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RINGKASAN

Viabilitas Bacillus sp. sebagai Agen Antagonis Patogen Tanaman Dalam
Formulasi Berbahan Dasar Tepung; Dhirham Khusma Fakhruddin;
151510501205; 2020; Halaman 61; Program Studi Agroteknologi; Fakultas
Pertanian; Universitas Jember.

Bakteri yang dapat dimanfaatkan sebagai agen pengendali hayati yaitu salah
satunya bakteri Bacillus sp. hal ini dikarenakan mampu menghambat Colletotrichum
secara in vitro dengan penghambatan sebesar 52,3%. Penghambatan dapat terjadi
karena genus Bacillus menghasilkan antibiotik yang bersifat racun bagi mikroba lain.
B. subtilis juga mampu menghambat Xanthomonas hal ini dikarenakan adanya
senyawa siderofor. Melihat banyaknya manfaat Bacillus maka perlu dilakukan
formulasi untuk menjaga viabilitas dan daya hambat Bacillus dan juga untuk
memudahkan dalam aplikasinya. Pemanfatan Bacillus sebagai agen antagonis
memiliki permasalahan dalam aplikasi dilapang hal ini dikarenakan dalam
penggunaan bakteri dalam bentuk suspensi sel ini dapat menurunkan kemampuan
dalam mengendalikan penyakit pada tanaman. Oleh sebab itu suspensi bakteri ini
perlu dimobilisasi dalam bentuk formula dan diperbanyak dengan pembawa (Carrier)
untuk mempertahankan daya hidup bakteri (YYanti dan Trimurti, 2015).

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Penyakit Tumbbuhan fakltas
Pertanian Universitas Jember. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui viabilitas
dan daya antagonis Bacillus sp. yang telah diformulasi pada beberapa jenis tepung
terhadap patogen tanaman. Formulasi dilakukan dengan cara mengambil suspensi
Bacillus sp. sebanyak 10 ml dengan populasi 10** cfu/ml lalu dimasukkan kedalam
masing-masing formulasi. Pengamatan uji viabilitas dilakukan dengan cara
menghitung populasi Bacillus sp. dan uji antagonis Bacillus sp. terhadap

Xanthomonas axonopodis pv. glycines dan Colletotrichum sp.
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viii

Hasil penelitian menunjukan Bacillus sp. setelah diformulasi masih mampu
mempertahankan viabiitas dan daya antagonisnya. Viabilitas Bacillus sp. yang terbaik
yaitu pada formulasi tepung beras pada 14 hsi sebesar 4,94 X 10 cfu/g dan zona
hambat Bacillus sp. terbaik yaitu pada formulasi tepung jagung sebesar 13,1 mm dan
daya hambat Bacillus sp. terbaik yaitu pada formulasi tepung tapioka pada 42 hsi
sebesar 62,89% .

Kata kunci : Formulasi, Bacillus sp., Xanthomonas axonopodis pv. glycines,

Colletotrichum sp.
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SUMMARY

Viability of Bacillus sp. as a Plant Pathogen Antagonist Agent in Flour Based
Formulations; Dhirham Khusma Fakhruddin; 151510501205; 2020; 61 Pages;
Agrotechnology Study Program; Faculty of Agriculture; University of Jember.

Bacteria that can be used as biological control agents are Bacillus sp. this is
because it can inhibit Colletotrichum in vitro with inhibition of 52.3%. Inhibition can
occur because the genus Bacillus produces antibiotics that are toxic to other microbes.
Bacillus is also able to inhibit Xanthomonas this is due to the presence of siderophore
compounds. Seeing the many benefits of Bacillus it is necessary to formulate it to
maintain the viability and inhibition of Bacillus and also to facilitate its application.
Utilization of Bacillus as an antagonistic agent has problems in application in this
field because the use of bacteria in the form of cell suspensions can reduce the ability
to control disease in plants. Therefore this bacterial suspension needs to be mobilized
in the form of formulas and propagated with a carrier (Carrier) to maintain the
viability of bacteria (Yanti and Trimurti, 2015).

This research was conducted at the Plant Disease Laboratory, Faculty of
Agriculture, University of Jember. This research was conducted to determine the
viability and antagonistic power of Bacillus sp. which has been formulated in several
types of flour against plant pathogens. The formulation was carried out by taking a
suspension of Bacillus sp. as much as 10 ml with a population of 10% cfu / ml then
put into each formulation The study was conducted by observing the viability test by
calculating the population of Bacillus sp. and the antagonist test of Bacillus sp.

against Xanthomonas axonopodis pv. glycines and Colletotrichum sp.


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

The result showed that Bacillus sp. after formulation it is still able to maintain
viability and antagonistic power. Viability of Bacillus sp. the best is in the
formulation of rice flour at 14 hsi at 4.94 X 1014 cfu/g while the inhibition zone of
Bacillus sp. the best is the corn flour formulation of 13.1 mm and the inhibitory

capacity of Bacillus sp. the best is in tapioca flour formulation at 42 hsi at 62.89%.

Keywords : Formulation, Bacillus sp., Xanthomonas axonopodis pv. glycines,
Colletotrichum sp.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Agens antagonis adalah mikroorganisme yang dapat menghambat
pertumbuhan patogen penyebab penyakit pada tanaman melalui persaingan hidup.
Agens antagonis merupakan salah satu pengendalian hayati yang dapat digunakan
untuk mengendalikan patogen tanaman. Menurut Van Driesche dan Bellows dalam
Purnomo (2010) mengatakan bahwa pengendalian hayati sebagai penggunaan
parasitoid, predator, antagonis atau kompetitor yang dapat menekan populasi OPT
sehingga dapat menurunkan tingkat kerusakan bila dibandingkan jika musuh alami
tidak ada. Pengendalian hayati saat ini menjadi faktor yang penting karena
pengendalian hayati bersifat pengendalian yang ramah lingkungan. Agens antagonis
dapat berupa jamur maupun bakteri. Bakteri yang dapat dimanfaatkan sebagai agen
pengendali hayati yaitu salah satunya bakteri Bacillus sp.

Genus Bacillus yang digunakan sebagai agen pengendali hayati ini dapat
digunakan untuk menghambat beberapa patogen seperti Rhizoctonia, Pythium,
Fusarium, Phytoptora, Xanthomonas, Erwinia. Bakteri Bacillus dapat menghambat
perkembangan patogen dengan melalui mekanisme persaingan, antibiosis dan pemacu
pertumbuhan. Bacillus dapat menghasilkan enzim protease, amilase dan Kitinase yang
dapat menguraikan dinding sel patogen (Suriani dan Muis, 2016). Berdasarkan
Puspita dkk., (2013) Bacillus dapat mengkoloni akar tanaman sehingga dapat
berkompetisi dalam ruang dan nutrisi yang akhirnya dapat menekan patogen.

Pemanfaatan Bacillus sebagai agen pengendali hayati telah dibuktikan dengan
Bacillus dapat menghambat perkembangan patogen Fusarium vertilicilliodes hingga
98,5% pada level rhizoplane sedangkan pada endorhizosfer jagung. B. subtilis juga
mampu menekan perkembangan dan pertumbuhan patogen F. solani hingga 82,1%
(Suriani dan Muis, 2016). Selain itu berdasarkan Djaenuddin dan Muis (2015)
Bacillus juga dapat digunakan untuk mengendalikan patogen yang disebabkan oleh

nematoda peluka akar Pratylenchus brachyurus. Bacillus NA22, Bacillus NJ46 dan
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Bacillus NJ2 dengan metode perendaman akar mampu menekan populasi nematoda
di akar yaitu sebesar 75%, 63% dan 60%. ’Aini dkk (2013) menyatakan bahwa B.
subtilis mampu menghambat Colletotrichum secara in vitro sebesar 52,3%.
Penghambatan yang dilakukan oleh Bacillus karena menghasilkan antibiotika yang
bersifat racun bagi mikroba lain. Berdasarkan Agustiansyah dkk (2013) Bacillus juga
mampu menghambat Xanthomonas hal ini dikarenakan Bacillus menghasilkan
siderofor. Pemanfatan Bacillus sebagai agen antagonis memiliki permasalahan dalam
aplikasi dilapang hal ini dikarenakan dalam penggunaan bakteri dalam bentuk
suspensi sel ini dapat menurunkan kemampuan dalam mengendalikan penyakit pada
tanaman. Oleh sebab itu suspensi bakteri ini perlu dimobilisasi dalam bentuk formula
dan diperbanyak dengan pembawa (Carrier) untuk mempertahankan daya hidup
bakteri (Yanti dan Trimurti, 2015).

Perbanyakan Bacillus dapat dilakukan dengan cara menumbuhkan bakteri pada
suatu media, baik media cair maupun media padat. Media pertumbuhan yang akan
dibuat untuk menumbuhkan bakteri ini memerlukan nutrisi untuk memenuhi
kebutuhan energi dan untuk bahan pembangun sel, untuk sintesa protoplasma dan
bagian-bagian sel lainya. Media pertumbuhan untuk bakteri ini perlu mengandung
karbon, hidrogen, nitrogen, karbohidrat, protein dan lain-lain yang berfungsi sebagai
bahan makanan bagi bakteri (Gazali dkk., 2017). Pembuatan media yang dilakukan
ini juga bertujuan untuk memudahkan dalam pengaplikasian nantinya oleh sebab itu
perlu juga dilakukan pembuatan formulasi biopestisida.

Formulasi biopestisida bakteri ini juga perlu dilakukan karena Berdasarkan
Muis dkk (2015) formulasi yang dapat dilakukan yaitu dengan menggunakan bahan
dasar media tepung, seperti tepung tapioka, tepung beras dan tepung jagung. Jumlah
koloni isolat B. Subtilis TM4 (87) pada masing-masing formulasi yaitu tepung beras
13 X 10° cfu/ml, tapioka 4,33 X 10° cfu/ml, jagung 32,33 X 10° cfu/ml. Berdasarkan
Advinda dalam Yanti (2017) bahan pembawa yang berupa tepung tapioka memiliki
kepadatan yang cukup tinggi setelah disimpan 6 minggu yaitu 1,4 X 10% cfu/ml dan

memiliki efektivitas antara 17,99-69,45%. Teknik formulasi juga perlu diberikan
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penambahan nutrisi tambahan yang bertujuan sebagai bahan tambahan nutrisi bagi
bakteri. Penambahan nutrisi yang dapat digunakan yaitu glukosa, urea dan CMC.
Menurut Mugiastuti (2010) penambahan urea ke dalam formulasi dapat
meningkatkan asupan nutrisi didalam formula itu sendiri. Sedangkan penamambahan
nutrisi yang berupa glukosa diberikan sebagai sumber makanan tambahan untuk
bakteri (Hanudin dkk., 2010). Penambahan CMC pada formulasi memiliki fungsi
sebagai perekat (Alfiah dkk., 2014). Penggunaan bahan dasar tepung tersebut
digunakan karena mudah ditemukan dan juga memiliki harga yang murah. Formulasi
ini juga dapat memudahkan petani dalam pengaplikasian dan juga transportasinya ke
lahan. Berdasarkan hal tersebut peneliti ingin mengetahui viabiltas dan daya hambat

bakteri Bacillus sp. dalam bentuk formulasi padat.

1.2 Perumusan Masalah
1. Bagaimana viabilitas Bacillus sp. dalam formulasi beberapa jenis tepung?
2. Bagaimana daya antagonis Bacillus sp. yang telah diformulasi pada beberapa

jenis tepung terhadap patogen tanaman?

1.3 Tujuan
1. Mengetahui viabilitas Bacillus sp. dalam formulasi beberapa jenis tepung.
2. Mengetahui daya antagonis Bacillus sp. yang telah diformulasi pada beberapa

jenis tepung terhadap patogen tanaman.

1.4 Manfaat

1. Memberikan informasi tentang viabitas Bacillus sp. dalam formulasi beberapa
jenis tepung.

2. Memberikan informasi tentang daya antagonis Bacillus sp. yang telah diformulasi

pada beberapa jenis tepung terhadap patogen tanaman.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Bacillus sp. sebagai agen antagonis
2.1.1 Karakteristik dan fisiologi bakteri Bacillus sp.

Bacillus sp. digolongkan kedalam bakteri heterotrofik yaitu Protista yang
memiliki sifat uniseluler dan termasuk kedalam golongan mikroorganisme redusen
atau yang disebut dekomposer. Bacillus sp. selnya berbentuk basil, ada yang tebal
dan yang tipis. Biasanya berbentuk rantai atau terpisah dan dapat membentuk
endospora yang berbentuk bulat dan oval. Bacillus sp. Memiliki klassififkasi sebagai
berikut:

Kingdom : Bacteria

Kelas : Bacilli

Ordo : Bacillales

Famili : Bacilaceae

Genus : Bacillus

Spesies : Bacillus sp. (Holt et al., 1994).

Bakteri Bacillus subtilis mempunyai sifat gram positif. Bakteri B. subtilis juga
mampu tumbuh pada kondisi oksigen yang berkecukupan maupun dalam keadaan
oksigen terbatas. Berdasarkan sifat pertumbuhannya Bacillus digolongkan sebagai

bakteri yang memiliki sifat mesofilik (Arwiyanto dkk., 2007).

2.1.2 Ekologi bakteri Bacillus sp.

B. subtlis terdapat pada kondisi lingkungan tertentu. Bakteri Bacillus juga
dapat bertahan pada suhu -5°C samapai 75°C yang memiliki tingkat keasaman atau
pH antara 2-8. Bakteri Bacillus akan menjadi lebih banyak populasinya pada suhu
40°C. Bakteri Bacillus sp. dalam kehidupannya memerlukan kelembaban yang tinggi
untuk dapat bertahan hidup dilingkungannya (Djaenuddin dan Amran, 2015)..

B. subtilis dapat tumbuh dalam kondisi aerob dan dapat menghasilkan

endospora. Endospora yang dihasilkan oleh B. subtilis yang dapat berguna untuk
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mempertahankan hidup B. subtilis pada kondisi lingkungan yang ekstrim oleh sebab
itu B. subtilis dapat berkembang dan beradaptasi pada berbagai macam kondisi

lingkungan (Nicholson, 2002).

2.1.3 Mekanisme antagonisme bakteri Bacillus sp. terhadap patogen tanaman

B. subtilis merupakan mikroorganisme antagonis yang dapat digunakan
sebagai agen hayati terhadap penyakit yang menyerang tanaman. B. subtilis di dalam
dunia pertanian sangat bermanfaat bagi tanaman dalam mengendalikan beberapa
patogen. Menurut Zongzheng et al. dalam Suriani dan Muis (2016) B. subtilis dapat
menghambat patogen melalui cara persaingan dan antibiotik. Penghambatan yang
dilakukan dengan cara persaingan dilakukan B. subtilis dengan cara melakukan
persaingan baik ruang maupun makan terhadap patogen sehingga patogen tidak
memperoleh ruang dan makanan yang cukup untuk tumbuh dan berkembang.
Penghambatan melalui antibiotik dilkukan B. subtilis dengan cara mengeluarkan
suatu sennyawa yang dapat menghambat patogen. Salah satu patogen yang dapat
dikendalikan dengan bakteri B. subtilis adalah penyakit bulai pada jagung yang
disebabkan oleh jamur atau cendawan. Bakteri ini dapat menghasilkan senyawa yang
bersifat antibiosis seperti enzim kitinase yang dapat menghidrolisis dinding sel jamur,
kemudian menghasilkan enzim siderofor dan antibiotik lainnya yang dapat
menghambat perkembangan patogen (Jatnika dkk., 2013). Berdasarkan *Aini (2013)
senyawa antibiosis yang dihasilkan oleh Bacillus sp. yaitu streptavidin, basitrasin,
surfaktin, fengisin, inturin A, polimiksin, subtilosin, subtilin, mikrobasilin. Hal ini
terbukti pada hari kelima setelah aplikasi B. subtilis pertumbuhan C. gloesporioides
mulai berhenti. B. subtilis juga mampu menghambat pertumbuhan Xanthomonas hal
ini dikarenakan B. subtilis juga menghasilkan senyawa HCN dan siderofor
(Agustiansyah dkk., 2013).
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2.2 Formulasi Biopestisida

Menurut Azzamy (2015) formulasi merupakan bentuk campuran antara bahan
aktif dan bahan penambahan yang digunakan dalam produksi suatu jenis pestisida
Formulasi pestisida dapat memberikan manfaat untuk menentukan bentuk dan
komposisi pestisida yang akan digunakan dan juga berapa dosis, interval penggunaan
serta sasarannya, selain itu juga dapat menentukan aspek keamanan pestisida tersebut
(Riadi, 2017). Formulasi biopestisida terdapat 2 macam bentuk yaitu formulasi cair
dan formulasi padat. Formulasi padat dalam biopestisida dapat digolongkan lagi yaitu
formulasi tepung, granula dan lain-lain. Formulasi biopestisida juga memerlukan
bahan pembawa tambahan, bahan pembawa tambahan yang dapat digunakan yaitu
urea dan glukosa. Penambahan urea diberikan untuk meningkatkan kandungan nutrisi
dalam formula tersebut dan urea mengandung unsur N yang mengandung asam

amino, peptida, vitamin dan karbohidrat (mugiastuti dkk., 2010).

2.3 Bahan formulasi agens antagonis

Media merupakan suatu bahan yang terdiri atas campuran nutrisi yang
digunakan untuk menumbuhkan mikroorganisme baik dalam mengkultur bakteri,
jamur ataupun organisme lain. Media yang digunakan untuk menumbuhkan bakteri
cukup memenuhi nutrisi untuk menumbuhkan bakteri seperti karbon, nitrogen, sulfur,
fosfor, dan unsur logam seperti Ca, Zn, Na, K, Mn, Mg Fe dan lain-lain. Nutrisi
media untuk menumbuhkan bakteri yang paling dibutuhkan yaitu karbohidrat dan
protein (Juariah dan Sari, 2018). Menurut Advinda dalam Yanti (2017) Bacillus
dengan bahan pembawa formulasi berupa tepung tapioka mempunyai kepadatan
populasi setelah disimpan 6 minggu vyaitu 1,4 X 10 cfu/ml dan memiliki kefektifan
pada serangan pustul bakteri sebesar 17,99-69,45%. Menurut Yanti dkk (2015)
Tepung talk dan tepung tapioka sebagai bahan pembawa memiliki kemampuan yang
sama hal ini karena kondisi fisik tepung talk dan tapioka hampir sama sebagai bahan

pembawa isolat rizobakteri.
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Media formulasi berbahan dasar tepung juga dilakukan penambahan bahan
lain yang bertujuan untuk memberikan sumber nutrisi bagi B. subtilis. Bahan
tambahan yang digunakan yaitu urea dan glukosa. Menurut Aunstrup dalam Naiola
(2002), unsur yang paling dibutuhkan oleh bakteri yaitu nitrogen dan karbon hal ini
dikarenakan unsur nitrogen sangat diperlukan untuk pertumbuhan bakteri sedangkan
karbon untuk meningkatkan energi biosistesis. Pupuk urea merupakan pupuk tunggal
yang memiliki salah satu pupuk yang memiliki sumber N yang banyak yaitu 45%.
Menurut Mugiastuti (2010) penambahan urea ke dalam formulasi dapat
meningkatkan asupan nutrisi didalam formula itu sendiri. Sedangkan penamambahan
nutrisi yang berupa glukosa diberikan sebagai sumber makanan tambahan untuk
bakteri (Hanudin dkk., 2010). Menurut Wahyudi (2008) Penambahan glukosa dan
urea dengan komposisi 10g/l dan 6 g/l dapat memberikan pengaruh yang optimal
terhadap pertumbuhan Beauveria bassiana.

Menunrut Muis dkk (2015) formulasi B. subtilis dengan bahan pembawa
tambahan berbahan dasar tepung talk, tepung beras dan tepung jagung yang
menunjukan populasi bakteri cukup baik yaitu talk dengan rata-rata 99 X 10° cfu/ml
lalu tepung jagung 88 X 10° cfu/ml. Talk merupakan mineral sekunder dari hasil
hidrasi batuan pembawa magnesium seperti magnesium, silika dan juga dolomit
(Nuraeni dkk., 2016). Menurut Wahdania dkk., (2017) formulasi dengan bahan
pembawa tepung ketan dan jagung manis dan tepung kelapa tua mampu
memperthankan daya hambat jamur Aspergillus niger lebih dari 60% terhadap
Phytopthora palmivora. Tepung kulit rajungan yang digunakan sebagai bahan
formulasi Bacillus polymixa terhadap Colletotrichum acutatum mempunyai zona
hambatan sebesar 10 mm (Widodo dan Suryo, 2012). Menurut Logam dan berkeley
dalam Waskita (2013) unsur natrium dan karbon dapat digunakan oleh B. subtilis
untuk proses metabolisme dan pertumbuhannya. Berikut merupakan kandungan

beberapa tepung, seperti tabel 4.1
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Tabel 4.1 Kandungan beberapa tepung per 100 gram

Nutrisi tepung jagung tepung tapioka tepung beras
kalori (kcal) 360 129 365

jumlah lemak 1,359 3949 0,66 g
Kolesterol - 1mg -

Natrium 9 mg 145 mg 0 mg
Kalium 270 mg 92 mg 28 mg
Karbohidrat 18,79 22 ¢ 7949
Kalsium 2mg 71 mg 10 mg

2

1.

(Direktorat Gizi Departemen Kesehatan R.1, 2005)

4 Hipotesis

Bacillus sp.

Jenis tepung memberikan pengaruh yang berbeda-beda terhadap viabilitas

Jenis tepung memberikan pengaruh yang yang berbeda-beda terhadap daya

antagonis terhadap Xanthomonas axonopodis pv. glycines dan Colletotrichum sp.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat
Penelitian mengenai “Viabilitas Bacillus sp. Sebagai Agen Antagonis Patogen
Tanaman Dalam Formulasi Berbahan Dasar Tepung.” dilaksanakan di Laboratorium

Penyakit Fakultas Pertanian pada bulan Mei sampai selesai.

3.2 Persiapan Penelitian
3.2.1 Menyiapkan alat dan bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian yaitu cawan petri, mikropipet, laminar
air flow, tabung reaksi, gelas ukur 50 ml, beaker glass, Erlenmeyer, autoclave,
timbangan analitik, vortex, pH meter, bunsen, inkubator.

Bahan yang digunakan yaitu isolat Bacillus sp., isolat Xanthomonas
axonopodis pv. glycines, isolat Colletotrichum sp., media NA, media YPGA, tepung
talk, tapioka, jagung, beras, aquades, plastik wrap, aluminium foil, kapas, Kkaret,

kertas buram, label, alkohol.

3.2.2 Persiapan penelitian
1. Peremajaan dan perhitungan populasi Bacillus sp. sebelum diformulasi
Peremajaan Bacillus sp. (koleksi dari Dr. Suhartiningsih Dwi Nurcahyati S.P,
M.Si) dengan cara mengambil 1 ose isolat kemudian digoreskan pada media NA lalu
diinkubasi selama 48 jam pada suhu ruang untuk memperoleh koloni tunggal (Jatnika
dkk., 2013). Kemudian bakteri pada media dibuat menjadi suspensi lalu diencerkan
dan masing-masing pengenceran ditumbuhkan pada media NA yang selanjutnya
diinkubasi selam 48 jam dan diamati populasi bakteri yang dapat memperoleh seri
pengenceran yang memiliki populasi 10 cfu/ml.

10
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2. Peremajaan isolat Xanthomonas axonopodis pv. glycines dan Colletotrichum sp.
Peremajaan Xanthomonas axonopodis pv. glycines (koleksi dari Dr.
Suhartiningsih Dwi Nurcahyanti S.P, M.Si) dengan cara mengambil 1 ose isolat
kemudian digoreskan pada media NA lalu diinkubasi selama 48 jam pada suhu ruang
untuk memperoleh koloni tunggal dan peremajaan Colletotrichum sp. (koleksi Hurin
Nabila) dengan cara mengambil 1 plong isolat kemudian ditanam pada media YPGA

lalu diinkubasi selama 48 jam pada suhu ruang untuk memperoleh koloni tunggal.

3. Uji antagonisme Bacillus sp. terhadap Xanthomonas axonopodis pv. glycines
sebelum diformulasi

Uji daya antagonisme isolat Bacillus sp. terhadap Xag dapat dilakukan dengan
menggunakan metode dual planting yaitu dengan cara menumbuhkan isolat Bacillus
sp. pada media NA dengan cara menggunakan tusuk gigi steril dengan menitikkan.
Setelah itu dilakukan inkubasi selama 48 jam pada suhu ruang. Setelah itu cawan
petri dibalik dan memberikan larutan klorofom sebanyak 1 ml dari tepi tutup cawan
petri dan diamkan selama 2 jam setelah itu dibalik lagi ke posisi semula. Setelah itu
menuangkan suspensi Xag sebanyak 0,2 ml dalam agar air 0,6% sebanyak 4 ml lalu
diinkubasi selama 24 jam untuk diamati zona hambatan (Saputra dkk., 2015).

4. Uji antagonisme Bacillus sp. terhadap Colletotrichum sp. sebelum diformulasi

Uji daya antagonisme isolat Bacillus sp. terhadap Colletotrichum sp. dapat
dilakukan dengan cara mengambil isolat Bacillus sp. dan Colletotrichum sp.
Menitikkan Colletotrichum sp. di tengah-tengah cawan petri sebagai kontrol.
Menitikkan Colletotrichum sp. ditengah dan 4 titik Bacillus dipinggir cawan petri
dengan jarak 2 cm dari tepi cawan petri sebagai perlakuan (Muharni dan Hary, 2011).
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5. Persiapan media dan suspensi Bacillus sp. sebelum diformulasi

Menyiapkan media dasar formulasi yaitu tepung tapioka, tepung talk, tepung
beras, tepung jagung masing-masing sebanyak 100 g dengan 5 ulangan lalu
disterilkan. Media yang telah disterilkan lalu ditambahkan dengan beberapa bahan
tambahan seperti glukosa, urea dan CMC. Setelah itu menyiapkan suspensi Bacillus
sp. dengan populasi 10* cfu/ml dan mencampurkan ke dalam masing-masing media

tepung.

3.3 Pelaksanaan Penelitan
3.3.1 Rancangan Penellitian

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 4
perlakuan dan 5 ulangan. 4 perlakuan tersebut yaitu formulasi media padat tepung
yang digunakan yaitu T1: tepung tapioka (100 g) + glukosa (0,5 g) + urea (0,5 g) +
CMC (0.1 g), T2: tepung talk (100 g) + glukosa (0,5 g) + urea (0,5 g) + CMC (0.1 g),
T3: tepung beras (100 g) + glukosa (0,5 g) + urea (0,5 g) + CMC (0.1 g), T4: tepung
jagung (100 g) + glukosa (0,5 g) + urea (0,5 g) + CMC (0.1 g).

3.3.2 Prosedur Penelitian
3.3.2.1 Formulasi Bacillus sp. berbahan dasar tepung
1. Pembuatan formulasi.

Media tepung sebanyak 100 gram + glukosa 0,5 gram + urea 0,5 gram + CMC
0.1 gram yang telah disterilkan lalu dicampur sampai homogen. Media yang telah
dicampur siap dilakukan inokulasi dengan Bacillus yang telah dihitung populasinya.
Inokulasi dilakukan dengan cara mengambil suspensi Bacillus sp. sebanyak 10 ml

dengan populasi 102 cfu/ml lalu dimasukkan kedalam masing-masing formulasi.

2. Viabilitas Bacillus sp. setelah diformulasikan pada media tepung.
Viabilitas ini dilihat dari pertumbuhan Bacillus sp. dengan cara menghitung

populasi yang dilakukan dengan cara mengambil 1 gram Bacillus sp. pada formulasi
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tepung lalu memasukkan kedalam tabung reaksi yang telah berisi 9 ml air steril lalu
memvortex sampai homogen. Setelah itu dilakukan pengenceran. Hasil pengenceran
diambil sebanyak 100 pl suspensi dan menumbuhkan ke media NA lalu

menginkubasi selama 24-48 jam.

3.3.2.2 Uji Daya hambat Bacillus sp. Terhadap Xanthomonas axonopodis pv. glycines
setelah diformulasikan pada media tepung

Uji daya antagonisme isolat Bacillus sp. terhadap Xag dapat dilakukan dengan
dengan cara menumbuhkan Bacillus sp. yang tumbuh pada viabilitas Bacillus sp.
setelah diformulasikan pada media tepung ke media NA dengan cara menggunakan
tusuk gigi steril dengan menitikkan. Tahap selanjutnya dilakukan inkubasi selama 48
jam pada suhu ruang. Setelah inkubasi dilakukan cawan petri dibalik dan memberikan
larutan kloroform sebanyak 1 ml dari tepi tutup cawan petri dan diamkan selama 2
jam setelah itu dibalik lagi ke posisi semula. Cawan petri yang telah dibalik seperti
semula lalu dituangkan suspensi Xag sebanyak 0,2 ml dalam agar air 0,6% sebanyak

4 ml lalu diinkubasi selama 24 jam.

3.3.2.3 Uji antagonisme Bacillus sp. terhadap Colletotrichum sp. setelah diformulasi
pada media tepung

Uji daya antagonisme isolat Bacillus sp. terhadap Colletotrichum sp. dapat
dilakukan dengan cara mengambil isolat Bacillus sp. dan Colletotrichum sp.
Menitikkan Colletotrichum sp. di tengah-tengah cawan petri sebagai kontrol.
Menitikkan Colletotrichum sp. ditengah dan 4 titik Bacillus dipinggir cawan petri

dengan jarak 2 cm dari tepi cawan petri sebagai perlakuan (Muharni dan Hary, 2011).

3.4 Variabel Pengamatan
3.4.1 Viabilitas
Viabilitas bakteri diamati setiap 2 minggu sekali sampai jumlah populasi

dibawah 108 cfu/ml dengan cara menghitung populasi koloni bakteri yang tumbuh
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dengan menggunakan metode plate count dengan menggunakan rumus menurut
Hanif (2016).

jumlah total koloni

cfufgram = volume yang disebar ke cawan petri X faktor pengenceran

3.4.2 Daya antagonisme

3.4.2.1 Uji antagonis bakteri Bacillus sp. terhadap Xag

Uji antagonis dilakukan dengan menggunakan metode dual planting. Pengamatan ini
dilakukan sebelum formulasi dan sesudah formulasi setiap 2 minggu sekali dengan

cara melakukan perhitungan zona hambat dengan menggunakan rumus menurut Wati

dkk., (2017) :

5

Agar air +
suspensi Xag

Gambar. 3.1 Uji daya hambat terhadap bakteri

x1 +x2 + x3 + x4
4

Zona hambat =

Keterangan :

x1 = sis 1 zona hambatan
X2 = sisi 2 zona hambatan
x3 = sis 3 zona hambatan

x4 = sisi 4 zona hambatan

3.4.2.2 Uji antagonis bakteri Bacillus sp. terhadap Colletotrichum sp.
Uji aatagonis dilakukan dengan menggunakan metode dual culture. Pengamatan

ini dilakukan sebelum formulasi dan sesudah formulasi setiap 2 minggu sekali
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dengan cara perhitungan daya antagonisme Bacillus sp. terhadap Colletotrichum

menggunakan rumus menurut Narayanasammy (2013):

Pengukuran Perlakuan
daya hambat kontrol
APH

‘ Colletotricnum sp. O Bacillus sp.
Gambar 3.2 Uji daya hambat terhadap jamur

Rc — Ri
R = X 100%
Rc

R = Persentase penghambatan (%)
Rc = Jari-jari koloni jamur pada control (mm)

Ri = Jari-jari mennuju pust antagonis (mm)

3.5 Analisis Data

Data yang di peroleh dari hasil pengamatan di analisis menggunakan ANOVA,
jika hasil anova menunjukkan F-Hitung yang berbeda nyata maka di lanjutkan dengan
uji DMRT (uji jarak ganda duncan) dengan taraf kepercayaan 5% untuk melihat

perlakuan mana yang memberikan efek berbeda.
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa :

1. Formulasi tepung beras + urea + glukosa + CMC, formulasi tepung jagung +
urea + glukosa + CMC, formulasi tepung tapioka + urea + glukosa + CMC,
formulasi tepung talk + urea + glukosa + CMC mampu mempertahankan
viabilitas Bacillus sp. hingga 56 hsi. Formulasi tepung beras + urea + glukosa +
CMC menjadi perlakuan terbaik dengan populasi Bacillus sp. sebesar 1,64 X 10°
cfu/g pada 56 hsi.

2. Formulasi tepung jagung + urea + glukosa + CMC dengan masa simpan 42 hsi
menjadi perlakuan terbaik sehingga mendukung zona hambat Bacillus sp.
terhadap Xag sebesar 13,1 mm.

Formulasi tepung tapioka + urea + glukosa + CMC dengan masa simpan 42 hsi
menjadi perlakuan terbaik sehingga mendukung daya hambat Bacillus sp.

terhadap Colletotrichum sp. sebesar 62,8%.
5.2 Saran

Sebaiknya formulasi Bacillus sp. dalam tepung digunakan pada penyimpanan 42
hsi.

32
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Lampiran 1. Data populasi Bacillus sp. setelah diformulasi

LAMPIRAN

a. Data pengamatan populasi Bacillus sp. pada 56 hsi.

Perlakuan
Rep Tepung Tepung Tepung Tepung Jumlah
Beras jagung Tapioka Talk
1| 1450000000 1100000000 335000000 | 90000000 | 2975000000
2 | 1970000000 1340000000 110000000 | 190000000 | 3610000000
3| 1300000000 1580000000 384000000 | 80000000 | 3344000000
4 | 1120000000 920000000 152000000 | 95000000 | 2287000000
5| 2340000000 1650000000 310000000 | 111000000 | 4411000000
Jumlah | 8180000000 6590000000 1291000000 | 566000000 | 16627000000
Rata-
rata 1636000000 1318000000 258200000 | 113200000 | 3325400000
b. Data transformasi populasi Bacillus sp. pada 56 hsi.
Perlakuan
Rep Tepung Tepung Tepung Tepung
Beras jagung Tapioka Talk
1 9,161 9,041 8,525 7,954 34,681
2 9,294 9,127 8,041 8,279 34,741
3 9,114 9,199 8,584 7,903 34,8
4 9,049 8,964 8,182 7,978 34,173
5 9,369 9,217 8,491 8,045 35,122
Jumlah 45,987 45,548 41,823 40,159 173,517
Fffgi: 9,1974 9,1096 8,3646 8,0318 | 34,7034
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c. Analisis Ragam (ANOVA)
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d. Uji Duncan Multiple Range Test (DMRT)

F- F-
Sumber Keragaman | db ildg]dlfgt ﬁgﬁg;ﬁt Hitll:Jng Tabel | Tabel

5% 1%
Perlakuan 3 4,86 1,62 60,33 | 3,24 5,29
TOTAL 19 5,29

Nilai UJD 5%
P 2 3 4 5
sd 0,10 0,10 0,10 0,10
ssr5% 3,00 3,15 3,23 3,30
nila) 0,30 0,32 0,33 033
dmrt
Perlakuan e L2 vy UL Notasi
Rata-rata 9,20 9,11 8,36 8,03
B 9,20 0,00 a
TJ 9,11 0,09 0,00 | a
TT 8,36 0,84 0,75 000 | b
TTK 8,03 1,17 1,08 0,33 0 c
0,27 0,26 0,26 0,25
D 5 4 3 2
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Lampiran 2. Data zona hambat Bacillus sp. setelah diformulasi
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a. Data pengamatan zona hambat Bacillus sp. terhadap Xag pada 56 hsi.

Perlakuan
Rep Tepung Tepung Tepung Tepung | Jumlah
Beras jagung Tapioka Talk
1 12 11,25 55 55 34,25
2 12,5 12,5 4 0 29
3 0 12 0 5 17
4 11 0 4,75 4,25 20
5 11,5 11,5 4 45 31,5
Jumlah 47 47,25 18,25 19,25 131,75
AEIES 9,4 9,45 3,65 3,85 26,35
rata
b. Analisis Ragam (ANOVA)
Sumber Jumlah Kuadrat F F-Tabel N
db . Tabel
Keragaman Kuadrat Tengah Hitung 5% 1%
perlakuan 3 161,13 53,71 3,28 3,24 5,29
Error (Galat) 16 261,90 16,37
TOTAL 19 | 423,034375 70,08
c. Uji Duncan Multiple Range Test (DMRT)
Nilai UJD 5%
p 2 3 4 5
sd 2,02 2,02 2,02 2,02
ssr5% 3,00 3,15 3,23 3,30
nig 6,07 6,37 6,53 6,68
dmrt
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Perlakuan TJ B TTK TT  Notasi
Rata-rata 9,45 9,40 3,85 3,65
TJ 9,45 0.00 a
B 9,40 0,05 0,00 a
TTK 3,85 5,60 5,55 0,00 ‘ a
TT 3,65 5,80 5,75 0,20 000 | a
6,68 6,53 6,37 6,07
p 5 4 3 2

Lampiran 3. Data daya hambat Bacillus sp. setelah diformulasi

a. Data pengamatan daya hambat Bacillus sp. terhadap Colletotrichum sp. pada 56

hsi.
Perlakuan
Rep Tepung Tepung Tepung Tepung
Beras jagung Tapioka Talk
1 33,45 41,6 42,4 34,6 152,05
2 41,2 38,4 41,1 34,5 155,2
3 35,95 28 40 31 134,95
4 35,3 29,9 38,7 28,7 132,6
5 49,1 31,8 35 29,2 145,1
Jumlah 195 169,7 197,2 158 719,9
Rata- 39 33,94 39,44 31,6 | 143,98
rata
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b. Data transformasi daya hambat Bacillus sp. terhadap Colletotrichum sp. pada 56
hsi.
Perlakuan
Rep Tepung Tepung Tepung Tepung
Beras jagung Tapioka Talk
1 35,34 40,16 40,63 36,03 152,16
2 39,93 38,29 39,87 35,97 154,07
3 36,84 31,95 39,23 33,83 141,85
4 36,45 38115 38,47 32,39 140,46
5 44,48 34,33 36,27 32,71 147,79
Jumlah 193,04 177,88 194,47 170,94 736,33
Rata- | 3561 35,58 38,89 3419 | 147,27
rata
c. Analisis Ragam (ANOVA)
Sumber db Jumlah Kuadrat F F-Tabel | F-Tabel
Keragaman Kuadrat Tengah Hitung 5% 1%
Perlakuan 3 79,91 26,64 3,35 3,24 5,29
Error 16 127,07 7,94
TOTAL 19 206,98
d. Uji Duncan Multiple Range Test (DMRT)
Nilai UJD 5%
P 2 3 4 5
sd 141 141 1,41 141
ssr5% 3,00 3,15 3,23 3,30
il 4,23 4,44 4,55 4,65
dmrt
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Perlakuan TT B T) TTK  Notasi
Rata-rata 38,89 38,61 3558 34,19
TT 38,89 0.00 a
B 38,61 0,28 ‘ 0,00 a
T 35,58 3,31 3,03 0,00 a
TTK 34,19 4,71 4,42 1,39 ‘ 0,00 | ab
4,65 4,55 4,44 4,23
p 5 4 3 2

Lampiran 4. Dokumentasi penelitian

Uji antagonis Menghitung koloni Penggojok
terhdap Xag Bacillus sp.

Pengenceran Uji antagonis
terhadap
Colletotrichum sp.
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Platting

Persiapan
pengenceran

Pengeplongan
jamur

Colletotrichum sp.
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