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ABSTRAK 
 
 
 

SELEKSI DAN KARAKTERISASI  ENZIM SELULASE  BAKTERI 
PROBIOTIK (Bacillus sp.)  

 
 

 
Oleh  

 
Vivin Stevani 

 
 
 
 
Udang Vannamei merupakan sektor penting dalam pasar perikanan akuakultur di 
Indonesia.  Peningkatan budidaya udang vannamei perlu didorong oleh beberapa 
hal seperti penentuan dimensi area kolam, menetapkan kualitas air dan kebutuhan 
pakan yang baik.  Upaya lain yang dapat memberikan keuntungan baik dalam 
menjaga kulitas air dan mereduksi limbah sisa pakan adalah dengan menggunakan 
probiotik dalam budidaya udang vannamei. Pemberian probiotik sendiri adalah 
untuk mendegradasi sisa pakan dan feses yang menumpuk dalam bentuk limbah 
organik.  Selulosa merupakan bahan organik penghasil energi yang dihasilkan dari 
sisa pakan udang, namun sulit dicerna oleh udang.  Proses dekomposisi selulosa 
agar mudah dicerna oleh udang diperlukan bakteri probiotik yang mampu 
menghasilkan enzim selulase. Penelitian ini bertujuan untuk menyeleksi dan 
karakterisasi enzim selulase yang dihasilkan oleh bakteri probiotik (Bacillus sp.). 
Aktivitas enzim selulase secara kuantitatif ditentukan dengan metode DNS. 
Aktivitas enzim selulase diuji dalam rentang suhu 30 oC, 40 oC, 50 oC dan 60 oC 
serta rentang pH 4, 5, 6, 7, 8, dan 9.   Hasil dari penelitian ini menunjukkan bahwa 
Bacillus sp. dengan kode IBK 3 mampu menghasilkan enzim selulase. Aktivitas 
enzim selulase memiliki karakteristik optimum pada suhu 50 0C dan pH 5 dengan 
aktivitas enzim sebesar 0.028 CFU/mL 
 
 
Kata Kunci: Bacillus sp., Selulase,  Probiotik 

 

  



 

 

ABSTRACT 
 
 
 

SELECTION AND CHARACTERIZATION OF CELLULASE ENZYMES 
OF PROBIOTIC BACTERIA (Bacillus sp.) 

 
 

By 
 

Vivin Stevani 
 

 
 

Vannamei shrimp is an important sector in Indonesia's aquaculture market.  The 
increase in vannamei shrimp farming needs to be driven by several factors, such as 
determining the size of the pond area, establishing good water quality and feed 
requirements.  Another effort that can provide benefits in maintaining water quality 
and reducing feed waste is the use of probiotics in vannamei shrimp farming. 
Probiotics are administered to degrade feed residues and feces that accumulate in 
the form of organic waste.  Cellulose is an energy-producing organic material 
derived from shrimp feed residues, but it is difficult for shrimp to digest.  The 
decomposition process of cellulose to make it easily digestible by shrimp requires 
probiotic bacteria capable of producing cellulase enzymes. This study aims to select 
and characterize cellulase enzymes produced by probiotic bacteria (Bacillus sp.). 
The activity of cellulase enzymes is quantitatively determined using the DNS 
method. Cellulase enzyme activity was tested at temperatures ranging from 30°C to 
60°C and pH levels ranging from 4 to 9.   The results of this study showed that 
Bacillus sp. with the code IBK 3 was capable of producing cellulase enzymes. 
Cellulase enzyme activity has optimal characteristics at a temperature of 50°C and 
a pH of 5, with an enzyme activity of 0.028 CFU/mL. 
 
 
Keyword :  Bacillus sp.,  Cellulase,  Probiotic 
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MOTTO 

 

“the best way to predict your future is to create it” 

 

“Sebab Aku ini mengetahui rancangan-rancangan apa yang ada pada-Ku mengenai 

kamu, demikianlah firman Tuhan, yaitu rancangan damai sejahtera dan bukan 

rancangan kecelakaan, untuk memberikan kepadamu hari depan yang penuh 

harapan.” 

(Yeremia 29: 11) 
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I.   PENDAHULUAN  

 

 

 

1.1 Latar Belakang  

Udang Vaname merupakan sektor penting dalam pasar perikanan akuakultur 

di Indonesia.  Produksi udang nasional pada tahun 2021 sebesar 

768.834,605 ton sedangkan pada tahun 2022 sebesar 731.253,815 ton 

mengalami penurunan sebesar 37.580,790 ton (KKP, 2024).  Penurunan 

produksi udang vaname dapat disebabkan oleh faktor internal maupun 

eksternal.  Faktor internal berasal dari udang vanamei itu sendiri seperti 

genetik, umur, dan ketahanan pada penyakit.  Faktor ekternal berasal dari 

penangan dan lingkungan budidaya (Akbarurrasyid dkk., 2024).  

 

Upaya peningkatan budidaya udang vanamei perlu didorong oleh faktor 

internal dan eksternal.  Faktor-faktor tersebut seperti mengoptimalkan 

pengelolaan media untuk budidaya, pemilihan konstruksi media pemelihara, 

penentuan dimensi area kolam, menetapkan kedalaman air dan kebutuhan 

pakan yang baik (Rizky dkk., 2022).  Ketersediaan pakan yang berkualitas 

dapat menjadi nutrisi yang digunakan sebagai sumber energi untuk 

pertumbuhan dan berkembang biak. Upaya lain yang dapat memberikan 

keuntungan baik dalam menjaga kulitas air dan mereduksi limbah sisa pakan 

adalah dengan menggunakan probiotik dalam budidaya udang vanamei 

(Usman dkk., 2023). 
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Aplikasi pemberian probiotik memiliki manfaat dalam menjaga kualiatas 

lingkungan dan juga menghambat pertumbuhan mikroorganisme patogen.  

Menurut Dewi dkk (2023), Keberadaan bacillus sp. sebagai probiotik dapat 

berfungsi mengatur keseimbangan mikroba pada saluran pencernaan dan 

menghambat pertumbuhan mikroba patogen pada saluran pencernaan 

udang. Penambahan probiotik Bacillus sp. memberikan laju pertumbuhan 

yang meningkat.  Hal ini disebabkan karena probiotik dapat meningkatkan 

respon imun udang dan ditambah dengan tereliminasinya bakteri patogen 

yang masuk ke usus udang lewat media air.  Menurut Andriani dan maudy 

(2025), Pemberian probiotik Bacillus sp. dapat meningkatkan kualitas 

pakan, dapat memonitoring kualitas air, serta mampu mempercepat proses 

molting pada cangkang udang.  

 

Idealnya, probiotik Bacillus sp.  yang akan diaplikasikan memiliki 

kemampuan selulolitik untuk memecah senyawa makromolekul yang ada di 

pakan udang.  Menurut Nunes (2022) komposisi pakan udang yang baik 

mengandung protein dan asam amino 57,86 %, karbohidrat 33 %, lemak 

3,35 %, vitamin dan mineral 5,29 % dan non-nutrient 0,50 %.  Salah satu 

makromolekul yang terdapat di pakan udang adalah selulosa.  Selulosa 

merupakan bahan organik penghasil energi, namun juga sulit dicerna oleh 

udang. (Ratnasari., 2018). Proses dekomposisi selulosa agar mudah dicerna 

oleh udang diperlukan Bacillus sp. yang mampu menghasilkan enzim 

selulase.  Enzim selulase yang terdapat dalam usus berperan dalam 

mendegradasi selulosa menjadi molekul yang lebih kecil seperti glukosa , 

sehingga akan mudah dicerna oleh udang.  Selulase yang berada diluar 

tubuh udang berperan dalam mendegradasi sisa pakan dan feses yang 

menumpuk dalam bentuk limbah organik, sehingga jumlah pakan yang 

tersisa tidak mempengaruhi kualitas air dan dapat meningkatkan laju 

pertumbuhan udang vanamei (Dewi dkk., 2023).  

 

Penelitian ini merupakan penelitian lanjutan dari Listiyorini dkk (2019).  

Laboratorium mikrobiologi, FMIPA Unila memiliki beberapa koleksi 



  3 

 

 

bakteri Bacillus sp. dari hutan mangrove Hanura.  Bakteri tersebut telah 

dikarakterisasi, namun karakterisasi enzim selulase belum dilakukan. Oleh 

karena itu, dilakukan penelitian lanjutan seleksi dan karakterisasi enzim 

selulase yang dihasilkan oleh bakteri probiotik Bacillus sp.  

 

1.2  Tujuan Penelitian 

Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Menyeleksi enzim selulase yang dihasilkan bakteri probiotik 

   (Bacillus sp.) 

2. Mengkarakterisasi enzim selulase yang dihasilkan oleh bakteri 

probiotik (Bacillus sp.) 

 

1.3   Kerangka Pikir 

Bacillus sp. probiotik merupakan mikroorganisme yang mendukung 

kehidupan bagi inangnya.  Probiotik dapat menjalin hubungan dengan 

inangnya untuk tujuan memperbaiki nutrisi dan kesehatan inangnya.  Pada 

udang, probiotik digunakan untuk meningkatkan respon terhadap bakteri 

patogen penyebab penyakit dan juga membantu udang dalam mecerna 

pakan dengan kandungan serat yang tinggi.   Penambahan Bacillus sp. 

yang bersifat selulolitik pada pakan bertujuan untuk membantu mencerna 

selulosa secara ektrasel.  

 

Bacillus sp. yang akan diberikan dalam pakan udang perlu memiliki syarat 

yaitu menghasilkan enzim ektaseluler yang baik yaitu selulase.  Enzim 

selulase yang dihasilkan bacillus sp. berperan dalam proses pencernaan 

udang.  Enzim selulase akan membantu menguraikan selulosa yang 

terdapat pada pakan udang menjadi molekul yang sederhana  seperti 

glukosa yang mudah diserap oleh tubuh udang.  Hal ini dapat 

meningkatkan dan membantu laju pertumbuhan udang menjadi lebih tinggi 

akibat penyerapan nutrisi yang meningkat.  
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Bacillus sp. yang akan diteliti merupakan koleksi Laboratorium 

Mikrobiologi yang diisolasi dari Hutan Mangrov.  Aktivitas enzim selulase 

dapat dipengaruhi oleh faktor lingkungan yang mencakup suhu, pH, 

substrat dan kofaktor.   Kebutuhan suhu dan pH optimum bagi aktivitas 

enzim ditentukan oleh lingkungan asal bakteri bacillus sp.  Walaupun 

demikian,  pada umumnya enzim memiliki aktivitas maksimum pada 

kondisi lingkungan tertentu.   Karena itu, enzim selulase akan dilakukan 

seleksi dan dikarakterisasi berdasarkan pengaruh aktivitasnya terhadap 

suhu dan pH.  

 

 

1.4  Hipotesis 

 Hipotesis dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Terdapat enzim selulase yang dihasilkan dari bakteri probiotik (Bacillus 

sp.).  

2. Mendapatkan karakter dari enzim selulase melalui uji aktivitas dengan 

penambahan suhu dan pH.  

  



  

 

 

II.   TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

2.1   Pengertian Enzim  

Enzim merupakan biokatalisator yang berperan dalam fungsi biologis. 

Peranan enzim adalah sebagai katalis dari suatu reaksi biokimia.  Enzim 

sendiri terbentuk dari molekul protein yang merupakan polimer asam 

amino.  Enzim akan bekerja secara spesfik, yang berarti akan bekerja pada 

substrat tertentu saja (Irnaningtyas., 2017).  Enzim juga mampu 

menghasilkan kecepatan, spesifikasi, serta kendala terhadap pengaturan 

reaksi dalam tubuh (Supriyatna., 2015).  Enzim dapat mempercepat reaksi 

sekitar 108 sampai 1011 kali lebih cepat dibandingkan tidak menggunakan 

katalis (Marks., 2014).  

 

1.1.1. Enzim ekstraseluler 

Enzim ektraseluler merupakan enzim yang bekerja diluar sel. Enzim 

ini diproduksi oleh mikroorganisme dan dilepaskan ke lingkungan 

eksternal.  Enzim ini bertujuan untuk memecah senyawa kompleks 

yang berada di luar sel menjadi senyawa yang sederhana, sehingga 

dapat dimanfaatkan oleh sel itu sendiri. Contoh dari enzim 

ektaseluler adalah amilase, lipase, xilanase, protease, manannase, 

dan selulase (Fardiaz., 1992; Sumardi dkk., 2019).  

 

1.1.2. Cara kerja enzim 

Enzim bekerja dengan bantuan sisi aktif yang berbentuk celah. 

Enzim bekerja dengan menurunkan energi aktivasi sehingga 

peningkatan laju reaksi tidak memerlukan energi berlebih.  Enzim 
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memiliki bentuk tiga dimensi (gambar 1) dimana sisi aktif enzim 

memiliki substrat yang spesifik.  

 
Gambar 1.  Tiga Dimensi Enzim (Pramanik dkk., 2021)  

Enzim hanya mampu bekerja pada substrat tertentu.  Mulanya, 

enzim akan berikatan dengan substrat setelahnya akan terbentuk 

produk.  Enzim yang telah membentuk produk akan terlepas dari 

substrat dan akan menempel pada substrat baru (Irnaningtyas., 

2017).  Terdapat dua teori yang menjelaskan mekanisme kerja 

enzim, yaitu: 

 

1.1.2.1.   Teori Gembok dan Kunci 

Toeri ini menjelaskan bahwa mekanisme kerja enzim seperti 

gembok dan kuncinya.  Hal ini dikarenakan bentuk sisi aktif 

enzim yang spesifik sehingga hanya substrat yang dapat 

bergabung memiliki bentuk yang sesuai.  Jika sisi aktif 

enzim dan substrat tidak cocok, maka reaksi ikatan komplek 

tidak akan terjadi.  Dalam reaksi ini, substrat akan bereaksi 

dengan energi aktivasi yang rendah (Irnaningtyas., 2017).  

 

1.1.2.2.   Teori Kecocokan Induksi 

Teori ini berbeda dari teori diatas, hal ini dikarenakan sisi 

aktif enzim bersifat fleksibel sehingga mudah termodifikasi.  

Pada saat substrat mendekati sisi aktif enzim, maka bentuk 
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sisi aktif enzim tersebut akan termodifikasi dengan 

melingkupi substrat. Prinsip dari mekanisme kerja enzim 

dengan substrat tetap sama, yaitu akan membentuk ikan 

kompleks.  Setelah produk terbentuk, maka sisi aktif enzim 

akan kembali seperti semula dan akan melakukan ikatan 

kompleks dengan substrat yang lain (Irnaningtyas., 2019). 

 
1.1.3. Faktor yang mempengaruhi reaksi enzimatik  

Reaksi enzimatik dari enzim sendiri dapat dipengatuh oleh beberapa 

hal, salah satunya adalah pH dan suhu.  Enzim memiliki suhu 

optimum dimana hal tersebut dapat mempengaruhi kerja enzim 

dengan substrat (Baynes & Dominiczak., 2019).  Pada beberapa 

reaksi metabolisme memerlukan suhu yang tinggi untuk mencapai 

energi aktivasi yang besar.  Enzim dapat berfungsi secara normal 

sebagai katalisator apabila pada suhu yang optimal.  Suhu yang 

tinggi dapat memberikan awalan yang meningkat pada aktivitas 

enzim, namum aktivitas enzim akan menurun apabila suhu yang 

diberikan ditingkatkan menjadi lebih tinggi.  Hal ini disebabkan 

karena enzim merupakan molekul protein sehingga akan 

terdenaturasi pada suhu yang tinggi (Baynes & Dominiczak., 2019).   

 
Gambar 2.  Hubungan Suhu dengan Aktivitas Enzim (dikutip dari 

Studymind.co.uk) 

 

Pada pH juga memiliki kesamaan dengan pengaruh suhu.  Pada tiap 

enzim memiliki nilai pH yang berbeda untuk mencapai aktivasi yang 
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diinginkan.  Sebagian enzim memiliki pH optimal sekitar 6-8.  

Faktor-faktor tertentu dapat membuat pH enzim menyesuaikan 

dengan lingkungan.  Sebagai contoh adalah pepsin enzim 

pencernaan bekerja secara optimal pada rentang pH yang  asam yaitu 

2, sedangkan tripsin dalam usus bekerja paling baik pada rentang pH 

basa yaitu 8 (Irnanintyas., 2019).  Sensitivitas pH dari enzim 

dipengaruhi oleh rantai samping yang memiliki muatan dari asam 

amino (Baynes & Dominiczak., 2019).   

 
Gambar 3.  Hubungan pH dengan Aktivitas Enzim (dikutip dari 

Studymind.co.uk) 

 

2.2   Enzim Selulase 

Selulase merupakan enzim yang berperan dalam menghidrolisis selulosa. 

Selulosa merupakan polimer organik yang mudah dan banyak ditemukan. 

Selulosa memiliki peran penting dalam struktur dindin sel primer 

tumbuhan, beberapa alga dan oomycetes.  Selulosa dapat ditemukan dalam 

jumlah besar dalam beberapa bahan yaitu kayu sebanyak 50 %, rami 

kering sebanyak 57 %, dan kapas sebanyak 90 % (Gupta dkk., 2019).   

 
Gambar 4.   Struktur Molekul Selulosa (Mulyadi., 2019 
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Selulase memiliki spesifikasi untuk menghidrolisis ikatan b (1-4) glukosida 

dari selulosa sehingga menghasilkan selobiosa (Setyoko & Utami., 2016).  

Selobiosa yang telah dihasilkan, kemudian akan diubah kembali menjadi 

monomer glukosa.  Enzim selulase memiliki 3 unit bagian enzim utama, 

antara lain Endo b-(1-4) glucanase yang berperan penting dalam bagian 

struktur rantai selulosa.  Ekso b-(1-4) glucanase atau selobiohidrolase yang 

berperan dalam pemecahan dibagian kristal rantai selulosa.  b- Glukosidase 

merupaka unit enzim yang berperan dalam menghasilkan produk dari 

selulosa menjadi glukosa (Setyoko & Utami., 2018).  

 
Gambar 5.   Mekanisme Kerja Selulase (Dobrzyn ́ski dkk., 2023) 

 

Enzim selulase didasarkan pada beberapa tiga selulase utama.  Endo b-(1-4) 

glucanase memiliki mekanisme kerja yang didasarkan dengan degradasi 

acak ikatan β-1,4-glikosidik di daerah selulosa.  Ekso b-(1-4) glucanase 

berfungsi untuk memisahkan molekul tunggal glukosan dan selobiosa dari 

ujung pereduksi selulosa.  b- Glukosidase memiliki mekanisme kerja 

dengan mengubah selobiosa menjadi glukosa (Gambar 5).  

 

Enzim selulase juga dapat diaplikasikan secara luas dalam berbagai bidang 

industri.  Enzim ini dapat mempehalus kertas dan juga menjaga agar warna 
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kain tidak pudar pada industri tekstil (Nababan dkk., 2019).  Selain itu 

enzim selulase dapat meningkatkan nutrisi dari pakan ternak, beperan dalam 

biokonservasi selulosa menjadi komoditas yang dapat mengurangi polusi 

limbah bagi lingkungan (Nababan dkk., 2019).  Enzim ini dapat 

dimanfaatkan dalam proses fermentasi biomassa menjadi biofuel seperti 

bioetanol.  Pemanfaatan enzim selulosa dalam bidang kimia seperti proses 

pembuatan alkohol yang menggunakan bahan yang mengandung selulosa 

(Nababan dkk., 2019).  

 

 

2.3   Bacillus sp 

2.3.1 Klasifikasi Bacillus sp. 

Taksonomi dari Bacillus sp. adalah sebagai berikut: 

Kingdom : Bacteria 

Phylum : Firmicutes 

Class  : Bacilli 

Ordo  : Bacillales 

Family  : Bacillaceae 

Genus  : Bacillus  

Species  : Bacillus sp. (Logan & De Vos., 2009) 

 

2.3.2 Morfologi Bacillus sp.  

Bacillus sp. merupakan bakteri yang berbentuk batang, Gram positif 

dapat dilihat pada (gambar 6) bersifat aerobik dan mempunyai 

endospora  (Handayani dkk., 2023).   
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Gambar 6.   Mikroskopis Bacillus sp. 

(Handayani dkk., 2023) 

 

Menurut Corbin (2004) dalam Puspita dkk. (2017) menyatakan 

bahwa Bacillus sp. memiliki bentuk koloni yang bulat dan tidak 

beraturan, koloni memiliki warna krem keputihan.  Menurut Hatmati 

(2000) dalam Puspita dkk. (2017) Bacillus sp. memiliki tepi koloni 

bermacam-macam dan tidak rata degan permukaan kasar dan tidak 

berlendir, bahkan cenderung kering kering dan berbubuk serta koloni 

besar dan tidak mengikat. Bacillus dapat hidup optimal pada kisaran 

suhu 25-35 0C dengan kisaran pH 3-10,5 (Yulma dkk., 2018).  

Bacillus sp. sendiri dapat ditemukan di tanah, air, udara serta sisa-

sisa tanaman.  Bacillus sp. memiliki kemampuan untuk 

menghasilkan enzim serta mendegradasi substrat alami yang dapat 

berkontribusi dalam siklus hara (Handayani dkk., 2023).  

 

 

2.4. Bakteri Probiotik  

Probiotik merupakan organisme yang dapat mendukung kehidupan 

atau mikroorganisme yang menguntungkan bagi inagnya. Probiotik 

dapat menjalin simbiosis dengan inangnya untuk memperbaiki nutrisi 

dan pemanfaatan pakan, memperbaiki respon imun inang terhadap 

penyakit dan memperbaiki kualitas lingkungan (Dewi dkk., 2023).  
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Probiotik merupaan sumber pangan yang menguntungkan bagi 

organisme, dapat memperbaiki keseibangan mikroflora, meningkatkan 

daya tahan, dan daya cerna (Dewi dkk., 2023). Probiotik dapat 

membasmi patogen berbahaya memalui mekanisme molekuler dan 

memodulasi respon imun inang (Anee et al.,2021).  

 

Mekanisme kerja probiotik mencaku beberapa mekanisme.   Probiotik 

dapat menekan laju pertumbuhan patogen dengan mengurangi 

penempelan patogen dama saluran cerna inang.   Kemudian untuk 

mengeliminasi bakteri patogen, probiotik akan mengaktifkan sekresi 

antimikroba seperti bakteriosin. Bakteriosin dihasilkan di ribosom dan 

akan menempel pada membran fosfolipid patogen. Bakteriosin akan 

melakukan penetrsi membran patogen yang akan menyebabkan 

penghambatan sintesis DNA dan RNA serta kebocoran sel pada 

patogen (van Zyls et al., 2020).  

 

2.5. Reagen DNS (Dinitrosalicylic Acid) 

Reagen DNS merupakan reagen yang sering digunakan untuk uji 

konsentrasi reduksi gula.  Komposisi dasar reagen DNS sendiri adalah 

asam dinitrosalisilat, NaOH.  Larutan DNS dibuat dengan cara 

melarutkann1 gram DNS serbuk, 20 ml NaOH 2M, 30 g Na-K tartat 

sampai volumenya 100 ml (Julaeha dkk., 2016).  

 

2.6. Analisis Gula Pereduksi 

Gula reduksi merupakan gula yang memiliki kemampuan untuk 

mereduksi senyawa.  Gula reduksi ditandai dengan adanya gugus 

aldehid dan keton bebas (Gambar 7).  Gula reduksi pada umumnya 

dimiliki oleh golongan monosakarida seperti glukosa, fruktosa, 

laktosa, maltosa, dan manosa (Wilberta et al., 2021).  Sifat pereduksi 

dari gula ditentukan oleh ada tidaknya gugus hidroksil yang reaktif.  

Prinsip analisa dapat berdasarkan pada monosakarida yang memiliki 

kemampuan mereduksi suatu senyawa.  Kandungan gula reduksi dapat 
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ditentukan dengan berbagai metode, baik secara kualitatif dan 

kuatitatif.  Metode kualitatif ada beberapan uji seperti test molish, 

moore, bennedict, barfood, iodium dan selliwanoof.  Metode 

kuantitatif  ada Luff Schoorl, Lane  Eynon, dan DNS (Afriza & 

Ismanilda., 2019).  

 

 
Gambar 7.  Gugus Aldehid dan Keton 

Salah satu metode yang sering digunakan adalah metode DNS.  

Prinsip dari metode DNS adalah gula pereduksi akan bereaksi dengan 

reagen DNS sehingga akan membentuk senyawa asam 3-amino-5-

nitrosasiliat yang berwarna kuning kecoklatan (Gambar 8). Warnaya 

yang dihasilkan menentukan seberapa konsentrasi gula pereduksi 

dalam suatu bahan (Pratiwi dkk., 2018).  

 

 
Gambar 8.  Reaksi Gula Pereduksi dan DNS 

 

Reaksi dengan DNS merupakan reaksi redok pada gugus aldehid dan 

teroksidasi menjadi gugus karboksil.  DNS yang berperan sebagai 

oksidator akan tereduksi membentuk 3-amino-5-nitrosalicylic acid 

(Kolo & Edi., 2018).  

 

 



 

 

III.  METODE PENELITIAN 

 

 

 

3.1  Waktu dan Tempat  

Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan Februari 2025-Juli 2025. 

Penelitian akan dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi, Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.  

 

3.2   Alat dan Bahan  

Alat-alat yang akan digunakan pada penelitian ini adalah centrifuge, 

batang pengaduk, spatula, erlenmeyer, cawan Petri, tabung reaksi, gelas 

ukur, beaker glass, mikropipet, jarum ose, pipet volume, hot plate stirer, 

neraca analitik, shaker, bunsen, inkubator, BSC (Biology Safety Cabinet), 

autoklaf, kertas label.  

 

Bahan-bahan yang akan digunakan pada penelitian ini adalah sampel 

Bacillus sp., media SWC (Sea Water Complate) dengan komposisi Pepton 

(0.5 %), Yeast Extract (0.1 %), Grycerol (0.3 %), Agar (1.5 %), Aquadest 

(25 %), Air Laut (75 %), congo red, buffer fosfat , buffer asetat, DNS 

(Dinitrosalicylic Acid).  

 

3.3   Rancangan Penelitian 

Penelitian ini menggunakan metode deskriptif kuantitatif.  Tahapan 

penelitian meliputi pembuatan media SWC, seleksi bakteri selulolitik, 

persiapan starter bakteri, pemurnian enzim, dan uji aktvitas enzim.  
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3.4   Prosedur Penelitian  

  3.4.1.   Pembuatan Media Sea Water Complate 

Media utama yang digunakan dalam penelitian adalah media sea 

water complete (SWC) agar (bacto peptone 5 g/L, ekstrak yeast 1 

g/L, gliserol 3 ml/L, 15 g/L agar, air laut 750 ml, akuades 250 ml).  

Pembuatan media SWC yang pertama adalah menimbang bahan-

bahan media, kemudian dimasukkan kedalam erlenmeyer.  Setelah 

itu panaskan pada hotplate, dan dihomogenkan dengan magnetic 

stirer.  Setelah itu, media SWC disterilakan di autoclave selama 20 

menit dengan suhu 121 0C (Gambar 12) (Sumardi dkk., 2019).  

 

  3.4.2.   Seleksi Bakteri Selulolitik 

 Bacillus sp. ditumbuhkan dalam media Sea Water Complate (SWC) 

dengan ditambahkan 1 % CMC (Carboxmethyl cellulose). Koloni 

bakteri diinkubasi selama 24 jam (Gambar 13).  Koloni yang telah 

tumbuh kemudian diwarnai dengan congo red 1 %.  Kemudian 

dibilas dengan NaCl 10 %, aktivitas selulolitik akan terlihat ketika 

terbentuknya zona bening di sekitar koloni (Sumardi dkk., 2019).  

  

 3.4.3.    Pengukuran Zona Bening Selulase 

 Bacillus sp. yang memiliki zona bening kemudian akan dilihat 

kemampuan aktivitas selulasenya melalui pengukuran zona bening.  

Isolat bakteri yang telah diinkubasi selama 24 jam akan 

ditambahkan indikator congo red 0.5 % selama 15 menit dan 

dibilas dengan NaCl 1 M (Gambar 14) (Sipriyadi., 2019).  Setelah 

zona bening terlihat maka dilanjutkan dengan menghitung luas 

zona bening dan  luas koloni bakteri.  

  

 Menurut Irawan (2017) luas koloni dan luas zona bening daoat 

dihitung dengan metode gravimetri, dengan cara berikut: 

1. Gambar pola koloni pada plastik mika bening 

2. Replika koloni ditimbang pada neraca analitik 
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3. Membuat potongan plastik mika dengan ukuran 1 x 1 cm 

4. Menghitung luas koloni dengan rumus berikut:  

 

Luas Koloni = 
!"#"$	&'()*+,	-")".*

!"#"$	/),0$*+	#'12+21,.	3	4	3	56!	 x 1 cm! 

   

 Setelah diperoleh luas koloni, maka dilanjutkan dengan 

menghitung indeks potensial selulase.  Menurut  Pertamasari dkk 

(2024) Indeks potensial selulase dapat diukur menggunakan rumus 

berikut:  

 Indeks Aktivitas Enzim = 
7*,6'$'1	8".,	!'.*.9
7*,6'$'1	-")".*	!,+$'1*

 

 

3.4.4.  Persiapan Starter Bakteri 

Bacillus sp. yang telah diremajakan pada media SWC diambil 

sebanyak 1 ose dan diinokulasikan kedalam erlenmeyer 250 ml yang 

berisi 50 ml media SWC cair.  Kemudian kultur diinkubasi selama 

24 jam pada orbital shaker dengan suhu ruang pada kecepatan 120 

rpm (Gambar 15).  

 

3.4.5.  Produksi Enzim  

Produksi enzim dilakukan dengan menggunakan inokulum Bacillus 

sp. yang sudah diinkubasi pada media starter.   Kemudian sebanyak 

10 % media starter diinokulasikan ke dalam media SWC cair 

sebanyak 45 ml yang telah ditambahkan dengan masing-masing 

substrat CMC.   Kemudian kultur diinkubasi pada suhu ruang selama 

12 jam, 24 jam, 36 jam, 48 jam, 60  jam, dan 72  jam.  Setelah 

diinkubasi, selanjutnya kultur disentrifuse 7500 rpm pada suhu 4 0C 

selama 15 menit untuk mendapatkan supernatan.   Supernatan yang 

diambil merupakan ekstrak kasar enzim dari Bacillus sp..  Kemudian 

ekstrak kasar tersebut diuji aktivitas enzimnya (Gambar 16).  
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3.4.6.   Uji Aktivitas Enzim Selulase 

Pengujian aktivitas enzim selulase dilakukan dengan 2 variasi, yaitu 

variasi suhu dan variasi pH. Aktivitas enzim selulase diuji 

menggunakan metode DNS (Dinitro Salicylic Acid) dengan 

mengukur jumlah gula pereduksi yang dilepaskan CMC 

• Suhu Optimum  

Pada penentuan suhu optimum dilakukan dengan menyediakan 6 

tabung reaksi yang berbeda.   Setiap tabung dimasukkan dengan 

CMC 1 % sebanyak 1 ml dan ditambahkan dengan buffer pH 

optimum.   Pada setiap tabung ditambahkan dengan 1 mL ekstrak 

kasar enzim selulase dan diinkubasi pada suhu  berbeda 25 0C, 30 
0C, 40 0C, dan 50 0C selama 60 menit.   Reaksi dihentikan dengan 

menambah 1 ml reagen DNS dalam campuran reaksi. Kemudian 

dipanaskan dalam air pada suhu 100 0C selama 15 menit.  Gula 

reduksi diukur dengan menggunakan spektrofotometer 575 nm. 

Aktivitas enzim selulase mengacu pada jumlah enzim yang 

melepaskan 1 µM glukosa per ml sampel per menit dalam kondisi 

pengujian (Sumardi dkk., 2019) (Gambar 17) 

 

• pH Optimum 

Pada penentuan pH optimum dilakukan dengan menyediakan 6 

tabung reaksi yang berbeda.   Setiap tabung dimasukkan dengan 

CMC 1 % sebanyak 1 ml dan ditambahkan dengan buffer (buffer 

asetat untuk pH 4, 5 dan buffer fosfat untuk pH 6, 7, 8, dan 9).  Pada 

setiap tabung ditambahkan dengan 1 mL ekstrak kasar enzim 

selulase  dan diinkubasi pada suhu 25 0C selama 30 menit.   Reaksi 

dihentikan dengan menambah 1 ml reagen DNS dalam campuran 

reaksi.   Kemudian dipanaskan dalam air pada suhu 100 0C selama 

15 menit.   Gula reduksi diukur dengan menggunakan 

spektrofotometer 575 nm.   Aktivitas enzim selulase mengacu pada 

jumlah enzim yang melepaskan 1 µM glukosa per ml sampel per 

menit dalam kondisi pengujian (Sumardi dkk., 2019) (Gambar 18). 
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Aktivitas enzim selulase didapatkan ketika sudah mengetahui suhu 

optimum dan pH yang optimum.  Setelah mendapatakan nilai 

absorbansi dari kedua pengaruh, maka akan dilanjutkan dengan 

menghitung aktivitas ensim selulase tiap unit berdasarkan rumus 

berikut : 

Aktivitas	Unit =
µg	glukosa	x	Faktor	pengenceran
BM	Glukosa	x	Waktu	inkubasi

 

Keterangan : 

BM Glukosa   : 180 

Waktu inkubasi  : 30 menit 

Faktor pengenceran  : 1 kali 

(Sumardi, dkk., 2004) 

 

Menurut beberapa penelitian rentang Aktivitas Unit enzim selulase 

dapat dilihat melalui tabel berikut ini.  

Tabel 1.  Rentang Aktivitas Unit Enzim Selulase 

Kategori Kisaran 

Aktivitas 

Literatur 

Rendah < 0.1 – 1 U/mL Astuti dkk, 2022 

Sedang 1 – 10 U/mL Huang et al, 2025 

Cukup Tinggi 10 – 50 U/mL Wu dkk, 2025 

Tinggi 50 – 200 U/mL Fatema et al, 2016 
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3.4.7.   Diagram Alir Penelitian  

 

 

 
 

Isolat Bacillus sp. koleksi 
Laboratorium Mikrobiologi 

Persiapan Media Produksi 

Seleksi Bakteri Selulolitik 

Zona Jernih Tidak ada Zona Jernih 

Produksi Enzim Selulase 

Uji Aktivitas Enzim Selulase 

Suhu pH 



 

 

 
V. KESIMPULAN DAN SARAN 

 
 
 
 
5.1 Kesimpulan 

 
Berdasarkan hasil penelitian yang telah didapatkan, maka dapat disimpulkan 

bahwa : 

1. Isolat Bacillus sp. dengan kode IBK dapat menghasilkan enzim   selulase. 

Aktivitas enzim selulase yang dihasilkan sebesar 0,028 U/mL, yang 

menandakan bahwa setiap mL larutan enzim mampu mengubah 0,028 

mikromol substrat per menit.  

2. Karakteristik enzim selulase yang dihasilkan oleh Bacillus sp terhadap 

suhu dan pH, yaitu suhu yang optimum adalah 50 0C dengan aktivitas 

relatif tertinggi sebesar 100 %. pH yang optimum pada enzim selulase 

adalah pH 5 dengan aktivitas relatif 100 %.  

 

5.2  Saran  

 
Perlu dilakukan beberapa penelitian lanjutan untuk menambah informasi 

terkait spesies Bacillus sp. serta dilakukan uji lanjutan pH dan suhu optimum 

enzim. selain itu perlu dilakukan uji stabilitas enzim terhadap suhu dan pH 

optimum.  
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