METAMORFOSA: Journal of Biological Sciences 13(2): 102 — 115 (September 2026) e S I N TA
DOI: 10.24843/metamorfosa.2026.v13.i02.p1 L

JURNAL METAMORFOSA

Journal of Biological Sciences
elSSN: 2655-8122
https://ejournal3.unud.ac.id/index.php/metamorfosa/

Potensi Bakteri Bacillus sp. dari Rhizosfer Rumput Paitan di Kawasan Hutan De Djawatan
Banyuwangi dalam Menghambat Bakteri Patogen Staphylococcus aureus

The Potential of Bacillus Sp. From Rhizosphere of Paitan Grass in De Djawatan Banyuwangi
Forest Area in Inhibiting Pathogenic Bacteria Staphylococcus aureus

I Putu Krisna Wijaya '*, Retno Kawuri ?, | Made Sara Wijana 3, Dinda Nur Malik Insani*

123pProgram Studi Biologi, Fakultas Matematika dan IImu Pengetahuan Alam, Universitas Udayana, Bali
*Email: putukrisnal6ll@gmail.com

INTISARI

Staphylococcus aureus merupakan mikrobiota normal yang dapat menjadi patogen resisten antibiotik.
Mengatasi resistensi antibiotik oleh S. aureus perlu ditanggulangi dengan menemukan isolat bakteri
antagonis penghasil antibiotik. Bakteri Bacillus sp. biasanya ditemukan di rhizosfer tanaman serta mampu
menghambat pertumbuhan bakteri patogen, Keberadaan Bacillus sp. pada rhizosfer rumput paitan serta
potensinya dalam menghambat pertumbuhan Staphylococcus aureus masih belum terungkap. Penelitian ini
bertujuan untuk menemukan isolat Bacillus sp. pada rhizosfer rumput paitan dan mengetahui potensi
Bacillus sp. dalam menghambat patogen S. aureus. Pengambilan sampel pada penelitian dilakukan di hutan
Djawatan Banyuwangi. Plating method dengan teknik pour plate merupakan metode yang digunakan pada
penelitian ini, serta uji daya hambat dengan metode dual culture. Hasil menunjukkan ditemukannya 12
isolat Bacillus sp. dari 5 titik lokasi yang diidentifikasi berdasarkan buku Bergey's Manual. Daya hambat
terbaik dihasilkan oleh isolat Bacillus sp.2 dengan diameter zona hambat sebesar 11,92 mm. Berdasarkan
hasil penelitian, Bacillus sp. memiliki potensi sebagai agen antagonis untuk menghambat S. aureus.

Kata kunci: potensi, daya hambat, resistensi, antibiotik

ABSTRACT

The problem that arises today, namely the existence of bacteria that are resistant to antibiotics, one of
which is Staphylococcus aureus. Staphylococcus aureus is a normal microbiota bacterium, but can act as a
pathogenic bacterium and can cause common to broad-spectrum diseases. Antibiotic resistance by S.
aureus needs to be overcome by finding antibiotic-producing antagonistic bacterial isolates. Bacillus sp.
bacteria are known to be usually found in the rhizosphere of plants and can inhibit the growth of pathogenic
bacteria, but it is not yet known whether Bacillus sp. can be found in the rhizosphere of paitan grass and
whether it can inhibit S. aureus. This study aims to find Bacillus sp. isolates in the rhizosphere of paitan
grass and determine the potential of Bacillus sp. in inhibiting the pathogen S. aureus. Sampling in this study
was conducted in the forest of Djawatan Banyuwangi. Plating method with pour plate technique is the
method used in this research, and inhibition test with dual culture method. The results showed the discovery
of 12 isolates of Bacillus sp. from 5 location points identified based on Bergey's Manual. The best inhibition
was produced by Bacillus sp.2 isolates with an inhibition zone diameter of 11,92 mm. Based on the results
of the study, Bacillus sp. has the potential as an antagonistic agent to inhibit S. aureus.
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PENDAHULUAN

Hutan sebagai salah satu kekayaan alam Indonesia memiliki keanekaragaman yang melimpah baik
flora maupun fauna (Setiadi dkk., 2023). Hutan di Indonesia yang mempunyai keanekaragaman yang baik
salah satunya adalah hutan De Djawatan, Banyuwangi. Hutan De Djawatan juga termasuk hutan yang
memiliki kondisi tanah yang subur dan sistem drainase yang baik (Rosyidah dkk., 2024). Keanekaragaman
yang baik serta kondisi tanah yang subur membuat hutan menjadi habitat potensial bagi kehidupan
mikroorganisme.

Mikroorganisme tanah, khususnya bakteri merupakan salah satu bagian penting dalam ekosistem
daratan. Menurut Yunus dkk. (2017), mikroorganisme tanah memiliki banyak fungsi dalam ekosistem.
Rhizosfer atau wilayah perakaran pada tanaman merupakan habitat yang kaya akan nutrisi dan
mikroorganisme tanah ini (Sari, 2015). Rhizosfer dari rumput Axonopus compressus menjadi salah satu
tanaman yang dapat ditemukannya keberadaan dari mikroorganisme tanah ini. Salah satu contoh
mikroorganisme tanah yang sering dijumpai pada rhizosfer perakaran tanaman A. compressus adalah
Bacillus sp. Salah satu penelitian dari Sa’adah (2023), menyebutkan bahwa jenis bakteri Bacillus sp.
tergolong dalam bakteri Gram positif dengan bentuk batang yang memiliki kemampuan menghasilkan
senyawa antimikroba yang terdiri dari basitrasin, basilin, dan basilomisin.

Permasalahan yang timbul saat ini, yaitu adanya beberapa bakteri patogen Gram positif yang resistensi
terhadap beberapa jenis antibiotik. Staphylococcus aureus merupakan salah satu bakteri patogen jenis
Gram positif yang sering dijumpai. Jenis bakteri S. aureus termasuk dalam kategori Gram positif, dengan
morfologi bulat dan diameter yang berkisar antara 0,7 sampai 1,2 um. Bakteri ini umumnya ditemukan
dalam susunan kelompok yang tidak beraturan, menyerupai bentuk buah anggur, tidak sporogenik, dapat
beradaptasi pada kondisi aerob dan anaerob, serta tidak memiliki kemampuan untuk bergerak. Suhu
optimum untuk pertumbuhannya adalah 37°C (Rianti dkk., 2022). S. aureus selain berperan sebagai flora
normal juga dapat sebagai patogen penyebab meningkatnya jumlah penyakit dan kematian (Rahman dkk.,
2018).

Salah satu tantangan dalam pengobatan infeksi oleh S. aureus adalah adanya Methicillin Resistant S.
aureus (MRSA) vyaitu resistensi S. aureus terhadap antibiotik (Rianti dkk., 2022). S. aureus dapat
menimbulkan penyakit infeksi biasa sampai dengan penyakit yang berspektrum luas (Mardiah, 2017).
Berdasarkan penelitian dari Aziz dkk. (2022), S. aureus resisten terhadap beberapa antibiotik, antara lain
cefixim, ampisilin, dan oksitetrasiklin. Resistensi beberapa antibiotik oleh S. aureus ini perlu ditanggulangi
dengan cara menemukan isolat bakteri antagonis penghasil antibiotik. Salah satu bakteri yang dapat sebagai
agen antagonis adalah Bacillus sp. Berdasarkan penelitian dari Flori dkk. (2020), didapatkan hasil bahwa
bakteri Bacillus sp. dapat menghambat Fusarium sp. Berdasarkan permasalahan di atas terkait resistensi
beberapa antibiotik oleh S. aureus, maka perlu dilakukan eksplorasi dan penelitian untuk mencari Bacillus
sp. sebagai agen antagonis penghasil antibiotik lain.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Program Studi Biologi Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Udayana. Penelitian dimulai pada bulan November
hingga Januari 2025.

Pengambilan Sampel Tanah

Pengambilan sampel tanah dilakukan pada lima titik lokasi yang berbeda, dimana pada tiap lokasi
terdapat tiga titik pengambilan sampel, yaitu Lokasi | (L.I.A, L.I.B. L.I.C), Lokasi Il (L.Il.A, L.IL.B,
L.11.C), Lokasi Il (L.INL.A, L.I11.B, L.1I1.C), Lokasi IV (L.IV.A, L.IV.B, L.IV.C), dan Lokasi V (L.V.A,
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L.V.B, L.V.C) yang semuanya diambil pada wilayah rumput paitan. Sampel tanah yang diambil merupakan
bagian permukaan tanah dan bagian potongan akar rumput atau rhizosfer rumput di dalamnya. Sampel
tanah rhizosfer rumput paitan diambil pada kedalaman tanah 15-20 cm sebanyak 100 g dan dimasukkan ke
dalam plastik klip. Sampel disimpan pada tas plastik dan dimasukkan ke dalam kotak kardus dengan suhu
ruang 28°C hingga nanti sampai di Laboratorium. Titik-titik pengambilan sampel rhizosfer tanah yang
dilakukan di Hutan De Djawatan Banyuwangi berdasarkan titik koordinat seperti pada Tabel 1, serta peta

lokasi pengambilan sampel dapat dilihat pada Gambar 1.

Tabel 1. Titik koordinat lokasi pengambilan sampel tanah di Hutan De Djawatan

PETA LOKASI
PENELITIAN

LEGENDA
okas

Gambar 1. Peta Pengambilan Sampel Tanah

Nama Lokasi Pengzlrglt;i:;%kg:mpel Titik Koordinat

L.LA 8°25'58"S 114°13'35"E

Lokasi 1 L.I.B 8°25'59"S 114°13'36"E
L.I.C 8°25'59"S 114°13'34"E

L.ILA 8°25'54"S 114°13'40"E

Lokasi 2 L.1Il.B 8°25'55"S 114°13'41"E
L.II.C 8°25'55"S 114°13'39"E

L.ILA 8°25'49"S 114°13'32"E

Lokasi 3 L.1I.B 8°25'50"S 114°13'33"E
L.I1.C 8°25'50"S 114°13'31"E

L.IV.A 8°25'54"S 114°13'34"E

Lokasi 4 L.IV.B 8°25'55"S 114°13'35"E
L.IV.C 8°25'55"S 114°13'33"E

L.V.A 8°25'52"S 114°13'28"E

Lokasi 5 L.V.B 8°25'62"S 114°13'29"E
LV.C 8°25'52"S 114°13'26"E
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Isolasi Sampel Tanah

Sampel dari masing-masing lokasi dikomposit menjadi satu pada tiap lokasinya. Proses untuk
melakukan isolasi bakteri Bacillus sp. dapat dilakukan dengan menimbang 10 g sampel tanah beserta
rhizosfer, langkah berikutnya dapat memasukkan sampel tanah ke dalam 90 mL aquadest steril sehingga
didapat tingkat pengenceran 101, Tabung reaksi berisi 9 mL aquadest steril lainnya dimasukkan sebanyak
1 mL hasil pengenceran 10 sehingga diperoleh suspensi pengenceran 102, Metode yang sama juga
dilakukan pada tabung reaksi berikutnya sehingga didapatkan faktor pengenceran 10-3. Pengenceran 102
dan 10 yang telah dihasilkan dilakukan proses pemanasan dengan oven selama 20 menit pada suhu 80°C.
Tahap selanjutnya suspensi pengenceran 102 dan 102 ditanam pada media Yeast Extract Malt Agar
(YEMA) dengan metode pour plate serta diinkubasi secara terbalik selama 24 jam pada suhu 37°C. Isolat
bakteri yang diduga Bacillus sp. yang tumbuh pada media YEMA, kemudian dilakukan streak for a single
colony.

Identifikasi Koloni Bakteri Bacillus sp.

Identifikasi dilakukan pada koloni bakteri Bacillus sp. secara makroskopis, mikroskopis, pewarnaan
Gram, dan uji katalase. Pengamatan secara langsung dapat dilakukan sebagai identifikasi secara
makroskopis koloni dengan memperhatikan bentuk, warna, ukuran, bentuk permukaan, dan pinggiran
koloni. (Leboffe, 2012). Pengamatan secara mikroskopis dapat dilakukan dengan pewarnaan Gram dan uji
katalase.

Peremajaan dan Reidentifikasi Bakteri Staphylococcus aureus

Isolat bakteri S. aureus yang dipergunakan dalam proses penelitian ini diperoleh dari stok kultur
Laboratorium Mikrobiologi, Program Studi Biologi, Universitas Udayana. Bakteri dibiakkan kembali pada
media MSA atau Mannitol Salt Agar dan diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam. Konfirmasi S. aureus
dapat dilihat dari koloni yang berwarna kuning pada media MSA dan konfirmasi lebih lanjut dilakukan
dengan melakukan pewarnaan Gram dan uji katalase, serta untuk menduga kepadatan sel dilakukan dengan
membandingkan dengan larutan standar Mc Farland (1 x 107- 1 x 108 sel/mL).

Uji Daya Hambat Bacillus sp. terhadap Staphylococcus aureus

Uji daya hambat Bacillus sp. terhadap S. aureus menggunakan metode dual culture. Bakteri S. aureus
ditumbuhkan di atas media NA (Nutrient Agar) dengan metode swab dan didiamkan selama 10-15 menit,
kemudian digunakan alat pelubang cork borer untuk membuat sumur difusi dengan diameter 5 mm. Isolat
Bacillus sp. yang telah dibiakkan pada media Nutrient Broth dipipet sebanyak 20 pL dan dimasukkan pada
sumur difusi, lalu diinkubasi dengan suhu 37 °C selama 24 jam. Kontrol positif yang dipakai adalah
antibiotik Ciprofloxacin konsentrasi 1%. Antibiotik yang telah larut dimasukkan ke dalam sumur difusi
sebanyak 20 pL. Setelah proses inkubasi, zona bening yang dihasilkan di sekitar isolat Bacillus sp. dan
kontrol positif diamati dan diukur kemudian dibandingkan. Setiap perlakuan pada uji daya antibakteri
dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali.

Pengolahan Data

Data kuantitatif yang didapat dari pengujian daya hambat isolat Bacillus sp. dari rhizosfer rumput
paitan terhadap S. aureus dengan metode dual culture dianalisis dengan Analysis of Variance (ANOVA)
dengan software SPSS for windows version 30.0 tahun 2025. Uji Duncan dapat dilakukan sebagai uji
lanjutan apabila terdapat sebuah perbedaan dari setiap perlakuan.
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HASIL
Jumlah Isolat Bacillus sp. yang Ditemukan
Tabel 2. dapat dilihat sebagai data jumlah isolat Bacillus sp. yang ditemukan pada 5 titik lokasi berjumlah
12 isolat dengan karakteristik morfologi koloni yang berbeda-beda.
Tabel 2. Jumlah Bacillus sp. yang ditemukan pada Lokasi Pengambilan Sampel

No Lokasi Jumlah Isolat
1 Lokasi 1 3
2 Lokasi 2 4
3 Lokasi 3 2
4 Lokasi 4 2
5 Lokasi 5 1

Keterangan : Isolat yang ditemukan dari seluruh lokasi, yaitu lokasi | sampai V terdapat beberapa
isolat yang memiliki kesamaan, yaitu Bacillus sp.4 pada lokasi 11 memiliki kesamaan dengan Bacillus sp.8
pada lokasi I1l. Kemudian, Bacillus sp.7 pada lokasi 11 memiliki kesamaan dengan Bacillus sp.11 pada
lokasi IV.

Pengukuran pH Tanah, Ketinggian Lokasi, dan Suhu Lingkungan
Rata-rata pH tanah setiap lokasi pengambilan sampel dari lokasi 1 sampai dengan lokasi 5 dapat
dilihat pada Tabel 3. Lokasi I memiliki pH paling tinggi yaitu 6,9. Sementara itu, lokasi V mempunyai rata-
rata pH paling kecil jika dibandingkan dengan lokasi lain yakni 6,3.
Tabel 3. Hasil Pengukuran pH Tanah Lokasi Pengambilan Sampel

No Lokasi pH
1 I 6,9
2 1 6,7
3 i 6,5
4 v 6,5
5 \% 6,3

Pengukuran ketinggian (MDPL) setiap lokasi dilakukan menggunakan Google Earth dengan hasil
dapat dilihat pada Tabel 4. Titik lokasi dengan ketinggian tertinggi adalah Lokasi V yakni 83 meter,
sedangkan ketinggian terendah yaitu Lokasi Il sebesar 76 meter.

Tabel 4. Hasil Pengukuran Ketinggian Tanah Lokasi Pengambilan Sampel

No Lokasi Ketinggian (MDPL)
1 I 79
2 I 76
3 i 80
4 v 77
5 \Y/ 83
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Suhu setiap lokasi diukur menggunakan aplikasi AccuWeather dengan hasil dapat dilihat pada Tabel
5. Titik lokasi dengan suhu tertinggi adalah Lokasi V yakni 31°C, sedangkan suhu terendah yaitu Lokasi |
yaitu 28°C.
Tabel 5. Hasil Pengukuran Suhu Lingkungan Lokasi Pengambilan Sampel

No Lokasi Suhu (°C)
1 | 28
2 I 29
3 i 29
4 v 30
5 \% 31

Identifikasi Isolat Bacillus sp.

Pewarnaan Gram dan uji katalase 12 isolat Bacillus sp. yang ditemukan dari 5 titik lokasi di Hutan
Djawatan Banyuwangi dapat dilihat pada Tabel 6. Bakteri dengan hasil pewarnaan Gram positif dan uji
katalase positif menunjukkan sel secara mikroskopik berwarna ungu merupakan isolat Bacillus sp. Hasil
positif uji katalase dan pewarnaan Gram dapat dilihat pada Gambar 2. Tabel 7. dapat dilihat sebagai hasil
identifikasi karakteristik makroskopis dan mikroskopis Bacillus sp. yang ditemukan dari setiap lokasi, serta
Tabel 8. merupakan hasil pengamatan secara makroskopis dan mikroskopis Bacillus sp. yang ditemukan.

Tabel 6. Hasil Pewarnaan Gram dan Uji Katalase Isolat Bacillus sp.

Pewarnaan

No Spesies Lokasi Gram Uji Katalase
1 Bacillus sp. 1 I G+ +
2 Bacillus sp. 2 I G+ +
3 Bacillus sp. 3 I G+ +
4 Bacillus sp. 4 I G+ +
5 Bacillus sp. 5 ] G+ +
6 Bacillus sp. 6 ] G+ +
7 Bacillus sp. 7 I G+ +
8 Bacillus sp. 8 I G+ +
9 Bacillus sp. 9 i G+ +
10 Bacillus sp. 10 v G+ +
11 Bacillus sp. 11 v G+ +
12 Bacillus sp. 12 \ G+ +
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Gambar 2. Bacillus sp. dengan perbesaran 1000x: (A) Hasil Pewarnaan Gram; (B) Uji Katalase

Tabel 7. Hasil ldentifikasi Karakter Makroskopik dan Mikroskopik Isolat Bacillus sp. yang ditemukan
pada 5 titik lokasi.

Spesies Bacillus sp.
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
I. Karakter Makroskopis
a. Warna koloni

Karakter Isolat

Putih

b. Permukaan koloni

Rata
Tidak beraturan

c. Pinggiran koloni

Rata
Berserabut
Bergelombang

;

d. Bentuk koloni

Bulat
Tidak beraturan
Berbentuk rhizoid

Il. Karakter Mikroskopis
a. Bentuk ujung sel

Membulat

Flat (datar)

Keterangan : Warna hitam menunjukkan karakter yang sesuai dengan spesies Bacillus, serta penentuan karakter
makroskopis dan mikroskopis, mengikuti sebagian besar ciri-ciri dari Logan and De Vos (2009).

108



METAMORFOSA: Journal of Biological Sciences 13(2): 102 — 115 (September 2026) elSSN: 2655-8122

Tabel 8. Gambar Makroskopik dan Mikroskopik Bacillus sp. yang ditemukan dari Setiap Lokasi

Gambar
Mikroskopis

No Spesies Gambar Makroskopis

1 Bacillus sp. 1

2 Bacillus sp. 2

3 Bacillus sp. 3

4 Bacillus sp. 4

5 Bacillus sp. 5

6 Bacillus sp. 6
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Gambar

No Spesies Gambar Makroskopis Mikroskopis

7 Bacillus sp. 7

8 Bacillus sp. 8

9 Bacillus sp. 9

10 Bacillus sp. 10

11 Bacillus sp. 11

12 Bacillus sp. 12

Reidentifikasi Staphylococcus aureus
Berdasarkan identifikasi secara mikroskopik didapatkan hasil bakteri S. aureus memiliki ciri-ciri
bakteri berbentuk seperti buah anggur (bulat tidak teratur) dan berwarna ungu yang bersifat Gram positif.
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Sementara itu, hasil uji katalase menggunakan Hidrogen Peroksida (H202) diperoleh hasil positif. Gambar
3 merupakan hasil pewarnaan Gram dan uji katalase.

)//i(()‘)

S Fona
m&m

Gambar 3. Staphylococcus aureus dengan perbesaran 1000x : (A) Hasil Pewarnaan Gram; (B) Uji
Katalase

Uji Daya Hambat Bacillus sp. terhadap Staphylococcus aureus
Uji daya hambat Bacillus sp. yang ditemukan dari 5 titik lokasi untuk hasilnya dapat dilihat pada
Tabel 9. Isolat dengan daya hambat paling tinggi adalah Bacillus sp.2 (11,92 mm), sedangkan yang
memiliki daya hambat paling kecil yaitu Bacillus sp.1 (7,25 mm) serta spesies yang tidak memiliki daya
hambat yakni Bacillus sp.5, Bacillus sp.6, Bacillus sp.8, Bacillus sp.9, Bacillus sp.10, Bacillus sp.11, dan
Bacillus sp.12. Gambar uji daya hambat Bacillus sp.2 dan Bacillus sp.6 dapat dilihat pada Gambar 4.
Tabel 9. Hasil Uji Daya Hambat Bacillus sp. terhadap Staphylococcus aureus

Kategori Daya Hambat

No. Spesies Lokasi Rata-rata (mm) (Davis and Stout, 1971)
1 Bacillus sp.1 Lokasi 1 7,25+7,79° Sedang
2 Bacillus sp.2 Lokasi 1 11,92+4,05P Kuat
3 Bacillus sp.3 Lokasi 1 7,50+4,56° Sedang
4 Bacillus sp.4 Lokasi 2 10,00+4,55P Sedang
5 Bacillus sp.5 Lokasi 2 0,00£0,002 -

6 Bacillus sp.6 Lokasi 2 0,00£0,002 -
7 Bacillus sp.7 Lokasi 2 10,00+4,92° Sedang
8 Bacillus sp.8 Lokasi 3 0,000,002 -
9 Bacillus sp.9 Lokasi 3 0,000,002 -
10 Bacillus sp.10 Lokasi 4 0,00£0,002 -
11 Bacillus sp.11 Lokasi 4 0,00£0,002 -
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Kategori Daya Hambat

No. Spesies Lokasi Rata-rata (mm) (Davis and Stout, 1971)
12 Bacillus sp.12 Lokasi 5 0,00£0,002 -
13 Ciprofloxacin 1% KTL (+) 25,58+0,95° Sangat kuat

Keterangan : Perlakuan dengan huruf yang sama menunjukkan data tidak berbeda nyata, sebaliknya perlakuan
dengan huruf yang berbeda menunjukkan data berbeda nyata o 5 dengan rata-rata 3 kali ulangan

Gambar 4. (A) Bacillus sp.2 dan (B) Bacillus sp.6
PEMBAHASAN

Isolat Bacillus sp. ditemukan pada rhizosfer rumput paitan (A. compressus) pada kedalaman tanah 15-
20 cm. Hal ini dikarenakan Bacillus sp. tergolong bakteri PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria)
atau bakteri yang mengkolonisasi daerah perakaran tanaman (rhizosfer) dan dapat sebagai agen antagonis
(Sulistyoningtyas dkk., 2017). Penelitian terkait potensi Bacillus sp. yang ditemukan pada rhizosfer
tanaman sebagai agen antagonis juga pernah dilakukan oleh Cahya dkk., (2022) dengan total temuan 6
isolat Bacillus sp. Bakteri Bacillus sp. dalam pertumbuhannya sangat dipengaruhi oleh ketinggian tanah,
pH, dan suhu. Bacillus sp. memiliki suhu optimal dalam pertumbuhannya yaitu berkisar pada 30-37°C
(Hadimani and Kulkarni, 2017). Faktor lingkungan berikutnya yang mempengaruhi pertumbuhan bakteri
adalah pH. Lokasi pengambilan sampel memiliki rentang pH yaitu 6,3-6,9. pH optimum untuk
pertumbuhan bakteri Bacillus sp. antara pH 6 - 8, sedangkan pH minimumnya pada pH 4,3 (Fitria dan
Zulaika, 2018). Pengukuran ketinggian lokasi pengambilan sampel pada penelitian ini menunjukkan bahwa
rata-rata ketinggian lokasi pengambilan sampel berkisar pada 76-83 meter. Ketinggian tanah merupakan
salah satu faktor yang mempengaruhi keberadaan mikroba tanah. Hal ini dikarenakan, ketinggian tanah
akan mempengaruhi sifat-sifat tanah seperti: kandungan TN (total nitrogen), TOC (total organic carbon),
kadar air, C/N (perbandingan massa carbon dan nitrogen), urease yang akan menurun dengan
bertambahnya ketinggian tanah (Tang et al., 2020).

Pewarnaan Gram dan uji katalase dapat dilakukan sebagai uji konfirmasi isolat yang diduga bakteri
Bacillus sp. Pewarnaan Gram dilakukan untuk mengamati morfologi sel bakteri di bawah mikroskop, serta
untuk mengetahui jenis Gram positif atau negatif pada bakteri (Nurhidayati dkk., 2015). Hasil identifikasi
isolat diduga bakteri Bacillus sp. secara mikroskopis di bawah mikroskop dengan perbesaran 1000x
menunjukkan koloni bakteri berbentuk batang (basil) baik bentuk batang pendek hingga batang tunggal
dan bersifat Gram positif (Karunia dkk., 2021). Hasil uji katalase menunjukkan bakteri Bacillus sp. mampu
menghasilkan gelembung setelah diteteskan pereaksi hidrogen peroksida, sehingga bakteri bersifat katalase
positif. Bakteri positif katalase dikarenakan bakteri ini mempunyai enzim katalase yang mampu memecah
hidrogen peroksida sehingga terbentuk gelembung (Karimela dkk., 2018).
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Penelitian ini melakukan identifikasi bakteri Bacillus sp. secara makroskopis dan mikroskopis. Isolat
Bacillus sp. yang ditemukan pada penelitian ini memiliki koloni berwarna putih. Hasil ini sesuai dengan
penelitian dari Handayani dkk. (2023), dimana koloni makroskopis bakteri Bacillus sp. memiliki warna
putih atau krem dengan bentuk koloni circular (bulat), filamenthous (berbenang), curled (melengkung),
dan amoboid. Karakter mikroskopis isolat Bacillus sp. pada penelitian ini diamati menggunakan mikroskop
dengan perbesaran 1000x. Secara mikroskopis bakteri Bacillus sp. memiliki bentuk batang (basil). Hasil
ini sesuai dengan penelitian dari Karunia dkk. (2021), bahwa koloni Bacillus sp. secara mikroskopis
berbentuk batang (basil) baik bentuk batang pendek hingga batang tunggal dan bersifat Gram positif.

Hasil pengujian daya hambat bakteri Bacillus sp. terhadap S. aureus mendapatkan hasil nilai yang
beragam. Hasil penelitian ini sesuai dengan Putra dkk. (2017), menyatakan bahwa ada spesies dari Bacillus
seperti B. subtilis, B. firmus, B. brevis, dan B. licheniformis memiliki kemampuan antibakteri terhadap S.
aureus. Diameter zona hambat yang dihasilkan pada penelitian ini dapat dikategorikan dalam beberapa
kelompok. Kategori daya hambat ini menurut Davis and Stout (1971), kekuatan aktivitas daya hambat
terdiri atas empat kategori, yaitu kategori lemah dengan diameter (<6 mm), kategori sedang (6-10 mm),
kategori kuat (11-20 mm), dan kategori sangat kuat (>20 mm).

Perbedaan hasil uji daya hambat setiap isolat dapat disebabkan oleh jenis media yang digunakan saat
pengujian kurang bisa memberikan nutrisi secara maksimal pada Bacillus sp. Hal ini akan menyebabkan
produksi metabolit sekunder juga menjadi tidak maksimal. Menurut Kabir et al. (2017), beberapa media
untuk pertumbuhan Bacillus sp. yaitu mannitol egg yolk polymyxin (MYP) dan polymyxin egg yolk
mannitol bromothymol blue agar (PEMBA). Media lainnya yang dapat ditumbuhi oleh Bacillus sp. adalah
media umum Nutrient Agar (NA) dan Nutrient Broth (NB) (Napitupulu dkk., 2019). Perbedaan hasil daya
hambat juga dipengaruhi oleh metabolit sekunder yang dimiliki oleh tiap isolat. Metabolit sekunder
merupakan senyawa organik yang dihasilkan organisme, salah satunya bakteri yang tidak memiliki fungsi
esensial. Antibiotik merupakan salah satu dari metabolit sekunder yang dihasilkan oleh Bacillus sp.
Beberapa jenis antibiotik yang dapat dihasilkan oleh Bacillus sp. antara lain: Tyrothricin, Tyrocidine,
Gramicidine, Bacitracine, Polymyxine, dan Viomycin (Nurmiati dkk., 2024). Variasi metabolit sekunder
ini salah satu faktor perbedaan daya hambat yang dihasilkan setiap spesies Bacillus sp. pada penelitian ini
(Harir et al., 2018). Oleh karena itu, kemampuan Bacillus sp. sebagai antimikroba dalam menghambat
mikroorganisme akan berkaitan dengan siklus pertumbuhan sel yang dilalui dalam menghasilkan senyawa
metabolit sekunder (Yulianti dkk., 2024). Penelitian ini kontrol positif menggunakan antibiotik
Ciprofloxacin 1%. Hal ini karena Ciprofloxacin merupakan sebuah antibiotik spektrum luas yang tergolong
fluorokuinolon paling umum yang bekerja dengan mengganggu aktivitas DNA girase (Faidiban dkk.,
2020).

KESIMPULAN
1. Ditemukan 12 isolat bakteri Bacillus sp. pada rhizosfer rumput paitan dari 5 titik lokasi yang
berbeda di kawasan hutan De Djawatan Banyuwangi.
2. Bacillus sp.2 memiliki daya hambat paling tinggi yaitu sebesar 11,92 mm dengan kategori kuat.
Bacillus sp.1 memiliki daya hambat paling kecil yaitu sebesar 7,25 mm dengan kategori sedang,
serta Bacillus sp.5, 6, 8, 9, 10, 11, dan 12 tidak memiliki daya hambat.
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