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ABSTRAK 

 

Ampas tebu merupakan limbah pertanian yang mengandung selulosa, hemiselulosa, dan lignin 

sehingga dapat digunakan sebagai media untuk menumbuhkan mikroorganisme yang mampu 

menghasilkan enzim selulase, xylanase dan ligninase. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk melihat 

kemampuan isolat aktinomisetes lokal dalam  menghidrolisis substrat  pada medium CMC (Carboxilmetil 

cellulose )  dan ampas tebu. Sebanyak 13 isolat aktinomisetes lokal diseleksi dan diuji aktivitas enzim 

selulase yang dihasilkannya pada medium CMC dan medium ampas tebu. Seleksi dilakukan secara 

kualitatif berdasarkan rasio zona bening yang terbentuk, sedangkan isolat dengan rasio tertinggi akan 

diuji aktivitas selulase yang dihasilkannya secara kuantitatif menggunakan dengan metode DNS (Dinitro 

Salicylic Acid). Hasil yang diperoleh menunjukkan semua isolat mampu memperlihatkan selulolitik 

hidrolitik selulase baik pada medium CMC dan  medium  ampas tebu. Rasio zona bening pada medium 

ampas tebu lebih tinggi dari medium CMC yaitu sebesar 40,72 ±  0,95 yang diperlihatkan oleh isolat 

L223. Uji kuantitatif dari aktivitas selulase isolat L223 sebesar 35,30 x10
-3

 U/ml. 

 

Kata kunci: aktinomistes, ampas tebu, CMC, selulase 

 

  ABSTRACT 

 

 Bagasse is an agricultural waste containing cellulose, hemicellulose, and lignin so that it can be 

used as a medium for growing cellulase, xylanase and ligninase producing microorganisms. The purpose 

of this study was to screen the ability of local actinomycetes isolates in producing cellulase enzyme by 

using CMC. As many as 13 local actinomycetes isolates were screened qualitatively their ability to 

produce cellulose based on calculating of the ratio of clear zone and colony diameter by using CMC and 

bagasse media.  Isolate with the highest ratio was then determined its cellulose produced quantitatively by 

use of DNS (Dinitro Salicylic Acid) method. The results showed that  all isolates were able to produce 

cellulose on both media. The ratio of clear zone on bagasse media was higher than on CMC media with a 

value 40.72 ± 0.95 shown by isolate L223. The cellulase activity produced by isolate L223 was 35.30 

x10
-3

 U / ml. 

 

Key words: actinomycetes, bagasse, CMC, cellulase  

 

 

PENDAHULUAN 

 
Salah satu limbah pertanian yang masih belum dimanfaatkan secara optimal adalah limbah 

ampas tebu yang pemanfaatannya  masih terbatas, seperti pembuatan kertas dekorasi (Purnawan 2012) 

dan desaian perlengkapan rumah tangga (Amie & Nugraha 2014). Ampas tebu memiliki kandungan serat 

kasar lignoselulosa yang terdiri dari selulosa 40,59%, hemiselulosa 15,91% dan lignin 17,50% yang dapat 

diuraikan oleh selulase Gunam 2011), xylanase (Habibie et al. 2014) dan ligninase (Agustini et al. 2011).  

Bahan lignoselulosa yang cukup melimpah dapat dijadikan sebagai salah satu satu sumber energi 

alternatif atau produk komersial seperti enzim melalui proses konversi. Penggunaan enzim selulase dan 
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hemiselulase banyak  digunakan pada proses biodenking kertas koran bekas (Rismijana et al. 2003), 

sebagai pengurai untuk menangani limbah pertanian (Meryandini et al. 2009), dalam industri kertas 

mengunakan endoglukanase untuk modifikasi serat kertas bekas (Mariani & Nurachman 2012) dan 

penghasil bioetanol (Irvan et al. 2015). 

 Selulase dapat dihasilkan oleh mikroorganisme seperti bakteri, jamur, maupun aktinomisetes 

yang dihasilkan secara intraseluler maupun ekstraseluler, diantaranya Streptomyces LIPIMC-A-0024 

(Nurkanto 2007), dan isolat genus Cellumonas sp., Cellvibrio sp. Cytophaga sp. Micrococcus sp., dan 

Pseudomonas sp. (Ekawati et al. 2012). Kemampuan mikroorganisme dalam menghasilkan selulase 

secara ekstraseluller yang ditandai dengan pembentukan zona bening pada media Carboxymethyl 

cellulose (CMC). Penelitian Nugraha et al. (2014) melaporkan isolat bakteri SL4 menghasilkan selulase 

dengan aktivitas sebesar 0,051 U/ml dan Hasanah & Saskiawan (2015) melaporkan isolat jamur JM12 

memiliki aktivitas selulase tertinggi sebesar 0,7727 U/ml, masing-masing pada medium CMC.  Penelitian 

ini bertujuan menyeleksi isolat aktinomisetes asal tanah gambut Riau yang mampu menghidrolisis 

selulosa pada medium CMC dan ampas tebu secara kualitatif dan kuantitaif.  

 

 

BAHAN DAN METODE 

Peremajaan isolat aktinomisetes  
Kultur aktinomisetes sebanyak 13 isolat yang tersimpan di dalam gliserol 20% ditumbuhkan 

kembali dalam media Starch Casein Agar (SCA) dengn komposisi media: pati 10 g, kasein 0,3 g, KNO3 2 

g, K2HPO4 2 g, CaCO3 0,02 g, NaCl 2 g, MgSO4.7H2O 0,05 g, FeSO4. KNO3, K2HPO4, CaCO3, NaCl, 

MgSO4.7H2O, CaCl2, MgSO4.4H2O, K2SO4, FeSO4 0,01 g, agar 18 g. Medium SCA dibuat dengan 

mencampurkan semua bahan kecuali kasein dan dilarutkan ke dalam 700 ml akuades dan dimasak hingga 

mendidih. Setelah itu medium disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C pada tekanan 15 Psi 

selama 15 menit dengan pH 7. Kemudian kasein dilarutkan dengan 300 ml akuades dan di pasteurisasi 

menggunakan waterbath dengan suhu 72°C lalu dicampur secara aseptis pada medium yang telah steril 

(Propagde et al. 2008). Peremajaan isolat aktinomisetes dilakukan dengan cara spread plate pada cawan 

petri, diinkubasi pada suhu ruang selama 7 hari sampai koloni tumbuh. Isolat aktinomisetes yang sudah 

diremajakan ini lalu disimpan pada suhu 4
o
C sampai waktu penggunaan.  

 

Pembuatan serbuk ampas tebu 

Ampas tebu diambil di  tempat penjualan air tebu di daerah Panam, Pekanbaru. Ampas tebu 

dicuci bersih lalu dijemur di bawah sinar matahari. Ampas tebu ini dipotong dan dikeringkan di dalam 

oven pada suhu 40
o
C sampai beratnya konstan, selanjutnya dihaluskan (355 mesh). Ampas tebu 

disterilisasi pada suhu 121°C pada tekanan 15 Psi selama 15 menit (Retnoningtyas et al. 2013). 

 

Uji aktivitas isolat aktinomisetes dalam media CMC dan amapas tebu agar  

 Isolat aktinomisetes sebanyak 13 isolat, diseleksi kemampuan tumbuh pada medium CMC 1% 

agar dan medium ampas tebu 1% agar. Komposisi media CMC 1% agar  terdiri dari:  10 g CMC, 0,02 g 

MgSO4.7H2O, 0,075 g KNO3, 0,05 g K2HPO4, 0,002 g FeSO4,  0,004 g CaCl2.2H2O, 0,1 g ekstrak yeast, 

15 g agar dilarutkan dalam 1000 ml aquades hingga mendidih dengan pH 7. Kemudian medium 

disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C pada tekanan 15 Psi selama 15 menit. Pembuatan 

medium ampas tebu 1% komposisi sama dengan komposisi medium CMC akan tetapi sumber karbonnya  

diganti dengan ampas tebu 1% (Gupta et al. 2012).  Setiap isolat aktinomisetes ditumbuhkan dengan cara 

menotolkan pada kedua media tersebut di atas dan diinkubasi selama 3 hari pada suhu ruang. Pada akhir 

inkubasi cawan petri diteteskan larutan iodine 1%  (dalam alkohol 96%) sebanyak 10 tetes dan dibiarkan 

selama 3-5 menit. Aktivitas selulase  dari masing-masing isolat ditandai dengan terbentuknya zona bening 

di sekeliling koloni. Rasio zona bening dan diameter koloni dihitung menggunakan rumus (Nurkanto 

2007) : R =    ⁄ ,   Keterangan :  R =  rasio,    Z = Zona bening yang terbentuk,    K = Diameter koloni. 

Isolat aktinomisetes yang memiliki rasio zona bening terbesar kemudian akan diuji  aktivitas enzim yang 

dihasilkannya secara kuantitatif. 

 

Uji aktivitas selulase dalam media fermentasi ampas tebu  

 Isolat yang menghasilkan rasio zona bening tertinggi diuji kemampuan hidrolisis pada media 

ampas tebu untuk dilihat aktivitas selulase yang dihasilkannya dengan menggunakan inokulum 10
8
 

cfu/ml. Sebanyak 1 ml isolat aktinomisetes (10
8
 cfu/ml) dimasukkan ke dalam 100 ml media ampas tebu 

cair, kemudian diinkubasi pada shaker inkubator dengan kecepatan 150 rpm pada suhu 37
o
C selama 9 
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hari (Kanti 2005). Pada akhir inkubasi, media kultur disentrifus dengan kecepatan 3500 rpm selama 30 

menit pada suhu kamar sehingga didapatkan supernatan dan pelet. Supernatan merupakan larutan ekstrak 

kasar enzim. Ekstrak kasar enzim sebanyak 1 ml ditambahkan sebanyak 1 ml suspensi ampas tebu 1%  

dan diinkubasi selama 5 menit dalam waterbath pada suhu 40
o
C dan diinkubasi kembali selama 5 menit 

di dalam waterbath pada suhu 40
o
C (Clark & Switzer 1997). Setelah inkubasi selesai, ditambahkan 1 ml 

larutan DNS dan dipanaskan dalam air mendidih (± 100
o
C) selama 10 menit. Setelah itu, larutan 

didinginkan lalu divortex hingga homogen. Perlakuan sebagai kontrol adalah sebanyak 1 mL substrat 

ampas tebu 1% dan diinkubasi dalam waterbath dengan suhu 40°C selama 5 menit. Selanjutnya, larutan 

ditambahkan 1 mL larutan DNS kemudian dipanaskan dengan air mendidih pada suhu ±100°C selama 10 

menit. Larutan di dinginkan, lalu divortex hingga homogen dan diukur absorbansinya pada panjang 

gelombang 540 nm (Hasanah & Saskiawan 2015). Nilai aktivitas selulase ditentukan berdasarkan 

perhitungan sebagai berikut : 

 
 

Aktivitas selulase (U/mL) = 
                          -                           

                                    
 

 

 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Uji aktivitas selulase pada medium CMC dan ampas tebu agar  

Isolat aktinomisetes mampu menghidrolisis pada media CMC dan media ampas tebu agar yang 

di tandai dengan adanya zona bening setelah ditetesi lautan iodin (Tabel 1). Sebanyak 13 isolat 

aktinomisetes menghasilkan enzim selulase dengan berbagai variasi rasio zona bening. Hasil uji nilai 

tengah isolat aktinomisetes yang memiliki rasio zona bening yang tertinggi pada medium CMC dan 

ampas tebu   adalah isolat L223 masing – masing sebesar 42,25 ± 0,93  dan  40,72 ± 0,95 inkubasi  

selama 3 hari. Rasio zona bening yang dihasilkan pada penelitian ini lebih besar dibandingkan dengan 

Nurkanto (2007) menggunakan Streptomyces memiliki rasio zona bening sebesar 2,5 inkubasi pada suhu 

ruang menggunakan media CMC 1% selama 14 hari. Meryandini et al. (2009) melaporkan isolat bakteri 

C5-1 memiliki rasio zona bening sebesar 5,5 dan isolat C5-3 sebesar 4,0 inkubasi pada suhu 50
o
C 

menggunakan media CMC 1% selama 48 jam. Hasil penelitian Sari (2012) melaporkan isolat bakteri MI 

2.2 memiliki rasio zona bening sebesar 5,40 inkubasi pada suhu 68-70
o
C menggunakan media CMC 1%  

selama 1 hari. Perbedaan zona bening yang dihasilkan dari beberapa penelitian ini diduga disebabkan 

karena mikroorganisme yang berbeda mempengaruhi faktor internal (gen) dan faktor eksternal (nutrisi, 

suhu, dan waktu inkubasi). 

 

Pada penelitian ini, rasio zona bening yang dihasilkan dari 13 isolat ternyata nilainya bervariasi 

baik pada medium CMC maupun pada medium ampas tebu. Zona bening yang terbentuk di sekitar koloni 

pada masing – masing isolat uji, disebabkan oleh karena isolat menghasilkan enzim selulase yang mampu 

menghidrolisis selulosa menjadi glukosa. Kemampuan menghasikan enzim selulase ini di monitor dengan 

indikator larutan iodium, karena iodium dengan selulosa akan menghasilkan warna biru sedangkan 

dengan glukosa tidak akan terbentuk warna biru dan dapat diidentifikasi sebagai zona bening. Menurut 

Zhang et al. (2006), prinsip dari pemberian iodine adalah pewarna akan berdifusi ke dalam media agar 

dan hanya akan diabsorbsi oleh           j                      y                    β-D-glukan. 

Aktivitas selulase dalam medium CMC dan medium ampas tebu agar dapat dilihat pada Gambar 1 

Zona bening yang dihasilkan isolat atinomisetes ini terlihat seperti zona bening bewarna 

kekuning-kuningan, hal ini disebabkan karena pada medium ampas tebu terdapat kandungan Fe dan Fe 

akan berekasi dengan iodine sehingga membentuk zona bening bewarna kekuning-kuningan. Zona bening 

yang dihasilkan karena ampas tebu yang ada didalam medium sudah terhidrolisis oleh enzim selulase 

menjadi senyawa yang lebih sederhana seperti glukosa. Menurut Gunam (2011) kandungan ampas tebu 

yang terdiri dari selulosa, hemiselulosa dan lignin. Oleh karena itu, diduga isolat aktinomisetes tidak 

hanya memiliki kemampuan dalam menghasilkan enzim selulase saja, tetapi juga bisa menghasilkan 

enzim xylanase dan ligninase. 

Enzim selulase adalah merupakan multi enzim yang terdiri dari enzim eksoglukanase, 

                  β-glukosidase (Leghninger 1993). Informasi dari penelitian Rakhmawati et al. (2014) 



Jurnal Riau Biologia 2(1) : 8 - 13                                                                   JURNAL RIAU BIOLOGIA  
Periode Januari – Maret 2017                                                                     ISSN ONLINE : 2527-6409 

http://jurnalunri.org/ojs/index.php/JRB 

Jurusan Biologi FMIPA Universitas Riau   11 
 

menyatakan bahwa enzim endoglukanase (CMC ase) aktif menghidrolisis selulosa amorf seperti CMC. 

Penelitian dari Muawanah (2006) bahwa Thermomyces lanunginosus IFO 150 (aktinomisetes) di dalam 

media ampas tebu menghasilkan enzim xylanase termostabil. Tiga belas isolat aktinomisetes yang 

ditumbuhkan dalam medium CMC dan ampas tebu agar (selulosa, hemiselulosa dan lignin) oleh karena 

   ,                  h                                           ,                   β-glukonase 

serta enzim xylanase dan ligninase.  

 

Tabel 1. Rasio zona bening aktivitas selulase 

 

Kode Isolat 

Medium CMC Medium ampas tebu 

Rasio Zona 

 Bening (Z/K) 

Rasio Zona  

Bening (Z/K) 

L11 13,8 ± 0,32 34,75 ± 0,94 

L13 22,31 ± 0,81 11,05 ± 0,44 

L15 22,72 ± 0,87 21,47 ± 0,52 

L17 19,12 ± 0,47 26,48 ± 1,11 

L18 19,55 ± 0,66 28,18 ± 0,68 

L121 25,37 ± 0,79 28,23 ± 0,89 

L223 42,25 ± 0,93 40,72 ± 0,95 

L225 20,61 ± 0,86 30,40 ± 1,00 

L313 40,17 ± 0,61 36,74 ± 0,49 

L311 12,88 ± 0,78 27,62 ± 0,45 

L321 16.60 ± 0,93 7,53 ± 0,52 

L421 25,66 ± 0,99 17,88 ± 0,82 

L513 19,40 ± 0,97 28,8 ± 0,50 

 

 

 

      
(A)                              (B) 

Gambar 1.  Kemampuan hidrolisis isolat aktinomisetes L223 (A). pada medium CMC (B).  medium ampas 

tebu, inkubasi 3 hari: a. koloni aktinomisetes b. zona bening disekitar koloni. 
  

  
 

Rasio zona bening pada medium CMC agar lebih tinggi dari medium ampas tebu agar. Medium 

CMC isolat L223 memiliki aktivitas yang tertinggi sebesar 42,25 dan terendah pada isolat L311 sebesar 

12,88. Medium ampas tebu isolat L223 memiliki aktivitas yang tertinggi sebesar 40,72 dan terendah pada 

isolat L321 sebesar 7,53. Selanjutnya dilihat aktivitas selulasenya. Berbedanya hasil rasio zona bening 

yang dihasilkan diduga karena substrat CMC adalah substrat murni yang lebuh mudah dihidrolisis oleh 

enzim dan ampas tebu kandungannya terdapat selulosa yang masih terikat dengan lignin sehingga sulit 

untuk diuraikan (Rohana 2013). Hal ini sejalan dengan penelitian Nofu et al. (2014) CMC memiliki 

b

a

a

a
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struktur rantai yang lebih pendek dari pada ampas tebu sehingga bakteri lebih mampu menghidrolisis 

CMC dari pada selulosa alami seperti ampas tebu. Kemampuan aktinomisetes dalam menghidrolisis 

ampas tebu diduga adanya enzim lain yang berperan seperti xylanase dan ligninase. 

Uji kuantitaif isolat aktinomisetes L223 menghasilkan aktivitas selulase sebesar 35,30 x 10
-3

  

U/ml. Aktivitas enzim yang dihasilkan pada penelitian ini lebih kecil jika dibandingkan dengan penelitian 

Kanti (2005) menggunakan isolat aktinomisetes dari genus Streptomyces aktivitas enzim sebesar 7,2-7,3 

U/ml  menggunakan substrat CMC 1% inkubasi 9 hari, akan tetapi lebih besar dari penellitian Rohana 

(2013) menggunakan Aspergillus niger aktivitas  enzim selulase sebesar 11,791 x 10
-3

  U/ml dengan 

substrat ampas tebu 4% inkubasi 6 hari. Beberapa faktor penyebab perbedaan aktivitas enzim adalah  

jenis mikroorganisme, kecepatan pertumbuhan dari setiap isolat, jumlah inokulum yang diberikan dan 

tipe enzim. Isolat  aktinomisete L223 dapat dikembangkan sebagai isolat penghasil enzim dimasa yang 

akan datang. 

 

 

KESIMPULAN 

 

Tiga belas isolat aktinomistes memiliki aktivitas selulolitik pada medium CMC 1% agar dan 

ampas tebu 1% agar. Isolat L223 menghasilkan rasio zona bening tertinggi (42,25) dengan aktivitas 

enzim selulase sebesar 35,30 x10
-3

 U/ml. 
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