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RINGKASAN  

Jennefer Fransisca S. 145040201111284. Eksplorasi Bakteri dari Limbah Cair  
Tahu dan Potensi Antagonisnya terhadap Sclerotium rolfsii Penyebab 
Penyakit Rebah Semai Secara In Vitro. Dibawah bimbingan Dr. Anton 
Muhibuddin, SP., MP. sebagai Pembimbing Utama dan Antok Wahyu S., SP., 
MP. sebagai Pembimbing Pendamping.  

 

Pengendalian penyakit tanaman selama ini masih dilakukan secara 

konvensional yakni penggunaan fungisida kimia. Namun dalam pengaplikasiannya, 

petani cenderung menggunakan dosis yang kurang tepat sehingga menyebabkan 

dampak negatif salah satunya yaitu pencemaran lingkungan. Salah satu upaya 

untuk menghindari pencemaran lingkungan akibat penggunaan pestisida sintetis 

adalah melalui pemanfaatan agen hayati. Pemanfaatan agen hayati yang relatif 

ramah terhadap lingkungan dapat dilakukan dengan menggunakan bakteri 

antagonis. Agens hayati seperti bakteri dapat ditemukan di berbagai tempat salah 

satunya adalah limbah cair tahu. Oleh karena itu dilakukan eksplorasi bakteri dari 

limbah cair tahu yang berpotensi sebagai agens antagonis S. rolfsii pada tanaman 

kedelai.  

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Penyakit Tumbuhan Jurusan Hama 

dan Penyakit Tumbuhan Fakultas Pertanian Universitas Brawijaya dan di Kelurahan 

Sumbersari, Kecamatan Lowokwaru Kota Malang dimulai pada bulan Maret hingga 

bulan Agustus 2018. Tahapan penelitian yaitu pengambilan sampel limbah cair tahu, 

isolasi dan purifikasi bakteri, seleksi bakteri antagonis, uji penghambatan 

pertumbuhan patogen S. rolfsii secara in vitro, dan identifikasi bakteri.  

Hasil isolasi bakteri limbah cair tahu diperoleh 30 isolat bakteri dan terdapat 9 

isolat bakteri yang bersifat antagonis terhadap patogen S. rolfsii. Dari 9 isolat bakteri 

dipilih 6 isolat yang memiliki penghambatan terbesar untuk dilakukan uji antagonis 

terhadap jamur patogen S. rolfsii. Keenam isolat bakteri tersebut adalah isolat T3, 

T5, T21 tergolong dalam genus Bacillus sp., isolat T4, T9 dan T10 tergolong dalam 

genus Pantoea sp. Isolat bakteri yang memiliki penghambatan tertinggi pada uji in 

vitro yaitu  isolat T9 sebesar 63,33% yang termasuk dalam genus Pantoea sp.  
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SUMMARY  

Jennefer Fransisca S. 145040201111284. Bacteria Exploration From Tofu 
Wastewater And Antagonic Potential On Sclerotium rolfsii Cause of Damping 
Off With In Vitro Method. Supervised by Dr. Anton Muhibuddin, SP., MP.. and 
Antok Wahyu S., SP., MP.   

  

 Nowadays, plant diseases controlling has been carried out conventionally, 

which is the use of chemical fungicides. But in its application, farmers tend to use 

inappropriate doses, causing negative impacts such as environmental pollution. One 

thing to do to avoid the environmental pollution that caused by synthetic pesticides is 

through the utilization of biological agents. The utilization of biological agents by 

using antagonist bacteria are relatively enviromental friendly. Biological agents such 

as a bacteria can be found in various places, one of which is tofu wastewater. It 

makes the bacterial exploration from tofu wastewater that has a potentially S.rolfsii, 

the antagonist agent that caused damping off. 

The research was conducted at Plant Diasease Laboratory of Agriculture 

Faculty Brawijaya University and Sumbersari Village,Lowokwaru Malang started at 

March until August 2018. The research phase is the sampling of tofu wastewater, 

bacteria isolation and purification, antagonist bacteria selection, pathogen S. rolfsii 

growth inhibition in vitro test, and bacteria identification.  

The results of tofu wastewater isolation is obtained 30 bacterial isolates. There 

were 9 isolates bacteria that antagonist with pathogen S. rolfsii. From the 9 isolates 

of bacteria, 6 isolates bacteria was selected, that have the greatest inhibition, then 

tasted in vitro test. The six bacterial isolates is T3, T5, and T21 isolate, included to 

the genus Bacillus, T4, T9 and  T10 isolate were included to the genus Pantoea. 

Bacterial isolates that had the highest inhibition in vitro test was isolate T9 amount 

63,33 % which included to the genus Pantoea.   
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LAMPIRAN 

Tabel lampiran 1. Analisis ragam Persentase daya hambat pertumbuhan S. rolfsii 

umur 12 JST 

 Sumber            Derajat          Jumlah        Kuadrat 

Keragaman        Bebas            Kuadrat         

Tengah 

      F-Hitung         F-Tabel  

                             5 % 

Perlakuan  5 10,66    2,13 

Galat                       18                 8,57              0,48 

Total                        23               19,23 

       4,48*        2,77 

 

 

 
Tabel lampiran 2. Analisis ragam persentase daya hambat pertumbuhan S. rolfsii 

umur 24 JST  

Sumber Derajat 

Keragaman         Bebas  

 Jumlah    

Kuadrat  

Kuadrat  F-Hitung  F-Tabel  

Tengah                             5 % 

Perlakuan  5      5,68       1,17      7,98*     2,77  

Galat  18      2,56       0,14      

Total  23      8,24         

  

Tabel lampiran 3. Analisis ragam Persentase daya hambat pertumbuhan S. rolfsii 
umur 36 JST 

Sumber 

Keragaman  

Derajat   

Bebas  

 Jumlah 

Kuadrat 

Kuadrat 

Tengah  

 F-Hitung   F-Tabel 

5%   

Perlakuan         5   17,53       3,51    16,02*     2,77  

Galat      18 3,94   0,22      

Total        23    21,47         

  

Tabel lampiran 4. Analisis ragam persentase daya hambat pertumbuhan S. rolfsii 
umur 48 JST 

  Sumber 

Keragaman 

Derajat       

Bebas 

   Jumlah     

Kuadrat 

Kuadrat          

Tengah 

 F-Hitung F-Tabel 

5%        

Perlakuan    5    20,22   4,04    19,23* 2,77 

Galat   18      3,78    0,21   

Total   23     24,00    

  

Tabel lampiran 5. Analisis ragam Persentase daya hambat pertumbuhan S. rolfsii 
umur 60 JST 

Sumber 

Keragaman  

Derajat 

Bebas  

  Jumlah     

Kuadrat  

   Kuadrat      

Tengah  

F-Hitung  F-Tabel 

 5 % 

Perlakuan          5        16,68        3,34   22,52*   2,77  

Galat         18          2,67      0,15      

Total            23     19,35         
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Gambar lampiran 1. Hasil seleksi bakteri antagonis A: isolat 1,2,3,4 dengan 

jamur S. rolfsii; B: isolat  5,9,10 dan 15 dengan jamur S. 
rolfsii; D: isolat 13,14,15, dan 16 dengan jamur S. rolfsii; E: 
isolat 11,12,13, dan 14 dengan jamur S. rolfsii; F: isolat 
21,122,23, dan 24 dengan jamur S. rolfsii; G: isolat 11,12,13 
dan 14 dengan jamur S. rolfsii; H:  isolat 1,2,13, dan 4 
dengan jamur S. rolfsii; I:  isolat 25 dan 26 dengan jamur S. 
rolfsii   
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Gambar lampiran 2. Hasil uji hipersensitif A: isolat bakteri T3; B: isolat bakteri T4; 

C: isolat bakteri T5; D: isolat bakteri T9; E: isolat bakteri 
T10; dan F: isolat bakteri T21 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar lampiran 3. Hasil pengamatan morfologi bakteri antagonis A: isolat 
bakteri T3, B: isolat bakteri T4, C: isolat bakteri T5, D: isolat 
bakteri T9, E: isolat bakteri T10, dan F: isolat bakteri T21 
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Gambar lampiran 4. Hasil uji in vitro A: kontrol, B: patogen dan isolat T3, C: 

patogen dan isolat T4, D: patogen dan isolat T5, E: 
patogen dan isolat T9, F: patogen dan isolat T10, G: 
patogen dan isolat T21 

  

  

  

 

 

 

 

 

Gambar lampiran 5. Hasil uji pewarnaan spora A: isolat bakteri T3, B: isolat 
bakteri T5, C: isolat bakteri T21 
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Gambar lampiran 6. Hasil uji KOH 3% A: isolat bakteri T3, B: isolat bakteri T4, C: 
isolat  bakteri T5, D: isolat bakteri T9, E: isolat bakteri T10, 
dan F: isolat bakteri T21 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar lampiran 7. Hasil Uji Gram bakteri  A: Isolat Bakteri T3, B: isolat bakteri T4, 
C: isolat bakteri T5, D: isolat bakteri T9, E: isolat bakteri T10, 
dan F: isolat bakteri T21 
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Gambar lampiran 8. Hasil uji oksidatif fermentatif A: isolat bakteri T3, B: isolat 
bakteri T4, C: isolat bakteri T5, D: isolat bakteri T9, E: isolat 
bakteri T10, F: isolat bakteri T21 

 

      

 

 

 

 

 
 
Gambar lampiran 9. Hasil pertumbuhan koloni kuning pada Media YDC A: isolat 

bakteri  T4, B: isolat bakteri T9, C: isolat bakteri T10 
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Gambar lampiran 10. Diagram pengujian bakteri hingga tingkat genus (Schaad.,  
et al, 2001) 
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RINGKASAN  

Jennefer Fransisca S. 145040201111284. Eksplorasi Bakteri dari Limbah Cair  
Tahu dan Potensi Antagonisnya terhadap Sclerotium rolfsii Penyebab 
Penyakit Rebah Semai Secara In Vitro. Dibawah bimbingan Dr. Anton 
Muhibuddin, SP., MP. sebagai Pembimbing Utama dan Antok Wahyu S., SP., 
MP. sebagai Pembimbing Pendamping.  

 

Pengendalian penyakit tanaman selama ini masih dilakukan secara 

konvensional yakni penggunaan fungisida kimia. Namun dalam pengaplikasiannya, 

petani cenderung menggunakan dosis yang kurang tepat sehingga menyebabkan 

dampak negatif salah satunya yaitu pencemaran lingkungan. Salah satu upaya 

untuk menghindari pencemaran lingkungan akibat penggunaan pestisida sintetis 

adalah melalui pemanfaatan agen hayati. Pemanfaatan agen hayati yang relatif 

ramah terhadap lingkungan dapat dilakukan dengan menggunakan bakteri 

antagonis. Agens hayati seperti bakteri dapat ditemukan di berbagai tempat salah 

satunya adalah limbah cair tahu. Oleh karena itu dilakukan eksplorasi bakteri dari 

limbah cair tahu yang berpotensi sebagai agens antagonis S. rolfsii pada tanaman 

kedelai.  

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Penyakit Tumbuhan Jurusan Hama 

dan Penyakit Tumbuhan Fakultas Pertanian Universitas Brawijaya dan di Kelurahan 

Sumbersari, Kecamatan Lowokwaru Kota Malang dimulai pada bulan Maret hingga 

bulan Agustus 2018. Tahapan penelitian yaitu pengambilan sampel limbah cair tahu, 

isolasi dan purifikasi bakteri, seleksi bakteri antagonis, uji penghambatan 

pertumbuhan patogen S. rolfsii secara in vitro, dan identifikasi bakteri.  

Hasil isolasi bakteri limbah cair tahu diperoleh 30 isolat bakteri dan terdapat 9 

isolat bakteri yang bersifat antagonis terhadap patogen S. rolfsii. Dari 9 isolat bakteri 

dipilih 6 isolat yang memiliki penghambatan terbesar untuk dilakukan uji antagonis 

terhadap jamur patogen S. rolfsii. Keenam isolat bakteri tersebut adalah isolat T3, 

T5, T21 tergolong dalam genus Bacillus sp., isolat T4, T9 dan T10 tergolong dalam 

genus Pantoea sp. Isolat bakteri yang memiliki penghambatan tertinggi pada uji in 

vitro yaitu  isolat T9 sebesar 63,33% yang termasuk dalam genus Pantoea sp.  
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SUMMARY  

Jennefer Fransisca S. 145040201111284. Bacteria Exploration From Tofu 
Wastewater And Antagonic Potential On Sclerotium rolfsii Cause of Damping 
Off With In Vitro Method. Supervised by Dr. Anton Muhibuddin, SP., MP.. and 
Antok Wahyu S., SP., MP.   

  

 Nowadays, plant diseases controlling has been carried out conventionally, 

which is the use of chemical fungicides. But in its application, farmers tend to use 

inappropriate doses, causing negative impacts such as environmental pollution. One 

thing to do to avoid the environmental pollution that caused by synthetic pesticides is 

through the utilization of biological agents. The utilization of biological agents by 

using antagonist bacteria are relatively enviromental friendly. Biological agents such 

as a bacteria can be found in various places, one of which is tofu wastewater. It 

makes the bacterial exploration from tofu wastewater that has a potentially S.rolfsii, 

the antagonist agent that caused damping off. 

The research was conducted at Plant Diasease Laboratory of Agriculture 

Faculty Brawijaya University and Sumbersari Village,Lowokwaru Malang started at 

March until August 2018. The research phase is the sampling of tofu wastewater, 

bacteria isolation and purification, antagonist bacteria selection, pathogen S. rolfsii 

growth inhibition in vitro test, and bacteria identification.  

The results of tofu wastewater isolation is obtained 30 bacterial isolates. There 

were 9 isolates bacteria that antagonist with pathogen S. rolfsii. From the 9 isolates 

of bacteria, 6 isolates bacteria was selected, that have the greatest inhibition, then 

tasted in vitro test. The six bacterial isolates is T3, T5, and T21 isolate, included to 

the genus Bacillus, T4, T9 and  T10 isolate were included to the genus Pantoea. 

Bacterial isolates that had the highest inhibition in vitro test was isolate T9 amount 

63,33 % which included to the genus Pantoea.   
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1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang  

Pengendalian penyakit tanaman selama ini masih dilakukan secara 

konvensional yakni penggunaan fungisida kimia. Namun dalam 

pengaplikasiannya, petani cenderung menggunakan dosis yang kurang tepat 

sehingga menyebabkan dampak negatif salah satunya yaitu pencemaran 

lingkungan. Salah satu upaya untuk menghindari pencemaran lingkungan akibat 

penggunaan pestisida sintetis adalah melalui pemanfaatan agen hayati. 

Pemanfaatan agen hayati yang relatif ramah terhadap lingkungan dapat 

dilakukan dengan menggunakan bakteri antagonis (Agrios, 2005). Berdasarkan 

(Baker dan Cook, 1983) aplikasi mikroorganisme antagonis lebih aman bagi 

lingkungan, relatif kompatibel dalam pengendaliannya dan tidak menimbulkan 

residu kimia bagi lingkungan di dalam agroekosistem. Mikroorganisme yang 

bersifat antagonis mempunyai pengaruh berlawanan terhadap mikroorganisme 

patogenik sehingga dapat dimanfaatkan sebagai suatu komponen dalam upaya 

pengendalian (Hasanuddin, 2003). Bakteri – bakteri antagonis mampu 

menghambat pertumbuhan jamur patogen dengan menghasilkan senyawa yang 

diketahui sebagai antifungal. Jenis – jenis bakteri antagonis yang pernah diteliti 

untuk pengendalian patogen tanaman telah dirangkum oleh Sadler (2005), yang 

meliputi Bacillus spp., B. cereus, B. polymyxa, B. subtilis, Burkholderia glume, 

Corynebacterium sp., Escherichia sp., Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens, 

Streptomyces mutabilis, dan Actinomycetes.  

Jenis agens hayati yang dikembangkan adalah mikroba alami, yang 

hidup sebagai saprofit di dalam tanah, air dan bahan organik, maupun di dalam 

jaringan tanaman (endofit) yang bersifat menghambat pertumbuhan dan 

berkompetisi dalam ruang dan nutrisi dengan patogen sasaran, atau bersifat 

menginduksi ketahanan tanaman (Litbang, 2006). Agens hayati seperti bakteri 

dapat ditemukan di berbagai tempat salah satunya adalah limbah cair tahu. Pada 

Limbah cair tahu mengandung protein, lemak, vitamin, dan mineral (Ca, Mg, Fe) 

sehingga berpotensi sebagai medium pertumbuhan mikroorganisme (Kasmidjo, 

1991 Jenie dan Rahayu, 1993; Kuswardani dan Widjajaseputra, 1998). 

Berdasarkan penelitian Tuitemwong dan Daniel (1991) pada limbah tahu 

ditemukan bakteri Streptococcus sp., Enterobacter sp., dan Pseudomonas sp. 

Dyah (2005), melaporkan bahwa Pseudomonas fluorescens mampu menekan 

pernyakit layu yang disebabkan oleh jamur Fusarium pada tanaman tomat.   
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Mikroorganisme antagonis yang diteliti secara intensif dan berpotensi 

besar untuk pengendalian penyakit tular tanah adalah bakteri P.  fluorescens dan 

bakteri B. subtilis. Bakteri ini menghasilkan senyawa-senyawa yang bersifat 

antibiosis seperti enzim kitinase yang dapat menghidrolisis sel jamur dan 

senyawa antibiotik yang dapat menghambat perkembangan patogen (Habazar 

dan Yaherwandi, 2006). Hasil penelitian sebelumnya menyatakan bahwa 

Pseudomonas sp. dan Bacillus sp. mampu menghambat pertumbuhan patogen 

Sclerotium rolfsii. Patogen S. rolfsii, merupakan patogen tular tanah yang 

menyebabkan penyakit rebah semai pada tanaman kedelai (Abidin, 2015) 

Berdasarkan uraian tersebut menarik untuk dilakukannya penelitian 

eksplorasi dan potensi mikroorganisme bermanfaat lebih lanjut yang terdapat 

pada limbah tahu sebagai agens hayati pengendali penyakit S. rolfsii yang efektif 

dan ramah lingkungan. 

 

1.2 Tujuan Penelitian 

1. Memperoleh jenis bakteri antagonis pada limbah cair tahu.   

2. Mengetahui daya antagonis terhadap patogen S. rolfsii pada tanaman kedelai.  

 

1.3 Hipotesis Penelitian  

1. Limbah cair tahu terdapat bakteri yang berpotensi sebagai agens 

antagonis.patogen S. rolfsii. 

2. Bakteri antagonis dari limbah cair tahu mampu menghambat patogen S. rolfsii  

 

1.4 Manfaat Penelitian  

1. Dapat memberikan informasi mengenai kemampuan bakteri pada limbah cair 

tahu dalam menekan pertumbuhan patogen S. rolfsii.  

2. Menjadi salah satu teknik pengendalian hayati yang efektif dan ramah 

lingkungan.  

  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 

 

 

2.  TINJAUAN PUSTAKA  

2.1 Sclerotium rolfsii  

2.1.1 Klasifikasi dan Morfologi S. rolfsii  

S. rolfsii merupakan patogen yang masuk kedalam ordo Agonomycetes 

(Myceliales), kelas Agonomycetes (miselia steril), subdivisi Deuteromycotina 

(Agrios, 2008). Jamur S. rolfsii mempunyai miselium yang terdiri dari benang-

benang berwarna putih, tersusun seperti bulu atau kapas. Jamur ini tidak 

membentuk spora. Cara jamur untuk mempertahankan diri salah satunya adalah 

membentuk sklerotium yang semula berwarna putih, kelak menjadi coklat 

dengan garis tengah lebih kurang 1 mm (Semangun, 2004). Sklerotium 

bentuknya hampir bulat dengan pangkal yang agak datar, mempunyai kulit luar 

(rind), kulit dalam (cortec) dan teras (medulla). Kulit luar mempunyai sel-sel 

dengan dinding yang penebalannya merata dan mengandung banyak pigmen. 

Sel-sel kulit dalam dindingnya sedikit berpigmen dan sel-sel teras dindingnya 

tidak berwarna dengan penebalan yang tidak rata. Sel-sel kulit dalam dan teras 

mengandung gelembung-gelembung bahan cadangan, sedang kulit luar tidak 

(Semangun, 1994). 

S. rolfsii memiliki koloni berwarna putih dengan banyak untaian hifa, sel 

hifa primer yang berkembang di tepi koloni mempunyai lebar 4-9 μm dan 

panjang hingga 350 μm, dengan satu atau lebih hubungan apit (clamp 

conection) pada sekatnya (Gambar 1). Hifa sekunder timbul tepat di bawah 

pangkal dan sering tumbuh menempel pada hifa primer. Cabang tersier dan 

seterusnya lebih sempit dengan lebar 1,5-2 μm, sel-sel pendek, percabangannya 

membentuk sudut yang besar. Letaknya kurang terikat dengan sekat dan 

biasanya tidak mempunyai apit (Semangun, 2004). Pada pengamatan dengan 

mata telanjang, massa miselium tampak berwarna putih dan terlihat tebal, sel 

hifanya membesar dan menjadi banyak untuk menginfeksi jaringan tanaman 

(Mullen, 2001). Tingkat pertumbuhan hifa S. rolfsii telah diamati mencapai 0,8-

0,9 mm per jam pada suhu 27°C di media Potato Dektrose Agar (PDA), sklerotia 

terbentuk setelah 5-7 hari (Gambar 2) (Mullen, 2001).  
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Gambar 1. Hubungan apit (clamp connection) pada percabangan hifa utama                        

S. rolfsii yang menginfeksi kentang (Icochea dan L.J. Turkensteen 
2001 dalam Mullen, 2001). 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Pertumbuhan hifa dan produksi S. rolfsii di media kentang  dektrose 
agar setelah tujuh hari (J.M.F. Yuen, 2001 dalam Mullen, 2001)     

2.1.2 Gejala Serangan Penyakit Rebah Semai Pada Kedelai   

Patogen tular tanah sering menyerang tanaman kedelai, kacang hijau, 

dan kacang tanah. Serangan patogen tular tanah pada tanaman diawali dengan 

infeksi pada bagian akar atau batang yang berbatasan dengan permukaan 

tanah. Infeksi menyebabkan transportasi hara dan air tersumbat sehingga daun 

menguning dan tanaman layu. Patogen selanjutnya menyebar ke seluruh bagian 

tanaman dan menyebabkan pembusukan (Sumartini, 2011). Tanda pertama 

infeksi, meskipun biasanya tidak terdeteksi, adalah coklat gelap pada batang 

atau dibawah tanah. Gejala awal yang mungkin adalah proses penguningan dan 

kelayuan pada daun. Gejala berikutnya terlihat jamur lapisan putih atau benang 

miselium pada jaringan yang terinfeksi dalam tanah. Miselium yang tumbuh 

kemudian akan mengalami bentuk pertahanan berupa sklerotia. Ukuran sklerotia 
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mempunyai banyak bentuk yaitu bulat dan putih ketika muda kemudian menjadi 

coklat gelap sampai hitam (Ferreira dan Boley, 2006). Sklerotia tersebut dapat 

bertahan hidup 3 sampai 4 tahun di dekat permukaan tanah (Faske, 2014).    

2.1.3 Faktor yang Mempengaruhi Perkembangan Penyakit Sclerotium rolfsii  

Pertumbuhan S. rolfsii dalam melakukan penetrasi pada inang dan 

infeksi memerlukan suhu 27-30ºC/81-86ºF, dan kelembaban yang tinggi. 

Pertumbuhan hifa dan perkecambahan sklerotia memerlukan suatu lahan yang 

telah mengalami penjenuhan. Kelembaban tinggi juga disukai oleh jamur untuk 

berkembang. Pada suhu 27ºC/81ºF di media PDA, hifa S. rolfsii tumbuh rata-rata 

0,8-0,9 mm per jam.  

Sklerotia terbentuk setelah 5-7 hari (Mullen, 2001)  

S. rolfsii menyerang saat kondisi lingkungan hangat dan dapat juga 

menyerang pada daerah tropis basah serta subtropis. Patogen dapat bertahan 

dengan miselium pada bahan organik yang telah mati, serta dapat juga hidup 

pada tanaman yang rentan dan juga sklerotia dapat bertahan dalam tanah. Suhu 

dan kelembaban merupakan faktor yang paling penting dalam penyebaran dan 

perkembangan patogen. Hifa akan tumbuh pada suhu 8-40ºC/46-104º F, tetapi 

dapat tumbuh dengan optimal pada suhu antara 27-35ºC/81-95ºF (Mullen, 

2001).  

2.1.4 Pengendalian Penyakit Rebah Semai pada Kedelai   

Pengendalian penyakit yang sering dilakukan adalah dengan mencabut 

tanaman sakit, cara ini dapat diteruskan jika tanaman yang terserang dalam 

suatu area pertanaman hanya sedikit. Jika jumlah tanaman yang banyak 

terserang maka cara ini tidak efektif dan tidak efisien. Pencabutan tanaman sakit 

kemudian meletakkannya di pematang perlu dihindari karena dapat menjadi 

sumber inokulum pada musim tanam berikutnya. Tanaman sakit yang telah 

dicabut harus dibenamkan kedalam tanah atau di bakar. Di Hawai, pengendalian 

S. rolfsii dilakukan dengan memadukan kultur teknis, rotasi tanaman, 

pengolahan tanah lebih dari 20 cm, pemberian kompos, solarisasi tanah, mulsa 

plastik hitam, pengendalian hayati dengan memanfaatkan antagonisnya dan 

penggunaan pestisida (Ferreira dan Boyle, 2006)  
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2.2 Agens Hayati  

  Agens hayati adalah organisme yang terdiri dari spesies, subspesies, 

varietas, semua jenis serangga, nematode, protozoa, cendawan (fungi), bakteri, 

virus, mikoplasma, serta organisme lainnya dalam tahap perkembangannya 

yang dapat digunakan untuk pengendalian hama dan penyakit atau organisme 

pengganggu, proses produksi, pengolahan hasil pertanian, dan lain sebagainya 

(Supriadi, 2006). Pengendalian hayati merupakan pengendalian dengan cara 

pengurangan jumlah inokulum dalam keadaan aktif maupun dorman atau 

aktivitas patogen sebagai parasit oleh satu atau lebih organisme yang 

berlangsung secara alami atau dengan manipulasi lingkungan, inang atau agens 

antagonis (Cook dan Baker, 1983).   

2.3 Bakteri Antagonis  

Salah satu alternatif pengendalian yang ramah lingkungan dan aman 

bagi kesehatan manusia yaitu dengan  pengendalian secara biologis (Pal et al., 

2006). Salah satu pengendalian secara biologis yaitu dengan menggunakan 

mikroba antagonis. Mikroba antagonis selama ini yang banyak digunakan adalah 

Bacillus subtilis dan Pseudomonas fluroescens. Bakteri-bakteri antagonis 

tersebut diketahui mampu menghambat jamur patogen dengan menghasilkan 

senyawa yang diketahui sebagai antifungal. Bakteri Bacillus sp. mampu 

menghasilkan senyawa fengycin dan bacillomycin yang diketahui sebagai 

antifungal, dan banyak senyawa peptid antibiotik lainnya yang diproduksi oleh 

Bacillus sp (Stein, 2005). Sedangkan bakteri Pseudomonas sp. mampu 

menghasilkan senyawa antibiotik (antifungal), siderofor, dan metabolit sekunder 

lainnya yang sifatnya dapat menghambat aktivitas jamur (Haas dan Devago, 

2005). Kusumaningati et al., (2013) menjelaskan bahwa bakteri memiliki kurva 

pertumbuhan yang signifikan dan memiliki fase yang berbeda, seperti : 

1.  Fase lag (fase lambat) terjadi pada jam ke-0 sampai jam ke-3, bakteri 

melakukan metabolisme dan penyesuaian diri pada lingkungan yang baru. 

2. Fase eksponensial terjadi pada jam ke-3 sampai jam ke-19,  fase ini 

merupakan fase perbanyakan sel, aktivitas sel yang meningkat dan fase yang 

paling penting dalam pertumbuhan bakteri. 

3. Fase stasioner terjadi pada jam ke-19 sampai jam ke-24, kecepatan 

pertumbuhan menurun dan pertumbuhan bakteri yang terhenti.  

4. Fase kematian yang mengakibatkan laju pertumbuhan menurun dan akhirnya 

dapat terhenti sama sekali.  
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Mekanisme bakteri antagonis dalam mengendalikan patogen tanaman menurut 

Sharma et al  (2013)  adalah sebagai berikut :                                                   

a.  Kompetisi.  

Mikroorganisme bertahan hidup di habitat alami mereka dengan cara 

bersaing ruang, mineral dan nutrisi untuk berkembang biak. Mekanisme 

kompetisi telah memainkan peran penting dalam biokontrol spesies  

Fusarium dan Pythium oleh beberapa strain Pseudomonas.                                                         

b. Antibiosis.         

 Antibiosis merupakan proses antagonis mengeluarkan senyawa 

metabolit, agen litik, enzim, senyawa racun, dan antibiotik dalam mengendalikan 

patogen.                                     

  c. Parasitisme.        

 Parasitisme terjadi ketika antagonis menyerang patogen dengan 

mengeluarkan enzim seperti kitinase, selulosa, dan enzim litik lainnya.    

2.4 Limbah Cair Tahu 

Limbah cair industri pangan terutama dari industri tahu mengandung 

bahan organik yang tinggi, apabila dibuang ke lingkungan tanpa diolah terlebih 

dahulu akan menimbulkan dampak negatif berupa penurunan kualitas 

lingkungan. Limbah cair tahu dan ampas tahu juga mengandung protein, lemak, 

vitamin, dan mineral (Ca, Mg, Fe) sehingga berpotensi sebagai medium 

pertumbuhan mikroorganisme (Kasmidjo, 1991 Jenie dan Rahayu, 1993; 

Kuswardani dan Widjajaseputra, 1998).  Karakteristik limbah industri tahu 

meliputi karakteristik fisika, kimia, dan biologis. Karakteristik fisika meliputi suhu, 

kekeruhan, warna, total padatan tersuspensi (Total Suspended Solid), dan bau. 

Suhu mencapai 40oC-46oC, kekeruhan 535-585 FTU, warna 2.225-2.250 Pt.Co, 

TSS 4743 mg/l, dan bau agak masam. Karakteristik kimia meliputi bahan 

organik, bahan anorganik, dan gas. Kadar amonia dalam limbah cair tahu 

sebesar 23,3-23,5 mg/l, kadar BOD5 6.0008.000 mg/l, COD 7.500-14.000 mg/l, 

dan pH sebesar 4,5-5 (Algadrie, 2002; Herlambang, 2002; Husin, 2008; 

Sugiharto, 1987; Warisno dan Dahana, 2009). Karakteristik biologis pada limbah 

cair misalnya berupa mikroorganisme seperti virus (Chandra, 2005). Beberapa 

mikroorganisme terlibat dalam pemecahan senyawa komplek menjadi metana 

diantaranya bakteri, jamur dan protozoa. Meskipun juga terdapat jamur dan 

protozoa, bakteri tetap merupakan mikroorganisme paling dominan yang bekerja 

dalam proses penguraian anaerobik (Herlambang, 2002).   
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3.  METODOLOGI PENELITIAN 

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian  

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Penyakit Tumbuhan Jurusan 

Hama dan Penyakit Tumbuhan, Fakultas Pertanian, Universitas Brawijaya 

Malang yang dimulai pada bulan Maret sampai dengan bulan Agustus 2018.  

3.2 Alat dan Bahan  

Alat yang digunakan pada penelitian ini terdiri dari Laminar Air Flow 

Cabinet (LAFC), tabung reaksi, bunsen, autoclave, jarum Ose, botol media, 

mikroskop, gelas ukur, cawan petri, panci, baskom, kompor listrik, timbangan 

analitik, pinset, erlenmeyer, cork borer, pisau, pipet tetes, mikropipet, penggaris, 

spidol, sprayer, gunting, cutter, stik L dan kamera.  

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah isolat bakteri dari 

limbah cair tahu, isolat patogen S. rolfsii, plastik tahan panas, alluminium foil, 

plastik wrap, tisu steril, aquades steril, spiritus, kertas label, media Potato 

Dextrose Agar (PDA),  

Natrium Agar (NA), kertas saring, KOH 3%, alkohol 70%, larutan H2O2  3% , 

Safranin, Iodin, dan Kristal violet.  

3.3 Pelaksanaan Penelitian   

Penelitian ini terdiri dari beberapa tahapan dengan rincian sebagai berikut :   

3.3.1 Isolasi dan Purifikasi Jamur Patogen Sclerotium rolfsii  

Pengambilan isolat jamur patogen pada kedelai dari salah satu lahan 

yang berada di daerah Karangploso, Malang, Jawa Timur. Isolat didapatkan dari 

batang tanaman kedelai yang memiliki ciri-ciri warna kecoklatan dan terlihat 

jamur lapisan putih atau benang miselium. Isolasi Jamur S. rolfsii dilakukan 

dengan cara memotong sampel sepanjang  ± 1 cm. Kemudian potongan sampel  

yang berukuran ± 1 cm disterilkan dengan cara direndam ke dalam larutan 

NaOCl 1% selama 1 menit kemudian alkohol 70% selama 1 menit selanjutnya 

aquades steril sebanyak dua kali selama 1 menit. Lalu potongan sampel 

dikeringkan diatas tissu steril. Setelah kering, kemudian potongan ditanam pada 

media PDA. Inkubasi hingga koloni patogen tumbuh pada media PDA. Koloni 

kemudian ditumbuhkan untuk dilakukan purifikasi pada media baru sampai 

mendapatkan biakan murni.  (Muhibuddin et al., 2011; Muhibuddin et al., 2018; 

Shofiana et al., 2015; Aliah et al., 2015; Pasaribu et al., 2016). Purifikasi 

dilakukan pada setiap jamur yang memiliki morfologi makroskopis berbeda yang 

meliputi warna dan bentuk koloni (Tanzil et al., 2015; Zuhriah et al., 2016).    
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3.3.2 Pengambilan Sampel Limbah Cair Tahu  

Sampel yang digunakan dalam penelitian berasal dari limbah cair tahu.  

Limbah cair tahu berasal dari pabrik tahu “Mana Lagi” yang berada di jl. Cokro 

aminoto kota Malang. Pengambilan sampel menggunakan botol dengan cara 

mengambil limbah cair tahu yang dibuang.  

3.3.3 Isolasi dan Purifikasi Bakteri dari Limbah Cair Tahu  

Isolasi bakteri dari limbah tahu diawali dengan pengenceran sampel 

limbah cair tahu dengan menggunakan aquades sampai 10-9. Kemudian diambil 

0,1 ml sampel pada tiap faktor pengenceran dan selanjutnya dimasukkan ke 

dalam cawan petri yang telah berisi media Nutrient Agar (NA). Lalu diratakan 

dengan menggunakan stik L steril. Lalu menutup cawan menggunakan plastik 

wrapping untuk mecegah terjadinya kontaminasi. Sampel yang berada dalam 

cawan kemudian diinkubasikan pada suhu ruang selama 24 jam. Setelah 24 jam 

masa inkubasi, selanjutnya diamati bentuk koloni campuran yang tumbuh. Koloni 

yang memiliki karakteristik berbeda kemudian dipurifikasi dengan cara streak 

plate (Sastrahidayat et al., 2011; Witari dan Irnia, 2016).  

3.3.4 Seleksi Bakteri Antagonis Limbah Cair Tahu yang bersifat Antagonis 

terhadap Pertumbuhan Jamur Patogen S. rolfsii  

Seleksi bakteri antagonis dilakukan untuk mengetahui bakteri yang 

mampu bersifat antagonis terhadap S. rolfsii dengan menyeleksi bakteri yang 

ditemukan dan diujikan terhadap jamur S. rolfsii pada media PDA. Seleksi 

dilakukan dengan cara metode biakan ganda yang dimodifikasi dalam satu 

cawan konfrontasi atau coculture method (Herliyana et al.,2013). Isolat jamur S. 

rolfsii diinokulasikan pada media PDA dan diletakkan pada titik potong garis 

cawan petri, kemudian perlakuan bakteri yang ditemukan diinokulasikan dengan 

kertas saring seluas 0,5 cm yang dicelupkan ke suspensi perlakuan. Kertas 

saring ditiriskan di tisu steril selama 4 jam kemudian diletakkan pada 4 posisi 

mengapit jamur patogen S. rolfsii dengan masing-masing jarak 3 cm dari jamur 

patogen.  

  

   Keterangan :  

                            : Bakteri pada kertas saring  

    : Jamur patogen S. rolfsii  
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Gambar 3. Pola penempatan seleksi bakteri antagonis dan jamur patogen pada 
cawan (Herliyana et al., 2013).  

Persentase penghambatan dihitung dengan rumus :   

R  = r1−r2 X 100 % 
 r1  

Keterangan:  
R  : Persentase penghambatan pertumbuhan (%) 

r1 : Jari-jari patogen pada kontrol (cm)  

r2 : Jari-jari patogen mendekati isolat bakteri antagonis (cm)  

3.3.5 Uji Penghambatan Pertumbuhan Jamur Patogen S. rolfsii dengan Bakteri 

Antagonis Secara In Vitro    

Uji penghambatan dilakukan dengan menumbuhkan patogen dan bakteri 

antagonis dalam satu cawan petri yang berisi media PDA. S. rolfsii yang telah 

diambil dari biakan murni menggunakan cork borer diletakkan pada permukaan 

media PDA dalam cawan petri berdiameter 9 cm dengan jarak ± 3 cm dari tepi 

cawan. Selanjutnya satu ose bakteri antagonis digoreskan berseberangan 

dengan cendawan dengan jarak  ± 3 cm (Gambar 5).  

  Penelitian secara in vitro menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) 

dengan 6 perlakuan (6 isolat bakteri antagonis limbah cair tahu) yang masing-

masing perlakuan diulang 4 kali. Rancangan perlakuan uji penghambatan jamur 

patogen S. rolfsii dapat dilihat pada (Tabel 1). 

Tabel 1. Perlakuan uji penghambatan jamur patogen S. rolfsii secara in vitro.   
 

Perlakuan Keterangan 

P1 Bakteri T3 

P2 Bakteri T4 

P3 Bakteri T5 

P4 Bakteri T9 

P5   Bakteri T10 

P6   Bakteri T21 

 

Persentase penghambatan dihitung dengan rumus yang dilaporkan 

oleh Ganesan et al. (2007) dengan modifikasi:  

IH  = R1-R2 X 100 % 
R1 

IH  = Persentase penghambatan pertumbuhan (%) 

R1 = diameter miselia S. rolfsii ke arah  aquades steril (kontrol)  

R2 = diameter miselia S. rolfsii ke arah bakteri antagonis 
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Gambar 4. Uji penghambatan pertumbuhan patogen S. rolfsii secara in vitro 

3.3.6 Identifikasi dan Karakterisasi Bakteri Antagonis Limbah Cair Tahu  

Bakteri antagonis yang diidentifikasi berdasarkan hasil seleksi yang 

bersifat antagonis terhadap S. rolfsii. Identifikasi dan karakterisasi bakteri 

antagonis limbah cair tahu dilakukan berdasarkan Bergey’s Manual of 

Determinative Bacteriology Voume I (Krieg and Holt, 1994) dan Schaad et al., 

(2001). Metode yang digunakan adalah sebagai berikut :   

1. Reaksi Gram   

Pengujian reaksi dengan KOH 3 %. Isolat bakteri antagonis yang 

berumur 24 jam diletakkan pada objek glass yang telah ditetesi 1-2 tetes larutan 

KOH 3%. Kemudian suspensi bakteri ditarik menggunakan jarum ose 

selanjutnya diamati terbentuk tidaknya lendir. Reaksi positif terjadi apabila 

bakteri tidak membentuk benang lendir dan reaksi negatif terjadi bila suspensi 

bakteri membentuk benang atau berlendir (Schaad et al., 2001).  

Pengujian Gram. Pengujian dilakukan dengan cara mengambil isolat 

bakteri antagonis yang berumur 24 jam dengan jarum ose dan dibuat suspensi 

dengan aquades steril diatas gelas objek yang telah disterilkan dan dikeringkan. 

Kemudian isolat ditetesi dengan larutan Kristal violet 5% sebanyak 2-3 tetes dan 

didiamkan selama 1 menit, kemudian dibilas dengan air mengalir dan 

dikeringkan. Selanjutnya ditetesi dengan iodine sebanyak 1-2 tetes dan 

didiamkan selama 1 menit yang selanjutnya dibilas dengan air mengalir dan 

dikeringkan. Tahap terakhir yakni isolat ditetesi dengan larutan safranin 0,1% 

dan didiamkan selama 30 detik kemudian dibilas dengan air mengalir 

selanjutnya dikering-anginkan dan diamati menggunakan mikroskop 

(Hadioetomo, 1993). Bakteri dengan gram positif akan menunjukkan warna 

ungu, sedangkan bakteri negatif akan berwarna merah (Schaad et al., 2001)  

              

    

  3 cm      R1          3 cm       

S. rolfsii       
 

  
aquadest steril 

    

     3 cm       R2            3 cm       

S.   rolfsii       

Bakteri antagonis    
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Pewarnaan Spora. Isolat bakteri yang berumur 24 jam dibuat suspensi 

dengan aquades steril diatas gelas objek yang telah disterilkan dan dikeringkan 

diatas api bunsen. Kemudian tetesi dengan 2 tetes malachite green dan biarkan 

selama 10 menit lalu cuci dengan air mengalir dan kering anginkan diatas api 

Bunsen. Selanjutnya tetesi dengan safranin selama 1 menit, lalu cuci dengan air 

mengalir dan kering anginkan. Proses terakhir, amati preparat tersebut dibawah 

mikroskop. Pengamatan spora berupa sel bakteri berwarna merah, jika sel 

membentuk spora maka akan berwarna hijau (Schaad et al., 2001).   

2. Uji Oksidatif-Fermentatif  

Pengujian OF dilakukan untuk mengidentifikasi isolat bakteri termasuk 

dalam kategori bakteri aerob atau bakteri anaerob. Perubahan warna yang 

terjadi pada media OF akan menentukan kategori bakteri tersebut. Apabila 

terjadi perubahan warna dari biru menjadi kuning pada tabung mengindikasikan 

positif untuk pertumbuhan anaerob (berarti terjadi fermentasi), begitu sebaliknya.                                          

Inokulasi bakteri dengan cara menusukkan bakteri dengan jarum ose pada 

media. Inokulasi dilakukan pada dua tabung, tabung pertama ditambahkan 

parafin 1 ml sebagai penutup (kondisi anaerob), tabung kedua dibiarkan tanpa 

parafin (kondisi aerob). Inkubasi pada suhu ruang dan pengamatan pada 

perubahan warna yang terjadi.  

3. Pertumbuhan pada Media YDC  

Pengujian pertumbuhan koloni kuning pada media YDC bertujuan untuk 

melihat koloni bakteri tumbuh pada Media YDC. Jika bakteri yang tumbuh 

berwarna kuning maka bakteri tergolong dalam genus Pantoea. Sedangkan jika 

bakteri yang tumbuh berwarna putih, maka bakteri tergolong dalam genus 

Erwinia (Schaad et al. 2001). Media YDC terdiri dari yeast ekstrak 10 gram, 

glukosa 20 gram, CaCO3 20 gram dan agar 15 gram yang dilarutkan dalam 1 

liter aquades kemudian media disterilkan dengan autoclave. Bakteri uji 

digoreskan pada media YDC yang kemudian diinkubasi selama 48 jam.   

4. Uji Katalase   

Uji Katalase digunakan untuk mengetahui aktivitas katalase pada bakteri 

yang diuji. Uji Katalase dilakukan dengan meletakkan satu ose koloni bakteri 

pada objek glass. Kemudian bakteri ditetesi dengan H2O2 3% sebanyak 1-2 

tetes. Koloni positif menghasilkan enzim katalase jika dihasilkan buih.  
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5. Uji Hipersensitif   

Uji hipersensitif merupakan uji yang dilakukan untuk mengetahui sifat 

patogenik suatu bakteri (Schaad et al., 2001). Pengujian dilakukan dengan 

membuat suspensi bakteri dari isolat yang telah diinkubasikan 48 jam. Uji 

hipersensitif dilakukan pada daun tembakau muda dengan diinokulasikan pada 

bagian tulang daun tembakau sebanyak 1 ml. Pada perlakuan kontrol 

menggunakan air dan kontrol tanpa inokulasi suspensi bakteri. Jika pada bagian 

yang diinokulasikan suspensi bakteri terjadi nekrosis setelah diinkubasi selama 

24 jam, maka bakteri tersebut bereaksi positif sebagai patogen (Masnilahs et al., 

2013). 

3.4 Analisis Data 

Data yang diperoleh dari pengamatan uji antagonis secara in vitro 

selanjutnya dilakukan uji keragaman data (Analisis of Varriance). Apabila hasil 

berbeda nyata maka dilanjutkan dengan uji Duncan pada taraf kesalahan 5%. 

Analisis data diolah menggunakan Microsoft excel 2016 dan SPSS.
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