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MOTO 
 

Dan sesungguhnya telah Kami berikan hikmah kepada Lukman, yaitu: 

Bersyukurlah kepada Allah. Dan barang siapa yang bersyukur (kepada Allah), 

maka sesungguhnya ia bersyukur untuk dirinya sendiri; dan barang siapa yang tidak 

bersyukur, maka sesungguhnya Allah Maha Kaya lagi Maha Terpuji 

(QS. Ibrahim : 7) 

 

Maka sesungguhnya bersama kesulitan ada kemudahan 

(QS. Al-insyirah : 5) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*) Departemen  Urusan Agama Islam, Wakaf, Dakwah dan Irsyad Kerajaan Saudi 

Arabia.1995.  Al-Qur’an dan  terjemahannya  dalam Bahasa Indonesia.  Madinah 

Al Munawwarah: Komplek Percetakan Alquranul Karim Kepunyaan Raja Fahd.  
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RINGKASAN 

Skrining dan Aktivitas Enzim Bakteri Selulolitik yang Berasal dari Midgut 

Larva Black Soldier Fly (Hermetia illucens) (Diptera: Stratiomyidae)  ; Khilia 

Nisa’, 14181040100; 2018: 51 halaman; Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan 

Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Jember.  

Hermetia illucens, lebih dikenal dengan warna hitam lalat tantara. Lalat ini 

awalnya hanya tersebar di daerah Neotrika dan sekarang sudah ditemukan di setiap 

wilayah zoogeografis setelah puluhan tahun menyebar ke seluruh bagian dunia 

terutama pada daerah yang beriklim tropis. Aktivitas makan dari H. illucens  hanya 

terjadi di tahap larva. Selama fase larva, lalat ini merupakan serangga yang 

memiliki aktivitas makan yang sangat tinggi dalam memakan bahan organik seperti 

limbah dari tumbuhan (buah-buahan dan sayuran busuk), bangkai hewan dan pupuk 

kandang yang sekaligus dijadikan sebagai habitat dari larva tersebut. Larva H. 

illucens mampu mengkonsumsi makanan sebanyak 25-500 mg materi segar per 

larva setiap harinya. Kemampuan ini didukung oleh bentuk mulut larva H. illucens 

yang sangat kuat dan memiliki bentuk seperti pengait (hook). Larva H. illucens  

mencerna makanannya dibantu oleh beberapa enzim dalam sistem pencernaannya 

seperti enzim selulase. Enzim selulase diperoleh dari bakteri selulolitik yang 

bersimbiosis dalam usus (gut) H. illucens. Pemanfaatan bakteri selulolitik sebagai 

penghasil enzim selulase sangat penting dalam  proses konversi. Bakteri tersebut 

mampu menguraikan selulosa menjadi glukosa sebagai sumber karbon dan sumber 

energi.  

Metode yang digunakan dalam penelitian ini antara lain : (i) isolasi bakteri, (ii) 

pemurnian bakteri, (iii) pembuatan reagen Somogyi-Nelson. Dilanjutkan dengan 

identifikasi dan fisiologi mikrob antara lain : (i) Pengamatan makroskopis meliputi 

morfologi dan indeks aktivitas enzim, (ii) Pengamatan mikroskopis meliputi 

pewarnaan gram, pewarnaan endospora, dan uji katalase, (iii) Uji biokimia meliputi 

uji karbohidrat, uji motilitas, dan uji simon sitrat. Tahap terakhir adalah produksi 
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enzim antara lain : (i) penentuan kurva standart glukosa, (ii) produksi ekstrak enzim 

kasar, (iii) penentuan kurva aktivitas enzim selulase.  

Hasil isolasi bakteri pada midgut H. illucens ditemukan 2 spesies bakteri 

yaitu Proteus sp. dan Klebsiella sp.. Kedua spesies bakteri ini memiliki aktivitas 

enzim selulase  masing-masing.  Proteus sp. mampu menghasilkan gula reduksi 

dengan aktivitas enzim selulase maksimum pada hari ke-3 sebanyak 23,615 𝜇𝑔/𝑚𝑙 

pada substrat CMC. Hal tersebut sejalan dengan penelitian Osho et al., (2017) 

Proteus sp. dapat menghasilkan enzim β-D-glucosidase dengan waktu inkubasi 

maksimum pada hari-3 atau pada jam ke- 72 dengan substrat CMC.  Enzim β-D-

glucosidase merupakan salah satu jenis enzim selulase. Bakteri Klebsiella sp. 

memiliki aktivitas enzim selulase maksimum pada hari ke-3 dengan jumlah gula 

reduksi sebanyak 37,462 𝜇𝑔/𝑚𝑙 pada media CMC. Klebsiella sp.dapat 

menghasilkan enzim selulase yang mampu mendegradasi selulosa menjadi glukosa 

(Yu et al., 1985). Aktivitas enzim selulase yang ditandai dengan jumlah gula 

reduksi pada Klebsiella sp. lebih tinggi dari pada Proteus sp. disebabkan karena 

jumlah sel pada Klebsiella sp. lebih banyak dibandingkan pada Proteus sp. 

(Lampiran E.). Uraian hasil tersebut disimpulkan bahwa bakteri Proteus sp. dan 

Klebsiella sp. adalah bakteri selulolitik yang ditandai adanya aktivitas enzim 

selulase. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Industrilisasi dan urbanisasi merubah demografi dan perilaku konsumtif  

masyararakat di perkotaan (Bello et al., 2016). Peningkatan jumlah penduduk 

mengakibatkan bertambahnya jenis dan volume limbah seperti di ibukota Indonesia 

Jakarta. Hal ini membuat pemerintah dihadapkan dengan tantangan baru dalam 

pengelolaan limbah secara efektif baik organik maupun anorganik. Penanganan 

limbah anorganik, Indonesia bekerja sama dengan bangsa lain. Antara tahun 1994 

dan 1998, South-East Asia Local Solid Waste Improvement Project (SEALSWIP) 

dari program bantuan Canadian International Development Agency (CIDA), 

berhasil membantu masyarakat di Filipina, Thailand dan Indonesia dalam berbagai 

aspek pengelolaan limbah padat termasuk mengorganisir pemulung dan toko 

barang bekas, mendirikan 'bank limbah' untuk didaur ulang, tempat pembuangan 

sampah, dan memberikan pelatihan pengelolaan limbah berbahaya (UN-

HABITAT, 2010). Terdapat pula teknologi yang telah dikembangkan untuk 

pengelolaan limbah, diantara yang paling banyak diterapkan adalah teknologi 

pengkomposan untuk penanganan limbah organik. 

Pengkomposan merupakan suatu teknik pengolahan limbah yang mengandung 

bahan organik yang bersifat biodegradable (dapat diuraikan mikroorganisme). 

Kompos merupakan produk dari pengkomposan yang berguna sebagai pupuk 

organik, dapat memperbaiki struktur tanah, dan memperbesar kemampuan tanah 

dalam menyerap air serta zat hara (Subandriyo et al., 2012). Proses ini melibatkan 

penggabungan berbagai parameter fisik, kimia dan biologi. Parameter biologis 

melibatkan mikroorganisme dan makroorganisme yang memainkan peran penting 

dalam degradasi limbah. Penelitian penguraian limbah telah banyak dilakukan 

dengan menggunakan mikroorganisme langsung dan sangat jarang menggunakan 

makroorganisme (Sagade dan Pejaver, 2009). Salah satu jenis makroorganisme 

yang dapat dimanfaatkan dalam proses pengkomposan adalah Black Soldier Fly 

(Hermetia illucens). 
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Hermetia illucens, lebih dikenal dengan warna hitam lalat tantara. Lalat ini 

awalnya hanya tersebar di daerah Neotrika dan sekarang sudah ditemukan di setiap 

wilayah zoogeografis setelah puluhan tahun menyebar ke seluruh bagian dunia 

terutama pada daerah yang beriklim tropis (Marshall et al., 2015). Aktivitas makan 

dari H. illucens  hanya terjadi di tahap larva. Selama fase larva, lalat ini merupakan 

serangga yang memiliki aktivitas makan yang sangat tinggi dalam memakan bahan 

organik seperti limbah dari tumbuhan (buah-buahan dan sayuran busuk), bangkai 

hewan dan pupuk kandang yang sekaligus dijadikan sebagai habitat dari larva 

tersebut (Newton et al., 2005). Larva H. illucens  mampu mengkonsumsi makanan 

sebanyak 25-500 mg materi segar per larva setiap harinya (Hardouin and Mahoux, 

2003). Kemampuan ini didukung oleh bentuk mulut larva H. illucens  yang sangat 

kuat dan memiliki bentuk seperti pengait (hook). Larva H. illucens  mencerna 

makanannya dibantu oleh beberapa enzim dalam sistem pencernaannya seperti 

enzim selulase. Enzim selulase diperoleh dari bakteri selulolitik yang bersimbiosis 

dalam usus (gut) H. illucens  (Yu et al., 2011). 

 Pemanfaatan bakteri selulolitik sebagai penghasil enzim selulase sangat 

penting dalam  proses konversi. Bakteri tersebut mampu menguraikan selulosa 

menjadi glukosa sebagai sumber karbon dan sumber energi. Larva H. illucens juga 

bukan merupakan hama karena keberadaannya tidak mengganggu manusia seperti 

tidak tertarik dengan tempat tinggal maupun makanan manusia (Furman et al., 

1959) dan bukan sebagai vektor  penyakit serta dapat memperbaiki sanitasi di 

negara berkembang (Banks et al., 2014). Berdasarkan uraian tersebut, perlu adanya 

identifikasi bakteri selulolitik pada lalat H. illucens yang berperan dalam proses 

konversi limbah organik (biokonversi).  

 

1.2 Rumusan Masalah 

Adapun rumusan masalah dari penelitian ini adalah : 

Adakah bakteri selulolitik yang bersimbiosis di dalam midgut Black Soldier Fly (H. 

illucens) dan bagaimana aktivitas enzim selulasenya ? 
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1.3 Tujuan  

Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi bakteri selulolitik pada midgut 

H. illucens  serta mengetahui aktivitas enzim selulasenya 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

Hasil skrining isolat bakteri selulolitik dari midgut H. illucens. dapat 

dimanfaatkan potensinya sebagai agen yang dapat mendegradasi limbah organik 

secara efektif 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Selulosa dan Selulase 

Selulosa merupakan komponen struktural penyusun sel tumbuhan yang 

jumlahnya melimpah di alam. Selulosa juga merupakan produk utama fotosintesis 

dan dapat dijadikan sebagai energi terbarukan. Struktur kimia selulosa  yaitu  

polimer glukosa yang berikatan dengan ikatan β-1,4-glikosida berbentuk linear 

(Bairagi, 2016). Selobiosa adalah dua unit glukosa yang berulang dan memiliki 

panjang rantai 13 nm (Heinze, 2015). Adapun struktur selulosa adalah sebagai 

berikut  :  

 

Gambar 2.1 Representasi Molekul Selulase (Heinze, 2015) 

Selulase adalah enzim yang dapat menghidrolisis ikatan β-1,4 dalam rantai 

selulosa. Enzim selulase dapat diproduksi oleh makhluk hidup seperti jamur, 

bakteri, tumbuhan dan hewan (Yang et al., 2013). Bakteri yang memproduksi 

selulase disebut bakteri selulolitik. Terdapat tiga jenis enzim selulase yang bekerja 

secara sinergis dalam proses hidrolisis selulosa . Ketiga enzim tersebut adalah 

endoβ-1,4-glukanase, selobiohidrolase/Eksoglukanase, dan β-D-glucosidase yang 

memiliki fungsi yang berbeda. Proses hidrolisis tersebut disebut dengan sistem 

selulolitik. Urutan hidrolisis selulosa diawali dengan selulosa dipotong menjadi 

oligosakarida yang lebih kecil dengan ujung rantai bebas dengan bantuan endo-

β1,4-glukanase, selanjutnya ekso-β-1,4-glukanase membantu membebaskan selobiosa 

dari rantai selulosa dari ujung rantai selulase non-pereduksi atau rantai 

oligosakarida dan tahap akhir selobiosa dihidrolisis menjadi glukosa oleh β-

glukosidase (Moat et al., 2002).  
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Gambar 2.2 Degradasi selulosa enzim selulase (Moat et al., 2002) 

2.2  Black Soldier Fly (Hermetia illucens L. ) 

2.2.1 Sistematika  H.illucens  

H. illucens  merupakan jenis serangga yang termasuk kedalam Familia 

Stratiomyidae. H. illucens  tersebar di seluruh penjuru dunia, terutama didaerah 

beriklim sedang ataupun tropis (Tomberlin et al., 2009). Lalat ini bukan merupakan 

hama. Hal ini dikarenakan serangga ini tidak tertarik hidup di tempat tinggal 

manusia maupun pada makanan (Ritika et al., 2015). Sistematika H. illucens  yaitu: 

Kingdom : Animalia  

Phylum : Arthropoda 

Class  : Insecta 

Order  : Diptera 

Family  : Stratiomyidae 

Subfamily : Hermetiinae 

Genus  : Hermetia 

Species : Hermetia illucens (Linnaeus, 1758) 
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2.2.2 Siklus Hidup H. illucens  

H. illucens  memiliki 5 tahap dalam siklus hidupnya antara lain telur, larva, 

prepupa, pupa dan fase dewasa (Gambar 2.3) (Banks, 2014). Masing-masing fase 

tersebut berbeda satu sama lain sehingga tergolong ke dalam serangga yang 

bermetamorfosis sempurna (holometabola) (Mutafela, 2015). 

 

Gambar 2.3 Siklus hidup Black Soldier Fly (H. illucens) (Mutafela, 2015) 

 H. illucens jantan dan betina akan kawin selama terbang. H. illucens (betina) 

satu kali kawin bisa menghasilkan rata-rata 600-900 telur yang diletakkan di dekat 

sumber makanan. Telur-telur tersebut  akan menetas setelah sekitar 102-105 jam 

(Booth dan Sheppard, 1984). Tahap selanjutnya setelah telur menetas yaitu larva. 

Larva H. illucens menjadi sangat unik karena kandungan mikrobiom unik di usus 

yang memungkinkan mencerna berbagai macam substrat seperti sampah organik, 

tinja dan sampah rumah tangga (Banks, 2014). Selama fase larva, lalat H. illucens 

adalah serangga yang memiliki aktivitas makan yang tinggi dalam memakan bahan 

organik seperti limbah dapur, sisa makanan (berasal dari hewan dan tumbuhan) dan 

pupuk kandang yang sekaligus dijadikan sebagai habitat dari larva tersebut. Larva 

H. illucens mampu mengkonsumsi makanan sebanyak 25-500 mg materi segar per 

larva setiap harinya (Hardouin dan Mahoux, 2003). Kemapuan ini didukung oleh 

bentuk mulut larva H. illucens yang sangat kuat dan memiliki bentuk seperti pengait 

(hook). Fase dewasa H. illucens tidak memerlukan makanan dan dapat 
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mengandalkan lemak yang tersimpan dari tahap larva. (Newton et al., 2005). Fase 

larva ini berlangsung sekitar 2 minggu sebelum masuk ke dalam fase prepupa yang 

tergantung pada kondisi lingkungannya. Ketika sumber makanan yang tersedia 

sangat sedikit, maka fase larva ini akan diperpanjang bahkan sampai mencapai 4 

bulan (Furman et al., 1959).  

 Pada kondisi lingkungan yang mendukung, setelah fase larva sekitar 2 minggu 

maka akan masuk ke dalam fase selanjutnya yaitu fase prepupa. Fase perpupa 

merupakan fase yang penting khususnya pada proses biokonversi sampah, karena 

pada fase ini larva H. illucens masih mampu untuk mencerna sampah-sampah yang 

menjadi sumber makanannya (Diener et al., 2011). Tahap prepupa ditunjukkan oleh 

perubahan warna dan perilaku. Larva berubah dari putih menjadi warna coklat 

gelap dan adanya kecenderungan perilaku untuk bermigarasi dari tempat sumber 

makanan (habitat awal) menuju ke tempat yang lebih kering dan gelap untuk 

membentuk pupa (Banks, 2014; Tomberlin et al., 2002). Tahap pupasi, yang 

merupakan tahap terakhir sebelum kemunculan H. illucens dewasa, biasanya 

memakan waktu sekitar dua minggu bersamaan dengan tahap prepupa. Setelah fase 

prepupa dan telah mendapatkan tempat yang sesuai, maka akan masuk ke dalam 

fase pupa. Fase ini berlangsung sekitar 1-2 minggu sebelum akhirnya menjadi H. 

illucens dewasa yang siap untuk berkembang biak (Mutafela, 2015). 

2.2.3 Morfologi Larva H. illucens  

Larva H. illucens memiliki ciri-ciri tubuh berbentuk oval, pipih, panjangnya 

± 1,8 mm (larva kecil) dan mencapai 6 cm (larva besar), terdapat sebelas segmen 

tubuh dengan sejumlah rambut pendek yang tersusun melintang, memiliki sepasang 

spirakel di bagian anterior, sementara spirakel posterior tersembunyi, mata jelas 

terlihat, kepala dapat bergerak, bagian mulut sederhana, maksila berkembang 

sempurna (Leclerq, 1997). Larva berwarna putih dan berangsur-angsur berubah 

menjadi warna coklat pada tahap prepupa dan warna hitam pada pupa. Tahap 

prepupa lalat H. illucens berada pada ukuran maksimum, menunjukkan kandungan 

protein sebesar (36-48%) dan lemak (31-33%) untuk melalui tahap metamorfosis 

selanjutnya. Instar terakhir ini menunjukkan sedikit perubahan morfologis 
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dibandingkan dengan instar sebelumnya. Labrum Hermetia illucens akan 

membengkok seperti paruh elang pada fase ini (Diener et al., 2011). 

 

Gambar 2.4 Morfologi Larva H. illucens (Sumber : http://google.com) 

 

2.3 Bakteri selulolitik pada usus larva H. illucens  

Sistem pencernaan H. illucens sama dengan serangga pada umumnya. 

Sistem pencernaan serangga terdiri dari foregut, midgut, dan hindgut (Gambar 2.4). 

Foregut yang terdiri atas cavitas preoral (mulut), faring, esophagus, crop, dan 

proventrikulus, bagian midgut meliputi gastrik ceca, ventrikulus dan tubulus 

malpighi sedangkan pada hindgut yaitu ileum, colon, rectum dan anus. Foregut 

berkaitan dengan proses pencernaan, penyimpanan, penghancuran, dan 

pengangkutan makanan ke bagian midgut. Midgut sebagai tempat pencernaan 

enzim pencernaan diproduksi dan disekresikan dan proses penyerapan nutrisi 

makanan terjadi di bagian ini. Bahan yang tersisa di lumen usus bersama urin dari 

tubulus malpighian kemudian masuk ke hindgut, dimana penyerapan air, garam, 

dan lainnya. Molekul yang masih berguna dalam tubuh diserap kembali menjadi 

fese yang dibuang melalui anus (Gullan dan Cranston, 2005). 
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Gambar 2.5 Sistem pencernaan serangga (Gullan dan Cranston, 2005) 

Sistem pencernaan H. illucens bersimbiosis dengan berbagai macam 

mikroorganisme (Moran, 2006). Mikroorganisme yang hidup pada sistem 

pencernaan H. illucens yaitu protozoa dan bakteri simbiotik (Al-arif et al., 2012). 

Mikroorganisme tersebut dapat menghasilkan enzim-enzim untuk mempermudah 

degradasi bahan organik. Kim et al., (2011) melaporkan H. illucens memiliki 

banyak enzim yaitu Alakaline phosphatase, Esterase (C4), Esterase lipase, Lipase, 

Leucine  arylamidase,  Valine arylamidase, Cystine arylamidase, Trypsin, α-

Chymotrypsin, Acid phosphatase, Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase,  α-

Galactosidase,  β-Galactosidase,  β-Glucuronidase, α-Glucosidase, β-Glucosidase, 

N-Acetyl-β-glucoaminidase, α- Mannosidase, dan α-Fucosidase. Beberapa jenis 

bakteri simbiotik mampu mendegradasi  selulosa menjadi gula sederhana di midgut 

serangga H. illucens yang disebut dengan bakteri selulolitik (Douglas, 2009). 

Pemanfaatan bakteri selulolitik sebagai penghasil enzim selulase seperti β-

glucosidase yang penting dalam proses konversi. Bakteri tersebut mampu 

menguraikan selulosa menjadi glukosa sebagai sumber karbon dan sumber energi. 

Setiap bakteri selulolitik menghasilkan kompleks enzim selulase berbeda, 

tergantung gen yang dimiliki dan sumber karbon yang digunakan (Vilanova et al., 

2012).  
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

3.1 Tempat dan Waktu  

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi, 

Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Jember. Waktu 

penelitian dimulai pada bulan Februari 2018 sampai Juni 2018. 

 

 

3.2 Alat dan bahan  

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi cawan petri, tabung 

reaksi, labu Erlenmeyer,  spatula, gelas ukur, Beaker glass, gelas pengaduk, pipet 

volume, jarum ose, mikropipet dan tip, microtube, pH meter, kertas saring, hot plate 

stirer, neraca analitik, penggaris Stainless Handened V-TEC (30 cm), shaker, 

inkubator,laminar air flow (LAF), autoklaf, colony counter, mikroskop Olympus 

CX 21, mikroskop stereo, vortex, sentrifuge, spektrofotometer, tabung durham dan 

kamera. 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi midgut larva Black 

Soldier Fly (H. Illucens), media Carboxymethyl Cellulose (CMC) 1%, cat Gram 

(iodine, kristal violet, safranin), alkohol, aquades, NaOH, CH3COOH, etanol, 

buffer fosfat 1 M, glukosa, dan reagen Somogyi-Nelson, larutan 3% H2O2, malachite 

hijau, akuades, larutan glukosa, larutan sukrosa, larutan  laktosa, larutan arabinose, 

larutan maltose, dan larutan manitol, BTB ( brom Timol Blue), pepton, 1% gula 

simon sitrat, dan iodine 0,03%. 

 

 

3.3 Prosedur Penelitian 

3.3.1 Isolasi bakteri 

 Larva yang berusia 30 hari direndam kedalam alkohol 70% selama 5 menit. 

Larva ditiriskan dan diletakkan papan lilin paraffin lalu dilakukan proses 

pembedahan. Dibedah pada bagian abdomen dan diambil midgut sebanyak 5 ekor 
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larva. Dimasukkan kedalam 10 ml aquades (pengenceran 10-1) dan divortex 

kemudian di spred plate menggunakan kaca bengkok pada media NA. Kultur 

diinkubasi selama 24-48 jam pada suhu 37℃. 

Koloni bakteri yang tumbuh kemudian dimurnikan dengan menanam 

kembali beberapa kali pada media Nutrien Agar dalam cawan Petri dengan cara 

streak dan diinkubasikan selama 24 jam pada suhu 37° C sampai didapatkan seluruh 

biakan tersebut benar-benar murni. Biakan murni kemudian ditumbuhkan pada 

media selektif CMC (Carboxy Methyle Cellulose). Selanjutnya dilakukan 

pengamatan makroskopik dan mikroskopik, uji biokimia, serta uji aktivitas spesifik 

enzim selulase (Suprayitna, 2016).  

 

 

3.3.2 Identifikasi dan Fisiologi bakteri 

a. Pengamatan secara makroskopik 

1) Pengujian Zona Bening 

Pengujian zona bening dilakukan dengan menggunakan larutan I2KI 0,03% ( 

Lugol’s Iodine) dan didiamkan selama 3-5 menit. Dibuang larutan Logul’s iodine. 

Diamati dan diukur zona bening yang terbentuk. Indeks aktivitas selulolitik dapat 

diukur dengan menggunakan persamaan sebagai berikut (Kasana et al., 2008)  

𝐼𝑛𝑑𝑒𝑘𝑠 𝐴𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑎𝑠 𝐸𝑛𝑧𝑖𝑚 =
𝑑𝑖𝑎𝑚𝑒𝑡𝑒𝑟 𝑧𝑜𝑛𝑎 𝑏𝑒𝑛𝑖𝑛𝑔 (𝑚𝑚)

𝑑𝑖𝑎𝑚𝑒𝑡𝑒𝑟 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖 (𝑚𝑚)
 

 

2) Morfologi 

Pengamatan morfologi bakteri didasarkan pada buku panduan Pedoman 

Praktikum Mikrobiologi umum (Jutono, et al., 1980) meliputi bentuk koloni, 

permukaan elevasi, tepi koloni serta warna koloni. 

b. Pengamatan secara mikroskopik 

Pengamatan bakteri secara mikroskopik meliputi bentuk sel, pewarnaan 

Gram, uji katalase, dan uji endospora. 
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1) Pewarnaan Gram  

Pewarnaan Gram bakteri dilakukan dengan cara: kaca preparat dibersihkan 

dengan alkohol 70%. Preparat difiksasi di atas api bunsen sampai kering, 

kemudian ditetesi zat pewarna I (kristal violet), ditunggu selama 60 detik .Lalu 

dibilas dengan air bersih, dibiarkan mengering sebentar. Setelah kering kemudian 

preparat ditetesi Iodin selama 60 detik, dibilas dengan air. Kemudian dipudarkan 

dengan alkohol selama 2-3 detik sampai warna ungu hilang. Preparat ditetesi zat 

warna II (Safranin) dan dibilas dengan air bersih dan taruh kaca objek, dengan 

posisi tegak, di dalam rak kaca objek dan biarkan mengering . Kemudian diamati 

di bawah mikroskop dengan persebaran 1000x objek. Uji gram positif jika bakteri 

berwarna ungu, dan negative jika berwarna merah (Who, 2011) 

2) Uji katalase  

Uji katalase dilakukan dengan menambahan larutan 3% H2O2 pada suspensi 

bakteri, selanjutnya diamati pembentukan gelembung udara (positif) yang terjadi 

pada koloni. Terbentuknya gelembung menandai bahwa tersebut bersifat aerobik 

(menghilangkan gas). 

3) Uji endospora 

Biakan murni isolat bakteri dibuat menjadi suspensi bakteri dengan akuades 

steril, kemudian dipanaskan pada suhu 80 ℃ selama 10 menit, lalu ditetesi 

malachite green. Preparat ditetesi dengan menggunakan safranin, selanjutnya 

preparat dicuci dengan air mengalir kemudian diamati di bawah mikroskop 

dengan perbesaran 1000 kali. Uji endospora adalah positif jika sel vegetatif 

berwarna merah dan spora berwarna hijau (Who, 2011). 

c. Uji biokimia  

1) Uji karbohidrat 

Inokulasi bakteri kedalam larutan yang masing-masing berisi glukosa, 

sukrosa, laktosa, arabinose, maltose, dan manitol. Tiap-tiap larutan mengandung 

Pr (Phenol red) sebagai indikator pH dan ditambahkan pepton sebagai sumber 

nitrogen, vitamin, dan mineral. Selanjutnya masing-masing campuran diinkubasi 

pada suhu 30 ℃ selama 24 jam. Uji karbohidrat adalah positif jika dalam tabung 
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durham terjadi pembentukan asam (perubahan warna dari merah menjadi kuning) 

dan pembentukkan gas (Suprayitna, 2016). 

2) Uji motilitas 

Tujuan untuk mengetahui kemampuan bakteri untuk bergerak. Uji ini 

menggunakan teknik hanging drop yang diamati pada mikroskop. Hasil uji adalah 

positif jika terdapat pergerakan bakteri. Hal ini menunjukkan bahwa bakteri 

tersebut memiliki alat gerak, misalnya flagel (Lay, 1994)  

3) Uji sitrat 

Dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam 

memfermentasi sitrat. Koloni bakteri diinokulasikan pada media “agar” yang 

mengandung 1,25 gram pepton water ditambahi 1% gula simon sitrat, kemudian 

dilarutkan dalam 50 mL aquades dalam tabung reaksi. Media campuran tersebut 

kemudian diinkubasi pada suhu 37C selama 18-24 jam. Koloni yang berwarna 

biru menunjukkan hasil positif sedangkan yang berwarna hijau negatif (Lay, 

1994). 

Hasil dari identifikasi dan fisiologi mikrob yang telah dilakukan akan 

dibandingan dengan buku Bergeys Manual of Determinative Bacteriology (1994) 

untuk mengetahui spesies bakteri yang telah ditemukan.  

 

 

3.3.3 Produksi enzim dan Uji Aktivitas enzim selulase dari bakteri selulolitik 

a. Produksi enzim 

Ekstrak enzim selulase diperoleh dengan melakukan sentrifugasi kultur 

bakteri pada kecepatan 4.000 rpm selama 15 menit pada suhu 4 ℃. supernatan 

yang diperoleh kemudian digunakan untuk pengujian aktivitas spesifik enzim 

selulase. 

b. Uji aktivitas spesifik enzim selulase dari bakteri selulolitik 

1) Penentuan Kurva Standar Glukosa 

Penentuan standar glukosa diuji menggunakan metode yang sama dengan 

metode analisa gula reduksi yaitu metode Somogyi-Nelson. Masing-masing 

glukosa 0,1 gr glukosa dilarutkan dalam buffer phospat pH 7 sebanyak 100 ml, 
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Kesimpulan 

Ada. Isolasi bakteri Midgut H. illucens ditemukan dua spesies bakteri 

selulolitik yaitu Proteus sp. dan Klebsiella sp.. Hasil uji aktivitas enzim selulase 

pada bakteri Proteus sp. maksimum pada inkubasi hari ke-3 dengan jumlah gula 

reduksi  23,615 𝜇𝑔/𝑚𝑙 dan pada bakteri Klebsiella sp. maksimum pada hari ke-3 

dengan jumlah gula reduksi 37,462 𝜇𝑔/𝑚𝑙. 

5.2 Saran 

Perlu dilakukan identifikasi secara molekuler untuk memastikan jenis 

bakteri dan perlu dilakukan uji aktivitas enzim dengan indikator lain seperti pH, 

konsentrasi dan suhu.  
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LAMPIRAN 

 

Lampiran  A. Komposisi Media 

A.1 Komposisi media NA 

No. Bahan  Jumlah/liter 

1 Nutrien Agar 21 gram 

Cara pembuatan : dimasukkan serbuk Nutrien Agar kedalam 1 L aquades, 

dipanaskan hingga mendidih, dituang kedalam tabung reaksi masing-masing 

sebanyak 10 ml, ditutup meggunakan kapas dan dibungkus kertas doorslag. 

Selanjutnya di sterilisasi menggunakan autoklaf. Setelah 25 menit media di 

keluarkan dari autoklaf dan dituang ke cawan petri steril, ditunggu memadat. 

A.2 Komposisi media CMC agar 0,5% 

No. Bahan Jumlah/liter 

1 CMC 0,5% 3,85 gram 

2 Na2HPO4 4,62 gram 

3 KH2PO4 2,31 gram 

4 NaCl 0,385 gram 

5 MgSO4 0,193 gram 

6 NH4Cl 0,77 gram 

7 Agar 13,09 gram 

Cara pembuatan : dibuat larutan PM dengan mencampurkan Na2HPO4, 

KH2PO4,  NaCl, MgSO4.7H2O, dan NH4Cl kedalam 1 L aquades. Dimasukkan 

CMC 0,5% kedalam beaker , dituangi dengan larutan PM sedikit demi sedikit 

lalu diaduk hingga larut, selanjutnya ditambahkan agar dan dipanaskan hingga 

mendidih diatas hot plate. Lalu dituang kedalam tabung reaksi masing-masing 

sebanyak 10 ml, ditutup menggunakan kapas dan dibungkus kertas doorslag. 

Selanjutnya di sterilisasi menggunakan autoklaf. Setelah 25 menit media di 

keluarkan dari autoklaf dan dituang ke cawan petri steril di dalam ruang LAF 

(Laminar Air Flow) , ditunggu memadat.  
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A.3 Komposisi media CMC broth 1% 

No. Bahan Jumlah/liter 

1 CMC 1% 5 gram 

2 Na2HPO4 3 gram 

3 KH2PO4 1,5 gram 

4 NaCl 0,25 gram 

5 MgSO4 0,125 gram 

6 NH4Cl 0,5 gram 

Cara pembuatan : dibuat larutan PM dengan mencampurkan Na2HPO4, KH2PO4,  

NaCl, MgSO4.7H2O, dan NH4Cl kedalam 1 L aquades. Dimasukkan CMC 0,5% 

kedalam beaker glass , dituangi dengan larutan PM sedikit demi sedikit lalu diaduk 

hingga larut, selanjutnya ditambahkan agar dan dipanaskan hingga mendidih diatas 

hot plate. Lalu dituang kedalam labu erlenmeyer 50 ml masing-masing sebanyak 

20 ml, ditutup menggunakan kapas dan dibungkus kertas doorslag. Selanjutnya di 

sterilisasi menggunakan autoklaf. 
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Lampiran B. Komposisi Reagen Somogyi-Nelson 

B.1 Komposisi Reagen Somogyi 

No Bahan Jumlah/Liter 

1 Na2CO3 24 gram 

2 C4H4KNaO6H2O 12 gram 

3 NaHCO3 16 gram 

4 CUSO4.5H2O 10 % 40 ml 

5 Na2SO4 180 gram 

6 Akuades 1000 ml 

Cara pembuatan : dibuat larutan 1 dengan cara dilarutkan Na2CO3 kedalam aquades 

ditambahkan dengan C4H4KNaO6H2O. Larutan 2 dibuat dengan melarutkan 

CUSO4.5H2O 10 % dengan 40 ml aquades selanjutnya ditambahkan NaHCO3. 

Larutan 3 dibuat dengan mencampurkan larutan 1 dan larutan 2. Larutan 4 dibuat 

dengan melarutkan Na2SO4 kedalam 300ml aquades, dipanaskan diatas hot plate 

hingga mendidih, selanjutnya didinginkan. Lalu larutan 3 dan 4 dicampur dan fill 

up dengan aquades hingga volume mencapai 1000 ml. Dimasukkan kedalam botol 

gelap dan diinkubasi 37℃ selama 1 minggu  dan disimpan pada suhu 20 ℃ - 40 ℃.  

 

B.2 Komposisi Reagen Nelson 

No Bahan Jumlah/Liter 

   

1 (NH4) MO7O24 50 gram 

2 H2SO4 46 gram 

3 NaHSO4 . 7H2O 6 gram 

4 Akuades 1000 ml 

Cara pembuatan :dibuat larutan 1 dengan cara dilarutkan  (NH4) MO7O24 dan  

H2SO4 kedalam 500 ml aquades. Larutan 2 dibuat dengan melarutkan 

NaHSO4.7H2O kedalam 25ml aquades. Larutan 1 dan larutan 2 dicampurkan, di fill 

up hingga volume mencapai 1000 ml dan di masukkan kedalam botol gelap. 

Diinkubasi 37℃ selama 24 jam . 
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Lampiran C. Kurva Standart Glukosa 

C.1 Tabel Standart Glukosa 

 

Konsentrasi (µg/ml) ABS (500 nm) 

0 
0 

20 
0,077 

40 
0,098 

60 
0,171 

80 
0,213 

100 
0,269 

 

C.2 Kurva Standart Glukosa 
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Lampiran D. Perhitungan Jumlah Sel Bakteri 

 

L kotak L3 = 1/400 mm2 

Kedalaman = 0,1 mm 

V3=
1

400
𝑚𝑚2  × 0,1 𝑚𝑚 =   2,5 × 10−7 𝑐𝑚3 

Lampiran D1.Perhitungan jumlah sel Klebsiella sp. pada hari ke-3 

Diketahui :  Jumlah bakteri rata-rata dalam 5 kotak = 419 

5 kotak L2 = 5 x 16 = 80 kotak 

Faktor pengenceran = 10−2 

∑ 𝑏𝑎𝑘𝑡𝑒𝑟𝑖 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙  =  
419

80⁄

2,5 × 10−7
×

1

10−2
= 2,095 × 108 𝑆𝑒𝑙/𝑚𝑙 

 

Lampiran D2.Perhitungan jumlah sel Proteus sp. pada hari ke-3 

Diketahui :  Jumlah bakteri rata-rata dalam 5 kotak = 152 

5 kotak L2 = 5 x 16 = 80 kotak 

Faktor pengenceran = 10−2 

∑ 𝑏𝑎𝑘𝑡𝑒𝑟𝑖 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙  =  
152

80⁄

2,5 × 10−7
×

1

10−2
= 7,6 × 107 𝑆𝑒𝑙/𝑚𝑙 
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