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Abstrak 

Bulu ayam merupakan limbah dari sisa indsutri rumah Pemotongan ayam (RPA). 

Pengolahan limbah bulu ayam (LBA) dapat dilakukan secara fisik (tekanan hidrolisis, 

penguapan, pembakaran), menggunakan bahan kimia (larutan asam kuat, larutan alkali). 

Metode tersebut tidak ramah lingkungan dan dapat menimbulkan polusi. Alternatif 

pengolahan LBA adalah penggunaan mikroorganisme yaitu bakteri pendengradasi dari 

kompos bulu ayam. Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan isolat bakteri yang 

berpotensi sebagai agen biodegradator keratin dalam kompos bulu ayam. Metode 

penelitian yang digunakan adalah metode eksplorasi dengan mengambil sampel hari ke-

10 pengomposan dari campuran kotoran ayam (KA) dan bulu ayam (BA) serta sampel 

campuran kotoran sapi (KS) dan bulu ayam (BA) masing-masing perbandingan 1 : 1 

(w/w). Isolasi bakteri dari limbah bulu ayam yang dikombinasikan dengan limbah 

ternak memiliki kelimpahan 1,4x109 - 16x109. Isolat yang didapatkan sebanyak 47 

isolat yang menunjukkan aktivitas proteolitik yang terdiri dari 40 isolat berasal dari 

campuran KS dan BA serta 7 isolat berasal dari campuran KA dan BA. Dari 47 isolat 

yang memiliki indeks zona bening ideal sebanyak 11 isolat dengan persentase 23%. 

Indeks zona bening yang ideal berkisar dari 4,86 ± 0,73 sampai 2,40 ± 0,59.  

 

Kata Kunci : Bakteri proteolitik, kompos bulu ayam, kotoran sapi, kotoran  ayam,  

morfologi bakteri 
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Abstract 
Chicken feathers are waste from the chicken slaughterhouse (RPA) industry. Processing 

of chicken feather waste (LBA) can be done physically (pressure hydrolysis, 

evaporation, burning) or with chemicals (strong acid solutions, alkali solutions). This 

method is not environmentally friendly and can cause pollution. An alternative to LBA 

processing is using microorganisms, namely degrading bacteria from chicken feather 

compost. This research aims to obtain bacterial isolates that have the potential to act as 

keratin biodegrading agents in chicken feather compost. The research method used was 

an exploratory method by taking samples on the 10th day of composting from a mixture 

of chicken manure (KA) and chicken feathers (BA) as well as samples of a mixture of 

cow manure (KS) and chicken feathers (BA), each in a ratio of 1: 1 ( w/w). Bacterial 

isolation from chicken feather waste and livestock waste had an abundance of 1,4x109 - 

16x109 CFU's/gram of compost material. The isolates obtained were 47 isolates that 

showed proteolytic activity, consisting of 40 isolates coming from a mixture of KS and 

BA and 7 isolates coming from a mixture of KA and BA. The proteolytic clear zone 

index ranged from 1.04 ± 0.03 to 4.86 ± 0.73. The 47 isolates obtained had 11 isolates 

as ideal clear zone index with the percentage 23%. The ideal clear zone index ranges 

from 4.86 ± 0.73 to 2.40 ± 0.59.  

 

Keywords : Proteolytic bacteria, chicken feather compost, cow manure, chicken  

                     manure, bacterial morphology 

 

PENDAHULUAN  
Produksi daging ayam ras pedaging (broiler) di Provinsi Kepulauan Bangka 

Belitung berdasarkan data dari Badan Pusat Statistik (BPS) di tahun 2022 adalah 

sebanyak 31.598,39 ton (BPS, 2023). Produksi ayam pedaging yang berlimpah yang 

mengakibatkan terjadinya peningkatan limbah. Bulu ayam dianggap sebagai residu 

berupa limbah pada dari sisa industri Rumah Pemotongan Ayam (RPA). Kandungan 

bulu ayam terdiri dari 91% protein keratin; 1% lipid; 8% air (Utami, 2021). Limbah 

bulu ayam terdiri dari 90% keratin yang sulit terdegredasi dan sebanyak 5-7% dari total 

massa ayam dewasa merupakan komponen bulu ayam (Said, 2020), sehingga 

diperkirakan potensi limbah bulu ayam (LBA) di Bangka Belitung dihasilkan sebanyak 

± 1.579-2.211 ton.  

Bulu ayam sulit terurai dikarenakan sebagian besar kandungannya adalah protein 

kasar (protein fibrosa) yang berbentuk keratin. Keratin biasanya terdapat pada rambut, 

bulu, dan kuku. Kandungan keratin pada bulu ayam sebagian besar disusun oleh asam 

amino, sistein, glutamin, prolin, serin, glisin, alanin, valin, serta terdapat sedikit lisin, 

metionin, dan triptofan (Utami, 2021). Keratin tersusun dari 14% ikatan disulfida 

sehingga menjadi sangat stabil, kaku, dan tidak dapat dicerna dengan baik oleh enzim 

proteolitik seperti tripsin, pepsin, dan papain yang terdapat dalam organ pencernaan 

(Mazotto et al., 2011).  
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Metode degradasi limbah bulu ayam dapat dilakukan baik secara fisik (tekanan 

hidrolisis, penguapan, pembakaran) maupun menggunakan bahan kimia (larutan asam 

dan alkali) (Peng et al., 2019). Metode pembakaran akan menghasilkan polusi bagi 

lingkungan (Bessa et al., 2017). Metode perlakuan secara biologis dapat dilakukan 

secara enzimatis dengan menggunakan enzim khusus seperti keratinase yang mampu 

menghidrolisis keratin dapat larut dan lebih efisien dari protease lainnya. Salah satu 

penghasil keratin salah satunya adalah bakteri yang memiliki kemampuan untuk 

memproduksi enzim keratinase yang bekerja pada substrat keratin yang tidak larut 

seperti enzim protease serin (Manirujjaman et al., 2016).  

Kompos bulu ayam mengandung unsur hara Nitrogen (N) total sekitar 15% 

(Sobucki et al., 2019). Keberadaan mikroorganisme sebagai bakteri pengurai komponen 

organik sangatlah membantu yang bisa didapatkan dari inokulum kotoran ternak 

(Hapsari, 2013). Pupuk campuran kotoran ayam dapat menambah unsur hara serta 

memperbaiki sifat fisik, kimia dan biologi pada tanah (Yuliana, 2017). Kompos yang 

ditambahkan campuran kotoran ayam pada bahan dasar bulu ayam menghasilkan 

jumlah C-Organik sebesar 54,73%; N total sebesar 12,77%; dan rasio C/N sebesar 

4,29% (Syaifullah et al., 2018). Kotoran sapi berpotensi dijadikan kompos karena 

memiliki kandungan kimia seperti Nitrogen 0,4-1%; Fosfor 0,2-0,5%; Kalium 0,1-

1,5%; kadar air sebanyak 85-92%; dan beberapa unsur-unsur lain (Ca, Mg, Mn, Fe, Cu, 

dan Zn) (Dewi et al., 2017).  

Penggunaan mikroorganisme keratinolitik mampu menghasilkan keratinase dan 

peptidase yang dapat mendegradasi keratin. Beberapa penelitian menunjukkan bakteri 

Bacillus spp. memiliki keunggulan khusus dalam mendegradasi bulu karena tingkat 

keamanan dan kemampuan untuk mengeluarkan sejumlah besar keratinase langsung ke 

dalam media (Larasati, 2015). Bakteri yang ditemukan pada kotoran ayam dan sapi 

yaitu Bacillus sp., Pseudomonas, dan Staphylococcus yang berpotensi untuk 

menguraikan bahan organik (Suyanta et al., 2020).  Banyak penelitian lain juga 

melaporkan bakteri keratinase ditemukan antara lain Bacillus licheniformis, 

Burkholderia, Chryseobacterium, Microbacterium spp., Chruseobacterium spp., dan 

Streptomyces spp. (Manirujjaman et al., 2016; Godheja et al., 2013).  

Penelitian ini dilaksanakan untuk mengetahui kelimpahan dan jenis bakteri 

biodegradator keratin pada komposisi material yang berbeda, yaitu campuran bulu ayam 

dengan kotoran ayam serta bulu ayam dengan kotoran sapi. Hasil penelitian ini 

diharapkan dapat menjadi alternatif mikroorganisme bakteri dengan memanfaatkan 

campuran material yang mampu mempercepat proses degradasi limbah bulu ayam yang 

ramah lingkungan. 

 

METODE PENELITIAN  

Penelitian dilaksanakan menggunakan metode eksplorasi dengan sampel kompos 

menggunakan campuran material kompos yang berbeda. Pembuatan kompos bulu ayam 

menggunakan kotoran ayam dan bulu ayam serta sampel campuran kotoran sapi dan 

bulu ayam yang masing-masing sampel perbandingan antara bulu ayam : kotoran ayam 

atau kotoran sapi adalah 1 : 1 (w/w).  

Prosedur Kerja 

1. Pengambilan Sampel 

Pengambilan sampel kompos berasal dari pengomposan bulu ayam di Kebun Penelitian 

dan Percobaan (KP2) Universitas Bangka Belitung. Pengambilan sampel dilakukan 

pada hari ke-10 pengomposan bulu ayam  (Bohacz dan Kowaskay, 2019). Hari ke-10 

pengomposan merupakan fase mesofilik, yaitu proses perombakan bahan organik oleh 

mikroorganisme. Sebelum pengambilan sampel dilakukan pembalikan dan pengadukan 
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kompos. Sampel diambil sebanyak 10 g setiap sampel. Sampel yang telah diambil 

ditempatkan dalam botol gelas yang telah disterilkan. 

2. Pembuatan Tepung Bulu Ayam 

Limbah bulu ayam didapatkan dari lokasi pembuangan RPA (Rumah Potong 

Ayam) Pangkal Pinang, Bangka belitung. Bulu ayam direndam selama 2 jam dengan 

deterjen lalu dicuci bersih kemudian dibilas dengan air lalu dikering anginkan. Bulu 

yang telah kering kemudian dimasukkan kedalam oven pada suhu 45°C, 60°C dan 90°C  

selama 1 minggu (Masood et al., 2021). Bulu yang telah dikeringkan selanjutnya dioven 

kembali di suhu 200-300°C yang bertujuan untuk mempermudah proses pencacahan 

menjadi tepung. Selanjutnya dilakukan proses penepungan bulu ayam dengan cara 

diblender dan disaring hingga menjadi tepung untuk bahan pembuatan media MCF. 

3. Pembuatan Media MCF, SMA, dan NA 

Pembuatan media MCF (Mineral Chicken Feathers) dan media Skim Milk Agar 

(SMA) mengacu pada Sutoyo et al., (2019). Media MCF terdiri dari media cair dan 

media padat. Komposisi 100 mL media cair terdiri atas tepung ayam (1 g) K2HPO4  

(0,05 g); yeast extract (0,1 g); gliserol (0,5 mL); dan tepung agar (1 g). Media padat 

MCF terdiri atas  K2HPO4  (0,05 g); yeast extract (0,1 g); dan tepung agar (1,5 g). 

Komposisi pembuatan media Skim Milk Agar dalam 100 mL yaitu bubuk susu skim 10 

g dan tepung agar 20 g. Pembuatan media Nutrient Agar (NA) padat dilakukan dengan 

cara mengambil sebanyak 28 gram bubuk Nutrient Agar yang dilarutkan kedalam 

aquades sebanyak 1 L dan kemudian diaduk menggunakan hot plate magnetic stirrer. 

Pembuatan media Nutrient Brooth (NB) dibuat sebanyak 13 g untuk takaran 1L aquades 

untuk menghasilkan media NB cair. 

4. Sterilisasi Alat dan Media  

Alat-alat yang akan digunakan untuk kegiatan penelitian akan disterilisasi terlebih 

dahulu agar terhindar dari kontaminasi. Alat-alat yang dapat disterilisasi berbahan kaca 

atau plastik. Sebelum disterilisasi, alat-alat dibungkus menggunakan kertas HVS bekas 

yang dilipat, lalu dibungkus lagi dengan plastik dan diikat dengan karet yang tidak 

terlalu kencang kemudian dimasukkan kedalam autoklaf. Sterilisasi alat dilakukan 

selama 20 menit dengan tekanan 1 atm dan suhu 121°C. Alat-alat yang berbahan logam 

cukup dibakar dengan api bunsen hingga berpijar berwarna oren kemerahan. 

Sterilisasi media dilakukan untuk mesterilkan media menggunakan erlenmeyer 

yang ditutupi kapas dan aluminium foil atau bisa menggunakan botol duran. Media 

disterilkan menggunakan autoklaf selama 15 menit dengan tekanan 1 atm dalam suhu 

121°C.  

5. Isolasi Bakteri dari Sampel 

Isolasi bakteri ini merujuk dari (Sutoyo et al., 2019), yaitu sampel diencerkan 

sebanyak 10 kali dalam larutan. Sampel kompos diambil sebanyak 10 g untuk 

menghitung kerapatan sel (CFU’s/gram) dalam material kompos dan dimasukkan ke dalam 

90 mL larutan fisiologis yang dibuat sebanyak 0,85% NaCl dilarutkan dalam larutan 

akuades 1000 mL kemudian diaduk dengan hot plate magnetic stirrer hingga homogen. 

Kemudian suspensi digoyang selama 60 menit pada kecepatan 125 rpm menggunakan 

shaker (Ropalia & Pratama, 2022). Sebanyak 10 mL suspensi sampel dimasukkan ke 

dalam media MCF cair. Sampel diinkubasi dalam inkubator dengan suhu 30°C dengan 

kecepatan 150 rpm  selama 7 hari. Cairan kultur kemudian dilakukan pengenceran 

berseri 10-1 sampai dengan 10-9. Hasil pengenceran diambil pada pengenceran 10-5, 10-6, 

10-7 menggunakan tip kuning ukuran 10-200 µ sebanyak 0,1 mL dikulturkan dalam 

media MCF padat dan media SMA pada cawan petri dengan metode spread plate yang 

diinkubasi selama 24 jam. Isolat kemudian dilakukan perhitungan Total Plate Count 

(TPC) untuk menghitung kelimpahan bakteri dan kerapatan sel menggunakan colony 
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counter. Isolat kemudian dipilih salah satu pengenceran yang menghasilkan zona 

bening. Isolat yang telah tumbuh dan membentuk zona bening pada media dipindahkan 

ke media NA untuk dimurnikan agar mendapat biakan murni. 

6. Skrining Bakteri Keratinolitik dan Proteolitik 

Penapisan isolat bakteri keratinolitik pada media MCF serta isolat bakteri 

proteolitik dilakukan pada media SMA. Semua isolat yang dimurnikan dimasukkan ke 

microtube yang berisi aquades dan didiamkan dalam suhu ruangan. Isolat tersebut 

diambil sebanyak 1 jarum ose dan diinokulasi dalam media NB cair di erlenmeyer 

kemudian di-shaker kecepatan 125 rpm selama ± 16-24 jam. Selanjutnya diambil 

sebanyak 0,5-2 µ menggunakan tip putih kecil dengan microtip lalu diinokulasi kedalam 

media SMA yang telah dilubangi dengan cockborer sebanyak 4 ulangan. Isolat 

diinkubasi selama 48 jam. Zona bening yang terbentuk diukur pada hari terakhir 

inkubasi menggunakan jangka sorong digital.  

7. Pewarnaan Gram  

Identifikasi bakteri dilakukan dengan metode pewarnaan, seperti, kristal violet 

(pewarna primer), larutan iodin (pengikat zat warna agar tidak melarut dalam air atau 

kelembapan), etanol (pengapus warna), safranin (pewarna pengganti), aquades 

(sebaiknya dalam botol semprot), digunakan untuk mempelajari penampilan 

mikroskopis dari bakteri (Manirujjaman  et al., 2020). 

Pewarnaan dilakukan dengan cara diambil akuades diteteskan pada 

kaca objek ditambahkan 1 ose biakan sampel, lalu difiksasi di atas api. Lalu ditetesi 

pewarnaan kristal violet dan biarkan selama 1 menit, cuci dengan air mengalir, 

kemudian diteteskan iodin biarkan selama satu menit dan kembali dicuci dengan air 

mengalir. Selanjutnya ditetesi dengan alkohol 96% dan biarkan selama 10-20 detik 

kemudian dicuci dengan air mengalir dan tambahkan safranin biarkan selama 20-30 

detik dan dicuci lagi dengan air mengalir. Tahap selanjutnya dikeringkan dengan 

menggunakan kertas serap dan ditambahkan minyak emersi untuk diamati dibawah 

mikroskop. 
 

Peubah yang Diamati 

1. Indeks Zona Bening Keratinolitik dan Proteolitik 

Isolat bakteri keratinolitik dan proteolitik dicirikan dengan terbentuknya zona 

bening di sekitar koloni bakteri pada masing-masing media. Zona bening yang 

terbentuk diukur menggunakan jangka sorong digital. Pengukuran diameter zona bening 

menggunakan rumus indeks zona bening merujuk dari (Pelawi dan Handayani, 2021) 

antara lain sebagai berikut.   

1) Indeks Zona Bening Keratinolitik 

Pengamatan dilihat pada media Mineral Chicken Featers (MCF) padat untuk 

melihat isolat bakteri keratinolitik beserta zona bening yang dihasilkan. Rumus indeks 

zona bening keratinolitik yaitu : 

 ….....…..(1) 

2) Indeks Zona Bening Proteolitik 

Pengamatan dilihat pada media Skim Milk Agar (SMA) untuk melihat isolat 

bakteri proteolitik beserta zona bening yang dihasilkan. Rumus indeks zona bening 

keratinolitik yaitu : 

 …………..(2) 
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2. Identifikasi Morfologi Bakteri 

Pengamatan morfologi bakteri pendegradasi bulu ayam meliputi morfologi 

mikroskopis dan morfologi makroskopis.  

1) Pengamatan Morfologi Mikroskopis 

Pengamatan morfologi mikroskopis dilakukan pada kelompok gram bakteri 

dan bentuk sel. Pengamatan morfologi mikroskopis diamati berdasarkan kelompok 

gram bakteri, yaitu bakteri gram positif yang setelah diwarnai dengan pewarna dasar 

warnanya tidak terhapus oleh alkohol akan berwarna violet, sedangkan kelompok 

bakteri yang telah diwarnai menyerap pewarna safranin akan terlihat warna merah  

disebut dengan bakteri gram negatif (Apriyanthi et al., 2022 Pengamatan bentuk sel 

memiliki tipe basil (bacillus), kokus (coccus), dan spiral. Jumlah koloni basil terdiri atas 

basil, diplobasil, dan streptobasil. Jumlah koloni kokus terdiri atas kokus, diplokokus, 

streptokokus, stafilokokus, sarsina, dan tetrakokus. Bentuk spiral yaitu berbengkok-

bengkok atau melengkung. Tipe bentuk spiral selalu berada secara terpisah-pisah 

(tunggal) dan masing-masing spesies berbeda dalam panjang sel. Pengamatan secara 

mikroskopis diamati menggunakan mikroskop compound  dan aplikasi optilab. 

2) Pengamatan Morfologi Makroskopis 

Pengamatan morfologi makroskopis diamati bentuk koloni (form), warna 

koloni, permukaan koloni, tepi koloni (margin), dan tinggi koloni (elevation), dan 

ukuran koloni (Nurhidayati  et al., 2015).  

(1) Bentuk Koloni (Form) 

Bentuk koloni bakteri yaitu berbentuk filamentous (memiliki filamen), spindle 

(lonjong), irregular (tidak beraturan), circular (bulat dan bertepi), dan rhrizoid (bentuk 

seperti akar, pertumbuhan menyebar). 

(2) Warna Koloni  

Bakteri yang dihasilkan biasanya berwarna putih, krim, kuning, ungu, dan 

sebagainya.  

(3) Permukaan Koloni  

Permukaan koloni bakteri dapat diamati secara langsung yang dicirikan berbentuk  

dull (kusam), smooth (halus),  shiny (mengkilap), dan sebagainya. 

(4) Tepi Koloni (Margin)  

Tepi koloni dapat diidentifikasi dalam beberapa klasifikasi yaitu entire (rata), 

undulate (bergelombang), lobate (berlekuk), serrate (bergerigi), dan filamentous 

(seperti benang).  

(5) Tinggi Koloni (Elevation)  

Elevasi koloni bakteri dikategorikan menjadi  flat (ketinggian sulit terukur, nyaris 

rata dengan media), raised (ketinggian nyata terlihat, namun rata pada seluruh 

permukaan), convex (berbentuk cembung), dan umbonate (berbentuk cembung dengan 

bagian tengah lebih menonjol). 

(6) Ukuran Koloni  

Ukuran koloni dikategorikan dalam 4 jenis ukuran, yaitu punctiform (titik), small 

(kecil),  moderate (sedang), dan large (besar). 

Analisis Data 

Data kuantitatif disajikan dalam bentuk data rata-rata dengan nilai tengah 

(median), sedangkan data kualitatif disajikan dalam tabel dan gambar. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN  

Isolasi Bakteri Potensi Biodegradator 

Isolasi bakteri yang telah dilakukan pada hari ke-10 pengomposan menghasikan 

isolat yang didapatkan dari media Mineral Chicken Feathers (MCF) dan media Skim 
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Milk Agar (SMA). Kelimpahan bakteri yang didapatkan pada kode isolat KA berasal 

dari sampel campuran kotoran ayam + bulu ayam yang berasal dari media MCF 

didapatkan kerapatan sel sebanyak 4,4 x 109 CFU’s/gram serta di media SMA yaitu 2,4 

x 109 CFU’s/gram. Kode isolat KS berasal dari sampel campuran kotoran sapi + bulu 

ayam didapatkan pada media MCF didapatkan kerapatan sel sebanyak 1,4 x 109 

CFU’s/gram serta di media SMA yaitu 16 x 109 CFU’s/gram (Tabel 1). 

Tabel 1. Kelimpahan Bakteri dalam Media MCF dan SMA 

Kode Isolat 
Kerapatan Sel (CFU’s/gram) Material Kompos 

Media MCF Media SMA 

KA 44 x 109 2,4 x 109 

KS 1,4 x 109 16 x 109 

Keterangan 

KA : Campuran kotoran ayam + bulu ayam   

KS : Campuran kotoran sapi + bulu ayam    

MCF : Media Mineral Chicken Feathers 

SMA : Media Skim Milk Agar 

 

Isolasi yang dilakukan pada media MCF tidak ditemukan adanya bakteri yang 

menghasilkan zona bening yang mengindikasikan tidak adanya aktivitas keratinolitik, 

sedangkan pada media SMA terdapat 47 isolat bakteri yang memiliki aktivitas 

proteolitik. Sebanyak 7 isolat bakteri berasal dari sampel campuran kotoran ayam + 

bulu ayam dan 40 isolat berasal dari sampel campuran kotoran sapi + bulu ayam. 

Penapisan aktivitas proteolitik dapat dilhat pada Gambar 1 dan Tabel 2. 

  a)        b) 

Gambar 1. Koloni yang menghasilkan zona bening pada media SMA sampel a) kotoran 

ayam + bulu ayam; b) kotoran ayam + bulu ayam 

 

Tabel 2. Jumlah Isolat yang Memiliki Aktivitas Keratinolitik dan Proteolitik dengan 

Indikator Zona Bening 

Kode Isolat 
Jumlah Isolat 

Media MCF (Keratinolitik) Media SMA (Proteolitik) 

KA 0 7 

KS 0 40 

Keterangan 

KA : sampel campuran kotoran ayam + bulu ayam 

KS : sampel campuran kotoran sapi + bulu ayam 
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Aktivitas Proteolitik Bakteri 

Hasil pengujian aktivitas proteolitik didapatkan indeks zona bening isolat pada 

kisaran 1,04 ± 0,03 - 4,86 ± 0,73. Isolat KS34 adalah isolat yang menghasilkan rata-rata 

indeks zona bening tertinggi yaitu 4,86 ± 0,73 sedangkan isolat KA3 menghasilkan 

indeks zona bening terendah yaitu 1,04 ± 0,03. Adapun indeks zona bening potensi 

bakteri proteolitik setiap isolat bakteri dapat dilihat pada Tabel 3. Sebanyak 47 isolat 

yang didapatkan kemudian diukur diameter zona bening menggunakan metode sumur, 

yaitu melubangi media pengujian dengan cockborer. Contoh isolat yang telah dilakukan 

pengujian dapat dilihat pada Gambar 2. 

Gambar 2. Aktivitas proteolitik pada media Skim Milk Agar (SMA) menggunakan 

metode sumur pada 2 x 24 jam 

 

Tabel 3. Indeks Zona Bening Proteolitik 

No. 
Kode 

Isolat 
Asal Isolat 

Indeks Zona 

Bening 
No. 

Kode 

Isolat 
Asal Isolat 

Indeks Zona 

Bening 

1. KS34 
Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
4,86 ± 0,73 25. KS2 

Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
2,01 ± 0,31 

2. KS8 
Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
3,92 ± 0,41 26. KA6 

Bulu Ayam + 

Kotoran Ayam 
1,92 ± 0,20 

3. KS31 
Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
3,48 ± 0,17 27. KS26 

Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
1,89 ± 0,93 

4. KA5 
Bulu Ayam + 

Kotoran Ayam 
3,31 ± 0,18 28. KS4 

Bulu Ayam + 

Kotoran Ayam 
1,82 ± 0,04 

5. KS33 
Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
3,28 ± 0,72 29. KS27 

Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
1,81 ± 0,68 

6. KS40 
Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
2,83 ± 0,39 30. KA1 

Bulu Ayam + 

Kotoran Ayam 
1,72 ± 0,31 

7. KS38 
Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
2,81 ± 0,40 31. KS20 

Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
1,72 ± 0,20 

8. KS3 
Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
2,81 ± 0,26 32. KS10 

Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
1,61 ± 0,45 

9. KS8 
Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
2,76 ± 0,37 33. KS16 

Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
1,55 ± 0,79 

10. KS24 
Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
2,71 ± 1,28 34. KS22 

Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
1,53 ± 0,09 

11. KS11 
Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
2,52 ± 0,43 35. KS21 

Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
1,49 ± 0,39 

12. KA2 
Bulu Ayam + 

Kotoran Ayam 
2,51 ± 0,70 36. KS12 

Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
1,46 ± 0,20 

13. KS39 
Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
2,48 ± 0,68 37. KS25 

Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
1,45 ± 0,56 

14. KS6 
Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
2,47 ± 0,41 38. KA4 

Bulu Ayam + 

Kotoran Ayam 
1,39 ± 0,03 
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No. 
Kode 

Isolat 
Asal Isolat 

Indeks Zona 

Bening 
No. 

Kode 

Isolat 
Asal Isolat 

Indeks Zona 

Bening 

15. KS5 
Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
2,41 ± 0,40 39. KS23 

Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
1,37 ± 0,14 

16. KS14 
Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
2,40 ± 0,59 40. KS17 

Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
1,37 ± 0,06 

17. KS36 
Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
2,37 ± 0,50 41. KS15 

Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
1,31 ± 0,05 

18. KS9 
Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
2,33 ± 0,12 42. KS30 

Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
1,28 ± 0,17 

19. KS37 
Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
2,25 ± 0,80 43. KS29 

Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
1,27 ± 0,14 

20. KS28 
Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
2,22 ± 0,57 44. KS18 

Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
1,19 ± 0,08 

21. KA7 
Bulu Ayam + 

Kotoran Ayam 
2,18 ± 0,58 45. KS19 

Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
1,19 ± 0,08 

22. KS35 
Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
2,10 ± 0,17 46. KS13 

Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
1,12 ± 0,01 

23. KS1 
Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
2,02 ± 0,27 47. KA3 

Bulu Ayam + 

Kotoran Ayam 
1,04 ± 0,03 

24. KS7 
Bulu Ayam + 

Kotoran Sapi 
2,02 ± 0,14     

 

Karakterisasi Morfologi Bakteri 

Karakterisasi makroskopis bakteri koloni isolat tunggal ditampilkan pada Gambar 

3 (a-d). Karakteristik koloni pada sampel kotoran ayam + bulu ayam berbentuk 

irregular dan circular. Koloni berwarna krim & kekuningan serta putih susu. 

Permukaan koloni bakteri berupa shiny dan smooth. Koloni memiliki tepi berupa entire 

dan undulate. Elevation koloni berupa convex dan umbonate serta berukuran punctiform 

dan small.  

Sampel kotoran sapi + bulu ayam berbentuk circular dan filamentous. Koloni 

berwarna putih susu dan krim dan memiliki permukaan smooth dan shiny. Koloni 

memiliki margin entire dan undulate. Elevation koloni berupa umbonate, raised, dan 

ingrowing into medium. Ukuran koloni bervariasi dari punctiform hingga large yang 

terdapat dibawah ini. 
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               a)             b)                                           c) 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

d)            e)     f) 

Gambar 3.  Karakter mikroskopis dan makroskopis bakteri a) bentuk circular, b) bentuk 

irregular warna krim & kekuningan, c) bentuk filamentous, d) ingrowing 

into medium; Karakter sel bakteri g) gram positif (+) h) gram negatif (-) 

perbesaran 10 x 100 X 

 

Karakterisasi mikroskopis sel bakteri pada seluruh sampel berbentuk basil dan 

kokus. Bentuk bakteri sebagian besar adalah diplokokus, serta yang lainnya berupa 

streptobasil monobasil, dan monokokus. Bakteri terdapat dua jenis yaitu gram positif 

(+) (e) dan negatif (-) (f). Secara spesifik karakter morfologi makroskopis dan 

mikroskopis disajikan pada Tabel 4. 

 

 

 

 

 

 



Rona Teknik Pertanian, 18 (1) 

April 2025 

52 
 

Tabel 4. Karakteristik Morfologi Koloni dan Sel Bakteri  

Kode Isolat 
Morfologi Sel Morfologi Koloni 

Bentuk Sel Gram Bentuk (form) Tepi (margin) Tinggi (elevation) Warna Permukaan Ukuran 

KA1 Basil - Irregular  Entire Convex Krim & kekuningan Shiny Punctiform 

KA2 Diplobasil - Irregular Undulate Umbonate Krim & kekuningan Smooth Small 

KA3 Basil - Circular  Entire Umbonate Putih susu Shiny Small 

KA4 Basil - Circular Undulate Umbonate Putih susu Shiny Punctiform 

KA5 Basil - Circular Undulate Umbonate Putih susu Shiny Small 

KA6 Diplobasil + Circular  Undulate Convex Putih susu Smooth Small 

KA7 Basil - Circular  Undulate Umbonate Krim & kekuningan Shiny Punctiform 

KS1 Basil - Circular  Undulate Umbonate Putih susu Smooth Small 

KS2 Diplobasil + Circular  Undulate Umbonate Putih susu Smooth Small 

KS3 Streptobasil + Circular  Entire Raised Krim Shiny Punctiform 

KS4 Diplobasil + Circular  Undulate Umbonate Putih susu Smooth Small 

KS5 Diplobasil + Circular  Undulate Umbonate Putih susu Smooth Small 

KS6 Streptobasil + Circular  Undulate Umbonate Putih susu Smooth Small 

KS7 Diplobasil + Filamentous Undulate Umbonate Putih susu Smooth Punctiform 

KS8 Diplobasil + Filamentous Undulate Umbonate Putih susu Smooth Moderate 

KS9 Streptobasil + Filamentous Undulate Umbonate Putih susu Smooth Moderate 

KS10 Streptobasil + Filamentous Undulate Ingrowing into medium Putih susu Smooth Moderate 

KS11 Streptobasil + Circular Undulate Umbonate Putih susu Smooth Small 

KS12 Diplobasil + Filamentous Undulate Ingrowing into medium Putih susu Smooth Moderate 

KS13 Diplobasil + Filamentous Undulate Ingrowing into medium Putih susu Smooth Moderate 

KS14 Diplobasil + Filamentous Undulate Ingrowing into medium Putih susu Smooth Moderate 

KS15 Diplobasil + Filamentous Undulate Ingrowing into medium Putih susu Smooth Moderate 

KS16 Diplobasil + Filamentous Undulate Ingrowing into medium Putih susu Smooth Moderate 

KS17 Diplobasil + Filamentous Undulate Umbonate Putih susu Smooth Small 

KS18 Diplobasil + Circular  Undulate Umbonate Putih susu Smooth Small 

KS19 Diplobasil + Filamentous Undulate Ingrowing into medium Putih susu Smooth Moderate 

KS20 Diplobasil + Circular Undulate Umbonate Putih susu Smooth Punctiform 

KS21 Basil + Circular Undulate Umbonate Putih susu Smooth Punctiform 

KS22 Diplobasil + Filamentous Undulate Umbonate Putih susu Smooth Moderate 

KS23 Basil + Circular Undulate Umbonate Putih susu Smooth Small 

KS24 Basil + Filamentous Undulate Ingrowing into medium Putih susu Smooth Moderate 

KS25 Basil + Filamentous Undulate Ingrowing into medium Putih susu Smooth Moderate 

KS26 Diplobasil + Filamentous Undulate Umbonate Putih susu Smooth Small 

KS27 Basil + Circular Undulate Umbonate Putih susu Smooth Small 

KS28 Diplobasil + Filamentous Undulate Umbonate Putih susu Smooth Moderate 

KS29 Basil + Filamentous Undulate Umbonate Putih susu Smooth Small 

KS30 Diplobasil + Circular Undulate Umbonate Putih susu Smooth Small 
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Kode Isolat 
Morfologi Sel Morfologi Koloni 

Bentuk Sel Gram Bentuk (form) Tepi (margin) Tinggi (elevation) Warna Permukaan Ukuran 

KS31 Diplobasil + Filamentous Undulate Umbonate Putih susu Smooth Moderate 

KS32 Diplobasil + Filamentous Undulate Umbonate Putih susu Smooth Moderate 

KS33 Diplobasil + Filamentous Undulate Umbonate Putih susu Smooth Punctiform 

KS34 Kokus + Circular  Undulate Umbonate Putih krim Shiny Punctiform 

KS35 Diplobasil + Filamentous Undulate Umbonate Putih susu Smooth Moderate 

KS36 Diplobasil + Filamentous Undulate Umbonate Putih susu Smooth Moderate 

KS37 Diplobasil + Filamentous Undulate Umbonate Putih susu Smooth Large 

KS38 Diplobasil + Filamentous Undulate Umbonate Putih susu Smooth Large 

KS39 Diplobasil + Circular Undulate Umbonate Putih susu Smooth Small 

KS40 Streptobasil + Circular Undulate Umbonate Putih susu Smooth Small 
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Pembahasan 

Isolasi Bakteri Potensi Biodegradator 

Pengujian pada media Mineral Chicken Feathers (MCF) tidak menunjukkan 

aktivitas keratinolitik namun hanya tumbuh di media. Hal ini disebabkan oleh serat 

keratin pada bulu ayam yang sulit diuraikan. Menurut Subugade et al., (2017), keratin 

bulu tidak larut dan tidak dapat terurai oleh enzim proteolitik karena rantai peptida 

disatukan oleh ikatan disulfida. Menurut Anggraini (2018), mikroba keratinolitik 

termasuk mikroba penghasil enzim keratinase dan protease yang spesifik untuk 

memecahkan ikatan disulfida sebagai pendegradasi substrat keratin pada bulu ayam. 

Penelitian dari Riffel & Brandelli (2006) didapatkan aktivitas keratinase namun tidak 

dapat mendegradasi dan hanya menunjukkan aktivitas proteolitik.  

Hasil isolasi ditemukan bahwa pengomposan dengan campuran kotoran sapi + 

bulu ayam lebih banyak ditemukan kelimpahan sel bakteri yang ditemukan 

dibandingkan dengan campuran kotoran ayam dan bulu ayam. Menurut hasil penelitian 

dari Kutu et al., (2019) kelimpahan mikroorganisme seperti bakteri, aktinomiset, dan 

cendawan pada kompos kotoran sapi dan sejenisnya lebih tinggi dibandingkan dengan 

kelimpahan mikroorganisme pada kompos kotoran unggas. Berdasarkan penelitian dari 

Xu et al., (2024), jumlah bakteri dari pengomposan antara kotoran sapi dan sekam 

gandum dapat meningkatkan kelimpahan bakteri amonifikasi. Menurut Surtinah (2013), 

kompos yang dicampur dengan kotoran sapi mengandung gas amonia sebagai sumber 

Nitrogen yang tinggi karena terjadi proses dekomposisi dilakukan oleh mikroorganisme. 

Hal ini didukung dengan pernyataan Mirwan (2015) bahwa penambahan campuran dari 

kotoran sapi dapat memberikan pengaruh baik terhadap pematangan kompos.  

Sebanyak 47 isolat mengindikasikan aktivitas proteolitik yang mampu 

menghasilkan zona bening. Hastuti et al., (2017) memberikan pernyataan bahwa bakteri 

proteolitik mampu memproduksi enzim protease ekstraseluler yang dapat memecah 

protein. Kemampuan bakteri tersebut diamati menggunakan media selektif, yaitu Skim 

Milk Agar (SMA) karena mengandung kasein yang berfungsi sebagai substrat enzim. 

Menurut Mahdiyah (2015), zona bening merupakan indikator bahwa isolat bakteri 

mampu memanfaatkan protein pada media sebagai sumber nutrisinya. Fitriana et al., 

(2022) mengatakan besarnya aktivitas proteolitik dihasilkan dari proses perombakan 

polimer protein menjadi senyawa peptida dan asam amino ditunjukkan dengan adanya 

zona bening (halo zone) yang terbentuk disekitar koloni pada media pertumbuhan 

selektif.  

Indeks zona bening tertinggi dihasilkan oleh isolat KS34 sebesar 4,86 ± 0,73. 

Menurut Akhdiya (2003), isolat yang berpotensial sebagai bakteri proteolitik memiliki 

nilai indeks ≥ 3. Isolat yang didapatkan sebanyak empat isolat memiliki nilai indeks 

zona bening proeolitik ≥ 3 dari 3,28 ± 0,72 hingga 3,92 ± 0,41. Menurut Ginting (2020), 

indeks proteolitik isolat bakteri antara 2,40-2,50 memiliki kemampuan yang baik dalam 

menghasilkan protease. Bakteri proteolitik didapatkan sebanyak enam isolat yang 

memiliki nilai indeks yang ideal berkisar antara 2,40 ± 0,59 - 2,52 ± 0,43. Potensi 

aktivitas proteolitik yang memiliki indeks zona bening yang ideal adalah sebanyak 11 

dari 47 isolat dengan persentase 23%. 

Karakterisasi Morfologi Bakteri 

Karakterisasi morfologi bakteri diidentifikasi melalui karakter morfologi 

mikroskopis dan makroskopis. Identifikasi morfologi mikroskopis sebanyak 46 isolat 

yang didapatkan berbentuk basil dan sebagian besar sel bakteri merupakan diplobasil, 

dan beberapa terdapat monobasil dan streptobasil dan satu isolat berbentuk monokokus. 

Menurut Dwimartina et al., (2021), basil adalah morfologi sel dari bakteri yang 

berbentuk batang atau silinder. Bakteri gram positif mendominasi pada hasil penelitian 
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dari sampel campuran kotoran sapi dan bulu ayam. Sel bakteri gram positif 

menghasilkan warna ungu pekat. Hal tersebut dikarenakan menurut Hamidah et al., 

(2019) dinding sel bakteri gram positif terdiri dari peptidoglikan yang lebih tebal 

dibandingkan bakteri gram negatif. Peptidoglikan yang lebih tebal mampu 

mempertahankan zat warna kristal violet meskipun telah diberi larutan etanol alkohol. 

Menurut Sharma et al., (2018) menyimpulkan bahwa kompos unggas dengan aktivitas 

degradasi relatif sebagian besar adalah jenis gram positif. Godbole et al., (2017) bahwa 

bakteri proteolitik yang mendominasi penguraian tanah. Hasil ini juga menyatakan 

limbah unggas merupakan bakteri kelompok gram positif. Penelitian Nagarajan et al., 

(2018) menemukan bahwa Bacillus subtilis mampu mendegradasi protein dari kompos 

bulu ayam merupakan bakteri gram positif. 

Sampel kotoran sapi + bulu ayam berbentuk (form) circular (bulat) dan 

filamentous (memiliki filamen). Koloni berwarna putih susu dan krim dan koloni 

smooth (halus) dan shiny (mengkilap). Beberapa penelitian yang didapatkan, menurut 

Pandian et al., (2012), morfologi koloni bakteri pendegradasi bulu memiliki ciri-ciri 

berbentuk circular dan round, permukaan smooth, dan berwarna putih yang termasuk 

strain bakteri Bacillus sp. Isolat dari penelitian Pandian memiliki ciri-ciri yang mirip 

dengan sebagian besar isolat yang didapatkan baik di campuran bulu ayam + kotoran 

ayam dan campuran bulu ayam + kotoran sapi.  

Isolat yang didapatkan beberapa diantaranya terdapat bakteri gram negatif. 

Sebanyak enam isolat didapatkan dari sampel campuran kotoran ayam dan bulu ayam 

serta kotoran sapi dan bulu ayam. Pewarnaan gram saat dilakukan isolat saat diamati 

berwarna merah pucat. Menurut Amin et al., (2023), struktur dinding sel mempengaruhi 

warna bakteri gram negatif mengandung lipid yang serta memiliki tiga lapisan dinding 

sel. Lapisan terluar yaitu lipopolisakarida (lipid) kemungkinan tercuci oleh alkohol, 

sehingga pada saat diwarnai dengan safranin akan berwarna merah. Adanya lugol iodin 

menyebabkan adanya ikatan kristal violet dengan iodin yang meningkatkan zat warna 

oleh bakteri. Penetesan etanol alkohol menyebabkan lipid larut dalam etanol, sehingga 

kristal violet dan iodin tetap menempel di dinding sel gram negatif menjadi bening. 

Menurut penelitian dari Kulkarni & Jadhav (2014) dan Wakil et al., (2011) pada 

beberapa isolat terdapat aktivitas keratinolitik oleh bakteri gram negatif.  

Karakteristik koloni pada sampel kotoran ayam + bulu ayam berbentuk (form) 

irregular (tidak beraturan) dan circular (bulat). Koloni berwarna krim & kekuningan 

serta putih susu. Permukaan koloni bakteri berupa shiny (mengkilap) dan smooth 

(halus). Koloni memiliki tepi (margin) koloni berbentuk entire (tepian rata) dan 

undulate (tepian bergelombang). Morfologi tinggi (elevation) koloni terdapat convex 

(bentuk cembung seperti tetesan air) dan umbonate (berbentuk cembung dengan bagian 

tengah lebih menonjol) serta berukuran punctiform (titik-titik) dan small (kecil). 

Penelitian dari Reyes et al., (2018) yaitu isolasi dan karakterisasi bakteri keratinolitik 

dari sampel tanah tempat pembuangan limbah unggas juga bersifat proteolitik dan salah 

satu isolat memiliki ciri berwarna kuning, bentuk bulat tidak terlalu jelas, convex, dan 

merupakan bakteri gram negatif berbentuk basil yang termasuk genus Burkholderia, 

Chrysobacterium, dan Pseudomonas. Menurut Vema & Kumar (2023), morfologi 

bakteri keratinolitik dari tanah limbah unggas menghasilkan bakteri proteolitik yang 

memiliki bentuk round, permukaan smooth, elevasi umbonate, berwarna putih, dan 

termasuk bakteri gram negatif bentuk basil yang tergolong genus Bacillus dan 

Pseudomonas. Isolat ini memiliki kemiripan dengan isolat KA2 dan KS1. Berdasarkan 

penelitian dari Rafi et al., (2022) yang mengisolasi bakteri keratinolitik limbah bulu 

unggas menghasilkan ciri-ciri isolat proteolitik berbentuk round, undulate, dan 

termasuk bakteri gram negatif genus Bacillus. Ciri-ciri ini memiliki kemiripan dengan 
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isolat KA2 dan KS1. Penelitian dari Joshi et al., (2007) mendapatkan isolat hasil isolasi 

bakteri degradasi bulu unggas yang bercirikan berbentuk bulat, elevation raised, 

berwarna krim, dan berukuran moderate yang termasuk dari famili Bacillaceae dan 

termasuk bakteri gram negatif. Ciri-ciri ini mirip dengan isolat KS3. 

 

KESIMPULAN 

Pengujian pada media Mineral Chicken Feathers (MCF) tidak menunjukkan 

aktivitas keratinolitik namun hanya tumbuh di media. Hasil isolasi dari sampel Hari ke-

10 pengomposan bulu ayam menggunakan kotoran ayam dan kotoran sapi, didapatkan 

potensi sebanyak 47 isolat sebagai bakteri pengurai protein sederhana (bakteri 

proteolitik) dengan menghasilkan zona bening pada media Skim Milk Agar (SMA) serta 

memiliki nilai indeks zona bening proteolitik yang berkisar dari 1,04 ± 0,03 hingga 4,86 

± 0,73. Indeks zona bening proteolitik yang ideal yang didapatkan sebanyak 11 dari 47 

isolat dengan persentase 23%. Indeks zona bening yang ideal berkisar dari 4,86 ± 0,73 

sampai 2,40 ± 0,59. Potensi isolat bakteri pengurai protein keratin (bakteri keratinolitik)  
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