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ABSTRAK 

POTENSI Bacillus sp. ASAL TANAH KEBUN RAYA LIWA KABUPATEN 

LAMPUNG BARAT SEBAGAI AGEN BIOKONTROL TERHADAP 

SERANGGA  
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SUCIANI MIFTAHUL JANAH 

 

 

 

 

Kebun Raya Liwa (KRL) menjadi salah satu kawasan konservasi tanaman secara 

ex-situ dengan potensi kekayaan tumbuhan koleksi. Dalam menjalankan 

fungsinya sebagai tempat konservasi dan pariwisata maka diperlukan perawatan 

khusus pada koleksi tanaman agar mempertahankan kualitas tanaman serta daya 

tarik wisatawan. Salah satu faktor penurunan kualitas tanaman koleksi yaitu 

disebabkan oleh Organisme Pengganggu Tanaman (OPT) salah satunya serangga. 

Penanggulangan menggunakan pestisida kimia akan berdampak negatif terhadap 

ekosistem dan meningkatkan resistensi serangga. Oleh sebab itu, diperlukan cara 

penanggulangan alami (biokontrol) yang dapat menekan pertumbuhan OPT. 

Genus Bacillus telah banyak dilaporkan memiliki kemampuan menjadi agen 

biokontrol untuk menanggulangi populasi OPT. Tujuan dari penelitian ini 

diantaranya untuk mengetahui karakteristik Bacillus sp. dari tanah KRL melalui 

uji morfologi, fisiologi, dan biokimia serta mengetahui potensinya sebagai agen 

biokontrol terhadap serangga. Rancangan penelitian bersifat deskriptif kualitatif. 

Isolat bakteri dikarakterisasi secara makroskopik dan mikroskopik, uji enzimatik, 

uji fisiologis, dan uji biokimia. Hasil penelitian menunjukkan bahwa seluruh 

isolat terderteksi adanya kristal protein. Nilai indeks proteolitik tertinggi 

dihasilkan isolat TBA 7 sebesar 4,6 mm. Indeks kitinolitik tertinggi dihasilkan 

isolat TMA 26 sebesar 2,5 mm, dan indeks lipolitik tertinggi dihasilkan isolat 

TMA 26 dan TB 5 sebesar 2,6 mm. Ketujuh isolat memiliki kemampuan 

membunuh  Spodoptera frugiperda dengan waktu kematian paling cepat pada hari 

ke-3. Hal tersebut dikarenakan kristal protein bekerja sama dengan  enzim yang 

dihasilkan bakteri untuk mendegradasi tubuh serangga. 

 

Kata Kunci:  Kebun Raya Liwa, Bacillus sp., Biokontrol, Serangga.  
 



 
 

 
 

 

 
 

 

ABSTRACT 

THE POTENTIAL OF Bacillus sp. FROM LIWA BOTANICAL GARDEN, 

WEST LAMPUNG AS AN INSECT BIOCONTROL AGENT 

 

 

 

By 

 

 

SUCIANI MIFTAHUL JANAH 

 

 

 

 

Liwa Botanical Garden is one of the ex-situ conservation areas that have the 

potential collection of plant diversity. In carrying out it’s function as a place of 

preservation and tourism, special treatment for plant collection is necessary to 

maintain plant quality as well as tourists’attraction. Plant quality may decrease 

due to the existence of Plant Destroying Organisms, such as insects. The use of 

chemical-based pesticides would likely harm the ecosystem and increase the 

insects’ resistance. Therefore, natural control methods (biocontrol) are highly 

needed for inhibiting the growth of destructive insects. Bacillus has been widely 

reported to have the ability to be a biocontrol agent to destroy the population of 

insects. This study aims to determine the characteristics of Bacillus sp. from the 

soil of KRL through morphological, physiological, and biochemical tests and 

determine its potential as a biocontrol agent against insects. The study design is 

descriptive qualitative. Bacterial isolation is characterized by macroscopic and 

microscopic morphology tests, enzymatic tests, physiological tests, and 

biochemical tests. The results showed that seven isolates detected the presence of 

protein crystals. The highest proteolytic index value produced by TBA 7 was 4,6 

mm. The highest chitinolytic index produced by TMA 26 was 2,5 mm, and the 

highest lipolytic index was produced by TMA 26 and TB 5 with an inhibition 

zone of 2,6 mm. It was known that seven isolates had the ability to kill 

Spodoptera frugiperda, the fastest effect being shown on the third day. The 

existence of bacterial protein crystals and enzymes could degrade the insect's 

body. 

 

Keywords: Liwa Botanical Garden, Bacillus sp., Biocontrol, Insect. 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

 

1.1. Latar Belakang dan Masalah 

 

 

 

Kebun Raya Liwa (KRL) merupakan destinasi yang sedang dikembangkan 

sebagai objek wisata dan  kreasi serta kawasan konservasi tumbuhan secara 

ex-situ yang terletak pada ketingggian 800-900 mdpl di Desa Kubu Perahu, 

Kecamatan Balik Bukit, Kabupaten Lampung Barat (Suyadi, 2017). Kebun 

Raya Liwa yang baru diresmikan pada tahun 2017 merupakan kebun raya 

yang merepresentasikan vegetasi di Taman Nasional Bukit Barisan Selatan 

(TNBBS). Dalam memaksimalkan potensinya, perlu dilakukan kajian yang 

mendukung pemeliharaan tanaman koleksi dari serangan Organisme 

Pengganggu Tanaman (OPT) berupa serangga (Suyadi, 2017; Ningrum dkk., 

2020).  

 

Purnomo (2015) memaparkan bahwa beberapa serangga menyebabkan 

kerusakan pada tanaman hias. Salah satu tanaman hias yang rentan terserang 

adalah anggrek. Beberapa serangga yang menyerang anggrek diantaranya 

yaitu tungau/kutu perisai, semut hitam, belalang kecil, trips, red spinder, 

kepik, ulat daun dan kutu tudung (Nisa, 2018). Pengendalian Organisme 

Pengganggu Tanaman (OPT) di Indonesia (95,29%) masih bergantung pada 

pestisida kimia. Hal ini disebabkan karena penggunaannya yang dianggap 

efektif, mudah, dan ekonomis. Selain berdampak buruk bagi kesehatan 

karena dipengaruhi daya racun, pestisida juga akan berdampak buruk bagi 

tanaman yaitu akan meninggalkan residu pada tanaman tersebut. Sementara 
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residu yang terakumulasi di dalam tanah akan berpengaruh terhadap 

organisme tanah serta tanaman disekitarnya sehingga berpotensi mencemari 

lingkungan sekitar (Handayani dkk., 2017; Surachman et al., 2017). 

 

Strategi alternatif yang dapat digunakan untuk mengurangi dampak negatif 

dari pemakaian pestisida kimia adalah pengendalian hayati (Amrullah, 2019). 

Pengendalian hayati (biokontrol) adalah pengendalian yang dilakukan oleh 

agen hayati terhadap organisme pengganggu tanaman (OPT). Agen hayati 

yang digunakan berupa mikroorganisme, salah satunya bakteri. Alasan 

penggunaan bakteri sebagai agen biokontrol dikarenakan bakteri lebih  

mudah diuraikan karena komponen bakteri seperti lipid, selulosa dan kitin 

mudah terdegradasi oleh mikroorganisme lain sehingga tidak mencemari 

lingkungan. Kelebihan biokontrol yaitu aman bagi tanaman non-target, 

lingkungan dan manusia (Sopialena, 2018). 

 

Marga Bacillus menjadi salah satu bakteri yang cukup banyak digunakan 

pada pengendalian Organisme Pengganggu Tanaman (OPT). Beberapa 

spesies Bacillus sp. telah banyak dilaporkan sebagai agen biokontrol 

diantaranya Bacillus thuringiensis, Bacillus papillae, Bacillus sphaericus, 

Bacillus pumilus, Brevibacillus laterosporus, dan lain-lain (Mampallil et al., 

2017). Beberapa penelitian telah mebuktikan kemampuan Bacillus sp. 

sebagai agen biokontrol. Djereng dkk. (2017) melaporakan bahwa isolat 

Bacillus sp. B3 mampu menghambat penyakit layu bakteri pada tanaman 

cabai yang disebabkan oleh patogen Ralstonia sp. dengan insiden penurunan 

infeksi sebesar ± 100%. Penelitian yang dilakukan oleh Muis (2016) 

melaporkan bahwa Bacillus subtilis efektif mengendalikan patogen tular 

tanah pada jagung. Zulfiana dkk. (2017) juga melaporkan bahwa pemberian 

racun umpan pada beberapa stadium instar Spodoptera litura dengan Bacillus 

thuringiensis menghasilkan mortalitas larva tertinggi pada stadium instar 3 

yaitu sebesar 80%. Penelitian lain juga dilakukan oleh Indriani dan Pujiastuti 

(2020) bahwa perlakuan dengan penambahan 20 mL suspensi Bacillus 
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thuringiensis memiliki tingkat mortalitas sebesar 88% terhadap Spodoptera 

frugiperda dengan waktu kematian 36 jam. 

  

Beberapa penelitian mengenai potensi Bacillus sp. sebagai agen biokontrol 

telah banyak dilakukan namun belum ada pengkajian lebih lanjut mengenai 

potensi Bacillus sp. yang diisolasi Tanah Kebun Raya Liwa. Oleh karena itu, 

melalui penelitian ini perlu diketahui karakteristik Bacillus sp. melalui 

beberapa uji seperti uji morfologi, fisiologi dan biokimia serta potensinya 

sebagai agen biokontrol terhadap serangga. 

 

 

 

1.2. Tujuan  

 

 

 

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Mengetahui karakteristik Bacillus sp. asal tanah Kebun Raya Liwa 

melalui uji morfologi, uji fisiologi, dan uji biokimia  

2. Mengetahui potensi Bacillus sp. asal tanah Kebun Raya Liwa sebagai 

agen biokontrol terhadap serangga  

 

 

 

1.3. Kerangka Pemikiran 

 

 

 

Kondisi topografi Kebun Raya Liwa sangat bervariasi dengan kontur dan 

ketinggian tanah yang berbeda-beda sehingga menjadikannya berbukit dan  

membentuk sumber air pada beberapa tempat. Kebun Raya Liwa merupakan 

daerah dataran tinggi dengan temperatur 17-300 C sehingga memiliki iklim 

dengan curah hujan yang tinggi. Beberapa faktor lingkungan tersebut 

mendukung kesuburan tanah di Kebun Raya Liwa sehingga memungkinkan 

keberagaman mikroorganisme tanah salah satunya adalah Bacillus sp.  
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Beberapa literatur telah banyak melaporkan kemampuan Bacillus sp. sebagai 

agen biokontrol. Bacillus sp. memiliki kemampuan dalam menghasilkan 

beberapa enzim ekstraseluler diantaranya yaitu protease, kitinase dan lipase 

yang bekerja sinergis dalam mendegradasi tubuh serangga target. Spesies 

Bacillus sp. yang paling umum digunakan sebagai agen biokontrol adalah 

Bacillus thuringiensis dan Lysinibacillus sphaericus karena memiliki 

kemampuan dalam memproduksi kristal protein yang bersifat toksik terhadap 

Ordo Diptera, Lepidoptera dan Coleoptera. Melalui aktivitas proteolitik, 

kristal protein yang semula bersifat protoksin akan diubah menjadi toksin. 

Sedangkan Enzim lipase akan mendegradasi tubuh serangga yang 

mengandung substrat lipid. Enzim protease dan enzim kitinase akan 

mendegradasi komponen kutikula serangga yang tersusun atas protein dan 

kitin.  

 

Potensi Bacillus sp. sebagai agen biokontrol terhadap serangga perlu dikaji 

lebih lanjut dalam penelitian ini melalui karakterisasi Bacillus sp. yang 

memiliki kemampuan dalam membentuk kristal protein serta daya bunuh 

terhadap larva Spodoptera frugiperda dengan metode food contamination 

yaitu melalui pemberian makan dengan kubis yang telah disemprot suspensi 

bakteri dengan konsentrasi 3x108 sel/ml. 

 

 

 

1.4. Hipotesis 

 

 

 

Hipotesis pada penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Bacillus sp. asal tanah Kebun Raya Liwa memiliki karakteristik yang 

berbeda  

2. Bacillus sp. asal Tanah Kebun Raya Liwa memiliki potensi sebagai agen 

biokontrol terhadap serangga  

 



 
 
 
 
 
 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

 

2.1. Gambaran Umum Kebun Raya Liwa 

 

 

 

Kebun Raya Liwa (KRL) adalah salah satu tempat konservasi tanaman secara ex-

situ yang terletak di Desa Pekon Kubu Perahu, Kec. Balik Bukit, Kota Liwa, 

Kabupaten Lampung Barat, Provinsi Lampung. Kebun Raya Liwa terletak pada 

ketinggian 800-900 mdpl dengan tapak bergelombang dan kemiringan lereng 

yang cukup terjal. Koordinat lokasi Kebun Raya Liwa yaitu terletak pada 5o  02’ 

17.98” LS dan 104o 04’ 34.27” BT. Kebun Raya Liwa telah memiliki area koleksi 

tanaman yang ditanam di Vak I, Vak II, Vak III, dan Vak IV ditambah area baru 

yaitu Vak V dan Vak VI. Beberapa koleksi tanaman yang dimiliki Kebun Raya 

Liwa diantaranya yaitu Taman Araceae, Taman Obat Mini, Taman Rumput Bali, 

Taman Buah dan Taman Hias. Selain itu, Kebun Raya Liwa juga menyediakan 

koleksi anggrek dan pembibitan yang terdapat di dalam Rumah Paranet serta 

dilengkapi kantor UPT sebagai fasilitas penunjang (Kebun Raya Liwa, 2017). 

 

Pembangunan Kebun Raya Liwa bermula dengan dengan penyusunan rencana 

induk (masterplan) pada tahun 2007. Kemudian proses berlanjut dengan 

pemaparan dan diskusi rencana induk pada tanggal 20 November 2008 di Aula 

Pemerintah Kabupaten Lampung Barat sebagai bentuk  kerja sama tiga pihak 

(tripartite) yaitu Pusat Konservasi Tumbuhan Kebun Raya LIPI-Bogor; 

Kementerian Pekerjaan Umum (PU) dan Pemerintah Kabupaten Lampung Barat. 

Selanjutnya pembentukan Kebun Raya Liwa dikuatkan dengan Peraturan Bupati  

Lampung Barat Nomor 26 Tahun 2010 (Munawaroh et al., 2017). Secara umum, 

gambaran lokasi Kebun Raya Liwa dapat dilihat pada Gambar 1. 
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Gambar 1. Lokasi Kebun Raya Liwa (Rofiq dkk., 2021). 

 

 

 

Kebun Raya Liwa berfungsi sebagai tempat konservasi, penelitian, pendidikan 

serta menjalankan fungsi wisata. Keberadaan Kebun Raya Liwa yang merupakan 

kawasan Pegunungan Bukit Barisan dengan topografi punggung bukit (ridge), 

lembah (valley), tanah cekung (convex), tanah cembung (concave), dan sedikit 

tanah datar (flat) menjadi tempat strategis serta berpotensi besar sebagai salah satu 

objek wisata penting bagi Kabupaten Lampung Barat (Munawaroh et al., 2017). 

 

Luas area yang dimiliki Kebun Raya Liwa sebesar 86,7 ha. Tanaman yang 

difokuskan sebagai koleksi di Kebun Raya Liwa merupakan tanaman hias 

Indonesia dan perwakilan dari flora Sumatra bagian selatan.Koleksi tanaman hias 

di Kebun Raya Liwa berbasis pendayagunaan jenis tanaman hias Indonesia 

sehingga diharapkan dapat mendorong perekonomian masyarakat disekitarnya 

(Munawaroh et al., 2017). 

 

Munawaroh et al. (2017), memaparkan beberapa peranan dari Kebun Raya Liwa 

dalam pengembangan tanaman hias, diantaranya sebagai berikut: 

1. Menyediakan ruang terbuka dalam kota sebesar 30%; 
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2. Meningkatkan  kualitas ruang publik; 

3. Membantu perekonomian masyarakata melaui kegiatan pendayagunaan 

tanaman hias; 

4. Merepresentasikan keanekaragaman tanaman di Taman Nasional Bukit 

Barisan (TNBBS); 

5. Mewujudkan Lampung Barat sebagai Kabupaten Konservasi; 

6. Menjadi perwakilan keanekaragaman hayati tanaman hias dari seluruh 

kabupaten di Provinsi Lampung. 

 

 

 

2.2. Bacillus sp. 
 
 

 

2.2.1. Deskripsi dan Klasifikasi Bacillus sp. 

 

 

 

Bacillus sp. adalah bakteri Gram positif, berbentuk batang, bersifat aerob dan 

anaerob fakultatif serta memiliki kemampuan dalam membentuk endospora. 

Secara umum, Genus Bacillus merupakan kelompok mikroorganisme tanah. 

Namun, Bacillus sp. dapat diisolasi dari berbagai sumber diantaranya yaitu udara, 

air, usus manusia dan hewan, sayuran, makanan, dan materi tumbuhan yang 

terdekomposisi (Alou et al., 2015; Kotb, 2015; Graumann, 2007). Karakterisktik 

Bacillus sp. secara umum memiliki bentuk koloni bulat tak beraturan, berwarna 

putih, kekuningan hingga krem, memiliki struktur permukaan yang kasar dan 

tidak berlendir. Bacillus sp. menunnukkan ketahanan yang berbeda terhadap 

berbagai cekaman seperti kadar garam, panas, asam dan yang lainnya (Corbin, 

2004; Hatmanti, 2000). Karakteristik Bacillus sp. secara mikroskopik ditunjukkan 

dengan pengamatan morfologi pada Gambar 2. 

 



8 
 

 
 

 

Gambar 2.  Morfologi Bacillus sp. (Zivanovic et al., 2018). 

 

 

 

Beberapa kelompok Bacillus spp. khususnya Bacillus cereus, Bacillus anthracis 

dan Bacillus thuringiensis merupakan spesies yang diketahui memiliki 

kemampuan dalam menghasilkan toxin termasuk enterotoxin (Cereulide), 

bipartite exotoxins: protective antigen- lethal factor (PA-LF) dan PA-edema 

factor (PA-EF), toxin Cry dan Cyt. Cereulide toxin diproduksi oleh Bacillus 

cereus and Bacillus weihenstephanensis yang mengkontaminasi makanan. 

Sedangkan PA-LF dan PA-EF dihasilkan oleh Bacillus anthracis yang merupakan 

racun penyebab penyakit mematikan pada manusia dan hewan. Toksin Cry dan 

Cyt merupakan toksin yang dihasilkan Bacillus thuringiensis yang bersifat 

patogen terhadap serangga target sehingga memiliki kemampuan sebagai agen 

biokontrol (Elshagabee et al., 2017; Argolo-Filho et al., 2014).  

 

Menurut Vos et al. (2011) dalam Bergey's manual of systematic bacteriology, 

klasifikasi Bacillus adalah sebagai berikut: 

Kingdom  : Bacteria 

Phylum  : Firmicutes 

Class  : Bacilli  

Order   : Bacillales 

Family  : Bacillaceae 

Genus   : Bacillus 
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Bacillus adalah kelompok rhizobakteria yang memiliki kemampuan dalam 

membentuk spora sebagai bentuk pertahanan hidup pada lingkungan ekstrim 

(Hasheem et al., 2019). Endospora tersebut menyebabkan Bacillus memiliki 

ketahanan terhadap kondisi lingkungan ekstrim seperti radiasi, panas, asam, 

desinfektan, kekeringan, kekurangan nutrisi dan dapat dorman dalam jangka 

waktu yang panjang. Bakteri rhizosfer dari kelompok Bacillus sp. telah banyak 

dikembangkan dan dilaporkan efektif sebagai agen hayati untuk mengendalikan 

patogen yang menginfeksi tanaman (Widyawati, 2008; Nanda dkk., 2018). 

 

 

 

2.2.2. Proses Sporulasi 

 

 

 

Menurut Ray (2004), terdapat beberapa tahapan dalam proses sporulasi yang 

ditunjukkan pada Gambar 3. Tahap pertama yaitu penghentian replikasi DNA, 

kemudian diikuti oleh kromosom yang tersusun berjajar di dalam filamen aksial 

dan pembentukan mesosom. Selanjutnya terjadi proses invaginasi membran sel 

dan pembentukan septum. Pada tahap selanjutnya telah terbentuk paraspora yaitu 

dengan membentuk dinding sel germinal dan korteks. Terjadi proses akumulasi 

ion Ca2+ dan sintesis DPN. Deposisi mantel spora, pematangan spora, dehidrasi 

protoplas dan resistensi terhadap panas. Dinding sel akan mengalami lisis 

enzimatis dan pembebasan spora sebagai tahap akhir sporulasi. 
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Gambar 3. Siklus Sporulasi Bakteri. Keterangan: (1-4) Multiplikasi sel, (5) 

Pembentukan filamen aksial, (6) Pembentukan septat, (7) 

Pembentukan prespora, (8) Pembentukan korteks, (9) Pembentukan 

mantel, (10) Spora bebas, (11) Germinasi diikuti dengan aktivasi, (12) 

Pembengkakan spora, (13) Pertumbuhan sel (Ray, 2004). 

 

 

 

Proses sporulasi akan menghasilkan dua sekat pada sel dengan ukuran yang 

berbeda. Pada bagian sel vegetatif mempunyai ukuran lebih besar dibandingkan 

dengan prespora. Pemisahan tersebut akibat pembagian bahan kromosom di setiap 

kompartemen. Pembentukan septum asimetris merupakan tahapan yang diatur 

oleh ekspresi gen yang mempunyai program berbeda antara kedua sel tersebut. 

Terdapat pembentukan dua faktor sigma yaitu σF dan σE sebagai alat program 

spesifik untuk mengekspresikan gen yang terbentuk sebelum pembentukan 

septum (Errington, 2003). 

 

 

 

2.2.3. Kristal Protein 

 

 

 

Kelompok Bacillus sp. yang memiliki kemampuan dalam membentuk kristal 

protein adalah Bacillus thuringiensis dan Lysinibacillus sphaericus. Bacillus 

thuringiensis memiliki kemampuan dalam membentuk kristal protein parasporal 

(δ-endotoksin) yang mempunyai toksisitas terhadap beberapa serangga. Toksin 
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kristal parasporal yang dihasilkan Bacillus thuringiensis dapat digunakan untuk 

mengendalikan beberapa insekta, seperti pada ordo Lepidoptera, Diptera dan 

Coleoptera. Sebuah penelitian terbaru mendapatkan hasil bahwa toksin kristal 

parasporal dapat mengendalikan insekta dari ordo lain diantaranya Hemiptera, 

Orthoptera, Hymenoptera, Isoptera, Malophaga, Thisnoptera dan beberapa hama 

seperti Nematoda dan tungau. Toksisitas Bacillus thuringiensis bersifat spesifik 

terhadap insekta target. Beberapa faktor yang mempengaruhi toksisitas Bacillus 

thuringiensis yaitu reseptor membran, level pH dan aktivitas protease dari saluran 

pencernaan insekta target. Bacillus thuringiensis memiliki beberapa strain yang 

bervariasi, sehingga terdapat perbedaan pada fisiologi pertumbuhan, tipe toksin 

dan jumlah toksin yang dihasilkan (Argolo-Filho et al., 2014; Sanahuja et al., 

2011; Xu et al., 2014). Morfologi toksin Bacillus thuringiensis disajikan pada 

Gambar 4. 

 

 

 

 
 

 

Gambar 4.  Mikrograf  Elektron Badan Parasporal dari Bacillus thuringiensis. 

Keterangan: (A) Spora dan kristal endotoksin dari sel bakteri (B) 

badan parasporal (C) Kristal protein (Moazami, 2017). 

 

 

 

Kristal protein yang dibentuk oleh Bacillus thuringiensis merupakan glikoprotein 

yang bersifat larut dalam air serta tidak stabil dalam media alkali (Jati dkk., 2013). 

Menurut Sansinenea (2012), pembentukan kristal protein bersamaan dengan 

A 

B C 
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pembentukan endospora yaitu pada saat proses sporulasi. Kristal protein dibentuk 

di dalam sel 2-3 jam setelah akhir fase eksponensial. Kristal protein akan keluar 

dari dalam sel ketika sel mengalami autolisis setelah proses sporulasi sempurna. 

Pembentukan kristal protein menghasilkan bentuk yang berbeda-beda.  

 

Lysinibacillus sphaericus memiliki kemampuan dalam membentuk kristal protein 

selama fase sporulasi dan memiliki toksisitas terhadap larva nyamuk. Beberapa 

studi mengungkapkan dua jenis toksin yang bersifat larvasida yang dihasilkan 

beberapa strain dari Lysinibacillus sphaericus yaitu Binary toxin (Btx) dan 

Mosquitocidal toxin (Mtx). Binary toxin (Btx) dibagi menjadi dua yaitu Bin A dan 

Bin B dengan ukuran 42 kDa dan 51 kDa. Sedangkan Mtx 1, Mtx 2, dan Mtx 3 

masing-masing memiliki ukuran 100 kDa, 32 kDa, 35 kDa. Mekanisme yang 

dilakukan Lysinibacillus sphaericus dalam membunuh serangga target sama 

dengan mekanisme yang dilakukan oleh Bacillus thuringiensis (Cavados et al., 

2017; El-bendary, 2006). Perbedaan kristal protein pada Bacillus thuringiensis 

dan Lysynybacillus sphaericus disajikan pada Gambar 5. 

 

 

 

 
 

 

Gambar 5. Pembentukan Kristal Parasporal Bacillus thuringiensis dan 

Lysinibacillus sphaericus (Regis et al., 2001). 

 

 

 

Kristal protein Bacillus thuringienesis bersifat insektisidal (membunuh 

serangga).Toksisitas dari kristal protein tergantung dari jenis serangga terutama 
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Ordo Diptera, Lepidoptera dan Coleoptera. Kristal protein bersifat protoksin, 

apabila masuk ke dalam saluran pencernaan serangga akan berubah menjadi 

polipeptida yang lebih pendek dan bersifat toksin. Toksin yang berinteraksi 

dengan sel ephitelium serangga akan membentuk pori-pori pada membran saluran 

pencernaan serangga sehingga mengganggu tekanan osmotik sel. Hal ini akan 

menyebabkan sel membengkak dan lisis sehingga menyebabkan kematian pada 

serangga (Hofte and Whiteley, 1989). Toksisitas Bacillus thuringiensis terhadap 

serangga target berdasarkan jenis toksin disajikan pada Gambar 6. 

 

 

 
 

 

Gambar 6. Ringkasan Spektrum Inang δ-endotoksin Bacillus thuringiensis 

terhadap Serangga Target (Palma et al., 2014). 

 

 

 

Protoksin yang dihasilkan Bacillus thuringiensis (Bt) memiliki dua famili yaitu 

protein Cry (kristal) dan Cyt (sitolitik), yang dikode oleh gen Cry dan Cyt. 

Keunggulan dari protein Cry dibandingkan dengan protein Cyt yaitu 

kemampuannya yang lebih tinggi sebagai agen biologi dalam mengontrol populasi  
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serangga karena mempunyai target sangat spesifik. Toksin Cyt merupakan toksin 

sitolitik dan hemolitik yang memiliki ukuran 25-28 kDa. Toksin sitolitik 

menyebabkan sel mengalami lisis, sedangkan toksin hemolitik menyebabkan lisis 

pada sel darah. Mekanisme patogenesis toksin Cyt belum diketahui secara jelas. 

Namun beberapa penelitian terbaru melaporkan bahwa toksin Cry dan toksin Cyt 

dapat bekerja sinergis maupun antagonis, tergantung dari strain Bacillus 

thuringiensis (Argolo-Filho et al., 2014).  

 

Aktivitas toksin dari kristal protein dapat digunakan untuk beberapa serangga 

tertentu diantaranya yaitu Bacillus thuringiensis israelensis (Bti), Bacillus 

thuringiensis kurstaki, Bacillus thuringiensis berlinier, dan Bacillus thuringiensis 

alesti (Dagga et al., 2016; Ben-Dov, 2014). Menurut Suryanto (2017), dalam 

memberikan derajat toksisitas dan aktivitas insektisidanya, kristal protein perlu 

diketahui perbedaan masing-masing strain. Seperti yang diketahui bahwa protein 

CryI bersifat toksik terhadap Lepidoptera, CryII bersifat toksik terhadap 

Lepidoptera dan Diptera, sedangkan CryIII diketahui mampu membunuh 

Coleoptera, dan CryIV toksik terhadap Diptera. Karakterisasi dari setiap strain 

Bacilllus Thuringiensis membantu mengetahui peranannya di lingkungan dan 

distribusi gen Cry. 

 

 

 

2.3. Karakter Enzimatik Bacillus sp. 

 

 

 

2.3.1. Enzim Protease  
 

 
 

Protease adalah enzim yang menghidrolisis ikatan peptida pada protein. Enzim 

protease disebut juga sebagai enzim proteolitik atau enzim protease. Protease 

bersifat esensial dalam metabolisme protein. Enzim ini diisolasi dari berbagai 

organisme seperti bakteri, tanaman dan hewan. Namun, pada umumnya protease 

dari bakteri menjadi sumber paling banyak dibandingkan dari tumbuhan maupun 

hewan (Baehaki, 2011; Kurnia, 2010; Mahajan and Badgujar, 2010). 
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Secara umum, aktivitas protease berdasarkan pH optimum diklasifikasikan 

menjadi 3 yaitu; (a) protease asam, aktif pada kisaran pH 2-3,5 (b) protease netral, 

aktif pada kisaran pH 6,5-7,5 (c) protease alkali, aktif pada kisaran pH 7,5-10,5 

(Susanti dan Fibriana, 2017). Menurut Karigar and Rao (2011), berdasarkan letak 

pemutusan ikatan peptida, enzim protease dibedakan menjadi dua yaitu 

endopeptidase dan eksopeptidase. Endopeptidase merupakan enzim protease yang 

bekerja pada daerah bagian dalam rantai protein. Eksopeptidase merupakan enzim 

protease yang bekerja pada daerah luar dekat dengan posisi amino. 

 

 

 

2.3.2. Enzim Kitinase 

 

 

 

Kitinase adalah enzim yang mendegradasi kitin menjadi N-asetilglukosamin. 

Degradasi kitin dapat dilakukan oleh organisme kitinolitik dengan melibatkan 

enzim kitinase. Beberapa organisme kitinolitik diantaranya adalah kelompok 

bakteri (Muharni, 2010). Produksi kitinase dari mikroorganisme jauh lebih baik 

dibandingkan dari sumber lainnya karena lebih mudah dalam 

perkembangbiakannya dengan waktu relatif singkat sehingga produksi enzim 

dalam merombak substrat akan semakin banyak (Haedar dkk., 2017). Beberapa 

peranan penting enzim kitinase dalam kehidupan yaitu sebagai pengendali hama 

dan penyakit pada tanaman, bidang industri makanan, biokontrol larva nyamuk, 

preparasi protoplas, produksi sel tunggal dan bioteknologi dalam produksi 

kitooligosakarida dan N-asetilglukosamina (Wulandari, 2009). 

 

Bakteri kitinolotik merupakan mikroba penghasil enzim kitinase yang dapat 

menguraikan kitin menjadi monomer β-1,4-N-asetil-glukosamin (Ferniah, 2011). 

N-asetilglukosamina (GlcNAc) merupakan monomer dari kitin yang memiliki 

rumus molekul C6H15NO6 berbentuk kristal, berwarna putih, dan bersifat larut 

dalam air (Wulandari, 2009; Widhyastuti, 2010). Beberapa sumber ditemukannya 

bakteri kitinolitik yaitu rizosphere, phyllosphere, tanah ataupun dari lingkungan 

air (laut, danau, kolam, limbah udang). Bakteri kitinolitik juga ditemukan pada 
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lingkungan termofilik seperti sumber air panas maupun geotermal (Herdyastuti, 

2009). 

 

 

 

2.3.3. Enzim Lipase 

 

 

 

Menurut Mingrui et al. (2007), enzim lipase adalah kelompok enzim yang 

berfungsi menghidrolisis trigliserol untuk menghasilkan asam lemak rantai 

panjang dan gliserol. Enzim lipase memiliki fungsi fisiologis dalam 

menghidrolisis lemak dan minyak menjadi asam lemak dan gliserol. Enzim lipase 

akan memecah ikatan ester pada lipid sehingga menjadi asam lemak dan gliserol 

(Poedjiadi dan Supriyanti, 2007 ). Produk asam lemak yang dibebaskan ke dalam 

media dapat mendeteksi keberadaan enzim lipase melalui metode pelat dalam 

media agar. Metode pelat menggunakan indikator warna diantaranya methyl red, 

rhodamine B, phenol red, atau victoria blue B. Proses hidrolisis enzim lipase 

menyebabkan terbentuknya  fluorescent halos atau wilayah disekitar koloni 

bakteri (Kulkarni, 2002).  

 

Karakteristik enzim lipase yaitu dapat bekerja pada lapisan antar muka karena 

terdapat perbedaan kepolaran antara lipase dengan substrat. Lipase bersifat polar, 

sedangkan substrat bersifat non polar. Substrat dan produk yang dihasilkan dari 

proses katalisis lipase bersifat tidak dapat larut dalam air, sehingga enzim dapat 

dengan mudah dipisahkan dari produknya (Yapasan, 2008). Beberapa faktor yang 

mempengaruhi aktivitas enzim lipase diantaranya sumber dan jenis substrat, pH, 

serta temperatur. Pada enzim lipase, reaksi hidrolisis didasarkan pada sumber 

substrat dan larutan penyangga. Mikroorganisme menghasilkan enzim lipase 

dengan pH optimum 5,6 - 8,5. Pada bakteri, pH optimum dari enzim lipase yang 

dihasilkan yaitu pada kondisi netral atau mendekati basa sedangkan jamur, enzim 

lipase yang dihasilkan pada kondisi netral atau mendekati asam (August, 2000). 
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2.4. Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) 

 

 

 

Ulat grayak (Spodoptera frugiperda) adalah ulat yang  berasal dari Amerika 

Serikat dan dilaporkan telah menyerang 80% spesies tanaman seperti jagung, 

tebu, padi, sorgum, sayuran, kapas, dan rumput (Hannalene et al., 2018; Nonci et 

al., 2018). Spodoptera frugiperda bersifat polifag, inang utamanya berupa 

tanaman kelompok Graminae. Penyerangan yang dilakukan Spodoptera 

frugiperda yaitu pada titik tumbuh tanaman bagian pucuk atau daun muda 

tanaman. Tidak seperti spesies hama lain, Spodoptera frugiperda tidak memeiliki 

kemampuan dormansi pada kondisi ekstrim (FAO and CABI, 2019; Nagoshi et 

al., 2012). 

 

Spodoptera frugiperda berada dalam satu genus dengan Spodoptera litura dan 

Spodoptera exempta sehingga memiliki ciri-ciri yang hampir sama (FAO and 

CABI, 2019). Telur Spodoptera frugiperda berwarna krem, abu-abu atau 

keputihan yang ditutupi oleh penutup seperti rambut. Larva Spodoptera 

frugiperda memiliki 6 instar dengan ciri khas pada instar terakhir memiliki tanda 

huruf Y terbalik di bagian kepala. Pada abdomen ruas ke-8 terdapat empat buah titik 

(pinacula) berbentuk bujur sangkar dengan  panjang larva 4-5 cm (Prasanna et al, 

2018; Pebrianti, 2021; Nonci et al, 2019). Karakter morfologi Spodoptera 

frugiperda disajikan pada Gambar 7. 

 

 

 

 
 

 

Gambar 7.  Karakter Morfologi Spodoptera frugiperda. Keterangan: (A) Bentuk 

huruf Y terbalik pada bagian kepala, (B) 4 titik bujur sangkar pada 

abdomen ke-delapan (C) 4 titik berbentuk trapesium pada segmen 

abdomen (Trisyono et al., 2019). 
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Menurut CABI (2020), Spodoptera frugiperda diklasifikasikan sebagai berikut: 

Kingdom : Animalia 

Filum  : Arthropoda 

Kelas  : Insecta 

Ordo  : Lepidoptera 

Family  : Noctuidae 

Genus  : Spodoptera 

Species : Spodoptera frugiperda  

 

 

 

 
 

 

Gambar 8.  Serangan Spodoptera frugiperda pada Tanaman jagung (Ariska dkk., 

2021). 

 

 

 

Pada Gambar 8 terlihat salah satu kerusakan tanaman jagung akibat serangan 

Spodoptera frugiperda. Ciri-ciri kerusakan yang diakibatkan oleh serangan 

Spodoptera frugiperda yaitu daun tampak transparan karena hilangnya lapisan 

epidermis, daun tampak berlubang dan terdapat sisa gerekan pada tongkol buah 

dan batang tanaman jagung. Larva instar 1 akan memakan jaringan daun sehingga 

lapisan epidermis daun tampak transparan, larva instar 2 dan 3 memakan daun 

hingga berlubang. Larva instar terakhir menyebabkan kerusakan lebih berat yaitu 

memakan keseluruhan daun dan menyisakan tulang daun dan batang tanaman 

(CABI, 2020; Nonci et al., 2019). 
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2.5.Tanaman Transgenik 

 

 

 

Tanaman transgenik adalah tanaman hasil rekayasa genetika yang dibuat dengan 

cara disisipi satu atau sejumlah gen dari organisme lain, dengan tujuan untuk 

memperoleh sifat baru yang unggul dan diinginkan, misalnya tanaman yang 

resisten terhadap cekaman kekeringan, resisten terhadap hama, maupun resisten 

terhadap herbisida. Produk teknologi DNA dikenal dengan Produk Rekayasa 

genetika (PRG). Teknologi rekayasa genetik merupakan teknologi yang 

digunakan untuk perbaikan sifat tanaman melalui modifikasi genetik, dengan 

tujuan mendapatkan tanaman yang mempunyai sifat baru dan unggul. Teknologi 

DNA mengembangkan dan memanfaatkan teknik isolasi dan transfer gen dari 

sifat yang diinginkan ke tanaman transgenik. Melalui teknologi DNA dapat 

dihasilkan tanaman transgenik yang memiliki sifat baru, misalnya ketahanan 

terhadap serangga, hama, herbisida, atau cekaman abiotik (Susilo, 2019). 

 

Salah satu contoh tanaman transgenik adalah jagung Bt yang tahan terhadap 

hama. Gen yang digunakan berasal dari Bacillus thuringiensis yang memiliki 

toksisitas terhadap serangga Ordo Diptera, Lepidoptera, dan Coleoptera 

disisipkan ke dalam tanaman jagung sehingga resipien (tanaman jagung) mewarisi 

sifat toksik bagi hama. Resistensi tanaman terhadap serangga hama disebabkan 

oleh introduksi gen Cry yang mengkode delta-endotoksin. Toksin akan melekat 

(binding) pada sel reseptor di saluran pencernaan serangga kemudian 

mengacaukan aliran ion, yang menyebabkan saluran pencernaan tidak berfungsi 

sehingga serangga mati (Hofte and Whiteley 1989).  

 

Menurut Dwiyani dkk. (2016) metode transfer gen dapat dilakukan melalui 

beberapa cara diantaranya sebagai berikut: 

1. Agrobacterium-mediated transformation (transformasi dengan Agrobacterium) 

2. Microprojectile bombardment (penembakan menggunakan peluru mikro) 

3. Electroporation (elektroforasi) 

4. Silicon carbide-mediated transformation (transformasi dengan media karbid 

silikon) 
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Berdasarkan berbagai metode transfer gen, metode menggunakan Agrobacterium 

paling sering digunakan karena memiliki beberapa keunggulan diantaranya 

menghasilkan tanaman transgenik dengan biaya yang lebih murah dan mudah 

dengan menggunakan peralatan laboratorium sederhana serta transgen yang 

terekspresi lebih besar. Namun, efisiensi menggunakan Agrobacterium tergantung 

dari strain yang digunakan karena akan berakibat berbedanya tipe kromosom dan 

tipe Ti-plasmid (Utomo, 2004). 

 

Menurut Dwiyani dkk. (2016), teknologi transfer gen oleh Agrobacterium 

tumefaciens dapat dirangkum sebagai berikut (Diilustrasikan pada Gambar 9): 

1. Agrobacterium tumefaciens memiliki T-DNA yang di dalamnya terdapat gen-

gen pengkode hormon auksin dan sitokinin yang terekspresi kedalam tanaman 

sehingga menyebabkan tumor, gen lainnya yaitu gen sintesis opine sebagai 

sumber nutrisi untuk keberlangsungan hidup Agrobacterium tumefaciens. 

2. Menurut Zupan and Zambryski (1955) dan Opabode (2006), perlu dilakukan 

modifikasi plasmid dengan cara menghilangkan gen sintesis hormon auksin 

dan sitokinin agar tidak terbentuk tumor, gen sintesis opine juga perlu 

dihilangkan karena akan mengganggu pertumbuhan sel tanaman akibat 

terpakainya bahan fotosintat untuk sintesis opine, memperkecil ukuran plasmid 

dengan membuang segmen DNA yang tidak diperlukan, Ori (Origin of 

replication) pada E.coli harus ditambahkan agar mendapatkan plasmid dengan 

salinan yang banyak, pada T-DNA kemudian disisipi konstruksi gen yang 

diinginkan 

3. Setelah terbentuk plasmid modifikasi yang sudah membawa gene of interest, 

selanjutnya ditransformasikan ke dalam Agrobacterium tumefaciens kembali 

dan digunakan untuk transfer gen ke genom tanaman 

4. T-DNA yang telah mangandung gene of interest akan terekspresi dan 

menghasilkan tanaman dengan karakter yang diinginkan. 
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Gambar 9. Metode Transfer Gen Menggunakan Agrobacterium tumefaciens  

(Yan et al., 2022). 
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III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

 

3.1.Waktu dan Tempat 

 

 

 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologi, 

Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung. 

Waktu penelitian dimulai pada bulan November 2021 – Maret 2022. 

 

 

 

3.2. Alat dan Bahan 

 

 

 

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah tabung reaksi, cawan 

petri, labu erlenmeyer, termometer, beaker glass, object glass, cover glass, 

botol semprot, gelas ukur, ose bulat, ose jarum, bunsen, vortex mixer, 

Laminar Air Flow (LAF), autoclave, waterbath, hot plate, magnetic stirrer, 

colony counter, commassie brilliant blue microtip, micropipet, pH tester, 

mikroskop, pipet tetes, pipet volumetri, bulp, pinset, rak tabung reaksi, 

spatula, necara digital, oven, inkubator, gunting, sarung tangan, masker. 

 

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah isolat Bacillus sp. 

koleksi Laboratorium Mikrobiologi FMIPA Universitas Lampung yang 

diisolais dari tanah Kebun Raya Liwa, aquades, NaCl, alkohol 70%, Nutrient 

Agar (NA), Nutrient Broth (NB), olive oil, skim milk, cangkang udang, HCl, 

NaOH, plastic wrap, , methanol, asam asetat, cat Gram ( larutan crystal 

violet, larutan lugol iodine, alkohol asam dan safranin), cat spora (larutan 
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safranin dan malacheet green), Hidrogen Peroksida (H2O2) 3%, KOH 3%, 

phenol red, sukrosa, laktosa, glukosa, KH2PO4, MgSO4.7H2O, yeast extract, 

agar-agar, pepton, methyl red, Tween-80, CaCl2.2H2O, Mc Farland, kapas, 

tisu, kain kasa, benang tali. 

 

 

 

3.3. Metode  

 

 

 

Penelitian ini bersifat deskriptif  kualitatif. Data yang diperoleh disajikan 

secara deskriptif yang meliputi karakteristik makroskopis, mikroskopis, 

identifikasi secara fisiologis maupun biokimia, pengukuran aktivitas 

enzimatik, serta uji bioassay terhadap larva Spodoptera frugiperda. 

 

Penelitian ini menggunakan 10 isolat Bacillus sp. koleksi Laboratorium 

Mikrobiologi FMIPA Universitas Lampung yang diisolasi dari Tanah Kebun 

Raya Liwa. Kesepuluh isolat tersebut diisolasi dari jenis tanah yang berbeda, 

diantaranya yaitu tanah serasah (kode isolat: TSR 5 dan TSR 6), tanah biasa 

araceae (kode isolat: TBA 4 dan TBA 7), tanah miring araceae (kode isolat: 

TMA 26 dan TMA 13), tanah biopori (kode isolat: BP 14 dan BP 16), dan 

tanah biasa (TB 5 dan TB 7). Kesepuluh isolat Bacillus sp. diseleksi melalui 

pengecatan kristal protein menggunakan coomassie brilliant blue sehingga 

didapatkan isolat yang memiliki kemampuan dalam membentuk kristal 

protein. Isolat yang memiliki kemampuan dalam membentuk kristal protein 

lebih berpotensi sebagai agen biokontrol sehingga akan dilakukan beberapa 

uji lanjut. Isolat yang terpilih kemudian dikarakterisasi secara makroskopik 

dan mikroskopik melalui pengecatan Gram dan pengecatan spora. Untuk 

mengetahui karakter fisiologi dan biokimia isolat, maka perlu dilakukan 

beberapa uji seperti uji katalase, uji motilitas, uji enzimatik (protease, 

kitinase dan lipase) serta uji fermentasi karbohidrat.  
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Kemampuan enzimatik ditentukan berdasarkan perbandingan luas total dan 

luas koloni bakteri sehingga didapatkan nilai rata-rata indeks enzimatik. 

Isolat Bacillus sp. diketahui potensinya sebagai agen biokontrol terhadap 

serangga melalui uji bioassay. Pada uji bioassay ini menggunakan larva 

Spodoptera frugiperda instar 3 dengan teknik food contamination. Kubis 

yang digunakan sebagai pakan larva disemprot secara merata dengan 

suspensi Bacillus thuringiensis konsentrasi 3x108 sel/ml. Waktu kematian 

larva uji diamati selama 6 hari. 

 

 

 

3.4. Pelaksanaan 

 

 

 

3.4.1. Peremajaan Bacillus sp. 

 

 

 

Isolat Bacillus sp. yang diisolasi dari tanah Kebun Raya Liwa 

diinokulasikan pada medium Nutrient Agar (NA), kemudian dinkubasi 

selama 24 jam pada suhu ruang. Selanjutnya, dilakukan pengamatan 

secara makroskopis meliputi bentuk koloni, tepian, warna, dan elevasi. 

 

 

 

3.4.2. Pengamatan Morfologi Kristal Protein 

 

 
 

Pengamatan morfologi kristal protein didasarkan pada metode Fadel et 

al  (1988). Komposisi larutan commasie briliant blue sebagai berikut: 

0,1% commasie briliant blue, 30% methanol, dan 5% asam asetat. 

Pewarnaan kristal protein diawali dengan pengambilan satu ose isolat 

Bacilus sp. berumur 72 jam yang diinokulasikan pada object glass 

steril. Selanjutnya preparat difiksasi dengan melewatkannya pada api 

bunsen. Setelah itu, dibubuhkan pewarna commasie briliant blue dan 
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didiamkan selama 3 menit. Kemudian objek dibilas dengan air mengalir 

dan dikeringkan. Dilakukan pengamatan di bawah mikroskop dengan 

perbesaran 1000x. Kristal protein akan terwarnai biru karena mengikat 

zat warna commasie briliant blue sedangkan spora tidak terwarnai 

karena tidak dapat mengikat warna commasie briliant blue (Siallagan 

dkk., 2020; Ervina, 2020).  

 

 

 

3.4.3. Karakter Morfologi Bacillus sp. 

 

 

 

Bakteri diidentifikasi dan dikarakterisasi secara bertahap melalui 

beberapa uji berdasarkan buku Bergey’s Manual and Systematic of 

Bacteriology. Identifikasi bakteri dilakukan secara makroskopik dan 

mikroskopik. Pengamatan karakter morfologi secara makroskopik 

dilakukan dengan mengamati pertumbuhan koloni setelah diinkubasi 

selama 24 jam. Pengamatan morfologi meliputi bentuk koloni, struktur 

koloni, bentuk sel, ukuran sel dan pewarnaan bakteri (Cappuccino and 

Sherman, 1987) (Gambar 10). Koloni bakteri yang diduga 

menunjukkan ciri-ciri morfologi Bacillus sp., yaitu memiliki bentuk 

koloni yang beragam dengan bentuk bulat hingga tak beraturan (Bergey 

and Boone 2009). Sedangkan warna koloni Bacillus sp. menurut Corbin 

(2004) yaitu berwarna putih hingga krem keputihan. Pengamatan 

karakter morfologi secara mikroskopik dilakukan melalui pengecatan 

Gram, pengecatan endospora dan pewarnaan kristal protein. Kristal 

protein diamati melalui pewarnaan dengan commasie briliant blue 

(Siallagan dkk., 2020). Panduan pengamatan koloni bakteri secara 

makroskopik disajikan pada Gambar 10. 
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Gambar 10. Morfologi Koloni Bakteri (American Type Culture 

Collection, 2015). 

 

 

 

3.4.4. Uji Fisiologi 

 
 

 

3.4.4.1. Uji Kebutuhan Oksigen (O2) 

 

 

 

Isolat bakteri diambil sebanyak satu ose, kemudian 

diinokulasikan pada media Nutrient Broth (NB). Diinkubasi 

selama 24 jam pada suhu ruang (Panjaitan dkk., 2020). 

Dilakukan pengamatan sesuai panduan gambar 11 berikut: 
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Gambar 11. Pola Pertumbuhan Bakteri Berdasarkan 

Kebutuhan O2 (Nurmayasari, 2010). 

 

 

 

3.4.4.2. Uji Katalase 
 

 
 

Pada uji katalase digunakan larutan Hidrogen Peroksida 

(H2O2) 3%. Langkah pertama yaitu membersihkan object 

glass dengan alkohol 70% . Kemudian ditetesi 2-3 tetes 

larutan Hidrogen Peroksida (H2O2) 3% dan digoreskan satu 

ose isolat bakteri di atasnya. Kemudian diamati hasilnya. Jika 

terlihat adanya gelembung O2 di atas object glass maka telah 

terjadi reduksi H2O2. Uji ini juga dapat menentukan 

keberadaan bakteri aerob dikarenakan munculnya gelembung 

oksigen saat terjadi reaksi (Puspita dkk., 2017; Rostinawati 

dan Lestari, 2017). 

  

Uji katalse berfungsi untuk mengetahui kemampuan bakteri 

dalam memproduksi enzim katalase. Hasil uji katalase 

ditandai dengan adanya gelembung udara setelah ditetesi 

larutan H2O2 (katalase +). Gelembung tersebut merupakan 

hasil pemecahan H2O2 oleh enzim katalase dari bakteri 

(Suryani, 2010).  
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3.4.4.3. Uji Motilitas 

 

 

 

Pada uji ini digunakan media Nutrient Agar (NA) semi padat. 

Metode yang digunakan yaitu dengan cara menususkkan isolat 

Bacillus sp. dengan ose runcing ke dalam tabung reaksi yang 

berisi media. Kemudian, diinkubasi selama 24 jam pada suhu 

ruang. 

 

Uji motilitas digunakan untuk mengetahui pergerakan bakteri. 

Hasil uji motilitas negatif (-) ditandai dengan bekas tusukan 

inokulasi yang tidak menunjukkan warna putih seperti bentuk 

akar menyebar. Hasil uji motilitas positif (+) ditandai dengan 

bekas tusukan inokulasi berwarna putih dengan bentuk akar 

menyebar, sehingga dapat diartikan bahwa bakteri tersebut 

memiliki flagella sebagai alat pergerakannya (Pakpahan dkk., 

2013). Isolat yang mempunyai hasil positif uji motilitas 

ditandai dengan adanya penyebaran isolat pada media agar 

tegak (Waluyo, 2008). Persebaran dan bentuk garis motil 

dapat dilihat pada Gambar 12. 

 

 

 

 
 

 

Gambar 12.  Tipe Pertumbuhan Bakteri pada Medium Agar 

Tegak (Nurmayasari, 2010). 
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3.4.5. Uji Biokimia 

 

 

 

Uji biokimia yang dilakukan melalui uji fermentasi karbohidrat 

menggunakan 3 jenis sumber karbohidrat yaitu glukosa, sukrosa dan 

laktosa. Setiap bakteri memiliki kemampuan yang berbeda-beda dalam 

menggunakan karbohidrat untuk proses metabolisme. Uji fermentasi 

karbohidrat akan menentukan sifat mikroba, media yang digunakan 

serta faktor lingkungan seperti suhu dan pH.  Beberapa karbohidrat 

yang dipakai yaitu glukosa, sukrosa, dan laktosa. Media yang 

digunakan yaitu Phenol Red Broth Base-Glucose, Phenol Red Broth 

Base-Lactose dan Phenol Red Broth Base-Sucrose. Isolat bakteri 

diinokulasikan ke dalam media yang telah dimasukan tabung durham 

dan diinkubasi pada suhu ruang selama 48 jam (Haryani dkk., 2012). 

 

Uji fermentasi karbohidrat bertujuan untuk mengetahui kemampuan 

bakteri dalam memfermentasi karbohidrat. Reaksi positif pada uji 

fermentasi karbohidrat menggunakan jenis gula glukosa, sukrosa, dan 

laktosa ditandai dengan adanya perubahan warna medum dari merah 

menjadi kuning. Uji positif lainnya yaitu terdapat gelembung pada 

tabung durham (Haryani dkk., 2012). 

 

 

 

3.4.6. Uji Enzimatik 

 

 

 

3.4.6.1.  Enzim Protease 
 

 
 

Uji aktivitas enzim protease diidentifikasi melalui pengukuran 

zona jernih yang terbentuk di sekitar koloni. Uji enzim 

protease dilakukan dengan menginokulasikan isolat Bacillus 

yang berumur 24 jam pada media Nutrient Agar (NA) dengan 



30 
 

tambahan susu skim 1%. Kemudian diinkubasi selama 24 jam 

pada suhu ruang. Hasil uji positif ditunjukkan dengan adanya 

zona jernih di sekitar koloni bakteri pada permukaan media 

(Yuniati dkk., 2015).  

 

 

 

3.4.6.2. Enzim Kitinase 

 

 

 

Uji enzim kitinase menggunakan media kitin agar. Satu ose 

isolat Bacillus diinokulasikan dengan metode titik pada media 

kitin agar kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 4 hari. 

Hasil uji positif ditandai dengan adanya zona jernih di sekitar 

koloni (Dewi, 2008). 

 

Pembuatan Koloidal Kitin 

 

Pembuatan koloidal kitin menurut Syahfitri (2017) yaitu di 

awali dengan melarutkan 5 gram kitin ke dalam 80 mL HCl 

pekat kemudian diinkubasi pada suhu 40C selama 24 jam. 

Selanjutnya, larutan difiltrasi menggunakan kain nilon 

sehingga diperoleh filtrat. Kemudian, ditambahkan 40 mL 

aquades dingin  pada filtrat dan dihomogenkan menggunakan 

magnetic stirrer. pH larutan diatur  hingga 7 (netral) dengan 

penambahan NaOH 12 N. Kemudian larutan disentrifugasi 

selama 15 menit dengan kecepatan 7500 rpm. Supernathan 

yang dihasilkan dibuang, sedangkan endapan ditambahkan 

aquades dingin dan dihomogenkan menggunakan magnetic 

stirrer. Kemudian disentrifugasi kembali selama 15  menit 

dengan kecepatan 7500 rpm. Perolehan endapan pada proses 

ini merupakan koloidal kitin yang siap digunakan. 
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Pembuatan Agar Kitin 

 

Media agar kitin dibuat dengan melarutkan 5 gram koloidal 

kitin dengan 10 mL aquades. Kemudian ditambahkan KH2PO4 

0,02%; MgSO4.7H2O 0,1%; yeast extract 0,1 % dan agar-agar 

1,5%. pH media yang digunakan adalah 7 (netral). Semua 

bahan dihomogenkan sampai mendidih dan disterilisasi delama 

15-20 menit mengggunakan autoclave (Cahyani, 2013). 

 

 

 

3.4.6.3.  Enzim Lipase 

 

 

 

Aktivitas lipolitik diuji menggunakan media selektif lipase 

dengan komposisi bahan per liter yaitu olive oil steril 5%, 

Tween-80 2,5%, NaCl 5 gram, CaCl2.2H2O 00,1 gram, methyl 

red 0,01%, pepton 10 gram dan Nutrient Agar (NA) (Bestari 

dan Suharjono, 2016). Isolat Bacillus yang berumur 24 jam 

diinokulasi pada media selektif lipase menggunakan metode 

titik. Kemudian diinkubasi dengan posisi cawan terbalik pada 

suhu ruang selama 24-48 jam. Dilakukan pengamatan dan 

pengukuran zona hidrolisis (zona jernih) di sekitar koloni 

(Ervina dkk., 2020). 

 

 

 

3.4.6.4.  Perhitungan Nilai Indeks Enzimatik 

 

 

 

Rumus perhitungan indeks enzimatik (IE) berdasarkan Nurdin 

dkk. (2015) dan dimodifikasi oleh Ekowati, C.N. (2019) 

adalah sebagai berikut : 
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IE   =  Luas total (koloni+ zona jernih) – Luas koloni 

     Luas koloni 

 

 

Keterangan: 

IE : Indeks enzimatik 

 

 

 

3.4.7. Uji Bioassay pada Hewan Model Larva Spodoptera frugiperda 

(Lepidoptera: Noctuidae) 

 

 

 

Pada uji bioassay ini digunakan isolat Bacillus sp. yang telah 

dikarakterisasi sebelumnya. Hewan uji yang digunakan yaitu larva 

Spodoptera frugiperda instar 3. Jumlah keseluruhan larva yang 

digunakan yaitu sebanyak 24 ekor (3 larva sebagai kontrol negatif) 

dengan 3 kali ulangan. Larva Spodoptera frugiperda dimasukkan ke 

dalam wadah dan diberi pakan daun kubis yang sudah diolesi suspensi 

isolat Bacillus sp. dengan konsentrasi 3 x 108 sel/ml. Konsentrasi 

tersebut diperoleh dengan penyetaraan menggunakan larutan Mc 

Farland 1 sebagai pembanding kekeruhan biakan bakteri dalam medium 

cair. Kemudian wadah ditutup dan diberi lubang udara secukupnya. 

Waktu kematian larva diamati selama 6 hari (Polanczyk et al., 2000). 
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3.5. Diagram Alir Penelitian 

 

 

 

Tahapan penelitian ditunjukkan pada diagram alir berikut: 

 

 
 

 

Gambar 13. Diagram Alir Penelitian 
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V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

5.1. Simpulan 

 

 

 

Berdasarkan hasil penelitian dapat diperoleh kesimpulan sebagai berikut: 

1. Bacillus sp. dengan kode TMA 26, TB 5, TBA 7, TBA 4, TSR 6, dan 

BP 14 memiliki kemiripan karakteristik yang mengacu pada Bacillus 

thuringiensis, dengan ciri-ciri sebagai berikut: bentuk koloni circular 

dan irregular, tepi koloni undulate dan entire, berwarna putih hingga 

krem kekuningan, elevasi raised dan flat; berbentuk bacil, sifat Gram 

positif, berspora, dan memiliki kemampuan dalam membentuk kristal 

protein, positif terhadap uji katalase dan motilitas serta memiliki sifat 

aerob dan aerob fakultatif; memiliki kemampuan memfermentasi 

glukosa dan sukrosa, namun tidak dapat memfermentasi laktosa. 

Sedangkan isolat  Bacillus sp. kode TB 7 memiliki kemiripan yang 

mengacu pada Lysynibacillus sphaericus, dengan ciri-ciri sebagai 

berikut: bentuk koloni circular, tepi koloni entire, berwarna putih 

dengan elevasi flat; berbentuk bacil, sifat Gram positif, memiliki 

endospora yang terletak terminal dan membengkak, memiliki 

kemampuan dalam membentuk kristal protein, positif terhadap uji 

katalase dan motilitas serta memiliki sifat aerob fakultatif; tidak 

memiliki kemampuan untuk memfermentasi beberapa jenis gula 

termasuk glukosa, sukrosa, dan laktosa. 

 

2. Bacillus sp. berpotensi sebagai agen biokontrol terhadap serangga. 

Hal tersebut dibuktikan dengan kemampuannya dalam membunuh 
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Spodoptera frugiperda dengan rata-rata waktu kematian pada hari ke-

3 dan ke-4 setelah aplikasi.  

 

 

 

5.2. Saran  

 

 

 

Berdasarkan penelitian ini, dalam meningkatkan kualitas saat identifikasi 

secara mikroskopik terutama dalam mengamati kristal protein perlu 

menggunakan mikroskop SEM (Scanning Electron Microcophy) agar 

didapatkan hasil yang lebih jelas. Isolat Bacillus sp. yang memiliki 

kemiripan karakteristik dengan Bacillus thuringiensis dan Lysinibacillus 

sphaericus perlu dikarakterisasi melalui uji lanjut secara biomolekuler. 

Selain itu, kajian mengenai toksisitas Bacillus sp. terhadap Spodoptera 

frugiperda juga perlu ditingkatkan agar memperoleh daya bunuh dengan 

waktu yang lebih cepat.  
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