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RINGKASAN 

 

 

 

 

 

Penyakit utama padi yang dapat menurunkan hasil mencapai lebih dari 60% 

adalah hawar daun bakteri oleh Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo), dan hawar pelepah 

oleh Rhizoctonia solani. Bacillus subtilis isolat rizosfer kentang telah diformulasi cair dan 

mikroenkapsulan sebagai pengendali penyakit antraknosa dan layu bakteri pada 

solanaceae, belum pada padi. Tujuan penelitian ini adalah 1). Seleksi B.subtilis isolat 

kentang untuk membuat formula nanopartikel biopestisida berbasis B.subtilis, 2) menguji 

efektivitas nanopartikel B. subtilis sebagai antibakteri dan antijamur patogen padi, 3) 

mengaplikasikan pada tanaman padi untuk mengendalikan penyakit hawar daun bakteri 

dan hawar pelepah, 4) mengevaluasi aplikasi biopestisida formula nanopartikel. Penelitian 

dilakukan secara eksperimental selama 2 tahun. Tahun pertama pembuatan formula 

biopestisida dengan teknologi nanopartikel dan menguji efektivitasnya terhadap bakteri 

dan jamur patogen padi. Efektivitas nanopartikel B. subtilis sebagai antibakteri dan 

antijamur patogen padi dilakukan secara in vitro dengan rancangan acak lengkap. 

Variabel yang diamati adalah terbentuknya zona terang. Tahun ke dua menguji aplikasi 

biopestisida formula nanopartikel pada padi untuk mengendalikan penyakit hawar daun 

bakteri dan hawar pelepah, serta mengevaluasi aplikasi biopestisida formula nanopartikel 

terhadap pertumbuhan, hasil dan ketahanan tanaman padi. Hasil penelitian tahun pertama 

diawali dari seleksi lima isolat B. subtilis rizosfer kentang yang mampu menghambat 

kedua patogen padi (bakteri Xoo dan jamur R. solani) untuk dibuat formula nanopartikel. 

Variabel yang diamati zona hambatan dan mekanisme penghambatan.  Berdasarkan hasil 

pengujian lima isolat B. subtilis yang mampu mengendalikan pertumbuhan Xoo dan R. 

solani adalah B211, B298 dan B315. Isolat B. subtilis B315 menunjukkan zona terluas 

dalam menekan pertumbuhan Xoo dengan zona hambat sebesar 10 mm, dan mekanisme 

bakteriostatik. Isolat B. subtilis B315 mampu menekan pertumbuhan R. solani sebesar 

83,3% dan mekanisme terjadi malformasi morfologi hifa R. solani. 

 

Kata kunci: antimikroba, Bacillus subtilis, formula, nanopartikel, padi 
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I.  PENDAHULUAN 

 

 

Bacillus subtilis merupakan bakteri bukan patogen tanaman, berperan dalam 

pengendalian penyakit tanaman, peningkatan pertumbuhan dan hasil tanaman. 

Menurut Choudhary dan Johri (2009)  Bacillus sp. juga berperan sebagai penginduksi 

ketahanan tanaman terhadap patogen.   Bacillus sp. sebagai agens pengendali hayati 

patogen tanaman mempunyai prospek pengembangan yang baik karena tahan kondisi 

ekstrem, mudah diperbanyak, tumbuh cepat pada medium cair dan mempunyai 

endospora spora yang menyebabkan tahan terhadap kondisi lingkungan yang ekstrem 

(Kim et al, 2003; Compant et al, 2005; Zivkovic et al, 2010). Bacillus sp. 

menunjukkan kemampuan menghasilkan siderofor, pelarut fosfat dan beberapa enzim 

hidrolitik seperti katalase, amilase dan kitinase (Prihatiningsih dan Djatmiko, 2016; 

Lestari et al, 2017; Prihatiningsih et al., 2017). 

Formulasi yang sudah diteliti dan keefektivan terhadap patogen tanaman 

adalah formula padat mikroenkapsulan sebagai pengendali penyakit antraknosa cabai 

oleh Colletotrichum gloeosporioides (Prihatiningsih et al., 2019) dan formula cair 

dari bakteri endofit Bacillus sp. terhadap penekanan penyakit hawar daun bakteri padi 

(Prihatiningsih et al., 2020a).  Pada era nanopartikel, menginspirasi  di bidang 

pertanian, formulasi pestisida atau biopestisida telah bergeser ke nanopartikel.  

Penggunaan nanoteknologi dalam pengelolaan pertanian yang berkelanjutan terbukti 

sangat menjanjikan (Singh et al., 2020).  

Oleh karena itu,   permasalahan yang diangkat dalam penelitian ini adalah 

bagaimana penyusunan formula nanopartikel biopestisida berbasis B. subtilis isolat 

rizosfer kentang sebagai antibakteri dan antijamur patogen pada tanaman padi, 

sehingga diharapkan dengan formula nanopartikel yang ramah lingkungan ini dapat 

mengendalikan penyakit hawar daun bakteri yang disebabkan oleh Xanthomonas 

oryzae pv. oryzae dan hawar pelepah padi oleh Rhizoctonia solani. Kedua penyakit 

ini merupakan pembatas produksi padi (Sudir, 2012; Nuryanto, 2017). B. subtilis 

yang digunakan dalam penelitian ini adalah yang diisolasi dari rizosfer kentang, dan 
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telah diuji pada tanaman famili solanaceae, mampu menekan penyakit layu bakteri, 

dan meningkatkan pertumbuhan tanaman, namun belum pada tanaman padi.  Oleh 

karena itu untuk meningkatkan pertumbuhan dan produktivitas padi dilakukan 

penelitian ini dengan pemanfaatan B. subtilis isolat rizosfer kentang sebagai bahan 

penyusun biopestisida nanopartikel. 

Temuan yang ditargetkan dari penelitian ini adalah mendapatkan formula 

nanopartikel biopestisida B. subtilis yang mampu sebagai antibakteri dan antijamur 

patogen padi, sehingga dapat mengendalikan perkembangan penyakit hawar daun 

bakteri dan hawar pelepah padi.  Berdasarkan temuan ini diharapkan dapat 

menghasilkan luaran berupa produk biopestisida B. subtilis dengan formula 

nanopartikel yang dipatenkan melalui Paten sederhana. Selain itu hasil pengujian 

terhadap tanaman padi di lahan untuk menekan perkembangan penyakit hawar daun 

bakteri dan hawar pelepah dapat ditulis menjadi artikel yang disubmit pada jurnal 

nasional terakreditasi maupun jurnal internasional.  Penyusunan buku TTG juga 

menjadi target dari luaran penelitian ini pada tahun ke dua.  

Roadmap penelitian selama 2 tahun ditunjukkan pada Gambar 1, dimulai 

dengan penelitian dan pengembangan, menghasilkan teknologi berupa biopestisida 

formula nanoteknologi dan luaran atau produk berupa biopestisida dengan nama 

“NANOBAS”, yang didaftarkan paten sederhana, sampai dengan prospeknya adalah 

pemasyaraktan biopestisida ini. 
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   Gambar 1. Roadmap penelitian selama 2 tahun 

 

Kontribusi hasil penelitian ini adalah untuk pengembangan ilmu pengetahuan 

dan teknologi yang dapat dimanfaatkan oleh mitra.  Mitra penelitian adalah Balai 

Penyuluhan Pertanian yang merupakan instansi yang memiliki beberapa tenaga 

penyuluh, sehingga dapat memanfaatkan teknologi hasil penelitian ini dan dapat 

terlibat dalam penelitian. Urgensi keterlibatan mitra adalah sesuai dengan kompetensi 

kinerjanya untuk dapat menularkan teknologi inovasi yang menguntungkan, ramah 

lingkungan  dan dapat mengurangi penggunaan pestisida kimia sintetik. 

Tabel 1. Rencana Target Capaian Tahunan RUU 

No Jenis Luaran Indikator Capaian 

TS TS+1 

1. Publikasi Ilmiah Internasional draf reviewed 

Nasional 

terakreditasi 

reviewed accepted 

2. Pemakalah dalam temu 

ilmiah 

Internasional Tidak ada dilaksanakan 

Nasional dilaksanakan  dilaksanakan 

3. Invited speaker dalam 

temu ilmiah 

Internasional Tidak ada Tidak ada 

Nasional Tidak ada Tidak ada 

4. Visiting lecturer Internasional Tidak ada Tidak ada 

5. Hak Kekayaan 

Intelektual 

Paten 

Sederhana 

terdaftar granted 

6. Buku Teknologi Tepat Guna Proses editing terbit 

7. Prototipe: Produk Biopestisida “Nanobas” Produk Penerapan 

8. Tingkat Kesiapan 

Teknologi (TKT) 
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Nanopartikel adalah teknologi nano atau nanopartikel merupakan teknik 

formulasi pestisida dengan teknologi nanopartikel disebut juga sebagai 

nanobiopestisida (Lade et al., 2019) telah dikembangkan sejak abad 19, namun baru 

diperhatikan kembali sejak 1959. Teknologi nano dalam bidang pengelolaan penyakit 

tumbuhan dapat dimanfaatkan untuk diagnosis penyakit dan deteksi patogen, evaluasi 

penekanan terhadap patogen, dan mereformulasi pestisida. Aplikasi dan efektivitas 

pengendalian penyakit tanaman dengan menggunakan nanobiopestisida adalah 

aplikasi pada tanah, benih atau daun untuk melindungi tanaman dari invasi patogen 
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(Alghuthaymi et al., 2015). Nanoteknologi mempunyai kelebihan sebagai pestisida 

karena dapat mengurangi toksisitas, memperbaiki shelf-life dan kelarutan pestisida 

yang kurang bisa larut dalam air, dan berpengaruh positif terhadap lingkungan 

(Worral et al., 2018).   
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

A. Bacillus sp. sebagai Antagonis Patogen Tanaman 

Bacillus sp. dikenal sebagai bakteri antagonis terhadap beberapa patogen 

tanaman baik jamur maupun bakteri.  Mekanisme penghambatan terhadap patogen 

dapat secara antibiosis, dan kompetisi baik ruang maupun nutrisi.  B. subtilis isolat 

rizosfer kentang B46, B209, B211, B298 dan B315 mampu menghasilkan sederofor 

tipe catecholat dan hydroxamat. Siderofor berfungsi sebagai pengkhelat besi (Fe3+), 

sehingga besi menjadi tidak tersedia bagi patogen, namun ikatan siderofor-besi 

menjadi tersedia bagi tanaman. Selain penghasil siderofor Bacillus sp. juga sebagai 

penghasil IAA (indole acetic acid) yang berfungsi sebagai pemacu pertumbuhan 

tanaman, demikian juga bakteri endofit Bacillus sp. (Prihatiningsih et al., 2017; 

2020a).  Perlakuan Bacillus sp. sebagai pemacu pertumbuhan tanaman dan 

pengendali penyakit adalah dalam bentuk cair dan formulasi mikroenkapsulan. B. 

subtilis  dalam formula cair dan mikroenkapsulan mampu bertahan sampai dengan 5 

minggu masih menunjukkan eksistensi dengan efektifitas yang cukup untuk 

meningkatkan pertumbuhan dan penekanan penyakit (Prihatiningsih et al., 2020b).    

Oleh karena itu perlu dibuat formula nanopartikel yang dapat meningkatkan shelf-life 

Bacillus sp., lebih stabil, lebih mudah larut dan tahan kondisi lingkungan.  

Nanoteknologi merupakan konsep yang dikembangkan di bidang pertanian 

untuk meningkatkan hormon tumbuhan, perkecambahan benih, pengelolaan air, 

transfer gen target, dan mengontrol pelepasan agrokemikal. Menurut Worrall et al., 

(2018) pemanfaatan nanopartikel untuk melindungi tanaman dengan dua mekanisme 

yaitu nanopartikel sebagai pelindung tanaman dan sebagai karier untuk keberadaan 

pestisida yang dapat diaplikasikan dengan cara disemprot, drenching atau soaking 

(perendaman benih) pada jaringan daun atau akar.  Nanopartikel sebagai karier 

mempunyai beberapa keuntungan seperti meningkatkan shelf-life, meningkatkan 

kelarutan dari pestisida yang kurang dapat larut, mengurangi toksisitas dan spesifik 
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terhadap organisme pengganggu tanaman, stabil dalam tekanan kondisi lingkungan 

(UV dan hujan), mengurangi jumlah toksisitas dan biaya pengendalian. 

 

B. Kitosan sebagai Bahan Pembawa Formula Nanopartikel 

B.subtilis-kitosan 

 

Berkenaan dengan tingginya risiko lingkungan akibat aplikasi pestisida, maka 

pemanfaatan agens hayati seperti biopestisida sebagai pengendali penyakit tanaman 

sangat direkomendasikan. Kitosan dan oligokitosan merupakan derivat kitin sebagai 

agens pengendali hayati yang baik, tidak bersifat toksik, biodegradable dan 

biocompatible. Kitosan melimpah keberadaannya merupakan polimer alami dengan 

dua pengaruh yaitu mengendalikan patogen dengan mencegah pertumbuhannya, 

sporulasinya, viabilitas spora, perkecambahan, memecah sel serta menginduksi 

ketahanan tanaman dan menghambat interaksi patogen-inang. Untuk mencapai 

pertanian berkelanjutan maka kitosan menjadi populer untuk dimanfaatkan sebagai 

pelindung tanaman. Pada bidang pertanian kitosan digunakan pula sebagai elisitor 

(penginduksi ketahanan tanaman), biofungisida dan memodifikasi interaksi mikroba-

tanaman (Hassan dan Chang, 2017). 

Kitosan merupakan senyawa derivat dari kitin yang memiliki linear 

polisakarida yang tersusun dari β-(1–4)-linked d-glucosamine dan N-acetyl-d-

glucosamine. Senyawa ini banyak terkandung dalam kulit udang. Dalam bentuk 

nanopartikel, kitosan memiliki aktivitas antibakteri dan adsorpsi yang lebih baik jika 

dibandingkan dalam bentuk biasa (Yudhasasmita dan Nugroho, 2017). Fungsi kitosan 

mampu menunjukkan aktivitas antimikroba maka perlu dibuat biopestisida 

nanopartikel dengan kombinasi B. subtilis-kitosan.  Kitosan mampu sebagai 

antijamur, yaitu mempengaruhi pertumbuhan miselium, sporulasi, morfologi dan 

molekular jamur.  Kitosan efektif menghambat pertumbuhan radial miselium, 

sporulasi, perkecambahan spora Fusarium spp., Rhizopus spp., Phytophthora spp., 

Botrytis spp. dan Alternaria spp. (Hassan dan Chang, 2017).  Meng et al. (2010) 

mendemonstrasikan penghambatan laju pertumbuhan miselium jamur yang 

tergantung pada konsentrasi kitosan dan derivatnya. Penghambatan pertumbuhan 

jamur meningkat dengan meningkatnya konsentrasi kitosan. Efek penghambatan 
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kitosan juga tergantung pada pelarut yang digunakan, terbaik adalah asam laktat 

dibanding dengan asam asetat.  Sama halnya dengan jamur, bakteripun sensitif 

terhadap kitosan.  Liu et al (2012) menyatakan bahwa kitosan dapat menekan 

penyakit busuk pelepah, damping-off, dan busuk akar oleh Rhizoctonia spp. Kitosan 

dapat melindungi tanaman terhadap penyakit karena bakteri. Efek antibakteri kitosan 

ditunjukkan terhadap bakteri patogen tanaman seperti Streptomyces scabies, 

Xanthomonas, Pseudomonas syringae, Agrobacterium tumefaciens, Erwinia 

(Beausejour et al, 2003; Li et al. 2008; Ferrante dan Scortichini, 2010; Rabea dan 

Steurbaut, 2010). Mekanisme kitosan terhadap bakteri patogen adalah bersifat 

baktersidal dan bakteriostatik.  Aplikasi penyiraman dengan kitosan secara nyata 

dapat mengurangi insidensi layu oleh Ralstonia solanacearum sebesar 72% ketika 

tomat ditumbuhkan di greenhouse, dan mampu memperbaiki pertumbuhan tanaman 

tomat (Hassan dan Chang, 2017). 

Fungsi kitosan dalam pembuatan biopestisida nanopartikel B. subtilis-kitosan 

adalah sebagai meningkatkan aktivitas bakteri B. subtilis, karena mampu 

meningkatkan biokompatibilitas dan afinitas pengikatan dengan muatan negatif.  

Kitosan akan mudah larut apabila kondisi asam misalnya dengan dengan asam asetat, 

asam laktat.  Salah satu bentuk pengembangan kitosan dengan melakukan 

memodifikasi ikatan silang antara kitosan dengan ion-ion yang sifatnya larut dalam 

air seperti fosfat, sulfat, sianat dll. Melalui metode ikatan silang baik secara 

intramolekul maupun intermolekul, ukuran partikel dapat dikontrol hingga super 

halus mencapai skala nano (Husniati dan Oktarina, 2014).  Qi et al (2004) 

melaporkan bahwa ukuran partikel kitosan pada skala nano mempunyai aktivitas 

antibakteri terhadap berbagai macam mikroorganisme. Berdasarkan hal tersebut, 

maka supernatan B. subtilis-kitosan diformulasi nanopartikel agar mampu 

meningkatkan aktivitas B. subtilis sebagai bakteri antagonis terhadap patogen 

tanaman. Cu-kitosan nanopartikel dapat menginduksi ketahanan tanaman terhadap 

penyakit misalnya pada tanaman jagung lebih tahan terhadap penyakit bercak daun 

curvularia disebabkan oleh Curvularia lunata, meningkatkan pertumbuhan tanaman 

pada kondisi lapang secara berkelanjutan. Cu-kitosan berpotensi menginduksi 
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ketahanan sistemik (SAR=systemic aquired resistance) untuk efektifitas pengendalian 

penyakit bercak daun curvularia (Choudhary et al. 2017). 

 

C. Nanopartikel Bacillus subtilis-kitosan  untuk mengendalikan 

Xanthomonas oryzae pv. oryzae dan Rhizoctonia solani 

 

Xanthomonas oryzae pv. oryzae merupakan bakteri penyebab penyakit hawar 

daun padi atau disebut juga kresek, dengan kerugian yang ditimbulkan bervariasi 2- 

74%, tergantung pada lokasi, musim, stadium pertumbuhan tanaman, dan kultivar 

(Rajarajeswari dan Muralidharan, 2006;  Wahyudi et al., 2011, Kala et al., 2015), 

Sudir et al (2012) menyatakan kehilangan hasil padi karena hawar daun bakteri 

mencapai 80%.  Patogen ini menyebabkan tipe gejala vaskular pada pembibitan atau 

fase vegetatif, sehingga disebut kresek dan berkembang sebagai hawar pada akhir 

fase pertumbuhan tanaman atau fase generatif. Bakteri golongan Xanthomonas 

dikenal sebagai patogen beberapa tanaman seperti kubis, bawang merah, dan kedelai 

dan tanaman obat  (Rajarajeswari dan Muralidharan, 2006; Sudir et al. 2012). 

Mekanisme B. subtilis secara koloni mengendalikan X.oryzae pv oryzae adalah 

bakteriostatis, diharapkan dengan formula nanopartikel mampu menngkatkan 

efektivitas pengendalian. 

Rhizoctonia solani penyebab penyakit hawar pelepah padi merupakan jamur 

yang mengganggu produksi padi. Selama 2 dekade ini penyakit hawar pelepah 

menjadi perhatian karena dengan intensifikasi sistem pertanaman padi melalui 

pengembangan pengolahan tanah tinggi, varietas yang berproduksi tinggi dan 

kepadatan populasi tanaman tinggi dengan penambahan pupuk nitrogen, 

menyebabkan penyakt hawar pelepah lebih berkembang cepat (Banniza et al., 1999).  

Faktor yang memacu penyebaran penyakit adalah mikroklimat yang menguntungkan, 

karena kepadatan kanopi daun, meningkatnya kontak daun ke daun juga daun ke 

pelepah (Savary et al., 1995). Teknologi pengendalian hawar pelepah dengan 

menerapkan beberapa komponen epidemik secara terpadu mempunyai peluang 

keberhasilan tinggi dalam menekan perkembangan penyakit (Nuryanto, 2017).  

Formula nanopartikel B. subtilis-kitosan diharapkan dapat meningkatkan efektivitas 
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pengendalian karena secara tunggal B. subtilis maupun kitosan mempunyai aktivitas 

antijamut. 

 

 

III. TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN 

 

 

Tujuan penelitian tahun pertama ini adalah 1). menyeleksi B. subtilis isolat 

rizosfer kentang sebagai pengendali X. oryzae pv. oryzae dan R. solani, 2) membuat 

formula nanopartikel biopestisida berbasis B.subtilis hasil seleksi, 3) menguji 

efektivitas nanopartikel B. subtilis sebagai antibakteri dan antijamur patogen padi in 

vitro, 4) mengevaluasi shelf-life B subtilis dalam formula nanopartikel. 

Manfaat penelitian adalah mendapatkan formula nano partikel B. subtilis-

kitosan yang mampu sebagai pengendali X. oryzae pv. oryzae dan R. solani, sehingga 

mampu memberi kontribusi dalam pengendalian penyakit hawar daun bakteri dan 

hawar pelepah padi yang ramah lingkungan. 
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III. METODE PENELITIAN 

 

 

Penelitian dilaksanakan secara bertahap dalam 2 (dua) tahun (2021-2022).  

Tahun pertama dilaksanakan di laboratorium Farmasi Fakultas Ilmu-ilmu Kesehatan, 

Laboratorium Riset UNSOED dan Laboratorium Perlindungan Tanaman Fakultas 

Pertanian UNSOED. Penelitian tahun ke dua dilaksanakan di tempat mitra Desa 

Linggasari Kecamatan Kembaran Kabupaten Banyumas. Bahan yang digunakan 

adalah bakteri antagonis B. subtilis B298 dan B315, kitosan, dapar asetat, TPP 

(Tripoliphosphate), medium YPGA (yeast extract pepton glucosa agar), YP (yeast 

extract pepton cair), NA (nutrient agar) dan PDA (potato dextrose agar). Alat yang 

digunakan adalah Cawan Petri, tabung reaksi, mikropipet, erlenmeyer, vacoal, kertas 

saring, jarum Ose, skalpel, aluminium foil, mikropipet, PSA (particle size analyzer). 

Spektrofotometer, TEM (Transmission Electron Microscope), alat tulis, kamera. 

Tahapan Penelitian dalam 2 tahun ditunjukkan dalam Gambar 2 
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                        Gambar 2. Tahapan penelitian selama dua tahun 

 

 

Penelitian tahun 1  

1. Penyiapan bakteri B. subtilis isolat rizosfer kentang 

B. subtilis B46, B209, B211, B298 dan B315 disiapkan dari biakan murni 

dengan cara direfresh ditumbuhkan kembali pada medium YPGA (yeast pepton 

glukosa agar), dilakukan screening penghambatan terhadan X. oryzae pv. oryzae dan 

R. solani in vitro untuk memilih isolat yang terbaik menekan kedua patogen dengan 

menggunakan koloni B. subtilis sebelum dibuat formula nanopartikel.  Metode yang 

digunakan dalam screening ini adalah dual culture (Ghosh, 2009; Maurya et al., 

2014). Perhitungan penghambatan bakteri antagonis terhadap bakteri patogen dengan 

mengukur zona hambatan= diameter zona-diameter koloni bakteri antagonis (mm). 

Penghambatan terhadap jamur patogen dihitung dengan rumus yang digunakan 

Maurya et al. (2014) sebagai berikut. 

Penghambatan (%), adalah  (I) = C-T/C ×100 dimana C: pertumbuhan miselium 

patogen pada kontrol, atau yang tumbuh berlawanan arah terhadap antagonis, T: 

pertumbuhan miselium patogen pada plate dual culture atau yang tumbuh mengarah 

antagonis. 

2. Pembuatan formula biopestisida nanopartikel 

a. Optimasi formulasi supernatant Bacillus subtilis dengan kitosan nanopartikel 

Pada penelitian ini supernatant B. subtilis akan dibuat menjadi nanopartikel 

dengan polimer kitosan menggunakan metode gelasi ionic (Sulistyo et al., 2017). 

Untuk mendapatkan nanopartikel yang optimum maka dibuat seri konsentrasi dari 

supernatant B. subtilis dan kitosan. Supernatant B. subtilis dengan kepadatan populasi 

109 cfu/mL sebanyak 0,5 mL dimasukkan ke dalam tabung Eppendorf kemudian 
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ditambahkan 0,5 mL larutan kitosan dalam larutan dapar asetat pH 5,0. Setelah 

penambahan larutan kitosan, campuran dihomogenkan dengan vortex selama 20 

detik. Ke dalam campuran homogen tersebut ditambahkan 5 µL larutan TPP 0,03% 

dan segera dihomogenkan kembali dengan vortex selama 20 detik. Dispersi 

nanopartikel diamati jumlah supernatant B. subtilis yang tidak larut untuk 

menentukan campuran optimum yang akan digunakan untuk pengerjaan selanjutnya. 

Rencana komponen optimasi formulasi ko-polimer supernatant B. subtilis dengan 

kitosan dapat dilihat pada Tabel 1. 

Tabel 1. Optimasi formulasi ko-polimer supernatant B. subtilis dengan kitosan 

 

              Supernatant B. subtilis  

Kitosan 0,01 % 0,02 % 0,03 % 0,04 % 

0,02 %     

0,04 %     

0,06 %     

0,08 %     

0,10 %     

 

b. Penentuan ukuran dan distribusi nanopartikel 

Ukuran nanopartikel supernatan B. subtilis–kitosan nanopartikel diketahui 

dengan menentukan ukuran dan  distribusi ukuran nanopartikel menggunakan alat 

particle size analyzer (PSA). Sebanyak 2 tetes sampel nanopartikel 0,02% pH 5,0 dan 

0,04% pH 5,0 masing-masing ditambahkan 5 mL akuades dicampur hingga homogen. 

Setelah itu diambil 3 mL dan dimasukkan ke dalam kuvet untuk dianalisis. 

c. Pengamatan morfologi nanopartikel 

Morfologi nanopartikel supernatan B. subtilis-kitosan digunakan mikroskop 

elektron transmisi (TEM). Sampel nanopartikel ditetesi di atas copper grid kemudian 

dilapisi karbon dengan alat Auto Carbon Coated (JOEL JEC-560, Japan) selama 5 

detik, setelah itu  dikeringkan pada suhu ruang selama 24 jam. Setelah sampel 

nanopartikel kering dilapisi lagi dengan carbon seperti tersebut di atas lalu copper 

grid  dimasukkan ke dalam holder dan sampel siap dianalisis dengan percepatan  

voltage 120 kV dan magnifikasi 60000. 
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d. Uji stabilitas nanopartikel 

Nanopartikel supernatan B. subtilis–kitosan diamati terjadi/tidaknya 

sedimentasi pada interval waktu hingga 1 bulan melalui pemeriksaan ukurannya 

menggunakan PSA (Kurniawan et al., 2018). 

3. Uji aktivitas nanopartikel B. subtilis-kitosan terhadap bakteri Xoo dan jamur 

R solani 

Uji aktivitas formula biopestisida nanopartikel B. subtilis-kitosan terhadap 

bakteri patogen Xoo dilakukan dengan metode difusi cakram. Koloni bakteri patogen 

Xoo ditumbuhkan secara pour plate ke dalam medium NA (Nutrient agar), kemudian 

diletakkan kertas cakram 6 mm selanjutnya dipipet 20 µL formula biopestisida 

nanopartikel B. subtilis-kitosan yang dilarutkan, diinkubasi pada suhu 37oC selama 24 

jam. Zona terang yang tumbuh di sekitar kertas cakram menunjukkan aktivitas 

antibakteri dari formula tersebut diukur dengan menggunakan jangka sorong 

(Husniati dan Oktarina, 2014).  

Uji aktivitas formula biopestisida nanopartikel B. subtilis-kitosan terhadap 

pertumbuhan R. solani mengikuti metode Kaur et al (2013). Medium PDA (potato 

dextrose agar) diplating pada cawan Petri dengan menambahkan 1 mL dari larutan 

stok konsentrasi formulasi nanopartikel 100μg/ml dengan cara pour plate  kemudian 

diinkubasi 48 jam. Setelah 48 jam kemudian di tengah petri diberi potongan miselium 

jamur R. solani diinkubasi pada suhu kamar sampai 7-10 hari atau sampai kontrol 

pada medium PDA yang tanpa formula nanopartikel. Persentase penghambatan 

dihitung dengan mengukur diameter koloni miselium pada kontrol dan diameter 

koloni pada perlakuan, dengan rumus % penghambatan (I) = (dc-dt)/ dc x 100%, dc: 

diameter koloni miselium kontrol, dt: diameter koloni miselium perlakuan (Kaur et 

al., 2013). 
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V.  HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN 

 

 

Hasil Penelitian tahun pertama meliputi seleksi 5 isolat B. subtilis  (B46, B209, 

B211, B298 dan B315) untuk dapat menentukan isolat yang akan dibuat formula 

nanopartikel pada proses tahapan penelitian selanjutnya. Seleksi B. subtilis terhadap 

bakteri patogen X. oryzae pv. oryzae dan jamur patogen  R. solani ditunjukkan  pada 

Tabel 2.  

Tabel 2. Penghambatan 5 isolat B. subtilis terhadap Xoo dan R. solani 

Kode Isolat 

B. subtilis 

Zona hambat 

(mm) ><Xoo 

Mekanisme 

penghambatan 

Penghambatan 

(%)>< R. solani 

Mekanisme  

penghambatan 

B46 - - - - 

B209 - - - ** 

B211 8 bakteriostatik 75 * 

B298 8 bakteriostatik 66,7 * 

B315 10 bakteriostatik 83,3 * 

Keterangan: *: Miselium yang tumbuh berlawanan arah dengan koloni antagonis 

tumbuh normal (R1) sedangkan yang tumbuh ke arah antagonis 

miseliumnya membengkak berkerut, dan ujungnya bulat. 

                     **: Miselium tidak tumbuh di sekeliling koloni tapi terbentuk pigmen      

                            merah 
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Gambar 1.  Penghambatan B.subtilis terhadap Xoo  

 

Mekanisme penghambatan terhadap B. subtilis terhadap Xoo adalah antibiosis 

secara bakteriostatik artinya hanya mampu menghambat pertumbuhan Xoo namun 

tidak mematikan.  Hal ini ditunjukkan dengan  air peptonnya keruh yang 

menunjukkan masih ada pertumbuhan Xoo, sedangkan mekanisme bakterisidal terjadi 

apabila air peptonnya tetap jernih sepert kontrol (Gambar 2).  Mekanisme 

bakteriostatik kelima isolat B. subtilis ini juga ditunjukkan terhadap bakteri patogen  

Ralstonia solanacearum penyebab penyakit layu bakteri kentang (Prihatiningsih, 

2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       Gambar 2. Mekanisme bakteriostatik isolat B. subtilis terhadap Xoo 

 

 

 

 



16 

 

 

 

 

 

 

   

Gambar 3. Penghambatan B. subtilis terhadap R. solani 

 

 

 

 

Mekanisme penghambatan terhadap R. solani ditunjukkan pada Gambar 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4. Mekanisme penghambatan B. subtilis terhadap R. solani secara 

makroskopik (A) dan mikroskopik (B) 
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Pembuatan Nanopartikel 

Formula nanopartikel B. subtilis-kitosan telah disiapkan B.subtilis terpilih yaitu B315 

ditumbuhkan pada medium YPGA miring, kemudian diambil 1 Ose untuk 

ditumbuhkan pada medium pepton cair dan digojog 150 rpm 2 hari, kemudian 

disentrifuse pada suhu kamar dengan kecepatan 3000 rpm 15 menit.  Supernatan siap 

untuk pembuatan nanopartikel. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5. Supernatan B. subtilis B315 untuk pembuatan nanopartikel 
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Gambar 6. Nanosuspensi B. subtilis B315 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 7. Uji penghambatan Nanosuspensi B. subtilis B315 terhadap Xoo in vitro 

 

Berdasarkan uji penghambatan B. subtilis B315 terhadap Xoo in vitro, menunjukkan 

bahwa kedua metode penghambatan dengan koloni dan suspensi B. subtilis B315 

mampu menghambat pertumbuhan Xoo in vitro (Gambar 1 dan 7).  Namun 

penghambatan Xoo dengan formula nanosuspensi penghambatannya lebih kecil 

dibandingkan dengan formula cair B. subtilis B315 (suspensi), akan tetapi zona 

penghambatannya lebih terang atau jernih.  Perlakuan suspensi adalah ekstrak kasar 

(crude extract)  dari  B. subtilis B315 yang meliputi suspensi ekstrasesular dan sel 

bakteri, sedangkan perlakuan nanosuspensi adalah senyawa ekstrasesular (tanpa sel 

bakteri). Dengan demikian dapat dikatakan bahwa yang berperan menghambat Xoo in 

vitro adalah tidak hanya ekstraselularnya namun juga sel bakterinya, atau karena 

pengaruh kitosan.  Hasil penelitian Monteiro et al (2005) menyebutkan bahwa bakteri 
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Bacillus  sp.  mampu sebagai antagonis Xanthomonas campestris pv. campestris 

dengan senyawa lipopeptida yang dihasilkan sebagai metabolit sekundernya.. 

 

 

 

 

 

VI. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

A. Kesimpulan 

 

Berdasarkan hasil pengamatan dapat disimpulkan bahwa 

1. Isolat B. subtilis dari rizosfer kentang yang terpilih untuk membuat formula 

nanopartikel adalah B. subtilis B315. 

2. Isolat B. subtilis B315 menunjukkan zona terluas dalam menekan pertumbuhan 

Xoo dengan zona hambat sebesar 10 mm, dengan mekanisme bakteriostatik 

3. Isolat B. subtilis B315 menunjukkan penghambatan terbesar terhadap R. solani 

dengan persentase penghambatan sebesar 83,3%  

 

B. Saran 

 

Berdasarkan hasil dan pembahasan disarankan penelitian lanjutan untuk 

mengetahui pengaruh formula nanpopartikel terhadap penekanan patogen padi, dan 

perlu diteliti tentang shelflife (daya tahan hidup) bakteri B. subtilis B315 di dalam 

formula nanopartikel. 
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KOMPOSISI DAN PEMBUATAN NANOBIOPESTISIDA Bacillus subtilis B315 

 

Bidang Teknik Invensi 

 Invensi ini berhubungan dengan teknik penyusunan komposisi 10 

dan pembuatan biopestisida dalam formula nanopartikel berbasis 

Bacillus subtilis B315. Secara khusus invensi ini berkaitan dengan 

menyusun komposisi yang tepat dan cara pembuatan nanobiopestisida 

atau  formula biopestisida nanopartikel. Nanobiopestisida ini 

berbahan aktif B. subtilis B315.  15 

 

Latar Belakang Invensi 

B. subtilis B315  merupakan bakteri yang diisolasi dari 

rizosfer kentang sehat diantara tanaman yang sakit.  Bakteri 

tersebut telah melalui serangkaian pengujian potensinya sebagai 20 

agens pengendali hayati untuk mengendalikan penyakit layu yang 

disebabkan oleh bakteri Ralstonia solanacearum pada tanaman 

kentang, cabai, tomat dan terung. Penyakit layu bakteri ini dkenal 

sebagai penyakit yang mematikan (lethal disease)karena dapat 

menggagalkan panen apabila penyakit muncul sejak tanaman muda. 25 

Kerugian hasil tanaman karena penyakit layu bakteri dapat mencapai 

kisaran 60-100%, tergantung kondisi lingkungan dan varietas. Upaya 

pengendalian yang masih diterapkan sampai saat ini adalah 

penggunaan bakterisida sintetik. Namun aplikasi yang secara terus 

menerus dapat menimbulkan efek negatif, antara lain ikut mematikan 30 

bakteri berguna, dan meninggalkan residu yang merugikan terhadap 

lingkungan.  Selain itu dapat menimbulkan ketahanan tanaman 

terhadap patogen, sehingga menimbulkan strain atau ras baru yang 

dapat lebih virulen. Oleh karena itu perlu dicari upaya 

pengendalian yang berwawasan lingkungan, aman dan efektif serta 35 

dapat berpengaruh positif pada pertumbuhan dan hasil tanaman.  

Bakteri rizosfer B. subtilis B315  diketahui mampu sebagai agens 



pengendali hayati pada tanaman, baik dalam formula cair maupun 5 

formula makroenkapsulan.   B. subtilis B315  mempunyai keunggulan 

antara lain mampu bekerja lebih baik dibanding bakteri antagonis 

lainnya karena mampu menghasilkan protease ekstraselular. Protease 

yang dihasilkan ini berpotensi sebagai pengendali R. solanacearum 

karena mampu mendegradasi biofilm dari R. solanacearum, sehingga 10 

kemampuan bakteri ini berkurang dalam proses infeksinya. Bakteri 

antagonis yang termasuk  genus Bacillus sp. mempunyai keunggulan 

antara lain mudah didapat, dipelihara, mampu menghasilkan 

antibiotika, enzim dan senyawa semacam zat pengatur tumbuh auksin, 

sehingga berpengaruh positif pada tanaman dan lingkungan.  15 

Biopestisida berbahan aktif B. subtilis B315 secara molekular 

homolog dengan B. subtilis strain WIFD5, telah dibuat sebagai 

biopestisida formula cair (Paten Sederhana No IDS000003470). 

Formula mikroenkapsulan B. subtilis B298 digunakan pada tanaman 

serta penyakit yang berbeda yaitu antraknosa cabai (Paten Sedehana 20 

No IDS000002704) efektif menekan intensitas penyakit antraknosa 

sebesar 48% dan menekan pertumbuhan Colletotrichum sp. in vitro 

mencapai 56%. Penelitian sebelumnya tentang formula cair berbasis  

B. subtilis B315 efektif mengendalikan penyakit layu bakteri 

kentang sebesar 64,2%. Oleh karena itu pada invensi ini disusun 25 

suatu formula nanopartikel biopestisida berbasis dari B. subtilis 

B315 agar daya kerjanya lebih efektif, daya simpannya lebih lama 

dan lebih mudah dalam transportasi. Berdasarkan paten no US 

9,491.946 B2, 2016, dinyatakan bahwa komposisi nanokomposit 

terdiri atas silver/silika yang merupakan matrik silika gel 30 

terdiri atas 45 ion silver dimana silver kurang lebih 10 ng/mL ke 

100 mg/mL dari silver/silika nanocomposite. 

 

 



Invensi baru tentang pembuatan dan aplikasi nanopartikel dapat 5 

sebagai antimikroba, karena dapat menghambat pertumbuhan bakteri 

(US paten No 9,491.946 B2, oleh Santra dan Menezes, 2016).  

B. subtilis B315 sebagai bahan aktif biopestisida dalam 

formulasi nanopartikel dibuat agar lebih efektif dalam 

pengendalian penyakit tanaman  yang   memenuhi   syarat  yaitu 10 

yang siap pakai, aman terhadap lingkungan, dan berpengaruh positif 

pada tanaman. Komposisi nanopartikel ada beberapa macam, namun 

dalam hal ini menggunakan bahan bahan yang mudah didapat, dan 

memenuhi standar sebagai bahan penyusun nanopartikel. Diharapkan 

dengan tersedianya nanobiopestisida berbahan aktif B. subtilis 15 

B315 strain asli Indonesia akan dapat dimanfaatkan sebagai 

pengendali penyakit tanaman karena dapat menurunkan intensitas 

penyakit. B. subtilis B315 dipilih sebagai bahan aktif pembuatan 

nanobiopestisida karena selain sebagai biokontrol juga mampu 

meningkatkan pertumbuhan dan hasil tanaman, yang selanjutnya akan 20 

berdampak pada masyarakat secara luas karena akan meningkatkan 

pendapatan petani.  Invensi sebelumnya yaitu pembuatan dan 

aplikasi nanopartikel dapat sebagai antimikroba, karena dapat 

menghambat pertumbuhan bakteri (US paten No 9,491.946 B2, oleh 

Santra dan Menezes, 2016). Di Indonesia, Balittri mengembangkan  25 

biopestisida dengan teknologi nano dengan bahan dasar Bacillus 

thuringiensis dapat menyebabkan kematian serangga Trichoplusiani 

hingga 100%. Nanobiopestisida berbahan dasar bunga cengkeh dapat 

meningkatkan kandungan eugenol sebesar 9,9% dan menurunkan 

populasi Nilaparvata lugens, serta relatif aman bagi musuh alami. 30 

Efektifitas nanobiopestisida ekstrak daun cengkih dengan dosis 

0,2% efektif menghambat perkecambahan jamur karat kopi Hemileia 

vastatrix skala laboratorium.  

Formulasi nanobiopestisida ada beberapa diantaranya dengan 

nanoemulsi. Partikel nano berukuran 10-9m, diharapkan dapat 35 

meningkatkan efisiensi dan efektivitas bahan aktif.  Selanjutnya 



dengan sentuhan enkapsulasi bahan aktif akan lebih stabil dan 5 

metabolitnya tidak mudah menguap. Nanopestisida terdiri atas 

partikel kecil dari bahan aktif pestisida atau struktur kecil dari 

bahan aktif yang berfungsi sebagai pestisida. Nanoemulsi dan 

nanoenkapsulasi adalah salah satu tehnik nanopestisida yang sudah 

banyak digunakan dan efektif untuk pengendalian penyakit tanaman.  10 

Pestisida nanopartikel diperoleh dari mikroemulsi dan 

nanoemulsi seperti yang tercantum dalam United States paten no US 

9.095.133 B2, disebutkan bahwa penyiapan nanoemulsi dan 

mikroemulsi dan pelarutnya.  Komposisi pestisida ini  terdiri atas 

tepung redispersibel yang dalam pertanian dapat membunuh hama. 15 

Namun belum diungkapkan spesifikasi formulanya. Penentuan 

komposisi nanopartikel didasakan pada tingkat kelarutan, 

biodegradable dan kompatibilitas dengan bahan lainnya.  

Perlakuannya pada benih tanaman, penyemprotan, dan inokulasi 

buatan seperti pada bakteri pemfiksasi nitrogen selama pertumbuhan 20 

tanaman.  Pada deskripsi ini diutamakan tentang komposisi dan cara 

pembuatan nanobiopestisida, agar lebih efektif dan berhasilguna 

dalam pengendalian penyakit tanaman dan berpengaruh positif pada 

tanaman, serta aman terhadap lingkungan.  

Tujuan dari invensi ini adalah menentukan komposisi yang 25 

tepat dan cara pembuatan nanobiopestisida B. subtilis  B315 sebagai 

biobakterisida dan biofungisida yang mampu mengendalikan patogen 

tanaman. 

 

Uraian Singkat Invensi 30 

Invensi ini berkaitan dengan teknik penyusunan komposisi dan 

pembuatan biopestisida dalam formula nanopartikel berbasis B. 

subtilis B315. Secara khusus invensi ini berkaitan dengan menyusun 

komposisi yang tepat dan cara pembuatan nanobiopestisida atau  

formula biopestisida nanopartikel. Nanobiopestisida ini berbahan 35 

aktif B. subtilis B315. Tujuan dari invensi ini menentukan 



komposisi yang tepat dan cara pembuatan nanobiopestisida B. 5 

subtilis  B315 sebagai biobakterisida dan biofungisida yang mampu 

mengendalikan patogen tanaman. 

Invensi tentang komposisi dan pembuatan nanobiopestisida akan  

bermanfaat dalam pengendalian penyakit tanaman khususnya penyakit 

karena bakteri dan jamur pada padi. Teknologi nanobiopestisida 10 

meningkatkan efisiensi, stabilitas, kelarutan dan efektivitas 

serta aman bagi lingkungan dan tanaman yang diaplikasikan dengan 

nanobiopestisida.  

  

Uraian Lengkap Invensi 15 

Invensi ini berkaitan dengan  teknik penyusunan komposisi dan 

pembuatan biopestisida dalam formula nanopartikel berbasis 

Bacillus subtilis B315. Secara khusus invensi ini berkaitan dengan 

cara menggabungkan  bahan-bahan penyusun nanobiopestisida agar 

menjadi suatu formula nano yang sesuai untuk pengendalian patogen 20 

tanaman. Sebagai bahan  aktif formula nanobiopestisida adalah B. 

subtilis B315 yang diisolasi dari rizosfer kentang sehat di daerah 

Pratin Kecamatan Karangreja Kabupaten Purbalingga, sebagai isolat 

indegenus. Berdasarkan karakter yang dimiliki oleh B. subtilis 

B315 mampu sebagai pengendali bakteri patogen R. solanacearum 25 

penyebab penyakit layu pada beberapa tanaman solanaceae, dan 

terhadap Xanthomonas oryzae pv. oryzae in vitro, maka disusunlah 

formula biopestisida dalam teknologi nanopartikel. Kelebihan 

formula nanobiopestisida adalah bentuk emulsi nano dan kapsul nano 

yang meningkatkan kelarutan, stabilitas dan efektifitas 30 

biopestisida berbahan aktif B. subtilis B315. Komposisi bahan yang 

kompatibel sangat mendukung dalam proses pembuatan 

nanobiopestisida. Mekanisme antagonistik dari nanobiopestisida  

adalah antibiosis, yang secara in vitro ditunjukkan dengan 

terbentuknya zona bening di sekitar paperdisk yang telah ditetesi 35 

10 µl nanosuspensi B. subtilis B315. Metabolit sekunder yang 



dihasilkan oleh B. subtilis B315 sebagai aktivitas antibiosis 5 

dalam pengendalian patogen tanaman dapat berupa enzim, protein, 

antibiotik, alkaloid dan siderofor. Nanobiopestisida yang berbahan 

aktif bakteri Bacillus telah ada yaitu B. thuringiensis yang 

berperan sebagai pengendali hama. Isolat B.methylotropicus 

ditemukan di Korea tahun 2010 mampu sebagai pemacu pertumbuhan 10 

tanaman.  

 Pemanfaatan bakteri B. subtilis B315 sebagai bahan aktif  

nanobiopestisida ini menguntungkan, dan dampak yang dirasakan bagi  

petani adalah tersedianya biopestisida yang mampu bersaing dengan 

pestisida sintetik. Namun lebih ramah lingkungan karena aman bagi 15 

lingkungan dan berpengaruh positif pada tanaman bahkan dapat 

memacu pertumbuhan dan hasil tanaman. Berdasarkan uraian di atas, 

dapat disampaikan bahwa invensi ini merupakan teknik mendapatkan 

komposisi yang tepat nanobiopestisida B. subtilis B315 yang  

bermanfaat sebagai biobakterisida untuk mengendalikan bakteri 20 

patogen tanaman dan menguntungkan bagi tanaman.  

Invensi ini memiliki nilai orisinal karena dimulai dari 

mengeksplor bakteri rizosfer kentang sehat. Hasil isolat murni 

kemudian dilakukan uji fisiologi, biokimia dan molekular yang 

homolog dengan B. subtilis strain WIFD5 berdasarkan Genbank. 25 

Selanjutnya dimanfaatkan sebagai bahan aktif biobakterisida 

formula nanopartikel atau nanobiopestisida untuk mengendalikan 

bakteri dan jamur patogen padi.  

Tujuan invensi adalah menentukan komposisi yang tepat dan 

cara pembuatan nanobiopestisida B. subtilis  B315 sebagai 30 

biobakterisida dan biofungisida yang mampu mengendalikan patogen 

tanaman. 

Proses pembuatan nanobiopestisida berbahan aktif B. subtilis  

B315  dengan komposisi bahan supernatan B. subtilis  B315, larutan 

kitosan, larutan TPP (Tripoliphosphat) 0,1% sebagai berikut: 35 



1.B. subtilis B315 ditumbuhkan pada medium NB digojog 2x24 jam 5 

pada 150 rpm suhu kamar, kemudian disentrifuse 3000 rpm selama 

15 menit pada suhu kamar, supernatan yang diperoleh digunakan 

sebagai bahan aktif. 

2.Kitosan sebanyak 2 gram dilarutkan dalam asam asetat 1% hingga 

200 mL  10 

3.Supernatan B. subtilis B315 sebanyak 0,5mL dimasukkan ke dalam 

tabung mikrosentrifuse berisi 490 µL larutan kitosan dalam asam 

asetat 1% pH 4,0-5,0, digojog dengan vortex selama 20 detik. 

4. Campuran yang telah homogen pada no 3 ditambah 10 µL larutan 

TPP 0,1% dan dihomogenkan kembali dengan vortex selama 20 detik. 15 

5.Evaluasi sediaan nanopartikel dilakukan dengan mengamati bentuk, 

bau, warna (organoleptik), pH (dengan alat indikator pH), volume 

sedimentasi (disentrifuse 1300 rpm 15 menit diamati endapan yang 

terbentuk) dan pengamatan morfologi nanopartikel dengan SEM 

(Scanning Electron Microscope), selanjutnya ukuran nanopartikel 20 

dengan PSA (Particle Size Analyzer). 
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Klaim 5 

1. Komposisi nanobiopestisida B. subtilis B315 adalah supernatan  

B. subtilis B315, larutan kitosan, larutan TPP (Tripoliphosphat) 

0,1%; Pembuatan nanobiopestisida tersebut adalah dengan mencampur 

0,5 mL supernatan B. subtilis B315 dimasukkan ke dalam tabung 

mikrosentrifuse ditambah 490 µL dari 2 g kitosan dalam larutan 10 

asam asetat 1% pH 4,0-5,0 dihomogenkan dengan vortex 20 detik; 

Kemudian ditambahkan 10 µL larutan TPP 0,1% dan segera dihomogenkan 

dengan vortex 20 detik;  Morfologi nanopartikel diamati dengan SEM 

sedangkan ukuran dan distribusi nanopartikel diamati menggunakan 

Particle Size Analyzer (PSA). 15 
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ABSTRAK 

 

KOMPOSISI DAN PEMBUATAN NANOBIOPESTISIDA Bacillus subtilis B315 

 

Invensi berkaitan dengan  teknik penyusunan komposisi dan 10 

pembuatan biopestisida dalam formula nanopartikel berbasis 

Bacillus subtilis B315. Secara khusus invensi ini berkaitan dengan 

cara menggabungkan  bahan-bahan penyusun nanobiopestisida agar 

menjadi suatu formula nanopartikel yang sesuai untuk pengendalian 

patogen tanaman, sehingga lebih stabil, daya larutnya lebih 15 

tinggi,efektivitasnya meningkat. Sebagai bahan  aktif formula 

nanobiopestisida adalah B. subtilis B315 yang diisolasi dari 

rizosfer kentang sehat. Komposisi nanobiopestisida B. subtilis 

B315 adalah supernatan  B. subtilis B315, larutan kitosan, larutan 

TPP (Tripoliphosphat) 0,1%. Pembuatan nanobiopestisida tersebut 20 

adalah dengan mencampur 0,5 mL supernatan B. subtilis B315 

dimasukkan ke dalam tabung mikrosentrifuse ditambah 490 µL dari 2 

g kitosan dalam larutan asam asetat 1% pH 4,0-5,0 dihomogenkan 

dengan vortex 20 detik. Kemudian ditambahkan 10 µL larutan TPP 

0,1% dan segera dihomogenkan dengan vortex 20 detik.  Morfologi 25 

nanopartikel diamati dengan SEM sedangkan ukuran dan distribusi 

nanopartikel diamati menggunakan Particle Size Analyzer (PSA). 
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ABSTRACT 

 

Bacillus subtilis potato isolate was able to be an antagonist of plant pathogens, both 

bacteria and fungi. The aims of this study were (1) to examine the potential of potato isolate B. 

subtilis as a control for Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) pathogenic rice bacterial leaf 

blight, (2) determine the suppression mechanism of potato isolate B. subtilis against Xoo. The 

test method was carried out in a completely randomized design with 5 treatments of B. subtilis 

potato isolates B46, B209, B211, B298 and B315, repeated 4 times. Xoo and five B. subtilis were 

grown in nutrient broth medium in a shaker for 2 days at 150 rpm room temperature. Xoo and 

B. subtilis were grown in dual culture on yeast extract peptone glucose agar medium by the 

diffusion method, Xoo was grown by pourplate then each suspension of B. subtilis was immersed 

in 5 mm diameter filter paper, placed on Xoo bacteria medium. The variables are zone of 

inhibition, inhibition mechanism and antibiosis index. The results showed that only three B. 

subtilis were able to inhibit the growth of Xoo, namely isolates B211, B298 and B315 with the 

largest inhibition zone being 10 mm by isolates B. subtilis B315. The mechanism of inhibition of 

the three isolates of B. subtilis against Xoo was bacteriostatic. The antibiosis index of B. subtilis 

B315 against Xoo was 1 (strong). The selected B. subtilis could be developed as a liquid or solid 

biopesticide formula. 

 

Key words: antibiosis, Bacillus subtilis, mechanism, rice, Xanthomonas 

 

INTRODUCTION 

Bacillus subtilis is known as a useful 

bacterium that can be used as an antagonist 

against plant pathogens. B. subtilis can be 

explored from soil, water, air, plant surfaces 

and endophytes from plant tissues such as 

roots, stems, sheath and leaves. B. subtilis is 

an antagonistic bacterium that is Gram 

positive, rod-shaped, 7-8 x 2-3 m, flagellated, 

aerobic, not encapsulated, have endospores 

that are ovoid to cylindrical, measuring 0.6-

0.9 x 1.0-1.5 m, thin-walled. Spores are 

formed generally within 24 hours (Gordon et 

al., 1973). One of the strong characteristics 

that bacteria are classified into Bacillus is 

their ability to form endospores under 

extreme conditions. Bacillus endospores can 

be grouped into 3 based on endospore 

morphology, namely: (I) oval or cylindrical 

spores located in the middle, subterminal or 

terminal, swollen rods, or not swollen, (II), 

oval, slightly cylindrical spores, subterminal 

or terminal, stems do not swell, (III) spores 



 

 2  

are spherical, subterminal or terminal, rods 

are swollen (Chun & Vidaver, 2001). 

B. subtilis isolated from potato 

rhizosphere, has been selected to obtain five 

superior isolates, namely B. subtilis B46, 

B209, B211, B298 and B315. Molecularly 

Bacillus isolates B46, B209, B211, B298 are 

homologous to B. subtilis subsp. spizizeni 

RRLKE2, while B315 is homologous to B. 

subtilis strain WIFD5 (Prihatiningsih et al. 

2020a). B. subtilis potato isolate has been 

tested for control of bacterial wilt disease by 

Ralstonia solanacearum of potatoes, 

tomatoes, tobacco and chilies. Control 

effectiveness varies both in the greenhouse 

and in different fields. This shows that its 

effectiveness depends on weather 

conditions, plant age and population density 

of B. subtilis. 

Control of potato R. solanacearum 

with B. subtilis B315 was 64.9% effective, 

while tomato, chili and eggplant in the 

lowlands reached 74.6% with a population 

density of 108 cfu.mL-1 (Prihatiningsih, 2013; 

Prihatiningsih and Djatmiko, 2016). B. 

subtilis is also reported to be able to produce 

IAA (Indole Acetic Acid) in the range of 57.56-

79.33 ppm, so that it can stimulate plant 

growth (Prihatiningsih et al., 2020b). Bacillus 

spp. consortium. indigenous can control 

Colletotrichum capsici and increase chili 

growth (Yanti et al, 2020). B. 

amyloliquefaciens can reduce the incidence 

of tomato bacterial wilt, suppress the 

population of R. solanacearum and improve 

the growth of tomato plants (Singh et al., 

2016). 

The mechanism of controlling 

pathogens with Bacillus is antibiosis, which is 

to inhibit pathogens by producing 

compounds such as antibiotics, enzymes and 

other volatile compounds. In vitro testing of 

mechanism character antibiosis is 

characterized by the formation of a bright 

zone around the antagonist colony. The 

liquid formula of B. subtilis B315 as a 

controller of R. solanacearum in vitro 

showed effectiveness with an inhibition zone 

of 18 mm with an antibiosis inhibition 

mechanism indicated by the enzymes 

amylase, chitinase and proteases produced 

(Prihatiningsih and Djatmiko, 2016; Lestari et 

al, 2017; Prihatiningsih , 2020; Prihatiningsih 

et al. 2021). 

Based on the ability of this potato isolate 

B. subtilis, in this study it was cross tested to 

other plants, namely against Xanthomonas 

oryzae pv. oryzae which causes bacterial leaf 

blight of rice. Evaluation of pathogen 

inhibition by antagonistic bacteria can be 

measured by the size of the inhibition zone, 

such as measuring the diameter of the clear 

zone to calculating the area of the  inhibition 

potential. Based on these data, an antibiotic 

index can be calculated. The mechanism of 

antagonistic bacteria inhibiting pathogenic 

bacteria is bacteriostatic and bactericidal 

(Goto, 1992). 

Rice bacterial leaf blight caused by X. 

oryzae pv. oryzae (Xoo) is an important 

disease and has long been recognized as a 

bacterial disease of rice in Asia (Naqvi et al., 

2014) and then thoroughly in several 

locations of rice cultivation. Yield losses 

varied up to 20% under moderate conditions 

and more than 50% in conditions conducive 

to disease development such as varieties, 

plant growth stages and weather conditions. 

This bacterial rice blight disease was once an 

epidemic during 1998 in the Palakkad area of 

Kerala and since then several proportions 

have been observed each year (Swamy et al., 

2006; Kala et al., 2015). Several disease 

management tactics such as the use of 

resistant plants based on a single gene 
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(monogenic), so it can gradually break its 

resistance.  

Symptoms of bacterial leaf blight 

caused in the form of elongated spots 

starting from the tips of the leaves are white 

to gray with irregular wavy edges, dry, 

occurring during the vegetative period of the 

plant called crackle symptoms, and during 

the generative period of the plant the 

symptoms are called blight (Shanti et al., 

2010; Noer et al., 2018). If the pathogen 

attacks when the plant is nearing maturity, 

the leaves turn pale yellow. The control that 

has been done so far has not been able to 

solve the problem of this Xoo attack. Based 

on the description above, it is necessary to 

carry out biological control with B. subtilis. 

The aims of this study were (1) to test 

the potential of potato isolate B. subtilis as a 

control for X. oryzae pv. oryzae (Xoo) 

pathogenic rice bacterial leaf blight, (2) 

determine the suppression mechanism of 

potato isolate B. subtilis against Xoo. 

 

MATERI AND METHODE 

 

Preparation of research materials 

The research materials used were B. 

subtilis B315 potato isolate (Prihatiningsih 

collection), Xoo bacteria isolate from 

Karangwangkal Purwokerto rice. Medium NB 

(nutrient broth), YPGA (yeast peptone 

glucose agar), peptone water, filter paper, 

Petri dish, erlenmeyer, Ose needle, 

stationery, LAF etc. The research was carried 

out from February to May 2021. The 

research method was carried out 

experimentally at the Plant Protection 

Laboratory, Faculty of Agriculture UNSOED 

Purwokerto. The design used was a 

completely randomized design with 5 

treatments and 4 replications. 

Bacterial antagonist test of B. subtilis 

against Xoo 

Five isolates of B. subtilis from potato 

rhizosphere, namely B. subtilis B46, B209, 

B211, B298 and B315 were tested for their 

inhibition against Xoo by the agar diffusion 

method using filter paper with a diameter of 

approximately 6 mm according to the 

method of Balouiri et al. (2016). Xoo as the 

tested pathogenic bacteria was grown on NB 

medium shaken at 150 rpm at room 

temperature for 24 hours. Bacterial density 

Xoo 108cfu.mL-1 was grown in 1 mL by 

pourplate on YPGA medium. The 6 mm 

diameter filter paper was dripped with 10 µL, 

then placed on the YPGA medium in 3 parts. 

The clear zone formed around the filter 

paper indicated the inhibition of Xoo growth. 

 

Evaluation of Inhibition Mechanism 

The percentage of inhibition, to evaluate 

the ability of antagonistic bacteria to inhibit 

Xoo, was carried out by measuring the 

inhibition zone formed. Measurement of 

inhibition using the method of Balouiri et al. 

(2016) by measuring the diameter of the 

clear zone, and the diameter of the colony 

(Figure 1). Inhibition measurement (P) was 

performed after 24 hours. 

 

P = diameter zona terang (A) - diameter koloni bakteri     

antagonis (B) mm.   (Balouiri et al., 2016) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Antibiotic index measurement. 

               (A). Diameter of the clear zone, (B). 

diameter of the colony or filter 

paper 

 

A 

B 
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Antibiotic index 

The antibiosis index was measured according 

to the enzyme index using the formula for 

measuring the chitinolytic index according to 

Halimahtussadiyah et al. (2017) or 

phosphate solvent produced by antagonistic 

bacteria, by measuring the diameter of the 

clear zone, and the diameter of the colony 

using the following formula: 

 
           (diameter zona - diameter koloni antagonis) 

IA =    ---------------------------------------------------------  
            diameter koloni antagonis 

atau 

 

 IA = (A-B) : B  (Halimahtussadiyah et al.,  

2017) 

Note: colony diameter=filter paper diameter 

 

According to Stonier (1969 in Azizah, 2017), 

determination of the inhibition category 

grouped based on the index of inhibition or 

index of antibiosis, namely: 

a. Very Strong (>2.0) with symbol (+++) 

b. Strong (1.0 – 1.9) with symbol (++) 

c. Weak (0.1 – 0.9) with the symbol (+) 

d. Has no antagonistic ability 

    (0.0) with the symbol (-) 

 

 

 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

Inhibition of B. subtilis against Xoo 

The results of this study included the 

selection of 5 isolates of B. subtilis (B46, 

B209, B211, B298 and B315) to be able to 

determine which isolates would be 

formulated for nanoparticles in the process 

of the next research stage. Selection of B. 

subtilis against pathogenic bacteria Xoo is 

shown in Table 1 and Figure 2. 

 

Table 1. Inhibition of 5 isolates of B. subtilis 

               against Xoo 

B. subtilis 

isolate 

Inhibition  

Zone 

(mm) 

Inhibition 

mechanism 

B46 - - 

B209 - - 

B211 9 bacteriostatic 

B298 8 bacteriostatic 

B315 10 bacteriostatic 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 Figure 2. Clear zone of inhibition of B. subtilis against Xoo 

 

The mechanism of inhibition of B. 

subtilis against Xoo is bacteriostatic 

antibiosis, meaning that it is only able to 

inhibit the growth of Xoo but is not lethal. 

This was indicated by the cloudy peptone 

water which indicated that Xoo was still 

growing, while the bactericidal mechanism 

occurred when the peptone water remained 

clear, as same as the control (Figure 3), 

which was lethal. 

The bacteriostatic mechanism of 

these five B. subtilis isolates was also shown 

against the pathogenic bacterium Ralstonia 

solanacearum that causes potato bacterial 

wilt disease (Prihatiningsih, 2013). 
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Figure 3. Bacteriostatic mechanism of   

                    B. subtilis isolate to Xoo  

 

Antibiosis index 

The highest antibiosis index was 

shown by isolate B. subtilis B315 of 1 and 

according to the category of inhibition index 

it was strong (++) (Figure 4). This indicates 

that B. subtilis B315 from potato rhizosphere 

has good prospects to be developed as a 

biological agent for biopesticides to control 

pathogenic bacteria not only in the habitat of 

R. solanacearum which causes potato 

bacterial wilt, but also against Xoo which 

causes rice bacterial leaf blight. B. subtilis 

isolates B46 and B209 in the inhibition test 

against potato R. solanacearum were able to 

inhibit, but after cross-testing against rice 

pathogenic bacteria the two isolates were 

unable to inhibit (-). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. Antibiosis index of the five      

                isolates of B. subtilis. 

 

Antibiosis index is useful as an 

indicator that bacteria are capable of being 

antagonists against pathogens, both bacteria 

and fungi. Bacteria are able to control 

pathogenic fungi by producing the enzyme 

chitinase as an inhibitory mechanism 

because this enzyme degrades the cell walls 

of pathogenic fungi which consists mostly of 

chitin (Halimahtussadiyah et al., 2017). 

Chitinase activity of B. subtilis B298 was 

detected at 15 hours of incubation, optimum 

temperature of 40oC and optimum pH of 5.0, 

respectively, at 6.936 U.mL-1, 5.764 U.mL-1 

and 6.813 U.mL-1 (Lestari et al., 2017). B. 

subtilis has the ability to inhibit pathogenic 

bacteria such as rice Xoo and potato R. 

solanacearum because it is known that these 

bacteria are capable of producing 

compounds as secondary metabolites in the 

form of proteases and siderophores. 

Proteases produced by antagonistic bacteria 

function as a degrading agent for the 

formation of biofilms of pathogenic bacteria 

and induce tolerance. plants against biotic 

and abiotic environmental stresses 

(Radhakrishnan et al., 2017).B. subtilis B315 

produces a protease with an activity of 

1.3185 U.mL-1, effectively controlling chili 

wilt bacteria 60.89% and in vitro inhibition of 

R. solanacearum by 36 mm (Prihatiningsih et 

al. 2021). The ability of B. subtilis as a 

biological agent encourages the 

development of these bacteria to be 

arranged in a formula, either solid 

(microencapsulated) or liquid. The 

effectiveness of bacteria as antagonists is 

also seen from their ability to survive in a 

formula (shelf-life). Shelf life of B. subtilis 

B298 can be up to 5 weeks in 

microencapsulated formula, and this 

formula can be effective for controlling chili 

anthracnose (Prihatiningsih et al., 2020c). 

 

CONCLUSION 

 

1. B. subtilis B315 is an isolate of Bacillus 

from potato rhizosphere that best 

suppresses Xoo in vitro with an antibiosis 

index of 1 which is in the strong category. 

The mechanism of inhibition is 

bacteriostatic antibiosis, which only 
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inhibits the growth of Xoo bacteria and is 

not lethal. 

2. Prospects of developing B. subtilis B315 

as a biopesticide formula capable of 

controlling Xoo. 
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ABSTRAK 

  

Bacillus subtilis B315 merupakan bakteri antagonis rizosfer kentang yang telah teruji sebagai 

pengendali penyakit layu bakteri pada tanaman solanaceae.  Tujuan penelitian ini adalah untuk 

mengevaluasi formula nanobiopestisida sebagai pengendali Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) in 

vitro dan mengetahui daya tahan (shelf life) B. subtilis B315 dalam formula nanosuspensi. Metode 

penelitian yang digunakan adalah eksperimen dengan menumbuhkan secara dual culture antara  B. 

subtilis B315 formula nanobiopestisida dengan bakteri patogen Xoo. Perlakuannya adalah suspensi B. 

subtilis B315, nanosuspensi B. subtilis B315 diulang 15 kali. Variabel yang diamati adalah zona 

bening sebagai potensi hambatan, indeks antibiosis, mekanisme hambatan dan daya tahan B. subtilis 

B315 dalam nanosuspensi. Hasil penelitian menunjukkan bahwa B. subtilis B315 baik dalam formula 

cair suspensi maupun nanosuspensi mampu menekan pertumbuhan Xoo dengan indeks antibiosis 1,44 

pada B. subtilis B315 formula cair lebih kuat dibanding dengan nanosuspensi. Mekanisme 

penghambatan adalah bakteriostatik jadi hanya menghambat pertumbuhan Xoo dan tidak 

mematikannya. Evaluasi populasi B. subtilis B315 dalam formula nanosuspensi setelah 10 hari adalah 

0,5.108 CFU.mL-1. B. subtilis B315 berpotensi sebagai pengendali Xoo dan formula nanobiopestisida 

dapat dikembangkan sebagai biopestisida untuk mengendalikan penyakit hawar daun bakteri oleh Xoo 

di lahan. 

  

Kata kunci: antibiosis,  B. subtilis B315, bakteriostatik, nanosuspensi 

  

ABSTRACT 

Bacillus subtilis B315 is a potato rhizosphere antagonist that has been tested as  control of bacterial 

wilt disease in Solanaceae plants. The purpose of this study was to evaluate the nanobiopesticide 

formula as a control for Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) in vitro and determine the shelf life of 

B. subtilis B315 in the nanosuspension formula. The research method used is an experiment by 
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growing in a dual culture between B. subtilis B315 nanobiopesticide formula and the pathogenic 

bacteria Xoo. The treatments were the suspension of B. subtilis B315, nanosuspension of B. subtilis 

B315 repeated 15 times. The variables observed were the clear zone as a potential inhibition, antibiosis 

index, inhibition mechanism, and the resistance of B. subtilis B315 in nanosuspension. The results 

showed that B. subtilis B315 in both suspension and nanosuspension liquid formulas was able to 

suppress Xoo growth with an antibiosis index of 1.44. B. subtilis B315 liquid formula was stronger 

than nanosuspension. The inhibition mechanism is bacteriostatic so it only inhibits the growth of Xoo 

and does not kill it. The population evaluation of B. subtilis B315 in the nanosuspension formula after 

10 days was 0.5.108 CFU.mL-1. B. subtilis B315 has the potential to control Xoo and the 

nanobiopesticide formula can be developed as a biopesticide to control bacterial leaf blight by Xoo in 

the field. 

 

Keywords: antibiosis,  B. subtilis B315, bacteriostatic, nanosuspension 

  

  

PENDAHULUAN 
Penyakit hawar daun bakteri padi disebabkan oleh Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo). Penyakit 

ini dapat menurunkan hasil padi hingga lebih dari 50%, sehingga merupakan penyakit penting pada 

padi secara menyeluruh pada pertanaman padi  (Naqvi et al., 2014). Kehilangan hasil padi karena 

penyakit hawar daun bakteri bervariasi dari 20% pada kondisi sedang dan > 50% pada kondisi yang 

kondusif untuk perkembangan penyakit seperti varietas, stadium pertumbuhan tanaman dan kondisi 

cuaca.  Penyakit hawar daun bakteri padi ini pernah menjadi epidemi selama tahun 1998 di daerah 

Palakkad Kerala dan sejak saat itu diamati beberapa proporsi tiap tahunnya (Swamy et al., 2006; Kala 

et al., 2015). Beberapa taktik managemen penyakit seperti penggunaan tanaman tahan yang 

berdasarkan gen tunggal (monogenik) ditanam, namun secara berangsur angsur patah ketahanannya 

karena patogen membentuk strain baru. 

X. oryzae pv. oryzae menyerang tanaman padi melalui stomata dan menunjukkan gejala berupa bercak 

memanjang dimulai dari ujung daun berwarna putih sampai abu abu dengan tepi bergelombang tidak 

teratur, kering.  Apabila  terjadi pada masa vegetatif tanaman disebut dengan gejala kresek, dan pada 

masa generatif tanaman gejalanya disebut hawar atau blight (Shanti et al., 2010; Noer et al., 2018).  

Apabila patogen menyerang pada saat tanaman menjelang masak maka daun menjadi kuning pucat.  

Penyakit berkembang cepat apabila kondisi lingkungan menguntungkan untuk perkembangan Xoo 

(Mew et al., 1993). Pengendalian yang selama ini dilakukan belum dapat menuntaskan masalah 

serangan  Xoo  ini.  Pemanfaatan agens hayati merupakan alternatif pengendalian yang aman dan 

ramah lingkungan antara lain pengendalian secara hayati dengan B. subtilis. 

B.subtilis merupakan bakteri antagonis yang bersifat Gram positif, berbentuk batang, berukuran 7-8 x 

2-3 µm, berflagelum, aerob, tidak berkapsul, mempunyai endospora yang berbentuk bulat telur sampai 

silinder, berukuran 0,6-0,9 x 1,0-1,5 µm, berdinding tipis.  Spora terbentuk pada umumnya dalam 

waktu 24 jam (Gordon et al., 1973). Salah satu karakter yang kuat bahwa bakteri digolongkan ke 

dalam Bacillus adalah kemampuannya membentuk endospora pada kondisi ekstrim. B. subtilis B315 

homolog dengan B. subtilis strain WIFD5 (Prihatiningsih et al. 2020a).  B. subtilis isolat kentang ini 

telah dilakukan pengujian untuk pengendalian penyakit  layu bakteri oleh  Ralstonia solanacearum 

kentang, tomat, tembakau dan cabai. Efektivitas pengendalian bervariasi baik di rumah kaca maupun 

di lahan yang berbeda kondisinya.  Hal ini menunjukkan keefektivannya tergantung kondisi cuaca, 

umur tanaman dan kepadatan populasi B. subtilis.   

Mekanisme pengendalian patogen dengan Bacillus adalah antibiosis yaitu menghambat patogen 

dengan menghasilkan senyawa baik antibiotik, enzim maupun senyawa lain yang mudah menguap.  

Pengujian in vitro tentang mekanisme antibiosis ditandai dengan terbentuknya zona terang di sekitar 

koloni antagonis. Formula cair B. subtilis B315 sebagai pengendali R. solanacearum in vitro 

menunjukkan keefektifan dengan zona hambatan sebesar 18 mm dengan mekanisme penghambatan 

antibiosis yang ditunjukkan dengan enzim amilase, kitinase dan protease yang dihasilkan 

(Prihatiningsih dan Djatmiko, 2016; Lestari et al, 2017; Prihatiningsih et al. 2021).   
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Nanopartikel merupakan salah satu formulasi pestisida dengan teknologi nano disebut juga sebagai 

nanobiopestisida (Lade et al., 2019) telah dikembangkan sejak abad 19, namun baru diperhatikan 

kembali sejak 1959. Teknologi nano dalam bidang pengelolaan penyakit tumbuhan dapat 

dimanfaatkan untuk diagnosis penyakit dan deteksi patogen, evaluasi penekanan terhadap patogen, 

dan mereformulasi pestisida. Aplikasi dan efektivitas pengendalian penyakit tanaman dengan 

menggunakan nanobiopestisida adalah aplikasi pada tanah, benih atau daun untuk melindungi 

tanaman dari invasi patogen (Alghuthaymi et al., 2015). Nanoteknologi mempunyai kelebihan sebagai 

pestisida karena dapat mengurangi toksisitas, memperbaiki shelf-life (daya tahan dalam simpanan) dan 

kelarutan pestisida yang kurang bisa larut dalam air, dan berpengaruh positif terhadap tanaman dan 

lingkungan (Worral et al., 2018).   

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengevaluasi formula nanobiopestisida sebagai pengendali X. 

oryzae pv. oryzae (Xoo) in vitro dan mengetahui daya tahan (shelf life) B. subtilis B315 dalam formula 

nanosuspensi. 

METODE PENELITIAN 

Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian dilakukan di Laboratorium Perlindungan Tanaman Fakultas Pertanian Unsoed, dan 

Laboratorium Farmasetika, Jurusan Farmasi Fakultas Ilmu-ilmu Kesehatan Unsoed Purwokerto, dari 

bulan April - Agustus 2021.   Penelitian terdiri dari 2 tahap yaitu pembuatan nanobiopestisida B. 

subtilis B315 dan tahap 2 uji antagonisme nanobiopestisida terhadap Xoo. 

  
Penyiapan bahan nanobiopestisida dan isolat B. subtilis B315 dan Xoo 
Bahan yang digunakan adalah bakteri Xoo, bahan penyusun nanosuspensi adalah supernatan  B. 

subtilis B315, medium pepton cair, medium YPGA, medium NB, larutan kitosan, larutan TPP 

(tripoliphosphat) 0,1%. Penyiapan suspensi B. subtilis B315 (perlakuan A) dengan cara menumbuhkan 

pada medium NB digojog 150 rpm pada orbital shaker, suhu ruang selama 2x24 jam begitu juga 

bakteri Xoo. Nanosuspensi (perlakuan B) disiapkan setelah suspensi B. subtilis B315 kemudian 

disentrifuse 3000 rpm selama 15 menit. Pembuatan  nanosuspensi dengan  cara supernatan B. subtilis 

B315 sebanyak 0,5 mL dimasukkan ke dalam tabung mikrosentrifuse yang berisi larutan kitosan 

sebanyak 490 µL (2 g kitosan dilarutkan ke dalam asam asetat 1% hingga 200 mL) pH 4,0-5,0 

kemudian digojog 20 detik dengan vortex.  Campuran yang telah homogen ditambah 10 µL larutan 

TPP 0,1% dan dihomogenkan kembali dengan vortex selama 20 detik. 

 

Uji antagonis bakteri B. subtilis terhadap Xoo 
Isolat B. subtilis B315 diuji penghambatannya terhadap Xoo dengan metode difusi agar menggunakan 

kertas saring berdiameter lebih kurang 5 mm sesuai dengan metode Balouiri et al. (2016). Rancangan 

yang digunakan adalah Acak Lengkap dengan 2 perlakuan dan 15 ulangan. Xoo sebagai bakteri 

patogen yang diuji setelah ditumbuhkan pada medium NB digojog 150 rpm pada suhu ruang selama 

2x24 jam dengan kepadatan Xoo 108CFU.mL-1 ditumbuhkan 1 ml secara pourplate pada medium 

YPGA.  Kertas saring berdiameter 5 mm tersebut ditetesi dengan 10 µL suspensi bakteri B. subtilis 

B315 (perlakuan A), kemudian diletakkan pada medium YPGA tersebut pada 3 bagian.  Dengan cara 

yang sama untuk perlakuan B, kemudian diinkubasi selama 24 jam. Zona terang yang terbentuk di 

sekitar kertas saring menunjukkan adanya penghambatan pertumbuhan Xoo, diukur diameter zona. 

Penghambatan dihitung dari selisih diameter zona dikurangi diameter kertas saring. 

 

Mekanisme penghambatan 
Cara mengevaluasi mekanisme penghambatan B. subtilis B315 terhadap Xoo, dilakukan dengan cara 

mengambil bagian zona hambatan yang terbentuk kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi berisi 

pepton cair 0,6% digojog dengan orbital shaker 150 rpm 24 jam pada suhu kamar.  Kriteria mekanisme 

penghambatan menurut Goto (1992), apabila larutan menjadi keruh mencirikan masih adanya 
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pertumbuhan Xoo, sehinggan B. subtilis B315 menunjukkan  mekanisme  penghambatan 

bakteriostatik. Namun apabila larutan jernih seperti kontrol (pepton cair tanpa bagian zona) 

menunjukkan mekanisme bakterisidal. 

 

Indeks antibiosis 
Indeks antibiosis diukur sesuai dengan indeks enzim menggunakan rumus mengukur indeks kitinolitik 

menurut Halimahtussadiyah et al.  (2017) atau pelarut fosfat yang dihasilkan oleh bakteri antagonis, 

dengan mengukur diameter zona terang, dan diameter koloni atau dalam hal ini diameter kertas saring, 

menggunakan rumus menurut (Halimahtussadiyah et al.,  2017) sebagai berikut: 

 

           (diameter zona - diameter koloni antagonis) 

IA =    ---------------------------------------------------------  

            diameter koloni antagonis 

 

Menurut Stonier (1969 dalam Azizah, 2017), Penentuan kategori penghambatan 

dikelompokkan berdasarkan besar indeks penghambatan atau indeks antibiosis yaitu : 

a. Sangat Kuat (>2.0) dengan simbol (+++) 

b. Kuat (1.0 – 1.9) dengan simbol (++) 

c. Lemah (0.1 – 0.9) dengan simbol (+) 

d. Tidak memiliki kemampuan antagonistik (0.0) dengan simbol (-)  

 

Daya tahan (shelflife) B. subtilis B315 dalam formula nanosuspensi 
Daya tahan B. subtilis B315 dalam formula nanosuspensi dihitung dengan menggunakan metode tetes 

atau drop plate method (Herigstad et al., 2001). Perhitungan populasi dilakukan pada 10, 25 dan 40 

hari setelah formulasi. 

 

Analisis data 
Data yang diperoleh dianalisis  dengan Tukey’s test dan dilanjutkan dengan LSD taraf 5%. 
  
HASIL DAN PEMBAHASAN 

Penghambatan B. subtilis B315 terhadap Xoo in vitro 

Penghambatan B. subtilis B315 terhadap Xoo in vitro ditunjukkan pada Tabel 1, Gambar 1.  Perlakuan 

dengan formula cair suspensi B. subtilis B315 menunjukkan kemampuan menghambat yang lebih baik 

yaitu dengan indeks antibiosis sebesar 1,44 (++) yang tergolong kuat, sedangkan dengan nanosuspensi 

menunjukkan indeks antibiosisnya 0,41 (+) tergolong menghambat namun lemah.  Zona hambat yang 

terbentuk oleh perlakuan B. subtilis B315 suspensi adalah 7,2 mm.  Hal ini sependapat dengan Marcic 

et al. (2018) bahwa aplikasi B. subtilis  dapat menekan X. vesicatoria pada tomat dengan zona hambat 

5-9 mm.   

 

Tabel 1. Penghambatan Xoo oleh B. subtilis B315 in vitro 

Perlakuan B. subtilis 

B315 

Zona hambat 

(mm) 

Indeks antibiosis (%) Mekanisme hambatan 

Formula cair suspensi 7,2 a 1,44 (++) bakteriostatik 

Nanosuspensi 2,1 b 0,42 (+) bakteriostatik 

Keterangan: Angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada kolom yang sama menunjukkan  

        tidak berbeda nyata menurut LSD 5% 
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Gambar 1. Uji penghambatan B. subtilis B315 suspensi (A) dan nanosuspensi (B) terhadap Xoo 

 

 

Mekanisme penghambatan 

Mekanisme penghambatan B. subtilis B315 baik suspensi maupun nanosuspensi adalah 

bakteriostatik, meskipun yang nanosuspensi lebih jernih, namun zona hambatnya lebih kecil dibanding 

dengan formula suspensi dan keduanya menunjukkan mekanisme yang sama yaitu bakteriostatik 

(Gambar 2).  Kejernihan zona dapat disebabkan oleh macam  metabolit sekunder yang dihasilkan 

berupa enzim hidrolitik yang bervariasi seperti protease, selulase, lipase, aktivitas pemacu 

pertumbuhan (siderofor, IAA, pelarut fosfat, dan fiksasi nitrogen) (Azman et al., 2017) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         Gambar 2. Mekanisme penghambatan bakteriostatik 

(A) Suspensi dan (B) Nanosuspensi B. subtilis B315 

 

Kedua macam perlakuan B. subtilis B315 suspensi dan nanosuspensi menunjukkan mekanisme 

bakteriostatik, dan air peptonnya 0,6% keruh (Gambar 2).  Hal ini menunjukkan bahwa pertumbuhan 

Xoo masih ada pada zona yang terbentuk, sehingga dikatakan hanya menghambat pertumbuhan Xoo.  

Bernatova et al. (2013) menyebutkan bahwa pengaruh antibiotik terhadap pertumbuhan bakteri dapat 

dengan mekanisme bakteriostatik yaitu menghambat pertumbuhan bakteri patogen dan bakterisidal 

dapat mematikan bakteri.  

 

Daya tahan (shelflife) B. subtilis B315 dalam formula nanosuspensi 

Daya tahan B. subtilis B315 diamati berdasarkan perhitungan koloni yang terbentuk pada drop atau 

tetes pengenceran ke 4, 5, 6, 7 dan 8 sebagai berikut: pada pengenceran ke 5 dan 6 populasi koloni 

bakteri dapat terhitung, yang pengenceran ke 4 tidak terhitung karena terlalu padat dan pengenceran 

ke 7 dan 8 bakteri tidak tumbuh (Gambar 3).   
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Gambar 3. Metode drop untuk perhitungan populasi B. subtilis B315 

 

Populasi awal B. subtilis B315 dalam suspensi  14,8 108 cfu/mL setelah dibuat nano suspensi masih 

bertahan pada kepadatan populasi 0,5. 108 cfu/mL yang dihitung dengan metode drop pada suhu ruang. 

Shelf life Bacillus sp. menurun dalam formula apabila tidak ada bahan aditif setelah 240 hari 

(Rangeshwaran et al., 2010). B subtilis B298 mempunyai daya simpan sampai dengan 5 minggu 

dengan populasi yang sedikit menurun yaitu dari 12,79 108 menjadi 1,44. 108 cfu/mL (Prihatiningsih 

et al., 2020b). 

 

KESIMPULAN 

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan dapat diambil kesimpulan bahwa 

1. B. subtilis B315 formula nanosuspensi mampu menghambat Xoo dengan indeks antibiosis 0,42 

(+)  

2. Mekanisme antibiosis B. subtilis B315 adalah bakteriostatik, menghambat pertumbuhan Xoo 

tidak mematikannya. 

3. Shelf-life B. subtilis B315 dalam formula nanosuspensi masih bertahan selama penyimpanan pada 

suhu ruang. 
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