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ABSTRAK 

Bakteri selulolitik merupakan bakteri penghasil enzim selulase yang 

mampu mendegradasi substrat selulosa. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui 

aktivitas enzim selulase secara kualitatif  dan pewarnaan gram pada bakteri 

selulolitik maggot BSF dari berbagai media hidup yang berbeda sebagai 

bioaktivator fermentasi pakan. Metode yang digunakan dalam penelitian ini 

adalah dengan menggunakan isolat bakteri yang diperoleh kemudian di uji 

aktivitas selulolitiknya secara kualitatif melalui pembentukan zona bening yang 

dihasilkan dari pewarnaan dengan congo red 0,1% untuk menguji potensi 

selulolitiknya (potensi selulolitik ditandai dengan munculnya zona bening di 

sekitar koloni) dan selanjutnya dilakukan pewarnaan gram. Hasil isolasi bakteri 

dari 8 isolat yang berpotensi mendegradasi selulosa yaitu 3 isolat berasal dari 

media limbah sayur, 4 isolat berasal dari media feses puyuh, dan 1 isolat berasal 

dari media tkks. Hasil penelitian untuk indeks selulolitik dari media yang berbeda 

sebagai berikut M1 Sp2 yaitu 1,148 mm, M1 Sp3 yaitu 0,429 mm, M1 Sp4 yaitu 

0,923 mm, M2 Sp2 yaitu 0,094 mm, M2 Sp3 yaitu 0,488 mm, M2 Sp4 yaitu 0,471 

mm, M2 Sp7 yaitu 0,331 mm, dan M3 Sp7 yaitu 0,261 mm. Hasil indeks 

selulolitik tersebut terdapat 3 indeks selulolitik yang tertinggi yaitu indeks 

selulolitik pada media limbah sayur, M1 Sp2 yaitu 1,148 mm, M1 Sp4 yaitu 0,923 

mm dan indeks selulolitik pada media limbah feses puyuh M2 Sp3 yaitu 0,488 

mm. Hasil dari pewarnaan gram terdapat 1 jenis bakteri gram positif dan 7 jenis 

bakteri gram negatif. 
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ABSTRACT 

Cellulolytic bacteria are bacteria that produce cellulase enzymes that are 

able to degrade cellulose substrates. This study aims to determine the activity of 

cellulase enzymes qualitatively and gram staining on BSF maggot cellulolytic 

bacteria from various different living media as feed fermentation bioactivators. 

The method used in this study was to use bacterial isolates obtained and then to 

test their cellulolytic activity qualitatively through the formation of a clear zone 

resulting from staining with 0.1% Congo red to test their cellulolytic potential 

(cellulolytic potential is indicated by the appearance of a clear zone around the 

colony). ) and then gram staining was performed. The results of bacterial 

isolation from 8 isolates that had the potential to degrade cellulose were 3 

isolates from vegetable waste media, 4 isolates from quail feces media, and 1 

isolate from tkks media. The results for the cellulolytic index of different media 

are as follows: M1 Sp2 is 1.148 mm, M1 Sp3 is 0.429 mm, M1 Sp4 is 0.923 mm, 

M2 Sp2 is 0.094 mm, M2 Sp3 is 0.488 mm, M2 Sp4 is 0.471 mm, M2 Sp7 is 0.331 

mm, and the M3 Sp7 is 0.261 mm. The results of the cellulolytic index showed that 

the 3 highest cellulolytic indexes were the cellulolytic index in vegetable waste 

media, M1 Sp2 was 1.148 mm, M1 Sp4 was 0.923 mm and the cellulolytic index in 

quail waste media M2 Sp3 was 0.488 mm. The results of gram staining contained 

1 type of gram positive bacteria and 7 types of gram negative bacteria. 

 

Keywords: BSF Maggot, Cellulase Enzyme, Qualitative Test, and Gram Stain. 
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PENDAHULUAN 

Latar Belakang 

Keinginan masyarakat Indonesia semakin hari semakin meningkat untuk 

protein hewani. Masyarakat sudah mulai memperhatikan kualitas protein hewani 

yang dikonsumsinya. Protein hewani ditentukan oleh nutrisi pakan yang 

dikonsumsi oleh ternak. Pakan merupakan salah satu faktor yang sangat penting 

dalam menentukan keberhasilan dari suatu usaha peternakan selain dari bibit, 

manajemen dan kesehatan ternak, namun pakan adalah komponen yang memiliki 

biaya besar dalam usaha peternakan. Pakan yang memiliki kandungan protein 

yang tinggi lebih mahal dibandingkan dengan pakan lainnya sedangkan pakan 

sangat berpengaruh terhadap produktivitas ternak. Salah satu alternatif 

ketersediaan pakan dengan harga yang murah  yaitu dengan memanfaatkan limbah 

pertanian dan agroindustri yang dapat memperbaiki ketersediaan pakan ternak. 

Selain itu pemanfaatan limbah pertanian sebagai pakan ternak akan mengurangi 

ketergantungan terhadap pakan hijauan yang berasal dari lahan budidaya pakan 

ternak yang jumlahnya terbatas.  

Salah satu pengolahan pakan yaitu fermentasi dengan memanfaatkan 

bakteri selulolitik dari maggot BSF. Maggot Black Soldier Fly (BSF) merupakan 

lalat tentara hitam (Hermetia illucens), salah satu serangga yang mulai banyak 

dipelajari karakteristiknya dan kandungan nutriennya. Lalat ini berasal dari 

Amerika dan selanjutnya tersebar ke wilayah subtropis dan tropis di dunia. 

Keadaan iklim tropis Indonesia sangat bagus untuk budidaya BSF. Maggot BSF 

memiliki kandungan protein cukup tinggi, yaitu 40-50% dengan kandungan lemak 
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berkisar 29-32% sehingga dapat dikembangkan sebagai pakan ternak. Maggot 

BSF dapat mencerna pakan dengan bantuan beberapa enzim dalam pencernaannya 

seperti enzim selulase yang diperoleh dari bakteri selulolitik. 

Bakteri selulolitik merupakan bakteri yang mampu menghasilkan selulase 

dan menghidrolisis selulosa menjadi produk yang lebih sederhana yaitu glukosa. 

Bakteri selulolitik dijumpai pada habitat yang kaya akan selulosa, seperti limbah 

sayur, limbah feses puyuh dan limbah tandan kosong kelapa sawit. Selulolitik 

sendiri berarti proses pemecahan selulosa menjadi senyawa atau unit-unit glukosa 

yang lebih kecil.  

Mikroorganisme tersebut dapat mendegradasi selulosa karena 

menghasilkan enzim dengan spesifikasi berbeda yang saling bekerja sama. Enzim 

selulase adalah enzim yang dapat menghidrolisis selulosa dengan memutus ikatan 

glikosidik β-1,4 dalam selulosa, selodektrin, selobiosa, dan turunan selulosa 

lainnya menjadi gula sederhana atau glukosa. Pemanfaatan enzim selulase yang 

diekstraksi dari bakteri sangatlah luas.  

Pemanfaatan bakteri selulolitik sebagai penghasil enzim selulase sangat 

penting dalam proses konversi pakan. Bakteri tersebut mampu menguraikan 

selulosa menjadi glukosa sebagai sumber karbon dan sumber energi.  Berdasarkan 

uraian tersebut, perlu adanya uji aktivitas bakteri selulolitik pada lalat H. illucens 

yang berperan dalam proses konversi pakan.  

 

 

 

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


3 

 

 

Tujuan Penelitian 

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas enzim selulase 

secara kualitatif dan pewarnaan gram pada bakteri selulolitik maggot BSF dari 

berbagai media hidup yang berbeda sebagai bioaktivator fermentasi pakan. 

Hipotesis Penelitian 

Hipotesis penelitian ini adalah terdapat aktivitas enzim selulase yang 

tinggi dalam maggot BSF dari berbagai media hidup yang berbeda yang dapat 

berguna sebagai bioaktivator fermentasi pakan. 

Kegunaan Penelitian 

  Kegunaan penelitian ini anatara lain adalah :  

1. Mendapatkan informasi tentang uji aktivitas enzim selulase secara kualitatif dan 

pewarnaan gram dari maggot BSF dari berbagai media hidup yang berbeda 

sebagai bioaktivator fermentasi pakan.  

2. Memberi informasi yang bermanfaat bagi peternak dan peneliti terkait 

pemanfaatan maggot BSF dari berbagai media hidup yang berbeda sebagai 

bioaktivator fermentasi pakan.  

3. Sebagai salah satu syarat untuk mendapat gelar sarjana peternakan (S.Pt) pada 

Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Pembangunan Panca Budi.  
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TINJAUAN PUSTAKA 

Maggot Black Soldier Fly (BSF) 

Lalat tentara hitam sering juga dikenal dengan nama Black Soldier Fly 

(BSF). Jenis lalat ini merupakan anggota dari ordo Diptera, family Stratiomydae 

yang dapat hidup hampir di seluruh dunia yang beriklim tropis dan subtropis pada 

garis lintang 40°S dan 45°U. Lalat BSF memiliki keistimewaan dibanding seragga  

jenis lain karena kemampuannya yang dapat melakukan degradasi limbah organik 

(Sandec, 2017). Selain itu, lalat jenis ini bersifat saprofagus baik untuk materi 

organik hewani ataupun nabati (Mangunwardoyo dkk., 2011). 

Lalat BSF dimanfaatkan dalam pendegradasian limbah organik dapat 

dilakukan pada fase larva. Lalat BSF pada fase larva memiliki kemampuan 

degradasi karena aktivitas selulolitik yang terjadi pada lambung usus larva 

tersebut. Menurut Supriyatna dan Ukit (2016), usus larva BSF memiliki bakteri 

dengan kemampuan selulolitik tinggi diantaranya adalah Bacillus sp., Proteus, 

dan Rumenococcus sp. Larva BSF dengan  keberadaan bakteri selulolitik tersebut 

menjadikannya memiliki kemampuan mendegradasi dan mengkonversi limbah 

organik menjadi lemak dan protein dalam biomassa tubuhnya (Supriyatna dan 

Putra, 2017).  

Taksonomi Larva BSF atau dalam nama ilmiah yaitu Hermetia illucens. 

Memiliki klasifikasi taksonomi sebagai berikut : 

Kingdom  : Animalia 

Filum   : Arthropoda  

Kelas   : Insecta 
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Ordo   : Diptera  

Famili   : Stratiomyidae  

Subfamili  : Hermetiinae  

Marga   : Hermetia 

Jenis   : Hermetia illucens (Linnaeus, 1758) 

 

Siklus Hidup H. illucens 

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

larva, prepupa, pupa dan fase dewasa (Gambar 1) (Banks, 2014). Masing-masing 

fase tersebut berbeda satu sama lain sehingga tergolong ke dalam serangga yang 

bermetamorfosis sempurna (holometabola) (Mutafela, 2015).  

  

Gambar 1. 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-
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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 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 

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


7 

 

 

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).  

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 dibandingkan dengan instar sebelumnya. Labrum Hermetia 

illucens akan membengkok seperti paruh elang pada fase ini (Diener et al., 2011).  
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Gambar 2. Morfologi Larva H. illucens (Sumber : http://google.com)  

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).    

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 dkk, 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 

endoβ1,4-glukanase, selanjutnya ekso-β-1,4-glukanase membantu membebaskan 

selobiosa dari rantai selulosa dari ujung rantai selulase non-pereduksi atau rantai 
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oligosakarida dan tahap akhir selobiosa dihidrolisis menjadi glukosa oleh 

βglukosidase (Moat et al., 2002).   

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. 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).  

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 dkk, (2011) melaporkan H. illucens memiliki 

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

Leucine  arylamidase,  Valine arylamidase, Cystine arylamidase, Trypsin, 

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

βglucosidase 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).   

Bakteri selulolitik adalah bakteri yang mampu menghidrolisis kompleks 

selulosa menjadi oligosakarida yang lebih kecil dan akhirnya menjadi glukosa. 

Glukosa tersebut digunakan sebagai sumber karbon dan sumber nutrisi bagi 

pertumbuhan organisme ini. Bakteri selulolitik mensintesis seperangkat enzim 

yang mampu menghidrolisis selulosa. Enzim tersebut adalah kompleks selulase. 

Enzim ini disintesis oleh mikroba selama tumbuh dalam media selulosa (Ibrahim 

and A. Dewany, 2007).  

Pewarnaan Gram Bakteri Selulolitik 

Berdasarkan susunan dinding selnya, bakteri diklasifikasikan menjadi dua 

golongan, yaitu bakteri Gram positif dan negatif. Pengelompokan ini didasarkan 

pada prosedur pewarnaan Gram yang menghasilkan dua jenis bakteri yang 

berbeda. Oleh karena berbeda susunan dinding selnya, kedua jenis bakteri ini 
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memiliki sifat ketahanan yang berbeda terhadap panas dan senyawa-senyawa 

antibiotika. 

Identifikasi morfologi isolat mikroba yang didapatkan pada pengamatan 

bentuk sel dan pewarnaan mikroba. Perbedaan pengikatan warna pada bakteri 

gram negatif dan positif disebabkan adanya perbedaan titik isoeletrik dari 

protoplasma dan permeabilitas membran sitoplasma dinding sel (Ali, 2005). 

Indikasi pewarnaannya yaitu bakteri gram positif akan berwarna violet dan bakteri 

gram negatif akan berwarna merah. Dinding sel bakteri gram positif lebih tebal 

daripada bakteri gram negatif (Pelczar, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

12 
 

BAHAN DAN METODE PENELITIAN 

Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Kebun Percobaan dan Penelitian 

Universitas Pembangunan Panca Budi Medan dan Laboratorium Mikrobiologi, 

Departemen Biologi dan Laboratorium Terpadu, Fakultas Matematika dan Ilmu 

Pengetahuan Alam, Universitas Sumatera Utara Medan. Penelitian ini 

dilaksanakan pada bulan Mei sampai Juli 2021.  

Bahan dan Alat Penelitian 

  Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi isolat bakteri 

selulolitik M1 Sp2, M1 Sp3, M1 Sp4, M2 Sp2, M2 Sp3, M2 Sp4, M2 Sp7, dan 

M3 Sp7, media CMC (Carboxymethyl Cellulose), congo red, NaCl 1 ml, kapas, 

aluminium foil, akuades, alkohol 70%, cling wrap, spiritus, kristal violet, iodin, 

safranin, dan aseton alkohol. 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi cawan petri, tabung 

reaksi, labu  Erlenmeyer,  spatula, gelas ukur, Beaker glass, jarum ose, mikropipet 

dan tip, microtube, pH meter, kertas saring, hot plate stirer, bunsen, objek glass 

dan mikroskop.  

Metode Penelitian 

Metode yang digunakan untuk penelitian ini yaitu menggunakan isolat 

bakteri yang diperoleh kemudian di uji aktivitas selulolitiknya secara kualitatif 

melalui pembentukan zona bening yang dihasilkan dari pewarnaan dengan congo 

red. Selanjutnya dilakukan pewarnaan gram positif dan gram negatif. 
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PELAKSANAAN PENELITIAN 

Isolat Bakteri Selulolitik dari Maggot BSF 

Isolat bakteri selulolitik yang digunakan berasal dari isolat BSF M1 Sp2, 

M1 Sp3, M1 Sp4, M2 Sp2, M2 Sp3, M2 Sp4, M2 Sp7, dan M3 Sp7. Keterangan 

MI merupakan maggot yang berasal dari limbah sayur, M2 merupakan maggot 

yang berasal dari limbah feses puyuh dan M3 merupakan maggot yang berasal 

dari limbah tandan kosong kelapa sawit (TKKS). 

Uji Aktivitas Enzim Secara Kualitatif 

Uji aktivitas enzim secara kualitatif dilakukan dengan menumbuhkan 

isolat bakteri terpilih yang memiliki kemampuan selulolitik berdasarkan uji 

skrining. Pembuatan media CMC yaitu dengan menimbang 1g CMC, 0,002g 

MgSO4 7H2O, 0,075g KNO3, 0,05 K2HPO4, 0,002g FeSO4, 0,004g CaCl2, 0,2g 

ekstrak yeast dan 1,5g agar menggunakan timbangan analitik kemudian dilarutkan 

kedalam 100 ml aquades dan dipanaskan hingga homogen lalu disterilisasi 

menggunakan autoklaf pada suhu 121 ˚C selama 15 menit. Bakteri diinokulasikan 

pada medium CMC menggunakan teknik totol (penumbuhan ditengah medium) 

yang diinkubasi selama 48 jam. Zona bening yang terbentuk disekitar koloni pada 

medium CMC diamati setelah ditambahkan congo red 0,1% dan NaCl 1 ml.  

Pembuatan NaCl yaitu dengan menimbang 1 ml NaCl menggunakan 

timbangan analitik kemudian dilarutkan kedalam 300 ml aquades dan pembuatan 

congo red yaitu dengan menimbang congo red 0,1% menggunakan timbangan 

analitik kemudian dilarutkan kedalam 10 ml aquades. 

http://repository.unej.ac.id/
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Nilai indeks selulolitik (IS) dihitung dengan membandingkan nilai 

diameter zona bening dan nilai diameter koloni bakteri (Kasana dkk, 2008). 

Secara kualitatif, semakin besar nilai indeks selulolitik maka semakin besar enzim 

yang dihasilkan oleh bakteri. Daya degradasi selulosa diklasifikasikan 

berdasarkan nilai indeks selulolitik dengan kategori rendah apabila ≤ 1, sedang 

antara 1 sampai 2 dan tinggi apabila ≥ 2. Menurut Kasana dkk, (2008), indeks 

selulolitik (IS) diperoleh dengan menggunakan rumus:   

   
                                     

                
 

 

Pewarnaan  Gram Positif Dan Negatif 

Identifikasi morfologi isolat mikroba yang didapatkan pada pengamatan 

pewarnaan mikroba. Kemudian dilakukan pengamatan mikroskopis yaitu dengan 

uji morfologi pewarnaan gram untuk mengelompokkan bakteri gram positif dan 

gram negatif. Dari bakteri gram positif maupun gram negatif akan dihasilkan 

warna yang sama (ungu), akan tetapi jumlah kristal violet yang diserap oleh 

bakteri gram negatif lebih sedikit, karena tebal dinding sel bakteri gram negatif 

sebesar 2-7 nm tersusun dari peptidoglikin dan memiliki membrane luar dengan 

tebal 7-8 nm sehingga jika dibandingkan dengan bakteri gram positif yang 

memiliki dinding sel sebesar 20-80 nm, gram negatif jauh lebih kecil (Prescott, 

1999). Bakteri gram negatif dengan lapisan peptidoglikin yang tipis menyebabkan 

permeabilitas membran sel lebih besar sehingga kristal yodiun yang berfungsi 

sebagai penguat warna menjadi mudah terlepas, adapunn kadar lipid yang tinggi 
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akan mudah larut selama pencucian dengan alkohol dan menyebabkan pori-pori 

membran sel membesar (Strhol dkk, 2001). 

Pewarnaan Gram dilakukan dengan cara : 

1. Teknik pembuatan preparat ulas 

Dari kultur biakan diambil 1 – 2 lup ose steril kepermukaan slide. Diberi 1 – 2 

tetes aquadest. Dengan ose disebarkan secara merata membentuk bujur sangkar. 

Slide tersebut difiksasi (dilewatkan diatas api secara berulang-ulang hingga 

terlihat mengering). 

2. Pewarnaan gram 

Dibuat preparat ulas dari bakteri yang disediakan. Diberikan zat warna kristal 

violet dan dibiarkan selama 1 menit bilas dengan aquadest dan dikeringkan. 

Kemudian diberi iodin 1 – 2 tetes selama 30 detik, dibilas dengan aseton alkohol 

selama 15 detik, lalu dibilas dengan aquadest. Diberikan 1 tetes larutan safranin 

(zat warna tanding) selama 1 menit, bilas dengan aquadest dan dikeringkan. 

Selanjutnya diamati dibawah mikroskop. 

Bakteri gram negatif menghasilkan warna merah, dengan tebal peptidoglikin 

bakteri gram negatif hanya sebesar 2-7 nm dan memiliki mambran luar dengan 

tebal 7-8 nm yang terdiri dari lipid, protein, dan lippolisakarida yang berakibat 

pada banyaknya kristal violet dan iodin yang lepas, itu disebabkan karena tebal 

peptidoglikan bakteri gram negatif hanya sebesar 2-7 nm sehingga ketika 

ditambahkan safranin dengan mudah membentuk ikatan ion dengan dinding sel 

bakteri membentuk warna safranin (merah) (Prescott, 1999). 
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Parameter Penelitian  

1. Indeks selulolitik  

Pengamatan yang dilakukan dari terbentuknya zona bening. Perhitungan 

nilai indeks selulolitik yaitu dengan membandingkan nilai diameter zona bening 

dan nilai diameter koloni bakteri. Semakin besar nilai indeks selulolitik maka 

semakin besar enzim yang dihasilkan oleh bakteri. Daya degradasi selulosa 

diklasifikasikan berdasarkan nilai indeks selulolitik dengan kategori rendah 

apabila ≤ 1, sedang antara 1 sampai 2 dan tinggi apabila ≥ 2.  

2. Pewarnaan bakteri selulolitik  

Pewarnaan Gram merupakan pewarnaan yang digunakan untuk 

mengelompokan bakteri Gram positif dan Gram negatif. Perbedaan struktur, 

komposisi dinding sel bakteri dan permeabilitas diantara kedua kelompok dinding 

sel bakteri menyebabkan perbedaan warna pada bakteri Gram positif dan bakteri 

Gram negatif. Pewarnaan Gram berdasarkan kemampuan bakteri untuk menahan 

pewarna primer (kristal ungu) atau kehilangan warna primer dan menerima warna 

tandingan (safranin). Bakteri Gram positif akan menunjukkan warna ungu 

sedangkan untuk bakteri Gram negatif akan menunjukkan warna merah (Anuar 

dkk., 2014). 
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HASIL DAN PEMBAHASAN 

Hasil Penelitian 

Uji Aktivitas Enzim Secara Kualitatif 

Hasil yang telah dilakukan dari 8 isolat bakteri mempunyai kemampuan 

bahwa bakteri tersebut mampu mendegradasi selulosa. Hasil pengujian 

menggunakan congo red dapat dilihat pada Tabel 1. 

Tabel 1. Hasil Pengujian dan Pengukuran Zona Bening Bakteri Selulolitik Secara 

Kualitatif. 

No 
Kode 

Isolat 

Diameter 

bakteri 

Diameter Zona 

bening 
Indeks zona bening 

1 M1 Sp2 2,7 5,8 1,148 

2 M1 Sp3 3,5 5 0,429 

3 M1 Sp4 2,6 5 0,923 

4 M2 Sp2 11,7 12,8 0,094 

5 M2 Sp3 8,6 12,8 0,488 

6 M2 Sp4 5,1 7,5 0,471 

7 M2 Sp7 15,7 20,9 0,331 

8 M3 Sp7 35,7 45 0,261 

Keterangan :  M1 : Moggot yang berasal dari limbah sayur, M2 : Maggot yang berasal dari 

limbah feses puyuh, dan M3 : Maggot yang berasal dari limbah tandan kosong 

kelapa sawit ( TKKS). 

 

 

Pada penelitian ini ditemukan sebanyak 8 isolat bakteri selulolitik. Hasil 

pengamatan zona bening yang terbentuk tersaji pada gambar 3. 

http://repository.unej.ac.id/
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Gambar 3. Hasil uji aktifitas enzim selulase secara kualitatif menggunakan Congo 

red. 

 

Diameter 

bakteri 
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Pewarnaan Gram Positif Negatif Bakteri Selulolitik 

Berdasarkan hasil yang telah didapat dari zona bening selanjutnya 

dilakukan pewarnaan gram positif dan negatif. Hasil pewarnaan gram positif dan 

negatif dapat dilihat pada Tabel 2. 

Tabel 2. Hasil Pewarnaaan Gram Positif Dan Negatif. 

No Jenis Isolat Uji Gram 

1 M1 Sp2 Negatif 

2 M1 Sp3 Positif 

3 M1 Sp4 Negatif 

4 M2 Sp2 Negatif 

5 M2 Sp3 Negatif 

6 M2 Sp4 Negatif 

7 M2 Sp7 Negatif 

8 M3 SP7 Negatif 

 

Hasil pengamatan pewarnaan gram positif dan gram negatif bakteri 

selulolitik tersaji pada gambar 4. 

 

M1 Sp2 

 

M1 Sp3 
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M1 Sp4 

 

M2 Sp2 

 

M2 Sp3 

 

M2 Sp7 

 

M2 Sp4 

 

M3 Sp7 

Gambar 4. Hasil Pewarnaan Gram Bakteri Selulolitik. 
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Pembahasan 

Uji Aktivitas Enzim Secara Kualitatif 

Sampel yang digunakan merupakan Maggot BSF yang berasal dari media 

tumbuh yang berbeda yaitu maggot dari limbah sayur, maggot dari feses puyuh 

dan maggot dari tkks (tandan kosong kelapa sawit). Hasil uji menunjukkan 8 

isolat yang mampu menghasilkan zona bening. Kemampuan bakteri menghasilkan 

zona bening pada media spesifik selulolitik menandakan bahwa bakteri mampu 

menghasilkan enzim selulase. Besarnya zona bening yang dihasilkan pada 

kedelapan isolat bakteri menunjukkan perbedaan. Hal ini berhubungan dengan 

kemampuan masing-masing isolat bakteri menghasilkan enzim selulase. Isolat 

bakteri yang memiliki aktivitas enzim selulase yang tinggi dapat menghidrolisis 

selulosa menjadi glukosa dan menunjukkan zona bening yang besar disekitar 

koloni. Hal ini dikarenakan perubahan struktur selulosa yang berserat menjadi 

glukosa dengan struktur menjadi non serat. Media CMC yang terhidrolisis oleh 

enzim selulase jika digenangi oleh pewarna congo red tidak akan terwarnai. 

Interaksi ini berlangsung secara non-kovalen. Congo red dijadikan indikator 

terjadinya degradasi β-Dglukan dalam media agar (Hartanti, 2010).   

Hasil penelitian untuk indeks selulolitik dari media yang berbeda sebagai 

berikut M1 Sp2 yaitu 1,148 mm, M1 Sp3 yaitu 0,429 mm, M1 Sp4 yaitu 0,923 

mm, M2 Sp2 yaitu 0,094 mm, M2 Sp3 yaitu 0,488 mm, M2 Sp4 yaitu 0,471 mm, 

M2 Sp7 yaitu 0,331 mm, dan M3 Sp7 yaitu 0,261 mm. Dari hasil indeks 

selulolitik tersebut terdapat 3 indeks selulolitik yang tertinggi. Indeks selulolitik 

pada media limbah sayur yaitu M1 Sp2 yaitu 1,148 mm dan M1 Sp4 yaitu 0,923 

mm. Indeks selulolitik pada media M2 Sp3 yaitu 0,488 mm.  
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Hasil penelitian menunjukkan bahwa kedelapan isolat bakteri selulolitik 

mempunyai kemampuan mendegradasi serat yang berbeda beda. Hal ini terlihat 

dari diameter zona bening yang terbentuk pada medium yang mengandung 

substrat Carboxy Methyl Cellulosa / CMC. Semakin luas zona bening yang 

terbentuk maka semakin tinggi juga kemampuan isolat dalam mendegradasi 

selulosa.  

Sari et al. (2012),  menyatakan bahwa perbedaan indeks zona bening pada 

setiap isolat disebabkan karena tiap spesies bakteri masing-masingnya memiliki 

kemampuan menghasilkan selulase yang berbeda dalam menghidrolisis substrat 

Carboxy Methyl Cellulosa/CMC. Isolat bakteri selulolitik M1 Sp2 menunjukkan 

aktivitas selulolitik  yang paling tinggi dibandingkan dengan isolat lainnya. Isolat 

ini termasuk isolat pendegrdasi serat yang potensial dibandingkan isolat lainnya. 

Isolat bakteri selulolitik M1 aktivitas selulolitik yang paling tinggi, isolat bakteri 

selulolitik M2 aktivitas selulolitik sedang dan isolat bakteri selulolitik M3 

aktivitas selulolitik rendah. 

Uji degradasi dengan menggunakan metode zona bening adalah uji semi 

karena data hanya berupa perbandingan antara diameter zona bening dan dengan 

diameter koloni. Kesulitan metode ini adalah apabila bentuk koloni atau zona 

bening yang dihasilkan tidak benar-benar berbentuk bulat, atau bahkan tidak bulat 

sama sekali. (Zverlova et al. 2003) juga menyebutkan zona bening yang terbentuk 

terkait dengan kelarutan dari enzim selulase. Semakin tinggi tingkat kelarutan 

suatu enzim maka akan semakin besar zona bening yang terbentuk. 
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Pewarnaan Gram Positif Negatif Bakteri Selulolitik 

Hasil penelitian pewarnaan gram terdapat 7 isolat negatif dan 1 isolat 

positif. M1 Sp2 negatif, M1 Sp3 positif, M1 Sp4 negatif, M2 Sp2 negatif, M2 Sp3 

negatif, M2 Sp4 negatif, M2 Sp7 negatif, dan M3 Sp7 negatif. Bakteri gram 

positif akan dihasilkan warna ungu yang memiliki dinding sel sebesar 20-80 nm. 

Bakteri gram negatif menghasilkan warna merah, dengan tebal peptidoglikin 

bakteri gram negatif hanya sebesar 2-7 nm dan memiliki mambran luar dengan 

tebal 7-8 nm yang terdiri dari lipid, protein, dan lippolisakarida yang berakibat 

pada banyaknya kristal violet dan iodin yang lepas, itu disebabkan karena tebal 

peptidoglikan bakteri gram negatif hanya sebesar 2-7 nm sehingga ketika 

ditambahkan safranin dengan mudah membentuk ikatan ion dengan dinding sel 

bakteri membentuk warna safranin (merah) (Prescott, 1999). 

Menurut Pelczar dan Chan (2009), dinding sel bakteri gram positif pada 

umumnya memiliki struktur dinding sel yang tebal (15-80 nm) dan sedikit lemak 

(1-4%). Dinding sel bakteri gram positif memiliki peptodoglikan yang lebih 

banyak yang mampu mempertahankan zat warna ungu sehingga warna ungu yang 

muncul pada pengamatan mikroskopis terlihat kontras. Pada penggunaan safranin 

diperoleh kualitas yang kurang baik karena warna merah yang diserap oleh pori-

pori peptidoglikan dinding sel yang lebih tebal tidak sempurna sehingga pada 

pengamatan mikroskopis terlihat kurang kontras, sedangkan bakteri gram negatif 

memiliki dinding sel yang lebih tipis (10-15 nm) dan persentase lemak lebih 

tinggi (11-24%) dari bakteri gram positif dikarenakan bakteri gram negatif 

memiliki peptidoglikan sedikit yang mampu menyerap warna merah hingga warna 

merah yang muncul pada pengamatan mikroskopis terlihat kontras. Pada 
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penggunaan kristal violet diperoleh kualitas yang kurang baik karena warna ungu 

yang diserap oleh pori-pori pada peptidoglikan dinding sel tidak sempurna 

sehingga pada pengamatan mikroskopis terlihat kurang kontras.  

Penambahan alkohol pada bakteri gram positif menyebabkan pori-pori 

dalam peptidoglikan menjadi menyusut sehingga kristal violet melekat, terlarut 

atau luntur oleh alkohol yang mengakibatkan warna bakteri gram positif adalah 

violet, sedangkan pada bakteri negatif  lipid pada membran luar larut dan lepas 

sehingga safranin atau zat warna pendamping diikat yang menyebabkan warna 

bakteri gram negatif menjadi merah. Peptidoglikan pada dinding sel bakteri gram 

positif memiliki ketebalan sekitar 90% dari total komposisi dinding sel bakteri 

sedangkan bakteri gram negatif mengandung peptidoglikan yang jauh lebih 

sedikit pada dinding selnya dan peptidoglikan ini mempunyai ikatan silang yang 

kurang ekstensif dibandingkan dengan bakteri gram positif (Anuar dkk., 2014).  
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KESIMPULAN DAN SARAN 

Kesimpulan 

Berdasarkan hasil dari uji kualitatif dari maggot BSF kesimpulannya 

sebagai berikut : 

1. Hasil penelitian untuk indeks selulolitik dari media yang berbeda sebagai berikut 

M1 Sp2 yaitu 1,148 mm, M1 Sp3 yaitu 0,429 mm, M1 Sp4 yaitu 0,923 mm, M2 

Sp2 yaitu 0,094 mm, M2 Sp3 yaitu 0,488 mm, M2 Sp4 yaitu 0,471 mm, M2 Sp7 

yaitu 0,331 mm, dan M3 Sp7 yaitu 0,261 mm. 

2. Hasil indeks selulolitik tersebut terdapat 3 indeks selulolitik yang tertinggi yaitu 

indeks selulolitik pada media limbah sayur, M1 Sp2 yaitu 1,148 mm, M1 Sp4 

yaitu 0,923 mm dan indeks selulolitik pada media limbah feses puyuh, M2 Sp3 

yaitu 0,488 mm. Isolat bakteri selulolitik M1 Sp2 menunjukkan aktivitas 

selulolitik  yang paling tinggi dibandingkan dengan isolat lainnya. Isolat ini 

termasuk isolat pendegradasi serat yang potensial dibandingkan isolat lainnya.  

3. Berdasarkan hasil dari pewarnaan gram terdapat 1 bakteri jenis gram positif dan 7 

bakteri jenis gram negatif. 

 

Saran 

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang uji aktivitas enzim selulase 

secara kuantitatif dari bakteri selulolitik dan untuk penelitian selanjutnya 

diharapkan melakukan uji isolat manakah yang dapat dijadikan sebagai 

bioaktivator fermentasi pakan ternak.  
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