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ABSTRAK

Xanthomonas campestris merupakan salah satu patogen tanaman brokoli
yag sulit untuk diberantas. B. pumilus merupakan agen biokontrol yang prospektif
karena mampu menghasilkan senyawa antibakteri yang menghambat
pertumbuhan bakteri dan jamur patogen. Selain itu B. pumilus memiliki daya
tahan terhadap lingkungan ekstim dengan kemampuan pembentukan spora.
Beberapa spesies dari genus Bacillus telah dilaporkan memiliki gen yang
menyandi PKS (Polyketide Synthetase) dan NRPS (Non-Ribosomal Peptide
Synthetase) yang merupakan enzim mega sintetase untuk berbagai senyawa
antibiotik. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui daya hambat B. pumilus
terhadap X. campestris, mengidentifikasi gen penyandi PKS dan NRPS serta
mengetahui pertumbuhan optimum B. pumilus pada pH dan sumber karbon yang
berbeda. Penelitian dilakukan dengan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan
tiga ulangan pada dua parameter pertumbuhan yang berbeda yaitu pH dan sumber
karbon. Perlakuan pH dilakukan pada pH 5, 6, 7, dan 8, sementara perlakuan
sumber karbon dilakukan dengan glukosa, fruktosa dan sukrosa sebagai sumber
karbon. Data yang diperoleh dianalisis dengan ANOV A dengan taraf signifikansi
95%. Hasil penelitian menunjukkan kemampuan B. pumilus untuk menghambat
pertumbuhan X. campestris menghasilkan zona hambat dengan diameter 1,84 mm.
Hasil identifikasi gen penyandi PKS menunjukkan hasil positif. Hasil analisis
penyejgaran sekuens dengan BLAST gen PKS B. pumilus menunjukkan
homologi sebesar 98% dengan gen PKS bakteri Bacillus subtilis HNSO0O05.
Optimasi pertumbuhan menunjukkan pertumbuhan optimum B. pumilus pada pH
6 dan glukosa sebagai sumber karbon.

Kata kunci: biokontrol, B. pumilus, PKS, NRPS, optimas pertumbuhan

ABSTRACT

Xanthomonas campestris is one of the broccoli pathogen that difficult to be
eradicated. B. pumilus is a prospective biocontrol agent due to its ability to
produce antibiotical subtances that inhibit the growth of pathogenic bacteri and
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fungi. Beside that, B. pumilus have a great endurance to extreme environment by
its ability to form spores. Some species of Bacillus genus have been reported to
have PKS (Polyketide Synthetase) and NRPS (Non-Ribosomal Peptide
Synthetase) coding gene which is a mega shyntetase that have a role in the
production of antibiotic subtances. This reseach aimsto test the inhibitory potency
of B. pumilus toward X. campestris, identify the PKS and NRPS coding gene and
to knwing the optimum growth of B. pumilus on the medium with different pH
and carbon source. Reseach is conducted with Completely Randomized Design
(CRD) with three replications on two growth parameters that is pH and carbon
source. pH treatment is conducted with pH 5, 6, 7, and 8, while carbon source
treatment is conducted with glucose, fructose, and sucrose as the carbon source.
The obtained result is analized with ANOVA with significant level of 95%. The
result shows B. pumilus ability to inhibits the growth of X. campestris producing
inhibitory zone with 1,84 mm of diameter. The reseach showed negative result in
NRPS coding gene detection and a positive result in PKS coding gene. PKS
coding gene identification which is analized with BLAST shows 98% homology
with PKS coding gene of Bacillus subtilis HNS005. Growth optimization shows
the optimum groth of B. pumilus a pH 6 and glucose as the carbon source.
Keywords: biocontrol, B. pumilus, PKS NRPS, growth optimization

PENDAHULUAN

Indonesia merupakan negara
agraris dan pembangunan di bidang
pertanian menjadi prioritas utama
dalam pembangunan ekonomi regional
(Sucihatiningsih dan Waridin, 2010).
Sdah satu komoditas sayuran yang
banyak dibudidayakan adalah tanaman
dari genus Brassica. Penyakit yang
sering menyerang tanaman brokoli
adalah penyakit busuk hitam yang
disebabkan oleh bakteri Xanthomonas
campestris Dows (Rukmana, 1994).

Berbagal alternatif pengendalian
penyakit tanaman dikembangkan untuk
mengurangi  efek  negatif  yang
ditimbulkan oleh pestisida berbahan
kimia. Salah satu metoda alternatif
yang dikembangkan adadah
pemanfaatan antagonis dari patogen
tanaman. Metoda ini sering disebut
dengan biokontrol (Pal and Gardener,
2006). Bacillus sp. merupakan salah
satu rhizobakteri yang paling prospektif
untuk dikembangkan menjadi agen
biokontrol, karena mampu meng-
hasilkan senyawa antibiotik dan
memiliki pertumbuhan yang cepat.

Menurut Priest (1993) dalam Parvathi
(2009) karena kemampuan Bacillus sp.
untuk membentuk spora dan bertahan
daam berbagai perbedaan kondis
lingkungan, Bacillus spp. beradaptas
dengan mudah terhadap berbagai
habitat.

Anggota genus Bacillus
berpotenss memiliki peran dalam
sintesis Poliketid (PK) dan
Nonribosomal Peptid (NRP) (Fickers et
al., 2012). Berdasarkan penelitian yang
dilakukan Maerani (2014), diketahui
bahwa Bacillus pumilus mempunyai
kemampuan menghambat pertumbuhan
patogen Xanthomonas oryzae. Peran
ekologis B. pumilus diperkuat dengan
fakta bahwa bakteri ini  mampu
memproduks  senyawa  antagonis
terhadap patogen bakteri dan jamur
(Banerjee et al.,, 2007). Potens
B.pumilus sebagai agen biokontrol

mendorong perlunya dilakukan
penelitian lebih lanjut mengenai
kemampuan B. pumilus untuk meng-
hambat pertumbuhan patogen

X.campestris, identifikasi gen penyandi
PKS dan NRPS, dan optimas
pertumbuhan B. pumilus.
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BAHAN DAN METODE

Isolat B. pumilus diperoleh dari
isolasi  rizobakteri dari  daearah
pertanian Salatiga, Jawa Tengah.
Identifikas dilakukan secara molekuler
dengan PCR 16S dan karakterisas
secara fisiologis dilakukan berdasarkan
aturan Bergey’s manual of
Determinative Bacteriology (Maerani,
2014).

Uji Aktivitas Antibakteri B. pumilus
terhadap X. campestris

Isolat B. pumilus dan X
campestris ditumbuhkan pada 5 mL
medium NB selama overnight pada
suhu 30°C dengan kecepatan 120 rpm.
Sebanyak 25 ml X. campestris
dicampurkan pada 50 mL NA yang
bersuhu 45°C kemudian dituangkan ke
daam cawan petri dan didiamkan
hingga dingin. Sebanyak 15 pL kultur
B. pumilus diteteskan pada paper disc 7
mM dan dilakukan sebanyak 4 ulangan,
diletakkan pada medium NA sudah
dicampurkan dengan X. campestris di
dalam petri. Kontrol negatif paper disc
ditetess dengan 15 pL media NB dan
diletakkan di bagian tengah petri. Petri
yang beris kultur X. campestris dan
B. pumilus kemudian diinkubasi pada
suhu 30°C. Pengukuran zona hambat
dilakukan setelah 48 jam.

Ekstraksi DNA B. pumilus

Ekstraksi DNA dilakukan
menggunakan PrestoTM Mini gDNA
Bacteria Kit, Geneaid. Hasil akhir
berupa supernatan merupakan DNA
yang siap digunakan untuk proses PCR.
Penghitungan konsentrasi dan
kemurnian DNA dilakukan dengan
Nanodrop 2000.

Amplifikass Gen Penyandi PKS

(PCR - PKS)

Primer yang digunakan untuk
PCR PKS ialah KSDPQQF (5> MGN
GAR GCN NWN SMN ATG GAY
CCN CAR CAN MG 3) dan
KSHGTGR (5 GGR TCN CCN ARN
SWN GTN CCN GTN CCR TG 3’)
(Radjasa, 2005). Amplifikasi gen
penyandi PKS dilakukan dengan mesin
DNA thermal cycler (MyCycler,
BioRad) dengan kondis sebagai
berikut: denaturasi awal pada suhu 94
°C selama 2 menit; kemudian berturut-
turut denaturass (94 °C sdlama 1
menit), annealing (55 °C sedlama 1
menit), dan extension (72 °C selama 2
menit). Rangkaian denaturasi,
annealing dan extension diulang hingga
45 siklus (Radjasa, 2005).

Amplifikasi Gen Penyandi Non-
Ribosomal Peptide Synthetases
(PCR-NRPS)

Primer yang digunakan untuk
PCR NRPS iaah primer A2gamF (5’
AAG GCN GGC GSB GCSTAY STG
CC 3’) dan A3gamR (5’ TTG GGB
IKB CCG GTS GIN CCS GAG GTG
3’) (Radjasa et al., 2007). Amplifikasi
DNA dilakukan dengan mesin DNA
thermal cycler (MyCycler, BioRad)
dengan siklus sebagai  berikut:
denaturass awa pada suhu 94 °C
sdlama 2 menit, kemudian berturut-
turut denaturas (94 °C sdlama 1
menit), annealing (70 °C selama 1
menit) dan extension (72 °C selama 2
menit). Rangkaian denaturasi,
annealing dan extension diulang hingga
40 siklus (Radjasa et al., 2007).
Optimass PCR NRPS dilakukan
menggunakan 6 suhu annealing yaitu
65°, 66°, 67°, 69°, 70°, dan 71°C.

Visualisas produk PCR

Visualisas produk PCR PKS dan
NRPS dilakukan dengan elektroforesis
menggunakan agarose 1% dalam TAE
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0,5 X, voltase sebesar 100 V selama 30
menit. Gel kemudian direndam
ethidium bromida selama 20 menit dan
visualisass menggunakan ada ge
documentation UVITEC Cambridge.

Analisis Sekuens

Sekuens yang diperoleh dari PCR
disggarkan dengan sekuens
pembanding yang didapat dari gene
bank menggunakan tool BLAST pada
NCBI (National Center for
Biotechnol ogy Information).

Pembuatan Inokulum / Starter

Inokulum ditumbuhkan dengan
medium dengan komposisi (g/L):
glucose (5.625); soybean peptone (13),
K2HPO4 (2.125); MgSO4.7H20
(0.875); NaCl (5); CaCl2 (0.05). Kultur
diinkubasi pada suhu 30°C 120 rpm
selama 24 jam atau hingga kepadatan
sel sebanyak 107 sel/mL.

Pertumbuhan B. pumilus
Pertumbuhan B. pumilus
dilakukan pada medium dengan
komposiss sama dengan medium
inokulum  tiga ulangan. Kultur
diinkubas pada suhu 30°C 120 rpm.
Pertumbuhan diukur dengan metode
turbiditas  mengunakan spektro-
fotometri. Pengambilan sampel
dilakukan setiap 2 jam sekali selama 24
jam. Kemudian dilanjutkan
pengambilan sampel 24 jam sekal
sampai kurva pertumbuhan
menunjukkan penurunan OD.

Pertumbuhan pada B. pumilus pH
Medium yang berbeda

Pertumbuhan dilakukan dengan
komposiss media (g/L): glucose
(5.625); soybean peptone (13), KoHPO4
(2.125); M@gS0O4.7H.O (0.875); NaCl
(5); CaCl, (0.05). pH media diatur
dengan penambahan larutan NaOH 1N

dan HCI 1N pada 5, 6, 7, 8 dengan tiga
ulangan. Inokulasi dari starter ke dalam
media sebanyak 5 % (v/v), kultur
dinkubasi pada suhu 30°C, agitasi 120
rpm. Pertumbuhan diukur setiap 24 jam
hingga kurva menunjukkan penurunan
OD.

Pertumbuhan pada Sumber C yang
Berbeda (glukosa, fruktosa, sukrosa)

Pertumbuhan dilakukan dengan
komposisi media dimodifikasi sebagai
berikut (g/L): sumber karbon (glukosa,
fruktosa, sukrosa) (5.625); soybean
peptone (13), K2HPOs (2.125);
MgS04.7H20 (0.875); NaCl (5); CaCl.
(0.05). pH media diatur menjadi pH 6.
Inokulasi dari starter ke dalam media
sebanyak 10 % (v/v). Kultur dinkubasi
pada suhu 30°C, agitasi 120 rpm.
Pertumbuhan diukur setigp 24 jam
hingga kurva menunjukkan penurunan
OD.

Analisis Data

Pengukuran pertumbuhan pada
medium dengan pH dan sumber C yang
berbeda dianalisis dengan ANOVA
untuk mengetahui pengarun pH dan
sumber C terhadap pertumbuhan
B. pumilus padajam ke 48.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Uji Aktivitas Antibakteri B. pumilus
terhadap X. campestris

Uji aktivitas antibakteri
dilakukan dengan metode difusi agar.
Pengamatan zona hambat dilakukan
setelah 48 jam inkubasi. Hasil uji
aktivitas antibakteri B.pumilus terhadap
pertumbuhan X. campestris tertera pada
Tabel 1. Gambar 1 menunjukkan
adanya zona hambat atau clear zone
pada paper disc yang ditetes
B. pumilus sementara kontrol negatif
tidak menghasilkan clear zone. Hasll
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pengukuran daya hambat yang
diperoleh adalah hasil rata-rata dari
pengukuran empat ulangan.
Berdasarkan hasil pengukuran B.
pumilus mampu menghasilkan
diameter daya hambat sebesar 1,84 mm
pada jam ke 48.

Menurut Davis dan Stout (1971)
dalam Fitri dan Betty (2010), kriteria
kekuatan daya antibakteri terbagi
menjadi beberapa kategori, antara lain:
diameter zona hambat 5 mm atau
kurang dikategorikan lemah, diameter
zona hambat 5-10 mm dikategorikan
sedang, diameter zona hambat 10-20
mm dikategorikan kuat, dan diameter
zona hambat lebih dari 20 mm
dikategorikan sangat kuat.
Berdasarkan kategori tersebut maka
kemampuan daya hambat B. pumilus
terhadap pertumbuhan X. campestris
termasuk dalam kategori lemah.

Al-Saraireh et al., (2015)
menyatakan bahwa beberapa penelitian
melaporkan bahwa strain  Bacillus
mampu memproduks sgjumlah besar
peptida antimikroba dengan struktur
kimia yang berbeda. Nithya dan
Pandian (2009) menyatakan bahwa
B.pumilus memiliki kisaran yang
paling
patogen Gram positif
negatif.

luass pada penghambatan
dan Gram

Gambar 1. Uji aktivitas antibakteri
B.pumilus terhadap X.campestris
inkubasi 48 jam pada suhu 30°C

Tabel 1. Hasil Pengukuran Zona Hambat
B. pumilus pada uji Antibakteri
terhadap X. campestris setelah

inkubasi 48 jam

Diameter Zona

Ulangan Hambat (mm)
1 2,21
2 1,2
3 2,12
4 1,82

Ekstraksi DNA B. pumilus

Ekstraksi dilakukan mengguna-
kan kit ekstrakss DNA yaitu Presto™
Mini gDNA Bacteria Kit Protocol.
Konsentrass dan kemurnian hasil
ekstrakss  DNA  diukur  dengan
Nanodrop 2000. Hasil yang diperoleh
dari ekstraksi memiliki konsentrasi
sebesar 64,1 ng/uL dan kemurnian
berdasarkan absorban 260/280 dan
260/230 masing masing 1,94 dan 2,03.
Khosravinia et al., (2007) DNA
dikatakan terkontaminasi RNA jika
memiliki rasio OD260/OD2go > 2,0.
Devereux & Wilkinson (2004) juga
menjelaskan bahwa rasio OD26o/OD2go
< 1,8 menunjukkan adanya
kontaminasi fenol atau protein pada
hasil ekstraksi.

Amplifikas Gen Penyandi PKS
Visudlisass hasl PCR PKS
(Gambar 2) menghasilkan adanya 1
band produk yang diduga sebagai gen
penyandi PKS yang berdasarkan
pembacaan dengan DNA ladder
memiliki panjang 700 bp. Produk PCR
selanjutnya disekuensing yang
bertujuan untuk memperoleh urutan
basanya. Urutan basa yang diperoleh
dari sekuensing kemudian dianalisis
menggunakan Basic Local Alignment
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Search  Tool (BLAST) untuk
mengetahui  homologinya  dengan
urutan basa gen PKS yang ada pada
database.

6000 bp
3000 bp
1500 bp
1000 bp
750bp
500bp
250bp

— 700bp

Gambar 2. Visudlisasi UV hasil PCR PKS
B. pumillus dalam agarose 1%
dan 1kb DNA Ladder (L: DNA
Ladder, 1: produk PCR)

Hasil sekuensing disggarkan
menggunakan BLAST (Gambar 3)
menunjukkan band produk PCR B.
pumilus memiliki homologi sebesar
98% dengan gen PKS bakteri Bacillus
subtilis HNS005. Penyejgjaran sekuens
dengan gen PKS bakteri Bacillus
subtilis HNS005 menghasilkan E-value
sebesar 0,0 yang menunjukkan
homologi yang tinggi antara sekuens
yang disggarkan. Menurut Claverie &
Notredame (2007), E-value merupakan
nilai dugaan yang memberikan ukuran
statistik yang signifikan terhadap kedua
sekuen. Semakin tinggi nilai E-value
maka semakin rendah homologi antara
kedua sekuen, sebaliknya semakin
rendah nila E-value maka semakin
tinggi homologi antara kedua sekuen.

Bac |L.5 suohlis s'r;un HNbLL « polykshde svn*ha.s*tl—‘Kb}gev- parhal cds
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Gambar 3. Anaisis homologi gen PKS
Bacillus pumilus dengan data
gene bank NCBI

Amplifikasi Gen Penyandi NRPS
Hasil visualisass produk PCR
NRPS (Gambar 4) menunjukkan tidak
adanya band yang dihasilkan dari PCR.
Kemudian dilakukan optimasi PCR
dengan menggunakan 6 suhu annealing
yang berbeda, yaitu 65°, 66°, 67°, 69°,
70°, dan 71°C. Hasil Vvisuaisas
optimasi PCR (Gambar 5) menunjuk-
kan tidak adanya band yang terbentuk
dari produk PCR. Hal ini menunjukkan
tidak adanya gen yang teramplifikasi
yang diduga dikarenakann B. pumilus
tidak memiliki gen penyandi NRPS.

3000 bp
1500 bp
1000 bp

800 bp

500 bp
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Gambar 4. Visualisas produk PCR NRPS
B. pumilus dalam agarose 1%
dan 1kb DNA Ladder (L: DNA
Ladder, 1: kontrol negatif, 2:
produk PCR)

3000 bp
1500 bp
1000 bp

500 bp

Gambar 5. Visualisas produk optimasi
PCR NRPS B. pumilus dalam
agarose 1% dan 1kb DNA
Ladder (L: DNA Ladder, 1:
kontrol negatif, 2: produk
PCR suhu annedling 65, 3:
produk PCR suhu annealing
66, 4. produk PCR suhu
anneding 67, 5. produk PCR
suhu annealing 69, 6: produk
PCR suhu annealing 70, 7:
produk PCR suhu annealing

71)
Penelitian  melaporkan  gen
penyandi NRPS terdetekss pada

beberapa anggota genus Bacillus,
namun belum ada yang melaporkan
deteks gen NRPS pada B. pumilus.
Sanchez et al. (2010) berpendapat
bahwa saat ini eksploras mengenal
mikroorganisme baru mencapai kurang
dari 1% dari seluruh mikroorganisme
yang ada Fickers et al. (2012)
menambahkan anggota genus Bacillus
lebih dari 4% yang diketahui memiliki
peran daam gintesis  poliketid,
nonribosomal peptida, dan bakteriosin.

Pertumbuhan B. pumilus pada pH 7
dan Sumber Karbon Glukosa

Starter atau inokulum  perlu
dibuat terlebih  dahulu  sebelum
pengukuran pertumbuhan dilakukan.
Starter bertujuan untuk mempersingkat
fase adaptass sd dengan cara
melakukan inokulasi ke dalam medium
fermentasi yang sama dengan medium
starter saat bakteri berada pada fase
log. Kurva pertumbuhan dibuat
berdasarkan hasil pengukuran OD
setigp dua jam sekali selama 24 jam.
Kurva yang diperolen dari hasil
pengukuran ini menunjukkan
pertumbuhan B. pumilus yang lambat,
oleh karena itu kurva pertumbuhan
dilanjutkan dengan pengukuran OD
kultur setiap 24 jam sekali.
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Gambar 6. Kurva Pertumbuhan B.pumilus
pada Medium pH 7 dan glukosa
sebagai sumber karbon selama
240 jam pada suhu 30°C
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Gambar 7 Fase Eksponensial B pumilus
pada Medium dengan pH 7 dan
glukosa sebagai sumber karbon
inkubasi suhu 30°C selama 24
jam
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Kurva  pertumbuhan yang dilanjutkan fase stasioner setelah jam
diperoleh menunjukkan fase ke 50. Penurunan jumlah sel atau fase
pertumbuhan  B. pumilus yaitu fase kematian pada perlakuan pH 7 dan 8
logaritmik dan fase stasioner. Fase dimulai pada jam ke 240, sementara
adaptasi tidak diadami oleh kultur pada perlakuan pH 5 dan 6 fase
karena penggunaan starter dengan kematian dimula pada jam ke 264.
medium yang sama sehingga bakteri Selain itu kurva pertumbuhan juga
sudah beradaptass dan langsung menunjukkan penurunan pertumbuhan
memasuki fase log. Berdasarkan kurva perlakuan pH 6 terjadi lebih lambat
pertumbuhan pada Gambar 4.6 dan 4.7 dibandingkan dengan perlakuan lain.
dapat diketahui bahwa fase stasioner Ha ini ditunjukkan dengan lebih
kultur B. pumilus pada medium tingginya nilai absorban perlakuan pH
optimasi terjadi mula jam ke 48. 6 padajam 288.

Menurut Hardjo et. al., (1989) fase
pertumbuhan mikrobia terdiri

2,50

dari 3 fase. Fase pertama adalah
fase lambat yang sering disebut
fase adaptasi. Fase ini ditandai
dengan pertumbuhan mikrobia
dengan lambat. Fase kedua
adalah fase eksponensial . Fase
ini  ditanda dengan adanya
pertumbuhan yang sangat cepat
dari sel produk fermentasi. Fase

Absoban L= 600 nm

o 50 100 150 200 250 300 350

‘Waktu inkubasi (jam)

ketiga adalah fase stasioner.
Fase stasioner ditandai dengan adanya Gambar 8 Kurva Pertumbuhan 312 jam B.

pertumbuhan sel yang tetap atau pumilus pada Medium dengan
sebagai  titkk  mula  turunnya pH yang Berbeda
pertumbuhan diserta dengan produk

primernya. Kurva pertumbuhan (Gambar 8)

juga menunjukkan pertumbuhan B.
pumilus pada pH 8 mengaami
penurunan jumlah sel yang lebih cepat
Optimasi Pertumbuhan dibandingkan dengan pH lainnya, yaitu
Pertumbuhan B. pumilus pada pada jam ke 240. Menurut Zulaikhah
Medium dengan pH Berbeda (2005), pada pH < 5,0 dan > 8,0 bakteri
Pengukuran pertumbuhan  tidak dapat tumbuh dengan baik. Uji
dilakukan setiap 24 jam sekali selama  statistik ANOVA dilakukan untuk
312 jam untuk melihat pola mengetahui pengaruh perlakuan pH
pertumbuhan B.pumilus hingga terjadi  yang berbeda terhadap pertumbuhan
penurunan jumlah sel yang ditanda  B. pumilus pada jan ke 48 vyang
dengan  penurunan  OD.  Hasll merupakan puncak fase eksponensial
pengukuran pertumbuhan ditunjukkan  dan awa fase stasioner. Hasil uji
pada Gambar 4.8. Berdasarkan kurva ANOVA menunjukkan tidak adanya
dapat dissimpulkan bahwa kultur pada pengarun  yang Signifikan antara
keempat perlakuan pH langsung perlakuan pH yang berbeda terhadap
memasuki  fase log  kemudian
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pertumbuhan B. pumilus pada jam ke
48 dengan nilai sig > 0,05 (Tabel 2).

Kurva pertumbuhan pada
Gambar 4.8 menunjukkan adanya
perbedaan yang tidak nyata
pertumbuhan B. pumilus pada medium
dengan pH yang berbeda. Perbedaan
pertumbuhan B. pumilus pada pH yang
berbeda disebabkan karena pH
mempengaruhi  aktivitas enzim yang
berperan dalam proses pertumbuhan
bakteri. Pelczar dan Chan (2005)
menyatakan apabila pH dalam suatu
medium atau lingkungan tidak optimal,
maka akan menggangu kerja dari
enzim-enzim, yang pada akhirnya akan
mempengaruhi pertumbuhan bakteri itu
sendiri. Noviana dan Raharjo (2009)
menambahkan bahwa dergjat keasaman
(pH) optimum pertumbuhan bagi
kebanyakan bakteri berlangsung antara
pH 6,5 dan 7,5. Penelitian Hasan et al.,
(2009) menunjukkan pertumbuhan B.
pumilus optimum pada pH 6-7.

Pertumbuhan B. pumilus pada
Medium dengan Sumber Karbon
yang Berbeda

Menurut Tamber et al. (2008),
unsur karbon sangat penting bagi
pertumbuhan bakteri. Sumber karbon
atau carbon source antara bakteri satu
dengan bakteri lain tidaklah sama.
Telah diketahui bahwa berat unsur
karbon merupakan setengah dari berat
kering bakteri. Pengukuran
pertumbuhan dilakukan dengan
turbidimetri pada OD 600 setiap 24 jam
sekali selama 504 jam. pH medium
yang digunakan iaah pH 6 yang
memberikan hasil pertumbuhan paling
baik pada perlakukan pH.

Hasil  pengukuran turbiditas
(Gambar 9) menunjukkan pertumbuhan

yang berbeda pada ketiga perlakuan.
Perlakuan gukosa dan fruktosa
mengalami fase log hingga jam ke 120
kemudian memasuki fase stasioner
hingga jam ke 480. Sementara pada
perlakuan  sukrosa  kultur masih
mengalami fase log hingga jam ke 144.
Lebih panjangnya fase log pada
perlakuan sukrosa diduga karena
sukrosa merupakan disakarida yang
perlu dipecah menjadi monomernya
terlebih dahulu sebelum dapat diserap
oleh sdl.

Uji datistik dengan ANOVA
(Tabel 3) dilakukan untuk mengetahui

2,500

2000

1.500 A

—#—plukasa
Hpea "r —i-fruktosa

sukrcss

Absorban L= 600 nm

0,500 -
]
oy —————— -
€ 50 100 150 200 25C 300 350 400 450 5CC 550

Waklu inhubosi (jam)

pengaruh perlakuan sumber karbon
terhadap pertumbuhan B.pumilus pada
jam ke 48. Berdasarkan uji ANOVA
dapat dismpulkan tidak adanya
pengaruh  yang signifikan  pada
perlakuan sumber karbon yang berbeda
terhadap pertumbuhan B. pumilus
dengan nilai sig < 0,05. Berdasarkan
kurva pertumbuhan diduga glukosa
merupakan sumber karbon yang paling
baik untuk pertumbuhan B.pumilus.
Menurut Hasan et al., (2009) glukosa
merupakan sumber karbon yang sangat
balk bagi pertumbuhan  bakteri.
Sanchez et al., (2010) menambahkan
bahwa glukosa merupakan substrat
yang lebih baik pada B. subtilis dan
keberadaannya menekan penggunaan
subtrat lainnya.
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Gambar 4.9 Kurva pertumbuhan B.
pumilus pada Medium
dengan sumber karbon
yang Berbeda

SIMPULAN

Berdasarkan  hasil  pendlitian
maka dapat ditarik kesimpulan bahwa
B. pumilus memiliki kemampuan
menghambat pertumbuhan
X.campesrtris dengan kategori lemah.
B. pumilus menunjukkan hasil negatif
pada deteks gen penyandi NRPS
namun hasil positif diperoleh pada
deteks gen penyandi PKS. Hasll
analisis gen penyandi PKS B. pumilus

memiliki  homologi  sebesar 98%
dengan gen PKS bakteri Bacillus
subtilis HNS005. Optimasi

pertumbuhan B. pumilus menunjukkan

pertumbuhan optimum dicapai pada pH

6 dan glukosa sebagal sumber karbon

menunjukkan pertumbuhan optimum

pada pH 6.
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