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RINGKASAN 

Pertumbuhan Bacillus Subtilis pada Media Perbanyakan Cair dan Daya 

Antagonisnya terhadap Fusarium oxysporum f.sp. cubense; Rizki Amrillah 

Hanif, 121510501015; 2016: 23 halaman; Program Studi Agroteknologi; Fakultas 

Pertanian; Universitas Jember. 

 

 B. subtilis merupakan salah satu agen antagonis yang dapat digunakan untuk 

mengendalikan F. oxysporum. Perbanyakan B. subtilis biasanya menggunakan 

media sintetis seperti Nutrien Broth (NB) yang harganya relatif mahal. Oleh sebab 

itu, perlu dicari media alternatif untuk perbanyakan B. subtilis yang tersedia 

melimpah, murah, mudah diperoleh dan cocok untuk perkembangan bakteri 

antagonis. Limbah cair organik berpotensi untuk digunakan sebagai media 

perbanyakan B. subtilis, karena mengandung karbon dan protein yang dibutuhkan 

untuk perkembangan bakteri. Adapun tujuan penelitian ini adalah untuk 

mengetahui limbah cair yang paling baik untuk perbanyakan B. subtilis.  

 Penelitian ini menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) 5 perlakuan 

dengan 4 ulangan. Perlakuan yang digunakan yaitu L1= kontrol (aquades 75 ml), 

L2= limbah cair tahu 75 ml, L3= Limbah air kelapa 75 ml, L4= Limbah cucian 

beras 75 ml dan L5= Limbah air rendaman kedelai 75 ml dengan penambahan kaldu 

tulang ikan 20 ml + molase 5 ml pada masing-masing perlakuan. Setiap 2 minggu 

sekali dilakukan pengamatan terhadap populasi dan daya hambat B. subtilis T1 

terhadap pertumbuhan F. oxysporum.  

 Semua limbah yang digunakan mampu mendukung pertumbuhan             B. 

subtilis T1 dengan populasi berkisar 109 – 1010 cfu/mL pada pengamatan minggu 

ke-2. Hasil terbaik ditunjukkan oleh media air kelapa dengan jumlah koloni B. 

subtilis T1 berkisar 1010 – 107 cfu/mL pada pengamatan minggu ke-2 sampai ke-8. 

Kandungan nutrisi pada air kelapa yang berupa senyawa organik sederhana diduga 

menjadi faktor penting dalam mendukung pertumbuhan B. subtilis T1. Penggunaan 

limbah tersebut sebagai media perbanyakan tidak mempengaruhi daya antagonisme 

B. subtilis T1 terhadap F. oxysporum SR.  
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SUMMARY 

 

The Growth of Bacillus Subtilis on Liquid Propagation Media and 

Antagonistic Ability Against Fusarium oxysporum f.sp. cubense; Rizki Amrillah 

Hanif, 121510501015; 2012: 23 pages; Agroteknologi Studies Program; Faculty of 

Agriculture; University of Jember. 

 

 B. subtilis is an antagonist agent that can be used to control F. oxysporum. 

Usually, propagation of B. subtilis uses synthetic media such as Nutrient Broth 

(NB), which is relatively expensive. Therefore, it is necessary to find an alternative 

medium for the multiplication of B. subtilis that are abundant, cheap, easily 

available and suitable for growth of antagonistic bacteria. Organic liquid waste has 

potential in utilization as medium for the multiplication of B. subtilis, because it 

contains carbohydrates and protein needed for the growth of bacteria. The purpose 

of this study was to determine the liquid waste is best for the multiplication of B. 

subtilis. 

 This study used a completely randomized design five treatments with four 

replications. The treatments were L1 = control (distilled water 75 ml), L2 = tofu 

wastewater 75 ml, L3 = coconut wastewater 75 ml, L4 = rice washing water 75 ml 

and L5 = soybeans submerged water 75 ml with the addition of broth of fish bones 

20 ml + 5 ml molasses on each treatment. The population and inhibition B. subtilis 

T1 on the growth of  F. oxysporum was observed every 2 weeks. 

 All waste can be used to support the growth of B. subtilis T1 with 

populations ranging from 109 - 1010 cfu/mL at 2 weeks observations. The best 

results were shown by media coconut water with a number of colonies of             B. 

subtilis T1 range 1010 - 107 cfu/mL at 2-8 weeks observations. The content of 

nutrients in coconut water are form of simple organic compounds thought to be an 

important factor in the growth of  B. subtilis T1. The use of such waste as a 

propagation medium does not affect the antagonism ability of B. subtilis T1 against 

F. oxysporum SR. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

 Buah pisang termasuk salah satu buah dengan jumlah produksi yang paling 

tinggi di antara buah-buah lainnya di Indonesia. Produksi pisang di Indonesia 

mengalami peningkatan dengan rata-rata 3,94% pertahunnya sejak tahun 1980-

2013. Pada tahun 1980 produksi pisang nasional sebesar 1,98 juta ton dan 

meningkat menjadi 6.28 juta ton pada tahun 2013 (Direktorat Jenderal Kementerian 

Pertanian, 2014).   

 Upaya peningkatan produksi pisang dalam memenuhi kebutuhan dalam dan 

luar negeri selalu menghadapi kendala atau hambatan terutama dari faktor 

lingkungan. Masalah lingkungan yang harus dihadapi dalam usaha meningkatkan 

produksi pisang adalah adanya hambatan oleh organisme pengganggu tanaman 

(OPT). Salah satu OPT penting yang menyerang tanaman pisang adalah cendawan 

Fusarium oxysporum f.sp. cubense (Foc) (Semangun, 2000). Hasil penelitian 

Jumjunidang dkk. (2012) menyebutkan bahwa serangan penyakit layu fusarium 

ditemukan di Nanggroe Aceh Darussalam, dimana beberapa Kabupaten seperti 

Aceh Besar, Pidie, Aceh Timur dan Aceh Tamiang terdapat serangan layu fusarium 

dengan  persentase 5 – 70% serta terdapat beberapa kebun yang mengalami puso. 

 Pengendalian penyakit layu Fusarium yang sering dilakukan oleh petani 

adalah menggunakan pestisida kimiawi. Pestisida kimiawi yang digunakan secara 

berlebihan dapat berdampak buruk bagi lingkungan, tanaman dan manusia. 

Menurut Las dkk. (2006), penggunaan pestisida kimiawi secara berlebihan dapat 

mengakibatkan peningkatan resistensi dan resurjensi OPT, terganggunya 

keseimbangan ekosistem, kesehatan manusia dan hewan menjadi terganggu dan 

tercemarnya produk pertanian dan lingkungan. Oleh sebab itu pengendalian 

menggunakan pestisida kimia ini kurang dianjurkan. 

 Salah satu teknik pengendalian alternatif ramah lingkungan yang dapat 

digunakan untuk mengendalikan serangan patogen Foc yaitu dengan pemanfaatan 

agen antagonis. Bacillus subtilis merupakan salah satu agen antagonis yang dapat 

digunakan untuk mengendalikan patogen F. oxysporum. Hasil penelitian Swain dan   
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Ray (2009) menunjukkan bahwa B. subtilis memiliki aktifitas penghambatan 

sebesar 25 – 34% terhadap perkembangan F. oxysporum. Oleh sebab itu, B. subtilis 

menjadi agens antagonis yang potensial untuk dikembangkan secara massal. 

 Saat ini, perbanyakan B. subtilis banyak dilakukan dengan menggunakan 

media agar sintetik. Hal tersebut membutuhkan biaya yang banyak apabila media 

agar sintetik ini akan digunakan sebagai media perbanyakan massal. Oleh sebab itu, 

perlu dicari bahan-bahan yang berpotensi sebagai media perbanyakan massal            

B. subtilis yang cocok untuk  tersedia melimpah, mudah didapatkan dan murah. 

Menurut Collin dan Lyne (2004), media untuk perbanyakan bakteri secara umum 

harus mengandung sumber nitrogen, karbon, fosfat, sulfur, vitamin dan bahan yang 

mampu merangsang pertumbuhan bakteri seperti ragi atau ekstrak daging. 

 Limbah cair organik merupakan salah satu bahan yang berpotensi untuk 

digunakan sebagai media perbanyakan B. subtilis. Beberapa limbah yang dapat 

digunakan untuk perbanyakan bakteri antagonis yaitu limbah air kelapa (Khaeruni 

dkk., 2013), limbah cair tahu (Budiarti, 2008), air cucian kedelai (Putrina dan 

Fardedi, 2007), dan air cucian beras (Yuniarti dan Blondine, 2007). Selain itu, 

media kaldu atau rebusan daging dan ikan juga cukup banyak digunakan sebagai 

media tambahan. Menurut Dwinanti dan Tanbiyaskur (2014), kadar protein kaldu 

ikan 200 g/L sebanding dengan kadar protein Triptic Soy Broth (TSB) 30 g/L.  

 Menurut Ratnani (2012), limbah cair tahu mengandung air 99%, abu 0,1%, 

karbohidrat 0,3%, protein 0,2%, lemak 0,1%, serat kasar 0,2% dan bahan-bahan 

lainnya. Sedangkan limbah air kelapa mengandung glukosa, sukrosa, inositol, 

fruktosa, sorbitol, protein, mineral, vitamin B dan vitamin C (Vigliar et al., 2006). 

Menurut Kalsum dkk. (2011), air cucian beras (air leri) mengandung unsur N, P, K, 

C, vitamin B1 dan B12. Sedangkan sisa air rendaman kedelai memiliki kandungan 

karbohidrat, protein, dan lemak (Putrina dan Fardedi, 2007). Senyawa yang 

terkandung dalam limbah cair tersebut merupakan senyawa yang dibutuhkan 

bakteri untuk tumbuh. 

 Berdasarkan latar belakang tersebut, penulis ingin mengetahui jenis limbah 

cair (limbah cair tahu, air kelapa, air cucian beras dan air rendaman kedelai) yang 

baik untuk perbanyakan massal B. subtilis. 
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1.2 Perumusan Masalah 

1. Limbah cair manakah yang paling baik digunakan sebagai media perbanyakan 

massal B. subtilis T1? 

2. Bagaimana daya antagonisme B. subtilis T1 yang diperbanyak di media limbah 

cair terhadap patogen F. oxysporum f.sp. cubense SR? 

 

1.3 Tujuan dan Manfaat 

1.3.1 Tujuan 

1. Mengetahui jenis limbah cair yang paling baik digunakan sebagai media 

perbanyakan massal B. subtilis T1. 

2. Mengetahui daya antagonisme B. subtilis T1 yang diperbanyak di media limbah 

cair terhadap patogen F. oxysporum f.sp. cubense SR. 

 

1.3.2 Manfaat 

 Sebagai sumber informasi bagi para pembaca mengenai pemanfaatan 

limbah cair sebagai media perbanyakan B. subtilis T1. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

1.1 Fusarium oxysporum f.sp. cubense  

2.1.1 Karakteristik  

Menurut Soesanto dkk. (2012), Genus Fusarium adalah salah satu genus 

cendawan yang sangat penting secara ekonomi dan merupakan spesies patogenik 

yang menyebabkan penyakit layu pada berbagai tanaman. Klasifikasi cendawan ini 

yaitu, Divisio Mycota; Sub Divisi Deuteromycotina, Kelas Hyphomycetes, Ordo 

Hyphales, Famili Tuberculariaceae, Genus Fusarium, dan Spesies Fusarium 

oxysporum f.sp. cubense (Foc).  

 

  
Gambar 1. Gejala serangan F. oxysporum f.sp. cubense pada daun bibit pisang (a), 

koloni cendawan (b) dan konidia makro (c) (Soesanto dkk., 2012) 

 

 Koloni pada media mencapai diameter 3,5-5,0 cm, miselium tampak jarang 

atau banyak seperti kapas, kemudian menjadi seperti beludru, berwarna putih dan 

biasanya agak keunguan yang tampak lebih kuat pada permukaan medium PDA. 

Cendawan F. oxysporum dapat membentuk konidia mikro, konidia makro, dan 

klamidospora. Konidia mikro bersel satu atau dua, tanpa warna, lonjong atau agak 

memanjang, dan berukuran (5-12) × (2,3-3,5) µm. Konidia makro berbentuk sabit, 

bersekat 3-4, berdinding tipis, tanpa warna. Klamidospora bersel satu, jorong atau   

c b 

a 
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bulat, berukuran (7-13) × (7-8) µm, dan terbentuk di tengah hifa atau pada konidia 

makro, sering kali berpasangan (Soesanto dkk., 2012). 

  

2.1.2 Daur Hidup  

 Cendawan F. oxysporum merupakan cendawan yang  mampu bertahan lama 

dalam tanah sebagai klamidospora. Klamidospora biasanya berada pada jaringan 

yang membusuk atau di dalam tanah dan akan terangsang berkecambah bila 

terdapat perakaran tanaman pisang. Setelah berkecambah, miselium akan 

menghasilkan konidia dalam waktu 6-8 jam, sedangkan klamidospora terbentuk 

dalam waktu 2-3 hari. Di dalam jaringan pembuluh tanaman, cendawan tumbuh dan 

masuk ke jaringan parenkim yang berdekatan dan menghasilkan konidia dan 

klamidospora. Konidia ini dapat berkembang menjadi klamidospora yang dapat 

kembali masuk ke dalam tanah ketika jaringan yang terinfeksi mati dan membusuk. 

Klamidospora ini tetap hidup dan bertahan dalam jangka waktu yang cukup lama 

di dalam tanah. Siklus penyakit akan berulang bila klamidospora ini berkecambah 

dan tumbuh kembali baik sebagai saprofit atau menyerang tanaman inang (Soesanto 

dkk., 2012). 

 

2.1.3 Gejala Serangan 

 Swastika (2014) menyebutkan bahwa F. oxysporum f.sp. cubense (Foc) 

yang menyerang tanaman pisang dapat dilihat dari gejala yang ditimbulkan yaitu 

daun tanaman yang terserang lebih tua, menguning dan terkulai sehingga hanya 

daun termuda yang berfungsi. Batang tanaman pisang yang terserang akan 

mengalami perubahan warna menjadi coklat sampai hitam. Tanaman pisang yang 

terserang oleh F. oxysporum f.sp. cubense (Foc) akan menunjukkan gejala pada 

akar yang menjadi hitam dan busuk, tepi daun bawah berwarna kuning tua yang 

kemudian menjadi coklat dan mengering.  

 Sitepu dkk. (2014) memaparkan bahwa gejala yang ditimbulkan oleh 

tanaman pisang yang terserang oleh F. oxysporum f.sp. cubense (Foc) dalam 

penelitiannya yaitu daun bagian bawah menguning dan batang semu pecah. Gejala 

yang parah dapat ditunjukkan dengan daun terbawah akan patah sebagian dan juga 
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batang yang dibelah secara melintang dan membujur menampakkan diskolorisasi. 

Hal serupa juga ditimbulkan oleh buah tanaman pisang yang terserang yaitu apabila 

dibelah melintang dan membujur akan menunjukkan warna coklat hingga hitam dan 

busuk. 

 

2.2 Bacillus subtilis sebagai Agens Antagonis 

2.2.1 Karakteristik  

 Menurut Khaeruni dkk. (2013), B. subtilis merupakan bakteri Gram positif, 

dapat hidup dalam kondisi aerob atau anaerob dan berbentuk batang. Soesanto 

(2008) menambahkan bahwa bakteri ini bersel satu, berukuran 0,5-2,5 × 1,2-10 µm, 

dapat membentuk endospora berbentuk elips yang tahan terhadap kering, panas, 

dan faktor lingkungan lain yang kurang menguntungkan. Bakteri ini merupakan 

salah satu jenis bakteri yang banyak dikembangkan sebagai agens antagonis untuk 

mengendalikan patogen tanaman. Berdasarkan hasil penelitian Swain dan Ray 

(2009), B. subtilis strain CM1 mampu menghambat pertumbuhan F. oxysporum 

sebesar 45% dalam waktu 6 hari. 

 

2.2.2 Ekologi  

 B. subtilis termasuk dalam bakteri saprofit yang dapat bertahan hidup pada 

seresah tanaman atau bahan organik (Khaeruni dkk., 2013). Menurut Soesanto 

(2008), bakteri antagonis ini dapat bertahan hidup pada suhu -5o – 75o C dan dengan 

pH antara 2 - 8. Jika kondisi lingkungan mendukung dengan suhu 40oC, populasi 

bakteri ini dapat menjadi dua kali banyaknya dalam waktu 28,5 menit.  B. subtilis 

memperoleh sumber nutrisi dari eksudat akar dan bahan tanaman mati. Jika kondisi 

lingkungan tidak sesuai dengan pertumbuhannya seperti tekanan fisik, kimia, suhu 

tinggi dan defisiensi nutrisi maka bakteri akan membentuk endospora. 

Pembentukan endospora ini berlangsung selama kurang lebih 8 jam dan mampu 

bertahan selama 6 tahun. 
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2.3 Perbanyakan Massal Agensia Pengendali Hayati 

 Menurut Collin dan Lyne (2004), terdapat 11 macro nutrien yang 

dibutuhkan bakteri untuk pertumbuhannya yaitu C, H, O, N, S, P, K, Na, Ca, Mg, 

Fe dan beberapa mikro nutrien seperti Mn, Mb, Zn, Cu, Co dan unsur lainnya. 

Selain itu, dijelaskan lebih lanjut bahwa vitamin kompleks dan pepton merupakan 

unsur yang dibutuhkan bakteri sebagai perangsang untuk mempercepat 

pertumbuhannya. Menurut Reddy (2014), media perbanyakan massal yang baik 

harus mampu menghasilkan populasi bakteri sebanyak 2 – 9 × 108 cfu/ml. Rebah et 

al. (2008) menambahkan bahwa media standar yang akan digunakan untuk 

perbanyakan bakteri setidaknya mengandung pepton 17g/L, ekstrak ragi 5 g/L, 

glukosa 2 – 5 g/L dan tingkat pH berkisar antara 4 – 7. 

  

2.4 Potensi Pemanfaatan Limbah Cair Organik untuk Media Perbanyakan 

Agensia Pengendali Hayati  

2.4.1 Limbah Cair Tahu 

 Limbah cair tahu berasal dari sisa air tahu yang tidak menggumpal, sisa air 

perendaman, dan potongan tahu yang hancur. Ciri-ciri limbah cair tahu yaitu 

memiliki warna kuning sampai putih dan dalam kondisi anaerob dapat berubah 

menjadi hitam dan berbau busuk yang disebabkan oleh hasil pemecahan 

karbohidrat dan protein. Menurut Budiarti (2008), dalam 100g limbah cair tahu 

mengandung 2g karbohidrat, 1,75g protein, 1,25g lemak, 0,001g serat kasar dan 

4,5g kalsium. Selain mengandung karbohidrat dan protein, limbah cair tahu juga 

mengandung pencemar lain yaitu sebagai berikut: 

Tabel 1. Kandungan pencemar limbah cair tahu 

Nomor 

Sampel 

COD 

(mg/l) 

BOD 

(mg/l) 

N-Total 

(mg/l) 

P-Total 

(mg/l) 
pH 

1 7250 5643 169,5 3,94 3,94 

2 6870 5395 153,4 4,28 4,28 

Rata-rata 7050 5389,5 161,5 4,11 4,11 

Sumber: Damayanti dkk. (2004) 

 Limbah cair tahu juga mengandung bahan organik yang cukup tinggi yaitu 

berkisar 70% (Faridatuzzahro dkk., 2015). Menurut Jenie dalam Ratnani (2012), 
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limbah cair tahu memiliki kandungan zat organik yang mampu memicu 

pertumbuhan mikroba dalam air. Hasil penelitian Budiarti (2008) menunjukkan 

bahwa limbah cair tahu dapat digunakan sebagai media starter untuk perbanyakan 

Acetobacter xylinum (bakteri yang digunakan dalam pembuatan Nata de Soya).  

 

2.4.2 Limbah Air Kelapa 

 Menurut Yolanda dan Mulyana (2011), air kelapa tersedia cukup melimpah 

di Indonesia, tetapi masih belum banyak dimanfaatkan terutama air kelapa tua. 

Vigliar et al. (2006) menyatakan bahwa air kelapa merupakan campuran dari 

endosperm yang terdapat dalam buah kelapa, yang mulai terbentuk sekitar 2 bulan 

setelah buah berkembang. Air kelapa mengandung 95% air, 4% karbohidrat, 0,1% 

lemak, 0,02% kalsium, 0,01% phospor, 0,5% besi, glukosa, sukrosa, fruktosa, asam 

amino, beberapa jenis enzim, vitamin C, vitamin B komplek dan garam-garam 

mineral seperti kalsium, kalium, magnesium, klorida, dan natrium. Menurut Tekpan 

(2006), terdapat perbedaan konsentrasi kandungan senyawa antara air kelapa muda 

dan kelapa tua. Berikut perbedaan konsentrasi senyawanya:  

Tabel 2. Konsentrasi senyawa dalam air kelapa muda dan kelapa tua 

Komponen Kelapa Muda (%) Kelapa Tua (%) 

Air 95,01 91,23 

Protein 0,13 0,29 

Lemak 0,12 0,15 

Karbohidrat 0,11 7,27 

Abu 0,63 1,06 

Sumber: Tekpan (2006). 

 Nutrisi yang terdapat di dalam air kelapa cukup lengkap, sehingga 

berpotensi untuk digunakan sebagai media perbanyakan B. subtilis. Hasil penelitian 

Khaeruni dkk. (2013) menunjukkan bahwa penggunaan air kelapa 25% - 50% 

memperlihatkan jumlah koloni B. subtilis ST21e tertinggi tanpa menurunkan 

aktivitas antagonisme secara drastis selama masa penyimpanan 8 minggu.  
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2.4.3 Limbah Air Cucian Beras 

 Air cucian beras merupakan limbah rumah tangga yang dihasilkan dari 

bekas pencucian beras. Limbah ini masih belum banyak dimanfaatkan dan dibuang 

begitu saja ke lingkungan, akibatnya menyebabkan pencemaran. Padahal limbah air 

cucian beras ini memiliki kandungan yang baik untuk dimanfaatkan sebagai media 

perbanyakan bakteri bermanfaat seperti B. subtilis. Menurut Yuniarti dan Blondine 

(2007), air cucian beras khususnya beras mentik dapat digunakan sebagai media 

perbanyakan B. thuringiensis H-14 galur lokal karena mengandung protein 0,02%, 

lemak 0,01%, karbohidrat 0,12%, Ca 42,22 mg/l, Fe 0,11 mg/l dan Mg 35,39 mg/l. 

Hasil penelitian Kalsum dkk. (2011) juga menunjukkan bahwa pemberian air 

cucian beras sebanyak 40 ml memberikan hasil pertumbuhan terbaik pada 

cendawan tiram putih (Pleurotus ostreatus). 

 

2.4.4 Limbah Air Rendaman Kedelai 

 Air rendaman kedelai merupakan limbah pada pembuatan tempe yang 

belum termanfaatkan. Menurut D’souza (2013), rendaman air kedelai mengandung 

protein, lemak, dan karbohidrat. Kandungan yang terdapat dalam air rendaman 

kedelai ini dapat dimanfaatkan sebagai media perbanyakan bakteri. Sedangkan 

hasil penelitian Putra dkk. (2012) menunjukkan bahwa penggunaan air rendaman 

kedelai dengan konsentrasi 20% dan lama inkubasi 48 jam memberikan hasil 

terbaik dalam penggunaannya sebagai media perbanyakan bakteri Pseudomonas sp. 

 

2.4.5 Kaldu Tulang Ikan 

 Tulang ikan merupakan salah satu limbah yang banyak terdapat di 

pelelangan ikan, pasar ikan, dan juga termasuk dalam limbah rumah tangga. Tulang 

ikan ini mengandung protein dan senyawa-senyawa lain yang dapat digunakan 

untuk bahan tambahan dalam pembuatan media perbanyakan bakteri. Rebah et al. 

(2008) menyatakan bahwa limbah ikan dapat dimanfaatkan sebagai media 

perbanyakan bakteri karena mengandung protein, lipid dan kitin. Menurut Dwinanti 

dan Tanbiyaskur (2014), air rebusan tulang ikan, jeroan, dan daging ikan (kaldu) 

mengandung pepton atau protein terhidrolisis yang terdiri dari senyawa nitrogen 
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sederhana. Senyawa ini merupakan salah satu senyawa yang dibutuhkan bakteri 

untuk pertumbuhannya. Berdasarkan hasil penelitiannya juga diketahui bahwa 

penggunaan agar rumah tangga yang diperkaya kaldu ikan dengan konsentrasi 200 

g/L mampu menumbuhkan bakteri Aeromonas hydrophila dengan populasi bakteri 

yang hampir sama dengan media yang menggunakan TSA (Triptic Soy Agar). 

 

2.5 Hipotesis 

1. Limbah air kelapa adalah media terbaik untuk perbanyakan B. subtilis T1. 

2. B. subtilis T1 yang diperbanyak pada media limbah dapat menghambat 

pertumbuhan F. oxysporum f.sp. cubense SR. 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

3.1 Waktu dan Tempat 

 Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari - Juni 2016 yang bertempat 

di Laboratorium Penyakit Tumbuhan Program Studi Agroteknologi Fakultas 

Pertanian Universitas Jember. 

 

3.2  Rancangan Percobaan 

 Rancangan percobaan yang digunakan dalam penelitian ini adalah 

percobaan Rancangan Acak Lengkap (RAL) 5 perlakuan dengan 4 ulangan. 

Perlakuan dalam penelitian ini yaitu: 

L1 :  kontrol (aquades 75 ml + kaldu tulang ikan 20 ml + molase 5 ml) 

L2 :  limbah cair tahu 75 ml + kaldu tulang ikan 20 ml + molase 5 ml 

L3 :  limbah air kelapa 75 ml + kaldu tulang ikan 20 ml + molase 5 ml 

L4 :  limbah cucian beras 75 ml + kaldu tulang ikan 20 ml + molase 5 ml 

L5 :  limbah air rendaman kedelai 75 ml + kaldu tulang ikan 20 ml + molase 5 ml 

Data hasil pengamatan dianalisis menggunakan analisis sidik ragam (anova). 

Apabila terdapat beda nyata maka dilanjutkan dengan uji DMRT taraf 5%.  

 

3.3 Pelaksanaan Penelitian 

3.3.1 Isolasi Fusarium oxysporum f. sp. cubense 

 Sampel F. oxysporum diambil dari Desa Sukosari, Kecamtan Tamanan, 

Kabupaten Bondowoso menurut metode Vicente et. al. (2014). Patogen F. 

oxysporum di isolasi dari tanaman pisang yang menunjukkan gejala terserang 

penyakit layu Fusarium dengan cara memotong secara bagian batang bawah 

tanaman pisang, kemudian mengambil pembuluh batang semu yang mengalami 

perubahan warna menjadi coklat atau hitam. Setelah itu melakukan sterilisasi 

permukaan potongan pembuluh tersebut menggunakan alkohol 70%. Setelah itu 

sampel diletakkan pada blotting paper atau tisu steril dan diinkubasi selama 

beberapa hari sampai kering angin. Kemudian sampel batang semu dipotong 

sepanjang 3-6 mm dan diletakkan pada media ¼ PDA padat dan diinkubasi selama   
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2-4 hari. Mengamati secara mikroskopis cendawan yang tumbuh, mencocokkannya 

dengan ciri-ciri miselium dan konidia mikro F. oxysporum sesuai literatur dan 

mengisolasi kembali cendawan yang sesuai ciri-cirinya untuk mendapatkan biakan 

murni. 

 

3.3.2 Peremajaan Bacillus subtilis T1 

 Isolat B. subtilis T1 (koleksi Laboratorium Pengendalian Hayati, Tanggul 

Jember) diremajakan dengan cara diambil sebanyak satu ose B. subtilis T1 dari 

kultur stok, kemudian digoreskan pada cawan petri berisi media NA padat secara 

aseptik dan diinkubasikan pada suhu ruang selama 24 jam. Kemudian diambil satu 

ose bakteri yang tumbuh ke dalam 20 ml media Nutrient Broth dan diinkubasikan 

menggunakan shaker selama 13 jam dengan kecepatan 100 rpm. 

 

3.3.3 Uji Daya Hambat Bacillus subtilis T1 sebelum diperbanyak 

 B. subtilis T1 yang telah diremajakan, dititikkan di 3 tempat berbeda dengan 

menggunakan tusuk gigi steril dengan jarak 2 cm dari tepi cawan petri. Cendawan 

F. oxysporum diinokulasikan dengan cara diletakkan pada bagian tengah cawan 

petri yang berisi media PDA padat, dan diinkubasikan selama 7 hari. Pengukuran 

daya hambat bakteri terhadap pertumbuhan cendawan F. oxysporum dihitung 

dengan rumus sebagai berikut: 

Daya hambat = 
R1−R2

R1
 x 100% 

Keterangan: R1 : jari-jari cendawan yang menjauhi agen hayati 

 R2 : jari-jari cendawan yang mendekati agen hayati 

 

3.3.4 Pembuatan Media Perbanyakan 

 Media yang digunakan dalam penelitian ini, yaitu limbah cair tahu, air 

kelapa, air cucian beras, air rendaman kedelai sebagai bahan dasar media 

perbanyakan dan campuran kaldu tulang ikan + molase. Pembuatan kaldu tulang 

ikan dilakukan dengan cara merebus sebanyak 200 g tulang ikan mas dengan 

menggunakan aquades sebanyak 1 liter selama 45 menit. Kemudian air rebusan 

disaring untuk memisahkan endapan tulang ikan yang hancur saat proses perebusan. 
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Kaldu tulang ikan digunakan untuk memperkaya kandungan protein dalam media 

limbah yang akan digunakan. Selanjutnya, masing-masing limbah cair yang akan 

digunakan disaring menggunakan kertas saring. Kemudian dituangkan ke dalam 

erlenmeyer sebanyak 75 ml + kaldu tulang ikan sebanyak 20 ml + molase 5 ml dan 

dihomogenkan. Kemudian pH diatur agar mendekati kondisi netral setelah itu 

disterilkan menggunakan autoklaf. Limbah cair tahu didapat dari tempat 

pembuangan limbah cair di pabrik pengolahan tahu. Limbah air kelapa didapat dari 

kelapa tua yang berumur kurang lebih 10 bulan. Limbah air rendaman kedelai 

didapat dari 1 kg kedelai yang direndam dengan 1 liter aquades selama 1 hari, dan 

limbah air cucian beras didapat dari 1 kg beras mentik dicuci menggunakan 500 ml 

aquades. Sedangkan untuk perlakuan kontrol menggunakan 75 ml aquades + 20 ml 

kaldu ikan + 5 ml molase, dihomogenkan dan disterilkan dengan suhu 121oC selama 

15 menit. 

 Penyimpanan media limbah ini dilakukan dengan menuangkan kedalam 

botol berisi 25 ml/media. Kemudian B. subtilis T1 diinokulasikan ke dalam masing-

masing media dengan perbandingan 0.25 : 25 ml dan dilakukan pengamatan 

terhadap populasi bakteri dan uji daya hambat setiap 2 minggu. Apabila populasi 

B. subtilis pada perhitungan populasi berada di bawah 108 cfu/ml maka pengamatan 

akan dihentikan. Karena jika populasi bakteri kurang dari 108 cfu/ml maka tidak 

efektif diaplikasikan di lapang untuk mengendalikan patogen yang menyerang 

tanaman. 

 

3.3.5 Perhitungan Populasi dan Uji Daya Hambat Bacillus subtilis T1 setelah 

Diperbanyak di Media Limbah 

 Perhitungan populasi B. subtilis T1 dalam media limbah dilakukan dengan 

cara sebanyak 1 ml B. subtilis T1 yang diperbanyak dalam media limbah dituangkan 

ke dalam 9 ml aquades steril kemudian di vortex hingga homogen maka diperoleh 

pengenceran 10-1, metode yang sama digunakan untuk memperoleh serial 

pengenceran berikutnya. Dari hasil serial pengenceran diambil sebanyak 0,1 ml 

suspensi B. subtilis T1 dan dituangkan ke dalam media NA padat. Diinkubasikan 
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selama 24 jam dan dihitung jumlah koloni yang tumbuh, kemudian dikonversikan 

ke bentuk cfu/ml dengan menggunakan rumus: 

∑Populasi = 
𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖 𝑝𝑎𝑑𝑎 𝑝𝑒𝑛𝑔𝑒𝑛𝑐𝑒𝑟𝑎𝑛 𝑘𝑒−

𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑝𝑒𝑛𝑔𝑒𝑛𝑐𝑒𝑟𝑎𝑛 𝑥 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑠𝑢𝑠𝑝𝑒𝑛𝑠𝑖 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑠𝑒𝑏𝑎𝑟 (𝑚𝑙)
 

Sedangkan untuk perhitungan kemampuan daya hambat B. subtilis T1 terhadap 

pertumbuhan F. oxysporum dilakukan dengan menggunakan metode yang sama 

seperti sebelum diperbanyak di media limbah. 
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Kesimpulan 

 Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan 

bahwa: 

1. Lima jenis media cair dapat digunakan untuk perbanyakan B. subtilis T1 dan 

media air kelapa adalah yang terbaik. 

2. Media perbanyakan tidak mempengaruhi kemampuan B. subtilis T1 dalam 

menghambat pertumbuhan  Fusarium oxysporum f.sp. cubense SR. 

 

5.2 Saran  

 Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, saran yang dapat diberikan 

yaitu sebaiknya menggunakan limbah yang masih segar atau baru dihasilkan dari 

sisa produksi untuk menghindari terjadinya proses pembusukan awal oleh 

mikroorganisme pengurai yang menyebabkan terjadinya perubahan kandungan 

nutrisi pada media limbah. 
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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Analisis Ragam Populasi dan Daya Hambat Bacillus subtilis T1 

Tabel 1.1 Jumlah koloni B. subtilis T1 pada media limbah 

Perlakuan 

Rata-rata jumlah koloni (cfu/mL) B. subtilis T1 pada 

penyimpanan minggu ke- 

2  4 6 8 

(L1)Kontrol 6.5×109 4.7×109  4.8×108  9.2×106 

(L2)Limbah Tahu 5.6×109 3.5×109  6.7×108  1.0×107 

(L3)Air Kelapa 1.5×1010 7.9×109  1.5×109  2.2×107 

(L4)Air Leri 6.8×109 4.1×109  6.8×108  9.9×106 

(L5)Air Kedelai 9.4×109 5.1×109  1.1×109  1.4×106 

 

Tabel 1.2 ANOVA populasi B. subtilis T1 pada minggu ke-2   

FK  = 151728.2 

SK DB JK KT 
F 

Hitung 
Notasi 

F Tabel 

0.5 0.1 

Perlakuan  4 25021.3 6255.325 66.8066 ** 3.25 4.50 

Galat 15 1404.5 93.63333     

Total 19 26425.8        

CV = 11.11 

 

Tabel 1.3 ANOVA populasi B. subtilis T1 pada minggu ke-4   

FK = 51409.80 

SK DB JK KT 
F 

Hitung 
Notasi 

F Tabel 

0.5 0.1 

Perlakuan  4 4676.70 1169.17 14.10 ** 3.25 4.50 

Galat 15 1243.50 82.90     

Total 19 5920.20           

CV = 17.96 

 

Tabel 1.4 ANOVA populasi B. subtilis T1 pada minggu ke-6   

FK = 160921.80 

SK DB JK KT 
F 

Hitung 
Notasi 

F Tabel 

0.5 0.1 

Perlakuan  4 27836.2 6959.05 32.76 ** 3.25 4.50 

Galat 15 3186 212.4     

Total 19 31022.2         

CV = 16.25 
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Tabel 1.5 ANOVA populasi B. subtilis T1 pada minggu ke-8   

FK = 339040.80 

SK DB JK KT 
F 

Hitung 
Notasi 

F Tabel 

0.5 0.1 

Perlakuan  4 46877.70 11719.43 35.45 ** 3.25 4.50 

Galat 15 4959.50 330.63     

Total 19 51837.20         

CV = 13.97 

 

Tabel 1.6 ANOVA daya hambat B. subtilis T1 pada minggu ke-2 

FK = 107604.45 

SK DB JK KT 
F 

Hitung 
Notasi 

F Tabel 

0.5 0.1 

Perlakuan  4 124.30 31.08 2.53 tn 3,25 4,50 

Galat 15 184.25 12.28     

Total 19 308.55      

CV = 4.78 

 

Tabel 1.7 ANOVA daya hambat B. subtilis T1 pada minggu ke-4 

FK = 99687.20 

SK DB JK KT 
F 

Hitung 
Notasi 

F Tabel 

0.5 0.1 

Perlakuan  4 7.30 1.83 0.42 ns 3.25 4.50 

Galat 15 65.50 4.37     

Total 19 72.80           

CV = 2.96 

 

Tabel 1.8 ANOVA daya hambat B. subtilis T1 pada minggu ke-6 

FK = 100394.45 

SK DB JK KT 
F 

Hitung 
Notasi 

F Tabel 

0.5 0.1 

Perlakuan  4 43.3 10.825 1.256286 ns 3.25 4.50 

Galat 15 129.25 8.616667     

Total 19 172.55           

CV = 4.14 
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Tabel 1.9 ANOVA daya hambat B. subtilis T1 pada minggu ke-8 

FK = 99123.20 

SK DB JK KT 
F 

Hitung 
Notasi 

F Tabel 

0.5 0.1 

Perlakuan  4 12.8 3.2 0.275862 ns 3.25 4.50 

Galat 15 174 11.6     

Total 19 186.8           

CV = 4.84 
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Lampiran 2. Uji DMRT Populasi Bacillus subtilis T1 

Tabel 2.1 Uji Duncan populasi B. subtilis T1 pada minggu ke-2 

Perlakuan  Rerata 153 94.25 67.75 65 55.5 notasi  

L3 153 0     a 

L5 94.25 58.75 0    b 

L1 67.75 85.25 26.5 0   c 

L2 65 88 29.25 2.75 0  c 

L4 55.5 97.5 38.75 12.25 9.5 0 c 

P   5 4 3 2  

SSR 5%   3.31 3.25 3.16 3.01  

UJD 5%   16.01 15.72 15.29 14.56  

KTG 93.63       

 

Tabel 2.2 Uji Duncan populasi B. subtilis T1 pada minggu ke-4 

perlakuan  Rerata 79.25 51.5 46.5 41.25 35 notasi 

L3 79.25 0     a 

L5 51.5 27.75 0    b 

L1 46.5 32.75 5 0   bc 

L4 41.25 38 10.25 5.25 0  bc 

L2 35 44.25 16.5 11.5 6.25 0 c 

P   5 4 3 2  

SSR 5%   3.31 3.25 3.16 3.01  

UJD 5%   15.07 14.80 14.39 13.70  

KTG 82.9       

 

Tabel 2.3 Uji Duncan populasi B. subtilis T1 pada minggu ke-6 

Perlakuan  Rerata 151.25 112.75 68.25 67.75 48.50 notasi 

L3 151.25 0     a 

L5 112.75 38.50 0    b 

L4 68.25 83 44.50 0   c 

L2 67.75 83.50 45 0.50 0  c 

L1 48.50 102.75 64.25 19.75 19.25 0 c 

P   5 4 3 2  

SSR   3.31 3.25 3.16 3.01  

UJD 5%   24.12 23.68 23.03 21.93  

KTG 212.4       

 

 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


28 

 

Tabel 2.4 Uji Duncan populasi B. subtilis T1 pada minggu ke-8 

Perlakuan  Rerata 221.50 138 100.75 99.25 91.50 notasi  

L3 221.50 0     a 

L5 138 83.50 0    b 

L2 100.75 120.75 37.25 0   c 

L4 99.25 122.25 38.75 1.50 0  c 

L1 91.50 130 46.50 9.25 7.75 0 c 

P   5 4 3 2  

SSR   3.31 3.25 3.16 3.01  

UJD 5%   30.09 29.55 28.73 27.37  

KTG 330.63       
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Lampiran 3. Dokumentasi Penelitian 

 

Media limbah yang digunakan 

 

Pengukuran pH media limbah 

 

 

Proses shaker B. subtilis T1 

 

Penyimpanan media limbah 
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