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ABSTRAK 

 

ISOLASI DAN KARAKTERISASI BAKTERI XILANOLITIK 

DARI TANAH PERKEBUNAN  TEBU WAY KANAN 

 

 

Oleh 

 

Ayuni Mitra Sari  

 

Tanaman Tebu (Saccharum officinarum L.)  merupakan tanaman yang digunakan 

untuk produksi gula dengan hasil limbah berupa ampas dan daun tebu. Ampas dan 

daun tebu diketahui terdapat kandungan xilan yang berpotensi  dijadikan bahan 

substrat kasar mikroorganisme penghasil xilanase. Tujuan dilakukan penelitian 

adalah mengisolasi bakteri xilanolitik dari lahan perkebunan tebu dan mengetahui 

karakteristik dari bakteri xilanolitik. Penelitian dilakukan pada bulan Desember 

2022- Februari 2023.  Penelitian ini dibagi menjadi 2 bagian yaitu eksperimen dan 

observasi. Penelitian eksperimental berupa karakter biologi menggunakan 

Rancangan Acak Lengkap Faktorial (RALF).  Faktor pertama adalah pH pada 

media yaitu pH 4, pH 5,dan pH 6. Faktor kedua adalah suhu yaitu menggunakan 

suhu 25o C dan suhu 45o C.  Setiap perlakuan dilakukan dengan 3 kali ulangan. 

Untuk mengetahui karakteristik bakteri xilanolitik dilakukan penelitian obeservasi 

dengan melakukan uji hipersensitivitas serta  mengamati morfologi makroskopis 

dan mikroskopis koloni bakteri. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pH terbaik 

dalam bakteri menghasilkan indeks enzimatik adalah pada pH 4 dan suhu 25 o C. 

Uji hipersensitivitas menunjukkan bahwa semua isolat bersifat patogen. 

 

Kata Kunci: Bakteri, Tanaman Tebu, Xilanase 
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ABSTRAK 

 

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF XYLANOLYTIC  

BACTERIA FROM THE LAND OF SUGAR CANE PLANTATIONS  

WAY KANAN 

 

 

By  

Ayuni Mitra Sari  

 

 

Sugarcane (Saccharum officinarum L.) is a plant used for sugar production with 

waste products in the form of bagasse and sugarcane leaves. Sugarcane pulp and 

leaves are known to contain hemicellulose (xylan) which has the potential to be 

used as a rough substrate for xylanase-producing microorganisms. The aim of the 

research was to isolate xylanolytic bacteria from sugar cane plantations and to 

know the characteristics of xylanolytic bacteria. The research was conducted in 

December 2022- February 2023. This research was divided into 2 parts, namely 

experiment and observation. Experimental research in the form of biological 

characters using Completely Randomized Factorial Design (RALF). The first 

factor was the pH of the media, namely pH 4, pH 5, and pH 6. The second factor 

was temperature, using a temperature of 25o C and 45o C. Each treatment was 

carried out with 3 replications. To determine the characteristics of xylanolytic 

bacteria, an observational study was carried out by conducting a hypersensitivity 

test and observing the macroscopic and microscopic morphology of the bacterial 

colonies. The results showed that the best bacterial pH in producing the enzymatic 

index was at pH 4 and 25 oC. Hypersensitivity test showed that all isolates were 

pathogenic. 

 

Keywords: Bacteria , Sugarcane Plants, Xylanase 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

1.1  Latar Belakang 

 

Tanaman tebu (Saccharum officinarum L.) diketahui sebagai salah satu 

tanaman yang dibudidayakan di daerah beriklim tropis.  Tebu  merupakan  

salah satu penghasil gula utama di Indonesia.  Secara nasional dalam 6 

(enam) tahun terakhir (2014-2019) terdapat tiga provinsi dengan 

kontribusi produksi gula tebu  paling tinggi yaitu Jawa Timur (48,24 %), 

Lampung (30,48 %), dan Jawa Tengah (8,12 %).  Pada tahun 2019 

produksi gula Provinsi Jawa Timur mancapai 1,1 juta ton dan Provinsi 

Lampung sebesar 0,7 juta ton (Trikuntari dkk., 2020).  Semakin 

meningkatnya  produksi gula pasir  menyebabkan meningkatnya produksi 

limbah tebu (bagas tebu)  maupun daun tebu (dadhok).  

  

Limbah bagas dan daun tebu diketahui sebagai limbah hasil dari proses 

awal pembuatan gula tebu.  Menurut penelitian yang dilakukan oleh 

Hidayati dkk., (2016) sekitar 50 % ampas tebu yang dihasilkan di setiap 

pabrik gula dimanfaatkan sebagai bahan bakar boiler dan sisanya ditimbun 

sebagai buangan yang memiliki nilai ekonomi rendah.  Sehingga akan  

berdampak pada pencemaran lingkungan.  Bagas tebu mengandung 

polisakarida yang tersusun atas 50 %-55 % selulosa, 15 %-20 % xilan dan 

lignin sekitar 20 %-30 %, selain itu sisanya disebut senyawa abu (Samsuri 

et al., 2009).  Selain bagas tebu, limbah yang dihasilkan dalam proses awal 

pembuatan gula adalah  daun tebu.  Daun tebu (dadhok) memiliki serat 

yang pada umumnya mengandung polisakarida yang tersusun atas selulosa 
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sebanyak 36 %, 21 % xilan dan 16 % lignin (Moodly, 2017).  Ketiga 

komponen dari bagas tebu maupun daun tebu sulit untuk didegradasi, 

sehingga diperlukan perlakuan khusus.  

 

Salah satu komponen polisakarida dari bagas tebu maupun daun tebu 

adalah xilan.  Kandungan xilan yang cukup tinggi pada bagas tebu dan 

daun tebu berpotensi  untuk dijadikan sebagai bahan substrat kasar 

mikroorganisme penghasil xilanase sebagai salah satu upaya untuk 

menghasilkan enzim xilanase.  Enzim xilanase digunakan untuk memecah 

struktur dari xilan pada bagas  tebu dan daun tebu.  Mikroorganisme 

penghasil xilanase berasal dari kelompok fungi dan bakteri.  Kelompok 

bakteri yang memiliki kemampuan xilanolitik adalah Bacillus sp., 

Pseudomonas sp., dan Streptomyces sp. (Mandal, 2015).  Bakteri  paling 

banyak  digunakan  sebagai  sumber  produksi  enzim  karena  

pertumbuhannya yang cepat, mudah ditumbuhkan dan diatur  produksinya,  

serta  mudah  direkayasa  secara  genetik (Fawzya dkk., 2013).  Studi lain 

menyatakan bakteri penghasil xilanase yang telah dilaporkan oleh 

beberapa peneliti seperti Bacillus safeensis, Bacillus subtilis, dan  

Streptomyces drozdowicii (Sipriyadi dkk., 2021).  Menurut Deka et al., 

(2011), Bacillus sp. merupakan bakteri yang banyak dimanfaatkan dalam 

bidang industri karena kemampuannya yang tinggi dalam produksi dan 

pengeluaran enzim ektraseluler dalam jumlah yang besar, sehingga 

keberadaan bakteri Bacillus sp. sangat menguntungkan.  Sedangkan 

kelompok fungi yang memiliki kemampuan xilanolitik adalah Aspergillus 

spp., Fusarium spp., dan Penicillium spp. (Burlacu et al., 2016).  Menurut 

Mandal (2015) fungi memiliki aktivitas xilanase paling tinggi 

dibandingkan dengan bakteri.  

 

Keberadaan mikroorganisme yang tumbuh alami dari tempat asalnya dapat 

membantu mempercepat proses dekomposisi dari limbah tebu.  Semakin 

tinggi populasi dan aktivitas bakteri yang tumbuh alami pada lahan 
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perkebunan tebu, maka proses dekomposisi limbah tebu akan semakin 

meningkat.  Kondisi tanah pada lahan perkebunan tebu yang cenderung 

memiliki pH asam dan suhu lahan yang cukup tinggi dapat mempengaruhi 

pertumbuhan bakteri.  Oleh karena itu penelitian ini dilakukan untuk 

mengisolasi bakteri dari lahan perkebunan tebu yang tahan pada pH asam 

dan suhu lahan tinggi dengan menganalisis tanah dan limbah tebu sebagai 

habitat asli dari bakteri xilanolitik.  

 

1.2 Tujuan Penelitian  

 

Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Untuk mengisolasi bakteri xilanolitik dari lahan perkebunan tebu. 

2. Mengetahui karakteristik dari bakteri xilanolitik yang mampu tumbuh 

pada keadaan pH asam, suhu tinggi, serta memiliki endospora. 

 

1.3 Kerangka Pikir 

 

Limbah ampas tebu atau bagas tebu yang dihasilkan  dari proses 

pembuatan gula di setiap tempat produksi gula hanya dimanfaatkan 

sebagai bahan bakar boiler dan sisanya ditimbun sebagai buangan yang 

memiliki nilai ekonomi rendah.  Penimbunan bagas tebu dalam waktu 

tertentu akan menimbulkan permasalahan yang akan berdampak pada 

pencemaran lingkungan, dan menyita lahan yang luas sebagai tempat 

penyimpanannya.  Sehingga limbah bagas tebu yang belum dimanfaatkan 

diperlukan  penanganan secara serius untuk diolah kembali.  Bagas tebu 

mengandung polisakarida yang tersusun atas 50 %-55 % selulosa, 15 % -

20 % xilan dan lignin sekitar 20 %-30 %, selain itu sisanya disebut 

senyawa abu (Samsuri et al., 2009).    

 

Selain bagas tebu, limbah yang dihasilkan dari perkebunan tebu yang 

belum dimanfaatkan secara optimal adalah daun tebu.  Limbah daun tebu 



4 
 

yang dihasilkan biasanya tidak dimanfaatkan, hal tersebut dikarenakan 

limbah daun tebu memiliki kandungan unsur hara yang rendah.  Padahal 

limbah daun tebu tersebut dapat dimanfaatkan  untuk meningkatkan 

kesuburan tanah apabila diolah dengan benar.  Adapun kandungan dari 

daun tebu  terdiri dari 36 %, selulosa, 21 % xilan dan 16 % lignin 

(Moodly, 2017)   

 

Kandungan xilan yang cukup tinggi pada bagas tebu maupun daun tebu  

berpotensi  untuk dijadikan sebagai bahan substrat kasar mikroorganisme 

penghasil xilanase.  Sehingga diperoleh isolat bakteri yang memiliki 

kemampuan untuk mendegradasi xilan.  Mikroorganisme yang memiliki 

kemampuan untuk menghasilkan enzim xilanase adalah Bacillus sp., 

Pseudomonas sp., Streptomyces sp. (Mandal, 2015).  Selain memiliki 

kemampuan untuk mendegradasi xilan, isolat bakteri yang diperoleh 

diharapkan  memiliki kemampuan untuk tumbuh pada pH asam dengan 

suhu ekstream.  Hal tersebut dikarenakan pH tanah provinsi lampung 

cenderung asam.  Kondisi tersebut sesuai dengan penelitian Riniarti (2014) 

yang mengemukakan bahwa kondisi tanah menunjukkan bahwa  tanah 

pada KPHL Batutegi memiliki kondisi cenderung asam.  Suhu yang 

ekstrem dan pH yang asam cenderung sulit untuk bakteri tumbuh dengan 

baik.  Sehingga diperlukan bakteri yang memiliki kemampuan untuk 

mendegradasi xilan serta dapat tumbuh pada pH asam dan suhu yang 

ekstrem.  
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1.4 Hipotesis 

 

Hipotesa dari penelitian ini adalah sebagai berikut :  

1. Terdapat   isolat bakteri xilanolitik dari lahan perkebunan tebu. 

2. Terdapat isolat bakteri xilanolitik yang memiliki karakteristik dapat 

tumbuh pada pH asam, suhu tinggi dan memiliki endospora. 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

2.1  Tanaman Tebu (Saccharum Officinarum L.) 

 

 

 

          Gambar 1.  Tanaman Tebu ( http://darsatop.lecture.ub.ac.id). 

 

Tanaman tebu (Saccharum officinarum L.) dapat dengan mudah ditemui 

di Indonesia.  Tanaman ini merupakan sumber bahan baku dalam 

produksi gula pasir dan menjadi salah satu penyumbang rasa manis pada 

banyak makanan dan minuman.  Saat ini, tanaman tebu memiliki nilai 

ekonomi yang tinggi.  Tanaman ini mengandung nira yang dapat diolah 

menjadi kristal-kristal gula (Sukmadajaja, 2011).  Tanaman tebu 

(Saccharum officinarum L.) merupakan tanaman perkebunan tahunan 

yang memiliki karakteristik unik karena mengandung zat gula di dalam 

http://darsatop.lecture.ub.ac.id/
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batangnya.  Tebu termasuk dalam keluarga rumput-rumputan seperti 

padi, glagah, jagung, dan bambu (Tentrem, 2012). 

 

 2.1.1   Morfologi Tanaman Tebu (Saccharum officinarum L.) 

 

 

Gambar 2.  Batang Tebu 

(Sumber:  https://news.labsatu.com/tanaman-tebu-menyimpan-

manfaat-dari-berbagai-sisi/) 

 

Tebu adalah tanaman yang memiliki beragam varietas yang dapat 

tumbuh dengan baik di dua jenis wilayah, yaitu daerah tropika basa 

dan daerah sub tropika.  Tanaman ini juga mampu tumbuh baik di 

dataran tinggi maupun dataran rendah, dengan ketinggian hingga 

1.400 m di atas permukaan laut (dpl).  Batang tebu terdiri dari ruas-

ruas dan dibatasi oleh buku-buku.  Setiap buku memiliki mata 

tunas.  Diameter batang berkisar antara 3-5 cm, dengan tinggi 

batang mencapai 2-5 m dan tidak memiliki cabang.  Daun tebu 

memiliki bentuk seperti busur panah atau pita, dengan penyebaran 

yang bergantian antara kanan dan kiri.  Daun tersebut memiliki 

pelepah yang mirip dengan daun jagung dan tidak memiliki 

tangkai.  Tulang daun sejajar dan terdapat lekukan di tengahnya. 

Kadang-kadang tepi daun bergerigi dan terdapat rambut-rambut 

yang keras (Marlina, 2018). 

https://news.labsatu.com/tanaman-tebu-menyimpan-manfaat-dari-berbagai-sisi/
https://news.labsatu.com/tanaman-tebu-menyimpan-manfaat-dari-berbagai-sisi/
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2.1.2    Klasifikasi  Tanaman Tebu (Saccharum officinarum L.) 

 

Menurut United States Department of Agriculture (2018), 

klasifikasi tanaman tebu adalah sebagai berikut:  

Kingdom :  Plantae  

Divisi  :  Magnoliophyta  

Kelas  :  Liliopsida  

Sub kelas  :  Commelinidae  

Ordo   :  Cyperales  

Famili :  Poaceae  

Genus :  Saccharum L.  

Spesies :  Saccharum officinarum L.  

 

2.1.3    Bagas Tebu (Saccharum officinarum L.) 

 

Limbah yang dihasilkan dari proses pembuatan gula tebu yaitu 

bagas tebu.  Bagas tebu memiliki karakteristik berserat seperti 

yang terlihat pada Gambar 3.  Limbah ini umumnya terdiri dari 

selulosa, xilan, dan lignin.  Selulosa secara alami terikat oleh xilan 

dan dilindungi oleh lignin.  Senyawa lignin yang merupakan 

senyawa pengikat menyebabkan sulit untuk menguraikan bahan 

xilan secara alami (Orchidea dkk., 2010). 

 

Gambar 3.  Bagas Tebu (dok.  Pribadi, 2022) 
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Kandungan polisakarida dalam bagas tebu mencapai lebih dari    

70 %, terdiri dari selulosa sekitar 50-55 %, xilan sekitar 15-20 %, 

dan lignin sekitar 20-30 % (Baarri dan Fawaid, 2013).  Beberapa 

jenis limbah lignoselulosa dengan kandungan xilan dapat dilihat 

pada Tabel 1. 

Tabel 1.   Kandungan Xilan Pada Berbagai Jenis Limbah Agro 

Industri 

Jenis Limbah Kandungan Xilan % 

Tongkol jagung 36 % 

Bagas tebu 27,97 % 

Serabut kelapa sawit 24 % 

Jerami padi 22 % 

Dedak padi 16,9 % 

Kulit biji kapas 10,2 % 

  Sumber: Khasanah (2017) 

 

Bagas tebu memiliki kandungan xilan sebesar 35 %, yang 

memiliki potensi sebagai sumber karbon dalam media fermentasi 

untuk menghasilkan enzim ekstraseluler yang disebut xilanase. 

Memanfaatkan bagas tebu sebagai sumber karbon dalam media 

produksi enzim xilanase dapat membantu mengurangi biaya 

produksi enzim (Fitriani dkk., 2013). 

Bagas tebu memliki komposisi antara lain: karbon (C) 23,7 %, 

hidrogen (H) 2 %, oksigen (O) 20 %, air (H2O) 50 % dan 

gula 3 %.  Bagas tebu mengandung kadar air sekitar 46-52 %, 

kadar serat 43-52 % dan padatan  terlarut sekitar 2-6 % 

(Andriyanti, 2012).   
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 2.1.4   Daun Tebu 

 

Daun tebu, yang dikenal sebagai dadhok dalam bahasa Jawa, 

adalah salah satu tanaman perkebunan musiman.  Daun ini 

memiliki bentuk seperti busur panah atau pita, dengan penyebaran 

yang bergantian antara kanan dan kiri.  Daun tebu memiliki 

pelepah yang mirip dengan daun jagung dan tidak memiliki 

tangkai.  Tulang daun sejajar dan terdapat lekukan di tengahnya. 

Terkadang tepi daun bergerigi dan terdapat rambut-rambut yang 

keras.  Saat proses pemanenan tebu, dihasilkan limbah berupa 

daun kering yang disebut klenthekan atau daduk, pucuk tebu, dan 

sogolan (pangkal tebu) (Khuluq, 2012).  Daun tebu memiliki 

kandungan selulosa sekitar 36 %, xilan sekitar 21 %, dan lignin 

sekitar 16 % (Moodly, 2017). 

1.2.   Pengertian Dekomposisi 

 

Dekomposisi adalah proses penghancuran bahan organik yang berasal 

dari hewan dan tanaman yang berubah menjadi senyawa senyawa 

anorganik sederhana yang dilakukan oleh beberapa mikroorganisme 

seperti jamur, actynomycetes dan bakteri (Andriyany, 2018).   

 

Menurut Saibi (2018)  proses dekomposisi secara biologi dimulai dari 

proses penghancuran atau pemecahan struktur fisik yang 

dilakukan mikroba secara enzimatik terhadap partikel-partikel organik. 

Bakteri mengeluarkan enzim yang digunakan untuk menghancurkan 

molekul-molekul organik kompleks seperti protein dan karbohidrat dari 

tumbuhan yang telah mati.  Terdapat 3 tahap proses dekomposisi serasah, 

yaitu: 
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1. Proses pelindihan (leaching), yaitu mekanisme hilangnya bahan-

bahan yang terdapat pada serasah atau detritus akibat curah hujan atau 

aliran air. 

2. Penghawaan (wathering), merupakan mekanisme pelapukan oleh 

faktor-faktor fisik sepertipengikisan oleh angin atau pergerakan 

molekul air. 

3. Aktivitas biologi yang menghasilkan pecahan-pecahan organik oleh 

makhluk hidup yang melakukan dekomposisi. 

 

Di dalam proses dekomposisi  akan terjadi perubahan yang 

dilakukan oleh mikroorganisme yaitu berupa penguraian selulosa, xilan, 

lemak, serta bahan lainnya menjadi karbondioksida (CO2) dan air 

(Andriyany, 2018).  

 

1.3. Xilan  

 

Xilan merupakan komponen utama dalam dinding sel tanaman dan 

polisakarida yang paling banyak kedua setelah selulosa dan lignin.   Pada 

tanaman terdiri dari rata-rata 23 %  lignin,  40 % selulosa, dan 33 %  

xilan dari bobot  kering (Bajapai, 2014).         

 

 
Gambar 4. Komponen Dinding Sel ( Astner , 2012) 

 

1.3.1. Struktur  Xilan  

 

Xilan mempunyai struktur yang tersusun atas kerangka dasar  

residu 1,4-D-xilopiranosil (gula pereduksi dengan lima atom 

karbon) dengan rantai samping yang tersubtitusi dengan gugus 



11 
 

asetil, 4-O-metil-D-glukuronosil dan α-arabinofuranosil 

(Kurrataa’yun, 2014).  Xilan dapat berikatan dengan selulosa dan 

rantai xilan lainnya dan hemiselulosa dengan ikatan kovalen dan 

non-kovalen, ikatan hidrogen dan gaya Van der Waals, dengan 

lignin dan ikatan kovalen dari kedua jenis dengan asam koumarat 

dan asam ferulat yang diesterifikasi menjadi residu arabinosa 

(glucuronoarabinoxylan dan arabinoxylans) dan hubungan ester 

dengan asam 4-O-methylglucuronic (glucuronoxylan dan 

glucurono arabinoxylan).  Rantai (glucurono) arabinoxylans dan 

arabinoxylans dapat dihubungkan bersama dan dengan 

hemiselulosa lain dan lignin melalui pembentukan diferulat (dua 

residu asam ferulat yang dihubungkan oleh ikatan kovalen) 

seperti yang tertera pada Gambar 5 (Alvarez, 2016). 

 

 

Gambar 5.  Struktur Xilan (Sharma et al., 2013). 
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1.3.2. Reaksi Pemecahan Struktur Xilan  

 

Xilan merupakan senyawa kimia yang kompleks dengan sifat 

yang beragam.  Oleh karena itu, dalam proses penguraiannya 

diperlukan bantuan enzim untuk memecahkan struktur kompleks 

xilan tersebut.  Enzim yang digunakan untuk memecahkan 

struktur xilan yang kompleks termasuk ÿ-1,4-endoXilanase, ÿ-

xylosidase, ÿ-glucuronidase, ÿ-Larabinofuranosidase, acetyl Xilan 

esterase, dan phenolic acid (ferulic dan p-coumaric acid) esterase      

(Motta et al., 2013).  Proses pemecahan struktur xilan dengan 

menggunakan bantuan enzim dapat dilihat pada Gambar 6. 

 
                 Gambar 6.  Proses Pemecahan Struktur Xilan Oleh Enzim Xilanase 

             ( Beg et al., 2001) 

 

Dari beberapa enzim yang terlibat dalam proses pemecahan 

struktur xilan, endoxilanase dan ÿ-xylosidase memiliki peran 

yang sangat penting dalam mengubah molekul xilan menjadi unit 

pentosa monomer.  Endoxilanase bertanggung jawab dalam 

memotong ikatan glikosidik dan melepaskan xylooligosakarida 

pendek, sementara ÿ-xylosidase berperan dalam membebaskan 

residu xylose dari ujung xylooligosakarida yang tidak mereduksi 

(Motta et al., 2013).  Di sisi lain, acetyl esterase, ferulic esterase, 

glucuronidase, dan arabinosidase diperlukan untuk melepaskan 
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rantai samping yang berbeda dari tulang punggung xilan 

(Burlacu, 2016). 

1.3.3. Penghasil Xilanase 

 

Xilanase adalah enzim yang digunakan untuk memecah struktur 

dari Xilan.  Xilanase dihasilkan oleh kelompok bakteri, 

actynomycetes dan jamur seperti yang tertera pada Tabel 2            

(Mandal, 2015). 

  Tabel 2.  Mikroorganisme Penghasil Xilan (Burlacu, 2016) 

 

Mikroorganisme Penghasil Xilan  

 

Bacillus pumilus 

Bacillus subtilis 

Bacillus amyloliquefaciens 

Bacillus cereus 

Bacillus circulans 

Bacillus megatorium 

Bacillus licheniformis 

Bacillus stearothermophilus 

Streptomyces sp. 

Streptomyces roseiscleroticus 

Streptomyces cuspidosporus 

Streptomyces actuosus 

Pseudonomas sp. 

Clostridium absonum 

Thermoactinomyces thalophilus 

  

1.3.4. Aplikasi Mikroba Xilanase 

 

Penggunaan xilanase telah menarik perhatian yang signifikan 

karena memiliki potensi dalam berbagai industri seperti industri 

makanan, pakan, dan pulp dan kertas, sehingga dianggap sebagai 

enzim yang sangat penting dalam bidang industri. 
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1. Industri Makanan 

 

Dalam industri makanan, xilanase, bersama dengan selulase 

dan pektinase, dapat digunakan dalam pembuatan dekstran 

yang berfungsi sebagai pengental makanan. Selain itu, 

xilanase juga berperan sebagai agen pengembang dalam 

pembuatan roti untuk meningkatkan volume roti (Mandal, 

2015). 

 

2. Pakan 

 

Xilanase digunakan dalam perombakan tanaman hijau 

untuk meningkatkan kecernaan pakan ruminansia dan 

membantu pengomposan bersama dengan enzim lain 

seperti glukanase, pektinase, selulase, protease, amilase, 

fitase, galaktosidase, dan lipase.  Xilanase juga dapat 

mengurangi viskositas dan meningkatkan penyerapan 

dengan memecah polisakarida pati dalam pakan berbasis 

gandum dan jelai yang tinggi serat.  Penambahan 

kombinasi xilanase pada diet broiler juga meningkatkan 

pertumbuhan dan penambahan berat badan (Cheng et al., 

2013). 

 

3. Pulp dan Kertas 

 

Dalam industri pulp dan kertas, digunakan bahan kimia 

pemutih yang dapat merusak komponen dan menghasilkan 

kertas dan pulp yang kurang berkualitas.  Oleh karena itu, 

dalam teknik ini, pulp biasanya diolah dengan xilanase 

sebelum proses pemutihan kimia.  Xilan yang terendapkan 

dapat dihidrolisis dengan bantuan xilanase, yang 
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memfasilitasi pemutihan pulp dan mengurangi konsumsi 

bahan kimia.  Dengan demikian, teknik ini membantu 

mengurangi pembuangan senyawa beracun ke lingkungan 

(Martin-Sampedro et al., 2012; Cheng et al., 2013). 

1.4. Jenis - Jenis Bakteri Xilanolitik 

1.4.1. Bacillus sp. 

 

 

Gambar 7.  Penampang Mikroskopis Bacillus sp. 

          (Sumber: https://www.researchgate.net) 

    

Bacillus sp. merupakan genus bakteri Gram positif yang memiliki 

bentuk batang dan termasuk dalam filum Firmicutes. Spesies 

Bacillus sp. dapat berupa aerob obligat (bergantung pada oksigen) 

atau anaerob fakultatif (mempunyai kemampuan aerobik atau 

anaerobik) (Ponnuswamy et al., 2015). 

Salah satu kemampuan Bacillus sp. adalah menghasilkan berbagai 

enzim, termasuk enzim xilanase (Maftukhah, 2020).  Menurut 

Sadhu et al., (2013), Bacillus sp. termasuk salah satu jenis bakteri 

yang dapat menghasilkan enzim selulase.  Bakteri ini digunakan 

sebagai dekomposer, sehingga dapat digunakan sebagai pupuk 

hayati sekaligus agen biokontrol terhadap patogen. 

https://www.researchgate.net/
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2.3.1.1  Klasifikasi Bacillus sp. 

 

Bacillus sp. merupakan genus bakteri dari famili 

Bacillaceae, termasuk ke dalam filum Firmucutes, dan 

memiliki lebih dari 200 spesies yang telah teridentifikasi 

(Shu and Yang, 2017).  Berikut klasifikasi Bacillus sp. 

berdasarkan “Bergey’s Manual of Systematic 

Bacteriology” Edisi ke-2 (2004).  

Kerajaan   : Bacteria 

Filum   : Firmicutes  

Kelas   : Bacilli  

Ordo   : Bacillales  

Famili  : Bacillaceae  

Genus  : Bacillus  

Spesies   : Bacillus spp. 

 

2.3.1.2  Morfologi Bacillus sp. 

 

                

Gambar 8.  Penampang Mikroskopis Isolat  

                     Bacillus sp. perbesaran 1000x 

 

Dilihat dari morfologi mikroskopik, Bacillus memiliki 

bentuk sel batang (rod) dan memiliki sifat Gram positif. 

Ukuran sel Bacillus sp. berkisar antara 0,5-2,5 µm × 1,2-
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10 µm dan sering terbentuk dalam pasangan yang 

membentuk rantai dengan ujung yang bundar atau persegi 

(Napitupulu et al., 2019).  Berdasarkan kunci identifikasi 

bakteri yang mencakup ciri-ciri seperti Gram positif, 

bentuk batang, dan memiliki endospora, Bacillus sp. 

diyakini termasuk dalam genus Bacillus (Lu et al., 2018). 

Bacillus termasuk dalam kelompok bakteri saprofit yang 

memiliki endospora, yang berfungsi sebagai mekanisme 

pertahanan sel.  Keberadaan endospora ini merupakan 

keunikan yang dimiliki oleh Bacillus, yang 

memungkinkannya untuk hidup dalam berbagai kondisi 

lingkungan (Wiyada, 2012).  Endospora merupakan 

struktur yang terdapat di dalam sel Bacillus, berperan 

dalam melindungi sel dari kondisi lingkungan yang tidak 

menguntungkan bagi pertumbuhannya (Shu dan Yang, 

2017). 

2.3.2 Bakteri Pseudomonas sp. 
 

2.3.2.1.  Morfologi Bakteri Pseudomonas sp. 

 

Bakteri Pseudomonas sp. memiliki karakteristik seperti 

Gram negatif, berbentuk batang (rods) atau kokus 

(coccus), aerob obligat, motil mempunyai flagel polar. 

Bakteri ini oksidase positif, katalase positif, 

nonfermenter dan tumbuh dengan baik pada  suhu 4o C 

atau dibawah 43o C ( Rahmadian, 2018). 
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1.4.2.  Klasifikasi Pseudomonas sp. 

 

Klasifikasi bakteri Pseudomonas sp., Menurut Tamba (2021) 

adalah sebagai berikut: 

Filum  :  Proteobacteria 

Kelas  :  Gamma 

Ordo   :  Pseudomonadales 

Famili  :  Pseudomonadaceae  

Genus  :  Pseudomonas 

Spesies  :  Pseudomonas sp. 

1.4.3.   Bakteri  Streptomyces sp. 

 

Streptomyces adalah jenis bakteri yang termasuk dalam kelas 

Actinomycetes dan dapat ditemukan secara luas di lingkungan 

alami.  Streptomyces memiliki peran yang signifikan dalam 

kehidupan manusia dan tanaman, terutama dalam menghasilkan 

metabolit sekunder yang memiliki manfaat dalam bidang 

pertanian dan kesehatan (Firdiyanti et al., 2021).  Bakteri 

Streptomyces juga memiliki aktivitas antimikroba dan antifungi, 

serta mampu memproduksi enzim xilanase (Sipriyadi et al., 

2016). 

1.4.3.1.  Morfologi Streptomyces sp. 

 

Bakteri Gram positif  dari kelas actynomycetes yang 

memiliki ciri-ciri  ukuran koloni kecil (sekitar 1-10 nm), 

tumbuh optimum pada suhu 25-35o  C,  pH 6,5-8,0 dan 

memiliki warna pada spora adalah streptomyces.  Spora 

yang dimiliki streptomyces berwarna putih, abu-abu, 

kuning, merah, biru, hijau maupun violet. 
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1.4.3.2. Klasifikasi  Streptomyces sp. 

 

Streptomyces merupakan genus dari divisio actynomycetes 

yang diketahui sebagai organisme peralihan antara jamur 

dan bakteri.  Menurut Waksman (1959)  klasifikasi 

Streptomyces sebagai berikut:  

Divisi   : Actinomyces 

 Kelas   : Actinomycetes  

Ordo   : Aetinomycetales  

Famiii  : Streptomycetae  

Genus    : Streptomyces 

 

1.5.  Pengertian Tanah  

 

Tanah merupakan lingkungan hidup bagi mikroorganisme seperti bakteri, 

jamur, protozoa, dan actinomycetes karena mengandung berbagai bahan 

organik, anorganik, dan mineral.  Tanah terdiri dari beberapa lapisan, 

dimana lapisan atasnya umumnya memiliki warna yang gelap akibat 

kandungan bahan organik yang tinggi.  Lapisan atas tanah ini dikenal 

sebagai tanah top soil, yang memiliki kedalaman 0-30 cm dari 

permukaan bumi.  Tanah top soil memiliki kesuburan yang baik karena 

kandungan bahan organiknya yang tinggi, sehingga memiliki struktur 

yang remah, konsistensi yang gembur, dan memfasilitasi penetrasi dan 

pertumbuhan akar dengan baik.  Hal ini memungkinkan tanah untuk 

menyerap air dan unsur hara serta memberikan sirkulasi udara yang baik 

(Pratama et al., 2022).  Secara umum, tanah top soil memiliki warna 

hitam dan mengandung unsur hara yang berasal dari proses dekomposisi 

dedaunan yang telah terurai (Purnomo, 2019). 
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1.6. Endospora 

 

 

Gambar 9. Struktur Endospora ( Pradhan, 2021) 

 

Bakteri merupakan mikroorganisme yang tersebar luas di alam.    

Beberapa jenis bakteri memiliki kemampuan untuk membentuk 

endospora.  Endospora berperan sebagai mekanisme pertahanan hidup 

terhadap kondisi lingkungan yang ekstrem, seperti kekurangan nutrisi, 

komposisi mineral yang tinggi, perubahan pH, suhu ekstrem, dan 

kepadatan sel yang tinggi.  Endospora dapat bertahan dalam suhu ekstrim 

karena adanya faktor resistensi seperti protein asam larut kecil yang 

melindungi DNA endospora, akumulasi kation divalen di dalam inti 

endospora, dehidrasi inti endospora, dan keberadaan asam dipicolinic 

(DPA) (Apriliani, 2021).  Struktur endospora terdiri dari tiga lapisan 

pelindung (luar, tengah, dan dalam), korteks, membran protoplasma, dan 

protoplasma (inti spora) (Pradhan, 2021). 

Pembentukan endospora ditandai oleh pembelahan sel yang tidak 

simetris dari sel induk, menghasilkan pembentukan kompartemen yang 

lebih kecil yang disebut prespora atau forespora, yang kemudian ditelan 

melalui fagositosis (Tan dan Ramamurthi, 2014).  Prespora mengalami 

pematangan lebih lanjut melalui modifikasi dalam selubung sel dan 

secara bertahap menghentikan metabolisme, kemudian akhirnya 

dilepaskan ke lingkungan melalui lisis sel induk seperti yang tertera pada 

Gambar 10.  Endospora merupakan bentuk kehidupan tidak aktif yang 

sangat kuat dan mampu bertahan terhadap paparan panas ekstrem, 
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kekeringan, radiasi ultraviolet, dan faktor lingkungan lainnya, yang 

menunjukkan pentingnya dalam patogenesis (Beskrovnaya, 2021). 

 

 

 Vegetative Growth        Early Sporulation                  Late Sporulation          Mature Spore 

Gambar 10. Mekanisme Terbentuknya Endospora (Beskrovnaya, 2021) 
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III. METODE PENELITIAN 

 

 

3.1.  Waktu dan Tempat 

 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan November 2022 – Januari 2023. 

Penelitian dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi, Fakultas Matematika 

dan Ilmu Pengetahuan Alam.  Universitas Lampung. 

 

3.2.  Alat dan bahan  

 

Alat  yang digunakan dalam penelitian antara lain centrifuge, batang 

pengaduk, spatula, blender, cawan petri, tabung reaksi, labu erlenmeyer, 

pH meter, gelas ukur, beaker glass, pipet volume, jarum ose, mikropipet, 

hot plate stirer, neraca analitik, shaker, bunsen, inkubator, LAF, autoklaf, 

mikroskop, kertas label. 

 

Bahan yang digunakan dalam penelitian antara lain sampel bagas tebu, 

sampel tanah tebu, Daun tebu, NaOCl 0,5 %, NaOH 10 %, HCl 6N, 

Ethanol 95 %, alkohol 70 %, media MSM (Minimum Salt Medium) dengan 

komposisi: K2HPO4 (1,55 g), NaH2PO4.2H2O (0,85 g), (NH4)2SO4 (2 g), 

MgCl2.6H2O (0,1 g), EDTA (10 mg), ZnSO4.7H2O (2 mg), CaCl2.2H2O (1 

mg), FeSO4.7H2O (5 mg), Na2MoO4.2H2O (0,2 mg), CuSO4.5H2O (0,2 

mg), CoCl2.6H2O (0,4 mg), MnCl2.2H2O (1 mg), aquades, congo red  

0,1 %, NaCl 1 %, kristal violet, iodine, Alkohol Aseton, safranin, 

malachite green, tissue, kapas steril, kasa. 
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3.3.  Rancangan Percobaan  

 

Pada penelitian ini menggunakan metode deskriptif kualitatif dan 

Rancangan Acak Lengkap  Faktorial ( RALF) yang terdiri dari dua faktor. 

Faktor yang pertama yaitu suhu yang terdiri dari suhu 25o C dan  

suhu 45o C.  Faktor yang kedua adalah pH  yang terdiri dari pH  4, 5, dan 

6.  Dengan demikian diperoleh 18 unit perlakuan dan setiap unit perlakuan 

diulang sebanyak 3 kali.  Rancangan percobaan  dapat dilihat pada Tabel 

3.  Proses pengambilan sampel tanah  menggunakan metode purposive 

sampling di area lahan perkebunan tebu.  Isolat yang digunakan dalam 

proses penelitian diperoleh dari hasil enrichment sampel  tanah seperti 

yang tertera pada Tabel 4.  Sampel tanah di isolasi pada media MSM  

( Minimum Salt Medium ) + xilan dengan metode spread plate.  Skrining 

bakteri xilanolitik menggunakan pewarna congo red dengan indikasi 

terbentuknya zona bening pada media MSMX.  Selanjutnya Uji 

karakteristik  morfologi koloni bakteri yang berbeda dengan mengamati 

bentuk, tepian, permukaan, dan warna koloni serta uji pewarnaan Gram 

pewarnaan spora dan uji hipersensitivitas.  Uji pH dan suhu dilakukan 

dengan cara mengkultur bakteri pada media MSMX (minimum salt 

medium xilan ) dengan variasi pH 4, pH 5 dan pH 6 serta suhu 25 o C dan 

suhu 45 o C.  

 

Tabel 3.  Rancangan Percobaan 

Faktor 

Suhu  

Faktor pH 

25o C (a) A1a1 C3a3 C2a2 

 C1a1 B1a1 A3a3 

 A2a2 B2a2 B3a3 

45o C (b) A1b1 B1b1 B2b2 

 B3b3 A2b2 C2b2 

 A3b3 C1b1 C3b3 
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Keterangan: 

1. Kode A,B,C merupakan perlakuan dari faktor pH 

2. Kode a dan b merupakan perlakuan dari faktor suhu 

       Tabel 4.  Media Enrichment Sampel Tanah   

Kode Sampel  Tanah Media Enrichment 

BT 1 Tanah 1 + Bagas Tebu + Mineral 

medium 

BT 2 Tanah 2 + Bagas  Tebu + Mineral 

medium 

BT 3 Tanah 3 + Bagas Tebu + Mineral 

medium 

 

BT 4 

 

Tanah 4 + Bagas  Tebu + Mineral 

medium 

BT 5 Tanah 5 + Bagas Tebu + Mineral 

medium 

DT 1 Tanah 1 + Daun Tebu + Mineral 

medium 

DT 2 Tanah 2 + Daun Tebu + Mineral 

medium 

DT 3 Tanah 3 + Daun Tebu + Mineral 

medium 

DT 4 Tanah 4 + Daun Tebu + Mineral 

medium 

DT 5 Tanah 5 + Daun Tebu + Mineral 

medium 

 

3.4.   Prosedur Penelitian 

  

3.4.1.  Pembuatan Tepung Xilan  

 

Dalam proses pembuatan tepung xilan, limbah bagas tebu 

dikeringkan terlebih dahulu dan dihaluskan hingga memperoleh 

serbuk halus.  Serbuk halus yang dihasilkan ditimbang sebanyak 

20 g dan dimasukkan ke dalam beaker glass untuk didelignifikasi 

dengan menggunakan NaOCl 0,5 % sebanyak 200 ml selama 5 
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jam dan disentrifugasi selama 15 menit.  Endapan yang diperoleh 

dipisahkan dari supernatan-nya dan dikeringkan selama 24 jam.  

Endapan yang sudah kering direndam dengan NaOH 10 % 

sebanyak 200 ml selama 24 jam. Hasil yang diperoleh dari 

rendaman disentrifugasi selama 30 menit  dengan kecepatan 4000 

rpm.  Filtrat yang dihasilkan diukur pH-nya dan dinetralkan 

dengan menambahkan HCl 6N.  Xilan yang larut dalam larutan 

yang sudah dinetralkan dipisahkan dengan menambahkan ethanol 

95 % dengan perbandingan ethanol dan supernatan (1:3), 

kemudian disentrifuge dengan kecepatan 4000 rpm selama 30 

menit.  Endapan yang dihasilkan adalah xilan.  Xilan yang 

diperoleh kemudian dikeringkan dan dihaluskan sehingga 

diperoleh bubuk xilan ( Richana, 2007). 

 

3.4.2. Pengambilan Sampel Tanah 

 

Sampel tanah diperoleh dari areal perkebunan tebu dengan titik 

koordinat 4o16,59.17”S, 104o44,27. 82” E. seperti yang tertera 

pada Gambar 11 dengan menggunakan  metode purposive 

sampling dengan kedalaman 5-30 cm. Sampel tanah yang 

digunakan adalah tanah bagian atas (Top soil). 
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Gambar 11.  Area Sampling 

 

3.4.3. Pengayaan Bakteri ( Enrichment ) Dan Seleksi Bakteri 

Endospora 

 

Dalam proses enrichment  dan seleksi bakteri endospora 

dilakukan dengan menimbang sampel tanah, serasah tebu, bagas 

tebu masing-masing sebanyak 5 g dan masukkan ke dalam 

erlenmeyer dengan urutan sampel yang berbeda seperti pada 

Tabel 4.  Adapun Komposisi mineral medium (per liter aquades) 

meliputi: K2HPO4 (1,55 g), NaH2PO4.2H2O (0,85 g), (NH4)2SO4 

(2 g), MgCl2.6H2O (0,1 g), EDTA (10 mg), ZnSO4.7H2O (2 mg), 

CaCl2.2H2O (1 mg), FeSO4.7H2O (5 mg), Na2MoO4.2H2O (0,2 

mg), CuSO4.5H2O (0,2 mg), CoCl2.6H2O (0,4 mg), MnCl2.2H2O 

(1 mg).  Media yang berisi sampel dipanaskan pada suhu 80 o C 

selama 20 menit pada waterbath dan diinkubasi selama 7 hari 

pada suhu 30 ° C dengan menggunakan shaker incubator pada 

kecepatan 200 rpm (Bakry, 2022). 
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3.4.4.   Isolasi Bakteri Xilanolitik 

 

Dalam tahap isolasi bakteri xilanolitik, sampel hasil dari 

enrichment diisolasi dengan teknik spread plate pada media 

Minimal Salt Medium Xilan (MSMX) dengan pH 5  yang 

mengandung 0,5 % ekstrak xilan dan diinkubasi pada suhu 25° C 

selama 48 jam.  Proses pembuatan media MSMX dilakukan 

dengan cara  menggabungkan seluruh Komposisi media Minimal 

Salt Medium Xilan (MSMX) yang meliputi  K2HPO4,4,55 g; 

NH4NO3,  5 g; H3BO3, 0,5 g; CaCl2, 0.01 g; KH2PO4, 0,53 g; 

ZnSO4.7H2O, 2,2 g; Mn asetat ,0,5 g; FeCl3, 0,5 g; CuSO4.6H2O, 

0.16 g; Molybdic Acid, 0.11 g; Na2 EDTA 5 g; agar-agar, 17 g; 

air suling  1 L dan tepung xilan 0,5 % (Bakry, 2022). Kemudian 

dipanaskan selama ± 1 jam dan disterilisasi selama 15 menit. 

 

3.4.5   Uji Kuantitatif Kemampuan Xilanolitik 

 

Isolat bakteri yang diperoleh dari tahapan isolasi, kemudian 

dikulturkan dengan cara  masing-masing isolat bakteri yang 

diperoleh dikultur dengan cara dititik  pada media Minimum Salt 

Medium Xilan ( MSMX ) steril dengan variasi pH.  Variasi pH 

media Minimum Salt Medium Xilan (MSMX)  meliputi pH 4,5 dan 

6.   Variasi pH dilakukan dengan menambahkan HCL 0,1 M untuk 

menurunkan pH dan NaOH 0,1 M untuk menaikkan pH (Oktavia 

dkk, 2022).  Dalam proses pengkulturan menggunakan metode 

replika plating.  Replika plating merupakan metode untuk 

menggandakan isolat bakteri dengan cara memberi nomor pada 

isolat yang akan digandakan pada masing-masing cawan petri.  

Isolat bakteri yang telah diinokulasi pada media Minimum Salt 

Medium Xilan ( MSMX )  diinkubasi selama 48 jam dengan variasi 
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suhu yaitu pada suhu 25o  C dan 45o C.  Setelah isolat bakteri 

diinkubasi selama 48 jam, kemudian dilakukan proses skrining 

isolat bakteri penghasil xilanase yang  dilakukan dengan 

menggunakan larutan indikator congo red 0,5 % dengan cara 

merendam isolat bakteri dengan pewarna congo red 0,5 % selama 

15 menit dan dilakukan pembilasan zat warna congo red dengan 

menggunakan NaCl 1 M (Sipriyadi, 2019).  Setelah zona bening 

terlihat di sekitar koloni bakteri, dilanjutkan dengan menghitung 

luas zona bening dan luas koloni bakteri.  

 

Menurut Irwan (2017) Luas setiap koloni dan luas zona bening 

dapat dihitung dengan menggunakan metode gravimetri, dengan 

cara sebagai berikut: 

1. Gambar pola koloni pada plastik mika bening 

2. Replika koloni ditimbang pada timbangan analitik  

3. Membuat potongan plastik mika dengan ukuran 1 x 1 cm 

4. Menghitung luas koloni menggnakan rumus sebagai berikut: 

 

Luas koloni  =           Bobot Replika Koloni         x  1 cm2 

 Bobot Plastik berukuran 1x 1 cm2 

 

Setelah diperoleh nilai luas koloni, selanjutnya di hitung indeks 

potensial xilanase.  Menurut Sipriyadi (2019) Indeks potensial 

xilanase diukur menggunakan rumus berikut: 

   Indeks Potensial Xilanase = Zona Bening  - Koloni Bakteri 

            Koloni Bakteri 

 

Data hasil pengamatan perhitungan indeks enzimatik dianalisis 

menggunakan Analysis of variance (ANOVA) dan apabila hasil 

yang diperoleh menunjukkan nilai (p<0,05), maka dilanjutkan 

dengan uji lanjut Tukey dengan taraf 5%.  
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3.4.6   Karakterisasi Bakteri 

3.4.4.1  Morfologi Koloni Secara Makroskopik 

 

Pengamatan morfologi koloni secara makroskopik 

meliputi ukuran koloni bakteri, bentuk koloni bakteri, 

bentuk bagian tepian koloni, dan warna koloni bakteri       

( Lenni, 2011).  

3.4.4.2   Morfologi Koloni Secara Mikroskopik 

      

a.  Pewarnaan Gram 

 

Uji pewarnaan Gram dilakukan dengan langkah-langkah 

berikut.  Pertama, kaca preparat diambil dan disterilkan 

menggunakan alkohol, kemudian difiksasi di atas nyala 

api Bunsen.  Selanjutnya, aquades diteteskan ke kaca 

preparat yang berisi 1 ose suspensi bakteri xilanolitik, 

kemudian di ratakan dan difiksasi di atas nyala api 

bunsen.  Kaca preparat yang berisi isolat bakteri 

kemudian ditetesi dengan 2 tetes cat kristal violet dan 

didiamkan selama 1 menit, kemudian dicuci dengan 

aquades.  Pewarnaan tahap dua dilakukan dengan 

meneteskan 2 tetes larutan lugol dan didiamkan selama 1 

menit, kemudian dicuci dengan aquades.  Pewarnaan 

tahap tiga dilakukan dengan meneteskan larutan alkohol 

aseton selama 30 detik untuk melunturkan warna. 

Pewarnaan tahap empat dilakukan dengan meneteskan 

pewarna safranin, lalu ditunggu selama 1 menit, dan 

dicuci menggunakan aquades. Selanjutnya, kaca preparat 

yang berisi bakteri dikeringkan dan minyak imersi 

ditambahkan ke kaca preparat, kemudian dilakukan 
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pengamatan menggunakan mikroskop.  Jika hasil 

pewarnaan  menunjukkan bahwa sel bakteri berwarna 

merah, maka bakteri tersebut diklasifikasikan sebagai 

Gram negatif.  Sebaliknya, jika sel bakteri berwarna 

ungu, maka bakteri tersebut diklasifikasikan sebagai 

Gram positif (Fitri dan Yekki, 2011). 

 

b. Pewarnaan Endospora       

 

Dalam melakukan uji pewarnaan endospora, langkah-

langkah yang dilakukan sebagai berikut.  Pertama, kaca 

preparat diambil dan disterilkan menggunakan alkohol, 

kemudian difiksasi di atas api Bunsen.  Isolat bakteri 

yang telah berumur 7 hari diambil sebanyak 1 ose dan 

diratakan di atas kaca preparat, lalu diteteskan pewarna 

malachit green.  Selanjutnya, kaca preparat dipanaskan 

di atas air mendidih selama 5 menit, kemudian 

didinginkan dan dicuci menggunakan aquades steril serta 

dikeringkan.  Tahap berikutnya, kaca preparat yang telah 

dikeringkan ditambahkan dengan pewarna safranin 

selama 1 menit dan dibilas dengan aquades steril. 

Pengamatan dilakukan dengan menggunakan mikroskop 

pada perbesaran 1000x dengan penambahan minyak 

emersi (Fauzaan, 2022). 

3.4.7.  Uji Toleransi Bakteri Terhadap pH  Dan Suhu 

 

Pada tahap uji toleransi pH dan suhu isolat bakteri yang diperoleh 

dari hasil isolasi diinokulasikan ke media MSMX dengan metode 

titik.  Selanjutnya isolat yang telah diinokulasikan pada media 

MSMX diinkubasi selama 48 jam dengan variasi pH dan suhu 

yang berbeda yaitu pada pH 4,5,6 serta suhu 25o C dan 45o C 
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Setelah 48 jam masa inkubasi dilanjutkan dengan melakukan 

pengamatan terhadap zona bening yang terbentuk disekitar 

koloni.  

3.4.8.  Uji Hipersensitivitas Bakteri 

 

Uji hipersensitivitas isolat pada daun tanaman tembakau 

dilakukan dengan metode berikut.  Isolat bakteri dibiakkan pada 

media NB dan diletakkan pada suhu ruang selama 24 jam.  

Setelah itu, sejumlah 1 ml isolat disuntikkan ke daun tembakau 

menggunakan jarum suntik 3 ml. Titik injeksi diberi label sesuai 

dengan kode isolat yang digunakan.  Pengamatan dilakukan 

setelah 48 jam masa inkubasi (Rahmayuni, 2018).  
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3.4.9. Diagram Alir Penelitian 
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5.1.   Simpulan  

 

Berdasarkan hasil penelitian ini disimpulkan bahwa: 

1.  Terdapat 13 jenis isolat bakteri dari hasil isolasi tanah     

 perkebunan tebu.  

2. Terdapat isolat bakteri yang memiliki karakteristik diantaranya  

Keseluruhan isolat memiliki endospora serta 6 isolat diantaranya 

memiliki kemampuan Xilanolitik yang mampu tumbuh pada pH 

4 (pH asam) serta mampu tumbuh pada suhu 45 o C. 

5.2.    Saran  

 

Perlu dilakukan beberapa penelitian lanjutan untuk menambah 

informasi terkait genus dari isolat bakteri hasil isolasi tanah 

perkebunan tebu yag berpotensi dalam menghasilkan enzim 

xilanolitik. Selain itu perlu dilakukan pengujian kadar Xilan agar 

menambah informasi terkait kadar Xilan yang terkandung pada 

bagas tebu. 

 

V. SIMPULAN DAN SARAN  
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DAFTAR PUSTAKA 
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