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RINGKASAN

| Made Dedi Mahariawan. Program Magister Budidaya Perairan Fakultas
Perikanan dan Ilmu Kelautan Universitas Brawijaya. Media Tumbuh Spora
Alternatif Terhadap Sporulasi dan Efisiensi Sporulasi Bacillus megaterium.
Tesis. Ketua Komisi Pembimbing Dr. Ir. Anik Martinah Hariati, M.Sc dan
Anggota Komisi Pembimbing Dr. Ating Yuniarti, S.Pi., M.AAqua

Pemanfaatan probiotik sebagai feed additive semakin berkembang di
kalangan pembudidaya sejalan dengan penerapan sistem budidaya intensif. Akan
tetapi, probiotik yang umumnya beredar masih dalam bentuk sel vegetatif yang
bersifat tidak aktif apabila berada pada kondisi yang kurang menguntungkan
(seperti misalnya pH asam dan suhu ekstrim). Salah satu upaya untuk mengatasi
permasalahan tersebut yaitu dengan memanfaatkan spora bakteri sebagai
kandidiat probiotik. B. megaterium merupakan bakteri yang dapat membentuk
endospora dan memiliki exosporium pada lapisan luar spora untuk meningkatkan
perlekatan pada dinding usus suatu organisme. Produksi spora Bacillus
memerlukan media tumbuh sebelum digunakan sebagai probiotik. Akan tetapi,
media tumbuh komersil telah umum digunakan dan memiliki harga relatif mahal
serta susah diperoleh seperti misalnya glukosa dan laktat. Media alternatif mulai
dikembangkan untuk memproduksi spora yang berasal dari produk pertanian
diantaranya yaitu tepung terigu, tepung tapioka dan tepung jagung yang
menyediakan sumber karbon organik lebih dari 37%.

Tujuan dari penelitian ini adalah (1) untuk mendapatkan low cost medium
dengan dosis karbon yang sesuai dalam memproduksi spora B. megaterium (2)
Mendapatkan kondisi lingkungan (suhu dan pH) yang optimal dalam memproduksi
spora B. megaterium dan (3) Menganalisis perbedaan karakter morfologi (ukuran)
dan kualitas spora B. megaterium yang ditumbuhkan di media dan lingkungan
optimal dengan media komersil.

Metode yang digunakan dalam penelitian ini yaitu metode eksperimen
dengan rancangan acak lengkap faktorial (RALF). Tahapan dalam pelaksanaan
penelitian ini yaitu uji karakter B. megaterium pada sumber (tepung tapioka, tepung
terigu dan tepung jagung) dan dosis karbon (5, 10, 15 dan 20 gram/liter) yang
berbeda. Setelah mendapatkan sumber karbon dan dosis karbon terbaik, maka
dilanjutkan pada pengujian suhu (37, 44 dan 51 °C) dan pH (4, 7 dan 10).
Parameter yang diamati pada kedua uji ini yaitu kepadatan sel vegetatif,
kepadatan spora, efisiensi sporulasi, germinasi spora, growth rate vegetatif dan
spora, waktu generasi vegetatif B. megaterium. Selain itu, penelitian ini juga
mengamati morfologi dan ukuran spora B. megaterium yang ditumbuhkan pada
rumusan media alternatif yang optimal.

Hasil penelitian tahap 1 menunjukkan bahwa kepadatan sel vegetatif
tertinggi pada masing-masing media yaitu tepung tapioka dosis 15 g/L (8,3 x 10’
sel/ml), tepung terigu dosis 15 g/L (1,7 x 10° sel/ml) dan tepung jagung dosis 20
g/L (6,7 x 107 sel/ml). Kepatan spora pada tepung terigu dengan dosis 15 g/L
tertinggi di semua perlakuan (1,5 x 10° spora/ml), tepung tapioka 15 g/l (4,1 x 10’



spora/ml) dan tepung jagung (3,3 x 107 spora/ml). Efisiensi sporulasi tertinggi yaitu
pada tepung terigu 91,30% (dosis 10 g/l). Laju pertumbuhan vegetatif, spora dan
waktu generasi tertinggi pada dosis 15 g/l secara berturut-turut yaitu 48 /menit,
48,52 /menit dan 40,80 /menit. Hasil penelitian tahap 2 yaitu suhu 37 °C dengan
pH 10 mengahasilkan vegetatif (1,1 x 10° sel/ml) dengan spora yang dihasilkan (1
x 10° spora/ml). Suhu 44 °C pada pH 10 dengan kepadatan vegetatif (8,5 x 10’
sel/ml) dan spora (4,6 x 107 spora/ml). Suhu 51 °C pada pH 7 dengan kepadatan
vegetatif (3,7 x 107 sel/ml) dan spora (3 x 10’ spora/ml). Efisiensi sporulasi teritnggi
pada suhu 37°C yaitu 90,61% pada pH 7. Laju pertumbuhan vegetatif, spora dan
waktu generasi tertinggi pada suhu 37°C dengan pH 10 secara berturut-turut yaitu
39 /menit, 63,01 /menit dan 33 /menit. Germinasi tertinggi pada media optimal yaitu
9,8 x 108 sel/ml. Ukuran spora yang didapat pada media optimal yaitu berkisar
antara 1,35-1,39 pm.
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SUMMARY

I Made Dedi Mahariawan. Post Graduate Student of Aquaculture, Fisheries and
Marine Science Faculty, Brawijaya University. Alternative Spore Growth Media
on Sporulation and Sporulation Efficiency of Bacillus megaterium. Thesis.
Adviser Dr. Ir. Anik Martinah Hariati, M.Sc and co-adviser Dr. Ating Yuniarti,
S.Pi., M.Aqua

The use of probiotics as feed additives is increasingly developing among
farmers in line with the application of intensive aquaculture systems. However,
probiotics are still in the form of vegetative cells that are inactive when in harsh
conditions (such as acidic pH and extreme temperatures). One effort to overcome
these problems is by utilizing bacterial spores as probiotic candidates. B.
megaterium is a bacterium that can form endospores and has an exosporium in
the outer layer of spores to increase attachment to the intestinal wall of an
organism. Bacillus spore production requires growing media before being used as
a probiotic. However, commercial growth media are commonly used and have
relatively high prices and are difficult to obtain such as glucose and lactate.
Alternative media began to be developed to produce spores derived from
agricultural products including wheat flour, tapioca flour and corn flour which
provide an organic carbon source of mare than 37%.

The objectives of this study were (1) to obtain low-cost medium with an
appropriate carbon dose in producing B. megaterium spore, (2) obtain optimal
environmental conditions (temperature and pH) in producing B. megaterium spores
and (3) analyze differences in character morphology (size) and quality of B.
megaterium spores grown in the media and optimal environment with commercial
media.

The method used in this is the experimental method with a completely
randomized factorial design (RALF). The stages in the implementation of this
research were the character test of B. megaterium at different carbon sources
(tapioca flour, wheat flour and corn flour) and carbon doses (5, 10, 15 and 20 grams
/ liter). After getting the best carbon source and carbon dose, then proceed to test
the temperature (37, 44 and 51 °C) and pH (4, 7 and 10). The parameters observed
in these two tests were vegetative cell density, spore density, sporulation
efficiency, spore germination, vegetative and spore growth rates and generation
time of vegetative cell. In addition, this study also looked at the morphology and
size of B. megaterium spores grown on optimal alternative media formulations.

The results of stage 1 research showed that the highest vegetative cell
density in each medium was tapioca flour with a dose of 15 g /L (8.3 x 107 cells /
ml), wheat flour with a dose of 15 g /L (1.7 x 10° cells / ml) ) and corn flour at 20 g
/L (6.7 x 107 cells / ml). The spore rate of flour was 15 g/ L highest in all treatments
(1.5 x 10° spore/ml), tapioca flour 15 g / 1 (4.1 x 107 spore/ml) and corn flour (3.3 x
10’ spore/ml). The highest sporulation efficiency was 91.30% in wheat flour (dose
of 10 g/l). The highest growth rate vegetative cell, spore and generation time were
wheat flour with a dose of 15 g/L (48 /minutes, 48.52 /minutes and 40.80/minutes,
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respectively). The results of the second phase of the study of vegetative cells were
temperature 37 °C with a pH of 10 (1.1 x 10° cells / ml)) with the resulting spores
(1 x 10°spore/ml). Temperature of 44 °C with vegetative density (8.5 x 107 cells/ml)
and spores (4.6 x 10’ spore/ml). Temperature 51 °C with vegetative density (3.7 x
107 cells / ml) and spores (3 x 107 spore/ml). The efficiency of sporulation was
highest at 37°C at 90.61% at pH 7. The highest maximum growth rate vegetative,
spore, and generation time were temperature 37 °C with a pH of 10 (39 /minutes,
63.01 /minutes and 33 /minutes, respectively). The highest germination was in
optimal media (9.8 x 108 cells/ml). Size of spore in optimal media between 1.35 —
1.39 um.
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1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Pakan merupakan komponen penting yang menunjang keberhasilan
produksi budidaya ikan. Menurut Rana, et al. (2009), ketersediaan pakan dalam
kegiatan budidaya memiliki kontribusi sekitar 50-70% dari total biaya produksi.
Sementara itu, tingginya harga pakan yang telah beredar di pasar tidak
sepenuhnya mampu memenuhi kebutuhan nutrisi ikan. Harga pakan yang tinggi
dengan kualitas rendah merupakan faktor penghambat perkembangan industri
akuakultur. Kualitas pakan ikan berdampak pada hasil produksi budidaya (Gabriel,
et al., 2007; Patwary, et al., 2013). Salah satu usaha yang dilakukan untuk
meningkatkan = kualitas pakan ikan dan mengurangi biaya produksi yang
berpengaruh pada pertumbuhan dan efisiensi pakan yaitu dengan pemberian
probiotik sebagai bahan tambahan (feed additive) (Mulyasari, et al., 2016).

Penambahan probiotik semakin berkembang di kalangan pembudidaya
karena memiliki beberapa keuntungan yaitu meningkatkan fungsi saluran
pencernaan ikan (Sorokulova, 2013), meningkatkan respon imun (Cruz, et al.,
2012) dan mengurangi konsentrasi amonia dan nitrit di media pemeliharaan
(Buruiana, et al., 2014). Akan tetapi pemanfaatan probiotik dalam bentuk sel
vegetatif telah umum digunakan dan memiliki- beberapa kelemahan vyaitu
kelangsungan hidup rendah (Wolken, et al., 2003), tidak aktif pada kondisi
lingkungan seperti suhu 40-60 °C (Santivarangkna, et al., 2008), pH esktrim (pH
4,3) (Cotter dan Hill, 2003; Ceuppen, et al., 2012) dan kurangnya ketersediaan
unsur karbon (Corcoran, et al., 2005) serta tidak dapat disimpan dalam waktu lama
seperti Lactobacillus hanya mempunyai daya simpan sekitar 1 tahun dengan suhu
penyimpanan 25 °C (Panel, et al., 2013). Kondisi tersebut berbeda dengan spora

yang lebih resisten terhadap lingkungan ekstrim (Clavel, et al., 2004).
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Spora merupakan bentuk dorman dari bakteri pembentuk endospora
seperti Bacillus dan memiliki resistensi terhadap stres lingkungan seperti misalnya
panas, radiasi, desikasi dan bermacam-macam zat kimia beracun (Checinska, et
al., 2015; Soni, et al., 2016). Spora bakteri dapat bertahan hidup dalam waktu yang
lama bahkan mencapai ratusan tahun (Setlow, et al., 2006). Kelebihan spora
Bacillus sebagai probiotik yaitu memiliki kemampuan bertahan hidup pada pH
yang sangat asam Vyaitu berkisar 2-2,5 dan berpoliferasi di usus
(Ananthanarayanan dan Dubhashi, 2016), resisten terhadap suhu ekstrim dan
kekurangan nutrisi (Berendsen, et al., 2016) serta dapat disimpan dalam bentuk
kering selama ratusan tahun (Setlow, et al., 2006; Cutting, 2011).

Beberapa Bacillus yang telah digunakan sebagai probiotik dalam bentuk
spora yaitu B. subtilis, B. clausii, B. cereus, B. coagulans dan B. licheniformis
(Buruiana, et al., 2014). Spesies Bacillus lain yang dapat digunakan sebagai
kandidat probiotik dalam bentuk spora yaitu B. megaterium (Mehnaz, 2017).
Karakteristik khusus spora bakteri ini yaitu memiliki lapisan luar spora atau lebih
dikenal sebagai exosporium yang berperan penting untuk penempelan spora di
suatu permukaan salah satunya pada dinding usus suatu organisme (Soni, et al.,
2016). Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Wangka-Orm, et al. (2014),
penambahan spora Bacillus ke pakan udang galah post-larva (PL) 15 sebanyak
200 mL/kg menunjukkan adanya peningkatan berat udang galah mencapai 46
gram dari berat awal 13 gram selama 90 hari pemeliharaan.

Media tumbuh spora merupakan media biakan yang berperan penting
sebagai penyedia nutrisi untuk mikroorganisme. Menurut Zhao, et al. (2008),
media fermentasi untuk spora bakteri sebaiknya diperkaya dengan nutrisi
tambahan. Penambahan sumber karbon seperti glukosa dan sukrosa pada media
fermentasi dapat meningkatkan produksi - spora sebesar 35% dan 25%.

Ketersediaan sumber karbon sebagai media tumbuh spora merupakan komponen



penting yang menginisiasi pembentukan spora bakteri yaitu sebagai unsur
pembentuk sel dan sumber energi (Aislabie dan Deslippe, 2013). Media tumbuh
spora sebaiknya memiliki bahan dan peralatan murah dan bersifat ramah

lingkungan (Adams, et al., 2002; El-Bendary, 2006). Umumnya, media tumbuh
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spora berasal dari produk komersil yang memiliki harga relatif mahal dan susah
diperoleh seperti misalnya glukosa dan laktat (de Vries, et al., 2005; Nimrat dan
Vuthiphandchai, 2011).

Penelitian mengenai pemanfaatan sumber karbon alternatif mulai
dikembangkan untuk menggantikan penggunaan media komersil. Berbagai studi
sebelumnya menggunakan sumber karbon dari ekstrak kentang dapat
memproduksi spora tertinggi yaitu 1,24 x 10*° cfu/ml (Dhingra dan Chaundry,
2009), penggunaan media lokal dengan suplementasi tepung ikan sebanyak
5,86% juga menghasilkan spora sebesar 8,56 x 108 spora/ml (Liu dan Tzeng,
2002). Namun berdasarkan penelitian yang membahas mengenai penggunaan
sumber karbon alternatif belum' dijelaskan mengenai pengaruh dari berbagai
perbedaan dosis karbon dan optimasi lingkungan pada rasio C:N yang optimal
untuk memproduksi spora. Beberapa produk pertanian lain yang dapat digunakan
sebagai media tumbuh spora yaitu berasal dari produk lokal seperti umbi-umbian
dan kacang-kacangan. Tepung tapioka, tepung terigu dan tepung jagung
merupakan bahan yang tersedia melimpah dan terjangkau harganya. Oleh karena
itu, perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai pemanfaatan produk pertanian
seperti tepung tapioka, tepung terigu dan tepung jagung sebagai media tumbuh
spora B. megaterium dengan dosis dan optimasi lingkungan yang sesuai yang

nantinya dapat menghasilkan spora untuk dijadikan sebagai kandidat probiotik.
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1.2 Rumusan Masalah
Perkembangan bahan suplemen  probiotik di kalangan pembudidaya

semakin meningkat sejalan dengan penerapan sistem budidaya intensif. Akan
tetapi, probiotik yang beredar masih menggunakan bakteri dalam bentuk sel
vegetatif. Kelemahan dari bakteri sel vegetatif yaitu hampir sebagian besar sel
vegetatif tidak aktif pada organ empedu dan kondisi asam di lambung selama
melewati saluran pencernaan suatu organisme (Ceuppens, et al., 2012). Salah
satu upaya yang dilakukan untuk meningkatkan kualitas probiotik yaitu dengan
menggunakan spora sebagai probiotik. Spora merupakan bentuk dorman dari
bakteri untuk dapat hidup pada suatu kondisi lingkungan yang ekstrim (suhu 45-
60 °C) (Martinez, et al., 2016). Salah satu spesies bakteri yang dapat membentuk
spora yaitu B. megaterium. Faktor penting yang mempengaruhi produksi spora B.
megaterium yaitu media tumbuh spora. Efisiensi biaya dan efektifitas dari media
biakan spora merupakan indikator penting untuk menunjang keberhasilan suatu
produksi spora. Penggunaan media tumbuh spora dari produk pertanian (tepung
tapioka, tepung terigu dan tepung jagung) dapat dijadikan sebagai alternatif untuk
mengurangi biaya produksi spora. Media tumbuh spora alternatif dengan
perbedaan media dan lingkungan diperlukan untuk mendapatkan media biakan
optimal dalam memproduksi spora B. megaterium. Berdasarkan uraian diatas,
maka rumusan masalah pada penelitian ini-adalah :
1. Apakah kombinasi low cost medium dengan berbagai dosis karbon dapat

mempengaruhi produksi spora B. megaterium?
2. Bagaimana pengaruh optimasi lingkungan (suhu dan pH) yang berbeda

terhadap produksi spora B. megaterium pada low cost medium?
3. Apakah terdapat perbedaan karakter morfologi (ukuran) dan kualitas spora B.

megaterium yang ditumbuhkan di media dan lingkungan optimal dengan media

komersil?
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1.3 Tujuan
Penelitian ini bertujuan untuk :

1. Mendapatkan kombinasi low cost medium dengan dosis karbon yang sesuai
dalam memproduksi spora B. megaterium.

2. Mendapatkan kondisi lingkungan (suhu dan pH) yang optimal dalam
memproduksi spora B. megaterium.

3. Menganalisis perbedaan karakter morfologi (ukuran) dan kualitas spora B.
megaterium yang ditumbuhkan di media dan lingkungan optimal dengan media

komersil.

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian tesis ini adalah memberikan informasi tentang
kemampuan media tumbuh spora alternatif yang berasal dari tepung tapioka,
tepung terigu dan tepung jagung sebagai produk lokal yang berfungsi sebagai
media biakan spora yang murah dan ramah lingkungan. Media alternatif tersebut
dievaluasi dengan beberapa faktor (kombinasi sumber dan dosis karbon serta
kombinasi suhu dan pH) yang dapat digunakan sebagai pengganti media komersil
dalam memproduksi spora dan meningkatkan efisiensi sporulasi B. megaterium
serta mengetahui karakter morfologi ukuran dan kualitas spora B. megaterium.
Penelitian ini diharapkan mampu memberikan kontribusi bagi perkembangan ilmu
dan pengetahuan khususnya pada produksi spora B. megaterium pada media
alternatif yang nantinya dapat digunakan sebagai kandidat probiotik dalam rangka
mencegah tidak aktifnya probiotik dalam bentuk sel vegetatif saat melewati atau

memasuki saluran pencernaan yang bersifat asam dari suatu organisme budidaya.
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2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Biologi B. megaterium
2.1.1 Klasifikasi dan Morfologi B. megaterium

Menurut De Vos, et al. (2009), klasifikasi B. megaterium yaitu sebagai

berikut:

Kingdom . Bacteria

Filum : Firmicutes

Kelas - Bacilli

Ordo : Bacillales

Famili : Bacillaceae

Genus : Bacillus

Spesies : Bacillus megaterium

Bakteri B. megaterium mempunyai bentuk batang dan termasuk ke dalam
bakteri gram positif. Sel bakteri akan terlihat berwarna ungu apabila dilakukan
pewarnaan gram karena kemampuan dinding selnya dalam mengikat pewarna
primer. Bakteri ini bersifat aerobik dan anaerob fakultatif serta dapat membentuk
spora untuk bertahan hidup dalam kondisi lingkungan yang ekstrim (Lopez, et al.,
2013; Eppinger, et al., 2011). Umumnya genus Bacillus memproduksi enzim
protease, amilase dan lipase (Latorre, et al., 2016). Selain itu, bakteri ini juga
memproduksi beberapa enzim lain yaitu mutarotase, glukosa dehydrogenase, [3-
galaktosidase dan selulase (Andriani, et al., 2017). Andalib, et al. (2016) dan Liu,
et al. (2014) menambahkan, karakteristik B. megaterium berdasarkan morfologi
koloni yaitu memiliki elevasi datar, permukaan koloni yang halus dan berwarna
krem. Selain itu, ukuran sel dari bakteri ini apabila diamati dibawah mikroskop yaitu

memiliki lebar 0,5 — 1,0 um dan panjang 1,0 — 4,0 um. Bakteri ini merupakan bakteri
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non-patogen atau bersifat tidak membahayakan organisme lain. Morfologi sel

bakteri B. megaterium dapat dilihat pada Gambar 1.

(b)

Gambar 1. Morfologi B. megaterium (a) Scanning electron micrograph (Yadzani,
et al., 2009) (b) Mikroskop Cahaya (Kandalah dan Ramsamy, 2015).

2.1.2 Habitat dan Penyebaran B. megaterium

Genus bakteri Bacillus merupakan mikroorganisme yang penyebarannya
mudah ditemukan di alam, tanah, air dan udara (Olmos dan Paniagua-Michel,
2014). B. megaterium merupakan salah satu bakteri genus Bacillus yang termasuk
ke dalam bakteri gram positif dan ditemukan di lingkungan yang luas dari tanah
sampai air laut. Bakteri ini tumbuh dengan baik apabila ketersediaan sumber
karbon di lingkungan tercukupi. Bakteri B. megaterium dapat hidup pada suhu 3
sampai 45 °C dengan suhu minimum untuk tumbuh yaitu 3-15 °C, suhu maksimum
35-45 °C dan optimum pada suhu sekitar 30 °C (Vary, et al., 2007; De Vos, et al.,
2009).

B. megaterium umumnya ditemukan di tanah yang merupakan habitat
alami dari spesies ini. Bakteri ini juga ditemukan di lingkungan lain bahkan di
kondisi lingkungan yang ekstrim seperti misalnya madu dan daging kering. Selain
itu, spesies ini juga diisolasi dari air laut, sedimen dan ikan. Habitat yang luas dari
B. megaterium mengakibatkan bakteri ini dapat melakukan metabolisme dengan

toleransi ketersediaan sumber karbon dan tekanan osmotik yang tinggi (Vega, et
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al., 2016; Sura dan Hiremath, 2019). Bakteri ini termasuk ke dalam bakteri
neutralofilik yaitu bakteri yang masih dapat bertahan hidup pada kondisi asam
dengan menjaga integritas dinding sel atau membran sel. Golongan bakteri yang
termasuk ke dalam bakteri neutralofilik dapat hidup pada pH 5-9 (Slonczewski, et
al., 2009; Goswani, et al., 2018).
2.1.3 Fase Pertumbuhan Bakteri

Pengukuran pertumbuhan bakteri pada media kultur dalam beberapa
rentang waktu tertentu dapat dilakukan melalui dua metode yaitu menghitung
jumlah koloni bakteri yang tumbuh dan pengukuran panjang gelombang dari
absorbansi suatu bakteri (Swinnen, et al., 2004). Secara sederhana, model
pertumbuhan bakteri yaitu ketika sel-sel menyesuaikan diri dengan kondisi
pertumbuhan yang baru, kemudian melambat ketika nutrisi berkurang dan berhenti
ketika ketersediaan nutrisi di lingkungan hidupnya habis (Williams, 1967).
Terdapat 4 fase pertumbuhan bakteri yaitu (i) fase lag atau disebut juga sebagai
fase non-replikasi, (i) fase eksponensial yaitu tahapan replikasi dari bakteri, (iii)
fase stasioner yaitu berhentinya proses replikasi karena ketersediaan nutrisi yang
mulai berkurang dan (iv) fase kematian yaitu penurunan jumlah sel bakteri secara
bertahap karena kondisi nutrisi di lingkungan yang habis (Bertrand, 2019). Model

kurva pertumbuhan bakteri disajikan pada Gambar 2.

Stationary phase

Log number of viab

Time

Gambar 2. Kurva Pertumbuhan Bakteri (Shmeis, 2018)
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Pertumbuhan bakteri mengacu pada peningkatan jumlah sel, tidak ukuran
sel. Pertumbuhan bakteri merupakan sebuah proses yang kompleks yang
melibatkan berbagai reaksi anabolik dan katabolik (Shmeis, 2018; Forget, et al.,
2018). Beberapa persyaratan yang dibutuhkan untuk dapat menumbuhkan
mikroba yaitu dipengaruhi oleh dua faktor yaitu fisika dan kimia. Faktor fisika terdiri
dari suhu, pH dan tekanan osmotik sedangkan faktor kimia meliputi makronutrien
dan mikronutrien (Davis dan Cornwell, 2012; Madigan, et al., 2014). Makronutrien
melibatkan unsur-unsur yang terlibat dalam komposisi sel bakteri dan dibutuhkan
dalam jumlah yang besar seperti karbon, hidrogen, nitrogen, oksigen, fosfor dan
belerang. Akan tetapi, mikronutrien dibutuhkan dalam jumlah kecil dan
mengandung unsur-unsur seperti Ca, Fe, K, Mg dan Na serta senyawa organik
(vitamin) (Shmeis, 2018).

Bentuk kurva pertumbuhan bakteri umumnya memiliki perbedaan setiap
spesies bergantung pada substrat pertumbuhan dan senyawa yang tersimpan di
dalam sel bakteri yang mempengaruhi kompetisi antara mikroorganisme (Lou dan
Reyes, 2005; Domanska, et al., 2019). Fase adaptasi merupakan proses
penyesuaian diri bakteri terhadap lingkungan baru yang menentukan proses
pembelahan awal. Fase lag dipengaruhi oleh kondisi lingkungan baru dan jumlah
inokulum (Schultz dan Kishony, 2013). Pada fase eskponensial terdapat produksi
metabolit primer dalam bentuk kitinase (Azizah, et al., 2015). Produk metabolit
sekunder dihasilkan pada fase stasioner dan dapat dimanfaatkan oleh bakteri
sebagai bentuk pertahanan terhadap kondisi yang tidak menguntungkan (Irma, et
al., 2018). Suhu dan pH lingkungan juga berpengaruh terhadap pertumbuhan
bakteri. pH pada pertumbuhan mikroba mempengaruhi proses sel yaitu dapat
mengubah struktur tiga dimensi komponen sel termasuk merusak fungsi protein.
Di sisi lain, suhu yang meningkat menyebabkan molekul bergerak lebih cepat dan

enzim akan mempercepat metabolisme sel (Isnawati dan Trimulyono, 2018).
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2.2 Spora, Sporulasi dan Germinasi B. megaterium

Bacillus merupakan bakteri gram positif dari filum Firmicutes yang dapat
memproduksi  spora (Poehlein, et al., 2013). Kemampuan Bacillus untuk
membentuk endospora mengakibatkan bakteri ini memiliki kelangsungan hidup
yang lama dan kelulushidupan yang tinggi dari pengaruh tekanan khususnya
kondisi asam di organ lambung (Casula, et al., 2002; Hong, et al., 2005). Bentuk
spora Bacillus yaitu hampir bulat ellipsoid (spheroid) (Manetsberger, et al., 2018).
Spora Bacillus memiliki struktur berlapis yang memberikan ketahanan terhadap
lingkungan yang buruk. Jenis protein yang terdapat di dalam spora yaitu tipe o/
kecil acid-soluble spore protein (SASP) yang melindungi bahan genetik dari
kerusakan DNA. Inti spora mengandung pyridine-2,6-carboxylic acid yang juga
dikenal sebagai dipicolinic acid (DPA). Di luar membran terdapat dinding sel
germinal (korteks) yang terdiri dari peptidoglikan. Mantel spora terdiri dari protein
dan glikoprotein yang bertindak sebagai filter untuk banyak molekul termasuk
enzim dan nutrisi (Soni, et al., 2016; Berendsen, et al., 2016).

Spora bakteri terbentuk melalui beberapa tahapan yang terdiri dari tiga
proses fisiologis yang berbeda yaitu pertumbuhan vegetatif, sporulasi dan
germinasi (Gambar 3) (Sella, et al., 2014). Terbentuknya spora diawali dengan
adanya pembelahan sel asimetris dan perkembangan dari sel yang berukuran
kecil (prespore atau forespore) menjadi spora dewasa (mature spore) (Xenopoulos
dan Piggot, 2011). Pembelahan sel asimetris terjadi akibat kondisi sel bakteri yang
mengalami kelaparan karena ketersediaan nutrisi yang terbatas dan diatur oleh
jaringan regulasi yang kompleks sehingga menghasilkan pembentukan
metabolisme yang tidak aktif secara metabolik (Karava, et al., 2019). Ketika
pertama kali terbentuk, prespore hanya mengandung 30% kromosom yang
sisanya akan ditranslokasi oleh sel induk dan meninggalkan salinan kromosom

lain di dalam sel induk (Wu dan Errington, 1994). Pada proses sporulasi, sel induk
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(mother cell) memiliki peranan besar pada perkembangan spora tetapi mengalami
autolisis setelah melepaskan spora ke lingkungan sekitarnya (Lewis, 2000).
Setelah pembelahan sel asimetris, sel induk menginisiasi proses migrasi membran
yang menelan calon sel spora (prespore) kemudian mengelilinginya dalam
membran ganda yang berasal dari septum (Broder dan Pogliano, 2006; Ojkic, et
al., 2016). Sintesis lapisan pelindung (korteks, mantel dan exosporium dalam
beberapa spesies) dimulai selama pembentukan spora dan bergantung pada sel
induk. Komponen struktural tersebut disintesis dalam sel induk dan kemudian
hasilnya akan tersusun di sekitar spora yang terbentuk. Spora yang dilepaskan
dapat bergerminasi di dalam kondisi air, nutrisi dan lingkungan yang
menguntungkan. Spora yang berkecambah akan menghasilkan sel yang dapat
menggandakan diri secara vegetatif dan pada akhirnya dapat bersporulasi kembali

apabila kondisi lingkungan kembali tidak menguntungkan (Cutting, et al., 2009).

' Coat
/ sy
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Germination Maturation, Stage V
pr— cell lysis Spore coat
0 "l

Cortex ‘ . )
- Cell weall &
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Cell membrane
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) Cortax
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~—— >

Mather call

Vegetative
cycle

Sporulasi melibatkan pembelahan sel asimetris dengan salinan genom

yang dipecah ke masing-masing sel anak. Sel yang lebih kecil berkembang

menjadi endospora yang matang dan sel induk berkontribusi pada proses
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diferensiasi endospora dan kemudian autolisis melepaskan spora matang ke
lingkungan (Henriques dan Moran, 2007). Spora merupakan fase dehidrasi dan
jika terpapar pada konsisi nutrien yang cocok dan cukup maka spora akan
berkecambah. Proses ini membutuhkan waktu yang tidak terlalu lama dimulai
dengan masuknya air pada spora, mematahkan dan menghilangkan lapisan luar
spora, tumbuh dan menjadi sel-sel vegetasi (Moir dan Smith, 1990). Secara
singkat, tahapan germinasi spora Bacillus diawali dengan masuknya nutrisi ke
spora kemudian akan melepaskan beberapa kation monovalent (H*, K* dan Na*).
Kemudian melepaskan CaDPA dan korteks spora mengalami hidrolisis sehingga
akan membentuk sel vegetative kembali (Setlow, 2014). Proses germinasi spora

Bacillus disajikan pada Gambar 4.

germ‘?nant
addition
ACTIVATION +COMMITM ENT,
KT Na
release
Cortex
Coat STAGE 1

CaDPA release
partial core hydration
some resistance loss

STAGE Il
cortex hydrolysis v

full core hydration
OUTGROWTH core expansion
- -
loss of most resistance properties
loss of dormancy

Gambar 4. Proses Germinasi Spora Bacillus (Setlow, 2014).

2.3 Struktur dan Kandungan Spora B. megaterium

Spora bakteri B. megaterium memiliki bentuk yang hampir bulat ellipsoid
(spheroid) (Manetsberger, et al., 2015). Berdasarkan penelitian yang dilakukan
oleh Henriques dan Moran (2007) dan McKenney, et al. (2013) yaitu pada
pengamatan spora dengan menggunakan mikroskop elektron menunjukkan

bahwa struktur spora bakteri pada dasarnya terdiri dari mantel, lapisan dalam,
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lapisan luar dan korteks. Spora B. cereus dan B. megaterium memiliki bagian luar
yang berbeda secara morfologis dengan spora bakteri lainnya yang disebut
dengan exosporium (Gambar 5).

Spora bakteri memiliki struktur berlapis yang memberikan ketahanan
terhadap lingkungan yang buruk. Jenis protein yang terdapat di dalam spora yaitu
tipe a/f kecil acid-soluble spore protein (SASP) yang melindungi bahan genetik
dari kerusakan DNA. Selain itu, inti spora juga mengandung pyridine-2,6-
carboxylic acid yang juga dikenal sebagai dipicolinic acid (DPA). Di luar membran
dalam terdapat dinding sel germinal (korteks) yang terdiri dari peptidoglikan
(Setlow, 2006). Soni, et al. (2016) menambahkan, pada bagian mantel spora terdiri
dari protein dan glikoprotein dan bertindak sebagai filter untuk banyak molekul
termasuk enzim dan nutrisi. Pada bagian korteks terdapat peptidoglikan serta
bagian inti terdapat ribosom, enzim, small acid-soluble binding proteins (SASP)

untuk melindungi DNA di jaringan kromatin

Gambar 5. Spora B. megaterium dengan Menggunakan Mikroskop Elektron
(McKenney, et al., 2013).

Beberapa spesies Bacillus salah satunya B. megaterium pada sporanya
terdapat exosporium akan tetapi tidak ditemukan pada B. subtilis. Komposisi

exosporium pada B. cereus yaitu protein (43-52% dari berat kering), lipid (15-18%
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dari berat kering), karbohidrat (20-22% dari berat kering) dan abu (sekitar 4%)
serta mengandung kalsium dan magnesium (Matz, et al., 1970; Beaman, et al.,
1971). Exosporium terdiri dari protein termasuk beberapa glikoprotein (Lai, et al.,
2003; Redmond, et al., 2004). Pada mantel spora berada di dalam exosporium dan
umumnya terdiri dari lapisan konsentris yang tipis (Driks, 1999). Spora B. subtilis
memiliki 2 lapisan yang utama yaitu mantel spora dalam dan luar. Mantel
didominasi oleh protein (50-80%) (Aronson dan Fitz-James, 1976; Pandey dan
Aronson, 1979) dan juga terdapat karbohidrat (6%) (Pandey dan Aronson, 1979;
Jenkinson, et al., 1981). Mantel spora berperan penting untuk resistensi terhadap
beberapa faktor kimia, tetapi tidak -untuk panas dan radiasi (Nicholson, et al.,
2000). Korteks spora terdiri dari peptidoglikan (PG) yaitu sekitar 2,9% asam
muramik lebih rendah jika dibandingkan dengan sel vegetatif yang mencapai 33%
(Atrih dan Foster, 1999) dan terdapat molekul piridin-2,6-dicarboxylic acid (DPA)
(Zhang, et al., 2012). Inti spora berada di pusat spora yang terdiri dari RNA,
ribosom dan sebagian besar enzim. Inti juga mengandung 5-15% DPA (Setlow,
2006; Sella, et al., 2014). Warth, et al. (1963) menambahkan, spora Bacillus
subtilis memiliki kandungan total nitrogen 9,9 %DW, Total fosfor 0,7 %DW,
hexosamine (glucosamine) 7,0 %DW, hexose (glukosa) 0,5 %DW, methyl pentose
(rhamnose) 0,75% DW. Komposisi asam amino B. subtilis yaitu alanin, asam
glutamat, glukosamin, hexosamine, DAP, glisin, serin, threonin, valin,

leusin/isoleusin, phenylalanin, tyrosin, asam aspartat, arginin, histidin dan lisin.

2.4 Pengaruh Sumber dan Dosis Karbon Terhadap Produksi Spora
Ketersediaan karbon di lingkungan berperan penting untuk pembentukan

spora bakteri. Karbon di lingkungan media kultur berperan sebagai faktor

pembatas untuk pertumbuhan bakteri (Ekblad dan Nordgnen, 2002; Andrew, et al.,

2012; Wambeke, et al., 2018). Prinsip utama karbon sebagai faktor pembatas
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terjadi ketika pertumbuhan bakteri meningkat dengan meningkatnya rasio C/N di
lingkungan (Touratier, et al., 1999). Setiap mikroba menggunakan bentuk karbon
organik dan anorganik sebagai sumber karbon dan energi (Gougoulias, et al.,
2014). Berdasarkan penelitian Pinhal, et al. (2019), ketersediaan sumber karbon
di lingkungan seperti asetat pada konsentrasi yang tinggi dapat menghambat
pertumbuhan bakteri. Selain itu, konsentrasi asetat yang tinggi akan berpengaruh
terhadap penghambatan asimilasi karbon. Faktor utama yang mempengaruhi
penghambatan pertumbuhan bakteri oleh asetat dapat berasal dari pengaruh
sistemik seperti efek pelepasan asam organik atau gangguan komposisi anion sel.

Dosis karbon di lingkungan- harus berada dalam kisaran optimal untuk
pertumbuhan bakteri. Jumlah karbon yang berlebih di lingkungan dapat membatasi
kemampuan bakteri dalam menggunakan karbon sebagai nutrisi - untuk
mendukung kehidupannya. Pemberian dosis karbon yang berlebih menyebabkan
bakteri tidak dapat menggunakan dan mengabsorbsi semua ketersediaan karbon
secara optimal (Wang, et al., 2019). Bakteri membutuhkan nutrisi sebagai sumber
makanan pada kehidupannya. Menurut Aislabie dan Deslippe (2013), bakteri
membutuhkan karbon untuk menyusun sel dan sumber energi sedangkan nitrogen
digunakan sebagai elemen asam amino dan protein. Kehidupan vegetatif sel harus
dijaga di dalam kultur media dengan nutrisi yang sesuai sehingga tidak terjadi
penurunan kepadatan sel vegetatif yang disebabkan oleh berkurangnya oksigen,
pH, oksigen dan suhu (Surudu, et al., 2015). Berdasarkan penelitian Freedman, et
al. (2018), B. megaterium SR7 tumbuh pada M9 (glukosa pada dosis karbon 4
gram/liter mencapai kepadatan 2 x 107 cfu/ml selama 12 jam jika dibandingkan
dengan perlakuan kontrol glukosa yang menghasilkan kepadatan lebih tinggi yaitu
1,5 x 10° cfu/ml. Suplementasi sumber karbon yang berbeda pada media kultur
akan mempengaruhi pertumbuhan bakteri yang dihasilkan (Fonte, et al., 2013).

Selain itu, konsentrasi ketersediaan karbon di lingkungan kultur dapat memberikan
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pengaruh metabolisme karbon yang berbeda yang berhubungan dengan

pertumbuhan bakteri (Kaur dan Tiwari, 2017).

2.5 Pengaruh Suhu dan pH Terhadap Produksi Spora

Sel vegetatif yang telah bertransisi menjadi spora mempunyai daya tahan
yang tinggi terhadap panas dan bersifat lebih baik daripada sel vegetative (Kort, et
al., 2005). Sporulasi merupakan suatu proses perubahan sel vegetatif menjadi
spora yang disebabkan karena nutrisi di lingkungan kultur mulai menurun (Gray,
etal., 2019). Selain itu, terjadinya proses sporulasi juga disebabkan karena kondisi
stres terhadap suhu di lingkungan yang ekstrim yang dapat mengganggu
metabolisme sel vegetatif (Munna, et al., 2015). Suhu berperan penting dalam
pertumbuhan bakteri dan pembentukan spora (Rey, et al.,, 1975). Spora yang
memiliki. resistensi terhadap panas ditentukan oleh kondisi lingkungan hidup
mikroorganisme selama proses sporulasi (Cook dan Gilbert, 1968; Mayou dan
Jezeski, 1977). Setiap spesies Bacillus mempunyai kisaran suhu yang berbeda-
beda untuk bersporulasi (Condon, et al., 1992). Menurut Lindsay, et al., (1999), B.
subtilis dapat bersporulasi pada rentang suhu yang luas yaitu 20-50 °C. Bakteri B.
coagulans dapat bersporulasi pada suhu 35-50°C (Fernandez-Coll dan Rodriguez
Toro, 1986), B. licheniformis STCC 4523 bersporulasi pada suhu 30-52 °C (Raso,
et al., 1995) dan B. psyclirossacalii-olyticus ATCC 2329 bersporulasi pada suhu 5-
20 °C (Michels dan Visser, 1976), Berdasarkan studi penelitian terdahulu tersebut
dapat disimpulkan bahwa bakteri yang termasuk ke dalam genus Bacillus mampu
bersporulasi pada rentang suhu 5-52°C bergantung pada spesies dan strain bakteri
yang digunakan.

Produksi spora Bacillus megaterium dapat dipengaruhi oleh kondisi pH di
lingkungan kultur. Derajat asam basa pada lingkungan kultur akan mempengaruhi

pertumbuhan bakteri dan proses terbentuknya spora (Tirloni, et al., 2017). pH pada
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kehidupan sel suatu mikroorganisme berperan penting di dalam reaksi kimia.
Banyak enzim intraselular menunjukkan aktivitas dan stabilitas yang optimal ketika
pH mendekati netral (Beilen dan Brul, 2013). Sporulasi B. subtilis terjadi pada pH
6-8, akan tetapi di bawah pH 6 produksi spora mengalami penurunan (Dawes dan
Mandelstam, 1970). Pengaruh pH terhadap sporulasi sering dihubungkan dengan
dosis karbon dan suhu pada lingkungan kultur. Berdasarkan penelitian Powell
(1951), sporulasi B. megaterium setelah 8 hari pada suhu 35 °C dengan
konsentrasi glukosa yaitu 6 mM pada pH 8,1 — 8,2 menunjukkan proses sporulasi
yang sempurna, akan tetapi pada dosis glukosa 12 mM dan 25 mM pada pH 8,1 —
8,2 tidak menunjukkan adanya proses sporulasi. Monteiro, et al. (2005)
menambahkan, setiap fase pertumbuhan bakteri hingga proses sporulasi memiliki
nilai pH yang berbeda-beda. Fase eksponensial menunjukkan pH menurun dari
6,7 hingga 6,5. Kemudian setelah mengalami awal proses dari sporulasi
mengakibatkan pH meningkat dari 6,5 sampai 9,0. Pada saat pH 9, konsentrasi
spora mencapai puncak tertinggi yaitu 4,2 x 108 spora/ml. Hasil sporulasi Bacillus
lain seperti B. cereus strain ATCC 7004 memproduksi spora 1,6 x 10° spora/ml
pada pH 7,0-7,2, akan tetapi strain Bacillus cereus strain ATCC 4342
memproduksi spora 2,0 x 10*° spora/ml pada pH 6,2-6,5. (Mazas, et al., 1997). B.
subtilis var. niger menghasilkan spora 1,1 x 108 dan 9,2 x 10’ pada B. cereus pada
pH 7, sedangkan B. stearothermophilus (2,4 x 107) pada pH 8,7 (Yazdany dan
Laskhari, 1975). Kondisi ini menunjukkan bahwa setiap strain Bacillus

membutuhkan pH yang berbeda-beda dalam proses sporulasi.

2.6 Probiotik dan Mekanismenya
Probiotik merupakan mikroorganisme hidup yang memiliki pengaruh
menguntungkan bagi kesehatan inang dengan cara meningkatkan kesimbangan

mikroba di usus (Neha, et al., 2012). Salah satu spesies yang dapat digunakan
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sebagai probiotik yaitu B. megaterium (Nakayama, et al., 2009; Andriani, et al.,
2017). Beberapa penelitian yang telah dilakukan mengenai pemanfaatan probiotik
Bacillus yaitu dapat meningkatkan imunitas dan resistensi udang vaname terhadap
white spot syndrome virus (WSSV) (Liu, et al., 2010), meningkatkan aktivitas
enzim protease dan amilase serta specific growth rate (SGR) ikan lele (Afrilasari,
et al., 2016) dan menurunkan kadar amonia, total suspended solid dan total
dissolved solid (TDS) pada sistem polikultur (Hura, et al., 2018).

Menurut Konuray dan Erginkaya (2018), berdasarkan bentuknya,
mikroorganisme probiotik dapat dibedakan menjadi dua yaitu bentuk spora dan
vegetatif. Umumnya mikroorganisme yang digunakan sebagai probiotik yaitu
dalam bentuk sel vegetatif (Ozusaglam, etal., 2010). Kelemahan sel vegetatif yang
telah diteliti yaitu pengaruh suhu ekstrim dan pH asam (lambung) dapat
membahayakan kehidupan sel vegetatif (Cebrian, et al.., 2017), terganggunya
kehidupan sel vegetatif pada saluran pencernaan organisme karena oksigen
terbatas, pH rendah dan garam empedu (Bernardeau, et al., 2017) serta
mengalami stres pada nutrisi yang terbatas (Terpou, et al., 2019).

Menurut Salminen, et al. (2004), terdapat beberapa genus bakteri yang
umumya dapat digunakan sebagai probiotik dalam kegiatan budidaya ikan yaitu
sebagai berikut:

1. Lactobacillus

Studi tentang Lactobacillus yang memiliki habitat pada kulit, insang dan
usus ikan pertama kali dilaporkan oleh Dyer pada tahun 1947 dalam sebuah studi
tentang ikan cod Atlantik (Gadus morhua L.). Setelah itu, sekitar empat belas tahun
kemudian, ditemukan Lactobacillus dari ikan hering (Clupea harengus L.).
Selanjutnya diketahui bahwa genus Lactobacillus ditemukan pada beberapa
golongan ikan seperti Cyprinidae, Escocidae, dan Percidae pada fase larva, benih,

dan juvenil.
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2. Carnobacteria

Penelitian pertama yang menunjukkan adanya strain Carnobacterium pada
ikan yaitu di dominansi hidup di saluran pencernaan. Umumnya ditemukan pada
bagian usus kecil dan besar dari salmon Atlantik pada fase juvenil, dan ditemukan
juga pada cod Atlantik pada fase juvenil atau fase dewasa.
3. Aerococcus

Strain Aerococcus jarang ditemukan di hewan air, dan hanya satu
penelitian yang melaporkan keberadaannya dalam usus ikan yaitu pada ikan jenis
salmon Atlantik.
4. Enterococcus

Bakteri dari genus Enterococcus sering ditemukan di ikan mas (Cyprinus
carpio) dan lobster air tawar (Macrobrachium rosenbergii) khususnya pada bagian
saluran pencernaan (usus).
5. Lactococcus

Strain Lactococcus ditemukan dan diisolasi dari beberapa hewan air.
6. Leuconostoc

Bakteri dari genus Leuconostoc ditemukan pada usus ikan Char Arktik.
7. Pediococcus

Strain Pediococcus acidilactici telah ditemukan dan diisolasi pada ikan.
Spesies bakteri yang termasuk ke dalam genus ini menunjukkan adanya beberapa
sifat probiotik meliputi produksi bakteriosin dan strain ini dikombinasikan dengan
Saccharomyces cerevisiae untuk proses pengayaan dari zooplankton nauplii
Artemia.
8. Streptococcus

Bakteri dari genus Streptococcus pada awalnya ditunjukkan sebagai

bagian dari mikrobiota usus pada ikan. Selama proses perkembangannya, genus
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dari bakteri ini telah ditemukan di lambung, usus kecil, dan usus besar dari
beberapa spesies ikan dan udang.
9. Vagococcus

Genus bakteri ini ditemukan dan telah diiisolasi dari ikan trout coklat.

Beberapa genus bakteri yang dapat digunakan sebagai probiotik dan
diisolasi pada saluraran pencernaan ikan nila meliputi Lactobacillus, Enterococus,
Pseudomonas, Bacillus, Streptococcus dan Leuconostoc (Reda, et al., 2017). Hai
(2015) menambahkan, Bacillus licheniformis, Enterococcus faecalis, Bacillus
pumilus, Lactobacillus lactis dan Bacillus subtilis diisolasi dari ikan Rainbow trout
dan Mugil cephalus mempunyai potensi yang besar untuk digunakan sebagai
probiotik. Probiotik pada industri akuakultur merupakan alternatif untuk mencegah
penyakit ikan daripada menggunakan antibiotik karena lebih ramah lingkungan
(Shefat, 2018).

Penggunaan Streptomyces sebagai probiotik dalam industri akuakultur
dapat berfungsi dalam menjaga organisme budidaya dari serangan patogen yang
dapat dilakukan dengan memproduksi metabolit sekunder seperti salah satunya
yaitu anti-quorum sensing untuk melawan bakteri Vibrio. Mekanisme probiotik dari
genus ini yaitu dapat memproduksi siderofor untuk menghambat pertumbuhan
patogen. Selain itu, senyawa anti-virus juga dihasilkan oleh probiotik Streptomyces
dapat mencegah serangan infeksi virus white spot syndrome virus (WSSV).
Probiotik ini dapat mengurangi konsentrasi amonia dan nitrit yang bersifat racun di
lingkungan perairan. Di sisi lain, probiotik Streptomyces dapat meningkatkan
pertumbuhan organisme budidaya melalui penyediaan sumber protein yang baik.
Eksoenzim hidrolitik yang dikeluarkan oleh Streptomyces dapat meningkatkan laju
aktivitas amilotik dan proteolitik dalam saluran pencernaan organisme budidaya.

Sehingga efisiensi penggunaan pakan menjadi lebih efisien yang berdampak pada
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rendahnya FCR yang dihasilkan. Mekanisme kerja probiotik pada kegiatan

budidaya disajikan pada Gambar 6 (Loh, et al., 2016).
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Gambar 6. Mekanisme Kerja Probiotik Bakteri Steptomyces dan Aplikasinya
dalam Akuakultur (Loh et al., 2016).

Implementasi probiotik pada industri akuakultur dapat digunakan sebagai
penyedia makanan hidup untuk meningkatkan kualitas air dan respon imun suatu
organisme budidaya. Bakteri yang dapat digunakan sebagai kandidat probiotik
dapat diisolasi melalui berbagai macam sumber seperti saluran pencernaan, lendir
ikan dan sedimen perairan. Beberapa agen bakteri gram positif seperti Bacillus sp.
dapat mengubah bahan organik baik yang bersifat terlarut dan partikulat yang
beracun pada media pemeliharaan ikan dapat menjadi menguntungkan bagi ikan
dan fitoplankton. Aplikasi probiotik pada kegiatan budidaya dapat ditambahkan ke
inang atau lingkungan sekitarnya dalam beberapa cara, seperti: (i) Penambahan
pada pakan buatan, (ii) penambahan ke media budidaya ikan atau udang, (iii)

perendaman, dan  (iv) penambahan melalui pakan alami melalui proses
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bioenkapsulasi (Jamal et al., 2019). Mekanisme fungsi probiotik pada kegiatan

budidaya udang disajikan pada Gambar 7.
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Gambar 7. Mekanisme Fungsi Probiotik pada Budidaya Udang (Jamal et al., 2019)

2.7 Spora Bacillus sebagai Probiotik

Probiotik spora Bacillus spp. (Bacillus subtilis, B. Clausii, B. Cereus, B.
Coagulans dan B. Licheniformis) memiliki beberapa keuntungan jika dibandingkan
dengan bakteri yang berbentuk non-spora (contohnya Lactobacillus spp). Menurut
Cutting (2011) : (i) spora dapat disimpan pada suhu ruangan dan dalam bentuk
desikasi tanpa ada pengaruhnya pada viabilitasnya, dan (ii) spora mampu
bertahan hidup pada pH rendah dalam gastric barrier. Studi pemanfaatan spora
bakteri sebagai probiotik dalam kegiatan budidaya perikanan beberapa tahun
belakangan ini mulai dikembangkan. Pemanfaatan spora sebagai kandidat
probiotik harus dilakukan beberapa tahapan seleksi bakteri pembentuk endo-
spora agar memenuhi- standar sebagai kandidat probiotik. Setelah bakteri
pembentuk spora diisolasi, kemudian dilakukan identifikasi dan karakterisasi

fenotip, kemampuan produksi enzim, analisis total asam lemak secara seluler dan
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pengujian 16S rDNA serta identifikasi secara filogenetik (Bayane, et al., 2010).

Tahapan seleksi probiotik secara sistematis disajikan pada Gambar 8.

Fish
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Gambar 8. Skema Seleksi Mikroorganisme sebagai Kandidat Probiotik (Ghosh
dan Ray, 2017).

Aplikasi spora B. velezensis AP193 yang ditambahkan ke pakan ikan
dengan dosis 8% (v/w) (konsentrasi akhir 4 x 10" CFU/g pakan) menunjukkan
tingginya rata-rata berat ikan Ictalurus punctatus sebesar 40,08 gram jika
dibandingkan dengan perlakuan kontrol atau tanpa pemberian spora (28,55 gram)
selama 10 minggu pemeliharaan (Garcia-Marengoni, et al., 2015). Mekanisme
spora Bacillus sebagai probiotik yaitu adanya kemampuan spora dalam
berkecambah di saluran pencernaan ikan (Gambar 9). Spora akan berkecambah
dengan adanya nutrisi dan kondisi lingkungan yang menguntungkan (Swick, et al.,

2016). Ketersediaan nutrisi akan mengaktifkan reseptor yang terlibat dalam proses
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perkecambahan sehingga menyebabkan terjadinya pelepasan ion Ca?* dan DPA
(dipicolinic acid) dari inti spora. Reseptor yang terikat terletak di membran akan
memicu terjadinya pelepasan DPA dan memungkinkan air masuk ke inti spora.
Hidrasi ini mengaktifkan enzim spora yang menghidrolisis korteks spora untuk
memulai proses perkecambahan. Hidrolisis korteks dan pelebaran korteks
selanjutnya memungkinkan hidrasi penuh dari inti spora. Selama proses
perkecambahan, DPA dilepaskan secara cepat. Selain itu, Ca?* dan DPA yang
dilepaskan dari satu spora dapat merangsang perkecambahan spora lainnya
(Setlow, 2003). Spora dalam pakan berkecambah dan menjadi aktif secara
metabolik dalam saluran pencernaan untuk mengeluarkan enzim pencernaan
(Bernardeau, et al., 2017). Pada aplikasian spora yang diberikan ke pakan udang
menunjukkan bahwa sebagian besar spora akan melewati saluran pencernaan
dalam waktu yang cepat. Sedangkan beberapa spora akan terakumulasi di
epitelium dan selanjutnya terjadi proses germinasi menjadi sel vegetatif setelah 4
jam pemberian pakan. Spora yang telah berkolonisasi memiliki peranan penting
untuk meningkatkan jumlah mikrobiota di usus dan memberikan keuntungan pada

inang (Nguyen, et al., 2018).
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Gambar 9. Model Spora di Saluran Pencernaan Udang (Nguyen, et al., 2018)



-
o
<

e
s |
—
jE—
o

—
L= ]
o
e
(=5 ]
j=—

25

2.8 Media Tumbuh Alternatif Spora Bacillus

Perkembangan penggunaan media alternatif dengan biaya yang murah
untuk produksi spora terus dilakukan yang dapat bersumber dari limbah buangan
industri dan produk agrikultur (Robl, et al., 2009; Ernandes, et al., 2013). Produk
pertanian dapat dijadikan alternatif substrat untuk sporulasi bakteri karena memiliki
ketersediaan karbon organik yang mencukupi untuk kehidupan bakteri. Produk
pertanian dengan harga murah yang dapat digunakan sebagai substrat karbon
yaitu ubi jalar (Impomoea batasil), akar singkong (Manihot esculenta), beras
(Oryza sativa) dan beras ketan (Oryza sativa var. glutinosa). Hasil penelitian
menunjukkan bahwa keempat substrat dari produk pertanian tersebut dapat
mendukung produksi spora Bacillus KKUO2 dan Bacillus KKUO3 dengan hasil yang
lebih tinggi jika dibandingkan dengan perlakuan kontrol nutrient broth. Perlakuan
dengan penggunaan akar singkong dan ubi jalar memiliki produksi spora Bacillus
KKUO2 dan Bacillus KKUQ3 tertinggi secara berturut-turut yaitu 1,62 x 108 dan 6,61
x 10® spora/ml (Wangka-Orm, et al., 2014).

Penelitian lainnya menggunakan tiga produk sampingan dari kegiatan
industri sebagai media produksi spora Bacillus yaitu campuran molase dan
kedelai, sukrosa dengan media keju whey dan media limbah industri jagung. Hasil
kepadatan spora dari ketiga produk sampingan industri tersebut dengan molase
dan tepung kedelai- menghasilkan produksi spora tertinggi yaitu 5,9 x 108 spora/ml
(Salazar-Magallon, et al., 2015). Media alternatif lain yang dapat digunakan untuk
produksi spora juga telah diteliti oleh Gopinathan, et al. (2016), penggunaan
sumber karbon (tebu) dan sumber nitrogen (bubuk kedelai) dapat digunakan
secara efektif dengan biaya yang lebih murah jika dibandingkan dengan sukrosa
dan glukosa sebagai komponen media untuk produksi spora bakteri Bacillus

thuringiensis.
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2.9 Kepadatan Vegetatif dan Kepadatan Spora

Kepadatan sel vegetatif di lingkungan dipengaruhioleh ketersediaan karbon.
Tingginya dosis karbon yang diberikan, menyebabkan tingginya produksi sel
vegetatif di media tumbuh. Berdasarkan penelitian Yuksekdag and Aslim (2008),
tingginya konsentrasi karbon di lingkungan mengindikasikan bahwa tingginya
pertumbuhan Lactobacillus delbrueckii and Streptococcus thermophilus. Karbon
berperan penting di dalam menyediakan sumber energi khususnya untuk bakteri
heterotrofik (Escobar, et al., 2001). Menurut Hassan, et al. (2014), ketersediaan
sumber karbon dilingkungan mempengaruhi pertumbuhan sel dan produksi asam
laktat. Seleksi media kultur merupakan indikator yang sangat penting untuk
pertumbuhan sel yang bergantung pada kebutuhan nutrisi mikroorganisme (Basu,
et al., 2015).

Kepadatan spora di media umumnya terbentuk ketika terjadi penurunan sel
vegetatif. Kepadatan spora tersebut akan terus meningkat sejalan dengan
kepadatan sel vegetatif yang semakin menurun (Ubong, et al., 2019). Konsentrasi
sumber karbon merupakan faktor utama dalam pembentukan spora (Yuniarti, et
al., 2019). Konsentrasi karbon harus berada dalam kondisi optimal, karena jika
berlebih karbon dapat menghambat produksi spora dari suatu bakteri (Posada-
Uribe et al., 2015). Tingginya dosis karbon di lingkungan kultur dapat menghambat
produksi enzim yang terlibat dalam proses sporulasi (Monteiro, et al., 2014).
Kondisi ini mengindikasikan bahwa ketersediaan dosis karbon di lingkungan harus

menyesuaikan strain bakteri yang digunakan.

2.10 Efisiensi Sporulasi
Efisiensi sporulasi merupakan perbandingan antara kepadatan maksimum
sel vegetatif dengan spora. Menurut Uono, et al. (2019), peningkatan efisiensi

sporulasi B. coagulans dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu karbohidrat, garam
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mineral, pH di kultur media. Selain itu, konsentrasi glukosa sebagai sumber karbon
sebaiknya dikurangi jumlahnya karena dapat mengurangi hasil efisiensi sporulasi
(Monteiro, et al., 2014). Beberapa penelitian menunjukkan bahwa kadar glukosa
yang rendah (2 gram/liter) dapat meningkatkan produksi spora yaitu 0,51 x 10°
cfu/ml dan 1,87 x 10° cfu/ml dengan efisiensi sporulasi 50,7% dan 93,2 % (Posada-
Uribe, et al.,, 2015).

Efisiensi sporulasi yang tinggi dapat diinisasi dengan pembentukan spora
yang banyak dari kepadatan sel vegetatif tertinggi. Penambahan mineral ke dalam
media kultur merupakan salah satu upaya yang dapat dilakukan untuk eningkatkan
efisiensi sporulasi. Penambahan konsentrasi kalsium sebanyak 0,5 sampai 2 mM
dapat meningkatkan kepadatan B. licheniformis mencapai 9,15 — 9,24 log cfu/mi
(Sinnela, et al., 2019). Penelitian lain menunjukkan bahwa sumber karbon berupa
asetat dengan konsentrasi kurang dari 0,04% dapat meningkatkan efisiensi

sporulasi (Taxis, et al., 2005).

2.11 Laju Pertumbuhan dan Waktu Generasi

Laju pertumbuhan bakteri secara umum mempengaruhi fisika kimia dari sel
bakteri. Pertumbuhan eksponensial yang didapat menyebabkan sel harus berada
pada kondisi replikasi, pembelahan fisika dan biomassa bakteri yang konstan
untuk mendapatkan laju pertumbuhan yang diinginkan (Hagen, 2010). Laju
pertumbuhan bakteri dipengaruhi oleh nutrisi khususnya ketersediaan karbon
(glukosa, fosfat atau triptopan) (Shehata dan Marr, 1971). Selain itu, suhu juga
mengontrol perkembangan populasi mikroba yang berhuhungan dengan laju
pertumbuhan dan waktu generasi (Ratkowsky, et al., 1982). Kondisi pH di
lingkungan juga berdampak terhadap laju pertumbuhan bakteri. Menurut Leroi, et
al. (2012), Brochothrix thermosphacta dapat tumbuh dengan baik hingga pH 4,8.

Akan tetapi berbeda dengan Vibrio alginolyticus yang mengalami penghambatan
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pertumbuhan pada kondisi pH 3 dan 4 (Kurniawan, et al., 2018). Laju pertumbuhan
yang rendah dapat disebabkan karena adanya proses penyesuaian reaksi
enzimatik dan metabolisme untuk beradaptasi dengan kondisi asam dalam media
kultur (Farid dan Larsen, 1981).

Waktu generasi merupakan waktu yang dibutuhkan oleh sel bakteri untuk
membelah dalam mencapai populasi tertinggi (Painter, 1975; Soro-Yao, et al.,
2014). Pengaruh iradiasi cenderung akan meningkatkan waktu generasi yang
dihasilkan oleh suatu bakteri. Waktu generasi dapat dihitung dengan mengambil
bagian pertumbuhan yang menunjukkan paling curam dari suatu kurva
pertumbuhan yang dapat diamati melalui nilai absorbansi pada waktu pengamatan
tertentu (Venugopal dan Dickson, 1999). Setiap bakteri dengan isolasi dan strain
di tempat yang berbeda akan menghasilkan waktu generasi bakteri yang berbeda-

beda (Koseki dan Itoh, 2001).

2.12 Pengamatan Morfologi Spora melalui Scanning Electron Microsocpy

(SEM)

Perkembangan teknologi SEM secara komersil dimulai pada tahun 1965 dan
terjadi peningkatan penggunaan peralatan ini sebagai alat penelitian (Collect,
1970). SEM merupakan teknik pilihan untuk menganalisis suatu permukaan
spesimen seperti misalnya mikroorganisme bakteri dan jamur (Garland, et al.,
1979). Tata letak SEM yang terdiri dari beberapa komponen meliputi elektron gun
(sumber elektron dan anoda), lensa elektromagnetik yang berfungsi untuk
memfokuskan elektron, ruang hampa berfungsi untuk.- menampung spesimen dan
terdapat sejumlah detektor yang berfungsi untuk mengumpulkan sinyal yang
dipancarkan dari spesimen (Inkson, 2016). Diagram skematik komponen dari

mikroskop SEM disajikan pada Gambar 10.



29

Electron
source

Anode

-
o
(o=

-2
—_—
—
T
o

)
)
=
=
s

Condensor
lenses

Amplifier

Objective
lens

Back-scanerad
lectron detector -

//
o — g s
=  \l/ & o
\
- \ ‘_ ,"‘ electron detector
\ /
— \ f /
AN
[ 1)
\4% Sample
— .
£ kS

Gambar 10. Diagram Skematik Komponen Inti dari SEM (Inkson, 2016).

Penggunaan SEM pada bidang penelitian dapat mengamati bentuk tiga
dimensi dari bakteri. Teknologi ini terus mengalami perkembangan hingga
mengamati permukaan dari spora bakteri (Umeda dan Amako, 1980). Beberapa
permukaan spora telah diamati pada berbagai bakteri seperti B. polymyxa (Murphy
dan Campbell, 1969), B. subtilis (Ulrich, et al., 2018) dan B. thuringiensis (Mukhija
dan Khanna, 2018). Spora Bacillus yang telah diamati melalui SEM disajikan pada

Gambar 11.

Gambar 11. Spora B. subtilis dengan Perlakuan DMSO yang Diamati dengan SEM
(Lawrence, et al., 2009).
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3. KERANGKA KONSEP PENELITIAN

3.1 Landasan Teori

Salah satu upaya yang dilakukan untuk mengatasi permasalahan probiotik
yang masih menggunakan mikroorganisme dalam bentuk sel vegetatif yaitu
dengan memanfaatkan spora untuk dijadikan sebagai probiotik. Menurut Soni, et
al. (2016), spora merupakan bentuk dorman bakteri sebagai sebuah respon
terhadap kondisi lingkungan yang merugikan (pH, nutrisi yang terbatas, desikasi
dan suhu). Poehlein, et al. (2013) menambahkan, beberapa bakteri gram positif
(filum Firmicutes, kelas Bacilli dan Clostridia) dan bakteri gram negatif (Sporamusa
ovata, filum Firmicutes, kelas Negativicutes) merupakan golongan bakteri yang
dapat memproduksi spora. Pemanfaatan spora bakteri sebagai probiotik mulai
dikembangkan dalam beberapa tahun terakhir. Hasil beberapa penelitian
menunjukkan bahwa penambahan spora Bacillus ke pakan dapat meningkatkan
pertumbuhan ikan Seriola quingrueradiata (Kozasa, et al., 1986), pertumbuhan
larva ikan turbot (Verschuere, et al.,, 2000) dan pertumbuhan udang galah
(Wangka-Orm, et al., 2014). Selain kemampuan spora yang resisten terhadap
perubahan lingkungan, daya simpan spora mencapai ratusan tahun merupakan
indikator untuk menggunakan spora sebagai probiotik (Vreeland, et al., 2000).

Mekanisme probiotik dalam bentuk spora yaitu adanya kemampuan
bergerminasi ketika tersedianya nutrisi. Nutrisi yang dibutuhkan yaitu tersedianya
sumber karbon (seperti fruktosa) dan L-alanin yang hanya terdapat pada usus kecil
suatu organisme (Moir dan Smith, 1990; Casula dan Cutting, 2002). Selain itu,
spora yang masuk ke dalam usus kecil dengan kepadatan yang tinggi dapat
berinteraksi dengan jaringan limfoid yang berhubungan dengan saluran
pencernaan (GALT) yang akan menstimulasi sistem imun untuk mekanisme

probiotik (Hong, et al., 2005). Kemampuan spora dalam bertahan hidup pada
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kondisi asam di lambung, sehingga nantinya akan mencapai saluran pencernaan
organisme dan memberikan pengaruh yang menguntungkan melalui sekresi zat
aktif (La Ragione, et al., 2001; Barbosa, et al., 2005).

Produksi spora B. megaterium sebagai kandidat probiotik dipengaruhi oleh
beberapa faktor yaitu adanya pengaruh media dan lingkungan (Purnawati, et al.,
2014). Komponen nutrisi yang diperlukan pada media tumbuh spora Bacillus yaitu
sumber karbon, garam mineral dan sumber nitrogen (Amin, et al., 2008;
Sarrafzadeh, 2012; Berikashvili, et al., 2017). Komposisi media tumbuh yang
optimal menjadi indikator penting untuk mendapatkan produksi spora yang tinggi.
(Sarrafzadeh, 2012; Awad, et al., 2015). Beberapa faktor yang dievaluasi untuk
mendapatkan media tumbuh yang optimal yaitu kandungan karbon dan nitrogen
dari media (Mishra, et al., 2016), rasio C/N (Santos-Villalobos, et al., 2012;
Dinarvand, et al., 2013), dosis karbon (Gao and Liu, 2009) serta faktor lingkungan
(suhu dan pH) (Baril, et al., 2012; Trunet, et al., 2015).

Penelitian mengenai pemanfaatan sumber nitrogen dan mineral telah
banyak dilakukan, akan tetapi ketersediaan sumber karbon sebagai faktor
pembatas dalam menyeimbangkan rasio C:N menjadi sangat penting untuk
diperhatikan. Selain itu, ketersediaan sumber karbon yang umum digunakan
dalam memproduksi spora yaitu glukosa dan laktat yang apabila diberikan dengan
dosis karbon berlebih dapat meningkakan keseluruhan biaya operasional (de
Vries, et al., 2005; Tyagi dan Suresh, 2016). Perkembangan media tumbuh spora
mulai menggunakan bahan yang memiliki biaya operasional yang murah dan
mudah didapat. Penggunaan media biakan spora yang berasal dari produk
pertanian terus dikembangkan (Chen, et al., 2010).

Selain faktor media, faktor lingkungan merupakan faktor penting yang harus
diperhatikan. Beberapa faktor lingkungan yang mempengaruhi pertumbuhan

spora yaitu waktu inkubasi, suhu dan pH. Berdasarkan studi peneltiian
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sebelumnya, perlakuan suhu tinggi yang diberikan dengan waktu inkubasi yang
berbeda dapat mempengaruhi ketanahan panas dari spora (Sang-Wook dan Sim,
2006) serta kelangsungan hidup spora (Prentice dan Clegg, 1974). Perbedaan pH

pada media kultur juga mempengaruhi proses sporulasi dan efisiensi sporulasi
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yang dihasilkan dengan waktu inkubasi yang berbeda (Monteiro, et al., 2005).
Pemanfaatan media tumbuh alternatif (low cost medium) yang berasal dari
produk pertanian seperti tepung tapioka, tepung terigu dan tepung jagung dengan
dosis optimal diharapkan dapat mengurangi biaya produksi spora tanpa
mempengaruhi kepadatan spora yang dihasilkan. Sehingga produksi spora B.
megaterium  yang dievaluasi - dari. beberapa faktor media dan lingkungan
diharapkan dapat meningkatkan produksi spora dan  efisiensi sporulasi B.

megaterium. Kerangka konsep penelitian dapat dilihat pada Gambar 12.

3.2 Kerangka Konsep Penelitian

. Spora .
Media Bacillus megaterium Lingkungan
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A 4

Peningkatan produksi spora
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Gambar 12. Kerangka Konsep Penelitian
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3.3 Kerangka Operasional
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|
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Gambar 13. Kerangka Operasional Penelitian
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digunakan
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3.4 Kebaruan Penelitian

34

Analisis kebaruan penelitian yang  belum dilakukan dari penelitian

sebelumnya mengenai media tumbuh spora yaitu penggunaan produk pertanian

(tepung tapioka, tepung terigu dan tepung jagung) yang dievaluasi dari beberapa

faktor (dosis karbon, suhu dan pH) dalam memproduksi spora B. megaterium.

Berdasarkan kajian literatur (Tabel 1), penelitian mengenai media tumbuh spora

membahas mengenai media tumbuh alternatif lain yang bersifat ramah lingkungan

dalam memproduksi spora.

Tabel 1. Penelitian Terdahulu yang Menggunakan Media Tumbuh Alternatif

No

Judul

Tahun

Peneliti

Hasil

Optimization of
Enhanced Probiotic
Spores  Production in
Submerged Cultivation of
Bacillus
Amyloliquefaciens B-
1895

Evaluation of Industrial
by-Products  for  the
Production of Bacillus
thuringiensis Strain

2017

2015

Tamar Khardziani,
Kakha  Sokhadze,
Eva Kachishvili,
Vladimir Chistyakov
dan Viadimir
Elisashvili

Salazar-Magallon,
Hernandez-
Velazquez, Alvear-
Garcia, Arenas-Sos
dan Pefa-Chora

Pemanfaatan bahan yang
mengandung lignoselulosa
dapat digunakan sebagai
media  untuk  produksi
spora. Pada penelitiannya
menunjukkan bahwa
produksi spora tertinggi
yaitu 10,8 x 108 spora/ml,
kemudian diikuti dengan
biji gandum dan dedak
gandum dengan produksi
spora berturut-turut yaitu
9,0 x 10® dan 8,9 x 108
spora/ml. Selain itu,
penelitian ini juga menguiji
mengenai sumber nitrogen
dalam  produksi  spora
dengan hasil tertinggi yaitu
pada KNO; 23,4 x 108
spora/ml dan ekstrak
yeast 15 x 10® spora/ml.

Tiga produk = sampingan
dari ' kegiatan industri
digunakan dalam produksi
spora Bacillus. Hasil ketiga
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Judul Tahun Peneliti Hasil
GP139 and the produk sampingan
Pathogenicity when tersebut yaitu  molase
Applied to Bemiia tabaci dengan tepung kedelai
Nymphs menghasilkan 5,9 x 10®
spora/ml, sukrosa dengan
media keju whey spora
4,95 x 108 spora/ml dan
media  limbah industri
jagung dengan sukrosa
menghasilkan 2,04 x 10®
spora/ml.
Low Cost Medium for 2014 Charkrit Wangka- Penggunaan ekstrak cair
Spore Production of Orm, Sirirat  dari singkong yang direbus
Bacillus~ KKU02  and Deeseenthum and sebanyak 200 g/L dapat
KKUO03 and the Effects of Vichai dijadikan sebagai sumber
the Produced Spores on Leelavatcharamas karbon organik dengan
Growth of Giant harga murah yang
Freshwater Prawn ditambah 20 g/L dekstrosa
(Macrobrachium sebagai  ‘media produksi
rosenbergii de Man) spora. Hasil  produksi
spora yang didapat yaitu
Bacillus KKUO2 sebesar
8,32 x 108 spora/ml dan
Bacillus KKUO3 vyaitu 1,35
x 108 spora/ml.
Development of a Cost 2010 Mohammad Media lokal yang memiliki
Effective  Medium = for Shojaaddini, jumlah  produksi  spora
Production of Bacillus Moharramipour, yang tertinggi yaitu
thuringiensis Mahyash campuran kacang tanah,

Bioinsecticide Using
Food Barley

Khodabandeh, dan
Talebi

gandum dan larutan garam
dengan produksi spora
yaitu 9,58 x 108 spora/ml.
Kemudian  diikuti  oleh
campuran - media  pati,
larutan garam dan kacang
tanah dengan produksi
spora 9,39 x 108 spora/ml.
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“(-é. No Judul Tahun Peneliti Hasil

—g 5. Evaluation of the Growth 2009  Dhingra dan Penelitiannya

- Pattern of Bacillus Chaudhary menggunakan media lokal
:5 thuringiensis Bty in sebagai sumber karbon
E Differet Media Containing untuk pertumbuhan bakteri
o Low-Cost Agro-Industrial B. thuringiensis dengan
% Based Carbon Sources hasil tertinggi yaitu pada
-

ekstrak kentang dengan
konsentrasi - 1,2%  yaitu
1,24 x 10 cfu/ml. Jika
dibandingkan dengan
control Luria Bertani Broth
(LB) hanya 1,1 x 10%°
cfu/ml Hasil ini
menunjukkan bahwa
medium LB dapat
digantikan dengan ekstrak
kentang yang memiliki
sumber karbon dengan
harga yang lebih murah.

3.5 Hipotesis Penelitian
Hipotesis pada penelitian ini yaitu sebagai berikut :

HO : media, dosis dan optimasi lingkungan yang sesuai tidak memberikan
pengaruh terhadap produksi spora, efisiensi sporulasi, karakter
morfologi dan kualitas spora Bacillus megaterium.

H1 : ‘media, dosis dan optimasi lingkungan yang sesuai memberikan
pengaruh terhadap produksi spora, efisiensi sporulasi, karakter

morfologi dan kualitas spora Bacillus megaterium.

3.6 Strategi Publikasi

Publikasi karya ilmiah merupakan tahapan setelah dilakukan penelitian.
Publikasi dipersyaratkan pada Pelaksanaan Kurikulum Program Magister
Budidaya Perairan, Fakultas Perikanan dan limu Kelautan Universitas Brawijaya

adalah Jurnal Nasional Terakreditasi dan Jurnal Internasional. Hasil penelitian ini

&




-
o
<

A
—
—
jE—
o

G
L= ]
o
o T
[« B
j=—

37

akan dipublikasikan pada salah satu jurnal Internasional terindex Scopus yang
dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Strategi Publikasi

No. Judul Jurnal Keterangan

1 Effect of different carbon 10P Conference Series Published
doses of Tapioca flour on Earth and Environmental
vegetative cells and Science
spore  production  of
Bacillus megaterium
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4. MATERI DAN METODE PENELITIAN

4.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus — Desember 2019, untuk
pengujian C/N organik media tumbuh spora dilakukan di Laboratorium Kimia
Tanah, Fakultas Pertanian, Universitas Brawijaya. Optimasi media tumbuh
alternatif dan pewarnaan spora B. megaterium dilakukan di Laboratorium
Budidaya Ikan divisi Penyakit dan Kesehatan Ikan, Fakultas Perikanan dan limu
Kelautan, Universitas Brawijaya. Pengujian SEM spora B. megaterium dilakukan

di Institut Biosains, Universitas Brawijaya.

4.2 Materi Penelitian

Materi penelitian ini adalah karakter B. megaterium dalam memproduksi
spora yang akan diberi perlakuan perbedaan media alternatif (sumber dan dosis
karbon) serta pengaruh optimasi lingkungan yang berbeda (suhu dan pH). Media
alternatif dengan dosis terbaik yang didapat pada tahap pertama akan dievaluasi
pada tahap kedua dengan perbedaan lingkungan kemudian pada tahap ketiga
diamati kualitas dan ukuran dan morfologi spora yang terbentuk pada media
optimal yang dibandingkan dengan media komersil. Paramater utama yang diukur
pada penelitian ini yaitu kepadatan sel vegetatif, kepadatan spora, efisiensi
sporulasi, kepadatan spora yang bergerminasi, growth rate sel vegetatif, growth
rate spora, waktu generasi sel vegetatif dan ukuran spora B. megaterium.
Parameter penunjang yang diukur terdiri dari visualisasi morfologi spora pada

media optimal melalui pengujian SEM.

4.3 Alat dan Bahan Penelitian

4.3.1 Alat — Alat Penelitian

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini disajikan pada Tabel 3.
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Tabel 3. Peralatan Penelitian

No. Alat Fungsi
1 Autoklaf GEA® Untuk sterilisasi basah alat-alat yang
digunakan dengan suhu 121°C,
tekanan 1 atm selama 15 menit.
2 Lemari pendingin Cooltech Untuk tempat penyimpanan bahan
Bio® pada suhu dingin
3 Erlenmeyer 250 ml dan 500 Untuk tempat pembuatan —media
ml Pyrex® nutrient agar (NA)
4 Erlenmeyer 100 ml Pyrex® Untuk tempat media uji spora
5 Gelas ukur 100 ml Herma® Untuk menakar larutan yang akan
digunakan
6 Cawan petri Pyrex® Untuk tempat media tumbuh bakteri B.
megaterium pada media padat nutrient
agar (NA)
7 Tabung reaksi Pyrex® Untuk tempat peremajaan dan
pengenceran bakteri B. megaterium
8 Bunsen Untuk pengkondisian aseptis
9 Timbangan digital Untuk menimbang bahan dengan
ketelitian 102 gram
10 Colony Counter Scan® 1200 Untuk menghitung jumlah koloni
Interscience bakteri B. megaterium
11 Rak tabung reaksi Untuk tempat tabung reaksi
12  Hot plate IEC® Untuk memanaskan media tumbuh
bakteri yang akan digunakan dan
memanaskan sampel spora
13 Timbangan analitik Radwag® Untuk menimbang bahan dengan
ketelitian 10 gram
14  Vortex mixer Maxi Mix [I® Untuk menghomogenkan larutan
15 = Mikropipet volume 100-1.000 Untuk mengambil bahan dalam bentuk
pl Socorex Swiss® cairan dengan volume 100-1.000 pl
16  Mikropipet volume 0,5-10 pl Untuk mengambil bahan dalam bentuk
Socorex Swiss® cairan dengan volume 0,5 — 10 ul
17 Inkubator redLINE by Binder® Untuk —menginkubasi media yang
sudah ditanami bakteri pada  suhu
yang diinginkan
18  Bola hisap Untuk -membantu mengambil larutan
melalui pipet volume
19  Triangle Untuk membantu dalam penanaman
bakteri B. megaterium dengan metode
tebar
20 Oven redLINE by Binder® Untuk mengeringkan cawan petri agar
tidak terkontaminasi mikroorganisme
21  Washing bottle Untuk tempat akuades

22

pH paper

Untuk mengatur pH pada media uji

39
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Tabel 3. (Lanjutan)

No. Alat Fungsi

23  Sprayer Untuk tempat menyimpan alkohol dan
mineral-mineral dalam bentuk cair

24 Spatula Untuk menghomogenkan  mineral-
mineral  yang ditambahkan pada
media uji

25 Jarum ose Pyrex® Untuk menginokulasi bakteri saat akan
dikultur

26 Pipet volume Pyrex® Untuk mengambil larutan sebanyak 1-
10 ml

27  Blue tip Untuk memindahkan sampel dengan
bantuan mikropipet dengan volume
maksimal 1.000 ul

28  White tip Untuk memindahkan sampel dengan
bantuan mikropipet dengan volume
maksimal 10 pl

29 Sendok media Untuk membantu mengambil bahan
yang digunakan dalam pembuatan
media

30  Spuit 50 ml Untuk menampung mineral sebelum
difilter menggunakan filter 0,45 pm

31 Filter 0,45 pm Untuk memfilter mineral MnSO,. H-0,
FeS0O,. 7H,O dan CaCl,. 2H,0

32 Corong Untuk membantu menyaring mineral
menggunakan kertas saring

33  Haemocytometer Untuk mengamati sel vegetatif dan
spora di bawah mikroskop

34  Cover glass Untuk  melapisi ~ haemocytometer
sebelum diamati di bawah mikroskop

35 Botol valcon 15 ml Untuk tempat mengencerkan sampel
dengan akuades

36 -~ Beaker glass 500 ml Untuk tempat memanaskan sampel
spora di atas hot plate

37  Handtally counter Untuk  membantu menghitung sel
vegetatif dan spora yang diamati
menggunakan haemocytometer

38 Laminar Air Flow (LAF) Untuk tempat dalam melakukan

AirTech® pengenceran, penanaman bakteri dan

pengkayaan media uji

39 Inkubator shaker Untuk tempat inkubasi bakteri dalam
media cair Nutrient Broth dan media uji

40  Object glass Untuk tempat dalam mengamati

bakteri dan spora B. megaterium saat
pewarnaan dibawah mikroskop

40
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Tabel 3. (Lanjutan)
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No. Alat

Fungsi

41  Mikrotube 2 ml

42 Mikroskop olympus CX21

43 Scanning
Microscopy (SEM)
44  Sentrifuge

45 Spektrofotometer

Electron

Thermo

Scietific™ Type Genesys 20

46  Gold sputter coating machine

Untuk wadah pengambilan sampel sel

vegetatif dan spora

Untuk mengamati morfologi bakteri
dan spora B. megaterium

Untuk mengamati morfologi spora B.
megaterium

Untuk memisahkan supernatant dan
pellet bakteri dalam preparasi SEM
Untuk mengukur panjang gelombang
bakteri dalam menentukan kepadatan
atau optical density B. megaterium
Untuk melapisi preparat SEM dengan
menggunakan emas

4.3.2 Bahan Penelitian

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini disajikan pada Tabel 4.

Tabel 4. Bahan Penelitian

No. Bahan

Fungsi

1 Tepung tapioka
2 Tepung jagung

3 Tepung terigu

4 Glukosa
5 Ekstrak yeast
6 CaCOs

7 MgSOQO., 7TH.0
8 FeSO,. 7H.0
9 MnSQO,. HO

10 CaClz. 2H;0

11 Media Nutrient Broth (NB)

12 Media Nutrient Agar (NA)
13 Bakteri B. megaterium

14 Ammonium chlorida

Sebagai sumber karbon alternatif untuk
produksi spora B. megaterium

Sebagai sumber karbon alternatif untuk
produksi spora B. megaterium

Sebagai sumber karbon alternatif untuk
produksi spora B. megaterium

Sebagai sumber karbon komersil untuk
produksi spora bakteri B. megaterium
Sebagai sumber nitrogen komersil untuk
produksi spora bakteri B. megaterium
Sebagai mineral pengkaya dalam
produksi spora bakteri B. megaterium
Sebagai mineral pengkaya dalam
produksi spora bakteri B. megaterium
Sebagai mineral pengkaya dalam
produksi spora bakteri B. megaterium
Sebagai mineral pengkaya dalam
produksi spora bakteri B. megaterium
Sebagai mineral pengkaya dalam
produksi spora bakteri B. megaterium
Sebagai media cair peremejaan bakteri
dan  media germinasi spora B.
megaterium

Sebagai media tumbuh B. megaterium

Sebagai bakteri yang digunakan untuk
perlakuan
Sebagai

perlakuan

sumber  nitrogen  pada
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Tabel 4. (Lanjutan)
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No. Bahan Fungsi

15 Natrium chloride Sebagai bahan pembuatan larutan
natrium fisiologis 0,9% dan bahan yang
ditambahkan pada media NA

16 Akuades Sebagai bahan pelarut

17 Alumunium Foll Sebagai bahan yang digunakan untuk
membungkus alat

18 Spirtus Sebagai bahan bakar bunsen

19 Plastik warp Sebagai pembungkus erlenmeyer dan
cawan petri yang berisi media steril

20 Kapas Sebagai bahan untuk menutupi ujung
tabung reaksi dan ujung erlenmeyer
pada saat sterilisasi

21 Alkohol 70% Sebagai bahan untuk pengkondisian
aseptis

22 Kertas HVS Sebagai pembungkus peralatan yang
disterilisasi

23 Kertas Label Sebagai bahan untuk menandai setiap
perlakuan

24 Masker Sebagai pelindung mulut bagi peneliti
agar tidak mengkontaminasi setiap
perlakuan yang dilakukan

25 Sarung Tangan Sebagai bahan untuk mencegah
kontaminasi

26 Tisu Sebagai bahan untuk membersihkan
alat dan bahan yang telah digunakan

27 Crystal violet Sebagai pewarna primer

28 Safranin Sebagai pewarna sekunder

29 lodin Sebagai pewarna untuk memperkuat
pewarna primer

30 NaOH 0,1 N Sebagai larutan untuk pengkondisian
basa

31 Safranin O Sebagai pewarna spora

32 Malachite green Sebagai pewarna spora

33 Etanol 96% Sebagai larutan - untuk meluruhkan
lemak dan zat warna yang tidak diserap
bakteri

34 HCI 0,1 N Sebagai larutan untuk pengkondisian
asam

35 Minyak emersi Sebagai bahan untuk membantu
memperjelas objek dalam pengamatan
menggunakan mikroskop

36 Kertas saring Sebagai bahan untuk menyaring mineral
sebelum difilter dengan filter 0,45 um

37 Emas Sebagai bahan untuk coating sampel
SEM

38 Glutahardehyde 3% Sebagai bahan untuk fiksasi sampel
sebelum pengamatan SEM

39 Larutan PBS Sebagai larutan isotonis

40 Alkohol (30, 50, 70, 80 dan Sebagai  bahan  untuk  dehidrasi

96%)

bertingkat saat preparasi sampel SEM
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4.4 Metode Penelitian

Metode yang digunakan pada penelitian ini yaitu metode eksperimental.
Menurut Paltridge dan Phakiti (2015), penelitian eksperimen merupakan suatu
cara untuk menentukan pengaruh dari sesuatu terhadap sesuatu yang lain.
Peneliti memulai dengan sebuah ide mengapa suatu hal itu terjadi dan melakukan
manipulasi paling sedikit satu variabel untuk menentukan pengaruh dari beberapa
variabel lainnya. Qasim, et al. (2014) menambahkan, metode eksperimen terdiri
dari tiga komponen utama yaitu variabel dependen, independen dan perlakuan.
Variabel independen (variabel bebas) yaitu bagian dari keadaan yang
dimanupulasi atau diubah-ubah oleh peneliti yang diberikan kepada variabel
dependen. Variabel dependen (variabel terikat) yaitu variabel yang menerima
perlakuan dan diukur untuk mengetahui pengaruh dari perlakuan yang telah
diberikan. Zhellmer-Bruhn, et al. (2016) menambahkan, peneliti yang
menggunakan metode eksperimen harus dapat mengendalikan (memanipulasi)
setiap tingkatan variabel bebas (independent) atau melakukan variasi terhadap
variabel bebas yang diteliti. Metode ini dianggap satu-satunya metode penelitian

yang dapat menilai hubungan terjadinya sebab dan akibat.

4.5 Rancangan Penelitian

Rancangan percobaan pada penelitian tahap 1 (perbedaan sumber dan
dosis karbon) dan tahap 2 (perbedaan suhu dan pH) yaitu menggunakan
Rancangan Acak Lengkap Faktorial (RALF). Menurut Coolidge (2013), RAL
faktorial menilai pengaruh dua atau lebih variabel bebas (disebut faktor) terhadap
variabel dependen tunggal. Rodrigues dan Lemma (2015) menambahkan, pola
faktorial tidak hanya dipertimbangkan sebagai desain eksperimen tetapi juga

sebagai desain perlakuan. Setiap kombinasi merupakan sebuah perlakuan.
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Menurut Choe, et al. (2017), model rancangan acak lengkap faktorial adalah

sebagai berikut :

Yik=H+ A +Bj+ (AB); + € 1 =1,2,.....,.a; ] = 1,2,...... b k=1,2,...... N

Keterangan:
Yij = pengamatan pada satuan percobaan ke-k yang memperoleh
kombinasi perlakuan taraf ke-i dari faktor A dan taraf ke-j dari faktor B

K = pengaruh umum

A = pengaruh taraf ke-i dari faktor A

Bi = pengaruh taraf ke-j dari faktor B

(AB);j = interaksi pengaruh dari faktor A dan faktor B

Eijk = pengaruh acak dari satuan percobaan ke-k yang memperoleh kombinasi
perlakuan ij

4.5.1 Rancangan Penelitian Tahap 1

Penelitian tahap 1 mengenai karakter pertumbuhan B. megaterium dalam
memproduksi spora dengan sumber dan dosis karbon yang berbeda. Penelitian
pertama yang dilakukan yaitu untuk mendapatkan sumber dan dosis karbon
terbaik dalam memproduksi spora B. megaterium. Sumber karbon yang digunakan
sebagai media tumbuh spora pada penelitian ini terdiri dari tepung tapioka, tepung
terigu dan tepung jagung. Dosis karbon yang digunakan yaitu 5, 10, 15 dan 20
gram/liter. Perlakuan dalam penelitian pertama ini yaitu hasil kombinasi antara
faktor dari seluruh taraf perlakuan yaitu 3 x 4 kombinasi atau 12 kombinasi untuk
sumber karbon dan dosis karbon. Sehingga secara keseluruhan, setelah dilakukan
pengulangan sebanyak 3 kali, maka penelitian tahap 1 menghasilkan 36 unit

percobaan. Denah penelitian pada tahap 1 disajikan pada Gambar 14.

A1B1(3) | A1B3(3) | A3B3(3) || A2B2(2) || A2B4(3) || A3B3(2) || A1B2(2)
A2B3(2) | A2B2(3) | A1B1(2) || A2B2(1) || A3B4(1) || A1B3(2) || A3B2(2)
A2B1(3) | A1B1(1) || A2B3(1) || A3B2(1) || A3B2(3) || A2B4(1) || A3B4(2)
A3B1(2) || A3B1(3) || A1B2(3) || A1B4(3) || A2B1(2) || A3BL(1) || A1B3(1)
A1B4(1) | A2B4(2) | A1B2(1) | A2B1(1) | A2B3(3) | A3B4(3) | A3B3(1) | A1B4(2)

Gambar 14. Denah Penelitian Perbedaan Sumber dan Dosis Karbon

Keterangan

Faktor | adalah sumber karbon yang terdiri dari 3 perlakuan yaitu :
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Al = tepung tapioka
A2 = tepung terigu
A3 = tepung jagung
Faktor Il adalah dosis karbon yang terdiri dari 4 perlakuan yaitu :
B1 = dosis 5 gram/liter
B2 = dosis 10 gram/liter
B3 = dosis 15 gram/liter
B4 = dosis 20 gram/liter
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4.5.2 Rancangan Penelitian Tahap 2

Setelah mendapatkan media dan dosis karbon terbaik pada penelitian tahap
1, maka penelitian dilanjutkan ke tahap 2 untuk evaluasi faktor suhu dan pH dalam
memproduksi spora B. megaterium. Suhu yang digunakan pada penelitian ini yaitu
37°C, 44 °C dan 51 °C sedangkan pH yaitu 4, 7 dan 10. Perlakuan dalam penelitian
tahap 2 ini yaitu hasil kombinasi antara faktor dari seluruh taraf perlakuan yaitu 3
x 3 kombinasi atau 9 kombinasi untuk kombinasi suhu dan pH. Sehingga secara
keseluruhan, setelah dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali, maka menghasilkan
27 kombinasi perlakuan untuk perlakuan perlakuan suhu dan pH. Denah penelitian

yang digunakan pada tahap 2 disajikan pada Gambar 15.

A3B3(2) || A1B3(1) || A3B2(2) || A1BL1(3) || A1B3(2) || A3B1(1)
A3B2(3) || A1B3(3) || A1B2(2) || A2B3(3) || A2B2(3) || A2B1(3) || A2B3(1)
A2B1(1) || A2B1(2) || A2B2(1) || A3B3(3) || A2B3(1) || AL1B2(3) || A1B1(2)
A3B3(1) || A3B2(1) || A2B2(2) || A3BL1(2) || A1B1(1) || A1B2(1) || A3BL(3)

Gambar 15. Denah Penelitian Suhu dan pH
Keterangan

Faktor | adalah suhu yang terdiri dari 3 perlakuan yaitu :
Al = suhu 37 °C
A2 =suhu 44 °C
A3 =suhu 51 °C

Faktor Il adalah pH yang terdiri dari 3 perlakuan yaitu :

Bl=pH4
B2=pH7
B3 =pH 10
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4.6 Eksplorasi Media Tumbuh Spora B. megaterium

Penelitian pendahuluan media tumbuh spora B. megaterium diawali
dengan melakukan percobaan pada media pengemban atau media dalam bentuk
padat. Media pengemban yang digunakan sebagai percobaan awal yaitu tepung
tapioka dengan dosis karbon yang digunakan yaitu 5 gram/liter dengan rasio C:N
5:1. Kendala yang dihadapi pada penelitian ini yaitu menentukan kadar air pada
media pengemban alternatif. Perlakuan perbedaan konsentrasi kadar air yang
digunakan yaitu 10%, 20%, 30%, 40% dan 50%. Hari keempat setelah media
pengemban di inkubasi pada inkubator, terdapat jamur yang tumbuh pada media
padat dan mengalami perubahan warna pada media menjadi kecoklatan. Selain
itu, penggunaan media padat juga lebih rentan terhadap kontaminasi karena
penambahan mineral dilakukan melalui penyemprotan pada media yang
diletakkan di cawan petri.

Berdasarkan kendala penggunaan media padat sebagai media tumbuh
spora, maka dicoba untuk menggunakan media dalam bentuk cair. Penelitian
terdahulu menunjukkan bahwa, media dalam bentuk cair dapat memproduksi
spora Bacillus (Yuniarti, et al., 2019). Implementasi media cair sebagai media
tumbuh spora juga menunjukkan adanya kendala dalam menggunakan sumber
nitrogen. Sumber nitrogen yang digunakan pada awal penelitian yaitu urea. Media
cair yang terdiri dari komposisi sumber karbon (tepung terigu, tepung tapioka dan
tepung jagung) dan sumber nitrogen (urea) dengan dosis 10, 15 dan 20 gram/liter
setelah dilakukan sterilisasi menunjukkan kondisi media yang berubah menjadi
gel. Media yang menjadi gel tidak dapat digunakan untuk menumbuhkan spora
karena tidak dapat larut dengan mineral dan bakteri yang ditambahkan ketika
diinkubasi pada inkubator shaker. Sehingga dari permasalahan sumber nitrogen
berupa urea tersebut, digunakan sumber nitrogen lain yaitu ammonium chloride

dengan konsentrasi nitrogen sebesar 26,16%.
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Penggunaan rasio C:N pada penelitian ini mengacu pada penelitian
pendahuluan yaitu menggunakan rasio C:N berbeda yaitu 5:1, 8:1 dan 11:1. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa rasio C:N 5:1 dapat memproduksi spora sebesar
3,63 x 107 spora/ml lebih tinggi jika dibandingkan dengan perlakuan lain.
Penggunaan dosis karbon yang berbeda pada penelitian ini untuk mengetahui
apakah ketika jumlah karbon ditingkatkan dengan rasio C:N yang optimal yaitu 5:1

memberikan pengaruh terhadap produksi spora B. megaterium.

4.7 Prosedur Penelitian
4.7.1 Kultur dan Peremajaan Isolat Bakteri B. megaterium

Isolat bakteri B. megaterium yang digunakan dalam penelitian ini yaitu
spesies bakteri yang diisolasi dari saluran pencernaan udang vaname yang
berasal dari tambak budidaya udang vaname di Tuban, Jawa Timur dan telah
dikonfirmasi melalui uji molekuler 16SrRNA. Isolat bakteri dikultur dengan
menggunakan media cair Nutrient Broth (NB) dan media padat Nutrient Agar (NA).
Pada media Nutrient Agar (NA) dilakukan penambahan NaCl sebanyak 2%
(Menocci, et al., 2008) untuk menumbuhkan bakteri B. megaterium. Stok murni B.
megaterium ditumbuhkan pada NA-NaCl steril dengan metode streak 4 kuadran
untuk mendapatkan isolat murni. Koloni bakteri yang tumbuh dari hasil streak 4
kuadran kemudian diambil menggunakan jarum ose untuk ditumbuhkan pada
media agar miring NA-NaCl. Selanjutnya diinkubasi selama 24 jam dengan suhu
30°C pada inkubator dan disimpan di refrigerator untuk stok isolat bakteri.
Peremajaan isolat bakteri B. megaterium yaitu menggunakan media Nutrient Broth
(NB) dengan cara mengambil 1 ose isolat koloni bakteri dari media agar miring
NA-NaCl dan diinokulasikan ke media NB steril. Setelah itu, diinkubasi pada

inkubator shaker dengan kecepatan 125 rpm selama 18 jam pada suhu 37°C.
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Penentuan kepadatan awal dari isolat murni bakteri B. megaterium yaitu
dengan membuat kurva standar menggunakan metode Total Plate Count (TPC)
dan spektrofotometer untuk melihat nilai absorbansi (optical density). Kurva
standar yang didapat dengan membandingkan nilai absorbansi dan jumlah koloni
sehingga mendapatkan persamaan y = ax + b (Zhang, et al., 2015; Hu, et al.,

2017). Rumus perhitungan koloni bakteri berdasarkan SNI (2006), sebagai berikut:

N= LG
~ [(1xn+(0,1xn2)1x(d)

Keterangan:
N : Jumlah koloni produk (kol/ml)
Yl : Jumlah koloni pada semua cawan yang dihitung (kol)
ny : Jumlah cawan pada pengenceran pertama yang dihitung
n, : Jumlah cawan pada penenceran kedua yang dihitung
d : Pengenceran pertama yang dapat dihitung

4.7.2 Produksi Spora pada Sumber dan Dosis Karbon yang Berbeda
Penelitian ini akan dievaluasi mengenai pengaruh sumber dan dosis
karbon yang berbeda dalam memproduksi spora B. megaterium. Tujuan dari
perlakuan perbedaan sumber dan dosis karbon yang berbeda yaitu untuk
mendapatkan sumber dan dosis karbon terbaik dalam memproduksi spora B.
megaterium. Pada penelitian ini menggunakan RAL faktorial sehingga terdapat
kombinasi antar perlakuan sumber dan dosis karbon. Sumber karbon organik yang
digunakan pada penelitian ini berasal dari produk pertanian yaitu tepung tapioka,
tepung jagung dan tepung terigu. Selain sumber karbon, media uji juga diperkaya
dengan ammonium chloride (NH4Cl) sebagai sumber nitrogen. Perlakuan kontrol
yang didapatkan dari penelitian pendahuluan menggunakan media komersil
dengan komposisi glukosa sebagai sumber karbon dan extract yeast sebagai
sumber nitrogen. Persentase rasio C:N yang terkandung pada setiap sumber

karbon dan nitrogen yang digunakan pada penelitian ini disajikan pada Tabel 5.
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Tabel 5. Rasio C:N Sumber Karbon dan Nitrogen

Sumber C:N Rasio Karbon Rasio Nitrogen
Tepung tapioka 41,13% 0,025%
Tepung terigu 49,96% 1,76%
Tepung jagung 34,45% 0,15%
Glukosa 40,07% 0,17%
Ammonium chloride - 26,16%
Extract yeast 23,45% 10,86%
Nutrient broth 38,89% 11,95%

Keterangan : (Hasil Pengujian dilakukan di Laboratorium Kimia Tanah Fakultas
Pertanian Universitas Brawijaya, 2019).

Media uji terdiri dari sumber karbon (tepung tapioka, tepung terigu dan
tepung jagung), sumber nitrogen (ammonium chloride) dan penambahan garam-
garam mineral. Setiap perlakuan sumber karbon ditimbang menyesuaikan dosis
karbon yang digunakan yaitu 5, 10, 15 dan 20 gram/liter, sedangkan sumber
nitrogen menyesuaikan dosis karbon untuk mendapatkan rasio C/N 5:1.
Penggunaan rasio C/N 5:1 dikarenakan pada penelitian pendahuluan pada
perlakuan kontrol (glukosa dan extract yeast) menghasilkan produksi spora
tertinggi yaitu sebesar 3,63 x 107 spora/ml jika dibandingkan dengan rasio C/N 8:1
dan 11:1. Media uji yang sudah ditimbang, dimasukkan ke dalam erlenmeyer 100
ml untuk kemudian dilarutkan dengan akuades sebanyak 50 ml dan
dihomogenkan. Setelah itu, media uji disterilisasi dengan menggunakan autoklaf
(suhu 121°C, tekanan 1 atm selama 15 menit) kemudian diperkaya dengan
mineral-mineral untuk menumbuhkan spora B. megaterium. Mineral-mineral yang
digunakan berdasarkan penelitian Yuniarti, et al. (2019) dengan sedikit modifikasi
yaitu CaCOs 0,3 gram, MgSO.. 7H,O 0,00033 gram, MnSO4. H,O 0,12 gram,
FeSO4. 7H20O 0,084 gram dan CaCl,. 2H,O 0,09 gram yang masing-masing
dilarutkan ke dalam 1 liter akuades. Mineral-mineral seperti MNSO4. H20, FeSOa.
7H,0O dan CaCl.. 2H,0 dilakukan sterilisasi terlebih dahulu sebelum digunakan
yaitu dengan menggunakan filter berukuran 0,45 um berdasarkan modifikasi

metode Jinks, et al. (1985). Sedangkan mineral lainnya yaitu CaCO3z; dan MgSOa.
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7H,0 disterilisasi menggunakan autoklaf (suhu 121°C, tekanan 1 atm selama 15
menit). Setiap mineral dibuat larutan induk sebagai stok. Selanjutnya larutan induk
dari setiap mineral ditakar dan ditambahkan pada media uji menyesuaikan dengan
konsentrasi mineral yang diinginkan pada media uji.

Penambahan bakteri B. megaterium bertujuan sebagai stater untuk
menumbuhkan spora bakteri di media uji. Langkah pertama yaitu melakukan
inokulasi inokulan bakteri B. megaterium yang telah tumbuh di media NB (inkubasi
18 jam di inkubator shaker dengan suhu 37 °C, 120 rpm) dengan kepadatan
inokulan yang telah dihitung. Bakteri yang ditambahkan ke media uji sebanyak 1%
(v/v) berdasarkan metode Monteiro, et al. (2014). Sehingga inokulasi bakteri B.
megaterium ke media uji yaitu sebanyak 0,5 ml menyesuaikan volume dari media
yang digunakan (50 ml).

Pengambilan sampel untuk pengamatan sel vegetatif B. megaterium
secara mikroskopik dilakukan pada menit ke- 0, 15 dan 30 menit. Kemudian
berlanjut setiap 1 jam sekali sampai pada 6 jam, dan berlanjut setiap 2 jam sekali
sampai 24 jam. Sedangkan pengamatan sporulasi dilakukan setiap 12 jam selama
120 jam. Sampel yang diambil setiap perlakuan selama pengamatan vegetatif dan
sporulasi yaitu sebanyak 2 ml kemudian diletakkan ke dalam mikrotube 2 ml.
Perhitungan kepadatan sel vegetatif (sel/ml) dan spora (spora/ml) B. megaterium
dengan melakukan pengenceran menggunakan akuades sebelum diamati dengan
haemocytometer pada mikroskop dengan pembesaran 1000x.

4.7.3 Produksi Spora pada Beberapa Suhu dan pH

Setelah mendapatkan sumber dan dosis karbon yang terbaik dalam
menumbuhkan spora, maka penelitian dilanjutkan dengan pengujian suhu dan pH.
Suhu dan pH merupakan faktor lingkungan yang mempengaruhi produksi spora

yang dihasilkan (Eschlbeck, et al., 2017). Genus Bacillus memiliki toleransi
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lingkungan yang luas yaitu suhu 30-50 °C (Berendsen, et al., 2016) dan pH 5-9
(Erem, et al., 2018). Penelitian ini menggunakan RAL faktorial sehingga terdapat
kombinasi antar perlakuan suhu dan pH. Perlakuan suhu pada penelitian ini yaitu
37 °C, 44 °C dan 51 °C sedangkan perlakuan pH yaitu pH 4, 7 dan 10. Indikator
asam dan basa yang digunakan yaitu HCI 0,1 N dan NaOH 0,1 N untuk
mendapatkan pH yang diinginkan (Gomez dan Reis, 2013). Sumber karbon
dengan dosis karbon terbaik pada penelitian tahap pertama ditimbang dan
dimasukkan ke erlemenyer 100 ml. Kemudian dilarutkan dengan akuades
sebanyak 50 ml dan diperkaya dengan mineral yang sama seperti pada penelitian
tahap pertama. Sebelum media uji disterilisasi dengan autoklaf, pH media uji diatur
berdasarkan perlakuan.

Media uji yang sudah disterilisasi ditambahkan bakteri B. megaterium
sebagai stater sebanyak 1% (v/v) berdasarkan metode Monteiro, et al. (2014).
Kemudian media uji diinkubasi pada suhu masing-masing perlakuan di inkubator
shaker. Pengambilan sampel untuk pengamatan sel vegetatif dilakukan pada
menit ke 0, 15 dan 30 kemudian dilanjutkan setiap 1 jam sekali sampai 6 jam dan
setiap 2 jam sekali sampai 24 jam. Sedangkan pengamatan sporulasi dilakukan
setiap 12 jam selama 120 jam. Sampel diambil sebanyak 2 ml setiap jam
pengambilan sampel dan diletakkan pada mikrotube 2 ml. Perhitungan kepadatan
sel vegetatif (sel/ml) dan spora (spora/ml) B. megaterium dengan melakukan
pengenceran menggunakan akuades sebelum diamati pada haemocytometer
dengan pembesaran mikroskop 1000x.

4.7.4 Pertumbuhan Sel Vegetatif B. megaterium

Perhitungan kepadatan sel vegetatif bakteri B. megaterium pada semua
perlakuan yang diberikan (perbedaan sumber dan dosis karbon, suhu dan pH)
dilakukan '~ dengan menggunakan metode haemocytometer.  Perhitungan

mikroskopis sel vegetatif B. megaterium dilakukan mulai jam ke- 0, 15 menit dan
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30 menit, selanjutnya dihitung setiap 1 jam sekali hingga 6 jam serta 2 jam sekali
sampai 24 jam. Perhitungan sel vegetatif dilakukan dengan mengencerkan sampel
terlebih dahulu yaitu sebanyak 0,5 ml ke dalam 4,5 ml akuades. Tujuan
pengenceran ini yaitu untuk membantu proses perhitungan sel vegetatif. Sampel
bakteri yang telah diencerkan, kemudian dihomogenkan dengan vortex mixer dan
diteteskan dengan menggunakan pipet tetes pada haemocytometer yang sudah
ditutup dengan cover glass sampai tidak terdapat gelembung. Cover glass ditetesi
minyak emersi sebelum dilakukan pengamatan pada mikroskop. Pembesaran
mikroskop yang digunakan yaitu 1000x dan dihitung jumlah sel vegetatif pada 5
bidang pandang. Menurut Mather dan Roberts (1998), rumus perhitungan

kepadatan sel vegetatif menggunakan haemocytometer yaitu sebagai berikut:

- n 4
Jumlah sel = jumiah bidang pandang x 25 x 10™ x faktor pengenceran
Keterangan:
n : jumlah sampel pada 5 bidang pandang
25 : total bidang pandang yang diamati
10* : volume dari haemocytometer

4.7.5 Produksi Spora B. megaterium

Perhitungan spora mulai dilakukan setelah sel vegetatif B. megaterium
bertransisi menjadi spora. Penentuan untuk mengetahui telah terbentuknya spora
lengkap dapat melalui 2 cara yaitu melalui pewarnaan spora dan kepadatan
vegetatif yang telah-menunjukkan fase stasioner atau mengalami penurunan
kepadatan. Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Cheung, et al. (1982),
transisi dari pertumbuhan eksponensial ke fase stasioner terjadi secara cepat
ketika kondisi glukosa atau nitrogen terbatas. Titik transisi menunjukkan tingkat
pertumbuhan sel bakteri mulai menurun yang ditandai dengan konsentrasi nutrisi
yang terbatas. Pernyataan ini didukung oleh Ghosh, et al. (2009), pada kultur

secara in vitro, fase stasioner menunjukkan sel bakteri mendekati dengan keadaan
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dorman yang ditandai dengan kondisi minimal dari metabolisme atau replikasi
yang terhambat.

Perhitungan spora lengkap pada semua perlakuan yang diberikan
(perbedaan sumber dan dosis karbon, suhu dan pH) dilakukan dengan
menggunakan metode haemocytometer. Langkah awal yang dilakukan yaitu
dengan mengambil sampel yang telah ditakar sebanyak 2 ml pada mikrotube
selama proses sporulasi untuk dilakukan perhitungan. Pengambilan sampel spora
sebanyak 2 ml dilakukan setiap 12 jam sekali selama 120 jam dan sampel
dipanaskan terlebih dahulu pada suhu 80 °C selama 15 menit. Kegiatan
pemanasan sampel rutin dilakukan untuk mematikan sel vegetatif. Metode ini
berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Valicente, et al. (2008), perhitungan
jumlah spora dapat dilakukan dengan memanaskan sampel pada suhu 80 °C
selama 15 menit. Perhitungan kepadatan spora yang telah dipanaskan dilakukan
dengan mengencerkan sampel terlebih dahulu yaitu sebanyak 0,5 ml ke dalam 4,5
ml akuades. Tujuan pengenceran ini yaitu untuk membantu proses perhitungan
spora. Sampel spora yang telah diencerkan, kemudian diteteskan dengan
menggunakan pipet tetes pada haemocytometer yang sudah ditutup dengan cover
glass sampai tidak terdapat gelembung. Cover glass ditetesi minyak emersi
sebelum dilakukan pengamatan pada mikroskop. Pembesaran mikroskop yang
digunakan yaitu 1000x dan dihitung jumlah sel vegetatif pada 5 bidang pandang.
Menurut Mather dan Roberts (1998), rumus perhitungan kepadatan spora

menggunakan haemocytometer yaitu sebagai berikut:

n
jumlah bidang pandang

Jumlah spora = x 25 x 10* x faktor pengenceran

Keterangan:

n : jumlah sampel pada 5 bidang pandang
25 : total bidang pandang yang diamati

10* : volume dari haemocytometer
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4.7.6 Efisiensi Sporulasi B. megaterium

Efisiensi sporulasi dapat didefinisikan sebagai persentase sel vegetatif
yang mengalami proses sporulasi lengkap dengan menghasilkan spora yang
tahan terhadap panas. Efisiensi sporulasi dapat dihitung sebagai rasio antara
jumlah spora dan sel vegetatif maksimum (Monteiro, et al., 2014). Perhitungan
efisiensi sporulasi dapat dilakukan secara bersamaan dengan produksi spora yang
dihasilkan. Perhitungan efisiensi sporulasi dapat menggunakan rumus sebagai

berikut :

L _ Spora Maksimal
Efisiensi Sporulasi = _ x 100%
Vegetatif

4.7.7 Perkecambahan B. megaterium

Perkecambahan bakteri B. megaterium bertujuan untuk mengetahui
kualitas dari spora. Spora bakteri yang berkecambah dapat diasumsikan sebagai
jumlah spora yang kembali membentuk sel vegetatif ketika kondisi lingkungan
mulai dalam keadaan yang membaik (Powell dan Hunter, 1955). Lingkungan yang
membaik dapat ditinjau dari kondisi nutrisi yang mulai tercukupi dan parameter
lingkungan yang berada dalam kisaran optimal. Metode perkecembahan yaitu
menggunakan kembali sisa sampel spora yang memiliki jumlah spora lengkap
tertinggi sesuai perlakuan dan sebelumnya sudah dipanaskan pada suhu 80°C
selama 15 menit. Perkecambahan spora B. megaterium dilakukan dengan
menggunakan media NB (Nutrient Broth) yang telah disterilisasi dengan volume
50 ml. Kemudian, media NB tersebut ditanam spora B. megaterium tertinggi sesuai
perlakuan dengan kepadatan yang diinginkan di media tumbuh sebanyak 10°
sel/ml. Hasil inokulasi spora pada media uji diinkubasi pada inkubator shaker
dengan kecepatan 120 rpm selama 24 jam pada suhu 37°C. Metode perhitungan
spora yang berkecambah menjadi vegetatif dilakukan setiap 0, 2, 3, 5, 10, 15, 30

menit, kemudian 1 jam sekali hingga 6 jam dan 2 jam sekali sampai 24 jam di
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haemocytometer. Menurut Mather dan Roberts (1998) rumus perhitungan

kepadatan sel vegetatif bakteri menggunakan haemocytometer adalah sebagai

berikut:
_ n 4
Jumlah sel = jumiah bidang pandang x 25 x 10™ x faktor pengenceran
Keterangan:
n : jumlah sampel pada 5 bidang pandang
25 : total bidang pandang yang diamati
10* : volume dari haemocytometer

4.7.8 Growth Rate (GR) Sel Vegetatif dan Spora B. megaterium

Pertumbuhan bakteri berkaitan dengan peningkatan biomassa dan jumlah
mereka. Berdasarkan populasi bakteri yang mengalami proses pertumbuhan dan
membelah diri, pertumbuhan maksimum dapat diamati pada fase eksponenial
yaitu rata-rata pertumbuhan per unit waktu yang dapat berubah setiap waktu
(Hardy, 2002). Growth rate (GR) berperan penting dalam membentuk genetik
mikrobial, biokimia, biologi dan fisiologi molekuler. Tujuan pengukuran growth rate
yaitu untuk mementukan rata-rata perubahan jumlah sel di dalam media kultur per
unit waktu (menit atau jam) yang digunakan (Hall, et al., 2013). Pengamatan laju
pertumbuhan maksimum bakteri dapat dilakukan dengan membuat kurva
pertumbuhan bakteri yang didapatkan dari hasil pengamatan berdasarkan periode
waktu yang telah ditentukan, kemudian digunakan laju peningkatan maksimum
bakteri untuk mendapatkan persamaan y = ax+b. Prosedur yang sama juga
dilakukan untuk mendapatkan laju pertumbuhan maksimum dari spora B.
megaterium.
4.7.9 Generation Time (GT) Sel Vegetatif B. megaterium

Waktu generasi yaitu waktu yang diperlukan untuk menggandakan populasi
awal selama fase pertumbuhan eksponensial. Umumnya, waktu generasi memiliki

hubungan yang berbanding lurus dengan laju pertumbuhan spesifik bakteri (Soro-
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Yao, et al., 2014). Waktu generasi B. megaterium dalam bentuk vegetatif dapat

diestimasi dengan menggunakan rumus Van Heerden, et al. (2017) yaitu sebagai

berikut ;
_In(2)
Tg= ”
Keterangan:
Tg : Waktu generasi
In (2) : Jumlah generasi bakteri
k : maksimum specific growth rate (SGR)

4.7.10 Pewarnaan Spora B. megaterium

Pewarnaan spora menggunakan metode pewarnaan Schaeffer-Fulton
yaitu dengan mengambil inokulum spora bakteri B. megaterium yang ditumbuhkan
pada media NA-NaCl dan digoreskan pada objek glass steril menggunakan jarum
ose. Kemudian inokulum bakteri pada objek glass diencerkan menggunakan
akuades. Setelah preparat kering kemudian diteteskan dengan Malachite green
(dibuat dengan melarutkan 5 gram dalam 100 ml akuades). Selanjutnya diuapkan
di atas water bath selama 5 menit. Setelah kondisi preparat dingin, preparat dibilas
menggunakan akuades. Preparat diberi pewarnaan dengan safranin O (dibuat
dengan melarutkan 0,5 gram bubuk safranin O dalam 100 ml akuades) selama 2
menit dan dibilas kembali menggunakan akuades. Preparat yang telah kering
kemudian diamati dibawah mikroskop kemudian ditetesi minyak emersi dan
diamati dibawah mikroskop dengan pembesaran 1000x (Mormak dan Casida,
1985; Sneath, et al., 1986).
4.7.11 Karakter Morfologi (Ukuran) Spora B. megaterium dengan

menggunakan SEM (Scanning Electron Microscopy)

Pembuatan preparat spora B. megaterium dilakukan dengan 3 perlakuan
yaitu ditumbuhkan pada media optimal yang dibandingkan dengan media komersil

(glukosa dan difco sporulation medium). Hasil penelitian pada tahap 1 dan tahap
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2 yaitu setelah mendapatkan media yang optimal dengan evaluasi berbagai faktor
(sumber karbon, dosis karbon, suhu dan pH) maka sampel spora disiapkan untuk
pengujian SEM. Tujuan SEM pada penelitian ini yaitu untuk mengetahui gambaran
morfologi B. megaterium dalam bentuk spora setelah ditumbuhkan pada media
yang optimal. Preparasi SEM dilakukan dengan mengkultur spora B. megaterium
selama 120 jam yang menyesuaikan kepadatan spora tertinggi pada media
optimal. Kemudian diukur OD dari sampel yang telah diinkubasi dengan
menggunakan spektrofotometer. 1 ml dari media cair tersebut disentrifugasi
sebanyak 1 kali (2000 x g, 4 °C). Selanjutnya diinkubasi menggunakan
glutaraldehide 3% selama 30 menit dan dihomogenkan. Hasil tersebut dicuci
dengan PBS sebanyak 3 kali dan disentrifugasi kembali sebanyak 3 kali dalam
waktu masing-masing 10 menit (2000 x g, 4 °C). Pellet yang didapat diletakkan di
cover glass dan dikering anginkan di atas bunsen untuk selanjutnya didehidrasi
dengan alkohol berseri (30%, 50%, 70%, 80%, 90% dan 96%). Langkah terakhir
yaitu di lapisi menggunakan emas dan diamati dengan mikroskop SEM TM 300.
Metode preparasi dan pengamatan SEM yang digunakan pada penelitian ini
mengacu pada metode Mustafa, et al. (2010) yang dimodifikasi. Pengukuran
panjang dan lebar spora yang telah dilapisi emas dengan melakukan pengamatan
menggunakan SEM yang nantinya dilakukan analisis pada ukuran spora yang
tampil pada komputer. Spora yang diukur bagian panjang dan lebarnya

menggunakan satuan pm.

4.8 Analisa Data

Data yang dianalisis secara statistik berdasarkan rancangan penelitian
yang digunakan yaitu Rancangan Acak Lengkap Faktorial (RALF) menggunakan
software program SPSS ver. 24 for windows. Apabila terdapat perbedaan antar

perlakuan maka dilanjutkan dengan Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) untuk
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mengetahui pengaruh media alternatif yang telah dievaluasi dalam beberapa
faktor (sumber dan dosis karbon serta suhu dan pH) terhadap produksi spora dan

efisiensi sporulasi B. megaterium yang dihasilkan.
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5. HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Penelitian Tahap 1

Penelitian tahap 1 bertujuan untuk mendapatkan kombinasi low cost
medium dengan dosis karbon yang sesuai dalam memproduksi spora  B.
megaterium. Sehingga nantinya media dan dosis karbon terbaik dapat digunakan
untuk optimasi lingkungan (suhu dan pH) yang diberikan dalam memproduksi
spora B. megaterium.

5.1.1 Kepadatan Sel Vegetatif

Pola pertumbuhan sel vegetatif B. megaterium pada penelitian ini dengan
menggunakan sumber dan dosis karbon yang berbeda disajikan pada Gambar 16.
Kepadatan sel vegetatif diamati melalui pola pertumbuhan yang terdiri dari
beberapa fase yaitu fase lag, fase eksponensial, fase stationer dan fase kematian.
Sel vegetatif B. megaterium dengan berbagai waktu pengambilan sampel
menunjukkan adanya perbedaan hasil kepadatan yang didapat. Pola pertumbuhan
dari semua kombinasi perlakuan menunjukkan tren grafik yang hampir sama,
meskipun beberapa perlakuan tidak terlihat adanya fase stasioner.

Fase lag merupakan fase penyesuaian diri bakteri pada media kultur baru
yang rata-rata terjadi di menit ke-8 pada tepung terigu dan menunjukkan lag time
paling cepat jika dibandingkan dengan perlakuan lain. Pertumbuhan sel vegetatif
secara bertahap meningkat hingga mencapai puncak eksponensial pada jam ke-
10 pada media tepung tapioka dan tepung terigu. Akan tetapi pada tepung jagung
mencapai puncak eksponensial dalam durasi waktu yang lebih lama yaitu rata-rata
18 jam pada setiap dosis perlakuan. Fase stasioner terjadi pada semua perlakuan
dosis karbon di media tepung tapioka dan dosis 10 gram/liter di media tepung
terigu. Kombinasi perlakuan dosis dan media lainnya khususnya tepung jagung

tidak terlihat adanya fase stasioner dan mungkin dicapai selama selang 1 jam
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sebelum fase penurunan sel vegetatif yang tidak teramati pada penelitian ini.

Setelah melewati fase stasioner, kepadatan sel vegetatif menurun hingga akhir

dari waktu inkubasi yang disebabkan nutrisi di media kultur semakin berkurang.
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Gambar 16. Fase Pertumbuhan Sel Vegetatif B. megaterium pada Media dan

Dosis karbon dalam Beberapa Waktu Inkubasi: A) Tepung Tapioka;
B) Tepung Terigu; C) Tepung Jagung.
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Setiap fase pertumbuhan yang diamati pada masing-masing kombinasi
perlakuan sumber dan dosis karbon menunjukkan adanya perbedaan durasi waktu
inkubasi untuk mencapai fase pertumbuhan tersebut. Perbedaan fase
pertumbuhan B. megaterium juga diamati oleh Shakoor, et al. (2013), bakteri
mencapai puncak eksponensial dalam waktu 24 jam pada media luria bertani (LB)
dan tidak menunjukkan fase stasioner, berbeda dengan media CMC-Na, bakteri
mencapai fase eksponensial pada waktu 16 jam dan menunjukkan fase stasioner
sampai 20 jam. Omran, et al. (2013) juga mengkonfirmasi perbedaan fase
pertumbuhan bakteri pada media glukosa M9 yang mencapai fase eksponensial
dalam waktu 9 hari dengan kepadatan bakteri 4x lebih banyak jika dibandingkan
dengan media sucralosa M9 yang mencapai fase eksponensial pada hari keenam.

Dosis karbon tertinggi pada penelitian ini (20 g/L) menunjukkan puncak
eksponensial yang lebih rendah jika dibandingkan dengan dosis karbon 15 g/L
pada media tepung tapioka dan tepung terigu. Kondisi ini disebabkan karena
ketersediaan karbon yang berlebih di lingkungan dapat menghambat kemampuan
bakteri untuk menggunakan karbon sebagai sumber nutrisi yang menunjang
kehidupannya. Selain itu kandungan bahan organik khususnya karbon yang
terkandung pada tepung terigu memiliki konsentrasi mencapai 49% dan lebih
besar dari tepung lainnya. Pemberian dosis dan konsentrasi karbon yang berlebih
dapat menyebabkan bakteri tidak dapat mengaborbsi karbon secara optimal.
Karbon merupakan faktor pembatas pertumbuhan bakteri (Demoling, et al., 2007;
Ceuvas, et al., 2011). Penelitian yang dilakukan oleh Leone, et al. (2015)
menunjukkan kelebihan konsentrasi asetat sebagai sumber karbon di lingkungan
kultur dapat menyebabkan ketidakseimbangan metabolisme karbon pada tubuh
bakteri yang selanjutnya dapat menghambat pertumbuhan bakteri secara seluler.

Kepadatan sel vegetatif tertinggi pada masing-masing media secara

berurutan yaitu tepung tapioka dosis 15 g/L (8,3 x 107 sel/ml), tepung terigu dosis
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15 g/L (1,7 x 10° sel/ml) dan tepung jagung dosis 20 g/L (6,7 x 107 sel/ml). Sumber
karbon ‘pada media kultur yang berbeda memberikan respon pertumbuhan sel
vegetatif yang berbeda (Nur, et al., 2016; Mikkelsen, et al., 2019). Selain itu,
konsentrasi sumber karbon di lingkungan mempengaruhi produksi sel vegetatif
(Molina-Ramirez, et al., 2017). Karbon merupakan faktor pembatas dalam
pertumbuhan bakteri karena memiliki fungsi sebagai sumber energi terutama
untuk bakteri heterotrofik (Alden, et al., 2001; Ceuvas, et al., 2011). Sehingga
sumber dan dosis karbon harus diperhatikan pada media kultur untuk
mendapatkan produksi sel vegetatif yang tinggi.

Berdasarkan hasil Two Way ANOVA (Lampiran 6) diketahui bahwa
kombinasi media dan dosis karbon yang berbeda memberikan pengaruh terhadap
kepadatan sel vegetatif B. megaterium (p<0,05). Selain itu, terdapat interaksi
antara perlakuan media dan dosis karbon (p<0,05) yang menunjukkan bahwa
perbedaan hasil kepadatan sel vegetatif dipengaruhi oleh kedua faktor tersebut.
Selanjutnya untuk mengetahui perbedaan antar kombinasi perlakuan yang
diberikan, dilanjutkan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) dengan uji Duncan. Hasil uji
Duncan menunjukkan bahwa kombinasi perlakuan media dan dosis karbon
memberikan hasil rata-rata kepadatan sel vegetatif pada rentang waktu tertentu
yang berbeda nyata. Hasil uji Duncan kepadatan sel vegetatif pada waktu inkubasi
5 jam, 10 jam dan 18 jam secara berturut-turut disajikan pada Tabel 6, 7 dan 8.

Tabel 6. Kepadatan Sel Vegetatif B. megaterium Setiap Kombinasi Perlakuan
(x108 sel/ml) pada Waktu Inkubasi 5 Jam

Media Dosis Karbon (g/L) sijas B
(Tepung) 5 10 15 20
Tapioka 0,40+0,00 0,45+0,01 0,38+0,01 0,46+0,01 0,42+0,04°
Terigu 1,30+£0,00 1,30+0,00 1,50+0,00 1,40+0,00 1,38+0,09°
Jagung 0,18+0,00 = 0,21+0,06 0,20+0,00 0,22+0,1  0,20%0,02%
Rataan 0,630,592 0,65+0,57° ' 0,69+0,70¢ 0,69+0,62°

Keterangan: Huruf yang berbeda pada kolom dan baris yang sama menunjukkan
perbedaan nyata (p<0,05).
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Tabel 7. Kepadatan Sel Vegetatif B. megaterium Setiap Kombinasi Perlakuan
(x10° sel/ml) pada Waktu Inkubasi 10 Jam

Dosis Karbon (g/L)

Megld Rataan
(Tepung) 5 10 15 20
Tapioka 0,05+0,00 0,06+0,00 0,08+0,00 0,07+0,00 0,07+0,02°
Terigu 1,20+0,00 1,50+0,00 1,70+0,00 1,60+0,00 1,50+0,22°¢

Jagung 0,03+0,06 = 0,04+0,05  0,03+0,00 = 0,03+0,05 0,03+0,00%

Rataan 0,43+0,672  0,53+0,84°  0,60+0,94%  0,57+0,95°

Keterangan: Huruf yang berbeda pada kolom dan baris yang sama menunjukkan
perbedaan nyata (p<0,05).

Tabel 8. Kepadatan Sel Vegetatif B. megaterium Setiap Kombinasi Perlakuan
(x10° sel/ml) pada Waktu Inkubasi 18 Jam

Media Dosis Karbon (g/L)

R
(Tepung) 5 10 15 20 28!

Tapioka  0,05£0,01 0,05+0,00 0,07+0,00 0,06+£0,00  0,06+0,01°
Terigu 1,00+0,00 1,30£0,00 1,50+0,00 0,55+0,10  1,09+0,41°
Jagung 0,04+0,00 0,05+0,00 0,06+0,00 0,07+0,00  0,05+0,01?

Rataan 0,36+0,55°  0,47+0,72¢  0,54+0,83%  0,23+0,28%

Keterangan: Huruf yang berbeda pada kolom dan baris yang sama menunjukkan
perbedaan nyata (p<0,05).

Sel vegetatif yang ditumbuhkan pada media tepung terigu dosis 15 g/L
pada waktu 5 jam memiliki nilai 394% dan 750% lebih tinggi jika dibandingkan
dosis 15 g/L pada tepung tapioka dan tepung jagung secara berurutan. Pada
waktu 10 jam, sel vegetatif pada dosis 15 g/L meningkat 88% dan tetap memiliki
nilai tertinggi jika dibandingkan dengan perlakuan lain, akan tetapi pada waktu 18
jam kepadatan sel vegetatif menurun sebesar 113%. Kepadatan sel vegetatif pada
tepung terigu memiliki nilai yang lebih besar dikarenakan kandungan karbon
organik yaitu 8% dan 15% lebih tinggi jika dibandingkan dengan tepung tapioka
dan tepung jagung secara berurutan (Tabel 5). Sumber karbon berperan penting
dalam sintesis biomassa, sumber energi, pemeliharaan sel dan produksi enzim
mikroba (Borah, et al., 2002; Cheba, et al., 2017; Wu, et al., 2019). Selain itu,

sumber karbon yang berbeda juga berpengaruh pada jalur pusat metabolik yaitu
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siklus tricarboxylic acid (TCA) pada bakteri aerob. Siklus ini berperan dalam
mengoksidasi acetyl-CoA dalam berbagai substrat dan mempengaruhi prekursor
dalam sintesis asam amino yang terdapat pada media kultur (Vandenberghe, et
al., 1999; Meylan, et al., 2017).

Sumber karbon alternatif lain yang telah dilakukan penelitian yaitu berasal
dari tepung kedelai dan susu kedelai yang berfungsi sebagai nutrisi organik dari
produk pertanian lokal menghasilkan kepadatan sel vegetatif sebesar 4,8 x 10*
cfu/ml dan 4,1 x 10* cfu/ml (Agwa dan Ossai-Chidi, 2016). Selain sumber dan dosis
karbon, C/N rasio juga mempengaruhi hasil kepadatan bakteri B. megaterium.
Penelitian ini menggunakan rasio C/N 5:1 di semua perlakuan dengan dosis
karbon yang berbeda pada setiap media uji yang digunakan. Faktor rasio C/N
sangat berpengaruh pada pertumbuhan sel vegetatif ketika nitrogen dijadikan
sebagai faktor pembatas yang nantinya berdampak terhadap peningkatan
kepadatan bakteri (Gusewell and Gessner, 2009).

5.1.2 Kepadatan Spora

Spora yang terbentuk sebagai upaya pertahanan diri sel vegetatif terhadap
perubahan lingkungan yang kurang mendukung kehidupannya. Kepadatan spora
akan bertambah selama nutrisi di lingkungan kultur masih belum stabil atau belum
tersesedianya nutrisi baru untuk spora sebagai upaya germinasi (Gaupry, et al.,
2019). Pola pertumbuhan spora B. megaterium pada penelitian ini dengan
menggunakan sumber dan dosis karbon yang berbeda disajikan pada Gambar 17.
Kepadatan spora pada penelitian ini diamati melalui fase pertumbuhan yaitu fase
adaptasi, fase eksponensial dan fase stasioner. Fase lag dengan waktu terlama
terjadi di tepung jagung yaitu selama 18 jam yang menunjukkan produksi spora
yang terbentuk membutuhkan waktu yang lebih lama jika dibandingkan dengan
perlakuan lainnya. Kemudian setelah melewati fase lag, kepadatan spora mulai

meningkat secara bertahap hingga mencapai puncak eksponensial di waktu yang
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berbeda pada setiap kombinasi perlakuan. Setelah itu, kepadatan spora di semua
perlakuan mencapai fase stasioner sampai akhir waktu inkubasi. Umumnya,
kepadatan spora akan terus meningkat sebanding dengan penurunan kepadatan

sel vegetatif di media kultur (Carrera, et al., 2008; Ubong, et al., 2019).
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Gambar 17. Fase Produksi Spora B. megaterium pada Media dan Dosis Karbon
dalam Beberapa Waktu Inkubasi: A) Tepung Tapioka; B) Tepung
Terigu; C) Tepung Jagung.
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Spora muncul pertama kali pada jam ke-12 untuk tepung terigu dan tepung
jagung serta menunjukkan waktu yang lebih cepat (2 jam) jika dibandingkan
dengan tepung tapioka. Kepadatan spora pada seluruh perlakuan kombinasi

media dan dosis karbon menunjukkan terjadinya peningkatan secara bertahap
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hingga mencapai puncak tertinggi serta memasuki fase stasioner sampai akhir
fase sporulasi. Kepadatan sel vegetatif tertinggi tidak menjadi indikator tingginya
produksi spora yang dihasilkan seperti pada tepung jagung memproduksi spora
tertinggi pada dosis 15 g/L pada jam ke-108 (3,3 x 107 spora/ml) atau tidak pada
dosis vegetatif tertinggi (20 g/L). Kondisi ini berbeda dengan hasil kepadatan spora
tertinggi pada tepung terigu dan tepung tapioka tetap berada pada dosis vegetatif
tertinggi 15 g/L yang dicapai pada waktu inkubasi 84 jam dengan produksi spora
yang dihasilkan secara berturut-turut yaitu 1,5 x 10° spora/ml dan 4,1 x 10’
spora/ml. Dosis karbon yang semakin tinggi pada media kultur dapat
mempengaruhi ketersediaan karbon di lingkungan yang berdampak pada
kehidupan bakteri. Ketersediaan unsur karbon (D-laktat dan glutamat) yang
berlebih di lingkungan memiliki peranan penting untuk memulai proses sporulasi
(de Vries, et al., 2005; Rajput, et al., 2014). Konsentrasi karbon di lingkungan yang
kurang optimal untuk bakteri penghasil spora dapat menghambat beberapa enzim
yang terlibat dalam proses sporulasi (Monteiro, et al., 2005).

Berdasarkan hasil Two Way ANOVA (Lampiran 6) diketahui bahwa
masing-masing perlakuan media dan dosis karbon yang berbeda memberikan
pengaruh terhadap produksi spora B. megaterium (p<0,05). Selain itu, terdapat
interaksi antara perlakuan media dan dosis karbon (p<0,05) yang menunjukkan
bahwa perbedaan hasil produksi spora dipengaruhi oleh kedua faktor perlakuan

tersebut. Selanjutnya untuk mengetahui perbedaan antar kombinasi perlakuan
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dosis karbon memberikan hasil rata-rata produksi spora pada rentang waktu
tertentu yang berbeda nyata. Hasil uji Duncan kepadatan spora pada waktu
inkubasi 36 jam, 84 jam dan 108 jam secara berturut-turut disajikan pada Tabel 9,
10 dan 11.

Tabel 9. Produksi Spora B. megaterium Setiap Kombinasi Perlakuan (x108
spora/ml) pada Waktu Inkubasi 36 Jam

Media Dosis Karbon (g/L)

(Tepung) 5 10 15 20
Tapioka  0,02+0,00 0,02+0,00  0,02+0,00 ' 0,02+0,00  0,02+0,002
Terigu 0,69+0,01 0,74+0,03  1,10+0,00 ~ 0,70+0,02  0,81+0,20°
Jagung 0,01+0,00 0,01+0,00  0,01+0,00  0,01+0,00  0,01+0,002
Rataan 0,24+0,392  0,26+0,42* 0,38+0,63° 0,24+0,40?

Rataan

Keterangan: Huruf yang berbeda pada kolom dan baris yang sama menunjukkan
perbedaan nyata (p<0,05).

Tabel 10. Produksi Spora B. megaterium Setiap Kombinasi Perlakuan (x10°
spora/ml) pada Waktu Inkubasi 84 Jam

Dosis Karbon (g/L)

Media
(Tepung) 5 10 15 20

Tapioka  0,03+0,00 0,03+0,00 0,03+0,00 0,03+0,00  0,03+0,002
Terigu 1,03+0,06  1,30+0,00 1,50+0,00 1,10+0,00  1,23+0,21°
Jagung  0,02+0,00  0,03+0,00 0,03+0,00 0,02+0,00  0,03+0,012
Rataan  0,36+0,58% 0,45+0,73° 0,52+0,85° 0,38+0,62°

Rataan

Keterangan: Huruf yang berbeda pada kolom dan baris yang sama menunjukkan
perbedaan nyata (p<0,05).

Tabel 11. Produksi B. megaterium Setiap Kombinasi Perlakuan (x10° spora/ml)
pada Waktu Inkubasi 108 Jam

Media Dosis Karbon (g/L)
(Tepung) 5 10 15 20

Rataan

Tapioka  0,04+0,00 0,04+0,00 0,04+0,00 0,03+0,00 0,04+0,02%
Terigu 1,03+0,06 1,33+0,06 1,50+0,00 ~ 1,10+0,00  1,24+0,22°
Jagung 0,02+0,00  0,03+0,00 ~ 0,03+0,00 ~ 0,02+0,00  0,03+0,00%

Rataan 0,36+0,58% = 0,47+0,75°  0,52+0,84° 0,390,622

Keterangan: Huruf yang berbeda pada kolom dan baris yang sama menunjukkan
perbedaan nyata (p<0,05).

Produksi spora B. megaterium pada waktu inkubasi 36, 84 dan 108 jam
menunjukkan kepadatan spora yang berbeda-beda setiap perlakuan  uiji.

Perbedaan kecepatan waktu kemunculan spora bakteri dipengaruhi oleh
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kemampuan sel vegetatif untuk mempertahankan diri pada kondisi lingkungan
yang kurang menguntungkan. Menurut Bressuire-Isoard, et al. (2018), perbedaan
kecepatan waktu munculnya spora dipengaruhi oleh ketersediaan nutrisi pada
media kultur. Upaya yang dilakukan untuk mempercepat proses sporulasi yaitu
dengan pencapaian fase stasioner sel vegetatif yang lebih cepat, dengan demikian
proses sporulasi dapat terjadi dalam waktu yang lebih cepat (Diaz-Garcia, et al.,
2010). Pemanfaatan produk lokal pertanian dapat digunakan sebagai media
alternatif untuk menghasilkan spora bakteri dengan harga yang terjangkau.
Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa media yang terdiri dari tepung
kedelai, pati dan garam mineral dapat menghasilkan spora B. thuringiensis BTA
sebesar 1,51 x 10® spora/ml (Shojaaddini, et al., 2010). Perbedaan kepadatan
spora bakteri yang dihasilkan dengan penelitian ini dapat disebabkan oleh strain
bakteri dan media tumbuh yang digunakan berbeda (Ren, et al., 2018; Posada-
Uribe, et al., 2015).

Kepadatan spora tertinggi pada waktu 36, 84 dan 108 jam didapatkan pada
tepung terigu dengan dosis 15 g/L dan memiliki nilai 50 kali lebih besar
dibandingkan dengan tepung jagung dan 37,5 lebih besar dari tepung tapioka pada
jam ke-108. Kandungan bahan organik yang tinggi pada tepung terigu (Tabel 5)
mempengaruhi tingginya hasil kepadatan spora yang didapat jika dibandingkan
dengan perlakuan lain. Menurut Fichtel, et-al. (2008), kandungan bahan organik
pada suatu media akan mempengaruhi stimulasi spora yang dihasilkan. Kondisi
ini berhubungan dengan aktivasi regulator SpoOA yang terjadi ketika kandungan
bahan organik pada suatu media menurun. Regulator transkripsional SpoOA
berperan dalam proses transisi dari pertumbuhan vegetatif menuju proses
sporulasi. Aktivitasi transkripsi SpoOA melalui sistem “phosphorelay” yang diatur
oleh histidin kinase yang mengalami autofosforilasi (KinA-KinE) untuk merespon

perbedaan stres lingkungan. Regulasi aktivitas kinase dan fosfatase menentukan
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tingkat SpoOA untuk memulai proses sporulasi (Garti-Levi, et al., 2013; Tan dan
Ramamurthi, 2014). SpoOA kemudian mengatur ekspresi sekitar 121 gen salah
satunya untuk proses sporulasi (Molle, et al., 2003).
5.1.3 Efisiensi Sporulasi

Efisiensi sporulasi dihitung setelah mendapatkan kepadatan sel vegetatif
dan spora tertinggi pada setiap kombinasi media dan dosis karbon uji. Perhitungan
dilakukan berdasarkan persentase perbandingan jumlah spora maksimal yang
dihasilkan dari proses sporulasi dengan vegetatif tertinggi untuk mengetahui
seberapa efisien persentase transisi yang didapat. Perlakuan kombinasi media
dan dosis karbon yang diberikan menunjukkan perbedaan hasil rerata efisiensi
sporulasi B. megaterium (Gambar 18). Hasil efisiensi sporulasi menjadi indikator

keberhasilan dari proses sporulasi.
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Gambar 18. Rata-rata Efisiensi Sporulasi Bacillus megaterium pada Kombinasi
Perlakuan Media dan Dosis Karbon

Berdasarkan data grafik di atas setelah dilakukan pengujian Two Way
Anova (Lampiran 6) dapat diketahui bahwa kombinasi perlakuan media dan dosis
karbon yang berbeda memberikan pengaruh terhadap rata-rata efisiensi sporulasi
B. megaterium (p<0,05). Selanjutnya untuk mengetahui perbedaan antar

kombinasi perlakuan yang diberikan, dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Terkecil
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(BNT) dengan uji Duncan. Hasil uji Duncan menunjukkan bahwa masing-masing
kombinasi perlakuan antara media dan dosis karbon memberikan hasil rata-rata
efisiensi sporulasi yang berbeda nyata. Perbedaan media kultur dalam proses
sporulasi memberikan pengaruh terhadap efisiensi sporulasi yang dihasilkan dan
telah dilaporkan oleh beberapa peneliti yaitu setiap strain bakteri yang digunakan
akan membutuhkan komponen nutrisi dan kondisi media optimum yang berbeda
untuk mendukung pertumbuhannya (Monteiro, et al., 2005; Cho, et al., 2009).
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan yaitu kandungan glutamat yang
terdapat pada media kultur bersifat menguntungkan untuk pertumbuhan B. cereus
pada kisaran optimal akan tetapi menjadi penghambat pada Bacillus lain (Buhr, et
al., 2008). Selain itu, penambahan garam mineral (Ca, Mn, Mg, Fe dan Zn) pada
media kultur merupakan elemen penting dalam pembentukan lapisan spora akan
tetapi pada konsentrasi yang berlebih dapat menghambat pertumbuhan dari spora
bakteri (Hageman, et al., 1984; Cho, et al., 2009).

Hasil rata-rata efisiensi sporulasi B. megaterium tertinggi yaitu pada media
tepung terigu dengan dosis karbon 10 g/L (91,30%), hasil ini menunjukkan nilai
efisiensi sporulasi 10% lebih besar dari perlakuan tertinggi tepung tapioka pada
dosis karbon 5 g/L. Selain itu, efisiensi tertinggi pada media tepung terigu juga
menunjukkan nilai 2x lebih besar dari perlakuan tepung jagung di semua dosis
karbon yang diberikan. Hasil efisiensi sporulasi yang berbeda pada setiap media
disebabkan karena kandungan bahan dan dosis karbon yang berbeda. Tepung
tapioka, tepung terigu dan tepung jagung merupakan produk pertanian yang
memiliki harga terjangkau, mudah di temukan dan memiliki karbon organik lebih
dari 35% (Tabel 5). Berdasarkan hasil pengujian bahan organik yang terkandung
pada media, tepung terigu memiliki konsentrasi karbon dan nitrogen yang lebih
tinggi jika dibandingkan dengan media lainnya. Kondisi ini mempengaruhi produksi

sel vegetatif yang bertransisi menjadi spora B. megaterium memiliki kepadatan
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yang tinggi jika dibandingkan dengan perlakuan lainnya yang berpengaruh
terhadap hasil efisiensi sporulasi yang didapat. Pemilihan media tumbuh spora
harus memperhatikan kandungan nutrisi dari media seperti karbon, nitrogen dan
makronutrien yang terlibat dalam proses pertumbuhan, poduksi spora, dan sintesis
metabolit dari spesies Bacillus (Gouda, et al., 2001; Yan, et al., 2007).

Hasil penelitian ini menunjukkan nilai efisiensi sporulasi yang lebih tinggi
jika dibandingkan dengan hasil penelitian Ananthanarayanan dan Dubhashi (2016)
yang hanya mendapatkan efisiensi sporulasi Bacillus aerius 38,6% yang
ditumbuhkan pada media DSM. Selain itu, nilai efisiensi sporulasi penelitian ini
60% lebih tinggi jika dibandingkan penelitian Omer (2010) yang menumbuhkan
Bacillus pada media yang diperkaya dengan garam mineral. Perbedaan hasil
efisiensi sporulasi disebabkan perbedaan kemampuan bakteri dalam melakukan
proses penyerapan nutrisi yang tersedia di media kultur. Perbedaan lokasi isolasi
suatu bakteri juga mempengaruhi efisiensi sporulasi yang dihasilkan yang
berhubungan dengan karakter bakteri yang ditumbuhkan pada media optimal
dalam kondisi laboratorium (Piccirillo dan Honigberg, 2010).

Nilai vegetatif dan spora tertinggi yang di dapat pada penelitian ini (media
tepung terigu dosis 15 g/L) tidak diikuti dengan nilai efisiensi sporulasi yang tinggi
jika dibandingkan dengan media tepung terigu dosis 10 g/L. Faktor penghambat
sel vegetatif dalam membentuk spora yang berpengaruh terhadap rendahnya
efisiensi sporulasi yang dihasilkan telah dievaluasi oleh beberapa peneliti.
Peningkatan efisiensi sporulasi B. coagulans dapat dilakukan dengan cara
menambahkan karbohidrat, garam mineral dan pengaturan pH di media kultur
(Uono et al., 2019). Selain berkurangnya nutrisi seperti fosfor dan sumber karbon
di media kultur, mineral juga memiliki peranan penting dalam proses sporulasi
Bacillus seperti manganese (Mn?*) dan kalsium (Ca?*). Kalsium berperan sebagai

komponen pembentuk CaDPA (kalsium dipicolinate) yang merupakan kalsium
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chelate (kalsium yang mudah diserap tubuh) yang berasal dari asam dipikolinik
(2,6 pyridine dicarboxylic acid) dan merupakan komposisi utama dalam endospora
(5-15% dari berat molekulnya) (Amaha dan Ordal, 1957; Sinnela, et al., 2019).
5.1.4 Laju Pertumbuhan dan Waktu Generasi Sel Vegetatif

Pertumbuhan maksimum setiap spesies bakteri didapatkan pada waktu
yang berbeda-beda bergantung pada strain, habitat hidupnya dan kesesuaian
terhadap media tumbuh baru (Vartoukian, 2016). Pertumbuhan sel vegetatif dapat
diamati melalui media padat atau cair. Media memiliki peranan penting dalam
menyediakan kebutuhan nutrisi untuk bakteri dan menjaga metabolisme bakteri
pada lingkungan kultur (Boddy dan Wimpenny, 1992; Stecchini, et al., 2000).
Selain pertumbuhan maksimum, waktu generasi juga merupakan faktor penting
sebagai kemampuan membelah dari sel bakteri dalam satuan waktu tertentu
(Muller-Delignette, et al., 1998). Umumnya pertumbuhan bakteri dan waktu
generasi memiliki hubungan yang berbanding lurus dan saling berkaitan. Semakin
tinggi perbedaan pertumbuhan bakteri dari waktu ke waktu maka waktu generasi
yang dihasilkan umumnya akan semakin cepat (Martin, et al., 2003).

Berdasarkan hasil Two Way ANOVA dengan cara yang sama yang
disajikan pada Lampiran 6, diketahui bahwa masing-masing perlakuan media dan
dosis karbon yang berbeda memberikan pengaruh terhadap pertumbuhan B.
megaterium (p<0,05). Selain itu, terdapat interaksi antara perlakuan media dan
dosis karbon (p<0,05) yang menunjukkan bahwa perbedaan hasil laju
pertumbuhan sel vegetatif dipengaruhi oleh kedua faktor perlakuan tersebut.
Selanjutnya untuk mengetahui perbedaan antar kombinasi perlakuan yang
diberikan, dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) dengan uji Duncan.
Hasil uji Duncan menunjukkan bahwa kombinasi perlakuan media dan dosis
karbon memberikan hasil laju pertumbuhan sel vegetatif yang berbeda nyata. Hasil

uji Duncan laju pertumbuhan bakteri B. megaterium disajikan pada Tabel 12.
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Tabel 12. Pertumbuhan Sel Vegetatif B. megaterium Setiap Kombinasi Perlakuan
Media  Dosis Pertumbuhan = Laju Pertumbuhan  Waktu Generasi

(g/L) Maksimum (/menit) (menit)

5 ooy ks 28,802 85,94

Tepung 10 2,34 30,60° 82,28
Tapioka 15 2,77 31,80¢ 76,82
20 2,57 31,20°¢ 78,13

5 541 43,202 58,04

Tepung 10 5,64 46,80° 52,97
Terigu 15 5,77 48,009 48,52

20 5,73 47,40° 49,81

5 2,03 27,002 92,41

Tepung 10 2,34 30,00P 83,13
Jagung 15 2,35 30,00P 81,44
20 2,35 30,60° 80,14

Keterangan: Huruf yang berbeda pada kolom dan baris yang sama menunjukkan
perbedaan nyata (p<0,05)

Perbedaan laju pertumbuhan di setiap media tumbuh berbanding lurus
dengan hasil waktu-generasi. Semakin tinggi pertumbuhan, maka semakin cepat
waktu generasi yang terjadi. Berdasarkan data tersebut, tepung terigu dengan
dosis 15 g/L memiliki nilai laju pertumbuhan tertinggi yaitu 48 per menit dengan
waktu generasi 48,52 menit. Ketersediaan bahan organik khususnya unsur karbon
dari tepung terigu yang mencapai hampir 50% memberikan respon positif terhadap
pertumbuhan sel vegetatif B. megaterium jika dibandingkan dengan perlakuan lain.
Penyerapan karbon di lingkungan sebagai sumber nutrisi bakteri dapat
meningkatkan biomassa sel dalam upaya melakukan pembelahan pada waktu
tertentu. Menurut Gibson, et al. (2018), setiap spesies bakteri mempunyai waktu
generasi yang berbeda seperti Salmonella enterica mempunyai waktu generasi 30
menit dan Vibrio 39 menit. Penelitian Yuniarti, et al. (2019), menumbuhkan Bacillus
sp. pada media glukosa menunjukkan maksimum growth rate sekitar 48 — 60 per
menit pada C/N rasio yang berbeda dengan waktu generasi berkisar antara 41,7
— 52,6 menit. Perbedaan hasil growth rate dan waktu generasi dipengaruhi oleh
perbedaan spesies dan media kultur yang digunakan untuk pertumbuhan bakteri.

Wang, et al. (2019) menambahkan, sumber karbon yang tersedia di lingkungan
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akan di absorbsi oleh sel bakteri yang berfungsi sebagai substrat jaringan
metabolik sel. Selanjutnya akan menyediakan asam amino dan komponen lain
yang mendukung perkembangan sel bakteri.

5.1.5 Laju Pertumbuhan Spora

Pertumbuhan spora B. megaterium mulai diamati ketika sel vegetatif mulai
memproduksi spora yang disebabkan oleh kondisi lingkungan yang kurang
mendukung pertumbuhannya (Soni, et al., 2016; Gauvry, et al., 2019). Beberapa
faktor yang menyebabkan sel vegetatif mengalami stres yaitu konsentrasi nutrisi
yang mulai menurun, pH dan suhu ekstrim. Laju pertumbuhan spora dicapai ketika
populasi spora berada pada fase puncak eksponensial pada durasi waktu tertentu
(Wunderlin, et al., 2016). Pengamatan laju pertumbuhan spora bertujuan untuk
mengetahui pertumbuhan rata-rata spora tertinggi yang dipengaruhi oleh besaran
transisi sel vegetatif dalam memproduksi spora B. megaterium. Berbeda dengan
sel vegetatif, waktu generasi spora B. megaterium tidak dapat dihitung karena
spora bakteri tidak mengalami proses pembelahan sel. Spora dihasilkan dari sel
vegetatif tunggal.

Berdasarkan hasil Two Way ANOVA dengan cara yang sama seperti yang
disajikan pada Lampiran 6, diketahui bahwa masing-masing perlakuan media dan
dosis karbon yang berbeda memberikan pengaruh terhadap laju pertumbuhan
spora B. megaterium (p<0,05). Selain itu, terdapat interaksi antara perlakuan
media dan dosis karbon (p<0,05) yang menunjukkan bahwa perbedaan laju
pertumbuhan spora yang dipengaruhi oleh kedua faktor perlakuan tersebut.
Selanjutnya untuk mengetahui perbedaan antar kombinasi perlakuan yang
diberikan, dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) dengan uji Duncan.
Hasil uji Duncan menunjukkan bahwa kombinasi perlakuan media dan dosis

karbon memberikan hasil rata-rata laju pertumbuhan spora pada rentang waktu
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tertentu yang berbeda nyata. Hasil uji Duncan laju pertumbuhan spora B.
megaterium disajikan pada Tabel 13.

Tabel 13. Laju Pertumbuhan Spora Bakteri B. megaterium Setiap Kombinasi

Perlakuan
Media Dosis Laju pertumbuhan
(g/L) (/menit)
Tepung Tapioka 5 19,20+0,02°
10 19,20+0,01°
15 21,00+0,01°¢
20 16,80+0,002
Tepung Terigu 5 30,00£0,012
10 33,00+0,02°
15 40,80+0,01¢
20 37,80+0,02°
Tepung Jagung 5 17,400,012
10 18,60+0,00°
15 19,80+0,02°
20 17,40£0,01°

Keterangan: Huruf yang berbeda pada kolom dan baris yang sama menunjukkan
perbedaan nyata (p<0,05)

Perbedaan sumber dan dosis karbon pada penelitian ini berpengaruh
terhadap growth rate spora B. megaterium yang dihasilkan. Hasil menunjukkan
bahwa data berbanding lurus dengan hasil laju pertumbuhan sel vegetatif, pada
spora juga menunjukkan nilai tertinggi pada media tepung terigu dengan dosis 15
g/L (40,80 /menit) bahkan 2 kali lebih tinggi dari media tepung tapioka dan tepung
jagung. Sumber karbon berperan penting dalam proses terbentuknya spora yang
mempengaruhi enzim yang terlibat dalam proses sporulasi. Faktor utama yang
mempengaruhi tingginya laju pertumbuhan spora yaitu konsentrasi sel vegetatif di
media kultur (Dawes and Thornley, 1970). Kondisi ini berarti pertumbuhan spora
akan bertambah sejalan dengan semakin banyaknya produksi spora yang
dihasilkan oleh sel vegetatif. Selain itu, mineral yang ditambahkan juga
mempengaruhi pertumbuhan spora ketika ditumbuhkan dan dioptimasi pada

media sporulasi (Mah, et al., 2008).
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5.2 Tahap 2

Setelah mendapatkan sumber dan dosis karbon terbaik yaitu tepung terigu
dengan dosis 15 g@g/L yang ditunjukkan dari hasil uji statistic yaitu memiliki
kepadatan spora yang berbeda sangat nyata dengan perlakuan lainnya, maka
penelitian dilanjutkan dengan perbedaan suhu dan pH untuk mendapatkan
optimasi lingkungan untuk produksi spora B. megaterium. Suhu yang digunakan
pada penelitian ini yaitu 37 °C, 44 °C dan 51 °C sedangkan pH yang digunakan

yaitu pH 4, 7 dan 10.

5.2.1 Kepadatan Sel Vegetatif

Pertumbuhan sel vegetatif dengan kombinasi perlakuan suhu dan pH
menunjukkan bahwa terdapat perbedaan waktu inkubasi untuk mencapai fase
pertumbuhan bakteri. Pola pertumbuhan sel vegetatif B. megaterium pada
perbedaan optimasi lingkungan disajikan pada Gambar 19. Kepadatan sel
vegetatif diamati berdasarkan fase pertumbuhan yang terdiri dari fase lag, fase
eksponensial, fase stasioner dan fase kematian. Hasil sel vegetatif B. megaterium
dengan berbagai waktu pengambilan sampel menunjukkan hasil kepadatan sel
vegetatif yang berbeda-beda. Pola pertumbuhan dari semua kombinasi
perlakukan menunjukkan tren grafik 'yang hampir sama, meskipun tidak
menunjukkan adanya fase stasioner yang teramati pada penelitian ini.

Fase lag merupakan tahapan penyesuaian diri bakteri pada media tumbuh
baru dengan waktu tercepat terjadi pada menit ke-7 pada suhu 37°C dengan pH
10. Pertumbuhan sel vegetatif secara bertahap meningkat hingga mencapai
puncak eksponensial pada jam ke-12 untuk suhu 37 °C dan jam ke-10 untuk suhu
44 °C pada semua perbedaan pH yang diberikan. Akan tetapi, pada suhu 51 °C,
puncak eksponensial terjadi lebih cepat yaitu pada waktu inkubasi 4 jam pada pH

7 dan 10. Fase stasioner tidak terjadi pada semua perlakuan yang mungkin dicapai



77

-
:-"é. selama selang waktu 1 jam pada suhu 37 °C dan 44 °C serta selang waktu 30
—g menit pada suhu 51 °C yang tidak teramati pada penelitian ini. Setelah melewati
?5"' fase stasioner, kepadatan sel vegetatif menurun hingga akhir dari waktu inkubasi
e
g yang tidak hanya disebabkan karena nutrisi di lingkungan yang berkurang tetapi
e
P juga adanya pengaruh stres lingkungan.
_ 12 || A -
% - 10 - | ]
csE 8 =
88T 6 [
o g‘) Y 4 g Ny
RS
o > Q 2 A
¢ < 0 lLs—m—a—ppepelal=l_ppp—0—0—0—0—o
QQ(Jion:) NY D R0 0000 )
Waktu Inkubasi (Jam)
& Clg ® »
e -
c s § - i
S S o 6 B & |
c O wn |
k> 8"‘5_3 4 y m
2> x 2 - u
v 0 _!—_.—M

S

2 o NU D R D 6 200 DD ) g

Waktu Inkubasi (Jam)

(x107 sel/ml)

\\\
1/
o/

Kepadatan Sel
Vegetatif

S T R R NIV I IR AN

Waktu Inkubasi (Jam)
—eo—pH 4 pH7 —m—pH 10

Q o
NAE

Gambar 19. Pertumbuhan Sel Vegetatif di Bawah Perbedaan Suhu dan pH dalam
Beberapa Waktu Inkubasi: A) Suhu 37 °C, B) Suhu 44 °C dan C) Suhu
51°C

Setiap fase pertumbuhan yang diamati pada masing-masing kombinasi

<C
'z
=

perlakuan suhu dan pH pada penelitian ini menunjukkan adanya perbedaan durasi




-
o
<

e
s |
—
jE—
o

—
L= ]
o
e
(=5 ]
j=—

78

waktu untuk mencapai fase pertumbuhan tersebut. Pada suhu 37 °C dan 44 °C
membutuhkan waktu yang relatif lebih lama untuk melewati fase eksponensial jika
dibandingkan suhu 51°C di semua perbedaan pH yang diberikan. Menurut Desai
dan Varadaraj (2010), pemberian suhu panas akan mempengaruhi status fisiologi
spesies bakteri dan komponen nutrisi pada media tumbuh. Populasi sel bakteri
yang hidup pada suhu yang tinggi dapat berkurang 90% dalam beberapa waktu
yang singkat. Kelebihan bakteri penghasil spora akan dapat bertahan pada suhu
ekstrim dengan melakukan transisi menjadi spora sebagai upaya perlawanan
terhadap kondisi lingkungan yang kurang mendukung kehidupannya (Lovdal, et
al., 2011; Cebrian, et al., 2017). Sehingga pada jam ke-6 pada suhu 51°C di semua
perbedaan pH, spora B. megaterium telah dihasilkan.

Kepadatan sel vegetatif mencapai puncak tertinggi pada masing-masing
media secara berturut-turut yaitu pada pH 10 di suhu 37 °C (1,1 x 10° sel/ml) dan
44 °C (8,5 x 107 sel/ml) sedangkan pH 7 pada suhu 51 °C (3,7 x 107 sel/ml). Suhu
dan pH merupakan faktor fisika yang berperan penting dalam mempengaruhi
produksi biomasa dari sel vegetatif (Singh, et al., 2014). Perbedaan spesies dan
media kultur akan mempengaruhi parameter faktor fisika yang dibutuhkan untuk
mendapatkan pertumbuhan maksimum dari bakteri. Beberapa penelitian
mengenai perbedaan suhu dan pH pada spesies lain yang membedakan dengan
penelitian ini yaitu Tricoderma sp. menunjukkan optimasi lingkungan terbaik yaitu
pada pH 5,5 dan suhu 30 °C pada media kultur MSM (Verdin, et al., 2004; Santos,
et al., 2004). Penelitian lain menunjukkan bahwa strain Clostridium butyricum
tumbuh optimal pada suhu 37°C dengan pH 4,8 (Anniballi, et al., 2002).

Berdasarkan hasil Two Way ANOVA dengan cara yang sama seperti pada
Lampiran 6, diketahui bahwa masing-masing perlakuan suhu dan pH yang
berbeda memberikan pengaruh terhadap kepadatan B. megaterium (p<0,05).

Selain itu, terdapat interaksi antara perlakuan media dan dosis karbon (p<0,05)
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yang menunjukkan bahwa perbedaan kepadatan sel vegetatif dipengaruhi oleh
kedua faktor tersebut. Selanjutnya untuk mengetahui perbedaan antar kombinasi
perlakuan yang diberikan, dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Terkecil (BNT)
dengan uji Duncan. Hasil uji Duncan menunjukkan bahwa kombinasi perlakuan
suhu dan pH memberikan kepadatan sel vegetatif yang berbeda nyata. Hasil uji
Duncan kepadatan vegetatif B. megaterium disajikan pada Tabel 14, 15 dan 16.

Tabel 14. Kepadatan Sel Vegetatif di Bawah Perbedaan Suhu dan pH pada Waktu
Inkubasi 4 jam (x107 sel/ml)

Suhu pH
(°C) 2 2 10 Rataan
37 1,37+0,06 3,57+0,06 5,67%0,21 3,53+2,15°
44 1,37+0,06 3,10+0,10 4,10+0,10 2,86+1,38"
51 2,73+0,12 3,5340,15 1,50+0,10 2,59+1,02%
Rataan 1,82+0,792 3,40+0,26° 3,76+2,10°

Keterangan: Huruf yang berbeda pada kolom dan baris yang sama menunjukkan
perbedaan nyata (p<0,05).

Tabel 15. Kepadatan Sel Vegetatif di Bawah Perbedaan Suhu dan pH pada Waktu
Inkubasi 12 jam (x10° sel/ml)

Suhu pH
(°C) ) . 10 Rataan
37 0,02+0,00 0,52£0,01 1,10+0,00 0,55£0,03°
44 0,02+0,00 0,04+0,00 0,08+0,00 0,05+0,03"
51 0,04+0,03 0,04+0,05 0,01+0,00 0,03+0,02°
Rataan 0,02+0,01° 0,20+0,28° 0,40+0,61°

Keterangan: Huruf yang berbeda pada kolom dan baris yang sama menunjukkan
perbedaan nyata (p<0,05).

Tabel 16. Kepadatan Sel Vegetatif di Bawah Perbedaan Suhu dan pH pada Waktu
Inkubasi 20 jam (x108 sel/ml)

Suhu pH
(°C) 4 - 10 Rataan
37 0,08+0,00 2,37%0,06 6,00£0,10 2,81+0,00°
44 0,09+0,01 0,28+0,02 0,48+0,02 0,28+0,20°
o1 0,00+0,00 0,01+0,00 0,06+0,01 0,02+0,00?
Rataan 0,05+0,39? 0,89+0,42° 2,18+0,63°

Keterangan: Huruf yang berbeda pada kolom dan baris yang sama menunjukkan
perbedaan nyata (p<0,05).

Optimasi suhu sel vegetatif B. megaterium pada waktu inkubasi 4, 12 dan

20 jam menunjukkan kepadatan sel vegetatif tertinggi pada suhu 37 °C dengan pH
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10. Setiap jenis spesies bakteri mempunyai batas optimum untuk tumbuh yang
tidak bisa disamakan dengan bakteri lainnya (Ratkowsky, 2016). Suhu akan
mempengaruhi sel bakteri termasuk beberapa jenis proses fisiologi (Isnawati dan
Trimulyono, - 2018). Selain “itu, faktor yang mempengaruhi pertumbuhan sel
vegetatif yaitu pH. Derajat keasaman di lingkungan mempengaruhi aktivitas dan
stabilitas yang berhubungan dengan pertumbuhan dan metabolisme dari
mikrooganisme (Koni, et al., 2017). Penelitian Bacillus subtilis sebelumnya
menunjukkan bahwa suhu optimal untuk pertumbuhannya yaitu 37 °C dan pH 7,
meskipun memiliki suhu optimal yang sama, pH dari hasil peneliti ini berbeda

dengan pH optimal pada penelitian ini (pH 10) (Igbal dan Rahman, 2017).

5.2.2° Kepadatan Spora

Produksi spora yang dihasilkan pada berbagai perbedaan suhu dan pH
didapatkan ketika kondisi sel vegetatif mengalami stres karena perubahan
lingkungan kultur (nutrisi menurun, pengaruh suhu dan pH). Pola produksi spora
B. megaterium pada perbedaan suhu dan pH disajikan pada Gambar 20. Produksi
spora pada penelitian ini diamati melalui fase pertumbuhan yaitu fase adaptasi,
fase eksponensial dan fase stasioner. Penurunan produksi spora tidak teramati
pada penelitian ini karena spora yang dihasilkan secara terus-menerus mengalami
peningkatan dan menuju stasioner hingga waktu inkubasi 120 jam. Fase lag dari
produksi spora B. megaterium yang dihasilkan dengan durasi waktu tercepat yaitu
pada suhu 51°C hampir di semua perbedaan pH yaitu kurang dari 3 jam jika
dibandingkan dengan perlakuan suhu dan pH yang lain. Kepadatan spora mulai
mengalami peningkatan secara bertahap hingga mencapai puncak eksponensial
dalam waktu yang berbeda-beda. Setelah itu, kepadatan spora B. megaterium di

semua kombinasi perlakuan mencapai fase stasioner sampai akhir waktu inkubasi.
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Gambar 20. Kepadatan Spora dibawah Perbedaan Suhu dan pH dengan Berbagai
Waktu Pengambilan Sampel; A) Suhu 37 °C, B) Suhu 44 °C dan C)
Suhu 51 °C.

Kemunculan spora B. megaterium pada suhu 51 didapatkan pada jam ke-
5 yaitu 7 jam lebih cepat dibandingkan dengan suhu 37 °C dan 44 °C. Kepadatan
spora tertinggi pada masing-masing suhu yaitu suhu 37 °C terdapat pada pH 10 (1
x 10° spora/ml), suhu 44 °C pada pH 10 (4,6 x 107 spora/ml) dan suhu 51 °C pada
pH 7 (3,0 x 107 spora/ml). Kepadatan spora tertinggi berbanding lurus dengan
kepadatan vegetatif yang didapat. Penelitian ini_menunjukkan bahwa semakin

tinggi suhu dan asamnya pH tidak menjadi indikator terhadap tingginya spora yang
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dihasilkan. Studi menunjukkan bahwa spora yang ditumbuhkan pada suhu tinggi
memiliki resistensi tinggi terhadap panas (Sneath, et al., 1998; Monteiro, et al.,
2005). Peningkatan pH 6,0 — 8,1 di media sporulasi juga menyebabkan
peningkatan resistensi spora terhadap panas (Hashimoto, et al., 1969).

Berdasarkan hasil Two Way ANOVA dengan cara yang sama seperti
Lampiran 6, diketahui bahwa masing-masing perlakuan suhu dan pH yang
berbeda memberikan pengaruh terhadap produksi spora B. megaterium (p<0,05).
Selain itu, terdapat interaksi antara perlakuan suhu dan pH (p<0,05) yang
menunjukkan bahwa perbedaan produksi spora dipengaruhi oleh kedua faktor
perlakuan. Selanjutnya untuk mengetahui perbedaan antar kombinasi perlakuan
yang diberikan, dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) dengan uji
Duncan. Hasil uji Duncan menunjukkan bahwa kombinasi perlakuan suhu dan pH
memberikan produksi spora B. megaterium yang berbeda nyata. Hasil uji Duncan
produksi spora B. megaterium disajikan pada Tabel 17, 18 dan 19.

Tabel 17. Kepadatan Spora di Bawah Suhu dan pH pada Waktu Inkubasi 18 Jam

(x108 sel/ml)
Suhu pH
(°C) A 7 10 Rataan
37 0,09+0,01 0,48+0,03 1,08+0,13 0,55+0,50°
44 0,05+0,01 0,05+0,01 0,11+0,01 0,070,042
51 0,08+0,01 0,10+0,00 0,04+0,00 0,07+0,032
Rataan 0,070,022 0,21+0,24° 0,41+0,58°

Keterangan: Huruf yang berbeda pada kolom dan baris yang sama menunjukkan
perbedaan nyata (p<0,05).

Tabel 18. Kepadatan Spora di Bawah Suhu dan pH pada Waktu Inkubasi 60 Jam

(x108 sel/ml)
Suhu pH
(°C) - 7 10 Rataan
37 0,17+0,01 4,27+0,06 5,53+0,15 3,32+2,81°
44 0,11+0,01 0,17+0,02 0,26+0,01 0,18+0,082
51 0,12+0,01 0,20+0,01 0,07+0,00 0,130,072
Rataan 0,13+0,032 1,55+2,36° 1,96+3,10¢

Keterangan: Huruf yang berbeda pada kolom dan baris yang sama menunjukkan
perbedaan nyata (p<0,05).
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Tabel 19. Kepadatan Spora di Bawah Suhu dan pH pada Waktu 108 Jam (x10°

sel/ml)
Suhu pH
(°C) i 7 10 Rataan
37 0,02+0,00 0,47+0,00 1,00+0,01 0,50+0,49°
44 0,01+0,00 0,02+0,00 0,05+0,00 0,03+0,02°
51 0,02+0,00 0,03+0,00 0,01+0,00 0,02+0,01°
Rataan 0,02+0,00? 0,17+0,26° 0,35+0,56°

Keterangan: Huruf yang berbeda pada kolom dan baris yang sama menunjukkan
perbedaan nyata (p<0,05).

Kepadatan spora B. megaterium pada waktu 18, 60 dan 108 jam
menunjukan nilai tertinggi pada perlakuan suhu 37 °C pada pH 10 jika
dibandingkan dengan suhu 44 °C dan 51 °C. Berdasarkan penelitian Issahary, et
al. (1974), penggunaan suhu inkubasi 44°C menurunkan kepadatan spora Bacillus
cereus yang semula memiliki kepadatan 108 menjadi 5 x 10° Kondisi panas
menentukan kelangsungan hidup dari spora Bacillus. Selain faktor media, faktor
lingkungan merupakan faktor penting yang harus diperhatikan. Beberapa faktor
lingkungan yang mempengaruhi pertumbuhan spora yaitu waktu inkubasi, suhu
dan pH. Berdasarkan studi peneltian sebelumnya, perlakuan suhu tinggi yang
diberikan dengan waktu inkubasi yang berbeda dapat mempengaruhi ketanahan
panas dari spora (Sang-Wook dan Sim, 2006) serta kelangsungan hidup spora
(Prentice dan Clegg, 1974). Perbedaan pH pada media kultur juga mempengaruhi
proses sporulasi dan efisiensi sporulasi yang dihasilkan dengan waktu inkubasi
yang berbeda (Monteiro, et al., 2005).

5.2.3 Efisiensi Sporulasi

Setelah  mendapatkan spora tertinggi dan  vegetatif tertinggi, maka
dilanjutkan dengan parameter efisiensi sporulasi untuk mengetahui persentase
spora maksimal dengan vegetatif tertinggi sehingga dapat diketahui seberapa
efisien persentase transisi yang didapat. Perbedaan rata-rata efisiensi sporulasi

disajikan pada Gambar 21.
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Gambar 21. Efisiensi Sporulasi B. megaterium di bawah Kondisi Suhu dan pH
yang Berbeda

Nilai hasil efisiensi sporulasi tertinggi yaitu pada suhu 37 °C pH 7 (90,61%)
kemudian diikuti dengan suhu 37 °C pH 10 (90,24%) dan keduannya menunjukkan
tidak ada perbedaan yang signifikan berdasarkan uji statistik. Fluktuasi suhu dan
pH mempengaruhi hasil efisiensi sporulasi yang didapat, pH yang konstan pada
media kultur akan mempertahankan efisiensi sporulasi yang didapat yaitu 50%,
akan tetapi apabila terjadi penurunan pH pada media kultur, efisiensi sporulasi
yang didapat hanya 6% (Monteiro, et al., 2005). Sehingga kestabilan pH pada
media kultur perlu diperhatikan untuk mempertahankan efisiensi sporulasi yang
dihasilkan. Garcia-Marengoni, et al. (2015) menambahkan, salah satu upaya untuk
mempertahankan dan meningkatkan efisiensi sporulasi agar mencapai nilai yang
maksimal yaitu dengan penambahan garam mineral. Selain itu, dapat juga
dilakukan melalui penambahan unsur besi nitrat pada media kultur sehingga dapat
menjadi pemicu stres pada bakteri yang nantinya mengarah pada proses sporulasi
yang lebih efisien. Kondisi ini dapat terjadi karena adanya proses penghambatan

dari aktivasi histatasin fosfatase yang berperan dalam proses sporulasi.
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Berdasarkan hasil Two Way ANOVA dengan cara yang sama seperti
Lampiran 6, diketahui bahwa masing-masing perlakuan suhu dan pH yang
berbeda memberikan pengaruh terhadap efisiensi sporulasi B. megaterium
(p<0,05). Selain itu, terdapat interaksi antara perlakuan suhu dan pH (p<0,05)
yang menunjukkan bahwa perbedaan efisiensi sporulasi dipengaruhi oleh kedua
faktor perlakuan. Selanjutnya untuk mengetahui perbedaan antar kombinasi
perlakuan yang diberikan, dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Terkecil (BNT)
dengan uji Duncan. Hasil uji Duncan menunjukkan bahwa kombinasi perlakuan
suhu dan pH memberikan efisiensi sporulasi B. megaterium yang berbeda nyata.

Sporulasi merupakan proses yang sangat kompleks yang terdiri dari
beberapa tahapan sehingga untuk mendapatkan spora yang tinggi harus
memperhatikan kondisi suhu dan pH pada media kultur (Monteiro, et al., 2014).
Menurut Boonstra, et al. (2013), tersedianya kepadatan sel yang tinggi ketika
nutrisi dalam media mulai menurun akan memicu hasil efisiensi sporulasi yang
tinggi. Hasil efisiensi sporulasi pada penelitian ini menunjukkan nilai yang lebih
tinggi jika dibandingkan dengan penelitian Pandey dan Vakil (2016), yang hanya
mendapatkan efisiensi sporulasi sebesar 80% pada bakteri B. coagulans dengan
suhu 37°C dan pH netral. Perbedaan hasil efisiensi sporulasi yang didapat karena
spesies Bacillus yang berbeda dan media kultur yang berbeda.

5.2.4 Laju Pertumbuhan dan Waktu Generasi Sel Vegetatif

Pertumbuhan maksimum bakteri memiliki waktu yang berbeda tergantung
strain, habitat tumbuh, dan kesesuaian terhadap media tumbuh bakteri. Waktu
generasi sangat berperan penting dalam kemampuan sel bakteri untuk membelah
diri dalam satuan waktu. Pertumbuhan bakteri dan waktu generasi memiliki
hubungan berbanding lurus. Semakin tinggi perbedaan pertumbuhan bakteri dari

waktu ke waktu maka waktu generasi yang didapatkan akan semakin cepat.
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Berdasarkan hasil Two Way ANOVA dengan cara yang sama seperti
Lampiran 6 diketahui perbedaan perlakuan suhu dan perlakuan pH yang berbeda
berpengaruh terhadap pertumbuhan B. megaterium (p<0,05). Selain itu terdapat
interaksi antara perlakuan suhu dan perlakuan pH berbeda (p<0,05) menunjukkan
bahwa hasil pertumbuhan dipengaruhi oleh kedua faktor perlakuan tersebut.
Selanjutnya untuk mengetahui perbedaan antar kombinasi perlakuan yang
diberikan, dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) dengan uji Duncan.
Hasil uji Duncan menunjukkan bahwa kombinasi perlakuan suhu dan pemberian
pH berbeda memberikan hasil pertumbuhan yang berbeda nyata. Hasil uji Duncan
pertumbuhan B. megaterium disajikan pada Tabel 20.

Tabel 20. Perbedaan Pertumbuhan dibawah Suhu dan pH yang Berbeda

Suhu pH Laju Waktu
Pertumbuhan Generasi

(/menit) (menit)
37 4 26,402 93,13
7 31,80° 81,28
10 39,00° 63,01
44 4 24,002 94,02
7 24,602 95,01
10 27,60° 90,51
51 4 21,002 97,41
7 25,20¢ 93,22
10 23,40° 96,15

Perbedaan growth rate pada setiap media tumbuh berbanding lurus
dengan waktu generasi. Semakin tinggi pertumbuhan, maka semakin cepat waktu
generasi sel yang terjadi. Pemberian perlakuan suhu yang semakin tinggi akan
menurunkan pertumbuhan sel bakteri B. megaterium. Suhu 37°C dengan pH 10
memberikan growth rate tertinggi yaitu 39 per menit dengan waktu generasi 63,01
per menit. Media pertumbuhan dan spesies bakteri yang berbeda akan
mempengaruhi pertumbuhan rata-rata bakteri (Powell dan Errington, 1962). Setiap
spesies bakteri memiliki suhu optimal yang berbeda untuk pertumbuhan dan waktu

generasi bakteri. Bacillus cereus memiliki suhu optimal untuk tumbuh yaitu 39,9°C,



-
o
<

e
s |
—
jE—
o

—
L= ]
o
e
(=5 ]
j=—

87

Listeria monocytogenes suhu optimal untuk tumbuh yaitu 38,1°C, Escherichia coli
suhu optimal untuk tumbuh yaitu 41,1°C, Salmonella suhu optimal untuk tumbuh
yaitu 39,5°C. Suhu mampu mempengaruhi laju pertumbuhan bakteri dan jumlah
total pertumbuhan bakteri. Suhu yang tidak sesuai dengan media hidup bakteri
dapat mempengaruhi proses metabolisme sel dan dapat mengubah morfologi sel
bakteri (Membre et al., 2005).

pH dalam media pertumbuhan bakteri sangat berpengaruh dalam growth
rate dan generation time sel bakteri. Bakteri E. coli mampu tumbuh maksimum
pada pH 9. pH dapat mempengaruhi aktivitas enzim bakteri, aktivitas enzim akan
maksimal pada saat kondisi pH optimum. Nilai pH sel bakteri dipengaruhi oleh pH
media pertumbuhan. Jika media pertumbuhan bakteri tidak sesuai untuk aktivitas
enzim maka bakteri tidak dapat melakukan metabolisme dengan baik dan mikroba

tidak dapat tumbuh secara optimal (Jordan dan Jacobs, 1947).

5.2.5 Laju Pertumbuhan Maksimum Spora

Pertumbuhan spora B. megaterium mulai diamati pada saat sel vegetatif
mampu memproduksi spora. Spora dapat terbentuk ketika sel vegetative berada
pada lingkungan yang tidak mendukung seperti suhu dan pH ekstrim. Pengamatan
mengenai laju pertumbuhan bertujuan untuk mengetahui pertumbuhan rata-rata
spora tertinggi yang dipengaruhi oleh besaran transisi pada saat sel vegetative
mampu memproduksi-spora B. megaterium.

Berdasarkan hasil Two Way ANOVA dengan perhitungan seperti pada
Lampiran 6 diketahui perbedaan perlakuan suhu dan perlakuan pH yang berbeda
berpengaruh terhadap laju pertumbuhan spora B. megaterium (p<0,05). Selain itu
terdapat interaksi antara perlakuan suhu dan perlakuan pH berbeda (p<0,05)
menunjukkan bahwa hasil laju pertumbuhan spora dipengaruhi oleh kedua faktor

perlakuan tersebut. Selanjutnya untuk mengetahui perbedaan antar kombinasi
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perlakuan yang diberikan, dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Terkecil (BNT)
dengan uji Duncan. Hasil uji Duncan menunjukkan bahwa kombinasi perlakuan
suhu dan pemberian pH berbeda memberikan hasil laju pertumbuhan spora pada
rentang waktu tertentu yang berbeda nyata. Hasil uji Duncan laju pertumbuhan
spora B. megaterium disajikan pada Tabel 21.

Tabel 21. Laju Pertumbuhan Maksimum Spora B. megaterium

Suhu pH Laju Pertumbuhan

Maksimum (/menit)
4 21,60+0,012
7 22,80+0,02°
10 33,00+0,01°
4 16,80+0,022
7 18,00+0,01°
10
4
7
10

37

44

22,20+0,02°
15,00+0,00%
19,80+0,02°
18,60+0,03°

51

Perbedaan suhu dan perlakuan pH yang berbeda berpengaruh terhadap
laju pertumbuhan spora B. megarterium yang dihasilkan. Suhu 37 °C dengan pH
10 memberikan nilai growth rate tertinggi jika dibandingkan dengan perlakuan lain
yaitu 33 per menit. Setiap strain bakteri mempunyai kisaran suhu dan pH yang
berbeda-beda untuk tumbuh. Kisaran suhu untuk pertumbuhan spora Clostridium
perfringens dipengaruhi oleh media kultur. Pertumbuhan optimal terjadi pada
media inkubasi 37-40°C (Walker dan Rohrbaugh, 1974). Spora Bacillus cereus
lebih tahan terhadap kondisi pH ektrim pada media hidupnya dibandingkan dengan
sel vegetatif Spora Bacillus cereus mampu tumbuh pada pH 10 (Wong dan Chen,
1988). Media pertumbuhan bakteri seperti suhu, pH berperan penting terhadap
aktivitas enzim yang digunakan untuk metabolism sel bakteri vegetatif pada saat
kondisi suhu dan pH ekstrim untuk membentuk spora bakteri Bacillus

stearothermophilus (Long dan Williams, 1959).
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5.3 Tahap 3

5.3.1 Germinasi Spora B. megaterium

Hasil kepadatan sel vegetatif yang berasal dari germinasi spora
menunjukkan fase pertumbuhan yang sama di seluruh perlakuan. Spora yang
bergerminasi diawali dengan fase adaptasi pada media tumbuh yang baru (media
NB) kemudian meningkat sampai pada fase eksponensial di akhir pengamatan
germinasi. Perbandingan fase pertumbuhan kepadatan sel vegetatif antara media

optimal dengan media komersil disajikan pada Gambar 22.

12
10

/,.,..M“

Kepadatan Sel Vegetatif
x108 sel/ml)

8
6
4
2
0

17
25
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tNo

0,16
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Waktu Inkubasi (Jam)

—o—DSM Media Optimal Glukosa

Gambar 22. Perbandingan Germinasi Spora pada Media Optimal dengan Media
Komersil

Fase germinasi spora menjadi sel vegetatif yaitu melewati fase lag dan fase
eksponensial hingga waktu 24 jam inkubasi. Kepadatan vegetatif tertinggi secara
berurutan yaitu media optimal (9,8 x 108 sel/ml), glukosa (8,6 x 108 sel/ml) dan
DSM (7,6 x 108 sel/ml). Hasil germinasi spora disebabkan karena kualitas spora
pada media tumbuh berbeda-beda. Sebelum menjadi spora, vegetatif
ditumbuhkan pada media optimal yang mempengaruhi sifat fisiologis dari vegetatif
sebelum mengalami transisi menjadi spora. Hasil lebih rendah didapatkan pada

penelitian Mansour, et al. (1999), dimana spora kembali bergerminasi antara 10
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hingga 24 jam dan mencapai 1,25 x 108 sel/mL. Kondisi ini dipengaruhi oleh
perbedaan spesies Bacillus dan media yang digunakan saat perkecambahan.

Berdasarkan hasil One Way ANOVA dengan cara yang sama seperti
Lampiran 6, diketahui bahwa masing-masing perlakuan media yang berbeda
memberikan pengaruh terhadap germinasi B. megaterium (p<0,05). Selanjutnya
untuk mengetahui perbedaan antar perlakuan yang diberikan, dilanjutkan dengan
uji Beda Nyata Terkecil (BNT) dengan uji Duncan. Hasil uji Duncan menunjukkan
bahwa perbedaan media memberikan kepadatan germinasi B. megaterium yang
berbeda nyata (Tabel 22).

Tabel 22. Kepadatan Germinasi Spora pada Media Optimal dengan Komersil
Kepadatan Sel Vegetatif (x108sel/ml)

Waktu DSM Media Optimal Glukosa
4 0,36+0,02° 0,27+0,012 0,75+0,01°¢
12 1,10+0,00? 5,77+0,15°¢ 4,13+0,15°
24 7,60+0,082 9,80+0,02° 8,60+0,20°

Keterangan: Huruf yang berbeda pada kolom dan baris yang sama menunjukkan
perbedaan nyata (p<0,05).

Perbedaan kepadatan vegetatif dari spora yang bergerminasi pada media
kultur disebabkan karena beberapa faktor yaitu kepadatan spora yang
ditambahkan, suhu inkubasi, aktivasi panas dan oksigen (Aislabile dan Deslippe,
2013; Sarudu, et al., 2015). Penelitian lain menunjukkan bahwa aktivasi panas
tidak dapat dijadikan indikator untuk mendapat spora yang bergerminasi tinggi
karena hasil menunjukkan bahwa spora yang tidak diaktivasi dengan panas
mencapai 94% spora yang bergerminasi jika dibandingkan dengan spora yang
dipanaskan (Mingmongkolchai dan Panbangred, 2018). Aktivasi spora akan
mempengaruhi reseptor dari spora yang bergeminasi pada Bacillus subtilis (Al-
hinai, et al., 2015). Cheung et al. (1982), menambahkan, tingkat perkecambahan
B. steurothermophilus mengalami peningkatan pada kondisi lingkungan yang

ekstrim salah satunya yaitu kekurangan nutrisi.
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5.3.2 Morfologi dan Ukuran Spora Melalui SEM
Perbedaan morfologi dan ukuran spora B. megaterium yang ditumbuhkan
pada media optimal dan dibandingkan dengan media komersil menunjukkan

kisaran diameter spora yang berbeda-beda (Gambar 23). Spora B. megaterium
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pada media optimal ditumbuhkan di tepung terigu dengan dosis karbon 5 g/L pada

suhu 37°C, pH 10 yang dibandingkan dengan media komersil (glukosa) dan DSM

(difco sporulation medium).

1611 NL D87 8.0k 201911726 1441 NL D54 x5 Ok
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20191126

20191127 1524 NL D43 x80k

(©)

Gambar 23. Perbedaan Morfologi Spora pada Berbagai Media; A) DSM (6000x);
B) Media Optimal (5000x); C) Glukosa (8000x)

10 um

Bentuk spora yang membedakan dengan sel vegetatif yaitu spora

berbentuk bulat sedangkan vegetatif batang (Yuniarti, et al., 2019). Pengukuran

BRAWIJAYA

diameter spora melalui aplikasi yang terhubung ke komputer dari SEM didapatkan

hasil diameter spora pada tepung terigu yaitu 1,35-1,39 um, glukosa 3,39-3,58 um
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dan DSM 2,07-2,19 um. Perbedaan diameter spora B. megaterium disebabkan
karena adanya perbedaan komposisi nutrisi yang terdapat di media tumbuh spora.
Secara visualisasi SEM dapat diketahui bahwa pada media tepung terigu sebagai
media optimal, struktur spora masih tersusun dengan seresah tepung yang
menyelimuti bagian dalam spora. Pada media glukosa spora tampak jernih dan
berwarna putih jelas sedangkan pada media DSM spora struktur spora lebih jelas
jika dibandingkan dengan media optimal. Perbedaan komposisi media akan
berpengaruh terhadap hasil SEM spora yang didapat. Selain struktur spora,
perbedaan media tumbuh juga mempengaruhi ukuran spora yang dihasilkan. Pada
penelitian ini menunjukkan diameter spora tertinggi didapatkan pada media
glukosa yaitu dengan diameter 3,39-3,58 um. Akan tetapi, belum ada ukuran
standar spora yang hantinya berpengaruh atau tidak terhadap kualitas spora
Bacillus baik secara pengujian in vitro maupun in vivo. Ukuran spora B. subtilis
yang dihasilkan pada penelitian Carrera, et al. (2006) yaitu B. antrachis memiliki
ukuran 0,81-0,86 mikron. Penelitian Chada, et al. (2003) menemukan ukuran

spora B. subtilis yaitu 1,2 — 1,8 pum.
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6. KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan
Kesimpulan dari hasil penelitian tesis ini yaitu sebagai berikut :

- Media terigu merupakan media terbaik dalam memproduksi spora B.
megaterium dengan dosis karbon yang digunakan yaitu 15 g/l. Kepadatan
spora B. megaterium yang didapatkan yaitu 1,5x10° spora/ml dengan durasi
terbentuknya spora yaitu 12 jam.

- Suhu 37°C dan pH 10 merupakan media optimal untuk produksi spora B.
megaterium pada media tepung terigu dan dosis karbon 15 g/l. Kepadatan
spora yang dihasilkan yaitu 1,0x10° spora/ml dengan durasi terbentuknya
spora yaitu 12 jam.

- Kisaran ukuran spora B. megaterium yang dihasilkan pada media tumbuh

optimal yaitu 1,35-1,39 pm.

6.2 Saran

Saran dari penelitian tesis ini yaitu untuk mendapatkan pertumbuhan sel
vegetatif B. megaterium yang ditumbuhkan pada media tepung terigu dosis karbon
15 gram/liter dapat dilakukan pada suhu 37°C dan produksi spora pada suhu 51°C

dan pH 10.
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Exosporium :lapisan - permukaan ' luar = spora
bakteri yang telah matang.

F

Fase adaptasi . fase penyesuaian bakteri terhadap
kondisi lingkungan yang baru.

Fase eksponensial . fase tercapainya sel maksimum dari
suatu bakteri yang disebabkan
karena proses pembelahan.

Fase Stasioner . fase dimana laju pertumbuhan
bakteri sama dengan laju
kematiannya.

G

Germinasi . _proses spora kembali menjadi sel
vegetatif pada kondisi lingkungan
yang terdapat nutrisi baru.
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Laju pertumbuhan spora ;' Pertambahan populasi spora pada

waktu tertentu.
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=

= waktu tertentu.
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g Sel vegetatif :organisme  mikroskopik  yang

P memiliki - sel tunggal dan tidak
mempunyai selubung inti.

Siklus TCA . reaksi metabolisme pernapasan
seluler yang terpacu oleh enzim
melalui proses glikolisis.

Spheroid . bentuk elips pada spora Bacillus

SpoOA : prekursor dalam mengaktifkan gen
spesifik yang terlibat dalam proses
sporulasi

Spora . bentuk dorman bakteri sebagai
upaya mempertahankan diri pada
kondisi lingkungan yang kurang
menguntungkan.

w

Waktu generasi :  Waktu yang dibutuhkan sel bakteri

untu.membelah diri
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Lampiran 1. Alat-alat Penelitian yang Digunakan (Lanjutan)
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Lampiran 2. Bahan Penelitian yang Digunakan
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Lampiran 2. Bahan Penelitian yang Digunakan (Lanjutan)
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Lampiran 3. Dokumentasi Kegiatan
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Pengamatan pada Penelitian perbedaan media
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Lampiran 3. Dokumentasi Kegiatan
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Pengenceran sampel
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germinasi
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:-"é. Lampiran 4. Kurva Optical Density B. megaterium
=
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= °
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e Absorbansi
OD1=0,64
OD2=0,48
OD 3=0,31
OD 4=0,18
OD 5=0,09

e TPC (x109)
TPC1=3,78
TPC 2=1,89
TPC 3=0,95
TPC 4=0,47

TPC 5=0,24
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Lampiran 5. Prosedur Pengujian SEM spora B. megaterium

Spora ditumbuhkan pada media optimal dan kontrol (glukosa dan
DSM) inkubasi 120 jam

A 4
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A 4

1 ml dari media cair disentrifugasi sebanyak 1
kali (2000 x a. 4°C)

A 4
Inkubasi dengan glutarahaldehide 3% selama
30 menit dan dihomogenkan

A 4
Dicuci PBS 3 kali dan disentrifugasi sebanyak 3 kali dalam waktu
masing-masing 10 menit (2000 x g, 4°C)

A 4

Pellet diletakkan di cover glass dan dikering
anainkan di atas bunsen

\ 4
Didehidrasi dengan alcohol berseri (30%, 50%,
70%, 80%, 90, 96%)

-

Dilapisi menggunakan emas dan diamati dengan mikroskop
SEM TM 300 (diukur diameter spora)
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-
‘(-é. Lampiran 6. Data Hasil Statistik Menggunakan Aplikasi SPSS
_g A) Tahap 1 (Perbedaan Media dan Dosis Karbon)
o - Produksi Sel Vegetatif B. megaterium 5 jam
= _
A Between-Subjects Factors
g Value Label N
e .
=5 Media 1,00 Tepung 12
= Tapioka
2,00 Tepung 12
Terigu
3,00 Tepung 12
Jagung

Dosis 1,00 Dosis 5 g/l
2,00 Dosis 10 g/l
3,00 Dosis 15 g/l
4,00 Dosis 20 g/l

[(eR (oo} }{e]

Descriptive Statistics
Dependent Variable: Sel Vegetatif

Std.
Media Dosis Mean Deviation N
Tepung Dosis 5 g/l ,4033 ,01155 3
Tapioka Dosis 10 g/l 4467 ,01155 3
Dosis 15 g/l ,3833 ,00577 3
Dosis 20 g/l ,4633 ,01528 3
Total 4242 ,03502 12
Tepung Terigu Dosis 5 g/l 1,3000 ,00000 3
Dosis 10 g/l  1,3000 ,00000 3
Dosis 15g/l  1,5000 ,00000 3
Dosis 20 g/l  1,4000 ,00000 3
Total 1,3750 ,08660 12
Tepung Jagung Dosis 5 g/l ,1800 ,00000 3
Dosis 10 g/l ,2100 ,00000 3
Dosis 15 g/l ,2000 ,00000 3
Dosis 20 g/l ,2200 ,01000 3
Total ,2025 ,01603 12
Total Dosis 5 g/l ,6278 ,51339 9
Dosis 10 g/l ,6522 ,49656 9
Dosis 15 g/l ,6944 ,60937 9
Dosis 20 g/l ,6944 ,53963 9
Total ,6672 ,51853 36
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-
‘(-é. Lampiran 6. Data Hasil Statistik Menggunakan Aplikasi SPSS (Lanjutan)
= Tests of Between-Subjects Effects
= Dependent Variable: Sel Vegetatif
o Type Il
= Sum of Mean
e Source Squares df Square F Sig,
g Corrected Model 9,4092 11 ,855 16207,675 ,000
o Intercept 16,027 1 16,027 303663,368 ,000
Faktor_A 9,312 2 4,656 88218,053 ,000
Faktor_B ,029 3 ,010 185,474 ,000
Faktor A * Faktor_B ,068 6 ,011 215,316 ,000
Error ,001 24 5,278E-5
Total 25,437 36
Corrected Total 9,411 35

a, R Squared = 1,000 (Adjusted R Squared = 1,000)

Sel Vegetatif 5 Jam

Duncan?P
Subset
Media N 1 2 3
Tepung Jagung 12 ,2025
Tepung 12 4242
Tapioka
Tepung Terigu 12 1,3750
Sig, 1,000 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed,
Based on observed means,

The error term is Mean Square(Error) = 5,278E-5,

a, Uses Harmonic Mean Sample Size = 12,000,

b, Alpha = ,05,

Sel Vegetatif 5 Jam
Duncan?

Subset

Dosis N 1 2 3
Dosis 5 g/l 9 ,6278
Dosis 10 g/l 9 ,6522
Dosis 20 g/l 9 ,6944
Dosis 15 g/l 9 ,6944
Sig, 1,000 1,000 1,000
Means for groups in homogeneous subsets are
displayed,

Based on observed means,

The error term is Mean Square(Error) = 5,278E-5,
a, Uses Harmonic Mean Sample Size = 9,000,

b, Alpha = ,05,
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-
‘(-é. Lampiran 6. Data Hasil Statistik Menggunakan Aplikasi SPSS (Lanjutan)
—g - Produksi Sel Vegetatif B, megaterium 10 jam
o Between-Subjects Factors
= Value Label N
= Media 1,00 Tepung 12
g Tapioka
=5 2,00 Tepung 12
= Terigu
3,00 Tepung 12
Jagung
Dosis 1,00 Dosis 5 g/l 9
2,00 Dosis 10 g/l 9
3,00 Dosis 15 g/l 9
4,00 Dosis 20 g/l 9
Descriptive Statistics
Dependent Variable: Sel Vegetatif
Std,
Media Dosis Mean Deviation N
Tepung Dosis 5 g/l ,0493 ,00115 3
Tapioka Dosis 10 g/l ,0560 ,00173 3
Dosis 15 g/l ,0830 ,00173 3
Dosis 20 g/l ,0703 ,00153 3
Total ,0647 ,01367 12
Tepung Terigu Dosis5g/l 1,2000 ,00000 3
Dosis 10 g/l 1,4667 ,05774 3
Dosis 15 g/l 1,7000 ,00000 3
Dosis 20 g/l 1,6000 ,00000 3
Total 1,4917 19752 12
Tepung Jagung Dosis 5 g/l ,0297 ,00058 3
Dosis 10 g/l ,0367 ,00058 3
Dosis 15 g/l ,0340 ,00000 3
Dosis 20 g/l ,0283 ,00058 3
Total ,0322 ,00351 12
Total Dosis5g/l ,4263 ,58031 9
Dosis 10 g/l ,5198 ,71080 9
Dosis 15 g/l ,6057 ,82102 9
Dosis 20 g/l ,5662 , 77555 9
Total ,5295 ,69901 36
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Type 1l Sum Mean
Source of Squares df Square F Sig,
Corrected Model 17,0952 11 1,554 5576,807 ,000
Intercept 10,093 1 10,093 36220,080 ,000
Faktor A 16,670 2 8,335 29910,470 ,000
Faktor B ,161 3 ,054 192,572 ,000
Faktor_A * ,264 6 ,044 157,703 ,000
Faktor B
Error ,007 24 ,000
Total 27,195 36
Corrected Total 17,101 35
a, R Squared = 1,000 (Adjusted R Squared =,999)
Sel Vegetatif 10 Jam
Duncan?®P
Subset
Media N 1 2 3
Tepung Jagung 12 ,0322
Tepung 12 ,0647
Tapioka
Tepung Terigu 12 1,4917
Sig, 1,000 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed,
Based on observed means,

The error term is Mean Square(Error) = ,000,

a, Uses Harmonic Mean Sample Size = 12,000,

b, Alpha = ,05,

Sel Vegetatif 10 Jam
Duncan?®P

Subset

Dosis N 1 2 3 4
Dosis 5 g/l 9 4263
Dosis 10 g/l 9 ,5198
Dosis 20 g/l 9 ,5662
Dosis 15 g/l 9 ,6057
Sig, 1,000 1,000 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed,
Based on observed means,

The error term is Mean Square(Error) = ,000,

a, Uses Harmonic Mean Sample Size = 9,000,

b, Alpha = ,05,
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—g - Produksi Sel Vegetatif B, megaterium 18 jam
= Between-Subjects Factors
= Value Label N
g Media 1,00 Tepung 12
— Tapioka
e 2,00 Tepung 12
Terigu
3,00 Tepung 12
Jagung

Dosis 1,00 Dosis5 g/l
2,00 Dosis 10 g/l
3,00 Dosis 15 g/l
4,00 Dosis 20 g/l

O O v o

Descriptive Statistics
Dependent Variable: Sel Vegetatif

Std,
Media Dosis Mean Deviation N
Tepung Dosis 5 g/l ,0460 ,00100 3
Tapioka Dosis 10 g/l ,0473 ,00153 3
Dosis 15 g/l ,0740 ,00265 3
Dosis 20 g/l ,0633 ,00289 3
Total ,0577 ,01229 12
Tepung Terigu Dosis 5 g/l 1,0000 ,00000 3
Dosis 10 g/l  1,3000 ,00000 3
Dosis 15¢g/l  1,5000 ,00000 3
Dosis 20 g/l ,5500 ,01000 3
Total 1,0875 ,37366 12
Tepung Jagung Dosis 5 g/l ,0403 ,00058 3
Dosis 10 g/l ,0527 ,00058 3
Dosis 15 g/l ,0590 ,00100 3
Dosis 20 g/l ,0670 ,00000 3
Total ,0548 ,01020 12
Total Dosis 5 g/l ,3621 47842 9
Dosis 10 g/l 4667 ,62500 9
Dosis 15 g/l ,5443 , 71678 9
Dosis 20 g/l ,2268 ,24248 9
Total ,4000 ,53578 36
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Type 1l Sum Mean
Source of Squares df Square F Sig,
Corrected Model 10,0472 11 , 913 91082,831 ,000
Intercept 5,759 1 5,759 574324,657 ,000
Faktor A 8,509 2 4,254 424249,083 ,000
Faktor B ,510 3 ,170  16968,283 ,000
Faktor_A * 1,028 6 ,171  17084,688 ,000
Faktor B
Error ,000 24 1,003E-5
Total 15,806 36
Corrected Total 10,047 35

a, R Squared = 1,000 (Adjusted R Squared = 1,000)

Sel Vegetatif 18 Jam

Duncan?®P
Subset
Media N 1 2 3
Tepung Jagung 12 ,0548
Tepung 12 ,0577
Tapioka
Tepung Terigu 12 1,0875
Sig, 1,000 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed,
Based on observed means,

The error term is Mean Square(Error) = 1,003E-5,

a, Uses Harmonic Mean Sample Size = 12,000,

b, Alpha = ,05,

Sel Vegetatif 18 Jam
Duncan?P®

Subset

Dosis N 1 2 3 4
Dosis 20 g/l 9 , 2268
Dosis 5 g/l 9 ,3621
Dosis 10 g/l 9 ,4667
Dosis 15 g/l 9 ,5443
Sig, 1,000 1,000 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed,
Based on observed means,
The error term is Mean Square(Error) = 1,003E-5,

a, Uses Harmonic Mean Sample Size = 9,000,
b, Alpha =,05,
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—g - Produksi spora B, megaterium 36 jam
> :
:5 Between-Subjects Factors
= Value Label N
=] Media 1,00 Tepung Tapioka 12
e
e 2,00 Tepung Terigu 12
3,00 Tepung Jagung 12
Dosis 1,00 Dosis 5 g/l 9
2,00 Dosis 10 g/l 9
3,00 Dosis 15 g/l 9
4,00 Dosis 20 g/l 9
Descriptive Statistics
Dependent Variable: Kepadatan Spora
Std,
Media Dosis Mean Deviation N
Tepung Dosis 5 g/l ,0147 ,00058 3
Tapioka Dosis 10 g/l ,0177 ,00058 3
Dosis 15 g/l ,0157 ,00493 3
Dosis 20 g/l ,0130 ,00520 3
Total ,0153 ,00355 12
Tepung Terigu Dosis 5 g/l ,6900 ,01000 3
Dosis 10 g/l , 7400 ,02646 3
Dosis 15¢g/l  1,1000 ,00000 3
Dosis 20 g/l , 7033 ,01528 3
Total ,8083 ,17745 12
Tepung Jagung Dosis 5 g/l ,0120 ,00000 3
Dosis 10 g/l ,0107 ,00058 3
Dosis 15 g/l ,0120 ,00100 3
Dosis 20 g/l ,0040 ,00265 3
Total ,0097 ,00368 12
Total Dosis 5 g/l , 2389 , 33837 9
Dosis 10 g/l ,2561 ,36317 9
Dosis 15 g/l ,3759 ,54309 9
Dosis 20 g/l ,2401 , 34753 9
Total 2778 ,39331 36
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Type Il Sum Mean
Source of Squares df Square F Sig,
Corrected Model 5,4127 11 ,492  5398,344 ,000
Intercept 2,777 1 2,777 30472,417 ,000
Faktor_A 5,068 2 2,534 27801,102 ,000
Faktor_B ,117 3 ,039 428,786 ,000
Faktor_A * 227 6 ,038 415,536 ,000
Faktor B
Error ,002 24 9,114E-5
Total 8,191 36
Corrected Total 5,414 35

a, R Squared = 1,000 (Adjusted R Squared =,999)

Kepadatan Spora 36 jam

Duncan@P

Subset
Media N 1 2
Tepung Jagung 12 ,0097
Tepung 12 ,0153
Tapioka
Tepung Terigu 12 ,8083
Sig, ,165 1,000
Means for groups in homogeneous subsets are
displayed,

Based on observed means,
The error term is Mean Square(Error) =

9,114E-5,
a, Uses Harmonic Mean Sample Size =
12,000,
b, Alpha = ,05,

Kepadatan Spora 36 jam
Duncan?

Subset

Dosis N 1 2 3
Dosis 5 g/l 9 ,2389
Dosis 20 g/l 9 ,2401
Dosis 10 g/l 9 , 2561
Dosis 15 g/l 9 , 3759
Sig, ,788 1,000 1,000
Means for groups in homogeneous subsets are
displayed,

Based on observed means,

The error term is Mean Square(Error) = 9,114E-5,
a, Uses Harmonic Mean Sample Size = 9,000,

b, Alpha = ,05,
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—g - Produksi spora B, megaterium 60 jam
o Between-Subjects Factors
o Value Label N
- Media 1,00 Tepung 12
) g Tapioka
P 2,00 Tepung 12
e Terigu
3,00 Tepung 12
Jagung

Dosis 1,00 Dosis 5 g/l
2,00 Dosis 10 g/l
3,00 Dosis 15 g/l
4,00 Dosis 20 g/l

[(eR (oo} ) (o]

Descriptive Statistics
Dependent Variable: Kepadatan Spora

Std,
Media Dosis Mean Deviation N
Tepung Dosis 5 g/l ,0300 ,00100 3
Tapioka Dosis 10 g/l ,0290 ,00000 3
Dosis 15 g/l ,0330 ,00000 3
Dosis 20 g/l ,0303 ,00058 3
Total ,0306 ,00162 12
Tepung Terigu Dosis 5 g/l 1,0333 ,05774 3
Dosis 10 g/l  1,3000 ,00000 3
Dosis 15g/l  1,5000 ,00000 3
Dosis 20 g/l  1,1000 ,00000 3
Total 1,2333 ,19228 12
Tepung Jagung Dosis 5 g/l ,0210 ,00000 3
Dosis 10 g/l ,0290 ,00100 3
Dosis 15 g/l ,0330 ,00000 3
Dosis 20 g/l ,0230 ,00100 3
Total ,0265 ,00502 12
Total Dosis 5 g/l ,3614 ,50476 9
Dosis 10 g/l 4527 ,63550 9
Dosis 15 g/l ,5220 ,73350 9
Dosis 20 g/l ,3844 ,53668 9
Total ,4301 ,58601 36
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Type 1l Sum Mean

Source of Squares df Square F Sig,
Corrected Model 12,0132 11 1,092 3927,463 ,000
Intercept 6,661 1 6,661 23954,568 ,000
Faktor A 11,612 2 5,806 20881,229 ,000
Faktor B ,142 3 ,047 169,961 ,000
Faktor_A * ,259 6 ,043 154,959 ,000
Faktor B
Error ,007 24 ,000
Total 18,680 36
Corrected Total 12,019 35
a, R Squared = ,999 (Adjusted R Squared =,999)

Kepadatan Spora 84 jam
Duncan?®P

Subset
Media N 1 2
Tepung Jagung 12 ,0265
Tepung 12 ,0306
Tapioka
Tepung Terigu 12 1,2333
Sig, ,554 1,000
Means for groups in homogeneous subsets are
displayed,
Based on observed means,
The error term is Mean Square(Error) = ,000,
a, Uses Harmonic Mean Sample Size =
12,000,
b, Alpha = ,05,
Kepadatan Spora 84 jam
Duncan?
Subset

Dosis N 1 2 3 4
Dosis 5 g/l 9 ,3614
Dosis 20 g/l 9 ,3844
Dosis 10 g/l 9 4527
Dosis 15 g/l 9 ,5220
Sig, 1,000 1,000 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed,
Based on observed means,

The error term is Mean Square(Error) = ,000,

a, Uses Harmonic Mean Sample Size = 9,000,

b, Alpha = ,05,
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‘g Between-Subjects Factors
P Value Label N
= Media 1,00 Tepung Tapioka 12
"o
— 2,00 Tepung Terigu 12
an
j=—
3,00 Tepung Jagung 12
Dosis 1,00 Dosis 5 g/l 9
2,00 Dosis 10 g/l 9
3,00 Dosis 15 g/l 9
4,00 Dosis 20 g/l 9
Descriptive Statistics
Dependent Variable: Kepadatan Spora
Std,
Media Dosis Mean Deviation N
Tepung Dosis 5 g/l ,0400 ,00000 3
Tapioka Dosis 10 g/l ,0400 ,00000 3
Dosis 15 g/l ,0407 ,00058 3
Dosis 20 g/l ,0347 ,00058 3
Total ,0388 ,00255 12
Tepung Terigu Dosis 5 g/l 1,0333 ,05774 3
Dosis 10 g/l 1,3333 ,05774 3
Dosis 15¢g/l  1,5000 ,00000 3
Dosis 20 g/l  1,1000 ,00000 3
Total 1,2417 ,19752 12
Tepung Jagung Dosis 5 g/l ,0210 ,00100 3
Dosis 10 g/l ,0290 ,00000 3
Dosis 15 g/l ,0327 ,00058 3
Dosis 20 g/l ,0230 ,00100 3
Total ,0264 ,00491 12
Total Dosis 5 g/l ,3648 ,50231 9
Dosis 10 g/l 4674 ,65008 9
Dosis 15 g/l ,5244 , 73167 9
Dosis 20 g/l ,3859 ,53561 9
Total ,4356 ,58857 36
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Type 1l Sum Mean
Source of Squares df Square F Sig,
Corrected Model 12,1112 11 1,101 1980,965 ,000
Intercept 6,832 1 6,832 12292,293 ,000
Faktor A 11,695 2 5,848 10520,927 ,000
Faktor B ,148 3 ,049 88,490 ,000
Faktor_A * ,269 6 ,045 80,548 ,000
Faktor B
Error ,013 24 ,001
Total 18,957 36
Corrected Total 12,125 35

a, R Squared = ,999 (Adjusted R Squared =,998)

Kepadatan Spora 108 jam

DuncanaP

Subset
Media N 1 2
Tepung Jagung 12 ,0264
Tepung 12 ,0388
Tapioka
Tepung Terigu 12 1,2417
Sig, ,209 1,000
Means for groups in homogeneous subsets are
displayed,

Based on observed means,
The error term is Mean Square(Error) = ,001,
a, Uses Harmonic Mean Sample Size =

12,000,
b, Alpha = ,05,

Kepadatan Spora 108 jam
Duncan?

Subset

Dosis N 1 2 3
Dosis 5 g/l 9 ,3648
Dosis 20 g/l 9 ,3859
Dosis 10 g/l 9 L4674
Dosis 15 g/l 9 5244
Sig, ,070 1,000 1,000
Means for groups in homogeneous subsets are
displayed,

Based on observed means,

The error term is Mean Square(Error) = ,001,
a, Uses Harmonic Mean Sample Size = 9,000,
b, Alpha = ,05,
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—g - Efisiensi Sporulasi B, megaterium
> _
:'5 Between-Subjects Factors
- — Value Label N
= Media 1,00 Tepung Tapioka 12
5 2,00 Tepung Terigu 12
j=—
3,00 Tepung Jagung 12
Dosis karbon 1,00 Dosis karbon 5 g/l 9
2,00 Dosis karbon 10 g/l 9
3,00 Dosis karbon 15 g/l 9
4,00 Dosis karbon 20 g/l 9
Descriptive Statistics
Dependent Variable: Efisiensi Sporulasi
Std,
Media Rasio C/N Mean Deviation N
Tepung Dosis karbon 5 g/l 80,9667 1,25237 3
Tapioka Dosis karbon 10 g/l 71,3867 2,32775 3
Dosis karbon 15 g/l 49,0067 1,21698 3
Dosis karbon 20 g/l 49,3033 1,52906 3
Total 62,6658 14,61606 12
Tepung Dosis karbon 5 g/l 89,5167 1,17309 3
Terigu Dosis karbon 10 g/l 91,3000 1,13649 3
Dosis karbon 15 g/l 86,3867 ,55510 3
Dosis karbon 20 g/l 69,1500 ,41328 3
Total 84,0883 9,22460 12
Tepung Dosis karbon 5 g/l 47,9067 1,83288 3
Jagung Dosis karbon 10 g/l 50,7367 ,67649 3
Dosis karbon 15 g/l 55,2467 1,27115 3
Dosis karbon 20 g/l 33,7567 1,44338 3
Total 46,9117 8,47173 12
Total Dosis karbon 5 g/l 72,7967 19,07245 9
Dosis karbon 10 g/l 71,1411 17,61634 9
Dosis karbon 15 g/l 63,5467 17,36632 9
Dosis karbon 20 g/l 50,7367 15,40074 9
Total 64,5553 18,84698 36

&
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Type 1l Sum Mean
Source of Squares df Square F Sig ,
Corrected Model 12389 ,369? 11 1126 ,306 629,549 ,000
Intercept 150025 ,820 1 150025 ,820 83856 ,000
,901
Faktor_A 8356 ,887 2 4178 ,444 2335 ,540 ,000
Faktor_B 2729 ,385 3 909,795 508,530 ,000
Faktor_A * 1303 ,097 6 217,183 121,394 ,000
Faktor B
Error 42 ,938 24 1,789
Total 162458 ,127 36
Corrected Total 12432 ,307 35
a, R Squared = ,997 (Adjusted R Squared = ,995)
Efisiensi Sporulasi
Duncan?®P
Subset
Media N 1 2 3
Tepung Jagung 12 46,9117
Tepung Tapioka 12 62 ,6658
Tepung Terigu 12 84,0883
Sig, 1,000 1,000 1,000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed ,
Based on observed means ,
The error term is Mean Square(Error) = 1,789 ,
a , Uses Harmonic Mean Sample Size = 12,000,
b, Alpha=,05,
Efisiensi Sporulasi
Duncan?®
Subset
Dosis karbon g/l N 1 2 3 4
Dosis karbon 20 9 50,7367
Dosis karbon 15 9 63,5467
Dosis karbon 10 9 71,1411
Dosis karbon 5 9 72 , 7967
Sig, 1,000 1,000 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed ,
Based on observed means,

The error term is Mean Square(Error) = 1,789,

a , Uses Harmonic Mean Sample Size = 9,000,

b, Alpha=,05,





