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ABSTRAK 

SELEKSI DAN KARAKTERISASI ANTIBAKTERI DARI BAKTERI  

Lactobacillus sp. ASAL VERMIKOMPOS TERHADAP Bacillus sp. DAN 

Escherichia coli  

 

Oleh 

WAHYU APRIA NINGSIH 

Vermikompos merupakan salah satu pupuk organik yang dihasilkan dari proses 

fermentasi cacing tanah.  Vermikompos dijadikan pupuk organik untuk mengatasi 

permasalahan penurunan kualitas tanah karena rendahnya tingkat kesuburan tanah 

akibat penggunaan pupuk anorganik secara berlebihan.  Hasil fermentasi dari cacing 

tanah akan dilakukan proses penguraian yang dibantu oleh berbagai macam 

mikroba tanah diantaranya yaitu Lactobacillus sp.   Lactobacillus sp. merupakan 

salah satu genus bakteri asam laktat (BAL) yang dapat membantu proses 

penguraian bahan organik dan dapat menghambat pertumbuhan bakteri lain karena 

mengandung senyawa berupa asam laktat, asam asetat, asam propionat, bakteriosin 

dan hidrogen peroksida. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk seleksi 

pertumbuhan bakteri Lactobacillus sp. berdasarkan pH dan suhu serta 

mengkarakterisasi antibakteri Lactobacillus sp. terhadap Bacillus sp. dan E.coli.  

Rancangan penelitian yang digunakan bersifat deskriptif untuk melihat zona hambat 

yang terbentuk.  Metode pengukuran yang digunakan adalah metode difusi kertas 

cakram, besaran kemampuan hambatan dari antibakteri terhadap pertumbuhan 

Bacillus sp. dan E.coli.   Antibakteri yang digunakan berupa antibakteri yang 

berasal dari Lactobacillus sp. dengan jenis antibakteri tanpa penetralan dan 

antibakteri dengan penetralan yaitu menggunakan NaOH 1 M.  Hasil Penelitian 

berdasarkan uji pH 6 dan pH 8 serta uji suhu ruang (28°C), 37° C, dan 45° C koloni 

LB51 lebih dominan untuk tumbuh serta terdapat zona hambat yang dihasilkan dari 

bakteri uji Bacillus sp. dan E.coli.  Koloni LB6, LB29, LB37, LB44 dan LB51 pada 

antibakteri yang bersifat tanpa penetralan mampu menghambat pertumbuhan 

Bacillus sp. sedangkan koloni LB37 dan LB51 pada antibakteri yang bersifat tanpa 

penetralan mampu menghambat pertumbuhan E.coli.  

 

Kata kunci: Vermikompos, Lactobacillus sp. Antibakteri  

 



 
 

 

 

ABSTRACT 

SELECTION AND ANTIBACTERY CHARACTERIZATION OF THE 

BACTERY Lactobacillus sp. FROM VERMICOMPOS TO Bacillus sp. AND 

Escherichia coli 

 

By 

WAHYU APRIA NINGSIH 

Vermicompost is one the organic fertilizers produced from the fermentation process 

of earthworms.  Vermicompost is used as organic fertilizer to overcome the 

problem of soil quality degradation due to low soil fertility due to excessive use of 

inorganic fertilizers. The fermentation results from earthworms will be decomposed 

by various soil microbes including Lactobacillus sp.  Lactobacillus sp. is one genus 

of lactic acid bacteria (LAB) that can help the process of decomposing organic 

matter and can inhibit the growth of other bacteria because it contains compouds 

such as lactic acid, acetic acid, propionic acid, bacteriocins and hydrogen peroxide.  

The purpose of this study was to select the growth of Lactobacillus sp. bacteria 

based on pH and temperature and characterize the antibacterial Lactobacillus sp. 

against Bacillus sp. and E.coli.  The research design used was descriptive to see the 

inhibition zone formed.  The measurement method used is the disc paper diffusion 

method, the amount of inhibition ability of antibacterial against the growth of 

Bacillus sp. and E.coli.  antibacterials used are antibacterials derived from 

Lactobacillus sp. with antibacterial types without neutralization and antibacterials 

with neutralization using 1 M NaOH.  Research results based on pH 6 and pH 8 

tests and room temperature tests (28° C), 37° C, and 45° C  LB51 colonies are more 

dominant to grow and there are inhibition zones produced from Bacillus sp. and 

E.coli test bacteria.  Colonies LB6, LB29, LB37, LB44 and LB51 in the 

antibacterial without concentrating were able to inhibit the growth og Bacillus sp. 

while colonies LB37 and LB51 in the antibacterial without concentrating were able 

to inhibit the growth of E.coli.  

 

Keywords : Vermicompost, Lactobacillus sp. Antibacterial  
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I. PENDAHULUAN  

1.1. Latar Belakang 
 

Vermikompos merupakan salah satu pupuk organik yang dihasilkan dari 

kotoran cacing yang telah mengalami fermentasi selama proses pencernaan.  

Vermikompos dijadikan pupuk organik untuk mengatasi permasalahan 

penurunan kualitas tanah karena rendahnya tingkat kesuburan tanah akibat 

penggunaan pupuk anorganik secara berlebihan.  Jenis cacing Eudrilus 

eugeniae dapat dijadikan sebagai vermikompos karena sifatnya sebagai 

cacing tanah yang mempunyai kemampuan untuk berkembang lebih cepat 

serta memiliki nafsu makan yang tinggi.  Dengan adanya media hidup 

cacing yang cukup dan dilakukan penambahan pakan, proses vermikompos 

dikatakan berhasil (Hazra dkk., 2018).    
         
Proses pembuatan vermikompos menggunakan bahan baku berupa sampah 

organik yang dicampur dengan cacing tanah.  Cacing tanah mempunyai 

peran penting dalam proses vermikompos yaitu untuk mendekomposisi 

material organik dan meningkatkan bahan organik yang akan diuraikan oleh 

bantuan mikroba (Chaniago dan Inriyani, 2019).   Di dalam kandungan 

vermikompos terdapat humus yang dihasilkan dari ekskresi cacing tanah.  

Bahan organik akan dicerna oleh cacing tanah dalam bentuk kompleks dan 

dikeluarkan dalam bentuk yang lebih sederhana (Susanti dkk., 2022).  
       

Pembuatan vermikompos dibantu oleh aktivitas mikroba untuk proses 

penguraian bahan organik.  Proses penguraian bahan organik terjadi pada 

karbon yang dihasilkan dari fermentasi cacing tanah, lalu  digunakan mikroba 

sebagai sumber energi.   Lactobacillus sp. merupakan salah satu genus bakteri 
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asam laktat (BAL) yang membutuhkan sumber karbon berupa glukosa, 

vitamin B, sumber mineral seperti Mg, Mn dan S serta sumber nitrogen 

berupa asam amino sebagai nutrisi penunjang pertumbuhannya yang dapat 

diperoleh dari vermikompos (Susanti dkk., 2022).    
         

Lactobacillus sp. merupakan bakteri Gram positif dengan bentuk sel 

coccobacilli, tidak berspora, tidak bersifat motil dan bersifat katalase negatif.  

Mempunyai warna koloni putih susu atau cream, berbentuk bulat dan selnya 

batang dengan ukuran 0,5-1,2 x 1,0 10,0 𝜇𝑚 serta dapat bertahan hidup di suhu 

optimum yaitu 30-37° C.  Lactobacillus sp. dapat menghambat pertumbuhan 

bakteri lain karena memiliki sifat bakteriostatik dan bakterisidal yaitu sifat 

mencegah dan membunuh pertumbuhan bakteri jenis lainnya.  Senyawa 

antimikroba yang dapat dihasilkan berupa asam laktat, asam asetat, hidrogen 

peroksida dan bakteriosin (Aini dkk.,  2021).  Pada proses vermikompos jika 

mengalami pengomposan yang lebih lama karbohidrat dapat dimanfaatkan 

mikroba untuk proses metabolisme dan kemampuan menghasilkan asam laktat 

pada mikroba semakin meningkat (Susanti dkk., 2022).  
         
Senyawa antibakteri yang dihasilkan oleh  Lactobacillus plantarum adalah 

asam laktat, hidrogen peroksida dan bakteriosin. Dari senyawa antibakteri 

yang dihasilkan dapat menghambat pertumbuhan bakteri patogen seperti 

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Listeria 

monocytogenes, Aeromonas hydrophila dan Bacillus cereus (Sulistiani, 2017) 

Bakteri asam laktat Lactobacillus sp. yang berasal dari minuman fermentasi 

sari buah nanas dapat menghambat pertumbuhan Bacillus cereus dengan 

menghasilkan zona hambat 4,48-13,97 mm2 (Rizal dkk., 2016).  

   Lactobacillus sp. dapat menghambat pertumbuhan bakteri patogen E.coli 

dan Staphylococus aureus dengan rata-rata menghasilkan zona hambat 7,76 

mm dan 31, 17 mm (Komara, 2022).  Namun isolat bakteri Lactobacillus sp. 

yang dihasilkan dari vermikompos belum diketahui apakah mempunyai 

kemampuan dalam menghambat pertumbuhan bakteri patogen maka dengan 

ini perlu dilakukan seleksi dan karakterisasi serta uji antibakteri isolat 

Lactobacillus sp. terhadap bakteri Bacillus sp. dan E.coli.  
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1.2. Tujuan Penelitian  
         
Adapun tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Seleksi bakteri Lactobacillus sp. berdasarkan pH dan suhu. 

2. Karakterisasi antibakteri dari Lactobacillus sp.  
   

1.3. Manfaat Penelitian  
          
Manfaat dari hasil penelitian ini adalah sebagai berikut:  

1. Diharapkan mampu menjadi sarana informasi yang dapat memberikan 

pemahaman mengenai potensi sifat dari bakteri Lactobacillus sp. asal 

vermikompos. 

2. Dapat memberikan alternatif dalam pengembangan antibiotik alami 

yang lebih aman dan berkelanjutan. 
    

1.4. Kerangka Pemikiran  
          
Vermikompos merupakan pupuk organik yang dihasilkan dari proses 

fermentasi cacing tanah.  Hasil fermentasi yang dikeluarkan oleh cacing 

tanah akan diuraikan oleh bantuan mikroba dengan cara menguraikan bahan 

organik yang berbentuk kompleks menjadi bentuk yang lebih sederhana dan 

mudah diserap oleh tanaman.  Bahan organik yang dihasilkan dari proses 

fermentasi cacing tanah berupa unsur hara fosfat, nitrogen, kalsium, kalium, 

karbon, sulfat, besi, magnesium, boron dan mangan.   
        
Lactobacillus sp. merupakan jenis bakteri asam  laktat yang dapat 

membantu proses penguraian bahan organik dan mampu menghambat 

pertumbuhan bakteri lain.  Beberapa kandungan senyawa antibakteri yang 

terdapat dalam  Lactobacillus sp. yaitu asam  laktat, asam asetat, asam  

propionat, bakteriosin, dan hidrogen peroksida.  Kandungan senyawa yang 

dihasilkan dari  Lactobacillus sp. dapat menghambat proses pertumbuhan 

bakteri lain dengan mempengaruhi sistem kerja metabolisme, merusak 

stabilitas membran dan mengubah permeabilitas membran.  Namun ada 

beberapa jenis Lactobacillus sp. yang menghasilkan senyawa antibakteri 
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yang tidak sama.  Maka perbedaan senyawa yang dihasilkan  dapat 

mempengaruhi daya hambat pertumbuhan bakteri lain.  
     

1.5. Hipotesis  

 

Adapun hipotesis dari penelitian ini adalah sebagai berikut:  

1. H1 : Terseleksinya bakteri Lactobacillus sp. berdasarkan pH dan suhu. 

H0 : Tidak terseleksi bakteri Lactobacillus sp. berdasarkan pH dan suhu. 

2. H1 : Ditemukan bakteri Lactobacillus sp. terkarakterisasi berdasarkan  

berdasarkan uji antibakterinya.  

 H0 : Tidak ditemukan bakteri Lactobacillus sp. terkarakterisasi 

berdasarkan uji antibakterinya.   



 
 

 
 

II. TINJAUAN PUSTAKA  

2.1. Vermikompos  

Dalam penelitian Chaniago dan Inriyani (2019) menyatakan vermikompos 

berasal dari Bahasa latin vermis yang artinya cacing, dan kompos.  

Vermikompos merupakan pupuk kompos organik yang terdekomposisi di 

dalam saluran pencernaan cacing lalu menghasilkan suatu kotoran yang telah 

melewati proses fermentasi (Mayani dkk., 2021).   

 

 
 

Gambar 1.   Pupuk vermikompos dari kotoran cacing tanah 

        (Sumber: Prasetya, 2020)  
 

Gambar 1.  contoh gambar dari pupuk vermikompos yang berasal dari kotoran 

cacing tanah.  Proses pembuatan vermikompos memiliki perbedaan dengan 

pembuatan jenis kompos lainnya karena proses penguraiannya menggunakan 

bantuan cacing tanah (Chaniago dan Inriyani, 2019).   Bahan-bahan organik 

dijadikan sumber makanan oleh cacing tanah.  Hasil pencernaan berupa 

kotoran bahan-bahan organik dari cacing tanah disebut juga dengan 

vermikompos (Widya, 2012).  Jenis cacing yang digunakan dalam proses 

pengomposan adalah Lumbricus rubellus dan Eisenia foetida karena mampu 
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mengkonsumsi bahan organik yang tinggi dan mentoleransi perubahan 

lingkungan secara luas (Kuncoro dan Elfarisna, 2019).  
        
Pembuatan vermikompos dibantu oleh aktivitas mikroba untuk proses 

penguraian bahan organik.  Pada penelitian Pathma and Sakthivel (2012) 

menyatakan bahwa mikroba Pseudomonas, Paenibacillus, Azoarcus, 

Burkholderia, Spiroplasma, Acaligenes, dan Acidobacterium dapat 

berpotensi dalam proses penguraian beberapa bahan organik di dalam 

usus cacing tanah.  Lalu pada penelitian Stephen and Saleh (2023) 

ditemukan strain homofermentatif Lactobacillus sp. yang berhasil 

diisolasi dan diidentifikasi dari berbagai sumber bahan organik, termasuk 

pada pupuk vermikompos.   
        

2.2. Bakteri Asam Laktat 

 
Bakteri asam laktat merupakan bakteri Gram positif  berbentuk basil atau 

kokus,  bersifat non motil, bersifat katalase negatif dan mampu 

memfermentasi karbohidrat menjadi asam. Bakteri asam laktat dengan 

bentuk basil diduga berasal dari genus Lactobacillus, Sedangkan pada 

bakteri bentuk kokus diduga genus Streptococcus, Pediococcus, dan 

Leuconostoc (Aisyah dkk., 2014).  Morfologi pada bakteri asam laktat 

mempunyai koloni yang bulat, tepi koloni licin dan bentuk elevasinya 

yang bermacam-macam seperti umbonate, crateriform, dan pulvinate, 

permukaannya cembung dan cekung serta mempunyai warna koloni 

putih susu dan krem (Fauziyah dkk., 2023).   

 

Pada saat pengecatan Gram dan diamati di mikroskop bakteri asam laktat 

akan menghasilkan warna ungu.  Bakteri asam laktat mempunyai dinding 

sel berupa peptidoglikan yang tebal sehingga mampu mempertahankan 

zat pewarna kristal violet meskipun telah diberikan larutan aseton atau 

alkohol (Hamidah, 2019).   
        
Berdasarkan hasil akhir metabolisme glukosa, bakteri asam laktat dibagi 

menjadi dua golongan. Golongan bakteri asam laktat homofermentatif hanya 

menghasilkan asam laktat pada fermentasi glukosa, sedangkan golongan 
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bakteri asam laktat heterofermentatif menghasilkan asam laktat, CO2 dan etanol 

dari heksosa (Aisyah dkk., 2014).  Hasil fermentasi dari produk utama bakteri 

asam laktat adalah asam laktat yang mana dapat menurunkan pH dan dapat 

meningkatkan total asam tertitrasi (Fauziyah dkk., 2023).  Bakteri asam laktat 

melakukan proses fermentasi melalui jalur glikolisis yang menghasilkan asam 

piruvat. Setelah asam piruvat terdegradasi maka enzim dehidrogenase 

mengkatalisis dan NADH melakukan reduksi untuk menghasilkan produk akhir 

berupa ATP dan asam laktat (Rohman, 2017).  
          
Bakteri asam laktat memproduksi berbagai macam asam organik seperti asam 

asetat, propionat dan formiat.  Pada penelitian Purwijantiningsih (2014).  

Produksi asam yang terbentuk mempunyai efek penghambat terhadap bakteri 

patogen karena dinding sel bakteri patogen telah ditembus oleh molekul asam 

yang tidak terdisosiasi sehingga menyebabkan mekanisme genetika dan proses 

metabolisme yang terganggu. Mekanisme utama dari aktivitas antibakteri 

bakteri asam laktat adalah dengan produksi asam organik dan penurunan pH 

lingkungan (Suphandi, 2023).  
            

2.3.   Lactobacillus sp. 

Lactobacillus sp. merupakan Bakteri asam laktat yang mempunyai 

karakteristik bersifat Gram positif, dengan selnya berbentuk batang 

(coccobacilli), fakultatif anaerob, bersifat katalase negatif, tidak bersifat 

motil dan tidak memiliki spora.  Morfologi  koloni Lactobacillus sp. yaitu 

berwarna putih susu atau krem, dengan bentuk bulat dan selnya berbentuk 

batang dengan ukuran 0,5-1,2 x 1,0-10,0 μm.   Suhu optimum bagi 

pertumbuhan Lactobacillus sp. adalah 30°-37° C dan mampu bertahan pada 

pH asam (Aini dkk., 2021).  Uji konfirmasi bakteri  Lactobacillus sp.  

berbentuk batang dengan hasil pengecatan berwarna ungu dan bersifat Gram 

positif, ini dapat dilihat pada Gambar 2.  Dinding sel Lactobacillus sp. 

mampu menahan warna Kristal violet dan tidak tercuci pada akhir 

pewarnaan.  

 



8 
 

 
 

 
 

Gambar 2.   Lactobacillus sp. setelah dilakukan pewarnaan Gram  

    (Sumber: Wirama dkk., 2015). 

  

Klasifikasi Lactobacillus sp. (Salvetti et al.,  2018) 

Domain  : Bacteria 

Kingdom : Eubacteria 

Phylum  : Firmicutes 

Class  : Bacilli 

Ordo  : Lactobacillales 

Family  : Lactobacillaceae 

Genus  : Lactobacillus   

Spesies  : Lactobacillus sp.  

 

Lactobacillus sp. dibedakan menjadi kelompok yang bersifat homofermentatif 

dan heterofermentatif (Aini dkk., 2021).  Lactobacillus sp. memiliki aktivitas 

antimikroba karena memproduksi asam-asam organik seperti asam asetat, laktat, 

propionate, kaproat, format, valerat dan asam butirat.  Selain menghasilkan asam 

organik sebagai aktivitas antimikroba, Lactobacillus sp memproduksi hidrogen 

peroksida sebagai zat penghambat seperti bakteriosin yang bersifat bakterisidal 

dan bakteriostatik yakni sebagai senyawa protein yang dapat membunuh dan 

mencegah dalam aktivitas antimikroba (Titin dan Novik, 2015).  Lactobacillus 

sp. mampu berfungsi menghambat pertumbuhan bakteri yang bersifat patogen 

dan dapat menjaga sistem imunitas atau kekebalan tubuh (Rusli dkk., 2018).  

Pada saat proses fermentasi Lactobacillus sp. dibagi menjadi tiga golongan yaitu 

obligat homofermentatif contohnya L. acidophilus, L. delbrueckii subps. 

delbrueckii, L. helveticus, L. saivarius. Fakultatif heterofermentatif (L. casei, L. 
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curvatus, L. plantarum, L. sakei.  Obligat heterofermentatif (L. brevis, L. 

buchneri, L. fermentum, L. reuteri (Widowati dkk., 2014).    

2.4. Senyawa Antibakteri 

Bakteri asam laktat mempunyai kemampuan dalam menghambat bakteri 

pembusuk dan patogen karena dapat menghasilkan asam laktat, bakteriosin dan 

hidrogen peroksida serta karbon dioksida. Dalam bakteri asam laktat, asam 

laktat dan hidrogen peroksida merupakan senyawa penghambat pertumbuhan 

bakteri patogen karena telah diproduksi oleh gen-gen dalam kromosom. Lalu 

untuk bakteriosin akan relatif peka terhadap perubahan lingkungan karena 

diproduksi dari adanya gen-gen dalam plasmid bakteri (Hamidah dkk., 2019).  

Asam laktat yang dihasilkan akan berdifusi ke dalam bakteri patogen dengan 

melakukan disosiasi dan menyebabkan sistem transportasi dapat terganggu.  

Sel bakteri patogen akan mengalami gangguan keseimbangan pengangkutan 

nutrisi, ini karena adanya pembentukan proton dan anion dari peristiwa 

disosiasi (Fauziah, 2014).  Bakteri patogen membutuhkan energi yang tinggi 

untuk mengeluarkan proton tersebut dari dalam sel.  Jika usaha dan energi yang 

dikeluarkan bakteri patogen tidak cukup, maka bakteri patogen akan kehabisan 

energi dan mati.    
       

Bakteriosin merupakan protein yang diproduksi oleh suatu bakteri yang 

bersifat toksin untuk menghambat pertumbuhan bakteri lain dengan 

kekerabatan erat secara filogenik. Aktivitas bakteriosin dapat dilihat dari 

zona hambat yang terbentuk karena adanya produksi sumber karbon dan 

nitrogen (Hamidah, 2019).  Bakteriosin mempunyai target utama yaitu 

membran sitoplasma dengan merusak permeabilitas membran dan 

menghambat biosintesis protein serta produksi energi.  Mekanisme kerjanya 

bakteriosin akan dilakukan secara kontak langsung dengan membran sel 

sehingga destabilitas membran sitoplasma dapat terganggu dan sel menjadi 

tidak kuat (Fauziah, 2014).   
        
Efek senyawa hidrogen peroksida menyebabkan denaturasi sejumlah enzim 

karena adanya oksidasi dari sulfhidril, dan proses peroksidasi membran lipid 
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dapat meningkatkan permeabilitas membran. Karbon dioksida dapat 

menghambat enzimatik dekarboksilase dengan cara membuat lingkungan 

sekitar menjadi anaerobik dan karbon membran lipid bilayer terakumulasi 

sehingga terjadi disfungsi permeabilitas (Rohman, 2017).   

 

2.5. Bacillus sp. 

Bacillus sp. merupakan bakteri Gram positif, dengan sel berbentuk batang  

berisi polipeptida dari asam D-glutamat yang memiliki spora.  Bacillus sp. 

bersifat aerob obligat, positif katalase, memiliki enzim amilase yang berfungsi 

untuk menghidrolisis pati glukosa.  Bacillus sp. bersifat oksidase positif karena 

mampu memanfaatkan sumber karbon yang tersedia, bersifat motil atau dapat 

bergerak hidup karena mempunyai flagella seperti yang ditunjukkan pada 

Gambar 3. Hidup pada rentang suhu 25° C, 35° C dan 37° C, serta tumbuh 

optimum pada pH 7-9 (Puspita, 2017). 

 

 

 
 

Gambar 3. Struktur dari Bacillus sp. (Sumber: Britannica, 2023). 
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Klasifikasi Bacillus sp. (Maughan et al.,  2011) 

 

Domain  : Bacteria  

Kingdom : Eubacteria 

Phylum  : Firmicutes 

Class  : Bacilli 

Ordo  : Bacillales 

Family  : Bacillaceae 

Genus  : Bacillus 

Spesies  : Bacillus sp.  

 

Siklus hidup Bacillus sp. terdiri dari tiga proses fisiologis antara lain proses 

vegetatif, pembentukan spora dan germinasi.  Bacillus sp. mampu beradaptasi 

pada saat kondisi lingkungan yang panas, kekurangan air dan radiasi karena 

memiliki endospora yang berfungsi untuk beradaptasi (Mauliya, 2023).   
        
Bacillus sp. juga dapat menghasilkan senyawa antibakteri yang terdiri atas 

subtilisin, lesitinase, oksidifisidin, difisidin, basilomisin, basilin dan basitrasin 

(Abidin dkk., 2015).   Bacillus sp. menghasilkan antibakteri pada fase stasioner 

disaat proses pembentukan metabolit sekunder.  Pada fase stasioner jumlah sel 

bakteri yang mati semakin banyak dan jumlah sel hidup konstan.  Saat fase ini 

bakteri tidak melakukan perbanyakan sel karena adanya penurunan kadar 

oksigen, nutrient yang telah habis, dan dapat memproduksi antibakteri yang 

banyak.  Struktur dinding sel suatu bakteri mempengaruhi Bacillus sp dalam 

menghambat pertumbuhan bakteri patogen (Sumardi dkk., 2012).    

 

Selain menghasilkan antibakteri, Bacillus sp. juga memiliki sifat patogen 

seperti menyebabkan keracunan makanan, infeksi mata dan dapat 

menyebabkan menurunnya sistem kekebalan tubuh (Schulz et al., 2019).   

Aktivitas mekanisme penghambatan yang dilakukan oleh Bacillus sp. 

yaitu memiliki dinding sel yang terdiri dari peptidoglikan yang tebal.  

Dinding sel yang tebal akan memiliki ketahanan terhadap tekanan 

osmotik yang tinggi dan sebagai penghalang fisik bagi molekul-molekul 
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besar termasuk beberapa agen antimikroba.  Sehingga Bacillus sp. dapat 

bertahan terhadap serangan bahan atau enzim yang dapat merusak 

dinding sel (Titin dan Novik, 2015).   
        
Pada saat pengecatan Gram,  Bacillus sp. akan mempertahankan warna 

Kristal violet karena memiliki kekuatan mekanik dinding sel yang lebih 

kuat.  Bakteri Gram positif memiliki dinding sel peptidoglikan yang lebih 

tebal sehingga mampu mempertahankan pewarna Kristal violet.  Zat 

pelarut mendehidrasi lapisan peptidoglikan yang tebal, sehingga dinding 

sel bertindak sebagai penghalang permeabilitas sehingga dapat 

mempertahankan pewarna di dalam sel (Hamidah, 2019).   
      
2.6. Escherichia coli 

Bakteri E.coli merupakan bakteri Gram negatif dan termasuk ke dalam 

bakteri coliform. E.coli mempunyai ukuran berkisar 1.0-1.5 μm x 2.0-6.0 

μm dengan bentuk batang, motil dengan mempunyai flagella atau tidak 

motil, tidak berspora dan dapat tumbuh pada lingkungan yang ada atau 

tanpa oksigen.  E.coli dapat tumbuh pada suhu 7° C-50° C dan termasuk 

ke dalam bakteri mesofilik.  pH yang dibutuhkan E.coli berkisar pH 4-9.   
         
Struktur dinding sel E. coli terdiri dari lipopolisakarida. Dinding selnya 

memiliki peptidoglikan yang tipis dibanding dengan bakteri Gram positif 

dapat dilihat pada Gambar 4. Lapisan peptidoglikan dari E.coli terdiri 

dari lapisan lipoprotein, fosfolipid dan polimer.  Pada saat pengecatan 

Gram, E.coli tidak dapat mempertahankan pewarna Kristal violet.  

Pelarut aseton atau alkohol dapat merusak membran luar bakteri E. coli 

yang hanya memiliki lapisan peptidoglikan yang lebih tipis sehingga 

tidak dapat mempertahankan pewarna. Lipid akan diekstraksi oleh 

perlakuan zat peluntur alkohol dan permeabilitas dinding sel meningkat.  

Pewarna Kristal violet akan terekstraksi maka pada saat pengecatan 

bakteri E.coli semua pewarna akan luntur dan hanya mampu 

mempertahankan pewarna safranin (Hamidah, 2019).  
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Gambar 4.  Struktur dari E. coli (Sumber: Basavaraju et al., 2023) 

 

Klasifikasi E. coli (Faner et al., 2017) 

 

Domain  : Bacteria 

Kingdom : Eubacteria 

Phylum  : Proteobacteria 

Class   : Gammaproteobacteria 

Order  : Enterobacteriales 

Family  : Enterobacteriaceae 

Genus  : Escherichia 

Spesies  : Escherichia coli 

 

E.coli dapat hidup pada suatu lingkungan yang kurang nutrisi dan termasuk 

ke dalam bakteri fakultatif anaerobik.  Sifat biokimia E.coli yaitu dapat 

memproduksi indol, bersifat katalase positif dan menghasilkan fermentasi 

sitrat yang sedikit (Oktaviani, 2022).  Beberapa spesies E.coli memiliki 

karakteristik dapat menyebabkan penyakit yang bersifat patogen dan dapat 

menyebabkan penyakit di dalam saluran pencernaan seperti diare.  Infeksi 

yang disebabkan E.coli tidak hanya pada saluran pencernaan tetapi juga pada 

bagian lain diluar tubuh, dimana strain E.coli tersebut dapat membentuk 

biofilm.   Biofilm yang terbentuk merupakan lapisan pelindung yang dapat 

melindungi sel-selnya dari serangan bakteri lain (Ballen et al., 2022). 

 



 
 

 
 

III. METODE PENELITIAN 

3.1.   Waktu dan Tempat 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2023 sampai dengan 

bulan Maret 2024 di Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Lampung.  

 

3.2.   Alat dan Bahan 

3.2.1.  Alat 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu Biological 

safety cabinet (BSC), timbangan analitik, magnetic stirrer, hot 

plate, autoklaf  inkubator, oven, shaker orbital, vortex, cawan petri, 

tabung reaksi, erlenmayer, gelas ukur, gelas beaker, jarum ose, 

pinset, bunsen, rak tabung reaksi, Cotton bud, centrifuge, kertas 

cakram, kertas pH, alumunium foil, kapas, kain kasa, plastik wrap, 

benang, gunting, dan masker. 
       

3.2.2. Bahan 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah isolat 

Lactobacillus sp. hasil isolasi dari vermikompos, Media GYP 

(Glucose Yeast Peptone) yang terdiri dari glukosa 10 g, yeast 10 g, 

pepton 5 g, CaCo3 10 g, NaCl 50 g dan Agar 15 g, Media NA 

(Nutrient Agar), NaOH 1 M, Aquades steril, Alkohol 70 %, 

Mcfarland 0.5, Isolat Bacillus sp. dan E.coli koleksi Laboratorium 

Mikrobiologi FMIPA Universitas Lampung. 
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3.3. Metode Penelitian  

Penelitian ini menggunakan metode bersifat deskriptif untuk menyeleksi 

dan mengetahui karakterisasi antibakteri bakteri Lactobacillus sp.  yang 

berasal dari vermikompos.  Metode penelitian bersifat deskriptif 

digunakan untuk menyeleksi pertumbuhan isolat Lactobacillus sp. 

terhadap pH dan suhu serta mempunyai kemampuan antibakteri terhadap 

bakteri uji.  Prosedur yang dilakukan meliputi seleksi Lactobacillus sp. 

asal vermikompos dengan melakukan peremajaan bakteri, uji pH dan 

suhu.  Lalu uji karakterisasi aktivitas antibakteri Lactobacillus sp. 

terhadap bakteri uji Bacillus sp. dan E.coli.  Metode pengukuran yang 

digunakan adalah metode difusi kertas cakram, besaran kemampuan 

hambatan dari antibakteri terhadap pertumbuhan Bacillus sp. dan E.coli 

ditunjukkan dengan pengukuran luas zona jernih yang terbentuk di sekitar 

area pinggiran kertas cakram. 

 

3.4. Prosedur Kerja 

3.4.1 Seleksi Bakteri Lactobacillus sp. Asal Vermikompos 

a. Peremajaan Bakteri Lactobacillus sp. 

 

Peremajaan 52 koloni bakteri Lactobacillus sp. menggunakan 

media GYP (Glucose Yeast Peptone) Agar.  Media GYP Agar 

ditimbang dengan berat 15 gr menggunakan timbangan analitik.   

Setelah itu dilarutkan media pada 150 mL aquades yang telah 

diukur menggunakan gelas ukur.  Media dipanaskan hingga 

mendidih menggunakan hot plate dan bantuan magnetic stirrer 

hingga tidak ada bahan yang menggumpal.  Media dituangkan ke 

dalam erlenmeyer steril untuk dilakukan sterilisasi menggunakan 

autoclave dengan suhu 121° C  selama 15-20 menit.   

Media GYP yang telah steril dapat dituangkan ke 5 cawan petri 

steril masing-masing cawan sebanyak 20-25 ml dan resting 

media selama 24 jam.   
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Media GYP  yang telah diresting digunakan sebagai media 

peremajaan bakteri Lactobacillus sp.  Metode peremajaan bakteri 

dilakukan dengan mengambil satu ose isolat bakteri dan cukup 

dititikkan saja pada bagian media GYP di dalam cawan petri.  

Setelah itu bakteri ditunggu benar-benar telah melekat dan 

cawan petri dibungkus dengan keadaan terbalik.  Bakteri dapat 

diinkubasi selama 48 jam dengan suhu 37° C.  

 

b. Uji pH Bakteri Lactobacillus sp.  

 

Media GYP cair pada 52  tabung reaksi yang setiap tabungnya 

masing-masing berisi 10 ml.  Bakteri Lactobacillus sp. 

diinokulasikan pada setiap tabung untuk dapat dilakukan uji pH 

menggunakan pH 4, 6, 8 dan diinkubasi pada suhu ruang selama 

48 jam.   

 

c. Uji Suhu Bakteri Lactobacillus sp.  

 

Media GYP Agar pada cawan petri steril sebanyak 20-25 ml.  

Bakteri Lactobacillus sp. yang dapat bertahan pada pH yang 

telah ditetapkan selanjutnya akan dilakukan uji suhu.   Suhu yang 

digunakan yaitu suhu ruang, suhu 37° C  dan suhu 45° C selama 

48 jam.    

 

3.4.2 Uji Karakterisasi Antibakteri Lactobacillus sp.  

3.4.2.1 Produksi Antibakteri 

1. Pembuatan Starter Bakteri 

Isolat bakteri Lactobacillus sp. berumur 24 Jam 

diambil satu ose dan diinokulasikan dalam 10 ml 

GYP cair dan diinkubasi pada shaker selama 48 jam.  
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2. Produksi Antibakteri Lactobacillus sp. 

 

Sebanyak 10 ml starter yang telah dibuat, selanjutnya 

diinokulasikan ke dalam 90 ml GYP cair, setelah itu 

dihomogenkan dan diinkubasi pada shaker selama 48 jam.  

 

3.4.2.2 Preparasi Antibakteri 

a. Antibakteri tanpa penetralan 

 

10 ml kultur antibakteri disentrifugasi dengan kecepatan 

10.000 rpm dengan suhu 4° C selama 15 menit untuk 

diambil cairan supernatan dan disaring dengan cyringe 

filter.  Supernatan yang dihasilkan disebut sebagai 

ekstrak kasar antibakteri tanpa penetralan. 

 

b. Antibakteri dengan penetralan 

 

10 ml kultur antibakteri dilakukan pengukuran pH dan 

dinetralkan menggunakan NaOH 1 M hingga dicapai 

pH 7, selanjutnya kultur disentrifugasi dengan 

kecepatan 10.000 rpm dengan suhu 4° C selama 15 

menit untuk diambil supernatan dan disaring dengan 

cyringe filter.  Supernatan yang dihasilkan disebut 

sebagai ekstrak kasar antibakteri dengan penetralan.  

 

3.4.3 Uji Aktivitas Antibakteri 

Uji aktivitas antibakteri menggunakan metode uji kertas cakram. 

Pengujian dilakukan dengan merendam kertas cakram steril selama 

24 jam dengan  starter kultur antibakteri, masing-masing kultur 

antibakteri tanpa penetralan dan antibakteri yang sudah dinetralkan.  

Pembuatan suspensi bakteri uji dengan mengambil 1 ose bakteri dan 

diinokulasikan ke dalam tabung reaksi yang berisi 10 ml NaCl 

steril. Vortex suspensi dan bandingkan kekeruhan suspensi dengan 

Mc Farland 0,5.  Dilakukan prosedur swab dengan cara 



18 
 

 
 

mencelupkan catton bud  steril kedalam tabung reaksi yang berisi 

suspensi dan swab pada cawan petri yang telah terdapat 20-25 ml 

media padat NA.  Selanjutnya dilakukan penyebaran bakteri uji ke 

media padat NA menggunakan catton bud hingga merata.  Setelah 

itu diambil kertas cakram yang telah direndam selama 24 jam 

dengan menggunakan pinset dan diletakkan pada bagian permukaan 

media NA.  Kedua jenis antibakteri tersebut diuji pada cawan yang 

berbeda dan diujikan pada Bacillus sp dan E.coli.   

 

Pada kontrol negatif menggunakan aquades steril dan kontrol positif 

menggunakan antibakteri kimia chloramphenicol Selanjutnya 

diinkubasi dengan posisi cawan tidak dibalik pada suhu 37° C 

selama 24 jam.  Zona hambat yang terbentuk di sekitar kertas 

cakram adalah kemampuan antibakteri Lactobacillus sp terhadap 

bakteri uji.    

 

3.4.4 Perhitungan Luas Zona Hambat Antibakteri Bakteri 

Lactobacillus sp. 

 

Perhitungan luas zona hambat antibakteri Lactobacillus sp. dengan 

cara membalikkan cawan petri sehingga terlihat zona hambat disekitar 

kertas cakram.  Zona hambat yang dihasilkan dari sekitar kertas 

cakram merupakan adanya petunjuk keberhasilan penghambatan 

antibakteri terhadap bakteri uji.  Dapat dilihat pada Gambar 5.  

Pengukuran dapat dilakukan secara diameter vertikal, horizontal, dan 

diagonal pada zona hambat di sekitar kertas cakram menggunakan 

jangka sorong dengan ketelitian 0,01 mm sebanyak 3 kali untuk 

menghindari kesalahan pengukuran.  Satuan pengukuran dinyatakan 

dalam bentuk satuan milimeter (mm).  Hasil pengamatan dari 

pengukuran zona hambat disekitar kertas cakram adalah rata-rata dari 

ketiga pengukuran (diameter vertikal, horizontal, dan diagonal). 
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 Bahan uji 

 Zona Hambat Antibakteri 

 Zona pertumbuhan bakteri uji 

 Cara mengukur zona hambat bakteri 

Keterangan: 

Pengukuran 1 (mm) = (Jarak titik A-B) – (Jarak titik a-b) 

Pengukuran 2 (mm) = (Jarak titik C-D) – (Jarak titik c-d) 

Pengukuran 3 (mm)  = (Jarak titik E-F) – (Jarak titik e-f)  

Rumus pengukuran diameter zona hambat (mm): 

 

 

 

3.5 Analisis Data 

Data yang telah didapat dari hasil penelitian dianalisis secara deskriptif 

dengan melihat hasil zona hambat yang terbentuk dari uji aktivitas antibakteri 

yang dihasilkan oleh bakteri Lactobacillus sp. terhadap  Bacillus sp. dan 

E.coli. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pengukuran 1 + 2 + 3

3
 

 

Gambar 5.  Diagram Pengkuran Zona Hambat (Sumber: Mozartha dkk., 2019). 
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3.6 Diagram Alir 
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V. SIMPULAN DAN SARAN 

5.1. Simpulan 

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan dapat diambil simpulan 

sebagai berikut: 

1. Dari seleksi bakteri Lactobacillus sp. asal vermikompos berdasarkan uji 

pH dan suhu koloni LB51 lebih dominan untuk tumbuh.  

2. Pada uji antibakteri dari senyawa antibakteri Lactobacillus sp. yang 

bersifat asam atau tanpa penetralan dalam menghambat pertumbuhan 

bakteri uji yaitu pada koloni LB37 dan koloni LB51.  
 

5.2.  Saran 

1. Adanya penelitian lebih lanjut mengenai jenis spesifik pada spesies 

Lactobacillus sp. pada penelitian ini.  

2. Perlu melakukan uji antibakteri pada lima koloni Lactobacillus sp. asal 

vermikompos terhadap bakteri patogen lain. 
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