, Kabupaten Lahat, 

Sumatera Selatan. Pada penelitian ini diharapkan akan diketahui isolat 

aktivitas xilanase serta jenis dan kekerabatannya.

yang memiliki
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1.3 Tujuan

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan bakteri termofilik penghasil enzim

xilanase serta mengetahui jenis dan kekerabatannya.

1.4 Manfaat

Hasil penelitian ini diharapkan mampu memberikan informasi mengenai jenis

bakteri termofilik penghasilkan enzim xilanase yang berasal dari sumber air panas Tanjung

Sakti, Kabupaten Lahat, Sumatera Selatan.
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