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Abstrak. Peningkatan penggunaan enzim di berbagai sektor industri belum dapat dipenuhi 

oleh produsen nasional sehingga impor dilakukan sebagai solusi pemenuhannya. Tandan 

kosong kelapa sawit (TKKS) sebagai biomassa berlignoselulosa yang dikategorikan 

sebagai limbah mengandung xilan pada kompleks struktur hemiselulosa. Kandungan xilan 

dapat dimanfaatkan untuk memproduksi enzim xilanase yang banyak digunakan untuk 

menghidrolisis xilan menjadi xilosa atau xilooligosakarida sebagai gula rendah kalori. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi produksi enzim xilanase dari TKKS yang 

dihasilkan oleh Aspergillus niger melalui metode fermentasi terendam. Fermentasi 

dilakukan selama 3-9 hari inkubasi dengan respons utama terhadap aktivitas enzim 

xilanase dan kadar protein enzim. Hasil penelitian menunjukkan bahwa aktivitas enzim 

xilanase tertinggi dapat diraih setelah fermentasi berlangsung selama 9 hari yaitu sebesar 

39,96 U/mL. Adapun kadar protein enzim tertinggi dicapai saat fermentasi berlangsung 

setelah 6 hari inkubasi yaitu sebesar 0,00942 mg/mL. Hal tersebut diketahui berkaitan 

dengan dinamika pertumbuhan sel A. niger sehingga terjadi fluktuasi kandungan protein 

terhadap peningkatan aktivitas enzim xilanase. Tingginya aktivitas enzim yang didapatkan 

dalam penelitian ini dapat diaplikasikan dalam hidrolisis enzimatik terhadap biomassa 

berlignoselulosa seperti TKKS untuk mendapatkan xilosa yang kemudian dikonversi 

menjadi xilitol sebagai produk biorefineri bernilai tambah yang rendah kalori. 
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Abstract. The increasing enzyme utilization in various industrial fields cannot be fulfilled 

by national producers, so imports are carried out as a solution to fulfill them. Oil palm 

empty fruit bunches (OPEFB) as lignocellulosic biomass, then categorized as xylan-

containing waste in the hemicellulose structure, had the potential to be valorized. The 

xylan could be used to produce xylanase, which is widely used to hydrolyze xylan into 

xylose or xylooligosaccharides as low-calorie sugars. This study was aimed at evaluating 

the production of xylanase from OPEFB produced by Aspergillus niger via submerged 

fermentation. Fermentation was carried out for 3–9 days of incubation, with the main 

responses being xylanase activity and protein content in the enzyme. The results showed 

that the highest xylanase activity was achieved after 9 days of fermentation, at 39.96 U/mL. 

The highest protein content in the enzyme was achieved when the fermentation took place 

after 6 days of incubation, which was 0.00942 mg/mL. This is related to the dynamics of 

A. niger cell growth, resulting in fluctuations in protein content towards increased 

xylanase activity. The high enzyme activity obtained in this study can be applied to the 

enzymatic hydrolysis of lignocellulosic biomass such as OPEFB to obtain xylose, which is 

then converted to xylitol as a low-calorie, value-added biorefinery product. 
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PENDAHULUAN 

Berbagai produk berbasis teknologi secara luas 

dibantu oleh enzim sebagai biokatalisator dalam 

proses produksinya untuk pemenuhan kebutuhan 

manusia. Hal tersebut ditunjukkan dengan 

penggunaan enzim yang semakin meningkat dari 

tahun ke tahun hingga mencapai 10-15% [1]. 

Namun, kebutuhan enzim di Indonesia masih belum 

terpenuhi dengan baik sehingga kebutuhan tersebut 

dipenuhi dengan cara impor. Alasan tersebut 

kemudian mendorong para peneliti untuk lebih 

meningkatkan kemajuan dalam bidang teknologi, 

salah satunya dengan memanfaatkan peran 

mikroorganisme dalam bidang industri [2]. Menurut 

Sutrisno [3], penggunaan enzim secara komersial 

mencakup dalam beberapa sektor industri mulai 

dari pengolahan makanan, pakan ternak, kertas, 

kulit, deterjen, kesehatan, farmasi, dan industri jasa 

analitik terutama untuk diagnostik.  

Xilanase merupakan kelompok enzim yang 

memiliki kemampuan menghidrolisis hemiselulosa 

atau xilan menjadi xilosa dan xilooligosakarida 

sebagai monomer penyusunnya [4]. Xilan menjadi 

substrat bagi enzim xilanase diketahui banyak 

dijumpai pada tanaman-tanaman tahunan dan 

khususnya limbah pertanian seperti tandan kosong 

kelapa sawit (TKKS), tongkol jagung, bagas tebu, 

jerami padi, dedak gandum, dan biji kapas. TKKS 

merupakan hasil samping dari perkebunan kelapa 

sawit dengan kandungan lignoselulosa yang terdiri 

dari selulosa (43,0-43,7%), hemiselulosa (22,9-

23,7%), dan lignin (21,3-22,1%) [5]. Tingginya 

kandungan hemiselulosa pada TKKS berpotensi 

untuk digunakan sebagai substrat dan menghasilkan 

enzim xilanase sebagai produk metabolisme 

mikroorganisme dengan memanfaatkan xilan.  

Xilanase dapat dihasilkan oleh mikroorganisme 

melalui proses fermentasi oleh bakteri atau kapang 

[6]. Kapang diketahui memiliki tingkat hidrolisis 

lebih tinggi daripada khamir dan bakteri [4]. 

Dekomposisi komponen lignoselulosa dapat 

dilakukan oleh kapang dengan memproduksi 

berbagam jenis kelompok enzim hidrolitik dan 

oksidatif. Pada penelitian ini digunakan Aspergillus 

niger karena spesies ini termasuk ke dalam 

kelompok kapang berfilamen penghasil xilanase. 

Kapang tersebut sangat efisien dalam memproduksi 

xilanase serta penanganannya mudah dan murah 

[7]. Beberapa faktor pengaruh dalam pertumbuhan 

kapang yaitu konsentrasi substrat, sumber nutrisi, 

aerasi, pH, temperatur, inkubasi, kadar air, dan 

waktu fermentasi [8]. 

Fermentasi merupakan transformasi kimia 

substrat organik karena adanya aktivitas enzim yang 

dihasilkan oleh mikroorganisme [4]. Mikro-

organisme yang berperan aktif dalam proses 

fermentasi berkembang biak secara alami karena 

lingkungan hidupnya sesuai dengan pertumbuhan-

nya [9]. Pada penelitian ini, metode yang digunakan  

untuk produksi enzim xilanase yaitu metode 

fermentasi terendam atau umum dikenal dengan 

submerged fermentation. Submerged fermentation 

merupakan salah satu metode fermentasi dengan 

menggunakan substrat cair. Penambahan maupun 

penggantian nutrisi dalam media submerged 

fermentation berjalan kontinyu. Teknik fermentasi 

ini paling cocok untuk mikroorganisme seperti 

kapang yang membutuhkan kadar air yang tinggi 

[10]. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi 

enzim xilanase yang dihasilkan oleh A. niger 

dengan substrat TKKS. Evaluasi dilakukan 

terhadap aktivitas dan kadar protein enzim sebagai 

karakteristik utama dari suatu enzim.  

 

METODE 

Bahan Penelitian  

Bahan utama yang digunakan dalam penelitian 

ini adalah TKKS yang diperoleh dari PT. Condong 

Garut (Garut, Jawa Barat) dan isolat murni 

Aspergillus niger dari Badan Riset dan Inovasi 

Nasional. Adapun bahan lain yang digunakan terdiri 

dari akuades, pereaksi asam DNS, BCA 

(Bicinchoninic Acid), Working reagen A dan B, 

buffer sitrat 0,05 M dengan pH 4, Potato Dextrose 

Broth, Potato Dextrose Agar, dan xilan 1%,  

 

Persiapan Bahan 

Proses persiapan bahan baku dalam penelitian 

ini mengacu pada Harahap et al. [11]. TKKS 

dilakukan proses pembersihan, pengeringan dengan 

bantuan sinar matahari kemudian proses 

pengeringan menggunakan oven blower dengan 

suhu 60 °C selama 24 jam. Setelah mengering, 

TKKS tersebut dilakukan pengecilan ukuran 

menggunakan disc mill tipe dan pengayakan 

menggunakan ayakan tyler dengan ukuran 60-80 

mesh. Kandungan lignoselulosa pada TKKS 
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kemudian dianalisis menggunakan metode [12]. 

TKKS yang digunakan pada penelitian ini 

mengandung selulosa (36,0%), hemiselulosa 

(23,4%), dan lignin (19,1%). 

 

Peremajaan Isolat Aspergillus niger 

Peremajaan isolat A. niger mengikuti penelitian 

dari Purkan et al. [13] dengan modifikasi. Medium 

yang digunakan untuk menumbuhkan dan 

mengembangbiakkan isolat A. niger adalah media 

padat PDA. Sebanyak 3,9 g PDA dilarutkan dalam 

100 mL akuades dan dipanaskan hingga mendidih 

sambil diaduk menggunakan magnetic stirrer. 

Kemudian disterilisasi menggunakan autoklaf pada 

suhu 121 °C selama 15 menit dan didinginkan pada 

suhu ruang. Isolat A. niger diremajakan dengan cara 

memindakan satu ose koloni dari isolat murni ke 

dalam media padat yang telah disiapkan kemudian 

diinkubasi pada suhu 30 ºC selama 5-7 hari hingga 

terlihat spora. 

 

Proses Produksi Enzim Xilanase 

Sebanyak 2,4 g PDB dengan 100 mL akuades 

lalu dihomogenkan menggunakan magnetic stirrer 

yang kemudian dicampurkan dengan 2,5 g TKKS 

(konsentrasi sebesar 2,5% biomassa) dan dilakukan 

sterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121 ºC 

selama 15 menit, didinginkan hingga mencapai 

suhu ruang [14]. Tween 80 (1%) digunakan untuk 

menghambat terjadinya inhibisi produk ke dalam 

sel kapang menggunakan srynge filter. Pengukuran 

sel kapang dilakukan terlebih dahulu menggunakan 

hemasitometer dan mengikuti prosedur dari Avin 

[15] hingga didapat spora untuk dijadikan kultur 

kerja. Sebanyak 6,8 x 107 sel/mL diinokulasikan 

secara aseptik erlenmeyer dan diinkubasi pada suhu 

30 ºC dengan kecepatan 200 rpm selama 9 hari 

menggunakan incubator shaker. Pengambilan 

sampel dilakukan setiap 3 hari sekali dan sampel 

disentrifugasi pada 6.000 rpm selama 20 menit. 

Supernatan yang terbentuk setelah disentrifugasi 

adalah crude enzyme xilanase yang selanjutnya diuji 

aktivitas dan kadar protein. 

 

Aktivitas Enzim Xilanase 

Aktivitas enzim xilanase mengacu pada Jampala 

et al. [16]. Sebanyak 0,5 mL crude enzyme 

ditambahkan dengan 1 mL buffer sitrat 0,05 M pH 

4,8 ke dalam tabung reaksi. Selanjutnya, sebanyak 

0,5 mL xilan 1% ditambahkan sebagai substrat 

untuk pengujian xilanase. Sampel diinkubasi 

menggunakan waterbath pada suhu 50 °C selama 30 

menit. Lalu, ditambahkan 2 mL reagen DNS ke 

dalam tabung reaksi dan dipanaskan dalam 

waterbath pada suhu 90 °C selama 10 menit dan 

didinginkan. Perubahan warna terlihat dan 

absorbansi diukur dalam spektrofotometer pada 540 

nm. Hasil pengukuran absorbansi kemudian 

disubstitusikan pada persamaan standar xilosa 𝑦 =

40,118𝑥 + 0,444 (R2 = 0,995) dengan prosedur 

pembuatan kruva standar xilosa (0-10 g/L) yang 

mengikuti Adney & Baker [17].  

 

Pengujian Kadar Protein 

Kadar protein ditentukan menggunakan metode 

Bicinchoninic Acid (BCA) protein assay kit 

mengacu pada prosedur dari Thermoscientific [18]. 

Pengujian kadar protein dilakukan dengan cara 

menambahkan BCA Working Reagen sebanyak 200 

μL pada setiap kolom sampel microplate yang akan 

diuji. BCA Working Reagen dibuat dengan cara 

mencampurkan BCA Reagen B dengan BCA 

Reagen A pada rasio perbandingan 1:50, lalu 

working reagen ditambahkan dengan 25 μL sampel 

enzim kemudian dihomogenisasi menggunakan 

shaker selama 30 detik, kemudian diinkubasi 

selama 30 menit pada suhu 37°C. Lalu diukur 

absorbansi dengan spektrofotometer pada panjang 

gelombang sebesar 562 nm. Hasil pengukuran 

kurva standar dari BSA (0-200 g/L) diperoleh 

persamaan regresi linier y = 0,0008x + 0,0064 (R2 = 

0,946) yang akan digunakan untuk menentukan 

konsentrasi protein pada sampel. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Aktivitas Enzim Xilanase 

Aktivitas enzim xilanase diukur berdasarkan 

konsentrasi xilosa yang terbentuk dari xilan murni 

sebagai substrat. Semakin tinggi kadar xilosa yang 

terukur menunjukkan peningkatan aktivitas enzim 

xilanase. Hasil kuantifikasi aktivitas enzim xilanase 

terhadap waktu inkubasi disajikan pada Tabel 1. 

Berdasarkan Tabel 1, aktivitas xilanase tertinggi 

dihasilkan pada waktu inkubasi selama 9 hari 

dengan nilai 39,96 U/mL. Pada hari ke-0 hingga hari 

ke-2, aktivitas xilanase relatif rendah karena jumlah 

xilanase yang terdapat pada larutan enzim yang 

diuji masih sedikit, sehingga jumlah substrat yang 
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dapat dihidrolisis per satuan waktu inkubasi juga 

rendah dan jumlah gula pereduksi yang terdeteksi 

pun sedikit [19]. Seiring bertambahnya waktu 

inkubasi, terjadi peningkatan aktivitas enzim 

xilanase pada rentang hari ke-3 hingga hari ke-9 

disebabkan karena waktu inkubasi yang lebih lama 

memberikan kesempatan kepada A. niger pada 

medium fermentasi untuk berkembang biak. Isolat 

A. niger mendapatkan makanan yang berlimpah 

terutama sumber karbon yang berasal dari xilan 

pada kondisi yang tepat [20]. 

 

Tabel 1. Aktivitas Enzim Xilanase 

Waktu Inkubasi 

(hari) 

Aktivitas Xilanase 

(U/mL) 

3 29,46±6,99 

6 38,19±0,27 

9 39,96±0,04 

 

Selain itu, enzim bekerja secara spesifik 

terhadap jenis substrat. Hal ini saling berkaitan 

karena struktur substrat terluar adalah komponen 

lignin yang berfungsi untuk memperkokoh, 

sedangkan komponen hemiselulosa berada pada 

lapisan yang berikatan dengan lignin. Maka 

diperlukan perombakan komponen lignin terlebih 

dahulu sebelum perombakan hemiselulosa sehingga 

dibutuhkan waktu yang lebih lama untuk merombak 

hemiselulosa. Hasil penelitian membuktikan hal 

tersebut dengan didapatkannya aktivitas enzim yang 

meningkat hingga hari ke-9 [21]. 

Penambahan xilan 1% sebagai substrat dalam 

medium akan menstimulasi sintesis xilanase. Xilan 

sebagai polimer berukuran besar dan tidak dapat 

dilakukan penetrasi ke dinding sel tanaman oleh 

isolat A. niger. Xilanase digunakan oleh A. niger 

untuk merombak xilan menjadi gula yang lebih 

sederhana sehingga dapat digunakan untuk 

pertumbuhan [4]. 

Aktivitas enzim yang dihasilkan dari penelitian 

ini dinilai lebih baik daripada penelitian 

sebelumnya. Penelitian dari Kanimozhi & 

Nagalakshmi [22] menghasilkan aktivitas xilanase 

dari A. niger sebesar 1,4 U/mL. Hal tersebut 

disebabkan oleh beberapa faktor diantaranya 

konsentrasi substrat, waktu inkubasi, suhu, pH, 

inhibitor, dan aktivator. 

 

Kadar Protein 

Prinsip pengukuran kadar protein menggunakan 

metode BCA yaitu berdasarkan pengukuran pada 

konsentrasi total protein dalam sampel mengguna-

kan microplate dengan menggabungkan reagen uji 

protein (working reagent A dan B) dengan sampel. 

Konsentrasi total protein ditandai dengan adanya 

perubahan warna dari hijau menjadi ungu dengan 

membandingkan albumin standar dan dapat diukur 

menggunakan spektrofotometer pada panjang 

gelombang 562 nm.  

 

Tabel 2. Kadar Protein 

Waktu Inkubasi 

(hari) 

Kadar 

Protein 

(mg/mL) 

3 9,23±0,01 × 10-3 

6 9,42±0,10 × 10-3 

9 9,36±0,04 × 10-3 

 

Berdasarkan Tabel 2, kadar protein tertinggi 

didapatkan setelah dilakukan inkubasi selama 6 hari 

yaitu sebesar 0,00942 mg/mL dan kadar protein 

terendah setelah inkubasi selama 3 hari yaitu 

sebesar 0,00923 mg/mL. Lama inkubasi tidak 

berpengaruh terhadap kadar protein yang dihasilkan 

oleh kapang A. niger dikarenakan variasi sangat 

besar terjadi di antara ulangan. Kadar protein yang 

fluktuatif sejalan dengan hasil penelitian Seprianto 

[23] yang mendapatkan kadar protein pada hari ke-

3 masih rendah karena fase adaptasi pertumbuhan 

sel kapang. Fase adaptasi ditandai dengan kenaikan 

komponen makromolekul seperti protein. Sel 

mempersiapkan semua perangkat untuk 

perkembangbiakan selanjutnya termasuk 

mensintesis berbagai jenis enzim hidrolase 

ekstraselular. Penurunan kadar protein pada rentang 

hari ke-6 hingga hari ke-9 tidak dapat dijelaskan 

dengan penurunan jumlah sel karena kadar protein 

hanya mencerminkan besarnya protein ekstraseluler 

yang dilepas oleh kapang. Pernyataan ini didukung 

oleh sifat ekspresi xilanase yang harus diinduksi 

terlebih dahulu dalam medium terbatas yang hanya 

mengandung sumber karbon selulosa dan perlu 

adanya investigasi lebih lanjut pada penelitian 

selanjutnya. 

 



Biomass, Biorefinery, and Bioeconomy               

Vol. 1 (1): 14-19, Juni 2023               E-ISSN: 3025-1230 

18                  Imanisa et al. (2023) 

 

KESIMPULAN 

Produksi enzim xilanase oleh A. niger dengan 

metode submerged fermentation mampu meng-

hasilkan aktivitas enzim xilanase yang cukup tinggi. 

Terdapat pengaruh lama inkubasi terhadap 

produktivitas enzim xilanase oleh A. niger dengan 

TKKS yang diukur dari aktivitas enzim yang 

dihasilkan. Aktivitas enzim xilanase tertinggi 

sebesar 39,96±0,04 U/mL terjadi setelah inkubasi 

dilakukan selama 9 hari. Peningkatan kadar protein 

diketahui berkaitan dengan fase pertumbuhan sel A. 

niger. Adapun kadar protein tertinggi yaitu sebesar 

0,00942±0,00010 mg/mL yang didapatkan dari 

inkubasi setelah 6 hari. 
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