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Kubis (Brassica oleracea) merupakan tanaman famili Brassicaeae yang 

banyak di budidayakan di Indonesia  untuk memenuhi kebutuhan pangan, ataupun 

komoditas perdagangan. Salah satu Kendala dalam budidaya tanaman kubis 

adalah adanya hama yaitu Crocidolomia pavonana. Kemampuan C. pavonana 

dalam mencerna tanaman kubis dikarenakan adanya simbiosis antara bakteri 

endosimbion dengan sistem pencernaan C. pavonana yang mampu menyediakan 

enzim-enzim pencernaan dan dapat mendegradasi senyawa polisakarida menjadi 

komponen yang lebih sederhana. Salah satu jenis senyawa polisakarida yang 

mampu di degradasi oleh bakteri endosimbion  adalah  pektin. Pektin merupakan 

kelompok senyawa polisakarida yang banyak dijumpai pada tanaman khususnya 

dibagian lamela tengah dinding sel primer tanaman. Bakteri yang memiliki 

kemampuan dalam mendegradasi senyawa pektin adalah bakteri pektinolitik. 

Bakteri tersebut memiliki aktivitas pektinolitik yaitu menghasilkan enzim 

pektinase yang mampu merombak senyawa pektin dengan memecah asam 

poligalakturonat menjadi asam monogalakturonat melalui reaksi depolimerisasi 

dan deesterifikasi. 

Pada penelitian ini dilakukan isolasi menggunakan usus larva C. pavonana 

instar akhir pada media pektin agar 0,5 % secara aerob. Hasil isolasi tersebut di 

murnikan dan masing-masing isolat bakteri diuji secara semikuantitatif untuk 

mengetahui potensi bakteri pektinolitik. Selanjutnya dilakukan identifikasi secara 

makroskopis, mikroskopis, dan biokimia sesuai dengan buku panduan Bergey 

Manual of Determinative Bacteriolgy 9
th

, Microbiology: A Laboratory Manual. 

Isolat bakteri yang telah di identifikasi di uji aktivitas enzim pektinase dan juga 
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dilakukan purifikasi enzim pektinase dengan melalui kolom dialisis 10 kDa dan 

anions exchanger chromatography.  

Hasil penelitian ini menunjukan bahwa terdapat 5 isolat bakteri 

pektinolitik yang di isolasi dari sistem pencernaan C. pavonana yaitu I1, I2, I3, I4 

dan I5. Berdasarkan pengamatan makroskopis, mikroskopis dan uji biokimia 

menunjukan bahwa isolat I2 mendekati genus Acetobacter dan isolat I3, I4 

mendekati genus Neisseria. Hasil purifikasi enzim melalui kolom dialisis 10 kDa 

menunjukan bahwa fraksi < 10kDa memiliki aktivitas lebih tinggi dibandingkan 

fraksi >10kDa yaitu sebesar 0,05 U/ml. Hasil purifikasi enzim pektinase melalui 

anions exchanger chromatography menunjukan bahwa terdapat 1 peak yang 

memiliki aktivitas enzim tertinggi dengan purification fold sebesar 13,582 dan 

yield 10,79%. 
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BAB I. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Kubis (Brassica oleracea) merupakan tanaman famili Brassicaeae yang 

banyak di budidayakan di Indonesia  untuk memenuhi kebutuhan pangan, ataupun 

komoditas perdagangan (Hasyim et al., 2009). Salah satu Kendala dalam 

budidaya tanaman kubis adalah serangan hama terhadap tanaman tersebut,  seperti  

Plutella xylostella, Hellula undalis, Spodoptera litura dan Crocidolomia 

pavonana (Ebenebe et al., 2006). Kerusakan terbesar pada kubis disebabkan oleh 

C. pavonana. Hal ini dikarenakan, C. pavonana menyerang bagian titik tumbuh 

tanaman seperti pada tanaman kubis. Kerusakan tanaman kubis yang disebabkan 

oleh C. pavonana sebesar 65%-100% dan dapat menurunkan produksi panen 

sebesar 79,81% (Syahroni dan Prijono, 2013).   

Kemampuan C. pavonana dalam mencerna tanaman kubis tidak terlepas dari 

adanya simbiosis antara bakteri endosimbion dengan C. pavonana pada sistem 

pencernaanya. Bakteri tersebut mampu menyediakan enzim-enzim pencernaan 

yang dapat mendegradasi senyawa polisakarida menjadi komponen yang lebih 

sederhana sehingga dapat dicerna langsung oleh C. pavonana (Park et al., 2007). 

Salah satu jenis senyawa polisakarida yang mampu di degradasi oleh bakteri 

endosimbion  adalah  pektin.  

Pektin merupakan salah satu komponen utama dinding sel tanaman yang  

banyak dijumpai pada bagian lamella tengah dinding sel primer yang 

berkontribusi dalam proses fisiologis tanaman (Marcia et al., 1999). Secara umum 

pektin pada tanaman berperan dalam pembentukan dinding sel tanaman, 

pertumbuhan sel, diferensiasi sel, mempengaruhi sifat dinding sel tanaman seperti 

porositas, pH, keseimbangan ion yang berperan  penting dalam transportasi ion 

dinding sel tanaman. Selain itu pektin pada tanaman juga berperan dalam 

mengaktifkan respon pertahanan tanaman (Voragen et al., 2009). Pada dinding sel 

tanaman dikotil secara umum tersusun atas 35% pektin, 30% selulosa, 30% 

hemiselulosa dan 5% protein (Voragen et al., 2009). Menurut Maatsch et al. 
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(2016) pada tanaman kubis segar memiliki kandungan senyawa pektin sebesar 93 

mg/g. 

Pada bakteri secara umum pektin berperan sebagai salah satu sumber karbon 

utama oleh mikroorganisme. Selain itu pada bakteri tertentu pektin berperan 

dalam menginduksi kekebalan dan meningkatkan integritas sel epitel usus inang 

(Lersen et al., 2019). Salah satu jenis bakteri yang memiliki kemampuan dalam 

mendegradasi senyawa pektin adalah bakteri pektinolitik. Bakteri tersebut 

memiliki aktivitas pektinolitik yaitu menghasilkan enzim pektinase yang mampu 

merombak senyawa pektin dengan memecah asam poligalakturonat menjadi asam 

monogalakturonat melalui reaksi depolimerisasi dan deesterifikasi (Aaisha dan 

Barata , 2016; Geetha et al., 2012).   

Beberapa jenis serangga Lepidoptera yang diketahui memiliki bakteri 

pektinolitik pada sistem pencernaanya salah satunya adalah serangga Bombyx 

mori. Berdasarkan penelitian yang dilakukan Anand et al. (2010) terdapat 3 

spesies bakteri yang di isolasi dari sistem pencernaan larva instar akhir Bombyx 

mori yaitu Bacillus circulans, Pseudomonas fluorescens dan Erwina sp. Hal ini 

didukung oleh pernyataan Dillon dan Dilon (2004) bahwa, kelompok serangga 

Lepidoptera memiliki bakteri endosimbion pada sistem pencernaan yang dapat 

mencerna senyawa polisakarida yaitu selulosa, pektin,dan xylan. 

Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat menjadi penelitian dasar untuk 

nantinya mampu menjadikan inovasi baru yang ramah lingkungan dalam 

pengendalian serangga hama C. pavonana pada tanaman kubis dengan 

mengganggu metabolisme bakteri endosimbion pada sistem pencernaan serangga. 

Oleh karena itu perlu dilakukan penelitian mengenai skrining bakteri pektinolitik 

pada sistem pencernaan C. pavonana dan purifikasi enzim yang dihasilkan.   

 

1.2 Rumusan Masalah 

1. Apakah terdapat bakteri pektinolitik yang bersimbiosis pada sistem 

pencernaan C. pavonana  sebagai hama tanaman kubis?  
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2. Bagaimanakah aktivitas pektinolitik pada bakteri yang ditemukan 

berdasarkan enzim pektinasenya? 

3. Bagaimanakah hasil purifikasi enzim pektinase yang dihasilkan oleh 

bakteri pektinolitik dengan aktivitas enzim tertinggi? 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

1. Mengidentifikasi bakteri pektinolitik yang terdapat pada sistem 

pencernaan C. pavonana .  

2. Mengetahui aktivitas pektinolitik pada bakteri yang ditemukan 

berdasarkan enzim pektinasenya.  

3. Mengetahui hasil purifikasi enzim pektinase yang dihasilkan oleh bakteri 

pektinolitik dengan aktivitas enzim tertinggi. 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

Hasil akhir dari penelitian ini diharapkan dapat menjadi penelitian dasar 

untuk nantinya mampu menjadikan inovasi baru yang ramah lingkungan dalam 

pengendalian serangga hama C. pavonana pada tanaman kubis dengan 

mengganggu metabolisme bakteri endosimbion pada sistem pencernaan serangga.  
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BAB II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1  Crocidolomia pavonana L. 

2.1.1 Klasifikasi C.  pavonana 

Menurut Kalshoven (1981). C. pavonana diklasifikasikan sebagai berikut: 

Kingdom : Animalia 

Phylum : Arthropoda 

Class : Insecta 

Ordo : Lepidoptera 

Famili : Pyralidae 

Genus  : Crocidolomia 

Spesies : Crocidolomia pavonana F. 

 

C. pavonana atau disebut dengan ulat krop kubis merupakan salah satu jenis 

serangga yang masuk kedalam ordo Lepidoptera famili Pyralidae yang tersebar di 

benua Asia dan Afrika. Secara umum C. pavonana dewasa akan meletakan 

telurnya dipermukaan bawah daun kubis, sehingga larva dapat menetas dan 

merusak bagian tunas muda. Serangga ini umumnya aktif menyerang dan 

menyebar pada fase larva instar tiga. Selain itu C. pavonana pada tanaman kubis 

akan menyerang bagian krop. Sehingga hal tersebut dapat mengakibatkan 

kegagalan panen atau menurunnya produksi tanaman kubis. (Sulifoa et al., 2016). 

Kehadiran larva C. pavonana pada tanaman kubis diketahui dapat 

menurunkan produksi kubis sebesar 79,81 %. Selain itu adanya larva C. pavonana 

juga dapat menyebabkan kerusakan sebesar 65,0%, dan pada musim kemarau 

kerusakan dapat mencapai 100% (Kristanto et al., 2013; Surahmat dan Prijono, 

2002). 
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2.1.2 Siklus Hidup C. pavonana 

C. pavonana merupakan kelompok serangga holometabola yang memiliki 

beberapa tahapan siklus hidup yaitu fase telur, larva, pupa dan imago. Pada fase 

telur, C. pavonana dewasa akan meletakan telurnya pada permukaan bawah daun 

ataupun tepi daun dengan jumlah yang bervariasi . Secara umum jumlah telur 

yang dihasilkan berkisar  50- 300 telur. Waktu yang dibutuhkan saat fase telur 

menuju fase larva adalah kurang lebih 5 hari. Sedangkan waktu yang dibutuhkan 

pada fase telur sampai imago adalah 22-30 hari. (Smyth et al., 2003; Takeuchi et 

al., 2009). 

 Pada fase larva, C. pavonana  melalui beberapa tahap perkembangan yaitu 

larva instar ke 1, instar ke 2 , instar ke 3 dan instar ke 4 atau instar akhir . Pada 

tahap instar awal, larva memakan sebagian dari pucuk tanaman kubis.  Sedangkan 

saat memasuki instar ke 3 larva mulai melakukan pergerakan menuju titik tumbuh 

tanaman kubis dan menyebabkan kerusakan yang dapat menghambat 

pertumbuhan tanaman tersebut. Periode perkembangan larva instar awal sampai 

instar akhir memerlukan waktu 7-8 hari dengan suhu 25-28ºC. Pada saat 

menjelang pergantian fase larva menjadi pupa, serangga C. pavonana akan 

bergerak dari daun menuju ke tanah (Prijono dan Hasan, 1992). 

Awal mula fase pupa ditandai dengan mulai terbentuknya kokon. Secara 

umum ciri morfologi pupa C. pavonana yaitu berwarna coklat kekuningan sampai 

menjadi coklat tua. Sedangkan tahap akhir dari perkembangan serangga C. 

pavonana adalah tahap imago. Waktu yang dibutuhkan untuk perkembangan fase 

pupa ke fase imago adalah 10 hari dengan suhu 26-32ºC. Karakteristik dari fase 

ini yaitu terbentuknya sayap dan dapat dibedakan antara jantan dan betina. Salah 

satu karakteristik yang membedakan antara imago betina dan jantan adalah pada 

jantan terdapat bercak putih pada bagian sayap depan dan adanya rambut coklat 

tua pada tepi anterior sayap bagian depan. Selain itu umumnya pada imago jantan 

memiliki tubuh yang lebih panjang dibandingkan dengan imago betina. Berikut 

merupakan siklus hidup C. pavonana dari fase telur sampai fase imago dapat 

dilihat pada Gambar 2.1 
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(a) fase telur; (b) larva instar 1; (c) larva instar 2; (d) larva instar 3; (e) 

larva  instar 4; (f)pra pupa; (g) pupa; (h) imago jantan; (i) imago betina.                                                  

Gambar 2.1 Siklus hidup C. pavonana(Sumber : Jannah, 2017) 

 

2.1.3 Sistem pencernaan C. pavonana 

Serangga memiliki struktur sistem pencernaan yang beragam karena adanya 

perbedaan sumber makanan. Pada umumnya sistem pencernaan serangga terbagi 

atas 3 bagian utama yaitu foregut, midgut dan hindgut. Foregut (stomodeum) atau 

usus depan merupakan bagian sistem pencernaan serangga yang berperan dalam 

penyimpanan dan proses penghancuran makanan. Midgut (mesenteron) atau usus 

tengah merupakan bagian sistem pencernaaan serangga yang berperan dalam 

mengabsorbsi dan juga mensekresikan enzim-enzim pencernaan. Sedangkan 

bagian akhir dari sistem pencernaan serangga yaitu hindgut (proctodeum) atau 

disebut dengan usus belakang yang berperan untuk reabsorbsi atau penyerapan 

kembali molekul-molekul penting yang masih dibutuhkan seperti air, garam 

ataupun molekul yang masih diperlukan (Chapman et al., 2013). Berikut 

merupakan sistem pencernaan serangga dapat dilihat pada Gambar 2.2. 
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Gambar 2.2 Struktur Umum Sistem Pencernaan Serangga (Lepidoptera:Pyralidae) 

(Sumber : Mahdavi et al., 2013). 

 

C. pavonana memiliki sistem pencernaan yang hampir sama pada 

serangga umumnya. Pada serangga daerah forgut atau usus depan terdiri dari 

mulut sampai ke faring, esofagus, crop dan proventrikulus. Hasil pencernaan pada 

daerah forgut akan ditransportasikan dan kemudian di simpan kedalam suatu area 

yang disebut dengan crop yang berfungsi untuk menyimpan makanan sementara. 

Sedangkan bagian midgut ditandai dengan adanya gastric caeca dan ventrikulus. 

Bagian akhir pencernaan serangga yaitu hindgut terdiri dari katup piloriuc, 

tubulus malphigi, ileum dan kolon (Engel dan Moran, 2013; Chapman et al., 

2013) 

 

2.1.4 Bakteri Simbion Pada Saluran Pencernaan C. pavonana 

 Simbiosis merupakan suatu interaksi antara mahluk hidup satu dengan 

lain yang dapat bersifat saling menguntungkan (mutualistik) atau saling 

merugikan. Simbiosis mutualistik antara bakteri dengan serangga telah diketahui 

memberikan dampak biologis pada inangnya. Bakteri tersebut memberikan 

dampak positif salah satunya dengan memproduksi enzim pencernaan yang dapat 
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meningkatkan kemampuan dalam mencerna makanan (Doughlas, 2015; Dillon 

dan Dillon, 2004). 

Beberapa jenis bakteri diketahui banyak dijumpai didalam usus serangga 

Lepidoptera yaitu Pseudomonas, Bacillus, Corynebacterium dan Erwina. Selain 

bakteri juga terdapat mikroorganisme lain seperti protozoa, fungi yang banyak 

ditemukan dalam sistem pencernaan serangga seperti rayap atau serangga 

pemakan kayu lainya (Anand et al., 2010; Pal dan Karmakar, 2018). 

Mikroorganisme tersebut berperan sangat penting dalam membantu proses 

pencernaan, meningkatkan respon imun dan juga melindungi dari patogen pada 

beberapa spesies.  

Pada serangga, umumnya bakteri endosimbion banyak dijumpai pada 

kelompok serangga pemakan kayu, omnivora ataupun serangga herbivor. 

Mikroorganisme yang ada pada saluran pencernaan serangga herbivor bertujuan 

untuk mendegradasi beberapa senyawa atau nutrisi pada tanaman seperti selulosa, 

pektin, xilan dan juga beberapa jenis vitamin yang tidak dapat dicerna langsung 

oleh serangga. Sehingga dengan adanya bakteri endosimbion, dapat meningkatkan 

proses pencernaan dengan menyediakan enzim-enzim pencernaan  yang dapat 

mendegradasi senyawa tersebut (Dillon dan Dilon, 2004).  

Salah satu jenis bakteri yang diketahui membantu dalam proses pencernaan 

serangga adalah kelompok bakteri pektinolitik. Bakteri tersebut merupakan 

bakteri yang mampu mendegradasi senyawa pektin sebagai salah satu senyawa 

polisakarida penyusun dinding sel tumbuhan. Adanya simbiosis antara bakteri 

dengan serangga, maka baketri endosimbion tersebut dapat merombak senyawa 

pektin menjadi molekul-molekul yang lebih sederhana dengan memecah 

asam poligalakturonat menjadi asam monogalakturonat melalui pelepasan ikatan 

glikosidik melalui reaksi depolimerisasi dan deesterifikasi (Anand et al., 2010 ; 

Geetha et al., 2012).  

Salah satu jenis serangga diketahui memiliki  bakteri pektinolitik pada 

sistem pencernaanya adalah Bombyx mori. Berdasarkan penelitian yang dilakukan 

Anand et al. (2010) terdapat 3 spesies bakteri pektinolitik yang terdapat pada 

sistem pencernaan larva instar akhir Bombyx mori yaitu B. circulans, P. 
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fluorescens dan Erwinia sp. Selain itu berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh 

Kavuthodi et al. (2015) bahwa, terdapat beberapa spesies bakteri pektinolitik yang 

di isolasi dari tanah di daerah Malabar . Bakteri tersebut yaitu Bacillus coagulans, 

Bacillus subtilis, Bacillus panthotheticus dan Corynebacterium kutsceri. 

 Hal ini didukung oleh pernyataan Dillon dan Dilon (2004) bahwa,  

kelompok serangga Lepidoptera memiliki bakteri endosimbion pada sistem 

pencernaan yang dapat mencerna senyawa polisakarida yaitu selulosa, pektin,dan 

xylan.  

 

2.2 Pektin dan Pektinase  

 Pektin merupakan kelompok senyawa makromolekul yang banyak 

dijumpai pada tanaman khususnya dibagian lamela tengah dinding sel primer 

tanaman. Selain itu pada tanaman secara umum pektin berperan untuk menjaga 

integritas struktur dan jaringan sel. Secara umum struktur kimia, pektin tersusun 

atas asam D-galakturonat yang dihubungkan oleh ikatan a-1,4 glikosidik (Aaisha 

dan Barata , 2016; Marcia et al., 1999). Kubis merupakan salah satu tanaman 

yang mengandung senyawa polisakarida salah satunya pektin. Menurut Maatsch 

et al. (2016) pada tanaman kubis segar memiliki kandungan senyawa pektin 

sebesar 93 mg/g. Berikut merupakan struktur kimia molekul pektin yang dapat 

dilihat pada Gambar 2.4.  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Gambar 2.3 Struktur Molekul Pektin 

(Sumber: Khan et al., 2015) 
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 Pektin merupakan suatu senyawa yang dapat terhidrolisis oleh enzim 

pektinase. Pektinase adalah kelompok enzim heterogenus yang memiliki 

kemampuan mendegradasi pektin melalui reaksi depolimerisasi dan deesterifikasi 

(Geetha et al.,2012). Secara umum enzim pektinase tersebar pada tanaman dan 

juga diproduksi oleh mikroorganisme prokariotik atau eukariotik. Beberapa 

mikroba diketahui mampu menggunakan senyawa pektin sebagai sumber karbon 

dan energi dengan cara memproduksi enzim pektinase (Pedrolli, 2009). Pada 

tanaman secara umum enzim pektinase memiliki peran yang sangat penting 

diantaranya yaitu berperan dalam pertumbuhan tanaman, pelunakan pada 

beberapa jaringan tanaman selama proses pematangan dan juga proses 

dekomposisi tanaman (Giacobbe et al., 2014; Smirnov et al., 2017). 

 Menurut Debbing et al. (2006) berdasarkan cara kerjanya secara umum 

enzim pektinase dikelompokan menjadi beberapa yaitu pektinesterase atau pektin 

metilesterase (PME, EC 3.1.1.11), poligalakturonase (PG, EC 3.2.1.15), pektat 

liase (PAL, EC 4.2.2.2), dan pektin liase (PL, EC 4.2.2.10). Pektin metilesterase 

adalah enzim yang dapat memutus ikatan antara gugus karboksil dengan gugus 

metil pada asam poligalakturonat, sehingga dapat teresterifikasi. Poligalakturonase 

(PG) merupakan golongan enzim hidrolase yang mampu menghidrolisis molekul 

pektin dengan derajat esterifikasi yang sangat tinggi dengan membuka ikatan a-

1,4-glikosidik pada rantai asam poligalakturonat. Pektat liase (PAL) dan pektin 

liase (PL) merupakan enzim depolimerase yang memutus ikatan a-1,4-glikosidik 

pada asam poligalakturonat melalui mekanisme reaksi f3-eliminasi menghasilkan 

oligogalakturonat dengan ikatan C4-05 tak jenuh. Pektat liase bekerja pada pektin 

dengan derajat esterifikasi yang rendah atau tidak teresterifikasi dan memerlukan 

Ca
2+

 untuk meningkatkan aktivitasnya. Sedangkan pektin liase bekerja pada pektin 

dengan derajat esterifikasi yang cukup tinggi dan aktivitasnya tidak dipengaruhi 

oleh Ca
2+

 (Mayans et al., 1997; Shen et al., 1995).  

2.3 Purifikasi Enzim 

 Enzim merupakan suatu jenis biomolekul berupa protein yang dihasilkan 

oleh organisme yang berperan sebagai katalis untuk menghasilkan reaksi biokimia 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


11 
 

 
 

(Sathyanarayana et al., 2002). Salah satu metode yang dapat dilakukan untuk 

memisahkan enzim dengan komponen lain didalam sel yaitu melalui proses 

purifikasi. Purifikasi enzim adalah suatu metode pemurnian enzim untuk 

memperoleh enzim murni yang ditargetkan. Secara umum proses purifikasi enzim 

terbagi menjadi 3 yaitu Capture, Intermediate, dan Polishing  (Biosciences, 2001). 

 Tahap Capture merupakan tahap awal purifikasi enzim. Pada tahap ini 

bertujuan untuk mengisolasi , pemekatan dan menghasilkan produk target. Tahap 

selanjutnya adalah tahap Intermediate yaitu untuk menghilangkan kontaminan 

berupa protein lain atau asam nukleat. Pada tahap ini bertujuan untuk memisahkan 

enzim dari kontaminan yang masih belum bisa di pisahkan pada tahap Capture. 

Sedangkan tahap akhir dari proses purifikasi enzim adalah tahap Polishing yaitu 

untuk menghilangkan sebagian besar sisa kontaminan dengan tujuan mendapatkan 

tingkat kemurnian yang tinggi dari enzim target (Biosciences, 2001). 

 Secara umum beberapa metode yang umum digunakan pada proses 

purifikasi yaitu Presipitasi amonium sulfat, Dialisis, Ion Exchange 

Chromatography. Presipitasi amonium sulfat merupakan proses pengendapan 

protein dengan penambahan garam amonium sulfat. Pada metode ini penambahan 

garam dengan konsentrasi yang lebih tinggi (>0,15 M) akan menurunkan tingkat 

kelarutan protein (salting-out). Penambahan garam secara terus menerus akan 

mengakibatkan kenaikan konsentrasi garam. Semakin tinggi konsentrasi garam 

maka kelarutan protein semakin rendah dan terjadi pengendapan (Culture, 2004; 

Wingfield, 2001).  

Metode lain yang juga sering digunakan adalah Ion Exchange 

Chromatography atau kromatografi pertukaran ion. Pada metode ini bertujuan 

untuk memisahkan protein target dengan prinsip melalui pembentukan ikatan ion 

antara gugus ionik biomolekul dan ion yang berada pada kolom yang memiliki 

muatan ion yang berbeda. Protein yang memiliki muatan positif akan berinteraksi 

dengan ion yang memiliki muatan yang berbeda yaitu muatan negatif atau disebut 

dengan anion exchanger. Sedangkan protein yang bermuatan negtaif akan 

berinteraksi dengan ion yang memiliki muatan berbeda yaitu muatan positif atau 

cation exchanger (Murray et al., 2003; Grodzki dan Berenstein, 2010).  
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

 

3.1 Tempat dan Waktu 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Zoologi dan Mikrobiologi Jurusan 

Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Jember. 

Waktu penelitian dimulai pada bulan Januari 2019 sampai Juli 2019. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi alat bedah, cawan petri, 

tabung reaksi, spatula, labu erlenmeyer, gelas beker, gelas pengaduk, gelas ukur, 

pipet volume, inkubator, autoklaf, jarum ose, neraca analitik, mikro pipet100-

1000 µL, mikro pipet 10-100 µL, tabung falcon dan tip, microtube, pH meter, 

kertas saring, hot plate stirrer, shaker, laminar air flow (LAF), colony counter, 

mikroskop Olympus CX 21, mikroskop stereo, vortex, sentrifuge, 

spektrofotometer, kolom chromatography, tabung eppendorf, mikroskop, vortex, 

gelas benda, UV transilluminator, tabung durham, dan kamera Huawei. 

 Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi  larva C. pavonana 

instar akhir, pektin 0.5 %, Na2HPO4 6 gr/L. KH2PO4 3 gr/l, NaCL 0,5 gr/L, 

MgSO4 0,2 gr/L, Nh4Cl 1 mg/L, agar 17 gr/L, pepton 2 gr/L. media pepton 1%, 

cat Gram (iodine, kristal violet, safranin), alkohol, akuades, garam fisiologis 

(NaCl 0,5gr/L), NaOH, CH3COOH, etanol, buffer fosfat 1 M, glukosa, dan reagen 

Somogvi-Nelson, larutan 3% H2O2, larutan glukosa, larutan sukrosa, larutan 

laktosa, larutan arabinose, larutan maltose, larutan mannitol, BTB (BromTimol 

Blue), pepton, 2 gr/L % gula simonsitrat, dan larutan iodin,  Aquades, ammonium 

sulfat, alumunium foil, kertas dorslang, lampu bunsen, dan tisue. 
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3.3 Prosedur Penelitan 

 Prosedur penelitian terbagi dalam dua tahapan utama yaitu isolasi bakteri 

pektinolitik pada sistem pencernaan C. pavonana dan produksi enzim pektinase 

yang dihasilkan. Berikut diagram alur penelitian dapat dilihat pada Gambar 3.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.1 Diagram alur penelitian 

Prosedur Penelitian 

Persiapan isolat 

Isolasi bakteri pektinolitik pada sistem pencernaan C. pavonana 

Pengujian bakteri pektinolitik secara semikuantitatif 

Identifikasi Bakteri Pektinolitik 
Produksi enzim pektinase 

Identifikasi secara makroskopis 

meliputi bentuk koloni, permukaan 

elevasi, tepi koloni, warna koloni dan 

bentuk sel dan mikroskopis 

Identifikasi secara biokimia 

Produksi crude 

enzim pektinase 

Uji aktivitas enzim pektinase dengan 

Somogy-Nealson 

Purifikasi enzim pektinase 

Dialisis 

Anion Exchange Chromatography – 

MA Q-75 
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3.3.1 Koleksi C. pavonana 

Larva C. pavonana yang digunakan diperoleh dari lahan pertanian sawi di 

Desa Kertosari, Kecamatan Pakusari, Jember. Pengambilan larva dilakukan secara 

acak dengan mengumpulkan stadia larva yang ditemukan pada tanaman kubis di 

lahan pertanian yang kemudian dikembangbiakkan di Animal Care Unit (ACU), 

Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas 

Jember. 

3.3.2 Isolasi bakteri Pektinolitik 

Diambil sepuluh Larva C. pavonana instar akhir.  Dimasukan kedalam  

alkohol 70 % selama 60 detik dan dibilas menggunakan aquades sebanyak 3 kali 

dengan tujuan untuk menstrerilkan bagian eksternal tubuh serangga larva C. 

pavonana dari kontaminan luar. Diambil sepuluh usus Larva C. pavonana instar 

akhir dengan cara membedah bagian abdomen dari ujung anterior sampai 

posterior. Kemudian usus diangkat , di meserasi NaCl 0,85%, di hancurkan 

menggunakan mortar  dan di masukkan ke dalam NaCl 0,85% untuk selanjutnya 

dihomogenkan menggunakan vortex. Kemudian sampel tersebut diencerkan 

dengan seri pengenceran 10
-1

, 10
-2

, 10
-3

, 10
-4

 dan 10
-5 

dengan larutan pengencer 

garam fisiologis (NaCl 0,85% ). 10 µL suspensi usus larva C. pavonana 

ditumbuhkan pada media pektin agar dengan metode spread, kemudian di 

inkubasi selama 24-48 jam padasuhu 37°C (Cakici et al., 2014; Anand et al., 

2010). 

Selanjutnya Koloni bakteri yang tumbuh kemudian di murnikan dengan 

menumbuhkan kembali pada media nutrien agar dalam cawan petri dengan cara 

streak dan di inkubasikan selama 24 jam pada suhu 37°C sampai di dapatkan 

seluruh bakteri biakan murni. Koloni bakteri yang murni ini digunakan untuk 

identifikasi secara fisiologis, morfolgi, biokimia serta pengujian aktivitas 

pektinolitiknya. 

3.3.3 Pengujian bakteri pektinolitik secara semikuantitatif. 

Pengujian zona bening dilakukan dengan menggunakan larutan larutan 

I2KI 0,03% (Lugol‟s Iodine). 5 Isolat murni yang didapatkan di inokulasikan 
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sebanyak 1 ose kedalam media NB (Nutrien Broth) cair dan di inkubasi 

menggunakan shaker selama 24 jam dengan kecepatan 120 rpm pada suhu ruang. 

Kemudian isolat tersebut di tumbuhkan pada lubang sumuran yang terdapat pada 

media pektin agar 0,5 % dengan cara memasukan 30 µL suspensi bakteri pada 

lubang sumuran dan selanjutnya di inkubasi selama 2 hari. Pengujian zona bening 

dilakukan dengan menggunakan larutan I2KI 0,03% (Lugol‟s Iodine)  1 ml dan 

diamkan selama 15 menit. Dibuang larutan Lugol‟s Iodin. Diamati dan diukur 

zona bening yang terbentuk. Indeks aktivitas pektinolitik dapat diukur dengan 

menggunakan persamaan berikut (Kasana et al., 2008). 

Indeks Ativitas Enzim 
diameter koloni dengan zona bening (cm)

diameter koloni (cm)
 

3.3.4 Identifikasi Bakteri Pektinolitik 

a. Secara morfologi 

Pengamatan morfologi bakteri meliputi bentuk koloni, permukaan elevasi, tepi 

koloni, warna koloni dan bentuk sel. Pengamatan ini didasarkan pada buku 

panduan Bergey Manual of Determinative Bacteriolgy 9
th

, Microbiology: A 

Laboratory Manual.  

b. Uji Biokimia 

Uji biokimia yang dilakukan untuk identifikasi bakteri meliputi pewarnaan 

gram, uji katalase,  uji motilitas, uji karbohidrat, uji oxidase, uji urease, uji nitrat, 

uji indol dan uji sitrat. 

1. Pewarnaan gram 

Pewarnaan gram bakteri dilakukan dengan menggunakan sel bakteri yang 

berumur 24-48 jam. Isolat bakteri dioleskan setipis mungkin pada kaca preparat, 

kemudian difiksasi di atas api bunsen sampai kering. Selanjutnya teteskan larutan 

kristal violet (zat pewarna I atau zat pewaarna utama) dan tunggu selama 1 menit, 

lalu dicuci dengan aquades mengalir. Kemudian preparat dibilas dengan alkohol 

sampai warna ungu menghilang. Preparat ditetesi dengan larutan safranin, 

didiamkan selama 30 detik, selanjutnya dibilas dengan akuades. Kaca objek 

diletakkan dalam posisi tegak pada rak kaca agar mengering. Amati bakteri 
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dengan menggunakan mikroskop perbesaran 1000x. Bakteri gram positif 

berwarna ungu atau violet, sedangkan gram negatif berwarna merah jambu 

(Becerra et al., 2016; Thairu et al., 2014) 

2. Uji katalase 

Uji katalase dilakukan dengan menggunakan larutan hidrogen peroksida 

(H2O2) 3% pada koloni murni. Teteskan 1 tetes larutan H2O2 di atas permukaan 

koloni. Bakteri yang bersifat katalase positif terlihat adanya pembentukan 

gelembung gas di sekitar koloni dan jika gas tidak terbentuk berarti bakteri 

bersifat kalatase negatif (Facklam dan Elliot, 1995; Hemraj et al., 2013). 

3. Uji Motilitas 

Uji motilitas dilakukan dengan metode Hanging Drop yaitu diteteskan 

sampel bakteri pada preparat cekung kemudian ditutup dengan gelas penutup. 

Motilitas bakteri dilihat dengan menggunakan mikroskop. Pergerakan bakteri 

akan terlihat arah dan kecepatan yang berbeda (Aygan dan Arikan, 2007). 

4. Uji Indol 

Uji indol dilakukan dengan menginokulasikan bakteri pada media, kemudian 

di inkubasi pada suhu 37
O
C. pengamatan dilakukan dengan menambahkan reagen 

Kovac‟s. Uji indol menunjukan hasil positif jika terbentuk lapisan atau cincin 

merah pada permukaan medium (Hemraj et al., 2013).  

5. Uji Karbohidrat 

Uji karbohidrat dilakukan dengan menginokulasikan sampel bakteri ke dalam 

larutan berbeda yang berisi glukosa, sukrosa, laktosa, arabinosa, maltose, dan 

manitol. Masing-masing larutan mengandung brom timol biru (BTB) sebagai 

indikator pH dan ditambahkan pepton sebagai sumber nitrogen, mineral dan 

vitamin. Masing-masing campuran dengan bakteri diinkubasi pada suhu 37
O
C 

selama 24 jam. Uji karbohidrat menunjukkan hasil positif jika terbentuk asam 

dengan ciri warna kuning dan terbentuk gas pada tabung durham. 

6. Uji Sitrat  

Uji sitrat dilakukan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam 

memfermentasikan sitrat. Uji ini dilakukan dengan menginokulasikan sampel 

bakteri pada media agar (pepton 1.25 g, 1% simon sitrat, dan 50mL aquades 
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steril). Media campuran diinkubasi pada suhu 37
O
C selama 18-24 jam. Uji sitrat 

positif jika koloni bakteri berwarna biru, sedangkan uji negatif ketika koloni 

berwarna hijau. 

 

3.3.5 Produksi enzim dan uji aktivitas enzim pektinase dari bakteri pektinolitik 

a. Optimasi Produksi ekstrak kasar pektinase.  

 Produksi pektinase dari bakteri yang telah dipilih dan teridentifikais secara 

morfologi, makroskopis, mikroskopis dan biokimia dibagi menjadi 3 tahapan 

utama yaitu optimasi produksi ekstrak kasar pektinase, produksi skala besar 

ekstrak pektinase dan purifikasi enzim. Optimasi merupakan salah satu cara untuk 

mengetahui waktu inkubasi optimum pada masing-masing isolat dalam 

menghasilkan pektinase. Di inokulasikan 100 µl bakteri kedalam media pektin 1 

% untuk kemudian di inkubasi selama 3 hari. Pemanenan ekstrak kasar pektinase 

dilakukan mulai jam ke 0, jam ke 24, jam ke 48, jam ke 60. Pemanenan dilakukan 

dengan cara mensentrifuge kecepatan 8000rpm selama 10 menit. Supernatan yang 

merupakan ekstrak kasar crude enzim diambil dan di uji aktivitas enzim 

menggunakan metode analisis gula reduksi  Somogyi-Nelson (Nelson, 1994) 

 Sebanyak 500 µl substrat pektin dalam 20 mM buffer asetat pH 5 di 

inkubasi pada suhu 37ºC selama 20 menit dalam waterbath. Selanjutnya kelompok 

uji dimasukan 100 µl ekstrak kasar pektinase hasil panen dan di inkubasi 

waterbath suhu  37ºC selama 2 jam. Selanjutnya ditambahkan 500 µl larutan 

somogy pada kelompok uji dan kontrol. Reagen Somogyi berfungsi untuk 

menghentikan reaksi enzimatis. Setelah di inkubasi 2 jam, pada kelompok kontrol 

ditambahkan 100 µl ekstrak kasar kemudian didihkan 15 menit. Selanjutnya yaitu 

ditambahkan 500 µl larutan Nelson dan ditambahkan 2,5 ml aquades. Masing-

masing perlakuan diambil 1,3 ml dimasukan kedalam eppendorf dan disentrifuge 

8000rpm 10 menit. Seluruh perlakuan diukur nilai absorbansinya dengan panjang 

gelombang 500 nm. Nilai absorbansi yang didapat dikonversi kedalam persamaan 

linear kurva standart glukosa untuk mengetahui kadar gula reduksinya.  
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Y= 0,0053-0,0049 

Keterangan  y: absorbansi panjang gelombang 500 nm 

  X: konsentrasi gula reduksi 

Konsentrasi gula reduksi yang didapat kemudian di konversi kedalam 

Unit/ml yaitu 1 unit aktiivtas pektinase didefinisikan sebagai jumlah enzim untuk 

mengkatalis perubahan 1 µml gula reduksi permenit dalam kondisi pengujian.  

 

Aktivitas pektinase (
U

ml
) 

Kadar gula reduksi x faktor pengenceran 

V x t x BM
 

 

Keterangan : V    : volume enzim (0,05 ml) 

   t     : waktu inkubasi (120 menit) 

  BM : Berat molekul glukosa (180 g/ml) 

 

b. Produksi enzim skala besar.  

Ekstrak kasar (crude) enzim pektinase diperoleh dengan mensetrifugasi kultur 

bakteri pada kecepatan 8.000 rpm selama 10 menit pada suhu 4
o
C. Supernatan 

yang dihasilkan, digunakan untuk pengujian aktivitas spesifik enzim pektinase. 

 

b. Uji aktivitas spesifik enzim pektinase dari bakteri pektinolitik 

Uji aktivitas pektinase dilakukan dengan mengukur gula reduksi yang 

terbentuk menggunakan Somogyi-Nelson. Reagen yang digunakan yaitu reagen 

Somogyi dan reagen Nelson. Reagen Somogyi berfungsi untuk menghentikan 

reaksi enzimatis, sedangkan reagen Nelson berfungsi untuk mengikat gula reduksi 

hasil hidrolisis substrat, sehingga dapat terwarnai dan terbaca nilai absorbansinya. 

 

3.3.6 Purifikasi Parsial Pektinase Isolat Terpilih 

Purifikasi dari isolat I4 yang telah dipilih dilakukan dengan 2 tahapan utama 

yaitu dialisis 10 kDa dan kromatografi penukar anion (Anions Exchanger 

Chromatography) dengan Sartobind MA Q-75.  

a. Dialisis ekstrak kasar pektinase dengan kolom dialisis 10 kDa 
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Ekstrak kasar enzim yang telah diproduksi dalam skala besardipisahkan 

berdasarkan ukuranya menggunakan kolom 10 kDa. Sebanyak 170 ml ekstrak 

kasar dilewatkan kedalam kolom dialisis 10 kDa kemudian di uji aktivitas 

enzimnya baik yang berada >10 kDa ataupun < 10 kDa. 

b. Kromatografi penukar anion (Anions exchanger chromatography) 

Enzim yang didapatkan melalui proses dialiss kemudian dimurnikan 

kembali dengan menggunakan anion exchanger chromatography. Optimasi 

dilakukan dengan mengalirkan 20 ml enzim dalam 20 ml 20 mM buffer asetat pH 

5 kedalam kolom matriks. Elusi dilakukan dengan menggunakan NaCl dalam 20 

mM buffer asetat pH 5 dengan variasi konsentrasi NaCl 0,1 M, 0,2 M, 0,3 M, 0,4 

M dan 0,5 M dengan kecepatan aliran elusi diatur sebesar 0,5 ml/mrnit. Eluat dari 

masing-masing konsentrasi di tampung dengan per fraksinya sebanyak 10 ml. 

Kuantitas protein diukur dengan spektrofotometer panjang gelombang 280 nm 

dan aktivitas enzimnya diukur berdasarkan gula reduksi yang dihasilkan dan di uji 

dengan metode Somogy Nelson selanjutnya diukur nilai absorbansiny 

menggunakan panjang gelombang 500nm (Nelson, 1944). 

 

3.4 Analisis Data 

Data yang diperoleh adalah data jenis kualitatif hasil identifikasi bakteri 

secara makroskopis, mikroskopis, biokimia dan data kuantitatif hasil purifikasi.  
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BAB 5. PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan 

 Berdasarkan hasil yang diperoleh dapat disimpulkan bahwa: 

1. Terdapat bakteri pektinolitik pada sistem pencernaan C. pavonana yaitu 

isolat I2 mendekati genus Acetobacter dan isolat I3, I4 mendekati genus 

Neisseria  

2. Terdapat aktivitas enzim pektinase pada keseluruhan isolat, dengan 

aktivitas enzim tertinggi terdapat pada isolat I4 dengan nilai 0,107 U/ml. 

3. Hasil purifikasi enzim dengan Anion Exchanger Chromatography 

menunjukan bahwa terdapat 1 peak yang memiliki aktivitas enzim 

tertinggi dengan purification fold sebesar 13,582 dan yield 10,79%.  

5.2 Saran 

Adapun saran yang dapat diberikan pada penelitian kali ini yaitu perlu 

dilakukan penelitian lanjut dengan mengidentifikasi secara molekuler pada isolat 

bakteri hasil isolasi dari sistem pencernaan C. pavonana dan perlu dilakukan  

karakterisasi enzim pektinase hasil purifikasi.  
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LAMPIRAN 

 

Lampiran A. Komposisi Reagen Somogyi  

Komposisi Jumlah 

Na2CO3 24 gr 

C4H4Kna06H20  

(Potassium Sodium Tartrate tetrahydrate) 12 gr 

NaHCO3 16 gr 

CuSO4.5H2O 10 % 40 ml 

Na2SO4 180 gr 

Akuades 1000ml 

 

Lampiran B. Komposisi Reagen Nelson 

Komposisi Jumlah 

(NH4)MO7024.4H20 50 gr 

Sulfuric acid 46 ml 

NaHSO4.7H20 6 gr 

Akuades 1000 ml 

 

Lampiran C. Rangkuman Hasil Purifikasi 

 

 

 

 

Tahap 

purifikasi 

Volume 

(ml) 

Aktivitas 

(U/ml) 

Total 

Aktivitas 

(U/ml) 

Abs 

280 

nm 

Tot 

Abs 

Aktivitas 

/Abs 280 nm 

Yield 

(%) 

Purification 

fold 

Crude Enzim 170 0,104 17,68 26,9 4573 0,003 100 1 

dialisis 10 

kDa 

166 0,049 8,134 20,03 3324,98 0,002 46,00 0,632 

Anion 

Excganger 

MA Q-75 

10 0,190 1,909 3,6354 36,35 0,052 10,79 13,582 
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y = 0,0053x - 0,0049 

R² = 0,9973 

0

0,05

0,1

0,15

0,2

0,25

0,3

0,35

0,4

0,45

0 10 20 30 40 50 60 70 80

A
b

s 

(Konsentrasi µg/ml) 

Kurva standar glukosa 

Lampiran D. Kurva Standar Glukosa 

Konsentrasi (µg/ml) Absorbansi (500 nm) 

5 0,025 

10 0,043 

15 0,086 

20 0,093 

50 0,254 

75 0,397 
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Lampiran E. Tabel Hasil Identifikasi Isolat Terpilih (I2, I3 dan I4) 

Tabel E.1. Perbandingan Karakter Morfologi Mikroskopis dan Biokimia Isolat I2 

Karakter I2 Acetobacter Azotobacter 

Gram Gram negatif Gram Negatif Gram Negatif 

Bentuk Sel Coccus (Bulat) Coccus 

(Bulat)/Rods 

(Batang) 

Ovoid 

Motilitas Motil Non motil/motil Motil/Non motil 

Oxidase Negatif Negatif Positif/Negatif 

Indol Negatif Negatif  

Pembentukan 

Asam 

Positif Positif  

 

Tabel E.2. Perbandingan Karakter Morfologi Mikroskopis dan Biokimia Isolat I3 

dan I4 

Karakter I3 I4 Neisseria Morococcus 

Gram Gram 

negatif 

Gram 

negatif 

Gram negatif Gram negatif 

Bentuk Sel Coccus 

(Bulat) 

Coccus 

(Bulat) 

Coccus 

(Bulat)/Rods 

(Batang) 

Coccus (Bulat) 

Motilitas Non motil Non motil Non motil Non motil 

Oxidase Positif Positif positif Positif 

Indol Positif Negatif  negatif 

Pembentukan 

Asam 

Positif Positif positif positif 
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Lampiran F. Hasil Analisis Uji One Way Anova  

 
 

 
 

 
 

 
 
 

Descriptives

zonabening

5 1,22890 ,111338 ,049792 1,09066 1,36714 1,065 1,350

5 1,26000 ,085147 ,038079 1,15428 1,36572 1,150 1,360

5 1,29200 ,052631 ,023537 1,22665 1,35735 1,220 1,350

5 1,30000 ,121244 ,054222 1,14946 1,45054 1,100 1,430

5 1,05660 ,052133 ,023314 ,99187 1,12133 1,000 1,100

25 1,22750 ,122090 ,024418 1,17710 1,27790 1,000 1,430

Isolat 1

Isolat 2

Isolat 3

Isolat 4

Isolat 5

Total

N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound

95% Confidence Interval for

Mean

Minimum Maximum

Test of Homogeneity of Variances

zonabening

,807 4 20 ,535

Levene

Statistic df1 df2 Sig.

ANOVA

zonabening

,198 4 ,050 6,226 ,002

,159 20 ,008

,358 24

Between Groups

Within Groups

Total

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.

zonabening

Duncan
a

5 1,05660

5 1,22890

5 1,26000

5 1,29200

5 1,30000

1,000 ,262

Jenisisolat

Isolat 5

Isolat 1

Isolat 2

Isolat 3

Isolat 4

Sig.

N 1 2

Subset for alpha = .05

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Uses Harmonic Mean Sample Size = 5,000.a. 
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