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RINGKASAN

ANTAGONISME Trichoderma viridle TERHADAP Aspergillus spp.
KONTAMINAN BI1JI KACANG TANAH (Arachis hypogea L.) SECARA IN
VITRO; Susyatin Umul Amanah, 111810401004; 2016: 37 halaman; Jurusan
Biologi Fakultas Matematika dan IImu Pengetahuan Alam Universitas Jember.

Biji kacang tanah (Arachis hypogea L.) merupakan sumber protein nabati
yang tinggi. Biji kacang tanah juga memiliki kandungan nutrisi yang lengkap
yakni lemak, air, karbohidrat fosfor, dan kalori (DepKes RI, 1996). Hal tersebut
menyebabkan biji kacang tanah menjadi substrat yang cocok bagi pertumbuhan
kapang penyebab kontaminasi pada biji-bijian. Salah satunya adalah Aspergillus
spp. yang beberapa strainnya mampu menghasilkan senyawa toksik yang
berbahaya apabila dikonsumsi oleh makhluk hidup. Penanganan serta pencegahan
terhadap kontaminasu Aspergillus spp. dapat dilakukan salah satunya dengan
bantuan kapang sebagai musuh alami. Trichoderma viride adalah salah satu
kapang yang kerap digunakan sebagai agen pengendali hayati dan musuh alami
kapang-kapang kontaminan maupun fitopatogen.

Penelitian dilakukan dengan melakukan isolasi kapang Aspergillus spp.
kontaminasi  biji kacang tanah kemudian dilakukan uji penghambatan
pertumbuhannya oleh T. viride secara in vitro. Pengujian penghambatan
pertumbuhan dilakukan dengan menggunakan suspensi spora T. viride serta
produk ekstrak metabolit sekunder dari T. viride yang telah diinkubasi dengan
waktu inkubasi bervariasi yaitu; 27, 30, dan 33 hari. Penghambatan pertumbuhan
suspensi spora T. viride ditunjukkan dengan ketidakmampuan isolat Aspergillus
spp. untuk tumbuh dengan baik ketika ditumbuhkan berdampingan dengan T.
viride. Hambatan pertumbuhan dari ekstrak metabolit sekunder ditunjukkan
dengan perbedaan lebar diameter koloni yang terbentuk pada Aspergillus spp.
kontrol dengan Aspergillus spp. yang diberi perlakuan.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa dari hasil isolasi Aspergillus spp.
kontaminasi biji kacang tanah didapatkan dua isolat yang merupakan anggota dari

Genus Aspergillus berdasarkan identifikasi makroskopis maupun mikroskopis,
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yaitu isolat Aspl dan Asp2. Pengujian penghambatan pertumbuhan terhadap kedua
isolat menunjukkan bahwa terjadi penghambatan pertumbuhan oleh T. viride.
Indeks daya hambat terhadap Aspl adalah sebesar 1,17%, sedangkan pada isolat
Asp2 mencapai 43,48%. Penghambatan menggunakan produk ekstrak metabolit
sekunder T. viride menunjukkan indeks penghambatan pertumbuhan tertinggi
adalah pada produk ekstrak metabolit dengan waktu inkubasi T. viride selama 33
hari yakni mencapai 52,8% terhadap Aspl dan 11,9% terhadap Asp2. Indeks daya
hambat pertumbuhan pada Aspl terkecil adalah pada pemberian ekstrak metabolit
sekunder dengan waktu inkubasi T. viride 30 hari yaitu hanya sebesar 8,3%.
Sedangkan pada Aspl adalah pada waktu inkubasi 27 hari yang hanya mencapai
33,9%. Perbedaan pengaruh hambatan pertumbuhan pada kedua isolat ini
dimungkinkan karena adanya perbedaan resistensi kedua isolat terhadapa senyawa

metabolit T. viride serta perbedaan kecapatan tumbuh kedua isolat Aspl dan Asp2.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kacang tanah (Arachis hypogea L.) merupakan salah satu produk
pertanian yang banyak ditemukan di Indonesia. Tanaman ini biasa dimanfaatkan
bijinya untuk dikonsumsi. Selain dikonsumsi dengan cara merebus bijinya secara
langsung, kacang tanah memiliki nilai ekonomi yang sangat tinggi sebagai bahan
pangan. Diantaranya adalah pembuatan selai dengan berbahan dasar biji-bijian ini.
Minyak nabati dan susu yang berasal dari biji kacang juga sudah mulai
dikembangkan di India. Bahkan menurut FAO, pada tahun 2003 produksi minyak
dari kacang tanah mencapai 10% dari pasaran minyak masak dunia. Namun,
permasalahan pada pengelolaan biji pasca panen (produksi) tanaman ini masih
sangat banyak. Selain faktor penyimpanan dan pengeringan, masalah lain yang
sering muncul adalah kontaminasi penyakit yang kerap menyerang biji kacang
tanah pasca panen.

Kontaminasi biji pasca panen merupakan masalah dalam pengawetan
bahan pangan yang sering dialami oleh para petani. Hal ini dapat menurunkan
kualitas (mutu) kacang tanah karena mengubah kenampakan biji (menjadi keriput,
kisut, dan lain-lain), merubah cita rasa menjadi pahit atau asam, merubah warna
serta merubah/menurunkan nilai nutrisi yang ada pada kacang tersebut. Menurut
Paramawati et al. (2006), sebagian besar biji kacang tanah yang telah mengalami
penyimpanan di Indonesia masih memiliki a,, (water activity) > 0,8. Iklim tropis
menjadi penyebab utama kadar air dalam biji kacang tanah masih terbilang cukup
tinggi. Kandungan air tersebut menyebabkan biji kacang tanah menjadi tempat
tinggal yang baik bagi kapang. Salah satu kapang penyebab kontaminasi tersebut
adalah kapang dari Genus Aspergillus (Aspergillus flavus, A. parasiticus) atau
spesies lainnya seperti Penicilium dan Fusarium (Maryam, 2006; Kasno, 2009).
Kontaminasi yang terdapat pada kacang dapat menyebabkan terbentuknya zat-zat
karsinogenik yang membahayakan apabila dikonsumsi oleh manusia (Babhri,

2001). Menurut Satish et al. (2007), kontaminan pada bahan pangan pasca panen
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di dunia didominasi oleh kapang kelompok Aspergillus. Lebih dari 25% tanaman
serealia di dunia bahkan diketahui telah terkontaminasi mikotoksin dan 300
metabolit lain yang berasal dari Aspergillus. Metabolit tersebut dapat menjadi
toksik bagi manusia maupun hewan yang mengonsumsi biji yang telah
terkontaminasi.

Upaya penanggulangan vyang dilakukan untuk menekan tingkat
kontaminasi yang terjadi pada biji kacang tanah sudah banyak dilakukan. Dalam
kurun waktu 50 tahun terakhir, penggunaan pestisida sintetis (kimia) dianggap
sebagai solusi paling ampuh untuk menanggulangi masalah kontaminasi biji pasca
panen. Namun seperti yang diketahui, penggunaan bahan kimia yang berlebihan
dan terus-menerus akan menyebabkan kerusakan pada lahan tanam serta
membayakan apabila terakumulasi dalam produk pangan. Hal ini dikarenakan
bahan kimia yang terdapat dalam fungisida tidak dapat diuraikan oleh tubuh
sehingga akan terakumulasi dalam tubuh. Cara aman yang dapat dilakukan untuk
menekan tingkat kontaminasi pada biji pasca panen adalah dengan memperhatikan
proses penyimpanan dan pengelolaan biji tersebut. Alternatif lain dalam
penanganan penyakit pasca panen tersebut adalah dengan menggunakan bantuan
biofungisida sebagai agen pengendali hayati.

Penggunaan biofungisida sebagai agen pengendalian hayati dapat
dilakukan dengan bantuan mikroba antagonis (bakteri, khamir, dan cendawan).
Beberapa penelitian telah dilakukan dalam rangka mencari agen biologi dalam
pengendalian hayati. Beberapa mikroba telah diketahui memiliki kemampuan
sebagai agen biofungisida, antara lain adalah Trichoderma viride. Kapang yang
berasal dari genus Trichoderma ini telah terbukti mampu menghambat
pertumbuhan dari Aspergillus niger indigenous akar kacang tanah secara in vitro
(Gajera, et. al., 2011). Selain itu, penelitian lain menujnukkan bahwa Trichoderma
mampu menghambat pertumbuhan radial Fusarium solani (Morsy et al, 2009).
Trichoderma juga mampu menghambat pertumbuhan kapang patogen hasil isolasi
dari biji jagung (Bouziane et al 2011). Penelitian tersebut bahkan menunjukkan

bahwa Trichoderma viride mampu menghentikan pertumbuhan Monileila sp.,
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Absidia sp., Phoma sp., Penicillium sp., dan Botrytis sp. dalam waktu 4 hari

inkubasi.

1.2 Rumusan Masalah

Kontaminasi kapang Aspergillus spp. dapat mengakibatkan kerugian serta
penurunan kualitas dan nilai gizi pada kacang tanah. Penggunaan Trichoderma
viride sebagai biofungisida alternatif sudah memberikan bukti bahwa kapang
tersebut memiliki kemampuan antagonis pada beberapa kapang yang bersifat
kontaminan pada tanaman ataupun bahan pangan. Pengujian daya hambat
Trichoderma viride terhadap Aspergillus spp. kontaminasi biji kacang akan
didapat hasil berupa besar daya hambat yang dihasilkan Trichoderma viride
terhadap Aspergillus spp. Selain itu, dari pengujian daya hambat ini dapat
diketahui apakah Trichoderma viride mampu digunakan sebagai pengendali
hayati terhadap kontaminasi Aspergillus spp. kontaminasi biji kacang tanah secara

in vitro.

1.3  Batasan Masalah

Penelitian kali ini dibatasi pada biji kacang tanah yang digunakan, yakni
biji kacang tanah lokal pasca panen (telah melalui proses penyimpanan) serta
kapang yang diuji hanya pada genus Aspergillus yang paling dominan. Pengujian
juga dilakukan dengan menggunakan produk ekstraksi metabolit dari

Trichoderma viride.

1.4 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui daya hambat T. viride

terhadap Aspergillus spp. kontaminasi biji kacang tanah secara in vitro.

15  Manfaat
Manfaat dari penelitian ini adalah sebagai informasi daya hambat T. viride

terhadap Aspergillus spp. kontaminasi biji kacang tanah secara in vitro.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Biji Kacang Tanah

Kacang tanah (Arachis hipogea L.) merupakan tanaman pangan kelompok
semak yang berasal dari Amerika Selatan, tepatnya dari Brazil. Tanaman ini
seringkali dimanfaatkan bijinya untuk dikonsumsi oleh masyarakat. Kacang tanah
adalah komoditas yang mempunyai nilai ekonomi cukup tinggi dan merupakan
salah satu sumber bahan pangan yang bernilai gizi tinggiterutama kandungan
protein dan lemak nabatinya.

Kacang tanah (Arachis hypogea L.) merupakan tanaman kelompok famili
Fabaceae. Tanaman ini adalah sejenis tanaman tropika yang mampu tumbuh
mencapai 30 — 50 cm dan menghasilkan daun-daun kecil (Pratita, 2012).

Kedudukan kacang tanah dalam sistematika (taksonomi) sebagaimana
dikutip dari Crongquis (1981), adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta
Kelas : Magnoliopsida
Sub Kelas : Rosidae

Ordo : Fabales

Famili : Fabaceae

Genus : Arachis L.

Spesies : Arachis hypogea L.

Biji kacang tanah merupakan salah satu sumber protein nabati yang ekonomis.
Biji tanaman ini berbentuk agak bulat sampai lonjong serta terbungkus kulit biji
tipis berwarna putih, merah atau ungu. Inti biji terdiri dari lembaga (embrio) dan

putih telur (albumen). Bijinya berkeping dua (dicotyledonae).
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Gambar 2.1 Biji kacang tanah (Arachis hypogea L.)
Sumber: Pratita, 2012

Pemanfaatan terbesar biji kacang tanah adalah sebagai bahan makanan dan
industri. Menurut Handayani (2008), dalam 100 gram biji kacang tanah,
mengandung 43% protein, 34% lemak, 8% karbohidrat, 31% serat, 25% vitamin
E, dan beberapa bahan mineral lain.

Berikut adalah tabel komposisi kimia yang terdapat dalam biji kacang

tanah per 100 gram bahan kering:

Komposisi Jumlah
Kadar air (9) 4,0

Protein (0) 25,3
Lemak ) 42,8
Karbohidrat (0) 21,1
Fosfor (mg) 335,0
Kalori (kal) 425,0
BDD (%) 100,0

Tabel 2.1 Komposisi kimia biji kacang tanah (per 100 gram bahan kering)
Sumber: Departemen Kesehatan RI, (1996).

Protein yang terkandung dalam biji kacang tanah jauh lebih tinggi jika
dibandingkan dengan protein yang terkandung di dalam daging, telur, dan kacang
soya (kacang kedelai). Kacang tanah sebagai bahan pangan menjadi substrat yang
sangat cocok bagi pertumbuhan jamur toksigenik yang dapat menghasilkan

mikotoksin.

2.2  Mikotoksin pada Biji Kacang Tanah
Mikotoksin adalah racun yang dikeluarkan oleh kapang dan bersifat

mengganggu kesehatan. Mikotoksin merupakan hasil metabolit sekunder yang
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dihasilkan oleh spesies kapang tertentu selama pertumbuhannya pada bahan
pangan maupun pakan (Rahayu, 2006). Apabila bahan makan atau pakan tersebut
masuk ke dalam tubuh, maka individu akan mengalami mikotoksikosis yaitu
gangguan kesehatan dengan berbagai bentuk perubahan klinis dan patogen.

Mikotoksin tidak terlihat, bersifat korosif dan dapat mematikan bahkan
ketika jamur penghasilnya sudah tidak ada. Racun tersebut dapat merusak jaringan
organ dengan mengoksidasi protein, dampak organ tertentu, dan efek
imunosupresif miliki (dapat menyebabkan kanker, cacat embrio dan mutasi
genetik (Machmud, 1989). Mikotoksin yang berasal dari hasil metabolit sekunder
kapang ini tidak hanya berbahaya pada kesehatan apabila terkonsumsi, namun
juga dapat menimbulkan kerugian ekonomi dan berpengaruh pada nilai dagang
suatu produk pertanian (Maryam, 2006).

Kontaminasi mikotoksin di Indonesia sangat sulit dihindari oleh para
petani. Hal ini disebabkan karena Indonesia merupakan negara tropis yang
memiliki iklim dengan tingkat kelembababan, curah hujan dan suhu yang tinggi.
Kondisi tersebut sangat mendukung pertumbuhan dan perkembangbiakan kapang
penghasil mikotoksin. Menurut (Maryam, 2006), komoditi pertanian seperti
kacang-kacangan, jagung dan serealia lainnya banyak tercemar oleh kapang
Aspergillus spp., Fusarium spp., dan Penicilium sebagai penghasil mikotoksin.

Biji-bijian yang kurang kering (kadar air >12%), akan mudah ditumbuhi
oleh berbagai jenis kapang yang diantaranya berpotensi menghasilkan mikotoksin
seperti Aspergillus flavus dan Aspergillus ochraceus (Rahayu, 2006). Kapang
tersebut dapat menghasilkan racun yang berbahaya bagi tubuh manusia apabila

terkonsumsi.

2.2.1 Kontaminasi pada Biji Kacang Tanah

Aspergillus adalah spesies kapang yang banyak tersebar di alam. Kapang
ini tumbuh pada bahan-bahan organik dan memiliki konidia yang bersifat aerosol
(tidak terlihat) (Barnes dan Marr, 2006). Kontaminasi Aspergillus pada organisme
biasa disebut dengan Aspergillosis. Dalam bidang kesehatan, Aspergillosis lebih

dikenal dengan infeksi organ tubuh oleh kapang yang termasuk dalam genus
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Aspergillus. Namun dalam bidang pertanian, Aspergillosis adalah kontaminasi
yang disebabkan oleh kapang Aspergillus pada tanaman pertanian. Tanaman-
tanaman pertanian yang sering terserang oleh kapang ini adalah biji-bijian dan
serealia. Hal ini dikarenakan kandungan dalam biji-bijian dan serealia sebagian
besar adalah protein sehingga dapat menjadi tempat hidup yang sangat baik bagi
kapang ini.

Kontaminasi Aspergillus pada biji kacang tanah dapat mengurangi nilai
gizi serta nilai jual dari biji tersebut. Biji kacang tanah yang terserang Aspergillus
akan mengalami perubahan warna, bentuk dan rasa. Selain itu, adanya
kontaminasi kapang Aspergillus akan menyebabkan munculnya senyawa toksik
pada biji tersebut. Contohnya saja pada biji kacang tanah yang terserang kapang
Aspergillus flavus penghasil mikotoksin jenis Aflatoksin B1. Mikotoksin jenis ini
adalah mikotoksin yang bersifat karsinogenik apabila dikonsumsi oleh manusia

maupun hewan.

2.2.2 Aspergillus spp. Penyebab Kontaminasi pada Biji Kacang Tanah

Kapang yang umum mencemari serealia dan kacang-kacangan adalah
Aspergillus flavus, Aspergillus niger dan Aspergillus parasiticus. Diantara
ketiganya, A. flavus dan A. parasiticus adalah kapang yang mampu menghasilkan
mikotoksin pada biji-bijian. Kedua kapang ini sangat berbahaya bagi kesehatan
manusia karena menghasilkan Aflatoksin (mikotoksin yang dihasilkan oleh (A.
flavus dan A. parasiticus).
a. Aspergillus flavus

Kapang jenis ini sering menyebabkan kerusakan pada makanan. Konidia
pada A. flavus berwarna kuning sampai hijau dan mungkin membentuk skerotia.
Konidiofornya tidak berwarna, kasar, bagian atas agak bulat sampai kolumner,
vesikel agak bulat sampai berbentuk batang pada kepala yang kecil, sedangkan
pada kepala yang besar bentuk globusa. Konidia besar dengan bermacam - macam
warna (Pitt dan Hocking, 2007). Dapat menghasilkan Aflatoksin yang
membahayakan bagi kesehatan apabila terkonsumsi oleh manusia dan hewan.

Aflatoksin tergolong kedala, mikotoksin utama yang banyak mengkontaminasi
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produk-produk pertanian seperti jagung, kacang tanah, bahan pakan ternak dan
produk ternak. Aflatoksin B1 yang dihasilkan A. flavus merupakan yang paling
toksik karena bersifat karsinogenik, hepatotoksik, dan mutagenik bagi manusia,

mamalia, dan unggas (Kasno, 2009).

~ TR X
S
”-..'»- _.:'. %
G e T
s

Gambar 2.2. Mikroskopis Aspergillus flavus (perbesaran 400x)
Sumber: Hastuti, 2010

b. Aspergillus niger

Konidia atas berwarna hitam, hitam kecoklatan atau coklat violet. Bagian
atas membesar dan membentuk globusa. Konidiofor halus, tidak berwarna, atas
tegak berwarna kuning. Vesikel berbentuk globusa dengan bagian atas membesar,
bagian ujung seperti batang kecil. Konidia kasar menunjukkan lembran atau
bahkan pita berwarna hitam coklat (Wangge, et al, 2012). Menyebabkan
kerusakan pada biji-bijian sehingga dapat mengurangi nilai jual dan kualitas gizi
kacang tanah.

Gambar 2.3. Aspergillus niger (A. kepala konidia; B. Konidofor: C.
Konidia)
Sumber: Indrayoga et al, 2013.

Kapang ini bersifat saprofit dan menyebabkan kerusakan pada buah-
buahan, sayuran, dan produk makanan lain sehingga menyebabkan turunnya nilai

ekonomi bahan pangan tersebut (Gautam et al., 2011). Selain itu, Gautam et al,
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(2011) menyatakan bahwa kapang A. niger merupakan ancaman terbesar bagi
petani dalam hal penyimpanan pasca panen terutama pada daerah yang beriklim
tropis. Kontaminasi A. niger juga berbahaya apabila dikonsumsi. Sekitar 10%
strain dari kapang A. niger terbukti mampu menghasilkan senyawa toksik berupa
ochratoxin A (Schuster et al., 2002).

c. Aspergillus parasiticus

Koloni hijau gelap, konidiofor dengan satu set sterigmata, bentuk
visikelnya bulat (Wangge, et. al, 2012). Kapang ini dapat menghasilkan
mikotoksin berbahaya yaitu Aflatoksin yang bersifat karsinogenik bagi manusia

dan hewan.

Gambar 2. 4. Mikroskopis Aspergillus parasiticus
Sumber: Schimmelpilze, 2011
2.2.3 Aflatoksin

Aflatoksin merupakan mikotoksin yang dihasilkan oleh kapang Aspergillus
flavus dan Aspergillus parasiticus. Mikotoksin strain B1 pada jenis ini bahkan
diketahui sangat toksik dan bersifat karsinogenik (pemicu kanker), hepatotoksik
(racun hati) dan mutagenik (pemicu mutasi gen) bagi manusia, mamalia dan
unggas (Kasno, 2009)

Saat ini telah diketahui paling sedikitnya terdapat 4 macam Aflatoksin
alamiah yang paling sering dijumpai dan bersifat toksik, diantaranya adalah
Aflatoksin B1, B2, G1, G2. Namun diantara keempat jenis Aflatoksin tersebut,
yang memiliki tingkat toksisitas tertinggi adalah Aflatoksin B1 (Pratita, 2012).
Senyawa bifuran ini bersifat non polar, stabil terhadap panas dan tahan terhadap
perlakuan fisik (Rahayu, 2010). Oleh karena itu, cemaran Aflatoksin pada bahan
pangan akan sulit dihilangkan. Bahkan menurut (Rahayu, 2010), Aflatoksin B1
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yang mencemari pakan dan terkonsumsi sapi perah tidak akan hilang sama sekali
tetapi berubah menjadi Aflatoksin M1. Mikotoksin ini merupakan racun yang

muncul pada susu dan memiliki tingkat toksisitas mirip dengan Aflatoksin B1.
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Gambar 2.5. Struktur kimia Aflatoksin B1, B2, G1 dan G2
Sumber: Suganthi, et al., 2011

Tempat metabolisme utama dari mikotoksin ini adalah organ hati, namun
ada juga yang menyerang darah dan organ lainnya. Metabolisme Aflatoksin terdiri
dari tiga tahap, yaitu bioaktivasi, konjugasi dan dekonjugasi. Pada ketiga tahap
tersebut tubuh mencoba untuk mengurangi tingkat toksisitas dari Aflatoksin.
Aflatoksin akan dikeluarkan tubuh melalui cairan empedu dan air seni (Kasno,
2003). Apabila racun tersebut tidak dapat dikeluarkan dari tubuh, maka tubuh
akan mengalami perubahan patologis dan menimbulkam beberapa gejala seperti
keturunan lahir cacat (efek teratogenik) dan kanker (manusia dan hewan) (Pratita,
2012). Pada hewan, Aflatoksin menyebabkan bobot organ dalam menjadi
bervariasi (pembesaran hati, fatty liver syndrome), pengurangan bursa fabricus
dan tymus, perubahan tekstur dan warna organ (hati, tenggorokan), anemia,
haemorhage, immunosupresif, nefrosis, kerusakan kulit, dan penurunan efiensi
breeding (Kasno, 2003).

2.3 Trichoderma viride Sebagai Agen Hayati

Kapang Trichoderma viride. diklasifikasikan dalam Kingdom Plantae,
Divisi Amastigomycota, Kelas Deutromycetes, Ordo Moniliales, Famili
Moniliaceae, Genus Trichoderma dan Species Trichoderma viride. (Tandion,
2008). Trichoderma spp. memiliki konidiofor bercabang-cabang teratur, tidak
membentuk berkas, konidium jorong, bersel satu, dalam kelompok-kelompok

kecil terminal, kelompok konidium berwarna hijau biru (Semangun 1996).
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Gambar 2.6. Mikroskopis Trichoderma viride
Sumber: Neemproduct, 2010

a. Morfologi Trichoderma viride

Koloni Trichoderma viride pada media agar pada awalnya terlihat
berwarna putih, selanjutnya miselium akan berubah menjadi berwarna kehijau-
hijauan. Kemudian sebagian koloni akan berwarna hijau dengan bagian tengah
koloni dikelilingi miselium yang masih berwarna putih. Pada akhirnya seluruh

medium akan berwarna hijau (Nurhayati, 2001).

Gambar 2.7. Morfologi makroskopis Trichoderma viride
Sumber: dokumentasi

b. Mekanisme Antagonis Trichoderma viride

Mikroorganisme antagonis adalah mikroorganisme yang mempunyai
pengaruh yang merugikan terhadap mikroorganisme lain yang tumbuh dan
berasosiasi dengannya (Ismail dan Terirawe, tanpa tahun). Antagonisme meliputi
(@) kompetisi nutrisi atau sesuatu yang lain dalam jumlah terbatas tetapi tidak
diperlukan oleh organisme pengganggu tumbuhan (OPT), (b) antibiosis sebagai
hasil dari pelepasan antibiotika atau senyawa kimia lain oleh mikroorganisme lain
yang berbahaya bagi OPT, (c) predasi, hiperparasitisme, dan mikroparasitisme
atau bentuk eksploitasi langsung terhadap OPT oleh organisme yang lain
(Gultom, 2008).
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Inokulasi Trichoderma kedalam tanah dapat menekan serangan penyakit
layu yang menyerang di persemaian dikarenakan oleh adanya pengaruh toksin
yang dihasilkan cendawan ini. Selain itu, Trichoderma memiliki kemampuan
berkompetisi terutama dengan patogen dalam mendapatkan Nitrogen dan Karbon
(Djatmiko dan Rohadi, 1997).

Menurut Gultom (2008), mekanisme utama pengendalian patogen tanaman
yang bersifat tular tanah dengan menggunakan Trichoderma dapat melalui:

a. Mikoparasit (memarasit miselium cendawan lain dengan menembus
dinding sel dan masuk kedalam sel untuk mengambil zat makanan dari
dalam sel sehingga cendawan akan mati).

b. Menghasilkan antibiotik seperti alametichin, paraceisin, trichotoxin yang
dapat menghancurkan sel cendawan melalui pengrusakan terhadap
permeabilitas membran sel, dan enzim Kitinase, laminarinase yang dapat
menyebabkan lisis dinding sel.

c. Mempunyai kemampuan berkompetisi memperebutkan tempat hidup dan
sumber makanan.

d. Mempunyai kemampuan melakukan interfensi hifa. Hifa Trichoderma

akan menyebabkan perubahan permeabilitas dinding sel.

c. Potensi Trichoderma viride Sebagai Agen Hayati

Agen hayati adalah organisme yang dapat berkembangbiak sendiri seperti
parasitoid, predator, parasit, arthropoda pemakan tumbuhan dan patogen.
Sedangkan agen hayati yang digunakan untuk pengendalian penyakit pada
organisme lain disebut dengan agen antagonis (Lilik, et al., 2010).

Penggunaan cendawan antagonis dalam pengendalian patogen pada
organisme dinilai sebagai salah satu alternatif dan dianggap aman serta dapat
memberikan hasil yang cukup memuaskan (Darmono, 1994). Purwantisari dan
Hastuti (2009) menyatakan bahwa pengendalian hayati dengan menggunakan
agen hayati seperti Trichoderma viride sangatlah diharapkan dapat mengurangi
ketergantungan dan mengatasi dampak negatif dari pemakaian perstisida sintetik

yang selama ini masih dipakai untuk pengendalian penyakit tanaman di Indonesia.
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d. Pemanfaatan Trichoderma viride dalam Mengendalikan Penyakit
Tanaman

Kemampuan Trichoderma dalam pengendalian penyakit tanaman telah
banyak dibuktikan oleh beberapa penelitian. Banyak hasil penelitian yang
memang ditujukan untuk melihat kemampuan antagonisme kapang ini dalam
pengendalian penyakit tanaman menunjukkan hasil yang positif. Hal ini secara
tidak langsung membuktikan bahwa Trichoderma memiliki kemampuan
antagonisme terhadap mikroorganisme penyebab penyakit pada tanaman.

Talanca, et al., (1998) menjelaskan bahwa kemampuan antagonisme
Trichoderma berhubungan dengan mekanisme-mekanisme berikut:

a. Trichoderma mengeluarkan toksin yang dapat menekan pertumbuhan

bahkan mematikan mikroorganisme lain.

b. Trichoderma menghasilkan enzim hidrolitik $-1,3 glukanase, Kitinase

dan selulase.

Djatmiko dan Rohadi (1997) melaporkan bahwa mikroorganisme
antagonis terutama Trichoderma spp. mempunyai kemampuan berkompetisi
dengan patogen terbawa tanah terutama dalam mendapatkan nitrogen dan karbon.
Selain itu, cendawan Trichoderma spp. mempunyai kemampuan untuk
menghasilkan enzim hidrolitik f-1,3 glukanase, kitinase dan selulase. Enzim-
enzim inilah yang secara aktif merusak sel-sel jamur yang sebagian besar tersusun
dari p-1,3 glukan (linamirin), dan Kkitin sehingga dengan mudah jamur
Trichoderma spp. dapat melakukan penetrasi ke dalam hifa jamur inangnya
(Talanca, et al., 1998).

e. Pemanfaatan Bioaktif Trichoderma

Pemanfaatan mikroorganisme dalam hal penanganan berbagai masalah
kehidupan mulai banyak dilakukan. Senyawa bioaktif hasil produksi dari
mikroorganisme sudah banyak digunakan dalam berbagai aspek sehari-hari.
Misalnya untuk pengobatan yaitu berupa antibiotik. Mikroorganisme yang
memiliki kemampuan dalam produksi senyawa metabolit tertentu sudah mulai

banyak dieksplorasi. Terutama mikroorganisme yang mampu memproduksi
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metabolit yang bermanfaat positif bagi kebutuhan manusia. Sudah banyak
penelitian yang dilakukan untuk mengisolasi metabolit hasil dari mikroorganisme
baik bakteri maupun fungi. Misalnya saja lactic acid yang berasal dari bakteri
asam laktat yang bermanfaat dalam pengawetan bahan pangan. Sedangkan untuk
kelompok fungi, Trichoderma adalah salah satu fungi yang mampu menghasilkan
metabolit berupa senyawa bioaktif yang bermanfaat dalam bidang pertanian
(Vinale, et al. 2014).

Menurut Vinale, et al. (2014), produk metabolit sekunder dari genus
Trichoderma bersifat toksik bagi mikroorganisme patogen pertanian. Hal ini
menjadikan Trichoderma kerap digunakan dalam pencegahan maupun
penanganan masalah pertanian. Senyawa tersebut diantaranya adalah pyrone,
koningin, viridin, azaphilone, dIl. Senyawa-senyawa tersebut mampu
menghambat pertumbuhan fungi lain sehingga akan mematikan fungi tersebut.
Selain itu, beberapa metabolit juga mampu menghambat kerja dari metabolit lain
yang dihasilkan fungi lain selain Trichoderma. Viridiol (mirip dengan antibiotik
viridin) yang dihasilkan oleh T. virens terbukti mampu menghambat biosintesis
Aflatoksin yang dihasilkan mikrob patogen.

Tidak hanya berperan toksik bagi mikroorganisme lain, Trichoderma
mampu memaksimalkan pengambilan nutrisi oleh tanaman sehingga sangat
efektif dan kompetitif daibandingkan dengan mikroorganisme lain. Hal ini
dimungkinkan oleh adanya produksi asam-asam organik seperti gluconat, citrat
dan asam fumarat yang mampu menurunkan pH tanah dan melarutkan fosfat, besi,

mangan dan magnesium (Vinale, et al., 2014).
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1  Waktu dan Tempat Pelaksanaan Penelitian
Penelitian akan dilaksanakan pada bulan September 2015 — Februari 2016
di Laboratorium Mikrobiologi dan Biologi Dasar Jurusan Biologi FMIPA

Universitas Jember.

3.2  Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan rancangan penelitian dekstriptif. Proses
penelitian dilakukan dilaboratorium dan data yang didapat adalah data kualitatif
dan data kuantitatif yang disajikan dalam bentuk tabel, grafik maupun foto

dokumentasi hasil pengamatan. Diagram alir disajikan pada gambar 3.2.1
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Isolasi Aspergillus spp. Kontaminasi Biji

Kacang Isolat Trichoderma viride
v
Pemurnian dan peremajaan isolat Aspergillus Peremajaan isolat
spp. Trichoderma viride
v Pembuatan kultur cair
Uji Antagonisme Trichoderma viride
Trichoderma viride terhadap

Aspergillus spp. terpilih

\ 4
Isolasi metabolit sekunder dari
Trichoderma viride

l

Pengujian Antifungal metabolit sekunder Trichoderma viride
terhadap Aspergillus spp.

v

Gambar 3.2.1 Diagram Alir Penelitian

3.3  Alat dan Bahan Penelitian

Alat yang digunakan adalah timbangan, alumunium foil, tisu, labu
Erlenmeyer, kapas, mikro pipet, pipet volum, tabung reaksi, petridish, penggaris,
gelas benda, bunsen, pinset, gelas ukur, mikroskop, jarum ose, haemocytometer,
kertas cawan, penggaris, botol schott, pisau, set slide culture, inkubator, lup,
sedotan, vacuum filtration, kertas filter (Whatmann No.1), optilab.

Bahan yang digunakan adalah biji kacang tanah (Arachis hypogea L.) yang
didapatkan dari pasar Tanjung Jember (biji yang sudah mengalami penyimpanan),
media PDA, kultur murni T. viride yang berasal dari stok Laboratorium
Mikrobiologi FMIPA Universitas Jember, Alkohol 70%, aquades steril, media
PDB, ethyl acetat (EtOAC).
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3.4  Prosedur Penelitian
3.4.1 Isolasi Aspergillus spp.

Biji kacang tanah yang telah diambil dipotong-potong menjadi bagian
yang lebih kecil menggunakan pisau steril kemudian dikukus (dibungkus
alumunium foil) dan dimasukkan ke dalam petri yang berisi media PDA steril.
Inkubasi dilakukan dalam inkubator dengan suhu 29 °C selama 72 jam (Gajera et
al., 2011).

Isolat yang didapatkan kemudian dilakukan pemurnian dengan cara
inokulasi pada media PDA plate dan diinkubasi pada suhu 29 °C selama 72 jam.
Identifikasi Aspergillus spp. dilakukan dengan pengamatan makroskopis maupun
mikroskopis. Pengamatan makroskopis dilakukan dengan cara mengamati bentuk
koloni, warna, garis radial serta titik-titik air yang terbentuk dalam petri.
Sedangkan pengamatan mikroskopis dilakukan dengan membuat slide kultur tiap
isolat sehingga dapat diketahui bentuk konidianya. Isolat Aspergillus spp. yang

didapat kemudian diremajakan secara berkala untuk uji selanjutnya.

3.4.2 Uji Antagonisme T. viride terhadap Aspergillus spp. Terpilih

Uji antagonisme Trichoderma viride terhadap Aspergillus spp. dilakukan
dengan cara menyiapkan medium PDA steril dalam cawan petri kemudian kertas
cawan (diameter +4mm) masing-masing diletakkan di bagian pinggir cawan
dengan arah yang berlawanan (Tondje et.al., 2007). Kertas yang diletakkan di
sebelah kanan sebelumnya direndam dalam suspensi spora Trichoderma viride
(+10® cfu/ml) dan kertas sebelah kiri direndam dengan suspensi spora Aspergillus
spp. (£10° cfu/ml). Kontrol dibuat dengan menginokulasikan kertas cawan yang
direndam dengan supensi konidia Aspergillus spp. tanpa berdampingan dengan
Trichoderma viride. Kemudian diinkubasi pada suhu 28+2°C selama 5x24 jam
(Umrah et al., 2009) lalu diukur diameter Aspergillus spp. dengan rumus (Singh,
et al., 2002):

{Ak—At

}x 100%
At
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Keterangan:
Ak: kontrol (Aspergillus spp. tanpa Trichoderma viride)

At: perlakuan (Aspergillus spp. berdampingan dengan Trichoderma viride)

Pengulangan dilakukan 3 kali dengan pengulangan penghitungan 5 Kkali tiap

pengulangan.

3.4.3 Pengujian Antifungal Metabolit Sekunder T. viride terhadap
Aspergillus spp. Terpilih
3.4.3.1 Pembuatan Kultur Cair dan Produksi Metabolit

Kultur murni T. viride pada medium PDA plate diambil sebanyak +7mm
luasan. Selanjutnya diinokulasikan pada 1 liter medium PDB steril dan diinkubasi
dengan variasi waktu inkubasi selama 27, 30, dan 33 hari (setelah mencapai fase
stasioner) pada suhu 25+2°C. Kemudian dilakukan filtrasi untuk mendapatkan
filtrat kultur dengan cara disaring menggunakan vacuum filtration yang telah
diberi kertas saring (Whatman No.1; Brentford, UK) (Vinale, et al., 2006).

3.4.3.2 Isolasi Metabolit Sekunder dari Kultur Cair T. viride

Filtrat cair yang dihasilkan dari proses filtrasi sebelumnya kemudian
dilakukan ekstraksi lebih lanjut dengan menggunakan ethyl acetat (EtOAC).
Ekstraksi dilakukan dengan cara basic extraction menggunakan ethyl acetat
(EtOAC) (ethyl acetat: filtrat kultur - 1:1). Fasa organik yang terbentuk merupakan
metabolit sekunder kemudian dipisahkan untuk uji lebih lanjut (Vinale, et al.,
2014).

3.4.3.3 Pengujian Antifungal

Pengujian antifungal menurut metode yang dilakukan Vinale, et. al (2006),
adalah menggunakan kertas cawan yang telah direndam dengan suspensi spora
Aspergillus kemudian ditanam pada media PDA plate. Sebanyak 10uL crude
ekstrak (metabolit sekunder) diteteskan pada masing-masing kertas cawan untuk

selanjutnya dilakukan inkubasi selam= 5v24 jam pada suhu 25+2°C. Sebagai

18
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kontrol diteteskan 10pL EtOAc pada kertas cawan dengan suspensi spora
Aspergillus. Kemudian dilakukan pengukuran terhadap diameter koloni yang
terbentuk (Vinale, et al., 2006). Pengulangan dilakukan 3 kali dengan

pengulangan penghitungan 5 kali tiap pengulangan.
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

1.

Trichoderma viride mampu menghambat pertumbuhan Aspl dan Asp2 yang
merupakan isolat anggota Genus Aspergillus hasil isolasi dari biji kacang
tanah (Arachis hypogea L.).

Hasil pengujian daya hambat T. viride menggunakan suspensi spora T. viride
menunjukkan bahwa T. viride mampu menghambat pertumbuhan Aspl
sebesar 1,17% dan 48,43% pada Asp2 dengan waktu inkubasi 5x24 jam.

Hasil pengujian daya hambat menggunakan produk ekstraksi metabolit T.
viride paling besar terdapat pada produk metabolit dari hasil inkubasi T. viride
selama 33 hari, yaitu sebesar 11,98% terhadap Aspl dan 52,8% terhadap Asp2
dengan waktu inkubasi 5x24 jam.

Daya hambat pertumbuhan oleh produk ekstrak metabolit T. viride lebih besar
yakni mencapai 52,8%, jika dibandingkan dengan pengujian langsung

menggunakan suspensi spora dari T. viride yang hanya mencapai 48,43%.

5.2 Saran

Kapang merupakan mikroorganisme yang berpotensi besar dalam agen

pengendali hayati. Oleh karena itu perlu dilakukan pengujian lebih lanjut tentang

potensi kapang sebagai pengendali fitopatogen terutama pada T. viride. Selain itu,

perlu dilakukan pengujian lanjutan untuk mengetahui senyawa metabolit sekunder

apa saja yang dihasilkan T. viride sehingga dapat dijadikan acuan dalam

pemanfaatan T. viride dimasa akan datang.
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LAMPIRAN

A. KOMPOSISI MEDIA POTATO DEXTROSE AGAR (PDA)

Bahan Jumlah
Aquadest 1000 ml
Kentang 200 gr
Dextrose 10gr
Agar 15¢gr
B. KOMPOSISI MEDIA POTATO DEXTROSE BROTH (PDB)

Bahan Jumlah
Aguadest 1000 ml
Kentang 200 gr
Dextrose 10gr
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C. HASIL PENGAMATAN MORFOLOGI MAKROSKOPIS DAN
MIKROSKOPIS ISOLAT HASIL ISOLASI DARI BIJI KACANG TANAH

Isolat

Ciri Morfologi

Isolat 1

Isolat 2

Isolat 4

Warna permukaan koloni Hitam
Konidia besar

Warna permukaan bawah koloni
putih kekuningan

Hifa terlihat tinggi tegak

Bentuk konidia bulat

Warna permukan koloni hijau
terang

Warna permukaan bawah koloni
putih kekuningan

Miselium pinggiran koloni
berwarna putih

Konidia dengan vesikel
membulat

Warna permukaan koloni hijau
tua

Warna permukaan bawah koloni
hijau keputihan

Memiliki garis radial

Konidiofor bercabang-cabang
teratur

Konidium jorong, bersel satu,
berada dalam kelompok-
kelompok terminal

Warna permukaan koloni putih
Warna permukaan bawah koloni
putih kekuningan

Hifa bersepta

Konidia bercabang
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D. HASIL PENGUJIAN DAYA HAMBAT T. VIRIDE TERHADAP Aspl DAN
Asp2 HASIL ISOLASI DARI Bl1JI KACANG TANAH

Isolat Daya Hambat (%)
Aspl 1,17
Asp2 48,43

E. HASIL PENGUJIAN DAYA HAMBAT T. VIRIDE TERHADAP Aspl DAN
Asp2 HASIL ISOLASI DARI BlIJI KACANG TANAH

Keterangan: a.) Koloni T. viride (kontrol); b.) koloni Asp.1 (kontrol); c.) koloni
Asp2 (control); d.) koloni T.viride dan Asp2 yang ditumbuhkan
secara berdampingan; e.) koloni T. viride dan Asp.2 yang
ditumbuhkan secara berdampingan

F. HASIL PENGUJIAN ANTIFUNGAL METABOLIT SEKUNDER T. VIRIDE
TERHADAP Aspl DAN Asp2

Isolat Persentase Daya Antifunfal Ekstrak Metabolit Sekunder T.
Viride
27 hari 30 hari 33 hari
Aspl 10,80 8,30 11,98

Asp?2 33,97 47,17 52,80
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G. HASIL PENGUJIAN ANTIFUNGAL METABOLIT SEKUNDER T. VIRIDE
TERHADAP Aspl DAN Asp2

Keterangan: a.) koloni Aspl dengan EtOAc (kontrol); b.) koloni Aspl dengan
ekstrak metabolit sekunder T. viride yang telah diinkubasi selama 27
hari; c.) koloni Aspl dengan ekstrak metabolit sekunder T. viride
yang telah diinkubasi selama 30 hari; d.) koloni Aspl dengan ekstrak
metabolit sekunder T. viride yang telah diinkubasi selama 33 hari; e.)
koloni Asp2 dengan EtOAc (kontrol); f.) koloni Aspl dengan ekstrak
metabolit sekunder T. viride yang telah diinkubasi selama 27 hari; g.)
koloni Aspl dengan ekstrak metabolit sekunder T. viride yang telah
diinkubasi selama 30 hari; h.) koloni Aspl dengan ekstrak metabolit
sekunder T. viride yang telah diinkubasi selama 33 hari
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