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clt7illllignosdulolitilr. yang mcliputi : I. Uj i akl;vitas ern:im sdulasc dan xilanas<' dengan 

melOOe asam 3.5-dinitrosalisilat dan uji aktivitas enzim sc:Julase den~an lurun3.l\ p­

nittofenol. 2. Pemumian protein cnzim .dulas-. menl!,Kunakan "",onium sulfal. 

kromatografi penukar anion dan ptno:ntuaan massa mo)d::ul protein cnzim IDCl\l!.I!un.alum 

SDS page dan Zimogram. 

Hasi) prnclilian diperoleh 5 iwiat batten ylIIIg mampu mendeg,radasi 

SUMtl'l1 curooxyl ""'111)1 allu/(Iff (CMC) dan oa/ spfl'/ x/fu" den",," mcUxk DNS, )'ajtu 

tcrbcntuknya pada media padal. Ikrdasarkan hasil pcnc)ilian dipcroleh bolal BR2 yang 

mcmpunyui aktiviw tertinggi , masing-masing &ktivitlls cnd.rIl-],4-gluC3Il11SC scbcsar 

0.28 VIm!. dan aktivitas 1!Ildo-8-1.4-xilllllilllC SC'bcsar 8,75-22.63 Ufml. Oplirnasi suhu 

enzim selu~ dipcroleh pada suhu 45 °C dcngatl aktivitas 1.42 Ulml. sedangkan 

optimasi subu cnzi.m. xi1anaSIC dipcrokh palla 5Uhu 50 °C dengan al.'1..iviw ) 1.17 U/mi. 

Optimasi pH dipcrolch akth'illlS selulw;e st'ilesar 0.57 Ulml pada pH 6. dan aktivitas 

xil!1.08Se sebcsar 65.97 Ulml pada pH 7. Hasil p<:ngukutan aklivilas cnrim dengan 

subSl rul sp.:sifik turunan p-nitrofcno l, dipt'TOlell aktivit.as ell7jm ~gJukosidasc dari crude 

u/ract sc~S31 1,86 Ulml. Jan uklivit.as cnzim ckso- I.4-~D-gJukanasc dad crude u /ruel 

scbesar 2,5 Ulml. Basil p<:ngukurnn aktivili1ll e~m endo- l .4-j1-D-gJuJGmasc del1&Bll 

substrat spcsil"tk Carboxymelhyl ctllul<l.~ dari crvdc extroc! scbesar 351 Ulml. I Ias;l 

peni"OOapilll ekstrak kasaJ .. ~m sdulasc dan x;limasc 6engllJl garam amooium sulfal 

mencapai aktivit.as optimum paJa pengendapan 40% dan 60"10. Akliv;l"" cn.:tim sclulasc 

Ilasil p.:lIl:cndapan glImln amonium sui fat optimum menggunall1m substrat spcsifik CMC. 

pNPG dan pNPC masing-masilll! scbcsac 4.24 Vlml, 2,42 Ulml dan 3.23 Ulml. besamya 

kadar protein srtelah pcngmdapan cnzim ini sebesar 222.9 mg/mL aktivit.as spc$ilik 

cnzim sc luJ.as;, basil pcogcndapao mcnggWlakan subslnll CMC. pNPG dan pNPC 

masin&-masing scbesar 0.0 152 U/mg, 0.0109 Ulmg dan 0,0 145 U/mg. Akli\"itas enzim 

xilanase Ilasil pengcndapan garam amonium su lfa! optimum mcnggunakan substrat 

spesifik Oll/ sp4'11 xillln, pNP-X. pNP-G. pNP-Asam lISe!a!. pNP-A masing-masing 

scbcsar 2.899 Vlml. 0,0167 U/ml. 0.0373 Ulml. 0.0195 Ulml, 0.02&4 Ulml. Bcsamya 

kadar proIein ""'dall JlC"li:cndapan enzim ini seb.._r 176.55 mg/ml. schingga dapal 

diperolch akti'itas spc:si fil: cnzim sdulase hasil pcng .. ndapan menggunakan substrat Oat 

I/~ft xi/ull. pNP-X. pNP..Q. pNP-t\$am. asetat. pNP-A masing-masing scbcsar 0,0164 

'" 
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Ulmg, 9.459 l( JO~ U/mg. 2.113 l( 10'" U/mg, 1.1045 lC 10'" U/m&, 1.608 l( 10" Ulmg. 

Bcrdasarkan hasil pcnclitiun diperoleh massa molekul relatif enzim sdulase dan xilana..w 

masing·masing SdXSM 49 kDa dan 80 kna. Tmgkat kemumian ",,(elah diafihrasi 

menggl.UUlkan ~ubstrot pNPO ~SIIr 8.01 kali. dan mClIggunaitan subslral pNP-Asam 

asetal sclxsar 49.90 kali. Disar.mkan penggunaall enzUn lignosclu lolitik ~bagai baha!l 

biohtalis \Ulluk meDdt-gr1Idasi pakan Ixnil'ral kay ... lignoso:lulosa. dan periullya dilakubll 

pelldi lian kbih Innjut okngan percObMU in ""·0 pacta lernak nuninansis. 
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SUMMAR\' 

Potency produce .... aste of .. wuindus[ri high ~nough. but tbl&[ .... ay problems that 

llappo:ned is low~'Ti.ng of "aJue of nUlrition lIl3rkcd .... ith obstctriclll hL"iglu of crude fib.~ 

~dlulosc. hemicellulose. lignine) and lower crud~ protein. Cell ulose and hemice llu lose 

available only some of small able 10 be e;.cploited is moSi casta"'llY become wasle. 

CeHulose molccuk and of hemicdulosa represent polysaccharide with tying 6- 1-4 

g1 icosidic .... 'h.ich is di fficult to be di~'\ed by ba<:tc:rilllll of rumen 1i ~e:sloclr: of ruminantia. 

so that .... aste digesting of agroindustry become 10 lower. Usage of enzymes 

IignoceUulol}1ic .... i ll be able \0 impro\~ value of nutrition. Enzyme ofcellulasc coosisl of 

three enzyme componentlbe~ an: : endoglucanase ( ~ndo-l.4-~. D-G1ucunasc. or 1.4_ -

D-Ghw:an 4-glucunobydn,13sc), eksogJ\ICllIIII5e ( exn- l.4-jl -D-Glucat1aSC, or 104· • 

Cellobiohydrolasc D-glUC<In) and cellobi3llC ( - or ¥lucosid3llC - Glueohidmlase D­

glucosedi). while enzyme of xylanasc ~"Onsisl of fi~e enl.yme component [he~ are elldo­

~· 1 ,4-xy1anase. ~xylosidase. - L-Arabioofur.mosidase, • D-Glukuronidax, Wkl acetyl 

xyla.ll ~sterase. T~ aim of this .esean:h were ~xploralion lignoccllulolytic enqmcs 

(ce llulase and xylaDalile) from bacteriwn of rumen bttf Cllttle. challll:lerization oplimum 

pH and lempenllU~, determine molecular we igh t of prot~ i n cellulose and xylanase 

enzymes. and purifICation level of enzymes by diafiltrale antl ion exchange 

chromatography. tn thi ~ n::;carch. ido.'IIlifICation with Curboxyl Me/hi! C~lIuJ(m lCMC) 

and Oar SpIel Xylon bas \x-en done. 

The: result s/towl'd lbat isolate BRl hlwe actiliry of e.m- I .4-~O-Glucon/lSC 

0,28 U/m and endo-B- I,4-xylana.,«, 22,63 U/m!. T~ oplimum pH Bnd temperature of 

celula.'Ie and ~18ru;e "'ere 6. 7 , 45 Oc. 50 °C_ 1his jlI'OCC5S was SIaf1Cd by producing 

ee llul llSC and xylanaSC' enqmcs from isolat~ BRl. then precipitated it using ammonium 

sulphate wilh oplimum concentration of .'lIIturllted 40% and 60%. and the mol~ular 

w~ighl proldn or cellula."" and xylanasc ~nzyl\1e!; were 49 kThl and 80 kDa. Ba.'SC'II on 

..xpcriment that ce lluloli)1ic enzymes from BRl could hydrolyle<l SC'veral spedfic 

substmlC (CMC, pNPG dan pNPC). wi th activit ies crude e;.clract cell ulolytic are 3.51 U/l 

1.86 UII dan 2.5 Ull. Based on ex~rime.lll thaI xylanolitic enzym~s from BRl could 

hydrolyzed ",,~eral specifIC substnlle (Oal SIXII xilun. pNP-x.. pNP-G. pNP-acd}'1 acid. 

, 
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pNP-A }. "'iCh lIClivicies erode "xlmec xylar>Dlilie ", .. re 0.433 U/m!. 0.03" (Jlml. 0.018 

Ulm!. 0.008 Ulml. 0.011 Ulmi. The best result of this diafiJtnde 011 pNI'G alld pNP· 

acel>"1 ac id had level 8,Ol llrKl 49.90 frum crude excCrnct 
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nAJj I 

PF.NDAIIULUM' 

1.1 LAT AR 8ELAKANG l\1ASALAH 

Ketencdiaan daging lmI8k ruminamia (5llp~ kero.u. dombll dan bmbing) 

mempuny~i kontrihusi yang ,ulmp bt:SIIr Icrhadap ltehutuhan konsumsi daging 

pendudulr. IJKIoocsi,. ~ingkl1lll fX'P'lllSi lemak tmlllllya ak:an membuluhkan 

pakan hijauan dal:mjumlah banyak. Disis; lain kelcntdiun pllkan IIijauan sangat 

ICJ~lUng adanya kelersediltll!l lahan dan musim. Hal Inl merupakan problem 

yang masih sulil di.o.usi, sehingga member; pcluang pada limbah agroindU5lri 

~i padi, bekatul, tonakol jagung, tumpi jagun8, klll;t coklal, bUI kopi) 

scbagai pakan lema\.: Il!ematif. 

Pulensi produlsi limhah agroinduslri cukup lin"~ namun dcmilrJan 

pcrmasalallan yang lerjadi .daJah ~ncbhn)'a nilai nutns; yang ditafKbi th:npD 

tingg.inya kandunsan semi kasar (sdukM, hemiselulo:;&, lignin) dan rendahnya 

protein loosaf. Sduiosa. dan hcmisdu~)'llI1a Icncdia hartya ~ian 1(I,dl ) .... g 

dapat dimanfaalkan 5Cdang sebagian bew lerbuang merijadi limbah. Hal ini 

discbabbn dinding sci limbah agroindustri lelah mcngnlami ligoifi kasi lanjul 

membentuk ibtan komplets daJgan lignin. Moldul sc:MoSll dan hemisclulosa 

meruJlllun poli.sakDrida o.knaan iutan So,,",, glikosidik yani ..,Iit dioenuo olo:h 

bakteri rumen (emU rumfnansia, sdtinW kecemaan Ilmbah IgroindUUt! menJadi 

m><bh. Mikroba didalam rwnm mcrupakan sum!Jer \llama prn&hui. mzim 

li~tulolilil;, namun ke<:emaannya lerltar.Iap limbah Igroindustri masih rendah 
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sdlina.ga dib.llu/lkllll petIllOSCS;IIn trrIebib dahllill. Pcmrosesan dengan bahan 

kimi. menimtxJlkan pencemaran lingkungan, :;ed"nllk,," secara biologis 

uamanann)"lI. 1tbih ~in. PmaGunaan cn1.im ~Iulase dan xilanasc (\;elompok. 

enzim fignosdulol~ik) akan mampu rneningUtb.n nilai nums; limba/! 

agroindustri. En:cim ..,I u!aso,: tertliri darl J (tigal kompon<::n enzim y.itu : 

(toOO- l,4-jJ· l).glUC()fIal;C, 1.4-jJ-D-glucan 4-

gluCMOhydrolue), cksoglukllnasc (e;l1r 1 , 4·~D-glucanaso:. ~l8u 1,4-jl-D-glucan 

ccllobiobydrolase) dan ccllob~ (l}-glllCOSidasc ,I8U jH)·gl~ 

glu\:ohidrolao;e) (Singleton. 2001). kompleks cn1.i m y.ng penting unluk: Ikgradasi 

komponm htmisdulosa .od.lah ~im J(iianasc yang krIllri dari , (lim,,) 

lomponen en:tim yaitu Ii-L4.rndoxilanasc. p..xil05idase. a -I.,. 

arabinofunlnOSlda.o;e, a-D-glukuronidase. dan tiClil xilan C~I.CnISC (Sll/UlII ~I '" " 

20(0). In formasi penggunaan mzim lignClSl'luJolilik untuk ~ emimlItis palla 

limbah 19roinduSlfi masih terbatas . Hasil penelitian pendahuluan oleh tim 

pengusul telab bethasil mcngisolasi lima isola! baklm ligooKluloli,ik (lduJolitik 

dan xilaoolitik) dari rumen sapi porong (Mimi l..amid , 200~2006). Penel itian 

selanjulnya IIkan mn.gisolasi n.zim dari baklm trn:ebul yang akan digunakan 

sebapi prebiocik untuk proses rnzimaris limbeh qroindusui. Pcnambahan enzim 

li~osclulolilik dapal mcningkatkan nilai nutris i limba!! a.voindustri, !lehingga 

<lapat membtrikan respon posilif Icrhadap pcnambahan bent badan sap; patong. 

I'nlelilian in; bert ujuan unluk kaRklnisasi rnzim lignoselulolilik (selulai!C 

dan Kilanasc). uji aktivitas cll1;m dcngan turuI\tIIl I"nitrofenol, p"mumian protein 
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enzim mw uunakan ,,,,ontllm ... Iflll, dialiltJasi dan pmmtllNn m3S$lI mold<lIl 

Jlf'OIcin eru:im mrnggunllhn SDS·Pa~ dan Ziroogram. 

1.2 RUMLISAN MASALAH 

IkrdoIsukan lalar bdabng nwalah yang lelah diU/1likan maLI 

dinunuskan m~1ah seba,ai bcru..-ut : 

I. ApaI;.ah kelima iSlllat baklen li&l1OSC'lu lolilik dari rum~n sapi menghasilkan 

entim $elulasc dan xilastasc? 

2. Bagaimanakah I:arnkt~riSll5i (renentuan pI! dan subu optimum. dan penentlLan 

berat mOkkul) cruim $e luWe dan xl illtase dari iliO lal lerpilih asal rumen 5<lpi? 

3. BapimanaLab lin!lbt kanum'an enzim sellliase dan xi"'"", yang diisolasi 

dar. bakteri terpHih !Knllan ~nggunaYn lIffiO/Iium sulf.a\ dan dialilt",~i ? 

1.3 TUJlJAN PENELlTlAN TAIIUN I 

I. Mcngd.splorui mzim lig:nosellliolila. ($elulase dan xi~) dad bakkri 

rumen sapi. 

2. Menentulan Lara~teri$lsi (pcnen1Uan pH dan suhu optimum. dan penen!uan 

benot moletul) cruim se lulasc dan .:ilanasoc isolal Icrpil ih asaJ nunm Sllpi. 

3. Mengetahui l.ngut Io;cmumian eru:im selulllSl' dan "'!<oMS( yang diisolasi dar; 

bakted tcrpilih dengan menggunahn llJ1\OI1iurn sulfat <Jan diali luasi . 

U MANI'AATP£N£LlTlAN 

Manful renelilian in; \llnu}:: mempcl"llich enzim lilloosdulolitik yang dapllt 

digunabn basi pcrlo:embangan ilmu pen,etailuan dan rekool ogi dibemagal bidang 

krllidupan masyarakat. kllllSl/Snya dalam Ipllusi bioteknoloai pti:an lemalt. 
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2.1 Euim 

DA B U 

STUDI l'USTAKA 

EIIl'.im mcrupakan suaru biohhlli. dalam sistem biologi dan mencnrukan 

eornli: pmlbahan kim;" dal3lll sd yang dapal rnml lioelCCpsl teaksi 10' amps; 10" 

kali Icbm ccpal daripada apabila teaksi lmCbul di lakukan ~pa ka~li s. ElI7.im 

dapat tlerfunpi KOOp; kalalis )~IIJ! S3Jlglll elisim ckngan cara menurvnUn 

t!\Cf"gi bc:bas aktivasi pada keadaan InLnsisi. KeungguJan ~nzim scbapi suatu 

biokatalis anfBnl lain da)"ll kataliliknya lingg;, spesirnasnya li,,"~ .1 bclI;elja 

palla koodis! suhu dan pH )'ang t!dak ekstrem, Iktivitas luila lil,k bebernp8 ennm 

dapal dikendalikan. dan tbpiIt diproduksi sdlillJ!¥a mernudahkao petlyediaaonya 

(Pelczar dan Chan, 1986). 

Reaksi kalalitik ulC'b m:l'un pada .. mumny. tlersifat ""pal mernbenl .. k 

n::lIksi kc'idimbansan tatlpa dj",nai n:~ksi samping. beke~a dabm lannan cncer. 

bc:rl:mgsung pada suh" rmdah dan t oodisi nel",l (Ouo .... ay dan Apps. 1934). 

Moldrul t nl im _dalah protein )'Ing dihasillcan okh sci hidup bc:rupa proldn 

globular )"ang tcrtIentuk dari ramai poIiptptid:l yang bc:r lipilt :=Ma kompak. 

Konfonnasi ter.;ier prote in globular merupakan benlUk yanl paling stabil kon:na 

ditunjallg 01C'h bc:<bagai ikalan Yilng ImllSlabilkan .\tnIktw IcrSkr ~in. knis­

jenis ikall\ll lo:rscbut antara lai n : ikalan hidrogen yang terdapal diantara lIugll-~ R 

raidu asam amino ranta. sampinll )'l1li1 berdd:atan., ikaun ion dianWll gugus R 

yang bala"1mIIII, im=ksi h idrofQb,k dari Il"ius k IIS8IlI amiltO hidmfobi k dan 
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ibtan kovalm t.c.rupa ikatan disulroda dari residu wein (Otmw~y dan Apps, 

1984). 

2.2. ~".klOr-fakior !'I lia: mf'mpra,: ....... 1 Mrj. f'lll. im 

fN:lo<-fakror y&n{: .mtnpenK/Lnlhi kf'rja cnzim )'IIilu kOffimIfaSl eD1j m, 

lon.stnllaSj I-Ubstml. pH dan suhu teaksi 

I. Koruenl"'si enziDl 

KOIIK!llrasi ro<!im mernpengarubi k~patan ",ab! SWltu C1ll!im. Jika 

konsenU1lSi linggi mah llju nkli~itll.s ell7.im bcrjalan leblh cepat. Banyaknya 

5u\l5tra! yang diuball IMnjadi produk scsuai Ikngan lini@;nya konsmtrasi 

nzim yang digunakan (Stryn f'I aI .. 2002).. 

2. Konsentrllsi substral 

KonKlltrasi sub$t"'1 mempengaruhi ktteplltan ",aui suatu enzim. 

KOtISC'n!JlIsi yang besar dlIpili mcmptn;<'pal laju akli~itB$ mzim. Namoo j ih 

konscnlr .... i ",bslral dipcrbcsar lel\l$ maka lidak ada lagi pertamballan lajl! 

",aLesi (SIr)-er <'I aI .• 2002). 

3. pH 

Keaksi - realii enzlll1 sangal dipcngaruhi okh pH. Akliv;I"" mak~imum akan 

die.".i pada pH lCftetllll , penyimflMiNl pH .kIIn mengurangi lajll aklivitaS 

enzim (P~k::w dan Chan. 1986). 

4. Sullu 

M~nin&katnya Stlhll akan meningblk." bju .wi~itas ewj rn. kan:na MOm­

a'om <!alam moIekul enzim mcmpunyai energi yang lebih besar dan adanya 
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keem .knlllaan untu!;. bergen!'" Hal ini kfjadi """' .... lOIIanya pembomtangao 

abu mcmbukan)'a nmtai ikKlan proI~in scsudah pUlu:;.nya ikatan-ikllum yang 

lemah sdlini\l& laju ",alesi kes.:luruban abn menurun. Suhu mcmlXnpruhi 

keSlabilan ~im, subsuat, aktivillL'l reaksi dan fungsi pH. Setiap kenaikan 

diaUl!i IIfC akan mcningkatkan doa "-Ji aktivilali elUim. Kebanyal;;on protein 

tenknaturasi mu lai 1elj000i pIIda suhu 45 ·50 "C. Bellerapa eraim SllQglt blhan 

terhadap dcnaluTllsi pada suhu linggi, khusu,"ya enzim hasil isolasi dan 

mikroorgani5llle \ermofiliL. (Ton"", el aI" 2(02). 

2.J & Iulosa 

Seluloa ~n}'lI"'3 polisakarida 1l\am3 dati dindinll sci tanaman }'llIlg 

menlland un& 100-10,000 unit Wlukosa "'I"'nl ikal:rn B-I,4·glyCO') idik. merupakan 

!IllIteri <.>rg3flil yang pal in; berl impah di muk.a bumi ini (Fessenden. 1973). 

bahkan ada yang wnpai 14.000 unit gluko5Ol (Thayer. 1978). Selu)o,," dihidroli.i. 

oleh enzim ",Iuu )1Iilu endogluc~nase.. cc liobiobydrolaM' dan aluc!)Sidasc: . 

Selulosa merupllkan peII) usun dinding sel tanaman, dan juga merupakan 

penyusun lem..ny.k di daJBrn tanaman. Tanaman menu;unrun sWalliW! 

karbohwl yang Ie,bentuk dali fibasi ~ untuk mcmbuol baban orpnik 

komplek ",peni se lulosa. yang metupabn polimer dMi glukosa yang tidaJ,; b rut 

air. Tinalll"" 'OCCatII normal mengandU/lIl selu losa ",banyak 4O-~ 1)%. kompone!l 

pen)'USUn lainnYi adalah lignin (20-30%) dan Ilemi~du~ (10-30%). K.:tikl 

tumbuhan mIItl seca .... alami 5e lulvsa. bemiso:lulosa. dan li&nin abo <Ji<k'gradasi 

oleh miluoorpni:sme Ianah (Pdcurdao Cillo, 1993). 
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TItik pusat po:ndegrudasian sclulosa tc:rJcmk pada pttahnya ikrnan 1,4 Il-

glikosida. P~nya ikatan 1,4 J!-gl ikosida menyebabkan l'elul()l;a t~rhidl'Qlisis 

menjadi senyawa yang Jcbih sedemana, yaiN oligosakarida (tcrotama selobiosa). 

Sellllljutnya o ligosakarida al<an temidrolisis mcnjadi monosakarida (tc:rotama 

glukosa). Pemecahan ikatan 1.4 J}-gJikosida dilakukan olcl! kdompo;; rozim 

selul""" (Bondi. 1987). 

lCtvCt°l ... 

Gambar I. Stnlktur sdulosa 

Slro\.:tur selulosa !aSusun allis rantai lin..", dari ril:»lan ~sidu glukosa. 

R.esidu in i di ikat ok:b ikatan 11-1,4 glikosidik dan distabilkan ok:b ikatao internal 

hidrogen (Liu n ,,/., 2(06). TIdak sepo:rti poli~ glub n, po:ngu langan unit dalam 

sclulosa buho gluk()(511 tapi unit selobiasc (Thayer, 1978). 

2.4 Hnzim SelulilH 

Enzim adalah substansi yang paling banyak tcn:lapal dalam sci hidup, dan 

mcmpunyai fungs; ""ming seblIgai katai iSlltor reaksi biokimia yang secara 
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kolektif membcnlUk m~1abolisme po;:ranlara dari sel. E!Il.im sdula", lenn3suk 

en7.im hidrolis yang mengllidrolisis sc:lulosa menjadi glukma. Enz.im ~e!ulase 

diMsilk,m oleh mikroorg~ni,me.. ianamall dan binalang. Tiga lipe enl.im selu1asc 

adalah endogluhnase (en<Jo..I ,4-JI-D-gll1CQrl4Se, alaU 1,4-j}-D-glucan 4_ 

lllucanohydrolasel, eksogluka""", (ex<l-I ,4-jl-D-glucmna,..,. alau 1,4-j}-D-gluc811 

cellabiohydrolaoe) dan cellobiase (Il-glucosidase alau j}--D-glllOOSCdi 

lllucohidrolase) (SiJigleton. 2(01) dimana memiliki massa molekul relmif yang 

bc:rvm-iasi di!UltaranyalKlalah Endoglucanase, 52,000 (Li 1'1 01. 1955); 23.500 _ 

58,000 (Ikldman tl 0/. 1985), E~oglucanase, 60.500 - 62,000 (Ikldman eI aI. 

1985). Cellobiasc: , 76,000 (Be ldman 1'1 a/. 19115). Menurut studi Erikson dan 

!-lamp (1978) bemasil menjela.<ilum sis!ml enzimatil< dari \kgradasi IIidrolilik 

"dulosa dengllll enzim-cnzimnya adalah mdo-l ,4-j}-D-gluhnase yang memecah 

ikatan-ikatan j}-gl ik05ida sehingga mangllasilkan potOl1gan-poWngan ~r 

bert>entuk IlIIltai dengall ujung-ujung bebas. ekso- 1 ,4-j}-D-glukll1Ul5C: yang 

memecah unit ..,Iobiosa dan glukosa dari \Ijung bukan-pem;luui , dan II­

gluk05idase yang mengllidrolisis selobi",,"" mcnjadi glukosa, dan asam selobionat 

menjadi giukma dan glukOlloiakton. TC'!"dapa\ Ii", jenis -"si Uialilik dari 

sc:lulase )"lim : Pe~ in!~si non-koVllIen ""I"", muktur kriSla!;n sc:lu!o:sa 

(endoselulll.sc), hidrolil;is ....:rat selu!osa untuk memccahnya D1Cf\iadi gula yang 

lebih kecil (d=selulasc), lIidroli,;s disakarida dan tetrasak.arida ke !blam glukosa 

(S-gluk05idase). 
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!.4.1 Enzim ndOJ:lukan • .., (~ndo- I ,4-{l-D'glu(OnH!Ie) 

F.rnloglukana:;o: berp<:nm dalam mntai polimer untuk memocah ikal.:1n 11-

glikO'iida =ra acak. Endoglukanasc juga memiliki krnlrunpuan memccah 

ikatan·ikaum P-glikO'lid.. untUK mcngganggu struklur kristal dan :;o:lulosa 

:;o:h ingga manghasilkan potongan·polOngan besar bcrbcmuk mnw dcngan ujung· 

ujung bebas. 

2.4.2 Endm fk.soglubnue (elo- l ,4-p..~lut.IIUt) 

Eksoglukanase adalah :;o:lulasc: yang memilik; kemampuan merneeah 2-4 

.mit :;o:lobiosa dan glukosa dan ujung bukan--peredutsi yang diproduksi oleh 

endoselulasc dan ha5ilnya dapat diamali pada dissak",ida ..,Iobiase. 

2.4.3 Fazlm cellobla.., (~luW3idue) 

Cellobiase adalah sclulase yang memiliki kemampuan menghidrolisis 

sdobiosa menjadi glukO'Oa, dan asam ..,Iobiorult rnenjadi glukOSll d3n 

gluloonolaklOll. Ccllobiase juga mcnghidrolisis dimmer glukosa untuk 

mcngltasilklm monomer glukosa. 

Cdlobiasej uga akan "",n~g ..,lula .. unlllk mclcp"'kIm fragmen keeil 

dan selu10M din"I!\II akan dismlng oleh eksostlulase untuk mo:lcpaskan glukosa. 
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2.~. XJJan 

• 

·i'" 010 . :;~ e.._ 9': e .. __ _ 
o e,. ...e G-• ..-"" ..... -

' ••• ",aH" o 11-"-.-. .. - 0- ""._"'I!.,*.~~'. 

Gambar 2. Mebnismc degJadlo.si lcrhlldap se!ulosa 

Xi!ao merupakan komponm 11_ dari h<:m;selllw pUll dindinll: sci 

lanaman yang ~;lat pada ..,Iulosa, pd<tin, I;&"in d~n polisakari<.!a l3innfll unluk 

mcmbcntuk dindinc sel. Xilan lldliah hc.uopoliWarida kompleks dengan nmlai 

IUlallJi p'lniiung horoopolimer unit_unn ().~ilopir.HlOSll yang leriht 1\-1.4 

OCullam; ~f aJ., 1999; Strbramaniyan dan Pn:rna, 2002). Tulaoll punuung inj 

(1.-1,2 g1ukOf'l.l<lal atau asam 4-o-mdilglukoronal (Liu tl al., 1998, Kulkbml .. r ai, 

1999). Kdimpa/lMl ;<;1 ... di biosfo:r meQjadikMl penn rro:im Ililan.ase sangal 

penting (Dung drJ _, 1993). 
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asrlil 4-O-mct il-D-glllkurof1();iil dan Q-IIllIbinoftaranosil (Subramanlyan dan 

~ma. 2002). KIlIIIp"'isi IDClOOItIet penyu~ xilan dart berbaglli sumber 

lumbllhan berbed.a-beda dapal dilihal pilda Tabel I. !iNangkan struklut xilan 

lt1"lihal sqxrti pada Gamba. 3. 

Tlbell. K(lmposi51 M"lIumu (%) Oerblpi Sumt...r Xil,.n 

./enOl >:It. " .. ""'- A_ A_ .- ~ (lol·ktma ... --,.~ ... , , , " U · 

"""" ... " « ,' ',' .. , .' · 
krami p:odi ,,. 2 .• 6 3,11 11.1 7 '" . · 
8ui jlpma .. " H_J5 . '" . ,. 

" Sumbcr . Covg Ian e , oJ. ,m· , Saba (2003) 

"-. ,--,--,--

l...ok,.,.' pemoIongan old! m,.s'ng-ma~ing mzim xil_se juga dilunjul:an 

pada Gambllr J . 5ela in itu ditunjubn pula Iokasi J'mgikatan xilan dcngan 1i&ll;n 

denpn residu feru~1 !Ian koumarin dari lign in (Beg <'I 01_ 2001). 

" 
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2.6 [a.z.im Xilana.e 

Hidrolisis total ><ilan mC'1llooluhk,." beberapa enzim yang belbeda. 

cndo-l.4-~xiIWlase (I ,4-P-D-xylanohidrola5C) menghi<lrolisis slruktur dasar ~ilWl 

secara ocak mcnjadi ~ilooligosalutrida; 1,4-II-D-xiJosi<iu: (I,*D­

~ylanohidrolllK) memU1US xilooligosakarida melljadi xilosa. Gugu~ samping ya~g 

menyusun xilan ak.an dibebas/<"" QIclt a-L-arabinofufIDl<I!;idax, u-D­

glukuronidase, galaklO:'<ida.. dan Qetil xilWl t:SIeruse "","jadi arabi/lOS8" 

glukurooa\, galaklQSII dan 8Setl!! (Subramaniyan dan Prnm., 2002), 

1,6,1. [n!;", !3-IilosidaK 

!3-~iJosidase yaitu xilana"" yang mampu menghidrolisi.. 1 ,4-~D­

xilooligosakarida ranlai pen<kk menjadi ~i1osa, Aktivilas rnzim alum menurun 

den!:"" meningbmya mntai oIigosaluttida, (Ddker, 1 9S3; Reilly.I99I), Enzim ini 

mampu puln menghidrolisis subslml arll-xiJosida, Xiw ..,Iain meruPBkIIn hasil 

hidrolisi. juga merupaklln inhibitor hagi enzim !3-xilooida.." Sebagilln enzim ~ 

xilo5idasc yans berhasil dimumikan mMih mcnunjulJum adan)'D aktivitas 

lnu\Sfen>se yang menyehabkan enzim kulllllJl dapal digunakan dalam indu~i 

pmghasil xilosa. 

1.6.2 [Ildm II-L-anbinofllT1lnosldase 

[nzim a-L-ambioofuranosi<lase menghidrolisis ujung nonpc:reduksi antam 

ikatan u-L-arabioofurunosida dcngan berbag.i poli...J.:arida yang mcngandung 

8rabillOfuraoo:sida5C (lXbcl!e rI ul., 2002). Enzim ini merupakan bagi,," dari 

glilosida hidrul.", yang be' .... 'an dalam proses lkgmdasi l!emisclulosa seperti 

ar .. bino><ilan, arabinogalakla!l, dan L-arnbinan. Adany. substit\lCfl J..-
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~rnbioofurar.osida dalam :lttUi.:lur xilan dapat seclra kual menghambat ak1i~itas 

cndo-x;lanase dan ~xHO!i i,JRse yanll berakioot menghalungi dcgrnda'i total dilri 

polimcr xilan (Shallom Itl III .. 2002). Hal in; disebablan oIeh 5tnJktur v 

III1IbinofunuJOSida )'311& cukup besar. sdtinK&ll akau lCr.;.4i llalangan ruan& ba,i 

al.lh·itas cndo-l'ilanax dIUl xiJusidasc (lkbc:he t, aI.. 2002; ShaJIom It' aI~ 

2(02). 

2.6.3. ERZim ~1,"·udoll1.UI!It 

Endwtila~ mampu mcmutus ikatan IJ... I .4 pada bagian daJam rantai 

.\il..., SttaI1I \mIWf. Ibtan yang dipulus dil( nlukan be~ panjang rantai 

SUbslnlL derajat pm:aban~'ltn. ada atau lidakn)"I gup subsliu ... i dan pob 

pcmutusaJI dari em:im hklrollSl: IC=buL En:z im t"Ildo-~"j lanase ..,bagian bcw 

(Hllasitkan olch mikn..>tNI ""'~t1i baktcri dan fungi. d~n bcbcmpa diant.arnnYI juaa 

diha.iJi.:an olch lumbulwl dan hewan (Subramln;yan dan Prema. 2002). 

Enzim xilanasc: dotpal diguoakan Ullruk bcbcrIpa L.cpa1uan Ilnlanl lain 

unlUl.; ( I) proses pcmulilian industri pulp dan i.:~"flas. (2) ntC1lingbtakan mUlu 

p.:tlan lemal;:. (3) pc!I~lallan bahan makanan (3 ) meningbtkan b,mampuan 

dalam mclldcgradasi material lumbuhan. khusl,lSJlya lim b&b pcrtanian (Bea ellll~ 

200 1; S41bnunaniyan dan I'n.ma. 2002; Sha110m Itl aI ~ 2002). J>adI pc:mbuatan 

ktiW dan pulp, xilanase digunHan Wlluk mcmeah >tilan dan mm~gbn 

lian'n daJam prosc$ h/Nrhl..g. Enzim ini di~unai.:an sebapi pcngganti carll kimi. 

Sl:hingga pcngaroh racun limbah i.:imia dapat dihlndari dan [ebih murah (kuiz­

Arribase/al .• 1995). 

Il 

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN PEMETAAN BIODIVERSITY ... Dr. Mirni Lamid, MP., drh dkk



I'roduksi tcroak dapal dilingkalkan d~ngan pcnggunaan ~nWn fibrolilik 

selama pembcrian pakan dcngan tujuan unluk meningkatkan keamaan scr~l yang 

akan membantu aktivilas mi\uoorganisme rumen. Pengukuran kecemaan secarn 

i,,-silu menggunakan ~nz.im xilanase produbi Aspe'1{illus niger dan Trichoderma 

longibmchatium dengan paka.n alfafa dapat menurunkan perscntase NDF dar; 

68,J I % menjadi 51,91 0/. (Lierra er al .. 2003). I'emanfaatan xiianase yang 

dikombilUl';lan <!eagan sc:tula"" akan menjadi sanga\ ""nting dimasa mcndalang 

untuk menycdiakan hahan dasar yang dibutuhkan untuk dikonversi menjadi bahan 

lain. Aplilasi sdulase dan xilanase pada proses silase rumput mampu melepaskan 

~ula percduksi hesil femlentasi polisaLu-ida struktural dinding sel !.anamen, 

schingga penggunaan enzlm l~rscbUl dapal mcmperbaiki konsumsi dan kecemaan 

pak"" untuk teroak nuninaru;ia (Spoelstra el .n" 1999). Beauchemin el al ... (20(H) 

mcnyatakan bahwa pemberianfoed additiw bcrupa cnzim tcrutama scluLase dan 

~ilanase dapa! meningkatLm efisien,; palau. balk parle sapi po\ong maupun sapi 

pemh. 

2_7 !'emu.,.;.,. Ea.zim 

Pemumian bertujuan untuk memisahkao enzim yang diinginkaJI dari 

senyKwa yang tidak dikehendak..i. Tahap-Whap pemumian terganlung dar; tujuan 

akhir. apakah untuk \ujuan komersi al amu tujuan riset. Enz.im yang lasar alau 

yang dimumikan sebagian masih <lapat dipakai untuk komersial. sedang,kan enzim 

yang mumi alllU bampir mumi dikehcndaki daJarn riset alau dipakai daJam produk 

anaiitlk. 
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Harris ( 1989) men~'~bul](an ada liga ",nalq:i dalam pemumian nuim yang 

haru~ Ilipcrhalikan :\) Kualilu: ~rlu tindakan untu~ mcml"'rtahankan nL li~il;1>' 

proIein oJcngan earn m~ngurangj prOI:eolis.i~ dan <lcna\urui, 1) Kuanli\ll.s : 

pemabian albic dari pI'O(cin mwni !Ibn mo:nmluLan LualilaS enzim )"8111 

dipt'rluun. J) B._is mcrupabo Lunci periling bi la aW d,pabi dalam 

lnd uSlri alau dilerapLan dallll1l skala labontorium. Pemumian prulc:in tlilaL:.u..n 

bcrda~rhn sifal kelarulan, uLur.m. muatan afinillis pcngiulan sl"'sifik dari 

protein itu sendiri. Oldl kamla itu campuran prole;" selanjutnya diplsahkM 

dengan bcrbagai scri pemisallan. 

~rnd.:atan prOIein enzim rnrn>pabn Iahap aw.1 dari pr-o:sedur pmmmian 

cn~im ..,belurn tahap jX'mumian bcrilutnya ltau dBpel pula digunakan unwk 

kCPO:fluan analisis elllim (Haris, 1989). Pemckatan prolein dapet dilakukan 

dengan dua mctode, )'iilu analilil dan .,.-c:pan1if (penyiapan). Metode IIlIIlili .. 

menUUnakaD frabiolsi B.SIn1 (asam triUoruorseIal). fraksi.nas.i organ ik (UCIOII 

alaU ctaool). dan imllllOpl'nipitMi dapil\ mcnyebllbbn dcnalurasi proIeio. ~ 

dcnllaD m«odc ana lilil.:. m«ode Jln'panllif lelap mempcl'tah:ulk3n akli~ita5 

proIein. P"",d'IIU1" protein dcngan mctode PRplJ'lllif misalnya dcnllan 

mcnggunakan f"ksina~ dengan gaam. fmksinul densan pelarol organik, 

frni;sinasi dmpn poliDltf organa.. ulln1.mtras~ liofllisasi dan dWisis (lJolbg & 

IXlstein. 1991). Mctode fnWiioa.'li protein )"8111 biasa dilakukan adalab do:"lr:an 

me~lIuna};;an garam ruoooium 5u lfut dan pclann organi\; (seton. 

Prinsip [",kslnasl dcnpn pram bcnlasarLon pada kelarutan prolei" yan" 

bo:rinlcraksi polar dcngan mokkul air, inlel'llksi ionik protein dengan p1lm, dan 

" 
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da)'a tolal< menolal< prmein yang b<:rrnuatan sarna. KdanJlan protein pada pH dan 

suhu tenentu meningkal pada kenaikan konsenlrasi galam (wlli"" in). Ke~~ikan 

kelarotan prolein akan mening,katkan kekuatan ion larulan. Palla p<=nam~an 

garam <kngan kon",ntmsi tenentu kelarotan protein menurun (salling OUI). 

Molelul air yang berik>ltan dengafl garam-galam semakin banyak yang 

men)'ebabkan I"'narikan selubung air )'ang mengelilingi ~rmukaan prolein. 

Peristiwa ini mengakibatkan protein saling b<:rinteraksi. b<:ragregasi kemudian 

mengendap (Harris 1989; Scopes 1987). AmOllium sulfal merupalam garam yang 

paling scring digunakan unluk mcngcndaplam plOlein i<are!lll mcmiliki daya lann 

linggi didalam ail. rclalif tidak mahal, dan kcstabilan protein didalam IlIJUtan 

amonium sulfal lahan bcnahuo-tahun (Scopes. 1987) 

Fraksinasi proIein dengan menggunakan pelarut lHl,'lInik .",lOn 

bcnlasarkan pada pt'ngurangzm kclarulan protein dan kOllstan!8 diele~"trika pelarol. 

~makin ban)"ak pelarut organik yang ditam~kan. scmakin bcrkurnng daya 

wl vasi air dan mualan pada permukaan molekul protein yang hidrofilik. Hal ini 

akan mengakibalkan mokkul-molekul plOlein cenderung belint~,...~ksi deng"" 

scsamanya. hlngga akhimya protein mengendap. ~ur fraksinasi pelarut 

organik ."'ton dilakukWl pada suhu di bawah I} ·C. Pada subu diaia.'! 10 ·C. 

konformasi proIein alam scgera bcrubah yang mcmungkinkan molelrul-molekul 

pelarul organik mendapallam jalan masuk k. bagian daJam struktur poIein. 

kcrnudian merusak inlemhi hidrofobik dan akhimya aka" Icrjadi denalurasi 

(Scopes 1987; Harris 1989). 

16 
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Ganim bcrkbih YUflll \erdaplit! didalam IlIIVIIln cnltm ~Iah tahap 

pcmumilll1 dapa! d ihi lan~kan dengan carn diali sis. Pada taMp diali,i,;., pr()l~ in 

dilcmpa!lan didalarn bnlUn\! (m~'IIlbran) semip<"rmc~bcl )'Mg dimldam didalam 

larulan bulfrr !trlenIU. Molekul yang bcrukuran teei l Wn lduu melilui 

mcmbnln. dan moklul yang berulurnm besar lIkan tenahan didalam membran 

dialisis. Ukuran pori klnlung diali!;i!; yang letbuat daM bahan .. lulo5a asctal inl 

berdiameter 1-20 nm. UkullUl ini mcnunjukbo bera! mole\;.ul minim um yang 

dapa.1 \ertahan didalam mcmbran. 

17 
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BAH III 

METODE P(NELITlAN 

3.1 TtmpMldan W.kly Pra~lirian 

Pcnc!ilian ini akan di laku ~an di Labotatorium Kirnia Clrpn i~ dan 

8 iokimia Fakulw Sa,n ~n Teknologi Un;"cnitas Airlangsa dan penclilian 

dimulaf bulan AguSlUS 2009 5amp;li Kkar.mg ~nelilian masib dalarn IarlIf 

po:n)'ct.-saian. 

).2 Sam,,". lb. .... , d .. Abl Pmelill •• 

).2.1 s..mptl P~.tlili"'D 

SlIIllpo:l yang digunakan adalah lima isola! baklcri lignmc:lulolitik hasi1 

i$Ollsi dar; caitan rumen ,,"pi potoog (811.1, BRl. BR3, BR4, BRS) yang 

merupakan Slok dari koleksi Labomorium Kimi. Organi!:; dan BioL:imia fal;ultas 

Sain dan Td,nologi Uni...,rsilaS Airlanw. 

J .2.2lb .... ,,"tlni .. 

Mroia yang digunabn <4!Jam po:nelil ian ini adalah Carbwcil lofflhi! 

Ct:ll"/(J$Q (CMC) Agar. ~asI eksuU., NaC!, triplon. NaOH. ~ Rochelle. 

baclo agar. asam 5itraL HCl. lIis (hidrollsinxlil) am illOll'lo:than, akuadts, rcou l. 

Na-sulfiL coltgo·,..,c/. selulosa. glisin. Triton·X 100. sodium dodesil sulfal (SDS). 

buffel sodium fO!ifa!, amonium po:rsulfal (AI'S). N.N.N·.N· letnunctil­

ctilendiamin (TBIIED). aktiiamid-bisakri1umill.. l'OOfI'I~e blue.. marker proIein 

NO\¥n. bovine!imlm albumin (BSA). asam fosfat. rcagt:n Bradford. 
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J.1.3 Ahu Putlili .. 

Alm .... lat yan~ digunahn <.IaJam pellelit ian ini ada lah labu Erlenmeyer 100 

dan 250 mL cawan pt:tri. pipd mikro. autolo. taf (Osawa Seih CO. LTD. Osk 

6~08), xntri fu!!" dinain. (D«bnann modd TJ~), JItak.., j"""Mt()I' (tffidolph 

Unimu 1010. loI.:ubator 1000)., .. me, bulh (Sanye) Rik~u4ik.ail, OVtn 

(ISOIcmp' oven modeI6~jF),frrl'zl". kmari es (Sharp malric). ~pektrorOlometer 

UV.vIS (Shimad:cu UV-J7(0). timbangan analitik (OIIAUS). lamjllar ajr J /(Ill' 

cahi",,{ (KOIto,mann). pit meter (Mctrobm 144), pin.nti elcktrurocesi$ Mini 

l'rut"an II (Biond, USA). t3001ij! Eppendorf dan .1.t .. Jat "'das ylll1g biasa diplbi 

di Jaboramrium. 

J,J. Prusedur "utliliu 

J.J. t Pfmbutn ",will Ulr 

Media clil IHdiri dati 0.2 g uyplon; 0, 1 g )'t'lst dsuak; 0,2 a Nat!. 

Semua """"'" d i~tlan dabm Iabu Erlmllleycr HIO ml <lmgan 20 lO t .u.uades. 

Kemlldian ditulup denaan kapas dan aluminium fall. l.arv1M ini d isrerillwl 

dengan aUlok laf sdllll\ll45 rm'nil pada ... hu 121"C dan Ickanan 1 aim. 

J,).1 Pcmbuailla mtdla pad" 

Media w r Indiri dari 0.2 a U~'P!""; 0.1 a yeas! dslr.Jl; 0,2 g NtCl; 0.1 I 

bacto agar. s"mua baIIan dilarutkan daLam tabu Erknmt)'a' 100 1111 dertgan 20 ml 

.kuades. Kemlld;an ditul up dcngan bpas dan Ih.minium fojl, Lanllan in; 

distcrilbm <kngan lutok laf sclama 45 menil paoia suhu 121 "C dan Id<anan I atm. 
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Selanjutn~ .. s-mlah dikduarkan dan ~ll'riJis/ltor ~ampumn atau lMdiUln 

dilunggu sampai ~uam ·~uam kuku. l...alu medium diluanw k~ dasar caWa" pc1rl dan 

dibiarb.n sampai ""'njJ\li dingin!WI padat 

J.J.J SdeltJi 150111 

Koloni-loloni yan, IUmbuh dilanam datIam media padaI yang menpndllll1l 

masing-ma.~inll pada substral CorlJoxil Mnhil Ctllw()$o (eMC) dan oat l/l1'll 

xylon okngan m~lIlII>oresl;an ujung 0""' kc kolon; lers<:bul kcmudian di gorcskan 

pada. ""nnuLwl media padli. diinkuba.i paUa $Uh u 39"C ~1".IDa 16 jam. 

Dilakubn pmpmaWI 1Idan) .. halo (daenoh benin&) disd.ilar 1r.0000i kl'mudian 

nmnilih sail! isul<ol fkongan h.lo ~ .. ng ~ dan j up mc:nunjllUan atlivllas 

sclu~ tcrtinggi. 

Kl'mudian h..lo yang dipcroleh di uji denll"n m~nggunakllJl can~.,...J 

0. 1 % yilllg disiBmun kedllam biak.m tcrscbut. UJ i posil if ditandai denPI' ""!lIN 

~~ halo yang map Ixning dan wama mc:njad; mtrah (MiIlCT. I960). 

J.<f Prod llbl nz!. HI,II"" 

Produl:li clQim dilakultln dengan mcnlt:ino~ula.ikllJl 1% inokulum Ir;c 

dulam 100 ml media cai, yang mcngandung CQrboxymtfhy/ Cellu/W<! (CMC) 

diolam orlc~ 500 ml din diinkubasi pada sOOlI 39"C sc lama 16 jam. dcnpn 

jllenggo)"Mgan I SO rpm. Hasil intubasi l emooian dismtrifupsi dengan k«epatan 

8000 rpm sclama IS "",nit din diambil superr.-annya unlUk diuj ; aklivitas emim 

se lul.ucnya. E4!r..J.: ka.saT enzim ~l ul8SC' a<blah supo:matan sedangkan pelel: 

sc inYI dibuang. 
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3.4.1 Uii .kti\"itlU (lUll .. selullllH' dngan m(lOIle M!lIIm J.5-di .. ltrosall~lla t 

(DNS) 

jumlah gub po:~lIbi yang trrbentul.:. yaitu denpn menJliUnakan ...node DNS 

(asam J.5-dinitrosali$ilat) menjlJUnakan Carbo:tymlllr)"1 «//"/(>$t (CMC) xbaaal 

su bstrat spesifil. Allivi tu endo- l,4-jl-D-glucanIISC diuji dcngan mcncampwbo 

100].11 eflzim d.tn 100].11 IlUblolnll (1% CMC dalam 0,1 M bufer r....rat sint pH 7) 

d imasul.kao dalam labunll Epmdun. diinl.:uhlsi daJam penangu air pad.a SO"C 

~Iarna 30 m ... it. Scjwnbh ,ula pemlHksi yanll telbmtlll diuL:ur altiviIQ 

enzimn)'a m .... ggunabn metode a53I1I 3.5-dinitrvs.Jisil~t CONS) yaitu !kngao 

menarnbahkan 600 ~J DNS kc dalarn tabun&- lalu dimasuklo:.an da lam penangas air 

mendidih ~lama IS men;1 bcrsama-S8/llII dengan iwnlrol (mcngandung 100 ~I 

mUm diwnbah 600 ~I DNS dan 100 ~ l sub<trat tNp; tanpa inkubasi) kemudian 

didinginbn dalam lir e$ ~lama 20 men;1. Volunw tocal uj' u"t,,,itas mUm 

lknll'lll mctode DNS dalam ~Iit,," ini seban)"a~ 800 ~I. ~hingga pr:llguluran 

absoroansi dilakukan mcnggunakan ewer plastik. Sdanjuln)'" Kbsorbansi dibac. 

dengan Spd<oofOlomc1er pada /.. 550 nm. Salu unit aklivw eazim telab 

didefUlisibo ~bal:li ban)"II.:n)"l mzim yang dipetluhn untuk membenrut. IJ.lf'IOI 

produ!; per satuan ... al.:tll untu!; ldiap ml cnzirn (Milk •. 1960; Puspaninpih. 

20(4) . 
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3.4.3 Pembuataa .... n'lI .Iandar glu~osa 

Kur ... a standar glukosa dibuat Ikogan Ca'-d m~nimbang 10 mg glu ~osa 

anhidflll, ~cmudian dilarutlao dengan 10 ml a~uades ~ara kllamilalif lai n 

d ipindah dalam labu ukur 10 ml. $landar glukosa dibual pada vanasi komcntrasi 

15, 20, 25. 30. 35. 40, 4S. 50 ~g/m l dari slok gJu ~osa. Dl:ngan menggunakan 

mctode PNS, ..,banyai< I mllanJlan sumdar glillosa masing-masing koo..,ntrasi 

dhambahkan 3 ml larutan DNS, kemud ian dikocok hinl;£:lI homogen dan 

dipanasw pada ""nanga. air mendidih 100"( ""lama IS menil kemudian 

d idi ngi nkan dalam air es scla'na 20 meni!. Absoroaruii diukur menygunakan 

S~ktrofotomeler UV Vis pada panjang gelombang S50 run . Blanko terdiri dari 

200 Jil akuades dan 600 Jil pereak,i DNS. nari data y""g dipcroleh kemudian 

dibuat ku,....a 51andar ant.ano konscnlrasi glu kosa dengan absorbansi. 

3.4.4 Uji akti ... itas enzin, srlub.., mcagguuakan subslnoc turunall ~ 
nilrofeaul (pNP) 

Uji akt ivitas enl.im pendegradasi ... lulosa yailu ct'/Iobioside dan 

glucopironoside dilakukan dengan subslral turunan ~nilrofeool )'a ilu p-nitrofenil 

cellobio.i<k dan p-nitrofcnii-Il-D-glukopiranosida. Masing-masing enlim diuji 

dengan mencampurhn 100 ~I enzim ditambah 900 J.tl subSlml (l mM pNPG 

dalam 10 ml buffer fosfal silml pH 7) diin~utJasi pada suhu So"C 5elama 30 menit. 

Realsi dil>entikan dengan menambahkan 100 ~ I Naleo, I M. Hal yang samajuga 

dilakukan lerhadap substral pNPC unlU~ men~tahui aklivltas cru:irn cellobiaseljl-

glucuo;idasc. Akli\"itas enz;m d;l~nlUkan dengan mcngukur jumlo.b p-nitrofenol 

yang di \epaslnn. Volume IoIaI uji ~kli~i\as enz;m <kngan subSlral spes;fik lunman 

p-nitrofeool dalam pcnciilian ini sebanyak I 100 ~I atoll setarn dengan 1, 1 mL. 
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Pengamatan juml;th p-nilwfenol yang dikpllSkan diamati dengan 

Spc~trufOlomelri pada A. 405 nm. Blangko yang dillunalo:.wt 100 III akuadcs dan 

90() "I 5Ubstnit jHliuofenil-:::;-D-glukopiraoosida dipn lakubn sarna dengan 

1M. Sla!Idar p-nitrQf~""1 dibual pada ~isa"", 0.].(1.$ mM p-nitrof~nol dari 5Iol;. 

p-nitrofeno! 10 mM dahllll p.: lann buffer fosfat sill'll pH 7. Sebanyak 100 III 

masing-masing larutan ~ndar p-nitrofenol dicarnjlUl dengan lOll IJ.l buffer fos.r., 

Silllli pH 7 dan di inkuiwi palla subll So"C xlama 30 menn. Rcaksi d ihmliUn 

dcn¥an menambahkal! ]00 "I Na,cO] I M. Kemudian ab5oJbom, i dibaca Ikngan 

menggunakan Sp"ktrofolom<:ler UV VIS pada A. 40$ nm. 

Sebanyak saill ~ Iwloni lunggallima isolat ba~ICfi dimasuUan ke dalam 

20 ml m...:lia cairo diinkubasi dalam mokr j"bbolor selam;, 16 jam pada $Uhu 

39 °C. Kultur selanjutnya disenlrifug<' Ikftgan lcce:pll1an 6000 rpm pada suhu 39 

~c se lama IS menil. Prlc:t dibuang, sedangkan slIp"m:tt"n yang menllandunll 

cn:.I:im xilanasc diarnbil unlul.; digunakan analisis !if:la.JVutnya. 

3.5.1 Ujl .krhilaJ taxi. ,lil .. ue 

3.!'2 Uji Alahiw Efldo-~X1I .. _ dng .. "'tlock lUll. J.s-4iailrGNlbibl 
(DNS) 

Masing-masinll sebanYlk 100 fll (IUim dan subslral xilan dimasllkkan ke 

da lwn t.abung Eppo:ndorf kcmLKIian diinkuba:;i p;odH suhu 39 "C dalwn p"ruIJ1~ 

. if xlan13 I jam. Unlllk kool1Ol campuranny. !OlJI1a xpcni !IIIOIpo:l ICIIp! lidak 
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diinkubasi. Sampcl dan konl",1 lalu ditambahkan 600 ~I DNS, SelanjutnYII 

dipanaskan dalam air m~ndidih selama 15 m~nit. lalu diinkuoo.si daJarn icebmh 

selam. 20 menit. Absorb"",,i dibaca pad" panjang geJombang SSO run. I Unil 

IIlctivitas enzim dide rmisikan sebaga; jumlah enzim yang menghasilkan I J.lII101 

~ilosa ~r me nil untuk setiap ml enzim. sedangkan aklivitas """siiik adalab unit 

enzim dibagi kadar protein (Miller, 1%0). 

Slandar xiloSli dib~at pada varias i konsenlrasi 0.1 S - O.S mglml dari Siok 

"ilosa 10 mglml. Sebanyak 1 ml masing-masing lannan srandar di lam bah dengan 

I ml akuades dan 3 ml ~reak.i DNS lu:mudian dik.ocok kUllI. Tabung 

dimasukkan daJam pcnangas air mendid ih dan dipanaskan sclama 13 men i\. 

Kemudian scgcra didingin kan dalam air es .. lama 20 meni\. Absorbansi di haca 

pada panjang gelombang 350 run . SiMko digunakan dengan mengganli xilO5<l 

o;kngan akuades. 

3,5.4 VJi Akli\"ila.< [nz.im .... Dzim PeadegrMdasi Xilan Mellggunakan Sui)sll"lll 
TuruDiD p-Nilrufeaol (p:"l;"I') 

Uji akli"itas enzim pendegradasi xilan yaitu u-l-arabillOfuranosidaSl:. 

glukoronida ... , ~xilosidasc. dan aselii xllan esterase dilakuklln dengan substral 

lunman p-nitrofcllOl (PNP) berturut-turul yailu : pNP-a-l-1UllbillOrol1lfl()Sida, 

pNP-Il-D-JOlukoronida. pNP- II-D-xilop iranosida, dan pNP .... setat. Masing-rnasing 

1 mM SUb5LraI (0,9 ml) diinkub!l~i bersama·sama cnWn (O, lml) pada suhu 39 °C 

... Iama 30 meni\. Reaksi dihemikan dengalllnl'lIambahkan 0.1 ml N",Co" 0.4 M. 

Aktivitas enzirn diten!ukan dcugan rnengUkur jun,lahp-nitrofcnol yang dilepask.ao 

"."cara Spck lCOrnetri pada panjang I:I" lomballl: 405 run. Saw unil aklivilas elll.im 
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didcfmi.ikan scbagai jwniah ~lUim rallg menghasilkan i I'JllOI p-nitrofeool daJam 

waktu I menil pada kondisi per<:obaan. 

Standar p-nitrofcll(li digunakan palla kisuan 0. 1 - 0.5 mM p-nilrof~JlQlIml 

dari stot. p-nitrofclI(Il 10 mMlml dalam pdarut buffer fosfal silm pH 1. Masing· 

masing scbitnyak 100 " I IanrW1 standar p-nilr"Ofcl)(ll dic:ampur denpn 300 "I 

buffer fosfal silral pH 1. seLanjulnya diinkubasi pada Juhu 39 °c sclama 30 IlICn;l. 

Rcaui dihenlilan dengan mcnambahl.:an 100 "I Na:CO, 0,4 M. Ab'iDfbaMi 

dibaca pada }. 4tl5 nm. 

J.' KJt .... klf~ f lil im IIfI. aase diIlDIIBa5e 

J .'.1 Pue.I.a. u ... opli .... 

PeoenluaJl suhu opt imum elUim sc lu!ase dilakukan dcngan ",."",nlukan 

aktivitas cnzim ", luJase pada boi:rbaga i variasi suhu ~"8itu pada ~hu 35. 40, 45. 50. 

55 dan we (patthra Pason rI."'. 200]). 

3.6.1 »Pc-tw .. pH opti ••• 

PcnenluaOl pH optimum cnzim ""]u\a,,, dilcnlll\(an den!:an esc i akiivilaS 

elUim pada pH 5 I'&ffipal 9mcnKiunakan buffer fosr~1 Silrul pa<Ja suhu optimum 

trW", (Pawll"8 Pason cl.oJ .• 200]). 

3.7 Pc ........ i .. f lUb .. Sfl •• 

Tahapaa ptIDlIOIian c..urn II"lulase dia ....... li <knpn liabiDasi peogtndapan 

amonium sulfa~ diafiltrasi menggunalan Amicon UII.nI-4 Ccntrifu&l1 Filler 

Dc:vices. sc laojutnya dimumib n dcngan b"omalografi penukar ion mcnggunakan 

DEA£·T"yop<lor/ 6S-O M (TOSQ/I. Je-pang). Hasi l pemumian dianalis is dcnglt/l 

5OS·PAGE dan ZiJno&ram. 
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J. 7.1 Pellgndapan euim 5<'lul,.,.., dengao amoniurn SIIlfat 

Tahapan awal pemumian cnzim adalah frahinasi gamm. Ekstmk kasar 

el1l.im selulase dan bakleri AC<xIOIhamus cellulolityc.... dengan berbagai 

proscillase kejenuhan aomnium sulfal ditndRpkM untuk memperoleh kondisi 

optimum pengendapan selulase <!engan amonium .ulm. Prosenms., kej ... uhan 

amonium sulfal yang digunakan beragam dari 4O-1~ •. Tabel kcjenuhan 

llIDunium ."IIlful yang digunakan ada.lah berdasar\<an Scopes (1987). Penenlum 

kada' kcjenuhan amoniwn sulfuL yang optimum tc,lebih dahulu dilakukan dalam 

ska la keeil di dalam cpendott: yailu sebl\l1yak satu mL ekstmk kasar enzim 

selulasc diendapkan dengan mJOIIiurn sulfal kcmudian tabung dibolak-balik 

hingga garam larut <blam enzim selulase. Scianjulllya discnLnfugasi pada 

kecepatan 6000 rpm pada 4"C selama 20 menil. Setel.ah dilakuk.an sentrifugasi 

akao diperoleh e,Jdapan dan supemalan. end_pan hasil scnlrifugas i Lerscbul 

dilarutkan dalam bufe' fosfat sitm! pH 7. kemudian diuji ai.livitasnya. s.,lclah 

didapatkan karla, kcjenuhan arnonium sulfaL yang optimum. pengendapan enlim 

se lulase dibmjutl.an dalam skala besa,. yaitu sebanyllk 700 mL e4trak kasar 

enzim xilanasc dijcnuhkan dengan amonium sulfal. 

Pengendapan da lam skala besar dilakukan dengan mercndam ekslrak kasar 

enzim selulasc dalam penanllas es. seianjulnya dimasukkan sejumlah amonium 

su lfal scdikit clemi sedikil secara perlahan sambi l diaduk dengan IJ'.'ngaduk 

lIIf1gnelic .,Iirer sampai amoniurn sulfa! lanll dalam enzim. EllLim yanll 

mengendap se lanjumya di"""trifuga.i pada lo:<:~-patan 6000 rpm pada 4"C selama 

20 ",cnil. Se1anjutQ)"a cn<lapan enz.im dilarutkan dalam bufe' fosfat s itmt pit 7 
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hingga tepat larot, kemudi~n dilall.lkao diafiltrasi mcnggunakan Amicon Ultra-4 

Centrifugal Filler Devico:s. 

J. 7.2 Diafiltrui mugguDaln "mima ullra-4 centrifugal filter devicH 

Pada penelitian ini. proses ~nghilangan garam berlebih dilakukan dengan 

cam diafiltrasi menggunakan Amicon Ultru-4 Centrifugal Fi lter o.:vices yang 

berukuran Amicon Ultra 30K device· )0.000 NMWL. Sc:banyak 500 pL enzim 

se lu lase has il pengenJapan dengan amQII;um sulfat optimum dimasukkan ke 

dalam ArnicQII Ultra-4 Centrifugal Filter Devices. lernudian di~nlrifullasi pada 

lecepatan 6000 rpm pada 4°C ~Iama 20 menil. UnlUk mendapatkan enlim 

selulas<: yang bebas dad amonium sulfat dilakukan pengulangan sentrifugasi 

sebanyak lima h li. Enzim selulase yang bebas dari amonium sulfal diambil dad 

filter unil dengan melarutl;an enzim se lulase dengan dua letes bufer fosfal Silra) 

pH 7, sclaqjulnya ditampunC untuk dilakukan uj; akliv itas spesifik dan dilanjutkan 

dengan tahap kromatogrnfi peuutar ion. 

3.8 Analisis Zimogn.DI daD 5DS-PAGE 

Enrim yang Idah dimwnikan. di~na l isis menggunakait SDS-PA(JE unluk 

mengetah ui bernl molelulnya ""ria zirnogr;un unluk mcngetahui bern! molcl ul 

.ualu prolein aklif. SDS·PAGE yang digunakan adalah berdasarl::an Laemmli 

(1970) menggunakan marker heral mutel ul medium rnnge tertenlu. 

Pads pencllti,," ini. ana li.i. SDS·PAGE menggunakan 120/. separating 8"1 

dan 5% siocking gel (Lacmmli, 1970). fee dalam tabung Eppendorf dimasukkan 

sampel (enlim 20 j.1l dan sarnpel butTer 5 j.1l). Campuran lersebul dipaoaskan 

dalam penangas air mcndidih sclama ~ menil. Kemudian sarnpel dimasukkan ke 
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dalam sumur ~Iackinr. gel ""'nggunakan pipt'l-mikro. Sclanjlrtn)"a piranli 

cleklrofo.-.:sis Weahec (Mcadowvak. USA) dipasang, dan 800 mL buffel 

elcktrof()fCl;is pit 8.3 dituangkan kc dalam bcjana d~ktroforcsis. Proses 

clcktrofoo:sis bcrlangsung Icbili kurang selama 1,5 jam pada tegangan 115 vol!. 

Setelah proses dchrofon:sis selc-sai, gel elcktrofolCsis dilepas dari I:etakan dan 

jarak migmsi bromofeool biru diukur dari !>atas BIas gel pemisah. Pita protein 

akan tampak selelah direndam dalam !aru\<m staining yang mcngandung Comouif': 

DIU<' R-250 untuk mcmvisualisasikann~'a (Lacmmli. 1970). Hasil visualisasi ini 

bcrawma biru !<arena larutan Jwining ini mengandung Coomassif': Blur R-250. 

Sclanjuln)"a unluk mengelahui posisi enzim selulase target dilakulan c/eJwining 

yang merupakan larutln penghilang wama pada malrib. Proses ini dilakukan 

sampai diperoleh pilallila proleiD ~rwama biru dengan law bclakang jemih 

(Kodorwich et ai, 2(06). Analisis zimogrnm juga menggunakan 12% .• rparoti"J; 

gel dan 5~. Slacking grl (Laemmli. (970). Pada umumnya, leknik snalisis ini 

hampir sarna dcnsan SUS PAGE. perbedaannya Icrlemk pada pembualan 

sf':parar!NR gel yaitu dengan menamballkan 1% substral Corooxymerhl/ cellulose. 

Sclclah prases elektroforesis selcsa~ campuran polimerisasi gd di.-.:ndam dengan 

Triton X-IOO untuk mercnatun;si protcin . Kemudian gel diinkubasi dcngan buffer 

fosfat silrat pH 7 pada suhu opIimumnya (50"C) se lama 4-5 jam. Adanya pila 

protcin IIktifseMa.se dapat dilibat dengan me/'endam gel dalam larutln Conga red 

0.1% (Tether dan Wood, 1982) selama 30 menit pada suhu kamar dan dilanjutkan 

pcnct><;ian ge l bcbcrapa kali dcngan lannan NaCl I M sampai lerliht!t pila protcin 

dengan Jatar bclakang merah rob.. 
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BAD IV 

HASlL DAN I'EMIIAHASAN 

4.1 Ha.i! PrneUliaa 

4.1.1 Isola; dn ..,lebi lsulwi Rakleri Ugooselulolitik 

Gamhar 4, Has;! uj i ha lo po~ilifpada media CMC 

Gam..., 5_ lJuil oj; lIaJo..,...if 

po.:la m<xIilI '"" "",II xi/an 

Gamlw 6. Ujj ."'i.-ius .. lui . .. dan 
~;Iona>e n>muunakn rn<t<>d< PNS 
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Il asil sdeksi ~ isolal ~t.,ri li~lulolitik di5.ajikan palla Gambar 4 dan 

~. &lebi birollcn lignosrlululilil.: masin¥-masing DX'nggunakan ctN"~11M1h)1 

crl/ul<1J<l (CMC) d:ut Oltl spiel xiln" 5ebagai SUbslr&1. A~1ivitas .dula..: dan 

:OW- d :stl1lll':luler mcnunj ukkan hasi1 pl)Sitifyang ditandai halo (pembmrukan 

JOlla belling disckeliling koloni sd ) pildil mnlia padal. nu; 5 isolal bal.:kri )"JIlli 

digunakan terdapill I blikleti isolal BR2 yang memberikan indekl; halo ICIWsar 

yaitu I.S au pada medi~ eMC dan 1.4 em pada media oat .<1*1 ;q11111. 

Berdasarbo hasil srleksi pad. 5 i5Qlat blllIeti 'ign<l:$l'l ulolilik )lIilU DR I. BR2. 

BR3. SR4. BRS di~rokh isola! BR2 yani memP\lnyai al.1ivilas lertinlllli. 

masillg-masin& aktivitas enOo-tl--l.4;!:luc.on.asc: ~ 0.28 Wml dan aktivitas 

cnd<r6-I.4-xila!llSl' ~ 8,n·n.63 Wml (faber 2). Iiasil Kknritibsi halteri 

dillel.ahui bakteri BR2 adalah AClinobat:iII.., sp. 

T."'" 1. Oat. Aklivltas bobl PHtWIl E.z:im Sd. '~ lb. Xib .. ~ Ani 

oo.;'_+----~~----_+----~ 

Uji akliviw enzim .,JKb./:!-I ,'-lIlucanasc dan endo-ll-l.4_)(ilarlase 

dil;duLln dengan mclodt: DNS yanlj: !xnujuan umuk mcnllelahui adanya Ij:UgU5 

akk/lid pad& gula ~ubi yang sdanjlll llYI diolsidui mcnj!Odi Wboksil. "sun 

3.S-dini\roSlllisilat diredul;sj mcnjadi as.;un 3-ami".,...S-nill"OSlllisilat dalam kondi.i 
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basa. Pt:rubalwl WlIl1llI kWl;n& asam 3,S-dinitrusalisilal menjadi ~btan dafi 

asam 3-amilll)-~nitro:5alj5jlat. AdanYll gugu~ I llIchid dilandai dmgIIJI ptr\lbaMn 

",;una kunlng menjadi ~~coklatan . Qugus a ldehid ini ocr-Jsal dari se lulo­

oligosakarida hasil hidrolisi! scluJosa ok:h enzim cndo-{}- l .~lucanast: dan !lila­

oligosakarida basil hidrolisis .,jlan olch enzim rodo-8-IA-!lilanase (Gambit 5) 

(Milkr, 1950). 

MenW\lt La Granp et 01. (1996) bebe .... pa spcsics bakteri dan jamUl dlopat 

mengguMUn selulosa dan xilan seb.pi sumbn- karooo Urclll mampu 

m""ghasllkan .., lula!it dan xii;rnase. Dikatakan oleh Kulkilrni er (11. (1m) 

sebagian bcw- baJ,;1eri dan j .... UI mcnscl.:.resil:&n ..,luiasoe dan xil~ ektm<lukt 

~g Ibn me~ .'ICluJosa menjadi glukosa. dan xilan melijadi xilo<.a ~inl!ll" 

mil<roorg>lnisme le~bul dapal rmngjlun.kan selulOSll dan xilan unl uk 

pet1wnbuhannylL 

" . 1.2 K.,a kteris:ui [nhn Sellllue 

4.1..2. 1. Subu Optilll.m £.dlll Selulallt dn Xilaaa"" 

Salah saw faklur )-al\i mcmpmgaruhi al.tivilali enzim sdul ... dan 

xilar\aK adaJah suhu. I\:ngarub suhu ttrbadap al:t iviws enzim ""luiase dan 

xilanase pada penclitian ini diamat; pada subu 3S-6O"C. Sllhu bcrllubunpn 

dmpn mergi )"lID& diptrlulan enzim unruk mdakukan reaksi. Jib suhu terlalu 

rendah mllka enz;m tidak mempunyai etlCflP )·ang cukup \lotuk melak\lkan rewi. 

sehingj,\il ruksi tidal.; dapal bcrjalan scg~ mllksi mal. "ao,Ia SIIhu opt imwn eMrg; 

)lUI' diperok:h sama dmpo eocfll yang diptrlubn mzim untuk bcreaksi 

sehingga rew; dapal bcrjalan dengan baik (Cham"" dan Harvey. I~). 

" 
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lsolat 

BR2 

Subu (' C) Akthir:I~Rl:~ Al< thila. rll~im 
!K'1. ta.., Ulml ~il~.a.., (lJlmll 

)S 0.86 0,33 ., 0,11 0, 15 ., 1.42 3, 11 

" 1.32 31.1 7 

" I,ll 237S .. 0.96 10,17 

~ =j'== ==-----:==------.:=1 
.;! lO ' 

~ 11 .. , 
. " 

.,.('C) 
. " • 
&-..... --' . ",1 

Gambar 7. Pengatu.h S~h\l T erhadap Aklivitas Sdulase dan Xilanse 

Hasil penelilian akl;vilft5 enzim eru:im ~Iulase dan " ilanuc iSQIBl BR2 

yang dilumbuhkan <Salam medium yang mef1~lIIIg CMC dan ()llI $pin J<}'/on 

pada bcrbagai subu disajikan pIIda Tabe] 3 dan Gambu 7 . Hasit opIimasi suhu 

e~im ",,11I1ne diperoleh pada suhu 45 °c Ikng<lll rJiJiviw 1.42 U/ml. akan letap; 

pada suhu 50 ·C dan 55 ·C ~lUim seJuJasc in ; m~sib manpunYlii akti vilas yanll 

baik yaitu IIXllCapai 92,96 % (U2 U!ml) dan 78.11 % (1. 11 UlmJ). Hasil 

optimasi subu cllZim xillUWl' diperok:b pada suhu SO ·C dengal! aktiviw ) I, 17 

II 
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Ulml akan letal'i pada S\lhu '5 0(' enzim xilanase ini masih mempunyai altiviW 

yang baik ),ailu meneaplli 76.20 ",,<23.75 U/ml). I'uda suhu diatas 55 'c kedua 

cnzim t ...... -but tcrjadi penurunan aldivitas, IQI ini l~rjadi karcl\l. a10m • Monl 

dalam mold.,,1 ~ rnempllfly.i energi ) '.tfIg t ukul' besar umuk bergnD: )'lII1g 

disdlllbllll1 okh lWbnya pell.lb.hlln benluk suubur enzim wbat meningl:aln~" 

gelaran thermal kompon~n atom-atomnya. so.hinllga I'roceill pembentuk clll.im 

tcrdcnaturasi . 

Hasi] pcnclitian suhu opIimum ini ~i dcRgan )'an& dHoilfIO<bn olch 

Lo ... c el aI. (1987), boohwa fllllii ",men NrocaIUmilSllz fronlaJi~ yallg Iwnbub 

padII wbslnl[ jerami gMdum menghasilUn clIlim selulasc tl;m .'<ilanast Y8J\j 

mcmpun)'lli ""livilas optimun pad!! suhu 30 ·C, dan Sululi el ul .. (2001) 

melaporlan ba~tcri Aerolllo",..- (tNill<' yang diisoJasi dari perut binatang buus 

menghAsilkan nu:im 8 xilosid.asc yang mempunyai Mivitas oplimal pada suhu 

W °C. i'ftnanfil'tao selulase ) ..... dikombirwibn dengan xj~ au.. menjadi 

$ansa! pcnliflg dimasa mendatang unml menyo:diaklll1 bnhan ~ ylll1g 

dibuluhkan untuk djl onversi mClljadi ballan lain. lka""hl:miD cl cU •• (2003) 

men)'atakan bahwa pemberian Iud oddiri,,,, bcrupa emlm tel\lwna ""luIKS;: dan 

xilanast dapat mminj:kalkln cfisiensi paWl. baik pada Slpi putoog maupoo sapi 

,. ..... 
4.1.2.2 pH Optim .... Ea:d. ~1. 1:u<' d .. XiIa_ 

Faklor lain yallg m~mpcngll\lhi akl;\'itu selula.ge adalah pi t Setiap enzim 

mcmiliki pH opIimum yaitu pH yang rnenyebabklln akth'itas maksima1. pll 

bertJubwgan dengan wuktur tnzim )'llIlg berupIIasam amioo. Prolil aIJ.i~ilaS pH 
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emzim m<:nunj uUan pH pada saat gugus fun~i YIlll3 pellling pada sisi ulalili!; 

t"mu;b pada ting).:at ivnisasl ~'ani diinginkan. Ikngan adan)'. I"'rubahan pH maka 

.klln mc1I1l"'ngarulti pcruhahan ionisa.<; i gugus fuollsi asam amino enzim .laupun 

subsInIt yang ahn mcmpenpruhi ikaI.an hidm;cn yana: tenlapal pada e.wm. Hal 

in; menycbablum .lortformasi enzim dapal berubah dan dapat mengakibalbn 

)cOllfonllasi sub!.1 .... 1 (Lchnin~r. 1982). 

""lat Variasi pll Aktivitas enzim Akli" i:S{~ 
sclul';(Ufml xilanasc: Vlml 

BRl , ." 211.33 , "7 38,33 
7 0,42 65.97 

• 0,16 4 1,67 
9 O,IS 34,17 

• 
• •• • • , 

.! • 
• • • • 

• • 
..... ----c , • , 

.' 
Gambar II. Penpruh pH To:rlIOOap Aklivitas Selulasc dan Xilanase 

Gruobar 8 mcnunjullin bahwa a~ivitas ;;clu lasc: menl!. iami I"'uingj(atan 

dari pH S mcncapai ai.:tivitas leninggi sebesaf 0.57 UlIIII palla pH 6, pada pH 7 

aJ.:tivitaS "" lula,., mcnp lami pmuruoan I11CftCBpoi 7),63 % (0.42 Ulml) dari 
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akti" itas pOOa pH OfIIimwn. Al.livitas xiJa~ ~g:aJ~mi pl'1lingkamn dati pH 5 

sarnpai 6 dan mencapai akl iviUts 1er1inll8i .scbesar 65,97 Wml pada pl l 7, pod. 

pll S aklivilas xilanase mengaJami penurunan mencapaJ 63.17~. (41.67 Ulml) 

dati .klivilas palla pH opIimum.. Pe!!urunan ti:livims ini I.;etnunikinan d;...n,.bIw! 

old! perubahan I.;ooformasi .nlara cmim dan $Ubstral alibaL pI'",bahan pli. 

PaW. umumnya di dal;un rumen lemak ruminansla pI! optimum bcrklsar 6 

- 7. Ikrdasubn llasi l pl'neiililll yang dipnuldl pH op(imum dari eozim ~Julase 

dan xilarulSl' xsuai dengan ocnsan kondisi pH rumen. pl~ opIimWl ini merupabn 

""Jan )II1U ka",k~risl ik emim ~lulaSll dan xHana ... yailu jwnJah iOD - ion pada pH 

letSCbut rmmbuai tooformasi cnzim selula.c dan xilalllSC IqIaI berpasang&D 

dmgan wbstratnya.. Hal ini juga d;.m,!:>bn ~ YIlnlI diperokh benost.J dari 

balteri rumen. .,.,kings_ pH yanS diperolch scsuai densan kondisi .samya. 

Koodisi yang optimum pada pH 6-7 5CSWIi unluk perl.;embangan balacri sclulolit ik 

dan hem;":Moli lik daltllll ",men unLUk mendqradasi pa~an berseral 

mens/ulsilkan produksi VFA. Hasil peM lilian ini sesuai IknttID pl'ndapel Owt.'flli 

dan GoI:t5<:h (1983). bah ... ·• I.;ondisi pH IIIUIpi dipenglU'uhi lio&kunpn hidup 

milroba ltalam ~~si pakan. Orskov dan Ryle (1990)juga men)'alakan 

bah",. bakleri :;e lulol ilik dan hemisclulolilik mcmctlukall pH .,.,kimr 6.2 - 7.0 

IIIIIUI.; beftcrnhmg xc"", Iepat.. 

" 
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4.I .J .1 Uji akth-itas u xlm u lg la.., ot coggun.kan 5ab~tl'llt 1I1r1UlaD p­
ni!,ofc.'" tpNP) 

Enzim 5C'l ulase diuj i a/<Iiv itn sclulolitilrnya, ~~ mcmW;ikAIl cntim 

XIUB ~ngan sub/;lnt ,,",,itrofenil-P-D-glukopinll105ida untuk enzim /I-

Akl;vitaf cnzim ditentukan (\(:niW\ mengukur jwnlah p-nilrufc:ool yang dilcp&Skan 

(RenK"lUIlhan el 01, 1995). Penp.matan jumlah p-nitrofenol yang di lC'pa!;kan 

diamat; dcng3n SptklrofOlomclri pada. l 4{lS MI. Satu unit iliivit.a.'l enzim 

sdubsc didcfinisikan llCbapi j wnlah enzim yang mmgbasilkao 1111",,1 ~ 

nilro fenol d;t.lam waltu I mcnit (Ufml) peda kondisi pm:obean. Bcrdasarbn hasil 

pcngulunm aktivilas cnl.;m dcnpn substnll spesifik lurulllln p-flilrofcnol. bakleri 

BR2 menunju~kan Man>'. aklivitias enzim Jl-ilukosidase dan cl"llik eXfrOCl 

Ulrocf 5I:besar 2.5 Ulml. Ib l ini mcounjul:kan bah\\1l taktcri BR2 memiliki 

. kliviw madap elQim P-1Ilukosidasc dan enzim cbo- l.4-jl-D-glukanase. 

Hidmli.i • .., Iuiosa membut uhkan aktivitas finergJsme do,i berbagBi cn~lm 

se lulase dcttgan 50peSifikaw )'Iln& berbeda-beda mcnglwilkan sislan multknzim 

(kwin cl 01. 2(00). S~m multicoz.im dari sduWe IIdIlah suatu stnIlegi dar; 

milr.roorgaoiSlM umuk tneninp:..tbn cfebiyiw bidrol isis selulosa, dimana Kliap 

cnzim mempunyai fU"i$i spesiftk (Beg el uo' .. 20(1). 
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Tallel5. " da ri crude Cltrao l pada ~rbagai l u,,"trat 

EMim 

4.1 .3.2 Uji akti,'ib. nnm selulolitik mngguukaa l ubltrat CQrbox)'I1U!,hyi 

Cti/u/os~ (CMC) 

Penentuan u livil"" ellZim selulase dari isolat BR2 juga dilakukan 

terhadap substmt Carboxy/tlelhyl I'ellu/(># yang dil"nlukan dcngart metod" DNS. 

SUblml Carboxymethyl celiuloM: dipecah oleh enzim sclulase mcnjadi monomer-

monomcm ya. d iaJ1laran)," se lu lodekslrinl se I u 10-<>1 i go&akarida. Sel u lodeks\rin 

mtrupakan gula pereduksi dan Ikngan adanya Jarutan DNS maka akan lerjadi 

reus; reduhi asam 3.5-dinilrosalisilal mcnjadi asam 3-l1mino-S_nilrosali~i lal. lIal 

ini dapal dilihal dati poerubahan wama dari kilning tlla menjadi eoklnt lua. Rcaklli 

yang t"rjndi adalab sebagai berikut : 

OOOH 

gula per<:duksi 

• 

Pada pt:ngukuran ini. se la in sampel j uga digunakan kon trul yang berfungsi 

un\Uk rrn:mbandinJ>b,n l>i>n)'aknya produk yang dih""ilkan. Kurn"""i.i kOlltrol 

sarna Ikngan sampel tetapi berbeda dalam hal proses inkuhasi scna uru tan 
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pl:namNIIa/1 masinl!:-m~~jlll! lompos'sin~ ~rlaklilln unlUk ioonlroi dilakukan 

Iftnpll ~s inkub",i, s.:danl,lkan sam~l dengan diinJ.ubasi. Urulan pcnambahan 

lOOlposisi pada kOnlrol YlilU cnzim 1erlebih dahulu diuombahkan kemudian DNS 

daD la'aUIir ditambahl.lon subslnlt- Hal ini ""nujuan supaya enzim tidak ~i 

dengan substrat Sedangbn pada sampel yailu nWm terk bih dabulu diuombahkan 

subslnrt kcmudian diinkuoosi selaroa JO menit 5Upa~. mzim ben:aksi Iknaan 

subsUlItkemudian ditambahkan ONS, 

Uji akci~iul5 mcnuunahn metodc DNS dilakulwl dellio:lW mcnginl.:ubasi 

pada suflu so"c selima 30 meni!. pada ~ u:rscbul leFjI'd, okgrndasi sdulosa 

rrn:njadi sclulodekstrin o k h cru:im selu[a"" P.:manasan dabm air mendidih 

bcrtujuan unluk men)'cmpumal..ao ~ak.i dengan DNS sedangl;an air es berfungsi 

unluk menghentikan ",aksi. Danyaknya. gula pereduksi yang dihasilkan diukur 

rmnKiunabn Spdarof()(OrTlelef UV-Vis pada pnnjanl! gdombang SSG nm 

(Miller, 1960). 

Salu unil aklivillS mzim selulolilit. djdeHnis ikan "",,,ga; banyun)'1I 

cn:.cim yang diperlul;an untuk membenluk I)lmol produk per SIItuan ""al1u umuk 

setiap ml enzim (Mi ller, 1960; Puspaningsih, 2(04), ikrdasarbn hasil 

pengukurall akIivMS ellLim en<.lo-I.4..p..~Iuka!\ase: dcngan substn.1 spesHik 

C~_tIrJ4 ull,,'~ dan enHk utraC't ~be5ar ),S I Ulml. Adanya .klivillS 

lert.3dap mdo-l,4-f1-l).gIubna5e rnmandakan bah"". isolat BR2 memiliki 

kcmampWlll men!/.hidf'()li~i5 ikallln 1.4-11 pacta rangkaian selul~ !iCCUl lII,:~k 

menghasilkan selulodc:Utrinls.: lulo-oli8"",htida (Henri""t dan B8iroch. 1996; 

Miyamoto, 1997). 

" 
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4. 1.4. Uji Akti"luu [1IJ.i1ll Xi .... LK 

Benl. sarkan h8!!i l J>e1lgu kunrn ~kli " ilas enl.;m denl(an mbstral spesifik 

lurunan p-nitrofcnol. i~"'1 baklcri 1IR2 menunjukkan lOlanya u.livilas asctill<ilan 

dcruc:sebo:s:u Ulm! dan glul.,"uronidaw: xbesar Ulml. akti~ilas (I. l 

.bioofu~ selxSllf dan ak'ivitas ntgalir terhadap ~~im ~,.ilosidaw. Hal 

ini btrarti i~lal bal:.leri BR2 tidak memitiki aktivitas terhadap ~,.;lo5i~. Uji 

ak' ivila!; er>do-Jl-xilanase dilaLul.:an Ikngan mnode DNS palla subu 50 ·C dan pH 

7. Akliviln mzim xilanase pada bcrllagai spesifi L diSllji.lan pada Tabcl 7. 

T. bd 6. Akthilu EllJ.im Xill llix ........ , BRl padl IWtblgai 

lsolal bakteri RR2 mampu memanf .... tbll .,i!an scbllgai sumbet" karbon. 

hal ini dilunjuUan oleh letbenluknya zooa btning pada mWia agar xi lnn, 

Kemampuan ini b<:rbitan denpn l<ebcradaan enrim-enzim xi!anasc, IkrdasarUn 

basil pengukutan a>:liviw t"IUim Ikngan 5U~1 speslfiL ;..,!at: BR2 

menunjullan hasil rosn if Icthadap enn", eno;k).6-J.4-xilanasc; Metil ~ilan 

es1en5c. P-xiJosidasc. a· IIlukuroo~ dan g· l tnbinofuranosidasc. KeliQl.ll 

cnzim =but btreaksl SC'C&r8 btr5ll/rul·sama unluk mtngubah subsllllk spesifik 

menjadi gula-gula pt'nyusunnya. 
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Berdasarkan hasH identiflkasi menunjukkall adanya ak1i vita. ermm endo­

B-1,4-xilanasc, IIst1ii xilan esterase. fI-~i losi~, n- giu kuronidase dan n-L 

arabinofuranosidase yang secara BCak mela\;.ui:an proses hidrolisis xilan, 

Mckani;;me rewi endoxi lallaSC' merupakan ~aJcsi retells; yang berlangsung dUll 

tahap. Tahap pertama berupa protooasi substrat o lch kata lis .sam yang akan 

mcnycOObkan terjadinya disosiasi dan difusi pada xilob iosa. yang mcmindahkan 

cnWn pada posisi yang baru terhadap subs1ral (Subramaniyan dan Prema, 2002). 

Mekani"",c yang lain )'a itu eksoclldoxilanase akan menghidrolisis ila\all P-I .4-

xii"", pada po.isi ujung kcrangka utama untu k mdepaskan xilobiosa. Tingginya 

ak1i vilas emlo-B-1.4-xilanasc pada pcnclilian inl mcnycOObkan rewi hidrolisis 

xiian dapal berlangsulig optimal. 

Subraman i),an dan I'rem. (2002) mdaporkan cnzim asclil xillln esterase 

dan glukoronida.., akan menghidrolisis gugus SIImp,ng slru klur xilan mcnjadi 

asetal dan asam glukoronar, hal ini memberikan kontribusi tcrhadap produksi 

VFA yang optimal di dalam nuncn dan bennanfaal scOOpi . umber energi bagi 

ternak ruminansia. 

'" 
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4.I.S U,uil Prmun.iaa Enrim Selulase dan Xilanase 

4.I.S.1 Has;1 peugcndll .... D elll.im s..lubs~ daa XiIl.all5e dClIgll1I IImollium 

sulfat 

TMbd 7. OliN Akfi,ilu Euim Selul .. .., dlill Xihl.aa.., Setelah , 
lsolat ammoDi.m 

Aktl\'ifu epzim 
51'1,,1....., (Ulml) 

xila .. .., (U/mJ) 

• , '~ • ., 
" ~ , 

Jl JO 01 .Il !o ;0:1 1Il :V I 
.-_...... ~ L _ ____ ~ 

Gambot 9 . PeDIlendapan .tstnlk War 
alum ..,tut""" denpn amonium ,ulfal 

Gambar 10. PengendapaJ1 .kotra1: war 
~m xilaoose deng.n amoniwn ,ulfal 

Ekstrak usar enzim sc lulllS<' yang dihas ilkan merupakan carnpurnn dan 

~rbagai macarD protein lain yang tidal:. terendapkan d~nb .. n sc:nlrifugasi. Unlu"-

memisahb.n e nzim selula.<e dengan protein lain lerscbut tidak: dapat dilakukan 

han)"a dengan sewifugasi, "'hingga dilalmkan p.:ngcndapan ekSlrak kasar tkngall 

amunium sui fat. l'cnb'Cndapa!' ekstrak kaSllr selula.«e dc:ngan lII!lunium sulfin in; 

" 
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dilllkuk.a.n tmtuk mcmisahkan prulcin-prolcin lain )'lIJljl t.r<lapal dalam ckstrak 

kasar cnzim. aldootnya aklivila5 cnzim...,nzim scluJL>lilik yang Ierdeteksi IlI;an 

memiliki akt;vitas yang Icbm linggi dibanding tbtrak Ioosiu'nya. Pcmckatan ini 

dilakubn ikngan pnun amon;um sulf:at ~ labol Scopes. 1937. 

~narnbahan garam amonium $lIlfal ke dalam larol$l prokin akan mmarik 

muletul air yang pada awalnya mclindullii pcrmukaan molekul prot~in, akioolnya 

Kt iap protein mengendap paW kcjcDuhan amonium ,;ulfat yM;; optimum dan 

teQ.di fraksinasi procdn. ~ob'CCndapan dtngan III'ranl amooium sulfat tcrlcbih 

dIIhulu dihlubn dalam skala keeil sebanyak I ml Iarutan en;zim di dalam 

cpendorf. SeIaQjUtll)1I $eliap ptt'iCJlwc kejo:nulum amonium sulflll dilal;ul;.an uji 

akli~itas untuk mengetahui aktivitas optimum pada pcnsendapan amonium sui fat. 

St:tdah diperolch hasil optimum [WIa pengendapan kejenuhan ;unonium sulfa~ 

dilakubn pengcndapan diolam Wila besIr dengan mcrmdam eluuak kasar dallm 

pmangas cs. so:laqjuln}1I merwnbahlao !iedil.il dem i $Cdikit a",onium sulfal Itt 

daLam larutan cnzim s.mIbi l diaduk mc:nggunakan ~Mrit: 51i,", . Hal Yar\II p:rlu 

diperha.tibn pada saIIl pengadukan )'ailu dilakukan ikl1l1an keccpatan IamOO( '1I1r 

tida],; menimbulkan 00511. Pcng~duhn dimaksudk.ilo un1uk meninglalkan kontilk 

IlnW1l llatam Ikngan air, xhingga Ierjadi pen~pan enzim. Admy. KAflIm 

lmonium .. Mat berfungsi untuk menarik air yang ktjebak ptIda daerah Ilidrofob. 

khingga memungkinbn letjadiny. ag,rqasi dan p:og<'ooapall molckul-mold.:ul 

enz.im. Hasil I"'nllcodapilO ~kStnIk kosar enzim xl~ta.s.. dcllj!lII IllU11JJ1 lIJJl()rIium 

sulfat menunjllllan bah"'a ak!ivnas enzim w: lulase mel~pal aklivitas optimum 

pada pengendapa/l 40% kcjenuhan amooium sulfal. 
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Sdanjuloya hasil pengendapan garam amonium sulft\! dipisahkan dcngart 

sentrifugasi, sehingga diperolch larutan fillIlll dan pel"". ~Ie! le~hU1 rnmJpakan 

enzim selulasc targ<1. sedan!;bl n fillI1l1nya merupakan campunm berbagai prutcin 

lerlarul. Selanjllln}" pelet lersebut dilarutkan dala.m buffer fosfat Silra! pH 7 

karena pada kondisi ini eOl im dJpat lamt dan stabi!. 

Aktivitas enJ;im ", Iulase hasil pengcndapan gamm amOllium sui fat 

opt imum menggun.kan suo,,1n.t spesifik CMC, pNPG dan pNPC masing_masing 

",besar 4,24 Vlml, 2.42 Vlml dan 3,23 Ulm!. BCsaffiya kadar protein s.:tc lah 

peogendapan e02im in i sebesa. 222,9 mg/ml. sehingga dapal diperoleh aktivitas 

spcsifik enzim selulase hasil peng"ndapan menggunakan submal CMC, pNPG 

dan pNPC masing-masing sebesar 0.0152 Ulmj;, 0,0109 Ulmg dan 0.0145 lJ/mg. 

Aklivilas enzim xilanasc hasil I"'nll"ndapan garam amonium sulfa! 

opt imum menggunakan subslrat spesifik 001 Sflelt xi/an. pNP-X, pNP-G, pN/,­

A""", asetat. pNP-A masing-rnasing sebesar 2.89"9 U/m!. 0,0 167 Wm!. 0.0373 

Ulm!. 0.0195 Wm!, 1I,0lM Wm!. Besarny~ ladar protein setelah pengendapan 

enzim ini sdxsar 176.55 mg/ml. sehingga dapat diperoleh aktivitas spesiflk 

enzim sc:lulasc hasil pengendapan menggunai.:an substral 001 Spe/I xi/un, pNP-x, 

pNP-G. pNP-Asarn asetal. pNP-A masing-masing sebe"". 0.11164 Ulmg, 9.459 

x ](}.J Vlmg. 2.113 x 10""' U/mg, 1,1045 x 10""' Vlmg, 1,608 x JO""'U/m~. 

4.1.5.2 HasH dia filtrasi uzlm selulue dID IIIIOMSC 

Tahap pemllIILian c02irn selulasc berikutnya setelah dilakukan 

pcngcndapan deflgan garam amoniWll sulfa!, yaitu dcngao can diafiltrasi. Pada 
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pcnelitian int prose, diafillr.u;i dilakukan Ikugau mCllggllnakan Arnieon Uhnt-4 

CCDtrifugal Fille, Devices yang berukul'llll Amicon Uhra 30K device _ 30.000 

NMWL. Diafiltmsi ini m<:miliki priusip yaJIg sarna dengan proses dialisig yang 

umumnya meuggunakan t.abung ",Iofan. Namun pada ""uditian ini proses 

dialisis tidak menggunakan Illbung ",Iofan. Hal ini dikarenakan selofan 

merupabm suatu rnembran semi""rmeabel yang tersusun allIS rnonomer-mOOOmer 

selulosa, schingga dikualitkJrn bila digunakan unt~k mendiali.i. enzim selulase 

akan terjadi degrndasi ",lui05ll oleh enzim ""lui"",. Oleh ka!'l'M itn. pada 

penciltian ini digunakan tabung amicon uhra-4 ccntrifugal filter dev ices yang 

m.:miliki priruip sarna dengan tabung selofan. Proses ini dinamakan diafiltrni 

la",na di Jalam filler unil amicOll ultra-4 centrifugal filler devices ini ICrdapat 

membran s.:mipcrmeabcl yang dapal rnemi",ltkan ,..,nyaw" berdasari(an bentl 

moh::lu lnya. sehingga garam amOllium sulfal alan partikcl kec il lainnya yaJIg 

terdapat dat;,rn tarutan enzim )'ang dapal mengganggu akii"jllls enzim dapat 

meoembus membran. sedangkan protein yang ukurannya ltbih b=i, tertinggal di 

dalarn fil,u ~nil. Proses diafiltrasi mengsunakan amicon uhra-4 centrifugal filter 

devices ini mernbuluhkan waklu yang cukup lo.ma. karena umuk mendapatkan 

enzirn selula.~ yang bebas dari amOllium sulfat dilakukan sentrifugasi bc:rulang 

Imli. dimana unlul.: salu hi; senIJifugasi di""rlul.:an waklu ± 20 menit 

(www.miiiporc.com). H~I ini bo:rbcda dengan diali.i. menggunakan tabung 

selofan yang tidal; membutuhlan waktu lerlalu lama. namun han)'ak 

membuluhkBn buffer yang sesuai dengan koodisi enzim unluk mengcluarkaJI 

!§If'.un amoniwn sulfa! atau partil:.el I.:ocil lainnya. DiafillJaSi dihenlihn snelah 

44 

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN PEMETAAN BIODIVERSITY ... Dr. Mirni Lamid, MP., drh dkk



tidal ada lag; arnonium sulfa! yang lduar darifiller unit. llalt~rsebut dibuktikan 

dc:ngan menguji partikel yang t~rtampung di dalam centrifuge ",be dengao 

menambahkan pereaksi Nessler, jika masih te"""ntuk endapan cruel,,! kun.ing maka 

proses sentrifugasi temp t..rlaogsung, Endapan coklat kuniag le=but 

menandakan prwes diaf,ltrnsi t..lurn sdcsai karena masih tcrdapat amonium 

sulfa! pada larutan cnzim, Uji kuali\atif amonium sulfut ini tidal dila~ukan 

dengan BaC!, buena lOll fosfat dari bufeT fosfat sitJ1lt tcrscbut alGin membeotuk 

endapan pUlih BaJ(po,);" Hal terschut juga akao membentuk ~ndaplm putih 

BaSO., sehingga pereaksi BaC!, lurang spcsifillemadap arnonium sulfal. 

Sctelah prose. di.fiitmsi ",k'5lli, dipero1eh volume ~nzim ..,Iul""" ..,be"'T 6 

ml (\engan akt i,"itas enzim rnengguoakan substrat CMC. pNPG dan pNPC 

masing-mas;ng scbesar ~,16 U/ml, 3, 19 U/ml dan 3,64 U/mL 

St:telalt proses diafillfasi .clesa;' diperok:h volume enzim xilanase sebe .. T 7 

ml deagan aktivitas cnzim rn enggunakan substrat Oal.pelt xi/an, pt-'P-X, pNP­

G, pNP-Asam ~at. pNP-A masing-masing sebe"" 3,277 Ulml, 0.2670 Ulm!. 

O,06OUlml, 1.31 1 U/rnldanO,21 U/mL 

Dan ..,rnua data hasil pemumian enzirn ..,Iulasc, dapat diinformasikan lebih 

lanjut mciaJui sualU label pemumian ..,bagai !>emut: 
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label 8. Pemuraiau Euzim Mlulau 

Ekst .... k 
kasar 

rengendapan 
(NH.),SO. 

Diafiltr. .. i 

Crod< 
(10"'" 
selukr) 

Pengendapan 
Amonium 
sulfa! 

Dialisis 

(1111) 

"" 

4 

6 

500 

IS 

7 

Total 

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN PEMETAAN BIODIVERSITY ... Dr. Mirni Lamid, MP., drh dkk



Il~rdasarkan label pcmumian cnzim selu\aso: dan xilanas<: tcrscbut daral 

diinformasikan bahwa has il pI.-IlIUmi,rn dari ~ks!rnk laisar hingga pengcndapan 

amonium sulfal m~nunjukkan masih t~n.lap"l protein lain "" lain protein talllet Hal 

ini terli","t dari tingk.at kemumian yang ~ndah, sedangkan hasil pemumian dari 

diafi]lrnsi rnenunjukkao bahwa lumdungan protein dalam xilana.>e sedikil. hal ini 

dibuklikan dari tingkat kcmumi~n yang tinggi. Selain itu dapat diinformasikan 

bahwa terjadi perungkatlll1. kcmumian cnzint xilana"" sclelah dim umikan dengan 

diafiltrasi men!,'unakan subslrnt pNP-X. pNP-Asam !lSCliI! dan pNP.A ma.sing­

mBsing sebesar 30.89, 49,90 dan 33,98 hli dan dari eksuak kasamya. 

4.1.6 AD .. ];";,, SDS-I'AGE dan Zimog .... m 

Elektroforesis gel poliakrilamida (pAGE) mcrupakan suatu prosedur 

arnliisis yan~ ... ngat peming dalam karokterisasi protein. Pada penclitian ini 

IlIllI li. is SOS PAGE bertujuan unluk mcngctahui ~emumian molckul enzi m 

selul.asc ben:lasarkao ukuran dan muatan listril sella mern:ntukan bero! 

molckulnya (Berg el w .. 2003). Hal ini sesuai d~ngan prinsip teo,; bahwa S<XIium 

dodecyl £u/fo1e-polyocry/(Jmidt gel eh"·lrvj>ho""is (SOS-PAGE) adalah m~ode 

yang murab. reproducible. cepat untuk men~ntukan =ara l uan! ilalif. 

membandingkan, scrta cepat untuk mcngarakterisasi protein (8011a8 !I1ld 

Edelstein, 1996) . Metod" in; mcmisahkan protein tcrutama berdasaIkan bern! 

molckulnya (L&emml~ 1970). 

Pada proses SOS PAGE ini. ekslrak kasar ellZJm ..,lula..,. hasil 

pengcndapan ""ngan amonium sulfat, enzim ", lula.., hasil pent umian dengan 
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diafillraSi, fraksi A dan fraksi B yang merup;lkan hasillc,baik dari kromalOgrafi 

penukar ion dalam Tns HCI pH 7 ~ [rnhi A <lan fraksi B yang merupakan 

hll5il IClbaik dad kromalograli penukar ion dalam T ,is HCI pH 8 dianaJjsi~ denl§ln 

SOS PAGE. Anali"s SOS PAGE ini mcnggunakan duajenis gel, yailu .,epuraring 

dan Slacking gel. Sep.ar(1ling gel merupakan ge l lempal pemisahan cnzim 

herdasartao berat molekulnya. Pada umumnya herada di bawah dari l:.eseluruhan 

gel poliakrilamilla. so:dangkan stflcking gel adalah gd 1cmp;l1 sampel .ebdum 

lerjadinya pemisahan e ru:im. pada wuwun)'D bel1lda di DtM .epllrat/ng gel. 

Selanjulnya piranti eieJ."trOforesis Waite<: (Meadow\'lle, USA) dipas;mg 

dan bufe' cleklroforesis diluang h dslam ]",jaM e!ekll"Qforesis. Sebanyak 20 )(1 

sampel diumhah dengan 5 )(1 loading hufer dan dirna.sukkan h dalam tabung 

e ppendorf. Untuk analisis SDS PAGE.. sampe l dipanaskan dengan perumgas air 

mendidih selama 5 men,1 unluk menunjuUao aklivi1~"nya, sedangkan unluk 

anal",. umogrnm sarnpel tidak p",lu d'pa!lll'J:an. Kemudian sampel dimasukkan 

kc daJam sumUJ slacking ",1'1 dan proses elcklroforcsi. berlanJ>SUng selama kurang 

leblh 1.5 j am pada tegangan 115 volt. Pita prolein akan tampak se1c!ah direndam 

dalam larutan sWining untuk meln\·i'Wllisasik.o.nnya. Hasil visualisasi ini 

berwama biru urena larutao .• wining ini mengandung Coomwsie Blue R-250. 

Selanjulnya unlUk mengelahui ]IOsisi enzim ,., Iulase la~. gel ]IOliakri!amida 

direndam dalam larutall d.·staining yang merupakan larulan p"nghilang Wam3 

pada malriks. Proses ini dilakukan saDl]J3i diperoleh pila-pita protein berwama 

bim dengan latar bd.kaogjemih (Kodorw ich et al. 2006). 
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Eld.trof"",";s proIein dapal juga diJakuk.an Iknllan zimogram dan SOS· 

PAGE. Kcdua teKni~ ini mcmilik; mCloo.: yang sarna dalam persiapan J/udlllg 

dilambehbn subslnlt dillam o;ampunm poIimcrisasi gc~ dan sampc:J protein lidal.: 

di~""an ~Ium dimasuL:b .. ke dalam sumur ~I. Selain ilU.. setelab proses 

/'Ilnning selesaL Adan)'. piUl proIein aklif 5du~ d~1 diliha\ &ngan mcrmdam 

lei dalam (aMan Cllngo "*'11 O,!~. (Teathcr dan Wood. (982) ..,lama 30 mcnil 

pada subu kamar dan dilanjuLkan pcn<;LI<w, ~l bebMlpa kall dengan lanrta(o 

NaCl l M saml"'i lerl illat pitl proIein dC1l&an Jalar ~laUng .......... b;ou.. 

Padt ~Iiliao in~ an.olisis zimogram bmujuan un,,,k lIlI:'I1gI:1.ahui n.ivilaS 

protein di dalam ge l, Dcngan \kmilisn "",blu; le!.:"i&': l.i/t1Ogl"lUJl da pal pula 

dikdllhui be",. moleku! suaw pl'Oleio allif. I'ita beninl! dc:ngan latar belllk.anil 

mcrah bllta mccnunjul:kln rwJanya pita-pita protein aklif. HlSlJ analisis rirnopam 

yana posilif mmunjuthon pita proIein aklif sdulolilik (pmbar I I dan 12), ini 

ct./!uJo.~. dan eLi m xilanaK d.pal rnenghidrolis is Om JPd/ ;<)-10". 

• ,.. 
- -

f :;I'l ! 
- Pill! pR*in 

basil di.li5;" 

Pita protein 
crude eMim 

" 
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117 K 

" K 

" K 

" , 26 
19 K 

M CE AS 

Kelerangan : M : Marler protein 
CE: Cru<k Enzim 

D Z 

AS: Protein hasil pengcndapan AmO/l;um sulfa! 
D : Protein llasil Dialis;. 
Z :Zimogram 

Gamba. 12. Garnbar Pilll prolCin hasil snails;. 5DS-PAGE dan zimognun enzim 
sdul~. Berdasarkan hasil perhiluogan massa molclrul relative hasil 
SOS-PAGE danzimogram. diperoleh informalS; bahwa enzi m 
selulase rnemiliki massl. molcluJ relative sebesar49 KDII . 

- • 
~ 

Pita 
Pita protein ctude 

protei n 

~ marker Pita protein 

/' hasil dialisis 

~ Pita protein hasil 
~ pengcDdapan ,,- ammOflium sulfa! - • 

so 
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M 
117 

"' 

I 

CE AS D z 

~~de . . AS : Protem hasll pengemlapan AmQnJl.!m sulfat 
o , /'rote;n hasil Dialis;s 
Z : Zimogram 

Gambar 12. Pita protein hasil analisis SOS-I'AGE dan zimogram enzim x ilrna.." 
Berdasarkan ha.il perhitungan massa molekul reJa(i~e hasil 50S· 
PAGE dan ~imogram, diperoleh infonnas; bahwa erWm :<HanaS<' 
mcmi liki massa molclruJ relative scbcsar 80 KOs. 

Berdasarlum !>"",bar ] I dan basil pt'milungan 1Illls;;a molek"l reJat if hasil 

SOS PAGE dan zimogram, diperolch infonnas ; bahwa enz;m 1'.i!anase memiliki 

rnllSSa molelml ",Jatif ..,besar 80 kDa. Dan hasil massa mol.,k,,] ",lati f dan uj i 

aklivilas enzim ""I"lase mengJ>unakao t>erbagai w bstral spesifIk menunjukbn 

bahwa dalam isolal BR2 (Aclint)bac:illu$ $p) memiliki kompleks cnzim l<ilanasc 

yaitu cndoglukanase, cksoglukanase dat. ccllobiasc. Hal in; sesua; dcngan literalul' 

yang menunjuk~an bahwa massa nmkkul relati f cnzim 'lC'lula", ben.'ariasi 

51 
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dianla/'8ll)'. E.nWglubnaso: 12.~OO - 90.000 0... EkSOillukaM5C' 41.300 - 6~.OOO 

Da dan Cel lobiasc 47.000 Da (Nenll dan Uranian. 1985). 

Iknlasarkan gambar 12 dan ha,iJ po:rhitungan mlsu mokkul telatif hasil 

SOS PAGE clan ~iroogrnm. diJ>l'roleh informasi bah ... ·a cnzim !iClulase mcmi liki 

mas", moieku l rd:llif ~r 49 kOa. Dnri !wi! massa moJekul rdatif dan uJ i 

.uaiviw enzim seluia!;c mmggunakan bc:rbal:"i 5\lbsulIl SJ>I'slfik mmunjuldw! 

bah ..... dlilam isolat BR2 (ACfi,.,badll"-J ,p) memiliki kompleb mzim !lelulax 

)"IIilll 6-1 .4-cndoJlilanase. asetil xilan eslcrasoe, p..~ilosidase. (l- gluhronidasc dan 

(l- I. WlIbinofulll/105~. l /Mil pelElitian Cepeljnik rI aI (2001) mzim 6- 1.4-

endoxilanasc rtKlIunjukkan massa rookhl telatifs..bc:sar 58 kDa. 

12 

• 
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S.l Kesimpulan 

RAR V 

KE:SIMPUL.AN DAN SARAN 

Dari basil dan pembahasan penditian )'Mg tdah ditakukao dapal diarnbil 

kesimpulan sebagai berikul: 

1. Kdima iso lat lign()sdul()liti~ dipllih I isolat terpilih BR2 yang memilili 

indeks halo masing-fTllL~i ng U em dan 1,4 em. ak\iviws enzim selulase 

sebe.ar 0.28 U/ml dan aktiv itas enzim xilanast: tertinggi sebesar 22.63 

U/ml, sehingga membuktihn hahwa isolat BR2 mcmiJ.iki aklivitas positif 

lerhadap selulase dan xilanase. 

2 . Karel;terisasi dari enzim selulase dan xilana.se yailu masing-masing 

melll illki sullu optimum 4~ dan 5rf' C, pH optimum 6 dan 7, dan memijili 

massa molekuj rejajifsekitar 49Wa dan 80 kDa. 

3. Tinglal k.emwnian enzim se lulaso: dan xilanase memiliki konsenlTaS i 

optimum amonium sulfat masing-masing sebc:s.ar 40 % dan 60 %. Tinglat 

kemumian setejah diafiltrasi menggunakan sUbstratpNPG sebesar 8,01 kali, 

dan menggunakan 5ubstm!pNI'_Asalll asetat sebosar49,90 kali. 

5.2 Sann 

I. Enzim jignoselulol itil dapa\ digunakan sehaga i bahan biolatalis untuk 

Illcndegradasi pakan bc:rserallaya lignoselulosa. 

2. Pcrlu ny" dilakukan pellelitian lebin lanjut dengan percobaan in >""-0 untuk 

mcngetahui produktivi\a:j tcmak ruminansia 

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN PEMETAAN BIODIVERSITY ... Dr. Mirni Lamid, MP., drh dkk



OAFTAR PUSTAKA 

Beauchemin, K.A.. D. Colombano. D.P. Morgavi and W.Z. Yang. 2003. U", of 
Exogenous Fibrolyt ic Enzymes to Improve Feed Utilizalion b~ 
Rum;nanlJ. Anim. Sci. 81 ; E37 - £47. 

Bel!. QKM, Kapoor L, Mahajan G, Hoondal S., 2001 , Microbial X~!anasc from 
The Newly Iwlaled Haeil/w; sp. Slrdin BP-23. Can J Microbial 39 ; 
1162-1166. 

SeIdman, G .• S. Leeuwen, F. Romhouts and F. V(){ag<."1l, 1985. The CeUuluc: of 
Trichoderma viride. Purification. Characterization and Comparison of a!! 
Detectable EDdoglueanases, ExoglUCll.nas.es and beta-glucosidases, Eur J. 
Bioch<:m : 141'1-301. 

llcr~ J.M. Tymoczko J.L. Stryer L.. 2003, Biochemistry, Fifth Edition, United 
States of America. (1 89-22 I). 

IJ.ollag. n.M. and E. Ddslein, S.l., 1991 . PwIein Methods New Yorl< Willey·Li5.'l. 

Bondi. A.A., 1987. Animal NutritiOn. Wi h:y_lntersciencc Publication. London.. 
63. 

Champe. P.C and Richanl. A. Hw:vey. 1994. Biochemistry, Second Edition. 
Lippincott Company. Philadelphia. 

Cough lan. M.P. and Hazlewood.. G.P. 1992. Hemicellulose ami HemiN/lulo5e. 
Portland Press. London and Chapeillill. 

Debell<:. T. Bliard C. Debi", P, and O'Donohue MJ. 2002. Probing the 
Catal>,ically Essential Residues of the a-L-arabinofuranosidase from 
Trumab<1ci/lu$ x}iona/yticw;. Pro,.,in Engineering 15:21 -28. 

Dekker. R.F.l1. 1983. Biocooversion of IlemiceJlulo>c: Aspect of Hemice llulose 
Production by Tricodl'rma resci QM 9414 and Enzymic Saccharitkmion 
of Hemicellulose, Biolechnol. BWenS. 25: 1127- 1146. 

Dung. N.Y .. S. Vctayaasupom .. Y. Kamlo .. N. Abe., J. Kaneko. and K. lza.ki. 
[993. Purification and I'rop<..iies of J3-1 .4-xylanst: 2!Jld 3 from 
Aeromanas Can", W-6IJ. Bia .• ei. Biotech Biuchem 57: 170K-17 12. 

FesSnlden. R.j., 1982. Kimia Organik. tcrjcmahnn. jilid 2. Penclbit Erlangga. 
Jakarta. 

54 

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN PEMETAAN BIODIVERSITY ... Dr. Mirni Lamid, MP., drh dkk



Iiams., ELV. dan Angal. S .. 1989. l'rotein Purification methods. D<::lIartmcnl of 
Biolot!;y, Uni~ersity of Essex Wiwnhoc Park.. Colchester. UK. p.IO­
J I, 11.18-19 

i-Ienri s:;al. B. and A. Bairoch, 19%. U pdaling The S"'I""nce Ba""d Classification 
ofGlycosyl Hydrolases, Biochem J. 316 : 695-696. 

Ir., .. in. D.C.. S.lhang and D.D. Wi lson. 2000. Cloning, Expression and 
Characterization of A Family 48 E.\occllulase, Cel48A, from 
Thermobifidafos<"a. Eur. J. Biochcm. 267: 4988-4997. 

KodOfWich. , Leslie. J.Y.. 2006, lymogram and Preliminary Characterization of 
ul£'robaclllus helvelicw Autolysins. Applied and Environmental 
Microhiology. Volume 61. No 9. 331-339. 

Kulkarni .. A. Shendye. and M. Rill!. 1999. Mo lecular and Biotechnological a 
Specl. ofXyJanases, FEftb Microbial. Re.·. 23 :4 11-456 

La GranHe. D.C .. Pretoriu" I.S ... Glac)'''''''os M., Van Zhyl W.H. 2001. 
Degradation of xylan 10 D-xylo:se by recombinant Sacc romyces 
cere";,';ae coexpressing !he -upcrgilloJS niga ll-xylosidase (XyIO) and 
the Trichcxiermo /"t'ei xylallllSe (Xyn 2) genes. AI'plied and 
Em'/romen,aJ Microbiology 67:5512-5519. ' 

Lacmmli. U.K .. 1970. Cleavage of Structural Proteins during The Asscmbly of 
The Head o fBacleriophage T4, Nature (London) 227 : 680-685. 

~hninger. A L .. 1982, l)asar - dasar Biolimi:!. jilid I. (peoerjemah : Dr. Ir. 
Maggy Thenawidjaja). Penerbil Erlangg .. Jakarta. 

Li. l.. L. Flora and K. King, 1965. Individual Roles of Cell ulase ComponenlS 
u"rived from Trichoderma "iri"". Arcb Bi<.><.:hem Biophys I II : 439. 

Li~111I Guo:rra.J.E .. E. lbarn. Lopez, L.E. Soto Angulo.l.J.R. Hernandez M~no. 
J.L. Corrales Aguirre. J. Rodriguez Garcia. Y.LA. lopez Juarez. 2003. 
AI/ifa Rumi",J Degradation U&ing .A"j!ioJl<es. Monies Ureales 532. 
Frace. Montebello, Culcan. Sinaloa. C.P. 80227. Mexico.lwh. p. 23 1-
332. 

Liu, W" lhu W ~ Liu Y ~ Kong Y .. Ma G. 1998 Produclion Partial Purification 
and Characterizalioo of Xilanase from Trichwpol"On culOntlum SL409. 
I'roses Biocllem3J : 3J 1-326. 

Lowe S. E .• Michael K .. Theodorou. and Anlhony PJ. ·hind. 1987. Cellulase!< 
8lld Xylarulses of an A'IIlCrobic Rumen Fungus Grown on Wheal Straw. 
Whcal Straw Holoccllulose. Cellulose. and Xylan. Applied WId 
EnviomenlaJ Microbi%gy. p.121 6-1223. 

55 

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN PEMETAAN BIODIVERSITY ... Dr. Mirni Lamid, MP., drh dkk



Miller GaiJ Lon:= 1960. U..: of DinitrosalicyJk Acid Reagent fur lleierminar i(ll1 
ofRe<lLlCinll SUGar. Anal)'tkal Chenl.. 31 ; 42~28 . 

Mimi 1." R.S. Kusrininanrm,. , S.Chusniati. 2005. lookulasi t:Wcteri ScUulolirik 
l'ada ler.uni l',..Ji &bagai Upoya Ptn)'ediaan Plik.an Temal:.lI.ta'I1inansia . 
Proyek ~·Li~e Batch 111 Uni • ..,rsiDt:< Airtanlllll'. S .... y ... 

Mimi L. N.N. Tti l'uspaningsih. Wldya Paramita L. 2006. Pmggull88ll Batll:ri 
Xilanolitik Asal Rumen Seba!:/li ' ''''''ulurn pIIda Jerami Padi 5dJepi 
Upaya peninibtan Mutu Pakan Temak Ruminansi • . Lembaga PellClitan 
Universitas Airlanlllll'. 

Ne, ·c ll . T.P. and S.H. z",roni<ln. 1985, Cellulose Chemistry and lis applicalions. 
John Wiky &. Sons. No:w yon. . 

OrsI;ov. E.R. and Rylc. I~. Energy Nutrilion in Rum;IttI'u. Elsev .... Applicalion. 
Jboo Willey and Sons. New York. 

011 .... '1)". J.H.and Apps. O.K. 1984. Biuchtm;ury. Edit; k...-l Cambridge : ELBS. 

Owens, F.N. ;md A.L. Go.:s.lch. 1\188. Ruminal F~rml'1lllltioo 111. : D.C. Church 
{£dO. 'Jh.: Rumlrl(jnt Animal Dig~5live rhy,IIology and l'lUir ilion. A 
ReslOfl Boo/.: ~nlicc Hall. Englewood Cliffs. New Je~y. p. 145_171 . 

1'"leur. MJ. and Chan. C.C.S. 1986. Darar-dasor MArobiologi. lil ;id LUI· 
Press. Jakan.. 

Puspaniag.ill. N.N.T. 2004. I.w/Olion and Cltarut:ltriUltion nf f/-XYWsi<hw UlJU 
Q·L-AraI!inojr.rwitklM from Bocillu., Ilwrmol,uwrom ".fIB.. 
Bior«noiqg}' of UgnoaliuloM IXgrodololon and Bioma.u Utilma/ion. 
Mic Uni"C1Sity. Publlhers Co .• LId. 

Rengan.than. Y .• L)"mar. E.S .. Li Bin .• 1995. Purification and Clwacler lution of 
a Celluiose·Bindina l\-(iJucosidase from Celluiose-Degnding Cu lturc5 of 
PhOIlUnchMit dllylO~poriWII. Applied III!d Enviromental Microbiology. 
Yo16 1.No B. 

Reilly. PJ~ 19\11 . X)"Ianase: StrucIUn:: and Function. In HoI~. A. (Ed). 
Procudinx of A $)'mpOJium 011 T"m in BioluhllOlogy of F,,,J'/f!"'ation 
for F""I. andChtm/cais. Plenum J>r.,:u. New YO<k. 

Ruiz-ArriDlis., A. I.M. l'emandllZ - 3baIDS. P. SSIICML, A.L. Garda and R.I. 
Santamari • . 1'195. Ovcr ProductiOfl. PuriflCalion and Biochemical 
Chara<:"'rQation of. X)'lana!ie (X~ I) from Slrrplomyce., halste"ii 
JM8. Apt" om Un'INn Mo«obiol. 6 1 (6): 241 4·25 I \I. 

" 

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN PEMETAAN BIODIVERSITY ... Dr. Mirni Lamid, MP., drh dkk



Saha. B.C. 2003. Hemicdluoccsa Bioconversion. J. 11111 Microbiol Riol,,,"ool 30: 
279--291. 

Shallorn. 0 ., Iklakhnv V .• Solomon D., Shooam G., Baasov T., Shoham Y. 2002. 
Dt:lailed Kinetic Analysis and l<kmification of the Nucleophilc in Il-L­
arabinofuranosidasc from G.:oood/fu$ sleorolbernwphilus T6. ~ Family 
51 GI)'coside Hydrolase. J BioI Chent 277: ~36667-43673 . 

Singleton, P .• D. Sainsbury. 2001, Dictionary of Biology and Molecular Biology. 
3'" edition, John Wiley & Sons ltd, Baffins Lane, Chichester west Sussex 
!'0191UO. UK. 70-72. 679. 

Subramaniyan. Sand P. P",ma. 2002. Biotechoology of Microbi~l Xylanases : 
Enzymology. Molecular Sunna., A., Gibbs M.D., Ikrqguist P.L.2000. A 
novel tbcnnostabie multidomaln 1,4..p..xylana<;e from Coldil>adllus 
~lIu!ovororu and effect of its xylan-binding domain on enxyme activity, 
Miaobial. 146:29447·295 

Scopes. R.K., 19S7. Protein Purification Principles and Practice. Edisi ke-2, New 
Yorio;: Springer Verlag. 

Spo1estra. S.f ..• A. Stcg and J.M. W. Beuvink. 1990. Applicatioo of ~Il Wall 
Degrading Enzymes to Grass Silage. In ; Agrk:lll1urol Biotechnology in 
Focu. in The Nerher/and •. JJ. Del:lers, lLC. van der PIa:> and D.H. 
Vuijk (Ed.). Pudoc Wageningen p; 165_166. 

Stryer L. T)mo<;7.ko JL and Berg lM .. 2002, Hiocllemistry, Fifth Ed ition. New 
York: WH Flttman 

Sunna, A .• Gibbs M.D .• Berqgui!.l P.L. 2000. A novel thermostable multidomain 
1,4·p...x)· lanase from Coldibadllus cellulovvrons and elle<:t of its xy]an­
binding domain 00 enxymc activity, MicrohM. ]46:29447-2955 . 

Tcatber R and Wood PJ .• 1982. Use of Red Po]ysacarides Interaction in 
Enumcratioo and Characterization of Ccllulolityc Bacteria from The 
Bovine Rumen, Applied Environment Mkrobial, 777.780. 

Thayer. D.W~ 1978, Growth of &o:ded CeliuloJityc Enrichment Cultu= on 
Mesquite Wood. Applied Microbiology, Vol. 36. 

TOrtord. Gerard J •• Funke, B~nk:ll R., CIl"", C.L., 2002, M~robiology An 
Introductiun Mo:dia Updare, s.,,·enth Ed ition. Pearwn Education, Inc ; 
Scnjamin Cumrninp. Pp : 11 4_1 19. 

17 

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN PEMETAAN BIODIVERSITY ... Dr. Mirni Lamid, MP., drh dkk



IAmpinn 1. PembUlail kun ~taDdar glukou 

Larutan stamlar gl ukosa dibuat stok gJukosa I mg/mL. Blanko yang digunakan 

adalah 200 Ill. a~"Uades dan 600 iii- DNS. Pengukur1.D absorbillls; diW;ukao pada 

panjang gelombang SSO nm. Hasil pengukuran absorbaru;i Imllan standar glukosa 

adaJab sebagai ber:ilrul : 

K:;;:tnsl Absorbtlui AbsorbMui ~bsorb .... 1 
mL' , , nta-... ta 

" 0,2179 0,2457 0,2318 

20 0.2936 0,301 0.2973 

25 0.3789 0,4038 0,3914 

20 0,4398 0,5225 0.4812 

35 O.499S 0,5842 0,54 19 

" 0,578 0,6S92 0,61 86 

" 0.6794 0,7284 0,7039 

" 0.745 0,7711 0,7581 

Dari hasil penguku",n absorbarui larutao standar glukosa dibuat l u .... a antarn 

abwrbansi n k""srnlrasi scbaga; ~ri~ul : 

0.' 
0.' 
0. -

• 0.' • • O .~ t • 0.4 • 0.3 < 
0.2 
0.1 

0 

" 

Kl TIt\:..\. STA.NIHR GLt lKOSA 

60 

K .. n...,ntr.l'" (JlgImL) 

~. = 0,01;'" + 0,003 
R'= 0,997 

• Serie.>\ 
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LampirwlI 2. Puentuu Mkti~itas eldo- l .4-fl-D-g'u"""w~ dngwlI me100f 
IlNS 

Persamaan regresi linear yang di~rokh ad. l~h : 

y - 0,Ol5x +0.OO3 

Contoh ""mitungan ai;.livilas crwik t:rlrocl selulase adalah : 

~ Absorbansi produ~ (gula ~reduksi) - 0.1687-0.1443 s 0.0244 

.. Wal:tu iolmbasi - 30 mc:oil 

.. BeratrrKllckulglu~osa - 180 

.. Kons.:oLrasi produk (~ula pereduksl): 

y - O,0 IS x+ O.OO3 

0.0244 - 0.015 x + 0.003 

x - 1.4267 ~g!mL 

.. A1..1ivitas se lulase s kOllSC11trasi prod u~ x FP x 10 

WaklU inkubas; x 8 M glukosa 

- 1.4267xl x l0 

30 x 180 

- 2.64 x lo-'UlmL 

SaLU unil ai;.tivilas enzim didefinislkan sebllpl banyaknya enzim yang dipaiukan 

untuk mc:mbenluk Illmol produk per mfllit. 
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Lan'piraD J. 1'~lDbu~IMQ kuru .taallar p-nitufcnol 

Lan.nan sl:md~r p-nitrofenol dib ... t SloI: l'-ni trofcnol 10 mM. Blanko yang 

digunakan adalah 100 il L sk.u.des. 300 ilL bufT~-r fosfat Silral pH 7 dan ~alv;i 

dihcnlikan dengan men<lmbahkan 100 ilL Na;,CO;. Pengukunm absorblinsi 

d ilakuk.an pada p:mjang gelombang 40~ nm. H.sil ~ngukuran absorblinsi larutan 

stl'Indar p-nitrofenol adalah sebagai berikut : 

Dari hasil pcngukuran abSOlbansi larul:m standar p-nilrofenol dibuat kurva aolam 

absorlJansi vs konsentrnsi sebagBi berikul: 

0.8 
0.-

• 0.6 
• ] 05 
• 0.< , 
• 0.3 < 

0.2 
0.1 

0 

L 

Kt TIn:.\. ST . ..\ND . .\.R p -nllrofellOl 

/' 

/ 

~. = t ,oI00x _ 0,017 
R'''' O,m 

• &Iies l 

-/ t=::''----===~---- -LUlear(Scne~l) 
0 02 0.< 0.6 

Kon ... nlra!<l (mM) 
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Lampir .. ~. j'uguk • .,.1 .kth·it~. u.j m ..,iul~!le mu~unka. nbs! ... ! 
lur .. n p-ai!rofuGl 

Pcnamaan rewesi line3r yang di~rok" adalah, 

y -1.400x-0.017 

Rl _ 0,999 

)0 Ab,orbansj p-nitmfenol - 0, 1862 - 0.0227 - 0.163' 

)0 Wat!u inkubasi " 30 men;! 

.. Ikrat mokkul p-nitrofcnol - 119.11 

.. Konsentr&$i prod .... p-nitrofenol : 

y-I.400x - 0.017 

0. 163S - 1.400 x - 0.0 17 

x - O,1289mM 

,.. Ak"livi!as ..,luh1se s kon..,n!rasi produk x FP x 1000 

v..'a~(U in~ ubasi .~ BM p-nitrofenol 

.. 0. 1289 x I x 1000 

3Ox139. 11 

.. O.olO9 UfmL 

.. Absofbansi p-nitrofeool - 0.1639 - 0,0227 .. 0.1462 

.. Wal.:tu inkubasi " 30 meni! 

.. Bera! molekulp-nitrofcnol - 139.1 1 

.. K~ntrasi prod.ukp-nitrofcnol: 

61 
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y - 1.400x-0.017 

0,1462" 1.400 x - 0.017 

x s O,I I66mM 

~ Akti"ilas sc lulasc: " konsenlr",i produk x FP x 1000 

WaklU inkubasi x BMp-nitrofenol 

.. O,l l66x l xlOoo 

JOxI39.11 

.. om79 U/mL 

ulllpinn 5, P~mbuahlD kun'l 5landa. Jilona 

Dari llasil pcn;::ukurlln absorban~i larulan standar dibua( graflk kUl'1Ia sllIndar 

Kbsorbansi vs konsel\(rIIs; i>C'bagai berikU\: 

Dari kUl'1Ia stan<lar standar xi losa dipcrolc:h ~""""aan regn:~i linicr 

y - J~ O,OO6h · 0,017 R ' .. 0,997 

••• 
••• .. , 

• t>oorbo",1 ••• 
••• 
••• .. , 
U 

••• • • ••• 

KulVll Sbmd .. X1(o .. 

.. , ••• 
konanlnl. , Xi"'"l~ml) " 

y • 0.0I\0I~ • 0,017 
R'.0,"7 

• •• 
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I..ampinoa 6. Pembualan n:MKfa 

Larylan haffu (osfal ,Ural 

I..arutan stok A asaII' si!rat 0.1 M dibual dcngan Carll mcnimbllng 1.\l2 1 gram asam 

sitnn lalu dilarul&:an deopn akuades dan d~ dalam Jilbu ukur 100 mL 

hilli&" tanda billa$. larutan Slot. B Na:HPO •• 7U~ 0.2 M dibuat dellsan cam 

mcnimbimg 5.36S llram lalu dilarutkan dengan akuadcs dan dic-ncerbn dalam 

labu ukur l Oll ml.. ~inl!ga u",da balas. Sdlanyak X mL larutan A ditambah Y mL 

larutan B kemwian dicnccrbn dcnpn aLuadc:s sampai volume 100 mL. 

l.UIIU bunt[ Trio-lIg 

L.arutan A Tris (hidrobimelil) .mioometan 0.2 M dibual dcllpn mcn.imban£ 2.42 

gram lalu dilarud;.an dcnpn . 1;.1III<ks dan diellCCfbn dalam labu u!.ur 100 mL 

hingg. tanda haw.. !l(hinW didapatka!llarutan buret Tn). Scbanyak SO ml.. buret 

Ttis dilambahkan deni:/ln X mL HCI !l.2 M kemudian dknc~rkan dengao akuadcs 

sampai ~olume 100 mL. 

X pH 

" 
, 

.. > , 
J9.1 7 

1II.J • , 9 
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I.aruln NaCi On~ j\I 

Dilimoong ~bany~k 2.925 g;tram NaCI kemudian dilarYlUn delll!\'!" sedikit 

al.:lI!Ik:$., tmludian d itUMa S«U1I I;LJafllitatif I;e da l3m Iabu ukur 100 ml_ dan 

dkncatan dmgan ""~ hilliP IafIda balaS SIena dikoeok $alTljllli homot.'< .... 

LInin Nag I ,., 

Ditimbang sebanyal.: 5.85 gal8tl\ NaCl I;emudian dilarotkan denaln sed 'kit 

.kuadc. dalam bc:l.:er l!.e lllS. kemudian ditWIIII!. m;alll kuanlitatif ke dalam 1.00 

ukur 100 mL dan diencerkan dengan. al.:uadcJi; hinalP' UlnW. baw seru dik-* 

wn(»i Ilomogm. 

i.fr,!n ......... J .. yjgilrM~ li.il!1 CONS) 

Dilimbang seban~'ak I )llanl NaOH dilaruthn delli/On 60 mL skuades. 

ditambllhkan 18,2 gnun p lllm Rochelle. I ¥111m llSIUJl dinitrosali silat 

(dllMlblhkasl perbhan·lahan sambil d;.luk denpn iilirm" magnet;k hin"" larut 

sempuma). 0.2 gBIIl renol dan 0.05 ""'" ""mum sulfi t. Lalu dipindahbn 5«11'8 

I;uanl;latif kc dalam Iabu ukur 100 mL dan dierw:erbn sampai tanda batas 

ktmudian dikocok sampai hon,O¥cn. 

Su .... lnl Carbo..umrfllll reI/111m I % 

Oilimb.Jlg ~yaI: I gram CarboxymelM a/lll/OM dilaMbn dalam 100 mL 

bu rer fusf. sitnll pH 7, kemudian disfcrilbn dengan QUfoc/a.'f!. 

S. Winl e-lilrnfnil·O-D-Ilukopinlm:id! (PNPGl 

Ditimbang seoonyak 3.01 msp·nitrofcnil-jl-O-)llukopil'8llOSida d ilarotkan dengan 

sed;k;! bufer fosfat ,i lllli pH 7 dalam bc:ker Se las, kemu<lian dituang """"III 

kllllntitalif te dalam labu ukur 10 mL dDn diencubn hin¥l& tanda baIas. 
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Su tJ.<tnot p-nilrofuU$tlloIliMidl WNfC) 

Dilimbang sebMYllk 4.63 m~ p- nitrof~ni]-«lIobiosida dilarul kan dengan scdi kil 

bufe. rusfill sil/1ll pH 7 dalam bcler g<:1as. ~emudian diluang 5C«nI kuamillllif ke 

daLam libu ul:ur 10 mL dan dimccrbn hingga IarIda balaS. 

Lu!t.! N. ,CO, I 1\1 

Dil imbang sebanyak 1.06 JIflIm Na:CO, dilarulkM dengan sedikil aqu&dc:s dalam 

beker gelas kemudian ditulIlg $eCl.I"!I kUlIllillllif kc da]wn labu U~Lll" 10 mt dan 

ditambab dengan aquade$ blnpa h ilda ba1as. 

Larwill Im nq plJ 6.1 

Dilimbang scbanyak 12.1 &J1Im Ins.. dilarutbn Iblam 50 ml .kllll<ks. kcmudian 

ditambah dcn8lln He] $aI1Ipai pll-n)'a 6,8. llll\llan dipindabklll !;eI;arll kuantill!.lif 

~e o;blam labu uku. 100 mL. Dienccn:an sampai landa baw dan dik""ok SlImplii -. 
\.arpIn Iris nQ pI! Y 

Ditimbang scban)al 24.2 aram tri~ dilarutlan dalam 50 mL akuades, kemudian 

ditambah deogao He l sampai pll-nya 8.8. Larutan dipindahkan "",am kuanlilalif 

ke !Salam Jabu ukur 100 mL. scllmjutny. dienceoo.n sampai hilda balaS dan 

dikoook SlDlpIIi lKNqc:n. 

Lar.' .. SDS 100M 10% 

Ditimbang scbanyak I a.ram SOS dilarutlan Ikngan Ikuadcs !Salam gclas bd;er. 

kcm ud ian dipindahkan sccata kuanlitalif ke dalam labu ukur 10 mL. Sdanjulny. 

dic:ncc:tlan sampai tanda balllS dan dikocol.; sampai homogen. 
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b r lli n 50 % gl iserol (~/V) 

Diluang ""banyak 50 mL gliseroJ 100 'Y. kemudian ditamOOlooln 50 mL lIkuadcs. 

Larlilalll '~ bromoDheliol blu r {"'M, 10 m! 

Dilimbang ""baoytti:: 100 mg bromophenol blue dilarutkan dengan ~kuades dalam 

gdas b!:ker. Kcm~dian dipindahkao sccan kuanlilatif kc dalam labu ukur 10 mL, 

dlen<:crkan !iaIllpai tanda OOtas dan dikocok: sampai homagen . 

[Antal! APS UI% 

OilimOOng sebanyak 0,5 gram amonium pcrsulfal kcmud ian dilarulkan dalam 5 

mllll.:lIadeS. 

Buffer tk-kl ro rQffiOi~ DH 8.3 

Ditimbang sebanyak 3 gram !>amm Iris. 14,4 gram glisin. dan J gram SOS 

dilarutkan dengan akuadcs, kcmudian dipinlJ~hkan secano. kuanlitalif te dalam 

lab .. ukur 1000 mL. Dienccrkan !iaIllpai tanda ootas dan dikocok sampai homagen 

kcmudian died.: pH-nya mcnggunakan pH-mCler 

L U litn f la in iDI!. 1 liler 

Oitimbang 1 gram Coomanie Blu~ R-250, ditambahkan 450 mL mclanol. 450 ml 

akulldes, serta 100 ml asam IISttat glasial. 

I..!!ntaD d"'I' ill i ~ g, liner 

Dieampur 100 mL meta/lO~ 100 mb asarn asctat glasial. serta 800 mL akuadcs. 

LU ll!!! Congo mlO,t 'Y. 

Oilimbaog sebanyak 0.1 gram CO"K" /'I'd dilarutkan dcngan scdikil aJ,:Wldcs 

dalam b!:ker gela.> 1.emudian diluang secara kuamitatif kc dalam laOO ukur 100 

mL dan ditambahkan dengan akuades hinW landa balas. 
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• 

Larlltn IriulD-X \00 2 t~ % 

Dlcampurbn scbanyak 2.5 mL Trilon-X 100 denglJl 100 mL Ilk"ades datam 

tleker ~Ias L~'1Dud i 811 dilarulkan &ngan ~ngmduk "",,""Ii<: ,ri,...,. 
Ler.ln A 

Oilimbomg sdlGnyak 5,14 lIf?IJ1 akrilamida (30% (bl¥) Ikrilamida) dan 0, 16 gram 

bis ... krilamida (0,8% (bIv) bis-Ikrilamida), kemudian dilannkan dengan 20 mL 

""""'. 
LPn!!! B 

Oicampwt.ao sebanyak 7,S mL bufer T';" He l pH 8.1 kemudian 0,4 ml 10% 

SOS dan 2.1 mL al.l.ladoes. 

Ln u! .. C 

OiClllllpllI'tan sd:>anylk S mL bufer Tri. He] pH 6,8 kemudian 0.4 nIL 10% 5 DS 

dan 4,6 mL al.~. 

Kg.lmpi cd SDS fAGE 

" 
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Microbact 2000 

Gram Negative Bacilli 24E - Oxidase Positive 

r- Specimen Details 
SIImp/t 10: Bakteri Dille: 1711MOO9 
"'._ .. fbu Mimi 
Sltmplt 1i~: Sclulolirik 
C.uo,.."J!)quI'_IIl: FKH UnliT 

N«n: 

- r •• tR .. ults 
Ocr.ICtNk : 400442100 

• 0," ...... · "'" ....., · '" sru.. , ... ", .... 
· '" L,....~ · 0IUi 0rmIIine ~ · "" "" ......... 
· OW AcW hili Gtucooe · MAN Acid I'rooII Mtnnirool · = Acid rr-. XyIc>oe 

-0"' OI'P<i · '"0 ''''''' · "' Urea Hydro/ylil 
... Vp VOgM ,.,,,,.,_ · '" eim,. Urilim;"" · ro, T'YP'ophon o..mi~ 

· <lB. Gel.lrin I,.iquoIIcMn • MAL Malonalt Jnbibitiorl · >NO Acid Ii"om Jno.irgl 

· ... ACi6I1'Ot11Sotbiro1 · '"" ,ki61nHJt~ 
_ SOC 

Acid IT<w Suawr 

· ... , Acid ""'" Lactose · ""- Acid ""'" "' ....... · <00 Acidfnom.........nd 

· "'" Add. 1'1"", a..m- · ,"- Acid rr_ SoIicin · AAO ........... I);IoyW ...... 

- ldentlffcatlon Table 
~ ! 

, ·11 • ".041;'/.1 [ • "~","rr ~. . - " .-. _{Dew-. '" - ~ II'o;I!J<'Il.OOO ~ lIK1'l.OOOJ)3ll • 11100.000.000 • "IOO.MJlOO • 1rIOO.OOO.l'(lO 

_D'J ' "I, ~ ,,- UN .- .--- ,. ,. ~ ,. ,. ,-- ~-~ 1oIOt"",~ 
_ .. _ .. _ .. 

"r_...- ~'l'«G.I'" ~., .... ','l'"G.lK \~.I~ \1t-G., .... ,-- -- -~ stX:~.I% ...... SUCo(J,r" - ,- ,. ,. ,. ,. ,. -.- .. ~ •. ~ 0 ...... ... 0,1 .... -.- G, I'll; '" ... . ,~ 0.1 .... 
...... R ."-O ... 0.1'11 .~ ... .. .. 
"'_!l!J,- O.!'M. " .. ~~ .... 0,1% 

_" ''11<00 - .,~ . '"' .. \ .... ~ 

...... c_ ~ " " .. ... M -- .. 
01. ............. ./-0< ... ___ ... 
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